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GIRIS VE AMAC

Larinks kanseri bas ve boyun bolgesinin en sik goriilen kanseridir ve
eriskinlerde tiim kanserlerin %2’sini olusturur (1-3). Ulkemizde erkekler arasinda en sik
rastlanan ikinci kanserdir (4). Larinks kanserlerinde prognoz anatomik yayilim, histolojik
diferansiyasyon ve tiimoriin lokalizasyonu ile iligkilidir.

Larinks kanseri goriilme siklig1 tlkelere gore degisiklik gdstermekte olup;
3-10/100000 araliginda insidanslar bildirilmistir (5,6,7). Larinks kanserlerinin % 95°den
fazlas1 skuamoz hiicreli karsinomlardir (8). Bu kanserlerin gelismesinde en Onemli risk
faktorleri sigara ve alkol alisgkanligidir (9).

Sigara ve alkol ile larinks kanseri arasindaki iliski uzun zamandir
bilinmektedir. Diyet, oral hijyen vb. faktorlerin hastalia predispozisyon olusturduguna dair
gortisler one siiriilmektedir. Larinks kanseri ile hereditenin iliskisini aydinlatmak amaciyla
hayvan deneyleri de yapilmis ve son yillarda yapilan ¢aligsmalarda diger faktorlere ek olarak
human papilloma viriis (HPV) enfeksiyonlari izerinde durulmaya baslanmistir. Shope'un (10)
1993 yilinda tavsanlarda papillomaviriis enfeksiyonlarmin ardindan keratindz lezyonlar
olusturdugunu ve bunlarm bir kismmimn da epitelyal neoplazmlara dontistiigiinii géstermesi
sayesinde DNA viriislerinin memelilerde tiimor olusturabilecegi anlasilmistir.

HPV Papova viridea ailesinden DNA grubu bir viriistiir. Iki yiiz farkli tipi
tanimlanmistir. Molekiiler biyolojik ¢alismalar HPV'a bagli karsinogeneziste spesifik
mekanizmalarin rol oynadigini1 gostermekte ve HPV infeksiyonu ile bas ve boyun kanserleri
arasinda bir baglant1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cesitli aragtirmalar gostermistir ki bazi sfesifik HPV tipleri serviks uteri,
vulva, penis, konjonktiva ve iist solunum-sindirim sisteminin premalign ve malign bir ¢ok
lezyonu ile iligkilidir (11,12). Bu hastalarda karsinoembriyojenik antijen seviyesi yiikselmis
olup, bdylesi bir seliiler immun siipresyonun kansere predispozisyon olusturabilecegi
diistiniilmektedir.  Viriisiin  tespitinde kullanilan yOontemler elektron mikroskopisi,
immiinhistokimyasal boyama, hibridizasyon teknikleri (Southern Blot, dot blot ve insitu
hibridizasyon) ve “polimeraz zincir reaksiyon” (PZR) teknigidir. HPV ve skuamdz hiicreli
kanserler arasinda Ongoriilen bu sebep - sonug iliskisi viriisiin varliginin yiiksek risk
gostergesi olabilecegini  diisiindiirmektedir. Brandwein(13)  ve arkadaslari, laringeal
tiimorlerde HPV DNA varliginin kotii prognozun gostergesi oldugunu belirtmislerdir. Bir ¢ok
arastirmada bas-boyun bolgesindeki kanserlerde HPV siklig1 arastirilmis ve ortalama %

34.5'lik pozitif sonug tespit edilmistir. Ancak secilen tiimor grubunun lokalizasyonu,



kullanilan metod ya da hasta ozelliklerine gore % 7 ila 59'luk genis bir yelpaze ortaya
cikmustir.

Hiicre siklusu ile apoptozisin entegrasyonunda anahtar faktor, tiimor siipressor
gen lrlnii bir protein olan p53°diir. p53 tiimdr siipressor geni 17pl13.1 kromozomunda
yerlesmistir. pS3°iin gorevi, DNA cesitli nedenler (radyasyon veya bazi ilaglar etkisiyle) ile
hasarlandig1 zaman, eger hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu (proliferasyonu)
Gl fazinda durdurup hiicrenin hasarlanmis DNA’sin1 tamir etmesi i¢in ona zaman
kazandirmasidir. Bir¢cok c¢alismada larinks skuamoz hiicreli karsinomlarinda mutant p53
proteini gosterilmistir. Ancak kotli prognoz gostergesi olup olmadigi tartismalidir. Timor
stipressOr gen protein indeksinin kotii prognoz ile iligkili olduguna dair ¢alismalarm (14,15)
yani sira prognoz ile iligkisinin olmadigini bildiren yaymlar da mevcuttur (16-23).

Timor dokusundaki mitoz sayisi ile hiicre proliferasyonunu gosteren Ki-67
niikleer immiinoreaktivitesi arasinda iyi bir korelasyon vardir. Bu antikor yardimiyla belirli
bir hiicre populasyonunda biiyiime fraksiyonunu tespit etmek miimkiindiir. Proliferasyon
indeksi kabaca tiimor grade’lemesi ile korelasyon gosterir ve bazi tlimdrlerin ayirici tanisinda
onemlidir. Tiimorlerde Ki-67 ile biiylime fraksiyonlarini gostermenin sadece diagnostik bir
onemi yoktur, ayn1 zamanda bir¢cok kanserde bagimsiz bir prognostik degere sahiptir (23-25).
Larinks skuamdz hiicreli karsinomlarinda hiicre proliferasyonunun prognozdaki 6nemi
tartismalidir. Literatiirde larinks skuamdz hiicreli karsinomlarinda yiiksek Ki-67 proliferasyon
indeksinin kotii prognostik gosterge oldugunu gosteren yaymlar bulunmaktadir (18,26,27).
Bazi ¢aligmalarda ise survi ile iligkisinin olmadigina isaret edilmektedir (16,19,21).

Bu ¢aligmadaki amacimiz daha 6nceki yapilan calismalara ilave olarak larinks
karsinomlarinda HPV varligini hem immiinohistokimyasal yontemlerle hem de PZR
yontemiyle arastirmaktir.

Beklenen yararlar HPV nin larinks skuam6z hiicreli karsinomlar: ile p53 ve
Ki-67 markerlarinin  klinikopatolojik parametrelerle iliskisinin ~ gosterilmesi, larinks
karsinomlariim davranis bi¢cimini 6nceden belirleyebilmek ve tedavi yontemlerinin en uygun

sekilde kullanilmasinin saglanmasidir.



GENEL BILGILER

Larinks solunum yollarinin bir pargasini olusturup boynun 6n orta boliimiinde
hiyoid kemigin altinda yer alir. Larinks kikirdak, kas ve fibroelastik baglardan olusur (Sekil
1). Solunum, fonasyon ve alt solunum yollarmin korunmasi gibi gorevleri iistlenir. Larinks
servikal 3-6 vertebralar arasma yerlesmekle beraber kadmnlarda ve cocuklarda biraz daha
yukaridadir.

Larinksin iskeleti ii¢li tek ve ligii ¢ift olmak iizere dokuz adet kikirdaktan
olusur. Tek kikirdaklar; tiroid, krikoid ve epiglot kikirdaklardir. Cift kikirdaklar; aritenoid,
kuneiform ve kornikulat kikirdaklardir (28).

Epiglottis

Hyoid Bone

Fald

Cuneiferm Cartilage
Tubercle Corniculate
Tubercle
Transversse Oblique
Arytenoid Arytencid

Cricoarytenoid

Muscle

Trachea

Sekil-1: Larinksin Genel Anatomik Goriintiisii

2.1. Larinks Embriyolojisi, Anatomisi, Histolojisi ve Fizyolojisi



Larinks Embriyolojisi

Larinks ve trakeobrongiyal agacin embriyolojik gelisimi 4. haftada median
laringotrakeal yarik seklinde farinks ventral duvarindan baslar. Yarik derinlesir ve kenarlar1
bir septum olacak sekilde kaynasarak laringotrakeal tiipii olusturur. Olusan tiip respiratuvar
epitelin gelistigi endoderm ile kaplanr. Kranial ugtan larinks ve trakea gelisirken, kaudal
uctan iki lateral ¢ikint1 olusarak bronslar , sag ve sol akciger loblar1 gelisir (29).

Larinksi doseyen epitel endoderm kokenli olmasina karsilik, kikirdak ve kaslar
ile dordiincii ve altinct faringeal arkus mezensim kaynaklidir. Bu mezensimin hizla prolifere
olmas1 sonucu, laringeal orifisin goriiniimii, sagital bir yariktan T seklindeki bir agikliga
dontislir. Daha sonra bu iki arkusun mezensimi tiroid, krikoid ve aritenoid kikirdaklara
doniistiiglinde laringeal orifisin karakteristik eriskin yapisi tannabilir hale gelir (30,31).
Larinks kikirdaklar1 dérdiincii ve altinci faringeal arkustan farklilasir. Kikirdaklarin olusumu
sirasinda, laringeal epitel de hizla ¢ogalarak limenin gecici olarak tikanmasina neden olur.
Larinks rekanalizasyonu onuncu hafta civarinda gergeklesir. Vakuolizasyon ve
rekanalizasyonun ardindan, laringeal ventrikiil ad1 verilen bir ¢ift lateral ¢ukur olusur. Bu
cukurlar, ileride yalanci ve gercek vokal kordlara farklilasacak olan doku katlantilariyla
cevrelenmistir (30-32). Epiglottis {i¢iincli ve dordiincii faringeal arkuslarin proliferasyonu
sonucu gelisen hipobrankiyal kabartidan farklilasir. Larinks ve epiglottis gelisimlerini
dogumdan sonra lic yasmna kadar devam ettirirler. Orjin olarak farkli olan supraglottik
kompartman ile glottik ve subglottik kompartman arasinda histolojik olarak gdsterilen bir
bariyer mevcuttur. Bu anatomik bariyer larinks kanserlerinin biiyiime ve yayilmasini

etkilemektedir.

Larinks Anatomisi

Larinks Kikirdaklar

Tiroid kikirdak, larinksin iist ve 6n pargasini olusturur. En genis ve en biiyiik
kikirdagi olup larinksin yumusak doku elemanlarmi tagir. Hava yolunun agik kalmasini saglar.
Epiglot ince yaprak seklinde fibroelastik tek kikirdaktir. Dil kokii ve hyoidin arkasindadir.
Larinksin {ist 6n duvarinin bir parcasmni yapar. Ust kenar1 genis yuvarlak ince asag1 dogru
daralir ve petiolus denilen ince ug¢ seklini alir. Epiglottisin arka yliziinde mukoz bezler iceren
cok sayida kiigiik ¢ukur ve delikler bulunur. Krikoid kikirdak larinksin asagi kisminda yer
alir. Tam bir halka seklinde ve tek kikirdaktir. Krikoidin 6n pargasi ark seklinde ve dardir.

Arka kismi ise genis bir laminadan olusur. Aritenoidler ti¢ yiizlii piramide benzeyen kiigiik bir



cift kikirdaktir, krikoid kikirdak ile eklem yapar. Kornikulat kikirdak aritenoid kikirdaklarin
tepesine yerlesen koni seklinde iki kiigiik kikirdaktir. Kuneiform kikirdak ariepiglottik plika

icine yerlesen elastik kivamda ve silindirik bir kikirdaktir.

Larinksin membranlart

Tirohyoid membran tiroid kikirdak ile hyoid kemik arasinda uzanir. Bu
membranin lateralindeki bosluktan arter, ven ve sinirler gecer. Konus elastikus krikoid
kikirdaktan vokal ligamente uzanan elastik bir membrandir. Glottik ve subglottik alani
paraglottik mesafeden ayirir. Kuadrangiiler membran aritenoid kikirdak ve epiglot arasinda
uzanan ince submukozal bag dokusundan olusur. Krikotiroid membran tiroid kikirdak alt

kenarindan krikoid kikirdak iist kismina uzanir (33).

Larinks Eklemleri

Larinks kikirdaklar1 birbirlerine sinoviyal tipte eklemler ile baglanirlar.
Krikotiroid eklem tiroid ve krikoid kikirdaklar arasinda yer alir. Tiroid kikirdagin rotasyon ve
kayma hareketlerini saglar. Krikoaritenoid eklemde iki hareket gergeklesebilir, birincisi
aritenoid kikirdaklarin vertikal eksen c¢evresinde yaptiklari rotasyon hareketidir. Boylelikle
vokal prosesler ice veya disa dogru hareket edebilirler. Ikincisi kayma hareketidir. Kayma

hareketi aritenoid kikirdaklarin hafifce 6ne-arkaya ya da ige disa hareketine izin verir (29).

Larinksin Kaslar

Ekstrinsik ve intrinsik olmak tizere iki grupta incelenirler. Ekstrinsik kaslar
komsu yapilardan larinkse uzanan hyoid alt1 ve hyoid iistii kaslardir. Larinksin pozisyonunu
ayarlarlar. Omohyoid, sternohyoid ve sternotiroid kaslar inspiryum sirasinda larinksi asagi
cekerler. Stilohyoid, digastrik, milohyoid, geniohyoid, tirohyoid ve stilofaringeus kaslar1
yutma srrasinda larinksi yukar1 kaldirirlar. Intrinsik kaslar larinks kikirdaklar1 arasinda
uzanirlar. Bu kaslarin hareketi sonucunda ses tellerinin durumu degisir. Krikoaritenoid
posterior rima glottisi agar. Krikoaritenoid lateralis kas, tiroaritenoid kas, interaritenoid kaslar

ise rima glottisi kapatir. Krikotiroid kas plika vokalisi uzatir ve gerginligini saglar (33,34).

Cavitas Larinks
Larinks plika vestibularis ve plika vokalisler ile birbirinden ayrilan {i¢
kompartmandan olusur: vestibiil, ventrikiil ve infraglottik kavite. Vestibiil, epiglotun u¢ kismi

ile vestibiiler kivrim arasinda kalan kisimdir. Ust boliimii genis, alt boliimii dardir (33,34).



