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1. GIRIS

Serviks kanseri, dunyada kadinlari etkileyen kanserler arasinda meme
kanserinden sonra ikinci sirada gelmektedir. Her yil yaklagik 500.000 yeni
tani konulmakta ve vyillik olarak vyaklasik 275.000 kadin hayatini
kaybetmektedir. Servikal prekanser6z lezyonlari taramada Pap smear
testinin kullaniimaya baglanmasindan beri, kanser insidansinda anlamli bir
dusus yasanmigsa da, teknik sorunlar ve gozlemciler arasi yorum farkliliklari
testin etkinligine engel durumlardir. Bethesda sisteminin 1989 yilinda
kullanima girmesi ile birlikte, servikal patolojilerde yeni bir tanimlama sistemi
ortaya cikmistir. Ozellikle de, 1998 siniflamasina gore ‘6nemi belirlenemeyen
atipik yassi hucreler (ASCUS), 2001'den sonra ise ASC-US olarak
adlandirilan 6zel grubun izlemi oldukga tartisma yaratmigtir. ASC-US
olgulari, rutin sitolojik smear’lerin yaklasik %5’'inde izlenmekle beraber, bu
grubun biopsi ile dogrulanmis servikal intraepitelyal lezyon (CIN) 2 veya
servikal intraepitelyal lezyon 3 bulundurma orani %5-17 arasinda, invaziv
kanser orani ise %0,1- 0,2 arasinda degismektedir. ASC-US grubunda 3
farkh yonetim semasi kullaniimaktadir: tekrar sitoloji, HPV DNA testi ve
kolposkopik inceleme. Her grupta, klinik olarak dnemli lezyon yakalamak igin

farkli sensitivite ve spesifite degerleri bildirilmektedir.

Onkojenik Human Papilloma Viris (HPV) tiplerinin, konak genomuna
integrasyonu, malign neoplastik sure¢ icin en kritik basamaktir. Kanser
olgularinin buydk c¢ogunlugunda onkojenik HPV DNA’si saptanmaktadir.
Fakat HPV DNA testi ile infeksyon varligi dogrulansa da, bu enfeksyonun

klinik olarak 6nemli lezyona neden olup olmayacagi dngorulememektedir.

Servikal intraepitelyal neoplazilerin, regrese mi olacagi yoksa persiste
edip invaziv kansere mi donusecedi konusunda net bir yorum
yapllamamaktadir. Bu asamada gecici veya kalici hastalik ayrimi
yapabilmede basaril bir testin varli§i sorgulanmaktadir. p16 proteini, hiicre

dongusunde kontrol mekanizmasi rolinde bir gen drunidir. Prekanseroz



displastik lezyonlarda ve HPV ile induklenen servikal kanserlerde p16
proteininin fazla Uretildigini gdsteren calismalar oldugu gibi, 06zellikle
lezyonlarin derecesi ile p16 sentezi arasinda korelasyon oldugunu ortaya

koyan birgok veri de mevcuttur.

Bu calismada, Pap smear sonucu Atipik Skuamo6z Hucre (ASC=ASC-
US+ASC-H) olarak degerlendiriimis ve doku biyopsileri alinarak histolojik
olarak da incelenmis olgularda, geriye donuk olarak sitoloji ornekleri p16
antikoru ile incelemeye tabi tutulmus, boyanma Ozellikleri ile sonug
histopatolojik tanilar karsilastiriimis ve klinik olarak 6nemli lezyon tanisini
predikte etmek igin atipik skuamoz hicre tanili sitolojik spesimenlerde, p16

antikoru ile triajin yeri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Serviks Kanseri

Serviks kanseri, dlinyada kadin kanserleri arasinda meme
kanserinden sonra ikinci sirada gorulen, yillik 500.000 yeni tani ve 275.000
insanin hayatini kaybetmesi nedeni ile dinya genelinde 6nemli bir saglik
sorunudur.> Insidansi bolgelere goére degisiklik gostermekle birlikte,
Ortadogu'da  100.000'de 4.8 iken Dogu Afrika'da 100.000'de 44.3'tdr.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (A.B.D.) yilda 13.000 kigi yeni tani almakta ve
4500 kisi serviks kanseri nedeniyle hayatini kaybetmektedir. 2 Olim sikligi
akciger, meme, kolon, pankreas, over, lenf nodu ve hematolojik

malignitelerden sonra gelmektedir.

Tablo 1: Amerikan Kanser Derneg@i'nin kadinlarda 2010 yili igin éngdrdugu

kanser vakalari ve muhtemel 6lUm oranlari. ’

Malignite Tipi Vaka Sayisi Olum
Meme 207.90 39.840
Gastrointestinal 125.790 60.570
Akciger 105.770 71.080
Uterus 43.470 7950
Over 21.880 13.850
Serviks 12.200 4210

A.B.D.’de tarama olmayan bodlgelerde hayat boyu serviks kanseri
riskinin %3.67, mortalite riskinin %1.26 oldudu belirtilmektedir 3. Tirkiye'ye ait
genis veri tabani olmamasina ragmen, elde edilen verilere gore, kadinlarda
O0lume neden olan kanserler arasinda 5. sirada yer almaktadir. Sekiz ilde

yapilan genis bir galismaya gdre serviks kanseri gorilme sikhgi 3,96/




100,000 olarak bildirilmistir.* Tirkiye'de Saglhk Bakanligrnin 1999 verilerine
gore en sik saptanan jinekolojik malignitenin serviks kanseri oldugu
bildiriimektedir.®

A.B.D. verilerine gore; 15-24 yas grubu kadinlarin Pap test taramasina
ve takibine yillik olarak 2.9 milyar dolar, invaziv serviks kanseri tedavisine
108 milyon dolar ve anogenital sigil tedavisine ise 124 milyon dolar
harcanmaktadir . Biitlin bu gelismelerden dolay! servikal kanser insidansi,
son otuz-kirk yillik zaman diliminde azalma gostermigtir.

Serviks kanserinin mortalite oraninda da, diger sik gorilen meme,
kolon ve lenfoma gibi malignitelerde de g6zlemlendigi Uzere, yillar igerisinde
azalma izlenmektedir. 1991-2006 yillari arasinda mortalitesinde %30.69’luk

bir azalma izlenmistir.”

Tablo 2: Kadinlarda yas gruplarina gore invaziv servikal kanser riskleri
(2004-2006 A.B.D. verileri referans alinmigtir.)

Yas grubu invaziv kanser riski
1-39 1/648
40-59 1/374
60-69 1/755

70 ve Uzeri 1/552

Hayat boyu 1/145

1995-2005 yillar arasinda, tani aninda servikal kanserlerin evresini
ortaya koymak igin yapilan calismaya gore; vakalarin %50’si lokal, %35’i
rejyonel ve %11’i uzak organ metastazi yapmis halde saptanmistir. 5 yillik
sagkalim oranlari 1999-2005 yili verileri g6z 6nunde bulundurularak %72
olarak saptanmis, bu oran 1975-1977 yillari verilerindeki %70’lik orandan

anlamli olarak farkli bulunmustur.®




2.1.1. Serviks Kanseri igin risk faktorleri

Literaturdeki bircok arastirma, serviks kanseri ile birgok bagimsiz
sosyal faktdr arasinda iliski oldugunu ortaya koymustur. Sosyo-ekonomik
durumun dusik olmasi erken yasta evlenme ve anne olma ile birliktelik
gosterdiginden, bu durum risk artigi ile sonuglanmakradir. Artan sayida veri,
kadinin erken yasta cinsel aktiviteye baslama ya da birden fazla partnerinin
bulunma o6zellikleri ile, cinsel partneri aracihgi ile risk altinda bulundugunu

gostermektedir.®

Demograrifk Etnik koken, disik sosyo-ekonomik durum, yas

Riskler

Davranigsal Yetersiz tarama, erken yasta cinsel aktivite, fazla sayida
Riskler cinsel partner, sigara icimi, beslenme

Medikal Riskler Yuksek riskli HPV enfeksyonu, parite, imminsupresyon

Tablo 3: Servikal skuam6z hicreli karsinom ve adenokarsinom igin risk

faktorleri.t’

Risk faktorleri Skuaméz hiicreli Ca-RR  Adeno Ca-RR

(Kontrol grubuna gére) (Kontrol grubuna gére)

Partner sayisi

1 1 1
2-5 2 1.63
>6 2.98 2.64
Ik iligki yas!

>21 1 1
18-20 1.60 1.50
<18 2.24 2.06
Gebelik sayisi

Nullipar 0.69 0.94
1-2 1.0 1.0
3-4 1.50 1.36
>5 2.08 1.61




Ilk dogum aninda yas

Nullipar 0.85 1.14
>25 1.0 1.0
20-24 1.66 1.44
17-19 2.16 2.1
<17 2.72 2.01
OKS* Kullanimi

Halen kullanan 1.08 1.07
Birakali 2-9 yil 1.03 1.03
Birakali >10 yil 0.98 1.02
Vicut kitle indeksi

20-25 1.0 1.0
25-30 1.05 1.24
>30 0.94 1.13
<20 1.14 0.97
Sigara

Hic icmemis 1.0 1.0
Birakmis 1.01 0.74
iciyor 1.5 0.86
HPV durumu

Negatif 1.0 1.0
HPV (+) herhangi 114 65
HPV (+) yuksek risk 189 110

*OKS: Oral kontraseptif

Sigaranin HPV enfeksyonundan bagimsiz olarak, serviks epitelinde
DNA hasarina yol actigi gosterilmistir. Uzun sureli ve fazla miktarda kullanim
ile risk daha da artmaktadir. 25,000 olgunun incelendigi bir analizde, pasif
icicilik ile riskin 2,1 kat arttigi saptanmistir *°. HPV pozitif hastalarda, sigara
icmenin  Ozellikle persistans yoninden onemli bir faktér oldugu
distnilmistir.** Sigara ile iliskilendirilmis cok sayida kimyasal madde
mevcuttur. Bunlar arasinda en c¢ok bilinenler, benzil prenler, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve tutine 6zel nitrozaminlerdir. Bu maddeler daha
cok kofaktor olarak gorev yapmaktadirlar. Sigara igenlerin servikal
mukusunda, normal populasyona gére, bu maddelere daha ¢ok

rastlanmaktadir.*? Sigara ile daha fazla iliskilendiriimis olan kanser tirii




skuamoz hucreli tiptir ve adenokanser ile sigara arasindaki iligki net degildir.
Toplam 12 epidemiyolojik ¢caligmanin degerlendirilip skuamoz hicreli kanser
ve adenokanser olgular igin risk faktorlerinin karsilastirildigi meta-analizde
(tablo 3), sigara icmenin skuamoz hucreli kanser riskini artirdigi ancak
adenokanser igin ayn risk artisinin izlenmedigi dikkat gcekmektedir.*’

Toplum bazli c¢alismalar, uzun donem kombine oral kontraseptif
kullananlarin, servikal kanser icin daha fazla risk altinda oldugunu ortaya
koymussada, bu konu hakkinda celigkili sonuclar mevcuttur. in-vivo ve in-
vitro caligmalar, estradiol ile progesteron’'un, E6-E7 gen ekspresyonlarini
artirdigini ve malign olusumu indikledigini 6ne surmuslerdir. Ayni zamanda
hormon kullanimi ile kan folat dizeyleri azalmakta ve buna bagl olarak
epitelde megaloblastik degisiklikler meydana gelmektedir. Smith ve ark.’nin
yaptidi bir caligsmada, 12,531 servikal kanser olgusu degerlendirilmig; 5 yil, 5-
9 yil ve 10 yil ya da tzeri oral kontraseptif kullaniminda riskin sirasiyla 1,1-
1,6 ve 2,2 kat artti§i saptanmistir.™® Yeni yapilan bir galismada Marks ve ark.,
20-37 yas araligindaki HIV negatif 1070 kadini analiz etmigler, 6zellikle 6
yildan fazla oral kontraseptif kullaniminin, herhangi bir HPV tipi ile infeksyon
olasihgini artirdigini géstermislerdir.'® Diger bir yayinda, bes yildan az
kullanimin riski arttirmadigi ancak 5-9 yil kullanimin riski 2.72 kat, 10 yil ve
(izeri kullanimin ise riski 4.48 kat arttirdigi vurgulanmistir.*®

Serviks kanseri ve dogurganlik arasindaki iligki, ilk tanimlanan
kavramlardandir. Plummer ve ark.’nin yaptigi bir analizde, 16.563 invaziv
kanser ve preinvaziv lezyonlu olgu ile 33,542 kontrol grubu karsilastiriimistir
ve term gebelik oranlari arttikca riskin de buna paralel artti§i saptanmistir.**
ilk iliski yasi ve partner sayisina gore veriler standardize edildiginde bile 7 ve
lizeri term gebelik icin rélatif riskin 2.39 oldugu saptanmistir.***°

Serviks kanseri riski; immunsupresyon (malignite, transplantasyon ve
immin  supresif ilag) durumlarinda artmaktadir. immunsupresyonun
goruldugu bir diger hastalik, insan immin yetmezlik virtisi (HIV)
enfeksiyonudur. Yapilan calismalarda HIV pozitif olgularda CIN goériime
orani 10 kat yuksek bulunmustur. Ayrica, HIV pozitif olgularda servikal

kanser varligi, AIDS tanisi icin bir parametre olarak da kullaniimaktadir.



Hastalarin sagkalim sureleri kisa oldugundan sonuglar celigkilidir ancak
genel olarak immiin supresyon karsinojenik siireci hizlandirmaktadir.*®

Toplam 12 epidemiyolojik ¢alismanin degerlendirilip skuamoz hucreli
kanser ve adenokanser olgulari i¢in risk faktorlerinin karsilastirildigi meta-
analizde (tablo 3), Ozellikle yuksek riskli HPV suslari ile enfeksyonun, her iki
kanser turu igin de en belirgin risk faktort oldugu vurgulanmistir. Servikal
kanserlerde olasi etkenleri saptamak adina, HPV’ye odaklanmis galismalar
1970’li yillarda baslamis olup, 1980’lerde ilk kez HPV tip 16 ve 18 servikal
kanser dokusundan izole edilmistir. 1995'de Diinya Saglik Orguti (WHO),
HPV 16 ve 18’in serviks kanserinden sorumlu oldugunu bildirmigtir. HPV’nin,
servikal onkogenezdeki en 6énemli ajan olmasinin yanisira, sekstel gecisli
vulvar kondiloma akuminata, vulvar ve vaginal skuamo6z hdcreli karsinom,
deri ve mukdz membranlarin skuamoz tumorleri ve proliferatif lezyonlarin
gelisiminde de rol oynar.?°

DNA’daki genomik farkhliklara gére 200'den fazla HPV tipi
tanimlanmistir ve bu tiplere gore de kutandz ve mukéz alanlarda enfeksyon
durumlarina gore siniflandirilirlar. Servikal kanser ve prekursor lezyonlari ile
baglantilari tespit edildikten sonra yUksek, orta ve dusuk riskli olarak da

siniflandiriimislardir.?*

Tablo 4: Onkojenik risk potansiyeline gére HPV tip siniflamasi

Dusuk Riskli 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81

Orta Riskli 26, 53, 66

Yuksek Riskli | 16, 18, 45, 31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82

Bulas genellikle cinsel yol ile olmaktadir. Bunun bir kaniti olarak, daha
once cinsel deneyimi olmamis kadinlarda ylksek riskli HPV (HR-HPV)
saptanamamaktadir. Oral-genital, el-genital temas sonrasi bulas da
olabilmekte, ancak daha az siklikta izienmektedir. Konjenital olarak, anneden
cocuga vertikal bulas nadir de olsa izlenmektedir. Konjuktival, laringeal,

vulvar ve perianal bulas genellikle dogum esnasinda veya 1-3 yil sonra




perinatal infeksyon varliginda izlenebilmektedir. Enfeksyonlar:

e Latent

e Eksprese

formlar halinde sonuglanmaktadir. Eger enfeksyon latent kalacak ise,
viris ¢ogalmaz, doku etkisi izlenmez ve sessiz bir tablo olusur. Bu durum
hakkinda net bilgi bulunmamakta, insidansi ve naturi hakkinda pek az sey
bilinmektedir. Eger enfeksyon eksprese olursa 2 sekilde sonuglanir:

1- Produktif Siire¢: HPV DNA’si, konak hlcre genomuna integre
olmadan kalir ve ¢ok az miktarda onkogen salarak malign potansiyel
olusturmaz. Kondilomlarin ve ozellikle disuk dereceli servikal intraepiteliyal
lezyonlarin  (LGSIL), HPV’nin produktif sure¢ sonuglari olduklari
dusunulmektedir.

