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GIRIS

Her yil Amerika’da teghis edilen otuzbinden fazla bas boyun
bolgesi kanser olgusundan sekizbininin 6limle sonuglandi@i bildirilmistir.
Ingiltere’de yapilan bir aragtirmada agiz kanserleri butun kanser olgulannin
%1’ini teskil etmektedir (6,32,78).

Karsinogenezin temelinde genetik yapida herhangi bir nedenle
olusan degisim s6z konusudur. Genetik yapida degisime neden olan
faktorleri g sinifta toplamak mimkondar (Sekil 1).

**Kimyasal maddeler

**Isima enerjisi

**Onkojen virusler (33,60).

Kimyasal karsinogenler Onkojenik Virtisler
l l
Onkosupresér mutasyon Onkosupresorlerin inhibisyonu

\ veya inaktivasyonu

Onkogenez ve gelisim kontrol bozuklugu

Sekil 1: Kimyasal ve biyolojik onkojenik faktorlerin kansere yol acig

mekanizmasi.



Agdiz bolgesinde gérilen kanserlerde viral etkenin 6nemli bir roll
oldugu son yillarda yapilan molekuler biyolojik calismalarda, viral DNA'nin
mikroskop altinda tespit edilmesiyle kanitlanmistir (10,32).

Epidemiyolojik olarak onkojenik potansiyele sahip DNA virusleri,
belirli insan tumorieri ile iligkili olan polyama virts(, simian viras 40 (SV40),
adeno virusler, papilloma virusler, herpes virisier ve hepatit B virisleridir
(6,11,38,61,63,81).

Erken teshis ve tedavinin agiz kanserlerinde 6lUm oranini
azaltacag! dustncesiyle bu yéndeki galismalara hiz verilmigtir.

Yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda HPV'Gn (insan papilloma
virisu) bir ¢ok tipinin mukozada selim papillomatéz olusumiarin yanisira
karsinomlarda da géruldida bildirilmistir.

Scully ve ark. (1991), agiz mukozasinda yaptikian calismalarda,
adiz mukozasinin kronik rahatsizlikianinin virusler ile olan iligkisini
incelemiglerdir. Yazarlar, papilloma virGslerin papillomatéz lezyonlar,
epiteliyal hiperplaziler ve karsinomlarla iligkili oldugunu ifade etmislerdir
(59).

Chang ve ark. (1991), oral karsinom gelisiminde HPV'in diger
karsinojenler ile birlikte sinerjik etkiye sahip oldugunu bildirmiglerdir (6).

Yapilan galigmalarda, onkojenik potansiyele sahip HPV'lerin agiz
boslugundaki selim, prekanseréz lezyonlar ve kanserlerde farkli tiplerinin
bulundugu tespit edilmigtir (10,13,40,41,58,59,66).



GENEL BILGILER

Son yillarda adiz boslugunda prekanseréz lezyonlara ve
kanserlere sik rastlaniimasi, bu lezyonlarin etyolojisi ve pathogenezini
aragtirmaya y6nelik ¢aligmalara hiz vermistir (6,28,60,78).

Cox ve ark. (1991), oral kanser gelisiminde virislerin onkojenik
potansiyele sahip olduklarindan bahsetmiglerdir (10).

Maden ve ark. (1992), yaptiklari caligmada HSV-1, HSV-2 (herpes
simpleks virus) ve HPV'lerin oral karsinomlarda yuksek risk faktoru
oldukiarini bildirmiglerdir (40).

Scully (1993), oral karsinomlarin pathogenezinde HPV ve HSV'in
rol oynadigini ifade etmistir (60).

Agiz boslugundaki selim, prekanseréz lezyonlar ve kanserlerden
elde edilen materyallerde viris partikilllerinin elektron mikroskobunda
gosteriimesine kadar, bu olusumlann gelisiminde viral etyolgjinin
olabilecegine stphe ile bakilmistir (10,58).

Akut viral infeksiyonlanin a@iz belirtilerinin uzun bir latent
dénemden sonra ortaya ¢tktigi bilinmektedir (10).

Son yillarda molekuler biyolojideki gelismeler ve yapilan
arastirmalar ile, virGslerin agiz bosglugundaki selim, prekanseréz lezyonlarda
ve kanserlerde tespit edildigi bildiriimistir (63).

Onkojenik potansiyel gésteren papilloma virtsler genital boige
disinda larenks, konjuktiva ve adiz boglugunu da infekte ederler (1,15,30,67,
71,80,82).

" Insanda mukozal lezyonlarda HPV'an gesitli tipleri tespit
edilmistir. HPV'0n 6ncelikle oral mukozal lezyonlardan selim, prekanseréz



lezyonlar ve kanserler ile iligkisi oldugu Gzerinde durulmus ve HPV varhgi
ile ilgili bir cok galigma yapilmistir(57,67,79).

Maitland ve ark. [|6koplakilerin %80'den fazlasinda, oral
karsinomlarin ise, %46’sinda HPV tespit etmiglerdir (41)

De Villiers ve ark. (1985), inceledikleri yedi dil karsinom
olgusunun tginde HPV pozitifligi tespit etmiglerdir. Bu olgularin birinde HPV
16’ya, diger iki olguda HPV 2'ye pozitiflik oldugunu bildirmiglerdir (15).

Eversole ve ark. (1987), yirmi oral verruco vulgaris olgusunun
onunda HPV 2'ye pozitiflik tespit etmislerdir (17).

) Cox ve ark. (1891), odontojenik keratokistlerde HPV 16 DNA’sini
izole etmislerdir (9 ).

Permoli-de-Percoco ve ark. (1993), oral vemuco vulgaris
olgulannda HPV 2,4, HPV 3,10 ve HPV 7'ye pozitiflik saptadiklarini
bildirmiglerdir (53). ' '

Kashima (29 ), Zeusss (82 ). Watts (74 ), Woods (77), Miller (45),
HPV'un spesifik tiplerinin agiz boslugundaki lezyonlarda degisik dagihim
gosterdigini sGylemigler ve HPV 6/11'in daha g¢ok selim olugumlarda, HPV
16/18 ve HPV 31/33/51’in ise, intraepiteliyal neoplazmlar ve kanserlerde
bulundugunu yaptiklari caligmalarda saptamiglardir.



PAPILLOMA VIRUSLER

Molekdller biyolojideki gelismelere parelel olarak papilloma
virusler Gzerindeki galigmalar hizlanmig ve papilloma virtslerin yapisi ve etki
mekanizmalari hakkinda ayrintili bilgi edinmemiz saglanmistir (6,17).

Papilloma virGsler papovaviridae ailesinin Gyesidir ve bu virls
ailesi polyoma virs, simian viris 40 (SV40), insan virtsleri BK ve JC vyi
kapsayan DNA virGsleridir (6,63,81).

) Papilloma virisler 55nm (nanometre) capinda, kapsid ile gevrili,
cift zincirli halkasal DNA molekila iceren DNA virGsleridir (Sekil 2). DNA
molekla 7900 baz ¢ifti uzunlugunda olup gevresihde lipid membran zari
yoktur (13,63,72).

URR Q\a

L1
E1

HPV-16 20

Sekil 2: Human papilloma virlis genom yapisi.



HPV, cift sarmalli epiteliotropik DNA virist olup, bunlarin genellikle
anogenital bolgeyi infekte ettigi ve virislerin bu boige disinda larenks,
konjuktiva ve afiz  bosluunuda infekte ettigi  bilinmektedir
(1,16,30,47,67,80,82).

Diger viruslerden farkli olarak serolojik testler ile HPV'ler
tiplendirmek mamkin olmamistir. Papilloma virGsler ancak niikleotid
dizilerindeki farkhiliklara ve bulunduklan konaga gére siniflandiriimaktadiriar.,
Bu tip siniflama ile HPV'Gn altmisbesten fazla tipi  tanimlanmistir
(2,8,29,45,64,84).

insan mukozal lezyonlarinda HPV'tin gesitli tipleri bulunmus ve
en gok HPV 1,2,4,6,7,11,13,16,18,30,31,32,33,51 ve 57 gibi tipleri tespit
edilmigtir (6,30,57,67,79,82).

Papilloma virisler benzer DNA organizasyonu gésterirler. HPV
genomu "Erken” (E) ve "Geg¢” (L) bélgeler olarak iki farki bdélgeden
yapilmistir. Erken bolgeler yedi gen (E1-E7), geg bolgeler ise iki gen (L, - L, )
kodlamaktadir (8,13,24,25,48,55 60,63,71).

Erken boélge, HPV infeksiyonun ilk asamasinda rol alan ve viral
replikasyonu (eslemesi) baglatan bolgedir. Geg bélge ise, viral kapsid
proteinlerinin sentezinden sorumludur. HPV genomunda protein kodlayan
ORF (open reading frame) bdigeleride vardir ( 50,55). Ayrica protein
kodlayici bélge tagimayan, 600-900 baz ifti uzunlugunda URR (Upstream
Regulatory Region) olarak adlandirilan bir bélgede bulunur (50,63).

L bolgesinin sonu ile E béigesinin basi arasinda yer alan bu URR
bolgesinin duzenleyici sinyaller tagidi§i, bununda DNA replikasyonu ve viral
genlerin ekspresyonunda (gen anlatimi) rolt oldugu bildirilmistir (63,84).

