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OZET

Servikal Kanserde Servikovajinal Sividaki Biyolojik Belirtecler Kullanilarak
Yeni Erken Tam Yontemlerinin Arastiriimasi

Servikal kanser, iilkemizde yiiksek goriilme sikligina sahip, yavas ilerleyen ve erken
tan1 sayesinde ilk evrelerde minimal cerrahi yontemlerle tedavi edilebilir bir kanser
cesididir. Her ne kadar serviks kolay ulasilabilir ve gozlenebilir bir bolgede
olmasina, erken evre lezyonlarin sitolojik boyama preparatlar1 ile saptanabilir
olmasina ragmen, mevcut tarama yoOntemlerinin yetersiz olusu ve bu tarama
programlarina katilimin yetersizligi sebebiyle halen uygulanabilir ve makul bir
tarama yOntemi arayisi literatiirde devam etmektedir. Bu calismada, servikovajinal
stvidaki potansiyel biyobelirtegler ve bunlarin uygulamaya gecirilme ihtimalleri

arastirilmastir.

Anahtar Sozcukler: Servikal kanser, Servikovajinal sivi, Biyobelirteg, Proteomik,

Displazi geligimi.



ABSTRACT

Investigation of New Early Diagnostic Methods Using Biological Markers For
Cervical Cancer

Cervical cancer has a high incidence in Turkey which progresses slowly and can be
treated with minimal surgical methods in the early stages thanks to early diagnosis.
Although the cervix is in an easily accessible and observable region and early-stage
lesions can be detected with cytological staining preparations, the search for a
feasible and reasonable screening method still continues in the literature due to the
inadequacy of current screening methods and the inadequacy of participation in these
screening programs. In this study, potential biomarkers in cervicovaginal fluid and

their application possibilities were investigated with different aspects.

Keywords: Cervical cancer, Cervicovaginal fluid, Biomarker, Protoemics, Displasia

development.



1 GIRiS VE AMAC

Servikal kanser, Diinya genelinde ve iilkemizde yaygin goriilen kadin
kanserlerinden biridir. Halihazirda pek c¢ok tlkede wulusal kanser tarama
programlarinca takip edilen ve saglik bakanliklar1 denetiminde uygulanan tarama
yontemleri ve asilamalara ragmen, servikal kanser kadin sagligi {tzerindeki
ciddiyetini halen korumaktadir (1,2). Yaygin olarak kullanilan tarama testlerinin
yanlig-negatif ve yanlig-pozitif sonu¢ verme oranlari yiiksek oldugundan ve tarama
programlarina katilim oranlarinin yetersizliginden dolayi, alternatif yontemlerin

arastirilmasina dair caligmalarin sayisi literatiirde giderek artmaktadir (3).

Bu tez calismasinda, servikal bolgeden alinan klinik ornekler ile ¢esitli
biyomolekiillerin vaka/kontrol farkliliklar1 iizerine farkli yontemler igeren analizler
yapilmistir. Bu tez ¢aligmasinin amaci, servikal kanser riski tasiyan veya servikal
kanser gelistirmis preinvaziv ve invaziv hastalara ait 6rneklerdeki cesitli biyomolekiil
gruplarinin miktar farkliliklarini ortaya ¢ikarak, potansiyel bir erken tani belirtecinin

belirlenebilmesine katki saglamaktir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Kadin Saghg

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) saglik kavramini “yalnizca hastalik veya sakathigin
olmayis1 degil; fiziksel, zihinsel ve sosyal yonden tam bir iyilik hali” olarak
tanimlamaktadir. Kadin sagligi hususunda, ilk akla gelen problemler ergenlikten
itibaren baslayan genital saglhk ve iireme sagligidir. Insaoglugunun soyunun devami
icin kadin lireme sisteminin saglig1 biiyiik 6nem arz eder ve kadin tireme sagligi pek

cok parametreye baghdir.

Yalnzca menstriiasyon, gebelik ve dogum ele alindiginda dahi, kadinlar igin
biiylik saglik riskleri tasiyan ve toplumsal diizeyde yadsinamaz bir 6neme sahip olan
bu konular, kadinlarin saglik kavramini erkeklerden ayirmaya yeterli diizeyde bir
oncelik teskil etmektedir. Bu baglamda kadin saglig1 baslig1 altinda menstrual siklus
sorunlari, infertilite ve gebelik sorunlari, dogum ve laktasyon sirasinda meydana
gelen sorunlar, aile planlamasinda kadin odakli dogum kontrol uygulamalar1 ve
planlanmamis gebelikler, kadina yonelik fiziksel ve psikolojik siddet, kiirtaj ve
diisiikler, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar ve diger iirogenital enfeksiyonlar, cinsel
yasam sorunlar1 ve vajinal rahatsizliklar ile kadin genital sisteminin kanserlerinden
bahsedilebilir. Bu tez kapsaminda, cinsel yolla bulagsan enfeksiyonlarla iligkili kadin
genital sisteminin kanserlerinden biri olan servikal kanser iizerine yapilan doktora

caligmalar1 anlatilmigtir.

2.2 Servikal Kanser

Rahim agzi kanseri veya uterin serviksin kanseri olaraka da bilinen serviks
kanseri, kanserin orijininin bilinmesi, kanserlesen bolgeye disaridan kolay erisim,
kanserin sebepsel ajaninin (HPV) bilinmesi, asilama ile risk oraninin azaltilabilmesi,
rutin tarama yontemleriyle erken evrede tespit edilebilmesi, HPV enfeksiyonunun
zaman icerisinde konak immiin sistemi tarafindan bertaraf edilebilmesi, yavas

ilerlemesi, virlis kaynakli olusan lezyonlarin zaman igerisinde kendiliginden



gerileyebilmesi, preinvazif evrelerde tedavi basarisinin yiliksek olmasi gibi faktorler
sayesinde, servikal kanser son derece Onlenebilir bir kanser turt olarak gorilmektedir
(4,5).

2.2.1 Servikal kanserin epidemiyolojisi

Serviks kanseri Tiirkiye’de meme ve kolorektal kanserden sonra kadinlarda
ticlincii sirada ve 4.3/100.000 siklikla goriilen bir kanser tirtidir (6). Dinya
genelinde ise 2020 yilinda 604.127 yeni vaka teshis edilmis olup bu rakam tiim
kanserlerin %3.1’ini olugturmaktadir (2,7); genel kanser olimlerinin ise 341.831

rakamiyla %3.3’linili olusturmaktadir.

Diinya genelinde serviks kanseri insidansinin otuzlu yaslarda pik yaparken,
tilkemizdeki vakalarin %651, 40 ile 60 yas araligindaki kadinlarda goriilmektedir
(6). Servikal kanser insidansi, taramanin yayginlagsmasi ve asilama nedeniyle Diinya
genelinde 1970'lerin ortalarindan bu giinlere dek kiimiilatif olarak yaridan fazla
azalmistir (8,9). Fakat insidansi ve mortalitesi iilkelerin geligsmislik durumuna,
sosyokiiltiirel ve sosyoekonomik diizeye bagli olarak boélgeler arasinda biiyilik
farkliliklar gostermektedir. Dolayisiyla, diistik-orta gelirli/gelismekte olan iilkelerde,
kadinlar arasinda servikal kanser insidans oranlar1 digerlerinden 6zellikle 65 yas alt1

geng kadinlarda ortalama %30 daha yiiksektir (10-12).

2.2.2 Servikal kanserin risk faktorleri ve korunma yollar:

Servikal kanserin dogrudan risk farktorleri arasinda birinci sirada HPV
enfeksiyonu (%99) gelirken, onu takiben tiitiin kullanimi, diger genital enfeksiyonlar

(herpes viriis, AIDS, vb) gibi faktorler siralanabilmektedir (13).

Dolayl farktorler arasinda ise erken yasta cinsel iliski veya gebelik, yiiksek
dogum sayisi, poligami (veya multipl partner sartlarina uymasa da partneri
dolayisiyla) ve oral kontraseptif kullanim1 (OKK) sayilabilir. HPV haricindeki diger

genital enfeksiyonlarin servikal kansere yol acabilmesi, servikovajinal alandaki



mikrobiyota dengesinin degisip, pH degisimi, enflamasyon, oksidatif stres sonucu
homeostazisinin bozularak karsinogeneze yol a¢ma potansiyeli olusundan

kaynaklidir (14-17).

Servikal kanserden en etkili korunma yolu, ona sebep olan HPV enfeksiyonunu
Oonleme amaciyla giivenli cinsel iligskiyi saglamaktir. Ardindan, kanser gelisiminde ve
DNA mutasyonlarindaki ve HPV enfeksyionunun kaliciligindaki tetikleyici etkisi
bilinen tiitiin kullanimindan uzak durmak, 9-14 yas araliginda HPV asis1 olma ve
cinsel olarak aktif kadinlarin diizenli tarama testlerine katilmak servikal kansere

yakalanmay1 6nleme yollar1 arasinda sayilabilir (18).

Pek cok iilkede bivalan (Cervarix: yalmizca HPV-tip 16 ve 18’1 hedefler),
kuadrivalan (Gardasil: HPV-tip 6, 11, 16 ve 18’1 hedefler) ve nonavalan (Gardasil9:
HPV-tip 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 ve 58’1 hedefler) olmak iizere farkli HPV
tiplerini hedefleyen ¢esit HPV asilari bulunmaktadir (9,19). Bunlarin hepsi, HPV'nin
konak hiicrenin genomuna entegrasyonunu ve ardindan dokuda lezyon gelisimini

onlemeyi saglayan profilaktik asilardir (20).

HPV asisina atfedilen bir gelismeye O6rnek olarak, asilanmis bireylerde 2010-
2017 yillarn1 arasinda 15-20 yaslar1 arasinda servikal kanser gelisiminde yilda
%22,5'lik diisis orani1 bildirildi (7). Amerika Birlesik Devletlerinde ise HPV
pozitifliginde 2003-2018 yillar1 arasinda as1 olanlarda %90, as1 olmayanlarda ise
%74 oraninda azalma tespit edildi (21). Isvec ise 2020'de 17 yasindan &nce asilanan
kadinlar arasinda invaziv servikal kanser insidansinda niifus diizeyinde %78'lik bir
azalma bildiren ilk tlke oldu (22). Ardindan, Ingiltere'de 12-13 yaslarinda asilanmis
olan 20-29 yas arasi kadinlar arasinda 3. derece servikal intraepitelyal neoplazi

goriilme oraninda %97'lik bir azalis oldugu gosterildi (23).

Asilarin verimli olabilmesi i¢in, kisinin heniiz HPV ile enfekte olmamasi
gereklidir, zira viriisle enfekte olmus bireylerdeki etkisi tartismalidir (24). Ayrica,
asilar yalnizca belirli birka¢ HPV tipine kars1 etkilidir, dolayisiyla asilanmis olunsa

dahi giivenli cinsel iliski ve tarama programlarina katilim stirdiiriilmelidir.



2.2.3 Servikal kanserin gelisimi ve patofizyolojisi

HPV, zarfsiz, kapsiilsiiz, ¢ift sarmalli bir DNA viriisii olu, dogada 150’den fazla
tipi tamimlanmustir (25). HPV’nin yaklasik 20 farkli tiirtiniin genital enfeksiyona
neden oldugu bilinmektedir. Enfeksiyonlarinin yaklagik %80°i herhangi bir sikayete
neden olmaz ve 1-2 yilda kendiliginden iyilesir veya sadece ciltte gegici sigil
seklinde bulgu verebilir (26,27). Tanimlanmis 200'e yakin HPV tiiriiniin 40 tanesi
genital bolgeyi enfekte etmekte ve bunlardan 15 tanesi servikal kanser gelisimi icin

yuksek riskli(Hr-HPV)dir (28).

Virtisiin yerlestigi dokuda malign transformasyon meydana gelmesi icin viral E6
ve E7 onkoproteinlerinin ekspresyonu gereklidir. Bu onkoproteinler, p16, p53, p21
ve Rb tiimor siipresor genlerinin mutasyonuna neden olarak dokuda displazi baglatir
(29). Viriisle karsilasma ile virlisiin salinimi arasinda gegen siire, 3 hafta civarinda
olup viriis kaynakli lezyonlarin dokuda ortaya ¢ikmasi birkag hafta ile aylar arasinda
degismektedir (30). Lezyonlarin %?2'sinin karsinoma in situ (carcinoma in situ,
“CIS”)’ye doniisme frekansit mevcuttur. Herhangi bir tedavi uygulanmayan CIS
vakalarmin %701 10 ile 15 yil arasinda; %10'u ise 1 yil igerisinde invazif tiimdre

dontisebilmektedir (31,32).

Diinya genelinde tiim servikal kanser vakalarinin %99.99'unun HPV
enfeksyionu ile iligkili oldugu bilinmektedir (33). Tiirkiye’de ise servikal kanserli
hastalarin HPV prevelanst %93 oraninda olup (6), timor mevcudiyetinde HPV

genetik materyaline saptanmadigi ender vakalarin bulundugu bilinmektedir (34,35).

Bununla birlikte, Diinya genelinde HPV enfeksiyonu goriilme orani her 50
kisiden biri (36) olarak, Tiirkiye’de ise 20-65 yas arasi kadin popiilasyonu igerisinde
ise %10 oraninda (35) karsimiza ¢ikmakta ve fakat HPV enfeksiyonlarinin %80’
gegcici olup 2-15 yil igerisinde servikal maligniteye yol agmadan kisinin immiin
sistemi tarafindan bertaraf (self-clearance) edilmektedir (37,38). Bu durum,
“neredeyse tiim servikal kanser vakalarinda HPV enfeksyionu goriiliir, fakat

cogunlukla HPV enfeksiyonu servikal kansere yol agmaz” seklinde 6zetlenebilir.



2.2.3.1 Serviksin histolojik yapis1

Servikal kanserin patofizyolojisini anlamak icin, hiicresel kompozisyonu gozden
gecirilmelidir. Serviksin rahim igine bakan kismi endoserviks, vajen icine bakan
kism1 ise ektoserviks olarak adlandirilip, HPV ile ilk enfekte olan bolge olan
ektoserviks, skuamoz epitel (¢cok katli yassi epitelyal hiicreler) tabaka ile kaplidir. Bu
tabaka, glikojen igeren keratinize olmamis ¢ok katmanli epitel hiicrelerden olusur.
Endoservikal bolgedeki mukus salgilayan stroma ise tek katli kolumnar epitel ile
doselidir. Ektoservikal skuamoz epitel ile endoservikal kolumnar epitel sinirina
“skuamo-kolumnar bileske (SKB)” adi verilir. Puberte oOncesinde SKB'nin
bulundugu esas nokta eksternal servikal os'dur; fakat bu nokta puberte, gebelik,
OKK, menstriiasyon ve menapoz donemi gibi degisimlere yanit veren dinamik bir

alandir (39,40).

Gebelik ve OKK esnasinda SKB ektoservikse dogru ilerlerken, menopozal
donemde endoservikal kanala dogru cekilmektedir (39). Puberte evresinden sonra
SKB, farklilasmis (matiir) bir hiicre tipi olan serviks kolumnar epitelin, baska bir
farklilasmis hiicre tipi olan skuamoz epitele doniisiimii “skuamoz metaplaziye”
ugrayarak ektoservikse dogru ilerler (39). SKB’nin bulundugu eski lokasyonu ile bu
yeni lokasyonu arasinda kalan doku “transformasyon zonu” olarak adlandirilir ve

burada miisindz kolumnar epitel, artik ¢ok katli skuamoz epitele doniigsmiistiir (39).

Dolayistyla bu dinamik metaplastik hiicreler onkojenik faktorlere karsi daha
duyarlidir ve neoplastik doniisiime daha agik haldedirler (40). Reprodiktif donemde
metaplazi devam etmektedir, bu nedenle de menopoz sonrasina kiyasla, Oncesi

donemde servikal kanser gelisimi daha sik goriiliir (40,41).

Buradaki metaplazi dogal bir siire¢ olsa da, HPV ajan1 bu dokudaki hiicrelere
daha kolay entegre olarak konak hiicrelerde bol miktarda kendi E6 ve E7
onkoproteinlerinin ekspresyonu ile 6zellikle p16, p53, p21 ve Rb timor slpresor
genlerini susturur ve sonug olarak kontrolsiiz huicre proliferasyonuna ve epitel-

mezenkimal doniisiime yol acar (28,42).



2.2.3.2 Serviksin enfeksiyonlari

Diinya’da her giin 1 milyondan fazla birey, cinsel yolla bulasan infeksiyona
(STDIs) yakalanmaktadir (43). HPV, insanlarda gortlen Greme sisteminin son derece
yaygin bir enfeksiydz ajani olup, morbidite ve mortalitesi yiiksek pek cok kanser
tiiriiniin sebepsel ajanidir. Bunun yanisira, kansere sebep olmayip genital sigillere
veya ciltte papiillomatoza da sebep olabilir. Fakat serviksin enfeksiyonlar1 HPV ile
sinirlt  degildir. Servikal enfeksiyon yani servisit, akut ise c¢ogunlukla
mikroorganizma kaynakli, kronik sevisit ise bir histolojik tani olup dogum yapmis
cogu kadinda goriilmektedir; tamida kiiltiir, smear bulgular1 ve kolposkopi
kullanilmaktadir (44). Cesitli mikroorganizmalar iirogenital sistemi hedef alarak
sistit, vajinit, vulvit, servisit gibi hastaliklara yol acabilmektedir. Servikovajen,
ozellikle de serviksin kolumnar epitel tabakasi, Candida albicans, Mycoplasma
hominis, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vajinalis, Gardnerella vajinalis,
Neisseria  gonorrhoeae, Chlamiydia trachomatis, Treponema pallidum,
Calymmatobacterium granulomatosis, Ureaplasma urealyticum gibi bakterial
enfeksiyonlara ve insan immin yetmezlik virusi (HIV) ve herpes simpleks gibi
viriislerle enfekte olmaya agiktir (45). Bu enfeksiyonlar, sekonder enfeksiyonlarin,
siddetli enflamasyonun ve kanserin riskini arttirmakla beraber, gebelik ve dogumla

ilgili sorunlar da meydana getirmektedir (46,47).

2.2.4 Servikal kanserin gelisimi, nomenklatiirii ve histopatolojik alt tipleri

DSO servikal kanserin histopatolojik smiflandiriimasinda alt tipleri doku
grubuna gore ayirmaktadir. En sik goriilen servikal kanser tipi %69 oraninda
skuamoz hiicreli karsinom (SHK) ve %25 oraninda endoserviksin mukus iireten bez

hiicrelerinden gelisen adenokarsinomadir (ADK) (33).

Persistan HPV enfeksiyonu %2 oraninda dokuda lezyon olusumuyla
sonuclanmaktadir (48). Lezyon, genel bir terim olmakla beraber, HPV kaynakl
servikal doku bozukluklar1 i¢in yayin olarak kullanilan bir kavramdir. Giiniimiizde
lezyon terimi servikste daha ylzeysel olan ve sitoloji ile tespit edilebilen hicresel

degisimleri ifade etmek i¢in kullanilmaktadir.



Displazi kavrami, genel olarak anormal gelisim anlamima gelip, kansere
dontigme ihtimali olan hiicre yap1 ve davranis bozuklugunun siddetini ifade eder.
Displastik hiicrelerde profilerasyon normalden fazla, artmis ¢ekirdek/sitoplazma
orani, hiperkromazi ve niikleer pleomorfizm goriiliir ve displazi siddetlendik¢e bu
Ozelliklerde de artis gozlenir (49). Sitopatoloji alaninin onciilerinden George
Papanicolaou, kanser taramasinda kullanilan “Pap smear” testin mucidi Yunan asilli
doktor, servikal kanserin vajinal yayma yoluyla teshis edilebilecegini 1928 yilinda
bildirdi. Ardindan 1954 yilinda sitolojik 6rneklerin adlandirilmasi i¢in olusturdugu

siiflandirma, asagida verilmistir (50):

= Class | : Normal, anormal bir hiicre yok.

= Classll . Atipik sitoloji, ancak malignant bulgu yok.

= Class I : Prekanser stiphesi, hafif/orta/agir displazi.

» Class IV : Karsinoma in situ, malignant olasilig1 yiiksek hiicreler.
» ClassV : Kesin kanserli hiicrelerin varligi

Servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) kavrami ise 1967 yilinda dokudaki
neoplastik doniigiimiin varligini ve oranini ifade etmek igin tanimlanmistir (51). CIN,
premalign ve malign degisimlerden tiimor olusumuna dek kademeli olarak dokudaki
anormal degisimleri siiflandirmak ve adlandirmak ic¢in kullanilip, CIN dereceleri
I'den 3'e kadar, hafif displazi, orta displazi ve siddetli displazi olmak iizere CINI,
CIN2 ve CIN3 olarak ifade edilir (52). CIN3 derecesinin bir ustti CIS olup, invazif
kanserden bir onceki histopatolojik siiftir; bazi kaynaklarda CIN3 ve CIS dereceleri

ayni sinifta degerlendirilmektedir.

2001 yilinda Bethesda terminoloji sistemi ile revize edilerek bir grup
smiflandirma daha getirilmistir (53,54): “servikal intraepitelyal neoplazi (SIL)”. SIL
gruplart no intraepithelial lesion or malignancy identified: NILM (intraepiteltal
lezyon veya malignite gozlenmedi)”, “low grade squamous intraepithelial lesion:
LSIL (distk dereceli skuamdéz intraepitelyal lezyon)”, “high grade squamous
intraepithelial lesion: HSIL (yliksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon)” ve

“atypical squamous cells of undetermined significant: ASC-US (atipik skuamoz



hiicreli 6nemi belirsiz lezyon)” olmak lizere ii¢ temel grup altinda incelenmeye
baglamistir (55). Her ne kadar Dinya genelinde bir standardizasyon getirilmesi
amacli revizyonlar yapilsa da, terminoloji tercihi halen kurumdan kuruma
degisebilmektedir. Bugiine kadar yaygimlikla kullanilan smiflandirmalarin

karsilastirilmasi Tablo 1’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Servikal histopatolojilerinin siniflandirilmasinda kullanilan terminolojiler
(56)

Pappanicolaou sistemi CIN sistemi  DSO'niin kullandig sistem Bethesda Sistemi
Class-I Normal NILM

Class-11 Atypical inflammation (reaktif cellular changes) ASC-US
Class-111 CIN1 Mild dysplasia LSIL

Class-1V CIN2 Moderate dysplasia HSIL

Class-V CIN3 Severe dysplasia

Bethesda sisteminin ardindan, 2012 yilinda LAST (Lower Anogenital Skuamous
Terminology) terminolojisi de kullanilmaya baslanmistir (57). Bu terminoloji daha
kapsamli olup, pl6 gibi immiinohistokimyasal bulgular1 da dikkate alan bir
algoritmaya sahiptir, boylece hem uluslararas1 standardizasyonu saglamak, hem
stipheli Orneklerde hekimler arasindaki fikir ayriliginda belirleyici bir parametre
sunulmasi hedeflenmistir. Gliniimiizde, ¢ogunlukla sitolojik degerlendirmede
Bethesda sistemi  kullanilirken histolojik  degerlendirmede CIN  sistemi

kullanilmaktadir (53).

2.2.5 Serviks kanserinde tarama ve erken tani

Amerikan Kanser Dernegi'ne gore; tiim kadinlarda servikal kanser taramasi 21
yasindan itibaren uygulanmaya baslamali ve 30 yasina kadar 3 yilda bir yapilmalidir
(58). 30 yasindan sonra ise Pap-smear ve HPV test kombinasyonu (co-test) tercih
edilmeli, bu kombinasyon 65 yasma kadar bes yilda bir uygulanmaya devam

etmelidir (58).

Diinya genelinde servikal kanserin taranmasi farklilik gostermektedir (bakiniz:

Sekil 1). Bat1 ve Orta Avrupa, Cin, Kuzey Amerikanin bir boliimii ve iilkemiz de



dahil olmak iizere belirli bolgelerde servikal kanser taramasi i¢in Pap-smear ve HPV
genotipleme testleri primer taramada beraber kullanilirken, ¢ogu Afrika iilkesinde ve
Giliney Asya, Gliney Amerika ve Kuzey Amerikanin bir bdliimiinde ya tarama
uygulanmamakta ya da Pap-smear veya kolposkopik goriintiileme tek basina
uygulanmaktadir (59). Elbette, bu duruma sebep olarak finansal kosullar baslica
smirlayici faktorlerden biridir (60).

I~ BIRY
= Cytology
=1 VIA

o .o

One main primary test
More than one primary test (either as

co-test or for the same or different
screening indications
No official recommendation

Sekil 1. Diinya genelinde servikal kanser taramasi i¢in kullanilan yontemler (59)

Sol-iist lejant, sirasiyla: HPV genotipleme, Pap-smear, asetik asit uygulamasi ve kolposkopik
gorunttleme (visual inspection with acetic acid); Sol-alt lejant: “tek renk, mavi lacivert veya pembe”:
tek bir birincil tarama testi (HPV veya Pap-smear veya kolposkopik goriintiilleme); “gizgili ¢ift renk™:
iki tarama testi (li¢ testten ikisi beraber uygulaniyor); “gri”’: tarama uygulamasi yok.

2.2.5.1 Pap-smear ve HPV genotipleme testleri

Pap-smear, son yillarda agirlikli olarak sivi fiksatif bazli sitoloji teknigi ile
patoloji laboratuvarlarinda otomasyona dayali olarak uygulanmaktadir. En sik
kullanilan marka olan ThinPrep & PreservCyt gibi metanol igerikli hiicre fiksatifleri

kullanimi, 6rnekten alinan verimi arttirmaktadir (61).

Pap-smear testi giiniimiizde genel degerlendirme saglik testleri listesine dahil
olup, jinekolojik muayene esnasinda, litotomi pozisyonunda (Sekil 2), vajene
spekulum yerlestirilerek, smear firgas: serviksin eksternal os bdolgesine siiplirme
hareketiyle siirtiiliip, firca endoservikal kanalda kendi ekseninde cevrilerek sitolojik

smear Ornek alinir ve fir¢a sivi fiksatif iceren Ornek toplama tiipii icerisinde



calkalanarak tiim Ornek sivinin igerisine aktarilir (61,62). Sonrasinda bu sivi
laboratuvarda 6zel bir filtreden gegirilerek kan, mukus ve debristen arindirilmisg
hiicreler elde edilir ve lama yayilir. inceleme, &rnegin Papanicolaou boyasi ile
boyanarak 1s1k mikroskobu altinda sitolojisinin (Sekil 2) morfolojik olarak

incelenmesine dayanir.

Ectocervix

PAP SMEAR
TESTI

Sekil 2. Servikal kanser taramas1 uygulamasi

Sol-ist: Pap-smear Orneginin almmasi illiistrasyonu: litotomi pozisyonu ve spekulumun islevi
(gorselin kaynagi: https://www.irfantarhan.com/smear-pap-smear/); sag-Ust: Ektoserviks ve eksternal
os bolgesi (gorselin kaynagi: https://www.gokhandemirayak.com/rahim-agzi-serviks-kanseri/); sol-alt:
servikal oOrnek fircasinin fiksatif igerisinde calkalanarak ThinPrep sivi bazli sitolojik Grnegin
hazirlanmasi (gorselin kaynagi: https://cenkaskalli.com.tr/smear-testi-nedir-smear-testi-nasil-yapilir/);
sag-alt: ThinPrep sitolojik yayma preparati (gorselin kaynagi: https://hsgm.saglik.gov.tr/).

Pap-smear test, klinik teshis koymaya degil de ileri testlere ihtiya¢c duyulup
duyulmayacagini belirleyebilen, yol gosterici bir yontemdir. Kolay uygulanabilen,
maliyeti diistik, agrisiz, enfeksiyon veya tahribat riski diisiik, klinik olarak dogru-
negatifi yakalama oranmi (spesifisite) yiiksek bir testtir ve ulusal programlarda

uygulanmaya baslandigindan bu yana morbidite ve mortaliteyi azaltmaya fayda


https://www.irfantarhan.com/smear-pap-smear/
https://www.gokhandemirayak.com/rahim-agzi-serviks-kanseri/
https://cenkaskalli.com.tr/smear-testi-nedir-smear-testi-nasil-yapilir/
https://hsgm.saglik.gov.tr/

saglamistir (63). Ne var ki, sensitivitesi (dogru-pozitifi yakalama orani) disiik ve
dolayisiyla yanlig-negatif sonu¢ verme orani yiiksek bir testtir. Literatiirde Pap-smear
testi i¢in farkli sensitivite ve spesifisite oranlar1 goriilmektedir bunun sebebi de testin
kullanima gore (hekim, kullanilan sivi bazli sitoloji fiksatifinin markas1 [Hologic
veya BD gibi] ve ornek hazirlama kosullari, laboratuvarin altyapisi, degerlendiren
patolog) degisken olmasidir. Giiniimiizde Pap-smear testinin %47.19 sensitivite ve
%64.79 spesifisiteye sahip oldugu kabul edilmektedir (64). HPV genotipleme testi,
polimeraz zinciri reaksiyonu (PCR) ve hibrid yakalama tekniklerine dayali olarak
Hr-HPV tiplerinden herhangi birinin 6rnekteki varligi belirlenmektedir. HPV testi
tek basma kanser gelisimi veya tedavi ihtiyacini belirleyebilecek bir test olmamakla
beraber, Pap-smear testle beraber degerlendirildiginde risk analizi yapilmasina
yardimeidir. Ornegin, ASC-US servikal sitoloji raporuna sahip HPV-pozitif hastaya
olan yaklasm, ayni sitolojiye sahip HPV-negatif hastaya yaklagimdan farklidir; HPV-
negatif hasta icin kolposkopi ve biyopsi gerekli gortlmezken, HPV-pozitif hasta icin
kolposkopik goriintiileme ve biyopsi drnegi alinmasi gerekli goriilebilir. Ulkemizde
hasta dykiisiine dayali olarak hekim goriisiiyle veya hastanin sigortasinin kapsamina
gore bazi hastanelerde ilk dnce Pap-smear testi yapilip ardindan testin sonucuna gore
(>ASC-US ise) HPV genotipleme testi yapilirken; baz1 hastanelerde ilk 6énce HPV
genotiplemesi, ardindan Pap-smear yapilmaktadir, fakat ozellikle 30-65 yas
araligindaki kadimnlar i¢in esasen co-test uygulamasi tavsiye edilmektedir. Ayrica
2015 yilindan bu yana iilkemizde, hastanelerin kadin dogum poliklinikleri disinda,
Kanser Erken Teshis Tarama ve Egitim Merkezi (KETEM) gibi birinci basamak

saglik kuruluslarinda da Pap-smear testine erisilebilmektedir.

