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Serviks kanseri taramasi

Sitoloji (PAP/LBS)

HPV DNA

hrHPV DNA ve HPV 16/18 DNA
hrHPV E6/E7 mRNA

HPV E7 onkoprotein tayini
p16INK4a/Ki67

Minichromosome maintenance protein 2 (MCM2) ve
topoisomerase Il alpha (TOP2alpha)

HPV E4/E5 ve L1
Konak hiicre mikro-RNA
Gen metilasyonu



Neden Molekuler Testler?

* Sitoloji ile Primer Tarama
— Spesifisite yliksek
— Sensitivite dusuk
— Inter ve intraobserver varyasyonlar sik
— Tekrar edilebilirligi dusik
— Egitilmis personel gerektirir
— Maliyetli



Neden Molekuler Testler?

e HPV DNA Testi ile Primer Tarama

— Yiksek sensitivite
— Objektif ve tekrar edilebilir

— SORUN:

e Progresif premalign lezyonlari tespit etmede diistik
spesifisite

e Yalanci pozitiflik nedeniyle overtreatment

o HPV DNA testi transient HPV infeksiyonunu
persistant infeksiyondan ayirt edemez



Neden Molekuler Testler?

* Tarama

— Nesnel olmali

— Morfoloji tabanli olmamali

— Tekrar edilebilir olmall

— Persiste infeksiyonu olan kadinlari belirleyebilmeli
* Gunumuzde daha sensitif ve spesifik

biyobelirtecler ile servikal kanser tarama

programlarinda iyilesme saglanmasi yoéniinde
glclu bir talep mevcuttur



Molekiler belirtecler ile triyaj

* Servikal kanser gelisimi icin persiste hrHPV
enfeksiyonu gereklidir

* hrHPV testinin CIN3+ lezyon icin spesifisitesi
sitoloji ile benzerdir

 hrHPV DNA (+) kadinlarda CIN3+ lezyonlari
tespit edebilmek icin triyaj testlerine
gereksinim vardir



HPV 16/18

 hrHPV (+) ancak sitoloji negatif sonuclarin
triyajinda énerilmekte

e HPV 16/18 servikal kanserlerin en az
%70’inden sorumliu

— HPV 16/18 (+) kadinlarda CIN3+ lezyon riski daha
yiksek,

— HPV 16/18 disi (+) olan grupta hala sitoloji triyaji
gerekmekte



Molekuler Yontemler

HPV iliskili karsinogenez basamaklari bilinmeli

Bir sonraki basamaga geciste rol oynayan
belirtecler bulunmali

Sonuclarin yorumlanmasi ile prognoz tayini
yvapilabilmeli

Hedefe yonelik tedaviye imkan saglamall



E6/E7 mRNA

E6 ve E7 yolaklari malign transformasyon igin
gereklidir

E6/E7 transkripsiyon diizeyi lezyon siddeti ile
korelasyon gosterir

hrHPV DNA (+), sitoloji normal kadinlarda
— E6/E7 mRNA pozitifligi CIN3+ lezyonlar icin risk faktorii

Spesifisitesi yuksek ancak sensitivitesi diistik
oldugundan test negatif kadinlarin takibi gerekir

HPV 16/18/31/33/45/52/58 icin E6/E7 mRNA kiti
mevcut

Roosmarijn Luttmer, J Clin Virology, 2015
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hrHPV E6/E7 Onkoproteinlerin
Molekiler Hedefleri

* pl16INK4a
e Ki-67
* ProExC

- MMMC2
— Top22a



HPV Viral Protein Tayini

* Onco E6 vs. Hybrid Capture 2 (High grade Lezyon)
— Spesifiteleri
* Onco E6 :%98.9
* Hybrid Capture 2 :%86.8

— Sensitiviteleri
* Onco E6 :%63.7
* Hybrid Capture 2 :%98

* Yiuksek spesifisite nedeniyle HPV (+) kadinlarin
triajinda uygun olabilir.

e Cytoactiv testi icin klinik veriler heniiz yetersiz

J. Cuzick, Vaccine. 2012



Triyajda HPV E7 Onkoprotein Tayini

* HPV E7 onkoproteini persistan enfeksiyonu gecici
enfeksiyondan ayirmada kullanilabilir