E bolgesinin bazilan dizenleyici genler tagir. Omegin E,
béigelerinin, ORF bolgesi ile Es ve E; béigeleri gen ekpresyonunu
dizenleyici role sahiptir. Bu bélgenin viral veya hicresel gen ekspresyonuny
degigtirerek transformasyon (dénGsim) ya da onkogenezde rol oynadig
-kabul edilmistii'. Bunuda konak hdcre proteini Pss ve retinoblastom gen
grandne (Rb) baglanarak gerceklestirdigi distnuimigtur
(12,13,24,28,48,50,60,64,71,84 ) (Sekil 3).



Rb | Ps3
(Tumdr supresor gen) —» KANSER <—(Timdr supresdr gen)
Es

——»  Stimilasyon

--» Inhibisyon

Sekil 3: Human papilloma virlis genlerinin (Es, Es,E;)
onkojenler ve tiimor supresorler arasindaki iligkisi.



AGIZ BOSLUGUNUN SELIM, PREKANSEROZ LEZYONLARI VE
KANSERLERI ILE HPV ILiSKISI

Agiz mukozasinin selim, prekanser6z lezyonlarinda ve
kanserlerinde viral bir etyolojinin olabilecedi uzun yillar tartisiimis ve son
yillarda yaptlan virolojik ¢alismalaria agiz boslugundaki lezyonlarda HPV
varligr kanitlanmigtir (6,31,36,53,60,63,66,75,77).

Yapilan caligmalarda, adiz boslugunun selim olusumiarindan
olan papillomiar, verruco wvulgaris, epiteliyal hiperplazi ve fibréz
hiperplazilerde, prekanseréz lezyonlardan lichen planus, I6koplakilerde ve
kanserlerde in-situ hibridizasyon yéntemi ile HPV varligi tespit edilimigtir
(6,20,29,59).

HPV'ler spesifik fonksiyonlara sahip genler aracilifiyla, hicre
gelisiminin ve diferahsiyasyonunun, kontrol mekanizmalarina etki ederek
karsinogeneie neden olurlar (20,60).

1989 yilinda yapilan kapsamh bir galismada, Iékoplakilerin
%80'ninden fazlasinda, oral karsinomlarin ise, %46'sinda HPV tespit edildigi
bildirilmigtir (41).

Papillomiar agiz boglugunun selim timérierinden olup, her yasta
gelisebilen, agdiz mukozasinda en fazla yumusak damak, dudak, dil dorsumu
ve lateral sininnda, buccal mukozada ve disetinde gérilen olusumlardir.
Yizeyi hiperkeratotik veya akantotik epitel ile gevrili parmaksi gikintilar
seklindedir. Keratinize olduklarindan agik pembe, beyaz renkli lezyonlar
seklinde goruldrier (4,6,20,25,29,41,82).

Asemptomatik olan papillomlar genellikle 1cm’ den kigik
lezyonlar halinde, epitelde hiperplazi ve stromal dokuda vaskularizasyon
gésterifler. Bunlarin  etyolojisinde HPV'lerden tip 6/11'in rol oynadigi
bildiriimistir.(6,67,80,82).

Tsuchiya ve ark. (1991), on papillom olgusunu inceledikleri
“calismada, papillom olgulanindan uginde HPV 6/11 pozitifligi saptamiglardir

(67).



Zeuss ve ark. (1991), bes verruco vulgaris, onbes condiloma
acuminata, otuz papillom, yirmi hiperkeratoz, onbes epiteliyal displazi, bes in
- situ karsinom ve onbes epidermoid karsinom olmak Uizere toplam ylizbes
oral mukozal lezyonda HPV 6/11, 16/18 ve 31/33/35'in vari§ini aragtirmiglar.
Sonug olarak bes verruco vulgaris olgusunun besinde, onbes kondiloma
acuminatanin onbesginde, otuz papillomun dérdlnde, yirmi hiperkeratozisin
ikisinde sadece HPV 6/11 pozitifligi tespit etmislerdir ( 82 ).

Young ve ark. (1991), inceledikleri yirmi papillom olgusunda HPV
6/11, 16/18 ve 31/33/55 varligini arastimislardir. OnGg papillom olgusunda
HPV 6/11’e kuvvetli pozitiflik, on papillom olgusunda ise, HPV 16/18 ve
31/33/35’e kars! hafif pozitiflik saptadiklarini bildirmislerdir (80).

Agiz boslugundaki prekanseréz lezyonlar ve kanserierden alinan
biopsi materyallerinde en gok HPV 16/18 ve 31/33/51 tiplerinin varlid! tespit
edilmistir (29,45,74,77,82).

Lokoplakiler beyaz plak halinde ya da yaygin lezyonlar olup,
histolojik olarak epiteliyal hiperplazi, hiperkeratoz ve ciddi displazi gésteren,
malignite degisim riski olan beyaz lezyonlardir.

Klinikte agiz mukozasinin beyaz pladi olarak tarif edilen
I6koplakiler, orta yaglarda daha sik gériimektedir (3,54,83).  Etyolojisi
kesin olarak bilinmemekle birlikte, bu lezyonlarin sigara ve alkol
kullamimina bagl gelistigi, ancak bazi aragtirmacilar tarafindan da viral bir
etyolojinin olabilecedi bildirilmigtir (6,54).

Syrjanen ve ark. (1986), inceledikleri Gg I6koplakinin ikisinde HPV
tip 6/11 ve 16'ya karsi pozitiflik saptamiglardir (65).

“Lichen planus deri ve mukoza tutulumu yaygin bir hastalik olup,
adiz boglugunda yanak mukozasi, dil dorsumunda gérilen ve etyolojisinde
immanolojik bir bozuklukla birlikte viral etkenlenlerin de rol oynadid: bilinen
bir orta yas hastaligidir (3,6,54).

Klinikte lichen planuslar reticuler form, plaque form, atrofik form
“ve erosive form olmak Gzere dért ayn formda gérilmektedir. Lichen
planuslarda %1 malignite potansiyeli oldugu bildiriimig, sigara ve alkol

kullaniminin maligniteyi artirdi§indan  bahsedilmigtir (54).



Oral kanserler daha ¢ok kirk yas tzerinde erkeklerde, gogunliukla
alt dudak, adiz tabani ve dil kenarlarinda gértulmektedir. Klinikte lokal agr
ve gifneme guglGda en belirgin semptomlaridir. Etyolojisinde, kimyasal
karsinojenler, 1sima enerjisi, kronik irritasyon ve viruslerin énemli bir roll
oldugu dusunulmektedir (6,20,29,33).

Watts ve ark. (1991), kirkdokuz oral karsinom olgusunda HPV 2,
6/11, 13, 16/18 ve 32'nin varh@m arastirdiklari g¢aligmada, olgularin
%30'unda HPV 6/11 ve 16/18’e karsi pozitiflik tespit etmislerdir (74 ).

Gassenmaier ve ark (1988), ikiytziki oral [6koplaki olgusunun
yirmibirinde HPV 6/11 ve 16'ya, ylzi¢ prekanser6z oral ISkoplakinin
ondokuzunda HPV 6/11 ve 16'ya, altmigsekiz oral epidermoid karsinomun
onaltisinda HPV 6/11 ve 16'ya pozitiflik oldugunu bildirmiglerdir (20 ).

Kashima ve ark. (1990), yaptiklari ¢alismada oral karsinomlar,
I6koplaki veya lichen planusta HPV 6/11, 16/18 ve 3%1in varligini
incelemi§ler; sonu¢ olarak HPV 6/11, 16/18'in daha c¢ok karsinom
olgularinda bulundugunu bildirmiglerdir (29).

Abdelsayed ve ark. (1991), onsekiz epidermoid karsinom
olgusunda HPV 6/11, 16/18 ve 31/33/35'in varligini aragtirdikiari ¢alismada,
sadece iki epidermoid karsinom olgusunda HPV 6/11 ve HPV 16/18
pozitifligi saptamiglardir (1).

Woods ve ark. (1993), yaptiklari ¢alismada, onsekiz oral
epidermoid karsinom olgusunu incelemigler ve ondért olguda HPV DNA’sina
pozitiflik tespit etmigler, ondért hastanin dérdinde HPV 6/11 ve 16/18'e, bir
hastada, HPV 6/11’e, iki hastada, HPV 16'ya, iki hastada HPV 18 ve bes
hastada ise, 16/18’e pozitiflik saptamiglardir (77).
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ViRUS HUCRE ETKILESIMI VE KARSINOGENEZDEKI ROLU

Papillomaviris infeksiyonu genellikle epidermisin  keratino-
sitlerinde gorulmektedir. Baslangigta viral partikuller epitelin aginmig bir
bélgesinden bazal tabakadaki hlcrelere gegerler.Virisin hicreye girisi,
endositoz ve pinositozla yada epitele spesifik olan virisin kapsid proteini
ile bir hicre reseptérinan bagianmasi sonucu olur (50,69).

