T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
KULAK BURUN BOGAZ VE BAS BOYUN CERRAHISI
ANABILIM DALI

LARINKS KANSERLI HASTALARDA HUMAN
PAPILLOMAVIRUS POZITIiFLIiGI VE
KEMORADYOTERAPI DUYARLILIGI UZERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZi

Dr. Turan ARLI

KAYSERI - 2014



T.C.
ERCIYES UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
KULAK BURUN BOGAZ VE BAS BOYUN CERRAHISI
ANABILIM DALI

LARINKS KANSERLI HASTALARDA HUMAN
PAPILLOMAVIRUS POZITIiFLiGi VE KEMORADYOTERAPI
DUYARLILIGI UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

TIPTA UZMANLIK TEZi

Dr. Turan ARLI

Danisman

Doc. Dr. Sedat CAGLI

Bu ¢alisma Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

Tarafindan TTU-2014-4906 nolu proje ile desteklenmistir.

KAYSERI - 2014



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasinda, her asamada bilgilerini ve tecriibelerini benimle paylasan ve
destek olan danisman hocam Dog. Dr. Sedat CAGLI’ya, uzmanlik egitimim boyunca
desteklerini esirgemeyen, her konuda rahatlikla danistigim ve engin tecriibelerinden
faydalandigim saygideger hocalarim Prof. Dr. Ercihan GUNEY’e, Prof. Dr. Yasar
UNLU’ye, Prof. Dr. Mustafa ERKAN’a, Prof. Dr. Ismail KULAHLI’ya, Dog. Dr. Imdat
YUCE’ye, Dog. Dr. Ibrahim KETENCI’ye, Yrd. Dog. Dr. Mehmet Ilhan SAHIN’ e

tesekkiir ederim.

Bu aragtirmanin yapilmasinda emegi gegen Patoloji AD. Ogretim iiyesi Prof. Dr. Ozlem

CANOZ’e ve Biyolog Levent GORUR e tesekkiir ederim.

Bu stiregte birlikte ¢calismaktan mutluluk duydugum asistan arkadaslarima ve diger tim

KBB calisanlarina tesekkiir ederim.

Sadece bu donemde degil tiim hayatim boyunca sevgi ve desteklerini esirgemeyen

aileme tesekkiir ederim.
Dr. Turan ARLI

Agustos 2014, KAYSERI



ICINDEKILER

TESEKKUR .......oooooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeete ettt ettt ettt ettt ettt ettt en s i
ICINDEKILER .........oooviiiiceceeeeeeeeeee ettt i
OZET ... ...ttt v
A B S T R A T e e et e e e e e reeaarree e Y
KISALTMALAR oottt e et e e e e e e sb e e e be e e abeeeaneaeas Vi
RESIM LISTEST ......ovuiiiiiie st vii
TABLOLAR LISTESI ..ot viii
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER ........cooiiiiiiiiiiiie et 3
2.1. LARINKS KANSERLERI ....coocvuiiiiiiiie e 3

A I o T 1= o 1Yo o OSSR 3

N R Y0 o L0 (=] = RSP PRPR 4
2.1.3. SEMPLOMIAN ...ttt 6

0 R Tl I 1§ SRR 7
2.1.5. Larinks kanserleri klasifikasyonuna gore TNM SiStemi ..........ccorvvervrivereene. 8
2.1.6. TRAAVI. ...ttt bbbt 11
2.1.6.1. Larinks kanserlerinde cerrahi tedavi ..........c.ccooevoviiniiienenc e 12
2.1.6.2. RAOYOIEIAPI ...vvevvevieiteeie ettt ettt sra e reenae s 13
2.1.6.3. KEMOLEIAPI ..cuvveviiieicitieie ettt ettt re s reenae s 14

2.2. HPV Arastirma metodIart .........cccoovuviiiiieiiiie e 15

3. HASTALAR VE YONTEM.........cooontiiiiniiiininsinsesie s 18
.1 HASTALAR Lttt nn e 18
3.2, YONTEM ...ttt 20

A, BULGULAR ..ottt ettt sttt et st et e st e e beenne e 28
4.1. RADYOTERAPI GRUBU ......cocooioiieeececeieeeeee e, 29
4.2. ESZAMANLI KEMORADYOTERAPI(KRT) PROTOKOLU........................... 29



4.3. INDUKSIYON KEMOTERAPISI PROTOKOLU ....covov oo e, 29

T VLN LU N (501 VN oY 31
6. SONUCLAR ... 38
N N L = BT 39
TEZ ONAY SAYFASI ..o seee e 52



LARINKS KANSERLi HASTALARDA HUMAN PAPIiLLOMAVIRUS
POZITIiFLiGi VE KEMORADYOTERAPI DUYARLILIGI UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI

OZET

Amac¢: Human Papillomaviriisiin larinks kanseri etyolojisindeki rolii, prognoz,
kemoradyoterapi duyarliligi iizerine etkisini ve organ koruyucu yaklasimlarin se¢iminde

endikator olarak kullaniminin aragtirilmasi.

Materyal-Metod: Calismaya 2006-2011 yillar1 arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesinde larinks yass1 hiicreli kanseri nedeniyle radyoterapi,
kemoradyoterapi veya indiiksiyon kemoterapisi uygulanmig 52 hasta alinmistir. Parafin
bloklarda PCR yontemi ile HPV arastirnllmistir. Degerlendirme sonuglari olgularin

klinikopatolojik sonuglariyla karsilastirilarak incelenmistir.

Bulgular: Arastirmaya dahil edilen hasta sayist 52 olup hastalarin 51 (% 98.07)’1 erkek,
1 (%1.9)’ i kadindi. Hastalarin yas ortalamasi 63.5 (42-85) olarak bulundu. Hastalarin
51 (% 98.07)’inde sigara, 11 (% 21,1)’inde sigara ile birlikte alkol kullanma Oykiisii
mevcuttu. Hastalarin 28’inde supraglottik tlimor, 24’linde glottik timoér mevcuttu.
Hastalarin 28 tanesine tedavi olarak Radyoterapi, 14’line Kemoradyoterapi 10’una ise

Indiiksiyon kemoterapisi uygulandi. 52 hastanin higbirinde HPV pozitifligi saptanmadi.

Sonug: Bu ¢alismada higbir hastada HPV pozitifligi saptanmadig igin tedavi cevabina
veya prognoza etkisi degerlendirilememistir. Bunun nedeni cografi farkliliklar,
popiilasyondaki cinsel davranis ve hijyen aligkanligi farkliliklari ve uygulanan PCR

yonteminin duyarlilig1 olabilir.

Anahtar kelime: Human papillomavirus, PCR, Larinks kanseri



TO EVALUATE PRESENCE OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS AND ITS
EFFECT ON CHEMORADIOTHERAPY SENSITIVITY IN LARYNX
CARCINOMAS

ABSTRACT

Aim: To evaluate presence of Human Papillomavirus (HPV) in larynx cancers. If it is
present point out its effect on chemoradiotherapy sensitivity and its use as an indicator

for organ sparing approach.

Material and Method: 52 patients who have larynx squamous cell cancer and treated
by radiotherapy, chemotherapy or induction chemotherapy between 2006-2011 in
Erciyes University Faculty of Medicine were included in study. Presence of HPV was
investigated by polymerase chain reaction (PCR) in paraffin blocks of the patients.

These results were compared to clinicopathologic results of the patients.

Results: 51 men (98,07 %) and a woman (1,9 %) were included in the study. Mean age
was 63,5 (42-85). 51 of patients (98,07 %) were smokers and 11 of these ( 21,1 %) were
also alcoholic. 28 patients had supraglottic, 24 patients had glottic cancer. 28 of patients
were treated by radiotherapy, 14 of by chemotherapy and 10 of by induction

chemotherapy. HPV was not detected in all of specimens.

Conclusion: HPV positivity on prognosis and treatment in larynx cancers could not be
evaluated because HPV was not detected at all. The reason for this can be differences in
geography, sexual behaviors and hygienic habits of people; sensitivity of used PCR

method.

Key-words: Human Papillomavirus, PCR, Larynx cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Larinks kanserleri erigskinde tiim kanserlerin % 2’sini, bas boyun bdlgesi kanserlerinin
% 25’ini olusturur. Erkeklerde kadinlara oranla 4-30 kat daha fazla gorilir (1, 2).
Neredeyse tiimii yiizey epitelinden koken alan larinks kanserlerinin % 95’inden fazlasi

yass1 hiicreli kanserlerdir (3).

Sigara kullanimi larinks kanseri gelisiminde en 6nemli risk faktoridiir. Bunun yaninda
bazi viriisler, bakteriler, radyasyon maruziyeti, gastro-ozefageal reflii, genetik yatkinlik,

diyet ve mesleki faktorler gibi pek ¢ok faktor larinks kanseri gelisiminde rol alir (4).

Larinks karsinomlarinda % 0-79 arasinda degisen oranlarda HPV varlhig
bildirilmektedir (5). Papillomaviriis; kiigiik, zarfsiz, ikozahedral DNA viriisiidiir. Yassi
epitel hiicrelerin niikleusunda cogalir. Farkli genotipte 100°den fazla HPV tipi
tamimlanmistir. Deri, anogenital veya orofaringeal epitelyal hiicreleri enfekte ederler.
Larinks kanserlerinde en sik saptanan tipler ise yiiksek risk grubundan olan HPV-16, 18,
31 ve 33’tiir. HPV varligi ¢esitli yotemlerle saptanmaktadir. Ancak en duyarli olan

yontem polimeraze zincir reaksiyonu (PCR)’ dur (6-8).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda HPV pozitif bas boyun kanserlerinin radyoterapiye
daha iyi cevap verdigi ve prognozu iyi yonde etkiledigi belirtilmektedir (9).



Larinks kanserlerinde cerrahi ve radyoterapi (RT) iki ana tedavi segenegidir. Erken evre
timorlerde (evre I-11) cerrahi ya da RT tek basina kullanilabilirken, ileri evre tlimorlerde

genellikle kombine tedaviler uygulanir (10).

