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OZET

Larinks karsinomlarinda risk faktorii olarak sigara, alkol
kullanimi ve radyasyon yanisira Human Papilloma Virus (HPV)
infeksiyonu da gosteriimektedir. Bu ¢aligmada larinks lezyon-
lannda HPV pozitifligini aragtirmak amagclanmig, Langerhans
hiicrelerindeki sayisal degisikliklerle iligkisi saptanmaya
calisiimigtir.

Olgularda, HPV DNA in situ hibridizasyon metoduyla HPV
DNA (+) epitelyal hiicre nikleusu aranmig, immunohis-
tokimyasal (IHK) yontem kullanilarak saglam doku ve lezyon
alanlannda Langerhans hiicre sayilarindaki degisiklikler saptan-
migtir. Tdm veriler birbiri ile karsilagtinimig ve HPV DNA poziti-
fligi ile koilostozis ve skuamoz hiicreli karsinom arasinda
anlamh bir iligki (p<0.005) bulunmustur. Skuamdz hiicreli
karsinom olgulannin % 69.2'si (9/13) HPV DNA (+) olarak
saptanmistr.

Sonug olarak, iyi diferansiye epidermoid karsinomla HPV
pozitifligi arasinda anlamli bir iligkinin olmasi, karsinomlarin
etiyolojisinde HPV'nin rol oynadidini diistindiirmektedir.
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GiRIS

Erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda yer alan
larinks kanserleri direkt yayilim, yaygin metastaz ve alt sol-
unum yolu enfeksiyonlar ile 6liime neden olabilen tiimorlerdir
(1). Laringeal papillomatozis de lokal agressif olugu, yiiksek
niiks insidansi, solunum yollanni ttkamasi nedeniyle ciddi bir
saglik sorunudur (2). Son yillarda yapilan pek ¢ok arastirmada,
diger papillomlarda oldugu gibi laringeal papillomlarda da, epi-
tel hucrelerinde viral etkiye bagh histopatolojik degisiklikler ve
cesitli tekniklerle HPV varligi saptanmigtir (3,11). Aynica, lezy-
on tipi, HPV pozitifligi ve Langerhans hiicresi kantitatif degerleri
arasindaki iligki Uizerinde durulmaktadir (12).

Bu caligmada laringeal papillom, larinksin prekanseroz
lezyonlan ve skuamoz hiicreli karsinomlarinda viral etkiyle bek-
lenen histopatolojik degisikliklerin varlidi, in situ hibridizasyon
teknigiyle HPV DNA pozitiflik orani, immunohistokimyasal
teknikle lezyondaki Langerhans hiicrelerinin kantitatif degerleri
arasindaki iligkiyi belirlemek amagclanmigtir.
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GEREC VE YONTEM

Son bir yil iginde Patoloji Anabilim Dali'na bagvuran
laringeal lezyonu olan hastalar arasindan segilen 23 olgu galig-
ma grubuna alindi. Olgular segilirken biyopsi dreklerinin lezy-
onla birlikte saglam komsu epiteli de icirmeleri diginda dzellik
aranmadi. Yaslan 23-75 olan olgularin tamami erkekti.
Olgulardan 1 tanesi polip, 3 tanesi laringeal nodiil, 2 tanesi ker-
atozis, 3 tanesi papillom, 1 tanesi displazi, 1 tanesi laringeal
nodille birlikte orta derecede diferansiye skuaméz hiicreli
karsinom, 1 tanesi az diferansiye skuamdz hiicreli karsinom, 4
tanesi orta derecede diferansiye karsinom ve 7 tanesi iyi difer-
ansiye skuamoz hicreli karsinom tamisi almigti (Tablo 1).
Laringeal nodiil, non-neoplastik olmasina ragmen hem negatif
kontrol olarak hem de daha objektif degerlendirme yapmak igin
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Resim 1: Skuamoz hiicreli karsinomda invazyon alanlannda, HPV DNA
(+) malign epitelyal hiicre niikleuslan (DISH, Fast red, x50)

caligma grubumuza alindi.