2.2.5.1.1 Sitolojik tan1 siniflar:

SIL sonucu olan ThinPrep preparatlarinda hiicrelerde nucleus biiyiikliiglinde
belirgin farklilhik, mitotik artig, niikleer kromatin yogunlugu ve diizensizlik
mevcuttur. Servikal Pap-smear incelemesinde, buyuk ve hiperkromatik nukleuslara
sahip skuamoz hiicrelerin ¢evresinde parlak bir bosluk (halo) bulunmasi, HPV ile
enfekte olmus hiicreler i¢in tipik bir goriintiidiir ve bu goriintiideki hiicrelere genel

olarak koilositoz adi verilir. Koilositotik atipiler genel olarak LSIL grubuna dahil



edilerek degerlendirilir. LSIL, genellikle HSIL’a gore daha sinirli olup daha sik
regresyon gostermekteyken, HSIL, daha ziyade progresyon gostermektedir (65).
ASC-US smear sonucu i¢in, hasta 6 ay veya 1 sene sonrasi i¢in takibe alinabilir ya da
Pap-smear testi tekrarlanabilir veya kolposkopi yapilabilir (66). “atypical squamous
cells cannot exclude high-grade squamous intraepithelial lesion”: ASC-H (HSIL'in
ekarte edilemedigi ASC)” icin ise hasta Oykiisline de bagl olarak, kesin teshis icin
mutlaka ileri testlere devam edilir ¢lnki bu tip smear sonucu yiksek riskli
lezyonlarin diglanamadigi atipik hiicrelerin var oldugunu gdosteren smeardir, ASC-
US’tan daha ciddi bir sitolojik derecedir (54). Kanser progresyonunda ASC-US igin
oran %0.25, LSIL i¢in %0.15, HSIL igin ise %1.44 oranindadir (67,68). lyilesme
yoniinde regresyon i¢in ise oranlar ASCUS’ta %68, LSIL’da %47, HSIL’da ise
%35°tir (65,68). Bunlar haricinde kalan, glandiiler hiicre kokenli “atypical glandular
cells”: AGUS (atipik glandiiller hiicreler)” smear bulgusu endoservikal
adenokarsinom, endometrial adenokarsinom, intrauterin adenokarsinom ve orijini
belirlenemeyen adenokarsinom gibi diger tip maligniteleri diisiindiirebilmektedir, bu
ylizden mutlak suretle bu smear sonucunu takiben kolposkopi ve eger uygun
goriiliirse servikal biyopsi, hatta baz1 durumlarda endometrium biyopsisi gerektirir.
Bazen mide, safra kesesi, kolon kanserleri gibi jinekolojik olmayan diger kanserler
bile AGUS'un nedeni olabilir. Bunun yanisira, “atypical glandular cells of
undetermined significance: AGUS (6nemi belirlenemeyen atipik glandiiler hiicreler)”
da ASC-US benzeri bir bulguyu glandiiler hiicreler i¢in tanimlar ve genellikle klinik

Oonem olarak 6nemi belirlenemeyen ve dolayisiyla {izerinde durulmayan bir bulgudur.

Normal Sitoloji Anormal Sitoloji Normal 3 Ay Sonra
5-Yilda Bir Tarama Test Tekran

Kadin Hastaliklari ve HPV HPV
Dogum Uzmanina Sevk e 16-18 (+) 16-18 Disi (+)
| 1 vilSonra
Test Tekrari

Sekil 3. Tirkiye'de servikal kanser tarama programinda hastane dis1 birincil saglik
merkezlerinde izlenen adimlar (69)

Gorselin kaynagi: https://www.tjod.org/tjod-bilgilendirme/


https://www.tjod.org/tjod-bilgilendirme/

2.2.5.2 Kolposkopik gorintuleme ve biyopsi

Hr-HPV-pozitif ve anormal sitolojik smear bulgular saptanan hastlarda teshis
icin ¢ogunlukla kolposkopiyle devam edilir. Kolposkopi, serviksin kolposkop adi
verilen diirblin benzeri bir aragla, 11k altinda 6-40 kat buydttlebilerek gorsel olarak
incelenmesi islemidir. Kolposkopinin amaci, serviks iizerinde transformasyon
zonunda ya da endoservikal kanalda bulunan lezyonlarin varliginin arastirilmasi ve

biyopsi alinacak doku bolgelerinin tespit edilmesidir.

Kolposkopik goriintiileme igin vajene spekulum yerlestirilir, serviks bir daire
seklinde hekimin goz hizasindadir. Tercihen, Oncelikle serum fizyolojik ile yikama
yapilarak, bolge mukus salgisindan arindirilir. Ardindan %5°lik asetik asit ile yikanir.
Burada, asetik asidin epitel hicrelerdeki proteinleri gecici olarak denatire
etmesinden faydalanilinir, zira eger hiicrede malignite gelisimi varsa bunlarda
protein yogunlugu ¢ok daha fazla olacak ve yaklasik bir dakika boyunca bu
bolgelerde opak beyaz bir renk (aceto-white epitel) olusacaktir (39,65,68). Bazi
durumlarda servikse lugol soliisyonu uygulanarak glikojen ve iyot reaksiyonundan
faydalanilarak kanserli hiicrelerde glikojen olmamasina dayali bir test olan Schiller

testi de uygulanabilmektedir (65).

Kolposkopide hekimin servikal anatomi ve patofizyoloji bilgisi 6n plandadir,
zira yiizeyde herhangi bir anormal mozaik bir goriiniimiin olmasi1 da atipi
kriterlerindendir (65). Anormal kolposkopik goriintiileme bulgulari asetik asit beyazi,
iyot tutmayan alan (Schiller testi), Iokoplaki, punktuasyon, atipik damarlanma,
akantoz, skuam6z metaplazi, kronik servisit, enflamasyon, atrofi, granilasyon veya
kondilom gibi farkli kavramlardan biri veya birkagi da olabilir (70,71). Ancak
giiniimiizde kolposkopi servikal maligniteler icin tek basma bir tan1 yonemi olarak
kullanilmamaktadir. Daha ziyade, histopatolojik degerlendirme i¢in doku parcasi

(punch biyopsisi) alinacak bolgelerin tespit edilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Kolposkopik goriintiileme esnasinda, asetik asit uygulamasinda anormal olarak

degerlendirilen bolgelerden biyopsi 6rnegi alinmaktadir. Serviks, bir analog duvar



saati gibi isaret edilir ve eger kolposkopide belirgin bir anormallik tespit
edilememisse, saat yoniinde 3, 6, 9 ve 12 hizalarindan, transformasyon zonunu da
igerecek sekilde ornekler alinir, son olarak, endoservikal kanalin minimal kazinarak
doku alinmasi yontemi olan endoservikal kiiretaj (ECC) prosediiriiyle tamamlanir

(72).

2.2.5.2.1 Biyopsi igin histolojik dereceler

Kolposkopik biyopsi 6rnegi degerledirilirken CIN terminolojisi kullanilir.
Tiirkiye’de anormal servikal smear vakalarina kolposkopi uygulanmasinin ferkansi
%3.8 olup (71) kolposkopik biyopsinin CIN2+ olgularini saptamadaki sensitivite ve

spesifite oranlarinin sirasiyla %96 ve %48 oldugu bilinmektedir (73).

Pap-smear bulgular1 ile kolposkopik biyopsi bulgulari arasindaki oranlar su
sekildedir; ASC-US tanili hastalarda CIN2 veya CIN3 saptama olasilifi %5 veya
%17; ASC-H i¢in ise bu oran, %24 veya 94’tiir (64). LSIL vakalarinin biyopsi
sonuglarinin %15’ CIN2, %30’u CIN3 olup, kendi kendine gerileme orani ¢ok
yiiksektir ve LSIL vakalar1 sadece %1 ihtimalle invaziv kansere ilerlemektedir (64).
HSIL vakalarinin, %70’ CIN2, %75’1 CIN3 olup, HSIL vakalar1 sadece %2

ihtimalle invaziv kansere ilerlemektedir (64).

Lezyonlar ile CIN dereceleri arasindaki fark, lezyonlarda bazal membran
bozulmamis iken CIN’lerde invazyon ihtimali vardir (39,70). Hafif displazi olan
CIN1 dereceli dokuda, epitel tabakanin 1/3’linde sinirlart bozulmamis yapi
bozukluklar1 vardir. Orta derecede displazi olan CIN2 dereceli dokuda bu yapi
bozukluklar1 epitel tabakanin 2/3’ilinde; siddetli displazi olan CIN3 dereceli dokuda
ise epitelin 3/3’{inde bulunmaktadir (74).

Dokunun tamamu atipik hiicreler igeriyorsa bu 6rnege CIS tanis1 koyulur. CIN
dereceleri biyuk oranda kansere ilerlemek yerine geriler. Fakat CIN1 evre yani
diisiik dereceli neoplazi, %11 olasilikla CIN2 ve CIN3 olarak yliksek dereceli
neoplazilere ilerlerken (75,76); ylksek neoplaziler %1.6 invaziv kansere ilerleme
olasiligi tasir (74,77,78).



Normal CIN1 ‘ CIN2 CIN3 SCC

Mild dysplasia ‘ Moderate dysplasia Severe dysplasia ' Invasive carinoma

Sekil 4. Servikal kanserin gelisimi (79)

2.2.5.3 Tlmek elektrocerrahi eksizyon prosediirii (LEEP)

“Loop electrosurgical excision procedure: LEEP (ilmek elektrocerrahi eksizyon
prosediirii)” veya “large loop excision of the transformation zone: LLETZ
(transformasyon zonunun biiyiik ilmek eksizyonu)”, malignant doku bdlgesini
cerrahi olarak ¢ikarmak igin, ig¢inden elektrik akimi gecen ince bir tel halka
kullanilan bir prosediirdiir. Kanserlesme siliphesi olan vakalarda, yiiksek dereceli
neoplazinin kansere ilerlemesini dnlemek amaciyla yapilan cerrahi miidahaledir ve
ayni zamanda halihazirda ¢ikarilan doku histopatolojik olarak incelenerek kesin
taninin konmasi i¢in de kullanilir ve bu yontem klinikte altin standart olarak
degerlendirilir (80,81). Cikarillan dokunun biiyiikligii lezyonlarin genigligine ve
endoservikal kanala yayilmis olup olmamasina baghdir. Fakat LEEP sonrasinda
servikste enfeksiyon gelismesi veya gebelikle alakali birtakim riskler s6z konusudur.
Serviksin doku biitiinliigiiniin bozulmasindan kaynakli olarak diisilk yapma veya
erken dogum ihtimali, gebelikte normalin altinda bebek agirligr gibi istenmeyen
durumlarla karsilagilabilir (82,83). Yapilan pek ¢ok galisma sonucu, kolposkopi ve
LEEP histoloji sonuglar1 arasinda ortalama %60 civarinda Ortiisme mevcuttur
(81,84,85). Bir c¢alismada ise, 389 Hr-HPV-pozitif LSIL vakasinin LEEP

sonuglariin %63’iinde CIN2, CIN3 veya invaziv kanser rapor edilmistir (74).



2.3 Literatiirdeki Servikal Ornekler Kullamlarak Servikal Kansere Yeni Bir

Tarama Testi Gelistirme Amaciyla Yapilan Cahsmalar

Servikal kanser taramasi i¢in Pap-smear testinin yiiksek oranda hatali sonug
vermesi nedeniyle ve HPV’nin kendi kendini temizlenme oraninin yiiksek olmasiyla
enfeksiyonun tek basina bir risk analizi yapmaya yeterli olmamasi nedeniyle,
literatiirde servikal prekanser evrelerinin tespiti ve prognozu icin yeni biyobelirtecler
ile yeni bir tarama yOntemi arayis1 mevcuttur. Bununla ilgili olarak son 20 yildir yeni
alternatif tarama yaklagimlarinin arastirilmasina yonelik c¢aligmalar yapilmaktadir
(86,87). Bu baglamda, biyobelirte¢ arayisi i¢in alternatif drnekleme yontemlerine
basvurulmakta ve cesitli omiks tekniklerle bu 6rneklerde tespit ve prognozda

kullanilabilecek molekiiller aranmaktadir.

2.3.1 Sivi 6rnekleme yontemi: servikovajinal lavaj aspirasyonu

Servikovajinal sivi (SVS) ornekleme, sitolojik siiriintii olan smear drneklemeye
kiyasla daha zengin bir igerige sahiptir (88-91). Zira siiriintii 6rneklemede yalnizca
swab fircayla serviksin epitel tabakasi iizerindeki hiicrelerin alinmasi saglanirken,
SVS orneklemede, 6zellikle de lavaj aspirasyonun yontemiyle, daha fazla sekresyon
ve dokiilmiis hiicreler elde edilir. Ayrica, toplanmasi daha kolay olup smear’in aksine
servikal ylizeyde hicbir tahribat meydana getirmez. Buna gore, ilk defa 1970'lerdeki
birka¢ yaymda kullanilmis olan bu 6rnekleme o6zellikle son 16 yildir genomik,
transkriptomik, epigenomik, proteomik, metabolomik, lipidomik ve mikrobiyomik
yapist gesitli jinekolojik durumlar i¢in farkli yontemlerle arastirilmaktadir (92,93).
Bilhassa, erken dogum biyobelirteclerinin tespiti iizerine yapilan ¢aligmalarin sayisi
yogunluktadir. Giinlimiizde “cervicovaginal fluid preterm birth” anahtar
kelimeleriyle arama yapilinca PubMed’de 108, Mendeley’de ise 180 yaymn

siralanmaktadir.

Biyolojik salgilar veya diger deyisle viicut sivilariyla, bu materyallerin elde
edildikleri bolgenin/sistemin/organin saglik durumunu degerlendirmek amaci giiden

ve doku biyopsisine kiyasla daha kolay, daha az invazif, daha diisiik enfeksiyon riski



bulunan ve ¢ogu zaman daha ekonomik olan “sivi biyopsi” yaklasimi popiilerdir.
Elbette, omiks teknolojilerinin yiikselisiyle beraber viicut sivilarinin igeriginin ileri
seviyede arastirilmasi ve sivi biyopsiye dayali testlerin gelistirilmesinde paralel bir

artis olmustur (94,95).

Kan, idrar ve beyin-omurilik sivisina ek olarak literatiirde bazi hastaliklarin
taranmasinda gozyasi, tiikiiriik, burun mukozasi, ter, sebum, meme ucu salgisi veya
stit, diski, semen, servikal mukus gibi diger viicut saglilar1 da arastirma amaciyla

degerlendirilmekte ve gesitli amaglarla tiim-igerik analizleri yapilmaktadir (96).

SVS, agirlikli olarak mukoza igeren fakat bununla beraber kadin genital
sisteminin homeostazt ve bdlgesel immiin savunma sistemi icin gerekli diger
biyomolekiilleri de igeren, 4.5 ve asagisi pH diizeyini saglayan Lactobacillus cinsi
hakim floras1 ve yliksek laktat diizeyi ile karakterize olan, ~%95°1 su, ~%5’1 ise iyon,
¢ozlinlir biyomakromolekiiller ve agirlikli olarak proteinleri iceren bir viicut
salgisidir (90). SVS igerigindeki ¢oziiniir makromolekiilleri arasinda DNA, RNA,
kicuk molekdller, proteinler ve 0Ozellikle de buyuk miktarlarda glikoproteinler,
proteoglikanlar ve lipitler vardir. Bu bilesenlerin oranlar1 fizyolojik kosullar
tarafindan diizenlenir, SVS materyalini 6nemli kilan da budur. insan servikovajinal
serklajin miktarini, bilesimini, icerik oranlarim1i ve 0&zelliklerini bir¢cok faktor
etkileyebilir; sadece bakteriyel, fungal, viral enfeksiyonlar veya kanser gibi patolojik
durumlar degil, ayn1 zamanda adet dongiisii, hormonal dengesizlik, puberte ve
menopoz, dogurganlik/kisirlik, cinsel iligki, gebelik ve dogum, hatta sigara igmek

bile SVS kompozisyonunu degistirebilir (90,97-99).

SVS bilesenleri baslica vajinal epitel ve servikal mukus olmakla birlikte
endometriyum ve fallop tiiplerine kadar iist genital bolgedeki dokulardan salgilanan
mukozal bir sivilar ve dokiilen hiicreleri icerir. Agirlikli olarak miisin proteinlerinin
olusturdugu mukus, genital sistemin birincil basamak immiin savunmasini
saglamaktadir. Ayrica immiinoglobulinler, antimikrobiyal peptitler, 16kosit proteaz
inhibitdrleri ve defensin proteinlerini bu nedenle SVS’nin protein igerigi, bakteri ve

HPV gibi viriislere kars1 immiin savunmada olduk¢a dnemlidir.



Su anda SVS igeriginde binden fazla farkli protein tanimlanmistir ve bu
proteinlerin bazilar1 vajinal disbiyoz (15), amniyotik inflamasyon (100), erken
dogum (101) preklampsi (102), yumurtalik kanseri (103), endometrium kanseri
(104), HIV enfeksiyonu (105), HPV enfeksiyonu (14,38) veya servikal kanser
(106,107) gibi patolojik durumlarla iligskili oldugu kesfedilmis potansiyel
biyobelirteclerdir.

SVS, kadin genital sisteminin patolojilerine isaret eden olasi biyolojik belirte¢
molekiiller i¢in onemli bir kaynaga sahiptir. Fakat SVS materyali stabil bir viicut
stvist degildir, kan veya idrar gibi iyi tanimlanmis ve igerigindeki olast ve olmast
imkansiz bilesenler belirlenmis bir materyal de degildir. Ustelik, SVS icin birey-ici

ve bireyler-aras1 varyasyon da 6nemli bir handikaptir (108).

Dolayisiyla, 6zellikle herhangi bir molekiilin SVS’deki miktarinin kantite
edilmesine dayali analizler igin, literatiirde bu varyasyonlar1 belli bir o6l¢iide
minimize etmeye yonelik birtakim yontemler gelistirilmistir. Ozellikle SVS’nin en
etkin bicimde elde edilmesini saglayan lavaj aspirasyonu orneklemede, varyasyon
listesine diliisyon faktorii de eklenmektedir. Bu dogrultuda, lavaj soliisyonuna kolay
Olctilebilir, SVS’nin dogal i¢eriginde bulunmasi beklenmeyen ve ¢ok reaktif olmayan
bazi maddeler eklenerek diliisyon faktoriinii hesaplama yahut her 6rnege Grnek-igi-
deger diizeltmesi uygulanarak oOrnekleri normalize etmek gibi uygulamalar
gelistirilmistir. Servikoavjinal alanin yikanmasi i¢in kullanilacak avaj soliisyonuna
referans olarak Lityum iyonu eklenmesi veya glukonat iceriginden dolay1 lavaj
solusyonu olarak Normosol-R kullanilmasi yahut her Ornegin total protein
konsantrasyonunu veya total kolesterol konsantrasyonunu 6l¢iip bu degerlerin esasen
aragtirtlmakta olan parametreye oranlanarak olgiimlerin drnekler arasi normalize

edilmesi hedeflenmistir (109-113).

Giiniimiize dek, SVS i¢erigini tanimlamak amaciyla pek cok ¢alisma yapilmistir
(87). Literatiirde SVS ornegi elde etmek amaciyla yaygin olarak iki ydntem
kullanilmaktadir: Aspirasyon ve emdirme. Aspirasyon yonteminde serum replasmani
elektrolit ¢ozeltiler, PBS veya kolposkopi sirasinda kullanilan %5°’lik asetik asit ile

yikama yapilip sivinin cekilmesiyle gerceklestirilir. Bu yontemlede kullanilan



araclardan biri, HPV enfeksiyon testi i¢in 6zel olarak gelistirilmis “self-sampling
device” olarak bilinen (88,89) hijyenik plastik aspiratorlerdir (bakiniz: “Deplhi
Screener”). Bu aparatlar igerisinde lavaj soliisyonu bulunduran ve bireylerin kendi
kendine de SVS 06rnegi alabilmesini miimkiin kilan, ticari olarak satin alinabilen
kisisel tirlinlerdir. Bunun haricinde, literatiirde plastik pastor pipeti, luerlock enjektor,
burun aspiratorii gibi aparatlar kullanilmistir. Emdirme yonteminde ise pamuk veya
polyester uglu ekiivyon ¢ubuklari, cerrahi siingerler, oftalmolojik kopiikler, gazli bez,
tampon, medikal pamuk, fitil gibi triinler kullanilmigtir. Bu materyallere emdirilen
SVS, sonrasinda ¢esitli tampon ¢ozeltilerde bekletme, santrifiijleme ve enjektor ile

siktirma teknikleriyle geri kazanilmistir (89,109,110,114).

Ideal bir tarama stratejisi, kansere ilerleyebilecek yiiksek riskli semptomlar
teshis etme tizerine kurgulanmalidir. Son 20 yilda, farkli fizyolojik kosullara yanit
olarak SVS'nin protein ekspresyon profillerindeki degisiklikleri tespit etmek icin
birgok c¢aligma yapilmistir (92). SVF'nin serviksin lezyonlarin olustugu doku
bolgesindeki hiicrelerle temas halinde oldugu gbéz Oniine alindiginda, malign
transformasyonun degerlendirilmesi i¢in iyi bir biyobelirteg kaynagidir (87). Ayrica,
HPV enfeksiyonu ve servikal kanser taramasi i¢in serum ve idrar numune
biyobelirtegleri genis c¢apta arastirilmis olsa da, bu biyolojik numuneler
transformasyon alanina 6zgii degildir ve viicuttaki diger fizyolojik durumlarin
varligint da gosterebilir (91,115). Buna karsilik, SVFnin protein bilesimi, direkt
mevzubahis dokudaki patolojik degisikliklerde yer alan biyokimyasal yolaklara
iligkin bir fikir saglar.

2.3.2 SVS ornekleme aparati

Doktora caligmalar1 sirasinda, yeni bir bulus olarak SVS 6rnekleme aparatinin
prototipi gelistirilmistir (bakiniz Sekil 5). Bu aparat, rutin jinekolojik muayene
esnasinda hekim tarafindan uygulanabilecegi gibi, evde bireysel olarak da rahatlikla
kullanilabilecek bir siv1 &rnek elde etme ydntemidir. Ornek, servikovajinal alanda
lavaj aspirasyonu yontemiyle SVS 6rnek materyalinin basitce elde edilmesini saglar.

Aparat, icerisindeki lavaj soliisyonu servikovajinal bodlgeye oOnce bosaltilip



sonrasinda geri cekilme prensibiyle ¢alisan ve bodylece bolgeye dokiilmiis olan

hiicreler ve ekstraselliiler sekresyonlar toplanmis olacak bir yayli aksamdir.

Sekil 5. Uriindin tig boyutlu gizimi

Autodesk Fusion yazilimi ile hazirlandi

Rutinde kullanilan Pap-smear ve HPV genotipleme testlerinde kullanilan tiim
malzemeler iilkemizde ithal edilmektedir ve yilda yaklasik 1 milyon kadin i¢in
kullanilmaktadir. Smear orneklemede, endoservikal fircayla rahim agzinin dis
ylizeyinden siirlintli alinarak hiicre 6rnegi elde edilmekte; ayn1 6rnek, DNA igerigi ile
HPV genotipleme testi i¢in de kullanilmaktadir. Smear 6rneklemede endoservikal
firga, serviksin yiizeyinde irritasyona sebep olur ve ¢ogu zaman kilcal kanamaya yol
acar (116). Doku tahribatindan dolay1, smear 6rnekleme kisa siire igerisinde tist iiste
birkac¢ kez ornek almaya uygun degildir, tekrar 6rnek alabilmek i¢in belirli bir siire
(genellikle en az 2 hafta) gecmesi gerekmektedir. Kan ve mukus bulasindan dolay1
aliman O0rnek materyali ile direkt ¢alisilamaz, bu sebeple firmalar 6zel olarak bir
filtre gelistirmistir ve bu filtre tek kullanimlik olup maliyeti yiiksektir. Oysaki
diagnostik testler icin hicre, DNA, RNA, protein, metabolit gibi her tirli 6rnek
materyali ihtiyacinin lavaj] metodlar1 ile giderilebilecegi literatiirde pek ¢ok
calismada gosterilmistir (117-119). Ustelik, smear 6rneklemede vajinaya spekulum
yerlestirilerek hazne ag¢ilmalidir ve bu uygulama da ¢ogu zaman bireyler igin
rahatsizlik verici bir yontem olarak ifade edilmekte ve tarama programina katilimdan

kaginma sebeplerinden biridir (120,121).

Literatiirde firca ile smear Ornekleme ve lavaj-bazli servikovajinal sivi

ornekleme kullannmi pek c¢ok calismayla arastirilmistir. Bazi  karsilastirmali



calismalarda smear ve servikovajinal sivi arasinda uygulanabilirlik ve hasta konforu
acisindan bu ikisi arasinda ¢ok biiytik farkliliklar olmadigi, kadinlarin her ikisini de
olumlu karsiladigi, fakat spekulumu rahatsiz edici bulduklar1 saptanmistir (89,122—
124). Ayrica farkli yontemlerle elde edilen hiicre siirlintiisii ve lavaj drneklerinden
yapilan HPV DNA testlerinin sonuglart kiyaslanmistir ve lavaj 6rneklemenin hiicre
stiriintiistinden farkli sonuglar vermedigi ortaya ¢ikarilmistir (124-127). Bunlara ek
olarak, ayni1 swab ¢ubuklar1 ile hem saglik personeli hem de bireyin kendi kendisinin
ornek almasi1 ve bu oOrneklemelerin karsilastirilmas: {izerine yapilan caligsmalarin
sonucuna gore, HPV genotipleme test sonuglart yiliksek oranda (%60-80) uyumludur
ve kadinlar kendi kendine 6rnekleme konusunda isteklilerdir, hatta bu yontem tarama
programlarina katilimi artirabilecektir (127-130). TUm bunlara dayanarak, yeni bir
ornekleme yontemi ihtiyact mevcut oldugu diisiiniilmektedir: Daha verimli, daha

kolay, daha konforlu, daha gtivenli ve daha ekonomik bir érnekleme ydntemi.

Resim 1. Uriiniin ii¢ boyutlu yazicidan basilan prototipleri

Basim, Acibadem Universitesi Kulugka Merkezinden hizmve ark.im1 ile yapilmistir. Cek-birak yayli
sistemi ile kolaylikla kullanilan PVC aspiratér pipet. Olgiiler: Toplam uzunluk 18 cm, dis cap
genisligi 1.2 cm, igerisinde 2.8 mL hacimde lavaj soliisyonu ile s1vi haznesi toplamda 5 mL’dir.

Tasarlanan ve prototipi tiretilen bu {irtinle (Sekil 6), servikovajinal alanda doku
bitlinliigli bozulmadan, kanamaya yol a¢madan, servikovajinal salgi sivisinin
kolaylikla elde edilmesi amaglanmaktadir. Ayrica, bir sebepten Otiirli rutin
jinekolojik muayene icin hastaneye gidemeyen bireyler eczaneden veya internve

ark.gverisi ile {irlinii bir web sitesinden temin edip ev ortaminda bizzat kendileri



kolaylikla o6rnek alip bu Ornegi hastaneye veya 0Ozel bir laboratuvara
postalayabileceklerdir. Buna ek olarak, hastaneye ulasimi kolay olmayan
mahrumiyet bolgesinde yasayan kadinlar icin de bir kolaylik saglanmis olacaktir.
Diinya genelinde bu uygulamalarin rutine dahil edilisi giderek yayginlasmaktadir

(131-135).

Uriiniin dizayni, icerisinde lavaj soliisyonu ihtiva eden yayli bir sistem ile ic
aksam ve plastik mama/surup siringasi (dozaj pipeti) benzeri bir dig aksamdan
olugmaktadir. Lavaj soliisyonu, servikovajinal alandaki salgilarla karisacak, karigan
bu siv1 yayl sistem sayesinde 0rnek toplama haznesine cekilecektir. Elde edilen
ornek sonrasinda tipki geleneksel yontemlerde de oldugu gibi, drnekteki hiicrelerin
laboratuvardaki test asamasina dek uygun kosullarda muhafaza edilebilmesi igin,
igerisinde koruyucu soliisyon bulunan “6rnek toplama tlipli’ne aktarilacaktir. Bu
ornekleme yontem ve siirecinin geleneksel yontemden farki, firca ile siirtintli almak
yerine aplikator ile lavaj aspirasyonu uygulanmasi ve lavaj soliisyonunun igerigidir.
Kit igeriginde yer alacak aplikatoriin benzeri Diinya genelinde daha 6nce yalnizca tek
bir firmada (Delphi Dd Bioscience Global Pte. Ltd.) mevcuttur. “Delphi Screener”
isimli bu {irlin, son kullaniciya hitaben gelistirilmis bir servikovajinal lavaj
aspiratoriidiir. Aparat, igerisinde lavaj soliisyonu olarak izotonik salin igeren, yayl i¢
aksama sahip otomatik bir siringadir. Bu {iriin, iiretici firmanin kendisi ve ayrica
Rovers Medical Devices firmasi tarafindan 140,00 ile 180,00 dolar fiyat araliginda
web sitesinde satisa sunulmustur. Literatiirde bu {iriin ile alakali 2011 yilindan bu
yana pek c¢ok bilimsel makale yaymlanmis olup, 10 yil icerisinde Diinyanin pek ¢cok
yerinde yaklasik 40.000 kadin tarafindan kullanilmis ve kullanicilar tarafindan

olumlu karsilanmistir (136,137).

Tasarim1 Yapilan Ornekleme Kitinin Halihazirda Ulusal Kanser Tarama
Programinda Kullanilan Geleneksel ThinPrep Pap-smear Yonteminden Fark ve

Ustunliikleri:

1) Bu irlin, smear ornekleme ile degil, lavaj aspirasyonu (yika ve geri ¢ek)

yontemi ile caligir. Bu yontem smear Orneklemenin aksine (a.) spekulum



kullanim1 gerektirmez, (b.) endoservikal ylizeyde doku tahribati ve kanama
meydana getirmez, (c.) tekrar tekrar 6rneklemeyi miimkiin kilar ve (d.) daha
bol miktarda 6rnek eldesi saglar.

2) Servikovajinal alan1 yikamak i¢in kullanilacak olan lavaj soliisyonu, izotonik
salin icermektedir. Ornek toplama tiipiinin icerisinde bulunan 6rnek
koruyucu solusyon mukolitik bir ajan olan N-asetilsistein icerir, ki bu ajan
bolgeden salgilanan yogun mukozay1 ¢oziip berrak bir sivi haline getirir.
Boylece mukozal viskoziteden dolay1 6rnegin ¢alisilmasinda zorluk meydana
gelmez.

3) Giinlimiizde smear testinde kullanilan endoservikal firgalarin aksine, tirtiniin
iiretildigi ham madde, dogada ¢oOziinebilen, antialerjik ve antibakteriyel
polimerden iiretilir, boylece plastik atik olusturmamak hedeflenir.

4) Almman Ornek, sitolojik inceleme ve HPV genotipleme testleri igin, bu
amaglara uygun olan koruyucu soliisyona aktarilir, ki bu soliisyon metanol
ve sodyum azit gibi biyolojik materyali (hiicrelerin patlamasi, DNA
materyalinin degrade olmasi, bakteri liremesi vb.) koruyan maddeler ve
mukolitik ajan igerir.  Boylelikle ©6rnek materyalinin  soguk zincir
kosullarinda saklanmas1 gerekmez.

5) Bu iirlin lilkemizde yurt digindan ithal olarak temin edilen Pap-smear test
kitlerinin (Hologic ThinPrep® & PapTest PreservCyt® Solution, BD
SurePath™ vb.) yerini alma potansiyeli olan bir iiriindiir. Ustelik kullanimi
medikal uzmanlik gerektirmedigi i¢in kadinlar tarafindan evde uygulanip
alman Orne8in hastaneye gonderilmesi ile oOzellikle rutin muayenelerin
pandemi gibi kosullarda aksatilmasi agisindan da ¢ok daha erisilebilir, kolay,

konforlu, giivenli ve ekonomik bir 6rnekleme yontemi olacaktir.

Tasarimi yapilan aplikator tirlinlin piyasadaki rakibi delphi screener’dan fark ve

Ustanlikleri:

1) Tasarlanan drinun beraberinde, kit igerisinde bir 6rnek koruyucu soliisyonu
da mevcut olacaktir. Bu soliisyon, ornekteki serbest hiicreleri fikse eden

metanolii ve Ornekte bakteri iiremesini ve bozunmay1 engelleyen sodyum



2)

3)

4)

azidi ve mukozal yapiy1 ¢ozecek N-asetilsistein’i igcerecek, bu sayede 6rnek
bozulmadan korunacagindan soguk zincir kosulu gerektirmez ve bireyler
tarafindan laboratuvar veya hastaneye kargolanabilecektir.

