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1.GIRiS

Larinks kanseri bas boyun bdlgesinin en sik kanseridir ve erkeklerde daha sik goriiliir
(Rosai and Ackerman, 2004). Larinks kanserlerinin %95’den fazlas1 skuamdoz hiicreli
karsinomlardir (de Oliveira et al., 2006). Glottik bdlge en sik yerlesim yeridir. ikinci
sirada supraglottik bolge gelmektedir (Rosai and Ackerman, 2004). Bu kanserlerin
gelisiminde sigara ve alkol etkisi uzun zamandir bilinmektedir (Manjarrez et al.,
2006). Larinks kanseri ve hereditenin iliskisini aydinlatmak i¢in ¢esitli ¢alismalar
yapilmis ve son yillarda yapilan ¢alismalarda diger faktorlere ek olarak Human
Papillomavirus (HPV) enfeksiyonu {izerinde durulmaya baslanmistir (Chen et al.,
2017a). HPV iliskili bas-boyun kanseri orofaringeal kanserde kanitlanmis olup,
laringeal kanserlerdeki rolu hentiz tartismalidir. HPV iliskili bas-boyun kanserlerinin
daha gen¢ yas grubunda goriildiigii, kemoterapi/radyoterapiye daha iyi yanit verdigi
ve yuksek sagkalim oranlarina sahip oldugu ortaya konmustur. HPV’nin bu
timorlerde saptanmasinin giivenilirligi klinikte tedavi yaklagimlarini belirlemek
acisindan gelecekte onemli olacaktir (Stasikowska-Kanicka et al., 2011, Mendelsohn
etal., 2010).

Bu ¢alismadaki amacimiz histopatolojik olarak laringeal skuamo6z hicreli karsinom
tanis1 konmus hastalarin parafine gomiilii tiimor oOrneklerinde HPV varligini
saptayarak ve HPV’nin indikatorii olarak kabul edilen p16 protein ekspresyonunun
HPV igin pozitif ve negatif olgularda histopatolojik, prognostik ve Klinik

parametrelerle iligkisini arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1. LARINKS EMBRiYOLOJiSi

Larinks ve trakeobronsiyal agag embriyolojik olarak dordincu haftada median
laringotrakeal yarik seklinde farinks ventral duvarindan gelismeye baslar. Yarik
derinlestikce kenarlar1 bir septum olacak sekilde kaynasir ve laringotrakeal tiipii
olusturur. Olusan tiip respiratuvar epitelin gelistigi endoderm ile kaplanir. Kaudal
uctan bronglar, sag ve sol akciger loblar1 gelisirken kranial uctan larinks ve trakea

gelisir (Sadler and Langman, 2004).

Larinks epiteli laringotrakeal tlibln kranial ucunun endoderminden gelisir. Larinksin
kikirdaklar1 dordiincii ve altinci brankial yay ciftlerindeki kikirdaklardan ve ndral
krestten koken alan mezenkimden gelisir. Laringotrakeal tiibiin kranial ucundaki
mezenkim hizla ¢ogalir ve aritenoid siskinligi meydana getirir. Bu siskinlikler yarik
seklindeki deligi T harfi seklinde laringeal girise ve gelismekte olan laringeal liimeni
dar bir yariga doniistiiriir. Laringeal epitel hizli bir sekilde ¢ogaldikca liimen tikanir
ancak onuncu haftaya kadar rekanalize olur. Bu sirada laringeal ventrikiiller olusur.
Ventrikiiller plica vestibiilaris ve plica vokalisi olusturan miikéz membran
katlantilar1 ile smirlanir. Epiglot {i¢lincii ve dordiincii faringeal yaylarin ventral
ucunda mezenkimal hucrelerin ¢ogalmasiyla olusan hipobrankiyal kabartinin kaudal
kismindan gelisir. Laringeal kaslar faringeal yaylarin dordiincii ve altinc
ciftlerindeki miyoblastlardan geligir. Larinks ve epiglottisin gelismesi dogumdan
sonraki ilk ii¢ yilda hizli bir sekilde gergeklesir ve yetiskin halini alir. Supraglottik
bolge Gclincli ve dordincu brankiyal arklardan, glottik ve subglottik bélgeler ise
altinci brankiyal arktan gelisir. Supraglottik laringeal bolge bukkofarengeal
tomurcuktan gelisir, glottik ve subglottik laringeal bdlge ise trakeobronsiyal
tomurcuktan gelisir (Sternberg, 1997).

2.2. LARINKS ANATOMISI

Larinks anatomik olarak orta hatta yerlesimli, dil kokinden trakeaya uzanan ve

ucuncl servikal vertebra ile altinct servikal vertebralar arasindaki seviyede yerlesen,



havanin trakeaya giris ¢ikisini kontrol eden, ses olusturulmasinda ve yutmada gorev
yapan organimizdir. Kikirdak doku, kas dokusu ve fibroelastik bag dokusundan
olusur. Her iki lateral kisimda biiyiik damarlarla komsulugu vardir. Kikirdaklarin

uzerinde membranlar, ligamanlar ve kaslar yerlesmistir (Mills, 2012).

Larinks fonksiyonel olarak supraglottik, glottik ve subglottik olmak Uzere ¢
bolimden olusur. Supraglottik kisim gergek vokal kordlarin iizerindeki larinks olarak
tanimlanir ve epiglottis (laringeal ve lingual yiiz), yalanci vokal kordlar, ventrikdl,
ariepiglottik kivrimlar ve aritenoid kikirdaklari igerir. Glottik kisim gergek vokal
kordlar, anterior ve posterior kommissiirden olusur. Subglottik kisim ise gergek
vokal kord seviyesinin 1 cm altindan baglayarak krikoid kikirdagin alt kenarina kadar

uzanan, trakeada sonlanan larinks olarak tanimlanir (Mills et al., 2015), (Sekil 1).
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Sekil 1: Larinks kompartmanlar1 (Cocke and Wang, 1976)

Larinks tek ve ¢ift kikirdaklardan olusur. Cift kikirdaklar; aritenoid, kiineiform,
kornikulat kikirdak, tek kikirdaklar; epiglot, tiroid ve Krikoid kikirdaktir. Tiroid
kikirdak larinksin en genis ve en biiyiik kikirdagi olup larinksin yumusak doku
elemanlarimi tasiyarak i¢ anatomisini koruyan 6nemli bir yapidir. Hava yolunun agik
kalmasini saglar. Dil koki ve hyoidin arkasinda yer alir. Epiglot elastik kikirdak,
digerleri ise yaslandik¢a kemiklesen hiyalin kikirdak yapisindadir (Mills et al.,
2015).



Tirohyoid membran tiroid kikirdak ile hyoid kemik arasinda uzanir. Bu membranin
lateralindeki bosluktan arter, ven ve sinirler geger. Konus elastikus krikoid
kikirdaktan vokal ligamente uzanan, glottik ve subglottik alan1 paraglottik mesafeden
ayiran elastik bir membrandir. Kuadranguler membran aritenoid kikirdak ve epiglot
arasinda uzanan ince submukozal bag dokusundan olusur. Krikoid membran tiroid

kikirdak alt kenarindan krikoid kikirdak iist kismma uzanir (Moore et al., 2014).

Larinks kaslar1 intrensik ve ekstrensik olmak iizere iki gruba ayrilir. Ekstrensek
kaslar komsu yapilardan larinkse uzanarak larinksin pozisyonunu ayarlayan, hiyoid
alt1 ve hiyoid ustii kaslardir. Extrensek kaslar; omohyoid, sternohyoid, sternotiroid,
tirohyoid, mylohyoid, geniohyoid, stilohyoid ve digastrik kastir. Omohyoid,
sternohyoid ve sternotiroid kaslar inspiryum sirasinda larinksi asagi g¢ekerler.
Stilohyoid, digastrik, mylohyoid, geniohyoid, tirohyoid ve stilofaringeus kaslari
yutma sirasinda larinksi yukari kaldirirlar. Intrensek Kaslar larinks kikirdaklart
arasinda uzanirlar ve bu kaslarin hareketiyle ses tellerinin durumu degisir. intrensek
kaslar; krikoaritenoid posterior, krikotiroid, internal tiroaritenoid, krikoaritenoid
lateralis, interaritenoid, eksternal tiroaritenoid, ariepiglottik, tiroepiglottik kastir.
Krikoaritenoid posterior kasi rima glottisi acar. Krikoaritenoid lateralis kasi,
tiroaritenoid kas, interaritenoid kaslar da rima glottisi kapatir. Krikotiroid kas plika

vokalisi uzatir ve gerginligi saglar (Moore et al., 2014).

Larinksi besleyen arterler; arteria laringea superior (arteria tiroidea superiorun dali)
ve arteria laringea inferiordur (arteria tiroidea inferiorun dali). Venleri arterler ile
birlikte uzanir. Vena laringea superior, vena tiroidea superiora, vena tiroidea superior
vena jugularis internaya agilir. Vena laringea inferior ise vena tiroidea inferiora, bu

da vena brakiosefalikaya acilir (Moore et al., 2014).

Larinksin lenfatik sistemi derin ve yiizeyel olmak {izere iki gruba ayrilir. Yiizeyel
lenfatikler mukozanin yizeyinde bulunur. Derin lenfatikler ise submukoza ve
altindaki dokularda bulunur. Gergek vokal kordlar az sayida lenfatik igermesi
nedeniyle glottik karsinomlar nadiren bolgesel metastaz yapar. VVokal kordlardan
servikal lenfatiklere drenaj krikoid membran boyunca olur. Subglottik lenfatikler
Delphian nodu ya da prelaringeal nod igine drene olarak pretrakeal, paratrakeal ve
supraklavikuler lenf nodlarina dokiiliir. Supraglottik bolge lenfatiklerden zengindir



ve bu drenaj tirohyoid membran boyunca iist servikal lenf nodlarmma ve
anterosuperior lenf gruplarinaolur. Piriform sinus lenfatiklerden zengin bir bolgedir.
Drenaji lateral olarak derin servikal lenf nodlarina ve bazi durumlarda paratrakeal

lenf nodlarina olur (Mills et al., 2015).

Larinksin innervasyonu X. kafa ¢ifti nervus vagusun dallar1 olan nervus laringeus
stiperior ve nervus laringeus inferior (nervus recurrens) tarafindan saglanir. Nervus
laringeus superior boynun st kisminda nervus vagustan ayrilir. Arteria Karotis
interna ve eksternanin medialinde seyreder. Eksternal ve internal laringeal olmak
Uzere iki dala ayrilir. Eksternal dali krikotiroideus kasinin motor, supraglottik bolge
ve glottik bolgenin duyusal siniridir. Internal laringeal dali, stiperior laringeal arterle
beraber tirohiyoid membran: delerek larinkse girer. Vokal kord seviyesine kadar olan
larinksin duyusal innervasyonunu yapar. Paralizisinde supraglottik duyu kaybi ile
beraber aspirasyon meydana gelir. Nervus laringeus inferior subglottik bélgenin
duyusunu alir ve krikotiroid kas harig buttin larinks kaslarinin innervasyonunu saglar.
Tek tarafli paralizisinde sesde bogukluk, ¢ift tarafli paralizisinde ise dispne meydana
gelir (Snell, 2004).

2.3. LARINKS HiSTOLOJISi

Larinksin epiteli, lokalizasyona gore ¢ok katli yass1 epitel ile psodostratifiye silyali
silindirik epitel arasinda degisiklik gosterir. Epiglotun lingual (anterior) kismi ¢ok
kath yassi1 epitelle doseli iken laringeal (posterior) kisminin iist tarafinda ¢ok katl
yasst epitel, alt tarafinda psodostratifiye silyali silindirik epitel izlenir (Mills et al.,
2015), (Resim 1). Glottik bolgede vokal kordlar ¢ok katli yassi epitelle doselidir.
Subglottik bolgede vokal kordlarin altina dogru psoddostratifiye epitele
dontigmektedir (Rosai and Ackerman, 2004). Sigara icmeyen eriskinlerin yaklagik
yarisinda hem supraglottik hem de infraglottik bdlgelerde silyali epitel ile karigik
skuamoz epitel izlenir. Sigara icenlerde ise larinksin silyali solunum epiteli siklikla

skuamoz epitele dontisiir (Mills et al., 2015).



Resim 1: Larinks histolojisi E: Epiglot, FC: Yalanci kord, V: Ventrikiil, TC: Gergek
kord, CR: Krikoid (Mills et al., 2015)

Reinke boslugu vokal kordlarin epiteli ile vokal ligamentler arasinda yer alan, gergek
vokal kordun lamina propriasina karsilik gelen subepiteliyal bir bosluktur. Reinke
boslugu birkag kapiller damar igerir ancak lenfatik bulunmaz. Reinke boslugundaki
damar yapisinin sinirli olmasindan dolayi, gercek vokal kord yerlesimli tiimorler
lokalize kalma egilimindedir radyoterapi ve cerrahi tedaviye yanit verirler (Mills et
al., 2015). On komissiir gercek kordlarin aksine belirgin kapillerler, lenfatikler ve
serémusindz glandlar icerir. Gergek kordlarda serémisinéz glandlar daha belirgindir.
Epiglottisin elastik kikirdagindaki fenestrasyonlar belirgin glandlarla doludur. Bu
glandlarin tiimii kikirdak icine penetre olur ve supraglottik karsinomun yayilimi i¢in
zemin hazirlar. Larinksin serdmiisindz glandlarinda onkositik metaplazi sik ve yasa
bagli goriilen bir degisikliktir. Elli yas Ttstlindeki kisilerin %80’inde goriiliir
(Sternberg, 1997).Gercek vokal kordda, skuaméz epitel ile silyali kolumnar epitel



arasinda bir gec¢is zonu bulunur. Bu zon 1-2 mm kalinligindadir. Bu alanda kolumnar
hlcreler buyuk oranda kiglk bazaloid veya immatur skuamdz hucreler ile yer
degistirirler (Sternberg, 1997).

2.4. LARINKS TUMORLERI
2.4.1. Epidemiyoloji

Larinks kanseri erkeklerde gorulen kanserlerin %6,2’sini, kadinlardaki kanserlerin
ise %]1,4’tinii olusturan, bag boyun bdlgesinde en sik goriilen kanserdir (Manjarrez et
al., 2006, Siegel et al., 2017). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2017 yil1 i¢in tahmini
yeni vaka sayis1 13,360 ve larinks kanserinden &lecegi ongoriilen muhtemel vaka
sayist yaklasik 3600 kisidir (Siegel et al., 2017). Tiirkiye’ye bakildiginda bu oran
erkeklerde 98,1, kadinlarda %0,4’tir (Giiltekin and Boztas, 2014). Larinks
kanserlerinin %95°1 skuamd6z hiicreli karsinomlardir ve biyiik kismi glottik alan
yerlesimlidir (Kalfert et al., 2014, de Oliveira et al., 2006). Genellikle besinci dekatta
goriilmesine ragmen daha geng hastalarda da gorilebilir (Nachalon et al., 2017).

2.4.2. Etyoloji

Sigara ve alkol kullanimi larinks kanserlerinde en onemli risk faktorleridir (Sas-
Korczynska et al., 2003). Sigara icimiyle birlikte larinks karsinomu riskinin on kat
arttig@1 bilinmektedir (Tuyns et al., 1988). Mesleki olarak asbest, agir metaller, komar
tozu ve talas gibi maddelere maruz kalma larinks kanseri riskini arttirmaktadir
(Koufman and Burke, 1997). Diisiik sosyoekonomik durum, laringeal papillomatozis,
gastrodzafegial reflii ve aile oykiisii diger etyolojik faktorler arasindadir (Gallus et
al., 2003, Kumar et al., 2005). Laringeal SCC’lerde son zamanlarda HPV pozitifligi
dikkati cekmektedir. Yapilan arastirmalara gore %75’lere varan HPV pozitifligi
bildirilmis yayimnlar mevcuttur (Gheit et al., 2014, Kreimer et al., 2005, Gungor et al.,
2007, Isayeva et al., 2012). HPV pozitifligi saptanan vakalarda ise HPV tip16 daha
siklikla goriilmekte ikinci sirada ise HPV tipl8 gelmektedir. HPV larinks
karsinomlarinda Kkarsinogenez ile biyolojik olarak iliskili goziikkmekte ve HPV nin
kanser hiicre genomunda viral integrasyon ile pl6 proteininde artmis ekspresyon
kanitlar1 acgikca gosterilmektedir. HPV iligkili kanserler sigara igmeyen gencg

hastalarda gelismeye egilimlidir (Chen et al., 2017b).



2.4.3. Patogenez

Larinksin skuamoz hicreli karsinomu invazyon yapmadan once progresif, ilerleyici
intraepitelyal lezyonlardan gelisir. Prekursor lezyonlar endoskopi ile beyaz ya da
kirmiz1 gériiliir ve klinik olarak l6koplaki ve eritroplaki ismini alir. intraepitelyal
displazi derecesi arttik¢a invazyon gelisim riski artmaktadir (Blackwell et al., 1995,
Gallo et al., 2001).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) glnimuzde larinksin intraepitelyal neoplazisini
dereceleyen iki kademeli sistemi kullanir ve bu lezyonlar diisiik dereceli displazi ve
yiikksek dereceli displazi olarak siniflar. Yiiksek dereceli displazi kategorisi
karsinoma in situ alt grubunu icerir. Bu simiflama larinksin kanser Onciilii

lezyonlarini yapisal ve sitolojik kriterler tizerinden tanimlar.

DSO’niin prekiirsér lezyonlarin simiflandirilmasinda derecelendirme sistemi icin

kriterleri agagidaki gibi tanimlamistir.

1) Diisiik dereceli displazi: Onceki siniflandirmadaki (DSO-2005) hafif displaziyi
kapsamaktadir. Skuamoz hiperplazi, epitelin alt 1/2’sinden azinda bazal ve parabazal
hicrelerin ¢ogalmasi ile epitelin {ist kisminin maturasyonunun korundugu morfolojik
degisiklikler izlenir. Stratifikasyon korunmustur. Sitolojik olarak minimal atipi,
parabazal hiicre sitoplazmalarinda hafif artis, niikleuslarinda genisleme ve
interselliiler kopriilerin kaybolmasi, nadiren bazal tabakaya yakin mitozlar, az sayida

diskeratotik hticre goralir.

