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OZET

Ileri Evre Larinks Kanserli Hastalarda HPV 16, HPV 18, p16 Ekspresyonunun
Degerlendirilmesi ve Prognostik Onemi

Amag: Larinks karsinomlarmin gelisim mekanizmasi olduk¢a komplekstir
ve cesitli faktorler tarafindan kontrol edilir. Sigara ve alkol kullanim etyolojideki
saptanmus risk faktorleridir. Son yillarda yapilan ¢cahismalar HPV enfeksiyonun da
larinks Kkarsinomlarinda o6nemli bir rol aldigim1 gostermektedir. pl6 tiimor
baskilayic1 bir gendir. Mutasyona ugradiginda tiimor gelisimine katkida
bulunmaktadir. Calismamizda ileri evre larinks karsinomunda HPV ve/veya pl6
pozitifliginin, yas, cinsiyet, sigara ahskanhgi, tiimor lokalizasyonu, lenf nodu
metastazi, niiks varhgi ve yasam siiresi gibi degiskenlerle olan iliskisini saptamayi
amacladik.

Gere¢ ve Yontem: Bu cahsmaya, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
(CUTF) Kulak Burun Bogaz Anabilim Dalinda Ocak 2006 - Arahk 2011 tarihleri
arasinda tani alan ve daha oncesinde tedavi almamuas ileri evre larinks karsinomlu
90 hasta dahil edildi. 10 adet normal larinks mukozas1 kontrol grubu olarak
calismaya alindi. Calismaya dahil edilen hastalarin dosyalan retrospektif olarak
degerlendirildi. Doku ornekleri % 10’luk formaldehitte tespit edilerek, parafine
gomiildii ve histolojik kesitler hazirlandi. Hematoksilen eozin boyasi uygulanarak
151k mikroskobik inceleme yapildi. Daha sonra, immiinohistokimyasal yontem ile
p16, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile poliklonal HPV varhg: arastirildi. HPV
pozitif olgularda PCR ile HPV 16, 18 tiplerinin varhg degerlendirildi.

Bulgular: 90 olgunun 11’inde (% 12,2) poliklonal HPV pozitifligi saptandi.
Bu 11 olgudan 6’sinda HPV 16, 4’iinde HPV 18, 1’inde HPV 16 ve 18 pozitif idi.
Olgularin 18’inde (%20) p16 pozitif idi. Olgularin 6’sinda (%6,6) hem HPV hem
de p16 pozitifligi mevcuttu. p16’nin tek basina veya HPV ve p16’nin birlikte pozitif
oldugu olgularda alkol kullanimi daha az ve tiimoriin supraglottik alanda yerlesim
oranl daha yiiksek olarak saptanmustir. Bu oranlar istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur. Cahismamizda HPV pozitifligi ile ortalama yas, diferansiyasyon,
sigara ve alkol kullanimi, tiimoriin evresi, LN metastazi, tiimor lokalizasyonu,
niiks, 6liilm nedeni ve tedavi yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski
saptanmamustir. Hastalarimizin ortalama takip siiresi 6.7 yildi.

Sonug: Larinks karsinomu ile HPV iliskisi ve bunun hastalarin prognozu
iizerine etkisi su ana kadar ki yapilan calismalara ragmen netlik kazanmamstir.
Cahismamizda ileri evre larinks Kkarsinomlu hastalarin %12,2’sinde HPV,
%20’sinde p16 pozitifligi saptandi. HPV ve p16 pozitif olgularda 5 yil iizeri yasam
siiresi rakamsal olarak daha fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh
saptanmadi. Bu konu hakkinda, neoplastik proliferasyonun daha iyi ortaya
kondugu, elde edilen sonu¢larin dogrulugunun farkh tekniklerle desteklendigi,
daha genis popiilasyonlu kinik ¢alismalara ihtiya¢c vardir. Elde edilecek veriler,
gelecekte larinks Kkanserlerinden korunmada HPV asillamasinin gerekliligi
konusunu karsimiza ¢ikarabilir.

Anahtar Kelimeler: Larinks, skuamoz hicreli karsinom, HPV, p16.
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ABSTRACT

Assessment of HPV 16, HPV 18, p16 Expression in Advanced Stage Laryngeal
Cancer Patients and Prognostic Significance

Objective: The developmental mechanisms of laryngeal carcinomas are
quite complex and controlled by various factors. Smoking and alcohol use are the
identified risk factors in the etiology. Recent studies indicate that HPV infection
also plays an important role in larynx carcinomas. p16 is a tumor suppressor gene.
When the mutation is on, it contributes to tumor development. We aimed to
determine the association of HPV and/or p16 positivity with variables such as age,
sex, smoking habits, tumor localization, lymph node metastasis, recurrence and
survival in advanced stage laryngeal carcinoma in our study.

Materials and Methods: This study included 90 patients with advanced
laryngeal carcinoma who were diagnosed between January 2006 and December
2011 at the Departmant of Otorhinolaryngology of Cukurova University Faculty of
Medicine(CUTF). The files of the patients included in the study were evaluated
retrospectively. Ten normal larynx mucosa was used as a control group. Tissue
specimens were fixed in 10% formaldehyde, embedded in paraffin and histological
sections were prepared. Light microscopic examination was performed by
applying hematoxylin eosin stain. The presence of HPV was investigated
polyclonally by PCR, and pl6 with immunohistochemical method. In HPV
positive cases, the presence of HPV types 16, 18 were evaluated by PCR.

Findings: Polyclonal HPV positivity was detected in 11 (12.2%) of 90 cases.
Out of these 11 cases, HPV 16 was positive in 6, HPV 18 in 4, and both HPV 16 and
18 were positive in 1. In 18 (20%) of the cases, p16 was positive. Six of the cases
(6.6%) had both HPV and p16 positivity. In cases where p16 alone or HPV and
pl6 were co-positive, alcohol use was less and the tumor was found more likely to
be localized in the supraglottic area. These ratios were statistically significant.
Although life expectancy over 5 years were numerically higher in HPV and pl16
positive cases, this was not found to be statistically significant. There was no
statistically significant relationship between HPV positivity and mean age,
differentiation, smoking and alcohol use, tumor progression, lymph node
metastasis, localization, recurrence, cause of mortality and treatment methods in
our study. The mean follow-up period of our patients were 6.7 years.

Conclusion: The relationship between laryngeal carcinoma and HPV, and
its effect on the prognosis of the patients has not been clarified despite the work
done so far. In our study, 12,2% HPV and 20% p16 positivity were detected in
patients with advanced stage laryngeal carcinoma. Although life expectancy over 5
years were numerically higher in HPV and p16 positive cases, this was not found to
be statistically significant. There is a need for more populated clinical trials, where
neoplastic proliferation is better demonstrated and the accuracy of the results
obtained is supported by different techniques. The resulting data may present the
need for HPV vaccination in the future to protect against laryngeal cancer.

Keywords: Larynx, squamous cell carcinoma, HPV, p16.
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1. GIRIS

Larinks karsinomlart viicuttaki tim malign tiimorlerin %3’ten fazlasim
olusturmakta olup diinya genelinde en yaygin 6. kanser olarak tespit edilmistir’. Larinks
kanserlerinin % 95°ten fazlasi skuamoz hiicreli karsinomlardir'. Bu kanserlerin
gelismesinde en 6nemli risk faktorleri sigara ve alkol aliskanhgidir®. Larinksin skuamoz
hiicreli karsinomlarinin (LSHK) etyolojisinde human papillomaviriis’iin (HPV) de rol
alabilecegi son yillarda yapilan calismalarda belirtilmektedir®*>®"®, Ozellikle serviks
kanserlerinin etyopatogenezinde de rol oynayan yiksek riskli HPV tip 16 ve 18’in
larinks kanserlerin de arastirilmasi farkli popiilasyonlarda farkli sonuglar vermektedir.

P16 hiicre siklusunun kontrol mekanizmasinda 6nemli bir timor supressor
gendir. Normalde displazi icermeyen hiicrelerde p16 proteini oldukga diisiik seviyededir
ve immunhistokimyasal olarak tespit edilemez®. Ttim yiiksek riskli HPV tiplerindeki E7
onkogeninin transforme edici aktivitesi nedeniyle, p16, displastik servikal hiicrelerde
gliclii over ekspresyon gosterir ve immunhistokimyasal olarak kolayca gésterilebilir™®.

Bu ¢alismaya, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi (CUTF) Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dalinda Ocak 2006 - Aralik 2011 tarihleri arasinda tanmi alan ve daha
oncesinde tedavi almamus ileri evre larinks skuamoz hiicreli karsinomlu 90 hasta dahil
edildi. Calismamizda ileri evre larinks karsinomunda HPV ve/veya pl6 pozitifliginin,
yas, cinsiyet, sigara aligkanligi, tiimor lokalizasyonu, lenf nodu metastazinin, niiks
varli§1 ve yasam siiresi gibi degiskenlerle olan iligkisini saptamay1 amagladik. Ayrica

tiim bu sonuglarin 5 yillik yasam siiresi ile iliskisi de arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Larinks Anatomisi, Embriyolojisi, Histolojisi, Fizyolojisi

2.1.1. Larinks Anatomisi

Larinks; kikirdak, kas ve fibroelastik baglardan olusan, dil kokl ile trakea
arasinda havanin trakeaya giris ve ¢ikisini kontrol eden, iist solunum yollarinin ses
olusturabilen ve yutma sirasinda bir sfinkter gibi gérev yapan 6zellesmis 6nemli bir

bolimaddr.

Hyoidkemik Epiglottis

Krikotiroid | 1 7 Krikotiroid kas
ligarrent Krikoid kikirdak

Trakea

Sekil 1. Larinksin genel anatomik gériiniisi™

Yeni doganlarda 1-4 servikal vertebralar arasinda yer alan larinks, puberteye
kadar yavasca asagiya iner. Puberte sonrasi erkeklerde daha belirgin olmak kaydiyla
buytiyerek 3-6 servikal vertebralar arasinda yer alir.* Larinksin iskelet catismi iigii tek
ve licl ¢ift olmak tizere dokuz adet kikirdak olusturur. Tek kikirdaklar; tiroid, krikoid ve
epiglot kikirdaklardir. Cift kikirdaklar; aritenoid, kuneiform ve kornikulat
kikirdaklardir.



2.1.1.1. Larinks Kikirdaklar

Tiroid kikirdak: Larinksin en biiyiik kikirdagidir. Dortgen seklinde iki
laminadan ve bu laminalarin arka kisminda yukariya ve asagiya dogru uzanan ikiser
adet kornu siiperior ve kornu inferiordan olusur.

Krikoid kikirdak: Larinks kikirdaklarinin en saglam ve kalin olanidir. Sadece
larinksin degil tim solunum yollarinin tam bir halka seklinde olan tek kikirdak
yapisidir. Tiroidin altinda bulunur. Oniinde “arcus cartilaginis cricoidea”, arkasinda ise
“lamina cartilaginis cricoidea” yer alir.

Epiglottis: Dil tabaninin ve hyoid kemigin arkasina yerlesen yaprak seklinde bir
kikirdaktir. Daralarak bir sap seklini alan alt ucu (petiolus epiglottidis) ligamentum
(lig.) tiroepiglottikum ile tiroid kikirdaginin i¢ yiiziine tutunur. Plika ariepiglottika
denilen mukoza kivrimlar1 epiglottisi yanlarda aritenoid kikirdaklara baglar. Hyoid
kemige ise lig. hyoepiglottikum ile baglanir. Yirmili yaslardan itibaren larinks
kikirdaklar kemiklesmeye baslar. Sadece elastik kikirdaktan yapilmis olan epiglottis ve
aritenoid kikirdagin vokal prosesleri kemiklesmez ki bu durum sesin olusumu
bakimindan fonksiyonel bir 6neme sahiptir.

Aritenoid kikirdak: iki adet olup, krikoid kikirdagm iist kenarinm yan
taraflarina piramit seklinde oturur.

Kornikulat kikirdak: Aritenoid kikirdaklarin tepesine yerlesen koni seklinde
iki kiiciik kikirdaktir.

Kuneiform kikirdak: Kornikulat kikirdagin  biraz 6niinde ve plika

ariepiglottikanin i¢inde yerlesen kikirdaktir. Her zaman bulunmayabilir.

2.1.1.2. Larinks Eklemleri

Larinks kikirdaklar1 birbirlerine sinovyal tipte eklemlerle baglanirlar.

Krikotiroid eklem: Bir ¢ift sinovyal eklemdir. Her iki taraftan gegen transvers
bir eksen etrafinda krikoid kikirdak 6ne ve arkaya rotasyon hareketleri yapar.

Krikoaritenoid eklem: Bir cift sinovyal eklemdir. Eklemde iki hareket
gergeklesebilir. 11ki aritenoid kikirdaklarin vertikal eksen ¢evresinde yaptiklar1 rotasyon
hareketidir. Béylelikle vokal prosesler ige veya disa dogru hareket edebilirler. Ikincisi
kayma hareketidir. Kayma hareketi aritenoid kikirdaklarin hafifce one arkaya ya da ice

disa hareketine izin verir.



2.1.1.3. Larinksin Baglari: Larinksin baglari i¢ ve dis baglar olmak iizere
iki gurupta toplanir.

Larinksin Dis Baglari: Tirohyoid membran, lig. hyoepiglottikum ve lig.
krikotrakeale olusturur.

Larinksin I¢ Baglari: Larinks mukozasmn altinda bulunan elastik liflerden
zengin bag dokusu bazi yerlerde kalinlagir ve larinks kikirdaklari arasinda gerilmis
saglam baglar olusturur. Membrana fibroelastika laringis denilen bu yap1 larinksin
hareketleri bakimindan O6nemlidir. Alt bolimiine ‘‘conus elasticus’ (membrana
cricovocalis=smembrana triangularis) denir. Bu membran tiroid, krikoid ve aritenoid

kikirdaklar arasinda gerili tiggen seklinde bir zardir.™

2.1.1.4. Larinksin Kaslari: Larinksin kaslar1 ekstrensik ve intrensik olmak

Uzere iki grupta incelenirler.

Larinksin Ekstrensik Kaslari: Larinksin bir butun halinde hareketi ve
fiksasyonu ile ilgilidirler. Suprahyoid ve infrahyoid kaslar olarak iki guruba ayrilirlar.
Suprahyoid kaslar hyoid ve larinksi yukar1 ve 6ne, infrahyoid kaslar ise asagi ¢eker.

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

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

Larinksin Intrensik Kaslari: Larinks fonksiyonlarindan esas sorumlu olan
kaslardir. Fonksiyonlarina gore su sekilde siiflandirilir:

Abduktor kaslar: Vokal kordlarin tek abdiiktorii posterior krikoaritenoid kastir
(m.postikus). Bu kasin hareketiyle vokal kordlar birbirinden uzaklasir, uzar ve
gerginlesir.

Adduktor kaslar: Vokal kordlar1 birbirine yaklastirirlar. Lateral krikoaritenoid
kas en 6nemli addiktorddr. Tiroaritenoid ve interaritenoid kaslar da addiiksiyonda rol
alirlar.

