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Servikal Neoplazik Surecte Laminin-%2 ve p16 (INK4a)
Ekspresyonu ve Sgkalim ile iliskisi

OZET:

Amac: Servikal neoplazilerin gelim surecinde ekstraselliler matriksin énemli bir

bileseni olan Laminin-$2 ve hucre siklusunda rol alan bir timoér supresotgin olan
pl6 (INK4a) molekullerinin etkinfini ve hastalarin gkalimi ile olan ilgkilerini

deserlendirmek.

Yontem: Retrospektif olarak tasarlanan bu galanin arstirma grubuna Ocak 2004 —
Ocak 2014 tarihleri arasinda Ege Universitesi Kadastaliklari ve Dgum Ana Bilim
Dali, Jinekolojik Onkoloji Bilimdalina bavuran toplam 140 hasta dahil ediltim. Ayrica
kontrol grubuna Kadin Hastaliklari ve .on Ana Bilim Dali'nda benign jinekolojik
nedenlerle histerektomi uygulargnplan 10 hasta alinmive toplamda 150 hasta
calismaya dahil edilmtir. Arastirma grubu CIN-1 (n:30), CIN-3 (n:30), mikroinvazi
servikal karsinom (n:20), adenokarsinom (n:30) keas6z hdcreli karsinom (n:30)
olmak Uzere he alt gruba ayrilmgtir. Kontrol grubu ise uterin myomlar nedeniyle
histerektomi uygulanmi 10 hastadan ojmaktadir. Cakmaya dahil edilen hastalar
telefon ile aranarak ¢ama hakkinda bilgi verilngive onamlari alinarak camnaya dahil
edilmislerdir. Tum hastalarin servikal doku kesitlerindaniinin-5y2 ve bir tUmor
supresor protein olan pl6 (INK4a) molekilleri imrhigtokimyasal olarak boyanma

diuzeyleri acisindan incelengtir.

Bulgular: Calsmaya dahil edilen tim hastalar icinsyBMI(Viicut Kitle indeksi),
parite, sigara kullanimi, lamining® ve pl6 (INK4a) boyanma dizeyleri (negatif,
1+,2+,3+ seklinde) incelenngi ve kanser olgularinin 5 yilhik gkalimi ile incelenen
molekdllerin iliskisi dezerlendirilmistir. Adenokarsinom, skuaméz hucreli karsinom ve
mikroinvaziv kanser gruplarindaki hastalardss yee BMI oranlarindaki arga paralel
olarak p16 (INK4a) ve Lamininy2 boyanma diizeylerinin de istatistiksel olarak arila

dizeyde artpn gordlmistir. Ayrica mikroinvaziv kanser grubunda parite belikte



Laminin-52 boynama duzeyinin de apit saptanmy ancak pl6(INK4a) boyanma

dizeyinde parite ile anlamh birgki saptanmangtir.

Arastirma gruplarindaki tum hastalar gruplara bakilnaksdeerlendirildiginde yg ve
BMI artisiyla birlikte Laminin-52 ve p16(INK4a) boyanma diizeylerinin de &rtive
istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon opgdugdorialmigtir.  Ancak sigara kullanimi ve

parite icin bu korelasyon g6zlenmaesti.

Sonug: Laminin-52 ve pl6(INK4a) molekulleri servikal neoplazik sgbee anlamli
olarak pozitif saptanmaktadir. Ancak bu molekifempatofizyolojisinin ve servikal
karsinogenezdeki rollerinin daha net aribilmesi icin daha gegi serilerde

arggtirmalarin yapiimasi gerekmektedir.
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1. GIRIS VE AMAC

Serviks kanseri, 0zellikle geinekte olan ve servikal tarama programlarinin
yetersiz oldgu Ulkelerde kadinlarda en sik gortlen (100.000 r@a17,8) ve Olume
neden olan (100.000 kadinda 9,8) ikinci siradakiskadir (1). Gelimis Ulkelerde ise,
ornesin A.B.D.’de, serviks kanseri en sik gorulen veréiineden olan tcinct jinekolojik
kanserdir (2).

Serviks kanseri insidansi son 50 yilda Ozellikleat@a programlarinin karili
oldugu Ulkelerde %75’e yakin oranda azajme buna bgi mortalite oranlarinda belirgin
bir disUs izlenmgtir. Ancak az gelimis veya gelfmekte olan ulkelerde serviks kanseri
insidansi ve buna gh mortalite halen ytiksek seyretmektedir. Dunyaddi@ade olgularin

%84’U az gekmis ve gelsmekte olan Ulkelerde tani almaktadir (2,3).

Serviks kanserinin geim sirecinde, preneoplastik lezyonlarin geli ve
bunlarin kansere dogiimi sirecinde ¢ok sayida etken rol oynamaktadini@iizde
kanittanmg en o©onemli etken HPV virisidir ve olgularin %99We pozitif
saptanmaktadir (4). Bunun vyanisira viral karsinegde ve kanserin yayllim
patofizyolojisinde etkili oldgu 6ne surilen géli timor sipresor genler ve ekstraselltler

matriks elemanlari belirlensgtir.

Bu calsma ile servikal neoplazik surecte ekstrasellller trikgin temel
bilesenlerinden biri olan ve 6zellikle servikal dokudalunan Laminin-5y2 molekill ile
birlikte karsinogenezde Kkilit rol oynayan bir tum&dpresor protein olan pl6(INK4a)
ekspresyonu incelengive bu molekillerin hastalarin @alimi ile iliskilerinin olup

olmadgi degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SERMKAL PREMAL iGN LEZYONLAR

Servikal premalign lezyonlar, servikal kanser i¢mci lezyonlar olmakla birlikte
invaziv 6zellikleri olmayan epitelyal anormallikldtapsamaktadir. Servikéhtraepitelyal
Neoplazi (CIN) tanimi dfilk diizeyli displastik sitoplazmik ve niukleergtgkliklerden
siddetli displaziye dgru giden bir spektrumu icerir. Bu lezyonlarin ortakelligi bazal
membranda tutulumun olmamasidir. CIN tanimlamasiksen dis ylzeyini (ektoserviks)
ddseyen ¢ok katli skuamoz epitel icin yapistm ve skuamoz epitel katmaninin etkilenen
oranina gore CIN 1 (alt 1/3'de sinirh), CIN 2 @r/3’e kadar uzanmakta) veya CIN 3
(Ust 1/3’e kadar uzanmakta) olarak tanimlagimiServikal kanall dgeyen tek bir tabaka
kolumnar epitel icin boyle bir tanimlama bulunmanaakr. Buradaki histolojik

anormallikler adenokarsinoma in situ (AlS) veyaramearsinongeklinde tanimlanmstir.

Servikal sitolojik ve histolojik bulgular 1988 wida duzenlenen Bethesda
siniflamasina gore farkli terminolojileri icermekti (5). Sekil-1'de sitolojik ve histolojik
bulgularin kagilastirilmasini gostermektedir. Ancak yakin bir gegimiAmerikan Patoloji
Dernesi ve Amerikan Kolposkopi ve Servikal Patoloji Toplgu’nun ortak bir projesiyle
hazirlanan LAST (Lower Anogenital Squamous Ternogg) calsmasiyla alt genital
sistemin HPV ilgkili premalign lezyonlari icin sitolojik ve histgjii&a bulgular ortak bir

terminolojiyle tanimlannstir (6). Sekil-2’de eski ve yeni tanimlamalar gosterilmektedi

2.1.1.Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde CIN icin tahmini yilik inglans %4-5
olarak rapor edilmstir (7). Pap test ve kolposkopinin tam bir duyaghl sahip olmamalari
nedeniyle bu siklik gercek sigli yansitmamaktadir. Bununla birlikte yiiksek derecel
lezyonlar 6zellikle 25-35 yaaralginda gorulmekte ve tanidan genellikle 8-13 yil sonr

40’h yaslara gelindginde invaziv lezyonlar saptanmaktadir.



Sekil-1: Servikal sitolojik ve histolojik bulgularin tanimienasi. A) Sirasiyla normal,

disUk ve yuksek grade’li servikal sitolojiler. B) Ssigla CIN 1,2 ve 3.

CIN lezyonlarinin az bir kismi invaziv kansere d¢mé eilimindedir. Bu
lezyonlardaki temel etiyolojik etken olan HPV erdgalonu takip eden 6-18 ayda %50,
takip eden 2-5 yilda ise %80-90 oraninda temizlekiatkr (8).

CIN 1 lezyonlarinin %52'si gerileme g0sterirken akc%l1 oraninda invaziv
kansere dongime riski tgimaktadir. Bu risk displazi derecesinin artmashyildikte artis
gostermektedir. CIN 2 lezyonlarda gerileme oranB%é invaziv kansere dogrine orani
%5, CIN 3 lezyonlarda ise invaziv kansere dgné orani %12’den fazla iken gerileme
orani %32 olarak bildirilnstir (8,9).
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Sekil-2: Servikal premalign lezyonlarin Bethesda ve LASTesisne gore sitolojik ve
histolojik siniflandiriimasi.

