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GIRIS

Serviks kanseri tiim diinyada gen¢ kadinlarda en sik goriilen ikinci kanserdir (1).
Serviks kanserine bagli mortalite; sitoloji ve taramalara giderek daha Onem verilmesiyle ,

ABD’ de son 50 yildir azalmis ve bu kanserden 6lim ABD 'de 13. siraya gerilemistir (2).

1940’1 yillarin ortalarinda G. Papanicolaou’nin kendi adiyla anilan boyay: sitoloji
preperatlarina  uygulamasiyla birlikte vajinal sitolojik arastirmalar tiim diinyada
yayginlagsmistir. Bu gelismeye paralel olarak servikal patolojiler igin vajinal sitoloji ile tarama
programlar1 o yillardan giiniimiize yayginlasmis bunlarin sonucunda invaziv seviks kanseri
insidansinda 6nemli diislisler saptanmistir (3). ABD 'de yapilan istatiksel analizlerde son
50 yilda basarili tarama stratejileri ile serviks kanserini %75 oraninda ve bu kanserden
oliimleri de %74 oraninda azaldigir bildirilmistir (4). Ayrica SEER (The Surveillance,
Epidemiology, and End Results) sonuglarina gore; 1975 yilindan 2000 yilina kadar olan siire
icinde invaziv serviks kanser insidanst 100.000 de 14.8 den 7.6°ya diismiistiir(5). Saglik
sistemlerindeki eksikliklerden dolay1 vajinal smear testinin uygulanmamasi invaziv kanser
gelisimi i¢in en 6nemli risk faktorii olarak kabul edilmektedir (6). Son yillarda 20-29 yas
grubunda servikal intraepitelyal lezyon (CIN) insidanst 1970’li yillara gore iki kat artmis
ve ortalama goriilme yas1 diismiistiir. Ayni sekilde 40 yasin altindaki hastalarda serviks
kanser insidansi da giderek artmaktadir (7).

Serviko-vajinal sitoloji testinin diisiik tan1 duyarlilifinin olmasi ve yanlis negatiflik
oranlarinin %15-20 kadar olmasindan dolay1 yeni tarama metodlar1 gelistirilmektedir (8).
Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada invaziv serviks kanseri gelisen kadinlarin % 47’sinde
son 5 yil i¢inde normal bir smear sonucu vardi (9). Vajinal smearin tanisal dogruluk ve
giivenilirligini  artirma c¢abalarindan biri tarama programlarina HPV tip tayininin
eklenmesidir. Amag servikal preinvaziv lezyonlarin tamamini yakalamak ve invazyona
gidisi 6nlemektir. Bunun yaninda son 10 yildaki yeni teknolojik gelismelere paralel olarak ;
likid bazli sitoloji ve bilgisayar yardimli serviko-vajinal sitoloji smear okuma programlari
(pap-net) ile bu tarama testlerinin duyarlilik, 6zgiinliigii artmistir (10). Her tiirli gelismeye
ragmen bu amaca varmak i¢in gliniimiizde en faydali ara¢ halen vajinal sitolojik
taramalardir. Vajinal smear ‘in 6zgilinliigliniin yiiksek olmasina ragmen duyarlilig1 diisiiktiir.
Clavel ve ark. 2001 yilinda yaptig1 ¢alismada sitolojinin duyarliligi % 70-80, likid bazli
sitolojinin duyarliligi ise %485-95 olarak bildirilmislerdir (11). Vajinal smearlerde yalanci

negatifliklerin oraninin yiiksek olmasindan dolay1 sivi bazli teknolojiler gelismis tlkelerde



daha fazla kullanilmaya baslanmistir. Stvi bazli teknoloji ile HPV tip tayinin de yapilabilmesi,
vajinal smear yOntemine {istiinliigii olarak kabul edilmektedir.

Vajinal sitolojinin uygulama ve yorumunun kolaylastirmak i¢in pek ¢ok siniflama
sistemi gelistirilmistir. Bunlardan sonuncusu 1988 yilinda ABD. Bethesda’da sunulmus ve
2001 yilinda tekrar diizenlenmigtir. Bethesda 2001 siniflama sisteminde epitelyal hiicre
anormallikleri; skuaméz hiicrelerde  ASCUS (" Onemi belirlenemeyen atipik skuamoz
hiicre "), ASC-H ("yiiksek dereceli intraepitelyal lezyonun diglanamadigi atipik skuamoz
hiicre" ), LSIL ("diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon "), HSIL ("Yiiksek dereceli
skuamoz intraepitelyal lezyon " ) ve skuamoz hiicreli kanser olarak siniflanmistir; Glandiiler
hiicrelerde ise AGC ("Atipik glandiiler hiicre" ),  AIS ("adenokanser in situ" ) ve
adenokanser olarak degerlendirilmistir.

Serviksin preinvaziv ve invaziv lezyonlarin olusumunda HPV enfeksiyonlarinin mutlak
gerekli bir faktor oldugu bilinir. Baska bir degisle habasete giden siire¢ yiiksek riskli HPV
enfeksiyonlar ile baslar. Siiphesiz basta ¢evresel ve genetik faktorler olmak iizere pek ¢ok
ilave faktoriin katkis1 gerekmektedir. Yasam boyu kadinlarin % 50 ‘si HPV ile temas eder.
Buna karsilik her 100.000 kadinin ortalama 12 ‘sinde serviks kanseri goriiliir. Neden bazi
HPV enfeksiyonlar1 preinvaziv servikal lezyonlara ve bazi preinvaziv serviks lezyonlar1 da
invaziv serviks kanserine ilerlemektedir? Bu agiklanmasi gereken bir konudur. Invazyona
ilerlemesi olas1 olan preinvaziv lezyonlarin bazi belirtecler ile saptanabilir olmasi bu
lezyonlarin  yonetimini  kolaylastiracaktir. Ancak giiniimiizde bodyle bir belirteg
tanimlanmamigtir. HPV E6 ve E7 onkogen proteinlerinin konak hiicrelerinde p53 ve pRB
gen inaktivasyonuna neden oldugu ve bunun molekiiler diizeyde habasete giden siireci
baslattig1 bilinir. Bu esnada olusan pl6ink4a overekspresyonu bir belirteg olarak
kullanilabilir. Bu bulgulari destekleyen sinirli sayida da olsa ¢alisma mevcuttur .

Calismamizda amacimiz normal ve preinvaziv serviks dokularinda pl6ink4a
overekspresyonunu arastirmak ve preinvaziv lezyon derecesi ile pl6ink4a overekspresyonu
arasindaki  iliskiyi  irdelemektir. Boylece pl6ink4a’nin  klinik  uygulanabilirligi

degerlendirilecektir.



GENEL BILGILER

Serviks kanseri gelismis lilkelerde erken yaslarda meme kanserinden sonra ikinci
siradadir. Gelismekte olan iilkelerde ise en sik goriilen kanserdir. Diinya saglk Orgiitii’niin
2006 yili verilerine dayanarak tiim diinyada 510.000 yeni serviks kanseri olgusunun tani
aldig1 ve 288.000 olgunun da serviks kanserinden 6ldiigi bildirilmektedir. Bu olgularin da
%80’1 gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir(12). Amerikan kanser dernegi verilerine gore
ABD’de 2006 yilinda 9710 yeni serviks kanseri olgusu tan1 almis ve serviks kanserinden 3700
olim olgusu bildirilmistir(13). HPV enfeksiyonu ve serviks kanseri arasindaki iliski ilk
olarak 1980 yilinda Alman virolog Harold Zur Hasuen tarafindan saptanmistir. Bu konudaki
say1siz yayinlara ek olarak serviks kanseri nedenleri arasinda HPV ’nin kilit rolii olduguna dair
kanitlar 1980 yilindan beri artmustir(14). Serviks kanseri gelisiminde Human Papilloma
Virus (HPV) infeksiyonunun ,  bazi1 yardimci faktorlerin etkisiyle kansere yol actig
giiniimiizde kabul gérmektedir. Bilimsel yaymlar , HPV varligiin servikste kanser gelisimi
igin gerekli oldugunu vurgularken, yeterli olmadigi konusunda birlesmektedir. Invaziv
serviks kanseri dokularinda HPV DNA’ s1 %99.7 civarinda saptanmistir(15).

HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV)

Human papillomavirus (HPV) 72 kapsomerden olusan zarfsiz , ikozahedral (20 yiizlii) bir
kapsiil i¢inde ¢ift sarmalli 7.9 kb’lik DNA igeren bir virustur. Virus partikiilii 1s1ya dayanikli
olup DNA igerigi 5.2 milyon daltondur ve 8000 baz ¢iftinden olusur . HPV viral genomu
baslica li¢ bolgeye ayrilmaktadir. HPV DNA genomu {izerinde viral proteinleri kodlayan 8
adet agik zincir dizini (ORF) yer almaktadir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. HPV genomu

L1, L2 gec viral kapsid proteinleri enfeksiyoz viral partikiillerin birlestirilmesinde

kullanilan yapisal proteinlerin senteziyle ilgilidir. L1 ve L2 kapsid proteinleri  hiicre



zarindaki reseptorler ile iletisime girerek virus DNA’siin hiicre i¢ine alinmasinda rol alir. L1
kapsid proteini major kapsul proteininin sentezinden sorumludur . L2 ise nispeten daha az
miktarda bulunan minér kapsiil proteinin sentezinden (%5) sorumlu olup HPV tipine 6zeldir
(16).

DNA replikasyon ve onkogenlerle ilgili proteinleri kodlayan E1-E2-E4-ES-E6-E7 erken
viral kapsid proteinleri DNA replikasyonu , transkripsiyonu ve hiicresel transformasonu
diizenler. E1 , E2 virus replikasyonunun ilk asamalarinda yer alir. E1 ve E2 parabazal
keratinositlerde bulunur; viral epizomun stabilize edilmesi ve viral replikasyonun baslamasi
icin gereklidir (17). Virustaki transkripsiyon islemlerinde diizenleyici olarak gdrev yapan
proteinlerin genetik sifresi E2 boliimiinde bulunmaktadir . E2; E6 ve E7 ‘nin
transkripsiyonunu  diizenler. Bu proteinler hiicrenin biliylime ve siklus kontrol
mekanizmalarini bozar, DNA sentezini yeniden baglatir ve replikasyon proteinlerini aktive
ederler. Virusun maturasyonunun saglanmasinda rol oynayan proteinler ise E4 bdliimii
tarafindan sentezlenir (18). E4 proteininin hazir virionlarin hiicreden saliniminda rol aldig:
distintilmektedir. Hiicre transformasyonunda kilit rol oynayan E6 ve E7 boliimleri , HPV 16
ve 18’deki onkogenlerin sentezinden sorumludur .

Ayrica LCR adi verilen kodlanmayan alan olup transkripsiyon regiilator sekanslar1 ve
replikasyon baslangicint iceren uzun kontrol boliimii  igeren bir dizin mevcuttur (19).
Giiniimiizde 200 civarinda HPV tipi belirlenmistir ve bunlarin yaklasik olarak 40’1 anogenital
epiteli enfekte etmektedir. Son yapilan ¢aligmalarda 15 anogenital HPV tipininin yiiksek
riskli ve serviks kanseri ile iligkili oldugu saptanmistir. HPV 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 ,66 ,68 ve 70 ‘in karsinojenik potansiyeli olduguna dair yeterli
bilimsel kamt mevcuttur (20). ilk kez 1981 yilinda Alman virolog Harold Zur Hasuen
tarafindan HPV-serviks kanseri iliskisine deginilmistir (21). HPV 16 ve 18 tiim serviks
kanserlerin %70 ‘ine neden oldugu kabul edilmekle beraber yiiksek riskli onkojenik HPV
tipleri arasinda HPV 16 prevelansi en yiiksek olandir. Lorinc ve ark. 1992 yilinda
yaptig1 bir caligmada skuamoz hiicreli serviks kanserinde % 50 oraninda HPV tip 16
saptamiglardir . HPV tip 18 ; invaziv serviks kanseri neden olan onkojenik virus
siralamasinda HPV 16 ‘dan sonra ikinci siklikta goriilmektedir (22). Serviks kanseri

hiicrelerinde HPV 18, 31 ve 45 saptanma orant %25-30  civarindadir (23).



HPV VE GENITAL KANSER EPiDEMiYOLOJiSi

HPYV bulagmasi agisindan en 6nemli risk faktorii cinsel aktivitedir. HPV enfeksiyonunun
prevelansi geng cinsel aktif kadinlarda yiiksektir (24). HPV’ nin peak insidans1 20-25 yaglari
arasinda ortaya ¢ikmakta ve bunlarin biiylik kismi da kendiliginden gerilemektedir . Bazi
kesitsel ¢aligsmalar ; sitolojisi normal olan cinsel aktif kadinlarin %20 ila %40 ‘nda HPV
enfeksiyonu olabilecegini ve prevelansin da yasla azalabilecegini bildirmiglerdir (25). Geng
kadinlarda virusun viicuttan temizlenme hizi yiliksektir. Adolesanlarda HPV prevelansinin
%19-46 arasinda oldugu bilinmektedir. Fakat diisiik dereceli CIN lezyonu olanlarin
cogunda bu durum kendiliginden olarak kaybolmaktadir. Adolesanlarin sadece %0.12-3"i
yiiksek riskli HPV tipleri ile enfekte olmaktadir.  Moscicki ve ark. yiiksek riskli HPV
tasiyanlarin ileride yiiksek dereceli CIN gelistirdigini , duyarli adolesanlarda tekrarlayan
HPV temas1 ve immunolojik olarak enfeksiyonun baskilanamadigi bu durumlarda virusun
onkojenik potansiyelini gdsterdigini bildirmislerdi (26). Giinlimiizde yapilan c¢alismalarda
cinsel es sayisinin  neoplazi riskini artirmadig1 yalnizca 16 yasindan dnce cinsel iliskisi
olanlarda HPV tagiyicilik siiresinin artmasina bagli olarak  serviks kanser riskinin
artabilecegi ongoriilmiistiir (27). Cinsel aktif erkek ve kadinlarin en az yarist HPV viriisiine
yasamlarinin bir siiresinde maruz kalmakta en az %80’nin ise 50 yasina kadar enfekte
oldugu kabul edilmektedir (28). Invazyona ilerleme nikotin , ekzojen Ostrojen , p53
polimorfizmi , bagisiklik durumu ve muhtemel diger enfektif ajanlara baghdir. Sigaranmn ,
HPV enfeksiyonundan bagimsiz olarak serviks epitelinde DNA hasarina yol agtig
gosterilmigtir. Sigara hedef hiicreleri mutajen ve karsinojenlere  maruz birakip gen
mutasyonlartyla kromozom aberasyonlarina yol agarak  kanser gelisimine neden olur.
Sigaranin  benzopiren ve NNK karsinojenleri icerdigi, serviks kanseri olusumunda da

onemli bir yasam stili ve ¢evresel faktor oldugu kabul edilmistir (29).
SERVIKAL KARSINOGENEZISTE HPV °NiN ROLU

Serviks transformasyon bolgesindeki immatur skuamdz metaplazi , habis transformasyon
icin en yiiksek risk tasiyan bolgedir(Sekil 1.2). Transformasyon bolgesinde metaplazinin en
aktif oldugu lic donem sirastyla fetal period , puberteyi takip eden yillar ve gebeligin erken
ilk haftalaridir (30).



Transformasyon zonu
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Sekil 1.2 .Serviks transformasyon bélgesi
Genital HPV enfeksiyonu latent, subklinik ve klinik olmak iizere li¢ donemde goriiliir.
Bazal keratinositleri hedef alan viral infeksiyonlardaki replikasyon zincirinde , viral
proteinlerin yiiksek derecede ekspresyonu ve viral yiik, skuamoz epitelin stratum
granulozumunda ve stratum spinozumun farklilasan keratinositlerinde ortaya ¢ikmaktadir.
Virus ilk olarak stratum germinativumdaki bazal hiicreleri enfekte eder. Bu da en ¢ok cinsel
iligkiye bagli mikrotravmalarin oldugu bolgede olusur. Virus genomu, ikozahedral protein
kilifindan ayrilip hiicrenin ¢ekirdegine girer ve burada epizomal (konak DNA’s1 disinda )
yerlesim gosterir. Yara iyilesmesi sirasindaki bazal hiicre boliinmesiyle vaskiiler ve bazal
hiicre proliferasyonu baglar.  Virus replikasyonu ile birlikte bazal intermediyer hiicre
hiperplazisi ortaya cikar. Baslangigta latent fazda HPV DNA’s1 yalnizca bazal epitel
tabakasindadir (Sekil 1.3)

{‘:} wvime  Effect of HPV on Squamous Mucosa

CINI CIN2/CING SCC

BV integration —— — s
Imte host DMA

Sekil 1.3. HPV epizomal replikasyon ile CIN1 olusumu ve CIN3’e ilerleme asamalari

Latent donemde hastaligin sitolojik, kolposkopik ya da morfolojik higbir bulgusu yoktur,
yalnizca duyarli polimeraz zincir reaksiyonu (PCR ) teknikleri ile HPV DNA 's1 gosterilebilir

31).



Subklinik donemde HPV’ye bagl sitolojik ve ya mikroskopik degisiklikler ancak
kolposkopi gibi biiylitme yontemleri uygulanarak goriilebilen lezyonlar mevcuttur. CIN ve
intraepitelyal neoplaziler genelde bu donemde goriilen lezyonlardir .