Tasarlanan triiniin igerdigi lavaj soliisyonu, izotonik salin ¢6zeltisi yerine
hicre eldesi daha yiiksek olan ve kronik servisit mevcudiyetinde tuzdan oturd
yanma hissi vermeyecek olan fosfatli tampon (PBS) ¢ozeltisi igerecektir.
Tasarlanan iirlinlin  hammaddesi  antialerjik, antibakteriyel, dogada
¢Oziinebilen ve geri donlisimii miimkiin bir biyopolimerden elde edilecek
olup, hem kullanici dostu hem de ¢evre dostu bir iirlin olacaktir.

Tasarlanan {iiriin, {ilkemizde yerli ve milli bir {iretim olacagi i¢in ¢ok daha
diisiik bir maliyet ile ulasilabilir olacag:1 diisiiniilmektedir, iistelik Hollanda
mengeli Delphi Screener iiriiniiniin tek rakibi olacaktir. Ozellikle Tiirkiye nin
potansiyel miisterisi olan ve kendi kendine Ornekleme yonteminin
yayginlasmaya basladigi Asya-Pasifik Ulkelerinde uygulanacak pazar
stratejileri ile uluslararasi ihracatta talebi karsilayarak hizlica yerini

alabilecektir.

Uriiniin siirdiiriilebilirlik ve ticarilesme potansiyeli:

1)

2)

Stirekli olarak kullanilacak bir {irtin olusu:

Servikal Ornekleme Kiti, servikal kanser yaygmligm vyitirene dek
kullanilabilecek bir {irlindiir. HPV asilarinin gelismesine ve uygulandigi
bolgelerdeki kanser artisini azaltmasmna ragmen, ne yazik ki servikal
patolojiler goriilme sikligindan dolay1 klinik 6nemini halen korumaktadir.
Zira HPV viriisii son derece bulasici ve yaygin olarak goriilen bir viriis olup,
servikal lezyonlarin ana (%99) sebebidir. Bu sebeple, iiriin piyasaya
cikmasindan itibaren yurt i¢i ve yurt disinda siirekli olarak kullanilacak ve
iirline olan ihtiya¢ daimi olacaktir.

Ulusal ticari kazanimlar:

Bu iirlinle, ulusal servikal kanser taramasi kapsaminda, iilkemizde yilda
ortalama 1 milyon kadinin Pap-smear test yaptirdig: biiyiik bir markete hitap
edilecektir (2,6). Bu yerli Gretim ile Glkemizin ¢ok yiksek adetlerde ithal



ederek temin ettigi Uriinlere bir alternatif sunarak, iilkemizin bu alandaki
harcamalarinin azaltilmasi saglanabilecektir.
3) Ornekleme Kkiti ile beraber ¢alisan bir hizli tani kiti gelistirilmesi:

Bu projede gelistirilecek {iriinii takiben, bu aplikatorle birlikte c¢alisacak,
biyosensdr niteliginde bir in vitro tam1 kiti gelistirilmesi de
hedeflenebilecektir. Bu kit, bireylerin evde kolaylikla servikal kanser
taramalarimi gerceklestirmeye yonelik bir uygulamayi1 kolaylastiracaktir.
HPV enfeksiyonu varligini basitce gosterecek olan cihaz, servikovajinal
lavaj swvist ile c¢alisan, HPV onkoproteinlerine karst hedeflenmis, yatay
akigkanli iglem (lateral flow assay) prensibiyle c¢alisan, mikroakiskan
immiinokromatografik biyosensor olacaktir. Bu agidan, ekibin bu projeyi
tamamladiktan ve ornekleme kitini satisa sunduktan sonra ikinci asamadaki
hedefi, aplikatdrle beraber ¢alisan bu test kitini de gelistirmek ve liretmektir.
Not: Uriin tasarmmi icin fikri miilkiyet hakki basvurusu yapilmigstir. Heniiz
sadece prototip asamasinda olup, klinik deneyleri yahut performans testleri
yapilmamistir. Uriiniin klinik ortamda test edilebilmesi i¢in hijyenik medikal
iiriin Uretimi yapilan bir iiretim tesisinde pilot iiretimi yapilmali ve Saglik
Bakanligi ve Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu (TITCK) mevzuatina

uygun olarak klinik arastirmalar etik kuruluna bagvurulmalidir.

2.3.3 Proteomik calismalari

Servikal kanser gelisimindeki protein biyobelirteglerin arastirilmasi i¢in SVS
ornek materyalinden yapilan c¢alismalar Tablo 2’de 6zetlenmistir. SVS mukozal
salgilarin yogunlukta bulunan bir sivi olmasiyla beraber, SVS proteomu yalnizca
hiicre dis1 proteinleri igermez, ayn1 zamanda intraseliiler proteinler, iskelet veya
membran proteinleri de mevcuttur (138). Kanser gelisimiyle iligkili olabilecek
istatistiksel olarak anlamli (significant) proteinler de muhakkak biyokimyasal
yolaklarda aktif rol oynayan proteinler olmak zorunda degildir; hiicre iskeleti,
sitoplazma veya membran proteini olabilir, enzim/inhibitér veya immiin savunmayla
iligkili bir protein olabilir (139). Tablo 2'deki ¢alismalardan anlasildig tizere, SVS

proteomu iki fraksiyona ayrilabilir: ¢ekirdek (core) proteom ve degisken (variable)



proteom (140). Lokalize floral mikrobiyomun katkida bulundugu proteom da dahil
olmak tizere, ¢ekirdek proteom daha bol miktarda bulunurken, degisken proteom
esnektir ve daha diisiik miktardadir (138,141-143). Cekirdek proteom genis olgiide
glikoproteinler, proteoglikanlar ve immiinoglobulinlerden olusur. Siyalik asit gibi
karbonhidrat gruplar ile birlesen miisin proteinleri, mukus bilesiminde yer alir ve
herhangi bir liyenin degismesi mukusun fiziksel &zelliklerini bozabilir (90,144) ve
boylece lokal homeostazi etkileyebilir. Bir biyobelirteg, hem ¢ekirdek hem de
degisken proteomdan ortaya ¢ikabilir. Yiiksek ve diisiik miktarlarda bulunan
proteinler, servikovajinal bolgenin herhangi bir atipik durumundan kaynaklanabilir;
bununla birlikte, daha yiiksek miktarda saptanan proteinler 6rnek alim yontemindeki
varyasyon ve serviksin epitel hiicre tabakasinin bozulma derecesi nedeniyle de ortaya
ctkmis olabilecektir. Iste bu noktada ornek toplama ydnteminin Snemi ortaya
cikmaktadir. Zira, servikovajinal bolgenin lavaj aspirasyonu, serviks ve ¢evresindeki
hiicre tabakasinda minimal bir bozulmaya sebep olmakta, yalnizca sekresyonlar1 ve

kendiliginden dokiilmiis olan hiicreleri toplamay1 saglamaktadir.

Tablo 2'de SVS’de servikal kanser gelisiminde istatistiksel olarak anlamli
bulunan proteinlere yer verilmistir. Bu ¢aligmalar, shotgun proteomik teknigi ile,
SVS proteomunun indeksini ¢ikarmak {izere tasarlanmis ve bunlardan bazilari
saglikli ve hasta gruplarimin proteomunu mukayese ederek serviksin malign

transformasyonundaki aday protein biyobelirtegleri belirlemistir.

Bu c¢alismalardan yalnizca {i¢li, yeni bir tarama testinin gelistirilmesini
amaglayan  potansiyel  biyobelirteclerinin  kantitatif = dogrulamasmmi  da
gerceklestirmistir (106,107,145). Bu ii¢ ¢alismalarin ilki, Van Ostade ve arkadaslari
tarafindan 2014 yilinda (106), Hr-HPV ile enfekte ve premalign servikal lezyonlarin
farkli evrelerinde olan bireylerden alinan 6rneklerdeki SVS proteom profillerindeki
farkliliklar1 ortaya ¢ikarma amaciyla yapilmistir. Bu dogrultuda, 6 saglikli birey, 4
LSIL hastas1 ve 2 HSIL hastasinin kolposkopik muayeneleri esnasinda toplanan SVS
lavaj aspirasyonu oOrnekleriyle shotgun proteomik analizi gerceklestirilmistir.
Proteomik analiz, yliksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ve matris destekli

lazer desorpsiyon iyonizasyon ugus siiresi (MALDI-TOF/TOF) kutle spektrometresi



(MS) kullanilarak yapilmis ve hasta gruplari arasinda anlamli olan (farkli seviyelerde
eksprese edilmis) 16 adet protein saptanmistir. Bunlar arasindan istatistiksel olarak
en ayirict (p-degeri: 0.001) olan aktin-alfa-4 (ACTN4) proteininin erken evre
servikal kanser taramasi i¢in en uygun biyobelirte¢ oldugunu one siiriilmistiir.
Ardindan, toplanan 16 adet saglikli ve 12 adet HPV ile enfekte prekanserdz bireyden
toplanan yeni numunelerde ACTN4’iin miktar1 ELISA testi ile Ol¢tilmistiir. Bu
calismadan bulunanlarla klasifikasyon analizi yapilarak alict islem karakteristik
("Receiver Operating Characteristic", ROC) egrisi ¢izilmis, %84 sensitivite, %86
spesifisite ve %86'lik bir egrinin altinda kalan alan (area under curve: AUC)
degeriyle ACTN4'iin serviksin prekanserdz lezyonlart i¢in bir tanisal biyobelirteg

olabilecegi One siirlilmiistiir.

Ikinci ¢alisma ise, 2019 yilinda Starodubtseva ve arkadaslar1 (107) tarafindan,
serviksin neoplastik doniisiimiindeki erken biyobelirtegleri ortaya c¢ikarmak igin
etiketsiz (label-free) yari-kantitatif bir protein ekspresyon analiziyle yapilmistir.
Jinekolojik muayene esnasinda hastalardan alinan servikovajinal lavaj aspirasyon
numuneleri topland1 ve ¢alisma iki kisma ayrilmistir: ilk asamada 24 tane kontrol, 18
tane LSIL, 16 tane HSIL ve 15 tane kanserli bireyden; ikinci asamada ise 14 tane
kontrol, 8 tane LSIL, 6 tane HSIL ve 5 tane kanserli bireyden érnek toplanmustir. {1k
asamada, nano-0lgekli HPLC ve tandem MS ile shotgun proteomik analizi yapilarak
potansiyel protein biyobelirtecler belirlenmistir. Burada belirlenen biyobelirtegler,
ikinci asamada ELISA testiyle her bir Ornekte Olclilerek kantitatif olarak
dogrulanmistir. Caligmada istatistiksel olarak en anlamli bulunan protein alfa-aktin-4
(ACTN4). ELISA testi sonuglarina gére, ACTN4 gruplar1 birbirinden %77 sensitivite

ve %94 spesifisiteye sahip olan potansiyel bir biyobelirtec olarak tanimlanmustir.

Literatiirdeki kantitatif SVS protein biyobelirteci caligmalarinin {i¢linciisii,
Gutiérrez ve arkadaslar1 (145) tarafindan 2021'de yapilmistir. Bu ¢alismada, diger
calismalardan farkli olarak, SVS 6rnekleri pamuk bazli FTA (Flinders Technology
Associates) mikrokartlarina endoservikal firca ile absorbe edildi filtre bazli protein
digestion yontemini kullandilar. Calisma, 40 adet kontrol yani hasta olmayan ve 59

adet HPV-negatif bireylere ait 6rneklerin Hr-HPV-pozitif ve CIN2+ histopatolojik



evrelerde olan hasta bireylerden ayiran biyobelirteclerin kesfi iizerineydi. Peptit
spearasyonu i¢in nano Olgekli ters fazli sivi kromatografi (RP-LC) sistemi, tandem
MS analizi igin ise Q-Exactive Plus orbitrap kullanildi. Sonug olarak %90 sensitivite
ve %55 spesifisite ile CIN2+ histopatoloji gruplarint sagliklt numunelerden ayirt
edebilecek i¢in “prediktif 7-proteinli model” gelistirdiklerini belirttiler. Fakat
gelistirdikleri bu modeli herhangi bir immiin deteksiyon veya MS bazli kantitasyon

ile dogrulamadilar.

Bu ¢alismalarla ilgili olarak, bunlardan ikisinde (106,107) ACTN4 ve ANXA2
proteinleri ortak hedeflerdir (bakiniz: Tablo 2). Bilindigi iizre, shotgun yontemiyle
yapilan kesif proteomigi (discovery proteomics) ¢aligmalarinda varyasyon olasiligi
cok cesitli sebeplerden dolay yiiksektir. Ustelik érnekleme ydntemi, cihazin marka
ve modeli, kullanilan separasyon yontemindeki farkliliklar bu varyasyonu daha da
arttirmaktadir. Bu noktada, saptanan olas1 markir proteinlerin kantitatif bir yontemle,
ozellikle de immiindeteksiyon ile farkli bir 6rneklemde dogrulanmasi, elde edilen

sonugclari tasdikleyici niteliktedir.

Tablo 2. Servikal kanser gelisiminde SVS‘teki potansiyel protein biyobelirtegleri
tespit etmek i¢in yapilan proteomik ¢aligmalari (146)

Yazar Bilgisi Ornek Separasyon  Kiitle _ Bulgular Anlamh
Toplama Yontemi Spektrometresi Proteinler
1 Venkataraman SVS; 2D SDS- MALDI- Shotgun
ve ark., 2007 Saghkli PAGE TOF/TOF proteomik: 18
bireylerden polipeptit
menstrual cup tanimlandi
ile toplanmis
2 Tang ve ark., SVS; 2D SDS- MALDI- Shotgun
2007 Saghkli PAGE TOF/TOF proteomik: 59
bireylerden protein
lavaj tanimlandi
aspirasyonu ile
toplanmig
3 Shawveark., SVS; SDS-PAGE, ESI-Linear IT Shotgun
2007 Saglikli SCX-LC ve proteomik: 685
bireylerden RP-LC protein
gazli bezle tanimlandi
toplanmig
4 Zegelsveark., SVS; C4 ve MALDI- Shotgun
2009 Kolposkopi ardindan C18 TOF/TOF proteomik: 339
esnasimda kolonu ile protein
asetik asit RP-HPLC tanimlandi
yikamast

toplanmig




Tablo 2. Servikal kanser gelisiminde SVS‘teki potansiyel protein biyobelirtecleri
tespit etmek icin yapilan proteomik ¢alismalar1 (146) (devam)

Yazar Bilgisi Ornek Separasyon Kiitle Bulgular Anlamh
Toplama Yontemi Spektrometresi Proteinler
5 Boylan ve ark., Sivibazli HPLC LTQ Orbitrap Shotgun
2014 sitolojik Velos proteomik: 714
numune protein
(SurePath); tanimlands;
Saglikli 153U
bireylerden “servikovajinal
firca ile bolgenin
toplanmis saglikl
cekirdek
proteomu’
olarak
belirlendi
6 Van SVS; C4 ve MALDI- Shotgun ACTN4,
Raemdonck ve  Kolposkopi ardindan C18 TOF/TOF proteomik: 371 SERPINB3,
ark., 2014 esnasinda kolonu ile protein ANXAZ,
asetik asit RP-HPLC tanimland1 PKM2 PGK1,
ylkamaSI VTDB, CFAH,
toplanmig YWHAE,
CFH,
CRABP2,
NAMPT,
SERPINB13,
ACTRS3, HP,
ATP5F1B,
UBIQ
7 Borgdorffve  SVS; nanoACQUI LTQ Orbitrap
ark., 2015 Lavaj TY-nanoLC Velos Shotgun
aspirasyon ile ~ sistemi proteomik: 549
cesitli cinsel protein
yolla bulagan tanimlandi
enfeksiyonlara
sahip
kadinlardan
toplanmig
8 Starodubtseva SVS; HPLC LTQ FT MS/MS  Shotgun ACTN4,
ve ark., 2019 Lavaj proteomik: 675 ANXAL,
aspirasyonu ile protein ANXA2, VTN,
HPV-pozitif tanimlandi CAP1,
olan MUC5B
prekanserdz
evre
kadinlardan
toplanmig
9 Maveark., Servikovajinal iTRAQ TripleTOF LC-  Shotgun
2020 mukus; isaretleme, MS/MS proteomik: 711
Saglikly, Ultimate protein
endoservikal 3000 HPLC tanimlandi

adenokarsinom sistemi

adenokarsinom
a in situ evre
kadinlardan
toplanmig




Tablo 2. Servikal kanser gelisiminde SVS‘teki potansiyel protein biyobelirtecleri
tespit etmek icin yapilan proteomik ¢alismalar1 (146) (devam)

Yazar Bilgisi Ornek Separasyon Kiitle Bulgular Anlamh

Toplama Yontemi Spektrometresi Proteinler
10 Gutiérrez ve SVS; C18 kolon ve nano-LC-MS/MS Shotgun RABGA,

ark., 2021 HPV-pozitif ters faz proteomik: RPS27A,
olan EASY- 3699 protein TRIM29,
prekanseroz nanoLC tanimlandi PHB2, ARPCS5,
evre sistemi KARS1, TES
kadinlardan
firga ile
toplanmis

2.3.4 KuicUk molekiil ve lipid ¢calismalar:

SVS, metabolit icerigi acgisindan zengin bir salgidir ve lokal homeostaz igin
onemli bir sekresyondur ve icerigindeki kiiciik molekiiller ve ara metabolitler,
lipidler ve mikrobiyotas: literatiirde ¢ok sayida yayinda arastirilmistir; bu baglik

altinda bunlarin birka¢ tanesinden bahsedilecektir.

Karsinojenez sirasinda, hiicresel metabolik yollar degisebilir, dolayisiyla iligkili
metabolitlerin kompozisyonu ve/veya sayist da degisebilir. Genellikle servikal
malignite gelisiminin baglangici asemptomatik iken, ilerleyen asamalarda aminler
gibi baz1 metabolit gruplariin artti§1 ve vajinal pH'in ylikselmesine (>4.5) ve vajinal
akimtinin degismesine yol actig1 bilinmektedir (147-149). Degisen metabolit profili,
karsinogenez sirasinda degisen yolaklarin analizinde Onemli bir bilgidir.
Servikovajinal alanin metabolit bilesimindeki varyasyonlar adet dongiisii, gebelik,
cinsel aktivite, oral kontraseptifler ve hatta sigara icme gibi bircok faktérden
kaynakl1 olabilir. Bu varyasyon 6zellikle dis etmenlere karsi son derece hassas olan
lokal mikrobiyom degisikliklerine ve dolayli olarak Ostrojen ve progesteron
seviyeleri gibi hormonal degisikliklere baghdir (150-152). Simdiye dek,
servikovajinal metabolomdaki  birtakim farkliliklar cinsel yolla bulasan
enfeksiyonlar, gebelikte amniyon enfeksiyonu, erken dogum, karsinogenez veya

vajinal bakteriyel disbiyoz ile bagdastirilmistir (15,16,115,153).

Servikal kanser gelisiminde SVS metabolitlerini ortaya koyan az sayida ¢alisma

yapilmistir. 2018 yilinda Rodriguez-Esquivel ve arkadaslar1 (154) kadin genital



bolgesinin ugucu organik bilesiklerini (volatile organic compounds) GC/MS ile
tanimlayarak saglikli ve servikal kanserli servikovajinal alanin volatolomik profil
verilerini ortaya ¢ikarmistir. Molekiillerin ¢ogunlugu alkan sinifi organik bilesikler
olup bunlar arasindan bir grup molekiil yalnizca servikal kanser hastalarinda tespit
edilmistir. Ucucu organik bilesikler, aslinda basit tabirle koku molekiilleridir.
Halihazirda, vajinal akintinin koku ve formunun degisiminin bolgenin sagligi
hakkinda bilgi verebildigi ve bu sebeple kadinlarin bu belirtileri takip etmesi
gerektigi zaten bilinmektedir. Bu dogrultuda, vajinal sagligin miihim belirteglerinden
olan koku markirlarinin, metabolit profillemede ©nemli bir ara¢ olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu konuda enteresan bir calismaya ornek olarak, 2017 yilinda
koku ile tespit icin 6zel olarak egitilmis Beagle cinsi bir kdpege, ¢alismada goniillii
olan saglikli ve servikal kanserli bireyler tarafindan bir giin boyunca kullanilmis olan
0zel medikal hijyenik pedler koklatilarak, bu ugucu organik bilesikler yani koku
markirlar sayesinde kopegin servikal kanserli hastalar1 ayirt edebildigi gozlenmistir
(155).

Kadin genitoiiriner sisteminde belirli metabolitler, belirli lokal floral bakteri
tirleri ile belirgin bir sekilde iligkilidir. Bu nedenle, degistirilmis bir metabolit
bilesimi bozulmus bir mikrobiyom dengesine isaret edebilir ve bozulan mikrobiyom,
nihayetinde homeostazin da bozulmasina yol agabilir (38,156-159). 2018’de Sanches
ve arkadaglart vajinal akimtidaki belirli lipit molekiillerinin kompozisyon
degisiklikleri, bir mantar enfeksiyonu olan vulvovajinal Kandidiyazis (Candida

albicans) ile iliskilendirilmistir (160).

Persistan HPV enfeksiyonu, servikal karsinogenezin esas ajanidir; fakat bununla
birlikte, her HPV enfeksiyonu kanser gelistirmez, bu sebeple, servikovajinal mikro
ortamin diger Ozellikleri 6ne c¢ikmaktadir. Burada konakgi, viriis ve vajinal
mikrobiyota arasindaki karmasik etkilesimi daha iy1 anlamak i¢in literatiirdeki kanser
belirteci proteinler ile vajinal mikrobiyota 6zellikleri arasindaki iligkiler 2019 yilinda
Laniewski ve arkadaslar1 tarafindan arastinlmistir. Cok degiskenli analiz
(multivariate-analysis) platformlu ¢alismada, invazif servikal karsinomali kadinlar,

Hr-HPV-pozitif olan diisiik ve yliksek dereceli SIL sonucu olan kadinlar ve ayrica



saglikli HPV negatif kontrollerden alinan Ornekler analiz edilmis ve kanser
belirteglerinin genital enflamasyonla baglantili ve Lactobacillus bollugu ile negatif,
anormal vajinal pH ile pozitif korelasyon oldugunu ortaya ¢ikarmislar ve hastaligin

progresyonunu bu parametrelerin belirledigini 6ne stirmiislerdir.

Yine servikal karsinogenezde metabolit kompozisyonunun degisimi ve lokal
mikrobiyota ile olan iliskisini daha kapsamli sekilde arastirmak i¢in 2019 yilinda
[lhan ve arkadaslar tarafindan yiiriitiilen bir ¢alisma, belirli lipid simiflarmin invaziv
servikal karsinomali hastalar1 saglikli HPV-negatif bireylerden ayirdigini ortaya
koymustur (38). Ekip, bu ¢alismay1 HPV-negatif ve displastik olmayan kontrol grubu
bireyler ile HPV-pozitif diisiik ve yiiksek dereceli displazi ve SCC olan bireylerden
alman Ornekler ile gerceklestirmistir ve servikovajinal metabolik profilin genital
inflamasyon, HPV enfeksiyonu ve vajinal mikrobiyota tarafindan yonlendirildigini
bulmuslardir. Bir diger deyisle, disbiyotik vajinal mikrobiyotanin persistan HPV
enfeksiyonuna, genital enflamasyona ve dolayli olarak servikal kanser gelismine

katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir.

Benzer yontemlerle erken dogum biyobelirtegleri iizerine yapilan caligmalarin
sayist literatiirde daha fazladir. Servikovajinal bolgenin kendine has bir immiin
savunma mekanizmas1 vardir . Bu homeostazin ne kadar miithim oldugu, erken
dogum oOrnegi iizerinden incelenebilir. Bakteriyel vajinal disbiyoz esnasinda
Lactobacillus cinsi hakim floranin bozulup baska cins bakterilerin ¢ogalmasindan
kaynakli pH artis1 meydana gelir ve béylece immiin yanitta rol oynayan bu floranin
kemotaksisi de bozulur. Bu da enfeksiydz organizmalarin proliferasyonunun
artmasina yol agarak proinflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin, matriks metallo-
proteinazlarin (MMP), prostaglandinlerin ve bazi arasidonik asit metabolitlerinin
iretimini uyarir. Arasidonik asit metabolitleri, servikal yeniden sekillenme ve
uterusun kasilmasini indiikler, bu esnada MMP'ler servikal hiicre dis1 matrisi ve fetal
membranlar1 bozar ve sindirir ve erken membran ruptiirii nihayetinde erken doguma
yol agilir (161-163). Bir caligmada ise, yliksek asetat seviyesinin 2 hafta igerisinde
erken dogum gergekleseceginin habercisi oldugu One siriilmiistir (164).

Asemptomatik erken dogum riski tasiyan kadinlarda, SVS o6rnekleme ile yapilacak



bir erken dogum tarama testi son derece miithim oldugundan 6tiirii literatiirde bu
konuda ¢ok sayida calisma mevcuttur. PubMed’de “cervicovaginal fluid preterm”
anahtar kelimeleriyle yapilan aramada 161 adet yaym bulunurken; Mendeley’de bu

say1 278 dir.

2020 yilinda Oliver ve arkadaslari, bu kez gebelik servikovajeninin metabolit
bilesimini ortaya ¢ikarmak icin erken, orta ve ge¢ gebelik doneminde olan 18
kadindan SVS ornekleri alip LC-MS/MS ile lipidomik analiz gergeklestirmistir
(156). Lipidom bulgularini servikovajinal bdlgenin mikrobiyota gesitliligine entegre
ederek, belirli floral bakteri gruplart ile siki bir sekilde iliskili olan belirli
metabolitleri ortaya c¢ikarmis ve Lactobacillus crispatus cinsi tarafindan domine
edilen bolgede yiiksek manitol seviyesinin karakteristik oldugunu bildirmislerdir.
2023 yilmin baginda yaymnlanan Hong ve arkadaslar tarafindan yapilan bir bagka
lipidomik ¢alismasinda (162) ise, boylamsal (longitudinal) bir ¢alismayla erken
dogum yapan ve normal siiresinde dogum yapan gebe kadinlardan alinan SVS
orneklerinin tiim lipidomu ¢ikarildi ve farkli siniflardan 35 farkl: lipid tiiriiniin erken
dogum ile iliskili oldugu one siiriildii. Ozellikle fizyolojik olarak temel rolleri olan
sfingolipidlerin erken dogum siirecinde olan SVS 6rneklerinde énemli 6l¢iide down-
regiile oldugu gosterilmistir. Bagka bir metabolit profilleme amacli ¢calisma 2021°de
Pruski ve arkadaglar tarafindan (165), gebelik ve erken dogum riski tizerine, hamile
kadinlardan olusan iki farkli kohortta servikovajinal metabolomun tanimi i¢in
Desorpsiyon-Elektrosprey Iyonizasyon MS (D-ESI MS) kullanarak metabolit
profilleme ve mikrobiyom {lizerine bir calisma yaparak spesifik lipid tiirlerinin
servikovajinal bolgedeki immiin yanit ve inflamasyonun metabolik belirtilerinin ana
bilesenleri oldugunu gostermistir. Kanserin metabolik bir hastalik oldugu g6z 6niine
alindiginda, servikovajinal mikrocevredeki kii¢iik molekiiller ve lipidleri iceren
metabolik profilleme, bu alanda HPV-aracili kanser gelisiminin fonksiyonel
etkilerini ortaya ¢ikarabilmektedir (38,156,165).

2022 yilinda, bu alanda literatiirde ¢ok sayida yaymi olan Emmanuel Amabebe
ve arkadaglar tarafindan (166), diisiik erken dogum riskine sahip asemptomatik 168

mid-trimester kadindan alinan SVS 6rneklerinde yapilan ¢alismada glutamat, asetat



ve D-laktattan olusan bir parametreler kombinasyonunun, ¢ok diisiik yanlig-pozitif
orani ve olduk¢a yiiksek pozitif prediktif deger ile servikal uzunluk ve fetal

fibronektinden daha giivenilir bir sekilde erken dogumu tahmin ettigini 6ne siirdii.

2.3.5 Servikal kanser ve oksidatif stres

Oksidasyonun enflamasyon ve yaslanmanin patofizyolojisinde anahtar rol
oynadig1 bilinmektedir. Kanser, oksidatif stres ile tetiklenebilen metabolik
hastaliklardan biridir (167-169). Oksidatif stresin servikal kanser agisindan iki yonlii
etkisi vardir (170,171): 1.) HPV'nin konak¢1 genoma entegrasyonunu kolaylastirmak
ve 2.) Yapr degisimi ve fonksiyon kaybina neden olabilen geri doniigiimsiiz
biyomolekiil oksidasyonunu arttirmaktir. Literatiirde &zellikle artmis lipid
peroksidasyon diizeylerinin ciddi hiicresel oksidatif yaralanmalar, DNA’da ¢ift zincir
kiriklar1 ve nihayetinde karsinogenez ile iliskili oldugu gosterilmektedir (172), ¢linki
HPV enfeksiyonu temel olarak viral DNA'nin konake¢i hiicrelerin genomuna
entegrasyonudur ve bu entegrasyon DNA kiriklarimin artistyla kolaylasir, eger
konake1 bagisiklik sistemi tarafindan ortadan kaldirilamazsa ve persistan kalirsa bu
durum hiicrede E6 ve E7 onkoproteinlerinin asir1 ekspresyonu ile sonuglanir (171).
Timor baskilayict proteinlerin ekspresyonunu veya aktivitesini inhibe ederek
hlcresel proliferasyonu ve transformasyonu tetikleyebilen bu proteinler, hilcrede
karsinogeneze davetiye niteligindedir. Iste bu siiregler, yiiksek oksidatif stres
kosullarinda kolaylastirilmis olur. Ayrica, yiiksek oksidatif stres kosullari altinda
antioksidanlarin ekspresyonu da artar fakat bu, anormallesme potansiyeli olan
hiicrelerin hayatta kalmasimi desteklemeyle sonuglanabilir (171). Bu esnada ROS
varlig1 da hiicrede "ROS-aracili apoptoz direnci" olusturup immortalizasyona katkida
bulunabilir (173). Halihazirda tiimor baskilayici proteinlerinin aktiviteleri de inhibe
edilmis oldugu icin apoptozu baskilar ve sonunda epitelyal-mezenkimal gecis

(Epithelial-Mesenchymal Transduction: EMT) indiiklenir (174).

Oksidatif stres, yliksek oranda yag asdi peroksidasyonu ve kolesteroliin
oksidasyonuna neden olmaktadir (175). Kolesterol, son derece biyoaktif olan ve

hiicresel sinyallesmenin o6nemli bir diizenleyicisidir, bu nedenle kolesteroliin



oksidasyon f{iriinleri olan oksisterollerin miktarindaki ytikselis hiicre i¢i toksisiteyi
artirarak hayati bir tehlike olusturur (176). Endojen oksisteroller, ROS tarafindan
yapilan ataklarla veya sitokrom oksidaz ailesi enzimleriyle sentezlenir (177). Normal
kosullarda oksisteroller kolesterole kiyasla hiicre i¢cinde miktar bakimindan 10-1000
kat daha diistiktiir ve yiiksek konsantrasyonlarinda sitotoksik olduklar1 bilinmektedir
(178). Oksisterol bollugunun yiikselmesi redoks dengesizligine, mitokondriyal
membran potansiyelinin kaybina ve apoptoza neden olabilir yahut karsinogenezi
destekleyebilir (177). Bununla birlikte, bugiine kadar servikal kanser gelisimini

temsil eden hasta 6rneklerinde oksisiterollerin bir degerlendirmesi yapilmamustir.

