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1. GIRiS

Serviks karsinomu kadinlarda gorilen kanserler arasinda meme
kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Kadin genital sistem
kanserleri icinde lizerinde en ¢ok arastirma yapilmis olan bu kanserin
goriilme sikh§inn 40 yas Uzerindeki kadinlarda % 2 oldugu
bildirilmektedir (2,14,43). Preinvaziv ve invaziv lezyonlarin sitolojik olarak
erken tani ve tedavisi mortalite oraninda diislis saglamistir (3,56). Bugiin
serviks karsinomu % 95 oraninda tedavi edilebilen kanserler arasinda
kabul edilmektedir (43). ilk kez 1928'de Papanicolaou’nun_serviks ve
vagina kanserlerinin tanisi igin gelistirdigi "Pap test" (Papanicolaou)
glinlimiizde hala serviks karsinomu taramasinda kullanilan en bagarili
testtir (31,58).

Son kirk yil icinde Pap smear testi sayesinde serviks karsinomundan
ollimlerde % 70 lik bir azalma saglanmistir (2).

Hastallk Panama, Brezilya ve Cin gibi gelismekte olan Glkelerde
yaygindir (1,15,43,66). Buna karsilik son 30 yillik donemde Amerika ve
Bati'Avrupa’daki birgok gelismis lilkede serviks karsinomunun goriilme
sikhginda diislis gozlenmektedir (1,53). Uterus-serviks karsinomu
Hindistan'da kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Yilda 90.000 den fazla
kadinin bu kansere yakalandigi bildirilmektedir (12,13,43). Goérlulme
sikhgindaki bu farklarin toplumun gelismiglik derecesi, saglik
hizmetlerindeki farkhliklar, korku ve bilgisizlik gibi cesitli faktorlerden
kaynaklandigi ileri slriimistir. (1). A.B.D.de invaziv serviks

karsinomunun irklara (siyah ve beyazj ve toplulukiara gore farkliliklar



gésterdi@i belirtilmistir (1,14). A.B.D.’ de her yil bu hastaliktan 14.000
kadinin oldigl, aynca 50.000'den fazla kadinda da intraepithelial
neoplazi saptandigi bildiriimektedir (35). ingiltere’de her yil bes
milyondan fazia servikal smear incelemesi sonucunda olgularin % 5’'inde
anormallik saptanmis, bunlarin % 10 nunda da displazi gelistigi
bildirilmistir (9). 1980-1984 yillan arasinda Avrupa Toplulugu lilkelerinde
serviks karsinomundan 6lim sayisinin yilda 13.000 den fazla oldugu ve
6lim oranminin da % 4 oldugu agiklanmistir. Bu lilkelerde yayginlasan
tarama programlan sonucunda 30 ila 60 yas arasi kadinlarda 6lim

oranlarn %40-63 arasinda dusus gostermistir (53).

Ulkemizde 1985-1990 yillar arasinda 16 merkezin katlimiyla yapilan
incelemede, serviks karsinomunun kadinlardaki tim kanser olgulari
icindeki orani % 3.7 olarak verilmigtir (4). 1992 yilinda yayinlanan bir
baska istatistiksel cahismada iseayni oran % 4.6 olarak bildirilmigtir (26).

Tim kanserlerde oldugu gibi serviks karsinomu etyolojisinde de neden
tam olarak bilinmemekle birlikte, glinimiizde devam etmekte olan cesitli
klinik, histopatolojik ve epidemiyolojik arastirmalara gore serviksin
premalign lezyonlarninin varligr ile seksiiel yolla gegen etkenlerin bu
konuda onem tasidiklari belirtilmistir (41,42). Hastaligin etyolojisine
yonelik olarak yapilan galigsmalarda ozellikle insan papillomaviriislerinin
(HPV) bazi tiplerinin onemi vurgulanmigtir. Selim, prekanser6z ve
kanserli serviks doku ve sitolojik orneklerinde cesitli HPV tiplerinin
saptanmig olmasi, bu konuda viral karsinogenez mekanizmasinin
onemine isaret edilmektedir. Kanserli hastalardan alinan biyopsi ya da
sitolojik materyallerde siklikla HPV 16, HPV 18, HPV 31 ve HPV 33



tiplerine ait virlis genomlan saptanmistir. Bu ¢alismalar HPV'lerin bazi
gruplarinin onkogenik kabul edilmesini, epidemiyolojik ve etyolojik

arastirmalarin yonlenmesini saglamistir (44,52).

Turkiye'de serviks karsinomlarinin viral etyolojisine yonelik hemen higbir

caligma bulunmamaktadir.

Bu calisma serviks karsinomlu hastalarda HPV enfeksiyonunun
saptanmasi ve karsinom ile HPV 16 ve 18 tiplerinin iliskisini aragtirmak
amaciyla planlanmistir. Calismada servikal firca ile elde edilen

materyalde, en duyarli saptama yontemi olarak bildirilen PCR secilmistir.



2.GENEL BILGI

Serviks karsinomu etyolojisi lizerinde pek ¢ok varsayimlarileri siiriilen
bir kanser tlrtidir (27,70,73). Yaklaskk yliz yildan bu yana seksliel

aktivitenin serviks karsinomu gelismesinde o6nemli rol oynadig

belirtiimektedir.

Epidemiyolojik ve klinik aragtirmalarda erken yasta evlilikya da erken
yasta cinsel iliskiye baslama, seksliel partner sayisi, diiglik
sosyo-ekonomik kosullar, kétii hijyen, smegma, sigara kullanimi gibi
cesitli faktorlerin yanisira, seksuelyolla gegen infeksiyoz etkenlerin ve
servikal intraepithelial neoplazi lezyonlarinin bu kanserin gelismesinde
etkili oldugu bildiriimektedir (19,44,48,69).

Virtislerin insan genital sistemi kanserlerindeki rolu itk kez 1968'de
Rawls ve ark. tarafindan serviks karsinomlu hastalarda HSV-2
infeksiyonuna kars! yiliksek antikor diizeylerinin bulunmasiyla
gosterilmigtir (73). Daha sonraki genis kapsamli epidemiyolojik
incelemeler bu virlisiin serviks karsinomu gelismesinde ¢cok 6nemli bir
etken olmadig! gorlisiini ortaya koymustur (14,27,44,70). Pekgok--
incelemede Cylamidia, Cytomegalovirus ve insan Papilloma Viriislerin
(HPV) serviks karsinomunda etyolojik agidan onemli etkenler oldugu

vurgulanmistir (1,11,43,68).

Son 10 yildir geligtiriimis olan molekiiler ve virolojik aragtirma yéntemleri
ile, onkogenik potansiyele sahip ve serviks karsinomu olgularinda etkili

oldugu ileri stirlilen buviriislerin varligi ve 6zellikleri belirlenebilmektedir



(57, 59,60,61,62,63). 1976'da genital bolgede infeksiyoz etken olan
HPV'lerin bazi tiplerinin serviks karsinomu gelismesinde etkili oldugu zur
Hausen ve ark. tarafindan ilk kez bildirilmistir (50,73,). Bu viriisler
insanlarda genital bolgede kondiloma olarak adlandinlan genital
sigillerde, deride epidermodisplazi verruciformiste (EV), penis, vulva ve

serviks timorlerinde, mesane ve oral karsinomlarda saptanmistir
(5,11,54,69,71).

2.1. PAPILLOMAVIRUSLER

Papillomavirlsler papovaviridae ailesinden, fare Polyoma- viriis, Simian
Virlis 40 (SV 40) ve insan Viriisleri BK ve JC'yi de kapsayan kiigiik
DNA viriisleridir (56). Genellikle tiire spesifiktirler ve enfekte ettikleri
dogal kenaklarinda sigiller, papillomlar veya fibroepitelial tiimérier ile
yass! epitel hiicreli tiimérler olustururlar (45,69,70). insanlardaki HPV
tipleri 6zellikle epidermal veya mukozal lezyonlarla iliskilidir (34,73,74).

Papillomavirusler Uzerindeki c¢alismalar molekiler biyoloji
yontemlerindeki gelismelere bagii-olarak son yirmi yil iginde hizlanmigtir. -
Molekiler diizeyde yapilan incelemeler HPV'lerin yapist ve etki
mekanizmas! hakkinda ayrintili bilgi edinmemizi saglamistir (51,75).

Diger viriislerden farkli olarak serolojik testier ile HPV'leri tiplendirmek
mimkiin olamamistir. Papillomavirisler ancak niikleotid dizilerindeki
farkhliklara ve bulunduklari konaga gére siniflandirimaktadir. Bu tip
siniflama ile simdiye kadar 60 in lzerinde HPV tipi tanimlanmis ve



bunlanin g¢ogunun da genital bdlgeyi enfekte ettigi bildiriimigtir

(7,11,68,69,74).

