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OZET

Amag: Giiniimiizde 200 civarinda Human papillomaviriis (HPV) tipi belirlenmistir ve
bunlarin yaklasik olarak 40" anogenital epiteli infekte etmektedir. Diger tipler viicutta
pek ¢ok hastalik ve kanser ile iliskili goriilmektedir. Bunlardan biri de orofaringeal
yerlesimli skuamoz hiicreli karsinom (SHK)’dur. Bu baglamda biz de Van yoresinde
gelisen laringeal SHK’larda HPV’nin etyolojideki yerini saptamak ve bunlarin p53 ve
Ki-67 immiinhistokimyasal (IHK) belirteglere yanitlarimi gozlemlemek, boyanma
yogunluklarinin SHK’nin diferansiyasyon ve HPV pozitifligi ile iliskisi olup olmadigini
arastirdik.

Gere¢ ve yontem: Larinkste SHK tamisi almis 100 vakada p53 ve Ki-67
immiinhistokimyasal boyalar1 uygulandi ve real time polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

metodu ile HPV Deoksiriboniikleik asit (DNA) varligi arastirildi.

Bulgular: Yiiz olgudan besi erkek biri kadin olmak iizere altisinda HPV pozitifligi
saptandi. P53 ile olgularin %42’si skor 1, %7°si skor 2, %7°si skor 3 ve %44°i skor 4
olarak boyandi. Ki-67 ile olgularin %12’si skor 1, %16’s1 skor 2, %18’i skor 3 ve
%3541 skor 4 olarak boyandi.

Sonug¢: Calismamizdan elde ettigimiz veriler 1518inda Van bolgesinde larinkste SHK
tanis1 alan vakalarin %6’sinda HPV pozitifligi saptanmistir. Bu oran literatiirdeki benzer
calismalarin sonuglarindan farkli idi. Bu bolgedeki laringeal skuamoz hiicreli
karsinomlarin etyopatogenezinde HPV’nin diinya genelindekinden daha az oranda pay1
oldugu goriildii. Yapilan p53 ve Ki-67 IHK’sal boyalar1 arasinda korelasyon saptandi
fakat HPV-DNA pozitifligi, yas, cinsiyet, lokalizasyon ve tiimor derecesi arasinda
istatistiksel olarak bir anlamlilik goriilmedi.

Anahtar Kelimeler: HPV, Ki-67, p53, larinks, skuamdz hiicreli karsinom.



ABSTRACT

Objectives: Today, approximately 200 types of Human Papilloma Virus (HPV) have
been identified and nearly 40 of them infect the anogenital epithelium. The other types
seem be associated with many diseases of the body and cancer. One of them is
squamous cell carcinoma (SCC) with oropharyngeal localization. In this context, we
investigated whether staining intensities were associated with the SCC differentiation
and HPV positivity in order to determine the role of HPV in the etiology of laryngeal
SCCs that develop in the area of Van and observe their responses to the

immunohistochemical (IHC) markers of p53 and Ki-67.

Material and method: The p53 and Ki-67 immunohistochemical stains were applied in
100 cases diagnosed with laryngeal SCC and the presence of HPV deoxyribonucleic

acid (DNA) using the real-time polymerase chain reaction (PCR) method.

Findings: HPV positivity was identified in six (five male and one female) out of a
hundred cases. The result of p53 staining was score 1 in 42%, score 2 in 7%, score 3 in
7% and score 4 in 44% of the cases. The result of Ki-67 staining was score 1 in 12%,
score 2 in 16%, score 3 in 18% and score 4 in 54% of the cases.

Conclusion: In the light of the data we obtained from our study, 6% of the cases
diagnosed with SCC in the area of Van were identified to have HPV positivity. This
ratio was different from the results of similar studies in the literature. It was seen that
the role of HPV in the etiopathogenesis of squamous cell carcinomas in this area was
lower than the globally applicable figure. A correlation was identified between the p53
and Ki-67 stains that were applied; however, no statistically significant correlations
were seen among HPV-DNA positivity, age, sex, localization and tumor grade.

Keywords: HPV, Ki-67, p53, larynx, squamous cell carcinoma.



1. GIRIS VE AMAC

Larinks kanseri tim malign tiimorlerin % 2-3’tnii olusturur (1). Larinks
kanserlerinin % 95’den fazlasi SHK’lardir (2). Bu kanserlerin gelismesinde en 6nemli
risk faktorleri alkol ve sigara kullanimidir (3). Larinksin SHK’larinin etyolojisinde
HPV’nin de rol alabilecegi simdiye kadar yapilan ¢alismalarda belirtilmektedir (3).
Ozellikle serviks kanserlerinin etyopatogenezinde de rol oynayan yiiksek riskli HPV tip
16, 18 ve orta derecede riskli tip 31 ve 33’iin, larinks kanserli hastalarda da arastirilmasi
farkli popiilasyonlarda farkli sonuglar vermektedir (1).

TP53 geninde meydana gelen mutasyonlar insan tiimorlerinde en sik rastlanan
genetik degisikliklerdendir (4-7). Insanlarda goriilen tiim tiimorlerin % 50’sinden
fazlasinda TP53 geninde mutasyon saptanmustir. TP53 tiimor siipresor bir gen olup gen
{iriinii p53 olarak bilinir. ilk tanimlandid1 zaman sadece bir onkogen olarak gorev
yaptig1 diigiiniilen bu genin, daha sonraki yillarda sadece mutant formunun anormal
hiicre biiyiimesinde rol oynadigi, normal TP53 geninin ise tiimdr olusumunu baskilayici
gorev yaptig1 saptanmustir (4-12).

Ki-67 ¢ogalan hiicrelerde goriilen bir ¢ekirdek proteini olup esasen G1, S, M ve
G2 fazinda goriilmesine ragmen GO fazinda yoktur. Hiicre proliferasyonunun
morfolojik ozelliklerini iyi gosteren bir protein olup, mitotik indeks ve timor
derecelendirilmesinde siklikla kullanilir (13).

Bu c¢alismada larinksin SHK’larinda; HPV varhiginin saptanmasi, pozitif
olgularin alt tiplerinin belirlenmesi, timdr progresyonu i¢in énemli olan p53 proteini ve
proliferasyon indeksi olarak kullanilan Ki-67 oraninin saptanmasi, tiim sonuglarin

birbirleriyle ve klinikopatolojik degiskenlerle iliskisini saptamak amag¢lanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Larinks Anatomisi, Embriyolojisi, Histolojisi, Fizyolojisi
2.1.1. Larinks Anatomisi

Larinks, boynun On tarafinda 3-6. boyun vertebralari hizasinda, dil kokii ile
trakea arasinda bulunur. Larinks arkada farenksin alt parcasi ile komsudur ve burada
farenksin on duvarini yapar. Onde orta kisimda yalnizca fasya ve deri ile ortiiliidiir.
Onde ve yanlarda sternohiyoid, sternotiroid, omohiyoid, tirohiyoid kaslari, damar-sinir
paketi, sternokleidomastoid kas ve tiroid glandi ile komsudur. Yukarida hiyoid
kemigine tirohiyoid kasi ve ligamanlar ile baghdir. Bundan dolay1 larinks 6zellikle
yutma esnasinda hiyoid kemigin hareketlerini izler.

Larinksin en iist kismmni olusturan epiglot, mukozal plikalar ve bag dokusu ile
dil kokiine komsudur. Larinks asagida trakea ile devam eder. Larenksin st deligi
solunum yolunu daraltabilecek ve gereginde tamamen kapatabilecek o6zelliktedir. Bu
mekanizma sesin olusumu ve yabanci cisimlerin solunum yoluna kagmamasi igin
gereklidir. Larenksin iskeletini olusturan kikirdaklar iigii ¢ift, {igii tek olmak iizere
dokuz tanedir. Cift olan kikirdaklar; aritenoid, kuneiform, kornukulat; tek olanlari
tiroidea, krikoid ve epiglottur.

Epiglot fenestrasyonlar iceren elastik kikirdak, digerleri hyalen tipte kikirdaktir.
Tiroid ve krikoid kikirdagin kalsifikasyonu erkekte yirmili yaslarda, kadinda ise erkege
gore daha ge¢ yaslarda baglar. Hyalen kikirdak kanser yayilimina direng¢li oldugundan,
tiimorler bu tipte kikirdaklara ancak kalsifikasyon sonrasi yayilabilirler.

Vokal ligamanlar 6nde tiroid kikirdaga, arkada aritenoid kikirdaklarin prosesus
vokalislerine yapisir.

Larinksin ekstrensek kaslar1 olan omohiyoid, sternohiyoid, tirohiyoid kaslari
komsu yapilardan kdken alarak tiroid, krikoid veya hiyoid kikirdaklar {izerine yapisarak
cigneme sirasinda bir biitlin halinde hareket ederler.

Larinksin intrensek kaslar1 5 tane olup: krikotiroid, krikoaritoneides posterior,
krikoaritenoides lateralis, tiroaritenoides kaslar1 ¢ift, aritenoid kas ise tektir. Larinks
kaslarmin iki 6nemli gorevi vardir; yabanci cisimlerin solunum yollarina gegisini
engellemek ve larinks kikirdaklarmin durumunu degistirerek ses plikalarini ses

olusturacak sekle sokmaktir.



Larinksin motor ve duyusal sinirleri n.vagus’tan gelir.

Larinks arterlerini superior ve inferior tiroid arterden alir. Aymi isimli venler
arterleri izler (14).

Larinksin lenf damarlar1 iki ayr1 sistemden olusur: Mukozal (yiizeyel) ve
submukozal (derin) sistem. Mukozal sistem tim mukoza boyunca yayilirken
submukozal sistem birbirinden bagimsiz kompartmanlara ayrilmistir. Bu durum kanser
metastazlarinin aranmasinda veya metastaza gore kanserin larinksin hangi bolgesinde
oldugunu saptamak agisindan 6nemlidir.

Gergek kordun lenfatik kanallar1 az sayida oldugu igin glottik karsinomun
metastazi enderdir. Krikotiroid membran1 delerek servikal lenfatiklere ulasir.
Supraglottik alan lenfatiklerden zengin olup tirohiyoid membrani delerek iist servikal ve
anterostiiperior lenf nodlarina dokiiliirler.

Piriform siniislerde de bol lenfatik bulunur. Lateralde ¢cogu derin servikal lenf
nodlarina bazen de paratrakeal lenf nodlarina dokiiliirler. Subglottik alanin lenf sivisi
prelaringeal, paratrakeal, pretrakeal ve supraklavikiiler lenf nodlarina drene olur (14,
15).

Larinks baslica ti¢ boliimde incelenir:

A. Supraglottik boliim: Epiglotun ucundan gerc¢ek korda kadar uzanir. Epiglot,
ventrikiiler bandlar (yalanci kordlar), ariepiglottik plikalar, aritenoid kikirdaklar ve

ventrikiiller bu boliimde yer alir.

B. Glottik boliim: Bu bolim vokal kordlar ve onlar1 6nde birlestiren anterior

komissiirii kapsar.

C. Subglottik boliim: Ger¢ek kordlarin alt sinir1 ile birinci trakea kikirdag

arasinda yer alan boliimdiir (15,16).
2.1.2. Larinks Embriyolojisi

Bocca ve arkadaslar1 larinksin; siiperior ve inferior olmak {iizere iki ayri
hemilarinksten olustugunu ve bu kisimlarin embriyolojik kdkenlerinin farkli ve lenfatik
dolagimlarinin birbirinden bagimsiz oldugunu gostermislerdir.

Supraglottik kisim 3. ve 4. brankiyal arklardan kdken alir ve oral kaviteyle

orofarenksin gelisimi ile iligkilidir. Glottis ve subglottis ise akciger ve trakea ile birlikte



6. arktan gelisir. Kanser her bir hemilarinkste birbirinden bagimsiz gelisir ve kanserin
hemilarinksler arasindaki yayilimi bu embriyolojik demarkasyon ile sinirhidir (17).

Larinksin  epitelyal dosemesi laringotrakeal tliptin ~ kranyal ucunun
endoderminden gelisir.

Larinksin kikirdaklar1 4. ve 6. faringeal yay ciftlerindeki kikirdaklardan gelisir.
Laringeal kikirdaklar, noral krista hiicrelerinden kdken alan mezenkimden gelisirler.
Laringotrakeal tiibiin kranyal ucundaki mezenkim hizla ¢ogalarak aritenoid siskinlik
ciftlerini meydana getirir.

Dile dogru gelisen bu siskinlikler, yarik seklindeki (glottis primitiva-ilkel dil), T
harfi bicimli laringeal giris ve gelismekte olan laringeal liimeni dar bir yariga
doniistiiriir.

Laringeal epitelin hizla ¢ogalmasi gecici olarak laringeal liimenin tikanmasiyla
sonuglanir. Onuncu haftaya kadar larinks rekanalize olur. Rekanalize olma islemi
sirasinda laringeal ventrikiiller olusur.

Bu girintiler plica vocalis (ses tellerini) ve plica vestibularis (vestibuler
kalintilar1) olusturan miik6z membran kalintilari ile sinirlanir.

Epiglottis 3. ve 4. faringeal yaylarin ventral ucunda mezenkim c¢ogalmasiyla
meydana gelen hipobrankiyal kabartinin kaudal kismindan gelisir. Bu kabartinin rostral
kismui dilin orta 1/3’lik kismi olan faringeal kismi olusturur.

