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to Cervical Histopathological Results and Investigation of p16 Antibodies in
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OZET
Giris ve Amac: Onemi belirlenemeyen atipik skuaméz hiicreler (ASC-US) tamis1 koydugumuz Papanicolau
(PAP) smear Orneklerinin, tekrar iiretilebilirligi, Bethesda tani kriterlerinden hangilerini karsiladigi ve tani
kriterlerinin servikal histopatolojiye yansimasini arastirmay1 planladik. Ayrica Pap smear sonucu ASC-US olan
hastalarin servikal biyopsi drneklerinde p16 antikor varlig: arastirildi.
Yontem ve Gerecler: Boliimiimiizde 2006-2013 yillar1 arasinda ASC-US tanisi konulan hastalardan servikal
histopatolojik incelemesi yapilmis olan 33 hastayr ¢alismamiza dahil ettik. Tiim Pap smear 6rnekleri iki patolog
tarafindan, aym anda tekrar degerlendirildi. Her 6rnegin 2001 Bethesda ASC-US tam kriterlerinden hangilerini
karsiladig1 ayri ayri belirlendi. Her biyopsi 6rnegi p16 antikoru ile boyandi.
Bulgular: Bolimiimiizde Pap smear sonucu ASC-US olan raporlarin tekrar iretilebilirlik oran1 %88 olarak
bulundu. Bethesda’nin 4 tani kriterinden herhangi biri i¢in, CIN 1 ve malignite yoniinden negatif vakalarda
goriilme sikliklart bakimindan anlamli bir farkliliga rastlanamadi (p>0,05). Tiim ASC-US vakalarinda 6rnek
basima pozitif tani kriteri sayisi ortalamasi ise 2,7+0,9’dur. Malignite yoniinden negatif olarak raporlanmis ve
CIN olarak raporlanmig vakalarda ortalama kag kriterin bir arada pozitif oldugu incelendi, istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadigt goriildi. ASC-US tanist konulan vakalarin histopatolojik 6rneklerinde pl6
boyanma oran1 %18 olarak bulundu. Calismamizda p16 immiinohistokimyasal boyamanin CIN tanis1 koymada
duyarlilig1 %46, 6zgiilliigi ise %100°’diir.
Tartisma ve Sonug¢: Pap smear incelemelerinde Bethesda sistemi kullanilarak ASC-US tanist konulan
vakalarimizin %39’unda altta yatan bir servikal intraepitelyal neoplazi bulundugu saptanmistir. Bethesda ASC-
US tamt kriterlerinden higbiri olasit neoplastik degisiklikleri ongdrmede tek basina diger kriterlerden istiin
degildir. ASC-US tanist konulurken Bethesda tani kriterlerinin her birinin varlig1 ayr1 ayri arastirilmali ve en az
2, tercihen 3 kriterin pozitif olmasi tercih edilmelidir. p16 antikorunun yalanci pozitiflik oraninin oldukea diisiik
oldugu, bu sayede neoplazi potansiyeli tasiyan vakalarin belirlenmesinin kolaylastigi goriilmiistiir. Ilerleyen
yillarda pl6 boyanmasinin sitopatolojiyle birlikte kullanilabilecek onemli bir tanisal arag haline gelecegi
diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: ASC-US, Servikal intraepitelial neoplazi, p16 (INK4A), Pap smear

ABSTRACT

Introduction: We aimed to investigate reproducibility of diagnosis, presence of Bethesda criteria and their
reflection to histopathology in Papanicolau (PAP) smears with atypical squamous cells of undetermined
significance (ASC-US). We also searched for pl6 antibody positivity in cervical biopsy specimens of the
patients with diagnosis of ASC-US.

Methods: 33 patients who had undergone cervicopathologic evaluation were chosen from patients given ASC-
US diagnosis in our department between 2006 and 2013 for this study. All the Pap smear specimens were re-
evaluated simultaneously by two pathologists. The specimens were evaluated for positivity of each Bethesda
ASC-US diagnostic criteria separately. The biopsy specimens were stained with p16 antibody.