1. Artan lipid oksidasyonu ] / \
Nukleer faktor
+ 2. Artan ikincil oksidatif stres eritroid-2 (NRF2)

ve Wnt/B-katenin

¥ + 3. DNAda cift zincir kiriimalari ve yolaklarinin
HPV’nin genoma entegrasyonu aktivasyonu ve

- W“m EMT siirecinin

indiklenmesi

EMT
' % \. Y
Serviks

ROS-uyaranli
4. E6 ve E7 HPV onkoproteinlerinin } endoplazmik
asiri ekspresyonu retikulumaracili
P53, P21 ve P16 timér ] apoptozun

slipresor genlerinin

EErT—

susturulmasi induklenmesi Apoptoz
¥ | 5. DNA replikasyonu ve hiicresel déngu T
kontrol noktalarinin islevsel hasar
gormesi

[Sosa et al., 2013; Pisoschiet al, 2015; Kloudova et al., 2017; Neves et al., 2018; Ebrahimi et al., 2018]

Sekil 6. Oksidatif stresin serviks hiicrelerinde sebep olabilecegi senaryolar

Lipid oksidasyonunun yani sira, hiicreye zarar veren oksidatif stres
sonuglarindan biri de protein oksidasyonudur. Lipid peroksidasyonunun ziddina,
protein oksidasyonu daha (10-100 kat daha uzun turnover siresi) stabildir (179).
Proteinlerin belirli amino asit residiilerine bir karbonil grubu kazanmalariyla

gerceklesir ve bu amino asitleri yapisal degisiklige ugratir (180). Protein



oksidasyonu, ROS tarafindan veya dolayl olarak lipitler gibi farkli biyomolekiillerin
oksidasyonu ile indiiklenen geri donilisiimsiiz bir kovalent modifikasyon olarak
tamimlanir (179). Karbonilasyon, protein oksidasyonu ig¢in en ciddi ve yaygin
molekdiler hasarlardan biri olup (180,181) ayrica oksidatif stresin hiicredeki en
onemli belirteci ve ayrica hiicresel toksisite sebebi olarak kabul edilir (182). Lipit
oksidasyonuna ek olarak, hiicreye zarar veren oksidatif stres bilangolarindan biri de
proteinlerin oksidasyonudur. Karbonil Grlnleri, 6zellikle prolin, treonin, lizin ve
arginin aminoasitlerinde, bir protein icinde veya hatta ikiden fazla protein arasinda
protein olusumunu sonlandirarak reaksiyona girebilen dogrudan veya dolayl
oksidasyonla ortaya ¢ikmaktadir (183). Literatiirde farkli kanser tiirleri i¢in kontrole
kiyasla yiiksek oksidatif stres seviyelerine karsilik gelen daha yiiksek total protein
karbonilasyonu rapor edilmistir (184). Bunlardan birinde, serum alfa-tokoferol ve
askorbik asit gibi vitaminler, SOD gibi antioksidan enzimler ve katalaz seviyeleri
servikal kanser hastalarinin serum Orneklerinde kontrollere kiyasla azalmis; total
protein karbonil igerigi, serum nitrik oksit, kolesterol/fosfolipid orani ise hastalarda

kontrole kiyasla artmustir (185).

Ayrica servikal kanserli hastalarin kemoterapi oncesi ve sonrasinda yapilan
serum karbonil igerigi dlciildiiglinde kemoterapi etkinligi ile karbonil miktarinin ters
orantilt olarak degistigi gozlenmistir (186,187). Kemoterapinin, ilk 24 saatte
serumdaki protein karbonil miktarimi arttirir, fakat sonrasinda tedavi etkinligiyle
beraber karbonilasyon da dahil olmak iizere serum oksidatif stres markirlarinin

miktarinda azalma gozlenmistir (187).

llging olarak, servikal dokular {izerinde yapilan bir ¢aliymada, kansere giden
stre¢ boyunca, displazi evrelerindeki orneklerde, yuksek miktarda protein karbonil
icerigi saptanirken, hiicreler kanserlestikten sonra, CIS Orneklerinde, protein
karbonilasyonunuda selektif bir azalma gergeklestigi, kanser hiicrelerinin bazi
proteinleri karbonillemeyi azalttigi One sirilmistir (188,189). Calismaya hem
saglikli, hem displazili, hem de kanserli doku 6rnekleri dahil edilmis ve kanserli
dokudaki protein karbonil miktarinin neoplastik dokuya kiyasla azaldig1 saptanmustir.

Ornekler proteomik ydntemlerle analiz edilmis ve kanser drneklerinde keratin, aktin,



kornulin gibi proteinlerin displazi orneklerine kiyasla daha fazla; Serpin-B3,
Annexin-2 ve gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz gibi proteinlerin ise daha az
karbonile halde oldugu ifade edilmistir. Caligmanin sonuglarindan kanserli hiicrelerin
invazyon, migrasyon gibi sirecler icin dnemli olan detoksifiye edici veya pro-
survival proteinler iizerindeki karbonilasyonu segici olarak azaltmakta oldugu

cikartlmistir.



3 GEREC VE YONTEM

3.1 Tez Cahismasinin Amaci ve Projelerin Bilgileri

Bu tez calismasi kapsaminda: ELISA caligsmasi proteomik ¢alismasi, organik asit
calismasi, lipidomik ¢alismasi ve redoks proteomigi olmak iizere bes farkli alt
calisma yapilmistir. Tiim bu calismalar SVS 6rnek materyali ile kontrol ve farklh
asamalardaki neoplastik evre oOrnekler arasindadaki farklarin ortaya c¢ikarilarak
hastaligin aragtirmak klinikte  kullanilabilecek potansiyel

biyolojisini ve

biyobelirteglerin belirlenmesi amaciyla yapilmaistir.

Tablo 3. Doktora tezi kapsaminda yapilan tiim ¢alismalarin 6zeti

N . Malzemeler . . .
Sire Calisma ve Cihazlar Kurumlar  Deney Dizayni Ydntemler
Kasim Optimizasyon Acibadem
¢alismalar1 ve o ol Maslak 20 kontrol - 20 hasta 6rneginde dort
2019 - . ELISA Kitleri ve . .
- biyobankanin Hastanesi, protein icin birer plakada ELISA
Haziran spektrofotometre L AN
(SVS) Acibadem testi 6l¢limiiniin yapilmasi
2020 o A
olusturulmasi Universitesi
Acibadem
Temmuz Pr.OtO?mlk analiz FASP ve LC- Maslak . Bir adet SVS 6rneginin proteom
icin pilot deneme Hastanesi, R
2020 MS/MS igeriginin tanimlanmast
calismast Acibadem
Universitesi
247 6rnegin 4
Servikal neoplazi farkli hedef
Haziran gelisiminde SVS Actbadem 122 kontrol, 125 proteinin SVS
S : I Maslak (86 CIN1, 39 " . :
2020 -  Ornekleriyle 4 ELISA Kitleri ve . drneklerindeki
. Hastanesi, CIN2&3) hasta .
Aralik  hedef proteinin spektrofotometre N miktarmin
LT Acibadem ornegi ile
2021 kantitatif olarak Oniversitesi  ELISA testi toplamda 16
degerlendirilmesi ELISA plakasinda
test edilmesi
12 tupte S'erli Orneklerin
. . pool edilmig 60 “untargeted, label-
y Sery |'ka’l neoplazi Actbadem SVS 6rnegi (20 free, bottom-up”
Eylil - gelisiminde SVS Maslak . ..
. .. . FASP ve LC- . kontrol, 20 proteomik analizi
Ekim ornekleriyle Hastanesi, '
. . MS/MS CINZ, 20 ile proteom
2021 proteomik analiz Acibadem .
mast Universitesi CIN2&3) ile ekspresyon
yaprimas proteomik farkliliklarinin
analiz ortaya ¢ikarilmasi
Servikal neoplazi ,/:\Ictltljjr?iizr;e 10 kontrol, 10 GC-MS
gelisiminde SVS  Organik asit - CIN1, 11 kullanilarak SVS
- = . . Hastanesi, ) .
Agustos Ornekleriyle ekstraksiyon CIN2+ hasta orneklerinde
L7 . Acibadem N .
2021 organik asit kimyasallar1 ve - ornegi bulunan organik
e ClinLab, L
profilinin GC-MS GC-MS (scan  asitlerin ortaya
' . Acibadem
incelenmesi mode) cikarilmasi

Universitesi




Tablo 3. Doktora tezi kapsaminda yapilan tiim ¢alismalarin 6zeti (devam)

. . Malzemeler . . .
Sire Calisma ve Cihazlar Kurumlar  Deney Dizayni Ydntemler
Aetbader Belirli oksi-
Servikal neoplazi  Lipid Hastanesi 10 kontrol, 14 sterollerin SVS
Ocak - gelisiminde SVS  ekstraksiyon ITF Ca a’ CIN1 ve 14 orneklerindeki
. orneklerinde kimyasallari, ba CIN2+ hasta miktarmin 6l¢iimi
Haziran kside linid otoD i i Hastanesi, .o Klinik |
2022 okside lipi izotop isaretli Aston ornegi ve klinik evreler
profilinin standartlar ve Universit Lipidomik arasindaki
incelenmesi LC-MS/MS IVETSIty (targeted) farkliliklarin
(Blrmlngham rtaya ¢ikarilmasi
, Ingiltere) orayae
Acibadem
Altunizade
Servikal neoplazi Hastanesi,
gelisiminde . ITF Capa
protein i;cr)kt)?)l:ilas on Hastanesi, Servikal neoplazi
Ekim karbonilasyonunu immUnoasza Acibadem 10 kontrol, 17 clisiminde P
2022-  n 6lgiimii ve i asallarly Universitesi, CINZ, ve 16 grotsem
Subat redoks proteomigi - Aston CIN2+ hasta P .
2023 Kl ) tryptic digestion Univaiil} i karbonilasyon
yaklagimiyla - Iversity ornegil .
. . malzemeleri ve - A analizi
karbonillenmis LC-MS/MS (Birmingham
amino asitlerin , Ingiltere),
g
belirlenmesi Erasmus MC
(Rotterdam,
Hollanda)
Haziran
2022 - . Ay . .
Haziran Veri analizi, istatistiksel analizler, makale ve tez yazimi
2023

3.2 Tez Cahismasinin Biyobankasinin Olusturulmasi

Bu doktora tezi kapsaminda yapilan bes calismada da SVS 6rnek materyali
kullanilmistir. Ornek toplama islemi, Acibadem Universitesi ve Acibadem Saglik
Kuruluslar1 Tibbi Aragtirma Etik Kurulu (ATADEK) tarafindan 2020/01 sayil1 2020-
01/30 karar numarasi ile ilk basvuru ve sonrasinda 2022/20 sayili 2022-20/02 karar
numarasiyla ikinci bagvuru onayiyla etik yonden uygun bulunmustur. Tiim goniilli
katilimcilardan 6rnek alinmadan dnce imzali onam formu temin edilmistir. Ornekler
Jinekolojik Onkoloji Polikliniklerinde Acibadem Maslak Hastanesinde Prof. Dr.
Mete Giingdr ve Dog. Dr. Ozgii¢ Takmaz; Acibadem Altunizade Hastanesinde Prof.
Dr. Serkan Erkanli ve Dr. Alper Kogak; Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Capa
Hastanesinde Do¢. Dr. Hamdullah S6zen tarafindan, ¢alismayi kabul etmis olan

goniillii bireylerden alinmistir. Alinan 6rnegin kolposkopi ile bir ilsikisi olmamakla



birlikte, kolposkopik biyopsi tekniginin giivenilirligi Pap-smear testinden daha
yiiksek oldugu i¢in, 6rnek siniflandirmasinda histopatolojik bilgilerin kullanimi
tercih edildi ve bu sebeple, ornekler kolposkopi hastalarindan alindi. Biyobanka
olusturulurken depolama standardizasyonuna son derece dnem verilmistir. Ornekler
giinlik olarak soguk =zinciri kirilmadan Acibadem Hastanelerinden Acibadem
Merkez Laboratuvar1 Ornek Kabul Birimine kurye ile transfer edilmistir. istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi Capa Hastanesinde alinan &rnekler icin ise iki haftada bir
kurubuzlu paket ile gidilip buzlukta biriktirilen 6rnekler poliklinikten teslim
alimmugtir. Laboratuvara ulasan tiim 6rnek tiipleri i¢in ivedilikle hasta kodu, tarih gibi
bilgilerle isaretlenip (labeling), hastane ekibi vasitasiyla hasta ¢izelgesine klinik
bilgilerin islenip, 6rneklerin koruyucu soliisyon ile karistirilip alikotlanip deney
zamanina dek uygun sekilde depolamaya kaldirilmasi adimlar takip edilmistir. Tiim
ornek tiipleri herhangi bir karigiklik ihtimaline karsin fotograflanmistir. Tim
calismalar icin genel toplamda 468 adet Ornek toplanmistir, bunlarin bir kismi
hastanin verilerine sistemde ulagsamama, 6rnekte ¢cok yogun kan kontaminasyonu,
tentlirdiyot kontaminasyonu, ornegin total protein konsantrasyon degerlerinin ¢ok
diisiik olmasi, 6rnek hacminin yetersiz olusu, ayni bireyden miikerrer 6rnek alinmis

olmasi, 6rnegin hastanede etiketlenmemis olmasi gibi ¢esitli sebeplerle deneylerde

kullanilamamustir.
Literatiir Etik kurul Orneklerin
taramasi, basvurusu ve Orneklerin laboratuvara Optimizasyon
hekimlerle malzemelerin toplanmasi ulagsmasi ve ¢alismalan
gorismeler temini depolanmasi

Sekil 7. Calismalar i¢in biyobanka olusturma siirecinin 6zeti

Microsoft PowerPoint ile olusturulmustur.

Calismalarin dordiinde SVS materyali lavaj aspirasyonu ile elde edilmis iken, ilk
calismada (ELISA calismasi) SVS materyali direkt olarak absorban malzemeye
emdirme yontemiyle elde edilmistir. Ornek almada, literatiirde de diisiik hacimli siv1
ornek almada kullanilmis olan, ucunda polivinil alkol kdpiik bulunan steril swab
cubuklar kullanilmistir. Bu swab c¢ubuklar esasen “g6z mizragi (eye spear)” olarak
bilinen, oftalmolojik ameliyatlarda kullanilan, hizli sivi emiciligine sahip, pordz

yapida siingersi bir materyaldir. Ornekleme islemi, jinekolojik muayene esnasinda



litotomi pozisyonunda, kolposkopik muayeneden hemen once, servikovajinal
alandaki sekresyon direkt bu siinger dokundurularak absorbe edilmistir. Ardindan
cubuklar steril 15 mL’lik plastik santrifiij tiiplerinin icerisine alinarak hizlica -20
derecede dondurulmus ve aym giin icerisinde soguk kosullarda Acibadem Maslak
Hastanesinden Acibadem Merkez Laboratuvari Ornek Kabul Birimine kurye ile

ulastirilmastir.

Resim 2. Toplanan 6rnek materyalinin goruntleri

Sol: Hekimden laboratuvara ulasan 6rnek; orta: Donuk 6rneklerin buzda yavas yavas ¢ozdiiriilmesi;
sag: Ekstraksiyon tamponunda inkiibe edilmekte olan ¢ubuklar.

Ekstraksiyon Tamponu (ET):

1X PBS iginde, steril, pH: 7.4 :

= Sodyum kloriir (50 mM, %1 final konsantrasyon)

=  Amonyum bikarbonat (50 mM, %1 final konsantrasyon)

= Gliserin (%1 final konsantrasyon)

= Sodyum azit (0.5 M, %1 final konsantrasyon)

* Proteaz inhibitér karisim kokteyli (Expedeon #44204, 1X, %l final

konsantrasyon)
Ekstraksiyon protokoli:
1) Ornekler laboratuvara ulasinca, buz iizerinde yavas yavas ¢dzdiiriiliir, +4

derecedeki ET’den her bir swab {izerine 800 pL eklenir, 10 sn vortekslenip

gece boyunca +4 derecede inkiibasyona birakilir.



2) Ertesi giin, tiipteki sivi ¢ekilip 2 mL’lik plastik steril ependorf tiipe alinir,
stinger 1000 pL’lik steril plastik pipet ucunun igine sikistirilir, iizerine 200
nL daha ET eklenip 6rnek tiipiiniin igcerisinde 2000 g’de, 20 dk, +4 derecede
santrifiijlenir, dibe inen s1v1 da alinir.

3) Toplanan tiim sivi 14.500 rpm’de 30 dk, +4 derecede santrifiijlenerek kati
doku pargalar1 pelet halinde ¢oktiiriiliir, berrak slipernatant ayrilarak her biri
500 pL’lik aliquotlarla -20 derecede saklanir. (Toplam 6rnek hacmi degisken
olmakla birlikte, elde edilen nihai 6rnek miktar1 1200 — 1500 pL arasindadir.)

Resim 3. Orneklerin swab materyalinden geri kazanimi

Sol: Cubugun pipet ucuna sikigtirtlarak siingerdeki sivinin asagi inmesini amaglayan santrifiijiin
sonrasi; sag: Tiim sivi bir araya toplandiktan sonra, ornekteki debrisi sividan ayirmak igin yapilan
santrifiijiin sonrasi.

Calismalarin tamaminda kullanilan tiim 6rneklerin total protein konsantrasyonu
Thermo Fisher Scientific #232235 Micro BCA™ Protein Assay Kit 0rini
kullanilarak Slgiilmiistiir. Kisaca, 6rnekler kitin ihtiva ettigi bisinkoninik asit igerikli
soliisyon (working reagent) ile karistirilmistir, plakaya cift tekrarli (duplike) olarak
yiiklenmis ve 37°C'de 2 saat inkiibe edilip 562 nm'de absorbans degerleri
olgiilmiistiir. Ornekler, tahmini olarak kitin &l¢iim araligina (20-200 pL) denk
gelecegi diisliniilen oranda (10 pL ornek + 140 pL tampon) seyreltilerek
Olciilmiistlir, Ol¢lim araliginin iizerine c¢ikilan ornekler ise bir kat daha (1:1)
seyreltilerek tekrar dl¢lim yapilmistir. SVS 6rneklerinin total protein konsantrasyon
Olclimiiniin ~ 6nemi  blyiiktiir, zira, SVS iceriginin  kantitatif  olarak
degerlendirilmesinde bir c¢esit normalizasyon faktorii gerekmektedir. Bu tez

kapsaminda yiiriitiillen ¢alismalarda bu normalizasyon faktorii her bir 6rnegin kendi



total protein konsantrasyonu olarak belirlenmis olup, her c¢alismada bir parametre

olarak kullanilmistir.

Ik calismada orneklere ELISA testiyle absorbans &lgiimii yapildigi igin,
literatiirdeki bu tiir benzer g¢alismalara (111,190-192) uyarlanmis sekilde swab
cubuklar ile oOrnekleme yontemi olarak kullanilirken, diger caligmalarda ise
literatiirdeki benzer omik calismalarda (106,108,193) yaygin olarak tercih edilen,

lavaj aspirasyonu O6rnekleme yontemi kullanilmistir.

Bu yontem, en fazla serbest madde icerigi kazandiran yontem olup, ornekler
jinekolojik muayene sirasinda, bireyler litotomi pozisyonunda ve halihazirda vajinal
spekulum vajene yerlestirilmis iken, herhangi bir miidahale dncesinde uzman hekim
tarafindan alinmistir. Servikovajinal alanin %0.09 NaCl izotonik soliisyon (serum
fizyolojik) ile yikanip, bolgedeki salgilarla karisan soliisyonun steril 3 mililitrelik

plastik pastor pipeti ile geri ¢ekilip santrifiij tiipline alinmasiyla tamamlanmaktadir.

Esasen bu islem prosediirde ek bir islem olmayip, kolposkopi prosediiriiniin
baslangicinda servikal yiizeydeki fazla mukusun uzaklastirilmast amaciyla
hekimlerin gogunlukla tercih ettigi bir yontemdir. Ornegin alindifi tiipe ivedilikle
toplam Ornek miktarinin %10'u hacimde Ornek koruyucu soliisyon eklenmis, kati
partikiilleri uzaklagtirmak i¢in diisiik siddetli kisa bir (2500 g, 20 dk, +4 °C) santrifiij
yapilmis, ardindan 6rneklerin total protein konsantrasyonlar1 6l¢iilmiis ve sonrasinda

kisa siireli depolama olarak -20 dereceye kaldirilmustir.

Ornek koruma soliisyonu, fizyolojik pH’ta olup PBS ile dengelenmistir; drnegin
muhteviyatindaki proteinleri proteaz aktivitesinden korumak i¢in proteaz inhibitorleri
ve Ornekte bakteri tremesini engellemek igin sodyum azit icerir. Laboratuvar
kabininde steril kosullarda ve tamami “LC-grade” veya “molecular biology grade”
tirlinler ile hazirlanmis, pH 6l¢limiiniin sonunda 0.22 pm’lik filtreden gegirilmistir.
Hazirlanan ¢6zelti 50 mL hacimde santrifiij tiiplerine ayrilarak +4 derecede en fazla

6 aya kadar saklanarak kullanilmistir.
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Resim 4. SVS lavaj aspirasyon ornekleri

Hastaneden laboratuvara 15 mL plastik steril santrifiij tlipleri icerisinde ulasan,
isimsizlestirilmis  Orneklerin, igerisine &rnek koruma sollisyonu eklenip
santrifiijlenmeden Onceki goriintiisii. (Kan kontaminasyonu ¢ok fazla olan, seffaf

olmayan ornekler elenmektedir.)
Ornek koruyucu soliisyon:
Steril 1X PBS igerisinde, pH: 7.4 olacak sekilde:

=  Sodyum azit (0.5 M, %1 final konsantrasyon)
* Proteaz inhibitér karisim kokteyli (Expedeon #44204) 1X, %1 final

konsantrason

Isimsizlestirilmis  goniillii  popiilasyonu esaslarinda  yapilmis olan bu
caligmalarda, gontlliilerin kimlik bilgilerine ulagilamamaktadir. Hasta isimleri yerine
hasta numaralar1 kullanilarak bir kodlama yontemi ile jinekolojik bulgular yalnizca
calismada yer alan hekim ve aragtirmacilarin erigebilecegi sekilde kaydedilmistir.
Goniilliilerden alinan sivi orneklerinden elde edilecek bilgiler yalnizca arastirma

amagcl ve yapilan ¢aligmalarin tez, bilimsel konferans bildileri ve bilimsel dergilerde



yaymlanmas: iizere kullanilmustir. Ornek alnan goniillii bireylerin iirogenital
enfeksiyon, dnceden gecirdikleri jinekolojik operasyonlar, HPV genotipleme, Pap-
smear, kolposkopi, cerrahi miidahale gibi jinekolojik tani bilgilerinin yanisira; yas,
etnik koken, vicut kitle indeksi (BMI), kontrasepsiyon yontemi, parite bilgisi ve
hekime basvuru sebepleri gibi bilgileri de kaydedilmistir. Cok eslilik durumu, cinsel
yonelim tercihi ve sigara kullanimi gibi bilgilere Orneklerin ¢ok biiylik bir
cogunlugunda erisilemedigi i¢in hasta ¢izelgesine dahil edilmemistir. Etnik koken,
BMI, kontrasepsiyon yontemi ve parite bilgisi de 6rneklerin yarisindan az kisminda
mevcuttur. Her iki 6rnekleme yonteminde de uygulanan goniilliilerin arastirmaya

alinma ve dislanma kriterleri:

1) Bireylerin olagan menstriiasyon kanamasi yahut olagan dis1 bir kanamasi
olmamalidir.

2) Son 24 saat igerisinde korunmasiz cinsel iliskiye girmemis olmalidir.

3) Son 24 saat igerisinde vajinal dus (vajenin igini yikama) yapilmamisg
olmalidir.

4) Son 24 saat icerisinde vajina igine ilag, krem, vb gibi uygulamalar
yapilmamis olmalidir.

5) Total histerektomi gegirmis bireylerden 6rnek alinmaz.

6) Gebelerden 6rnek alinmaz (gebelikle ilgili salgilanan farkli molekiiller 6rnek
kompozisyonunu farkli yonde etkileyebilecegi i¢in).

7) Post-menopozal, 70 yasindan biiyiik ve son 10 y1l igerisinde ard arda 3 tane

negatif smear testi sonucu olan bireylerden 6rnek alinmaz.

3.3 Tez Cahismasinda Uygulanan Laboratuvar Deneyleri ve Analizler

3.3.1 Servikovajinal sividaki potansiyel protein biyobelirteclerin ELISA testi
ile miktar tayini

Bu calismada, literatiirde "2.3.2. Proteomik Caligmalar" bashiginda yer verilmis
olan, 2014 yilinda Belgika’da Van Ostade ve arkadaslan tarafindan ve 2019 yilinda

Rusya’da Staradoubdseva ve arkadaslar tarafindan yapilan iki ¢alismada istatistiksel



olarak anlamli bulunmus ve "potansiyel protein biyobelirtecler" olarak gosterilmis en
timit vaadeden proteinler arasinda olan alfa-aktinin-4 (ACTN4), annexin-a-2
(ANXA2), skuamé6z hucreli karsinoma antijen-1 (SCCA1) ve skuamdz hicreli
karsinoma antijen-2 (SCCAZ2) hedef proteinlerinin SVS 6rnek materyalindeki miktar
Olgiimleri ELISA testi ile tayin edilerek bu proteinlerin diagnostik ayrim giicii

arastirilmistir.

Bu hedef proteinler, litertiirde arastirmasi yapilarak seg¢ilmis ve halihazirda
literatiirde hedef olarak gosterilmis olan bu proteinlerin Tiirkiye’deki kadin
populasyonunda pre-validasyon ¢alismasinin yapilmasi hedeflenmistir. Bu proteinler
literatiirde farkli ¢calismalarda biyolojik olarak karsinogeneze katkida bulundugu 6ne
stiriilen proteinlerdir ve dolayisiyla, bu calismanin baslangi¢ hipotezi “saglikli
bireylerden siddetli servikal neoplazi asamasina dogru SVS'de bu proteinlerin

miktarlar1 artar" olarak belirlenmistir.

Bu dogrultuda, bu c¢alisma i¢in toplamda 301 adet olmak {iizere: Acibadem
Maslak Hastanesinden 146 Kontrol + 64 CIN-1 + 25 CIN-2&3 = 235 adet 0rnek;
Istanbul Tip Fakiiltesinden ise 32 Kontrol +21 CIN-1 + 13 CIN-2&3 = 66 adet 6rnek
toplanabilmistir. Hasta orneklerinin tamami (123), kontrol 6rneklerinin ise 122 adedi
calismada kullanilmistir. 123 6rnek ile vaka grubu 86 adet CIN1 ve 39 adet CIN2&3
grubundan olmak uzere, toplamda 247 adet biyolojik numunenin 16 adet Elisa

plakasinda dl¢imii yapilmustir.

Calismanin baslangicinda, bu ornekler ile ELISA testiyle dl¢im yapilabilmesi
icin birtakim denemelerle optimizasyon yapilmistir, zira o tarihte literatiirde SVS
ornek materyalinin ELISA testinde kullanimina dair herhangi bir bilgiye
rastlanmamustir. {lgingtir ki, 6nceki caligmalarin (Van Raemdonck vd., 2014;
Starodubtseva vd., 2019) makalelerinde ne ELISA testi igin bir optimizasyon
yapildigindan ne de ELISA testi ile yapilan 6l¢iim sonuglari i¢in herhangi bir
dizeltme yonteminden bahsedilmektedir. Ancak ticari ELISA Kkitlerinin hicbirinde
SVS materyali icin kullanim tavsiyesi olmadigi gibi, bu tiir caligmalarda yapilan

6l¢iim degerine bir normalizasyon uygulanmasi, verilere yapilacak dnemli ve gerekli



bir miidahaledir. Zira SVS, salgilanmasinda bilesim oranlar1 korunan, stabil ve/veya
iyi tanimlanmig bir viicut sivisi degildir. Dolayisiyla, bu numune ile yapilan
caligmalarda bir i¢ kalibrasyon gerektirmektedir. Bu ¢alismada, ELISA ile dlgiilecek
hedef proteinlerin miktari, 6rnekteki total protein miktarina oranlanarak (correction)
degerlendirilmis, her bir 6rnegin kendi total protein konsantrasyonuna gore bir

diizeltme denklemi kullanilarak 6l¢iim sonuglari normalize edilmistir.

Hedef proteinin konsantrasyon degeri x 100

Normalize ELISA dl¢ciim sonucglart: -
Total protein konsantrasyonu

Calisma, her ne kadar SVS 6rnek materyali ile yapilmis olsa da, caligmadaki
klinik gruplarin dizaynt dokudaki neoplazi gelisimine gore hastanin biyopsi
sonucuna bagl olarak tasarlanmistir ve orneklemde neoplazi gelisimine gore ii¢
klinik grup ile calisilmistir. Kontrol grubu ile ilgili olarak; katilimcilarda mevcut olan
genitoiiriner sistem enfeksiyonlarini (Klamidya, akut sistit, vajinit, vulvit, servisit,
vb.) veya cinsel yolla bulagsan HPV harici diger hastalik semptomlar1 dislanmamastir.
Kisacasi, displazi disindaki tiim patolojiler kontrol grubuna dahil edilmistir. Zira,
servikal neoplazi taramasi i¢in kullanilabilecek bir test, diger patolojilerin varliginda

da calisabiliyor olmalidir, hedef patolojinin saptanmasini etkilememelidir.

Hastalarin klinik verileri de Orneklerle es zamanli olarak toplanmistir. Hasta
cizelgesinde yas, BMI, etnik koken, gecmis hastalik Oykiisli, mevcut sikayetler,
herhangi bir iirogenital enfeksiyonun varligi gibi yan bilgiler ile Pap-smear testi
sonucu, HPV genotipleme test sonucu, kolposkopik biyopsi ve cerrahi operasyon
bilgileri yer almaktadir. Orneklem popiilasyonunun ~%31°I postmenopozal olup yas
ortalamas1 37.6 (+8.68), modu 32, medyan1 36 olup popiilasyonun en gen¢ 22 en
yash 68 yasinda bireylerden olugsmaktaydi. Popiilasyonun %4.45°1 yabancu uyruklu
olup geri kalam1 Tiirk kadinlartydi. Calismada kullanilan 6rneklerin total protein
konsantrasyonlarinin ortalamasi 974.01 pg/mL; ortanca deger: 587.50 ug/mL; en
yiiksek deger: 8330.76 pg/mL; en diisiik deger: 21.81 ug/mL. Toplamda 245 birey
arasindan 68 adet daha Once bir hastalik gegmisi bulunan, 109 adet rutin jinekolojik
muayene i¢in gelen, 69 adet dnceden serviks i¢in patolojik bir tan1 almis veya cerrahi

miidahale sonrasi takip hastasi olarak gelen, 11 adet vajinal yanma/kasinti/akint1 vb.



gibi bir sikayet (kandidiyazis) ile gelen, 5 adet menstriiasyon dongiisii ile alakali
sikayetler ile gelen birey mevcuttur. Urogenital enfeksiyonlardan kontrol grubunda
14/122 adet, hasta gruplarinda ise 23/123 bireyde akut vajinit mevcuttur. Kontrol
grubunda 40/122 bireyde kolposkopik biyopsiye basvurulmustur, geri kalanlarda
yalnizca Pap-smear test uygulanmistir. Kontrol grubunda 52/122 bireyde anormal
Pap-smear test sonucu mevcuttur. Tiim hastalarda en sik goriilen Pap-smear sonucu
66/245 birey ile LSIL; en sik goriilen iirogenital enfeksiyon 36/245 birey ile akut
vajinit; en sik goriilen poliklinige gelis sebebi ise daha onceki anormal bir
smear/kolposkopi sonucuna istinaden, 67/245 birey ile takip muayenesi idi. Yuksek
riskli HPV tipleri 74/245 bireyde saptanmis, 94/245 birey (yapilan testte genotipi
belirlenmemis) HPV ile enfekte idi. Geri kalan bireylere ya HPV testi yapilmamis

yahut yapilan testin sonug bilgisine sistemde ulagilmamaistir.

