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OZET

Giris ve Amac¢: Human papillomaviruslar (HPV) servikal kanserin en 6nemli
etyolojik faktorleridir. Bu g¢alismada servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) tanili
kadinlarda HPV tiplerinin belirlenmesi ve yiiksek riskli HPV genotiplerinde E6/E7
onkoprotein varliginin arastirilmas: amaglanmistir.

Materyal ve Yontem: Calismaya CIN1 tanili 69, CIN2 tanil1 26 ve CIN3 tanili
19 kadm olmak {izere toplam 114 kadin dahil edilmistir. Kadinlardan alinan servikal
stirintii 6rneklerinde HPV DNA varligt MY09/MY11 ve GP5+/GP6+ primerleri
kullanilarak tespit edilirken, fragment analiz yontemiyle HPV genotiplendirilmesi
yapilmis ve NASBA yontemiyle de yiiksek riskli HPV tiplerinde E6/E7 onkoprotein
varlig1 arastirilmistir.

Bulgular: Calismada CIN evrelerine gore dagilim yapildiginda; CIN1 tanili
kadinlarda %23.2 HPV tip 16, %15.9 HPV tip 45 ve %11.6 oraninda ise HPV tip 35
saptanirken, CIN2 tanili kadinlarda bu oranlar HPV tip 45 i¢in; %53.8, HPV tip 16
icin; %26.9 ve HPV tip 18 i¢in ise %19.2 olarak tespit edilmistir. CIN3 tanili
kadmlarda HPV genotip dagilimi ise HPV tip 16 igin; %57.9, HPV tip 45 i¢in %52.6
ve HPV tip 18 i¢in ise %15.8 olarak bulunmustur. Ayrica, ¢alismada toplam 31
kadinda birden fazla HPV genotipiyle koenfeksiyon tespit edilmistir. Bunun yaninda
calisgmada yiiksek riskli HPV tipleriyle infekte 57 kadinn %42.1’inde E6/E7
onkoprotein varhig: tespit edilmistir. E6/E7 onkoproteinleri; HPV tip 16 ile infekte
toplam 34 kadinin %38.2’sinde, HPV tip 45 ile infekte toplam 35 kadinin
%31.4’tinde ve HPV tip 18 ile infekte toplam 11 kadinin %218.2’sinde tespit
edilmistir.

Sonu¢: Sonu¢ olarak c¢alismamizda elde edilen bulgular, servikal
intraepitelyal neoplazik hastalarda gerek total HPV infeksiyonu prevalansinin ve
gerekse de yiiksek riskli HPV tipleriyle infeksiyon oranmm oldukga yiiksek
oldugunu gostermektedir. Ayrica, yiiksek riskli HPV tipleriyle infekte kadmnlarda

onkojenik aktivite orani da oldukga yiiksek bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: HPV, genotip, servikal kanser, E6, E7, onkoproteinler.



ABSTRACT

Backgraund and Aim: Human papillomavirus (HPV) is the most important
etiological agents for cervical cancer. In this study, it was aimed to investigate the
determining HPV subtypes in women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN)
and the presence of E6/E7 oncoproteins in high risk HPV genotypes (hr-HPV).

Methods: A total of 114 women (diagnosed with CIN1; 69, CIN2; 26 and CIN
3; 19) were included to the study. MY09/MY 11, GP5+/GP6+ primers were used for
the determination of HPV-DNA. The fragment analysis and NASBA methods were
selected for the genotyping of HPV subtypes and the E6/E7 gene expressions.

Results: The distributions of HPV genotypes according to CIN stages were as
follows: 23.2% for HPV type 16, 15.9% for type 45 and 11.6% for type 35 in women
with CIN1; 53.8% for HPV type 45, 26.9% for type 16 and 19.2% for type 18 in
women with CIN2; 57.9% for HPV type 16, 52.6% for type 45 and 15.8% for type
18 in women with CIN3. Also, co-infections were found in 31 women. Otherwise,
the occurrence of E6/E7 oncoproteins was detected in 24 of 57 women who infected
with hr-HPV subtypes. The distributions of E6/E7 oncoproteins according to HPV
subtypes in these women were as follows: 38.2% of the women (34) that infected
with HPV type 16, 31.4% of the women (35) that infected with HPV type 45 and
18.2% of the women (11) that infected with HPV type 18.

Conclusion: The findings of our study showed that both the prevalence of
HPV infection and the rate of hr-HPV subtypes in patients diagnosed with CIN were
very high. In addition, the oncogenic activity rates in hr-HPV subtypes were quite
high.

Key words: HPV, genotype, cervical cancer, E6, E7, oncoproteins.
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1.GIRIS VE AMAC

Papillomaviruslar skuamoz epitel hiicrelerini infekte edebilen, cilt sigilleri ve
proliferatif lezyonlara neden olabilen, ¢ift zincirli DNA viruslaridir. Insanlar igin
patojen olan papillomaviruslar 6nemli 6l¢iide konak ve doku spesifitesi gostermekte
olup tiim infeksiy6z dongii skuamoz epitelyum hiicrelerinde gergeklesmektedir (1).

Virusun major kapsit proteinini kodlayan genin dizi analizi sonuglarina
dayanilarak yapilan smiflandirmada, papillomaviruslarin 130°dan fazla subtipinin
oldugu bildirilmistir (2). Bu tiplerden bazilarmin cilde, bazilarinin ise mukozal
yiizeylere affinitesi yiiksek olup, cilt ve mukozal infeksiyonlara yol agan Human
papillomaviruslar (HPV) kendi icinde, onkojenik potansiyellerine gore, diisik ve
yiiksek onkojenik riskli genotiplere ayrilir. Papillomaviruslarin 40’tan fazla tipi
genital bolgede infeksiyonlara yol agmaktadir. Genital bolgede infeksiyon yapan
tipler arasinda; benign genital sigiller veya kondilomata ile iliskili olan, diisiik riskli
olarak tanimlanan HPV tip 6, 11 gibi subtipler yer alirken, anogenital kanser ve
intraepitelyal neoplazi ile iligkilendirilen ve yiiksek riskli olarak tanimlanan HPV tip
16, 18, 31, 33, 35 ve 45 gibi genotiplerin de yer aldig1 bildirilmektedir (2).

Servikal kanserlerin tamamia yakininin yiliksek riskli HPV tipleriyle iligkili
oldugu bildirilmektedir. Serviks kanseri tiim diinyada kadinlar arasinda hayati1 tehdit
eden ikinci en 6nemli kanser tipi olup, HPV infeksiyonu insidansi iilkeden iilkeye
hatta ayni iilkenin degisik bolgelerinde dahi farkliliklar gosterebilmektedir. Diinyada
HPV infeksiyonu insidansinin toplumlarda %2 ile %44 arasinda degistigi
bildirilirken, iilkemizde yapilan ¢esitli ¢alismalarda asemptomatik kadinlar arasinda
HPV sikliginin %10-20, semptomatik kadmlar arasinda ise %350-70 arasinda
degistigi bildirilmistir (3).

Serviks kanseriyle en sik iliskilendirilen tipler HPV tip 16 (% 50-70) ve HPV
tip 18°dir (% 7-20). HPV sadece servikste karsinojen degildir, ayn1 zamanda vulval,
vajinal, penil, anal ve bas ve boyundaki kanserlerde HPV (basta HPV tip 16) iliskisi
gosterilmistir. Servikal kanserin en sik goriildiigii yasin 50°li yaslar ve en yaygin
tipin ise skuamoz hiicre karsinomu oldugu bildirilmektedir. Son yillarda tarama
testlerinin yayginlasmasiyla serviks kanserinde erken tam1 ve gerekli onlemlerin
alinmast ile hayatta kalma oranlarinin da arttig1 goriilmektedir (4,5).

HPV infeksiyonu diinya genelinde oldukca yaygin bir infeksiyondur.

Kadinlarin hayatlarinin bir doneminde HPV ile karsilasma ihtimallerinin ¢ok yiiksek
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oldugu ve bir kadmin hayati boyunca bu virusla infekte olma riskinin % 50-80
arasinda degistigi bildirilmektedir. Normal servikal sitolojisi olan kadmnlarin
%10.2’sinin HPV DNA pozitif oldugu bildirilmekle beraber hastaligin prevalansinda
cografik farkliliklar olabilmektedir. Hastaligin daha c¢ok gen¢ kadinlar (<25 yas)
arasinda yaygin oldugu (siklikla ¢oklu tiple infeksiyon) bildirilmektedir. Bununla
birlikte 30’lu ve 40’11 yaslarda insidansin hizli bir diisiis yaptig1 ve postmenapozal
donemde ise yine bir ylikselme ile seyrettigi bildirilmektedir.

HPV infeksiyonu, primer bulasma yolu cinsel temas oldugundan, cinsel
yonden aktif gen¢ kadnlar ve erkeklerde daha siktir. Virusun bulagsmasi i¢in vajinal
ya da anal penetrasyon olmadan cilt temasi yeterlidir. Kondom kullaniminin koruma
sagladig1 ancak HPV vulva ve skrotum gibi korumasiz olan genital cilt bolgelerinden
de bulasabildigi bildirilmektedir. Infeksiyon ¢ogu zaman asemptomatik olarak
seyreder. Infeksiyonda eger kolposkopik olarak saptanabilir bir lezyon varsa bu,
diisiik dereceli servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) olarak tanimlanmaktadir. HPV
DNA’smnin tespit edildigi fakat saptanabilir herhangi bir lezyonun olmadigi ¢ogu
HPV infeksiyonu ve diisiik dereceli CIN, hiicresel immiinitenin gelismesi sonucu
iyilesmektedir. Kadinlarin yaklasik %10-15 gibi az bir kisminda basaril1 bir hiicresel
immiinite olusturulamamaktadir. Bu tip kadinlarda HPV DNA pozitif olup
infeksiyon, persiste viral infeksiyon olarak tanimlanir ve bu hastalarda infeksiy6z
virus iiretimi mevcuttur. Bu tiir kadmlarin tanis1 son derece onemlidir ¢iinkii bu tip
kadmlarda yiiksek dereceli intraepitelyal hastalik ve invaziv servikal kanser (ICC)
gelistirme riski bulunmaktadir. Giiniimiizde, Human papillomaviruslarin servikal
kanserler ve prekiirsor lezyonlar (CIN1, CIN2 ve CIN3) ile yakm iliskili oldugu
bilinmektedir. Servikal kanserle iliskilendirilen HPV tipleriyle infekte kadinlarin
belirlenmesi, serviks kanseri vakalarinin azaltilmasi a¢ismdan son derece onemlidir.
Epidemiyolojik ¢alismalar yiiksek onkojenik riskli HPV infeksiyonunun CIN (tiim
evreler; CIN1, CIN 2 ve CIN3) ve adenokarsinoma in situ (AIS)’ya sebep oldugunu
gostermistir. Yiiksek riskli HPV tipleri hem skuamé6z hiicreli karsinom hem de
serviks adenokarsinomu geligsimini tetikleyen 6nemli bir risk faktoriidiir (6). Yiiksek
onkojenik riskli HPV tiplerinde E6 ve E7 genlerinin servikal karsinogenezde 6nemli
rol oynadigi kesin bir sekilde gosterilmistir (7). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda daha
cok yiiksek riskli HPV tiplerinin primer genital keratinosit hiicrelerinde onkojenik

transformasyon meydana getirdigi tespit edilmistir (8).



Invaziv servikal kanser vakalarinda en sik saptanan tipin HPV tip 16 (%55)
oldugu ve bunu HPV tip 18 (%12.8)’in takip ettigi bildirilmektedir (6,7). HPV tip 16
ve 18’in ise tiim olgularin yaklasik %70’inden sorumlu oldugu bildirilmistir. Avrupa
ve Amerika’da ¢esitli caligmalarda bu tipler disinda servikal kanserlerle en sik
iligkilendirilen tiplerin HPV tip 33, 45 ve 31 oldugu bildirilmektedir. Asya’da
yapilan caligmalarda ise serviks kanseri vakalarinda en sik saptanan tiplerin HPV tip
58, 33 ve 52 oldugu bildirilmistir. Ancak yapilan ¢alismalarda bu tiplerin servikal
kanser etiyolojisindeki roliiniin %4 dolaylarinda oldugu bildirilmektedir. HPV ’nin
sebep oldugu serviks adenokarsinomunda da en sik, HPV tip 16 (%48), tip 18 (% 36)
ve tip 45 (% 6)’in iliskisi bildirilmistir (6,7).

Servikal displazi taramalar1 halk sagligi acisindan son derece Onemlidir.
Taramalarin yapilmadigi toplumlarda yetiskin kadinlar arasinda servikal kanser
insidansinin  %2-4 arasinda degistigi, halbuki bu oranmn taramalarin yapildig:
toplumlardaki kadinlar arasinda %0.1’lere kadar distiigii bildirilmektedir (9).
Skuamoz hiicreli serviks kanseri ve dncii lezyonlar1 taramalarda basarili bir sekilde
tespit edilebilmektedir. HPV infeksiyonu ile iliskili CIN2 ve CIN3 seklindeki
epitelyal degisimlerin tespiti ve tedavisi ile hastalarda invaziv servikal kanser
gelisimi onlenebilmektedir (4). Son donemlerde, HPV DNA saptama yontemleriyle
yapilan ¢aligmalarda, yliksek onkojenik riskli HPV tipleriyle invaziv servikal kanser
arasindaki iliskinin ¢ok sik1 oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alisma, Mustafa Kemal Universitesi T1p Fakiiltesi Kadm Hastaliklar1 ve
Dogum Ana Bilim Dali Polikliniklerine miiracaat eden ve kolposkopi muayeneleri
yapilarak servikal intraepitelyal neoplazi tanisi alan kadinlar ile herhangi bir
semptomatik bulgusu olmayan kadinlarda, Human papillomavirus infeksiyonunun
insidansin1 ve genotip dagilimini belirlemek amaciyla yapilmistir. Bunun yaninda
servikal intraepitelyal neoplazi tanili kadinlardan izole edilen ve yiiksek riskli grupta
yer alan servikal kanser ile en sik iligkilendirilen 5 HPV tipi (16, 18, 31, 33 ve
45)’inde E6/E7 mRNA sentezi ile onkoprotein varliginin belirlenmesi amaglanmustir.
Bu amacla Kasim 2010-Eyliil 2011 tarihleri arasinda Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Ana Bilim Dal1 Polikliniklerine bagvuran semptomatik herhangi bir bulgusu olmayan
89 kadm ile, CINI1 tanili 69, CIN2 tanili 26 ve CIN3 tanili 19 olmak iizere toplam
114 servikal intraepitelyal neoplazi tanili kadindan servikal siirlintii ornekleri

almmustir.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1.TARIHCE

Insan papillomaviruslar1 ¢ift zincirli, yaklasik 8000 baz ¢iftinden olusan DNA
genomuna sahiptir (10). Genetik ¢alismalar HPV biyolojisinin 200.000 yildan fazla

stiredir degismedigini gostermektedir (11).

Genital sigillerin 19. yiizyildan énce HPV’ler tarafindan olusturulabilecegine
dair bir goriis yoktu. Ancak sigillerin infeksiyon kokenli oldugu ve bulasici olduklar1
cok uzun yillar 6ncesinde de bilinmekteydi. HPV kokenli bu sigillerin 19. yiizyilin
baslarina kadar gonore ve sifiliz gibi genital sigillerin bir formu oldugu sanilmakta
ve cinsel temasla bulasan hastaliklar ile birlikte ayni grupta degerlendirilmekteydi
(12,13,14).

Uterin serviksin karsinoma in situ’su 1932’de servikal kanserin bir prekiirsorii
olarak kabul edildi. George N. Papanicolaou ve Herbert F. Traut 1941 yilinda
eksfoliatif sitolojinin uterin serviksin in situ ve invaziv karsinomlarmin her ikisini de
saptamada kullanilabilecegini gostermislerdir (15). Bu test, servikal kanserle HPV
iliskilendirilmeden Once, bu yontemi baslatan patolog Papanicolaou’ya ithafen

1949°dan sonra kendi ismiyle isimlendirilmistir (16).

HPV 1940’11 yillarda deri sigillerinde elektron mikroskobu ile virionlar olarak
tamimlansa da (17) HPV’nin kondiloma akiiminata ile iliskili oldugu yillar sonra
ortaya konabilmistir. Daha sonraki donemlerde yapilan dizi analizleri sonucunda ise

HPV’nin servikal kanserlerle iliskili oldugu tespit edilmistir (18,19).

HPV ile bas boyun kanserleri iligkisi ise ilk kez 1960’1 yillarda laringeal
papillomalarin radyasyon tedavisi sonrast malignensiye doniismesiyle fark
edilebilmistir (20,21). HPV’nin diger kanserlerde ve bas boyun kanserlerindeki
muhtemel etiyolojik rolii ilk kez 1985 yilinda Luning ve arkadaslar1 tarafindan ortaya
atilmustir (22).

HPV’nin OSCC (oral squamose cell carcinoma)’deki rolii servikal kanserdeki
rolii kadar agik olmasa da tonsil, larinks, hipofarinks, oral kavite, dil ve nazofarinks

timorlerinde ve SCC (squamose cell carcinoma)’ye doniismiis papillomalarda da



HPV DNA tespit edildigi bildirilmistir. Olgularin %76’sinda, prekanserdz
lezyonlarda ve metastatik lenf nodlarinda, primer tiimorle ayn1 HPV tipinin tespit
edilmesinin, SCC gelismesinde HPV iliskisini destekledigi bildirilmistir (23,24).

HPV infeksiyonu ile servikal kanser arasindaki iliski ilk defa 1980’li yillarin
ilk yarisinda Alman virolog Harold zur Hausen tarafindan gosterilmistir (25). HPV
infeksiyonunun cinsel temasla bulastig1 ilk kez 1970°1i yillarda gosterilmistir. Ayni
yillarda kondiloma akiiminatada bulunan virusun servikal kanserlere yol actigi da
gosterilmistir (26). Ik kez 1976 yilinda, displastik lezyonlar1 olan hastalarmn servikal
smear orneklerinde bulunan koilositik hiicrelerin HPV infeksiyonunun patolojik
degisikligi oldugu bildirilmistir. Sonra 1990’11 yillarda molekiiler biyoloji teknolojisi
ile yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, bazi HPV alt tiplerinin persistan infeksiyonlari

ile servikal kanser arasindaki iligskiyi kesinlestirmistir (27-30).

Bir ¢alismada; 1969 yilinda, servikal intraepitelyal neoplazinin terminolojisinin
tanimlanmasiyla servikal kanserin non-invaziv evrelerden gelistigi gorlisii ortaya
atilmig, premalign CIN lezyonlar1 yalmizca histomorfolojik kritere goére
smiflandirilmistir (31). Bu; niikleer atipi, mitotik figiirlerin siklig1 ve yeri, anormal
mitotik figiirler (kromozomal dengesizligi yansitan) ve nukleus polaritesinin kaybi
olarak degerlendirilmistir. Displastik degisimler olan epitelyum kalinligina gére CIN
alt kisimlara ayrilarak incelenmistir. Bunlar; diisiik evre lezyonlar CIN1 (epitelyum
tabakasinin tigte birinden az tutulum gosteren), yiiksek evre lezyonlar CIN2 (iigte biri
ile ikisi aras1 karisim gosteren) ve CIN3 (tiim kalinligin fazlasinin tutulmasi) (31). Bu
tarihnten 20 yil sonra, 1988’de servikal sitolojinin sonuglarini rapor etmek igin
Bethesda yontemi gelistirilmistir. Bethesda yontemi 1999 yilinda tekrar
giincellenmistir. Bu yontem sik kullanilmasina ragmen servikal anormalitelerin

sitolojik ve histolojik olarak tanimlanmasinda baska yontemler de kullanilmistir

(25,31).

Displazinin dokudaki derinligine dayanan PAP smear raporlama sistemi olan
CIN sistemi 1973’te tanimlanmustir (32,33).

Minnesota, Rochester’da 1950-1978 yillar1 arasinda genital sigillerin sikligi

tizerinde yapilan bir ¢aligmada, insidansin 29 yillik zaman periyot iginde oldukg¢a



yiiksek oranda arttig1 bildirilmis, 1975 yilinda ise her 100.000 kiside ortalama 107
yeni olgunun ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir (34).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (International Agency For Research On
Cancer, 1ARC) 1995 yilinda yaptig1 siniflamada HPV tip 16 ve 18’in karsinojenik,
31 ve 33’iin ise olas1 karsinojenik tipler oldugunu bildirmistir (35). Bu smiflandirma
1994 yilina kadar yayinlanmig bulgulara dayanilarak yapilmistir. IARC, karsinojenik
olarak tanimlanan mukozatropik anogenital 13 HPV tipinin yaninda, 2005 yilinda
kuru cildi infekte eden 2 HPV tipini bu gruba dahil etmistir. Daha sonra HPV tip 6 ve
11 de olas1 karsinojenik tipler olarak smiflandirilmstir (36,37).

The Food and Drug Administration (FDA) 2003 yilinda birlesmis milletler
toplumu i¢in 30 yasindan biiyiikk kadmlarda sitoloji iliskili HPV testinin yapilmasi
gerekliligini  bildirmistir  (10). Giiniimiizde yiiksek riskli HPV tiplerinin
saptanmasinda en yaygin kullanilan yontem hala Papanicolaou (PAP) boyali smear

yontemidir (38).

HPV as1 calismalar1 1980°1li yillarin ortalarinda baslamis, 2006 yilinda ilk
olarak Merck Frosst Canada Limited tarafindan kuadrivalan (HPV tip 6, 11, 16 ve
18’e kars1) as1 tiretimi yapilmistir. Daha sonra 2007 yilinda GlaxoSmithKline (GSK)
Incorporated tarafindan {iretilen bivalan (HPV tip 16 ve 18’¢ karsi) as1 kullanima

sunulmustur (39).
2.2. HPV’NIN VIiRAL OZELLIiKLERIi

Human papillomavirus papovaviridae ailesinin bir iiyesidir (40). HPV viruslar1
erken hayatta kazanilan epiteliotropik DNA tiimér viruslaridir (41,42). Giinlimiizde
130’dan fazla subtipinin oldugu bildirilmistir (2). HPV’lerde influenza virus gibi baz1
viruslardan farkli olarak viral genom segmentsiz olup, genomik yapi stabildir.
Genetik ¢aligmalarda HPV genomunun 200.000 yildan fazla siiredir ayni kaldigi
bildirilmektedir (11).

Virus 55 nm ¢apinda, zarfsiz bir yapidadir. Her biri L1 ve L2 adinda en az iki
kapsid proteini igeren 72 kapsomerden olusan ikozahedral bir yapidadir (43). Her bir
kapsomer major kapsid proteini L1’in bir pentameridir. Her bir virion kapsidi minor

kapsid proteinin ¢oklu kopyalarmdan olusmustur. Bu nedenle virus elektron



mikroskobu ile bakildiginda bir golf topunu andirmaktadir. HPV genomu yaklasik
7900 bp biiyiikliikte sirkiiler, ¢ift zincirli DNA genomuna sahiptir (44). Bu nedenle
tiim ORF (open reading frame) protein kodlayan sekanslar1 bir zincire baglanmistir.
Bu giine kadar genomun 3 bolgesi fonksiyonel olarak smiflandirilmistir (geg bolge,
kodlanmayan uzun kontrol bolgesi ve erken bolge). Birinci bolge 400-1000 bp
arasinda kodlanmayan diizenleyici bir bolgeyi igermektedir. Bu bolge ORF’lerin
transkripsiyonunu kontrol ederek DNA replikasyonunu diizenleyen bir P97 ¢ekirdek
diizenleyici igermektedir. Bu bolge HPV viral genomundaki yiiksek derecede
cesitlilikten sorumludur. Ikinci bdlge erken bdlge olarak adlandirilir ve E1, E2, E4,
E5, E6 ve E7 ORF’lerinden olusur. Bu ORF’ler viral replikasyon ve onkogenezle
iliskilidirler. Ugiincii bolge ge¢ bolge olarak adlandirilir ve viral kapsid icin L1 ve L2
yapisal proteinlerini kodlar. L1 okaryotik hiicrelerden eksprese olma 6zelligi
gosteren major kapsid proteinidir (45). L1 ve L2, major ve minor kapsid proteinlerini
iceren ayr1 ayr1 iki yapisal proteini kodlar. Kodlanmayan bdolge diizenleyici
elementleri igerir. Erken bolge ORF’leri viral DNA replikasyonundan 6nce eksprese
edilen proteinleri kodlar. U¢ erken ORF (ES, E6 ve E7) onkogendir ve degisimi
ayarlarlar. iki diizenleyici protein, E1 ve E2, replikasyon ve transkripsiyonu

diizenler. Ayrica E2, E6 ve E7’nin ekspresyonuna negatif etki yapar (46).

Papillomaviruslarimn  DNA sentezi tamamen konak hiicrenin replikasyon
mekanizmasina baghdir. Viral proteinlerin  sentezi ¢ok siki  bir sekilde

diizenlenmektedir ve hiicre farklilasmasina baghdir (46).

Papillomaviruslar  karakteristik  bir  tropizm  gosterir. Bazi tipler
kutaneotropiktir. Diger bir grup HPV ise mukozatropiktir. Son olarak baska bir grup
HPV ise farkli olarak kutanéz ve miik6z dokulardan ve lezyonlardan izole

edilebilirler (Tablo 1) (10).



Tablo 1: Hastaliklarla iliskilerine gore HPV tipleri (47,48,49).

HASTALIK HPV TiPi
Kutanoz hastahk
Plantar sigiller 1,2, 4,63

Genel sigiller

2,1,7,4,26,27,29,41,57,65,77, 1, 3, 4,10, 28

Diiz sigiller

3, 10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76

Diger kutandz lezyonlar
Orn: epidermoid kistler,
laringeal karsinom

6, 11, 16, 30, 33, 36, 37, 38, 41, 48, 60, 72, 73

Epidermodisplazi
verrusiformis

2,3,10,5, 8,9, 12, 14, 15,17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
36, 37, 38, 47, 50

Kondiloma akuminata (Genital
sigiller)

6, 11, 30, 42, 43, 45, 51, 54, 55, 70

papillomlar/karsinomlar

Mukozal hastahik
Rekiirren respiratuar

. 3 6, 11
papillomatozis
Lokal eipltelyal hiperplazi (Heck 13, 32
hastalig1)
Konjunktival 6,11, 16

Servikal intraepitelyal neoplazi

Belirlenmemis
Diisiik risk
Yiiksek risk

30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69
6,11, 16, 18, 31, 33, 35, 42, 43, 44, 45,51, 52, 74
16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 56, 58, 66

Servikal karsinom

16, 18, 31, 45, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 66, 68, 70




HPV infeksiyonlarmin ¢ogu asemptomatik olup klinik bulgu vermeyebilir.
HPV DNA’s1, molekiiler yontemler kullanilarak, kadinlarda; serviks, vagina, vulva
ve erkeklerde; prepisyum, penis ve skrotumda bulunabilirken, her iki cinste de anal
kanal ile perineal bolgede tespit edilebilmektedir (10).

