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Larinksin Yass1 Epitel Hiicreli
Karsinomlarinda P16 Ekspresyonu ve
Insan Papillomaviriis ile Iligkisi

P16 Expression in
Laryngeal Squamous Cell Carcinoma and its
Relationship with Human Papillomavirus

OZET Amag: Laringeal yasst hiicreli karsinomlarda p16 ekspresyonunu ortaya koymak, Insan Papilloma Viriis
(HPV)’tin etken oldugu karsinomlarda p16-HPV iliskisini agiklamak, p16 proteininin prognostik parametrelerle ilis-
kisini saptamaktir. Gereg ve Yontemler: Elli alt1 adet larinksin yass1 epitel hiicreli karsinom olgusu; mikroskopik tip,
grade, lenf nodu metastazi, vaskiiler-perinéral invazyon, multisentrisite, mononiikleer inflamatuar yanit, prekanse-
roz lezyon agisindan da degerlendirilerek yeniden incelendi. Olgulara immiinhistokimyasal olarak p16INK4a ve
HPYV antikorlari uyguland:. Pozitif kontrol olarak; servikal yass: epitel hiicreli karsinomu kullanilds. Kesitler iki pa-
tolog tarafindan 151k mikroskopisiyle incelendi. Bulgular: Elli alt1 olgu gogunluk sirasiyla glottik (%57,1), supraglot-
tik (%39,3) ve transglottik (%3,6) yerlesimliydi. Otuz bir (%56,4) olguda p16 ekspresyonu negatif, 24 (%43,6)’tiinde
pozitif saptand1. Olgularin 21 (%37,5)'inde HPV antijeni mevcutken, 35 (%62,5)'inde saptanmadi. P16 ekspresyo-
nunun HPV varhigiyla iliskisi degerlendirildiginde; HPV-negatif ve pozitif vakalar arasinda, p16 ekspresyonu agi-
sindan anlamli bir fark bulunmadi (p=0,329). Prognostik parametrelerle p16 ekspresyonu arasinda istatistiksel anlaml
iligki saptanmadi. Sonug: Larinksin yass: epitel hiicreli karsinomlari; “HPV-iliskili”, “sigara-alkolle iligkili” gibi farkli
alt tiplere sahip olup etiyoloji, lokalizasyon, histomorfoloji ve prognoz agisindan farkli davranislar sergilerler. HPV-
iligkili karsinomlarda p16 ekspresyonunda artis, buna karsilik sigara- alkole bagl karsinomlarda p16 ekspresyon kayb:
s6z konusudur. Ayrica immiinohistokimyasal yontemle kullandigimiz kokteyl HPV antikoru tiim HPV tiplerini iger-
mektedir ve teknik olarak giiclitkkle boyanma elde edilebilmektedir. Gegici HPV enfeksiyonlar1 nedeniyle yalanci
negatiflikler olabilecegi gibi diisiik riskli viriisler de yalanci pozitiflik saglamis olabilir. Genis klinik ve molekiiler ¢a-
lismalarla HPV-pozitif karsinomlar daha iyi tanimlanirsa, tipk: serviks karsinomlarinda oldugu gibi p16 pozitivitesi
ve HPV-pl16 iliskisi daha iyi gosterilecektir. {leride bu tip karsinomlarda HPV isaretleyici molekiiler yéntemlerin ya-
nisira, pl6 isaretleyici immiinhistokimya yontemi de kullanilabilecek gibi goriinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Larinks; siklin bagimh kinaz inhibitorii p16; karsinom; skuaméz hiicre;
insan papillomaviriisii 16; insan papillomaviriisii 18