Papillomaviriisleri in vitro olarak Uretmek de mimkin olma mistr.
Bunun nedeni virlis-konak etkilegsiminin gok karmagik olmasi ve sonug
olarak doku kdltiirlindeki hiicrelerin HPV ile enfekte edilmesinin
giicligiidiir (56,70). izole edilen bir papillomavirus diger tipler ile %50
den daha az gaprazhibridizasyon gosterdiginde farkh bir tip olarak

sinfflandinimaktadir (35,64).

HPV’ler 55 nm ¢apinda, 20 yizlu (ikosahedral) kapsid ile, ¢ift zincirli
halkasal DNA molekuilti iceren DNA virlsleridir. Virlisin icerdigi DNA
molekiilii 7900 baz ¢ifti (5200 kD) uzunlugundadir (Sekil 2.1). HPV’ler
diger bazi viriis siniflarn ile karsilastinidiginda oldukga kiigiiktiir. Ornegin,
Herpes Virlis grubunun genomu yaklasik 100bkD biiyiikiiigiindedir

(16,52,56,70).

Papillomaviriisler benzer DNA organizasyonu gosterirler. HPV genomu
Uizerinde protein kodlayan bélgeler ORF (Open Reading Frame) olarak
- adlandinlir. Bunlarin DNA'nin tek zinciri tizerinde bulundugu saptanmistr.
Butun haberci RNA'lar (m RNA) tek DNA zincirinden sentezlenir (45,56).
HPV genomu iki farkll bolgeden yapiimistir. Bu bolgeler "Erken" (E) ve
"Geg" (L) bolgeler olarak adlandinlir. Erken bolgelerin 7 gen (E1-E7),
gec bdlgelerin ise 2 gen (L1-L2) kodladigi bilinmektedir (56). Erken
bolge, HPV enfeksiyonunun ilk asamasinda rol alan ve viral replikas-
yonu baslatan bdlgedir. Bu bolge DNA replikasyonu, transkripsiyon ve

hiicresel transformasyonla ilgili viral proteinleri kodlar,



El

Sekil 2.1. Human Papillomavirus Genom Yapis!

geg¢ bolge ise viral kapsid proteinlerini kodladigi diigtliniilen iki uzun ORF
ierir (24,30,45). Bitin HPV genomlar protein kodlayici bolge
tasimayan 600-900 baz cifti uzunlugunda URR (upstream regulatory
region) olarak adlandirlan bir bolgeye sahiptir. L bolgesinin sonu ile E
bolgesinin bagl arasinda yer alan bu-bdlgenin dizenleyici sinyaller
tasidigl, bunun da DNA replikasyonu ve viral genlerin ekspresyonunda
rolii oldugu belirtiimistir (56,74). E bolgesinin bazi kisimlarn virlistin etki
mekanizmasi agisindan onemlidir. E1 en uzun ORF bdlgesidir ve viral
genomun epizomal replikasyonunda énemli oldugu gésterilmistir (66).
E2 ORF bolgesinin diizenleyici proteinler kodlayan genler tasidig,
ozellikle E6 ve E7 bolgelerinin gen ekspresyonunu diizenleyici role

sahip oldugu belittilmis, dolayisiyla viral veya hiicresel gen



ekspresyonunu de§i§tirerek transformasyon ya da onkogenezde rol

oynadigi kabul edilmigtir (24,74) .

E2 nin kodladigi proteinlerin viral URR de spesifik DNA dizilerine
baglandigi gosterilmistir. E2 proteinlerinin amino ucunun diizenleyici
islevinin bulundugu belittiimistir (66). E6 ve E7 ORF ler en ¢ok
incelenmis bolgelerdir. HPV ile enfekte hicrelerin niikleusunda
go6sterilmis olan bu bdlgelerin transformasyonda etkili oldugu ileri
siiriilmektedir (62,67). Serviks karsinomlarindan elde edilen hiicre
soylarinda E6 ve E7 proteinlerini - kodlayan m RNA lar saptanmigtir
(7,50). Ozellikle HPV 16 ve 181in bulundugu timér dokular ve hiicre
soylariyla yapilan galismalarda E6 ve E7 nin transformasyona neden
olan asil genler oldugu bildirilmigtir (10,23,35,57, 59,60). E6 ve E7
bolgelerinin 6nemli bir 6zelligi de bu bolgelerin Urtinleri olan proteinlerin
timor baskilayici genler ile etkilesimde bulunabilmeleridir. Onkogenik
HPV tipleri tagiyan hiicre soylariyla yapilan ¢alismalarda E6 proteininin -
konak hiicre proteini p53, E7 nin ise retinoblastom gen Uriiniine (Rb)
baglandig: gOsterilmistir (37,42,). HPV 16 ya da 18 in E6 ve E7
bélgelerine ait genler Adenovirus E1A ve SV 40 biiyiik T antijenine ait
genler ile homoloji gosterir (70,75). L1 ve L2 ORF bolgelerinin bliyiik ve
kiiglik virlis  kapsid proteinlerini kodladig bilinmektedir. Bu proteinlere

karsi olusturulan antikorlar ile HPV enfeksiyonunun saptanmasi mimkiin

olmaktadir (18,56).



2.2. SERVIKSIN TUMORAL LEZYONLARI VE HPV iLiSKisi

Serviks mukozasi iki degisik tip epitelden yapilidir. Ektoserviks adini alan
dis bSliim ok katli yass! epitel ile, endoserviks adini alan i¢ bolum ise
tek kath silindirik epite! ile doselidir (46). Bu iki epitelin birlestigi bolge

transformasyon bdlgesi olarak adiandirilir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Serviks epiteli sematik gérinim

Serviks mukozasinda degisik tlimdral lezyonlar goriillr. Servikste en sik
rastlanan selim tiimorler kondilomlardir. Bir tir virltik papillom olan
kondilomlar sapli ya da genis tabanli kitleler biciminde olabildigi gibi diz

lezyonlar olarak da gériilebilmektedir (Resim 2.1).



Resim 2.1. Kondilom

Serviksteki neoplazik degisiklikler; servikal intraepithelial neoplaziler
(CIN), karsinoma in situ (CIS) ve invaziv karsinomlar olarak

degerlendirilmektedir.

Servikal displazi olarak da adlandirilan CIN’ler serviksteki gok kath yassi
epitel hiicrelerinin atipi bulgular géstermesi ile karakterizedir. Hiicre
atipisinin derecesine gére hafif, orta ve agir servikal displazi olarak
degerlendirilirler. Bu terimler CIN 1,CIN Il ve CIN Ill tanimlamalariyla
esanlamli olarak kullanimaktadir. intra-epithelial neoplazilerde degisik
derecelerde hiicre atipisi olmasina karsin hiicre farklilasmasi
bozulmamistir. Serviks karsinomu gelismesinde "servikal intraepithelial
neoplazi (CIN)" olarak tanimlanan yassi epitel degisikliklerinin rol

oynadigi, yassi epitel hiicreli timorlerin, displazi olarak da adlandirilan
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bu lezyonlardan kaynaklandigi diistiniimektedir (15,41,46,48).

Karsinoma in situ (CIS) olarak adlandirilan degisiklik ise atipik epitel
hiicrelerinin herhangi bir diizeyde farkllagsma gostermeksizin, butin
epitel tabakasi icinde dagiim géstermesidir. Bazal tabakada dlizensizlik
vardir, ancak atipik hiicre gogalmasi bazal membrani asarak bag
dokusuna gegmemistir. Bazi arastirmacilar CIN llI ile CIS’i tek grup
olarak kabul etmekte ve buna gére tedavi uygulamaktadirlar. invaziv
karsinomlar stirekli cogalan atipik epitel hiicrelerinin bazal membrani
asarak bag dokusu icinde diizensiz kitleler olugturmast ile karakterizedir.
Bunlar; yassi epitel hiicreli karsinom ( epidermoid karsinom), adenokar-
sinom ve bu ki tipin birlikte gériildiigli adenoskuaméz karsinomlardir
(Resim 2.2). Serviks karsinomlarinin yaklasik %90't ok katli yassi epitel

tabakasindan gelisen yassi epitel hiicreli karsinomlardir (63).

T T

Resim 2.2. Serviks karsinomu (sitolojik Materyal)
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Endoserviksi doseyen silindirik epitelden gelisen adenokarsinomlar ile
hem yassi epitel, hem de silindirik epitel yoniinde farklilagma gosteren

adenoskuamoz karsinomlar daha az oranda gériillrler.