2) Yiiksek dereceli displazi: Onceki smiflandirmadaki (DSO-2005) orta dereceli
displazi, agir displazi ve karsinoma in situyu kapsamaktadir. Premalign lezyondur.
Hicrelerde gorulen immatir epitelyal degisiklikler epitelin 1/2’sinden fazlasinda
izlenir. Anormal maturasyon, siralanma artigi, polarite kaybi, retelerde diizensizlik
goriiliir. Stromal degisiklik yoktur. Hicresel ve nikleer atipi, hiucrelerin boyut ve
sekil farkliliklari, hiperkromazi, niikleol belirginligi, niikleus/sitoplazma oram artisi,
suprabazal tabakanin iist kisminda artmis atipisiz/atipili mitozlar, diskeratotik ve

apoptotik cisimcikler goruldr.



Karsinoma in situ: Karsinoma ait tiim ozellikleri tagiyan ancak invazyon yapmayan
epiteldir. Epitelde komplet olarak stratifikasyon kaybi, agir atipi, ¢ok sayida atipik
mitoz izlenir. Mitozlar epitelin her tabakasinda ve bir biiyiik biiyiitme alaninda
(BBA) besten fazla sayidadir. Anormal mitozlar sik izlenir. Diskeratotik hiicreler

bulunabilir (EI-Naggar et al., 2017).

DSO semasimnin yiiksek dereceli displazi ile karsinoma in situ arasinda ayirim yaptigi,
buna karsin birgok diger bolgede oldugu gibi bu iki durumun ayrimindaki belirgin
zorluk ve benzer yapilar nedeniyle tek grup olarak degerlendirildikleri akilda

tutulmalidir (EI-Naggar et al., 2017).

3) Skuamoz hicreli papillom ve skuamdz hicreli papillomatozis: Her iki lezyon
benign ekzofitik, fibrovaskiler kor iceren skuamdéz epitelyal timorlerdir. Genellikle
HPV tip6 ve tipl1 enfeksiyonu ile iliskilidir. Daha az siklikla HPV tip6 ve tipll
enfeksiyonunun iizerine diger HPV tipleri de (tipl6, tip31, tip33, tip35, tip39 gibi)
eklenebilir. Mikroskopik olarak skuamdz epitelle cevrili dallanan fibrovaskdler kora
sahip, siklikla epitelin alt yarisinda parabazal hiicre hiperplazisi ile iist epitelde
koilositotik ozelliklerin izlendigi lezyon goriilir. Mitotik figlrler bazal, orta
tabakalarda gorulebilir. Yuzeyde keratinizasyon minimaldir. Premalign 6zellikler
nadirdir (EI-Naggar et al., 2017).

2.4.4. Patolojik Ozellikler

Makroskopik olarak larinksin skuaméz hiicreli karsinomlari ¢ogu kez iilserasyon ile
birlikte hemen her zaman fungatif goriiniimlii, beyaz sarimsi, kahverenkli kitleler

olarak izlenir. Lezyonlar nadir olarak duiz goraldr.

Mikroskobik olarak diferansiyasyon derecesi, hiicresel pleomorfizm ve mitotik
aktiviteye dayanarak iyi, orta ve az diferansiye olarak derecelendirilir (Chung et al.,
1980). Tumoral hicreler degisen derecelerde intrasellliler ve ekstraselliler keratin
formasyonu gosteren infiltratif, diizensiz skuamoz hiicre adalarindan olusur.
Diferansiyasyon arttik¢a periferde bazaloid hiicreler, santralde ise genis eozinofilik
sitoplazmaya sahip skuamdz hiicre adalar1 izlenir. Yaygin olarak nekrotik debriyle
birlikte karisik bulunan ekstraselliiler keratin ¢ogu kez adalarin ortasinda saptanir.

Tek hcre infiltrasyonu 6zellikle yiksek dereceli tumorlerde olabilir. Cevre stroma



genellikle stromal desmoplazi ile birlikte kronik inflamasyona sahiptir (Mills et al.,
2015).

Laringeal skuamoz hiicreli karsinomlarin immiinohistokimyasal olarak spesifik bir
belirleyicisi yoktur ve bu tiimérler diger bolgelerdeki skuamoz hiicreli karsinomlara
benzer sekilde immin antikorlar ile reaktiflik verirler (Mills et al., 2015). Yaygin
olarak keratin immunreaktivitesi mevcuttur ancak eksprese olan keratin tipleri

tiimorden timore oldukga degisiklik gosterir (Mallofre et al., 1993).

Laringeal skuamoz hiicreli karsinomlarin genetigi diger bas boyun bolgesi skuamoz
hiicreli karsinomlar1 ile genellikle aynidir. Normal bir hiicrenin invaziv kanser
hiicresine progresyonu igin multipl genetik degisiklikler gereklidir (Makitie and
Monni, 2009). 3p’de (FHIT igeren), 9p21°de (CDKN2A igeren) ve 17pl13°deki
(TP53 igeren) allel kayiplari, preneoplastik lezyonlar ve invaziv karsinomlu olgularin
%60-80’inde bulunan en erken karsinogenez olaylaridir (Makitie and Monni, 2009,
Loyo and Pai, 2008). Diger sik goriilen genetik degisiklikler 3p, 5p, 8q, 11q13°de
(digerleri arasinda, CCND1 iceren) amplifikasyon ve artis ile 5q, 8p, 11q23-24, 13q
ve 18q’da kayiptir. Olgularin bir kismi transforme edici biliylime faktorii alfayi
kuvvetle eksprese eder (TGF-oo EGFR ig¢in bir liganddir). EGFR yolagindaki
aktivasyon ile ¢ok kotii prognoz birlikteligi izlenir (Chung et al., 2004). HPV iligkili
subgrup genetik olarak farkli gozikmektedir. Genellikle immunohistokimyasal
olarak pl6’nin kuvvetli ekspresyonu mevcuttur. p53 gen mutasyonu genellikle
yoktur (Makitie and Monni, 2009).

Skuamoz Hiicreli Karsinomun Diger Mikroskobik Varyantlar

1) Verrik6z Karsinom: Ekzofitik, papiller ¢ikintilara sahip, iteleyici tarzda yavas
blylme paterni gosteren, metastaz yapmayan, iyi diferansiye skuamdz hiicreli
karsinom varyantidir. Sigara ve alkol kullanimu ile iliskilidir. HPV tip16 ve tipl8
nadiren HPV tip6 ve tip11 olgularda saptanmigtir (Kasperbauer et al., 1993, Bradford
et al., 1991). Bas boyunda oral kaviteden sonra en sik ikinci yerlesim yeri larinkstir
(Koch et al., 2001). Laringeal karsinomlarin %1-4’iinii olusturmaktadir (McCaffrey
et al., 1998, Orvidas et al., 1998). En sik semptom ses kisikligi olmakla birlikte hava
yolu obstriiksiyonu, kilo kaybi, disfaji, bogaz agris1 da goriilebilir (McCaffrey et al.,
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1998). Lezyonlarin boyutu degiskendir. Kalin papillalar vardir. Iyi diferansiye,
keratinizasyon gosteren ince fibrovaskiiler kora sahip skuamdz hiicre adalar alttaki
stromaya invajinasyon gosterir. Skuamoz epitel, sitolojik olarak malign epitel
kriterlerini karsilamaz. Mitoz nadirdir. Bazal tabaka korunmustur. Ayirict tanida
ekzofitik skuamdz hdcreli karsinom, hibrid verriikoz karsinom, papiller skuamoz
hicreli karsinom, Kkeratinize skuam0z hicreli papillom, verruka vulgaris

bulunmaktadir (Orvidas et al., 1998). Primer tedavisi cerrahidir (Hagen et al., 1993).

2) Bazaloid Skuamoéz Hicreli Karsinom: Tipik in situ ve/veya invaziv skuamoz
hiicreli karsinom alanlar1 ve kiigiik hiicrelerden zengin adalar ile karakterize oldukca
malign bir laringeal timordur (Rosai and Ackerman, 2004). Bu hcrelerin
hiperkromatik niikleuslari, dar sitoplazmasi, kiiciik kistik alanlari, nekrozu, belirgin
hiyalinizayonu ve periferik palizatlanmasi vardir (Wenig, 2017, Shah et al., 2014).
Dil, farinks ve 6zafagusta daolusan bu tiimdr farkli klinik gidisi olan adenoid kistik
karsinomla karigtirllmamalidir. Bu hastalarin  biiyiik kismi sigara i¢mektedir.

Davranis1 oldukga agresiftir (Ereno et al., 2008).

3) Papiller Skuamodz Hucreli Karsinom: Ciddi displastik epitel, minimal veya hic
maturasyon gostermeyen immatir bazaloid hucrelerle cevrili ince fibrovaskdler kor
iceren papiller bliyiime paterni ile karakterize timordir (EI-Naggar et al., 2017). Bas
boyun bolgesinde nadir goriiliir. Yapilan bir ¢alismada laringeal kanserlerin yaklagik
%0.05’inde gorildigi séylenmektedir (EI-Naggar et al., 2017).Yash erkeklerde,
altinci ve yedinci dekatta sik goriiliir (Colby and Klein, 2011). Etyolojisinde sigara
ve alkol bulunur. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda HPV’nin etyolojide rol
oynadig tespit edilmistir (EI-Naggar et al., 2017). Lezyonlar laringeal papillom ve
servikal displazilere benzedigi i¢in gelisimlerinde HPV’nin rol aldigi One
strilmektedir (Suarez et al.,, 2000, Mehrad et al., 2013). Makroskopik olarak
ekzofitik, polipoid, papiller yapilar yapan kitle seklinde goriiliir (Wenig, 2002).
Histolojik olarak bu tiimdrler epitelin tiim tabakalarini tutan sitolojik atipi ve ¢ok
sayida mitotik figur ile karakterize, tam kat displazi gosteren, tim katlarda
maturasyon kaybinin izlendigi neoplastik hiicrelerden olusur. Neoplastik hiicreler
ince vaskiler kor etrafinda dizilerek papiller blyiime paterni gosterirler (Thompson

et al.,, 1999, El-Naggar et al., 2017). Nodal metastaz ve uzak metastaz ¢ok nadir
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goruldr. Prognoz konvansiyonel skuam6z hiicreli karsinomdan daha iyidir. HPV ile
iliskili orofaringeal papiller skuamo6z hucreli karsinomlu hastalar HPV negatiflere

gore daha iyi sagkalima sahiptir (EI-Naggar et al., 2017).

4) Igsi Hicreli Skuamoz Hicreli Karsinom (Sarkomatoid karsinom/karsinosarkom):
Daha ¢ok tist solunum yolu ve sindirim sistemini tutan 6zel tip bir neoplazmdir.
Genellikle polipoid yapisi vardir (Viswanathan et al., 2010). Cogu supraglottik
bolgede yerlesir (Volker et al., 2007). Bifazik paterne sahiptir. in situ ve/veya
invaziv skuamoz hicreli komponent ile birlikte malign igsi veya pleomorfik
hicrelerin baskin oldugu mezenkimal komponentten olusan ve nadir gorilen
skuamoz hiicreli karsinom varyantidir (Boamah and Ballard, 2012, EI-Naggar et al.,
2017). Laringeal karsinomlarin %]1’inden azini1 olusturur. Sigara ve alkol etyolojide
yer alir. Bir kisminda radyasyon etkisi so6z konusudur. Larinks ve hipofarinkste
gorilen timorler o6zellikle HPV’den bagimsizdir. Hastalarda hava yolu
obstrilksiyonu ve ses kisikligi goriiliir. Makroskopik olarak hava yoluna protride
polipoid kitle izlenir. Ylzeyi tlseredir (EI-Naggar et al., 2017). Lenf nodu metastazi
epitelyal, mezenkimal veya her iki komponentten kaynaklanabilir. %25 olguda lenf
nodu metastazi gorullr, ancak uzak metastaz %5-15 vakada gozikir (Thompson et
al., 2002). Prognozu konvansiyonel skuamdz hiicreli karsinoma benzer (EI-Naggar et
al., 2017).

5) Adenoskuam6z karsinom: Laringeal skuam6z hicreli karsinom ve
adenokarsinomun ikisinin bir arada goriilmesiyle olusur. Yiizey epitelinden
kaynaklanir. Nadirdir. Sigara ve alkol etyolojide yer alir. HPV ile iligkisi yoktur. Bas
boyunda siklikla larinkste goriiliir. Skuamdz ve glandiler diferansiyasyon gosteren
bifazik morfolojiye sahiptir. Displastik skuam0z epitelden koken alir. Ayirict tanida
mukoepidermoid karsinom, adenoid SCC, serémisindz glandlara invazyon yapan
konvansiyonel SCC bulunur (El-Naggar et al., 2017). Konvansiyonel SCC’dan daha
kotl prognozlu ve agresif seyirlidir (Masand et al., 2011, EI-Naggar et al., 2017).

6) Lenfoepitelyal karsinom: Nonkeratinize nazofaringeal karsinoma benzer
morfolojik o6zellige sahip skuam0z hucreli karsinomun indiferansiye alt tipidir.

Sigara ve alkolle iliskilidir. Nazofaringeal karsinom kadar, Epstein Barr Virusu
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(EBV) ile giiglii iligkisi olmasa da, etyolojide EBV yer alir. Siklikla larinkste goriiliir
(El-Naggar et al., 2017).

2.4.5. Klinik

Laringeal skuamoéz hucreli karsinomlar glinimuzde Amerikan Kanser Komitesi
Birligi (AJCC) evreleme sistemine gore tiimdriin glottis ile iliskisine bagli olarak alt
gruplara ayrilir (Edge and Compton, 2010). Bu simiflandirma biiyiik oOlgiide
laringoskopik incelemeye dayanir. Bilgisayarli tomografi (BT) ve Magnetik rezonans
(MR) gorintileme yontemlerinin kullanimi da siniflamaya biiyiik 6l¢iide katki saglar
(Gregoire et al., 2010). Bu gruplar glottik, supraglottik, infraglottik, transglottik

olmak tizere dorde ayrilir (Rosai and Ackerman, 2004).

1) Glottik: Ttiim olgularin %60-65’ini olusturur. Bu timorler gergek vokal kord ile en
yaygin lokalizasyon olan anterior glottisin {i¢te bir alaninda gelisir. Cevreleyen
kikirdak duvar ve lenfatik damarlarin azligi nedeniyle uzun siire lokalize kalmaya
egilim gosterirler. Zamanla anterior komissiirii asarak karsi vokal korda, arkadan
aritenoidlere, Ustten supraglottik bolgeye, alttan subglottik alana ve 6nden tiroid
kikirdagr penetre ederek boynun 6n kismindaki yumusak dokularin i¢ine invaze
olabilirler. Profilaktik lenf nodu diseksiyonu gerektirmezler. Erken olgular
radyoterapi ile tedavi edilebilir (Pfister et al., 2006). Gergek korda yerlesen kiigiik,
yuzeyel invaziv SCC’ler kordektomi ile tedavi edilebilirken T2 glottik kanserler en

iyi hemilarenjektomi ile tedavi edilmektedir (Pfister et al., 2006).

2) Supraglottik: Vakalarin %30-35’ini olustururlar. Bu tiimérler yalanci kord,
ventrikll, epiglotun laringeal veya lingual ylzeyinde gorilir. Supraglottik
timorlerin 1/3’1 ventrikiilden kaynaklanir. Bu tiimorler preepiglottik alana dogru
belirgin yayilma egilimi gosterirken, orofarinks hiyoepiglottik ligamentin kalin
olmasi nedeniyle korunmaktadir. Supraglottik tumaorlerin sadece %1’i glottik bolgeyi
invaze eder. Ses degisiklikleri ge¢ donemde ortaya ¢iktigi i¢in bu tiimorler ileri
evrede bulgu verirler. Tiimor hipofarenks veya aritenoide ulastiginda kulaga vuran

agr1 tek bulgu olabilir (Sasaki and Jassin, 2001, Rosai and Ackerman, 2004).

Supraglottik bélgenin lenfatikleri yaygin oldugundan servikal lenf nodlarina erken
okkult metastazlar yapabilirler (Sasaki and Jassin, 2001, Yilmaz et al., 1999). Lenf
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nodu metastazi yaklasik %40 olguda gorulur. Supraglottik timorler glottik olanlara
gore daha kotu prognozlu ve histolojik olarak agresif seyirli timorlerdir (Hirvikoski
et al., 2002). Klinik olarak negatif lenf nodu olan hastalarin %20-35’inde
mikroskobik incelemede okkllt metastazlar saptanir. Tedavi radyoterapi veya
larenjektomidir(Pfister et al., 2006). Sinirlar1 diizensiz, derin invazyon godsteren
supraglottik tlmorler daha fazla rekirrens riskine sahiptir. Bu nedenle adjuvan
kemoterapiye gerek duyulur. Az diferansiye, kikirdak invazyonu gosteren, dlseratif

timorlerde elektif boyun diseksiyonu uygulanmaktadir (Yilmaz et al., 1999).

3) Infraglottik (subglottik) : Bu tiimérlerin goriilme oran1 %5’in altindadir. Bu grupta
1 cm’den fazla subglottik yayilimi1 olan ger¢ek kordu tutan tiimorlerin yani sira
subglottik alana sinirl tiimorler de yer alir. Subglottik bolgeye tiimiiyle yerlesen
timorler oldukga nadirdir (Bahar et al., 2002). Krikoid kikirdaga lateral yayilim
goriiliir. Zay1f intertirokrikoid membranin ayn1 zamanda prelaringeal duvar ve tiroid
dokusunun invazyonu ile birlikte timor ile destriikte olmasi sik goriiliir (Micheau et
al., 1976). Trakeaya sik yayilim olmasi nedeniyle bu yapi olabildigince distalden
rezeke edilmelidir. Servikal lenf nodu metastazi vakalarin %15-20 ‘sinde, paratrakeal
lenf nodu metastazi %50’sinde vardir. Bu nedenle paratrakeal lenf nodlarini da
icerecek sekilde radikal lenf nodu diseksiyonu yapilmalidir (Rosai and Ackerman,
2004). Piriform siniis veya postkrikoid alanlarda yerlesen tiimorlerin faringeal

kokenli oldugu kabul edilmektedir.