Geg infeksiyon evresinde, bir DNA baglayan protein olan E2, E6 ve E7
genlerinin transkripsiyonunu bloke eder, replikasyonun viral orjine baglanmasi igin
LCR (Long control region) i¢inde lokalize olan E1 genine izin verir. Bu baglanma S
fazinda olan konak hiicresinde viral genomun replikasyonunu baglatir. E2 aracili E6
ve E7 transkripsiyonunun azalmasi, p53 ve pRB proteinlerinin salinimini saglayarak
konak hiicrede normal hiicre siklusunun yeniden baslamasina neden olmaktadir. L1
ve L2 transkripsiyona baslar ve sonra viral partikiillerin olusumunu takiben virionlar
serbest kalir. Bu evrede E4 proteini papillomavirusun olgunlasmasini ve
serbestlesmesini kontrol eder. Bu siire¢ sitolitik bir siire¢ gibi goziikmemektedir.
Konak hiicrede artan mitoz nedeniyle yiiksek diizeyde hiicre proliferasyonu
gerceklesmekte ve sonug olarak hiicre malignlesmesi meydana gelmektedir (Sekil 1)

(25).

Viral DNA

Transkripsiyon
replikasyonu

ve replikasyon
diizenleyici

olumsuz konak hucresi =

minor kapsid

By 18 I [ meorkepsia |
| bélge - . .
(SUR— |
i ’E?i E1 E5|| L2 Il
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7096/1 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 b.p.
HPV genomu

Sekil 1: HPV genomunun sematik olarak gosterilmesi.
L1: Major kapsit proteini, L2 minér kapsit proteini. E1’den E7’ye kadar olan proteinler viral
replikasyon ve onkogenez ile iligkilidir. URR (upstream regulatory region) (50).



2.3.SINIFLANDIRMA

Human papillomavirus papovavirus (papovaviridae) ailesinin bir {iyesidir (25).
IARC 1995 yilinda papillomaviruslari, 4’i karsinojenik (HPV tip 16 ve 18) ve 2’si
ise olast karsinojenik (HPV tip 31 ve 33) tip olarak olarak smiflandirp iki temel
gruba ayirmistir (35). Daha sonralar1 ise tip 6, 11 ve 13 de bu smiflandirmaya dahil
edilmistir (36,37).

Papillomaviruslarda yeni bir tip tanimlayabilmek i¢in; HPV genomunda,
bilinen en yakin HPV tiplerinin L1, E6 ve E7 ORF’leri arasinda %10°dan daha fazla
bir farkliligm olmasi gerektigi bildirilmektedir. Bu farklilik %2-10 aras1 ise yeni bir
subtipi, %2’den az ise tip ic¢i cesitliligi gostermektedir (51). DNA dizi analiz
yontemine dayanarak yapilan sinflandirmada HPV’nin 130°dan fazla tipi oldugu

bildirilmektedir.

HPV duyarli olan dokuya gore kutandz ve mokozal olarak 2 grupta
incelenebilir. Kutan6z HPV’ler derinin skuamoz epitelini infekte eder ve burada
replike olur (sigiller gibi). Mukozal HPV’ler ise miikoz membranlar1 infekte edip

replike olurlar ve epitelyum proliferasyonunu indiiklerler (52).

Servikal kanser ve prekiirsorleriyle alakasina gore HPV’ler yiiksek riskli ve
diistik riskli olmak tizere iki gruba ayrilarak incelenebilir. Diistik riskli tipler arasinda
6, 11, 42, 43 ve 44; yiiksek riskli tipler arasinda ise tip 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 ve 70 sayilabilir. Yiiksek riskli grupta olan baz1 HPV tipleri
nadiren kanserlerle iliskilendirilebilirken, skuamoz intraepitelyal lezyonlarda sikc¢a
bulunmaktadirlar. Bu nedenle bazi bilim adamlar1 bu tipleri orta riskli tipler arasinda
siniflandirmaktadirlar. Bunun yaninda diisiik riskli HPV tiplerinin de bazen servikal

karsinomlara yol acabilecegi bildirilmektedir (25).

HPV tip 6 ve 11 disiik risk grubunda yer alan, nadiren malignensiye sebep
olan, genital sigillerin gogunun etkeni olan, en sik rastlanilan iki tiptir. HPV tip 16 ve

18 ise invaziv anogenital kanserlerde 6ne ¢ikan, major yiiksek risk grubunda yer alan
tiplerdir (53,54).

HPV ailesinin 12°den fazla tipinin oral lezyonlarda bulunabilecegi
bildirilmistir. Bu tipler; HPV tip 1, 2, 4, 6, 7, 11, 13, 16, 18, 30, 32 ve 57°dir (55).
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HPV tip 13 ve 32 oral lezyonlarda nadiren tespit edilebilen tiplerdir. Cesitli

caligmalarda oral lezyonlardan aliman 6rneklerde en sik rastlanilan iki HPV tipinin tip

16 ve 18 oldugu bildirilmistir (56).

Kutan6z HPV tipleri genellikle ciltte bulunmakta olup sigillere neden olurken,
mukozatropik HPV tipleri ise orofarinks ve anogenital yolun mukozasini
tutmaktadirlar. Anogenital yolun mukozasina tropizm gosteren 40’tan fazla farkl
HPV tipinin oldugu bildirilmistir. Karsinojenitelerine gore bu tipler diisiik riskli,

olas1 yiiksek riskli ve yiiksek riskli olarak alt gruplara ayrilmislardir (57,58).

Tanmimlanan HPV tiplerinin 40’tan fazlasinin anogenital yolun epitelini ve
viicudun diger mukozal bolgelerini infekte ettigi bildirilmektedir. Bu tiplerin 18

kadarinin onkojeniteye sebep oldugu gosterilmistir (59,60).

HPV tip 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60 ve 65’in siklikla kutandz ve plantar sigillerden,
verrusiform epidermodisplazilerden, transplant sonrasi immun depresif hastalardan
ve bazi epitelyal tiimorlerden izole edildigi bildirilmektedir. HPV tip 6, 11, 13, 44,
55, 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67, 18, 39, 45, 59,68, 70, 26, 51, 69, 30, 53, 56, 66, 32, 42,
34, 64, 73 ve 54’iin ise hem kadmnlarda hem de erkeklerde benign ve malign
anogenital bolge lezyonlarmda infeksiyon yaptig: bildirilmektedir. Bazen bu tiplerin
oral kavite, orofarinks, larinks ve Ozefagus dokularinda ve lezyonlarinda da
saptandig1 gosterilmistir. Son olarak baska bir grup HPV ise farkli olarak kutandz ve
miik6z dokulardan ve lezyonlardan izole edilenlerdir. Bu tiplerin HPV tip 2, 3, 7, 10,
27, 28, 29, 40, 43, 57, 61, 62 ve 72 oldugu ve malign lezyonlarla iligskisinin daha az
oldugu gosterilmistir (10).

2.4 PATOGENEZ VE iMMUNITE
2.4.1.Patogenez

Servikal karsinogenezin major evreleri; HPV infeksiyonunu takiben viral
persistans ve prekanser doneme ilerleme ve invazyondur. HPV’nin bulas yollar:
arasmda en dnemlisi cinsel temastir. Infeksiyonun ilk yili igerinde tespit edilmesi
molekiiler yontemlerle bile zordur. Infeksiyon sikhiginmn en yiiksek oranlara ulastig
doénem geng yaslar olup, bu oran tipe 6zgii kazanilmis immuniteye bagli olarak ileriki

yaslarda azalmaktadir. HPV infeksiyonlarinin ¢ogu makroskopik ve mikroskobik
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olarak tespit edilemeyecek diizeyde seyrettiginden hastaligin tanisinda HPV DNA
saptama yontemleri en giivenilir yontemlerdir. Sigara kullaniminin, ¢ok dogum
yapmanin ve oral kantraseptiflerin uzun siire kullaniminin persistans ve progresyon
riskini arttirdigi bildirilmistir. Diger seksiiel gegisli hastaliklarm (6rn, Chlamydia
trachomatis), kronik inflamasyon ve beslenme faktorlerinin de infeksiyonda 6nemli
rol oynayabilecegi bildirilmektedir. Infeksiyondan korunmada asilamanin &nemi
biiyiik olup, as1 calismalar1 yogun olarak devam etmektedir. infeksiyonun tanisinda
HPV DNA’nin tespitinin Sitolojik yontemlerden daha duyarli ancak daha az spesifik
oldugu bildirilmistir. Halk saghigi acisindan Kklinisyenler, hafif anormal PAP smear
testini, cinsel yolla bulasabilen, servikal kanserlerle iliskili HPV infeksiyonu

acisindan ele alarak degerlendirmelidir (61).

Human papillomavirusun onkojenik tipleriyle meydana gelen infeksiyonlar,
tiim servikal kanser ve prekanserdz intraepitelyal lezyonlarin asil sorumlusudur (57).
Servikal transformasyon zonu, HPV karsinogenisitesine ¢ok duyarli bir doku kismini
cevreler. Servikal kanserin ilerlemesi, gorsel (kolposkopi ve ilgli teknikler),
mikroskobik (sitoloji ve histoloji) ve molekiiler olarak (HPV DNA test ve seroloji)
degerlendirilebilir. Bu testler normal serviksten kansere kadar uzanan Kkritik

basamaklarin goreceli olarak daha iyi anlagilmasina imkan saglamaktadir (61).

Normal olarak HPV infeksiyonu epitelyum hiicrelerinin bazal tabakasinda bir
kirikk veya yirtiktan kaynaklanir. Diger hiicre tiplerinin HPV infeksiyonuna karsi
daha direngli oldugu bildirilmistir. HPV nin iiretilmesi ile ilgili yapilan hiicre kiiltiirii
calismalarinda HPV’nin diger viicut hiicrelerinde {iretilemedigi bildirilmistir
(62,63,64). Bunun sebebinin viral DNA replikasyonu sirasinda Keratinositlerin

farklilasmasi oldugu diistiniilmektedir (64).

HPV replikasyon siklusu, virusun epitelyum bazal katman hiicrelerine
girmesiyle baglar. HPV infeksiyonunun baslayabilmesinde orta derecede epidermal
asmmanm Onemi bilyiiktiir. Integrin-a6, HPV tip 6 i¢in epitelyal hiicre reseptdrii
olarak bildirilmesine ragmen, diger tiplerin adezyonu ve infeksiyonunun baglamasi
icin gerekli olmadig: bildirilmistir (65,66,67). Diger birgok virusta oldugu gibi
HPV’nin bazi tipleri konak hiicreye, hiicre yiizeyinde bulunan heparin siilfat
araciligiyla baglanmaktadir (67). Bunun yaninda HPV’nin konak hiicreye
baglanmasinda proteoglikanlarm da rol aldigi bildirilmistir (67). HPV’ler viral
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transkripsiyon ve replikasyonu regiile etmek i¢in ihtiya¢ duyulan 8-10 proteini konak
hiicreden faydalanarak kodlar. HPV replikasyonu, konak hiicre komponentleri ile
HPV genomunun LCR bolgesinin etkilesimi ile baglar. Bu etkilesim E6 ve E7
genlerinin transkripsiyonunu indiikler (1). E6 ve E7 proteinleri sonra p53 ve pRb
proteinlerine baglanip inaktive ederek konak hiicresinin mitotik aktivitesini azaltirlar.
E6 ve E7 proteinlerinin, konak hiicreye HPV invazyonu sirasindaki, fonksiyonu
hiicrenin biiyliime diizenleyici yolaklarinit kesmek ve konak hiicre ¢evresini modifiye
etmek, dolayisiyla viral replikasyonu kolaylastirmaktir (1). E6 proteini p53 proteinini
hedefledikten sonra p53 bir hiicresel ubikitin ligaz tarafindan hizlica degrade edilir.
Sonug¢ olarak G1 durur, apopitozis ve DNA onarimi iptal olur. HPV E7 proteini
fosforile olmus pRb’ye baglanir. Bu baglant1 pRb ile hiicresel transkripsiyon faktorti,
E2F-1, arasindaki kompleksi bozar. Serbest E2F-1 sonra konak hiicresi igin gerekli
olan genleri S fazina girmek igin kopyalamaya baslar. E7 proteini ayni zamanda
siklin E ile baglanabilir (1). Konak hiicrede E6 ve E7 proteinlerinin fonksiyonlar1
sonucu DNA sentezi stimiile edilir ve hiicre proliferasyonu gergeklesir (Sekil 2) (25).

HF'V HPV \ hii | ubikitin li
||]|:> ﬂ]:> P53 | |:> ticresel ubikitin ligaz
E6 protein Es pmtem I tarafindan p53 azaltilmasi

—_— ‘ G1 durmasinin ulmamaS||

>
konak

hiicre
siklusu

| E2FL,S fazimi baslatir

ﬂ

_ E2F 1
HPV
E7 protein ||]|:> mRB E2F-1 7 -
HPV X

Sekil 2: HPV E6 ve E7 onkojenik proteinlerin hedefleri ve etkileri. HPV E6 ve E7 onkojenik
proteinleri hiicresel p53 ve pRB proteinlerini baglamakta ve konak hiicre siklusunu
degistirerek tiimorojenik hiicre transformasyonuna sebep olmaktadir (49,68).

HPV infeksiyonlar1 zararsiz basit lezyonlardan kansere kadar degisebilen

cesitli klinik formlarda kendini belli edebilir. HPV infeksiyonu ile olusan benign
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lezyonlar ellerde ve ayaklardaki kutandz sigillerle (plantar sigiller, yaygn sigiller,
diiz sigiller) siirlidir. Sigiller 1-5 yil i¢inde iyilesebilen i¢i keratin dolu hipertrofiye
olmus cilt bolgeleridir. Bazi HPV tiplerinin ise yiiz bolgesini infekte etmesi siklikla
cilt kanseriyle sonuglanabilir. Genel olarak agiz kenarinda yerlesen diger HPV
tipleri, fatal skuamoz hiicre kanserine doniisebilen, kiiciik kalkik nodiillere sebep
olur. Oral kavitedeki epitelyal hiperplazi odaklar1 (Heck hastaligi) genellikle HPV tip
13 infeksiyonu ile ilgilidir. Epidermodysplasia verruciformis govde ve {ist
ekstremitelerde HPV iliskili sigillere neden olan, sonraki evrelerde ise invaziv
skuamoz hiicre karsinomuna doniisen nadir bir genetik hastaliktir. Konjunktival
papillomlar ~ ve  Kkarsinomlar  bircok  ¢alismada  HPV  infeksiyonuyla
iliskilendirilmektedir. Rekiirren respiratuar papillomatozis gen¢ ¢ocuklarda larinksin
major bir hastaligi olarak bildirilmis olmasma ragmen, yetiskinlerde de
rastlanabilmektedir. Geng¢ ¢ocuklarda goriilen HPV infeksiyonunun sebebinin HPV

infeksiyonlu annelerden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (25).

HPV infeksiyonu temel olarak cinsel yolla bulagan bir hastaliktir. Bu yiizden
kadin ve erkeklerin her ikisi de epidemiyolojik zincire dahildir ve her iKi cins de ayni
zamanda asemptomatik tasiyici ve bulastiricidirlar ve HPV infeksiyonu riski
altindadirlar (69). Bu sebeple, HPV infeksiyonunda en 6nemli risk faktorii cinsel
tutumla ilgilidir. Erken yasta cinsel iliskiye baslama, ¢ok eslilik, yiiksek riskli
kisilerle cinsel iliski bulasta dnemlidir. Erkeklerin siinnetli olmasi ve cinsel iliskide
kondom kullanimimnin gegis riskini diisiirdigi bildirilmis olsa da cinsel partnerler

arasinda HPV bulasinda yiiksek diizeyde koruyucu olmadigi bildirilmektedir (70,71).

HPV infeksiyonunun yiiksek diizeyde tespit edildigi gruplar arasinda hayat
kadinlar1 ve HIV (Human Immunodeficiency Virus) pozitif kisiler sayilabilir.
HPV’nin en 6nemli bulas yolu cinsel temas olup, neoplastik transformasyon baglama
potansiyeli en yiiksek olan organlar serviks (transformasyon zonu) ve anal kanaldaki

pektineal ¢izgidir (10).

Cinsel aktivitenin en yiiksek oldugu yaslarda subklinik HPV infeksiyonlarinin
(dokunun normal morfolojide olmas: veya minimal degisikliklerin s6z konusu
oldugu durumlarda HPV DNA tespit edilebilir) prevalansinin bayanlar arasinda
%40’lara kadar ¢ikabildigi bildirilmistir. Prevalansin 30 yas tstii gruplarda ise %5-

10’lara kadar diisiis gosterdigi bildirilmistir. Infeksiyonlarm yarilanma &mriiniin
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yiiksek riskli tipler icin 8-10 ay, diistik riskli tipler icin ise bu siirenin yaris1 kadar
oldugu diistiniilmektedir. Baz1 ¢aligmalarda, HPV tip 16 infeksiyonun ortalama 16 ay
kadar persiste olarak kalabildigi gosterilmistir (72).

Cinsel aktivitenin yogun oldugu gen¢ yaslarda HPV infeksiyonuna sik¢a
rastlanilsa da bu donemde infekte kadmlarn g¢ogunda (%90’dan fazlasinda)
infeksiyonun kendiliginden iyilestigi de bilinmektedir. Ancak bu infeksiyonlarin ¢ok
az bir kisminda infeksiyon persiste olarak kalmaktadir (73). Kronik HPV tasiyicilari
ve anogenital bolgede neoplastik lezyonlar gelistirme riski yiiksek olan kadinlarin bu

kiiciik grupta yer aldig1 bildirilmektedir (74).

Hastaligin progresyonunda énemli olan faktorler arasinda; viral tip, infeksiyon
tipi (persiste infeksiyon vb.), hiicre basina diisen viral yiikk ve viral DNA’nin hiicre
DNA’sina integre olmasi sayilabilir. Hastanin HIV ile infekte olmasi, Ozellikle
immunsiipresyon dénemlerinde, HPV infeksiyonu ve neoplastik lezyon gelistirme
icin Onemli risk faktoriidiir. Bunlarm disinda oral kontraseptiflerin uzun siire
kullanilmasi, ¢ok dogum yapma ve sigara kullanimi da 6nemli risk faktorleri
arasinda yer alir (75,76). Ayrica diyet yapma (meyve ve sebzelerden fakir diyet),
Chlamydia trachomatis ve Herpes simplex gibi diger cinsel temasla bulasan

hastaliklarla koenfeksiyon olasi diger risk faktorlerindendir (77,78).

HPV’nin anogenital kanserlerdeki rolii ile ilgili ¢ok g¢esitli calismalar
mevcuttur. Yaklasik olarak 50 farkli HPV tipinin anogenital bolge yiizeyini infekte
edebildigi bildirilmistir (79). Bu tiplerin ¢ogunun prekanseréz lezyonlar, oral kavite

mukozal lezyonlar1 ve lenf nodu metastazlarindan izole edildigi bildirilmistir (56).

HPV’ler onkojenik potansiyeline gore iki major grupta siniflandirilabilirler.
HPV 6 ve Hpv 11 nadiren malignensiye ilerleyen, genital sigillerin gogunun sebebi
olan, diisiik risk grubunun en sik iki tipidir. HPV 16 ve 18 invaziv anogenital
kanserlerde 6ne ¢ikan, major yiiksek risk grubu tipleridir (53,54). Genital lezyonlarda
oldugu gibi HPV 16 benignden premaligne ve maligne kadar ¢ogu oral lezyonla da

en sik iligkili virustur (80).

HPV’lerin morfolojik olarak skuamoz hiicre karsinomuyla iliskileri ve oral
keratinositleri Oliimsiizlestirebilmeleri ve epitelyal hiicrelerde transformasyon

meydana getirmelerinden dolayr OSCC’den primer olarak sorumlu olabilecegi
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diistinilmektedir (55). Kimyasal karsinojenlere, infeksiyonlara ve travmaya en agik
bolge olan bukkal mukoza karsinogenezde en korumasiz olan bolgelerdendir. Bu
etkilere stirekli maruz kalinmasiyla olusan mukoza abrazyonlarin HPV’lerin bazal

hiicrelere ulagsmasini kolaylastirdig1 kabul edilmektedir (64,81).

HPV’nin tiimorogenezdeki etki mekanizmasinin asagidaki gibi oldugu

distiniilmektedir.

e HPV’nin E1/E2 gen bdlgesi konak genomla birlesmeyi saglar. Erken ORF’de
kodlanan E6 ve E7’nin artis1 timorojeniteyi arttirir.

eE6 ve E7’nin etkisi virusun erken ORF’sinde kodlanan E2 proteinin
azalmasina neden olur.

eKonak genomunun fonksiyonlarmnin degistirilmesiyle pS3 ve pRB tiimor
stipresor genlerinin ve karsinogenezle alakali birgok hiicresel proteininin
bozulmasi baslar.

e Daha sonradan bu infekte hiicreler apopitoz kontrolii yapan genlerde, DNA
onariminda, hiicre siklusunda hasar meydana getirir. Bunlar hiicre

transformasyonuna yol agar (56).

Bir ya da daha fazla yiiksek riskli subtiple persistan infeksiyonun olmasi CIN
hastaliginin gelismesine ve ilerlemesine dnciiliik eder. Ilerleyici bir sekilde gelisen
hiicresel degisiklikler epitelin bazal hiicre katmanindaki infeksiyon ile baslar. Tiim
isleyis genel olarak 10-40 yillik bir zaman periyodunu kapsar ancak bazi olgularda
bu siire sadece 1-2 yil da alabilir. Genellikle CIN1 degisiklikleri 3 ay iginde, CIN2
degisiklikleri 6 ayda ve CIN3 degisiklikleri 1-2 yilda ortaya ¢ikar. Onkojenik siirecin
aciga ¢ikmasinda, patojen virulans faktorlerinin olup olmamasi ve konagin dogustan
gelen immun faktorleri belirleyici rol oynar. Anormal infekte hiicreler ve CINL,
diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar (LSIL) olarak da isimlendirilir.
CIN2 ve CIN3 de aym1 zamanda yiiksek dereceli intraepitelyal lezyonlar (HSIL)
olarak isimlendirilir (Sekil 3). CIN1 gelismesi ileride kanser olugsmasi anlamina
gelmez. Ciinkii nononkojenik HPV tipleriyle infeksiyonda da olusabilir. CIN2
degisiklikleri bile dogal olarak geri donebilir. Yiiksek riskli HPV DNA’s1 olan ve
sito-morfolojik olarak normal olan kadmlarin 6nemli bir kismi1 4 yil iginde CIN2

veya CIN3 gelistirecektir. Tersi bir durumda; yiliksek riskli HPV DNA negatif olan
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ayrica sitolojik olarak anormal olan (6nemi belli olmayan atipik skuamoz hiicreler,
simnirda veya hafif displazi) kadmnlarin 2 yila kadar CIN 2 veya 3 gelistirmeleri

ihtimali yoktur ve sitolojierinin normale donmesi ihtimal dahilindedir (82).

Servikal intraepitelyal neoplazi (CIN)

Kondilom CIN1 CIN2 [ CIN3

Normal Cok ihmhi-ilmh displazi

‘ Mikro-invaziv karsinoma |

Sekil 3: CIN ve servikal kanser gelisimindeki histolojik degisimlerin sematik gosterimi (83).

Onkojenik HPV tiplerinin E6 ve E7 proteinleri genel olarak dominant
onkoproteinler olarak tanimlanir (84).

Karsinogenezisi destekleyen HPV’lerdeki major mekanizma, kritik hiicre
dongiisii proteinlerini engelleyen bu proteinlerin (p53°ti E6 ve pRB’yi E7)
aktivitesini de i¢ine alir. E6 ve E7’nin hiicresel proteinlerle ve DNA metilasyon
degisiklikleriyle etkilesimi; genomik biitiinliigii, hiicre adezyonunu, immun cevabi,
apopitoz ve hiicre siklusu kontroliinii diizenleyen ana hiicresel yolaklarda

degisikliklerle alakalidir (85).

Anormal sitolojili ve yiiksek riskli HPV tipleriyle persistan infeksiyonu olan
kadinlarm yliksek dereceli lezyonlar gelistirme ihtimalinin en az 300 kat arttigi
bildirilmistir (86). Yiiksek onkojenik riskli tiplerle genital HPV infeksiyonu, servikal

kanser gelisimi i¢in 6nemli bir risk faktoridiir (87).

HPV infeksiyonunda bazal tabakanin biitiinliigiiniin mikrotravma veya gevresel
faktorlerle bozulmasi ile HPV epitelyumu infekte eder. Viral DNA’nin bir epizom
olarak bulunmasi biiyiik ihtimalle E1 ve E2 ekspresyonu ile olur (88).

Papillomaviruslari, DNA sentezi ic¢in tamamen konak hiicresi replikasyon
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mekanizmasina baghdir. Viral proteinlerin sentezi ¢ok siki  bir sekilde

diizenlenmektedir ve hiicre farklilagmasima baglidir (46).

Genellikle yiiksek onkojenik riskli HPV DNA’s1 konak genomunun kirillgan
bolgelerine girer (89) ve CIN lezyonunun asama asama ilerledigi yerin burasi
olduguna inanilmaktadir. Konak genomuna viral integrasyondan sonra viral E2
bolgesinin bozulmasi baglar ve E2 transkripsiyonu azalir. Bunun sonucu olarak da E6
ve E7 onkoproteinlerinin sentezinde artis meydana gelir (90,91). Disiik dereceli
CIN’de E6 ve E7 ekspresyonu bazal katmanda diisik derecededir. Ekspresyon
yiiksek dereceli CIN lezyonlarinda ve servikal kanserde tiim epitelyal katmanlarda
artar. Daha sonra onkoproteinler konak hiicrenin iki kritik mitoz dnleyici yolagimi
(p53 ve retinoblastoma yolaklar1) engeller. E6 proteini apopitozisi ve biiyiimenin
durmasini indiikleyen p53 proteinini hedef alir. E7’nin pRB’ye baglanmasi pRB’nin
inaktivasyonuna ve konak transkripsiyonel faktér E2fnin serbestlesmesine neden
olur. Bu faktér sonunda hiicre siklusu diizenlemesini bozar. E6 ve E7’nin bu
yolaklar1 inaktive etmesi nedeniyle hiperproliferasyon (E7 bagimli), genetik
dengesizlik, sayisal ve yapisal kromozom sapmalar1 ve Oliimsiizlesme (hepsi E6
bagimli) meydana gelir (92). E6 ve E7 aktivitelerinin indirekt olarak olgiilmesinin
potansiyel olarak CIN lezyonlarmin biyolojik davranislarini 6nceden belirlemek igin
kullanilabilecegi bildirilmektedir (31).

