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OZET

Servikal kanser, tarama yOntemlerinin gelistirilip yayginlagmasina ragmen tim
diinyada hala 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir.Basta serviks kanseri olmak
izere ¢cogu malignitelerde oldugu erken taninin ve uygun tedavinin hayat kurtarici oldugu bir
gercektir.Nitekim,preinvaziv servikal lezyonlarin teshisi ve uygun tedavisi ile servikal
kanserlerden 6liim %70 azaltilmistir.

Her ne kadar sitolojik ¢alisma ile erken taniya yonelik yaklasimlarin 6zellikle doku
bazinda hangi lezyonun progrese olacagi net degildir. Bu konuda calismalar devam

etmektedir.Ancak sitolojik bazda olmak tizere uzun siireli takipte, p16™ <"’

nin progresyon
olup olmadig: ile ilgili caligmalar mevcuttur. Ancak doku bazinda bu konu ile ilgili doyurucu
bilgi yoktur.Bu noktadan yola ¢ikarak,preinvaziv lezyonlar ve invaziv kanserlerde pl16™ "
dagilimi ve klinik versiyonu ile ilgili calisma planlanip uygulandi.

Calismamiza, 48 LSIL ve 46 HSIL tanis1 almis toplam 94 olgu ile kontrol grubu
olarak 30 invaziv skuamoz hiicreli servikal hastas1 dahil edilmistir.Histopatolojik
materyallerde, p16 ™** pozitifliginin ekspresyonu, klinik 6nemi ve HPV DNA ile iliskisi
arastirtlmis olup prekiirsor servikal lezyonlardan invaziv servikal kansere doniisme riski
yiiksek olanlar1 belirlemede sensivite ve spesifiteyi artirarak p16™ - takipte kullanilabilecek
bir yéntem olup olmadigmin arastirilmasi hedeflenmistir.Sonug olarak pl6™<** HSIL ve
kanser hastalarinda diffiiz olarak boyanmustir. LSIL ve HSIL tanili olgularin pl16™** ile
boyanma paternleri, farkliliklar gostermekle birlikte yiiksek riskli HPV DNA ile enfekte olan

LSIL hastalarinda boyanma paterni yiiksek grade lezyonlara benzemektedir.(p<0.001)

Preinvaziv servikal lezyonlarinda o&zellikle hem sitoloji hem de doku bazinda

6INK4a ¢

gercekten pl nin progresyon veya regresyonu gostermesi agisindan kullanilmasi igin

daha fazla hasta sayist ve uzun izlem siiresine sahip prospektif randomize kontrolli

caligmalara ihtiya¢ vardir.

6INK4a

Anahtar kelimeler: pl , preinvaziv servikal lezyon



ABSTRACT

p16 INKda Expression in Preinvasive Cervical Lesions and Invasive Cancer, and its
Clinicial Value

Although there is an important progress in cervical cancer screening methods, cervical
cancer stil is an important health problem worldwide. Like every malign tumors, early
diagnosis is important for the successful treatment and good prognosis in cervical carcinoma.
Therefore, early diagnosis with screening methods is essential for the cervical cancer
precurcors and invasive cervical neoplasias prevention and early diagnosis.

The ideal screening test should distinguish women with non-progressive mild neoplasia
from those with oncogenic transformation and at women with risk of developing invasive
cancer in order to faciliate desicion on therapy and need of follow-up. p16 ™** is one of the
new diagnostic and screening marker. The aim of this study was to evaluate the pl6
expression in cervical preinvasive neoplasias and invasive squamouse cell carcinomas (SCC).
38 patients with low grade cervical lesions (LSIL) and 46 patients high grade cervical lesions
(HSIL) and 30 patients who treated for invasive squamous cell cervical carcinoma were
compared with respect to pl6INK4a expression .We also assessed the relationship between
pl6INK4a and HPV. Presence of HPV was determined PCR method. Strong and diffuse
pl6INK4a expression were seen in HSIL and SCC group. Most of the patients with LSIL
showed weak expression of pl6INK4a. However, pl6INK4a was also strong positive in

patients with LSIL lesion which was caused by high risk HPV (p<0.001).

In conclusion, we showed a statistical significant relationship between pl6INK4a
overexpression in high grade cervical lesions and HPV infection. pl16INK4a overexpression
might be a useful marker for the prediction of low grade lesion progression into the high
grade lesions. However, further studies with larger samples size and longer follow up are

needed to reach clear conclusions.

INK. . . . .
Key words: pl16™<* preinvasive cervical lesions
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KISALTMALAR DIiZiNi

Cervical intraepitelial neoplasia CIN

Human Papilloma Viriis HPV

Cyclin Kinaz 4 CK4

Cyclin Dependent Kinaz 6 CDK6

Low grade Servikal Intraepitelyal Lezyon LSIL

High grade Sevikal Intraepitelyal Lezyon HSIL

Carcinoma in situ CIS
RESIMLER

Resim1: Diisiik dereceli skuaméz intraepitelyal lezyon tanisit alan bir olguda pl6
antikoru ile boyanma goriilmemistir

Resim2: Diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon tanisi alan diger bir olguda
bazal tabakada sinirli p16 antikor pozitifligi

Resim3: Yiiksek dereceli skuamdz intraepitelyal lezyon tanisi alan bir olguda difiiz
kuvvetli p16 antikor pozitifiligi

Resim4: Bir keratinize olmayan invaziv yasst epitel hiicreli karsinom olgusunda

kuvvetli p16 ekspresyonu



1.GIRIS ve AMAC

Yirminci ylizyilin ilk yarisinda, ABD’de serviks kanserinden 6liim, diger kanser
tirlerinden daha fazla olarak goriilmekteydi. 1940’larda papanicolaou yonteminin
uygulamaya girmesiyle preinvaziv lezyonlarin tanist ve tedavisi miimkiin hale gelmistir. Bu
gelismelerle 20. yiizyilin sonlarina dogru ABD’de siklik ve mortalite oranlar1 %75’e varan
oranlarda azalma gostermistir '. Invaziv servikal kanser intraeptelyal bir fazdan sonra
meydana gelir (Prekiirsor servikal lezyon/intraepitelyal neoplazi/CIN) ve prekiirsor lezyonlu
kadinlarin timiinde gelecekte invaziv kanser gelismeyecektir.”

Bu calismada amag; 48 LSIL ve 46 HSIL patolojik tanisi olan toplam 94 preinvaziv
servikal lezyonlu vaka ile 30 invaziv skuamoz hiicreli servikal kanserli hastalarin parafin
bloklarindan elde edilen slaytlarin p16™~* ile boyanarak, p16™"* ekspresyonlar1, dagilimlar

ve bunun klinik 6nemini saptamaktir.

HPV enfeksiyonu,diinyadaki seksiiel gecisli en sik rastalanan hastalik olup, CIN ve
servikal kanserin ana sebebini olusturmaktadir.? Yiiksek riskli HPV tipleri servikal kanser
nedeni ajan olarak saptanmistir.Ancak ¢ogu enfeksiyon gegici oldugu i¢in ve servikal kanser
gelisen hastalarin sadece kiigiik bir kisminda onkojenik HPV tipleri saptandigi i¢in HPV
saptanmasinin degeri azdir.Sitoloji ile HPV testinin birlikte kullanildig1 ¢esitli tarama
yontemleri diizenlenmistir. HPV testinin sensiviteyi artirdigi gosterilmistir ancak primer
tarama yontemi olarak kullanildiginda spesifitesi heniiz bilinmemektedir. Ideal olan test,
progresif olmayan mild neoplaziler ve onkolojik transformasyonla invaziv kanser gelisme
riski yiliksek olan hastalar1 ayirt etmeyi ve onkolojik transformasyonla invaziv kanser gelisme
riski yiiksek olan hastalar1 takip etmeyi saglamalidir.’

