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I. GIRIS VE AMAG

Glnumuizde insanlarda gozlemlenen tim kanserin yaklasik %20’sinin
viral kdkenli oldugu bilinmektedir. Viral enfeksiyonlar kanser gelisiminde 6nlenebilir risk
faktorlerinden birisi olarak gosteriimekte ve viral karsinojenezisin Uzerinde 6nemle

durulmaktadir’?.

Human Papillomavirus (HPV) enfeksiyonu diinya genelinde en yaygin
cinsel yolla bulasan hastaliklardandir®. Ttim dinyada heryil yaklasik olarak 30 milyon yeni

genital HPV enfeksiyonu tanisi konulmaktadir®.

Gunumuzde 120°den fazla HPV tipi tanlmlanm|§t|r5. Farkli HPV tipleri
bircok patolojik durumdan sorumlu tutulmaktadir. Mukozal tip HPV’ler anogenital
karsinoma sebep olabilecek intraepitel neoplazi ile iliskili olup olmamasina gére dusuk
riskli, olasi yuksek riskli ve yuksek riskli tipler olmak Uzere Ug¢ alt grupta incelenir®’.
Tanimlanan HPYV tiplerinden yaklasik 40 tanesi genital bolge epitelini etkiler, bunlarin da

yaklasik yarisi yuksek riskli tipler olarak tanimlanir®.

Dinya genelinde servikal kanser kadinlarda meme kanserinden sonra
hastalik ve 6lim sikligi incelendiginde en yaygin malignansidir ve yeni kanser vakalarinin
da yaklasik %10’unu olusturmaktadir®'®. Bugiin servikal kanser vakalarinin %80-99'unda
HPV DNA’s! tespit edilmektedir. Bu oranin yiksekliginde yuksek riskli HPV tiplerinin

bilyiik katkisi s6z konusudur’".

HPV tipleri dinyanin degisik bdlgelerinde farkl insidans gosterir. HPV 16
tim dinya genelinde en yaygin yiksek riskli tip olmakla birlikte diger tiplerin dagilimi
ulkeden ulkeye farklilik gostermektedir. HPV 16’dan sonra en yaygin ikinci ylksek riskli

HPV tipi HPV 18 olarak belirlenmistir®'®>. HPV 16 diinya genelinde servikal kanserlerin



yaklasik %50’sinde tespit edilmisken, HPV 18 servikal kanserlerin yaklasik %15’inde

tespit edilmigtir8'13.

Yuksek riskli HPV tipleri ile indiiklenen timorlerin gogunda E6 ve E7 viral
proteinlerinin ekspresyonu dikkat ¢ekmistir. Bu durum E6 ve E7 viral proteinlerinin
hicresel transformasyonla direkt iliskili oldugunu géstermistirs. HPV ile iligkili
karsinojenezis daha ¢ok eksprese edilen E6 ve E7 onkoprotein ve iki timér baskilayici
gen olan p53 ve pRB Uzerinde yodunlagsmistir. HPV E6 proteinleri p53, E7 proteinleri ise
Rb timdr baskilayici yolaklari hedefler'. Tumaor baskilayici genlerindeki inaktivasyon
DNA hasarinin onarilamamasina ve apoptozisin inhibisyonuna neden olur. Bdylelikle

mutasyonlar birikir ve karsinojenik aktivasyon gergeklesir13.

Yasam tarzi ve ¢evresel kofaktorlerin yani sira bireyin genetik duyarlihgi
servikal kanser gelisiminde son derece 6nemlidir. Servikal kanser éncul lezyonlarinnin
bazi bireylerde kendi kendine iyilesmesi bazi bireylerde kanser gelisimine sebep olmasi
immun mekanizmalarin etkinliginin yani sira genetik duyarlihgin da servikal kanserdeki
Onemini dogrulamaktadir. Yiksek riskli HPV tipleriyle enfeksiyon servikal intraepitel
neoplaziler ve servikal kanser i¢cin en 6nemli risk faktéri olmasina ragmen, HPV ile
enfekte olan kadinlarin ¢ok az bir kismi servikal kanser gelistirmektedir. Birgcok ¢evresel
kokenli hastalikta oldugu gibi servikal kanser gelisiminde de genetik, yasam tarzi ve
maruziyet hikayesi 6nem tasimaktadir. Ancak gunimizde genetik ve kazanilmig

duyarlilik faktorlerinin servikal kanser gelisimi tGzerine etkisine dair yeterli kanit yoktur15.

HPV ile induklenen genomik instabilite, erken ddnemde servikal
intraepitel dncll lezyonlarda olusur ve karsinojenik sireg ile artar. Genel olarak HPV’nin
sebep oldugu kromozomal instabilite, sayisal ve yapisal kromozomal aberasyonlari

igerir16.



Servikal izleme programlarinin dizenli olarak uygulandigi gelismis
Ulkelerde servikal kanser insidansi ve mortalitesi d[]gm[]gt[]r”. Yiksek riskli HPV tipleri ile
servikal kanser arasindaki glgli baglanti serviks kanserinden korunma programlarinda
HPV testlerinin izleme amagli uygulanmasi gerekliligini giindeme getirmistir. Servikal
izleme programlarinda klasik sitolojik yontemlerin yani sira HPV DNA’sinin tespiti klinik
acidan olduk¢a 6nemlidir. Gergcek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR), bu

amagla kullanilir ve yiksek analitik duyarliliga sahiptir18.

Genotoksisite galismalarinda periferal kan lenfositlerinin  hedef
dokulardaki biyolojik etkileri temsil ettigi dusunilmektedir. Kromozomal hasar
mekanizmasinin farkli dokularda benzer oldugu dusinilirse, lenfositlerdeki hasar
seviyesi kansere yatkin dokularinkini yansitip kanser riskini belirlemede kullanilabilir'®2".

Bu yuzden periferal kan lenfositleri, hedef dokuyu da yansitir sekilde DNA hasarlarinin

degerlendiriimesini ve genotoksik riskin belirlenmesini mimkudn kilar®.

Calismamizin hedeflerini temel olarak su sekilde toplamak mimkundur:

- Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile HPV 16 ve
18 genotiplemesi yapilarak HPV ile enfekte bireylerin ve kontrol grubunu
olusturacak HPV negatif bireylerin belirlenmesi,

- Periferal kan lenfositlerinde Comet teknigi uygulanarak HPV pozitif
bireylerde ve kontrol grubunda DNA hasarinin belirlenmesi,

- Periferal kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon teknigi uygulanarak
HPV pozitif bireylerde ve kontrol grubunda kromozomal hasarin belirlenmesi,

- Servikal sirintld hicrelerinde Comet teknidi uygulanarak HPV pozitif
bireylerde ve kontrol grubunda hedef hiicre grubundaki DNA hasarini belirlemek,

- Duyarhh@in biyogdstergesi olan Challenge teknigini uygulayarak, HPV

pozitif bireylerde ve kontrol grubunda bireysel DNA onarim kapasitelerini



belirleyerek HPV enfeksiyonun DNA onarim kapasiteleri Uzerindeki etkisinin
belirlenmesi

- DNA onarim kapasitesi ile genotoksik etki arasindaki iliskinin
arastirimasi ve HPV enfeksiyonununa bagl gelisebilecek prekarsinojenik oncil

lezyonlarin ile bu parametrelerle iligkisinin aragtiriimasidir.



I.GENEL BILGILER

1.1 Human Papillomavirus ve viral karsinojenezis

11.1.1 Human Papillomavirus tarihgesi

Human Papillomavirus (HPV) enfeksiyonu alt genital sistemin en yaygin
cinsel yolla bulasan hastaliklarindan biridir. Yaygin dogasina karsilik, virisun
populasyonlardaki sikhdi, tarihcesi, bulasiciligi, enfeksiyona bagl gelisen prekanser6z ve
kanserdz lezyonlar gibi belli baslh olgular tam olarak anlagilamamistir. Tarihsel olarak
papillomavirusler omurgalilarla birlikte evrim gegirmistir. Tim omurgalilarda sigil olugsumu

gOruldr ve kutandz sigiller binlerce yildir tanimlanmaktadir®.

Eski Yunan ve Roma’dan beri genital sigiller (accuminate) bilinmektedir
ve “kondilom” terimi genital sigillerin “incir benzeri” olusumunu tanimlamaktadir. Bu terim
gunuimizde hem sifilis (condyloma lata), hem de HPV ile Iiligkili lezyonlarin
tanimlanmasinda da  kullaniimaktadir. Eski Yunan ve Romalilar, erkek
homosekstellerdeki yiksek sigil prevalansini kaydetmis ve bunu sekslel maruziyetle
iliskilendirmiglerdir. Sifiliz ile condyloma lata arasindaki iliski 16.ylzyillda saptanmis ve
1800’lerin sonlarina kadar genital sigillerin sifiliz ya da gonore ile iligkili oldugu sanilmigtir.
20.yuzyihn ilk yillarinda deri sigilleri ile genital sigillerin gok benzer olduklari saptanmis,

genital sigillerin zihrevi 6zellikleri sorgulanmaya ba§lanm|§t|r22.

20.yuzyihn baglarinda Ciuffo, sigil dokusundan alinan ve hicre
icermeyen ekstraktl kullanarak insandan insana aktarimi géstermis ve insan sigillerinin
viral etiolojisinden s6z etmistir. 1933 yilinda ise Shope ilk defa papillomavirusi pamuk
kuyruklu tavsanda tanimlamistir. Sonraki ¢alismalarinda ise kémir katranini promoter

olarak kullanmak suretiyle kanser baslangicini ve gelisimini stimule etmis ve DNA tumor



virisindn onkojenik 6zelliginin ilk 6rnegini ortaya koymugtur3. 1940’larin  sonunda
hapishane goénullilerine genital sidil ekstrati enjekte edilmis, ekstragenital enjeksiyon
bdlgelerinde bulasicihdi kanitlar sekilde sigil olusumu tespit edilmistir. Viruslerin zlhrevi
dogasini dogrulayan bir diger olay da Kore savasindan donen askerlerde penil sigiller
olustugu goézlemlenmesi ve eslerinde de bir siire sonra vulvar sigil goriimesi olmustur®.
Batun bu veriler 1siginda genital sigillerin enfeksiyoz bir etkenle olusabilecedi distnilmus

ve bireyden bireye bulasicilidi arastiriimaya baglanmistir.

1960’ yillarin sonunda genital sigillerde viral partikiller elektron
mikroskopu ile tespit edilmis ve bu partiklllerin deri sigillerininkine blylk benzerlik
gosterdigi saptanmistir. Bdylece HPV'nin deri ve genital bdlge sigillerinden sorumlu

bulasici bir ajan oldugu kabul edilmigtir3’22.

1970’li yillarin ortalarina kadar insanlarda gézlemlenen butun sigillere
ayni tip papillomavirusiin sebep oldugu dusundlmekteydi. Modern biyolojideki
ilerlemelerle molekduler hibridizasyon tekniklerinin kullaniimaya baglamasi ile birgok HPV
tipinin varh@r kesfedilmistir. O dénemde saptanan 60 tip HPV’'den 20 tanesinin genital

sistemle baglantili oldugu belirlenmigtir3'23.

HPV enfeksiyonunun sitolojik ve histolojik degisikliklerle karakterize
oldugu ilk defa Koss ve Durfee tarafindan 1956 yilinda tanimlanmigtir. 1976 yilinda
Meisels ve Fortin, hemen arkasindan 1977 yilinda Purolo ve Savia, karakteristik hiicresel
degisikliklerini HPV enfeksiyonuna baglayana kadar bu hiicresel degisikliklerin sigillerle

iliskisi olmadigi diistiniilmekteydi®.

1976 yilindan itibaren kadin genital sisteminde HPV’nin indukledigi
lezyonlar, siklikla servikal intra epitel neoplazi, karsinoma in situ ve invasive skuaméz

hicre karsinomlarinin sebep oldugu hicresel degisiklikler 1sik mikroskopisinde



incelenmistir. Boylece virustin varligi klinik érneklerle goésterilmis, virusin patogenezi

hakkinda daha cok fikir sahibi olunmustur24.

11.1.2 Human Papillomavirus siniflandirmasi

HPV tipleri diger birgok virusun aksine antijenik yapilarindan ¢cok DNA
yapisina gére siniflandiriir. HPV tipleri serotiplerine gére degil de genotiplerine goére
siniflandirilip, kesfedildikleri siraya gdre numaralandiriimaktadirlar. Yeni bir HPV tipinden
s6z edebilmemiz igin bilinen HPV tipleri ile karsilastinldiginda secilen genom
bolgesindeki sekanslarda %10 farklilik bulunmasi gereklidir’. Giiniimiize kadar 120’den
fazla HPV tipi  belirlenmis, ancak bunlardan yaklasik 118 tanesi tam olarak
sekanslanmig ve gruplandiriimistir. Ancak hayvan virGsleri henliz kapsamli bir sekilde

calisiimamistir, her bir tir igin sadece birkag tip bilinmektedir®®%.

Butliin Papillomavirusler, PApilloma, POlyoma ve VAcuolating virus
ailelerinden olugsan PAPOVA (Papovaviridae) virls ailesinde siniflandiriimiglardir. Bitin
HPV tipleri epitelyotrofiktir ve kendilerine 6zgi deri ya da mukoz membranlari

etkilerler??,

Filogenetik agaca gore (Sekil 11.1) insan ve hayvan papillomavirisleri 16
grupta toplanir. Bu alfa’dan pi'ye kadar siniflandiriimistir. Bu siniflandirma bir kapsid
proteini olan L1i kodlayan segmentin nikleotid sekansinin karsilastiriimasina
dayanmaktadir. Hayvan papillomavirisleri yaygin olarak birgok grupta gorulirken, insan
papillomavirusleri (HPV) sinirl sayida grupta gézlemlenmektedir. Ayni grupta yer alan
APV ve HPV’ler farkli gruptakilere gore birbirleriyle yakindan baglantihidirlar. Mukozal-
kutan6z (genital) tip HPV’ler alfa-PV grubunda lokalize olmuslardir. PV tipleri icin flogentik
agac olusturmanin en buyuk yarari PV tiplerinin viral 6zelliklerinin ve patolojik olarak ortak

yonlerinin belirlenmesidir®.
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HPV'ler genel olarak ii¢ grupta incelenir®>?".

1- Kutanoéz Tipler
2- Epidermodysplasia Verruciformis (EV) tipleri
3- Mukozal Tipler

a) dusuk riskli HPV’ler

b) olasi ylksek riskli HPV’ler

) yuksek riskli HPV’ler

1- Kutanéz tip HPV’ler: (HPV-1,2,4) Anogenital bélge disinda sigil
olusumuna sebep olan HPV’ler bu grupta yeralir.

2- Epidermodysplasia Verruciformis (EV) tipler: (HPV-5,8,20,22)
Bu gruptaki HPV’ler, filogenetik agacta kutandz tiplerle ayni grup altinda bulunurlar ve
EV’li bireylerde veya immunosuresyonlu bireylerde nongenital cilt lezyonlari olustururlar.
EV’li hastalarin yaklasik 1/3’Unde gorilen, ¢odunlukla giinese maruz kalan bolgelerdeki
HPV enfeksiyonu ile iliskili oldugu belirlenen bazi sigiller cilt kanseri gelisimine sebep
olabilir. EV sigillerinin kansere donusenlerinin gogu HPV-5 ve 8 ile iligkilidir. Bu ylizden,
bu iki tip de yuksek riskli tipler olarak tanimlanmaktadir®.

3- Mukozal tip HPV’ler: Mukozal HPV’ler 40’'tan fazla tipi icerir ve
genital bolgeyi enfekte etmek suretiyle genital/nongenital mukozay: etkilerler. Bu grup
HPV’ler anogenital sistemi (vulva, vagina, serviks, anal kanal ve penis) ve solunum-
sindirim kanaliyla birlikte oral kaviteyi de etkiler. Genital mukozal tipler asemptomatik
enfeksiyonlardan genital sigillere, malignansiye sebep olan kalici enfeksiyonlara kadar

genis bir aralikta klinik sonuglar dogurur7.

Mukozal tip HPV’ler anogenital karsinoma sebep olabilecek intraepitel
neoplazi ile iliskili olup olmamasina gére dusuk riskli, olasi ylksek riskli ve yiksek riskli

tipler olmak iizere (g alt grupta incelenir®’.



a) Diistik riskli HPV tipleri: Dusuk riskli HPV’ler neoplazi ile baglantili
degildir. DUsuKk riskli olarak tanimlanan HPYV tiplerinin condyloma accuminata ile iliskili
oldugu belirtiimektedir. Bu grup HPV’ler ile enfeksiyon sonucunda ya asemptomatik
enfeksiyon gelisir ya da epitel hiicrelerinin lokal proliferasyonu sonucu sigil olusumu gibi
kolaylikla gézlemlenebilir lezyonlar olusur. HPV 6 ve 11 primer olarak benign genital
sigillerin veya condyloma accuminatumun en yaygin sebebidir. Bu iki viris %90
kondilomda bulunmaktadir. Bunlarin 2/3’Ginde etken HPV 6, 1/3’lGinde ise etken HPV 11
olarak bulunmustur. Bu iki HPV tipinden baska HPV 42, 43, 44 ve 55’in de condyloma
accuminatum ile iligkili oldugu belinmektedir®?.

b) Olasi yiiksek riskli HPV tipleri: Kanser gelisimi agisindan ylksek
riskli oldugundan sliphelenilen, ancak malign olusumlarla iligskisi henliz yeteri kadar
aydinlatiimamis HPV tipleri bu grupta yeralir.

c) Yiiksek riskli HPV tipleri: HPV tiplerinden serviks kanseri ile iligkili
olanlar “yuksek riskli tipler “ olarak karakterize edilmiglerdir. AnUs, vulva, penis ve serviks
karsinomunu kapsayan anogenital kanserler ylksek riskli tiplerle iligkilidir. Bircok yliksek

3,25,27

riskli HPV tipi filogenetik agagta alfa-PV grubu’nunda bulunmaktadirlar . Genital

boélge epitelini etkileyen yaklasik 40 HPV tipinin neredeyse yarisi yuksek riskli tipler olarak
tanimlanir®.

Tablo 1’de HPV tipleri ve yeraldiklari risk kategorileri gdsterilmektedir.

Tablo Il.1 HPV tiplerinin risk kategorilerine goére siniflandiriimasi®®

Risk Kategorisi HPV Tipi
Dustk riskli tipler 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,61, 70, 72, 81,
Olasi yiksek riskli tipler 26, 53, 66, 68, 73, 82

Yksek riskli tipler 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59




Hiperplazi ve hiperkeratozis HPV’nin deri enfeksiyonlarinin major
patolojisidir. Lezyon tipleri ve patolojiler ise degisik HPV tiplerine baghdlr”. Farkli HPV
tipleri birgok patolojik durumdan sorumlu tuttulmaktadir. HPV tipleri ile iligkili oldugu

hastaliklar Tablo 11.2°de gdsterilmigstir.

Tablo I1.2 HPV tipleri ve ligkili oldugu hastaliklar®***°

Hedef Bolge Hastalik HPV tipi
1,2,3,4,7,10,26-
Deride sigil 29,41,48,60,63,!
5-78
Deri
3,5,8,9 12,14
Epidermodysplasia
17, 19-25, 3€
verruciformis
46, 47, 49, 50
6, 11, 16, 18,
Condyloma accuminatur
34,54,55,70
. 16, 18, 31, 33,
Anogenital
. Servikal kanser ve neop 45, 51, 52, 56,
sistem
59, 65, 66
Vaginal kanser 16,18, 74
6, 7, 11, 32, 34,
Oral ve larengeal papillo
Oral kavite 59, 69, 72,73
bag-boyun Ozefagial papilloma 45
timorleri Ozefagial skuaméz hii 73

kanser



11.1.3 HPV’nin Toplumda goériilme sikhgi

HPV enfeksiyonunun dinya genelinde kadinlarda  goériime siklig
tahminen %2 ile %44 arasinda degigmektedir31. Bu genis aralik ¢aligilan popilasyonlarin
farkli yas dagilimlari ile veya HPV enfeksiyonunu tespit etmek ic¢in kullanilan tekniklerin

duyarlilik farklari ile ag|klanmaktad|r23.

TUim dinyada heryill yaklasik olarak 30 milyon yeni genital HPV
enfeksiyonu tanisi konulmaktadir ve dinya genelinde en yaygin cinsel yolla bulagsan
hastalik HPV'dir*. HPV tiplerinin de dinyanin degisik bdlgelerinde farkli insidans
gosterdigi bilinmektedir. HPV 16 tim dinya genelinde en yaygin yuksek riskli tip olmakla
birlikte diger tiplerin dagihmi Ulkeden Ulkeye farkliik gostermektedir. Ornegin; Bati
Afrika’da HPV 45 cok yayginken orta ve giney Amerika’da HPV 39 ve 59, ve Pasifik
bdlgesinde HPV 52 ve 58 baskindir'?. Serviks kanseri vakalari incelendiginde HPV 18’in
Afrika ve Amerika’da Avrupa’ya gbre daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Tum dinya
genelinde HPV 18’in en yaygin tespit edildigi yer ise Amerika’dir. Ancak sinirli sayida
Ornekten elde edilen bu sonuglari populasyon geneline uyarlamak ve degerlendirmek pek

dogru degildir®.

HPV 16 ve 18, HPV enfeksiyonlarinda ve servikal kanserlerde en
yaygin rastlanan yiksek riskli tiplerdir. HPV 16 dinya genelinde servikal kanserlerin
yaklasik %50’sinde tespit edilmisken, HPV 18 servikal kanserlerin yaklasik %15’inde

8,13

tespit edilmigtir” . Sekil 11.2’de dinya genelinde skuaméz hiicre servikal karsinomaya

sebep olan HPV tiplerinin goérilme sikhidi gosterilmistir.



HPV 18
HPV 18 O/EI 70
HPV 16 ve 18

| HPV 31

HPV 45

HPV 52
HPV 58

HPV negatif

Diger HPV tipleri

Sekil 1.2 Dinya genelinde Skuamoéz hiicre servikal karsinomaya-sebep olan HPV

tiplerinin gorilme S|kI|(j||8

Tipe 6zgu antikorlarin 6lcimuyle kombine DNA tabanl bu calismalar
seksuel agidan aktif kadinlarin %50’den fazlasinin hayatlarinin bir déneminde bir ya da
birden fazla tip HPV ile enfekte oldugunu gt')stermigtir31.Winer ve arkadaslari, ilk seksiel
birlesmeden sonra vyaklasik 48 ay sonra kadinlarin %50’sinden fazlasinin HPV

enfeksiyonu kazandigini belirtmistir®?.

Anogenital HPV enfeksiyonunun ABD’de en yilksek insidansa sahip
cinsel yolla bulagan hastaliktir®®. ABD'de bulunan Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC)'ne gore yaklasik 24 milyon Amerikali
HPV ile enfektedir. Heryll ABD’'de yaklasik 6,2 milyon insanin HPV ile enfekte olacagi

ongorulmektedir. HPV enfeksiyonlarinin tahmini sikligi yasla yakindan alakalidir. Yaslarin



karisik olarak alindigi tahmini siklik hesaplamalarinda %5-15 arasi bir insidans elde

edilir*>?,

HPV ile enfekte olan kadinlarin sikhgina bakilinca servikste malign
hastalik gelistiren kadin sayisi ¢ok azdir. Verilen en ¢ok toplandigi ABD’de yapilan
calismalar gostermigtir ki, 18-30 yas arasi kadinlarin %20-25'i onkojenik bir virusle
enfekte oldugu halde ABD’de yilda sadece 15 bin invaziv servikal kanser vakasi 40’li ve

50’li yaglardaki kadinlarda tespit edilmektedir®.

ABD’de cinsel yonden aktif kadinlarin %50’sinin bir veya birden fazla
HPV tipi ile enfekte oldugu yaklasik %15'inde aktif enfeksiyon ve bunlarin %50-75’inin
yuksek riskli tipler ile enfekte oldugu ve %7’inde genital sidillerin tespit edildigi

belirtilmistir®®.

11.1.4 Viriisiin yapisi

Bitin papillomavirisler kiiguk, cift iplikli 1siya dayanikli DNA virUsleridir.
IHPV genomu 6800-8000 baz ciftinden olusmustur. Cift sarmalli gembersel DNA genomu
55 nm. ¢apinda zarfsiz, ikozahedral bir kapsidle gevrilidir. Organik solvanlara ve 56°C’lik

sicakliga dayan|kl|d|rlar3’36’37.

Viral partiktl agirhdinin %80-90’1 kapsid proteinlerinden olugur. Virion 72
kapsomerden (60 hekzamerik + 12 pentamerik) olusan ikozahedral bir kapsid ile gevrilidir.
Viral kapsid 2 proteinden olugur. Bu proteinler; L1 geni tarafindan kodlanan major protein
ve L2 geni tarafindan kodlanan minor proteindir. Yaklagsik 56.000 Dalton molekul

agirhigindaki L1 major kapsid proteini virion agirliginin %80’ini olugtururzs. Minér kapsid



proteininin agirhdi ise yaklasik 76.000 Daltondur. Sekil 11.3'te G¢ boyutlu HPV modeli

gOsterilmektedir.

Maior kapsid protein (L1)

Viral niikleik asit (DNA)

Sekil 1.3 Ug boyutlu HPV Modeli*

Viral DNA;
1. Kodlanmamis dizenleyici bolge (URR, LCR)
2. Acik okuma alani (Open reading frame=0ORF)
a) erken gen bolgesi

b) gec gen bdlgesi’nden olusur.

Viral DNA kodlanmamis duizenleyici bdlge (URR veya LCR) ve agik
okuma alani (Open reading frame=0ORF) olmak Uzere iki bélimden olusur ve tamami

tekbir DNA sarmali tizerinde kodlanir'®.

Kodlanmamis bolge yaklasik 400-1000 baz ciftinden olusur ve uzun
kontrol bélgesi (URR veya LCR) diye de adlandirilir. Bu bélge p57 promoter bdlgesini de
icine alir. Aktivatér ve baskilayicilar sayesinde, ORF’lerin transkripsiyonu da kontrol
altinda tutularak, DNA replikasyonu duzenlenir. Dolayisiyla, URR viral proteinlerin

reglilasyonunda 6nemli role sahiptir'®%.



*Modis Y, Trus BL, Harrison SC,Atomic model of the papillomavirus capsid EMBO J., 21,

4754-62'den alinmistir.

Acik okuma alani (ORF), erken ve ge¢ gen bolgesi olmak Uzere iki
bdlgeyi kodlar. Toplam 10 fonksiyonel bdlge vardir. Bunlardan 8 tanesi erken, 2 tanesi
gec bolge genidir. Erken ORF’ler E1'den E8’e kadar numaralandiriimistir ve viral
replikasyon, enfeksiyon ve entegrasyonda major rol oynayan proteinleri kodlarlar. Erken
ORF’ler E1, E2, E4, E5, E6, E7 olarak tanimlanir ve her birinin farkli bir fonksiyonu vardir.
HPV’de E3 ve E8 ORF’nin bilinen bir fonksiyonu olmadidi igin toplam erken ORF sayisi 6

olarak kabul edilmektedir. Ge¢ ORF’ler ise L1 ve L2 olmak Uzere iki tanedir*?’.