Laringeal kaslar faringeal yaylarin 4. ve 6. ¢iftlerindeki miyoblastlardan gelistigi
i¢in, bu yaylar1 destekleyen nervus vagusun laringeal dallar ile inerve olurlar. Larinks
ve epiglottisin biliylimesi dogumdan sonraki ilk ii¢ yilda hizlidir. Bu zaman iginde

epiglottis yetiskin seklini kazanir (18).
2.1.3. Larinks Histolojisi

Yenidoganda yapilan ¢alismalara gére vokal kord disindaki alanlarda larinks
baslangigta siliali epitelle, altinci ayda yalanci vokal kord skuaméz epitelle doselidir.
Dil ve epiglotun anterioru da stratifiye skuamoz epitelle ortiiliidiir.

Normal larinksin epiteli stratifiye skuamoz epitel ile respiratuar tip silli

epitelyum arasinda degisir:



Larinks:

Supraglottik alan........................ Respiratuar tip

Glottis ..o Stratifiye skuamoz

Infraglottik alan........................ Respiratuar tip

Epiglot:

Epiglotun lingual (6n) ylizii..............c..cooee Stratifiye skuamoz epitel
Epiglotun larengeal (arka) ylzii..................... Stratifiye skuamoz epitelden

respiratuar tipe dogru degisir.

Iki tip epitel arasindaki gecis ya keskin olur veya 1-2 mm’lik bir transizyonel
ZOon igerir.

Sigara icmeyen erigkinlerin yarisinda supra ve infraglottik bolgelerde, silyal
respiratuar tip epitelin icinde skuamoz epitel yamalar1 vardir. Sigara igenlerde larenksin
respiratuar epiteli tamamen skuamoz epitelle yer degistirebilir.

Larinksin ¢ogu alaninda seromiisindz glandlar bulunur. Bu glandlarda 8
yasindan sonra onkositik metaplazi baslar.

Gergek vokal kordlarin L. propria’sina ‘Reinke alani’ adi verilir. Bu alan
stratifiye skuamoz epitel ile vokal ligamanlar arasinda kalir ve lenfatik icermedigi igin

0dem ve poliplerin en sik gelistigi bolgedir (16,18).

2.1.4. Larinks Fizyolojisi

Larinksin ¢ok oOnemli fonksiyonlar1 vardir. Bu nedenle larinks cerrahisi
esnasinda tliimoriin tamamen ¢ikarilmasinin  yanisira organin  fonksiyonlarinin
korunmasi ya da en azindan postoperatif déonemde rehabilitasyon sansi verecek bir
cerrahi operasyonun planlanmasi hastanin yasam kalitesini arttirmak igin son derece

onemlidir (19). Larinksin gorevleri:

A. Sfinkter fonksiyonu: Yutma esnasinda larinksin kapatilarak akcigerlerin sivi
ve kati gidalarin girisinden korunmasi larinks fizyolojisinin en 6nemli kismudir.
Larinksin kapanmasi ii¢ basamakta gergeklesmekte olup bu basamaklar; rima glottisin
kapanmasi, larinks vestibiiliiniin kapanmasi ve epiglotun larinks liimenine dogru

egilmesidir. Erigskinde epiglot diiz, kalkan gibi olup bu sayede yutulan gida yanlardan



piriform siniislere gecer ve bdylece yiyeceklerin larinks girisinden uzaklastirilmasina
yardim eder. Ancak epiglotun cerrahi olarak ¢ikarilmasi bu organin larinksin
korunmasinda hayati rolii olmadigini gostermistir. Larinksi doseyen titrek tiiylii epitel,
tizerinde bulunan yabanci pargaciklari mukusla beraber agza dogru siipiiriir.

Larinksin sfinkterik fonksiyonu ti¢ kas katinin koruyucu adduksiyonu sonucunda
olusur. Bunlar yukaridan asagiya dogru; epiglot, ariepiglot plikalar, ventrikiiler bandlar
ve vokal kordlardir. Larinksin sfinkter gérevinin baglayabilmesi i¢in iki tarafli olarak
superior laringeal sinirin uyarilmasi gerekir. Glottik refleksin uzamasiyla olusan

laringospazm sonucu 6liim goriilebilir.

B. Solunum fonksiyonu: Beyinde solunum merkezi medulla oblongatadadir.
Inspirasyonun baslamas: i¢in n. laringeus inferiorun uyarilmastyla glottis agilmaya
baslar. Glottisin agilmasi m.krikoaritenoideus posterior tarafindan saglanir. Sonrasinda

frenik sinirin uyarilmasiyla diyafragma asagi iner ve inspirasyon olusur.

C. Fonasyon fonksiyonu ve konusmadaki rolii: Larinksin en ileri ve en
karmagik fonksiyonudur. Konusma fonksiyonu jeneratér sistem, vibrator sistem ve

rezonator sistemin kombine sekilde ¢aligmasiyla olusur.

D. Yutmaya yardimei rolii: Yutma esnasinda kaslarin sfinkter etkisiyle larinks
girisi kapanir, epiglotun yanlarindan lokmanin 6zofagusa kaymasi saglanir. Ayrica
yutma esnasinda larinksin ylikselmesi lokmanin 6zofagusa girisine yardimci olur.
Larinks girisinin dil kokii altinda kalmastyla lokma 6zofagusa gider. Oksiirme, dogum
ikinmasi, miksiyon, kusma ve defekasyon gibi durumlarda rima glottisin kapanmasiyla
toraks icine hava hapsedilir. istemli yapilan bu kapatma islemiyle mekanik bir yardim

saglanmis olur (20).
2.2. Larinksin Tiimérleri ve Tiimor Benzeri Lezyonlar:

2.2.1. Papillom ve Papillomatozis

Erigkinlerde (adult tip) ve ¢ocuklarda (juvenil tip) goriilen soliter veya multipl
olabilen, papiller yapida iyi huylu timérlerdir. Genellikle ger¢ek vokal kordu tutar.
Ancak epiglottise, yalanci vokal korda, supraglottik ve subglottik bolgeye, ¢ok nadir
olarak da trakea ve bronglara yayilabilir (21). Hava yollarinda tikaniklik ve 6liime yol



acabilir. Yapilan caligmalarda laringeal papillomatozisin viral etyolojisi oldugu
gosterilmistir. Immiinhistokimyasal ¢alismalar ve in situ hibridizasyon ile de HPV
antijeni tespit edilmistir. Hastalarda aktif hastalik varken; lezyonu igermeyen bolgelerde
ve remisyondaki hastalarda da HPV’ye ait DNA bulunmustur (20). Laringeal papilloma
eslik eden HPV tipleri ¢ogunlukla diistik riskli HPV tipleri olan HPV 11 ve HPV 6’dur.
Nadiren HPV 16, 18, 31, 33, 35 ve 39 ile de papillom olusabilir. Bu lezyonlardaki
epidermal biiyiime faktorii reseptorlerinin yiiksek diizeylerde saptanmasi HPV tiplerinin
artmug proliferatif aktiviteden sorumlu olabileceklerini diistindiirmektedir (20,22).
Papillomlarda skuaméz mukozada fibrovaskiiler koru olan parmak benzeri papiller ya
da akantotik biiylime paterninden olusan mikroskopik goriiniim vardir (23). Mitotik
aktivite, niikleer atipi ve degisik derecelerde koilositoz goriiliir (20,22,24). Bu
timorlerde ilerleyen yillarda tekrarlama orani yiiksektir (1). Rekiirrensler nadiren
trakeostomi agzi ve yumusak dokuya da yayilabilir, hatta karotid arterin etrafini
sarabilir. Bu siire¢ “invazif papillomatozis” olarak adlandirilir (20,22,24,25). Laringeal
papillomatozisi olan olgularda 6zellikle de yiiksek riskli HPV varhiginda malign
transformasyon gelisebilir ve ilging olarak bu olgular daha énceden papillom nedeniyle
radyoterapi alan vakalardir (21). Yapilan bir ¢alismada laringeal papillomatozisli
olgularda malign doniisiim orant % 3-7 olarak bildirilmistir (26). Jiivenil baslangigh
respiratuar papillomatozisli vakalarda daha sonra pulmoner skuaméz hiicreli karsinom

gelisiyorsa bu vakalarda tiimoriin HPV 11 ile birlikteligi gosterilmistir (21,20,24).
2.2.2. intraepitelyal Proliferatif Lezyonlar

2.2.2.1. Keratozis: “Lokoplaki, basit hiperplazi, skuaméz hiperplazi, epitelyal
hiperplazi” olarak da adlandirilir. En fazla ger¢ek kordlar1 ve interaritenoid bolgeyi
tutar. Sarkicilarda, sesini kotii kullananlarda ve sigara icenlerde daha siklikla goriiliir.
Ses kisikligr sikayetiyle gelen hastalarin laringoskopik muayenelerinde keratotik
alanlarda beyaz renkte kalinlasma goriiliir. Sayet kizariklik da goriiliiyorsa bu durum
klinisyeni, 6nemli bir lezyonun olabilecegi (karsinoma insitu ya da displazi gibi)
konusunda uyarmalidir. Mikroskopik olarak lezyonlar atipi olmaksizin hiperkeratotik

epitel ve akantozla karakterizedir (20).

2.2.2.2. Displazi/karsinoma in situ (CIS): Degisik derecelerde hiicresel atipi,
stratifikasyon kaybi ve normal epitelde matiirasyon kaybiyla karakterizedir. Hafif, orta



veya siddetli olarak displazi derecelendirilir. Derecelendirme yapilirken niikleer
ozellikler ile birlikte matiirasyon ve stratifikasyonun kayboldugu epitel seviyesi dikkate
alinir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin tanimladig1 derecelendirme sistemi asagidaki

gibidir:

A. Hafif Displazi: Niikleer anomaliler hafiftir ve epitelin bazal 1/3 tabakasina
sinirhdir. Daha iist tabakalarda hiicreler matiirasyon ve stratifikasyon gosterir ve niikleer
anomaliler minimal diizeydedir. Parabazal tabakada az sayida mitoz olabilir fakat atipik

mitoz yoktur. Keratoz ve kronik iltihap genellikle eslik eder.

B. Orta Derecede Displazi: Niikleer anomaliler hafif displazidekinden daha
fazladir. Niikleoller belirginlesme egilimindedir. Bu degisiklikler epitel tabakasinin alt
2/3 boliimiindedir. Orta derecedeki niikleer anomaliler yiizeye kadar ¢ikabilir. Fakat
epitel tabakasinin iist kisminda hiicresel matiirasyon ve stratifikasyon korunmustur.
Parabazal ve intermedier tabakalarda mitoz goriilebilir ancak atipik mitoz goriilmez.

Lezyonla birlikte keratozis de goriilebilir.

C. Siddetli Displazi: Epitel tabakasinin 2/3’tinden fazlasinda niikleer anomaliler
ve matiirasyon kaybi goriiliir. Pleomorfizm ve niikleer hiperkromazi belirgindir. Arada
bizar niikleuslu hiicreler de goriilebilir. Niikleoller belirginlesme egiliminde olup mitoz
goriiliir. Atipik mitoz izlenebilir. Hiicreler in situ karsinomda oldugu kadar kalabalik
olmay1p bir miktar matiirasyon ve stratifikasyon varligiyla karsinoma in situ’dan ayrilir.

Lezyona siklikla keratozis eslik eder.

D. Karsinoma in situ: Skuamoz epitelin tam kat tutuldugu lezyonlardir.
Stromaya invazyon goriilmez. DSO’niin yeni siiflamasinda siddetli displazi ile CIS
farkli kategorilerde ele alinmistir. Diger bir¢ok siniflamada birbirinden ayrim oldukca
zor oldugundan bu iki durum ayn1 gruba alinmustir.

Kullanilmakta olan bir baska smniflandirma sistemi de Ljubljana
Klasifikasyonu’dur. Bu klasifikasyonda 4 ayr1 kategori vardir:

A. Basit Hiperplazi,

B. Bazal-parabazal hiicre hiperplazisi,

C. Atipik hiperplazi (“risky” tehlikeli hiperplazi),

D. Karsinoma in situ.



Bu smiflandirmaya gore ilk iki kategori benign, tiglincii Kategori potansiyel
malign ve dordiincii kategori gergek malign olarak kabul edilmistir. Ancak bu
smiflamanm DSO klasifikasyonu ile arasidaki énemli bir fark; karsinoma in situ ile
daha hafif lezyonlar arasindaki ayirimda yiizeydeki keratin tabakasimin varliginin s6z
konusu olmamasidir. Ljubljana klasifikasyonu, DSO sistemine kolayca déniistiiriilecek
ozellikte degildir.

Displazi ve CIS’in derecesi ile anOploidi arasinda ve yine displazi ve CIS’in
derecesi ile Epidermal Biiylime Faktor reseptorii, hiicre proliferasyon belirleyicileri (Ki-
67) ve p53 ekspresyonu arasinda pozitif bir iliski mevcuttur. Displazili hastalarda
invaziv SHK gelisme riski yiiksek degildir (22).

