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ÖZET
Amaç: Preinvaziv servikal lezyon ve serviks kanserinde  p16INK4a  ekspresyonunun klinik önemini saptamak.

Gereç ve Yöntem: Başkent Üniversitesi Kadın Hastalıkları ve Doğum Ana Bilim Dalı Jinekolojik Onkoloji Bölümü’nde Şubat 2007 ile 
Eylül 2009 tarihleri arasında LEEP yapılan  histopatolojik inceleme sonucu LSIL olan 48 vaka ile, 46  HSIL olarak raporlanmış toplam 
94 hasta ve kontrol grubu olarak da 30 squamoz hücreli servikal kanser olgusu retrospektif  p16 ile immunohistokimyasal olarak 
boyanma paterninin lezyon derecesi ile ilişkisi  değerlendirilmiştir.

Sonuç: p16INK4a pozitifliği, lezyonun derecesi ve HPV DNA pozitifliği ile anlamlı olarak artmaktadır ve lezyonun ciddiyetini 
göstermektedir.

Anahtar Kelimeler: p16INK4a, preinvaziv servikal lezyon

ABSTRACT
Object: To evaluate the clinical significance of p16INK4a expression in preinvasive cervical lesion and cervical cancer.

Materials And Methods: Between February 2007 and September 2009 in Baskent University Department of Obstetrics and Gy-
necology, 48 patients with histopathologic examination of LSIL  and 46 HSIL  who had undergone LEEP, and 30 squamous cell 
cervical cancer cases as a control group retrospective p16 immunohistochemically evaluated the relationship between staining 
pattern and lesion grade.

Results: Positivity of p16INK4a is significantly increases with lesion grade and HPV DNA positivity, indicate the severity of the lesion.
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Giriş
Yirminci yüzyılın ilk yarısında, Amerika Birleşik 

Devletleri (ABD)’nde serviks kanserinden ölüm, diğer 
kanser türlerinden daha fazla olarak görülmekteydi. 
1940’larda papanicolaou yönteminin uygulamaya gir-
mesiyle preinvaziv lezyonların tanısı ve tedavisi müm-
kün hale gelmiştir. Bu gelişmelerle 20. yüzyılın sonlarına 
doğru ABD’de sıklık ve mortalite oranları %75’e varan 
oranlarda azalma göstermiştir 1. İnvaziv servikal kanser 
intraepitelyal bir fazdan sonra meydana gelir (Prekür-
sör servikal lezyon/intraepitelyal neoplazi/CIN) ve pre-
kürsör lezyonlu kadınların tümünde gelecekte invaziv 
kanser gelişmeyecektir. HPV enfeksiyonu,dünyadaki 
seksüel geçişli en sık rastlanan hastalık olup, CIN ve 
servikal kanserin ana sebebini oluşturmaktadır.2

Farklı HPV tipleri, E6 ve E7 viral genlerini kodlayan 
onkoproteinlerin düzeylerini etkileyerek farklı derece-
lerde servikal kanser ile ilişkilidir.3 P16INKA4, pRb‘nin 
hipofosforilasyonuna, E2F’in serbest kalmasına sebep 
olan ve G1 fazından S fazına geçişini hızlandıran CK4 
ve CDK6’ya bağlanarak hücre siklusunu azaltan, siklin 
bağımlı kinaz inhibitörü bir proteindir. Yüksek riskli 
HPV E7 onkoproteinleri, p16 düzeyini negatif olarak  
regüle eden pRb’yi  inaktive ederek yüksek riskli HPV 
ile enfekte neoplastik hücrelerde p16 ‘nın artmasına 
neden olmaktadir.2

Bu calisma ile p16 ekspresyonun intraepitelyal ser-
vikal lezyonlar ve invaziv servikal kanserdeki yerini ve 
klinik önemini değerlendirmektedir.

Gereç ve Yöntem
Başkent Üniversitesi Kadın Hastalıkları ve Doğum 

Ana Bilim Dalı Jinekolojik Onkoloji Bölümü’nde Şubat 
2007 ile Eylül 2009 tarihleri arasında histopatolojik in-
celeme sonucu LSIL olan 48 vaka ile, 46 HSIL olarak 
raporlanmış toplam 94 hasta ve kontrol grubu olarak da 
30 squamoz hücreli servikal kanser olgusu retrospektif 
olarak seçilmişve çalışmaya dahil edilmiştir. Bu calisma  
KA09/414 proje numarasi ile etik kurul onayi alınarak  
yapılan bir tez çalımasıdır. Hastane bilgisayar veri tabanı 
ve yazılı patoloji raporlarından, 96 adet LEEP materyali 
ve 28 adet Tip III histerektomi materyali olmak üzere 
toplam 124 histopatolojik incelemeye ait kayıtlar incele-
nerek patolojik kayıtlarına, materyallerine ve demografik 
bilgilerine ulaşılmıştır.

Başkent Üniversitesi Patoloji Ana Bilim Dalı Labora-
tuarında, olgulara ait cerrahi materyallerden (96 LEEP 
materyali (2 tanesi mikroinvaziv kanser), 28 adet Tip 
III Histerektomi materyali) seçilen parafin bloklardan 
hazırlanan örnekler, p16 immunohistokimsayal boya ile 
boyanmıştır.

Formalin fiske, parafin gömülü blok halindeki bi-
yopsi materyallerinden 4 mikronluk seri kesitler alındı 
ve bir tanesi histopatolojik tanının doğrulanması için 
H&E ile boyandı. İmmünohistokimyasal analiz için 
birbirini izleyen kesitler işleme tabi tutuldu. Kesitler 
deparafinizasyon işleminden sonra antijenin geri kaza-
nılması için, mikrodalga fırında 110 o  C’de, 10 mM tri-
sodyum sitrat tampon çözeltisinde (pH 6.0) 10 dakika  
kaynatılmıştır. Endojen peroksidaz aktivitesi, kesitlerin 
PBS içinde  %1 hidrojen peroksidde 5 dakika inkübas-
yonu ile bloke edilmiştir. Nonspesifik bağlanmaların 
%1,5’luk normal at serumu ile 30 dk preinkübe edile-
rek bloke edilmesinin ardından primer antikor (Mouse 
anti-human p16INK4a Antikoru, CINtec Histology Kit, 
mtm laboratories AG, Germany), oda ısısında 45 daki-
ka uygulandı. Daha sonra, biotinlenmiş at anti-mouse 
veya anti-rabbit serum sekonder antikorları damlatıla-
rak oda ısısında 30 dakika bekletildi. Takiben avidin-
biotin kompleksi ile 30 dakika inkübe edildikten sonra 
kesitlere DAB (3,3’-diaminobenzidin) kromojen dam-
latıldıktan sonra çeşme suyunda yıkandı ve hemotoksi-
len ile 10 saniye zıt boyama yapıldı.

Pozitif kontrol olarak p16 antikoru pozitif olduğu 
bilinen bir serviks invaziv karsinomu kullanıldı. Ne-
gatif kontrol olarak bir kesite primer antikor uygulan-
maksızın immunohistokimyasal boyama yapıldı.

İmmünohistokimyasal bulgular, tek bir patolog ta-
rafından değerlendirildi ve nükleer boyanma ile birlik-
te sitoplazmik boyanma pozitif  reaksiyon olarak kabul 
edildi. Negatif; <%1 hücre pozitifliği,sporadik ;izole 
hücreler pozitif fakat <%5, fokal; küçük hücre küme-
leri fakat hücrelerin <%25 pozitif ve diffüz; boyanan 
hücreler >%25 olarak sınıflandırılmıştır.

İstatiksel Analiz
Çalışma verileri,SPSS versiyon 17.0 istatistik pa-

ket programına (Statistical Package for the Social 
Sciences,version 17.0, SPSS Inc,Chicago, III, USA) 
aktarılarak analiz edilmiştir. Hastaların yaşı ortalama; 
HPV varlığı; p16INK4a varlığı sayı ve yüzde açısından 
sunulmuştur. Tanıya göre HPV ve p16INK4a  boyanma 
miktarı karşılaştırılmasında Ki-kare analizi kullanılmış-
tır. İstatistiksel anlamlılık düzeyi  p<0.05 olarak kabul 
edilmiştir.

Bulgular
Doksan altı LEEP , 28 Tip III histerektomi materya-

linin histopatolojik sonuçlarına göre toplam 124 olgu 
değerlendirildiğinde; LSIL histopatolojik tanısı olan 48 
hastalık grubun yaş ortalaması 39.3 (minimum 24 –
maksimum 61), HSIL tanılı 46 olgunun yaş ortalaması 
39.9 (minimum 23- maksimum 82), invaziv skuamoz 
hücreli servikal kanser tanısı alan 30 hastanın yaş orta-
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laması 55.4 (minimum 35-maksimum 84) olup, grup-
lar arasında invaziv skuamoz hücreli servikal  kanser 
tanılı olgular anlamlı olarak daha yaşlı idi.(p<0.001)

Immunohistokimyasal boyama sonuçları incelendi-
ğinde HSIL tanılı 46 vakadan sadece 1 vakada p16INK4a 
negatif idi. Histopatolojik tanılarına göre olgular sı-
nıflandırıldığında p16INK4a ‘nın boyanma paternlerine 
göre dağılımı  Tablo 1’de sunulmuştur.

İnvaziv squamoz hücreli servikal kanser olan 30 
hastadan sadece 1 olguda p16INK4a negatif saptandı. Ki-
kare analizi ile değerlendirildiğinde istatistiksel olarak 
LSIL ve HSIL olgularının p16INK4a pozitiflikleri arasın-
da anlamlı düzeyde farklılık saptanmıştır. (p<0.001) 
LSIL ve kanser olguları arasında da aynı istatistiksel 
farklılık bulunmuştur, ancak HSIL ve kanser olguları 
arasında p16INK4a pozitifliği açısından anlamlı bir fark 
yoktur. (p<0.219)

Ki-kare analizinde LSIL ve HSIL vakaları arasındaki 
p16INK4a dağılımı Tablo 2’de gösterilmiştir.

Çalışmamızdaki LSIL ve HSIL tanılı olan hastaların 
dosyaları incelendiğinde; 48 vakayı içeren LSIL gru-
bundan 33’ünün (%70) ve 46 olgudan oluşan HSIL 
grubundan 33 tanesi (%70) olmak üzere toplam 66 
hastanın HPV PCR verilerine ulaşıldı. Olguların HPV 

PCR sonuçları ile patolojik tanılarının verileri Tablo 
3’te sunulmuştur.

Histolojik tanıları ile HPV PCR sonuçları ve p16 
boyanma paternleri arasındaki ilişki Tablo 4’te özetlen-
miştir.

Çalışmada Ki-Kare istatistik analizi ile p16INK4a po-
zitifliği /negatifliği ve HPV DNA pozitifliği/negatifliği 
arasında anlamlı derecede ilişki bulunmuştur. p16INK4a 
pozitif olan 47 vakadan 30’unda (%64) HPV DNA po-
zitif iken, 17’sinde (%36) negatif idi. p16INK4a negatif 
olan grupta ise 13 hastada (%68) HPV DNA negatif 
iken sadece 6 vakada  pozitif saptanmıstır. (p<0.017)

Tartışma
Çalışmalarımızın bulguları ışığında LSIL, HSIL, 

invaziv skuamoz hücreli servikal kanser vakalarının 
p16INK4a ile boyanma düzeyleri arasında istatistiksel 
olarak anlamlı fark bulunmuştur.(p<0.001) HSIL tanılı 
olguların %74.3’ünde diffüz p16INK4a pozitifliği sapta-
nırken invaziv kanser olgularının %96.4’ünde p16INK4a 
diffüz pozitifliği saptanmıştır. İstatistiksel olarak LSIL 
vakaları ile HSIL ve invaziv skuamoz hücreli kanser 
vakaları arasında anlamlı fark saptanırken (p<0.001), 
HSIL ve kanser vakaları arasındaki fark anlamsız bu-

Tablo 1. Histopatolojik Tanılara Göre P16 Boyanma Paternleri

p16 boyanma paterni

Histolojik 
tanı

Negatif
n (%)

Sporadik
n (%)

Fokal
n (%) Toplam (%) Diffüz

n (%)

LSIL 10 (20.8) 12 (25) 12 (25) 14 (29.2) 48
HSIL 1 (1.9) 2 (4.3) 9 (19.5) 34 (74.3) 46
Kanser 1 (3.3) 0 (0) 0 (0) 29 (96.7) 30

Toplam 12 (9) 14 (11) 21 (18) 77 (62) 124

LSIL; low grade squamous lesion, HSIL; high grade squamous lesion

Tablo 2. LSIL ve HSIL Vakaları Arasındaki p16INK4a  Dağılımı

p16 boyanma paterni

LSIL
n (%)

HSIL
n (%)

p 16 negatif 22 (88) 3 (12)*
p16 pozitif 26 (38) 43 (62)*

*p<0.001; LSIL; low grade squamous lesion, HSIL; high grade squamous lesion
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lunmuştur (p<0.219). Bu sonuç, Klaes ve arkadaşları4 
ile Wang ve arkadaşlarının5 çalışmalarında CIN3 va-
kalarının %100 ‘nün diffüz p16INK4a pozitifliğine yakın 
bir değer oluşturmaktadır.

LSIL, HSIL, invaziv skuamoz hücreli karsinom ara-
sında p16INK4a pozitifliği ve boyanma paternleri açısın-
dan anlamlı düzeyde farklılık saptanmıştır.(p<0.001).
Bu sonuçlar literatürle uyumlu olmakla birlikte,1 inva-
ziv kanser vakasında p16INK4a negatifliği bulunması ça-
lışmada kullanılan dokuların parafin bloklardan eldesi 
nedeniyle olabilir. p16INK4a HPV-DNA yoğunluğuna 
bağlı bir belirteç olduğundan, parafin bloklardan elde 
edilen örnekler sensiviteyi düşürebilir. Kaldı ki HPV 
DNA tespitinin en sağlıklı sonuçlarının taze dokular 
üzerindeki incelemeler ile elde edilebileceğini bildiren 
yayınlar 6 olduğunu gözönüne alarak bunun p16INK4a 
düzeyinin de etkilenmesine neden olabileceğini düşün-
dürebilir.

Özellikle LSIL vakalarının değerlendirmesinde en-
gel oluşturan inflamatuar hücreler, preinvaziv servikal 

lezyonun takibi ve uygulanacak prosedürün kararında 
önem arz etmektedir. p16INK4a’nın HSIL ve servikal 
kanser tanısındaki etkinliği bir çok çalışmada gösteril-
mekle birlikte, bu belirteçin LSIL’i değerlendirmedeki 
etkisi hala tartışmalıdır.2,7-30 Bu konuda NTCC’nin 
LSIL’de HPV DNA ile p16INK4a ‘yı karşılaştırdığı ran-
domize kontrollü çalışmasında, ikisinin kombinasyonu 
konvensiyonel sitoloji ile karşılaştırıldığında sensivite 
anlamlı olarak artmakla birlikte kolposkopiye refere 
edilen hasta sayısında anlamlı bir azalma saptanmamış-
tır.31

Bizim çalışmamızın da gösterdiği gibi p16INK4a po-
zitifliği, lezyonun derecesi ve HPV DNA pozitifliği ile 
anlamlı olarak artmaktadır ve lezyonun ciddiyetini 
göstermektedir. Ancak, literatürde yapılan çok sayıda 
çalışma kıyaslandığında boyanma paterninin değerlen-
dirilmesinde farklı sınıflandırmalar kullanılmıştır. Bu 
da p16INK4a değerlendirilmesi için bir cut-off belirlen-
mesinin önemini ortaya koymaktadır.32

Tablo 3. HPV PCR Sonuçları ile Histopatolojik Tanılar

p16 boyanma paterni HPV

Yüksek riskli 
HPV
n (%)

Düşük riskli HPV
n (%)

Negatif
n (%) Toplam n

LSIL 13 (39) 1 (3) 19 (58) 33
HSIL 22 (67) 0 (0) 11 (33) 33

LSIL; low grade squamous lesion, HSIL; high grade squamous lesion

Tablo 4. HPV PCR Sonuçları ve p16 Boyanma Paternleri

HPV Histoloji P16 Negatif
n (%)

P16 Sporadik 
pozitif
n (%)

P16 Fokal 
pozitif
n (%)

P16 Diffüz 
pozitif
n (%)

Yüksek riskli LSIL 1 (8) 2 (23) 3 (23) 6 (46)
Pozitif HSIL 1 (4) 0 (0) 3 (13) 18 (83)
Düşük riskli LSIL 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Pozitif HSIL 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

HPV LSIL 4 (21) 7 (37) 5 (26) 3 (16)

Negatif HSIL 0 (0) 2 (18) 1 (9) 8 (73)

LSIL; low grade squamous lesion, HSIL; high grade squamous lesion
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Olgu sayısının az olması ve retrospektif olması çalış-
mamızın zayıf taraflarını oluşturmaktadır.

Sonuç olarak histolojik materyallerde diffüz p16IN-

K4a pozitifliği, hastalığın progresyonu için prediktör 
olabilir.5,9,12,33 p16INK4a pozitifliği, lezyonun derecesi 
ve HPV DNA pozitifliği ile anlamlı olarak artmaktadır 
ve lezyonun ciddiyetini göstermektedir. Özellikle dü-
şük dereceli lezyonlar olmak üzere için preinvaziv ser-
vikal lezyonların tedavi, triaj ve takibinde p16INK4a ‘nın 
kullanılması için daha fazla hasta sayısı ve uzun izlem 
süresine sahip prospektif randomize kontrollü çalışma-
lara ihtiyaç vardır.
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