Genomik haritasi en ayrintili belirlenmis HPV tipi HPV 16’dir. Sekil 11.4’te
HPV 16’nin genomik haritasinda goruldiugu Gzere; ift sarmalli gembersel DNA molekuli
7904 baz ciftinden olusmustur. Transkripsiyon saat yoniinde gergeklesir. HPV 16 igin
haritalanmis olan tek transkripsiyonel promoter p97’dir. DNA sekansi sonucu ortaya ¢ikan
ORF’ler E1-7, L1 ve L2 gcembersel genomun dis tarafinda gdsterilmistir. Ag ve A, ile erken
ve gec¢ poliadenilasyon bélgelerinde gosterilmigtir. Viral uzun kontrol bdlgesi (LCR)

transkripsiyon ve replikasyon icin diizenleyici elemanlar bulundurur®’.



s HPY-16 F1

Sekil 1.4 HPV 16’'nin genomik haritasi®’.

Herbir ORF; buyukligline, ¢cembersel genomdaki pozisyonuna ve erken
/ge¢ bolgede yeralmasina goére kodlanir. Genomun erken bodlgesi (E1-8) duzenleyici
(regulatory) proteinleri kodlar. Bu proteinler, tretken olmayan enfekte hiicrelerde ve
transforme hiicrelerde eksprese edilen transkripsiyon ve replikasyondan sorumiu
proteinlerdir. Replikasyon sirasinda 6nce erken bdlge proteinleri, sonra ge¢ bdlge
proteinleri sentez edili’. Tablo [.3te erken ve ge¢ ORF’lerin  fonksiyonlari

gOsterilmektedir.

Erken bélge ORF’leri:

E1 ve E2 genomik replikasyonda goérevli kritik proteinleri kodlar. E4’lin
fonksiyonu tam olarak anlagilamayan sitoplazmik fosfoproteini kodladigi ve sitokeratin
yapisini bozdugu bilinmektedir. E5, E6 ve E7 onkogenler olarak tanimlanir. E5 proteini
blylime reseptdrlerini membrana baglanarak aktive eder. Son yillarda yapilan ¢alismalar
E5’in DNA hasarini takiben apoptozisi 6nledigine dikkati gekmektedir. Viral entegrasyon

sirasinda E5'’in de iginde bulundugu genomun blylk bir pargasi silinir. Bu nedenle E5’in,



HPV ile iligkili ge¢ dénem karsinojeneziste énemli bir roli olmadidi dusindlmektedir. E6
ve E7 hicre proliferasyonu ve transformasyonunu indikleyen proteinleri inaktive ederler
(sirasiyla, p53 ve pRb). Her iki protein de tim HPV ile iligkili patolojilerde korunur ve
eksprese edilirler. E6 ve E7 birbirinden bagimsiz olarak ¢esitli hucre tiplerini
Olimsuzlestirme yetenegine sahiptirler, ancak birarada eksprese edildiklerinde etkinlikleri

daha yiksektir®.
E8’in de ayni E3 gibi fonksiyonu tam olara bilinmemektedir. Ancak son

ylllarda E8'in E2 ile birlikte calisarak HPV DNA’sinin replikasyonununu dizenledigi

distintilmektedir™®.

Gec bolge ORF’leri:

L1 ve L2 olarak tanimlanmis iki adet ge¢ bdlge geni viral replikasyonun
ge¢ doneminde sentezlenir. Minér ve major viral kapsid proteinlerinin kodlanmasindan

sorumludurlar ve béylece virisiin kapsid yapisinin olusmasini saglarlar.

L1, degisik tipler arasinda yuksek dizeyde korunmustur. Virusa antijenik
Ozellik saglayan major viral kapsid proteinlerini kodlar ve total proteinin yaklasik %90’ini

sentezler'**°,

L2 ise minor viral kapsid proteinlerini kodlar. Tipler arasinda sekans
degdisimine ugramistir ve tiplere 6zgu antikor hazirlanmasinda antijen olarak kullanilir®’.
Her iki ge¢ bolge ORF’si (L1,L2) de prekanserd6z ve malign hiicrelerde eksprese
edilmez'®. Ancak, ge¢ bolge ORF’leri asi gelistiriimesinde kullanimlariyla son derece

dnemlidirler®.



Tablo 1.3 HPV erken ve ge¢ genlerinin fonksiyonlari

3,27,39

GEN

FONKSiIYONU

E1

1. Viral DNA replikasyonu ve viral dénginiin tamamlanmasinda gorevli
proteinleri kodlar

2. Bu proteinler E2 UrUnleri ile birlikte galigirlar.

E2

1. Ekstrakromozomal DNA replikasyonu igin iki protein gereklidir.

2. Bunlar E1 proteinleri ile birlikte galigirlar.

3. Transregulator iki proteini kodlar. Full-length Protein, erken bélgenin
transkripsiyonunu arttirmak igin DNA'ya URR’den baglanir.

4. Daha kuglk protein ise, erken bdlgenin transkripsiyonunu inhibe
eder.

E4

1. Virusun olgunlasmasi ve replikasyonu agisindan énemli bir proteindir.

2. Enfeksiyonun ileriki agamalarinda tanimlanmistir.

ES

1. Konak hlicrenin membran reseptdrleriyle etkilesen bir proteindir.

2. Enfekte hiicrede hiicre proliferasyonunu stimule edebilir.

E6

1. Viral replikasyon, konak hiicre élimsizlestirmesi ve transformasyonu

icin kritik Gneme sahip bir proteindir.




2. p53 degredasyonunu stimule eder.

1. Viral replikasyon, konak hiicre dlimsuzlestirmesi ve transformasyonu

icin kritik Gneme sahip bir proteindir.

E7 2. Rb proteinine baglanir ve E2F-Rb kompleksini hiicresel genlerin

transkripsiyonunu stimule ederek ayirir.

1. Major kapsid proteinlerini kodlar

L1 2. Major kapsid proteinleri tipler arasinda farklilagsmamistir.

1. Mindr kapsid proteinlerini kodlar.

Lo 2. Minér kapsid proteinleri tipler arasinda sekans degisimine ugramistir

ve tiplere 6zgu antikor hazirlanmasinda antijen olarak kullanilir.

1.2 HPV Enfeksiyonu

HPV ile enfeksiyonun olusabilmesi i¢in virisin bazal tabaka hiicrelerine
ulasabilmesi gerekir. Bu genellikle deride veya mukozada travma sonucu olusan

mikrolezyonlar sayesinde gergeklesir34‘36.

HPV enfeksiyonunun Gg¢ tipinden sézedilir:

1) Latent enfeksiyonda, molekuler biyolojik teknikleri kullanilarak
HPV DNA tespit edilebilir ve herhangi bir klinik bulgu veya sitolojik degisiklik s6z konusu
degildir14‘4°. Latent enfeksiyonun dogru bir sekilde belirlenip tanimlanabilmesi gelismis
molekduler biyoloji teknikleriyle s6zkonusudur ve HPV enfeksiyonununa bagl gelisebilecek

olasi klinik farkhlagsmalarin erken tespitinde gok onemlidir*".

2) Subklinik enfeksiyonda, kolposkopi veya mikroskopiyle patoloji

tespit edilebilirken muayne ydntemleriyle tespit edilemez .



3) Klinik enfeksiyon, g6zle gorulebilir lezyonlar olusmustur ve artik

klinik semptomlar tespit edilebilir™.

HPV maruziyeti sonrasinda gergeklesen latent enfeksiyon, viral lezyon,
CIN gelisimi ve gesitli mekanizmalarin devreye girmesi sonucu virlisten arinma Sekil

I1.5'te gosterilmektedir.

Latent enfeksiyon

7 1T X

Virtisten = HPV —> Viral
arinma maruziyeti Lezyon
CIN

Sekil 1.5 HPV enfeksiyonu®

Serviksin HPV ile enfeksiyonu sonucu kanser olusumu ¢ok basamakli bir
sureg gerektirir (Sekil 11.6). Bazen enfeksiyon gergeklesir gergeklesmez hizli bir sekilde

temizlenir. Enfeksiyonun 1-10 yil arasi kalicilik géstermesi sonucu ¢ogu zaman CIN Il ve



prekanser6z dokular olusur, ancak bazen konakginin immin sistemi bazen de farkl
mekanizmalar bu asamada da geri dénlisimU mUmkin kilar. Geri donlsimuin
gerceklesmedigi veya tedavinin yapilmadidi durumlarda ise kanser gelisimi

kaglnllmazd|r42.

Konakgi hiicrenin HPV ile enfeksiyonu temelde iki sonuca sebep olur:

1. Gegici enfeksiyon: Gegici enfeksiyon viral siklusun olagan
gidisatini takip eder. Sirasiyla; adsorbsiyon, penetrasyon, transkripsiyon, translasyon,
DNA replikasyonu ve olgunlasma. Ancak bagisiklik sistemi ve tam aydinlatiimamis

birtakim mekanizmalarla virlis dokulardan silinebilir.

HPV enfeksiyonunun populasyondaki yayginligina ragmen ¢ogu
durumda virtsten arinmanin gergeklestidi bilinmektedir. HPV ile enfeksiyonlarin %70’inin
ilk 1 yil icinde, %80’inin ilk 1,5 yil icinde, %971inin ise 2 yil icinde temizlendigi
bilinmektedir. Ancak bu temizlenmenin gergekten virisin tamamen elimine olmasi
anlamina mi geldigi yoksa viral DNA’nin tespit edilmesi sirasinda kullanilan yéntemlerin
tayin sinirlarinin  altinda viral yike sahip oldudu igin mi saptanamadigi

bilinmemektedir®'3,

2. Kalici enfeksiyon: Yulksek riskli HPV tipleri ile kalici
enfeksiyonun serviks kanseri icin en 6nemli risk faktori oldugu bilinmektedir. Kalici
enfeksiyon icin standart bir tanimlama yoktur, fakat ilk teshisten sonra 4-6 aylik izleme
periyodlarinda 2 veya daha fazla kontrolde temizlenmeyen viral enfeksiyon veya yaklasik
1,5 yil suresince temizlenmeyen HPV enfeksiyonlari genellikle kalici enfeksiyon olarak

deQerIendiriImektedirm‘33.

Enfeksiyon (+) kalicl enfeksiyon
e B

CIN Il veya
NORMAL HBV (4) veya
SERVIKS |« | SERVIKS |, |<ansernces > | KANSER

Enfeksiyon (-] Geri donasum ¥



Sekil 11.6 Onkojenik bir HPV ile enfeksiyon sonrasi gelisen servikal farkI|Ia§ma42

11.2.1 HPV Replikasyonu ve entegrasyon

Diger kuguk DNA virisleri gibi HPV de replikasyon icin konakgi hiicrenin
DNA sentez mekanizmasina ihtiya¢ duyar. HPV'ler epitelin bazal hiicrelerini enfekte eder
ve Ust tabakadaki hicrelerde ¢ogalirlar. Yapilan galismalar viral replikasyonun hiicre

cekirdeginde gerceklestigini géstermigtir”.

Replikasyonda sirasiyla erken ve ge¢ proteinler sentezlenir. PVler
tarafindan sentezlenen E1ve E2 proteinleri viral replikasyon icgin gereklidir43. Suprabazal
tabakaya giristen sonra geg viral gen ekspresyonu baslar; cembersel viral genom replike
olur ve yapisal proteinler olusur. Epidermis veya mukozanin ust tabakalarinda
tamamlanmig viral partikuller birlegtirilip saliverilir. Bu sayede viris diger dokulari da

enfekte edebilir*®.

Deri veya mukozadaki mikrolezyonlar sayesinde virlis bazal epitel
tabakasina ulastiginda, herbir hicre igin 50-100 kopya olusturulur. Bazal tabakadaki
hicreler bolinebilir, Ust tabakalara ilerler ve terminal farklilasmaya ugrarlar. Farklilasmig

hicrelerin replikasyon yetenedi cok azdir veya hi¢ yoktur. Dolayisiyla, eger hicreler



terminal farklilasmaya ugrarlarsa virls gogalamayacakt|r34. Enfekte yeni hicreler viral
genlerin aktive, viral DNA ‘nin replike oldugu ve kapsid proteinlerin olustugu suprabazal

hiicre tabakalarina gé¢ eder bdylece viral partikil olusumu devam eder®.
Sekil 11.7’de, HPV’nin yasam donglsl, bazal epitel hicrelerinin

enfeksiyonu, viral DNA’nin replikasyonu ve viral partikillerin salinmasi hangi tabakalarda

gergeklestigi gosterilmistir®.

Wirlls partikillerinin sahm
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Sekil 1.7 HPV'nin yasam dongiist®

Virls proteinleri erken enfeksiyon fazinda bazal ve parabazal
tabakalarda eksprese eder. G1'den S fazina gecisi stimule eden biyolojik 6zellikler bu

hicrelerde bulunmaktadir. Bununla birlikte virlis bir miktar farkhlasmaya ihtiya¢ duyar



¢unkii mRNA kapsid proteininin transkripsiyonunu saglayan erken promoterdan geg
promotera gegis, farklilasmis hlcrelerce saglanir. Bu promoter dedisimini saglayan
faktérler henlz tanimlanamamistir. Farklilasmaya duyulan bu ihtiyag, kapsid protein
sentezinin ve viral DNA amplifikasyonunun bazal epitel hicrelerinde higbir zaman
g6zlenmemis olmasiyla agiklanabilir. Enfekte hiicreler, epitelin yukarisina dogru hareket
ettikce ve kismi olarak farkhlastikga, viral DNA c¢ogalir ve bdylece ge¢ genlerin

transkripsiyonu ve translasyonu gergeklesir™.

Kanser gelisiminde viral DNA moleklll konakgi hiicre DNA’sina entegre
olur. HPV DNA'’sI insan genomuna kirilgan boélgelerden entegre olur. Ancak, az sayida

entegrasyon bélgesi ayrintili sekilde haritalanmistir*.

Viral genom E2 bélgesinden agilir ve bu genin devamliligini bozar. E2 ve
E2 ORF’sine yakin genler (E4, E5 ve L2’nin bir kismi) viral entegrasyon gercgeklestikten

sonra diizenli birsekilde silinir®.

Sekil 1l.8’de c¢embersel HPV DNA’sinin konakg¢i hicre DNA’sina
integrasyonu entegrasyonun gerceklestigi bdlgelerle birlikte gd&steriimektedir. Viral

entegrasyonla birlikte silinen genler ise sekilde yildizla gdsterilmigtir.
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Sekil 1.8 Cembersel HPV DNA organizasyonu ve konak¢i hiicre DNA’sina

integrasyonu36

11.2.2 Patogenez

PV’lerin yasam dbéngusu diger viris ailelerinden farkh olarak,
enfeksiyonun gergeklesebilmesi icin c¢ogalabilme yetenedine sahip hiicrelere ihtiyag
duyar. Bu hucrelerde her ne kadar spesifik erken viral genlerin (E5,E6,E7 gibi) sinirli
ekspresyonu s6z konusu olsa da enfekte hicrelerin artisi ve yatay yayihmi

kag:ln|lmazd|r36.

HPV’ler epidermal veya mukozal bazal tabaka hiicrelerini enfekte eder ve
replike olur. Diger hiicre tipleri HPV enfeksiyonuna karsi daha direnglidir. Enfeksiyon

sonrasinda gergeklesen hicresel farklilagsmalar papillomalara veya neoplazilere sebep

olur®%,

Papillomalar: Papillomalar birka¢ haftadan birka¢ aya degisen latent
doénemi takiben ortaya c¢ikan benign epitelyal lezyonlardir. Papillomalar deride veya
mukoz membranda olusabilir. Deride bulunduklarinda sigil, genital bdlgede
bulunduklarinda kondiloma olarak adlandirilirlar. Lezyonlar aylarca ya da yillarca kalabilir
ve spontan olarak gerileyebilir. Kronik enfeksiyon olusturmak igin virisiin uzun dénem

cogalma kapasitesine sahip epitel hiicrelerini enfekte ettigine inaniimaktadir. Epitelin Ust



tabakalarinda mindr bir travma inokulasyon igin gereklidir. Bu tir travmalar ¢ogunlukla
cinsel iligki sirasinda ortaya ¢ikar ki bu da cinsel temas sonrasi yiuksek orandaki HPV
gecisini acgiklar. Kisinin kendi HPV’si, enfekte olmayan bdlgeleri de enfekte etmek igin

Onemli bir kaynak oIU§turur27.

Papillomalar kanca sekilinde uzantilar olugturur ve kalinlagmis epidermis
(akantozis) ile karakterizedir. Epidermisin Ust tabakalarindaki hicreler anormal ¢ekirdek
icerebilir (koilositozis), bunlarin ¢ogu viral partikil veya proteinlerle iligkili degildir ve
sitopatolojik degisikliklerin altinda yatan mekanizmalar bilinmemektedir. Bu lezyonlar her
ne kadar viral enfeksiyonun direkt sonucu olarak ortaya c¢iksada virlsiin bu patolojik

degisikligi hangi mekanizmalarla ortaya ¢ikardigi bilinmemektedir®”.

Servikal sigillerde HPV DNA’si epizomal formda bulunur ve genellikle
konak¢l genomuna entegre olmaz. Ancak servikal kanser hlcrelerinde genellikle HPV
DNA'’si ya genoma entegredir, ya da hem entegre hem de epizomal formda viral HPV

DNA’sina sahiptirler‘”.

11.2.3 HPV Onkoproteinleri ve onkogenezis

HPV ile induklenen timorlerin gogunda E6 ve E7 viral proteinlerinin
ekspresyonu dikkat cekmistir. Bu durum E6 ve E7 viral proteinlerinin hicresel
transformasyonla direkt iligkili oldugunu gc'istermigtirG. Yaklasik 160 aminoasitten olusan
E6 ve 100 aminoasitten olugsan E7 onkoproteinlerinin dizensiz ekspresyonunun hicre

transformasyonuna ve sonugcta kansere sebep oldugu distiniimektedir***°.

HPV ile iligkili karsinojenezis daha ¢ok E6, E7 proteini ve iki timor

baskilayici gen olan p53 ve pRB uzerinde yogunlasmistir. HPV E6 proteinleri p53, E7



proteinleri ise Rb timor baskilayici yolaklari hedefler. Birgok kanserde baskilanmig olan

bu iki yolak hiicre donguisu ve apoptozisle iliskilidir”.

insan genital deri keratinositleri mukozayla iliskili HPV’lerin biyolojik
etkilerinin gorulmesi igin kullaniimig, genital keratinositlerin ylksek riskli HPV E6 ve E7
genleriyle Kkarsilastirdiktan sonra o6limsiz hale geldigi sonrasinda da skuamoz

farklilagsma gercgeklestigi gijsterilmig.tirs.

Dusuk riskli HPV’lerin eksprese ettigi E6 ve E7 proteinler, yuksek riskli
HPV’lerin eksprese ettii E6 ve E7 proteinlerle kiyaslandiginda, timor suppresor
proteinleri olan p53 ve pRb’yi daha az inaktive ederler'* “®. HPV ile iliskili karsinojeneziste
sekonder mekanizmalarin énemini vurgular sekilde, HPV’nin immortalize ettigi hicreler
baslangicta nontumorijenik olmasina karsilik bagka karsinojenlere maruziyet veya ¢ok
sayida pasajlama sonrasinda tumorijenik degisime ugrar16. Yuksek riskli HPV tiplerinin
eksprese ettigi E5, E6 ve E7 proteinleri hicre dongusinde ¢esitli kontrol
mekanizmalarinin elimine olmasina sebep olur. Hucrelerin olusmus DNA hasarini
onarmaksizin ¢ogalmasina ve dolayisiyla mutasyonlarin birikmesine neden olur™.
Yuksek riskli HPV tipleri ile enfeksiyon sonrasinda p53 inaktivasyonu gerceklesir. Tumor
baskilayici gendeki bu inaktivasyon, DNA hasarinin onarilamamasina ve apoptozisin
engellenmesine sebep olur. Hicresel kontrol mekanizmalarinda ve proliferasyon

yolaklarinda olusan degdisimler sonucu karsinojenik aktivasyon gergekle§ir13.

p53 geni hiicre siklusunun negatif regilasyonunda rol alir. Fizyolojik
olarak normalde hucre igcindeki p53 islevsel oldugu halde diguk duzeydedir. Ancak,
hicresel DNA hasarlandi§i zaman p53 duzeyi artar. p53 DNA’ya baglanip pek c¢ok
transkripsiyon genlerini stimile eder ve iki major etki olusur; hicre siklusu sonlanmasi ve

apoptozis”. DNA hasari olustuktan sonra, p53 aktivasyonu gergeklesir ve hicre



siklusunu G1 evresinde dinlenmeye alir. Bu sirada DNA hasari onarilir ya da hasar

onarilamiyorsa hiicre apoptozise gider39.

Sekil 11.9°"de, DNA hasari olustuktan sonra p53 aktivasyonu sematize

edilmigtir.

DNA Hasar | =—————p P53 aktivasyonu

MPMFMA

G1 evresinde durdurulur

DNA onarim
mekanizmalari

DNA hasari DNA hasari
onarihr onarilamaz

MRMFMF. MR

Sekil 11.9 DNA hasari sonrasinda P53 aktivasyonu

p53 tumdr baskilayici gen tarafindan aktive edilen p21, siklin genlerinin
ve DNA-polimeraz alfanin negatif olarak regulasyonundan sorumludur. Bu ylzden artan
p53 seviyesi hiicre siklusunu G1 evresinde durdurur. Bu, hiicrenin DNA hasarlarini S

evresine gegmeden onarmasini saglar'**’.



Sekil 11.10’da, HPV E6 ve E7 proteinlerinin timor baskilayici genler ve

hiicre dénglsu ile etkilesimi gosterilmistir.

E6 | ———] p53 <
\

——] p16INK4A =] Siklin/cdk

E2F + ppRB

EoF 4
sikin A 1
Sikiin E 4

donglsi

Sekil 110 HPV E6 ve E7 proteinlerinin tim&r baskilayici genler ve hiicre déngusu ile

etkilesimi' %

Normal hucrelerde pRB’nin  buyime inhibisyonu aktivitesi siklik

fosforilasyon/defosforilasyon ile regule edilir. G1’e spesifik hipofosforile form(pRB) G1-S



gecisini transkripsiyon faktért olan E2F ile kompleks olusturarak engeller ve bu kompleks
transkripsiyonel baskilayici hale gelir. G1’'in ge¢ déneminde fosforilasyon ile olusan
hiperfosforile (ppRB) form E2F ile olusturulan kompleksi pargalar. Bdylece E2F
transkripsiyonel aktivatér haline gelir. E2F’ye cevap veren hiicresel genler S fazi i¢in hiz
kisitlayici olabilecek ¢ok sayida enzim igerirler. M fazinin ge¢ doéneminde ppRB
defosforile olur ve tekrar hipofosforile pRB’ye donusur. Bu form E2F ile transkripsiyonel
baskilayici kompleksi tekrar olusturur. Yiksek riskli HPV E7 proteinleri pRB ile etkileserek
proteolitik degradasyona sebep olur ve E2F’nin cdk aktivitesinden badimsiz olarak

artmasini sagjlar45 .

Cdk (sikline bagh kinaz) inhibitéri olan p16INK4A bir timoér baskilayici
gendir. pRB’nin viral E7 onkogen proteini ile bloke olmasi nedeniyle p16INK4A'nin
ekspresyonu artar ancak fonksiyonel olarak inaktiftr. Bu genin yiksek duzeydeki
ekspresyonu HPV ile enfekte hicreler icin spesifik bir biyogdsterge olarak

kullaniimaktadir®“®,

HPV enfeksiyonu sonucunda DNA hasarinin akimulasyonu Sekil 11.11°de

sematize edilmigtir.
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Sekil .11 HPV enfeksiyonu sonucunda p53 inaktivasyonu ve DNA hasarinin

akimulasyonu

1.3. Viral karsinojenezis ve Genotoksisite

1990’ yillardan sonra, virlslerin bazi kanser tirlerinin gelisiminde
anahtar rol oynadigi ve kanser arastirmalarinda mutlaka dikkate alinmasinin gerekliligi
Uzerinde durulmugtur‘“’. Virtsler, konakg! hlcre proliferasyonunu etkileyerek cok cesitli

mekanizmalarla timor gelisimine katkida bulanabilirler®®.

Bugiin insanlardaki tim kanser turlerinin yaklasik %20’sinin viral kdkenli
oldugu bilinmektedir. Zaman iginde viral karsinojenezisin daha iyi anlasiimasi sonucu ve
viral etkenlerle yeni kanser turleri arasindaki iligkinin belirlenmesi sonucu bu sayinin
artacagi dUsUnUImektediH. Bununla birlikte, kanser gelisiminde sigaradan sonra en
Onlenebilir risk faktoéra viral enfeksiyonlar olarak gdsteriimekte ve viral karsinojenezisin

tizerinde dnemle durulmaktadir?.

Viral enfeksiyonlar virise bagh timoér olusumuna goére ¢ok daha
yaygindir. Viral karsinojeneziste konakgiyla ilgili faktorler dnemli rol oynar. TUmor
olusturma yetenegine sahip virisler genellikle konakg¢l hicrede kalici enfeksiyon

olustururlar ve bir virls birden fazla timér tipi ile iligkili olabilir®.

Yasam tarzi, cografi konum, sosyoekonomik durum ve gevresel faktorler

viral enfeksiyonlarin yayginligi acgisindan énemlidir. Gelismis ve az gelismis Ulkelerdeki



viral enfeksiyon sikligi ¢cok buylk farkhlik gdstermektedir. Bunlarin yanisira bireysel

duyarlilik ve immiun

etkilemektedir?.

IARC bazi

mekanizmalar

patojenleri

enfeksiyon

sonrasinda

kesinlikle karsinojenik

kanser gelisimini

(Grup 1) olarak

siniflandirmis (HPV 16 ve 18 gibi), bunun yanisira icinde HPV 31,33 ve human herpes

viris 8'in de bulundugu bir grup patojen de muhtemelen karsinojenik (Group 2) olarak

siniflandirmigtir. Viral ajanlarla yapilan calismalar sonucunda Grup 1°deki virlslerin

sayisinin zamanla daha da artacad dusunulmektedir. Tablo I.4'te karsinojenik insan

virusleri sebep olduklari malign ve benign hastaliklarla birlikte g(")sterilmektedirz.

Tablo 11.4 Karsinojenik insan virtisleri®

Virus

Malign hastaliklar

Non-Malign hastaliklar

HPV 16,18

e Servikal kanser

o Sigiller
e Kondilomalar

Epsteinbar virus (EBV)

e Nazofarinks kanseri

¢ Burkitt's lenfoma

¢ Hodgkin’s lenfoma

« Immiinoblastik lenfoma

¢ Enfeksiy6z mononikleoz

Hepatit B virtsi (HBV) o Karaciger kanseri ¢ Hepatit
e Siroz

Hepatit C virist (HCV) o Karaciger kanseri ¢ Hepatit
e Siroz

Human  immunodeficiency | e Kaposi sarkoma e AIDS

virus tip-1 (HIV-1)

e Lenfoma (B hucreli)
¢ AIDS ile baglantili
kanserler

diger

Human T-cell lymphotrophic
virus tip-1 (HTLV-1)

e Yetiskinlerde 16semi (T hcreli)

Onkojenik etki gosteren virlsler iki grup altinda incelenebilir

1. Direkt onkojenik virisler

2. Dolayli olarak (Indirekt) onkojenik virtsler

49,50




HPV’nin de iginde oldugu bazi virlsler proliferasyon yolaklarini
etkileyerek, tumoér baskilayici genlerle etkileserek (p53, Rb gibi) veya onkogenler
araciligiyla direkt olarak onkojenik etki gosterirler. Dolayl olarak (Indirekt) onkojenik
virisler, primer olarak tumoér gelistirmezken hicre veya dokunun timér gelisimine
hazirlanmasini saglamak suretiyle baska onkojenik faktorlerin varliginda hiicrenin timor
gelistrmesine neden olur. Buna en iyi 6rnek HIV virisu ile birlikte gelisen

49,50

immunosupresyondur™™". Sekil 11.12°de viral etkene maruziyet sonrasi malign farklilasma

gOsterilmektedir.