2- Neoplastik Siireg: Sirkiler HPV genomu, konakg¢i kromozomuna
entegre olarak E6 ve E7 onkogenlerinin sentezini saglayacak transkripsyonu
gerceklestirir. Takiben Rb ve p53 tumor supresdr molekuller inaktive olurlar
ve hucre siklus kontrolli kaybedilerek malign transformasyona gidis sureci

baslar.

Tablo 5: Servikal kanserde genetik degisiklikler.*®

GENETIK DEGISIKLIK MEKANIZMA FONKSYON
HPV E6, E7 Konak genoma Apopitozisin inhibisyonu
integrasyon

Kromozomal bozukluk Global anoploidi degisikligi Gen fonksyon kaybi

Epigenetik modifikasyon Aberran metilasyon Gen fonksyon kaybi

Yukaridaki tabloda da izlendigi Uzere, servikal kanserlerde birtakim
genetik degisiklikler izlenmektedir. Karsinogenez slrecinde, birtakim
molekuler degisiklikler olmakta ve hucre siklusu esnasinda bu molekullerin
bir kismi fazla, bir kismi ise az sentezlenmektedir. Her gecen gin artan
sayidaki molekuler calismalar ile daha fazla sayida belirte¢ kullanim alanina

girmektedir. Asagidaki tabloda servikal karsinogenez surecindeki molekuller




ve muhtemel gorevleri 6zetlenmistir.

Tablo 6: Servikal kanserde molekiiler belirtecler.*®

Molekiil Fonksiyon Prognoz uzerine etkisi

Siklin D1 Hucre siklus CIN’de azalmis, invaziv kanserde
regulasyonu artmis ekspresyon

P16 Hucre siklus Displazi ve servikal kanserde artmis
regulasyonu ekspresyon

PTEN TUmOor supresor Servikal kanserde epigenetik degisiklik
gen aday! ve gen ekspresyon kaybi

CclAP1 Apopitozis Kanser hicrelerinde artmis
supresyonu ekspresyonu, hastaliksiz sagkalimin

bagimsiz belirteci

COX-2 Siklooksijenaz CIN 3’te ve kanserlerde artmis
aktivite induktoru ekspresyon, dusuk sagkalim
EGFR Tirozi kinaz COX-2 ile birlikte artmis ekspresyonu
reseptoru sonucunda hastaliksiz sagkalimda
azalma
HLA HLAa201,HLAB27 Konak immun cevabinda degiskenlik

Serviko-intaepitelyal Neoplazi (CIN): Invaziv serviks kanserinin
oncu lezyonlarinin varhgr ilk kez 1886 vyilinda, invaziv skuamoz hucreli
kanser htcrelerinin komsulugunda bulunan ve invaziv olmayan anormal
epitel hdcrelerinin fark edilmesi ile ortaya koyulmustur. Schiller 1927°de
yaptigi calismalar ile preinvaziv neoplazi kavramini desteklemistir.

Servikal karsinoma in-situ, kansere gore yaklasik 10 yil erken ¢ikan bir
kavramdir. LGSIL ise ortalama 15-20 yil dnceki prekursordir. Bu lezyonlarin
bir Kismi uzun bir hastalik evresini izleyerek serviks kanseri gelisimine sebep
olmaktadir.?? Serviksin premalign ve malign lezyonlarinin biyiik kismi

transformasyon bélgesinden kdken almaktadir. Bu bodlge, kolumnar epitelden
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skuamoz epitele gecisin oldugu yerdir ve metaplastik epitelin varligi ile
karakterizedir. Lezyonlarin az bir kismi ise orjinal skuamo6z epitelden koken
almaktadirlar.

Servikal intraepitelyal neoplazinin o6zellikleri; nikleer anormallikler,
artmig mitotik faaliyetler, hdcresel immaturite ve hucresel diuzensizliktir.
CIN’ler, iyi diferansiye bir neoplaziden baslayip insitu karsinom’a kadar
gidebilen degisikliklerin bir spektrumudur. CIN lezyonlarinda derecelendirme,
neoplastik hucrelerle yer degistiren epitel oranina ve hicresel atipi
derecesine gore yapilir. Batlin lezyonlarda bazal membran butunlugu vardir
ve eger epitelin tamami neoplastik hdcreler tarafindan isgal edilmis ise
karsinoma in situ (CIS) adini alir. 1973'de Dinya Saglik Orguti  (WHO)
sitolojik tani icin siniflandirma sistemi belirlemistir. Bu sisteme gore hafif
displaziler (CIN 1), orta displaziler (CIN 2) ve siddetli displaziler ise (CIN 3)

olarak isimlendirilirler.

Tablo 7:Servikal intraepitelyal neoplazilerin seyri.?

Regresyon Persistans CIN 3’e gidis invaziv kanser
CIN1 %57 %32 %11 %1
CIN 2 %43 %35 %22 %5
CIN 3 %33 <%56 - > %12

Serviks kanseri sureci, epitelde metaplastik olaylarin gelisimi ile baglar
ve CIN 1-2-3 evrelerini takiben mikroinvaziv kanser gelisimi ile devam eden
bir streg¢ gosterir. Yapilan bir galismada, CIN 1 lezyonlarinda %18 ilerleme,
%18 persistans, %62,7 regresyon ve %1 invaziv kanser izlenmistir.>®> CIN 2
olgularinda regresyon %40, persistans %40, progresyon %20 ve invaziv
kansere dontsum %5 oraninda gortlebilmektedir. CIN 3 igin regresyon %33,

invaziv kansere doniisim ise %12’den fazladir.?*
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2.2. Human Papilloma Virus (HPV)
2.2.1. Genel Bilgiler

Servikal neoplazinin sureci ile iligkili olan ve cinsel yolla bulastigi
dusundlen etken yillar boyu arastirmalara konu olmustur. Genital sistemde
bulunan her madde yillar boyunca suc¢lanmistir. Ancak arastirmacilar, CIN
tanisi almis olgularin koilositik atipi gosteren hucrelerinde, intrantkleer HPV
varhigini ortaya koymuslardir.

HPV cift sarmalli, dairesel, 8000 baz cifti iceren, zarfsiz bir DNA
virisudur. Toplamda 200’den fazla sayida HPV tipi tanimlanmig, dusuk, orta
ve yuksek riskli olarak gruplandiriimistir. Virls prevalansi, 6rneklenen
topluma, yasa ve kullanilan teknigin sensitivitesine gore degisiklik
gostermektedir. Enfeksiyon g¢ogunlukla gegici oldugundan gercek rakamlar
tam olarak tespit edilememektedir. A.B.D.'de kapsamli arastirmalar yapilmis
ve HPV infeksiyonunun en sik seksiiel gecisli hastalik oldugu bildirilmistir.2
Yillik insidansin 5.5 milyon oldugu ve toplumun %215'nin bu virlsle enfekte

oldugu disiinilmektedir.?’

Tablo 8: E6 ve E7 onko-proteinlerinin hiicrede muhtemel hedefleri.*®

E6 onkoprotein E7 onkoprotein
p53 Rb

Paxillin pl07

Bak p130

IRF-3 E2F/Siklin A
PDZ proteinleri Siklin E
p300-CBP p21

Deri ve mukoza butunligunin bozuk oldugu durumlarda HPV
maruziyeti var ise enfeksyon meydana gelir. Hucre igine girmis olan HPV,
hem yatay hem de dikey olarak ilerlemeye baglar. Viral genlerin aktive olmasi

sonucunda viral partikuller Uretilmeye baslanir ve olusan yeni viris diger
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hicreleri de enfekte etmek icin salinir. Enfeksiyonun benign prekursor bir
surece mi yoksa invaziv kansere gidecek bir surece mi girecegi, onkojenik
HPV gen urunlerinin kromozomal entegrasyonuna baglidir. EQer viral DNA
konak kromozomuna entegre olursa karsinojenik sure¢, olmaz da epizomal
olarak kromozom diginda ¢ogalirsa siklikla benign suregler karsimiza
ctkmaktadir. Butun HPV tipleri en az 7 adet erken (E1-7) ve 2 adet ge¢ (L1-2)
gen icermektedirler. Entegrasyon genellikle E1/E2 bdlgesinde meydana
gelmekte ve virlis transkripsyonu ve replikasyonu icin gerekli drtnleri
kodlamaktadir. Ozellikle HPV tip 16 ve 18’de E1/E2 aktivasyonu sonucunda
E6 ve E7 gen aktivasyonlari olugur. Bu basamak viral onkogenezdeki en
onemli basamaklardan birisidir. Olusan E6 proteini, p53 timoér baskilayici
proteine baglanir ve yikimina neden olur. E7 proteini ise bir bagka tumor
baskilayici protein olan retinoblastom (pRb) ile etkilesir ve onu fosforile hale
getirip onun hicreyi S fazina sokan E2F transkripsiyon proteini tzerindeki
inhibisyon etkisini ortadan kaldirir. HPV ile enfeksyonun ve gen urlnlerinin
net etkisi hicrenin kontrolsliz olarak S fazina girisidir ve neoplastik slrecin

baslamasidir.?®

Gelismis lilkeler = = Az gelismis iilkeler

25 -
20 -
15 -
10 -

HPV Prevalansi %

0-25 25-34 35-44 45-54 54 ve
uzeri

Yas Gruplari

Sekil 1: Yas gruplarina gére HPV prevalansl.64
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2.2.2. HPV-Servikal intraepitelyal Lezyon ve invaziv Kanser iligkisi

Yillar icerisinde teknik olanaklarin gelisimesi ve HPV igin daha ¢ok alt
tipin tanimlanmasi ile servikal kanserlerde HPV daha da On planda yer
almaya baglamistir. Gunimuzde, servikal kanserlerde %99, CIN’lerde %94
ve sitolojik olarak normal olgular da ise yaklasik %46’ya varan oranlarda

29 Ozellikle yiiksek riskli

HPV-DNA pozitifligini bildiren calismalar vardir.
tiplerden 16 ve 18, invaziv servikal kanser olgularinin yaklasik %85'inde izole
edilmektedir ve kanser riskini yaklagik 200 kat arttirmaktadir. Yuksek dereceli
skuamoéz intraepiteliyal lezyon (HGSIL) olarak adlandirilan ve histopatolojik
olarak CIN 2 ve CIN 3’e karsilik gelen olgularda etken yine yuksek riskli HPV

suslaridir®® ve tedavi ediimediklerinde spontan regresyon oranlari distktir. !

Tablo 9: Doku tropizmlerine gére HPV siniflamasi ve olasi sonuglari (SCC:

skuamoz hicreli kanser)

HPV Tipi Hedef bolge Akut Kronik
hastalik hastalik
Kutanoz 1,2 Cilt Sigil -
Kutanoz 5,8 Cilt Yaygin sigil  invaziv
(yuksek risk) kanser
Mukozal 6,11 Anogenital Sigil -
mukoza
Mukozal 16,18,31,33,45 Anogenital Yaygin sigil  invaziv
(yuksek risk) ve oral kanser
mukoza

Bosch ve ark., 22 ulkeden 1000 invaziv servikal kanserin biopsi
orneklerini iceren bir calisma yapmiglar, orneklerin %93’inde HPV-DNA
saptamislardir 3. Lorincz ve ark., 2627 kadinda sik gériilen 15 HPV tipi ile

servikal displazi arasindaki iligkiyi incelemigler; invaziv kanser olgularinin
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%84’unde DNA izole etmisler ve bu izolasyonun %90 kadarini ylksek risk
grubundan &zellikle de tip 16,18,45 ve 56 oldugunu saptamislardir.®® HR-
HPV DNA pozitif bulunan, normal sitoloji sonugclu bireylerde, %30’a kadar
CIN 2 veya CIN 3 gelisimi 6zellikle takip eden 4 yil icerisinde izlenmektedir.
Tedavi sonrasi nuks oranlari da Ozellikle HPV pozitifligi devam eden
olgularda daha yiiksek saptanmistir.* Reeves ve ark., 759 invaziv kanser
olgusunda %62 oraninda HPV tip 16-18 ve %17 oraninda HPV tip 6-11
saptamiglardir.®*® Meanwell ve ark., 47 invaziv kanser olgusunda HPV tip 16
prevalansini %66, kontrol grubunda ise %35 olarak saptamislardi.*® Kaufman
ve ark., 1128 olguda, HPV DNA varhgini CIN 1 icin %39, CIN 3 igin %59

oraninda saptamislardir.®’

Tablo 10: Servikal kanser ve HSIL olgularinda HPV saptanma oranlari ve ilk
2 sikliktaki HPV alt tipleri.®®

Skuamoz Hiicreli SCC:HSIL

Kanser (SCC)

HPV tipi sayi %HPV sayi %HPV Prevalans
orani

Tum tipler 8550 87.6 4338 84.2 1.04

Tip 16 8594 54.3 4338 45 1.21

Tip 18 8502 12.6 4338 7.1 1.79

Tablo 10, HPV'nin preinvaziv ve invaziv lezyonlarda ne kadar etkili
oldugunu ortaya koymaktadir. Skuamé6z hucreli kanser (SCC) igin 8594
olguyu kapsayan 78 calismanin, HGSIL igin ise 4338 olguyu kapsayan 53
calismanin ele alindigi meta-analizde; kanser olgularinda %87.6 ve HGSIL
olgularinda ise %84.2 oraninda HPV prevalansi saptanmigtir. Ozellikle HPV
tip 16’nin sikh§i gdze carpmaktadir.®®

Kjaer ve ark.’nin ® prospektif kohort calismasinda, HPV varlhginin ne
derece risk teskil ettigini ortaya koymak i¢in 8656 geng (22-32) ve 1578 yasli
(40-50) olgu ele alinmigtir. Sitolojik olarak normal ancak HR-HPV pozitif
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olgularda, 10 yil icerisinde CIN 3 veya kanser riski geng¢ grupta %13.6, yash
grupta ise %21.2 olarak saptanmistir. Ozellikle 40-50 yas grubunda sitolojileri
normal olsa da, HR-HPV pozitif olan kadinlarin, daha fazla risk altinda
oldugunun alti ¢izilmigtir. Sonug¢ olarak; HPV’nin preinvaziv ve invaziv

lezyonlardaki rolu artik netlik kazanmis bir gercektir.

