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OZET

Servikal kanser tarama yontemlerinin ana hedefi servikal kanserin éncul
lezyonlarini erken donemde teshis etmektir. ASC-US, %4,5 oraninda
izlenmektedir.

Calismamizin amaci Pap-smear testi ASC-US olarak belirlenen
hastalarda mikronukleus (MN) degerleri ve HPV-DNA tipleri ile ASC-US
lezyonunun regresyon, stabilite ve progresyonu arasindaki iliskinin
belirlenmesidir.

Calismamizda Mersin Universitesi Tip Fakiltesi Kadin hastaliklari ve
Dogum Poliklinigi'ne Ocak 2014-Haziran 2014 tarihleri arasinda basvuran,
ASC-US sitolojik tanisi konulmus 30 hastada MN skoru ve PCR teknigi ile HPV-
DNA tip ve tayini yapilmistir. TUm hastalara 4-6 ay sonra tekrar sitolojik
degerlendirme yapilarak MN skoru bakilmigtir.

Calisma grubunda 6/30 (%20) oraninda HPV-DNA pozitifligi saptand. ilk
sitoloji sonucu ile bakilan mikronukleus skoru ortalamasi 10,47+1,89 olarak
bulundu. Dért- alti ay sonra alinan ikinci smear sonuglari ASC-US ve sitoloji
negatif olarak raporlandi; progresyon izlenmedi. Bunlarin %16,6’sinin (5/30)
smear sonucu ASC-US olarak; %83,3'Unun (25/30) sitoloji negatif olarak
raporlandi. ikinci sitoloji ile es zamanh MN bakildi. Sitoloji negatifligi saptanan
hastalarda MN skorunda genel olarak disus izlenirken; smear sonucu ASC-US
olarak belirlenen hastalarin MN skorlarinin ilkine yakin oldugu bulundu. Dort-
alti ay sonra bakilan MN skoru ortalama 9,00 £ 2,29 olarak bulundu.

Sonug¢ olarak ASC-US’un regresyon gosterdigi hastalarda MN skoru
duserken; stabil seyrettigi hastalarda MN skoru ilkine yakin bulunmustur. HPV-
DNA(+) ligi, YR-HPV DNA ve DR-HPV DNA tiplerinin pozitifligi ile ASC-US’un
regresyon ve stabilitesi arasinda anlamh bir farkhlik bulunamamistir. Bu
sonuglar, ASC-US’un regresyon, stabilite ve progresyonunun ongorulmesinde

MN skorunun umut vaat edici bir yontem olabilecegini dugundurmektedir.

Anahtar kelimeler: ASC-US, HPV-DNA, Mikronukleus, Pap-smear,

Serviks kanser



ABSTRACT
The Effect of Micronucleus Score on Regression, Stability and
Progression of ASC-US Cytology in Women with Detected ASC-US
Cytology

The main goal of the cervical cancer screening methods is to diagnose
the precursor lesions of the cervical cancer in an early stage. Among abnormal
cytology results, ASC-US corresponds to 4.5%.

The goal of our study is to determine the relation between micronucleus
(MN) values and HPV-DNA types and regression, stability and progression of
ASC-US lesions among the patients whose Pap-Smear tests came back as
ASC-US.

In our study, HPV-DNA and type designation of 30 patients who applied
to Gynecology and Obstetrics, Mersin University Medical Faculty between
January 2014 and June 2014, diagnosed with ASC-US cytology, was applied
using MN score and PCR technique. All the patients were cytologically
reevaluated 4-6 months later and their MN scores were obtained.

HPV-DNA positivity was detected in 6 out of 30 (20%) patients. The
mean micronucleus score for first cytology results was 10.47 + 1.89. The
second smear tests that were applied 4-6 months later were recorded to be
ASC-US and cytology negative, and no progression was reported. 16.6% (5 out
of 30) of the smear results were ASC-US; 83.3% (25 out of 30) were cytology
negative. MN results were assessed at the same time with second cytology
results. MN scores were observed to be decreasing for cytology negative
patients, while they were close to the original values for patients with ASC-US
smear results. The mean MN score that was obtained 4-6 months later was
found to be 9.00 + 2.29.

In conclusion, MN scores were decreasing in patients with regressing
ASC-US, while MN scores were close to the original values in patients with
stable ASC-US. No significant difference between HPV-DNA positivity, YR-HPV
DNA and DR-HPV DNA types positivity, and regression and stability of ASC-US
was found. These results suggest that MN score is a promising method to
predict regression, stability and progression of ASC-US

Key words: ASC-US, HPV-DNA, Micronucleus, Pap-smear, Cervical cancer



GIRIS VE AMAG

Serviks kanseri, gelismekte olan Ulkelerde, meme kanserinden sonra en
sik gorulen ikinci kanserdir. Tum dinyada yilda 530.000 yeni serviks kanseri
olgusunun tani aldigi ve 275.000 olgunun da serviks kanserinden oldugu
bildirimektedir. Diinyada, serviks kanserinden 6liim orani %52'dir.? Gelismis
ulkelerde ydrutulen kanser tarama programlari sayesinde, bu kansere bagl
olum orani 6nemli 6lgude azalmistir.

Servikal kanser tarama yontemlerinin amaci; tedavi edilebilir 6ncul
lezyonlarin tespitidir. Bu amagla en yaygin kullanilan yontem servikal sitolojik
taramadir. Pap-smear, serviks kanseri taramasinda bir model haline gelmesine
ragmen sensitivitesi duguktur ve etkinligi randomize bir c¢alismada
gosterilememigtir. Bu duguk sensitivite ve sik tekrarlama gerekliligi nedeni ile
yeni tarama yontemleri arastirimaya baslanmigtir. Serviks kanseri taramasi
Pap-smear tarama uygulamalari, HPV testinin roll ve yeni teknolojilerin gelisimi
ve surekli yeniden degerlendirilmesi ile gelisen bir alan olmayi surdurmektedir.

Son 30 yilda yapilan ¢alismalarda HPV onkojenik tipleri ile bu kanser ve
oncul lezyonlarinin iligskisi net olarak saptanmistir. Onkojenik insan papilloma
viris tarleri (HPV), 6zellikle HPV 16 ve HPV 18, serviks kanseri ve oncll
lezyonlari ile iliskili baslica risk faktortdur. Bu virls, servikal epitelde, malign
surecin baglatiimasi ile iligkili yapisal kromozomal degisiklikler ve andploidiyi
indUkler. HPV testi, hem primer tarama yontemi olarak (servikal smear testine
yardimci veya onun yerine) hem de belirsiz smear sonuglarinin ayrilmasi veya
dusuk dereceli lezyonlari gésterme metodu olarak kullanilabilir. HPV testinin
yuksek maliyetli olmasi, servikal kanser taramasinda kullanilabilirligini
kisittamakta ve yeni tarama yontemleri arastiriimasina yonlendirmektedir.

Yapisal kromozomal anomaliler ve artmis andploidi ile kendini gdsteren
kromozomal instabilite, serviks malign 6ncll lezyonlarinin orta safhadan geg
safhaya ilerlemesinde kritik rol oynamaktadir.® Hiicre bdélinmesi esnasinda
cekirdege eklenmesinde hata olan kromozomlar veya kromozom pargalari
mikronukleusu olusturur. Mikronukleus, baska bir deyisle; kuglk bir “ek
cekirdek™tir ve bu ek gekirdek, mitotik disfonksiyona bagli onarilmamis veya
yanlg onarilmis DNA (Deoksiribonukleik asit) lezyonlari veya kromozomal

parcalardan meydana gelir. Bu nedenle mikronukleus, genetik hasarin hassas
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bir gostergesi olarak hem kromozom kaybini ve hem de kromozomal kirilmalari
yansitir.* Mikronukleus, kanser baslangicina sebep olan apopitozis ve bunun ug
noktalari olan karyorekzis, piknozis ve yogunlasmis kromatinler hakkinda da
bilgi verebilir. Hucrelerdeki mikronukleus sikligi, hiucre siklusundaki kontrol
mekanizmalarinin veya DNA tamir genlerinin bozulmasina yol acan sigara
kullanimi, pestisitler, radyoterapi, oksidatif stres gibi bir ¢cok durumda artis
gosterebilir.”

Yuksek mikronukleus frekanslari, oral lezyonu olan hastalarda, Ust
gastrointestinal traktin prekanserdz lezyonlarinda bukkal mukozada ve erken

6,7,8

meme kanserinde gosterilmistir. Cesitli galismalar mikronukleusun, servikal

kanser riski olan kadinlarda biyolojik izlem amacl kullanilabilecegini
gostermistir.>°

ASC-US, Bethesda klasifikasyonuna goére skuamoz intraepitelyal lezyona
(SIL) yol agabilen, dnemi belirsiz atipik skuamo6z huicreler olarak tanimlanir ve
sitolojik taramanin yaklasik %4’Unde tespit edilir. Bu sitolojik anormalligin
yonetimi; kadinin yasli, gebelik ve addlesan ¢agda olma gibi durumlarina gore
degismekle birlikte halen tartismalidir. 2013 yilina kadar ASC-US takibinde ¢
yol izlenmekteydi. Kolposkopi, sitolojinin 6 ay sonra tekrari ve HPV-DNA
bakilmasi yollarindan birinin secgilmesi ve sonucglara gbére yonetim
Onerilmekteydi.

2013 yihinda ASCCP tarafindan yayinlanan kilavuzda takip ve yonetim
stratejisi degismistir. Kolposkopi takip modalitesi olmaktan ¢ikariimis, hastalara
bir yil sonra sitoloji tekrari veya HPV-DNA bakilmasi onerilmistir. Bir yil sonraki
sitoloji tekrarinda = ASC olan olgularda veya HPV-DNA (+) olan olgularda
kolposkopi Onerilmektedir. HPV testinin takip stratejisine eklenmesi ile birlikte
gereksiz kolposkopi sikligi azalmis ve ileride geligebilecek olasi bir servikal
kanser igin yuksek riskli HPV pozitifligi saptanan bireyler tespit edilebilmistir.

Ancak HPV testi, yuksek maliyeti nedeni ile gelismekte olan ulkelerde
tarama programina dahil edilememistir. Bu yuksek maliyet nedeni ile HPV testi,
arastirmacilari, bu teste alternatif olabilecek daha uygun maliyetli tarama
testlerinin arastiriimasina yoneltmigtir.

Mikronukleus ile serviks kanseri ve serviksin preinvaziv lezyonlari
arasindaki iliskiyi gosteren ¢ok sayida galisma mevcuttur. Smear sonucu ASC-

US olarak belirlenen hastalarda mikronukleus ile ASC-US‘un histolojik sonuglari
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arasindaki iliskiyi gosteren bir calisma mevcuttur.'* Smear sonucu ASC-US
olarak belirlenen hastalarda HPV-DNA tipi ve mikronukleus arasindaki iligkiyi
gOsteren literaturde herhangi bir caligmaya rastlamadik.

Bu calismada; smear sonucu ASC-US olarak belirlenen hastalarda,
mikronukleus ve HPV-DNA tipi ile hastaligin regresyon, stabilite ve progresyonu
arasindaki iligkinin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Calismadan beklentimiz, mikronukleusun, sitolojisi ASC-US olarak
saptanan hastalarda takip stratejisine eklenebilecek duguk maliyetli bir yontem

olup olamayacaginin belirlenmesidir.



GENEL BILGILER

Serviksin anatomisi ve histolojisi

Serviks, Latince’de ‘boyun’ anlamina gelir. Uterus isthmusu ile vajina
arasinda yer alan, figi seklinde fibromuskuler bir yapidir. Serviksin, vajen
icerisinde kalan alt yarisina “portio vaginalis”, bu bolimun yukarisinda kalan
bdlimune ise “portio supravaginalis” denir. External osun digina uzanan kismi
ektoserviks, yukari uzanan kismi ise endoserviks olarak adlandirilir. Serviksin
kanlanmasi, hipogastrik arterden kdken alan uterin arterin inen dallarindan ve
kismen de vajinal arterin servikal dallarindan olur. Venler, arterlere paralel
olarak seyreder ve v. iliaka internaya drene olurlar. Serviksin lenfatik drenaiji ise
common, eksternal ve internal iliak, obturator ve parametrial nodlara olur.
Endoservikste yaygin sinir agr bulunmasina ragmen ektoserviks sinirlenme
acisindan fakirdir ve biyopsi, koterizasyon gibi islemler lokal anestezik
uygulamadan yapilabilir.

Skuamokolumnar junction: SCJ (Skuamo-kolumnar bileske):

Endoservikse ait silindirik epitelin sonlandigi, ektoserviksin ¢ok katli yassi
epitelinin bagladigi yerdir. iki farkli hiicre tipi karsilatigi igin histolojik olarak
keskin bir sinirdir. intrauterin 6-7. haftada miillerian kanalin birlesmesi ile alt
genital kanal meydana gelir. Daha sonra Uurogenital sinls ile invajinasyon
yaparak birlesir. Serviks ve vajeni olugsturan mdullerian kanal, kolumnar epitelle
déselidir. Intrauterin 4. ayda vajen ve serviksin kolumnar epiteli skuaméz
metaplazi ile skuamdz epitele doniismeye baslar.*? Bu dénemde, ektoserviksin
15-20 katli skuamoéz epiteli ile endoserviksin kolumnar epitelinin karsilastigi
sinira ‘orijinal skuamokolumnar junction (OSCJ)’ adi veriimektedir. Serviks iki tip
epitel ile kaphdir; skuamokolumnar bilegkede birlesen ¢ok katl yassi epitel ve
kolumnar epitel. Yerlesimi %66 ektoservikal, %30 endoservikal ve %4 vajinal
fornikstir. Yenidoganlarda SCJ, ektoservikste yerlesimlidir. OSCJ’nin yeri,
skuam6z metaplazinin genisligini belirler. Gebelik, puberte ve menopoz gibi
hormonal uyarilma olaylarina, dogum travmalarina yanit veren dinamik bir
alandir ve yeri, eksternal osa gore degerlendirilir. Dogumdan sonra (6zellikle
menargtan sonra) uyarilara (travma, hormonal faktorler, pH degisiklikleri,
enfeksiyonlar v.s.) yanit olarak 4,0'a kadar dusen pH, kolumar epitelde

zedelenmeye ve immatir skuamdz metaplastik epitele dénismesine yol acar.
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Immatiir skuaméz metaplazi olgunlasip orijnal skuamdz epitelden zor ayirt
edilen skuamoz epitele donusur. Buna “yeni skuamo-kolumnar bileske (NSCJ)”
denir. OSCJ ile NSCJ arasindaki bdlge “transformasyon zonu (T/Z)” olarak
adlandiriir. Servikal neoplaziler, bu bdlgeden koken alirlar. Reproduktif
donemde 6strojen uretimine bagh olarak laktobasiller, pH’1 degistirmek suretiyle,
skuamo-kolumnar rezerv hicrelerinin metaplaziye ge¢mesini uyarir. Metaplazi,
OSCJ’nin i¢ kismindan eksternal osa dogru ve kolumnar villuslarin tzerinden
ilerleyerek transformasyon sinirinin  olusmasina neden olur. Bir kadin
reproduktif yasaminda perimenopozal yas grubuna dogru ilerlerken,
skuamokolumnar bileskenin yeri giderek ektoserviksten eksternal osa dogru
gerilemeye baslar. Postmenopozal kadinda skuamokolumnar bileske
endoservikal kanal icinde yerlesmistir ve gozle muayenede gorulemez.

Transformasyon zonu (T/Z):

Orijinal yassi-silindirik epitel sinirt ile metaplazi tamamlandiktan sonra
ortaya ¢ikan yeni yassi-silindirik epitel siniri arasinda kalan alandir. Bu bdlge
mitotik aktivite ¢ok fazla oldugu igcin mutajenik ve karsinojenik etkilere ¢ok
hassastir.'?

T/Z yeri yas, hormonal durum, gebelik ve dogum travmalarina bagl
olarak degisir.'* Cocuklukta ve perimenarsta OSCJ eksternal osta veya cok
yakinindadir. Hemen hemen tum servikal neoplaziler yuksek mitotik aktiviteye

sahip bu bolgeden gelistigi icin kolposkopideT/Z'yi géruntilemek onemlidir.

Serviksin Premalign ve Malign Lezyonlari

Servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) :

Terminoloji ve tanimlar:

1949 yilinda, ilk olarak Papanicolaou tarafindan tanimlanan ‘displazi’
terimi, kansere progresyon gosterecek lezyonlari ifade eder. Bu lezyonlar daha
Onceleri ‘displazi’ ve “karsinoma in situ (CIS)” olmak Uzere iki baglk altinda
incelenirdi. Displazi hafif, orta ve siddetli olarak derecelendirilirdi. 1968 yilinda,
Richart ve Barron tarafindan, displazi siniflamasi modifiye edilerek, invaziv
karsinom ile iligkili lezyonlarin hepsi “Servikal Intraepitelyal Neoplazi” (CIN)
olarak tek ortak kategoriye alinmistir.*®

CIN, serviksin premalign bir lezyonudur.*® lyi differansiye intraepitelyal

neoplazm olarak baslayip, invaziv karsinomda sonlanan intraepitelyal
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degisiklikleri ifade eder. Ektoserviks; skuamoz epitel, endoserviks (endoservikal
kanali da igerir) glanduler epitel ile doselidir.

CIN, skuamdz anormallikler anlamina gelir. Glanduler servikal neoplaziler
ise adenokarsinoma in situ ve adenokarsinomayi kapsar.

1988 yilinda, Bethesda sistemi tanitildi ve 1991 ve 2001 yillarinda revize
edildi. Bu sisteme gore sitoloji (Pap-test) igin farkh bir terminoloji ve histoloji
(biyopsi) icin farkli bir terminoloji kullanildi. Sitolojik anormallikler Servikal
intraepitelyal Lezyon (SIL) terimi ile ve histolojik anormallikler CIN terimi ile tarif
edildi.

CIN teriminin siddeti U¢ derecede ifade edilebilir. CIN siniflamasinda
diferansiasyon, nikleer anormallikler ve mitotik aktivite gibi histolojik 6zellikler
onem arz eder.

CIN I: Epitelyumun alt Ggte birinde meydana gelen hafif atipik hicresel
degisiklikler demektir. HPV'nin sitopatik etkisi (koilositik atipi) siklikla mevcuttur.
DuslUk dereceli (low-grade) lezyondur. (Onceki terminolojide “hafif displazi”
olarak adlandirilirdi.)

CIN 1I: Epitelyumun alt Ugte ikisinde meydana gelen orta dereceli
hicresel degisimleri ifade eder. Yuksek dereceli (high-grade) lezyon olarak
kabul edilir. (Onceki terminolojide “orta displazi” olarak adlandirilirdi.)

CIN IlI: Epitelyal kalinligin tgte ikisinden fazlasini kaplayan ve bazen tam
kalinlikta olan hucresel atipik degisiklikleri ifade eder. Yuksek dereceli (high-
grade) lezyondur. (Onceki terminolojide “siddetli displazi” veya “karsinoma in
situ” olarak adlandirilirdi.)