KRONIK PROLIFERASYON KONAKG! IMMON
INFLAMASYON YOLAKLARINDA SISTEMININ
DEGISIKLIK ZARAR GORMESI

l

GENOMIK INSTABILITE

H

Sekil 11.12 Viral etkene maruziyet sonrasi malign farklilasma®.



VirUslerin  karsinojenezisteki rolini agiklamak amaciyla birgok

mekanizma 6nesUrUImU§tUr2‘ o,

kronik inflamasyon

konakg¢! immun sisteminin zayiflamasi

proliferasyon/anti-proliferasyon yolaklarinda degisiklik

genomik instabilite

Genomik instabilite viral karsinojeneziste kilit noktayl olusturmaktadir.
Genomik instabiliteyi arttiran herhangi bir etken karsinojenik sureci kolaylastirir.
Kromozomal degisiklikler genomik instabilitenin gostergesidir ve malign degisimlerle
iliskilidir. Kromozomal degisiklikler genotoksisite yontemleri de dahil bircok yontemle

izlenebilir® 52,

11.3.1 HPV ve Genotoksisite iligkisi

Genotoksik maruziyetler ¢cok cesitli yollarla gerceklesir. Endojen veya
ekzojen mutajenler, mesleki maruziyetler, diyet, yasamtarzi, radyasyon ve medikal
prosedirler genotoksik etkinin olusmasina zemin hazirlayabilir. Spesifik o6lgiimlerle
biyolojik sistem ile genotoksik ajanin etkilesimi maruziyet, etki ve duyarlilik

biyogdstergeleri ile tanimlanir®”.

HPV servikal karsinoma gelisiminde énemli rol oynamasina ragmen tek
basina karsinojenezisi baglatma yetenegine sahip degildirgg. HPV enfeksiyonu serviks
kanseri vakalarinin ~%90’indan sorumludur ve HPV ile enfeksiyon sonucu gelisen serviks
kanserinde de diger bircok kanserde oldugu gibi duyarlihk faktorleri son derece

dnemlidir®>,



Yiksek riskli HPV’lerle enfekte kadinlarin ¢ok az bir kisminin servikal
kanser gelistirmesi, ylksek riskli HPV’lerle iligkili 6ncul lezyonlarin karsinojenik siurecinde

baska genetik olaylarin da énemli olabilecegine dikkati gekmektedir16’54.

HPV ile enfeksiyonun, hicreler Uizerindeki etkisi ile ilgili birgok ¢alisma

olmasina karsilik, virisiin genotoksik etkisi ile ilgili daha fazla galismaya ihtiyag vardir™*.

Kromozomal instabilite:

Kromozomal instabilite tim kromozomda ya da kromozomun bir
parcasinda normal hicrelere gore yiksek oranda katiim veya kayip olugsmasidir.
Kromozomal instabilite kanser hicrelerinin yaygin bir 6zelligidir ve birgok htcresel
mekanizma kanser hicrelerinde sayisal ve yapisal kromozomal instabiliteye neden olur.
Uzun yillar kromozomal instabilitenin kromozom kiriklari ile sinirh oldugu distniimustur.
Son yillarda DNA hasarina kargi gelistirilen bircok mekanizmadaki problemin kromozomal
instabiliteyle iliskili olabilecegi tzerinde durulmaktadir. DNA hasarina cevapta olusan
hatalar ve DNA onarim mekanizmalarindaki bozukluklar neoplastik transformasyona yol

acabilecek genetik degisikliklere ve kromozomal instabiliteye sebep olabilir®,

Onkojenik HPV tipleri bircok mekanizmayla kromozomal instabiliteye
neden olur®. HPV, kromozomlarin ayrilmasi sirasinda, DNA hasarina hicrenin
cevabinda ve kontrol noktasi regulasyonunda degisiklikler olusturarak kromozomal

instabiliteye neden olur™.

HPV onkoproteinlerini eksprese eden hiicrelerin DNA hasarini onarmada
yetersiz oldugu, bunu da bulylk olasilikla timoér baskilayici genleri etkileyerek

gerceklestirdigi diistintilmektedir®.



Genomik instabilite gelisimi HPV-iligkili karsinojeneziste erken evrelerde
gerceklesen ¢ok énemli bir olaydir. Birgok kanserde oldudu gibi servikal kanserde veya
yuksek riskli HPV’lerle dlimsuzlestirilmis hicrelerde kromozomal degisiklikler oldukga
komplekstir®. Kromozomal instabilite erken donemde intraepitel nciil lezyonlarda olusur
ve karsinojenik sureg ile artar. Genel olarak HPV’nin sebep oldugu kromozomal instabilite

sayisal ve yapisal kromozomal aberasyonlari igerir °.

Yuksek riskli HPV’lerin E6 ve E7 onkoproteinleri hiicresel blylime
kontroliinde kritik gdéreve sahip timor supresorlerin isaretledigi yolaklari hedefler™.
Yuksek riskli HPV E6-E7 eksprese eden hicre topluluklari kromozomal instabilite
gelisimine yatkindir. HPV onkoproteinlerinin ekspresyonu neoplastik sirecin erken
doénemlerinde daha ¢ok sayisal ve yapisal aberasyonlari indikleyerek hiicresel genomda

destabilizasyona neden olurlar'®.

HPV enfeksiyonunda genomik instabiliteye sebep olabilecek bir kismi
hicre boélinme surecindeki bozukluklarla alakali bir kismi da heniz aydinlatimamis

birgok farkli mekanizma s6z konusudur'®.

Sayisal kromozomal hasarlari:

Sayisal kromozomal degisiklikler tim kromozomun ilavesi veya kaybi

olarak tanimlanir ve insan genomunda bildirilmis en yaygin genomik instabilitedir'®.

HPV kaynakli sayisal kromozomal dengesizlikler ve yapisal kromozom
hasarlari enfeksiyonla birlikte yaygin olarak gbézlense de molekiler detaylar heniz

ayd|nlatllmam|§t|r55.



insan keratinositlerinde yiiksek riskli HPV 16 enfeksiyonu ile sayisal
kromozomal degisiklikler olusuyorken dusik riskli HPV’lerle enfeksiyonda bu etki
g('jzlenmez56. Yuksek riskli HPV’lerle enfeksiyon sonucunda bazi kromozomlarin kopya
sayilarinda degisiklikler oldugu cesitli calismalarda gosterilmis ancak bu degisikliklerin
farklh HPV tipleriyle iligkisi bulunamam|§t|r57’58. Ornegin, kromozom 13’Un kaybi ya da
rediksiyonu s0z konusu iken, kromozom 1, 3 ve 20'nin kopya sayisinin arttig

belirtilmistir*®>°.

Giannoudis ve arkadaslari, dusik riskli HPV tipleri ile enfekte lezyonlarda
tetrazomiye rastlamamis, buna karsilik olasi yuksek riskli ve yuksek riskli HPV tipleri ile
enfeksiyon sonucu degisen p53 ekspresyonunun tetrazomi ile iligkisi oldugunu

belirtmislerdir56.

Yapisal kromozomal hasarlar:

Yapisal kromozomal abnormaliteler ¢ok farkli tiplerdeki kromozomal
aberasyonlari igerir. Yapisal kromozomal aberasyonlar timor hicrelerinde genellikle
sayisal aberasyonlarla beraber bulunur. Yapisal kromozomal dedisiklikler tamor
baskilayici genlerde amplifikasyonlara veya delesyonlara sebep olabilir. Kromozomal

degisikliklerin telomeraz aktivitesini de etkiledigi biIdiriImigtir16.

Yapisal kromozomal degisiklikler, HPV E6 onkoproteini ve hucre
dongusl kontrol noktasi problemleri ile ili§kilidir6°. HPV ile enfekte epitel hicrelerinde
yapilmis sitogenetik calismalar yapisal degisikliklerin daha ¢ok 1, 3 ve 5. kromozomlarda
oldugu buna karsiik 7, 8, 12, 13, 16 ve 22. kromozomlarda daha az siklikta

aberasyonlara rastlandigi belirtilmistirm.



Cesitli  calismalarda servikal kanser vakalarinda komozomal
abnormaliteler tespit edilmistir. En sik rapor edilen kromozom 3p’de yapisal kromozomal
aberasyonlardir. Servikal kanser vakalarinin %70’inde bu bdlgede yapisal kromozomal
aberasyonlar rapor edilmistir. Daha spesifik olarak bu bdlge “3p14-25” olarak
tanimlanmistir. Bu bdlgedeki yapisal kromozomal aberasyonlara servikal kanser oncil
lezyonlarinin %30-57’sinde rastlanmigtir ve karsinojeneziste erken doénemi yansittig
disunldlmektedir. Kromozom 3’Un bu bdlgesinde olusan abnormaliteden hangi genlerin
etkilendigi ile ilgili bir¢cok teori Uretilse de bu bdlgedeki genlerin servikal karsinojenezisteki

roli henliz aydlnlatllamam|§t|r39.

Kromozom 3 kadar yaygin olmasa da kromozom 6,11,13,16,19'da da
yapisal kromozomal aberasyonlar tespit edilmigtir39. Heselmeyer ve arkadaslari sevikal
kanserde kromozom 3p ve 11 g’dan farkh olarak 13q ve 17p’de de yapisal aberasyon
tespit etmigler ve kromozomlarin bu bdlgelerinin sirasiyla retinoblastoma (RB) ve p53

tiimor baskilayici genler ile baglantili oldugunu belirtmislerdir™.

Erken doénem servikal neoplazilerde yapisal kromozom abnormaliteleri
ayrintih olarak bilinmese de, ileri ddnemlerde andploidi ile birlikte kromozom 1 ve 3’te
yapisal aberasyonlar tespit edilmi§tir16. Bununla birlikte kromozom 3q ‘daki yapisal
aberasyonlarin preinvaziv hastaligin invaziv asamaya gecis sureciyle iligkili olabilecegi

dustiniimektedir'®>*

. Kromozom 3q ‘daki yapisal aberasyonlar preinvaziv lezyonlarda
gOzlenirken kromozom 1q ve 5p’deki yapisal aberasyonlar ileri dénem servikal

kanserlerde yaygin olarak gézlenmektedir®.

Yapilan calismalar sonucunda erken ddonem lezyonlarda ve invaziv
servikal karsinomda farkli yapisal kromozomal aberasyonlar gozlendigi, hastalhdin farkli

evrelerinde farkli kromozomlarin etkilendigi belirtilmistir®.



Sentrozomal hasarlar:

Duensing ve Munger, onkojenik ézellie sahip ylksek riskli HPV E6-E7
eksprese eden hicrelerde sentrozom abnormalitelerinin arttigini belirtmistir16. Sirasiyla,
E7 ve E6 onkoproteinleri abnormal sentrozom sentezinden ve niikleer abnormalitelerin

akimilasyonundan sorumludur®®

. HPV 16 ile enfekte servikal lezyonlarda abnormal
sentrozom sayilari sirasiyla normal serviks, CIN I, CIN II, CIN lll ve serviks kanserinde

artan oranlarda tespit ediImistirBS.

11.4.Serviks kanseri

11.4.1. Serviks kanserinin geligimi

Servikal kanser, serviks epitelinin hasar gérdigu yavas ilerleyen malign
Ozellikli neoplastik bir hastaliktir ve sitopatolojik tanida servikal intraepitel neoplazi (CIN)

veya skuamdz intraepitel lezyon (SIL) olarak bilinmektedir®.

Displastik lezyonlarin siniflandiriimasi servikal kanser gelisiminde
oldukca 6nemlidir. Cesitli kaynaklar farkli yontemler 6nermektedir. 1940’larda servikal
abnormaliteler hafif, orta ve siddetli displazi, karsinoma in situ ve kanser olmak Uzere
'den Ve kadar numaralandirimaktaydi. 1960’larin sonundan itibaren yeni bir
siniflandirmayla hicresel degisiklikler servikal intraepitel neoplazi (CIN) olarak
adlandiriimisg ve |, II, lll olarak derecelendiriimistir. Hastaligin gelisiminin ise CIN I'den
karsinoma in situya dogru sirayla gerceklestigi distnilmekteydi. Servikal displazi yillar
icinde daha c¢ok anlasildikga bdyle bir ilerleme kaydetmedigi goruldu. CIN | vakalarinin
ancak %1’i invaziv karsinomaya dontusmektedir. CIN I'in CIN II'ye dénlisimU ¢ok ¢abuk
olusur ve CIN Il vakalarinin %5%’i invaziv karsinomaya dénusmektedir. CIN Ill vakalari ise

tedavi edilmezse %12’den fazla invaziv karsinomaya donidsme riski vardir. CIN 1l ve CIN



Ill temel olarak ayni sekilde tedavi edilir. Bu siniflandirma klinikte ¢ogu zaman daha
aciklayici bilgilerle birlikte kullaniimaktadir. 1991 il itibariyle “Bethesda Sistemi”
kullanilmaya baslanmistir. Bu sistem; énemi belirlenemeyen atipik skuaméz hcreler
(ASCUS), disuk dereceli skuamoz intraepitel lezyonlar (LSIL), ylksek dereceli skuamoz

intraepitel lezyonlar (HSIL) ve karsinoma insitu olarak vakalari degerlendirirm’%.

Dusuk dereceli SIL (LSIL) (CIN I'e karsilik gelir) ve ylksek dereceli SIL
(HSIL, CIN 1l ve CIN IIl’e karsilik gelir) genellikle asemptomatiktir ve sitolojik testlerle (Pap
test gibi) tespit edilebilir. Bu teshis kolposkopik tetkikle ve biyopsi ile desteklenir. Egder
LSIL tedavi edilmezse HSIL'ye doénlsebilir ve sonrasinda servikal epitelde kalinlasmaya
sebep olur ki bu durum servikal karsinoma in-situ diye adlandirilir. Daha sonra bu hastalik
invaziv hale dénisebilir. Bu siireg 10 yil bazen de daha uzun sirebilir. invaziv lezyon
pelvik bdlgeye, uzaktaki lenf nodlarina ve vicudun diger bdlgelerine metastaz yapabilir.
invaziv servikal kanser bircok kadinda ¢ogu zaman iliski sonrasi kanama, tekrarlayan
mesane enfeksiyonlari, servikste Ulserasyon ve kalici agri ile kendini belli eder. Lenf
nodlarindaki metastaz hastaligin semptomlarinin ¢ok daha koétilesmesine ve hayati

riskin olusmasina sebep olur®®.

Histolojik olarak iki tip invaziv kanser s6zkonusudur; bunlar skuaméz
hiicre karsinoma ve adenokarsinomadir®®. Dunya genelinde servikal kanserin en yaygin
tipi skuamoz hucre karsinomadir. Her iki servikal kanser tipinin de HPV ile enfeksiyon

sonucunda olustugu bilinmektedir®”.

Servikal karsinomalarin biyidk ¢ogunlugunu skuamdz hicre karsinomasi
olusturur (%85-90), bununla birlikte adenokarsinoma sikligi %10-15 arasinda siklik

gt')sterirss.



Skuamoz ve adenokarsinomada birgok Ozellik benzerdir ancak 4 temel
Ozellik epidemiolojik olarak ve hastaliktan korunma agisindan farklilik yaratlr%:

1. Son yillarda adenokarsinoma insidansi skuamdéz karsinomalarin
aksine birgok gelismis tlkede artmistir

2. HPV 16 skuamoz karsinomada en sik rastlanan HPV tipidir.
HPV 18 ise adenokarsinomada en sik rastlanan tiptir.

3. Artan dogum sayisi artan skuamdz karsinoma riski ile iligkiliyken
adenokarsinoma ile iligkili degildir.

4. Pap sitolojik testi adenokarsinomayi tespit etmekte skuamoz
karsinoma kadar etkili degildir.

11.4.2 Servikal kanser sikhgi

Dinya genelinde servikal kanser kadinlarda meme kanserinden sonra
hastalik ve 6lim sikhdi incelendiginde en yaygin malignansidir. Yas standardizasyonu
yapildiktan sonra gelismis Ulkelerde insidansin 10/100,000 oldugu gelismekte olan ve az
gelismis ilkelerde ise insidansin 40-100/100,000'e kadar yiikseldigi bilinmektedir®.
Dinyada %80’i ekonomik olarak gelismemis Ulkelerden olmak kaydiyla her yil tahminen
serviks kanseri kaynakli 471 000 yeni vaka ve 233 000 &lim rapor edilmektedir’.
Tarama programlarinin varligina karsilik Avrupa birliginde her yil yaklasik 10,000’in
Uzerinde 6lumiun servikal kanserlerle iligkili oldugu bilinmektedir, taramanin daha az
oldugu veya hi¢ olmadidi Ulkelerde ise kanserlerle iligkili élimlerin en yaygin nedeni

olarak servikal kanser gosterilmektedir*.

Servikal kanser dinya genelinde yeni kanser vakalarinin yaklasik
%10’unu olusturmaktadlrm. Sadece 2002 yilinda vyaklasik 500,000 kadina invasiv
servikal kanser (ICC) tanisi konmus ve bu hastalarin yaklasik yarisi 6imustir. Endistriyel
olarak gelismis Ulkelerde daha az gelismis Ulkelere gére daha az ICC ve 6lim vakasina

rastlanmaktadir. Diinya genelinde 2002 yilinda geligsmis Ulkelerde her 100,000 kadinda



10.3 ICC vakasi ve 4.0 dlim rapor edilmistir. Bununla kiyaslamali olarak 2002 yilinda
ABD’de her 100,000 kadindan 7,7 yeni ICC vakasi ve bunlardan sadece 2,3'inun bu

hastaliktan 6ldugu bildirilmistir®.

En yliksek insidans Latin Amerika-Karayipler (latin amerika’da en ylksek
insidans  38.3/100,000 ile Venezuela’da gorulmektedir), sub-Saharan Afrika ve
glney/glineydogu asyada tespit edilmektedir. Bu boélgelerde yeni servikal kanser tanisi
tim ddnyanin  %22’sini olusturmaktadir ve yasin standardize edildidi insidans

31/100,000°dir"®"".

11.4.3 Servikal kanserde rol alan risk faktorleri

HPV neredeyse tum servikal kanser vakalarinda tespit edilmesine
karsilik tek basina CIN veya servikal kanser gelisimi icin yeterli degildir. Kanserin ¢ok
evreli ve ¢ok etmenli 6zelligi dikkate alinirsa CIN ve servikal kanser gelisiminde baska
faktérlerin varligindan da so6z edilebilir’?. Servikal kanserle iliskili risk faktorleri Tablo

11.5°te gosterilmigtir.

Tablo I1.5 Servikal kanser ile iligkili risk faktérleri'?
Servikal kanser ile iliskili risk faktorleri
e HPV enfeksiyonu
e Artan partner sayisi
e Artan iligki sayisi
o Erken ilk iligki yasi
e Partnerin sekslel yasam tarzi
e Sigara

e Oral kontraseptif kullanimi



e Diger cinsel yolla bulasan hastaliklar
e Yiksek sayida dogum yapmak
e Yetersiz beslenme

e immunosiipresyon

HPV enfeksiyonlarinin  bir kismi  sonradan karsinoma insitu’ya
donusebilecek olan displastik hliicre populasyonlarinin olusmasina sebep olur. Bu hicre
populasyonlar servikal intraepitel neoplazi (CIN) diye adlandirilir’. Giiniimiizde servikal
karsinoma insitu lokal olarak tedavi edilebilmekte, ancak cesitli sebepler nedeniyle
basarisiz olunan vakalar veya tedavi edilmemis lezyonlar invaziv servikal kansere

doniismektedir™.

HPV’den farkl olarak servikal kanserde &énemli risk faktorleri sdyle

siralanabilir:

1. Seksiiel yasam tarziyla iliskili faktorler: Yaklasik 30 yildan uzun
suredir epidemiyolojik ¢calismalar servikal kanser ile seksuel aktivite arasindaki baglantiya
dikkati gekmektedir75. Genital HPV enfeksiyonunun primer olarak sekstel temasla
bulastigi dusinuilirse hastaligin kazanilmasinda etkili olan faktorler diger pek ¢ok cinsel

yolla bulagan hastalikla benzerlik g(‘jsterirs.

Seksuel aktivite HPV ile enfeksiyonda bilinen en dnemli risk faktérudar.
Yasamboyu seksiiel partner sayisi ve HPV pozitifligi arasindaki iligki birgok ¢alismayla
kanltlanm|§t|r76. Cinsel aktivasyondan sonra enfeksiyon insidansi keskin bir sekilde artis

gOsterir ve yasam boyu edinilen partner sayisiyla partnerin seksiel yasam tarzi en énemli



parametre halini alir?. HPV enfeksiyonunun kisiden kisiye gegisinin primer yolunun cinsel
iliski oldugu bilinmesine karsilik enfeksiyon oranlari ve risk faktérleri tam olarak
bilinmemektedir®’. Ancak ender olarak genital HPV tipleri sekslel olarak aktif olmayan

kadinlarda veya gocuklarda da tespit edilmistir’”.

Erkeklerde penil HPV prevalansi kadinlardaki enfeksiyon o6zelliklerine
benzerlik gdsterir ve yagsamboyu sekstel partner sayisi, ilk cinsel iliski yasi, ¢okeslilik gibi

parametreler erkekler icin de kadinlarla ayni oranda onemlidir’®”.

Virsiin organik solvanlara ve isiya dayanikh yapisi HPV ile gevresel
kontaminasyonun arastiriimasina sebep olmustur. Sonuglar enfeksiyonun sadece cinsel
iliski ile bulasmadigina ve cevresel kontaminasyonun da bireyin gerek dusik, gerekse
yuksek riskli HPV tipleri ile karsilasmasinda oénemli bir etken olabilecedine dikkati

gekmi§tir7.

2. Yas: Bireyin HPV ile karsilasmasi genellikle sekslel aktif hale
gelmesiyle gergeklesir. HPV enfeksiyonu seksiel olarak aktif ergenlik donemindeki
genclerde oldukgca yaygindir ve insidans 40’li yaslarla birlikte dismeye baslar. HPV
enfeksiyonu sikli§i yasin artmasiyla azalmaktadir. En yiksek HPV insidansi 15-19 yas
arasinda goérllmekte fakat yasin ilerlemesiyle insidans diusmektedir. HPV enfeksiyon
oranindaki bu azalmanin enfeksiyonun dogasindan (zaman iginde enfeksiyonunun kendi
kendine kaybolmasindan), azalan HPV ile karsilasma olasiigindan veya yeniden

enfeksiyona diren¢ olusmasindan kaynaklanmaktad|r4‘27’33

. llerleyen vyaslardaki HPV
enfeksiyonuna kargi azalan riskin biuylk oranda maruziyetlerden sonra kazanimig

bagisiklikla da acgiklanabilecegi dUgUnUImektedirgO.

Servikal kanser igin yas ortalamasi 52 olarak belirlenmistir, fakat hastalik

35-39 ve 60-64 yaslari arasinda insidans pik yapar®®. Bazi populasyon tabanli veriler,



50’li yaslarin ortalar itibariyle HPV enfeksiyonunun tekrar yikselise gectigini ve bu
bireylerde yuksek riskli HPV tiplerinin yaygin olmasina karsilik dusuik riskli tiplerin de
tespit edildigini gOstermiglerdir. Bu tir c¢alismalarin belirli etnik gruplarda
gerceklestiriimesi ve farkh cografi bolgelerde farkli HPV tipleri ile enfeksiyonun soéz

konusu olmasi nedeniyle tim diinya igin bir genelleme yapiimasi dogru degildir®®’.

invaziv servikal kanser 30 yasindan geng kadinlarda nadiren
g6zlenmekle birlikte HPV enfeksiyonunun aksine servikal kanser vakalar ilerleyen yasla

birlikte artis géstermektedir73.

Serviks kanseri oncll lezyonlari ve serviks kanseri gelisimi degisen yas

gruplarinda Sekil 11.13’de gosterilmistir.

hiicresel degisiklikler . ' '
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Sekil 1113 Yasa bagl serviks kanseri gelisimi®’

3. Sigara icme aligkanhgi: Gelismis Ulkelerde yasayan kadinlarin
yaklasik %22’si gelismekte olan llkelerde ise %9'u sigara icmektedir. Ancak gelismekte
olan ulkelerde yasayan kadin nifusunun gelismis Ulkelerde yasayanlara oranla ¢ok daha
yuksek oldugu g6z o6ninde bulunduruldugunda; dinya genelinde sigara igcen kadin
nifusunun buyidk kismi gelismekte olan Ulkelerde yasamaktadir. Sigaranin zararli
etkilerine karsi kadinlari bilgilendirip etkili ve kapsamli kampanyalar dizenlenmedigi

stirece bu degerin 2025 yilinda %20 artacagi hesaplanmistir®.

Sigara kanser gelisiminde oldukga 6énemli role sahiptir. Birgok kanser tiru
icin zemin hazirlamanin yani sira, alt genital sistem neoplazilerinde de o6nemli
kofaktorlerden biri olarak dikkati ceker®. Sigaranin servikal kanser icin bir risk faktoru

oldugu hipotezi ilk defa 1977 yilinda Winkelstein tarafindan énesijrijlmi]§tijr84.

Servikal kanserin mekanizmasini tam olarak aydinlatmak amaciyla
sigaranin HPV kaynakl displazilerle iligkisi kapsamli bir sekilde arastiriimistir. Bunun

sonucunda IARC sigarayi servikal kanser etkeni olarak S|n|fland|rm|§t|r85.

Sigara birgok farkl yolak yardimi ile kansere neden olur. Sigaranin yan
urdnlerinin inflamasyon ve immun sistemle iliskili oldugu ve apoptotik yolaklari bozdugu,
bununla birlikte sigaranin stabil DNA katim Grtnleri olusturdugu, olugan katim Urdnlerinin

de genetik instabiliteyi indukleyebilecegdi rapor edilmigtirg.

Sigara ile servikal kanser arasindaki iligkiyi agiklamak igin birgok risk

faktorini de gézéninde bulundurup, bunlari da degerlendirme igine almak gerekir84.



Yapilan epidemiyolojik ¢calismalar sigaranin abnormal servikal sitolojiler, CIN ve servikal
kanserle iligkili oldugunu gb6stermesine ragmen, mekanizma tam olarak

aydmlatllamam|§t|r8'8°‘86.