Servikal premalign lezyonlar igin belirlengnolan risk faktorleri invaziv kanser
icin saptanan risk faktorleriyle benzerdir. En 6hiensk faktort yuksek riskli HPV (Tip
16, 18, 31, 33, 45 ve 58) enfeksiyonun \@arke bu enfeksiyonun persistansi olarak
saptanmytir (10). Bunun yanisira irk, yaparite, dgilk sosyoekonomik diizey, sigara
kullanimi, erken ygta cinsel ilski, cok sayida cinsel partner, diyettesifle vitamin
(A,C,E) eksiklikleri, yetersiz servikal tarama praglari ve immunsupresyon (HIV,

transplant alicilari, kemoterapi vb.) gibkitk 6Gnemli risk faktérleri de gosterilngiir.

2.1.2.Tani YOontemleri

Servikal premalign lezyonlarin tanisinda taramdi telarak ginimuizde en sik
kullanilan yontem Pap testtir. Pap test konvansyoe sivi bazl (LBC-Liquid Based
Cytology) olmak uUzere iki farklgekilde uygulanmaktadir. Ginimuzde 6zellikle son on
yilda sivi bazli yéntem tercih edilen yontem oltow. Konvansiyonel yontemde alinan
servikal materyal ayni seansta lam Uzerine yaylamaeleme icin 6rnek alinmaktadir.

Sivi bazh érneklemede ise alinan servikal matebyakoltlisyon icerisine alinir ve daha



sonra bu solisyorslemden gegcirilerek inceleme icin tek bir hiicre katmicerecek
sekilde lam hazirlanir. Hangi yontemin daha gluvenié etkin oldguna dair literatirde
celiskili calismalar olmasina kam, sivi bazli yéntem daha fazla oranda hicrende el
edilebilmesi acisindan konvansiyonel yonteme keyaklha guvenilir gérinmektedir ve

daha yaygin olarak kullanimi tercih edilmektedit-3).

Amerikan Kanser Topluu ve Amerikan Jinekoloji ve Obstetri Degiain
Onerileri d@rultusunda, servikal tarama testi glinimizde Zingaulgan tum kadinlarda
veya cinsel aktivitenin BEmasindan sonraki G¢lncu yildan itibaren oneribedik. Otuz
yas alti kadinlarda yilhik 6rnekleme, otuz syéizeri kadinlarda ise 2-3 yilda bir tarama
yapilmasi onerilmektedir. Yetmyasina gelmg, en az 3 negatif tarama sonucu olan veya
son on yilda anormal bir tarama sonucu bulunmayahnkarin ise tarama programindan
cikarilabilecgi 6nerilmektedir. Bununla birlikte subtotal histetemi gecirmg hastalarin
taramalarina anlatilarsekilde devam edilir. Ancak hasta benign nedenlexéal
histerektomi gecirmi ise taramadan cikarilabilir. Bu durumlara ek dtakV pozitif
veya immun yetmezlik tanilari olan ytksek riskliugta bulunan hastalarin servikal

taramalarinin yillik olarak yapilmasi 6nerilmektedi4,15).

Servikal premalign lezyonlarin taranmasinda sjifoloncelemeye ek olarak
glinimiizde HPV DNA testi de uygulanmaktadir. Ozlglikiksek riskli HPV viriislerinin
servikal neoplazi galiminde temel faktér oldgu g6z onidne alindinda HPV DNA
incelemesiyle birlikte yliksek dereceli servikal pkeazilerin saptanmasinda Pap testinin
basari orani %85’e ukamaktadir (16) HPV DNA testi 30 yauzeri kadinlarda
Onerilmektedir cunkl daha genc staki kadinlarda virisin yaygigh nedeniyle

spesifitesi azalmaktadir ve maliyeti arttirmaktadir).

2.1.3. Bulgularin Yonetimi

Sitoloji raporunda karlasilabilecek epiteliyal hiicre anormallikleri 2001 Besda
sisteminde belirtilmgtir (Tablo-1).



Tablo-1: 2001 Bethesda Sistemi, servikal sitolojide anorogdjularin siniflandiriimasi.

Skuamo6z Huicre Anormallikleri

* ASC-US:Atipik skuam6z hiicre — 6nemi belirlenememi

ASC-H:Atipik skuamdz hicre — H-SIL glanamanny.

L-SIL: DUsuk dereceli intraepiteliyal lezyon.

H-SIL: Yuksek dereceli intraepiteliyal lezyon.

Skuamo6z hicreli karsinom

Glandiler Hiicre Anormallikleri

» AGC: Atipik glanduler hicreler. (Endoservikal, endometriayrimi

yapilamayan)
* AIS: Adenokarsinoma in situ.

* Adenokarsinoma

Servikal sitoloji sonucu ASC-US olarak saptanarntdagn 6-12 ay sonra sitoloji
tekrari, HPV DNA testi veya direkt kolposkopi seeklerinden herhangi birisi tercih
edilebilir. Ancak hastanin tekrarlayan anormal lsjisi mevcut ise veya daha onceki
HPV DNA testi pozitif ise dgrudan kolposkopi 6nerilmelidir. Bununsthda saptanan
diger sitolojik anormalliklerde (ASC-H, L-SIL, H-SILAGC vb.) hastalara dpudan
kolposkopi oOnerilmelidir. Atipik glanduler hicre mginda kolposkopiye ek olarak
endoservikal kanal ©Orneklemesi ve gerekirse enddahe 6rnekleme (6rn@n

postmenapozal hasta ise) yapilmasi gerekmektegir (1

Kolposkopi servikal patolojilerin tanisinda bashizli ve ayaktan kolaylikla
uygulanabilen dnemli bir yontemdir. Anormal sitolgaptandil takdirde serviksin ve
transformasyon zonunun mikroskop altinda daha Hetdsrak incelenmesine olanak
sgilar. Ayrica patolojik izlenen alanlardan direk balttinda biyopsi alinmasina olanak

salamaktadir.



2.1.4. Tedavi Yaklgimlari

CIN tedavisinde secilecek yontemler ablatif ve imksnel olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Bu yontemlerden hangisinin secifgoe hastanin ya, tibbi durumu, ek
hastaliklari, dgum sayisi, gebelik istemi, servikal anatomi, ledgon lokalizasyonu ve
boyutu, daha 6nceki uygulanan tedaviler gibi pek faktér gbz onine alinarak karar
verilir. Ablatif yontemler (kriyoterapi, karbondisk lazer ve elektrofulgurasyon gibi)
lokal olarak servikal lezyonun ortadan kaldiriinmassa&larken, eksizyonel yontemler
(LEEP, S@uk Konizasyon, Karbondioksit Lazer Konizasyon gilidha invaziv bir
sekilde lezyonla birlikte servikal dokunun cikarilsmar icermektedir. Cocuk istemi
olmayan ve yuksek dereceli servikal lezyonu olastddarda ise histerektomi bir tedavi

secengi olarak sunulabilir (19,20).

2.2. SERMKS KANSERI
2.2.1.Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Tim dinyada 2012 yilinda 528.000 yeni serviks kanekusu ve serviks
kanserine bgi 266.000 6lum rapor edilrgtir. Ortalama tani ya 48'dir. Serviks kanseri,
A.B.D. gibi gelgmis ve servikal tarama programlarininshayla uygulandii tlkelerde
dcuncu sikhkta goridlen jinekolojik kanser olmasikarin Dogu Afrika ve Orta

Asya’daki az gelimis Ulkelerde halen kadinlardaki en sik gorulen kathis€8,21).

Serviks kanseri icin tanimlangnen onemli risk faktort persistan yuksek riskli
HPV virisu enfeksiyonudur ve olgularin % 99,7'sngbozitif saptanmgtir (22).
Tanimlanmg 40’tan fazla HPV tipi icerisinde en 6nemli yukseskli suslar 16 ve 18'dir.
HPV virlisiniin yani sira serviks kanseri icin behen dger caitli risk faktorleri ise; irk
(Hispaniklerde en yuksek insindans, 10.5/100.08Ken yata cinsel aktivite, cok sayida
cinsel partner, cinsel yolla bykn hastalik 6ykisu, sigara kullanimi (skuaméz Hiicre
karsinom), multiparite, ilk dgumun erken yga olmasi, oral kontraseptif kullanimi,
imminsupresyon ve diik sosyoekonomik duzeydir (23-26).

Serviks kanseri i¢in tanimlangnoir genetik gegi bulunmamaktadir. Ancak yapilan

cesitli calismalarda immun sistem, sitokin dretimi, anjiyogenémor baskilayici yolaklar



ve intraselltler sinyal iletimi gibi belirli hiicrebve molekuler yolaklardan sorumlu genlerin
polimorfizmi ile serviks kanseri arasindghii oldugu 6ne surulmgtir (27-32).