ABSTRACT Objective: To determine the expression of p16 protein in the laryngeal squamous cell carcinoma, to in-
vestigate the relationship between p16 expression and Human Papilloma Virus (HPV) and to find out the relation-
ship between p16 expression and prognostic parameters. Material and Methods: Fifty six laryngeal squamous cell
carcinoma cases were re-examined for the microscopic types, histological grades, lymph node metastasis, vascular-
perineural invasions, multicentricities, mononuclear inflammations and precancerous lesions. p16INK4a and HPV
antibodies were applied for immunohistochemistry. Cervical carcinoma tissue was used as the positive control. The
sections were examined by two pathologists under the light microscopy. Results: Among 56 laryngeal carcinoma
cases, 57.1% were glottic, 39.3% were supraglottic, and 3.6% were transglottic. P16 was detected in 24 (43.6%) cases,
whereas 31 (56.4%) cases showed a negative reaction. HPV antibody was positivity in 21 (37.5%) cases while it was
negative in 35 (62.5%) cases. There was no significant difference in the expression of p16 between HPV-positive and
negative cases (p=0.3299). There was no significant relationship of p16 with prognostic parameters. Conclusion: La-
ryngeal squamous cell carcinomas have different subtypes, such as; "HPV-related" and "associated with tobacco-al-
cohol". Due to etiology, localization and histomorphology; laryngeal squamous cell carcinomas exhibit different
biological behaviors. In the HPV-related carcinomas, there is an increased expression of p16, whereas there is a loss
of p16 protein expression in tobacco and alcohol-related cancers. The cocktail-HPV includes all types of HPV anti-
bodies and staining can not be achieved easily. In addition due to temporary HPV infections, false negatives might
occur, on the other hand, low-risk viruses provide false positives. If HPV-related carcinomas were defined better with
broad clinical and molecular studies, like cervical carcinomas, the relationship between HPV-p16 and p16 positiv-
ity could be shown better. In this type of carcinomas, besides using expensive molecular methods to detect HPV, it
may be possible for immunohistochemical methods to detect p16 in the future.

Key Words: Larynx; cyclin-dependent kinase mbhibitor p16; carcinoma; squamous cell;
human papillomavirus 16; human papillomavirus 18
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- nsan Papilloma Viriis (HPV)’iin genital bolge
Ive bas boyun bolgesi kanserlerinin gelisiminde
rol aldig1 daha 6nce bir¢ok caligmada gosteril-
migtir."® Cift sarmalli bir DNA’ya sahip HPV’'nin
100°den fazla farkl tipi bulundugu ve tiplerine gore
degisik bolgelere tropizm gosterdigi bilinmekte-
dir.*!! Genetik olarak birbirinden farkli bu HPV
tiplerinden kanser gelisimi ile iligkili oldugu disii-
niilenleri, malign lezyonlarda saptanma sikligina
gore yiiksek-riskli (HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56 ve 58) ve diisiik riskli (6, 11, 13, 40,
42, 43, 44, 54, 59, 61, 70, 72, 81 ve CP108) olmak
tizere iki grup altinda ele alinmaktadir.'*"® Bazi
HPYV tiplerinin genital bolge ve bas boyun bolgesi
timorleri ile bu yakin iligkisi; gerek viral onkoge-
nezin mekanizmalarini ¢ézmek, gerekse kanserin
erken tanisinda verimli tarama yontemleri gelistir-
mek bakimindan yogun ilgi toplamaktadir. Son y1l-
larda 6zellikle serviks kanserlerinde bu bagliklarda
6nemli yol katedilmis durumdadir. Walboomers ve
ark., diinya genelinde 932 servikal kanserden olu-
san serilerde (International Biological Study on
Cervical Cancer) molekiiler tekniklerle %99,7 ora-
ninda HPV DNA varligini gostermislerdir.?

Bu yiiksek oranda beraberlik HPV’yi serviks
kanserinin birinci derecede sorumlusu yapmakla
birlikte karsinogenezin ¢ok basamakli bir siireg ol-
dugu bilinmektedir. Dolayisiyla HPV’nin karsino-
genez basamaklarinda nerede yer aldigi ilgi
konusudur. Bu konunun a¢iga kavusturulmast, spe-
sifik tedavi ajanlarinin gelistirilmesinde yol goste-
rici olabilir. Son yillarda yapilan bazi ¢aligmalar p16

proteinine isaret etmektedir.5%*%

HPYV; karsinojenik etkisini viral genomun
konak genoma entegrasyonuyla gerceklestirir. En-
tegrasyon E6 ve E7 onkogenlerin artmis ekspresyo-
nuna neden olur. E7 gen iirlinii ise retinoblastom
proteinini (RB) inaktive ederek bir tiimor supresor
gen olan pl6™** geninin (CDKN2A) iirtinii olan
pl6 proteininin iiretimini artirir.**2¢?° Bu bilgiden
yola ¢ikarak, pl6 proteininin, serviks kanseri ve
oncii lezyonlarinda bir tani-tarama belirteci olarak
kullanilabilirligini aragtiran bir¢cok c¢aligma yapal-
mugtir. Bu ¢caligmalarda temel prensip HPV tarafin-
dan karsinojenik yola sokulmus epitel hiicrelerinde
pl6 proteininin ekspresyon artiginin smear veya
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doku drneklerinde immiinhistokimyasal yontem-
lerle tespit edilebilmesi (normal serviks epitelinin
aksine) iizerine oturmaktadir. Oyle ki, kuvvetli p16
ekspresyonunun servikovajinal yaymalarda HPV
enfeksiyonunun bulgusu olarak rutinde kullanil-
masi onerilmektedir.'*!>