Bu calismada larinks kanserli hastalarin parafin kesitlerinde HPV sikligini, HPV
pozitifliginin prognoz ve kemoradyoterapi duyarliligi {izerine etkisinin ve organ
koruyucu yaklasimlarin se¢iminde endikatér olarak kullaniminin arastirilmasini
amacladik. HPV pozitifliginin radyoterapi, indiiksiyon kemoterapi ve KRT gibi cerrahi
dis1 tedavilerde prognoza etkisini arastirip bu tedavilerden fayda saglayabilecek hastalar
daha biyopsi asamasinda diger hastalardan ayirt edilebilecek ve uygun tedavi

secenekleri sunulabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. LARINKS KANSERLERI
2.1.1. Epidemiyoloji

Larinks kanserleri erigskinde tiim kanserlerin % 2’sini, bas boyun bdlgesi kanserlerinin
% 25’ini olusturur. Erkeklerde kadinlara oranla 4-30 kat daha fazla goriiliir (1, 2). Erkek
kadin orani en yiiksek kanser larinks kanseridir (2). Kadinlarda sigara aligkanliginin
artmasi bu oranin azalmasina neden olmustur (3). Hastalarin ¢ogu 50-70 yas arasindadir

(11). Daha geng yaslarda goriilme sikligi % 1’in altindadir (12).

Neredeyse tiimii yiizey epitelinden kdken alan larinks kanserlerinin % 95’inden fazlasi
yasst hiicreli kanserlerdir. Cogu iyi veya orta derecede diferansiyedir. Nadiren
adenokarsinom ve verriikdz karsinoma rastlanabilir. Diger tip kanserler ise ¢ok daha

nadir goriiliir (3).

Larinks kanserinin biiylik bir kismi glottik kanserlerdir (% 55-75), supraglottik
kanserler ikinci sikliktadir (% 24-42). Siklig1 en az olan larinks kanseri ise subglottik
kanserlerdir (% 1-6) (13).

Giiney Avrupa iilkelerinde supraglottik karsinomlar, glottik karsinomlardan daha fazla
goriiliirken, kuzey ve bati Avrupa iilkelerinde ise glottik karsinomlar cogunluktadir (14).
Ulkemizde larinks kanserlerinin % 59°u glottik, % 401 supraglottik, % 1°i ise subglottik
bolgede goriilmektedir (15).



Larinks kanserli hastalarda % 4-30 oraninda ikincil kanserler gelisebilir. En sik akciger,
bas boyun ve O6zofagusta bildirilmis olup, radyoterapinin bu riski % 10 oraninda

arttirabildigi belirtilmektedir (16).
2.1.2. Etyopatogenez
Sigara ve alkol

Larinks kanseri olusumunda pek ¢ok faktor rol oynar. Bu faktorler kanser olusumunda
tek basina etkili olabilecegi gibi, baska faktorlerle sinerjistik etki de gosterebilirler (16).
Sigara kullanimi larinks kanseri gelisiminde en onemli risk faktoridir (4). Sigara en
yaygin ¢evresel etkendir ve hem baslatict hem de ilerletici etkisi vardir (17). Kadinlarda
sigara icenlerin orani erkeklere oranla daha disiiktir (18). Sigara ile ilgili yapilan
arastirmalarda, primer kanserojen maddelerin  katran, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar, benzopiren ve nitrozamin oldugu saptanmistir (4).

Sigara Ozellikle supraglottik ve glottik larinks kanserleri igin bir risk faktoridiir.
Sigaraya baslama yas1 ve kullanim siiresi, tiiketilen giinliik sigara adeti ve yillik paket
sayisinin kanser ile iliskili oldugu belirtilmistir (17, 19). Sigara igenlerde larinks kanseri
riski igmeyenlere gore 10-20 kat daha fazladir. Gilinde 2 paket sigara i¢enlerde kanser
riski 4,4 kat, 2 paketten fazla icenlerde 10,4 kat artar. Larinks kanserli hastalarin %
97’si sigara icmektedir (20).

Alkol kullananlarda larinks karsinomu riski 2,2 kat daha fazladir (21). Sigara ile birlikte
alkol kullanim1 kanser i¢in sinerjistik etki olusturur. Alkoliklerde 6zellikle supraglottik
larinks kanseri riski iki kat fazladir (22). Sigara kullanmayan alkol tiryakilerinde larinks
kanseri riskinin 2,46 kat, alkol hi¢ almayan sigara tiryakilerinde 9,3 kat fazla oldugu
saptanmustir (23). Sigara ile birlikte alkol tiiketenlerde ise bu risk 26 kat artmaktadir
(24).

Cevresel ve mesleki faktorler

Asbest, agir metaller, komiir tozu ve talasa maruz kalma da larinks kanseri riskini
arttirmaktadir (17, 25). Ciftgiler, agag ve odun isgileri, hardal gazi is¢ileri, nikel iscileri,

komiir iscileri, lastik sanayi ¢aliganlari, deri ve tekstil is¢ileri, krom madeni is¢ileri,



boya sanayi calisanlar1 ve asbeste maruz kalanlar larinks kanseri gelisimi agisindan risk

iceren meslek gruplaridir (26, 27).

Uretim denetleyicileri, tekstil, insaat ve belediye iscileri ile soforlerde, ozellikle
supraglottik tiimorlerin goriilme riskinin arttigi gosterilmistir. Ayrica silika ve pamuk
tozlari, siilfirik asit, kaucuk triinleri, diesel ve benzin egzozu ile polisiklik aromatik
hidrokarbonlara uzun siire maruz kalma sonucunda supraglottik larinks kanseri riskinin

belirgin olarak arttig1 saptanmustir (11, 12, 28).
Viral Risk Faktorleri

Human papillomaviriis (HPV), cinsel yolla bulasan, sekstiel olarak aktif yetigkinlerde ve
adolesanlarda goriilen en yaygin enfeksiyonlardan biridir (29). Papillomaviriis; kiigiik,
zarfsiz, ikozahedral DNA viriisiidiir. Yass1 epitel hiicrelerinin niikleusunda ¢ogalir. Cift
zincirli DNA’ya sahiptir (30). Farkli genotipte 100°den fazla HPV tipi tanimlanmstir.
Tiim tanimlanan tipler epiteliotropiktir. Deri, anogenital veya orofaringeal epitelyal
hiicreleri enfekte ederler. HPV’yi esas olarak temsil eden alt tipleri HPV-16, -18, -31, -
33, -39, -45, -52, -58 ve -69°dur. Bu tipler “yiiksek riskli” tiplerdir. Servikal ve diger
anogenital kanserlerde rol oynarlar. HPV -6 ve -11 “diisiik riskli” tipler olup, habis
lezyonlarda ¢ok nadiren bulunurlar (31). Larinks kanserleri ig¢in 6nemli risk faktorlerin
birisi de human papillomaviriis (HPV) diir (32). Larinks karsinomlarinda % 0-79
arasinda degisen oranlarda HPV varligi bildirilmektedir (5). Larinksin papillom ve
kanserlerinde farkli HPV tiplerine rastlanmaktadir. Larinksin en sik goriilen benign
timorii olan rekiirren respiratuar papillamatozis, disiik riskli HPV-6 ve -11 ile
iligkilidir. Papillomlar yaklasik % 2 olguda malign transformasyon gosterebilir.
Papillomlardan gelisen larinks kanserlerinde de viriisiin bu tiplerine rastlanir. Larinks
kanserlerinde en sik saptanan tipler ise yiiksek risk grubundan olan HPV-16, -18, -31 ve
-33’tiir (6-8).

HPV karsinojenik etkisini viral genomun konak genomuna entegrasyonuyla
gerceklestirir. Entegrasyon E6 ve E7 onkogenlerin artmis expresyonuna neden olur. E7
gen lirlinli ise Retinoblastom proteinini (RB) inaktive ederek bir timor siipresér gen
olan p16 INK4a geninin (CDKN2A) iiriinii olan p16 proteininin iiretimini artirir (33-
35).



Ayrica herpes simplex enfeksiyonu ile larinks l6koplakileri ve kanseri arasinda iliski

olabilecegini gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir (36, 37).
Radyasyon

Radyasyonun karsinojenik etkisi doz, fraksiyon ve dagilim oranina baghdir. Larinks
kanserinde, radyoterapiden yillar sonra olusan tiimdrlerin, rekiirren timor degil,
radyasyona bagli olarak olusan ikinci primer tiimorler oldugu savunulmaktadir (16, 17,
38).

Gastroozofagiyal ve Larengofarengeal Reflii

Laringofarengeal reflii larinkste kanser gelisiminde rol oynayan etkenlerden biridir.
Larinks kanserli hastalarda % 58 - 63,9 oraninda bulunmus olup, bu oran kontrol
olgulara gore anlamli derecede yiiksektir (39). Gastrik rezeksiyon geciren hastalarda da
benign ve malign larinks lezyonlar1 kontrollere gére daha sik bulunmus ve duodeno-

gastro-ozofagial reflii de risk faktorii olarak ileri stirtilmiistiir (40).
Diyet

Sebze, meyve, bitkisel yaglar ve baliktan zengin ‘Akdeniz tipi’ diyetle beslenenlerde,
larinks kanseri riskinin azaldigi gozlenmistir. Bunun A, E ve C vitaminleri, beta karoten

ve ¢oklu doymamig yaglarin koruyucu etkisine bagli oldugu 6ne siiriilmiistiir (2, 41).
2.1.3. Semptomlar

Larinks kanserlerinde semptomlar timoriin yerlesim yerine gore farkliliklar gosterir.
Larinks karsinomunun temel bulgusu ses kisikligidir (42). Ses kisiklig1 en sik goriilen
bulgulardan birisidir (43). Timor vokal kordlara yerlesmisse ilk belirti ses kisikligi
olacaktir (44). Glottik bolge kaynakli kanserlerde ¢ok erken ortaya ¢ikan bir semptom
olmasma ragmen subglottik ve supraglottik kanserlerde ¢ok ge¢ olusur veya hig
olugmayabilir. Kanserin vokal kordun mukozasini, tiroaritenoid kas1 veya krikoaritenoid

eklemi tutmas1 sonucu mukoza vibrasyonundaki bozulmaya bagli olarak ortaya ¢ikar.

Dispne ve stridor tiimor kitlesinin basisinin solunum yolunu etkilemesine baghdir.
Subglottik tiimorlerde ilk semptom olabilir, diger yerlesimlerde ise daha ileri evrelerde

gortliir (43).



Epiglot ve hipofarenks kanserlerinde bogaz agrist ve yutkunmakla agri sik karsilasilan
bir bulgudur. Aym taraftaki kulaga yansiyan agrilarda yayilim 10. sinir yoluyladir ve

piriform siniis, dil kokii ve vallekula yerlesimli lezyonlar igin karekteristiktir (42).