Yukarida aciklandigi gibi  viral DNA’nin integrasyonu ile olusan
karsinogenezde %40’dan fazla servikal kanser epizomal formda HPV 16 igerir. E1
ve E2 genlerinin integrasyonu ve bozulmasmin disinda diger mekanizmalar da E6 ve

E7 ekspresyonunu aktive etmek igin olmalidir (93,94).
2.4.2. Immiinite

Immun sistemin en temel gorevi yabanci ajanlari tanimak ve onlarla savagmak
icin dogustan ve kazanilan immuniteyi kullanmaktir. Fakat mekanizma HPV
infeksiyonunda oldugu gibi bazen etkisiz kalabilmektedir. HPV, immun sistemden
korunmak i¢in ¢esitli mekanizmalar kullanir. Korunmak ve ¢ogalmak i¢in immun
merkezlerden uzakta olan keratinositleri infekte eder. Keratinositlerin dogasi geregi
Oomiirleri kisadir. Bu kisa Omiirden dolayi, virusun salmimi sirasinda hiicrenin

parcalamasiyla tetiklenebilecek immun cevap ve inflamasyon engellenmis olur. EK
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olarak HPV, interferon genlerinin iriinlerini azaltir. Virusun immun sistemden
kagmasma ragmen immun sistem ¢ogu zaman HPV infeksiyonunu etkin bir sekilde
engellemektedir. Gii¢lii bir sekilde lokalize olmus hiicresel immun cevabin bunda

rolii biiyiiktiir (95).
2.4.2.1.Infeksiy6z dongii

Papillomaviruslar her yerde bulunan ve doku tropizmi olan viruslardir. Bu
viruslarin infeksiyoz siklusu hedef hiicrenin farklilagsmasini igerir. Viral gelismenin
farkli evreleri epitelden farklilasan keratinositin olgunlagsma evrelerine eslik eder.
Infeksiyon ve viral gelisme kesinlikle keratinosit farklilasmasina dayanir. Virus ilk
olarak bazal keratinositleri infekte eder. Muhtemelen kok hiicreleri hedef alir. Fakat
genellikle viral proteinler ve viral yapilar sadece skuamoz epitelin stratum spinozum
ve granulozumunun iist katmanlarinda ortaya ¢ikar (Sekil 4) (96,97). Klinik bulgular,
viral gen ekspresyonunun keratinositler veya skuamoz maturasyon potansiyeli olan
hiicrelerle sinirli oldugunu gdstermektedir. Infeksiyondan virusun temizlenmesine
kadar gegen siire yaklasik olarak 3 haftadir. Bu siire bazal keratinositin tamamen
farklilasma ve deskuamasyonu icin gereken siiredir. Infeksiyondan lezyonlarin
goriilmesine kadar gecen periyot, virusun immiin sistemden etkili bir sekilde
kagtigin1 gosterir bir sekilde, haftalardan aylara kadar ¢ok degiskenlik gosterir (98).

Dékiilmeye ve infeksiyona

hazir viruslarla dolu

hiicreler L1

L2

L1, L2, E4
Her hiicre icin 1000 viral genom
E6.E7 E1, E2, E5

6 Hafta

Farklilagmig hiicreler
E ve L viral genlerin

eksprasyonu @) i Kiereiand

-, 2 oliinmeyen hiicrelerde
BAllnen hiicreler I ( C W' viral DNS amplifikasyonu
Sadece E genlerinin
ekspresyonu Virus ve hiicre birlikte replike olur
Cok diigiik protein El,E2
yapimi

E1, E2 ? E5, E6, E7
Virus primitif bazal
keratinositi infekte eder 0 Hafta

Yalnizca intraepitelyal infeksiyoz siklus; sitoliz veya 6liim yok, viremi yok, uzun infeksiyoz siklus

Sekil 4: Yiiksek riskli HPV’lerin infeksiyoz siklusu (99).
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Viral replikasyonda viral proteinler, koilosite doniismek i¢in farklilasan
keratinositlerde niikleer yogunlasmay1 geciktirirler. Sonra virus yiiklii keratinosit
dogal sebeplerle 6liir. Bundan dolay1r HPV infeksiyonunda inflamasyon gériilmez ve
immiin sistemde virus varligindan dolay1 uyarilmak i¢in 6nemli bir tehlike sinyali
olusmaz. Bu durum, konak uzun donem boyunca patojeni yok saydigi i¢in, persistan

ve kronik infeksiyonla sonuglanabilir (95).
2.4.2.2.Hiicresel immiinite

HPV infeksiyonuna kars1 hiicresel immiin cevabin dogast hakkindaki ipuclart,
kendiliginden gerileyen genital sigiller iizerinde yapilan immunohistokimyasal
calismalardan elde edilmistir. Iyilesmenin olmadig1 genital sigillerde infeksiyon
bolgesinde immun sistem hiicreleri bulunmamaktadir. Genel olarak stromada az
sayida intraepitelyal lenfosit, CD8 hiicresi ve mononiikleer hiicre bulunurlar.
Iyilesmenin goriildiigii genital sigillerin histolojik incelenmesi, T hiicrelerin (CD4 ve
CDS8’in her ikisi) ve makrofajlarin sigil stromasi ve epitelyum icerisine biiylik bir
infiltrasyon yaptigmni gosterir. Infiltrasyon yapan lenfositler aktivasyon markirlari
aciga cikarir. Sitokinler; interlokin-2 (IL-2), tiimor nekrozis faktér-o (TNF-a) ve
interferon-y (INF-y) gibi proinflamatuvar sitokinlerce zengindir. Lenfositlerin sigil
kapillerlerinin endotelindeki degis tokusu icin gerekli olan adezyon molekiillerinde
bir artma vardir (100). Bu Th-1’e dayanan immun cevabin karakteristigidir fakat
kesitsel calismalarim isleyisin sadece bir anina ait oldugunu unutmamak gerekir. Etik
sebeplerden dolayr insanlarda sinirli sayida c¢alisma yapilabilmektedir. Oral
papillomavirus infeksiyonu olan kopekler gibi mukozal papillomavirus infeksiyonu
olan hayvan modellerinde infeksiyondan iyilesmeye kadar olan tim sigil
dongiistindeki immunolojik olaylar takip edilebilir. Bu hayvan infeksiyonlarinda sigil
iyilesmesi, genital sigillerde goriilene benzer sekilde hiicresel infiltrasyonla
birliktedir. HPV E2 ve EG6 proteinlerine karsi yonlendirilen sistemik T hiicre
cevaplari, infeksiyon siklusu sirasinda farkli zamanlarda diisiik siklikta saptanabilir.
Bu tiir cevaplar viral DNA amplifikasyonu periyotlarmma denk gelecek sekilde kisitl
zaman pencerelerinde olugsmakta ve sigil iyilesmesinde en sik olup akabinde hizlica

diismektedir. Ayrica nétralize edici antikorlarm serum diizeyleri sigil regresyonunda
pik yapmaktadir (Sekil 5) (101).
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Sekil 5: Genital HPV infeksiyonunun dogal siireci (99).

Epidemiyolojik ve dogal seyirli ¢aligmalar, insanlardaki HPV infeksiyonunda
immun cevabin benzer bir yol izledigini gostermektedir (102,103). Calismalar genital
HPV infeksiyonunun prevalansinin cinsel olarak aktif gen¢ kadinlar arasinda
%80’lere kadar ¢iktigim gostermektedir (104). Bu infeksiyonlarin ¢ogu
iyilesmektedir. Yiiksek onkojenik riskli HPV infeksiyonlarinin iyilesmesi igin
gereken siirenin 6zellikle HPV 16 igin 8-14 ay kadar, diisiik onkojenik riskli HPV
infeksiyonlar1 i¢in ise bu siirenin 5-6 ay kadar oldugu bildirilmistir (104,105). Eger
immun cevap, infeksiyonu iyilestirmede veya kontrol etmede basarisiz olursa,
ozellikle yiiksek onkojenik riskli HPV DNA replikasyonunun yiiksek diizeyde
oldugu yerlerde persistan infeksiyon olusur. Persistan infeksiyonu olan bireylerin
yiiksek dereceli servikal intraepitelyal neoplaziye ve invaziv karsinoma ilerleme

ihtimalleri yiiksektir (74,102,106).

Immunsiiprese kisilerde HPV infeksiyonunun insidansmin yiikselmesi ve
progresyonu HPV infeksiyonlarinin kontrolii ve iyilesmesinde hiicre aracili immun
cevabin kritik Onemini gostermektedir. HIV ile infekte hastalarda servikal
intraepitelyal neoplazide rekiirrenslere sik rastlanilmaktadir (107). Bu hastalar
arasinda genital sigillerin insidansinda (108) ve subklinik HPV infeksiyonunun klinik
HPV infeksiyonuna doniisme riskinde artig olur (109). Yaslar 13-18 arasinda degisen
HIV ile infekte kiz cocuklar1 arasinda yapilan prospektif ¢alismalarda HPV DNA
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persistansligmin uzadigi (110) ve yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlarin
insidansinda artis oldugu bildirilmistir (111). Bu c¢ocuklarda yiiksek dereceli
intraepitelyal lezyonlarin, saptanabilir lezyonu olmayan yiiksek onkojenik riskli HPV
DNA persistansindan ¢ok, primer olarak diisiik dereceli lezyonlarin persistansina
bagli olarak olustugu saptanmustir (111). Bu olay; persistan, aktif infeksiyonda
sagliklh viral gen ekspresyonunun hastalik progresyonunda énemli oldugu anlamina

gelmektedir (95).
2.4.2.3.immun sistemden kacis mekanizmalari

HPV infeksiyonu 6zellikle intraepitelyal bir infeksiyon olup skuamoz epitelin
antijen sunan hiicreleri olan langerhans hiicreleri tarafindan saptanmasi
gerekmektedir. Aktive olmus langerhans hiicresi HPV antijenini isleyerek lenf
noduna gog¢ etmeli ve lenf nodunda T hiicrelere antijeni sunmalidir. T hiicreleri sonra
uyarilmig efektor hiicrelere farklilasmali ve sonra takrar infekte bolgeye gog¢ edip

infekte olmus keratinositleri yok etmelidir (95).

Bunlarin olmamas:i i¢in birka¢ neden vardir. HPV’nin infeksiy6z dongiisiiniin
kendisi, konagin virusu saptamasimni inhibe eden bir immun sistemden ka¢ma
mekanizmasidir. Hiicre zaten dogal nedenlerle 6ldigi igin HPV replikasyonu ve
salmmas1 hiicre 6liimiine neden olmaz. Bu “dogal nedenlerle 6lme” immun sisteme
bir tehlike sinyali olarak sunulmaz. Aslinda tehlike sinyali gelistirebilen hiicre 6liimii
inflamasyon i¢in gereken bir olaydir. Bu nedenle ¢ogu HPV infeksiy6z siklusunda
dentritik hiicrelerin aktivasyonu ve gocii i¢cin énemli olan proinflamatuar sitokinler
ya hi¢ salgilanmaz ya da az salgilanir. Yani skuamoz epitelde immun cevap igin

gerekli olan sinyaller yoktur (112).

Ancak viral kaynakli sitoliz ve hiicre 6liimii olmamasina kargsin HPV ile infekte
keratinositler gili¢lii antiviral savunma sistemi aktivasyonu, tip 1 interferon
sekresyonu, yapmalidirlar. Tip 1 interferonlar (INF-o ve INF-B) antiviral,
antiproliferatif, antianjiojenik ve immunsitiimiilan 6zelliklere sahip olup dogustan ve
kazanilmig immunite arasinda koprii gibi rol oynamakta ve olgunlagsmamis dentritik
hiicreleri aktive etmektedirler (113,114). Papillomaviruslar gibi ¢ogu DNA virusu
interferon sentez ve salgilanmasini inhibe edecek mekanizmalara sahiptirler. Yiiksek

onkojenik riskli HPV viruslarinin INF-a gen ekspresyonunu baskiladigi bildirilmistir
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(115,116) HPV tip 16 E6 ve E7 onkoproteinlerinin interferon sinyal yolaklarinin
komponentleriyle dogrudan etkilesim halinde oldugu (117,118) ve bu yolaklar:
inhibe ettigi bildirilmektedir. Viral kapsid girisi genellikle dentritik hiicreler igin
aktive edici onemli bir sinyal olsa da stromal dentritik hiicrelere benzemeyen

langerhans hiicreleri HPV kapsidlerinin alinmasiyla aktive olmamaktadir (119,120).

HPV etkili bir sekilde dogal immun cevaptan kacar ve kazanilmis immun
cevabin aktivasyonunu geciktirir. Konak dentritik hiicreler uzun bir siire, inflamatuar
olmayan, diisiik diizeyde viral proteine maruz kalir. Bunun sonucu infekte mukozada
bolgesel immun cevapsizlik olusur (121). Bunun sonucu HPV antijenine toleransl
bolgede konak savunmasi geri doniisimsiiz sekilde golgelenir ve HPV antijen
spesifik efektor hiicreler ya infekte bolgeye toplanamaz veya aktiviteleri baskilanir
veya da her ikisi birlikte gerceklesir. Bu sebeple persistan yiiksek onkojenik riskli
HPV infeksiyonu sirasinda E6 ve E7’nin protein ekspresyonlarinin artis1 gézlenir ve
uyarilmis efektor hiicre kaynakli immun cevap gelismemektedir. Boylece HPV
kaynakli yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar ve invaziv karsinom

engellenmemis olur (95).
2.4.2.4 HPV Infeksiyonlarina Karsi immun Yamt

HPV’nin konak savunmasini engelleme kabiliyetine karsm, genital HPV
infeksiyonlarmin ¢ogunda basarili bir immun cevap olusur. Bu; gii¢lii, bolgesel ve
lezyonun gerilemesiyle ve serum ndtralizan antikorlarin gelistirilmesiyle ilgili olan
hiicre aracili immunite ile karakterize gibi goriinmektedir. Notralizan antikorlar
infekte kisilerin ¢ogunda gelisir (122,123). Bu antikorlar saglam virus partikiiliiniin
dig ylizeyinde bulunan L1 proteininin {izerindeki adaptif epitoplara kars1 gelisir.
Dogal HPV infeksiyonundan sonra olusan serum nétralizan antikor diizeyleri pik
yaptig1 zamanlarda bile diisiik diizeydedir (124). Bu, muhtemelen makrofajlardan ve
antijen sunucu hiicrelerden uzak bir yer olan yiizeysel epitelyum hiicrelerindeki
infeksiyoz siklusdan dolayidir. Ciinkii bu donemde virus partikiillerinin intraepitelyal
tretimi olur ve viremi yoktur. Bu faktorler, viral antijenlerin B ve T hiicrelerine

sunumunu sinirlar (125).

Bu olay HPV’nin major L1 kapsid proteinine karsi notralizan antikor iiretimini

saglayan bir aginin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Kopek, inek ve tavsanin
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L1 VLP (virus-like particle)’nin uyardigi nétralizan antikorlar ile immunizasyonu
seklinde yapilan ¢aligmalarda bu hayvanlarin virusa karsi tamamen direncli olduklari
goriilmiistiir (126). Bu, L1 VLP’yi insanlar i¢in tam olarak profilaktik as1 olmaya
aday yapar. Saglikli 6rneklerde faz 1 doz galigmalari, 9-100 mikrogram HPV L1
VLP’lerin 4-6 ay arayla 3 injeksiyon seklinde verilmesinin yiikksek miktarda anti L1
antikorlar1 iiretmesi nedeniyle, yiiksek oranda immunojenik oldugunu goéstermistir.
Tim VLP ile immunize edilen 6rneklerde, dogal hastalarda tespit edilenden daha
fazla miktarda anti-VLP antikor cevabi olustugu tespit edilmistir (127,128). VLP
astlarinin uyardigi dominant antikor yanitinin 1gG1 alt tipinde oldugu bildirilmistir

(127,129,130).

Cesitli calismalarda, HPV pozitif oldugu bildirilen bas boyun kanserlerinin
prognozunun, yasam siiresi agisindan, daha iyi oldugu bildirilmistir (131). Hatta,
HPV’nin p53 ve pRDb iizerine etkisinin, tiitiin ve alkol gibi karsinojenlerin yaptigi
klasik mutasyonlardan daha az zararli oldugu soylenmektedir. Ciinkii p53
inaktivasyonunun HPV E6 varliginin derecesine bagli oldugu ve bazi p53’lerin
inaktivasyondan kurtulabildigi ve kalan fonksiyonel p53’lerin radyoterapiden sonra
hiicresel apopitozise aracilik edebilecegi bildirilmektedir. Bu durumun tartismali
oldugu ve HPV nedenli OSCC’lerde tiimoriin daha iyi rayosensitif olmasiyla
baglantili oldugu bildirilmektedir (132,133).

HPV infeksiyonlarma karsi toplum immunitesini uyarmak ve infekte kadin
havuzunu kiigiiltmek i¢in erkeklerin asilanmasi tartigilmis, ancak bdyle bir
uygulamanin faydasinin diisiik olacagi ve maliyet olarak yeterince uygun olmadigi
tespit edilmistir. Diger bir sorun da; kitlesel asilamanmn, HPV ile etiyolojik olarak
alakali servikal kanser disi kanserlerin insidansma etkisinin degerlendirilmemis

olmasidir (134).

Bircok epidemiyolojik ¢alismada HPV prevalansinda yasa bagl bir diisis
oldugu goriilmektedir. Yiiksek oranda HPV’ye maruz kalan hayat kadinlar1 iizerinde
yapilan bir ¢aligmada cinsel aktivitenin yiiksek oranda devam etmesine ragmen HPV
prevalansinda yagla birlikte 6nemli bir azalma oldugu gosterilmistir (135). Bunun
sebebinin infekte olan kadinlarin gelecekteki infeksiyonlardan koruyucu olarak,
adaptif bir immun cevap olusturmasi olabilecegi diistiniilmektedir. Birgok calismada

HPV infeksiyonunun 25 yas altindaki gen¢ kadinlarda pik yaptigi, 45-50’1i yaslarda
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infeksiyonun prevalansinda diisiis ve peri- veya postmenopozal donemde ise tekrar
bir pik yaptig1 bildirilmektedir (136,137). Hastaligin postmenopozal donemde yaptigi
pikin sebebinin ne oldugu tam bilinmemekle birlikte; erken yasam evresinde
kazanilmis bir latent infeksiyonun, tip spesifik immiinitenin asamali olarak kaybina
bagli olarak, reaktive olmasi gibi bir ya da daha fazla istisnai mekanizma veya ileriki
yaslarda yeni bir partnerle olan cinsel temasa bagl olarak yeni bir infeksiyon

kazanilmasi olabilecegi diistiniilmektedir (138).

Cinsel aktivite ile korele olarak, HPV infeksiyonuyla en uyumlu faktor, 30
yasindan sonra riskte keskin bir diisis oldugunu gosteren bircok caligmaya gore
yastir (139,140,141). Yasin artmasiyla HPV infeksiyon riskindeki bu diisme sekstiel
davraniglarin  degismesinden bagimsiz gibi goriiniiyor ve immun cevabim roli
oldugunu akla getiriyor. Yukarda tanimlandig1 gibi ileriki yaslarda olan ikinci pik de

epidemiyolojik bulgularmn genel bir 6zelligidir (138).

Bazi ¢alismalarda, HPV’nin persistansi ve progresyonu iizerinde molekiiler
varyant, viral yik gibi bazi viral faktorlerin rolii oldugu gosterilmistir. HPV
infeksiyonunun her zaman neoplastik doniisiime sebep olmadigi da bildirilmistir
(142,143). Bu durum, HPV infeksiyonunun gelismesinde ve/veya iyilesmesinde
kigisel immun sistemin rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu mekanizma Human
Leukocyte Antigen (HLA) sistemindeki genetik polimorfizme baglanabilir. HLA
genlerinin, HPV infeksiyonunun tiim evrelerine karsi immun cevabin
diizenlenmesinde rol aldig:1 bildirilmistir (144). Maciag ve ark.’larmin yaptiklar1 bir
caligmada smif-2 HLA genlerinin HPV infeksiyonun gelismesinde oldukg¢a yiiksek

oneme sahip oldugu gosterilmistir (145).

HPV infeksiyonunun iyilesmesinin, ayni virus tipiyle tekrar infeksiyon
olmasina kars1 koruma sagladigi ve bazi diger tiplere karsi ¢capraz immunite seklinde

koruma sagladig1 gosterilmistir (10).

HPV’ye kars1 kisisel immun cevabin farkliliklar1 infeksiyonun progresyonunu
belirlemede kritik rol oynar. HPV ve immunite ile ilgili calismalar devam etmektedir,
fakat basarili immun cevap i¢in hangi kisisel faktorlerin ne derece 6nemli oldugu tam
olarak belli degildir. Sigara, ¢ok dogum yapma ve uzun donem oral kontraseptif

kullanimi1 gibi faktorlerin HPV infeksiyonunun progresyonuyla ilgili oldugu ve
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servikal kanser gelismesinde etkili kofaktorler arasinda olabilecegi diisliniilmektedir
(146,147). Bunun yaninda Chlamydia trachomatis infeksiyonu gibi diger cinsel
temasla bulasan infeksiyonlar, kronik inflamasyon ve diyetin de HPV
infeksiyonlarinin olugsmasmda onemli faktorler arasinda oldugu bildirilmistir (148).
Giiniimiizde HPV ile infekte kadmlar arasinda yapilan ¢esitli ¢alismalarda sadece

sigaranin prekanser veya kanser igin risk faktorii oldugu kanitlanabilmistir (149,150).
2.5.KLINIK GORUNUMLER

2.5.1.0nkogenez

HPV hemen hemen tiim servikal kanser ve servikal intraepitelyal neoplazi
olgularinin etyolojik ajan1 olarak sayilmaktadir. Epidemiyolojik, klinik ve
laboratuvar sonuglarina dayanilarak elde edilen veriler HPV’nin servikal kanserin en
onemli sebebi oldugunu gostermektedir (82). Bu iliski sigara igmekle akciger kanseri
arasindaki iliskiden daha giicliidiir ancak, HPV infeksiyonundan sonra servikal
kanser gelismesi kaginilmaz degildir. infekte olan her bir milyon kadindan yiiz
bininin ya da %10’unun prekanser6z servikal hiicre degisiklikleri (servikal displazi)
gosterecegi tahmin edilmektedir. Bunlarin da yaklasik %8 (8000)’inin servikal
hiicrelerin dis katmanlarina 6zgii erken kanser gelistirdigi ve yaklasik olarak bu
kadinlarin 1600’tinde invaziv servikal kanser gelistigi bildirilmistir. Diger taraftan
Olim oranlarinin servikal kanser insidansindan 6nemli oranda diisiik oldugu ve

diinya genelinde bu 6liim insidans oraninin %55 oldugu tahmin edilmektedir (134).

Cinsel yolla bulasan en yaygm viral infeksiyonlardan biri genital HPV
infeksiyonlaridir  (151). HPV infeksiyonlarmin yasla iligkili oldugu ¢esitli
calismalarda gosterilmistir. Yaslar1 15-25 arasinda degisen kadinlarda prevalansin en
yliksek oldugu ve tiim infeksiyonlarin %25-40’inmn bu yas araliginda goriildiigii
bildirilmistir. HPV’ye maruziyetin azalmasi ve infeksiyonun tekrarindan dolay1
olusan diren¢ nedeniyle yasm artmasi ile infeksiyon prevalansi azalmaktadir. Ug
yillik cinsel aktivitesi olan kadinlarda genital HPV infeksiyonlarmm kiimiilatif
insidansiin %50 civarinda oldugu tahmin edilmektedir (151). Farkli toplumlarda
yasa 0zgii prevalans farklilik gostermektedir. Cogu bat1 toplumunda yasin artmasiyla
risk azalir. Giiney Amerika’da ise ileri yaglarda HPV prevalansi arttigi

bildirilmektedir (152). Bu prevalans degisikligi orta yas grubunda cinsel
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davraniglarin degismesi nedeniyle olmaktadir. Yine bu nedenden yeni HPV
infeksiyonlar1 ortaya c¢ikmakta veya gen¢ yaslarda kazanilmis latent HPV
infeksiyonu yeniden aktive olmaktadir. Kadinlarda genis yas araliginda yasa 6zgii
HPV insidansimin arastirildig: bir ¢alismada 40 yas sonrasi insidansta artiglar oldugu
ve bu artisin nedeninin yeni cinsel partner oldugu belirlenmistir (153). Genital
infeksiyonun dogal seyri hakkinda erkekler kadinlar kadar ayrintili arastirilmamistir
(154). Genel olarak stinnetli erkeklerde infeksiyon riski oldukga diisiiktiir bu nedenle;
cinsel partneri siinnetli olan kadinlarda da servikal kanser riski azalmaktadir (76).

Sitolojisi normal olup HPV pozitif olan kadinlarin HPV negatif olan kadinlara
gore anormal sitoloji gelistirme riski daha fazladir (28).

Genital infeksiyonlarin ¢ogu spontan olarak iyilesmektedir (151,72). HPV
infeksiyonu iyilesebilmesine ragmen infeksiyonun CIN3’e doniisii de mimkiindiir.
Disiik veya yiiksek onkojenik riskli HPV tipleri diisiik dereceli displaziye neden
olabilmektedir. Yiiksek onkojenik riskli HPV tiplerinin persistan infeksiyonu nadiren
goriilmekte olup CIN3 veya invaziv karsinomun gelismesi i¢in en onemli risk
faktorudir. Persistan infeksiyonun siiresi kesin olarak bilinmemesine ragmen, 6 ay
gerektirdigi tahmin edilmektedir. Persistan infeksiyon genel olarak 12 ay iginde
birbirinden farkli iki genital 6rnekte ayn1 HPV tipinin infeksiyonunun tespit edilmesi
olarak tanimlanmaktadir. Ozellikle HPV tip 16 olmak iizere farkli HPV tipleri
persistan infeksiyon gelistirmektedir (156). Persistan infeksiyon tek basma displazi
icin yeterli degildir ve yiiksek onkojenik riskli HPV tipleri diisiik risklilere gore daha
fazla displazi riski tasimaktadir (157). Displazi olusmasi i¢in HPV’ye ait E6 ve E7

proteinlerinin varlhig1 olduk¢a 6nemlidir (158).