Sigaranin servikal kanser (zerine etkisi disinildiginde olasi 3
mekanizma s6zkonusudur?®2+22.
1. Serviksteki immun cevabin azaltiimasi

2. Kadinhk hormonlari ile iligkili etkiler

3. Sigara karsinojenlerinin olusturdugu direkt genetik hasar

Sood, 1977-1990 yillar arasinda yapilmis olan vaka-kontrol galismalarini
toplamis ve buyuk cogunlugunun sigara ile serviks kanseri arasindaki pozitif iligkiyi
gOsterdigine dikkati ¢ekmistir. Bu calismalardan elde edilen veriler, yas ve sekslel
partner sayisi kontrol altina alindidi zaman sigara igenlerde serviks kanseri sikligr %42-

46 artis gostermistir®.

Plummer ve arkadaslari IARC ¢ok merkezli vaka-kontrol ¢alismasinda
HPV ile enfeksiyonun sigara icen bireylerde ¢ok daha fazla servikal kanser riski
olusturduguna dikkati ¢cekmisler ve adenokarsinoma icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyulmasina karsilik skuaméz servikal kanserin sigara ile iligkili kanserler arasina

eklenmesi gerektigini belirtmislerdir“.

Disik dereceli CIN teshisi konmus 82 kadin Uzerinde yapiimig
calismada sigaray! birakmanin (en az 6 ay 6nce) ve %75’ten fazla azaltmanin bireylerin
lezyon bdlgesinde istatistiksel olarak anlamli bir ki¢tlmeye sebep oldudu, ancak sigarayi

azaltmanin hastaligin derecesini degistirmedigi belirlenmistirgo.



Sigara HPV pozitif bireylerde servikal kanser gelisimi i¢in ¢cok énemli bir
risk faktéridir. Bu nedenle, HPV enfeksiyonu gergeklestikten sonra servikal kanser
gelisim surecinde sigara ¢ok 6nemli bir risk faktéri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. HPV
enfeksiyonunun yayginhg da disdndldiginde Ozellikle sigara igen kadinlarin yasam
tarzlarini servikal kanserden korunmaya yonelik dizenlemeleri ve rutin izleme

programlarina katiimalari onerilmektedir®.

4. Oral kontraseptif kullanimi: Oral kontraseptif kullanimi invaziv over
ve endometrium kanserine karsi koruyucuyken karaciger, meme ve serviks kanseri icin
riski arttirdigi disindlmektedir. IARC’nin gok merkezli galismasina goére oral kontraseptif
kullanimi kullanim siresine bagl olarak servikal kanser riskinin arttirmaktadir. 5 yila
kadar oral kontraseptif kullanimi servikal kanser riski ile iligkili bulunmazken 5-9 yil
kullanimda risk 2,7 kat artmakta, 10 yil ve daha uzun sure kullanimda ise servikal kanser
riski 4,48 kat yukselmektedir. Veriler oral kontraseptif kullaniminin kesilmesinden sonra

bu riskin diistiigtine dikkati cekmektedirler®>®'.

HPV ile enfeksiyon sonrasinda kalici enfeksiyon gelismesinde ve HPV
enfeksiyonundan servikal kansere dogru ilerleme surecinde oral kontraseptif kullaniminin
tam olarak hangi mekanizmalar etkildigi henlz bilinmemektedir’. Ozellikle yuksek riskli
HPV tipleri ile enfeksiyonun oral kontraseptif kullanimi ile baglantili olabilecegi
dusunulmektedir. Ancak cinsel yasamla ilgili diger risk faktorlerinin yogunlugundan dolayi
bu iliskinin kesinliginden s6z edilememektedir. Yine de oral kontraseptif kullaniminda
fiziksel bariyer yontemlerinin kullaniimamasinin gokesli cinsel yasamda HPV enfeksiyon

riskini arttirdi§i dolayisiyla serviks kanseri riskinin de arttigi dUgUnUImektedir31.

Ostrojen veya progesteronlarin servikste HPV gen ekspresyonunu dolayli

yoldan arttirmasi sonucu hormonal kontraseptiflerin CIN 3’te ve servikal kanserde



kofaktor olarak rol aldigi dustintilmektedir®® . HPV enfeksiyonu 1960’l yillardan itibaren

bariyer ydntemlerine oral kontraseptif kullaniminin tercih edilmesiyle artis gt')stermigtir12.

5. Cinsel yolla bulasan diger hastaliklar: Cinsel yolla bulasan diger
hastaliklarin servikal kanser patogenezisindeki roliine bir ¢ok epidemiyolojik calisma
dikkat ¢ekmistir. Herpes Simplex Virus-2, Chlamydia trachomatis ve HIV enfeksiyonu
servikal kanserle iliskili oldugu distndlen cinsel yolla bulasan hastaliklardir'’. HSV-2 ve
Chlamydia trachomatis enfeksiyonlari HPV enfeksiyonlarininn yaninda kofaktdr olarak

93,94

servikal kanser riskini arttirmaktadir™™. Bu enfeksiyonlara baglh artan kanser riski

enfeksiyon sonrasi olustugu dustiniilen genetik instabiliteyle iligkilendirilmistir®®.

HIV-pozitif kadinlarin servikal kansere yakalanma riski HIV-negatif
kadinlara gore daha yuksektir. Hem HPV hem de HIV ile enfekte olan kadinlarin servikal
kansere yakalanma riski ise her iki virise de ayri ayri yakalanan kadinlarinkine gére daha
yuksektir. Bu durumda HIV pozitif kadinlarin baskilanmis immun sisteminin etkisi

biyiiktir?® .

Cesitli calismalar ylksek veya dusuk riskli HPV virUslerinin risk faktorleri
acisindan farklhlik géstermedigini belirtir. Gegirilmekte olan HPV enfeksiyonunun bazi
farkli HPV tipleri icin de risk faktori olusturdugu bilinmektedir. Dolayisiyla, halihazirda
yuksek riskli HPV enfeksiyonu olan bir kiginin yeni bir enfeksiyon kapma riskinin daha

fazla olabilecegine dikkat gekilir™®.

6. Yiiksek dogum sayisi: IARC’nin ¢cok merkezli calismasinda 7 ve
daha fazla tam zamanh hamilelik geciren HPV pozitif kadinlarin benzer kogullardaki hig
hamilelik yasamamis kadinlara goére 3-6 kat daha fazla servikal kanser riski altinda

olduklari belirtiimistir. Ayrica yasamlari boyunca bir yada iki defa tam zamanh hamilelik



yasamis HPV pozitif kadinlarin da benzer kosullardaki hi¢ hamilelik yasamamig kadinlara

glre 2 kat daha fazla risk tasidiklari belirtilmigtir”’za.

Son hamilelik yasinin ylksek olmasi da servikal kanser riskini
yUkseItmektedir83. Dogumun servikal kanser riskini hormonal faktérlerin varhginin
yanisira ekzoserviks Uzerindeki transformasyon bdlgesinin HPV enfeksiyonuna acik

olmasiyla da arttirdigi d[]g[]n[]lmektedirzs.

7. Beslenme: Son 20 vyildir gcalismalar serviks kanseri gelisiminde
beslenmeyle ilgili faktorlere dikkati cekmektedir. Servikal kanser gelisimi birgok biyolojik
mekanizma ile gergeklesir ve beslenme degistirilebilir bir risk faktorli olarak serviks
kanseri gelisiminde énem kazanir”. Bazi antioksidan gidalarin servikal karsinojeneziste
koruyucu rol oynayabilecedi dusunidlmekle birlikte, diyet ve beslenmenin sevikal

karsinojenezisteki roli heniz kesin olarak belirlenememigtir28’98.

Bazi calismalar HPV varliginda meyve, sebze, E ve C vitaminleri, alfa-
karoten, likopen, lutein/zeaksantin ve kriptoksantin ile zengin beslenmenin “olasi”

koruyucu etkisi Gzerinde durmaktadir®.

- Karotenoidler

Bitkisel besinlerde bulunan, hayvanlar tarafinden sentezlenmeyen
pigmentlerdir. Karetenoidlerin disuk dizeyde alimi veya dislk serum konsantrasyonu
servikal kanser riskini arttirmakta ve dusuk kan duzeyi kalici servikal HPV

enfeksiyonunda artan riskle aglklanmaktad|r97.

- Vitamin C
Karotenoid alimina benzer olarak birgok epidemiyolojik ¢alisma vitamin C

alimi ile serviks kanseri riski arasindaki ters iliskiye dikkati cekmektedir. Vitamin C’nin



koruyucu etkisini agiklayabilecek birgcok olasi mekanizma 6nesurilmesine ragmen bunlari
kanitlayacak laboratuvar sonuglari heniiz eksiktir. En énemli olasi mekanizmalar; vitamin
C’nin antioksidan 0zelligi ile DNA’yi korurmasi, immun sistem dulzenleyicileri ile
etkileserek immun sistemi harekete gegirmesi, yine servikal kansere karsi koruyucu etkisi

olabilecegi diistiniilen folat stabilitesini ve kullanilabilirligini arttirmasidir®.

- Vitamin E

Epidemiyolojik ¢calismalara gére vitamin E ile servikal kanser arasindaki
iliski karotenoid ve vitamin C kadar tutarli degildir. Vitamin E ‘nin olasi koruyucu
Ozelliginin antioksidan 6zelligi ile baglantili olabilecegi ve bu sayede hiicresel immiin

cevabin, fagosit tiirevi fonksiyonlarin artacagi distintlmektedir®’.

Bunlarin yanisira, Vitamin E ve C alimi diger risk faktorleri (6rn:sigara
gibi) tarafindan olusan DNA katim Urunlerinin olusumunu inhibe ederek servikal

karsinojenezis igin koruyucu rol oynargg.

Obezite ile gesitli jinekolojik kanserler arasinda gugli  bir iligki vardir.
Benzer sekilde vicut-kitle indeksi (BMI) 35’in Uzerinde olan kadinlarin servikal kanser
riskinin daha yuksek oldugu belirlenmi§tir83. Obezite adenokarsinoma igin bir risk faktdrt

olarak tanimlanirken skuamoz hiicre karsinoma ile iligkisi belirlenememi§tir83‘94.

8. Immunosiipresyon: Konakg! hiicrenin immiin cevabi HPV'nin kalici
hale gegmesinde ve sevikal kanser gelisim stirecinin baslamasinda ¢ok onemlidir®”.
Cesitli saglik problemleri nedeniyle, organ transplantasyonu yapiimis hastalarda, ila¢
kullanimindan dolayi veya HIV enfeksiyonu sonucu gelisen immunosupresyon HPV

enfeksiyonu ile ve sebep olabilecedi neoplazilerle yakindan iIi§kiIidir69’83.



immiin yetmezligin ne derece oldugu HPV’nin indiikledigi servikal
lezyonlarin olusumunda c¢ok onemlidir®®. Organ transplantasyonu yapilmis hastalar ve
HIV pozitif hastalar gelisen immin yetmezlige bagh olarak ylksek servikal kanser riski
altindadirlar. Bébrek transplantasyonu yapilan hastalarda populasyon geneline gore 9 kat
daha ylksek anogenital HPV enfeksiyonu ve 17 kat daha yiksek HPV ile iliskili CIN
lezyonlari tespit edilmi§tir69. Hucresel ve mukozal immun mekanizmalar HPV

ekspresyonunda ve serviks kanserinde kritik rol oynarzz.

11.4.4 Serviks kanserinde bireysel duyarlihigin 6nemi

Son yillarda birgok c¢alisma genetik polimorfizmin kansere yakalanma
riski ile iligkisini arastirmakta, baz bireylerin neden kansere daha yatkin oldugu
sorusunun cevabini bulmaya calismaktadir. Bu calismalarda o6ncelik ksenobiyotik
metabolizmasinda rol oynayan enzimlere verilmekte ancak bu calismalarin istatistiksel
glc kazanabilmesi icin ¢ok genis populasyonlarda suirdurilmesi gerekmektedir. Bu
problem genellikle uluslararasi isbirligi ¢calismalariyla asilmaya calisiimaktadir. Duyarlilik
bilgilerine ilave olarak calismalarda maruziyetin degerlendiriimesi veya erken dénem
genotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla biyogdstergelerin uygulanmasi duyarhlikla ilgili

sonuclari daha anlamli hale getirecektir'®.

Servikal kanser gibi ¢evresel etkenlerle iliskili kanser tlrlerinde bireysel
duyarhligin 6nemi son yillarda énem kazanmistir. Yasam tarzi ve gevresel kofaktdrlerin
yan! sira bireyin genetik duyarliligi servikal kanser gelisiminde son derece énemli oldugu,
servikal kanser Oncul leyzonlarinin baz bireylerde kendi kendine iyilesmesi bazi
bireylerde ise serviks kanseri gelisimine sebep olmasi immin mekanizmalarin etkinliginin
yani sira genetik duyarlihdin da 6nemini dogrulamaktadir. Birgok ¢evresel kokenli

hastalikta oldugu gibi servikal kanser gelisiminde de genetik, yasam tarzi ve maruziyet



hikayesi Onem tasimaktadir. Ancak gunumuzde genetik ve kazaniimis duyarlilik
faktorlerinin servikal kanser gelisimi Uzerine etkisine dair yeterli kanit yoktur. Serviks

kanseri gelisiminde duyarlilik faktérlerinin etkisi Sekil 11.14’te gdsterilmistir.

SERVIKS KANSERI ACISINDAN DUYARLILIK

Genetk Yasam tarz| Maruziyet
hikayesi

+ Genetik Eolimorfizm Vasl
. sYaglanma
DMA onarimi -Beilenme “Toksik bilesikler
«Cinsel yazam Qe
Sigara sEnfeksiyvonlar

Sekil 11.14 Serviks kanseri gelisiminde duyarlilik faktérlerinin etkisi®®

Servikal kanser gelisiminde genetik polimorfizmin etkisini gérmek
amaciyla Amerikali (n=83, kontrol n=38) ve Venazuelal (n=75, kontrol n=76) serviks
kanserine yakalanmig kadinlar Uzerinde yapilan ¢alismada GSTM1 null allel ile serviks

kanseri arasinda iligki bqunmugtur””53

. GSTM1, tatine 6zgl genotoksik karsinojenlerin
detoksifikasyonunda rol oynar. Sigaranin serviks kanseri gelisiminde dnemli bir kofaktor
oldugu dikkate alinarak da GSTM1 null bireylerin serviks kanserine yatkinhgi
aciklanabilir'®'®. Servikal kanserin cok risk faktorlii bir hastalik oldugu diistndildiigiinde
GSTM1 polimorfizminin servikal neoplazi gelisimi Uzerindeki etkisinin yanisira birgok
faktérin devrede olabilecegi ve servikal kanserden korunma programlarinda
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polimorfizmle ilgili yapilacak c¢alismalarin gelecekte faydal olacagi dusunulmektedir ™ .

GSTM7?’in yanisira, p53, XRCC1, XRCC3 ve OGG1 polimorfizmlerinin de servikal kanser




etiyolojisi agisindan dnemli olabilecedi dusunilmis, ancak bu polimorfizmlerin serviks

kanseri ile iligkisi henliz tam olarak aydlnlatllamam|§t|r1°2'1°3.

P53 polimorfizminin de servikal kansere yatkinliktaki roli arastiriimig
ancak cesitli laboratuvarlardan geliskili sonuglar alinmistir. Storey ve arkadaslari p53Arg
izoformu p53’in HPV-16 ve 18’e olan duyarliigini arttirdigini ve 7 kat daha fazla serviks
kanseri riski tasidigini belirtmistir1°4. Ancak bu calisma yayinlandiktan hemen sonra

p53Arg izoformu ile servikal kanser arassinda iliski bulunmadigini belirten calismalar

105-107 108,109

yayinlanirken , bu iligskiyi dogrulayan ¢alismalar da yayinlanmistir

DNA tek sarmal kiriklarinin ve genetik instabilitenin onarilmasinda
gorevli XRCC1 proteini ile HPV E6 proteinlerinin etkilesmesi sonucu DNA onariminin
azalabilecegine dikkat cekilmis ve in vitro kosullarda HPV EG6 proteinlerinin XRCC1’e
baglanmasiyla DNA onariminin azaldigi gésterilmigtir.”o. Ancak XRCC1 polimorfizmi ile
serviks kanseri arasindaki iliski kanitlanamadigr gibi XRCC3 ve OGG1’in de serviks

kanseri gelisimi ile iligkisi hentiz ayd|nlat|Iamam|§t|r1°2’1°3.

1.4.5 As1 Galismalan

Gunimuizde HPV ile iligkili asi calismalari iki amaci hedefleyerek
yuritilmektedir®®:
1. proflaktik asilar: HPV enfeksiyonuna ve neden
olabilecegdi lezyonlara karsi koruyucu olarak kullanilmasi planlanir.
2. terapétik asilar: prekanser6z lezyonlari ve ilerlemis

servikal kanseri tedavi etmek amaciyla kullaniimasi planlanir.



proflaktik asilar: Enfeksiyoz virionlari taklit etme &6zelligine sahip HPV-

VLP’ler (virGs benzeri partikiller) ile bireyin karsilastiriimasi sonucu antikor gelisimi
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saglanir. Bu asilar L1 veya L1-L2 proteinlerini igerir . VLP’ler hi¢ viral DNA icermez bu

sayede enfeksiyona sebep olmaz veya onkojenik 6zellik kazanmaz. Bu sekilde elde

edilen bagisikh@in oldukga spesifik ve uzun sureli oldugu belirlenmistirw’m.

GulnUmuzde ug¢ adet VLP profilaktik asi calismasi tamamlanmistir. Bu
c¢alismalarin ortak sonuclari HPV-VLP asilarinin iyi tolere edildigi ve ylksek oranda
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immunolojik oldugu yoénindedir . Tablo l.14’te gelistirilen proflaktik asilar ve etkili

olduklari HPV tipleri gosterilmektedir.

Tablo 11.14 Proflaktik asilar ve etkili olduklari HPV tipleri

Asl tipi Etkili oldugu HPV tipleri
Monovalan HPV-16

Kuadrivalan HPV-6,11,16,18

Bivalan HPV-16,18

Mevcut HPV asilari servikal kanserlerin biyik ¢odunlugundan sorumiu
tutulan HPV 16 ve 18’e karg! koruyucudur ve terapdtik o6zelligi olmayan proflaktik
agilardir. Bu iki tip HPV’ye karsi asilamanin servikal kanser vakalarini %70 oraninda

onleyebilecegdi distintlmektedir'"

. Ancak HPV enfeksiyonunun dogal seyri g6z 6nlne
alindiginda etki en erken 20 yil sonra degerlendirilebilir ve HPV asilamasina dayali
kurulan bir korunma stratejisi ile serviks kanseri olgulari azaltilabilir fakat elimine
edilemez. Bu ylzden tarama programlarina uzun yillar devam etmek gerekmektedir.
Serviks kanseri kaynakli élumlerin insidansindaki azalma bu asilarin ancak on yillarca

kullaniimasi sonucu mimkiin olacaktir'®.

Bugun, HPV 6, 11, 16, 18 tiplerine karsi koruma saglayan proflaktik asi

9-26 yas araligindaki virisle enfekte olmamis kiz g¢ocuklari ve kadinlar igin



dnerilmektedir. ilerleyen dénemlerde ise 26 yas (st kadinlar icin ve erkekler igin de

asinin  kullaniimasi planlanmaktadlrm’”e.

Erkeklerde HPV enfeksiyonunun kansere
neden olma olasiligi olduk¢a dusuk olup, ihmal edilecek duzeydedir. Ancak erkeklerin
enfeksiyon icin tasiyici roli ve asinin sigillere karsi koruyucu etkisi g6z 6niinde
bulundurulmahdir'"”. Asinin koruyuculuk stresi ile ilgili olarak su ana kadar sadece 4 yillik
takip sonuglari degerlendirilmistir, daha uzun dénemde koruyuculuktaki azalma ve
asilamanin hangi siklikla tekrarlanmasi gerektigi henliiz tam bir kesinlik kazanmamistir.
Bunun yani sira, asinin cinsel iliskide korunmay azaltacagi ve bu nedenle dider cinsel
enfeksiyonlari arttiracagi yéninde kaygilar da mevcuttur. Gelismis ve gelismekte olan
Ulkelerde HPV asilariyla ilgili egitimler dizenlenerek hekimlerin, hastalarin, ailelerin ve

genglerin asinin koruyuculuk sinirlarini 6grenmesi hedeflenmektedir''>'"®.

Batun bu belirsizliklere kargi Haziran 2006 tarihi itibariyle FDA, ABD’de 9-

26 yas arasli kadinlara VLP kuadrivalan HPV agilarinin uygulanmasini onaylamlgtlrm.

terapétik asilar: Proflaktik asilarla alinan yol ve basari henulz terapétik

asilarda elde edilememistir. Terapétik asilarin 6ncelikle HPV ile enfekte ylksek derecede
servikal kanser riski tasiyan bireyler icin kullaniimasi planlanmaktadir ve VLP asilari bu

amagla kullanima uygun dedgildir. Temelde iki tip terapdtik asi Gzerinde ¢alisiimaktadir.

a) HPV’nin g¢ogalabilmek igin ihtiyag duydugu E1 ve E2 erken
doénem proteinlerini iceren asilar hicresel bagisiklik sistemini uyarmak suretiyle virlisiin
¢ogalmasini engellemesi hipotezine dayanir.

b) Serviks karsinomu HPV E6 ve E7 proteinlerini bol miktarda igerir.
HPV E6 ve E7 proteinlerini iceren asilar vicudun bagisiklik sistemini ve sitotoksik
lenfositleri harekete gecirerek antitimor etki gdsterebilecedi hipotezine dayanir. Bu
sayede HPV ile enfekte servikal neoplazi tedavisinde bu asilardan yararlaniimasi

planlanmaktadir. Ancak HPV E6 ve E7 proteinlerine dayali DNA asilari ile ilgili ¢eligkili



gorusler vardir. Konakgl genomunda eksprese edilmeleri veya genoma katildiklarinda

mutasyona neden olma potansiyelleri henliz degerlendiriime asamasmdad|r97’“2.

Gelismis ve gelismekte olan llkelerde diger agilama programlari 6rnek
alinarak (hepatit B gibi) HPV asilama programlari hazirlanmakta ve toplumun serviks

kanseri ve HPV enfeksiyonlari hakkinda bilgilendiriimesi hedeflenmektedir'"”.

Oniimiizdeki 5 yilda gelismekte olan ve gelismis Ulkelerin HPV
enfeksiyonlari ve servikal kanser igin farkh stratejiler uygulamalari gerekmektedir.
Gelismekte olan ulkeler icin HPV DNA testlerinin Ulke genelinde uygulanabilir hale
gelmesi ve etkin tarama-tedavi programlarinin tim populasyon igin dizenlenmesi
amaclanmakta ve cesitli firmalar gelismekte olan Ulkelerde HPV DNA’sinin tespiti
amaciyla kullanilmak Uzere ucuz ve ileri teknoloji gerektirmeyen ticari test sistemleri
Uzerinde calismaktadirlar. Gelismis Ulkeler igin en énemli hedef tarama sonrasi tedaviye
ihtiyag duyan ve izlenmesi gereken kadin sayisini azaltmak dolayisiyla HPV ile enfekte
kadin sayisinin azaltilmasidir. Yiksek riskli HPV tipi ile enfekte kadinlarin hangilerinin
gercekten CIN gelistirecegini 6nceden anlayabilmek amaciyla yeni biyogdstergelerin

gelistiriimesi hedeflenmektedir'®.

11.4.6. Servikal izleme programlari ve tarama yéntemleri

Yuksek riskli HPV tipleri ile servikal kanser arasindaki gugli baglanti
serviks kanserinden korunma programlarinda HPV testlerinin izleme amacli uygulanmasi

gerekliligini gindeme getirmistir18.

Amerika’da servikal kanser izleme programlarinin baglatiimasi ile 1950
yilindan itibaren vaka sayisi 6nemli oranda diisiis gostermistir®. Giiniimiizde de servikal

kanserden korunmak amaciyla her yil buyuk miktar kaynak ayrilmaktadir. ABD’de heryil



servikal kanserden korunma ve tedavi igin harcanin paranin neredeyse 2/3’0 rutin tarama
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programlarina harcanirken kalan kisim tedavi giderleri i¢in harcanmaktadir °. Buna

karsilik her yil 10,000’den fazla amerikaliya ICC tanisi konulacagi ve yaklagik 3700’Gnin

bu hastalikta hayatini kaybedecegi tahmin edilmektedir'?°.

Servikal izleme programlarinin dizenli olarak uygulandigi gelismis
Ulkelerde servikal kanser insidansi ve mortalitesi dismustir. Ancak servikal kanserden
korunma programlari olduk¢ga pahali ve zahmetli laboratuvar prosedurlerine
dayanmaktadir. izleme programlari ender olarak tamamlanmakta ve neredeyse g¢ogu
gelismekte olan Ulkede sirdurilememektedir. Ginimize kadar bu ulkelerdeki izleme
programlari dusuk kaliteli ve kisa zamanl olarak tanimlanmaktadir. Sonug olarak az
gelismis Ulkeler ulusal servikal kanser korunma programi olan Ulkelere gére en az iki kat

daha ylUksek servikal kanser kaynakli 6lim oranina sahiptir”.

Normalde servikal izleme programlariyla servikal kanser insidansi
disurllebilmesine ragmen, izleme programlarina yeterince kaynak aktarilamayan az
gelismis ve gelismekte olan Ulkeler dinya genelinde servikal kanser insidansinin
yukselmesinde buyuk pay sahibidir. Konakgi genotipi, ¢cok fazla HPV tipleriyle enfeksiyon
gerceklesmesi ve bu sayede onkojenitenin artmasi da artan insidansa katkida

bulunmaktadir'?".

11.4.6.1 Sitolojik tani1 yontemleri:

Servikal sitolojinin izlenmesi servikal kanserden korunmak ve teshis
amacl etkin bir metod olarak uzun yillardir kullaniimaktadir. Ancak son yillarda yapilan
meta analiz calismalarinda servikal surintulerin sitolojik degerlendiriimesinin, biyopsi
sonucunda HGSIL ve servikal kanser tanisi konmus vakalarin %40-50’sini erken

doénemlerde tespit edemedigi ve hatali sonug verdigi rapor edilmistir. Bunun sonucunda



HPV DNA’sini tespit etmeye ydnelik testlerin geleneksel sitolojik yontemlerle birlikte

kullanilmasinin yararliligini gindeme getirmigtir18.

Pap Testi:

George Papanicolaou tarafindan gelistiriimis pap testi servikal hicrelerin
sitolojik olarak degerlendiriimesi sonucu serviks kanserinin erken tanisini muimkin
kilmaktadir ve 1940’h yillardan beri uygulanmaktadir. Servikal kanser tanisinda pap testi

maliyet agisindan da en uygun yijntemdirm.

Pap testi yaygin olarak yaklasik 50 yildir uygulanmaktadir. Preparatlarin
hazirlanisinda ve yorumlanmasinda bu stre iginde belirgin bir degisiklik yapiimamistir. En
onemli dezavantaji hassasiyetidir. Pap testleri adenokarsinomayi belirlemede skuamdz

karsinoma kadar basarili degildir123.

Alinan hatali pozitif sonuglar likit bazli sitolojik degerlendirmelere ve HPV
DNA testlerinin birarada kullaniimasina ihtiya¢ duyulmasina sebep olmustur. Likit bazli
sitolojik testlerin geleneksel pap testinden farki servikal strlntiyd direkt incelemek yerine
servikal sdrintd 6rneginin  bir sivi icine alinip hicreler gesitli filtrelerden gecirilerek
temizlendikten sonra lam Uzerine ince bir tabaka halinde yayilip sitolojik degerlendirmeye
hazirlanmasidir. Bu sayede daha kaliteli preparatlar elde edilir ve yontemin hassasiyeti

artar'®.