Ventrikiil larinks boslugunun ortada kalan en kiiciik boliimiidiir. Ger¢ek ve yalanci vokal
kordlar arasindadir. Ventrikiiliin 6n kisminda laringeal sakkiil denilen cep seklinde bir kese
bulunur. Laringeal sakkiil tiroid kikirdak ve vestibiiler kivrim arasinda yukariya dogru uzanir.
Buraya miikdz bezler agilir (33,34). Infraglottik kavite ise larinks boslugunun gergek vokal
kordlardan krikoid kikirdak alt kenarina kadar uzanan bolgedir (33,34).

Vokal kordlar ses olusumu ile iligkilidirler. Aritenoid vokal progesi ile on
komissiir arasinda bulunur. Vokal kivrimlar arasindaki agiklik rima glottis olarak adlandirilir
(33,34). Vestibiiler kivrimlar tiroid ve aritenoid kivrimlar arasinda bulunur. Ses olusumunda
rolleri az veya yoktur. Yalanci vokal kord olarak da adlandirilirlar. Bu kivrimlar arasindaki
aciklik rima vestibuli olarak adlandirilir. Yutma sirasinda larinksin kapanarak yiyeceklerin

solunum yollarma kagmamasina katkida bulunur (33,34).

Larinksin Damar ve Lenfatikleri

Larinksi besleyen arterler A. laringea superior (A. tiroidea superior’un dali) ve
A. laringea inferior’dur (A. tiroidea inferior’un dali) (34). Venleri arterler ile birlikte uzanir.
V. laringea superior, V. tiroidea superior’a bu da V. jugularis internaya acilir. V. laringea
inferior ise V. Tiroidea inferior’a, bu da V. brakiosefalika’ya agilir (33).

Larinksin lenfatikleri derin ve ylizeyel olmak {iizere iki gruba ayrilir. Yiizeyel
lenfatikler tiim mukoza yiizey agmni olusturur. Derin lenfatikler ise submukoza va altindaki
dokular1 kapsar. Gercek vokal kordlar birka¢ lenfatik kanal igerir bu nedenle glottik
karsinomlar nadiren bdlgesel metastaz yaparlar. Kordlardan servikal lenfatiklere drenaj
krikoid membran boyunca olur. Subglottik lenfatikler Delphian nodu ya da prelaringeal nod
icine direne olur ve pretrakeal, paratrakeal ve supraklavikuler lenf nodlarma dokiiliir.
Supraglottik larinks bukko-farengeal tomurcuktan gelisir, glottik ve subglottik larinks ise
trakeobrongiyal tomurcuktan gelisir. Supraglottik alan lenfatiklerden zengindir ve bu drenaj
tirohyoid membran boyunca iist servikal lenf nodlarina ve anterosuperior lenf gruplari
icinedir. Priform siniis lenfatiklerden zengin bir bolgedir. Drenaji1 lateral olarak derin servikal

lenf nodlarina ve bazi durumlarda paratrakeal lenf nodlarina olur (35).

Larinksin innervasyonu

Larinks, X. kafa cifti Nervus (n.) vagus'un dallar1 olan n.laringeus superior ve
n.laringeus inferior (n. rekiirrens) tarafindan innerve edilir. Plika vokalislerin iizerinde kalan
larinks mukozasinin innervasyonu n. laringeus superior'un internal dali tarafindan

gerceklestirilir. Plika vokalislerin altinda kalan mukoza bolimii ise n. Laringeus rekiirrens



tarafindan innerve edilir. M.krikotiroideus hari¢ biitiin larinks kaslarmin motor siniri n.
laringeus inferiordur. M. krikotiroideus ise n. laringeus superior'un r.eksternus'u tarafindan

innerve edilir (28).

Larinksin Histolojisi

Larinksin epiteli lokalizasyona gore stratifiye skuamdz epitel ile
psodostratifiye siliali silindirik epitel arasinda degisiklik gosterir. Epiglotun lingual (anterior)
kismi stratifiye skuamoz epitelle ortiiliidiir. Laringeal (posterior) kisminm st kisminda
stratifiye skuamoz epitel izlenirken alt kisminda solunum yolu epiteli izlenir. Histolojik olarak
supraglottik bolge iist solunum yolunun biiyiik bir béliimiine benzer sekilde psddostratifiye
silial1 silindirik epitel ile doselidir. Glottik bolgede, vokal kordlar stratifiye skuamoz epitel ile
doseli iken, subglottik bdlgede vokal kordlarin kenarlarindan asagiya dogru psoddostratifiye
epitele doniismektedir (35,37). Reinke boslugu, skuamoz epitelin tabani ile vokal ligament
arasinda sinirli olan ger¢ek vokal kordun yiizeyel lamina propriasina verilen addir (36,37).
Reinke boslugunda kapillerler ve seromiisindz glandlar seyrektir ve lenfatikler bulunmaz. Bu
bolgedeki smirli damar yapisindan dolayi, ger¢ek vokal kord yerlesimli tiimorler lokalize
kalma egilimindedir ve radyoterapi, cerrahi tedaviye yanit verirler (36).

On komissiir gercek kordlarm aksine belirgin kapillerler, lenfatikler ve
seromiisindz glandlar igerir. Gergek kordlarda seromiisindz glandlar daha belirgindir.
Epiglotun elastik kikirdagindaki fenestrasyonlar belirgin glandlarla doludur. Bu glandlar
tamamu ile kikirdak i¢ine penetre olur ve supraglottik karsinomun yayilimi i¢in hazir bir yol

saglar.

Larinks Fizyolojisi

Sfinkter(Koruma Gorevi)

Solunum ve sindirim yollar1 farinkste ¢apraz yapar. Bu da asagi solunum
yollarinin korunmasimni gerektirir. Yutma sirasinda larinksin kapanmasi sivi ve kati gidalarin
akcigerlere kacisma engel olarak en hayati gorevini yapar. Larinksin kapanmasi ise rima
glottisin kapanmasi, larinks vestibiiliiniin kapanmas1 ve epiglotun larinks liimenine egilmesi
olmak {lizere ili¢ asamada olur. Ancak cesitli nedenlerle epiglotu cikarilan hastalarin bir siire
sonra yutmayi sorunsuz bir sekilde gerceklestirebilmeleri epiglotun ¢ok 6nemli bir rolii

olmadigini gostermistir.



Solunum fonksiyonu

Larinks solunum yollarmin bir parcgasi olarak goérev yapar. Solunum sirasinda
gereksinime gore, larinks girisinin ¢ap1 degisir. Inspriyumda kordlar ayrilir. Inspirasyonun
derinligine gore rima glottis acikligi genisler. Diafragma hareketi ile larinks agilir.

Ekspriyumda larinks parsiyel olarak kapanir.

Fonasyon Gérevi ve Konusmadaki Rolii

Larinksin en ileri fonksiyonu olarak kabul edilir. Konusma fonksiyonu
jeneratOr sistem, vibrator sistem ve rezonator sistemin kombine olarak caligmasi ile olusur.
Ses olusumu i¢in degisik yorumlar yapilmistir. Ewald’in miyoelastik-aerodinamik teorisine
gore kord vokallerdeki titresim pasif olup sesin 6zelligi infraglottik basinca ve kordlarin

gerilimine baghdir.

Yutmaya Yardimci Rolii

Yutma esnasinda kaslarin sfinkter etkisi ile larinks girisi kapanir. Epiglotun
yanlarindan lokmanin o6zefagusa kaymasi saglanir. Ayrica yutma sirasinda larinksin
yilikselmesi lokmanin 6zefagusa girisine yardimci olur. Larinks girisinin dil kokii altinda

kalmasi ile lokma 6zefagusa gider.

Oksiiriik ve ekspektoratif fonksiyon

Larinks oOksiirik ve balgamin disar1 atilmasma yardimci bir rol iistlenir.
Oksiiriik istemli veya refleks olarak istemsiz meydana gelebilir. Derin inspiryumla glottis
kapanir. Ekspiryum kaslar1 kasilarak intrapulmoner basing artar. Glottis aniden agilir agilmaz
hizla ¢ikan hava ile birlikte asag1 solunum yollarindaki sekresyonu veya yabanci partikiilleri

disar1 atar. Bu nedenle 6ksiirlik solunum yollar1 ve organlari i¢in koruyucu fonksiyon gortir.

Emosyonel fonksiyonu
Larinks kisinin ruhsal durumuna goére ( heyecan, {iziintii, aglama, esneme
hallerinde) ses degisiklikleri meydana getirir. Ses ve konusmadaki degisiklikler kisinin

emosyonel durumu hakkinda fikir verebilir.



Dolasima yardimci fonksiyon
Trakeobronsiyal sistemde ve akciger parankimindeki basing degisikliklerinin

etkisi ile kan dolagimina etki yapar.

Fiksatif fonksiyon
Rima glottisin kapanmasi ile toraks i¢ine hava hapsedilir. Istemli olarak

yapilan bu islem agir kaldirma ikinma veya zorlanma hareketine yardim eder.

2.2.Larinks Kanserleri

Sigara ve alkol kullanimi larinks kanserinde en 6nemli etiyolojik faktorlerdir
(38-40) Sigara hem baslatic1 hem de ilerletici olarak etkili olan en yaygin ¢evresel etkendir
(41). Kadinlarda sigara icenlerin orani erkeklere oranla daha diisiiktiir (40). Pasif i¢icilerin de
ayni riski tagidig1 diisiiniilmekte ise de heniiz tam olarak kanitlanmamistir (40,42). Mesleki
olarak asbest, agir metaller, komiir tozu ve talasa maruz kalma da larinks kanseri riskini
artirmaktadir (41,43,44). Sebze ve meyvelerde bulunan vitamin C, folat ve flavonoidler gibi
antioksidanlarin larinks kanseri riskini azalttig1 gosterilmistir (41,43,44) Larinks kanserinde
androjenlerin karsinojenik etkili, Ostrojenlerin koruyucu etkili oldugu ileri siiriilse de bu
goriisii destekleyen yeterli kanit yoktur (36). Diisik sosyoekonomik durum, laringeal
papillomatozis ve aile Oykiisii varhigi diger etiyolojik faktorler arasindadir (43,38).
Gastroozefagial refliiye bagl larinkste ortaya ¢ikan kronik inflamasyon kronik larenjit ve
kanser i¢in etiyolojik faktor olarak ileri siiriilmiistiir (40). Bas ve boyun SHK’de HPV 16, 18,
31, 33 gibi serotiplerin varligi saptanmistir. Bu serotipler pS3 ve retinoblastom tiimor supresor
genlerini inaktive ederek karsinogeneze katilan E6 ve E7 viral onkoproteinlerini iiretirler.

Larinks kanserinde HPV infeksiyonunun etkisi hala tam anlagilamamistir (40).

Larinksin Benign Tiimorleri

Papillomlar ¢ocuklarda (juvenil tip) ve addlesanlarda (adult tip) goriilen soliter
veya multipl, papiller, benign timorlerdir (45,46). Benign larinks tiimorlerinin %80 ini
olustururlar (47). Ozellikle juvenil tipin tedavisi ¢ok giic ve sikintilidir. Genellikle vokal
kordlar1 tutmakla beraber yalanci korda, epiglottise, supraglottik ve subglottik bdlgeye, cok
nadiren de trakea ve bronslara yayilabilir (48). Cok stiratle geliserek larinks obstriiksiyonuna
neden olabilirler. Onceleri enfeksiyona bagl oldugu diisiiniilmiistiir. Daha sonra yapilan
cesitli IHK ve diger ileri arastrma yontemleriyle papilloma viriis gosterilmistir. Laringeal

papilloma eslik eden HPV tipleri diisiik riskli HPV tipleri olan HPV 6 ve HPV 11°dir



(45,46,8). Nadiren HPV 16, 18, 31, 33, 35 ve 39 ile de papillom goriilebilir. Skuamoz
mukozada parmak benzeri papiller veya akantotik biiylime paterninden olusan mikroskopik
goriiniim mevcuttur. Fibrovaskiiler bir merkez igerir (49). Mitotik aktivite, degisik derecelerde
koilositoz ve niikleer atipi goriiliir (50-52). Bu tiimorlerde uzun periyodda tekrarlama orani
yiiksektir (51). Rekiirrensler nadiren trakeostomi agzi1 ve yumusak dokuya yayilabilir, karotid
arterin etrafini sarabilirler. Bu tiir proses “invazif papillomatozis” olarak adlandirilir (50-53).
Laringeal papillomatozisli olgularda Ozellikle yiiksek riskli HPV varliginda malign
transformasyon goriilebilir ve 1lgi ¢ekici olarak bu olgular papillom nedeniyle 6nceden
radyoterapit almistir (48). Bir c¢aligmada laringeal papillomatozisli olgularda malign
transformasyon goriilme oran1 % 3-7 olarak bildirilmistir (8). Jivenil baslangicl respiratuar
papillomatozisli vakalarda pulmoner skuaméz hiicreli karsinom gelisiyorsa bu vakalarda
malign tiimorle birlikte HPV 11 de gosterilmistir (50,51,53).

Eriskin laringeal papillomlar erkeklerde daha fazla goriiliir, 20-40 yaslar
arasinda pik yapar. Genellikle soliter, yliksek derecede inflamatuar reaksiyon gosteren,
yayllma egilimi gostermeyen, jiivenil forma goére daha az gorilen lezyonlardir. Jiivenil
formlarda oldugu gibi HPV 6 ve 11 igerirler. Keratozis: “Basit hiperplazi, epitelyal hiperplazi,
skuamdz hiperplazi, l6koplaki” olarak da adlandirilir. En sik gercek kordlar1 ve interaritenoid
bolgeyi tutar.