Farklt HPV tipleri ,E6 ve E7 viral genlerini kodlayan onkoproteinlerin diizeylerini
etkileyerek farkli derecelerde servikal kanser ile iliskilidir.* P16™<**pRb ‘nin
hipofosforilasyonuna ,E2F’in serbest kalmasina sebep olan ve G1 fazindan S fazina gecisini
hizlandiran CK4 ve CDK6’ya baglanarak hiicre siklusunu azaltan ,siklin bagimli kinaz
inhibitorii bir proteindir.Yiiksek riskli HPV E7 onkoproteinleri ,pl6 diizeyini negatif olarak
regiile eden pRb’yi inaktive ederek yiiksek riskli HPV ile enfekte neoplastik hiicrelerde p16
‘in artmasma neden olur.” Birgok calismada servikal kanser ve CIN2 ve CIN3’de
,immiinohistokimyasal olarak yiiksek diizeylerde protein pl6(pl16™~*) eksprese edildigi
saptanmistir.” Bu bulgular 1siginda, pl6™~* servikal prekiirsor lezyonlarin yeniden

histopatolojik olarak simiflandirmasini saglayabilir ve gilinlimiizdeki simiflandirmanin bir



handikap1 olan patolog arasindaki degerlendirme farkina en aza indirgeyerek olgularin tedavi

ve takip siireclerini sekillendirebilir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Servikal Kanser

Servikal kanser, kadinlarda goriilen diinyadaki en sik ikinci siradaki kanser olup, kadin
kanser dliimlerinde de ikinci siradadir. Her y1l 500.000 yeni vaka ortaya ¢ikmaktadir.
Amerikan Kanser Cemiyeti, ABD’de 2007 yilinda 3670’1 6liimle sonuglanan 11.150 yeni
invaziv serviks kanseri vakasini tahmin etmektedir.’ Mortalite gelismekte olan iilkelerde
gelismis iilkelere gore daha yiiksektir (EENSTIIRCICIICHIGAON0ONEClS eIl
_) Onlenebilir bir hastalik olarak kabul edilmesinin sebeplerinden biri de
etiyopatogenezde rol oynayan HPV’dir. Her y1l servikal kanser tanis1 alan hastalarin yarisi ya
Pap smear testinin kapsaminin diistikliiglinden ya da testinin tan1 koyma konusundaki
yetersizliginden dolay1 uygun goriintiilenememistir. Bu nedenle servikal kanser taramasi i¢in
alternatif yontemler arastiriimaktadir.”

Cullen (1900) ilk kez invaziv olmayan lezyonlara dikkat ¢cekmesi ile baglayan
aragtirmalar, 1988 yilinda Bethesda sisteminin jinekopatolojiye girmesi ile preinvaziv
lezyonlar diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar — LSIL (CIN1 ve HPV
degisikliklerine uyar),yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar — HSIL (CIN2,CIN3’e
uyar), ASCUS, ASC-H ve AGUS olarak siniflanmastir.

Servikal kanserinin ortalama tan1 yas1 52 olmakla birlikte 35-39 yaslar1 arasinda ve
60-64 yaslar1 arasinda olmak iizere ¢ift pik yapmaktadir.® Servikste ‘Carcinoma in situ’
servikal kansere gore 10 y1l dnce, yani 35-40 yaslarinda goriiliir. Diisiik dereceli servikal
neoplaziler ise CIS’dan daha erken yaslarda yaklagik 25-30 yagslar arasinda teshis edilirler.
Servikal intraepitelyal lezyonlarin epidemiyolojisi invaziv serviks kanseri ile benzerlik
gosterir.® Invaziv servikal kanser intraeptelyal bir fazdan sonra meydana gelir (prekiirsér
servikal lezyon/intraepitelyal neoplazi/CIN) ve prekiirsor lezyonlu kadinlarin tiimiinde
gelecekte invaziv kanser gelismeyecektir.” CIN’1n invaziv kansere progresyonu 5-15 yil alir.”
Literatiirdeki bir derlemede, yaklasik 14.000 hasta 1- 20 y1l izlenmis ve Ostdr CIN’in %60
regrese olacagini, sadece %10’nun karsinoma insitu’ya (CIS) ilerleyecegini belirtmistir. CIN
IIT hastalarinin iicte biri regrese olacaktir. Tanilar tek tek sitoloji, biyopsi veya ikisinin
kombinasyonu ile konulmustur.15.000°den fazla hastadan CIN I tanililarin %1.7’sinde
invaziv kansere doniigiirken CIN III tanililarin %12’si invaziv kansere dontigmiistiir. Yaklasik
28.000 hastanin dahil edildigi ve Melkinow ve arkadaslarinin yaptig1 bir metaanalizde, 24
ayda, ASCUS tanis1 alanlarin %7.3’ii, LSIL tanis1 alanlarin %21’inde HSIL geligmistir.
ASCUS’un %681, LSIL’in %47’si ve HSIL’in %35’i normal sitolojiiye dontismiistiir.'®
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Sekil.2.1 Preinvaziv servikal lezyonlarin regresyon,persistans ve progresyon oranlari

2.2 Risk Faktorleri

[k koitusun erken yaslarda gergeklesmesi, ¢ok esli cinsel hayat, yiiksek riskli seksiiel
partner, cinsel yolla bulasan hastalik dykiisii, sigara kullanimi, fazla sayida dogum yapmais
olmak, immiin supresyona yol acan durumlar, uzun siireli oral kontraseptif kullanimi, diistik
sosyoekonomik diizey, siyah irk ve HPV enfeksiyonu servikal neoplaziler i¢in risk faktoriidiir.
Bu faktérlerin cogu HPV bulasinin sonucudur.'' ™ Erken yaslarda servikal glandiiler epitelin
yasst epitele donilistimiiniin aktif olmasi nedeni ile transformasyon zonu karsinojenlere daha

duyarlidir.®

2.3 HPV

Diinyada seksiiel olarak ge¢isli oldugu bilinen en sik enfeksiyonlardan biri
olan, Human Papillomavirus (HPV) enfeksiyonu CIN ve servikal kanserin ana
sebebini olusturmaktadir.'®?!
HPV DNA preneoplastik ve neoplastik servikal lezyonlarin hemen hemen