2.2.3. invaziv Karsinom
2.2.3.1. Genel Ozellikler

Larinks kanseri insandaki tiim malign timdrlerin % 2-3’{inii olusturur. Laringeal
karsinomlar bas-boyun bdlgesinde en sik goriilen malign davranish tiimdrler olup
yaklasik olarak % 25 oraninda goriiliirler (1). Larinks kanserlerinin % 95’den fazlasi
SHK’lardir (2). Sigara, alkol ve HPV enfeksiyonu en onemli risk faktorleridir (3).
Genellikle 5. dekad veya daha sonrasinda goriiliir ancak geng hastalarda da bildirilen
vakalar vardir. Erkekler hastalarin % 96’sin1 olusturur. Ses kisiklig1 glottik bolgeyi tutan
timorlerde en 6nemli belirtidir. Laringeal karsinomu olan hastalarda ikinci bir timor
(ist gastrointestinal sistem ve akciger basta olmak iizere) gelisme riskinin arttigi

gosterilmistir (22). SHK varyantlari:

A. Klasik tip yassi1 epitel hiicreli karsinom: Skuamoz diferansiasyon gosteren
Keratin olusumu ve/veya interseliiler kopriilerin varligiyla karakterize, malign davranish
epitelyal tiimordiir. Iyi, orta, ve kotii diferansiye olmak iizere iic grup olarak
derecelendirilir. Derecelendirmede mitotik aktivite ve hiicresel pleomorfizm esas alinir.
Cogunlugu glottik ve supraglottik yerlesimli tiimdrler olup, iyi ve orta derecede
diferansiyedirler. Subglottik bolgedeki karsinomlarsa genellikle orta ve Kkoti

diferansiyedir. Genel olarak tiimdr boyutu kiigiik ise diferansiasyon daha iyi olmaktadir.
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B. Mikroinvaziv yass1 epitel hiicreli karsinom: Bazal membranin hemen

altinda dagilmis hiicrelerden ya da kii¢iik tiimor adaciklarindan olusur (22).

C. Papiller tip yass1 epitel hiicreli karsinom: Fokal invazyon odagi iceren,
egzofitik biiylime paterni sergileyen, yassi epitel hiicreli karsinom varyantidir. Sitolojik
atipisi ile verriik6z karsinomdan ayrilir. Klasik epidermoid karsinom vakalarina gore

daha fazla HPV ile birlikteligi s6z konusudur. Prognozu iyidir (22).

D. Verriikoz karsinom: Yassi epitel hiicreli karsinomun sik olmayan, polipoid
goriiniimlii ve oldukca iyi diferansiye bir varyantidir. Yaygin lokal invazyon olmasina
ragmen, pratikte hemen hemen hi¢ metastaz yapmaz. Mitoz nadirdir. Tiimorde ve
timore komsu alanlarda HPV varligi gosterilmistir. Verriikkéz karsinom verriikoz
hiperplaziden ayirt edilmelidir. Ancak bu; kiigiik biyopsilerde miimkiin degildir. Ayirici
tanida esas olan invazyon varligi oldugundan rezeke edilen materyalin tiimiiniin

incelenmesi gerekir (22).
2.2.3.2. Larinksin Diger Tiimorleri

A. Kiigiik hiicreli (noroendokrin) karsinom: Biitiin vakalarin % 0,5’inden
daha azimi olusturur. Sigara icen kisilerde 6. ve 7. dekadda goriiliir. Mikroskobik
goriintii akciger Yerlesimli olanlarla esdeger olup kiiciik, yuvarlak, oval veya igsi
hiicrelerden olusur. Nekroz, mitoz ve lenfovaskiiler invazyon siktir. igerdikleri bir
miktar sekretuar graniil, néral ve noroendokrin belirleyicilerle immiinreaktif boyanir.
Bolgesel ve uzak metastaz ¢ok sik olup agresif seyirlidir. Atipik karsinoid/Biiyiik

hiicreli néroendokrin karsinomdan ayirici tanist mutlaka yapilmalidir (22).

B. Bazaloid karsinom: Olduk¢a malign bir laringeal tiimordiir. Asir1 sigara
icenlerde daha sik goriiliir. Dar sitoplazmali, hiperkromatik niikleuslu, periferal
palizatlanma igeren, hiyalinize stromali hiicrelerden olusur. Nekroz yaygindir. Bez
yapist benzeri yapilanmalar ve mukoid materyal igeren kiiclik kistik bosluklar

gortilebilir. Adenoid kistik karsinomun solid varyantindan ayirimi zordur (22).

C. Lenfoepitelyoma-benzeri karsinom: Andiferansiye karsinom benzeri

alanlar ve arada reaktif lenfoplazmositik hiicrelerden olusur. Siklikla servikal lenf nodu



11

metastazi da eslik eder. Ebstein barr virlis (EBV) ile iliskisi bulunamamustir. Agresif
seyirlidir (22).

D. Adenokarsinom: Adenokarsinomlar larinkste ¢ok nadir goriiliir. Cogunlukla

supraglottik veya infraglottik bolgede yerlesir. Bazilari miisindz tiptir (22).

E. Sarkomatoid karsinom (igsi hiicreli karsinom, Kkarsinosarkom):
Gastrointestinal sistem ve st solunum yoluna yiiksek derecede ilgi gosteren bir
tiimordiir. Polipoid yapilanma gosterir ve bu ylizden laringeal polibe benzerler. Cogu
supraglottik bolge yerlesimlidir. Mikroskopik olarak iki komponenti vardir. Yassi
hiicreli karsinom komponenti ¢ogu zaman siliktir, belirgin oldugu durumlarda ise in situ
karsinom odaklar1 tarzinda saptanir. Tiimoriin biiylik bir kismini igsi hiicrelerden olusan
pleomorfik sarkom komponenti olusturur. Sarkomatoid komponentin goriiniimii
graniilasyon dokusu gibi selim goriiniimde olabilecegi gibi, osteosarkom ya da malign

fibroz histiositomda goriilen oldukga atipik bizar hiicrelerden de olusabilir (22).

F. Larinksin tiikriik bezi tiimorleri: Adenoid Kistik karsinom en sik goriilen
tipidir. Yavas biiyiirler fakat 6liimctldiirler. Hizli ilerleyen bazaloid yassi epitel hiicreli
karsinomdan ayirici tanisi yapilmalidir. Bu kategorideki diger neoplaziler, pleomorfik
adenom, mukoepidermoid karsinom, myoepitelyoma ve asinik hiicreli karsinomdur
(22).

G. Karsinoid tiimér: Morfolojik, IHK sal ve ultrastriiktiirel olarak bronsial
yerlesimli karsinoidlere benzerler. Genellikle iyi prognozludurlar. En fazla supraglottik
bolge ozellikle de aritenoid kikirdak ve ariepiglottik folda yerlesirler. Larinks, biiyiik
hiicreli néroendokrin karsinom ve atipik karsinoid timér (orta derecede diferansiye
noroendokrin karsinom) i¢in daha sik goriilen bir lokalizasyondur. Bu tiimorlerin her
ikisi de tiimér pleomorfizm, mitotik aktivite ve nekrozla karakterizedir.

Ultrastriiktiirel ¢alismalarda norosekretuar graniillerin varhigi, argirofili, ve
Kromogranin ile immiinreaktif boyanma bu tiimérlerde kuraldir. ileri yastaki erkeklerde
ve Ozellikle de asir1 sigara igicilerde daha siklikla goriiliir. Uzak metastaz ve lenf nodu
metastazi yapmasi nedeniyle agresif seyirlidirler (22).

H. Paraganglioma: Supraglottik bolgede genelde lokalize olup ayni tarafl

ariepiglottik folda yayilim gosterir. Cogunlugu non-fonksiyonedir. Daha ¢ok nestlerin
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periferinde yerlesen ve tanisal agidan 6nemli olan sustentakiiler hiicreler S100 proteini

ve Glial fibriler asidik protein (GFAP) ile immiinreaktivite gosterirler (22).

|. Larinksin Az Goriilen Tiimorleri
Rabdomyosarkom, rabdomyom, hemanjiyom, anjiyosarkom, malign melanom,
graniiler hiicreli tiimor, lenfoid tiimorler, myofibromatozis, leiomyom, kikirdak

tiimorleri, osteosarkom, liposarkom, malign fibroz histiyositomdur (22).

2.2.3.3. Larinks tiimorlerinin lokalizasyonlarina gore tipi, yayilhm ve
tedavisi

Larinks tiimorleri lokalizasyonlarina gore 4 gruba ayrilir:

A. Glottik: Glottik bolge vokal kordlar, 6n ve arka kommissurdan olusur. Biitiin
vakalarin % 60-65’1 bu bolgede goriiliir. En sik olarak da glottisin 6n 1/3’{inii tutar.
Lenfatik damarlarin azlig1 ve etrafini gevreleyen kikirdak duvar nedeniyle bu bolgedeki
tiimorler uzun siire lokalize kalirlar. Zaman igerisinde; siiperiordan supraglottik
bolgeye, inferiordan subglottik alana, anteriordan tiroid kikirdaga, posteriordan
aritenoide, 6n komissiirden kars1 korda penetrasyon gerceklesebilir. Erken lezyonlarda
radyasyon tedavisiyle olduk¢a basarili sonuglar almir. Cerrahi tedavi radyasyon
tedavisinin basarili olmadigi durumlarda uygulanir. Profilaktik lenf nodu diseksiyonu
yapilmasi gerekmez. Endoskopik olarak kordektomi ile ger¢ek kordun yiizeyel invaziv
yassi epitel hiicreli karsinomlar1 tedavi edilebilir. ileri evrelerdeki olgularda tedavi

larenjektomidir (22).

B. Supraglottik: Supraglottik bolge epiglot, ariepiglottik fold, preepiglottik
bosluk, ventrikiiler bandlar, aritenoid bdlge, suprahyoid ve infrahyoid bdlgeden olusur.
Tim vakalarin % 30-35’ini olustururlar. Preepiglottik mesafeye yayilma egilimi
belirgindir. Orofarinks kalin hyoepiglottik ligament tarafindan korunur. Bu tiimdrlerin
sadece % 1’i glottis invazyonu yapar. Nadir olarak kikirdak invazyonu goriiliir.
Supraglottik bolge lenfatik agdan zengin oldugundan lenf nodu metastazlar1 fazladir.
Vakalarin ortalama %40°’1 lenf nodu metastaz1 yapar. Larenjektomi ve radyasyon

tedavisi uygulanir (22).
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C. Subglottik: Tiim vakalarin % 5’inden az1 bu bdlgeyi tutar. Ust smir gergek
vokal kordlarin serbest kenarinin 0,5 cm asagisindan baslar. Bu kisim da lenfatiklerden
zengin olup krikoid kikirdaga lateral yayilim kuraldir. Sik olarak zayif intertirokrikoid
membranin tiimorle destriiksiyonu, prelaringeal duvarin tiimor tarafindan invazyonu ve
tiroid glandin invazyonu siklikla goriiliir. Trakeaya yayilim sik oldugundan, miimkiin
oldugunca distalden rezeksiyon yapilmalidir. Paratrakeal lenf nodu metastazi %50,
servikal lenf nodu metastaz1 % 15-20 oraninda goriiliir. Bu sebeple radikal lenf nodu

diseksiyonu yapilmalhdir (22).

D. Transglottik: Biitiin vakalarin % 5’inden daha azini olusturur. Laringeal
ventrikiilii dikey olarak tutan tlimoérlerdir. Lenf nodu metastazinin (% 52) en yiiksek
oldugu gruptur. Diger bolgelere nazaran daha agresif seyirlidir. Total larenjektominin

yani sira elektif lenf nodu diseksiyonu da yapilmalidir (22).

2.2.3.4. Larinks Tiimérlerinde Evreleme

American Joint Committe on Cancer (AJCC)’in 2002 yilinda modifiye etmis
oldugu tiimoriin yerlesimini, uzanimini ve metastaz yaptig1 alanlari tam tarif edebilmek
icin anatomik yayilimi baz alan, kanserin klinik ve biyolojik 6zelliklerini icermeyen

evreleme kullanilmaktadir (23).

Primer tiimor (T)

Tx: Tiimor degerlendirilemedi

TO: Primer tiimor yok (klinik, radyolojik ve patolojik tetkikler yapilmis ve tlimor
bulunamamis)

Tis: Karsinoma in situ

Supraglottik tiimor

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

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

T4a: Tiumor tiroid kikirdagr tam kat invaze etmistir ve/veya larinks dist dokulara
tasmustir (Ornegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslar1, prelarengeal kaslar, tiroid veya
0zofagus gibi boyun yumusak dokular)

T4b: Timor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya
mediastinal yapilar1 invaze etmistir.
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Glottik tiimor

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

Tla: Timor tek bir vokal korddadir.

T1b: Her iki vokal korda da timér mevcuttur.

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

T3: Timdr larinks iginde smirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir ve/veya
paraglottik alan invazyonu vardir.

T4a: Tiumor tiroid kikirdagr tam kat invaze etmistir ve/veya larinks dist dokulara
tasmustir (Ornegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslar1, prelarengeal kaslar, tiroid veya
0zefagus gibi boyun yumusak dokular )

T4b: Timor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya
mediastinal yapilar1 invaze etmistir.

Subglottik tiimor

T1: Tiimor subglottise sinirhdir.

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

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

T4a: Timor tiroid kikirdagr tam kat invaze etmistir ve/veya larinks dis1 dokulara
tasmustir (Ornegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslar1, prelarengeal kaslar, tiroid veya
Ozefagus gibi boyun yumusak dokular).

T4b: Timor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemistir veya
mediastinal yapilar1 invaze etmistir.

Bolgesel lenf nodlari (N)

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememektedir.

NO: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yoktur.

N1: En biiyiik ¢ap1 3 cm’yi gegmeyen tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.
N2a: En biiylik ¢cap1 3-6 cm arasinda tek ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.