2.2.2. Histolojik Tipler

En sik saptanan histopatolojik tip, serviksin skdarhicreli karsinomu (olgularin
yaklasik % 70') olmakla birlikte son 20 yilda o6zelliklgenc yataki olgularda
adenokarsinom silgi giderek artmaktadir. Bunun nedeni olarak 6zedliagblenokarsinom
ile iligkili olan HPV tip 16 ve 18 prevalansinin gidereknas olmasi dne surulmektedir
(33,34). Serviks kanserinin histopatolojik siniflamasi TaBlde, serviks skuamé6z ve
adenokarsinomlarinin - mikroskobik gorunumleri is8ekil-3 ve Sekil-4'de
gosterilmektedir.

Sekil-3: Skuam6z hucreli karsinom, buyuk htcreli non-keag tip. Eozinofilik
sitoplazmalari, belirgin hicre sinirlant ve duzengtimelenmi timor hicreleri

izlenmekte.



Sekil-4: Serviks adenokarsinomu. Endoservikal hicreleriittaden, glandlar okiuran,

vakuolll musindz sitoplazmali, nukleer atipili tirabhucreler izlenmekte.

2.2.3. Tanl

Erken evrede serviks kanseri genellikle asemptdtiatancak en sik gorulen
semptomlar postkoital kanama ve anormal vajinal akaadir (35). Ayrica tumor
dokusunun enfeksiyonuna sekonder koti kokulu, pixtlmukoid vajinal akinti
saptanabilir ancak bu semptomlarin hicbiri servideseri icin spesifik dgldir. Bu
acidan ozellikle asemptomatik hastalarda taramiget@sn 6nemi blyukturlileri evre
olgularda ise pelvik ve lomberga, genitouriner semptomlar (hematuri, hematokezya

veya basi belirtileri gibi) saptanabilir.

Serviks kanseri tanisi genellikle olgularin erkemede asemptomatik olmasi ve
semptomlarin  non-spesifik olmasi nedeniyle servikddiyopsinin histolojik
degerlendirilmesi sonrasi konulur. Bu agidan dncelddgayl bir pelvik muayensgipheli
tum olgularda ©6nemlidir. Serviksin tam olarak gomteesi, gerekirse kolposkopi

yapilmasi vesupheli lezyonlardan biyopsi alinmasi tani icin ikribneme sabhiptir.



Tablo-2: Serviks kanserinin histolojik siniflandiriimasi.

1- Skuamo6z hicreli karsinom

a.

b.

Blyuk hicreli keratinize tip

Blyuk hicreli non-keratinize tip

Verrikoz karsinom

Papiller skuamdz ve transizyonel hicreli tip

Lenfo- epitelyal karsinom

2- Adenokarsinom

Musin6z, endoservikal tip

Musin6z, intestinal tip

Musin6z, adenoma malignum
Misinoz, villoglandiler adenokarsinom
Endometroid tip

Berrak hcreli tip

Papiller serdz tip

Mezonefrik tip

3- Adenoskuamoz karsinom

4- Adenoid kistik karsinom

5- N6roendokrin

a.
b.

C.

Karsinoid tip
Kuguk hucreli tip

Blyuk hicreli tip

6- Diferansiye olmams karsinom

7- Miks epitelyal ve mezegimal timaorler
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Serviks kanserinin en sik ggin bolgesinin transformasyon zonu olmasi nedeniyle
Ozellikle bu boélgenin cok iyi gozlemlenmesi ve gddendiriimesi gerekmektedir.
Lezyonlar ektoservikal yerenli olabilecesi gibi endoservikal kanala yegien gosternmg

de olabilirler. Ozellikle adenokanserler, endodeswerlaimli olup servikste geglemeye

ve “ficl serviks” gelmesine neden olurlar. Bu nedenle serviksin palpasycektovajinal
muayene ve parametriumlarin gaelendiriimesi tumorin boyutunun ve evresinin

belirlenmesinde ¢cok 6nemlidir.

2.2.4. Evreleme

Serviks kanserlerinde evreleme klinik olarak yegaktadir. Serviks kanseri
evrelemesi 2009 yilinda FIGO tarafindan revize exdk 1994 yilindaki siniflamada
kismen dgisiklik yapiimistir (36). Eski siniflama tzerindeki gigiklikler su sekildedir;
Evre 0 tanimi siniflamadan kaldirignEvre 2A ise Evre 2A1 (4 centimor) ve Evre 2A2
(4 cnx timor) seklinde yeniden tanimlangtir. Tablo-3 veSekil-5’de serviks kanserinin
evrelemesi gosteriimektedir. Hastalar ©zellikle steei altinda pelvik muayene ile
degerlendirilmelidirler. Bununla birlikte evrelemedestli ek laboratuvar ve gorintileme
yontemlerinden de yararlanilabilir. Tum hastalam iam kan sayimi, karagr ve bobrek
fonksiyon testleri, idrar analizi yapilmasi onerilHastalgin metastatik olup olmagii,
Ureteral tutulumun derlendiriimesi veya lenf nodu tutulumu agisindarrtgdileme
yontemlerinden intravendz pyelografi, abdominogehbilgisayarli tomografi (BT),
manyetik rezonans goruntileme (MRI) ve pozitron sgimn tomografi (PET)'den
yararlanilabilir. Ozellikle MRI timor boyutunun lidénmesi, parametrial yayilm ve
stromal invazyonun derlendiriimesinde bilgisayarli tomografiye oranlakc¢ daha
basarilidir (37). Ayrica serviks kanseri olan gebetecte MRI kullanilabilmesi agisindan

tomografiden tstunddr.

Belirtilen non-invaziv gérunttleme yontemlerine @lrak mesane invazyonu igin
sistoskopi veya rektum tutulumu icin proktoskopibigidaha invaziv goérintileme

yontemlerine gerekdi takdirde bavurulabilir.

Serviks kanserlerinde cerrahi evrelemenin yaramistaalidir. Pelvik ve para-
aortik lenf nodlarinin diseksiyonu, metastazlaaptanmasina olanak@ar ve ileri evre

olgularda tedavi ve prognoz tzerine olumlu etkisibdir. Ayrica makroskopik pozitif
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lenf nodlarinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi sonradggulanacak radyoterapinin bélgesinin
degsismesine ve buna sekonder gebilecek komplikasyonlarin azaltilmasina yardimci
olabilir. Ancak ©ne surllen g¢@i teorik avantajlarina karmn retroperitoneal lenf
nodlarinin agresif ¢ikariimasiningskalima olumlu etkisinin yalnizca %4-6 kadar gidu
saptanmytir (38-41). Bu nedenle serviks kanserinde lenfunekisizyonunun yarari halen
tartismali bir konudur.

Tablo-3: Serviks Kanseri, 2009 FIGO Evrelemesi (36).

Evre 1; Servikse sinirli timor.

1A1: Stromal invazyon derirdi <3mm ve yaygirgh <7 mm.

1A2: Stromal invazyon deringi 3-5 mm ve yaygigh <7 mm.

1B1: Klinik olarak saptanans4 cm timor.

1B2: Klinik olarak saptanan;>4 cm timor.

Evre 2; Serviksi amis, ancak pelvik yan duvar ve vajina alt 1/3’tne Yiayiyok.

2A1: Parametrial invazyon yok, klinik olarak saptana cm timor.

2A2: Parametrial invazyon yok, klinik olarak saptana™ cm tiumor.

2B: Paramatrial yayilim mevcut.

Evre 3; Serviksi amis, pelvik yan duvar tutulumu var ve/veya vajina alBkisming

yayllim mevcut.

3A: Pelvik yan duvar tutulumu yok, vajina 1/3 alt kigutulumu mevcut.

3B: Pelvik yan duvar tutulumu mevcut, hidronefroz veymfonksiyone

bdbrekler mevcut.

Evre 4; Pelvis dgina yayllim mevcut veya mesane ve/veya rektum ywaz

mevcut.

4A: Komsu organlara yayilm (mesane, rektum) mevcut.

4B: Uzak organlara metastaz mevcut.
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Illa

IVa

Sekil-5: Serviks Kanseri FIGO Evrelemesi.

2.2.5. YayilimSekli

Serviks kanseri gerek direkt olarak gerekse lé@nfateya hematojen yolla
yayilabilir. Direkt olarak uterin korpus, vajinaagametriumlar, mesane veya rektuma
yayilabilir. Overlerin direkt olarak tutulumu sekei kanserinde ¢ok nadirdir ve sirasiyla
skuamé6z ve adenokarsinomlarda % 0.5 ve % 1.7 olaikriimistir (42). En sik
hematojen yayilim alanlar akgrler, karagier ve kemiklerdir.

13



Serviks kanserinin en sik yayilim yolu lenfatikyyrandir ve en sik obturator lenf
nodlarina yayilim gerceldmektedir (43). Daha sonra bunu sirasiyla pelvik gamar,
iliak ve aortik lenf nodlar takip etmektedir. Arcabazi cagmalarda bu siraya
uymaksizin bu nodlardan herhangi birine ilk ©6nce aylym gerceklgebilecei
bildirilmi stir (44-46).

2.2.6. Tedavi

Serviks kanserinde primer tedavi yakhalari cerrahi ve radyoterapidir (RT).
Radyoterapi her evrede kullanilabilir ancak cerragavi secerig Evre 1 ve Evre 2A
hastalar icin mumkindur ancak Ozellikle Asya Ulkelgen yapilan ggtli yayinlarda

Evre 2B hastalarda da cerrahinin uygulanapildildirilmi stir (47-49).