Genital kondilom ya da invaziv kanser gibi gozle gortilebilen lezyonlarin ve semptomlarin
bulundugu déonemde klinik donem adin1 alir.

Latent donemin ne kadar slirecegi , ileri asamalara ge¢ip gecemeyecegi ¢esitli faktorlere
baghdir. Tim bu donemler ayni anda beraber bulunabilecegi gibi birbirine gecis de
gosterebilir. Hatta klinik belirti veren epitele komsu normal epitelde latent HPV
infeksiyonu bulunabilir ki buna bagli olarak genital kondilom ya da intraepitelyal
neoplazi alanlarina komsu alanlarda tedavi sonrasi niiksler sik¢a goriilmektedir (32).

Immunolojik kontroliin kaybiyla virus genomu replike olmakta, buna bagli ortaya ¢ikan
bliyime faktorlerinin etkisiyle epitel proliferasyonu ; akantozis (intermediyer hiicre
hiperplazisi) ve hiperkromazi olusmaktadir. Olgularin %30 “unda bu proliferasyon asir1 olup
servikste gozle goriilebilir ekzofitik kondilom gelisebilir. Epitel tabakasinin iist siralarinda
olusan koilositler habis doniisiim gostermeyen , 6lii ya da dlmekte olan stratum granulosum
hiicreleridir. Koilosit  niikleusu diizensiz ve virus partikulleri ile dolu oldugu i¢in
hiperkromatiktir. Sitoplazmada ¢ekirdegin hemen kenarinda vakoul bulunur. Bu koilositler
aslinda daha ¢ok diisiik risk grubundaki HPV enfeksiyonlarinin bir bulgusudur.

HPV enfeksiyonu olmadan da akantozis, hiperkeratoz ve koilositoz olusabilir.
Koilositlerin ayirici tanisinda periniikleer halo ve niikleer atipi ( niikleer biiyiime , diizensiz
cekirdek sinirlart , biniikleasyon , hiperkromazi ) gibi bulgular kullanilir .

Hiicresel boyutta HPV  enfeksiyonu iki farkli  sekilde izlenebilir. Epizomal
enfeksiyonda viral olarak aktif HPV , hiicre ¢ekirdegine yerlesmistir ancak viral DNA
konak hiicre DNA ‘sindan ayridir. Entegre enfeksiyonda , HPV DNA disiik ve yiiksek
riskli HPV tiplerinin DNA’s1 epizomal kalabilir. Bu durum anormal sitoloji bulgular
olusturabilir . Bu gelismeler gecici HPV enfeksiyonlarinin bulgularidir. HPV enfeksiyonlari
gecici ve kalict olmak {izere iki grupta toplanir. Habis transformasyona gétiiren siire¢ kalici
HPV enfeksiyonlar1 ile baglar. Kalict HPV enfeksiyonlarinin da hemen tamaminda virus
DNA’s1ile konak hiicre DNA’sina entegre olur. Bagska bir deyisle virus DNA 's1 ile konak
hiicre DNA 's1 birlesir ve birlikte calismaya baglar. Bu durum yalniz yiiksek riskli HPV
tipleri ile izlenir. Epizomal hastalikta oldugu gibi, anormal serviko-vajinal sitoloji testlerine

neden olabilir ve kolposkopik olarak goriiliir.
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Virus L1- L2 gen bolgeleri ile konak hiicre DNA’sina baglanir. Bunun sonucunda
ozellikle E2  bolgesi geni parcalanarak inaktif hale geger . E2 boliimiiniin fonksiyonu
yitirmesi E6 ve E7 boliimlerinin aktif olarak ¢aligmasini saglar. Bu da konak hiicre timor
baskilayict genlerden sirastyla pS3 ve pRb 'nin baskilanmasina ve sonug olarak kontrolsiiz
hiicre ¢cogalmasina ve habaset gelismesine yol agar. Nadir durumlarda , HPV  DNA’siin
hiicre DNA ' sina entegre olmadan , epizomal kalarak da tiimor gelisimine yol agabildigi
bildirilmistir (33).

Yukarida da belirtildigi gibi , enfeksiyon olusturmak i¢in HPV’nin bazal ve parabazal
hiicrelere ulagmasi gerekmektedir. Genomlarin1 ve enfektif virionlar1 olusturabilmek igin
HPV konake1 hiicrelerinde bir miktar farklilasmaya yol acar. Bu etkilesim konak¢1 hiicrenin
stiperfisyal hiicrelere ilerlemesini engellemez. Ancak bu durum viral genlerin
ekspresyonunun  kontroliinii saglayan diizenleyici hiicre ici 6zelliklerin bozulmasi ve
denetiminin ortadan kalkmasi ile engellenir. Viral genler, epitelyal hiicrenin ¢ogalmasini
kontrol eden mekanizmalarla etkileserek kromozomal anormallik ortaya ¢ikmasina neden
olur. Bu siirecte etkili olan viral genetik islevler molekiiler ve biyokimyasal diizeyde pek ¢ok
calisma ile gosterilmistir. Ug¢ 6nemli mekanizma ile kromozomal anormallik ortaya
cikmaktadir (34). Birincisi onkojenik HPV tiplerinin E6 proteini , p53 tiimdr baskilayici
genin erken yikimina neden olmakta ve bu hiicrenin apopitotik fonksiyonlarint bozmaktadir.
Ikincisi ; E7 proteini ise retinoblastoma pRb  protein kompleksinin islevini engelleyerek
hiicre siklusunun pRb yolu ile kontrolden ¢ikmasina neden olmaktadir. Ugiinciisii ise her iki
gen sentromer sentezi ve fonksiyonunu etkileyerek mitotik fonksiyonlarin diizgiin gidisini
bozarlar. Bunun sonucunda mitoz sirasinda kromozomlarda sayisal ve yapisal anormallikler
olusmaktadir.

Viral E6 ve E7 onkogenlerin bazal ve parabazal hiicrelerde anormal ekspresyonu ile
serviks kanseri patogenezi indiiklenir.

CDKN2A gen iiriinii olan p16ink4a, tiimor baskilayici proteini olarak kabul edilmektedir.
Pl6ink4a  siklin bagimli kinaz inhibitorii (CKI) ‘diir. Pl6ink4a ’nin hiicre siklusunun
diizenlenmesinde 6nemli gorevleri vardir (35). Pl6ink4a hiicre dongiisiinde G1 kontrol
noktasint diizenler. HPV virusleri ; onkoproteinleri olan E6 ve E7 ‘nin sirastyla timor
baskilayic1 genler olan p53 ve pRb 'ye baglanmasiyla serviks  kanseri patogenez
mekanizmasinda rol alirlar (36). Pl6ink4a ekspresyonu pRb 'nin negatif feedback’i ile
kontrol edilir. Azalmis ve ya kaybolan pRb  pl6ink4a’nin ekspresyonunda artisa neden
olur. Dolayisyla Pl6ink4a 'nin HPV onkogenlerinin saptanmasinda duyarli ve 6zgiin bir

belirte¢ oldugu diigiiniilmektedir (37).
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Yiiksek riskli HPV tipleri serviks epitelyal hiicreleri enfekte edip , E6 ve E7
onkoproteinleri ile p53 ve pRb’ye baglanarak bunlar inaktif hale getirmektedirler. Yiiksek
riskli HPV enfeksiyonu olanlarda bu tiimdr baskilayic1 genlerin inaktivasyonu ile kontrolsiiz
hiicre boliinmesi meydana gelmektedir (38). E7 onkoproteini tiimor baskilayici protein
olarak kabul edilen retinoblastoma (pRb) baglanarak kompleks aktif hipofosfor ile
retinoblastoma’dan  E2F benzeri kopyalama faktorii salinmasina neden olmaktadir. PRb
iligkili genlerin kopyalanmasi aktive olup, hiicre siklusunda G1/S fazinin ilerlemesi saglanir.
Bundan dolay1 E7 proteini pRB inaktivatorii gibi davranir ve gen mutasyonu makanizmasina
katilir. E6 ve E7 ile iliskili onkojenik mekanizmalar diger kanser tiplerinde de sik olarak
goriiliir. E6 yiiksek E2F seviyeleri ile olusan apoptosisi onler (39). Primer serviks
kanserlerinde tiimor hiicreleri incelendiginde, yiiksek riskli viral genom HPV tiplerinin
host genomu ile birleserek, EI ve E2 genlerinin fonksiyonlarini tahrip ederek E6 ve E7
onkogenlerinin aktivasyonuna neden olmaktadir. In vitro da E6 ve E7 kodlayan DNA’larin
primer hiicrelerinde immortilizasyon oldugu saptanmistir . Genetik anormallik saptanan
hiicrelerde yiiksek riskli HPV enfeksiyonlari; E6 ve E7 protein ekspresyonuyla serviks
kanseri olusum siireci kolaylastirmaktadir (40). Somatik olarak olusan genetik lezyonlar ;
hasarlanmis DNA’larinin kopyalanmasi sonrasi bir sonraki hiicreye kalitimla aktarilir.
Karsinogenez mekanizmasinin temelini olusturan teoriye gore normal memeli hiicresinde
DNA hasar1 sonrasi hiicre onariminda DNA  sentezi ve mitozu sirasinda hiicre siklusunun
Gl ve G2 fazlarinda duraksamast  olur (41). DNA kiriklarina neden olan iyonizan
radyasyon ve Aktinomisin D sonrast Gl siklus duraksamasi goriiliir. Bu durumda wild tip
protein p53 (wtp53) artisinda gegici bir artis goriiliir. Wt p53 olmayan ve ya mutant p53 'i
olanlarda DNA sentezi ile ilgili olan G1 arresti gosteremezler. Wild tip p53 proteini DNA
hasarindan sonra hiicre boliinmesini engeller. DNA hasarina olan cevap olusumunda; p53
mutasyonu olanlarla wild tip p53 ile E6 etkilesimi arasinda benzer bir iligki saptanmistir (42).
HPYV pozitif serviks kanserli hastalarda p53 mutasyonu olan hiicreler saptanabilmektedir. Bu
durumda etkilenmis olan hiicre boliinmesinde artis oldugu goriilmiistiir (43). Onceki
caligmalarda in vitro ortamda yiiksek riskli HPV E6 proteinlerinin wtp53 'e baglanip
ubikutin araciligiyla p53 yikimina neden oldugu saptanmistt (44). Yin ve ark. p53 geni
olmayan hiicrelere wtp53 gecis gostererek ederek hiicre boliinme siklusunu ve gen