Oksiiriik ise supraglottik lezyonlarda daha sik rastlanan bir semptomdur (43).
Supraglottik bolgede siiperior laringeal sinir tutulumu ile olusan hipoestezi veya

anesteziye bagl olarak aspirasyon sonucu goriilebilir (42, 45).

Supraglottik bolge tiimdrlerinde yabanci cisim hissi veya agri, mekanik etkiyle sesin
boguk ¢ikmasi (agizda haslanmis patates varmis gibi), yutma problemleri, laringeal
sekresyonlarin aspirasyonuna bagli olarak oksiiriik, odinofaji ve tek tarafli otalji, agiz
kokusu, bogazda giciklanma, dolgunluk ve hemoptizi goriiliir (46). Tiimoriin boyutu
biiyiikkse dispne ortaya ¢ikar. Subglottik tiimorlerde bogazda rahatsizlik hissi, timor
biiytidiikge vokal kord ya da inferior laringeal sinir tutulumuna bagl ses kisikligi,

dispne ve hemoptizi ortaya ¢ikabilir (47).

Disfaji tiimoriin larinks sinirlarini astigini gosterir. Tiimoriin direkt yayilimi veya nodal
metastaz sonucu boyunda kitle ile bagvurabilir. Kilo kayb1 gibi malignite belirtileri de

uzak metastaz ihtimalini akla getirmelidir (10).
2.1.4. Tam

Larinks kanserinde erken tani, hastalarin sagkalimi ve hastaligin prognozu yoniinden
¢ok oOnemlidir. Uygulanacak tedavi yonteminin se¢iminde detayli hikayenin, fizik
muayene ve gorlintiileme yontemleri ile desteklenmesi gereklidir. Larinks kanserli
olgularin erken donemde taninmasi fonksiyonel cerrahi sansini arttirmaktadir. Lezyonun

Iyl tanimlanmasi ise tedavinin basarisini yiikseltmektedir (48).

Hikayede ses kisikligi, bogaz agrisi, disfaji, odinofaji sik rastlanilan semptomlardir. Ses
kisikligr glottik kanserlerde erken belirti olmasina ragmen subglottik ve supraglottik
kanserlerde gec belirtidir. Bogaz agris1 ve disfaji supraglottik kanserlerde erken
belirtidir. Hemoptizi ve yansiyan kulak agris1 daha nadir rastlanilan semptomlardandir.
Dispneye hava yolunu tikayan biiyiik kanserlerde rastlanir. Boyun metastazlar1 da

ozellikle supraglottik kanserlerde sik rastlanan bulgulardir (48).



Larinks muayenesine indirekt laringoskopi ile baslanmalidir. Lezyonun yeri, uzandigi
bolgeler ve vokal kord hareketleri hakkinda yeterli bilgi veren bir muayene yontemidir.
Palpasyon 6zellikle larinks disina tasmis tiimorlerde degerlidir. Laringeal krepitasyonun
kayb1 postkrikoid bolge tutulumunu akla getirmelidir. Lenfatik metastazlart tespit
amaciyla tiim boyun bolgeleri dikkatle palpe edilmelidir. Larinks kanserli vakalarda
tiimoriin yayilma bolgeleri hakkinda tedavi Oncesi yeterli bilgiye sahip olmak
gerekmektedir. Supraglottik kanserlerde, preepiglottik bosluk, paraglottik bosluk,
piriform siniis, aritenod tutulumu tedaviyi etkileyebilir. Glottik kanserlerde ise On
komissiir, ventrikiil, paraglottik bosluk ve subglottik yayilim 6nemlidir. Subglottik
kanserlerde ise trakea, 6zefagus yayilimi gdzden kacirilmamalidir. flerlemis olgularda
larinks tizerinde kitle ve kizariklik goriilebilir. Yine ilerlemis olgularda palpasyonda
larinksin agrili ve hassas olmasi, larinks iskeletinde genisleme, fizyolojik krepitasyonun
kaybolmasi, tirohyoid ve krikotiroid membran bolgesinde dolgunluk gibi bulgular tespit
edilebilir (48).

Bilgisayarli tomografi tiimoriin hacmi, uzanimi, kikirdak tutulumu ve muayenede
goriilemeyen bolgelerin durumu hakkinda ¢ok degerli bilgiler verir. Manyetik rezonans
goriintiileme ise submokozal timor uzanimini bilgisayarli tomografiden daha iyi
gosterir. Ancak bilgisayarli tomografi daha ucuzdur ve boyun metastazlarin1 gostermede
manyetik rezonans goriintiilemeyle degeri benzerdir. Bu nedenle bilgisayarli tomografi,

manyetik rezonans goriintiilemeye tercih edilmektedir.

Genel anestezi altinda yapilan direkt laringoskopi ameliyat 6ncesi evrelendirme igin ¢ok
onemlidir. Bu sirada biyopsi de almir. Biyopsi almirken siipheli lezyonlarin
yiizeylerinden alinan biyopsilerin enflamatuar olabilecegi ve derindeki malign
lezyonlarin gozden kagabilecegi unutulmamalidir. Rutin olarak 6zefagus, bronsiyal

sistem, trakea ikinci primer tiimorler agisinda gézden gegirilmelidir (48).
2.1.5. Larinks kanserleri klasifikasyonuna gore TNM sistemi

AJCC (American Joint Commite on Cancer) tarafindan 2010 yilinda son diizenlenmis

sekline gore larinks kanserleri soyle siniflandirilir (49).

TNM Sistemi: T (tiimér), N (lenf nodu), M (metastaz) 6gelerini kapsamaktadir.



Primer tiimor

Tx: Tiimor degerlendirilemedi.

To: Primer timdr yok.

Tis: Karsinoma in situ.

Supraglottik Tiimor

T1: Tiimor supraglottisin bir alt bélgesine sinirlidir, kord hareketleri normaldir.

T2: Timor supraglottisin birden fazla alt bdlgesinin mukozasini, glottisi veya
supraglottis disindaki bir bolgeyi (6rnegin dil kokii mukozasi, vallekula, piriform siniis

medial duvari) tutmustur, kord hareketleri normaldir.

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

kikirdak invazyonu (i¢ korteks) mevcuttur.

T4a: Tumor tiroid kikirdagi invaze etmis ve/veya larinks disina, boyun yumusak

dokularna, tiroide, 6zefagusa yayilmas.

T4b: Timor prevertebral boslugu(aralik), mediastinal yapilari invaze etmis veya karotid

arteri kaplamas.
Glottik Tiimor

T1: Tumor vokal kordlara smirlidir ve kord hareketleri normaldir. (anterior veya

posterior komissiir invazyonu olabilir.)
T1la: Tumor tek bir vokal korddadir.
T1b: Her iki vokal kordda da timor mevcuttur.

T2: Tumor supraglottis ve/veya subglottise uzanmaktadir ve/veya kord hareketleri

kisitlanmustir.

T3: Timor larinks i¢inde sinirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir ve/veya

paraglottik alan invazyonu vardir ( i¢ korteks )



T4a: Tumor tiroid kikirdagi invaze etmis ve/veya larinks disina, boyun yumusak

dokularina, tiroide, 6zefagusa yayilmis.

T4b: Timor prevertebral boslugu, mediastinal yapilart invaze etmis veya karotid arteri

kaplamus.
Subglottik Tiimor
T1: Tiimor subglottiste sinirlidir.

T2: Timor vokal kordlara uzanmakla birlikte kord hareketleri normal veya

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

T4a: Tumor krikoid veya tiroid kikirdagi invaze etmis ve/veya larinks disina, boyun

yumusak dokularina, tiroide, 6zefagusa yayilmas.

T4b: Timor prevertebral boslugu, mediastinal yapilari invaze etmis veya karotid arteri

kaplamus.

Bolgesel lenf nodlar

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememektedir.

No: Bolgesel lenf nodu metastazi yoktur.

N1: En biiyiik ¢ap1 3 cm.’yi gegmeyen tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.
NZ2a: En biiytlik ¢ap1 3-6 cm. arasinda tek ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.

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

vardir.

NZ2c: Higbirinin ¢ap1 6 cm.’yi gecmeyen bilateral veya kontralateral lenf nodlarinda

metastaz vardir.

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

Mx: Uzak metastazlar degerlendirilememektedir.

Mo: Uzak metastaz yoktur.

M1: Uzak metastaz vardir
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Tablo 1. Larinks kanseri evrelemesi (49)

EVRE 0 Tis NO MO
EVRE 1 T1 NO MO
EVRE 2 T2 NO MO
T3 NO MO
T1 N1 MO
EVRE 3
T2 N1 MO
T3 N1 MO
T4A NO MO
T4A N1 MO
T1 N2 MO
EVRE 4A
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4A N2 MO
T4B HERHANGI BIR N MO
EVRE 4B —
HERHANGI BIR T [N3 MO
EVRE 4C |HERHANGIBIR T |HERHANGIBIRN |[M1
2.1.6. Tedavi

Larinks kanserinde optimal tedavi sekli tartisma konusudur. Larinks kanserlerinde
cerrahi ve radyoterapi (RT) iki ana tedavi segenegidir. Erken evre tiimérlerde (evre I-11)
cerrahi ya da RT tek basina kullamlabilir. Ileri evre timérlerde genellikle kombine

tedaviler uygulanir. Kemoterapi (KT) daha ¢ok kombine tedavi plani i¢inde ya da

palyatif tedavide yer alir (48).

Larinks kanserli hastada tedavi yontemi belirlerken hastanin yasi, tiimoriin evresi,
tiimdriin tuttugu bolge, hastanin genel durumu 6nemlidir. Ayrica sesin korunmasi igin
mesleki ve cevresel faktorler, aile deste8i, hastanin tedavi modalitesi Sec¢imi, tedavi
uygulanan merkezin sartlar1 gibi faktorlerde tedavi seklini belirlemede yardimci olur.

En uygun tedavi yontemi bas boyun cerrahi, radyasyon ve medikal onkoloji, radyoloji,
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patoloji, anestezi doktoru ve ses terapistinden olusan konsey tarafindan belirlenmeli

tedavi secenekleri hastaya sunulmali ve nihai karar1 hasta vermelidir (10).
2.1.6.1. Larinks kanserlerinde cerrahi tedavi

Cerrahi tedavide primer timdriin rezeksiyonu ile birlikte bolgesel lenf nodlarmnin

eksizyonunun yapilmasi esastir.