Tensor (Gerici) kaslar: Krikotiroid kas (eksternal tensor) ve vokalis kasi da

denilen internal tiroaritenoid kas (internal tensor) rol alir.”®

2.1.1.5. Larinksin Innervasyonu
Larinks, X. kafa ¢ifti nervus (n.) vagusun dallar1 olan n.larengeus siiperior ve

n.larengeus inferior (rekdrren laringeal sinir) tarafindan innerve edilir. Plika vokalislerin



uzerinde kalan larinks mukozasinin innervasyonu n. larengeus siiperiorun internal dali
tarafindan gergeklestirilir. Plika vokalislerin altinda kalan mukoza bolimii ise n.
larengeus rekiirrens tarafindan innerve edilir. M.krikotiroideus hari¢ butun larinks
kaslarinin motor siniri n. larengeus rekiirrenstir. M. krikotiroideus ise n. larengeus

siiperiorun r. eksternusu tarafindan innerve edilir."*

2.1.1.6. Larinksin Damarlar:

Arterler: Larinksin ana arterleri superior ve inferior tiroid arterlerin laringeal
dallaridir. Stiperior tiroid arterden ayrilan siiperior laringeal arter, larinkse tirohyoid
membrani delerek girer. Vokal kordlara kadar larinksi ve piriform siniisii besler. inferior
laringeal arter, subklavian arterin tiroservikal dalindan kaynaklanan, inferior tiroid
arterin dalidir. Inferior laringeal sinirle larinkse giren arter, aritenoide tutunan kaslari,
ventrikiiler banda komsu mukozay: ve ventrikiilii besler.**

Venler: Larinksin vendz drenaji, arteryal akimla ayni kaliptadir. Siiperior
laringeal ven, superior laringeal arteri izleyerek internal juguler vene bosalir. Inferior
laringeal ven ise subklavian venin tiroservikal trunkusuna bosalir.**

Lenf drenaji: Lenfatik drenaj cift tarafli kan akimina paralellik gosterir. Vokal
kordlar lenfatiklerden fakirdir, supraglottik ve infraglottik bdlgeler arasinda dogal bir
bariyer olusturur. Larinksin lenfatik sistemi, yiizeyel ve derin sistemlere bolinmistiir.
Yizeyel lenfatikler, supraglottik ve subglottik bolgelerde larinksin mukozasinda
yerlesmistir. Derin sistem lenfatik damarlari, mukoza altinda, komsu bag dokular1 ve
bosluklar arasinda bulunur. Supraglottik bolge diizeyinde lenfatik akim, siiperior
laringeal damarlar takip ederek, tirohyoid membrani gegerler. Orta ve iist derin juguler
zincire drene olurlar. Epiglot orta hat yapisi oldugundan, lenfatik akim bilateraldir.™*
Subglottik bolgede yaygin bir lenfatik ag vardir. iki yolla lenfatikler drene olurlar.
Birincisi inferior tiroid damarlari takip edip, subklavian, paratrakeal ve trakeodzefageal
nodlara agilirlar. Ikinci yol larinksin her iki tarafindan gelen lenfatikleri alip, krikotiroid
membrani gegerek, prelaringeal (Delphian nodu) ve orta derin juguler zincire drene

olurlar.®



2.1.1.7. Kavitas Laringis:

Larinks girisinden krikoid kikirdagin alt kenarina kadar uzanir. Larinks boslugu
iki ¢ift mukoza kivrimi ile vestibulum laringis (supraglottik bolge), ventrikulus laringis
(Morgagni cebi) ve kavitas infraglottika olmak iizere ii¢c boliime ayrilir. Ustte yer alan
plika cifti plika vestibularis, altta yer alan plika cifti ise plika vokalis olarak
isimlendirilir. Larinks girisi larinks boslugundan farenkse agilan diizlem olarak
diistintilebilir. Yonii arkaya ve biraz yukariya dogrudur. Larinks girisini 6nde
epiglottisin iist kenari, arkada aritenoid kikirdaklar arasinda uzanan mukoza, yanlarda
plika ariepiglottikalar sinirlamistir. Plika ariepiglottika, epiglottisin yan taraflarindan

aritenoid kikirdaklarin tepelerine uzanan mukoza kivrimdar."’

2.1.2. Larinks Embriyolojisi

Larinks ve trakeobronsial agacin embriyolojik gelisimi 4. haftada median
larengotrakeal yarik seklinde farenks ventral duvarindan baslar. Olusan yarik derinlesir
ve kenarlar1 bir septum olacak sekilde kaynasarak larengotrakeal tiipii olusturur.
Kaynasma kaudalden baglayarak kraniale dogru uzanir ama kranial ugta farenkse
acildigindan kaynagma olmaz. Olusan tiip respiratuvar epitelin gelistigi endoderm ile
kaplanir. Kranial uctan larinks ve trakea gelisirken, kaudal ugtan iki lateral ¢ikinti
olusarak bronslar ile sag ve sol akciger loblari gelisir.18

Larinksi doseyen epitel endoderm kokenli olmasina karsilik, kikirdak ve kaslar
ile dordiincii ve altinci farengeal arkus mezensim kaynaklidir. Bu mezensimin hizla
prolifere olmasi sonucu, laringeal orifisin gorinimd, sagital bir yariktan T seklindeki
bir agikliga doniisiir. Daha sonra bu iki arkusun mezensimi tiroid, krikoid ve aritenoid
kikirdaklara dontistiigiinde laringeal orifisin karakteristik eriskin yapisi taninabilir hale
gelir.®®? Larinks kikirdaklar1 4. ve 6. farengeal arkustan farklanir. Kikirdaklarin
olusumu sirasinda, laringeal epitel de hizla ¢ogalarak liimenin gegici olarak tikanmasina
neden olur.

Larinks rekanalizasyonu 10. hafta civarinda gerceklesir. Vakuolizasyon ve
rekanalizasyonun ardindan, laringeal ventrikiil ad1 verilen bir ¢ift lateral ¢ukur olusur.
Bu cukurlar, ilerde yalanci ve gercek vokal kordlara farklanacak olan doku
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katlantilariyla  ¢evrelenmistir. Epiglottis 3. ve 4. farengeal arkuslarin



proliferasyonu sonucu gelisen hipobrankial kabarintidan farklanir. Larinks ve epiglottis

gelisimlerini dogumdan sonra ii¢ yasina kadar devam ettirirler.

2.1.3. Larinks Histolojisi

Epiglottis, elastik kikirdaktan olusur. Yutkunma sirasinda larinks girisini
kapatarak hava yoluna herhangi bir yabanci cisim girmesini 6nler. Hem lingual, hem
laringeal yiizii vardir. Lingual yiiziin timi ve laringeal tarafin iist bolimi ¢ok kath
yassi epitelle doselidir ve az sayida tat cisimcigi igerir. Laringeal yuziin alt bélimi
silyal1 yalanci ¢ok katli prizmatik epitele dontisiir. Epitel altinda ser6z ve miik6z bezler

vardir. 1%

Epiglottisin altindaki mukoza, larinksin limenine uzanan iki ¢ift katlanti
yapar. Ustteki ¢ift yalanci ses tellerini (vestibiiler katlantilar1 ) olusturur. Bunlar
solunum epiteli ile doselidir ve epitelin altinda lamina propriada ¢ok sayida seréz bezler
bulunur. Alttaki c¢ift katlant1 ise gergek ses telleridir (vokal katlantilar). Vokal
katlantilarin i¢inde elastik liflerden zengin vokal ligamentler ve ¢izgili kaslar yer alir.
Uzeri cok katli yassi epitelle doselidir. Ligamentlere paralel olarak katlanti ve
ligamentteki gerilimi diizenleyen ve iskelet kas1 demetlerinden olusan ses kaslar1 (vokal
kaslar) yer alir. Hava katlantilar arasinda sikistirildigi zaman bu kaslar degisik
frekanslarda seslerin olusmasim saglar.'*?*# Larinksin diger boliimleri solunum epiteli
ile doselidir ve trakeayla devamlilik gosterir.

Vokal kord histolojisi: Sadece gercek vokal kord larinksin vibratuar
hareketlerine katilir. Bu yap1 6n komissiirden aritenoid kikirdagin vokal prosesine kadar
uzanir. Vokal kordlar sirasiyla keratinize olmayan ¢ok katli yassi epitel, lamina propria
ve vokal kastan olusan ii¢ katmanl bir yapiya sahiptir. Lamina propria yiizeyel, orta ve
derin tabakalardan olusur. Yiizeyel tabakasi reinke bosluguna uyar ve daha ¢cok amorf

madde igerirken orta ve derin tabakalarinda elastik ve kollojen lifler bulunur.??



Sekil 2. Larinks ist kisminin ¢ok kath yassi epitel ile doseli goriiniimii. Hematoksilen Eosin (HE) x 40

2.1.4. Larinks Fizyolojisi

Larinksin ¢ok 6nemli fonksiyonlar1 vardir. Larinks cerrahisi sirasinda tiimoriin
tamamen ¢ikarilmas1 yaninda bu fonksiyonlarin korunmasi veya en azindan postoperatif
donemde rehabilitasyona izin verecek bir cerrahi planlamanin yapilmasi hastanin yasam

kalitesini artirmak bakimindan son derece dnemlidir.>

1. Sfinkter fonksiyonu: Solunum ve sindirim yollar1 farenkste ¢apraz yapar. Bu da
alt solunum yollarinin korunmasini gerektirir. Bu gorevi larinks Gstlenir. Yutma
sirasinda larinksin  kapanmasi larinks fizyolojisinin en hayati yoni olup
akcigerleri sivi ve kat1 gidalarin girisinden korur. Larinksin kapanmasi; rima
glottisin kapanmasi, larinks vestibiiliiniin kapanmasi ve epiglotun larinks
limenine dogru egilmesi ile ii¢ basamakta gergeklesir. Eriskinde epiglotun diz,
kalkan gibi olusu yutulan gidanin yanlardan piriform siniislere ge¢gmesini saglar.
Epiglot lokmay1 larinks girisinden uzaklastirmaya yardim eder. Larinksi doseyen
titrek tliylii epitel, tizerindeki mukus ve yabanci pargaciklari agiza dogru sevk
eder. Larinksin sfinkterik fonksiyonu larinksteki ti¢ kas katinin koruyucu
adduksiyonu sonucu olur. Bunlar yukaridan asagi dogru; epiglot, ariepiglottik
plikalar, ventrikiiler bandlar ve vokal kordlardir. Larinksin sfinkter gdrevinin
baslamasi igin iki tarafli siiperior laringeal sinirin uyarilmasi gerekir.

2. Solunum fonksiyonu: Solunum merkezi medulla oblongatadadir. Inspirasyonun

baglamasi ic¢in n. larengeus inferiorun uyarilmasi ile glottik acilma baslar.



Glottisin agilmas1 m.krikoaritenoideus posterior tarafindan saglanir. Sonra frenik
sinirin uyarilmasi ile diyafragma asagi iner ve inspirasyon olusur.

Fonasyon fonksiyonu ve konusmada roli: Larinksin en az anlasilan ve
tizerinde halen ¢alisilan fonksiyonudur. Larinksin en ileri fonksiyonu olarak
kabul edilir. Konusma fonksiyonu jenerator sistem, vibrator sistem ve rezonator
sistemin kombine olarak ¢aligmasi ile olusur.

Yutmaya yardima rolii: Yutma esnasinda adalelerin sfinkter etkisi ile larinks
girisi kapanir. Epiglotun yanlarindan lokmanin 6zefagusa kaymasi1 saglanir.
Ayrica yutma sirasinda larinksin yiikselmesi lokmanin 6zefagusa girigine yardim
eder. Larinks girisinin dil kokii altinda kalmasi ile lokma 6zefagusa gider.
Okslrik ve ekspektoratif fonksiyon: Larinks oksiiriik ve balgamin disari
atilmasina yardimci olur. Oksuriik istemli veya istemsiz olarak meydana
gelebilir. Derin inspiryumla glottis kapanir. Ekspiryum adaleleri kasilarak
intrapulmoner basing artar. Glottis aniden ac¢ilir a¢ilmaz hizla ¢ikan hava ile
birlikte ait solunum yollarindaki sekresyonu veya yabanci partikiilleri disar atar.
Bu nedenle 6ksuruk koruyucu fonksiyon gorar

Emosyonel fonksiyonu: Larinks kisinin psikolojik durumuna gore (6rnegin
heyecan, liziintii, aglama, esneme hallerinde) ses degisiklikleri meydana getirir.
Dolasima yardimer fonksiyon: Trakeobronsial sistemde ve akciger
parankimindeki basing degisikliklerinin etkisi ile kan dolagimina bir pompa gibi
etki yapar.

Fiksatif fonksiyon: Larinksin fiksatif fonksiyonu karin ve gogiis kaslarinin daha
fazla kasilabilmesine olanak verir. Bu amagla larinks kapanarak intratorasik
basincin artirilmasina yardimei olur. Oksiirme, defekasyon, miksiyon, kusma ve
dogum 1kinmasi gibi durumlarda rima glottisin kapanmasi ile toraks i¢ine hava
kapatilir. Istemli olarak yapilan bu kapatma islemi mekanik bir yardim

saglamaktadir.”*

2.2. Larinksin Tiimérleri ve Tiimor Benzeri Lezyonlar:



2.2.1. Papilloma ve Papillomatozis

Cocuklarda (juvenil tip) ve addlesanlarda (adult tip) gorulen soliter veya multipl,
papiller, benign tumérlerdir.>> Cogunlukla gercek kordu tutar. Ancak yalanci korda,
epiglottise, supraglottik ve subglottik bolgeye, ¢ok nadiren de trakea ve bronglara
yayilabilir.®® Hava yollarinda tikanmaya yol agabilir. Yapilan ¢alismalarda laringeal
papillomatozisin viral etyolojiye dayandigi gdsterilmistir. Immiinhistokimyasal
caligmalarda ve insitu hibridizasyonda ise HPV antijeni ortaya konulmustur. Hastalarda
aktif hastaligin oldugu durumlarda; lezyonu igermeyen bolgelerde ve remisyondaki
hastalarda da viral Deoksiribo Nikleik Asit (DNA) bulunmustur.?’ Laringeal papilloma
eslik eden HPV tipleri diisiik riskli HPV tipleri olan HPV 6 ve HPV 11°dir.>** Nadiren
HPV 16, 18, 31, 33, 35 ve 39 ile de papillom gorilebilir. Bu lezyonlarda epidermal
biylime faktori reseptorlerinin yiksek dizeylerde goriilmesi artmis proliferatif
aktiviteden sorumlu olabileceklerini diisiindiirmektedir.®*" Skuaméz mukozada parmak
benzeri papiller veya akantotik biiylime paterninden olusan mikroskopik goriinim
mevcuttur. Fibrovaskiiler bir merkez icerir.?® Mitotik aktivite, degisik derecelerde
koilositoz ve niikleer atipi gorulir.***° Bu timérlerde uzun periyodda tekrarlama orani
yiiksektir.® Rekiirrensler nadiren trakeostomi agzi ve yumusak dokuya yayilabilir,
karotid arterin etrafin1 sarabilirler. Bu tiir proses “invaziv papillomatozis” olarak
adlandirnlir.*?***3" Laringeal papillomatozisli olgularda 6zellikle yiiksek riskli HPV
varliginda malign transformasyon goriilebilir (%3-17 aras1).4

Eriskin Laringeal Papillomlar

Erkeklerde 3:2 oraninda daha fazla goriilmektedir. 20-40 yaslar1 arasinda pik
yapar. Genellikle soliter, yiiksek derecede inflamatuar reaksiyon gosteren, yayilma
egilimi géstermeyen, jiivenil forma gore daha az goriilen lezyonlardir. Jiivenil formlarda

oldugu gibi HPV 6 ve 11 icerirler.?