4) Transglottik: Laringeal ventrikilli vertikal olarak caprazlayan timorler igin
kullanilir (Reidenbach, 1996). Lenf nodu tutulumu insidansi en yiiksek olan bolgedir
(%52). Bu timorlere total larenjektomi ve ek olarak elektif lenf nodu diseksiyonu

uygulanmalidir (Robbins and Michaels, 1985).

Larinks tlimorlerinin primer tiimoriin yerlesim yerine bakilmaksizin en sik metastaz
yaptig1 yerler bolgesel lenf nodlar1 ve akcigerlerdir. Tiroid dokusu ve juguler ven
tutulumu direkt yayiliminin sonucudur. Juguler ven tutulumu sadece yogun lenf nodu
tutulumu varliginda goriiliir ve sistemik yayilim olasiliginin yiliksek oldugunu
gosterir. Servikal lenf nodu metastazlari ince igne aspirasyon teknigi ile dogru tani

alir (Rosai and Ackerman, 2004).
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2.4.6. Diinya Saghk Orgiitii (DSO-WHO 2017)Simiflamasi

1) Malign epitelyal timorler

a) Konvansiyonel skuamoz hucreli karsinom
b) Verrikoz skuamdz hiicreli karsinom

¢) Bazaloid skuamdz hiicreli karsinom

d) Papiller skuamoz hucreli karsinom

e) Spindle hucreli skuam6z hiicreli karsinom
f) Adenoskuamdoz karsinom

g) Lenfoepitelyal karsinom

2) Prekursor lezyonlar

a) Distik dereceli displazi

b) Yiksek dereceli displazi

¢) Skuamoz hicreli papillom

d) Skuamdoz hucreli papillomatozis

3) Noroendokrin ttimorler

a) Iyi diferansiye ndroendokrin karsinom
b) Orta diferansiye néroendokrin karsinom
c) Az diferansiye néroendokrin karsinom
-Kicuk hucreli néroendokrin karsinom
-Buyuk hucreli néroendokrin karsinom

4) Tukrlk bezi tipi timorleri

a) Adenoid kistik karsinom

b) Pleomorfik adenom

c) Onkositik papiller kistadenom

5) Yumusak doku tiimorleri

a) Granuler hicreli timorler

b) Liposarkom

¢) Inflamatuar miyofibroblastik timor

6) Kartilaj timorleri

a) Kondrom

b) Kondrosarkom

-Kondrosarkom, grade 1
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-Kondrosarkom, grade 2/3
7) Hematolenfoid Timorler

2.4.7. TNM Klasifikasyonu

T: Primer timor

Tx: Primer tumor degerlendirilemez

To: Primer tiimore ait kanit yok

Tis: Karsinoma in situ

Supraglottis

pT1: Supraglottik bolgenin bir tarafina sinirli timar, normal vokal kord hareketleri

pT2: Tumor, larinks fiksasyonu olmaksizin, supraglottis veya glottis veya
supraglottis dis1 bir bolgeye (6rnegin; dil tabani, vallekula veya piriform siniisiin

mediak duvar) bitigik bir veya birden fazla komsu mukoza invazyonu

pT3: Timdr vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya postkrikoid

alan, preepiglottik bosluk, paraglottik bosluk, tiroid kikirdak i¢ korteks invazyonu

pT4a: Tumor tiroid kikirdak boyunca ve/veya larinks otesindeki dokulara invaze,
ornegin; trakea, dilin yiizeyel ve derin kaslar1 (genioglossus, hyoglossus,

palatoglossus), ¢izgili kaslar, tiroid, 6zefagus
pT4b: Tiimor prevertebral bosluk veya mediastinal yapilar veya karotis artere invaze
Glottis

pT1: Normal vokal kord hareketleri ile birlikte timor vokal kord(lara) sinirh

(anterior ve posterior komissuru icerebilir)
pT1la: Tiimor bir vokal korda siirl
pT1b: Timor her iki vokal kordu tutmus

pT2: TUmor supraglottik ve/veya subglottise uzaniyor ve/veya vokal kord hareketleri

bozulmus
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pT3: Tumor vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya paraglottik

bosluk tiimor invazyonu ve/veya tiroid kikirdak i¢ korteks timér invazyonu

pT4a: Tumor tiroid kikirdak dis korteks invazyonu ve/veya larinks otesindeki
dokulara invaze Ornegin; trakea, dilin yiizeyel ve derin kaslar1 (genioglossus,

hyoglossus, palatoglossus), ¢izgili kaslar, tiroid, 6zefagus

pT4b: Tiimor prevertebral bosluk veya mediastinal yapilar veya karotis artere invaze
Subglottis

pT1: Timdr subglottik alana sinirl

pT2: Timor vokal kord(lar)a uzaniyor, vokal kord hareketleri normal veya hasar

gormus
pT3: Tiimor larinkse sinirli, vokal kordlar fikse

pT4a: Timor tiroid kikirdak dis korteks invazyonu ve/veya larinks otesindeki
dokulara invaze Ornegin; trakea, dilin ylizeyel ve derin kaslar1 (genioglossus,

hyoglossus, palatoglossus), ¢izgili kaslar, tiroid, 6zefagus

pT4b: Tiimdr prevertebral bosluk veya mediastinal yapilar veya karotis artere invaze
N-Bolgesel lenf nodlar:

NX: Bolgesel lenf nodu bilinmiyor

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Ipsilateral bir lenf noduna metastaz, 3 cm veya daha kiiglk

N2a: ipsilateral bir lenf noduna metastaz, 3 cm 'den bily(ik fakat 6 cm ve daha kiigiik
N2b: Ipsilateral cok sayida lenf nodu metastazi, hepsi 6 cm ve daha kiiglk

N2c: Bilateral veya kontralateral lenf nodu metastazi, hepsi 6 cm ve daha kuguk

N3: 6 cm 'den biyuk lenf nodu metastazi
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M- Uzak metastaz
MO: Uzak metastaz yok
M1: Uzak metastaz var
Evreleme
Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 TINO MO
Evre 2 T2 NO MO
Evre 3 T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 NO,N1 MO
Evre 4A T1,T2,T3N2MO
T4a NO, N1, N2 MO
Evre 4B T4b Herhangi bir N MO
Herhangi bir TN3MO
Evre4C Herhangi bir T Herhangi bir N M1
2.4.9. Tedavi ve Prognostik Faktorler

Larinks tumorlerinde tedavi hastanin yasi, sosyal, mental, fizik durumu, lezyonun
tipi, anatomik lokalizasyonu, tiimdr yayilimi, komsu yapilarin infiltrasyonu, lenf
nodu tutulumu ve uzak metastaz varligina gore belirlenir (Marur and Forastiere,
2008). Erken lezyonlarda radyasyon tedavisi ile basarili sonuglar alinmaktadir
(Mendenhall et al., 2001). Radyasyon tedavisinin basarili olmadigi durumlarda
cerrahi tedavi uygulanir. Gergek kordun vyizeyel invaziv skuamdz hicreli
karsinomlar1 endoskopik veya laringofissiir yolla kordektomiyle tedavi edilebilir.

Ileri evrelerde tedavi larenjektomidir (Arriagada et al., 1983).
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Prognostik 6nemi olan faktorler ise sunlardir;

1) Klinik Evre: Sagkalim1 belirleyen en 6nemli parametredir. Sagkalimda invazyon

derinligi, bolgesel lenf nodu metastazi ve uzak metastazdan bagimsizdir.

2) Tiimériin Yerlesim Yeri: Onemli prognostik faktordir. En iyi prognoz, glottik
skuamoz hucreli karsinolarda gorulurken, subglottik yerlesimli skuaméz hiicreli
karsinomlarda daha kotu prognoz gorulur (EI-Naggar et al., 2017). Glottik bélge
timorlerinde 5 yillik sagkalim oran1 %80, supraglottik %65, transglottik %350,
subglottik %40’dir (Rosai and Ackerman, 2004). Ariepiglottik kivrimlarda lokalize
olanlar en kot prognoza sahiptir.

3) Histolojik derece (Grade): Bu parametrenin tiimoriin klinik evresi ile iliskili
olmaksizin bagimsiz bir prognostik belirleyici oldugu gosterilmistir (Wiernik et al.,
1991). Bazi arastirmacilar sagkalim ve grade arasinda onemli bir iliski bulurken
bazilar1 ise sagkalimin grade ile iliskili olmadigin1 savunmaktadir. Ancak histolojik
derecelendirme (grade) sisteminin subjektif olusu, objektif kriterlerin bulunmayisi

problem olusturmaktadir (EI-Naggar et al., 2017).

4) Lenfovaskiiler ve Perindral Invazyon: Lenfatik damar veya kan damari invazyonu
lenf nodu ve/veya uzak organ metastaz riskini artirir. Vaskiiler invazyon siklikla
agresif skuamdéz hucreli karsinomlarda gorilur. Rekirrens ve kotl sagkalima sebep
olur. Benzer bir sekilde perindral invazyon da rekiirrens, bolgesel lenf nodu

metastazinda artig ve sagkalim siiresinde azalma ile iligkilidir (Barnes, 2005).

5) Metastatik Lenf Nodunda Ekstrakapsiiler Yayilim: Lenf nodu metastazi laringeal
timorlerde en istenmeyen prognostik faktordir(EI-Naggar et al.,, 2017).
Extrakapsuler yayilim prognostik olarak lokal rekiirrens ve uzak metaztaz gelisimi

ile giiclii iliskili olup sagkalimi azaltmaktadir (Ferlito et al., 2002).

6) Rezeksiyon Simirlari: Cerrahi siirlarda tiimoriin goriilmemesi rekiirrens oraninin

azalmasi ve sag kalim siiresinin uzamasi ile iligkilidir (Barnes, 2005)

7) Tumor Boyutu: Buyik timor boyutu lokal rekiirrens artisi ile iliskilidir (Small et
al., 1992).
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8) DNA PIoidi: Anaploid timdrler artmis rekiirrens riski ile birliktelik gosterir
(Westerbeek et al., 1993).

9) Konak Reaksiyonu: Tiimor stromasinda yiiksek yogunlukta S-100 protein pozitif
boyanan Langerhans hiicreleri varligmmin olumlu prognostik bulgu oldugu ileri

stirilmustiir (Nakashima et al., 1992).

10) Keratin Ekspresyonu: Tumorde eksprese edilen ve immuinohistokimyasal olarak

gosterilen keratin tipinin prognostik énemi olmadigi goériilmektedir (Nakashima et
al., 1992).

11) p53 Asint Ekspresyonu: Arastiricilar tarafindan desteklenmese de bu
parametrenin bagimsiz prognostik faktor oldugu ileri siiriilmektedir (Friedman et al.,
2001, Narayana et al., 1998).

12) Proliferasyon: Immiinohistokimyasal Ki67 ve proliferasyon hiicre nikleer
antijeninin varligr (PCNA) skuamdz hiicreli karsinomun diferansiyasyon derecesi ve

lenf nodu metastazi arasinda korelasyon vardir (Barnes, 2005).
2.5. HUCRE SIKLUSU

Cogalmak tizere uyarilmig bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi biyokimyasal
aktivitenin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii siirece hiicre siklusu denir. Hucre
siklusunun en temel fonksiyonu, kromozomda bulunan DNA’y1 iki katina ¢ikararak
genetik olarak birbiri ile ayn1 olan iki hiicre olusturmaktir. Bu siklus DNA sentezi (S
faz1) ve hiicre bolinmesi (M fazi) olmak Uzere iki temel fazdan olusur. Gerekli
boliinme uyaris1 dncesinde hiicre dinlenme fazi1 olan GO fazinda bekler. Hiicre
boliinme sinyali aldiktan sonra sinyal ileti kaskadi devreye girer ve hiicre interfaz
donemine girer. Interfaz G1-S-G2 dénemlerinden olusur. Hiicreler bdliinme uyaris
aldiklar1 zaman GO fazindan ayrilip G1 fazina ilerleyerek siklusun ilk fazina girmis
olurlar. Boliinmeye devam etmeyip Gl fazindan ayrilan hiicreler ise diferansiye
olmak {izere farkli bir yone kayarlar. S evresinde hizlica DNA replikasyonu olur. G2
fazinda bir onceki fazda replike olmus DNA ve kromatinler kondanse olurlar ve

paketlenirler. M fazi mitoza karsilik gelir ve hiicre boliinmesi gerceklesir. Profaz,
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metafaz, anafaz ve telofaz olmak iizere dort evreden olusur (Wiman and
Zhivotovsky, 2017), (Sekil 2).

Prepaf ration
Mitosis Preparation
G 2 ‘ for DNA G 1

Growth Synthesis

7t erp\‘ﬂ“’e

DNA
Replication
£

Sekil 2: Hucre siklusu (www.earthslab.com)

Hicre siklusunun farkli evreleri boyunca hiicrelerin diizenli olarak ilerlemesi
siklinler, siklin bagimli kinazlar (CDK) ve bunlarin inhibitorleriyle yonetilir
(Walworth, 2000). CDK’lar hiicrelerin bir sonraki evreye gecebilmeleri icin gerekli
olan kritik hedef proteinlerini fosforilleyerek siklusu harekete gecirir. CDK’lar tiim
hicre siklusu boyunca inaktif formda eksprese olurlar. Siklinler adi1 verilen protein

ailesine baglanarak fosforile olduktan sonra aktif forma gecerler.

SiklinD hiicre siklusunda artan ilk siklin olup G1 fazinin ortasinda goriiliir ancak
daha sonra S fazinda saptanamaz. Hicre siklusunun G1 fazinda SiklinD CDK4’e
baglanarak CDK4’ii aktive eder ve siklinD-CDK4 kompleksini olusturur. Bu
kompleks Retinoblastom (RB) proteinini fosforile ederek siklusta kritik rol oynar.
RB fosforilasyonu siklus i¢in molekiler bir ACMA-KAPAMA diigmesidir (Sherr
and McCormick, 2002). Hipofosforile durumda iken RB, transkripsiyon faktoru E2F
ile sik1 bir inaktif kompleks olusturarak hiicre replikasyonunu oOnler. E2F bir
transkripsiyon faktori ailesidir. RB fosforilasyonu bu kompleksi ayristirir ve
E2F’nin inhibitdr transkripsiyonel etkinligi sona erer. RB’nin fosforilasyonu hiicre
siklusunun ilerlemesindeki ana engeli ortadan kaldirir ve hiicre replikasyonunu
uyartr. Dinlenme halindeki hiicreler biiylime faktorleriyle uyarildiginda siklinD ve
siklinE konsantrasyonlar1 yiikselerek G1/S noktasinda siklinD-CDK4 ve siklinE-
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CDK2 aktivasyonuna ve RB’nin fosforilasyonuna yol acar. Hiperfosforile RB
kompleksten ayrilarak S fazina gecis igin gerekli olan E2F hedef genlerinin
transkripsiyonunu aktive eder (Kumar and Kumar, 2010). Hicre doénglst uygun
bliylime faktorlerin varliginda G1 kontrol noktasin1 geger, S fazina girer ancak
biylme faktorlerinin yoklugunda hiicre dongisit durarak GO fazina girer. Hucre
dongiisiiniin G2 fazindan M fazina gegisini kontrol eden bir sitoplazmik faktor
varlig1 saptanmis ve olgunlasmay ilerleten faktér (MPF) olarak adlandirilmistir. Bu
faktor yapi olarak siklinB ve CDK’dan olusan bir dimerdir. SiklinB bir regilattr
olup, CDK1 protein kinazin katalitik aktivitesi i¢in gereklidir. MPF aktivitesi hiicre
dongiistiniin devami sirasinda siklinB’nin periyodik olarak birikmesi ve yikilmasi ile
kontrol edilir. S fazinda sentezi baglayan siklinB, dongiiniin S ve G2 faz1 boyunca
CDK1 ile kompleks olusturur. SiklinB-CDK1 inaktivasyonu ile mitozdan ¢ikis
gercekleserek hiicreler G1 fazina donebilir (Kumar and Kumar, 2010). Siklin-CDK
komplekslerinin aktivitesi, CDK inhibitorleri ile siki bir sekilde kontrol edilir (Sherr
and McCormick, 2002, Lowe and Sherr, 2003) (Sekil 3). p21, p27, p57 olmak (zere
tic komponent vardir. p21’in transkripsiyonel aktivasyonu p53 ’tin kontroli
altindadir. p53 kanserlerde biiyiik bir kisminda mutasyona ugrayan bir tiimor
stipresor gendir. Hiicre siklusunda p53°iin ana rolii hasara ugramis hiicrelerin siklus
icinde yavaslatarak veya durmasini saglayarak kontrol gorevi yapar veya apoptoza
gitmesini saglar. CDK inhibitorlerinden olan INK4 ailesi {iyelerinden insan
INK4a/ARF lokusu, pl6INK4a ve pl4ARF olmak uzere iki proteini kodlar.
pl6INK4a, CDK4’e¢ baglanmak i¢in siklinD ile yanisir ve siklinD/CDKA4
kompleksinin inhibisyonunu saglar ve boylece RB’nin fosforilleme yetenegini inhibe
ederek hiicre siklusunun ge¢ G1 fazinda durmasina sebep olur. pl16INK4a insan
kanserlerinde siklikla hipermetilasyon ile inaktive olur ya da mutasyona ugrar

(Krishnamurthy et al., 2006, Janzen et al., 2006).
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Sekil 3: Hucre siklusu regulasyon proteinleri (Cocke and Wang, 1976)

2.6. p16 GENI

pl6 geni 9. kromozomda yerlesim gostererek CDK4 ve CDK6’y1 inaktive eden
timor stipresor gendir (Ben-Dayan et al., 2017, Lopez et al., 2017, Silva et al., 2012).
Hiicre dongusunde G1 progresyonunun kontroliinde etkili olan proteinlerde meydana
gelen degisiklikler kanserlerin ¢ogunun olusumuna neden olur (Silva et al., 2012).
Bu kontrol mekanizmasinda yer alan proteinlerin en 6nemlileri G1 fazinda CDK
aktivitesini kontrol eden p16 ve RB genleridir (McCluggage, 2007). p16, CDK4 ve
CDK6’ya baglanarak siklinD/CDK kompleksinin olusumunu engeller ve G1-S
interfazinda RB araciligla hiicre siklusunda kontrolsiiz ¢ogalmanin 6niine ge¢gmeye

calisir (Murphy et al., 2005, Lambert et al., 2006, Silva et al., 2012).