Virlis bazal tabakadaki hiicrelere girdikten sonra kilifint birakir. ilk
agsamada viral DNA replikasyonu igin dlzenleyici proteinler sentezlenir ve
disuk miktarlarda erken viral genlerin replikasyonu yaplhr.Erken viral genler
bazal hicrelerde hiicre gogalmasini uyarir. Bazal tabaka hiicreleri strekli
bélinme yetenegine sahip hdcrelerdir. Bu uyart sonucunda asin hucre
cogalmasi, epitelin st tabakalarinda hiperplazi olarak kendini gésterir. Daha
ylzeyel tabakalardaki hiicrelerde ise, koilositoz olarak adlandinian, nikleus
dejenerasyonu, perinikler vakualizasyon ve sitoplazmik vakualizasyon
goralar (2,50).

Bazal hicre farklilagip daha Ust tabakalara dogru ilerledikge,
hicresel DNA replikasyonu ile senkronize ve stabilize olarak viral DNA
replikasyonu uyarilir. Epizomal DNA lar konak hucrenin nukleusunda birikir.
Daha ylzeyel hicre tabakalarinda Ly ve L, viral kapsid proteinieri
sentezlenir. Sonugta, viral partikiiller meydana gelir. Hicre keratinosit
seklinde dékuldagande virGs bagka bdlgeleri infekte eder. Béylece virls
keratinositlerle 6lumstziik kazanir (71,84).

HPV'in onkogenezdeki rolit HPV infeksiyonundan farkli olup;
viral DNA'nin, konak htcrenin genomuna integrasyonu (baglanma) ile
oldugunu goésterir ip uglan elde edilmigtir (12,26,58,60,63,71,84).

Bu konuda yapilan galismalarda integrasyon sonucu malignite
gelisimini agiklayan bir kag yol gésterilmistir. Integrasyon, genellikle viral
genomun bir pargasinin  delesyonu (kopup-birlegsme) ile olmaktadir.
- Genellikle in\)aziv karsinomlarda gorilen HPV 16 ve 18 DNA' sinin
integrasyonun, viral genin E; ve ORF boélgesinde bir agiimaya bagl
delesyonla oldugu gosterilmigtir. E; bolgesinin E¢ ve E; gen ekspresyonunu
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dizenleyici bir fonksiyonu oldugundan, bu bdlgedeki bir delesyonun viral
gen ekspresyonunu degistirecegi ve onkogenezde rol oynayabilecegi, ayrica
Es ve E; gen UrinG proteinierin timér baskilayici genlerle etkilestikleri
gosterilmistir. Es ve E7 protinleri, Ps; ve Rb gen Grtnlerine badlanarak, hiicre
proliferasyonunun kontroli ile ilgili olan bu genleri inaktive ettikleri ve hiicre
buyumesinde kontrol kaybina yol agtiklan bildirilmistir (26,58,60,63,71).

Diger bir yol olarak, viral genomun bir protoonkogene komsu
bolgeye integre olmasi ile onkogenin aktif hale gelebilece§i belirtiimigtir
(12,24,28,64).

HPV infeksiyonlarinda immun denetimin baskilanmasindan da s6z
edilmistir (58).

Viral genomun hticre genomuna integre oldugu durumlarda, viral
genomun bazi bolgelerinin kayboldugu, sadece Es ve E; gibi karsinomla
iliskili bélgelerinin kaldig bildiﬁlmistir. (14,50,58,69).

Cesitli HPV tiplerine ait viral DNA'lar, ileri displazik lezyonlar ve
karsinomlarda da saptanmistir. Viral kapsid proteinleri ise, sadece hafif
displazik lezyonlarda gosterilmig, displazik lezyonlar ve kasinomlarda,
normal viris hayat siklisG bloke olmustur. Virls igin biyolojik bir 6lum olan
bu olayin, konak hticre igin sinirsiz bir gogalmaya neden oldugu belirtilmigtir
(13,63,72).
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HPV SAPTANMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

HPV infeksiyonunu saptamak ve tiplerini belilemek igin cesitli
molekuler biyoloji ydntemleri kullamimaktadir ( 34,39,56).

= Southern Blot Yontemi

* Dot - Blot Hibridizasyon Yéntemi

** Filter In - Situ Hibridizasyon Yontemi

** Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

** |n - Situ Hibridizasyon Yéntemi (ISH)

in - situ hibridizasyon yéntemiyle taze hicrede, frozen kesitte,
formolde fikse parafin kesitte HPV DNA’ si veya RNA’s1 saptanabiimektedir
(30,37,43,68).

In - situ hibridizasyon yéntemiyle her hiicredeki HPV genomunun
yaklastik 20 - 800 kopyast tespit edilebilmektedir (56,68).

Doku kesitleri, sitolojik materyaller ve kromozomiar lam (izerinde
fikse edilerek DNA hibridizasyonu ile HPV varligi tespit edilebilir.
Hibridizasyon ile, bir ok organizma ve virlste ¢ift sarmal halinde bulunan
DNA zinciri 1sitilmak suretiyle denature olur (tek zincir halinde ayniir). Bu
ayrilan DNA zincirleri HPV tipine &zel probe DNA'si ile hibridiegtirilerek
(melezlestirmek) tespit edilir.

In - situ hibridizasyon y6ntemi, genital ve oral mukozoda HPV'(n
spesifik tiplerini tayin etmede givenle kullanilabilecek, ayni zamanda
retrospektif galigmayada uygun bir ydntemdir. Hibridizasyon, sonuglar 11k
mikroskobu ile degerlendirilebilen ve bu sebeplerden dolay: hizli, glvenli,
ekonomik, laboratuar galisanlarinda zararh etkisi olmayan duyarl bir
yéntem olarak bildirilmistir ( 37,45,56,68,73,76,82).

13



AMAG

Calismamizda, agiz boglugunda blyUk bir siklikta gértlen selim,
prekanseroz lezyonlar ve kanserlerin etyolojisinde, adiz boglugundaki
mikrotravmalar, mikroorganizmalar ve kimyasal faktorler ile birlikte sinerjik
etkisi oldugu distnalen HPV'Gn etkisini arastirmayi planladik .

Bu galigmadaki amaglanmiz:

**Malignite geligiminde HPV’iin roliini kanitlamak .

*HPV tespit edilmig olan olgularda, agiz lezyonlannin
tedavisinde yeni yaklagimlara igik tutmak .

**HPV’iin bulagici olup olmadi§i ve bu infeksiyona karsi
bagisiklik olup olmadifn konusunda yapilacak ¢aligmalara yardimci
olmak .

“*Agiz boslugundaki selim, prekanseréz lezyonlar ve
kanserierde spesifik HPV tiplerinin tayin edilmesini saglamak .

Kaynak taramasinda serviks bélgesinden elde edilen parafin doku
kesitleri ve sitolojik materyallerde HPV varligi incelenmistir (1,29). Bizde
caligmamizda a@iz boslugundaki selim, prekanseréz lezyonlar ve
kanserlerde HPV alt tiplerinin varhgini, sitolojik materyallerde ve doku
kesitlerinde tespit etmeyi amagladik.
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GEREC VE YONTEM

GEREG

Olgulanmizi, 1.U. Dishekimligi Fakultesi Agiz, Dis, Cene,
Hastaliklar ve Cerrahisi ABD kliniklerine ve 1.U. Tip Fakuiltesi Plastik ve
Rekonstriktif Cerrahi ABD'na muracat eden hastalardan segtik.

Biopsi uyguladi§imiz toplam olgu sayisi yirmi idi.

Patolojik tetkik igin alinan biopsiler, I.U.Onkoloji Enstitusa Tamor
Patolojisi ve Onkolojik Sitoloji bilim dallan laboratuarlarinda histopatolojik ve
sitolojik olarak degerlendirilmigtir.

Hastalardan alinan biopsi émeklerinden, fikse edilmeden &énce
patoloji laboratuarlarinda Poly-L-Lysine ile kapli alti adet lama imprint
preparatl hazirlanmistir. Daha sonra biopsi émekleri  %10’luk Buifer-
Formalinde en az 4-8 saat fikse edildikten sonra rutin doku takibine alinmig
ve parafine gémulmuastar. Imprint preparatlari ise, en az 15 dakika %96'lik
alkolde fikse edilmis ve Papanicolaou ( Pap ) teknidi ile boyanmistir.

Klinik, radyolojik ve patolojik tetkikler sonucunda yedisine
epidermoid karsinom, Yedisine papillomatoz olusum ve altisina lichen planus
veya I6koplaki tanisi konmus toplam yirmi olgunun, herhangi bir sistemik
hastalifi olmamasina ve uzun slre ilag kullanmamig olmalarina dikkat
edilmistir. Bu olgularin lokalizasyon, histopatolojik sonug, yas, cinsiyet,
sigara ve alkol kullanimi Tablo 1'de gosterilmigtir.