amplifikasyon frekansini kontrol altina almay1 bagarmiglardir (45).
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Serviks displazilerde genis serilerde yapilan ekspresyon analizlerinde pl6ink4a’nin
displastik epitelin proliferasyon gosteren kisimlarinda diffiiz boyanma gosterdigi ortaya
konmustur (46). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda da P16ink4a tanisinda CIN 2 ve lizeri
lezyonlarin belirlenmesinde yardimci olabilicegi diisiiniilmektedir. P16ink4a biyobelirteci
ASCUS ve LSIL ' da sitolojik spesimenlerde de immun boyama ile belirlenebilmektedir
(47).

SERVIKAL INTRAEPITELYAL NEOPLAZI (CIN) GELISIMI

HPV 'ye bagh olarak gelisen lezyonlar morfolojik ve kolposkopik olarak diisiik ve yiiksek
dereceli lezyonlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Koilositotik atipi ve CIN1 diisiik dereceli grubu
; CIN2 ve CIN3 ise yiiksek dereceli grubu olusturmaktadir.

HPV temas eden bir kadinda klinik ya da subklinik infeksiyon her zaman
goriilmeyebilir ve virus kendiliginden ortadan kalkabilir . Bu kadinlarda PCR teknigi ile
HPV ‘sina tekrar bakildiginda % 90 'lara varan oranda virus DNA’sinin kayip oldugu
ortaya ¢ikmaktadir. Viral gerileme i¢in belirli bir siire verilememektedir. HPV ile enfekte
olan kisilerin %90’1nda yaklasik 2 yil igerisinde gerileme oldugu bilinmektedir. Ancak bu
olgularin % 10 'u ilerleyerek olarak intraepitelyal lezyon haline ge¢mekte ; bunlarin da %1°1
invaziv kansere doniismektedir . Tiim CIN lezyonlarinin gerileyebilecegi diisiiniilmeli , tedavi
ve takipte hastalar buna gore degerlendirilmelidir (48).

2005 yilinda Arbyns ve ark. yaptigi bir meta-analizde , CINI olgularinin % 57’sinin
kendiliginden gerilemeye ugradigir , %31’nin devam ettigi , % 11°’nin CIN3 ‘e ve %1 nin
ise invaziv kansere doniistiigii saptanmustir (49). CIN3 i¢in gerileme orani %32 ve invazyona
gecis %12 olarak bulunmustur (tablo 1.1).

TABLO 1.1. CIN’de ilerleme — gerileme (Arbyn,2005)

Gerileme Kalicilik [lerleme
CIN3 invazyon
CIN1 57 31 11 1
CIN2 43 35 22 5
CIN3 32 56 - 12

Ileri dereceli CIN’e gegisin daha gok 25-29 yaslar1 arasinda ortaya ¢iktig1 ve HPV tipine

bagimli oldugu bildirilmektedir. Serviks kanseri patogenezinde ana asamalar, metaplazik
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transformasyon bdlgesinin bir ya da daha fazla onkogenik HPV ile enfeksiyonu, virusun
kaliciligi, kalic1 enfekte olan epitelin serviks prekanserdz lezyonlara klonal ilerlemesi ve
sonra invaziv lezyona neden olmaktadir. En 6nemli viral ozellikler, virusun genotipi ve
kalicilik siiresidir. Ornek olarak HPV 16 diger tiplere gore daha uzun siirede elimine
edilmektedir ve. HPV 16’nin enfeksiyonun 5 yillik kaliciligit %40 CIN3 riski tasir (50).
HPV 16 ve 18 ile enfekte olan kadinlar bu enfeksiyonun devam etmesi etmesi durumunda
diger HPV tiplerine gére daha fazla CIN3 ve kanser gelistirme riskine sahiptir (51).

Ileri dereceli lezyonlarm gelismesinde virus yiikiiniin de cok dnemli rolii oldugu {izerinde
durulmaktadir. Buna gore anormal sitolojik bulgular1 olup da kolposkopisi negatif olan ve
daha az hassas bir yontem olan dot blot hibridizasyon ile HPV DNA saptanan olgularda ilerde
% 55 oraninda CIN gelismektedir . CIN ‘den invaziv serviks kanserine gecis genelde 35-39
yaslar1 arasinda plato yapmaktadir. Bu ilerleme genelde kofaktorlerin de etkisiyle HPV DNA
‘stnin  konak hiicre DNA °‘s1 i¢ine katilmasiyla beraberdir . Preinvaziv donemde daha az ve
normal kadinda hi¢ rastlanilmayan bu DNA katiliminin tamamlanmasinda ¢esitli faktorlerin

etkisi olabilecegi lizerinde durulmaktadir (52)
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MATERYAL VE METOD

Bu calisma 1.U.C.T.F. Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali Jinekolojik Onkoloji
Bilim Dali'nda prospektif olarak yiiriitiildii. Caligma protokolii igin Istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’nun onay1 alindi. Calismaya alinan tim
hastalara bilgi verildi . 2005-2008 tarihleri arasinda klinigimizde tanis1 konulan ve tedavi
edilen preinvaziv ve ya invaziv servikal lezyonu saptanan olgular c¢alisma grubuna alindi.
Kontrol grubunu histopatolojide servikal preinvaziv lezyonu olmayan normal olgular
olusturdu. Jinekolojik Onkoloji poliklinigine anormal sitoloji sonucuyla miiracat eden tiim
olgularda  Bethesda sitoloji siniflama sistemi kullanildi (53). Bethesdaya goére ASC-US,
ASC-H, LSIL, HSIL, ve AGUS anormal sitolojik bulgular olarak degerlendirildi. Anormal
smear saptanan tiim olgulara kolposkopi yapildi. Servikste transformasyon bolgesinin net
goriilebildigi olgularin  kolposkopik incelemesi yeterli olarak kabul edildi. Kolposkopik
muayenesi sonucunda serviksin 2/3 ‘den fazlasini ilgilendiren anormal kolposkopili olgulara
LEEP veya soguk konizasyon yapildi. Yiiksek dereceli anormal kolposkopi bulgusu olan tiim
anormal sitolojik olgulara da ayn1 biyopsi teknigi uygulandi. ASC-US, ASC-H ve HSIL gibi
anormal sitolojisi olan olgularda diisiik dereceli anormal kolposkopi bulgusu varsa veya
anormal kolposkopi bulgusu serviksin 2/3’linden daha az ise biyopsi teknigi olarak punch
biyopsi kullanildi. Sitoloji sonucu HSIL saptanan olgularda anormal kolposkopi bulgusu yok
ise sitoloji tekrar degerlendirildi. AGUS olarak degerlendirilen olgulara LEEP eksizyon
uygulandi. Servikal biyopsi yapilan olgularin hemen tamamima ECC (Endoservikal kuretaj)
uygulandi. LEEP ve ECC islemleri genel anestezi , punch biyopsi ve ECC ise poliklinik
sartlarinda yapildi.