Olgulann rutin doku takip yéntemleri uygulanan ve parafin
bloga gdmiilen doku 6rneklerinden hazirlanan hematoksilen-
eosin kesitlerinde lezyonun histopatolojik ozellikleri yeniden
gbzden gegirilirken, lezyona komsgu saglam epitel alanlan HPV
infeksiyonunda beklenen koilositotik degisiklikler yanisira
diskeratotik ve binikleer yassi epitel hicreleri agisindan ince-
lendi. Bu histopatolojik bulgular aramakla zor bulunuyorsa (+),
bazi alanlarda kismen bulunuyorsa (+ +), hemen hemen bitin
alanlarda bulunuyorsa (+ ++) olarak degerlendirildi.

HPV saptamak amacliyla, lezyonlu ve lezyonsuz alanlan bir-
likte igeren uygun kesitlere digoksigenin bagl DNA probu (Krea
Tech Kat No Ap 4010 pHPV) kullanilarak, in situ hibridizasyon
yontemi uygulandi. Nitro blue tetrazolium (Krea Tech Kat No
DS-0AP/SAP-3a) ve 5-Bromo 4-Chloro Indolylphosphate
solisyonu (Krea Tech Kat No DS-OAP/SAP-3b) ile ren-
klendirme yapilan yontemde bir tek hiicre niikleusunda dahi
boyanmanin saptanmasi pozitif boyanma olarak kabul edildi.

Ayni doku bloklanndan hazirlanan kesitlerde Langerhans
hiicresi taramak amaciyla, immunohistokimyasal yontem kul-
lanilarak S-100 proteini (DAKO Code No N 1573) varhigi

Tablo 1 : Galigmaya alinan olgulann dagiimi

-

Resim 2: Skuamoz hiicreli karsinomda malign epitelyal hucreleri
arasinda S-100(+) dendritik Langerhans hiicreleri. (S-100, x100)

aragtinldi. Renklendirici olarak diaminobenzidine (DAKO Code
No S 3000) kullanildi. Boyanan tiim lamlarda saglam epitel ve
lezyon alanlanindaki S-100 pozitif dendritik Langerhans
hiicreleri biyik biyitme (x40 objektif) ile sayidi. Alanlann
genigligine gore 3-10 alan degerlendirilerek ortalama bir biyik
bliyiitme alanina diigen Langerhans hiicreleri sayisal olarak
degerlendirildi. Elde edilen degerler tani ve HPV DNA pozitiflik-
leri ile karsilagtinid.

BULGULAR

Caligma grubuna alinan 23 hastanin hepsi erkekti.
Olgulardan 3 tanesi (% 13.04) papillom, 3 tanesi (% 13.04)
laringeal nodiil, 1 tanesi (% 4.34) displazi, (% 4.34) az diferan-
siye skuamdz hicreli karsinom 5 tanesi (%21.73) orta dere-
cede diferansiye skuamdz hiicreli karsinom, 5 tanesi (% 21.73)
Arto derecede diferansiye skuamoz hiicreli karsinom, 7 tanesi
(% 30.43) iyi diferansiye skuaméz hicreli karsinomdu (tablo I).

2 keratozis olgusunun 1 tanesinde, 2 papillom olgusunun 2
tanesinde, 13 karsinom olgusunun 9'unda olmak iizere 20 adet
neoplastik olgunun 12 tanesinde (% 60) HPV DNA varligi sap-
tandi (resim 1) Nonneoplastik bir durum laringeal nodillerde
ise HPV DNA pozitifli§i saptanmadi. HPV DNA pozitif karsinom
olgulaninin 7 tanesi iyi diferansiye skuamdz hiicreli karsinom, 2
tanesi orta diferansiye skuamdz hiicreli karsinomdu. HPV DNA
pozitifligi ile iyi diferansiye epidermoid karsinom arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli bir beraberlik mevcuttu (p=0.04).