Biopsilerden hazirlanan parafin kesitler ve imprint preparatlarinda
in situ hibridizasyon yontemi ile HPV 6/11, 16/18 ve 31/33 /51 tiplerinin
varligina bakilmigtir.
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Tablo 1: Toplam 20 olgunun lokalizasyon, histopatolojik sonug,

yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimindaki dagihimi

Lokalizasyon Histopatolojik Yag Cinsiyet Sigara | Alkol
Sonug ’

Alt dudak L.okoplaki 38 E - -
Alt dudak Lokoplaki 35 K - +
Alt dudak Lokoplaki 50 E + +
Yanak mukozasi Lokoplaki 33 E + +
Yanak mukozas! Lichenplanus 42 E + +
Yanak mukozast Lichenplanus 32 E + +
Lingual mukoza i Ep Ca 51 E + -
Lingual mukoza Ep Ca 38 K + +
Lingual mukoza EpCa 31 K - -
Lingual mukoza EpCa 58 K - -
Lingual mukoza Ep Ca 65 E + +
Alt dudak Ep Ca 63 E - -
Ust dudak EpCa S 72 K - -
Yanak mukozasi Papillom 72 K + +
Yanak mukozasi Papitiom 34 E + +
Yanak mukozasi Papitlom 32 E + -
Yanak mukozas! Papillom 33 E - -
Alt dudak Papillom 15 K - -
Yumusgak damak Papillom 72 K - -
Sert damak Papillom 55 K - -
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YONTEM

I.0. Onkoloji Enstitust Tamor Patolojisi ve Onkolojik Sitoloji bilim
dallan laboratuarlarinda histopalojik ve sitolojik olarak degerlendirilen yirmi
olgudan hazirlanan doku kesitleri ve imprint preparatiari HPV varli§i ve
tiplemesi yapiimak Gzere ¢aligmaya dahil edilmigtir.

Calismamizda kit olarak Patho Gene DNA probe assay (Enzo
Diagnostic,Inc) kullanilmis ve in situ hibridizasyon yéntemi ile HPV 6/11,
16/18 ve 31/33/51 tiplerinin varligina bakilmistir.

Kit icinde; HPV 6/11 doku kontrol lami, HPV 16 probe kontrol lami,
hibridizasyon i¢in ayiraglar ve HPV alt tiplerine ait problar ile ¢calisacagimiz
olgulanin kesitlerini almak igin tek ve ¢ift kuyucuklu teflon kaph lamiar
mevcuttur. Alinan biopsi 6mekleri %10'luk Buffer- Formalinde fikse
edilmeden o6nce Poly -L- Lysine ile kapl alti ayn lam Gzerine imprintleri
yapilip, %96'lik alkolde en az 15 dakika fikse edildikten sonra Papanicolaou
(Pap) teknidi ile boyanarak hiicreden zengin olanlar isaretienmistir. In situ
hibridizasyon uygulamak Gzere her olgudan tg lam aynimigtir.

Daha sonra biopsi émekleri, doku kesitlerini hazirlamak tzere
%10'luk Buffer-Formalin solusyonunda 4-8 saat fikse edilmis ve rutin doku
takibine alinarak parafine gémulmustar.

Doku Kesitlerine Uygulanan In situ Hibridizasyon Yéntemi: |
HPV'Un 6/11, 16/18 ve 31/33/51 tiplerini tayin etmek tzere her bir
olgudan 4-6 mikronluk Gg ayri kesit hazirlanip 6zel kuyucukiari olan lamlar
azerine yerlestiriimigtir.
HPV 6/11 doku kontrol lami ve olgulara ait lamlar 2-18 saat 60-
80°C de fikse edildikten sonra deparafinize islemi yapilmak zere sirayla

asadidaki solusyonlardan gegirilmistir.
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Xylen 10 dakika

X ylen 2 dakika

% 100 Alkol 1 dakika

% 100 Alkol 1 dakika

% 90 Alkol 1 dakika

% 70 Alkol 1 dakika

% 50 Alkol 1 dakika

Deionize suda 1 dakika indirgenen lamlarin deparafinizasyon islemi
tamamlanmigtir. )

Deionize sudan ¢ikarilan lamlar 37°C de 5-10 dakika
kurutulduktan sonra Proteinaz K stok soltsyonunun ( 20 m Miris - HCI, 2mM
Ca Cl; ) on kez sulandinimasiyla elde edilen Proteinaz K c¢alisma
sollisyonundan her bir lam Uzerindeki kuyucuga 0,33-0,4 ml ilave edilerek
37°C de 15 dakika bekletilmistir.

Daha sonra lamlar Gzerindeki sivi akitiip Wash-Buffer ile
(Bufferlanmig NaCl /EDTA) 1 dakika yikanmistir. Lam (zerindeki doku
kesitlerinde peroksidaz aktivitesini inaktive etmek igin lamlar tzerine 0,5 ml
Quench ayiracindan (Bufferlanmis NaCl /EDTA igindeki %3'lik H, O, )
damlatilip, 37°C de 10 dakika inkube edilmisgtir.

Daha sonra batin lamlar oda sicakhiinda sirasiyla asagidaki
solusyonlardan gegirilerek dehidrate edilmigtir.

Deionize su 1 dakika
% 50 Alkol 1 dakika
% 70 Alkol 1 dakika
% 100 Alkol 1 dakika.

Boylece hibridizasyon ve boyama asamasina hazirlanmig lamlar
37°C de kurutularak bir gece bekletilmistir. Bu iglemlerden sonra doku
kesitlerinin yerlestirildigi ¢ift kuyucuklu lamlarin sa§ taraflarindaki béltimlere
ve HPV 16 probe kontrol lamina, biotinle igaretlenmis HPV 16/18 DNA probe
tiplerini iceren 1b solusyonundan bir damla, lamlarin sol taraflarindaki
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bolimlerine ve HPV 6/11 doku kontrol lamina ise, biotinie isaretlenmis HPV
6/11 DNA probe tiplerini igeren 1a solusyonundan bir damia damlatiimistir.

Tek kuyucuklu lamlar Gzerindeki kesitlere ise, biotinle isaretlenmis
HPV 31/33/51 DNA probe tiplerini iceren 1c solusyonundan bir damla
damlatilip, her bir kesitin tGzeri lamel ile kapatilip heating block ta 95°C de 8-
10 dakika inkube edilmigtir. Lamlar Gzerindeki lameller ¢ikartiimadan 37°C
ye aktarilmig ve 20-30 dakika inkube edilmistir. Béylece DNA denaturasyonu
ve hibridizasyonu saglanmis olur.

Daha sonra Wash Buffer ile yikanarak lameller cikariimig, tekrar
yitkama solusyonu ile. ytkamip kuyucuklarin etrafi kurulanmigtir. Kurulanmig
lamlar Gzerinde olusan hibridizasyonlari sabitlemek igin post hibridizasyon
ayiracindan (Bufferlanmig NaCl ve formamidden) 0,5 ml damiatip 37°C de
10 dakika bekletilmisgtir.

Lamlar Gzerindeki hibridize olmamig problari uzaklastirmak igin
tizerindeki sivi akitildiktan sonra oda sicakliginda 1’er dakika ¢ kez Wash
Buffer ile yikamp iyice kurulanmistir. Hedef nukleotidi saptamak igin
detection ayiracindan (NaCL icindeki biotinlenmis horseradish peroksidaz)
0,5 ml damlatihp 37°C de 15 dakika inkube edilmisgtir.

Bu esnada renk reaksiyonu i¢in Chromogen-Substrate solusyonu
hazirlanmistir. 37°C’de 15 dakikalik inkubasyondan ¢ikartilan butin lamlar
uc kez Wash-Buffer ile yikanmig ve pargalarin etrafi iyice kurulanmigtir.
Lamlar (Gzerinde renk reaksiyonu olusturan Chromogen-Substrate
solusyonunu hazirlamak icin, reaksiyon Buffer/Substrate ayiracina (Acetat
Buffer igindeki H,0,) i¢c damla Chromogen ayiracindan (%2 lik 3 amino 9
ethylcarbazole) damlatiip karigtinimigtir. Bu hazirlanan karigimdan her bir
lam Gzerindeki bolume 0,5 ml damlatihp 37°C’de 15 dakika inkube edilmis ve
her bir lam Gg defa 1'er dakika Wash-Buffer ile yikanip su ile galkalanmigtir.

Daha sonra zit boyama igin Meyer's Hematoksilen ile 1 dakika
boyanip akarsuda yikandiktan sonra Aqueous mounting medium (gliserol-
jel)kullanilarak 22x22 mm boyutunda lameller ile kapatilmistir.
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Hazirlanan preparatlar 1s1k mikroskobunda 40 bluylitmede
incelenmis, HPV'Un varh@ epitel hiicrelerinin nukleuslarinda pembe kirmiz)
veya tugla kirmizisi boyanma gostermesi pozitif reaksiyon olarak
kaydedilmistir.

imprint Preparatlarina Uygulanan In Situ Hibridizasyon Yéntemi:

Daha 6nce biopsi 6meklerinden hazirlanan her olguya ait uc ayn
imprint preparat lamellerinin agiimasi igin 24 saat xyiende bekietilip lameller
acildiktan sonra sirasiyla asagidaki solusyonlardan gegirilmistir.

Xylende 10 dakika

Xylende 2 dakika

% 100 Alkoide 1 dakika

% 90 Alkolde 1 dakika

% 70 Alkolde 1 dakika

% 50 Alkolde 1 dakika

Deionize suda 1 dakika bekletilip suya kadar indirgenme igleminden sonra
Proteinaz K galisma solusyonundan her lam Gzerine 0,5 ml damlatilarak,
37°C de 4-5 dakika beklietilmis ve sonra Wash-Buffer ile yikanmigtir.

Batan lamlar Uzerindeki peroksidaz aktivitesini inaktive etmek icin,
metilalkol igindeki %0,06lik H2 O, solusyonundan bir damla damlatilip, 37°C
de 30 dakika inkube edilmig ve sonra dehidratasyon igin sirasiyla asagidaki
solusyonlardan gegiriimigtir.

