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OZET

Giris: Serviks kanseri; vajina yiizeyini doseyen dokuyla, serviksin i¢ yiizeyini
doseyen dokunun kesistigi transformasyon zonu adi verilen yerde baglayan yass1 epitel
hiicre karsinomudur. Serviks kanseri tiim diinyada kadinlarda kansere bagl oliimler
arasinda ikinci sirada yer alir. Epidemiyolojik caligmalar, serviks kanseri i¢cin primer
risk faktoriiniin insan papilloma viriisii (HPV) enfeksiyonu oldugunu géstermektedir.

Amagc: Calismamizin amaci, preinvaziv lezyon asamalari (CIN simiflandirmasi)
tespit edilen ve HPV tiplendirmesi yapilan 50 hasta (HPV+) ve 10 kontrol (HPV -)
olgusuna ait sivi bazli sitolojik orneklerle (thin prep) FISH yontemi kullanilarak,
hastalikla iliskilendirilmis ve literatiirde daha once tanimlanan olan 3q26 (TERC) ve
8g24.1 (C-MYC) bolgesindeki amplifikasyonlar1 ve 7. kromozomun andploidileri
incelemektir. Ayrica literatiirde yayinlanan diger calismalarla karsilagtirarak, saptanan
anomalilerin, hastalifin premalign evrelerinin takibinde tarama yontemleri ile birlikte
kullanilabilirligini incelemektir.

Gerec-Yontem: HPV enfeksiyonu saptanmig, preinvaziv servikal lezyon
agsamalar1 tespit edilen 50 olgu ve 10 kontrol grubundan alinan thin prep pap smear
ornegi FISH analizi ile degerlendirilmistir. FISH analizi ile 3q26 ve 8q24 bolgelerindeki
amplifikasyonlar ve 7. kromozomun sayisal anomalileri incelenmistir.

Bulgular: Olgularin %28 inde (14/50) FISH analizi ile en az bir anomali
gozlenmistir. Olgularin % 22 sinde (11/50) C-MYC amplifikasyonu goriilmiistiir. C-
MYC amplifikasyonu gozlenen olgularin 4 iinde TERC amplifikasyonu da goriilmiistiir.
Olgularin %6 sinda (3/50) trizomi 7 tespit edilmistir. Anomali goriilen olgularin %85.7
sinin (12/14) yiiksek riskli HPV ile, %14.3 iiniin (2/14) diisiik riskli HPV ile enfekte
oldugu gozlenmistir.

Sonug ve tartisma: En sik saptadigimiz anomali C-MYC gen amplifikasyonudur
(%22). C-MYC amplifikasyonlarinin % 81.8 i yiiksek riskli HPV tiplerinde goriilmiistiir
ve literatiir ile uyumludur (P<0.05). Calismamizda anomalili olgularin %85.7 sinin
yiiksek riskli HPV ile enfekte olmasi (P=0,020), kromozom anomalilerinin tespitinin en
az HPV tip belirlenmesi kadar hastaligin takibinde onemli oldugunu gostermistir.
Calismamiz Tiirk populasyonunda bu konuda yapilmis ilk ve tek calisma olma
ozelligini tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Servikal Kanser, HPV, FISH



SUMMARY

Background: Cervix carcinoma is formed at transformation zone which is the
interception area of vagina surface tissue and inner surface tissue of the cervix. All
over the world, cervical cancer is the second cause of death among the women.
Studies that have been done are indicated that human papillomavirus (HPV)
infection is the primer reason of the cervix cancer.

Aim: In our study to observe preinvasive lesion stages (CIN classification)
diagnosed and HPV types done 50 cases and 10 control groups. Liquid based
cytologic specimens (thin prep) are going to be observed based on the amplification
in 3q26 (TERC) and 8q24.1 (C-MYC) area and the trisomy of the 7™ chromosome,
which are determined in literature before, by FISH technique. Also these obtain
data is going to be compared with the previously printed studies and use following
the premalign lesions with the scanning method will be investigated.

Methods: HPV infected (+) and preinvasive cervical lesions stages diagnosis 50
cases and 10 control thin prep pap smear specimens were determined by FISH
analysis. amplification in 3q26 and 8q24 area and numerical abnormality of the
chromosome 7 were examined by FISH analysis.

Results: Twenty-eight percent (14/50) of the patients were positive for at least one
abnormality by FISH. C-MY C amplification were detected in %22 (11/50) of cases.
Four of cases showed co-amplification C-MYC and TERC. Trisomy of 7 were
detected in %6 (3/50) of cases. %85.7 (12/14) of cases abnormality detected
infected with high risk HPV and %14.3 (2/14) of cases abnormality detected
infected with low risk HPV were observed.

Conclusion: C-MYC gene amplification was the most frequent abnormality
among our patients. %81.8 of C-MYC amplification was detected with high risk
HPYV types and consistent with the previous literature (P<0,05). %85.7 of with
abnormality cases infected with high risk HPV (P=0,020),chromosome
abnormality at least HPV type indicate important role of prognosis. Our study is
important due to being the first study and unique at this topic in Turkish
population.

Keyword: Cervical Cancer, HPV, FISH
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1. GIRIS VE AMAC

Servikal kanser diinyada kadinlar arasinda 3. siklikta goriillen jinekolojik
timordiir (38). Kadinlarda kansere bagl oliimler arasinda ise 2. sirada yer almaktadir

(2). Goriilme yas1 20-80 yas gibi genis bir aralia sahiptir (56).

Hastalik invaziv asamaya gelmeden once premalign lezyon (CIN I, CIN II, CIN
III) asamalarindan gegtigi bilinmektedir. CIN I spontan olarak gerileyebilmekte, ¢ok az
bir kismi CIN II ve CIN III e ilerlemektedir. Yaklasik % 10-20 CIN II-III premalign

lezyonun invaziv kansere doniistiigii tahmin edilmektedir (29).

Insan papilloma viriisii (HPV), servikal kanser karsinogenezinde en ©nemli
etiyolojik faktordiir. Ozellikle HPV 16 ve 18 yiiksek riskli onkogenik tipler olarak
bilinmektedir (24). insan papilloma viriisleri degisik dokularda epitel hiicreleri enfekte
eder. Bunlardan bazilar sigil seklinde iyi huylu tiimorleri olustururken, bazilari basta

serviks kanseri olmak iizere pek ¢ok anogenital kansere neden olurlar (44).

Servikal kanser gelisiminde goriilen genetik degisiklikler, HPV enfeksiyonunun
yaninda spesifik kromozom anomalilerinin de bulunabildigini gostermektedir (27).
Servikal kanserde en sik tekrarlayan yapisal anomaliler TERC gen (3q26) ve C-MYC
gen (8q24) amplifikasyonlaridir. Baz1 kromozomlarin trizomileri (7.vel. kromozomlar)
de bildirilmektedir (13,15,19,27,29,57). Ayrica 3, 6, 11, 17. kromozomlara ait trizomi

ve polizomiler bulunmustur (13).

Calismamizda FISH yontemi kullanilarak, genomik degisiklikler incelenmistir.
Ayrica literatiirde yayinlanan diger ¢alismalarla karsilastirarak saptanan anomalilerin,
hastaligin  premalign evrelerinin takibinde, tarama yontemleri ile birlikte

kullanilabilirligi incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser nedir?

Kanser, hiicrenin ¢ogalmasi, farklilagmasi, sagkalimi ve 6liim gibi normal islevini
diizenleyen mekanizmanin kaybolup, kendi kendine kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla
meydana gelir. Bati toplumunda her yil yaklastk 300 kisiden biri kansere
yakalanmaktadir. Ulkemizde kesin istatistikler bulunmamaktadir ancak insidansin

bunun yaris1 kadar oldugu tahmin edilmektedir (21).

2.2. Kanserin gelisimi

Kanser ¢ok asamali bir olaydir. Hiicrelerin birbirini izleyen bir dizi degisiklik

sonucu malign hale doniismesiyle meydana gelmektedir.

Kanser patolojisinde benign ve malign tiimorleri birbirinden ayirmak cok
Oonemlidir. Benign tiimorler, ¢evresindeki doku ve organlara yayilmazken, malign
timorler hem cevredeki doku ve organlara hem de viicudun diger bolgelerine

yayilmaktadirlar (21).

Orijin alan hiicre tipine gore kanserler ii¢c gruba ayrilir:

1- Karsinomlar: Bagirsak mukozasi, bronslar veya meme duktuslar1 gibi epitel
hiicrelerinden kaynaklanirlar. Insan kanserlerinin %90 11 olustururlar (21,52).

2- Sarkomlar: Kemik, kas ya da konnektif doku gibi mezensimal dokulardan
kaynaklanirlar (21,52).

3- Hematopoetik: Kemik iligi, lenfatik sistem ve periferik kan boyunca yayilan

16semi ve lenfomalardir. Insan kanserlerinin yaklasik %7 sini olustururlar (52).



2.3. Kanser ve Genetik

Hiicre boliinmesini, farklilagmasin1  ve apoptozu kontrol eden genler
bulunmaktadir. Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar kansere neden olmaktadir.
Mutasyonlar tek bir somatik hiicrede olusup daha sonra ¢ogalarak kansere neden olurlar
(52).

Kansere neden olan genler;

1-Tiimor Baskilayici1 Genler
2-DNA Tamir Genleri
3-Onkogenler (21,74)

2.3.1. Tiimor Baskilayict Genler

Timor baskilayici genler normal kosullarda hiicre cogalmasimi ve tiimor
gelisimini baskilar. Bir ¢ok tiimorde bu genler hasar goriir ya da inaktive olur.
Dolayisiyla hiicre ¢ogalmasimi negatif yonde diizenleyen etki kaybolur ve timor

hiicreleri anormal olarak ¢ogalmaya baslar (21).

[k tiimor baskilayici gen retinoblastomun (RB) incelenmesiyle tanimlanmistir.
Alfred Knudson 1971 yilinda retinoblastom gelismesi i¢cin iki mutasyonun gerekli
oldugunu one siirmiistiir. Yani normal bir diploid hiicredeki homolog kromozomlarda

bulunan RB geninin iki saglam kopyasinin da ortadan kalkmasi gerektigini belirtmistir.

Ikinci olarak tanimlanan tiimér baskilayici gen P53 tiir. Losemi, lenfoma, sarkom
ve beyin timorleri ile meme, barsak ve akciger karsinomlarinda siklikla islevini

kaybetmektedir (21).



2.3.2. DNA Tamir Genleri

DNA bir¢ok cesitli kimyasal reaksiyonlardan gegcer. DNA hiicre genomunun
kalic1 kopyasi oldugu i¢in yapisindaki degisiklikler, diger hiicre komponentleri olan
RNA ya da proteinlere gore cok daha onemli sonug¢lara neden olur. Baskalagimlar,
DNA replikasyonu sirasinda yanlis bazlarin DNA ya katilmasi nedeniyle olusur. Ayrica
DNA da spontan veya kimyasal ajanlara, radyasyona maruz kalma durumunda da
cesitli kimyasal degisiklikler ortaya c¢ikar. Hiicre genomunun biitiinliigiiniin
korunabilmesi icin hiicreler harap olan DNA’y1 tamir etmek i¢cin mekanizmalar

gelistirmek durumundadirlar. Bu DNA tamir mekanizmalar iki ana gruba ayrilir:

1. DNA hasarindan sorumlu kimyasal reaksiyonun direkt olarak onlenmesi

2. Hasar olan bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi (21,52).

DNA tamir genlerinde meydana gelen mutasyonlar, diger hiicresel genlerde
artmig mutasyon sikligina neden olmakta ve bu mutasyonlardan bazilari, hiicre
proliferasyonunu denetleyen genleri etkilemekte ve de kansere doniistimii

hizlandirmaktadir (21).

2.3.3. Onkogenler

Onkogenler ilk kez yiiksek derecede onkojenik viriislerin izolasyonu sonucu elde
edilmistir. Retroviral onkogenlerin olusmasina o©nciiliik eden hiicresel genlere
‘protoonkogen’ adi verilmistir. Onkogenler yine tiimor viriisleri ile yapilan caligmalar
da, hiicreleri transforme edebildikleri gosterilerek, kanserin molekiiler temelleri

hakkinda ilk bulgularin ortaya konmasini saglamislardir.

Protoonkogenler, genellikle hiicrenin normal siklusunu denetleyen sinyal
yolaklarinda rol alan genlerdir. Onkogenler ise protoonkogenlerin mutant formlaridir.

Normal hiicresel proteinlere gore yapisal ve islevsel acidan degisiklik gosteren



proteinler kodlarlar. Hiicre bdliinmesi ya da proliferasyonunu uyararak tiimoér

olusumuna neden olurlar (21).

Protoonkogenler sinyal iletiminde ii¢c noktada gorev alir:

1- GDP/GTP déngiisiinde rol alir. Orn: RAS ailesi protoonkogenleri

2- ATP nin fosfat grubunun transferi ile proteinlerin serin, treonin ve tirozin
aminoasitlerinin fosforillenmesini ve protein konfigiirasyonunu diizenler.
Ayrica protein kinaz 6zelligini aktive eden ve sinyal iletiminde rol alan
proteinlerin baglanmasmi saglar. Orn: Epidermal biiyiime faktor ailesi
protoonkogenleri

3-Gen ekspresyonu, DNA replikasyonu ve hiicre dongiisiinii kontrol eder. Orn:

Niikleus icindeki proteinler (55).

Onkogen proteinlerinin ¢ogu biiyiime faktorlerinden gelen uyarilar dogrultusunda
hareket ederler. Hiicre cogalmasimi ve sagkalimini denetleyen sinyal yolaklarinda gorev

alirlar.

Insan tiimorlerinde en sik bulunan niikleer onkogen MYC genidir. Normal
hiicrelerde MYC proteini mitojenik uyarilara baglt sinyal yolaklarinda gérev yapan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bilyiime faktorleri tarafindan kontrol edilir. Ozellikle hiicre
cogalmasi ve farklilasmasindan sorumludur (20,21). Bu genin aktivasyonu baz1 yollarla

insan kanserlerine neden olmaktadir.

2.3.3.1. Kromozomal translokasyonlar

Kromozomal translokasyonu sonucu onkogen aktivasyonuna iligkin tanimlanmis
ilk ornek C-MYC genidir (21). Burkitt lenfomalarda 8. kromozomun bir pargasi
translokasyon sonucu 2,14 ya da 21. kromozom iizerindeki immiinglobulin
lokuslarindan birine tasinir. SekKizinci kromozomun kirilma noktasinda C-MYC
onkogeninin yer aldig1 goriilmiistiir. Bu genin kontrolsiiz ekspresyonu hiicreyi siirekli

cogalmaya iter ve tiimor olusumuna neden olur (20,21).



2.3.3.2. Gen Amplifikasyonlar

Gen amplifikasyonlari, insan tiimorlerinde onkogen aktivasyonuna neden olan bir
mekanizmadir. Gen amplifikasyonu, genlerin hizli ve asiri eksprese olmasina neden
olur. Amplifiye genler tiimor hiicrelerinde normal hiicrelere gore bin kat fazla
goriilmektedir. Onkogen amplifikasyonu, bir¢cok tiimoriin daha hizli gelismesine ve

malign 6zellik kazanmasina neden olur.

Genellikle homojen olarak boya alan bolgeler (HSR) ya da double-minute (DM)
olarak bilinen kromozomlar karyotipik bozukluklara neden olurlar. Double-minute
kromozomlar sentromer iceren veya icermeyen minik kromozom kiriklaridir. Homojen
olarak boya alan bolgeler ise kromozom iizerinde koyu ve acgik boyanan bantlarin
normal goriintiisiinden farkli olan kromozom segmentleridir. Homojen olarak boya alan
bolgelerin (HSR) ve double-minute kromozomlarin (DM), genin birkac binden fazla

kopya sayisinda genomik DNA bolgeleri igerdigi gosterilmistir (46,55).

Pek cok solid tiimorde ve cesitli insan kanserlerinin hiicre hatlarinda C-MYC
geninin amplifiye oldugu tespit edilmistir. Yapilan bazi calismalarda pek cok epitel
karsinomda gen amplifikasyonunun C-MYC geninin asir1 ekspresyonuna dayandigi
tespit edilmigstir. Proteinin asir1 ekspresyonu siklikla daha agrasif tiimorlerde

goriilmekle birlikte premalign lezyonlarda da tespit edilmistir (62).

Meme kanserinde %80, kolon kanserinde %70 ve jinekolojik kanserlerde ise

% 90 C-MYC gen amplifikasyonu goriilmektedir (20).

Onkogen amplifikasyonunun en bilinen drneklerinden biri de noroblastomlarda
goriilen N-MYC genidir. Tiimor hiicrelerinde N-MYC geninin kopya sayisinda artis
gozlendigi bildirilmistir (21).



2.4. Telomeraz ve Kanser

Kromozom uclarinda yer alan yapilara telomer adi verilmektedir. Telomerler
heterokromatik yapilardir. ilk defa 1938 yilinda Miiller tarafindan kesfedilmistir.
Kromozom stabilitesinde, niikleer yapilasma, gen ekspresyonunda, hiicre béliinmesinde,

yaslanma ve tiimor olusumunda rol oynamaktadirlar.