Primer tiimiioriin rezeksiyonu(larenjektomiler)

Genel olarak parsiyel ve total larenjektomiler olarak ikiye ayrilabilir.
Parsiyel larenjektomiler

Organ korumanin o6nemi ve cerrahi tekniklerin gelismesi ile birlikte konservatif
yaklagimlar yayginlasmistir (50). Parsiyel larenjektomi larinksin konusma, yutma ve
solunum fonksiyonlarmin korunmasini amaglayan cerrahi prosediirlerdir. Larinksin
kanserli bolgesi onkolojik kurallara uygun olarak cikarilir (51). Giinimiizde timor
yerlesimine gore endoskopik lazer cerrahisi, laringofissur kordektomi, horizontal ve
vertikal parsiyel larenjektomi, suprakrikoid larenjektomi, hemilarenjektomi vb.
yontemler kullanilmaktadir. Parsiyel larenjektomi prosediirleri igin bir vokal kord,

mobil bir aritenoid ve krikoid kikirdagin olmasi yeterli goriilmektedir.

Ilerlemis tiimorler de bile parsiyel cerrahi teknikler ile elde edilen basarili sonuglar ve
sagkalim oranlar1 sayesinde parsiyel larenjektomiler daha sik ve yaygin olarak
yapilmaya baslanmistir (52). Bununla birlike parsiyel cerrahi uygulanacak hastalarin

pulmoner ve kardiyak fonksiyonlar yeterli diizeyde olmalidir (10).
Total larenjektomi

Tiim larinksin, hiyoid kemigin, {ist trakeal halkalarin ve siklikla prelaringeal adelelerin
de rezeke edildigi ve kalici trakeostomiyi de igeren cerrahi tedavi yontemidir (53, 54).
Organ koruma cerrahisinin uygun olmadigi T3-T4 supraglottik veya glottik kanserde,
subglottik kanserde, hem vertikal hem de horizontal larenjektominin basarisiz oldugu
durumlarda, parsiyel larenjektomiye izin vermeyen pulmoner ve kardiyak durumlarda,
RT’nin basarisiz oldugu niiks gosteren supraglottik ve glottik kanserlerde total

larenjektomi hala yerini korumaktadir (55).
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Larinks kanserlerinde bolgesel lenf nodlarinin eksizyonu (Boyun diseksiyonlar)

Bas boyun kanserlerin de genel kural olarak gizli metastaz riski % 20’den fazlaysa

boyunun elektif tedavisi onerilir (56, 57).

Larinks kanserlerinde N(+) olgularda terapotik, N(O) olgularda profilaktik amagl olarak
boyun diseksiyonlari uygulanmaktadir. Yapilis sekline gére boyun diseksiyonlar
kapsamli veya secici olabilir (58). Larinks kanserinde boyun metastazinin evresine gore
boyun diseksiyonlar1 uygulanabilir. Erken evre glottik kanserlerde boyuna metastaz
orant oldukca dusiiktir ve elektif boyun diseksiyonun vyeri yoktur. Erken evre
supraglottik larinks kanserlerinde boyun N(O) bile olsa, yiiksek oranda ve gift tarafl
boyun metastazi yapma potansiyeline sahiptir. Dolayistyla tedavi plan1 her iki boynu da
icermelidir. Cift tarafli boyun diseksiyonuyla (genellikle selektif yeterlidir) birlikte
uygulanan parsiyel larenjektomiler hastalifin patolojik olarak kesin evrelemesini ve

gerekirse ek tedavi planlarinin yapilabilmesini saglar.

fleri evre glottik kanserler de metastaz yapma potansiyeline sahiptir (59). ileri evre
glottik kanselerde boyun N(0) ise tiimoriin evresine gore tek tarafli veya cift tarafli
boyun diseksiyonu uygulanir. Klinik olarak pozitif boyunun tedavisi tutulan lenf
nodunun evresine ve lokalizasyonuna baglidir. Bu amagcla radikal, modifiye radikal ve
selektif lateral boyun diseksiyonlari uygulanabilir (60). N(+) boyunda N1 ise selektif
boyun diseksiyonu N2 veya N3 ise modifiye radikal veya radikal boyun diseksiyonu
yapilir. Ileri evre supraglottik kanserlerde cift tarafli boyun metastaz1 riski yiiksek
oldugundan boyun diseksiyonlari evreye bakilmaksizin ¢ift tarafli yapilmalidir (59).

2.1.6.2. Radyoterapi

Larinks kanserlerinde radyoterapi tiimoriin yayilim bolgeleri, hastanin tibbi durumu,
hasta ve yakinlarinin secimi ile tedaviyi yapacak merkezin deneyimleri ve olanaklarina
gore primer tedavi sekli olarak ya da kemoterapi ve/veya cerrahi tedavi ile birlikte
kombine olarak da kullanilmaktadir (43).

Radyoterapi ile hiicredeki temel etkilenen yapinin DNA ve niikleer membran oldugu
diigiiniilmektedir (61). DNA’da meydana gelen radyokimyasal olaylar radyasyonun

direkt ve indirekt etkileriyle ortaya cikar. Direkt etki, iyonizan radyasyonun dogrudan
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hiicrenin kritik yapilariyla etkilesmesi sonucu olur. Bu etkilesme daha ¢ok pargacik
radyasyonlarin Ozelligidir. Gilinliik hayatta tedavide kullanilan radyasyon indirekt
mekanizmalar ile etki eder. Insan yapisinin biiyiik kismmi olusturan su molekiilleri
radyasyonun etkinligini arttirmaktadir. Bu mekanizma RT’nin neden 6zellikle hipoksik

bas boyun malignansilerinde etkinliginin az oldugunu da agiklamaktadir (62).

RT erken evre glottik veya supraglottik kanserlerde, cerrahi veya medikal olarak
inoperabl kabul edilen olgularda veya operasyonu kabul etmeyenlerde 6nemli bir tedavi
secenegidir. Larinkse 50-70 Gray(Gy) arasinda 5-8 hafta RT verilmektedir. Tedavi
esnasinda genellikle ayaktan tedavi yapilmasi, cerrahiye gore biraz daha kaliteli ses
saglanmasi, cerrahi morbiditeyi engellemesi RT’nin avantajlarindandir  (10).
Radyoterapinin akut mukozit, farenjit, kondronekroz, laringeal 6dem ve yeni timor
olusumunu indiiklemesi gibi dezavantajlar1 vardir. Ayrica radyoterapi sonrasi niiksiin

saptanmasinin zorlugu da baska bir dezavantajidir.
2.1.6.3. Kemoterapi

Larinks kanserlerinde kemoterapi bugiin igin tek basina kiratif degildir (43).
Kemoterapi neoadjuvan (indiiksiyon), adjuvan (cerrahi ve/veya RT sonrasi) ve
konkomitan (eszamanli RT ile birlikte) olarak tedavide kullanilmaktadir. Indiiksiyon
kemoterapi (IK)’si giderek yaygimlasan bir sekilde ileri evre bas boyun yassi hiicreli
karsinomlarinda organ korunmasini amaclayan bir tedavi protokolii olarak uygulanmaya

baslamistir.

Larinks kanserlerinde IK igin en sik kullanilan rejimler sisplatin veya karboplatin ile
birlikte 5-florourasil (5-FU) kullanilmasidir (63). Yeni ajanlardan paklitaksel,
dositaksel, gemsitabin, vinorelbin, topotekan larinks kanserlerinde test edilmektedir
(59). Eszamanli KRT cerrahi yapilamayacak ya da onerilen cerrahiyi kabul etmeyen
hastalarda uygulanan organ koruyucu bir tedavi se¢cenegidir. Lokal ve bdlgesel kontrolii

artirmak i¢in diisiik dozda kemoterapotik ila¢ kullanilmaktadir (64).
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2.2. HPV Arastirma metodlar:
Immunohistokimyasal boyama

Bu yontemde HPV ile infekte hiicrelerde, kapsid antijenlerinin varlig1 arastirilir. Human
papillomavirus ile infekte hiicrelerde immiinohistokimyasal yontemlerle HPV kapsid
antijenlerinin tespiti ise sensitivitesi ¢ok az olmakla beraber ancak prodiiktif HPV
infeksiyonunda miimkiindiir. Bu nedenle HPV infeksiyonunun tanis1 oncelikle viral

niikleik asidin saptanmasi esasina dayanmaktadir (65).
Elektron Mikroskopi

Bu yontemle enfekte keratinositler igindeki virionlar, niikleus i¢inde dizilmis 55 nm
capl kristalize partikiiller seklinde saptanabilir. Ancak sensivitesinin diisiik olmasi,
ekonomik olmayis1 ve lezyonun tamamen taranmasi pratik olmadigindan kullanimi

yaygin degildir (66).
Hibridizasyon testleri

Hibridizasyon, birbirini tamamlayici nitelikte iki tek iplik¢ikli niikleik asit molekiiliiniin
birbirine baglanmasidir. Pratikte, bilinen diziye sahip isaretli bir prob, bir hedef bolgeye
baglanarak iki iplikgikli yeni bir molekiil ortaya ¢ikarir. Daha sonra bu isaretli molekiil
belirlenir (67).

- In situ hibridizasyon (ISH)

- Southern blot hibridizasyon (SBH)

- Dot blot hibridizasyon (DBH)

- Floresan in situ hibridizasyon (FISH) (68)

Southern blot ve dot blot yontemlerinde alinan 6rnekten hiicresel DNA'min izolasyonu
ve saflastirilmasi gerekmektedir. Southern blot yonteminde DNA, restriksiyon enzimleri
ile sindirilir, biyiikligline gore ayrilir, filtrelerde immobilize edilir ve ardindan
radyoaktif veya kimyasal olarak isaretlenmis problar ile belirlenmis HPV tipine gore
problanir. Isaretlenmis tek sarmal viral DNA veya RNA problar ¢ift sarmal hibrid

olusturmak {iizere tamamlayici sarmal ile birlesir. Dot blot hibridizasyon yonteminde
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DNA oOrnegi restriksiyon enzimleri ile sindirilmek yerine denatiire edilir. Bu yontem
hizl1 bir tekniktir ve daha az oranda DNA ile sonug verebilir; ancak Southern blot kadar
spesifik degildir (69). In situ ve filtre in situ hibridizasyon yontemlerinde dokudan DNA
izolasyonu gerekmez, doku veya smearlardaki viral sekanslar direkt arastirilir, ancak
hiicresel sekanslar ile ¢apraz hibridizasyon Onlenemedigi icin yanlis pozitiflik ayirt

edilemez (70).
Hibrid yakalama testi

Sinyal ¢ogaltma kullanilarak yapilan direkt DNA tespitidir. Sentetik oligoniikleotidler
ile kaplanmis kiiciilk cam veya metal boncuklar, sivi fazli hibridizasyon formatina
benzer sekilde uygulanmaktadir. Olusan hibridler, baglanmayan problardan
santrifiijleme veya manyetik alan uygulanmasi ile ayrilmaktadir. Bu amagla kullanilan
oligoniikleotid, siklikla belirleyici bir prob ile eslenen ‘yakalama probu’dur. Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR)’na gore 6zgiilliigiiniin nispeten az olmasi, dezavantajidir (71-
73).