Tiim galismalarda olmasa da ¢ogu ¢alismada viral yiik fazlahgmin da displazi
gelisme riskini arttirdigi gosterilmistir (159). Kantitatif yontemlerle viral yiik 6l¢timii
CIN ile iligkilendirilebilir, ancak hastalik siirecinin belirlenmesi i¢in gerekli degildir
(160). Bununla birlikte, tekrarlayan viral yiik 6l¢iimii virus ve lezyon persistansi

agisindan 6nemlidir (161).

Onkojenik potansiyelle ilgili ilk g¢alismalar hayvan papillomaviruslar1 ile
ilgilidir. Papillomlara kimyasal kanserojenlerin uygulanmasi malign degisimi

hizlandirmistir (162). HPV’nin benign lezyonlarinda viral DNA, infekte hiicrelerin

27



niikleusunda epizomal yani ekstrakromozomal olarak bulunur. HPV malignitelerinde
viral genom siklikla konak hiicre genomuna integre olur (163). Bu integresyon
cogunlukla E1 ve E2 bdlgesini tutar (164). Bu sirada viral DNA’nin 6zgiil olarak E2
ORF’si bozulur ve bu da malignensi patogenezinde rol oynar. Erken bdlge
ORF’lerinin, transkripsiyonu hem aktive hem de inaktive eden fonksiyonlar1 vardir.
E2’den derive proteinler, genomun kontrol bolgesinde bulunan 6zgiil DNA sirasina
baglanarak E6 ve E7’nin transkripsiyonunu inhibe ederler. Ancak viral genom
integresyonu ile E2 bolgeleri delesyona ugrar ve bu repressor bolgenin
inaktivasyonu, hiicre transformasyonunda rol oynayan E6 proteinlerinin yapimina
sebep olur (165).

HPV’nin uzun kontrol bdlgesindeki mutasyonlarin E2’den derive proteinlerin
baglanma yerlerinin kaybina yol agacagi da ileri siiriilmiistiir. Tiimorlerde E6 ve E7
genleri transkripsiyonel olarak aktif bir sekilde siirekli vardir ve bu gen diriinleri
keratinositleri transforme edebilir. HPV tip 16’min E7 proteini selliler Rb
antionkogen iiriiniine, E6 proteini de p53 tiimdr supressor proteinine baglanir ve
boylece p53 ve Rb proteinini inaktive ederler. Sonugta virus selliiler tiremeyi ve
differensiyasyonu degistirme 6zelligi kazanir (166). Bu durumun olusmasima yardim
eden diger faktorler tam olarak anlasilamamstir. Sadece kanserin uzun siiren HPV
infeksiyonunun bir sonucu oldugu gosterilmistir (163).

HPV transisyonel zonlar1 tercih ettigi i¢in diger kanserlerle de alakalidir.
Yiksek riskli HPV tipleri penil, vulvar, vaginal, anal ve orofaringeal karsinomlar1 da
icine alir. Ozellikle vulvar SCC’larinm %50’si (167), penil karsinomlarin %30-50’si
(168) HPV iliskilidir. Genel olarak HPV pozitif vulva ve penis neoplazmlar1 HPV
negatiflere gore daha iyi prognoz gosterirler (169). Penil ve vulvar karsinomlarin
tersine vagina karsinomlarinin %60-90’1 HPV pozitiftir (167). Anal ve perianal
kanserler i¢cin de bu durum aynidir. Bunun disinda orofaringeal kanserlerin %20-
75’inin HPV pozitif oldugu gosterilmistir. Servikal kanserde yiiksek onkojenik riskli
tiplerin 12-15 tiple siirl oldugu bildirilmistir (134).

2.5.2.Benign Kutanoz Lezyonlar
2.5.2.1 Kutanoz sigiller

Sigiller, HPV infeksiyonlarmin en genel karakteristik klinik goriiniimiidiir.

Sigiller; ekstremite cildi, mukoza, genital cilt, laringeal ve oral mukoza gibi ¢esitli
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bolgeleri etkileyebilen, viruslar tarafindan olusturulan, pleomorfik yapida olan

tiimorlerdir (170).
2.5.2.1.1. Epidemiyoloji, bulas ve patogenez

HPV’ler diinya genelinde yaygin dagilimi olan bir viruslardir. Viral sigiller,
Avrupa’da %7-10 ve Amerika’da %1 insidansda bulunan olduk¢a yaygin
infeksiyonlardir (171). Bu rakamlar immun sistemi baskilanmis kisilerde 50-100 kat
daha fazladir. Ornegin bdbrek transplantasyonu olan kisilerde transplantasyondan
sonra bu oran %90’dan daha fazla olmaktadir (172). Sigiller herhangi bir yasta
cikabilir ancak okul yasinda insidans artar, genclerde ve erken yetiskinlerde pik

yapar (173).

HPV lezyonu olan bireylerden direkt veya indirekt temas yoluyla bulasabilir.
Epitelyal bariyerin travmayla fonksiyonunu yitirmesi veya mindr bir hasar ya da
maserasyon infeksiyonun bulasmasima neden olur. Inokiilasyondan sonra inkiibasyon
siresi 3 haftayla 8 ay arasinda degisir (174). Spontan gerileme ¢ogu vakada
gosterilmistir (175).

Hiicre aracili immiinite HPV’ye kars1 konak savunmasinda 6nemli rol alir.
HPV infeksiyon prevalansi bobrek transplantasyonlu ve HIV infeksiyonlu hastalar

gibi immun cevabi bozuk kisiler arasinda oldukga yiiksektir (170).

HPV’nin yasam siklusu direkt olarak konak hiicresinin farklilasmasina
baghdir. HPV bazal katmanm hiicrelerine ulastiginda infeksiyon baslar. Burada viral
replikasyon olmaz ve kendi genomunu az sayida kopya ile korur. Replikasyon fazi ve
protein sentezi suprabazal farklilasmis keratinositlerde baslar (176). Progresyon
stiresi ve lezyonun tipi saptanan virus partikiillerinin miktar1 ile koreledir. Geng
sigiller eski sigillere gore daha fazla miktarda virus yiikii barindirir. Plantar sigiller
genel sigillere gore daha fazla wviral yiikk icerir. Lezyonun merkezi viral

konsantrasyonun en fazla oldugu yerdir (177).

Benign lezyonlarda viral genom replikasyonu ekstra kromozomaldir. Malign
lezyonlarda viral DNA konak hiicre kromozomuna girer ve burada replikasyon
gerceklesmez. E6 ve E7 onkogenlerini inaktive eden E2 protein ekspresyonunun

inaktivasyonu vardir. E6 ve E7, tiimor siipresyonunda onemli olan hiicre siklus
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diizenleyici hiicresel proteinleri (p53, pRB) inhibe ederek hiicre Sliimsiizliigiini

saglar (176,177).
2.5.2.1.2.Genel sigiller

Yiizeyi diizensiz nodiil ve papiiller seklindedir. Lezyonlar tek veya coklu,
cesitli boyutlarda ve asemptomatik olabilir. Lezyonlarin ortak noktasi biiyiik kitleler
olusturabilmeleridir. Cildin herhangi bir yerinde olusabilmelerine karsin el arkasinda

ve parmaklarda daha sik goriiliir (175). Cocuklarda dizde de sik goriiliir (170).

Izole sigiller aylar ya da yillarca degismeden kalabilir veya ¢ok miktarda hizla
yeni lezyonlar olusabilir. Sigillerin gelismesi dnceden tahmin edilemez. Yaklagik
olarak sigillerin %65’i 2 yil i¢inde kendiliginden iyilesir. Hastalarin yas1 ve

lezyonlarin miktar1 prognozu etkilemez (178).

Genel sigillerde veya Verruka vulgariste en sik bulunan HPV tipleri; HPV tip
2, 27, 57, 4 ve 1’dir (176). Kasaplarda, kiimes hayvanlar1 ve balik¢ilarda HPV tip 7
en sik goriilen tiptir (179).

2.5.2.1.3.Plantar sigiller

Plantar bolgede olusan sigillerdir. Derinlere uzanabilirler ve bu yerlesim sekli
myrmecia olarak bilinir. Genellikle HPV tip 1 etkendir ve lezyonlar1 agrilidir.
Hiperkeratotik plak olusturacak sekilde ytlizeysel gelistiklerinde, mozaik sigil olarak
adlandirilirlar. Bunlarda HPV tip 2 etkendir ve daha az agrilidirlar. Plantar sigillerde
ve lezyonlarda HPV tip 4 de saptanabilir (180).

2.5.2.1.4.Diiz sigiller

Diiz sigiller hafif¢e kabarik sekilde bulunurlar. Cilt renginde (kahverengimsi
veya hafif sarims1) veya pigmentli, yiizeyleri diiz veya hafif¢e piiriizliidiir. Yuvarlak
veya poligonaldirler, boyutlar1 1-5 mm veya daha fazladwr. En sik yiizde ve el
arkasinda gelisirler. Cok sayida olabilirler ve derinin soyulmastyla ilgili olarak veya

travmaya bagli (Koebner fenomeni) lineer yayilim gosterirler. Spontan gerileme

siktir. En sik neden olan HPV tipleri HPV tip 3 ve 10°dur (170).

2.5.2.1.5.0pliksi sigiller: Bunlar; pedinkiillii, dikensi lezyonlardir ve cilt
yiizeyine bagli olarak dikey veya oblik gelisim gosterirler. Tekli veya coklu
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lezyonlar halinde goriilebilirler ve en sik yiiz ve boyunda bulunurlar. Genel sigillerin

morfolojik bir varyasyonudurlar. Genel sigillerin etkenleri bunda da ayni olmakla
beraber en sik etken HPV tip 2’dir (170).

2.5.2.1.6.Pigmentli sigiller

Klinik olarak pigmentli sigiller griden siyahimsi-kahverengiye kadar renk
varyasyonu gosterebilirler. Histopatolojik olarak; spesifik, homojen, sitoplazmik
inkliizyon cisimleri igerirler. Bu sigillerde saptanan HPV tipleri HPV tip 4, 60, 65’tir
(181).

2.5.3.Epidermodisplazi Verrusiformis

Nadir, genellikle otozomal resesif genetik bir hastaliktir. Hiicresel immiinitenin
bozuk oldugu ve HPV nedenli deri kanseri duyarliligmin arttigi bir durumdur.
Epidermodisplazi verrusiformis (EV) hastalarindaki cilt kanseriyle HPV arasindaki
iliski ilk olarak 1950’lerde tanimlanmustir. EV’li hastalar, spesifik bir HPV grubuyla
infeksiyona ve virusun onkojenik etkileriyle kutanéz malign timor gelismesine

uygun ortam saglar (182).

Cilt lezyonlar1 erken ¢ocukluk doneminde goriiliir ve polimorfiktirler. Boyunda
ve yiizde c¢iktiklarinda diiz sigillerden ayirt edilemezler. Pullu, hipo- veya
hiperpigmente eritematdz makiillerdir. Govdede veya dudaklarda c¢iktig1 zaman
versikolorla benzerdir. Daha kalin, pembe ve menekse renkli plaklar seboreik keratoz
ile benzerdir. Malign degisim genelde; ultraviyole radyasyonun 6nemini gosterir bir
sekilde, glinese maruz kalan yerlerde daha fazla goriilir. Aktinik keratoz gibi
premalign lezyonlar ve Bowen hastalig1 ve skuamoz hiicre karsinomu gibi malign

lezyonlar gosterilmistir. Bazal hiicre karsinomu bu hastalarda nadirdir (183).

EV’li hastalardaki lezyonlarda saptanan HPV’ler, EV iliskili HPV ler (HPV-
EV) olarak ifade edilir. Bu tipler genel olarak HPV tip 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 25,
28, 29, 36, 38, 47, 49 ve 50°dir. Bu hastalarin diiz sigillerinde, genel toplumda
oldugu gibi, HPV tip 3 ve 10 saptanir. Malign lezyonlarda en sik HPV tip 5 sonra
HPV tip 8 saptandig: bildirilmistir. Lezyonlarda en az HPV tip 14, 17, 20 ve 47
saptanmustir (183).
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Tanimlama ve tiplendirmedeki tekniklerin ilerlemesi nedeniyle HPV-EV’ler

EV tanisi olmayan hastalardan ve normal kigilerden de saptanmaya baslamistir (184).
2.5.4.Malign Kutan6z Lezyonlar
2.5.4.1.Bowen hastahgi
Bazen invaziv karsinoma ilerleyebilen skuamoz hiicre karsinoma in-situ’sudur.

Literatiire gore; 6zellikle tirnak ¢evresi, el iistli ve daha nadiren ayaklarin istii
gibi bolgelerdeki ekstragenital Bowen hastaligindan HPV, o6zellikle yiiksek
onkojenik riskli mukozal HPV’ler, saptanmistir. Virusun bu bolgelerde saptanmasi

genital lezyonlardan otoinokiilasyon oldugunu gosterir (185).

HPV’nin genital Bowen hastaligindaki rolii gosterilmistir ancak ekstragenital
olanlardaki rolii agik degildir (186).

Ekstragenital Bowen hastaliginda (EGBD) HPV saptanmasi sadece
ekstremitelerle sinirli degildir. EGBD hastalarinda HPV tip 2, 6, 11, 54, 58, 61, 62,
73, 58 gibi diger HPV tipleri de saptanmustir (186).

Calismalarda yiiksek onkojenik riskli mukozal HPV’lerin EGBD hastaliginin

patogenezinde dnemli rol oynadig1 saptanmustir.
2.5.4.2.Bazal ve skuamoz hiicre karsinomu

HPV’nin non-melanoma cilt kanseri (NMSC) (skuamoz hiicre karsinomu ve
bazal hiicre karsinomu) gelismesindeki rolii tam olarak belirlenememistir.
Biiyiimedeki isaretlere gore HPV cilt kanserinin olusumunda potansiyel olarak

onemli gibi goriinmektedir (187).

HPV ile NMSC arasindaki iliski hem immunkompetan hem de
immunkomprimize hastalarda gosterilmistir. Viral DNA’nin lezyonlarda pozitif
saptanmasi ihtimali yiiksektir ve ayn1 lezyondan farkli HPV tiplerinin saptanmasi da
siktir. Bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda %90 oraninda viral sigil, %40
oraninda NMSC gelistigi bildirilmistir. Bu risk normal popiilasyona gore 50-100 kat
daha fazladir. Bu grup hastalarda en sik gosterilen NMSC, SCC’dir (3:1 oranla bazal

hiicre karsinomu=BCC’den daha fazla) ve lezyonlar ¢oklu ve agresif olmaya
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egilimlidir. Bobrek transplantasyonu olan hastalarin SCC lezyonlarinda HPV-EV’ler
¢ok sik bulunur. Bu lezyonlarda HPV saptanma ihtimalinin %80-88’lere kadar ¢iktig1
bildirilmistir. BCC lezyonlarinda ise HPV saptanmasi nadirdir (187).

Immiinkompetan NMSC lezyonlu kisiler arasinda yapilan ¢alismalarda HPV
prevalansmin diisiik diizeyde (SCC lezyonlarinda%35-55, BCC’de %43.5)
seyrettigin gosterilmistir. HPV-EV’ler ise agirliktadir. Bu tir lezyonlarda cilt ve
mokozal tipler de saptanmaktadir (187).

2.5.5.Benign Mukozal Lezyonlar
2.5.5.1.Fokal epitelyal hiperplazi

Fokal epitelyal hiperplazi (FEH) ya da Heck hastaligi oral mukozanm nadir
goriilen bir hastaligidir. Benign bir yapiya sahiptir ve HPV tip 13 ve 32 ile
iliskislidir. Cocuklarda ve kadinlarda daha yaygindir ve irksal bir baskinligi vardir.
Amerika’li yerlilerde, eskimolarda ve bazi Afrika’lilarda daha yaygmdir. Klinik
olarak pembemsi, ¢oklu kii¢iik papiillerdir, ayr1 ayri veya plak seklinde goriilebilirler.
Lezyonlar asemptomatik olup spontan gerilemeye yatkindir. En sik yerlesim yeri alt

dudaktir ve en az iist dudagi, dili, oral mukozay1, orofarinksi, damagi ve agiz tabanini
etkiler (188).

2.5.5.2. Kondiloma akiiminata

HPV’lerin genital bolgedeki en yaygm klinik goriinimii sigiller veya
kondiloma akiiminatadir (189). Bu lezyonlar papiil, nodiil olarak veya yumusak,
ipliksi, pembemsi, sapsiz veya pedinkiillii olarak goriilebilirler. Karnabahar gibi
ekzofitik olarak biiyiiyebilirler ve asemptomatiktirler. Bu lezyonlardan en sik diisiik
onkojenik riskli HPV’lerden HPV tip 6 ve 11 saptanir. HPV tip 16 ve 18 gibi yiiksek
riskli HPV’ler de bulunabilirler ve siklikla HPV tip 6 ve 11 ile koenfeksiyon halinde
goriiliirler (190).

Buschke-Loewenstein tiimorii (dev kondiloma akiiminata veya anogenital
bdlgenin verriikdz karsinomasi), siklikla apseler ve fistiillerle iligkili {ilsere olmus
karnabahar benzeri lezyonlar halinde agresif bir tiimordiir. Ekzofitik ve endofitik
olarak biiyiirler, lokal invazyon yaparlar ve yiiksek rekiirrens oranlar1 vardir.

Metastazlar1 ¢ok nadirdir ve histolojik olarak benigndir (191).
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2.5.5.3.Bowenoid papiilozis

Bowenoid papiilozis (BP) ismi, histolojik olarak SCC in-situ veya Bowen
hastalig1 ile benzer olan, genital ya da ¢oklu yerlesimli papiiler lezyonlar i¢in
kullanilir. Anogenital bolgede coklu kahverengimsi veya eritematdz papiiller vardir
ve cinsel yonden aktif geng yetiskinleri en sik etkiler. Klinik olarak seboreik
keratozdan, melanositik neviisten ve genel sigillerden ayirt edilmelidir. BP, giiclii bir

sekilde HPV tip 16 ile iligkilidir (189).

Histolojik atipiye ve yiiksek onkojenik riskli HPV ile iligkisine ragmen BP
erkeklerde ve genglerde benign yapida olup ¢ogu zaman spontan olarak iyilesir.
Serviks kanseriyle iligkili olmasi, kendinde ya da partnerinde BP lezyonu olan
kadinlarda daha az benign yapida oldugunu gosterir. Yashlarda ve
immiinkomprimize hastalarda daha agressif olmaya egilimlidir (189). HPV tip 18,
31, 35, 39, 42, 48, 51 ve 54 gibi diger HPV’ler de BP’de saptanmustir (192).

2.5.6.Malign Mukozal Lezyonlar
2.5.6.1.Genitalyanin Bowen hastahgi

Karsinoma in situ veya genitalyanin Bowen hastalig1 (BD), 6zellikle HPV tip
16 olmak tizere yiiksek riskli HPV lerle alakalidir (192). Klinik olarak plak halinde
ve genellikle tektir. Spontan iyilesme egilimi yoktur, SCC’ye ilerleme potansiyeli
vardir. Bazi yazarlar mukozal BD’yi Queyrat eritroplazisine (EQ) benzetirler.
Bununla birlikte bazi arastirmacilar farkli histolojik 6zellikleri olduguna inanirlar.
EQ’nun karakteristik lezyonu; glansi, prepisyumu, iiretrayi, vulvayi, oral mukozayi,
dili ve konjonktivay1 etkileyen eritematoz, kadifemsi, parlak, infiltrasyonsuz
plaklardir. EQ’nun SCC’ye ilerlemesi BD’ ninkinden fazladir (olgularin %30’u). EQ
lezyonlarinda HPV aranmasi ile ilgili ¢alismalar ¢ok nadirdir ve en sik HPV tip 16
saptanmustir (193).

2.5.6.2.Vulvar kanser

Invaziv vulvar kanser genellikle vulvar intraepitelyal neoplaziden (VIN) veya
servikal karsinomdan geligir. Siklikla da uzun siirecli genital sigillerden gelisir.
Vulvar SCC lezyonlarinda HPV saptanma orani %30-70 arasindadir (194). Bu oran

servikal karsinomda HPV saptanmasindan daha disiiktiir. Bu durum saptama
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metodunun duyarliligina veya lezyonda bulunabilecek yeni HPV tiplerinin heniiz

tanimlanmamis olmasina baglanabilir (189).

Vulvar karsinomda en sik HPV tip 16 nadir olarak da HPV tip 18, 21, 31, 33 ve
34 saptanir.

2.5.6.3.Penis kanseri

Klinik olarak lezyonlar katilasmis, noduler, iilsere veya eroziv yapida ve
yiizeyleri verrilkdz yapida olabilir. Lezyonlarda HPV saptanmasit % 40-70
oranindadir ve en sik HPV tip 16 saptanir (155).

2.5.6.4.Anal kanser

HPV anal kanser lezyonlarinda %80-96 oraninda saptanir. En sik tip HPV tip
16 sonra 18 ve 33’tiir (194).

2.5.6.5.Servikal kanser

Servikal bolge lezyonlarinin biiyiikk g¢ogunlugu HPV iliskilidir. Sitolojik
anormalilerle baglar ve servikal kansere kadar degisebilen displazi vardir. Servikal
kanser ve HPV arasindaki nedensel iligki olgularin % 90-100’iinde gdsterilmistir
(57). Baz1 HPV tiplerinin servikal infeksiyonu servikal neoplazi olusmasmda bir

prekiirsor olur. Diger kofaktorler de neoplazi gelismesine katkida bulunur.

HPV tip 16 ve 18 en onemli iki karsinojenik tiptir ve servikal karsinomlarin
%70’inde, CIN3’lerin % 50’sinde bulunurlar. Servikal kanserde saptanan diger

HPV’ler HPV tip 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 ve 58°dir (92).
2.6.TANI

Servikal kanser, ilimli servikal intraepitelyal neoplaziden (CIN1) neoplazinin
daha ciddi derecelerine ve mikroinvaziv lezyonlara (CIN2 veya CIN3) kadar ve
sonucta malign kanser formunda invaziv hastaliga kadar, evreler halinde ilerler (82).
Bu; servikal kanserin progresyonunun, yiiksek onkojenik riskli HPV infeksiyonunun
erken hayatta olmasmin bir sonucu oldugu anlamma gelir ve diger hiicre
transformasyonunu artiran faktorlerle iliskisine gére daha ciddi bir hastaliga dereceli

olarak ilerlemeye egilimli olabilir. Bu nedenle prekanser6z lezyonlardaki HPV
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infeksiyonunun erken saptanmasi ve takiben erken tedavisi bu kansere ilerlemenin

onlenmesi konusunda 6nemlidir (25).

1950’lerin ilk yillarindan beri primer tani araglar1 sitoloji ve histoloji idi. Yakin
gegcmiste, HPV’nin DNA dizi analizini klinik 6rneklerde saptamak igin molekiiler
biyolojik teknikler uygulamaya konuldu. Yiiksek onkojenik riskli HPV’lerin
saptanmasinda en yaygin kullanilan metod hala PAP smear’dir. Son bir ka¢ dekatta
PAP smear servikal kanser insidansini ve 6liim oranlarmi azaltmaya oldukg¢a yardim
etmistir. PAP smear servikal hiicrelerdeki morfolojik degisiklikler i¢in bir tarama
aracidir. PAP smear'm raporlama sistemi evresel olarak gelistirilmistir. Giiniimiizde
kullanilan sistem Bethesda sistemidir. Bir diger PAP smear raporlama sistemi olan
CIN sistemi doku mimarisine dayalidir. Bu her iki raporlama sistemi de servikal
neoplazinin ciddiyetini skorlamak ve tani1 terminolojisine bir altin standart koymak
icin gelistirilmistir. PAP smear raporlama sistemine gore servikal kanserin ilerlemesi,
histopatolojiye gore 4 kategoriden birinde siniflandirilir: ASC (atypical squamous
cells), LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesions), HSIL (high-grade
squamous intraepithelial lesions), ve SCC (32,33).

Immunokimyasal boyama ve PAP smear kombinasyonu HPV spesifik
antijenleri tespit etmek i¢in kullanilabilir. Hemen hemen tiim HPV tiplerinden
eksprese olan, major kapsid proteininden tiiretilen monoklonal ve poliklonal
antikorlar bazi HPV spesifik antijenleri saptamak i¢in gelistirilmistir. Peroksidaz
substrat sistemi kullanilarak HPV spesifik antijenin varligi kolayca skorlanabilir
(25).

Ancak PAP smear prosediiriiniin bazi sinirlamalar1 vardir. Yanlis negatiflik
oranlarmin %20-30 kadar yiliksek oldugu rapor edilmistir. Yanlis negatif sonuglar,
hiicrelerin mikroskop slayt1 lizerine diizgiin bir sekilde ya da tek diize bir sekilde
yayllmamasindan dolayi, slaytlarin yanlis okunmasina bagli olusabilir. Ek olarak;
bakteri veya mantar gibi kontaminantlar da Orneklerdeki anormal hiicrelerin
saptanmasini engelleyebilir. Ornekler slaytlara fikse edilmeden 6nce havaya uzun
siire maruz birakilirsa servikal hiicreler bozulabilir ve okunamaz hale gelebilir. insan
hatasi, PAP smear’1 yanlis yorumlamanin muhtemelen ana sebebi olabilir. Ortalama
PAP smear slayt1 incelemek i¢in 50.000-300.000 aras1 hiicre igerir. Eger ornek arka

planda kalabalik saglikli hiicre toplulugu icinde sadece bir kag tane anormal hiicre
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iceriyorsa bunlar 6zellikle ¢cok c¢alisan okuyucular tarafindan kolayca kagirilabilir
(25).

HPV infeksiyonunun tespiti igin molekiiler tekniklerin kullanildigi baz1 daha
kesin metodlar da gelistirilmistir. /n-situ hibridizasyon, kemi-florasans veya
radyoizotoplardan biriyle isaretlenmis DNA problar1 kullanilarak, biyopsi
dokularmda HPV DNA veya RNA saptamak icin kullanilabilir (195). In-situ
hibridizasyonun ana avantaji HPV ile infekte olan hiicrelerin yerlerinin 6zel olarak
belirlenebilmesidir. Bu nedenle doku morfolojisi ile birlikte in-situ hibridizasyon,
HPV infeksiyonuyla alakali morfolojik degisimlerin ayn1 anda degerlendirilmesine

olanak saglamasindan dolayi, daha kesin bir aragtir (25).