2012 yihnda ASCCP (American Society for Colposcopy and Cervical
Pathology ) tarafindan anogenital traktin, HPV ile iligkili skuamdz lezyonlarini
tanimlamak igin kullanilan terminoloji degisiklikleri LAST (Lower Anogenital
Squamous Terminology) sistemi olarak yayinlandi.'” Bu sistemde, histolojik
servikal bulgular, sitolojik bulgularla ayni terminoloji kullanilarak tanimlandi.
Sekil 1’ de CIN terminolojisi ve histolojisi gdsterilmigtir.
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Lasy shrovosl LSIL HSIL
alsrciod LsiL P16 boyama yapiimalidie HSIL
rrruceos | shrovosl Lsie HSIL
nisrorod CINI CIN I CIN 1l
oscxxi remdivorori HAFIF DISPLAZI ORTA DiSPLAZI SIDDETLI DISPLAZI KARSINOMA IN
siTu
nlstororix
CORTNOIMLEX

*P16 pozitif olan CIN 2 HSIL olarak siniflandirilir. P16 negatif CIN 2 LSIL olarak siniflandirilir.

Sekil 1. CIN Terminolojisi ve histolojisi *2

Diinya'da CIN | insidansi %4 iken CIN Il ve Il insidansi %5'tir.*® CIN’in

servikal invazif kansere donusebilme riski vardir. CIN, servikal invazif kansere

donugsum potansiyeli derecesi ile artar, ancak progresyon ve regresyonunu

onceden tahmin etmek imkansizdir.

Tablol'de CIN'lerde regresyon ve progresyon oranlari gdsterilmistir.?°

Tablo 1. CIN'lerde regresyon ve progresyon oranlari

in situ kansere invazif kansere
Gerileme % Kalicihk % donisim ( %) donugiim (%)
CIN | 57 32 11 1
CIN Il 43 35 22 5
CIN 32 <56 - >12
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Serviksin Malign Lezyonlari:

Serviks kanseri, Amerika’da jinekolojik kanserler icerisinde, corpus ve
over kanserlerinden sonra uguncu sirada yer alirken, gelismekte olan ulkelerde
tiim kanserler arasinda ikinci sirada yer almaktadir.** Diinya genelinde, servikal
kanserden 6lim orani %52'dir.> Servikal kanser insidansi ve mortalitesi,
gelismis ulkelerde erisimi daha kolay olan servikal kanser tarama
programlarinin  kullanimina ve HPV asisinin  kullanimina bagh olarak
degismektedir.

Servikal kanser, tarama testleri ile erken donemde tani ve tedavisinin
mumkin olmasi, preinvazif doneminin uzun olmasi nedeni ile 6nlenebilir bir
durumdur.

Risk faktorleri:

Servikal kanserin iki ana histolojik tipinin de benzer risk faktorleri
bulunmaktadir. Erken yasta cinsel iligki, servikal kanser i¢in dnemli bir risk
faktoradar. Kadinin ¢ok sayida sekslel partnerinin olmasinin  yaninda
partnerinin yliksek riskli olmasi (cok sayida sekslel partnere sahip partner veya
HPV enfeksiyonunun olmasi) da servikal kanser icin risk faktoriidiir.?? Partneri
sinnetli olanlarda servikal kanser sikli§i daha azdir.® Klamidya veya genital
herpes gibi seksulel gegcisli hastaliklarin olmasi da riski arttirabilir. Cinsel iligki
yoluyla HPV maruziyetinin daha ¢ok oldugu durumlar; erken yasta ilk dogumunu
yapmak ve artan parite ( 23) durumlari da artmis risk ile iligkilidir.

Ozellikle uzun sireli oral kontraseptif kullaniminin servikal kanser riskini
arttirdigi ve birakilmasi ile riskin, hi¢ kullanmayanlar seviyesine geldigi
bilinmektedir.>* Diisiik sosyoekonomik diizey ve siyah irk her iki tip servikal
kanser igin de risk faktéri olmasina ragmen; sigara igiciligi adenokanser igin
onemli bir risk faktdrii olarak kabul ediimemektedir.?® Servikal kanser icin
genetik yatkinlik belirtlememesine ragmen; kadinlarda persistan HPV
enfeksiyonunun genetik yatkini§i {zerine calismalar devam etmektedir.?®
GUnUmuzde en bilinen servikal kanser risk faktéri ise HPV maruziyetidir.

Histolojik tipleri ve yayilim yollart:

Servikal kanser; dogrudan, lenfatik veya hematojen yolla yayilabilir. Direk
yayllim ile uterin korpus, vajina, parametrium, peritoneal kavite, mesane veya
rektuma yayilabilir. Hematojen yayilim yerleri en sik akciger, karaciger ve

kemiktir; barsak, adrenal bezler, dalak ve beyin daha nadir yayilim yerleridir.
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Eskiden, obturator lenf nodlarinin en sik nodal metastaz yeri olduguna

inanilirdi.?” Ayrica bu yayilimin diizenli bir sekilde, dncelikle pelvik duvar ve

ardindan ana iliak ve paraaortik nodlara dogru ilerledigi distnulirdi. Sonraki

calismalar gostermistir ki pelvik lenf nodu gruplarindan herhangi birisi veya

paraaortik lenf nodu grubu ile nodal yayilim yeri olabilmektedir.?®

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO: World Health Organisation) Serviks

kanseri histopatolojik siniflamasi:

A.Skuamoz Kanserler:

Buyuk hacreli, keratinize skuamoz kanser

Buyuk hacreli, non-keratinize skuamoz kanser
Verruk6dz kanser

Papiller skuamoz ve tranzisyonel hucreli karsinom
Lenfo-epitelyoma benzeri karsinom

B. Adenokanser:

Musindz, endoservikal varyant

Musin0Oz, intestinal tip, tasl yluzuk hacreli varyant
Musin6z, adenoma malignum

Musindz, villoglanduler adenokarsinom
Endometrioid tip adenokanser

Clear cell kanser

Papiller ser6z adenokanser

Mesonefrik kanser

C. Diger Kanserler:

Adenoskuamoz kanser

Adenoid kistik kanser

Noéroendokrin kanser (karsinoid, kigik hicreli, baylk hicreli)
Andiferansiye karsinom

Mikst epitelyal ve mezenkimal tUmor

Bu kanser tiplerinden Amerika’da en sik gorulen skuamoz hicreli karsinom

(%69)’dur. Adenokarsinom %25 oraninda izlenirken; diger tiplerin gortlme
sikhigr %6°dir.?

Evreleme:

Servikal kanser, Klinik olarak evrelenir. Cesitli evreleme sistemleri
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tanimlansa da en yaygin kullanilan 2009 yilinda Uluslararasi Jinekoloji ve
Obstetri Federasyonunun (FIGO: The International Federation of Gynecology
and Obstetrics) yaptigi evreleme sistemidir.

Serviks Kanserinin 2009 FIGO Evrelemesi:

Evre I. Tumor servikste sinirlidr. Uterus korpusuna uzanim dikkate
alinmamalidir.

Evre IA: Tumoér sadece mikroskopik olarak gorilebilir. Stromal invazyon
derinligi 5 mm’den az ve timér 7 mm’den genis degildir. Lenfovaskiler alan
tutulumu siniflamay: etkilemez.

Evre IA1l: Stromal invazyon 3 mm’den klguk ve tumor 7 mm’den genis
degildir.

Evre IA2: Stromal invazyon 3 - 5 mm arasinda ve timoér 7 mm’den genis
degildir.

Evre IB: Servikse sinirli klinik lezyonlar veya Evre |IA’dan buyuk preklinik
lezyonlar.(Butiin gros lezyonlar ylzeyel invazyon olsa dahi Evre IB
kanserlerdir.)

Evre IB1: 4 cm’den kuguk Klinik lezyonlar

Evre IB2: 4 cm’den buyuk klinik lezyonlar

Evre Il: Tumor serviksi asmis; fakat pelvis duvarina ulasmamistir. Vajen
tutulumu olabilir ancak alt 1/3’e ulasmamistir

Evre IlIA: Belirgin parametrial infiltrasyon yoktur. Vajenin ust 2/3’Une
kadar tutulum vardir

Evre IIA1l: 4cm’den klglk; vajen Ust 2/3'ten daha az tutulum ile olan
klinik lezyonlar

Evre 11A2: 4cm’den buylk; vajen Ust 2/3’ten daha az tutulum ile olan
klinik lezyonlar.

Evre IIB: Belirgin parametrial infiltrasyon vardir, ancak pelvis yan
duvarina ulagmamigtir.

Evre Ill: Tumor pelvik duvara kadar ulagsmistir. Rektal muayenede
tumorle pelvis duvari arasinda serbest aralik yoktur. Tumor vajen alt 1/3’ana
infiltre etmistir. Hastalarda hidronefroz ve/veya nonfonksiyone bdbrek bulgular
vardir.

Evre IlIA: Tumor pelvis duvarina ulasmamistir; fakat vajen alt 1/3’0

infiltredir.
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Evre 1lIB: Tumoér pelvis duvarina ulasmis veya hidronefroz veya
nonfonksiyone bobrek vardir.

Evre IV: Tumodr gergek pelvisi asmis veya klinik olarak mesane ve/veya
rektum mukozasi tutulumu vardir.

Evre IVA: Komsu pelvik organlara yayihm vardir.

Evre IVB: Uzak organlara yayilim vardir.

Tarama Ve Tani Yontemleri:

Sitolojik Yontemler:

e PAP-smear
e Sivi bazl teknikler
o Komputerize teknikler
Visuel Yontemler:
e Asetik asit testi
e Spektroskopi
e Servikografi
e Kolposkopi
Diger:
e HPV testleri
e Polar probe

Sitolojik Yontemler:

Pap-Smear:

ilk kez 1928 yilinda Yunan bilim adami George Papanicolaou tarafindan
tanimlandigi icin onun ismine ithafen PAP-smear veya PAP test olarak
adlandirilan bu tarama yontemi, normal ve anormal servikal hicrelerin toplanip
incelenmesine dayanmaktadir.

Test, servikal displazi ve kanserlerin en sik kaynaklandigl yer olan
T/Z'den, bir firca ve spatula yardimi ile dokilen hticrelerden 6rnek alip ince bir
tabaka halinde mikroskop lamina yayllmasi ve sa¢ spreyi veya alkol ile
fiksasyonu takiben Papanicolaou boyasi ile boyanma sonrasi mikroskobik
olarak bu hiicrelerin incelenmesi esasina dayanmaktadir.*

Pap-smear jinekolojide genital kanser taramasinda, hormonal durumun
degerlendiriimesinde, vajinal ve servikal iltihaplarin degerlendiriimesinde,

genital kanserlerin tedavisi sirasinda ve sonrasinda tedavi sonuglarinin
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degerlendiriimesinde kullanilir.** Bir tani testi degil, tarama testidir ve serviksin
premalign ve malign lezyonlari igin risk belirler. Bu testin kullaniminda énemli bir
sorun ise yanlis pozitif ve yanlis negatif degerlendirmelerdir. Yanlis negatiflik
orani, testin ilk tanimlandidi yillarda %40’ larda iken Dr. Ayre tarafindan bulunan
spatulanin kullanimi ile %20’lere; hatta alinan énlemlerle %5’e indirgenebilir.*?
En sik nedenleri; yetersiz ve yanlis yerden alinan materyal, yanlis yayma
teknigi, yetersiz boyama ve sitologun deneyimsizligidir. Yanhs pozitiflige yol
acan en onemli etken ise genital sistem iltihaplari; 6zellikle trikomonas
vajinitidir. PAP-smearin sensitivitesi %51 ve spesifitesi %90°dir.>®

PAP-smear taramasi igin 6rnek alinirken dikkat edilmesi gereken
noktalar sunlardir **

e Hastanin vajinal kanamasi olmamalidir.

¢ MUmklinse menstruasyonun proliferatif fazinda alinmalidir.

e Vajinal spekulum kuru ve steril olmalidir; lumbrikan kullaniimamalidir.

e Postmenopozal hastalarda endoservikal firga kullaniimalidir.

e Fiksasyonda alkol (%95'lik), spreye tercih edilmelidir. Hlcreler havada
kurumadan, hemen fiksasyon saglanmalidir.

e Smear alinmadan 48 saat oncesinde vajinal dus ve coit yapiilmamali; 7
gun oncesinden vajinal ovuller birakilmalidir.

e Serviks kanseri tanisi igin sitolojik 6rnekler vaginal forniks, ektoserviks ve
endoserviksten alinirken, hormonal degerlendirme igin 6rnek vagen yan
duvarlarindan alinmahdir.

Pap-test, 1950°den beri servikal kanser insidansini %79, mortaliteyi %70
azaltmistir.®* Tim bu olumlu bulgulara ragmen tarama hatalari, yanhs takip,
yanls negatiflik nedeniyle 6limler devam etmektedir. Bu ylzden sitolojinin
sensitivitesini arttirmak icin yeni yontemler bulunmaya caligiimistir. Tablo 2’ de

servikal kanser taramasi ile ilgili ¢esitli organizasyonlarin dnerileri gosterilmistir.
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Tablo 2. Servikal Kanser Tarama ile ilgili Cesitli Organizasyonlarin Onerileri

ACS ve ASCCP 2012

USPSTF 2012

ACOG 2012

TARAMAYA NE ZAMAN
BASLAMALI

21 yas

21 yasin altindaki
kadinlar cinsel iligki yasi
veya diger risk faktorleri
gbzetilmeksizin
taranmamali

21 yas

21 yas

Klinisyenler, saglik

30-65 yas arasi

problemleri ve dnleyici kadinlara yillik
metodleri tartismak i¢cin | tarama
Herhangi bir tarama yilhk Pap test Onerilmez.
yontemiyle yillik taramasini kullanabilir.
taranmaya gerek Klinisyenlerin ve saglik
YILLIK TARAMA DURUMU yoktur(yas kagolursa hizmetleri, hastaya
olsun) belirli araliklarla
Onerilen yararli
koruyucu hizmetlerin
alinmasini
kolaylastirmak i¢gin etkin
yollar aramalidir.
TARAMA METODLARI VE
ARALIKLARI
Sitoloji
21-29 yas 3 yilda bir 3 yilda bir 3 yilda bir
(konvansiyonel veya sivi bazli)
30-65 yas 3 yilda bir 3 yilda bir 3 yilda bir
HPV ko-test
21-29 yas <30 yas HPV ko-test <30 yas 6nerilir <30 yas HPV
(sitoloji+HPV test) onerilmez ko-test
Onerilmez
30-65 yas 5 yilda bir Tarama araliklarini
genigletmek isteyen 5 yilda bir
kadinlar igin 5 yilda bir
Onerilir
Primer HPV test 30-65 yas arasi <30 yas; tek basina
kadinlarda birgok veya kombine edilerek Belirtiimemis

klinikte tek basina HPV
testi dnerilmemektedir.

onerilir

TARAMA NE ZAMAN

>65 yas; yeterli tarama

>65 yas; yeterli tarama

>B65 yas; yeterli
tarama hikayesi

BIRAKILMALI hikayesi varsa hikayesi varsa
varsa
Total histerektomi
) ) sonrasli tarama
HISTEREKTOMI SONRASI oOnerilmez; subtotal Histerektomi olan w
Onerilmez

TARAMA

histerektomi sonrasi
tarama, 6nerilen sekilde
devam etmeli

kadinlara da onerilir

ACS: American Cancer Society

ASCCP: American Society for Colposcopy and Cervical Pathology
USPSTF: United States Preventive Services Task Force
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Tarama Onerileri:

Amerikan Jinekoloji ve Obstetri Dernegi (ACOG: American College of
Obstetricians and Gynecologists) 2012 yili tarama 6nerileri 3¢

e Taramaya 21 yasinda baglanmalidir.

e 21-29 yas arasi her 3 yilda bir Pap-test ile tarama onerilir.

e 30-65 yas arasi tercihen her 5 yilda bir ko-test (Pap test+ HPV test)
yapilmali; ancak tek basina 3 yilda bir Pap-test de kabul edilebilir. Tek
basina HPV testi dnerilmez

e 65 yas uzeri kadinlarda; CIN II/lll veya kanser 6ykiusu yoksa veya son 10
yil igerisinde arka arkaya 3 negatif Pap-test veya 2 negatif ko-test varsa
tarama onerilmez. CIN II/lll veya adenokarsinomu olanlarda ise taramaya
devam edilmelidir.

e Servikal kanser dykusu, HIV ile infekte, immun supresif veya inutero DES
(Dietilstilbestrol) maruziyeti olanlar  bu Onerilerin disinda
degerlendiriimelidir.

Sivi bazli teknikler:

Klasik Pap-smear alinmasindan farkli olarak, sivi bazl tekniklerde;
ornekler, skuamo-kolumnar bilegke ve ektoserviksin T/Z’den spatul ve firga ile
alindiktan sonra, fiksatif solusyonu ile dolu siseye daldirilir ve hucreler sise
icindeki fiksatife toplanir. Sitoloji laboratuarina fiksatif ile dolu sise etiketlenerek
gonderilir. Laboratuvarda, 40.000 epitelyal hicre lama yayilarak hazirlanir.
Hazirlanan preparat klasik Papanicolaou boyasi ile boyanir ve sitolog ya da
sitopatologlar tarafinda degerlendirlir. Bu yeni teknolojinin maliyeti klasik Pap-
smear testinden daha yuksektir; ancak daha duyarli bir test oldugundan daha
az tarama araligi gereksinimi yuksek maliyeti dengelemektedir.

Sivi bazh sitoloji; hem tarama, hem de sitolojik yorumlama hatalarindan
kaynaklanan vyalanci negatif sonuclarin oranini azaltmaktadir.®” Bu teknik
sayesinde tani i¢in daha ¢ok servikal hucre toplanabilir ve 6rnekten hazirlanan
preparatlarda hucre kumelesmesi, kan ve enflamatuvar degisikliklere bagh
artefaktlara daha az rastlanir. Bu yontemlerin Thin-prep, Autocyteprep gibi
cesitleri vardir. Yuksek oranda alkol igermesi ve buna bagli daha az hicre artigi

icermesi; tum spesmeni elde etmeye olanak vermesi; daha fazla oranda tanisal
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anomalilerin saptanabilmesi ve daha az oranda yetersiz smear elde edilmesi;
yanlis negatiflik oranini azaltmasi avantajlari arasinda sayilabilir.

Dezavantajlari ise; konvansiyonel sitolojiye gore spesifitesinin disuklugu;
degerlendiriimesinde ek egitim gerekmesi; laboratuvar agamasinin daha uzun
olmasi ve daha ylksek maliyeti olarak sayilabilir. Yapilan bir c¢alismada
konvansiyonel smear ve Thin prep’in yalanci negatiflik sonuglari kargilastiriimis
ve konvansiyonel pap smear icin yalanci negatiflik %15, Thin prep icin %4
olarak bulunmustur.®

Sitolojik Siniflama:

Papanicolaou Siniflamasi:

Yaklagik 50 yil boyunca en sik kullanilan bu sisteme gore sitolojik tablolar
5 sinifta incelenir.

Class | (Negatif 1): Tamamen normal yayma gorinumda.

Class Il (Negatif 1l): Kesinlikle benign tipte hicreler ve tam iltihabi yayma
gorunumda.

Class Il (Supheli): Anormal hicrelerin bulunusu. Bunlar normalden
sapmis olduklari ve kugku uyandirdiklari halde malign tanimina uyacak kadar
da anormal degildirler.

Class IV (Zayif pozitif): Birkac malign hicre.

Class V (Kuvvetli pozitif): Cok sayida malign hicre.