Pap testi sonucu pozitif veya slpheli ise hasta kolposkopik incelemeye

alinir. Bu asamada biyopsi 6rnegi alinir ve sonuca gére tedaviye karar verilir'?,



Pap testi ile alinan hatali pozitif /negatif sonuglari engellemek amaciyla
HPV tiplerinin tespiti icin kullanilan testlerinin de sitolojik taramaya ilave olarak

uygulanmasi onerilmektedir'®*.

11.4.6.2 HPV Tiplerinin tespiti i¢in kullanilan yéntemler

Mikrobiyolojik tani ydntemlerinin (elektron mikroskopisi gibi) HPV
tanisinda kullanimi mimkundir. Ancak yiuksek maliyet ve dustk duyarlilik bu yéntemlerin
tercih edilmeme sebebidir. Bunun yerine spesifik HPV tanisi icin HPV DNA’nin
gOsterilmesi en glvenilir yontemdir. Pap testi ile pozitif sonu¢ alinan bireylerden
hangilerinin daha hizli patoloji gelistirebileceginin tahmin edilmesi acisindan HPV
tiplerinin tespit edilmesi ve eger yuksek riskli tip ile enfeksiyon sézkonusu ise hastanin
daha sik izlenmesinin hastaligin erken teshisini saglayacadi ve servikal kanser kaynakli

Olumleri azaltacagi d[]§[]n[]|mektedir125.

HPV enfeksiyonunun alt genital sistem hastaliklarindaki 6nemi
anlasildik¢a viral tani yontemleri ve bu ydntemlerin hassasiyetleri giindeme gelmisgtir.
Gerek HPV virlsinin doku kdltirinde c¢ogaltlma problemleri, gerekse HPV
enfeksiyonunun teshisinde serolojik testlerin glvenilirlik problemleri; HPV test

yontemlerinin viral DNA tespitine dayanmasina sebep olmugturm.

Servikal karsinomlarin tespitinde klasik sitolojik yontemlerin yani sira
HPV DNA'sinin tespiti klinik agidan olduk¢a 6nemlidir. Buglin, servikal kanser vakalarinin
%80-99'unda HPV DNA’s! tespit edilmektedir. Kontrol grubu olarak segilen bireylerin ise
%5-15 oraninda HPV DNA’sI tasidiklari belirtiimistir. Tarihsel olarak HPV DNA’sinin
prevelansi teknolojinin gelisimi ile orantili olarak artmistir. 1980’lerin basinda Southern
Blot testlerinin kullanimi ile servikal kanser vakalarinda %40-70 oraninda HPV DNA'’si

tespit edilirken PCR teknolojisindeki gelismeler sayesinde bu oran %70-90’lara kadar



yukselmistir. Test kosullarinin valide oldugu laboratuvarlar bu orani %99 olarak

belirlemektedirler”.

HPV tiplemesinin yapilmasi uygulanacak tedaviyi degistirmez ancak
bireyin yuksek riskli veya dusuk riskli tiplerle enfekte oldugunun bilinmesi takip sikliginin
diizenlenmesi agisindan klinik 6nem taglrm.

Giintiimiizde HPV DNA'si tespiti igin iki test valide edilmistir'®'?" .

1) HC2 2) PCR’a dayali testler

Hibrit yakalama-2 (HC2):

1998 yilinda HPV tespiti amaciyla ticari bir Griin olan Hybrid Capture-II
(HC-II; Digene, U.S.A.) kullanima sunuldu. HC-II nonradyoaktif, hizli bir test sistemidir.
Klasik HC testinde HPV DNA'’sI pozitif ya da negatif seklinde sonug alinirken HC2 ile 18
tip HPV DNA’si analiz edilmektedir. Yiksek riskli tiplerden HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 ve dusuk riskli tiplerden HPV- 6, 11, 42, 43, 44 bu yontemle
test edilebilir. HC2 ile yapilan ¢alismalar, sonuclarin PCR sonuglari ile uyumlu oldugunu

géstermektedirm.

1999 yilinda HC-HPV DNA testlerinin kullanimi FDA tarafindan kuskulu
sitolojik sonuglarda sitolojiye ek test olarak onaylanmistir. 2003 yilinda ise, FDA ikinci
jenerasyon HC testi olan HC2'nin, 30 ve Uzeri yaslardaki kadinlarda, servikal kanser
belirtilerinin tedavisi sonrasinda ve gupheli sitoloji vakalarinda servikal sitolojik taramaya
ilave olarak kullaniimasini onaylam|§t|r18. HC2 testi uygulama kolaylidi nedeniyle tercih
edilen bir ydntemdir. Ticari olarak 96 kuyulu mikroplaka formatindadir. 13 yuksek riskli
HPV tipini, 5 dusuk riskli HPV tipini tespit etmek amaciyla Prob B (yuksek riskli tipler igin)

ve Prob A (dusuk riskli tipler icin) olmak Uzere iki farkli RNA probu kullaniimaktadir'®.



RNA problari testin teshis edebildigi HPV tiplerinin genomik sekansinin tamamlayicisidir.
Metod oncelikle HPV DNA’sinin RNA prob karisimlari ile spesifik HPV DNA-RNA
hibridlerini olusturmak Uzere denatlrasyonunu gerektirir. Olusan spesifik DNA-RNA
hibridleri antikorlar tarafindan taninir. Fazla antikorlar ve hibridlesmemis problar
uzaklastirildiktan sonra hibridler luminometre tarafindan oél¢timek tzere parlaklida sahip
olmak Uzere bir dizi reaksiyondan gegirilir. Olglimler sonucu viral yikin semi-kantitatif
tayini yapilmis olur. Ancak sonuglar spesifik HPV tipleri hakkinda bilgi vermez, tiplerden
herhangi birinin varliginda pozitif sonu¢ alinir. Yéntemin en énemli dezavantaji HC2
yuksek riskli prob karisiminin (Prob B) HPV 53, 66, 67 ve 73 gibi prob icinde bulunmayan

HPV tipleri ile gapraz reaksiyona girip hatali pozitif sonuglar vermesidir'®.

Bugiun HC3 Uzerinde c¢aligsalar devam etmektedir. HC3 ile daha fazla

HPV tipinin teshis edilebilmesi ve hatali pozitif sonuglarin énlenmesi hedeflenmigtir127.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’ a dayali ybntemler

HPV calismalarinda en yaygin kullanilan yéntemlerdendir. Bu ydntemde
taze doku ve hucrelerden elde edilen DNA’lar ile caligilabildigi gibi, formalinle fikse

edilmis, parafine géomull dokularda da galisilabilir.

Gunimuizde HPV DNA'sini test etmek amaciyla kullanilacak PCR’a
dayali higbir ticari Griin bulunmamaktadir. Bu testler su anda arastirma laboratuvarlarinda
ve bazi 6zel laboratuvarlarda uygulanmaktadir. Gelecekte ticari bir trin seklinde
piyasaya sunulmasi planlanmaktadir. PCR’a dayal testler yuksek analitik duyarliiga

sahiptir ve ¢ok az miktarda drnekle veya viral yikin ¢ok az oldugu durumlarda bile sonug



vermektedir'®. Metod, viral genomun secilmis gen bdlgelerinin ¢ogalilmasina dayanir.
Denatlrasyon sonrasi hedef DNA tek sarmali kalip olarak kullanilir. Cogaltiimak istenen
bdlgeye 6zgu oligonikleotidler Taq polimeraz aracihdi ile hedef bélgeye baglanir ve ¢ift
sarmalli DNA molekdilleri olusur. Bitiin yeni sentezlenmis ¢ift sarmalli DNA molekdlleri bir
sonraki dongl icin kalip gorevi yapar. Denatlirasyon, annealing ve extension
basamaklarinin tekrarlanmasi sonucu Uriin ¢ogaltilir ve jel elektroforezine, RFLP veya

sekanslanmaya hazir hale gelir18.

PCR’a dayali metodlarin hassasligi ve spesifikligi cok degiskendir. Bunu
etkileyen faktorler'®:
- primer setleri
- PCR iriini blyuklugu
- Reaksiyon kosullari
- Reaksiyonda kullanilan DNA polimerazin performansi
- Cogaltilan HPV DNA tipi

- Coklu tiplerin tespiti

PCR ydntemi ile yiksek duyarliiga karsi hatali pozitif sonuclar
kontaminasyon sonucu alinabilmektedir. En yaygin kullanilan protokoller en iyi korunmus
bdlge olan L1 genini hedef alan primerleri kullanmak konusunda fikirbirligindedirler.
Bunlar iginde MY09/11, PGMY 09/11, GP 5+/6+, ve SPF1/2 primerleri yaygin kullanima
sahiptir ve 40 farkli HPV tipinin tespitinde kullanilabilir'®. Tiplere spesifik PCR
yontemlerinde ise Ozellikle onkojenik tipler arasinda en fazla varyasyonun goéruldigu

polimorfik HPV genom bdlgesi E6/E7 hedeflenir'%.

Zaman icinde PCR teknolojisine dayanan testlerdeki gelismelerin HPV
DNA’s| tespitinde kesinlik ve maddiyatla ilgili problemleri ¢g6zmesi umulmaktadir. Bir diger

olasi ¢6zim ise bu tekniklerle proliferasyonu ve hiicre déngusunu dizenleyen proteinlerin



tespit edilmesi ve buna gore servikal kanser gelistirme olasiligi bulunan kadinlarin ayrilip
digerlerinin daha uzun araliklarla izlenmesidir. Ginimuzde kisisel kullanimi mimkiin olan
servikal ve vaginal surintid almak kaydiyla HPV DNA'sini tespit eden kitler halen

arastirma asamasindadir'?’.

Shah ve ark.’nin bir galismasinda HPV DNA tanisinda PCR ile Hibrid
Yakalama ydntemlerini karsilastinimiglar ve PCR’In ¢ok dusuk miktarda HPV DNA
varliginda bile pozitif sonu¢ verirken, Hibrid Yakalama testinin ancak yiksek miktarda

HPV DNA varhgdinda pozitif sonug verdigini belirtmiglerdir13°.

Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (REAL TIME PCR, RT-PCR)

RT-PCR, duyarlilik ve spesifiklik a¢isindan degerlendirildiinde HPV
DNA’sinin tespiti i¢in ideal bir ydntemdir. RT- PCR’da, reaksiyon karigsimina luminesan
marker iceren problar eklenir ve bunlar DNA tek sarmalina baglanirlar. Polimeraz enzimi
aracihigiyla dNTP’ler baglanmaya basladiginda probun Iiminesan 6zelligi aktive olur ve
bilgisayar ekraninda goérintilenmeyi saglar. Luminasyon miktari Grin varligiyla
korelasyon gdsterdigi icin, kantitasyon hakkinda bilgi verir. Real Time PCR ile Grinin
¢ogaltilmasi sirasinda bilgisayar ekraninda goérintii alinmaya baslar, béylece urGnin jele
yuklenmesi zorunlulugunu ortadan kaldirir. Kontaminasyon ihtimalinin ¢ok digtk olmasi
ve yontemin hizli olmasi da énemli avantajlaridir. Farkl primer dizileriyle ¢alisilabilir.
HPV tipleri icin en sik kullanilan primer dizilerinden birisi MY09/11 setidir. Bu primer seti

pek cok HPV tipi icin spesifik kabul edilmektedir'".

Bu ydntemlere ilave olarak DNA mikroarraylerin zaman icinde maliyetle

ilgili problemleri de c¢6zdikten sonra HPV tiplemeleri icin vazgecilmez hale gelmesi

beklenmektedir'®°.



1.5 Genotoksisite testlerinin molekiiler epidemiyoloji calismalarindaki yeri

Molekuler biyoloji tekniklerinin gelismesi sayesinde geleneksel
epidemiyoloji yerini zaman iginde molekiler epidemiyolojiye birakmistir. Kanser
arastirmalarinda eskiden “kara kutu” olarak tanimlanan maruziyet ile kanser geligimi
arasindaki sitire¢ molekiler epidemiyoloji ile ¢ok basamakli olarak degerlendiriimekte,
cesitli biyogdstergeler yardimi ile farkli kanser tirlerinin mekanizmasinin anlasiimasini
saglamaktadir. Sekil 11.15te  molekiler epidemiyolojinin kanser calismalarinda

maruziyetten kanser gelisimine dogru getirdigi acilimlar gijr[]lmektedir132.
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Sekil 11.15 Molekiler epidemiyolojinin kanser arastirmalarinda sagladigi ag:lllmlar132

Kanser gelisimi uzun yillar sonucunda gergeklestiginden prospektif
epidemiyolojik galismalar dizenlemek herzaman mUmkin degildir. Bu ylzden, kanser
riskini belirleyebilecek Ozellikte biyogdstergeler gelistiriimesine karsi hakli  bir ilgi

sézkonusudur',

Cogu insan karsinojeni genotoksikken, tim genotoksik ajanlarin
insanlarda karsinojenik oldugu goésterilmemistir. Kanser gelisiminden énce genotoksisite
ile karsinojenesite arasindaki iligkinin belirlenmesi dogal olarak énem kazanmistir. Bu
amagla geligtirilen c¢esitli genotoksisite yontemleri mevcuttur. Bunlardan en sik

kullanilanlar; sayisal ve yapisal kromozomal anomalileri belirlemek amaciyla uygulanan



kromozomal aberasyon testi, kardes kromatid degisimi (SCE), floresans in-situ
hibridizasyon (FISH), mikrogekirdek (MC), comet (tek hlcre jel elektroforezi) yontemi,

DNA ve protein katim Urlinleri seklinde siralanabilir™.

11.5.1 Kromozomal aberasyon yontemi

Sayisal ve yapisal olmak Uze iki tip kromozomal aberasyon sz
konusudur. Sayisal kromozomal aberasyonlar kromozom sayilarindaki degisiklikleri
temsil ederken yapisal kromozomal aberasyonlarla ¢ok ¢esitlidir. Yapisal kromozomal
aberasyonlar genel olarak iki grup altinda incelenebilir: 1. kromozom tipi aberasyonlar, 2.

kromatid tipi aberasyonlar'®.

Yapisal kromozomal aberasyonlar siklikla; direkt DNA hasari, hasarli
DNA’nin replike olmasi, DNA sentezinin inhibe olmasi ve onarim mekanizmalarindaki
bozukluklar nedeniyle olusur. Cok az sayida ajan DNA kiriklarini direkt indikleyerek
(iyonizan radyasyon ve bleomisin gibi) hasar olugsmasina sebep olur. Populasyon izleme
¢alismalarinda genellikle hasarli DNA'nin replike olmasi sonucu olusan kromozomal
aberasyonlar degerlendirilir. Hasarli hicre kromozomal aberasyonlar aciga c¢ikmadan
Oonce mutlaka S fazina girmelidir, bu ylzden bu kimyasallar “S-fazina bagh klastojenler”
diye adlandirilir. Kimyasallarin S fazinda DNA sentezi icin gerekli olan bazi ajanlarla
etkilesmesi veya DNA onarim mekanizmalarinda bozukluga sebep olmalari sonucu

yapisal kromozomal aberasyonlar olusabilir'>*.

Periferal kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon sikligi genotoksik
karsinojenlerin degerlendirimesinde uzun yillardir kullaniimaktadir ve kromozomal
aberasyon testi populasyon caligmalarinda erken biyolojik etkileri gdozlemlemek icin ve

genotoksisite alaninda yaygin kullanima sahip en iyi valide edilmis biyogostergedir'®'**.



Karsinojeneziste periferal kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon
¢alismalarinin  hedef dokulardaki spesifik kromozomal degisiklikleri temsil ettigi
disunldlmektedir. Kromozomal hasar mekanizmasinin farkli dokularda benzer oldugu
distnilirse, lenfositlerdeki hasar seviyesi kansere yatkin dokularinkini yansitip kanser

riskini belirlemede kullanilabilir'®?'

. Bu ylzden periferal kan lenfositleri DNA hasari ve
kromozomal aberasyonlari dederlendirmeyi ve genotoksik riskin belirlenmesini mimkin

kilar?'.

Periferal kan lenfositlerinde artan kromozomal aberasyon sikligina sahip
bireylerin kanser gelisiminde anlamli bir sekilde daha yuksek risk altinda olduklar bir ¢ok

calismada gosterilmistir'*® ™7,

Kromozomal aberasyon ydnteminin yaygin kullanimi sonucu bir¢ok
Avrupa laboratuvarinda veriler birikmistir. Bu durum, énceden belirlenmis kromozomal
aberasyon sikliklarinin kanser ile iligkili olup olmadiginin arastiriimasini mimkudn kilmistir.
10 iskandinav sitogenetik laboratuvar sonuglarini iceren prospektif kohort calismasinda
(Nordic Study Group), kromozomal aberasyon sikliklarinin artan kanser riski ile iligkili
oldugunu belirtiimis, yine lenfositlerde yapilan SCE ve MC ydntemleriyle bu iligki

gésterilememistir19.

invitro kromozomal aberasyon testi en yaygin insan periferal
lenfositlerinde uygulanir ve mitoz bdélinmeyle ¢ogalan hucreleri metafaz agsamasinda
durdurularak yapisal kromozomal aberasyonlari tespit eder. Yapisal kromozomal
aberasyonlar c¢esitli mutajenlere maruziyet sonucu olusur. Periferal lenfositler htcre
siklusunun Go evresindedir ve hicrenin ¢ogalabilmesi icin spesifik bir ajan olan
fitohemaglutinin tarafindan béliinmenin stimule edilmesi gerekir. Yaklasik 45 saat sonra
kolsemid/kolsisin gibi bir ig iplik¢ikleri inhibitort ilk mitoz bolinmeyi metafaz agamasinda

durdurmak Uzere ilave edilir. Hipotonik ¢ozelti ile muameleden sonra fiksasyon



gerceklestirilir ve hicreler lam yuzeyine yayilir. Giemsa boyama sonrasi yapisal

kromozomal aberasyonlar mikroskop altinda degerlendiriimek Gzere hazirdir'®®.

11.5.2. Comet Yontemi

Tek hicre jel elektroforezi (Single cell gel electrophoresis,SCGE) veya
Comet teknigi, DNA hasarini 6lgmek ve analiz etmek amaciyla kullanilan, hizli, basit,
duyarli ve yaygin kullanim alanina sahip bir tekniktir. ilk defa 1978 yilinda Rydberg ve
Johanson tarafindan DNA sarmal kiriklarinin élgliimesi amaciyla kurulan, daha sonra
1984 yilinda Ostling ve Johanson tarafindan geligtirilen teknik nétral pH'daki lizing
sartlarinda uygulanarak DNA cift sarmal kiriklarini tayin etmekteydi138. 1988 yilinda Singh
ve arkadaslari tarafindan protokolde birtakim degisiklikler yapilarak yéntem alkali lizing
kosullarinda uygulanm|§t|r139. Singh ve arkadaslarinin comet yéntemi protokold bugtn
kuguk degisikliklerle dinya genelinde en yaygin kullanilan protokoldir. Yéntemin en
Onemli avantajlarindan bir tanesi de c¢ok c¢esitli hicre tiplerinde g¢alisma olanagi

saglamasidir™.

Comet yonteminde, hlcreler izole edildikten sonra agar icine gémiulerek
mikroskopik lamlara yayilir, lizing asamasindan sonra elektroforeze birakilip floresan

boya ile boyanmak suretiyle dederlendirilir.

Comet teknigi ile DNA hasarinin kantitatif olarak tayin edilimesinde goézle
degerlendirmenin yanisira kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA ylzdesi
en yaygin kullanilan parametrelerdirm. Kuyruktaki DNA yuzdesinin belirlenmesi ve

sonuglarin gdzle degerlendiriimesi diger parametrelere gore doz cevap iligkisini daha iyi

138,142,143

yansitmasi sebebiyle tercih edilmektedir . Comet teknigi enfeksiy6z ajanlarin

indiikledigi DNA hasarini iziemede uygun ve etkili bir yontem olarak gésterilmektedir'*.



11.5.3. Challenge Yontemi

1970'li yillarin sonlarina dogru Hsu ve Au, kanser hastalarinin ve kansere
yatkin bireylerin DNA onarim yetersizliklerinin oldugunu belirtmiglerdir. Calismalarinda
Hsu ve arkadaslari bleomisini, Au ve arkadaslari ise X- ve y- gama iginlari ya da UV 15131
gibi fiziksel ajanlari kullanmaya baslamislardir. Au ve arkadaslari uyguladiklari yontemi

"Challenge teknigi e,

diye isimlendirmigtir

Dolayisiyla "Challenge Teknigi" tabiri ilk olarak 1991 yilinda William Au

tarafindan sitogenetik literattrine sokulmugtur146

. Bu teknik DNA onariminin kigilere gére
farkhiliginin tespitini dolayisiyla bireysel duyarliligin belirlenmesini hedefler. Deney ve
kontrol bireylerinin ylksek dozda radyasyona maruz birakilir ve indiklenmis DNA hasari
saptanir. indiiklenmis degerlerdeki farklar kantitatif olarak degisen onarim kapasitesini

gé’)sterir147‘148.

DNA hasarinin fiziksel ajanlarla indiklenmesinin kimyasal ajanlara
kiyasla birgok avantaji vardir. Oncelikle dozlamada olusabilecek problemlerin
Onlenmesinin  yanisira, hicresel alim ve kimyasallarin metabolizasyonundaki
polimorfizmden kaynaklanabilecek farkhliklar da elimine edilmis olur™. Ayrica radyasyon
genotoksisitesinin ginimuze kadar ¢ok ¢alisiimis bir konu olmasi, olusturdugu doz-cevap
egrileri induklemede secilecek dozun rahatga belirlenebilmesini mimkuan kilar'*. Biz de
tim bu avantajlarindan dolay! Challenge tekniginde indikleyici olarak bir fiziksel ajan olan

X-isinlarini kullandik.

Hasarli DNA'nin onarilamamasi kanser olusumunun temel mekanizmasi
olarak kabul edilir. Bu olay DNA onarim yetersizligini ve kansere yatkinhdi dolaysiyla
bireysel duyarliligi belgeler. Cinki hucrelerin farkh genlerdeki hasari onarmada farkli

etkinlikleri vardir. Genel DNA onarim yetersizlikleri spesifik genlerde mutasyon meydana
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getirebilir °°. Bununla birlikte DNA onarim hatasini saptayabilmek igin kesin ve basit bir

yontem mevcut degildir. DNA onarim problemlerini saptayabilmek icin sitogenetik

teknikler temel alinarak Challenge teknigi gelistirilmigtir”s'w.

Challenge teknigi ile kombine olarak kromozomal aberasyon yonteminin
yanisira comet teknigi de yaygin kullanima sahiptir. Son yillarda periferal kan
lenfositlerinde Comet tekniginin challenge teknigi ile kombine kullanimi yéntemin hizl ve

glvenilir olmasi nedeniyle tercih edilmektedir?".

Belirli bir radyasyon dozunun hicreler arasinda kuguk farkliliklar
gOstermekle birlikte, DNA'da standart miktarda hasar olusturacagi dustnulir. Hucrelerin
radyasyona duyarhliklarindaki farkhliklar, tamamini "onarim" olarak adlandirdigimiz

hasarin biyolojik prosesine baglld|r145.

Hucrelerin iyonizan radyasyona maruz birakilmasi ile tek sarmal kiriklari
(SSB), cift sarmal kiriklari (DSB), seker hasari, DNA-DNA c¢apraz baglanmasi (DDC),
DNA-protein ¢apraz baglanmasi (DPC) ve baz hasarlari gibi ¢ok gesitli hasarlar

gt')zlenirMQ.

insan periferal kan lenfositlerinde sitogenetik analizler gesitli klastojenlere
maruziyetin belirlenmesi ve degerlendiriimesinde yaygin olarak kullanildigi gibi radyasyon
biyodozimetrisinde de tercih edilmektedir. Challenge yénteminde kombine edilecek
yonteme goére doz secilmesi gerekir. Disuk doz radyasyonun DNA tek sarmal kiriklarina
sebep oldugu bilinmektedir. Alkali comet teknigi dislik dozdaki X-iginlarinin indukledigi

genotoksik etkiyi belirleyebilecek kadar duyarli bir y6ntemdir149.



Biz ¢calismamizda tek sarmal kiriklarini belirlemek amaciyla alkali comet
teknigini challenge teknigi ile birlikte kullandik. Yaptigimiz 6n calismalar neticesinde

indUkleme dozunu 1Gy olarak belirledik.

. GEREG ve YONTEM

lIl.1.Calisma ve Kontrol Grubunun Segilmesi

Gazi Universitesi Tip Fakdltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum poliklinigine
cesitli sebeplerle bagvuran kadinlardan alinan servikal surintl érnekleri HPV tiplemeleri
yapilmak lzere Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji laboratuarina ulastiriimistir.
HPV tiplemesi sonucunda HPV tip 16 ve 18 pozitif teshisi konmus servikal neoplaziler
disinda malign bir hastaligi olmayan hastalar ¢alisma hakkinda bilgilendirilmis, katiimayi

kabul edenler Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum poliklinigine



kan ve servikal surtnti érneklerini vermek Gzere geri ¢agrilmiglardir. Hastalardan alinan
servikal sUruntl érneklerinde zamanla enfeksiyonun kaybolmasi olasiligina karsihk HPV
tiplemesi tekrar edilmistir. Papsmear testini takiben kolposkopi esliginde biyopsi érnekleri

alinip patolojik degerlendirme yapilmistir.

Kontrol grubu rutin kontrol amaciyla poliklinige basvuran, yaslari, sigara
icme aliskanliklari ve yasam tarzlari ¢alisma grubu ile uyumlu olacak sekilde mesleki
olarak herhangi bir genotoksik maddeye maruz kalmamis saglikh kadin bireylerden
olusturulmustur. Kontrol grubunu olusturan kadinlara da papsmear testi uygulanmigtir.

HPV enfeksiyonunun olmadigindan emin olmak amaciyla HPV tiplemesi yapiimistir.

Tim bireysel duyarlilk ve genotoksisite testleri Gazi Universitesi

Eczacilik Fakiltesi Anabilim Dali laboratuarinda yapilimistir.

Calismamizda toplam 31 HPV 16 pozitif, 23 HPV 18 pozitif birey ve
yaslari ve sigara igme durumlari uyumlu 24 HPV negatif birey (kontrol grubu) yer

almistir.

Calismada degerlendirilecek tim parametrelerin tespiti amaciyla;
menopoz durumu, vas, ilk koit yasi, partner sayisi, gebelik sayisi, partnerde HPV
Oykusu, sigara kullanimi, ilag kullanimi, bireyde ve partnerinde cinsel yolla bulasan
hastalik 6ykusl gibi sorulari igeren, anket formlari tim bireylere arastirmacinin kendisi

tarafindan sorular hastalara tek tek yoneltilerek uygulanmistir.

HPV pozitif bireylere ve kontrol grubuna uygulanan anket formlarinin bir

ornegi Form 1’de verilmistir.



Tablo Ill.1’7de deney ve kontrol grubunu olusturan bireylerin genel

Ozellikleri gosterilmistir.

