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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 p16/Nk4a s significantly increases with lesion grade and HPV DNA positivity, indicate the severity of the lesion.
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OzET

Amag: Preinvaziv servikal lezyon ve serviks kanserinde p16INK4a ekspresyonunun klinik dnemini saptamak.

Gereg ve Yontem: Baskent Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Ana Bilim Dali Jinekolojik Onkoloji Béliimi'nde Subat 2007 ile
Eyltl 2009 tarihleri arasinda LEEP yapilan histopatolojik inceleme sonucu LSIL olan 48 vakaile, 46 HSIL olarak raporlanmis toplam
94 hasta ve kontrol grubu olarak da 30 squamoz hiicreli servikal kanser olgusu retrospektif p16 ile immunohistokimyasal olarak
boyanma paterninin lezyon derecesi ile iliskisi degerlendirilmistir.

Sonug: p16NK4a pozitifligi, lezyonun derecesi ve HPV DNA pozitifligi ile anlamli olarak artmaktadir ve lezyonun ciddiyetini
gostermektedir.
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Giris

Yirminci ytzyilin ilk yarisinda, Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'nde serviks kanserinden oltm, diger
kanser tirlerinden daha fazla olarak gorilmekteydi.
1940’larda papanicolaou yonteminin uygulamaya gir-
mesiyle preinvaziv lezyonlarin tanist ve tedavisi mim-
kiin hale gelmistir. Bu gelismelerle 20. ytizyilin sonlarna
dogru ABD’de siklik ve mortalite oranlart %75’e varan
oranlarda azalma gostermistir . Invaziv servikal kanser
intraepitelyal bir fazdan sonra meydana gelir (Prekiir-
sor servikal lezyon/intraepitelyal neoplazi/CIN) ve pre-
kiirsor lezyonlu kadinlann ttimiinde gelecekte invaziv
kanser gelismeyecektir. HPV enfeksiyonu,dtinyadaki
sekstiel gecisli en sik rastlanan hastalik olup, CIN ve
servikal kanserin ana sebebini olusturmaktadir.?

Farkli HPV tipleri, E6 ve E7 viral genlerini kodlayan
onkoproteinlerin diizeylerini etkileyerek farkli derece-
lerde servikal kanser ile iligkilidir.> P16™NKA* 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 inhibitérti bir proteindir. Ytksek riskli
HPV E7 onkoproteinleri, pl6 dtzeyini negatif olarak
regiile eden pRb’yi inaktive ederek yiiksek riskli HPV
ile enfekte neoplastik hticrelerde pl6 ‘min artmasina
neden olmaktadir.?

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

Gereg¢ ve Yontem

Bagkent Universitesi Kadin Hastaliklan ve Dogum
Ana Bilim Dali Jinekolojik Onkoloji Boltimti'nde Subat
2007 ile Eylil 2009 tarihleri arasinda histopatolojik in-
celeme sonucu LSIL olan 48 vaka ile, 46 HSIL olarak
raporlanmis toplam 94 hasta ve kontrol grubu olarak da
30 squamoz hticreli servikal kanser olgusu retrospektif
olarak secilmisve calismaya dahil edilmistir. Bu calisma
KAQ09/414 proje numarasi ile etik kurul onayi alinarak
yapilan bir tez calimasidir. Hastane bilgisayar veri tabani
ve yazili patoloji raporlarindan, 96 adet LEEP materyali
ve 28 adet Tip III histerektomi materyali olmak tzere
toplam 124 histopatolojik incelemeye ait kayitlar incele-
nerek patolojik kayitlarina, materyallerine ve demografik
bilgilerine ulastlmistur.

Bagkent Universitesi Patoloji Ana Bilim Dali Labora-
tuarinda, olgulara ait cerrahi materyallerden (96 LEEP
materyali (2 tanesi mikroinvaziv kanser), 28 adet Tip
III Histerektomi materyali) secilen parafin bloklardan
hazirlanan érnekler, p16 immunohistokimsayal boya ile
boyanmustur.

Formalin fiske, parafin gomiilit blok halindeki bi-
yopsi materyallerinden 4 mikronluk seri kesitler alindi
ve bir tanesi histopatolojik taninin dogrulanmasi icin
H&E ile boyandi. Immiinohistokimyasal analiz icin
birbirini izleyen kesitler isleme tabi tutuldu. Kesitler
deparafinizasyon isleminden sonra antijenin geri kaza-
nilmast i¢in, mikrodalga firnda 110 o C'de, 10 mM tri-
sodyum sitrat tampon cozeltisinde (pH 6.0) 10 dakika
kaynatilmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi, kesitlerin
PBS i¢cinde %1 hidrojen peroksidde 5 dakika inkiibas-
yonu ile bloke edilmistir. Nonspesifik baglanmalarin
%1,5’luk normal at serumu ile 30 dk preinkibe edile-
rek bloke edilmesinin ardindan primer antikor (Mouse
anti-human pl16™K# Antikoru, CINtec Histology Kit,
mtm laboratories AG, Germany), oda 1sisinda 45 daki-
ka uygulandi. Daha sonra, biotinlenmis at anti-mouse
veya anti-rabbit serum sekonder antikorlar1 damlatila-
rak oda 1sisinda 30 dakika bekletildi. Takiben avidin-
biotin kompleksi ile 30 dakika inkiibe edildikten sonra
kesitlere DAB (3,3’-diaminobenzidin) kromojen dam-
latildiktan sonra ¢cesme suyunda yikandi ve hemotoksi-
len ile 10 saniye zit boyama yapilda.