Papanicolaou sistemi ¢ok uzun bir stredir kullanildidi i¢in, zaman iginde
degisen Klinik ve histolojik terminoloji yuzinden klinige uygulamada zorluklarla
karsilasiimis ve Pap-siniflamasi, ¢esitli modifikasyonlara ugramistir.

Bethesda Siniflamasi:

ilk defa 1988 yilinda ortaya atilan ve 1991 yilinda revize edilen Bethesda
sisteminin son hali 2001 yilinda yayinlanmigtir. Bu sistemde, smear drneginin
degerlendirmeye uygunlugu hakkinda da siniflama yer almaktadir. Tablo 3' te

Bethesda siniflamasi gosterilmistir.
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Tablo.3 Bethesda Siniflamasi

SPESIMEN TiPi
Konvansiyonel, likit bazl v.s.

SPESIMEN YETERLILIGI

Degerlendirmek igin yeterli (endoservikal transformasyon zonunun komponentlerinin varligi/yoklugu ve/
veya diger kalite indikatorleri; kan, inflmasyon, v.s.)

Degerlendirmek igin yetersiz

Ornek isleme konulmadi / reddedildi (sebebi)

Ornek isleme konuldu-incelendi ancak epitel anormalliklerini degerlendirmek igin yetersiz (sebebi)

e o o Y

GENEL KATEGORIZASYON (Opsiyonel)

intraepitelyal lezyon veya malignansi agisindan negatif

Epitelyal hucre anormallikleri (skuamdz/glanddiler) (sonug/yoruma bak)

Diger ( = 40 yas kadinda endometrial hiicreler gorilmesi, v.s.) (sonug/yoruma bak)

\4

OTOMATIK GOZDEN GEGIRME
Otomatik cihazla inceleme yapildiysa cihazi ve sonucu belirt

YARDIMCI TESTLER
Test metodunun kisa bir tanimi

YORUM / SONUC
intraepitelyal Lezyon/Malignansi Agisindan Negatif
. Organizmalar
Trichomonas vaginalis
Morfoljik olarak kandidayi andiran fungal organizmalar
Bakteriyel vajinozis lehine degisen vajinal flora
Actinomycesle uyumlu bakteriyel morfoloji
. Herpes simplex ile uyumlu hiicresel degisiklikler
Diger non-neoplastik bulgular
Reaktif hiicresel degisiklikler
¢ inflamasyon
. Radyasyon
. RIA
Histerektomi sonrasi glanduler hiicre durumu
Atrofi

Epitelyal Hiicre Anomalileri
Skuaméz hiicre anomalileri
e  Atipik skuamdz hiicreler (ASC )
ASC - US
ASC-H
. Low-grade skuaméz intraepitelyal lezyon ( LSIL )
HPV / Hafifi displazi / CIN |
. High-grade skuamdz intraepitelayl lezyon ( HSIL )
CINII/CININ/CIS
. Skuaméz hiicreli karsinom
Glandiiler hiicre anomalileri
Atipik glanduler hicreler ( AGC )
e  Endoservikal hiicreler ( NOS vaya aciklayici bilgi )
e  Endometriyal hiicreler ( NOS vaya agiklayici bilgi )
e  Glandiler hiicreler ( NOS vaya agiklayici bilgi )
Atipik glandiler hiicreler ( AGC ) - Favor neoplazi
e  Endoservikal hiicreler ( Favor neoplazi )
e  Glandiiler hiicreler ( Favor neoplazi )
Endoservikal adenokarsinoma in situ
Adenokarsinoma
Endoservikal
Endometriyal
Ekstrauterin
Baska sekilde belirtiimeyenler
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HPV Testleri:

Onceleri sadece morfolojik kriterlere dayanilarak yapilan HPV tanisi igin
gunumuzde c¢gesitli immunolojik metodlar ve molekuler tespit yontemleri
kullaniimaktadir.

In-situ Hibridizasyon:

Radyoizotoplarla isaretlenmis HPV problarinin elde edilmesiyle viral
nukleik asitin saptanmasina olanak saglar. Normal gorunumlu dokularda da bu
yontemle HPV-DNA saptanabilmektedir. YUksek duyarlihgr vardir ve HPV
subgruplarina da bakilabilir.*®

Hybrid-Capture (HC) Yontemi:

Bir sollsyon hibridizasyon ydntemi olan bu test; ikinci nesil HPV tesit
yontemlerindendir. FDA onay! almistir. iki yaklasim icermektedir. Birincisi 1995
yiinda FDA’den onay alan ve YR-HPV tiplerini belirleyen Hibrid yakalama tup
(HCT)tar. Digeri ise 1999 yilinda FDA onayi alan ve HCT’den birka¢ tip daha
fazla belirleyebilen Hibrid Yakalama Il (HC Il)’dir. Hybrid-capture yontemi ile 0,2
pgr kadar HPV-DNA bile saptanabilmektedir.®® Bu ydntem, sinyal
amplifikasyonu kullanarak nukleik asitleri dogrudan belirler.

Spesimen, Digene servikal o6rnekleyici ya da supurge tipi servikal
ornekleyici ile ve Cyty Preserv Syt solisyonu ile toplanir. Bu ¢ozelti ile DNA
denature edilir ve aciga cikan DNA, DNA-RNA hibridleri olugturmak Uzere
spesifik RNA (ribonukleik asit) problari ile birlegtirilir. Olusan hibridler, spesifik
antikorlarla kaplh ylzey Uzerinde vyakalanir ve bu yakalanan hibridlerin
baglandigi antikorlara alkali fosfataz ile bagli antikor parcalari ile karistirilir. Bu
reaksiyonlarda olusan 1sik Grand; relatif 1sik birimlerinde (RLU) olgilir. RLU,
HPV-DNA urunuyle karsilastirilir ve sonug 1,0 ya da daha fazla ise pozitif olarak
kabul edilir. Basit ve hizli sonug veren bir tekniktir. En énemli dezavantaji ise
dusuk riskli veya yuksek riskli gruplar icerisindeki spesifik HPV tiplerini ayirt
edememesidir. Tahmini yanls negatiflik orani %1,1-7,5 arasindadir.**

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR: Polymerase Chain Reaction):

Nukleik asit amplifikasyon yontemlerinin en énemlisidir. Her HPV tipi igin
Ozgul primerler ve 1siya direngli polimeraz (Taq polimeraz) kullanilarak 6zgul
hedef DNA siralarinin enzimatik amplifikasyonunu saglar. En sik L1 geni
amplifiye edilir. Hibridizasyon metodlarindan ¢ok daha hassas bir tekniktir ve

teorik olarak bu testle, bir milyon hicrede tek HPV-DNA molekllinu tespit
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etmek mimkindir. Ug adimli bir yéntemdir. Yapilan bir caligmada PCR igin
sensitivite %87,4 ve spesifite %55 iken; HCII igin bu oranlar sirasiyla %92,5 ve
%51°dir.*? Bitiin mukozal HPV-DNA tiplerini belirleyebilir.

ASC-US ve Yonetimi

2001 Bethesda siniflamasinda yeniden dizenlenen Atipik Skuamoéz
Hucre (ASC) kavrami, yillardir gesitli fikir ayriliklarina neden olmustur.

Bu basglik altinda, atipik skuamé6z hicre-6nemi bilinmeyen (ASC-US) ve
atipik skuamo6z hucre-yuksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon (HSIL)
dislanamiyor (ASC-H) olmak Uzere iki tip tanimlamaya yer verilmistir.

ASC taniminda, nicel veya nitel olarak tanimlayici bir degerlendirmeye
olanak saglamayan; fakat SIL dusunduren sitolojik degisiklikler ifade
edilmektedir.** ASC, servikal tarama programlarinda saptanan en sik sitolojik
anormalliktir ve %5 olarak raporlanmaktadir.** ASC adi altinda, HPV’ye bagli
gOzlenen degisimler, inflamasyon, dejenerasyon godsteren atipi, havada
kurutulmus smear ve diger artefaktlar yer alir. Bu nedenle, benign reaktif
degisiklikleri dusunduren bulgular dikkatlice degerlendirilerek “intraepitelyal
lezyon veya malignite acisindan negatif”’ olarak siniflandirilmalidir.

1988’de ilk Bethesda sisteminde ortaya konulusundan itibaren ASC-US
tanimi, patologlar ve klinisyenler tarafindan tartismali bir konu olmusgtur. 1991
yihinda bu kavram revize edilmis ve ‘ASC-US,; reaktifi destekleyen’ ve ‘ASC-US;
neoplaziyi destekleyen’ olmak Uzere siniflamasi Onerilmistir. 1994 vyilinda
yayinlanan atlasta ise ASC-US “nitelik veya nicelik olarak skuamoéz
intraepitelyal lezyon (SIL) tanisi konulmasina yeterli olmayan; fakat reaktif
degisikliklere ait olanlara goére daha belirgin olan hicresel anormallikler” olarak
tanimlanmistir.*®> Amerika Birlesik Devletlerinde her yil 2 milyondan fazla
kadina ASC-US tanisi konulmaktadir.*®

Bethesda 2001 siniflamasina gore ASC-US kriterleri asagdidaki gibi
siralanmaktadir;

I. Cekirdeklerin kapladigi alan, normal intermediate skuamé&z hicre
cekirdegine gore 2,5-3 kat daha fazla,

[I. Cekirdek/sitoplazma orani hafifce artmis,

[Il. Minimal nukleer hiperkromazi ve kromatin dagiliminda veya c¢ekirdek

seklinde duzensizlik,
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IV. Dens oranjofilik sitoplazma ile iligkili nukleer anormallikler.

ASC-US olgularinin 1/3- 2/3’ G HPV ile iligkisizdir. HPV (-) olan ASC-US
cogunlukla maturasyondaki bir anormallik veya atrofi, inflamasyon gibi hicresel
degisikliklerle iligkilidir. Standart tanisal yontemler kullanildiginda ASC-US
insidansi %3-5 arasinda degismektedir. Bir sitoloji kliniginde ASC-US tanisi
alan olgular, toplam smearlerin %5’ini gegmemeli; LSIL’den 2, en fazla 3 kat
fazla go6rilmelidir. Bu, patoloji laboratuvarinin deger kalite kontroli igin
kullanilmaktadir.*” ASC-US tanisi konulan hastalardan elde edilen servikal
biyopsi materyallerinde CIN 1 orani %10-20, CIN 2 veya 3 oraniysa %3-5 olarak
bildirilmistir. Bu vakalarin % 0,1- 0,2 kadarinda ise altta yatan nedenin invaziv
kanser oldugu bildirilmistir.*®

ASC-US yobnetiminde adolesanlar, gebeler, immln stprese hastalar ve
menopozal hastalar gibi bazi 6zel gruplar énem arz etmektedir. Ornegin
adolesanlarda HPV enfeksiyonunun en ge¢ 24 ayda gegmesi beklenir ve buna
bagli sitoloji cogunlukla negatiflesir. Bu nedenle bu poptlasyonda triaj amagli
HPV testinin yeri yoktur.

2007 yilinda ASCCP tarafindan ASC-US yonetim secenekleri U¢ grupta
toplaniyordu. Birincisi; PAP-testin 6 ayda bir tekrarlanmasi ve anormal bulgu
saptandigi takdirde kolposkopi uygulanmasiydi. ikincisi; hemen kolposkopi
uygulanmasi; tglncu ise HPV testi uygulanmasi idi. Bu rehbere gére ASC-US
sonucu likit-baz sitoloji ile elde edilmisse YR-HPV DNA igin likit-baz
spesmeninde kalan rezidlu hucrelerde YR-HPV DNA aranabilirdi. Bu hastanin
HPV testi istenmesi icin tekrar cagiriimasini da gerektirmezdi. Reflex HPV testi
denilen bu degerlendirme kost-efektiftir, kolaydir ve %44-69 hastayi
kolposkopiden kurtarir.

2013 yihinda ASC-US yonetiminde ASCCP tarafindan yeni degisiklikler
yapilmistir. Buna goére direkt kolposkopi artik bir segenek olmaktan ¢ikmis;
smear tekrari 6 ayda degil; yilda bir onerilmigtir. 21-24 yas arasi yonetim
degisirken; postmenopozal hastalarda ydnetim ayni kalmistir. Sekil 2’de
ASCCP 2013 kilavuzuna gore ASC-US yonetimi 6zetlenmektedir.
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Sitolojide Onemi Belirsiz Atipik Skuaméz Hiicreli (ASC-US) Kadinlarin Tedavisi *

Tekrar Sitolojisi | &~ b < T
Yilda 1 kabul 4 freg
edilebilir Tercih Edilir
Negatif >ASC HPV Pozitif HPV Negatif
(LSIL olan kadinlarla aym
l \ sekilde tedavi edilir)
TRutln % Kolposkopi
arama Lezyon olmayan kadinlarda ve yetersiz .
kolposkopi olanlarda endoservikal BEY ilda blrngkr:ir
numune alma tercih edilir; §zamanii fes
digerleri icin kabul edilebilir

“Kadin gebeyse veya 21-24 yos araliginda
ise tedavi secenekleri degisiklik gosterebilir, AS‘?CP 2:;3;:‘::?!
*3 yil araliklarla sitoloji gore teda n

Sekil 2. ASCCP 2013 Kilavuzuna Gére ASC-US Ydnetimi

ASC-US ve HPV(+) grupta kolposkopide CIN tespit edilmezse 1 yil sonra
ko-test yapilir. Herhangi biri pozitif gelirse kolposkopi tekrarlanir. ikiside negatif
ise 3 yil sonra ko-test ve sonrasinda rutin tarama onerilir.

21-24 yas arasi yonetim ise diger yas gruplarindan farkhlik

gOstermektedir. Sekil 3’ te ASCCP kilavuzuna gore bu yonetim 6zetlenmektedir.

Sitoloji Tekran
@1Y HPV pozitif €———

Reflex HPV Testing

(Sadece ASC-US igin
kabul edilebilir)

(Tercihen)

v v 1
Negatif, ASC-US ASC-H, AGC, HGSIL
veya HPV negatif
LGSIL
. 1
Sitoloji tekrari @ 1Y

,l: I :l, Rutin tarama
Sitoloji negatif x 2 =ASC Kolposkopi
e

Rutin tarama

Sekil 3. ASCCP 2013 Kilavuzuna Gore 21-24 Yas Arasi ASC-US ve
LSIL Ydnetimi
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Persistan HPV (-) ASC-US durumu genellikle inflamasyon ve atrofiyle
iligkilidir. Hastanin pelvik muayenesi normal, postkoital kanama, anormal uterin
kanama gibi semptomlari yoksa yillik smear takibi 6nerilmektedir.

Human papilloma virtis(HPV)

HPV’nin viral ozellikleri:

HPV, papova viridae ailesinden, kuguk, zarfsiz, 55-60 nm buyukligunde,
ikozahedral kapside sahip, yaklasik 7900 b¢ uzunlugunda c¢embersel gift
sarmalli DNA igerir. GUnumuzde, 200’den fazla subtipinin oldugu ve yaklasik 40
tipinin genital enfeksiyonlara neden oldugu bildiriimektedir.*® HPV zarfsiz
oldugundan nispeten stabil bir virstur, pek ¢ok ortamda aylarca kalabilir. Ayrica
virus i1sitya dayanikhdir.

Yakin zamana kadar HPV’nin yeni bir alt tipinin ortaya konulmasi igin
daha 6nce tanimlanmig HPV tiplerinden %50’den az DNA homolojisi igermesi
gerekmekte iken, gunumuizde yeni bir tip tanimlayabilmek igin tim genomun
kodlanmasi ve E6, E7 ve L1 bdlgelerindeki nukleotid zincirinin dnceki tiplerle
%90’dan daha az oranda benzerlik gostermesi gerekmektedir. Kapsid 72
kapsomerden olusan her biri L1 ve L2 adinda en az iki kapsid proteini igceren
ikozahedral bir yapidadir.® Her bir kapsomer major kapsid proteini L1’in bir
pentameridir. Her bir virion kapsidi minér kapsid proteinin ¢oklu kopyalarindan
olugsmustur. Elektron mikroskobunda bakildiginda virts, bir golf topunu
andirmaktadir.

HPV’nin tim acik okuma cergevesi (ORF: open reading frame) protein
kodlayan sekanslari bir zincire baglanmigtir.

Viral genom, transformasyon ve replikasyondan sorumlu erken bdlge
(E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8 okuma proteinleri), kapsid proteinlerini
sentezleyen ge¢ bolge (L1-L2) ve replikasyonun orijin aldidi ve replikasyonun
kontrol edildigi kodlama yapmayan bdlge (noncoding region: NCR veya
longcoding region=LCR) olmak {izere (i¢ farkli bdlgeden olusmaktadir.’* HPV

gen bolgeleri ve fonksiyonlari Tablo 4’te verilmektedir.
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Tablo 4. HPV gen bdlgeleri ve fonksiyonlari®

KODLAMA BOLGESI FONKSIYON
El Viral DNA replikasyonu
E2 Viral transkripsiyon aktivasyonu ve diizenlenmesi
E3 Bilinmiyor
E4 Virionlarin salinimi
E5 E7 ile birlikte transformasyon(hiicre iskeletinin bozulmasi)
E6 Transformasyon, p53‘e baglanma ve pargalanmasi
E7 Transformasyon, pRB‘ye baglanmasi Viral replikasyonun
dizenlenmesi
L1 Maijor kapsid proteini olusumu
L2 Minor kapsid proteini olusumu

Birinci bolge, HPV viral genomundaki yuksek derecede cesitlilikten
sorumludur ve 400-1000 bp arasinda kodlanmayan duzenleyici bir bolgeyi
icermektedir. Bu bdlge ORF’lerin transkripsiyonunu kontrol ederek DNA
replikasyonunu duzenleyen bir P97 ¢ekirdek duzenleyici icermektedir.

ikinci bdlge “erken bolge” olarak adlandirilir ve E1, E2, E4, E5, E6 ve E7
ORF’lerinden olusur. Bu ORF’ler viral replikasyon ve onkogenezle iligkilidirler.

Uglincli bélge “gec bolge” olarak adlandirilir ve viral kapsid igin L1 ve L2
yapisal proteinlerini kodlar. L1; &karyotik hicrelerde eksprese olma o6zelligi
gOsteren major kapsid proteinidir. L1 tarafindan kodlanan protein, kapsidde
bulunan baslica proteindir ve papillomavirusler arasinda oldukga korunmus ve
her HPV tipinde benzer olan proteindir. L1 ve L2, major ve mindr kapsid
proteinlerini igeren ayri iki yapisal proteini kodlar. L2 tarafindan kodlanan
protein degisik HPV tipleri arasinda c¢ok farkhdir ve HPV tipleri arasindaki
antijenite farkhligini ortaya ¢ikarir. Geg¢ bolgede transkribe olan tim proteinler
hicre kokenli transkripsiyonel proteinler tarafindan dizenlenir ve sadece
terminal maturasyon gosteren skuamoz epitelyal hacrelerde Uretilir. L1 ve L2
tarafindan kodlanan kapsid proteinlerinin  miktari epitelyum terminal
matlirasyonu ile ylUksek oranda korelasyon gosterir. Kondilom gibi iyi

diferansiye HPV tarafindan olugturulan lezyonlar L1 ve L2 tarafindan kodlanan
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proteinlerden zengindir; buna karsin, yuksek dereceli CIN lezyonlari gibi az
diferansiye lezyonlarda ¢ok az miktarda kapsid proteinleri bulunur. Erken bolge
ORF’leri viral DNA replikasyonundan énce eksprese edilen proteinleri kodlar.
Uc erken ORF (E5, E6 ve E7) onkogendir ve degisimi ayarlarlar. iki diizenleyici
protein, E1 ve E2, replikasyon ve transkripsiyonu duzenler. Ayrica E2, E6 ve
E7’nin ekspresyonuna negatif etki yapar.*?