Serviks neoplazilerinin serviksteki yassi epitel ile silindirik epitel
arasindaki transformasyon bélgesinden ¢iktigi kabul edilmektedir (Resim
2.3) (53,39). Bu bolgenin enfeksiyon, kotii hijyen, travma gibi gesitli
irritan  faktorlerin etkisiyle erozyona ugradigi ve bunun iyilesmesi
sirasinda endoserviks epitelinin metaplaziye ugradigi bilinmektedir.
Metaplazi sonucu ortaya gikan hiicreler hiz proliferasyon gosteren

olgunlasmamis yassi epitel hiicreleridir. Bunlarin kanserojen ajanlardan,

ézellikle de HPV den en kolay etkilenen hiicre grubu oldugu

belirtiimektedir (43).

Resim 2.3. Serviks epiteli transformasyon bolgesi

12



Servikste goriilen HPV énfeksiyonu selim, premalign ve malign lezyonlar
seklinde kendini gosterir. Bu lezyonlarin mikroskopik olarak en 6nemli

ortak ozelligi koilositozdur (Resim 2.4).

Resim 2.4. Koilosit

HPV  enfeksiyonunun mikroskopik gdstergesi olarak kabul edilen
koilositoz, olgun siiperfisyel yada intermediet hiicrelerin periniikleer
vakuoliizasyon, yogun ve diizensiz boyanan periferik sitoplazma ve
niikleer dejeneratif degisiklikler gostermesi olarak tanimlanir (46).
Koilositotik atipi bu degisikliklerin yanisira gekirdek bliylimesi ve
hiperkromazi gosteren hiicreler igin kullanilan bir tanimlamadir (46).
Atipik olmayan koilositoz daha gok kondilom gibi selim lezyonlarda
goriilmektedir. Atipik koilositoz ise displaziler, in situ ve invaziv

karsinomlarda saptanan bulgudur. Serviksin selim, premalign ve malign

13



lezyonlarinda degisik HPV tipleri ayirt edilmistir. HPV 6 ve 11 genellikle

kondilomiar ve CIN | de, goriimektedir. HPV 16 ve 18, CIN Il ve CIN

Il ile invaziv karsinomlarda yiksek oranda saptanmaktadir (22,

40,41,46,58). HPV 31,33,35 ve daha sonra tanimlanan HPV 39,45,51,

52,56 gibi tipler yine yliksek gradli CIN’lerle, karsinomlarda ancak daha
az oranda gozlenmistir. HPV 16'nin daha ¢ok serviksin yassi epitel

hiicreli karsinomlarinda, HPV 18'in ise adenokarsinomlarda daha yaygin

oldugu bildiriimektedir (39). HPV 6 ve 11 hiicrelerde epizdfn halde, 16

ve 18 ise DNA'ya integre sekilde bulunmustur (55,72).

2.3. PAPILLOMAVIRUS HUCRE ETKILESIMi

Papillomavirlislerin hiicre ile etkilesimi su sekilde olmaktadir:

Viral partikiiller mukoza epitelinin asinmis kiigiik bir kismindan bazal
tabakadaki hiicrelere geger. Virlislin hiicreye girisi endositoz ya da
pinositozla olmaktadir. Burada virlis kilifini atar ve bu sekilde viral mMRNA

transkripsiyonu ya da viral genom replikasyonu igin uygun ortam

saglanmis olur.

Enfeksiyondan sonraki ilk asama viral DNA replikasyonu igin gerekli
dizenleyici proteinlerin ve enzim proteinlerinin sentezlendigi, hiicrenin
uyarildigt evredir (8,54). Erken viral proteinlerin sentezi disik
miktarlardadir, bu asamada ge¢ proteinlerin sentezi yoktur. Ikinci
agsamada ise virlis gogalmaya baslar. Bu evre genellikle replikasyon
yapan viral genomla ilgili nlkieoproteinierin, viral membran
glikolipidlerinin sentezlendigi evredir. Farkllagsma basladikgca HPV

14



DNA’sinin replikasyonu belirgin derecede uyarilir. Epizomal DNA
nukleusta birikmeye baslar. Daha yiizeyel hiicre tabakalarinda L1 ve L2
kapsid proteinleri sentezlenir. Hiicre keratinosit seklinde dokiiliince viris

baska bolge ya da bagka insanlan enfekte eder (8,57).

HPV enfeksiyonunun maligniteye ne sekilde yol agtigi kesin olarak
bilinmemekle birlikte, HPV ile enfekte premalign lezyonlarin karsinoma

donlsimiindeki muhtemel agamalar sunlardir (35):

1. HPV DNA’ sinin konak hiicre genomuna integrasyonu sonucunda
HPV genlerinin ekspresyonunun degismesi: integrasyon genellikie viral
genomun bir pargasinin delesyoﬁﬁ ile birliktegériilir. Ornegin, HPV 16
ve 18 DNA'sinin integrasyonunun viral molektliin E2 ORF bolgesindeki
agllma ile oldugu belittiimisti. E2 proteininin E6 ve E7 gen
ekspresyonunu diizenleyici fonksiyona sahip oldugu, dolayisiyla bu
bolge delesyonunun viral gen ekspresyonunu degistirerek
transformasyon ya da onkogenezde rol oynadig: ileri siriilmektedir
(74,75).

2. Onkogen ya da normal hiicresel genlerin aktivasyonu: Baz!
protoonkogenlerin aktivasyonunun HPV’nin komsu integrasyonu ile
gerceklestigi belirtiimektedir. integrasyon bolgesinin dnemli oldudu,
selim ve premalign lezyonlarda epizomal DNA’larin, malign lezyonlarda
ise integre viral DNA’'larnin gosterilmesiyle aciklanmaktadir (8,72).
integrasyon sonucunda viral genomun blyik bir kisminin 6zellikle ge¢
(L1 ve L2) ve erken bolgelerin bazi béliimlerinin kayboldugu, E6 ve E7

gibi-karsinomlarla iligkili bolgelerin kaldig: belirtiimistir (7,75).
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3. Tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu: Ozellikle HPV lerin E6 ve
E7 bélgelerinin' urtinu olan proteinlerin timor baskilayici gen triinleriyle
etkilestikleri gosterilmistir. Bu proteinlerin p53 ve Rb gen (rlinleriyle
baglanarak hlicre proliferasyonunun kontrolu ile ilgili olan bu genlerin
inaktivasyonunu sagladigr ve hiicre biiylimesi kontrolunun kaybina yol

actiklan belirtiimektedir (24,38,75).

4. immiin denetim sistemindeki degisiklikler: HPV ile meydana gelen
lezyonlarda konak immiinitesi énemli rol oynar. Vakalarin cogunda selim
lezyonlar olustugu, bunlarin bazen kalici olabildigi gibi, sonugta geriledigi
bilinmektedir. Viral yolla olugsan lezyonlarin immiin sistemin etkisiyle
gerileyebilmelerin  ragmen, HPV DNA’ sinin normal hiicrelerde
muhtemelen latent formda kalarak immiin go6zetimden kagtigi

belirtilmistir (66).

Normal konagin giiniimiizde HPV enfeksiyonuna karsi immiin cevabi
hakkindaki bilgiler yeterli degildir. HPV'ye bagli servikal lezyonlarin
proliferasyonlarini sinirlayan normal immiin denetimden kagmalari,
bunlarin karsinoma ilerlemesini saglamaktadir. HPV 16 ve 18 iceren
“premalin servikal lezyonlarin epitelinde antijen iceren en 6nemli hiicre
tipi olan Langerhans hucrelerinin sayisinda azalma g6zlenmesi,
HPV'lerin lokal immiin supresyon olusturdugunu disiindiirmektedir (70).
HPV ile iligkili CIN hastalarda lokal T hiicré azalmast ve

supressor/sitotoksik T hilicre oraninda azalma gosterilmistir.

immiin denetimin baskilanmasi HPV ile enfekte lezyonlarin neoplastik

transformasyonuna neden olabilmektedir. Ayrica onkogenik ve selim
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HPV tipleri arasindaki 6nemli bir fark da bunlarn normal immiin

denetimden kagabilmeleridir (70).