Telomerik DNA, hiicre siklusuna bagli olarak kaybolur ve daha sonra yeniden
kazanilir. Bu olaya “Telomer Dinamigi” denir. Bu 6zellik telomeri kromozomun diger
kistmlarindan farkli kilmaktadir. Her hiicre siklusunda kaybedilen telomerik DNA
miktar1 yeni sentezlenen DNA miktarindan fazladir. Dolayisiyla hiicre her siklusta
terminal ugtan bir miktar DNA kaybetmektedir. Bu kisalmalar hiicresel yaslanmaya yol

acmaktadir. Bu hipotez ilk kez 1973 te Olovinikov tarafindan ileri stiriilmiistiir (18).

2.4.1.Telomeraz ve Yapisi

Insanda telomeraz aktivitesi, ilk kez servikal kanser hiicre hatti olan HeLa da

saptanmugtir (11).

Telomeraz, riboniikleoprotein yapida 6zel bir DNA polimerazdir. Kendi RNA sini1
kalip olarak kullanarak sentezledigi heksomerik pargalari kromozom uglarma ekler,
kromozomal uclardaki kaybi dengeler. Telomeraz enzimini diger reverse
transkriptazlardan ayiran en onemli 6zelligi kendi RNA alt birimini (TERC/hTR) kalip
olarak kullanmasidir. Telomeraz eriskin kok hiicrelerinde ve embriyonik hiicrelerde
aktiftir. Normal somatik hiicrelerde goriilmez ancak kanser hiicrelerinde tekrar aktif

hale gecer (18).

Insan telomeraz enzimi {i¢ alt birime ayrilir:

1- TERC / hTR (insan Telomerazi RNA Komponenti): Uciincii kromozomun
uzun kolunda (3q26.3) bulunmaktadir. Telomer DNA sina komplementer olan 8-30



bazlik bir boliimiinii sentezde kalip olarak kullanir. Tlk kez 1995 te Fengue ve ark (65)
tarafindan  klonlanmistir. Insan Telomerazi RNA  Komponentinin mRNA

ekspresyonuna hem kanserli hem de normal dokularda rastlanmaktadir.

2- hTERT / hTRT (insan Telomerazi Revers Transkriptazi) : Insan Telomerazi
Revers Transkriptazin1 kodlayan gen ilk kez 1997 de klonlanmistir. Yedi ekson igerir.

Telomeraz aktivitesi regiilasyonundan sorumlu oldugu diistiniilmektedir.

3- TEP1 / TP1 (insan Telomerazi Protein Komponenti): Telomeraz kompleksinin
diizenleyici komponentidir. Telomerazin RNA alt birimine baglanir. Enzimatik

aktivitenin regiilasyonundan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (18).

2.4.2. Telomeraz Enziminin Kanser Mekanizmasindaki Rolii

Insanlarda goriilen hiicresel yaslanmada M1 (mortalite evresil) ve M2 (mortalite
evresi 2) olmak iizere iki evre bulunmaktadir. Telomerlerde belirgin bir kisalma
olduktan sonra M1 evresi baglar. Bu durum P53 ve PRB tiimor baskilayici proteinler
tarafindan kontrol edilir. Ancak bu proteinleri inaktif hale getiren E6 gibi viral
onkoproteinler, telomerik erozyonun taninmamasina neden olur. Dolayisiyla bu

hiicreler M2 evresine gecer (18).

Telomerazin tekrar aktive oldugu hiicreler M2 den kagarak oliimsiiz hale gelir.
Kromozomal kirilmalara ve fiizyonlara yatkin hale gelerek onkogen aktivasyonuna
neden olurlar. Sonugta premalign hiicrelerin invaziv kansere doniisiimlerini
hizlandirirlar. Simdiye kadar incelenen farkli tip tiimorlerin %85 inden fazlasinda
telomeraz aktivitesi tespit edilmistir. Bu da oliimsiiz tiimor hiicrelerinde telomerazin

yeniden aktive oldugunu gostermektedir (18).



2.5. Viriis- Kanser Tliskisi

Tiimor gelisimi cok asamali bir siirectir. Dolayisiyla bir¢cok faktor kanser
olusumuna neden olabilmektedir. Bu etkenlerden birisi viriislerdir. Viriisler gerek
hayvanlarda gerekse insanlarda tiimor olusturabilmektedir. Viriislerin neden oldugu
kanserlerden en 6nemlileri karaciger ve serviks kanseridir. Bu iki kanser tiirii diinyada

goriilen kanserlerin % 10-20 sini olusturmaktadir (21).

Tiimor viriisleri, onkogenezde genellikle ko-faktor olarak rol oynamaktadirlar.
Hiicrelerin kanserlesmesinde genetik degisikliklerden sorumludurlar. Bulundurduklari
stimiilator / inhibitor genlerle ya da hiicrede bulunan benzer genlerin ekspresyonunu

degistirerek kansere neden olmaktadirlar (44).

2.5.1. Kansere Neden Olan Viriisler

a) Hepatit B ve C Viriisleri: Hepatit B viriisii yaklasik 3 kb Iik genoma
sahiptir. Bir ¢ok canl tiiriinde karaciger hiicrelerini enfekte eder. Hepatit C viriisii
ise 10 kb ik RNA viriisleridir. Her ikisinin de etkisiyle kronik doku hasar1 ortaya

cikar ve hiicreler siirekli cogalarak kansere neden olur.

b) Adenoviriisler: Genom boyutlar1 yaklasik 35 kb olan DNA viriisleridir.
Adenoviriisler, dogal insan ve hayvan kanserleri ile iliskili degildirler. Ancak konak
hiicreleri enfekte eder ve basta RB ve P53 tiimor baskilayic1 genlerin islevini

bozarak sinyal iletim sistemini etkileyip transformasyona neden olurlar.

c¢) Herpesviriisler: Genomlar1 100-200 kb aras1 degismektedir. Genom
yapisi olduk¢a karmagsiktir. Bu nedenle replikasyon mekanizmalan ve
transformasyona nasil yol actiklar1 tam olarak bilinmemektedir. Herpesviriis
ailesinin iki tiyesi olan kaposi-sarkomu iligkili herpesviriis ve Epstein-Barr viriisleri

insan kanserlerine neden olmaktadir.



d) Retroviriisler: Insan ve diger canlilarda timér olusturabilirler. Insan
bagisiklik yetmezlik viriisiit (HIV) retroviriis ailesinin bir iiyesidir. Retroviriislerin
onkogen aktivasyonlar tiirlerine gore degisiklik gosterir. Cogu retroviriiste, viriis
replikasyonu i¢in gerekli olan ancak transformasyonda bulunmayan gag, pol ve env
genleri bulunur. Bazilarinda ise hiicre transformasyonuna ve kansere neden olan

belirli genler bulunmaktadir (21).

e) Papilloma Viriisler: Insanda ve diger canlilarda benign ve malign
tiimorler olustururlar (21). Bugiine kadar 100 den fazla tipi tanimlanmistir (24,44).
Insan papilloma viriisleri degisik dokularda epitel hiicreleri enfekte eder. Bunlardan
bazilar sigil seklinde iyi huylu tiimorleri olustururken, bazilari basta serviks kanseri

olmak tizere pek cok anogenital kansere neden olmaktadir (21,44).

Serviks

Ands

W HPV enfekte
VajinafVulva [0 Toplam

Penis

Adiz

Girtlak

0 100,000 200,000 300,000 400,000 500,000

Diinyada capinda gdrilen olgulann yilhk sayisi

Sekil 2.1. Tiim Diinyada HPV enfeksiyonuyla meydana gelen kanser tiirleri

(http://tr.wikipedia.org sitesinden modifiye edilerek alinmistir).
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2.5.1.1. Insan Papilloma Viriisii (HPV)
Insan papilloma viriisii (HPV), genital bolge ve mukoza enfeksiyonlar: yapan,
“condyloma acuminatum” ad1 verilen sigil seklinde kitlelerin olusumuna neden olan ve
servikal kanserle iligkili oldugu saptanmis bir viriistiir (33).

2.5.1.1.1. HPV Yapisi

Insan papilloma viriisii; kiiciik, zarfsiz, 72 kapsomerli, kapsiillii, 45-50 nm

boyutlarinda, 6.500-8000 bp lik bir DNA viriisiidiir (26,44,63).

HPV genomu fonksiyonel olarak 3 bolgeye ayrilmaktadir:

Long Control Region (LCR) ya da Upper Regulatory Region (URR) Bolgesi:
Genomun yaklasik 400-1000 bp lik kismini kapsar (61). Viral DNA replikasyonunu

regiile eder. Erken bolge genlerinin transkripsiyonunun yapildigi bolgedir (61). LCR
bolgesi tam olarak aydinlanmamistir ancak keratinositik spesifik transkripsiyon faktor

(KRF1) ve aktivator rol oynamaktadir (44,61).

Erken Bolge: Erken bolgede E1, E2, E3, E4, ES, E6 ve E7 olmak iizere yedi acik
okuma cercevesi proteini bulunmaktadir. Bu proteinler, viriisiin erken yasam
dongiisiinde ¢ok Onemlidirler. Bu bolgede bulunan genler, viral genomun, konak
genomla yeni viral DNA olusturmak {izere iliskisini saglayan proteinlerin
transkripsiyonundan sorumludurlar. Erken bolge genleri, viral replikasyon islemini
kontrol eder. Ayrica, bu bolgede bulunan E6 ve E7 genleri normal hiicrelerin neoplastik

hiicrelere doniisimiine neden olan proteinleri kodlamaktadirlar (61).
Gec¢ Bolge: Bu bolgede L1 ve L2 olarak bilinen iki agik okuma cercevesi

bulunmaktadir. Bunlar majér ve mindr kapsid proteinlerini kodlarlar. L1 tarafindan

kodlanan protein kapsidde bulunan temel proteindir ve tiim HPV tiplerinde benzer olan
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proteindir. L2 tarafindan kodlanan proteinler ise tiim HPV tiplerinde farklidir.

Dolayisiyla HPV tipleri arasindaki antijenite farkliligimi saglar.

Gec bolgede transkribe olan biitiin proteinler sadece skuaméz epitel hiicrelerinde
iretilir. Geg bolge genleri tarafindan kodlanan kapsid proteinlerinin miktari, epitelyum
terminal matiirasyon ile oldukg¢a ilgilidir. Kondilom gibi iyi differansiye HPV
tarafindan olusturulan lezyonlar, kapsid proteinlerce zengindir ancak az diferansiye

olan lezyonlarda kapsid protein az miktarda bulunur (61).

Hiicre
dingiisiinde
Viriis gen hozulma
ekspresyonunu p33 ’
dilzenleme& Telomeraz
viriis { pRb
replikasyonu
I Sy ™ Ee - -
URR \ \
L1
Kapsit J
Proteinler E1

DNA
replikasyonu

L2 &
RN

ekspresyonu
Membran presy

. . Baglama &
sinyal proteini

birakma

Sekil 2.2. HPV Genomu
(http://www.microbiologybytes.com/virology/Papillomaviruses. html/sitesinden

modifiye edilerek alinnugstir)

12



2.5.1.1.2. HPV Tipleri

HPV nin farkli genotipte 100 den fazla tipi tanimlanmistir. Bunlardan cogu
zararsiz, herhangi bir belirti ya da semptom vermez ve kendiliginden yok olur. Otuzdan
fazlasi cinsel yolla gecer, aniis ve genital bolge cevresinde etkili olur. Bazi diisiik riskli
tipler cilt sigillerine neden olur. Ozellikle de HPV 6 ve 11 genital sigillere neden

olmaktadir (32).
Basta HPV 16 ve 18 (onkogenik HPV tipleri) olmak iizere toplam 15 yiiksek
riskli tipi vardir. Bu yiiksek riskli tipler oncelikle servikal kanser ve preinvaziv

lezyonlar olmak tizere diger genital kanserlere de neden olmaktadir (32,51).

Tablo 2.1. Risk Olusturma Potansityellerine Gére HPV Tipleri (51)

RISK HPV TiPi
YUKSEK RiSK 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,73,82
OLASI YUKSEK RiSK 26,53,66
DUSUK RiSK 6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81,CP108
2.5.1.1.3. HPV Hiicreyi Nasu Enfekte Eder?

HPV nin enfekte edebilmesi icin, epidermal ya da mukozal epitelyal hiicrelerin
prolifere olabilmesi gerekmektedir. Oncelikle viriisiin erken bolge genleri (E5, E6, E7)
eksprese olur. Hiicreler enfekte oldukca proliferasyon ve yayilma meydana gelir. Alt
tabakaya dogru yayildikca ge¢ bolge genlerinin ekspresyonu baslar. Viral genom
cogalir ve yapisal proteinleri olusur. Yapisal proteinlerin olusumuyla viral partikiiller
olusur. Bu olusan partikiiller cogalir ve yiizeyden diger dokulart enfekte eder

(23,26,48).
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Diisiik riskli lezyonlarda, viral DNA hiicrenin ¢ekirdeginde epizomal formda
bulunur. Ancak yiiksek riskli HPV lerce enfekte olan hiicrelerde (agir displazi ya da
kanserlerde) viriis kendi DNA sin1 konak DNA ya entegre etmektedir. Erken bolge
genlerinin driinleri olan E6 ve E7 kanserli hiicrelerde sentezlenir ve bunlar HPV yi
transforme edici 6zelliktedir (67). Bunlardan E6 geninin P53 e, E7 nin ise RB tiimor

baskilayici gene afinitesiyle bilinmektedir (13,67,68).

HPV-E6 P53 e baglanarak hiicreleri transforme eder ve P53 proteininin bir
ubikitin ligaz tarafindan degradasyonuna neden olur. Erken bolge geni (E6), E6AP (E6-
bagh protein) denilen bir proteini uyarmakta ve buna bagli olarak P53 iin proteolizi
gerceklesmektedir. Sonucta P53 iin DNA hasar1 gibi normal hiicresel yanit olusturmasi
gereken durumlarda gérevini yapamamaktadir (24,60,69).

Retinoblastom proteini hiicre siklusunun G1/S fazinda durdurucu etkiye sahiptir.
Interfazin G1 evresinde E2F e (S fazina gegis icin gerekli olan proteinleri kodlayan
gen) baglanir ve S fazi1 genlerini bloke eder. Ancak HPV E7, RB proteinine baglanip,
fosforile eder ve RB proteininin yikimina neden olur. Dolayisiyla E2F serbest kalir ve

hiicre siklusu kontrolsiiz bir sekilde devam eder (24,45,71).

2.5.1.1.4. Servikal Kanser — HPV Epidemiyolojisi

Insan papilloma viriisii, servikal kanserin karsinogenezinde en 6nemli etiyolojik
faktor oldugu bildirilmektedir. Ozellikle CIN II- III ve hemen hemen tiim servikal
invaziv skuamdz hiicre karsinomalarinda yiiksek riskli onkogenik HPV 16 ve 18

enfeksiyonu s6z konusudur (13,29).

Insan papilloma viriisii asil cilt temasiyla bulasmaktadir. Servikal kanserdeki
enfeksiyonu da seksiiel temasla gerceklesmektedir. Coklu seksiiel partner ve partnerin
cok esli olmasi en Onemli risk faktorleridir. Bunun disinda cinsel temasla bulasan
hastaliklar, anormal pap smear bulgusu, genital sigillerde enfeksiyon riskini

artirmaktadir. Enfeksiyon en ¢ok seksiiel aktivitesi olan gen¢ kadinlarda goriiliir. 30
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yasindan sonra gorillme sikligi azalir. Buna karsilik servikal kanser en sik 35 yas

sonrasi kadinlarda goriilmektedir (14,17).

Ulkemizde 2007 yilinda yayinlanan, 1353 kadin taranarak yapilan bir ¢calismada
katilimcilarin %20 sinde HPV viriisii saptanmis olup, %0.7 sinde ise HPV nin neden
oldugu preinvaziv servikal lezyonlar tespit edilmistir. Tiirkiye de servikal HPV

kolonizasyonu siklig1 %2.1 olarak belirtilmektedir (41).

2.6. Servikal Kanser

Servikal kanser, tim diinyada goriillen kadin kanserleri icerisinde meme ve
rektum kanserinden sonra 3. siklikta goriilenidir. Ikibiniki yilinda yapilan bir
arastirmada 493.000 yeni olgu tespit edildigi ve 274.000 hastanin ise kaybedildigi
bildirilmistir. Efektif tarama programlar1 sayesinde; gelismis iilkelerde ©liim orani,

gelismekte olan iilkelere gore daha diisiiktiir (2,38).

Ulkemizde epidemiyolojik veriler ¢ok iyi olmamakla beraber Globokan verilerine
gore Tiirkiye’de servikal kanser sikligi 100.000 de 4.5 olarak tespit edilmis, kadinlarda

oliime sebep olan 5. kanser tiirii oldugu belirtilmistir (2).

Rigoni Stern tarafindan 1842 yilinda yapilan en erken epidemiyolojik ¢aligmada;
servikal kanserin evli kadinlarda oldugu, bekar kadinlarda hemen hemen hig
goriilmedigi belirtilmektedir. Bagka arastirmacilara goére de kanserin cinsel iliskiye

girmeyen kadinlarda hi¢ ortaya ¢cikmadigi belirtilmektedir (61).
Serviks kanserinin %85-90 1 skuamoz hiicreli, %10-15 1 ise adenokarsinomlardir.

Goriilme yas1 20-80 yas gibi genis bir araliga yayilir. Ulkemizde serviks kanserinin

%65 1 40-60 yas aras1 goriilmektedir (56).
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2.6.1. Serviks Anatomisi

Serviks, uterusun silindirik ve dar olan alt boliimidir. Ortalama 3-4 cm
uzunlugundadir. Uterus ve serviksin birlestigi noktaya da isthmus adi verilir. Alt

intravajinal kisim ise mukoz membranla kaplidir (56).