ANKET FORMU

Kod: HPV 16 [ HPV 18 [ HPV (-) [

Adi Soyadt: I [o....
Yasi:

Tel:

1. Calistigl yer, gOrevi? ... SUresic....oooevieieeneen.

2. Sigara igiyor musunuz? Evet [J Hayir [ Biraktim [J

Kag yildir igiyorsunuz?............cccceee..
Biraktiysaniz ne zaman?.....................
Surekli sigara icilen ortamda bulunuyorum [

3. Alkol kullanma aligkanliginiz var mi? Evet [J Hayir [
Ne siklikta; Hergln [J Haftada bir [J Ayda bir [
Nadiren [J
Miktari.....cccoeeeieiiis

4. Surekli kullandiginiz ilag/vitamin var mi? Evet [] Hayir [
Al

5. Beslenme aligkanhgr:
Et agirikh 71 Sebze-meyve agirhkli 11 Kizartma agirhkli 1 Dengeli [
6. En son ne zaman ne amagla, kag kez rontgen filmi ¢ektirdiniz? (dis dahil)



8. Menapozal durumu:
Premenopozal [ Postmenopozal [] .......cccccceeennnn. aydir/yildir.
Hormon Replasman Tedavisi;
Kullandim Cl............... aylyil streyle.........c.cccccvvvveenennnn, kullandim
Halen kullanmaktayim [ ............. ay/yldir. .o, kullanmaktayim
Hi¢ kullanmadim [
9. Hangi siklikta jinekolojik muayene oluyorsunuz?............cccccceveeeeeenennnee
Pap-Smear testini ne sikhkta yaptiriyorsunuz?...............cccooocee
En son ne zaman yaptirmistiniz?..............ccocoee.
10. Eger HPV (+) ise ilk teshis tarihi? Bununla ilgili hi¢ tedavi gérdiintiz ma?

11. Medeni hali:

12. Yasamboyu cinsel partner sayisi: (0N 10 >10
13. 1K KOit YagI: ..coveveveveereeereene
14. Tam zamanh hamilelik sayisi?...........ccccoceeeene DUSUK SayiISl.......ccveeeennes
15. Genital sigil olusumu hikayesi?......... Partnerinde genital sigil olusumu hikayesi?..........
Cinsel yolla bulasan hastalik hikayesi?...........ccccoiiiiiii i,
16. Oral kontraseptif kullanimi;
Kullandim (............... aylyil streyle.........oooocienennn. kullandim
Halen kullanmaktayim [ ............. ay/yildir. ..o kullanmaktayim

Hi¢ kullanmadim [J
17. Aile bireylerinde/sizde genetik bir hastalik var mi1?

18. Patoloji gelisimi: ...

Tablo 1.1 Deney ve Kontrol Grubunu olusturan bireylerin genel 6zellikleri:



Toplam HPV (+) (n= 54) Kor
HF HPV Tor grt
Ti 18 (+) H (n3
*+ (n=23) ( HP)
(n
31 36,11 37, 36,
Yas (Ortalama + SS)
+ 5,6 6, 5,
Pat Pozitif 11 2
(n) Negati 12 3 2
Sig Igen 7 1 1
(n) Igmeye 16 3 1
Dog Yapan 19 4 1
(n) Yapmg 4 1
ik <20 15 3 1
yas >20 8 1 1

lll.2. Biyolojik Materyallerin Toplanmasi

periferal kan 6rnekleri toplanmistir.

heparinli enjektoér icine alinmigtir. Servikal surantu o6rnekleri ise HPV tiplemesinin

yapiimasi ve HPV enfeksiyonunda kanserinde hedef hiicre grubunu olusturan servikal

kan o&rnekleri genotoksisite ydntemleri

surdntl hucrelerinde comet yonteminin uygulanmasi amaciyla alinmistir.

Calismamizda deney ve kontrol grubundan servikal sirunti érnekleri ve

uygulanmak Uzere



Servikal suUrintl o6rnekleri steril eklvyonlarla alinmistir. Ekuvyonlar
iginde steril fosfat buffer saline (PBS) bulunan steril tiiplere alinmistir. Orneklerden biri
HPV tiplemesi yapilmak lizere Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji laboratuarina
génderilmis digeri ise buz icinde muhafaza edilerek Gazi Universitesi Eczacilik Fakltesi

F.Toksikoloji Anabilim Dali laboratuarina comet yéntemi uygulanmak tzere ulastiriimistir.

HPV tiplemesi icin eklvyonla alinan servikal oOrnekler yaklasik 1-2
dakika sure ile vortekslendikten sonra eklvyon tlpten cikartilarak PBS i¢cindeki 6rnek 1,5
mL'lik ependorf tiiplere aktariimigtir. Ornekler calisma zamanina kadar -86°C’de

saklanmistir.

Tum bireysel duyarlilik ve genotoksisite testleri Gazi Universitesi

Eczacilik Fakultesi Anabilim Dali laboratuarinda 6rneklerin alindidi gin ¢alisiimistir.

Tablo 111.2 Toplanan biyolojik materyallerde uygulanan yontemler

Biyolojik Materyal Uygulanan Yontem
Comet Yontemi

Periferal kan Kromozomal Aberasyon Yontemi
Challenge Ydéntemi
HPV tiplemesi

Servikal sirtnti hicreleri
Comet Yontemi



ll.3 HPV tiplemesi

Servikal sdruntilerden DNA izolasyonu ve HPV tiplemesi Gazi

Universitesi Tip Fakdltesi Mikrobiyoloji laboratuarinda yapilimistir.

111.3.1 Yontemde Kullanilan Aletler

. Otoklav (Hirayama, Japonya)

. Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)

. Derin dondurucu, -20°C (Bosch, Almanya)

. Buzdolabi (Philco, Tirkiye)

. Laminar flow (Metisafe, Metis Biyoteknoloji, Tirkiye)
. 10, 100, 1000 uL’lik mikropipetler (Gilson, Fransa)

. Mikropipet uclari (CLP, ABD)

. Mikrosantrifij (Heraeus, Almanya)

. 0,2-0,5-1,5 ul’lik ependorf tipler (Greiner Bio-One, Almanya)
. Kuru blok (Thermolyne, ABD)

o Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

. pH metre (Fisher Scientific, ABD)

3 Vorteks cihazi (VELP, Scientifica, italya)

o Sicak su banyosu (MEKA, Tirkiye)



. Thermal cycler cihazi (Hybaid, Birlesik Krallik)

. Real Time PCR cihazi (LightCycler (LC), Roche, Almanya)

111.3.2 Yontemde Kullanilan Kimyasal Maddeler

DNA eldesinde kullanilan kimyasallar

. Sodyum klortr (NaCl) (AppliChem)

. Potasyum klorur (Merck)

. Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPQO,) (Merck)
. Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) (Merck)
. Trisma hidroklorir (Amresco, ABD)

o Sodyum etilen diamin tetra asetik asit (Sigma)
. Sodyum dodesyl siilfat (SDS) (Sigma)

o Proteinaz K (Roche)

. Fenol (Amresco)

. Kloroform (Merck)

. izoamil alkol (AppliChem)

. % 100 etanol (Kimetsan)

. Sodyum asetat (Merck)

o Glasiel asetik asit (Sigma)

o Sodyum hidroksit, NaOH (Merck)

Birinci tur cogaltmada (amplifikasyon) kullanilan kimyasallar

. Primer dizileri: MY09/MY11 primer seti (Tib Molbiol, AlImanya)



o (5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’),

o (5-CMCAGGGWCATAAYAATGG-3)

. MgCl, (Genesys, Birlesik Krallik)

o KCI, (Genesys, Birlesik Krallik)

. Tris HCI (Genesys, Birlesik Krallik)

. dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Genesys, Birlesik Krallik)

. Taq DNA polimeraz enzimi (DNA mp Itd., Hants, Birlesik Krallik)

HPV tip 16 LC agsamasinda kullanilan kimyasallar

. PCR grade H,O (Roche, Almanya)

. MgCl, (Metis Bioteknoloji, Turkiye)

. SYBR Green | (Roche, Almanya)

. HPV 16 LC probe mix (Cy5.0 isaretli prob (0.2 uM) Probe

5" Cy5-GTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACA-biotin 3’ (Tibmolbiol)
. HPV 16 LC primer mix (forward ve reverse primer) (0.5 yM)
o F:5TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3', (Tibmolbiol, Almanya)

o R:5 GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3’ (Tibmolbiol, Aimanya)

111.3.3 Yontemde Kullanilan Go6zeltilerin Hazirlanmasi

o PBS:

8 gr NaCl,

0.2 gr KCl,

1.15 gr Na;HPO,,

0.2 gr KH,PO.,........... 1000mL distile su i
pH= 7.4’e ayarlanip +4 °C’de saklanir.
. Lizis solusyonu:

SDS (%0.1°lik),



EDTA (0,37 gr),
Trisma hidroklorir (0,24 gr)................ 100 mL distile su
NaOH ile pH=8e ayarlanmistir. Hazirlanan sollisyon otoklavda steril
edilmigtir. Otoklavdan c¢ikan solisyon soguduktan sonra igine 10 pL (0.1mg/ml)
Proteinaz K ilave edilmis ve ekstraksiyon asamasinda kullaniimak Uzere +4 °C’de

saklanmistir.

o Kloroform izoamil alkol: 24:1 oraninda kloroform:izoamil-alkol
karisimi  hazirlanmis ve  ekstraksiyon asamasinda kullaniimak Uzere +4 °C’'de
saklanmistir.

. %70 etanol: 70 mL mutlak etil alkol 30 mL distile suyla
karigtirilmis ve ekstraksiyon agsamasinda kullaniimak tizere buzlukta saklanmistir.

. 3M Sodyum asetat: 10 mL distile su i¢cinde 500 uL (3 Molar)
Sodyum asetat eritildikien sonra pH metre kontroliinde glasiel asetik asitle pH=5.2’ye

ayarlanmig ve ekstraksiyon asamasinda kullaniimak tzere +4 °C’de saklanmigtir.

111.3.4 Yéntemin Uygulanigi

HPV tiplemesi Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji

Laboratuarinda oturtulmus protokol kullanilarak''  Anabilim Dali arastirmacilari

tarafindan uygulanmistir.

DNA saflastiriimasi (ekstraksiyon)

1) Ornekler 2-3 dakika 10000 rpm.’de santrifiij edildikten sonra st

sivi tamamen uzaklastiriimistir.



2) Cokelek Uzerine 500 uL 0.1 mg/ml proteinaz K igeren lizis
solusyonu (20 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, % 0.1 SDS) ve 15 uL (18 mg/mL) proteinaz K
eklendikten sonra, pipetajla homojenize edilip 3 saat 55°C’de bekletilmistir.

3) Daha sonra 95°C’de 10 dakika bekletilen drneklere 500 uL
fenol-kloroform-izoamilalkol (25:24:1) eklenerek vorteks sonrasi 12.500 rom’de 3 dakika
sureyle santriflij edilmistir.

4) Ependorf tiplnde santrifij sonrasi olusan Ust faz baska bir
ependorfa aktarildiktan sonra Uzerine 500 ulL kloroform-izoamilalkol (24:1) eklenerek
vorteks sonrasi 12.500 rpm’de 3 dakika sireyle santrif(j edilmistir.

5) Santriflj sonrasi ependorf tlpte olusan Ust faz bagka bir
ependorfa aktarilarak tzerine 1000 uL % 100 etil alkol ve 50 uL 3 M sodyum asetat
eklenerek - 86°C’de bir gece bekletilerek ¢oktirme islemi gerceklestiriimistir.

6) Ertesi glin tlpler - 86°C’den alinarak 15 dakika streyle 12.500
rpm’de santriflj edilmistir.

7) Santrifij sonrasi tuplerdeki etanol dékulmus ve Uzerlerine 500
pL % 70 etil alkol eklenerek vorteks sonrasi 12.500 rpm’de 5 dakika santriflj edilmistir.

8) Ependorf icerigi bosaltilip ependorflar en az 10 dakika sireyle
laminar flow iginde kurutulmustur.

9) Cokelek Uzerine 50 pl steril deiyonize su ilave edilerek kuru
blok’da 55°C’de en az 10 dakika sureyle stuspanse edilmigtir.

10) Siuspanse edilen oOrnekler hemen g¢ogaltma islemine
alinmiglardir.

11) Her calismada hasta Ornegi yerine distile su kullanilan bir negatif

kontrol ve HPV DNA iceren bir pozitif kontrol kullaniimigtir.

DNA’nin gogaltiimasi



1. tur ¢ogaltma: Bu calismada kullanilan primerler ¢ok sayida HPV
genotipi i¢cin ortak olan genel primerlerdir. HPV genomunun L1 (major viral kapsid
proteini yapimiyla gdérevli) bolgesinden secilmistir. Primerler Tib Molbiol (Berlin,
Almanya)de sentez ettiriimistir. HPV primer seti olarak MY09 ve MY11 seti (5-
CGTCCMARRGGAWACTGATC-3), (5-CMCAGGGWCATAAYAATGG-3’) 452 bp
uzunlugunda segmentleri ¢ogaltmaktadir . Cogaltma islemi; 4 mM MgCI2, 50 mM KCl,,
10 mM Tris HCI (pH 9) icinde her dNTP’den 100 uM (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), her
primerden 100 pmol ve 1 Unite Tag DNA polimeraz enzimi (DNA mp Itd., Hants, Birlesik
Krallik) iceren 45 pl olarak hazirlanan karisim igerisine saflastirilmis 5 ul DNA eklenerek

gerceklestirilmistir.

1. tur cogaltma Thermal Cycler Programi

Derece Sire Siklus Sayisi
94°C 5dk 1
94°C 20 sn

55°C 45 sn 35
72°C 60 sn

72°C 7 dk 1

HPV tip 16 LC yontemi:

HPV tip16’ yi1 belirlemek uzere Roche LightCycler sistemi kullaniimistir.
Real Time PCR master miks icerigi;
o 1.4pl MgCl, (4 mM),
o 0.5ul Forward primer 5 TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 3,
o 0.5yl Reverse primer R 5 GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC 3
o 0.5ul Probe 5 Cy5-GTTTCTGAAGTAGATATGGCAGCACA-biotin 3’

o 1ul LC- FastStart DNA SyberGreen |



Master mix 10x (Roche Diagnostics, Almanya) seklinde hazirlanarak,

LightCycler (Roche, Almanya) cihazina koyulur.

95°C de 10 dk, denatiirasyon, 10 sn 95°C, 6 sn 55°C, 10 sn 72°C de
amplifikasyon, 95°C de 0 sn, 55°C de 10 sn, 92°C de 0 sn, 0.2 cont. Erime egrisi analizi

programinda amplifikasyonu yapilmistir.

Erime egrisi analizi programinda amplifikasyonu yapilmistir. Veri
analizleri LightCycler Software version 3.5.3. ile yapilmistir. 78°C+2 degerleri HPV 16
acisindan pozitif, 83°C+2 degerleri de HPV 16 harici tipler agisindan pozitif olarak

degerlendirilmistir.

HPV tip 18 tespiti:

83°C+2 degerlerinde pik veren O&rnekler jel elektroforezinde pozitif

kontroller varliginda ¢alisiimistir.

Amplifikasyon karigimi bir reaksiyon icin; 45yl Amp mix HPV 18 ve 0.2
pl Taqg DNA polimeraz olacak sekilde hazirlanir ve hafifge vortekslenirp spin santrifQj
edilir. Amplifikasyon karisimi PCR tiplerine 45’er ul olacak sekilde dagitilir. Her PCR
tiplnln Gzerine galisilacak 1.tur 6érneginden 5 pl eklenir. Asagida belirtilen programda

thermal cycler’a koyulur.

2.tur HPV 18 Thermal Cycler Programi

Derece Sure Siklus Sayisi
94°C 5dk 1
94°C 20 sn

50°C 45 sn 35
72°C 60 sn

72°C 5 dk 1




Amplifikasyon drunleri Ethidium bromide igeren %2 Agaroz jel
elektroforez sonrasi UV transilluminatorde HPV tip 18 i¢cin 100 bg¢ buylkligunde band

aranarak pozitif ve negatif kontroller ile birlikte analiz edilir.

LightCycler Data Analysis [Administrator] - [Melting Curves: hpy 09.11.04; F3/Back-F1; Melting Curve seg 3]
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Sekil ll.1 Real- Time PCR'da HPV tip 16 erime egrisi'®".

ightCycler Data Analysis [Administrator] - [Melting Curves: 06.12.04; F3/Back-F1: Melting Curve seg 3]
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Sekil 1.2 Real Time PCR’da HPV 16 disindaki tiplerin erime egrisi'".

lll.4 Kromozomal Aberasyon Yontemi

111.4.1 Yontemde Kullanilan Aletler

. 37°Cllik inkiibator

. Laminar flow kabini (Ttans Turk-LFBH 4000)
. Santriflj (Nive)

. Vorteks (Firlabo)

. Dijital Gstten kefeli terazi (Sartorious)

. Cam sale

. Trasli lam

. Steril kapaklh kromozom tiipt (TPP-91015)
. Steril enjektdrler (5cc, 10cc, 20cc)

. Cam pastor pipeti

J Steril lateks eldiven

o Fotograf makinali mikroskop (Zeiss)

11l.4.2 Yontemde Kullanilan Kimyasal Maddeler

. RPMI 1640 Besiyeri (Biological Ind.-Kat.No:01-106-1B)



. Fetal Calf Serumu (Biological Ind.-Kat.No:04-001-1B)

. Fitohemaglutinin (Biological Ind.-Kat.No:12-006-1H)
o L-Glutamin (Sigma Chem. Com. No:G-6392)

. Antibiyotik (Streptomisin/Penisilin, Sigma)

. Heparin (Roche)

. Kolsemid Cozeltisi (Biochrom-Kat.No:L-6221)

. Potasyum Klorir (Merck)

. Metanol (Merck)

. Asetik Asit (Merck)

. Giemsa (Merck Giemsas Losung Kat.N0:9204)

111.4.3 Yontemde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

. Hipotonik Cozelti (0.075M KCI)

5.592g KCI (potasyum klortir) 1000mL distile suda ¢ozuldr.

. Fiksatif Cozelti

1 kisim glasiyel asetik asit Uzerine 3 kisim metanol ilave edilerek iyice

karigtirihr. Cozelti daima taze olarak hazirlanir ve buzlukta sodutularak kullanilir.

111.4.4 Yéntemin Uygulanigi

Kromozom Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi:

100 mL'lik siselerdeki RPMI-1640 besiyeri Uzerine kdltir ortamini
zenginlestirmek amaciyla 25cc FCS ve 0.75cc L-Glutamin laminar flow altinda ilave
edildi. Kultur ortamina mitotik indiksiyonu saglamak amaciyla 2.5cc fitohemaglutinin ve
kontaminasyon riskine karsi 1.3cc antibiyotik eklendi. Hazirlanan vasat altiist edilerek

karigtirildi ve kullanilacagi zamana kadar buzlukta saklandi.



Dondurulmus vasat etlvde 37°C'ye getirildi. 0.5ml kan iceren kromozom
tiplerine steril enjektdr yardimiyla her tiipte 5'er ml olmak kaydiyla ilave edildi. Kromozom
tipleri hicrelerin daha iyi Gremesi igin yatay sekilde 37°Cllik etiivde 48 saat siirecek
inkibasyona birakildi. Kirkbesinci saat sonunda her tiipe 2 damla kolsemid ilave edilerek
3 saat daha inkiibasyona birakildi. Kirksekizinci saatin sonunda 10 dakika 1000rpm'de
santriflj edilerek supernatant kismi su trompuyla atildi. Coékelti tzerine 0.0075M
potasyum kloriirden 5ml vorteks Uzerinde karistirilarak eklendi. Tupler 25 dakika 37°Cllik
etivde bekletildi. 1000rpm'de 10 dakika santrifijlenerek siUpernatant kismi atildi ve
buzlukta bekleyen taze hazirlanmis fiksatif ¢dzeltisinden (3 kisim metanol / 1 kisim asetik
asit)  vorteks Uzerinde damla damla 5ml ilave edildi. 10 dakika 1000rpm'de
santrifijlenerek slpernatant kismi atildi. Bu isleme dipteki pellet iyice beyazlasana kadar

devam edildi.

Fiksasyon neticesinde tipin dibinde pellet seklinde kalan hiicreler cam
pastor pipetiyle pipetaj yapilarak karigtirildi. Distile su i¢cinde buzdolabinda sogutulmus
lamlar iyice kurulandiktan sonra 30cm yukseklikten 3-4 damla siispansiyon damlatildi.
Damlanin iyice yayillmasiyla lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi. Calisma

suresince her birey igin 3 lama yayim yapildi.

Lamlarin Boyanmasi ve Degerlendirilmesi

4ml| Giemsa boyasi distile su ile 100ml'ye tamamlanarak %4’'lik Giemsa
boyama ¢dzeltisi hazirlandi.Lamlar Giemsa boyama ¢o6zeltisi icinde 20 dakika bekletildi.
Boyamamanin tamamlandidina karar verilince sale akan suyun altinda 5 dakika tutuldu.

Daha sonra lamlar son bir defa distile su ile yikanip oda sicakhginda kurumaya birakildi.



Boyanmis metafazlar, yapisal kromozomal bozukluklari (kromozomal
aberasyonlari) belirleyebilmek amaciyla i1sik mikroskobunda 16x100'lUk objektif altinda

immersiyon yagiyla incelendi. Her birey icin 100 iyi kalite metafaz dederlendirildi.

I111.5 Comet Yontemi

111.5.1 Yontemde Kullanilan Aletler

Dijital Ustten kefeli terazi (Sartorious)

. pH metre (Sartorious)

. Sogutmal santrifj (Nive)

o Elektroforez tanki

o Otomatik mikropipetler (Rainen)
. Trasli lam

. Lamel (32x64 boyutunda)

. 1.5 ml ependorf tipl

. Plastik pastor pipeti

o Steril lateks eldiven

. Parafilm

. Cam sale

. Floresan atagmanli mikroskop (Zeiss Axioscope2)
. Mikrodalga firin

0 Buzdolabi

111.5.2 Yontemde Kullanilan Kimyasal Maddeler



. DMSO(Merck)

. NaCl(Merck)

. KCI(Merck)

. NaOH(Merck)

. Histopaque 1077(Sigma, 1077-1)
3 Etidyum Bromide(Sigma, E-8751)
. Triton-X 100(Sigma, 9002-93-1)
o EDTA (Sigma, ED2SS)

. Trizma Base (Sigma, T-1503)

. HMA (Sigma, A-7174)

o LMA (Sigma, A-4018)

. Fosfat tampon (PBS) tabletleri (Sigma, P-4417)

111.5.3 Yontemde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

. Fosfat Tamponu (PBS)

1 tane PBS tableti 200 ml distile suda ¢ozullr ve +4°C’de saklanir.

. 10 M NaOH cozeltisi

NaOH ..o 400 g
Distile SU......euiiieiiiieiiiiieeeeeee ym 1000 ml
. 0.2 M EDTA ¢ozeltisi

EDTA. et 744 g
Distile SU.....ccoooiiiiiiii ym 1000 ml
. 10 M KOH ¢ozeltisi

O ] = 561,19



. Stok 100 ug/ml Etidyum Bromiir Cozeltisi

Hazirlanan stok ¢ozelti +4°C'de saklanir. Lamlar boyanacadi zaman

¢ozelti 1:4 oraninda distile su ile seyreltilip kullanilir.

. Stok Lizis ¢ozeltisi
25MNaCl ...ccoeeeees 146.1g
100 mM EDTA................ 3724

10 MM Tris. .o 12¢9
Distile SU........cccvvviieennnn. ym 900 ml

Cozeltinin pH’s1 10 M NaOH ile pH=10’a ayarlanir. Hazirlanan stok lizis
¢ozeltisi oda sicakhiginda saklanir. Kullanmadan énce her 100 ml ¢ozelti icin 1 mL Triton

X ve 10 mL DMSO ilave edilir.

. Elektroforez Tamponu (%3 NaOH, %0,5 EDTA)
0.3MNaOH...........c. i, 37.5ml

TMMEDTA. ..., 6.75 mi

Distile SU.......cceveviiiiiiiiiiis ym 1250 ml

. Nétralizasyon tamponu

(O Y 4 485¢

Distile SU ......c.vvveeeeiiiiiiiis ym 1000 mi

Cozeltinin pH’si konsantre HCI ile pH=7,5'e ayarlanir .
. Disiik kaynama dereceli agar (%0.65)

PBS icinde hazirlanir

o Yiiksek kaynama dereceli agar (%0.65)

Distile su iginde hazirlanir.

ll.5.4 Periferal Kan Lenfositlerinde Comet Yontemi Uygulanigi



Calismaya baslanmadan 6nce % 0.65’lik HMA distile suda hazirlanir.
Lamlar agara batirilir, oda sicakhginda kurutulur. Her 6rnek icin iki lam ¢alisiimistir. Her
lam igin bir ependorf tiptne 1’er ml PBS konur (+4°C). 100 ul kan taplerdeki PBS (+4°C)
Uzerine eklenir. Kanigtirilir ve 10-15 dakika bekletilir. 100ul Lymphoprep tlipin dibine
eklenir. 1060 rpm, +4°C'de 3 dakika santrifij edilir. Tripan Mavisi Canlilik testi izole
edilen lenfositlere uygulandiginda canlilik oranlari 299% olarak tespit edilmigtir. Ayrilan
lenfositler den 100ul alinir. Hiicreler 37° C'deki 100 ul PBS iginde hazirlanmis % 0.65’lik
LMA ile karigtirilarak énceden HMA ile kaplanip kurutulmus lama yayilir. 32x64 lamelle
kapatilarak buzdolabinda agar katillasana kadar bekletilir. Lamel lamin yilzeyinden
cekilerek lysis solisyonunda bir gece +4°C'de bekletilir. Soguk elektroforez ¢dzeltisi
tankin igine doldurulur. 25 Volt 300mA olacak sekilde ¢ozelti miktari ayarlanir. Lamlar
tank icinde 20 dakika bekletilir. 20 dk 25 V, 300 mA’de elekiroforez uygulanir.
Elektroforezden cikartilan lamlar 3 defa nétralizasyon tamponunda 5’er dakika
bekletilerek nétralize edilir. Lamlar 50 uyl EB ile boyanir. Dederlendirme Comet Gériintii

Analiz Programi (COMET Ill, Perceptives-UK) programi kullanilarak yapilmistir.

111.5.5 Servikal Siriinti Hiicrelerinde Comet Yontemi Uygulanisi

Calismaya baslanmadan 6nce % 0.65’lik HMA distile suda hazirlanir.

Lamlar agara batirilir, oda sicakliginda kurutulur. Her drnek icin iki lam c¢alisiimistir.

PBS icine alinmis servikal surintl htcreleri 1060 rpm, +4°C'de 3 dakika
santrifujlenir. Ustteki kisim atilir ve Tripan Mavisi Canlilik testi uygulanir. Tim servikal
surdntl hucrelerinde yaklasik %65-80 oraninda canlilik tespit edilmistir. Canliligin daha

disuk oldugu 6érneklerde caligsiimamistir.

Hiicreler 37° C’deki 100 pyl PBS icinde hazirlanmis % 0.65'lik LMA ile

karigtirilarak 6nceden HMA ile kaplanip kurutulmus lama vyayilir. 32x64 lamelle



kapatilarak buzdolabinda agar katllasana kadar bekletilir. Lamel lamin yilzeyinden
cekilerek lysis solisyonunda bir gece +4°C’'de bekletilir. Soguk elektroforez ¢dzeltisi
tankin igine doldurulur. 25 Volt 300mA olacak sekilde ¢dzelti miktari ayarlanir. Lamlar
tank icinde 40 dakika bekletilir. 20 dk 25 V, 300 mA’de elektroforez uygulanir.
Elektroforezden gikartilan lamlar 3 defa nétralizasyon tamponu 5’er dakika bekletilerek
notralize edilir. Lamlar 50 yl EB ile boyanir. Degerlendirme Comet Gériintii Analiz

Programi (COMET lIl, Perceptives-UK) programi kullanilarak yapilmistir.

lll.6. Challenge Teknigi

Challenge teknigi Cebulska-Wasilewska’nin protokoli temel alinarak

comet yontemi ile birlikte uygulanmlgtlrm.

111.6.1. Test igin Kullanilan Kimyasal Maddeler

Comet yontemiyle ayni kimyasal maddeler kullaniimistir.

111.6.2. Test igin Kullanilan Alet ve Malzemeler

Comet ydonteminden farkli olarak;

. Cam su banyosu
. Termometre
o X-1s1ini makinesi (Saturn 43-700) kullaniimistir.

11.6.3. Test igin Kullanilan Gozeltiler

Comet yontemiyle ayni ¢ozeltiler kullaniimistir.



111.6.4. Teknigin Uygulanigi

Heparinli enjektdére alinmis 0.5ml kan steril kromozom tiplerine aktarilir.
1Gy dozda X-igini ile yaklasik 30sn sure ile vicut 1sisini taklit etmesi amaciyla 37°C'lik
suyla doldurulmus cam su banyosunun iginde indiiklenmistir. indiikleme islemi Gazi

Universitesi Tip Fakdltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’nda yapilmistir.

Kan 6rnegi iki ependorfa bdlindr. Ependorflarin biri 37°C’de 30 dakika
inkibe edildikten sonra comet ydntemi uygulanirken digeri comet teknidi uygulanmak

uzere hemen calisir.

Sekil 111.3'de Challenge yoénteminin uygulanisi ve %DNA onarim

kapasitesinin hesaplanmasi gosterilmistir.

| CHALLENGE YONTEMININ UYGULANISI |

\ I i‘

(D
I1Gy. X-151N1 indﬂksiyonul E

30 dakika 37*C’de onarim

I COMET YONTEMI I




Kuyruktaki DNA ylizdesi (A) - Kuyruktaki DNA yiizdesi (B)
% DNA onarim kapasitesi = X 100
Kuyruktaki DNA ytlizdesi (A)

Sekil 111.3 Challenge ydnteminin uygulanigi ve %DNA onarim kapasitesi hesabi

1I.7. istatistiksel Analiz

Kolmogorov-Smirnov testi uygulanarak verilerin normal dagilima uyup
uymadigi incelenmistir.  Normal dagilima uyan parametreler icin Unpaired t test
uygulanmig, normal dagihma uymayan parametrelerde ise Mann Whitney U test

luygulanmistir.

Risk faktorlerinin (sigara, dogum sayisi, ilk koit yasi gibi) patoloji gelisimi
ile iliskisini belirlemek amaciyla ki kare testi uygulanmigtir. Yas, dogum sayisi ve ilk koit
yasinin periferal kan lenfositlerinde ve servikal slrinti hicrelerinde comet teknigi
sonuclariyla ve challenge teknidi ile elde edilen %DNA onarim kapasitesi sonuclariyla
iliskisi linear koreleasyon, periferal kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon yéntemi ile
elde edilen sonuclarla iligkisi ise spearman rank korelasyon analizleri ile yapilmistir.

Yoéntemler arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla da korelasyon analizi uygulanmistir.



V. BULGULAR

Calismamizda patoloji gelisimi papsmear testinde supheli bulunan
olgularda kolposkopi esliginde biyopsi alinarak degerlendiriimistir. HPV 16 pozitif
bireylerin %42‘'sinde HPV 18 pozitif bireylerinse %48’inde patoloji saptanmistir. Kontrol
grubunun tamami HPV negatif bireylerden olusmustur. Kontrol grubuna da papsmear

testi uygulanmis ve patoloji saptanmamisgtir.

HPV pozitif bireylerde patoloji gelisimi ile sigaranin iligkisi ki kare testi ile
degerlendirilmis sonug istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. HPV 16 pozitif
bireylerde de ki kare testi uygulanarak patoloji gelisimi sigara aliskanhgi ile iligkili
bulunmasina (p<0,05) karsiik HPV 18 pozitif bireylerde anlamli bir iligki tespit
edilememistir (p>0,05). Dogum sayisi ve ilk koit yasinin patoloji gelisimi ile iligkisi anlamli
degildir (p>0,05). Oral kontraseptif kullanimi, obezite, menopozal durum ve menopozal
durum sebebiyle hormon replasman tedavisi calismamizda birey sayisinin azhgi
nedeniyle degerlendirmeye alinmamistir. Ancak diger risk faktorleri; dogum sayisi, ilk koit
yagl ve yas her bir grup icin degerlendiriimistir. Yas ile HPV 16 pozitif bireylerin serviks
surintd  hucrelerinde kuyrultaki %DNA degerleri arasinda pozitif korelasyon linear
koreleasyon analizi ile belirlenmistir (p<0.05), ayrica HPV 18 pozitif bireylerde

%kromozomal aberasyon/metafaz ile ilk koit yasi arasinda pozitif korelasyon spearman



rank korelasyon analizi ile belirlenmistir (p<0.05). Diger parametreler ile anlaml bir iligki

saptanamamisgtir.

Uyguladigimiz teknikleri birbirleri ile kiyasladigimizda; kromozomal
aberasyon teknigi ile challenge teknigi ve servikal surinti hiicrelerinde comet teknigi
arasinda korelasyon belirlenememistir (challenge teknigi: r=-0,2315, p>0,05; SSH-comet:
r=0,0422, p>0,05), ancak kromozomal aberasyon teknigi ile periferal kan lenfositlerinde
comet teknigi sonuglari arasinda korelasyon vardir. (PKL-comet: r=0,3547, p<0,05; SSH-
comet: r=0,2471, p) . Challenge teknigi ile diger teknikler arasinda negatif korelasyon
(PKL-comet: r=-0,4239, p<0,05; SSH-comet: r=-0,6827, p<0,05), periferal kan
lenfositlerinde ve serviks surinti hicrelerinde comet teknigi sonuglari arasinda

korelasyon belirlenmistir (r=0,4376, p<0,05).

IV.1. Periferal Kan Lenfositlerinde Comet Yontemi Sonuglan

Periferal kan lenfositlerinde comet yontemi uygulanmasi sonucunda HPV
pozitif bireylerin comet yontemi ile belirlenen kuyruktaki %DNA hasari (10,03+ 2,6), HPV
negatif bireylerden olusan kontrol grubuyla karsilastirildiginda (9,56+1,61) istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0,05). Benzer sekilde HPV 16 ve HPV 18
pozitif bireyler (sirasiyla, 9,81+2,67 ve 10,294+2,55) ayri ayri kontrol grubu ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05).

HPV 16 pozitif ve patoloji teshisi konmus bireyler (11,75 + 2,18), HPV 16
pozitif ve patoloji gelistirmemis bireylerle (7,87 + 1,41) periferal kan lenfositlerinde comet
sonuglari kargilastirildiginda farklilik istatistiksel olarak anlamhdir (p<0,0001). Benzer
sekilde HPV 18 pozitif ve patoloji teshisi konmus bireyler (11,67 + 2,06), HPV 18 pozitif ve
patoloji gelistirmemis bireylerle (9,03 + 2,36) periferal kan lenfositlerinde comet sonuglari

karsilastinldiginda da farkhhk istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Tum HPV pozitif



bireyler bir arada degerlendirildiginde, patoloji gelistiren bireylerin (11,71 +2,07) patoloji
gelistirmeyen (8,42 £1,97) bireylere gore kuyruktaki %DNA ortalamasi istatistiksel olarak

anlamh derecede ylksektir (p<0,0001).

Kontrol grubunda sigara igen bireylerin kuyruktaki % DNA ortalamasi
(8,78+1,34) sigara igmeyen bireylere (10,21 +1,56) goére anlamli derecede yiksektir. HPV
16 pozitif bireylerde sigara icen ve icemeyen bireyler arasinda periferal kan lenfositlerinde
anlamh bir farklihk bulunmamistir (p>0,05). Ancak, HPV 18 pozitif sigara i¢cen bireylerin
(12,16£1,3) kuyruktaki %DNA ortalamasi sigara icemeyenlere (9,54+2,57) gore
istatistiksel olarak anlamli derecede yiksektir. Benzer sekilde tim HPV pozitif grup
degerlendirildiginde sigara icen bireylerin (11,46+2,40) kuyruktaki %DNA ortalamasi

icmeyenlere (9,32 +2,43) gbre daha yuksektir.

Tablo IV.1 Toplam HPV pozitif, HPV 16 (+) ve HPV 18 (+) bireylerin periferal kan

lenfositlerinde comet teknigi ile elde edilen kuyruktaki %DNA degerleri

(ortalamatstandart sapma)

Kuyruktaki %DNA

Toplam
Kontrol gn
HPV (+)
P
Ort.
Ort. +
SS
10,( 9,56
PKL- comet p>0,0:
2,6 1,61
P 11,1
f 2,0i

N 8,4: 9,56 p<0,0



12,4

*p<0,0001, **p<0,01, * p<0,05,Unpaired t test

PKL- comet

P

*p<0,0001, * p<0,05 Unpaired t test

+1,61
8,78

+1,34
10,21

+1,56

Kuyruktaki %DNA

HPV Tip

HPV

(+)

(*+)

Ort.
ss

9,81
2,61
11,7
2,1¢
7,8
1,47
9,1(
2,3t
10,6

2,9(

Tip

Ort.

Kontrol gn

Ort. £

9,56

1,61

9,56
+1,61
8,78
+1,34
10,21

+1,56

Kuyruktaki %DN.

Kontrol gru

Ort. +

p>0,0

p>0,0

p>0,0‘

p<0,0

p>0,0

p>0,0



10,2 9,56 p>0,0
PKL- comet
2,5¢ 1,61
P 11,¢
f 2,0¢
N 9,0¢ 9,56 p>0,0
tif 36* +1,61
Ic 9,5¢ 8,78 p>0,0
y¢ 2,51 +1,34
ic 12, 10,21 p<0,0
1,3* +1,56

*p<0,05, **p<0,05, * p<0,05 Unpaired t test

IV.2. Servikal Siuriintii Hiicrelerinde Comet Yontemi Sonuglari

Servikal suruntld hicrelerinde comet yontemi uygulanmasi sonucunda
HPV pozitif bireylerin kuyruktaki %DNA ortalamasi (9,00 + 1,77), HPV negatif bireylerden
olusan kontrol grubuyla (6,45 + 1,22) karsilastirildiinda farklilik istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,0001). Benzer sekilde HPV 16 ve HPV 18 pozitif bireyler (sirasiyla, 8,42 +
1,95 ve 8,63 + 1,33) ayri ayri kontrol grubu ile karsilastirldiginda HPV 16 ve 18
enfeksiyonu ile servikal siruntl hicrelerinde comet teknigi ile belirlenen kuyruktaki

%DNA ortalamalari istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0,0001).

HPV 16, 18 pozitif ve tim HPV pozitif bireylerin patoloji pozitif ve negatif
altgruplari servikal suriintu hucrelerinde comet sonugclari agisindan degerlendirildiginde,

patoloji pozitif bireyler (sirasiyla 9,5 + 1,95; 10,39+1,20; 9,90 +1,67) her ¢ grupta da



patoloji negatif bireylere (sirasiyla 7,25 + 1,15; 8,93+1,06; 8,09 +1,38) kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede daha yiksek kuyruktaki %DNA ortalamasina sahiptirler (sirasiyla

p<0,001; p<0,005; p<0,0001).

HPV 18 pozitif bireylerde sigara igenler, igmeyenlere gore istatistiksel
olarak farkliik gostermezken (p>0,05), HPV 16 ve tim HPV pozitif bireylerde sigara
icenlerin (sirasiyla 7,52 + 1,22 ve 8,42 +1,46) kuyruktaki %DNA ortalamasi icmeyenlere
(sirasiyla 9,84 + 2,10 ve 10,12 +1,83) gore istatistiksel olarak anlamli derecede yuksektir

(sirasiyla p<0,005 ve p<0,01).

Tablo IV.2 Toplam HPV pozitif, HPV 16 (+) ve HPV 18 (+) bireylerin servikal surintu
hicrelerinde comet teknigi ile elde edilen kuyruktaki %DNA degerleri (ortalamatstandart

sapma )



SSH- comet

*p<0,001, **p<0,005 Unpaired t test

SSH- comet

P

tif

Toplam |

(+)

HPV

(+)

Ort.
SS

9,0C

Tip

Ort.
SS

8,4z
1,9¢
9,5

1,9¢
7,2%

1,1¢

Kuyruktaki %DN/

Kontrol gru

Ort. £

6,45

1,22

6,45
+1,22
6,13
+1,53
6,72

+0,85

Kuyruktaki %DN.

Kontrol gru

Ort. £

6,45

1,22

6,45

+1,22

p<0,0

p<0,0

p<0,0

p<0,0

p<0,0

p>0,0



*p<0,001, **p<0,005 Unpaired t test

SSH- comet

*p<0,005, Unpaired t test

HPV

(+)

7,52
1,2z
9,8¢

2,1(

Tip

ort.
ss
8,6:
1,32
10,
1,2(
8,9¢
06*
9,2¢
14
10,2

1,4°

6,13
+1,53
6,72

+0,85

Kuyruktaki %DN.

Kontrol gru

Ort. £

6,45

1,22

6,45
+1,22
6,13
+1,53
6,72

+0,85

p<0,0

p<0,0

p<0,0\

p<0,0

p<0,0

p<0,0



IV.3. Kromozomal Aberasyon Yontemi Sonuglari

Periferal kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon yéntemi uygulanmasi
sonucunda HPV pozitif bireylerin DNA hasan (0,41+ 0,08), HPV negatif bireylerden
olusan kontrol grubuyla karsilastirildiginda (0,42 + 0,12) istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamamistir (p>0,05). Benzer sekilde HPV 16 ve HPV 18 pozitif bireyler
(sirasiyla, 0,42 + 0,11 ve 0,39 + 0,12) ayri ayr kontrol grubu ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlaml bir farkhlik tespit edilmemistir (p>0,05).

HPV 16 pozitif bireyler patoloji gelisimi agisindan degerlendirildiginde
patoloji pozitif bireylerin (0,77 + 0,20) negatif bireylere (0,17 + 0,09) oranla kromozomal
aberasyon sikligi istatistiksel olarak anlamli derecede yiksektir (p<0,05). Benzer sekilde
tim HPV pozitif bireyler bir arada degerlendirildiginde patoloji gelistiren bireyler (0,63
+0,15) patoloji negatif bireylere oranla (0,23 +0,43) istatistiksel olarak anlamli derecede
daha ylksek kromozomal aberasyon sikligina sahiptir (p<0,05). Ancak HPV 18 pozitif
bireylerde patoloji gelisiminin kromozomal aberasyon sikligi ile iligkisi tespit edilememigtir

(p>0,05).



Tablo IV.3 Toplam HPV pozitif, HPV 16 (+) ve HPV 18 (+) bireylerin periferal kan
lenfositlerinde  kromozomal aberasyon teknidi ile elde edilen %kromozomal

aberasyon/metafaz degerleri (ortalamatstandart hata)

% Kromozomal aberasyon/meta

Toplam | Kontrol gru P
(+)
Ort. Ort. +
SH
0,41 0,42 p
Krm. Aberas
0,0¢ 0,12 0
P 0,6:
f 0,
N 0,2! 0,42 p
tif +0,( +0,12 0
Ic 0,2¢ 0,27 p
y¢ £0,( +0,14 0
i 0,6¢ 0,54 p
£0,’ 0,18 0

*p<0,05 Mann Whitney U test
% Kromozomal aberasyon/meta
HPV Tip Kontrol gru P
+)
Ort. Ort. +

SH



Krm. aberas

P

*p<0,05, Mann Whitney U test

Krm. aberas

P

*p<0,05, Mann Whitney U test

0,4z
0,11
0,7i
0,2*
0,1i
0,0¢
0,3i
0,1°
0,5

0,2:

0,42

0,12

0,42
+0,12
0,27
0,14
0,54

+0,18

% Kromozomal aberasyon/meta

HPV Tip

(+)

Ort.
SH
0,3¢
0,12
0,4¢
21
0,3t
14
0,1¢
T
0,8¢

26*

Kontrol gru

Ort. £

0,42

0,12

0,42
+0,12
0,27
+0,14
0,54

+0,18



IV.4. Challenge Teknigi Sonuglari

Periferal kan lenfositlerinde challenge teknigi uygulanmasi sonucunda
HPV pozitif bireylerin %DNA onarim kapasitesi (45,89 + 12,08), HPV negatif bireylerden
olusan kontrol grubuyla karsilastirildiginda (59,16 + 6,99) farkhlk istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0,0001). Benzer sekilde HPV 16 ve HPV 18 pozitif bireyler (sirasiyla, 45,33
+ 13,03 ve 46,53 + 11,19) ayri ayri kontrol grubu ile karsilastirildiginda istiksel olarak

anlamh derecede daha dusuk %DNA onarim kapasitelerine sahiptirler (p<0,0001).

HPV 16 pozitif bireyler patolojilerine gbére degerlendirildiginde patoloji
pozitif bireylerin (36,65 + 10,03) patoloji negatif bireylere (54,00 + 9,50) gore anlamli
derecede daha disik %DNA onarim kapasiteleri oldugu belirlenmigtir (p<0,0001). HPV
18 pozitif bireylerde patoloji pozitif bireyler ile patoloji negatif bireylerin DNA onarim
kapasiteleri arasinda anlamli bir fakllik tespit edilemezken (p>0,05), tim HPV pozitif
bireyler bir arada degerlendirildiginde patoloji gelistiren bireylerin (38,68 +11,24) patoloji
negatif bireylere (52,79+8,34) gore anlamli derecede diisiik % DNA onarim kapasitelerine

sahip olduklari tespit edilmistir.

HPV 16 pozitif grupta sigara icen bireyler ile sigara icmeyen bireyler
karsilastinldiginda sigara icenler (33,78 + 7,56) igmeyenlere (52,26 + 10,45) goére

istatistiksel olarak anlamli derecede daha dusik DNA onarim kapasitesine sahiptir



(p<0,0001). HPV 18 pozitif grupta sigara icen ve igmeyen gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli degilken (p>0,05), tim HPV pozitif bireyler bir arada
degerlendirildiginde sigara igen bireylerin %DNA onarim kapasiteleri (36,94 +10,84)

sigara igmeyen bireylerin %DNA onarim kapasitelerine (50,37 £10,13) kiyasla istatistiksel

olarak anlaml sekilde daha dusuktar.

Tablo IV.4 Toplam HPV pozitif, HPV 16 (+) ve HPV 18 (+) bireylerin periferal kan

lenfositlerinde comet teknigi ile kombine edilerek elde edilen %DNA onarim kapasitesi

degerleri (ortalamaztstandart sapma )

%DNA Onarim kapasitesi

Toplam |
(+)
Ort. =
Challenge 45,89
Teknigi 12,08
P 38,68
f +11,2.
N 52,79
tif +8,34
Ig 50,37
y¢ +10,1:
ic 36,94
+10,8

*p<0,0001, ** p<0,0001, Unpaired t test

Kontrol

grubu
Ort.
SS
59,1

6,9¢

p<
0]

0(

0(



Challenge
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45,33
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36,65
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54,00
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52,26
10,45
33,78

7,56

*p<0,001, **p<0,0001, Unpaired t test
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*p<0,0001, ** p<0,0001, Unpaired t test

Periferal Kan Lenfositlerinde Comet Teknigi

@ Toplam HPV (+)
@ Kontrol Grubu

Kuyruktaki % DNA

Pozitif Negatif icmeyen

Patalgji Sigara

* p<0,0001 HPV pozitif patoloji negatife gore, # p<0,05 kontrole gore
¥ p<0,01 HPV pozitif sigara igmeyene gore, & p<0,05 sigara icmeyen kontrole gore,



Servikal Suriinti Hiicrelerinde Comet Teknigi

—_
o N B
| L 1

& Toplam HPV (+)
&1 Kontrol Grubu

Kuyruktaki % DNA

Pozitif Negatif icen igmeyen

Patoloji Sigara

* p<0,001 HPV pozitif patoloji negatife gore, #p<0,0001 kontrole gore,
¥p<0,005 HPV pozitif sigara icmeyene gore

Kromozomal Aberasyon Teknigi

@ Toplam HPV (+)
0 Kontrol Grubu

% Kromozomal Aberasyon/Metafaz

Pozitif Negatif Igen Ilcmeyen

Patolgji Sigara

* p<0,05 HPV pozitif patoloji negatife gore



Challenge Teknigi

@ Toplam HPV (+)
@ Kontrol Grubu

% DNA Onarm Kapasitesi

Pozitif Negatif icen icmeyen

Patoloji Sigara

*p<0,0001 HPV pozitif patoloji negatife gére, ¢ p<0,0001 kontrole goére, # p<0,01 kontrole
gore, ¢ p<0,0005 sigara icmeyen kontrole goére, ¥ p<0,0001 HPV pozitif sigara icmeyene
gobre, 6 p<0,0001 Sigara icen kontrole gore

Periferal Kan Lenfositlerinde Comet Teknigi
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< 47
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D - T T T
Toplam HPV (+) HPV Tip 16 (+) HPV Tip 18 (+) Kontrol grubu
(n=45) (n=24) (n=21) (n=24)

Batun gruplar kontrol grubuna gore farkhlik géstermemistir. (p>0,05)



Servikal Siiriintii Hiicrelerinde Comet Teknigi

Kuyruktaki % DNA

Toplam HPV (+) HPV Tip 16 (+) HPV Tip 18 (+) Kontrol grubu
(n=44) (n=23) (n=21) (n=24)

Kontrol grubuna goére *p<0,0001, **p<0,001

Kromozomal Aberasyon Teknigi

Toplam HPV (+) HPV Tip 16 (+) HPV Tip 18 (+) Kontrol grubu
(n=54) (n=31) (n=23) (n=24)

% Kromozomal Aberasyon/Metafaz
o
N

Butiin gruplar kontrol grubuna gore farkhlk gostermemistir. (p>0,05)



Challenge Teknigi
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% DNA Onarim Kapasitesi

o
|

Toplam HPV (+) HPV Tip 16 (+) HPV Tip 18 (+) Kontrol grubu
{n=45) (n=24) (n=21) (n= 24)

Kontrol grubuna goére *p<0,0001

Tablo IV.5 HPV 16 pozitif gruba ait bireysel 6zellikler ve genel bulgular



Tablo IV.6 HPV 18 pozitif gruba ait bireysel 6zellikler ve genel bulgular

Chall igi
Challenge Teknigi
% DNA
% DNA
PKL- | SSH- XR +|Onarim
. . . PKL- |SSH- XR +|Onarim
Kod.|Yas |Sigara|Patoloji | Dogum | comet |comet | %KA/met. XR |onarim | Kapasitesi
Kod. | Yas Sigara | Patoloji | Dogum | comet | comet | %KA/met. | XR onarim | itesi
1 30 - - + 925 |- 1 12 64 16,90 45 39
1 32 - + + 870 | 1013 ) 2480 1137 5414
2 39 - - + - - 0 - - -
2 29 - - - 766 | 991 1 1046 | 1072 |44 92
3 33 - - + 874 (713 Q 15.7917.79 50,65
3 34 - - + 806 | 8238 0 3871 1462 6224
4 38 - - + 6,32 7.08 0 33801731 14878
4 42 - - + 6,04 | 759 0 16,92 801 |5264
5 43 - - + 10,79 19,60 1 13,96 17,96 43,02
5 41 - + + 1332 | 1248 0 2274 1414 |3782
6 36 - - + 7,05 7,98 Q 16,4016,10 62,77
6 37 - + + 1307 | 958 1 30,76 1407 5428
7 28 - - - 8,08 6,05 Q 36,38[10,14 17213
7 39 - + + 1257 | 964 0 2127 1496 |29 68
8 34 - - + 6,23 6,40 0] 27,4019 .86 64.01
8 28 - - - 9.01 8,17 0 3186 1557 5112
9 41 - - + - - 1 - - -
9 27 - - + 908 | 878 0 20,48 | 7284 6444
10 44 - + + 8.61 7.89 1 14 5317 16 50,71
10 42 - + + 769 | 932 1 2015] 11,40 (4342
11 37 - + + 13,52 713 Q 18,1018, 19 54 77
11 40 - + + 13,74 | 929 0 2024 1352 3320
12 41 - + - 11,34 915 1 18,27 19,96 45 50
12 38 - - + 998 | 816 ) 2693 1443 [46.41
13 39 - - + - - 0] - - -
13 43 - - + 6,24 Q.22 Q 21,431 1004 15317
14|29 - - - 769 708 Q 16.48 (732 [5560
14 32 - - + 10,49 | 947 ) 2014 10,99 [4544
15 42 - - + - - 0] - - -
15 34 - - - 743 8.80 Q 32,271 1475 154 27
16|47 - + - 1274 890 1 11.05[6,30 43700
16 45 - + + - - 0 - - -
17133 - - + 741 1693 Q 26,50110,50 |60,36
17 41 + - + - - 1 - - -
18 |29 - - + 716|539 Q 236411012 |57 17
18 3z + + + 10,85 | 1138 0 2068 1539 [2559
19 [26 - + + 11,62 |8 52 1 16.22 (11,36 29798
19 36 + + + 1323 | 1104 2 2505 1557 [37.84
20 (37 + - + 642 789 Q 352901923 [4552
20 24 + - - 1126 | 835 1 2639 1540 4166
21 149 + + + 13,75 [958 Q 1852 [11.61 | 37.29
21 38 + + + 1120 | 928 0 2926 1048 [64.19
22 132 + + + 14,03 [827 1 874 1567 13514
22 40 + - + 1410 1 1144 1 23191 1164 149 82
23 (36 + - + 927 1820 Q 1918 11,00 [42764
23 32 + + + 1231 | 10,85 1 21821 1508 30,90
24 48 + + - 1,12 887 Q 14,27 110,36 [ 27 43
25 |44 + + + 10,91 |9,07 2 12,74 | 8,59 32,58
26 |46 + - + - - 0 - - -
27 |34 + - - - - 0 - - -
28 |36 + + + 11,30 | 11,81 0 27,57 (18,70 |32,15
29 |35 + + + 10,55 | 10,46 0 23,54 (18,67 |20,66
30 (41 + + + 14,93 | 14,37 1 25,36 (17,60 |30,62
31 |46 + + + - - 2 - - -




Tablo IV.7 Kontrol grubuna ait bireysel 6zellikler ve genel bulgular



Challenge Teknigi

% DNA
PKL- |SSH- XR +|Onarim
Kod. | Yas Sigara | Patoloji | Dogum | comet | comet | %KA/met. | XR |onarim | Kapasitesi
1 28 - - - 7,78 | 6,29 1 2443 | 9,81 |59,85
2 33 - - - 10,75 | 5,47 0 29,83 | 10,65 |64,28
3 34 - - - 8,00 | 6,36 35,48 | 13,19 |62,82
4 35 - - + 8,75 | 6,39 0 22,66| 9,63 |57,51
5 37 - - + 9,80 4,16 0 37,18 | 14,71 160,44
6 31 - - + 8,07 | 5,02 0 28,86 | 12,85 |55,48
7 37 - - + 7,16 | 9,91 1 34,73 | 16,80 | 51,62
8 41 - - + 6,72 6,76 0 37,49| 12,18 | 67,51
9 42 - - + 9,58 | 4,45 0 32,24 | 11,25 |65,10
10 37 - - + 9,52 | 6,00 0 27,33| 13,08 |52,13
11 48 - - + 10,50 | 6,60 0 39,14 | 11,33 | 71,04
12 23 + - - 8,50 | 6,76 0 28,26 | 16,23 (42,57
13 45 + - + 9,51 5,28 0 30,64 | 10,57 |65,52
14 42 + - + 8,05 | 6,86 0 36,17 | 10,25 | 71,65
15 31 + - + 10,88 | 6,63 1 36,46 | 16,04 |56,01
16 42 + - + 10,63 | 6,14 0 19,67 | 8,65 |56,03
17 40 + - + 11,43 | 8,41 1 35,60 | 18,65 |47,60
18 37 + - + 8,02 | 7,62 0 19,81| 8,42 |57,51
19 33 + - - 12,75 | 7,22 1 29,75| 11,96 |59,80
20 41 + - + 10,37 | 7,62 0 2461| 8,79 |64,27
21 36 + - + 8,50 | 6,48 1 26,90 | 12,15 | 54,84
22 30 + - - 11,73 | 6,28 2 26,64 | 10,98 |58,76
23 31 + - + 11,70 | 6,23 0 16,40 7,49 |54,31
24 36 + - + 10,66 | 5,76 1 29,83| 11,01 |63,08

V. TARTISMA VE SONUG




VirUsler ile kanser arasindaki iliskiye birgcok calismada dikkat ¢ekilmis,
virislerin benign olusumlarin yani sira neoplazi, displazi ve kanserle de iligkili oldugu
belirtilmi§tir5°. Virtsler tim dinya genelinde kanser insidansinin yaklasik %16’sindan,

HPV'ler ise en az %10’undan sorumlu tutulmaktadir®®.