Bu caligmanin asamalari, asagidaki gibi bes asama altinda incelenebilir:

1) Omneklerin hekimler tarafindan toplanmasi ve laboratuvara ulasmasi,
orneklerin alindig1 bireylere ait klinik bilgilerin toplanmast

2) Orneklerin swab’dan ekstrakte edilmesi, total protein konsantrasyonlarinin
Olciiliip alikotlanarak saklanmasi

3) Optimizasyon g¢alismalari

4) ELISA 6l¢limu

5) Hesaplamalar ve istatistiksel analiz

3.3.1.1 Kullanilan malzemeler

Bu ¢alisma 2020/01/04 numarali Actbadem Mehmve ark.i Aydinlar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Koordinatorliigii (ABAPKO)
lisansiistii proje fonu ve ve 120S237 numarali Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu (TUBITAK) Arastirma Destek Programlari Baskanligi (ARDEB)
Hizli Destek 1002 programi ile desteklenmistir ve proje biitgesi ile toplamda 25 adet
ticari ELISA kiti (ACTN4 igin: 107-E-ELH1636, ANXAZ2 i¢in: 107-E-ELH0448,
SCCA1 igin: 107-E-ELH1721, SCCA2 icin: 107-E-ELH1722; Elabscience



Biotechnology Inc. ABD), 6rneklemede kullanilan swab ¢ubuklar (Cenefom RS-01,
Tayvan) ve deneylerde kullanilan santrifiij tlipii gibi genel plastik iiriin ve PBS, NaCl
gibi genel kimyasal sarf malzemeler ile Expedeon #44204 proteaz inhibitorleri

karisim kokteyli ve Sigma-Aldrich #52002 sodyum azid satin alinmstir.

3.3.1.2 Optimizasyon caliymalari

Bu baslik altindaki deneme c¢aligmalari, iyi tanimlanmig ve stabil bir viicut s1visi
olmayan SVS ornekleri i¢in, seyreltme orani, matriks etkisi gibi parametrelerin
degerlendirilebilmesi icin optimizayon ¢alismalarii kapsar. ilk asamada, dort hedef
proteinin her biri i¢in 2’ser kez (yalnizca ACTN4 i¢in 3 kez) olmak {izere toplamda 9

adet kit optimizasyon ¢aligmalart i¢in kullanilmistir.

Mevcut ELISA kitlerinin hi¢biri SVS matriksine 6zel olarak gelistirilmis
olmadig1 veya bu matriks ile kullanim1 i¢in bir tavsiyede bulunmadigi i¢in, uygunluk
kriterini ve seyreltme oranini belirlemek, matriks interferansini ve kitlerin 6rneklerde
geri kazanimini (recovery) belirleyebilmek adina, her hedef protein i¢in ilk asamada

birer kit ile deneme ¢alismasi yapilmistir.

Her dort hedef protein (ACTN4, ANXA2, SCCAL ve SCCA2) icin en az 3 adet
rastgele fakat her biri farkli diizeyde (aritmetik ortalama ve ¢eyrekler agikligina gore
cok diisiik, orta, ¢ok yliksek olmak iizere) total protein konsantrasyonlarina sahip
ornekler secilmistir. Ornekler, proteinlerin tahmini olarak beklenen hiicre ici
miktarlarina gore farkli oranlarda ET ile diliie edilerek ELISA testiyle seri diliisyon

Ol¢timleri yapilmistir.

Ornek matriksi ile ilgili olarak, Elisa testleri her numune materyalinin icerik
zenginligi icin belirli bir baslangic konsantrasyonu gerektirdiginden dolay,
absorbanslarini reaksiyon aralii arasinda olacak sekilde ayarlamak icin bilinmeyen
numuneler belirli bir oranda seyreltilmelidir. Ticari kullanima hazir sandvi¢ ELISA
testi i¢gin SVS matriksinin her bir hedef protein i¢in farkli total protein konsantrasyon

diizeylerine sahip birka¢ numune ile seri seyreltmeler yapilmistir. Bu baglamda,



diisiik (150 pg/mL'nin altinda), orta (150 ile 500 pg/mL aras1) ve yiiksek (500 ile
1000 pg/mL arasi) total protein konsantrasyonu degerleri secilmistir. Bu diisiik-orta-
yuksek seviyeler, genel numunelerin total protein konsantrasyonlarinin dagilimina ve
ceyrekler acikligima gore belirlenmistir. ACTN4 denemeleri i¢in toplamda sekiz
numune ¢alisilmis ve her numune seri olarak 1:10, 1:100, 1:500 ve 1:1000 oraninda
seyreltilmistir. ACTN4 bir hiicre iskeleti proteini oldugundan ve diger hedef
proteinlerimize kiyasla biyolojik orneklerde daha bol miktarda bulundugundan,
direkt daha yiiksek seyreltme oranlar1 tercih edilmistir. Bununla birlikte, diger hedef
proteinleri i¢in 1:2 oraninda diliisyon ile deneme ¢alismalar1 baglatilmistir. Degisimi
gorebilmek icin, ayni1 orneklerle 1) seyreltme olmaksizin, 2) 1:2, 3) 1:3, ve 4) 1:5
olmak tiizere dort farkli matriks Olclimii dizayn edilmistir. Tim Ol¢limlerin
sonuclarina gore, her hedef protein i¢in en uygun seyreltme orani belirlenmistir ve bu

oranlar sonrasinda deney i¢in tiim 6rneklere uygulanmstir.

3.3.1.3 ELISA olcumleri

ELISA testleri, gerekli tiim bilesenlerle birlikte ticari kitin kullanim klavuzu
talimatlarina gore uygulanmig, santrifiijlenip debrisi uzaklastirilmis Ornekler
herhangi bir ek uygulamadan gecirilmeden direkt duplike olarak ¢aligilmigtir. Her
Olcimde hesaplanan her bir 6rnegin konsantrasyon degeri, daha once yer verilmis
olan denklemde de aciklandigi gibi, her numunenin kendi total protein
konsantrasyonu ile diizeltilmistir. ELISA plakalarinda, her 4 deney setinde de, her 3
klinik gruba ait 6rnekler bulundurularak calisilmistir, diger bir deyisle, her plakada
belirli sayilarda hem kontrol, hem CINI1, hem de CIN2&3 grubu 6rneklerinden de
mevcuttur, boylelikle hem plakalar-aras1 hem de ticari Kkitlerin tretim partileri
arasindaki varyasyonu elimine etmek hedeflenmistir. ELISA testleri, ticari kitlerin

kullanim kilavuzundaki protokole gore kullanilmigtir.

3.3.1.4 istatistiksel analiz

Absorbans degerleri, standartlarin kalibrasyon egrisi ile elde edilen grafigin

denkleminde konsantrasyon degerlerine doniistiiriilmiis ve Oncelikle Shapiro-Wilk



testi uygulanarak, gruplarda normal dagilim gosteren (>0.5) ve gostermeyen (<0.5)
degerlere sahip gruplar belirlenmistir. Ardindan hedef proteinlerin miktarlarinin
klinik gruplar arasinda istatistiki bir ayrimi olup olmadigr GraphPad Prism (v.9)
yaziliminda Kruskal-Wallis testi uygulanarak arastirilmis, p degerleri saptanmustir.

Olgiim sonuglarmin gérsellestirilmesi icin kutu grafikleri (boxplot) ¢izilmistir.

3.3.2 Servikovajinal sividaki hasta ve saghkh bireylere ait orneklerdeki

proteom farkhiliklarimin proteomik yontemler ile arastirilmasi

Bu ¢alismada, LC-MS/MS platformunda etiketsiz (label-free) shotgun proteomik
analiziyle CIN asamalarindaki SVS orneklerinin proteomunu karsilastirmayi ve
neoplazi asamalarinda farkli sekilde eksprese edilen proteinleri ortaya g¢ikarmak
amaglanmistir. Bu dogrultuda, goniillii bireylerden 20 kontrol, 20 CIN1, 10 CIN2, 10
CIN3 olmak tizere toplamda 60 adet SVS 6rnegi 50 pL hacimde 5’erli birlestirilerek
(pooling) 12 tiip olacak sekilde hazirlandi ve filtre destekli numune hazirlama
protokolii (FASP) ile hazirlanan triptik peptidler nano 6l¢ekli HPLC ile tandem MS

sisteminde drnekler analiz edildi.

Calismada kullanilan 6rneklem popiilasyonunun yas ortalamasi1 34.47 (£6.55),
modu 32, medyan1 34 olup en genci 20 en yaslis1 49 yasindadir. Kontrol grubunda 3,
CIN1 grubunda 5 ve CIN2&3 grubunda da 5 birey akut vajinit enfeksiyonu tanisi

almustir.

Bu ¢alismanin asamalari, asagidaki gibi bes adimda incelenebilir:

1) Orneklerin hekimler tarafindan toplanmasi ve laboratuvara ulasmasi,
orneklerin alindig1 bireylere ait klinik bilgilerin toplanmasi

2) Orneklere  ornek  koruma  soliisyonu  eklenerek  total  protein
konsantrasyonlarinin 6l¢iiliip alikotlanarak saklanmasi

3) Orneklerin SDS-PAGE ile goriintiilenmesi

4) Optimizasyon i¢in oncelikle tek bir ornek ile deneme calismasi yapilarak

tanimlanan proteomun incelenmesi



5) Gergek ¢alisma igin 6rneklerin pool edilerek toplamda 12 tiipte 60 6rnegin
kiitle spektrometrisinde ¢aligilmasi

6) Hesaplamalar ve istatistiksel analiz

Ctrl Ctrl Ctrl Ctrl CINT  CIN1 CIN1 CIN1 CIN2&3 CIN2&3 CIN2&3 CIN2&3

Sekil 8. Orneklerin birlestirilme (pooling) dizayni

Her grupta beser adet ornek bir tlipte toplanarak Kontrol 1, Kontrol 2, Kontrol 3, Kontrol 4;
CIN1 1, CIN1 2, CIN1 3, CIN1 4; CIN2&3 1, CIN2&3 2, CIN2&3 3, CIN2&3 4 seklinde
etiketlenerek 60 6rnek 12 tiipte toplanmistir. (BioRender ile olusturulmustur.)

Her 0rnegin total protein konsantrasyonu tek tek ol¢lilmiistiir. Altmis 6rnegin
ortalamast 723.931 pg/mL (£ 409.17 standart sapma, medyan: 605.67); kontrol
grubunun 840.73; CIN1 grubunun 602.46; CIN2&3 grubunun 722.30 pg/mL'dir.
Calismada kullanilan ornekler hekimlerden gelen kronolojik sira ile tamamen
rastgele se¢ilmis olmakla beraber, sarv/kizil gibi renk degisimi olup seffaf/beyaz
olmayan ornekler, yogun kan kontaminasyonu ihtimali diisiintilerek ¢aligmaya dahil

edilmemistir.

3.3.2.1 SDS-PAGE

Ornekler SDS ile muamele edilmis, BioRad #1658000 Mini Protean Tetra Cell
hazir jel kiti kullanilarak SDS-PAGE deneyi yapilmistir. Jelden sindirim (in-gel
digestion) yontemi kullanilmasi amaciyla degil, SVS 6rneklerinden proteomik analiz
bu laboratuvarda ilk defa yapilacak oldugu icin, LC enjeksiyonu Oncesinde

orneklerin protein igerigini gorlintiillemek amaglanmistir.

SDS jelinde goriintiilenecek ornekler gruplar halinde tamamen karistirtlarak

(5’er uL olmak iizere tiim kontrol 6rnekleri bir araya, tiim CIN1 ornekleri bir araya



ve tim CIN2&3 oOrnekleri bir araya getirilerek) hazirlanip ii¢ teknik tekrar olmak

tizere kuyucuklara ytiklenmistir.

Separasyon jeli, %]12’lik konsantrasyonda hazir akrilamid-bisakrilamid
karisimmna %10’luk 80 uL amonyum persiilfat (Sigma-Aldrich A3678) ve 8 pL
tetrametiletilendiamin (BioRad #FB2411) ilavesiyle hazirlanip, 0,75 mm kalinliginda
olacak sekilde iki cam plakanin arasma dokiilmiistiir. Ornekler 4X numune tamponu
(Sigma-Aldrich #70607) ile karistirilip 95°C'de 3 dakika inkiibe edilmis ve protein
ladder (Thermo Fisher Scientific #26616) ilk sirada olacak sekilde kuyucuklara 14
puL hacimde yiiklenmistir. Baslangigta 100V, daha sonra mavi tampon boyasi jelde
goriildiigiinde 120V elektrik potansiyeli ile elektroforez, BioRad Mini Protean Tetra
Vertical  Electrophoresis  Cell sisteminde gergeklestirilmistir.  Separasyon
tamamlandiginda jel, %40 metanol %10 asetik asit icerisinde ¢Ozlinmiis 10 mL
Coomassie blue (Merck #42655) igeren kii¢iik bir plastik kutuya koyulup boyanmasi
icin calkalayicida 45 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Fazla boyay1r giderme
amaciyla destain islemi %5 asetik asit ile calkalama islemi 15'er dakikalik zaman
araliklariyla 3 kez tekrarlanmis ve ardindan jel BioRad ChemiDoc™ MP Imaging

System cihazi ile goriintiilenmistir.

-
—_—
—_—
===

Sekil 9. Orneklerin SDS-PAGE jel gorintist

Kuyucuklar sirasiyla: Protein ladder, Kontrol grubu miks (siradaki ii¢ kuyucuk), CIN1 grubu miks
(stradaki li¢ kuyucuk), CIN2&3 miks (siradaki li¢ kuyucuk)



3.3.2.2 Proteomik analiz

Triptik peptitleri elde etmek igin, daha onceden optimize edilmis (194,195)
protokoller ve Universal Protein Extraction Kit Expedeon #44101 ile FASP yontemi
uygulanmistir. {lk adimda, Protein-LoBind tiiplerinin icinde her 250 pL 6rnege 100
pL hacimde 1:100 oraninda karistirllmis proteaz inhibitér kokteyli (Expedeon
#44204) ve SDS icerikli protein ekstraksiyon (Expedeon #44101, Universal Protein
Extraction) soliisyonu eklenip protein denatiirasyonunu saglamak i¢in 95 °C'de 15
dakika kaynatilmistir. Denatiirat, filtreli tiipe alinmis, her kimyasal muamele
adimindan sonra filtreli tiipiin santrifiijlenmesiyle devam edilmistir. Denatiirat,
ditiyotretol (DTT) ile indirgendi ve iyodoasetamid (IAA) ile alkile edildi ve peptitleri
serbest birakmak icin filtre iizerindeki deterjan ve tuzlar1 arindirmak ic¢in yikama
adimlar1 gerceklestirilmistir. Once SDS igerigi 8 M konsantrasyonlu iire ile,
sonrasinda iire igerigi ise 50 mM amonyum bikarbonat ile, her biri 15’er dakikalik
14.000 rpm’de olan santrifiijleme adimlariyla elimine edilmistir. Ornekler
tripsinizasyon igin Pierce #390057 tripsin enzimi ile gece boyu 37 °C etiivde inkube

edilmistir.

Triptik peptidlerin konsantrasyonu, Pierce™ Kantitatif Kolorimetrik Peptid Test
Kiti (Thermo Fisher Scientific #23275) ile tayin edilmis ve enjeksiyon hacimleri, 200

ng/mL nihai konsantrasyon olacak sekilde belirlenmistir.

Separasyon ve spektrometri analizi icin nanoUHPLC ile Xevo G2-XS
Quadrupole Time-of-Flight (QToF) sistemi (Waters, UK) kullanilmigtir. Symmetry
guard C18 (100A, 5 um, 180 um x 20 mm) kolonunda asetonitril (ACN) gradyani ile
(%4 ila %40 ACN, 0.3 uL/dak akis hiz1) toplamda 60 dakikalik siirede CSH C18 (1.7
um, 75 pm x 250 mm) analitik nano 6lgekli kolondan eliit edilmistir. SONAR pozitif
iyon modu uygulanarak peptitler HSS T3 (Waters #186008818) kolonunda asetonitril
gradyaninda hidrofobik karakterlerine gore ayrilmis ve fraksiyonlanmistir. Sinyaller
50-2000 m/z araliginda toplanmistir. MS/MS’ten elde edilen ham veri dosyasi,
Progenesis QIP (V.2.4 Waters, 2018) yazilimina aktarilarak veriler normallestirilmis

bolluk degerlerine (normalized abundance values) doniistiiriilmiistiir. Proteinleri



tanimlamak ve siniflandirmak i¢in Progenesis QIP yazilimi1 ve UniProt insan protein
veritabani kullanilmistir. Her bir protein i¢in en az 3 farkli peptid tanimlanmis olmasi
kosuluyla ve <%]1 yanhs kesif oran1 (False Discovery Rate, FDR) sinirlamasiyla
filtreleme yapilmistir, iic grup i¢in hizalama (alignment) yapilarak tim
enjeksiyonlarda ortak olarak tanimlanan proteinlerin bagil bolluk degerleri elde

edilmistir.

3.3.2.3 istatistiksel analiz

Progenesis QIP programindan tanimlanan proteinlerin ekspresyon seviyelerini
ifade eden miktar degerleriyle beraber bir excel dosyasi olarak alinan protein listesi,
oncelikle her bir grup igin Shapiro-Wilk testi uygulanarak, gruplarda normal dagilim
gosteren (>0.5) ve gostermeyen (<0.5) degerlere sahip proteinler belirlenmistir.
Ardindan proteinlerin gruplar arasi farkli oranda miktar degerleri olup olmadigini
arastirmak i¢in SPSS ve GraphPad yazilimlart kullanilarak istatistiksel anlam analiz
testlerine tabi tutulmustur. Calisma gruplarinda normal dagilim gosteren Grneklere
One-way ANOVA; gostermeyenlerde ise Kruskal-Wallis testi uygulanmistir.
[statistiksel olarak anlamli (p<0.05) olan proteinler igin, kutu grafikleri cizilerek
gruplar aras1 dagilimlar1 gozlenmistir. Gruplardaki dagilimi gradyan olan proteinlerin
klinik ayirim giiciinii ifade eden sensitivite ve spesifisite degelerlerinin ortaya
cikarilmasi i¢in GraphPad yazilimi ile alict igslem karakteristik ROC egrisi ¢izilmis,
AUC degeri hesaplanmistir. Gruplardaki dagilimi gradyan ve istatistiksel olarak
anlamli olan proteinler i¢in Temel Bilesenler Analizi ("Principal Componen

Analysis", PCA) grafigi ve 1s1 dendrogrami (heatmap) ¢izilmistir.

3.3.3 Servikovajinal sividaki organik asitlerin hasta ve saghkl bireylere ait

orneklerdeki miktar farkhihiklarinmin arastirilmasi

Bu ¢alismada, SVS bilesimindeki organik asitler arastirilmistir. Bu dogrultuda,
Acibadem Altunizade Hastanesi Jinekoloji Poliklinigine gelen ve diglama sebeplerini
bulundurmayan 18-65 yas arasi ¢alismaya goniillii olan kadinlardan alinan 10 tane
kontrol, 10 tane CIN1, 5 tane CIN2, 4 tane CIN3 ile 2 adet CIS olmak Uzere deneyin



baslangicinda toplam 31 SVS 0rnegi ¢aligmaya dahil edilmistir. Fakat bunlardan 10
adet Ornegin kromatografisi basarisiz oldugu i¢in Olglim yapilamamis ve analize
dahil edilmemistir. Dolayisiyla bu elenme sonrasinda 7 kontrol, 5 CIN1, 5 CIN2, 2

CIN3, 1 CIS 6rnegi ile analize devam edilmistir.

Orneklere 6nce metanol ekstraksiyonu, sonra organik asit ekstraksiyonu ile
tirevlendirme (derivatization) islemleri uygulanmis ve gaz kromatografisi (GC-MS)
ile tarama (full scan) modunda, SVS materyalindeki tiim organik asit iceriginin

ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

3.3.3.1 Organik asit ekstraksiyonu

SVS orneklerine oncelikli olarak metanol ekstraksiyonu yapilarak proteinli
debris ¢oktiiriiliip uzaklastirilmistir. Ornekler buz iizerinde ¢dzdiiriildiikten sonra,
500 puL SVS o6rnegine -20 °C’de sogutulmus 500 uL LC-grade saf metanol eklenip
20 saniye vortekslenmistir. Ardindan +4°C'de 14.000 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi
ve bu iki asama bir kez daha uygulandi. Pellet bozulmadan yaklagik 1 mL
siipernatant ¢ekilip yeni tiiplere aktarildi. Daha sonra, dahili standart olarak her tiipe
200 uL 1 mM/L konsantrasyonda 4-fenilbiitirat (MS sonuglarinda kiitiiphanede ““4-
phenylbutyric acid trimethylsilyl ester” olarak tanimlanmistir) eklenerek organik asit
ekstraksiyon protokoliine baslanmistir. Her bir tiipe 1 gr NaCl ve 250 uL. 6M HCI
ilave edilerek 15 saniye vortekslendi. Daha sonra her bir tlipe 3 mL etil asetat ilave
edilerek 15 saniye vortekslendi. Tupler 2.000 rpm'de 1 dakika santrifuj edildi,
slipernatanlar temiz tliplere aktarildi. Etil asetat ekstraksiyon adimi tekrarlandi. Daha
sonra her bir tiipe 1 gr sodyum siilfat ilave edildi ve 15 saniye vortekslendi. Ornekler
2.000 rpm'de 1 dakika santrifiijlendi ve siipernatant temiz tiiplere aktarildi.
Stipernatant daha sonra nitrojen gazi altinda tamamen kurutuldu. Kurutma
isleminden sonra, tiirevlendirme ig¢in trimetilklorosilan (BSTFA + TMCS; Thermo
Fisher Scientific #TS38831) ile 25 uLL. N,O-bis(trimetilsilil)trifloroasetamid ve 75 uL.
piridin eklendi ve tiipler 15 saniye vortekslendi ve ardindan 80 °C'de 30 dakika
inkiibe edildi. Orneklerin yamisira, bir adet sadece 6rnek koruma soliisyonu igeren

blank de tiim deneylere negatif kontrol olarak dahil edilmistir.



3.3.3.2 GC-MS analizi

Sogutulan 6rnekler GC-MS (Thermo Fisher Scientific TRACE™ 1300 Single
Quad GC-MS ISQ-LT sistemi) ile analiz edilmek tizere cam viallere aktarilmuistir.
Pulsed splitless mod kullanilarak 30 m x 0.25 mm X 0.25 pm (Thermo Fisher
Sientific TG-5SILMS) o6lgiilerindeki kolon ile, 1 pL hacimde 6rnek enjeksiyonuyla
analiz baglatilmistir. Tasiyici gaz olarak 1.5 mL/dk sabit akis hizinda helyum
kullanilmistir. Firin sicakligi 80 °C'de 4 dakika tutuldu, ardindan 8 °C/dk hizla 290
°C'ye kadar yiikseltilip ve 10 dakika tutulmustur.

3.3.3.3 Kromatogram ve pik analizi

OpenChrom (openchrom.net) yaziliminda her bir 6rnegin kromatograminda pik
entegrasyonu yapilip NIST-08 (chemdata.nist.gov) veritabani1 kullanilarak spektrum

listesi ¢ikarilmistir.

3.3.3.4 Istatistiksel analiz

Normalize edilmis pik alanlarmmin gruplar arasi1 fark analizi i¢cin GraphPad
yaziliminda Kruskal-Wallis testi uygulanmistir. Anlamli fark bulunan bilesenlerin

gruplar tizerindeki dagilimini gérebilmek i¢in kutu grafikleri ¢izilmistir.

3.3.4 Servikovajinal sividaki belirli oksisterollerin hasta ve saghklh bireylere

ait orneklerdeki miktar farkhihklarimin arastirilmasi

Bu calismada, SVS o6rnekleri kolposkopik biyopsi ve/veya LEEP hastasi olan
bireylerden alinmis ve calisma gruplar1 histopatolojik degerlendirme sonuglarina
gore dizayn edilmistir. Neoplastik olmayan 10 6rnek ile kontrol grubu (n: 10), 14
adet Oornek ile CIN1 ve 14 adet ornek ile CIN2&3 grubu oOrnek ile caligma
gergeklestirilmistir.



3.3.4.1 Orneklerin lipid ekstraksiyonu

Daha 6nce gelistirilmis olan ekstraksiyon metodu kullanilarak 6rneklerden lipid
ekstraksiyonu yapilmustir. Ozetle, 500 pL &rnek 1 mL soguk metanol ile karistirilip,
bir ultrasonik banyo sonikatoriinde (ThomasSci Branson CPX5800H) sonike edilmis,
14.000 x g'de 10 dakika santrifiijlenmis ve SpeedVac'ta 2 saat boyunca igerigindeki
metanol ve su ugurularak kurutulmustur. Kurutulan érneklere %0.5 formik asit ile 40

uL %40 metanol:su i¢cinde ¢ozllmiistiir.

3.3.4.2 Total kolesterol élgimu

Orneklerin igerigindeki total kolesterol miktar1 Red Cholesterol Assay Kit
(Invitrogen™ #A12216) ile dlgiilmiistiir. Ozetle, 25 uL 6rnek 25 pL reaksiyon
tamponu ile karistirtlmis ve mikroplaka kuyucuklarima alinmistir. Amplex® Red
reaktifi/HRP/kolesterol oksidaz/kolesterol esteraz iceren calisma sollisyonu da
orneklerin iizerine eklenmistir. Plaka 30 dakika boyunca 37°C'de 1siktan korunarak
inkiibe edildi ve 570 nm'de absorbans degerleri 6l¢iildii. Bu 6l¢iimiin yapilma sebebi,
1-) orneklerin igeriginde kolesterol ve tiirevlerinin miktar1 hakkinda bilgi sahibi
olmak ve deneye baslangi¢ konsantrasyonunun belirlenmesi gibi birtakim analiz
parametrelerini buna gore sekillendirmek;  2-) Orneklerdeki total kolesterol
miktarinin tespit edilip daha sonra oksisteroller ile arasinda bir korelasyon olup

olmadigini gérmektir.

3.3.4.3 Hedeflenen lipidler ve kullanilan kimyasallar

Bes  hidroksisterol: 7a,27-dihidroksikolesterol  (7a,27-diOHC), 27-
hidroksikolesterol (27-OHC), 26-hidroksikolesterol (26-OHC), 7R-hidroksikolesterol
(78-OHC) ve 7-ketokolesterol (7- KC); daha once literatiirde agiklandigi gibi ¢oklu
reaksiyon izleme (Multiple Reaction Monitoring: MRM) yontemi kullanilarak
hedefli tandem MS 6l¢iimii yapilmistir. Otantik (authenticated) ve déteryum isaretli
(radyoizotopik) standartlar Avanti Polar Lipids (Alabama, ABD) ve Cayman
Chemicals (MI, ABD) firmalarindan hazir olarak satin alinmistir. HPLC-grade



bitilasetat, heksan, izopropanol, metanol ve formik asit Fisher Scientific (Hampton,
New Hampshire, ABD) firmasindan; biitillenmis hidroksitoluen (BHT), Waters

firmasindan (Manchester, BK) satin alinmustir.

3.3.4.4 MRM yontemiyle LC-MS/MS 6l¢im

Separasyon, bir ters faz C18 kolonu (NUCLEOSIL® C18, 100 mm, 5 um pore
size, Macherey-Nagel, Germany) kullanilarak sivi kromatografi chromatography
(LC, DIONEX UltiMate 3000, Thermo Fisher Scientific UK Ltd.,, Hemel
Hempstead, UK) ile gergeklestirilmistir. Kiitle 6l¢iimii ise MRM yontemiyle triple
quadrupole MS (QTRAP 5500, AB Sciex UK Ltd., Warrington, UK) sisteminde
yapilmis ve Analyst yazilimi (slirlim 7.1) kullanilarak hedeflenen tiim oksisteroller
icin pik secimi ve pik alaninin hesaplanmasi, karsilik gelen izotoplu dahili
standartlarin kalibrasyon egrisi kullanilarak yapilmistir. Doteryumlu 7,27-diOHC
standard1 ticari olarak bulunmadigindan, sadece bunun icin isaretsiz referans
(otantik) standardin seri diliisyon 6l¢iimii kullanilarak 6l¢iim yapilmis ve bu dl¢lime
gore bir rolatif hesaplama yapilmistir. Elde edilen verilerin giivenilirligini saglamak
ve Olclimler arasi varyasyonu gorebilmek i¢in, veri kalitesinin degerlendirilmesinde

(her 3 olgtimde bir) kalite kontrol (QC) numuneleri kullanilmistir.

3.3.4.5 Istatistiksel analiz

SPSS ve GraphPad Prism yazilimlart kullanilarak kantitasyonu yapilan her bir
oksisteroliin her bir ornekteki degeri i¢in fark analizi yapilmis, kutu grafikleri

cizilmistir.

3.3.5 Servikovajinal sividaki protein oksidasyonunun hasta ve saghkh

bireylere ait 6rneklerdeki farkhiliklarinin arastirilmasi

Literatiirde karbonillenmis proteinlerin ol¢limii birka¢ adet ticari hiicre hatti
(Perluigi ve digerleri, 2009) ve hastalardan alinan serum veya plazma orneklerinde

(Gautam ve digerleri, 2017) yapilan caligma haricinde, yalnizca bir adet servikal



doku 6rnekleriyle yapilmig ¢calisma mevcuttur. Bu dogrultuda, literatiirdeki ilk 6rnek
olan bu pilot ¢calismada ii¢ grup olmak tizere 10 adet kontrol, 17 adet CIN1, 16 adet
CIN2+ (6 adet CIN2, 4 adet CIN3, 1 adet AIS, 1 adet SCC, 1 adet uterin serviksin
lenfomasi [primary diffuse large B cell lymphoma of the uterine cervix: pDLBUCx]
ve 3 adet CIS) ornekleri kullanilarak ELISA plakalarinda 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) ile karbonillenmis proteinler arasinda olusan hidrazon yapisinin
spektrofotometrik ol¢timii yapilmistir. Ardindan bu 6rneklerdeki karbonillenmis olan
proteinleri saptamak amaciyla, redoks proteomigi yaklagimiyla amino asit

modifikasyonlari aragtirilmistir.

3.3.5.1 Protein karbonil deneyi

Karbonil ELISA yontemi, Buss ve arkadaslari tarafindan gelistirilen yonteme
gore yapilmistir (196). Protein karbonil 6l¢timii, ti¢iinciil yapidaki proteinlerdeki
karbonil gruplarinin 2,4-dinitrofenil hidrazin (DNPH) ile tirevlendirilmesine ve anti-
DNP antikoru ile tespit edilmesine dayali bir yontemdir. Kalibrasyon egrisini
olusturacak pozitif kontrol 6rnegi olarak, daha 6nceden hazirlanmis (197) redikte

sigir serum alblimin (bovine serum albumin: BSA) protein standartlar1 kullanilmistir.