Serviksin eksternal os a dogru olan kismi ektoserviks, eksternal os un
proksimalinde olan kismi endoserviks olarak adlandirilir. Eksternal ve internal os un
arasinda kalan kismada endoservikal kanal denir. Endoservikal kanalin uzunlugu ve eni

yas ve hormonal duruma gore degisiklik gosterir (42,56).

Uterus

Ovaryum

Fallop Tiipii

Eksternal os
Vajina

Labium minus

Sekil 2.3. Uterus ve kisimlarn (http://medicineworld.org/news/cervixnews. html

den modifiye edilerek alinmuistir)

2.6.2. Serviks Histolojisi

Serviks skuamoz epitel ve kolumnar epitel ile ortiiliidiir. Skuamo-kolumnar

bileskede ise her iki hiicre tipide goriilmektedir (56).
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Skuamoz Epitel Hiicre Yiizeyi

Cok kathi tabaka halindedir ve pembe goriiniimliidiir. Serviksin intravajinal
kismim olustururlar. Skuaméz epitel hiicrelerinin en alt tabakasini, bazal membranla

bitisik, yuvarlak, tek sirali hiicreler olusturur.
Bazal hiicrelerin iizerinde, biiyiikk ve ¢ok katli parabasal hiicreler yer alir. Bu
hiicrelerin ileri derecede matiirasyonu ve diferansiyasyonu ile yassi, kiiciik siiperfisyal

tabaka olusur (42).

Skuamo-kolumnar bileske

Endoservikste alt silindirik epitelin bittigi, ektoserviksin ¢ok katli yass1 epitelinin
basladigr sinirdir. Bu kisma metaplastik degisiklik gecirmemis servikste orijinal yassi-
silindirik epitel sinir denir. Metaplazi gecirmis servikste ise bu sinirin yeri kayar ve
yeni yasst silindirik epitel sinir1 adini alir. Yeni yassi silindirik epitel sinirinda silindirik
epitel ile yassi epitel arasi degisime ugramis bir gecis alam1 bulunmaktadir. Bu gecis
alanina “transformasyon zonu” adi verilir (7). Bu bolgenin mitotik aktivitesi oldukca

yiiksektir ve karsinogenezin neredeyse tamami bu bolgede gerceklesmektedir (7,42).
2.6.3. Premalign Lezyonlar
2.6.3.1. Siniflandirma Sekilleri
2.6.3.1.1. CIN (servikal intraepitelyal neoplazi) Stniflandirmasi
[k kez 1949 yilinda Papanicolaou, invaziv asamaya heniiz gelmemis lezyonlar
icin “displazi” terimini kullanmistir. Displazi hafif, orta ve agir displazi olarak 3 e

ayrilir. Daha sonra 1968 yilinda Richart ve Baron invaziv karsinom ve premalign

lezyonlarin tiimiine birden “Servikal Intraepitelyal Lezyon” adim vermistir (7).
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Servikal intraepitelyal neoplazi (CIN), hafif displazi olarak simiflandirilan, iyi
diferansiye bir neoplaziden baslayip, invaziv karsinomla sonlanan intraepitelyal

degisikliklerdir (12).

CIN I: Hafif displazi olarak tanimlanir. Cok kath yass1 epitelin 2/3 liikk kismindaki
hiicreler normal matiirasyon gosterirken, bazal 1/3 liik kisimda niikleer anormallikler

goriilmeye baslar. Mitoz bulunur ancak fazla degildir.

CIN II: Epitelin iist yaris1 normal maturasyon gosterir. Niikleer anormallikler
CIN I e gore daha belirgindir. Bazal tabakanin 2/3 tinde mitozlar goriiliir.
CIN II: Maturasyon ya cok az ya da hi¢ yoktur. Epitelin hemen hemen

tamaminda niikleer anormallikler goriiliir. Epitelin tiim tabakalarinda mitozlar goriiliir

7).

CIN I, spontan olarak gerileyebilmekte ¢ok az bir kismu CIN II ve CIN III e
ilerlemektedir. Yaklasitk % 10-20 CIN II-IIl premalign lezyonun invaziv kansere

doniistiigii tahmin edilmektedir (29).

2.6.3.1.2. Bethesda Sistemi

Bethesda Maryland da 1988 yilinda yapilan bir Ulusal Kanser Enstitiisii (NCI)
caligmasi, sitolojik raporlar icin Bethesda Sistemi’nin gelistirilmesiyle sonu¢lanmistir
(16). Daha sonra 1991 yilinda Bethesda II olarak yeniden diizenlenmistir. Bu siniflama
2001 yilina kadar kullantilmustir. Ugiincii bir toplant: ile tekrar diizenlenip 2001 yilinda
son seklini almistir (8,73,58). Bu smiflamaya gore premalign skuaméz lezyonlar 4

gruba ayrilmaktadir:

Onemi belirgin olmayan atipik skuaméz intraepitelyal lezyon (ASCUS): Diisiik
veya yiiksek riskli skuamoz intraepitelyal lezyon kriterlerine uymayan anormal
hiicrelerdir. Onceleri “atipik” olarak adlandirilan kii¢iik anormalliklerin cogu bu grupta

yer alir (10,56).
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Ekarte edilemeyen HSIL (ASC-H): Smear sonuglu hastalarda fazla miktarda
orta/agir displazi olasilig1 vardir. ASCUS tan daha ciddidir.

Diisiik riskli intaepitelyal lezyon (LSIL): Koilositotik atipi ve CIN I olarak
adlandirilan HPV degisiklikleri bu gruba dahildir (10).

Yiiksek riskli intraepitelyal lezyon (HSIL): Orta displazi, agir displazi (CIN II ve
CIN III) ve karsinoma in situ bu gruba dahildir (10).

| Mormal serviks |

A ' | = HPV
o601 infeksiyonu
2-3 vl | HPV'yva bagh dedisikliklar |
Low-Grade SIL (Atipi.
CIN D
Yo15"i 3=4 wil Kofaktorler
iginde ilerler Yihksek riskli

High-Grade SIL (CIN 11,
1/ CIS)

L 2

Invazif Kanser

%30-70'1i 10 yul

iginde ilarler

Sekil 2.4. Servikal kanser olusumunda HPV ye bagli preinvaziv asamalar
(www.ukdk.org/pdf/kitap/30.pdf Tiirkiye’de Serviks Kanseri Durumu ve Servikal
Kanser Tarama Caligsmalart sitesinden modifiye edilerek alinmuistir)
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2.6.4. Servikal Kansere Neden Olan Diger Risk Faktorleri

Epidemiyolojik calismalar gostermektedir ki; preinvaziv lezyonlarin malign
transformasyonu sirasinda HPV ile birlikte baz1 cevresel etmenler de rol oynamaktadir.

Ancak bu etmenlerin etkileri ve mekanizmalar1 tam ag¢ik degildir. Bunlar:

e  Sigara Kullanimi: Sigara kullanimi, HPV enfeksiyonu pozitif
olan kadinlarda servikal kanser progresyonu icin 6nemli bir risk faktorii
oldugu bildirilmektedir. Tiitiin de bulunan benzopren, nitrozaminler gibi
aromatik hidrokarbonlar karsinogenezi etkili bir sekilde indiikleyen
maddelerdir. Yapilan calismalarda, servikal displazi gorillen ve aym
zamanda sigara kullanan kadinlarda servikal mukozalarinda bu maddeler

tespit edilmistir (3).

e Oral Kontraseptif Kullanimi: Hormonal etkilere serviksin duyarl
olmas1 nedeniyle oral kontraseptiflerin servikal karsinomaya neden oldugu
diistiniilmektedir. Oral kontraseptifler, dzellikle adenokarsinoma olusumuna

neden oldugu iddia edilmektedir (7).

e  Koit ve Seksiiel Davranig: Cok eslilik enfeksiyon kapma riskini
onemli Olciide artirir. Ayrica bir ¢ok calismada ilk koitin ¢cok erken yasta
olmasit (16 yasindan Once) servikal kanser riskini artirmaktadir. Bunun
nedeni olarak, servikal transformasyon zonunun menars ile 16 yas arasi

enfeksiyonlara acik olmasi gosterilmektedir (25,59).

e  Sosyoekonomik Diizey: Servikal kanser riskinin kirsal
kesimlerdeki ve diisiik sosyoekonomik diizeydeki kadinlart daha c¢ok
etkiledigi kabul edilmektedir. Bunun sebebi; maddi olanaklar ve erigim
yetersizligi nedeniyle rutin saglik kontrollerinin diizenli yapilamamasidir

(38).
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e  Diyet: Beslenme bozuklugu, yeterli meyve ve sebze tiiketiminin

olmamasi kanser riskini artirmaktadir (38).

2.6.5. Belirtileri

Preinvaziv lezyonlar genellikle bulgu vermemektedir. Ancak invaziv kansere
doniisiim oldugunda serviksin deri kisimlarina ve diger organlara metastaz yaptiginda
bulgular baslar. Servikal kanserin en erken evrelerinde kanli ve kokulu vajinal akinti,

anormal vajinal kanamalar goriilebilmektedir (37).

2.6.6. Papanicolaou (PAP) Smear Uygulamast

Servikal kanseri ve preinvaziv lezyonlar1 tespit etmeye yardim eden bir tarama
yontemidir. Pap smear sayesinde erken tan1 yapilabilmekte ve prognoz tayinine anlamli
Olciide katki saglanmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde yilda yaklasik olarak
16.000 yeni invaziv servikal kanser tanisi konmakta ve bunun 5.000 inde Oliim
beklenmekte iken 2006 yilinda tarama programlarinin basarisi sayesinde yeni beklenen
vaka sayis1 9710, beklenen 6liim 3700 e diismiistiir (22,38). Amerikan kanser dernegi
(ACS) ve Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Koleji (ACOG) onerilerine gore taramanin
baslangic zamani cinsel aktivite basladiktan 3 yil sonra ya da en ge¢ 21 yasindan

itibaren yilda 1 kez rutin olmalidir (38).

Yumusak smear fir¢asi ile serviksten yeterli miktarda dokiintii hiicreler toplanir
ve mikroskopta incelenmek iizere patoloji laboratuarina gonderilir. Bu testin pozitif
olmasi halinde anormal hiicrelerde yiiksek riskli HPV olup olmadig: arastirilmak icin

HPV-DNA testi ve daha ayrintili inceleme i¢in kolposkopi yontemi uygulanir (37).

Normal pap smear testlerinde serviksten alinan hiicre dokiintiileri lam {izerine
direkt yayilmaktadir. Ancak bu islem sirasinda hiicreler, ezilir, katlanir ve de kanli,
koyu akint1 icerisinde kalmaktadir. Yeni gelistirilmis Thin Prep (sivi bazli sitolojik

uygulama) tekniginde ise 6rnek tamponlanmis alkol dolu bir kap igerisine toplandiktan
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sonra Ozel bir filtre sisteminden gecirilerek, akinti ve iltihap hiicrelerini ortamdan
uzaklastirir ve sadece servikse dokiilen hiicrelerin incelenmesini saglar. Bu yontemin

dort kat daha fazla duyarli oldugu yapilan ¢calismalarda gosterilmistir (31,36).

2.6.7. HPV-DNA Testi

Viriistin  genetik materyalinin (DNA) saptanmasina dayanan bir analizdir.
Amerikan Gida ve Ila¢c Dairesi (FDA), 2003 yilinda 30 yas iistii kadinlarda yapilan
kanser taramalarinda HPV-DNA analizinin, HPV testi ve pap smear ile birlikte ayni
zamanda uygulanmasini onaylamistir. Tarama testlerinde anormal sitoloji tespit edilen
hastalarin, HPV-DNA testi ile bulgularin kesinlestirilmesi; hastaligin kesin tanisi,

prognozu ve tedavisi hakkinda yol gostermektedir (34).

2.6.8. Kolposkopi

Tarama yontemi degildir. Ayakli bir mikroskop olan kolposkop ile 4-60 kez
biiylitme yaparak, disaridan rahim agzina kadar tiim vajinanin detayli goriinmesini
saglayan bir yontemdir. Muayene sonrasinda gozlenen anormal dokulardan pargalar

almarak patoloji laboratuarina gonderilir (35).

2.6.9. Tedavi ve Iyilesme Sanst

Servikal kanserin tedavisinde; kanserin derecesi ve evresi onemli rol oynar.
Tedavi lokal ya da sistemiktir. Lokal tedaviler; bir bolgedeki kanser hiicrelerinin
cerrahi yontemlerle ya da radyasyon ile temizlenmesidir. Sistemik tedavi ise; viicudun

diger kisimlarina yayilmig olan anormal hiicreleri kontrol altina almak i¢in uygulanir.

Hastaligin iyilesme orani; kanserin tipi ve yerlesimi, evresi, metastaz hizi,

hastanin yas1 ve genel durumu ve tedaviye yanit verip vermedigiyle ilgilidir. Servikal
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kanserin tiim evreleri goz Oniine alindiginda, 5 yillik sag kalim oram %72 olarak
belirtilmektedir (37).
2.6.10. HPV Agist
Giintimiizde HPV enfeksiyonu olan kadinlarda viral enfeksiyonun ilerlemesini
yavaglatabilecek ya da yok edebilecek antiviral tedavi yoktur. Bu nedenle asilar

iizerinde ¢alisiimaya baslanmustir (53). Iki tip as1 gelistirilmistir:

Profilaktik Asilar: Sonradan ortaya cikabilecek enfeksiyonlara karsi koruma

saglamaktadir. Viriisiin L1 ve L2 proteinlerine karsi notralize antikor gelisimini hedef
alirlar. As1 viriis benzeri partikiil (VLP) kullanilarak gelistirilmistir. Koruyucu asinin
ozelligi tipe spesifik olmasidir. HPV 16 L1 VLP ile yapilan asilama, sadece HPV 16
enfeksiyonuna kars1 koruma saglar, diger tipler icin koruyucu olmayabilir. Su anda

VLP asilar sadece yiiksek riskli tipler olan HPV 16 ve 18’ i icermektedir (53).

Terapotik Asilar: HPV ile enfekte olan epitel hiicrelerde, hiicresel immiiniteyi

artiran asilardir. CD4+ ve CD8+ T hiicreleri uyarilarak viral DNA y1 entegre etmis E6

ve E7 proteinlerini agin iireten hiicreler yikilir (53).

Giiniimiizde Gardasil ve Cervarix isimli iki ag1 bulunmaktadir. Asinin en yiiksek
diizeyde etkili olmasi i¢in, heniiz cinsel aktivitesi bagslamamis bayanlarda kullanilmasi
Onerilmektedir. Bu nedenle ABD de Haziran 2006 da 9 yasindaki kizlarda rutin

Gardasil kullanimi onaylanmistir (37).

2.6.11. Servikal Kanser ve Genetik

Epidemiyolojik ve molekiiler ¢calismalar gostermistir ki; insan papilloma viriisii
malign lezyonlarin gelisiminde major risk faktoriidiir. Ozellikle viral onkoproteinler E6

ve E7 malign transformasyonun baslica komponentleridir (1).
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Invaziv servikal kanser, servikal displazinin ilerleyen asamalarinda goriiliir.
Ancak erken asama displastik lezyonlarin sadece %15 i diizenli gelisim gosterir. Bu
yiizden hastalik gelisiminde genetik markerlarin tamimlanmasi klinik ag¢idan ¢ok
onemlidir. Servikal kanser gelisiminde goriilen genetik degisiklikler, HPV
enfeksiyonunun yanminda spesifik kromozom anomalilerinin de goriildiigiinii

gostermektedir (27).

2.6.11.1. Servikal Kanser - TERC Aberasyonu

Servikal kanserde en sik tekrarlayan yapisal anomali 3q26 artisidir. Bu bolge
TERC genini igerir. Bu aberasyon en sik invaziv karsinomada ve yiiksek riskli
premalign lezyonlarda goriilmektedir. Ancak spontan olarak gerileyen lezyonlarin
hicbirinde 3q artis1 goriilmemektedir (27,29). Lezyonlarin histopatolojik derecesi ile
TERC geninin ve viral onkogenlerin ekspresyonundaki artis arasinda 6nemli Ol¢iide
baglant1 oldugu tespit edilmistir. Preinvaziv lezyonlarda TERC geninin ilave
kopyasinin goriilmesi, displazinin teshisi i¢in yeterli bir bilgi olmadigi, ancak lezyonun

seyri hakkinda 6nemli veriler saglayabilecegi belirtilmektedir (27).

2.6.11.2. Servikal Kanser - Onkogen Aktivasyonu

Protoonkogenler birkag fakh yolla onkogene doniismektedirler.
Protoonkogeneler, nokta mutasyonu, kromozom translokasyonlar1 ve gen
amplifikasyonlart seklinde onkogen aktivitesi kazamirlar. Solid tiimorlerde gen
amplifikasyonu onkogen aktivitesi i¢in dominant mekanizmadir. Servikal kanserde

CGH yontemiyle birkag amplifikasyon bolgesi tanimlanmistir (76).
Zhang ve arkadaglarimin 2000 yilinda yaptiklar1 bir calismada HPV(+) olan

servikal timor hiicrelerinin PIK3CA (3q26.3) bolgesinde %43, TERT (5p15.33)
bolgesinde %33, 20q13.2 bolgesinde %30, ERBB 2 (17q21.2) bolgesinde %29,
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CCNDI1 (11ql13.3) bolgesinde %12 ve C-MYC (8q24) bolgesinde %25 oraninda
amplifikasyon tespit edilmistir (76).