Deionize su 1 dakika

%50 Alkol 1 dakika

%70 Alkol 1 dakika

%100 Alkol 1 dakika bekietildikten sonra lamlar 37°C de 10 dakika
kurutulmusg, hibridizasyon ve boyama asamasina hazirlanmistir.

Daha sonra biopsi 6meklerinden hazirlanan G¢ ayn imprint
preparatinin birine HPV 6/11, diderine, HPV 16/18 ve Uglncistine, HPV
31/33/5%’in biotinlenmis DNA probe tipleri damlatilarak lamlann zeri
lamelier ile kapatiimigtir.



Lamlar DNA deneturasyonu igin 95°C de 5 dakika, hibridizasyon
igin ise, 37°C de 16 saat inkube edilmigtir.

Ertesi gin inkubasyondan alihan lamlar Wash Buffer ile yikanip,
uzerindeki lameller kaldirlmis ve posthibridizasyon ayiracindan 0,5 mi
damlatiip, 37°C de 10 dakika inkube edilmisgtir.

Lamlar, Gzerindeki hibridize olmamig problan uzaklagtirmak igin
Wash Buffer ile yikanmiglar, kurutulan lamlarda hedef nikleotidi saptamak
icin detection ayiracindan 0,5 ml damlatilarak 37°C de 15 dakika inkube
edilmistir.

Daha sonra buatin lamlar Wash Buffer ile yikanip iyice
kurulanmistir. Renk reaksiyonu icin daha énceden hazirlanan Chromogen
Substrate solusyonundan her lam Uzerine 0.5 ml damlatihp 37°C de 15
dakika inkube edilmistir.

Lamlar tekrar Wash Buffer ile yikanarak ve su ile galkalanarak
zit boyama igin Meyer's Hematoksilen ile boyanmistir. Uzerleri Aqueous
mounthihg medium (gliserol jell) kullaniiarak 22x22 mm'lik lamelle
kapatiimistir.

Hazirlanan preparatlar 151tk mikroskobunda 40 buylitmede
incelenmistir. Imprint preparatiarinda HPV'un varli§i, epitel hucrelerin
nukleuslarindaki pembe kirmizi boyanma ile saptanmistir.
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BULGULAR

Caligmamizda klinik, radyolojik ve patolojik tetkikler sonucunda
yedisine epidermoid karsinom, yedisine papillomatéz olusum ve altisina
lichen planus veya l6koplaki tanisi konan yirmi olgu dederlendirildi.

Oigu gurubumuzda HPV'in 6/11, 16/18, 31/33 /51 tiplerinin
varhig|, biopsilerden elde edilen parafin kesitlerde ve imprint preparatlarda in
situ hibridizasyon yontemi uygulanarak aragtirildi.

Olgular histopatolojik olarak degerlendirilirken diferansiyasyon,
keratoz, koilositoz gibi kriterler géz énine alindi. Sitolojik olarak imprint
preparatlarda yeterli hticre bulunmasi ve koilositoz degerlendirildi.

Epidermoid karsinom tanisi konan yedi olgudan
diferansiyasyon derecesi | olan bir olguda, orta derecede koilositoz ve
ortokeratoz saptandi. Bu olgunun imprint preparatlarinda yeterli hlcre
gérilmedidi icin degerlendiriimedi. Parafin kesitierde ise, in situ
hibridizasyon y6ntemi ile HPV pozitifligi saptanmadi.

Epidermoid karsinom tanisi konan ve diferansiyasyon derecesi |l
olan dért olguda, hafif derecede koilositoz gértldi, bu doért olgudan iki
olguda parakeratoz, diger iki olguda ise ortokeratoz saptandi. Olgularin
birinin imprint preparatinda yeterli hicre gértimedigi i¢in degeriendiriimedi.
Imprint preparatlarinda yetérli hicre gértlen U¢ olgudan birinde in situ
hibridizasyon yoéntemi ile HPV pozitiflii saptanmadi. Geriye kalan iki
olgudan birinin imprint preparatinda HPV 16/18 ve 31/33 /51 tiplerine
(Resim 1,2), diger olguda ise HPV 31/33/51 tipine pozitiflik saptandi.

Diferansiyasyon derecesi |l olan bu dért olgunun parafin
kesitlerinde, sadece bir olguda in situ hibridizasyon yéntemi ile HPV
31/33/51 tipine pozitifik saptanirken, diger olgularda HPV pozitifligi
saptanmadi.



Epidermoid karsinom tanisi konan ve diferansiyasyon derecesi lll
olan iki olguda, hafif derecede koilositoz, keratoz ve diskeratoz saptandi. Bu
olgularin  imprint preparatlarinda ve parafin kesitlerinde ise, in situ
hibridizasyon yontemi ile HPV pozitifli§i saptanmadi.

Epidermoid karsinom tantsi konan toplam yedi olgunun yaglari 31
ile 72 arasinda degismekte olup, ¢ olguda sigara igme ve alkol kullanma
aligkanh@t oldugu tespit edildi ve bu aliskanliklara sahip hastalarin birinde
HPV varhgi saptandi. Yedi epidermoid karsinom olgusundan birinde,
sadece sigara icme aliskanli§ olup, bu olguda da HPV pozitifligi tespit edildi

(Tablo 2).

Tablo 2: Epidermoid karsinom olgulannin lokalizasyon, diferansiyasyon
koilositoz, keratoz dagihimi ve parafin kesit ile imprint
preperatiannda HPV 6/11,16/18 ve 31/63/51

tiplerinin pozitifligi
Sorur I Tormin kst imprn Preperst
Diteransiyasyon | Kosostoz | Kermtoz HPV ;M HEV
Ocre

Gortien

Imprint

Preparats

6711|1818 | 1351 811 11618 | 31/3351

Epudemond Karsmom | Ust Dudak 1] Haft Diskarat - - = - ! L <
Epkiermond Karsinom | AR Dudak [ Orta Ortakera -
Epidenmod Karsmom | Lingual Muko2s " Hafd Kerstotik T
Epidermond Karsnom | Lingual Mukoza [] Hatd Ortakerstaz
Epedermoid Karsnom | Lingus! Muicza []] Hafd Ortakerator s
Epedermond Korsnom | Linguel Mukozs [ Haftt Parekerstoz ~ -
Epdermond Karsmom | Lingual Mukoza [] Hafif Parakergtaz Y =
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Papilloma tanisi konan toplam yedi olgudan (¢ olguda, hafif
derecede koilositoz ve hiperkeratoz saptandi. Bu olgularin ikisinin imprint
preparatinda yeterli hucre gorulmedigi icin deg@erlendirilmedi. Yeterli hicre
gérulen bir olguda in situ hibridizasyon yontemi ile HPV pozitifligi
saptanmadi. Ayni olgulann parafin kesitlerinde ise, bir olguda in situ
hibridizasyon yontemi ile HPV 6/11, diger bir olguda, yine ayni yontemle
HPV 31/33/51 pozitifli§i saptandi. Diger olguda ise HPV pozitifligi
saptanmadi.

Papillom tarusi konan iki olguda, orta dercede koilositoz,
hiperkeratoz, ve ortokeratoz saptandi. Bu olgularin imprint preparatlarinda,
in situ hibridizasyon yontemi ile HPV pozitifli§i saptanmadi. Her iki olgunun
parafin kesitlerinde ise, in situ hibridizasyon yéntemi ile HPV 6/11 pozitifligi
saptandi (Resim 3).

Papillom tanisi konan diger iki olguda, c¢ok ileri derecede
koilositoz, hiperkeratoz ve parakeratoz saptandi. Bu olgularin birinin imprint
preparati, yeterli hiicre gorilmedigi igin degerlendiriimedi. Imprint
preparatinda yeterli hicre gérilen olguda, in situ hibridizasyon yontemi ile
HPV pozitifligi saptanmadi. Bu iki olgunun parafin kesitlerinde ise, in situ
hibridizasyon yontemi ile HPV pozitifligi saptanmadi.

Papillom tanisi konan toplam yedi olgunun yaslan 15 ile 72
arasinda deg@ismekte olup, iki olguda kronik sigara icme ve alkol kullanma
ahskanh@: tespit edildi ve bu olgulann her ikisinde de HPV'e kars: pozitiflik
tespit edildi. Olgularin birinde, sadece sigara aliskanhd: tespit edildi ve bu
olguda HPV pozitifligi bulunmad: (Tablo 3).



Tablo 3: Papiliom olgufannin lokalizasyon, koilositoz, keratoz dagilimi
ve parafin kesit ile imprint preparatianndaki HPV 6/11,16/18
ve 31/33/51 tiplerinin pozitifligi

b ) L Parafin Kesit I d
Koilositoz | Keratoz HPV Yeterdl HPV
Hocre
' { Gortlen
Imprint
Preparat
811 | 1618 | 31/33/54 611 | 16/8 | 31/33551
Papiliom Sert Damai Ons Ortskeratoz hd - > hd - - -
Papiiom Y Damak | Cok_ Parakerstoz -
[Papilom AR Dudak Haff Hiperkeratoz -
t:x lom Yanak Mukazasy | Gok_ Hiperkeratoz .
Papiliom Yanak Mukoras: | Hafif Hiperkeratoz hd d
[Papiiiom Yansk Mukeows: [ Hafif Hiperkerstoz b *
Papillom Yanak Mukoress | Orta Hiperkeratoz * +




Lichen planus veya l6koplaki tanisi konan toplam alti olgudan
iki olguda, orta derecede koilositoz, hiperkeratoz ve parakeratoz saptandi.
Bu olgularin her ikisinde de imprint preparatlarda yeterli hucre gériimedigi
icin degerlendirilmedi. Parafin kesitlerinde, sadece bir olguda in situ
hibridizasyon yéntemi ile HPV 6/11, 16/18 pozitifligi saptand.