2.3. Servikal Kanser Tarama Programi

Servikal epitelde taninabilen preinvaziv bir degisiklik olmasi kavrami,
servikal kanserin geligsiminin ve dogal seyrinin anlagiimasinda 6nemli bir
adim olmustur. Papanicolaou ve Trout tarafindan pratik sitolojinin temellerinin
atilmasi ve sonradan Kklinik kullanima kazandirilmasi, yakinmasi olmayan
kadinlara invaziv ve preinvaziv servikal neoplazi acisindan tarama
yapilmasini saglayan ikinci dnemli gelismedir.

Gelismekte olan ulkelerde hem yillik servikal kanser insidansi, hem de
bu kanserden oOlum oranlari daha fazladir. Bunun nedeni tarama
programlarinin yaygin kullanilamamasidir. Yillk Pap smear testi ile bir
kadinin serviks kanserinden 6lme riski 4/1000°’den 5/10.000’e indigi tahmin
edilmektedir. Dinya Saglik Orglti, 10 yilda bir siklikta tarama programi ile
servikal kanser insidansinda %64’liikk azalma saglanacagini rapor etmistir 2.

Optimal tarama igin 6ncelikle olabildigince genis bir populasyonun
yararlanmasini saglamak ve bu populasyonda taramanin peryodik olarak
yapilmasina olanak saglamak esas kabul edilmektedir. Cochrane ve Holland,
taramalar igin gerekli kriterleri soyle belirtmislerdir:

e Kolaylik: Testler paramedikal ve diger personel tarafindan

uygulanabilir kolaylikta olmahdir.

e Kabul edilebilirlik: Yeterli gonullu saglanmasi icin kisilerce kabul

edilebilir olmalidir.

e Dogruluk: Testler arastirlan katimcilarin dogru o6lgimunu

verebilmelidir.

e Maliyet: Taramanin maliyeti, hastaligin erken tanisindan dogacak

yararla karsilanabilir duzeyde olmahdir.
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e Kesinlik: Testler tekrarlayan uygulamalarda tutarh sonuclar

vermelidir.

e Sensitivite: Testler hastalikli  populasyonun tum aGyelerini

saptayacak nitelikte olmalidir.

e Spesifite: Testler butin hastaliksiz kigileri dogru saptayacak

nitelikte olmahdir.

Butun jinekolojik hastalardan alinan yaymalarin incelendigi sitoloji
laboratuvarlarinda, ‘klinik olarak kanser kuskusu bulunmadidi halde’ sitoloji
ile kanser saptanan olgularin orani %0.8-1 arasinda degismektedir. O halde,
taramaya ne zaman baslanacagi, ne siklikla tarama yapilacagi ve nasil bir
yaklasimin sergilenece@i konulari akilda soru isareti uyandirmaktadir. Bu
sorularin cevaplari, yillar icerisinde servikal kanser ile ilgili aragtirmalar ve
veriler arttikgca degismeye baslamistir. ‘Bugun cinsel aktif olan veya gegmiste
olmus veya 18 yasina gelen tum kadinlar yillik taramadan gegirilmelidir’
g6rusu hakimdir ancak unutulmamalidir ki, Pap smear testinde yanlis negatif
sonuglar da elde edilebilmekte ve oranin %1,1 ile %30 arasinda degistigi
bilinmektedir. Yanlis negatifligin nedenlerini arastiran c¢alismalarda, %70-
100’e varan oranlarda teknik hatalar, %30 oraninda ise patologa bagli
degerlendirme hatalar saptanmistir. Bu hatalarin azaltilmasi igin Amerikan
Obstetrisyen ve Jinekologlar Dernegi (ACOG) onerileri yayinlanmistir:*°

e Hucreler muayeneden once alinmalidir.

e Lubrikan madde kullanilmamaldir.

e Ornekleme, infeksyon varliginda alinacak kultir 6ncesi yapiimaldir.

o Ornek alinirken tim porsyo gorilmelidir.

¢ Alinacak 6rnek hemen fikse edilmelidir.
ACOG Kriterleri: *
1. Hayati boyunca herhangi bir donemde veya halen seksuel olarak

aktif olan veya 21 yasina gelmis olan tim kadinlar yillik pelvik muayene ve

Pap testi yaptirmalidir.
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2. 30 yas uzeri ve 3 kereden fazla ardisik yillik normal pelvik muayene
ve Pap testi sonrasinda, dusik risk gurubu kadinlarda (HIV pozitifligi,
intrauterine DES ile karsilasma ve immin yetmezlik olmamasi) hekimin
degerlendirmesi ile kontroller daha uzun aralarla yapilabilir:

e HIV pozitifligi varsa ilk yil 6 ayda bir, daha sonra yilda 1 kez

e Gecgmiste CIN 2 veya CIN 3 nedeniyle tedavi veya servikal kanser
varsa yilda 1 kez

e Daha onceki smear sonuglari negatif olan hastanin simdiki smear
testinde endoservikal hicreler gorulememis veya kan hucreleri ile
kontamine olmus ise yilda 1 kez taramaya devam edilmelidir

3. Total histerektomi gecgirmis ve HGSIL anamnezi olmayan kadinlar
taramadan c¢ikartilabilir.

e Histerektomi gecirmis, ancak HGSIL anamnezi olan kadinlar, 3 kez
yillik smear sonucu negatif olarak saptandiktan sonra taramadan
cikartilabilir

e Histerektomi gecirmis ve daha déncesinde HGSIL nedeniyle tedavi
alip, 3 kez yillik smear sonucu negatif olarak saptanmis olan

kadinlar taramadan c¢ikartilabilir

Tablo 11: Papanicolaou siniflamasi

Klas 1 Normal, atipik hiicre yok

Klas 2 Negatif. Benign degisiklikler

Klas 3 Supheli. Hafif, orta yada siddetli displazi. Kesin olarak kanser

hicresi olmayan anormal hicreler

Klas 4 Karsinoma in situ. Buyuk olasilikla malign hicreler

Klas 5 Kuvvetli pozitif. Cok sayida malign hiicre
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Servikal ve vajinal patolojik degisiklikleri rapor etmek igin 1988'de
Bethesda sistemi olusturulmus, 1991'de terminoloji ve standart tanisal
raporlar elde edilmesi igin tekrar gozden gegirilmistir. 2001 yilinda Bethesda
sistemi, komitenin literaturt tekrar gozden gegirmesi, uzman goruglerinin
talepleri ve onerilen degisikliklerin sanal ortamda tartigsiimasini takiben bir dizi

islemler sonrasinda yeniden olusturulmustur.

2.3.1.Genel Siniflandirma (Bethesda 2001/Bethesda lll)

A-intraepitelyal lezyon veya malignite yéniinden negatif:

1-Organizmalar

-T.vaginalis

-Kandida tarleri ile uyumlu fungal organizmalar
-Bakteryel vajinoz ile uyumlu florada kayma
-HSV ile uyumlu hicresel degisiklikler

2-Diger non-neoplastik dedisiklikler (rapor edilmesi opsyonel):

*Reaktif hucresel degisiklikler (1.inflamasyona bagh 2.radyasyon
3.intrauterin arag)

*Histerektomi sonrasi glanduler hicrelerin durumu

*Atrofi

B-Epitelyal hiicre anormalligi:

1-Skuamoz hicreler

Atipik skuamo6z hacreler (ASC)

-Onemi belirlenemeyen (ASC-US)

-ASC, HGSIL tanisi dislanamayan (ASC-H)

Dusuk dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon (LGSIL)

Yuksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon (HGSIL)
Skuamoz hticre karsinomu (SCC)

2-Glanduler hicreler

Atipik glanduler hicreler (AGC)

-Endoservikal

-Endometriyal
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-Glanduler (AGC-NOS/neoplastik hiucre benzeri/endoservikal
adenokarsinoma in-situ (AlS)/adenokarsinoma)

Atipik Skuamoz Hiicreler (ASC): Yillar icerisinde c¢ok sayida
tartismaya neden olan ve yeniden gézden gegirilip degisime ugrayan sitolojik
tanilardan biri de atipik skuamoz hicre olarak adlandirilan gruptur. Bu grup,
2001 yilinda 6nemi belirsiz atipik skuaméz hicre (ASC-US) ve ylksek
dereceli skuamoz intraepiteliyal lezyonun ekarte edilemedigi atipik skuamoz
hicre (ASC-H) olmak Uzere 2 gruba yeniden klasifiye edilmistir. Yeni
siniflama sonucunda, 2001'den 6nce ‘ASCUS-favor reactive’ olarak tani
almis olgularin énemli bir kismi ASC-US ve bir kismi ise malignite ve
intraepitelyal lezyon ydéninden negatif (NILM) olarak yeniden
degerlendirilmigtir. Yeni sisteme gore NILM olarak degerlendirilen bu
olgularin ne kadarinda histolojik olarak 6nemli lezyonun atlanabilecegi
konusu da giindeme gelmistir. Thrall ve ark.**, 6nceden ASCUS tanisi almis
535 olguyu yeni 2001 sistemine gore dederlendirdiklerinde, 169 (%32) olgu
bu kez NILM olarak tani almistir. NILM tanisi alan olgular, diger tanilara gore
daha dusuk HR-HPV orani (%11’e karsi %30) ve histolojik olarak daha az
CIN 2 ve 3 (%5e karsi %10) gostermislerdir ancak arastirmacilar, yeni
sistem ile birgok ASCUS olgusuna gereksiz ileri incelemenin &Online
gecilebildigi gibi, NILM olarak tani almis bir kisim olguda ise HR-HPV ve
histolojik olarak CIN 2 ve 3 olabilecegdinin altini da gizmiglerdir.

Yeni siniflamanin kullanima girmesi ile, tartismalarin odaklandigi bir
diger sitolojik grupta ASC-US’tur. Bu taninin konulabilmesi icin gerekli
sitolojik kriterler:

1- Ndukeer genisleme mevcut: normal intermedier skuamoz hucre
nakleuslarinin 2.5-3 kati arasinda, nukleus/sitoplazma orani hafifge artmistir.

2- Nukleer buyuklik ve sekil bakimindan varyasyon, binukleasyon
gorulebilir.

3- Hafif hiperkromazi olabilir, kromatin granuilaritesi degisir.

4- NUkleer ¢evre duzgun ve regulerdir. Limitli irregularite gorulebilir.
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Standart tanisal yontemler kullanildiginda, ASC-US insidansi ortalama
%3-5 arasinda degismektedir.** Tiim diinyada ortalama 2 milyondan fazla
ASC-US olgusunun oldugu tahmin edilmekte ve bunlarin 1,5 milyon
kadarinda kolposkopik incelemede klinik onemli lezyon varhidinin oldugu
disiinilmektedir °”. ASC-US varliginda, biopsi materyallerinde %10-20 CIN
1, %3-5 CIN 2 veya 3 izlenmektedir.** Bu olgularda, %0.1-0.2 oraninda
invaziv kanser varligi bildirilmistir. CIN 1 olgularinin benign HPV ile ilskili
olduklari ve %60 olguda spontan regresyona ugradiklari g6z &éndnde
bulundurulur ise, sitolojik triaj galigmalarinin odaklanmasi gerektigi grup CIN
2 ve uzeri lezyonlardir. ASC-US grubu ile ilgili sorunlardan biri, sonuglar icin
gdzlemciler arasi degiskenliklerdir. ASCUS/LSIL Triage Study (ALTS) *
tarafindan daha 6nce ASC-US olarak degerlendiriimis 3488 adet olgu,
Patoloji Kalite Kontrol Grubu ile tekrar degerlendiriimis, sonug¢ olarak
olgularin %55’inin ayni kalip, %31’inin normal’e geriledigi, %11’inin SIL ve

%3’Unun ise HSIL’a yukseldigi bildirmigstir.

Tablo 12: Anormal sitoloji oranlarinin dagilim:.®

Sitolojik tani Oran %
ASC-US 35
AGUS 0.5
LGSIL 0.9
HGSIL 0.3
Total displazi 5.2

ASC-US olarak rapor edilen olgularin triaji ile ilgili de tartismalar
devam etmektedir. Bilindigi gibi, Amerikan Kolposkopi ve Servikal Patoloji
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Cemiyeti (ASCCP) onerilerine gore bu kategori smear’lerin yonetimi i¢in 3
farkl metod mevcuttur:

1-Kolposkopi

2-Tekrar sitoloji

3-HPV-DNA testi

HPV-DNA testinin klinik pratikte daha fazla sayida ASC-US olgusu igin
kullanilmasi, ALTS “ calismasinin sonuglarinin aciklanmasi ile ivme
kazanmigstir. Bu ¢alismada 3488 ASC-US olgusu, 3 farkli triaj icin randomize
edilmistir. Calisma sonucunda CIN 2 ve Uzeri lezyon referans alindiginda,
HPV-DNA testi %95.9 sensitif, CIN 3 ve Uzeri lezyonlar icin ise %96.3 sensitif
saptanmistir. Bu oranlar tekrar sitoloji kolunda ASC-US ve Uzeri olgular igin
sirasiyla %85 ve %85.3 olarak bulunmustur. Hemen kolposkopi ve HPV-DNA
testini takiben kolposkopi incelemesi sonucunda saptanan toplam 131 adet
CIN 3 ve uUzeri lezyonun 125'inde (%96) HR-HPV pozitif saptanmistir. Bu
oran HGSIL ve Uzeri sitoloji icin %44.1’de kalmaktadir. Sonu¢ olarak, ASC-
US olgularinda hc2 metodu ile HR-HPV saptanarak, toplam ASC-US
olgularinin %43.9’'una gereksiz kolposkopi yapiimamis olunacagindan, hem
maliyet acisindan hem de sensitivite géz 6ninde bulundurularak etkin bir
triajin saglanacagi bildirilmistir.

Hemen kolposkopi, hizli tani imkani vermesi ve olasi atlanacak
olgulari oOnleyebilmesi acgisindan degerli ancak invaziv olmasi, yuksek
maliyeti, asirn tedaviye yol acabilmesi acgisindan ise dezavantajli olarak
degerlendiriimektedir. ALTS ¢alismasinda hemen kolposkopi yapilan grupta
CIN 3 lezyonlarina %100 tani konulmasina ragmen, Amerika'da kolposkopi
maliyetinin HPV testine gore 3-4 kat daha fazla olmasi nedeniyle ¢ok pahal
bir tetkik olarak degerlendiriimektedir.

ASC-H grubu, ASC’lerin yaklasik %5-10'unu olusturmaktadir. Bu
tantyr almis olgularda olgularda HPV pozitifik orani %70-86 arasinda
degismekte, CIN 2 ve CIN 3 orani ise %24-94 arasinda saptanmaktadir.
Galismalarda ASC-H alt grubunun CIN 2 ve uzeri lezyonlar icin ASC-US ve

HGSIL arasinda degere sahip oldugu gdsterilmistir.
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ASC-H tanisi almis olgularin baglangi¢ tetkiki, CIN 2 ve Uzeri lezyon
bulundurma olasiligi daha fazla oldugundan, kolposkopi olarak
onerilmektedir.  Kolposkopide, herhangi bir lezyon gosterilemezse,
kolposkopik-histolojik-sitolojik  tetkiklerin ~ tekrar gbzden  gegirilmesi
onerilmektedir. Gozden gecirme sonrasinda tani ayni ise, 6 ay ara ile sitoloji

tekrari veya 12 ay sonra HPV DNA testi yapilabilir.