Displazi farkli derecelerde hiicresel atipi, normal epitelde matiirasyon kayb1 ve
stratifikasyon kaybi ile karakterizedir. Displazi hafif, orta veya siddetli olarak derecelendirilir.
Karsinoma in situ skuamoz epitelin tam kat tutuldugu lezyonlardir. Stromaya invazyon
goriilmez. DSO’niin yeni siniflamasinda siddetli displazi ile karsinoma in situ (CIS) ayri
kategorilere alinmistir. Ancak diger birgok smiflamada bu iki durum ayni gruba alinmstir.

Ciinkii birbirinden ayirim oldukga zordur.

Larinks Tiimorleri

Larinks kanseri organizmadaki tiim malign tiimorlerin % 2-3’linii olusturur.
Bas boyun bolgesinde en sik goriilen malign tiimorler laringeal karsinomlardir ve yaklasik
olarak % 25 oraninda goriliir (46). Larinks kanserlerinin % 95’den fazlas1 skuaméz hiicreli
karsinomlardir (48). En 6nemli risk faktorleri sigara, alkol ve HPV infeksiyonudur (46).
Genellikle hayatin 5. dekadinda veya daha sonra goriiliir ancak geng hastalar da bildirilmistir.
Hastalarim % 96’s1 erkektir. Glottik bolgedeki tiimorlerde en 6dnemli belirti ses kisikligidir.
Laringeal karsinomlu hastalarda ikinci bir tiimor (6zellikle iist gastrointestinal sistem ve

akciger) gelisme riski artar (49).



Klasik tip skuamd6z hiicreli karsinom, keratin olusumu ve/veya interseliiler
kopriilerin varlhig1 ile karakterize, skuamoz diferansiyasyon gdsteren bir malign epitelyal
tiimordiir. Histolojik derecelendirme; iyi, orta ve kotii diferansiye olmak lizere ii¢ grupta
yapilir. Cogu supraglottik ve glottik yerlesimli olup, iy1 ve orta derecede diferansiyedir.
Subglottik bolgedeki karsinomlar ise orta ve kotii diferansiyedir. Genel olarak tiimor boyutu
kiigiikse diferansiasyon daha iyi olmaktadir (51).

Mikroinvaziv skuaméz hiicreli karsinom bazal membranin hemen altindaki
alanda seyrek olarak dagilmis hiicrelerden veya kiigiik tiimor odaklarindan olusur.

Papiller tip skuaméz hiicreli karsinom: Egzofitik biiylime paterni sergileyen,
fokal invazyon odagi igceren, skuamoz hiicreli karsinom varyantidir. Verriikdz karsinomdan
sitolojik atipisi ile ayrilir. Klasik SHK vakalarina gore belirgin derecede HPV ile birliktelik
s0z konusudur. Prognozu iyidir (51).

Verriikdz karsinom: USY’nin nadir goriillen bir tiimdriidiir. Larinks
kanserlerinin yaklasik %1-3’iinli olustururlar. Papillomatéz goriiniimii yavas biiylimesi, lokal
invazyonu metastazinin olmamasi gibi 6zellikleri mevcuttur. Papillom viriisiiniin etyolojik
faktor olabilecegi koilositlerin varligi nedeniyle diistiniilmiistiir (47).

Larinksin diger tiimorlerinden kiigiik hiicreli (ndroendokrin) karsinom nadir
olup tiim vakalarin % 0,5’inden daha azin1 olusturur. Bazaloid karsinom oldukga agresif bir
timordiir. Agir sigara icicilerde daha sik goriiliir (51). Lenfoepitelyoma-benzeri karsinom,
adenokarsinom, sarkomatoid karsinom (igsi hiicreli karsinom, karsinosarkom) laringeal polibe
benzeyen bir yapis1 vardir. Cogu supraglottik yerlesimlidir (51).

Larinksin tiikriik bezi tiimorlerinden en sik goriilen tipi adenoid kistik
karsinomdur. Paraganglioma genellikle supraglottik bolgede lokalize olup ayni taraf
ariepiglottik folda yayilim gosterir.

Larinksin az goriilen tlimorleri ise hemanjiyom, anjiyosarkom, graniiler hiicreli
timor, myofibromatozis, rabdomyom, rabdomyosarkom, leiomyom, kikirdak tiimorlersi,
osteosarkom, liposarkom, malign fibroz histiyositom, malign melanom, lenfoid tiimorlerdir
(51).

Larinks Tiimérlerinin Lokalizasyonlarina Gore Tipi, Yaytimi ve Tedavisi

Lokalizasyonlarina gore 4 gruba ayrilir:

Glottik bolge vokal kordlar, 6n ve arka kommissurdan olusur (Sekil 2). Bu
bolge tiimorleri tiim vakalarin yaklagik % 60°m1 olusturur (54). En sik lokalizasyon glottisin
on 1/3’tdiir. Etrafin1 ¢evreleyen kikirdak duvar ve lenfatik damarlarm azlig1 nedeniyle bu

lokalizasyondaki tiimorler uzun siire lokalize kalirlar. Zamanla; 6n komissiirden kars1 korda,



posteriordan aritenoide, superiordan supraglottik bdlgeye, inferiordan subglottik alana,
anteriordan tiroid kikirdaga penetrasyon gerceklesebilir. Profilaktik lenf nodu diseksiyonu
gerekmez. Erken lezyonlarda radyasyon tedavisi ile oldukca basarili sonuglar alinmaktadir.
Radyasyon tedavisinin basarili olmadigi durumlarda cerrahi tedavi uygulanir. Ger¢ek kordun
yiizeyel invazif skuamoz epitel hiicreli karsinomlar1 endoskopik veya laringofissiir yolla

kordektomi ile tedavi edilebilir. Ileri evrelerde tedavi larenjektomidir.

Resim 1: Glottik Karsinom

Supraglottik bolge ventrikiiler bandlar, aritenoid bdlge, suprahyoid ve
infrahyoid bolge, epiglot, ariepiglottik fold ve preepiglottik bosluktan olusur. Bu bdlge
timorleri tiim vakalarmn yaklagik % 40’mi1 olusturur (54). Bu tiimorlerde preepiglottik
mesafeye yayilma egilimi belirgindir. Ancak orofarinks kalin hyoepiglottik ligament
tarafindan korunmustur. Supraglottik tiimorlerin sadece % 1°1 glottisi invaze eder. Kikirdak
invazyonu da nadirdir. Supraglottik bolge lenfatik agdan zengindir ve bu nedenle lenf nodu
metastazlar1 fazladir. Ortalama lenf nodu metastazi %40’tir. Tedavisi supraglottik
larenjektomi ve radyoterapidir.

Subglottik bolgenin {ist sinir1 gergek vokal kordlarin serbest kenarinin 0,5 cm
asagisindan baglar. Bu bolge timorlerinin sikligi % 1’den azdir (54). Bu bolge de
lenfatiklerden zengindir. Krikoid kikirdaga lateral yayilim kuraldir. Zayif intertirokrikoid
membranin tiimorle destriikksiyonu, prelaringeal duvarin invazyonu ve tiroid glandin
invazyonu sik goriliir. Trakeaya yayilim sik oldugu i¢in, miimkiin oldugunca distalden rezeke
edilmelidir. Servikal lenf nodu metastazi % 15-20, paratrakeal lenf nodu metastaz1 % 50°dir.
Bu nedenle radikal lenf nodu diseksiyonu uygulanmalidir (51).

Transglottik tlimorler vakalarin % 5’inden daha azini olusturur (54). Laringeal
ventrikiilii dikey olarak tutan tiimdrlerdir. Lenf nodu metastaz1 insidansinin (% 52) en yiiksek
oldugu gruptur. Diger bolgelere gore daha agresif seyreder. Total larenjektominin yaninda

elektif lenf nodu diseksiyonu da yapilmalidir.



Larinks Tiimorlerinde Evreleme

Timoriin yerlesimini, uzanimini ve metastaz yaptigt alanlar1 tam tarif
edebilmek icin anatomik yayilimi baz alan, kanserin klinik ve biyolojik 06zelliklerini
icermeyen American Joint Committe on Cancer‘in 2002 yilinda modifiye etmis oldugu

evreleme kullanilmaktadir (49).

Primer tiimor (T)

Tx: Tiimor degerlendirilemedi

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

Tis: Karsinoma in situ

Supraglottik tiimor

T1: Timor supraglottisin bir alt bolgesine sinirhidir, vokal kord hareketleri normaldir.

T2: Tiimor supraglottisin birden fazla alt bolgesinin mukozasini veya glottisi veya supraglottis
disindaki bir bolgeyi (6rnegin dil kokii mukozasi, vallekula, piriform siniis medial duvar)
tutmustur, kord hareketleri kisithdir.

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

T4a: Timor tiroid kikirdagi tam kat invaze etmistir ve/veya larinks dis1 dokulara tagmistir
(6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelarengeal kaslar, tiroid veya 6zefagus gibi
boyun yumusak dokularr).

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

Glottik tiimor

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

T1la: Tiimor tek bir vokal korddadir.

T1b: Her iki vokal kordda da tiimdr mevcuttur.

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

T3: Tiimor larinks i¢cinde sinirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir ve/veya paraglottik
alan invazyonu vardir.

T4a: Tumor tiroid kikirdag: tam kat invaze etmistir ve/veya larinks dis1 dokulara tagmistir



(6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelarengeal kaslar, tiroid veya ozefagus gibi
boyun yumusak dokularr).

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

Subglottik tiimor

T1: Tiimor subglottise sinirhidir.

T2: Tiimor vokal kordlara uzanmakla birlikte kord hareketleri normal veya kisitlanmistir.

T3: Tiimor larinks i¢inde sinirl olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir.

T4a: Timor tiroid kikirdagi tam kat invaze etmistir ve/veya larinks dis1 dokulara tagmustir.
(6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelarengeal kaslar, tiroid veya 6zefagus gibi
boyun yumusak dokularr).

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

Bolgesel lenf nodlar (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.

N2a: En biiyiik ¢ap1 3-6 cm. arasinda tek ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.

N2b: Hi¢birinin ¢ap1 6 cm’yi gegmeyen multipl ipsilateral lenf nodlarinda metastaz vardir.
N2c: Higbirinin ¢ap1 6 cm’yi gegmeyen 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: T3 NO Mo / T1,2,3 N1 MO

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

Evre 4b: T4b Herhangi N MO / Herhangi T N3 M0

Evre 4c: Herhangi T / Herhangi N M1



Larinks karsinomlarinda 5 yillik yasam orani; glottik tiimorlerde % 80-85,
supraglottik tiimorlerde % 65-75, subglottik tiimorlerde % 40 ve transglottik tiimorlerde %
50°dir (49).

Human Papilloma Viriis

Human papilloma viriis (HPV) Papova viridea ailesinden DNA grubu bir
virlistiir. 200’1 askin tipi oldugu bilinmektedir (55). Molekiiler biyolojik ¢alismalar HPV'a
bagli karsinogeneziste spesifik mekanizmalarin rol oynadigmi gostermekte ve HPV
infeksiyonu ile bas ve boyun kanserleri arasinda bir baglant1 olabilecegi diisiiniilmektedir
(11,56).

Uzun zamandan beri sigara ve alkol ile larinks kanseri arasindaki iligki
bilinmektedir. Ayrica diyet, oral hijyen vb faktorlerin hastaliga predispozisyon olusturduguna
dair goriisler ortaya atilmaktadir. Larinks kanseri ile hereditenin iligkisini aydinlatmak
amaciyla hayvan deneyleri de yapilmis ve son yillarda yapilan ¢alismalarda diger faktorlere
ek olarak HPV infeksiyonlar1 iizerinde durulmaya baslanmistir. 1993 yilinda Shope'un (10)
tavsanlarda papillomaviriis infeksiyonlarinin ardindan keratinéz lezyonlarin olusturdugunu ve
bunlarin bir kisminin da epitelyal neoplazmlara doniistiigiinii gostermesi sayesinde DNA
virlislerinin memelilerde tiimor olusturabilecegi anlasilmistir.

Ileri arastirmalar gdstermistir ki baz1 sfesifik HPV tipleri serviks uteri, vulva,
penis, konjonktiva ve iist solunum-sindirim sisteminin premalign ve malign bir ¢ok lezyonu
ile 1ligkilidir (11,12). Viriisiin tespitinde kullanilan yontemler elektron mikroskopisi,
immiinhistokimyasal boyama, hibridizasyon teknikleri (Southern Blot, dot blot ve insitu
hibridizasyon) ve ‘Polimeraz Zincir Reaksiyonu’ (PZR) teknigidir.

HPV ve skuamdz hiicreli kanserler arasinda 6ngoriilen bu sebep - sonug iligkisi
virlisiin varliginin yiiksek risk gostergesi olabilecegini diisiindiirmektedir. Brandwein ve ark.
(13) laringeal tiimorlerde HPV DNA'sinin  kotli  prognozun gostergesi  oldugunu
belirtmislerdir. Literatiirde buna benzer pek cok arastirmada bas-boyun bdlgesindeki
kanserlerde HPV siklig1 arastirilmis ve ortalama % 34.5'lik pozitif sonug tespit edilmistir.
Ancak segilen tiimor grubunun lokalizasyonu, kullanilan metod ya da hasta 6zelliklerine gore
% 7 ila 59'lik genis bir yelpaze ortaya ¢ikmistir.

HPV; papova viriis ailesinden kiiciik, zarfsiz, ikozahedral DNA viriisiidiir (57).
Skuamoz epitelyal hiicrelerin niikleusunda ¢ogalir. Cift zincirli DNA’ya sahiptir (58). HPV

genomu 6.500-8.000 baz ¢iftinden olugsmakta ve sekiz adet acik okuma cergevesi (open



reading frame) icermektedir. Bunlar E1, E2, E4, ES, E6, E7, L1, L2’dir. E grubu erken (early),
L grubu ise geg (late) fonksiyonlar1 yansitmaktadir (59,60).