N2b: Higcbirinin ¢ap1 6 cm’yi gegmeyen multipl ipsilateral lenf nodlarinda metastaz
vardir.

N2c: Higbirinin ¢ap1 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

Evre 1: T1 NO MO

Evre 2: T2 NO MO

Evre 3: T3NOMO/T1,2,3 N1 MO

Evre 4a: T4a NO MO/ T4a N1 MO0/ T1,2,3,4a N2 MO

Evre 4b: T4b Herhangi N MO / Herhangi T N3 MO

Evre 4c: Herhangi T / Herhangi N M1
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Larinks karsinomlarinda 5 yillik ortalama yasam orani; supraglottik tiimorlerde
%65-75, glottik tiimorlerde %80-85, transglottik tiimorlerde %50 ve subglottik
timorlerde %40’tir (23).

2.3. Human Papillomaviriis

HPV mukozalarda (agiz i¢ci ve vajina mukozasi gibi) ve rahim agzinda
enfeksiyon yapip kondilom ad1 verilen sigil seklinde kitlelerin olusumuna yol agan bir
viriistiir. Viicuda girdikten sonra hiicreler i¢ine yerlesip kisinin viicudunun zayif
diistiigli zamanlarda (stres, uykusuzluk, beslenme bozuklugu gibi) enfeksiyonun
tizerinden yillar gegmis olsa bile alevlenerek rahim agzi kanserinin gelisiminde ana
etken olarak rol oynar. HPV; gerek erkeklerde gerekse kadinlarda, cinsel temas yoluyla
bulasan en yaygin hastaliklardan biridir. Bu nedenle HPV enfeksiyonunun erken teshis
edilmesi ¢ok 6nemlidir. HPV oldukg¢a bulasici bir virlis olup cinsel yolla bulasir.
Ozellikle de ¢ok sayida cinsel partneri olan kisilerde yaygin olarak gériiliir. Viriis, oral
ve anal cinsel iligki ile de yayildigindan toplumdaki cinsel yonden aktif pek ¢ok kisiye
bulasabilir.

HPV'nin saptanmasinda kullanilan yontemler:

1- Smear testi

2- Hibrid capture HPV DNA testi (pap-smear testi gibi ucu pamuklu bir ¢ubuk
ile rahim agzindan siiriintii alinir ve laboratuvarda bir DNA testi ile servikal hiicrelerde
ve dokularda HPV DNA'smni yakalamaktadir. Bu HPV testi goriilebilir hiicre
degisiklikleri olmadan bile HPV'nin varligin1 gosterebilir ve mevcut HPV tipini diisiik
risk veya yiiksek risk olarak tanimlayabilir).

3- Kolposkopik muayene

Tedavide viriis yok edilemez, sadece olusturdugu lezyonlar tedavi edilebilir. Son

dénemde HPV agilar1 da uygulanmaktadir (24).
2.3.1. Human Papillomaviriisiin Karsinogenezdeki Rolii

Son yillarda yapilan arastirmalarla birlikte 200’e yakin HPV tipi saptanmistir
(24). Serviks kanserinin etyolojisinde % 100’¢ yakin oranlarda HPV enfeksiyonu
suglanmaktadir (25-28). Orofaringeal kanserlerinse % 20’sinde HPV saptanmistir. Son
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donemde yapilan g¢aligmalarda, derinin SHK'larinda da HPV’nin rol oynamasinin
miimkiin olabilecegi vurgulanmustir (25).

HPV; papova virlis ailesinden kii¢lik, zarfsiz, ikozahedral DNA viriistidiir.
Skuamoz epitel hiicrelerinin niikleusunda gogalir ve ¢ift zincirli DNA’ya sahiptir (29).
HPV genomu 6.500-8.000 baz ¢iftinden olusmakta olup sekiz adet agik okuma
cergevesi (open reading frame) icermektedir. Bunlar E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1, L2 dir.
E grubu erken (early), L grubu ise geg (late) fonksiyonlardan sorumludurlar (30,31).

2.3.1.1. Erken Proteinler: Yapisal olmayip, iglerinde transkripsiyon
diizenleyicilerinin de bulundugu proteinlerdir. Hiicresel transformasyon, DNA
replikasyonu ve transkripsiyonu diizenlerler. Gorevleri;

E 1: Genom replikasyonu

E 2: Viral transkripsiyon

E 4: Viris salinimi1

E 5: Epidermal biiyiime faktorii reseptor aktivasyonu

E 6 ve E 7: E6 proteini p53°ii, E7 ise Rb genini inaktive etmek suretiyle malign
transformasyona sebep olur. Bu nedenle HPV asilar1t HPV 16 ve 18’in onkojenik

potansiyelden sorumlu olan E 6 ve E 7 proteinlerine kars1 gelistirilmistir.

2.3.1.2. Geg Proteinler: Major kapsid proteini ( L1 ) ve mindr kapsid proteini (
L2 ) olup, 72 kapsomerden olusan viriisiin ikozahedral kapsidini olustururlar (30,31).

HPV’nin, farkli genotipte sahip ¢ok sayida alt tipi vardir. Biitiin tamimlanan
tipler epiteliotropik olup deri, orofaringeal ve anogenital epitel hiicrelerini enfekte
ederler. Nedeni heniiz bilinmemekte birlikte; simdiye kadar gastrik, ileojejunal ve
kolonal mukozada HPV saptanmamustir (25). HPV’nin en sik maligniteden sorumlu alt
tipleri HPV16, 18, 31, 33, 39, 45, 52, 58 ve 69’dur (Sekil 1) (26).
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OHPV 16
EmHPV 18
EHPV 45-31-52
O Digerleri

Sekil 1: Serviks kanserlerinde HPV tiplerinin goriilme sikligi (26)

Bu tipler “yiiksek riskli” HPV tipleridir. Servikal ve anogenital kanserlerin
gelisiminde rol oynarlar. HPV 6 ve 11 ise “diisiik riskli” tipler olup, malign lezyonlarda
nadiren saptanirlar. Cogunlukla genital sigillerde ve laringeal papillomlarda saptanirlar
(1,2,3). Son yillarda yapilan caligmalarla HPV’nin indiikledigi 6limsiiz hiicrelerin
olusmas1 (immortalization) ve karsinogenezin molekiiler mekanizmasiyla ilgili yeni
verilere ulasilmistir (25,27,28,32). Kanser gelisimi siirecinde viral DNA konak hiicre
DNA’sina entegre olur. E2 agik okuma gergevesinden baslayarak viral halka agilir. E6
ve E7 onkoproteinleri p53 ve Rb tiimor supresor proteinleri inaktive edip HPV 16 ve 18
gibi yiiksek riskli genotip varliginda malignitenin ortaya ¢ikmasina neden olurlar. HPV
enfeksiyonu igin epidermal veya mukozal epitelyal hiicrelerin prolifere olma
yeteneginin olmas1 yani bazal tabakasmin bulunmasi gerekir. Ilk énce HPV’nin “erken”

viral genleri eksprese edilir (E5, E6, E7 gibi).

Suprabazal tabakaya giristen sonra “ge¢” viral gen ekspresyonu baslar. Sirkiiler
viral genom ¢ogalir ve yapisal proteinler olusmaya baslar. Komplet viral partikiiller
epidermis veya mukozanin ist tabakalarinda toplanir ve agiga ¢ikar (28,29,34).
Enfeksiyonun olusabilmesi igin bazal tabakadaki hiicrelerinin uygunlugu yani deri veya
mukozada mikrolezyonlar olmasi gereklidir. Enfekte olan hiicreler boliiniir ve
popiilasyon lateral olarak yayilir. Yavru hiicrelerin bir kismiysa diferansiye olan
suprabazal tabakaya goc¢ ederler. Burada viral genler aktive olur. Viral DNA
replikasyonu ve kapsid proteinlerin olusumu sonrasinda ise viral partikiiller olusur. Bu

partikiiller ylizeyden salinir ve baska dokular1 enfekte ederler. Yiiksek riskli HPV
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tipleri; transforme edici ve biiylimeyi stimiile edici 6zelliklere sahip en az ii¢ protein
kodlarlar: E5, E6, E7 (25,34). (Sekil 2) (33).

HPV siklusu Viral proteinler

Epidermis
L1,12 Tedavi
PNt Kapsid sentezi 43&9%@115 il

DNA E6.E7
Amplifikasyonu + Kanser

Kok hiicre
enfeksiyonu Yeni gelistirilen
Bazal ELE2 ilaglar

replikasyon

K eratinosit Diferansiasyonu

Sekil 2: HPV nin etki mekanizmasi (33)

2.3.1.3. E5 Protein: Endoplazmik retikulum ve golgi aparatinda bulunan
hidrofobik bir proteindir (35). Enfeksiyonun erken doneminde eksprese olur. Epitel
hiicre proliferasyonu ve apoptozisin 6nlenmesinde rol oynar (30,31). HPV ile enfekte
lezyon servikal kansere ilerlerken epizomal viral DNA siklikla konak hiicrenin
DNA’sina integre olur, bu sirada E5 ve bazi genler kaybolur. Bu nedenle HPV aracili
karsinogenezin ge¢ sathalarinda ve malign fenotipin kazanilmasinda E5 proteininin roli

olmadigi sdylenebilir.

2.3.1.4. E6 Protein: E6 ve E7 proteinleri birgok hiicrede oliimsiizliige sebep
olarak malignite gelisimine zemin hazirlamaktadir. E6 proteini p53 genine yiiksek
derecede afinite gosterir ve E6 iliskili proteine baglanip p53 yikimini saglar. p53
geninin inaktive olmasiyla siklin B tekrar diizenlenir. Siklin B, siklin bagimli kinaz
(CDK)1’e baglanarak “mitoz ilerletici faktér” i olusturur. High grade skuamoz
intraepitelyal lezyon (HSIL) ve invaziv kanserlerde Siklin B ve CDK1’in diizeyinde
artis saptanmustir. E6 proteini ayrica yabanct DNA’nin konak hiicreye girisine de

yardimci olur (25,27,29,34).
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2.3.1.5. E7 Protein: E7 proteininin en 6nemli gorevi Rb genini fosforile ederek
yikimina sebep olmaktir. Bunun sonucunda E2F ailesine ait transkripsiyon faktorleri
aciga cikar ve hiicre siklusu aktivasyonu saglanir. Yiksek riskli HPV tiplerinin E6 ve
E7 proteinleri maligniteye zemin hazirlayabiliyorken, diisiik riskli tiplerin E6 ve E7
proteinleri ile malign degisim izlenmez. HPV nin diger “erken” proteinlerinin (E1, E2,

E4) malign degisime katkis1 gosterilememistir (30,31).
2.4. P53 Geni

Ik defa 1979 yilinda Lane ve Crawford, bunlarin hemen arkasindan da Linzer ve
Levine tarafindan p53 geni tanimlanmigtir. David Lane immunhistokimyasal
yontemlerle insan tiimorlerinde p53 genini gostermistir (36-39). p53 proteini 53
kilodalton (k-Da) agirhginda, DNA tamiri, hiicre siklus kontrolii, hiicre
diferansiyasyonu ve apopitozda gorevli niikleer fosfoproteindir (10). Genomda
mutasyonlarin olugsmasini engelleyerek genom stabilitesini koruyan bir transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapar. Bu sebeple p53°e “genomun gardiyan1” da denir. P53 geni
17. kromozomun kisa kolu tizerinde 17p13-1 pozisyonunda bulunan bir timor siipresor
gendir, 16-20 kb uzunlugunda olan bu gen 11 eksondan olusmaktadir. 2. ve 11.
eksonlarda bulunan DNA kismi 8-10 kb uzunlugundadir ve kodlama yapamaz (32,33).
P53 geninin iki tipi vardir: Wild tip normal fonksiyonel olan tiptir. Omrii 6-20 dakika
kadar olup kisa omirlidir (4,5,40). Dokularda saptanmasi da zordur (38,41,42,43).
Diger tip mutant tip olup dmrii 3-6 saat civarindadir. immunhistokimyasal olarak
dokularda kolayca gosterilebilir. P53 genindeki mutasyonlar insan tiimorlerindeki en sik
rastlanan genetik degisikliklerdir (4,5,6,7). Insanlarda gériilen tiimérlerin % 50’sinden
daha fazlasinda p53 geninde mutasyon gosterilmistir. ilk tamimlandigi yillarda bir
onkogen olarak gorev yaptig1 diisiiniilen p53 geninin daha sonralar1 sadece mutant
formunun anormal hiicre biiylimesinde rol oynadigi, normal p53 geninin ise timor
olusumunu baskiladig1 gosterilmistir. Akciger, mesane, endometrium, kolon, meme gibi
birgok organin epitelyal tiimorleri yan1 sira lenfoid, mezenkimal ve noronal kokenli
cesitli tiimorlerde p53 geninin homozigot kaybi gosterilmistir (4,6,40,43). Ilk defa
Volgelstein, kolorektal kanserlerde 17. kromozomdaki p53 geninin mutasyona
ugradigini gostermistir (44,45). Cesitli mutasyonlar sonucu normal hiicrelerden salinan