2.4. Hiicre Siklusu

Cogalmak Gzere uyarilmis hicrede gerceklesen olaylar dizisine hlcre
siklusu adi verilmektedir. Bir siklusa giren hicre, morfolojik ve genetik olarak
birbirine benzeyen iki hucre olusumuyla doéngusunu tamamlar. Gerekli
bdlinme uyarisi 6ncesinde hucre dinlenme fazi olan GO fazinda bekler.
Ancak hucre bolinme sinyali alir ise, sinyal ileti kaskadi adi verilen sistem
devreye girer ve interfaz adi verilen (G1-S-G2) dénemlere sirasi ile girilir “°.
G1 fazi, hicre siklusunun suresi agisindan en degisken fazidir ve bu fazin
suresi siklusun en 6nemli belirleyicisidir. Bu dénemde hicre bodlinme,
diferansiyasyon ya da hicre 6limu igin karar verir ve bazi genlerde

degisiklikler baglar.

S
(DNA synthesis)

Sekil 2: Hucre Siklusu
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Hucre, S fazinda, DNA’sini hizlica replike eder. Hizli olmasinin
nedeni, DNA iplikgiklerinin birbirinden ayrilmasi esnasinda bazlar, cesitli
ilaglar veya mutajenler gibi dis ajanlarin etkisine ac¢ik halde bulunurlar. Bu
nedenle islem hizli olmaldir. G2 fazinda, bir 6nceki fazda replike olmus DNA
ve kromatin proteinleri kondanse olurlar ve paketlenirler. M fazinda,
kromatidler duzguin bir sekilde ayni hizaya gelirler ve ardindan cesitli
asamalardan gecerek hucre ikiye bolundr. Siklusda interfaz 24 saatlik
dénemin 23 saatini doldururken mitoz safhasi sadece 1 saat sirer.*’ Hiicre
siklusu, siklusa 6zgu bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimh kinazlar
(CDK) ve siklin-bagimh kinaz inhibitérleri (CDI) tarafindan 6zgun olarak
kontrol edilir. Siklinler, CDK ve CDI’lerinin dizeyleri hlcre siklusunun cgesitli
asamalarinda farklilik gésterir ve oldukga karmasik bir diizen iginde siklusun
ilerlemesini duzenlerler. Cesitli siklinler, siklusun farkli asamalarinda artis
gOsterip gorev yaparlar; 6rnegin siklin A; CDK1 ve 2’ye baglanarak S fazinda
aktive kompleks olusturur. Siklin B; CDK2 ile etkilesime girer ve kompleksin
anafazda yikilmasiyla birlikte hiicre mitozdan c¢ikip G1’e tekrar geri doner.
Siklin E, CDK2'yi regule eder, G1/S fazlarinin sinirinda gegici olarak sentez
edilir ve hucre S fazina girdigi anda hizla yikihr. Burada ki kilit roldeki
molekullerden biri de, siklin-D’dir. Bu siklin grubu, baglama siklinleri olarak
adlandiriir ve buyume faktorleri ile mitojenlere yanit olarak sentez edilirler.
Mitojenler ortamdan uzaklastirildiginda ise hizla yikilirlar. Hicre siklusunda
ilk artan siklinlerdir ve D1, D2, D3 olarak 3 formu bulunur. Hicre siklusunun
G1 fazi boyunca CDK4’e badlanirlar ve aktive olarak siklin D-CDK4
kompleksi olusur. Bu kompleks, Rb fosforilasyonunda Kkilit role sabhiptir.
Henlz fosforile olmamis (hipofosforile) Rb, c¢ogalmayi indikleyen EZ2F
transkripsiyon faktora ile inaktif kompleks halindedir ve bu asamada hucre
¢ogalmasini baskilar. Fakat Rb’un fosforilasyonuyla bu kompleks ¢ozulir ve
E2F transkripsiyon aktivitesinin inhibisyonu ortadan kalkar. Boylece Rb
fosforilasyonu ile, hicre siklusunda bolinmenin ana engeli ortadan kalklmig
olur ve hiicre gogalmaya baslar *’. Normal hiicre siklusunda, M fazinda fosfat

gruplari Rb’dan ayrilir ve Rb hipofosforile hale déner.*
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Siklin bagimh kinaz inhibitorleri (CDI), siklinler, CDK’larin kendisi yada
siklin-CDK komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe ederler.
iki CDI ailesi saptanmistir. Bunlardan ilki KIP ailesidir ve 2 proteinden
meydana gelir (p27 ve p57), digeri INK4 ailesidir ve 4 proteinden
olugsmaktadir (pl5, pl16, pl8,p19). INK4 ailesi, siklin D/CDK4 ile siklin
D/CDKG6 uzerine selektif etkiye sahiptir ve kontrolsiz hicre boliunmesi
varliginda, engelleme mekanizmasi olusturmak icgin fazlaca sentez edilirler.
Siklin D veya CDK4 ile ilgili normal disi durumlar, neoplastik sireclerde sik¢a
karsimiza gikar. Siklin B, siklin E ve diger CDK’lari ilgilendiren mutasyonlar
bazi malign tumoérlerde  gorulmesine  karsin, siklin  D/CDK4’U

ilgilendirenlerden daha seyrek olarak izlenmektedirler.*

2.5. P16 Proteini

CDI grubuna dahil olan pl16 (INK4A) proteini, timoér supresor gen
olarak kabul edilmektedir. Kromozom 9p21’de kodlanmakta ve pek ¢ok
kanser tlrinde mutasyon, delesyon veya hipermetilasyon yoluyla
inaktivasyonu yaygin olarak izlenmektedir. CDK4 ile CDKG6’ya baglanarak
aktif siklin D-CDK kompleksinin olusumunu engeller ve bu sekilde hucre
siklusunda kontrolsuz ¢ogalmanin onine gegmeye caligir. Dolayl olarak Rb
fosforilasyonunu inhibe ettijinden, Rb’un tekrar aktivasyonu yolu ile E2F’e
baglanmasini saglar ve proliferasyonu kontrol altina almaya yardimci

olur.**>t
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Sekil 3: p16 proteininin hiicrede regulatér rolt

Hucre siklusunda, hipofosforile Rb’un kilit rol tGstlenmesi ile kontrolstiz
proliferasyon engellenmektedir. Ancak Rb’da mutasyon, delesyon veya direkt
inaktivasyon olursa, siklus kontrolstuz bir sekilde gogdalma yonine kayacaktir.
Burada 6rnek olarak HPV ile enfeksyon durumlari gosterilebilir. Hlcre icine
girmig virus, konakgli DNA’sina entegrasyon veya ekstra kromozomal olarak
epizomal form halinde seyir gosterir. Entegre olacak ise, bu iglem viral E1-E2
bdlgesinde meydana gelmektedir. E2’nin ayrismasi sonucunda, E6 ve E7
transformasyon genleri kontrolsiiz olarak sentezlenmeye baslar. Onkojenik
HPV E7 geni, CDK bagdimli fosforilasyon ile pRb proteininin fonksiyonlarini
inhibe eder. Sonugta aktive olmus transkripsyon faktori E2F serbest kalir ve
S fazina giris tetiklenir. HPV DNA entegrasyonuna sekonder olusmus hulcre
siklusunda, E2F aktivasyonuna yanit olarak, CDI olan p16 proteini fazla
miktarda sentezlenir,®® béylelikle HPV pozitif premalign lezyonlarda p16
protein artisi izlenmektedir. Bu olay, tUmdrogenezde olusan en erken olaydir
®3  Dustiik riskli HPV tiplerindeki E7 proteininin Rb afinitesi, yuksek riskli
HPV tiplerinden daha dusuktir, bu nedenle dusuk riskli tipler ile enfekte

olgularda, p16 proteininin asiri sentezi gériilmez.>*
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Sekil 4: p16 proteininin hiicrede regulatér rolt

Ozellikle histolojik spesimenlerde, servikal displazinin siddeti ve p16
proteini ile boyanma arasindaki iligkiyi ortaya koymak adina Klaes ve ark.
bircok ¢alisma yapmiglardir. HR-HPV pozitif CIN ve kanser olgulari ile p16
proteini arasindaki iligkiyi ortaya koymak igin yaptiklari galismalarinda, disuk
risk HPV saptanan olgularin digsinda kalan CIN 1 olgularinin tamaminin, CIN
2-3 olgularinin tamaminin ve kanser olgularinin 58/60’inin hem HR-HPV
pozitif olup hem de p16 ile kuvvetli-diffiiz boyanma gésterdigi belirtilmistir.>®
Murphy ve ark.’nin 2001°deki ¢alismasinda, serviksin skuamoz ve glanduler
lezyonlari i¢in, p16 antikoru ile triaj calismasinin sensitivitesi  %99,9,
spesifitesi ise %100 olarak rapor edilmistir. Arastirmacilar servikal
diskaryozis icin de p16’nin tanida énemini vurgulamislardir.>’ Lambert ve
ark., premalign ve malign servikal lezyonlarda, p16 ekspresyonunu ortaya
koyan calismalarinda, boyanma oranlarini LSIL igin 1/3 , HSIL i¢in 18/19 ve
kanser vakalarinda ise 26/26 (%100) olarak rapor etmislerdir.® Benzer
sekilde Agoff ve ark. galismasinda, p16 ekspresyonunun derecesi ile hem
servikal lezyonlar arasinda hem de HR-HPV varligi arasinda anlamli
korelasyon saptandigi vurgulanmig, dusuk riskli HPV ile enfekte olgularin
daha az p16 ekspresyonu gosterdikleri belirtilmistir.>®
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Klaes ve ark.’nin ileri sirdugu bir diger gorus ise, p16 antikorunun
Ozellikle sitolojik calismalarda da kuIIanllabiIecegidir.55 P16 antikorunun
sitoloji alaninda etkinligi ile ilgili galismalar, aslinda 2000’li yillarin basindan
beri mevcuttur. Nieh ve ark.’nin, 2004 yilinda yaptiklari bir calismalarinda; 66
ASCUS olgusu hem HPV DNA hem de p16 yonunden incelenmis, sonuglar
doku tanilari ve dokudaki p16 varligi ile karsilastinimistir. Sonugta,
smear’lerin p16 ile zayif veya kuvvetli boyanmasi ile doku tanilari arasinda
anlaml iliski saptanmis, smear’lerde p16 pozitifligi ile HR-HPV varlig
arasindaki yakin iliski vurgulanmistir.®® Haidapoulos ve ark.’nin 2009 yilinda
yaptigi bir calismada 62 anormal smear olgusunun biopsi sonuglari
degerlendirilmis, ylUksek dereceli lezyonlarda (HSIL) p16 antikor ile boyanma
sensitivitesi %75, kanser olgularinda ise %100 olarak saptanmigtir.
Arastirmacilar, p16 ile boyanmanin ozellikle CIN 2 ve Uzeri lezyonlar ile
kanser saptamada sensitif bir parametre olabilecegini vurgulamislardir.®*
Wentzensen ve ark.’nin bir ¢calismasinda, 137 ASC-US ve 88 LGSIL olgusu
doku biopsileri ile birlikte degerlendirilmis, smear’ler p16 ile 6zel bir skorlama
yapilarak boyanmig, sonug¢ olarak > 2 nukleer boyanma skoru igin yuksek
evre servikal lezyon yakalamada sensitivite ve spesifite sirasiyla %96 ve 83
olarak rapor edilmistir. ® Negri ve ark.’nin, sivi bazli smearlerde p16 proteini
ile yaptiklari ¢galismalarinda, ASC-H i¢in %90, LGSIL i¢in %70 ve HGSIL
icin %100 pl16 boyanma oranlari saptamiglar ve bunlarda boyanma
yogunlugun, displazinin siddeti ile birlikte korelasyon gosterdiginin altini

cizmislerdir.>®

P16 antikoru ile yapilan butin caligmalar; boyanma gosteren
olgularin, muhtemelen yuksek riskli HPV ile enfekte olan olgular oldugunu
dusundurmektedir. Artmis onkojenik HPV yukl, enfeksyonun persiste
etmesine, konak tUmor slpressor proteinleri Uzerine olan etkileri nedeniyle
konak hucre siklus kontrolunun bozulmasina, hucresel DNA hasarina ve
hiacre buyume kontrolinin bozulmasina neden olarak kansere gidise sebep

olmaktadir.

Caligmalar gostermigtir ki yuksek riskli HPV’nin pozitif saptandigi

lezyonlarda p16 proteini daha kuvvetli olarak ortaya koyulmaktadir. Ozellikle
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triajlani konusunda tartismalarin devam ettigi sitolojik olgularda, gegici veya
kronik hastaligi predikte etmeye yarayan bir metodun varhgi sorgulanmakta,
Ozellikle p16 molekulunin bu ayrimi yapabilmede etkin olup olmadigi

tartisma konusu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1.0lgu Se¢imi

Caligsmaya, 2007-2009 yillarn arasinda, Ankara Egitim ve Arastirma
Hastanesi Kadin hastaliklari ve Dogum polikliniklerinde, rutin servikal kanser
taramasi i¢in Pap smear incelemesi yapilan ve sonucu atipik skuamoz hucre
(ASC=ASC-US + ASC-H) olarak degerlendirilen, takiben lezyondan direkt
biopsi veya kolposkopi esliginde biopsi incelemesi yapilip histopatolojik
olarak da incelenmis 100 adet olgu dahil edilmigtir.

A-) 100 adet atipik skuamoéz hiicre tanisi almig Pap smear olgulari
p16 (E6H4 klonu) antikoru ile boyanma varligina goére 2 gruba:

1-Boyanma var

2-Boyanma yok

B-)100 adet atipik skuamé6z hicre tanisi almis Pap smear olgularinin
histolojik sonuglari da toplam 3 gruba ayriimistir:

1-reaktif degisiklikler veya servisit (toplam 79 olgu)

2-CIN 1 (toplam 13 olgu)

3-CIN 2 ve CIN 3 (toplam 8 olgu)

(CIN 2 Gzeri lezyonlar, CIN 2+ olarak ifade edilmistir.)

3.2. immiinsitokimyasal inceleme

100 adet konvansiyonel olarak hazirlanmis Pap smear preparatinin

herbiri icin asagidaki islemler uygulanmigtir:

e 1000 cc %70Qlik alkol ile 5 cc hidroklorik asitten hazirlanmis asit-
alkol solisyonu vasitasiyla Paponicolaou boyasi ile boyanmis Pap
smear olgusunun soldurulmasi- dekolorize edilmesi

e Preparatlarin, alkol inkibasyonu ve rehidrasyon agsamasi igin
%50’lik etanol banyosunda yaklasik 10 dakika inkibasyonu ve

30



uzerlerindeki fazla sivinin alinarak deionize su ile muamele
edilmesi

Epitop uzaklastirma solisyonu (ERS) iceren kap ve onun da igine
konuldugu su banyosunun 95-99C’ye kadar isitiimasini takiben
preparatlarin ERS dolu isitiimis kaba batiriimasi ve 10 dakika
inkubasyonu. Takiben 20 dakika sogutulmaya birakilmasi
Preparatlarin otomatik boyama cihazina yerlestiriimeleri

Yikamayi takiben 200 microL peroksidaz bloke edici ajan ile 5
dakika muamele

Yikamayi takiben p16 (E6H4) antikoru ile 30 dakika muamele
Yikamayi takiben vizualizasyon ajani ile 30 dakika muamele
Yikamayi takiben 200 microL substrat kromogen solUsyonu ile 5
dakika muamele (arka arkaya 2 kez)

Deiyonize suya tum preparatlarin batiriimasi

Preparatlarin hematoksilen banyosunda 2-10 dakika bekletiimesi
ile ters boyanma islemi ve fazla hematoksilenin temizlenmesi

Preparatlarin boyanma agisindan incelenmesi:

3.3. Immiinsitokimyasal Degerlendirme:

Degerlendirme igin literatur bilgisi dahilinde boyanma kriterleri kabul

edilmis ve olgular, p16 antikoru ile boyanip boyanmama durumlarina gore

ayristiriimigtir.