Hiicre proliferasyonunu diizenlemede, farklilasmasinda ve apoptozisinde C-MYC
protoonkogeni dnemli olgiide etkilidir. Ozellikle RAS sinyal ag1 ve MYC/MAX/MAD
matrix sinyal yolaklari arasinda kritik bir noktada gorev alir. Dolayisiyla genital
timorlerde HPV-DNA sinin bu bolgeye entegre olmasi bu genin farkli onkogen
aktivasyonlarma neden olabilir. Ozellikle yiiksek riskli HPV-18 in %30 u 8q24
iizerinde bulunan C-MYC geninin yakinina entegre olmaktadir (19). Son yapilan
caligmalarda gen amplifikasyonunun HPV kaynakli servikal karsinomalara neden
oldugu tespit edilmistir. Yapilan calismalarda; C-MYC onkogeni servikal kanser
gelisimi icin potansiyel bir marker oldugu diisiiniilmektedir. Epitelyal karsinomalarin
biiyiik c¢ogunlugunda gen amplifikasyonunun, C-MYC geninin asir1 eksprese
olmasindan kaynaklandigi ve proteinin asir1 ekspresyonunun da daha agresif tiimorlerle

iligkili oldugu saptanmistir (1).

2.6.11.3. Sayisal Aberasyonlar

En sik karsimiza ¢ikan sayisal aberasyonlar 7. kromozomun ve 1. kromozomun
trizomisidir. Kromozom 7 nin trizomisinin tiimor progresyonunda onemli olabilecegi
belirtilmektedir. Epidermal biiyiime faktdor reseptoriiniin (onkogen ERB-B) 7.
kromozom iizerinde bulunmasi, tiimor gelisiminde Onemli bir etken olabilecegini

diistindiirmektedir (57).

FISH yontemiyle yapilan calismalarda, displazinin derecesi arttik¢a trizomili
hiicrelerin sayisinin arttig1 tespit edilmistir. Kromozom 7 trizomisinin erken evrelerde
goriilmesi  displastik doniisiimler icin erken teshis olanag saglayabilecegini
diisiindiirmektedir. Aksine trizomi 1 yiiksek riskli lezyonda daha sik goriilmektedir ve
premalign lezyonlar icin marker olabilecegi ileri siiriilmektedir (57). Ayrica 3, 6, 11,

17. kromozomlara ait trizomi ve polizomiler rapor edilmistir (13).
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2.7. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Molekiiler sitogenetik, isaretli DNA problan kullanarak interfaz ya da metafaz

plaklarinin mikroskobik analizidir (6,9).

In situ hibridizasyon (ISH), spesifik RNA ve DNA sekanslarinin doku
kesitlerindeki her hiicrede, kromozom preparasyonlarinda ve interfaz niikleuslarinda
morfolojik olarak gosterilmesi ve niikleik asitlerin kendi ortamlarinda incelenmesini

saglayan bir tekniktir (6).

FISH ise probun haptenler veya florokromlarla isaretlenip florokrom maddelerle
goriintiilenerek floresan veren sinyallerin degerlendirilmesiyle yapilan bir ISH

teknigidir (6).

Baslarda ISH radyoaktif maddeler kullanarak uygulanmistir. Ancak radyoaktif
maddelerin pahali olmasi, yar1 Omiirleri, toksik etkisi ve uzaklastirilmasindaki zorluklar
nedeniyle kullanimi azalmistir. Molekiiler klonlama teknikleri 1970 yillarinda
gelistirilmistir. Daha sonra 1975 te biotin-avidin sisteminin bulunmasi hapten ile
isaretlenmis problarin florokrom enzim ya da koloidal altinla belirgin hale getirilmesini
saglamistir. Daha sonra da biotinin yaninda digoxigenin ve florescein ile isaretleme,
farkli florokrom molekiillerinin birlikte kullanimi ikili ve ii¢lii isaretlemelere imkan
vermistir. Yontemin gelistirilmesiyle 1986 yilinda non-radyoaktif isaretli problar

kullanilarak, FISH yontemi ortaya ¢cikmistir (6).

2.7.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri
FISH tekniginin uygulanmasinda prob se¢imi en 6nemli basamaktir. Kullanilacak

probun, incelenecek materyale, degerlendirilecek anomalinin tipine ve bolgesine uygun

olmasi gerekir (5).
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Prob; ornekte incelenecek olan genetik materyale (RNA ya da DNA)
komplementer, radyoaktif veya non-radyoaktif isaretli RNA ve DNA segmentidir.

FISH tekniginde sitogenetik alanda kullanilan baslica problar sunlardir:

a. Tekrarlayan dizi problar (satellit problar)
b. Banda 6zgii problar

c.  Lokusa 6zgii problar

d. Tiim kromozomu boyayan problar

e. Telomer bolgesine spesifik problar

2.7.2. FISH Tekniginin Temel Mekanizmas

FISH teknigi 6 asamada gerceklesir:

1- Preparat hazirlanmasi
2- Preparatlarin 6n yikamasi
3- Prob- hedef DNA denatiirasyonu
4- Prob- hedef DNA hibridizasyonu
5- Hibridizasyon sonrasi yikamalar
6- Goriintiileme ve inceleme
Hibridizasyonda ii¢ temel asama 6nemlidir:
1- Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gecirgenliklerini korumalari
2- Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi
3- Hibridizasyon spesifik aktivitesi yiiksek bir reporter ile en az zemin

sinyali olacak sekilde en parlak halde goriintiilenmesidir (4).

Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi
‘stringency’ olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef sekansla
tam homolog olan problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda

ise prob sadece % 70-90 homoloji gosteren sekanslara baglanabilir. Bu spesifik
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olmayan sinyaller, hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarinin

(yiiksek 1s1 + diisiik tuz konsantrasyonu) saglanmasiyla ortamdan uzaklagtirilir.

FISH sonrasi problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta incelenirler.
Kullanilan florokromlarin gozlenebilmesi i¢in dogru prob setleri ve uygun filtrelerin
secilmesi gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi gerektiginde dogru

filtreler ile yesil, kirmiz1 ve mavi florokromlar gozlenebilmektedir (4).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Gerec
3.1.1. Arastirma Grubu Bireyleri
Calismamizda Eyliil 2008-Mart 2009 tarihleri arasinda Istanbul Patoloji Grubu ve
Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji Anabilim Dali’'nda preinvaziv lezyon
asamalar1 (CIN siniflandirmast) tespit edilen ve Istanbul Genetiks Laboratuari’nda HPV

tiplendirmesi yapilan 50 hasta (HPV+) ve 10 kontrol (HPV-) olgusuna ait thin prep

smear 0rneginde FISH analizi yapilmistir.

Calismamiz Osmangazi Universitesi Rektorliigii Arastirma Fonu 2008/11027
numarali “Insan Papilloma Viriisiiniin (HPV) Servikal Kanser Gelisimi Uzerinde
Olusturdugu Genetik Degisikliklerin Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemiyle

Incelenmesi” isimli proje ile desteklenmistir.

3.1.2. Kullanilan Araglar
3.1.2.1. Kullamilan Aygitlar

Ben-mari ( Heto-DT Hetoterm )
Buzdolabi ( Argelik- 415 )
Cam Kalemi
Conta
Deep-Freeze ( Heraeus )
Enjektor
Etiiv ( Friocell MMM Med Center )
Floresan Mikroskop ( Olympus BX-61 )
Image Analyser ( Applied Imaging )

Kronometre
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Mikropipet ( Eppendorf )

Mikrosantrifiij ( Eppendorf Centrifuge-5415 )
PH metre ( Orion )

Pipet Uclar

Termometre

Vortex ( Janke and Kunkel, UF-2 )

Zaman Ayarl Santrifiij ( Heraeus )

3.1.2.2. Cam Malzemeler
Beher ( 500 ml, 1000 ml )
Erlenmayer ( 500 ml, 1000 ml )
Lam
Lamel
Meziir
Santrifiij Tiipii

Yatay ve Dikey Sale

3.1.3. Kimyasal Maddeler
Absolii Etanol ( Merck )
Antifade ( Vector )

DAPI ( Sigma )

Distile Su

Glasiyal Asetik Asit ( Merck )
HCL ( Merck )

Immersiyon Yagi ( Merck )
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Metanol ( Merck )

NaOH ( Merck )

Parafilm ( Pechlney )

Rubber Cement ( Sanford 00491 )

Tween 20 ( Sigma )

3.1.4. Kullamilan Problar

KB-10704 Poseidon Kreatech Cervial Cancer Probe hTERC (3q26), C-MYC
(8g24), CEP 7 (1032 LG Amsterdam The Netherlands).

3.2. Yontem

Preinvaziv lezyon asamalari (CIN smiflandirmasi) tespit edilen ve Istanbul
Genetiks Laboratuari’nda HPV tiplendirmesi yapilan 50 hasta (HPV+) ve 10 kontrol
(HPV-) olgusuna ait thin prep yontemiyle alman smear Orneklerine FISH analizi

yapilmistir.

3.2.1. Materyal Alimi

Preinvaziv lezyon asamalari (CIN smiflandirmasi) tespit edilen ve Istanbul
Genetiks Laboratuari’nda HPV tiplendirmesi yapilan 50 hasta (HPV+) ve 10 kontrol
(HPV-) olgusuna ait thin prep yontemiyle alinan smear 6rnekleri Anabilim Dalimiz

Molekiiler Sitogenetik Laboratuarina ulagtirilmistir.

3.2.2. Molekiiler Sitogenetik Analiz
Arastirmamizda 6zel soliisyon igerisinde gelen materyaller pre-fiksasyon ve

fiksasyon asamalarindan gecirilip yeterli miktarda pellet elde edilmistir. Daha sonra

elde edilen pellet temiz bir lama yayilmistir. Yayma islemi sirasinda plastik conta ile

31



yayilacak bolge simirlandirilarak hiicrelerin dagilmasi engellenmistir. Boylece analiz

icin yeterli miktarda hiicre sayisina ulagilmistir.

Hazirlanan preparatlar 1 gece oda 1sisinda bekletilerek hiicrelerin yaslanmasi

saglanmistir.

3.2.2.1. FISH Tekniginin Uygulanmast

FISH tekniginde Rieder ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen protokol
uygulanmstir (72).

3.2.2.1.1. Preparatlarin On Yikamas: ve Denatiirasyonu

- Preparatlar her biri 1 dakika olmak iizere sirasiyla % 100-70-50-30 luk alkol

serisinden gecirilerek dehidre edilip daha sonra 1 dakika 0.1XSSC soliisyonunda
bekletilmistir.

- Preparatlar hemen 70 °C deki 2XSSC soliisyonuna alinmig ve bu 1sida 30 dakika
bekletilmistir.

- 30 dakika sonunda 2XSSC soliisyon 1s1sinin 37 °C ye gelmesi beklenmistir.
- Daha sonra preparatlar 0.07 M lik NaOH soliisyonunda denatiire edilmistir.

- Denatiirasyonu takiben her biri 1 dakika olmak iizere sirasiyla +4 °C de 1XSSC —
+4 °C de 2XSSC de bekletilmistir.
- Preparatlar % 30 — 50 — 70 — 100 liik alkol serisinde dehidre edilip, kurumaya

birakilmistir.
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3.2.2.1.2. Prob Denatiirasyonu

Problar benmaride 10 dakika 74 °C de bekletilerek denatiire edilmislerdir.

3.2.2.1.3. Hibridizasyon

Probun bulundugu ependorf tiipii santrifiij edilerek tiim probun dibe ¢Okmesi

saglanmuistir.

-Denatiire edilen preparatlarda belirlenen alana prob (5 pl) eklenmis ve iizerlerine

24mm lik lamel kapatilmistir.
- Lamel ¢evresi su girmemesi i¢in rubber cement ile yalitilmagtir.

- Preparatlar 37 °C de bir gece nemli ortamda hibridizasyona birakilmustir.

3.2.2.1.4. Hibridizasyon Sonrast Yikamalar

Bu yikamalarda spesifik olarak baglanmayan prob DNA smin ortamdan
uzaklastirilmasi ve olgu DNA sina tam komplementer olan (% 80-100) dizilerin hedef

bolgede sabit hale getirilmesi amaglanmaktadir. Asamalart:

-Hibridizasyonu tamamlanan preparatlar etiivden c¢ikartilarak lamellerin

cevresindeki yalittm maddesi dikkatlice temizlenmistir.

- Preparatlar, oda 1s1sindaki 2XSSC soliisyonunda hafif¢e karstirilarak lameller

preparatlardan uzaklastirilmistir.
- Preparatlar 1XSSCsoliisyonu ile 74 °C de 7-8 dakika bekletilmistir.

- Sonrasinda 2XSSC/T-20 soliisyonunda 5 dakika birakilmigtir.
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3.2.2.1.5. Hibridize Olan Bolgelerin Goriintiilenmesi

Bu asamada prob ve nukleus DNA sinin hibridize oldugu bolgelerin goriiniir hale

getirilmesi amaglanmaktadir.

Hibridizasyon sonrasi yikamalar yapilan preparatlar 4XSSC/DAPI soliisyonunda
2 dakika bekletilmistir. Siire sonunda 15 pl antifade eklenmis ve lamel ile kapatilmistir.

Inceleme asamasina kadar — 20 °C de ve karanlikta bekletilmislerdir.

3.2.2.1.6. Preparatlarin Mikroskopta Incelenmesi

Preparatlar Olympus BX-61 Floresan mikroskobunda uygun filtrelerle
incelenmistir. Floresan mikroskoba bagli sogutmali kamera ve goriintii analiz sistemi
(Applied Imaging) araciligiyla her olguya iliskin FISH analiz verileri fotograflanmis ve

arsivlenmistir.

3.2.2.1.7. Degerlendirme

Calismamizda preinvaziv lezyon asamalar (CIN smniflandirmasi) tespit edilen ve
HPV tiplendirmesi yapilan 50 hasta (HPV+) ve 10 kontrol (HPV-) olgusuna ait thin
prep smear testi ile alinan sivi bazl sitolojik 6rneklerle FISH analizi yapilmistir. Her
olguda her prob i¢in 50-180 hiicre degerlendirilmistir. Her hiicre i¢in hedef gene ya da
kromozom sentromerine ait sinyaller sayilmistir. Atipik hiicrelerle beraber normal
hiicrelerde sayilmistir. Yanlis pozitiflikten kaginmak icin degerlendirilen tiim
parametreler i¢in cut off degerini %20 alarak her olguda 50-180 arasi hiicre analiz
edilmistir (27,29). Degerlendirilen hiicrelerde 3q26 ve 8q24 bolgeleri i¢in 3-5 kopya
bulunmasi halinde “amplifikasyon pozitif” olarak degerlendirilmistir. Kromozom 7 nin
sayisal aberasyonlar1 icin degerlendirilen hiicrelerin %20 ve iizerinde 3 sinyal

goriildiigiinde “trizomi 7” olarak degerlendirilmistir (50).
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3.3. Kullanilan Stok Soliisyonlar

Tablo 3.1. Carnoy’s Fiksatif Soliisyonu

Metanol 3 kisim
Glasiyal Asetik Asit 1 kisim
Tablo 3.2. On Yikama Soliisyonlari
20XSSC Soliisyonu
NaCl 3 M) 175,3 gr
Tri Sodyum Sitrat (0,3 M) 88,24 gr
Distile su 1000 ml
HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.
2XSSC Soliisyonu
20XSSC 40 ml
Distile su 360 ml
HCl ile pH 7.0 a ayarlanr.
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Tablo 3.3. Denatiirasyon Soliisyonu

0,1XSSC Soliisyonu

20XSSC 3ml
Distile su 597 ml
0,07 M NaOH 14 ml
Distile su 200 ml
Tablo 3.4. Hibridizasyon Sonras1 Soliisyonlar
0,1XSSC Soliisyonu

20XSSC 10 ml
Distile su 190 ml
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2XSSC/Tween-20 Soliisyonu

20XSSC 20 ml
Tween 20 100 wl
Distile su 180 ml

Tiim soliisyonlar HCl ile pH 7.0 a ayarlanir.

2XSSC Soliisyonu

20XSSC 20 ml
Distile su 180 ml

Tablo 3.5. Goriintiileme Sistemleri Soliisyonlar

DAPI/Antifade Soliisyonu

2XSSC 20 ml
DAPI 100 wl
Distile su 80 ml
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3.4. istatistik Analiz

Analizlerde SPSS 16.0 Istatistik programi kullanildi. Saptanan anomalilerle pre
invaziv evreler ve hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki iliskiler Fisher’s Exact X*
testi ile incelendi. Saptanan anomaliler ile HPV risk tipleri arasindaki iligki ise X ile

incelendi. P< 0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda Eyliil 2008-Mart 2009 tarihleri arasinda Istanbul Patoloji Grubu ve
Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji Anabilim Dali’nda preinvaziv lezyon
asamalar1 (CIN siniflandirmast) tespit edilen ve Istanbul Genetiks Laboratuari’nda HPV
tiplendirmesi yapilan 50 hasta (HPV+) ve 10 kontrol (HPV-, thin prep smear sonucu

normal) olgusuna ait s1v1 bazli sitolojik drnekler ile FISH analizi yapilmistir.