Siniflandirma:

1995 yilinda papillomaviruslar, 4’4 karsinojenik (HPV tip 16 ve 18) ve 2’si
ise olasi karsinojenik (HPV tip 31 ve 33) tip olarak olarak siniflandirilip iki temel
gruba ayrilmistir.>® Papillomaviruslarda yeni bir tip tanimlayabilmek icin; HPV
genomunda, bilinen en yakin HPV tiplerinin L1, E6 ve E7 ORF’leri arasinda
%10’dan daha fazla bir farkliligin olmasi gerektigi bildiriimektedir. Bu farklihk
%2-10 arasl ise yeni bir subtipi, %2'den az ise tip ici cesitliligi gdstermektedir.>*

Papillomaviruslar karakteristik tropizm gosterir. Bazi tipler kutaneotropik
bazilari ise mukozatropiktir. Bagka bir grup HPV ise farkli olarak kutan6z ve
mukoz dokulardan ve lezyonlardan izole edilebilirler. HPV duyarli olan dokuya
goOre kutan6z ve mukozal olarak 2 grupta incelenebilir. Kutanéz HPV’ler derinin
skuamoz epitelini infekte eder ve burada replike olur. Mukozal HPV’ler ise
muk6éz membranlari infekte edip replike olurlar ve epitelyum proliferasyonunu
indUklerler.

Servikal kanser ve prekursorleriyle iligkisine gore HPV’ler yuksek riskli ve
duguk riskli olmak Uzere iki gruba ayrilarak incelenebilir. Duguk riskli tipler; 6,
11, 42,43, 44,54, 55, 61, 62, 64, 71, 72, 74, 81, 83, 84, 87, 89, 91; yuksek riskli
tipler; 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70,
73, 82,85 olarak sayilabilir. YUksek riskli gruptaki bazi HPV tipleri nadiren
kanserlerle iligkilendirilebilirken, skuamoz intraepitelyal lezyonlarda sikga
bulunmaktadirlar. Bu nedenle bazi bilim adamlar bu tipleri orta riskli tipler
arasinda siniflandirmaktadirlar. Bunun yaninda duasik riskli HPV tiplerinin de
bazen servikal karsinomlara yol agabilecegi bildirilmektedir. Duguk riskli gruplar
benign anogenital kondiloma ve dusuk grade skuamoz intraepitelyal lezyonlara
yol acarken, yuksek riskli gruplar anogenital kanserleri olusturmakta ve servikal
kanserlerin %99,7’sinde saptanmaktadir. Tablo 5te HPV tipleri ve iligkili
olduklari hastaliklar gosterilmektedir.
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Tablo 5. Hastaliklarla lligkilerine Gére HPV Tipleri

HASTALIK HPV TiPI
KUTANOZ HASTALIK
Plantar sigiller 1,2,4,63
Genel sigiller 2,1,7,4,26,27,29,41,57,65,77, 1, 3, 4, 10, 28
Diiz sigiller 3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76
Diger kutandz lezyonlar 6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72, 73

(epidermoid,laringeal karsinom)

2,3,10,5, 8,9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23,
Epidermodisplazi verrusiformis 24 25 36. 37. 38. 47. 50

Kondiloma akuminata 6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70
(Genital sigiller)

MUKOZAL HASTALIK

Rekdurren respiratuar papillomatozis 6, 11

Lokal epitelyal hiperplazi 13, 32

(Heck hastaligi)

Konjunktival papillomlar/karsinomlar 6, 11, 16
Belirlenmemig 30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69

CIN Yiksek risk 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 74
Disuk risk 16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52,
56, 58, 66
Servikal karsinom 16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 70

Onkojenik HPV tipleri icinde 16 ve 18 servikal intraepitelyal neoplazilerin
(CIN) %52’sinden ve servikal kanserlerin ise %77’sinden sorumlu iken, HPV 6
ve 11 ise anogenital kondilomlarin %90’indan sorumludur.®® HPV tip 6 ve 11
dusuk risk grubundadir, nadiren malignensiye sebep olan, genital sigillerin
cogunun etkeni olan, en sik rastlanilan iki tiptir. HPV tip 16 ve 18 ise invaziv
anogenital kanserlerde 6ne c¢ikan, major yuksek risk grubunda yer alan
tiplerdir.>® Tanimlanan HPV tiplerinin 40’'tan fazlasinin anogenital yolun epitelini
ve vucudun diger mukozal bdlgelerini infekte ettigi bildiriimektedir. Bu tiplerin 18
kadarinin onkojeniteye sebep oldugu gosterilmistir. Tablo 6’da HPV

genotiplerinin risk gruplarina gore dagilimi verilmigtir.
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Tablo.6 HPV Genotiplerinin Risk Gruplarina Gére Dagilimi

Yiksek Riskli 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 69, 70,
Tipler 73, 82,85

Diisiik Riskli Tipler | 6, 11, 32, 40, 42, 44, 54, 55, 61, 62, 64, 71, 72, 74, 81, 83, 84, 87, 89,91

Patogenez:

HPV oldukga spresifiktir ve turler arasi bulag bildirilmemistir. HPV’nin
bilinen tek konagi insandir. Servikal T/Z’de bulunan immatir skuamoéz
metaplazi, HPV’nin hedef bdlgesidir ve malign dénisim igin en yuksek risk
tasiyan bolgedir. Bu bdlgedeki matirasyonun az oldugu fetal dénem, puberte ve
gebeligin erken donemi T/Z metaplazisinin en aktif oldugu dénemlerdir.

HPV replikasyonunun epitel stratum germinativumundaki (basal tabaka)
hicrelere girisi ile basladigi dusuntlmektedir. Epitel dokunun travmasi
sonucunda epitel ylzeyi bozulur ve enfeksiyon L1 ve L2 kapsid proteinlerin
konak hiicre reseptdrlerine baglanmasiyla baslar.>” Diger bircok virusta oldugu
gibi HPV’nin bazi tipleri konak hicreye, hicre yuzeyinde bulunan heparan sulfat
ile baglanmaktadir.®® HPV'nin konak hiicreye baglanmasinda proteoglikanlarin
da rol oynadigi bilinmektedir.

HPV, viral transkripsiyon ve replikasyonu igin ihtiyac duyulan proteinleri
konak hucreden faydalanarak kodlar. Konak hucrenin HPV genomunun LCR
bolgesinin etkilesimi ile HPV replikasyonu baglar ve HPV “rolling circle”
(yuvarlanan ¢ember) replikasyon modeli ile nikleusta ¢ogalir. E1 proteini viral
DNA replikasyonu, E2 proteini ise hem viral replikasyon hem de
transkripsiyonun kontroll icin gereklidir. Bu proteinler HPV genomunun bazal
hacrelerin nikleusunda epizomal halde kalmasini ve replikasyonunun devamini
saglar. E1 ve E2 kompleks olusturarak LCR2 ‘deki replikasyon orijinine baglanir
ve DNA replikasyonunu basglatir. E1 proteininin helikaz aktivitesi vardir. E2
proteni ayrica E6 ve E7 genlerinin ekspresyonunu baskilar. E4 proteini hiicreye
seklini veren sitoskeletona baglanarak yapisini bozar. E5 proteini hulcre
membranindaki Ureme faktor reseptoérlerine baglanarak hlicre proliferasyonunu
stimile eder. E6 ve E7 proteinleri hucreleri transforme edici proteinlerdir.

Hucrelerin transformasyonu viral DNA konak hicre genomuna integre
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oldugunda gerceklesir. Sadece HR-HPV tiplerinin genomlari konak hucre
DNA’sina integre olur. LR-HPV tiplerinin genomu benign ve dusuk grade
lezyonlarda yani selim lezyonlarda her zaman ekstrakromozomal epizom olarak
bulunur. HPV DNA’'nin entegrasyonu sirasinda normalde viral onkogenleri
baskilayan E2 proteininin geninde bozulma meydana gelir ve viral
onkoproteinler olan E6 ve E7 aktive olur ve daha stabil olarak eksprese edilirler.
Bu etkilesim sonucunda E6 ve E7 genlerinin transkripsiyonu indiklenir.>
Ardindan EG6 ve E7 proteinleri p53 ve pRb proteinlerine baglanip bunlari inaktive
ederek konak hudcrenin mitotik aktivitesini azaltirlar. E6 ve E7 proteinlerinin
fonksiyonu, konak hiucreye HPV invazyonu sirasinda viral replikasyonu
kolaylastirmaktir. E6 proteini p53 proteinini hedefler ve p53 bir hicresel ubikitin
ligaz tarafindan degrade edilir. Bu yikim inaktive edici bir mutasyon ile ayni
etkiye sahiptir.

Sonug olarak G1 durur, apopitozis ve DNA onarimi iptal olur. DUsuk riskli
HPV EG6 proteinleri p53’e Olgllebilir seviyelerde baglanmaz ve in vitro olarak p53
stabilitesi Uzerinde bir etkisi yoktur. Ayrica E6’nin telomerazi aktive etmesi de
hicrelerin surekli proliferasyonuna neden olur. HPV E7 gen urinl proteinlerin
R13 ailesinin hipofosforile formuna baglanir. Bu baglanma pRB ve hucresel
transkripsiyon faktéri E2F-1 in arasindaki kompleksi bozar ve bu da E2F-1’in
serbestlesmesi ile sonuglanir, bu da hiicrenin S fazina girmesi icin gereken
urtnlerin gen transkripsiyonuna izin verir. E7 gen urunu siklin E gibi diger
mitotik olarak inaktif hiicresel protinlerle de iligki kurabilir. Sonu¢ hicresel DNA
sentezinin stimulasyonu ve hicre proliferasyonudur. Ardindan E5 gen urinu
mitojen-aktive protein kinaz aktivitesini indikler ve arttirir. Bdylece buylime ve
farkllagma faktorlerine hilcresel cevaplan guglendirir. Bu durum ardisik
proliferasyon ve konak hucrenin gecikmis farklilasmasi ile sonuglanir. Ardindan
E1 ve E2 gen Urunleri sentezlenir. E2 gen Urunu, E6 ve E7 genlerinin
transkripsiyonunu bloke eden bir DNA baglayici proteindir ve LCR’de yer alan
replikasyonun viral orijinine E1 gen Urununin baglanmasina izin verir. Bu
baglanma, hicre siklusunun S fazindaki ekstra kromozomal elementler olarak
viral genomun replikasyonunu baglatir. Genomun kopya sayisi, bu hicrelerde
sabit bir seviyede tutulur ve transkriptler duguk bir seviyede eksprese edilir. E6
ve E7 transkripsiyonunun E2 aracili down-regulasyonu; p53, pRB proteinlerinin

salinmasiyla ve konak hudcrenin normal farklilagsmasina devam etmesine izin
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verilmesiyle sonlanir. Sonrasinda ge¢ promotor, kapsid genleri L1 ve L2 vi
aktive eder. Viral partikuller gekirdekte birlesir ve tamamen kornifiye epitelyal
tabakalari halinde salinir ve aynlir. E4 gen Uurlnl, papilloma virus gen
partikillerinin olgunlasmasi ve saliniminda rol oynar. Sdireg, sitolitik gibi
gorunmektedir. Replikasyon surecinde viral DNA epitelin tim kalinhigr boyunca
yer alirken, intakt virionlar dokunun sadece ust tabakalarinda bulunur. Sigil veya
kondilomada viral replikasyon, basal tabaka hari¢ tim epidermal tabakalarin
proliferasyonu ile iligkilidir. Bu durum akantozis, parakeratozis, hiperkeratozis ve
histolojik olarak gorulen tipik papullomatéz hicre yapisini olusturan rete
yariklarinin derinlesmesine yol acgar. Bazi infekte hucreler genis, genellikle
poligonal sitoplazmik bir vakuol icerisinde kigtlmuUs bir ¢cekirdegi olan, skuaméz
hicreler olan koilositlere dénlsur. Basal tabakadaki hicrelerin asiri gogalmasi,
bazilari anormal olan yuksek mitoz orani, malign veya premalign hastaligin bir
Ozelligidir. Viral genom nukleusta persiste olur ve hucrelerin mitozu ile diger
yeni hucrelere aktarilir. Replikasyonun erken donemlerinde E6 ve E7 parabazal
hiicrelerce eksprese edilir. iki gec protein olan virionlarin toplanmasi ve DNA
paketlemesinden sorumlu L1 ve L2’nin ekspresyonu ise olduk¢a ge¢ ve matir
skuaméz epitelde olur. Uretimin son basamagi olan enfekte virion olusumu igin
enfekte epitelyal hicrelerin terminal farkhlasmasi gereklidir. Enfekte virtislerin
salinimi ise epitelyal hudcrelerin  dongusu igindeki son basamak olan
deskuamasyon sirasinda olusur.

Sonugta HPV enfeksiyonunun devami epitelyal hicrelerin farklilasma
surecine baghdir. Virts ilk olarak bazal keratinositleri enfekte eder, fakat ylksek
orandaki viral proteinlerin ekspresyonu farklilasmis epitelyal hlcrelerde olur.
Enfeksiyonun ilk agamasinda hlcre bagina 50- 100 kopya replikasyonu olurken,
enfekte hdcrelerin farklilagsmaya baslamasi ile hicre basina en az 1000 ile
birlikte asiri E6, E7 ve geg proteinler Gretiimeye baslanir. E6 ve E7 proteinlerinin
ekspresyonu yuksek “grade’li lezyonlara donusumde artis goOsterdiginden,
terapdtik asilar igin ¢ok iyi bir hedeftir. Bu slregler non-litik oldugundan bu
sirada inflamatuvar sureglerde ¢ok az bir etkiienme olur. Sonugta HPV konakgi
immun sistemden pratik olarak gézukmez bir sekilde ¢ok uzun bir sure kalir.
HPV’ nin produktif infeksiyonu yuzeyel tabakalarda sitoplazmik vakuolizasyon,
perinikleer halo ve genellikle bluyuk, hiperkromatik nukleus ile karakterize

“koilositoz” denilen sitopatik etki olusturur. Koilositoz, bosluk anlamina gelen
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koilos kelimesinden gelir. HPV replikasyonu bazal tabaka harig epidermisin
diger tabakalarinda asiri proliferasyona yol acgar ve hucrelerde hiperplazi

(akantoz) ve hiperkeratoz olusur. HPV patogenezi Sekil 4'te 6zetlenmistir.
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Sekil 4. HPV Patogenezi

HPV Dogal Seyri:

Serviksin hemen hemen tum preinvazif lezyonlarinda ve servikal
kanserde HPV saptanmigtir. HPV-DNA sirasiyla ASC-US’ta %30,8, LSIL’de
%63,2 ve HSIL'de % 83 oraninda pozitif olarak saptanmistir.?® HPV enfeksiyonu
genellikle asemptomatik, lokal, cogu gecici ve Klinik belirtilere sebep olmaz.
Yeni HPV infeksiyonlarinin ortalama suresi 12 aydir ve %70’i 1 yil i¢cinde ve %
90’1 2 yil icinde temizlenir. ilk HPV infeksiyonu ve servikal kanser geligimi
arasindaki sure genellikle 10-15 yildir.

HPV infeksiyonundan sonra dogal bagisiklik suresi ve HPV’nin dogal
hikayesinin birgok yonu tam anlasiilmamistir. Molekuler biyoloji sayesinde HPV
enfeksiyonlarinin dogal seyri daha iyi anlasilabilmektedir. Papillomavirtsler
epiteli enfekte etmek i¢in bazal ya da parabazal hicrelere ulasmalidir. Servikste
bu olay skuamokolumnar bileskede olur. Ayni zamanda bu olay transformasyon

bdlgesinde metaplazik skuamé6z epitelin immatir bazal ya da parabazal
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hdcrelerden olustugu ince, immatur kisimlarinda ortaya ¢ikar. Mitotik olarak aktif
olan hicre enfekte oldugunda virus hicre iginde latent formda kalir ve DNA
nukleusta yer alirken replikasyon sadece normal hicre siklusu ile eszamanli
olarak olusur. Bu duruma “latent enfeksiyon” adi verilir. Latent enfekte hicreler
morfolojik olarak normaldir. Tam virion Uretilmediginden latent enfeksiyonu olan
hastalar eneksiyonu baskalarina bulastirmazlar. Latent enfeksiyonlar sadece
HPV-DNA hibridizasyonu gibi molekuler tekniklerle saptanabilir. Latent
enfeksiyonu olan hastalar klinik olarak taninamazlar. Latent enfeksiyonu olan
bireyler virusu belli ve 6nceden tahmin edilemeyen araliklarla saldiklarindan
belirli bir zaman surecinde tarama yapilan kadinlarda HPV DNA saptanmasi
degiskenlik gosterir.

Cogu kadinda ilk ortaya ¢ikan HPV enfeksiyonu hicbir tedaviye gerek
kalmadan normal konakg¢i immunolojik savunma mekanizmalari sayesinde
kendiliginden iyilesmektedir. Ancak bilinmeyen nedenlerle bazi bireylerde latent
papillomavirusler konak hucre siklusundan bagimsiz olarak replikasyona
baslamakta ve ¢ok miktarda virion ortaya ¢ikmaktadir. Bu déneme ‘produktif
viral enfeksiyon donemi’ adi verilmektedir. Produktif enfekte epitelde viral
replikasyon intermediate ve superfisyal hicrelerde ortaya ¢gikmakta ve en fazla
viral yuk terminal diferansiye epitelde bulunmaktadir. Viral replikasyonun erken
genler tarafindan kontrol edilmesine ragmen, epitelyal hicreler diferansiye
oldukca konak epitel hucreleri tarafindan diferansiyasyona spesifik
transkripsiyonel faktorler dretiimekte ve viral DNA'ylr cgevreleyecek kapsid
proteinleri sentez edilmektedir. YR-HPV’ler kendi DNA’larini konakg¢i DNA’larina
entegre ettiklerinden vicuttan eradikasyonlari uzun surmektedir. HPV-DNA'nin
8 aydan uzun slre vlcutta tespiti persistan enfeksiyonu gostermektedir.
Hastalarin %10’'unda persistan enfeksiyon gorilur ve bu olgularin invazif
kansere ilerlemesi 15-20 yillik bir streci kapsamaktadir. HPV’nin dogal seyri,

Sekil 5’te 6zetlenmektedir.
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YR-HPV ile persiste infeksiyonu olan hastalar HSIL ve servikal kanser
gelismesi bakimindan buyuk risk altindadir. Buna karsilik servikal kanser
gelismesi icin HPV infeksiyonu gerekli fakat tek basina yetersiz bir sebeptir.
Persistan YR-HPV infeksiyonu olan hastalarda uygun kofaktérler varsa
prekanseroz lezyonlarin ileri formlari gelisir. Sigara, cinsel aktivitenin erken
yasta baslamasi, uzun sdureli oral kontraseptif kullanimi, immin yetmezlik,
multiparite, ¢ok sayida cinsel partner olmasi ve diger cinsel yolla gegen
infeksiyonlarin  varligi gibi kofaktorler karsinogeneziste rol alir. Erken
taninmadigi ve tedavi edilmedigi takdirde ortalama 15 yil sonra servikal kansere
donisir.®?