Lichen planus veya |6koplaki tanusi konan dort olguda hafif
derecede koilositoz, hiperkeratoz ve parakeratoz saptandi. Bu olgularin
Ggunun  imprint  preparatianinda  yeterli hicre gorilmedigi  igin
degerlendirilmedi. Dider bir olgunun imprint preparatinda, in situ
hibridizasyon yontemi ile HPV 31/ 33/51 pozitifli§i saptandi.

Bu olgularin parafin kesitlerinde ise, in situ hibridizasyon yéntemi
ile bir olguda HPV 16/18 (Resim 4), bir olguda da HPV 31/33/51 pozitifligi
saptandi. Dider iki olguda, in situ hibridizasyon yéntemi ile HPV pozitifligi
saptanmadi.

Lichen planus veya I6koplaki tanisi konan toplam alti olgunun
yaglan 32 ile 50 arasinda de§igmekte olup, dbrt olguda kronik sigara ve
alkol aligkanh@ vardi ve bu olgularin ikisinde de HPV pozitifli§i saptand.
Olgularin birinde, sadece alkol aligkanhg olup, bu olguda da HPV pozitifligi
tespit edildi (Tablo 4).
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Resim 1: Epidermoid karsinom
tanisi konan olgunun imprint preparatinda
ISH yonemi ile HPV 6/18 tiplerine pozitiflik

goriilmektedir.(X 400)

Resim 2: Epidermoid karsinom tamisi konan
olgunun imprint preparatinda ISH y6ntemi
ile HPV 31/33/51 tiplerine pozitiflik
goriilmektedir. (X400)
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Resim 3: Papillom tanisi konan olgunun parafin
kesitinde ISH yontemi ile HPV 6/11 tiplerine
pozitiflik goriilmektedir. (X 250)

Resim 4: Lokoplaki tanisi konan olgunun parafin
kesitinde ISH yéntemi ile HPV 16/18 tiplerine
pozitiflik gériilmektedir.(X 250)



TAR1ISMA

Human papillomavirusler heterojen bir viris grubudur. Bugiine
kadar altmigbesten fazla genotipi saptanmigtir. Hayvanlar tzerinde yapilan
deneysel ¢alismalarda bu virtslerin bir kofaktér olarak onkogenezde rol
oynadiklari gosterilmistir (1,2,8).

HPV’lerin onkojenik rolleri ile ilgili yapilan calismalarin biyik bir
béluml  servikal lezyonlar ile ilgilidir. Son on yildir yapilan galigmalarda
servikal lezyonlarda HPV alt tiplerinin saptanmasi ve bu alt tipler ile
lezyonun cinsi arasindaki bagiantilar, gesiili molekuler biyoloji teknikleri ve
epidemiyolcjik galigmalar ile kanitlanmistir (22,51,70, 83).

Serviks kanserierinin %90'ninda HPV varhmin tespit edilmig
olmasi, genital boéige mukozasi ile ayni histolojik yapiy: gésteren oral
mukozanin selim ve malign lezyonlarinin gelfisiminde HPV'un etyolojik rolant
giindeme getirmistir (77).

1981 yilindan itibaren Kellokoski ve ark. tarafindain baglatilan bir
calismada genital HPV infeksiyonu olan kadinlarda oral mukozadaki
degisiklikler ve oral lezyonlarda da HPV varli§ arastinlmistic. Bu ¢alismanin
epidemiyolojik degerlendiriimesinde genital HPV infeksiyonu olan olgularin,
oral mukozalarninda %23 oraninda HPV bulunabilecegi gésterilmistir. Bu
galismanin sonucunda HPV'e karsi bir gesit spesifik immunosupresyon
olabilecegi dugunulmuisgtar (30,31).
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Gunumuzde gesitli HPV tiplerinin oral mukozal lezyonlarda da
gobsterilmesi ile, bu virlslerin dogum sirasinda annenin genital bélgesindeki
HPV infeksiyonu ile kazanildigi ve uzun sure latent kaldigi Uzerinde
durulmaktadir (23,74).

Nukleik asit hibridizasyon yéntemi kullanilarak yapilan
caligmalarda bazi HPV tiplerinin gocuklarda erigkinlerden daha fazla
saptandigi bildirilmistir (27). Servikal karsinomlarin etyolojisinden sorumiu
tutulan HPV 16 DNA'sinin, konak hicre genomuna integre olarak
karsinogenezde rol oynadigi gosterilmistir. Buna karsilik bag boyun bolgesi
kanserlerinde HPV'Un etyolojik rolint agiklamak igin yapilan ¢aligmalarda,
HPV 16 DNA'sinin konak hicrede hem epizomal tarzda, hemde genoma
integre tarzda bulundudu gosterilmisti. Buna dayanarak HPV'Gn oral
mukozada uzun sure epizomal olarak latent kalabilecegi ve bazi karsinojen
ve kokarsinojenlerle birlikte multikarsinojen bir interaksiyon sonucu tuméral
bir gelisimin baslamasindan ve geligmesinden sorumlu olabilecegi
belirtilmistir (7,31,74).

Sigara ve alkol kullaniminin oral epiteliyal displazi ve malignite
gelisiminde etyolojik roli oldugu daha onceden yapilan galismalarda
gosterilmistir (7,10,60,78,).

Kronik sigara/titin ve alkol ‘kullanimi ile birlikte HPV varligini
arastirmak igin yapilan ¢aligmalarda, sigara ve alkol kullanimi ile birlikte
HPV pozitif bulunan epidermoid karsinom olgularinin en genig grubu
(%70,8) olusturdugu bildirilmigtir (7).

Abdelsayed ve ark. yaptiklari bir galigmada, alkol ve sigara
aliskanligi olmayan, epidermoid karsinom olgularinda HPV
saptayamadiklarini, buna kargilik alkol ve sigara kullanan grupta HPV
varlig! saptadiklarini belitmigler, alkol ve sigara kullanimi ile birlikte HPV
varliginin karsinom geligiminde sinerjik etkisi oldugunu bildirmiglerdir (1).

Agiz bosludunun birgok karsinogen ve kokarsinogene agik bir
ortam olmasi ve adiz boslugundaki lezyonlarnn asemptomatik olmalarindan
dolayi, erken biopsi alinarak teshis edilmeleri, selim ve prekanseroz



lezyonlarda bir malign degisim olup olmadiginin takibi agisindan énem
tagimaktadir.

Agiz boslugunun mukozal lezyonlarindan papiliomlar, verruco
vulgarisler, epiteliyal hiperplaziler, lichen planuslar, I6koplakiler ve
kanserlerden elde edilen biopsi 6meklerinde moleki]ler biyoloji yéntemleri
kullanilarak ¢esiti HPV tiplerinin varli@i tespit edilmistir. HPV tip
1,2,4,6,7,11,13,16,18,30,31,33,51, ve 57'nin adiz mukozasinda bulundudu
cesitli aragtirmacilar tarafindan bildiriimektedir (6,30,57,67,79,82).

Yapilan gesitli aragtirmalarda HPV 6/11 ve 16/18'in prekansertz
lezyonlarda ve kanserlerde rastlanan en yaygin HPV tipleri oldugu
bildirilmistir (6,29,67).

HPV tiplerinin saptanmas:i ve yuksek risk gruplarinin belirlenmesi,
prekanser6z lezyonlardaki malign degisimleri takip etmek agisindan
6nemlidir.

Bu lezyonlann HPV tiplerini saptamada kullanilacak ybntemin
duyarli ve pratik olmasi da 6nem tagimaktadir. Yapilan calismalarda PCR’in
daha hassas bir yontem olarak belirtiimesine karsilik yéntemin uzun stirmesi
bir dezavantaj teskil etmektedir.

in situ hibridizasyon yéntemi ile frozen kesitte, formalde fikse
parafin kesitlerde ve sitolojik preperatlarda HPV DNA’sini yada RNA’sini
saptamak mamkaindar.

Bu ydntem, HPV'iin spesifik tiplerinin saptanabilmesinde hizl,
guvenli, ekonomik ve normal glcte i1stk mikroskobunda degerlendirme
yapilabilmesini saglar. Parafin kesitlerle galigiimasi hem retrospektif, hem de
prospektif calismaya olanak saglamaktadir. in situ hibridizasyon yéntemi ile
HPV DNA’si hicre nikleusunda tespit edilmekte ve boylece virusle infekte
hicrenin belirlenmesi saglanmaktadir. Ayrica bu yéntemde HPV'Un spesifik
tiplerine ait problar ayn ayn kulanilarak ayni doku igindeki degisik HPV
tipleri saptanabilmektedir.