Tipki serviks karsinomlarinda oldugu gibi, basg
boyun kanserlerinin etyolojisinde de HPV sugla-
nan ajanlardan biridir. Epidemiyolojik ¢alismalar
gostermistir ki HPV-iligkili tiimorler daha ¢ok ton-
sil ve orofaringeal bolgede, daha gen¢ hastalarda,
yiiksek sosyoekonomik gruplarda gériillmektedir.
Son yillarda HPV-iligkili bas-boyun boélgesi kan-
serlerinin orani giderek artmakta, bu nedenle alkol
ve sigara ile iligkili kanserlerin orani diismekte-
dir.>3° Ancak laringeal kanserlerdeki pozisyonu
heniiz yeterince degerlendirilememistir. Yapilan
calismalarda ¢ok degisen oranlarda HPV varlig: bil-
dirilmektedir.”?!34

Laringeal yass1 hiicreli karsinomlar ve 6ncii
lezyonlarinda p16 proteininin roliinii ortaya koy-
mak i¢in yapilan literatiirdeki az sayida ¢alismada

farkli sonuglara ulagilmigtir.35-38

Bizim bu ¢aligmadaki amacimiz, larinks karsi-
nomlar: ile HPV’nin birlikteligini gostermek, la-
rinks karsinomlarinda p16 protein ekspresyonunu
tespit etmek, p16-HPYV iligkisini ve pl6’nin prog-
nostik parametrelerle olan iliskisini aragtirmaktir.

I GEREG VE YONTEMLER

Hastanemizde 3 yil boyunca rapor edilen 56 adet
total larinjektomi materyalindeki larinksin yass1
epitel hiicreli karsinom olgusunun hematoksilen-
eozin boyali kesitleri, 151k mikroskobik olarak yeni-
den incelendi. Elli alt1 adet olgu; mikroskobik tip,
histolojik grade, lenf nodu metastazi varligi, vaskii-
ler invazyon, perinéral invazyon, multisentrisite,
mononiikleer inflamatuar yanit ve prekanserdz lez-
yon varligi agisindan tekrar degerlendirildi.

Olgularin tiimoére ait parafin bloklarindan
poly-L-lysin’li lamlara 4 p kalinliginda kesitler ha-
zirlandi. Kesitler bir gece 37°C’de ve ardindan bir
saat 60 °C etiivde deparafinize edildi. Uc kez 5 da-
kika ksilen, 3 kez 5 dakika dereceli alkollerden ve
distile sudan gegirildikten sonra antigen retrieval
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(10mM citrat buffer, pH 6,0) i¢ine alindi. Mikro-
dalga firinda 750 Watt esdegerinde 1s1da 5 dakika
araliklarla distile su eklenerek toplam 20 dakika
kaynatildi. Oda 1s1sinda 20 dakika bekletildikten
sonra phosphate buffer saline (PBS) igine alindi. PBS
ile iki kez yikandi. Kesitler kurulanarak nemlendi-
rilmis 25 °C oda 1s1s1 ortaminda endojen peroksidaz
aktivitesini engellemek icin %3’liik hidrojen perok-
sit damlatilarak 15 dakika bekletildi. 10 dakika pro-
tein blocking uygulandi. Yikanmadan primer
antikora alindi. Kesitlerden birine 1/30 oraninda
diliie edilen p16INK4a, klon: 16P04 (JC2) (Lab-vi-
sion, Fremont, CA), digerine HPV (6, 11, 16, 18, 31,
33, 42, 51, 52, 56, 58) klon: K1H8, (Labvision, Fre-
mont, CA) monoklonal antikorlar1 uyguland:. Kesit-
ler primer antikor ile 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra
2 kez 3 dakika PBS ile yikandi. 15 dakika sekonder
antikordan sonra PBS ile yikanarak 15 dakika strep-
tavidin uygulandi. Tekrar PBS ile yikanarak 10 da-
kika AEC kromojene alindi. Distile su ile yikanan
kesitlere Mayer hematoksilen ile karsit boyama ya-
pilip su bazli kapatma vasat: ile kapatildi.*’

Pozitif kontrol olarak servikal yass: epitel hiic-
reli karsinom dokusu kullanildi. Boyanan kesitler
iki patolog tarafindan 151k mikroskopunda (Olym-
pus, BX51) incelendi.