Farkli HPV tiplerinin E6 ve E7 genlerinde bulunan sekans varyasyonlarina
dayanan tip spesifik PCR testleri de gelistirilmistir (196).

Hibrid capture assay Sistemi servikal orneklerde HPV DNA saptanmasi igin
FDA tarafindan uygun bulunan tek kittir. Hibrid capture assay, HPV wvarligini
kalitatif olarak 6lgmek i¢in kemiluminisans ile viziialize edilen bir antikor tarafindan
taninan, DNA/RNA hibridizasyonuna dayanir. Bu testte 6rnekteki DNA denatiire
edilir sonra tampon soliisyonu igeren bir tiip icinde RNA prob havuzu ile karistirilir.
RNA prob havuzu iki setten olugsmaktadir ve test, setlerin ikisi birlikte veya ayr1 ayri
kullanilarak yapilabilir. Birinci prob havuzu diisiik onkojenik riskli HPV’lerden ve
ikinci prob havuzu da yiiksek onkojenik riskli HPV’lerden RNA’lar igerir.
Hibridizasyondan sonra DNA-RNA kompleksleri, alkalen fosfatla konjuge edilmis,
DNA-RNA komplekslerine kars1 antikorla kaplanmis olan mikropleyt kuyucuklarina
sabitlenir. HPV’nin varlig1 bir substratla karistirildiktan sonra bir kemiluminisans
formu olarak saptanabilir. Bu test bircok klinik tani labotaruvarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Fakat bunun en 6nemli dezavantaji diisiik riskli veya yiiksek riskli
gruplar icindeki spesifik HPV tiplerini ayuwrt edememesidir. Ek olarak HPV
problariyla plazmid pBR322 arasinda, yiiksek riskli prob havuzunda yanlis pozitif
sonuglara neden olan, gapraz aktivite bazen gosterilmistir (49). Tahmini yanlis

negatifliklerin oran1 %1.1-7.5 arasindadir (25).

Yakinlarda, DNA hibridizasyonu ile birlikte DNA ¢ip teknolojisini kullanan,
yeni bir kit gelistirilmistir. MyHPV (Mygene, Kore Cumh.) ¢ip kitinin temeli hibrid
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capture sistemi ile benzerdir ancak basit DNA-RNA hibridizasyonu ve takiben
viziializasyondan daha iyi olarak DNA ¢ip teknolojisini kullanir. Yirmi dort farkl
HPV DNA sekansi bir DNA ¢ipine yerlestirilerek hastalarin 6rneklerinden PCR ile
amplifiye edilen tek zincir ile hibridize edilir. Her bir PCR primeri florasan boyayla
isaretlenmis ve bu sinyal florasan saptama monitorii ile monitorize edilmektedir. Bu
yontem kullanilarak her bir HPV genotipi tek tek taranabilir. Bu sistem ayni zamanda
HPV koenfeksiyonlarini da fark edebilir. Bu nedenlerle MyHPV ¢ip kiti her bir HPV
tipini birbirinden aymrt edebildigi ve koenfeksiyonlari tespit edebildigi i¢in hibrid
capture kitine gore daha avantajli ve daha kesindir. HPV infeksiyonunun saptanmasi
tedavi bakimindan Onemlidir. Ciinkii ¢esitli ¢alismalarda ¢oklu HPV tipiyle
infeksiyonun servikal kanserin ciddiyetini arttirdigi gosterilmistir (197,198,199). Son
4 yildan fazla bir siiredir bu kit kullanilarak yaklasik olarak 15.000 6rnek taranmis ve
yanlis pozitiflik ve yanlis negatiflik oranlar1 %]1> olarak tahmin edilmistir. Bu
nedenle bu kit hem tanida hem de yeni asilar i¢in strateji gelistirmede oldukca
kullanigh olacaktir (25).

HPV; prekanser6z lezyonlari, kansere doniisen hiicreleri ve lenf nodu
metestazlarim1 da igeren tiim hastalik cesitlerinde saptanmustir. HPV viral yiiki
(biyopsi materyalindeki viral DNA miktariin 6l¢iisii) yalniz basmma veya serolojik
HPV calismalariyla birlikte HPV’nin oral karsinomdaki roliinii agiklayabilir. HPV
E6 ve E7’ye karsi olusan antikorlar HPV nedenli invaziv malignensilerin gii¢lii
belirtegleridir (200). Calismalarda bu seromarkirlar yiiksek viral yiikii olanlarda
diistik viral yiikii olanlara gore daha yiiksek olarak bulunmustur. Survivin
ekspresyonu (apopitozis blokajmin bir gostergesi) HPV negatif olgularda HPV
pozitiflere gore daha yiiksektir ve solid timorlerde de daha belirgindir (201).
Yiikselmis survivinin kotii prognoz ve diisikk yasam siiresiyle alakali oldugu
belgelenmistir (202). Bu nedenle HPV pozitif oral kanserler daha iyi klinik ve
biyomolekiiler davranis gosterirler. Rekiirrens gostermezler ve mortalitenin %5

civarinda oldugu bildirilmistir. (56).

HPV DNA sitolojik smearlarda ve histolojik 6rneklerde bazi metodlarla tespit
edilebilir. Bunlar; Southern Blot gibi amplifikasyonsuz niikleik asit hibridizasyon
metodlari, hibrid capture gibi sinyal amplifikasyonlu immunoassay tabanli niikleik

asit hibridizasyon metodlar1 ve PCR gibi bir ¢esit hedef amplifikasyon sistemleridir.
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Amplifikasyonsuz niikleik asit hibridizasyon yontemleri genel olarak duyarsiz ve ¢ok
zahmetlidir (203). Bu problemleri agsmak ve hem duyarliligi hem de 6zgilligi
arttirmak i¢in g¢esitli amplifikasyon yontemleri gelistirilmistir (204).

Bir 6rnekten birgok HPV saptanmasi ve genotiplenmesi i¢in HPV tiplerinin
genis bir spektrumu genel primerler kullanilarak amplifiye edilebilir. Bu primerler
HPV’lerin arasinda en ¢ok korunmus bolgeyi (L1 ORF) hedef alir (204). HPV’leri
degerlendirmek i¢in ¢esitli primer diizenlemeleri bulunmaktadir. Bunlarm en sik
kullanilanlar1 GP5+/6+ PCR sistem, Roche amplicor, PGMY primer seti ve SPF10
primer setidir. Bu primer setlerinin dizaynlar1 ve amplifiye ettikleri PCR iiriiniiniin
biiytikligi birbirinden farklidir. HPV DNA’nin amplifikasyonu, amplikonun bir¢ok
oligoniikleotide revers hibridizasyonu 37 farkl diisiikk onkojenik riskli, olas1 yiiksek
onkojenik riskli ve yiiksek onkojenik riskli HPV genotipini ayni anda tiplendirme
olasilig1 saglar. Line Blot Assay (LBA), Line Prob Assay (LIPA), ya da Linear Array
(LA) olarak bilinen testler sadece kiigiik miktarda PCR {irtinii gerektiren testlerdir
(205).

Servikal lezyonlarin (pre-)malign degisimlerindeki spesifik HPV genotiplerinin
riskinin 6nemi disinda (206), viral yik ve viral integrasyon gibi diger viral
parametrelerin, infeksiyonun progresyonunu etkilemesi de onemlidir (75). Klinik
orneklerde HPV miktarim1 belirlemek i¢in real time PCR teknikleri gelistirilmistir.
Yiksek riskli HPV (Hr-HPV) tiplerinin diisiik ¢esitliligine ragmen real time PCR
metodlar1 heniiz tarama i¢in uygun degildir (207). Bundan baska Hibrid Capture 2
(HC2) HPV DNA’nin semi-kantitatif 6l¢iimiine olanak saglar. Tahmini HC2 yiikii,
real time PCR ile tespit edilen yiikle iyi korelasyon verir (208). Yiiksek viral yiikii
olan anormal servikal smearlarin progresyon riski daha yiiksektir (209). Bu sonuglar
diger ¢aligmalarla dogrulanmamustir (210). HPV DNA’nin fiziki durumu, (epizomal,
karisik veya entegre, real time PCR ile HPV tip 16 E2/E6 orani dl¢iimii) progresif
servikal lezyonlar igin potansiyel tan1 markeri olarak onerilmistir (211). Genellikle
lezyonun ciddiyetiyle paralel olarak viral integrasyon sikligi da artar. Bununla
birlikte baz1 ¢aligmalar bu spesifik testin duyarliliginin az oldugunu bildirmislerdir
(212). Bunun disinda Arias-pulido ve ark.’larmm yaptig1 bir ¢alismada viral

integrasyonun karsinoma in-situ’da %8.7 ve servikal kanserlerde sadece %15.2
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oldugunu gostermigler. Oysa olgularin sirasiyla, %29.4’4 ve %45.7°sinin miks
infeksiyonlar oldugunu saptamislardir (212).

2.7.KORUNMA
2.7.1.As1

Papilloma viruslari; L1 denen, virus benzeri partikiiller i¢inde kendiliginden
yapisma ve Okaryotik hiicrelerden eksprese olma 6zelligi olan bir major kapsid
proteininine sahiptir (45). Human papilloma viruslar1 epitelde lokalizedir ve bu
yiizden konak immun sistemiyle minimal temasi vardir ve genel olarak immun cevap

diisiik dereceli ve gegici olabilir (134).

HPV virus benzeri partikiillerin gelistirilmesiyle birinci jenerasyon koruyucu
asilar tretildi. Profilaktik bivalan ve kuadrivalan asilarin klinik denemeleri, asilarin
ciddi yan etkilerinin olmamasiyla ve HPV infekisiyonundan korumada yiiksek etki
gostermesiyle iyi tolere edildigini gostermistir. FDA Haziran 2006°da kadmlarda
servikal kanser, adenokarsinoma in-situ, servikal intraepitelyal neoplazi, vulvar
intraepitelyal neoplazi, vaginal intraepitelyal neoplazi ve genital sigillerle alakali
HPV tip 6/11/16/18’den korunmak i¢in bir kuadrivalan asiy1 onayladi. HPV tip 16 ve

18’den korunmak i¢in Avrupa’da bir bivalan as1 da onaylanmstir (134).

HPV onkojenik tiplerine kars1 koruyucu asilarm gelistirilmesi son yillarin en
onemli bilimsel gelismesi olarak degerlendirilmistir. Ciinkii as1 servikal kanserden
korunmada olduk¢a Onemlidir (213). Fakat aymi zamanda asinin uygulamasi,
planlamasi ve maliyeti hakkinda ©nemli bilimsel tartigmalarin ¢ikmasma da neden
olmustur. Mecburi agilama bat1 diinyasi iilkelerinde hala uygulanmamaktadir ve dini,
etik ve politikal meseleler ortaya ¢ikmustir ¢linkii cinsel tutum ve ilgili konular isin

icine girmistir (214).

Astyla ilgili 6nemli bir sorun da asinin etkisinin degerlendirilmesinin ancak
uygulamaya baslandiktan on yillar sonra yapilabilmesidir (215). Bes yillik bir
periyodu kapsayan uzun donem etki yakinlarda onaylandi. Yash kadinlarin
astlanmasi1 konusunda, (kismi koruma fikrini destekleyen ¢aligmalarla birlikte) HPV
negatif kadinlar i¢in kismi koruma Onerilebilir (216). Dahasi toplum immunitesini

uyarmak ve infekte kadm havuzunu kiigiiltmek icin erkeklerin asilanmasi da
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tartisilmig ancak boyle bir uygulamanin etkisinin fazla olmayacagi ve maliyet olarak
yeterince uygun olmadigi gosterilmistir. Diger bir sorun da kitlesel agilamanin, HPV
ile etiyolojik olarak alakali, servikal kanser disi kanserlerin insidansina etkisinin
degerlendirilmemis olmasidir. Son olarak siirekli dnem kazanan bir sorun da asilama

politikalarinin planlanmasini ve modellemeyi etkileyen “tarama”dir (134).

Eski bilgiler zaten VLP agilarmin diinya genelinde servikal kanser oranlarini
potansiyel olarak disirdiigiinii gostermektedir. Biitiin yapilan faz 2 ve faz 3
calismalarinda kullanilan farkli asilar iyi tolere edilmistir (124,217). Asilar;
monovalan hr-HPV tip 16 asis1 (218), hr-HPV tip 16 ve 18’e karsi bir bivalan as1
(219) ve disiik riskli HPV (Ir-HPV) tip 6, 11 ile hr-HPV tip 16, 18’¢ kars1 bir
kuadrivalan asidir (124,217). Faz 2 calismalarinda olusturulan immun cevaplar
giiclii, uzun siireli ve normal infeksiyonun yaptigindan 20-100 kat daha biiyiiktiir.
Persistan HPV infeksiyonlar1 % 89-100 oraninda engellenmistir ve geng kadinlarda
HPV tip 16 ve 18 i¢in etki yaklasik olarak %90’dir (220).

Son zamanlarda yapilan bir faz 3 c¢alismasinda HPV DNA pozitif olan
kadinlarda HPV 16/18 iligkili lezyonlara karsi korumaya ait bulgularin olmadig:
bildirilmistir (217). Yani asi; asilama zamaninda bulunan HPV tip 16/18 iliskili
hastaligin iyilesmesinden ¢ok HPV tip 16 ve 18’in bulagsmasina karsi korunmak igin

hazirlanmigtir (31).

Kuadrivalan profilaktik as1 sadece anormal sitoloji ve CIN’e karst koruma
yapmamakta, ayni1 zamanda HPV tip 16/18 iliskili yiiksek dereceli vulval ve vajinal
lezyonlara ve HPV tip 6 ve 11 infeksiyonunun neden oldugu hastaliklara kars: da

(anogenital sigiller ve diisiik dereceli CIN) efektif koruma saglamaktadir (221).

Ilging olarak asilama ile diger yiiksek onkojenik riskli genotiplere karsi bir
capraz koruma saglandigi da bildirilmistir. HPV tip 16 ve 18’¢ kars1 olan epitoplarin
sirastyla 31 ve 45°e¢ karsi da koruma sagladigi bildirilmistir (222). Ancak bu
bilgilerin dikkatlice degerlendirilmesi gerekir ¢iinkii HPV tip 16/18 olmayan yiiksek
dereceli CIN, ¢alismalarda ¢ok sayida tespit edilmemektedir (223). HPV tip 16 ve 18
diinya ¢apinda servikal kanserlerin %70-77’sinde oldugu i¢in multivalan asilarin
capraz koruyuculugu diinya ¢apindaki servikal kanser insidansmi %8 kadar

diisiirebilir (220). Asmnin koruyuculugu umut verici olmasma ve yaklasik olarak 60
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ay etki gostermesine ragmen (224) gergek uzun déonem koruma ve etki ve maliyet

degerlendirilmelidir (31).

Baz1 calismalarda, HPV asilar1 hakkinda saglik politikasini1 belirleyenlere
verilen Oneri; asillama programinin basarili olmasi i¢in geng yetiskinlerin cinsel
aktiviteye baglamadan Once asilanmasidir. Teira ve ark.’larmm yaptiklart bir
calisgmada HPV tip 16/18 asis1 ile sadece 12 yasindaki kizlar asilanmis ve asilama ile
infeksiyon oranmin %90 oraninda azaldig: bildirilmistir. Normal tarama programina
devam edilmesiyle servikal kanser riskinin %89 oraninda azalabilecegi bildirilmistir
(225). Ikincil korunma programlar1 iyi organize olan iilkelerde tarama politikalar1
(HPV asilariyla tanismadan sonra) maliyeti uygun olan bir servikal kanser korunma

yonetimi olusturma hususunda modifiye edilmelidir (31).

Biitiin faz 2 ve faz 3 c¢alismalarinda asilarin, HPV infeksiyonuna ve
prekanserdz servikal, vulval ve vajinal lezyonlara karsi koruyuculukta yiiksek
etkisinin oldugu tanimlanmasma ragmen profilaktik asilarin servikal kanser
insidansini ve mortaliteyi gergekten azalttigina dair kanit yoktur (226). Calismalar
sadece, as1 uygulamasinin servikal kanser oranlarnda onemli Olgiide azalma

saglayacagini gostermektedir (227).

Primer korunmadan, diinya genelinde servikal kanser insidansi énemli 6lgiide
azaltilarak fayda saglanabilir. Farmakolojik arastirmalar ve gelismeler tek doz ve
1stya dayanikli, bilhassa uygun fiyath bir as1 (228) tizerine yogunlagsmalidir ve saglik

calisanlarinin halki risk konusunda egitmeleri gerekmektedir (31).
2.7.2.As1 Icerikleri

Servikal kansere neden olan HPV tiplerinin %90’ indan daha fazlasina kars1
koruma saglamak icin asmnin en sik goriilen 8 HPV tipine kars1 L1 VLP icermesi
gerektigi bildirilmetedir (229). Servikal kanserlerle iliskilendirilen bu 8 tipin; HPV
tip 16 (53%), HPV tip 18 (17.2%), HPV tip 45 (6.7%), HPV tip 31 (2.9%), HPV tip
33 (2.6%), HPV tip 52 (2.3%), HPV tip 58 (2.2%) ve HPV tip 35 (1.4%) oldugu
bildirilmistir (230). HPV tip 16 ve 18 suslarim1 igeren asilarn basariyla
kullanilmasiyla diinyanin bir¢ok bolgesinde servikal kanserlerin yaklasik %70’inin

Onlenebilecegi bildirilmistir (232).
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Ancak yiiksek dereceli premalign lezyonlarla kiyaslandiginda skuamoz kanser
vakalarmda HPV tip 16, 18 ve 45’¢ daha fazla rastlanilmaktadir. Buna karst HPV tip
31, 33, 52 ve 58 gibi baz1 HPV tiplerin yiiksek dereceli premalign lezyonlara gore
servikal kanserlerde daha az bulundugu bildirilmistir (233). Yani HPV 16 ve 18

asilamasiyla servikal kanserden korunma daha fazladir (234).

VLP agilar1 tip spesifik asilar olmasina ragmen, Harper ve ark. yaptiklar1 bir
caligmada, HPV tip 16 ve 18 asilamasinin ¢apraz korumayla beklenenden daha fazla
bir koruma sagladigini bildirmislerdir (235). Asinin HPV tip 45°e kars1 %94, HPV
tip 31°e kars1 %54 oraninda koruma sagladig1 gosterilmistir. Bunun sebebinin benzer
bir genomik diziye sahip olan HPV tip 16, 31, 18 ve 45 tiplerinin ¢akisan epitoplar1
sonucu oldugu diistiniilmektedir (236). Sonug olarak sadece HPV tip 16 ve 18 asis1
ile yiksek riskli HPV’lerden korunma oraninin %70’ten %75-80’lere kadar
¢ikabildigi 6ngoriilmektedir (234).

Giliniimiizde mevcut her iki ticari a1, Gardasil (Merck & Co.Inc.; Whitehouse
Station ,NJ)ve Cervarix (GlaxoSmithKline Biologicals; rixensart, Belgium), bir
adjuvanla birlikte, HPV tip 16 ve 18 viruslarmin L1 kapsitinin rekombinant VLP
proteinlerini icerir. Gardasil, HPV tip 16 ve 18’e ek olarak HPV tip 6 ve 11 icin de
VLP iceren kuadrivalan bir agidir. HPV tip 6 ve 11, genital sigillerin %90’indan ve
diisiik dereceli servikal sitolojik anormalliklerinin bir kismindan sorumlu olan diisiik

onkojenik riskli viruslardir (234).

Cervarix, yeni ¢ikmis bir adjuvan olan AS04 ile kombine olarak HPV tip 16 ve
18 VLP’lerini ve 3d-monophoryl lipid A’yr (MPL) igeren bivalan bir asidir.
MPL’nin nétralize edici antikorlarin titresini arttirdigi gosterilmistir (230). MPL ve
aliminyum tuzlarinin kombinasyonunun, yalniz antijen veya adjuvanla birlikte
antijene kiyasla humoral ve hiicresel cevaplar1 daha fazla indiikledigi gosterilmistir
(231). Bu yeni adjuvanm, diger asilarin immunogenisitesini arttirmak igin

kullanildiginda giivenli oldugu ve iyi tolere edildigi gosterilmistir (237).

Bivalan ve benzer olarak tiretilen kuadrivalan asilarin, faz 2 ¢alismalarinda
persistan HPV tip 16 ve 18 infeksiyonuna karsi etkisinin %100’e yakin oldugu
bildirilmistir. Her iki tip asinin da persistan HPV tip 16 ve 18 infeksiyonundan ve

iligkili premaligniteden korunmada %100’e yakin koruma saglamasiyla, giivenli ve
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etkili oldugu tespit edilmistir. Yakin bir gegmiste piyasaya siiriilen kuadrivalan asinin
faz 3 galigmalarinda da faz 2 ¢alismalarinda elde edilen giivenilirlilik onaylanmig
olup (231) bu asmin (Gardasil) uygunlugu Avrupa’da EMEA (European Medicines
Evaluation Agency) ve Amerika’da ise FDA tarafindan onaylanmustir (234).

2.7.3.Asillama ve Koruyuculuk

HPV asismin gelistirilmesi servikal kanserden korunmada oldukg¢a 6nemli bir
admmdir (213). Ancak, asilama oranlarinin yiiksek oldugu disiiniilse dahi en az yirmi
yil servikal kanser oraninda diismenin olmasi beklenmemelidir. Bundan da ziyade
her ne kadar as1 suslar1 diger genotiplere karsi ¢capraz koruma saglayabilse de (222)
korunma tiim hr-HPV tiplerini icermemektedir bu nedenle servikal kanser bu diger
yiiksek onkojenik riskli HPV tipleriyle devam edecektir (238). Faz 2 ve faz 3
calismalarinda asilamanin %100 etkili oldugu bulunmasma ragmen, Franco ve
ark.’lar1 yaptiklar1 bir c¢alismada, hedeflenen tiplere karsi korunmanin kesin
olmadigmni tespit etmislerdir (213). Yani premalign CIN’lerin taramasi, birinci

jenerasyon agilarla tanismadan sonra da devam edecektir (31).
2.7.4.Tip Spesifite ve Capraz Koruma

HPV L1 VLP asilar1 tarafindan tiretilen nétralizan antikorlar tip spesifik olarak
gortiinmektedir (239). Bu nedenle HPV tip 16 L1 VLP ile immunizasyonun HPV tip
16’ya karst bir koruma saglayacagi fakat diger HPV tiplerine karsi koruma
saglayamayacagi beklenir. Mevcutta bulunan VLP asilar1 sadece iki HPV tipini
(HPV tip 16 ve 18) icermektedir. HPV tip 16 servikal kanser vakalarmin %50-60’n1,
HPV tip 18 ise %10-12’sini kapsamaktadwr. Yani, en iyi ihtimalle hedef
populasyonun %1000 asilansa dahi diger onkojenik tiplere karsi onemli derecede
capraz koruma olmadik¢a yaklasik olarak %70’lik oranda servikal kanserden
korunma saglanacaktir. Ortak nétralizan epitopu oldugu bilinen HPV’ler HPV tip 6
ve 11 (240), HPV tip 31 ve 33, HPV tip 18 ve 45°tir (241). HPV tiplerinde genel
olarak nétralize edici lineer epitoplar bulunsa da bu epitoplar tarafindan olusturulan
capraz notralizasyon koruyuculuk igin olduk¢a disiiktiir (242). VLP’lerin dogustan
olan immuniteyi (243) ve hiicre aracili cevabi (244) giiglii bir sekilde indiikledigi

gosterilmistir. VLP’lere karst olusan T hiicre yanitinin miktari, sitokinler ve
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lenfoproliferasyon ile belirlenmistir (245). Bir ¢alismada, HPV tip 16 iliskili VLP’ye

kars1 ¢capraz immiinite gelistigi gosterilmistir (246).
2.7.5. Tarama

Birgok gelismis tlkede yapilan c¢alismalarda servikal kanser tarama
programlarmin servikal kanser insidansini basarili bir sekilde (%70) azalttig:
bildirilmistir. Bu {ilkelerde, tarama oOnerilen yas gruplarinda, insidansta bir yas
spesifik plato olmasi egilimi vardir. Tarama programlarinin uygulanmadigi az
gelismis tilkelerde hala servikal kanser insidansinin yagla birlikte arttig
bildirilmektedir. Servikal kanser insidansi, gelismekte olan iilkelerde on yillar iginde
toplumun yaslanmasina ve uygun tarama programlarinin olmamasima bagl olarak
yiikselebilir. Bu programlarin basarisi, bir kadmnin yasamm boyunca testi
tekrarlanmasini ve servikal kanser prekiirsorlerinin erken saptanmasi ve tedavisi igin

taramanin toplum bazli bir ag seklinde olmasmi gerektirmektedir (247).

Tarama programlar1 olan iilkelerde koruma c¢alismalarinin hedefi, servikal
kanser saptanmasindan, kanser prekiirsor lezyonlarinin tanisi ve tedavisine kaymustir.
Bu programlarin amaci, insidans1 miimkiin olan en diisiik seviyelere indirebilmektir.
Bu programlarin basari ile uygulandig: iilkelerden Finlandiya’da kadinlarda servikal
kanser insidansinin 2-3/100.000 dolaylarina kadar diistigi bildirilmistir (247).
Gilintimiizde sitoloji bazli tarama stratejileriyle servikal kanser insidansinda 6nemli

Olglide azalmanin oldugu bildirilmektedir (247).

Tarama programlarina ragmen gelismis tlilkelerde kadmnlar i¢in servikal kanser
hala ciddi bir saglik sorunu olmaya devam etmektedir. Servikal kanser nedenli
Olimlerin yasla birlikte artarak devam ettigi bildirilmekte ve servikal kanser
insidansinin hemen hemen yarismi olusturmaktadir. Bat1 Avrupa’da her yil hala
30.000 yeni olgu tamisinin kondugu ve 15.000 kadar vakada da mortaliteyle
sonuc¢landig bildirilmistir (247).

Tarama testlerinin bazi handikaplarmin yaninda kadmlarin davranislar1 da
servikal kanser insidansinin devam etmesinde en 6nemli sebeplerdendir. Amerika’da
servikal kanser tanili kadmlarin yarismm hayatlar1 boyunca hi¢ PAP smear testi
yaptirmadigi ve %10’luk kesimin de servikal kanser tanisi almadan onceki 5 yil

boyunca tarama testi yaptirmadigi bildirilmistir. Tarama programlarina katilmayan
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kadmlarm bu tiir programlara katilmama nedenleri arasinda; korku, utanma,
anksiyete, doktor cinsiyeti, kadinin gdégebe yasam siirmesi, yaslilik, ekonomik
problemler ve dini inanglar gibi sebeplerin oldugu saptanmistir (247).