2.2.2. intraepitelyal Proliferatif Lezyonlar

Laringeal epitelde etyolojik faktorlere bagl olarak ii¢ temel patoloji goriilebilir:

1. Hiperplazi: Epitelde sadece hiicre sayisinda artig vardir. Hiicre matiirasyonu ile

ilgili degisiklikler goriilmez. Keratozis eslik edebilir.
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2. Metaplazi: Silli silindirik epitel ¢ok katli yassi epitele donlismiis ve keratozis
gelismeye baglamustir.
3. Displazi: Epitelde hiicresel atipi ve yapisal degisiklikler s6z konusudur. Fakat

doku yapis1 karsinoma déniismemistir.

Laringeal hiperplastik lezyonlar i¢in yirmiden fazla histopatolojik kullanilmigsa
da bunlar igerisinde genel kabul goren olmamistir.>*® Genel olarak prognoz agisindan
bir siniflandirma yapilabilir:

Benign skuamoz hicre hiperplazisi: Bazal hiicrelerde daha belirgin olan
hiperplazi, basit keratozis veya akantozis mevcuttur. Hicresel atipi yoktur.

Epitelyal displazi: Ozellikle bazal tabakay: ilgilendiren hiicresel atipi ile
beraber olan hiperplazi s6z konusudur. Laringeal intraepitelyal Displazi (LIN) olarak
tanimlanan bu patolojiler 3 dereceye ayrilmistir:

LIN 1: Hafif derecede displazi: Hiicre niikleusundaki degisiklikler ¢ok silik ve
epitelin bazal 1/3 kisminda lokalizedir. Anormal mitoz goriilmez.

LIN 2: Orta derecede displazi: Niikleus anormallikleri artmis ve niikleolus daha
belirginlesmistir. Epitelin alt 2/3” linde lokalizedir. Mitoz artmistir fakat anormal mitoz
yoktur.

LIN 3: Siddetli displazi ve Karsinoma in situ (KIS): Siddetli displazide epitel
kalinliginin 2/3’iinden fazlasini tutan belirgin niikleer atipi, artmis mitotik aktivite ve
matiirasyon kayb1 vardir. Atipik mitoz bulunabilir. Epitelin yiizeyinde baz1 bolgelerde
matiirasyon ve ¢ok katlilasma bulunmasi ile KIS ten ayirt edilir. KIS te ise niikleer atipi
ve artmis mitotik aktivite bazalden ylizeye kadar biitiin epiteli tutmustur. Yiizeyde
matiirasyon goriilmez.®*

Benign skuamdz hiicre hiperplazi olgularinin malignlesme ihtimali %7,6 iken,
displastik gruptakilerde bu risk %37’ye ¢ikmaktadir.®® Bu lezyonlarin birbirini takip
ederek invaziv karsinom gelismesine yol acgabilecegi pek cok arastirmaci tarafindan
gésterilmistir.32'35 Ancak her kanserin bu basamaklarda gec¢ip gegmedigi ve KiS’in

invaziv karsinoma doniisme riski tartismalidir.

2.2.3. invaziv Karsinom
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2.2.3.1. Genel Ozellikler
Larinks kanseri viicuttaki tiim malign tiimérlerin % 3’tinii olusturur. Bas boyun
bolgesinde en sik goriilen malign timorler laringeal karsinomlardir ve yaklasik olarak

1 Larinks kanserlerinin % 95’ten fazlasi skuaméz hicreli

% 25’ini olusturur.
karsinomlardir.® En 6nemli risk faktorleri sigara, alkol ve HPV enfeksiyonudur.?
Genellikle hayatin 5. dekadinda veya daha sonra goriilir ancak genc hastalar da
bildirilmistir. Hastalarin % 96’s1 erkektir. Laringeal karsinomlu hastalarda ikinci bir

timor (6zellikle {ist gastrointestinal sistem ve akciger) gelisme riski artar.?

2.2.3.2. Klasik tip skuamoz hiicreli karsinom

Keratin olusumu ve/veya interseliiler kopriilerin varligi ile karakterize, skuamoz
diferansiasyon gosteren bir malign epitelyal tiimordiir (Sekil 3). Derecelendirme; iyi,
orta, ve kotii diferansiye olmak {izere ii¢c grupta yapilir. Derecelendirmede hiicresel
pleomorfizm ve mitotik aktivite esas alinir. Cogu supraglottik ve glottik yerlesimli olup,
iyi ve orta derecede diferansiyedir. Subglottik bélgedeki karsinomlar ise orta ve koti
diferansiyedir. Genel olarak timoér boyutu Kkiglkse diferansiasyon daha iyi
olmaktadir.?”*

Mikroinvaziv skuamdéz hicreli karsinom: Bazal membranin hemen altindaki
alanda seyrek olarak dagilmis hiicrelerden veya kiigiik tiimor odaklarindan olusur.

Papiller tip skuaméz hicreli karsinom: Egzofitik blylme paterni sergileyen,

fokal invazyon odagi igeren, yassi epitel hiicreli karsinom varyantidir. Verriik6z

karsinomdan sitolojik atipisi ile ayrilir. Siradan epidermoid karsinom vakalarina gore
27,36

belirgin derecede HPV ile birliktelik s6z konusudur. Prognozu iyidir.

5
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Sekil 3. Skuamdz hiicreli karsinom (HE x 100)

2.2.3.3. Verrukoz karsinom

Polipoid gortnimli ve oldukea iyi diferansiye olup skuamoz hicreli karsinomun
nadir goriilen bir varyantidir. Yaygin lokal invazyona ragmen, pratik olarak hemen hig
metastaz yapmaz. Timorde ve tiimore yakin komsu alanlarda HPV varlig
gosterilmistir. Verriikdz karsinom mutlaka veriikoz hiperplazilerden ayirt edilmelidir.
Ancak bu durum kiigiik biyopsilerde miimkiin degildir. Ayiric1 tanida esas olan
invazyon varligidir ve bu da ancak rezeke edilen materyalin tiimiiniin incelenmesiyle

gorilebilir. Mitoz nadirdir.?"*

2.2.3.4. Larinksin Diger Tiimorleri

Kuguk hacreli (néroendokrin) karsinom: Nadir olup tiim vakalarin %
0,5’inden daha azimi olusturur. 6. ve 7. dekatta, agir sigara igicilerde goriliir.
Mikroskobik goriiniimii pulmoner yerlesimli olanlarla esdegerdir. Kiigiik, yuvarlak, oval
veya ig8si hiicrelerden olusur. Mitoz, nekroz ve lenfovaskiiler invazyon sik goriiliir.
Icerdikleri bir miktar sekretuar graniil, néral ve ndroendokrin belirleyicilerle
immiinreaktivite gosterirler. Bolgesel ve uzak metastaz ¢ok sik olup agresif seyreder.
Atipik  karsinoid/Biiylik  hiicreli noroendokrin  karsinomdan ayirimi mutlaka
yapilmalidir. 2"

Bazaloid karsinom: Oldukca malign bir laringeal timordiir. Agir sigara
icicilerde daha sik goriiliir. Hiperkromatik nukleuslu, dar sitoplazmali, periferal
palizatlanma igeren, hiyalinize stromaya sahip hiicrelerden olusur. Nekroz yaygindir.
Mukoid materyal igeren kiiclik kistik bosluklar veya bez yapisi benzeri alanlar
olusturabilir. Adenoid kistik karsinomun solid varyantindan ayirimi zordur.?"%

Lenfoepitelyoma-benzeri  karsinom: Andiferansiye karsinom  benzeri
alanlardan olusur. Arada reaktif lenfoplazmositik hiicreler goriilebilir. Siklikla servikal
lenf nodu metastaz1 ile birlikte gider. EBV ile iliskisi bulunmamistir. Agresif seyir
gosterir.?"*

Adenokarsinom: Adenokarsinomlar ¢ok nadir goérulir. Mikéz bezlerden
gelisir. Genellikle tan1 aldiklarinda ileri evredir ve agresif seyir gosterirler. Cogunlukla

supraglottik veya subglottik bolgeye yerlesir. Bazilari miisindz tiptir.?"*®
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Sarkomatoid karsinom (igsi hiicreli karsinom, karsinosarkom): Ust solunum
ve gastrointestinal sisteme yiliksek derecede egilim gosteren bir tiimordiir. Polipoid
yapilanma gosterir ve laringeal polibe benzerler. Cogu supraglottik yerlesimlidir.
Mikroskopik olarak iki komponentten olusur. Skuaméz hiicreli karsinom komponenti
cogu zaman belirgin degildir ve belirgin oldugu durumlarda da in situ karsinom odaklar1
tarzinda goriiliir. Igsi hiicrelerden olusan pleomorfik sarkom komponenti ise tiimdriin
biiyiik bir kismini olusturur. Sarkomatoid komponent bir granilasyon dokusu gibi selim
gorliiniimde olabilecegi gibi, malign fibroz histiositom veya osteosarkomda goriilen
oldukga atipik gériiniimdeki bizar hiicrelerden de olusabilir.2”*

Larinksin tukruk bezi timorleri: En sik gorillen tipi adenoid kistik
karsinomdur. Yavas biiyiirler ancak sonugta fataldirler. Hizli gelisen bazaloid ve
skuamo6z hiicreli karsinomdan ayirimlart yapilmahidir. Bu kategoriye giren diger
neoplaziler, mukoepidermoid karsinom, asinik hticreli karsinom, pleomorfik adenom ve
myoepitelyomadir.?’*

Karsinoid timdor: Morfolojik, immunhistokimyasal ve ultrastrukturel olarak
bronsial karsinoidlere benzerlik gosterir. Larinkste lokalize olan karsinoid timér
cesitleri atipik karsinoid tiimor (orta derecede diferansiye noroendokrin karsinom) ve
biyltk hdcreli noroendokrin karsinomdur. Her iki timor de pleomorfizm, mitotik
aktivite ve nekrozla karakterizedir. Argirofili, ultrastriiktiirel ¢aligmalarda nérosekretuar
graniillerin varlig1 ve kromogranin ile immiinreaktivite bu tiimorlerde kuraldir. En sik
supraglottik bolgeye oOzellikle de aritenoid kikirdak ve ariepiglottik folda yerlesir.
Prognozu genellikle iyidir. Yash erkeklerde ve ozellikle agir sigara igicilerde daha sik
goriilir. Lenf nodu metastazi ve uzak metastazlar yapmasi nedeniyle agresif
seyreder.***’

Paraganglioma: Genellikle supraglottik bolgede lokalize olup aymi taraf
ariepiglottik folda yayilim gosterir. Cogu fonksiyonel degildir. Tanisal agidan onemli

olan ve daha ¢ok nestlerin periferinde yerlesen sustentakuler hiicreler S100 proteini ve

GFAP ile pozitif
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2.2.3.5. Larinksin Az Gorilen Tumaorleri
Hemanjiyom, anjiyosarkom, grantler hucreli timor, myofibromatozis,
rabdomyom, rabdomyosarkom, leiomyom, kikirdak tiimorleri, osteosarkom,

liposarkom, malign fibroz histiyositom, malign melanom, lenfoid timorlerdir.*®

2.2.4. Larinks tiimorlerinin lokalizasyonlarina gore tipi, yayilim ve tedavisi

Lokalizasyonlarina gore 4 gruba ayrilir:

1. Glottik: Glottik bolge vokal kordlar, 6n ve arka kommissiirdan olusur (Sekil 4).
Tiim vakalarin % 60-65’ini olusturur. En sik lokalizasyon glottisin 6n 1/3’{id{ir.
Etrafim1 cevreleyen kikirdak duvar ve lenfatik damarlarin azligi nedeniyle bu
lokalizasyondaki timdrler uzun siire lokalize kalirlar. Zamanla; 6n komissiirden
karsi korda, posteriordan aritenoide, superiordan supraglottik bdlgeye,
inferiordan subglottik alana, anteriordan tiroid kikirdaga penetrasyon
gerceklesebilir. Erken evre (T1 ve T2) glottik ve supraglottik kanserlerde
konservatif parsiyel larenjektomi ile radyoterapinin esit sag kalim sagladig
yoniinde birgok calisma mevcuttur.***"?* T3 ve T4 timérlerde éncelikle cerrahi
sonrasinda gerekli durumda RT uygulanabilinir. Erken evre glottik kanserlerde
boyuna metastaz oranlar1 disiiktir (%5-10). Bu nedenle bu timorlerin
tedavisinde boyuna profilaktik amagli bir uygulama gerekmez. ileri evre

olgularda boyuna gizli metastaz olasiligi %20-40 dolayinda oldugu i¢in bu

guruptaki hastalar cerrahi olacaksa elektif boyun diseksiyou uygulanir (level 2-
14,17

3-4-6. bolgedeki lenfatikleri icermelidir).
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Sekil 4. Glottik karsinom. Laringoskopik gortinim

2. Supraglottik: Bu bolge ventrikiler bandlar, aritenoid boélge, suprahyoid ve
infrahyoid bolge, epiglot, ariepiglottik fold ve preepiglottik bosluktan olusur.
Tim vakalarin % 30-35’ini olusturur. Bu timorlerde preepiglottik mesafeye
yayilma egilimi belirgindir. Supraglottik bélge lenfatik agdan zengindir ve bu
nedenle lenf nodu metastazlart fazladir (%30-40). Tedavisi lezyona yonelik
cerrahi ve boyun diseksiyonu ve/veya radyoterapidir. Cerrahi tedavide tim
hastalara bilateral boyun diseksiyonu eklenmelidir (level 2-3-4. lenf nodlarini
icermelidir).****

3. Subglottik: % 5’ten azdir. Subglottik bdlgenin {ist sinirt gercek vokal kordlarin
serbest kenarmmin 0,5 cm asagisindan baglar. Bu bolge de lenfatiklerden
zengindir. Krikoid kikirdaga lateral yayilim kuraldir. Zayif intertirokrikoid
membranin tiimorle destriksiyonu, prelaringeal duvarin invazyonu ve tiroid
glandin invazyonu sik goriliir. Trakeaya yayilim sik oldugu i¢in, miimkiin
oldugunca distalden rezeke edilmelidir. Servikal lenf nodu metastaz1 % 15-20,
paratrakeal lenf nodu metastazi %50’dir. Bu hastalarda cerrahi tedavi ve
radyoterapi kombine edilir. Cerrahi tedavide tim hastalara bilateral boyun
diseksiyonu eklenmelidir (level 2-3-4-6. lenf nodlarin1 ve tiroid lobunu
icermelidir).****

4. Transglottik: Vakalarin % 5’inden daha azini olusturur. Laringeal ventrikili
dikey olarak tutan tiimorlerdir. Lenf nodu metastazi insidansinin (% 52) en
yiiksek oldugu gruptur. Diger bolgelere gore daha agresif seyreder. Total
larenjektominin  yaninda bilateral fonksiyonel boyun diseksiyonu da

yapllmahdlr.m'24

2.2.5. Larinks Tumdrlerinde Evreleme

Tiimdriin yerlesimini, uzanimini ve metastaz yaptig1 alanlar1 tam tarif edebilmek
icin anatomik yayilimi baz alan, kanserin klinik ve biyolojik 6zelliklerini igermeyen
American Joint Committe on Cancer’in 2002 yilinda modifiye etmis oldugu evreleme

kullanilmaktadir.®’
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Primer tumor (T)

Tx: Timdr degerlendirilemedi

To: Primer timor yok (klinik, radyolojik ve patolojik tetkikler yapilmis ve tiimor
bulunamamis)

Tis: Karsinoma in situ

Supraglottik timor

T1: Tumor supraglottisin bir alt bolgesine sinirhidir, vokal kord hareketleri normaldir.
T2: Tumor supraglottisin birden fazla alt bolgesinin mukozasini veya glottisi veya
supraglottis disindaki bir bdlgeyi (6rnegin dil kokii mukozasi, vallekula, piriform siniis
medial duvari mukozasi vb.) tutmustur, kord hareketleri normaldir.