HPV’ye kargi immun cevap ge¢ olusur. HPV latent, non-litik infeksiyon
olusturdugundan ve viremi fazi olmadigindan dolayr HPV’ye karsi antikorlar
HPV-DNA tespitinden 8 -18 ay kadar uzun sure sonra ve dustk dizeyde gelisir.
Ustelik HPV ile enfekte keratinositlerin ylzeylerinde az miktarda HPV antijeni
sunmalari da virusun immun cevaptan kacmasinda rol alir. HPV’'nun kapsid
proteini L1'e karsi geligsen tip spesifik 1gG (Immunoglobulin G) veya IgA
(Immunoglobulin A) antikorlari serum veya servikal sekresyonda tespit edilir ve
koruyucudur. Ancak HPV ile infekte olan kigilerin hepsinde tespit edilebilir
dizeyde antikor cevabi yoktur. Servikal kanseri olan HPV 16 DNA pozitif
kisilerin yaklasik % 50’sinde IgG antikor cevabi olusur. HPV tip spesifik 1gG
antikor pozitifligi yillarca persiste edebilir. HPV lezyonlarinin gerilemesinde

hdcresel immunite rol oynar. Hiucresel immunitenin baskilandigi HIV (Human
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Immunodeficiency Virus) enfeksiyonu veya organ transplantasyonu yapilan
kisilerde HPV lezyonlari daha yiiksek oranlarda gériiliir.®?

HPV ve servikal karsinogenez:

Serviks kanseri tim dinyada kadinlardaki kansere baglh olimler
icerisinde meme kanserinden sonra ikinci sikliktadir.® Neredeyse tamaminda
(%99,7) HPV-DNA izole edilmektedir.** Servikal malign transformasyon icin en
yuksek risk tasiyan bdlge, dolayisi ile HPV’nin hedef bdlgesi T/Z’de bulunan
skuamoz metaplazi bolgesidir.

Serviks kanseri-HPV iligkisi ilk olarak 1980’lerin basinda alman virolojist
Herold Zun Hausen tarafindan belirlenmis, zamanla daha iyi anlasiimistir.
Servikal kanser gelisimi icin YR-HPV enfeksiyonu mutlaka gereklidir. Latent
evre, subklinik evre ve klinik evre olmak Uzere servikal HPV enfeksiyonun 3
evresi vardir.

Latent Evre: Ortalama 3 hafta ile 8 ay arasinda surer. Virls, stratum
germinatumdaki bazal hicreleri enfekte eder. Viris genomu kilifindan ayrilir ve
hicre c¢ekirdedine girerek konak DNA’sina girmeden latent olarak Kkalir.
Hastaligin bu donemde morfolojik, sitolojik ve kolposkopik hi¢bir bulgusu yoktur;
yalnizca ultrasensitif PCR teknikleri ile saptanabilir.®®

Subklinik Evre: Viris genomu replike olur ve blylume faktorlerinin etkisi
ile bu evreye gecilir. Intraepitelyal neoplaziler bu evreye girer. Epitelde
proliferasyon, akantozis ve hiperkromazi olur. HPV’nin karakteristik bulgusu
olan ve malign transformasyon gostermeyen koilositler de bu dénemde
gorulebilir. Bu dénemde sitoloji ve kolposkopi pozitif olabilir. HPV bu donemde
konak genomuna entegre olabilir veya olmayabilir. Konak genomuna yalniz YR-
HPV’ler entegre olabilir. Entegre olsun veya olmasin anormal smear ve
kolposkopi sonuclarina neden olabilir. Kesinlikle tedavi edilmelidir.

Klinik Evre: Klinik olarak bulgularla yani kondilom, sevrikal lezyon veya
kanser gelisimi ile karakterizedir. infeksiyonu meydana getirebilmek igin
HPV’nin bazal ve parabazal hicrelere ulasmasi gerekmektedir. Viral genler,
epitelyal harelerin gogalmasini ve faklilasmasini duzenleyen mekanizmalarla
etkilesirler ve bu yolla kromozal dengesizliklerin ve malign differansiasyonun
ortaya ¢ikmasina neden olurlar. Tumor gelisebilmesi igin g¢ogunlukla virGs
genomumun konak DNA'’sina entegre olmasi gerekmektedir. Bu birlesme E1 ve

E2 bolgelerinden olur. E2 bu sekilde inaktifleserek, E6 ve E7 nin aktiflesmesine

37



neden olur. Bu da tumor baskilayici genler olan P53 ve pRB ‘nin
baskilanmasina ve kontrolsuz ¢ogalma ve malign donigume neden olur. Viral
E6 ve E7 onkogenlerinin bazal ve parabazal hicrelerde dengesiz bir sekilde
ekspresyonu ile servikal karsinogenez induklenir. Bu durumda epitelde
differansiyon agsamalari bloke olur ve yuksek dereceli displazilerde E6 ve E7
miktari cok yuksektir.

Mikronukleus:

Hicrede mitozun metafaz-anafaz gecisi esnasinda olusan, hcre
sitoplazmasi iginde, ana nukleusun disinda fakat nukleus ile sekil, yapi ve
boyanma Ozellikleri bakimindan ayni olan kuguk kuresel vyapilara
“mikronukleus” (MN) denir.®® Baska bir deyisle mikronukleus, hiicre bélinmesi
sirasinda serbest kalan kromozomal parcalarin ya da kromozomlarin ortamda
varhdini devam ettirmesidir. Temel olarak cgesitli karsinojenik, mutajenik ve
klastojenik ajanlara organizmanin maruz kalmasi sonucu olusan DNA hasaridir.

Mikronukleusun cesitli olusum mekanizmalari Tablo 7°de 6zetlenmisgtir.

Tablo 7. Mikroniikleus Olusum Mekanizmalari®®

e DNA kiriklari sonucu olugan asentrik kromozom/ kromatid fragmanlari

e Tum kromozomun/kromatidin kinetokorlari Uzerindeki tubdlin fiberlerinin
tutunmasindaki hatalar sonucu nikleus disinda kalmasi

e Sentromerik DNA’da olusan hatalar sonucu kromozom/kromatidlerin ntikleus
disinda kalmasi

¢ Kinetokor proteinlerinde hatalarin olugsmasi sonucu kromozom / kromatidlerin
ndkleus digsinda kalmasi

e Nukleoplazmik képri olusumu ve kirilmasi

¢ Histon modifikasyonlari ve geg replikasyon

e Kirik-fuzyon-kirik (BFB: bridge-fusion-break) sonucu olusan gen amplifikasyonu

nedeniyle nukleer tomurcuklanma

MN, fiziksel ve kimyasal mutajene maruz kalan hucrelerde,

kromozomlarin hasar goérmesi veya onlarin asentrik parcalari ya da mitotik
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igdeki hatalar nedeniyle kutuplara gekilemeyen kromozomlarin sitoplazmada
yogunlagsmasi sonucu olusur yani kromozomal fragment veya tum bir
kromozomu igerebilir.’” MN, esas olarak hiicre siklusunu kontrol eden
genlerdeki kusurlar, mitotik igcikte bozukluk, kinetokor ve diger mitotik aparatus
parcalarindaki ~ bozukluk, = sentromerik  DNA  hipometilasyonu  gibi
mekanizmalardaki kusurlardan olusur. Mikronukleus olusumu ilk olarak
eritrositlerde saptanmistir. Zamanla genetik hasar olgumu igin toksikolojide,
diyette, ila¢ sanayinde, kanser riski olusum suphesinde ve radyoterapide 6nemi
anlasiimistir.®® DNA hasarinin in vivo ve in vitro olarak belirlenmesinde, en
ekonomik ve en pratik tekniklerden biri haline gelmistir.

Mikroniikleuslar mitozdan sonra farkli yollar izleyebilir;

1. Apoptozis ile hicreden uzaklastirilabilir,

2. Hucreden disari atilabilir,

3. Ana nukleus icine tekrar girebilir,

4. Nukleus digi bir yapi olarak, hicre sitoplazmasi iginde kalabilir.

MN calismasi lenfositler, fibroblastlar ve dokulmuis epitelyal hicrelerle
yapilabilmektedir. MN yontemi, fiziksel ve kimyasal genotoksik ajanlarin
etkilerinin belirlenmesine olanak saglayan bir yontemdir ve in vivo genotoksin
maruziyetinin degerlendiriimesi, in vitro genotoksisite testleri, nitrigenomiks
calismalari, farmakogenomik ve kanser riskinin degerlendiriimesinde yerini
almistir. Basit, kisa zamanda sonug veren ve DNA hasari konusunda guvenilir
bir tekniktir. Gunumuzde bir¢ok kanser tipi ile kromozomal kiriklar arasinda
baglanti oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, kanserli olgularda MN testi
yapilmakta ve anlamli sonuglar elde edilmektedir.”

Sitokinez Baskilanmisg Mikronukleus (Cytokinesis Block MicroNucleus
:CBMN) sitalazin-B (Cyt-B)’nin hucre bdlinmesini sitokinez evresinde durdurma
Ozelligi temel alinarak tanimlanmigtir. Cyt-B, sitokinez evresinde aktin
filamentlerin ucuna baglanarak aktinin polimerize olmasini énler ve bdylece
hiicre bélinmesini durdurur.”* Bu analiz, MN ile beraber apoptotik ve nekrotik
hicreleri de tanimlar. Skorlama 6zellikle mikronukleus gosterme potansiyeline
sahip bir kez bdlinen binukleer hucrelerle sinirlhidir. Son yillarda CBMN;
kromozom kiriklari, DNA hatali onarimi (misrepair), kromozom kaybi, non-
disjunction, nekroz, apopitozis ve sitostazis incelemelerinde kullanilabildigi icin

kapsamli bir yontem haline gelmistir. Kromozom kiriklari kendiliginden,
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mutajenler, iyonize radyasyon veya DNA hasarina neden olan kimyasallar
nedeni ile olugabilmektedir. Genellikle kirilan uglar tekrar birlesir ve kirik onarilir;
ancak bazen kiriklar kromozomal delesyonlara ve hatta birden fazla kirigin
olmasi durumunda kromozomlarin yeniden duzenlenmesine yol agabilir.

Kromozom kiriklari hicre siklusunun G1, S ve G2 asamalarina meydana
gelebilir.”?

iki tip kromozomal kirik vardir. Kromozom tipi kiriklar ve kromatid tipi
kiriklar. Hangisinin olacagi, hicre siklusunun hangi fazinda ajana maruz
kalindigina baghdir. Eger ajan mitoz bélinmenin GO veya G1 fazinda etkili ise
kromozom tipi kiriklara, S veya G2 fazinda etkili ise kromatid tipi kiriklara yol
agar. Kromozom Kkirilmasi sonucu olusan asentrik parcalar ya metafazda
kaybolur ya da anafazda mikronukleuslari olusturur. Bu metod ayni zamanda
nikleoplazmik kopru olusumu, telomer end-fusion veya DNA misrepair sonucu
olusan disentrik kromozomlarin da bir gostergesidir. Gen amplifikasyonunun bir
gOstergesi olan nukleer tomurcuklanmalar da bu yontemle Olgulebilir. Bu
yontemde, inkiibasyondan 44 saat sonra sitokalazin-B eklenmesi ile sitokinez
durdurulur. Bdylece mononukleer (bolinmeyen) ve binukleer(in vitro bir kez
bdlinebilen) hlcreler ayirt edilebilir. Cyt-B, sitokinezin tamamlanmasi igin
gerekli mikroflaman halkasinin  birlesmesini engeller. Bu kosullarda
mononukleer hicreler, in vivo biriken kromozomal/genomik mutasyonlarin
seviyesini gOsterirken, binukleer hucreler in vitro mitoz sirasinda ve daha
oncesinde biriken hasarin derecesini gosterir. Sekil 6’da sitokinez baskilanmis

mikronukleus yontemi 6zetlenmigtir.

siobalaxin E:
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Sekil 6. Sitokinez baskilanmis mikronukleus ydntemi (cytokinesis block

micronucleus: CBMN assay) sitokalazin B eklenme zamani®®
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Fenech, 2007 yilinda MN sikhdini degerlendirmek igin hicre segim
kriterlerini ve MN degerlendirme kriterlerini belirlemistir. Tablo 8'de MN sikligini
degerlendirmek icin hicre sec¢im kriterleri ve Tablo 9‘da MN degerlendirme

kriterleri 6zetlenmistir.

Tablo 8. MN Sikhgini Degerlendirmek Igin Hiicre Segim
Kriterleri(Fenech; 2007)

e Hucreler binukleer (BN) olmali,

e BN hucrelerdeki 2 nukleusun saglam nuUkleer membranlari olmali ve ayni
sitoplazmik sinirda yerlesmeli,

o BN hucre icindeki 2 nukleus yaklasik ayni boyutta, ayni boyanma paterni ve
ayni boyanma yogunlugunda olmal,

o BN hucredeki iki nikleus bir nukleoplazmik képru ile birlesebilir, ancak bu képri
nikleus ¢apinin %4 ‘tinden fazla olmamal,

e BN hicrede 2 hicre birbirine temas edebilir ancak birbiri Gzerine binmemelidir.

e 2 nukleus birbiri Gzerine biniyorsa sadece nukleuslar birbirinden ayrilabiliyorsa
skorlanmal

e BN hdcrelerin stoplazmik sinirt veya membrani saglam olmali ve komsu
hicrelerin stoplazmik sinirindan ayirdedilebilmeli

e MN(monontukleer), BN, TriN(trinlkleer) ve multiN(multinikleer) hucreler ve

nekrotik, apopitotik hiicreler MN frekansi yéninden skorlanmamali

Tablo 9. MN Degerlendirme Kriterleri; Fenech 2007

e MN, nlkleusa morfolojik olarak benzer, ancak kuguk, ¢api ortalama asil
nukleus ¢apinin 1/16- 1/3’G arasinda olmali, BN hicrede bir asil nikleusun
kapladidi alanin 1/256-1/9’una karsilik gelmelidir.

¢ MN'nin asil nikleus ile iligkisi olmamal

¢ MN asil niikleus ile benzer boyanma yogunlugunda olmali

e Hucreler saglam nukleer membranli, bintkleer olmali ve ayni sitoplazma siniri
icine yerlesmeli

e Her lam icin 1000 bindkleer MN sayilmali (lamin %10’u degerlendiriimeli)
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MN ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemlerinin
birlegtiriimesinden olugan MN-FISH (Mikronukleus-FISH) yontemi, mikronukleus
icindeki kromozomun ve/veya kromozom fragmaninin kdkenini belirlemekte
kullaniimaktadir. Bagka bir deyisle MN’un orijinin tim kromozomdan mi
(sentromer (+) MN) yoksa asentrik kromozom pargasindan mi kaynaklandigini
anlamamiza yarar.”® Sentromerik problar kullanilarak yapilan MN-FISH ydntemi
ile MN olusum mekanizmasi ve andploidiyi degerlendirmek mumkindir. Bu
yontem ile asentrik kromozom fragmani iceren MN, tim kromozomu iceren MN
ve kardes hidcrenin andploid olmasina yol agan 06zglin kromozomal
nondisjunction degerlendirilebilir. NUkleustaki tim sentromerleri degerlendirmek
gl¢ olacagindan, pansentromerik problar nondisjunction degerlendirmesinde
kullaniimaz. MN-FISH bulgulari degerlendirilirken MN testinde oldugu gibi
degerlendirme kriterleri belirlenmemistir.

MN zaman alici (1000 hucre sayimi ortalama 15 dakika surmektedir);
ancak, son derece basit ve ucuz bir tekniktir. Yapilan birgcok calisma kanser
olusumuna yol agan nikleer olusumlarinin gugli gen amplifikasyon olgimleri
oldugunu gdstermistir ve bu olusumlar MN artisiyla beraber goériilmektedir.”
MN, DNA hasarini gosterir ve MN indeksi, kanser riski ile paralellik gosterir.
Yapilan ve sUrmekte olan birgok calisma sonucunda kromozom Kkirigi, MN
olusumu, apopitotik hlcre olusumu ve kanser iligskisinin ortaya konulabilmesi
olasidir. Bununla birlikte bu iliskinin tam olarak acgiklanabilmesi i¢in daha g¢ok

¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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MATERYAL VE METOD

Bu c¢alismada Pap-smear sonucunda o6nemi belirlenemeyen atipik
skuamo6z hucreler (ASC-US) tespit edilen hastalarda, mikronuklues sayisi ile
hastaligin regresyon, stabilite ve progresyonu arasindaki iligkinin belirlenmesi
ve HPV-DNA pozitifligi ve yuksek risk ve duguk risk HPV genotiplerinin
dagiliminin belirlenmesi amacglanmigtir.

Bu amagla Mersin Universitesi Tip Fakdltesi Etik Kurulu’'ndan 22.05.2013
tarihli ve 2013/190 sayili karari ile ¢alisma igin onay alindi. Mersin Univeritesi
Tip Fakuiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinigi'ne Ocak 2014- Haziran
2014 tarihleri arasinda basvuran, servikal smear’ inde ASC-US sitolojik tanisi
konulmus 31 hastanin bilgilendirilmis gonulli onam formlari alindiktan sonra
mikronukleus skoru bakildi ve PCR teknigi ile HPV-DNA tip ve tayini yapildi.
Dort ila alti ay sonra hastalar tekrar c¢agirilarak tekrar sitoloji alindi ve es
zamanli olarak mikronukleus skorlarina bakildi. Hastalardan birisi bu donemde
histerektomi oldugu igin calisma digi birakildi. Calismaya 30 hasta ile devam
edildi.

Calismaya, histerektomi olmamis ve gebe olmayan hastalar dahil edildi.
Hastalarin tUmUne yas, parite, koit yasl, partner sayisi, menopoz durumu,
sigara kullanim oykusu, kronik hastalik varligi, partnerinin cinsel partner sayisi
hakkinda sorular igeren anket uygulandi. Boy ve kilo dlgimleri yapildi. Yas:
ortalamasi; parite: nullipar, primipar ve multipar; koit yasi: <20 ve >20; partner
sayisi: tek ve multipartner; menopoz durumu: postmenopozal donemde,
perimenopozal dénemde ve reproduktif dénemde; sigara kullanimi: kullaniyor
ve kullanmiyor; kronik hastalik varligi: var ve yok; partnerinin cinsel partner
sayisi: tek ve multipartner olarak degerlendirildi.

Hastalarin boy ve kilo dlgumleri alinarak vucut kitle indeksleri hesaplandi
ve bu indekslere gore 0-18,4: sisman, 18,5-24,9: normal, 25-29,9: fazla kilolu ve
>30: obez olarak degerlendirildi.