Timor alaninda p16 ekspresyonu 55 olguda
yayginligina gore; negatif, sporadik, fokal pozitif ve
difiiz pozitif olarak degerlendirildi. Bir olgu yogun
zemin boyanmasi nedeniyle degerlendirme dis1 tu-
tuldu. Niikleer ve sitoplazmik boyanma dikkate
alindi. Boyanma hiicrelerin %1’inden azinda ise
“negatif”, hiicrelerin %5’inden azinda ve izole hiic-
relerde ise “sporadik”, %5-25 arasinda ve kiigitk
gruplar halindeki hiicrelerde boyanma varsa “fokal
pozitif”, hiicrelerin %25’inden fazlasinda boyanma
varsa “difiiz pozitif” olarak skorland:.'® Istatistiksel
analizler i¢in ise p16 boyanmasi negatif olan olgu-
lar ve sporadik olgular “p16 negatif”; p16 boyan-
mas1 fokal veya diffiiz pozitif olgular ise “pl6
pozitif” olarak skorlandi.

Istatistiksel analizde; SPSS for Windows 10.0.7
istatistik paket programi ile Ki-kare testi ve bekle-
nen degerler 5’in altinda oldugu durumlarda Fis-
her’in kesin Ki-kare testleri uygulandi. p<0,05
anlamlilik sinir olarak kabul edildi.
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Calismamaiz i¢in bagl bulundugumuz kurum-
dan etik kurul onay1 alindi.

BULGULAR

Geriye doniik olarak incelenen 56 adet larinksin
yasst epitel hiicreli karsinomu olgusunun tamami
erkek olup, yas ortalamasi 54,23 yil idi. Olgularin
15 (%26,7)'i grade 1, 31 (%55,4)’i grade 2, 10
(%17,9)u grade 3 lezyonlardi.

Olgularin ¢ogunlugu glottik (%57,1) yerlesim-
liydi. Bunu supraglottik (%39,3) ve transglottik
(%3,6) olgular izlemekteydi. Infraglottik yerlesimli
timor kaydedilmedi (Tablo 1).

Histolojik tip olarak; en sik klasik yass1 epitel
hiicreli karsinom olgusu mevcuttu (Resim 1). Bunu
bazaloid tip yass1 epitel hiicreli karsinom, verriikoz
ve papiller tip yass1 epitel hiicreli karsinom, in situ
ve minimal invaziv yass1 hiicreli karsinom izledi

(Tablo 2).

Yapilan immiinohistokimyasal boyama ile 55
olguda tiimoral alanlarin p16 ekspresyonu diffiiz
pozitif (Resim 2), fokal pozitif (Resim 3) ve negatif

TABLO 1: Olgularin lokalizasyonlarina gére dagilimi.

Lokalizasyon Say! Yiizde
Glottik 32 57,1
Supraglottik 22 39,3
Transglottik 2 3,6

RESIM 1: Tiimor iginde HPV etkisi ile uyumlu histopatolojik bulgular (HE,
x400).
(Renkli hali igin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)
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TABLO 2: Olgularin histolojik tipe gére dagilimi.
Histolojik Tip Sayi Yiizde
Klasik 45 80,3
Bazaloid 5 8,9
Verrikdz 2 3,6
Papiller 2 3,6
in situ 1 1,8
Minimal invaziv 1 1,8
Toplam 56 100

RESIM 2: P16 ile yapilan immiinhistokimyasal boyamada HPV etkisi izle-
nen alanda kuvvetli ve difiiz p16 ekspresyonu (x400).
(Renkli hali igin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

RESIM 3: P16 ile yapilan immiinhistokimyasal boyamada fokal olarak deger-
lendirilen nikleer ve sitoplazmik p16 ekspresyonu (x200).
(Renkli hali icin Bkz. http:/tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

olarak degerlendirildi. Bir olgu yogun zemin boyan-
mas1 nedeniyle degerlendirme dis1 tutuldu. Deger-
lendirme kapsamina alinan olgularin 31 (%56,4) inde
timor alaninda p16 negatif, 6 (%10,9)’sinda fokal

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2012;32(6)

pozitif, 18 (%32,7)’inde difiiz pozitif olarak saptandi.
Sporadik pozitiflik izlenmedi. Toplam 24 olgu
(9%43,6) p16 ekspresyonu gosterdi (Tablo 3).

Olgularin 21 (%37,5)’inde HPV antijeni mev-
cut iken (Resim 4), 35 (%62,5)'inde saptanmadi
(Tablo 4).