Results: The reproducibility rate of cytology reports for Pap smear specimens diagnosed as ASC-US was found
88%. Neither of the Bethesda diagnostic criteria showed significant precedence over each other for frequency of
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presence in cervical intraepithelial neoplasia (CIN) 1 and non-malignant cases (P>0.05). Mean number of
positive diagnostic criteria was 2.7+0.9 when ASC-US cases were considered altogether. There was no
statistically significant difference between CIN cases and non-malignant cases for average number of positive
diagnostic criteria. Histopathology specimens of these cases had an 18% of staining rate for p16 antibody. It was
found that immunohistochemical staining had a 46% of sensitivity and 100% specificity for diagnosing CIN.

Discussion and Conclusion: An underlying cervical intraepithelial neoplasia was determined in 39% of cases
diagnosed as ASC-US using Bethesda diagnostic criteria. Neither of the Bethesda diagnostic criteria exhibited
superiority alone in foreseeing probable neoplastic changes. Presence of each Bethesda diagnostic criteria should
be analyzed independently and existence of at least two, favorably three criteria should be preferred for
diagnosing ASC-US. p16 antibody showed low false positive rate, thus distinguishing the cases with a potential
of neoplastic formation became rather easy. p16 staining will become an important diagnostic instrument when

used concomitant with cytopathology.

Keywords: ASC-US, Cervical intraepithelial neoplasia, p16 (INK4A), Pap smear

Giris:

Serviks kanseri diinya ¢apinda her yil 528 bin
yeni vakanin goriildiigli ve 266 bin kadinin
hayatin1 kaybetmesine yol acan oOnemli bir
saglik sorunudur. Kadinlarda goriillen tiim
kanserlerin yaklasik %12’si serviks kanseridir
(1). Saglik Bakanhigi Tirkiye Halk Sagligi
Kurumu’nun verilerine gore Tiirkiye’deki
kadinlarda serviks kanserinin tiim kanserler
icinde goriilme oran1 %2,7 dir (2).

Serviks kanseri taramasinda Pap smear
testi kullanilmaktadir. Pap smear raporlarinin
standardizasyonu ig¢in gelistirilen Bethesda
sistemi, 2001 yilinda giincellenerek ¢esitli yeni
tanimlamalara kavusmustur. Atipik skuamoz
hiicreler (ASC) bu sistemde  Onemi
bilinemeyen (ASC-US) ve yiiksek dereceli
skuamoz intraepitelyal lezyon dislanamiyor
(ASC-H) olarak iki farkli simiflamaya tabi
tutulmustur (3). ASC-US tamisi, patologlar
arasinda tekrar iiretilebilirligi diisilk ve tani
kriterleri iizerindeki tartismalarin halen devam
ettigi bir konudur. Buna ragmen tiim Pap
smear incelemelerinin yaklasik %5 kadan
ASC-US olarak raporlanmakta ve bu vakalar
takip edildiginde intraepitelyal lezyon veya
maligniteye rastlanamadigi  gibi  degisen
oranlarda servikal intraepitelyal lezyonlar
(CIN) da goriilebilmektedir (4). Pap smear ve
servikal biyopsi sonuglarinda gozlenen bu
degiskenlik ve tekrarlanabilirlik sorunlari,
Human Papilloma Virusu (HPV-DNA),
pl6INK4A (pl16), Ki67 gibi yeni testlerin
ortaya ¢ikmasina yol agmugstir (5).

HPV, serviks kanseri ve CIN
vakalarinin %90’ indan fazlasinda
bulunmaktadir (6). pl6, insanlarda 9.
kromozomda bulunan CDKN2A geninde
kodlanmis bir timér baskilayic1 proteindir.

Ozellikle, HPV ile enfekte olmus ve hiicre
dongilisii  kontroliinii  yitirmis  hiicrelerin
sitoplazmalarinda ve ¢ekirdeklerinde birikir (7,
8). Bu nedenle pl6, duyarli ve oOzgiil bir
neoplastik transformasyon belirteci olarak
kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, ASC-US tanis1 konulan
Pap smear Orneklerinin, tekrar iretilebilirligi,
Bethesda tami  kriterlerinden  hangilerini
karsiladigi,  tani  kriterlerinin  servikal
histopatolojiye yansimasi ve servikal biyopsi
orneklerinde p16 antikoru varliginin
arastirilmasi planlandi.

Gerec¢ ve Yontem:

Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali’'nda 2006-2013 yillar1 arasinda
servikal smear incelemesi yapilmis olan tiim
hastalar1 geriye doniik olarak tarand1 ve ASC-
US tamist  konulan hastalardan servikal
histopatolojik incelemesi yapilmis olanlar
calismaya dahil edildi.

ASC-US tanis1 konulmus ve serviks
biyopsisi alinmis vakalara ait tiim Pap smear
ornekleri iki patolog (Z.E - E.A) tarafindan
tekrar degerlendirmeye alindi. Her Ornegin
2001 Bethesda ASC-US tani kriterlerinden
hangilerini karsiladigi ayri ayr belirlendi (9).
Bu vakalarin biyopsi materyallerine ait
histopatoloji raporlar1 incelenerek tanilarina
gore gruplandirildi.

pl6 immiinohistokimyasal boyamasi
icin Becton Dickinson Pharmingen™ purified
Mouse anti-human pl6 (BD and Co.,New
Jersey, ABD) G175-405 klonu kullanildi.
Boyama islemi Ventana BenchMark XT
(Ventana Medical Systems, Inc., Arizona,
ABD) cihazi kullanilarak gerceklestirildi.
Dokular 4 mikron kalnhginda kesildi.
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Hazirlanan kesitler deparafinizasyon igin
60°C’de 45 dakika etiivde bekletildi.
Preparatlar Ventana BenchMark XT cihazina
yerlestirilerek cihaz iizerinde de yeniden
otomatik  deparafinizasyon gergeklestirildi.
Preparatlar “cell conditioning” islemine tabi
tutuldu. Bunun icin sirasiyla kisa ayarda 8
dakika, orta ayarda 30 dakika ve standart
ayarda 60 dakika islem uygulandi. Onceden
1:20 oraninda titre edilerek hazirlanmis olan
pl6 boyas1 kesitlere damlatildi. Primer antikor
inkiibasyonu siiresi 1 saat olarak ayarlandi.
Sonra sirasiyla “counter stain” (hematoksilen —
8 dakika) ve “post-counter stain” (bluing
reagent — 4 dakika) islemleri uygulanarak
boyama islemi tamamlandi. Hazirlanan
preparatlar bir patolog (Z.E) tarafindan
mikroskop altinda incelendi. %25 ve iizeri
diffiz boyanma pozitif olarak kabul edildi
(10).

Elde edilen veriler “SPSS 11.5 for
Windows” yazilimiyla degerlendirildi (SPSS
Inc., Chicago, U.S.A.). Sitolojik incelemede
Bethesda ASC-US tani kriterlerinin pozitiflik
oraninin CIN pozitif vakalardaki frekans
dagilimimi incelemek ve pl6 boyanma oranini
degerlendirmek igin ki-kare testi ve Yate’s
sureklilik diizeltmesi kullanildi. P<0,05 olan
degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

Bulgular:

2006-2013 yillar1 arasinda Ufuk Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’'nda ASC-
US tanist konulmus ve sonrasinda servikal
histopatolojik  inceleme  gerceklestirilmis
toplam 33 hasta calismaya dahil edildi.
Hastalarin yas ortalamasi 38+11°di. Otuziig
hastanin 13’iiniin (%39) histopatolojik tanisi
CIN olarak bulundu. Bu hastalardan 11’1
CIN1, ikisi ise fokal CIN2 odaklar1 tasiyan
CIN1 olarak raporlanmisti. Histopatolojik
degerlendirme sonucunda CIN tanis1 konulmus
hastalar ile malignite yoniinden negatif olarak
raporlanmig  hastalarin  yaslari  arasinda
istatistiksel ~olarak anlamhi bir farklilik
izlenmedi (Sirasiyla 37+12 ve 39+10, p>0,05).

ASC-US tanis1 konulmus 33 Pap
smear Ornegi yeniden incelendi. Ikinci
degerlendirme sonucunda iki ASC-US tanisi
intraepitelyal lezyon veya malignite negatif
(NILM) olarak, diger iki ASC-US vakasi da
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diistik dereceli intraepitelyal lezyon (LSIL)
olarak  degerlendirildi. Bu  hastalarin
histopatolojik  incelemelerinde = skuamoz
intraepitelyal neoplazi saptanmamisti. Yeniden
degerlendirilen 33 vakadan 29’unun ASC-US
tams1 degismedi. Bu sekilde, Ufuk Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda
Pap smear sonucu ASC-US olarak bildirilen
raporlarin tekrar {Uretilebilirlik oran1 %88
olarak bulundu.

Bethesda ASC-US tani kriterlerinin
sitolojik dagiliminin histopatolojik tamiyla bir
iliskisi olup olmadig1 incelendi. Bethesda’nin 4
tani kriterinden higbiri i¢in, CIN 1 ve malignite
yoniinden negatif vakalarda goriilme sikliklari
bakimindan anlamli bir farkliliga rastlanmadi
(p>0,05) (Tablo 1). Malignite yOniinden
negatif olarak raporlanmig ve CIN olarak
raporlanmig vakalarin ortalama pozitif kriter
sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik olmadig: goriildii (p>0,05) (Tablo 2).

Olgularm pl6 boyanma oranlarina
gore dagilimlari Tablo 3’te izlenmektedir.
ASC-US tanist konulmus ve histopatolojik
olarak malignite yoOniinden negatif olan
vakalarim hicbirinde pl6 boyamasi pozitif
degildi. Bunun yaninda, CIN1 ve CIN2 olarak
raporlanmis 13 vakadan 6’sinda (%46) diffiiz
pl6 pozitifligi gozlendi. Yedi vakada ise pl16
negatif olarak kabul edildi (Resiml). Tim
vakalar birlikte degerlendirildiginde, ASC-US
tanis1  konulan  vakalarin  histopatolojik
orneklerinde p16 boyanma orani %18 olarak
bulundu (Tablo 3).

Bu calismada plé immiino-
histokimyasal boyamanin CIN tanis1 koymada
duyarliligr %46, ozgilligi ise %100 olarak
hesaplandi. Testin pozitif prediktif degeri
%100, negatif prediktif degeri %74 olarak
hesaplandi.

Resim 1: A) p16 Negatif Boyanma (x200)
B) p16 Diffiiz Pozitif Boyanma (x600).

: e, o
o B
1 3
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Tablo 1. Bethesda ASC-US Tani Kriterlerinin Pozitiflik Oranlarinin Dagilimlari

Histopatolojik Tani
Bethesta ASC-US Tam CIN 1+ CIN 2* Malignite Ag¢isindan
Kriterleri (Toplam:13) Negatif TOPLAM
(Toplam: 20)
Cekirdeklerin kapladig: alan
normal intermediate skuamoz
hiicre ¢ekirdegine gore 2,5 — 3 kat 13 18 31
daha fazla
Cekirdek/Sitoplazma alan orani 11 15 2%
hafifce artmisg
Minimal niikleer hiperkromazi ve
kromatin dagiliminda veya 10 14 24
¢ekirdek seklinde diizensizlik
Dens oranjofilik sitoplazma
(“atipik parakeratoz”) ile iliskili 4 8
niikleer anormallikler
*CIN: Servikal intraepitelyal neoplazi
Tablo 2. ASC-US Tani Kriterlerinin Ornek Basina Ortalama Pozitiflik Oranlari
Histopatolojik Tam
CIN 1+CIN 2* Malignite Ag_;lsmdan TOPLAM
Negatif
Pozitif Kriter Sayist
(Ortalama SS) 2,9+0,8 2,5+1,0 2,7+0,9
*CIN: Servikal intraepitelyal neoplazi
Tablo 3. p16 Boyanma Oranmin Histopatolojik Taniya Gore Dagilimi
p16 boyanma
Histopatolojik Tam
CIN 1+CIN 2* Malignite Ac¢isindan Negatif TOPLAM
Pozitif 6 0 6
Negatif 7 20 27
TOPLAM 13 20 33

*CIN: Servikal intraepitelyal neoplazi

Tartisma:

Pap smear, servikal kokenli neoplazilerin
taranmasinda ve serviks kanser insidansinin
azaltilmasinda en 6nde gelen testtir. Ancak Pap
smear, sitolojinin en tartigmali konularindan
biridir. Testi degerlendiren kisiler arasi
degiskenligin yiliksek olusu ile yiiksek yanlig
negatiflik ve pozitiflik oranlar1 basta gelen
nedenlerdendir. Degerlendiriciler aras1 farklilik
%350 dolaylarindadir (11). Literatiirde, yanls
negatiflik oranlarinin %20-30, yanls pozitiflik
oranlarinin ~ %70’leri  buldugunu  bildiren
aragtirmalar mevcuttur (12). Bu c¢alismada
ASC-US tanist konulmus vakalarin tekrar
iiretilebilirlik oran1 %88 olarak bulunmustur.
Literatiire gore bu oranin hayli yiiksek oldugu
goriilmektedir. Olgu sayisinin  nispeten az

olmasiyla birlikte, bolimiimiizde ¢alisan
patolog sayisinin az olmasi dolayisiyla daha
fazla etkilesimde bulunmalar1 oranin yiiksek
olmasinin nedenleri olabilir.

Calismamizda 33 ASC-US vakasinin
biyopsi sonuglarinin 11°1 CIN1, 2’si de CIN2
olarak  degerlendirilmistir. ~ Geriye kalan
malignite yoniinden negatif olan 20 vaka ise
kronik servisit, inflamasyona bagli reaktif
degisiklikler, atrofik degisiklikler, aktif kronik
servisit, spesifik patoloji igermeyen g¢ok katli
yassi epitel fragmanlari, ¢ok katli yassi epitel
metaplazisi gibi tanilar almustir. Bu tanilar
servikovajinal smear de ASC-US tanisi
konulmasina neden olabilecek skuaméz hiicre
degisiklikleri  icermekte = ve  neoplastik
degisiklikler tasiyan vakalarin yakalanma
oranini  azaltmaktadir. Ayrica, biyopsinin
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alindigt bolgenin lezyonu temsil
etmeyebilecegi de akilda tutulmalidir. Bu
calisgmada ASC-US tanisinin  neoplastik
degisiklikleri yakalama anlaminda basar1 orani
%39 (CIN1: %33, CIN2: %6) olarak
bulunmustur.

Bethesda ASC-US tami kriterleri CIN
tanist koyma ag¢isindan karsilastirildiginda dort
kriterden herhangi birinin digerine {stiin
olmadigr ve bir kriterin tek basina tanisal
olmadig1 goriilmiistiir. Biyopsi sonucuna gore
malignite acgisindan negatif olanlar ile SIL
tanili olanlar arasinda ornek basma ortalama
pozitif kriter sayisinda anlamli bir farklilik
bulunmamustir. Tim Orneklerde ortalama
pozitif kriter sayisinin 2,7 olusu da ASC-US
tanist koymak icin Bethesda tani kriterlerinin
en az ikisinin, cogunlukla da ii¢iiniin bir arada
goriilmesinin daha saglikli bir degerlendirmeye
olanak saglayacagini diistindiirmiistiir.
Dolayisiyla, ASC-US tanist  konulurken
tariflenen her 4 kriterin de Pap smear
ormeginde varligi ya da yoklugu ayn ayn
arastirilmalidir.