* Farkh sensitiviteye sahip kitler mevcuttur

 HPV 16/18 (+) kadinlarin kolposkopi icin triyajinda
(normalde 6nerilen immediate kolposkopi)

— Sitolojiye goére ylksek sensitivite, yiiksek NPV

 Non 16/18 hrHPV (+) kadinlarin kolposkopi icin
triyajinda (normalde énerilen sitoloji triyaji)

— Sitolojiye goére yiksek sensitivite fakat 3.4 kat fazla
kolposkopi ve yiksek maliyet

Theodoros Agorastos, Int J Cancer 2017



E6/E7 mRNA Tayini
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E6/E7 mRNA Tayini

* Ticari kitleri mevcut

 HPV E6 ve E7 mRNA over ekspresyonu
karsinogenez ile iliskili

* APTIMA vs. Hybrid Capture 2 (High grade lezyon)
— ASCUS triajinda
* Sensitiviteleri esit
* APTIMA %19 daha spesifik
— LSIL triajinda
* Sensitiviteleri esit
* APTIMA %37 daha spesifik

M Arbyn, Int J Cancer. 2013



hrHPV DNA vs. E6/E7 mRNA

 Primer taramada E6/E7 mRNA kullanimi CIN3+
lezyon saptamada hrHPV testine gére daha
yiksek spesifisite ve benzer sensitiviteye sahip

 Sitolojisi normal olan >30 yas kadinlarda E6/E7
MRNA testinin spesifisitesi hrHPV testinden
yiiksek, sensitivitesi benzer

Jennifer L. Reid, Am J Clin Pathol, 2015



hrHPV E6/E7 mRNA + sitoloji kotest

* Primer taramada tek basina ya da sitoloji ile
kombine olarak kullanilabilir

 hrHPV E6/E7 mRNA pozitifligi 6zellikle 35 yas
altinda HPV 16/18 tayinine gore high grade
lezyon tespitinde daha spesifik

* Geng yasta hrHPV E6/E7 mRNA tespiti
avantajli olabilir

Rosario Granados, Diag Citopathol. 2017



Serviks Kanserinde Hucresel Belirtecler

* P16 overekspresyonunun ELISA ya da immiin boyama ile gosterilmesi

* HPV infeksiyonunun

* Viral onkogen aktivasyonunun

e HPV iliskili hticre siklus de-reglilasyonunun gostergesidir
* pl6INK4a imminboyamasi da servikal lezyonlarin histopatolojik
derecelendirmesinde kullaniimaktadir. Q. Zhang, Int J Cancer. 2007



p16INK4a

* p1l6: hiicre siklus regiilatuar proteini

e CDK 4 ve 6 inhibisyonu

* @G1-S fazi gegisini kontrol eder

 Hem histolojik kesitlerde hem de sitolojik preparatlarda

p16INK4a (+) | p16INK4a (+) -
HSIL | ASC-US




p16INK4a

e ASC-US triajinda (High grade lezyon saptama)
— Sensitivite: %83.2
— Spesifite: %71
e LSIL triajinda (High grade lezyon saptama)
— Sensitivite: %83.8
— Spesifite: %65.7

* Hybrid Capture 2 ile karsilastirildiginda

— ASC-US triajinda
* Relatif sensitivite: 0.95
* Relatif spesifite: 1.82
— LSIL triajinda
* Relatif sensitivite: 0.87
o Relatif spesifite: 2.74

F.Carozzi, Lancet Oncol. 2008
J.Roelens, Cancer Cytopathol. 2012



p16INK4a

e 35-60 yas arasi HPV (+) kadinlarda

— 3 yil icinde high grade lezyon
e pl6INK4a (+) ise %8.8
e p16INK4a (-) ise %3.7

— Bu nedenle HPV (+) kadinlarin triajinda kullanilabilir
F.Carozzi, Lancet Oncol. 2013

* Low-grade lezyonlarda
— p16INK4a(+) ise high grade lezyona progresyon
— p16INK4a(-) ise neredeyse tamami regrese

Ozaki S, Human Pathol. 2011



p16INK4a

HPV testinin spesifitesinin ¢ok dustiigii 30 yas alti
kadinlarda bile yuksek spesifite ile high grade lezyonlar
taninabilir.