Timoral p16 ekspresyonun HPV varlig ile ilig-
kisi degerlendirilirken; yogun zemin boyanmasi
gosteren (yukarida bahsedilen) 1 olgu degerlen-
dirme dis1 tutuldu. Degerlendirme kapsamina ali-
nan olgularin 31 (%56,4)’inde timor alaninda p16
negatif olarak saptandi. Altisinda (%10,9) fokal po-
zitif, 18 (%32,7)’inde difiiz pozitif saptanan olgula-
rin hepsi “pl6 pozitif® olarak degerlendirmeye
alindi. Béylece toplamda olgularin 24 (%43,6)’tinde
pozitif olarak saptandi (Tablo 5).

Ttimoral pl6 ekspresyonun HPV varlig ile
iliskisi degerlendirildiginde; HPV negatif vakalarla
pozitif vakalar arasinda, tiim6r dokusunda p16 eks-
presyonu agisindan anlamli bir fark bulunmad:
(p=0,329).

TABLO 3: Tiimérdeki p16 ekspresyon orani.
P16 Ekspresyonu Sayi Yiizde
Negatif 31 56,4
Pozitif 24 43,6
Toplam 55 100,0

RESIM 4: HPV ile yapilan immiinhistokimyasal boyamada diffiiz p16 eks-
presyonu gosteren olguda niikleer HPV pozitifligi (x400).
(Renkli hali igin Bkz. http://tipbilimleri.turkiyeklinikleri.com/)

1579



Dénmez ve ark.

Tibbi Patoloji

TABLO 4: Olgularda HPV varli§i orani.
HPV SayI Yiizde
Negatif 35 62,5
Pozitif 21 37,5
Toplam 56 100,0

HPV: insan Papilloma Viriis.

TABLO 5: Timordeki p16 ekspresyonunun HPV
durumuna gdre dagilimi.

p16 ekspresyonu
HPV Negatif (n) (%) Pozitif (n) (%) p degeri
HPV {-) 18 (%51,4) 17 (%48,6) 0,329
HPV (+) 13 (%65,0) 7 (%35,0)

HPV: insan Papilloma Viriis.

Elli alt1 adet larinksin yass1 epitel hiicreli kar-
sinomu olgusunun ¢ogunda (23 olgu, %41,1) tii-
more reaktif mononiikleer inflamatuar yanit orta
derecedeydi. Olgularin 18 (%32,1)’inde inflamatuar
yanit hafif, 8 (%14,3)’inde belirgin derecede iz-
lendi. Yedi (%12,5) olguda inflamatuar yanit mev-
cut degildi. Istatistiksel analiz icin inflamatuar
yanit pozitif ve negatif olarak skorlandi.

Olgularin 20 (%36,4)’sinde bolgesel lenf nodu
metastazi, 12 (%21,9)’sinde vaskiiler invazyon, 8
(%14,6)’inde perinoral invazyon, 5 (%9,1)’inde
multisentrisite, 30 (%53,6) unda prekanser6z degi-
siklikler gozlendi.

Calismamizda; prognostik parametrelerden
lenf nodu metastazi, vaskiiler invazyon, peringral
invazyon, multisentrisite, inflamatuar yanit para-
metreleri ile pl6 ekspresyonu arasinda istatiksel
olarak anlamli iligki olup olmadigina bakildi ancak
p16 ekspresyonu ile bahsedilen prognostik para-
matreler arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
saptanmadi (Tablo 6).

I TARTISMA

p16 proteini, 9. kromozomun kisa kolunun 21. bol-
gesinde yer alan CDKN2A’ nin (MTS-1, INK4A) kod-
ladig1 tiimor baskilayic: bir gen triiniidiir. Pek ¢ok
insan kanserinde mutasyon, delesyon veya hiperme-
tilasyon yoluyla inaktivasyonu yaygin olarak goriil-
mektedir. pl6, Rb sinyal yolaginin 6nemli bir
tiyesidir ve Rb, p16 tarafindan aktive edilir, 419213134

Pankreas adenokarsinomlari, malign melanom-
lar, 6zofagusun yass1 epitel hiicreli karsinomlari, as-
trositomlar, over karsinomlari, akciger karsinomlari,
bazi 16semi ve lenfomalarda CDKN2A geninde de-
lesyon, mutasyon ya da hipermetilasyon ile birlikte
p16 ekspresyonunun anlaml olarak azaldig: ya da

tamamen kayboldugu bildirilmektedir.'83440-47

Bas-boyun bolgesi karsinomlarinda diger alan-
lara gore p16 ekspresyonunda heterojenite izlen-
mektedir. Gerek larinks, gerek orofarinks ve
nazofarinks karsinomlarinda yapilan ¢alismalar in-
celendiginde p16 ekspresyonunun azaldig: olgula-

TABLO 6: Prognostik parametrelerle p16 ekspresyonunun karsilastirimasi.