Geligsmis Ulkelerde izleme programlarinin dizenli uygulanmasi sonucu
serviks kanseri insidansi dusmus olsa da, tim dinya genelinde 6zellikle de gelismekte
olan Ulkelerde korunulabilir ve tedavi edilebilir bir kanser olan serviks kanseri hala dnemli
bir problemdirgs. Serviks kanseri gok cesitli faktorlerden etkilenen gevresel bir hastaliktir
ve risk faktorleri hastaligin gelisiminde 6nemli yere sahiptir152. Glnumuzde serviks
kanseri gelisiminde genetik ve kazanilmis duyarliigin édnemine dair ¢cok az c¢alisma

vardir'®.

Yuksek riskli HPV tipleri ile enfeksiyon serviks kanseri gelisimi agisindan
¢ok o6nemli bir risk faktérudur. Ginumuzde, HPV enfeksiyonu ile olusan genotoksik
etkinin ve DNA onarim mekanizmalarindaki degisikliklerin serviks kanseri gelisimindeki

rolil Uzerinde 6nemle durulmaktadir.

HPV DNA’sinin tespiti servikal kansere yatkinlik ve hastahdin takibi
acisinda oldukga 6nemlidir. HPV DNA’si primer olarak hedef dokuda veya timor

olusumunda bulunmasina karsilik periferal kanda da tespit edilmistir.

Calismamizda HPV pozitif bireylerde ve kontrol grubunda periferal kan
lenfositlerinde comet ve kromozomal aberasyon ydntemleri uygulanarak DNA hasari,
challenge teknigi ile ise bireysel DNA onarim kapasiteleri belirlenmigtir. Ayrica, servikal
surdntld hucrelerinde comet teknigi ile hedef hicre grubundaki DNA hasari da

degerlendirilmigtir.



Periferal kan mononlklear hicrelerinin enfeksiyon varlidinda hedef
dokuya hicum ettigi ve mikroorganizmalari hedef dokudan aldidi bilinmektedir. Periferal
kan mononiklear hicreleri bu mekanizma ile HPV tasiyicisi haline gelir ve kan

dolasimina viriisiin yayilmasina sebep olur'®.

Pornthanakasem ve arkadaslari, periferal kanda HPV DNA’sinin
diagnostik bir ara¢ olarak servikal kanser vakalarinda kullanilip kullanilamayacagini
arastirmis, duyarhhdin servikal surlintiye gbre c¢ok dusuk olmasi sonucu yeterli
hassasiyete sahip olmadigi kararina varmiglardir. Ancak periferal kanda HPV DNA’si
tespitinin metastaz ile yakindan iliskili olduguna serviks kanserinin prognozunun takibinde
kullanilabilecegine dikkati gekmislerdir154. Servikal kanser metastatik bir kanser taraddr.
Metastaz gelisimi kanser hastaliginda hastaligin seyrini, hastanin yasam siresini ve
kalitesini olumsuz ybénde etkilemektedir. Periferal kan ile HPV DNA’sinin tim vicudu
dolasabilmesi sonucu metastaz gelisimi, plazmada HPV DNA’sinin tespiti sayesinde

kontrol altina alinabilir'®®.

Ho ve arkadaglari, invaziv servikal kanser hastalarinin %25’inden
fazlasinda periferal kanda RT-PCR ile HPV 16, -18 veya -52 DNA’sIni tespit etmislerdir.
Ancak ayni hastalarin servikal sirintllerinde bu oranin ¢ok daha yiksek oldugu
belirlenmistir'®®. Periferal kanda HPV DNA’sinin hedef dokuya gére daha diisiik oranda
tespit edilebilmesi duyarlilikla ilgili problemleri giindeme getirmis, viral yikin daha az
oldugu hiicre gruplarinda PCR ile ilgili tekniklerin gelistiriimesine ihtiya¢ duyulmasina
sebep olmustur. Kullanilan PCR yontemi (PCR veya RT-PCR), kosullari veya primer
dizilerindeki modifikasyonlarla ydntemin daha dusuk viral yuku tespiti ile ilgili calismalar

yap|lmaktad|r157.



Periferal kan lenfositlerinin tim vicudu dolasmasi nedeniyle hedef
organdaki biyolojik etkileri iyi bir sekilde temsil ettigi disinilmektedir ve bu yizden DNA
hasari ve kromozomal aberasyonlarla genotoksik riskin belirlenmesinde yaygin kullanima
sahiptir’’. Bu ylizden galismamizda HPV 16 ve 18 tiplemesi servikal stiriintii hiicrelerinde
yapilmasina karsilik, bireysel duyarlilik ve genotoksik etkiler hem periferal kanda hem de

servikal surlntd hiicrelerinde arastiriimistir.

Yuksek riskli HPV 16 ve 18 enfeksiyonu ile eksprese edilen E6 ve E7
onkoproteinleri baglica p53 ve pRB gibi timoér baskilayici genler ile etkilesir. Bu tumér
baskilayici genlerin inaktivasyonu sonucu hem hasarlanan DNA onarilamaz, hem de
apoptozis mekanizmasi inhibe olur. Sonugta E6, E7 genlerinin ekspresyonu ile birlikte

DNA hasari birikir ve karsinojenik siireg baglar'®"®,

Calismamizda; HPV 16 ve 18 pozitif bireyler, HPV negatif ve saglikli
bireylerden olusan kontrol grubuna kiyasla periferal kan lenfositlerinde comet teknigi ve
kromozomal aberasyon yontemi ile istatistiksel olarak farkhlik géstermemistir (p>0,05).
Ancak hedef hicre grubu olan servikal sirinti hicrelerinde comet teknigi
uygulandiginda toplam HPV pozitif bireylerin, HPV 16 ve 18 pozitif bireylerin kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek kuyruktaki %DNA

degerlerine sahip oldugu goéralmustur.

HPV viral integrasyonu servikal neoplazi gelisiminde ©6nemli bir

parametredir. Virislin epizomal formda, entegre veya her iki formun bir arada olmasi

159

malign transformasyonu etkilemektedir °°. DUslk seviyeli servikal intraepitel lezyonlarda

bile pRB’nin inaktivasyonu tespit edilmistir ve bu durumun virisin fiziksel pozisyonuyla

iliskili oldugu belirtilmistir'®°.



HPV enfeksiyonunun DNA hasari ile iligkisi degerlendirildiginde periferal
kan lenfositlerine kiyasla hedef hiicre grubu olan servikal surinti hiicrelerinin kullanimi
daha iyi sonu¢ vermekte, bu durum periferal kan lenfositlerinin bir cok endojen veya
ekzojen maruziyetten etkilenmesi ile, virlisiin periferal kanda daha ¢ok epizomal formda
olmasi olasiligi ile veya viral yikin servikal sirintl hicrelerine kiyasla daha dusuk

seviyede olmasi ile aciklanabilir.

HPV enfeksiyonu sonucunda patoloji gelisimi degerlendirilmis, HPV 16
pozitif bireylerin %42'sinde, HPV 18 pozitif bireylerinse %48’inde patoloji saptanmistir.
HPV ile indiklenen genomik instabilitenin erken donemde servikal intraepitel 6ncul
lezyonlarda olustugu ve karsinojenik siire¢ ile arttigi bilinmektedir'®. Calismamizda
patoloji gelisiminin DNA hasari Uzerindeki etkisi incelendiginde; toplam HPV pozitif -
patoloji gelistirmis bireylerin periferal kan lenfositlerinde ve servikal surinti hicrelerinde
comet yontemi ile kontrol grubuna (sirasiyla; p<0,05, p<0,001) ve patoloji gelistirmemis
HPV pozitif bireylere (sirasiyla; p<0,0001, p<0,001) kiyasla istatistiksel olarak anlaml
sekilde yliksek DNA hasarina sahip oldugu belirlenmistir. HPV 16 ve 18 pozitif gruplarda
da patoloji gelisimi her iki teknikle de kuyruktaki %DNA degerlerini arttirmistir.
Kromozomal aberasyon yodntemi ile de HPV pozitif patoloji gelistirmis bireyler, patoloji
gelistirmemis bireylere gére daha yliksek DNA hasarina sahipken (p<0,05), kontrol grubu
ile anlamh bir farklihk tespit edilememistir (p>0,05). Patoloji gelisimi, HPV 16 pozitif
bireylerde de kromozomal aberasyon sikhgini istatistiksel olarak anlamli derecede

arttinirken (p<0,05), HPV 18 pozitif bireylerde bu artis anlamli degildir (p>0,05).

Challenge teknigi ile de patoloji gelistirmis bireylerin % DNA onarim
kapasiteleri kontrol grubuna (p<0,0001) ve patoloji gelistirmemis HPV pozitif bireylere

(p<0,0001) kiyasla istatistiksel olarak anlamh derecede dusuktur.



Bizim sonuglarimizla uyumlu sekilde, Udumudi ve arkadagslari 1998
yilinda servikal displazi hastalarinda serviks epitel hlcrelerinde comet  ydntemini
uygulamislar, Periferal kan l6kositlerinde ve servikal epitel hicrelerinde kontrol grubuna
gore anlamh derecede yiksek DNA hasari tespit etmislerdir. MNNG ile indUkleyerek DNA
onarim kapasitelerini belirlemigler ve prekanserdz olgunun siddeti ile iligkili olarak DNA
onarim kapasitesinin azaldigini belirtmiglerdir. Ancak bu ¢alismada HPV enfeksiyonunun

etkisi ara§t|rllmam|§t|r161.

Servikal patoloji gelisimi ile olusan DNA hasari bircok calismada farkl
teknikler uygulanarak gosterilmistir. Allen ve arkadaslar tarafindan 37 skuamdéz servikal
karsinomali hastada, karsilastirmali genomik hibridizasyon teknidi ile kromozomal
aberasyonlar tespit etmistirm. Benzer sekilde Yu Huang ve arkadaslari da 28 serviks, 7
vulvar timérld HPV pozitif hastalarda karsilastirmali genomik hibridizasyon teknidi ile
HPV enfeksiyonu ve integrasyonu sonucu kromozomal degisikliklerin olustugunu ve
bunun da tiimor gelisimine katkida bulundugunu belirtmislerdir'®®. Hopman ve arkadaslari
ise servikal neoplazi gelistirmis hastalardan aldiklari servikal biyopsilerde HPV 16 ve 18
DNA’sini tespit etmis, yine servikal biyopsi 6rneklerinde FISH teknidi ile 1, 17 ve X
kromozomlarinda kromozomal aberasyonlari dederlendirmislerdir. Sonugta HPV 16 ve 18
integrasyonu ile kromozomal aberasyonlar arasinda anlaml bir iliski tespit etmiglerdirm.
Harris ve arkadaslari ise, karyotipleme, karsilastirmali genomik hibridizasyon ve spesifik
olarak 17 ve 18 numarali kromozomlar icin de FISH teknikleri kullanilarak birgok
kromozomda hem sayisal hem de yapisal aberasyonlar tespit edilmistir'®. Mian ve
arkadaslari HPV’nin sebep oldugu premalign lezyonlardaki kromozomal degisikliklerin
servikal karsinojeneziste 6nemli rold oldugunu 7, 3 ve X kromozomlarinda FISH teknigi
ile géstermislerdir57. HPV enfeksiyonunun indikledigi kromozomal degisikliklerin en
yaygin g6zlemdigi kromozomlar 1, 3, 11 ve 17 numarali kromozomlar olsa da bunlardan

baska bircok kromozomda gerek sayisal gerekse yapisal hasarlar tespit edilmistir®"®°.



Leal-Garza ve arkadaslari, skuamoz intraepitel lezyonu olan bireyler ve
servikal kanser hastalarini kontrol grubu ile periferal kanda ve serviks epitel hiicrelerinde
mikrogekirdek yéntemi uygulayarak karsilastirmiglar. Calismanin sonucunda servikal
lezyonun asamasi ile mikrogekirdek degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
paralellik bulmuslar ve mikrogekirdedin valide edildigi taktirde servikal taramalarda rutin

olarak kullanilabilecek kadar hassas bir ydntem oldugunu belirtmislerdir'®®.

Calinisan ve arkadaslari HPV 16, 18, 31 ve 33 ile blastositleri enfekte
etmisler. HPV 16 ile enfekte olan blastositlerde comet teknigi ile belirlenen DNA hasarinin
kontrole gére daha yiksek oldugunu, ancak bu iliskinin diger HPV tipleri ile tespit
edilemedigini belirtmislerdir. Embriyonun blastosit asamasinda HPV 16 DNA'si ile

enfekte olmasi sonucunda embriyonik gelisimin engellenecegini aglklamlglard|r167.

Konakg¢l  hiucre  proliferasyonunun  artmasi  ve virise bagl
immunosupresyon gelisimi genel olarak herhangi bir viral ajana bagli kanser gelisiminde
Onemli asamalar olarak kabul edilmektedir. Viral ajanlarla enfeksiyonda yasam tarzinin,
cografi, sosyoekonomik ve gevresel faktorlerin yani sira kalitsal 6zelliklerin de énemli
rolil vardir. Magnusson ve arkadaslari, isveg'te 1958-1993 vyillari arasindaki kayitlari
arastirmig, serviks kanserine yakalanmis kadinlarin ikinci derecce akrabalarinin,
cocuklarinin ve evlat edindikleri ¢ocuklarin serviks kanserine yakalanma oranlarini
belirlemisler. Sonuglar Isveg'teki serviks kanseri vakalarinda cevresel faktérlerden cok
genetik yatkinhgin 6n planda oldugunu g('jstermistir168. Serviks kanserinde genetik
duyarhligi agiklayabilmek amaciyla yapilan ¢alismalarda hangi polimorfizmlerin serviks
kanseri ile iligkili olabilecedi konusunda hentz bir fikir birligine varilamamakla birlikte,
bugiine kadar agirlikli olarak GSTM1, p53, XRCC1, XRCC3 ve OGG1 polimorfizmleri

Uzerinde durulmugtur1°1'm4.



Calismamizda, Challenge teknidi ile %DNA onarim kapasiteleri
incelendiginde, toplam HPV pozitif bireylerin, HPV 16 ve 18 pozitif bireylerin kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis %DNA onarim kapasitelerine
sahip oldugu gortlmustir. Bu durum hem Challenge yonteminin duyarhliginin periferal
kan lenfositlerinde uyguladigimiz comet teknigine ve kromozomal aberasyon yontemine
kiyasla daha ylksek oldugunu gostermektedir, hem de HPV enfeksiyonunun DNA onarim

mekanizmasini olumsuz yonde etkiledigine dikkat cekmektedir.

P53 nonspesifik olarak radyasyonun indikledigi tek veya cift sarmal
kiriklarina baglanir ve bu sayede DNA onarimi veya hicrenin programh o6limu
gergekleg.irmg. HPV enfesiyonu varliginda zaten inaktive olan p53 sistemi DNA hasarini
onarmada yetersiz kalir ve apoptozis inhibe olur. Bir diger olasi mekanizma da, DNA tek
sarmal kiriklarinin ve genetik instabilitenin onarilmasinda gérevli XRCC1 proteini ile HPV
E6 proteinlerinin etkilesmesi sonucu DNA onariminin azalabilecegidir110.(;aI|§mam|z bu
hipotezi dogrular sekilde, challenge teknigi ile HPV pozitif bireylerde azalan DNA onarim
kapasitesini belirlemistir. HPV enfeksiyonunun yani sira patoloji gelisimi ve sigara icme

aliskanhg@r da DNA onarim kapasitesinde olumsuz etkiye sahiptir.

Yas ile HPV 16 pozitif bireylerin serviks sirintt hicrelerinde kuyruktaki
%DNA degerleri arasinda pozitif korelasyon vardir (p<0.05), ayrica HPV 18 pozitif
bireylerde kromozomal aberasyon teknigi sonuglari ile ilk koit yasi arasinda pozitif

korelasyon belirlenmistir (p<0.05).

Calismamizda HPV pozitif bireylerde patoloji gelisimi ile sigaranin iligkisi
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur. HPV 16 pozitif bireylerde de patoloji
gelisimi sigara aliskanhgi ile iligkili bulunmasina (p<0,05) karsihk HPV 18 pozitif

bireylerde anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0,05).



Enfeksiydz bir ajan varliginda sigara icmek kanser gelisimi agisindan en
onemli korunulabilir risk faktoridur®. HPV pozitif bireylerde sigara icme aligkanligi ile
servikal kanser riskinin arttiyi cok merkezli vaka kontrol ¢alismalari ile gésterilmigtirs“.
Serviks karsinojenlerin metabolizasyonunda goérevli enzimleri eksprese eder, ancak HPV

varliginda bu enzimlerin modifiye olmasi sonucunda karsinojenik siire¢ baglar'®""".

Sigara icme aliskanhgi, periferal kan lenfositlerinde DNA hasarini
indUkler. Comet teknigi olusan DNA hasarinin izlenmesinde uygun bir biyogdsterge

olarak kullaniimaktadir'’?

. Comet teknidi ile periferal kan lenfositlerinde kontrol grubunda
sigara igen bireyler, sigara icmeyen bireylere gore daha yiksek DNA hasarina sahiptirler
(p<0,05). Ayrica, HPV pozitif grupta da sigara igen bireyler sigara icmeyenlere goére daha
yuksek DNA hasarina sahiptirler (p<0,01). Ancak kromozomal aberasyon teknidi ile

sigara icme aliskanliklari degerlendirildiginde anlamh bir farklihk tespit edilememigstir

(p>0,05).

Servikal surunti hucrelerinde comet teknigini uygulandiginda, HPV
pozitif sigara igen bireylerin HPV pozitif sigara icgmeyen bireylere gére daha yliksek DNA
hasarina sahip oldugu gorilmustir (p<0,001). Challenge teknidi ile de HPV pozitif sigara
icen bireyler hem kontrol grubunun sigara icenlerine gére hem de HPV pozitif sigara

icmeyenlere gore anlamli derecede daha disik DNA onarim kapasitesine sahiptirler.

Sonuglarimizla uyumlu sekilde, Simons ve arkadaslari, sigara igme
aligkanligi sonucunda serviks epitelinde DNA katim urdnlerinin olustugunu ve bu
durumun da serviks kanseri gelisimi ile iliskisi oldugunu belirtmiglerdir173. Sigara icen
bireylerin servikal mukus o6rneklerinde icmeyenlere kiyasla anlamh derecede yilksek
benzo(a)piren ve dihidrodiol, fenol, tetraol tirevieri GC-MS ydntemi ile tespit edilmis.
Ayrica BPDE-DNA katim Grinlerinin olusumunun sigara igenlerde sigara igmeyen gruba

gore iki kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir'®. Sigara icen bireylerin servikal mukus



Orneklerinde sigara icmeyen bireylere oranla anlamh derecede ytksek nikotin ve kotinin
konsantrasyonlari tespit edilmistir. Tatlin bilesenlerinin gergekten servikse kadar ulastigi

ve kanser epidemiyolojisinde rol oynayabilecedi sonucuna varmlg,lardlr175

. Sigara igen
bireylerin servikal mukus o6rneklerinde igmeyenlere kiyasla anlamh derecede yliksek
potent bir karsinojen olan NNK [nitrosamin 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon]

tespit edilmis ve servikal kanser ile sigara arasindaki iliskiye dikkati gekmistir”s.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile yiksek riskli HPV 16 ve 18 ile enfeksiyonun
Ozellikle hedef hicre grubu olan servikal surinti hicrelerinde DNA hasarina sebep
oldugu, ancak periferal kan lenfositlerinde bu etkinin tespit edilemedigi gordlmustir.
Comet teknigi servikal surinti hucrelerinde HPV enfeksiyonunun indukledigi DNA
hasarini belirlemede uygun bir biyogdstergedir. HPV enfeksiyonunun indikledigi DNA
hasarinin tespitinde patoloji gelisimi ve sigara icme aligkanliklari da 6nem kazanmaktadir.
Duyarliigin biyogdstergesi olan radyasyonla indiklenmis Challenge teknigi ile HPV
enfeksiyonu sonucu DNA onarim kapasitelerinin azaldigi, patoloji gelisimi ve sigara
icme aliskanhdinin da DNA onarim kapasitelerini olumsuz yonde etkiledigi belirlenmistir.
Bireyin genetik duyarliligi servikal kanser gelisiminde son derece 6nemlidir. Servikal
kanser dncul lezyonlarinin bazi bireylerde kendi kendine iyilesmesi bazi bireylerde kanser
gelisimine sebep olmasi ve HPV ile enfekte olan kadinlarin ¢ok az bir kismi servikal
kansere yakalanmasi genetik duyarhligin servikal kanserdeki énemini dodrulamaktadir.
HPV enfeksiyonunda DNA onarim kapasitesinin Challenge teknigi ile belirlenmesinden,

servikal kansere yatkinligin ve saglik riskinin 6ngdrulmesinde yararlanilabilir.



VI. OZET

Viral enfeksiyonlar insanlarda kanser gelisimi icin énemli bir kaynaktir.
insanlarda gériilen tim kanser vakalarinin yaklasik %20’sinin viral kaynakli olduguna
inaniimaktadir. Serviks kanseri kadinlarda ikinci en yaygin malignansidir. Human
papillomavirus (HPV) enfeksiyonu diinyada en yaygin cinsel yolla bulasan hastaliktir ve
serviks kanserinin en 6nemli etkenidir. Tim serviks kanseri vakalarinin yaklagik %80-
90’'iInda HPV DNA’sI tespit edilmistir ve 1995 yilinda IARC HPV 16 ve 18 insan

karsinojeni (Grup 1) olarak siniflandirmigtir.

Calismamiz HPV enfeksiyonuna bagli gelisebilecek genotoksisite ve
DNA onarim farkhliklarini tespit etmek amaciyla, 31 HPV 16, 23 HPV 18 pozitif kadindan
ve 24 Kkisilik, yaslari ¢calisma grubumuzla uyumlu olacak sekilde secilmis HPV negatiif

saglikli kontrol grubundan olugsmustur. HPV tiplemeleri RT-PCR ile yapiimistir.

HPV pozitif grupta, periferal kan lenfositlerinde kromozomal aberasyon
ve comet teknidi ile belirlenen kromozomal aberasyon frekansi ve kuyruktaki %DNA
kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farkhlik géstermemistir, ancak hedef hiicre grubu olan
servikal surintd hlcrelerinde comet teknigi uygulandiginda HPV pozitif pozitif bireyler

istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek DNA hasari belirlenmistir (p<0,0001).

Duyarliigin biyogostergesi olarak kullanilan Challenge teknigi ile HPV
pozitif groupta kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamh derecede disik %DNA
onarim kapasitesi belirlenmistir. Calismamizin sonuglari, Servikal sdrtntl hicrelerinin
peripheral kan lenfositlerine gore HPV’nin indikledigi DNA hasarini belirlemede daha
hassas oldugunu ve Comet teknidinin bu hasari belirlemede bir biyogdsterge olarak

kullanilabilecegini gostermistir.



DNA onarim kapasitesinin c¢esitli maruziyetlerde ve enfeksiyonlarda
farklihk gdsterebilecedi duyarlihdin biyogdstergesi olan Challenge teknigdi ile hassas bir
sekilde saptanabilmektedir. Bu teknikten klinikte HPV pozitif bireylerin serviks kanserine

duyarlihiginin belirlenmesinde yararlanilabilir.



VIl. SUMMARY

Viral infections are important sources for human cancers. Approximately
20% of all human cancers are thought to be caused by viruses. Cervical cancer is the
second most frequent malignancy in women. Human papillomavirus (HPV) infection is the
most common sexually transmitted disease in the world and the main cause of cervical
cancer. HPV DNA is detected approximately 80-90% of all cervical cancers and in 1995,

IARC classified HPV 16 and 18 as human carcinogens (Group 1).

This study was comprised of 31 HPV 16, 23 HPV 18 positive women and
24 age-matched HPV negative healthy control individuals to identify the genotoxicity and

DNA repair variability caused by HPV infection. HPV typings were detected by RT-PCR.

Chromosomal aberration frequency and tail intensity% in HPV positive
group and control group were not statistically different by chromosomal aberration and
comet techniques in peripheral blood lymphocytes (p>0,05), however, a statistically
significant increase in DNA damage (p<0,0001) was observed by comet assay in cervical

cells of HPV positive individuals’ which is the target cell group for HPV infection.

Challenge assay which is used as the biomarker of susceptibility
demonstrated statistically significantly reduced DNA repair capacity in HPV positive group
as compared with the control group (p<0,0001). These results demonstrate that cervical
cells are much more sensitive than peripheral lymphocytes for detecting the HPV induced

DNA damage and comet assay can be used as a biomarker for detecting this damage.

The difference in the DNA repair capacity in various exposures and

infections can be sensitively determined by Challenge assay which is one of the



biomarkers of susceptibility. This technique can be utilized clinically for identification of

cervical cancer susceptibility in HPV positive individuals.
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