In situ hibridizasyon yénteminde kullanilan ayiraglarn radyoaktif
olmamasindan dolayi laboratuar calisanlarina zararl etkisi yoktur. In stitu

hibridizasyon yo6ntemi imprint preparatiarda ve doku kesitlerinde HPV
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varhgin géstermesi ve pozitif sinyalleri nikleus iginde gergeklestirmesi ve
bunun i1k mikroskobunda degerlendirilmesi nedeniyle gavenli bir yéntemdir.

Biz de cahsmamizda bitin bu olumlu 6zelliklerinden dolayi
alternatif diger yontemlere ragmen, zararli etkisinin olmamasi, ekonomik
olmasi ve kisa sUreli laboratuar calismasi gerektirmesi nedeniyle in situ
hibridizasyon yontemi ile ¢caligmayi tercih ettik.

1985 yilinda, De Villiers ve ark. tarafindan southem bloth analiz
yéntemi kullanilarak yapilan bir calismada yedi dil karsinomu olgusundan
birinde HPV 2, ikisinde HPV 16 varli§: tespit edilmigtir (15).

1986 yilinda, Syrjanen ve ark. oral lezyonlardan papillom,
prekanser6z lezyonlar ve kanserlerde HPV'Un alt tiplerini saptamak Gzere in-
situ  hibridizasyon yontemini kullanarak yaptiklan g¢alismalarinda
papillomlarda genellikle HPV 6/11'in, prekanser6z lezyonlarda HPV 6 ile
16'nin, karsinomiarda da HPV 16’nin pozitif bulundugunu bildirmisler ve HPV
DNA tiplerini tespit etmede in situ hibridizasyon y6nteminin gvenilir bir
yéntem oldugunu bildirmislerdir (65).

1987 yilinda, Eversole ve ark. oral verruco vulgaris olgularinda in
situ hibridizasyon yontemi ile HPV tiplerini aragtirmiglar ve yirmi olgudan
onikisinde HPV 2 pozitifli§i bulmuslardir(17).

Premoli-de-Perruco ve ark. verruco vulgarisli hastalarda in situ
hibridizasyon y6ntemini kullanarak HPV 6,11,16,18 kangik probe ile %90’k
pozitiflik saptamiglardir (53).

1988 yilinda, Gassensmaier ve ark. tarafindan in situ
hibridizasyon yontemi ile oral lezyonlarda HPV tiplerini belirlemek amaciyla
yapilan galigmada, selim Iokoplakilerin % 10’unda, prekanseroz I6koplakilerin
%18’inde ve epidermoid karsinomlarin %23’tinde HPV 6/11 ve 16’nin varhidi
gosterilmistir (20).

Yapilan bazi ¢caligmalarda da oral papillom olgulaninda HPV 6/11
varh§inin  kesin oldudu, ancak karsinomlarda HPV tiplerinin higbirinin
bulunamadii bildirilmistir (1,67,80).

1991 yihinda, Shroyer ve ark. HPV DNA'sinin tespiti igin PCR ve
ISH yontemlerini kargilagtimuglardir. In situ hibridizasyon yéntemi ile sekiz
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oral karsinom olgusunun yedisinde HPV 16 pozitiflidi, birinde HPV 31/33/35
varligi saptamisglar, aynt olgulari PCR yontemi ile degerlendirdiklerinde ise,
sekiz olgunun hepsinde HPV 16’nin bulundudunu ve bir olguda bunun yani
sira HPV 31/33/35 varh@ini gostermiglerdir. Yazarlar, in situ hibridizasyon
yéntemi ile DNA kopyasi daha fazla sayida olan HPV tipinin pozitif sonug
verdigini, buna karsillk PCR yénteminde DNA kopyasi az sayida olan bir
HPV tipinin dahi tespit edilebilecegini bildirmislerdir (62).

Miller ve ark. (1991), PCR ve ISH yontemlerini karsilagtirmak
amaci ile yaptiklar bir calismada ise, oral karsinom olgularinda ISH ile HPV
16/18 varligini tespit edememelerine karsilik, PCR yontemi ile olgularin
20/30'unda HPV 16/18 varhidini tespit etmigler ve PCR'In daha guvenilir bir
yontem oldugunu bildirmiglerdir (46).

Yapilan pek ¢ok calismada ISH yonteminin PCR y6ntemi kadar
guvenilir bir yontem oldugu, ayni zamanda methodun daha pratik olmasi
nedeniyle HPV pozitifli§i saptanan prekanseréz lezyonlarin takibinde
avantajian oldugu vurgulanmaktadir (18,37,49,62).

Bu caligmalanin 1s1§1 altinda, calismamizda papillom, I6koplaki ve
epidermoid karsinom tanisi konulan olgularda ISH yéntemi ile HPV alt
tiplerinin varh@in aragtirdik.

Cahgmamiza dahil ettiimiz yedi papillom olgusundan ¢ olguda
HPV 6/11 varli§ini, bir olguda da HPV 31/33/51 varh@ini. tespit ettik. Bu
konuda yapilan diger caligmalarda da papillom olgularinda HPV 6/11
pozitifliginin yiksek oldugu bildirilmektedir (1,65,67,80).

Lichen planus veya lokoplaki tanisi konan alti olgudan birinde,
HPV 6/11 ve 16/18'i, bir olguda 16/18'i ve bir difer olguda da HPV 31/33/51’i

~ pozitif olarak saptadik. Bu bulgularimizda kaynaklardaki bulgular ile
uyguniuk gdstermektedir (20,65,80). Ayrica daha ¢ok kanser olgularinda
tespit edilen HPV 16/!8 pozitifliginin, 16koplaki olgularinda da ortaya ¢ikmasi
lezyonun daha dikkatli takip edilmesi gerektigini disindirmektedir.

Calismamizda yedi epidermoid karsinom olgusunun birinde HPV
16/18 varligini tespit ettik, bir oiguda da HPV 31/33/51'e pozitiflik saptadik.
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Bu veriler HPV'nin tipleri acgisindan kaynaklardaki bulguiar ile
karsilagtinldiinda Abdalsayed (1), Tsuchiya (67), Young (80) tarafindan
bulunan sonuglara uymakta, Shayer (62) ve Miller (46) tarfindan bulunan
sonuglara ise uygunluk gostermemektedir.

Sonug olarak toplam yirmi olgudan dokuzunda HPV DNA’sinin
cesitli alt tiplerinin varligini tespit ettik. Onbir olgudaki negatif sonucu ise, ya
preparatlarda hic HPV DNA'st bulunmamasina veya lezyonun farki
bolgelerindeki huicrelerde bulunabilecegine yada bizim kullandigimiz probe
tiplerinden farkl bir HPV tipini igeriyor olmasina baglamakiayz.

Yapilan calismalarda servikal lezyonlann %90'nindan fazlasinin
etyolojisinden sorumiu tutulan HPV tiplerinin, rutin sitolojik degerlendirmeler
sirasinda tespit edilmesinin, bu lezyonlarin teghis ve takibinde ¢ok énemli bir
yaklagim oldugu ortaya atidmigtir (24).

Arastirmacilar ¢esitli sitolojik materyal elde etme metodlarini
kullanarak, sitolojik preperatlarda in situ hibridizasyon yéntemini kullanmiglar
ve HPV alt tiplerinin varliini géstererek, sitolojik materyallerde HPV varligini
ISH yontemi ile tespit etmenin kolay ve guvenli bir yéntem oldugunu
vurgulamiglardir (5,21,24,52).

Oral lezyonlarda da biopsiye gerek olmadan sitolojik
materyallerde viral bir etyolojinin vari§ini aragtirmak icin pek ¢ok galisma
yapiimigtr (35,42,44).

Lawton ve ark., oral mukozada HPV varligini aragtirmak igin 6mek
elde etme metodlarini kargilastirmisiar ve klinik olarak afiz calkalama
sivisina dokilen hucrelerde, buccal, lingual, palatinal kazima yapilarak elde
edilen hicrelerde ve biopside PCR y6ntemi ile HPV varlifina bakmiglardir.
Agiz calkalama sivisindan yeterli hiicre elde edilen kirkdokuz olgudan
yimibeginde (%51), kazima ile materyal elde edilen elliic olgudan
yirmidérdinde (%45), biopsi alinan ellidokuz olgudan sadece yedisinde
(%12) cesitli HPV DNA tiplerini tespit ettiklerini bildirmigler ve sitolojik 6rek
elde edilerek oral lezyoniarin takibinin daha kolay oldugunu ifade etmislerdir
(36).
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Chang (6) ve Kelloski (30) galismalarinda, oral lezyonlarda HPV
infeksiyonunun patognomanik morfolojik degisiklikleri olarak koilositik yada
balon hicreleri diye adlandiniian degisikliklerden bahsetmiglerdir. Koilositozu
HPV infeksiyonunun morfolojik bir kriteri olarak belirtmiglerdir. HPV
infeksiyonunda diger bir sitolojik degigikligin de parakerototik (diskeratotik)
hucreler oldugunu bildirmiglerdir.

Biz de galismamizda her olgudan sitolojik materyal alarak HPV
varigini saptamay! amagladik. Ancak yirmi olgudan sadece onunda yeterli
sifolojik materyal elde ederek, bunlann UGglinde HPV varligini gosterdik.
Omek elde edemedigimiz olgularin ¢odunu lichen planus veya l6koplaki
tarusi konan grup olusturmaktaydi.