Cerrahi tedavide uygulanabilecek histerektomi tipl®iver-Rutledge-Smith
Siniflamasi ile belirlenmgtir (50)(Tablo-4). Evre 1A1 hastalikta konizasyoeya Tip 1
(Ekstrafasiyal) histerektomi uygun seceneklerdivreE 1A2 hastalikta ise Tip 2
histerektomi ve pelvik lenf nodu diseksiyonu 6neektedir (50,51). Ayrica reproduktif
yas grubundaki hastalarda da uygun @du takdirde fertilite koruyucu cerrahi
distnulebilir. Bu geng¢ y@ grubundaki kadinlarda Evre 1A2 ve 1B1 hastaliladikal
trakelektomi giderek 6nem kazanan bir tedavi segiditg52). Evre 1B1 hastalikta Tip 3
radikal histerektomi ile birlikte pelvik-paraaortienf nodu diseksiyonu 6nerilmektedir.
Evre 1B2 ve 2A hastalikta gunumizde oOnerilen tedaaklasimi oncelikle
kemoradyoterapieklindedir. Radyoterapiye ek olarak platin bazimikgéerapdtik ajanlarin
(sisplatin) prognoz ve yam suresi Uzerine yararli etkilerinin ofglugosterilmgtir. Lokal
ileri evre hastalikta (Evre 2B - 4A) standart tedemoradyoterapidir. Cerrahinin yluksek

riskli oldugu hastalarda ise dncelikli tedavi olarak RT uygalaihr (53).

14



Tablo-4: Piver-Rutledge-Smith Histerektomi Siniflamasi.

Tipl:

Ekstrafasial HisterektomiLenfatikler acisindan zengin alt uterin segmemtservika

fasya uterus ile birlikte ¢ikarihr.

Tip2;

Modifiye Radikal HisterektomKardinal ve uterosakral ligamentlerin medial gane

vajina 1/3 Ust segment cikarilir.

Tip 3;

Radikal HisterektomiKardinal ve uterosakral ligamentlerin tamamivlgina 1/2 Us

segment cikarilir.

Tip 4;

Gengletilmis Radikal HisterektomiUterus ile birlikte peritreteral dokularin tama

superior vezikal arter ve vajina 3/4 Ust segmelkarglir.

Tip5:

Pelvik Ekzenterasyofip 4 histerektomiye ek olarak mesanenin ve Unetbii kismi

da cikarilr.

2.2.7. Prognoz

Serviks kanserlerinde prognostik faktorler icemgnen o6nemlisi hastgin
evresidir (54,55). Tablo-5'de hastalik evresi ilag kalim oranlari arasindaki gki
gosterilmitir. Bunu lenf nodu tutulumu izlemektedir. Lenfatiketastaz hastgin
evresini dgistirmemesine kain adjuvan tedavi secimini etkilemekte vegskalim
uzerinde 6nemli etkisi olmaktadir. Paraaortik |¢éikfanetastaz vargn ve metastatik lenf
nodu sayisinin agi ile birlikte prognoz olumsuz yonde etkilenmektedb6-59).

Literatiirde erken evre serviks kanserinde lenfoireskalan tutulumunun prognozda
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bagimsiz bir gosterge olguna dair yapilan 25 ¢aimadan yalnizca 3’Unde olumlu sonug¢
saptanmytir. Bu nedenle lenfovaskuler alan tutulumunun erkere serviks kanserinde
bagimsiz bir prognostik belirte¢ olgu konusunda kesin bir fikir bigi bulunmamaktadir
(60). Ayrica hastanin yg tumoérin boyutu, histolojik tipi ve diferansiyasy derecesi de

diger 6nemli prognostik faktorlerdir.

Tablo-5: Serviks kanserinde evre ileggalim iliskisi (61).

Hastalik Evresi 1 Yilhk Sag kalim | 3 Yillik Sag kalim | 5 Yilhk Sag kalim
A1 99.8 99.5 97.5
IA2 98.5 96.9 94.8
IB1 98.2 95.0 89.1
IB2 95.8 88.3 75.7
A 96.1 88.3 73.4
1B 91.7 79.8 65.8
A 76.7 59.8 39.7
B 77.9 59.5 41.5
IVA 51.9 35.1 22.0
VB 42.2 22.7 9.3

2.3. LAMININ, P16 (INK4a) VE KARSINOGENEZ
2.3.1. Servikal Karsinogenez

Serviks kanserinin patofizyolojik geim sirecinde kanitlanmi en 6nemili

etiyolojik etken yuksek riskli HPV viriisiinin pettsis enfeksiyonudur (22).

HPV (Human Papilloma Virus), Papovavirus ailesiftapillomavirus sinifinda
yer alan zarfsiz bir DNA virisudur. Genomu ciftikil yaklasik olarak 7900 baz iceren
ve sirkuler yapida bir DNA’dirikozahedral simetrik yapida ve 55 nanometre caphbirda
kapsidi bulunur. Bu virlslerin tanimlangnylizden fazla tipi mevcuttur. Cilt ve mikdz
membranlarda yer alan epitelyal hucreleri enfektderek hicre cekirggnde
genomlarinin  replikasyonunu  gercekigrler. insanlarda 6zellikle  onkojenik
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potansiyelleri olmasi nedeniyle pek cok enfeksiywdiis ailesinden daha fazla 6nem
arzetmektedir. Orofaringeal, anogenital ve servikaiserlerle yiksek oranda korelasyon
gostermektedirler (62,63).

HPV virisinin genomu, enfekte olan hicrenin cekirde yerlgamesinin
ardindan ayr bigekilde epizom olgturabilir veya hiicre kromozomlarina entegre olarak
¢ssitli viral proteinlerin sentezlenmesini @ayabilir. Viral genom tarafindan kodlanan ve
konak hicre cekirdgnde transkripsiyonu gerceklen temel onkojenik proteinler E6 ve
E7 proteinleridir. Bu molekdller hicre siklusu ickmitik dneme sahip tiumor stpresér
proteinler olan p53 ve Rb proteinlerini sirasiydnibe ederek viral onkogeneze neden
olmaktadirlar. Ayrica E6 proteini c-myc protoonkogni aktive ederek kromozomlardaki
telomeraz enzimi aktivitesini arttirmaktadir. Teleraz aktivitesinin argi ise beraberinde

viral enfeksiyonun persistansina ve kansermeine katki sglamaktadir (64-70).

HPV kaynakli viral karsinogenezde ayrica hicre usihda onemli bir rol
oynayan tumor supresor gen olan p16(INK4a) ve ki@psiyon Grint proteinin dnemi
yapillan cok sayida camalara paralel olarak giderek artmaktadir. Bunubidikte
tumorun invazyon ve yayilim sirecinde mikrocevreamiii daha da 6nem kazanmaktadir.
Ozellikle timor mikrogevresinde yer alan bazal meammbve bg dokusu elemanlari
(6rnezin laminin proteinleri) kanser biyolojisinde gdzdaredilemez bir role sahiptirler
(71,72). Burada oOzellikle laminin ve pl6 molekiién, servikal kanserin

patofizyolojisindeki rolleri Gizerinde durulacaktir.

2.3.2. Laminin

Lamininler, bazal membranin énemli bir Bigmi olan ekstraselliler matriks
(ESM) proteinleridirler. Bazal membran epiteliyabkidiyu b& dokusundan, cevreleyen
vaskiler ve kas dokudan ayiran bir ESM tabakadsdizal membranlar dokulara mekanik
destek sgarlar, hicrelerin organizasyonuna ve adezyon, asign, proliferasyon,
diferansiyasyon gibi hicresel aktivitelerde rolrlah. Benzersekilde Lamininler
adezyon, migrasyon ve sinyal iletiminde fonksiyonlalan afy heterotrimerik yapida
glikoproteinlerdir. (73-75).
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IIk laminin proteini, bugunki ismiyle laminin-d{B1yl1), yaklaik 30 yil 6nce bir
deney faresinde tumor dokusundan izole edtimi(73). Sekil-6'da laminin-1
molekllinun yapisal goérinimu betimlegtimi 1980’li yillarin sonlarina dgru molekiler
klonlama tekniklerinin geyimesine paralel olarak c¢ok sayida laminin izoformu
kesfedilmistir (Sekil-7).

w8
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IVa En/Nd-binding
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Sekil-6: Laminin-1 proteinin yapisal gorinimintegrinler icin bglanma noktalari olan
al, B1 ve yl zincirleri gorulmekte. ¥er molekdllerin bglanma noktalari; heparin
baglanma noktasi (HB), distroglikan glanma noktasi (DG), enaktin/nidojengienma

noktalari (En/Nd) ve polimer formasyon bolgesi (B€Rlinde belirtiimitir (76).
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Sekil-7: Gunumizde bilinen 12 farkh laminin izoformunun gap gérintmleri Bu
izoformlar 5 farkh a, 3 farkli B ve 3 farkliy zincirinin farkli kombinasyonlarindan
olusmaktadirlar.a-zinciri C-terminal ucta tekrarlayan G modullerillmdurmasiyla dier

iki zincirden farklilik gostermektedir.