%100’tinde saptanmistir.*



Sekil 2.2/2.3/2.4 Human papillomaviriis

Human papilloma viriisleri papovaviridae ailesinin iiyeleridir. Izohedral kapsid i¢inde
cift iplikli 7800-7900 bazdan olusan sirkiiler DNA genomundan olusan ¢iplak virionlardir.
HPV, cilt ve mukozal membranlarin epitelyal hiicrelerini enfekte eder. HPV genomu 3 bdlge
icerir. Regiilatdr bolgenin iist kismi1 (URR) viral proteinlerin {iretimini kontrol eder. ilk parca,
viral enfeksiyon ve replikasyonu etkileyen E1, E2, E3, E4, E5, E6 ve E7 proteinlerini sifreler.
Son kisim, sirastyla major ve mindr kapsid proteinleri olan L1 ve L2 proteinlerini kodlar.E6,
E7 ve L1 gen sequenslerinde %10’°dan daha fazla farklilik ayri bir HPV tipi olusturur.’®
120’den fazla HPV tipi tamimlanmistir. HPV yiiksek risk, orta ve diisiik riskli HPV olarak
smiflanmistir. Yiiksek riskli HPV ile persiste enfeksiyon servikal kanser gelisimi ile

iliskilidir.>**

Su ana kadar toplanmig epidemiyolojik kanitlar, HPV enfeksiyonun énemli
olabilecegini fakat invaziv kanser gelisiminde yetersiz bir faktdr oldugunu gostermistir.
Walboomer ve arkadaslari, invaziv servikal kanserde polimeraz zincir reaksiyonu ile HPV
DNA’nin %99.7 pozitif oldugunu buldu. HPV 16 ve 18 hemen hemen invaziv servikal

kanserlerin %67 sine neden olmaktadr.®
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Tablo 2.5 HPV filogenetik agaci
2.3.1 HPV’nin Yapisi:

HPV genomu viral gen regiilasyonu ve hiicre doniisiimii ile iliskili alt1 erken (E), ve
viriisiin kapsidini olusturan iki ge¢ (L) proteini kodlayan DNA sekanslar1 igermektedir.

Genomun bir bolgesi de diizenleyici DNA sekanslarindan olusmaktadir.

HPV infeksiyonu, erken proteinlerin translasyonu ve transkripsiyonu ile sonuglanir.
HPV genomunun E6 ve E7’yi kodlayan parcasini agan ve okunan yapisi, enfekte hiicrelerin
transformasyonu ve 6liimsiizlesmesinde 6zellikle 6nemlidir. E6 ve E7’yi kodlayan par¢adan
sentezlenen protein {riinleri, ayr1 ayr1 timor siipressor genler olan p53 ve
retinoblastomun(Rb) gen iiriinlerine baglanabilirler. Kondilomlarda ve diisiik dereceli
displazilerde, HPV DNA, E6 ve E7 transkripsiyonun regiilasyonunu saglanan bir episomal
(kapal1 sirkiiler)formunu siirdiiriir. Viral integrasyon, E6 ve E7 viral protein {iriinlerinin
baglanmasin artirarak fazla ekpresyon ve ayri ayri1 timor siipressor proteinlerinin

inaktivasyonu ile sonuglanir.’
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Sekil 2.6 HPV 16 viral genomu

Hiicresel proliferasyonda, HPV ile enfekte hiicrelerde bu inhibitdr etkilerin
kaldirilmasiyla sonunda neoplastik transformasyona onciiliik eden bir ¢ogalma avantaji
sagladigini akla getirir.E6 ve E7, HPV’ye bagl anogenital malignitelerde siirekli eksprese

edilir.

HPV, daha sik olarak sekstiel gecisli bir hastaliktir. Seksiiel aktif kadinlarin tahminen
%75-80’ninde HPV DNA’nin, herhangi bir noktada pozitif oldugu saptanacaktir. HPV
enfeksiyonlari, enfeksiyonun gegisinin temel yolu olan, seksiiel aktivite bagladiginda en siktir.
Ardarda test edildiginde, tipik olarak viriisiin temizlendigini gosterilmektedir. Persistan
enfeksiyon ¢ok az kadinda meydana gelir ve, bu kisiler prekanser6z ve invaziv lezyonlar igin
en riskli olan kisileri olusturur. Displazi insidansi, hemen hemen HPV enfeksiyonu

insidansindan on kat daha azdir ve bu, HPV enfeksiyonlarinin ana bulas yapisini yansitir.’
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Sekil 2.7A¢ilan HPV viral genomunda E6-E7 aktivasyonu
2.3.2 P16"™*’nin Yeri:

Yiiksek riskli onkolojik HPV tiplerinin, CIN ve ardindan servikal kanser gelisiminde
onemli bir etiyolojik faktor oldugu konusunda 6nemli sayida kanit mevcuttur. Yiiksek riskli
HPYV ile erken donem enfeksiyon latent olmakla birlikte enfeksiyonlarin ¢ogu ilk 6 ayda
regrese olur. Enfeksiyonun baslangi¢c fazinda HPV genomu episomaldir. Viral genomun
konake1 hiicreye entegrasyonun ¢ogu CIN vakasinda, en 6nemli tetikleyici olay oldugu ve
sonugta; konake1 hiicrelerin liimsiizlesmesiyle ve onlar1 invazyon yapabilen kanser
hiicrelerine ¢evirerek olusan kanser gosterilmistir. Viral integrasyon siireci muhtemelen viral
genomun E1/E2 parg¢asinin acilip okunmasi, E2 fonksiyonuna engel olusturmasi ile
indiiklenir. Bozulmamuis bir viral genomda E2, E6 ve E7 viral onkoprotein iirlinlerini regiile
ve siiprese eder.E2 fonksiyonlarinda bozulma sirasiyla, pS3 ve pRb inaktive eden E6 ve
E7onkoproteinlerinin fazla ekspresyonuna yol agar. Sonug olarak transkripsiyon faktorii
E2F’nin salinmasina izin verilir, hiicrenin, G1 fazindaki tek durak olan kontrol noktasindan S

6 INK4a ¢

fazina girigine izin verilir. Artan sayida kanit, p1 nin bir agir1 ekspresyonu olarak

dénmesini saglayan pRb inaktivasyon ve/veya E2F’in aktivasyonuna isaret eder. *°



Yiiksek riskli HPV tiplerinin E6 ve E7 proteinleri G1-S gegisindeki hiicre siklusu
proteinlerini kontrol eden P53 ve pRb proteinlerini inhibe eder.”” pRb’nin etkisi ile hiicrelerin
siklusunun S fazina girmesi ve proliferasyonu inhibe olur.* Bu siklin D1’in diger siklin
bagimli kinazlar (CDK4-6) ile kompleks olusturarak fosforile olmasina neden olur. HPV
onkoprotein varliginda pRb inaktive olur. Rb’nin inaktivasyonu DNA replikasyonu i¢in
gerekli olan genlerin transkripsiyonuna ve hiicre siklusunun G1-S ‘den S fazina gegisinin
uygun olmayan sekilde hizlanmasina izin verir. pRb E7 ile inaktive oldugunda, p16™*’nin

fazla ekspresyonuna yol agar.”> ***

pl6, CDK4 ve CDK6’ya baglanarak hiicre siklusunu yavaglatan, pRb’nin
hipofosforilasyonuna yol acan, E2F’nin serbest kalmasin1 saglayan ve G1 fazindan S fazina
gecisi saglayan siklin bagimli kinaz inhibitoriidiir.*® Sonug olarak, E2F aktif formda tutulur

ve hiicre siklusunda G1/S-fazina gegisi indiiklenir. Es zamanli olarak hiicre siklusunun

6INK4a

kontroliinii saglamak icin p1 ekspresyonu artar, fakat E7’nin pRb iizerindeki etkisini