Hicre siklusunda fosforile olmayan RB’nin Kilit rol Ustlenmesi ile kontrolsiz
proliferasyon engellenmektedir. Ancak RB geninde mutasyon, delesyon veya direkt

inaktivasyon olursa siklus kontrolsiizce ¢ogalir. HPV ile enfekte olan hiicreler bu
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duruma sebep olan oOrneklerden biridir. HPV’nin E7 proteini RB proteinini
fonksiyonel olarak inaktive eder ve sonucgta p16 proteini birikir. Normalde déngulde
RB proteini p16 proteinin transkripsiyonunu inhibe etmekle gorevlidir. (Meshman et
al., 2017). p16 ve RB proteinleri negatif feedback mekanizmasi ile kontrol edilir (Li
et al., 2008, Richmond-Sinclair et al., 2008). pl16 geni kanserlerde mutasyon,
delesyon ve hipermetilasyonla inaktiflesir (McCluggage, 2007, Lambert et al., 2006).

Yetigkinlerde normal proliferatif endometriumda, meme duktus epitelinde, serviks
tubal metaplazik epitelde, 6zofagus skuamoz epitelde, tlkrik bezinde, pankreas
langerhans hucrelerinde, testisin Sertoli ve Leydig hucrelerinde eksprese edilebilir
(O'Neill and McCluggage, 2006, Dray et al., 2005).

2.7. Human Papillomavirus (HPV)

Human Papillomavirus, Papovaviridae ailesinden olan zarfsiz, ikozahedral kapside
sahip, sirkiler ¢ift sarmalli DNA viriisiidir (Munoz et al.,, 2003). Genomu
ikozahedral protein kapsid ile gevrilidir. Kapsidi 72 adet kapsomerden ve %80 L1,
%20 L2 proteininden olusur (Kovanda et al., 2011, Kabsch and Alonso, 2002). HPV
deride skuamoz epitel hiicrelerini ve miikéz membranlar1 enfekte edip hiicre
niikleusunda ¢ogalir. HPV’nin hiicreye girebilmesi i¢in deri ve mik6z membranlarda
travma ile doku biitlinliigliiniin bozulmus olmasi1 gerekir (Patterson et al., 2005).
HPV’nin hiicreyi enfekte edebilmesi i¢in o hiicrenin proliferasyon yeteneginin
olmast gereklidir. Bu nedenle yassi epitelde proliferasyon potansiyeli olan bazal
membrandaki bazal hicrelere tutunur (Kajitani et al., 2012). HPV genomu bazal
hicrelerin nukleusunda epizomal halde bulunur ve “rolling circle” (yuvarlanan
¢cember) replikasyon modeli ile ¢ogalir. HPV’nin suana kadar bilinen 100’den fazla
alt genotipi tanimlanmistir. Alt siniflama niikleotid zincirine gore yapilir. HPV
viriistinli yeni bir virion tiirii olarak siniflamak i¢in L kapsid potein dizisinin en az
%10’unun farklilik gostermesi gerekir (Bernard et al.,, 2010). HPV genital
enfeksiyonlarda sik olarak saptanan kanser yapma potansiyellerine gore alt tiplere
ayrilir. Alt tiplerinden 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 ve 89’un alt tipi
CP6108 diisiik riskli, 26, 53 muhtemel yiksek riskli, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82 yiksek riskli kabul edilir (Dehn et al., 2007), ( Tablo 1).
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Tablo 1: Risklerine gore HPV tipleri

Risk siniflamasi HPV tipleri

Y uksek risk 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68, 73, 82

Muhtemel yiksek risk 26, 53

Diisik risk 6, 11,13, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81 ve 89

Her bir HPV tipi kendine 6zgii olan dokularin epitellerinde ¢ogalir (Doorbar, 2006).
HPV hiicreye girdikten sonra birka¢ hafta ile yillar arasinda degisen siirede
inkilbasyon periyoduna sahiptir. Daha sonra replikasyon baglar. HPV
enfeksiyonlarinin ¢ogu asemptomatik ve gecicidir. Ancak yiiksek riskli HPV ile

enfekte hiicrelerde zamanla kanser gorulebilir.

HPV ile ilskili karsinomlar ve lezyonlarin molekiiler analizlerinde bu virislerin
transformasyon aktiviteleriyle uyumlu farkliliklar goriiliir. Benign lezyonlar ve
preneoplastik lezyonlarda HPV genomu epizomal yani entegre olmayan seklinde
iken kanserlerde viriisiin DNA’s1 konak hiicrenin DNA’sina entegredir (Kumar and
Kumar, 2010). DNA entegrasyonunun malign transformasyonda onemli oldugunu
diistindUrmektedir. Virusin genetik bilgileri transkripsiyonel olarak aktif DNA
iplik¢iklerinde kodlanir. Viral proteinleri kodlayan diziler tek bir DNA sarmali
tizerinde bulunmaktadir. Fonksiyonel olarak erken bolge (early; E), gec bolge (late;
L) ve uzun kontrol bélgesi (long control region; LCR) olmak Uzere U¢ bolgeye
ayrilir. HPV genomik sekansi 8 adet ORF (open reading frame) bolgesi igerir. ORF
bolgesinde viriis proteinleri kodlanir. ORF bolgesi E (erken) ve L (ge¢) olmak Uzere
ikiye ayrilir.E bolgesi E1, E2, E4, E5, E6, E7 proteinlerini, Lbolgesi L1 ve L2
proteinlerini kodlayan ORF bdlgelerini icerir (Kabsch and Alonso, 2002, Nowinska
et al., 2017). Virusun genleri enfeksiyon esnasinda erken (E1, E2, E4, E5, E6, E7)
vegec (L1, L2) proteinleri sentezler. Erken ORF viral replikasyon, transkripsiyon
islevlerini kontrol ederek hiicresel transformasyondan sorumlu proteinleri ve ayrica
onkogenlerle ilgili proteinleri kodlar. Ge¢ ORF’ler ise virionun yapisal proteinleri

olan L1 ve L2 proteinlerini kodlar. HPV genomunda kodlanmayan bolge olan, ORF
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icermeyen uzun kontrol bolgesine (LCR) sahiptir. LCR bdlgesinde virus geninin
replikasyon ve transkripsiyondan sorumlu diizenleyici elementleri bulunur. LCR ayni
zamanda NCR (non-coding region) veya URR (upstream regulatory region) olarak
bilinir. HPV'nin sadece bir sarmali transkripsiyon edilir (Doorbar, 2006). Viral gen
ekspresyonu ve replikasyon keratinositlerin diferansiyasyonu ile paralel olarak siki

kontrol mekanizmasiyla kontrol edilir (Mui et al., 2017).
Viral Proteinler

HPV enfeksiyonlarinda rol alan ORF’lerin fonksiyonlarina bakacak olursak kisaca

asagidaki gibi 6zetleyebiliriz.

E1 proteini: Baslangig¢ proteini olup E2 proteini ile birlikte erken donemde DNA
replikasyonunu destekleyerek virtistin epizomal formunun devamini saglar.
Replikasyonda ATP’ye bagimli helikaz fonksiyonu gorur. Bu ATPaz/helikaz bolgesi
E2 proteini ile etkilesir. Boylece DNA sentezi baslamasi ve uzamasi saglanmis olur.
E1 proteini konak hiicrede bulunan replikasyon faktorlerinden bagimsizdir. E6 ve E7
proteinleri isereplikasyon faktorleriyle iliskilidir (Bergvall et al., 2013, Schuck et al.,
2013).

E2 proteini: Viral DNA’da major transkripsiyon regiilasyonunu saglayan proteindir.
DNA replikasyonunu baglatir ve replikasyonun devamliliginin stabil bir sekilde
olmasint saglar. Viral genomun epizomal devamliligini, hicre genomuna
baglanmasim1 saglar. Viral genom DNA’sinin salinim ve onariminda Onemlidir.
Diisiik  konsantrasyonda erken gen  ekspresyonunu  arttirirken,  ylksek
konsantrasyonlarda baskilayici etkisi bulunarak bdylece viral genomun sayisini
kontrol etmektedir. E2 indirekt olarak, viral onkogenler E6 ve E7 ekspresyonun
aktivitesinin diizenlenmesinde rol alir. Viral hayat siklusunun ge¢ sathasinda LCR
bolgesine E2 proteinlerinin baglanmasi ile hiicresel transkripsiyon faktorleri
serbestleserek E6 ile E7 proteinlerinin transkripsiyonu baskilanir (Nowinska et al.,
2017, Ho et al., 2011, Demeret et al., 1997, Van Tine et al., 2004).

E4 proteini: DNA replikasyon siklusunun ge¢ fazinda gorev alir. En Onemli
fonksiyonu keratinositlerde bulunan hicre iskeletinin ara filamanlarini yikima

ugratmasidir. BoOylece viriis partikiilleri rahatlikla hiicre disina c¢ikabilmektedir
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(Mclntosh et al., 2010, Van Tine et al., 2004, Nowinska et al., 2017). E4 proteini
hiicre dongiisiinii G2/M asamasinda durdurarak E7 aracili hiicre proliferasyonunu

antogonize etmektedir (Nowinska et al., 2017)

E5 proteini: Viral yasam dongiisiiniin ge¢ fazinda eksprese edilir. Endoplazmik
retikulum membraninda, golgi aparatinda ve hiicre membraninda bulunarak EGFR
gibi biliyimeden sorumlu faktorlerin aktivasyonunu saglayarak epitelin iist
katmanlarinda replikasyona uyumlu bir ortamin devamliligina yol acar (Nowinska et
al., 2017, Hellner and Munger, 2011). E5 proteini hticre transformasyonu, apoptozis
olaylarinda da gorev alir. HPV transformasyonunda dogal ve kazanilmig immun

cevapta degisiklige neden olabilir (Paolini et al., 2017).

E6 proteini: HPV enfeksiyonu sirasinda ilk eksprese edilen proteindir. Yiiksek riskli
HPV’lerde konak hiicresinde niikleusta ve sitoplazmasinda bulunarak cok sayida
hiicresel protein ile etkilesime girer. E6 proteininin en Onemli gorevi tumor
baskilayic1 gen olan p53 geninin inaktivasyonuna neden olmasidir. Ylksek riskli
HPV’lerde E6 proteini, 6nce E6 ATP’ye baglanir ve bu kompleks p53’le birlesir.
Uclii kompleks tiimor baskilayici gen olan p53’iin pargalanmasini  uyararak
proteozomda yikimimi saglar. Hiicre proliferasyonu uyarilarak hicre dongusi
bozulur. Boylece hiicrelerin genetik stabilitesinin korunmamasi ve apoptozisin inhibe
olmast sonucunda hiicrelerin transformasyon riski artarak onkogenezis uyarilmig
olur. Ayrica E6’nin bir diger 6nemli gorevi telomeraz aktivasyonu ile hicrelerin
stirekli proliferasyonuna sebep olmaktir (Scheffner and Whitaker, 2003, Zhang and
Tang, 2012).

E7 proteini: Biiyiik oranda niikleusta bulunur. E7 proteini DNA hasarina bagli olarak
hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda gorev alan RB proteinini baglayarak hiicre
dongiisiinii durdurur ve apoptozis indiikklenmis olur (Pagano et al., 1992, Dupuy et
al., 1997, Nowinska et al., 2017). RB proteini hiicre siklusunun G1’den S fazina
gecisini inhibe eder ve aktivitesi fosforilasyon ile diizenlenir. HPV ile enfekte
hicreler E7 proteinlerinin hipofosforile RB proteinlerine baglanmasi sonucu RB
proteini inaktive olarak hiicre siklusu S fazina ilerler (Yim and Park, 2005). RB geni
E2F transkripsiyon faktorlerine baglanarak replikasyonda gorev alan enzimlerin

genlerinin aktivasyonunu baskilayarak tiimor siipresyonu yapmaktadir. RB E7 ile
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inaktive oldugunda pl6’nin fazla ekspresyonuna yol agar. p16 CDK4/CDK6’ya
baglanarak hiicre siklusunu yavaslatan, RB’nin hipofosforilasyonuna yol agan,
E2F’nin serbest kalmasini saglayan ve G1 fazindan S fazina gegisini saglayan CDK
inhibitoradar. Boylece E2F aktif formda tutulur ve hicre siklusunun G1/S fazina
gecis indiiklenir (Wang et al.,, 2004, Keating et al.,, 2001). E7 ayrica CDK
inhibitorleri olan p21 ve p27 bilesenlerini igeren proliferasyondan sorumlu diger
proteinlerlede etkileserek hiicrelerin S fazinda progresyonlarini arttirmaktadir.
Yiksek riskli HPV CDK4/CDK®6 inhibisyonu yaparak p16 proteini ile inaktif RB
hiicre oliimiine engel olmaktadir. Hiicre igerisinde biriken p16’nin HPV ile iligkili
lezyon ve kanserlerde immiinohistokimyasal olarak niikleer ve sitoplazmik boyanip
tani aracit olarak kullanilmasi hedeflenmis olup bu konuda arastirmalar siirmektedir

(Stasikowska-Kanicka et al., 2011).

L1 proteini: Major kapsid proteinidir. HPV’nin dis yiizeyi girintili ¢ikintili goriiniime
sahiptir. HPV yiizey proteinlerinin yaklasik %90’ olusturur. Viral replikasyonun

gec fazinda sentezlenir ve immiinojeniktir (Lee et al., 2014).

L2 proteini: Minor kapsid proteini olup viral DNA’nin ¢ekirdege tasinmasinda gorev
alir. L2 proteininin DNA’ya baglanmasindan ve enkapsidasyon olaylarindan sorumlu

oldugu ileri siiriilmektedir (Hebner and Laimins, 2006, Tumban et al., 2012).
HPV’nin Onkogenez Mekanizmasi

Cok kath yass1 epitelde bazal tabakadaki keratinositler human papillomaviriis ile
enfeksiyona duyarhidir. HPV bu bazal tabakada bulunan hiicreleri enfekte eder.
Replikasyon bazal tabakada bulunan keratinositlerde meydana gelir. Diger
tabakalardaki hiicrelerde replikasyon goriilmez. HPV ile enfekte hiicrelerde HPV’nin
sitopatik etkisinden dolayr niikleuslarinda biylme, diizensiz kromatin agi,
perinukleer halo, sitoplazmasinda vakuolizasyon gibi degisiklikler goriliir. Bu

degisikliklerin tiimiine koilositik degisiklikler ad1 verilir.

HPV bazal hiicrelere girdikten sonra erken proteinler olan E1 ve E2 proteini eksprese
eder. Viriis DNA’s1 hiicreye girdikten ve soyulduktan sonra hicre nikleusuna
transportu gergeklesir (McBride et al., 2006). Bu hiicrelerde enfeksiyon siresince

viral DNA 20-100 kopya sayisina ulasir. Bazal hiicreler boliindiikkge HPV genomlari
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yeni hiicrelere geger ve hiicrelerin bazal membranini gectikten sonra enfekte olan
hiicreler epitelin yiizeyine dogru ilerleyerek farklilasma baglamaktadir. Nihayetinde
ge¢ genlerin aktive olmasiyla prodiiktif enfeksiyon baslar. Virion suprabazal
tabakadaki diferansiye hiicrelerde meydana gelir. Yiksek duzeyde sentezlenen E1,
E2, E4 ve ES5 proteinleriyle viral genom sayisi artar. Viral genlerin ekspresyonuyla,
genom replikasyonu belirgin sekilde hizlanir. Binlerce kopya olacak sekilde viral
genom amplifikasyon olur. Epitelin iist tabakalarinda L1 ve L2 gec viral proteinler
sentezlenir. Hiicre niikleusunda viriis partikiilleriyle birlesir. Sonunda epidermisin
yiizeyinden ¢ok sayida viriis ile yiiklii keratinositlerin ¢evreye dokiilmesiyle viriisler

salinir (Zheng and Baker, 2006), (Sekil 4 ).

Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer
I |

Low grade High grade

Cervical intraepithelial neoplasia
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Sekil 4: Human Papillomavirus yasam dongiisii ve genomunun organizasyonu

(Crosbie et al., 2013)

HPV’nin onkogenez mekanizmasi replikasyon iizerinden olur. Enfekte hticrelerin
transformasyonunda HPV’nin persistan hale gelmesi 6nemlidir. Persistan enfeksiyon
ve takip eden karsinogenez durumunda epizomal halde bulunan viral genomun
hiicrenin kromozomuna entegre oldugu saptanmistir. Viral DNA entegrasyon
stirecinde sabit bir alanda kesintiye ugrar. Bu alan ¢gogunlukla viriisiin DNA’sinda E1

ve E2 proteinlerinin igindedir. Viral DNA’nin E2 alani1 normalde E6 ve E7 viral
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genlerinin transkripsiyonunu baskilar. Eger kesintiye ugrarsa E6 ve E7 proteinleri
asir1 eksprese olarak onkogenik Ozellik kazanir (Dehn et al., 2007). E6 ve E7
proteinleri HPV’nin temel onkogenleridir. E6 ve E7 genleri timor slpresor
genlerinin fonksiyonlarmi baskilayarak onkogen 0zellik gosterirler. E6’nin primer
rolii p53 ile iliskilidir. p5S3 geni, hiicrede meydana gelen DNA hasarlarin1 gidermek
amactyla hiicre dongilisinii durdurur, DNA tamiri i¢in gerekli olan onarimin
yapilmasini saglar, eger DNA tamiri yapilamiyorsa ciddi kromozomal defektleri olan
hlcreleri apoptoza indikler. E6, p53’¢e, E7 RB proteinine baglanarak bu proteinlerin
degredasyonunu uyarir. E6, p53 genine etki ederek hasarli kromozomlarda onarim
yapilmadan hiicrelerin bdliinmesine, kromozomal olarak defektli hiicrelerin olusup
birikmesine ve apoptotik etkinin ortadan kalkmasma neden olmaktadir. E6’nin
apoptotik etkiyi ortadan kaldirmasi, telomeraz enzimini indlkleyerek de
gerceklesmektedir. Telomeraz aktivitesi genellikle embriyonik hiicrelerle sinirli olup
somatik htcrelerde bulunmamaktadir. Hiicrede telomeraz olmadiginda hiicreler
defalarca boéliiniir, yaglanmaz ve siirekli proliferasyona ugrayarak kanser gelisimine
gerceklesir (Longworth and Laimins, 2004). Diisiik riskli HPV’lerde E6 proteininin
p53’e afinitesi diisiiktiir ve p53’e etki gostermez. Yuksek riskli HPV’lerden koken
alan E6 proteinleri ubiquitin bagimli proteoliz yoluyla degredasyonunu arttirarak
p53°0 aktive eder (Munger and Howley, 2002). Diisiikk riskli HPV’lerdeki E7
proteininin ise RB’ye afinitesi daha dusiiktiir ve hiicreleri transforme etme
kapasiteleri daha zayiftir. Yiiksek riskli HPV’lerde E7 proteinleri, RB gen ailesi
tiyeleriyle iliskisinden otiirii hiicrelerin farklilagmasinda rol oynamaktadir. RB
proteini DNA hasarina bagli olarak hiicre dongiisiinii durdurur ya da apoptozu
indUkler. Yiiksek riskli HPV’lerde E7 proteini RB’ye giclii bir sekilde baglanarak
E2F/RB kompleksini bozar ve RB degredasyonunu uyarir. HPV ile enfekte
hlcrelerde RB proteini inaktivasyonu sonucu hiicre siklusu S fazina ilerler (Yim and
Park, 2005). E7, p53’iin transkripsiyon aktivitesini bozabilir ve ayrica p21°i inaktive
edebilir. RB’un fonksiyonlarindan biri de, E2F transkripsiyon faktorlerine
baglanarak replikasyonda gorevli olan enzim genlerinin aktivasyonunu
baskilamaktir. Bu RB geninin tiimor baskilayict fonksiyonuyla iligkilidir. E7
proteininin RB ile etkilesimi, biliyiime faktorlerinden bagimsiz olarak, RB ve

transkripsiyon faktorlerinin E2F ailesi arasindaki iligskiyi bozmaktadir. E7 aym
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zamanda CDK inhibitorleri p21 ve p27 bilesenlerini igeren hiicre proliferasyonuyla
ilgili diger proteinlerle de etkilesmektedir. Yiiksek riskli HPV’lerde p16 proteini ve
E7 proteini ile inaktiflesen RB kompleksi hiicre 6liimiine engel olmaktadir. P16 ve
inaktif RB geni sonucu CDK4/CDKG6 inhibisyonu gergeklesir. Sonug olarak p53 ve
RB kontroliinde bulunan hiicre siklusundaki baskilayict yolaklar E6 ve E7
proteinlerden dolay1 engellenmis olur (Munger and Howley, 2002).

E6-AP @

> + Transcription
@ EoF1 activation °

N Ubiquitin-conjugating @ @
Ubiquitin Ol enzyme complex (1, 11, I1) P E2F-1
Transcriptional Inactive

000000 E2F;1/ repressin \ complex

26S Proteosome: recognize

ugizuitinylated p53 protein PPase cdk
“ ppPRD ppRb
l-‘ p53 degradation inactive inactive

Sekil 5: HPV’nin E6 ve E7 proteinleri ile p53 ve RB (zerine etkileri (Yim and Park,
2005)

Klinik Bulgular

HPV deri ve mukozalarda enfeksiyon meydana getirerek benign ve malign
lezyonlara neden olur. Sigil en sik sebep oldugu klinik tablodur. Eller ve ayaklar
olmak Uzere Keratinizasyon gosteren epitel dokusunun goriildiigii her yerde
izlenebilir. Benign lezyonlar siklikla kendini siirlandirir. Lezyonun goriiniimii ise
etkilenen alana ve ilgili virlis tipine bagh olarak farkliliklar gosterir. HPV tip6 ve
tipl1 siklikla papilloma neden olur. Disiik riskli HPV tipleri, kadin ve erkeklerde
perianal bolge ya da dis genital bolgede kondiloma akiminata meydana getirir. En
sik etken HPV tip6 ve HPV tip11°dir. Malign transformasyon ¢ok nadirdir. Kirmizi-
kahverengi pigmente sahip olana anogenital sigiller ise HPV tipl6 veya HPV tip18
ile iliskili bowenoid papiillozis a¢isindan degerlendirilmelidir. Genital bolgedeki
aktif HPV enfeksiyonlar1 genellikle yiiksek riskli HPV tipleriyle iliskili olup vajina,

vulva, penis, mesane, servikste intraepitelyal neoplaziye neden olabilir. Intraepitelyal
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neoplazi malign transformasyon sonucunda karsinoma in situ ve invaziv karsinoma

ilerleme gosterebilir.

Insanda enfeksiyona sebep olan HPV tipleri ve sebep oldugu hastaliklarin bir kismi

asagidaki gibidir.

Plantar sigil: 1, 2, 4, 63

Yaygn sigil: 1, 2, 3, 4, 7, 10, 26, 27, 28, 29, 41, 57, 65, 77

Flat sigil: 3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76

Diger deri lezyonlar1 (epidermoid Kist vs.): 6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60,
72,73

Epidermodisplasia verruciformis: 2, 3, 5, 8, 9, 10, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 36, 37, 38, 47, 50

Tekrarlayan respiratuvar papillomatozis: 6, 11

Fokal epitelyal hiperplazi (Heck hastaligi): 13, 32

Konjunktival papillom/karsinomlar: 6, 11, 16

Anogenital sigiller (kondiloma akuminata): 6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70
Servikal intraepitelyal neoplazi: 6, 11, 16, 18, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52,
56, 58, 66

Servikal skuamoz hicreli karsinom: 16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 66, 68,
70
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3.GEREC VE YONTEM

Bu calisma, 2017-40-02-010 nolu poje olarak Sakarya Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmis olup Sakarya Universitesi Tip
Fakiltesi ~ Etik  Kurulu’'ndan  onay  almustir  (Etik  Kurul = Karar
N0=71522473/050.01.04/120)

3.1. OLGULARIN SECILMESI

Calisma Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 2008-2017
yillar1 arasinda Larinks Skuaméz Hiicreli Karsinom tanisi almis 81 total/parsiyel
larenjektomi ve unilateral/bilateral boyun diseksiyonu yapilmis olgular retrospektif
olarak incelemeye alindi. Larenjektomi materyellerinin 73’0 total larenjektomi, 8’i
parsiyel larenjektomi idi. Hastalarin dosya kayitlarindan ve patoloji raporlarindan
yas, cinsiyet, timor yerlesim yeri, timor c¢api, metastatik lenf nodu sayisi,
radyoterapi/kemoterapi tedavisi uygulanip uygulanmadigi, yapilan cerrahi prosediir,

niiks, sagkalimi hakkinda veriler elde edildi.

Hastalarin tiimor iceren lam ve bloklar1 patoloji arsivinden elde edildi.
Hemotoksilen-eozin preparatlar incelenerek histopatolojik parametreler ve lenf nodu
diseksiyon materyellerinde metastatik lenf nodu varligi acisindan tekrardan
degerlendirildi. Tiimériin histolojik derecesi DSO’niin 2017 smiflamasma gore
yapildi. Histolojik derece (grade) timor hicrelerinin  pleomorfizmi, hcresel
diferansiyasyonu, keratinizasyon mevcudiyeti ve mitotik aktiviteye gore
degerlendirildi. lyi diferansiye, orta derecede diferansiye, az diferansiye olarak ¢
gruba ayrildi. Belirgin keratinizasyon, seyrek mitoz, hafif derecede nikleer
pleomorfizm, hiicreler arasi kopriilesmeler gosteren hiicrelerin olusturdugu skuamoz
adalardan olusan tiimorler iyi diferansiye, nikleer pleomorfizmi biraz daha belirgin,
daha fazla mitoz, anormal mitoz, daha az keratinize hiicrelerden olusan tiimor orta
derecede diferansiye, belirgin pleomorfizm, sik mitoz izlenen, minimal ya da hig
keratinizasyon goriilmeyen hiicrelerden olusan tiimdrler az diferansiye olarak kabul
edildi. Evreleme Amerikan Kanser Birligi’nin (AJCC/UICC) o6nerdigi sisteme gore
yapild.
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3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

e %]10’luk tamponlanmis notral formalin fiksasyonu sonrasi rutin takip ile
hazirlanmis parafine gomiilii bloklardan 4 mikronluk kesitler (Leica RM 2145
mikrotom cihazi ile) poly-lysine ile kapli lamlara alind1.

o Kesitler 70 derecede etlivde (Memmert etiiv cihazi) 1 saat bekletildi.

e Etiivden alman lamlar Bond-maX (Leica Microsystems) otomatik
immunohistokimya cihazinda Bond Polymer Refine Detection Kits (Leica,
DS9800) kullanilarak devaminda asagidaki islemler uygulanmak iizere cihaza
konuldu.

o Kaesitlere deparafinizasyon (Bond Dewax Solution, Leica Microsystems)
yapildi.

e Kesitler sirasiyla %99, %96 ve %70’ lik alkollerden beser dakika gecirilerek
rehidrate edildi.

e Kesitler yikand1 (Bond Wash Solution, Leica Microsystems).

e Antijenik maskelenme giderildi (Bond Epitop Retrieval Solution, Leica
Microsystems).

e Kaesitler yikandi (Bond Wash Solution, Leica Microsystems).

e Spesifik olmayan boyanmalari ve zemin boyanmasimni onlemek amaciyla
endojen peroksidaz aktivitesi %3’luk hidrojen peroksit ile 15 dakika bloke
edildi (Peroxide Block, Leica Microsystems).

e Kesitler yikandi (Bond Wash Solution, Leica Microsystems)

e Preparatlardaki dokularin {izerine primer p16 antikorlar1 (DB Biotech Rabbit
Clonal Antibody Klon: R19-D) uygulandu.

e Kesitler yikandi (Bond Wash Solution, Leica Microsystems).

e 10 dakika biotinlenmis sekonder antikor uygulandi (Post Primary, Leica
Microsystems).

e Kesitler yikandi (Bond Wash Solution, Leica Microsystems).

e Polymer (Leica Microsystems).

e Kesitler yikandi (Bond Wash Solution, Leica Microsystems).

e Kesitler distile su ile yikandi.
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e Renk reaksiyonu icin DAB (3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloride)
kromojen (Mixed DAB Refine, Leica Microsystems) uygulandi.

o Kesitler distile su ile yikandi.

e Daha sonra zit boyanma saglamak i¢in Mayer’s Hematoksilende 1 dakika
bekletildi.

o Kaesitler distile su ile yikandi.

e Kaesitler yikand1 (Bond Wash Solution, Leica Microsystems).

e Kesitler distile su ile yikandi.

e Boyali preparatlar su bazli kapama jeli kullanilarak lamel ile kapatildi.

e Boyali preperatlar 151k mikroskobunda (Nikon Eclipse e80) 4, 10, 20 ve
40’lik biyiitmelerde incelenerek tiimor hiicrelerinin boyanma yayginligi ve
yogunlugu degerlendirilerek skorlandi.

e Porzitif kontrol i¢in 6nceden pozitifligi bilinen serviks skuamdz hicreli

karsinomuna sahip timor doku 6rnegi kullanildi.
3.3. REAL TiME PCR iLE HPV DNA VARLIGININ SAPTANMASI

Real time PCR ile HPV DNA varliginin saptanmasinda uygulanan proseddriin

basamaklar1 agagidaki gibi gerceklestirildi.
Deparafinizasyon Asamalari

e (aligmada laringeal skuamoz hiicreli karsinom tanist almig parafine gomali
bloklar secildi.

e Her bir parafin blok i¢in bir mikrosantrifiij tiipii hazirlandi. Bloklarin
tizerindeki numaralar tiiplere yazildi.

e (Calisilacak olan banko %10’luk ¢amasir suyu ile silinerek, ¢alisma ortamina
uygun kosullar olusturuldu.

e En fazla 6 adet 10 mikronluk kesit 1,5 ml’lik ependorf tiipe kondu.

e Uzerine 1 ml ksilen eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

e En yiiksek hizda 3 dakika santrifiij edildi.

e Slpernatan pallete dokunulmadan dikkatlice pipet yardimu ile atildz.

o 1 ml%96-%100 etanol eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

e En yiiksek hizda 3 dakika santriftj edildi.
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Siipernatan pallete dokunulmadan dikkatlice pipet yardimi ile atildi.

Tiiplerin kapaklar1 agildi ve 37 °C’de 10 dakika bekletildi.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Germany) kullanilarak
tiretici firmanin onerilerine gore asagidaki gibi yapildi.

Ornek Gzerine 180 ul Buffer ATL eklendi.

25 ul Proteinase K eklendi ve vortekslendi.

56 °C*de doku tamamen lize olana kadar inktibe edildi.

Ornek 90 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

Tip kapaklarinin i¢ tarafindaki damlalar tiipiin i¢ine almak ig¢in kisaca
santriftj edildi.

200 pl Buffer AL eklendi. 200 pl %96- %100’ltk etanol eklendi. 10 saniye
vortekslendi. Kisaca santrifiij edildi.

Tiplerin i¢indeki karisim QIAamp MinElute spin kolona aktarildi. Tiiplerin
kapagi kapandiktan sonra 6000 g hizda 2 dakika santrifiij edildi. Spin
kolonun yerlestigi tiip atildi. QIAamp MinElute spin kolon temiz 2 ml’ lik
toplama tlplne yerlestirildi.

QIAamp MinElute spin kolon dikkatlice acild1 ve tiiplerin i¢ine 500 pl Buffer
AWTI1 eklendi. Tiiplerin kapagi kapandiktan sonra 6000 g hizda 2 dakika
santriftj edildi. Spin kolonun yerlestigi tiip atildi. QIAamp MinElute spin
kolon temiz 2 ml’lik toplama tlipline yerlestirildi.

QIAamp MinElute spin kolon dikkatlice acild1 ve kolon tlizerine 500 pl Buffer
AW?2 eklendi. Tiiplerin kapagi kapandiktan sonra 6000 g hizda 2 dakika
santrifiij edildi. Spin kolonun yerlestigi tiip atildi. QIAamp MinElute spin
kolon temiz 2 ml’lik toplama tlipline yerlestirildi.

20000 g hizda 4 dakika santrifiij edildi. QIAamp MinElute spin kolonun
yerlestigi tiip atildi. QIAamp MinElute spin kolon 2 ml’ lik ependorf tiiplere
yerlestirildi.

QIAamp MinElute spin kolon dikkatlice acildi ve 30-60 ul Buffer ATE
kolonun tam ortasina gelecek sekilde aktarildi. Kolonun kapag: kapatildi. 3
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dakika oda sicakliginda inkube edildi ve 20000 g hizda 2 dakika kadar
santriftj edildi.

Izolasyon isleminden sonra hazirlanan DNA 6rnekleri nanodrop ile degerlendirildi.

Ekstraksiyon {iriinii olan DNA c¢alisilincaya kadar -20°C’de saklanda.
Real Time PCR asamasi

HPV tespiti ve tiplendirilmesi HPV Genotypes 14 Real-TM Quant (Nuclear Laser
Medicine, Italy) Kiti ile HPV’nin 14 ylksek risk (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 ve 68) ve 5 diisiik risk (6, 11, 42, 43, 44) HPV tipini saptayabilen
multipleks real time amplifikasyon kiti kullanilarak gerceklestirildi. Kitin i¢eriginde
her bir hasta igin U¢ ya da dorderli gruplar halinde bir araya getirilmis forward ve
reverse primerleri iceren karisimlar ile PCR buffer, FRT (floresan boya karisimi),
Hot Start DNA Polimeraz enzimi, Negatif kontrol ve her bir tipten 1.000 GE/ml

igeren standartlar bulunmaktadir.

Tablo 2: Kullanilan primer gruplari

Primer gruplari

1. Grup Tip 16 — 18 — 31 ve internal kontrol
2. Grup Tip 39 — 45 — 59 ve internal kontrol
3. Grup Tip 33 — 35 - 56 ve 68

4. Grup Tip 51 - 52 — 58 ve 66

e Her bir klinik numune icin birer adet, negatif kontrol icin bir ve standart icin
bir adet dortlii PCR stripleri hazirlandi.

e 600 pl PCR-buffer-FRT karisiminin i¢ine 60 ul Hot Start DNA Polimeraz
eklendi ve vortekslendi.

e Her bir 6rnek i¢in striplerin ilk sirasina 10 pl 1. grup primer karisimindan;
ikinci sirasina 10 pl 2. grup, tiglincii sirasina 10 pl 3. grup; dordiincii sirasina
10 pl 4. grup primer karisimindan eklendi.

e Her bir stripin Uzerine 5 pl PCR-buffer-FRT ve Hot Start DNA Polimeraz
igeren karisimdan eklendi.

e Son olarak 4’lii PCR striplerine klinik numunelerden ekstrakte edilen
DNA’lardan 10’ar pl eklendi.
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e Son 2 stripten birine 10’ar pl negatif kontrol, birine 10’ar pl standart
konuldu.

e Striplerin kapaklar1 kapatilarak Rotor Gene (Qiagen, Almanya) cihazina
yerlestirilerek tabloda gosterilen PCR protokolii uygulandi.