Lamininler a, 3 ve y zincirlerinin disulfid bglariyla birbirlerine bglanmasiyla
ucli helikal yapilar olgturan yaklaik 400-800 kDa boyutlarinda heterotrimerik
glikoproteinlerdir.a-zincirleri 6zellikle C-terminal uclarindagaliklari tekrarlayan bliyuk
globtler domainler (G-domain) ile ayirt edilirldsunlar pek ¢ok hiicre ylzey reseptor

icin baglanma noktasini okturmaktadirlar (73-75).

Lamininler pek c¢ok dokuda sentezlenmektedir ve lligde lamininlerin a-
zincirleri hicre veya dokuya 6zgullik gostermektedi Monoklonal antikorlarin
gelistiriimesiyle birlikte laminin izoformlarinin farkldokulardaki dgilimlari da daha net

bir sekilde incelenebilmtir. al ve a3 zincirleri B3 vey2 zincirleriyle birlikte 6zellikle
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epitelyal htcreler tarafindan eksprese edilmekien,lo2 ve a4 zincirleri 6zellikle

mezerimal hicreler tarafindan eksprese edilmektedidér, 31, 32 veyl zincirleri ise

daha yayginsekilde hucreler tarafindan eksprese olmaktadirBunun yani sira

embriyolojik gelsim surecinde dokulardaki laminin kompozisyonu dmaala dgisiklik

gOsterebilmektedir. Ayrica hem epitelyal hem de emgmal hicreler ortak bir bazal

membranin olgumuna laminin sentezleyerek katkida bulunurlar 18p, Tablo-6’da

laminin zincirlerinin doku dglimlari belirtilmistir.

Tablo-6: Laminin zincirleri ve dgilm gosterdikleri dokular.

Laminin Zinciri

Doku Dagilimi

al Embriyo, neroretina, bdbrek proksimal tibul, tikkigmeme bezler|.

a2 Iskelet ve kalp kasperiferik sinirler, kapillerler, trofoblast, beyie
¢ssitli dokular.

a3 Cilt ve diger pek cok epitelyal doku.

al Fetal iskelet kasi, kalp ve duz kaslar, sinirleamar endoteli, kemi
ili gi ve diger dokular.

a5 Bobrekler, kan damarlari, kemik gli sinaptik bazal membran
gelisim asamasindaki kas dokusu.

£l Cogu doku.

32 Noromuskiiler bilgke, kan damarlari ve bébrek glomertlleri.

33 Cilt ve pek c¢ok epitelyal doku.

J%l Cogu doku.

V2 Cilt ve pek c¢ok epitelyal doku.

3 Bobrekler, akgierler, reproduktif sistem, beyin ve sinirler.
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Lamininler, integrin adi verilen ve hiicre ytzeyinbdelunanaf heterodimerik
proteinler ile etkilgime gecerek hicrelerin adezyon, migrasyon ve dif@gyasyonunda
gorev alir. integrinler 6zellikle laminin izoformlarinir-zincirini tanir ve hiicrenin
laminine tutunmasini garlar. integrinlerB ve y zincirlerini de tanirlar ancak bunlarla

ilgili yeteri kadar veri hentiz mevcut giir (77).

Laminin a-zincirindeki bir mutasyon géli hastaliklara neden olabilir. Orgi
konjenital muskuler distrofi ve epidermolizis bk sirasiyla laminina2 ve a3
zincirlerinde olgan mutasyonlar nedeniyle goértulmektedirler (77,T8jegrinler laminin
izoformlarini taniyarak gerek normal ve gereksediahhucrelerin ekstraselltiler matriks
elemanlariyla etkilgmini koordine ederler ve hicre icine sinyal iletinmiicrenin g
uyaranlara yaniti gibi gérevlerde rol oynarlar (7@}egrinler dginda caitli hiicre yiizey
molekdlleri olana-distroglikan, 32/67-kDa laminin reseptori, galaktobaslayici lektin,
galaktoziltransferaz ve Ig-gkili bazal hicre adezyon molekuli gibi molekillee d

laminin izoformlariyla etkilgim halindedirler (80).

Laminin-1 hicre diferansiyasyonunu ve meme salgzldomde sut proteini
dretimini indukler (81). Laminin-2 ise iskelet kamyoblastalarinin migrasyonunu ve
noronal hicrelerden nérit gglinini uyarmaktadir (82). Laminin-5 glikoproteini iegyal
hiicrelerin adezyonu ve migrasyonundan sorumludunaBek olarak yara iyijenesinde
etkin bir role sahiptir (83). Laminin-8 ve laminit® molekulleri kemik ilgi stromal
hiicrelerinde sentezlenirler. Her ikisi birlikte didde vaskiler bazal membranlarda yer

alirlar ve trombositlerle I16kositlerin vaskilenduwa adezyonunda rol alirlar (84-86).

Bazal membranin 6nemli bir bgleni olan lamininler dokular birbirinden ayiran
lineer yapisal bir bariyer ojturmaktadir. Tumoéral hicreler stromaya gecebilmek v
yayilabilmek amaciyla bu bariyere penetre olarakaze ederler (87). Malign timoral
dokularda bazal membran butigliniin bozuldgu veya yapisal eksiklikler olgu
gorulmektedir. Bunun nedeni olarak proteolitik enlar veya timor hicrelerinin gdi
sitokinler etkinlgiyle azalmg bazal membran sentezi ofgugdsterilmgtir (88).

Insan neoplazilerinin yakjk %901 epitelyal tumorlerdir ve laminin-5
glikoproteini bu karsinomlarda siklikla saptanmalkta(89). Ozellikle laminin )2
zincirinin invaze olan malign epitelyal timorletimmurcuklanan veya derine penetre olan

kisimlarinda daha fazla olgu ancak dier bolgelerdeki timéral hicrelerde sikhkla
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negatif oldgu saptanngtir (90,91). Kanser hucreleri laminin Ureten strbrnacrelerle
iletisim halindedirler ancak laminin2 zincirini neden daha fazla sentezledikleri tam
olarak bilinmemektedir. Ayrica timér stromasindéikroblastlarin laminina4 zincirini
artmg oranda sentezledikleri saptagtm (92). Ayrica tumoral hicrelerin yizeylerinde
bulunan ve lamininler ile etkif@n kuran integrin reseptdr gdiminin da dgisiklik

gosterdgini saptayan ¢cagmalar mevcuttur (93-95).

Tumoral dokularin blylmesi ve metastazinda anjigegekritik bir 6neme
sahiptir ve yeni kapillerlerin gaimi mikrovaskuler endotelyal hiicreleri cevreleyearal
membranin lokal yikim noktalarindanskamaktadir (96). Bu sirecte endotelyal hiicreler
ESM elemanlariyla etkigme gecerek goc¢ eder, gir ve farkhlgirlar. Laminin-8 ve
laminin-10 normal ve timdoral dokularda gerce&le bu anjiyogenetik sirecte dnemli bir
yere sahiptir (97,98).

Anjiyogenez ile birlikte tumoral hicrelerin metastaaktivitelerinde laminin-8 ve
laminin-10 acisindan zengin vaskuler bazal memhbramfiltrasyonu dger bir gamayi
olusturmaktadir. Bu gamada bazal membran komponentlerinin matriks nogtadteinaz
enzimleriyle yikilmasi s6z konusudur. Tumaral hierentravaskuler alana ufaklarinda
cogunlukla plateletler tarafindan sarilirlar ve uzakgamlara yayillim gdsterirler.
Plateletlerin laminin salgilamalari bu fenomendendk role sahiptir (99). Ayrica
plateletler ile sarilmgi timoral hicre toplulgu uzak organlara waginda yine dokuya
invaze olurken vaskiler bazal membrani yikarak nsétya ulairlar. Bu nedenle
metastatik surecte de lamininler kilit bir role gailer (100).

2.3.3. P16 (INK4a)

Hucre siklusunun dizenlenmesinde gorev alan preteien biri olan pl6
(INK4a), en 6nemli tumor stpresor proteinlerindendr. CDK (Siklin bagimli kinaz)
inhibitérlerinden olan INK ailesinin bir Gyesidirevd. kromozomda bulunan INK4a/ARF
lokusu tarafindan kodlanmaktadir. Bu lokus iki fagxrotein olan pl16 (INK4a) ve p19
(ARF) proteinlerini kodlamaktadir (101,102).