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Bu teknik bir DNA oOrnegindeki hedef sekanslari ¢ogaltarak hibridizasyon
metodlarindan daha yiiksek oranda spesifite ve sensitivite elde eder. PCR i¢in rolatif
olarak daha az miktardaki DNA vyeterli olabilir. Hiicre siispansiyonlarindan ekstrakte
edilen DNA veya formalinle fikse edilmis parafine yatirilmig doku kiltiirleri iizerinde
calisabilir. Genis bir spektrumda HPV tiplerini arastirmak i¢in yiiksek oranda korunmus
oligoniikleotid primer ¢iftleri secilir. Tip spesifik oligomerler daha sonra spesifik HPV

tipleri arasinda ayrim yapmak i¢in prob gibi kullanilir (74).

PCR'In sensitivitesi her ne kadar yiiksekse de kontaminasyon riski mevcuttur.
Kontaminasyon yollar1 arasinda ¢evresel yol, disardan gelen DNA ve primer se¢iminde
varyasyonu sayabiliriz. PCR bazen yanlis pozitif sonug verebilir. Bu durum g¢esitli viral
tiplerle olusan "cifte infeksiyon" olarak algilanabilecek rekombine olaylar1 akla getirir
(75).
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Tablo 2. HPV tan1 yontemlerinin karsilastirilmasi (76)

YONTEM AVANTAJ DEZAVANTAJ
Sinirlt klinik uygulama
Southern Blot Karmagiklik
Standardizasyonu zor
Yeterince duyarli degil
FISH Tip tayini yanlishiklar
Hatali sonuglar
Zaman alic1 ve yorucu
Duyarlilig1 yiiksek
Hybrid yakalama | Kantitatif Ozgiilliigii diisiik
Hizli ve ucuz
PCR Duyarhhg: yiksek Kontaminasyon riski yiiksek

Tiim HPV tiplerini saptama
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. HASTALAR

Bu calismaya Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz-Bas Boyun
Cerrahisi ve Onkoloji Klinigi’'nde Ocak 2006-Aralik 2011 tarihleri arasinda basvuran
larinks yassi hiicreli kanserli 57 hasta alindi. Bu 57 hastanin 2’si parafin bloklarina
ulagilamadigi i¢in, 3’linlin parafin bloklarinda yeterli doku olmadigi i¢in ¢alismaya
alinmadi. Toplam 52 hasta ¢alismaya alindi. Primer tedavi olarak RT, eszamanli KRT
ve Indiiksiyon kemoterapisi (IK) verilen hastalar ¢alismaya alindi. Kontrol grubu olarak
15 tane yeni tanm almig (Ocak 2014-Mayis 2014 tarihleri arasinda) larinks karsinom

hastas1 alindi.

Radyoterapi protokolii erken evre 28 hastaya uygulandi. 2006-2009 yillar1 aras1 17 hasta
konvansiyonel (2 boyutlu) planlama ile tedavi edilirken 2009 sonrast 11 hastaya
konformal tedavi planlanarak radyoterapi uygulamasi yapildi. Bu hastalarin 20
tanesinde glottik bolge tiimorii mevcuttu, 8’inde ise supraglottik tiimoér mevcuttu. Bu
hastalara paralel karsilikli 1sin alanlar1 kullanilarak, tiim laringeal kikirdaklar tedavi
sahasi iginde olacak sekilde tedavi yapildi. Larinks yass1 hiicreli kanseri tanis1 konulan
hastalara fraksiyon basina 225 cGy (Santigray)’den RT dozu haftada 5 giin olmak iizere
29 fraksiyon kiiratif RT tedavisi verilmistir. Bu 28 hasta tedavi sonrasi ortalama 50 (12-
86) .

KRT protokolii 14 hastaya uygulandi. Bu tedavi kolundaki hastalara RT verilmeden

once haftalik 50 mg/m2 sisplatin verilmistir. Haftalik kan iire azotu ve kreatinin
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degerleri takip edilmistir. Fraksiyon basina sisplatin sonrasi 200 cGy/giin’den 1sin dozu
60-70 fraksiyondan verilmistir. Bu hastalarin 3 iinde glottik, 10 unda supraglottik timor
mevcuttu. Bu 14 hasta tedavi sonrasi ortalama 32 (5-84) ay takip edildi. ay takip edildi.

Indiiksiyon kemoterapi protokolii 10 hastaya uygulandi. Sisplatin 50 mg/m2/giin 1-5.
Gtinler ve 5-fluorourasil 1000 mg/m2/giin 1-5. giinler seklinde 21 giinde bir uygulandi.
Sisplatin 4-6 saatlik inflizyon, 5-Fluorourasil 24 saatlik infiizyon olarak verildi.
Kemoterapi o6ncesi yeterli oral hidrasyonu takiben sisplatin 1000cc serum fizyolojik
icinde, 5-FU ise 1000 cc % 5 dekstroz icinde uygulandi. Sisplatin tedavisinde doz
rediiksiyonuna gidilmezken, tedavi oncesi serum kreatinin seviyesinin % 25’den daha
fazla arttig1 veya kreatinin klirensinin 40 ml/dakika’dan daha az1 oldugu durumlarda
sisplatin kesildi. Antiemetik profilaksisi olarak deksametazon ve serotonin reseptor
antagonistleri kullanildi. Bu gruptaki hastalarin 9’unda supraglottik tlimor, bir tanesinde

glottik tiimor mevcuttu.

Her hastanin dosyasina tarafimizdan kaydedilen yas, cins, sikayet, aligkanliklar, fizik

muayene bulgulari, goriintiileme, tedavi protokolleri ve sonuglar1 gézden gecirilerek

kaydedildi.

Retrospektif bir ¢alisma olup, ¢alismaya alinan olgularin tiimiinde histopatolojik olarak
kanitlanmig larinks yassi hiicreli kanseri vardi. Parafin bloklarina ve veri kayitlarina
ulasilamayan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Bu parafin bloklardan PCR yontemi ile
HPV DNA arastirildi.

Yontemin kontrolii i¢in servikal smear alinan hastalarin 6rneklerinden PCR yontemiyle

HPV DNA arastirildi.

Parafin dokularin kontrolii i¢in 15 tane yeni tan1 almis (Ocak 2014-Mayis 2014 tarihleri
arasinda) larinks yassi hiicreli karsinom hastasi alindi. Bu hastalarin taze dokularindan

DNA izolasyonu yapildi. PCR yontemi ile HPV varligi arastirildi.
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3.2. YONTEM
3.2.1. PCR yontemi ile HPV Arastirilmasi
DNA izolasyonu

1. 25-50 mg formalinle tespit edilmis, parafin bloga gdmiilmiis doku 6rneklerinden 10 p

kalinliginda 10-20 yaprak kesilerek, 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine alind1.

2. 1 ml ksilol eklendi, kapak kapatilip kuvvetli vortexlenip oda 1sisinda 5 dakika
bekletildi. 13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi, Gstteki sivi dokiildii (Resim1-2).

3. 1 ml % 100 etanol eklendi, kapak kapatilip kuvvetli vortexlendi. 2 dakika 13.000
rpm’de santrifiij edildi, tstteki s1v1 dokiildii.

4. Siipernatant kisim atildi. Uzerine 180 pl ATL Buffer eklendi. 20 ul proteinaz K

eklenerek voteksle karistirildi.

5. 56 C”de 1 saat (6rnek tamamen eriyene kadar) inkiibe edildi (sik sik calkalama

yapildi).

6. 90 C*de 1 saat inkiibe edildi.(sik sik ¢alkalama yapildi) (Resim 3).

4

Resim 1: Vortex cihazi(elektro-mag) Resim 2: Santrifiij cihazi(Scilogex)
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Resim 3. HPV DNA izolasyonunda kullanilan isitmali ¢alkalayici(mixing block)(
BIOER).

7. Kapaktaki damlalarin ayrilmasi i¢in tiipler 3000 rpm de quick spin yapildu.

8. Tiplerin tizerine 200 ul AL Buffer eklenip ve 15 sn. pulse-vorteks ile karistirildi.
Tiipler quick spin yapildi. Tiiplere 200 pl % 96-100 etanol eklendi ve 15 sn. pulse-
vorteks ile karigtirildi.

9. 1,5 ml tiip kapaktaki damlalarin ayrilmasi i¢in tiipler 3000 rpm de quick spin yapildu.

10. Tiiplerin icerigi, kenar1 1slatmadan, dikkatli bir sekilde QIAamp MinElute 2 ml
collection tiiplere yerlestirilmis spin kolonlara aktarilip, kapagi kapatildi ve 8000
rpm’de 1 dak. santrifuj edildi. Kolonlar yeni 2 ml collection tiiplere aktarilip flow-
through igeren collection tiipler atildi. Santrifiij sonrast tiip i¢eriginin tamami membrani

gecmeyenler, kolon tamamen bosalana kadar yiiksek hizda yeniden santrifiij edildi.

11. QIAamp MinElute kolonuna 500 ul AW1 buffer eklenip kapagi kapatilarak ve 8000
rpm’de 1 dak. santrifuj edildi. Kolonlar yeni 2 ml collection tiiplere aktarildi. Flow-

through iceren collection tiipler atildi

12. QIAamp MinElute kolonununa 500 pl AW2 buffer eklenip kapagi kapatilarak ve
8000 rpm’de 1 dak. santrifuj edildi. Kolonlar yeni 2 ml collection tiiplere aktarilip

Flow-through igeren collection tiipler atildi.
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13. Membranin kurumasi i¢in tam hizda (14000 rpm) 3 dk santrifiij yapildi.