Lezyona komgu saglam epitelyal alanlar koilositozis, tek
hiicre diskeratozisi ve binikleozis gibi hiicresel degisiklikler
agisindan incelendiginde, laringeal nodillerde lezyona komgu
epitelde bu hiicresel degisikliklerden higbirine rastianmadi.
Tim papillom olgulannda belirgin koilositozis saptanirken,
diger hiicresel degisiklikler daha silikti. Keratozis olgularindan
birinde koilostozis gok belirgindi. Skuamdz hiicreli karsinom
olgulaninda bu degisiklikler kantitatif olarak daha genig dagilim
gostermekteydi (tablo 2). HPV DNA pozitifligi ile koilostozis
arasinda anlamh bir beraberlik saptandi (p=0.02). Oysa
diskeratozis ve biniikleasyon ile HPV DNA pozitifli§i arasindaki
iligki anlamh degildir (sirasiyla p=0.32 ve p=0.28).
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Tablo 2 : Tanilara gére saptanan histolojik dedisiklikler ve HPV DNA pozitiflikleri

Lezyona ait epiteldeki Langerhans hiicreleri (resim 2) ile
lezyona komsu yass! epiteldeki Langerhans hiicrelerinin kanti-
tatif degerlerindeki degisiklikler saptandi. HPV DNA pozitif 12
olgunun 8 tanesinde (% 66.6) timdrdeki Langerhans hiicre
sayisi lezyona komsu epitele gore daha az sayidaydi. Olgularda
3 tanesinde bunun tam tersi bir durum izlenirken, 1 olguda
degisiklik gortilmedi. HPV DNA negatif olgularda ise 11 olgu-
nun 9'unda (% 80.1) saglam epitelden timédre dogru ilerledikce
Langerhans hiicre sayisi artti (tablo 3). Bununla birlikte, bu
degisiklikler istatistiksel olarak anlamh degildi. Ayni sekilde,
sigara icimi ile Langerhans hiicrelerinin sayisal degisimi
arasinda da istatistiksel olarak anlaml bir beraberlik saptan-
madi.

TARTISMA

Calisma grubumuzdaki papillom olgulaninda epitelin spinal
ve yiizey tabakalannda belirgin koilositoz saptanmigtir. Diger
histolojik degisiklikler ise belirgin degildir. 3 papillom olgusu-
nun 2 tanesinde (% 66) HPV DNA (+) epitel hiicre nik-
leuslarinin meveut oldugu saptandi. Ancak HPV DNA saptana-
mayan olguda da koilositoz mevcuttu. Kullanmig oldugumuz
DISH teknigi 50-100 kopya iizerindeki DNA dizilerini saptaya-
bilmektedir. Bu tek olguda belki de saptayamayacagimiz kadar
az sayida HPV DNA kopyasi mevcuttu. Bununla birlikte bu
olgudaki koilositozis ve Langerhans hiicre sayisindaki azalma
HVP varligini dolayl olarak desteklemektedir. Bu sonug istatis-
tiksel olarak anlamh olmasa da papillomlarda etiyolojide
HPV'nin disuniilebilecedini gdstermektedir.

Laringeal nodil olgulanmizin 3'iniin epitelinde de viral
etkide beklenen degisikliklerin silik oldugu goriildii ve HPV DNA
tespit edilemedi.

Immunohistokimyasal teknik kullanilarak HPV kapsid pro-
teininin saptandidi bir ¢aligmada epidermoid karsinomda %
12.5, verrilkdz karsinomda %20 pozitifik bulunmustur (3).
Janet L. Brandsma ve arkadaslan DNA hibridizasyon teknigi
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Tablo 3 : Tanilara gbre HPV DNA pozitifligi ve S100(+) Langerhans
hiicre sayilan




kullanarak larinks verriikdz karsinomlu 6 vakanin hepsinde HPV
DNA elde etmig, ancak bunlann higbirinde IHK olarak HPV anti-
jeni saptayamamigtir (13). Bu sonuglar iki metod arasindaki
farkhihg acikga gostermektedir. DNA kopya sayisinin 10'dan
daha az oldugu durumlarda DNA ISH teknigi HPV DNA'sini sap-
tayamaktadir. Bu gibi durumlarda DNA kopya sayisini saptan-
abilir seviyeye ulagtiracak PCR gen amplifikasyon teknidi
geligtirilmistir. Milton T. Kiyabu ve arkadaglan PCR metodu ile
10 larinks skuamoz hiicreli karsinom olgusunun 4’iinde (% 40)
HPV DNA pozitifligi saptamiglardir (14). Bu metodun dezavan-
taji morfolojik bitinligin olmamasidir. Ancak, son yillarda
aranan gen pargasinin lokalizasyonunu saptayan DNA ISH ile
tek bir geni amplifiye edip gosterebilen PCR yontemlerini birlik-
te kullanan yeni ve gok duyarh metodlar gelistiriimektedir.