Incelemeye alinan sivi bazli sitolojik érneklere sahip 50 olgunun yas ortalamasi
30.44 + 6.81 (17-57) olarak tespit edilmistir. Olgularimizin 28 i CIN I, 15 i ASCUS, 3 ii
normal, 1 i kondilom, 1 i kondilom/ CIN I, 2 si CIN I/II olarak tespit edilmistir. Kontrol
grubunu ise thin prep smear incelemesi normal ve HPV enfeksiyonu bulunmayan

ornekler olusturmaktadir.
Olgularimizin 23 i yiiksek riskli HPV, 15 i diisiik riskli HPV, 7 si olas1 yiiksek
riskli HPV, 4 ii birden fazla HPV tipleri ile enfektedir. Olgulardan 1 inin HPV risk tipi

bilinmemektedir (HPV 90).

Olgularin yas, CIN siniflandirmas1 ve HPV tipine ait bilgiler Tablo 4.1. de

verilmistir.
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Tablo 4.1. Olgularin Yas, CIN simiflandirmas1 ve HPV Tipine Ait Bilgileri

HastaNo Yas HPV TiPi | CIN smiflandirmasi
01 38 31 CIN I
02 27 70 ASCUS
03 29 16 CIN I
04 26 16 ASCUS
05 31 53 ASCUS
06 26 16 ASCUS
07 33 58 CINI
08 40 81 ASCUS
09 33 81 NORMAL
10 26 11 ASCUS
11 32 16/53/61 ASCUS
12 27 16 CIN I
13 28 18 CIN I
14 30 16 NORMAL
15 28 70 CIN I
16 28 40 CINI
17 27 53 CIN I
18 28 6 CINI
19 34 66 CIN I
20 28 6/11 ASCUS
21 30 16 ASCUS
22 31 16 CINI
23 29 56 CINI
24 38 59 CIN I
25 28 90 CINI
26 26 58 ASCUS
27 21 16 CINI/ 1T
28 33 56 CIN I
29 32 66 CIN I
30 23 56 CINI
31 25 18 CIN I
32 26 31 CINI
33 24 33 CINI
34 23 53/61 CINI
35 37 6 ASCUS
36 29 56 CIN I
37 39 53 NORMAL
38 33 58 CIN I
39 25 6 ASCUS
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HastaNo Yas HPV TiPi | CIN simiflandirmasi
40 43 66 CIN I
41 28 6 CINT/II
42 24 6 ASCUS
43 34 18 ASCUS
44 36 11 KONDILOM
45 21 6 KONDILOM/CIN I
46 17 58 CIN I
47 30 61 ASCUS
48 57 35/58 CIN I
49 40 61 CINI I
50 41 53 CIN I

4.1. Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Bulgular

Calismamizda thin prep smear testi ile alinan 50 hasta ve 10 kontrol olgusuna ait
s1v1 bazli sitolojik ornekler kullanilmistir. Degerlendirilen hiicre sayisi, hiicre yogunlugu
ve sinyal kalitesine baglh olarak degiskenlik gostermektedir. Her prob i¢in 50-180 arast
hiicre degerlendirilmistir. Degerlendirilen hiicrelerde 3q26 ve 8q24 bolgeleri i¢in 3-5
kopya bulunmasi halinde “amplifikasyon pozitif” olarak degerlendirilmistir. Kromozom

7 nin sayisal aberasyonlar i¢in degerlendirilen hiicrelerin %20 sinden fazlasinda 3

sinyal goriildiigiinde “trizomi 7” olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.1. Normal hiicrelere sahip 7 numarali olgunun FISH goriintiisii

Sekil 4.2. Trizomi 7 tespit edilen 30 numarali olgunun FISH goriintiisii

* TERC kirmizi sinyal, C-MYC yesil sinyal, CEP 7 aqua sinyal
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Sekil 4.3. Trizomi 7 tespit edilen 13 numarali olgunun FISH goriintiisii

Sekil 4.4. TERC ve C-MYC gen amplifikasyonu goriilen 11 numarali olgunun FISH
goruntist

* TERC kirmizi sinyal, C-MYC yesil sinyal, CEP 7 aqua sinyal

43



Sekil 4.5. TERC ve C-MYC gen amplifikasyonu goriilen 31 numarali olgunun FISH
goruntist

Sekil 4.6. C-MYC gen amplifikasyonu goriilen 33 numarali olgunun FISH goriintiisii

* TERC kirmizi sinyal, C-MYC yesil sinyal, CEP 7 aqua sinyal
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4.2. Preinvaziv Lezyon Asamalari Tespit Edilen ve HPV Tiplendirmesi

Yapilan Olgularin FISH Analiz Bulgulari

Yapilan FISH analizinde olgularin % 72 sinde (36/50) tiim problar i¢in normal
sonu¢ bulunurken. % 28 inde (14/50) ise FISH analizi ile en az bir anomali tespit
edilmistir. Degerlendirmeye alinan kontrol grubu (n=10) olgularinda ise FISH ile

anomali tespit edilmemistir. Tablo 4.2 de anomalilerin goriilme oran1 verilmistir:

Tablo 4.2. Degerlendirilen Genetik Parametrelerin Siklig

GENETIK ABERASYON Yiizde (Oran)
AMPLigiEKRACSYONU % 8 (4/50)
AMPLjCI;HI\ngYONU % 22 (11/50)
AJIIEIIEIE}?IC(CZIS\/IYYC)CNU % 8 (4/50)

TRiZOMI 7 % 6 (3/50)

4.2.1. TERC Gen Bolgesine Ait Aberasyonlar

TERC amplifikasyonlar1 calisma grubumuzda en sik goriilen ikinci anomali
olarak tespit edilmistir. Olgularin %8 inde (4/50) TERC gen bolgesine ait amplifikasyon
gozlenmistir. TERC gen bolgesine ait amplifikasyonlar izole anomali olarak goriilmeyip
C-MYC amplifikasyonu ile beraber gozlenmistir. CIN I olgularinin %3.5 inde (1/28),
ASCUS olgularmin %20 sinde (3/15) TERC ve C-MYC amplifikasyonu birlikte

gbzlenmistir.
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4.2.2. C-MYC Gen Bolgesine Ait Aberasyonlar

C-MYC gen bolgesine ait amplifikasyon calisma grubumuzda en sik gozlenen
anomali olarak tespit edilmistir. Olgularin %22 sinde (11/50) C-MYC gen bolgesine ait
amplifikasyon saptanmistir. ASCUS olgularinin % 40 1nda (6/15), CIN I olgulariin %
14.2 sinde (4/28) ve CINI/II olarak belirlenen 1 olguda (1/2) C-MYC gen
amplifikasyonu goriilmiistir. C-MYC gen artis1 olgularin %14 iinde (7/50) izole
anomali olarak goriiliirken, %8 ine (4/50) TERC gen amplifikasyonu eslik etmistir.

4.2.3. 7. Kromozom Aberasyonu

Kromozom 7 ye ait anomaliler ¢alisma grubumuzda en az goriillen anomali

olarak tespit edilmistir. Olgularimizin % 6 sinda (3/50) trizomi 7 izole anomali olarak

goriilmiistir. CIN I olgularinin % 7.1 inde (2/28), ASCUS olgularinin % 6.7 sinde

(1/15) trizomi 7 tespit edilmistir.
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Tablo 4.3. FISH Analiz Sonuglari

SAYI TERC C-MYC Km“;"z"m HPV TiPi | CIN simflandirmasi

1 N N N 31 CINI

2 N AMP (+) N 70 ASCUS

3 N AMP (+) N 16 CINI

4 N N TRIZOMI 16 ASCUS

5 N N N 53 ASCUS

6 N N N 16 ASCUS

7 N N N 58 CINI

8 N N N 81 ASCUS

9 N N N 81 NORMAL
10 N AMP (+) N 11 ASCUS
11 AMP (+) AMP (+) N 16/53/61 ASCUS
12 N N N 16 CINI

13 N N TRIZOMI 18 CINT

14 N N N 16 NORMAL
15 N N N 70 CIN I

16 N N N 40 CINI

17 N N N 53 CINI

18 N N N 6 CINI

19 N N N 66 CINI
20 N N N 6/11 ASCUS
21 AMP(+) AMP(+) N 16 ASCUS
22 N N N 16 CINI
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Kromozom

SAYI TERC C-MYC . HPV TiPi | CIN simiflandirmasi
23 N AMP(+) N 56 CINI
24 N N N 59 CIN I
25 N N N 90 CIN I
26 N AMP (+) N 58 ASCUS
27 N AMP(+) N 16 CIN I/ 1T
28 N N N 56 CIN I
29 N N N 66 CIN I
30 N N TRIZOMI 56 CINI
31 AMP(+) AMP(+) N 18 CINI
32 N N N 31 CIN I
33 N AMP (+) N 33 CINI
34 N N N 53/61 CIN I
35 N N N 6 ASCUS
36 N N N 56 CIN I
37 N N N 53 NORMAL
38 N N N 58 CINI
39 N N N 6 ASCUS
40 N N N 66 CIN I
41 N N N 6 CIN I/ 1T
42 N N N 6 ASCUS
43 AMP(+) AMP(+) N 18 ASCUS
44 N N N 11 KONDILOM
45 N N N 6 KONDILOM/CIN I
46 N N N 58 CINI
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SAYI TERC C-MYC Kr"";ozom HPV TiPi | CIN smflandirmasi
47 N N N 16 ASCUS
48 N N N 35/58 CIN I
49 N N N 61 CINI
50 N N N 53 CINI I

* N: normal, AMP(+): amplifikasyon pozitif

4.2.4. TERC (3q26), C-MYC (8q24.1) Gen Amplifikasyonlart ve Kromozom 7
Aberasyonlari ile HPV Tipleri Arasi Iliski

Calisma grubumuzda %22 sinde (14/50) en az bir anomali gozlenmistir. Goriilen
tiim anomalilerin %78.5 1 (11/14) yiiksek risk HPV, %14.2 si (2/14) diisiik riskli HPV
ve %7.1 1 (1/14) hem yiiksek riskli hem de diisiik riskli HPV tiplerinden olusan ¢oklu
HPYV ile enfeksiyonu oldugu tespit edilmistir.

Sadece C-MYC gen amplifikasyonu goriilen 7 olgunun 5 inde yiiksek riskli HPV,
2 sinde diisiik riskli HPV enfeksiyonu goriilmiistiir. Hem TERC hem C-MYC gen
amplifikasyonu goriilen 4 olgunun 3 iinde yiiksek risk, 1inde hem yiiksek hem de diisiik
risk HPV tiplerinden olusan coklu HPV enfekiyonu tespit edilmistir. Trizomi 7 goriilen
olgularin hepsinde yiiksek riskli HPV goriilmiistiir.
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Tablo 4.4. Goriilen Anomalilerle HPV Tipleri Arasindaki iliski

Aberasyon Olgu no HPYV Tipi/ Risk
2 70 /DR
3 16 /YR
C-MYC AMP( 1 I1/DR
- +
%14 (7/50) ) . 20/ YK
’ 26 58/YR
27 16 /YR
33 33/YR
11 16/53/61/ Y-O-DR
TERC & C-MYC 2] 16 /YR
AMP(+)
%8 (4/50) 31 18/YR
43 18/YR
4 16 /YR
TRIZOMI 7 13 18/YR
%6 (3/50)
30 56/YR

* Amp+: amplifikasyon pozitif, DR: diisiik riskli HPV, YR: yiiksek riskli HPV, OR:
olas1 yiiksek riskli HPV

50



4.3. Cahsmaya lliskin istatistik Verileri

Calismamizda soz konusu parametreler ve hedef genlerin amplifikasyon ve
sayisal anomalileri icin SPSS 16.0 istatistik programunda y* istatistik testi kullanilarak
Fisher’s Exact’a gore p degerleri hesaplanmistir. Calismamizda 10 olguluk kontrol
grubu kullanmilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasindaki iliskiyi incelemek i¢in de yine
Fisher’s Exact testi kullanilarak p degeri hesaplandi. Saptanan anomalilerle olgularin
HPV risk tipi arasindaki iliski X2 ile incelendi. Yiiksek, orta ve diisiik riskli HPV
tiplerini iceren ¢oklu HPV enfeksiyonu bulunan 1 olgu yiiksek risk grubuna dahil
edilmistir. P< 0.05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Hasta ve kontrol
gruplart ile genetik yeniden diizenlenmeler arasinda anlamh bir iliski tespit
edilememistir (P>0.05) (Tablo 4.5.). TERC ve C-MYC gen bolgelerine ait
amplifikasyon ve 7. kromozomun trizomisi ile preinvaziv lezyonlar arasi anlamli bir
iligki tespit edilememistir (P>0.05) (Tablo 4.6.). HPV risk tipleri ile genetik yeniden
diizenlenmeler (TERC ve C-MYC gen amplifikasyonu ile trizomi 7) arasinda ileri

derecede anlamli sonug elde edilmistir (P=0.020) (Tablo 4.7.).

Tablo 4.5. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Karsilagtirilmasi

Grup TERC C-MYC 7. Kromozom
(p>0.05) (p>0.05) (p>0.05)
N amp(+) | toplam N amp(+) | toplam N trizomi | toplam
Hasta
n 46 4 50 39 11 50 47 3 50
% 92.0 8.0 100 78.0 22.0 100.0 94.0 6.0 100.0
Kontrol
n 10 0 10 10 0 10 10 0 10
% 100.0 0 100 100.0 0 100.0 100.0 0 100.0

* n=olgu say1s1, amp(+)=amplifikasyon var, N=normal
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Tablo 4.6. TERC ve C-MYC Gen Amplifikasyonlar1 ve 7. Kromozomun Trizomisinin

Preinvaziv Lezyonlara Gore Dagilim1

Evre C-MYC C-MYC& TERC 7.Kromozom
(p=0.664) (p=0.0819) (p=1.000)
N amp(+) N amp(+) N trizomi TOPLAM
ASCUS |, 3 12 3 14 1 15
n=15
CINI
n=32 28 4 31 1 30 2 32

* n=olgu say1s1, amp(+)=amplifikasyon var, N=normal

Tablo 4.7. TERC ve C-MYC Gen Amplifikasyonlar1 ve 7.Kromozomun Trizomisinin
HPV Risk Tiplerine Gore Dagilimi (P=0.020)

C-MYC C-MYC& TERC Trizomi 7
amp (+) amp (+)
I}{IFV %571 %fOO %3100
(n=12)
(n=2)

* n=olgu say1s1, amp(+)=amplifikasyon var, YR=yiiksek risk, DR=diisiik risk
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5. TARTISMA

Calismamizda preinvaziv lezyon asamalar (CIN siniflandirmasi) tespit edilen ve
HPV tiplendirmesi yapilan 50 hasta ve 10 kontrol olgusuna ait sivi bazli sitolojik

orneklerde (thin prep smear yontemi) FISH analizi yapilmistir.

5.1. Yontem ve Degerlendirmeye iliskin Karsilastirma

Molekiiler sitogenetik analizlerde preparasyon asamasi oldukc¢a Onemlidir.
Kaliteli sinyal almak ve ideal sartlarda analizi gerceklestirmek icin lamin belirli bir
bolgesine yayilmis yeterli miktarda hiicre bulunmasi gerekmektedir. Calismamizda
hiicre yogunlugunu saglayabilmek i¢in plastik conta kullanip hiicrelerin lam iizerinde

dagilmalar1 engellenmistir (47).

Calismamizda thin prep smear testi ile alinan sivi bazli sitolojik orneklerden
hazirlanan preparatlarda FISH analizi gerceklestirilmistir. Pap smear testi serviks
kanserine bagli oliimleri azalttig1 kabul edilmis 6nemli bir tarama testidir. Normal pap
smear testlerinde serviksten alinan hiicre dokiintiileri lam {izerine direkt yayilmaktadir.
Ancak bu islem sirasinda hiicreler, ezilip, katlanabilmekte ve kanli, koyu akinti
icerisinde kalabilmektedir. Thin prep tekniginde ise ornek tamponlanmis alkol dolu bir
kap icerisine toplandiktan sonra 6zel bir filtre sisteminden gecirilerek, akint1 ve iltihap
ortamdan uzaklagtirilir ve sadece servikse dokiilen hiicrelerin incelenmesi saglanir. Bu
yontemin 4 kat daha fazla duyarli oldugu belirtilmektedir (31,36). Ayrica thin prep icin
alman Ornekler pap smear yaninda, basta HPV-DNA testi olmak iizere genetik
arastirmalarda dahil pek ¢ok testin yapilmasina olanak saglamaktadir (31,36). Smear
alimmasi son derece basit ve agrisizdir. Dolayisiyla bu yontemle elde edilen materyalle
hem HPYV risk tipinin belirlenmesi hem de genetik incelemelerin yapilabiliyor olmasi,
genetik analizlerin de diger tarama yoOntemleriyle birlikte kullanilabilecegini

gostermektedir.
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Caravay ve arkadaslarmin (2008) yaptigi calismada sivi bazli servikovajinal
preparatlar hazirlanarak, histolojik agidan da dogrulanip TERC (3q26) gen artisi icin
sadece atipik hiicreler (her olgu icin 25 atipik hiicre) degerlendirilmistir. Arastiricilar
ortalama 5.5 hiicrede 2 den fazla sinyal gordiiklerinde “amplifikasyon pozitif” olarak
degerlendirmislerdir (15). Heselmayer-Haddad ve arkadaslarimin (2003) yaptiklar
calismada ince kesitlerle hazirlanan preparatlarda her olgu icin 209-3903 aras1 hiicre
degerlendirilmis ve en az bir hiicrede 3q i¢in 5 ya da 6 sinyal goriilmesi durumunda
“amplifikasyon pozitif” olarak degerlendirmislerdir (28). Ancak daha sonra ayni
arastiricilar 2005 yilinda pap smear Ornekleriyle yaptiklari baska bir calismada
hibridizasyon kalitesinin iyi olmamas1 nedeniyle yanls pozitiflikten kacinmak icin cut

off degerini %20 olarak kabul etmislerdir (27).