14. QlAamp MinElute kolonunu temiz 1.5 ml’lik bie tiip igine koyulup, Flow-through
iceren collection tiipler atildi. QIAamp MinElute kolonunun kapag: dikkatli bir sekilde
acilip membranin ortasina 20-100 pl ATE buffer uygulandi.

15. Kapagi kapatilip, oda 1sisinda 1 dk bekletildi. Tam hizda (14000 rpm) 1 dk santrifiij
edildi.

HPV Tiplendirilmesi

1. DNA izolasyonu yapilmis dokulara PCR karisimi konuldu. HPV typing- molgentix
SL (lot no: 1072012) kiti kullanilarak multipleks-floresan PCR yontemi ile 15 tip HPV

genotipi taranmistir.
- PCR MIX den 6.25 ul, PRIMER Mix den 3.75 pl ve DNA 2.5 ul karigtirildi.
-Toplam 12.5 pl olacak sekilde PCR tiipiine pipetlendi.

2.Uriinler PCR cihazina yiiklendi (Resim 4).

Resim 4. PCR amplifikasyonu yapilan thermal cycler cihazi.( The GeneAmp® PCR
System 970)
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Taq aktivasyonu i¢in 95°C de 15dk bekletildi.

Denatiirasyon i¢in 95°C 30 sn bekletildi Bu islemler 35 kez

Primerlerin hedef DNA ya baglanmast igin 64°C 30 sn bekletildi. tekrarland.

Genisleme i¢in 72°C 30 sn bekletildi.

Final genisleme i¢in 60°C 10 dk bekletildi.

Uriinler 4-20 °C de muhafaza edildi.

3. Uriinler ABI 310 cihazinin 6rnek yiikleme tiiplerinde karigtirildi.
-0.3 pul GeneScan™-500 LIZ™

-20pul Hi-Di™ Formamide (ABI P/N 4311320) eklendi.

-2 uL PCR iiriinii eklendi.

4.ABI prism 310 genetik analyser marka cihaz ile fragmentlerin yiiriitmesi yapildi
(Resim 5).

Resim 5:  Applied Biosystems Genetic Analyzer 310 cihazi ve bilgisayar donanimi
(ABI 310)
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Sonuclarin analizleri

Bu HPV Kkiti ile 15 HPV tipi tespit edilmektedir. Bu tipler HPV tip 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 6 ve 11 dir. Her HPV tipi ilgili amplikonun boyutu ve
rengine gore tespit edilmektedir. Benzer boyutta olan tipler farkli florokromlar ile
etikenlenmektedir. Primerleri etiketlemek icin FAM, VIC, NET ve PET boyalar
kullanilmaktadir. Bu florokromlarin renkleri sirasiyla mavi, yesil, sari-Siyah ve

kirmizidir. Turuncu renkli olan LIZ boyasi ise boyut standardimi belirlemek igin

kullanilir (Tablo 3).

HPV F-PCR iiriinleri elektroforetogramda spesifik renk ve boyutta pikler halinde tespit
edilir.
Insan polimorfik DNA sekans1 ( D18S391 Short Tandem Repeat) konrol i¢in amplifiye

edilmektedir. Bu iiriiniin varhigit HPV negatif 6rneklerde DNA biitiinliigiiniin oldugunu

ve PCR inhibitdrlerinin olmadigini gosterir.

Viral yiikiin diisiik veya yiiksek oldugu durumlarda testin sensitivitesini etkilememek

icin kontrol sekansinin amplifikasyon durumuna dikkat etmek gerekir.

Tablo 3: F-HPV tiplendirme kitinde renk boyutlara gore subtiplerin belirlenmesi.

HPV Tipi PCR iiriinii rengi

HPV-58 PET 156
HPV-33 6-FAM 196
HPV-6 PET 256
HPV-16 NED 296
HPV-35 VIC 327
HPV-18 6-FAM 386
HPV-56 6-FAM 428
HPV-31 6-FAM 489
HPV-68 NED 189
HPV-39 VIC 244
HPV-59 6-FAM 283
HPV-52 PET 308
HPV-51 VIC 389
HPV-45 NED 414
HPV-11 PET 424
D18S391 VIC 140-180
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HPV Pozitifligi

HPV varlig1 elektroforetogramda floresan pikler seklinde tespit edilir. Tiplendirme

piklerin boyut ve renklerine gore yapilir. Yiiksek viral yiiklii 6rneklerde internal kontrol

piki(IPC) tespit edilemeyebilir. Sonug gegerlidir.
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Resim 6: Tek tip pozitif sonug.
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Resim 7: Birden fazla HPV tipinin pozitif oldugu analiz sonucu
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HPV Negatifligi

HPV negatif 6rneklerde HPV’ye spesifik pikler olmaz. Calismada internal kontrol
pikinin(IPC) tespit edilip, analiz edilen 6rnekte herhangi bir DNA pikinin gériilmedigi
durum HPV negatif olarak degerlendirildi. IPC amplifikasyonu zayif olanlarin tim

prosediirii tekrar edildi.
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Resim 8: HPV Negatif analiz sonucu.
Gecersiz sonu¢

Elektroforetogramda higbir pik yoktur. Hem HPV iiriiniin hem de insan DNA {iriiniiniin
olmamasi uygunsuz ornek tipi veya 6rnegin toplanmasi veya hazirlanmasi sirasinda bir
hata nedeniyle olabilir. Analiz edilen Ornekte internal kontrol DNA pikinin tespit

edilmedigi durumda sonug gegersiz kabul edilip ¢alisma tekrarlandi.
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Resim 9: Internal kontroliin(IPC) ¢alismadig1 gecersiz analiz sonucu.
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4. BULGULAR

Arastirmaya dahil edilen hasta sayist 52 olup hastalarin 51(% 98.07)’1 erkek, 1(% 1.9)’i
kadindi. Hastalarin genel olarak yas ortalamasi 63.5 (42-85) olarak bulundu. Hastalarin
51 (98.07)’inde sigara igme, 11 (% 21,1)’inde sigara ile birlikte alkol kullanma 6ykiisii
mevcuttu. Hastalarm 28 (% 53,8)’inde supraglottik tiimor, 24 (% 46,2)’inde glottik
timor mevcuttu. Hastalarin 28 (% 53,8) tanesine tedavi olarak radyoterapi, 14 (%

26,9)’tine kemoradyoterapi 10 (% 19,2)’una ise indiiksiyon kemoterapisi uygulandi.

Tablo 4. Calismaya alinan hastalarin 6zellikleri

Hasta Ozellikleri Ortalama %
Yas 63,5 (42-85) ---
o Erkek 51 98,07

Cinsiyet

Kadin 1 1,9

Supraglottik 28 53,8
Yerlesim i

Glottik 24 46,2

Erken 28 53,8
Evre

Geg 24 46,2
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4.1. RADYOTERAPI GRUBU

Hastalardan 6 tanesinde niiks saptanip opere edildi. 3 tinde 1 yil sonra niiks saptanirken
1inde 6 ay sonra 1 inde 2 yil, 1 inde ise 3 yil sonra niiks gelisti. 1 hasta tedaviden bir yil
sonraki konrollerinde niiks yoktu fakat kanser dis1 sebepten(barsak perforasyonu) exitus

oldu.
Bu 28 hastanin hi¢birinde PCR yontemi ile HPV DNA s1 saptanmadi.
4.2. ESZAMANLI KEMORADYOTERAPI(KRT) PROTOKOLU

Hastalardan 2 tanesinde yaklasik 1 yil sonra niiks saptanip opere edildi. Bir hastada ise
primer tiimor tedaviye cevap verirken boyun metastazi sebat ettigi i¢in boyun

diseksiyonu yapildi. Iki hasta tedavi basladiktan sonraki 3 ay igerisinde ex oldu.
Bu 14 hastanin higbirinde PCR yontemi ile HPV DNA saptanmadi.
4.3. INDUKSIYON KEMOTERAPISI PROTOKOLU

Bu hastalarin takibinde iki tanesinde niiks gelisti ve opere edildi. Opere edilenlerden bir

tanesi operasyondan 6 ay sonra ex oldu.

Bu 10 hastanin hi¢birinde PCR yontemi ile HPV DNA saptanmadi.

Tablo 5. Hastalarin aldiklari tedaviye gore niiks oran1 ve HPV pozitifligi

Hasta Sayisi Niiks Oram1  HPV Pozitifligi
RT 28(% 53) 6(% 21) 0
KRT 14(% 27) 2(% 14) 0
IKT 10(% 19) 2(% 20) 0
TOPLAM 52(% 100) 10(19,2) 0
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4.4. KONTROL GRUBU

Yeni tan1 almis larinks yasst hiicreli karsinom hastalarinin taze dokularindan DNA

izolasyonu yapildi. Higbirinde PCR ile HPV saptanmadi.

Yontemin kontrol grubu olan hastalarin servikal smearlarda PCR ile yapilan analizde

farkli tiplerde HPV pozitifligi saptandi.
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5. TARTISMA

Larinks kanserleri diinyada en yaygin altinct kanser tiirii olup tim malign tiimérlerin %
3’linii, bag ve boyun kanserlerinin yaklasik % 25’ini olusturur. Bu kanserlerinin %
95’den fazlasinda yassi hiicreli kanserler goriilmektedir (77, 78). Larinks kanserleri
genellikle hayatin 5. dekadinda veya daha ileri yaglarda ve erkeklerde goriiliir ancak
kadinlarda 1950 ’li yillardan itibaren artan sigara kullanma aligkanligina paralel olarak
giderek artan bir insidans s6z konusudur (2). Larinks kanserleri multifazik ve
multifaktoriyel etyopatogeneze sahip olup sigara bagimliligi en sik goriilen bagimsiz
risk faktoriidiir. Sigara; 6zellikle glottik, alkol ise supraglottik tiimoérler igin etyolojik
faktor niteligindedir. Sigara ve alkol kullanimi birlikte oldugunda kanser gelisimi

acisindan birbirinin etkilerini potansiyelize edecek tarzda etkilesim gostermektedir (79).

Bizim ¢alismamizda hastalarin % 98’1 erkek % 2’si kadin olup yaslar1 42 ile 86 (63,5)
arasinda degigsmekteydi. Hastalarimizin % 98’inde sigara, % 21’ inde sigara ile birlikte

alkol kullanimi mevcuttu.