13 SHK vakasinin 9'unda (% 69.2) DNA ISH teknigi ile
ozellikle malign epitelyal hiicrelerde olmak iizere HPV DNA(+)
hiicre nilkleuslan saptandi. Saglam yassi epitel alanlanndaki
HPV DNA(+) hiicre nukleuslanin spin6z ve graniler hiicre
tabakalarinda lokalize olusu, literatiirlerde bildirilen lokalizasy-
onlarla uyumluydu (8,15). Galigmamizda HPV DNA pozitifligi
oldukga yuksek oranda saptanmasina ragmen istatistiksel
degerlendirme ve bu etiyolojik iliski gosterilememisgtir.

Bir galigmada karsinom diferansiyasyonu ile HPV DNA
(+)’ligi arasinda anlamh beraberlik saptanamazken (16), ¢alig-
mamizda iyi diferansiye karsinomlarla HPV DNA (+) ligi
arasinda istatistiksel olarak anlaml beraberlir (p=0.04) sap-
tanmigtir. Yine ayni ¢aligmada HPV DNA(+) karsinomlarin (-)
olanlara gére daha geng yaslarda oldugu saptanmigtir. Galig-
mamizda bdyle bir iligki mevcut degildir.

Calismamizda benign ve malign tim vakalarda hicresel
degigikliklerdeki supheli pozitiflikler negatif gruplara dahil

edildiginde HPV DNA (+) arasinda istatistiksel olarak anlamh
beraberlik (p=0.02) saptand:. Fakat diger hiicresel degisiklik-
lerle bu beraberlik gorilmedi.

Larinks lezyonlarinda HPV DNA pozitifligiyle Langerhans
hiicresi kantitatif degerleri arasindaki iligki pek incelenmemis,
daha gok servikal lezyonlarda béyle bir iligki tizerinde durul-
mustur. HPV pozitifliginin eslik ettidi servikal intraepitelyal neo-
plazilerde (CIN) Langerhans hiicre sayisinin azaldi§i; HPV
negatif CIN'larda ise gevre normal epitele gore lezyonun sidde-
tiyle orantili olarak bu hiicrelerin ve dentritik dallanmalarini art-
g1 hiicresel immun savunmayi bozan lokal immun yetmezlige
neden olabilecedi belirtilmigtir (17). S-100 proteininin,
muhtemelen T hiicresinde intraselliiler serbest kalsiyum iyon
konsantrasyonunun degistererek, T hiicresinin antijene olan
cevabini aktive ettigi diigtindimiig, S-100 proteinindeki yetersi-
zZligin HPV replikasyonuna ve neoplastik gelisime izin veren
kazanilmig immun yetmezlige sebep olabilecedi bahsedilmigtir
(19).

Galismamizda HPV (+) vakalar ve karsinomlar harig tutul-
dugdunda polip, 2 laringeal nodill, displazi, 1 keratozis tanili has-
tada, sigara kullanimina kargin, S-100 (+) Langerhans
hiicrelerine ait kantitatif degerlerin saglam alanlarda lezyona
dogru arttigi saptandi. Hasta sayisi sinirli oldugundan bu deger-
lerin istatistiksel olarak anlamlihd yoktu. Ayrica, hastalann biy-
opsi alinmadan dnceki donemlere ait steroid tedavisi, radyoter-
api konusunda saglkh bilgi elde edilemedi. S-100(+)
Langerhans hiicrelerindeki kantitatif degerler HPV DNA poziti-
fligiyle kargilastinidiginda 12 HPV DNA(+) olgudan 8'inde (%
66.7) S-100(+) Langerhans hiicrelerinin saglam epitelyal
alandan lezyona ait epitelyal alana dogru azaldigi saptandi.

Tim bu sonuglarla birlikte degerlendirildiginde, Gzellikle iyi
diferansiye SHK ile HPV pozitiflii arasinda anlamh bir iligkinin
olmasi karsinomlarin etiyolojinde HPV'nin rol oynadigini
dustndirmektedir.
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