Tablo 3: PCR protokoliiniin gergeklestirildigi sicaklik, siire ve dongii sayilari

Basamak | Sicakhk Sure Dongii sayisi
1 95 15 dk 1
95 5s
2 60 20s 5
72 15s
95 5s
3 60 20 s (Floresan sinyalin | 40
saptanmast)
72 15s

Calisma sonunda elde edilen veriler tip 16, 39, 33 ve 58 i¢cin FAM boyast ile isaretli
495 nm absorbans kanalinda; tip 31, 45, 35 ve 52 i¢in HEX boyasi ile isaretli 535 nm
absorbans kanalinda; tip 18, 59, 68 ve 66 icin ROX boyas: ile isaretli 575 nm
absorbans kanalinda; tip 56, 51 ve internal kontroller i¢in Cy5 boyasi ile isaretli 650
nm absorbans kanalinda okundu. Her bir érnek icin 33’iin altinda elde edilecek cycle

threshold (Ct) pozitif olarak degerlendirildi.

Uygulanan bu protokolle 81 vakanin 43’(inde internal kontrol galismasi iizerine,
internal kontroliin ¢alismadigi 38 vakada Test-it HPV Screening Kit ile ¢alismaya

devam edildi.

Test-it HPV Screening Kit ile yapilan ¢alisma basamaklar1 asagidaki sira ile yapildi.
e Parafin bloklar secildi.
e Her bir parafin blok i¢in bir mikrosantrifiij tiipii hazirlandi. Bloklarin
tizerindeki numaralar tiiplere yazildi.
e Her bir 0rnek, steril bistiiri ile steril bir petri iizerinde traglandi. Traglanma,

biitiin ylizeyden alinacak sekilde yapildi.
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Her bir yeni 6rnege gegildiginde eldiven degistirildi.

Calismanin tamami biyogiivenlik kabininin (CLASS 2) i¢inde yapildi.

Parafin bloklarin DNA izolasyonu i¢in Zymo Research Quick DNA Mini
Prep Class Kit (U.S.) kullanildi.

Kitin manuelindeki parafin bloga gomiilii dokular (FFPE) protokolii uygulandi.

Protokoliin agsamalar1 agsagidaki gibidir.

Mikrosantrifiij tiipii igerisine traglanip konulan parafin blok 6rneklerinin her
birinin Uzerine 750 pl ksilen konuldu. Vortex yapildi ve bir saat oda 1sisinda
inkiibasyona birakildi. Daha sonra 12 000 g’de bir dakika santrifiij edildi.
Ornekten ksilen uzaklastirildi.

Tekrar her bir 6rnegin tizerine 750 pl ksilen ilave edildi.

12 000 g’de bir dakika santrifiij edildi. Orneklerden ksilen uzaklastirildi.
Steril 50’lik falcon igerisine %100’liik etanol konuldu. Bu etanolden
orneklerin lizerine 1 mL eklendi. Kisa bir vortex yapildi ve 5 dk oda 1sisinda
inkiibasyona birakildu.

Daha sonra 12 000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Supernatant atildi.

Steril 50’lik falcon icerisine %95’lik etanol hazirlandi. Bu etanolden
orneklerin tlizerine 1 mL eklendi. Kisa bir vortex yapildi ve 5 dk oda 1si1sinda
inkiibasyona birakilda.

Daha sonra 12 000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Supernatant atildi.

Steril 50’lik falcon igerisine %75’lik alkol hazirlandi. Bu etanolden
orneklerin tizerine 1 mL eklendi. Kisa bir vortex yapildi ve 5 dk oda 1sisinda
inkiibasyona birakild.

Daha sonra 12 000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Supernatant atildu.

Orneklerin iizerine 1 mL distile su konuldu. Vortex yapildi ve 5 dk oda
1s1sinda inkiibasyon yapildi.

12 000 g’de 1 dk santrifiij edildi ve 6rneklerden su uzaklastirildi.
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DNA izolasyonu

e Deparafinize edilen 6rneklerden bir miktar alinarak yeni bir mikrosantrifiij
tiplne konuldu.

e 95 plsu, 95 pl mavi buffer, 40 pl de proteinaz K eklendi.

e Ornekler 56 °C ve 400 rmp’de 1s1 blogunda bir gece bekletildi.

e Tamamen eriyen dokularin her birinin {izerine 400 mL genomic binding
buffer eklendi. 15 saniye vortex yapildi.

e Kitin igerisinden ¢ikan kolonlar ve tiipler i¢ ice konularak hazirlandi.
Numaralandirma islemi yapildi. Vorteks yapilan biitiin 6rnek kolona aktarildi.
12 000 g’de 1 dk santriflij edildi. Alttaki tiip atildi. Kolon yeni bir tiipe
yerlestirildi.

e Kolonun (zerine 400 ml DNA prewash buffer eklendi. 12 000 g’de 1 dk
santrifj edildi. Alttaki tup atildi. Kolon yeni bir tiipe yerlestirildi.

e Kolonun tzerine 700 pul G-DNA wash buffer eklendi. 12 000 g’de 1 dk
santrifiij edildi. Alttaki tiip atildi. Kolon yeni bir tiipe yerlestirildi.

e Kolonun tzerine 200 pl G-DNA wash buffer eklendi. 12 000 g’de 1 dk
santrifiij edildi. Alttaki tiip atild1. Kolon yeni bir tiipe yerlestirildi.

e Kolon streil bir mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Numaralandirma islemi
yapildi. Uzerine 30 ul DNA eliisyon buffer konuldu. 5 dk oda 1sisinda
inkiibasyona birakildi. 12 000 g’de 1 dk santrifiij edilir.

e Mikrosantrifiy tiipiiniin i¢inde DNA elde edilmis oldu.

DNA Konsantrasyon Ol¢iimii

Elde edilen DNA konsantrasyonu Spektra Max cihazinda 6l¢iildii.
PCR Calismasi

Spektra Max cihazinda Olglilen DNA’lar 50-150 nanogram olacak sekilde
sulandirildi. Parafin blok 6rneklerinin deparafinizasyon asamasinda kullanilan gerek
ksilen gerekse alkol PCR’da inhibisyona neden olacagindan internal kontrolii

caligmayan 6rneklere daha fazla diltsyon serileri uygulandi ve PCR’a konuldu.
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HPV taranmasi icin Test-it HPV Screening Kit kullanildi. Kit, SybrGreen tabanl
Real Time PCR Kkitidir. Analizler Amplification Curve ve Melting Curve Analiz

secilerek yapildi.

Kit igerigi:

Mix 1 HPV varligini saptayan mix

Mix 2 ise DNA varligin1 konrol eden internal kontrol.
Pozitif Kontrol

Negatif Kontrol (Su)

PCR hazirhg:

ROTOR gene Real-Time PCR cihazinin 0,2’lik PCR tiipleri 6rnek sayisi ve +2 (biri
pozitif kontrol icin, digeri de negatif kontrol i¢in) olacak sekilde soguk blogun

lizerine yerlestirildi.

Ayni sekilde bir set internal kontrol i¢in hazirlandi.

Ik sete 20 pL mix1 den dagitild. Uzerine 5 pL. DNA konuldu.
Ikinci sete de 20 uL mix2 den dagitildi. Uzerine 5 uL DNA konuldu.

+2 fazla hazirlanan mix Orneklerinin iizerine kitin iginden ¢ikan pozitif ve negatif

kontrolden 5’er pL eklendi.
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Asagida belirtildigi gibi termal protokol uygulandi.

Tablo 4: PCR protokoliiniin gergeklestirildigi sicaklik, siire ve dongii sayilart

Deney Protokoll

=  Optics Setfings: “Intercalating Dyes” Signal Quality: “Normal Cuality™

Program Bilgisi Deger

fate |l “Hold”™

Siklus —

Hedef Sicakhk{*C) a5

Inkubasyon Saresi(sn) 900

Program Bilgisi Deger

Fate || “3-Step Amplification™

Siklus 10

Sicaklik Hedefi Seagmentl Seagment2 Segment3
Hedef Sicakhk{"C) o5 45 T2
Inkidbasyon Sdresi(sn) 30 ] [c[]
Data Elde Eime ok ok War
Program Bilgisi Deger

Audh “3-Step Amplification™

Siklus 31

Sicakhk Hedefi Segment1 Segment2 Segment3
Hedef Sicakhk{*C) o5 53 T2
Inkdbasyon Saresifsn) 20 20 60
Data Elde Etme ok ok ar
Program Bilgisi Cedger

Aud Hold

Hedef Sicakhk{"C} &0

Inkdbasyon Saresi(sn) a0

Program Bilgisi Deger

Ao “High Resoultion Melting™

Siklus —

Sicaklk Heden Baglangic Adimi Bitis Adim
Hedef Sicakhk{*C}) 65 95

Data Elde Eime war War

Program Bilgisi Deger

Rising degree each step 0,1

Waiting timme for premelt for first step 90 sec.

‘Waiting Time for each step afterwise 5 sec

Fluorescence Acguiring
Gain Optimization Cptimize gain before melt on all tubes
The gain giving the highest flucrescence less a5

than

Test-IT HPV Screening Kit, insan genomuna entegre olan HPV viriisiiniin varligini
saptamak amaciyla kullanilan bir kittir. Kitin hedefledigi iki bolge bulunmaktadir. L1
bolgesi, giinlimiize kadar tanimlanmig tiim HPV tiplerinde korunmus olarak bulunan
bir bolgedir. Kit igerigindeki Mix-1 bu bdlgenin saptanmasina yonelik primer setleri
icermektedir. Diger bolge ise, DNA izolasyonunun basarili bir sekilde yapildiginin
kontrol edilmesi amaciyla koyulmus, insan genomunda, X kromozomu {iizerinde ve
tim insanlarda ortak olarak bulunan bir bolgedir. Mix-2 ise, bu bdlgenin
saptanmasina yonelik primer setleri icerir. Mix-1 ve Mix-2, igerisindeki primer

setleri disinda, PCR reaksiyonunda gerekli dNTP, PCR buffer, SYBR Green ve
¢esitli PCR standartlar1 bulunmaktadir.
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Kitte ayrica, sentetik genler ve insan DNA’s1 igeren pozitif kontrol drnegi ve negatif
kontrol olarak kullanilan niikleaz icermeyen su bulunmaktadir. Her ¢alismada, pozitif

ve negatif kontrol kullanilarak, ¢alisma kontrol edilmektedir.

Kit, Real Time PCR yoOntemiyle c¢alismaktadir. PCR drinlerinin saptanmasi,
amplifiye edilen bolgelerin SYBR Green boyasi ile isaretlenmesiyle, Real Time PCR
cihazlart kullanilarak yapilmaktadir. Elde edilen datalarin analizi, “Amplification
Curve” ve “Melting Curve” Analizleri yapilarak yapilmaktadir. Bu c¢alismamizda,

Real Time PCR Analizori olarak Rotor Gene Q kullanilda.
Orneklerin analizi

Rotor Gene Q’nun software programindan analiz sekmesi segildi, cycling green
secenegi isaretlenerek her bir 6rnek ve kontrol i¢in amplifikasyon egrileri ve melting
curve egrileri incelendi. Her 6rnek grubu ile koyulan negatif kontrol reaksiyonunun
verdigi amplifikasyon egrisi, alt taban olarak kabul edildi. Her bir 6rnek, oncelikle
internal kontrol egrilerine gore degerlendirilerek, DNA izolasyonunun basarili bir
sekilde yapildigi kontrol edildi. Sonrasinda, HPV ile ilgili egriler incelenerek,
orneklerdeki HPV varligi kontrol edildi.

Parafine gomiilii olan 6rneklerde, DNA eldesinin zorlugu sik karsilagilan bir durum
oldugu i¢in, internal kontrol reaksiyonu iyi ¢aligmayan, yani, internal kontrol egrisi
1yl olmayan Ornekler i¢in tekrar izolasyon yapilarak ve farkli diliisyonlarda DNA

kullanilarak, tekrar PCR yapildi.

Optimizasyon sirasinda cycle sayisi 31°den 40’a kadar arttirildi.
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3.4. p16 EKSPRESYONUNUN DEGERLENDIRMESI

pl16 boyamasinin immiinohistokimyasal degerlendirmesi literatiir bilgisi dahilinde

yapildi.

Tiimor hiicrelerinin %25’ inden azinda nilikleer ve sitoplazmik boyanma: Skor 0
Tumar hiicrelerinin %25-%50 aras1 nlkleer ve sitoplazmik boyanma: Skor 1
Tumor hiicrelerinin %50-%75 arasi nlkleer ve sitoplazmik boyanma: Skor2

TUmOr hicrelerinin %75’inden fazlasinda nikleer ve sitoplazmik boyanma: Skor 3

olarak kategorize edildi. Skor 3 6rnekler pozitif olarak kabul edildi.

3.5. ISTATISTIK

Istatistiksel analizler icin NCSS (Number Cruncher Statistical System) 2007
(Kaysville, Utah, USA) programi kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metodlarin (ortalama, standart sapma, medyan, frekans, oran,
minimum, maksimum) yani sira normal dagilim gostermeyen verilerin iki grup
karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen
ic ve tlizeri gruplarin Kkarsilastirmalarinda ise Kruskal Wallis test ve ikili
karsilastirmalarinda  Mann  Whitney U  Test kullanildi.  Nitel verilerin
karsilastirilmasinda ise Pearson Ki-Kare testi, Fisher-Freeman-Halton testi ve

Fisher’s Exact test kullanildi. Anlamlilik en az p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Genel Bulgular

Caligmaya 2008-2017 tarihleri arasinda Sakarya Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi
Patoloji Anabilim Dali’na gelen toplam 81 olgu alindi. Hastalarin Ugii (%3,7) kadin,
78’1 (%96,3) erkek idi (Tablo 5).

Olgularin yaslar1 35 ile 89 arasinda degismekte olup, ortalama yas 62,21+9,99 yildir
(Tablo 5).

Olgularin U¢u (%3,7) sigara/alkol kullanmazken, 78’1 (%96,3) sigara/alkol
kullanicisiydi (Tablo 5).

RT/KT tedavisi alan hasta sayist 12 idi (%14,8), (Tablo 5).

Tablo 5: Tamimlayic1 Ozelliklerin Dagilimi

n (%)
Yas (y11) Min-Mak (Medyan)  35-89 (61)
Ort£Ss 62,21+9,99
Cinsiyet Kadin 3(3,7)
Erkek 78 (96,3)
Sigara/alkol kullaninmi Yok 4(4,9)
Var 77 (95,1)
KT/RT alma durumu Yok 69 (85,2)
Var 12 (14,8)

Tumdrlerin en blyuk caplart 1,5-6 cm arasinda degismekte olup, ortalama ¢ap 3,26+
0,88 cm idi (Tablo 6).

Tumor, olgularin 28’inde (%34,6) supraglottik, 18’inde (%22,2) glottik, Uglinde
(%3,7) subglottik, 32’sinde (%39,5) transglottik yerlesimlidir (Tablo 6).

Histolojik olarak olgularin 27’si (%33,3) iy1 diferansiye, 44’10 (%54,3) orta
diferansiye, 10’u (%12,3) az diferansiye olarak saptandi (Tablo 6).
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AJCC TNM evreleme sistemine gore olgularin sekizi (%9,9) Evre 1, 13’1 (%16)
Evre 2, 25’1 (%30,9) Evre 3, 35’1 (%43,2) Evre 4 olarak degerlendirildi (Tablo 6).

Tablo 6: Patolojik parametreler

n (%)
Lokalizasyon Supraglottik 26 (32,1)
Glottik 19 (23,5)
Subglottik 4 (4,9)
Transglottik 32 (39,5)
Timor gapi Min-Mak 1,5-6 (3)
(Medyan)
Ort+Ss 3,26+0,88
Histolojik derece Az 10 (12,3)
Orta 44 (54,3)
Iyi 27 (33,3)
Patolojik Evre Evre 1 8(9,9)
Evre 2 13 (16,0)
Evre 3 25 (30,9)
Evre 4 35 (43,2)
Lenf nodu metastazi Yok 50 (61,7)
Var 31 (38,3)
Lenfovaskiler invazyon Yok 64 (79,0)
Var 17 (21,0)
Perindral invazyon Yok 67 (82,7)
Var 14 (17,3)
Kikirdak invazyonu Yok 31 (38,3)
Var 50 (61,7)
Larinks disi yumusak doku Yok 57 (70,4)
invazyonu Var 24 (29,6)
Cerrahi sinir durumu Negatif 73(90,1)
Pozitif 8(9,9)
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Olgularin 64’tinde (%79) lenfovaskiiler invazyon izlenmezken, 17’sinde (%21)

lenfovaskiiler invazyon saptandi (Tablo 6).

Olgularin 67’sinde (%82,7) perindral invazyon mevcut degilken, 14’tinde (%17,3)

perindral invazyon gorildi (Tablo 6).

Kikirdak doku invazyonu 50 olguda (%61,7) izlendi (Tablo 6).

Larinks dis1 yumusak doku invazyonu olgularin 24’{inde (%29,6) saptandi (Tablo 6).
Olgularin 31’inde (%38,3) lenf nodu metastaz1 mevcuttu (Tablo 6).

Olgularin 73’tinde (%90,1) cerrahi sinirda tiimor yokken, sekizinde (%9,9) cerrahi

smirda timoér mevcuttu (Tablo 6).
Real Time PCR ile HPV Degerlendirmesi

HPV, olgularin ikisinde (%2,5) izlenirken, 79’unda (%97,5) saptanmadi. Olgulardan
biri HPV tip16,33 (Sekil 6), digeri HPV tip18 pozitif idi (Sekil 7).