Giiniimiizde teknolojik gelismelerle birlikte hastaliklarin seyrini 6ngdrmede degerli
olabilecek belirteclerin arastirilmasina olan ilgi giin gegtikge artmistir. Elde edilecek
yeni verilerle tedavide basariy1 etkileyebilecek faktorler daha biyopsi asamasinda tespit
edilerek hastalara uygun farkli tedavi secenekleri sunulabilecektir. Hastanin yasi,
cinsiyeti, timoriin yerlesim yeri, evresi, metastatik lenf nodu varlig1 bilinen prognostik
faktorlerdir (80). Ayrica akciger kanserlerinde Epitelyal Growth Hormon Reseptor
mutasyonu varligi, meme kanserlerinde Ostrojen reseptdr ve progesteron reseptor

durumu, papiller tiroid kanserlerinde BRAF mutasyonu, mediiller tiroid karsinomonda
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kalsitonin degerleri, nazofarinks kanserlerinde Ebstein-barr viriisii prognozu etkileyen
bilinen 6nemli belirte¢lerdir (81-86). Human papillomaviriis larinks kanseri, serviks

kanseri gibi bir¢ok kanserin etyolojinde rol oynayan ve proznozu etkileyen 6nemli
belirteclerden biridir (31, 87-90).

Human  papillomavirus  hiicre  kiltiiri  veya  laboratuvar  hayvanlarinda

tiretilememektedir. Serolojik testler de yeterince duyarli degildir (91).

Human papillomavirus varliginin tespiti viral niikleik asidin saptanmasi esasina dayanan
immunohistokimyasal boyama, elektron mikroskopi, hibridizasyon testleri (in situ
hibridizasyon, southern blot hibridizasyon, Dot blot hibridizasyon, Floresan in situ

hibridizasyon), hibrid yakalama testi ve PCR dur.

Immiinohistokimyasal boyama HPV’nin kapsid antijenlerine kars: gelistirilmis

antikorlar1 saptamaya yonelik testlerdir. 6zgiilliigli yiiksek (%30-50) olmasina karsin,
prekanserdz ve kanserdz lezyonlarda duyarliligi azdir (92, 93).

Elektron mikroskopisinin 6zgiilliigiiniin diisiik olmasi, ekonomik olmayist ve lezyonun

tamamen taranmasi pratik olmadigindan kullanim1 yaygin degildir (66).

Southern blot duyarlilig1 yiiksek bir yontemdir. Ancak zaman alic1 prosediirlere sahip
oldugundan ve radyoaktif isaretli proplar ile ¢alisildigindan klinik kullanim i¢in pratik
degildir (94). Dot blot hibridizasyon kullanimi1 kolay, ucuz, sadelestirilmis fakat daha az
duyarli bir Southern blot yontemidir. Baz1 viruslarla capraz reaksiyona girerek ayirt
edememe, yalanci negatiflik baslica dezavantajlaridir (94, 95). in situ hibridizasyon
sensivitesinin diisiik olmas1 nedeniyle rutinde kullanilmamaktadir. Hiicre basina 20-50
virus saptayabilir. Klinik agidan sadece pozitif sonuglar anlamli iken, yalanci negatiflik

oranida oldukga yiiksektir (96).

Hibrid yakalama testi sinyal ¢ogaltma kullanilarak yapilan direkt DNA tespitidir. Bu
yontemin duyarliligr yiiksektir ancak ozgiillii distiktiir (94, 97).

PCR teknigi, basitligi ve esnekligi nedeniyle yayginlasmis olup mikrobiyal patojenlerin
saptanmast, klinik izolatlarin identifikasyonu ve sus alt tiplendirmelerinde kullanilmakta
olan bir metoddur (98, 99). Taze ya da parafinize dokularda spesifik DNA ya da RNA

bolgelerinin amplifikasyonunu saglar (100).
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PCR ile viral yiikiin yiiksek olmasina gerek kalmaksizin ¢ok kiigiik miktarlarda bile
spesifik DNA sekanslar1 c¢ogaltilabilir ve ylizbin hiicre i¢inde enfekte bir hiicreyi
bulabilir (101). Rosemary ve ark. (102) bas boyun kanserlerinde HPV saptama oranini
southern blot’ta % 24, dot blot’ta % 6, In situ hibridizasyon’da % 18, PCR’ da ise % 34
olarak saptamuslar. Li ve ark. (103)’nin yaptig1 55 calismayi igeren bir metaanalizde
PCR’in HPV saptama oranint PCR dis1 caligmalara gore daha yiiksek oldugunu
gostermis ve PCR’1n daha sensitif yontem oldugunu belirtmistir.

Human papillomavirus tan1 yontemleri arasinda en duyarli metod olan PCR referans test
olarak kabul edilmektedir (98, 99). Ancak bu yiiksek sensitivite orani da yiiksek yanlis
pozitiflige sebep olabilir (104).

Bu calismada human papillomavirus tespitinde diger molekiiler yontemlere gore
sensitivitesi ve spesifitesi daha yiiksek olan ayrica molekiiler esasli HPV arastirma

metodlarindan altin standart olan PCR yontemi kullanilmustir.

Human papillomaviriis (HPV), cinsel yolla bulasan, seksiiel olarak aktif yetiskinlerde ve
adolesanlarda goriilen en yaygin enfeksiyonlardan biridir (29). Human papillomaviriis
servikal kanserin primer etiyolojik ajani olup, servikal kanser ve prekiirsor lezyonlarin
% 93-100’iinde HPV-DNA tespit edilmektedir. Human papillomaviriis varligini ve
HPV tiplerinin dagilimini tespit etmek hastaligin tedavisinde ve son zamanlarda
gelistirilen asilama programlarmin diizenlenmesinde énemlidir (88, 89). illades-aguiar
ve ark.(105) Giiney Meksika’da serviks kanserli 133 kadinin 6rneklerinden PCR ile
HPV varligimi arastirmislar ve olgularin % 100’tinde HPV pozitifligi saptanmistir.
Milutin Gasperov ve ark. (106) sitolojik olarak yiiksek grade’li skuamdz intraepitelyal
lezyon tespit edilen Hirvat kadinlardan toplanan 6rneklerin % 86,7’sinde PCR ile HPV
pozitifligi saptamislardir. Usubiitiin ve ark. (107) iilkemizde yaptiklar1 daha kapsamli
bir ¢alismada invaziv serviks kanseri olan 248 vakada HPV prevalanst % 93,5 olarak
bildirilmigtir. Serviks karsinomlarmin digsinda vulvar, anal ve penil kanserlerin bir
kisminin HPV ile iligkili oldugu goriilmistiir (31). Yapilan ¢alismalarda vulvar yassi
hiicreli kanserlerde HPV goriilme sikligi % 50, penil kanserlerde % 30- 50, vajinada
goriilen kanserlerde % 30-60 oraninda HPV varligi saptanmistir. Anal ve perianal
kanserlerde de benzer oranlar s6z konusudur ancak bu tiir kanserlerin diinya ¢apinda

goriilme orani oldukga diisiiktiir (88, 89).
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Bas boyun ve laringeal kanserlerin bir bolimiinden HPV’ler sorumlu tutulmaktadir
(29). Perez-Ayala’nmin (108) Granada ve ispanya’da yaptigi caligmada bas-boyun
kanserli hastalarda HPV pozitifligi % 54 olarak saptanmis iken Hoshikawa’nin (71)
Tokyo’da yaptig1 calismada HPV pozitifligi % 20,6 olarak saptanmis ve cografik
farkliliklarin HPV goriilme oranmi etkiledigi belirtilmistir. Mc kaig ve ark. (102)
yaptig1 ¢alismalarinda bas ve boyun karsinomu olan hastalardaki ortalama HPV siklig1

% 34.5 olup bunlarin % 40'inda HPV-16 pozitif bulunmustur.

Bas boyun kanserlerinde Ozellikle tonsil ve orofarenks kanserlerinde HPV saptanma
orani yliksektir. Herrero ve ark. (109) oral kavite kanserlerinde HPV prevelansini % 23
olarak belirtmis, oral kavite ve orofarinks kanserlerinde birden fazla cinsel esi olan veya
oral seks yapanlarda daha yiiksek oranda HPV pozitifligi tespit etmisler. Gillison ve ark.
(110) 2000 yilinda bas boyun kanserli 253 hastanin 62’sinde HPV pozitifligi
saptamiglar. Calismada oral kavite kanserlerinde % 12, orofarinks kanserlerinde %56,6,
hipofarenks kanserlerinde % 9,5, larinks kanserlerinde % 18,6 oraninda HPV pozitifligi
saptanmigken nazofarinks karsinomlu 2 hastada HPV pozitifligi saptanmamistir. Stina
Syrjanen’in 2005 yilinda yaptigit calismasinda HPV goriilme sikligi tonsiller
karsinomlarda % 51, orofarenks karsinomlarinda % 31-55, larinks karsinomlarinda %
25 ve sinonazal karsinomlarda % 21 olarak saptanmustir (111). Fakhry ve ark. (112)
yaptigit calismada 34 larinks karsinomlu hastanin hicbirinde HPV pozitifligi
saptanmamigsken 62 orofarenks kanserli hastanin 38’inde (% 61) HPV pozitifligi
saptanmigtir. Pintos ve ark. (113)’nin 2008 yilinda Kanada’da yaptiklar1 ¢aligmalarinda
tonsil kokenli yass1 hiicreli kanserlerde % 43 oraninda HPV pozitifligi saptamislar. Da
Silva ve ark. (114) calismalarinda Onkojenik HPV genomu saptanan bireylerde dil
kanseri gelisme riskinde %25 artis bildirilmistir.

Liu ve ark. (103) larinks kanserli hastalarin parafin dokularinda PCR yontemiyle % 41
oraninda HPV pozitifligi saptamislar. Pozitif ¢ikanlarin % 83‘tinde HPV-16, % 17’sinde
ise HPV-18 bulunmus. Lassen ve ark. (87) Danimarka’da 428 larinks kanseri hastanin
71 (% 16,5)’inde immiinohistokimyasal boyama ile HPV pozitifligi elde etmistir.
Bauman 38 larinks kanserli hastanin 6 (%15,7) tanesinde PCR ile HPV pozitifligi
saptamistir (115). Pintos ve ark. (116) Kanada’da yaptigi ¢alismada 52 larinks
karsinomlu hastanin 8 (% 15,3)’ inde PCR yontemi ile HPV saptanmistir. Hassumi—
Fukasawa (117) Brezilya’da 63 larinks kanserli hastanin dokularinda PCR ile HPV
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varligini aragtirmis. Bu olgularin 10 tanesinde internal kontrol saptanmamis, kalan 53

olgunun 7 (%13,2)’sinde HPV pozitifligi saptanmustir.