Prognostik parametre Negatif (n) (%)
Lenf nodu metastazi Var 8 {%14,6)
Yok 23 (%41,8)
Damar invazyonu Var 4 (%7,3)
Yok 27 (%49,1)
Perindral invazyon Var 5 (%9,1)
Yok 26 (%47,2)
Multisentrisite Var 2 (%3,6)
Yok 29 (%52,7)
Tumére kars! inflamatuar yanit Var 26 (%47,2)
Yok 5 (%9,1)

p16 ekspresyonu
Pozitif (n) (%) p degeri
12 (%21,8) 0,064
12 (%21,8)
8(%14 6) 0,101*
16 (%29,1)
3 (%5,5) 1,000
21 (%38,2)
3 (%5.5) 0,643"
21(%38,2)
22 {%40,1) 0,451*
2 (%3,6)

* Fisher'in kesin ki-kare testine gére hesaplanmistir.
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rin yaninda bazi olgularda ekspresyon artis1 goz-
lenmektedir.®** Ttiim bag-boyun bolgesi karsinom-
larinda HPV varligi ortalama %20 oraninda
(6rnegin dil %18, farinks %13) bildirilmekte olup,
bu oran tonsil karsinomlarinda %29-60 civarinda-
dir. ¥ Wittekindt ve ark. Klaussmann ve ark., ser-
vikal yass1 epitel hiicreli karsinomlardaki bu
durumdan yola ¢ikarak yaptiklari ayr1 ayri calis-
malarda, tonsiller karsinomlarin %56’sinda pl6
ekspresyonunun arttigini saptamiglardir.®>! Aym
caligmalarda olgularin %53’tinde HPV varlig1 soz
konusu olup, HPV-pozitif olgularin %89unda
difiiz p16 ekspresyonu izlemislerdir. Larinks karsi-
nomlarinda ise HPV varlig1 i¢in %22-83 arasinda
degisen oranlar verilmektedir.”?*333 Larinks kar-
sinomlarinda serviks ve tonsil karsinomlarinda sap-
tanan HPV-p16 iliskisi mevcut mudur?

2011 yilinda yayinlanan bir literatiir inceleme-
sinde; ge¢miste yapilan ¢aligmalarin sonuglarinda
yaklasik olarak ortalama %25 oraninda HPV pozi-
tifligi saptanmistir.3 Giincel iki makalede ise la-
rinkste pl16 ekspresyonu arastirilmistir.’> flk
caligmada 24 adet laringeal karsinom vakasinin
%58inde p16 ekspresyonu saptanmis, bu vakalarda
HPV varligi kromojen in situ hibridizasyon ile
9100 korelasyon gostermistir. Baumann ve ark.nin
2009’da yaptig1 calismada 38 erken laringeal karsi-
nom (T1 veya karsinoma in situ) olgusunun 6
(%16)’sinda tiimor alaninda polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) teknigi HPV pozitifligi saptanmais, 6
timoriin 5’inde immiinhistokimyasal olarak p16 ca-
Ligilabilmis ve %100 p16 ekspresyonu saptanmuigtir.

Biz ¢aligmamizda larinks karsinomlarinda p16
ekspresyonunu ve HPV’nin birlikteligini aragtirdik.
Calismamizda 56 olgunun 24 (%43,6)’tinde p16 po-
zitifligi, 21 (%37,5)'inde HPV pozitifligi saptanmais
olup, HPV varligi ile p16 ekspresyonu arasinda an-
lamh bir iligki bulunmamistir (p=0,329).

Caligmamizda immiinohistokimyasal yontem
ile kokteyl HPV antikoru ve yiiksek riskli grupta
HPV16/18 uygulanmig ancak HPV16/18 ile nons-
pesifik boyanma elde edildiginden bu sonugclar de-
gerlendirmeye alinmamigtir. Kokteyl antikor tiim
HPV tiplerini icermektedir ve immiinohistokim-
yasal yontem ile teknik olarak giicliitkle boyanma
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elde edilebilmektedir. Bu nedenle; gercekte pozitif
olan bir kisim olguda teknik olarak boyanma elde
edilememesi bir neden olabilir. Ayrica cogu HPV
enfeksiyonu gecicidir ve HPV DNA’sinin yoklugu
dahi, daha 6nceden HPV enfeksiyonunun var ol-
madigini kesin olarak gostermez. Zit olarak, HPV 6
ve 11 gibi larinks lezyonlarinda yiiksek oranda sap-
tanan ancak E7 proteini icermediginden bahsedi-
len mekanizmalar ile pl6 asir1 ekspresyonuna
neden olmayan diisiik riskli viriislerin varlig1 an-
laml sonug elde edilmesini engellemis olabilir.