Alinan tiim materyaller formol igine koyularak I1.U. Cerrahasa Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’na gonderildi. Normal servikal dokular preinvaziv lezyonlu dokular ve invaziv
lezyonlu dokular parafin bloklar haline getirildi. Bu parafin bloklardan hazirlanan kesitlere
belirli bir siire sirasiyla xylene, absolut alkolde ve hidrojen peroksit (Novocastra)
uygulamasindan sonra primer antikor (pl16-zymed) uygulandi. Post primer blok ile sekonder
antikor baglamasindan sonra AEC kromojeni ve substrati solusyonundan gegirilen boyanmis
preperatlara mayer Hemotoksilen-Eozin ile zit boyama uygulandi. Immunohistokimyasal
olarak pl6ink4a klonal antikorlar1 ile boyanmis incelemeye hazir preparatlar Nicon marka

mikroskop altinda 4, 10 ve 40’lik biiyiitme alani ile incelendi ve servikal patoloji tanilari
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belirlendi. Boyama isleminden sonra preparatlar hasta hakkinda bilgisi olmayan tek bir
patalog tarafindan, 151k mikroskobu altinda degerlendirildi.

Doku kesitlerindeki boyanma 6zellikleri; Pl6ink4a ekspresyon dereceleri %0-%20
olanlar negatif (0); %20-30 olanlar zayif (+1); %31-50 olanlar orta derece (+2); ve %50 ve
iizerindeki lezyonlar siddetli pozitif (+3) olarak kabul edildi (Resim 1.1-1.2-1.3). P16ink4a
ekspresyonu hem sitoplazmik hem de niikleer reaktivitite tutulumu gosterenler pozitif olarak
degerlendirildi.

Toplam 101 olguluk bir grubun sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in veriler Microsoft
Office Excel 2007 ve SPSS 16.01 istatistik programma kayit edildi. Istatistiksel
degerlendirmede; ortalamalar1 karsilastirmak i¢in ki kare, Fisher Exact ve kappa korelasyon

testi kullanildi. Anlamlilik degeri p< 0,05 olarak kabul edildi.

Resim1.1:Siddetli pozitif pl6ink4a ekspresyonu Resim1.2: Orta derecede pl6ink4a ekspresyonu

Resim 1.3: Zayif derecede pl6ink4a ekspresyonu
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BULGULAR

Tablo 1 . Olgularin Klinik Ve Morfolojik Ozellikleri

n:101 % Ort. Std.
Yas 36.7 £9.4
Sitoloji
ASCUS 19 %19
LSIL 27 %27
HSIL 55 %54
Biyopsi sekli
Leep ve
Soguk konizasyon 99 %98
Punch biyopsi 2 % 2
Histopatoloji
Normal 25 %25
LSIL 30 %30
HSIL 46 %45

Toplam 101 olgu ¢alismaya alindi. Olgularin yas ortalamasi 36.68+9.4 idi. 101 olgunun
99’una leep ve ya soguk konizasyon 2’sine punch biyopsi yapildi. Kanser olgulari ¢alismaya
alinmadi. Histopatolojik bulgusu servisit olarak saptanan olgular normal olarak kabul edildi.

Sitolojide ASCUS, LSIL, HSIL saptanan olgularin oranlari sirasiyla %19, %27, %54;
histopatolojide normal, LSIL, HSIL tanilar1 saptanan olgularin oranlar1 sirasiyla %25,

%30, %45 idi(tablo 1).

Tablo 2: Olgularin Sitolojik Ve Histopatolojik Bulgular1 Arasindaki iliski

Histopatoloji
n: 101 Normal (n:25) LSIL(n:30) HSIL.(n:46)
Sitoloji
ASCUS 19 10(%53) 5 (%26) 4(%21)
LSIL 27 7(%26) 17(%63) 3 (%l11)
HSIL 55 8(%14) 8 (%14) 39(%71)
Kappa : 0.071
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Vajinal smear sonucu ASCUS olan 19 olgunun 4’iinde (%21) histopatolojik tan1 HSIL
idi. Istatiksel analizde korelasyon uyumu kappa degeri 0.071 olarak bulundu ve anlaml
olarak kabul edildi (tablo 2).

Tablo 3: Olgularin Kolposkopi, Sitoloji Ve Histopatoloji Sonuclar1 Arasindaki liski

Kolposkopi
n: 101 Normal (n:34) Anormal(n:67)
Sitoloji
ASCUS 19 11 (%58) 8(%42)
LSIL 27 13 (%48) 14(%52)
HSIL 55 10 (%18) 45(%382)
p :0.001°
Histopatoloji
NORMAL 25 19(%76) 6( %24)
LSIL 30 7(% 23) 23(%77)
HSIL 46 8 (%17) 38(%83)
p:0.0001°
* Ki-kare

Sitolojide ASCUS,LSIL ve HSIL saptanan olgular i¢in anormal kolposkopi oranlari
sirastyla %42, %52, %82 ; histopatolojide normal, LSIL, HSIL tanis1 alan olgular icin
anormal kolposkopi oranlar sirasiyla %24, %77, %83 olarak hesaplandi. Sitoloji ve ya
histopatoloji tanilar1 ile kolposkopi bulgular1 arasindaki fark istatiksel olarak anlamliyd:

(tablo 3).

Tablo 4: Kolposkopinin preinvaziv lezyonlar1 saptamada duyarhhk, ozgiinliik,
NBP, PBD degerleri

Kolposkopi Duvarhhik Ozgiinliik PBD NBD
% 80 % 76 % 91 % 56

PBD : Pozitif belirleyici deger
NBD : Negatif belirleyici deger

Kolposkopinin preinvaziv displazilerin histopatolojik tanisindaki duyarlilik, 6zgiinliik,

PBD, NBD degerleri sirasiyla %80, %76, %91 ve %56 idi (tablo 4).
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Tablo 5. Preinvaziv Lezyonlarda Kolposkopi Yeterliliginin Cerrahi Simr Ve ECC
Sonuclar1 Uzerindeki EtKisi *

Kolposkopi
n:75 Yeterli (n:64) Yetersiz(n:11

Cerrahi Simir
Pozitif 19 15(% 23) 4 (%36)
Negatif 56 49 (%77) 7 (%64)

p:0.455°
ECC
Pozitif 6 6 (%9) 0 (%0)
Negatif 69 58 (%91) 11(%100)

p :0.583°

* Biyopsi teknigi leep ve soguk konizasyon olan olgular
® Fisher —Exact test

Kolposkopisi yeterli 64 olgunun 15’inde (%23) eksizyonel cerrahi smir1 pozitifti.
Kolposkopisi yeterli 64 olgunun 6’sinda (%9) ECC pozitifligi saptandi. Displazi saptanan
olgularin  kolposkopi yeterliligi ve cerrahi siir pozitifligi arasindaki  fark istatiksel
analizde  anlamli degildi(tablo 5).

Tablo 6. Preinvaziv Lezyonlarda Lezyon Derecesi ile Cerrahi Simir Ve ECC Sonuclari
Arasindaki iliski *

Histopatoloji
n: 75 LSIL (n:29) HSIL(n:46)

Cerrahi Simir
Pozitif 19 0 (%0) 19 (%41)
Negatif 56 29 (%100) 27 (%59)

p :0.0001°
ECC
Pozitif 6 0 (%0) 6 (%13)
Negatif 69 29(%100) 40 (%87)

p :0.076°

? Biyopsi teknigi leep ve soguk konizasyon olan olgular
® Fisher-Exact test
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Histopatolojide tanis1 LSIL olan 29 olgunun 29’unda (%100) eksizyonel cerrahi siniri
ve ya ECC negatifti. HSIL saptanan 46 olgunun 19’unda (%41) eksizyonel cerrahi sinir1
pozitifti. Olgularin displazik durumu ve eksizyonel cerrahi sinir pozitifligi arasindaki fark

istatiksel analizde anlamliydi (tablo 6).

Tablo 7. Sitoloji Sonuclar ile P16ink4a Ekspresyonu Arasindaki liski

p 16ink4a ekspresyonu

n:101 _ (negatifin:35 (+) n:13 (++) n:9 (+++) n:44
Sitoloji
ASCUS 19 10(%52) 3(%16) 3(%16) 3(%16)
LSIL 27 11(%41) 5(%18) 3(%11) 8 (%30)
HSIL 55 14(%26) 5(%9) 3( %S5) 33(%60)

P:0.011 (Fisher-Exact test)

Sitolojide  tanis1  ASCUS, LSIL, HSIL olgular i¢in siddetli pl6ink4a ekspresyonu
oranlarint sirasiyla %16, %30 ve %060 olarak bulduk. Sitolojik bulgularin derecesi ile

pl6ink4a ekspresyon siddeti arasindaki fark istatiksel analizde anlamliydi(tablo 7).