Her bir preparatin igerdigi hicreler, nikleer ve/veya sitoplazmik
olarak p16 antikoru ile boyanmasina gore degerlendiriimis,
preparat basina >5 atipik hticre, nukleer ve/veya sitoplazmik olarak
boyanma paterni gostermis ise, olgu boyanma agisindan pozitif

olarak kabul edilmistir.
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3.4. istatiktiksel Analiz

Verilerin analizi ‘SPSS for Windows 15,0 paket programinda
yapiimistir. Tanimlayici istatistikler olgu sayisi, (%), median (min-maks),
Meant Std. Deviation olarak gosterilmistir. Gruplar arasinda ortalama
kargilastirirken dagilm normal olmadiginda Mann-Whithey U testi
kullaniimistir. Gruplar arasinda ytzde kargsilastirirken ki-kare test yapilmigtir.
Teste ait sensitivite, spesifite, pozitif ve negatif prediktif degerler
hesaplanmigtir. p<0,05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

Resim 1: E6H4 p16 antikoru ile pozitif boyanma gdstermis ¢alisma olgusu
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Resim 2: Nukleer ve sitoplazmik olarak p16 antikoru ile boyanmig bir hiicre

Resim 3: E6H4 p16 antikoru ile pozitif boyanma gostermis galisma olgusu
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Resim 4. E6H4 pl6 antikoru ile pozitif boyanma gostermemis calisma

olgusu
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4. BULGULAR

Sitolojik Tanilar igin;

- ASC-US tanisi alan toplam 73 olgunun yas ortalamasi 31 (20-48)

- ASC-H tanisi alan toplam 27 olgunun yas ortalamasi 42 ( 21-61)

Histolojik Tanilar igin;

- Reaktif degisiklikler veya servisit tanisi olan toplam 79 olgunun yas
ortalamasi 32 (18-50)

- CIN 1 tanisi alan 13 olgunun yas ortalamasi 32

- CIN 2+ lezyon tanisi alan 8 olgunun yas ortalamasi 43
Tablo 13: 100 adet ASC olgusunun histopatolojik sonugclari

07 79
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

13 8
X I

benign CIN1 CIN 2+

Tablo 14: ASC-US ve ASC-H alt gruplarina gére doku tanilarinin dagilimi

Reaktif degisiklikler 65 (%89) 14 (%51,8)
CIN1 8 (%11) 5 (%18,5)
CIN 2+ 0 8 (%29,6)
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ASC-US olgularinin %90’inda histopatolojik tani reaktif degisiklikler
iken ASC-H olgularinin %48’i reaktif degisiklikler olarak rapor edilmistir. CIN
2+ tanili olgularin tamami, smear sonucu ASC-H olarak rapor edilen grupta

saptanmigtir.

Tablo 15: ASC-US ve ASC-H alt gruplarinin p16 ile boyanma durumlari ve

boyanma gosteren olgularin histopatolojik dagilimlari

ASC-US (73)  ASC-H (27)

pl6 ile boyanma (21 olgu) 8 (%11) 13 (%48)
Reaktif Degisiklikler 1/65 1/14
CIN1 718 5/5
CIN 2+ - 7/8

Toplam 100 adet ASC olgusunun sadece 21 tanesi p16 antikoru ile

boyanma gdstermistir (%21). Bu 21 adet boyanma goésteren olgunun;

e 8 tanesi ASC-US grubundandir, tim ASC-US olgularinin %11’i
p16 ile boyanma goOstermistir. Boyanma goésteren ASC-US
olgularina karsilik gelen histopatolojik tanilarin 1 tanesi reaktif
degisiklik, kalan 7 tanesi CIN 1 olarak rapor edilmistir.

e 13 tanesi ASC-H grubundandir, tim ASC-H olgularinin %48’i p16
ile boyanma goOstermistir. Boyanma gdsteren ASC-H olgularina
karsilik gelen histopatolojik tanilarin 1 tanesi reaktif degisiklik, 5
tanesi CIN 1 ve 7 tanesi ise CIN 2+ olarak rapor edilmigtir.
Sonuglar, p16 ile boyanmada ASC-H lehine (%11 vs %48) anlaml
farkhlik gostermektedir ( p<0,001 ki-kare testi).
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Tablo 16: p16 ile boyanma gostermis toplam 21 adet ASC olgusuna karsilik

gelen histopatolojik tanilarin dagihmi
60 - 57,1

50 -
40 + 33,3
30 -
20 -

9,5
10 A

Reaktif CIN1 CIN 2+

Tablo 17: Histopatolojik tanilara karsilik gelen ASC olgularinin boyanma

yuzdeleri

100 - 92,3
90 -
80 -
70 -
60 -
50 A
40 -
30 -
20 A
10 A 25

0 I

87,5

Reaktif CIN1 CIN 2+

Tablo 18: Smearlerinde pl16 pozitifligi gosteren ve géstermeyen genel ASC

olgularinin biopsi sonuglari

P16 Reaktif Degisiklik CIN1 CIN 2+
+ 2 (%2,5) 12 (%92.3) 7 (%87.5)
- 77 1 1
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Tablo 18’e bakildiginda:

Histopatolojik tanisi reaktif degisiklikler olarak rapor edilen genel
ASC olgularinin p16 ile boyanma orani %2,5 olarak saptanmisg,
histopatolojik tanisit CIN 1 olarak rapor edilmis olgularda ise bu
oran %92.3 olarak saptanmistir. Sonuclar arasinda anlaml farklilik
vardir (p<0.001).

Histopatolojik sonuglari CIN 1 ve CIN 2+ gruplarina karsilik gelen
smear olgularinin, p16 ile boyanma durumu kargilastirildiginda ise
(%92,3 ve %87,5) anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).

pl6 ile boyanmayan olgularda, reaktif degisiklik histopatolojik

sonucu anlamli olarak yuksek bulunmustur (p<0,001).

Tablo 19: ASC-H olgularinda, CIN 2 ve Uzeri lezyon saptamak icin, p16
antikor varliginin klinik performansi

Prevalans (CIN 2+) % 29.6

Sensitivite % 87.5 (%95 CI.0,5291-0,9776)

Spesifite % 68 (%95 CI:0,4601-0,8464)

PPV %53.8 (%95 CI:0,3411-0,7253)

NPV %92.8 (%95 CI:0,7458-0,9881)

+LR 2,7

-LR 0,18
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Tablo 20: Genel ASC (ASC-US+ASC-H) olgularinda, CIN 2 ve Uzeri lezyon

saptamak i¢in, p16 antikor varliginin klinik performansi

Prevalans (CIN 2+) %8

Sensitivite %87.5 (%95 CI.0,5291-0,9776)
Spesifite %84.7 (%95 CI:0,7606-0,9071)
PPV %33,3 (%95 CI.0,2441-0,4355)
NPV %98.7 (%95 CI.0,9335-0,9989)
+LR 57
-LR 0,15
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5. TARTISMA

Serviks kanseri, kadinlarda memeden sonra en sik gorulen kanserdir
ancak cesitli Ulkelerin tarama programlarinin verileri degerlendirildiginde,
taramalar sonucunda bu kanserin hem insidansi hem de mortalitesi icin
yaklagik %60-70’lik azalmadan bahsedilmektedir. Serviks, vulva, vajen ve
anal kanal neoplazilerinde etyolojide rol oynayan o6nemli ajanlardan biri
HPV’dir. Tum dinyadaki kanser olgularinin yaklasik %5,2 kadari HPV ile
iligkilidir.®®> HPV, ozellikle servikal kanser etyogenezinde en &nemli
parametredir. Toplam 78 calismanin dahil edildigi, 157.879 kadin Uzerinde
yapillan bir meta-analizin sonuclarina gore;*® smear sonucu normal
kadinlarda ortalama HPV prevalansi %10.4 olarak saptanmigtir. Bu oran
Afrika icin %22.1, Amerika ve Meksika igin %20.4, Kuzey Amerika igin 11.3,
Avrupa icin %8.1 ve Asya icin %8 olarak bildirilmigtir. Ayni ¢calismada, tium
bdlgeler icin HPV prevalansi en yuksek yas dilimi 35 olarak saptanmis ve yas
ilerledikge prevalansin azaldigi ortaya konulmustur. Bu galismada en sik
izlenen 5 HPV alt tipi: 16, 18, 31, 58 ve 52 olarak bildirilmigtir. Bolgelerin
geneline bakildiginda ise en sik HPV tip 16 gbze carpmaktadir. Ozet olarak;
dinya c¢apinda 291 milyon kadin bugun kosullari ile infektedir ve bunlarin
%32’sini tip 16, %23’'UnU tip 18 olusturmaktadir. Premalign ve malign
lezyonlarin 6nemli kismindan sorumlu olan bu iki HPV tipinin yayginhgi,
aslinda bize tarama ve asilama programlarinin ne kadar 6nemli oldugunu
hatirlatmaktadir.

Tablo 21: Servikal kanser ve HSIL olgularinda HPV saptanma oranlari ve ilk
2 sikliktaki HPV alt tipleri.®®

Skuamoz Hiicreli

Kanser (SCC) SCCHSIL
HPVtipi  say %HPV sayi %HPV S::;’?lans
Tiim tipler 8550 87.6 4338 84.2 1.04
Tip 16 8594 54.3 4338 45 121
Tip 18 8502 12.6 4338 7.1 1.79
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Skuamoz hucreli kanser igin 8594 olguyu kapsayan 78 calismanin,
HSIL icin ise 4338 olguyu kapsayan 53 calismanin ele alindigi bir meta-
analizde; kanser olgularinda HPV prevalansi %87.6 ve HSIL olgularinda
%84.2 olarak yaymlanmigtir. Ozellikle HPV tip 16'nin sikhigi gbéze
carpmaktadir.®®

Kjaer ve ark.’nin®® prospektif kohort calismasinda, HPV ile servikal
lezyonlar arasindaki iliskiyi ortaya koymak icin 8656 geng¢ (22-32) ve 1578
yasli (40-50) olgu ele alinmistir. Sitolojik olarak normal ancak HR-HPV pozitif
saptanan olgularda, 10 yil igerisinde CIN 3 veya kansere yakalanma igin
gen¢ grupta oran %13.6 iken, yasli grupta %21.2 olarak saptanmistir.
Ozellikle 40-50 yas grubunda sitolojileri normal olsa da, HR-HPV pozitif olan
kadinlarin, daha fazla risk altinda oldugunun alti ¢izilmistir. Sonug olarak;
HPV’nin kanserde ve premalign lezyonlardaki rolu artik netlik kazanmigtir.
Tarama programlarinin yayginlagsmasi ve her gegen gun daha fazla sayida
bireyin taranmasi sonucunda, sitoloji alanindaki terminolojik karmasanin
netlestiriimesi konusu da daha énemli hale gelmistir. Bethesda siniflamasini
takiben bu sorun her ne kadar ¢ézimlenmis gozukse de, birtakim tanilar igin
gerek inceleme dizeyinde gerekse de takip-tedavi diuzeyinde tartigmalar
devam etmektedir. Bu tanilardan bir tanesi de daha once ASCUS olarak
adlandirilan ancak 2001 yilindaki revizyondan sonra ASC (ASC-US, ASC-H)
olarak diizenlenen gruptur. ileri evre servikal lezyon ve invaziv servikal
kanser etyolojisinde bu kadar etkin bir viris olan HPV, ASC-US olgularinda
da tartisma konusu olmus ve bu grubun triaji konusunda bir¢cok ¢alismada
ele alinmigtir. ASC-US’lu olgularin yonetimi icin sensitivitesi ve spesifitesi
yuksek bir metod arayigi surecinde oncelikle HPV’nin, bu olgularin ne

kadarinda bulundugu konusunu irdelemek gerekmektedir.
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Tablo 22: ASC-US olgularinda HR-HPV oranlari

Calisma ASC-US (n) HR-HPV
Stany 2005 & 40.870 16.667 (%40.8)
Kendall 2005 &° 7334 2493 (%34.1)
ALTS 2001 #° 3488 1766 (%50.6)
Manos 1999 "° 973 384 (%39.5)
Sherman 2003 ® 476 274 (%57.6)
Samarawardana 2010 158 103 (%65)
Samama 2008 " 84 39 (%46.4)
Benevolo 2008 "2 66 47 (%71.2)
Nieh 2004 ©° 66 49 (%74)
Meyer 2007 " 49 26 (%55)
Pientong 2003 " 40 15 (%37.5)

Tablo 22'de, ASC-US olgularinda HR-HPV oranlar verilmistir.
Oranlarin  %37-74 arasinda degistigi ancak birgok calismada %50’ler
civarinda oldugu goze carpmaktadir. Bu bilgiler ile, ortalama 100 ASC-US
olgusundan 50 tanesi, ileri evre bir servikal lezyon ve kanser igin risk
altindadir yorumu yapilabilir. Kalan 50 tanesinin ise, bu bilgilere dayanarak
persiste etmeyecegi veya regrese olacagi dusunulebilir. LGSIL olgularinin
yaklasik %83 kadarinda HR-HPV saptanmasi, ancak CIN 2 ve Uzeri lezyon
tani oranlarinin sadece %17-20’lerde kalmasi nedeni ile, bu olgularin
triajinda HPV-DNA kullanigh bir metod olarak kabul edilmemektedir. Bu
olgular eger reproduktif dénemde iseler, kolposkopiye refere edilmektedir.
Bunun nedeni olarak da reproduktif donem kadinlarindaki yiksek HR-HPV
oranlari gosterilmektedir. Ancak, ASC-US olgularinda HR-HPV oranlari

%50’lerde seyretmekte ve bu nedenle ydnetimleri konusunda tartismalar
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devam etmektedir. Etkin bir triaj arayisi kapsaminda, ASC-US’lu olgularda
sitoloji-histoloji sonuglarini karsilastiran ¢alismalar da yapilmistir. Rosetti ve
ark.’nin gcalismasinda, ASC-US olgularinin %75’inde kolposkopik herhangi bir
bulgu saptanamamis, %10.4’Unde kolposkopik bulgu saptanmis ancak
histolojik korelasyon saptanamamis, %19.1’inde ise kolposkopik ve histolojik
korelasyon ortaya konulmustur.*® Dvorakk ve ark.’nin galismasinda ise
ASCUS tanili olgularin %54’tnde CIN 1, %18inde CIN 2 ve CIN 3

saptanmistir.**

Tablo 23: ASC-US olgularinda, histolojik olarak saptanmig CIN 2 ve Uzeri

lezyon oranlari

Histopatolojik CIN 2 ve uizeri (n)

ornekleme (n)

ALTS ® 3488 2254 333 (%14.7)
Denton 2010 " 385 385 81 (%21)
Smarawardana 2010 ° 198 198 45 (%22.7)
Meyer 2007 "° 49 15 1 (%6.6)
Benevolo 2008 " 66 23 5 (%21)
Nieh 2004 ©° 66 66 21 (%31)

Sitoloji ve histoloji arasindaki iligkiyi ortaya koymak icin 22.439 olgu
uzerinde yapilmis bir diger calisma da Amerikan Patoloji Derneginin ele
aldi§i ‘Q-Probe’ galismasidir.”” Bu galismada, ASC-US olgularinin %13'0,
LGSIL olgularinin %18’i ve HGSIL olgularinin da %77’sinde CIN 2 ve uzeri
patoloji saptanmistir.