P16(INK4a), hicre siklusunda S fazina gecinhibe ederek siklusun
regulasyonunda gorev alir. P16(INK4a), CDK4/6’yaglbaarak Cyclin D-CDK4/6
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kompleksi olgumunu bloke eder. Bu kompleksin inhibisyonu Rb @ir@hi hipofosforile
halde tutarak hicre siklusunun G1 fazinda kalmasaglar. ARF ise dier onemli bir
tumor slpresor protein olan p53 proteini yohaa etkinlik gosterir (101)Sekil-8'de,

INK4a/ARF lokusu tarafindan kodlanan timor suprepioteinler ve fonksiyonlari

gosterilmitir (103).
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Sekil-8: INK4a/ARF lokusu tarafindan kodlanan timér supregdoteinlerin

Cytoplasm MNucleus

fonksiyonlari ve etkikgmleri. INK4a ailesine ait proteinler CDK4/6'ya glanarak
inaktive eder ve Rb fosforilasyonunu bloke ederééré dongusu arrestine neden olurlar.
ARF ise MDM2 proteinini inhibe ederek p53 proteinistabilizasyonunu gar. P53 ise
hiicresel apoptozisi veya siklus arrestini tetikBurada HPV tarafindan sentezlenen viral
onkoproteinler olan E6 ve E7 proteinleri ve etkiktabari da gortlmektedir. Ayrica
pl6(INK4a) ile laminin-§2 etkileiminin olduguna ve tumor hiicresi invazyonunda da rol

aldigina dikkat ediniz. (103 no’lu kaynaktan alirgtm.)

P16(INK4a) ekspresyonunungl@anma, oksidatif stress ve DNA hasarinda @rtti
calismalar ile gosterilmytir (104-106). P16(INK4a)'nin tiumdr supresor pratedlarak
hicre dongusindeki roli sinda hicresel invazyon ve anjiyogenez gibi kanser

biyolojisinde 6nemli gamalarda da etkili oldiu goérdimigtir. Endometrium kanseri,
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kolorektal kanser ve bazal hicreli karsinom gibmdilerde artmy ekspresyonu
bildirilmistir (107-109). Ayrica cgtli invitro calismalar ile gliom htcrelerinin
invazyonunda, meme kanseri hicrelerinin migrasymeu timaoral hicrelerin  ESM
bileseni olan laminin-§2 ile etkilsiminde de yer aldgn ortaya konmgtur (110-112). Bazi
calsmalarda ise pl6(INK4a)nin bcl-x ve NEB Uzerinden eritropoetik hcreleri

etkileyerek hematopoez Gzerinde de temel etkilerahduzu rapor edilmgtir (113).

P16(INK4a), evrensel bir timor stpresor proteinagmin yani sira proliferasyon,
invazyon ve anjiyogenez gibi pro-neoplastik akaieti de inhibe etmektedir. Tium insan
kanserlerinin yaklgk %50'sinde bu timdr baskilayici proteinin inaktivoldyu
gorilmektedir (114). Ozellikle pankreas karsinomgutarinin %98’inde p16(INK4a)

inaktivasyonu oldgu gosterilmgtir (115).

Kanser gekimi surecinde kritik bir timor baskilayici proteslan pl6(INK4a)
inaktivasyonu siklikla gortlmesine kar ilging bir sekilde ve nedeni tam olarak
anlgsilamams da olsa bu proteininsal ekspresyonu da goézlemlergii. Ozellikle
yuksek riskli HPV enfeksiyonu ikili kanserler olan serviks kanseri, sbae boyun
kanserleri ve perianal neoplazilerde pl6(INK4a@)riaekspresyonu gorilmive bu
kanserlerin tanisal metotlari arasinda da kullaiidaesi 6ne surtlmitir (116-119). Bu
tumorlerde artngi olan p16(INK4a) ekspresyonunun Rb proteininin thalsyonuna
sekonder olarak artmolan hiicre proliferasyonunu durdurmaya yoénelik hgkanizma
oldugu tahmin edilmektedir. Rb proteinin HPV-E7 protetiaiafindan inhibisyonu sonrasi
pl6(INK4a) tzerindeki negatif feedback etkisi osackalkmakta ve hicre dongusini

kontrol altina almaya yonelik p16(INK4a) ekspresyamtmaktadir (120).

HPV iliskili olan ve pl6(INK4a) artmgiekspresyonu gorilen kanserlerin 6nemli
bir 6zelligi, bu timdarlerin HPV ilgkili olmayan kanserlere gore ¢cok daha radyosensitif
olmalaridir. Bu durum radyoterapiye daha duyanmnalhrina ve prognozlarinin daha iyi

olmasina neden olmaktadir (121,122).

Sonu¢ olarak p16(INK4a), gerek inaktivasyonu veelgee de @ri ekspresyonu
kanser biyolojisinde etkili olan, kanserlerin tatedavi ve prognozunda biyokimyasal
belirte¢ olarak kullanilabilen hicre dongusinin @&memli tumor baskilayici
proteinlerinden biridir. Bu nedenle giderek dahaldabnem kazanmakta ve daha fazla

aragstirmaya konu olmaktadir.
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3. MATERYAL METOD (GEREC VE YONTEMLER)

3.1. CALISMA PLANI VE CALI SMAYA DAH iL EDILME KR ITERLERI:

Calsmaya alinan hastalar, Ege Universitesi Kadin Hadal ve Dgum Ana
Bilim Dali, Jinekolojik Onkoloji Bolumine Ocak 2004 Ocak 2014 tarihleri arasinda
basvuran hastalarin dosyalari retrospektif olarakrtarak secilmitir. Calisma toplamda 5
argtirma grubu ve 1 kontrol grubu olacajekilde tasarlandi. Retrospektif dosya
incelemelerinde veri kayitlar yeterli ve eksiksian, iletsim bilgileri bulunan hastalarin

dosyalari incelemeye alindi. Gahadaki gruplagu seklide tasarlanngtir;

Grup 1. Kolposkopik biyopsi sonucu CIN-1 saptand&erhangi bir jinekolojik

malignitesi olmayan reproduktif gdaki kadinlar (n: 30).

Grup 2: Kolposkopik biyopsi sonucu CIN-2 veya C3Nsaptanan herhangi bir
jinekolojik malignitesi olmayan reproduktif gdaki kadinlar (n: 30).

Grup 3: Mikroinvaziv serviks karsinomu tanisi ajrhastalar (n: 20).
Grup 4: Skuamo6z hicreli serviks kanseri tanisighmastalar (n: 30).
Grup 5: Serviks adenokarsinomu tanisi alhastalar (n: 30).

Grup 6: Kontrol grubu. Benign jinekolojik nederflayoma uteri) histerektomi yapilgi
olan hastalar (n: 10). Bu hastalarin serviks dokusntrol amaciyla

incelenmitir.

Calsmaya dahil edilen hastalar telefon ile aranarakisie hakkinda bilgi
verilmis ve onamlar alinan hastalar gadaya dahil edilngtir. Tim hastalarin servikal
doku Kkesitlerinde Laminin-5y2 ve bir timér supregirotein olan pl6 (INK4a)

molekulleri incelenmtir.

3.2. LABORATUAR OLCUMLER 1:

Olgulara ait &ivimizde bulunan formalin tespitli parafine gémuldoku
bloklarindan immunhistokimyasal yontemle Laminir2bye pl6 (INK4a) cajilmak

Uzere iki adet bemikron kalinlgindaki seri kesitler pozitif yukli lam Uzerine ain
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Laminin-5y2 (4fg, predilie, DakoCytomation) ve pl@NK4a) (55k, 1/100,
DakoCytomatio) icin immunhistokimyasal boyama ydniteolarak biyotinsiz, HRP
multiper bazli, hidrojen peroksit substrat ve 3, daminobenzidin tetrahidroklorit
kromojeni hazir kit ltraView™ Universal DAB Detection Kit, Catalog number 760-
500, Ventana Medical Systems, Tucson, AZ) ile taomatik immunhistokimya boyama
cihazi (Ventana BenchMark XT, Ventana Medical SysteTucson, AZ) kullanildi (60
dakika standart kaynatma sistemi kullanildi). Ddkesitleri 50°C’da en az iki saat
kurutuldu. Deparafinizasyon ve antijen ggicikarmasglemleri de dahil olmak tzere tim
immunhistokimya (IHK) boyama sireci BenchMark Xmtatomatik immunohistokimya
boyama cihazinda gercekiildi. Primer antikor 37°C’de 32 dakika inklbe ilell
Cihazda zit boyamasi hematoksilen ve matiiiei soliisyon ile tamamlanan kesitlerin
dehidratasyonu, ksilen ilgeffaflandiriimasi ve lamel kapatiimassamalari otomatik
olarak (Dako CoverStainer, CS100-10073) yapilagigkn sonlandirildi.

Patolojik kesitlerin imminhistokimyasal boyamalamrdeserlendiriimesinde pl16

(INK4a) ve Laminin-5y2 icin gagida belirtilensekilde yorumlama kriterleri kullanilrgtir:

A) P16 (INK4a); nukleer ve sitoplazmik boyanma pozitif olarak Kabu
edilmistir. Boyanma olmayan olgular negatif kabul edgtmi
Hucrelerin boyanma ytizdesine gore % 5'den az isé@d %-50 ise 2+,
% 50’den fazla ise 3+ kabul edilgtir (129).

B) Laminin-5y2; sitoplazmik ve bazal membran boyanmasi %1’'derafazl
olan olgular pozitif olarak kabul edilgtir. Boyanma orani % 1-5 ise
1+, % 5-30 ise 2+ ve % 30’dan fazla ise 3+ olarakW{ edilmjtir
(125).