Sekil 6: HPV tip16,33 pozitif olgunun amplifikasyon egrisi

Threshold
1020 ]
1077 ]
107" : . . . - -
10 13 20 25 30 35

U
40
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Sekil 7: HPV tip18 pozitif olgunun amplifikasyon egrisi

14 | Threshold]

p16 Ekspresyonu ile Tlgili Bulgular

Immiinohistokimyasal olarak p16 ile, olgularin 57’si (%70,4) Skor 0, yedisi (%8,6)
Skor 1, dordu (%4,9) Skor 2 idi. Pozitif olarak kabul edilen Skor 3 vaka sayis1 13 idi
(%16,0), (Sekil 8).

p16 boyanma

Sekil 8: p16 boyanma oranlar1 dagilimi

p16 pozitif 13 olgunun tamaminda (%100) sigara kullanim1 mevcut iken p16 negatif
65 (%95,6) olguda sigara kullanimi mevcut idi. pl6 ile sigara kullanimi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 7), (p>0.05
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Tablo 7: Sigara/alkol kullanimina gére p16 ile boyanma oranlari

Sigara/alkol kullanimi [Toplam
Yok \Var
Say1 3 65 68
Negatif
Yizde (%) 4,4% 95,6% 100,0%
|16
Say1 0 13 13
Pozitif
Yiizde (%) 0,0% 100,0% 100,0%
Say1 3 78 81
Toplam
Yizde (%) 3,7% 96,3% 100,0%

pl6 pozitif olgularin besi (%6,2) supraglottik, ¢t (%3,7) glottik, biri (%1,2)
subglottik, dordi (%4.,9) transglottik yerlesimlidir. p16 negatif olgularin 23’
(%28,4) supraglottik, 15’1 (%18,5) glottik, ikisi (%2,5) subglottik, 28’1 (%34,6)

transglottik yerlesimlidir. pl6 ile tiimor lokalizasyonu arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki saptanmadi (Tablo 8), (p>0.05).

Tablo 8: Farkli lokalizasyonlardaki tiimorlerde p16 ekspresyonu

TUmor Lokalizasyonu Toplam
Supraglottik  |Glottik Subglottik  [Transglottik
Say1 23 15 2 28 67
Negatif
Yiizde (%) [28,4% 18,5% 2,5% 34,6% 34,0%
Ip16
Say1 15 3 1 4 13
Pozitif
Yuzde (%) [6,2% 3,7% 1,2% 4,9% 16,0%
Sayi 28 18 3 32 81
Toplam
Yizde (%) [34,6% 22,2% 3,7% 39,5% 100,0%

pl6 pozitif olgularin ti¢l (%23,1) iyi diferansiye (grade 1), yedisi (%53,8) orta
derecede diferansiye (grade 2), Gc¢l (%23,1) az diferansiye idi (grade 3). p16 negatif
olgularin ise 24’1 (%35,3) iyi diferansiye (grade 1), 37’si (%54,4) orta derecede
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diferansiye, 7’si (%10,3) az diferansiye idi (grade 3). pl6 ile histolojik grade
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligski yoktur (Tablo 9), (p>0.05).

Tablo 9: Histolojik derecelerine gore timarlerde pl6 ekspresyonu

|Histolojik grade Toplam
Az Orta [yi
Say1 7 37 24 68
Negatif
Yizde (%) 10,3% 54,4% 35,3% 100,0%
|16
Say1 3 7 3 13
Pozitif
Yizde 23,1% 53,8% 23,1% 100,0%
Say1 10 44 27 81
Toplam
Yiizde (%) 12,3% 54,3% 33,3% 100,0%

pl6 pozitif 13 olgunun besinde (%38,5) lenfovaskiler invazyon izlendi. p16 negatif
12 (%17,6) olguda lenfovaskuler invazyon gorildi. pl6 ile lenfovaskiler invazyon

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 10), (p>0.05).

Tablo 10: Lenfovaskuler invazyon varligina gore tiimorlerde p16 ekspresyonu

[Lenfovaskiiler invazyon [Toplam
Yok Var
Say1 56 12 68
Negatif
Yizde (%) 82,4% 17,6% 100,0%
pl6
Say1 8 5 13
Pozitif
Yuzde (%) 61,5% 38,5% 100,0%
Say1 64 17 81
Toplam
Yizde (%) 79,0% 21,0% 100,0%

p16 pozitif 13 olgunun dordiinde (%30,8) perindral invazyon izlendi. p16 negatif 10
(%14,7) olguda perindral invazyon mevcut idi. p16 ile perinoral invazyon arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi (Tablo 11), (p>0.05).
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Tablo 11: Perindral invazyon varligina gore tiimorlerde p16 ekspresyonu

Perindral invazyon Toplam
Y ok \Var
Say1 58 10 68
Negatif
Yuzde (%) 85,3% 14,7% 100,0%
|16
Say1 9 4 13
Pozitif
Yuzde (%) 69,2% 30,8% 100,0%
Say1 67 14 81
Toplam
Yuzde (%) 82,7% 17,3% 100,0%

pl6 pozitif 13 olgunun altisinda (%46,2) kikirdak invazyonu gorildi. p16 negatif 68
olgunun 44’{inde (%64,7) kikirdak invazyonu mevcut idi. p16 ile kikirdak invazyonu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 12), (p>0.05).

Tablo 12: Kikirdak invazyonu varligina gore tiimorlerde p16 ekspresyonu

IKikirdak Invazyonu Toplam
Yok \Var
Say1 24 44 68
Negatif
Yizde (%) 35,3% 64,7% 100,0%
Ip16
Say1 7 6 13
Pozitif
Yuzde (%) 53,8% 46,2% 100,0%
Say1 31 50 81
Toplam
Yizde (%) 38,3% 61,7% 100,0%

pl6 pozitif 13 olgunun besinde (%38,5) larinks dist yumusak doku invazyonu
mevcut idi. p16 negatif 19 (% 27,9) olguda larinks dis1 yumusak doku invazyonu

izlendi. p16 ile larinks dis1 yayilim arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

saptanmadi (Tablo 13) (p>0.05).
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Tablo 13: Larinks dist yumusak doku invazyon varligina gore tiimorlerde pl6

ekspresyonu
Larinks dist  yumusak doku[Toplam
invazyonu
Yok \Var
Say1 49 19 68
Negatif
Yizde (%) 72,1% 27,9% 100,0%
pl6
Say1 8 5 13
Pozitif
Yizde (%) 61,5% 38,5% 100,0%
Say1 57 24 81
Toplam
Yizde (%) 70,4% 29,6% 100,0%

p16 pozitif olgularin yedisinde (%53,8) lenf nodu metastaz1 mevcuttu. p16 negatif 24
(%35,3) olguda lenf nodu metastaz1 saptandi. pl6 ile lenf nodu metastaz1 varlig

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (Tablo 14),(p>0.05).

Tablo 14: Lenf nodu metastazinin varligina gore tiimorlerde p16 ekspresyonu

Lenf nodu metastazi Toplam
Yok \Var
Say1 44 24 68
Negatif
Yuzde (%) 64,7% 35,3% 100,0%
|P16
Say1 6 7 13
Pozitif
Yuzde (%) 46,2% 53,8% 100,0%
Say1 |50 31 81
Toplam
Yiizde (%) 61,7% 38,3% 100,0%
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Resim 2: lyi diferansiye skuamoz hiicreli karsinom (Hemotoksilen Eozin, X100)

Resim 3: Iyi diferansiye SCC’de p16 negatifligi, skor 0 (immiinperoksidaz, X100)



Resim 4: Orta derece diferansiye SCC’de pl6 ile tiimor hiicrelerinin %10’unda
yamali orta siddette boyanma, skor 1 (immiinperoksidaz, X100)

Resim 5: Iyi diferansiye SCC’de p16 ile tiimér hiicrelerinin %10’unda yamali orta
siddette boyanma, skor 2 (imminperoksidaz, X100)



Resim 6: lyi diferansiye SCC’de p16 ile sitoplazmik ve niikleer skor 3 boyanma
(imminperoksidaz, X100)
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5. TARTISMA

Tiirkiye’de en sik goriilen bas boyun timorii larinks karsinomudur. Laringeal
timorlerin yaklasik %95’ini skuamdéz hiicreli karsinomlar olusturur (Ferlay et al.,
2010). Larinks kanseri erkeklerde ¢ok daha sik goriiliir (EI-Naggar et al., 2017).
Timor lokalizasyonu 6nemli bir prognostik faktor olup iilkelere gore farklilik
gozlenmektedir. Fransa, Ispanya, Italya, Finlandiya gibi supraglottik bdlgede sik
yerlesirken, bazi iilkelerde (Amerika, Kanada, Ingiltere, Isve¢ gibi) glottik bolgede
daha sik yerlesim gostermektedir. Tiimor gelisiminde baslica risk faktorleri sigara ve
alkol kullammmudir (EI-Naggar et al.,, 2017). Genellikle besinci dekatta goriiliir
(Nachalon et al., 2017).

Bizim g¢aligmamizda 81 olgunun 78’1 (%96,3) erkek olup, ortalama goriillme yasi
62,249,98°dir. Tiimdr, vakalarin biiyilk c¢ogunlugunda transglottik bdlgede
yerlesmisti. Supraglottik bolge ikinci siklikta yerlesim yeriydi. Hastalarin %95°1

sigara kullanicisiydi.

Gegtigimiz 30 yilda ozellikle gelismis iilkelerde toplum bilinglenmesi ile sigara
tiketiminin azalmas1 sonucu skuamoéz hiicreli bas ve boyun tliimorlerinin genel
insidansinda bir diisis gozlenmektedir. Ancak bu diislisle beraber HPV
enfeksiyonuna bagli 6zellikle SCC’lerde epidemik bir artis s6z konusudur
(Stasikowska-Kanicka et al., 2011). Son zamanlarda yapilan arastirmalarda bas ve
boyun tiimorlerinin yaklasik %15-30’unun HPV enfeksiyonu ile iligkili oldugu
ortaya konmustur (Stasikowska-Kanicka et al., 2011). Yiksek riskli HPV’nin
etyolojik rolli ozellikle orofaringeal kanserlerde tanimlanmis ancak malign
transformasyona nasil yol agtigi heniiz tam olarak anlagilamamistir (Stasikowska-
Kanicka et al., 2011). Tiitiine bagl tiimorlerin aksine yiiksek riskli HPV’nin neden
oldugu hastalar geng, tiitin ve alkol kullanmayan kisilerdir (Gillison, 2004,
Klussmann et al., 2003, Chen et al., 2017b). Ozellikle servikal kanserde malign
transformasyonu tetikledigi diisliniilince, HPV’nin bu hastalarda etyolojide
sug¢lanmasi, en muhtemel sebep olarak goriilmiistir (Stasikowska-Kanicka et al.,
2011).
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HPYV ile iliskili bas boyun tiimorleri ayr1 bir klinik ve biyolojik antitedir (Gillison et
al., 2000). Bu tiimorlerin kemoradyasyon tedavisine daha iyi yanit vermesi, tespit
edilebilmelerinin 6nemini ortaya koymustur (Fakhry et al., 2008). HPV orofaringeal
SCC’lerin biiyiik bir kisminda etken ve prognostik 6neme sahipken, nonorofaringeal
SCC’lerdeki rolii net degildir (Chernock et al., 2013, Anantharaman et al., 2017).
Orofarinks dist bas boyun bolgesinden, 6zellikle larinksten kaynaklanan kanserlerde,
HPV’nin etyolojideki rolii ve tedavi segeneklerini belirlemek icin c¢ok sayida
arastirma yapilmistir (Meshman et al., 2017). Yiiksek riskli HPV ile iliskili
tiimdrlerin tespitinde rutin patoloji laboratuvarlarinda kolaylikla kullanilabilecek bir
belirte¢ bulunmasi ve laringeal maligniteye yol agtiginin kanitlanmast durumunda,
profilaktik HPV asilarinin uygulanmasi, spesifik tedavi secenekleri ve hastanin
yasam Kkalitesinin iyilestirilmesi bakimindan 6nemli olacaktir (Mendelsohn et al.,
2010).

Yuksek riskli HPV tipleri, mukozal epitelyal hiicrelerin genomunda DNA’ya entegre
olarak E6 ve E7 viral onkoprotein overekspresyonuna neden olur. E6 ve E7
onkoproteinleri p53 degredasyonu yaparak apoptozisi bloke eder ve tumor stproser
gen olan RB genini inaktive eder. RB baskilanmasi sonucu pl6 protein asiri
ekspresyonu ile malign transformasyon gelisimi tetiklenmis olur (Vairaktaris et al.,
2007). Yiksek riskli HPV tiplerinin genital bolge ve bas boyun bolgesi tiimorleri ile
yakin 1iligkisi, viral onkogenezin mekanizmalarini ¢ozmek ve kanserin erken
tanisinda tarama yontemleri gelistirmek bakimindan ilgi ¢ekicidir. Son yillarda
Ozellikle serviks kanserlerinde 6nemli yol katedilmisdir. Walboomers ve ark. diinya
genelinde 932 servikal kanserli vakada (International Biological Study on Cervical
Cancer) molekiiler tekniklerle %99,7 oraninda HPV DNA varligin1 gostermistir
(Walboomers et al., 1999). Ayrica servikal ve orofaringeal SCC’lerde pl6 asiri
ekspresyonu, pl6 proteininin HPV’nin biyobelirteci oldugunu gostermistir
(Klussmann et al., 2003, Ukpo et al., 2011, Ang et al., 2010). Ancak laringeal
SCC’lerde etyolojide HPV nin rolii net olmadig1 gibi p16 ekspresyonuna ait bilgiler
ve prognostik veriler de sinirlidir (Chernock et al., 2013, Meshman et al., 2017).

Anantharaman ve ark. ti¢ merkezli olarak yiiriittiikleri calismada, laringeal SCC’lerde

farkli iilkelerden gelen Orneklerde farkli oranlarda HPV DNA varligina rastlamis
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olup, Brezilya’dan aliman orneklerde HPV DNA’ya rastlamazken (%0), ABD’de
%2,8, Avrupa’da %5,2 oraninda HPV DNA pozitifligi bulmuslardir (Anantharaman
et al., 2017). Lewis ve ark. yaptiklar1 ¢alismada 31 laringeal SCC’li olgunun ikisinde
(%6,5), Schlecht ve ark. 27 olgunun doérdiunde (%15), Chernock ve ark. ise 76
olgunun 13’tinde (%17) HPV DNA saptamislardir (Lewis et al., 2012, Schlecht et al.,
2011, Chernock et al., 2013). Bu ¢alismalarin aksine, Duray ve ark. ise 59 laringeal
SCC’a sahip hastanin 44’tinde, %75 gibi yiliksek bir oranda HPV DNA pozitifligi
tespit etmislerdir (Duray et al., 2011). Literatiirde gok merkezli ve farkli toplumlarda
yapilan bu c¢aligmalar gostermistir ki, laringeal SCC’lerde HPV DNA, cok genis
spektrumda  gorilmektedir. Bu kadar degisken ve tutarsiz sonuglarla
karsilasilmasinin c¢esitli nedenleri olabilir. Calisma icin kaliteli 6rnek alimi ¢ok
onemlidir. Iyi alinamamus, az hiicre igeren ornekler, ekstraksiyon sirasinda DNA
kaybi, PCR’1 engelleyen inhibitdr proteinlerin varligi, calisilan yontemlerin
duyarhiliklarindaki farklilik gibi cesitli faktorler sonuglari etkileyebilir. Real time
PCR HPV tespitinde en spesifik ve sensitif yontemdir (Erkul et al., 2017). Real time
PCR ile viriis, malign transformasyona baslamadan once, hiicre i¢inde bulundugu
andan itibaren saptanabilmektedir. In situ hibridizasyon ve E6/E7 mRNA ile konak
genomuna entegre olan virus hucreleri saptanmakta olup PCR DNA testine gore daha
az sensitif yontemlerdir (Combes and Franceschi, 2014). Ayrica iizerinde ¢alisilan

popiilasyonun farkli demografik 6zelliklere sahip olmas1 da bir sebep olabilir.

Ulkemizde bu alanda 2007 ve 2017 yillar1 arasinda yapilan iki ¢alisma mevcuttur.
2007 yilinda Giingor ve ark. laringeal SCC’lu 95 olgunun yedisinde (%7,3), 2017
yilinda Erkul ve ark. 73 olgunun 19’unda (%26) Real Time PCR ile HPV DNA
pozitifligi saptamislardir (Gungor et al., 2007, Erkul et al.,, 2017). Bizim
calismamizda bu iki calismadan daha diisiik oranda HPV pozitifligi olmasi, HPV nin

farkl yerlesim yerlerinde farkli dagilim gosterebilme ihtimali olabilir.

Retrospektif c¢alismalar, HPV DNA saptanmasi i¢in parafine gomiili doku
orneklerini (FFPE) kullanma egilimindedir, ancak bu yontemin DNA-DNA ve DNA-
protein ¢apraz baglanmasi ve PCR inhibitorlerinin varlig gibi ¢esitli kusurlar1 vardir
(Ren et al., 2000). Molekuler olarak PCR ile HPV tespitinin, FFPE érneklerde DNA

fragmantasyonu nedeniyle yetersiz performans gosterdigi bilinmektedir (Baay et al.,
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1996). Numunelerden ylksek miktarlarda amplifiye edilebilir DNA ekstrakte etmek
icin deney protokollerinde Proteinaz K'nin konsantrasyonunu degistirmek,
inkiibasyon sicakligin1 veya sindirim siiresini degistirmek gibi modifikasyonlar
gerceklestirilmektedir. Ayrica her 6rnegin kondugu formalin konsantrasyonu ve
fiksasyon siiresi, uzun siireli formole maruziyet, FFPE dokular1 i¢in farklilik gosterir.
Ek olarak, DNA'nin kalitesini etkileyebilecek, molekiiler yapisini bozabilecek
sicaklik, 1s1ga maruz kalma, tamponlanmis veya tamponlanmamis formalin kullanimi
her olgu igin farklilik olusturarak DNA ekstraksiyonunu zorlastirir (Huhns et al.,
2017).

Real time PCR yontemiyle HPV varligimi ¢alistigimiz laringeal SCC’li 81 olguda
pozitif vaka sayimiz ikidir (%2,5). Calismamizda da DNA eldesinde bahsedilen
sebeplerden otlirii zorluklar yasandi ve birkag defa galisilan 6rneklerimiz oldu. Tiim
orneklerde DNA izolasyonu saptayabildik, fakat sadece iki olguda HPV tespit
edebildik. Bunun nedeni ise, ¢alistifimiz popiilasyonun cinsel yasam tarzi ve
demografik ozelliklerinin farkliligindan 6tiirii, larinks kanseri etyolojisinde HPV nin

sinirli rolu olabilir.

Calismamizda saptanan HPV tipleri yiiksek riskli olup olgulardan birinde HPV tip16
ve tip33 beraber bulunurken, diger olguda da HPV tip18 mevcuttu.