2.4. HPV SAPTANMASINDA KULLANILAN METODLAR

Servikal o6rneklerde HPV enfeksiyonunu  saptamak ve tiplerini
belirlemek icin gesitli molekiiler biyoloji yontemleri kullaniimaktadir. Bu
yontemleri duyarliliklari ve &zellikleri yoniinden su sekilde karsilagtirmak
mumktindur (49) ,

Southern Blot:

Hticre ya da doku preparatlarinda HPV DNA sini saptamada kullanilan
bir yéntemdir. Calislacak Ornekten izole edilen DNA molekiild,
restriksiyon enzimleri ile kesilir ve pargalar agaroz gel elektroforezi ile
ayrilir. DNA daha sonra blotting iglemi ile hibridizasyon membranina
aktarilir ve isaretli HPV DNAsi ile hibridizasyona birakilir. Yontemde her
- bir hiicrede hiicre DNA’'sinin % 1’i ila % 0.1'i oranindaki HPV dizileri
saptanabilmektedir. HPV tiplerinin her biri bu yontemle
belirlenebilmektedir. Yéntemin uygulamasi zaman alicidir ve kullanilacak
DNA miktan fazladir (yaklasik 10 ug) (36,49).

Dot-Blot hibridizasyon:

Bu yontemde izole edilen genom DNA restriksiyon enzimleri ile
kesilmez. Direkt olarak membrana emdirilir ve ilgili HPV problanyla
h'ibr‘idizasyona sokulur. Duyarlilik her hiicrede HPV genomundan tek

kopyay! saptayabilecek diizeydedir. Ancak yéntem sinirh sayida HPV
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tipini saptayabildigi ve uygulama sirasindaki kosullara bagli olarak yanhs
pozitif reaksiyonlar goériilebildiginden glivenilirligi degisebilmektedir.
0.3-1.0 ug DNA gerektirir (36,49).

Filter in-situ hibridizasyon:

DNA izolasyonuna gerek olmayan bu yontemde hiicreler direkt olarak
membrana emdirilir. Yontemin hassasiyeti dot-blot ve Southern blot
yontemlerine gbre daha diisiiktiir. Ornekteki HPV DNA'’s! ancak bir
hiicre ya da hiicre kiimesinde yogunlasmis ise (yaklasik 10*-10° mol.

diuzeyinde) saptanabilmektedir (49). _

Northern Blot :
Southern blot yontemine benzeyen bu ydntemde HPV RNA'sini
tanimlamak mimkiindir. Teknik gligliikler ve deney stiresinin uzunlugu

nedeniyle, yontem klinik uygulamaya elverigli degildir (49).

In situ hibridizasyon:

Bu yontemde sitolojik preparatiar ile doku kesitlerindeki DNA ya da RNA
saptanabilmektedir. Doku, hticreler veya kromozomlar lam uzerinde
fikse edilir ve radyoaktif ya da kimyasal olarak isaretlenmis problar
kullanilarak hibridizasyon testleri yapilir (17). Yontem ile her hiicrede
HPV genomunun yaklasik 20-800 kopyas! saptanabilmektedir ancak
rutin caligmalarda kullanimaya uygun degildir. Secilecek teknige ve
deneyime bagl olarak farkl sonuglar elde edilebilmektedir. HPV negatif
hicrelerin ¢ok oldugu ortamda testin hassasiyeti diisiiktiir (66,49).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):
Yukarida belirtilen tiim yéntemlere karsin en duyarlisidir. PCR ile diger

yontemlerle saptanamayacak seviyedeki HPV genomuna o6zgl
fragmentlerin gogaltilarak belirlenebilecek dijzeye getirilmesi saglanir.
PCR yonteminde, kalip DNA ipliéi, sentetik oligoniikleotid primerler, dort
tip nukleosid trifosfat ve DNA polimeraz enzimi gereklidir (65). Kullanilan
DNA polimeraz yiiksek isiya dayanikli Taq Polimeraz enzimidir.
Reaksiyonda ilk asama DNA ¢ift sarmalinin yliksek sicaklikta birbirinden
ayrilmasidir. Sicaklik daha sonra azaltilarak primerler yardimiyla yeni
DNA zincirlerinin sentezi gergeklesir. Daha sonra sentezlenen zincirler
yeniden isitilarak ayrilir. Reaksiyon isitma-sogutma ve sentez agamalari

ile yaklasik 30-35 gevrim tekrarlanir (Sekil 2.3).
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19



Amplifikasyon tiriinleri gel elektroforezinde boyutlari bilinen DNA
fagmetleri ile kargilastinlarak, gogaltilan fragmentlerin byiiklligu saptanir
(13). Membrana aktarlan DNA molekiilleri daha sonra hibridizasyona
birakilir. Radyoaktif ya da radyoaktif olmayan madde ile isaretli
problarla, HPV tiplerinin belirlenmesi ig¢in genellikle Southern Blot

hibridizasyon yontemi uygulanir.

Caligmalarda kullanilan primerlerin PCR’in basgarih olmas! ag¢isindan
6nem tagidigi belirtiimigtir. insan ve hayvanlarda yapilan incelemelerde
HPV virus genomunun daha ¢ok E6, E7ve L1 bolgeleri saptanmigtir.
Secilecek primerlerin bu bolgelere 6zgli olmasi ¢algilacak 6rneklerde
viral dizilerin tanimlanmasinda avantaj saglamaktadir (21). PCR degisik
klinik materyallerde HPV saptanmasinda da kullanilabilmektedir. Parafin
.doku kesitlerinden HPV DNA'si izole etmek ve tiplendirmek mimkiin
olmakla birlikte, ayni islemin servikal smearde yapilmasi daha hizh ve
kolaydir. Ozellikle premalign lezyonlarin HPV ile iliski yoniinden

degerlendirilmesi Ustiinlik saglamaktadir (6,17).

Hassasiyet ornekte viris genomuna ait tek bir DNA molekilinin
varliint  bile saptayabilecek diizeydedir (29,33,35). Teknigin
tekrarlanabilirlik ve spesifikligi c¢alismada kolayllk ve Ustinlik
getirmektedir. Ancak testin duyarliigi agisindan klinik 6rneklerin

kontaminasyonundan kaginmak ¢ok onemlidir (25,64).
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3. MATERYAL - METOD

3.1. Materyal

Calismamizda, i.U. Onkoloji Enstitiisii jinekoloji ve meme poliklinigine
bagvuran, histopatolojik olarak serviks kar sinomu tanisi konmus ancak
hi¢ tedavi gormemis hastalarin serviks epitelinden firga ile alinan
sitolojik serviks materyalleri kullanildi.Yas ortalamast 51.4 olan toplam

33 hastanin 28'i epidermoid, 4'i adeno, 1 tanesi adenoskuamoz

karsinom tipindedir.

Kontrol grubu olarak toplam 36 bireyin sitolojik serviks materyali ile
cabisildi. Sitopatolojik olarak incelenen smear materyaline gore 14 Kisi
normal (saghkl), 22 kisi kanser digi hastalikli grup (20 servikal displazi
ve 2 koilositoz) olarak degerlendirildi. Kontrol grubu yas ortalamasi
saglkli (normal) ve kanser disi hastalikli grup icin sirasiyla 46.6 ve 51.2
idi. Calismamizda kullanlan HPV 16 ve HPV 18 problari pBR322
fdazmidi iginde klonlanmis olarak ( Alman Kanser Arastirma Vakf,

Almanya) Prof.Dr. Harald zur Hausen’den temin edilmistir.

Kimyasal maddeler ve malzeme:

Tris (hidroksimetil) metilamin, sodyum dodesil siilfat (SDS), hidroklorik
asit (HCIl), sodyum hidroksit (NaOH), amonyum kloriir (NH,CI), fenol,
kloroform, isopropanol, sodyum asetat (CH,COONa), tri-sodyum sitrat

(CgHsNa;0,.5,5H,0) magnezyum kiorur (MgCl,), trikloroasetik asit
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(TCA), gliserol, glasial asetik asit (CH,COOH). [Merck]

Etilen-diamin-tetraasetik asit (EDTA) disodyum tuzu , agaroz, etidyum
bromiir (EtBr), proteinaz K, riboniikleaz A (RNase), Bromfenol mavisi
(BFB), sigir serum albumini (BSA), polietilenglikol (PEG), low melting
agaroz (LMP), maleik asit, lauroylsarcosine, lityum kloriir.

[Sigma]

Digoksigenin (DIG) isaretleme ve belirleme kiti (Boehringer- Mannheim,
Germany)

Polaroid film (Polaroid 667)

Naylon membran (Sureblot S4056, Oncor, A.B.D.)