6INK4a 9

engeller. 1 nin bu niikleer akiimiilasyonu, immunohistokimyasal olarak gosterilmesini

saglar ve bu nedenle ek bir biyomarker ve HPV nin onkojenik aktivitesinin bir 6lciitii olarak

kullanilma potansiyeli vardir.’'>*

P16™5* ‘min belirgin overekspresyonu, monoklonal antikorlar kullanilarak
immiinhistokimyasal olarak gdsterilebilir. Servikal kanser ve serviksin preneoplastik
lezyonlari, 6zellikle 16 ve 18 gibi yiiksek riskli HPV tipleri ile yapilan ¢aligmalarin
sonuglari, bu lezyonlarda giiglii ve diffiiz bir niikleer ve sitoplazmik pl16INK4a

immunreaktivitesini gostermistir, > >33

Servikal intraepitelyal lezyonlarda p16™~* immunohistokimyasalinin kullanimi, CIN
tanisinda interobserver variabilite azaltilmasinda uygulanabilir. CIN lezyonlarinin histolojik
tanist ve derecelendirmesinde interobserver ile ilgili calismalar interobserverlar arasi

uzlasmanin genellikle kotii oldugunu gostermistir.’*>*



Malign transformasyonda
E6 ve E7’nin potansiyel etkileri

Barbara S.Apgar. Colposcopy, second edition, 2008

Sekil 2.8 E6 ve E7 ile p53 ve pRb iligkisi
2.4 Serviksin Preinvaziv Lezyonlarimin Tanisi:
2.4.1 Sitoloji:

Pap smearin 20.yiizyilin ortalarindan bu yana sitoloji bazli servikal kanser taramasinda
kullanilmasindaki gelismeler, Pap smear ve siv1 bazli sitoloji gibi yeni sitoloji bazl
teknolojiler, servikal kanserden ikincil korunmay1 saglamaktadir. Bagar ile uygulandiginda
sitolojik taramanin servikal kanser hizini azalttiginin etkisini gosteren karsi konulamaz ve
ikna edici epidemiyolojik datalara ragmen bazi otérler, randomize kontrollii caligmalardan
kaynakl kanitlara dayanarak, servikal kanserde sitolojik taramanin etkisini gosteren direkt bir
veri olmadigini tartismaktadir. Son zamanlarda yaymlandigi gibi, bu gii¢lii kanat,
populasyondaki servikal kanser tarama aktivitesinin insidans/mortalite egilimi ekolojik
korelasyonundan kaynaklanir.** Sitoloji subjektif bir test olup kalite kontrolii/kalite giivencesi
olmayan programlarda sitolojinin klinik performansina ulasmak ve iddia etmek hemen hemen
imkansizdir. Sitoloji yogun emektir ve bugiine kadar yliksek verimliligi olan otomatik
taramaya dayanikliydi.*' Siv1 bazli sitolojinin lojistik ve islevsel avantajlari (yorumlamadaki
yliksek hiz, yetersiz smear oraninda azalma ve kalan sivinin yardimci1 molekiiler testler i¢in
kullanilabilmesi) vardir, fakat daha pahali ve konvensiyonel sitolojiye gore histolojik olarak

yiiksek dereceli CIN’i saptamak konusunda ne daha sensitif ne de daha spesifiktir.** Onemli



bir nokta da premalign yada invaziv servikal kanser olgularinin %20-50’sinde yapilan tek
konvensiyonel pap-smearla patoloji atlanmaktadir. Pap smearin CIN1’deki sensivitesi %30-87
arasinda degismekle birlikte ortalama %47’dir. Spesifitesi ise %85-100 arasindadir ve
ortalama %95’dir.CIN2 ve yiiksek dereceli lezyonlarda ise sensivitesi daha yiiksektir (%44-
99), spesifitesi ise %91-98 arasindadir. ®

Pap-smear yalanci negatiflik oranini belirleyen bir faktor de slayttaki anormal
hiicrelerin bazen sitoteknisyen tarafindan taninip yorumlama giicliigiidiir. Computer-Asiste
Screening teknigi ile anormal hiicreler daha kolay tesbit edilebilir. Iki metodu vardir. Autopap
ile bilgisyar slayt tistiindeki materyali degerlendirilir ve algoritma temeline dayali olarak
anormalik varligina gore skorlama yapar. AutoCyteScreen tekniginde bilgisayar siipheli

buldugu hiicreleri sitoteknisyene gosterir.”
2.4.2 HPV DNA Testi:

Human papillomavirus (HPV) DNA testinin klinik pratige girmesi ile primer tarama,
triaj, tedavi sonrasi takipte saglayacagi etkinlikte daha fazla ilerleme umutlari artmigtir.
Glinlimiizde yayinlanan randomize klinik ¢calismalar, HPV testinin primer taramada, sitolojiye
ek olarak oldugu kadar tek primer test olarak da etkin olarak integre edilebilecegini
gostermistir. Caligmalar ayrica HPV DNA testinin, siipheli sitolojik anomalili kadinlarin
triajinda da kullanilabilecegini gdstermistir ve bunun, CIN tedavisi sonrasinda rezidii veya
rekiirren hastalig1 olan kadimlar ayirt etmek igin potansiyel bir rolii vardir.”™* Ancak, diisiik
dereceli lezyonlarin triajinda yetersiz kalir ve eger primer tarama testi olarak uygulanirsa,
kolposkopiye ihtiyaci olan hastalar1 ayirt etmek i¢in hastaliga daha spesifik bir belirtece sahip
olmak gerekecektir. Ayrica tek bir HPV DNA testi viriis enfeksiyonunu konfirme etmesinin
yaninda, tiim servikal kanserlerin %99°nda bulunur®', gegici ve kronik enfeksiyonu ayirt
edemez. Bu iki tip enfeksiyon arasindaki ayrim, persistan enfeksiyon servikal neoplaziye
progresyonu predikte ettigi i¢in ve gegici olan etmediginden nemlidir.*® Altin standart olarak
siklikla uygulanan servikal biyopsilerin histolojik incelemesi intra ve interobserver
farkliliklar1 nedeni ile anlamli olarak giiglesir.*’Stipheli sonuglari olan hastalardan tedavi
gerektirenlerin ayirtedilmesinde yonlendirebilecek, histolojik materyallere uygulanabilecek

anlamli belirtegler eklenmelidir.

Gilintimiizdeki ¢aligmalar, HPV enfeksiyonun olusturdugu ve hastaligin ciddiyetini

predikte eden degisimleri saptayabilen objektif biomarkerlarin gelisimine odaklanmaistir.