Squamoz metaplazide siklus arrestine giren hiicrelerde
de p16 ekspresyonu artmakta!

pl6 ile Ki67 kombinasyonu ile gercek prekanseréz
lezyon ile squaméz metaplazi ayrimi yapilabilir.

Bu amacla Ki67/p16 kombine boyalari piyasada mevcut



p16/Ki-67

p16/Ki-67 ikiliimmunhistokimya boyasi (CINtec Plus, mtm
laboratories)

138 konizasyon materyalinde yalnizca displastik lezyonlarda Ki-67
ekspresyonu (+)

p16/K|-67 boyamanln M.Reuschenbach, Int J Cancer. 2012
— ASC-US i¢in

* Sensitivitesi: %92.2

* Spesifitesi: %80.6
— LSIL i¢in

* Sensitivitesi: %94.2

* SpESIfItESI: %68 D Schmidt,Cancer Cytopathol. 2011

Sitoloji (-), HPV (+) kadinlarin triajinda kullanilabilir



p16/Ki-67

* 5 lilke, 27.456 hasta, prospektif calisma
— Sitoloji
— HPV (Hybrid capture 2, Qiagen)
— p16/Ki-67 boyama
* Herhangi bir testte anormal sonug: KOLPOSKOPI

— Yastan bagimsiz olarak p16/Ki67 boyamasi high grade
lezyon saptamada sitoloji kadar spesifik

— 30 vyas uzeri kadinlarda HPV testi daha sensitif fakat
daha az spesifik

— Bu tekniklerin kombinasyonu ile arzulanan
sensitivite/spesifite oranina ulasilabilir

Bergeron C, Cancer Cytopathol. 2010



HPV (+) kadinlarin p16/Ki67 ile triyaji

HPV (+) >25 yas

» Tamaminda Cx bx

N=3,467
Dual stain poz Dual stain neg Dual stain N/A
N=983 N=2355 N=129
258 CIN2+ 109 CIN2+ 5 CIN2+
725 CIN1- 2,246 CIN1- 124 CIN1-

* hrHPV (+) kadinlarda dual boyama sitoloji ile karsilastirildiginda CIN3+ icin
sensitivitesi %74.9 vs. %51.9 (p<0.001). NPV %97.4 vs. %95.2 (p<0.001). PPV
%18.5 vs. %14 (p<0.001). Spesifisiteleri benzer

 HPV 16/18 (+) kadinlarda dual boyama sitoloji ile karsilastirildiginda CIN3+ icin
sensitivitesi %86.8 vs. %78.2 (p<0.001). Spesifisiteleri benzer

Thomas C. Wright Jr, Gynecol Oncol, 2017



MCM 2 ve TOP2A

* Minichromosome maintenance protein 2
(MCM 2) ve topoisomerase Il alpha (TOP2A)

— E6 ve E7 protein ekspresyonu ile baglantili
— Aberan S-fazi géstergesi
— Normal hiicrelerde de bir miktar eksprese edilir

* High-grade lezyonlarda ekspresyonu artmis

 HPV (+) kadinlarda high grade lezyonlari ve
serviks kanserini 6ngérmede degerli

V. V. Sahasrabuddhe, Future Microbiol. 2011



MCM 2 ve TOP2A

 ProExCTM (Becton-Dickinson)
— MCM 2/TOP2A ticari spesifik antikor baglama kiti

— p16INK4a ile karsilastinldiginda
* High grade lezyon saptamada dislik spesifite

— High-risk HPV (+) kadinlarin triajinda kullanilirsa
* High grade lezyon i¢gin spesifite %85’ten %98’e ¢cikmakta

e Boylece kolposkopiye refere edilen olgu sayisi %55
azalir

J. Boucher, Human Pathol. 2009



MCM 2 ve TOP2A

ProExCTM (+) HSIL (40X) ProExCTM (+) HSIL (100X)




HPV E5 Onkoproteinin Molekuler

Hedefleri
* Hicre Yluzey Reseptorleri
— EGFR
° p21,p27

e CoX-2, VEGF, Cav-1



E4 ve L1

* Yalnizca HPV ile enfekte olan ve viral replikasyon
kapasitesi kazanan ge¢ dénem keratinositlerde saptanir.