p53 geninin iki allelinden biri kaybolmaktadir (43-45). pS3 gen kaybi nokta mutasyon,
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rearranjman, delesyon, insersio ile olabilmektedir. p53 geninde en sik goriilen mutasyon
sekli nokta mutasyondur (45). Gen mutasyonlart DNA’ya spesifik baglanma bolgeleri
olan 100-300. aminoasit bolgeleri arasinda 6zellikle olusur (45). P53 genini diger timor
baskilayici genlerden ayiran en onemli 6zellik, tek bir allelin inaktivasyonunun timor
baskilayic1 fonksiyonunun kaybi i¢in yeterli olmasidir. Bunun nedeni bazi mutant p53
proteinlerinin hiicresel heat shock protein “hsc 70” ile baglanmasi, normal p53 proteinin
de bunlara baglanip uzun yar1 Omiirli ve fonksiyon goéremeyen kompleksler
olusturmasidir. Sonugta mutant p53 proteini, normal p53 proteinini de inaktive etmis
olur ve bir mutant ve bir normal allel tagiyan hiicre hi¢ fonksiyonel p53 proteini yokmus
gibi davranir. Bu sekildeki mutasyonlara “dominant negatif” mutasyon denir. Ciinkii
mutant allel dominant olarak davranip normal allelin fonksiyonunu engeller
(4,38,39,45). Nokta mutasyon sonucunda konfirmasyon degisikligine ugrayan p53
proteininin yar1 6mrii 3-6 saate kadar uzar ve bu sebeple normal p53°den farkli olarak
IHK’sal olarak saptanir (37,38). Normal kosullarda p53 proteini hiicrede bazal seviyede
ve inaktif haldedir. Fizyolojik sartlar altindaki yasam siiresi 20 dakika gibi olduk¢a
kisadir ve sonugta ubikuitin araciligiyla proteolize ugrar. Hiicre béliinmesine veya
hiicrenin hayatini siirdiirmesine miidahale etmez. P53 seviyesini bazal ve sabit seviyede
tutan MDM2 proteinidir (4,37,40). MDM2 proteini p53’i inaktive ederek onkogen
olarak davranir. Onkogenler, 1s1 soku, nitrik okside maruz kalma, hipoksi, DNA hasari,
diizensiz biiyiime sinyalleri gibi cesitli stres kosullar1 p53°ii aktive eder. Ozellikle DNA
hasarma hizla tepki veren p53 DNA’nin tamirini saglayan mekanizmalar1 aktive eder.
P53 miktar stres kosullarinda hizla artar ve aktiflesir. pS3 miktarinin arttirilmasi hem
yiiksek oranda p53 messenger Riboniikleik asit (MRNA)’sindan protein translasyonu
yapilmasi ile hem de p53°iin yar1 dmriinlin arttirilmasi sayesinde saglanir. P53’lin en
onemli iki temel etkisi; hiicre siklusunun bloke edilerek biiylimenin durdurulmasi ve
apoptozisin baglatilmasidir (4,38).

P53’tin ana mekanizmasi p16, CyclinD, CDK4 ve Rb’den olusan ve hiicre
boliinmesi esnasinda G1’den S fazina gecisi kontroliinii saglayan mekanizmadir. Tiim
kanserlerin %25’inde bu dort proteinden birinde mutasyon saptanmaktadir. Rb proteini
gorevi DNA’ya baglanarak, hiicre siklusunu devam ettirmek igin gerekli olan siklin ve
CDK’lerin mRNA’larinin iiretimini saglamak olan E2F proteinine baglanarak, DNA’ya

baglanmasini engeller. Dolayisi ile Rb hiicre boliinmesini engelleyici bir protein olarak
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gorev yapar. CDK4’lin goreviyse Rb’ye baglanarak Rb’nin E2F’ye baglanmasini
engelleyerek Rb’yi inhibe etmektir. CDK4’¢ etki eden ii¢ protein vardir; bunlar p16,
p21 ve siklinD’dir. p21, p53 tarafindan aktive edilip CDK4’ii inhibe eden bir proteindir.
p53 stres aninda p21’°in iiretimini arttirarak hiicre siklusunu durdurur. Bu duruma
hiicrenin G1 fazinda tutuklanmasi adi verilir. p21 yiliksek miktarda iiretildiginde PCNA
adli proteine de baglanmasi yoluyla, PCNA’nin DNA’nin polimerizasyonundaki
gorevini inhibe eder. PCNA’nin diger bir goreviyse DNA tamirinde aldigi roldiir, fakat
bu p21 tarafindan inhibe edilemez. p53’iin G2 fazinda da hiicrenin tutuklanmasinda rol
oynayabilecegine dair bir takim veriler mevcuttur.

Hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin yavru hiicrelere esit bir sekilde
dagitilmasindan sorumlu mekanizmada aksaklik olmasi durumunda p53 aktive olur ve
bolinme bu asamada durdurularak eksik ya da ekstra kromozomlu hiicrelerin
iiretilmesini engeller. Bu da p53’e “genomun gardiyani1” denilmesini destekleyen bagka
bir hiicreyi koruma mekanizmasidir (4,38,40,46,47). Sonug olarak, DNA’daki hasari
p53 bilinmeyen mekanizmalarla hissedip DNA tamir genlerini aktive eder, bdylece
meydana gelen hasarin tamirini saglamis olur ve siklus kaldigi asamadan devam eder.
DNA’s1 zarar gérmiis ve bunu tamir edemeyen hiicre ise p53 tarafindan apoptoza
gonderilir.(4,38,43,46)

P53’tin homozigotik kaybinda hasar gérmiis DNA tamir edilemez ve hiicre
icerisindeki mutasyonlar sabitlenir. Boylece hiicre malign transformasyona dogru giden,
geri donlisii olmayan yola girmis olur.

Hipoksi ile de p53 aktive olabilir. Hipoksiye giren timor hiicrelerinin sayet
normal p53 genleri varsa apoptoza giderler. Ancak p53 genleri mutasyona ugramigsa o
durumda hipoksik tiimor hiicreleri apoptoza direngli hale gelir.

Kalitimsal ve somatik mutasyonlarin yani sira p53 genini inaktif hale getiren
magska mekanizmalar da vardir. Rb proteini gibi, bazi DNA viriislerini transforme eden
proteinler, p53’e baglanarak p53’iin par¢alanmasina sebep olabilirler. MDM2 proteini
normalde p53’e baglanarak aktivitesini azaltir. Bazi yumusak doku sarkomalarinda
p53’e baglanan MDM?2 proteini gen amplifikasyonu sonucu ¢ok miktarda tretilir ve
p53’°iin hizla pargalanmasina sebep olarak bir onkogen olarak davranir (36-38,46).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyasyon tedavisi; timor

hiicrelerinin DNA’sinda hasar yaparak tiimor hiicrelerinin apoptozise gitmelerini



22

amagclar. Fakat bunun gergeklesebilmesi igin o hiicrelerde normal p53 geninin
bulunmasi gerekir. Yani normal p53 geni tasiyan tiimorler, mutant p53 geni tasiyan
tiimorlere gore radyoterapi ve kemoterapiye daha hassastir. Ornegin; ¢ocukluk ¢ag1 akut
lenfoblastik 16semisi Ve testis teratokarsinomu normal p53 geni tasidigindan radyoterapi
ve kemoterapiye cevap verirken akciger ve kolon karsinomlar1 siklikla p53 mutasyonu
tasidigindan radyoterapi ve kemoterapiye direnglidir (48-50).

p53’iin bulunusundan bu yana yaklasik 40 y1l gegmesine ragmen yakin zamana
kadar hem yapisal hem de fonksiyonel olarak p53 tiiriiniin tek 6rnegi olarak biliniyordu.
1997°nin sonlarina dogru p73 geninin bulunusuyla bu durum degismis oldu. p73 geni
1p36°da lokalize olup p53°e birgok yonden benzeyen DNA baglanma bolgesine sahiptir.
1p36 lokasyonunun delesyonu; kolon, meme, renal pelvis, iireter ve over tiimorlerinde,
noroblastom ve hepatoseliiler karsinomda bulunmustur. p73 de p53’c benzer sekilde

uygun kosullar altinda hiicre siklusunun durdurulmasi ve apoptozise sebep olabilir (48).
2.5. Ki-67

Ki-67 proteini ilk defa 1983 yilinda Gerdes ve arkadaglar tarafindan kobay1
Hodgkin lenfoma hiicreleriyle immiinize etmeleri sonucunda ¢ogalan tiim hiicrelerde
izlendigi fakat dinlenme durumundaki hiicrelerde izlenmedigi tarif edilmistir. Daha
sonra hiicre popiilasyonunun biiyiiyen kismini degerlendirmede kullanilan 6nemli bir
marker olmustur (51). Ki-67 proteinine kars1 antikorlarin mikroenjeksiyonu sonrasinda
hiicre boliinmesinde azalma izlenmesi nedeniyle Ki-67’nin hiicre proliferasyonunda
onemli rol oynadigi sonucuna varilmistir (52). Ki-67’nin santral bolgesinde izlenen 16
tekrarlayici elementin varligi (Ki-67 tekrarlari) yapisinda bilinen tek antite olup yaklagik
122 aminoasit kalintisindan olusur. Ki-67 tekrarlar1 %43-62 oraninda birbirine benzer
aminoasit kalintilarin1 paylasirlar. Tekrarlayan elementlerin iginde ilk bulunan Ki-67
antikoru tarafindan taninan epitopu (F K E L) igeren Ki-67 motif denilen bir bolge
bulunur. Tekrarlanan bélgenin tiimii Ki-67 geninin 13.’cii ekzonu tarafindan kodlanir
(52,53). Proteinin temel yapisinda 10 niikleer hedefleyici dizi, protein kinaz ¢ i¢in 143
potansiyel fosforilasyon bolgesi, casein kinaz II i¢in 89 bolge, cdc2 kinaz i¢in 8 bolge,
tirozin kinaz igin 2 bdlge mevcuttur. Iki niikleer dizi ve sekiz potansiyel niikleer dizi
proteinin interfazdaki hiicrelerin ¢ekirdeklerinin i¢indeki 6zel lokalizasyonunu agiklar

(52,53). Ki-67 proteinin fosforilasyonu ile defosforilasyonu invivo olarak hiicrelerin
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mitoza gegisiyle ayni zamana rastlar. Bu islemler diizenleyici kompleks olan siklin
B/cdc2 tarafindan kontrol edilir. Tarif edilmesinden on yil sonra 1993 yilinda Ki-67’yi
kodlayan biitiin cDNA serisi Schliiter ve arkadaslar tarafindan yaymlanmistir. Proteinin
mRNA ile tek genden kopyalanan iki protein yapida izoformu tarif edilmis, bunlarin
molekiil agirliklart 320 ve 359 kD olarak saptanmig. Ucuca eklenmis bu iki mRNA
dizesi Ki-67’nin ekzon 7 tarafindan kodlanan bdlgesinin olup olmamasmna gore
ayrilirlar (54). Mitoz sirasinda belirgin olarak Ki-67’nin tekrar bir dagilimi izlenir.
Mitoz; sitoplazmik komplekslerin Ki-67 pozitif olarak izlendigi tek donemdir. Ki-67
proteini profaz sirasinda tekrar organize olur ve yogunlasmis kromatinle beraber
izlenmeye baglanir. Metafazda kromozomlarin yiizeyini kaplamis halde parlak Ki-67
antijen boyanmasi izlenir. Metafaz sirasinda en yiiksek oranda boyanma orani izlenir.
Cekirdek zarmin yirtilmasini takiben protein diffiiz olarak sitoplazmada izlenmeye
baslanir. Mitoz sonunda (anafaz ve telofaz) antijen tanecikli boyanma 6zelligi gosterir.
Ayrica anafaz ve telofaz sirasinda boyanma diismeye baslar. Telofazda kiiciik niikleer
yapilar icinde lokalize hal alir (52,53). Ozetle Ki-67 cogalan hiicrelerde goriilen bir
cekirdek proteini olup esasen G1, S, M ve G2 fazinda goriiliir, GO fazinda yoktur. Hiicre
proliferasyonunun morfolojik 6zelliklerini iyi bir sekilde gésteren bir protein olup,

mitotik indeks ve tiimor gradelemesinde rutinde sikga kullanilir (50).
2.6. Real time PCR

Real-time PCR DNA’nin ¢ogaltimi iglemini ve triinlerini tek bir tiip igerisinde
belirlemeyi miimkiin kilan popiiler bir metoddur (55). Geleneksel PCR yontemi ve gen
analizi bu metodun kullanimiyla birlestirilmistir. Bu yontemde floresan isaretli prob ve
boyalar kullanilarak PCR ¢ogaltimi1 goriiniir hale getirilip ve monitorize edilir ve
floresan, olusan DNA ile dogru orantili olarak artar. Birgok isimlendirilme yapilan bu
teknoloji yabanci yayinlarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time
PCR” gibi farkli adlarla da isimlendirilmektedir (56). Biyolojik 6rneklerden elde edilen
DNA’nin kopya sayisin1 belirleme ve mRNA’nin miktarini sayisal olarak belirleme en
fazla kullanildigr alanlardir. Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta
mutasyonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasar1 belirleme, metilasyon tespiti,
tek niikleotit polimorfizmi (SNP) analizi, kromozom bozukluklarinin tespiti gibi

caligmalarda da kullanim alanlart vardir (57). Bugiin birgok arastirma ve tani
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laboratuvarlarinda kullanilan real-time PCR cihazi vardir. Bu cihazlar reaksiyon sayisi
kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki farkliliklari, hizlar1 ve kanal sayilari
ile birbirlerinden ayrilirlar. Ticari olarak satilanlar; “Smart Cycler”, “RotorGene”,
“LightCycler”, “Stratagene M x 3000p, M x 3005p ve M x 4000”, “Applied
Biosystems 7300 ve 7500” ve “Chromo4” en sik kullanilanlardir (58).