HPV tarama testlerinin, belirsiz sitolojik lezyonlarin yodnetiminde; sitolojik
incelemenin tekrarlanmasindan daha etkili, primer tarama testi olarak en az sitolojik
inceleme kadar etkili ve preinvaziv lezyonlarin tedavi sonrasi rekiirrensinin takibi
icin ise sitolojik incelemeden daha etkili oldugu bildirilmistir (248). Giiniimiizde
FDA onayli, servikal kansere ve HSIL’e neden olan 13 HPV tipini tespit edebilen
HPV tarama test sistemi mevcuttur (247).

Korunmada kondom kullaniminin etkisi iizerine yapilan arastirmalarda
sonuglar net degildir (249). Ara sira kondom kullanmanin HPV infeksiyon riskini
arttidig1 gibi mantiksiz bazi ¢alismalar da mevcuttur (249,250,251). Infeksiyon
thtimalinin artmasinin nedeni olasilikla kondom kullanmadaki aliskanlikla alakalidir.
Ornegin insanlar kendilerinin daha fazla risk altinda olduklarina inandiklarinda (yeni
partner, gegici giindelik partnerler veya hayat kadinlariyle cinsel iliskilerde) kondom
kullanirlarken, kendilerini giivende hissettiklerinde kullanmamaktadirlar (uzun
dénem veya es partnerle cinsel iligskilerde) (252). HPV’nin penetrasyon olmayan
cinsel aktivite sirasinda da bulasabilecegi bildirilmistir (253).

Kondom kullaniommim ¢eligkili etkisi sadece ¢iftlerin dogru bir sekilde
incelendigi ¢alismalarda anlasilabilecektir. HPV infeksiyonundan asilamayla
korunma, prekanserdz ve kanserdz lezyonlarin tedavisine gore daha tercih edilir
yoldur. Asilama ile HPV infeksiyonuna bagli mortalite ve morbiditenin dramatik bir

sekilde azalacagi umulmaktadir (138).

Erkeklerin siinnet olmasi ve kondomlari uygun ve sistematik kullanimi riski

diisiirebilirse de cinsel partnerler arast HPV ge¢isini dnlemede total olarak yetersizdir

(70,71).

HPV infeksiyonlarinda tiim genital alan tutulabildiginden kondom kullanim1
HPV infeksiyonunun bulasmasini 6nlemede yetersizdir (61). HPV viicudun diger

infekte kisimlarindan da temasla bulagabilmektedir (25).

46



2.8.TEDAVI

Saglikli bireylerde immun sistem HPV infeksiyonunlarmin ¢ogunda tam bir
iyilesme meydana getirmektedir. Infeksiyonlarin yaklasik %90°1 12-36 ay icinde
kendiliginden iyilesmektedir (254). Lokal lenf nodlarmma giren HPV infeksiyonuna
kars1t immun cevap normalde ilk olarak antijen sunucu hiicreler araciligiyla olur. T
lenfositlerin aktive olmas1 B lenfositlerin antikor sentezlemesine neden olur. Fakat
lokal infekte dokudaki HPV’ye spesifik IgG ve IgA, viral infeksiyonlarin
temizlenmesi i¢in yetersizdir (255). Saglikli bireylerde hiimoral immiinite, hastaligin
ilerlemesi ve semptomlarin derecesi hususunda anahtar rol oynar. Genetik yatkmlik,
infeksiyonun tekrarlama sikligi, HPV tipinin genetik varyasyonlari, bir tipten fazla
HPV tipiyle infeksiyon ve hormon diizeyleri gibi hiimoral immiiniteyi etkileyen

faktorler viicudun infeksiyonu temizlemesini etkilemektedir (25).

Servikal kanser i¢in tedavinin tipi ve prosediirii; boyut, evre veya tiimoriin
histolojik 6zellikleri, lenfosit infiltrasyonunun derecesi ve hastalarin ameliyat ve
kemo-radyoterapi hakkindaki tercihleri gibi bazi kompleks faktorlere gore
belirlenmistir. Genel olarak invazyon yapmayan intraepitelyal lezyonlarda defektif
malign hiicrelerin 1limli progresyonu tanimlandig1 zaman basit kriyoterapi veya lazer
tedavisi secilecek tedavi yoOntemidir. Bu hastalar genellikle fertilitelerini
kaybetmezler. Kriyoterapi siklikla, anormal doku ¢evresinde nekrozu indiikleyen,
stiper soguk bir probla uygulanir. Diger kriyoterapi tekniklerinde karbondioksit lazer
isin1 kullanilir. Lazer kullanildiginda iyilesme daha ¢abuk olur ve bozulma daha
azdir ancak bu yontem daha pahalidir. Siipheli lezyonlarin temizlenmesi 6nemlidir,
clinkii bu lezyonlarin temizlenmedigi hastalarin rekiirrens gosterme riski
temizlenenlere gore daha yiiksektir. HIV (Human Immunodeficiency Virus) ile
infekte kisilerde de riskin daha yiiksek olmasit HPV infeksyonlarinda immiin sistemin
ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir (256). Hastaligin tanis1 ve tedavisinden
sonra invaziv servikal kansere ilerleme nadir goriiliir (<%2). Bu nedenle hastaligin

erken tanisinin yapilmasi oldukga biiyiik dneme sahiptir (25).

Cesitli antiviral ve immiin modiilator ilaglar, mekanik ve kemo-radyoterapik

tekniklerin de dahil oldugu bir¢ok yontem HPV alakali servikal lezyonlarm tedavisi
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icin degerlendirilmistir. Sidofovirin (bir asiklik niikleosit fosfonat derivesi) DNA
viruslarma karsit genis spektrumlu aktivitesi vardr ve anormal hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir (257). Podofilin, mitozu metafaz sathasinda
durduran bir sitotoksik ajandir. Vidarabin, bir DNA polimeraz inhibitorii olup sayilan
ilaglarin servikal kanser hastalarinin tedavisinde kullanilabildigi bildirilmektedir
(258). Bazi sitokinlerin de bu tiir kanser hastalarinin tedavisinde kullanilabilecegine
dair goriisler mevcuttur. Alfa, beta ve gama interferon gibi interferonlarm HPV’nin

E6 ve E7 gen transkriptlerini baskiladig1 gosterilmistir (259).
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3.MATERYAL VE METOD

Mustafa Kemal Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Polikliniklerine
miiracaat eden CIN tanis1 konmus 18-80 yaslar1 arasindaki 114 hasta ile herhangi bir
semptomatik bulgusu olmayan, yaslar1 22-53 arasinda degisen 89 kadindan servikal
stirintii 6rnekleri alind1. Siriintii 6rnekleri rimel tipi smear fir¢asiyla (Medbar T1bbi
Malzemeler, Tiirkiye) alnarak viral transport besiyerine konuldu. Oncelikle alnan
orneklerden viral DNA ekstraksiyonu yapildi. Izole edilen DNA 6rneklerinde
MYQO9, MY11 ve GP5+, GP6+ primer ciftleri kullanilarak 6rneklerde HPV’ye 6zgii
ortak genomik bolge varligi arastirildi ve sonra pozitif bulunan 6rnekler fragment
analiz yontemi ile (Hitachi AB, Applied Biosystems Genetic Analyzer 3130, USA)
13 yiiksek riskli ( HPV tip 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68) ve 2
disik riskli (HPV tip 6 ve 11) HPV tipi agisindan degerlendirilerek HPV

genotiplendirilmesi yapildi.

Tiplendirilmesi yapilan klinik drneklerde yiiksek onkojenik riskli olarak tespit
edilen genotiplerde E6 ve E7 gen ekspresyonu varligt NASBA (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification) yontemiyle, NucliSENS® EasyQ Genetic Analyzer
cihazi1 (Biomerieux, Fransa) kullanilarak arastirildi. Asemptomatik kadinlardan izole

edilen HPV 6rnekleri onkoprotein varligi agisindan incelemeye dahil edilmedi.
3.1.SERVIKAL ORNEKLERIN ALINMASI

Servikal siirlintii 6rnekleri alinmadan 6nce genital mukozal bolgeden mukus
sekresyonunun uzaklastirilmasma dikkat edildi. Ornekler lezyonlu bolgeden, ticari
olarak saglanan, steril 6zel plastik fir¢calarla lezyonun iizerine bastirilip c¢evrilerek
alindi. Alman 6rnekler direkt viral transport besiyerine konularak +4 °C’ye kaldirildi.
Soguk zincir altinda Ornegin islenmesi i¢in Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na
transportu saglandi. Laboratuvara gonderilen klinik 6rnekler homojenizasyon i¢in

20-30 saniye vortekslendi. Ornekler ¢alisilincaya kadar -86 °C’de saklandi.
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3.1.1.Viral Transport Besiyeri

Ornegin uygun kosullarda laboratuara ulastirilmasi ve saklanmasi igin viral

transport besiyeri kullanildi. Bu besiyeri asagida belirtildigi gibi hazirland.

1 litre igin (Ca™"’suz ve Mg*"’suz)

— NaCl......oooviiiiiiiiii, 8gr

— KCloooioiii 0.2gr
— KHPOg4..ooviiiiii, 0.2 gr
— NaHPO,*12 H,0............... 29 gr

Kimyasal maddeler 1 litre deiyonize suda ¢oziilerek pH’s1 7.4’e ayarlandu.
Igerisine 10 ml streptomisin-penisilin ¢ozeltisi ilave edilerek kullanincaya kadar +4

°C’de saklandi.
3.2.DNA EKSTRAKSIiYONU

Derin dondurucudan alinan ornekler benmaride 37 °C’de ¢oziildii. Coziilen
ornekler 1125 g’de 12 dk. santrifiij edildi. Stipernatant atilarak kalan kisim (1 ml)
NucliSENS® lizis tamponu iizerine eklendi. Lizis tamponu icerisinde rnekler 10
saniye 1500 g santrifiij edildi. Daha sonra ornekler vortekslenerek lizis tamponu
icinde 10 dk. oda isisinda tutuldu (Sekil 6). Bu inkiibasyon sirasinda premiks

soliisyonu hazirlandi.

5ml Humune
transfer edildi o ° o
/—_\\ 1ml kalana kadar
. Supernatant atild
— — —> 12°71125g > — >
PBS icerisinde servikal
numune ..
Bog tip
Sollisyon iyice karistirilcs
Lizis
Tamponu ° o
2ml

(&’) -
........... N T ] BVGVoRN
Hiicreler Humune 4
tekrar iml Lizis
L amponuna
Karigtirilcs transfer elill‘i

——p Ektraksiyon prosedirii
E ile devam edildi.
—> d@ —>

—3p Saklama ——p

2- 30 °C (24 saat)
70°C (2 ay)

Sekil 6: On islemle 6rneklerin ekstraksiyona hazirlanmasi (Biomerieux, Fransa)
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Ticari olarak temin edilen NucliSens manyetic ekstraksiyon kiti (Biomerieux,
Fransa) i¢indeki premiks diliientinden 550 ul bir eppendorf tiipe konuldu.
Uzerine 550 ul de manyetik silika eklenerek premiks soliisyonu hazirlandi.
Lizis tamponu iginde tutulan 6rnekler 10 saniye 1500 g’de santrifiij edildi.
Sonra hazirlanan pre-miks soliisyonunu vortekslendi.

Lizis tamponu bulunan her 6rnek tizerine 100 pl pre-miks soliisyonu eklendi.
Sonra 6rnekler vortekslenerek oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.

Lizis tamponu igindeki Ornekler 2 dakika 1500 g’de santrifiij edilerek
slipernatant atildi.

Pelletin tizerine 400 pl yikama tamponu 1 eklenerek karistirildi ve 6rneklerin
tamami 1.5 ml’lik eppendorf tiiplere alind1.

Eppendorf tiiplere alman 6rnekler NucliSENS® MiniMAG cihazina
(Biomerieux, Fransa) yerlestirildi (miknatis kapali konumda).

Ornekler NucliSENS® MiniMAG’te 30 saniye yikand1 (miknatis ag1k).
Stipernatant atild1 (Miknatis acik).

Uzerine 400 pl yikama tamponu 1 muknatis kapali konumda eklenerek
yukaridaki 10. ile 11. basamak tekrarlandi.

Benzer sekilde miknatis kapali konumda 500 pl yikama tamponu 2 eklenerek
yukaridaki 10. ile 11. basamak tekrarlandi.

Sonra 13. basamak tekrar edildi.

Ornekler iizerine 500 pl yikama tamponu 3, miknatis kapali konumda
eklendi.

Miknatis agik konumda NucliSENS® MiniMAG cihazinda 15 saniye yikandu.
Miknatis agik konumda iken pelletin iist kismindaki stipernatant kismi atildi.
Bu asamada miknatis kapali konumda iken 6rneklerin iizerine 55 pl eliisyon
tamponu ilave edildi.

Ornekler 5 dakika 60°C’de (1sitmali calkalayicida) 1400 rpm’de inkiibe
edildi.

Sonra orneklerin  bulundugu tiipler NucliSENS® MiniMAG cihazina
yerlestirilek miknatis agik konumda 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerine niikleik
ekstrakt transfer edildi (Sekil 7).

Elde edilen ekstraksiyon HPV amplifikasyonu i¢in genomik DNA olarak
kullanildi.
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Hazirlanmasi

: {

: o 550 pl NucliSens Pre-Mix diliienti eklendi 550 ul Magnetik Silika eklendi o
: Pre-Miks ) :
: ) . > ....... H
10°/1,500 g+ > :

Ny :

Pre-Miks diliienti : Magnetiksiika 4 e :
On-islem gormiis
numune :
: o oloom Pre-miks eklendi Supernatant atildi 5 (& ) :

400 pl Yikama :
: o o o Tamponu 1 eklendi
: ,5 241,500 gD D =

) . Ixyavagca (RT)IT) JINSRS,

: ediniz :
: A :
: “‘
; Siipernatant atildh

® RT (87)

= 400 pl Yikama Tamponu 1 0
: : &) 500 pl Yikama Tamponu 2 :
s @7 g (&) 500 pl Yikama Tamponu 2 @ e S
o | x 1) 500 ul YlkamaTampor{ﬁ'ﬁ"'> -
i Siipernatantatild: S5ul 0 @
0 Elusyon Tamponu :
: Muhafaza: :
@ @ gs - wed 2-8°C (1 hafta)
E : A < -20°C (1 ay) 5
. - e P TERPPTITS 3 ENTTTITIYRITITITS S N YIS > .
: =) x Santrifiijlenmedi =) w® Amplifikasyonabaslandi
: 1400rpm :
Magnetik rak
o o m Miknatis kapah
: olusumu igin ¢ AT :
P B L ed?ldi g /._?\ Miknatis agik E@ inkiibasyon
gr  Reaktiflerodaisisna 107 /1,500 g Santrifij %D@
(15-30°C) getirildi ) V  Vortekstend
5 " v .
: 307 ) Yikama (“ADIM1") Termo-shaker ile X' 5 :
: @ NucliSens mini MAG @ karstinildi N Vortexienmedi : :

Sekil 7: DNA ekstraksiyon prosediirii (Biomerieux, Fransa).
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Resim 1: HPV DNA izolasyonunda kullanilan 1sitmali ¢alkalayici (thermo-shaker).

Resim 2: NucliSENS® Mini MAG manyetik DNA izolasyon cihazi.
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3.3.PCR YONTEMIYLE HPV DNA AMPLIiFIKASYONU
Izole edilen DNA &rneklerinde MYO9, MY 11 ve GP5+, GP6+ primer ciftleri

kullanilarak 6rneklerde HPV’ye 6zgii ortak genomik bdlge amplifikasyonu yapildi
(Tablo 2).

Calismada PCR karisimi toplam hacim 50 pl olacak sekilde ayarlandi. PCR

karigimi1 agagidaki oranlarda hazirlandi.

5X PCR Buffer 5l
MgCl, 3l
dNTP 1 ul
Forward 1,5 pl
Reverse 1,5 pl
Taq polimeraz Enzimi 0,15 pl
dH,0 32,85 ul
Mix 45 ul
Kalip DNA Sul

Thermal cycler’da HPV MY09/11 primerleri ile amplifikasyon dongiisii;

94 °C 10 dak.

94°C  1dak.
55°C  1dak. 40 dongii
72°C  1dak.
72°C  7dak.

HPV GP5+/6+ Nested PCR i¢in MY09/11 PCR iiriinii kullanildi. Amplifikasyon
dongiisti asagidaki sekilde ayarlandi;

94 °C 10 dak.

94 °C 1 dak.
55°C 1 dak. 40 dongii
72 °C 1 dak.
72 °C 7dak.
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Tablo 2: Caligmada kullanilan primer dizileri ve amplikon biiytikliikleri.

Genotip | Primer dizisi (5°-3”) Amplikon (bp)
MYQO9 | CGT CCM ARR GGAWACTGATC 450

MY11l | GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG

GP5+ TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC 143

GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT

3.4.PCR URUNLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZIi

PCR isleminden sonra HPV’ye 06zgii amplifikasyon firiinlerinin varhigi %

2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek arastirildi. Agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-
Asetat-EDTA) tamponu kullanildi. TAE 50X olacak sekilde stok soliisyon olarak
hazirlandi ve 1xTAE olacak sekilde sulandirilarak kullanilda.

— 50X TAE Elektroforez Tamponu: 1 litre
— 242 gr Tris Base (Sigma)

— 57.1 ml Glasiyal asetik asit

— 100 ml 0.5 M EDTA (pH 8) (Sigma)

242 Gram Tris base 600 ml distile su i¢erisinde ¢ozdiiriildiikten sonra glasiyal

asetik asit eklendi. En son olarak EDTA eklendi ve son hacim distile su ile 1 litreye

tamamland.

1.

N o g &

Elektroforez i¢in stok TAE soliisyonundan 1XTAE olacak sekilde distile su ile
diliie edildi.

IXTAE tamponu igerisinde % 2’lik olacak sekilde agaroz tartilip eritildi
mikrodalga firinda ¢6ziildii.

Jelin 1s1s1 diismeye basladiginda (katilasmadan hemen once) igerisine 10 pg/ml
olacak sekilde etidyum bromid katild1.

Sonra katilagmasi i¢in uygun taraklar kullanarak jel kalibina dokiildii.

Jel oda sicakliginda katilasmaya birakildi.

Katilasan jel elektroforez tankina (Wealtec, Elite 300 Plus, USA) yerlestirildi.
Amplifiye edilen 6rneklerden 7’ser pl 3ul loading (yiikleme) tamponu (%20
stikroz, %0.25 brom fenol ile karistirilarak jelde agilan kuyucuklara yerlestirildi.
Yiikleme sirasinda DNA marker (100 bp’lik, Fermentas) kullanildi.

Yikleme sonunda tankin giic kaynagi (Wealtec, Elite 300 Plus, USA)
calistirilarak 100 V akim altinda yiirtitiildii.
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10. Yaklasik 30 dk sonra yiiriitme islemi durdurularak jel goriintileme cihazi

(Wealtec, Dolphin-View, USA) ile bantlarin varligi incelendi.
3.5.FRAGMENT ANALIZI

1. Fragment analizi i¢cin -20 °C’de 6nceden bekletilen PCR rakina eppendorf
tiipleri yerlestirildi.

2. F-HPV genotipleme Kitinin (Molgentix, S.L. Barselona, Ispanya) igerisinde
bulunan PCR karigimindan 12.5’er pl ve primer karisimindan 7.5er ul PCR
tiiplerine eklendi.

Sonra tizerine 5’er pl ekstraksiyon iirlinii genomik DNA’dan eklendi.

4. PCR tiipleri 1s1 dongii cithazina (Bioder/Thermal Blocks xp cycler, Tokyo
Japan) (Resim 3) yiiklenerek asagidaki programda amplifikasyona birakildu.
95 °C’de 15 dk
95 °C’de 30 sn
64 °C’de 30 sn 35 siklus
72 °C’de 30 sn
60 °C’de 10 dk

5. Amplifikasyon islemi tamamlandiktan sonra genomun fragment analizi i¢in
reaksiyon rakinin icerisine Gene Scan™ LIZ™ Size Standart soliisyonundan

0.3 pl her kuyucuga eklendi.

6. Bunun iizerine her kuyucuga 20’ser ul Hi-Di'™ formamid ilave edildi.

7. Son olarak her kuyucuga 1s1 dongii cihazindan alinan PCR f{iriinlerinden 2’ser
ul eklendi.

8. Icerisinde hava kabarcig1 olmamasina dikkat edilerek 1s1 dongii cihazinda 94

°C’de 2 dakika siire ile inkiibe edildi.

9. Ornekler 1s1 dongii cihazindan alindiktan sonra -20 °C’de 2 dakika tutuldu.

10.  Derin dondurucudan alinan 6rnekler sekans cihazinda (Hitachi AB, Applied
Biosystems, 3130 Genetic Analyzer) (Resim 8) bulunan Gene Mapper
programina f-HPV tiplendirme kiti kullanilarak yiiklendi.

11. Orneklerin  konuldugu c¢alisma raki cihaza yerlestirilerek sekanslama

baslatildi.

56



Resim 3: PCR amplifikasyonu yapilan thermal cycler cihazi.

3.5.1.Sonug¢larin Yorumlanmasi

F-HPV tiplendirme kiti genital infeksiyona sebep olan 15 HPV tipini (HPV
tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 6 ve 11) saptamaktadir. Her bir
tip baz biylikligine ve amplikon boyutuna karsilik gelen renklere gore
tamimlanmaktadir. Benzer boyuta sahip tipler farkli florokrom boya (FAM, VIC,
NED ve PET) ile etiketlendirilmistir. Bu boyalar elektroforetogramlarda mavi, yesil,
sart-siyah ve kirmizi olarak saptanmaktadir. LIZ boyast (Turuncu) elektroforezde
PCR diriinleriyle birlikte yiiriiyen standart i¢in kullanilmaktadir (Tablo 3). HPV’ler
elektroforetogramda spesifik renk ve boyutta pikler seklinde goriillmektedir.
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Tablo 3: F-HPV tiplendirme kitinde renk ve boyutlara gére subtiplerin belirlenmesi.
HPV Tipi  PCRiiriinii rengi  Boyut ‘

HPV-58 PET 156
HPV-33 6-FAM 196
HPV-6 PET 256
HPV-16 NED 296
HPV-35 VIC 327
HPV-18 6-FAM 386
HPV-56 6-FAM 428
HPV-31 6-FAM 489
HPV-68 NED 189
HPV-39 VIC 244
HPV-59 6-FAM 283
HPV-52 PET 308
HPV-51 VIC 389
HPV-45 NED 414
HPV-11 PET 424
D18S391 VIC 140-180

3.5.1.1.Pozitiflik

Ornekte HPV varlig1, 15 genotipten bir ya da daha fazla subtiplerin varlig1 ile
ilgili olarak pik vermesi seklinde goriildii. Degerlendirme her tipin kendine 6zgii
renk ve boyutuna gore yapildi. Ornek analizinde 1 pikin goriilmesi tek tiple
infeksiyon olarak yorumlanirken (Resim 4), iki ya da daha fazla pikin varligi ise
coklu infeksiyon olarak yorumlandi (Resim 5). Analiz edilen 6rnekte viral DNA

yukii fazlahgmda internal kontrol pikinin kaybolabilecegi unutulmamistir.
3.5.1.2.Negatiflik

Calismada internal kontrol pikinin tespit edilip, analiz edilen 6rnekte herhangi

bir DNA pikinin goriilmedigi durum olarak degerlendirildi (Resim 6).
3.5.1.3.Gegersiz sonu¢

Analiz edilen 6rnekte internal kontrol DNA pikinin tespit edilmedigi durumda

sonug gecersiz kabul edilip ¢calisma tekrarlandi (Resim 7).
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HPV_E04f5a HPVL HPV =
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449 ]
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HPV1_E04£52 HPVL HPV v :7
B B B m
100 200 300 an 500
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Resim 4: Tek tip pozitif sonug.
1311_BiZfia pel3l1 HPY J | |
|
100 am 300 400 3
4000
£000
4000
2000
0
1311_BiZfia pel3l1 HPY J
DIESHL
100 am 300 400 3
6000
4000
2000
0 I
1311_BiZfia pel3l1 HPY J
100 am 300 400 3
4000
6000
4000
2000
0 "
1311_Bi2faa w311 HEY v
&1 B [
100 am 300 400 3
4000
2000
) A i

Resim 5: Birden fazla HPV tipinin pozitif oldugu analiz sonucu.
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Resim 6: Negatif analiz sonucu.
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Resim 7: internal kontroliin calismadig1 gecersiz analiz sonucu.
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Resim 8: Applied Biosystems Genetic Analyzer 3130 cihazi ve bilgisayar donanim.

3.6.E6 VE E7 GEN EKSPRESYONU

Fragment analiz yontemiyle yiiksek riskli HPV tipleri saptanan hasta

6rneklerinde E6 ve E7 gen ekspresyonu varligzit NASBA yontemiyle, NucliSENS®

EasyQ Genetic Analyzer cihazi (Biomerieux, Fransa) kullanilarak arastirildi. Bu

amacla asagidaki adimlar izlendi.

1.

Cihazda 6rnekler 8’li gruplar halinde ¢alisild.

Ik olarak reaktif, reaktif diliienti ile sulandirild: ve icindeki sivi homojen

berrak olana kadar beklendi.

Bu arada enzim 170 pl enzim diliienti ile sulandirildi ve vortekslenmeden
30 dakika inkiibe edildi.

Miks hazirlamak i¢in tip 16 (kapak rengi pembe), tip 33-45 (kirmizi
kapaklr) ve tip 18-31 (mavi kapakli) i¢in olan tiiplere 16 pl KCI ve 14 pl
NASBA® soliisyonu eklendi. Bu tiiplere kendi kapak rengiyle aym1 kapak
renkli tiiplerden 10 mikrolitre primer prob ilave edildi.
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A 51 59 517 525

B 52 510 518 526

C 33 511 519 527

D 54 512 520 528

E 35 513 321 329

F 56 514 522 530

G 57 515 3523

H 58 516 524

HPV 16

Sekil 8: Nuclisens EasyQ Genetic Analyzer cihazi ¢aligma rakinin sematik goriiniimii (S=
Ornek).