Bas-boyun kanserlerinde anatomik lokalizas-
yona gore pl6 ekspresyonu ile ilgili 2011 yilinda
yapilan bir ¢alismada Tamas ve ark. farkli anato-
mik lokalizasyonlarda ortaya ¢ikan bas-boyunun
yass epitel hiicreli karsinomlarinda p16 ekspres-
yonunu arastirdilar.>* Sonucta supraglottik, tonsil-
lar, tonsillolingual yass1 epitel hiicreli karsinom-
larinda p16 ekspresyonunu, oral kavite, tonsil ha-
rici orofarinks, supraglottis harici larinks ve hipo-
farinkse gore belirgin artmis olarak gozlediler. p16
pozitivitesi oral kavitede %42,9; orofarinkste %50;
hipofarinkste %53,8; larinkste ise %48,1 olarak iz-
lendi. Larinksteki bu pozitivitenin biyiik bolii-
miind supraglottik kanserler olusturmaktayda.

Tamas ve ark.nin yaptig1 ¢alismada larinksin
kendi i¢inde anatomik lokalizasyonuna gore p16 eks-
presyonuna bakildiginda, supraglottik karsinomlarin
%72’sinde, glottik karsinomlarin %39'unda, transg-
lottiklerin ise %31’inde pozitivite saptanmugtir.

Tamas ve ark.nin yaptig1 calismada 79 olgudan
38’inde pl6 ekspresyonu mevcut olup pozitiflik
oran1 %48’dir. Bizim caligmamizda 55 olgudan
24’tinde pozitiflik mevcut olup bu oran %43,6dr.

Bahsedilen ¢aligmada 79 olgudan 25’i suprag-
lottik olup oran1 %32’dir. Caligmada larinksteki po-
zitivitenin bitytik kismim supraglottik karsinomlar
olusturmaktadir. pl6 pozitivitesinin %47,3’sini
supraglottik lokalizasyon olusturmaktadir. Bizim
caligmamizda 55 olgunun 22’si supraglottik olup
orani %39,3’tiir.

Bulgularimizin benzerligi nedeniyle biz de ¢a-
lismamizdaki p16 pozitifliginin kaynaginin esas
olarak supraglottik bolge karsinomlar: oldugu sek-
linde degerlendirdik.
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Yapilan bu ¢alisma bas-boyunda yapilan bir-
¢ok caligmadaki farkli sonuglarin ¢ikmasini anla-
mamiza yardimci oldu. Buna karsilik p16 protein
ekspresyonunun kaybi, sigara ve alkole bagh bas-
boyun kanserlerinde en sik ve erken goriilen bul-
gudur.*>>3¢ Sigara ve alkolle iligkili bag-boyun
kanserlerinde p16 proteininde azalma ve p53 gen
mutasyonu s6z konusudur. Oysa HPV ile iligkili
kanserlerde p16 proteininde artis s6z konusudur.

Bizim c¢aligmamizda ve benzer ¢aligmalarda
pl6 ile boyanmayan yani pl6 ekspresyon kaybi
olan olgularin ¢ogu glottik ve transglottik yerle-
simli olan tiimorlerdir. Calismamizda p16 ekspres-
yon kaybi gosteren bu vakalarimizin karsino-
genezin HPV-iligkili yolaginda degil sigara-alkolle
iliskili yolaginda gelistigi diigiintilmektedir.

HPYV ile iligkili bag-boyun kanserlerinde p16
ekspresyonunda artis s6z konusudur. Bu artig on-
kojenik HPV enfeksiyonunun gostergesidir ve daha
iyi prognoza sahiptir.?**”% HPV-pozitif bag-boyun
kanserlerinin histolojisi ¢ogunlukla az diferansiye-
dir, bazaloid morfolojiye sahiptir.’*¢! HPV-negatif
tiimorlere gore HPV-pozitif tiimoérlerde sigara ve
alkol tiiketimi daha azdir.’*°®%? Radyoterapiye
cevap daha iyidir.#6063-65

Lindel ve ark. orofarinksin HPV-pozitif yass1
hiicreli karsinomlarinin digerlerine gore radyote-
rapiye daha duyarli ve dolayisiyla daha iyi prog-
nozlu olduklarini bildirmislerdir.®® Wittekindt ve
ark.nin ¢aligmas: da tonsiller karsinomlarda benzer
bulgular: sunmaktadir.>' Tim bunlar HPV-pozitif
timorlerin heterojen bir grup olan bag-boyun kan-
serlerinde ayr bir antite olduguna isaret etmekte-
dir.