Lichen planuslardan veya I6koplakilerden elde edilen sitolojik
materyallerde hucrelerin gok hiperkeratotik olduu ve c¢ogunun nukleus
icermedigi de kaynaklarda ifade edilmigtir (83). Bizim olgulanmizda da bu
lezyonlardan elde edilen sitolojik preperatlardaki tani koydurucu hiicreler az
ya da ¢ok hiperkeratotik ve nukleussuz hiicrelerden olugmakta idi.

Sitolojik materyal elde edebildi§imiz toplam on olguda aynca
koilositoz ve keratozu da de@erlendirdik. Olgularin goguniugu hafif ve orta
derecede koilositoz, hiperkeratoz ve parakeratoz go6stermekte idi. Bu
bulgularimizda kaynaklarla uyum saglamaktadir (6,30,82).

Yapilan galigmalarda, HPV'Gn kronik sigara ve alkol kullanimi ile
birlikte sinerjik bir etki gostererek oral lezyonlann olugumunda rola oldugu
bildiriimigtir. Bizim sonuglanmiza gére HPV'On herhangi bir tipine karsi
pozitiflik saptadiimiz dokuz olgudan dérdinde, sigara ve alkol kullanma
ahiskanh@i, bir olguda sadece sigara, bir olguda sadece alkol kullanma
ahskanh@inin  oldufunu tespit ettik. HPV tiplerinden herhangi birine karg:
pozitif reaksiyon elde etti§imiz toplam dokuz olgunun altisinda, sigara
velveya alko!l aligkanhklanim saptadik. Bu bulgulanmiz daha 6nce yapilan

cahgmalar ile paralellik gdstermektedir (1,7,74).

Sonug olarak agiz boslugunun selim, prekanser6z lezyonlari ve
kanserlerini iceren yirmi  olgunun dokuzunda HPV DNA’simin spesifik
tiplerine karsi pozitif reaksiyon elde ettik.
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Bu glne kadar yapilan bir gok ¢alismada agiz bosglugunun selim,
prekanser6z lezyonlan ve kanserlerinde virslerin etyolojik rolt oldugu
bildirilmigtir (10,19).

Agiz boslugunun birgok kokarsinojen, karsinojen maddelere agik
bir ortam olmasi ve sUrekli mikro travmalara maruz kalmasi nedeniyle bu
bélgedeki lezyonlarin malign bir degisim gosterip gostermedigini takip etmek
6nemlidir. Ayrica bu lezyonlarin etyolojisinden sorumlu tutulan HPV gibi
énemli bir faktora, biopsiye gerek kalmadan sitolojik materyallerde ISH gibi
kolay uygulanabilen bir yontem ile tespit etmek mimkin olmaktadir. Riskli
gruplarin erken teghis edilmesi ve takibi ile, kanserli olgularda tedavi éncesi
ve sonras) takipte bu yéntemin rutin olarak kullanibilecedi diglincesindeyiz.

Calismamizin ayni zamanda, viral etyolojinin tespit edildidi agiz
boslugunun selim ve prekanserdz lezyonlarinda ve kanserlerinde medikal
tedavi yontemlerini gelistirmek amaciyla yapilacak yeni calismalara 1sik
tutacag: kanisindayiz.
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SONUCLAR

Agiz mukozasinin selim, prekanser6z ve maling lezyonlarinda
HPV 6/11,16/18  ve 31/33/51 tiplerinin varh@ini in-situ hibridizasyon
yontemini kullanarak arasgtirdigimiz ¢alismamizin sonuglarini su sekilde
ozetleyebiliriz. '

Epidermoid karsinom tanisi konan toplam yedi olgunun parafin
kesitlerinde, sadece bir olguda HPV 31/33/51 tipine pozitiflik tespit edildi.
Imprint preparatlarinda yeterli hiicre gorilen bes epidermoid karsinom
olgusunun birinde HPV 16/18 ve 31/33/51 tiplerine, bir olguda ise, parafin
kesitle uyumlu olarak HPV 31/33 /51 tiplerine poxzitifiik tespit edildi.

Papilloma tanisi konan toplam yedi olgunun ikisinin parafin
kesitlerinde, HPV 6/11 tiplerine, bir olguda ise, HPV 31/33/51 tiplerine
pozitiflik tespit edildi. imprint preparatiarinda yeterli hiicre gérulen dért
papillom olgusunun hig birinde HPV pozitifligi tespit edilmedi.

Lichen planus veya I6koplaki tanist konan alti olgunun parafin
kesitlerinde, bir olguda HPV 16/18’e, bir olguda HPV 6/11, 16/18 ve bir
olguda da HPV 31/33/51 tiplerine pozitiflik tespit edildi. Sadece bir olgunun
imprint preparatinda yeterli hiicre goruldi ve bu olguda da prafin kesitie
uyumiu olarak HPV 31/33/51 tipine pozitiflik tespit edildi.

Calismamizda HPV DNA’sina karsi pozitf sonug elde
edilmemesini; viral bir etyolojinin olmamasina, HPV DNA'sinin lezyonun
farkh bolgelerindeki hiicrelerde bulunabilecegine veya lezyonlann farkli HPV

tiplerini igeriyor olmasina bagladik.
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OzET

insan deri ve mukozasinda bir gok lezyona neden olan HPV,
epitel hiicresine yonelik (epitheliotropik) bir virlistir. Yapian ¢aligmalarda
agiz boglugundaki selim, prekanser6z ve kanserli boélgelerden alinan
biopsilerden hazirlanan parafin kesitlerde HPV 6/11,16/18 ve 31/33/51
tiplerine daha sik rastlantimigtir.

Caligmamizda adiz mukozasinin selim, prekanseréz lezyonlari ve
kanserlerinde HPV varligini in-situ hibridizasyon yéntemi ile aragtirmayi
amagcladik.

Klinik, radyolojik ve patolojik tetkikler sonucunda olgularin
yedisine epidermoid karsinom, yedisine papillomatoz olusum ve altisina
lichen planus veya lékoplaki tanisi konularak toplam yirmi olgu ¢alismaya
dahil edildi.

Cahgmamiza dahil edilen yirmi olgudan hazirlanan parafin kesitler
ve imprint preparatlarinda kit olarak Patho Gene DNA probe assay (Enzo
Diagnostic,inc) kuilanild ve in-situ hibridizasyon yéntemi ile HPV 6/11,16/18
ve 31/33/51 tiplerinin varh@mna sk mikroskobunda bakiidi.

Calismamiza dahil ettifimiz olgular I.U. Dishekimligi Fakultesi
Agiz, Dis, Cene Hastaliklarni ve Cerrahisi ABD kliniklerine ve L.U. Tip
Fakiltesi Plastik ve Rekonstriktif Cerrahisi ABD'na miracat eden
hastalardan segildi. Toplam yirmi hastadan biopsi alindi ve patolojik tetkik
icin materyaller, .U. Onkoloji Enstitiisit Tumér Patolojisi ve Onkolojik Sitoloji
laboratuariarinda histopatolojik ve sitolojik olarak degerlendiriidi.

Sonug olarak epidermoid karsinom tarusi konan yedi olgudan
ikisinde HPV pozitifligi tespit edildi. Papillom tamisi konan yedi olgudan

%
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dérdiinde HPV pozitifligi bulundu. Lichen planus veya lokoplaki tanisi konan
toplam alti olgudan sadece Ui¢ olguda HPV pozitifligi saptand.

HPV vari§inin adiz boglugundaki lezyonlarda mikrotravmalar,
mikroorganizmalar ve kimyasal faktorier ile birlikte malignite gelisiminde
sinerjistik rol oynacagini distinmekteyiz.
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SUMMARY

HPV is an epitheliotropic virus, predominantly associated with
human skin and mucosal lesions. In many studdies the presence of HPV
types 6/11, 16/18 and 31/33/51 have been demonstrated in oral benign,
precancerous lesions and carcinomas. |
The purpose of our study is to find out the presence of HPV with in situ
hybridization in these lesions.

In the present study biopsy specimens and cytological material of
twenty patients were used. Tissue specimens were obtained from patients
receiving treatment in the Istanbul University, Faculty of Denstistry, Oral
Surgery Department and Istanbul University, Faculty of Medicine, Plastic
and Recunstructive Surgery Department. All of the patients were
investigated clinically, radiologically and histopathologically. All biopsies
were examined at the Istanbul University, Oncology Institute, Department of
Tumor Pathology and Cytology. Seven of the twenty specimens were
diagnosed as epidermoid carcinoma, seven as papilloma and six as lichen
planus or leucoplakia histopathologically.

In situ hybridization technique was used to detect the presence of
HPV types 6/11, 16/18 and 31/33/51 with Patho Gene DNA probe assay kit
(Enzo Diagnostic, inc). The parafin sections and imprint slides were
evaluated for the presence of mentioned HPV types, under light
microscope.

As a result, two of the seven specimens from patients with
epidermoid carcinomas were positive for different HPV types. Four of the
seven papilloma specimens and three of the six lichen planus and various
HPV types.

4]



In conclusion it can be stated that the presence of HPV in the oral
lesions may act synergistically with microtraumas, micro- organisms and

chemical factors in the devolopment of malignancy.
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