Tablo 8. Histopatoji Sonuclar Ile P16ink4a Ekspresyonu Arasindaki iliski

p 16ink4a ekspresyonu

n:101 (negatif) n:35  (+) n:13 (++)n:9 (+++)n:44
Histopatoloji
NORMAL 25 25(%100) 0 ( %0) 0( %0) 0( %0)
LSIL 30 6 (%20) 12(%40) 6(%20) 6 ( %20)
HSIL 46 4 (%9) 1( %2) 3( %6) 38 (%83)

P <0.0001 (Fisher-Exact test )

Histopatolojide tanist normal, LSIL, HSIL i¢in siddetli p16ink4a ekspresyonu oranlarini
sirastyla %0, %20 ve %83 olarak bulundu. Histopatolojik bulgularin derecesi ile p16ink4a
ekspresyon siddeti arasindaki fark istatiksel analizde anlamliydi (tablo 8).
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Tablo 9. Preinvaziv Lezyon ile P16ink4a Ekspresyonu Arasindaki Iliski

p 16ink4a ekspresyonu

n:101 pozitif(n:66) negatif (n:35)
Preinvaziv lezyon
yok 25 0 (%0) 25(%100)
var 76 66(%87) 10(%13)

P<0.0001 (Ki-kare )

Displazi saptanmayan 25 olgunun 25’inde (%100) ve displazi saptanan 76 olgunun 10
‘unda (%13) pl6ink4a ekspresyonu negatifti. Displazi saptanan 76 olgunun 66’sinda
(%87)’ininde pl6inkd4a pozitifligi saptadik. Olgularin displazik durumu ve pl6ink4a

ekspresyon pozitifligi arasindaki fark istatiksel analizde anlamliydi (tablo 9).
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TARTISMA

Bugiin HPV’ nin hangi mekanizmalarla serviks epitelinde degisikler yaparak preinvaziv
serviks lezyonlar1 ve ya serviks kanseri insidansini arttirdig1 ve patogenezi arastirmacilarin
ilgisini ¢cekmektedir. Bu mekanizmalar iizerinde calismalar siirerken, HPV  enfeksiyonu
kalicilig1 saptanan hastalarda olusabilecek preinvaziv ve invaziv serviks lezyonlarin takibi
de ayrica Onem kazanmaktadir. Vajinal servikal smear slaytlarin patologlar arasinda farkli
yorumlanabilmesi serviks kanser tarama programlarinin Oniindeki en 6nemli sorunlardan
birisidir. Hastalar gdorsel inspeksiyon, kolposkopi ile takip edilmekte ve gerektiginde
kolposkopi esliginde siipheli alanlardan biyopsiler i¢in farkli teknikler kullanilmaktadir.
Son yillarda likid bazli sitolojinin kullanimiyla HPV DNA molekiiler analizi daha kolay
miimkiin olmustur. Diger tarafta HPV DNA testlerinin molekiiler analizlerinin ¢ok
standardize edilmemis olmasi, 6zgilinliigliniin sitolojiye gore diisiik olmas1 ve kalite kontrol
programlar ile ilgili kaygilar nedeniyle bu testlerin kullanimi tartisilmaya baslanmustir.
Tiim bunlar serviks preinvaziv lezyonlarinin ve serviks kanserinin saptanmasinda yeni bir
biyobelirte¢in gerekliligini gostermekteydi (54).

Calismamizda sitoloji tan1 dagilimi incelendiginde olgularin %19°u ASCUS tanist almigst.
ASCUS tanisi en tecriibeli patologlar arasinda yorum farkliligina neden olabilen borderline
epitelyal hiicre anormallikleri olarak kabul edilmektedir (55). Bethesda 2001 yilinda servikal
sitoloji smiflamasinda ASCUS  kategorisini ikiye ayirmustir. Bunlarin birincisi ASC-US;
hiicresel anormalliklerde skuamdz intraepitelyal lezyon oldugu diisiiniilen ve kesin tanisi
konulamayan olgular, ikincisi ise ASC-H; hiicresel anormalliklerde HSIL ‘e doniisme
thtimali yiiksek olgular i¢in kullanilmaktadir. ASCUS saptanan olgularin %35-10’unda ASC-H
saptanabilmektedir (56). ABD’ de yapilan sitolojik tetkik analizlerinde 55 milyon vajinal
smearin %5’inde ASCUS saptanmustir (57). ASCUS oranlarini yiiksek saptamamizin nedeni
daha Onceden biyopsi ile histopatolojik tanis1 konmus olgularin merkezimize refere
edilmesidir. ASCUS olgularin %21 inde histopatolojik tan1 HSIL idi. Arbyn ve ark yaptig1 bir
metaanalizde =~ ASCUS olgularin %3-36’sinda  histopatolojik taninin HSIL oldugunu
bildirmislerdir (58).

Calismamizda histopatolojide =~ HSIL saptanan olgularin %83’tinde  kolposkopi
incelemesi anormaldi. Anormal smear takibinde kolposkopi esliginde punch biyopsi altin
standart tan1 yontemi olarak kabul edilmektedir. Kolposkopinin preinvaziv displazilerin
histopatolojik tanisindaki duyarlilik, 6zgiinliik, PBD, NBD degerlerini sirasiyla %80, %76,
%091, %56 olarak bulduk . Benedet ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada 84244 hastadaki kolposkopi

ve histopatoloji bulgulari arasindaki korelasyon oranint %87 olarak bildirmislerdir (59). Bizim
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calismamizda bu uyum % 80 idi. Kolposkopi sonuglari ile histopatolojik bulgular arasinda
uyumun diisiik gibi gériinmesinin nedeni klinigimizin egitim hastanesi olmasi ile agiklanabilir.
Kolposkopinin tanilarda kullanilmasi ile serviks konizasyonlar1 % 80 oraninda azalmistir
(60). Serviks lezyonlarinin degerlendirmesinde kolposkopi yapanlar arasinda gdzlemleyici
degiskenligine  bagli olarak duyarlilik ve 0Ozgiinlik oranlart calismalarda farklilik
gostermektedir. Hopman ve ark. yaptigi bir calismada 1972 ile 1995 yillar1 arasindaki
literatiirler degerlendirilmis ve kolposkopide histopatolojik CIN3 tanisinin saptanmasindaki
pozitif belirleyici degerlerinin ortalamasin1 %78 olarak bildirmislerdir (61). Massad ve ark.
yaptig1 calismada kolposkopinin herhangi bir lezyonun saptanmasindaki duyarlilik oranini
%89, ozgilinlik oranimmi %52 olarak bulmuslardi (62). Javaheri ve ark. kolposkopinin

histopatolojik displazi tanisinda pozitif prediktif degeri % 76.5 olarak hesaplamislardir (63).

Calismamizda kolposkopisi yeterli olgularin %23’linde eksizyonel cerrahi sinir1 pozitifti.
Reich ve ark. yaptig1 calismada CIN3 icin soguk konizasyon yapilan olgularin %18’inde
eksizyonel cerrahi sinir pozitifligi saptanmistt (64). Lapaquette ve ark. yaptigi c¢alismada
eksizyonel cerrahi siir1 pozitiflik oranin1 %18 iken; cerrahi sinir1 pozitif olgularda CIN
kaliciligin1 %13 olarak bildirmislerdir (65). Felix ve ark. yaptig1 57 olguluk ¢aligmada 19
ECC ve ya cerrahi sinir pozitifligi saptanan olgularin 12 ‘sinde rezidiiel displazi vardi (66).
Cerrahi sinir1 pozitif saptanan olgularda displazinin devam etmesi etmesi ve ya invaziv
serviks kanseri riski yiiksektir. Eksizyonel cerrahi sinir  pozitifligi saptanan olgularda
displazinin kaliciligi, tekrarlama ve ilerleme gdstererek invaziv serviks kanseri gibi riskleri

vardir. Eksizyonel cerrahi sinir pozitifligi saptanan olgularda takip dnem kazanmaktadir.