Anantharaman ve ark.’nin ¢alismasinda HPV DNA pozitif vakalarin %92’sinde ajan,
HPV tipl6 idi. Ayrica HPV tipl6 pozitifliginde orofaringeal skuamdz hiicreli
karsinomlarda kitalar arasi dramatik bir fark vardi (Amerika Birlesik Devletleri
%59,3, Brezilya %4,1, Avrupa %31,1). Buna bagl olarak HPV asis1 profilaksisinin
en fazla ABD’de gerekli oldugunu 6ne siirmiislerdir (Anantharaman et al., 2017).

pl6 geni 9p21 nolu kromozomda kodlanan, hiicre siklusu regiilasyonunda ana
fonksiyonu proliferasyon, diferansiyasyon, apoptozis ve yaslanma olan timor
baskilayic1 gendir (Lukas et al., 1999, Clasen et al., 1998). pl6 siklin bagiml
kinazlara baglanarak spesifik siklin protein kinaz inaktivasyonu ile hiicre siklusunun
hizin1 azaltan inhibitor proteindir (Meshman et al., 2017, Chernock et al., 2013,
Quelle et al., 1995, Takeuchi et al., 1995). Bu mekanizma RB araciligiyla G1-S

interfazinda kontrolsiiz hiicre ¢ogalmalarinin 6niine geger (Sano et al., 1998, Poznic,
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2009). p16 asir1 ekspresyon degisimi birgok kanserde ortak mekanizma olarak kabul
edilir (Lukas et al., 1999). p16 geninde olusan delesyon, mutasyon veya metilasyon
sonucunda akut lenfoblastik 16semi, melanom, pankreas, 6zafagus, akciger, mesane,
serviks, bas ve boyun SCC gibi birgok malign tiimér gelisimi gézlenmektedir (Smith
et al., 2010, Takeuchi et al., 1995, Sano et al., 1998, Takeuchi et al., 2003, Rother
and Jones, 2009, Macgregor-Das and lacobuzio-Donahue, 2013, Salam et al., 2009,
Ye et al., 2009, Koscielny et al., 2007). p16 genindeki ekspresyon farkliliklarinin
prognostik 6nemi tartismalidir. Akcigerin kiiglik hiicreli dis1 karsinomu, malign
melanom, nazofaringeal karsinom, hepatoselltler karsinom, kolorektal karsinomda
pl6 ekspresyon kaybi kotii prognozla iliskili iken, prostat kanseri ve ndroblastomda
pl6 asir1 ekspresyonu olan hastalarda yasam siiresinin kisaldigi raporlanmistir

(Weinberger et al., 2004, Yanagawa et al., 2002, Omura-Minamisawa et al., 2001).

Yapilan ¢aligsmalarda, yiiksek riskli HPV tiplerinin aktif replikasyonu ile p16'nin asir1
ekspresyonu arasinda kuvvetli bir iligki saptanmis olup, p16 ekspresyonunun HPV
varligiin tespitinde sensitif ve spesifik oldugu ileri siiriilmistiir (Smeets et al., 2007,
Schache et al., 2011, Rietbergen et al., 2013, Jordan et al., 2012). p16 pozitifligi ve
HPV varlig1 orofaringeal SCC’lerde kanitlanmig olup, tanisal olarak rutin olarak
kullanilmaktadir (Kim et al., 2007, Klussmann et al., 2003). Ancak orofarinks dis1
tiimorlerin  prognozunda ise, pl6 asir1 ekspresyonunun etkileri yeterince
degerlendirilmemistir. Ozelikle laringeal SCC’lerde p16 ekspresyonuna ait bilgiler
ve bu ekspresyonun prognostik rolii hakkindaki ¢alismalar sinirlidir (Chernock et al.,
2013, Meshman et al., 2017).

Mendelsohn ve ark., bag boyun SCC’lerinde yaptiklar1 ¢calismada, HPV pozitifligi ve
pl6 ekspresyonu arasinda yiiksek korelasyon saptamis, p16 ve HPV’nin birbirleri
yerine kullanilabilecegini nermis, p16 ve HPV pozitif tiimorlerin, aynm klinik gidis,
histopatolojik 0Ozellik ve timor evresine sahip olduklarini iddia etmislerdir.
Arastirmacilar HPV ve pl6 pozitifligini, siklikla az diferansiye ve bazaloid
timorlerde saptamislardir (Mendelsohn et al., 2010).

Grobe ve ark., oral karsinomlu 187 olgunun 13’iinde PCR ile HPV DNA pozitifligi
tespit etmislerdir. Bu vakalarmm 12’si HPV tipl6 olup, arastirmacilar pl6 asir
ekspresyonu ile anlamli korelasyon saptamislardir (Grobe et al., 2013).
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Chernock ve ark., 76 laringeal SCC vakasinin 21’inde p16 pozitifligi ve p16 pozitif
tmorlerin 13’tinde PCR ile HPV pozitifligi saptamislardir. Bu 13 vakanin dordiinde
HPV tip16, altisinda HPV tipl16 ile beraber HPV tip31 ve HPV tip53, iki olguda
HPV tip31 ve bir olguda HPV tip53 pozitifligi bulmuslardir (Chernock et al., 2013).

Ulkemizde Erkul ve ark. yapmis oldugu calismada, HPV DNA pozitifligi ve
klinikopatolojik ozellikler ile, HPV pozitifligi arasinda anlamli korelasyon
bulunamamistir (Erkul et al., 2017). Immiinohistokimyasal olarak pl6’y1
degerlendirdiklerinde ise 73 hastanin sadece dordiinde pozitiflik mevcut olup, pl16
boyanan hastalarin her biri HPV tip16 pozitiftir (Erkul et al., 2017). Anantharaman
ve ark. da larinks kanserlerinde yapmis olduklar1 ¢alismada HPV tipl6 disindaki
onkojenik HPV tiplerinin p16 eksprese etmedigini gostermisler ve p16’nin, HPV
DNA yerine kullanilmamasi gerektigini 6ne siirmislerdir (Anantharaman et al.,
2017).

Bizim calismamizda pl6, olgularin 13’iinde pozitif olup bunlardan birinde HPV
pozitifligi saptandi. Alt tipleme yapildiginda bu vakada, HPV tipl6 ve tip33
mevcuttu. HPV pozitif vaka sayisinin azligi nedeniyle HPV ve pl16 arasindaki iligki
saglikli degerlendirilemedi. Ancak yine de, HPV ile iliskili tiimorlerin saptanmasinda
birgok yontem olmasina ragmen, pratik kullanilabilirlik ve diisiik maliyet imkani
saglayan, immiinohistokimyasal yontemle p16 pozitifliginin belirlenmesinin, yararl
bir yontem olup olmadiginin saptanabilmesi i¢in, PCR ile HPV tip tayini ve
immiinohistokimyasal olarak pl6 boyanmasinin karsilastirmali analizlerini ortaya
koyacak daha fazla calismaya ihtiya¢ oldugu diisiiniilebilirse de ¢calismamizda HPV
negatif 12 olguda istatistiksel olarak da pl6 pozitifliginin olmasi, plé
ekspresyonunun HPV varlig1 icin spesifik ve sensitif bir belirte¢ olamayacagi

kanisini giiglendirmektedir.

Ayrica pl16 asir1 ekspresyonu, HPV olmaksizin bazi leiomiyosarkomlar, ovarin serdz
karsinomlari, akcigerin kii¢iik hiicreli karsinomu, 06zafagus karsinomlarinda
gordlebilir (Zhao et al., 2016). Bixofis ve ark. orofaringeal skuamdz hicreli
karsinomlu hastalarin parafin bloklarindan yaptiklar1 immiinohistokimyasal
boyamada, olgularin %86’sinda pl6 pozitifligi saptamis olup, bu hastalarin

tamaminin sigara igicisi oldugunu rapor etmisler ve bu nedenle pl16 pozitifliginin
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sigaradan kaynaklandigini 6ne stirmiislerdir (Bixofis et al., 2014). Koscielny ve ark.
ise, pl6 gen inaktivasyonu ile bas ve boyun kanserinin kotii prognozu arasinda
anlamli iliski oldugunu iddia etmislerdir (Koscielny et al., 2007). Bizim
calismamizda da p16’nin pozitif oldugu tiim hastalar sigara igicisi idiler. p16 pozitif
tim vakalarin sigara kullanan hastalar olmasi dikkat g¢ekicidir. Sigara, laringeal
karsinogenezde HPV olmaksizin, pl6 geninde somatik kromozomal mutasyona

neden olarak asir1 eksprese olmus olabilir.

Larinks kanserinde hastanin yasi, cinsiyeti, tiimdriin yerlesim yeri, evresi, metastatik
lenf nodu varligi bilinen prognostik faktorlerdir (Teppo et al., 2003). pl6
ekspresyonuna ait bilgiler ve prognostik rolii hakkindaki calismalar ise sinirlidir
(Chernock et al., 2013, Meshman et al., 2017). Kalfert ve ark. p16 ile grade, evre ve
servikal lenf nodu metastazi arasinda istatistiksel anlamli iliski bulamamislardir
(Kalfert et al., 2014). Ancak yapilan bir ¢alismada p16 ekspresyonu ve ileri T evresi

arasinda onemli iliski bulunmustur (Yuen et al., 2002).

Calismamizda pl6 pozitif olgularda timor ¢api, histolojik derece, evre, lenf nodu
metastazi, lenfovaskdler invazyon, perindral invazyon, kikirdak invazyonu ve larinks

dis1 yumusak doku invazyonu arasinda anlamli iligki izlenmedi.
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6. SONUCLAR

1) Gelismis iilkelerde sigara kullaniminin azalmasiyla birlikte diisiise gecen bas
boyun tiimorleri insidansinda, HPV enfeksiyonu ile baglantili olgularin ortaya
konmasi, bu timdérlerle HPV iligkisini kanitlayacak caligmalar1 giindeme tagimis, bu
dogrultuda larinks karsinomu ve HPV arasindaki iliski ¢alismamizin temelini

olusturmustur.

2) Laringeal karsinomlarda HPV DNA varligi ile ilgili ¢alismalarda elde edilen
pozitif sonucglar, %0-%75 arasinda degisen genis bir yelpazeye sahip olup,
calismamizda bu oranin %?2.5 olarak saptanmasi, yoresel larinks karsinomu

etyolojisinde, HPV etkisinin diisiik oldugu seklinde degerlendirilmistir.

3) HPV DNA pozitif, larinks karsinomu sikliginda, ¢alisma sonuglar1 arasindaki
genis spektrum, etkenin epidemiyolojik dagilimi ve HPV’ye maruz kalmaya yol

acacak yasam ve cinsel hayat farkliliklarinin 6nemini ortaya koymaktadir.

4) Calismamiz, yiiksek riskli HPV tipleri olan HPV Tip 16, 18 ve 33’iin larinks

karsinomu etyolojisinde rol alabilme olasiliklarin1 giindeme tasimaktadir.

5) 9p21 nolu kromozomda kodlanan ve hiicre siklusu regiilasyonunda ana
fonksiyonu proliferasyon, diferansiyasyon, apoptozis ve yaslanma olan timor
baskilayict bir gen olan pl6 geni, bazi ¢alismalarda HPV pozitifliginin spesifik ve
sensitif bir marker1 olarak 6ne siiriilmesine karsin, ¢alismamizin da ortaya koydugu
Uzere 13 adet, p16 pozitif olgunun 12’sinin ayn1 zamanda HPV negatif olmasi, p16
ekspresyonunun HPV varligi igin spesifik ve sensitif bir belirte¢ olamayacag:

seklinde degerlendirilebilir.

6) Calismaya alinan olgularda, timor bloklari p16 pozitif tiim hastalarin, sigara
igicisi olmasi, sigaranin laringeal karsinogenezde somatik kromozomal mutasyona
neden olarak, pl6 geninde asir1 ekspresyona yol acmis olabilecegi seklinde

degerlendirilebilir.

7) Farkli organ tiimérlerinin bazisinda kotii prognostik faktor olarak 6ne siiriilen p16

ekspresyonu, klinikopatolojik diger prognostik faktorlerle istatistiki olarak anlamli
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bir iligkisi saptanmadigindan, tek basina bir prognostik faktér olarak

degerlendirilmesi saglikli degildir.

8) HPV ve pl6 ile larinks kanserli hastalarin timdr dokusu bloklarindan yapilan
caligmalarin, sonuglar1 arasindaki belirgin farklilik, yontem ve demografik farkliligin
da hesaba katilmasimi gerekli kilmakla birlikte, saglikli ve ayn1 zamanda kolay ve
tedaviyi Kkolaylastirict bir taniya ulasmak igin, bu konuda daha iyi Dbir
standardizasyonla daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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7. OZET

LARINGEAL KARSINOMLARDA HUMAN PAPILLOMAVIRUS
SAPTANMASI VE P16 POZITIFLIGININ PROGNOSTIK KLINiK VE
HISTOPATOLOJIK PARAMETRELERLE ILiSKiSI

GIRIS VE AMAC: Laringeal kanserler en sik goriilen altinci kanser olup, tim
kanserlerin %3’{inii olusturmaktadir. Diger bir bas ve boyun bolgesi kanserleri olan
orofaringeal karsinomda Human Papillomavirus’un etyolojideki roli ile, pl6
proteininin asir1 ekspresyonu gosterilmis olmasina ragmen, laringeal kanserlerde
HPV’nin ve p16’nin biyobelirte¢ roliinli agiklamaya yonelik yeterli ¢calisma mevcut
degildir. Bu ¢alismada laringeal skuamdéz hucreli karsinomda HPV varligi ve HPV
indikatort olarak kabul edilen pl6 proteini ekspresyonunun, Kklinik ve patolojik

parametrelerle iliskisi aragtirildi.

GEREC VE YONTEM: Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Sakarya Egitim
Arastirma Hastanesi Patoloji Laboratuvari’nda 2008-2017 yillar1 arasinda laringeal
skuamoz hiicreli karsinom tanis1 almis total ve parsiyel larenjektomili 81 olguda
retrospektif olarak histopatolojik veriler tekrar degerlendirildi. Tiimoérli dokularin
parafin kesitlerinde RT-PCR ile HPV DNA varligi analiz edildi ve HPV DNA izole
edilen olgularda HPV tip tayini yapildi. Tiim olgularda immunohistokimyasal olarak
pl6 proteini ekspresyonunun histopatolojik parametrelerle istatistiksel iliskisi

degerlendirildi.

BULGULAR: Calismaya alinan 81 olgunun ikisinde (%2,5) HPV DNA ve 13’ilinde
(%16) pl6 pozitifligi saptandi. HPV DNA saptanan iki olgunun birinde HPV
tip16,33 digerinde ise HPV tip18 tespit edildi. p16 ekspresyonu, HPV DNA saptanan
iki olgudan birinde mevcuttu. pl16 pozitifligi ile yas, timor ¢api, histolojik grade,
timor evresi, lenf nodu metastazi, lenfovaskiiler invazyon, kikirdak invazyonu,
cerrahi sinir pozitifligi, sigara kullanimi, kemoterapi/radyoterapi alma durumu, HPV
varligl, niiks ve mortalite gibi parametreler arasinda anlamli iliski saptanmadi
(p>0.05). HPV DNA varlig1 iki olguya sinirli oldugundan HPV ile klinikopatolojik

parametreler arasindaki iliski istatistiki olarak degerlendirilemedi.
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SONUGC: Calismamiz, laringeal skuamdz hiicreli karsinomda HPV’nin etyolojik ve
prognostik roliinii kanitlamaya yonelik istatistiki olarak anlamli bir sonug¢ ortaya
koymadi. Calismamizda elde edilen bulgular, laringeal SCC’da HPV testi ve pl6
ekspresyonu degerlendirmesinin rutin olarak kullanilmasin1 destekler nitelikte de

degildir. Bu konuda daha kapsamli ¢alismalarin yapilmasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Human Papillomavirus, larinks, pl16
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8. SUMMARY

DETECTION OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS AND THE RELATIONSHIP
BETWEEN P16 POSITIVITY WITH PROGNOSTIC CLINICAL AND
HISTOPATHOLOGICAL PARAMETERS IN LARYNGEAL CARCINOMA

INTRODUCTION AND PURPOSE: Laryngeal cancer is the sixth most common
cancer, accounting for 3% of all cancers. Despite the role of Human Papillomavirus
in the etiology of oropharyngeal carcinoma and overexpression of the pl6 protein
has been shown, there is no adequate study to explain the role of HPV and p16 as
biomarkers in laryngeal cancers. In this study, we investigated the presence of HPV
and the expression of pl6 protein, which is considered as an HPV indicator, in

clinical and pathological parameters in laryngeal squamous cell carcinoma.

MATERIALS AND METHODS: Histopathological data were evaluated
retrospectively in 81 cases of total and partial laryngectomies diagnosed as laryngeal
squamous cell carcinoma between 2008-2017 in Sakarya University Medical Faculty
Sakarya Training and Research Hospital Pathology Laboratory. HPV DNA was
analyzed by RT-PCR in paraffin sections of the tumor tissues and HPV DNA was
detected in cases of isolated HPV DNA. Immunohistochemically, p16 protein

expression was evaluated statistically by histopathological parameters in all cases.

FINDINGS: HPV DNA in two (2.5%) and p16 positivity in 13 (16%) cases were
detected in 81 cases studied. HPV type 16 and HPV type 18 were detected in one of
the two cases in which HPV DNA was detected. p16 expression was present in one
of two cases that detected HPV DNA. p16 positivity was not correlated with age,
tumor size, histologic grade, tumor stage, lymph node metastasis, lymphovascular
invasion, cartilage invasion, surgical margin positivity, smoking status,
chemotherapy/radiotherapy status, HPV, recurrence and mortality (p>0.05). The
relationship between HPV and clinicopathologic parameters could not be evaluated
statistically because the presence of HPV DNA was limited to two cases.

RESULTS: Our study did not show statistically significant results for proving the

etiologic and prognostic role of HPV in laryngeal squamous cell carcinoma. Findings
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in our study do not support the routine use of HPV testing and pl6 expression
assessment in laryngeal SCC. More extensive work is needed in this regard.

Key words: Human Papillomavirus, larynx, p16
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