ASC-US  tanis1  verilen olgularin
yonetiminde, HPV testi yoksa, bir siire sonra
sitoloji tekrar1 veya kolposkopik inceleme
sonrast biyopsi yapilmasi onerilmektedir (13).
ASC-US tanist verilen olgularin alti ayhk
periyot sonrasi servikovajinal smearlerinin
tekrarlandig1 bir ¢aligmada % 74’ iinde ASC-
US tanis1 degismemis, % 18’inde progresyon
goriilirken, % 8’inde sitolojik bulgular
gerilemistir. Progresyon goriilen olgularin
hicbirinde HSIL gelismemistir (14).
Kolposkopi sonrasi biyopsi yapilan olgular
inceledigimiz ¢alismamizda da ASC-US tanist
verilen olgularin biyopsilerinde CIN3 tanili
olgu yoktur. Fakat ASC-US tanisi konulan
hastalarin  servikal biyopsilerinde yiiksek
dereceli lezyon (HSIL) varliginin arastirildig:
baska bir calismada, skuamoz intraepitelyal
lezyon (SIL) varligt %28,3 (CIN1: %20,6;
CIN2: %4,5; CIN3 %3,2) olarak bulunmustur
(15). Bethesda ASC-US tani kriterlerine dikkat
edildiginde hemen tedavi gerektirebilecek
yiiksek dereceli lezyonlar yanlishikla ASC-US
tanis1 almayacaktir.

Yapilan bir meta-analizde servikal sito-
histopatolojide p16 boyamayla ilgili yapilmis
caligmalar ele alinmis ve bunlarin arasindan
61’1 degerlendirmeye uygun  bulunarak
incelenmistir.  Bu  arastirmalarmm  biiylik
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kisminda pl6 pozitifligi icin esik degerin
belirlenmesinde, caligmamizda  kullanilan
Klaes ve ark.’mn yaptigi caligmanin referans
almdigi belirtilmistir (10). Genel olarak ASC-
US tanili olgularm Dbiyopsilerinde %45
oraninda pl16 pozitifligi bulundugu bildirilmis,
sitolojik taninin ciddiyeti arttikga p16 pozitiflik
oraninin da yiikseldigi goriilmiistiir. Histolojik
incelemelerde  ise  normal  biyopsilerin
%2’sinde, CIN1 vakalarinin %38’inde, CIN2
vakalarmin %68’inde ve CIN3 vakalarinin
%82’sinde pl6’nin pozitif olarak bildirildigi
gorilmiistir  (8). Lezyonun  derecesi
yiikseldikce pl6 antikoru boyanma orani da
artmaktadir. Diger bir c¢aligmada ise 15
skuamoz intraepitelyal neoplazi olgusundan
8’inde pl6 Dboyanmasi izlenmistir (16).
Calismamizda CIN 3 olgusu bulunmadig: icin
vakalarimizda  buldugumuz %46  pozitif
boyanma orani literatiirdeki diisiik dereceli
lezyonlardaki p16 boyanmasiyla benzerdir.

Sonug olarak, bu calismada Pap smear
incelemelerinde Bethesda sistemi kullanilarak
ASC-US tanist konulan vakalarin %39’unda
altta yatan bir SIL bulundugu saptanmustir.
Bethesda ASC-US tani kriterlerinden higbiri,
olas1 neoplastik degisiklikleri dngérmede tek
bagina diger kriterlerden lstiin degildir. ASC-
US tanmist  konulurken  Bethesda  tam
kriterlerinin her birinin varligit ayn ayn
arastirilmali ve en az 2, tercihen 3 Kriterin
pozitif olmasi tercih edilmelidir. Ayrica,
immiinohistokimyasal plé antikoru
calismasinin  yalanct  pozitiflik  oranmin
oldukca diisiik oldugu, bu sayede neoplazi
potansiyeli tasiyan vakalarin belirlenmesinin
olduk¢a kolaylastigi goriilmiistiir. Ilerleyen
yillarda pl6 boyanmasinin sitopatolojiyle
birlikte kullanilabilecek énemli bir tanisal arag
haline gelecegi diistiniilmektedir.
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