Calismamizda kolposkopisi yeterli 64 olgunun 6’sinda (%9) ECC pozitifligi saptadik.
Yapilan ¢alismalarda ECC’nin yetersiz kolposkopi durumlarinda preinvaziv ve invaziv
serviks lezyonlarmin tanisinda dogruluk oranlarmi artirdigi gosterilmistir (67). ECC’nin
kolposkopik tanilarda destekleyici oldugu bilinmektedir.  Talebian ve ark. ECC’nin
histopatolojik tanilarda ek yarar saglamiyacagini konusunda birlesmektedir (68). Irvin ve
ark. anormal servikal sitolojisi olan 298 olguluk ¢aligmasinda 19 olguda ECC pozitifligi
saptamiglardir. 13 olguda kolposkopi yeterliyken 6 olguda yetersizdi. Bu ¢alismada
kolposkopisi yetersiz olguda ECC yapmanin tanida ek yarar saglamiyacagini savunmuglardir
(69). Hanjani ve ark 518 olguluk ¢aligmasinda kolposkopisi yeterli olgularin %1.4’tinde ECC
pozitifligi bulmus ve ECC’nin tanida ek yarar saglimiyacagini gostermislerdi (70). Urcuyo ve

ark. kolposkopisi yeterli olgularin %8.6 ‘sinda ECC pozitifligi saptamislar ve kolposkopi
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sirasinda ECC yapmanin tanisal oranlar1 artirmayacagini bildirmislerdir (71). Bu duruma zit
olarak Li ve ark. yaptig1 ¢aligmada yetersiz kolposkopi saptanan olgularin %9.1’inde ECC
pozitif iken kolposkopisi negatif olup sitolojide HSIL saptanan olgularin %2.5’inde ECC
pozitifti. Sitoloji HSIL ve {izeri lezyonlarda kolposkopinin yetersiz olmasi1 durumunda ECC
yapilmasinin gerekli oldugunu bildirmiglerdir (72). Drescher ve ark. yaptigi calismada
kolposkopisi yeterli olgularin %17.9’unda ECC pozitifligi saptamiglardir. Displazi tani
oranlarini artirdif1 i¢in anormal vajinal smeari olan tiim olgularda ECC ‘nin yapilmasi
gerekliligi konusunda birlesmektedir (73). Moniak ve ark. yaptig1 ¢alismada ECC bulgular
LEEP ile kiyaslanmig ve ECC pozitifligi saptanan olgularin %86’sinda eksizyonel tanilarda
displazi bildirilmistir. Yetersiz kolposkopi durumununda sitolojik anormalliklerde kalicilik
saptanmast durumunda konizasyon diisiiniilmelidir. Endoservikal cerrahi siir pozitifligi

saptanan olgularda da histopatolojik tan1 CIN3 ise kalicilik ve niiks riski ytiksektir (74).

Calismamizda leep ve ya soguk konizasyon sonrasi histopatolojide HSIL saptanan
olgularda eksizyonel cerrahi ve ECC pozitifligi oranini sirastyla %41 ve %59 olarak bulduk.
Costa ve ark. cerrahi sinir pozitifligine neden olan faktorle ile ilgili calismasinda
histopatolojide CIN1, CIN2, CIN3 tanist alan olgularda leep eksizyonel cerrahi pozitifligi
oranlarmi %3, %12, %39; ECC pozitifligini ise %1, %7, %19 olarak bildirmislerdir.
Histopatolojik tan1 derecesi cerrahi sinir pozitifligini etkileyen en onemli faktordiir (75).
Saltzman ve ark. yaptig1 c¢alismada eksizyonel cerrahi histopatolojik tanisinda CIN3 tanist
alan olgularin %27.4’tinde ECC pozitif iken; CIN1-2 tanis1 alan olgularda ise %10.4 olarak
hesaplamiglar ve ECC’nin anormal sitoloji saptanan olgularda kolposkopi muayenesi

sirasinda ek inceleme olarak yapilmasi gerektigini bildirmislerdir (76).

Calismamizda histopatolojide tanisi  normal, LSIL, HSIL i¢in siddetli pl6ink4a
ekspresyonu oranlarini sirastyla %0, %20, %83 idi. Displazi saptanan 76 olgunun 66’sinda
(%87) pl6ink4a ekspresyonu saptadik. Preinvaziv serviks lezyonlar1 ve serviks kanseri 6ncii
lezyonlarinda p1l6ink4a ekspresyonu ile ilgili ¢ok sayida calisma mevcuttur. Caligmamizdaki
bulgulara benzer olarak Klaes ve ark . CIN II-IIT lezyonlarin  tiimiinde ve CIN 1
lezyonlarin % 60‘inda  tiim displazik epitel boyunca siddetli pl6ink4a ekspresyonu
izlemislerdir (77). Ishikawa ve ark yaptigi calismada CIN1, CIN2, CIN3 i¢in siddetli
pl6ink4a ekspresyonu oranlarmi sirastyla %19, %62, %71 olarak bildirmislerdir (78).
Eleuterio ve ark. histopatolojide HSIL olgularin % 92.3 “linde ve LSIL olgulariin %15.4
“inde pl6ink4a pozitifligi saptamiglardir (79). Yildiz ve ark. yaptigi calismada tiim HSIL
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olgular1 ve LSIL olgularinin %80’ininde pl6ink4a pozitifligi saptamislardir (80). Branca ve
ark. yaptig1 ¢alismada CIN1, CIN2, CIN3 i¢in siddetli pl6ink4a ekspresyon oranlari sirasiyla
%10, %24, %54 olarak hesaplamis ve siddetli pl6ink4a ekspresyonunu CIN3 ve ya serviks
kanseri i¢in risk faktorii oldugu konusunda birlesmektedir(OR=4.07)(%95 CI 2.03-8.16) (81).

P16ink4a negatif 10 olguda displazi mevcuttu. Bu 10 olgu analiz edildiginde 6’sinda
histopatolojik taninin CIN1 oldugu goriilmektedir. Her ne kadar yapilmis ¢aligmalarda daha
yiiksek oranlar bulunmus olsa da bunun sebebi kullanilan degisik immunohistokimyasal
antikor kitlerinin standart olmamasi, farkli tekniklerde kullanilmasi ve go6zlemleyici
degiskenligine baglanmaktadir. Bu durum caligmalar arasindaki bulgularin kiyaslanmasini

imkansiz hale getirmektedir (82).
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SONUC

Histopatolojide yiiksek dereceli preinvaziv lezyon, Bethesda siniflamasinda HSIL
oldugu kabul edilen anormal sitolojili olgularda % 71 oraninda saptanmistir. Calismamizda
ASCUS olgularinda %21 gibi yiiksek oranda saptamamizin nedeni daha dnceden biyopsi ile
histopatolojik tanist HSIL oldugu kanitlanmis ve ya diger anormal histolojili ASCUS

olgularinin klinigimize refere edilmesidir.

Kolposkopik muayene; preinvaziv servikal lezyonlarinin degerlendirilmesinde énemli bir
tan1 aracidir. Calismamizda kolposkopik incelemelerde preinvaziv lezyonlarin %80°1
ektoservikste goriilmiistiir. Kolposkopik muayenin  preinvaziv ~ lezyonlar1 saptamada
duyarlilik, 6zgiinliik, PBD, NBD degerlerini sirasiyla %80, %76, %91, %56 olarak
bulduk.

Eksizyonel tedavi sirasinda, kolposkopinin yeterliligi ile cerrahi sinir ve  ECC arasinda
anlaml bir iligki saptanmadi. Yetersiz kolposkopili olgularin %36’ sinda cerrahi sinir pozitif
olarak bulunurken; yeterli kolposkopisi olan olgularda bu oran %23 olarak bulundu. Aradaki

fark istatiksel olarak anlamli degildi.

Calismamizda yiiksek dereceli lezyonlarinda daha yiiksek oranda cerrahi sinir ve ECC
pozitifligi saptandi. Eksizyonel tedavi sonrasi cerrahi smir pozifitligi LSIL olgularinin
hicbirinde goriilmezken, HSIL olgularinin %41’ inde pozitif olarak bulundu. Aradaki fark
ileri derecede anlamliydi. Ayni sekilde LSIL olgularinda higbirinde ECC pozitifligi
saptanmazken, HSIL olgularinin %13’iinde ECC pozitfti . Bagka bir degisle endoservikste

hastalik saptandi. Ancak aradaki fark sinirda anlamli olarak bulundu.

Servikal preinvaziv ve invaziv lezyon derecesi ile pl6ink4a overekspresyoinu arasinda
ileri derecede anlamli bir iligski saptandi. Buna gore histopatolojisi normal olan olgularin
hi¢birinde pl6ink4a overekspresyonu pozitifligi saptanmazken, LSIL olgularinin %20’sinde
ve HSIL olgularinin ise %383’linde siddetli pl6ink4a overekspresyonu saptandi. Bagka bir
acidan bakildiginda preinvaziv lezyonu olmayan olgularin higbirinde pl6ink4a
overekspresyonu bulunamadi. Buna karsilik preinvaziv lezyonlu dokularin = %87 sinde
immunohistokimyasal pl6ink4a overekspresyonu belirlendi. Bu durum preinvaziv lezyonun
derecesi ile pl6ink4a overekspresyonu arasinda siki bir iliskinin oldugunu gostermektedir. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak preinvaziv lezyonlarin tanisinda immunuohistokimyasal olarak
pl6ink4a ‘nin overekspresyonun arasgtirilmasi kullanilabilir. Bu sekilde yeni caligmalarla
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desteklenmesinin gerekliligine ragmen, klinik uygulamalarda pl6ink4a overekspresyonu
gosteren preinvaziv lezyonlarin tedavi edilmesi, digerlerinin ise takip edilmesi mantikli gibi

goriinmektedir.
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OZET

Giris: CDKN2A gen f{irlinii olan pl6ink4a, timor baskiliyact protein olarak kabul
edilmektedir. Bu proteininin HPV enfeksiyonu ile baglayan serviks kanseri olusum
patogenezinde Onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Bu ¢alismanin amac1  normal ve
preinvaziv serviks dokularinda plé6ink4a  overekspresyon dereceleri arastirmak ve
preinvaziv lezyon dereceleri ile arasindaki iliskiyi irdelemektir. Boylece pl6ink4a ‘nin klinik
uygulanabilirligi degerlendirilecektir.