Bizim calismamizda toplam 100 adet atipik skuamdz hicre (ASC)
olgusu ele alinmigtir. Bunlarin 73 tanesi ASC-US, 27 tanesi ise ASC-H
kategorisinde deg@erlendirilmistir. 100 adet olgunun tamaminda histolojik
tanilar mevcuttur. Bu tanilar kolposkopi esliginde ya da lezyondan direkt

biopsi seklinde alinmis orneklerin tanilarnidir. Toplam 100 olgunun 8’inde
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(%8) histolojik olarak CIN 2+ lezyon saptanmigtir. Bu saptanan lezyonlarin
tamami ASC-H grubundandir. ASC-US grubunda en ileri evre lezyon, toplam
8 adet ile CIN 1’dir. Literatirde, ASC-US olgularinin %15-20’sinin histolojik
degerlendirmede CIN 2+ lezyon tanisi aldigi bilinmektedir. Bizim
calismamizda toplam ASC-US tanili olgu sayisinin sinirli olmasi (73 adet)
nedeni ile bu grupta CIN 2+ lezyon saptanamamasi durumu agiklanabilir. Bu
nedenle, sensitivite ve spesifite triaj calismalari, ASC-US alt grubu igin
yapillamamis, ASC grubu geneli ve ASC-H alt gruplari igin yapilmigtir.
Calismada, CIN 2+ lezyonlarinin tamaminin ASC-H grubunda saptanmasi,
Ozellikle bu grubun ileri evre lezyon igin daha yuksek riskli oldugunu,
klinisyenin bu ayrima dikkat etmesi gerektigi sonucunu bir kez daha
irdelemektedir.

Gerek Pap testinin dusuk sensitivitesi, gerekse goézlemciler arasi
degerlendirmede degiskenlikler, servikal kanser taramasinin etkinligini
azaltan olumsuz faktorlerdir. HPV-DNA testinin kullanima girmesi ile tarama,
triaj ve tedavi sonrasi izlem slrecinde daha etkin bir dénem baglamistir. Bu
test, primer taramaya eklenebilir, belirsiz anormal sitolojilerin triajinda veya
CIN tedavisi sonrasinda rekurens takibi i¢in kullanilabilir. Ancak, dusuk evre
lezyonlarin takibinde istenilen etkinligi gosterememektedir. Sensitivite
parametreleri ylUksektir ancak spesifite parametreleri istenilen dizeyde
degildir. Ozellikle kolposkopiye yonlendirilecek grubun ydnetiminde bu konu
onem kazanmaktadir. Bilindigi Uzere servikal kanserlerin %99'unda HPV
enfeksyonu mevcut kabul edilmektedir. Ancak her enfekte vakanin kansere
yakalanmadidi da bilinen bir gercektir. Ayni zamanda HPV enfeksyonlarinin
blylk kisminin regrese oldugu da bilinmektedir. Elimizdeki HPV-DNA
testleri, ylksek riskli alt tipleri belirleyebilmekte ancak gegici veya kronik
enfeksyon ayrimini yapamamaktadir. Bu asamada HPV enfeksyonunun
gegcici veya kronik ayrimini yapmak en énemli hedef olarak gézikmektedir.
GunUmizde bu amaca yonelik birtakim belirtegler tUzerinde durulmaktadir.
Bunlardan bir tanesi de timor supresor protein olan p16 (INK4a)’dir. Cesitli
calismalar, p16 proteininin 6zellikle persiste etme surecine girmis hucrelerde

daha fazla sentezlendigini ortaya koymustur. Progresif hastalik ayrimi igin ve

44



Ozellikle de ASC grubu gibi tartismali olgularin triajinda bu proteinin kullanimi
onem kazanmaktadir.

P16 proteini ile ilgili ¢alismalar, 2000’li yillarin basindan itibaren
mevcuttur. Doku uUzerinde yapilan galismalarda alinan olumlu sonuglar ve de
Ozellikle ileri evre lezyonlarda, bu proteinin ylksek oranda boyanma
gOstermesi ile calismalar hiz kazanmigtir. Klaes ve ark., servikal lezyonlarda
p16 boyanma oranlarini incelemisler, CIN 1 grubunda dusuk risk HPV pozitif
saptanan olgularda boyanma izlememislerdir. Ancak geri kalan CIN 1
(47/54), CIN 2 (32/32), CIN 3 (60/60) ve kanser olgularinda (58/60) boyanma

saptamislardir *°

. Hu ve ark.’nin galismasinda, addlesan grupta servikal
lezyonlarda HPV varligi ve p16 ekspresyonu incelenmigtir. Servisit
olgularinda p16 ile boyanma veya HR-HPV saptanmamistir. CIN 1
olgularinda %44, CIN 2'de %93, CIN 3 ‘te ise %100 boyanma izlenmisgtir.
Hem HR-HPV pozitifligi, hem de p16 ile pozitif boyanma oranlari ise CIN1, 2
ve 3 igin sirasiyla %39,%100 ve %100 olarak saptanmigtir. Ozellikle de CIN
3 grubunun %68’i diffiz ve tam kat boyanma paterni gostermistir °.
Tsoumpou ve ark.’nin histolojik tanilarda p16 varligini ortaya koyan ve
toplam 40 calismayi dahil ettikleri meta-analizlerinde; birgok CIN 3 olgusu
%100 diffiz boyanma gdstermis, havuzlanmis veri olarak CIN 2 olgularinda
ortalama boyanma %68, CIN 3 olgularinda ortalama boyanma %82 olarak
bildirilmistir.”®

Histolojik incelemelerde oOzellikle de CIN 2+ lezyonlarda oldukcga
yuksek boyanma 6zelligi ile dikkatleri geken p16 proteininin 6zellikle triaj
uzun sure tartisma konusu olmus ASC-US olgularinda klinisyene nasil bir yol
gOsterecegi de arastirmacilar tarafindan sorgulanmistir. Nieh ve ark., bu
konuyu aydinlatmak Uzere 66 ASC tanisi almis olgu Uzerinde bir galisma
planlamiglardir. Bu olgularda p16 varligini arastirmiglar, ayni olgularda HPV-
DNA arastirmasi yapmiglar ve sonuglari histolojik tanilar ile
karsilagtirmiglardir. Sonugta; 49 olguda (%74) HR-HPV pozitifligi, 40 olguda
(%61) ise p16 pozitifligi saptanmistir. Histolojik olarak reaktif rapor edilen
olgularin 1/21’i, CIN 1 olgularinin 19/24’G, CIN 2 ve Uzeri olgularin 20/21’i

(%95) p16 ile zayif veya kuvvetli pozitif boyanma gostermistir. Ancak HPV-
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DNA pozitifligi, reaktif grupta 13/21, CIN 1 grubunda 17/24, CIN 2 ve Uzeri
grupta ise 18/21 olarak rapor edilmigtir. Arastirmacilar, Ozellikle p16 ile
negatif boyanma goéstermis grubun, skuamoéz intraepitelyal lezyon gelisimi
acisindan, HPV-DNA yontemine kiyasla daha az risk altinda oldugunu,
sensitivite igin ise p16 ile triajin en az HPV-DNA kadar potansiyeli oldugunu
ileri sirmasglerdir. Bu ¢alismada, ASCUS olgulari i¢in, CIN 2 ve Uzeri lezyon
predikte etmede, pl6 antikorunun HPV-DNA'ya kiyasla istatistiksel olarak
daha ylksek spesifite gosterdigi ve daha fazla pozitif prediktif degere sahip
oldugu vurgulanmigtir. Bu galismanin bir bagka 6zelligi ise, ¢alismaya dahil
edilen smearlerin sivi bazli degil konvansiyonel smearler olmasidir.
Aragtirmacilar Pap smear olgularini énce %7lik asit alkol ile dekolorize
etmisler takiben p16 antikoru ile boyamislardir °°. Teknik olarak bu calismaya
benzer sekilde bizim galismamiz da da 100 adet konvansiyonel Pap smear
olgusu 6nce asit-alkol ile dekolorize edilmig, takiben p16 ile boyanma
Ozelliklerine goére arastiriimigtir. Konvansiyonel Pap smear preparatlarinin
dekolorizasyon, boyanma ve degerlendirime asamalarinda herhangi bir
teknik sorun ile karsilagiimamistir.

Meyer ve ark., LGSIL sitolojik tanili olgularda HR-HPV pozitiflik orani
%80 kadar yuksek iken, bu olgularda CIN 2 ve CIN 3 oraninin sadece %25
oldugu bilgisinden yola cikarak, 398 Pap smear olgusunu ¢alismaya dahil
etmis, 6 aylk takipte histolojik incelemede yapmis ve klinik olarak onemli
lezyon prediksyonu icin HPV-DNA ile p16 antikorunun sensitivite ve spesifite
degerlerini karsilastirmistir. 398 olgunun 49 tanesi ASC-US, 6 tanesi ASC-H,
57 tanesi LGSIL ve 51 tanesi de HGSIL tanisi almis olgulardir. Calismanin
sonucunda, genel populasyonda CIN 2 ve Uzeri lezyon saptamada, p16 igin
%81 sensitivite %62 spesifite ve HPV-DNA igin %100 sensitivite ve %15
spesifite degerleri bildirilmistir. Arastirmacilar, p16’nin 6zellikle ASC-US ve
LGSIL grubunda yiiksek spesifite gdsterdiginin altini gizmislerdir.”

Benevolo ve ark., , primer taramada CIN 2 ve Uzeri lezyon saptamak
icin p16 antikorunun yerini arastirmiglardir. 471 pap smear olgusunu
incelemigler, 320 adet normal, 66 adet ASC-US, 58 adet LGSIL, 22 adet

HGSIL ve 5 adet kanser olgusu saptamiglar ve bunlarin 129'una biopsi
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yapmiglardir. Sonugta toplam 30 olgu normal, 64 olgu CIN 1, 27 olgu CIN 2-3
ve 8 olgu skuamoz hucreli kanser olarak sonuglanmistir. Genel olarak HPV-
DNA testi ile p16 karsilastirildiginda, CIN 2 ve Uzeri lezyon saptamak igin
p16 %77 sensitivite %57.4 spesifite gostermis, bu degerler HPV-DNA igin
sirasiyla %94 ve %37 olarak saptanmistir. Arastirmacilar, p16 antikorunun
taramada henulz birincil olarak kullanilmamasi gerektigini, genel taramadan
ziyade ASC-US ve LGSIL olgularinin triajinda yardimci bir parametre olarak
daha etkin sekilde kullanilabilecegini vurgulamistir.”

Bose ve ark., 107 Pap smear olgusunu incelemigler, 23 normal, 29
ASC-US, 5 ASC-H, 34 LGSIL ve 16 HGSIL saptamislardir. ASC-US
olgularinin %21’i (6 adet), LGSIL olgularinin %21’i (7 adet) ve ASC-H
olgularinin %80’i (4 adet) p16 pozitif saptanmigtir. P16 boyanmayan 1 adet
ASC-H olgusunda HPV-DNA saptanmamistir. Kalan 3’Gnde HR-HPV (%75)
saptanmigtir. P16 ile boyanma gdsteren toplam 6 adet ASC-US olgusunun 2
tanesinde HR-HPV, 1 tanesinde LR-HPV saptanmis ve kalan 3 tanesinde ise
HPV izlenmemigtir. P16 pozitifligi gosteren 33 olgunun, %81’i HGSIL ve
%80’i ASC-H grubundandir. Arastirmacilar, p16 ile triajin LGSIL'de etkin
olmadigini, ozellikle HGSIL ve ASC-H grubunda etkin oldugunu
vurgulamistir.”

Bizim calismamizda ASC genelinde p16 pozitifligi %22, ASC-US
grubunda %11 ve ASC-H grubunda %48 olarak saptanmistir ve literatire
benzer sekilde ASC-H grubunda pl6 ile boyanma, ASC-US grubuna gore
daha yuksek olarak degerlendirilmistir (%48’e karsi %11).

Samama ve ark. ise, HPV ile konak hicre genom iligkisini farkli
sitolojik tanilarda arastirmistir. Bu ¢calismada toplam 241 olgu incelenmis ve
101 normal smear, 35 LGSIL, 21 HGSIL ve 84 ASC-US olgusu p16 ve HPV-
DNA yonunden arastiriimistir. Bu c¢alismadaki 6nemli ayrinti, neoplastik
progresyona aday olgularda virisin DNA entegrasyonu ile o hicrenin p16
ekspresyon durumunu ayrica de@erlendirmis olmasidir. Calismacilar,
Ozellikle HR-HPV ile enfekte olgularda, virlisin konak hicre DNA’sina
entegrasyonu ile o hucrenin neoplastik surece girebileceginden yola ¢ikarak

calismayi dizayn etmiglerdir. 84 adet ASC-US olgusunun 44’G p16 pozitif
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degerlendirilmigtir. Bu 44 olgunun HPV-DNA incelemesinde; 25 tanesinde
HR-HPV’nin konakg¢l genoma entegrasyonu, 4 tanesinde HR-HPV epizomal
enfeksyon ve 15 tanesi HPV negatif saptanmistir. 40 adet p16 negatif
olgunun 30 tanesi HPV negatif kalan 10 tanesi de HR-HPV epizomal
enfeksyon olarak degerlendirilmistir. HGSIL grubunda p16 pozitifligi %100
olarak bulunmus ve bunlarin tamaminda HR-HPV’nin konakgi genoma
entegrasyonu izlenmistir. Bu c¢alismada, ASC-US ve LGSIL grubunun
yaklagsik %30 kadarinda p16 pozitifligi ve HR-HPV’nin konakg¢i genoma
entegrasyonu saptanmistir. Primer tarama olarak p16 antikoru kullanilir ise,
ASC-US grubundaki toplam 10 adet HR-HPV ile epizomal enfeksyonlu olgu,
p16 ekspresyonuna goére negatif olarak degerlendirilecek, tim c¢alismanin
genelinde toplam 33 olgu, HR-HPV ile epizomal sekilde enfekte iken
atlanacaktir. Bu nedenle arastirmacilar, epizomal form dahi olsa, HR-HPV
enfeksyonunu servikal lezyonlar igin risk olarak degerlendirmekte ve p16 ile
triajin ancak HPV-DNA testine ek olarak kullanilir ise etkinliginin artacagini
vurgulamaktadir.”