Farshadpour ve ark. yaptiklar bir ¢aligmada
iki farkli grupta yas, cinsiyet, tiimor lokalizasyonu,
timor evresini esit tutarak sigara-alkol tiiketen 16
hasta ile hi¢ titketmeyen 16 hastay: kargilagtird:.®”
Sigara ve alkol titketmeyen hasta grubunda HPV-
DNA pozitivitesi baskin sekilde (%86’sinda) mev-
cuttu. Ayn1 ¢alismada HPV-pozitif tiimoérler daha
once yapilan ¢aligmalara paralel olarak bazaloid
ozellikte olup non-keratinize 1di.3*¢* Yine yapilan
diger calismalarin sonuglariyla paralel olarak sag-

kalim siiresi daha iyi idi.38>0646
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HPYV ile iligkili bag-boyun kanserleri kemote-
rapi ve radyoterapiye de daha iyi yanit vermekte-
dir.%® Bu nedenle HPV-pozitif bag-boyun kanserle-
rinin tespiti bu agidan da 6nemlidir. Sonug olarak
orofaringeal tiimdrlerde 6zellikle sigara-alkol &y-
kiisii olmayan lezyonlarda gii¢lii bir HPV birlikte-
ligi vardir. HPV ile iligkili bas-boyun kanserleri
heterojen bas-boyun kanserleri iginde ayr1 bir an-
titedir. Bu grubun taninmas: tedavi agisindan da
6nemlidir.

Bag-boyun bdlgesi karsinomlarinda p16 eks-
presyonunun prognoz ile iligkisi hakkinda Witte-
kindt ve ark.nin caligmasinda pl6 ekspresyon
artigl ile hastaliksiz yasam arasinda 6nemli dere-
cede korelasyon olduguna dikkat ¢ekilmektedir.>!
Geisler ve ark.nin 190 bag-boyun bélgesi karsino-
munu dahil ettikleri ¢aligmalarinda ise, p53 koti
prognoz ile korelasyon gostermekte iken, p16 eks-
presyonunun prognoz ile iligkisi olmadig: bildiril-
mektedir.®

Caligmamizda; prognostik parametrelerden
lenf nodu metastazi, vaskiiler invazyon, perinoral
invazyon, multisentrisite, inflamatuar yanit gibi
parametreler ile p16 ekspresyonu arasinda istatik-
sel olarak anlamli iligki saptanmamugtur.

HPV-iligkili bag-boyun kanserlerinin ayr bir
klinik ve biyolojik antite oldugu yapilan ¢aligma-
larla tespit edildi.>**** Bu tiimérlerin kemoterapi ve
radyoterapiye daha iyi yanit vermesi, tespit edile-
bilmelerinin olaganiistii nemini ortaya koymus-
tur. HPV-iligkili tiimorlerin tespitinde rutin
patoloji laboratuvarlarinda kolaylikla kullanilabi-
lecek bir belirte¢ bulunursa, servikal karsinomlari
onleyici olarak kullanilan HPV agilarina benzer se-
kilde bas-boyun kanserleri i¢in de bagisiklik siste-
mine yonelik tedaviler denenebilir.

HPV-iligkili tiimorler i¢cin HPV belirteci ola-
rak PCR ve HPV DNA ve E6/E7 messenger RNA
(mRNA) belirleyici olarak in situ hybridization
(ISH) kullanilan metodlardir. Sensitivitesi en yiik-
sek metod PCR olmakla birlikte rutin patoloji la-
boratuvarlarinda uygulanmasi zordur. Viral DNA
veya mRNA’nin PCR ile tespiti; timor hiicrele-
rinde oldugunu gostermez. Pahalidir ve ¢ok fazla
sensitif oldugu icin kolayca kontamine olup yanlis
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pozitif sonuc verebilmektedir. HPV; ISH tekni-
ginde tiimor niikleusunda gosterilir, rutin patoloji
laboratuvarlarinda uygulanmas: nispeten daha ko-
laydir ancak sensitivitesi daha diisiiktiir ve pahali-

dir.

sal olarak p16 proteininin gosterilmesi, rutin pato-
loji laboratuvarlarinda kolayca uygulanabilen,
tlimorlii dokuda galigilabilen, degerlendirmesi daha

HPV-iligkili timorler i¢in immiinhistokimya-

kolay, daha ucuz bir metod olacaktir.
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