Tampon ve ¢ozeltiler:
Agaroz gel elektroforezi tamponlari :
10X yiikleme tamponu (2 ml)
%1 SDS, 5 mg BFB, 2 mi gliserol
5X TBE (Tris-borat tamponu) (1 1)
27.5 g borik asit, 54 g Tris bazi, 20 m! 0.5 M EDTA (pH 8.0)

Etidyum bromiir 10 mg/ml

DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar :
Pargalama tamponu : 155 mM NH,CI
10 mM KH CO
0.1 mM EDTA
SE Tamponu : 75 mM NacCl
25 mM EDTA
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30 mM Tris-HCI (pH 8.0)
TE Tamponu : 20 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA (pH 8.0)
Proteinaz K : 20 mg/ml

Southern -Blot Tamponlan :

Notralizasyon Tamponu (1 ) : 0.875 g NaCl

0.44 g Trisodyum Sitrat
Blot Tamponu (1 1) : 0.5 N NaOH + 0.6 N NaCl
20X SSC (pH 7.0) : 175.3 g NaCl

88.2 g Trisodyum Sitrat
Prehibridizasyon Tamponu 5X SSC :
% 1 Blocking stok solusyonu
% 1 N-Lauroylsarcosine
% 0.02 SDS
Yikama Tamponlari:
Tampon 1 : 2X SSC + % 0.1 SDS
Tampon 2 : 0.1X SSC + % 0.1 SDS

Renk reaksiyonu tamponlar::
Tampon 1 (pH 7.5): 0.1 M Maleik asit
0.15 M NaCl
Tampon 2 : % 1 Blocking soliisyonu
Tampon 3 : 100 mM Tris-HCI (pH 8.0)
100 mM NaCil
50 mM MgCl,
Tampon 4 : 10 mM Tris HCI (pH 8.0)
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1 mM EDTA (pH 8.0)
Anti-Digoksigenin-AP konjugati: 150 mu/ml
Renk reaksiyon ¢ozeltisi: 75 mg/ml NBT (nitro blue tetrazalium
sat.)
50mg/m! XPhosphate(5-bromo-4 kloro-3 indolyl phosphate)

Renk uzaklastirma ¢ozeltisi: % 100 ACS grade Dimetil formamit

Prob uzaklastirma ¢ozeltisi: 0.2 NaOH
% 0.1 SDS

Restriksiyon enzimleri‘reaksiyon tamponlari:

Bam HI reaksiyon tamponu: 6 mM Tris-HCI,(pH 7.5), 100 mM NaCl,
6 mM MgCl, , 1 mM DDT (37°C de).

Eco Rl reaksiyon tamponu: 50 mM NaCl ,6 mM tris-HCI (pH 7.9) 6 mM
MgCl,, 1 mM DDT

3.2. DNA izolasyonu:

Hasta ve kontrol grubundan servikal firga ile alinan sitolojik serviks
materyali 10 ml izotonik sodyum kloriir sollisyonu bulunan tip igine
koyularak vortekslendi. 10 ml izotonik sodyum kloriir icindeki materyal
zerine 10 ml pargalama tamponu eklenerek 4oC de 15 dk inkiibasyona
birakildi.

3000 g de 10 dk santrifuj edildikten sonra ayri bir tipe alinarak tekrar
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10 ml pargalama tamponu eklendi. islem 2 kez tekrarlandiktan sonra iist
faz alinarak lzerine 4.5 ml SE tamponu, 100 ug/ml proteinaz K ve son
konsantrasyonu % 1 olacak sekilde SDS eklendi. Gece boyunca 37°C
de birakildi. Karigima 5 ml SE tamponu ve 10 ml fenol/kloroform (1:1)
eklendikten sonra 3000 g de 5 dk santrifiij edildi ve (ist faza islem bir
kez dahé tekrarlandi. Ust faza 0.3 M Na-asetat +10 m! isopropanol
eklenerek DNA iplikleri elde edildi. DNA 1 ml TE tamponu iginde

¢ozlldiikten sonra +4°C de saklandi.

DNA 6rneklerinin konsantrasyonu spektrofotometrik yontem ile

belirlenerek minigel ile izlendi.

Spektrofotometrik élglimler:
DNA orneklerinin konsantrasyonu, 260 nm dalga boyunda (Shimadzu
UV 2201 UV-VIS Recording Spektrofotometre) optik yogunluklari
okunarak hesaplandi. DNA'nin safigi 260 nm ile 280 nm dalga
boylarindaki degerlerinin oraniyla belirlendi (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. DNA larin spektrofotometrik olglimii

ornek 0.D.280 0.D.260 260280 Konsantrasyon

nm nm nm poil

1 0.019 0.028 1.487 0.069
2 0.055 0.087 1.568 0.217
3 0.027 0.042 1.565 0.105
4 0025 0.038 1.508 0.095
5 007 0.123 1.730 0.306
6 0.059 0.093 1.566 0.232
7 0.038 0.059 1.557 0.147
8 0.036 0.053 1.467 0132
9 0098 0.147 1.497 0.368
10 0.038 0.060 1.566 0.149
11 0.330 0.518 1.570 0.294
12 0.068 0.096 1.408 0.238
13 0.025 0.033 - 1.291 0.081
14 0.118 0.165 1.401 0.411
15 0.057 0.086 1.508 0.216
16 0.045 0.068 1.515 0.170
17 0.030 0.046 1.521 0.114
18  0.032 0.051 1.621 0.127
19  0.037 0.048 1.311 0.120
20 0.061 0.082 1.360 0.206
21 0.233 0.326 1.399 0.815
22 0.064 0.096 1.494 0.239
23 0.081 0.127 1.572 0.316



3.3. Elektroforez islemi :

DNA'larda pargalanma olup olmadiginin anlagilmasi, PCR sonuglarinin
incelenmesi ve Southern blotting amaciyla 11 x 15 cm boyutundaki

geller kullanild.

DNA &rneklerinin kontrolu icin % 0.8 lik, PCR sonuglarinin incelenmesi
ve Southern Blotting islemi i¢in % 1.5 luk olmak uUzere iki ayr
konsantrasyonda agaroz 0.5X TEB tamponu iginde kaynatilarak
hazirlandi. Cozeltiye 50°C'ye kadar sogutulduktan sonra DNA'yi
izleyebilmek amaci ile son konsantrasyonu 0.5 mg.,ml olacak sekilde
etidyum bromlir eklendi. Agaroz ¢ozeltisi donmadan once Uzerine 1
mm kalinhginda 14 yuval tarak yerlestiriimis bulunan 14x11.5 cm
boyutlarindaki gel tabagina dokiildii. Gel donduktan sonra iginde 0.5
TBE tamponu bulunan yatay elektroforez tankina (BRL model 11X15)
yerlestirildi. Taraklar cikartilarak yiikleme tamponu igindeki DNA
ornekleri  geldeki ceplere yiiklendi. Elektroforez islemleri DNA
orneklerinin kontrolii icin 100 V ’ta (35 mAmp), PCR urunlerinin ve

Southern Blotting icin 160 V 'ta (60 mAmp) yapildi.

HPV genomunun polimeraz zincir reaksiyonu ile gogaltiimasi:

Hasta ve kontrol gruplarindan firga ile alinan sitolojik serviks
materyalinden izole edilen DNA’larda HPV genomuna ait pargalar
bulunup bulunmadigini belirlemek amaciyla, DNA ornekleri viris HPV

tipine 6zgu consensus primerler
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MY 09 5.CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC.3' M-(A,C) R=(A,G) W=(AT)
MY 11 5.GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG.-3' Y:(C,T) '
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Reaksiyon

karisimi 50 pl hacimde, 200 pM deoksiniikleotid trifosfat (dNTP) karnisimi,

her biri 25 pmol olacak sekilde primer, 3 mM MgCl,,2.5 U Taq polimeraz

ve 1X reaksiyon tamponu (500 mM KCI,100 mM Tris-HCI pH 9.0 25

C'de % 1 Triton X-100 ) ile hazirlandi. Karigimin lizerine buharlagmayt
énlemek igin mineral oil eklendi. Amplifikasyon iglemine 950C’'de 5 dk

Ik bir inkiibasyon ile baglandi, reaksiyon 550C’de 30 sn, 720C’da 1 dk,

950C de 30 sn den olusan 35 gevrim sonunda 720C'de 10 dk hk

inkiibasyonla tamamlandi (Tablo 3.2).
Tablo 3.2. PCR reaksiyonlar

Denatiirasyon 95C | 30"
Yapisma 55°C | 30"
Uzama 72°C 1’
Cevrim sayisi .| 35

Cogaltilan reaksiyon Grininden 10 pl alinarak % 1.5 luk agaroz gele
yliklendi. Elektroforez igleminden sonra UV 1sik altinda incelenerek

fotografi gekildi ve blotting islemine gegildi (Sekil 3.1).