Yukardaki sekilde belirtildigi gibi drnekler igin strip tiipler (Resim 9) tiip port
(rack=rak)’larma (Sekil 8) 8’er ornek ic¢in ve 8’er kontrol igin olmak ftizere
yerlestirildi. Bu islem, pembe, mavi ve kirmizi alanlar i¢in olmak iizere {i¢ kez
yapildi. Kontrol i¢in yerlestirilen tiiplerin sadece son 2’ser tanesi kontrol i¢in
kullanild1 (ilki negatif, ikincisi pozitif kontrol olmak iizere). Tiim tiplerin negatif

kontrolleri icin ayrilan kuyucuklara ise 5 pl NASBA® soliisyonundan ilave edildi.

Ekstraksiyon triinleri vortekslenip 5’er ul pembe, mavi ve kirmizi tiiplere
dagitildi. Daha once haziwrlanmis olan pembe, mavi ve kirmizi mikslerin icine
onceden diliie edilmis reajenden 80’er ul eklenip vortekslendi. Bos bir eppendorf
tiiptine 195 pl NASBA® soliisyonu ve bunun da iizerine daha énce sulandirilmis olan
pozitif kontrolden 5’er pl pozitif kontrol kuyucuklarmma konuldu. Sonra tim
orneklere hazirlanmis olan pembe, mavi ve kirmizi mikslerden renklerine uygun
gelecek sekilde 10’ar pl dagitildi. Benzer sekilde pozitif ve negatif kontrol
kuyucuklarma da ayn1 miktar dagitild1.

Kitin igerisinde bulunan enzimden konulmadan 6nce enzim 1000 g’de 15
saniye santrifiij (spin) edildi. Mikslerin dagitildig1 kuyucuklar 65 °C’de 2 dakika ve
41 °C’de 2 dakika olacak sekilde inkiibatorde (NucliSens® incubator Biomerieux,

Fransa) bekletildi. Bu arada strip kuyucuklarin kapaklarma 5’er pl enzim dagitildi.
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Inkiibasyon sonunda strip kuyucuklarin kapaklar1 kapatilip mini santrifiijde (VWR
Mini Star Silverline Mini Centrifiige, Kore) 2 saniye santrifiij edildi. Sonra drnekler
E6, E7 onkoprotein analiz cihazma yerlestirilerek E6 ve E7 gen ekspresyonunun

varlig1 incelendi (Sekil 9).

Enzimler
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Sekll 9: EG6/E7 onkoprotein ¢aligma prosediirii (Biomerieux, Fransa).
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Resim 9: Nuclisens EasyQ Genetic Analyzer cihazinda onkoprotein analizinde kullanilan
strip yapili eppendorf tiipleri.

inkiibator Nuclisens EasyQ
41 58 Genetic Analyzer

s

R a2 me

Resim 10: E ve E7 onkoprotein analizinde kullanilan cihazlar (inkiibator, Nuclisens EasyQ

Genetic Analyzer, mini santrifiij ve bilgisayar donanimi).
3.7.1STATISTIKSEL ANALIZ

Hastalar arasinda HPV dagilimi yas, CIN1, CIN2 ve CIN3 degerlerini
kapsayan veriler SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versiyon 13.0
programi (260) ile analiz edildi. Bagimsiz orneklerde t testi, Mann Whitney ve Ki-
kare testleri uygulandi. P<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

Calismada toplam 114 CIN tanili kadin ile 89 asemptomatik kadindan alinan
genital siiriintii 6rneklerinde HPV tiplerinin belirlenmesi Applied Biosystems
Genetic Analyzer cihazinda (Hitachi AB, Applied Biosystems Genetic Analyzer
3130, USA) yapilirken, yiiksek riskli HPV tipleri (HPV tip 16, 18, 31, 33 ve 45)
tespit edilen Srneklerde ise HPV E6 ve E7 gen ekspresyonu varligi NucliSENS®
EasyQ Genetic Analyzer (Biomerieux, Fransa) cihaziyla analiz edilerek, onkojenik
aktivite tespit edildi.

Caligmaya dahil edilen CIN tanili kadinlarn yas araligi 18-80, asemptomatik
kadmlarin yas araligi ise 22-53 idi. Kadinlarin yaslara gére dagilimi yapildiginda 18-
30 yas grubunda 17 (%14.9; 17/114), 30-40 yas grubunda 35 (%30.7; 35/114), 40-50
yas grubunda 49 (%43; 49/114) ve 50 yas ve lizeri grupta 13 (%11.4; 13/114) kadin
mevcuttu (Grafik 1).
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Grafik 1: Caligmaya dahil edilen CIN tanili kadinlarin yaslara gore dagilimi.

Calismada CIN tanili toplam 114 kadindan alman serviks siiriintii 6rneginin 79
(%69.3)’unda HPV genomu pozitif bulunurken, asemptomatik toplam 89 kadinin ise
7 (%7.9; 7/89)’sinde HPV genomu pozitif bulundu. Ornekler 6nce MY09/MY11
(Resim 11) ve GP5+/6+ (Resim 12) primerleri kullanilarak HPV-DNA’nin L1 geni
icinden 450 bp ve 143 bp’lik bolgeleri amplifiye edildi.

66



DNA Marker

-— g MY09/11 (450 bp)
-——

Resim 11: MYO9/MY11 gen iirtinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisii. DNA marker; 100
bp, MYO9/MY11 (450 bp).

DNA Marker

GP 5+/6+ (143 bp)

Resim 12: GP5+/GP6+ gen tiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiisi. DNA marker; 100
bp, GP5+/GP6+ (143 bp).
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Asemptomatik 89 kadinin 7’sinde pozitif bulunan HPV’lerin genotip dagilimi
sOyleydi; HPV tip 16 ve 45 3 (%3.4; 3/89)’er kadinda ve HPV tip 58 1 (%1.1; 1/89)
kadinda pozitif bulunmustur. Asemptomatik kadinlarin hi¢birinde koenfeksiyon

tespit edilmemistir.

Genital siirlintli 6rnegi alinan CIN tanili kadinlarin 35 (%30.7; 35/114)’1i HPV
genomu agisindan negatif olarak tespit edilirken 79 (%69.3; 79/114)’unda en az bir
tip HPV varlig1 tespit edildi. HPV pozitif olarak saptanan kadinlarin 57 (%50;
57/114)’sinin, yiiksek onkojenik riskli tipler olan HPV tip 16, 18, 31, 33 ve 45’ten
biri ya da birden fazlasi ile infekte oldugu saptandi.

Calismada CIN tanili kadinlarda en yiiksek oranda saptanan HPV genotipinin
tip 45 oldugu tespit edildi. Toplam 35 (%30.7; 35/114) kadinda HPV tip 45
pozitivitesi saptandi. Bunun yaninda CIN tanili Kadmlarin 8 (%7; 8/114)’inde HPV
tip 6, 34 (%29.8; 34/114)’iinde HPV tip 16, 14 (%12.3; 13/114)’tinde HPV tip 35, 11
(%9.6; 11/114)’inde HPV tip 18, 4 (%3.5; 4/114)’iinde HPV tip 39, 12 (%10,5;
12/114)’sinde HPV tip 51, 2 (%1.7; 2/114)’sinde HPV tip 56, 1 (%0.8; 1/114)’inde
HPV tip 52 tespit edilirken yine 1 (%0.8; 1/114)’inde HPV tip 58 saptanmistir
(Grafik 2).

tip

Grafik 2: Cah.s'maya alman CIN tanthi kadinlarda HPV tip dag111m1.. |
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Calismada CIN tanili 31 (%27.2; 31/114) kadinda 1’den fazla HPV tipiyle
koenfeksiyon tespit edilirken 48 (%42.1; 48/114) hastada ise HPV tiplerinden sadece
biriyle infeksiyon varligi tespit edildi (Grafik 3).

- 36
(%73.5; 36/49)

26
(%474.3; 26/35)

12
%70.6;12/17)

18-30vyas 30-40vas 40-50vas

50<vyas

Grafik 4: HPV ile infekte CIN tanili kadinlarin yas araligina gore dagilima.
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Calismaya alinan CIN tanili kadinlarin 8 (%7; 8/114)’1 HPV tip 6 ile infekteydi
(Resim 13). HPV tip 6 ile infekte olan kadmlarm 3 (%37.5; 3/8)’linde diger tiplerle
koenfeksiyon tespit edildi. Bu 3 kadindan 1 (%33.3; 1/3)’inde HPV tip 6 ile HPV tip
35, 2 (%66.7; 2/3)’sinde ise HPV tip 51 koenfeksiyonu tespit edildi.
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Resim 13: HPV tip 6 pozitif 6rnek.

Caligmada, CIN tanili kadmlarda, yiiksek onkojenik riskli HPV tiplerinden tip
16 toplam 34 (%29.8; 34/114) kadinda pozitif olarak bulundu (Resim 14). Bu
kadinlarm 14 (%41.1; 14/34)’iinde sadece HPV tip 16 infeksiyonu tespit edilirken 20
(%58.8; 20/34)’sinde HPV tip 16 yaninda diger HPV tiplerinin koenfeksiyonlar1 da
saptandi. HPV tip 16 ile infekte CIN tanili kadinlarm 11 (%32.3; 11/34)’inde ayni
zamanda HPV tip 18 infeksiyonu tespit edilirken, 6 (%17.6; 6/34) kadinda HPV tip
45, 2 (%5.9; 2/34) kadinda HPV tip 39 ve 1 (%2.9; 1/34) kadinda ise HPV tip 35
infeksiyonu saptandi. HPV tip 16 tespit edilen CIN tanili kadinlarm 5 (%14.7;
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5/34)’inde HPV tip 18 ve 45 ve 1 (%2.9; 1/34)’inde ise HPV tip 16’ nin yaninda HPV
tip 18, 35, 45 varlig1 saptand: (Grafik 5).
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Grafik 5: HPV tip 16 ile infekte 34 CIN tanili kadinda diger HPV tipleriyle koenfeksiyon

dagilimi.
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Resim 14: HPV tip 16 pozitif olan 6rnekte DNA pik goriintiisii.

71



Calismada HPV tip 18 tespit edilen CIN tanili kadinlarin tamaminda diger HPV
tipleriyle koenfeksiyon saptandi yani hi¢bir hastada yalniz olarak HPV tip 18
infeksiyonu tespit edilmedi. HPV tip 18 ile infekte CIN tanili toplam 11 (%09.6;
11/114) hastanin 5 (%45.4; 5/11)’inin HPV tip 16 ve 45 ile birlikte koenfeksiyon
meydana getirdigi, 5 (%45.4; 5/11)’inin HPV tip 16 ile ve 1 (%9; 1/11)’inin ise HPV
tip 16, 35 ve 45 ile infekte oldugu saptandi (Grafik 6).

W tip 18+tip 16
M tip 18+tip 16+tip 45
™ tip 18+tip 16+tip 35+tip 45

Grafik 6: HPV tip 18 ile infekte CIN tanili 11 kadinda diger HPV tipleriyle koenfeksiyon

dagilimu.

Calismada CIN tanili kadinlarin sadece 4 (%28.6; 4/14)’tinde yalmiz HPV tip
35 tespit edilirken, toplam 10 (%71.4; 10/14) hastada HPV tip 35 ile diger
genotiplerle koenfeksiyon varligi goriildii. Bu 10 hastanin 4 (%28.6; 4/14)’tinde HPV
tip 35’in yaninda HPV tip 45 ve 51 infeksiyonu tespit edilirken, 3 (%21.4; 3/14)
hastada HPV tip 35 ve 45 (Resim 15), 1 (%7.1; 1/14) hastada HPV tip 35 ve 51, 1
(%7.1; 1/14)’inde HPV tip 6, 35, 51 ve 1 (%7.1; 1/14)’inde de HPV tip 16, 18, 35,
45 koenfeksiyonu vardi (Grafik 7).
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Grafik 7: HPV tip 35 ile infekte CIN tanili 14 kadinda diger HPV tipleriyle koenfeksiyon

dagilimu.

6 PV
\ ]
1]
0 10 2 a0 w 500 00 0
3000
2000
1000
K ud
] : 2
g HPY ‘ﬁi
) )
0 10 m a0 w 500 00 0
8000
6000
o0
2000
0 A NN o B
17361 2834
404 72
<l : _ 2]
g ey []
5] 1] ]
0 10 m E w 500 00 0
200
1000
) ’ | 1 i
s
< ; i i3]
3 v
\ (]
B m
). 10 0 0 0w a0 00 0

40
3000
210
1000
0 I\AAA

Resim 15: HPV tip 35 ve 45 pozitif olan 6rnekte DNA pik goriintiileri.

73



CIN tanih toplam 35 (%30.7; 35/114) kadinda HPV tip 45 infeksiyonu tespit
edilirken bunlarmn 16 (%45.7; 16/35)’sinda sadece HPV tip 45 infeksiyonu saptandi.
HPV tip 45 infeksiyonu tespit edilen CIN tanili kadinlarin 6 (%17.1; 6/35)’sinda
HPV tip 16, 5 (%14.3; 5/35)’inde HPV tip 16 ve 18, 4 (%11.4; 4/35)’iinde HPV tip
35 ve 51, 3 (%8.6; 3/35)’tinde HPV tip 35 ve 1 (%2.8; 1/35)’inde de HPV tip 16, 18,
35 koenfeksiyonu oldugu bulundu (Grafik 8).

Bmtip45

M tip 45+tip 16

M tip 45+tip 16+tip 18

B tip 45+tip 35+tip 51

I tip 45+tip 35

I tip 45+tip 16+tip 18+tip 35

Grafik 8: HPV tip 45 ile infekte CIN tanili 35 kadinda diger HPV tipleriyle koenfeksiyon

dagilimu.

Calismada CIN tanili 4 (%3.5; 4/114) kadinda HPV tip 39 tespit edilirken bu
kadinlarm 2 (%50; 2/4)’sinde HPV tip 39 ve HPV tip 16 saptandi.

CIN tanili kadinlarm 12 (%10.5; 12/114)’sinde HPV tip 51 infeksiyonu tespit
edilirken bunlarin 8 (%66.7; 8/12)’inde diger HPV tipleriyle koenfeksiyon varligi
goriildii. Bu kadinlarin 4 (%33.3; 4/12)’tinde HPV tip 51’in yaninda HPV tip 35 ve
45, 1 (%8.3; 1/12)’inde HPV tip 35, 2 (%16.7; 2/12)’sinde HPV tip 6, 1 (% 8.3;
1/12)’inde HPV tip 6 ve 35 koenfeksiyonu tespit edildi.

Calismaya dahil olan CIN tanili kadinlarin 2 (%1.7; 2/114)’sinde HPV tip 56
saptanirken bunlardan 1 (%50; 1/2)’inin HPV tip 16 ile koenfekte oldugu gorildii.
Ayrica CIN tanili kadinlarin 1 (%0.8; 1/114)’inde sadece HPV tip 52 ve 1 (%0.8;
1/114)’inde de sadece HPV tip 58 bulundu.
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Yiiksek onkojenik riskli HPV tipleriyle infekte oldugu bulunan toplam 57
(57/114) CIN tanili kadinda E6 ve E7 gen ekspresyonu orani su sekilde belirlendi:
Elli yedi kadmnin 24 (%42.1; 24/57)’tiinde E6/E7 gen ekspresyonu tespit edilirken, 33
(%57.9; 33/57) kadin E6/E7 yoniinden negatif bulundu.

Onkoprotein agisindan pozitif oldugu belirlenen 24 CIN tanili kadindan 11
(%45.8; 11/24)’inde yalniz HPV tip 16, 2 (%8.3; 2/24)’sinde HPV tip 16 ve 45
pozitif olarak saptanirken, 9 (%37.5; 9/24) kadinda HPV tip 45, 2 (%8.3; 2/24)
kadinda ise HPV tip 18’e bagli onkojenik aktivite tespit edilmistir (Grafik 9).

Calismada yiiksek riskli grupta yer alan HPV tiplerinden HPV tip 31 ve 33

pozitivitesi saptanmamistir.
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Grafik 9: CIN tanili kadinlarda E6/E7 gen ekspresyonunun (viral onkoproteinlerin) HPV
tiplerine gére dagilima.

Calismada CIN1, CIN2 ve CIN3 tanili kadinlardaki HPV genotip dagilimma
bakildiginda CIN1 tanili kadinlarda en yiiksek oranda HPV tip 16 (%23.2), HPV tip
45 (%15.9) ve HPV tip 51 (%10.1) tespit edilmistir. CIN2 tanili 26 hastada ise en
yiiksek oranda saptanan genotiplerin sirasiyla, HPV tip 45 (%53.8), tip 16 (%26.9)
ve HPV tip 18 (%19.2) oldugu bulunmustur. CIN3 tanili kadmnlar arasinda en sik
rastlanilan HPV tipinin ise CIN1 tanili kadinlarda oldugu gibi HPV tip 16 (%57.9),
HPV tip 45 (%52.6) ve HPV tip 18 oldugu tespit edilmistir (Grafik 10).
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Grafik 10: CIN evrelerine gore HPV genotiplerinin dagilimi.

Calismada CIN1, CIN2 ve CIN3 tanili kadinlardaki yiiksek onkojenik riskli
HPV genotiplerinin E6/E7 gen ekspresyonu oranlar1 incelendiginde CIN1 tanili
kadnlarda en yiiksek oranda onkojenik aktivite HPV tip 16 (%11.6; 8/69) ile infekte
kadnlarda tespit edilirken bunu HPV tip 45 (%8.7; 6/69) ve HPV tip 18 (%1.4; 1/69)
izlemistir. CIN2 tanili kadinlarda ise en yiiksek onkojenik aktivite HPV tip 45 (%7.7;
2/26) pozitif kadnlarda elde edilirken bunu HPV tip 16 (%3.8; 1/26) izlemistir.
CIN2 tanili HPV tip 18 ile infekte kadinlarda onkojenik aktiviteye rastlanmamistir.
CIN3 tanili kadinlarda ise E6/E7 gen ekspresonu CIN1 tanili kadinlarda oldugu gibi
en ¢ok HPV tip 16 (%21.0; 4/19), HPV tip 45 (%15.8; 3/19) ve HPV tip 18 (%5.3;

1/19) ile infekte hastalarda tespit edildi (Grafik 11).
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Grafik 11: CIN evrelerine gore E6/E7 onkoprotein varliginin dagilimi.
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5.TARTISMA

Cinsel temasla bulasan HPV infeksiyonlari, uterin serviks ve eksternal genital
bolgede benign papilloma ya da intraepitelyal neoplazi gelismesine yol acan 6nemli
infeksiyonlardir. Literatiirde HPV infeksiyonlariyla servikal SCC’nun birbirleriyle
yakin iligkili olduklar1 bildirilmistir (261). Serviksin invaziv SCC’u genellikle bir
non-invaziv skuamoz lezyondan kaynaklanmaktadir. Uterin serviks karsinomu igin
major epidemiyolojik faktdriin HPV infeksiyonu oldugu disiiniilmektedir. Fakat
genetik degisiklikler de bu lezyonun ortaya ¢ikmasi ve olusmasi i¢in dnemli diger
faktorler arasinda sayilabilir. Glinlimiize kadar yapilmis servikal HPV infeksiyonu
prevalansiyla ilgili ¢calismalarin ¢ogu geng ve orta yas kadinlar1 kapsamaktadir. Bu
tiir ¢aligsmalarin az bir boliimii ise ancak yash kadinlar arasinda yapilmistir. Bu
calismalarda HPV infeksiyonu prevalansmnin yaslilarda gen¢ kadinlardan daha diisiik
oldugu tespit edilmistir (262,263,264). Takubo ve ark. 2005 yilinda yaptiklar1 bir
calismada HPV ve serviks kanseri iligkisi PCR yOntemiyle arastirilmis, yaslar1 60-
105 arasinda degisen 335 kadindan servikal siiriintii Ornekleri alinmis ve bu
kadinlarda HPV pozitifliginin skuamoz intraepitelyal lezyonlarla (SIL) siki iliskisi
gosterilmistir. Normal servikal sitolojili gen¢ kadinlardaki HPV infeksiyonu ileriki
yaslarda devam etme egiliminde degildir. Bu ¢alismada biyopsi yapilan kadinlarin
%6’sinda SIL, %5.4’tinde LSIL ve %0.6’snda da HSIL oldugu bildirilmistir.
Normal servikal sitolojili hi¢cbir kadinda HPV DNA’s1 saptanmamis fakat SIL tespit
edilen kadmlarmn %45’inde HPV DNA pozitifligi bulunmustur (265).

Servikal kanser diinyada kadinlar1 etkileyen ikinci en sik ve 6nemli kanserdir.
Gilintimiizdeki tarama programlar1 bu hastaligin morbidite ve mortalitesini dnemli
Olciide azaltmis olsa da her yil yaklasik binlerce yeni vakanin tanmisinin kondugu
bildirilmektedir. Epidemiyolojik ve molekiiler ¢alismalar HPV tiplerinin servikal
kanserlerin en 6nemli sebepleri arasinda oldugunu géstermistir (266). HPV’lerin bu
giine kadar; biyolojik yap1i, onkojenik potansiyel ve filogenetik 6zelliklerine gore
onlarca subtipi tanimlanmistir. Genital infeksiyon yapan papillomaviruslarin ¢ogu
alfa subgenusunda smiflandirilmakta olup sayilarmm 40°tan fazla oldugu
bilinmektedir (267). Molekiiler ve epidemiyolojik tabanli caligmalara gore genital
HPV tipleri diisiik ve yiiksek onkojenik riskli gruplar olarak siniflandirilmislardir.
Yiiksek onkojenik riskli tipler arasinda HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
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58, 59 ve 66 sayilabilirken HPV tip 6 ve 11’in genellikle kondiloma akiiminata gibi
benign lezyonlarda tespit edildigi bildirilmistir (266). Yiiksek onkojenik riskli HPV
tipleriyle infekte kadinlarin, servikal kanser gelisimi olasiliginin HPV ile infekte
olmayan ya da diisiik onkojenik riskli HPV tipleriyle infekte olan kadinlara gore
daha yiksek oldugu bildirilmektedir (57). Diinyada kadinlarda genital
infeksiyonlardan sorumlu en yaygin HPV genotipinin tip 16 oldugu bildirilmistir.
HPV tip 16’dan sonra en sik rastlanilan HPV tiplerinin ise HPV tip 18, 31, 33 ve 45
oldugu bildirilmistir. Bundan farkli olarak Asya’da ise HPV tip 16’dan sonra en
yaygin HPV genotiplerinin HPV tip 58 ve 52 oldugu tespit edilmistir (268). Bunun
yaninda HPV pozitif vakalarin %10-20’sinde multipl genotiplerle HPV infeksiyonu
gelisebildigi de bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda Meijer ve ark.’larmin yaptigi
calismadan farkli olarak, istatiksel olarak aradaki farkin anlamli olmamasina ragmen,
bolgemizde en sik HPV tip 45 (%30.7; 35/114), ikinci swrada ise HPV tip 16’nin
izole edildigi saptanmustir (p>0.05). Ayrica ¢aligmamizda Meijer ve ark.’larmin
yaptig1 caligma ile uyumlu olarak kadinlarm %27.2 (31/114)’sinde ¢oklu (multipl)
genotip ile infekte HPV infeksiyonu tespit ettik. Bu multipl HPV genotipiyle infekte
kadimnlarin %17.5 (20/114)’inin 2 HPV tipiyle, %8.8 (10/114)’inin 3 HPV tipiyle ve
%0.9 (1/114)’unun da 4 HPV tipiyle infekte oldugunu tespit ettik.

Zandi ve ark.’larmin 2010 yilinda Iran’da jinekoloji poliklinigine rutin PAP
smear testi i¢in bagvuran 200 kadin arasinda yaptiklar1 bir ¢aligmada serviks siirlintii
ornekleri almarak HPV genotipleri agisindan degerlendirilmis ve c¢alismada
orneklerin %5.5’inde HPV DNA pozitifligi tespit edilirken %94.5’inin de negatif
oldugu bulunmustur. PCR testiyle HPV DNA pozitif saptanan 6rneklerin %2’sinin
ayn1 zamanda PAP smear testiyle de pozitif oldugu saptanmistir. Orneklerin 5°i PAP
smear testiyle negatif olarak bulunurken, PCR testiyle ayn1 6rneklerin HPV genomu
agisindan pozitif bulundugu bildirilmistir. HPV DNA pozitif olarak bulunan bu 11
hastanin 7’sinde HPV tip 16, 3’iinde HPV tip 18, 1’inde de HPV tip 53 tespit
edilmistir. Literatiirde bircok ¢alismada PAP smear testinin spesifite (6zgiilliikk) ve
sensitivite (duyarlilik) sorunu bildirildiginden biz c¢alismamizi PCR tabanh

molekiiler yontemler kullanarak gergeklestirdik.

HPV’ler en yaygin olarak cinsel yolla bulagirlar ve CIN’nin bir etkenidirler.

HPV infeksiyonunun taramasinda en sik kullanilan yontemlerden biri PAP smear
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yontemidir. Halbuki PAP smear yontemi CIN i¢in bir 6n tarama niteliginde olup bu
yontemle yiiksek oranda yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglar verilebilmektedir
(269). Bu testin spesifite ve sensitivite probleminden dolay1 servikal neoplazik
hastalarin degerlendirilmesi i¢in alternatif yontemlere ihtiyag duyulmustur. HPV
DNA’nin tespit edildigi molekiiler tabanli testlerin, CIN hastaliginin tanisinda ve
progresyonunun takibinde en duyarli yontemler oldugu oldugu bildirilmektedir
(270). Bu nedenle c¢aligmamizda CIN tamili  kadinlarm  tanis1  ve
genotiplendirilmesinde PCR yontemi ve PCR tabanli fragment analiz yontemleri

kullanilmastir.