2.6.1. Ozgiil Olmayan Belirleme Sistemi: Spesifik olmayan cift zincirli
DNA’nin ¢ogaltiminda “SYBR Green I” yontemi kullanilir. Bu yontemde kullanilan
floresan boya sadece c¢ift zincirli DNA’ya baglanabildiginden c¢ogalan DNA
miktarindaki artisa paralel olarak “real-time” PCR cihazinda okunan floresanin miktari
da es zamanli bi¢imde artar. “SYBR Green I”” en fazla kullanilan boya ¢esididir, 497 nm
dalga boyunda yiikseltgenip ve 520 nm dalga boyunda indirgenme 6zelligine sahiptir.
Cift sarmalli DNA’nin kiiciik oluguna baglanan boya 30 amplifikasyon dongiisii
sonrasinda aktivitesinin sadece % 6’sin1 kaybeder (57).

Cogaltimin basindaki reaksiyon karisiminda “SYBR Green 1” boyasi, primerler
ve ¢ift zincirli DNA molekiilii bulunmaktadir. Bagli olmayan serbest DNA molekiilii
cok az miktarda floresan i1sima yapar. Primerler baglanip uzama basladiginda boya
molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresan yayilimi baslar. Bastaki dongii
boyunca sinyal zayiftir; fakat tiriin miktar1 arttik¢a floresan miktar: da hizla artar ve bu
artis “real-time” cihazinin monitdriinden goriilebilir (57). Optimize edilmis PCR
sartlarinda ve dizayni iyi yapilmis primerler ile bu yontem kullanilarak ¢ok fazla sayida
hedef gen c¢ogaltilabilir. Floresan isaretli problara ihtiya¢ olmadigindan maliyeti de
ucuzdur. Yontemin dezavantajlart da vardir. Floresan istenmeyen PCR iiriinlerinin
cogalmasinda da a¢iga ¢ikacagindan her zaman istedigimiz DNA’nin ¢ogaldigini
gostermez, yani yanhs pozitif sonu¢ almak miimkiindiir. Yine ortamda hedef DNA
dizisi bulunmadiginda primerlerin birbiriyle baglanip “primer dimer”leri olarak
adlandirilan ¢ift zincirli DNA boélgelerinin  olusturup floresan 1s1ma yapabilir.
DNA’larin erime egrisi analizleri (“melting curve”, “dissociation”) yapilmasi ¢cogaltilan
DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek icin gerekmektedir. Bu
islem igin cihaz PCR tiiplerini yavasca 1sitir, ¢ift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya
basladiginda (melting temperature= Tm) floresan boya serbest kalir ve okunan floresan
miktart da diismiis olur. Her bir DNA’nin belli bir erime sicakligi (Tm) derecesi vardir.

Bu deger cogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve igerdigikleri Guanin-Sitozin/
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Adenin-Timin (GC/AT) oranina baghdir. Spesifik olmayan {iriinlerin ¢ogalmasi
durumunda (primer dimer’lerinde) aradigimiz DNA parcasinin Tm derecesi ile arasinda
farklilik olacaktir. Bu fark her {irliniin kendine 6zgli uzunlugu ve gen dizisi
icermesinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle Tm sicakligi her iiriin i¢in 6zeldir.
Bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastirilmak istendiginde bu yontem giivenilir bir sekilde
kullanilabilir (59).

2.6.2. Ozgiil Belirleme Sistemi: DNA pargasinin ¢ogaltilmak istenen bolgesi
0zel bir bolgeyse bu bolgenin saptanmasi i¢in floresan isaretli problar kullanilir. Bu
tekniklerin basinda “Light-up” prob, hibridizasyon prob, ‘“Molecular beacon”,
“TagMan” prob ve “Scorpion” primer gibi floresan isaretli problar kullanilarak
yapilanlar gelmektedir. “TagMan® probe” yontemi “Double-Dye Oligonucleotide”,
“dual labeled probe” veya “5' nuclease probe” olarak da adlandirilmaktadir. “TagMan®
probe” yontemi c¢ogaltilmak istenilen DNA’ya komplementer olan ve floresan
isaretlenmis tek zincirli bir prob igerir. Floresan isaretli probun 5' ucunda “fluorophore”
(6-karboksifloresin= 6-FAM) ve 3’ ucunda “quencher” (6- karboksitetrametil-rodamin=
TAMRA) bulunur. 3’ ugtaki basilayict TAMRA boyasi 5' ugtaki FAM boyasinin sinyal
olusturmasini engellemektedir. Prob hedef DNA’ya baglanma durumunda bile floresan
sinyal Ol¢limii distiktiir. Cogaltilma sirasinda hedef niikleik asit dizisi {izerinde
primerler baglanma bolgeleri arasinda “Taq Man” problar baglanirlar. Primerlerin
baglanmasindan sonra yeni zincir olugmaya baglar. Probun bagli oldugu bdlgeye
gelindiginde Taq DNA polimeraz enzimi 5'—3 niikleaz aktivitesiyle FAM’1 probdan
ayirir. Boylece serbestlesen FAM sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam
eder. Her bir dongiide iirin gogalimi arttikga floresan da buna paralel olarak artmaya
devam eder (60). “TagMan® probe” yonteminde mutasyon tespitiyle birlikte sayisal
degerlere de ulasilabildiginden arastiricilar i¢in avantajlidir. Hem allelik diskriminasyon
hem de ekspresyon profilinin ¢ikarilmasinda standart bir protokolii ve kolay bir dizayni
oldugundan, ayrica ¢ok az bir optimizasyonla ger¢eklestiginden bu yontem kolaylikla

kullanilir (61).

2.6.3. Molekiiler Boncuk Yontemi: Hem yapt hem de ¢aligma prensibi
bakimindan molekiiler boncuk yontemi “TagMan® probe” ve “SYBR Green I”
yonteminden ¢ok farklhidir (56,62). Sa¢ tokasi seklindeki yapinin yuvarlak ug kismi
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cogaltilacak DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini igerir. Bu yapiin diiz
olan ug¢ kisimlarinda 2 adet florokrom boya bulunur. Bunlardan baskilayici1 florofor
diger boyanin floresansini engeller. Molekiiler boncuk probu soliisyon icerisinde serbest
haldeyken i1sima yapmaz. Cogaltilmak istenilen DNA boélgesi PCR ile ¢ogalmaya
basladiginda prob hedef DNA dizisine goére dizayn edildiginden birbirleri ile
karsilastiklarinda konformasyonu degisip diiz ve cift zincirli hale geger. Ciinkii bu yap1
termodinamik olarak sac¢ tokasi seklinden daha kararlidir. Molekiiler boncuk hedef
niikleik asit dizisi ile hibridize oldugu anda boncuk molekiiliiniin yapis1 degistiginden
ve boyalarda birbirlerinden uzaklastigindan floresan miktar1 artar. Sonugta bu teknik de
olusan floresanin 6lgiimiine dayanmaktadir (62).

Molekiiler boncuk yonteminin en fazla kullanildigi alanlar; genetik tarama, SNP
caligmalar1 ve farmakogenetik ¢alismalardir. Bu yontemde prob dizayni ¢ok dnemlidir
ve optimal sartlar saglanmadiginda 6zellikle uygun sicaklik bulunamamissa probun sag

tokast seklindeki yapist degismeyeceginden ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile
floresan 1s1ma elde edilemeyebilir (56,62).

2.6.4. Hibridizasyon Prob Yontemi: Bu yontem Roche tarafindan
“LightCycler®” PCR cihazinda kullanilmak iizere gelistirilmistir (63,64). iki farkli prob
dizayn edilmistir. 3’ ucunda floresans isaretli boya (donor), 5' ucunda alict boya
(acceptor) bulunmaktadir. PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef niikleik asit
dizisine baglanip birbirine yaklastiginda bir enerji yayilimi olur (FRET: Fluorescence
Resonance Energy Transfer). Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya transfer olur.
Bu enerji transferi sonucunda olusan floresans miktar1 PCR siiresince olusan {iriin

miktartyla dogru orantili olarak artar (63).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgu Secimi

Ocak 1994 — Agustos 2011 tarihleri arasinda Yiiziincii Y1l Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dali arsivi taranarak laringeal SHK tanist almisg 31
larenjektomi ve 69 laringeal biyopsi uygulanmig toplamda 100 adet olgu ¢alismaya
dahil edildi.

3.2. Histopatolojik Inceleme

Olgulara ait Hematoksilen-Eozin (H&E) boyali tiim preparatlar yeniden gézden
gecirilerek degerlendirildi. Immiinhistokimyasal inceleme igin tiimore ait en uygun ve
timore komsu normal skuamoz epitel iceren bloklar secildi.

Yas, cinsiyet, diferansiyasyon ve lokalizasyona ait bilgiler arsiv kayitlarindan
elde edildi. Histolojik derece: Keratinizasyon derecesi, pearl formasyonu, timor
hiicreleri arasindaki interseliiler kopriilerin varligi dikkate alinarak az, orta ve iyi
diferansiye olarak siniflandirildi (65). Tiumor lokalizasyonu: Tiimor, larinksteki
yerlesim yerine gore supraglottik, glottik, subglottik ve transglottik olmak fiizere

gruplara ayrildi.

3.3. Immiinhistokimyasal Degerlendirme

Olgulara ait secilen bloklardan THK’sal inceleme igin her vakadan 3-4p’luk
ikiger tane olmak tizere polylisinli lamlara kesit alind1. Primer antikor olarak Ki-67 (SP
6) tavsan monoklonal antikor (diliisyon: 1/250, anahtar kod: CMC27531030, Cell
Marque, ABD) ve p53 (DO7) (diliisyon: 1/250, anahtar kod: CMC45329022 , Cell
Marque, ABD) kullanildi. Ventana Benchmark XT immiinhistokimya otomatik boyama
sistemi ve Ventana Ultraview Dab Detection Kit kullanilarak uygun pozitif kontroller
esliginde boyama yapildi.

Degerlendirmeler, Olympus BX53F (Olympus, Tokyo, Japan) marka 1sik
mikroskobunda, degisik biiylitmelerde degerlendirme yapildi.

Ki-67 ve p53 IHK’sal boyalar1 i¢in kuvvetli niikleer boyanmalar dikkate alinmis
olup boyanma ytizdeleri su sekilde skorlandi:



28

%5’ten az: 0;

%5-10: +,

%11-20: ++;

%20’den fazla: +++ (66).

Daha sonra Olympus E-330 (Olympus imaging corporation, China) fotograf

makinast ile fotograflari ¢ekildi.

3.4. Real time PCR inceleme

Her olgu igin 5-10 mikronluk 10-20 yaprak ornek alinarak Yiiziinci Yil
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuarinda Real Time PCR y&ntemi ile
HPV DNA tarama ve genotipleme testi yapilmak iizere gonderildi. Calismanin bir kismi

Atheku Qiagen firmasina ait Ankara’daki arastirma laboratuarinda ¢alisilmustir.

HPV-DNA izolasyonu: HPV-DNA manyetik pargacik teknolojisi kullanilarak
izole edildi. (QIAsymphony SP, Qiagen GmbH, Hilden, Almanya).

HPV RT-PCR: HPV PCR Bosphore HPV Algilama Kit vl (Anadolu
GENEWORKS, Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak ger¢ek zamanli olarak gerceklestirildi.

HPV genotiplendirme: Aritma islemi amplifiye drneklerde PCR'den sonra
High Pure PCR Product Purification Kit kullanilarak yapildi. Daha sonra, bunlar
sekanslama primerleri (siralama birincilleri) (GP5 veya GP6) ve Sira Reaktif Mix
DYEnamic ET Terminator Cycle Seguencing Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Almanya) mevcudiyetinde siralama reaksiyonuna dahil edildi. Bu amagla,
0,6ul sekanslama primeri kullanildi. Sekanslama reaksiyonu 95 °C/20 s, 50 °C/25 s ve
60 °C/2 dk’da 35 dongii kosullari altinda gergeklestirildi.

DNA sckanslamasi i¢in Ornekler ABI Prism 310 Genetik Analiz cihazi
(Applied Biosystems Inc., Kaliforniya, ABD)’na yiiklendi. Sekanslamanin
elektroferogrami Vector NTI v5.1(InforMax, Invitrogen life science yazilim, Frederick,
MD 21704, ABD) ile elde edilmis ve sekans SOK analizi (Basic Lokal Hizalama Arama
Araci, BLASTN programi 2.2.25, blast.ncbi.nlm.nih.gov) tarafindan tanimlandi.
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3.5. Istatistiksel analiz
SPSS 13.0 paket programi verilerin istatistiksel analizi igin kullanildi.
Sonuglar ortalama =+ std. deviasyon seklinde sunuldu. Gruplar arasindaki fark Ki-Kare

testi ile degerlendirildi. P degeri 0.05’ten kiigiik sonuclar anlamli kabul edildi.
4. BULGULAR

Cinsiyet: Calisma kapsamina alinan 100 hastanin 13’1 (%13) kadin, 87’si (%87)
lokalizasyonla (p=0,477);
diferansiyasyonla (p=0,722); Ki-67 boyanma yogunluguyla (p=0,360), p53 boyanma

erkekti. Yapilan istatistiksel incelemede cinsiyetin

yogunluguyla (p=0,365) ve HPV varligi (p=0,633) ile arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iligki saptanmad1 (p > 0,05). Fakat tablo 1’te de goriildiigii gibi kadinlarda

supraglottik; erkeklerde ise glottik yerlesimli tiimorler daha fazla goriilme
egilimindedir.
1
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Tablo 1: Cinsiyet, derece, lokalizasyon, Ki-67 ve p53 boyalari ile HPV-DNA varligina iligkin

coklu uyum analizi grafigi
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Yas: Olgular 27-87 yaslar1 arasinda olup, yas ortalamasi 57.96’ydi. Yapilan
istatistiksel incelemede yasin lokalizasyonla (p=0,395); diferansiyasyonla (p=0,436);
Ki-67 boyanma yogunluguyla (p=0,913), p53 boyanma yogunluguyla (p=0,838) ve
HPV varligi (p=0,420) ile arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski saptanmadi (p >
0,05). Yas1 en kiigiik HPV pozitif vakamiz 46 yasinda iken en yasli HPV pozitif vaka
87 yasinda idi.