Hopman ve arkadagslari (2006) parafine gomiilii endoservikal ve ektoservikal
biyopsilerle analiz yapmiglardir. Cut off degerini %10-20 olarak belirleyip, TERC gen
artiginin tespiti icin 100-200 hiicre degerlendirmislerdir (29).

Seppo ve arkadaslar: (2009) ise yaptiklar1 ¢alismada sadece sivi bazli sitolojik
ornekler kullanmislardir. Arastiricilar ii¢iincii kromozomun uzun kolundaki artist
degerlendirirken, 2 den fazla hiicrede 5 ve daha fazla sinyal gordiiklerinde anlamh

kabul etmislerdir (64).

Tu ve arkadagslar: (2009) hem sitopatolojik (thin prep) hem de histopatolojik
inceleme yapmislardir. Farkli ti¢ merkezden 6rnek alip incelemislerdir. TERC gen artisi
icin tiim anormal sinyal patternelerinin ortalamasimt alarak cut off degeri
belirlemislerdir. Her merkez icin 20 kontrol grubu almiglardir. Buna gore cut off
degerleri, birinci merkez i¢in %?5.2, ikinci merkez i¢in %5.6, ii¢iincii merkez i¢in %6.4
olarak belirlemislerdir. Bu sekilde her olgudan ortalama 100 niikleus sayip, TERC gen
amplifikasyonu icin hiicrede 3-6 sinyal bulunmasi halinde diisiik diizeyde

amplifikasyon olarak degerlendirmislerdir (70).

Sokolova ve arkadaslart (2007) yaptiklan calismada hem sitopatolojik hem de
histopatolojik inceleme yaparken HPV DNA s1 ile birlikte, TERC ve C-MYC gen
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bolgelerini iceren bir prob seti kullanmiglardir. Boylece tek bir hiicrede hem HPV
enfeksiyonunu hem de gen amplifikasyonlarin1 gorebilmislerdir. Bu sekilde her
preparatta 100 HPV pozitif hiicre analiz etmislerdir. Eger bir hiicrede hem HPV
enfeksiyonu hem de herhangi bir kromozom anomalisi varsa bu hiicreyi “cift-pozitif
hiicre” olarak isimlendirmislerdir. Her olguda en az 4 ‘“cift-pozitif hiicre”’nin

goriilmesini anlamli kabul etmislerdir (66).

Zhang ve arkadaslari (2002) ise gen amplifikasyonlarimin tespiti icin her 6rnekten
en az 100 hiicre sayip %50 den fazlasinda 3 ve daha ¢ok sinyal varsa “amplifikasyon

pozitif” olarak degerlendirmislerdir (76).

Mian ve arkadaslart (1999), sayisal kromozom aberasyonlarini incelerken
olgular1 once sitolojik olarak gruplandirmiglardir. Daha sonra ise histolojik ac¢idanda
degerlendirip tekrar siniflandirmislardir. Her olgudan 100-150 niikleus inceleyip cut off

degerini %20 olarak almislardir (50).

Bulten ve arkadaslari (1998) yaptiklar ¢alismalarda sadece biyopsi materyaliyle
analiz yapmuslardir. Her olguda ortalama 200 hiicre degerlendirmislerdir. Her
niikleustaki kromozom kopya sayisindaki artis1 niikleus sayisina oranlayarak bulduklar

degeri evrelerle karsilastirarak degerlendirme yapmislardir (13).

Goriildiigii gibi hem degerlendirme hem de kullanilan materyal bakimindan
literatiirler olduk¢a degisiklik gostermektedir. Bizim calismamizda Seppo ve
arkadagslarimin ¢alismasinda oldugu gibi invaziv bir yontem olmamasi ve temini kolay
olmas1 nedeniyle sadece sivi bazli sitolojik Ornekler kullamilmistir. Degerlendirme
sirasinda atipik hiicrelerle beraber normal hiicrelerde sayilmistir. Heselmeyer-Haddad
ve arkadaslar, Hopman ve arkadaslari, Mian ve arkadaslarimin analizlerinde oldugu
gibi yanlis pozitiflikten kacinmak i¢in degerlendirilen tiim parametreler i¢in cut off
degerini %20 alarak her olguda 50-180 arasi hiicre analiz edilmistir. Heselmeyer-
Haddad (2003), Seppo calismalarinda yiiksek riskli lezyon ve invaziv kanserli
hiicrelerde TERC ve C-MYC gen amplifikasyonunu 5 ve daha fazla sinyal artis1 olarak

gormiiglerdir. Diisiik riskli lezyonlarda ise daha az sayida kopya artis1 oldugunu
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belirtmektedirler (28,64). Bizim olgu grubumuzu diisiik riskli lezyonlar olan ASCUS
ve CIN I evrelerinin olusturmasi nedeniyle degerlendirilen hiicrelerde 3q26 ve 8q24
bolgeleri icin 3-5 kopya bulunmasi halinde hiicreler “amplifikasyon pozitif” olarak

degerlendirilmistir.

Serviksten dokiilen hiicrelerden temin edilen smear Ornekleri, serviksten alinan
biyopsi drnegindeki kadar atipik hiicreleri barindirmamaktadir. Bu nedenle Caraway ve
arkadaslari, Tu ve arkadasari, Sokolova ve arkadaslari, Mian ve arkadaslart yaptiklar
calismalarda orneklerini sitolojik agidan degerlendirip ayn1 zamanda calismalarim
biyopsi materyali alarak histopatolojik inceleme ile desteklemislerdir (15,50,66,70).
Calismamizda thin prep smear testi, temini kolay ayni1 zamanda basit ve agrisiz bir
islem olmast nedeniyle kullamilmistir. Ancak biyopsi materyali lezyonun derecesi
hakkinda daha dogru ve giivenilir bilgi verebilmektedir. Bu nedenle ¢aligmamizin bir
sonraki asamasinda hastalarin takibi sirasinda, biyopsilerininde analiz edilerek,
bulgularimizin histopatolojik degerlendirme ile karsilastirilmasinin yararli olacagim

diisiinmekteyiz.
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Tablo 5.1. TERC (3q26) / C-MYC (8q24) Gen Amplifikasyonlar1 ve Trizomi 7

Sonuglarmin Litaretiir Verileri ile Karsilagtirilmasi

Arastirmaci ismi Olgu Sayis1
(n) FISH
TERC C-MYC Kromozom 7

Mian ve ark (99) 80 _ _ % 45
Zhang ve ark (02) 84 _ %25 _
Heselmeyer-Haddad ve ark (03) 57 % 37 _ B
Yong-Hua ve ark (03) 03 _ % 58.7 _
Heselmeyer-Haddad ve ark (05) 34 % 58.8 _ B
Hopman ve ark (06) 37 % 40.5 _ B
Caraway ve ark (08) 66 % 66.6 _ B
Jiang ve ark (08) 301 % 13.6 B ~
Seppo ve ark (09) 257 % 17.8 _ _
Tu ve ark (09) 1033 % 14.6 _ B

Bizim Calismamiz (09) 50 % 8 % 22 % 6

5.2. FISH Yontemi ile Saptanan Anomalilerle Literatiir Bilgilerinin

Karsilastirilmasi

5.2.1. TERC Gen Amplifikasyonlarimin FISH Yintemi Sonugclar Ile

Literatiir Bilgilerinin Karsulastirilmast

Calismamizda servikal preinvaziv lezyonlarda FISH yontemi ile TERC geninin
amplifikasyonlart arastirllmistir. Elde ettigimiz veriler, literatiirde benzer ¢aligmalarla

karsilastirilmistir.

Tablo 5.1. de goriildiigii gibi literatiirlerde preinvaziv lezyonlar ve servikal
kanserli olgularda TERC gen amplifikasyonunun oranlart %13.6 - %66.6 gibi ¢ok genis
bir aralik icerisinde yer almaktadir. Bizim calismamizda TERC gen amplifikasyonu

icin FISH yontemi ile elde ettigimiz %8 lik oran diisiikk olmakla birlikte Jiang ve
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arkadaslar, Tu ve arkadaslarmin buldugu %13.6 Iik ve %14.6 ik orana yakin bir
sonug olarak degerlendirilebilmektedir. Ayrica Jiang, Tu ve Seppo nun ¢alismalarinda
thin prep yontemiyle alinan smear 6rnekleri kullanilmistir (43,64,70). Her ti¢ literatiirde
de olgu sayilan yiiksek olmasina ragmen diger literatiirlere gére anomali oranlarinin
daha diisiik olmas1 calismamizla uyum saglamaktadir. Literatiiriine ulagilan ve TERC
gen amplifikasyonuna bakilmis toplam 7 calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda farkli
materyallerle (biyopsi, kesit, smear) ve farkli cut off degerleriyle arastirma yapilmistir.
Aragtirmalar incelendiginde olgu gruplarimi daha c¢ok yiiksek preinvaziv lezyonlarin ve
invaziv kanser olgularinin olusturdugu goriilmektedir. Literatiirlerde genetik
aberasyonlarin daha ¢ok diiksek riskli premalign lezyonlarda ve kanser olgularinda
goriildiigii belirtilmektedir. Olgu grubumuzun diisiik preinvaziv lezyonlari bulunan
hastalardan olugmasi ve smear Ornekleri olmast %8 lik amplifikasyon oranimizin
literatiire gore disilk olmasimi aciklayabilmektedir. Ancak bu konuda yapilan
caligmalardan alinmig ¢ok farkli sonuclar olmasi da dikkat cekicidir. Az sayida
yapilmis olan bu caligsmalardaki bu oran farkinin agiklanabilmesi i¢in kismen homojen
gruplar ve materyallerde yapilacak genis serilerdeki calisma sonuglarinin
karsilastirilmasina ihtiyag vardir. Ayrica toplamda TERC gen amplifikasyonu oranimiz
diisiik olmakla birlikte preinvaziv evreler diizeyinde degerlendirildiginde literatiirlerle

uyumlu sonuglar elde edilmistir (15,28,43,70).

Caraway ve arkadaglarmmin 2007 yilinda FISH yontemiyle yaptigi ¢calismada sivi
bazl sitolojik 6rneklerle normal 4, ASCUS 15, LSIL 20, HSIL 24 ve invaziv kanser 3
olan toplam 66 olgu degerlendirilmistir. Ancak daha sonra yapilan biyopsi ile 20 LSIL
olgunun 5 i koilositosis, 7 si CIN I ve 8 i CIN II-III olarak tespit edilmistir. Normal
sitoloji gosteren olgularin hi¢birinde 3q26 artis1 goriilmemistir. Buna karsilik ASCUS
olgularinin %20 sinde (3/15), LSIL olgularinin %70 inde (14/20), HSIL ve invaziv
kanser olan olgularinin tiimiinde TERC amplifikasyonu saptanmistir. Bununla birlikte
3q26 artis1 ile sitolojik prekanser6z lezyon asamalar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir sonuca ulasmislar, HSIL ve invaziv kanser olan olgularda, normal patoloji
gosteren ve ASCUS olan olgulara gore 3q26 artis1 olan hiicrelerin yiizdesinin daha

yiiksek oldugunu tespit etmislerdir (15).
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Heselmayer-Haddad ve arkadaslarimin 2003 yilinda yaptiklart calismada 68
olgudan 57 si degerlendirilebilmistir. Normal 13, ASCUS 5, LSIL 14 ve HSIL (CIN II
8, CIN III 17) 25 olan toplam 57 olgudan ince kesitler alarak hazirlanan preparatlarinda
normal olgularin %15.4 tinde (2/13), LSIL olgularin %7.1 inde (1/14), HSIL (CIN2)
9%62.5 inde (5/8), HSIL (CIN III) %76.4 iinde (13/17) 3926 artis1 goriillmiistiir. Ancak
ASCUS tamis1 alan olgularda TERC amplifikasyonu goriilmemistir. Arastiricilar 3q
artisinin genetik acidan stabil olan hiicrelerde de goriilebilecegini, ancak kromozomal
instabilitenin 6zellikle daha yiiksek evrelerde ortaya ¢iktigini diisiinmektedirler. Bazi
olgularda 3q artis1 tetraploidi olarak gézlenmistir (3q,CEP3,CEP7). Buna gore FISH
analizinde degerlendirme yapilirken pek ¢ok kriteri gbz Oniinde bulundurmuslardir.
Aragtiricilar her olguda 3q artist goriilen hiicrelerin yiizdesi ve 3q artisi olan
hiicrelerdeki sinyal artisinin preinvaziv lezyonun ciddiyeti dogrultusunda arttigini

diistiinmektedirler (28).

Jiang ve arkadaglarinin 2008 yilinda 301 olguyla yaptiklan calismalarinda sivi
bazli sitolojik preparatlar kullanilarak TERC amplifikasyonunun yiiksek riskli HPV ile
birlikte sitolojik ve histolojik bulgulan karsilagtirnlmistir. Buna gore normal olgularin
%3 iinde (6/203), ASCUS olgularinin %?21.2 sinde (14/66), LSIL olgularinin %44.4
iinde (8/18) ve HSIL olgularinin da %92.9 unda (13/14) TERC amplifikasyonu tespit
edilmistir. CIN II (%75 hiicrede), CIN III (%86.7 hiicrede) ve SCC (skuamoz servikal
karsinoma) (%100 hiicrede) de CIN I e (%20 hiicrede) gore daha fazla hiicrede 3q26
amplifikasyonu  gozlenmistir.  Yiiksek riskli preinvaziv lezyonlarda TERC
amplifikasyonun tespitinin, yiiksek riskli HPV tespitinden ve de sitolojik taramalardan

daha 6nemli olabilecegini belirtmektedirler (43).

Hopman ve arkadaslarmin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada parafine gomiilii
endoservikal ve ektoservikal biyopsiler kullanilarak onkogenik HPV ile kromozom
instabilitesi ve TERC amplifikasyonu arasindaki iligki arastirnlmistir. Buna gore 17 CIN
[I/TII olgusunun 3 tinde (%18), 13 CIN III /mCA olgusunun 7 sinde (%54) ve 7 invCA
olgunun 5 inde (%70) TERC artis1 gézlenmistir. Arastiricilar TERC gen artisim1 bazi
olgularda trizomi olarak gormiiglerdir. Ayrica preinvaziv lezyon derecesi artisiyla,

TERC gen artig1 arasinda 6nemli bir baglanti oldugunu diigiinmiislerdir (29).
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Heselmeyer-Haddad ve arkadaslarmmin 2005 yilinda yaptigi diger bir ¢alismada
da, CIN I ve II den CIN III e ilerleyen (2 ay-2 yil aras1)12 olgunun 9 unda, normal pap
smear olup 1-3 yil icerisinde CIN III ve invaziv kansere progrese olan 12 olgunun 11
inde TERC amplifikasyonu tespit edilmistir. Bu 11 olgunun 4 iinde pap smear tarama
sonucu normalken TERC artis1 goriilmiistiir. Arastiricilar TERC amplifikasyonunun
normal pap smear sonrast CIN III ya da invaziv kanser gelisiminde spesifik marker
olarak kullanilabilecegini belirtmektedirler. CIN I ve II olup daha sonra spontan olarak
gerileyen olgularin (n=10) hi¢birinde TERC amplifikasyonu goriillmemistir.
Istatistiksel acidan incelendiginde TERC amplifikasyonu ile karsinoma gelisimi
arasinda Oonemli bir iligki oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar TERC gen artisinin
goriilmesinin sadece displazinin teshisi i¢in degil, aym1 zamanda da lezyonlarin

progrese olup olmayacagi konusunda bilgi saglayabilecegini diisiinmektedirler (27).

Seppo ve arkadaslarimin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢calismada FISH analizi ile 257
likit sitolojik 6rnek degerlendirilmistir. Doksan yedi normal pap smear olan olgularin
%3 tinde, 135 LSIL nin %22 sinde ve 25 HSIL nin de %52 sinde TERC gen
amplifikasyonu tespit edilmistir. Calismada 3q artis1 ile preinvaziv lezyon asamalari
arasinda 6nemli bir iliski oldugu, ayrica displazi derecesi arttikca hiicrede 3q kopya

say1sinin arttig tespit edilmistir (64).

Tu ve arkadaslarmin 2009 yilinda 1033 sitopatolojik ve histopatolojik drneklerle
yaptiklar1 FISH analizinde, normal (benign hiicresel degisiklikler) olgularin %4.6
sinda, ASCUS olgularinin %13.5 inde, ASC-H olgularimin %?28.6 sinda, LSIL
olgularinin %25.2 sinde ve HSIL olgularmin %87.7 sinde TERC amplifikasyonu
gozlenmistir (70).

Calismamizda ASCUS olgularinin %20 sinde TERC gen amplifikasyonu
goriilmiistiir. Bu oran Heselmeyer-Haddad (2003) ve Tu nun oranindan (%13.5) yiiksek
bulunurken, Caraway ve arkadagslari, Jiang ve arkadaslart’ min oranlariyla (%20,
%21.2) aym oldugu goriilmiistiir (15,28,43,70). CIN I olgularimizin ise %3.5 inde
TERC amplifikasyonu goriilmiistiir. Bu oran literatiir oranlarinin altindadir. Buna cut

off degerlerinin farkli olmast ve kullanilan materyallerin degiskenlik gostermesi
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(smear, biyopsi, kesit) bizim oramimizin diisiik olmasim agiklayabilmektedir. Ayrica
literatiirlerin ¢ogunda normal olgularda da TERC amplifikasyonu tespit edilmistir.
Ancak calismamizda normal sitoloji gosteren olgularimizin higbirinde TERC
amplifikasyonu goriilmemestir. Buda Caraway ve arkadaslarimin yaptigi caligma ile

uyum saglamaktadir.