T3: Tumor larinks i¢inde siirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir ve/veya post-
krikoid bolge, preepiglottik dokular, paraglottik alan invazedir ve/veya min6r tiroid
kikirdak invazyonu vardir.

T4a: Tumor tiroid kikirdagi tam kat invaze etmistir ve/veya larinks disi dokulara
tasmustir (6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelaringeal kaslar, tiroid veya
Ozefagus gibi boyun yumusak dokulari).

T4b: Timor prevertebral alami invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya

mediastinal yapilar1 invaze etmistir.

Glottis

T1: Timor vokal kordlara sinirlidir ve kord hareketleri normaldir ( anterior veya
posterior komissir invazyonu olabilir ).

T1a: Timor tek bir vokal korddadir.

T1b: Her iki vokal korda da timor mevcuttur.

T2: Tumor supraglottis ve/veya subglottise uzanmakta ve/veya kord hareketleri
kisitlanmaktadir.

T3: Tumor larinks iginde simirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir ve/veya
paraglottik alan invazyonu vardir veya tiroid kartilajin i¢ korteksine invazyon vardir.
T4a: Timor tiroid kikirdagr tam kat invaze etmistir ve/veya larinks disi dokulara
tasmistir (6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelaringeal kaslar, tiroid veya

Ozefagus gibi boyun yumusak dokular1 ).
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T4b: Timor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya

mediastinal yapilar1 invaze etmistir.

Subglottis

T1: Tumor subglottise sinirhdir.

T2: Tumor vokal kordlara uzanmakla birlikte kord hareketleri normal veya
kisitlanmustir.

T3: Tumor larinks i¢inde sinirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir.

T4a: Timor tiroid kikirdagr tam kat invaze etmistir ve/veya larinks disi dokulara
tasmistir (6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelaringeal kaslar, tiroid veya
Ozefagus gibi boyun yumusak dokular).

T4b: Tiumor prevertebral alami invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya

mediastinal yapilar1 invaze etmistir.

Bolgesel lenf nodlar1 (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememektedir.

No: Bolgesel lenf nodu metastazi yoktur.

N1: En biiyiik cap1 3 cm’yi gegmeyen tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.
NZ2a: En biiyiik ¢cap1 3-6 cm. arasinda tek ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.

N2b: Higbirinin ¢apt 6 cm’yi gegmeyen multipl ipsilateral lenf nodlarinda metastaz
vardir.

N2c: Higbirinin ¢apt 6 cm’yi ge¢cmeyen bilateral veya kontralateral lenf nodlarinda
metastaz vardir.

N3: Bir lenf nodunda 6 cm’den biiyiik metastaz vardir.

Uzak metastazlar (M)
Mx: Uzak metastazlar degerlendirilememektedir.
Mo: Uzak metastaz yoktur.

M1: Uzak metastaz vardir

Evreleme
Evre 0: Tis NO MO
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Evre 1: T1 NO MO

Evre 2: T2 NO MO

Evre 3: T3NO Mo/ T1,2,3 N1 MO

Evre 4a: T4aNO MO/ T4a N1 Mo/ T1,2,3,4a N2 MO
Evre 4b: T4b Herhangi N MO / Herhangi T N3 MO
Evre 4c: Herhangi T / Herhangi N M1

Larinks karsinomlarinda 5 yillik yasam orani; glottik tiimorlerde % 80-85,
supraglottik timaorlerde % 65-75, subglottik timorlerde % 40 ve transglottik timérlerde

% 5O1dir.l'14'l7'24'37'

2.3. Human Papillomaviris

Human Papillomaviriis (HPV) rahim agzinda ve mukozalarda (agiz i¢i ve vajina
mukozas1 gibi) enfeksiyon yapan ve kondilom adi verilen sigil seklinde kitlelerin
olusumuna neden olan bir viriistiir. Viicuda mukozal temas yolu ile girdiginde hiicreler
icine yerlesir, kisinin viicudunun zayif diistiigii zamanlarda (stres, uykusuzluk,
beslenme bozuklugu gibi) enfeksiyonundan yillar sonra bile alevlenerek rahim agzi
kanserinin gelismesinde ana etken olarak rol oynar. HPV, hem erkeklerde hem
kadinlarda, cinsel temas ile bulasan en yaygin hastaliklardan biridir. Bu yiizden HPV
enfeksiyonunun erken teshisi ¢ok dnemlidir. HPV cinsel yolla bulasir. Ozellikle ¢ok
sayida cinsel partneri olan kisilerde yaygindir. Oldukga bulasici bir viriistiir. Viriis, oral
ve anal cinsel iliski ile yayildigi i¢in toplumdaki cinsel yonden aktif pek ¢ok kisiye
bulagabilir.

Tedavide viicuttaki viriis yok edilemez. Sadece olusturdugu lezyonlar tedavi

edilebilir. Son yillarda HPV agilar1 da uygulanmaktadir.

2.3.1. Human Papillomaviristun Karsinogenezdeki Rolu

Son yapilan arastirmalarla birlikte 200’e yakin HPV tipi bulunmustur.®® Serviks
kanserinin etyolojisinde % 100’e yakin oranlarda HPV suglanmaktadir.***° Serviks
karsinomlarinin disinda vulvar, anal ve penil kanserlerin bir kismmin HPV ile iligkili

oldugu goriilmiistiir .** Orofarengeal kanserlerin ise % 20’sinde HPV saptanmustir. Son
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calismalar, derinin skuaméz hiicreli karsinomunda da HPV’nin rol oynamasinin
miimkin olabilecegine dikkat cekmistir.*®

HPV; papova viriis ailesinden kiiciik, zarfsiz, ikozahedral DNA viriisiidiir.*
Skuamoz epitelyal hiicrelerin niikleusunda ¢ogalir. Cift zincirli DNA’ya sahiptir.42 HPV
genomu 6.500-8.000 baz ciftinden olusmakta ve sekiz adet agik okuma gergevesi (open
reading frame) icermektedir. Bunlar E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1, L2’dir. E grubu erken
(early), L grubu ise geg (late) fonksiyonlari yans1tmaktad1r.43‘44

Erken Proteinler: Yapisal olmayan, iglerinde transkripsiyon diizenleyicilerinin
de bulundugu proteinlerdir. DNA replikasyonu, transkripsiyonu ve hicresel

transformasyonu dizenlerler.

E 1: Genom replikasyonu
E 2: Viral transkripsiyon
E 4: Viriis saliimi
E 5: Epidermal biyume faktori reseptor aktivasyonu
E 6 ve E 7: E6 proteini p53’0, E7 ise Rb genini inaktive ederek malign transformasyona
neden olur. Bu sebeple HPV agilart HPV 16 ve 18’in onkojenik potansiyelden sorumlu
E 6 ve E 7 proteinlerine kars1 gelistirilmistir.
Geg Proteinler: Viral kapsid proteinleri Major kapsid proteini ( L1 ) ve Mindr

kapsid proteini ( L2 ) olup, 72 kapsomerden olusan ikozahedral kapsid olustururlar.****

Sekil 5. Human Papilloma Viriisi®®

HPV’nin, farkli genotipte ¢ok sayida tipi vardir. Tiim tamimlanan tipler

epiteliotropiktir. Deri, anogenital ve orofarengeal epitelyal hicreleri enfekte ederler.
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Nedeni hentiz bilinmemekte olup; bu gune kadar gastrik, ileojejunal ve kolonal
mukozada HPV goriilmemistir.*® HPV’nin en sik maligniteden sorumlu tipleri HPV16,
18, 31, 33, 39, 45, 52, 58 ve 69°dur.*® Bu tipler “yiiksek riskli” tiplerdir. Servikal ve
diger anogenital kanserlerde rol oynarlar. HPV 6 ve 11 “diisiik riskli” tipler olup,
malign lezyonlarda ¢ok nadiren bulunurlar.

Esas olarak genital sigillerde ve laringeal papillomlarda saptanirlar.®*® Son
yillarda yapilan calismalarda HPV’nin indiikledigi O6liimsiiz hiicrelerin olusmasi
(immortalization) ve karsinogenezin molekiiler mekanizmasiyla ilgili yeni bilgilere

39,40,47,48
ulastlmistir.

Kanser gelisim siirecinde viral DNA konak hiicre DNA’sina
entegre olmaktadir. Viral halka, E2 acik okuma ¢ercevesinden baslayarak agilmaktadir.
p53 ve Rb gibi tiimor supresor proteinleri inaktive ettigi kanitlanan E6 ve E7
onkoproteinleri, HPV 16 ve 18 gibi yiiksek riskli genotip varliginda malignitenin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadirlar.

HPV’nin enfekte edebilmesi i¢in epidermal veya mukozal epitelyal hicrelerin
prolifere olabilmesi yani bazal tabakalarmin olmasi gerekir. ilk olarak HPV’nin “erken”
viral genleri eksprese edilir (E5, E6, E7 gibi).

Suprabazal tabakaya girisi takiben “ge¢” viral gen ekspresyonu baslar. Sirkiiler
viral genom c¢ogalir ve yapisal proteinler olusur. Epidermis veya mukozanin {ist
tabakalarinda komplet viral partikiiller toplanir ve agiga ¢ikar.*****® Enfeksiyonun
olabilmesi icin bazal tabaka hiicrelerinin uygunlugu yani deri veya mukozada
mikrolezyonlar gereklidir. Enfekte hiicreler bélinlrler ve populasyon lateral olarak
yayilir. Yavru hiicrelerin bir kismi ise diferansiye olan suprabazal tabakaya go¢ eder.
Burada viral genler aktive olur. Viral DNA replikasyonu ve kapsid proteinlerin olusumu
sonrasinda viral partikiiller olusur. Yiizeyde bu partikiiller salinir ve baska dokulari
enfekte ederler. Yuksek riskli HPV’ler; buyimeyi stimile edici ve transforme edici

ozelliklere sahip en az (i¢ protein kodlarlar: E5, E6, E7.3%*
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Transformasyon

Diizenleyici Bolge Proteinleri
E6 E7
LCR s \
Major Kapsid
Protein
Replikasyon
L1 P y
El
Minér Kapsid
Protein
Replikasyon ve
E2 Kripsi
L2 " ranskripsion
E5

Sekil 6. HPV/’nin yasam déngusi®

E5 Protein: Golgi aparati ve endoplazmik retikulumda bulunan hidrofobik bir
proteindir. Enfeksiyonun erken sathasinda eksprese olur. Epitel hiicre proliferasyonunda
ve apoptozisin énlenmesinde rol alir.****

E6 Protein: E6 ve E7 proteinleri birgok hiicrede 6liimsiizliige sebep olmakta ve
malignite gelisimine zemin hazirlamaktadir. E6 proteini p53 genine yiiksek derecede
afinite gosterir ve E6 iligkili proteine baglanarak p53 yikimini saglar. p53 genin inaktive
olmasi ile siklin B tekrar diizenlenir. Siklin B, siklin bagimli kinaz (SBK)1’e baglanarak
“mitoz ilerletici faktér” ii olusturur. Invaziv kanserlerde Siklin B ve SBK1’in artisi
saptanmistir. E6 proteini yabanci DNA’nin konak hiicreye girisine de yardimci
olur 39474250

E7 Protein: E7 proteininin en 6énemli fonksiyonu Rb genini fosforile ederek
yikimina sebep olmaktir. Bunun sonucunda E2F ailesine ait transkripsiyon faktorleri
aciga cikar ve hiicre siklusu aktive olur. Yiiksek riskli HPV tiplerinin E6 ve E7

proteinleri maligniteye zemin hazirlarken, diisiik riskli tiplerin E6 ve E7 proteinleri ile
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malign degisim goriilmez. HPV’nin diger “erken” proteinlerinin (E1, E2, E4) ise

malign degisime katkis1 gosterilememisgtir.****

HPV siklusu  Viral proteinler

Epidermis
L1.12 | Tedavi
| Kapsid sentezi .
-fgf{s:z,_.y_sg_:;;gfg;; 4&&9&% agilar

DNA E6.E7
Amplifikasyonu + Kanser

Kok hiicre

enfeksiyonu Yeni gelistirilen
Bazal El.E2 ilaglar

replikasyon

Keratinosit Diferansiasyonu

Sekil 7. HPV’nin etki mekanizmas:®

2.4. Tumor Supresor Genler

Protoonkogenler hiicre c¢ogalmasini destekleyici proteinler fiiretirken, tiimor
supresor genler hiicre cogalmasini engelleyecek iirtinler Uretirler.

Tumor supresor genlerin fonksiyonu hicre biyimesini duzenlemektir, tumor
olugmasini engellemek degildir. Bu genlerin kaybi birgok insan tiimérlerinde anahtar
rolii oynadigr i¢in ilk bulunduklarinda bu genlere tiimdr supresér genler ya da
antionkogen denilmistir. Ilk c¢alisilan tiimdr supresdér geni retinoblastomadir. Bu
caligmalar sonucunda retinoblastomalarin % 60’1nin sporadik, % 40’1nin ise kalitimsal
oldugu ortaya ¢ikmistir. Kalitimsal ve sporadik olarak iki degisik sekilde ortaya ¢ikisi
aciklamak icin iki-vurus (two-hit) hipotezi ortaya atilmigtir. Buna gore kalitimsal
retinoblastomada; bir genetik degisiklik kalitimsal olarak anne-babadan birinden alinir
ki bu ilk-vurustur (first-hit). Ikinci mutasyon sporadik olarak ortaya cikar, bu da ikinci
vurustur (second-hit). Sporadik retinoblastomada ise iki mutasyon da ayni hiicrede
sporadik bir sekilde goriiliir, daha sonra bu hiicrede tiimor olusturur.™

Tumor supresor genlerin protein Grunleri: BlyUmeyi inhibe eden faktorlerin

de ayni biiylime faktorleri gibi, bir sinyal ileti sistemleri oldugu diistiniilmektedir.
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Mitojenik sinyallere benzer sekilde biiylimeyi inhibe eden sinyallerin de hiicre diginda
baslaylp reseptorleri, sinyal ileten proteinleri, hiicre siklusunu ve niikleer
transkripsiyonu diizenleyen faktorleri kullanarak gorevlerini yaptiklar: diistiniilmektedir.
En sonunda; butln pozitif ve negatif sinyaller niikleusta toplanirlar ve burada béliinme
ya da bolinmeme karar1 verilir. Bununla baglantili olarak bazi tiimér supresor
genlerinin trilinleri niikleusta bulunurlar. Baslica tiimér supresor genler sunlardir; Rb
geni, p53 geni, BRCA-1 ve BRCA-2 genleri, APC geni, VHL geni, NF-1 ve NF-2 geni,
PTEN geni, WT-1 geni.'%°%%

2.4.1. pl6:

Hiicre siklusunun kontrol mekanizmasinda cok cesitli proteinler yer alir.
Ozellikle G1 progresyonunun kontroliinde etkili proteinlerle olusan degisiklikler, pek
cok kanserin gelisimine neden olur. Bu proteinlerin en énemlileri G1 SBK aktivitesini
kontrol eden pl6 ve normalde Gl siklin bagimli kinazlar tarafindan diizenlenen
Rb’dir.>>*® p16, SBK-4 ve SBK-6’1 inaktive eden bir timor supresér gendir. 9.
kromozomda lokalizedir.*®*®" Normalde displazi icermeyen hiicrelerde p16 proteini
olduk¢a disiik seviyededir ve immunhistokimyasal olarak tespit edilemez.>®
Yetigkinlerde normal proliferatif endometriumda, meme duktal epitelinde, serviksin
tubal metaplazik epitelinde, 6zefageal skuaméz epitelde, tikrik bezinde ve antral
gastrik bezlerde ekspresyonu vardir. Ayrica pankreasin Langerhans hiicreleri, testisin
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde de eksprese edilebilir. Infantlarda timik Hassal

korpuskullerinde smirlidir; nadiren pankreas epitel hiicrelerinde goriiliir.>"®
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Hiicre Siklus Progresyonu

v
Rb’un mutasyonu Cyclin D / cdk
veya HPV E7’ye
baglanmasi
A 4
E2F-Rb Rb-p [p16]
E2F

|

S Phase Genleri

Sekil 8. Retinoblastom proteini tarafindan yapilan p16 diizenlenmesinde 6nerilen model.>**®

pl6, Siklin D-SBK 4/6 kompleksine baglanarak hiicre siklusunu G1-S
interfazinda, Rb aracili kontrol eder.”®>***® Preneoplastik ve neoplastik servikal
lezyonlar, yiksek riskli HPV tipleri ile birlikte goéralur. Bu durumda Rb, HPV E7
proteini ile fonksiyonel inaktive olur. Bunun sonucunda p16 proteini birikir. Cunkd
normalde Rb, p16 transkripsiyonunu inhibe eder. p16 ve Rb ekspresyonu arasinda
resiprokal iligki vardir. p16 seviyesi ve Rb, negatif feedback ile kontrol edilir. p16 basta
serviks ve orofarenks kanserleri olmak (izere bircok kanserde, mutasyon, delesyon,
promotorunun hipermetilasyonuyla inaktivedir.>**°

Tum yiksek riskli HPV tiplerindeki E7 onkogeninin transforme edici aktivitesi
nedeniyle, pl16, displastik servikal hicrelerde gucli over ekspresyon gosterir ve
immunhistokimyasal olarak kolayca gosterilebilir. Bu yizden pl6, displastik servikal
hicrelerde, yuksek riskli HPV tiplerinin onkogen ekspresyonunu goéstermek icin
kullanish bir belirleyicidir.”

Reaktif durumlar ile diisiik dereceli intraepitelyal lezyon ve diisiik dereceli
intraepitelyal lezyon ile yiiksek dereceli intraepitelyal lezyon ayirimi bazen glclik
yaratabilir. Farkli patologlar arasinda da farkli tanmilar alabilecek bu lezyonlarin
ayriminda, proliferasyon belirtecleri ve onkogen ekspresyonu gibi parametrelere ihtiyag
duyulur. p16, bu noktada displazinin tanis1 ve diger lezyonlarin ayrimini kolaylastirarak,

degerlendiren kisiler arasindaki farkliliklar1 ortadan kaldirmaya yardimci olabilir.>®
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3. GEREC ve YONTEM

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda
takip edilen ve Patoloji Anabilim Dali’nda tani1 ve izlemi yapilan 90 adet larinks
yerlesimli ileri evre skuamoz hiicreli karsinom olgusu ve 10 adet normal larinks
mukozasi kontrol grubu olarak calismaya alindi. % 10’luk formaldehitte tespit edilen
dokular, doku takip isleminden sonra bloklanarak 5 mikronluk seri kesitlerde
hematoksilen eozin (HE) boyali preperatlar hazirlandi. Isik mikroskobunda incelendi.
Histolojik kesitler imminohistokimyasal boyama i¢in 6zel polylisinli lamlara alindi.
PCR igin ise 5p’luk 5-10 yaprak 6rnek alindi. Caligma grubuna alinan olgularin parafin
bloklarindan hazirlanan kesitlere Strept Avidin-Biotin kompleks immunperoksidaz
yontemi ile p16 (Ventana , 760 - 500) uygulandi. Tiim antikorlar igin pozitif kontrol
olarak normal larinks mukozas: kullanildi. Hazirlanan ornekler 1sik mikroskobunda
degerlendirildi. Ayrica olgularin parafin bloklarindan hazirlanan kesitlere PCR
yontemiyle o6nce poliklonal HPV, daha sonra HPV 16 ve 18 g¢alisildi. pl6
immunohistokimya yontemiyle uygulandi. Genel HPV, 16 ve 18 tipleri PCR yontemiyle

arastiritlmasi yapildi.

3.1. CINTec® p16 Histology Kit
%10’luk formaldehite tespit edilen dokular, 5 mikronluk parafin bloklarindan
hazirlanan  kesitlere ~Ventana Marka Bench Mark XT model otomatik

immiinohistokimya boyama cihazinda Ultraviev Universal DAB Detection kit (Ventana

, 760 - 500) ile:

e CINTec® p16 Histology Kit (Ventana) uygulandi.
e Isik mikroskobunda degerlendirildi.
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Sekil 9. Immiinohistokimyasal ydéntem ile uygulanan pl6 negatif saptanan olgulara ait &rnekler.
(IHKx100, THK*40)

Sekil 10. immiinohistokimyasal yéntem ile uygulanan pl6 pozitif saptanan olgulara ait Srnekler.
(IHK x40, THK*100)

3.2. PCR yontemi ile Poliklonal HPV, HPV Tip 16 ve 18 Arastirilmasi

Parafin doku 5um’lik 5-10 yaprak kesit yapildi. Bu yapraklar1 bir kiirdan
yardimi ile 1,5 ml’lik Dnase - Rnase free ependorf tiipiine kesitler steril bir sekilde
alind1 ve agagidaki islemler yapildi:

I-Parafin Bloktan Niikleik Asit DNA izolasyonu
A-Parafinden Uzaklastirma
1) 25 - 50 mgr. formal ile fikse edilmis parafin bloga gomiilmiis doku 6rnekleri,
5u’luk 5-10 yaprak kesilip 1.5ml’lik steril ependorf tliplerine konuldu.
2) Bu tiplerin icine 1 ml. ksilen koyuldu, 15 dk. deparafinize i¢in bekletildi. 5 dk.
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3)

4)

5)

6)

7)

13.000 g’de santrifiij edilip, iist sivis1 atildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi.

I ml. % 100 etanol koyuldu ve 10 sn. spindoown yapildi. 5 dk. 13.000 g’de
santrifiij yapildi ve {ist sivis1 alindi.

1 ml. % 80 etanol koyuldu ve 10 sn. spindoown yapildi. 5 dk. 13.000 g’de
santrifiij yapildi ve iist sivis1 alindi.

I ml. % 60 etanol koyuldu ve 10 sn. spindoown yapildi. 5 dk. 13.000 g’de
santrifiij yapildi ve {ist sivist alindi.

1 ml. % 40 etanol koyuldu ve 10 sn. spindoown yapildi. 5 dk. 13.000 g’de
santrifiij yapildi ve iist sivis1 alindi.

1 ml. douple distile su koyuldu ve 10 sn. spindoown yapildi. 5 dk. 13.000 g’de
santrifiij yapildi ve iist sivisi pipetle alind1 kurutuldu.

Sekil 11. Skuamoz hiicreli karsinom olgularina ait H&E kesitlerde, stromaya invazyon yapan iyi

diferansiye tiimor hiicrelerinde yer yer konsnantrik keratin lamell6z yapilar dikkat ¢ekmektedir

(ok ile isaretli). (H&Ex40, H&Ex100, H&E*100)

B-DNA Eldesi:

Dokudan parafinle uzaklastirma ve DNA izolasyonu Roche firmasinin “HIGH

PURE VIRAL NUCLEIC ACIT KIT —CAT. NO.:1858874001 " ile elde edildi.

Prosedir:

1)

2)
3)
4)

Kurutulmus 25 — 50 mgr’lik dokular iizerine 200 ml. Binding Buffer karigimli
Poly(A) + 50 ml Protein K koyuldu ve karistirildi.

Karistirdiktan sonra +70 °C’de 10 dk. bekletildi.

Sonra karigimin iizerine 100 ml. Binding Buffer koyuldu.

Filtreli tiiplin altin1 6rnek sayis1 kadar dizildi iizerine filtreli tiip koyuldu.

Tiiplerin lizerine numara yazildu.
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5) Bu karnigimu filtreli tiiplere koyuldu 1 dk. 8000 g’de santrifiij yapildi. Alttaki
tUpu atild1 ve yerine temiz tiip koyuldu.

6) Filtreli tiipiin iizerine 500 ml. Inhibitor Removal Buffer koyuldu ve alt iist etildi
1 dk. 8000 g’de santrifiij yapildi. Alttaki tiipii atild1 ve yerine temiz tiip koyuldu.

7) Filtreli tupdn Gzerine 450 ml. Wash Buffer koyuldu ve 1 dk. 8000 g’de santrif(j
yapildi. Alttaki tlipti atildi ve yerine temiz tiip koyuldu.

8) Filtreli tpln Gzerine 450 ml. Wash Buffer koyuldu ve 1 dk. 8000 g’de santrifij
yapildi. Alttaki tiipii atildi ve yerine temiz tiip koyuldu ve maksimum hizda
13.000 g’de tekrar santrifuj etildi.

9) Steril 1.5 ml. ependorf tiipii alindi. Filtreli tiipii bu ependorfun igine koyuldu.
Uzerine 50 ml. Elution Buffer koyuldu ve 1 dk. 8000X g ‘de santrifiij edildi.

10) Purified edilmis Viral Nikleik Asid miks edildi.

I1-PCR Miks Hazirlama

A-Beta Globilin-PCR(Elde edilen iiriinlerin DNA varliginin kanitlanmasi)

a-PCR Amplikasyonu: B - globilin Hind I11 - X bdlgesine ait 268 bp
Primerl(PCO4)=5"-CAA-CTT-CAT-CCA-CGT-TCA-CC-3’
Primer2(GH20)=5"-GAA-GAG-CCA-AGG-ACA-GGT-AC-3’

PCR Amplikasyonu icin her ttpe: PCR core kit ve yukaridaki sekilde diizenlenen
primerler kullanilarak, steril 0.2 ml.’lik mikrosantrifiij tiipiiniin i¢ine her bir 6rnek i¢in

asagida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR karigim1 hazirlandi.

ektrasyon ornegi (hasta DNA ornegi) = 5pul.
10 X PCR(10 mmol/L Tris HCI, pH 8.3, 50 mmol/L KCI) = 25 ul. (Final
konsantrasyon 1XPCR buf.)
25 Mm MgCl, =3 ul. (Final konsantrasyon 3 mmol/L)
10 mmol/L dNTP =0,5 ul. (Final konsantrasyon 0.2 mmol/L)
Spermidin =1,25 pl. (Final konsantrasyon 0.01 gr/L)
50 kU/L Taq DNA Polimerase =0,125 pl.
Primer 1 (PCO4) =0,25 pul.
Primer 2 (PCO4) =0,25 pl.
Distile su =12,125 pl.
Toplam 2541
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b-Bio-rad my-Cycler system tipi termal Cycler’da:

saat dak sn.

1step 95°C 0 5 0
2step 94°C 0 1 0
3step 55°C 0 1 30
4step 72°C 0 2 0
bstep goto2git cycle 35°da

7step 72°C 0 7 0
Tstep +4°C 24 0 0

8step END olacak sekilde programlandi.

c-PCR Urinlerinin Goriintilenmesi: PCR amplikasyonundan sonra 1pl
loading buffer +10ul. PCR iiriinii 0.5mgr/L etidyum bromid ile boyanmis PAGE
(polyakrilamide jel) jelinde uygulanan elektroforez islemi 100V da 60-80dak. yur(t.
Orneklerde B-globilin - HindllI-X bolgesine ait 268bp*lik DNA Fragmanlarinin varlig
arastirildi. Pozitif olan érnekler Genel HPV, HPV-16 ve HPV-18 PCR yapildi.

Sekil 12. Beta Globulin’in PAGE (polyakrilamide jel) goriintii(29:1 oraninda PAGE géiintiisii): 1.

kuyucuk; marker(100bp), 2. kuyucuk negatif kontrol, 3. kuyucuk pozitif kontrol
4.,5.,6.,7.,8.9vel0. kuyucuk pozitif olgular.

B- HPV (Genel)

a-PCR Amplikasyonu:Genel HPV HindlIlI-X bolgesine ait 150bp‘lik

HPV(Genel) Primer dizisi
Upstream (Forward) (GP5+):5’-TTT-GTT-ACT-GTG-GTA-GAT-ACT-AC-3’
Downstream(Reverse)(GP6+):5’-GAA-AAA-TAA-ACT-GTA-AAT-CAT-ATT-C-
3’
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PCR Amplikasyonu icin her tipe: PCR core kit(Promega M7660)ve yukardaki sekilde
diizenlenen primerler kullanilarak,steril 0.2ml.’lik mikrosentrifiij tiipiiniin i¢ine her bir
ornek icin agsagida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR karisimi hazirland.

ektrasyon ornegi = 5pl.

10XPCR(10mmol/L Tris HCI,pH 8.3, 50mmol/L KCI)

konsantrasyon 1X)

2.5ul. (Final

25Mm MgCl, = 3ul. (Final konsantrasyon
3mmol/L)

10 mmol/L dNTP =0.5ul. (Final konsantrasyon
0.2 mmol/L)

Spermidin +BSA =2.5ul.