Normalizasyon amactyla, Orneklerin her biri total protein konsantrasyonu 20
pg/mL olacak sekilde taze hazirlanmis karbonat tamponunda (pH: 9.6; 0.05 M)
seyreltilmistir. Deney i¢in diiz tabanl, seffaf, absorban bir plaka (Merck #CLS9018)
kullanilmustir. ilk adimda 6rnekler 50 pL hacimde yani 1 ug protein igerigi olacak
sekilde kuyucuklara yiiklenmis ve 37 °C'de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklar bosaltilip yikama tamponuyla (1X PBS icinde, %0.05 Tween-
20) yikanmis ve 50 pLL. DNPH eklenip 1 saat oda sicakliginda ve karanlikta
bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda tekrar yikanip bu kez bloklama tamponu (1X
PBS iginde %1 Tween-20) ile plaka gece boyunca buzdolabinda bekletilmistir. Ertesi
gun, once primer antikor (Sigma #D8406 monoclonal anti-DNP) sonra konjuge
sekonder antikor (rat anti-mouse IgE heavy chain secondary antibody, HRP Thermo
Fisher Scientific #MA5-16781) ile muamele edilerek sirasiyla 2 saat ve 1 saat 37
°C'de inkiibe edilmistir. Ardindan kuyucuklar yine yikanip 50 pl o-fenilendiamin



dihidroklorir (Sigma-Aldrich #P8287) icerikli (0.15M 10 mL sitrat fosfat tamponu
icinde ¢oziilmiis 20 mg o-fenilendiamin + 8.8M 10 pL hidrojen peroksit ile
hazirlanmis) substrat ile 15 dakika oda sicakliinda ve karanlikta bekletilmistir.
Reaksiyon, 8.8M 10 pL silfurik asit (H2S04) ile durdurulmus ve bir mikroplaka
okuyucu cihaz (Tecan Life Science, Ziirih, Isvigre) ile 490 nm'de spektrofotometrik

6l¢iim yapilmustir.

3.3.5.2 Proteomik analiz

Protein karbonil dl¢timii yapilan 6rnekler arasindan dort adet kontrol, iki adet
kanser (SCC ve lenfoma) Orneginin shotgun proteomik analizi de yapilmistir.
Toplamda 6 adet numune ikiye bolinerek deneysel ve cihazda 6l¢iim varyasyonunu
minimize etmek amaciyla tripsinizasyondan itibaren biyolojik tekrar olarak duplike

halde olgtilmiistiir.

Proteomik deney i¢in 50 puL SVS numunelerine %0.1 oraninda 100 uL MS-
uyumlu deterjan RapiGest (50 mM amonyum bikarbonat [Waters, Milford, MA,
ABD] i¢inde ¢Oziindiiriilmiis) eklenmistir. Karisim, sonikasyon ile homojenize
edilmis ve 95°C'de 400 rpm'de calkalanarak 10 dakika kaynatilmigtir. DTT ile
indirgeme ve IAA ile alkilasyon sonras1 10 pL. hacimde 100 ng/uL tripsin (trypsin
gold MS-grade, Promega) enzimi ilave edilmis ve tiipler 37°C'de 400 rpm’de
calkalanarak bir gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Tripsinizasyon, %0.1
trifloroasetik asit (pH: 2) ile sonlandirilmis ve numuneler, debrisi ¢oktiirmek i¢in
12.000 rpm'de 30 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Her 6rnek 100 uL hacimde LC

cam siselere aktarilmistir.

Ornekler separasyon icin Ultimate 3000 HPLC sistemine (Thermo Fisher
Scientific, Germering, Almanya) 5 uL hacimde enjekte edilerek ilk olarak bir tuzak
(trap) kolona (PepMap C18, 300 um ID, 5 mm uzunluk, 5 um partikiil boyutu, 100 A
gbzenek boyutu; Thermo Fisher Scientific) yiiklenmistir. Tandem MS igin yiiksek
rezolisyonlu Orbitrap Fusion Lumos Tribri (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA,
ABD) veriye bagh edinim modu (data-dependent analysis: DDA) ile analiz

edilmistir.



HPLC’de ilk 10 dakika boyunca %0.1 trifluoroasetik asitte 20 pL/dak akis
hizinda yiikleme solventi kullanilmig, daha sonra tuzak kolondan analitik kolona
(PepMap C18, 75 um ID x 250 mm, 2 um partikiil boyutu ve 100 A gdzenek boyutu,
Thermo Fisher Scientific) gecirilmistir. Peptitler, 250 nL./dak'da %3 - %30 araliginda
degisen 90 dakikalik bir asetonitril gradyan1 (ve sirastyla %0.1 ila %0.08 formik asit
konsantrasyonu) ile yikanmistir. MS/MS spektrumlar1 ProteoWizard yazilimi (siiriim

3.0.9248) kullanilarak kaydedilmistir.

Elde edilen .mgf dosyalari daha sonra, tripsinizasyon ve partikiil iyon kiitle
tolerans1 kullanilarak insan UniProtKB/Swiss-Prot veritabanma (siirim 2012 12,
Human Taxonomy) kars1 protein tanimlamasi i¢in Mascot yazilimina (stiriim 2.3.01,
Matrix Science) gonderilmistir. 0,80 Da, ana iyon kiitle toleranst1 10 ppm ve
maksimum kacirilan yarilma (cleavage) sayist ikidir. Metioninin oksidasyonu
degisken bir modifikasyon olarak ve IAA kullanildigi igin sisteinin

karbamidometilasyonu sabit bir modifikasyon olarak belirtilmistir.

Maskot arastirmasindan elde edilen peptit verileri, filtreleme igin Scaffold
(stirim 5.1.2, Proteome Software Inc.) kullanilarak islenmistir. Proteinlerin sayist
<%1 yanlis pozitif orani (false-discovery rate) sart kosularak, >%95 dogru protein
tanimlama olasiligi, %99 dogru peptit tanimlama olasili1 ve her protein i¢in en az
bir adet peptit tanimlanmis olmasi kosullarini ihtiva eden "Peptide Prophet"
algoritmasiin kriterlerine gore Scaffold yaziliminda listelenmis ve tim peptit
dizilimleri ve aminoasit modifikasyonlarla beraber goriintiilenmistir. Tanimlanan
proteinlerin biyolojik fonksiyon ve hiicresel lokasyon analizi ayrica Panther web

sitesinde (pantherdb.org) gergeklestirilmistir.

3.3.5.3 Aminoasit modifikasyonlari icin informatik analiz

Literatiirde karbonillenmeye en meyilli oldugu bilinen lizin, prolin, arjinin ve
treonin aminoasitlerinin hangi proteinlere ait hangi peptidlerde oldugunu arastirmak
igin Mascot Daemon veri tabani arastirmasi kullanilmistir. Ham verinin Mascot

islenmesi esnasinda MS konfigilirasyon parametreleri i¢inde C, H, N veya O



atomlarin1 kaybederek veya kazanarak karbonilasyon nedeniyle kiitle kaymasina
iliskin aminoasit modifikasyonlar1 ayarlandi. Prolinin (CsHoNO.) piroglutamik aside
(CsH7NOs3) gegisi i¢in iki adet Hidrojen ve bir adet Oksijen atomu kazanmasi
sebebiyle kiitle kaydirma (mass shift) modifikasyonu “H(+2) O girilmistir. Arjinin
(CsH14N40O2) ile glutamik-5-semialdehit (CsH9NO3) ig¢in “C(-1) H(-6) N(-3) O”
girilmistir. Treonin (C4HoNO3) ila 2-amino 3-oksobutanoik asit (CsH7NO3) igin “H(-
2)” girilmistir. Son olarak lizin (CsH14N20>) icin 2-aminoadipik asit (CsH11NOa) igin
“H(-3) N(-1) O(2)” modifikasyonu girilmistir.

3.3.5.4 istatistiksel analiz

Protein karbonil ELISA 6l¢lim sonuclarindan elde edilen veriler ile gruplar
Kontrol, CIN1, CIN2&3 ve Kanser olmak tizere dort grupta degerlendirilirken; ROC
egrisi analizinde Kontrol ve CIN2+ olarak degerlendirildi, CIN1 grubu her iki gruba
da dahil edilemeyecek geri doniisiim ihtimali ¢ok yliksek olan hafif displazi oldugu
icin bu hesaplamadan ekarte edilmistir. ROC egrisi grafigi, iki bagimsiz degiskeni
bagimli degiskenlerin (control versus cases) klasifikasyonu acisindan kiyaslayan
matematiksel bir teknik oldugu i¢in bu analizde Kontrol grubuna “0”; CIN2, CIN3 ve
kanser Orneklerini de igeren CIN2+ grubuna ise “1” degerleri atanarak grup sayisi
ikiye indirilmis ve verilerin gruplari ayirim giicli ortaya ¢ikarilmistir. GraphPad

yazilimi kullanilmastir.



4 BULGULAR

4.1 Servikovajinal Sividaki Potansiyel Protein Biyobelirteclerin Elisa Testi ile
Miktar Tayini

4.1.1 Optimizasyon sonuclari

Yapilan ¢alismanin sonunda, matriksin yogun bir negatif etkisinin olmadig1
gbzlenmis, fakat her bir biyobelirtec i¢in ayr1 ayr1 olmak tizere, farkli diizeyde total
protein konsantrasyonlarina sahip oOrneklerde farkli oranlarda seri seyreltmeler
uygulanmis ve her bir 6rnek ve her bir biyobelirte¢ i¢in 6zel olarak optimum
seyreltme orani saptanmistir. Kitlerin geri kazanim g¢alismasi igin ise kitin ihtiva
ettigi standartlar ile Ornekler belirli oranlarda karistirilarak “spike” yoOntemi
uygulanmis ve kitin geri kazaniminda teknik bir sorun olmadig1 belirlenmistir. Her
bir hedef protein icin 24 kuyucuklu ikiser ELISA plakas1 kullanilarak yapilan
optimizasyon caligmalarina ait grafikler ve Ol¢lim sonuglart asagidaki gibidir.
ACTN4 i¢in, farkli diizeylerdeki total protein konsantrasyonlariyla sekiz adet
numune ile calistimistir: 571,58 pg/mL, 44,58 pg/mL, 1021,05 pg/mL, 120,13
pg/mL, 1910,09 pg/mL, 1525,51 pg/mL, 1137,22 ug/ mL ve 54,73 pg/mL. Her
ornek ayr1 ayri seri olarak 10’da 1, 100'de 1, 500'de 1 ve 1000'de 1 oraninda

seyreltilmistir.
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Sekil 10. Kalibrasyon egrisi grafikleri




Yukaridan asagi: ACNT4, ANXA2, SCCA1, SCCA?2 i¢in yapilan optimizasyon
calismasinin kitteki standartlarin (rekombinant protein) absorbans degerleriyle elde
edilen kalibrasyon egrisi. X ekseni: protein konsantrasyonu (pug/mL); Y ekseni:

cihazin absorbans degeri. (Microsoft Excel ile olusturulmustur.)

Ayni numuneler diger hedef proteinler i¢in ayrica 2'de 1, 3'te 1 ve S'te 1
oraninda da seri olarak seyreltilmistir. Nihayetinde, 6l¢iim sonucuna gore her hedef
icin ayr1 bir seyreltme plam1 ortaya c¢ikarilmistir: Her Ornek, total protein
konsantrasyonuna gore ACTN4 ig¢in farkli bir seyreltme orani gerektirir. Eger
Ornegin total protein konsantrasyonu 1000 pg/mL'nin altindaysa gerekli seyreltme
orani 100'de 1; 6rnegin total protein konsantrasyonu 1000 - 3000 pg/mL arasindaysa
gerekli seyreltme orant 500'de 1; ornegin total protein konsantrasyonu 3000
pg/mL'nin tizerindeyse gerekli seyreltme orani 1000'de 1'dir. Diger iic hedef
proteinin Ol¢limiinde, herhangi bir total protein konsantrasyonu diizeyi i¢in, 6rnegin
1:3 oraninda seyreltilmesi yeterlidir.

Ozet:

[1] ACTN4 icin: Total protein konsantrasyonuna gore;

<1000 pg/mLise 1:100 seyreltme orani;

1000 - 3000 pg/mLise 1:500 seyreltme orant;

3000 pg/mLise 1:1000 seyreltme orani uygulanir.
[2] ANXA2 igin: Ornekler 1:3 oraninda seyreltilerek calisilacaktir.
[3] SCCAL1 igin: Ornekler 1:3 oraninda seyreltilerek ¢alisilacaktir.
[4] SCCAZ2 igin: Ornekler 1:3 oraninda seyreltilerek calisilacaktir.

4.1.2 ELISA testi 6lciim sonuclar:
Calismada kullanilan her bir 6rnekte dort hedef proteinin de miktart (ng/mL)

olciilmiistiir. Orneklerin hepsi de her bir hedef protein igin ayr1 ayri belirlenmis

oranlarda seyreltilerek calisilmistir.
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Sekil 11. Elisa test sonuglarinin gruplar iizerindeki dagilimini gdsteren kutu grafikleri

Grafikler sirastyla ACTN4, ANXA2, SCCA1 ve SCCA2 igin degerlerin gruplardaki dagilimini
gostermektedir. (GraphPad Prism ile olusturulmustur.)

Sekil 11°de goriilen kutu grafiklerine gore, hedef proteinlerin klinik gruplar
tizerindeki dagilimlar (total protein konsantrasyonu diizeltmeli veya diizeltmesiz)
hipotezle paralel degildir. ACTN4 hedef proteinin gruplar aras1 dagilimi Kruskal-
Wallis testine gore istatistiksel olarak anlamli (p: 0.0001) bulunmustur, fakat
beklentinin aksine, 6rneklerdeki miktar1 kontrol grubundan CIN seviyelerine dogru
artis yerine azalistadir. Diger iic hedef proteinin dagilimi ise istatistiksel olarak

anlamli degildir (p<0.05).



Tablo 4. Literatiirde potansiyel biyobelirteg oldugu one siiriilen ACTN4 proteinin bu
calismadaki 6l¢iim degerleri i¢in tanimlayici istatistiki veriler

Ctrl CIN1 CIN2&3

Orneklem 122 85 38

Ortalama 30.36 12.23 4.33
Varyans 2282.74 1034.21 16.35
Standard deviation 47.78 32.16 4.04
Minimum deger 2.78 0.43 0.45
Medyan 11.30 3.61 3.58
Maksimum deger 70.95 24.88 10.63
Ceyrekler aciklig1 22.69 8.87 4,77

SPSS verileri, Microsoft Excel ile olusturuldu.

42 Servikovajinal Sividaki Hasta ve Saghkh Bireylere Ait Orneklerdeki

Proteom Farkhliklarinin Proteomik Yontemler ile Arastirilmasi

Protein ekspresyon farkliliklarini ortaya ¢ikarmak i¢in intensiti (Progenesis’te
normalize edilmis) degerleri analiz edildi. Toplamda 244 protein tanimlanmis ve
bunlardan tgiiniin; “Calmodulin-like protein-3” (P27482, CALM3, p<0.001),
“Profilin-1” (P07737, PROFI1, p: 0.024) ve “Annexin A3” (P12429, ANXA3, p:
0.05); klinik gruplar arasinda istatistiksel olarak farkli eksprese edildigi ortaya
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Sekil 12. Istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunan CALM3, ANXA3, PROFI
proteinlerinin boxplot grafikleri

Proteomik analizde gruplar arasi fark bulunan proteinlerin gruplardaki dagilimini gosteren kutu
grafikleri olusturulmustur. (GraphPad yazilimi ile olusturulmustur.)
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Sekil 12. Istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunan CALM3, ANXA3, PROF1
proteinlerinin boxplot grafikleri (devam)

Proteomik analizde gruplar arasi fark bulunan proteinlerin gruplardaki dagilimini gésteren kutu
grafikleri olusturulmustur. (GraphPad yazilimi ile olusturulmustur.)

= Ekstraseliiler matriks proteinleri 47% = Membran 14% = Iintraseliiler proteinler 39%

Sekil 13. SVS proteomunun bilesimi: bu ¢alismada tanimlanmig tiim proteomun
hiicresel lokasyona gore dagilimi

Tanimlanan proteinlerin ¢ogunlugu ekstraselller proteinler olup en az membran proteinleri
tanimlanmistir. (Microsoft Excel ile olugsuturulmustur.)

Sonuglara gore, bu calismada SVS proteomunun %47’si yakini hiicre dist
matriks proteinlerinden olugmaktadir, ki bu beklentiyle paraleldir. Fakat %39 ile
hiicre i¢i proteinleri de dnemli bir ¢ogunluktadir, ki bu da SVS proteomunun hem
servikal squamoz epitel hiicreler hem de bolgedeki sekresyonlar hakkinda yeterli

bilgi verdigine isaret etmektedir.



Kontrol ve CIN2&3 gruplarindaki en yiiksek intensiti degerleriyle tanimlanmis
yani bu oOrneklerde genel olarak en bol bulunmus ilk 10 protein Tablo 4’te
verilmistir. Bu liste istatistiksel anlamliliktan bagimsiz olarak, grup-i¢i ekspresyon

profilini degerlendirmek amaciyla incelenmektedir.

Tablo 5. Ornek gruplarinda en fazla bulunan proteinler

Kontrol Grubu
Protein S100-A8
Small proline-rich protein 3

Polymeric immunoglobulin receptor
Protein S100-A9

Serpin B3

Serotransferrin

Lactotransferrin

Fatty acid-binding protein 5
Alpha-1-antitrypsin

© ©® N o gk wDdhPE

10. Immunoglobulin heavy constant gamma 1
CIN2&3 Grubu

Protein S100-A8

Serotransferrin

Protein S100-A9

Polymeric immunoglobulin receptor

Alpha-1-antitrypsin

Lactotransferrin

IgGFc-binding protein

Mucin-5B

Immunoglobulin heavy constant alpha 1

© ® N R whRE

10. Immunoglobulin heavy constant gamma 1

Sag: Kontrol grubunda en yiiksek ilk 10 intensiti degeri olan protein — Sol: CIN2&3 grubunda en
yiiksek ilk 10 intensiti degeri olan protein

Calismada anlamli (p<0.05) bulunan proteinlerden temel bilesenler analizi

(PCA) yapilirken, tanimlanmis tiim proteinlerden 1s1 dendrogrami ¢izilmistir.
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Sekil 14. Proteomik verilerinin analizi

Ust: Istatistiksek olarak anlamli bulunnan proteinlerin 1s1 dendrogrami; Orneklerin tanimlanan tiim
proteoma gore dagilimi. Alt: temel bilesenler analizi (PCA) yesil halka igerisinde Kontrol grubu
ornekleri; sar1 halka igerisinde CIN1 grubu oOrnekleri; kirmizi halka icerisinde CIN2&3 grubu
ornekleri kiimelenmistir. (Her ikisi de ClustVis ile olusturulmustur.)



4.3  Servikovajinal Sividaki Organik Asitlerin Hasta ve Saghkh Bireylere Ait
Orneklerdeki Miktar Farkhliklarinin Arastirilmasi

Organik asit ektraksiyonu ve tiirevlendirme uygulamasimin sonucunda bu
deneyde 6rneklerdeki tim organik asitlerin "-trimethylsilyl ester"leri tanimlanmustir.
Hedefli (Selected Ion Monitoring: SIM) olmayan, tiim spektrumun taranmasina (full-
scan mode) yonelik kalitatif bir analiz gergeklestirilmistir. Dahili standardin
spektrum listesinde goriilmedigi Ornekler analizden ekarte edilmistir. Negatif
kontrolde de tanimlanan bilesenler analizden ekarte edilmistir. Dahili standart olan 4-
fenilbiitiratin pik alan1 degerleri agisindan gruplar arasinda istatistiki olarak 6nemli
bir fark bulunmamstir (p>0.999). Orneklerin spektrumunda listelenen bilesenlerin
pik alanlar1 (peak area) OpenChrom yaziliminda tespit edilmis ve her bir tanimlanan
bilesenin pik alan1 degeri i¢ (internal) standart olan fenilbiitiratin pik alanina
boliinerek normalize edilmistir. Her Ornekte ortak olarak tanimlanan bilesenlerin
bagil bolluklar1 (relative abundance) arasindaki farklar ortaya ¢ikarilmistir. Laktik,
metilmalonik, oksalik, suksinik ve 4-hidroksibutirik asitlerin de negatif kontrol
Ornegi hari¢ tim Orneklerde ortak olarak tanimlanan organik asitler oldugu
bulunmustur. Normalize edilmis pik alan1 degerlerinin analizi sonucunda, higbir
bilesenin ortalama de§eri gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.
Fakat incelemeye deger farkliliklar mevcuttur. Bu ¢alismada biyobelirteg bulmak
degil, daha ziyade Ornekler arasinda servikovajinal organik asitlerindeki farkliliklar

incelenmek hedeflenmistir.

Laktik asit 4-hidroksibutirat
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Sekil 15. Tiim 6rneklerde ortak olarak tanimlanan organik asitlerin boxplot grafikleri
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Sekil 15. Tiim 6rneklerde ortak olarak tanimlanan organik asitlerin boxplot grafikleri
(devam)

Ornekleri kiyaslayabilmek i¢in, drneklerin tamaminda dahili standart ile beraber
tanimlanmis ve pik alani Olciilebilmis olan molekiillerin gruplar aras1 dagilimini

gosteren kutu grafikleri olusturulmustur. (GraphPad yazilimi ile olusturulmustur.)

Tablo 6. Bilesenlerin rol oynadig1 biyokimyasal yolaklar

Sitrat (Krebs) siklusu
Suksinat Yag agil (dikarboksilik) Oksidatif fosforilasyon
Alanin-aspartat-glutamat metabolizmasi
Lipid Metabolizmasi: 4-hydroxybutanoylCoA
Yag acil (hidroksilik) Prokaryotlarda karbon fiksasyon yollar

4-hidroksi

butanoik asit
Farkli ortamlarda mikrobiyal metabolizma




Tablo 6. Bilesenlerin rol oynadigi1 biyokimyasal yolaklar (devam)

Plrin metabolizmasi
Oksalat Dikarboksilik anyon Kloroalkan ve kloroalken bozunmasi
Glioksilat ve dikarboksilat metabolizmasi

Pirimidin metabolizmasi
Metilmalonat Yag agil (dikarboksilik) Valin, 16sin ve izoldsin yikimi

Propanoat metabolizmasi

4.4  Servikovajinal Sividaki Belirli Oksisterollerin Hasta ve Saghkh Bireylere
Ait Orneklerdeki Miktar Farkhhklarinin Arastirilmasi

Farklt parametrelerin gruplar arasinda istenmeyen bir bias olusturup
olusturmayacagin1 gérmek i¢in total protein ve kolesterol degerleri incelenmistir.
Ayrica, bunlar arasindaki korelasyonu arastirilmis ve zayif bir pozitif korelasyon (r:
0.17) tespit edilmistir ki bu da rastlantisal olarak 6rneklerdeki hiicresel igerik

bollugunu temsil ediyor olabilir.
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Sekil 16. Total protein ve total kolesterol konsantrasyonu degerlerinin dagilimi

Orneklerin igerdigi toplam protein ve toplam kolesterol bakimindan gruplar arasi
degerlerde istatistiksel olarak giiclii bir anlamlilik bulunmamustir, degerler arasi
varyasyon 8-20 kat civarindadir. Hedeflenen oksisterollerin 6l¢iim sonucu grafikleri
Sekil 17°de gosterilmistir: 7a,27-diOHC'nin CIN2&3 grubunda kontrol grubuna
kiyasla 6nemli Slgiide (p: 0.02) arttigr bulunmustur. Sekil panelindeki diger hedef



oksisteroller, bu kohorttaki gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
dagilmadiklarin1 gosterirken, ¢alisma gruplarinin ortalamasi yalnizca 27-OHC igin
CIN2&3 grubuna dogru azaldigi goriilmistiir fakat bu, literatiir bilgisi géz Oniine
alindiginda, beklentinin aksine bir sonugtur (198-200).
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Sekil 17. Oksisterol miktarlarinin gruplara gére dagilimi

Oksisterollerin LC-MS/MS yontemiyle yapilan 6l¢iimlerinin ¢alismadaki klinik gruplara gore
kantitatif dagilimi verilmistir. Ol¢iim degerlerinin y-ekseni 6lgeklemesinde 10 tabaninda logaritmasi
almmustir. (GraphPad yazilimi ile olusturulmustur.)
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Sekil 17. Oksisterol miktarlarnin gruplara gére dagilimi (devam)

Oksisterollerin  LC-MS/MS  yontemiyle yapilan 6l¢timlerinin ¢alismadaki klinik gruplara gore
kantitatif dagilimi verilmistir. Ol¢lim degerlerinin y-ekseni 6lgeklemesinde 10 tabaninda logaritmast
almmustir. (GraphPad yazilimi ile olusturulmustur.)

45 Servikovajinal Sividaki Protein Oksidasyonunun Hasta ve Saghkh

Bireylere Ait Orneklerdeki Farkhliklarinin Arastirilmasi

Protein karbonil dl¢timii ELISA testi ile 43 drnekte yapilmustir. Sekil 19°da da
goriildiigl iizere, Kontrol ve CIN1 gruplarina kiyasla CIN2&3 grubundaki SVS
orneklerindeki total protein karbonilasyonunun oldukg¢a yiiksek olduguna dair

literatiirdeki ilk 6rnek saglanmistir.
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Sekil 18. Protein karbonil 6l¢iim sonuglari

Ustteki: Olgiim yapilan drneklerin total protein konsantrasyonu degerleri (mavi) biiyiikten kiigiige
dogru siralanmig vaziyette, karsilik gelen protein karbonil degerleriyle (kirmizi) beraber. Orneklerin
total protein konsantrasyonu ile karbonil igerigi arasinda bir korelasyon bulunmadigi (r: -0.065)
goriilmektedir. (Microsoft Excel ile olusturulmustur.) Alt-sag: Orneklerdeki protein karbonil
miktarlari i¢in kutu grafigi; kanser grubunda 6rneklerin histopatolojik tanilariyla beraber. Alt-sol:
Kontrol ve CIN2+ grubundaki 6rneklerle protein karbonil miktarlar: i¢in ¢izilen ROC egrisi grafigi.
(Her ikisi de GraphPad yazilimi ile olusturulmustur.)

Kutu grafiklerinde CIN2&3 orneklerinin CIN1 ve Kontrol 6rneklerine kiyasla

biiylik ol¢lide daha yiiksek protein karbonil miktarina sahip oldugu, bununla beraber



SCC orneklerinde SCC ile CIN3 arasinda kalan histopatolojik evre olan CIS
orneklerinin altinda kalan degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Genel ve total
protein karbonilasyon ELISA 06l¢iimii yalnizca karbonil miktarim1 6lgmektedir,
karbonillenme miktar1 ¢ok yiiksek olan yalnizca bir grup protein veya hatta 6rnege
kontamine olmus serum proteini bile olabilir, bu sebeple redoks proteomigi
yaklagimina bagvurulmus ve karbonil modifikasyonlar1 ile beraber 6rneklerdeki

proteinler tanimlanmistir. Sonuglar Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 7. Normalize edilmis total spektra verisine gore: Karbonil modifikasyonlarina

gore, belirlenmis aminoasit rezidiilerinden karbonillenmis olan proteinlerin listesi

Karbonillenen Kanser ve Kontrol Gruplarinda Peptid Sayis1 Bakimindan

Aminoasit

Istatistiksel Olarak Farkh Tanmimlanmis Proteinler

Kantitatif Profil

Histone H1.5

Histone-lysine N-methyltransferase SETD5

Protein CDV3 homolog

Splicing factor 3A subunit 1

Immunoglobulin heavy constant gamma 3

Lysine-specific demethylase 6B

Collagen alpha-1(1l) chain

Ankyrin repeat domain-containing protein 36C
Transcription elongation regulator 1

Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1C

Parathyroid hormone/parathyroid hormone-related peptide
receptor

Collagen alpha-3(V) chain
SH3 and multiple ankyrin repeat domains protein 3
Forkhead box protein O4

Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde artmig
Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde artmig

Kanserde artmig

Kanserde azalmis
Kanserde artmig
Kanserde artmig

Proline Pleckstrin homology domain-containing family G member 2 Kanserde artmis
Synapsin-1 Kanserde artmig
Reticulon-4 Kanserde artmis
UBX domain-containing protein 11 Kanserde artmis
Putative uncharacterized protein FLJ45275, mitochondrial Kanserde artmis
Diisiik-density lipoprotein receptor-related protein 3 Kanserde artmis
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 9 Kanserde artmig
Fibronectin type I1l domain-containing protein 4 Kanserde artmis
Collagen alpha-1(XV) chain Kanserde artmis
Collagen alpha-2(1V) chain Kanserde artmis
Rho guanine nucleotide exchange factor 17 Kanserde azalmis
Collagen alpha-1(1X) chain Kanserde azalmis
Complement C1q and tumor necrosis factor-related protein 9A  Kanserde azalmig
Atherin Kanserde azalmis
Glutamate receptor ionotropic, kainate 4 Kanserde artmig
Myocardin-related transcription factor A Kanserde azalmis

. Immunoglobulin heavy constant gamma 1 Kanserde artmis

Lysine

Complement C1q and tumor necrosis factor-related protein 9A

Kanserde artmig




Tablo 7. Normalize edilmis total spektra verisine gore: Karbonil modifikasyonlarina
gore, belirlenmis aminoasit rezidiilerinden karbonillenmis olan proteinlerin listesi

(devam)

Karbonillenen Kanser ve Kontrol Gruplarinda Peptid Sayis1 Bakimindan
Aminoasit istatistiksel Olarak Farkh Tamimlanms Proteinler

Kantitatif Profil

Collagen alpha-1(1V) chain

Mucin-6

Albumin

Transcription elongation regulator 1

Immunoglobulin heavy constant gamma 3

Nuclear receptor-binding factor 2

Ankyrin repeat domain-containing protein 36C

Pleckstrin homology domain-containing family G member 2

Parathyroid hormone/parathyroid hormone-related peptide
receptor

Growth factor receptor-bound protein 7

Zinc finger protein 624

Diistik-density lipoprotein receptor-related protein 3

YTH domain-containing family protein 3

Potassium/sodium hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-
gated channel 3

Threonine

Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde artmig
Kanserde azalmis
Kanserde artmig
Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde artmig

Kanserde artmig

Kanserde artmig
Kanserde artmig
Kanserde artmig
Kanserde artmig

Kanserde azalmis

Cluster of ELA-binding protein p400

E1A-binding protein p400

Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1C
Fibronectin type 11l domain-containing protein 4
Histone-lysine N-methyltransferase SETD5

Arginine

Kanserde azalmis
Kanserde azalmis
Kanserde artmig
Kanserde artmig
Kanserde azalmis

Sirastyla prolin, lizin, treonin ve arjinin. (Scaffold yazilimindan elde edilmistir.) Artis/azalis durumu,

karbonillenmis aminoasit igeren peptid sayilari arasindaki farka gore belirlenmistir.

Karbonil modifikasyonunun yanm sira, modifikasyonlardan bagimsiz olarak,

kontrol ve kanser grubunda genel toplamda en yiiksek bagil bollukla bulunan ilk on

protein de Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 8. Gruplara gore orneklerde en yiiksek bagil bollukla tanimlanmis ilk on

protein

kontrol 6érneklerinde en fazla bulunan 10 kanser érneklerinde en fazla bulunan 10
protein protein

Cornulin Albumin

Serine protease inhibitor Kazal-type 5 Serotransferrin

Albumin Lactotransferrin

Annexin Al Complement C3

Immunoglobulin heavy constant gamma 1
Immunoglobulin heavy constant gamma 3
Cluster of Immunoglobulin kappa constant
Immunoglobulin kappa constant

Filaggrin

Suprabasin

Fibrinogen alpha chain

Immunoglobulin heavy constant gamma 1
Fibronectin

Cluster of Actin, cytoplasmic 1
Immunoglobulin heavy constant gamma 3
Fibrinogen beta chain

Scaffold verileri, Microsoft Excel ile olusturuldu.
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Sekil 19. PCA grafigi

Proteomik analizle 12 enjeksiyonda (6 ornek, duplike) tanimlanan ve iki grup arasinda farkli
ekspresyon seviyesiyle istatistiksel olarak anlamli tiim proteinlerin verilerinden olusturulan PCA

gorseli. (ClustVis ile olusturulmustur.)