Heselmeyer-Haddad ve arkadagslari (2003) yaptig1 calismada preinvaziv lezyonun
derecesi arttikca (CIN I, CIN II, CIN III ve invaziv kanser) 3q artis1 goriilen hiicrelerde
sinyal sayisimin da arttigini belirtilmektedirler (28). Bizim ¢alismamizda 3q26 kopya
artist goriilen olgularda diisiik diizeyde sinyal artiglar1 saptanmistir (olgularda tiim
hiicrelerde 3-5 sinyal). Bizim calismamizdaki ve diger ¢aligmalardaki diisiik lezyonlu
olgularin sonuclar karsilastirildiginda verilerin uyumlu oldugu goriilmiistiir. Hopman
ve arkadaslarmmin (2006) yaptig calismada biyopsi materyali ile yiiksek preinvaziv
lezyonlarda analiz yapmislardir ve yiiksek oranda TERC gen amplifikasyonu (%40.5)
tespit etmislerdir (29). TERC geni i¢in anomali oranimizin (%38) literatiirden daha
diisiik olmasmnin nedeni olgu grubumuzun diisiik preinvaziv lezyonu bulunan
hastalardan olusmasidir. Dolayisiyla calismamiz, bu yoniiyle TERC gen artisinin
yilksek preinvaziv lezyonlarda ve invaziv kanserde daha sik goriildiigiinii

dogrulamaktadir.

Heselmeyer-Haddad ve arkadaslari (2005) yaptiklart diger ¢aligmalarim takipte
olan hastalarla yapmislardir. TERC amplifikasyonu progrese olan olgularda
goriiliirken, spontan olarak gerileyen olgularda goriilmemistir (27). Calismamizda
olgularimizin %92 sinde TERC gen amplifikasyonun goriilmemesi bu olgulardan pek
cogunun ileriki yillarda spontan olarak gerileyebilecegini ya da bu olgularda heniiz
malign transformasyonun baslamadigimi diisiindiirmekte olup takibinin gerekliligini

ortaya koymaktadir.
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5.2.2. C-MYC Gen Amplifikasyonlarimin FISH Yontemi Sonuglart Ile

Literatiir Bilgilerinin Karsilastirmast

Calismamizda %22 oraninda C-MYC gen amplifikasyonu tespit edilmistir.
Literatiirlerin bircogunda C-MYC geni iizerinde HPV entegresini gorebilmek icin
metafaz plaklar1 iizerinde caligsmalar yapilmistir. Bunlarin disinda literatiiriine
ulagilabilen ve preinvaziv servikal lezyonlarda FISH yontemi ile hiicre ya da doku
diizeyinde C-MYC gen amplifikasyonuna bakilmis iki calisma vardir (Tablo 5.1.). Bu
calismalarda verilen C-MYC amplifikasyon oranlar1 %25, %58.7 dir (75,76). Zhang ve
arkadagslarimin yaptiklar1 ¢calismada biyopsi materyali ile sadece invaziv kanser olgular
degerlendirilmis olmasina ragmen, bizim oranimiz Zhang ve arkadaslarinin orani ile
uyum saglamaktadir. Olgu gruplar acgisindan bakildiginda ise Zhang ve Yong-Hua nin
olgu sayis1 ile caligmamizda kullamlar olgu sayis1 arasinda ©Onemli bir fark
goriillmemistir. Ancak Yong-Hua ve arkadaglarinin cgalismalarinda olgu grubunun
biiyiik cogunlugunu invaziv kanser olgular olusturmaktadir. Bu nedenle arastiricilarin
anomali oranlarn1 calisgmamiz ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bu konuda literatiirde bulunan az sayidaki caligsma ile sonuglarimizin yeterli sekilde
tartisilamayacag  goriilmekte olup genis serilerde yapilacak arastirmalarla

sonuc¢larimizin karsilastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Zhang ve arkadaglarinin 2002 yilinda FISH ve IHK ile yaptiklar ¢aligmada 84
timor hiicresinin (68 skuaméz, 16 adenokarsinoma) %25 inde (21/84) diisiik diizeyde
C-MYC amplifikasyonu tespit edilmistir. Servikal tiimorlerde amplifikasyonlar,
genellikle diisiik kopya artis1 seklinde goriilmiis olup C-MYC amplifikasyonu tespit
edilen olgularin 13 ii erken evre tiimor (%62), 8 i ise yiiksek evre tiimor (%38) oldugu
bildirilmektedir (76). Ayrica immiinohistokimyasal boyama ile 17 C-MYC
amplifikasyonu goriillen olgularin 12 sinde (%70) protein ekspresyon artisi
goriilmiistir. Solid tiimorlerde onkogenlerin yiiksek diizeyde kopya sayisi artisi
goriilmesine karsin servikal kanserde sadece diisiik diizeyde kopya artislan
goriildigiinii, HPV enfeksiyonu ve genetik degisiklik arasindaki iligskinin servikal

kanserin gelisimi siiresinde ilk adim oldugunu ileri siirmektedirler (76).
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Yong-Hua ve arkadaslarimin In Situ Hibridizasyon ile yaptigi calismada, 37
invaziv kanser olgusunun (11 i kemoterapiden sonra) %75.7 sinde, 21 CIN lezyonun
%42.9 unda C-MYC ekspresyonunda artis goriilmiistiir. Bes normal olguda ise hig
ekspresyon artis1 goriilmemistir. Kemoterapiden sonra bakilan olgularda diger olgulara
gore daha az ekspresyon artist gormiislerdir. Arastiricilar C-MYC ekspresyonunun
displazi derecesi arttikca arttigim ve C-MYC geninin asir1 ekspresyonunun servikal

kanser gelisiminde 6nemli rol oynadigini belirtmektedirler (75).

Calismamizda C-MYC gen amplifikasyonu en sik goriilen anomali olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica ASCUS olgularinin %40 mda, CIN I olgularinin %14.2
sinde ve CIN I/II olan 1 olguda C-MYC gen amplifikasyonu tespit edilmistir. Zhang ve
arkadaslari, Yong-Hua ve arkadaslar: timér hiicreleri ile caligmis olmalart nedeniyle
diisiik lezyonlarda da anomali oranlar yiiksektir (%62,%42.9) (75,76). Zhang ve
arkadasglar solid timorlerde onkogen amplifikasyonlarin yiiksek diizeyde kopya artisi
seklinde goriildiigii, ancak servikal kanserde diisilk diizeyde kopya artislar
goriildigiinii  belirtmektedirler. Dolayisiyla ¢alismamiz, C-MYC geni i¢in diisiik
diizeyde amplifikasyonlar goriilmesi bakimindan Zhang ve arkadaslarinin bulgulariyla
uyum gostermektedir. Ayrica Yong-Hua ve arkadaslarimin caligmalarinda normal
olgularda ekspresyon artisinin goriilmemesi ¢alismamizla uyum saglamaktadir.
Gelecekte ¢alismamizi olusturan olgu grubu ile tiimor hiicreleri ya da biyopsi materyali
ile degerlendirme yaparak ya da C-MYC amplifikasyonu goriilen olgularda protein
ekspresyonunu inceleyerek sonuclarim  kargilagtirllmasinin  yararlh  olacagim

diisiinmekteyiz.

5.2.3. TERC ve C-MYC genlerinin FISH Yontemi Sonuclart ile Her Iki
Genin de Beraber Calisildig Literatiir Bilgilerinin Karsilastirilmasi

Sokolova ve arkadaslarimin 2007 yilinda FISH yontemiyle yaptiklar ¢alismada
servikal displastik lezyonu ve HPV enfeksiyonu olan 235 olguda, HPV enfekte hiicreler
ile 326 ve 8q24 bolgelerine ait kopya sayisindaki artis arasindaki korelasyon

incelenmistir. Calismada HPV pozitif olan hiicreler degerlendirilmistir. Ornekler hem
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sitolojik hem de histolojik agidan degerlendirilmis ve TERC ya da C-MYC gen
amplifikasyonu tespit edilen olgularin yiizdesi su sekilde verilmistir: ASCUS/ CIN II
%33, ASCUS/ CIN IIT %25, LSIL/ negatif %45, LSIL/ CIN I %56, LSIL/ CIN II %81,
LSIL/ CIN HI %80, HSIL/ CIN II %78, HSIL/ CIN III %86 (sitolojik/histolojik

evreleme) (66).

Calismalarinda her iki gen bolgesine ait kopya sayisindaki artisin, displazinin
ciddiyeti ile dogru orantili olarak arttig1 tespit edilmistir. Olgularda genellikle her iki

gen bolgesi icin de diisiik diizeyde kopya artig1 saptanmustir.

Huang K.F. ve arkadaglarimin 2007 yilinda CGH ile yaptiklar1 calismada 30
squamdz servikal karsinomali olgularin %46.7 sinda 3q artisi, % 20 sinde 8q artisi
tespit etmislerdir. Uc olguda (%10) ise her iki gen bolgesine de ait artis saptamislardar.
Calismada 3q artist en sik goriillen anomali olarak bildirilmektedir. Ayrica TERC geni
dahil 3.kromozomun uzun kolunda bulunan pek ¢ok genin kopya sayisindaki artigin bir

cok kanser tiirtinde goriildiigiinii bildirmektedirler (40).

Huang F.Y. ve arkadaslarimin yaptig1 (2005) calismada da yine CGH analizi ile 28
servikal tiimor ve 5 servikal hiicre hatt1 ile calistlmistir. Orneklerin %96.4 iinde coklu
genetik degisiklikler saptamislardir. Olgularin % 32 sinde 3q, %50 sinde 8q i¢in yiiksek
diizeyde kopya artis1 bildirilmektedir. Bes servikal tiimorde (%21.4) ve 1 servikal hiicre

hattinda ise her iki gen bolgesine ait kopya artis1 tespit etmislerdir (39).

Calismamizda olgularin %22 sinde (11/50) C-MYC gen bolgesine ait
amplifikasyon saptanmistir. Bunun yaninda ASCUS olgularinin % 40 1nda (6/15), CIN
I olgularinin % 14.2 sinde (4/28) ve CIN I/II olarak tespit edilen 1 olguda C-MYC gen
amplifikasyonu goriilmiis olup, C-MYC gen artisi, olgularin %14 iinde (7/50) izole
anomali olarak goriiliirken, %8 ine (4/50) TERC gen amplifikasyonu eslik etmistir.
Ayrica TERC ve C-MYC gen amplifikasyonlar1 diisiik diizeyde amplifikasyonlar
seklinde goriilmiistiir. Bu durum Sokolova ve arkadaslarmmin cgalismasi ile uyum
gostermektedir. Literatiirde sitolojik evreleme ile histolojik evreler arasinda Gnemli

farklar bulunmaktadir. Sitolojik evrelemede ASCUS ve LSIL goriinen olgular biyopsi
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sonrasinda yiiksek prekanser6z lezyon olarak degerlendirilmistir (66). Bu nedenle her
evrede anomali oranlan oldukc¢a yiiksektir. Ancak bu ¢alismalarda TERC ve C-MYC
gen amplifikasyonu birlikte bakilmasina karsin iki anomalinin ka¢ olguda bir arada
goriildiigi belirtilmemistir. Dolayisiyla literatiirle calismamiz arasinda bir karsilastirma
yapilamamstir. FISH yontemi ile TERC ve C-MYC gen amplifikasyonlarinin bir arada
incelendigi bagka bir literatiir bulunmadigi icin CGH ile yapilan caligmalarla

karsilagtirma yapilmistir.

Calismamizda her iki gen amplifikasyonunun birlikte goriildiigii olgularin oram
%8 dir. Bu oran Huang K.F. ve arkadaglarimin oranina (%10) yakinken, Huang F.Y. ve
arkadaglarinin oraninin altindadir (%21.4) (39,40). Tiimor hiicreleri ve servikal hiicre
hatlariyla degerlendirme yapmis olmalar1 anomali oranlarinin yiiksek olmasina neden
olmustur. Ayrica CGH analizi ile 3q ya da 8q {iizerindeki pek ¢ok genin artigini
gorebilmislerdir. Bu bolgeler iizerinde TERC (3q26) ve C-MYC (8q24) gen
bolgelerindeki amplifikasyonlart dogrulamak i¢in FISH analizine ihiya¢ bulunmaktadir.
Iki genin birlikte amplifikasyon oranini tartisabilecegimiz kisith sayida literatiir
bulunmaktadir. Bu konudaki verilerin genis serilerde yapilacak calismalarin sonuclar

ile karsilagtirilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.

5.2.4. Kromozom 7 nin FISH Yontemi Sonuclaru ile Literatiir Bilgilerinin

Karsilagtirdmasi

Kromozom 7 ile ilgili sayisal degisiklikler oOzellikle de artis1 cesitli
malignensilerde rapor edilmistir (prostat kanser, kolorektal neoplazi, renal karsinoma,
mesane kanseri ve orofarinks malingnoma) (57). Bunun yaninda Mian ve arkadaslart,
Pieber ve arkadaslari, Bulten ve arkadaslari, Marzano ve arkadaslari kromozom 7
trizomisinin premalign lezyonlarin progresyonunun takibinde oOnemli olabilecegini
diisiinmektedirler (13,49,50,57). Ancak literatiirler arasinda kromozom 7 ile ilgili fikir
karmagas1 bulunmaktadir. Literatiirlerin bircogunda TERC gen amplifikasyonu
incelenirken ploidi durumunu ekarte edebilmek i¢in kromozom 7 kontrol probu olarak

kullanilmistir. Bunun gerekcesi olarak da bir literatiirde kromozom 7 ile ilgili sayisal
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degisikliklerin ~ servikal karsinomalarda nadir gorillen bir durum oldugu
gosterilmektedir (28). Bizim ¢alismamizda da trizomi 7 en az goriilen anomali olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (%6). Kromozom 7 nin preinvaziv lezyonlar ve servikal kanser
tizerinde olusturdugu etkileri daha iyi anlayabilmek i¢in daha fazla sayida ya da yiiksek
preinvaziv lezyon ve invaziv servikal kanserli olguda sonuclarin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bulgularimiz bize trizomi 7 nin servikal karsinomalarda az goriilen bir

anomali oldugunu diisiindiirmektedir.

Mian ve arkadaglariin 1999 yilinda FISH analiziyle yaptiklar1 calismada,
ornekler sitolojik ve histolojik olarak iki sekilde evrelendirilmistir. Sitolojik olarak 20
kontrol , LSIL 31(CIN I 10, CIN II 10) ve HSIL 29 olgu bulunmaktadir. Histolojik
olarak ise CIN I 12, CIN II 16 ve CIN III 21 olarak degerlendirilmistir.
Arastirmalarinda LSIL olgularinin %41.7 sinde trizomi 7 saptanmistir. Ug olgu trizomi
3 ile beraber goriilmiistir. Ayrica HSIL olan olgularin %79.3 iinde trizomi 7
goriilmiistiir. Dokuz olguda trizomi 3 ile goriilmiistiir. Yapilan istatistik analizlere gore
sitolojik evreleme ile trizomi 7 arasinda ve trizomi 3 ve trizomi 7 arasinda énemli bir
korelasyon oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar kromozom 7 nin trizomisinin
premalign lezyonlarin progresyonunun takibinde ©nemli bir marker olabilecegi

kanisina varmislardir (50).

Pieber ve arkadaslarimin 2000 yilinda FISH analiziyle yaptiklar1 calismada,
biyopsi materyali ile normal servikal smear 19 kadin (PAPI-II) kontrol grubu olarak
alinmistir. Ondort CIN III, 5 CIN II, 1 CIN I ve displastik degisimi olmayip normal
epitelyumu olan 1 olgu olmak iizere toplan 21 olgunun servikal smear materyaliyle
calismiglardir. Calismada sonuglar smear Orneklerindeki total hiicre sayisina gore
degerlendirilmistir. Her olguda trizomi 7 1i hiicrelerin sayisindaki artisa gore, trizomili
hiicrelerin sayisinin CIN III ve CIN II de kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu
belirtmektedirler. Ayrica displazinin derecesi arttik¢ca normal hiicre sayisinin azaldig
goriilmiistir. Kromozom 7 trizomisinin 0zellikle CIN II lezyonlarda neoplastik

doniisiimler i¢in erken teshis olabilecegini diisiinmektedirler (57).
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Bulten ve arkadaglarimin 1998 yilinda yaptiklan calismada, ISH analizi ile 30
olgu calisilmistir (6 normal, 5 CIN I, 7 CIN II, 7 CIN III ve 5 invCA). Calismalarinda
1,3,6,7,8,11,17,X kromozomlarindaki sayisal artiglarn incelemislerdir. Kontrol
grubunda hi¢bir kromozom anomalisi goriilmemistir. Preinvaziv lezyon grubunun %94
inde en az bir kromozom icin aberasyon gormiislerdir. Istatistik analizlerde CIN
evreleri ve kromozom 7 arasinda onemli bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.
Kromozom anomalisi tespit edilen CIN lezyonlarinin, yiiksek riskli CIN lezyona ya da
invaziv kansere doniislimiine yatkin olabilecegi, sayisal kromozom anomalisi olmayan

evrelerin ise regrese olabilecegi diisiiniilmektedir (13).