Smear ve patolojik inceleme:

TUdm hastalardan sitobrush yardimi ile smear alindi ve lam Uzerine
yayllarak 25-30 cm uzakliktan sprey puskurtulerek fiske edildi. Hastanemiz
patoloji laboratuarina konvansiyonel incelenme igin gonderildi. Patoloji

uzmanlari, hastalarin klinik 6zellikleri hakkinda bilgiye sahip degildi. Smearler,
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patologlar tarafindan Bethesda 2001 derecelenme sistemiyle degerlendirildi.
HPV enfeksiyonu saptanmayan ve dusuk veya yuksek riskli HPV enfeksiyonu
saptanan tum hastalara 4-6 ay sonra kontrol smear yapildi. Bethesda 2001
sistemine gore ilk alinan smear ile kontrol smear ornekleri degerlendirildi.

HPV-DNA incelemesi:

Servikal suriinti orneklerinden HPV tespiti:

Hastalardan muayene esnasinda servikal HPV-DNA’nin saptanmasi igin
‘Female Swab Specimen Cell Collection Media Kiti” kullanilarak surinti
ornekleri alindi.

1) Transport kitinin icinden ¢ikan ilk eklivyon (swab) ile serviksteki mukus
ve/veya kan silindi.

2) ikinci ekiivyon endoservikal kanal icinde (1/2-1 cm) 10-30 saniye 360
derece dondurllerek o6rnek alindi ve vagen mukozasina degdiriimeden gekilip
tasiyici besiyerini igeren tlpe yerlestirildi. TUpun bittigi yerden ektvyon kirilarak
kapagi kapatildi Ornekler alindiktan 15-30 dakika icinde Tibbi Mikrobiyoloji A.D.
laboratuvarina gonderildi.

Servikal suruntd ornekleri 50 ml’lik falkon tuplerine alindi. Santrifij
edilerek dipteki pelletten DNA izolasyonu vyapildi. izole edilen DNA
orneklerinden de HPV tespiti yapildi.

DNA izolasyonu igin: AMPLICOR, AmpliLute Liquid Media Extraction Kit
kullanildi.

HPV tespiti icin: LINEAR ARRAY HPV Genotyping Test kullanildi.

DNA izolasyonu:

Ornek ve Kontrol Ekstraksiyonu
e Kuru isi blogunun sicakhigi 56°C ye ayarlandi.

e Diger bir kuru 1s1 blogunun sicakhgi 7°Cye ayarlandi.

e Reaktiflerin, érneklerin ve kontrollerin oda sicakligina gelmesi beklendi.

o Kitilk acildiginda Liyofilize haldeki CAR’1, 310 uL AVE ekleyerek ¢6zuldu. 10
saniye vortekslendi.

o Kitilk acildiginda AW2ye, 30 mL saf etanol eklendi, ¢calkalanarak karistirildi.

e Cahsma AL karisimini Tablo 10’ da gdsterildigi sekilde uygun miktarda
CAR'’I AL’ye ekleyerek hazirlandi.

44



Tablo 10: Calisma AL’sinin Hazirlanmasi

islenecek Ornek/Kontrol Sayisi
(Reaktif) | 12 24 36 48 60 72 96
CAR (mL)| 0.04 0.07 0.10 0.13 0.16 0.20 0.25
AL (mL) | 4.0 70 | 100 | 130 | 160 | 200 | 250

islenecek her érnek ve kontrol igin bir 2ml’lik ependorf tipi etiketlendi.

Her tupe 80uL ATL eklendi.

Orneklerin her biri ve kontrolii 10 saniye vortekslendi ve ilgili ependorf tiipe
250uL eklendi.

Her tipe 20uL Proteinase K eklendi ve 10 saniye vortekslendi. Tupler kuru
Is1 blogunda 56°C’de 30 dakika boyunca inkube edildi.

56°C + 2°C’de inkubasyon tamamlandiktan sonra her tupe 250uL Calisma
AL’sinden eklendi ve 10 saniye son hizda vortekslendi.

Tlpler daha sonra 70°C de 15 dakika boyunca kuru i1si blogunun iginde
inklbe edildi.

inkubasyon tamamlandiktan sonra her tiipe 300uL saf etanol eklendi ve 15
saniye son hizda vortekslendi.

Tupler oda sicakliginda 5 dakika inkubasyona birakildi.

Her tupteki karisimi ilgili Kolonlara aktarildi. En az bir dakika inkubasyona
birakildi.

Sonrasinda 12.000g’de 1 dakika santriflj edildi ve kolonun altindaki atik
toplama tlpleri bosaltildi.

Her Kolona 750 uL AW2 eklendi. En az 1 dakika inkube edildi.

Sonrasinda 12.000g’de 1 dakika santrif(ij edildi ve kolonun altindaki atik
toplama tuplerini bosaltildi.

Her Kolona 750uL saf etanol eklendi. En az 1 dakika inkube edildi.

En yUksek santriflj ayarinda 3 dakika boyunca santrifij edildi.

Her érnek ve kontrol igin bir Elution tlipu (ependorf) etiketlendi.

Kolonlarin altindaki atik toplama tupleri atildi ve her Kolonlari ilgili Elution

tiplerine yerlestirildi.
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e Her Kolon’a 120uL AVE eklendi. Tum kapaklari kapatin.

e Karisimlari oda sicakliginda 5 dakika boyunca inkibe edildi ve ardindan en
yuksek santrifij ayarinda 1 dakika boyunca santriftj edildi.

e Kolonlari gikartildi ve elution tuplerinin kapaklari kapatildi.

e islenmis érnekleri ve kontrolleri hemen amplifiye edildi veya amplifikasyona
kadar 2-8°C arasinda saklandi.

PCR Amplifikasyonu:
MMX Hazirhigi

e Ornek ve kontrol testi icin gerekli sayida 0.2 ml'lik PCR tiipu belirlendi.

e Bir sise HPV MMX’e, 125uL HPV Mg*+ ekleyerek Calisma MMX Karisimi
hazirlandi. TUpUn kapadi kapatildi ve tip 10-15 kez ters-diz ederek iyice
karistirildi. (Her bir 6rnek igin)

e Her PCR tiplne 50’ser uL MMX Karisimi eklendi.

e Mastermiks igeren ilgili PCR tuplerine 6rnek ve kontrol ekstraktlarindan
50ser uL eklendi. PCR tlplerinin agzini kapatildi.

Amplifikasyon kosullart:

HOLD Programi: 2 dakika 50°C
HOLD Programi: 9 dakika 95°C
CYCLE Programi: 30 saniye 95°C, 1 dakika 55°C, 1 dakika 72°C (Rampa
orani = %50)
HOLD Programi: 5 dakika 72°C

HOLD Programi:  Sonuna kadar 72°C
Sonrasinda PCR tuplerinin kapaklari agilarak, 100 uL Denatirasyon solusyonu
(DN) eklendi.
Linear Array HPV Strip ile Genotip Testi:
e Calismaya baslamadan 6nce butln reaktiflerin oda sicakhgina gelmesi
beklendi.
e Calkalayicili su banyosunun sicakhgi 53°C + 2°C’ ye ayarlandi.
e Calkalayicili su banyosunun hizi 60 RPM’e ayarlandi.
e Uretici firmanin talimatlarina uygun olarak reaktifler hazirlandi.
Hibridizasyon Buffer:
SSPE ve SDS incelendi ve ¢okelti meydana gelmigse, 53°C + 2°C’de su
banyosunda yeniden ¢dzduraldu. 388 ml distile suya, 100 ml SSPE eklendi ve
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iyice karigtirildi. Daha sonra bu karigima 12,5 ml SDS eklendi ve tekrardan
karistinldi. Hazirlanan Hibridizasyon Buffer temiz bir kap igerisinde oda isisinda
saklandi. Calismadan 6nce Hibridizasyon Buffer, su banyosunda 53°C + 2°C’de
minumum 15 dakika 1sitildi ve kullanana kadar su banyosunda bekletildi.

Ambient Wash Buffer:

SSPE ve SDS incelendi ve ¢Okelti meydana gelmigse, 53°C + 2°C’de su
banyosunda yeniden ¢ézduraldi. 2520 ml distile suya, 133 ml SSPE eklendi ve
iyice karigtirildi. Daha sonra bu karisima 13,3 ml SDS eklendi ve tekrardan
karistirildi. Hazirlanan Ambient Wash Buffer temiz bir kap icerisinde oda
Isisinda saklandi.

Stringent Wash Buffer:

Her strip (hasta) icin daha énceki basmakta hazirlanmis olan Ambient
Wash Buffer'in 5 mI'si kullanildi (Orn: 24 strip igin 120 ml Ambient Wash Buffer).
Stringent Wash Buffer, her galismadan dnce taze olarak hazirlandi. Calismadan
once Stringent Wash Buffer, su banyosunda 53°C £ 2°C’de minumum 15 dakika
Isitild1 ve kullanana kadar su banyosunda bekletildi.

Sitrat Buffer:

CIT incelendi ve c¢okelti meydana gelmisse, 53°C + 2°C’de su
banyosunda yeniden ¢ozduruldl. 475 ml distile suya, 25 ml CIT eklendi ve iyice
karistinldi. Hazirlanan Sitrat Buffer temiz bir kap igerisinde oda Isisinda
saklandi.

Substrat:

Her strip (hasta) icin 1 ml SUB B’ye, 4 ml SUB A eklendi ve iyice
karistinldi. Hazirlanan Substrat, 151k gérmeden sekilde oda isisinda saklandi (3
saat stabil kalabilir).

Konjugat:

Her strip (hasta) igin 5 ml Ambient Wash Buffer'a, 15 yl SA-HRP eklendi
ve iyice karistirildi. Hazirlanan Konjugat, oda isisinda saklandi (3 saat stabil
kalabilir).

¢ Reaktifler hazirlandiktan sonra, prob hatlari yukari bakacak sekilde treyin
kuyularina stripler yerlestirildi.
e Her bir strip i¢in kuyulara, daha 6nce 1sitilmis Hibridizasyon Buffer'dan 4

ml eklendi.
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Strip ve Hibridizasyon Buffer bulunan kuyulara, aerosol bariyerli pipetor
yardimiyla denature edilmis amplikondan 75 pl pipete edildi.
Hibridizasyon iglemi; 1s1 53°C = 2°C’de, ¢alkalama hizi 60 RPM’de, 30
dakikada gercgeklestirildi.

Hibridizasyon igleminden sonra Hibridizasyon Buffer aspire edildi.

Her bir stripin yikanmasi i¢in kuyulara, Ambient Wash Bufferdan 4 ml
eklendi ve 3-4 galkalamadan sonra aspire edildi.

Her bir strip icin kuyulara, daha o6nceden isitiimis Stringent Wash
Bufferdan 4 ml eklendi. Calkalama hizi 60 RPM ’de, 53°C * 2°C’de, 15
dakika inkube edildi.

inkiibasyondan sonra Stringent Wash Buffer aspire edildi.

Her bir strip icin kuyulara, daha onceden isitiimig Konjugattan 4 ml
eklendi. Oda isisinda, calkalama hizi 60 RPM ’de, 30 dakika inkibe
edildi.

inkiibasyondan sonra Konjugat aspire edildi.

Her bir stripin yikanmasi i¢in kuyulara, Ambient Wash Bufferdan 4 ml
eklendi ve 3-4 galkalamadan sonra aspire edildi.

Tekrardan her bir strip i¢cin kuyulara, Ambient Wash Bufferdan 4 ml
eklendi. Oda 1sisinda, 60 RPM ’de 10 dakika c¢alkalama iglemi
gerceklestirildi ve Ambient Wash Buffer aspire edildi.

Her bir strip i¢in kuyulara, Sitrat Buffer’dan 4 ml eklendi. Oda isisinda, 60
RPM ’de 5 dakika galkalama islemi gergeklestirildi ve Sitrat Buffer aspire
edildi.

Her bir strip icin kuyulara, Substrat Buffer'dan 4 ml eklendi. Oda isisinda,
60 RPM’de 5 dakika galkalama islemi gerceklestirildi ve Substrat Buffer
aspire edildi.

Her bir strip igin kuyulara, 4 ml distile su eklenerek ylkama iglemi
gerceklestirildi.

Stripler, treydeki kuyulardan temiz bir forseps yardimiyla alindi ve
kurumalari igin minumum 1 saat, maksimum 72 saat oda Isisinda
bekletildi.

Stripte olusan bantlara gore HPV genotip tayini yapildi.
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Mikronukleus incelemesi:

Tum hastalardan sitobrush yardimi ile uterin serviksten eksfoliyatif hicreler
alindi ve ornek, firga yardimi ile temiz bir lama yayildi. Bu islemden 6nce lamlar,
hasta ismi, tarih ve kod numarasi verilerek hazirlandi. Smear &érnekleri 20
dakika boyunca metanol/asetik asit (3:1) karisimi igeren solisyonda fikse edildi.
Ardindan ornekler kurumaya birakildi. Kuruma sonrasi ornekler mikronukleus
sayiminin yapilmasi icin Fen Edebiyat Fakiltesi Tibbi Biyoloji laboratuarina
gonderildi.

Tibbi biyoloji laboratuarinda inceleme igin Feulgen boya hazirlandi. Feulgen
boya hazirlanirken kaynamakta olan 100 mL saf suya 0,5 gr bazik fuksin ilave
edildi ve 50°C’ye kadar sogutuldu. Baska bir erlende filtre kagidindan gegirildi.
Buna 10 mL 1 mol HCl ilave edildi ve 0,5 gr sodyum metabisdulfit eklendi. Rengi
saman sarisina donunceye kadar en az 18 saat bekletildi. Smear 6rnekleri HCI
iceren salelere yerlestirildikten sonra 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Ardindan
10 dk 60°C’de pastor firninda bekletildi ve distile su ile yikandi. Hazirlanilan
Feulgen boyada érnekler 1,5 saat bekletildi. Ardindan duru su ile yikandi ve
kurumaya birakildi. Kuruyan érnekler, incelenmesi igin 1s1k mikroskobuna alindi.
Isik mikroskobunda 100’lik buyultmede her 1000 epitel hicresi bagina dusen
mikronukleus sayisina bakildi ve bu deger “Mikronukleus Skoru” olarak
tanimlandi. Sadece tek dismdus, Ust Uste yerlesim gostermeyen, katlanmamig
hiacreler sayildi. MN degerlendirilirken Fenech’in  2007°de tanimladigi
degerlendirme kriterleri esas alindi.

Bu kriterlere gore mikronukleusun o6zellikleri sunlar olarak belirlendi:

e Nukleusa morfolojik olarak benzeyen, ancak kuguk, ¢capi ortalama asil

nakleus ¢apinin 1/16- 1/3’4 arasinda olan

¢ Aslil nukleus ile temas halinde olmayan

e Asil nukleus ile benzer boyanma yogunlugunda olan fragmanlar

Ayni iglem 4-6 ay sonra hastalar tekrar ¢cagirilip érnekleri alinarak yinelendi

ve sonuglari karsilastirildi.
istatistiksel Analiz:

istatistiksel analiz, Sosyal Bilimler icin istatistik Paketi Versiyon 11,5 (demo,
illinois, Chicago, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Sirekli dlcimlere ait
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normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edildi ve normal dagihm gosterdigi
belirlendi. Kategorik degiskenler arasindaki farkliliklar igin Pearson ki-kare ve
Likelihood ratio ki-kare testleri kullanildi. Tanimlayici istatistikler olarak sayi ve
yluzde degerleri verildi. Mikromukleus 6ncesi ve sonrasi arasindaki farklilklar
icin es yapma t testi (paired samples t test) kullanildi. Ayrica, mikronukleus
oncesi ve mikronukleus sonrasi dlgumlerin smear durumlarina gore farkhliklari
icin student t testine gére, HPV-DNA durumlarina goére ise varyans analizi (One
Way ANOVA) kullanildi. Varyanslarin homojenligi Levene testi ile test edildi.
Tanimlayici istatistikler olarak ortalama ve standart sapma dederleri verildi.

istatistik anlamlilik olarak p<0.05 alindi.
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BULGULAR

Ocak 2014-Haziran 2014 tarihleri arasinda, 6 aylik donemde, servikal
sitolojik tarama sonuglari ASC-US olarak belirlenen 31 kadin c¢alisma
kapsamina alindi ve tim c¢alisma grubunu olusturdu. Gebe olan ve
histerektomize olan hastalar calismaya dahil edilmedi. ilk smear sonuclari ASC-
US olan bu hastalara mikronukleus skoru bakildi ve HPV-DNA tayini ve
tiplendirmesi yapildi. Hastalardan birisi bu dénemde histerektomi oldugu igin
calisma disi birakildi. Calismaya 30 hasta ile devam edildi. Dért ila alti ay
sonra hastalar tekrar cagirilarak tekrar sitoloji alindi ve es zamanli olarak
mikronukleus skorlarina bakildi.

Tdm calisma grubunun (n=30) yas ortalamasi 43,8 £ 10,2 (23-68) olarak
hesaplandi. ilk cinsel iliski yas ortalamasi ise 22,1+1,4 olarak bulundu.
Calismaya dahil edilen hastalarin viicut kitle indeksleri (VKI) ortalamalarinin ise
28,58 + 3,96 oldugu tespit edildi. VKi degerlerine bakildiginda hastalardan
40nin (%13,3) normal kiloda (VKI 18,5-24,9 kg/m? arasinda) oldugu, 19
hastanin (%63,3) fazla kilolu (VKi 25-29,9 kg/m? arasinda) oldugu, 7 tanesinin
(%23,3) ise obez (VKIi:30-39,9 kg/m? arasinda) oldugu izlendi. 24 hastanin
(%80) ¢cocuk sahibi olmadigi ve 6 hastanin (%20) ¢ocuk sahibi oldugu goéruldu.

Calismaya dahil edilen hastalardan 10 tanesi (%33,3) postmenopozal
dénemdeyken 4 tanesi (%13,3) perimenopozal dénemde ve 16 tanesi (%53,3)
ureme ¢agindaydi. 11 hastanin (%36,7) eslik eden hastaligi yokken 19 hastanin
(%63,3) eslik eden hastalik tablosu vardi. Hastalarin 28 tanesi (%93,3) tek
cinsel partnere sahipken 2 hastanin (%6,7) multipartneri oldugu goraldu. 24
hastanin (%80) sigara kullanmadigi, 6 hastanin (%20) sigara kullandigdi izlendi.
10 hastanin (%33,3) gegirilmis operasyon 6ykusu varken 20 hastanin (%66,7)
Onceye ait operasyon Ooykusu yoktu. 11 hastanin ilk koit yasinin 20 yas ve alt
(%36,7); 19 hastanin (%63,3) hastanin ilk koit yasinin 20 yas tzerinde oldugu
tespit edildi. Hastalardan 24 tanesinin (%80) partnerinin tek cinsel partnerinin
oldugu ve 6 tanesinin (%20) partnerinin multipartnerinin oldugu tespit edildi.