ASC-US grubunda p16 arastirmasi yapan bir diger grup
Samarawardana ve ark.’dir. 403 adet sitolojik spesimen incelenmis, 164
ASC-US ve 34 ASC-H saptanmistir. ASC-US olgularinin  %32.3’Unde
(53/164) ve ASC-H olgularinin  %38.2’sinde (13/34) p16 pozitifligi
saptanmistir. P16 pozitif ASC-US grubunda CIN 2 ve Uzeri lezyon orani %5.5
iken bu oran pl6 pozitif ASC-H grubunda %26.5 olarak saptanmistir.
Arastirmacilar, olguyu p16 yonunden pozitif kabul etmek igin slayt basina
boyanma gostermis 30 anormal hucre sarti aramiglardir. Literaturde, p16
pozitifligi icin érneklem basina 5-20 arasinda boyanma godstermis hlicrenin
kabul edildigi izlenmektedir. Bu ¢alismada boyanma igin esik deger yuksek
tutularak metodun spesifitesinin artirildigi yorumu yapiimistir.®®

Boyanma kriteri olarak henuz bir ortak gorus birligi mevcut degil iken,
hangi sayinin bize en iyi sonucu verecegi daha fazla sayida calisma ile
mumkuin goézikmektedir. Bizim ¢alismamizda p16 pozitifligi icin esik deger
slayt basina boyanma gostermis 5 ve Uzeri anormal hicre olarak

belirlenmistir.
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Tablo 24: Sitolojik c¢aligmalarda p16 pozitifligi

kategorilere gére p16 pozitiflik ylizdeleri ”*

icin esik degerler ve

Calisma Olgusayisi nveyac  Pozitiflik N ASC-US LGSIL  HGSIL

kriteri
Bibbo 2002 47 n+c >10 AH 0 NA 74 96
Saqi 2002 40 ntc  >10hicre 21 50 74 90
Bibbo 2003 30 n+c >I0AH NA NA NA 63
Murphy 2003 27 - - 0 100 86 100
*Pientong 2003 150 n+c >3 hicre 0 57 33 93
Akpolat 2004 77 ntc >%10 0 10 NA 42
hicre
Guo 2004 210 n+c >5 AH NA  NA 58 97
*Pientong 2004 165 n+tc  >10hicre 0 53 54 100
Sahebali 2004 291 n+c - NA NA NA NA
Trunk 2004 90 - - 11 67 79 100
Yoshida 2004 98 n+c >1 AH NA 13 58 100
*Bose 2005 107 n+c >10 hicre 13 29 21 81
*Filho 2005 199 - herhangi 49 56 NA NA
Moore 2005 34 - >30 AH 0 14 44 100
*Nieh 2005 66 - herhangi  NA 61 NA NA
Wentzensen 210 n+c NS>2 1 NA 10 98
2005
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*Ekalaksananan 186 - >10 hicre 7 63 60 100
2006

Holladay 2006 400 nveyac >1 AH 0 35 42 80

*Negri 2006 81 nveyac NA 13 56 67 100

Sahebali 2006 200 n+c - NA NA NA NA

*Bollanca 2007 137 ntc >%1 2 NA 35 96
hicre

Carozzi 2007 283 - - 35 50 40 80

Crydis 2007 46 - >10 hiicre 10 NA NA NA

Liu 2007 75 ntc  >10hiicre 20 NA 50 82

Meyer 2007 394 ntc >1 AH 9 18 42 81

Monsonego 248 nveyac herhangi 36 55 28 88

2007

Wentzensen 225 n NS>2 NA 27 24 NA

2007

Havuzlanmig 12 45 45 89

veri

(%95 ClI) 7- 3554 37-57 84-95

17

(AH: atipik hiicre, n: nukleer boyanma, c: sitoplazmik boyanma, NA: uygulanabilir degil,

- :belirtiimemis, NS: nikleer skorlama, *: Konvansiyonel smear ¢alismasi).

Tsoumpou ve ark.’nin sitolojik spesimenlerde p16 immun boyanmasini
inceledikleri  meta-analizlerinin  6zeti tablo 24’de  sunulmaktadir.”’

Calismalardaki olgu sayilari, 27-400 arasi degismektedir. Ancak bu
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calismalarin buyuk kismi genel tarama igin verilmigtir. ASC-US alt grubu igin
p16 antikoru ile yapilmig ¢alisma sayisi az olmakla birlikte, konvansiyonel
Pap olgularinda dekolorizasyon ve p16 ile boyanma varliginin incelenmesi,
teknik olarak kabul edilebilir 6zellikler gostermekte ve sivi bazli sistemler ile
yapilmig ¢alismalar ile benzer sonuglar vermektedir.

Bir olguyu p16 yonunden pozitif kabul etmek igin ornek basina
boyanma goésteren hicre sayisi ve boyanmanin lokalizasyonu (nikleer
ve/veya sitoplazmik) olduk¢a énemlidir ve giinimuzde bu konu ile ilgili goris
birligi hentiz mevcut degildir. Tablo 19°da ¢ok cesitli esik degerler goze
carpmaktadir. Tartismalarin 6zellikle odaklandigi ASC-US ve LGSIL
olgularinda, Wentzensen ve ark., nukleer skorlama sistemi gelistirmisler,
hicreleri morfolojik olarak da degerlendiren bu skorlamada 0-4 aralijinda
olgulari skorlamislar, ASC-US/LGSIL olgularinda 6zellikle >2 skorlarda, CIN
2+ lezyon saptamada pl6 ile triajin %96 sensitivite ve %83 spesifite

gosterdigini saptamislardir.®?

Tablo 25: Sitolojik olgularda p16 ile triaj calismalari

Meyer Samarawardana Benevolo Guo Denton Wentzensen Nieh *Calisma

2007 2010 2008 2004 2010 2006 (NS>2) 2005 2010

Grup Genel Genel Genel LGSIL ASC- ASC-US  ASC- ASC
us us

Sayi 398 403 471 214 810 137 66 100
Sens.% 81 81 77.1 92 92.6 94.7 95 87.5
Spes.% 62 78 57.4 49 63.2 834 96 84.7
PPV - 41.2 40.3 33 - 48.6 91 33.3
NPV - 95.8 87.1 96 - 99.0 98 98

Literatlr incelendiginde, CIN 2+ lezyon saptamak igin p16 antikoru ile
triaj uygulanirsa, sensitivite degerleri %77-94 ve spesifite degerleri %49-96

arasinda degismektedir. Tablo 20’de de izlendigi uzere, p16 antikor triaji ile
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Ozellikle negatif prediktif degerlerdeki yukseklik dikkat cekmektedir. Bizim
calismamizda p16 ile triajin negatif prediktif degeri ASC olgularinin genelinde
%98.7 ve ASC-H olgularinda %92 olarak saptanmistir. Literatirede, 6zellikle
ASC-US ve LGSIL olgularini igeren ¢alismalarda, p16 antikorunun HPV-DNA
testinden biraz dusik veya benzer sensitivite goOsterdigi ancak belirgin
yuksek spesifitesinin oldugu goéze carpmaktadir. Her ne kadar calismalarin
olgu sayilari, istatistiksel anlamli bir analize sinirli imkan tanisada, c¢ok
sayida ¢alismada benzer sonuglar verilmektedir. Buglnki kosullarda, ASC-
US olgular igin HR-HPV prevalansi ortalama %40-50 arasinda
bildiriimektedir. Bu olgulara eger HPV-DNA testi yapilirsa, yaklasik %40-50
olgu kolposkopiye yonlendirilecektir. HR-HPV’nin 6zellikle ylksek oranda
saptandigi grup 20-30 yas grubudur. Bu kolposkopilerin sonucunda ileri evre
bir hastallk saptama oranlarinin yaklasik %8-12 oldugu da bilinen bir
gercgektir. Bu nedenle, 20-30 yas grubundan birgok olguya gereksiz
kolposkopi yapilacaktir. Bu bilgiler 1si1ginda, benzer sensitivite ve daha
yuksek spesifite gosterdigi her gecen gin daha cok sayida calisma ile
desteklenen pl16 proteini, dikkatleri ASC-US ve LGSIL grubuna o6zellikle
cekmektedir. P16 ile ilgili yapilmis triaj ¢alismalarindaki bir diger konu da
taranan grup ile ilgilidir. Birgok galisma genel populasyonda triaj ¢alismasi
yaparken, LGSIL grubunda, ASC genelinde, ASC-US grubunda ve ASC-H
grubunda da c¢alismalar mevcuttur. Ginimuizde hangi grubun bu triajdan en
fazla yararlanabilecegini net ortaya koymus bir calisma henltz bulunmasa da,
yonetimleri konusu tartismali olan ASC-US olgularinda ve 06zellikle
reproduktif doénem kadinlarinda oldukga yuksek HR-HPV prevalansi
yuzinden kolposkopi ile yonetilen LGSIL olgularinda bu molekll daha fazla
incelenmektedir. Son zamanlarda ASC-H grubu ile ilgili de p16 antikoru triaj
calismalari yapiimaktadir.

Bizim galismamizda ASC olgulari ele alinmistir. Hedeflenen lezyon
olan CIN 2 ve uzeri olgularin tamaminin ASC-H grubunda saptanmasi
sonucunda ASC-US grubu icin sensitivite ve spesifite degerleri
hesaplanamamistir. Hem ASC grubu geneli hem de ASC-H alt grubunda,

CIN 2 ve uzeri lezyon prediksyonu igin p16 proteinin klinik performansi
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arastinimistir. Her ne kadar ASC-US populasyonunda %6-30 oraninda CIN 2
ve Uzeri lezyon yakalansa da, bizim g¢alismada olgu sayisinin 100 ile sinirli
kalmasi, diger hedef grup olan ASC-US olgularinda p16 triaji
yapilamamasinin nedeni olarak agiklanabilir.

Literatirde CIN 2 ve Uzeri lezyon prediksyonu i¢cin HPV-DNA ile p16
protein yontemleri karsilastirildiginda, farkh sitolojik ve histolojik alt gruplar

icin farkli sonuglar géze ¢carpmaktadir.

Tablo 26: ASC-US/LGSIL olgularinda CIN 2 ve Uzeri lezyon prediksyonu
icin p16 proteini ile HPV-DNA (hc2) metodlarinin kargilastiriimasi

calisma grup hedef test Sens.% Spes.% PPV% NPV%
Guo 2004 LGSIL  CIN2+ pl16 92 49 33 96
hc2 100 7 21 100
Meyer 2007 ©  LGSIL  CIN2+ pi16 80 52 27 92
hc2 100 17 21 100
Samarawardana ASC-US CIN2+ p16 75 69.9 17 97
2010 *° hc2 100 377 117 100
Nieh 2005 ©° ASC-US CIN2+ pi16 95 96 91 98
hc2 86 31 37 82
Benevolo 2008 Genel  CIN2+ pil6 77 57.4 40.3 87

73

hc2 94.3 37.2 35.9 94.6

Tablo 26’de, 6zellikle ASC-US/LGSIL olgularinda, HPV-DNA testi ile
p16 yontemi karsilastinldiginda, benzer sensitivite degerleri goze
carpmaktadir. Ancak spesifite ve pozitif prediktif degerleri p16 antikoru lehine
yukseklik gostermektedir. Bir dlgimde pozitif prediktif degerin artmasi igin ya

gercek pozitif olgu sayisi artmali ya da yalanci pozitif olgu sayisi azalmalidir.

53




P16 ile yapilan triaj calismalarinda 6zellikle yalanci pozitif olgu sayilarinda
dusus gozlenmekte, bu da PPV degerlerine ve dolayli olarak da spesifite
degerlerine artis olarak yansimaktadir. Ozellikle 20-30 yas grubunda, HR-
HPV’nin ylksek prevalansi ancak altta yatan ileri evre servikal displazinin
dusuk prevalans gostermesi sonucunda, HPV-DNA ile yalanci pozitiflikler
artmakta, bu da metodun PPV ile spesifitesini dugslirmektedir. P16
antikorunun HPV-DNA testi ile karsilastirilabilir sensitivite géstermesinin yani
sira daha ylUksek spesifite ve pozitif prediktif deder 6zellikleri ile tartisma
konusu olan ASC-US ve LGSIL olgularinda klinisyene yol gosterici

olmaktadir.

Tartismalarin odaklandigi bir diger alt grup ASC-Hdir. Tim Pap
testlerin %0,27-0,6’s! bu sitolojik taniyr almaktadir 8%’ ASCCP semasina
gore, ASC-H olgularn kolposkopi ile yonetiimektedir. HR-HPV oranlari
degiskenlik gdstermekle birlikte %37,5-85 arasinda bildirilmektedir. ALTS
calisma grubunca, ozellikle yasin bu iliskide dnemli bir parametre oldugu, 35
yas ve altt ASC-H grubunda HR-HPV orani %85 iken, 35 yasin Uzerinde
%40’a geriledigi bildirilmistir. ALTS grubu ASC-H tanisi almis bir olgunun,
biopside CIN 2+ lezyon tani sansini %40,5 olarak degerlendirmis, 35 yas
uzeri grupta, HPV DNA testinin etkinligi artiracak ¢alismalara gereksinimi

isaret etmigtir.

Nicholson ve ark.,®®* 132 ASC-H olgusunu incelemisler, HR-HPV
prevalansini %54, histolojik drneklemelerde HSIL/Adenokarsinoma in situ
oranini %30 olarak bildirmislerdir. Sung ve ark. ®, 105 adet ASC-US/ASC-H
olgusunda, HR-HPV ve p16 incelemesi yapip, sonuglari histolojik veriler ile
karsilastirmiglar, ASC-US grubunda %30, ASC-H grubunda ise %60 pl6
pozitifligi saptamislardir. Her iki grup iginde, p16 ekspresyonu ile HSIL+
lezyon arasinda anlamli iligki saptayan arastirmacilar, ASC-US grubunda
%60 sensitivite %76,5 spesifite, ASC-H grubunda ise %100 sensitivite ve
%80 spesifite bildirmiglerdir. Sonu¢ olarak da, ASC-US grubundan ziyade
ASC-H olgularinda, HR-HPV enfeksyonu ve SIL saptamak igin p16’nin etkin
bir metod oldugunu ve zamanla pahali bir tetkik olan HPV DNA testinin yerini

alabileceginin altini cizmislerdir. Samarawardana ve ark.® ise p16 triaji ile
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ASC-H olgularinda CIN 2+ lezyon igin, %80 sensitivite, %81 spesifite
bildirmiglerdir.

Bizim calismamizda, ASC-H olgularinin p16 ile boyanma orani %48,
bu olgularda CIN 2+ lezyon orani ise %29,6 olarak bulunmustur ve p16 ile
ASC-H olgularinda, CIN 2+ lezyon saptamak i¢in %87,5 sensitivite ve %68

spesifite oranlari saptanmigtir.

Tablo 27: ASC-H olgularinda p16 pozitiflik oranlari

Arastirmaci p16 pozitiflik yuzdesi (%)
Sung 60

Monosego % 52
Samarawardana ® 38,2

Negri *° 81,3

Bose ' 80

Calisma* 48

P16 proteini ile HPV'nin yakin iligkisi bilinmektedir. Ozellikle HPV-E7
onkogeni ile artmig p16 ekspresyonu, o hucrenin persistan ylksek riskli bir
HPV ile infekte oldugunun gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ancak
literatirde, HR-HPV varligi ispatlanmis birtakim olgularin p16 antikoru ile
boyanma gdstermedikleri, bunun tersi olarak da, kuvvetli p16 pozitifligi
gOsteren birtakim olgularin  HR-HPV agisindan negatif bulundugu
bilinmektedir. Aradaki bu uyumsuzluk igin birtakim teoriler ortaya atilmistir.