Blotting islemi:

Sekil 3.1'de gosterilen diizenede yerlestirilen gelin Uzerine gel
boyutunda naylon membran, membran lizerine de nem cekici

filtre kagidi tabakalar konularak biot tamponunun (0.5 N NaOH + 0.6 N
NaCl) gelden gecmesi saglandi. 8-18 saat sonunda DNA'lar gelden
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Nam Gekici Filtreler

—. - Gel

Biot Tamponu

Sekil 3.1. Southern blot diizenegi sematik g&rintim

filtreye transfer edildi. islemden sonra filtreler nétralizasyon tamponu ile
nétralize edildi, havada kurutuldu ve kurutma kagidi iginde +4°C'de

saklandi.

Problarin hazirlanmasi :
1) Problarin vektérden (plazmidden) ayristirimast: Plazmidlerin
‘lizerindeki problarin aynstirimasi igin 10 pl plazmid DNA'si, HPV 16
probu icin Bam HI ile, HPV 18 probu igin EcoR | enzimi ile kesildi.
Reaksiyon ortami (50 ul ) : 10 pl plazmid DNA 5 ul 10X enzim tamponu
2 ul enzim (20 u)
32 uld HO

Kesim iglemi her restriksiyon enzimi igin 37oC de gece boyu inkiibasyon
ile gerceklestirildi. islem tamamiandiginda reaksiyon karisimi % 0.7 lik

LMP (Low Melting Point) agaroz gele yiiklenerek elektroforez ile
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aynstinldi. Probu tasiyan gel bolgesi kesilmek suretiyle ¢ikarildi. HPV 16
ve 18 DNA’'larini taglyan gel bolgeleri 65°C’de kaynatiimak suretiyle
eritildi ve eriyen kansim 10 pl lik hacimlerde tlplere béliinerek -20°C'de

saklandi.

2) Problarin isaretlenmesi; 25-50 ng prob DNA’si Random Primer
isaretleme yontemi ile Digoksigenin kullanilarak non radyoaktif olarak
isaretiendi. Reaksiyon ortami (50 ul) : 10 ul probe (25-30 ng)

2 ul ANTP

5 pl isaretleme tamponu

1 u Klenow

32 ul d H,0

Hibridizasyon islemi:
Hibridizasyon iglemi Tablo 3.3 de gosterildigi gibi yapilmistir.

Tablo 3.3. Prehibridizasyon, hibridizasyon, yilkama tamponlari ve

kosullari.
Tamponlar Kosullar
Pre-hibridizasyon | 5X SSC 68°C
%1 Bloking stok sol. 2 saat
%0.1 N- Lauroylsarcosine
%0.02 SDS
Hibridizasyon Prehibridizasyon tamponu 68°C
+ 18 saat
DIG ile isaretlenmis
prob
Yikama Tamp.1 | 2X SSC + %0.1 SDS | 20°C-2 x &’
Tamp.2 | 0.1X SSC + %0.1 SDS | gg°C-2x 15’
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4. BULGULAR

Calismamizda histopatolojik olarak serviks karsinomu tanisi konmus,
evreleri ve tipi bilinen 33 hastanin, kontrol grubu olarak ise hi¢ bir
jinekolojik sikayeti bulunmayan 14 ve kanser digi jinekolojik sikayetleri

bulunan 22 kadinin sitolojik serviks materyalleri kullanilds.

Deney grubuna ait ¢aligmalara baglamadan 6nce PCR reaksiyonu
laboratuarimizda HPV (-) ve HPV (+) kontrol érnekleri (HPV negatif
kontrol olarak erkek lenfosit DNA'’si, HPV pozitif hasta DNA'si)
kullanilarak optimize edildi. Bu amagla reaksiyon karigiminda oncelikle
1-6 mM arasindaki MgCl, konsantrasyonlart denendi ve 3 mM MgCl,
konsantrasyonunda enzimin en iyi PCR Uriinlinl verdigi saptandi. Daha
sonra primer konsantrasyonlar ayarlandi, seri deneyler yapilarak primer
miktari 12.5 pmol’e kadar disiirlildi. Taq polimeraz enziminin optimal
konsantrasyonu arastiriidi ve 2.5 U enzim, reaksiyon igin yeter miktarda
bulundu. Kimyasal icerigi optimize edilen reaksiyon literatiirde (13)
verilen ¢evrim sayisi esas alinarak, yapilmis olup her g¢evrim igindeki
denatiirasyon, yapisma ve uzama sicakliklan ve streleri literatiirde
sirastyla 94°C’de 30 sn, 55°C'de 1 dk, 72°C’'de 1 dk iken, ¢calismamizda

yapisma siresi 55°C'de 30 sn, olacak sekilde denenerek belirlendi.
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Kosullar optimize edildikten sonra standart DNA olusabilecek herhangi
bir hatay: 6nlemek amaciyla bes farkl tiipte amplifikasyona sokuldu ve
reaksiyonun istenildigi sekilde gergeklestigi goriilerek polimeraz zincir
reaksiyonunun optimize edildigine karar verildi. Hasta grubuna ait
DNA’lara iligkin deneylere DNA konsantrasyonlarinin ayarlanmasi ile
baslandi. ilk olarak hasta grubuna ait materyallerden izole edilen
DNA'’lar, daha sonra da kontrol grubuna ait DNA'lar PCR ile gogaltildi.
PCR sonucu elde edilen reaksiyon (riinlinden Ornekler alinarak
elektroforez ile incelendi. UV isik altinda 450 baz ifti uzunlu(;undakj

fragmentin varligi tespit edildi (Resim 4.1,4.2).

Geldeki 450 baz ¢ifti uzunlugundaki amplifikasyon Urlinlinlin gergekten
HPV ge-nomuna ait olup olmadiginin anlasiimasi, olabilecek yalanci
pozitif sonuglanin ortadan kaldinimas: icin HPV 16 ve HPV 18
genomlarina 6zgl problar ile hibridizasyona gecildi. Kontrol ve hasta
grubﬁna ait PCR (riinleri Southern Blot analizi icin hazirlanmis olan %
1.5 luk agaroz gele yuklendi. Elekiroforez yapildiktan sonra PCR
urunleri blotting islemi ile naylon membrana aktarildi. Amplifiye olan
DNA’larin  hangi HPV tépine ait oldugunun anlasilabilmesi icin

- Digoksigenin ile isaretlenmis HPV 16 ve 18 problan ile ayn ayri
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Resim 4.1 : Hasta grubuna ait PCR (riinlerinin gelde gorintimi
: & / Hind Il marker DNA
M2 Marker DNA (1.353,1.078,872,603,310,281)
-> : Amplifiye olan 450 baz cifti uzunlugundaki PCR uriini

t:aneteana.

Resim 4.2 . Kontrol grubuna ait PCR Uriinlerinin gelde gorlinim
M :Marker DNA (1.353,1.078,872,603,310,281)
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hibridizasyon islemi yapildi. Membran o6nce HPV 16 probu ile
hibridizasyona birakildi. 33 hastanin 18'inin HPV 16 genomuna ait

fragment tasidig! belirlendi (Resim 4.3) .

Resim 4.3 . Hibridizasyon sonucu HPV 16 ile enfekte hasta DNA’

Jarinin membranda goriinimi

Daha sonra ayni membran HPV 18 probu ile hibritlestiriimek tzere HPV
16 probu uzaklastirima (stripping) islemine tabi tutuldu. Membranin
HPV 18 probu ile hibridizasyonu sonucu HPV 18 genomuna ait
fragment tasiyan hasta sayisinin oldukca yiiksek (17/33) oldugu ve HPV
16 ile hibritlesme gosteren hastalarn HPV 18 ile de pozitif sonug

verdikleri goriildi. Bunun HPV 16 probunun uzaklastirma isleminin iyi



yaplimamasindan kaynaklanabilecegi g6z 6niinde bulundurularak ayni
ornekler yeniden PCR reaksiyonu ile gogaltild, blotting islemi ile naylon
membrana aktarildi ve sadece HPV 18 probu ile dogrudan hibridizasyon
yapildi. Boylelikle HPV 16 ile hibritlestirimis membrandan
uzaklastinlamamis probun HPV 18 probu ile hibridizasyondan sonraki
renk reaksiyonunda pozitif sonuc vermesi onlendi. 33 hastanin 15 inin

HPV 18 genomuna ait fragment tasidigi belirlendi (Resim 4.4).

Resim 4.4 . Hibridizasyon sonucu HPV 18 ile enfekte hasta DNA

larinin membranda gorindmi

Buna goére hasta grubuna ait DNA’lardan ikisinin membranda HPV 16
probunun uzaklastirma isleminin iyi yapilamamasindan dolayi bu probla

hibritlestigi dlsilnildi. Kontrol grubuna da hasta grubu DNA’larina



yapilan tiim islemler uygulandi. Toplam 36 kisilik kontrol grubunda

sadece 2 kiside HPV 16 tipi belirlendi (Resim 4.5).