Tiimor lokalizasyonu: Olgulardan 22 tanesi (%22) supraglottik, 26’s1 (%26)
glottik, 6’s1 (%6) subglottik, 20’si (%20) transglottik tiim&r olup 26 tanesinin (%26)
lokalizasyonuna arsiv bilgilerine ulagilamadi. Bu olgular bilinmiyor seklinde kodlandi.
Yapilan istatistiksel incelemede tiimor lokalizasyonunun diferansiyasyonla (p=0,538);
Ki-67 boyanma yogunluguyla (p=0,304), p53 boyanma yogunluguyla (p=0,079) ve
HPV varligi (p=0,479) ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi (p >
0,05). Tablo 2’de goriildiigii iizere lokalizasyon bilgisine ulasabildigimiz vakalardan en

cogu glottik yerlesimli iken bunu supraglottik ve transglottik yerlesimliler izlemektedir.

70
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Tablo 2: Lokalizasyon ve tiimor diferansiyasyonu dagilim grafigi

Histolojik derece: Timorlerin 44’1 (%44) iyi, 27°si (%27) orta ve 29’u (%29)
kotii diferansiye idi (Resim 1-6). Yapilan istatistiksel incelemede histolojik derecenin
Ki-67 boyanma yogunluguyla (p=0,151), p53 boyanma yogunluguyla (p=0,522) ve
HPV varligi (p=0,846) ile arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski saptanmadi (p >
0,05). Bununla birlikte tablol’de gorildigi tizere iyi ve az diferansiye tiimorler daha
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cok erkeklerde izlenirken, orta derecede diferansiye tlimorler daha c¢ok kadinlarda

goriilme egilimindedir.

Ki-67: Olgularin %16’s1 1+, %18’i 2+ ve %54’ 3+ boyanirken %12’°sinde
boyanma izlenmedi. Yapilan istatistiksel incelemede tablo 3’te de goriildigii tizere Ki-
67 boyanma yogunlugunun p53 boyanma yogunluguyla (p=0) istatistiksel olarak
anlamli boyandig1 goriildii (Resim 7-14). Yani olgular her iki boya ile de benzer
yogunlukta boyanmuslardir. Ki-67 boyanma yogunlugu ile HPV varligi (p=0,435)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (p > 0,05).
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Tablo 3: Ki-67 ve p53 boyalarinin uyum analizi grafigi

P53: Olgularin %7’si 1+, %7’si 2+ ve %44’t 3+ boyanirken, %42’sinde
boyanma izlenmedi. Yapilan istatistiksel incelemede p53 boyanma yogunlugunun HPV

varhigi ile (p=0,762) arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski saptanmadi (p > 0,05).

HPV DNA: Olgularin besi erkek, biri kadin olmak tizere 6’sinda (%6) HPV
pozitifligi saptandi. Bu pozitif olgulardan bir tanesi High Risk grubundan Tip 33 olup,
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digerleri Low Risk grubundan iki tane Tip 6 ve her birinden birer tane olmak iizere Tip

11, Tip 81 ve Tip 40 olarak saptandi. HPV pozitif vakalarin dordiiniin timorii iyi

diferansiye iken ikisinin tiimorii az diferansiyedir (Tablo 4).

Vaka numarasi  HPV Tip Cinsiyet Yas Yerlesim Diferansiyasyon
H5 Tip 6 Erkek 59 Bilinmiyor lyi
H30 Tip 6 Erkek 87 Bilinmiyor iyi
H40 Tip 11 Erkek 63 Subglottik iyi
H69 Tip 33 Erkek 60 Glottik iyi
H70 Tip 81 Kadin 46 Supraglottik Az
H88 Tip 40 Erkek 55 Transglottik Az

Tablo 4: HPV pozitif vakalar ve HPV tipleri



Resim 1: Iyi diferansiye SHK (H&E x100)

Resim 2: Iyi diferansiye SHK (H&E x400)
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Resim 3: Orta derecede diferansiye SHK (H&E x100)

Resim 4: Orta derecede diferansiye SHK (H&E x400)
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Resim 5: Az diferansiye SHK (H&E x100)

Resim 6: Az diferansiye SHK (H&E x400)
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Resim 7: 3+ boyanma gosteren iyi diferansiye SHK (Ki-67x400)

Resim 8: 3+ boyanma gosteren iyi diferansiye SHK (p53x400)
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Resim 9: Boyanma géstermeyen (% 5’ ten az boyanan) iyi diferansiye SHK (Ki-67x400)

Resim 10: Boyanma gostermeyen (% 5’ ten az boyanan) lyi diferansiye SHK (p53x400)
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Resim 11: 3+ boyanma gosteren az diferansiye SHK (Ki-67x400)

Resim 12: 3 + boyanma gosteren az diferansiye SHK (p53x400)
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Resim 13: Boyanma gostermeyen (% 5’ ten az boyanan) az diferansiye SHK (Ki-67x400)

Resim 14: Boyanma gdstermeyen (% 5’ ten az boyanan) az diferansiye SHK (p53x400)
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5. TARTISMA

Larinks karsinomlar1 tiim malign tiimorlerin % 2-3’{int olusturur (1). Bas-boyun
baolgesinin en sik goriilen malign tiimorleri olup yaklasik % 25 oraninda goriiliir (1).
Larinks karsinomlarinin % 95’den fazlasi SHK’lardir (2). Bu nedenle larinks yerlesimli
SHK’lar onemli bir saglik sorunudur ve etyopatogenezini aydinlatmaya yonelik
literatiirde ¢cok sayida arastirma mevcuttur. Biz de calismamizda Van yoresinde gelisen
laringeal skuaméz hiicreli karsinomlarda HPV’nin etyolojideki yerini saptamak ve
bunlarin p53 ve Ki-67 IHK’sal belirteclere yanitlarint gozlemleyip, boyanma
yogunluklarinin SHK nin diferansiyasyon ve HPV pozitifligi ile iliskisi olup olmadigin1
arastirdik.

Bu tiimdrler, genellikle hayatin 5. dekadinda veya daha ileri yaslarda gortliir
ancak daha geng yasta bildirilen olgular da vardir (23). Bizim ¢alismamizdaki en geng
olgu 27 yasinda olup, ortalama yas 57,96 idi. Laringeal karsinomlar erkeklerde daha
fazla goriiliir. Hastalarin % 96’s1 erkektir (23). Bizim ¢alismamizda bu oran % 87 idi.

Papillomaviridae ailesi iiyeleri orofaringeal ve anogenital kanserler gibi insanda
goriilen malignitelerin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (67,68).

HPV, hem erkeklerde hem kadinlarda yakin temas ile bulasan sik goriilen
viriislerden biridir. Saptanan farklit HPV tiplerinin sayis1 giin gegtikce artmaktadir ve
son yapilan bazi arastirmalarda ise 200’e¢ yakindir (25,69). Servikal kanserlerin
etyolojisinde % 100’e yakin oranlarda HPV tipleri suglanmustir (26-29).

Giintimiizde penil, anal, genital ve vulvar kanserlerin yani sira orofaringeal, oral
ve laringeal karsinomlarin etyolojisinde de HPV varlig1 gosterilmistir. Bu konuyla ilgili
yapilan aragtirmalarin sayisi giin gegtik¢e artmaktadir (27,31,70-74).

HPV’nin yiiksek ve diisiik riskli tipleri olup disiik riskli tipler laringeal
papillomatozis ve genital sigil benzeri benign lezyonlarda rol oynarken, yiiksek riskli
tipler malign lezyonlarda karsimiza ¢ikabilir (3).

Yiiksek riskli HPV tiplerine ait E6 ve E7 proteinleri maligniteye zemin
hazirlarlar ancak disiik riskli tiplerin E6 ve E7 proteinleri ile malign degisim
izlenmemistir (31,32). Bu nedenle servikal kanserler igin gelistirilen asilar oncelikli
olarak en sik goriilen ve yiiksek riskli olan HPV tiplerinin E6 ve E7 proteinlerini hedef
alarak hazirlanmigtir (31,32,70).
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Deilson ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada 110 adet laringeal SHK
incelenmis ve bunlarin % 37,3’linde yiiksek riskli HPV tipi saptanmistir. Bu yiiksek
riskli olgularin % 37’sinde HPV 16, % 44’iinde ise HPV 18 saptanmustir (2). Olgularin
% 78,2’sinde ise P53 pozitifligi izlenmis ve bu olgularin ayn1 zamanda yiiksek dereceli
olduklart ve yiiksek Ki-67 indeksine sahip olduklar1 dikkati ¢ekmistir. Bu arastirmada
glottik tiimorlerin diisiik dereceli, supraglottik tiimérlerin ise yiiksek dereceli oldugu
bildirilmis ve supraglottik tiimorlerde lenf nodu metastazina daha sik rastlandigi
belirtilmistir. Supraglottik bolgede lenfatik damar aginin en yogun sekilde bulunmasi bu
metastazlarin asil sebebi olarak Ongoriilmektedir. Yine ayni c¢alismada glottik
timorlerde HPV pozitifligi daha yiiksek oranda bulunmustur. Bizim c¢alismamizda da
alt1 olguda (% 6) HPV varligi saptandi. Bunlardan sadece bir tanesi yiiksek risk
grubundan olup digerleri diisiik risk grubundandir. Calismamizda tiimor lokalizasyonu
ile timor derecesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamasina ragmen
supraglottik tiimorler orta derecede, transglottik tiimdrler ise daha ¢ok az diferansiye
timorlerdir.

Ayrica HPV pozitifligi ile timor lokalizasyonu ve tiimor derecesi arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi. P53 pozitifligi ile timor derecesi
arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iligki izlenmedi.

Miller ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada oral SHK’da HPV pozitifligi %
46,5, verriik6z karsinomda % 29,9, intraepitelyal neoplazilerde % 26,2, 16koplakide %
22,2 ve normal oral mukozada % 10,0 olarak bulunmustur (75).

Herrero ve arkadasglarimin yaptiklart c¢alismada orofarinks ve oral kavite
kanserlerinde birden fazla cinsel esi olan ya da oral seks yapanlarda HPV pozitifligi
daha fazla saptanmistir. Bu ¢alismada orofarinks kanserlerindeki HPV pozitifligi orani
% 18,3 iken, oral kavite kanserlerinde oran % 3,9’dur (27). Brandwein’in 40 olgudan
olusan larinks karsinomu calismasinda 30 farkli HPV tipi ¢alisilmis ve bu olgularin
yalnizca tigiinde (% 8) HPV pozitifligi saptanmustir (76). Almadori ve arkadaslarinin
calismasinda 45 larinks karsinomlu olgunun dokuzunda (% 20) ve 29 normal laringeal
mukozanin dordiinde (% 14) HPV pozitif bulunmustur (77). Gorgoulis ve arkadaglarinin
caligmasinda ise 154 larinks olgusunda 20 (% 13) HPV pozitifligi saptanmistir. HPV
pozitifligi saptanan olgularin 19°u larinks karsinomu iken, bir tanesi hafif displazili
vakadir. Karsinomu olan 12 olguda HPV 16 (% 13,2), iki olguda HPV 18 (% 2,2), bir
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olguda HPV 6 (% 1,1), bir olguda HPV 33 (% 1,1) ve birer olguda HPV 6/33, HPV
16/33 ve HPV 6/18 ko-enfeksiyonu saptanmuistir (78).

Toplumda oral seks aliskanliginin yaygin olmasi oral lezyonlardaki HPV
artisinin nedeni olabilir (27,70,79). HIV pozitif homoseksiiel erkeklerde direngli HPV
enfeksiyonlart siklikla goriilmektedir. Bu hastalarda HPV iligkili oral, anal ve penil
lezyonlara daha siklikla rastlanmaktadir (80).

SahebJamee ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise 22 adet oral SHK olgusu ve
yas ve cinsiyeti uyumlu 20 saglikli bireyden olusan kontrol grubunun tiikriiklerinde
HPV varlig1 arastirilmistir. Karsinomu olan olgularin %40,9’unda ve kontrol grubunun
% 25’inde HPV pozitif olarak saptanmistir. Yapilan alt tiplendirme ¢alismasinda ise
HPV pozitif karsinom olgularinin % 27,3’tinde ve kontrol grubunun % 20’sinde HPV
16 pozitif olarak saptanmistir. Bu ¢alismanin sonucunda hasta grup ve kontrol grubu
arasindaki HPV goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir ve tikriikteki HPV varliginin oral SHK gelismesi i¢in tanisal bir degeri
olmadigi saptanmustir (71).