Benevolo ve ark.’nin ’

% calismasinda, normal sitoloji grubunda %16 pl6
pozitif-HPV negatif grup ve %14 pl6 negatif-HPV pozitif grup, ASC-US
grubunda ise sirasiyla %9 p16 pozitif-HPV negatif grup ve %36 pl6 negatif-
HPV pozitif grup saptanmistir. Bu ASC-US olgularinin %17’sinde CIN 2-3

saptanmistir. Bose ve ark. '®, p16 pozitif saptanan olgularin %63’iinde HR-
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HPV, HR-HPV saptanan olgularin ise %39.6'sinda p16 pozitifligi
saptayamamislardir. Samama ve ark. ® 241 olguyu degerlendirirken 106
olguyu HPV pozitif, 135 olguyu ise HPV negatif saptamiglardir. 135 adet HPV
negatif olgunun 42 tanesinde pl16 pozitif, HR-HPV saptanan 33 olguda ise
p16 negatif saptanmigtir. Arastirmacilar, bu diskordansi, hem normal hem de
ASC-US populasyonunda ortalama %30 olarak bildirmislerdir. Bu
calismadaki tim HGSIL vakalarinda, hem p16 hem de entegre form HR-HPV
saptanmistir. ileri evre olgularda ve anogenital/ tonsiller/servikal kanser
olgularinda p16 ile entegre form HR-HPV birlikteligi zaten asikardir. Ancak,
calismacilarin HR-HPV pozitif, p16 negatif olgular igin yorumu, o6zellikle
entegre formdan ziyade, epizomal olarak konak¢i DNA’da bulunan HPV’nin o
hicreden belirgin olarak p16 proteinini eksprese ettirmedigi, zamanla regrese
olabilecek bir latent infeksyon olusturdugu seklindedir. Bu durum akillara
subklinik bir enfeksyon halini getirmektedir. Ancak HR-HPV nedeniyle
olusmus epizomal enfeksyonlar dahi, CIN 2 ve Uzeri lezyonlar igin belirli bir
risk olusturmaktadir. Sitolojik olarak normal ancak HPV-DNA testinde HR-
HPV pozitif saptanan olgularda, CIN 2+ lezyon gelisebilmektedir. O halde,
HR-HPV bulunan, p16 negatif olgular igin bir baska yorum; HR-HPV’ye
sekonder hiperfosforile retinablastom (Rb) proteini yolu disinda, baska
mekanizmalar ile p16 sentezindeki birtakim bozukluklar veya gen mutasyonu
sonucu p16 proteinin sentez bozuklugunun olabilecegidir. Bu teoride,
konakg! hucreye HR-HPV DNA’sI entegre olup Rb fosforilasyonu yapsa dahi,
pl6 proteini sentezlenememektedir.

Akillarda soru isareti uyandiran bir diger grup; HR-HPV negatif olup
p16 proteini pozitif degerlendirilen gruptur. Samama ve ark.’nin ¢alismasinda
bu uyumsuzlugun orani normal smear’ler igin %30 ve ASC-US gruplari igin
%20 olarak bildirilmisti. Boyanma ve degerlendirme teknigindeki
deneyimsizlikler sonucunda, hangi olgunun gergekten p16 pozitif kabul
edileceginin net bir tanimi henlz mevcut degildir. Nikleer ve/veya
sitoplazmik boyanma normal servikal epitelyal hiicrelerde, endoservikal
hucrelerde, metaplastik hiicrelerde (tubal metaplazi), radyasyona maruz

kalmis keratinositlerde, yara iyilesmesi asamalarinda, enfeksyon
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hallerinde de izlenmekte ve HPV olmaksizin birtakim olgularda yalanci pozitif
p16 antikoru varligi olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu faktorler, henitz
standart bir degerlendirme yaklagiminin olusturulamamis olmasinin en
onemli nedenleri olarak sayilabilir.

Bizim c¢alismamizda, p16 antikor varliginin pozitif kabul edilmesi igin
kriter, preparat basina nukleer ve/veya sitoplazmik boyanma gostermis, 5
adetten fazla atipik hlcre olarak alinmistir. Bu sekilde 100 ASC olgusu
degerlendirildiginde, toplam 21 adet preparat p16 antikoru agisindan pozitif
boyanmis olarak kabul edilmistir. Literaturdeki ASC-US olgularinin p16
pozitiflik oranlari %35-54 arasinda degismektedir. Bizim ¢alismamizda, ASC-
US grubunda CIN 2+ lezyon saptanmadigindan, bu grup igin sensitivite ve
spesifite degerlendiriimesi yapilamamistir. Yeterli olgu sayisi ile bu grupta da
triaj calismalarinin yapilabilecegi dusunulmektedir. ASC-US tanisi almis
olgular i¢cin p16 ile boyanma orani %11, ASC-H olgulari i¢in %48 olarak
saptanmistir. Tum ASC olgularinda (ASC-US+ASC-H) boyanma orani
%21’dir. Pozitif boyanma gdstermis ancak anormal olarak degerlendiriimeyen
hicreler varliginda, hucre sayisi 5’den fazla olsa bile olgu pozitif olarak
kabul edilmemistir. Sadece boyanma varligi kriter kabul edilse idi, galismada
p16 ile boyanma oranlari her 2 grup i¢in de artis gosterebilirdi. Ancak,
enfeksyona ikincil degisiklikler, yara iyilesmesi durumlari hatta normal
epitelyal hicreler de pozitif boyanma gosterebileceginden ve yalanci pozitif
olgu sayisini artirabileceginden sadece boyanmis olan atipik hudcreler
degerlendirmeye alinmigtir.

Bizim calismamizda, CIN 2+ lezyonlarin tamami ASC-H grubunda
saptanmistir ve bu gruptaki 8 CIN 2+ olgunun 7 tanesi ise p16 pozitif olarak
degerlendirilmigtir. Genel ASC olgularinda, CIN 2+ lezyon saptamak i¢in p16
triaji ile PPV:%33.3 ve NPV:%98 olarak saptanmistir. PPV degerin %33.3'de
kalmasinin nedeni, histopatolojisi CIN 1 olarak tanii ASC-US grubunun
yuksek oranda p16 pozitifligi gdostermesidir. E§er bu grupta daha az pozitiflik
saptansa idi, bu triajin pozitif prediktif degeri daha yuksek olabilirdi. Bu
asamada boyanma kriterleri tekrar 6nem kazanmaktadir. Bir hucrenin,

nukleer veya sitoplazmik yada her ikisinin de boyanmasi durumu ile olgunun
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p16 yonunden pozitiflik durumu direkt iligkilidir. Boyanma yeri, boyanan hucre
sayisi, kullanilan antikorun niteligi de bu asamada 6nemlidir. Bu nedenle
zaman igerisinde goérus birligine varilarak olusturulacak evrensel kriterler ile
daha net sonuglar ortaya konulabilir ve daha objektif gergcek pozitif olgular ile
daha dogru triajlar yapilabilir. Calismada, p16 pozitifliginin CIN 2+ lezyonlar
icin Klinik performansini saptamada, ASC-H grubu igin de ayrn bir
degerlendirme yapilmistir. Bu grupta p16’nin performansi igin sensitivite
%87.5, spesifitede %68 olarak saptanmigtir. Spesifite degeri, genel ASC
olgularina gore daha dusuk bulunmustur.

Bu calismanin bir diger 6nemli farki, konvansiyonel Pap smear

olgularinda p16 protein varligini arastirmasidir. Bunun igin oncelikle
dekolorizasyon denilen soldurma igslemi yapilmis takiben antikor ile boyanma
islemi uygulanmigtir. Bu surecte, preparata uygulanacak islemler disinda
hastaya herhangi bir midahele yada invaziv ek bir girisim yapilmamaktadir.
Triaj calismasi sadece yeniden degerlendirilecek olan materyal ile sinirhidir.
Sonug olarak, konvansiyonel Pap smear ile tarama yapilan Ulkelerde,
atipik skuamoz hucre tanisi almig olgularin yonetiminde p16 antikoru, mevcut
triajlara alternatif olabilecek kadar maliyet etkinligi gostermekte, sadece
materyal Uzerinde uygulanabilirligi ile hasta dostu bir igslem olarak
gbzukmekte, HPV-DNA testi ile benzer sensitivite ancak ondan daha yuksek
spesifite ve pozitif prediktif degerler géstermesiyle de ayni zamanda guvenilir
bir yontem olarak tartisiimaktadir. P16 proteini, atipik skuamdz hicre tanisi
almis olgularin triajinda, HPV-DNA testine ek olarak kullanilabilecegi gibi,
yapilacak daha fazla ¢alisma ile tanisal sorunlar ortadan kaldirilir ise, yakin

gelecekte tek bagina kullanimi ile de gundeme gelebilir.
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6. SONUCLAR

Calismaya, sitolojik olarak atipik skuaméz hicre (ASC) tanisi almig
toplam 100 adet olgu dahil edildi. 100 adet ASC olgusunun 73 tanesi
ASC-US, 27 tanesi ASC-H grubuna dahil idi.

Histolojik olarak, toplam 100 olgunun 79 tanesi benign, 13 tanesi CIN

1 ve 8 tanesi ise CIN 2 ve uzeri lezyon olarak degerlendirildi.

73 adet ASC-US olgusunun 65 tanesi histolojik olarak benign, 8 tanesi
ise CIN 1 tanili idi. 27 adet ASC-H olgusunun 14 tanesi benign, 5
tanesi CIN 1 ve kalan 8 tanesi ise CIN 2 ve uzeri lezyon tanil idi.
Cahgmadaki CIN 2 ve Uzeri lezyon tanili olgularin tamaminda sitolojik
tani ASC-H idi.

100 adet ASC olgusunun 21 tanesi p16 antikoru ile pozitif boyanma
gosterdi (%21). ASC-US grubunda %11, ASC-H grubunda ise %48
olgu pozitif boyanma gosterdigi icin, pozitif boyanma ASC-H grubunda

anlamli daha fazla olarak degerlendirildi (p<0.001).

ASC-US grubunda, histopatolojik tanisi CIN 1 olan 8 olgunun 7’si,
ASC-H grubunda histopatolojik tanisi CIN 1 olan 5 olgunun tamami ve

CIN 2 ve uzeri lezyon olan 8 olgunun 7’si p16 pozitifligi gosterdi.

Sitolojik tanisi ASC-H olan olgularda, CIN 2 ve Uzeri lezyon saptamak
icin p16 antikoru pozitifliginin sensitivitesi %87.5, spesifitesi %68,
pozitif prediktif degeri %53, negatif prediktif degderi %92 olarak

saptandi.

Sitolojik tanisi ASC olan olgularda, CIN 2 ve Uzeri lezyon saptamak
icin p16 antikoru pozitifliginin sensitivitesi %87.5, spesifitesi %84.7,
pozitif prediktif degeri %33.3, negatif prediktif degeri %98.7 olarak

saptandi.
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OZET

Atipik Skuamoz Hiicre (ASC=ASC-US+ASC-H) Bulunduran Konvansiyonel Pap
Smear Preparatlarinda, Yiiksek Riskli HPV Prediktori Olarak Kabul Goéren p16
Proteini Varliginin Arastinimasi ve Sonuglarin Histopatolojik Tanilar ile

Karsilastiriimasi

Amag: Servikal kanser tarama programinda, atipik skuamoz hicre (ASC-US+ASC-
H) saptanmig olgularda, p16 antikor varligini degerlendirerek, olguda altta yatmasi
muhtemel klinik olarak énemli histopatolojik lezyonu éngérmek ve bu olgularda p16

antikoru ile triajin klinik etkinligini belirlemek amaclanmaktadir.

Gere¢ ve Yontem: Papanicolaou yontemi ile boyanarak atipik skuaméz hiicre
(ASC=ASC-US+ASC-H) tanisi almis toplam 100 olgu, oncelikle dekolorize edildi
ardindan p16 (E6H4 klonu) antikoru ile boyandi. Olgunun boyanma gdsterip
gOstermedigi  degerlendirilerek, sonuglar histopatolojik inceleme sonuglari ile

kargilastirildi.

Sonuglar: Toplam 73 olgu ASC-US, 27 olgu ASC-H olarak degerlendirildi. P16
pozitifligi tim olgularin %21’inde izlendi. Pozitif boyanma ASC-H grubunda
istatistiksel olarak anlamh gekilde daha fazla olarak degerlendirildi. Histopatolojik
karsilastirmada, CIN 2 ve Uzeri lezyonlarin tamaminin ASC-H sitolojiye sahip oldugu
izlendi. Bu nedenle ASC-US olgularinda CIN 2 ve Uzeri lezyon saptamak i¢in p16 ile
triaj calismasi yapilamadi. Calisma, ASC olgularinin geneli ve ASC-H olgulari igin
yapildi. Genel ASC olgularinda dekolorizasyon ve p16 triaji ile CIN 2 ve Uzeri lezyon
saptamak icin sensitivite %87.5, spesifite %84.7, pozitif prediktif deder %33.3,
negatif prediktif deger %98 olarak bulundu. ASC-H alt grubu igin CIN 2 ve uzeri

lezyon saptamada bu degerler sirasiyla %87.5, %68, %53 ve %92 olarak bulundu.

Yorum: Persistan, yuksek riskli HPV infeksyonlarinda ekspresyonunun arttigi
bilinen p16 proteininin, 6zellikle yénetimleri konusunda tartismalarin strdigu atipik
skuamoz hucre (ASC-US+ASC-H) tanili olgularin triajinda kullanima girmesi ile hem
invaziv olmayan hem de mevcut yontemler ile kargilastirilabilir sensitivite ve

spesifite degerleri gosteren bir yontemin varligi tartigilir hale gelmigtir.

Anahtar Sozciikler: ASC-H, ASC-US, Pap smear, pl6, servikal intraepitelyal

neoplazi
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SUMMARY

Expression of p16 Protein in Papanicolaou Smears Containing Atypical
Squamous Cells (ASC=ASC-US+ASC-H) and Comparison of the Results with

Available Histologic Data

Intention: This study aims to verify the clinical performance of pl6
immunocytochemistry as a biomarker to predict clinically significant lesion (CIN 2+)
that underlying among those with an ASC result in Papanicolaou cytology.

Method: pl16 (E6H4 clone) immunostains were performed on 100 conventional Pap
smears signed out as ASC and the results were correlated with available
histological data.

Results: Of the 100 Pap smears containing ASC, 73 were classified as ASC-US
and 27 as ASC-H. P16 immunosatining was detected in 21% of all cases.
Significantly higher expression of p16 protein was observed in ASC-H categorized
cytology. Histopathological correlation showed that all CIN 2+ lesions were detected
in the ASC-H group, therefore the triage study among ASC-US categorized cytology
could not be performed. P16 immuno-cytochemistry revealed a diagnostic sensitivity
of 87.5%, specifity of 84.7%, positive predictive value of 33.3% and negative
predictive value of 98% for detecting CIN 2+ lesions among ASC categorized
cytology. Among the ASC-H cytology, values were noted as 87.5%, 68%, 53% and
92% respectively.

Comment: While p16 protein is associated with persistant high risk HPV infection,
immunosatining of this protein among ASC cytology has the potential to provide
high sensitivity and specifity rates for the presence of underlying CIN 2+ lesions.
Consequently, pl16 may futher improve the current approach for triaging ASC

cytology and may provide a cost effective triage tool with its less invasive nature.

Key Words: ASC-H, ASC-US, cervical intraepithelial neoplasia, Pap smear, p16
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