HPYV ler yaptiklar1 hastaliklarla iligkilendirildiginde yiiksek riskli olanlar; 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 68, 73, 82 diisiik riskli olanlar; 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
55, 62 ve olasi yiiksek riskli olanlar; 26, 53, 66 olarak 3 gruba ayrilabilir.

p53 Geni

p53 geni, 53 kDa agirliginda, 17. kromozomun kisa kolunda (17p13.1) yerlesen
tiimdr supresdr gendir (61). {1k tanimlandig: yillarda sadece bir onkogen olarak gorev yaptigi
diistiniilen p53 geninin daha sonraki ¢aligmalarda birgok tiimorde mutasyona ugrayan bir
timor baskilayici gen oldugu kanitlanmistir (62). G1 fazinda hiicre biiylimesini frenlemek,
apoptozis yoluyla hiicre 6liimiinii saglamak, hiicre diferansiyasyonunu indiiklemek gibi hiicre
siklusunda 6nemli fonksiyonlar1 vardir (63,64).

p53 geni, DNA replikasyonu, hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimiinii kontrol
eder. Normal p53 geni (wild tip) genetik hasar tasiyan hiicrelerin ¢ogalmasini 6nleyen niikleer
bir fosfoproteini kodlar. Fizyolojik kosullarda p53 proteininin 620 dakika gibi kisa bir yar1
omrii vardir ve normal hiicre boliinmesi i¢in gerekli degildir. Hiicre kimyasal madde,
radyasyon gibi mutajenik ajanlarla karsilastiginda DNA’da bir zedelenme olursa, p53
proteininde degisiklikler olur ve normalde ¢ok kisa yar1 omiirlii olan p53 stabilize olarak
hiicre nukleusunda birikir. Biriken normal p53 DNA’da spesifik bolgelere baglanir ve hiicre
siklusunun G1 fazinda duraklamasini saglayarak DNA’nin onarilmasi i¢in hiicreye zaman
tanimis olur. Eger bu siire icinde DNA onarimi yapilamazsa p53 DNA hasar1 iceren bu
hiicrelerin proliferasyonunu engelleyerek hiicre 6liimiine neden olur ve bu sekilde genetik
hasarim yeni nesil hiicrelere aktarilmasmi engeller (65,66). DNA’da spesifik bolgelere
baglanan p53 transkripsiyon (kopyalama) faktorii seklinde etki eder (64). p53’iin hiicre siklus
regililasyonu, apoptozis, gelisim, farklilasma, gen amplifikasyonu, DNA rekombinasyonu,
kromozomal ayrisma ve hiicresel yaslanma gibi olaylarda rolii oldugu gosterilmistir (67,68).
p53 genindeki fonksiyon kaybi nokta mutasyonu, delesyon, viral veya hiicresel onkogenler
aracilig1 ile olabilir. Nokta mutasyon sonucunda konformasyon degisikligi olan ve stabilitesi
artan p53 proteininin yar1 dmrii 3—6 saate kadar uzar. Bu nedenle normal p53°ten farkli olarak
immunhistokimyasal yOntemle saptanabilir. Mutant p53 DNA’ya baglanamaz ve DNA

hasarmi takiben hiicre siklusunun G1 fazinda duraklamaya neden olamaz (64,69,70).



Delesyon ise p53 ekspresyonu ve protein fonksiyonunda azalmaya veya kayba neden olur
(70).

p53 gen mutasyonlar1 insan kanserlerinde izlenen en sik genetik degisikliktir
(71,63,69,72,73,74). Kolon, meme, akciger, mesane, beyin, uterus gibi pek ¢ok organa ait
timorde p53 geninde mutasyon bildirilmektedir (75-79). p53 mutasyonu varliginda kolon,
mide, meme, beyin, akciger ve endometrium kanserlerinde hastalarda tedaviye yanit ve
sagkalim anlamli sekilde kotii bulunmustur (80). Meme, kolorektal, gastrik, endometrial
karsinomlar, lenfomalar, l0semiler gibi kanser tiirlerinde p53’iin asir1 ekspresyonunun
prognostik 6nemi oldugu gosterilmistir  (75,73,76,81). Yapilan c¢aligmalarda hiicre
kiiltirlerinde normal ve mutant p53 asir1 ekspresyonunun kas, sinir ve lenfoid
diferansiasyonda bozukluklarla iliskili oldugu goésterilmistir (82).

Bas ve boyun SHK’lerinde %39-80 oraninda p53 mutasyonu bildirilmektedir
(71,83,35,64). Premalign larinks lezyonlarinda %40-80 oraninda p53 ile boyanma izlenmistir
(64). p53 aswr1 ekspresyonunun prekanser6z ve malign larinks lezyonlarinda proliferatif
aktivite ile iliskili oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte larinksin prekanseréz lezyonlarinda
rolatif olarak yiiksek frekansta p53 proteini saptayan gruplar da bildirilmistir (84). Hirai ve
ark. (85) p53 ekspresyonu ile histopatolojik bulgular arasinda korelasyon saptayamamustir.
Bu sonuglar larinksin prekanserdz lezyonlarinda p53°iin 6nemini belirtmede uyusmazliklar
oldugunu gostermektedir. Antikanser ajanlara maruz birakilmadan sonra tiimor hiicrelerinde
p53 ekspresyonunun artmasi bu ilaglara karsi hiicresel yanitlari tetiklemede p53°iin roli
oldugunu destekler. Tiimor hiicrelerinde p53 fonksiyon kaybi kemoterapiye direng ile
iliskilidir ve mutant p53, hiicrelerin sitotoksik ajanlarla indiiklenen apoptozise gidisini

engeller (87).

Ki-67 Proliferasyon indeksi

Ik kez 1983°de Gerdes ve arkadaslar1 (86) tarafindan, hiicre siklus bagimli
niikleer proliferasyon belirleyicisi olarak tanimlanmistir ve kortikal follikiillerin germinal
merkez hiicrelerinde, kortikal timositlerde, gastrointestinal mukozadaki boyun hiicrelerinde,
epidermisin bazal hiicreleri gibi proliferatif hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir. Bu
orjinal antikor sadece taze frozen kesitlerde calisilmistir, fakat ilk tanimlanmasindan yaklasik
10 y1l sonra formaline direncli epitoplar1 tespit eden monoklonal antikorlar (MIB-1, MIB-3)
gelistirilmistir (86).

Ki-67, 345 ve 395 kilodalton agirliginda iki molekiilden olusan, 10. kromozom

iizerinde yerlesmis, nonhiston niikleer bir proteindir. Hiicre siklusunun GO disinda kalan G1,



G2, M ve S fazlarinda eksprese edilir. Hiicre proliferasyonunu goésteren Ki-67 niikleer
immiinoreaktivitesi ile tiimér dokusundaki mitoz sayis1 arasinda iyi bir korelasyon vardir. Bu
antikor yardimiyla belirli bir hiicre populasyonunda biiyiime fraksiyonunu tespit etmek
miimkiindiir. Proliferasyon indeksi kabaca tiimor grade’lemesi ile korelasyon gosterir ve bazi
tiimorlerin ayirici tanisinda 6nemlidir.

Tiimorlerde Ki-67 ile biliylime fraksiyonlarimi gostermenin sadece diagnostik
bir 6nemi yoktur, ayn1 zamanda bir¢ok kanserde bagimsiz bir prognostik degere sahiptir (85-
87). Larinks skuamoz hiicreli karsinomlarinda hiicre prolifasyonunun prognozdaki onemi
tartigmalidir, ¢iinkii yapilan ¢aligmalarda celiskili sonuglar elde edilmistir. Literatiirde larinks
SHK’inda, yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksinin kotii prognostik gosterge oldugunu
gosteren yaymlar bulunmaktadir (26,18.88.89,90). Baz1 calismalarda ise survi ile iliskisinin

olmadigina isaret edilmektedir (16,19,21).



GEREC YONTEM

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Klinigi’nde
1998-2010 yillar1 arasinda larinks SHK nedeniyle opere edilen 47 hasta ¢alismaya almmastir.
Patoloji Anabilim Dali arsivinden parafin bloklar segilerek ¢ikarildi. Bu parafin bloklardan
elde edilen dokular ile IHK ve PZR calismalar1 yapildi. Hastalarin genel hastane dosyalar1 ve
Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali tiimdr takip kartlar1 taranarak klinik bilgiler kaydedildi.

Patolojik incelemede; %10’luk nétral tamponlu formalinde tespit edilerek,
rutin doku takibi sonrasi parafin bloklara gomiilii bloklardan hazirlanan 4um kalinliginda ve
hematoksilen eozin boyali preparatlar tekrar incelendi. Olgulara ait nekrozun olmadig: veya
en az oldugu tiimér iceren bloklar secildi. Immunhistokimyasal boyama Avidin-Biyotin
kompleks sistemi (ABC) kullanilarak yapildi. Bu yontem i¢in bloklardan hazirlanan 4pm
kalinhigindaki kesitler poli-L-lysin (MicroSlides Snowcoat X-tra, Surgipath, Richmond, IL,
USA) kapli lamlara alinarak oda 1sisinda bekletildi. Tiim 6rneklere primer antikorlar olan;

panHPV, HPV-16, HPV-18, p53 ve Ki-67 immunohistokimyasal boyalar1 uygulandi.

Immunhistokimyasal Boyama
1- Poly-L-lysin kapli lama alinan kesitler bir gece 37 derecelik etiivde bekletildi.
2- 30 dakika 56 derecelik etiivde bulanan ksilolde, 15 dakika oda sicakligindaki ksilolde
deparafinize edildi.
3-Azalan oranlarda alkol serilerinde rehidrate edildi.
4-Kesitler oOnceden hazirlanmis olan pH:7.2 olan phosphate-bufferd-saline(PBS)
soliisyonunda bes dakika bekletildi.
5-Endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilebilmesi i¢in, kesitlere %3 liikk hidrojen peroksit
(H202) damlatilarak bes dakika bekletildi.
6-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi.
7-Sitrat Buffer (ph:6.0) soliisyon dolu kaplara yerlestirilerek mikrodalga firinda 750 watt’da
bes dakika, 500 watt’da 2x5 dakika siire ile inkiibasyon islemi yapildi. Boylece antijenin agiga
cikarilmasi saglandi.
8-Kaynatmadan sonra kesitler oda 1s1sinda sogumaya birakildi.
9-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi ve kurulanda.
10-Her bir kesitin {izerine primer antikor soliisyonu dokuyu tamamen Ortecek sekilde
damlatild1 ve bir saat bekletildi.
11-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikanarak baglanmis antikorlar uzaklagtirildi.
12-Biyotine baglayici sekonder antikor eklendi ve 10 dakika bekletildi.



13-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi ve kurulandi.
14-Kesitlere Strepdovidin Peroksidaz soliisyonu damlatilarak 10 dakika beklendi.
15-Kesitler bes dakika PBS soliisyonunda yikandi.
16-Renk verecek gorintiiyii saglamak amaci ile Diaminobenzidin tetraklorid, (DAB)
damlatild1 ve kahverenk gozlenene kadar bekletildi.
17-Cesme suyunda bes dakika yikand:.
18-Zemin boyanmasi i¢in kesitlere hematoksilen ile zit boyama yapild.
19-Cesme suyunda bes dakika yikandi.
20-Dehidratasyon icin kesitler sirasi ile yiikselen oranlarda alkol serilerinden gecirildi ve
ksilolde saydamlastirma sonrasi balsam ile kaplandi.

Pozitif kontrol i¢in 6nceden pozitifligi bilinen dokular kullanildi. Boyanma
asamasindan sonra kesitler 151k mikroskobu (Olympus BX51, Tokyo, Japan) altinda 4, 10, 20
ve 40’lik biiylitmelerde incelendi. Tiim immunhistokimyasal boyalar i¢in niikleer boyanma
degerlendirildi. En yogun boyanma goézlenen alanda en az 200 hiicre sayildi. Ki-67 ve p53
icin %5’in altinda boyanma: 0, %5-10 boyanma: “+”, %11-20 boyanma: “++”, %20 isti
boyanma: “+++” olarak skorlandi. PanHPV, HPV-16 ve HPV-18 i¢in boyanma yok “0”, fokal

boyanma “+”, yaygin boyanma “++” olarak semikantitatif olarak skorlandi. (Resim 2-11)
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Resim 2: PanHPYV ile ‘+’ boyanma x200



Resim 3: PanHPYV ile ‘++> boyanma x200

Resim 4: HPV 16 ile ‘+’ boyanma x100



Resim 6: Ki-67 ile ‘+’ boyanma x200



Resim 8: Ki-67 ile ‘+++> boyanma x200



Resim 9: pS3 ile ‘+’ boyanma x200

Resim 10: p53 ile ‘“++> boyanma x200
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Hybribio HPV GenoArray test

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve genotiplendirme i¢in olgularin parafin
bloklarindan hazirlanan 5-10 mikronluk 10-20 yaprak kesitler Hybribio HPV GenoArray test
kiti ile ¢aligild1. Test kiti PZR ve hibridizasyon yontemlerinin karisimi olup drnekte bulunan

21 HPYV tipini kalitatif olarak belirleyebilmektedir.

DNA Izolasyonu
Dokudan parafinin uzaklastirilmasi ve DNA izolasyonu i¢in ticari NucleoSpin

Tissue mini column (Macherey-Nagel,Duren, Germany) izolasyon kiti kullanildi.

DNA Izolasyon Islemi
1-25 mg. formalinle fikse edilmis parafin bloga gdmiilmiis doku 6rnekleri mikrotomla 10-20
yaprak kesildi.
2-Kesitler {izerine Iml. ksilen konuldu ve vortekslendi. Parafini uzaklastirmak i¢in oda
isisinda 30 dk beklendi, siire bitiminde 3 dk. 11.000 x g ‘ de santriflij yapild1 ve istteki sivi
dokiilerek uzaklastirildi.



3-Her tiibe Iml. % 96’lik etanol konuldu ve 10 sn. vortekslenip 3 dk. 11.000 x g ‘ de santrifiij
yapildi, daha sonra istteki sivi dokiilerek uzaklastirild.

4-% 96’lik Etanol ile yikama bir kez daha tekrarlandi. Dokularm i¢lerinde bulundugu
ependorf tliplerinin agz1 acgik olarak 37°C’de 15dk. bekletilerek etanolun uzaklagmasi
saglandu.