16INK4a

Hiicre tiimor supressor protein olan p , HPV enfeksiyonu degistirdigi i¢in bir biomarker



olarak saptanmistir. Fizyolojik olarak p16 siklin bagimli kinaz olan CDK4/6’nin aktivitesini
bloke eder. HPV enfeksiyonun viral onkogenler olan E6 ve E7 ‘yi degistirmesiyle apoptozis
ve hiicre siklus regiilasyonunda ayr1 ayr1 degisiklikler olur. Daha 6nemli olarak, E7, E2F
trankripsiyon faktoriiniin retinoblastom proteinine (pRb) baglanmasi ve boylelikle genellikle
CDK4/6 ile aktive olan molekiiler yolagin hiicre siklusunu indiiklemesini bozar. Etkilenen
hiicreler irregiiler hiicre siklusuna karsilik olarak belirgin bigimde p16 eksprese ederler. Oyle
ki, E2F CDK4/6 ‘y1 etkilemediginde, fakat E7 ile p16 ekspresyonu hiicre siklusuna etki
etmemektedir. Zaman igerisinde, p16 etkilenen hiicrelerin niikleus ve sitoplazmalarindan

salinir ve immun boyama ile saptanabilir.*®
2.5 Tedavi

Servikal intraepitelyal neoplazili kadinlarin konservatif tedavisi, servikal kanser riskini
azaltir. Yine de, servikal peinvaziv lezyonlu kadinlar buna ragmen biiytik olasilikla genel
popiilasyondan fazla kanser gelistirmektedir.* Tedaviler ablatif ve eksiyonel olmak tizere iki
ana baslik altinda toplanmaktadir. Lazer vaporizasyon, kriyoterapi, diatermi ablatif tedavi
yontemlerini olusturuken, LEEP, soguk konizasyon, lazer konizasyon ve histerektomi

eksizyonel yontemlerdir.

Large loop excision of the transformation zone (LLETZ), CIN tedavisinde kullanim1
artan konservatif eksizyonel bir metoddur. Bu yontemin bir avantaji, eksizyon sinirinin
patolojik inceleme i¢in uygun olmasidir. Eksiyonel metoda bagli olmaksizin tedavi sonrasi
CIN oranlar1 %5-35 arasinda goriilmektedir.”*>* Shafi ve arkadaslari, derlemelerinde
LLETZ’in diger avantajlarinin yaninda, CIN tedavisinde ideal yontem olarak goriindiigii
sonucuna ulastilar.”® Eksizyonel yéntemin avantajlari; tranformasyon zonunun kapsamli
histolojik incelenmesini saglamak, mikroinvaziv ve glandiiler hastalig1 taninabilir veya
diglanabilir, lezyon sinirinin durumu saptanabilir, herhangi bir boyut ve tipteki
transformasyon zonunun tedavisine uyum saglar, ‘gér ve tedavi et’ politikasina hasta se¢imine
izin verir, tan1 yonteminin denetimine olanak saglar.”* Bir y1l iginde rezidii hastalik oranimni
%?3-8 arasinda gosteren, ¢cok sayida kisa siireli gdzlemsel ¢alismada, LEEP’{in etkinligi

kanitlanmustir.”’



3.GEREC ve YONTEM

3.1.0lgu Sec¢cimi

Bu tez calismasi,Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tip ve Saglk Bilimleri
Arastirma Kurulu’nun bilimsel ve etik acilardan onaytr ( Onay no:KA09/414) alinarak
planlanmistir. Baskent Universitesi Kadm Hastaliklar1 ve Dogum Ana Bilim Dal1 Jinekolojik
Onkoloji Boliimii'nde Subat 2007 ile Eylil 2009 tarihleri arasinda histopatolojik inceleme
sonucu LSIL olan 48 vaka ile, 46 HSIL olarak raporlanmis toplam 94 hasta ve kontrol grubu
olarak da 30 squamoz hiicreli servikal kanser olgusu retrospektif olarak secilmis ve bu sekilde
uygulanmistir.Hastane bilgisayar veri tabani ve yazili patoloji raporlarindan, 96 adet LEEP
materyali ve 28 adet Tip III histerektomi materyali olmak tizere toplam 124 histopatolojik
incelemeye ait kayitlar incelenmistir. Toplam 94 LSIL(48/33 hasta) ve HSIL(46/33 hasta)
tanili hastalarin dosyasindan 66 tanesinin (%70) HPV DNA PCR sonucuna ulasilmistir. Ayn1
zamanda olgularin hastane arsivinde bulunan dosyalar: taranarak ¢alisma i¢in gerekli klinik

bilgiler elde edilmistir.

Baskent Universitesi Patoloji Ana Bilim Dali Laboratuarinda, olgulara ait cerrahi
materyallerden (96 LEEP materyali (2 tanesi mikroinvaziv kanser ), 28 adet Tip III
Histerektomi  materyali) secilen parafin  bloklardan hazirlanan  Ornekler, pl6

immunohistokimsayal boya ile boyanmustir.

Biyopsi Ornekleri,Baskent Universitesi Patoloji Boliimii’niin arsivinden formalinle

fikse edilmis,parafin gomiilii servikal dokulardan elde edilmistir.

3.2 immiinohistokimya

Formalin fiske, parafin gomiilii blok halindeki biyopsi materyallerinden 4 mikronluk
seri kesitler alindi ve bir tanesi histopatolojik taninin dogrulanmasi i¢in H&E ile boyanda.
Immiinohistokimyasal analiz icin birbirini izleyen kesitler isleme tabi tutuldu. Kesitler
deparafinizasyon isleminden sonra antijenin geri kazanilmasi igin, mikrodalga firmnda 110 °
C’de ,10 mM trisodyum sitrat tampon ¢dzeltisinde (pH 6.0) 10 dakika kaynatilmistir.
Endojen peroksidaz aktivitesi, kesitlerin PBS i¢inde %1 hidrojen peroksidde 5 dakika



inkiibasyonu ile bloke edilmistir. Nonspesifik baglanmalarin %1,5’luk normal at serumu ile
30 dk preinkiibe edilerek bloke edilmesinin ardindan primer antikor (Mouse anti-human
p16™** Antikoru, CINtec Histology Kit, mtm laboratories AG, Germany) ,oda 1sisinda 45
dakika uygulandi. Daha sonra, biotinlenmis at anti-mouse veya anti-rabbit serum sekonder
antikorlar1 damlatilarak oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Takiben avidin-biotin kompleksi ile
30 dakika inkiibe edildikten sonra kesitlere DAB (3,3’-diaminobenzidin) kromojen
damlatildiktan sonra ¢esme suyunda yikandi ve hemotoksilen ile 10 saniye zit boyama

yapild.

Pozitif kontrol olarak p16 antikoru pozitif oldugu bilinen bir serviks invaziv karsinomu
kullanildi.  Negatif kontrol olarak bir kesite primer antikor uygulanmaksizin

immunohistokimyasal boyama yapildi.
INK4a .
3.3.pl6 ile Boyanmanin Yorumlanmasi

Immiinohistokimyasal bulgular, tek bir patolog tarafindan degerlendirildi ve niikleer
boyanma ile birlikte sitoplazmik boyanma pozitif reaksiyon olarak kabul edildi. Negatif;
<%1 hiicre pozitifligi,sporadik ;izole hiicreler pozitif fakat <%35,fokal; kiiciik hiicre kiimeleri

fakat hiicrelerin <%25 pozitif,ve diffliz;boyanan hiicreler >%25 olarak siniflandirilmistir.

istatistiksel Analiz

Caligma verileri,SPSS versiyon 17.0 istatistik paket programina (Statistical Package
for the Social Sciences,version 17.0,SPSS Inc,Chicago,III,USA) aktarilarak analiz edilmistir.
Hastalarin yas1 ortalama ; HPV varligi; p16™ " varligi say1 ve yiizde agisindan sunulmustur.
Taniya gore HPV ve pl6™<* boyanma miktar1 karsilastirilmasinda Ki-kare analizi

kullanilmustir Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.