Marzano ve arkadaslart FISH analizi ile yaptiklar1 ¢alismada 67 hasta (19 LSIL,
28 HSIL ve 20 invaziv kanser) ve 20 kontrol grubunda 3, 7, X kromozomlar1 ile EGFR
gen bolgesini incelemislerdir. Calismalarinda EGFR gen bolgesine ait amplifikasyon
goriilmeyip kromozom 7 aberasyonlar1 acisindan her ii¢ grup arasinda dnemli bir fark
olmadigin1 tespit etmislerdir. Dolayisiyla arastiricilar kromozom 7 yeniden
diizenlenmelerinin  erken  evrelerde  goriilebilen  aberasyonlar  oldugunu
belirtmektedirler. Buna karsilik kromozom 3 ve X in yiiksek preinvaziv lezyondan
servikal kansere doniisiim sirasinda 6nemli bir marker olabilecegini diisiinmektedirler

(49).

Calismamizda olgularin %6 sinda (3/50) trizomi 7 goriilmiis olup ASCUS
olgularin %6.7 sinde (1/15), CIN I olgularin %7.1 inde (2/28) trizomi 7 saptanmuistir.
Literatiirlerde trizomi 7 nin siklikla CIN II, CIN III ve invaziv kanser olgularinda
goriildiiglinii belirtmektedirler. Bizim c¢alismamaizda olgu sayimizin az olmasi ve
yiiksek riskli preinvaziv lezyon ve servikal kanser olgularinin bulunmamasi anomali
oranimizin diisiik olmasini agiklayabilmektedir (13,50). Ayrica Bulten ve arkadaslar
biyopsi materyali ile yiiksek preinvaziv lezyonlu ve servikal kanserli olgularla
calistigindan dolayr caligmamizdan daha yiiksek oranda anomali bulmalarini normal
karsilamaktayiz (13). Piber ve arkadaslari yaptig1 ¢calismada her lezyon igin trizomi 7
li hiicrelerin yiizdesine gore bir oran belirlemislerdir (57). Marzano ve arkadaslari da
yaptiklar1 calismada trizomi 7 goriillen olgularin sayisim belirtmemislerdir (49).

Dolayisiyla her iki literatiir ile caligmamiz arasinda karsilastirma yapamamaktayiz.
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5.3. HPV Enfeksiyonu ile Saptanan Anomalilerin Literatiir Bilgileriyle

Karsilastirilmasi

5.3.1. TERC Gen Amplifikasyonu ile HPV Enfeksiyonu Arasindaki
Iliskinin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmast

Caraway ve arkadagslar: 2007 yilinda yaptiklari ¢calismada 15 ASCUS olgunun 14
iinde HPV enfeksiyonu tespit edip, bunlardan 5 inin yiiksek riskli HPV oldugunu
belirtmektedirler. Ayrica TERC gen artis1 goriilen ASCUS olgularinin (%?20) 2 sinde
HPYV enfeksiyonu tespit etmislerdir (15).

Hopman ve arkadaglari (2006) displazinin derecesi artttkga TERC gen
amplifikasyonun goriilme olasiliginin arttigimi diisiinmektedirler. Ayrica bu artisla HPV
nin statiisii arasinda da onemli bir baglant1 oldugunu ileri siirmektedirler. Yaptiklari
calismada 17 CIN II/III olgunun 12 sinin HPV (+) oldugu, bunun 12 sinin epizomal
formda 3 {iiniin entegre formunda oldugu, 13 CIN III/mCA nin hepsinin HPV(+) bunun
2 sinin epizomal form geri kalaninin entegre form ve 7 invCA nin 6 sinin HPV(+)
bunun hepsinin entegre formda oldugu, 2 olguda da hem epizomal hem de entegre form
bulundugu yani ¢coklu HPV enfeksiyonu oldugu gosterilmistir. CIN II/III te epizomal
HPV dizomi ve tetrazomi ile koreleyken, entegre formun ve TERC artisinin CIN
III/mCA ve invCA ile korele oldugu diisiiniilmektedir. Bu bilgilere gore servikal
displazilerin invaziv karsinomaya doniisiimiinde HPV entegresi ve TERC artist
arasindaki baglantinin 6nemli oldugu, onkogenik HPV viriisiiniin epizomal formdan
entegre formuna doniisiimiiniin 6nemli bir risk faktorii oldugu ve bununda TERC gen

artistyla baglantili oldugu ileri siiriilmektedir (29).

Heselmeyer-Haddad ve arkadaglar: (2005) calismalarinda erken lezyonlarda HPV
enfeksiyonunun tespitinin, hastaligin progresyonunda hangi ol¢iide risk tasidigini ayirt
etmede yardimci1 olabilecegini soylemektedir. Arastiricilar HPV negatif lezyonlarda ¢ok
diisiik oranda invaziv kansere doniisiim olabilecegini, bunun yaninda HPV pozitif olan
lezyonlarin ise yiiksek oranda progrese olabilecegini ifade etmektedirler. Ancak HPV

enfeksiyonunun tespitinin, klinik incelemelere sinirli sekilde yararli olabilecegini,
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preinvaziv lezyonlarin invaziv kansere doniisiimili sirasinda genetik aberasyonlarinda

tespit edilmesi gerektigini diisiinmektedirler (27).

Tu ve arkadaslart (2009) FISH analizi ile yaptiklarn calismada normal olgularin
%26.3 iinde, CIN I olgularin %70.9 unda, CIN II olgularin %83.3 iinde, CIN III
olgularin %97.8 inde ve invaziv kanser olgularin tiimiinde HPV enfeksiyonu tespit
etmislerdir. Arastiricilar TERC amplifikasyonunun HSIL olgularimda LSIL olgularina
gore daha yiiksek oranda oldugunu ve TERC amplifikasyonu goriilen olgularin
tiimiinde yiiksek riskli HPV enfeksiyonu oldugunu belirtmektedirler. Bu bilgilere gore
TERC amplifikasyonunun diagnostik ve prognostik marker olabilecegi ve HPV DNA
sinin entegresinin genomik instabiliteye yol actig1 bununda servikal hiicrelerde malign

transformasyona neden oldugunu ileri siirmektedirler (70).

Insan papilloma viriisii (HPV) servikal kanserle iliskili oldugu saptanmis bir
viriistiir (33). Viriisiin 100 den fazla tipi tanimlanmis olup bunlarin toplam 15 i yiiksek
riskli HPV tiplerini icermektedir. Servikal kansere de biiyiik Ol¢iide sebep olan bu
onkogenik HPV lerdir. Calismamizin tim olgularinda HPV enfeksiyonu
bulunmaktadir. Olgulannmizin HPV tipleri biiyiikk bir heterojenite gostermektedir.
Hopman ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada HPV probu kullanilarak FISH analizi
yapilip viriisiin epizomal ya da entegre formu belirlenebilmistir (29). Ancak bizim
calismamizda HPV tipleri PCR analizi ile viral DNA kiti kullanilarak belirlenmistir.
Dolayisiyla sadece viriis enfeksiyonu hakkinda bilgimiz bulunmaktadir. Displazinin
ciddiyetinin artmasiyla HPV entegresinin korele olmasi, bizim olgularimizda HPV
enfeksiyonunun epizomal formda kaldigini, TERC gen amplifikasyonu goriilen
olgularimizda ise entegre formda oldugunu diisiindiirmektedir. Ayrica Hopman ve
arkadagslari diisiik preinvaziv lezyonlarda viriisiin epizomal formda kaldigim
belirtilmektedirler (29). Calismamizda olgu grubumuzu diisiik preinvaziv lezyonlarin
olusturmasi ve bununla birlikte anomali oranimizin az olmast bu bilgiyi

dogrulamaktadir.

Calismamizda ASCUS olgularinin (n=15) 6 s1 yiiksek riskli HPV ile enfektedir.

Bu olgularin 3 iinde TERC gen amplifikasyonu goriilmiistir. Bu oran Caraway ve
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arkadaslarimin oraninin iizerindedir (15). Ayrica TERC gen amplifikasyonu goriilen
olgularimizin hepsinin yiiksek riskli HPV tipleri (1 olguda hem diisiik hem yiiksek
riskli tiplerden olusan ¢oklu HPV enfeksiyonu var) ile enfeksiyonu bulunmaktadir. Bu
durum Tu ve arkadaslarmin yaptigi calisma ile uyum saglamaktadir (70).
Calismamizda TERC gen amplifikasyonunun yiiksek riskli HPV ler ile birlikte
goriilmesi bize bu olgularda malign transformasyonun hizli olabilecegini ve invaziv

kansere doniisiim gosterebilecegini diisiindiirmektedir.

5.3.2. C-MYC Gen Amplifikasyonu ile HPV Enfeksiyonu Arasindaki
Iliskinin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmast

Servikal kanserde HPV DNA sinin entegre oldugu hiicre hatlarinda C-MYC

geninin amplifikasyonu ve agir1 ekspresyonu tespit edilmistir (76).

Peter ve arkadaslarimin 2006 yilinda FISH ve RT-PCR yontemi kullanarak once
metafaz plaklar tizerinde 9 invaziv genital karsinoma hiicre hattinda HPV nin hangi
bolgelere entegre oldugunu incelemislerdir. Bes hiicre hattinda HPV DNA sinin C-
MYC (8q24) geni iizerine entegre oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar bu bolgeye
sadece HVP 16 DNA sinin entegre oldugunu ifade etmektedirler. Daha sonra bu HPV
sekansi tespit edilen hiicre hatlarinin 3 tinde C-MYC geninin amplifikasyonu ve asir1
ekspresyonu tespit edilmistir. Bircok servikal kanserde HPV DNA sinin tek bir bolgeye
entegre olmasinin tesadiif olmadigini, bu durumun hiicre transformasyonunda c¢ok

Oonemli pay1 oldugunu ifade etmektedirler (54).

Zhang ve arkadaslar: tim 6rneklerde cogu HPV 16 ve 18 (yiiksek risk) olmak
tizere %77 sinde HPV enfeksiyonu tespit etmislerdir ve C-MYC amplifikasyonunu
cogunlukla HPV enfeksiyonu olan olgularda gormiislerdir (20/21). Arastiricilar
calismalarinda, servikal kenserin gelisimi sirasinda, HPV enfeksiyonu ve genetik

degisiklikler arasindaki iliskinin olduk¢a 6nemli oldugunu belirtmektedirler (76).
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Calismamizda C-MYC gen kopya artist goriilen olgularimizin %81.8 i (9/11)
yiiksek riskli HPV, bunlardan 4 ii HPV 16 ile enfektedir. Yiiksek riskli HPV tipleri
hiicreleri enfekte etmekle kalmayip kendi DNA sim1 hiicre DNA sma entegre
etmektedir. Bu da karsinogenez siiresince en onemli adimlardan biridir. Peter ve
arkadagslari calismalarin1 metafaz plaklar lizerinde yaparak virlis entegresini net bir
sekilde gorebilmislerdir. Sonu¢larimiz HPV DNA sinin C-MYC genine yatkinligim
dogrulayip ozellikle de onkogenik HPV lerin daha sik entegre oldugunu gostererek
Peter ve Zhang m calismalariyla uyum saglamaktadir (54,76). Bu bilgiler 151ginda
olgular takip edilerek ileriki yillarda invaziv kansere doniisiim olasiligi ile ilgili

bilgilerin degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

5.3.3. TERC ve C-MYC Gen Amplifikasyonu ile HPV Enfeksiyonu
Arasindaki Iliskinin Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmast

Sokolova ve arkadaslar: (2007) HPV enfeksiyonu olan 235 olguda FISH analizi
yapip, TERC ve C-MYC amplifikasyonlarimi incelemistir. Calismalarinda HPV DNA
sina yonelik bir prob kullanarak aym hiicrede hem kromozom anomalilerini hem de
HPV enfeksiyonunu gormiislerdir. Arastiricilar her olguda displazinin derecesi arttik¢a
HPV(+) olan hiicrelerin sayisinin da arttigini tespit etmislerdir. Caligmada servikal
kanser gelisiminde HPV enfeksiyonun olmasi gerektigi ancak lezyonlarm malign
transformasyonu i¢in yeterli olmadigr belirtilmektedir. Yapilan arastirmada TERC ve C-
MYC genleri agisindan normal, ancak HPV enfeksiyonu bulunan olgularda servikal
kanser gelisme olasiliginin diisiik oldugu, amplifikasyon olan olgularda ise servikal

kansere ilerleme olasiliginin yiiksek oldugu ifade edilmistir (66).

Huang F.Y. ve arkadaslarimin CGH ile yaptiklart (2005) calismada orneklerin
%89 unun (25/28) yiksek riskli HPV (HPV16 ve 18) ile enfekte oldugu
bildirilmektedir. Arastiricilar hem 3q hem de 8q bolgelerine ait artis goriilen 5 servikal

tiimoriin hepsinin yiikksek HPV tipleri ile enfekte oldugu belirtmektedirler (39).
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Calismamizda her iki gen bolgesine (TERC, C-MYC) ait amplifikasyon goriilen
olgularin hepsinin yiiksek riskli HPV ile enfekte olmas1 Huang F.Y. ve arkadaslarimin
calismasi ile uyum saglamaktadir (39). Calismamizda saptanan anomalilerle yiiksek
riskli HPV tipleri arasinda istatistiksel acidan ileri derecede 6nemli iliski bulunmustur

(P=0.020).

5.3.4. Kromozom 7 ile HPV Enfeksiyonu Arasindaki Iliskinin

Literatiir Bilgileriyle Karsilastirilmast

Mian ve arkadaslari (1999) sitolojik olarak degerlendirilen 6rneklerin %66 sinda
HPV ye baglh degisiklikler saptamiglardir. Caligmalarinda LSIL olgularinin %81.25
inde, HSIL olgularinin %64 iinde HPV enfeksiyonunun bulundugunu ifade
etmektedirler. Ayrica arastiricilar HPV enfeksiyonu ve kromozomal aberasyon arasinda
onemli bir iligki oldugunu, ¢oklu genetik degisikliklerin karsinogenez siiresince en az

HPV kadar etkili oldugunu belirtmektedirler (50).

Calismamizda trizomi 7 goriilen olgularimizin timiiniin yiiksek riskli HPV tipleri
ile enfekte olmasi, yiiksek riskli HPV ile trizomi 7 arasinda iliski olabilecegini
gostermektedir. Ancak literatiirde kromozom aberasyonu saptanan olgularda hangi tip
HPV bulundugu belirtilmemistir. Bu konuda tek bir literatiiriin bulunmasi, genis olgu
serilerinde  calismalarin  yapilip sonuglarin  karsilastinlip  degerlendirilmesini

gerektirmektedir.
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10.

11.

6. SONUC VE ONERILER

. Caligmamizda smear sonucu normal olan olgularda ve kontrol grubunda

anomali goriilmemistir.

FISH analizi ile tiim parametreler i¢in anomali oranimiz %28 dir.
Olgularimizda C-MYC amplifikasyonu en sik (%22) gozlenen anomali
olarak tespit edilmistir.

FISH analizi ile tek basina TERC gen amplifikasyonu goriilmemistir. Dort
olguda TERC ve C-MYC gen amplifikasyonu birlikte goriilmiistiir (%38).
Calismamizda trizomi 7 en az goriilen anomali olarak tespit edilmistir
(%6).

Anomali goriilen olgularimizin %85.7 sinde yiiksek riskli HPV (12/14),

% 14.3 iin de ise diisiik riskli HPV (2/14) enfeksiyonu goriilmiistiir.

Sadece C-MYC gen amplifikasyonu goriilen olgularin %71.4 tinde (5/7)
yiiksek riskli HPV, %?28.6 sinda (2/7) ise diisiik riskli HPV enfeksiyonu
goriilmiistir. TERC ve C-MYC amplifikasyonlarinin beraber goriildiigii
olgularin (4/4) ve trizomi 7 tespit edilen olgularin tamaminda yiiksek riskli

HPV enfeksiyonu saptanmistir.

. Yiiksek riskli HPV tipleri ile TERC ve C-MYC gen amplifikasyonu ile

trizomi 7 arasinda ileri derecede onemli iliski bulunmustur (P=0.020).
Genetik anomalilerin yiiksek riskli HPV tipleri ile birlikte goriilmesi,
hastaligin takibinde 6nemlidir.

Calismamizda tek bir materyalden hem HPV risk tipi hem de kromozom
anomalileri tespit edildi. HPV enfeksiyonuyla birlikte genetik
aberasyonlarin incelenmesi, herhangi bir cerrahi miidaheleye gerek
kalmadan hastaligin takibine biiyiik 6l¢iide yardimei olacaktir.

Calismamiz Tiirk populasyonunda thin prep smear yontemiyle HPV
enfeksiyonu tespit edilen olgularda TERC, C-MYC ve de 7. kromozomun

trizomisinin birlikte incelendigi ilk ¢alisma olma 6zelligini tasimaktadir.
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flerleyen zamanlarda hastalarin takibi ile bulgularimizin histopatolojik
degerlendirme ile karsilastirilmasinin yararli olacagimi diisiinmekteyiz. Dolayisiyla
calismamiz ve ileride daha genis olgu serilerinde yapilacak olan caligmalar, iilkemizde
preinvaziv lezyonlarin takibinde ve servikal kanserin tedavisi amaciyla, yeni takip ve
tedavi protokollerinin gelistirilmesine ve bu protokollerin klinikte kullanimlarina biiyiik

Olctide yardimcei olacaktir.
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