Servikal kanser iizerine yapilan epidemiyolojik calismalar HPV’ nin 6nemi
hakkinda hicbir siiphenin olmadigin1 gostermektedir. HPV infeksiyonunun tespiti ve
tedavisi, servikal kanserin tespiti ve tedavisinde Onemli bir adimdir. HPV’nin
tanisinda en duyarli yontemlerden biri HPV DNA’smin tespitine dayanir. Cilinkii
koilositoz gibi sitolojideki morfolojik degisimler onkojenik HPV infeksiyonu i¢in
spesifik degildir. HPV DNA’nin tespiti 6zellikle latent infeksiyonlarda, kanser ve
prekiirsor lezyonlarin tespitinde olduk¢a Onemlidir. Servikal displazi ve kanser
gelisimi i¢in en 6nemli risk faktdrlerinden birinin HPV oldugu bildirilmektedir.
Servikal kanserli hastalarin %99.7’sinde HPV genomu varlig1 saptanmistir. Servikal
kanser gelismesini Onlemede en 6nemli yollardan biri HPV’yi tespit ve tedavi
etmektir (264). Ulkemizde 1996 yilinda yapilan bir ¢alismada CIN1, CIN2, CIN3 ve
invaziv karsinom Orneklerinde HPV tip 16 pozitivitesi swrasiyla %12.5, %19.4,
%46.3, %83.3 olarak bildirilmistir. Biz bu caliymada ise intraepitelyal neoplazili
hastalarda HPV tip 16 varligin1 CIN1, CIN2 ve CIN3 i¢in sirasiyla %14, %6 ve %9.6
olarak tespit ettik. HPV tip 16’nin yaninda ¢calismamizda HPV tip 18; %9.6 ve HPV
tip 45 varlig1 ise %30.7 gibi yiiksek oranlarda tespit edilen diger HPV genotipleri
olarak saptanmistir. Yine lilkemizde yapilan baska bir ¢aligmada da Onan ve ark.’lar1
2005 yilinda CIN tanili hastalarda HPV tip 16 sikligin1 CIN1 tanili kadinlarda; %4.2,
CIN2 tanili kadinlarda; % 14.8, CIN3 tanili kadinlarda ise %45 olarak tespit
etmislerdir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizla uyumlu olarak CIN3 tanili hastalarda

HPV pozitivitesi CIN1 ve CIN2 tanili hastalardan daha yiiksek oranda bulunmustur.

Yurdumuzda yapilan ¢alismalar arasinda bir diger ¢alisma Ding ve ark.’lar1

tarafindan 2009 yilinda yapilmis ve kolposkopik muayenesi pozitif olan hastalarda
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real time PCR yontemiyle HPV tip 16 prevalansi %18 bulunmustur. Kolposkopik
muayenesi negatif olan hastalarin ise %5.7’sinin HPV genomu agisindan pozitif
oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada kolposkopi pozitif ve negatif olan hastalarin
HPV tip 16 ile total HPV pozitivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
oldugu tespit edilmistir. Ding ve ark.’larmin ¢alismalarinda HPV genomunun tespit
edilmesinin ve tiplendirmesinin servikal kanser taramasinda ve Onlenmesinde

oldukg¢a 6nemli ve yardimci bir bulgu olabilecegi bildirilmistir.

Son zamanlarda bu konuda diinyanin c¢esitli iilkelerinde c¢ok c¢esitli
calismalarin yapildigim1 gérmek miimkiindiir. Freitas ve ark.’larinin 2007 yilinda
Brezilya’da yaptiklar1 bir calismada 174 kadindan servikal siiriintii 6rnekleri
histopatolojik ve molekiiler yontemlerle degerlendirilmek icin alinmistir. Calismada
MYO09 ve MY11 primerleriyle HPV tip 16 ve 18 tip spesifik primerleri kullanilarak
HPV infeksiyonun varligi, HPV genomu acisindan PCR yontemiyle analiz edilerek,
arastirilmistr.  Bu 174 kadinin  %20.7’sinde  histopatolojik analizlere gore
intraepitelyal ve/veya invaziv lezyon saptanmis. Intraepitelyal ve/veya invaziv
lezyonlar1 olan kadmlarin %94.4’tinde HPV infeksiyonu tespit edilmistir. HPV tip 16
LSIL’li hastalarin %20’sinde pozitif bulunurken, HPV tip 18 i¢in bu oranin %6.7
oldugu tespit edilmistir. Calismada 2 hastada ise hem HPV tip 16 hem de tip 18
infeksiyonu tespit edilmistir. HSIL’li hastalarin ise %50’sinde HPV DNA pozitif
bulunmustur. Bu ¢alisma bulgulariyla uyumlu olarak bizim yaptigimiz ¢alismada da
CIN1 tanili hastalarin %14’tinde HPV tip 16, %2.6’sinda ise HPV tip 18 varlig
saptanmistir. CIN2 ve/veya CIN3 tamili hastalarin ise %88.9’u HPV genomu
acisindan pozitif bulunurken, %11.1’inin ise HPV DNA negatif oldugu saptanmistir.
Bu sonuglarin Freitas ve ark.’larinin ¢alisma sonuglariyla uyumlu olmadig: tespit
edilmistir. Bizim c¢alismamizda sitopatoloji acisindan Freitas ve ark.’larmnin
calismasmdan farkli olarak pozitif bulunan 6rneklerin %68.4’iinde HPV pozitifligi
saptanmistir. Daha Once bu konuda yapilan ¢aligmalar incelendiginde HPV
infeksiyon oranmin lezyonun siddetiyle dogru orantili oldugu goriilmektedir
(61,271). Calismamizda da CIN1 tanili hastalarda HPV oran1 %55 olarak saptanirken
CINZ2 ve/veya CIN3 tanili hastalarm oraninm %88.9 oldugu tespit edilmistir.

Bilindigi gibi HPV’ler servikal kanserlerin en 6nemli etiyolojik faktoriidiir ve

HPV genotiplerinden 6zellikle bazilarinin servikal kanser gelisiminde daha 6nemli
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rol oynadigi bildirilmektedir. Diinya genelinde yapilan bir¢ok calismada HPV
genotiplerinden tip 16, 18, 31, 33 ve 45 servikal kanserle en sik iligkilendirilen
tiplerin basinda geldigi bildirilmistir (196). Servikal kanserin gelismesinde gesitli
viral antijenlere karsi hiimoral immiin yanitin rol aldig1 bilinmektedir. Bu viral
antijenlerden L1 major kapsit proteini en dnemli hiimoral immiin yanit olusturan
faktordiir. HPV disinda diger viral infeksiyonlarin tanisinda kullanilan tekniklerin
cogu, HPV tanisinda, virusun hiicre kiiltiirinde iretilmesinin  miimkiin

olmamasindan dolay1 basarisizlikla sonuglanmistir.

Bilindigi tlizere HPV genomu ¢ift zincirli olup, yaklasik 8000 bp
uzunlugundadir. Viral genom ii¢ bolgede ORF (Open Reading Frame)’ler icermekte
olup bu bdlgeler; erken ekspresyon bolgesi (E), ge¢ bolge (L) ve uzun kontrol
bolgesi (LCR)’dir. E bolgesi replikasyonla iligkili proteinleri (E1) ve viral DNA
aktivasyon proteinlerini (E2) kodlar. E1 proteini bir ATP hidrolaz olup HPV
replikasyonunda gorev alir (272). E2 proteini ise bir DNA baglayici protein olup
HPV LCR bdlgesini transaktive edebilme yetenegine sahiptir. E2 OREF,
transkripsiyon faktorleri ve E6/E7 onkogen ekspresyonunun internal regiilatorleri
gibi en az iki proteini kodlamaktadir (273). E2 ORF’de delesyon servikal kanser
biyopsilerinde siklikla goriilebilir ve bu olay transformasyon proseslerini baglatan
E6/E7 gen ekspresyon regiilasyonunun kaybiyla sonuglanir (274). E4 diger erken
eksprese edilen proteinlerden olup hiicre iskeletine, keratinlerine ve ¢inkoya baglanir.
Bu proteinlerin virus salinimini arttiran hiicre iskeletinin kollapsiyla ilgili oldugu
diisiiniilmektedir. HPV ve hiicre transformasyonu ile ilgili caligmalar son zamanlarda
artmustir. E6/E7 ORF’ler tiimorlerde veya tiimor hiicre kiiltiirlerinde en ¢ok bulunan
viral transkriptlerdir. Bir ¢calismada bu onkogenlerin HPV iligkili murin hiicrelerinin
transformasyonunun indiiklenmesi i¢in etkili ve gerekli oldugu gosterilmistir (275).
Bagka bir ¢alismada ise bu genlerin insan fibroblastlarmin 6liimsiizlesmesine de
katki sagladigi bildirilmistir. Hatta E2 geninin primer insan keratinositleri ve yeni
dogmus sican bobrek hiicrelerinin transformasyonunda rol aldigi da bildirilmistir
(276). Yiiksek onkojenik riskli HPV tiplerindeki E6/E7 onkoproteinlerinin p53 ve
pRB siipresor proteinlerinin diizenleyici rollerini ndtralize ederek hiicre siklusunu
bozma yetenekleri vardir (277). Cok yakin bir gecmiste HPV tip 16 E7
proteinlerinin, pRB ve E2F promotorlarinimn etkilesimini inhibe eden siklin A/CDK2
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ve pRB iligkili p107 gibi hiicre siklusu progresyonunda énemli olan diger proteinleri
bagladig1 gosterilmistir (278). Biitiin bu calismalar E7 proteinlerinin transformasyon
proseslerinde merkezi bir role sahip oldugunu gostermektedir. Yiiksek onkojenik
riskli HPV genotiplerindeki E6 proteini bir ubikitin bagimli yol {izerinden p53’iin
hizla degradasyonunu indiikleyebildigi ve in-vivo kosullarda p53’iin transkripsiyonel
fonksiyonunu interfere edebilme kabiliyetine sahip oldugu gosterilmistir (279).
Kisaca 6zetlemek gerekirse E6/E7 onkogen proteinler p53 ve pRb gibi inhibisyon
proteinleri araciligiyla negatif biiylime regiilasyon proseslerini bozmakta ve sonucta
genetik instabilite saglamaktadir. Calismamizda yiiksek onkojenik riskli olarak tespit
edilen toplam 57 hastada E6/E7 gen ekspresyonu varligi 24 hastada pozitif olarak
bulunmustur. Bizim ¢alismamizdan farkl olarak bir ¢alismada; 181’1 HPV tip 16, 18,
31, 33 veya 45 pozitif olan 204 hastadan alinan 6rneklerin 188 (%92)’inde E6/E7
onkoprotein varliginin tespit edildigi bildirilmistir (158). Yapilan diger bir ¢aligmada
ise, bizim calismamizla uyumlu olarak, HPV tip 16, 18, 31, 33 veya 45 pozitif olan
80 ornegin %20’sinde E6/E7 onkoprotein varliginm tespit edildigi bildirilmistir
(280).

Calismamizda CIN2 ve/veya CIN3 tanili kadmlarin yer aldigi grupta bulunan
45 kadindan 18 (%40)’inde HPV tip 16 ve bunlarin da %27.8 (5/18)’inde E6/E7
onkoprotein varlig1 saptanirken, CIN1 tanili kadinlarin bulundugu grupta yer alan
toplam 16 (%23.2; 16/69) kadinda ise HPV tip 16 ve bu kadnlarn da %50
(8/16)’sinde E6/E7 onkoprotein varligi tespit edilmistir. Bunun yaninda en yiiksek
ikinci sirada E6/E7 onkoprotein varligi HPV tip 45 infeksiyonlu kadinlarda (%31.4;
11/35) tespit edilmistir. HPV tip 45’in CIN tanili kadinlardaki dagilimi yapildiginda
ise CIN2 ve/veya CIN3 tanili toplam 45 kadin arasindan 24 (%53.3; 24/45) kadinda
HPV tip 45 varlig1 tespit edilirken, bu HPV tip 45 tespit edilen kadmlarin %20.8
(5/24)’inde E6/E7 onkoprotein varligi saptanmigtir. CIN1 tanili hastalarmn ise %15.9
(11/69)’unda HPV tip 45 infeksiyonu ve bu HPV tip 45 pozitif olarak saptanan
hastalarin ise %54.5 (6/11)’inde E6/E7 onkoprotein varligi tespit edilmistir. Ayrica
caligmamizda karsinogenezle yiiksek dlctide iliskili oldugu bilinen HPV tip 16, 18,
31, 33 ve 45 genotiplerinden sadece HPV tip 16, 18 ve 45 tiplerine onkoprotein
varligina rastlanmistir. Bu ii¢ genotip arasinda onkojenik aktivitenin en diisiik oranda

tespit edildigi HPV genotipinin tip 18 oldugu saptanmustir. HPV tip 18 ile infekte
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kadinlarin sadece 2 (%18.2; 2/11)’sinde E6/E7 mRNA gen ekspresyonuna (E6/E7

onkoprotein varligi) rastlanilmistir.

Yurdumuzda yapilan ¢alismalardan 2010 yilinda Adana’da servikal kanser ve
prekanser6z lezyonlari olan kadinlarda HPV genotiplerinin prevalansinin saptanmasi
amaciyla yapilan bir ¢aligmada HPV prevalansmin skuamoz hiicreli servikal kanser
tanil1 27 kadinda %92.5, CIN2 ve/veya CIN3 tanili 16 kadinda %81.2, CIN1 tanili 18
kadinda %66.6 olarak bulunmustur. Servikal kanser vakalarinda en yaygin tipin HPV
tip 16 (%66.6) oldugu bunu %11.1°lik oranla HPV tip 18 ve %3.7’lik oranla ise HPV
tip 31, 58, 59 ve 68’in takip ettigi bildirilmistir. CIN2 ve/veya CIN3 tanili kadinlarda
en yaygin tipin ise %12.5’lik oranla HPV tip 18 oldugu bildirilmistir. Bizim
calismamizda ise CIN1 tanili kadinlarda en sik HPV tip 16 (%23.2), CIN2 ve/veya
CIN3 tanili kadinlarda ise HPV tip 45 (%53.3) tespit edilmistir. Ayrica CIN1 tanili
kadinlardan izole edilen yiiksek riskli HPV tiplerinde E6/E7 gen ekspresyonu varligi
%20.3 (14/69) olarak tespit edilirken, CIN2 ve/veya CIN3 tanili kadinlarda bu oran
%22.2 (10/45) olarak bulunmustur.

Servikal kansere sebep olan HPV genotiplerinin diinyadaki dagilimi ilkeden
iilkeye hatta bolgeden bolgeye degisebilmektedir. HPV genotip dagiliminin
bolgemizde ve iilkemizde belirlenmesi HPV infeksiyonundan korunmada kullanilan

asilarin etkinligi hakkinda da dogru bilgi verecektir.

HPYV cinsel temasla en sik bulasan hastaliklar arasinda yer almaktadir. Her y1l
yaklasik 5.5 milyon yeni vakada genital HPV infeksiyonu olustugu bildirilmektedir.
HPV infeksiyonunun hem servikal kanserde hem de preinvaziv servikal
neoplazilerdeki rolii iyi bilinmektedir. Hemen hemen servikal preinvaziv neoplazi ve
invaziv skuamoz hiicreli servikal kanserlerin tamaminda HPV iligkisi ortaya
konmustur. Servikal karsinomun diinyada kadmlar arasinda en yaygin ikinci malign
hastalik oldugu bildirilmektedir. Prevalans ¢aligmalar1 incelendiginde ise servikal
kanserlerin %80’inden fazlasinin az gelismis ve gelismekte olan iilkelerde goriildiigii
bildirilmektedir (281). Ulkemizde Saglik Bakanligi'nin verilerine dayanilarak elde
edilen bilgiler, her y1l yaklasik 1500 yeni servikal kanser vakasmin gelistigini ve bu

servikal kanser hastalarinin da yarisinin kaybedildigini gostermektedir.
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Yurdumuzda HPV insidansinin arastirildigi ¢alisma sayisi oldukca smirlidir.
Ulkemizde kisith sayida yapilan calismalarda HPV prevalansinin diisiik riskli
kadinlarda %2-7, yiiksek riskli kadinlarda ise %80’lere kadar ¢iktig1 bildirilmistir
(282,283).

HPV infeksiyonlarindan korunmak i¢cin FDA onayli, 2006 yilinda lisans almig
HPV agilar1 gelistirilmistir. Bu asilardan bivalan olant HPV tip 16 ve 18
genotiplerini, kuadrivalan olan ise HPV tip 6, 11, 16 ve 18 genotiplerini
icermektedir. Korunmada asi1 igeriginin yaygin olan tiplerle uyumlu olmasi mutlak
gereklilik arz etmektedir. Calismamizda bivalan ve kuadrivalan asilarda bulunmayan
HPYV tip 45’in bolgemizde en yiliksek insidansta bulundugu tespit edilmistir. Bunun
yaninda as1 icerigiyle uyumlu olarak HPV tip 6 kadmlarin %7’°sinde, HPV tip 16
kadinlarin %29.8’inde, HPV tip 18 kadinlarin %9.6’sinda saptanirken, as1 igeriginde
yer alan HPV tip 11 infeksiyonuna calismamizda rastlanilmamistir. Yani tilkemizde
korunma amaciyla kullanilan as1 igerigiyle uyumlu tiplerin prevalansinin %46.4
oldugu tespit edilirken, HPV infeksiyonu tespit edilen kadinlarin %53.6’smnin her iki

as1 igeriginde bulunmayan farkli HPV genotipleriyle infekte oldugu saptanmaistir.

Ulkemizde 2007 yilinda Istanbul’da yapilan prekanserdz servikal lezyonlu
hastalarda HPV prevalansimin arastirildig: bir ¢alismada, yaslar1 22-68 arasi degisen
61 vakada HPV DNA pozitifliginin %45.9 oldugu tespit edilmistir. Bizim yaptigimiz
calismada ise genel olarak degerlendirildiginde CIN1, CIN2 ve CIN3 tanili toplam
114 kadinda HPV DNA pozitifliginin %69.3 (79/114) oldugu saptanmustir.

Gilintimiizde servikal orneklerde HPV E6/E7 mRNA tespiti ve onkojenik
aktivite varliginin arastirilmasi, reverse transcriptase (RT)-PCR ya da niikleik asit
sekans tabanli amplifikasyon (nucleic acid sequence based amplification=NASBA)
yontemleriyle yapilabilmektedir (284,285). Servikal orneklerde en yaygmn yiiksek
onkojenk riskli HPV tiplerinde (HPV tip 16, 18, 31, 33 ve 45) EG6/E7 tespiti
yapabilen NASBA bazli yontemler arasinda PreTect™ HPV-Proofer, NorChip AS ve
NucliSENS EasyQ® gibi yontemler sayilabilir. NASBA tekniklerinde tek sarmalli
niikleik asit ya da RNA (viral genomik RNA, mRNA ya da ribozomal RNA) c¢ift
sarmalli DNA olusturmak i¢in amplifiye edilir (286). Real time multiplex NASBA
tekniginde tek tiip i¢inde amplifikasyon ve saptama yapildigindan kontaminasyon

riskinin ¢ok diisiik oldugu bildirilmistir (284).
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Cesitli calismalarda HPV infeksiyonlarinda E6/E7 onkoproteinlerin varligmin
lezyonun siddetiyle dogrudan iligkili olabilecegi bildirilmektedir (285,287,288,289).
Bu nedenle HPV infeksiyonlarinda E6/E7 mRNA testinin tant degeri yiiksektir.
Diger tarama amacli HPV DNA testleriyle kiyaslandiginda spesifite ve
sensitivitesinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (290).

Viral proteinlerden E6/E7 mRNA ekspresyonu hiicre siklusu kontroliinii
etkileyerek servikal kanser gelisimini baglatmaktadir. Caligmalarda HPV
genotiplerinin sebep oldugu servikal kanser vakalarinin yaklasik %70’ inden HPV tip
16 ve 18’in sorumlu oldugu bildirilmistir (196). Bizim ¢alismamizda HPV tip 16 ile
infekte 34 kadinin 13 (%38.2)’tinde HPV tip 16’ya bagh viral onkoproteinlerin
(E6/E7) varhigimi tespit ettik. Yani ¢alismamizda HPV tip 16 pozitif kadinlarin %
38.2’sinde onkojenik aktivite pozitif bulunmustur. HPV tip 45 ile infekte 35 kadinda
onkojenik aktivite orani ise %31.4 (11/35) olarak bulunmustur. Calismamizda en
diisiik oranda onkojenik transformasyon yapan viral HPV tipinin ise HPV tip 18
oldugu tespit edilmistir. Toplam 11 HPV tip 18 ile infekte hastanin 2 (%18.2)’sinde
E6/E7 onkoprotein varlig1 saptanmaistir.

Bunun yaninda ¢alismamizda yiiksek onkojenik riskli HPV tiplerinden HPV
tip 31 ve 33 ile infekte kadmnlarin hicbirinde E6/E7 onkoprotein varligina
rastlanilmamistir. Bu ¢alismada literatiirden farkli olarak servikal kanserlerle iliskisi
en yiikksek diizeyde oldugu bildirilen HPV tip 16 ve 18’in disinda HPV tip 45 ile
infekte kadmlarda da olduk¢a yliksek diizeyde (%31.4) onkoprotein varlii tespit
edilmistir (196).
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6.SONUCLAR VE ONERILER

1. Bu ¢alisma, Hatay bolgesinde, servikal intraepitelyal neoplazi (CIN1, CIN2
ve CIN3) tanis1 konmus, 18-80 yaslar1 arasindaki 114 hastada ve asemptomatik 89
kadinda HPV infeksiyonunun insidanst ve genotip dagilimi arastirilmak amaciyla
yapilmistir. Ayrica, CIN tanili kadinlardan izole edilen, servikal kanser iliskisi
oldugu bildirilen yiiksek riskli 5 HPV tipi (HPV tip 16, 18, 31, 33 ve 45)’nde,
HPV’ye bagl onkojenik transformasyon oraninin tespit edilmesi amag¢lanmustir.

2. Asemptomatik kadinlarda HPV pozitivite orant %7.9 (7/89) bulunmustur.
Bu kadinlar arasindaki genotip dagilimi; %3.4 (3/89) HPV tip16, %3.4 (3/89) HPV
tip 45 ve %1.1 (1/89) HPV tip 58 seklinde bulunmustur.

3. CINI tanili kadmnlarm %56.5 (39/69)’inde; CIN2 tanili kadinlarin %88.5
(23/26)’inde ve CIN3 tanili kadinlarin ise %89.5 (17/19)’inde HPV genomu
acisindan pozitivite saptanmistir.

4. CIN1 tanili kadinlarda en yiiksek oranda HPV tip 16, CIN2 tanili
kadimnlarda HPV tip 45 ve CIN3 tanili kadinlarda ise HPV tip 16 tespit edilmistir.

5. Calismada toplam 31 (%27.2; 31/114) CIN tanili kadinda birden fazla HPV
tipiyle koenfeksiyon tespit edilmistir.

6. Yiiksek riskli HPV tipleriyle infekte toplam 57 (%50; 57/114) CIN tanili
kadinn 24’0 (%42.1; 24/57) E6/E7 onkoprotein varligr acisindan pozitif

bulunmustur.

7. Calismada E6/E7 onkoprotein varligmin tiplere gore dagilimi soyleydi:
CINI tanilt HPV tip 16 ile infekte toplam 16 kadinin 8 (%50)’inde, HPV tip 45 ile
infekte toplam 11 kadmm 6 (%54.5)’sinda ve HPV tip 18 ile infekte toplam 3
kadmnin 1 (%33.3)’inde E6/E7 onkoprotein varlig1 saptanmaistir.

8. CIN2 tamis1 almis HPV tip 45 ile infekte toplam 14 kadmm 2
(%14.3)’sinde ve HPV tip 16 ile infekte 7 kadinin 1 (%14.3)’inde E6/E7 onkoprotein
varlig1 saptanirken HPV tip 18’le infekte 5 kadinin hi¢birinde E6/E7 onkoprotein

varlig1 saptanmamustir.

9. CIN3 tanili kadinlarda E6/E7 onkoprotein varlig1 incelendiginde ise; HPV
tip 16 ile infekte 11 kadinin 4 (%36.4)’iinde, HPV tip 45 ile infekte 9 kadmin 3
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(%33.3)’tinde ve HPV tip 18 ile infekte 3 kadinin 1 (%33.3)’inde onkojenik aktivite

pozitif bulunmustur.

10. Calisgmamizda bolgemizdeki CIN tanili kadmlarda en sik rastlanilan tip
HPV tip 45 (%30.7; 35/114) olurken, bunu HPV tip 16 ve HPV tip 35 izlemistir.
HPV siklig1 a¢isindan HPV tip 45 ile HPV tip 16 arasinda istatistiksel agidan anlamli
derecede fark bulunmazken (p>0.05), HPV tip 45 ile HPV tip 18 ve HPV tip 16 ile
HPV tip 18 arasinda istatistiksel agidan anlamli derecede farkin oldugu tespit
edilmistir (p<0.01).

11. HPV infeksiyonundan korunmada iilkemizde en sik Onerilen ve tercih
edilen dortlii as1 (quadrivalan asi; tip 6, 11, 16 ve 18’e¢ karsi) HPV tip 45’1
icermediginden bolgemizde en yiiksek diizeyde saptanan bu HPV genotipi servikal

kanser acisindan ciddi bir risk olarak tespit edilmistir.

12. HPV tip 45 servikal kanserle ilgkilendirilen ve yiiksek risk grubunda yer
alan bir HPV tipidir. En az HPV tip 16 ve tip 18 kadar 6nemli ve karsinojen bir
genotip oldugu bildirilmektedir. Hi¢ sliphesiz, HPV infeksiyonlarina kars1
korunmada 6nemli olan as1 igeriginin lilkemiz ya da bdlgemiz genotip profili goz

Oniine alinarak hazirlanmasi koruyuculugu artiran 6nemli bir adim olacaktir.

13. Calismamizda yiiksek riskli HPV genotipleriyle (HPV tip 16, 18, 31, 33
ve 45) infeksiyon orani oldukca yiiksek bulunmustur. Toplam 114 CIN tanili kadinin
57 (%50)’sinde yiiksek riskli HPV genotipleri tespit edilmis olup, bu kadimnlarin 24
(%42.1)’linde ise onkojenik aktivite (E6/E7 mRNA) tespit edilmistir.

14. Calismamizda onkojenik aktivite testlerine dayanarak su sdylenebilir ki,
onkojenik aktivite testleri yapilamadigi durumlarda, ytiksek riskli HPV genotipleriyle
infekte oldugu tespit edilen hemen hemen iki kadindan birinde onkojenik doniisiimiin

olabilecegi unutulmamalidir.

Sonu¢ olarak ¢alismamizda elde edilen bulgular, servikal intraepitelyal
neoplazik hastalarda, gerek total HPV infeksiyonu prevalansi ve gerekse de yiiksek
riskli HPV tipleriyle HPV infeksiyonu oraninin olduk¢a yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayrica ¢aligmada bu tiplerde yliksek oranda onkojenik aktivite tespit

edilmistir. Servikal kanser prevalansini azaltmada HPV infeksiyonlu kadinlarin erken
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ve dogru tanisiin yapilmasi, genotip analizi ve onkojenik aktivite agisindan
incelenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle cinsel yonden aktif kadinlarin
HPV infeksiyonu agisindan spesifite ve sensitivitesi yiiksek olan molekiiler tabanli

yontemlerle arastirilmasi dnerilir.
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