50kU/LTagq DNA Polimerase =0,125pl.
Upstream(Forward)Primer1(2.0umol/L) =0,5ul.
Upstream(Forward)Primer2(2.0umol/L) =0,5ul.

Distile su =10,375pl.

Toplam 254l

b-Bio-rad my-Cycler system tipi termal Cyclerda:

saat dak sn.

1step 94°C 0 5 0
2step 94°C 0 0 30
3step 45°C 0 0 30
4step 72°C 0 1 30
5step go to 2 git cycle 45°da

6step 72°C 0 7 0
Tstep +4°C 24 0 0

8step END olacak sekilde programlandi.
c-PCR Urinlerinin Gorintilenmesi: PCR Amplikasyonundan sonra 1pl

loading buffer +10ul. PCR iiriinii 0.5mgr/L etidyum bromid ile boyanmis PAGE
(polyakrilamide jel) jelinde uygulanan elektroforez islemi 100V da 60-80dak. yur(t.
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Orneklerde HPV HindIll-X bélgesine ait 150bp‘lik DNA Fragmanlarinin varligi

arastirildi.

Sekil 13. Poliklonal HPV’nin PAGE (polyakrilamide jel) gériintii(29:1 oraninda PAGE géiintiisii): 1.
kuyucuk; marker(100bp) , 2. kuyucuk negatif kontrol 3.kuyucuk HPV pozitif
(150 bp), 4.,5, 6, 7,8, 9 ve 10 kuyucuk HPV pozitif olgular.

C- HPV-16
a-PCR Amplikasyonu:HPV-16 HindllI-X bolgesine ait 152bp‘lik
HPV-16 Primer dizisi
Upstream (Forward) :5’-TGC-TAG-TGC-TTA-TGC-AGC-AA-3’
Downstream(Reverse):5’-ATT-TAC-TGC-AAC-ATT-GGT-AC-3’
PCR Amplikasyonu icin her tipe: PCR core kit(Promega M7660)ve yukardaki sekilde
diizenlenen primerler kullanilarak,steril 0.2ml.’lik mikrosentrifiij tiipiiniin i¢ine her bir
ornek icin agsagida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR karisimi hazirlandi.
ektrasyon ornegi = 5pl.
10XPCR(10mmol/L Tris HCI,pH 8.3, 50mmol/L KCI)

konsantrasyon 1X)

2.5ul. (Final

25Mm MgCl, = 3ul. (Final konsantrasyon
3mmol/L)

10 mmol/L dNTP =0.5ul. (Final konsantrasyon
0.2 mmol/L)

50kU/LTag DNA Polimerase =0,125ul.
Upstream(Forward)Primer1(2.0umol/L) =0,5ul.
Upstream(Forward)Primer2 =0,5ul.

Distile su =12,875ul.

Toplam 2541
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b-Bio-rad my-Cycler system tipi termal Cyclerda:

saat dak sn.

1step 94°C 0 5 0
2step 94°C 0 1 0
3step 55°C 0 1 0
4step 72°C 0 1 0
5step go to 2 git cycle 40°da

6step 72°C 0 7 0
Tstep +4°C 24 0 0

8step END olacak sekilde programlandi.

c-PCR Urinlerinin Gorintilenmesi: PCR Amplikasyonundan sonra 1pl
loading buffer +10ul. PCR iiriinii 0.5mgr/L etidyum bromid ile boyanmis PAGE
(polyakrilamide jel) jelinde uygulanan elektroforez islemi 100V da 60-80dak. yur(t.
Orneklerde HPV-16 HindllI-X bolgesine ait 152bp‘lik DNA Fragmanlarinin varlig

arastirildi.

Sekil 14. HPV 16’nin PAGE (polyakrilamide jel) goriintiisii 1. kuyucuk; marker (100 bp), 2. kuyucuk;
HPV-16 pozitif kontrol (152 bp), 3. kuyucuk HPV-16 negatif kontrol 4, 5, 6, 7, 8, 9ve 10
kuyucuk HPV- 16 pozitif olgular

D- HPV-18

a-PCR Amplikasyonu:HPV-18 HindlIlI-X bolgesine ait 216bp‘lik
HPV-18 Primer dizisi
Upstream (Forward) :5’-AAG-GAT-GCT-GCA-CCG-GCT-GA-3’
Downstream(Reverse):5’-CAC-GCA-CAC-GCT-TGG-CAG-GT-3’
PCR Amplikasyonu icin her tipe: PCR core kit(Promega M7660)ve yukardaki sekilde
diizenlenen primerler kullanilarak,steril 0.2ml.’lik mikrosentrifiij tiipiliniin i¢ine her bir

ornek i¢in agagida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR karisim1 hazirlandi.
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ektrasyon ornegi

10XPCR(10mmol/L Tris HCI,pH 8.3, 50mmol/L KCI)
konsantrasyon 1X)

25Mm MgCl,

3mmol/L)

10 mmol/L dNTP

0.2 mmol/L)

50kU/LTag DNA Polimerase
Upstream(Forward)Primer1(2.0umol/L)
Upstream(Forward)Primer2

Distile su

b-Bio-rad my-Cycler system tipi termal Cyclerda:

saat dak sn.

1step 94°C 0 5 0
2step 9°C 0 1 0
3step 58°C 0 1 0
4step 72°C 0 2 0
5step go to 2 git cycle 40°da

6step 72°C 0 7 0
Tstep +4°C 24 0 0

8step END olacak sekilde programlandi.

=5pl.
= 2.5ul. (Final

= 3ul. (Final konsantrasyon

=0.5ul. (Final konsantrasyon

=0,125l.

=0,5ul.

=0,5ul.

= 12,875pl.
Toplam 2541

c-PCR Urinlerinin Gorintilenmesi: PCR amplikasyonundan sonra 1pl

loading buffer +10ul. PCR iirini 0.5mgr/L etidyum bromid ile boyanmis PAGE

(polyakrilamide jel) jelinde uygulanan elektroforez islemi 100V da 60-80dk. yir(t.
Orneklerde HPV-18  HindIll-X bélgesine ait 216bp*lik DNA Fragmanlarinin varlig

arastirildi.
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Sekil 15. HPV 18’in PAGE (polyakrilamide jel) gorintiisu 1. kuyucuk; marker(100 bp), 2. kuyucuk;
HPV- 18 pozitif (216 bp), 3. kuyucuk; HPV- 18 negatif kontrol 4, 5, 6, 7 ve8.kuyucuk HPV-
18 pozitif olgu

3.3. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde IBM SPSS Statistics Versiyon 20.0 paket
programi kullanildi. Kategorik oSlgiimler say1 ve yiizde olarak, sayisal Ol¢limlerse
ortalama ve standart sapma olarak 6zetlendi. Kategorik Ol¢timlerin gruplar arasinda
karsilastirilmasinda Ki Kare test istatistigi kullanildi. Gruplar arasinda sayisal
Ol¢timlerin karsilastirilmasinda Bagimsiz gruplarda T testi kullanildi. HPV ve P16
arasindaki uyumu incelemede McNemar testi kullanildi. Tiim testlerde istatistiksel

onem duizeyi 0.05 olarak alind1.®
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4. BULGULAR

Bu calismaya, Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi (CUTF) Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali’nda Ocak 2006 - Aralik 2011 tarihleri arasinda tani alan ve daha
oncesinde tedavi almamis T3 ve T4 ileri evre 90 hasta dahil edildi. Erken evre larinks
kanserli olgular, dncesinde tan1 ve tedavi almis ve diizenli takipleri yapilamayan olgular
¢alismamiza dahil edilmedi.

pl6 icin imminohistokimyasal boyama yontemiyle formolle fikse parafin
biyopsi dokular1 ve kontrol grubu olarak 10 adet normal larinks dokusu kullanildi. HPV
ve subtipinin belirlenmesinde PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi kullanildi.

Hastalarin tedavi ve takipleri dosya arsiv kayitlarindan retrospektif olarak incelendi.

Tablo 1. Yillara gore larinks karsinomu vaka sayilari

18

16

14
1
1 “‘\
0

2006 2007 2008 2009 2010 2011

N

o

[e]

[e)]

N

N

Olgularm 84’1 (% 93,3) erkek, 6’s1 (% 6,7) kadin idi. Yas ortalamas1 59,9 + 10,8
(26-83) idi. Olgulardan 46’s1 (% 51,1) iyi diferansiye, 28’1 (% 31,1) orta derecede
diferansiye ve 16’si (% 17,8) ise az diferansiye idi. Tumorlerin 44’0 (% 48,9) glottik,
24’1 (% 26,7) supraglottik, 22’si (% 24,4) transglottik yerlesimli idi. T3 60 olgu (%
66,7), T4 30 olgu (%33,3) izlendi. Lenf nodu (LN) metastaz1 29 (% 32,2) hastada
saptandi. Caligmaya dahil edilen tiim hastalar sigara kullaniyordu. Alkol kullanan hasta
sayist 52 (%57,8), alkol kullanmayan hasta sayis1 38 (%42,2) idi. Olgularin 27’sinde
(%30) niiks saptandi, 63’linde (%70) niiks saptanmadi. Olgularin 9’una (%10) sadece
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cerrahi uygulanirken 40’mma (%44,4) operasyon sonrasi radyoterapi, 28’ine (%31,1)
operasyon sonrasi kemoradyoterapi, 13’iine (%14,4) ise sadece kemoradyoterapi verildi.
Hastalarimizin ortalama takip siiresi 6.7 yil olarak tespit edildi. Olgularin 53’1 (%58.9)
5 yil iizeri yagsam siiresine sahipti, 37’s1 (%41,1) 5 yil ve alt1 yasam siiresine sahipti. 37
hastanin 21’1 (%56,8) larinks kanserine, 16’s1 (%43,2) diger nedenlere bagli 61dii (Tablo
2).

Tablo 2. Olum nedenleri

A

= LACA = SVO = KAH
KOAH = Mide Ca M Akciger Ca
Beyin kanamasi Trafik kazasi Genel durum bozuklugu

Olgularin 11’inde (% 12,2) PCR ydntemi ile poliklonal HPV pozitifligi saptandi.
Bu 11 olgudan 6’sinda (% 54,5) HPV 16, 4’iinde (% 36,4) HPV 18, 1’inde (%9,1) HPV
16 ve 18 pozitif idi. Olgularin 18’inde (%20) immiinohistokimyasal boyama yontemiyle
pl6 pozitif idi. Olgularin 6’sinda (%6,6) hem HPV hem de pl6 pozitifligi mevcuttu
(Tablo 3).

Tablo 3. HPV ve p16 iliskisi

p16 (+) p16(-) Toplam
Hpv (+) 6 (%54,5) 5 (%45,5) 11 (%100)
Hpv (-) 12 (%15,2) 67 (%84,8) 79 (%100)
Toplam 18 (%20,0) 72 (%80,0) 90 (%100)

HPYV ve pl6 test sonuglari arasindaki iligki uyumlu bulunmamistir. HPV pozitif
olgularda p16 pozitif olmak durumunda degildir (Tablo 4).
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Tablo 4. p16- HPV iliskisi

H HPV Negatif ® HPV Pozitif

Negatif Pozitif
P16 durumu

90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

Calismamizda p16 pozitif olgularda tiimoriin supraglottik alanda yerlesim orani
artmis olarak saptandi. pl6 pozitifligi ile supraglottik alanda yerlesim arasindaki
korelasyon istatitistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,011). P16 pozitif olgularin
%S355,6s1 supraglottik, %33,3’1 glottik ve %11,1°1 transglottikti (Tablo 5).

Tablo 5. p16 - tiimér lokalizasyonu iligkisi

B Glottik m Supraglottik ® Transglottik

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00% . -
0,00%

Negatif Pozitif
P16 durumu

p16 pozitif olgularda alkol kullanim1 daha az olarak saptandi. p16 pozitifligi ile

alkol kullanimi arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,004).
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p16 pozitif olgularin %72,2 si alkol kullanmiyor iken %27,8°1 alkol kullaniyordu (Tablo
11).
pl6 pozitifligi ile ortalama yas, diferansiyasyon, sigara, evre, LN metastazi,

niiks, 6lim nedeni ve tedavi yOntemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

saptanmadi (Tablo 6).
Tablo 6. p16’nin klinik parametrelerle iligkisi
+ - p

Yas 56,61 (9,865) | 60,79 (10,927) 0,143

Diferansiyasyon 0,972
Tyi 9 (%50) 37 (%51,4)

Orta 6 (%33,3) 22 (%30,6)
Kotu 3 (%16,7) 13 (%18,1)

Lokalizasyon 0,011
Glottik 6 (%33,3) 38 (%52,8)

Supraglottik 10 (%55,6) 14 (%19,4)
Transglottik 2 (%11,1) 20 (%27,8)

Evre 0,576
T3 13 (%72,2) 47 (%65,3)

T4 5 (%27,8) 25 (%34,7)

Lenf nodu metastazi 0,215
Pozitif 8 (%44,4) 21 (%29,2)

Negatif 10 (%55,6) 51 (%60,8)

Sigara kullanim (paket/yil) 45,83 (20,165) | 48,75 (16,694) 0,527

Alkol kullanimi 0,004
Kullanan 5 (%27,8) 47 (%65,3)

Kullanmayan 13 (%72,2) 25 (%34,7)

Tedavi 0,754
Operasyon 3 (%16,7) 6 (%8,3)
Operasyon+RT 7 (%38,9) 33 (%45,8)
Operasyon+KRT 5 (%27,8) 23 (%31,9)

KRT 3 (%16,7) 10 (%13,9)

NUks 0,818
Var 5 (%27,8) 22 (%30,6)

Yok 13 (%72,2) 50 (%59,4)

Olum nedeni 1,000
Laca 3 (%60) 18 (%56,2)

Diger 2 (%50) 14 (%43,8)
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HPV pozitifligi ile ortalama yas, diferansiyasyon, sigara, evre, LN metastazi,
niiks, Olim nedeni ve tedavi yOntemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki

bulunmadi (tablo 7).

Tablo 7. HPV’nin klinik parametrelerle iliskisi

+ - p
Yas 60,27 (11,827) | 59,91 (10,732) 0,918
Diferansiyasyon 0,157
Iyi 3 (%27,3) 43 (%54,4)
Orta 4 (%36,4) 24 (%30,4)
Kotu 4 (%36,4) 12 (%15,2)
Lokalizasyon 0,722
Glottik 5 (%45,5) 39 (%49,4)
Supraglottik 4 (%36,4) 20 (%25,3)
Transglottik 2 (%18,2) 20 (%25,3)
Evre 0,496
T3 6 (%54,5) 54 (%68,4)
T4 5 (%45,5) 25 (%31,6)
Lenf nodu metastazi 0,741
Pozitif 4 (%36,4) 25 (%31,6)
Negatif 7 (%63,6) 54 (%58,4)

Sigara kullanim (paket/yil) 51,82 (19,010) | 47,66 (17,187) 0,460

Alkol kullanim 0,192
Kullanan 4 (%36,4) 48 (%60,8)
Kullanmayan 7 (%63,6) 31 (%39,2)

Tedavi 0,310
Operasyon 0 (%0) 9 (%11,4)
Operasyon+RT 5 (%45,5) 35 (%44,3)
Operasyon+KRT 3 (%27,3) 25 (%31,6)

KRT 3 (%27,3) 10 (%12,7)

Nuks 0,728
Var 4 (%36,4) 23 (%29,1)

Yok 7 (%63,6) 56 (%70,9)

Olum nedeni 1,000
Laca 2 (%50)- Laca | 19 (%57.6)-La ca
Diger 2 (%50)-Diger | 14 (%42.4)-Diger
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HPV ve pl6 pozitif olgularda da alkol kullanim1 daha az olarak saptandi. HPV
ve pl6 pozitifligi ile alkol kullanimi arasindaki korelasyon istatistiksel olarak anlaml
bulundu (tablo 8) (p=0,009). HPV ve p16 pozitif olgularin %64,7’si alkol kullanmiyor
iken %33,3’1 alkol kullaniyordu.