Materyal ve Metod : Bu ¢alisma 1.U.C.T.F. Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali
Jinekolojik Onkoloji Bilim Dali'nda prospektif olarak yiriitiildi. 2005-2008  tarihleri
arasinda klinigimizde tanist konulan ve tedavi edilen preinvaziv ve ya invaziv servikal
lezyonu saptanma durumuna goére 101 olgu c¢alisma grubuna alindi. Kontrol grubunu
histopatolojide servikal preinvaziv lezyonu olmayan normal olgular olusturdu. Kolposkopik
muayene sonucunda serviksin 2/3 ‘den fazlasini ilgilendiren anormal kolposkopi olgularina
LEEP veya soguk konizasyon teknigi uygulandi. ASCUS ve HGSIL gibi anormal sitolojisi
olan olgularda diisiik dereceli anormal kolposkopi bulgusu varsa veya anormal kolposkopi
bulgusu serviksin 2/3’iinden daha az ise biyopsi teknigi olarak punch biyopsi kullanildi. Doku
kesitleri pl6ink4a immunohistokimyasal antikor ile boyandi. Doku kesitlerindeki boyanma
ozellikleri; P16ink4a ekspresyon dereceleri %0-%20 olanlar negatif (0); %Z20-30 olanlar
zayif (+1); %31-50 olanlar orta derece (+2); ve %50’ nin (+3) ve lizeri lezyonlar siddetli
pozitif olarak kabul edildi. P16ink4a ekspresyonu hem sitoplazmik hem de niikleer reaktivite

tutulumu goésterenler pozitif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Toplam 101 olgu ¢alismaya alindi. Olgularin yas ortalamasit 36.68+9.4 idi.
Sitolojide ASCUS, LSIL, HSIL saptanan olgularin oranlari sirasiyla %19, %27, %54;
histopatolojide normal, LSIL, HSIL tanilar1 saptanan olgularin oranlar1  sirasiyla %25,
%30, %45 1idi. Vajinal smear sonucu ASCUS olan 19 olgunun 4’linde (%21) histopatolojik
tan1 HSIL idi. Olgularmn sitolojik ve histopatolojik bulgular1 arasindaki iliskinin istatiksel
analizinde korelasyon orani %80 ve kappa degeri 0.071 olarak bulundu. Kolposkopinin
preinvaziv displazilerin histopatolojik tanisindaki duyarhlik, 6zgiinlik, PBD, NBD degerleri
strastyla %80, %76, %91 ve %56 idi. Histopatolojide tanisi1 normal, LSIL, HSIL i¢in
siddetli pléink4a ekspresyonu oranlarini sirasiyla %0, %20, %83 olarak bulundu.
Histopatolojik bulgularin derecesi ile p16ink4a ekspresyon siddeti arasindaki fark istatiksel

analizde anlamliyda.

28



Sonug: Pl6ink4a boyanmasi tiim yiliksek dereceli servikal lezyonlarda goriiliiyor olmasi
pl6ink4a diizeyinin yiiksek riskli HPV enfeksiyonu ile iligskili oldugu  hipotezini
desteklemektedir. Displazik servikal lezyonlarla, pl6ink4a boyanma derecesi arasinda bir
iliski oldugu goriilmektedir. Pl6ink4a ekspresyonu’nun  preinvaziv ve invaziv servikal
displazilerin morfolojik tanisinda destekleyici ve prognostik 6nemi olan bir parametre oldugu

kabul edilmelidir.
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ABSTRACT

Introduction: CDKN2A gene product pl6ink4a is a tumor suppressor protein that directly
implicate aberrant cell cylce regulation in tumorigenesis. The aim of this study was to
analyze pl6ink4a expression in cervical preneoplastic and neoplastic lesions . We also
investigated the relation between p16ink4a expression and preinvasive lesion grade.
Materials and Methods: 101 patients who were admited to Cerrahpasa Medical Faculty
Obstetric and Gynecology Department, Division of Gynecologic Oncology Outpatient Clinic
with a history of preinvaziv cervical lesions were entered. Specimens from 101 biopsies,
which represented CIN1-3 lesions, obtained between 2005 and 2008, were collected from the
Cerrahpasa Medical Faculty , Department of Pathology.

Biopsy samples were collected from an archive of formalin fixed, paraffin-embedded
cervical tissues of a large histopathological diagnostic routine service laboratory. From all
samples hematoxylin and eosin (H&E)-stained sections were reviewed by one pathologist.
The biopsies were grouped according to morphological diagnosis. The immune staining was
evaluated independently by one observer and was considered positive for p16INK4a when the
nuclei were clearly positive. Scoring of immunohistochemistry results were performed on the
basis of both the staining intensity and the percentage of immunoreactive epithelial cells. The
scoring criteria for p16INK4a, as shown in percentages (%): - (negative): (no expression);
<20: weak staining +; 20-30, weak or moderate staining +; 31-50 moderate or strong staining
++; >50 strong staining +++. The scores +, ++ and +++ were considered positive sample for
pl6INK4a. The study was approved by the Local Ethics Committee of Cerrahpasa Medical
Faculty ,istanbul, Turkey.

Results: In 101 cases the material sufficed for immunological analysis of the p16INK4a
antigen . In this study, we investigated in parallel, p16 expression and preinvasive cervical
lesions 101 cervical biopsies (25 normal tissues, 30 LSIL, 46 HSIL). Results obtained
demonstrated that none of the 25 normal cervical tissues, evaluated by
immunohistochemistry, presented pl6 positivity whereas, starting from LSIL to HSIL a
constant and significant increase of protein overexpression was observed. Strong staining
reactivity to this antigen could only be demonstrated in % 20 of LSIL and in (%80) of HSIL
cases. The level of reactivity correlated with CIN grade. In our study, a statistically
significant association was observed between cervical lesion grade and p16INK4a expression
(P < 0.001). The kappa value for the strength of the correlation was 0.071 and concordance

between them was % 80.

30



In addition, colposcopy consistently showed sensitivity (% 80) and specificity (%
76) in detecting preneoplastic lesions with a high positive predictive value (%91) and
negative predictive value (% 56).
Conclusion: Our findings confirmed that pl6 overexpression is associated to high-grade
precancerous lesions.the demonstration of pl16INK4a accumulation in the cell nucleus is one
simple way of emphasising the presence of dysplastic cells and this staining can be applied to
cytological samples. Dysplastic cells could also be identified in cervical smears using a
specific pl 6INK4a monoclonal antibody. These data demonstrate that pl 6INK4a is a specific
biomarker to identify dysplastic cervical epithelia in sections of cervical biopsy samples or
cervical smears. We concluded that pl6INK4a expression could be a marker for dysplastic

and neoplastic cervical cells.
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KISALTMALAR

AIS: Adenokarsinoma in situ

AGH: Atipik Graniiler Hiicreler

AGUS: Atypical Glanduler Cells of Undetermined Significance (Onemi belirlenemeyen
anormal glanduler hiicreler)

ASCUS: Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance (Onemi belirlenemeyen
atipik skuamoz hiicreler)

ASC-H: Atypical Squamous Cells-can not exclude HSIL (yiiksek dereceli lezyonun
dislanamadig1 anormal yassi epitel hiicreleri)

ACOG: American College of Obstetricians and Gynecologists

ACS: American Cancer Society

AIDS: Acquirred Immun Deficiency Syndrome

CIN: Cervical Intraepitelial Neoplasm

CIS: Carcinoma In Situ

DNA: Deoxiribo Niikleik Asit

DES: Dietilstilbestrol

E1-E2-E3-E4-ES-E6-E7: Erken viral kapsid proteinleri

ECC: Endoservikal kurtaj

FIGO: International Federation of Gynecology and Obstetrics

HPV: Human Papilloma Virus

HSIL: High-grade Squamous Intraepitelial Lesions (yiiksek dereceli yass1 epitel lezyonlari)
HSV: Herpes Simplex Viruses

HIV: Human Immun Deficiency Virus

L1-L2: Geg viral kapsid proteinleri

LCR: Transkripsiyon regiilatér sekanslar1 ve replikasyon baslangicini igeren uzun kontrol
boliimii igceren dizin

LEEP: Loop Electrosurgical Excision Procedure

LSIL: Low-grade Squamous Intraepitelial Lesions (diisiik dereceli yass1 epitel lezyonlart)
NCI: National Cancer Institute (Ulusal Kanser Enstitiisii)

PAP: Papanicolaou

PCR: Polymerase Zincir Reaksiyonu

ORF: Acik zincir dizini

SEER: The Surveillance, Epidemiology, and End Results

SCJ: Squamo Columnar Junction

WHO: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)
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