3.3.ISTATIKSEL DEGERLENDIRME:

Veriler (SPSS, Chicago IL, Version 17) paket progwada dgerlendirilmistir.
Oncelikle surekli dgerlerin tanimlayici istatistikleri verilngir. Tanitic istatistikler
gosterilirken (orttstd.sapma) ve Frekans (Yuzde &farak belirtiimitir. Degiskenler
normallik, varyanslarin homojegli 6n sartlarinin kontrolti yapildiktan sonra (Shapiro
Wilk ve Levene Testi) dgerlendirilmistir. Veri analizi yapilirken, iki grup karastirmasi
icin Bagimsiz 2 grup t testi (Student’s t test)sértlar sglamadginda ise Mann Whitney-
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U testi, U¢ ve daha fazla grup kddastirmasi icin Tek Yonlu Varyans Analizi ve ¢oklu
kargilastirma testlerinden Tukey HSD testi ileglnmadginda ise Kruskal Wallis ve
coklu kasllastirma testlerinden Bonferroni-Dunn testleri kullamstir. Sarekli iki
degisken arasindaki gki Pearson Korelasyon Katsayisi ile parametrik tasgartlarini
sglamadgl durumda ise Spearman Korelasyon Katsayisi ilgedendiriimistir.
Kategorik verilerin analizinde ise ki kare ve fistexact's test yontemleri kullanilgtir.

Anlamlilik diizeyioa=0,05 olarak kabul edilrgtir (p< 0,05).
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4. BULGULAR

Calsmaya dahil edilen agarma ve kontrol gruplarindaki toplam 150 icin
tanimlayici istatistiksel veriler Tablo-6'da belitistir. Tum hastalar icin ya BMI
(Vicut Kitle indeksi), sigara kullanimi ve parite geelendirilmistir. Ayrica calsma
gruplari ile kontrol grubu hastalarinin p16 (INK42¢ Laminin-5y2 molekdlleri igin
boyanma duzeyleri hesaplagtm. Adenokarsinom, skuamdz hicreli karsinom ve
mikroinvaziv kanser tanili hasta gruplarn ile CINve CIN-3 tanili hasta gruplar
karsilastirildiginda ortalama ygarin ilk G¢ grupta anlaml dizeyde daha yukselugld
gordlmdstar.  Mikroinvaziv kanser ve CIN-3 grubundaki hdaten ortalama BMI
deserleri CIN-1 grubundaki hastalardan anlamli dizeygiéksek saptanmi ve
Adenokarsinom ve skuaméz hiicreli karsinom gruptiadn hastalarda ise CIN-1 ve CIN-
3 gruplarina kiyasla anlamli diizeyde daha yukseld Binlari saptanrgiir. Parite ve
sigara kullanimi agisindan gruplar arasinda anl@mlfarkhlik saptanmangtir. Ayrica
adenokarsinom, skuamdz hicreli karsinom ve mikanv kanser tanili hasta gruplarinin

5 yillik sgzkalim acisindan anlamli bir farklilik gostermg@dyoralmastir.

Tablo-7: Calsmaya alinan gruplarin tanimlayici istatistikselileer.

Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5 Kontrol

n 30 30 30 30 20 10

Yas | 30,93+4,27| 36,03+6,13] 46,2+6,75| 45+11,92 47,6+10,7149,9+6,49

BMI | 23,91+3,43) 26,99+3,66| 29,44+3,16| 30,17+3,5| 28,17+3,15 31,1+3,8

Parite| 1,13+1,17| 1,77+#1,31 1,87+1,28 1,77+1,14,85+1,57 | 2,4+0,97

Sigara Kullanimi | 11(%36,7)| 12(%40)| 18(%60)  19(63,3)  8(%40 3(%30)

5Yillk Survi| 30(100) | 30(100) | 28(%93,3) 28(%93,320(%100) | 10(%100

Laminin

Negatif| 10 (33,3) | 6(%20) 9(%30) | 7(%23,3)  2(%10)  10(%1p0)

1 pozitif| 12(%40) | 10(%33,3 0 0 7(%35) 0

2 pozitif| 8(%26,7) | 10(%33,3] 7(%23,3) 10(%33/3) 7(%35) 0

3 pozitif 0 4(%13,3) | 14(%46,7) 13(%43,3) 4(%20) 0

p16
Negatif| 15(%50) | 5(%16,7) 0 0 4(%20)|  10(%100)

1 pozitif | 10(%33,3)| 10(%33,3 0 0 4(%20) 0

2 pozitif| 5(%16,7) | 11(%36,7) 4(%13,3)  2(%6,7 8(%40 0

3 pozitif 0 4(%13,3) | 26(%86,7) 28(%93,3) 4(%20) 0
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Gruplarin tek bglarina analizlerinde CIN-1 ve CIN-3 gruplarinda g1§K4a) ve
Laminin-5y2 boyanma duzeyleri ile yae BMI gibi parametreler arasinda herhangi bir
korelasyon saptanmaghr. Ancak adenokarsinom, skuamo6z hicreli karsinown
mikroinvaziv kanser gruplarindaki hastalardas wee BMI oranlarindaki ara paralel
olarak p16 (INK4a) ve Laminin-5y2 boyanma dizeyigride istatistiksel olarak anlaml
dizeyde artf gorulmigtlr. Ayrica mikroinvaziv kanser grubunda parite belikte
Laminin-5y2 boynama dizeyinin de agttisaptanny ancak pl6(INK4a) boyanma

dizeyinde parite ile anlamh birgki saptanmangtir.

Arastirma gruplarindaki tim hastalar gruplara bakilnmaksdeerlendirildiginde
yas ve BMI artsiyla birlikte Laminin-5y2 ve p16(INK4a) boyanma diyzerinin de artgi
ve istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon gidwgo6rilmigtir. Ancak sigara kullanimi

ve parite icin bu korelasyon gézlenmetini

Calismaya dahil edilen servikal kanser olgularinin tamarken evrede olmalari
nedeniyle opere edilmihastalardir. En az 5 yillik postoperatif takiplgaipiims olan bu
olgularda 5 yillik sg kalim ile p16(INK4a) boyanma diizeyi arasinda istiksel olarak
anlamh bir ters korelasyon olgu gorulmitir ancak Laminin-5y2 icin bu gki

saptanmangtir.

Sekil-9 ve Sekil-10'da Laminin-5y2 ve pl6(INK4a) molekullerinin

immunhistokimyasal boyamalarina ait érnekler galsbestir.
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Sekil-9:  Skuamdz hicreli karsinom olgusunda Laminin-5y2 rlignin
immunhistokimyasal boyama kesiti gorilmekte.

¥

Sekil-10: Skuamoz hucreli karsinom olgusunda p16(INK4a) kidieniin
immunhistokimyasal boyama kesiti gorilmekte.
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5. TARTISMA

Serviks kanseri, tarama programlarinin yaygmiasi ve tanisal yeni tekniklerin
gelistiriimesine kagin halen tim dinyada kadinlarda en sik 6lime nexdan ikinci
siradaki jinekolojik kanserdir (1,2). Bununla bite temel etiyolojik faktorin HPV
virist oldgunun bilinmesi ve viral karsinogenezde yapilanstamraalarla patofizyolojik
mekanizmalarinin daha net ekilde ortaya c¢ikariimasiyla birlikte tani ve teakvumut

vaad eden galmeler olmugtur.

HPV viristunun servikal dokuda neoplastik transfayoau tetiklemesi ve
neoplastik hdcrelerin invazyon ve vyayllimindaki meizmalarla ilgili cok sayida
araggtirma yapiimgtir. Kohlberger ve ark. yaptiklar bir ¢cginada servikal intraepiteliyal
neoplazi (CIN) derecesi ile laminin-5 immunhistokimsal ekspresyonu arasindakjkiyi
incelemiler ve displazi orani arttikca servikal epiteliyialicrelerde gerek sitoplazma
gerekse bazal membranda laminin-5 ekspresyon oradugru orantili olarak artgini
gozlemlemglerdir (123). Noel ve ark. camalarinda CIN ile birlikte invaziv servikal
karsinom olgularini da agarmislar ve laminin-§2 glikoproteini ekspresyonunun displazi
derecesinin artmasiyla birlikte agimi ve bu argin 6zellikle ge¢ dénemde daha da fazla
oldugunu saptamglardir. Ayrica invaziv servikal karsinom olgulareackonsu HSIL
bdlgelerinde invaziv komponenti olmayan olgularaegénlamli dizeyde artglaminin-
5y2 ekspresyonu oldunu gosternsierdir. Bunun sonucu olarak HSIL saptanan olgularda
laminin-5/2 incelemesinin timor progresyonunda onemli bircipis&layaca&ini 6ne
surmilerdir (124). Servikal skuam6z karsinom ve adensikam olgularinda laminin-
5y2 ekspresyonunun ataildigl toplam 89 olgu iceren blka bir calgmada ise 54
skuamoz karsinom olgusunda %80, 35 adenokarsingosohda % 66 oraninda laminin-
5y2 ekspresyonu saptarghr. Ancak laminin-§2 ekspresyonunun istatistiksel olarak
prognostik dgerinin olmadgini belirtmilerdir (125). Boulet ve ark. yiuksek HPV-16 viral
yuki olan invaziv servikal kanser olgularinda lamib ekspresyonunun anlaml dizeyde
artms oldugunu saptamlardir (126). Imura ve ark. ise laminiryb ekspresyonunun
adenokarsinom olgularinda invazyon derecesi ilellagyon gosterdini gozlemlems ve
servikal adenokarsinomlarin invazyon duzeyi icin lbelirte¢ olarak kullanilabile@ni
One surmglerdir (127).
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Wang ve ark. yaptiklari bir cainada ise servikal neoplazinin gaiinde laminin-
5y2 ve pl6(INK4a) molekdllerini birlikte incelesier ve bu proteinlerin ekspresyon
duzeyleriyle progresyon hizlarini gexlendirmglerdir. Yaptiklari cagmada  artm
pl6(INK4a) ekspresyonu olan olgularin en hizli pesgon gosteren olgular olduklarini

saptamglardir (128).