* Produktif enfeksiyon gostergesidir (LSIL, CIN-1, genital
wart)

* High-grade lezyonlarda yine de viral replikasyon
gorilebildiginden spesifitesi dlistktis

L
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the increasing with ASC-US,
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Biomarkers




E5,E6 ve E7 tarafindan Modile Edilen

Konak MikroRNA’lari

 MikroRNAlar yaklasik 21 niikleotidten olusan ve hedef
MmRNA translasyonunu suprese ederek gen
ekspresyonunu diizenleyen yapilardir

* miRNA: hiicresel gen ekspresyonunu ve transkripsiyonu
diizenleyen kiiclik, tek sarmal RNA fragmanlari
° mMiRNA
— Proliferasyon
— Apopitoz
— Diferansiasyon
gibi 6nemli slireclerde yer alan genleri regiile ederler.



MIRNA

* Konak hucresinde E6 etkisi
— miR-218
— miR-34a
downregulasyonu ile iliskilidir.
* Servikal karsinogenezin erken evresinde aktif
olan E5, konak hiicresinde
— miR-203
— miR-324-5
downregulasyonu ile iliskilidir.



Mikro RNA Ekspresyonu

* High risk HPV ile enfekte olan kadinlarda miR-
218 diizeyinde dusus

e Serviks kanseri dokularinda miR-375
duzeylerinde dusus

* miRNA downregllasyonu kanser progresyonu
icin marker olarak kullanilabilir

F. Wang, Am J Pathol. 2011



Gen Metilasyonu

Anormal sitolojili ya da hR-HPV (+) kadinlarin
triyajinda kullanilabilir

HPV L1 gen metilasyonu ile high risk lezyon
arasinda iliski vardir

HPV 16, 18, 31 ve 45 icin:

— L1, L2, E2 ve E4 genlerindeki multiple CG
metilasyonlari high grade lezyon ile iliskili

Calismalar heniiz primitif diizeyde

N. Wentzensen, J Nat Cancer Inst. 2012



Gen Metilasyonu

* Serviks kanserinde en ¢cok metilasyonu
gosterilen genler: DAPK1, CADM1, ve RARB

* Serviks kanseri gelisiminden 7 yil 6nce servikal
sitolojide bu genlerin asiri metilasyonu
saptanabilir

N. Wentzensen, Gynecol Oncol. 2009



Gen Metilasyonu

e FAM19A4 promoter metilasyonunun
gosterilmesi serviks kanseri icin %100’e yakin
sensitivite sunmaktadir

* hrHPV (+) ya da HPV16/18 (+) kadinlarin
triyajinda kullanilabilir

e 30 yas alti hrHPV (+) kadinlarin triyajinda
sensitivite ve spesifite degerleri 30 yas lizeri
grupla benzerdir

Roosmarijn Luttmer, Int. J. Cancer. 2017



HPV DNA Entegrasyonu

e HPV DNA'sinin konak genomuna entegrasyonu
— High grade lezyonlarda sik¢a gézlenir
— Takipten ziyade tedavi endikasyonu

— Tedavi sonrasi takipte ve rekiirrensi 6ngérmede
cok spesifik
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SONUCLAR

Servikal kanser giinimuiizde gelismemis Ullkelerin
sorunudur.

Gelismemis lilkelerde hr-HPV prevalansi ¢ok yuksektir,
bu nedenle HPV tabanli taramanin spesifitesi dismekte
ve over-treatment sorununa neden olmaktadir

Ozellikle genc yas HPV(+) ya da anormal sitolojisi olan
kadinlarin triyajinda daha spesifik testlere ihtiyac
duyulmaktadir.

Yakin gelecekte molekiiler yontemlerin primer
taramada kullanilabilmesi i¢in daha ¢ok kanita ihtiya¢
vardir



SONUCLAR

Servikal kanser taramasinda morfolojik tabanli tanisal
sorunlar yakin gelecekte molekiiler belirteclerin
kullanimi ile ortadan kalkacaktir

Taramada temel sorun persiste edecek ve progesyon
gosterecek lezyonlari saptayabilmektir

Biyobelirteclerin rutin kullanima girebilmeleri i¢in
validasyon ¢alismalarina ihtiyag vardir.

p16/Ki67, miRNA ve metilasyon calismalan servikal
kanser taramasinin geleceginde iimit vaad eden
belirteglerdir.

Tarama kapsaminin artmasi ve kendi kendine
ornekleme yapilmasi desteklenmelidir.