Ulkemizde de HPV enfeksiyonu ve larinks kanserleri arasindaki iliskiyi arastiran
calismalar yapilmustir. Oktem ve arkadaslarmin ¢alismasinda 20 adet larinks ve iki adet
hipofarinks yerlesimli kanser hastasinda PCR yontemiyle HPV varligi arastirilmis ve
olgularin tamamindan negatif sonu¢ almmugtir (81). Giiveng ve arkadaslarinin
calismasinda total ya da parsiyel larenjektomi uygulanan laringeal SHK’li 40 adet
olgunun 5’inde (% 12,5) ve verriikoz karsinomlu iki olgunun her ikisinde PCR
yontemiyle HPV pozitifligi bulunmustur (82). Bu sonuglar1 ve bizim ¢alismamizi da
g0z Oniine alarak cografik populasyon farkliliklarinin da HPV goriilme sikligini
etkiledigi sOylenebilir.

Bizim ¢alismamizda HPV pozitifligi %6’dir. Literatiirde laringeal karsinomlarda
HPV pozitiflik oran1 % 8-54 olarak belirtilmistir. Sonu¢larimiz literatiirdeki oranlardan
daha disik gorinmektedir (27,75,76,81). Bunun nedenleri; cografi farkliliklar,
populasyondaki hijyen aligkanlhigi ve cinsel davranis farkliliklari ile kullanilan PCR
yonteminin duyarliligi olabilir. Bu anlamda daha genis serilerde cinsel davranis, hijyen
aligkanlig1 ve cografi farkliliklar1 gézeten ¢alismalara ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Bir tiimdr siipresor gen olan TP53, 17. kromozomun kisa kolu tizerinde bulunan

17p13-1 pozisyonunda bulunur. TP53’tin fonksiyonunu kaybetmesi, bas-boyun
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kanserlerinde erken bir molekiiler olay olup hastaligin ilerlemesiyle iligkili
goriinmektedir (8-10). TP53 tiimdr siipresdr geninin iiriinii p53 proteinidir. ki tip p53
proteini vardir. Ilki “wild tip p53”tiir. Bu, normal hiicre ddngiisiinde gorev alan ve
apoptozis ile de iliskili p53°tiir. Ikinci tip ise mutant tip p53 olup tiimdrogeneziste rol
alir (4,6,7,47). Insan kanserlerinin yaklasik %350’sinde p53 mutasyonuna
rastlanmaktadir (9,10).

Jacob ve arkadaglart 2002 yilinda, 44 laringeal SHK’li, 16 papillomlu ve 8
normal laringeal dokudan olusan seride yaptig1 calismada papillomlu vakalarin 13’iinde
ve karsinomu olan vakalarin 15’inde HPV pozitifligi saptamistir. HPV enfeksiyonu ile
artmig pS3 ekspresyonu arasinda da istatistiksel olarak anlamli iliski oldugunu rapor
etmiglerdir (83). Laringeal Kkarsinogenezis olusumunda; HPV ile indiiklenen
onkogenezis ve genetik anormallikler nedeniyle olusan TP53 fonksiyon bozuklugu,
bagimsiz etkenler olabilir. Ozellikle de HPV 16 pozitif bas-boyun kanserleri farkli bir
genetik anomali paterni ve TP53 mutasyonu gostermektedirler (84).

Jin ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada 83 adet SHK vakas1 incelenmistir. Bu
calismada p53°tin timdr hiicrelerinin % 75’inden fazlasinda pozitif olmasi, tiimor
boyutunun 3 cm’den biiyiik olmasi, lenf nodu metastazinin varligi, ekstranodal yayilim
ve evre 4 hastaligi olanlarda hastaligin daha kotii seyirli oldugu ifade edilmistir. IHK’
sal olarak vakalarin % 71’inde p53 pozitif, % 29’unda p53 negatif boyanmistir. p53
pozitif olgularin boyanma orani % 5-95 (ortalama % 75) arasinda degismekte olup buna
gore olgular ii¢ gruba ayrilmustir. Diisiik dereceli grup tiimor hiicrelerinin % 20°den
azinda, orta dereceli grup hiicrelerin % 20-75’inde ve yiiksek dereceli grup % 75’den
fazlasinda pozitif boyandigi olgular olarak siniflandirilmistir. Bu ¢alismadaki olgularin
pS3 ile diisiik, orta ve yliksek dereceli boyanma siddeti olarak sirasi ile % 17, % 36 ve
% 47 olarak belirlenmistir. p53’in yiiksek derecede pozitif boyandig1 olgularda yasam
sliresinin, istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldigi saptanmustir (p;0,001) (8).

Olshan ve arkadaslar1 bas-boyun kanserli 33 adet hastanin % 42’sinde P53
mutasyonu tespit etmislerdir (10). Boyle ve arkadaslarinin makalesinde ise 102 bas-
boyun skuaméz hiicreli karsinom olgusu incelenmis ve invaziv lezyonlarin % 43’iinde,
preinvaziv lezyonlarin ise % 19’unda p53 mutasyonu saptamiglardir. Bu nedenle p53

mutasyonunun invazyonu diisiindiirdiigii sonucuna varmislardir (9).
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Bizim calismamizda p53 boyanmasi ile HPV pozitifligi ve tiimor derecesi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 1).

Ki-67 proteini orijinal olarak ilk defa Gerdes ve arkadaslari tarafindan 1983
yilinda tarif edilmis olup ¢ogalan biitiin hiicrelerde izlenmistir. Arastirilan hiicre
poplilasyonunun biiyliyen bolimiinii degerlendirmede kullanilan 6nemli bir marker
olmustur (52). Insan Ki-67 proteinine kars1 antikorlarin mikroenjeksiyonu islemi
sonrasinda hiicre boliinmesinde azalma izlenince Ki-67’nin hiicre proliferasyonunda
onemli rol oynadigi saptanmistir (53).

Son yillarda Ki-67 kullanilarak IHK ’sal olarak proliferatif durumun gosterilmesi
meme (85), akciger (86), 6zofagus (87) ve bobrek karsinomlar1 (88) ile non Hodgkin
lenfoma (89)’da Gnemli bir prognostik gosterge olarak belirtilmistir. Bas ve boyun
kanserleriyle ilgili yapilan yayinlarin ¢eligkili sonuglari olsa da genel olarak Ki-67
proliferasyon indeksi ile prognoz arasinda higbir korelasyon gosterilememistir (90).

Izawa ve arkadaslar1 67 SHK’li ve 22 skuaméz displazili hastadan olusan
aragtirmalarinda Ki-67 ekspresyonunun kotii diferansiye ttimorlerde iyi diferansiye
lezyonlarla karsilastirildiginda belirgin olarak yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir (P <
0.01) (91). Krecicki ve arkadaslar1 25 normal-hiperplastik larinks epiteli, 21 displastik
epitelyal lezyon ve 154 laringeal SHK igeren retrospektif analizlerinde malign lezyonlar
ile premalign lezyonlar, normal-hiperplastik epitel arasinda Ki-67 skorunun belirgin
farklilik gosterdigini belirtmiglerdir (92). Yazarlar Ki-67 ekspresyonu ile laringeal
lezyonun ciddiliginin korele oldugunu belirtmislerdir. Acikalin ve arkadaslar1 63
laringeal SHK’li olgudan olusan galismalarinda ortalama Ki-67 proliferasyon indeksi ve
timor evresi (P < 0.05), lenf nodu metastaz1 (P = 0.001) ve rekiirrens (P < 0.001)
arasinda belirgin korelasyon bildirmislerdir (93) Ayrica Kaplan—Meier hayatta kalma
egrileri, yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksinin kisa hastaliksiz sag kalim siiresiyle
korele oldugunu gostermektedir (P < 0.0001). Ortalama Ki-67 proliferasyon indeksi ile
timor yerlesimi ve histolojik grade arasinda belirgin iliski saptanmamustir. Liu ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise bas boyun kanserli biyopsi vakalarinda Ki-67 ile
boyanan tiimor hiicrelerinin lenf nodu metastazlarinin tesbitinde prediktif degeri oldugu
saptanmustir (94).

Mirza ve arkadaslar1 histolojik olarak laringeal mukozal displazisi olan 80

olguda Ki-67 igin IHK’sal test yapmis ve boyanma yogunluguna gore 0 ve 4 arasinda
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skalada kategorize etmistir. Hastalar takip edilmis ve 20 tanesinde malign karsinom
gelistigi goriilmiis. Yazarlar Ki-67’nin maksimum ekspresyon degerlerinin (Ki-67 skoru
3 ve 4 olan displazili vakalar) laringeal SHK i¢in yiiksek spesifik (%80) oldugu
sonucuna varmislardir (95).

Diger taraftan bazi ¢aligmalar SHK ve Ki-67 indeksi arasinda herhangi bir iligki
bulamamustir. Rodrigues ve arkadaglari alt1 iyi diferansiye ve 10 orta-kotii diferansiye
glottik SHK’li vakadan olusan calismalarinda tiimor evresi ile Ki-67 ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski bulamamuslardir (96). Teppo ve arkadaslar
laringeal SHK’si olan 100 olgudan olusan g¢alismalarinda Ki-67 ekspresyonunun
vakalarin prognozu tizerine bir etkisi olmadig1 sonucuna varmiglar (97). Benzer sekilde
Kumar ve arkadaslar1 da 52 hastadan olusan kohortlarinda Ki-67 ekspresyonu ile nodal
metastaz arasinda anlamli bir iligki bulamamustir (98). Bizim ¢alismamizda da Ki-67
ekspresyonu ile diferansiyasyon, yerlesim, yas, cinsiyet ve HPV DNA varlig1 arasinda
anlamli iliski saptanmadi. Fakat Ki-67 ile pS3 boyanmalar istatistiksel olarak anlaml
bulundu (p=0).

Timoriin ortaya ¢ikmasi i¢in ¢ok cesitli molekiiler faktorler arasinda karsilikli
iliskiler olmasi gerekliligi giiniimiizde onkogenezis i¢in kabul edilen goristiir. Bu
faktorler tiimor siipresor genler, bazi viral onkogenler ile hiicresel proliferasyon,
apoptozis ve diferansiasyonu diizenleyen protoonkogenlerdir. Ancak; hiicre tipi, genetik
zemin ve hiicresel ¢evre gibi gesitli faktorler nedeniyle karsinogenezis aktivitesi
basladiktan sonraki ilerleme siirecini 6ngérmek zordur.

Bunun yani sira; HPV’nin servikal kanserlerde oldugu gibi larinks kanserlerinde
de pozitif saptanmasi, kadinlarda servikal kanserden korunmak igin yerlestirilmeye
calisilan as1 programi benzeri bir programin oniimiizdeki yillarda larinks kanserleri i¢in
de uygulanmas: ihtiyacin1 dogurabilir.

Tim bu bulgularin esliginde ¢alismamizin timdr prognozu ve tedavisi

konularinda yeni yaklasimlara ve arastirmalara 1s1k tutabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Laringeal skuamé6z hiicreli karsinom bas-boyun kanserleri arasinda en sik
goriilen timor olmasi ve her yil yeni vakalarin sayisinda artis olmasi sebebiyle dnemli
bir saglik sorunudur. Etyopatogenezinde sigara ve alkol gibi major faktorlerin etkisinin
ispatlanmig olmasma ragmen viral enfeksiyonlarin etkisi de son zamanlarda
arastirilmaktadir. HPV enfeksiyonunun servikal kanserdeki roliiniin a¢iga ¢ikmasindan
sonra diger kanser tiirlerinde de varlig1 aragtirilmaktadir.

Ki-67 proliferasyon indeksi ve p53 IHK’sal belirtegleri birgok olguda tani
koyma, malign ve benign lezyonlarin birbirinden ayrimi noktasinda yardimei olmakla
beraber son zamanlarda ozellikle Ki-67’nin prognostik faktor olarak kullanilabilirligi
arastirilmaktadir. Ayrica biyopsi spesmenlerinde bu boyalarin boyanma yogunlugu ile
tiimoriin derecesi, yayginligi ve bilhassa lenf nodu metastazi varligi ile korelasyon olup
olmadig1 yine arastirma konusudur.

Biz de yaptigimiz ¢alismada arsivimizden ¢ikardigimiz 100 laringeal SHK
vakasinda real time PCR metoduyla HPV DNA’s1 varligini arastirdik. Pozitif vakalarin
da alt tipini belirledik. Ayrica p53 ve Ki-67 IHK’sal boyalarini da uyguladik ve
boyanma yogunluguna gore vakalar1 gruplandirdik. Olgularin tiimér derecesi, timor
yerlesimi, yas ve cinsiyet 6zellikleri ile yukarida bahsettigimiz parametreler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde p53 ve Ki-67 boyalarinin kendi aralarinda istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gordiik. Diger parametrelerimiz arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iligki saptanmadi. Literatiire baktigimizda da iilkemizde yapilan benzer ¢aligmalarda
laringeal SHK vakalarindaki HPV yiizdesi bizim ¢alismamiza yakin olup diinya
ortalamasinin ¢ok altindadir. Bunun nedenleri; cografi farkliliklar, populasyondaki
hijyen aliskanligt ve cinsel davranis farkliliklari ile kullanilan PCR ydnteminin
duyarliligr olabilir. Bu anlamda daha genis serilerde cinsel davranis, hijyen aliskanligi

ve cografi farkliliklar1 gézeten calismalara ihtiyac oldugunu diisiiniiyoruz.
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