5-Kuruyan dokular tizerine 180 pl T1 tamponu ve 25 pl proteinaz K solusyonundan eklendi
ve tyice karigmasi i¢in vortekslendi. Ependorf tiipleri 56 °C’de bir gece bekletildi.

7-Ertesi sabah oOrnekler vortekslendi ve {izerlerine 200 pl B3 tamponundan eklenip
vortekslendi ve karisim 70°C’de 10 dk. bekletildi. Siire sonunda kisa bir siire vortekslendi ve
iizerine 210 pul % 96’lik etanol konulup tekrar vortekslendi.

8-Bu karisim igerilerinde filtreli tiip bulunan toplama tiiplerine aktarilarak 1 dk. siireyle
11.000 x g *de santriftijlendi ve tiibiin alt kismindaki s1v1 dokiilerek uzaklastirildi.

9-Birinci yikama asamasinda filtreli tiipler tizerine 500 ul. BW tampondan eklenerek 1 dk.
siireyle 11.000 x g ‘ de santrifiijlendi ve tiibiin alt kismindaki sivi dokiilerek uzaklastirildi.
10-ikinci yikama asamasinda ise filtreli tiipler iizerine 600 ul. B5S tampondan eklenerek 1 dk.
siireyle 11.000 x g ‘ de santrifiijlendi ve tiibiin alt kismidaki siv1 dokiilerek uzaklastirildi.
Filtreli tiipler tekrar 1 dk. stireyle 11.000 x g “ de santrifiijlendi ve tiibiin alt kismindaki siv1
dokiilerek uzaklastirildi.

11- Filtreli tiipler 1.5 ml.’lik ependorf tiiplerine konulup 100 pl. 6nceden 70°C’de 1sitilmig
olan eliisyon tamponu ile oda sicakliginda 1 dk. bekletilerek 1 dk. stireyle 11.000 x g “ de
santrifiijlendi ve filtreli tiipler uzaklastirilarak ependorf tiipler icerisinde 100 pl. DNA ‘lar
elde edildi.

HPV GenoArray testi
Human papillomavirus tiplendirilmesi, DNA izolasyonu sonrasinda test islemi
PZR ile DNA’nin cogaltilmasi, hibridizasyon ve sonuglarin yorumlanmasi olmak tizere 3

basamakta gerceklestirildi.

HPV DNA ’sinin PZR ile Cogaltiimasi
Polimeraz zincir reaksiyonu ile DNA’nm ¢ogaltilmas: i¢in lretici firmanin
talimatlar1 dogrultusunda PZR tiiplerine tek bir 6rnek i¢in total voliim 25 pl olacak sekilde

23.25 ul PZR karigimi, 0.75 ul DNA Taq polimeraz ve 1 pl. izole edilmis DNA’dan eklendi.



48 ornek i¢cin hazirlanan PZR tiipleri Ependorf marka termal cycler cihazina yerlestirilerek
amplifikasyon basamagi gergeklestirildi. Cogaltma islemi i¢in termal cycler cihazinda

95°C’de 9 dk. ilk denatiirasyon sonrasi, 95°C’de 20 sn., 55°C’de 30 sn. ve 72°C’de30 sn. den

olusan 40 siklus sonrasinda 72°C’de 5dk. son uzatmadan olusan program kullanild1.

Hibridizasyon Islemi

Islem HybriMax cihazinda gergeklestirildi. Kare seklindeki hibridizasyon
membranlar1t HybriMax cihazina yerlestirildi. Su banyosunda 45°C’de 1sitilan hibridizasyon
tamponundan 6rnek basina 1ml olacak sekilde hesaplanarak membranlar iizerine uygulanip 2
dk. tizeri cihazin kapagi kapatilarak beklendi. Her ornek i¢in 20 pul PZR iiriinii ve 0.5 pl
isitilmig  hibridizasyon tamponundan eklenerek hazirlanan karigimlar membranlar iizerine
uygulandi. Cihazin kapagi kapatilarak 45 °C’de 10 dk. beklendi. Siire sonunda solusyon
uzaklastirilip membranlar 2 kez hibridizasyon tamponu ile yikandi ve kurumaya birakildi.
Cihazn 1s1s1 25°C’ye ayarlandiktan sonra 0.5 ml. Blocking soliisyonundan koyulup cihazin
pompasi ag¢ildi ve tiim igerik atilincaya kadar beklenip pompa kapatildi. Tekrar 0.5 ml.
Blocking soliisyonundan koyulup 5 dk. beklendi. Siire bitince pompa acildi tiim icerigin
atilmasi saglandi. Membranlar iizerine 25°C’de 0.5 ml enzim konjugat eklenerek 5 dk.
bekletildi ve tiim igerik pompa ile disariya uzaklastirildi. Daha sonra cihaz 1sis1 36°C’ye
ayarlandi ve 0.8 ml A soliisyonu ile 3 kez yikama yapildi. Yikama sonras1 0.5 ml. NBT/BCIP
substrat olarak eklendi ve 5dk bekleme sonrasinda tekrar soliisyon uzaklastirildi. Son olarak 1
ml. B soliisyonu ile 3 kez ve 1ml. distile su ile bir kez yikamadan sonra hibridizasyon islemi
sonlandirildi. Islak olan membranlarin kurumasi beklenip membranlar iizerinde olusan mor

renkte noktalarin yerleri goz ile degerlendirildi (Resim 12-13).
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Resim 12:HPV Geno Array Test Kiti Resim 13: HPV Geno Array Test Paneli

Sonuclarin Yorumlanmasi

Hybribio HPV GenoArray testinin analitik duyarliliginda saptanabilirlik limiti
test edilen HPV tipine bagh olarak ul.’de 4-80 kopya HPV DNA olup 21 6zgiil HPV tipi
belirlenebilmektedir. Testin dogrulugu, her Ornege ait membranda birinci kuyucukta
amplifikasyon noktasi ile bunun altindaki kuyucukta hibridizasyon isleminin gerceklestigini
gosteren noktanmn olusumunun varligr ile test edildi. Negatif sonug, amplifikasyon ve
hibridizasyon noktalarinin varliginin gézlenmesi ve membran iizerindeki hi¢bir kuyucukta
noktalarin bulunmamasi ile belirlendi. Pozitif sonu¢ ise amplifikasyon ve hibridizasyon
noktalarin varlhig: ile birlikte 21 HPV(Kit igeriginde bulunan 21 HPV tipinin dagiliminda
yiiksek risk grubundan HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, diisiik risk
grubundan HPV 6, 11, 42, 43, 44 , 53 ve CP8304 bulunmaktadir.) tipinin lokazisyonuna gore

olusan nokta ya da noktalar varhigininin gézlenmesi ile degerlendirildi (Resim 14).
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Resim 14:Hibridizasyon sonrasi 21 HPV tipinin memranlar iizerindeki dagilim



Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel analiz “SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 14.0 for
Windows” programi kullanilarak yapilmistir. Tanimlayict istatistiklerde sayr ve yiizde,
gruplar arasi karsilastrmalarda Ki kare ve Fisher’in kesin testi, bagimli gruplar arasi

karsilagtirmalarda ise Mc Nemar testi kullanilmistir, p<0.05 anlamli kabul edilmistir.



BULGULAR

Olgularin 46’s1 (% 97,9) erkek, 1’1 (% 2,1) kadin idi. Olgulardan 20’si (%
42,6) 1y1 diferansiye, 22’°si (% 46,8) orta derecede diferansiye ve 5’1 (% 10,6) az diferansiye
idi. Timorlerin 7’si (% 14,9) supraglottik, 20’s1 (% 42,6) transglottik, 20’s1 (% 42,6) glottik
yerlesimli idi. T1 15 olgu (% 31,9), T2 11 olgu (%23,4), T3 5 olgu (%10,6), T4 16 olguda
(% 34,0) izlendi. Lenf nodu metastaz1 12 (% 25,5) hastada saptandi. Sigara igen hasta sayisi
43 (% 91,5), igmeyen hasta sayis1 4 (% 8,5) idi.

Immiinhistokimyasal yontemle uygulanan panHPV boyamasinda fokal ve
diffiiz boyamalar pozitif grup olarak kabul edildiginde 25 (%53,2) olguda pozitif boyanma, 22
(%46,8) olguda negatif boyanma tespit edildi. HPV 16 boyamasinda fokal ve diffiiz
boyamalar pozitif grup olarak kabul edildiginde 27 (%57,4) olguda pozitif boyanma, 20
(%42,6) olguda negatif boyanma tespit edildi.

[HK yéntemle calisilan p53 ve Ki-67 boyalariyla yapilan incelemede 0 ile %10
aras1 boyanma diisiik dereceli boyanma %10 {izeri boyanma ise yliksek derecede boyanma
kabul edildi. Buna gore yapilan p53 degerlendirmesinde olgularin 22°si (%46,8) diisiik, 25’1 (
% 53,2) yiiksek dereceli boyandigi tespit edildi. Ki-67 degerlendirmesinde olgularin  19’si
(%40,4) diisiik, 28’1 ( % 59,6) yliksek dereceli boyandigi tespit edildi.

Hastalarm higbirinde IHK ydntemle yapilan HPV 18 boyasinda pozitiflik tespit
edilmedi.

Olgularm 15’inde (% 31,9) PZR yodntemi ile poliklonal HPV pozitifligi
saptandi. Bu olgulardan 5’sinde (% 10,6) HPV 16 (Resim 16*), 1’inde (% 2,1) HPV 31
(Resim 18) pozitif, 1’inde (% 2,1) HPV 52 (Resim 16), 5’inde (%10,6) HPV 53 (Resim 17%),
I’inde(% 2,1) hem HPV 16 hem de HPV 52, 2’sinde(% 4,3) hem HPV 16 hem de HPV 68
(Resim 18) saptand1.
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Resim 15: Hybribio HPV GenoArray testi ile Pozitif * ve Negatif Kontrol’ler
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Resim 17: Hibridizasyon Membran HPV Tip 53* ve Tip 68
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Resim 18: Hibridizasyon Membran HPV Tip 31

HPV PZR pozitifligi ile sigara aliskanligi, T evresi, grade, tiimor
lokalizasyonu, boyun metastazi, pS3 ve Ki-67 ekspresyonlar1 arasmndaki iligki incelendiginde
p degerleri sirasiyla p=1.000(Tablo I), p=0.414(Tablo II), p=0.453(Tablo III), p=0.318 (Tablo
IV), p=0.725 (TabloV) bulunmustur.



Tablo I. Olgularin Sigara icme Durumuna Gére HPV PZR Dagihmlar: n(%)

HPV(PZR)
SIGARA Negatif Pozitif p
I¢iyor 29 (67,4) 14 (32,6)
I¢miyor 3(75,0) 1 (25,0) 1.000
Toplam 32 (68,1) 15 (31,9)

%
Fisher’in kesin testi

Tablo II. Olgularin T Evresi Durumuna Gore HPV PZR Dagihimlar: n(%)

HPV(PZR)
. 2
T Evresi Negatif Pozitif P X
Erken Evre 19 (73) 7 (26,9)
Geg Evre 13 (61,9) 8 (38,1)

0,414 0,667

Toplam 32 (68,1) 15 (38,1)




Tablo III. Olgularin Histolojik Grade Durumuna Gére HPV PZR Dagilimlar1 n(%)

HPV(PZR)
Grade Negatif Pozitif p r
Iyi Diferansiye 15 (75,0) 5(25,0)
Orta Diferansiye 1339, 9 (40,9)
0.453 1.586
Az Diferansiye 4 (80,0) 1(20,0)
Toplam 32 (68,1) 15 (31,9)

Tablo IV. Olgularin Tiimor Lokalizasyon Durumuna Gore HPV PZR Dagilimlar n(%)

Tiimér HPV(PZR)
Lokalizasyonu Negatif Pozitif p v
Glottik 16 (80,0) 4 (20,0)
Supraglottik 4(57,1) 3(42,9)
0,318 2,294
Transglottik 12 (60,0) 8(40,0)
32 (68,1) 15 (31,9)

Toplam




Tablo V. Olgularin Boyun Metastaz Durumuna Gére HPV PZR Dagilimlar n(%)

HPV(PZR)
Boyun Metastazi Negatif Pozitif p*
Var 9 (75,0) 3(25,0)
Yok  23(65,7) 12(34.3) 0,725
Toplam 32 (68,1) 15 (31,9)

%
Fisher’in kesin testi

p53 ile sigara aligkanhigi, T evresi, grade, timor lokalizasyonu, boyun
metastazi ve HPV pozitifligiyle arasindaki iliski incelendiginde p degerleri sirasiyla
p=0611(Tablo VI), p=0.381 (Tablo VII), p=0.041 (Tablo VIII), p=0.927 (Tablo IX), p=0.79
(Tablo X), p=0.989 (Tablo XI) dur.