Tablo 9. Total unique peptit sayist verilerine gore: Modifikasyonlardan ve kantitatif
karsilagtirmadan bagimsiz olarak, normalize total spektraya gore kontrol grubunda ve
kanser grubunda en yiiksek miktarda tanimlanmuis ilk 10 proteinin listesi

Kontrol grubunda en ¢ok skor ile tamimlanmus ilk 10 protein

Treonin Arjinin Lizin Prolin
Cornulin Titin Protein capicua homolog Alpha-taxilin
Nuclear receptor NHS-like protein 1 Microtubule-associated Atherin

coactivator 6

Ly6/PLAUR domain-
containing protein 3

Solute carrier family
12 member 2

Putative Polycomb groupProtein bassoon
protein ASXL2

NHS-like protein 1 Mucin-5B

Cluster of E1A-
binding protein p400

Helicase SRCAP

protein 4

Histone-lysine N-
methyltransferase ASH1L

Putative Polycomb group
protein ASXL2

Chromodomain-helicase-
DNA-binding protein 4

NHS-like protein 1

Putative Polycomb
group protein ASXL2

Scavenger receptor class
F member 1

PDZ domain-containing
protein 2

Nucleoporin NUP35




Tablo 9. Total unique peptit sayisi verilerine gore: Modifikasyonlardan ve kantitatif
karsilastirmadan bagimsiz olarak, normalize total spektraya gore kontrol grubunda ve
kanser grubunda en yiiksek miktarda tanimlanmuis ilk 10 proteinin listesi (devam)

Kontrol grubunda en ¢ok skor ile tammlanmis ilk 10 protein

Treonin

Arjinin

Lizin

Prolin

Transducin-like
enhancer protein 1

Misshapen-like
kinase 1

Transcription
elongation regulator 1

Ankyrin repeat
domain-containing
protein 36C

Immunoglobulin
heavy constant
gamma 3

Syndecan-3

REST corepressor 3

Cluster of
Immunoglobulin
heavy constant alpha
1

Immunoglobulin
heavy constant alpha
1

Immunoglobulin
heavy constant
gamma 4

UPF0606 protein
KIAA1549L

Zinc finger CCCH
domain-containing
protein 4

Protein SPT2
homolog

Striatin-4

E1A-binding protein p400

Mucin-19

Protein SAAL1

Histone-lysine N-
methyltransferase ASH1L

Ataxin-2

Tight junction protein ZO-

1

Misshapen-like kinase 1

Proteoglycan 4

Protein bassoon

Complement C1q and
tumor necrosis factor-
related protein 9A

Kazal-type serine protease Ataxin-2

inhibitor domain-containing

protein 1

Nck-associated protein 5-
like

Titin

Zinc finger protein 366

pre-mRNA 3'end

Target of Nesh-SH3

Synapsin-3

Immunoglobulin heavy
constant gamma 1

Probable ATP-dependent

processing protein WDR33 RNA helicase DDX10

Sprouty-related, EVH1

Sprouty-related, EVH1

domain-containing protein 3domain-containing protein

Proline-rich protein 36

Neurofilament light
polypeptide

Leucine zipper putative
tumor suppressor 2

3
DENN domain-containing
protein 2B

Protein PRRC2C

Mediator of RNA

Fibroblast growth
factor 21

Agrin

Myelin regulatory
factor

Immunoglobulin
superfamily DCC
subclass member 3

Nucleoporin NUP35

Alpha-taxilin

Probable ribonuclease
ZC3H12D

Ras guanyl-releasing
protein 3

Cyclin-K

Glutamate receptor
ionotropic, kainate 4

PDZ domain-
containing protein 2

Fibroblast growth
factor 21

Armadillo-like helical
domain-containing
protein 4

Microtubule-associated

polymerase Il transcription protein 1B

subunit 13-like

Scaffold verisidir, Microsoft excel ile olusturulmustur.



5 TARTISMA

5.1 Servikovajinal Sividaki Potansiyel Protein Biyobelirteclerin ELISA Testi
ile Miktar Tayini

Bu calismada Ol¢iim hedefi olan proteinler ACTN4, ANXA2, SCCAIl ve
SCCA2, disi lirogenital dokular1 da dahil olmak iizere pek ¢cok dokuda dogal olarak
protein diizeyinde anlatimi mevcuttur (201), 6zellikle hicre iskelet proteini olan
ACTN4 proteini dokularda dogal olarak bol bulunan bir hiicre iskelet proteindir.
Literatiirde pekc¢ok yayinda bu proteinlerin ¢esitli kanser tiirleriyle iliskili olabilecegi
bildirilmistir (202-205), bu proteinlerin karsinogenezde hiicresel sinyallesme,
invazyon ve migrasyon mekanizmalarinda rol oynadiklarina dair in vitro bulgular
mevcuttur. Ozellikle ACTN4 ile ilgili olarak, bu proteinin B-katenin aracili hiicre
proliferasyonunda kanser kok htcrelerinin yeniden dlzenlenmesi ve hicrelerde
kemoterapi direncinde payr olabilecegi gosterilmistir (206-208). ACTN4'lin asir1
anlatimi, birgok kanser tiirii i¢in ¢ok tanidik bir bulgudur; literatiirde (202,209)
meme, beyin, bas ve boyun, akciger, mesane, prostat, pankreas ve yumurtalik kanseri
dahil olmak iizere ¢ok sayida arastirmada ACTN4 ekspresyonunun onemli ol¢iide

arttigini bildirmistir.

Daha once servikal kanser i¢in yapilan iki ¢alismada ACTN4'lin 6l¢iimlerinde
matematiksel olarak saglikli bireylerden servikal prekanserli bireylere dogru anlamh
bir artista (106,107) oldugu belirtilmisse de, bu ¢alismada bu sekilde bulgular elde
edilmemistir. Aym1 zamanda, ACTN4 hiicre disinda bulunan veya hiicre disina
salgilanan bir protein degildir, bu nedenle servikovajinal sekresyon materyali,
ACTN4 proteininin gergek ekspresyon seviyesinin guvenilir bir gdstergesi
olmayabilir. Bu temelde, SVS 6rnek materyalinden yapilacak bir uygulama igin, bir
proteinin servikal kanser gelisiminin biyobelirteci olabilmesi i¢in, hasta gruplarinda
prognozla beraber son derece tutarli bir bigimde artis motifine sahip olmasi ve
siddetli neoplazide kontrol grubuna kiyasla objektif ve istikrarli bir sekilde yiikselmis
olmast; yanlis pozifit veya yanlis negatif sonug riskinin diisiik olmas1 yani hassas ve

Ozgiil bir belirteg olmas1 gerekmektedir (139,210,211).



Bireylerden Ornek toplama yontemindeki farkliliklar, Orneklerin klinik
kategorizasyonu ve dahil etme / diglama kriterleri, 6rneklerin deneysel hazirlanma
yontemi ve analiz yontemleri, kullanilan cihazlarin ¢alisma prensibi gibi ¢calismanin
tasarimina dair farkliliklar, ayn1 amaca sahip ¢alismalar arasinda farkli sonuclar elde
edilmesine sebep olabilir. Ornegin, bir ¢alisma idrar yolu enfeksiyonuna sahip
bireyleri diglarken digerinin dahil etmesi yahut bir ¢alismada SVS Ornekleri yiiksek
devirde santrifiij edilip yalnizca siipernatant kullanilirken digerinde elde edilen
stvinin tamaminin kullanilmasi veya bir ¢alismada MALDI-TOF/TOF kullanilirken
digerinde Orbitrap MS/MS kullanilmas1 hedefsiz/kesif ¢aligmlarinin sonuglar
arasinda farklilik yaratabilir ve varyasyona neden olabilen bu drnekler onlarcastyla
cogaltilabilir. Omiks caligmalar icin bu durum bir handikaptir zira bu O6l¢iim
yontemleri c¢ok hassas olup kiiciik farkliliklarin sebep oldugu varyasyonlari
algilayabilir ve bu da sonuglarin farkli olmasina yol acar. Cihazlar arasinda evrensel
bir standardizasyon olmadig1 gibi, bazi sistemlerde ayni cihazin farkli kullanimlari
arasinda da standardizasyon bulunmamaktadir. Bu handikaplarin iistesinden
gelebilmek icin literatiirde Onerilmis birtakim uygulamalar mevcuttur, fakat bunlar
ya yetersizdir yahut cok zahmetlidir (212,213). Bu agidan, tez kapsaminda yapilan bu
calisma ile literatiirde daha onceden yapilmis iki ¢alisma arasinda farkli sonuglar
bulunmus olmasimin pek ¢ok sebebi olabilir. Ornegin, biyolojik materyal tipi temelde
ayni olmakla beraber hastalardan alim sekli farklidir; hasta Orneklerinin dahil
edilme/dislanma  kriterleri  farkliliklar igerebilir; Orneklerin  ELISA testinde
kullanilmast i¢in dilisyon oranlari muhtemelen farklhidir zira makalelerde bunlara
dair agiklama bulunmamaktadir; total protein konsantrasyonu ile normalizasyon
konusunda ise yine onceki ¢aligmalarda herhangi bir uygulama yapilip yapilmadigina
dair yaymlarinda bir ibare bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu farkliliklar da sonuglar
etkilemis olabilmektedir. Olgiilen proteinlerin gergekten de birer klinik biyobelirteg
olup olamayacagimi sdylemek kolay degildir, fakat en azindan bu tez c¢aligmasi
kapsaminda yapilan ¢aligma dahilinde bu proteinlerin klinik tanida kullanilamayacak

oldugu yorumlanabilmektedir.

Bu caligmanin en giiclii yonleri 1-) literatiirde bener olarak yapilmis diger

caligmalara kiyasla (10-15 kat fazla olmak iizere), Orneklem biyikligi; 2-)



kolposkopik biyopsi hastalarindan alinmis 6rnekler oldugu icin, gruplarin sitolojik
degil de histopatolojik tanilara gore kategorize edilmis olmasi. Zira, bir tarama testi
olan ve sitoloji sonucu veren Pap-smear test sonuglarina gore dizayn edilmis bir
calismada, testin hem yanlis-negatif hem de yanlis-pozitif sonu¢ verme riski cok
yiiksek oldugu i¢in katerogizasyonun hatali olma olasilig1 ¢ok yiiksektir. Hatta, ne
yazik ki, bir tan1 yontemi olan kolposkopik biyopsi sonuclart dahi yeterli dogruluga
sahip degildir; ~%40 oraninda yanlis sonu¢ verme olasiligi mevcuttur, ki bu da
aragtirmacinin ¢alisma gruplarint  yanhs smiflandirilmis olmasina sebebiyet
verecektir. Altin standart olarak kabul edilen LEEP ile konfirme edilmis tanilara gore
insa edilen ¢alismalarda hastalarin tanilar1 dolayistyla da ¢calismadaki klinik gruplarin
kategorizasyonu dogru yapilmis olacagi i¢in bdyle bir problem olmayacaktir, ancak
bu cerrahi tedavi prosediiriiniin toplumda uygulanma sikli§i dogal olarak bir
tarama/tant yonteminin uygulanma sikliginda degildir. Birincil tarama testleri olan
HPV genotiplemeye gore Hr-HPV-pozitif olup Pap-smear sonucunda da >ASC-US
olan hastalar kolposkopik biyopsiye alimak ve bunlarin ortalama %75’ine CIN
teshisi konmaktadir. Histopatoloji raporu >CIN2 olan bireylere malignite mevcut
olan dokunun ¢ikarilmasi i¢gin LEEP prosediirii uygulanmaktadir. Tiirkiye'de Pap-
semar katilimcilarina kolposkopik biyopsi uygulanma siklig1 en giincel verilere gore
%3.8°’dir ve bunun yarisindan daha az bir kismma LEEP uygulanmaktadir.
Dolayisiyla, LEEP ile konfirme edilmis 6rneklerle calismak i¢in ¢ok uzun bir siire
boyunca drnek toplanmasi gerekecektir. Bu baglamda, tanida kabul edilir diizeyde
hassasiyet ve Ozgiillik skorlarina sahip olan altin standartla elde edilmis tanilara
erisim sorunu klinik servikal prekanser calismalarinin ortak bir handikapidir ve
orneklem klasifikasyonunu olumsuz yonde etkiledigi igin gelistirilebilecek potansiyel

testler i¢in yapilan ¢calismalarin sonuglarini baltalamaktadir.

Mevcut c¢alisma, hedef proteinlerin istatistiksel anlamliliginin  gergek
dogrulugunu ortaya c¢ikarmayir amaglamistir. Sonuglarda da goriildiigii {izere, bu
proteinler rutin klinige bir test gelistirmek i¢in kullanilamayacaktir. Bu sekilde,
potansiyel biyobelirteglerin klinik giiciinii degerlendirmek i¢in randomize ve genis
bir orneklemde, gerekli normalizasyonlar1 uygulayarak kantitatif pre-validasyon

yapmanin 6nemi vurgulanmaktadir. Bir biyobelirte¢, kansere giden yolda, tedaviye



yanit alma olasilig1 ¢ok yiiksek olan kanser Oncesi asamayi yakalamali, asiri-test
(overtesting) ve asiri-tedaviyi (overtreatment) azaltmaya, gercek hastalar1 (number

needed-to-treat) bulmaya yardimci olmalidir (214).

5.2 Servikovajinal Sividaki Hasta ve Saghkh Bireylere Ait Orneklerdeki

Proteom Farkhliklarinin Proteomik Yontemler ile Arastirilmasi

Bu ¢aligsma, literatiirde 6zellikle 2007 yilindan bu yana servikovajinal proteomu
indekslemek icin farkli merkezlerde farkli cihazlarla yapilan ¢alismalara bir katki
saglamak amaciyla ve displastik olmayan ile farkli displazi evrelerinde olan

bireylerin SVS proteom farkliliklarini incelemek amaciyla yapilmistir.

Tablo 4’te goriildiigli iizere, Lactotransferrin proteini her iki grupta da major
proteinlerdendir, bu da calismanin dogrulugunu destekleyici bir bulgudur, zira bu
protein her SVS 0Orneginde diger proteinlere kiyasla bolca bulunmalidir. Bunun
haricinde serum transferrin proteini her iki grupta da hemen hemen ayni diizeyde kan
kontaminasyonuna isaret ederken, Mucin-5B proteini mukus yapisina katilan
proteinlerdendir ve SVS materyali i¢ genital dokuyu olusturan tiim salgilama yapan
hiicrelerin salgilarinin bir bilesimi oldugu i¢in, musin proteinleri yiiksek diizeylerde
bulunabilir (90). Fakat bununla beraber, kanserlesme veya diger birtakim patolojik
durumlarda SVS kompozisyonunun degistigi bilinmektedir ve buradaki MUCS5B
proteinin anlatimimnin artist buna isaret ediyor olabilir (215,216). 1gGFc-binding
protein, Protein S100-A8 ve Protein S100-A9 gibi proteinler enflamatuvar strecler
ve immiin yanita igaret eder ve bu proteinlerin de SVS’nin proteomunda fazlaca yer
aliyor olmas1 da beklenen bir sonu¢ olmakla birlikte, bu proteinlerin miktarca asirt
artis1 da kanserlesme, bakteri veya fungal enfeksiyon, fiziksel zorlama/hasar veya
coklu/zor dogum gibi siireglerin sebep oldugu yiikselmis enflamasyon yanita isaret
ediyor olabilir (39). Yapilan ¢alismada istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmus
olup gruplar iizerindeki kantitatif dagilimi da tutarli (saglikhh - disiik siddetli
neoplazi - yiiksek siddetli neoplazi) olan CALM3, PROF1 ve ANXA3
proteinlerinin gruplar1 ayirt edici oldugu belirlenmistir. Bu proteinler daha onceki

SVS proteomik ¢alismalarinda da tanimlanmistir (86,87). Sekil 12°de ANXA3 ve



PROF1 proteinleri displaziyle beraber artistayken, CALM3 (veya CALL3)
proteininin ise displaziyle beraber azalista oldugu gézlenmektedir. CALM3 proteini
kalsiyum iyon baglayic1 ve katalitik aktivite diizenleyici rolleri bulunur, hiicre disi
eksozomda bulunur ve c¢esitli kanser Orneklerinde ekspresyonunun diistigi
bulunmustur (217,218). Grafiklerde ANXA3 ve PROF1 proteinlerinin anlatimi
hastalik seyrinin siddetiyle artmakta; CALM3 proteinin anlatim1 ise azalmaktadir, bir
diger deyisle, neoplastik hiicreler arttikca ANXA3 ve PROF1 proteinlerini daha ¢ok
ekprese ederken CALM3 proteinin ekspresyonunu azaltmaktadir. Dolayisiyla
ANXAZ3 ve PROFL1 progresyon belirtegleri olarak, CALM3 ise regresyon belirteci
olarak kabul edilebilir. Sekil 14’teki PCA grafiginde bu {i¢ proteinin gruplar
birbirinden ayirdig1 goériilmektedir. Dendrogramda ise, tanimlanan tiim proteinler ile,
proteom ekspresyon profilleri arasindaki benzerligi ile bir araya gelen Ornekler
arasinda kontrol — CIN2&3 ayrimi yeterince net olmayip, bu iki zit grup arasinda
birtakim benzerlikler ve ortakliklar mevcuttur. Bu noktada, eger bu proteinleri olasi
biyobelirtegler olarak degerlendirirsek, hasta grubundaki 6rneklerde iyilesmeye isaret
eden, CIN1 grubunda ise progresyona isaret eden sinyaller olarak degerlendirebiliriz.
Dolayisiyla da Kontrol grubu orneklerinden progresyona ugrayabilecek veya
CIN2&3 orneklerinden regresyona gidecek ornekler olabilecegi yorumu yapilmasi
miimkiindiir. Sonu¢ olarak, bu c¢alismada istatistiksel olarak anlamli bulunan
proteinlerin ayrim giicli yiiksek olmadigindan dolay1r bu proteinlerle ileri testlere
gidilerek Orneklerde bir immiinolojik yontem ile proteinler kantite edilmemistir.
Daha guvenilir bilgi elde etmek ve potansiyel protein biyobelirtecleri saptayabilmek
icin daha yiiksek Orneklem sayis1 ile daha yiiksek rezoliisyonlu bir proteomik
sisteminde hedefli 6l¢iim yaklagimlariyla ve klinik katergorizasyonun daha giivenilir
olmasi icin hastalara ait LEEP bilgisi bulunan (LEEP uygulamasina baslanmadan

hemen 6nce alinmis olan) 6rnekler ile analiz yapilmas1 gerekmektedir.

5.3 Servikovajinal Sividaki Organik Asitlerin Hasta ve Saghklh Bireylere Ait
Orneklerdeki Miktar Farkhliklarinin Arastirilmasi

Literatiirde yalnizca erken dogum markirlar1 tizerine yapilan SVS metabolomik

calismalari mevcut olmakla beraber; servikovajinal alandaki organik asit igerigi



yalnizca laktat, asetat, sialik asit, glutamat gibi birkag¢ belli baslh spesifik organik
asitlerin miktarin1 tekil olarak 6l¢mek haricinde detayli olarak arastirilmamustir.
Yalnizca bir ¢alismada (219), erken dogum riskinin arastirilmasi amaciyla Agilent
1260 HPLC & MS sistemi kullanilarak 46 gebe bireyden alinan amniyotik sivi ve
SVS oOrneklerinde organik asit analizi yapilmigtir. Nihai sonuglarda, N-Asetil-
Aspartat konsantrasyonunun spontan erken dogum geciren hasta grubunda daha
yuksek oldugu gosterilmistir. Literatlir, bu tip bir ¢alisma konusu i¢in oldukca
fakirdir. Dolayisiyla bu kiiciik ¢apli pilot ¢calisma, SVS organik asitleri arastirmasi

icin litaretiirdeki ilk emsaller arasindadir.

GC-MS kullanilarak yapilan bu c¢alismada tanimlanan organik asit bilesenleri ve
bu bilesenlerin rol oynadigi hiicresel yolaklar Tablo 5’te verilmistir. Bu bilesenler
servikovajinal alandaki hiicrelere ait veya alandaki mikrobiyomu olusturan tek

hlcreli 6karyotik ve prokaryotik organizmalara da ait olabilir.

Servikovajinal alandaki floral bozulmaya isaret eden diisiik Laktat seviyesi
gozlenen ornekler (A26, A30, A44, A38, A40 ve A53) inceleyecek olursak, A30
numaralt Ornegin alindig1 bireyde ise o tarthte herhangi bir patolojik bulgu
goriinmemekte olup birey cizelgede saglikli olarak kaydedilmistir. A26 numarali
ornegin alindig1 bireyin Pap-smear raporunda "reaktif hiicresel degisiklikler" notu
bulunmakta ve birey oral konstraseptif kullanmaktadir. A44 ve A53 kodlu bireylerin
ASC-H Pap-smear raporu mevcuttur. CIS tanis1 olan A38 kodlu bireyde ayni
zamanda enfeksiyon siiphesi uyandiran vajinal akinti mevcudiyeti, A40 kodlu
bireyde ise yogun vajinit ve 16kore (koyu beyaz vajinal akinti) varliginin not edildigi
goriilmektedir. A40 kodlu bireye ait Ornekte oksalat ve siiksinat hari¢ diger dort
bilesenin de diisiik olmasi, servikovajinal alanda mikrobiyom kompozisyonunun
degismis, aerobik-anaerobik organizma dengesinin degismis, ve enerji
metabolizmasiin hizlanmis olduguna isaret etmektedir ki nitekim, 16kore varlig1 da
bunu desteklemektedir. Ek bir bilgi olarak, A26, A50, A53 ve A55 kodlu bireylere
daha 6nce LEEP prosediirii uygulandigi (LEEP uygulamasi iizerinden belli bir siire
gectikten sonra niiks sebebiyle tekrar kolposkopiye alinmis) bilinmektedir. Bu

cerrahi operasyon sonrasinda, LEEP prosediirii geciren bireyler gecirmemis



bireylerden farkli bir servikal dokuya sahip oldugu i¢in, bolgedeki molekiiler
biyolojik yapinin da daha farkli olmasi beklenir (220).

5.4  Servikovajinal Sividaki Belirli Oksisterollerin Saghkh ve Hasta Bireylere
Ait Orneklerdeki Miktar Farkhliklarinin Arastirilmasi

Litaretiirde oksisterollerin farkli kanser tiirleri i¢in serum, plazma veya timorli
doku gibi hasta numunelerinde saglikli duruma kiyasla artmis bulunabilecegi
gosterilmistir (221-223). Bilhassa, literatirde meme kanserine yonelik serum
orneklerinden oksisterol Ol¢iim c¢alismalarit mevcuttur (198,199,221,224). Fakat
literatiirde erken dogum {iizerine yapilan SVS 6rnekleri ile lipidom analizi ¢aligmalari
bulunmakla beraber, preinvazif servikal kanser asamalarinda olan hastalardan alinan

orneklerde oksisterollerin arastirildigi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir.

[k &rnegi temsil eden bu kiiciik pilot calismada, enzimatik olarak {iretilen 70,27-
diOHC, 27-OHC ve 26-OHC ve otooksidasyon ile iiretilen 78-OHC ve enzimatik
veya otoksidasyon yoluyla Uretilen 7-KC olmak tzere SVS 6rneklerinde toplamda 5
oksisteroliin miktar1 incelenmistir. Sonuglara goére, 7a,27-diOHC oksisteroli
ilerleyen CIN asamalarinda belli bir diizeyde arttigini, diger diger 4 oksisteroliin ise

beklentinin aksine uyumlu bir sekilde dagilmadigini gésterdi.

Bu sonuglarla ilgili olarak, SVS materyalinin, hiicre i¢inde dogal olarak diisiik
miktarlarda bulunan bu tiir biyomolekiilleri aragtirmak i¢in fazlaca seyreltilmis bir
viicut sivist olabilir. Bu baglamda, servikovajinal alandaki oksisterollerin iyi
anlasilmas1 i¢in SVS materyalinin daha yiiksek hacimlerde (5-10 mL) kullanilarak
lipid ekstraksiyonu yapilmasi veya bu molekiiller hiicre disina salgilanmadigi igin,
lavaj aspirasyonu yerine hiicresel kazima materyali kullanilmas1 faydali olabilir. Zira
oksisterollerin bollugunun biiyiik olasilikla neoplastik doniisiim sirasinda artiyor
olmast beklenmektedir (177,178,225), c¢lnkii HPV enfeksiyonu ve malign
transformasyonun neden oldugu yiiksek oksidatif stres kosullarinda kolesteroliin
hidroksilasyonu neredeyse kagmilmazdir (175). Oksidatif stres, servikal

malignitelerin prognozu ve invazif kanserin tedaviye yamti arasinda heniiz iyi



anlagilmamig bir iliski oldugu goz Oniine alindiginda, oksidatif stresin klinik
Oneminin, progresyondaki kanserojenik katkilariin ve antioksidan terapdtiklerin
klinik kullaniminin fizibilitesini degerlendirmek i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gereklidir.

55 Servikovajinal Sividaki Protein Oksidasyonunun Hasta ve Saghkh

Bireylere Ait Orneklerdeki Farklihklarinin Arastirllmasi

Protein karbonilasyonu, DNP molekiiliinlin protein karbonil gruplartyla ¢ok
Ozgll bir bag kurmasi sayesinde bugiin kolay ve goreceli olarak ekonomik bir
immunolojik yontemle o6lcilebilmektedir. Fakat bu 6lgiim genel bir 6lgimdir ve
yalnizca bir grup proteinin karbonilasyonu fazla oldugu i¢in bir miktar yaniltici
olabilmektedir. Ormegin, tez kapsaminda yapilan ¢alismada kanserli grupta bulunan
cok yiiksek karbonil miktarinin albuminden kaynakli oldugu goriilmiistiir. Zira
kanserli hastalarin serum protein karbonil degerlerinin yiiksek oldugu literatiirde
daha Once gosterilmistir. Kilcal damarlanma yapisi fazlalasmis ve saglikli dokuya
kiyasla ekstraseliiler matriksi tahrip olmaya daha meyilli olan kanserli dokudan
alman SVS 6rneginde kan kontaminasyonu dolayisiyla albumin varlig1 beklenen bir
sonugtur. Bu sebeple, redoks proteomigi son derece Onem tasimaktadir.
Karbonillenen proteinlerin karbonillendikleri aminoasitler ve bunlar1 igeren peptid
sayilartyla beraber tamimlamak, yani hangi proteinlerin ne diizeyde oksidatif strese

maruz kaldigini ortaya ¢ikarmak literatiirii zenginlestirecektir.

Yapilan calismadaki sonuglar ayri ayri iki yonli degerlendirilmelidir: 1.)
Tanimlanan karbonillenmis proteinlerin ekspresyon seviyesi 2.) Karbonillenmis
proteinlerin karbonile halde aminoasit igeren peptid sayilari. Dolayisiyla, bu
calismada elde edilen veriler, "Normalize Edilmis Total Spektra" faktorii ile gruplar
aras1 protein ekspresyon farkliliklari ayri, "Total Unique Peptit Sayis1" faktorii ile
gruplar arasinda proteinlerin karbonillenmis aminoasit iceren peptid miktarlar1 ayri
olmak iizere incelenmistir. Tablo 6’da normalize edilmis total spektra verileriyle,
farkli aminoasitlerde tespik edilen karbonilasyon modifikasyonuna gore hangi

PR

proteinler kanserde kontrole gore nasil degistigi gosterilmistir. Bir diger deyisle, en



az bir peptidinde en az bir adet prolin aminoasit rezidiisiinden karbonillendigi tespit
edilen bir proteinin ekspresyon seviyesi, kanser orneklerinde artmig hale mi yoksa
azalmis halde midir, bunlar listelenmistir. Modifikasyonlar olmaksizin, 6rneklerin en
az birinde en az bir peptit ile tanimlanmis tiim proteinler Tablo 7’de; kontrol-kanser
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlami (p<0.05) olanlar ile olusturulan PCA

gorseli ise Sekil 20°de verilmistir.

PCA grafiginde kontrol Orneklerinin iist tiste gelerek siki bir sekilde
kiimelenirken, kanser ornekleri kontrol Orneklerinden uzak olmakla beraber
birbirlerine de uzak sekilde dagildig1 goriilmektedir. Bu durum, biyolojiyle ortiisen
bir sonugtur zira kanserli Orneklerin proteomu birbirleri arasinda da farkliliga
sahipken, bir diger deyisle, kanser kendi i¢inde de varyasyon gosterirken (226);
saglikli servikovajinal alandan toplanan 6rneklerin proteomunun daha konservatif bir

proteom olmasi beklenmektedir.

Karbonillenen aminoasit rezidusiine gore, her bir grupta en fazla karbonillenen
proteinlerin sirasi total unique peptit sayis1 verilerine gore Tablo 8'de verilmistir.
Kontrol grubunda genellikle ekstraseliiler matriks yapisina katilan proteinlerin;
kanser grubunda ise daha ziyade immiin sistemle iliskili proteinlerin, hiicresel
traslokasyon proteinlerinin  karbonile aminoasit igeren proteinler oldugu

gorulmektedir.

Bu sonuglara bakilarak, kanserlesme esnasinda bir nevi hiicredeki isleyisi
bozabilmek ve kaotik bir ortam yaratabilmek igin hticreler protein karbonilasyonunu
bliyiik oranda artirirken, kanserlesme gerceklestikten sonra karbonilasyon azalmakta
ve Ozellikle de kanserli hiicrelerin ihtiya¢ duyacagi proteinlerin karbonilasyonunu

azaltmakta olduguna dair ¢ikarim yapilabilir.

5.6 Limitasyonlar

Bu tez kapsaminda yapilan caligmalarin ortak limitasyonuna SVS 06rnek

materyali gosterilebilir. Daha onceki bagliklarda da yer yer bahsedildigi gibi, SVS



materyali iyi tanimlanmis, stabil, icerik kompozisyonu tamamen belirlenmis bir
viicut sivist degildir ve bu Ozellikleri, kalitatif degil de daha ziyade kantitatif
yaklagimlar i¢in ¢ogu zaman sorun teskil etmektedir. Yapilan c¢alismalarda bu
sorunlarin iistesinden gelmek icin total proteini 6l¢ilip bununla normalize etmek gibi

cesitli uygulamalara bagvurulmustur.

Omnek materyalinin muhteviyatindan sonra, &rnek toplama konusunda da
birtakim smirlamalar mevcuttur. Ornek alinacak bireyler jinekoloji polikligine gelen
geng kadinlar olduklari i¢in zaman zaman endiselenerek calismaya katilimi
reddetmislerdir ve dolayisiyla &rnek toplama siireci uzamustir. Ustelik, 6rneklerin raf
Omriiniin ¢ok uzun olmamasindan dolayi her bir proje i¢in yeni érnekler toplanmistir
ve bu da uzun siireler taninamadigi i¢in projelerin goreceli olarak diisiik sayida 6rnek

ile gergeklestirilmesini mecbur kilmistir.

Yine onceki basliklarda da deginilen, servikal kanser tarama ve tanisinda klinik
ayrim gliciiniin diisiik olan testlerin kullanilmasi, baslhi basma bir handikap ve
limitasyondur. Zira bu testlerin sonuglari ciddi oranlarda yanilticidir ve ¢alismanin
dizaynin1 dolayisiyla sonucglari da etkilemektedir. Calisma boyunca kolposkopiyi
takiben LEEP operasyonuna alinan pek ¢ok Ornekte goriilmiistiir ki, altin standart
olarak goriilen LEEP sonuglar1 kolposkopi sonuglarindan c¢ok farkli olabilmektedir
ve c¢ogunlukla LEEP operasyonu uygulanmamaktadir. Dolayisiyla bu durum,
caligmalardan elde edilen sonuglarin istatistiksel analizinde zorunlu olarak hata

yaptirmaktadir.