Pozitif kontrol olarak pl6 antikoru pozitif oldugu
bilinen bir serviks invaziv karsinomu kullanildi. Ne-
gatif kontrol olarak bir kesite primer antikor uygulan-
maksizin immunohistokimyasal boyama yapildu.

Immiunohistokimyasal bulgular, tek bir patolog ta-
rafindan degerlendirildi ve niikleer boyanma ile birlik-
te sitoplazmik boyanma pozitif reaksiyon olarak kabul
edildi. Negatif; <%1 hticre pozitifligi,sporadik ;izole
hticreler pozitif fakat <%5, fokal; kiiciik hticre ktime-
leri fakat hiicrelerin <%25 pozitif ve difftz; boyanan
hticreler >%25 olarak simiflandirilmistir.

istatiksel Analiz

Calisma verileri,SPSS versiyon 17.0 istatistik pa-
ket programina (Statistical Package for the Social
Sciences,version 17.0, SPSS Inc,Chicago, 111, USA)
aktarilarak analiz edilmistir. Hastalarin yast ortalama,
HPV varhigi; p16™NK*® varhigr say1 ve ytizde acisindan
sunulmustur. Taniya gore HPV ve pl6™NK* hoyanma
miktar1 karsilastirilmasinda Ki-kare analizi kullanilmis-
ur. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul
edilmistir.

Bulgular

Doksan alti LEEP , 28 Tip III histerektomi materya-
linin histopatolojik sonuclarina gore toplam 124 olgu
degerlendirildiginde; LSIL histopatolojik tanist olan 48
hastalik grubun yas ortalamast 39.3 (minimum 24 -
maksimum 61), HSIL tanili 46 olgunun yas ortalamast
39.9 (minimum 23- maksimum 82), invaziv skuamoz
hticreli servikal kanser tanisi alan 30 hastanin yas orta-
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Tablo 1. Histopatolojik Tanilara Gére P16 Boyanma Paternleri

p16 boyanma paterni

Ellf;(olo]lk ?(zogba)tlf 1Slp(((;t)')adlk Eo(l(;)a)l Toplam (%) El(i(‘;)l;z
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

lamast 55.4 (minimum 35-maksimum 84) olup, grup-
lar arasinda invaziv skuamoz hticreli servikal kanser
tanih olgular anlamh olarak daha yash idi.(p<0.001)

Immunohistokimyasal boyama sonuclar incelendi-
ginde HSIL tanili 46 vakadan sadece 1 vakada p16™NK#
negatif idi. Histopatolojik tanilarina gore olgular si-
niflandinldiginda p16™K# ‘min boyanma paternlerine
gore dagilimi Tablo 1’de sunulmustur.

Invaziv squamoz hticreli servikal kanser olan 30
hastadan sadece 1 olguda p16™K# negatif saptandi. Ki-
kare analizi ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak
LSIL ve HSIL olgularinin pl16™K# pozitiflikleri arasin-
da anlaml diizeyde farkhilik saptanmustir. (p<0.001)
LSIL ve kanser olgulart arasinda da ayni istatistiksel
farkhilik bulunmustur, ancak HSIL ve kanser olgular
arasinda p16™NK# pozitifligi acisindan anlamh bir fark
yoktur. (p<0.219)

Ki-kare analizinde LSIL ve HSIL vakalar1 arasindaki
plo™K4a daglimi Tablo 2°de gosterilmistir.

Calismamizdaki LSIL ve HSIL tanmili olan hastalarin
dosyalar incelendiginde; 48 vakay1 iceren LSIL gru-
bundan 33’tntn (%70) ve 46 olgudan olusan HSIL
grubundan 33 tanesi (%70) olmak tzere toplam 66
hastanin HPV PCR verilerine ulasildi. Olgularin HPV

PCR sonugclar ile patolojik tanilarimin verileri Tablo
3’te sunulmustur.

Histolojik tamilari ile HPV PCR sonugclart ve pl6
boyanma paternleri arasindaki iliski Tablo 4’te dzetlen-
mistir.

Calismada Ki-Kare istatistik analizi ile p16™K# po-
zitifligi /negatifligi ve HPV DNA pozitifligi/negatifligi
arasinda anlamh derecede iliski bulunmustur. p16™K+a
pozitif olan 47 vakadan 30'unda (%64) HPV DNA po-
zitif iken, 17’sinde (%36) negatif idi. p16™K* negatif
olan grupta ise 13 hastada (%68) HPV DNA negatif
iken sadece 6 vakada pozitif saptanmustir. (p<0.017)

Tartisma

Calismalarimizin  bulgulan 1siginda LSIL, HSIL,
invaziv skuamoz hiicreli servikal kanser vakalarinin
pl6™NK# jle boyanma diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur.(p<0.001) HSIL tanili
olgularin %74.3"tinde difftiz p16™K*a pozitifligi sapta-
nirken invaziv kanser olgularnin %96.4’tinde p16™NK#
difftiz pozitifligi saptanmustir. Istatistiksel olarak LSIL
vakalar ile HSIL ve invaziv skuamoz hiicreli kanser
vakalar1 arasinda anlamli fark saptanirken (p<0.001),
HSIL ve kanser vakalan arasindaki fark anlamsiz bu-

Tablo 2. LSIL ve HSIL Vakalar1 Arasindaki p16!™VK42 Dagilimi

p16 boyanma paterni
LSIL HSIL
n (%) 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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Tablo 3. HPV PCR Sonuglar1 ile Histopatolojik Tanilar

p16 boyanma paterni HPV
Yitksekriskli . ik riskli HPV Negatif
HPV n (%) n (%) Toplam n
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

lunmustur (p<0.219). Bu sonug, Klaes ve arkadaslan4
ile Wang ve arkadaslarmin5 calismalarinda CIN3 va-
kalarinin %100 ‘ntin diffiz p16™K*® pozitifligine yakin
bir deger olusturmaktadur.

LSIL, HSIL, invaziv skuamoz hiicreli karsinom ara-
sinda p16™K42 pozitifligi ve boyanma paternleri agisin-
dan anlamh dtizeyde farklihk saptanmistir.(p<0.001).
Bu sonuglar literattirle uyumlu olmakla birlikte,1 inva-
ziv kanser vakasinda p16™K# negatifligi bulunmasi ¢a-
lismada kullanilan dokularin parafin bloklardan eldesi
nedeniyle olabilir. pl16™K* HPV-DNA yogunluguna
baglh bir belirte¢ oldugundan, parafin bloklardan elde
edilen 6rnekler sensiviteyi dustirebilir. Kaldi ki HPV
DNA tespitinin en saglikli sonuclarinin taze dokular
tzerindeki incelemeler ile elde edilebilecegini bildiren
yayinlar 6 oldugunu gozoniine alarak bunun p16™NK+a
diizeyinin de etkilenmesine neden olabilecegini dustin-
direbilir.

Ozellikle LSIL vakalarinin degerlendirmesinde en-
gel olusturan inflamatuar hiicreler, preinvaziv servikal

lezyonun takibi ve uygulanacak prosediirtin kararinda
onem arz etmektedir. pl6™K**mn HSIL ve servikal
kanser tanisindaki etkinligi bir ¢cok calismada gosteril-
mekle birlikte, bu belirte¢in LSIL'i degerlendirmedeki
etkisi hala tartismahdir.2,7-30 Bu konuda NTCCnin
LSIL’de HPV DNA ile pl16™K4a ‘y1 karsilastirdigi ran-
domize kontrollii calismasinda, ikisinin kombinasyonu
konvensiyonel sitoloji ile karsilastirildiginda sensivite
anlamli olarak artmakla birlikte kolposkopiye refere
edilen hasta sayisinda anlamh bir azalma saptanmamis-
ur.?!

Bizim calismamizin da gosterdigi gibi p16™K# po-
zitifligi, lezyonun derecesi ve HPV DNA pozitifligi ile
anlaml olarak artmaktadir ve lezyonun ciddiyetini
gostermektedir. Ancak, literattiirde yapilan ¢ok sayida
calisma kiyaslandiginda boyanma paterninin degerlen-
dirilmesinde farkl simiflandirmalar kullamlmistir. Bu
da p16™NK# degerlendirilmesi i¢in bir cut-off belirlen-
mesinin dnemini ortaya koymaktadir.>

Tablo 4. HPV PCR Sonuglar1 ve p16 Boyanma Paternleri

. P16 Sporadik P16 Fokal P16 Diffiiz

HPV Histoloji El(f;)\legat‘f pozitiIf) pozitif pozitif

n (%) n (%) n (%)
Yitksek riskli  LSIL 1(8) 2(23) 3(23) 6 (46)
Pozitif HSIL 1(4) 0 (0) 3(13) 18 (83)
Disiik 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 sayisinin az olmasi ve retrospektif olmasi calis-
mamizin zayif taraflarini olusturmaktadir.

Sonug olarak histolojik materyallerde difftiz p16™-
K¥a pozitifligi, hastahgin progresyonu icin prediktor
olabilir.>%12:33 p16INK4a bozitifligi, lezyonun derecesi
ve HPV DNA pozitifligi ile anlamh olarak artmaktadir
ve lezyonun ciddiyetini gostermektedir. Ozellikle di-
stik dereceli lezyonlar olmak tizere i¢in preinvaziv ser-
vikal lezyonlarn tedavi, triaj ve takibinde p16™K# ‘min
kullanilmast icin daha fazla hasta sayisi ve uzun izlem
stiresine sahip prospektif randomize kontrollt calisma-
lara ihtiyag vardir.
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