Tablo VI. Olgularin Sigara igme Durumuna Gére p53 Dagihmlari n(%)

pS3
Diisiik Dereceli Yiiksek Dereceli
SIGARA Boyanma Boyanma p*
I¢iyor 21(48.8) 22(51,2)
I¢miyor 1(25,0) 3(75,0) 0,611
Toplam 22(46,8) 25(53,2)

%
Fisher’in kesin testi



Tablo VII. Olgularin T Evresi Durumuna Goére p53 Dagilimlar n(%)

pS3
Diisiik Yiiksek
. Dereceli Dereceli 2
T Evresi Boyanma Boyanma P L
Erken Evre 14 12
(53,8) (46,2)
Geg Evre 8 13
(38,1) (61,9) 0,381 0,282
Toplam 22 25
(46,8) (53,2)

Tablo VIII. Olgularin Histolojik Grade Durumuna Gére p53 Dagilhimlar n(%)

pS3
Diisiik Yiiksek
Dereceli Dereceli 2
Grade Boyanma Boyanma P X
L . . 13 7
Iyi Diferansiye 65.0% 35.0%
Orta Dif . 16
a Diferansiye 27.3% 72.7%
0,041 6,380
. . 2
Az Diferansiye 60.0% 40.0%
22
Toplam 46,8% 25

53,2%




Tablo IX. Olgularin Tiimor Lokalizasyon Durumuna Gore p53 Dagilimlari n(%)

PS3
Timor Diisiik Yiiksek

Lokalizasvonu Dereceli Dereceli 2
y Boyanma Boyanma P L

Glottik 10 (50,0) 10 (50,0)

Supraglottik 3(42,9) 47D

0.927 0.152
Transglottik 9 (45,0) HG5.0)
Toplam 22 (46,8) 25(53,2)

Tablo X. Olgularin Boyun Metastaz Durumuna Gore p53 Dagihimlar n(%)

p53
Diisiik Yiiksek
Dereceli Dereceli 2
Boyun Metastazi Boyanma Boyanma p X
Var 3 9
(25,0) (75,0)
Yok 19 16
(54,3) (45,7) 0.79 3.078
Toplam 22 25
(46,8) (53,2)




Tablo XI. Olgularin pS3 Durumuna Gére HPV PZR Dagilimlan n(%)

HPV PZR
2

P53 Negatif Pozitif P X
Diisiik Dereceli 15(68,2) 7(31,8)
Boyanma
Yiiksek Dereceli 17(68,0) 8(32,0)
Boyanma 0.989 0.000
Toplam 32(68,1) 15(31,9)

Ki-67 ile sigara aligkanhigi, T evresi, grade, tiimor lokalizasyonu, boyun

metastazi  ve HPV pozitifligiyle arasindaki iliski incelendiginde p degerleri swrasiyla
p=0.317 (Tablo XII), p=1.000 (Tablo XIII), p=0.439 (Tablo XIV), p=0.990 (Tablo XV),
p=1.000 (Tablo XVI), p=0.010 (Tablo XVII) dir.

Tablo XII. Olgularin Sigara Kullanma Durumuna Gére Ki-67 Dagilimlari n(%)

Ki-67
Diisiik Dereceli  Yiiksek Dereceli
SIGARA Boyanma Boyanma P*
19(44,2) 24(55,8)
I¢miyor 4(100,0) 0,137
Toplam 19(40,4) 28(59,6)

%
Fisher’in kesin testi



Tablo XIII. Olgularin T Evresi Durumuna Gore Ki-67 Dagilimlar: n(%)

Ki-67
Diisiik Yiiksek
. Dereceli Dereceli 2
T Evresi Boyanma Boyanma P L
Erken Evre 11 (42,3) 15 (57,7)
Geg Evre 8 (38,1) 13 (61,9) 1.000 0.770
Toplam 19 (40,4) 28 (59,6)

Tablo XIV. Olgularin Histolojik Grade Durumuna Goére Ki-67 Dagihimlar n(%)

Ki-67
Grade Diisiik Dereceli  Yiiksek Dereceli 2
Boyanma Boyanma X

Iyi Diferansiye @ 59 0) ( 51510)
Orta Diferansiye (317 8) ( 6185 2)

. . 4
Az Diferansiye ( 63 0) ( 4020) 0,439 1,646

Toplam

19 28

(40,4) (59.6)




Tablo XV. Olgularin Tiimor Lokalizasyon Durumuna Gore Ki-67 Dagilimlari n(%)

Ki-67
Disiik . YiiksekDereceli

Tiimor Lokalizasyonu Dereceli Boyanma 2
y Boyanma Y P L

Glottik 8 (40,0) 12 (60,0)

Supraglottik 3(42,9) 4 7.1

0,990 0,20
Transglottik 8 (40,0) 12 (60,0)
Toplam 19 (40,4) 28 (59,6)

Tablo XVI. Olgularin Boyun Metastaz Durumuna Goére Ki-67 Dagilhimlari n(%)

Ki-67
Diisiik Yiiksek
Dereceli Dereceli N
Boyun Metastaz Boyanma Boyanma p
Var 5(41,7) 7(58,3)
Yok 14(40,0) 21(60,0) 1.000
Toplam 19(40,4) 28(59,6)

%
Fisher’in kesin testi



Tablo XVII. Olgularin Ki-67 Durumuna Giére HPV PZR Dagilimlar n(%)

Ki-67

HPV PZR

Negatif  Pozitif p X

Diisiik Dereceli Boyanma

17 (89,5) 2 (10,5)

Yiiksek Dereceli Boyanma 15(53,6) 13 (46,4) 0.010 6,714
Toplam 32(68,1) 15(31,9)
HPV (PZR) sonuglar1 ile IHK olarak uygulanan PANHPV sonuglari

karsilastirildiginda iki yontem arasinda istatistiksel anlamli fark bulunamamistir (p=0.143)

(Tablo XVIII).

Tablo XVIII. Olgularin panHPV Durumuna Gére HPV PZR Dagilimlan

HPV(PZR)
panHPV Negatif Pozitif P
Diisiik Dereceli 5
Boyanma
Yiiksek Dereceli 10 0.143
Boyanma
Toplam 15

*Mc Nemar

Testi




TARTISMA

Larinks kanseri bas ve boyun bolgesinin en sik goriilen kanseridir ve
eriskinlerde tiim kanserlerin %2’sini olusturur (1-3). Ulkemizde erkekler arasinda en sik
rastlanan ikinci kanserdir (4). Larinks kanserlerinde prognoz anatomik yayilim, histolojik
diferansiyasyon ve tiimoriin lokalizasyonu ile iligkilidir.

Larinks kanseri goriilme sikligitilkelere gore degisiklik gostermekte olup;
3-10/100000 araliginda insidanslar bildirilmistir (5,6,7). Larinks kanserlerinin % 95’den
fazlas1 skuamoz hiicreli karsinomlardir (8). Bu kanserlerin gelismesinde en Onemli risk
faktorleri sigara ve alkol aligkanligidir (9). Bizim calismamizda da sigara icme orani %91,5’
ti. Larinks SHK erkeklerde daha fazla goriilmektedir. Bizim ¢alismamizda da erkek olgular
daha fazladir (%97,9).

Larinkste skuamoz hiicreli karsinom disinda malign tiikriikk bezi kokenli
tiimorler, ndroendokrin karsinom, yumusak doku tiimorleri, lenfo-hematoid tiimorler, kemik
ve kartilaj tlimorleri, mukozal malign melanoma gibi tiimorler de goriilebilir.

Glottik tiimorler genel olarak en sik goriilen lokalizasyon olarak bilinmektedir.
Literatiirde larinks kanserlerinin %60’ min glottik, yaklasik %40’ min supraglottik ve sadece
%1°1 ya da daha azinin subglottik yerlesimli oldugu belirtilmektedir (54). Baz1 ¢aligmalar
glottik yerlesimli kanserlerin daha geng hastalarda goriildiigiinii ve daha yaygin oldugunu ileri
sirmektedir (90). Bizim ¢alismamizda da glottik tiimorler (%42,6) en sik goriilen timor
lokalizasyonu olarak bulunmustur.

Genel olarak tedavi planlamada ve prognoz belirlemede en giivenilir
parametrelerin TNM siniflamasi ile saptanabilecegi diisiiniilmektedir. Bunlar i¢inde lenf nodu
metastazi kabul edilen en 6nemli parametredir. Bizim ¢alismamizda da T1 15 olgu (% 31,9),
T2 11 olgu (%23,4), T3 5 olgu (%10,6), T4 16 olguda (% 34,0) izlenmistir. Lenf nodu
metastazi 12 (% 25,5) hastada saptanmistir. Prognoz belirlemede diger 6nemli parametreler
ise timor evresi, timor lokalizasyonu, lilserasyon ve histolojik diferansiyasyon derecesidir
(90-95).

Fakat biitlin bu 0Ozellikler g6z Oniline alnarak ve ayni tedavi yOntemleri
uygulandiginda bile hastalar arasinda tedaviye cevap, rekiirrensler, tiimor davranist ve genel
prognoz agisindan onemli farkhiliklar olabilmektedir. Bu farkliliklar larinks kanseri tedavi
sonuglarint etkileyen baska faktorlerin bulundugu diisiincesini ortaya g¢ikarmaktadir. Son
zamanlarda bazi arastirmacilar hiicre siklusu, proliferasyon ve apopitozu inceleyen genetik

molekiiler faktorler tizerinde durmaktadirlar.



HPV ile iist hava yolu patolojileri arasindaki iliski yaklasik yiiz yildir
bilinmektedir (96). Fakat son {i¢ dekatta viral onkojenik etkileri literatiirde daha iyi bir sekilde
ortaya koyulmustur (97-99). HPV’nin bas boyun kanserleri i¢inde 6zellikle tonsil kanserleri
olmak iizere orofarengeal kanserlerle iliskili oldugu bulunmustur. HPV pozitif olgularin
yasam siirelerinin ve terapdtik cevabinin HPV negatif hastalara gore daha i1yi oldugu
distiniilmiistiir (100,101).

Human papilloma virlis Papova Viridea ailesinde 200’{ agkin tipi tanimlanmis
bir DNA viriisiidiir. Papillomaviriis; kiigiik, zarfsiz, ikozahedral DNA viriisiidiir. Skuaméz
epitelyal hiicrelerin niikleusunda ¢ogalir. Cift zincirli DNA’ya sahiptir (102).

Human papillomaviriis enfeksiyonu, insan genital keratinositlerinde, oral ve
tonsiller epitel hiicrelerinde apopitozisi engeller ve bu hiicreleri dliimsiizlestirir. Oliimsiizlesen
hiicre serilerinden koken alan doku kiiltiirleri sonucunda transforme bir fenotip gelisir. Bu
bilgiler HPV'iin maligniteye donlisimde baslatict olarak onemli rol oynadigini
gostermektedir.

Virlisiin ~ tespitinde  kullamilan ~ yontemler  elektron  mikroskopisi,
immiinhistokimyasal boyama, hibridizasyon teknikleri (Southern Blot, dot blot ve insitu
hibridizasyon) ve polimeraz zincir reaksiyon (PZR) teknigidir. Ancak altin standart tam
yontemi taze dokuda PZR teknigidir.

Morshed ve arkadaglarinin (103) 54 larinks SHK olgusu ile yaptiklari
arastirmada PZR ile hem parafine gomiilii dokuda hem de taze donmus dokuda HPV DNA
arastirilmistir. Karsilastirmali analizde yeterlilik %92,6, sensitivite %90,5, spesifite %93,6
olarak bulunmustur. Boylece retrospektif ¢alismalarda parafine gdmiilii dokularin HPV DNA
saptanmasi i¢in kullanilabilecegi degerlendirilmistir. Bizim ¢alismamiz da parafine gémiilii
dokularla yapilmastir.

HPV ve skuamoz hiicreli kanserler arasinda 6ngdriilen bu sebep - sonug iligkisi
virlistin varligmin yiiksek risk gostergesi olabilecegini diisiindiirmektedir. Brandwein ve
arkadaslar1 (13), laringeal tlimorlerde HPV DNA'sinin kotii prognozun gostergesi oldugunu
belirtmislerdir. HPV’nin esas olarak yiiksek riskli alt tiplert HPV 16, 18, 31, 33, 39, 45, 52,
58, ve 69dur. Bu tipler servikal ve diger anogenital kanserlerde rol oynarlar. HPV 6 ve 11
“diisiik riskli” tipler olup, malign lezyonlarda ¢ok nadiren bulunurlar. Esas olarak “genital
wart” larda ve malign olmayan lezyonlarda goriiliirler. Laringeal papillomatozisli olgularda
ozellikle yiiksek riskli HPV varliginda zaman i¢cinde malignite gelisimi goriilebilir. Deilson ve
arkadaslarinin (8) bir arasgtrmasinda laringeal papillomatozisli olgularda malignite gelisme

oran1 % 3-7 olarak bulunmustur.



HPV’nin dokuyu enfekte edebilmesi i¢in epidermal veya mukozal epitelyal
hiicrelerin prolifere olabilmesi, yani bazal tabakalarmmn bulunmasi gerekir. Oncelikle HPVnin
“early” viral genleri eksprese edilir (E5, E6, E7 gibi). Boylelikle enfekte hiicrelerde
proliferasyon ve lateral yayilma meydana gelir. Suprabazal tabakaya girisi takiben “late” viral
gen ekspresyonu baglar. Daha sonra sirkiiler viral genom ¢ogalir ve yapisal proteinler olusur.
Epidermis veya mukozanin iist tabakalarimda komplet viral partikiiller toplanir ve acgiga ¢ikar
(102). Yiksek riskli HPV tiplerinin E6 ve E7 proteinleri malignite gelisimine yardim ederler,
bu nedenle serviks kanserleri i¢in gelistirilen asilar bu proteinler i¢in hazirlanmistir.

Baz1 ¢alismalarda bas-boyun bolgesindeki goriilen HPV enfeksiyonlarinda
virlis gecisinin nedenleri olarak oral-genital temas, birden fazla cinsel partner olmasi, dogum
sirasinda anneden bebege bulas ve hijyenik davranis farkliliklar: olarak bildirilmektedir (104).

HIV pozitit homoseksiiel erkeklerde direngli HPV enfeksiyonlar1 ¢ok sik
goriilmekte ve bu hastalarda HPV iligkili anal, penil ve oral lezyonlara daha fazla
rastlanmaktadir (105).

Literatiirde pek cok arastirmada bas-boyun bolgesindeki kanserlerde HPV
siklig1 arastirilmis ve ortalama % 34.5'lik pozitif sonug tespit edilmistir. Ancak se¢ilen timor
grubunun lokalizasyonu, kullanilan metod ya da hasta 6zelliklerine gore % 7 ila 59'luk genis
bir yelpaze ortaya c¢ikmistir. Morshed ve arkadaslarmin (106) 2008 yilinda yaptiklar
arastirmada %35.5, Giing6r ve arkadaslarinin (107) 2007 yilinda yatiklar1 arastirmada % 7.4,
Oliviera ve arkadaslarinin (108) 2006 yilinda yaptiklar1 arastrmada % 37.3, Ma ve
arkadaslarinin (109) 1999 yilinda yaptiklar1 arastirmada %58.8 pozitiflik saptanmistir. Bizim
calismamizda da olgularin 15’inde (% 31.9) PZR yontemi ile poliklonal HPV pozitifligi
saptanmistir.