4.BULGULAR

4.1 Histopatolojik Degerlendirme ve Klinik Veriler

96 LEEP , 28 Tip III histerektomi materyalinin histopatolojik sonuglarina gére toplam
124 olgu degerlendirildiginde; LSIL histopatolojik tanis1 olan 48 hastalik grubun yas
ortalamast 39.3 (minimum 24 —maksimum 61), HSIL tanili 46 olgunun yas ortalamasi 39.9
(minimum 23- maksimum 82), invaziv skuamoz hiicreli servikal kanser tanisi alan 30 hastanin
yas ortalamasi 55.4 (minimum 35-maksimum 84) olup, gruplar arasinda invaziv skuamoz

hiicreli servikal kanser tanili olgular anlamli olarak daha yasl idi.(p<0.001)
4.2 Immiinohistokimyasal Boyama Bulgular

Olgularin 12’sinde pl6™"* negatif saptanirken (%9.7), 14’iinde sporadik p16™~*
pozitifligi (%11.3), 21%iinde fokal p16™* pozitifligi (%16.9), 77 olguda da diffiiz pl6™**
pozitifligi (%62.1) saptanmigtir.

LSIL tamli 48 olgudan 10’unda (%20.8) pl16™"* negatif,12’sinde sporadik pozitif
%25.0), 12’sinde fokal pozitif (%25.0), 14 tanesinde (%29.2) p16™“* diffiiz pozitif olarak
p p p

boyanmustir.

HSIL tanil1 46 vakadan sadece 1 vakada p16™"* negatif iken (%1.9), 2’sinde sporadik
pozitif(%4.3), 9’unda fokal pozitif (%19.5) ve 34 vakada da diffiiz boyanma paterni
izlendi.(%74).

invaziv skuamoz hiicreli kanser olan 30 olgudan, 29 ‘unda p16™** diffiiz pozitif iken

(%96.7) sadece 1 olguda negatif idi.(%3.3)

Histopatolojik tanilarma gore olgular smiflandirildiginda p16™<* ‘nin boyanma

paternlerine gore dagilimi1 Tablo 4.1°de sunulmustur.



Tablo 4.1 Histopatolojik tanilara gére p16 boyanma paternleri

pl16 boyanma paterni
Histolojik tam negatif | Sporadik | fokal | Diffiiz Total
LSIL n:10 n:12 n:12 n:14
%20.8 | %25.0 %25.0 | %29.2 48
HSIL n:1 n:2 n:9 n:34
%1.9 %4.3 %19.5 | %74.3 46
Kanser n:1 n:0 n:0 n:29
%33 | %0 % 0 %96.7 30
TOPLAM n:12 n:14 n:21 n:77
%9 %11 %18 | %62 124

istatistiksel analiz yapilirken, pl16™"* boyanma diizeyleri iki gruba ayristirildi.
p16™** negatif ve sporadik pozitif olan grup pl6™"* negatif olarak adlandirilirken, fokal ve
diffiiz pozitiflik saptanan gruplarda p16™~* pozitif olarak kabul edildi.26 vakada p16™"*
negatif (%21), 98 vakada pl6™"* pozitif (%79) idi. LSIL tamsi olan 48 olgunun 22
tanesinde pl16™~"* negatif (%45.8) iken 26 tanesinde pl6™~* pozitif (%54.2) idi. HSIL
tanis1 olan 46 olgudan sadece 3 olguda p16™<* negatif (%6.5), 43 olguda p16™"* pozitif
(%93.5) idi.invaziv squamoz hiicreli servikal kanser olan 30 hastadan da sadece 1 olguda
p16™** negatif (%3.3) saptand:. Ki-kare analizi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak
LSIL ve HSIL olgularmm pl6™** pozitiflikleri arasinda anlamli diizeyde farklilik
saptanmistir. (p<0.001) LSIL ve kanser olgular1 arasinda da ayni istatistiksel farklilik
bulunmustur, ancak HSIL ve kanser olgular arasinda pl6™~* pozitifligi agisindan anlamli

bir fark yoktur. (p<0.219)

Kanser vakalar1 digarida tutularak yapilan Ki-kare analizinde LSIL ve HSIL vakalar
arasindaki p16™"* dagilimi asagidaki tablo 4.2. gosterilmistir.



Tablo4.2. LSIL ve HSIL vakalari arasindaki p16™"* dagilim

LSIL n:48

HSIL n:46

p 16 negatif

n: 22 (%388)

n:3 (%13)

p16 pozitif

n:26 (%38)

n:43 (%62)

p<0.001

Calismamizdaki LSIL ve HSIL tanili

olan hastalarin dosyalar1 incelendiginde; 48

vakay1 iceren LSIL grubundan 33’iiniin (%70) ve 46 olgudan olusan HSIL grubundan 33

tanesi (%70) olmak {izere toplam 66 hastanin HPV PCR verilerine ulasildi.Olgularin HPV

PCR sonuglari ile patolojik tanilarinin verileri tablo 4.3’de sunulmustur.

Tablo4.3 HPV PCR sonuglari ile histopatolojik tanilar

tani HPV
Yiiksek  Diisiik Negative Toplam
riskli riskli
HPV HPV
n(%) n(%) n(%)
LSIL 13(%39) 1(%3) 19(%58) 33
HSIL 22(%67) 0(0) 11(%33) 33

LSIL olan 48 hastadan 13’iinde (%39) yliksek riskli HPV pozitifligi saptanirken,sadece
1 hastada diisiik riskli HPV pozitif (%3.3) idi. HSIL grubundaki 33 hastadan 22’sinde yliksek
riskli HPV’nin pozitif oldugu goriilmiistiir. LSIL olgularinin 19’unda HPV negatif (%58) iken
HSIL’1i 11’inde (%33) HPV negatif idi.Diisiik riskli HPV, HSIL olgularinin hig¢birinde pozitif

olarak saptanmadi.

Histolojik tanilar1 ile HPV PCR sonuglart ve p16 boyanma paternleri arasindaki iliski

Tablo 4.4’de 6zetlenmistir.




HPV histoloji Sayl P16 P 16 P16 P16

Yiiksek riskli negatif sporadik fokal diffiiz
N  n(%) n(%) n(%)  n(%)
LSIL 13 1(8)  3(23)  3(23)  6(46)
HSIL 22 1(4)  0(0) 3(13)  18(83)
Diisiik riskli
LSIL 1 1(100) 0(0) 0(0)  0(0)
HSIL 0 0(0)  0(0) 0(0)  0(0)
HPV negative
LSIL 19 4(21) 7(37)  5(26)  3(16)
HSIL 11 0(0)  2(18)  1(9)  8(73)

Tablo 4.4 HPV PCR sonuglart ile p16 boyanma paternleri

Yiiksek riskli HPV, histopatolojik LSIL tanis1 alan 13 hastada pozitif iken,19 hastada
HPYV negatif idi.LSIL tanili sadece 1 hastada diisiik riskli HPV pozitifligi bulundu.Yiiksek
riskli HPV pozitif olan 13  LSIL hastasi pl6 ™ **  boyanma paternlerine gore
degerlendirildiginde; 6 olguda diffiz pl6 ™" pozitifligi (%46), 3 olguda fokal p16 ™**
pozitifligi (%23), yine 3 olguda sporadik pl16 ™* pozitifligi (%23) saptanirken, sadece 1
olguda (%8) p16 ™" negatif idi.

Disiik riskli HPV pozitifligi olan sadece 1 olgu mevcuttu. Histopatolojik olarak LSIL

tanisi alan ve de pl6 ™" negatif saptanan bir vaka idi.