B3 - 4PV (6

Resim 4.5 . Hibridizasyon sonucu HPV 16 ile enfekte kontrol

grubuna ait DNA’larin membranda gérinimi

Bunlardan biri saglikh kontrol grubunda, digeri kanser disi hastalikl
kontrol grubunda yer almakta idi. HPV 18 tipine her iki kontrol grubunda

da rastlanmad..

Sonug olarak Southern blot hibridizasyon ile hasta grubunda HPY 16
orani % 54.5 (18/33), HPV 18 orani % 45.4 (15/33), her iki tip virisle

enfekte hasta orani ise % 33.3 (11/33) olarak bulundu. HPV 16 orani
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kanser digi hastalikli kontrol grubunda % 4.5 (1/22), saghkh kontrol
grubunda ise % 7.1 (1/14) olarak bulundu. HPV 18 tipi kontrol

gruplarinda saptanamadi (Tablo 4.1).

HPV 16 tipi YEH karsinom vakalarinda % 61 (17/28), HPV 18 tipi %
46.4 (13/28) oraninda saptandi. Bu grupta HPV 16 ve 18'in her ikisi ile
enfekte hasta orani % 39 (10/28) idi. Adenokarsinomiu hastalarda HPV
16, 1 hastada (1/4), HPV 18, 2 hastada (2/4) ve 1 hastada da (1/4) her
iki tip birden gozlendi. Adenoskuamoz tipteki vakada bu iki tip HPV ile

enfeksiyon gozlenmedi (Tablo 4.2).

Normal ve karsinom dig! jinekolojik sikayeti olan kontrol gruplarinda HPV
16 ve 18 tiplerinin oranlar incelendiginde, yalnizca HPV 16 tipine saglkl
kontrol grubunda 1 kiside (1/14), kanser digi hastalikh grupta da 1 kigide
(1/22) rastlandi. Her iki grupta HPV 18 tipi ile enfekte kisiye

rastlanmadi.
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Tablo 4.1 . HPV 16 ve HPV 18 tiplerinin hasta ve kontrol

gruplanndaki dagihimi

n HPV 16 % HPV 18 % HPV 16+18 %

Hasta 33 18 54.5 15 454 11 33.3
Kanser digi 22 1 45
Saglkh 14 1 74

Tablo 4.2 . HPV 16 ve HPV 18 tiplerinin karsinom tipleri ile

iliskisi
r HPV tipi n | HPV 16 | KPV 18 HPV 16+18
Karsinom tipi
YEH Ca 28 17 13 10
(%61) (%46) (%36)
Adeno Ca 4 1 2 1
Adenoskuamdz Ca 1
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5. TARTISMA

Serviks karsinomu glinimuzde kadinlan etkileyen kanserler arasinda
onemini korumaktadir. Meme kanserinden sonra ikinci siklikta yer alan
" bu kanser oncelikle sitolojik yayma ya da "Pap smear" testleriyle erken
safhada saptanabilmektedir (70). Literatiirde serviks karsinomunun en
stk gorlldigl yas 45-55 yas olarak bildirilmistir.Hastalanmizin yas
ortalamasi 51.4 ile bu yas sinirlari igindedir. Kontrol grubu olarak alinan
ve sitopatolojik degerlendirme sonucu normal smear gériilen kigilerin

yas ortalamasi 46.6, servisit ve koilositoz saptanan kigilerin yas

ortalamast ise 51.2 dir.

Yine literatirde YEH karsinomun serviks karsinomlarinin % 90-95 ini
olusturdugu belirtiimistir. Adenokarsinomlara ise daha seyrek
rastlanmaktadir. Calismamizdaki bulgular bu konuda da literatiir ile
uygunluk gostermektedir. Hastalanmizin % 85'i YEH karsinom, geri
kalanmi adeno ve adeno skuamo6z karsinom olarak bulunmustur.
Hastaligin etyolojisine yonelik calismalar ayni zamanda erken teghis ve
tedaviyi yonlendirmede onemlidir. Son yillarda molekiler diizeyde
yapilan- c¢alismalar insan papilloma virlslerin bu karsinomun
gelismesinde etkili olabilecegini gostermis, serviksin premalign ve
malign lezyonlarinda bazi HPV tiplerinin yliksek oranlarda saptanmis
olmasi, HPV'lerin bu konuda viral etyolojik bir faktdr olarak kabul

edilmelerine neden olmustur (20,59).

Yapilan ¢esitli arastirmalarda HPV 16 ve HPV 18in prekanser6z

lezyonlarda ve serviks karsinomlarinda rastlanan en yaygin HPV tipleri
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oldugu, HPV 16'ya HPV 18’e oranla daha sik rastlandigi belirtiimigtir
(10,42,47,63,72). HPV tiplerinin ve viral genomun saptanmas! yiiksek
risk gruplarini belirlemede, prekanser6z lezyonlarin takibinde 6nemlidir
(31,32). Lezyonlann takibinde HPV tiplerinin duyarli yontemlerle
saptanmasi 6nemlidir. PCR HPV tiplemesinde kullanilan en duyarli
y6nterh olarak bildirilmistir. Hiicre DNA'sinda HPV genomuna ait
fragmentleri saptayabilecek kadar hassas olmasi, diger metodlara tercih
edilmesini saglamistir. Yapilan ¢alismalarda bu yontemle daha yliksek
oranlarda HPV pozitifligi saptandigi goriilmektedir (6,23). Calismamiz
lilkemizde serviks karsinomlu hastalarin sitolojik materyallerinde
onkogenik olarak kabul edilen HPV 16 ve 18 tiplerinin saptanmasi ve
duyarh bir S/éintem olarak kullanitan PCR'in sitolojik materyale

uygulanmasinin getirecegi avantajlari belilemek amactyla yapilmistir.

Servikal yaymalarda saptanan HPV tiplerinin servikal displazi
biyopsilerindeki HPV'lerin dagiimini yansitmasi agisindan klinik 6nemi
oldugu vurgulanmistir, Servikal firca ile materyal alinmasi, HPV
enfeksiyonu saptamasinda en kolay ve elverigli yontemdir. Bu sekilde
alinan materyal daha genis bir alanin durumunu yansitabildigi icin tercih
edilmektedir. PCR ise bu tip materyalde HPV enfeksiyonu saptamasinda
kullantlabilecek en duyarl ve hizli bir yontem olarak onerilmektedir.Bu
nedenle ¢alismamizda HPV taramast icin serviks kanserli hastalardan
servikal firca ile alinan sitolojik materyal ve PCR ile birlikte Southern
Blot yontemi tercih edilmistir. Béylece en kisa siirede en dogru sonuca

ulasilacagi kanisina variimistir,
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Literatiirdeki calismalarda degisik ozellikteki materyaller (biyopsi, frozen
kesit ve sitolojik materyal) degisik yontemlerle degerlendirilmigtir
(19,39,42). Skuamoz hiiéreli invaziv serviks karsinomuna ait biyopsi
orneklerinde HPV 16/18 orani Southern Blot yontemi ile % 56 (32), yine
invaziv serviks karsinomlu hastalardan alinan sitolojik 6rneklerde in situ
hibridizasyon ile % 20 (19) olarak bildirilmigtir.  Serviks
adenokarsinomlarinda HPV 16 orani in situ hibridizasyon ile % 33.3
bulunmustur (12). PCR uygulamalarinda ayni oran serviks karsinomu
biyopsi orneklerinde % 48 (10), frozen biyopsi orneklerinde % 64 (13),

skuamoz htcreli karsinomlardan alinan sitolojik materyalde ise % 35

(44) olarak bildirilmigtir.

Bu aragtirmalarin bir boliminde HPV 16 ve HPV 18 tiplerinin her ikisini
birlikte saptayabilen bir prob kullanilirken (28), diger bir bolimiinde ise
HPV 16 ve 18’ ayn ayrn saptayabilen problar kullanilmigtir (13). HPV
tiplerinin ayn ayn incelendigi calismalarda HPV 16 orani HPV 18'e

oranla genellikle daha yuksek bulunmaktadir.