Gelecekte HPV ile iliskili bas boyun kanserlerinin tedavisinde direk HPV ile
enfekte hiicreyi hedef alan tedaviler gelistirilebilir. Yani secilmis hastalarda 06zel
kemoterapotikler kullanilabilir (110,111).

Clayman ve arkadaglar1 (112) larinks ve hipofarinks tiimorli 65 olguyu igeren
serilerinde 30 vakada HPV DNA pozitifligi saptayarak % 46'lik bir oran elde etmislerdir.
Olgular ortalama 42 ay takip edilmislerdir. HPV pozitifligi standart patolojik evreleme
sistemleri ile ilgili bulunmamistir. HPV enfeksiyonu varligi yasam siiresi tayininde; evre,
ekstralaringeal yayilim, vaskiiler invazyon, subglottik yayilim ve pozitif lenf nodu gibi
parametreler kadar 6nemli bir faktor olarak bulunmustur. HPV varliginin lokal veya bolgesel

niiks i¢in 2.4 katlik rolatif bir risk olusturdugu diisiiniilmektedir.



Gallo ve arkadaslarmin (113) 68 adet larinks patolojisi bulunan olgularin taze
donmus dokularinda yaptiklar1 PZR c¢alismasinda HPV nin sadece beningn laringeal
papillomatozise yol agtig1 degerlendirilmistir.

Deilson ve arkadaslar1 (8) 110 adet larinks SHK olgusu ile yaptiklari
arastirmada % 37,3 oraninda yliksek riskli HPV saptamislardir. % 37 olguda HPV 16, % 44
olguda HPV 18 goriilmiistiir. Yine ayni ¢calismada olgularin % 78,2’sinde ise p53 pozitifligi
bulunmus ve bu olgularin ayn1 zamanda yiliksek gradeli olduklar1 ve yiliksek Ki-67 indeksine
sahip olduklar1 dikkati ¢ekmistir. Bu arastirmada supraglottik tiimorlerin yiiksek gradeli
glottik tiimorlerin ise diisiik gradeli, oldugu bildirilmis ve supraglottik tiimorlerde lenf nodu
metastazina daha sik rastlanmistir. Ek olarak glottik tiimorlerde HPV pozitifligi daha yiiksek
oranda bulunmustur. Bizim calismamizda da olgularin 15’inde (% 31,9) PZR yontemi ile
poliklonal HPV pozitifligi saptandi. Bu olgulardan 5’sinde (% 10,6) HPV 16, 1’inde (% 2,1)
HPV 31 pozitif, 1’inde (% 2,1) HPV 52, 5’inde (%10,6) HPV 53,1’inde(% 2,1) hem HPV 16
hem de HPV 52, 2’sinde(% 4,3) hem HPV 16 hem de HPV 68 saptanmustir.

Miller ve arkadaslarinin (114) calismasinda normal oral mukozada HPV %
10,0 lokoplakide % 22,2 intraepitelyal neoplazilerde % 26,2 verriikoz karsinomda % 29,9 ve
oral skuaméz hiicreli karsinomda % 46,5 olarak bulunmustur.

Gorgoulis ve arkadaglarinin (115) ¢aligmasinda 154 larinks SHK olgusunun 20
tanesinde (% 13) HPV pozitifligi saptamistir. HPV pozitifligi saptanan olgulardan 19’u
larinks karsinomu iken, biri hafif displazili olgudur. Bir olguda HPV 6 (% 1,1), 12 olguda
HPV 16 (% 13,2), iki olguda HPV 18 (% 2,2) ve bir olguda da HPV 33 (% 1,1) saptanmuistir.

Giiveng ve arkadaglarinin (116) calismasinda total ya da parsiyel larenjektomi
uygulanmis 40 tane laringeal SHK olgusunun 5’inde (% 12,5) ve verriikoz karsinomlu iki
olgunun her ikisinde PZR yontemiyle HPV pozitifligi saptanmustir.

SahebJamee ve arkadaslarinin (117) calismasinda oral skuamdz hiicreli
karsinom olgular1 ve saglikli insanlardan olusan kontrol grubu olgularmin tiikriiklerinde PZR
yontemiyle HPV varlig1 arastirilmistir. SHK olgularmin %40,9’unda ve kontrol grubunun %
25’inde HPV pozitif bulunmustur. Olgularinin% 27,3’tinde ve kontrol grubunun % 20’sinde
HPV 16 pozitif saptanmistir. Bu caligmada hasta grup ve kontrol grubu arasindaki HPV
goriilme oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

Jacob ve arkadaslarinin (118) yaptig1 caligmada larinks SHK ‘larinda HPV
enfeksiyonu ile artmig p53 ekspresyonu arasinda karsilikli iligki oldugu bildirilmistir.

Lindel ve arkadaslar1 (119) orofarinksin HPV pozitif skuaméz hiicreli

karsinomlarinin digerlerine gore radyoterapiye daha duyarli ve dolayisiyla daha iyi prognozlu



olduklarimi bildirmislerdir. Wittekindt’ in (120) ¢alismasi da tonsiller karsinomlarda benzer
bulgular1 sunmaktadir.

Morshed‘in bir ¢alismasinda (121) 93 laringeal SHK olgusunda PZR ile HPV
DNA arastirilmis %35,5 oraninda pozitiflik saptanmustir. Ayrica IHK ile 130 vakada % 27,7
olguda pozitiflik bulunmustur. HPV ile epidemiyolojik, klinikopatolojik ve rekiirrens arasinda
anlamli iliski saptanmamistir. Yine ayn1 calismada PZR ile HPV saptanmasiyla IHK olarak
HPV saptanmasi arasinda korelasyon bulunmustur. Bizim ¢alismamizda bdyle bir korelasyon
saptanmamistir.

Malignite gelisiminin temelinde Oldiiriici olmayan genetik hasar vardir. Bu
gibi genetik hasar (veya mutasyon) kimyasal madde, radyasyon gibi ¢evresel ajanlarin veya
viruslarm etkisiyle ortaya ¢ikabilir. Genetik kanser hipotezi, bir tlimdral olusumun genetik
hasara ugrayan tek bir 6ncii hiicrenin klonal biiyiimesi ile olustugunu ileri siirer (122).

Genetik hasarmin olustugu li¢ ¢esit normal gen vardiwr. Bunlar; biiyliimeyi
uyaran protoonkogenler, biiyiimeyi inhibe eden tiimor baskilayici genler ve programli hiicre
Olimii veya apopitozu diizenleyen genlerdir. Protoonkogenlerin mutant allellerinin dominant
oldugu kabul edilir. Ciinkii normal karsitlar1 bulunmasma ragmen, hiicreleri degistirebilir.
Malign transformasyonun gerceklesebilmesi i¢in de tiimdr baskilayict genin normal
allellerinin hasara ugramasi gerekir (122).

p53 geni, 53 kDa agirliginda, 17. kromozomun kisa kolunda (17p13.1) yerlesen
timor supresor gendir (61). G1 fazinda hiicre biiylimesini frenlemek, apopitozis yoluyla hiicre
Olimiinii saglamak, hiicre diferansiyasyonunu indiiklemek gibi hiicre siklusunda O6nemli
fonksiyonlar1 vardir (63,64). Bas ve boyun SHK’lerinde %39-80 oraninda p53 mutasyonu
bildirilmektedir (71,83,35,64). Premalign larinks lezyonlarinda %40-80 oraninda p53 ile
boyanma izlenmistir (64). p53 asir1 ekspresyonunun prekanser6z ve malign larinks
lezyonlarinda proliferatif aktivite ile iligkili oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte larinksin
prekanserdz lezyonlarinda rolatif olarak yiiksek frekansta pS53 proteini saptayan gruplar da
bildirilmistir (67).

Hirai ve ark. (85) p53 ekspresyonu ile histopatolojik bulgular arasinda
korelasyon saptayamamuistir. Bu sonuclar larinksin prekanserdz lezyonlarinda p53°iin 6nemini
belirtmede uyusmazliklar oldugunu gostermektedir. Antikanser ajanlara maruz birakilmadan
sonra timor hiicrelerinde p53 ekspresyonunun artmasi bu ilaglara karsi hiicresel yanitlari
tetiklemede p53°in rolii oldugunu destekler. Tiimor hiicrelerinde p53 fonksiyon kaybi
kemoterapiye direng ile iliskilidir ve mutant p53, hiicrelerin sitotoksik ajanlarla indiiklenen

apoptozise gidisini engeller (84).



Literatiirde bazi caligmalarda premalign lezyonlar, displaziler ve normal ve
komsu inflame mukozada p53 gen degisiklikleri saptanmustir. Buna baglh olarak p53 gen
degisikliklerinin larinks SHK gelisiminin erken doneminde rol oynayabilecegi diisliniilmiistiir.
Bu bulgular ile bu tiir tiimorlerde p53 degisikliklerinin neoplastik gelisimin erken
basamaklarinda meydana geldigi anlasilmistir. Premalign larinks lezyonlarinda p53
ekspresyonu %40-80’dir (64).

Nakashima ve ark. nin (64) yaptig1 bir caligmada laringeal hiperkeratozda %42
oraninda p53 ekspresyonu tespit edilmistir. Bu bulgular ile laringeal karsinogenezde erken
donemde mutasyon varligi ileri siiriilmiistiir. Ayni1 calismada larinks kanserli hastalarda p53
asirt  ekspresyonu ve prognoz arasinda korelasyon saptanmamistir. Ayrica p53’iin
karsinogenezde rol alirken, tiimor agresifligine katkida bulunmadigi belirtilmistir.

Khademi ve ark.(39) ile Morawski ve ark’nin (123) yaptiklar1 birbirinden farkl
calismalarda larinks SHK’larinda p53 ekspresyonu ile grade arasinda korelasyon tespit
edilememistir. Benzer sekilde Wood ve ark (124) bas ve boyun bolgesinde skuaméz hiicreli
karsinomlu olgularda yaptiklar1 ¢alismada p53 mutasyonu ile tiimor diferansiyasyonu arasinda
anlaml1 bir iligki tespit edememislerdir.

Kazkayas1 ve ark’nin (80) ¢alismasinda p53 ekspresyonu ile hasta yasi, timor
yeri, klinik evre, tiimdriin histopatolojik gradelemesi, alkol kullanim1 ve klinik gidis arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamazken, p53 asir1 ekspresyonu lenf nodu metastazi
varligr ile anlamlhi sekilde iliskili bulunmustur. Bizim ¢alismamizda yapilan p53
degerlendirmesinde olgularin 22°si (%46,8) diistik, 25’1 ( % 53,2) yiiksek dereceli boyandig1
ve bunlarm yiiksek grade ile iligkili oldugu saptanmistir (p=0.041).

Spafford ve arkadaglarinin (125) calismasinda diisiik p53 ekspresyonlarmin
uzun survi ile 1iliskili oldugunu ve ileri evre tiimorlerde ekspresyonunun arttigini
saptamiglardir.

Biiyiikbayram ve arkadaglarinin ¢alismasinda (7) 60 olgu incelenmis p53 ile
histolojik grade arasinda korelasyon bulundugu bildirilmistir.

Ying-Tai ve arkadaslarinin (126) calismasinda 83 adet skuamdz hiicreli
karsinom olgusu incelenmistir. Bu calismada p53’iin tiimor hiicrelerinde %75°den fazla
pozitif olmasi, lenf nodu metastazinin varhigi, tiimoér boyutunun 3 cm’den biiyiik olmasi,
ekstranodal yayilim ve evre 4 hastalif1 olanlarda prognozun daha kot seyirli oldugu
bildirilmistir.

Ki-67, 345 ve 395 kilodalton agirliginda iki molekiilden olusan, 10. kromozom

iizerinde yerlesmis, nonhiston niikleer bir proteindir. Hiicre siklusunun GO disinda kalan G1,



G2, M ve S fazlarinda eksprese edilir. Hiicre proliferasyonunu gosteren Ki-67 niikleer
immiinoreaktivitesi ile tiimor dokusundaki mitoz sayisi arasinda iyi bir korelasyon vardir.
Larinks skuamoz hiicreli karsinomlarinda hiicre prolifasyonunun prognozdaki 6nemi
tartigmalidir, ¢linkii yapilan caligmalarda celigkili sonuglar elde edilmistir.

Literatlirde larinks SHK’inda, yiiksek Ki-67 proliferasyon indeksinin kotii
prognostik gdsterge oldugunu gosteren yaymlar bulunmaktadir (26,18.88.89). Bazi
calismalarda ise survi ile iligkisinin olmadigina isaret edilmektedir (16,19,92). Bizim
calismamizda yapilan Ki-67 degerlendirmesinde olgularmm 19°u (%40,4) distik, 28’1 ( %
59,6) yiiksek dereceli boyandigi tespit edildi. HPV pozitifligi bulunan olgularda yiiksek
derecede Ki-67 boyanmasi elde edilmistir (p=0.010).

Rodrigues ve arkadaslarinin (127) otuz tane larinks SHK olgusu ile yaptigi
calismada yas, cinsiyet, lenf nodu tutulumu, histolojik grade ve hastalik evresi gibi prognostik
faktorler karsilastirilmistir. Ki-67 indeksi dnemli 6l¢lide daha yiiksek olan 50 yas tizeri olgular
disinda p53 ve Ki-67 indeksi arasinda 6nemli bir farklilik bulunamamistir. Diger prognostik
faktorler i¢in daha ¢ok vaka ile mutasyon varligini gostermeye yonelik DNA sekansina dayali
calismalarin yapilmasi gerektigi vurgulanmustir.