HPV PCR sonucu negatif olan 30 olgudan histopatolojik olarak 19 tanesi LSIL , 11
tanesi HSIL idi.HPV negatif olan 19 LSIL vakasinin 4 tanesinde p16 ™" negatif (%21), 7
tanesinde p16 "** sporadik olarak pozitif(%37), 5 tanesinde p16 """ fokal olarak pozitif
(%26) ve sadece 3 tanesinde (%16) diffiiz p16 ™** pozitif idi. 11 HSIL tamst olan olgudan
8’sinda pl6 ™% diffiiz pozitifligi (% 73), 1’inde fokal p16 ™ ** pozitifligi (%9), 2’sinde
sporadik p16 ™** pozitifligi (%18) saptanirken higbirinde p16 ™** negatif degildi.

alismamizda Ki-Kare istatistik analizi ile pl16 ™<** pozitifligi /negatifligi ve HPV
p p g g g
DNA pozitifligi/negatifligi arasinda anlamli derecede iliski bulunmustur. p16 ™** pozitif

olan 47 vakadan 30’unda (%64) HPV DNA pozitif iken,17’sinde (%36) negatif idi. p16 INKda



negatif olan grupta ise 13 hastada (%68) HPV DNA negatif iken sadece 6 vakada pozitif
idi.(p<0.017)

pl6 dagilimi ile HPV DNA arasindaki iligki tablo 4.5’te sunulmustur.

HPV (-) HPV(+)(low risk veya high risk)
pl16 ™% negatifligi n: 13 % 68 n:6 %32
p16 ™% pozitifligi n:l7 %36 n:30 %64
p<0.017

Tablo4.5. p16 dagilimi ile HPV DNA arasindaki iliski

Resim1: Diisiik dereceli skuamdz intraepitelyal lezyon tanisi alan bir olguda p16

antikoru ile boyanma goriilmemistir (immunoperoksidaz x 100)



Resim2: Diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon tanisi alan diger bir olguda
bazal tabakada sinirli p16 antikor pozitifligi (immunoperoksidaz x 100).

Resim3: Yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon tanisi alan bir olguda difiiz
kuvvetli p16 antikor pozitifiligi (immunoperoksidaz x 100).

Resim4: Bir keratinize olmayan invaziv yass1 epitel hiicreli karsinom olgusunda

kuvvetli p16 ekspresyonu (immunoperoksidaz x 100)



5. TARTISMA ve SONUCLAR

Bu ¢aligmada, histopatolojik olarak LSIL tanisi olan 48, HSIL tanis1 olan 46 olmak
iizere toplam 94 preinvaziv servikal lezyonlu vaka ile invaziv skuamoz hiicreli karsinom olan
30 vakanin patolojik spesmenlerinde p16 ™** boyanma diizeyleri arastirilmustir. Ay
zamanda, hasta dosyalarindan elde edilen verilerle 94 preinvaziv hastalig1 olan hastalardan
toplam 66’sinin HPV DNA PCR verilerine ulagilmustir. p16 ™ * pozitifliginin 6neminin ve
boyanma paterninin ve HPV DNA ile iliskisine bakilarak prekiirsor servikal lezyonlardan
invaziv servikal kansere doniisme riski yiiksek olanlar1 belirlemede sensivite ve spesifiteyi
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artirarak pl takipte kullanilabilecek bir yontem olup olmadiginin arastirilmasi

hedeflenmistir.

Servikal kanser ve prekiirsor lezyonlar i¢in biyolojik belirteclere ihtiyag
duyulmaktadir.*> PCNA( prolifere olan hiicre niikleer antijeni), Ki-67 (MIB-1), Telomeraz,

Cyclin E, Bcl-2, pRb, ProEx C, p16 ™** ‘nin de aralarinda bulundugu birgok biyomarker

literatiirde degerlendirilmigtir,*®>" 332560

Retinoblastom gen {irlinii, normal servikal skuamoz epitel ve HPV’ye bagh servikal
lezyonlarda immiinohistokimyasal olarak saptanmaktadir. Beklendigi gibi, HPV E7
onkoproteininin pRb iizerindeki inhibitdr etkilerine bagli olarak pRb ekspresyonu, servikal
neoplazinin derecesi arttik¢a azalmaktadir.”> Bu nedenle, ¢alismalara bakildiginda CIN ve
servikal karsinomlarda pRb ve p16™"*’nim es zamanli ekspresyonuyla, p16™ " reaktivitesi
artarken pRb ekspresyonun azaldig1 kanitlanmistir. CIN’nin karsinogenezinde HPV’nin
oynadig1 tamamlayici rol, p16™~*, anlaml bir potansiyeli olmakla birlikte, birgok olast
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biyomarker saglamaktadir. p1 nin immiinohistokimyasal degeri, CIN ve invaziv

skuamoz hiicreli servikal kanserde degerlemede ve bu lezyonlarin interobserver farkliligini
azaltmada tekrarlayan yararini gostermektedir.** > *> ¢!
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Literatiirde p1 nin preinvaziv lezyonlardaki degeri ile ilgili daha fazla sayida

caligma hasta yonetimine katkisinin daha olasi olmasi sebebiyle sitoloji preperatlari tizerinde

yapilirken, biz gercek servikal intraepitelyal lezyon tanisinit koymada altin standart olan

6INK4a ’

histopatolojik taniyla p1 y1 konfirme ettik. Ancak histopatolojik inceleme prekiirsor

servikal lezyonlarin tanisinda altin standart olmasina ragmen, belirlenemeyen CIN alanlar1
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pl ile boyanarak patologu direkt bu alana yonlendirerek gizli lezyonlarin tanisin

kolaylagtirir.®*



Bu ¢aligmada, histolojik olarak LSIL tanis1 olan 48 olgulardan sadece 10 tanesinde
p16™5* negatif (%20.8), sporadik 12 (%25.0) ve fokal 12 (%25.0) pl16™** pozitifligi olan
olgu saptanirken 14 vakada da p16™"* diffiiz olarak pozitif (%29.2) idi. Redman ve
arkadaslarinin ¢alismasinda CIN 1 tanili lezyonlarda %37 p16™** ekspresyonu
saptamislardir. Bizim ¢alismamizda daha yiiksek oranda p16™~* pozitifliginin saptanma
sebebi, boyanma paterninin skorlamasindaki farkliliktan dolay1 olabilir. Bu ¢aligmada sadece
fokal boyanma ile diffiiz boyanma karsilastirilmistir.®’Bizim ¢alismamizda ise boyanma
paterni sporadik, fokal ve diffiiz olarak degerlendirilmistir. Klaes ve arkadaslarinin 2001
yilindaki ¢alismasinda ise CIN 1 vakalarinda %61 oraninda diffiiz p16™ " pozitifligi

saptanmls‘ur.62

Bizim ¢aligmamizdaki CIN 1 vakalarinin sinonimi olan LSIL histopatolojik tanili

lezyonlarda tiim p16™~*

pozitifliginin %79.2 gibi yiiksek bir oranda gdzlenmesinin nedeni,
Sano ve arkadaglarinin 1998 yilinda yayinlanan ¢alismalarinin sonucu olarak da ortaya ¢ikan,
lezyonun diisiik riskli veya yiiksek riskli HPV ile enfeksiyon sonucu gelismesine bagli olmasi
olabilir.” Oyle ki, bizim ¢alismamizda HPV PCR sonuglari olan grup degerlendirildiginde;
yiiksek riskli HPV pozitifligi olan gruptaki 13 LSIL hastasinin 6’sinda (%46) diffiiz boyanma
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izlenirken sadece 1 tanesinde pl negatif idi.