HPV ve pl6 pozitifligi ile ortalama yas, diferansiyasyon, sigara, evre, LN
metastazi, niiks, 6liim nedeni ve tedavi yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

iliski bulunmadi (Tablo 8). p degerleri sirasiyla 0,520, 0,840, 0,105, 0,468, 0,589,

0,291, 0,128, 0,687 olarak saptandi.

Tablo 8. HPV ve p16 pozitifliginin klinik parametrelerle iligkisi

Her ikisi + Herhangi biri + | Her ikisi - p

Yas 58,83 (12,281) | 57,41 (10,063) 60,70 0,520

(10,909)

Diferansiyasyon 0,840
Iyi 2 (%33,3) 8 (%47,1) 36 (%53,7)

Orta 2 (%33,3) 6 (%35,3) 20 (%29,9)
Kot 2 (%33,3) 3 (%17,6) 11 (%16,4)

Lokalizasyon 0,027
Glottik 3 (%50,0) 5 (%29,4) 36 (%53,7)
Supraglottik 2 (%33,3) 10 (%58,8) 12 (%17,9)
Transglottik 1 (%16,6) 2 (%11,8) 19 (%28,4)

Evre 0,468
T3 3 (%50,0) 13 (%76,5) 44 (%65,7)

T4 3 (%50,0) 4 (%23,5) 23 (%34,3)
Lenf nodu metastazi 0,589
Pozitif 3 (%50,0) 6 (%35,3) 20 (%29,9)
Negatif 3 (%50,0) 11 (%64,7) 47 (%70,1)
Sigara kullanimi (paket/yil) 57,50 (23,187) | 41,47 (14,975) 49,03 0,105
(17,061)

Alkol kullanimi 0,009
Kullanan 2 (%33,3) 5 (%29,4) 45 (%67,2)
Kullanmayan 4 (%64,7) 12 (%70,6) 22 (%22,8)

Tedavi 0,687
Operasyon 0 (%0,0) 3 (%17,6) 6 (%9,0)
Operasyon+RT 2 (%33,3) 8 (%47,1) 30 (%44,8)
Operasyon+KRT 2 (%33,3) 4 (%23,5) 22 (%32,8)

KRT 2 (%33,3) 2 (%11,8) 9 (%13,4)

NUks 0,291
Var 3 (%50,0) 3 (%17,6) 21 (%31,3)

Yok 3 (%50,0) 14 (%82,4) 46 (%68,7)

Oliim nedeni 0,128
Laca 1 (%33,3) 3 (%100,0) 17 (%54,8)

Diger 2 (%66,7) 0 (%0,0) 14 (%45,2)
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HPV ve pl6’nin herhangi birinin veya her ikisinin pozitif oldugu olgularda
timoriin supraglottik alanda yerlesim orani artmis olarak saptandi. HPV ve pl6’nin
herhangi birinin veya her ikisinin pozitifligi ile supraglottik alanda yerlesim arasindaki
korelasyon istatistiksel olarak anlamli bulundu (tablo 8) (p=0,008). Olgularin %52,2’si
supraglottik, %34,8’i glottik, %13’ transglottik idi.

Calismamizda ileri evre LSHK olgularinin 5 yillik yasam siiresi (YS) oram
%57,8 olarak tespit edildi. HPV pozitif olgularin 5 yillik YS oram1 %63,6 iken HPV
negatif olgularda bu oran %57 idi. pl6 pozitif olgularin 5 yillik YS oran1 %72.,2 iken
p16 negatif olgularda %54,2 idi. HPV ve/veya p16 pozitif olgularda 5 yil iizeri YS daha

fazla olmasina ragmen bu deger istatistiksel olarak anlamli saptanmadi (Tablo 9-10).

Tablo 9. HPV pozitifligi — 5 yillik Y'S arasindaki iliski

Survival Functions
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Tablo 10. p16 pozitifligi-5yillik YS arasindaki iligki

Survival Functions
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Tablo 11. p16 - alkol kullanim iligkisi

P16 Alkol kullanimi iligkisi

Negatif

H Alkol yok m® Alkol var

P16 durumu
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Tablo 12. 5 yillik YS’nin klinik parametrelerle iligkisi

+ - p
Hpv 1,000
+) 7 (%63,6) 4 (%36,3)
) 46 (%58,2) 33 (%41,8)
pl6 0,199
+) 13 (%72,2) 5 (%27,8)
) 40 (%55,6) 32 (%44,4)
Hpv ve p16 0,073
Her ikisi pozitif 3 (%50,0) 3 (%50,0)
Herhangi biri pozitif 14 (%82,4) 3 (%17,6)
Her ikisi negatif 36 (%53,7) 31 (%46,3)
Hpv ve p16 0,090
Herhangi biri veya ikiside (+) 17 (%73,9) 6 (%26,1)
Her ikisi negatif 36 (%53,7) 31 (%46,3)
Yas 60,57 + 10,315 | 59,08 £+ 11,550 0,520
Diferansiyasyon 0,040
Iyi 32 (%69,6) 14 (%30,4)
Orta 14 (%50,0) 14 (%50,0)
Kotl 7 (%43,8) 9 (%56,2)
Lokalizasyon 0,998
Glottik 26 (%59,1) 18 (9%39,9)
Supraglottik 14 (%58,3) 10 (%41,7)
Transglottik 13 (%59,1) 9 (%40,9)
Evre 0,762
T3 36 (%60,0) 24 (%40,0)
T4 17 (%56,7) 13 (%43,3)
Lenf nodu metastazi 0,000
Pozitif 9 (%31,0) 20 (%69,0)
Negatif 44 (%72,9) 17 (%27,1)
Sigara kullanimi (paket/yil) 47,45+ 17,002 | 49,19+ 18,048 0,842
Alkol kullanimi 0,255
Kullanan 28 (%53,8) 24 (%46,2)
Kullanmayan 25 (%65,8) 13 (%34,2)
Tedavi 0,003
Operasyon 8 (%88,9) 1 (%11,1)
Operasyon+RT 29 (%72,5) 11 (%27,5)
Operasyon+KRT 12 (%42,9) 16 (%57,1)
KRT 4 (%30,8) 9 (%69,2)
Nuiks 0,000
Var 4 (%14,8) 23 (%85,2)
Yok 49 (%77,8) 14 (%22,2)
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5. TARTISMA

Viicuttaki tiim malign tiimorlerin %3’linti, bag-boyun bdolgesindeki malign
tiimorlerin yaklagik %25’ini olusturan larinks karsinomlari, diinya genelinde en yaygin
6. kanser olarak tespit edilmistir. Larinks karsinomlarm %95°ten fazlasi skuaméoz
hiicreli karsinomlardir.® Multifazik ve multifaktoriyel etyopatogenezise sahip larinks
tiimorlerinde sigara ve alkol bagimliliginin en sik goriilen bagimsiz risk faktorii oldugu
bilinmektedir.? Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise DNA viriisleri ve ozellikle HPV
tiirlerinin de timér olusumu ve gelisiminde rol oynadigi bildirilmektedir.3*>78384°
Goriilme siklig1 5. dekattan sonra yiikselise gegmekte ve 7. ve 8. dekatlar civarinda tepe
noktasina ulagmaktadir.®*® Larinks karsinomlar1 erkeklerde daha fazla goriilmektedir
ve hastalarin % 96’s1 erkektir.%?% Calismamizda 40 yas altinda 3 hasta (en diisiik 26
yas) mevcut ve yas ortalamasi 59,9 idi. Olgularin %93,3’1 erkek idi.

HPV, hem erkeklerde hem kadinlarda yakin temas ile bulasan en yaygin
viriislerden biridir. HPV tip sayis1 daha onceleri 100 civari belirtilirken bu say1 son
yapilan ¢alismalarda 200°e yakin olarak belirtilmektedir.*®3%%4%%% Serviks kanserinin
etyolojisinde % 100’e yakin oranlarda HPV tipleri suclu bulunmugtur. 34

Giliniimiizde, anal, vulvar, genital ve penil kanserler yani1 sira oral, orofarengeal
ve laringeal karsinomlarin etyolojisinde de HPV pozitifligi gosterilmistir. Bu konu ile
ilgili aragtirmalarin sayis1 giin gegtikge artmaktadir.”#367

Yapilan ¢alismalarda LSHK’daki HPV saptanma oranlar1 %0 ile %85 gibi genis
bir aralikta verilmektedir.>**%" Bu genis araligin sebebi; hasta se¢imi, cografi
farkliliklar, sigara ve alkol kullanimi, tiimor lokalizasyonu, HPV tani testlerindeki
farkliliklar olabilir. Li ve arkadaslarinin yaptiklar1 metaanaliz de LSHK olgularin
%28’inde HPV enfeksiyonu saptanmis olup HPV ve LSHK arasinda gii¢lii bir iliski
saptanmlstlr.71 Klinik calismalarda HPV’nin  o6zellikle HPV-16’nin  LSHK
patogenezinde onemli rol aldigi gosterilmistir.”” HPV pozitifligi Almanya’da %3,
Fransa’da %4 iken ABD’de %23 olarak saptanmustir.”> Calismamizda 90 hastanin
11’inde (%12,2) HPV pozitif olarak saptandi. HPV pozitif hastalarin 6’sinda (%54,5)
p16 da pozitif saptandi.

Sigara ve alkol kullanimi LSHK etyolojisinde temel risk faktorlerini olusturur.

HPV ise sigara ve alkol kullanimindan bagimsiz bir risk faktoriidiir. Sigara ve alkol
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kullanmayan LSHK olgularda HPV insidansinin artmis oldugunu gosteren ¢aligmalar

mevcuttur.”>"

HPV pozitifligine sigara ve alkol kullanimi1 da eslik ederse onkosupresor
genlerin inaktivasyonu hizlanacagindan daha biiyiik bir risk faktorii olusur. Ndiaye ve
arkadaglarinin yaptig1 meta-analizde 2739 LSHK olgusunun 649’unda (%22,1) HPV
pozitifligi meveut oldugu raporlanmistir.”* Ayni calismada HPV prevalansimin sigara ve
alkol kullanimi, cinsiyet ile anlamli bir iligkisi saptanmamigtir. Sigara ve alkol
kullanmayanlarda HPV pozitifliginin daha ytliksek oldugu gosterilmis fakat istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Tiimor lokalizasyonlarima goére, HPV pozitif olgularin
%30’u supraglottik, %34’ glottik olarak bulunmustur. Yapilan bir ¢aligmada 674
LSHK olgusunun 33’iinde (%4,9) HPV pozitifligi mevcut olarak bildirilmistir.”* HPV
pozitifligi sigara, alkol kullanmayanlarda ve supraglottik bolgede kitlesi olanlarda daha
fazla saptanmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Calismamizda da benzer
sekilde HPV pozitifligi sigara, alkol kullanmayanlarda ve supraglottik bolgede tiimor
olanlarda daha fazla oldugu, ayn1 zamanda HPV ve p16 pozitifligi ile alkol kullanimi ve
tiimor lokalizasyonu (supraglottik yerlesim) agisindan istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptandi.

Yapilan caligmalarin ¢ogunlugunda orofarenks bolgesinde HPV pozitif olgular
HPV negatif olanlara gére anlamli iyi prognoz gosterirken orofarenks dis1 bas boyun

kanserlerinde (NOSHK) bu durum ispatlanamamlstlr.73'75

Duray ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢calismada LSHK HPV pozitif ve negatif olgularda; sigara kullanimi, yas,
evre, diferansiyasyon, niiks ve YS acisindan anlamli bir fark raporlanmamistir. Ayni
calismada diger ¢alismalardan farkli olarak evre IV LSHK olgularda evre | ve II’ ye
gore daha fazla HPV pozitifligi mevcut oldugu gosterilmistir.”

HPV iliskili larinks kanserleriyle ilgili en genis ¢alismalardan birini Morshad ve
arkadaslar1 yapmustir. Bu calismada HPV pozitif ve negatif hastalar arasinda tani
sonrast 3. ve 5. yillarda yapilan takiplerinde YS agisindan anlamli bir farklilik
saptanmamustir.”’ Xu ve arkadaslarmm yaptigi calismada HPV pozitif olgularn 1., 2.,
ve 3. yillarda YS oranlar1 daha uzun olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir.”* Calismamizdaki olgularin ortalama takip siiresi 6.7 yil olarak tespit
edildi. 5 yillik sag kalim orant %57,8 olup bu oran HPV pozitif olgularda %63,6 ve
HPV negatif olgularda %57 idi. 11 HPV pozitif olgunun 7’si (%63,6) 5 yil tizeri

yasam stiresine sahipti. HPV pozitif olgularda 5 yil iizeri yasam siiresi rakamsal olarak
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daha fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli saptanmadi. Calismamizdaki
HPV pozitif 11 olgunun 4’tinde (%36,4) niiks saptanmistir. 5 yil igerisinde ikisi niikse
bagli, ikisi de diger nedenlere bagli 6liim olmustur (SVO ve KAH’a bagh).

Ulkemizde de HPV enfeksiyonu ve larinks kanserleri arasinda iliskiyi inceleyen
calismalar yapilmistir. Oktem ve arkadaslariin ¢alismasinda 20 adet larinks ve iki adet
hipofarenks kanserli olguda PCR yontemiyle HPV varligi arastirilmis ve olgularin
tamaminda negatif sonug elde edilmistir.78 Giiveng ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada
total ya da parsiyel larenjektomi uygulanmis 40 adet LSHK olgusunun 5’inde (% 12,5)
ve verriikoz karsinomlu iki olgunun her ikisinde PCR yontemiyle HPV pozitifligi
saptanmlstlr.79 Yildinnm ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada 149 LSHK
olgunun 9’unda (%6) HPV pozitifligi bulunmustur.®® Bu konu ile ilgili yapilan bir
diger ¢calismada ise 6zellikle ¢ocuk hastalarda 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olan
rekirren laringeal papillomatozisli 25 olgunun 21'inde HPV enfeksiyonunun
histopatolojik degisiklikleri saptanmis, ancak bu vakalarin 8'inde (% 32)
immiinohistokimyasal yontemi ile viriis varlig1 gosterilmistir.