Acikalin ve arkadaglarinin (26) 67 adet larinks SHK olgusu ile yaptiklari
calisma ile Ki-67 ekspresyonunun klinik faktorler, histopatolojik derece ve prognozla
iligkisini arastrmiglar ve yiiksek Ki-67 indeksi ile yas, T evresi, lenf nodu metastazi,
rekiirrens artis1 ve kisa sag kalim siiresi arasinda anlamli korelasyon oldugunu bulmuslardir.
Ayni calismada tiimor lokalizasyonu ve histopatolojik derece ile Ki-67 arasinda anlamli bir
ilski gézlenmemistir .

Fumic-Dunkic ve arkadaslar1 (128), larinks SHK nedeni ile tedavi edilen 48
olguyu iceren caligmalarinda yiiksek Ki-67 indeksi ile TNM evrelemesi arasinda bir
korelasyon oldugunu gostermislerdir .

Liu ve arkadaslarmin (88) larinks ve hipofarenks SHK’Iu olgular iizerinde
yaptiklar1 arastirmada Ki-67 lenf nodu metastazi gosteren lezyonlarda daha yiiksek oranda
bulunmus, yiliksek Ki-67 indeksinin T evresi ve tiimor diferansiasyonu ile korele, hastaliksiz
sag kalim ile ters orantili oldugunu gostermislerdir. Yine bu ¢alismada p53 ekspresyonu ile
klinikopatolojik veriler arasinda anlamli bir iliski saptanmamis ve prognostik degeri olmadig:
belirtilmistir .

Sittel ve arkadaslar1 (18) transoral lazer cerrahisi ile tedavi edilen ve rekiirrens
gelisen hastalarda Ki-67 indeks yiiksekligini anlamli bulmuslar ancak p53 ekspresyonu ile

rekiirrens arasinda bir iliski olmadigini 6ne stirmiislerdir .Narayana ve arkadaslar1 (15), sadece



radyoterapi ile tedavi edilmis T1 glottik karsinomlu hastalarda yaptiklar1 arastirmada p53
ekspresyonu gosteren olgularda lokal rekiirrens oraninin daha fazla oldugunu gostermislerdir .

Baz1 c¢alismalarda ise Ki-67 ile p53 ekspresyonlarinin prognostik Onemi
olmadig1 belirtilmistir. Teppo ve arkadaslarmin (21) 100 larinks SHK olgusunda yaptiklar:
calismada ileri evre tiimor, supraglottik lokalizasyon ve yiiksek apoptotik indeksin sag kalim
siiresini olumsuz etkiledigini gostermisler ancak Ki-67 ile p53 ekspresyonlarmnin surviyi
olumsuz etkilemedigini belirtmislerdir .

Calli ve arkadaslar1 (16) , 37 larinks SHK olgusunda yaptiklar1 ¢calismada Ki-
67 ile p53 ekspresyonlar: ile klinikopatolojik parametreler ve survi arasinda anlamh iligki
bulamamiglardir.

Lera ve arkadaslar1 (20) ise larinks SHK ogularinda klinikopatolojik 6zellikler
ile Ki-67 ve p53 ekspresyonlar1 arasinda iliski bulamamislar ancak ytliksek Ki-67 indeksine
sahip olgularda survinin daha kisa oldugunu belirtmislerdir. p53’iin surviyi etkilemedigini
bildirmislerdir. Hirvikoski ve arkadaslar1 (19) da benzer sekilde Ki-67 ve p53 ile survi
arasinda anlamli bir korelasyon ortaya koymamaislardir.

Goriildigi gibi gecmiste yapilan bir ¢ok calismada ¢ok farkli oranda HPV
pozitifligi saptanmistir. Bu durum HPV arastirmasinda kullanilan ¢ok cesitli yontemlere ve bu
yontemlerin hassasiyetlerinin farklt olmasindan kaynaklanabilmektedir. Ayrica HPV
prevelanst ¢esitli cografi bolgelere gore de degisiklik gosterebilmektedir. Buradan yola
cikarak ileride biiyiik vaka serilerinde standart yontemlerle yapilacak HPV arastirmasinin
daha kesin sonuglar verecegi umulmaktadir.

Literatiir incelendiginde p53 ve Ki-67 ekspresyonlarinin prognozu nasil
etkiledikleri kesin olarak ortaya koyulamamistir. Bizim ¢alismamizda saptanan yiiksek grade
ile yiiksek p53 ekspersyonu iliskisi pS3 ekspresyonunun kétii prognoz gostergesi olabilecegini

diistindiirmektedir.



SONUC VE ONERILER
1- Caligmaya alinan olgularin 46’s1 (% 97,9) erkek, 1’1 (% 2,1) kadindur.

2-Olgulardan 20’s1 (% 42,6) 1yi diferansiye, 22’s1 (% 46,8) orta derecede diferansiye ve
5’1 (% 10,6) az diferansiyedir.

3- Tiimorlerin 7°s1 (% 14,9) supraglottik, 20°s1 (% 42,6) transglottik, 20°si (% 42,6)
glottik yerlesimlidir.

4- AJCC TNM evreleme sistemine gore T1 15 olgu (% 31,9), T2 11 olgu (%23,4), T3 5
olgu (%10,6), T4 16 olgu (% 34,0) izlenmistir.

5- Boyunda lenf nodu metastazi 12 (% 25,5) hastada saptanmistir. Uzak metastaz
izlenmemistir.

6- Sigara icen olgu sayis1 43 (% 91,5), igmeyen olgu sayis1 4 (% 8,5) tiir.

7- IHK ydntemle uygulanan panHPV boyasinda 25 (%53,2) olguda pozitif boyanma, 22
(%46,8) olguda negatif boyanma tespit edildi.

8-- IHK yontemle uygulanan HPV 16 boyasida 27 (%57,4) olguda pozitif boyanma, 20
(%42,6) olguda negatif boyanma tespit edildi.

9- Hicbir hastada IHK ydntemle yapilan HPV 18 boyasinda pozitiflik tespit edilmedi.

10 Yapilan p53 degerlendirmesinde olgularm 22°s1 (%46,8) diisiik, 25’1 ( % 53,2) ytiksek
dereceli boyandigi tespit edildi.

11- Ki-67 degerlendirmesinde olgularm 19’u  (%40,4) distk, 28’1 ( % 59,6) yiiksek
dereceli boyandigi tespit edildi.

12- Olgularm 15’inde (% 31,9) PZR yontemi ile poliklonal HPV pozitifligi saptandi. Bu
olgulardan 5’sinde (% 10,6) HPV 16, 1’inde (% 2,1) HPV 31 pozitif, 1’inde (% 2,1) HPV 52,
5’inde (%10,6) HPV 53, 1’inde(% 2,1) hem HPV 16 hem de HPV 52, 2’sinde (% 4,3) hem
HPV 16 hem de HPV 68 saptand:.

13- HPV pozitifligi bulunan olgularda yiiksek derecede Ki-67 boyanmasi elde edilmistir.

14- Iki olguda HPV 68 bulundu. Literatiir arastirildiginda simdiye kadar bu tipte bir HPV
viriisiiniin larinks SHK’larinda saptanmadigi goriildii.
15- p53 ile sigara aligkanhigi, T evresi, grade, tiimor lokalizasyonu ve boyun metastazi

arasindaki iliski incelendiginde diferansiyasyon azaldikga p53 ekspresyonunun arttigi



goriilmektedir. Buda yiliksek p53 ekspresyonunun kotii prognozla iliskili olabilecegini

gostermektedir.

16- Ki-67 ile sigara aligkanligi, T evresi, grade, tiimor lokalizasyonu ve boyun metastazi

arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir.

17- HPV enfeksiyonlarinin biiylik bir kisminin gecici olmasi, enfeksiyonun yamal: tarzda
tutulum yapmas1 ve parafindeki dokulardan 6rnek calismak HPV tanisini ve tiplendirilmesini
gliclestirmektedir. HPV tanis1 i¢in altin standart yontem taze dokuda PZR ile HPV DNA
calisiimasidir. Ileride yapilacak daha genis capl arastirmalar ile HPV tayini daha hizli ve
ucuz yapilabilecek belki de son yillarda serviks kanserini engellemek i¢in yapilan asilarin

benzerleri bas-boyun kanserleri i¢in de uygulanabilecektir.

18- Ki-67 ve p53 overekspresyonlari larinks SHK’larinda 1y1 veya kotii prognoz acisindan
yol gbsterici olabilir. Ileri arastirmalar ile larinks SHK’larmnm tedavisi ve takibinde bu

parametrelerin 6nemi daha 1yi anlasilacaktir.



OZET

LARINKS PRIMER SKUAMOZ HUCRELI KARSINOMLARINDA HUMAN
PAPILLOMA VIRUS SIKLIGL, p53 ve Ki-67 EKSPRESYONLARININ
KLINIKOPATOLOJIK KORELASYONU

Amag: Son yillarda yapilan arastirmalar ile larinks kanserlerinde de human papilloma viriis
enfeksiyonlarinin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. p5S3 geni mutasyona ugradiginda timor
gelisimi daha kolaylikla meydana gelir. Hiicre proliferasyonunu gosteren Ki-67 niikleer
immiinoreaktivitesi ile tiimor dokusundaki mitoz sayis1 arasinda iyi bir korelasyon vardir.Bu
calismada 47 larinks skuamd6z hiicreli karsinom olgusunun patoloji preparatlarindan kesitler
alindi. Bu ornekler ile imniinhistokimyasal boyamalar ve polimeraz zincir reaksiyonu ile
human papilloma viriis arastirmalar1 yapilirken, bunlarin klinik parametreler ile korelasyonu
incelendi.

Gere¢-Yontem: PanHPV, HPV 16, HPV 18, p53 ve Ki-67 boyalar: yapildi. Polimeraz zincir
reaksiyonu ile poliklonal human papilloma virlis varligi arastirildi.

Bulgular: imniinhistokimyasal yontemle uygulanan PanHPV boyasinda 25 (%53,2) olguda
pozitif boyanma, 22(%46,8) olguda negatif boyanma tespit edildi. Imniinhistokimyasal
yontemle uygulanan HPV 16 boyasinda 27 (%57,4) olguda pozitif boyanma, 20(%42,6)
olguda negatif boyanma tespit edildi. Yapilan p53 degerlendirmesinde olgularin  22’si
(%46,8) dustk, 251 ( % 53,2) yiksek dereceli boyandigi tespit edildi. Ki-67
degerlendirmesinde olgularin 19’si (%40,4) distk, 28’1 ( % 59,6) yiliksek dereceli boyandigi
tespit edildi. p53 ile grade arasindaki iliski incelendiginde diferansiyasyon azaldik¢a p53
ekspresyonunun arttig1 goriilmektedir.

Sonu¢: Human papilloma virlis enfeksiyonlarinin biiyiik bir kisminm gegici olmasi,
enfeksiyonun yamali tarzda tutulum yapmasi ve parafindeki dokulardan ornek calismak
human papilloma viriis tamsmi ve tiplendirilmesini giiclestirmektedir. ileride yapilacak daha
genis c¢aplt arastirmalar ile human papilloma viriis tayini daha hizli ve ucuz yapilabilecek
belki de son yillarda serviks kanserini engellemek i¢in yapilan asilarin benzerleri bas-boyun
kanserleri i¢in de uygulanabilecektir. Ki-67 ve p53 overekspresyonlarmin larinks skuamoz
hiicreli karsinomlarinda prognozu agisindan olumsuz parametreler olabilecegi diisiintilmiistiir.
Ileri arastirmalar ile larinks skuamdz hiicreli karsinomlarmnin tedavisi ve takibinde bu

parametrelerin dnemi daha 1yi anlasilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Human papilloma viriis, larinks, p53, Ki-67.
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SUMMARY

Human Papilloma Virus Prevalence and Clinicopathological Correlation of p53 and Ki-
67 Expressions in Primary Squamous Cell Carcinoma of Larynx

Objective: Recent studies showed that human papilloma virus infections may play a role in
developing cancer in the larynx. A mutation in p53 gene increases the risk of tumorigenesis.
There is a significant correlation between mitosis and Ki-67 nuclear immunoreactivity which
shoes the cell proliferation.

We studied samples taken from patients of 47 squamous cell carcinoma of larynx. These
samples are assessed with immunohistochemical staining and analyzed with polimerase chain
reaction for human papilloma virus. The results were analysed if there is a correlation
between clinical parameters or not.

Material and Methods: In addition to hematoxylin-eosin stain we treated the samples with
PanHPV, HPV16, HPV18, p53 and Ki-67 stains. Polyclonal human papilloma virus existence
was studied with polimerase chain reaction.

Findings: 25 samples (53.2%) were resulted as positive and 22 samples(46.8%) were resulted
negative in immunohistochemical staining with PanHPV. 27 samples (57.4%) were resulted
as positive and 20 samples(42.6%) were resulted negative in immunohistochemical staining
with HPV 16. In p53 examination 22 of samples (46.8%) were dyed low leveled and 25 of
samples (53.2%) were dyed high leveled. In Ki-67 examination 19 of samples (40.4%) were
dyed low leveled and 28 of samples (59.6) were dyed high leveled. Association with human
papilloma virus positiveness and high leveled Ki-67 staining was observed. Relationship
between p53 and grade also studied. It has been found that decreasing in differentiation is
associated with increasing in p53 expression.

Result: Temporariness of most of human papilloma virus infections, patchy involvement and
studying with samples embed into paraffin makes it difficult to diagnose human papilloma
virus infections and classifying. Future studies will provide fast and cheap diagnostic methods
and maybe vaccination will take a place in clinical practice for head-neck carcinomas like
vaccines using for preventing cervical cancer. Ki-67 and p53 overexpression considered as a
prognostic factor for squamous cell carcinoma of larynx. Further studies will provide a better
understanding for role of these parameters in treatment and follow-up of squamous cell

carcinoma of larynx.

Key words: Human papiloma virus, larynx, p53, Ki-67
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