Yukaridaki ¢aligmalarla karsilastinldiginda ¢alismamizda % 54.5 olarak
buldugumuz HPV 16 orani bildirilen degerler arasinda yer almaktadir.
Sozii edilen caligmalar farkh cografik bolgelerde ve degisik 6zelikteki
serviks materyallerinde yapimistir. Bulgularimiz da, hastalarda HPV 16
ve 18 tiplerine rastlanma sikhgi bakimindan her iki tip viriis orani
arasindaki fark az olmakla birlikte, literatlir ile uygunluk gostermektedir.
Ulkemizde HPV 16 ve 18 tiplerinin karsinom vakalarinda hangi siklikta
g6zlendigi konusunda herhangi bir arastrma bulunmadigindan

calismamizin bu konuda yol gdsterebilecegini diislinmekteyiz. Yabanci
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literatiirde rastlanan gahémalarln bir boéliimiinde goziedigimiz bir eksiklik
de PCR vyapildiktan sonra reaksiyon sonucunda olusan iriiniin
dogrudan UV isik altinda incelenmesiyle yapilan degerlendirmelerdir.Bu
tip degerlendirmeler enfekte kisilerdeki HPV tipleri ayird edilemedigi ve
geldeki bantlarin nitelikleri hibridizasyon ile dogrulanmadigindan yaniltici
olmaktadir.Bu sekilde bildirilen sonuglarda HPV pozitiflik orani yiiksek
gorllmektedir. Nitekim, Gopalkrisha ve ark. (20) galismalarinda servikal
sitolojik materyalde HPV 16 oranini, yainizca PCR urinini gel Uzerinde

degerlendirerek % 86 olarak bulmuslardir.

Calismamiz da saptadigimiz HPV 18 orani ile literattirdeki farkhliklar ise
daha belirgindir. Kurman ve ark.nin (28) ¢alismasinda invaziv serviks
karsinomlarindaki biyopsi 6rneklerinde Southern Blot yontemiyle bu oran
% 22 olarak bulunmustur.Das ve ark.nin  (12) serviks
adenokarsinomlarindaki biyopsi 6rneklerinde Southern Blot ile bulduklari
oran % 16.6 drr. Bulgularimizdaki % 45.4 olarak saptadigimiz HPV 18
orani bu ¢alismalara kiyasla oldukga yiiksektir. Bunun nedeninin daha
genis hasta kitlelerinin taranmasiyla aydinlatilabilecegini diisiinmekteyiz.
Bu konuda toplumumuzda kapsamh calismalar olmadigindan kesin
yorum yapmak mumkin olmamaktadir. Diger yandan normal sitoloji
gosteren vakalarda Lorincz ve ark. HPV 16,18’ rastlamazken, sitolojik
olarak normal olmayan vakalarda bu orani % 23 bulmuslardir. Peng ve .
ark.(44) PCR ile karsinom disi servikal sitolojik 6rnekierde HPV 16
- oranint % 1.2 olarak bildirmiglerdir. HPV 16 ve 18 tamamen normal
gorinimdeki serviks epitelindeki sitolojik materyalde % 20 {49), HPV 16
CIN lezyonlan saptanan biyopsi Orneklerinde % 37 oraninda

. bulunmustur @8). Bu lezyonlarn ileride gelisebilecek serviks karsinomlar
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yoniinden izlenmesi gerektigi dnerilmektedir. Das ve ark.<(1 3) kontrol
grubu olarak normal serviks biyopsilerini kullanmislar ve yalmzca PCR
ile HPV 16 oranini % 18 olarak bulurken, ayni vakalarda Southern blot
ile hig pozitiflik saptayamamiglardir. Bu da yukarida igaret edildigi gibi
sonuglarin  yalnizca PCR ile degerlendirilimesinin yanhshgni
gbstermektedir. Galismamizda bu yanigiyi onlemek igin PCR ve
Southern Blot birlikte kullanimistir. Galigmamizda kontrol grubu olarak
aldigimiz normal sitoloji, servisit ve koilositoz gosteren vakalarda
saptadiimiz HPV 16 oranmi % 5.5 dur. Bu grup icinde normal smear
gosteren 1 olgu ile servisit olarak degerlendirilen 1 kiside HPV varligi
(HPV 16) gdzlenmistir. Buna karsilik kontrol grubu iginde koilositoz
gbsteren 2 vakada HPV'nin her iki tipi de saptanamamisgtir. Bu vakalarin
literatiirde de belirtildigi gibi ileride gelisebilecek serviks lezyonlari
agisindan izlenmesi gerektiéini diisiinmekteyiz. PCR yontemi serviks
karsinomlarinda erken tani ve riskli gruplarl belirlemede kullanilan * Pap
smaer" taramasi ile birlikte uygulanabilmektedir. Boylelikle, sitolojik
materyalde CIN lezyonlari ya da koilositoz saptanan kigilerde, viral
etyolojik faktor olarak gosterilen ve onkogenik marker olarak gbzonune

alinan HPV tiplerinin saptanmast miimkin olacaktir.

PCR iirlinlerini saptamak amaciyla kullanilan probun radyoaktif ya da
non-radyoaktif yontemlerle isaretlenmesi miimkiindir. Ancak radyoaktif
madde ile galisma daha uzun siire gerektirmekte ve riski yliziinden rutin
calismalarda tercih edilmemektedir. Bu amagla calismamizda yeni ve

non-radyoaktif bir isaretieme yontemi kullanarak daha hizl ve glivenli bir

calisma sistemi gelistirilmigtir.
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PCR ile birlikte radyoaktif olmayan bir isaretleme sistemi ile kombine
edilerek uygulanan Southern Blot yénteminin, riskli gruplarin tani ve
takibinde oldugu gibi, serviks karsinomlarindaki HPV tiplerinin

belirlenmesinde rutin olarak kullanilabilecegi goriigtindeyiz.

Bulgulanimiz serviks karsinomu tarama programlar iginde, 40 yasgin
lizerindeki saghkh kadinlarda belirli araliklarla 'Pap smear' testinin
yanisira serviks karsinomunda en yaygin HPV ftipleri olarak gosterilen
HPV 16 ve 18 tiplerinin belirlenmesinin uygun olacagina igaret
etmektedir. Yilda en az bir kez yapilacak bu sekildeki taramalar riskli
gruplarin izlenerek kanserin erken evrede belirlenmesi agisindan olumiu
sonug verecektir. Ayni yéﬁ{em bunun yaniswra serviks karsinomlu
hastalarin tedaviden sonraki déneminde HPV enfeksiyonunun kaliciigi
ve yeni enfeksiyon gelismesi yb6niinden izleme amaciyla da

kullaniiabilecektir.
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OZET

insan papilloma viriislerinin (HPV) bazi gruplan serviks karsinomu
etyolojisinde risk faktorii olarak gosterilmektedir. Onkogenik HPV
tiplerinin saptanmasi prekanserdz lezyonlarin belirlenmesi ve izlenmesi
agisindan onem taswr. HPV tiplerinin aragtinimasinda kolaylk ve
cabukluk sagladigindan bu tetkiklerde sitolojik servikal materyal tercih
edilmektedir. Bu viriislerin saptanmasinda, cesitli doku ve sitolojik
materyallere uygulanabilen en duyarli ySntem polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) dur.

Calismamizda serviks karsinomlu hastalarin sitolojik  serviks
materyallerinde HPV 16 ve HPV 18 enfeksiyonu arastiriidi. Alinan
érneklerden izole edilen DNA'lar PCR ile gogaltidi. HPV 16 ve 18
tiplerini belilemek amaciyla Southern Blot hibridizasyon yontemi
uygulandi. 33 serviks karsinomlu hastada HPV 16 orani % 54.5, HPV

18 orani % 45.4 olarak saptanirken, kontrol gubunda bu oran % 5.5

olarak bulundu.

Southern blot ile birlikte uygulandigi takdirde PCR, servikal smear
tarama programlan iginde HPV enfeksiyonunu belirleyerek, bu
kanserlerdeki risk gruplarinin taninmasi ve izlenmesinde kullanilacak en

duyarli saptama yontemi olarak onerilmektedir.



SUMMARY

Definite types of human papillomaviruses (HPV) are considered an
etiological factor in the occurence of cervical carcinoma. Determining
the persistence of some HPV types associated with cervical carcinoma
(HPV 16,18,31,33) are important in defining and following precancerous
lesions. Because of the convenience and the fastness it provides,
cytological cervical material is preferred for the analysis. The most
sensitive method in the determination of these viruses is polymerase
chain reaction (PCR). In our study HPV 16 and HPV 18 infections were
investigated in ‘the cervical gcrapes of 33 subjects with cervical
carcinoma. The DNAs isolated Afrom the samples were amplified by
PCR. The HPV 16 and HPV 18 types were identified by Southern Blot
hybridization. The positivity rates for HPV 16 and HPV 18 in 33 subjects
with cervical carcinoma were % 54.5 and % 45.4, respectively. The

corresponding value in the control group was only 5.5 %.

PCR combined with Southern Blot is considered as the most sensitive
method for scanning programmes and in defining and monitoring the

risk groups for developing cervical neoplasia.
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