Histopatolojik incelemenin servikal lezyonlar icin altin standart olarak
kullanilmasinda, patologlar arasinda tanilar tizerindeki anlagmazliklar nedeni ile bazi

61, 64-65
tartismalar vardir.””

Fakat literatiir degerlendirildiginde, yiiksek dereceli lezyonlar i¢in
tanida uzlasmanin daha yiiksek oldugu, bu anlagmazligin tedavi kararini etkilemede kiiciik bir
etkisi oldugunu ileri siiriilmektedir.**® Ordi ve arkadaslarinin 2009 yilinda yaymladiklari
caligmalarinda; histopatolojinin yiiksek dereceli lezyonlarin atlanmasinda da kayda deger bir
riske sahip oldugunu belirtilmistir. Biyopsi materyallerindeki lezyonlarin invaziv karsinoma
doniismesindeki yliksek riski kesin olarak belirleyebilmedeki basar1 primer hedef olarak,
p16™** immiin boyama, histolojik veya servikal biyosi materyallerine uygun eklenebilecek

makul bir secenek olarak diistiniilmelidir.®
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Shi ve arkadaslar1 p1 nin yiiksek dereceli servikal intraepitelyal neoplazilerde

daha sensitif ve spesifik bir marker oldugunu buldular. p16™<*

icin zay1f ve fokal boyanma
(displastik skuamoz epitelin <%50 acgik kahverengi olarak tanimladilar) 34 LSIL hastasinin
%12’sini olustururken, gii¢lii ve diffiiz boyanma (displastik skuamoz epitelin >%50 koyu

kahverengi olarak boyanmasi) %65’ini olusturmaktayd:.®” Bu ¢alisma, Walts ve



arkadaslarinin ¢alismasi ve bizim ¢alisgmamizdan yola ¢ikarsak diisiik dereceli servikal
intraepitelyal lezyonlar farkli immiinohistokimyasal boyanma paternleri gosterir.””*® Ancak
yine ¢aligmalarimizin bulgular1 1s181nda LSIL, HSIL, invaziv skuamoz hiicreli servikal kanser
vakalarinin p16™** ile boyanma diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmustur.(p<0.001) Ayrica bizim ¢alismamizda preinvaziv servikal lezyonlarin
histopatolojik degerlendirmesi yaygin olarak kullanilan CIN1, CIN2, CIN3 ile ii¢lii
simiflandirma yerine LSIL ve HSIL olarak ikili siniflandirilma kullanilmistir. Bu nedenle
CIN2 vakasi olup HSIL grubunda yapilmis olan degerlendirme nedeni ile HSIL grubunda
izlenen 9 tane (%19.5) fokal p16™** pozitifligi, 2 tane (%#4.3) sporadik p16™"* pozitifligi ve
1 tane (%1.9) p16™ * negatifligi saptanmasinin sebebi olabilmektedir. Bu bulgularla HSIL
tanil1 olgularm %74.3’tinde diffiiz p16™ " pozitifligi saptanirken invaziv kanser olgularinin
%96.4’tinde p16™"* diffiiz pozitifligi saptanmustir. Istatistiksel olarak LSIL vakalari ile HSIL
ve invaziv skuamoz hiicreli kanser vakalari arasinda anlamli fark saptanirken (p<0.001),
HSIL ve kanser vakalar1 arasindaki fark anlamsiz bulunmustur (p<0.219). Bu sonug, Klaes ve
arkadaslar®® ile Wang ve arkadaslarinin®® ¢alismalarinda CIN3 vakalarmin %100 ‘niin diffiiz
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pl pozitifligine yakin bir deger olusturmaktadir.

Bizim ¢aligmamizda HSIL histopatolojik tanili 46 hasta ve skuamoz hiicreli servikal
kanser olan 30 vakadan da sadece 1/1 tanesinde (%1.9) / (%3.3) p16INK4a negatif iken, LSIL
vakalrmin 10’unda (%20.8) p16™“* negatif idi. Calismamizda LSIL, HSIL, invaziv skuamoz
hiicreli karsinom arasida p16™~* pozitifligi ve boyanma paternleri agisindan anlamls
diizeyde farklilik saptanmistir.(p<<0.001). Bu sonuglar literatiirle uyumlu olmakla birlikte,1
invaziv kanser vakasinda p16™~* negatifligi bulunmasi ¢alismada kullanilan dokularm
parafin bloklardan eldesi nedeniyle olabilir. p16™<* HPV-DNA yogunluguna bagl bir
belirte¢ oldugundan, parafin bloklardan elde edilen 6rnekler sensiviteyi diisiirebilir. Kaldi ki
HPV DNA tespitinin en saglikli sonuglariin taze dokular tizerindeki incelemeler ile elde
edilebilecegini bildiren yaynlar ® oldugunu gézoniine alarak bunun p16™~* diizeyinin de

etkilenmesine neden olabilecegini diisiindiirebilir.

Ozellikle LSIL vakalarmin degerlendirmesinde engel olusturan inflamatuar hiicreler,

preinvaziv servikal lezyonun takibi ve uygulanacak prosediiriin kararinda 6nem arz

6INK4a,

etmektedir. pl nin HSIL ve servikal kanser tanisindaki etkinligi bir ¢ok ¢alismada

gosterilmekle birlikte, bu belirtegin LSIL’i degerlendirmedeki etkisi hala tartismalidir.>>>*7"
°2 Bu konuda NTCC’nin LSIL’de HPV DNA ile p16™"* ‘y1 karsilastirdigi randomize

kontrollii calismasinda, ikisinin kombinasyonu konvensiyonel sitoloji ile karsilagtirildiginda



sensivite anlamli olarak artmakla birlikte kolposkopiye refere edilen hasta sayisinda anlamli

bir azalma saptanmamugtir.”

Bizim ¢alismanmuzin da gosterdigi gibi p16™ " pozitifligi, lezyonun derecesi ve HPV
DNA pozitifligi ile anlamli olarak artmaktadir ve lezyonun ciddiyetini gostermektedir. Ancak,
literatiirde yapilan ¢ok sayida ¢alisma kiyaslandiginda boyanma paterninin
degerlendirilmesinde farkli siniflandirmalar kullanilmistir. Bu da p16™** degerlendirilmesi

icin bir cut-off belirlenmesinin énemini ortaya koymaktadir.”*

Sonug olarak histolojik materyallerde diffiiz p16™"* pozitifligi, hastaligin
progresyonu i¢in prediktdr olabilir.*> "> 7% Ancak, 6zellikle diisiik dereceli lezyonlar olmak

INK4
6" ‘nin kullanilmast

iizere i¢in preinvaziv servikal lezyonlarin tedavi, triaj ve takibinde p1
icin daha fazla hasta sayis1 ve uzun izlem siiresine sahip prospektif randomize kontrollii
caligmalara ihtiya¢ vardir. Bu ¢alismaya dahil edilen vakalarin klinik takibi devam etmekte ve

uzun donem sonuglar1 6niimiizdeki siiregte ortaya koyulacaktir.
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