Servikal premalign ve malign lezyonlarda pl6(INK4&spresyonunu inceleyen
bir calsmada 26 serviks kanseri olgusunun tamaminda ggkspresyon izlenmiancak
bu durum premalign lezyonlarda dahasitki oranda saptangtir. Ayrica HPV pozitif
olgularda anlamli olarak pl6(INK4a) ekspresyonuttigr bildirilmistir. Bu sonuclara
dayanarak artmipl6(INK4a) ekspresyonunun HPV enfeksiyonu ve diptierecesi ile
ili skili oldugu 6ne surulmgtir (129). Nieh ve ark. Pap smear sonucu ASC-U$asap
66 hastanin takiplerinde alinan servikal biyopsilateri incelemelerinde p16(INK4a)
ekspresyonunun HPV testine oranla reaktigigiklik ve displazi ayriminda ¢cok daha
yararli bir belirte¢c oldgunu 6ne surmgerdir (130). Roelens ve ark. ise mindr sitolojik
sonugclarin yonetiminde p16(INK4a) immunhistokimpaelemesinin HPV testine oranla
daha yuksek spesifite ancak dahatdlisensitivite gostergdini rapor etmglerdir (131).

Yapilan pek cok cajma ve literatirdeki veriler goz 6nine alifidda servikal
neoplazik surecgte pl6(INK4a) timor supresor protem laminin-52 glikoproteinin
onemi anlailmaktadir. Bizim yapgiimiz ¢alsmada ise gerek servikal premalign lezyonlar
gerekse de invaziv servikal karsinomlar her ikitpmain ekspresyonu agisindan tek cati
altinda incelenmgtir ve bununla birlikte histopatolojik bulgularirastalarin prognozu ile
iliskili olup olmadgl ayrica dgerlendirilmistir. Calismamizda CIN-1 ve CIN-3 tanili
hastalarla kaulastirildiginda mikroinvaziv kanser, adenokarsinom ve skuaimieareli
karsinom olgularinda her iki molekilin de anlamlizeyde daha yiksek oranda
boyandgi saptannytir. Elde ettgimiz bu sonug literattrdeki ger cok sayidaki caimalar

ile de uyumlu gorulmektedir.

Yaptigimiz calsmadaki servikal premalign lezyonlar olan CIN-1 vdNE&
olgulari ile mikroinvaziv kanser olgularini birl&tele aldgimizda laminin-$2 igin CIN-1
olgularinin hicbirinde 3+ boyanma saptanmazken GINigularinin %13,3'Unde ve
mikroinvaziv kanser olgularinin %20’sinde 3+ boyansaptadik. Bu sonu¢ laminiy5
glikoproteinin  6zellikle tumoér invazyonu igin 6nemlbir role sahip oldgunu

gostermektedir ve Noel ve ark. (124) tarafindanlgapcalsmay desteklemektedir.

32



Calsmamizdaki adenokarsinom ve skuamOz hucreli karsinolgularinin
tamaminda pl16(INK4a) pozitif saptanmasinasikaadenokarsinom olgularinda %30 ve
skuamoz hucreli karsinom olgularinda %23,3 oraniadanin-5/2 negatif saptanrgtir.
Buna dayanarak servikal kanser gatinde bir tUmoér supresor protein olan
pl6(INK4a)'nin cok daha temel bir faktor olglu sdylenebilir. Kanser olgularinda
genellikle beklenen durumun timaor supresor protekalyip veya azalma olmasinagar
calsmamizda da saptariitizere serviks kanseri olgularinda bu proteintmar oldugu
gorulmistar. Bu ilging durumun aciklamasi olarak HPV-E7 tpioinin diger bir dnemli
tumor supresor molekdl olan Rb proteinini bloke etmve bdylece bu proteinin
pl6(INK4a) dzerindeki negatif feedback etkisinintaglan kalkmasiseklinde 6ne
surtlmektedir (120). Ancak viral onkogenezde algggan molekiler mekanizmalarin
biyuk bir kismi halen net olarak aciklanabirdgsildir ve ileri argtirmalarin yapilmasi

gerekmektedir.

Laminin-52 proteini epitelyal dokularin bazal membranindar yalan
ekstraselliler matriksin bgeni olmasi nedeniyle intraselliler onkojenik birkest
olmaktan ziyade timdr dokusunun mikrogevresinde gkrak kanser hucrelerinin
invazyonu ve metastazinda rol almaktadir. Bizimisgamizdaki serviks kanseri
hastalarin tamaminin erken evrede olmasi ve ilene eyada metastatik olgu
bulunmamasinin bu hastalarin bir kisminda lamiy-5molekilinin  negatif
saptanmasinin temel nedeni gildou dilinmekteyiz. Laminin® proteininin servikal
kanserin progresyonundaki fonksiyonu ve ayricadiast sgkalimindaki 6neminin daha
kesin bir sekilde ortaya cikarilabilmesi icin metastatik veril evre serviks kanseri

olgularinin da yer alg@ ¢cok daha gegikapsamli ¢cagmalara ihtiyag vardir.

Yaptigimiz calgmada laminin-§2 ve pl6(INK4a) molekullerinin, yave vicut
kitle indeksinde arja paralel olarak boyanma duzeylerinin de @rttizellikle bunun
pl6(INK4a) icin ¢cok daha belirgin olgunu saptadik. Serviks kanseri icin belirtileget
risk faktorleri olan sigara kullanimi ve parite ekndginda calgmamizda anlamh bir
iliski saptanmadi. Ayrica ¢camamizdaki serviks kanseri olgularinda laminy2-5ve
pl6(INK4a) molekillerinin pozitifiginin sgzkalim ile olan ilskisi yalnizca p16(INK4a)
icin anlaml olarak saptangtir. Ancak bu durum agtirma gruplarindaki hasta sayisinin
istatistiksel olarak yeterli anlamigh sgzslayacak minimum sayida olmasina ve gahya

yalnizca erken evre serviks kanseri olgularininildadilmesine bglanabilir. Bu
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molekdllerin hastalarin g&alimi ile iliskisini daha dgru bir sekilde degerlendirilebilmesi
icin Ozellikle farkl evrelerdeki kanser olgularemd olgan, randomize ve ¢ok sayida

hastanin dahil oldiu prospektif cakmalar gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERLER

Serviks kanseri jinekolojik kanserler icerisindesénli bir mortalite nedeni olmasi
ve erken taninin tedavide kritik bir 6neme sahimadi nedeniyle servikal neoplazik
surecte rol oynayan etmenler giuincel bisaraa konusudur.

Servikal neoplazik surecte ytiksek riskli HPV virimiifeksiyonu kanitlanmibir
gercek olmakla birlikte HPV virisi vagh dogrudan kanser geimine neden
olmamaktadir. Bu nedenle kansere progresyonda wgnpstik belirtec olarak pl6
(INK4a) gibi 6nemli bir timdr supresor gen ve bamembranin énemli bir bijeni olan

laminin-5/2 molekdillerinin ¢cok sayida cama ile gelecek vadegii belirtiimektedir.

Yaptigimiz calsmada, literatirdeki benzer cahalarla paralellik goOsterecek
sekilde laminin-§2 ve p16(INK4a) molekdllerinin servikal karsinogede giderek artan
bir oranda saptangh gozlenmitir. Ozellikle p16(INK4a) molekuli icin bu agtcok daha
belirgin olarak saptanmtir. Bizim calsmamizda 6zellikle p16(INK4a)'nin gkalimda
etkili oldugu saptanm olmasina kain bu molekuillerin hastalarin @ealimlari ile

dogrudan bir ilskisi olup olmadg! kesin olarak gosterilemestir.

Laminin-52 ve pl6(INK4a) molekullerinin serviks kanserinireligm ve
progresyonundaki rolinun daha net fkilde anlallmasi ve tani yontemleri icerisine
alinabilmesi icin daha genikapsamli olgu serilerinde ileri gtamalarin yapiimasi

gerekmektedir.
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