Calisma grubunun karakteristik 6zelliklerine ait say1 ve yuzde degerleri

Tablo 11° de 6zetlenmisgtir.
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Tablo 11. Calisma Grubunun Karakteristik Ozellikleri

Sayi (n) Yuzde (%)
Normal 4 13.3
Viicut Kitle indeksi Fazla kilolu 19 63.3
Obez 7 23.3
_ Multipar 24 80.0
Parite i
Nullipar 6 20.0
Postmenopozal 10 33.3
. . Perimenopozal 4 13.3
Menstriiel donem _
Ureme
16 53.3
Caginda
Var 11 36.7
Eslik eden hastalik
Yok 19 63.3
Cinsel partner Tek 28 93.3
sayisli Multipartner 2 6.7
Operasyon Var 10 33.3
oykusti Yok 20 66.7
Kullanmiyor 24 80.0
Sigara kullanimi
Kullaniyor 6 20.0
Partnerinin cinsel Tek 24 80.0
partner sayisi Multipartner 6 20.0
. 20 yas ve alti 11 36.7
llk koit yasi
20 yas ustu 19 63.3

Tum olgular (n=30) HPV-DNA pozitifligi yonunden dederlendirildiginde
hastalardan 6 tanesinde (%20) HPV-DNA pozitifligi saptandi. Bu hastalardan 5
tanesinde (%16,6) YR-HPV tiplerinin pozitif oldugu belirlendi. Bu tipler tip 16, tip
35, tip 45, tip 58 ve tip 82 idi. Tip 18 saptanmadi. Tum ¢alisma grubunda DR-
HPV bir hastada (%3,3) saptandi. Bu da DR-HPV tip 71 idi. Tablo 12’de tim
calisma grubunda saptanan HPV tipleri verilmistir.
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Tablo 12. Tium Calisma Grubunda Saptanan HPV Tipleri

YR-HPV Tipleri Tum Olgular DR-HPV Tipleri Tum Olgular
(n=30) (n=30)

Tip 16 1 (%3,3)

Tip 35 1 (%3,3)

Tip 45 1 (%3,3) Tip71 1 (%3,3)
Tip 58 1 (%3,3)

Tip 82 1 (%3,3)

Toplam 5/30 (%16,6) 1/30 (%3,3)

Hastalarin 4-6 ay sonra alinan ikinci smear sonuglari ASC-US veya
sitoloji negatif olarak raporlandi; progresyon izlenmedi. Tium hastalarin (n=30)
4-6 ay sonra, ikinci defa alinan smear sonuglarina bakildiginda hastalarin
%16,6’sinin (n=5) smear sonucu ASC-US olarak; %83,3’Unin (n=25) smear
sonucu sitoloji negatif olarak raporlandi.

ikinci smear sonucu sitoloji negatif veya ASC-US olarak belirlenen hasta
gruplarn arasinda karakteristik ozellikler karsilastirildi. Vicut kitle indeksi
(p=0,420), paritesi (p=1,000) ve menstriel dénem (p=0,231) acisindan
karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamh bir farkhlik saptanmadi. Her iki grup
eslik eden hastalik (p=0,327), cinsel partner sayisi (p=1,000) ve operasyon
oykusu (p=1,000) acisindan karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farkhlk
saptanmadi.Sigara kullanimi (p=0,553), partnerinin cinsel partner sayisi
(p=0,254) ve ik koit vyasi (p=0,865) gibi karakteristik Ozellikleri
karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi.

Bu karakteristik o6zelliklerin ASC-US ve sitoloji negatif olma durumlarina

gore dagilimlari Tablo 13’te verilmigtir.
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Tablo 13. Ikinci Smear Sonucu ASC-US ve Sitoloji Negatif Olarak

Raporlanan Hastalarda Karakteristik Ozelliklerin Karsilastiriimasi

ASCUS Sitoloji negatif
(n=5) (n=25) p*
Say1 | Yuzde | Sayr | Yiizde
Normal 0 0,0 4 16,0
VKi Fazla kilolu 4 80,0 15 60,0 | 0,420
Obez 1 20,0 6 24,0
_ Multipar 4 80,0 20 80,0
Parite : 1,000
Nullipar 1 20,0 20,0
Postmenopozal 1 20,0 9 36,0
Menstriiel donem | Perimenopozal 2 40,0 2 8,0 0,231
Reproduktif 2 40,0 14 56,0
Eslik eden Var 3 60 8 32
0,327
hastalik Yok 2 40 17 68
. Tek 5 100 23 92
Cinsel partner
. 1,000
sayisl Multipartner 0 0 2 8
Operasyon Var 2 40 8 32
- [ s 1’000
oykusu Yok 3 60 17 68
Kullanmiyor 5 100 19 76
Sigara kullanimi 0,553
Kullaniyor 0 0 6 24
Partnerinin cinsel Tek 3 60 21 84
0,254
partner sayisi Multipartner 2 40 4 16
. 20 yas ve alti 2 40 36
llk koit yasi 0,865
20 yas Ustu 3 60 16 64

*: Likelihood ratio ki kare testine ait p degerleri

Tum calisma grubunda (n=30) HPV-DNAC(-)'liginin, DR-HPV(+)’liginin ve
YR-HPV(+)' liginin gesitli risk faktorleriyle olan iligkisi incelendiginde vicut kitle
indeksi (p=0,200), parite (p=0,065), eslik eden hastalik (p=0,624), operasyon
Oykusu (p=0,288), sigara kullanimi (p=0,220), cinsel partner sayisi (p=0,629) ve

ilk koit yasi (p= 0,624) agisindan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
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farkhlik saptanmadi. Menstriel donem (p=0,048) ve partnerinin cinsel partner
sayisi  (p<0,001) acisindan gruplar kargilastirildiginda gruplar arasinda
istatistiksel acidan anlamli farklihk saptandi. Menstriel dénem, HPV-DNA
durumu ile bagimsiz degildir (p=0.048). Partnerinin cinsel partner sayisi ile
HPV-DNA durumu arasinda da anlamh bir iligki gézlendi (p<0.001). Hastalardan
24 tanesinin (%80) partnerinin tek cinsel partneri varken 6 tanesinin (%20) ¢ok
sayida cinsel partnerinin oldugu goéruldi. HPV-DNA (-) olan hastalardan (n=24)
1 tanesinin (%4,2), YR-HPV (+) olan hastalardan (n=5) 4 tanesinin (% 80) ve
DR-HPV(+) olan bir hastanin da (%100) partnerinin ¢ok sayida cinsel
partnerinin oldugu saptandi.

Bu karakteristik 6zelliklerin HPV DNA negatif, DR-HPV (+) ve YR-HPV
(+) olma durumlarina gére dagilimlari Tablo14 ’te verilmigtir.

Tum calisma grubuna ait ilk mikronukleus degerleri ile 4-6 ay sonra
sitolojik tarama ile es zamanh  bakilan mikronukleus degerleri
karsilastirildiginda; ilk bakilan mikronukleus degeri ortalamasi 10,47+1,89; ikinci
bakilan mikronukleus ortalamasi 9,00 * 2,29 olarak bulundu. Bu iki
mikronukleus degeri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik gozlendi
(p*=0,001), (*: es yapma t testine ait p degeri).

Dort—alti ay sonra yapilan smear testinin sonuglari ile ilk mikronukleus
degerleri ve ikinci mikronukleus degerleri arasindaki farkliliklar incelendi. ikinci
smear sonucu ASC-US olarak belirlenen hastalarin mikronukleus degerlerinde
stabilite veya artis saptanirken; sitoloji negatif olarak sonuglanan hastalarin
mikronukleus deg@erlerinde belirgin disus izlendi. Bu bulgular 1si§ginda iki durum
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu tespit edildi (p=0.001).

Tablo 15'te ASC-US’un regresyon ve stabilitesi ile MN degerlerinin iligkisi

verilmigtir.
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Tablo 14. HPV DNA (-) ‘liginin, DR-HPV (+)liginin ve YR-HPV (+) liginin
Cesitli Risk Faktorleriyle Olan iliskisi.

HPV DNA HPV DNA HPV DNA
Negatif Yiiksek risk Diisiik risk
(n=24) (n=5) (n=1) p*
Say | Yiizde i‘;" Yiizde | Sayi | Yiizde
Normal
Viicut Kitle : 3 12,5 0 0,0 1 100,0
. . Fazla kilolu
Indeksi 16 66,7 3 60,0 0 0,0 0,200
Obez
5 20,8 2 40,0 0 0,0
Multipar
Parite 19 79,2 5 100,0 0 0,0
Nullipar 0,065
5 20,8 0 0,0 1 100
Postmenopozal
.. 9 37,5 1 20,0 0 0,0
Menstriiel -
. Perimenopozal
donem 1 4,2 3 60,0 0 0,0 0,048
Ureme Gaginda
14 58,3 1 20,0 1 100,0
i Var
Eslik eden 9 375 | 2 | 400 | © 0,0
hastalik Yok 0,624
15 62,5 3 60,0 1 100,0
Cinsel Tek
partner 22 91,7 5 100,0 1 100,0 -
Multipartner '
sayisl 2 8,3 0 0,0 0 0,0
Var
Operasyon 7 292 | 3 | 600 | © 0,0
oykisi Yok 0,288
17 70,8 8 40,0 1 100,0
i Kullanmiyor
Sigara Y 18 750 | 5 | 100,0 | 1 | 100,0
kullanimi KuIIanlyor 0,220
6 25,0 0 0,0 0 0,0
Partnerinin Tek
cinsel 23 95,8 1 20,0 0 0,0
partner Multipartner <0,001
sayisi 1 4,2 4 80,0 1 100,0
20 yas ve alti
Koit yas! 3 375 2 40,0 0 0,0
20 yas usti 0,624
15 62,5 3 60,0 1 100,0

*: Likelihood ratio ki kare testine ait p degerleri
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Tablo 15. ASC-US’un Regresyon ve Stabilitesi ile MN Degerlerinin

lligkisi
1. Mikronukleus 2. Mikronukleus
ASC-US (n=5) 9.80+£0.84 12.00+ 1.23
Smear Negatlf (n:25) 10.60 £ 2.02 8.40 + 1.96
0.397 0.001

P

HPV-DNA negatifligi, YR-HPV(+)ligi ve DR-HPV(+)ligi olan hastalar 1.MN

degerleri ve 2.MN degerleri agisindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak

farkhlik gézlenmedi. Bunlara ait tanimlayici istatistikler ve p degerleri Tablo

16’da verilmistir.

Tablo 16. HPV-DNA Negatifligi, YR-HPV(+)li§i ve DR-HPV(+)ligi lle MN

Degerlerinin iligkisi

1. Mikronukleus

2. Mikronukleus

HPV-DNA

Negatif (n=24) 10.29 £ 1.97 8.50 £ 2.21
Yiiksek risk (n=5) 11.00 + 1.58 11.00 £ 1.58
Diisiik risk (n=1) 12.00 +.. 11.00 £ ..

0.548 0.051

P
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TARTISMA

Servikal kanser tim dlnyada kadinlar arasinda en yaygin goérulen ikinci
kanserdir. Her yil yaklagik 530.000 yeni serviks kanseri olgusunun tani aldigi ve
275.000 olgunun da serviks kanserinden o6ldiigii bildirilmektedir.! Gelismis
ulkelerde tarama ve erken tani sayesinde giderek sikligi azalmaktadir. Son 60
yilda, servikal sitolojik tarama ile servikal kanser insidansi ve mortalitesi %70
oraninda azalmistir.” Serviks kanseri tim diinyada oldugu gibi llkemizde de
kadin genital kanserleri icinde onemli bir yer tutmaktadir. Saglik Bakanhgi
Kanser Daire Baskanligi 2009 verilerine gore serviks kanseri kadin kanserleri
icerisinde 4,5/100.000 oraninda goértlmekte ve onuncu sirada yer almaktadir.

Serviks kanserinin birden ortaya c¢ilkmayip serviksin premalign
lezyonlarinin yillar igerisinde ilerlemesi sonucu olustugu bilinmektedir. Baska bir
deyisle serviks kanseri, erken teghisi mumkun ve onlenebilir bir hastaliktir.
Mevcut durum ise serviks kanseri ve premalign lezyonlarin teghisinde tarama
programlarinin 6nemini ortaya koymaktadir. Tarama programlarinin yaygin
kullaniimadigi gelismekte olan ulkelerdeki yuksek servikal kanser prevelansi da
bu dusunceyi desteklemektedir.

Pap-smear, serviks kanseri taramasinda bir model haline gelmistir.
Birgok Ulkede bu tarama yontemiyle ilgili ¢ok sayida gobzlemsel calisma
yapllmasina ragmen etkinligi randomize bir calismada gdsterilememistir.”
Farkli calismalarda farkli sonuclar elde edilse de Nanda ve arkadaslarinin 2000
yilinda yaptiklari bir gcalismada Pap-smear testinin duyarlihdr %68 ve 6zgulligu
%75 oraninda bulunmustur.®® Bu diisiik duyarlilik ve sik tekrarlama gereklilii
nedeni ile yeni tarama yontemleri arastirimaya baslanmistir. Servikal kanser
taramasinda Pap-smear tarama uygulamalari, HPV testinin roli ve yeni
teknolojilerin geligsimi ve surekli yeniden degerlendiriimesi ile gelisen bir alan
olmay! surdirmektedir.

Calismamizda, servikal sitoloji sonucu ASC-US olarak raporlanan
hastalarda mikronukleus skorunun ASC-US’un regresyon, stabilite ve
progresyonu ile olan iligkisini belirlemek ve hastalarda HPV-DNA varhgini

saptamay! amagladik.
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Anogenital bolgenin diger kanserlerinde oldugu gibi serviks kanserinin de
etiyopatogenezinde HPV'nin risk faktérii oldugu iyi bilinmektedir.”” Serviksin
premalign lezyonlari ve HPV arasindaki iliski net olarak ortaya konmustur.”® Bu
durum g6z 6nlne alindiginda HPV-DNA testi ile tiplendirmenin klinik ve
epidemiyolojik agidan 6nemi asikardir. HPV-DNA tespiti, serviks kanserinin
ongorulmesinde, serviksin premalign lezyonlarinin gosteriimesi ile uygun tedavi
ve takip protokolinin planlanmasinda dnem tasimaktadir.

HPV enfeksiyonu ilk cinsel iligkiyi takiben, 30 yas altinda ylksek
prevelansta izlenmektedir. Daha sonra % 3-10 oraninda viral temizlenme ile
sikhgr azalmaktadir. Bagka bir deyisle bu enfeksiyonlarin birgcogu Kklinik
semptomlara yol agmaz ve kendi kendini sinirlar. 30 yasindan sonra saptanan
onkojenik HPV tipinin bilinmeyen nedenlerle persiste eden enfeksiyon oldugu
kabul edilmektedir. Cinsel aktif kigilerin yarisinin hayatlarinda en az bir defa
HPV ile karsilagtiklari tahmin edilmektedir. Bruni ve ark. 2010 yilinda yaptiklari
bir meta-analizde dinya genelinde servikal HPV prevelansini %11,7 olarak
saptamislardir.”® De Sanjosé ve ark. 2007°de yapti§i bir meta-analizde smear
sonucu normal kadinlarda ortalama HPV prevalansini %10,4 olarak
bulmuslardir.® Yine 2012 yilinda diinya capinda yapilan genis kapsamli bir
meta-analizde normal sitolojiye sahip hastalarda HPV prevelansi % 12 olarak
bildiriimistir.2* 6388 hastayi kapsayan Tirkiye genelinde 2013 yilinda yapilan bir
meta-analizde Ulke genelinde HPV prevelansi %25 olarak saptanmistir. En sik
gorulen tip ise % 32 oraninda HPV tip 16°dir ve bu sonu¢ dunya genelindeki
calismalar ile benzerlik gdstermektedir.®?

Serviks kanseri ile YR-HPV DNA arasindaki iligski glinimuzde net olarak
ortaya konmustur. Bu bilgi, herkese tarama amacghh HPV-DNA bakilip
bakilamayacagi sorusunu da beraberinde getirmistir. Kaufman ve ark. yaptiklari
bir calismada HPV-DNA bakilmasi, yalnizca ASC-US‘un takip, tedavi ve
yonetimi icin anlamli olarak bulunmustur.2® ASC-US olan hastalarda skuaméz
hicrelerin  skuamdz intraepitelyal lezyona ilerleme riskinin % 10 oldugu
bilinmektedir.®* Bu bilgiler dogrultusunda ASC-US’lu hastalarda takip ve yénetim
icin HPV-DNA bakilmasi faydali gibi gérunmektedir.

Literatire bakildiginda ¢ogu galismada ASC-US’lu hastalarda YR-HPV
prevalansi yuksek olarak bulunmustur. Samarawardana ve ark. 2010 yilinda
yaptiklari bir galismada ASC-US’lu hastalarda YR-HPV sikhgini %65 olarak

59



bulmuslardir.®> Schiffman ve ark. yaptiklari calismada ASC-US hastasinda
yiiksek riskli HPV enfeksiyonu sikli§i %50,6 olarak saptanmistir.° Stany ve ark.
40870 ASC-US’ Ilu hastada yaptigi calismada yulksek onkojenik riskli HPV
enfeksiyonu sikhdi %40,8 olarak bulunmustur.®” Arbyn ve ark. 2005 yilinda
yaptiklari meta-analizde ASC-US’lu hastalarda YR-HPV prevelansi %44,7
olarak bulunmustur.®®

Mona ve ark. yaptiklari ¢calismada oldugu gibi bazi ¢alismalarda yuksek
prevelans bildiren caligmalarin aksine oOzellikle ileri yastaki hastalarda dugsuk
prevelans oranlari bildirimistir.? Benzer sekilde Zao ver ark. yapti§i bir
calismada 50 yas Ustu ASC-US’lu hastalarda YR-HPV prevelansi % 14,3 olarak
saptanmistir.®

Biz de galismamiza dahil ettigimiz toplam 30 ASC-US’lu hastada HPV-
DNA (+)ligini %20 oraninda bulduk. Bu hastalarda YR-HPV DNA (+)ligini
%16,6 oraninda; DR-HPV DNA (+)ligi %3,3 oraninda saptadik. Bu
sonuglarimizi literatar ile kargilastirdigimizda literatirdeki ¢ogu calismada
belirtilenin aksine daha disuk oranlarda HPV-DNA, YR-HPV prevelansi tespit
ettik. Bunun nedeninin HPV prevalansinin etnik, bolgesel, mevsimsel ve yas
gruplarina gore degisim gostermesiyle iligkili olabilecegini dusinduk. HPV
prevelansinin bilindigi gibi yasla azalmasi ve c¢alisma grubumuzdaki yas
ortalamasinin 43,8 + 10,2 olmasi da bu oranin dusuk c¢ikmasini
aclklayabilmektedir.

Servikal kanserli hastalarda en sik izole edilen HPV tipleri tip 16 ve
18'dir.2° De Sanjose ve ark. 2010 yilinda yaptigi genis kapsamli bir retrospektif
calismada serviks kanserli hastalarin %50’sinde HPV-tip 16 pozitif olarak
saptanmistir.”* ASC-US’ lu olan hastalarda da YR-HPV tipleri, dzellikle tip 16,
sik gorulmektedir. 2011’de yapilan, 1578 ASCUS’lu hastayl kapsayan bir
calismada YR-HPV prevelansi % 32,6 olarak saptanmigtir. Ayni g¢alismada,
HPV tip 16 % 8,2, tip 18 %2,9, diger yuksek riskli tipler %21,4 oraninda pozitif
saptanmistir.”> 2012 yilinda yayinlanan bir meta-analizde sitolojisi normal
vakalarda HPV tip 16 prevelansi % 20,4 saptanirken, ASC-US’lu vakalarda
%22,9 olarak saptanmistir.®! Anna ve ark. ASC-US’lu hastalari kapsayan bir
calismalarinda YR-HPV prevelansini %51 olarak saptarken, HPV tip 16 % 27,
tip 18 % 3 siklikta saptamislardir.”®* Castle ve ark. 2015 yilinda yeni
yayinladiklari 912 ASC-US’lu hastayr kapsayan bir c¢alismada YR-HPV
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prevelansini %38,8 olarak bulmuslardir. Bu hastalarda %37 oranla en sik
saptanan HPV tipi ise tip 16’dir.%*

Biz calismamizdaki ASC-US’lu hastalarda YR-HPV tiplerini tip 16 (%3,3),
tip 45(%3,3) tip 58(%3,3), tip 82 (%3,3) olarak saptadik. Calismamizda hi¢ HPV
tip 18 saptanmamasi dikkati ¢cekmektedir. DR-HPV (tip 71) prevalansini ise
%3,3 olarak saptadik.