Perez-Ayala’nin Ispanya’da yaptig1 ¢alismada bas-boyun kanserli hastalarda
HPV pozitifligi % 54 olarak saptanmis iken Hoshikawa’nin Tokyo’da yaptig1 calismada
HPV pozitifligi % 20,6 olarak saptanmistir.”® Bu sonuglart ve ¢alismamizi da goz
onune alarak sonuclardaki farkliliklarin nedeni; cografi farkliliklar, popiilasyondaki
cinsel davranig ve hijyen aligkanligi farkliliklar1 ve uygulanan PCR yOnteminin
duyarhilig1 seklinde yorum yapilabilinir.

Larinks kanserindeki pl6 pozitiflik oranlari literatiirde %1’den %58’e kadar
degisen oranlarda bildirilmistir. Christine ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada

81

140 LSHK olgusunun 11’inde (%7,8) pl6 pozitifligi saptanmistir.” Yanan ve

arkadaglarimin yapmis olduklari ¢alismada 674 LSHK olgusunun 51’inde (%7,57) p16

pozitifligi pozitifligi gosterilmisken bir diger calismada 50 adet LSHK olgusunun

71,73

12’sinde (%24) pl6 pozitif saptanmigtir. Kanyilmaz ve arkadaslart ise 131 LSHK

olgusunun 58’inde (%44) pl6 pozitifligi raporlamlslardlr.57

58,59

Yaymlanan diger
calismalarda da %6,5 ve %25,9 gibi oranlar mevcuttur. Calismamizda 90 hastanin
18’inde (%20) pl6 pozitif olarak saptandi.

pl6 pozitif olgularda sigara ve alkol kullaniminin daha az oldugunu gosteren

calismalar mevcuttur.”®**""" David ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada sigara
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icmeyen 8 hastanin altisinda p16 pozitif olarak saptanmis ve istatistiksel olarak anlamli
degerlendirilmistir.>® Aym ¢alismada sigara kullanmayan larinks kanserli olgularda
pl6’nin uygun bir immiinohistokimyasal belirte¢ olabilecegi ifade edilmistir. Benzer
sekilde Yanan ve arkadaglar1 da sigara ve alkol kullanmayanlarda p16 pozitifligini
anlamli derecede yiiksek saptamustir.”* Yapilan bir ¢alismada da p16 pozitif olgularin
ortalama sigara tuketimi 33,8 paket-yil iken pl16 negatif olgularin ortalama sigara
tilketimi 40 paket-yil olarak bulunmustur.”® Diger calismalarda ise p16 pozitifligi alkol
ve sigara kullanmayanlarda yliksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir

iligki saptanmamls‘ur.57'58

Calisgmamizda pl6 pozitif saptanan 18 olgunun 13’1 (%72,2)
alkol kullanmiyordu. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulundu. pl6 pozitif tim
hastalarda ise sigara kullanim1 mevcuttu. Calismamizda p16 pozitif saptanan olgularin
ortalama sigara tuketimi 45,8 paket-yil iken p16 negatif olgularin sigara tiiketimi 48,7
paket-y1l olarak tespit edildi. Istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi.

pl6 pozitifligi ve tiimor lokalizasyonu hakkinda literatiirde ¢esitli ¢alismalar
mevcuttur. Yanan ve arkadaslariin yapmis olduklart c¢alismada pl6 pozitifligi
supraglottik olgularda anlamli sekilde yiiksek olarak raporlanmlstlr.71 Yapilan diger
calismalarda da bu iliski saptansa da anlamli farklilik gésterilememistir.56'57’58'59
Calismamizdaki p16 pozitif 18 olgunun 10’u (%55,6) supraglottik yerlesimli idi. Bu
deger istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Baz1 yazarlar tarafindan LSHK’da p16 varlig1 iy1 prognozla iliskilendirilirken
p16 negatifligi kotii prognoz ve niiks ile iliskilendirilmistir. Wittekindt ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢aligmada p16 ekspresyon artisi ile hastaliksiz yasam arasinda énemli
derecede korelasyon olduguna dikkat cekilmistir.®® Yapilan diger ¢alismalarda da p16
pozitif olgular daha uzun YS sahip oldugu gosterilmistir.”"®" Geisler ve arkadaslarinin
190 LSHK dahil ettikleri ¢alismada ise p53 kotli prognoz ile korelasyon gostermekte
iken p16 ekspresyonunun prognozla iligkisi olmadigi bildirilmistir.** Calismamizda p16
negatif olgularin 5 yillik YS oranlar1 %54,2 iken pl6 pozitif olgularm 5 yillik YS
oranlar1 %72,2°dir. pl6 pozitif olgularin YS’i daha iyi olmasina ragmen istatistiksel
olarak anlamli degildi.

Niiks varligi ile ilgili yapilan bir ¢alismada 58 LSHK olgusunun 8’1 (%13,8) tan1
konulduktan 3 yi1l sonra niiks etmistir. Niiks eden olgularin hepsinde pl16 negatifligi

59

mevcut oldugu belirtilmistir.” Yapilan diger bir ¢alismada pl6 pozitif larinks
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karsinomlu olgularda niiks diisiik bulunmustur. Tan1 sonrasi1 5 yilda niiks orant %20
olarak bulunmus olup istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermemistir.”® Salazar ve
arkadaslarinin  yapmis oldugu calismada ise orofarengeal skuamoz hiicreli
karsinomlarda (OSHK) p16 pozitifligi anlamli iyi prognoz gdstermeyken LSHKda ise
bu anlamhlik gdsterilememistir.”® Bizim ¢alismamizda 5 yil igerisinde pl6 pozitif 18
olgunun 5’inde (%27,8) niiks saptandi. p16 pozitifliginin niiks ile iliskisi istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi.

OSHK’da p16 pozitifliginin diisiik T evresi ve lenf nodu (LN) metastaz1 varlig
ile iliskisi gosterilebilirken, LSHK olgularda bu iliski gdsterilememistir.*® Yapilan bir
¢alismada p16 pozitifliginin LN metastaz riski ile iliskili oldugu gésterilmistir.>* Young
ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada kadin cinsiyet ve LN metastaz1 varligi ile pl6
arasinda anlaml iligki saptarken diger klinik ve demografik 6zelliklerle anlamli iliski
saptayamamuslardir.”® Diger ¢alismalarda p16 pozitifligi ile LN metastaz1 varlig1, timor
evresi, cinsiyet ve timor diferansiyasyonu arasinda anlamli  bir iliski
gosterilememistir.***## Calismamizda p16 pozitif 18 olgunun 8’inde (%44,4) LN
metastazi saptanirken bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. p16 pozitifligi ile
cinsiyet ve tiimdr diferansiyasyonu arasinda da bir iliski saptanmadi.

HPV enfeksiyonun tanisinin konulmasinda p16 pozitifligi 6nemli bir belirtectir.
Daha gelismis ve hassas yontemlerde HPV-p16 korelasyonu agisindan farkli sonuglar
gosterilebilmektedir. Farkli ¢alismalardaki farkli sensitivite ve spesifite oranlarinin bir
nedeni HPV saptanmasi i¢in uygulanan yontemin duyarlilik ve 6zgiilliigii olabilir.
Yapilan bir ¢caligmada 674 LSHK olgusunun 33’iinde HPV pozitif saptanirken 5’inde
pl6 pozitif saptanmistir. HPV pozitif olgularin hepsinde p16 da pozitif saptanmis ve
pl6 sensitivitesi %100, pl6 spesifitesi %65 olarak belirtilmistir.”* Bu sonuglar Smeets
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismanin sonuglarina benzerdir (p16 sensitivitesi %100, pl6
spesifitesi %79).%° Bir diger calismada p16 ile HPV arasinda %93 korelasyon oldugu
gésterilmistir.86 Japonya’dan yapilan bir ¢alismada ise p16 pozitif saptanan 14 olgunun
yedisinde HPV pozitif olarak saptanmis ve pl16 ile HPV arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir korelasyon olmadigi gésterilmistir.‘r’8 Benzer olarak yapilan bir ¢alismada da
HPV ve pl6 arasinda anlamli bir iliski olmadigi gosterilmistir.”® Bir meta-analiz
caligmasinda 649 HPV pozitif olgunun 57’sinde ayni zamanda pl6 da calisilmistir.
HPV pozitif 51 (%86,3) olguda p16 pozitifligi de saptanmistir.”* Ulkemizde Dénmez ve
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arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada 56 LSHK olgusunun 24’tinde (%43,6) pl6
pozitifligi, 21’inde (%37,5) HPV pozitifligi saptanmis olup HPV varligt ile pl6
ekspresyonu arasinda anlamli bir iligki bulunamatmlstlr.87 Calismamizda ise 11 HPV
pozitif olgunun altisinda p16 pozitif olarak saptandi. pl16 sensitivitesi %54,5 iken pl6
spesifitesi ise %84,8 olarak bulundu. pl6 ile HPV arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir korelasyon saptanmadi.

Thomas ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada p16 sensitivitesini %100,
p16 spesifitesini %79 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada HPV pozitif/p16 negatif olgu
olmamasina ragmen bazi ¢alismalarda bu sonucun ¢ikabilecegi bunun transkripsiyonel
inaktif enfeksiyona ya da aleternatif yolaklarin kullanilabilecegine bagli oldugu
belirtilmistir.?® Calismamizda 11 HPV pozitif olgunun besinde p16 negatif saptandi.

HPV negatif olgularda pl6 pozitifliginin nedeni molekiiler diizeyde netlik
kazanmamustir. pl16 pozitif olgularda Rb genindeki degisiklikler ya da dogustan pl6
yiiksekligi ile iliskilendirilmistir. Xu ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada HPV negatif
18 olguda p16 pozitif olarak saptanmlstlr.71 Calismamizda HPV negatif 12 olguda pl16
pozitifligi bulundu.

Ang ve arkadaglarinin yaptigi calismada OSHK da HPV ve pl6 pozitifliginin
birlikteligi daha iyi prognoz sagladigi gosterilmisken LSHK olgularda HPV ve pl6
pozitif olgularin sayisinin azligindan dolay1 anlamli bir sonug ¢ikartilamamistir. Yapilan
bir calismada OSHK’da pl6 anlamli iyi prognoz gosterirken orofarenks disi
tiimérlerlde anlamlilik gdstermemistir.”> NOSHK’da hem p16 hem de HPV pozitifligi
anlamli sekilde daha iyi prognoz gostermektedir. Lewis ve arkadaglarmin yapmis
oldugu calismada HPV(-)/p16(+) olgular ile HPV(+)/p16(+) olgular arasinda anlaml
farklilik olmadigi ve bu olgularin HPV(-)/pl6(-) olgulara gére daha iyi prognoz
gosterdigli ve pl6 ekspresyonunun iyi prognoz gostergesi olabilecegi belirtilmistir.2®
Calisgmamizda da hem HPV hem pl6 pozitifligi bulunan olgularda daha az niiks ve
daha uzun YS mevcut idi fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

OSHK olgularinda gosterilen yakin HPV iligkisi; bizim ¢alismamiz basta olmak
tizere birgok calismada larinks iizerinde gosterilememistir. Larinks kanserinde HPV ve
pl6 pozitifligi ile ilgili yapilacak daha genis calismalar, hastalarin tedavi, takibi ve

prognozu konusunda daha fazla yardimci olacaktir.
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Larinks kanserlerinde HPV varligiin gosterilmesi, gelecekte larinks
kanserlerinden korunmada HPV asilamasinin destekleyici bir bulgusu olarak karsimiza
¢ikmaktadir.

Giliniimiizde onkogenezis i¢in kabul edilen goriis; timoriin ortaya ¢ikmasi igin
cok farkli molekiiler faktorler arasinda karsilikli iligkiler olmasi gerekliligidir. Bu
faktorler hicresel proliferasyon, apoptozis ve diferansiasyonu dlzenleyen
protoonkogenler, tiimor stipresor genler ve bazi viral onkogenlerdir. Ancak; hiicre tipi,
hiicresel ¢cevre ve genetik zemin gibi ¢esitli faktorler nedeniyle karsinogenezis aktivitesi

basladiktan sonraki ilerleme siirecini 6ngérmek zordur.
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6. SONUC ve ONERILER

. Calisgmamizdaki ileri evre laringeal skuaméz hiicreli karsinomlu 90 hastanin
11°inde (% 12,2) PCR yontemi ile poliklonal HPV pozitifligi saptandi. Bu 11
olgudan 6’sinda (% 54,5) HPV 16, 4’iinde (% 36,4) HPV 18, 1’inde (%9,1)
HPV 16 ve 18 pozitif bulundu. Olgularin 18’inde (%20) immiinohistokimyasal
boyama yontemiyle pl6 pozitif olarak saptandi. Olgularin 6’sinda (%6,6) hem
HPV hem de p16 pozitifligi mevcuttu.

. HPV pozitifligi ile ortalama yas, diferansiyasyon, sigara ve alkol kullanimi,
evre, LN metastazi, timor lokalizasyonu, niiks, Olim nedeni ve tedavi
yontemleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmadi.

. HPV ve pl6’nin birlikte pozitif oldugu olgularda alkol kullanimi daha az ve
tiimoriin supraglottik alanda yerlesim orani1 daha yliksek olarak saptandi. Bu
oranlar istatistiksel olarak anlamli bulundu(p=0,009 ve p=0,008).

. pl6 pozitif olgularda alkol kullanimi daha az ve tiimoériin supraglottik alanda
yerlesim oran1 artmis olarak saptanmis olup istatistiksel olarak anlamli
bulundu(p=0,004 ve p=0,011).

. Calismamizda HPV ve/veya p16 pozitif olgularda 5 yil {izeri yasam siiresi daha
fazla idi fakat istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi.

. HPV ve pl6 test sonuglari arasindaki iliski uyumlu bulunmadi. Larinks
kanserinde pl6 pozitifliginin HPV i¢in uygun bir marker olabilecegi
gosterilemedi.

. HPV’nin tiimdrogenezisteki katkisi cografi farkliliklar gostermektedir. Bunun
asil nedeni ise toplumlar arasi cinsiyet davraniglarinin farkliliklara bagl olarak
viriis tagtyiciliginin farkli oranlarda goriilmesi olarak yorumlanabilinir.

Larinks kanserlerinde HPV varligmmin  gosterilmesi, gelecekte larinks
kanserlerinden korunmada HPV asilamasinin gerekliligini destekleyici bir bulgu
olarak karsimiza ¢ikabilir.

Larinks kanserinde HPV ve pl6 pozitifligi ile ilgili yapilacak daha genis
populasyonlu klinik ¢alismalar hastalarin tedavi, prognozu ve takibi konusunda

yardimci olacagi goriisiindeyiz.
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10. Neoplastik proliferasyonlarin ortaya ¢ikma siireci cok basamakli olup molekiiler
temelinin anlagilabilmesi i¢in daha genis olgu serileri ile c¢alisma yapmak
gereklidir. Ayrica uygulanan teknik, metodun kontrol olgular1 ile birlikte
kalibrasyonu ve sonuglarin dogrulugunun farkli tekniklerle (IHK, ISH, FISH,
PCR vb.) desteklenmesi yararli olacaktir.
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