Oktem ve ark. (70) iilkemizde 2000 yilinda yapilan calismasinda 20 adet larinks
kanserli hastanin hi¢birinde PCR yontemiyle HPV varligi saptamamistir. Bu negatif
sonucu cografi farliliklara bagli olabilecegini belirtmistir. Fakhry ve ark. (112) 2008
yilinda Amerika’da yaptig1 ¢alismada 62 orofarenks kanserli hastanin 38 (% 61)’inde
HPV pozitifligi saptanmis ancak 34 larinks kanserli olgunun hig¢birinde HPV pozitifligi
saptanmamustir. Bu sonucun Gillison ve ark. (118) 2004 yilinda yaptigi tarama
calismasinin sonuglariyla benzer sekilde HPV’nin bas boyun kanserlerinde o6zellikle
orofarenks kanserleri ile iligkili oldugunu belirtmistir. Gallo ve ark.(5)’nin 2009 yilinda
yaptig1 ¢alismada 68 larinks lezyonu (41 larinks kanseri, 4 displazi, 5 laringeal papillom
ve 18 bening laringeal lezyon) olgusunda PCR yontemiyle HPV varligini aragtirmislar.
5 laringeal papillom lezyonunun 4’iinde HPV pozitifligi saptanmis iken larinks kanserli
ve diger benign larinks lezyonlarin hi¢birinde HPV pozitifligi saptanmamistir. Bu
calismada larinks malign lezyonlarinda HPV negatif olmasinin sebebi olarak “vur ve
ka¢” teorisi gosterilmis. Bu teoriye gére HPV hiicrelere yerlesip E6 ve E7 genleri
araciligiyla malign transformasyonu tetikledikten sonra hiicrelerde 6liiyor. Bu yiizden

malign dokudan alinan biyopsilerde HPV DNA’s1 saptanamiyor (101, 119).

Bizim galigmamizda 52 larinks kanseri vakasinin parafin bloklarindan PCR yontemiyle
HPV pozitifligini arastirdik. Yaptigimiz analizde hi¢bir vakada HPV pozitifligine

rastlayamadik.

Caligmamizdaki negatif sonucun parafin dokularin eski olmasindan kaynaklanabilecegi
siphesi lizerine kontrol amagh olarak 15 tane yeni tani almig (Ocak 2014-Mayis 2014)
larinks kanseri olgusu dahil edildi. Bu hastalarin taze dokularindan DNA izolasyonu
yapilip PCR yontemiyle analiz edilip HPV arastirildi. Bu vakalarin da higbirinde de
HPV pozititifligine rastlayamadik. Bu da parafin bloklarin eski olmasinin negatifligin
sebebi olmayabilecegini bize gosterebilir. Calismamizda HPV typing- molgentix SL (
lot no: 1072012 ) kiti kullanilmistir. Bu kit labaratuarimizda rutin kullanilan bir kittir.
Yontemin kontrolii i¢in servikal smearlarda PCR ile yapilan analizlerde farkli HPV
tipleri saptandi. Hastanemizde ayni kitle kadin dogum, bas boyunun larinks dis1 vakalar

ve diger bircok boliimle ilgili parafin dokularda birgok farklt HPV tipini saptamistir.
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Ayrica larinks kanserli bir olgunun penisindeki benign lezyondan HPV varligi
arastirtlmis ve PCR ile yapilan analizde HPV-6 pozitifligi saptandi. Ayni olgunun
larinks kanserli dokusunda da HPV varhigi arastirildi ancak larinks kanserli dokuda
HPV saptanmadi. Biitiin bunlar ¢aligmanin negatif olmasinin kit ile ilgili olmadigim
gosterebilir. Bu sonuglari ve bizim ¢alismamizi da gozoniine alarak cografik popiilasyon
farkliliklari, tiimor lokalizasyonlar1 ve popililasyondaki cinsel davranis ve hijyen

aliskanlig farkliliklarinin HPV goriilme sikligini etkiledigi soylenebilir.

Tablo 6. Literatiirde bazt HPV arastirma yontemleri ve pozitiflik oranlari

Arastirmaci Vaka sayisi ‘ Doku Teknik HPYV oram (%)
lessen ve ark. (87). 156 Parafin immiinohistokimya 22,4
Kaya ve ark. (120). 21 Parafin in situ hib. 47
Kahn ve ark. (71). 42 Parafin Southern blot 2,3
Loning ve ark. (121). 5 Parafin Dot blot 40
Kiyabu ve ark. (122). 10 Parafin PCR 40
Perez-ayala ve ark.(108). | 48 Parafin PCR 54
hoshikawa ve ark(71). 34 Parafin PCR 20,6
Oktem ve ark. (70). 22 Parafin PCR 0
Gallo ve ark. (5). 40 Taze doku PCR 0
Major ve ark. (8). 18 Taze doku PCR 44
Duray ve ark. (123). 59 Parafin PCR 79
Morshed ve ark. (124). | 130 Parafin PCR 27,6
Fakhry ve ark. (112). 34 Parafin ISH 0
Fukasawa ve ark. (117). |53 Parafin PCR 13
Giiveng ve ark. (125). 47 Taze doku ve parafin | PCR 10,6
Deilson ve ark. (126). 110 Parafin PCR 37,3
Almadori ve ark. (100). |45 Taze doku PCR 37,3
Gorgoulis ve ark. (127). | 154 Parafin PCR 13
Brandwein ve ark. (128). | 40 Parafin PCR 8
Bu ¢alisma 52 Parafin PCR 0

Serviks kanserlerinde HPV 18 varlig1 az diferansiyasyon ve kotii prognoz ile ilislkilidir.
Ayrica HPV 18 varligi ile lenf nodu metastazi iliskisi gozlenmistir (7). HPV 18 pozitif
servikal kanserlerde rekiirrens oran1 % 45 iken HPV 16 pozitif kanserlerde bu oran %

16’dir. HPV pozitif vulva ve penil karsinomlarin prognozu HPV i¢ermeyenlerden daha
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iyi olmaktadir. Anal ve perianal kanserlerde de benzer bir durum s6z konusudur (88,

89).

Lindel ve arkadaslar1 (9) orofarinksin HPV pozitif yassi hiicreli karsinomlarinin
digerlerine gore radyoterapiye daha duyarli ve dolayisiyla daha iyi prognozlu
olduklarint bildirmislerdir. Wittekindt ve ark. (90) yaptigi calismada tonsiller
karsinomlarda HPV pozitifliginin prognozu iyi yonde etkiledigini saptamistir. Lassen ve
ark. (87) ’nmin Danimarka’da yaptig1 ¢alismalarinda 794 bas boyun kanseri vakasinda
immiinohisokimyasal boyama ile HPV arastirmislar. HPV pozitif olan hastalarin
radyoterapiye daha duyarli olduklart ve HPV’nin prognozu iyi yonde etkiledigi
saptanmigtir (87). Hassumi—Fukasawa’nin (117) Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada HPV
pozitifliginin orofarenks kanserlerine benzer sekilde larinks kanserlerinde de prognozu
iyi yonde etkiledigini belirtmislerdir. Syrjanen ve ark. (111) yaptigi ¢calismada tonsiller,
orofarengeal, sinonazal ve laringeal kanserlerde human papillomaviriis pozitif

kanserlerin prognozunun daha iyi oldugu belirtilmistir.

Buna karsilik bazi ¢aligmalarda da HPV varliginin kétii prognoz gostergesi bazilarinda
ise prognoza etkisi olmadigi belirtilmistir. Brandwein ve ark. (128)’nin ¢alismasinda 40
laringeal kanserli hastanin 25’1 postoperatif takip edilmis, HPV pozitif olanlarin
prognozunun daha kotii oldugu belirtilmistir. Clayman ve ark. (129) larinks ve
hipofarinks kanserli 65 hastay1 igeren serilerinde 30 vakada HPV DNA pozitifligi
saptayarak % 46'lik bir oran elde etmislerdir. Hastalar ortalama 42 ay takip edilmis ve
HPV pozitif hastalarin prognozunun daha koti oldugu belirtilmistir. Geisler ve ark.
(130) ‘nin 190 bas boyun bolgesi karsinomunu dahil ettikleri ¢alismalarinda HPV
varhigmin prognoz ile iliskisi olmadigi gostermistir. Snijders ve ark.(72) bas boyun
kanserlerinde human papillomaviris varliginin prognoz ile iligkisi olmadigini

belirtmislerdir.

Bu calismada larinks kanserlerinde human papillomaviriis pozitifligi saptanmadig1 i¢in

karsilastirma yapilamamuis, tedaviye cevaba ve prognoza etkisi degerlendirilememistir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda larinks kanserli hastalarin parafin bloklarindan PCR yontemiyle HPV
DNA’s1 arastirilmis, higbirinde HPV DNA saptanmamistir. Tiim hastalarda HPV
negatif oldugundan HPV pozitifliginin larenks kanserlerinde tedaviye cevaba ve
prognoza etkisi degerlendirilememistir. Bizim ¢alismamizda HPV pozitifligi 0/52 (%
0)’dir. Her ne kadar literatiirde laringeal karsinomlarda HPV pozitiflik oran1 % 0-79
olarak belirtilmigse de sonuglarimiz literatiirdeki oranlardan daha diisiik goriinmektedir.
Bunun nedenleri; cografi farkliliklar, popiilasyondaki cinsel davramis ve hijyen
aligkanlhigi farkliliklart ve uygulanan PCR yonteminin duyarliligi olabilir. Mevcut
bulgularla HPV tayininin larinks kanserli olgularda tedavi se¢imi ve prognoz tayini

acisindan ¢ok uygun bir belirte¢ olmadig1 kanaatine varilmistir.

Hasta sayisinin az olmasi, her ne kadar taze dokuda konrolii yapilmis olsa da calisilan

parafin dokularin eski olmasi ¢alismamizin eksik kisimlari olarak sayilabilir.

Prospektif, canli-taze dokuda, hasta sayisinin daha c¢ok oldugu ve ¢ok merkezli

caligmalar ile bu konuda daha gii¢lii bulular elde edilebilecegini diisiinmekteyiz.
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