DugUk veya yuksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon kriterlerine
yanit vermeyen anormal hicreler tamimlamasi ASC-US olarak bilinmektedir.
Standart tanisal  kriterler  kullanildiginda, oraninin  %3-5 olmasi
beklenmektedir.®> Tanisal kriterlerin eksikligi ve medikolegal hareket korkusu
nedeniyle, genellikle tani olduk¢a yaygin olup bazi merkezlerde %3-25
arasindadir. Yillardir siregelen tartisma ise ASC-US’un takip ve tedavisi
hakkinda olmustur. 2013 yilina kadar ASC-US takibinde u¢ yol izlenmekteydi.
Kolposkopi, sitolojinin 6 ay sonra tekrari ve HPV-DNA bakilmasi yollarindan
birinin segilmesi ve sonuglara gore yonetim onerilmekteydi. 2013 yilinda
ASCCP tarafindan yayinlanan kilavuzda takip ve yonetim stratejisi degismistir.
Kolposkopi takip modalitesi olmaktan ¢ikarilmig, hastalarin bir yil sonra sitoloji
tekrari veya HPV-DNA bakilmasi onerilmistir. Bir yil sonraki sitoloji tekrarinda
>ASC olan olgularda veya HPV-DNA (+) olan olgularda kolposkopi
onerilmektedir. 30 yas Uzeri ASC-US’lu hastalarin takiplerindeki 5 yilda CIN IlI
gelisme riski %3 olarak bilinmektedir. Bagska bir deyisle ASC-US, takip
edilmedigi slrece, altta yatan risk faktorlerinin de mevcudiyetinde serviksin
premalign ve malign lezyonlarina donugme potansiyeli olan bir durumdur.

Erken vyasta cinsel iligkinin serviks kanseri ve serviksin premalign
lezyonlari agisindan bir risk faktéri oldugu bilinmektedir. 2001 yilinda servikal
kanserli kadinlarda yapilan bir ¢alismaya gore ilk koit yaginin erken olmasi ile
servikal kanser gelisimi arasinda baglanti bulunmU§’[ur.96 Biz galismamizda yer
alan ASC-US’lu hastalarda ilk koit yasi sinir degerini 20 yas ve alti olarak
degerlendirdik. Bu sekilde degerlendirdigimizde HPV-DNA(-) olan hastalarin %
37,5'inde ve HPV-DNA (+) hastalarin % 40’inda 20 yas ve dncesi ilk koit dykusU
vardi. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamh degildi (p=0,624). Alti ay sonra
alinan ikinci sitolojileri negatif olan hastalarin %36’sinda 20 yas ve oncesi ilk
koit 6ykusu varken, ikinci smear sonuglari ASC-US olan hastalarin %40’inda 20
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yas ve Oncesi ilk koit dykusu vardi ve bu durum istatistiksel agidan anlaml
degildi (p=0,865).

Seksuel partner sayisinin arttikga serviksin premalign lezyonlari ve
servikal kanser riskinin arttigini gosteren ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. 2003
yilinda Silverberg ve ark. yaptigi bir caligmada, hayat boyu 3’ten fazla seksuel
partnere sahip olmanin adenokarsinom ve skuamoz hucreli karsinom riskini
arttirdigi tespit edilmistir.”” Yine partner sayisi ile ilgili yapilan baska bir
calismada, 266 servikal kanserli hasta ve 408 kontrol grubu karsilastiriimis ve
sonucunda partner sayisi 10 yada daha fazla olanlarda servikal kanser riskinin
belirgin olarak daha fazla oldugu gérilmistir.®® Biz  calismamizda ikinci
sitolojisi normal olan grupta c¢ok eslilik %8 oraninda saptarken, ASC-US
grubunda ¢ok eslilik saptamadik ve aradaki fark anlamli degildi (p=1,000). YR-
HPV ve DR-HPV saptanan hastalarda ¢ok eslilik izlenmezken, HPV (-) grupta %
8,3 oraninda ¢ok eslilik mevcuttu ve istatistiksel agidan anlamli degildi.(p=
0,629)

Cogu kanserin risk faktorleri arasinda yer alan sigara ve titlin kullanimi,
uzun yillardir servikal kanserin de iyi bilinen bir risk faktoraduar. Green ve ark.
2003 yilinda vyaptiklari bir g¢alismada uzun sureli sigara i¢iminin servikal
skuamoz kanser riskini 2 kat arttirdigini, ancak adenokarsinom riskini
artirmadigini tespit etmislerdir.®® Biz yaptigimiz calismamizda ikinci smear
sonucu ASC-US olarak raporlanan hastalarda sigara kullanimi saptamazken,
sitolojisi normal olarak raporlanan hastalarin %24’Gnde sigara kullanimi
saptadik ve aradaki fark, istatistiksel acidan anlamh degildi (p=0,553). Benzer
sekilde olgulari HPV (-), DR-HPV(+),YR-HPV(+) olarak gruplandirip tdtin
kullanimi agisindan degerlendirildigimizde gruplar arasinda istatistiksel agidan
anlamli fark saptamadik.(p=0,220)

Olgularn parite durumuna, vucut kitle indekslerine, eslik eden hastalik
varligina, operasyon Oykulerine, menstriel donemlerine ve partnerinin cinsel
partner sayilarina gore degerlendirildigimizde ikinci defa alinan sitolojisi normal
olan grupla, sitolojisi ASC-US olan grup arasinda istatistiksel agidan anlamli
fark saptamadik.

Olgulann HPV(-), DR-HPV(+), YR-HPV(+) olarak gruplandirip parite
durumuna, vucut kitle indekslerine, eslik eden hastalik varligina ve operasyon

Oykulerine gore degerlendirildiginde goére degerlendirildigimizde istatistiksel
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acgidan anlamh fark saptamadik. Partnerinin cinsel partner sayisina gore
degerlendirildigimizde HPV (-) olan grupta multipartner orani %4,2 iken YR-HPV
(+) olan grupta %80, DR-HPV(+) olan grupta ise %100’dU ve aradaki bu fark,
istatistiksel agidan anlamli idi. (p<0,001)

MikronUkleus, hucrenin bolunmesinde, anafaz asamasinda geciken,
kiguk ve fazladan olusan, kromozom pargalari veya tim kromozom kaynakh
nikleer olusumlardir. Bagka bir deyisle mikronukleus, cesitli ajanlar nedeni ile
hlcrenin mitoz agamasinda kromozomal kiriklarin olugsumu ile ortaya c¢ikar ve
hicrede saptanmasi, DNA’da olusan hasarin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir. Mikronukleus olugsumunun temelini, DNA hasari olusturmaktadir. Bu
nedenle mikrontkleus genetik hasar Olgciminde, toksikolojide, diyette, ilag
sanayide, kanser riski olusumu suphesinde, radyoterapide yaygin olarak
kullaniimaya baslanmistir.®® Mikronukleus, ucuz ve basit bir tekniktir. Bu
avantajlari nedeni ile bugune kadar pek ¢ok kanser Uzerine yapilan arastirmada
bu teknikten faydalaniimistir. Cogu biyoizlem c¢alismasinda dokilen hiicrelerde
mikronukleus bakilmasinin, genotoksik ajanlara maruziyetin hatta kanser
riskinin muhtemel bir gdstergesi oldugu gdsterilmistir.*"*

Gonsebatt ve ark. yaptiklari bir c¢alismada bukkal mukozada
mikronukleus saptanmasinin, oral I6koplaki gibi premalign lezyonlari veya Ust
gastrointestinal sistem kanserlerini éngdrebilecegini saptamislardir.” Yine
Fareed ve ark. 2011 yilinda yaptigi benzer bir ¢galismada oral skuamoz hicreli
karsinomu olan hastalarin agiz mukoza hucrelerinde, kontrol grubuyla
karsilastirildiklarinda, G¢ veya dort kat daha fazla mikronlkleus frekanslari
saptamislardir.’?° Rajeswari ve ark. 2000 yilinda yaptiklari bir calismada meme
kanseri olan hastalarin ve bunlarin birinci derece yakinlarinin bukkal
mukozalarinda mikroniUkleus sayisini kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda daha
yiiksek bulmuslardir.®

Serviksin premalign lezyonlari ve servikal kanserli hastalarda yapilan
bircok calismada mikronukleus varliginin servikal kanser riskinin muhtemel bir
gOstergesi oldugu bildiriimis ve desteklenmistir. 2003 yilinda Patricia ve ark. 35
normal smearli (13%), 64 ASC-US’lu (23%), 39 LSIL’li (14%), 36 HSIL'li (13%),
62 invazif karsinomlu (23%) ve 39 radyasyon oykulu (14%) olmak tUzere toplam
275 hastayl kapsayan caligmalarinda, bu gruplarda mikronukleus sikligina

bakmiglar ve smear sonucu normal ve ASC-US olan hastalar ile
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karsilastirildiklarinda HSIL ve invazif karsinomu olan hastalarda MN frekansini
daha yiiksek bulmuslardir.'®* 2007 yilinda Nersesyan ve ark. yaptiklari bir mini-
review'de dokulen servikal hicrelerde mikronikleus varliginin servikal kanser
riski icin ek bir kriter olarak dusunulebilecedi ve Pap-smear testlerinde
mikronukleus bakilmasinin servikal sitolojinin sensititvite ve spesifitesini
arttirarak servikal kanser teshisi ve sekonder korunmada faydali olabilecegi
sonucuna varmislardir.'®> Campos ve ark. 2008’de yaptiklari, servikal kanser
risk faktorleri olan 101 hastay! kapsayan galismalarinda, bu hastalarda servikal
sitoloji ve MN frekanslarina bakmiglar ve servikal lezyon derecesi ile MN
frekansinin arttigini saptamislardir.®® 2011 yilinda Samant ve ark. yaptiklari
calismada, smear sonucu normal (n=40), inflamatuvar (n=40), ASC-US (n=30),
LSIL (n=38), HSIL (n=30) ve invazif karsinom (n=36) olmak Uzere toplam 224
hastanin smear 6rneginde MN skoru bakmislar ve servikal lezyonun derecesi
arttikca MN skorunun da arttigini bulmuslardir.*®* (p<0.000)

Bu caligmalarin pek ¢cogunda serviksin premalign ve malign lezyonlari ile
normal sitolojiye sahip smear sonucu olan hastalarda MN bakilmig ve lezyonun
derecesi arttikga MN sayisinin da arttigi belirlenmistir. Literatirde, smear
sonucu ASC-US olan hastalarda MN bakilarak ASC-US’un sonuglari ile MN
frekansinin  degisikligi arasindaki badglantiyi inceleyen bir calisma
bulunmaktadir. Swapan ve ark. 2011 vyilinda vyaptiklari bu retrospektif
¢alismada, smear sonucu ASC-US olan toplam 53 hastanin histoloji sonuglarini
ve MN degerlerini karsilastirmiglardir. Histoloji sonucu reaktif degisiklikler olarak
raporlanan 30 hastanin MN skoru ortalamasini 2,8667 + 2,20866 ve CIN olarak
raporlanan 23 hastanin MN skoru ortalamasini 8,3478+6,44987 olarak
bulmuslardir. Her iki grup MN skoru acgisindan kargilagtiriidiginda anlamli
farklilik saptamislardir.**(P<0.0001).

Biz ¢alismamizda smear sonucu ASC-US olan 30 hastada MN skorunu
degerlendirdik. Hastalari 4-6 ay sonra tekrar g¢agirdik ve sitoloji tekrarlari ile
birlikte MN degerlerine baktik. Dort ila altt ay sonraki sitoloji sonuglarina
bakildiginda hastalarin %16,6’sinda (n=5) ASC-US oldugu ve %83,3’Unde
(n=25) sitoloji negatif oldugunu izledik. Hastalarin ilk MN degeri ortalamalarini
10,47+1,89 olarak ve ikinci bakilan mikronukleus ortalamasini 9,00 + 2,29
olarak bulduk. Bu iki mikronukleus degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farkhlik gozledik (p=0,001). Dort ila alti ay sonra yapilan smear testinin
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sonuglari ile ilk mikronukleus degerleri ve ikinci mikronukleus degerleri
bakimindan farkliliklari inceledik. ikinci smear sonucu ASC-US olarak belirlenen
hastalarin mikronukleus degerlerinde stabilite veya artis saptarken; sitoloji
negatif olarak sonuglanan hastalarin mikronukleus degerlerinde belirgin disus
izledik. Ikinci smear sonucu ASC-US olan 5 hastanin ilk MN degerlerinin
ortalamasini 9,80 £ 0,84 ve ikinci MN degerlerinin ortalamasini 12,00 + 1,23
olarak bulduk. ikinci smear sonucu sitoloji negatif olan 25 hastanin ilk MN
degerlerinin ortalamasini 10,60 + 2,02 ve ikinci MN degderlerinin ortalamasini
8,40 = 1,96 olarak bulduk. Bu bulgular isiginda iki durum arasinda istatistiksel
olarak anlamh farkhlik oldugunu tespit ettik (p=0.001).

Mikronukleus skorlamasinin  HPV-DNA varliginin  6ngorilmesinde
yardimci bir parametre olarak kullanilabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.
Duensing ve ark. 2001 yilinda yaptiklari bir galismada yuksek risk HPV 16 E7
onkojenik proteininin, sentromer anormalliklere neden oldugu ve kromozomal
dengesiz hiicreler yaratarak MN olusturdugu deneysel olarak gdsterilmistir.X%
Aires ve ark. 2011 yilinda yaptiklari bir galismada, normal servikal sitolojilerde
HPV-DNA varligi ile MN skoruna bakmislar ve MN skorunu HPV-DNA (+) olan
hastalarda daha yiiksek bulmuslardir.!® Benzer sekilde Ana Pauolo ve ark.
2014 yihinda 158 normal smeari olan hastayl kapsayan calismalarinda HPV-
DNA ve mikronukleus bakarak aralarindaki baglantiyi ortaya koymayi
amaclamiglardir. HPV-DNA (+) olan hastalarda MN skorunu belirgin sekilde
HPV-DNA (-) olan hastalardan daha yiiksek bulmuslardir.*?’

Biz de calismamizda HPV-DNA negatifligi, YR-HPV(+) ligi ve DR-
HPV(+)ligi olan hastalari 1. MN degerleri ve 2. MN degerleri agisindan
karsilastirdik. Ug grupta istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlemedik.
(p=0,051)
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SONUG VE ONERILER

Gunumuzde HPV testinin servikal kanser taramasinda sitolojiye nazaran
daha sensitif ve spesifik oldugu bilinmektedir.'® Gelismis Ulkelerde kullanimi
gittikce yayginlasan bu test, servikal kanser taramasindaki 6nemine ragmen
hala Ust duzey teknoloji gerektirmekte ve yuksek maliyeti nedeniyle gelismekte
olan ulkelerde kullanimi sinirlanmaktadir. HPV testinin bu denli kisitlamalarinin
olmasi nedeniyle daha ucuz ve daha kolay erigilebilir tarama testlerinin varhgi
arastinimaya baslanmistir.

MN skorlamasi, rutin smear tetkiklerinde bakilabilen, kromozomal hasari
gosteren ucuz ve kolay bir ydntemdir.’®® Hiicrelerdeki DNA hasarinin bir
gOstergesi oldugu bugune kadar pek ¢ok ¢aligmada gosterilmis ve bu nedenle
kansere donusumu ongdérmede bir parametre olarak kullanilabilecegi
bildirilmigtir. Servikal smearlerde servikal lezyonun derecesi ile MN frekansi
arasinda korelasyon izlenmektedir. Biz ¢alismamizda smear sonucu ASC-US
olarak gelen hastalara MN skoruna baktik ve 4-6 ay sonra tekrar smear alarak
MN skorlarini ve smear sonuglarini karsilastirdik. Hastalara es zamanli HPV-
DNA da bakarak smear sonucu ASC-US olan hastalarda MN’un ASC-US’un
regresyon, stablilte ve progresyonuna olan etkisini belirlemeyi ve hastalarda
HPV-DNA varhigini belirlemeyi amacladik. Yaptigimiz literatir taramalarinda
bdyle bir gcalismaya rastlamadik.

Sonug olarak MN skoru bakilmasi, ASC-US’un izleminde sitolojiye ve
HPV-DNA’ya yardimci bir yontem olabilecegi dusunulmustur; ancak primer
tarama yontemi olarak kullanilabilmesi icin daha fazla hasta sayisini igceren

genis olgekli calismalarin varligi gerekmektedir.
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KISALTMALAR DIZINi

ACS: American Cancer Society

ACOG: American College of Obtetricians and Gynecologists

ASCCP: AmericanSociety for Colposcopy and Cervical Pathology

ASC: Atipik skuamoz hacreler

ASC-H: Yuksek grade lezyonun diglanamadigi atipik skuamdéz hucreler
(atypical squamous cells can not exclude HSIL).

ASC-US: Onemi bilinmeyen atipik skuamdéz hiicreler

BN: Binukleer

CBMN: Cytokinesis Block Micronucleus

CIN: Servikal intraepitelyal neoplazi

ClIS: Karsinoma in situ

Cyt-B: Sitalazin-B

DES: Dietilestilbestrol

DNA: Deoksirubonukleik asit

DR-HPV: Dusuk riskli HPV

FDA: Food and Drug Administration

FIGO: The International Federation of Gynecology and Obstetrics,

(Uluslararasi Jinekoloji ve Obstetri Federasyonu)

FISH: Floresan In Situ Hibridizasyon

HC: Hibrid yakalama

HCT: Hibrid yakalama tup

HIV: Human Immunodeficiency Virus

HSIL: Yuksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon
HPV: Human papillomavirus

Ig: Immunoglobulin

LAST: Lower Anogenital Squamous Terminology
LCR: Long Coding Region

LSIL: Dusuk dereceli skuamdz intraepitelyal lezyon
MN: Mikronukleus

MultiN: Multintkleer

NCR: Non Coding Region

77



NSCJ:

ORF:
OSCJ:

PCR:
RLU:
RNA:
SCJ:
SIL:
TriN:
T/Z:
USPSTF:
VKi:
WHO:
YR-HPV:

New Squamo-Columnar Junction (Yeni Skuamo-Kolumnar
Bilegke)

Open Reading Frame (Acik Okuma Bolgesi)

Original Squamo-Columnar Junction (Orijinal Skuamo-Kolumnar
Bileske )

Polimerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Relatif Light Unit (Relatif Isik Birimi)

Ribonukleik Asit

Squamo-Columnar Junction (Skuamo-Kolumnar Bileske )
Skuamoz intraepitelyal lezyon

Trinukleer

Transformasyon zonu

United States Preventive Services Task Force

Vucut kitle indeksi

World Health Organisation (Diinya Saglik Org(itii)

YUksek riskli HPV
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