Tiim bunlara ragmen, servikovajinal alandaki molekiiler mekanizmalarin daha
iyl anlasilmasimnin, HPV ile enfekte olan bireylerin biiyiik bir ¢cogunlugu kansere
yakalanmazken, ¢ok daha kiiclik orana sahip bir kismimin invazif kansere kadar

ilerlediginin daha derin bir diizeyde anlagilmasina her kosulda faydali olacaktir.



6 SONUC

Bu tez kapsaminda, displastik olmayan, hafif displazili olan ve siddetli displazili
olan ve bir kisminda da kanser gelistirmis olan goniillii bireylerden alinmis SVS
lavaj aspirasyon orneklerinde, bu gruplar arasinda hem matematiksel olarak anlamli,
hem de biyolojik olarak tutarl1 bir seyire sahip olan biyomolekiiller arastirilmistir. Bu
yaklagimla literatiire katkida bulunmak, yeni bir biyobelirte¢ ile giincel tarama
yontemlerine tamamlayict bir test gelistirmek ve ayni zamanda da "neden HPV-
pozitif vakalarin ¢ok biiyiikk bir kismi1 kansere ilerlemezken kiiciik bir kisminin
kanserlestigi"ni arastirmak amaclanmistir. Bu dogrultuda, literatiirde shotgun
proteomik analizle tespit edilip aday biyobelirte¢ olarak gosterilmis bulunan bazi
proteinlerin kantitatif pre-validasyonu, oksidatif strese isaret eden protein
karbonilasyonu ve literatiirde kanserde miktarinin yiikseldigi belirtilen bazi
oksisterollerin son teknoloji cihazlarla hedeflenmis kantitatif tayini, protein ve

organik asitler icin tlim-igerik analizine yonelik kesif arastirmalarina yonelik bes

farkli ¢aligma yapilmistir.

Yapilan tiim bu c¢aligmalar bir biitiin olarak ele alindiginda, SVS materyalinin bir
viicut s1vist olarak sabit bir sivi olmamasi ve hatta 6rnek alimi dahil olmak iizere
varyasyon parametrelerinin c¢ok fazla olmasi, SVS materyalinin baz1 molekiil
gruplarinin Sl¢limii i¢in fazlaca seyreltik bir 6rnek materyali olmasi ile birlikte ele
alindiginda, yine de bu tip arastirmalarda kullanima deger bir yaklasim oldugu
cikarimi yapilmistir. Zira icerik zenginligi olan ve direkt virlis ile enfekte olup
kanserlesen bolgeden salgilanan ve miktar sikintist yasanmaksizin siirekli salgilanan,

kolay erisilebilir ve kolay elde edilebilir bir materyaldir.

Bu tez calismasinda, cesitli yontemler kullanilarak SVS materyalinin klinik
kullanimda degerlendirilmesine, kadinlarin servikal kanser taramasmna katilimini
arttirmay1 amaglayan kendi kendine uygulamayr miimkiin kilabilecek yahut mevcut
eksiklerin  giderilmesini amaclayan patolojik evrelerin belki de yeniden
Ol¢eklendirilmesini Onerecek yeni bir yaklagim bulunabilecegine dikkat ¢ekilmistir.

Diinya genelinde sayis1 giderek artmakta olan “kendi kendine ornekleme”



uygulamalar1 g6z Oniine alinacak olursa, yakin gelecekte kadinlar servikal
kanser riskini hastaneye gitmeye gerek kalmaksizin kendi kendilerine

degerlendirebilecekleri kitlere ulasabilecekleri ongoriilebilmektedir.
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EK 2. Bilgilendirilmis Onam Formu

Bu form size uygulanacak islemin tanimi, nasil yapilacagi, risk durumu, islemin
sonuclart ve karsilasabileceginiz olast durumlar hakkinda bilgi vermektedir.
Belgede yazilanlardan herhangi birini anlamakta giiclilk ¢ekerseniz liitfen
hekiminize danisiniz.

NOT: Caligmaya katilan bireyler, kanser veya HPV enfeksiyonu siiphesi olanlar
veya rutin jinekolojik muayene amacli gelen saglikli kisilerden olusacaktir.

On Bilgiler:

e Rahim agz kanseri, vajina ile rahmin birlestigi halka seklinde bir kas dokusu
olan rahim agzi (veya serviks) bolgesinde meydana gelen kanserdir. Diinya
genelinde kadinlarda en sik goriilen dordiincii kanser olup, yilda yaklasik yarim
milyon serviks kanseri tanisi konulmaktadir. Ulkemizde ise Saglik Bakanlig1
Kanser Dairesi verilerine gore, yilda ortalama 1695 kadin serviks kanseri tanisi
almaktadir ve kadinlarda goriilen en sik 10. kanser ¢esididir.

e HPV enfeksiyonunun sebep olabildigi rahim agzi kanseri, yavas ilerleyen, 6lim
riski diisiik ve erken teshis ile cerrahi miidahalelere dahi gerek kalmaksizin
onlenebilir bir kanserdir.

e Fakat rahim agz1 kanserinin belirgin semptomlar1 ¢ok gec sathalarda ortaya
cikar. Bu sebeple, erken tani son derece miithimdir. Erken tanty1 yakalayabilmek
ise rutin olarak test yaptirmak ile miimkiindiir.

e Ulkemizde uygulanan Ulusal Servikal Kanser Tarama Programi ile
kadinlarimizin rahim agzi kanserinin azaltilmasi amacglanmaktadir. Saghk
Bakanlig1 Halk Sagligi Genel Miudiirliigii Kanser Dairesi Baskanlig1 tarafindan,
2007 yilindan bu yana Rahim Agz1 Kanser Taramasi Programi dahilinde her 5
yilda bir 21-65 yas arasindaki cinsel aktif kadinlar1 kapsayan rutin smear testi
uygulanmaktadir.

e Smear testi basitge uygulanabilen, agrisiz, fakat ne yazik ki hatali sonug
vermeye misait bir yontemdir. Bu test, rahim agzindan alian siiriinti
ornegindeki hiicrelerin  boyanip mikroskop altinda sitolojik  olarak
incelenmesine dayali bir yontem oldugundan &tiirii sensitivitesi diisiik (%50),
yanlis negatif sonu¢ verme hiz1 ise (%15 ile %70 arasinda) yiiksektir. Yani
gercekte hasta olani saptayabilme orani diisiiktiir, boylece gercekten hasta olan
bir vakaya negatif sonu¢ verme orani yiiksektir. Bu da kanser baslangici olan bir
hastaya saglikli tanisi konmasidir yani kanserin ilerlemesi i¢in ona zaman
vermek demektir.

o Ustelik, HPV enfeksiyonlarmin tamami kansere doniismemekte, hatta biiyiik bir
oranda enfeksiyonlarin ¢ogu bireyin bagisiklik sistemi tarafindan bir siire
icerisinde yok olmaktadir. Dolayisiyla, HPV enfeksiyonuna gereginden fazla
Oonem verilip panik yaratilabilmektedir.

e Bu acgidan, kadinlarin rutin jinekolojik kontrolleri icin HPV enfeksiyonundan
ziyade Kkanserle-iligkili bir biyobelirte¢ saptanmasi ve bu biyobelirteg ile
gelistirilecek yeni bir test ile kontrolden gegmesi faydali olacaktir.




EK 2. Bilgilendirilmis Onam Formu (devam)

e Diinyanin bir¢cok yerinde bu ama¢ dogrultusunda klinik ¢aligmalar mevcuttur.
Ozellikle, kan veya idrardan ziyade, rahim agz ile direkt temasta olan ve kadin
genital sisteminin organlarindan salgilanan sivilart igeren “servikovajinal
sivi’dan uygulanabilecek bir testin daha faydali olacagi diisiiniilmektedir.
Bununla alakali klinik ¢aligmalar literatiirde son 20 yildir mevcut olup, son 5
yildir ivme kazanmistir. Bu s1vi, kadinlarin vajinal akintisidir ve dogal olarak
stirekli salgilanmaktadir. Bu sivinin protein, metabolit veya flora igerigi ortaya
cikarilmas1 amaglanan calismalar yapilmaktadir. Ozellikle ABD, Avusturalya,
Ingiltere, Hollanda, Belgika ve Rusya’da bu calismalar gesitli merkezlerce
yiriitiilmektdir. Bu calismalara 6rnek olarak, ABD’de rahim agzi kanserinin,
eczanelerden satin alinip evde uygulanabilecek, tipki hamilelik testi gibi basitce
uygulanabilir “HPV enfeksiyon testleri” gelistirilmektedir. Bu testlerin
gelistirilebilmesi i¢in, dncelikle kullanilacak belirteglerin ¢ok sayida hasta ve
saglikli bireyin Orneklerinde test edilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada da
benzer bir amag giidilmektedir.

e Bu calismada elde edilmesi planlanan oOrnekler ile literatiirdeki klinik
calismalarda saptanmis ve aday biyobelirte¢ olarak gdsterilmis molekiiller test
edilecektir. Alinan tiim 6rneklerden yapilan test sonuglarina gore, istatistiksel
olarak dogrulanan molekiiller ile yeni bir rahim agzi kanseri tarama testi
gelistirilecektir.

Yapilmasi Planlanan islem:

Islem yalnizca Pap-smear testi yapilacak bireylerde uygulanacaktir. Pap-smear testi
icin 6rnek alma isleminin hemen ardindan uygulanacaktir.

Yapilmasi planlanan islem, sivi numune almadir. Numune ise servikovajinal alan
stvisi olup, herhangi bir girisimsel uygulamay1 igermemektedir.

Jinekolojik muayene icin litotomi pozisyonunda iken, Pap-smear testinin hemen
ardindan, spekulumla halihazirda agilmis olan vajinadan servikovajinal alan sivisi,
medikal amaclar i¢in tiretilmis olan, ucunda yiiksek emici polivinil alkol kopugi
hammaddeli siinger bulunan steril cubuk (asagidaki resimde gosterilen) ile
alinacaktir. Amag, endoservikal bolge ve vajinal duvardan servikovajinal ortama
dokiilen biyolojik materyalleri (ekstraseliiler salgilar1) elde etmektir.

Daha once literatiirde bu islem, Diinyanin pek ¢ok yerinde, toplamda binlerce
kadina uygulanmistir. Rahim veya yumurtalik kanseri olan kadinlarda, rahim agzi
kanseri olan kadinlarda, CIN-2 ve CIN-3 evre kanser baslangici olan kadinlarda,
LSIL ve HSIL evre HPV enfeksiyonlu kadinlarda, tamamen saglikli kadinlarda ve
hatta hamile kadinlarda klinik arastirma projeleri i¢in servikovajinal 6rnek alma
uygulanmugtir. Riskli/agrili/yan etkili bir islem degildir. Literatiirde bu islem i¢in
enjektdr benzeri aparatlar ile siviy1 aspire etme veya gazli bez, pamuk, siinger gibi
maddelerle siviy1 emdirme yontemi kullanilmistir.
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Kullanilacak Materyal:

Steril, disposable, PVA kopiiklii ¢ubuk (ticari ismi: g6z mizragi / ing.: eye spears)
Ebatlar: 8 x 17 mm

Stingerin s1vi emmeden Onceki kalinligr: 1,5 mm

Stingerin s1vi emdikten sonraki kalinligi: 3,5 mm

Marka: Cenefom

Materyal, her birey i¢in 6zel olacaktir ve bir kez kullanilacaktir.

=

Islemin Adimlar::

Islem, Pap-smear testi igin endoservikal fir¢a ile siiriintii 6rnegi alindiktan hemen

sonra yapilacaktir.

1. Hasta, klasik jinekolojik muayene i¢in, jinekolojik muayene masasina litotomi
pozisyonunda yerlesir.

2. Vajinal spekulum vajinaya yerlestirilir.

3. Pap-smear test i¢in 0rnek alinir.

4. Cubuk plastik kisimdan tutulup PVA siingere servikovajinal alandaki sivi
emdirilir

* Yalnizca 4. adim bu caligsma icin ekstra uygulanacaktir.

Olas1 Yan Etki(ler):

Islemin herhangi bir komplikasyon veya yan etkisi olmayacaktir ve agrili bir islem
degildir. Herhangi keskin veya sivri bir alet kullanilmayacak ve bir doku 6rnegi
alinmayacak olup yalnizca sivimin siingere emdirilmesine dayalidir. Islem
sonrasinda ilgili bdlgede agri, aci, hassasiyet, kanama, vb durumlar
beklenmemektedir.

Numune alinacak kisilerin uymasi gereken kosullar:

1. Bireylerin menstriiasyon kanamasi1 devam etmekte olmamalidir.

2. Son 24 saat igerisinde cinsel iliskiye girmemis olmalidir.

3. Son 24 saat igerisinde vajinal dus (vajenin i¢ bolgesini yikama) yapilmamis
olmalidir.
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Bu kosullar Pap-smear testi i¢in gecerli olan kosullardir. Bu c¢alisma i¢in
uygulanacak ekstra bir kosul bulunmamaktadir.

Numune alinacak kigilerin ozellikleri:

1. Pap-smear testi uygulanan tiim kadinlar dahildir.

2. Pap-smear testi uygulanmasi icin gerekli kosullarin hepsi gegerlidir.

3. Gebe olmamalidir. (Gebelige zarar verebilecek bir islem olmasindan degil,
gebelik  sirasinda  servikovajinal sivida farkli  biyobelirteclerin  ortaya
cikmasindan 6tiirii calismada yaniltici faktorlerden kaginilmasi igin.)

Goniilliiniin Haklar:

1. Goniilli kendi hiir iradesiyle ¢alismaya katilmay1 reddedebilir.

2. GoOnilliinlin ¢aligmaya katilmay1 reddetmesinin onun gelecekteki takip ve
tedavisi Uzerine herhangi olumsuz bir etkisi olmayacaktir.

3. Bu c¢aligmada goniilliintin hi¢gbir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip tiim
sorumluluk, arastiric1 ve destekleyici kisi ve kurumlara aittir.

4. Bu islemler i¢in goniilliiden higbir ticret talep edilmeyecektir.
5. Bu calisma i¢in goniilliiye herhangi bir licret 6denmeyecektir.
6. Goniilliniin ¢aligmaya katilim siireci, sadece goniilliden servikovajinal sivi

Orneginin alinmasi ile siirlidir.

7. Isimsizlestirilmis goniillii popiilasyonu esaslarinda yapilacak olan calismada
goniilliilerin kimlik bilgilerine ulasilmayacaktir. Hasta isimleri yerine hasta
numaralar1 kullanilarak yalnizca hekimin erisebildigi jinekolojik bulgular
kaydedilecektir.

8. Goniilliilerden alinacak sivi Orneklerinden elde edilecek bilgiler, ¢alismada
tamamen arastirma amagli ve yapilan ¢aligmanin bilimsel dergide yayimlanmasi
tizere kullanilacaktir.

Goniilliiliigiin Hedeflenen Faydalan

Bu klinik ¢alismanin amaci, rahim agz1 kanseri hastalarina tan1 konulmasina ve
tedavi stratejilerinin belirlenmesine yardimci yeni bir tarama/test/analiz yontemi
gelistirmektir. Bu calisma sayesinde nihai olarak hedeflenen, bireylerin mahrem
kosullarda kendi testlerini rutin olarak kolaylikla uygulayabilecekleri bir test
gelistirerek rahim agz1 kanserine yakalanan kadin sayisin1 azaltmaktir.
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Onay:

Asagidaki imza ile formun igerigini okudugumu (veya bana okundugunu),
planlanan uygulama hakkinda tarafima ayrintili bilgi verildigini, yan etki veya
risklerinin olup olmadiginin eksiksiz olarak anlatildigini, istedigim takdirde soru
sorma ve bilgi alma firsatinin bana saglandigini onaylarim. Hekimim tarafindan
aliman numunenin bilimsel bir arastirmada kullanilacagini 6grendim. Yapilacak
islemleri kendi rizamla kabul ediyorum.

Numune alinacak Kisi:
Adi - Soyadt:

Tarih:

Imza:

Bilgilendirmeyi yapan hekim:
Adi - Soyadt:

Tarih:

Imza:
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EK 4. Bilgilendirilmis Onam Formu

Bu form, size uygulanacak islemin sebebi, tanimi, nasil yapilacagi, risk durumu,
islemin sonuglar1 ve karsilasabileceginiz olas1 durumlar hakkinda bilgi vermektedir.
Belgede yazilanlardan herhangi birini anlamakta zorluk c¢ekerseniz liitfen
hekiminize danisiniz.

NOT: Bu calismaya katilan bireyler servikal kanser, servikal neoplazi veya lezyonu
olan yahut sadece HPV enfeksiyonu siiphesi olanlar veya tedavi sonrasi takip
amacl jinekolojik muayene amagli gelen kisilerden olusacaktir. Bu caligmada
alimacak biyolojik 6rnek servikovajinal salgi sivisidir, agrili, kanamali yahut
girisimsel bir yontem igermemekle beraber, dokulardan halihazirda salgilanmis olan
mukozal serbest sivinin cekilmesini kapsamaktadir. Ornek, yalmzca kolposkopi
prosediirii uygulanacak bireylerden, olagan kolposkopi prosediiriiniin ilk adimi1 olan
serviks ylizeyini izotonik soliisyon ile yikama asamasinda, steril plastik 3
mililitrelik Pastor pipeti ile alinacaktir.

A. Calisma ile Alakah On Bilgiler:

1. Rahim agz1 kanseri, vajina ile rahmin birlestigi halka seklinde bir kas dokusu
olan rahim agzi (veya serviks) bolgesinde meydana gelen kanserdir. Dinya
genelinde kadinlarda en sik goriilen dordiincii kanser olup, yilda yaklasik yarim
milyon serviks kanseri tanisi konulmaktadir. Ulkemizde ise Saglik Bakanlig1
Kanser Dairesi verilerine gore, yilda ortalama 1695 kadin serviks kanseri tanisi
almaktadir ve kadinlarda goriillen en sik 10. kanser c¢esididir. HPV
enfeksiyonunun sebep oldugu rahim agzi1 kanseri, yavas ilerleyen, 6liim riski
diisik ve erken teshis ile cerrahi miidahalelere dahi gerek kalmaksizin
onlenebilir bir kanserdir. Fakat rahim agz1 kanserinin belirgin semptomlar1 ¢ok
gec safhalarda ortaya ¢ikmaktadir. Bu sebeple, erken tan1 son derece miithimdir.
Erken evrede yakalayabilmek ise ancak rutin olarak muayene ve kanser
taramasi yaptirmak ile miimkiindiir.

2. Ulkemizde uygulanan Kanser Erken Teshis, Tarama ve Egitim Merkezi
(KETEM) tarafindan takip edilen Ulusal Servikal Kanser Tarama Programu ile
tilkemizdeki kadinlarin rahim agzi1 kanserinin azaltilmas: amaglanmaktadir.
Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Miudiirliigii Kanser Dairesi Bagkanligi
tarafindan, 2007 yilindan bu yana Rahim Agzi Kanser Taramasi Programi
dahilinde her 5 yilda bir 21-65 yas arasindaki cinsel-aktif kadinlar1 kapsayan
rutin smear testi uygulanmaktadir.

3. Smear testi basit¢e uygulanabilen, agrisiz, fakat ne yazik ki hatali sonug
vermeye miisait bir yontemdir. Bu test, rahim agzindaki dokudan bir fir¢a ile
alinan siirlinti 6rnegindeki hiicrelerin boyanip mikroskop altinda sitolojik
olarak incelenmesine dayali bir yontem oldugundan &tiirii sensitivitesi diisiik
(%50), yanlis negatif sonug¢ verme hizi ise (%15 ile %70 arasinda) yiiksektir.
Ustelik, HPV enfeksiyonlarinin tamami kansere doniismemektedir, hatta
enfeksiyonlarin ¢ogu bireyin bagisiklik sistemi tarafindan bir siire igerisinde
yok olmaktadir. Zira, Diinya iizerindeki insanlarin %80°1 50 yasina gelene dek
en az bir kez HPV enfeksiyonu gecirmektedir. Dolayisiyla, HPV enfeksiyonuna
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gereginden fazla dnem verilip panik yaratilabilmektedir. Bu agidan, kadinlarin
rutin jinekolojik kontrolleri icin HPV enfeksiyonundan ziyade, kanser riskini
Olcekleyecek bir test ihtiyact mevcuttur. Heniiz neoplazi evrelerinde ortaya
c¢ikan, kanserle-iligkili bir biyobelirteg saptanmasi ve bireylerin bu biyobelirte¢
ile gelistirilecek yeni bir test ile sik sik ve diizenli olarak kontrolden ge¢mesi
faydali olacaktir.

4, Smear testinin sonucuna gore hekim tarafindan gerekli goriildiigii takdirde
basvurulan kolposkopi ise doktorun rahim agzini incelemesine olanak veren ve
girisimsel olmayan bir yontemdir. Goriintiiyii 40 kata kadar biiylitme 06zelligi
olan kolposkop adi verilen diirblin benzeri 1s1kl1 bir aletle serviksi daha net
goriintiileyerek degerlendirme islemidir. Kolposkopi islemi esnasinda siipheli
bir bolgenin goriilmesi halinde biyopsi Ornegi alinarak siipheli bolgenin
histopatolojik olarak incelenmesine imkan saglanmir. Bu calismada referans
alimacak tan1 yontemi kolposkopik goriintileme ve kolposkopik biyopsi
sonucudur. Ornek gruplari bunlarm sonuglarina gore klasifiye edilecektir.

5. Diinyanin pek ¢ok yerinde servikal kanserin erken tanisi i¢in yeni bir alternatif
ornekleme yontemi veya tarama yontemi gelistirmek iizerine klinik ¢alismalar
mevcuttur. Ozellikle, kan veya idrardan ziyade, rahim agzi ile direkt temasta
olan ve kadin genital sisteminin dokularindan salgilanan sivilari igeren
servikovajinal sividan uygulanabilecek bir testin daha faydali olacagi
diisiiniilmektedir. Literatiirde bu dogrultudaki ¢alismalar 6zellikleson 5 yildir
ivme kazanmustir. Bu sivi, kadinlarin olagan vajinal akintisidir ve dogal olarak
stirekli olarak bdolgesel dokulardan salgilanmaktadir. Bu sivinin protein,
metabolit veya floral icerigi ortaya cikarilmast amaclanan c¢aligmalar
yuriitiilmiistir ve halen gelisen kiitle spektrometresi yontemleri ile ileri
calismalar yapilarak giindemdeki yerini korumaktadir.

6. Smear testi yerine Onerilen yeni yontemlere emsal olarak, ABD’de rahim agzi
kanserinin, eczanelerden satin alinip evde uygulanabilecek, tipki hamilelik testi
gibi basitge uygulanabilir “HPV enfeksiyon testleri” gelistirilmektedir. Ustelik,
smear yontemi kadinlar i¢in rahatsiz edici, doku tahribati olusturan, iistelik bu
yilizden de testin kisa araliklarla tekrarlanmasini imkansiz kilan bir yontemdir,
oysaki servikovajinal sivinin kullanimi bu sorunu da ortadan kaldirmaktadir.
Yapilan sistematik derleme ve anket ¢aligmalarina gore, kadinlarin biiyiik
oranda bu alternatif ¢alismalar1 smear testine tercih edecekleri saptanmustir.

7. Bu c¢alismada elde edilmesi planlanan 6rnekler ile servikovajinal sivinin saglikli
(negatif kontrol) bireyler ve servikal neoplazi asamalarinda olan bireyler
arasindaki molekiiler icerik farkliliklar1 analiz edilecektir. Orneklerin bir kismu
okside ve siilfatlanmis lipidler agisindan incelenecek iken diger kismi protein
icerigi agisindan incelenecektir. Alinan tiim drneklerden yapilan laboratuvar test
sonuclarina gore, istatistiksel olarak dogrulanan molekiiller ile yeni bir rahim
agz1 kanseri tarama testi gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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=

Yapilmasi Planlanan islem:

Islem, yalnizca halihazirda kolposkopi testi yapilacak bireyler i¢in gecerlidir.
Yapilmasi planlanan islem, bireyden sivi numune alma iglemidir. Numune ise
servikovajinal alandan salgilanan mukozal sivi olup, herhangi bir girisimsel
uygulamay1 icermemektedir.

Ornek almada kullanilacak materyal steril, tek kullanimlik, yumusak plastik 3
mililitre hacimli Pastor pipetidir. Materyal, her birey i¢in 6zel olacaktir ve bir
kez kullanilip atilacaktir. Alinan 6rnek (en fazla 3 mililitre), icerisinde 6rnek
koruyucu soliisyon igeren santrifiij tiipiine aktarilip uygun kosulda saklanmak
tizere derin dondurucuda dondurulacaktir.

Jinekolojik muayene i¢in litotomi pozisyonunda ve spekulumla halihazirda
acilmis olan vajinadan, olagan kolposkopi prosediiriiniin ilk adim1 olan serviks
ylizeyini izotonik soliisyon ile yikama asamasinda, medikal amagclar igin
tiretilmis olan Pastor pipeti vasitasiyla, izotonik salin ile karismis olan
servikovajinal salgi sivisi lavaj aspirasyonu ile alinacaktir.

Amag, endoservikal bdlge ve vajinal duvardan servikovajinal alana dokilen
biyolojik materyalleri (ekstraseliiler salgilar1) elde etmektir.

Daha once literatiirde bu islem, Diinyanin pek ¢ok yerinde binlerce kadina
uygulanmistir. Rahim veya yumurtalik kanseri olan kadinlarda, rahim agzi
kanseri olan kadinlarda, CIN-2 ve CIN-3 evre kanser baslangici olan kadinlarda,
LSIL ve HSIL evre HPV enfeksiyonlu kadinlarda, tamamen saglikli kadinlarda
ve hatta gebe kadinlarda klinik arastirma projeleri i¢in servikovajinal 6rnek
alma uygulanmistir. Riskli/agrili/yan etkili/kanamali bir islem degildir.
Literatiirde de bu islem igin Pastor pipeti, plastik enjektdr, burun aspiratorii
benzeri aparatlar ile siviy1 aspire etme seklinde yahut gazli bez, pamuk, siinger,
tampon gibi maddelerle s1viy1 emdirme seklinde yontemler kullanilmistir.

C. Islemin Adimlar:

Islem, Pap-smear testi icin endoservikal firca ile siiriintii 6rnegi alindiktan hemen
sonra yapilacaktir.

1.

abswn

Hasta, jinekolojik muayene i¢in jinekolojik muayene masasina litotomi
pozisyonunda alinir

Vajinal spekulum vajinaya yerlestirilir

Endoservikal yiizey izotonik salin ¢ozeltisi ile yikanir

Pastor pipeti ile bu yikama gekilir

Cekilen s1v1 saklanmak iizere tiipe alinir
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D. Olas1 Yan Etki(ler):

Islemin herhangi bir komplikasyon veya yan etkisi olmayacaktir ve agrili bir islem
degildir. Herhangi keskin veya sivri bir alet kullanilmayacak ve bir doku 6rnegi
alinmayacak olup yalnizca sivinin siingere emdirilmesine dayalidir. Islem
sonrasinda ilgili bolgede agri, aci, hassasiyet, kanama, vb durumlar
beklenmemektedir.

E. Orneklerin Analiz Edilmesi ve Ek Bilgiler

Omekler, bir takim kimyasal islemlere tabi tutularak hazirlanacak ve kiitle
spektrometresi cihazlar ile analiz edilecektir. Bu cihazlardan elde edilen molekiiler
tanimlama verilerine gére drneklerdeki belirtegler saptanacaktir. Ornekler, yurt ici
ve yurt disindaki arastirma laboratuvarlarinda calisilacaktir. Yurt disina
gonderilecek ornekler i¢in Saglik Bakanliginin mevzuatina uygun bi¢imde gerekli
yonetmelikler izlenecektir.

F. Dislama Kriterleri / Numune Alnacak Kisilerin Uymasi Gereken
Kosullar*:

1. Bireylerin olagan menstrilasyon kanamasi yahut olagan dis1 bir kanamasi

olmamalidir.

Son 24 saat icerisinde korunmasiz cinsel iliskiye girmemis olmalidir.

Son 24 saat igerisinde vajinal dus (vajenin i¢ini yikama) yapilmamis olmalidir.

Son 24 saat igerisinde vajina igine ilag, krem, vb gibi uygulamalar yapilmamis

olmalidir.

Total histerektomi geg¢irmis bireylerden 6rnek alinmaz.

Gebelerden 6rnek alinmaz (gebelikle ilgili salgilanan farkli molekiiller igerigi

etkileyebilecegi i¢in).

7. Post-menopozal, 70 yasindan biiyiik ve son 10 yil icerisinde ard arda 3 tane
negatif smear testi sonucu olan bireylerden 6rnek alinmaz.

*  Bu kosullar, mevcut yénergelerde Pap-smear testi ve/veya kolposkopi
vapilabilmesi icin belirlenmis gegerli olan kosullardir.

o

oo

G. Goniilliiniin Haklar:

1. Goniillii kendi hiir iradesiyle calismaya katilmay1 reddedebilir.

2. Gonillinliin caligmaya katilmayr reddetmesinin onun hekimi ile iletisimine
yahut gelecekteki takip ve tedavisi (zerine herhangi olumsuz bir etkisi
olmayacaktir.

3. Bu caligmada goniilliintin hi¢gbir hukuki ve mali sorumlulugu bulunmayip tiim

sorumluluk, arastiric1 ve destekleyici kisi ve kurumlara aittir.

Bu islemler i¢in goniilliiden hi¢bir {icret talep edilmeyecektir.

Bu ¢alisma i¢in goniilliiye herhangi bir ticret 6denmeyecektir.

6. Goniilliniin ¢aligmaya katilim siireci, sadece goniilliden servikovajinal sivi
Orneginin alinmasi ile sinirhidir.

ok
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7. Isimsizlestirilmis goniillii popiilasyonu esaslarinda yapilacak olan bu ¢alismada,
goniilliilerin kimlik bilgilerine ulasilmayacaktir. Hasta isimleri yerine hasta
numaralar1 kullanilarak bir kodlama yontemi ile jinekolojik bulgular yalnizca
caligmada yer alan hekim ve arastirmacilarin erigebilecegi sekilde
kaydedilecektir.

8. Goniillilerden alinacak sivi Orneklerinden elde edilecek bilgiler yalnizca
arastirma amagli ve yapilan ¢alismanin bilimsel dergide yayinlanmasi iizere
kullanilacaktir.

H Goniilliiliigiin Hedeflenen Faydalar:

Bu klinik ¢aligmanin amaci, rahim agzi kanseri hastalarina tani1 konulmasima ve
tedavi stratejilerinin belirlenmesine yardimci yeni bir tarama/test/analiz yontemi
gelistirmektir. Bu c¢alisma sayesinde nihai olarak hedeflenen, servikal kanserin
erken tanisi i¢in alternatif bir test gelistirerek rahim agzi kanserine yakalanan kadin
sayisini azaltmaktir.

ONAY:

Asagidaki imza ile formun igerigini okudugumu (veya bana okundugunu),
planlanan uygulama hakkinda tarafima ayrintili ve eksiksiz bilgi verildigini,
istedigim takdirde soru sorma ve bilgi alma firsatinin bana saglandigini onaylarim.
Hekimim tarafindan alinan numunenin bilimsel bir arastirmada kullanilacagini
o0grendim. Yapilacak islemi kendi rizamla kabul ediyorum.

NUMUNE ALINACAK GONULLU KiSi:
ADI - SOYADI:

TARIH:

IMZA:

BILGILENDIRMEYi YAPAN HEKIM:
ADI - SOYADI:

TARIH:

IMZA:




