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OZET

Bu calismanin amaci, iist solunum yollar1 malign lezyonlarinda Human
papillomavirus (HPV) goriilme sikligin1 ve tiplerini belirleyerek, HPV’nin bu
kanserlerin gelismesindeki roliiniin agciklanmasina katkida bulunmaktir.

Human papillomavirus varliginin arastirilmasi icin, iist solunum yollar1 kanseri
tanis1 konulmus olan 100 hasta ile kontrol grubu olarak iist solunum yollar1 benign
lezyonu tanis1 konulmus olan 25 hastaya ait arsivlenmis parafinize doku Ornegi
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemiyle analiz edilmistir. HPV tip 16, 18, 31 ve
33’lin saptanmasi ve tiplendirilmesi amaciyla, L1 ve E6 primerleri ve tipe 0zgiil
primerler kullanilarak nested PCR yapilmustir.

Orneklerden 25 tanesi yeterli DNA icermedigi igin calismadan cikarilmistir.
Yetmigbes iist solunum yolu kanseri 6rneginin 25 tanesi (%33) HPV DNA yo6niinden
pozitif olarak bulunmus; HPV pozitif 6rneklerin 11 tanesinde (% 44) HPV 16 DNA, 8
tanesinde ise (% 32) HPV 18 DNA pozitif bulunmustur. Bir olguda HPV 16 ve HPV 18
birlikteligi tespit edilmistir.

Sonug olarak, HPV’nin, iist solunum yollar1 malign lezyonlarinin bir¢ogunda
etiyolojik bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. Calismamizda elde edilen bulgular, HPV tip
16 ve 18’in iist solunum yollar1t malign lezyonlarindaki olasi roliinii desteklemektedir.
Tiirkiye’deki HPV infeksiyonlariin epidemiyolojisinin daha iyi aydinlatilabilmesi icin

daha kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Human Papillomavirus (HPV), Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR), Ust Solunum Yollar1 Malign Lezyonlari



ABSTRACT
Investigation of HPV Type 16, 18, 31 and 33 in Malign Lesions of Upper
Respiratory Tract

The aim of this study was to determine the prevalence and type of human
papillomavirus (HPV), and to explain its role in malign lesions of the upper respiratory
tract.

Archived paraffin block specimens taken from 100 cases of upper respiratory
tract carcinomas were analysed for the presence of human papillomavirus infection,
using Polymerase Chain Reaction technique. A nested PCR assay was designed for the
detection and typing of HPV genotypes 16, 18, 31 and 33 using L1 and E6 consensus
primers and HPV type- specific primers.

Twenty five samples which were found to have inadequate DNA were excluded
from the study. HPV DNA was detected in 25 (33%) of the 75 malign lesions of upper
respiratory tract. Of the 25 HPV DNA positive samples, HPV 16 DNA was detected in
11 (44 %), and HPV 18 DNA was detected in 8 (32 %). HPV genotyping revealed
double HPV infection in one case.

In conclusion, HPV appears to play an etiological role in many malign lesions of
upper respiratory tract. The results of our study is consistent with a causative role of
HPV 16 and 18 in the pathogenesis of malign lesions of upper respiratory tract. More
detailed studies are necessary for elucidating the epidemiology of HPV infections in

Turkey.

Key Words: Human papillomavirus (HPV), Polymerase Chain Reaction (PCR), Malign

Lesions of Upper Respiratory Tract



3. GIRIS

Human papillomavirus (HPV), deri ve miik6z membranlarin benign ve malign
lezyonlarinda saptanan, 120’den fazla farkli genotipi olan bir gruptan ibarettir.
Papillomaviruslar, farkli anatomik bolgelere egilim gostermeleri ve olusturduklar
lezyon tipleri agisindan subtiplere ayrilirlar. Servikal kanserlerde yapilan ¢calismalar baz
alinarak; HPV tipleri; yiiksek riskli (16, 18, 45, 56, 58), orta riskli (31, 33, 35, 39, 51,
52, 59, 67, 68, 70) ve diisiik riskli (6, 11, 42, 43, 44, 53, 61, 72, 74, 81, 83, 84) olarak
gruplandirilmiglardir (1- 3).

Human papillomavirus spektrumunun cesitliligi ve yiiksek insidansi, HPV
tiplerinin belirlenmesinde giivenilir metotlarin kullanima sokulmasinmi gerekli kilmustir.
Human papillomavirus genotiplerinin ortaya konulmasi sadece epidemiyolojik acidan
degil, hastaligin seyrinin takip edilebilmesi acisindan da gereklidir (4).

Oral kavite ve orofarinks kanserleri diinyadaki o©nemli toplum saghigi
problemlerinden biridir. Etiyolojik faktorlerin basinda % 90’11k bir oranla tiitiin ve alkol
kullamim1 yer almaktayken, beslenme yetersizlikleri ve kotii agiz hijyeni de risk
faktorleri arasindadir. Human papillomavirus, tiim servikal kanserlerde etiyolojik ajan
olarak gosterilmistir. Tiimorlerdeki viral aktiviteye iliskin daha 6nce yapilmis calismalar
HPV’nin aym1 zamanda oral kavite ve orofarinks kanserlerinde de rol oynadigini
gostermistir. Bag ve boyunda gozlenen kanserler icerisinde, orofarinks ve oral kavite
kanserlerinde HPV daha sik saptanmistir. Saptanan subtipler arasinda da HPV 16 baskin
tip olarak gosterilmistir (4).

Oral kavite, genital bolgedekine benzer olarak, siklikla bakteriyel flora iceren bir
epitel tabakasi ile cevrilidir. Bu mikroorganizmalardan bazilar1 potansiyel olarak

karsinojenik olabilir. Human papillomavirusun genital bolgede uterus serviksinde kanser



gelisiminde suclu oldugu diisiiniiliirse, bu iliskinin oral epitelyal kanser gelisiminde de
miimkiin olabilecegi goriilebilir. Bu yiizden, bu virusun oral kavitedeki sikligini ve
dolayisiyla bolgedeki malign neoplazmalarla iliskisini bilmek 6nemli hale gelmistir (5).

Bas ve boynun skuamoz hiicreli karsinomlari, her yil yaklasik 500.000 yeni olgu
orant ile, diinyada gorilen en yaygin 8. malignitedir. Cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapideki  onemli  gelismelere ragmen prognozda belirgin  diizelme
izlenmemektedir. Tiitiin ve alkol kullanimi1 gibi risk faktorlerinin yaninda, yiiksek riskli
HPV infeksiyonlarinin da lokalizasyona bagl olarak bas ve boyun kanserlerinde % 20-
50 oraninda tespit edildigi goriilmiistiir (6).

Human papillomavirus infeksiyonunun bas ve boyun kanserlerinde prognostik
bir faktor olarak kullanilip kullanilmayacagi konusu hala tartismalidir. Son zamanlarda
tedavinin yonlendirilmesinde sadece klinik evreler yol gostericidir. Yapilmis olan
calisgmalar, HPV pozitifligi ile klinik hastalik sikligimin baglantili oldugunu, HPV
varliginin prognoz agisindan ek olarak kullanilabilecek bir marker olabilecegine isaret
etmektedir (6).

Ulkemizde yapilan laboratuvar calismalar1 bu virus infeksiyonunun yaygin
oldugunu gostermektedir. Ulkemizde bu virusun genotiplendirilmesine yonelik sinirl
saylida calismaya rastlanmistir. Giiniimiizde yiiksek riskli belirli HPV tiplerine karsi
koruma saglayabilen asilarin gelistirilmesi ve bir¢ok iilkede kullanim lisansi almis
olmalari, bolgesel tip dagilimi verilerinin onemini arttirmistir. Bu calismada infekte
hastalardaki parametreler virus genotiplerine gore kategorize edilmek suretiyle, genotip-
patogenez iligkisi hakkinda bilimsel katki saglanacaktir. Ayrica calismamiz, HPV nin
bolgemizdeki epidemiyolojik profilini belirleyerek alinmasi gereken Oneriler noktasinda

bilgi birikimini artiracaktir.



3.1. HUMAN PAPILLOMAVIRUSUN GENEL OZELLIKLERI

Human papillomavirus, epitelyotropik bir virus olup deri ve mukozalarda
papillomatdz, hiperplastik ve verriikoz lezyonlara neden olur. Virusun yol agtifi
lezyonlar genellikle lokalize olup kendiliginden iyilesir veya latent infeksiyonlar olusur.
Ancak belli HPV tipleri displazi ve kanser gelisiminde kofaktor olarak rol oynar (7).
Papillomavirus, ozellikle serviks, anogenital bolge, deri, iist solunum ve sindirim yollar
kanserlerinde etiyolojik ajan olarak saptanmis onkojenik bir DNA virusudur (5, 8).

Papillomavirus yiiksek oranda konaga 6zgii bir virus olup hiicre Kkiiltiirlerinde
tiretilemez ve birkac tipi disinda hepsi sadece epitelyal hiicreleri infekte edebilir (9).
Gelistirilmis laboratuvar tan1 yontemleri ve 6zellikle molekiiler biyolojik tan1 yontemleri
ile yapilmig olan c¢alismalar sonucu, 120’den fazla HPV genotipi saptanmis, ancak
bunlarin yaklasitk 80 kadarn tam olarak genotiplendirilmistir. Genotiplendirilen
HPV’lerin 35’inin anogenital verriiler ve servikal intraepitelyal neoplaziler ile iligkili
oldugu saptanmistir (10). Papillomavirusun bilinen tek konagi insandir ve tiirler arasi
HPV bulagmasi bildirilmemistir. Virus, deri ve mukozadaki mikrotravmalar yoluyla
skuamoz epitelyumun bazal hiicrelerine ulasarak bu hiicreleri infekte eder (11).

3.1.1. SINIFLANDIRMA

Papillomaviruslar, polyomaviruslar ve simian vacuolating viruslar 1950’lerin
ortalarindan 1960’lara kadarki siire i¢inde yapilan elektron mikroskobisi ve temel
niikleik asit ozelliklerine gore c¢ift zincirli sirkiiler DNA’lar1 ve zarfsiz ikosahedral
partikiiller olmalar1 nedeniyle ayn1 familya i¢cinde degerlendirilmis ve bu aileye ilk iki
harflerinin birlesiminden olusan Papovaviridae adi verilmistir. 1980’lerde yapilan
caligmalar, bu iliskinin ¢ok yiizeyel oldugunu, bu viruslarin fiziksel ve kimyasal ortak

ozellikleri paylasmasina karsin, temel biyolojik ve genomik organizasyonlarindaki



onemli farkliliklarindan dolayr ayr1 bir aile olarak smiflandirilmalar1 gerektigini
gostermistir.  Polyomaviruslarin  genomlarinin  yaklagik 5 kilobaz ¢ifti  (kbg)
biiyiikliiglinde olmasina karsin papillomaviruslarin  genomu yaklasik 8 kbg’dir.
Polyomaviruslarin 2 transkripsiyon iinitesi varken papillomaviruslarin sadece bir iinitesi
vardir. Ayrica polyomaviruslar ve papillomaviruslar niikleik asit ve aminoasit
dizilerinde benzer oOzellikler tagimamaktadirlar (12). Bu 6zelliklerinden dolay1 bu
viruslarin iki farkli aile olduklar1 sonucuna varilmigs ve papillomavirus ailesi
(Papillomaviridae) Uluslararast Virus Taksonomi Konseyi (International Council on
Taxonomy of Viruses-ICTV) tarafindan resmen onaylanmustir (13, 14).

Papillomaviruslar, dogada yaygin ve esas olarak gelismis vertebrali canlilarda
bulunurlar. Giiniimiiz itibariyle papillomaviruslar i¢in, orijin aldiklar1 tiire, ayni tiir
icindeki genetik iliski derecesine, doku tropizmine ve neden olduklar1 lezyon tiplerine
gore Onerilen farkli siniflandirma sekilleri vardir (15).

Yiiksek derecede tiir ve doku tropizm Ozelligi gosteren ve farklt mukozal ve
dermal bolgelere egilimi olan human papillomaviruslar, bu 6zelliklerine dayanilarak 4
grupta toplanmaistir:

1- Mukokutan6z grup (deri ve oral epiteli infekte eden gruptur).

2- Hiicresel immiin sistemin nadir goriilen bir genetik bozuklugu olarak kabul
edilen ve gilines 1sinlartyla temas halinde invaziv skuam6z hiicreli karsinoma
doniisebilen, HPV ile birliktelik gosteren deri lezyonlar1 ile karakterize
epidermodysplasia verruciformis hastalarindan izole edilen HPV tiplerinin olusturdugu
grup.

3- Anogenital grup (40’dan fazla HPV tipinin yer aldig1 gruptur).

4- Ungula ile iliskili olan grup (15).



Yaygin HPV tipleri ve olusturduklar1 hastaliklar Tablo I'de gosterilmistir (16).

Tablo 1. Human papillomavirusun siniflandirilmasi (16).

HPYV tipi Lezyon

Mukokutan6z grup

1 Verruca plantaris

2,4 Verruca vulgaris, verruca plantaris
3,10, 28 Verruca plana

7 Butcher’s warts (kasap sigili)
13,32 Fokal epitelyal hiperplazi (oral)

26, 27 Verruca vulgaris (immiinsupresyon)
29, 38 Verruca vulgaris

36 Aktinik keratoz

37 Keratoakantoma

41 Squamous cell carcinoma (SCC)

Epidermodysplasia verruciformis

5,8,9,12, 14, 15, 17, 19, 20, 36, 47, 49 Macular warts

Genital lezyonlar

6,11 Condyloma accuminata, respiratuar papilloma
16, 31, 33, 34, 35 Servikal intraepitelyal lezyon (SIL), SCC

18 SIL, SCC, adenokarsinom

39, 45, 56, 58, 59, 61, 66, 68, 72 SIL, nadiren SCC

40, 51, 52, 53, 54,70 SIL

42 Penil lezyon, LSIL (low grade SIL)

43,44 LSIL, genellikle HSIL (high grade SIL)

74, 81, 83, 84 LSIL

82 LSIL, HSIL, SCC




Papillomaviruslarin ikinci siniflandirilma sekli, giincel olarak kullanilmakta olan
en son siniflandirma sekli olup, HPV’nin L1 proteinindeki DNA sekans bolgeleri baz
alinarak yapilan filogenetik simiflandirmadir (13, 14):

1- Siipergrup A: Genital yolla bulasan mukozal HPV tipleri siipergrup A (Alfa
papillomaviruslar) icerisinde yer alir. Bu grupta bulunan HPV tip 6 ve 11 gibi viruslar,
ozellikle cinsel yolla bulasan patojenler olup cinsel yonden aktif populasyonu
etkilemektedir. Bu viruslar, benign papillomlarla iliskili lezyonlardir ve genital bolge
disinda oral bolgede de infeksiyona neden olabilmektedir. Bunun tersine siipergrup A
icindeki HPV tip 16 ve 18 gibi yiiksek onkojenik riskli HPV tipleri bazi bireylerde ileri
derece neoplazi ve kansere ilerleyebilen mukozal lezyonlara neden olabilmektedir.
Bununla birlikte siipergrup A i¢inde, HPV tip 2 ve HPV tip 10 gibi primer olarak
kutan6z bolgelere tropizm gosteren viruslar da vardir. HPV tip 2 ve yakin iliskideki
siipergrup A papillomaviruslar primer olarak sigillerin en sik nedenidir.

2- Siipergrup B: Papillomaviruslarin ikinci ana grubu siipergrup B (Beta
papillomaviruslar) icinde yer alir. Human papillomavirus tip 5 gibi subgrup B1 icinde
yer alan viruslar genel olarak asemptomatik ve latent infeksiyonlara neden olurken
immiin suprese ve bagisiklik sisteminde bozukluk olan kisilerde problemlere neden
olabilirler. Bu tiir hastalarda HPV infeksiyonu bolgesinde cilt kanserleri gelisebilir. Bu
durum, melanom dis1 deri kanserlerinin gelisiminde subgrup B1 viruslarinin rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Subgrup B2 (Gama papillomaviruslar) i¢inde yer
alan HPV tip 4 gibi viruslar, genel populasyonda HPV tip 2 gibi siipergrup A
papillomaviruslardakine benzer sekilde kutanoz sigillere neden olmaktadir.

3- Siipergrup E: Diger HPV’ler siipergrup E (Mii ve Nii papillomaviruslar)

icerisinde yer alirlar. Bu grup igerisinde bilinen sadece ii¢ tane insan virusu vardir ve



bunlarin tiimii genel populasyonda kutan6z papillomalara neden olurlar. Bunlar arasinda
tizerinde en ¢ok calisilan tip HPV tip 1'dir ve HPV tip 2 gibi kutanoz sigillere neden
olmaktadir (13, 14).

Uciincii siniflandirma ise spesifik HPV tiplerinin siklikla birliktelik gosterdikleri
lezyonlar baz alinarak, yaygin anogenital HPV tipleri arasinda yapilmis ve onkojenik
potansiyellerine gore HPV tipleri 3 gruba ayrilmistir (15, 16):

1- Diisiik riskli grup: Bu gruptaki viruslar, genellikle anogenital sistemde
condyloma accuminata, diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon (low grade
squamous intraepithelial lesion; LSIL), nadiren yiiksek dereceli SIL (high grade
squamous intraepithelial lesion; HSIL) ile birliktelik gostermelerine karsin, invaziv
skuamo6z hiicreli karsinomlarda hemen hemen hi¢c tespit edilememistir. Human
papillomavirus tip 6, 11, 42, 43, 44, 53 bu gruptadir. HPV tip 6 ve 11 anogenital
sigillerin % 90’1nda saptanmistir.

2- Yiiksek riskli grup: Bu gruptaki viruslar, anogenital sistemde en sik olarak
servikal invaziv skuamé6z  hiicreli karsinomdan izole edilmislerdir. Human
papillomavirus tip 16, 18, 45, 56 ve 58 bu grupta yer almaktadir. Human papillomavirus
tip 16 siklikla servikal skuamoz hiicreli karsinomla biriktelik gosterirken, HPV 18 daha
cok servikal adenokarsinomlarla iligkili bulunmustur.

3- Intermediate (orta) riskli grup: Bu gruptaki viruslar ise yiiksek riskli gruba
nazaran invaziv servikal kanserlerde daha az tespit edilmis olan virus tipleridir. Human
papillomavirus tip 31, 33, 35, 39, 51, 52, 59 ve 68 intermediate grupta yer almalarina
ragmen, prototipik yiiksek riskli viruslardakilerle benzer lezyonlarla birliktelik
gostermeleri yliziinden yiiksek riskli HPV tipleri olarak diisiiniilmektedir (15, 16).

Onkojenik potansiyellerine gore HPV tipleri Tablo 2’de gosterilmistir (16).



Tablo 2. Anogenital HPV tiplerinin onkojenik risk siniflandirilmasi (16).

Risk HPV tipi
Diisiik onkojenik risk 6, 11,40, 42,43, 44, 53, 61, 72, 74, 81, 83, 84
Yiiksek onkojenik risk 16, 18, 45, 56, 58
Orta onkojenik risk 31, 33, 35, 39, 51, 52, 59, 67, 68, 70
3.1.2. iISIMLENDIiRME

Giiniimiizde papillomaviruslar icin yeni bulunan izolatlar1 onaylama,
Papillomavirus Referans Merkezi (Heidelberg/Almanya) tarafindan yapilmaktadir.
Isimlendirme igin kriter, izolatlarin L1 geninde % 10 iizerinde niikleotid dizi farklilig
olmasidir. Dizi farklilig1 % 2- 10 ise bu tipler ‘‘subtip-alttip’’ olarak tanimlanmaktadir.
Eger farklilik % 2’den daha az ise ‘‘varyant’’ olarak nitelendirilir (1, 12). Ayrica tiir
icinde farkli bir HPV tipi olarak tanimlanabilmesi i¢in, bir HPV izolatinin diger bilinen
tiplerden % 50’nin altinda bir DNA homolojisi gostermesi gerekmektedir (15).

3.2. YAPI

Human papillomavirus, Papillomaviridae familyasinda bulunan 50-55 nanometre
biiyiikliiginde ikosahedral kapsidi ve cift iplikli sirkiller DNA’s1 olan zarfsiz bir
virustur. Major kapsid proteini olan L1 molekiillerinin birlesmesiyle kapsomerler,
kapsomerlerin birlesmesiyle de kapsid olusur. Olusan bu kapside viral DNA’nin ve
minor kapsid proteini olan L2’nin eklenmesiyle virus meydana gelir (9). Virus
partikiiliinii olusturan birimler sekil 1’de sematize edilmistir.

Human papillomavirusun elektron mikroskobik resmi sekil 2’de gosterilirken

sekil 3’te HPV partikiiliiniin ii¢ boyutlu sekli sematize edilmistir.
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Wirus partikili

L1 Proteini 72 kapsomer
(360 kopya) (5 L1 pertameri) “iral
Ci A,
¥y — —
L2 Proteini
-— e 12 kopya)
3nm 10 nm
- 85 nm :
Sekil 1. HPV partikiilii (17).

Sekil 2. HPV’nin elektron mikroskobik resmi (18).

Viral genom yaklagik 8000 baz c¢ifti uzunlugunda olup erken bolge (early
region), ge¢ bolge (late region) ve uzun kontrol bolgesi (long control region; LCR)
olmak iizere 3 bolgeye ayrilir. Erken bolgede 8 adet ORF (open reading frame: agik

okuma bolgesi), ge¢ bolgede 2 adet ORF bulunur. Biitiin HPV ORF’leri virusun sadece
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bir sarmali iizerinde lokalize olmustur. E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8 ORF’ leri
tarafindan kodlanan erken (E; early) proteinler viral replikasyonu ve hiicrelerde yiiksek
viral kopya sayisin1 saglar. Erken bolge, ayni zamanda HPV genomunun hiicre
transformasyonu yapici birimlerini de icermektedir. Geg (L; late) proteinlerden L1 geni
major kapsid proteinini ve L2 geni minor kapsid proteinini kodlar (9, 16).

Long control region; kodlanmayan bolge olup viral DNA replikasyon orijinini
bulunduran bolgedir. Erken proteinlerden E1 ve E2 kompleks olusturarak LCR’deki
orijine baglanir ve replikasyonu baslatir (19- 21). LCR, 400 bg¢’lik, farkli transkripsiyon
aktivatorleri ve inhibitorleri icin baglanma noktalar1 iceren komplex bir diizenleyici
bolgedir. Bu aktivator ve inhibitorler, aktivator protein-1 (AP-1), niikleer faktor (NF-
1/CTF), Oct-1, Sp-1 YY1 ve keratinosit—spesifik faktor (KFF-1)’diir. Bunlar gibi
transkripsiyonel faktorlerin LCR’ye baglanmasi, erken bolgedeki ORF’lerin
transkripsiyonunu diizenler ve siirdiiriilmesine yardimci olur. Bu bolge, ayrica, spesifik
HPYV tiplerinin siniflandirilmasinda da onemli rol oynamaktadir (9, 16). Sekil 4 ve 5’te

HPV genomunun lineer ve sirkiiler formlar1 sematize edilmistir.

_Major Kapsid Proteini (L1)

Viral Niikleik Asit (DNA)

Sekil 3. HPV’nin sematize edilmis hali (22).
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Sekil 5. HPV genomu (lineer) (23).
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3.3. PATOGENEZ

Papillomavirus genomu bazal hiicrelerin niikleusunda epizomal halde bulunur ve
rolling cycle (yuvarlanan cember) replikasyon modeli ile niikleusta cogalir (11).

El proteini viral DNA replikasyonu, E2 proteini ise hem viral replikasyon hem
de transkripsiyonun kontrolii i¢in gereklidir. Bu proteinler HPV genomunun bazal
hiicrelerin niikleusunda epizomal halde kalmasini ve replikasyonun devamini saglar. E1
ve E2 kompleks olusturarak LCR’deki replikasyon orijinine baglanir ve DNA
replikasyonunu baglatir. E1 proteininin helikaz ve ATPase aktivitesi de vardir. E2
proteini, HPV’nin replikasyon orijinindeki E1 komplekslerinden olusan enzimatik
yonden aktif yapityr HPV’nin replikasyon orijinine ilerletmeye yardimcidir. E2
proteinleri, ayrica erken bolge ORF’lerinin ekspresyonunun diizenlenmesinde de 6nemli
rol oynamaktadir. E2 proteini tarafindan diizenlenen 2 kilit protein E6 ve E7°dir. E2’nin
ekspresyonu E6 ve E7’yi represe ederek hiicrelerde E6 ve E7’nin azalmasina neden
olmaktadir. Ayrica E2 proteininin asir1  ekspresyonu hiicrede apoptozis ile
sonuclanmaktadir (11, 15, 16).

E4 ve E5 ORF’nin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte, virusun
olgunlagsmasi ve viral replikasyon icin 6nemli oldugu diisiiniilen proteinleri kodladiklar
sanilmaktadir. E4 proteininin hiicreye seklini veren sitoskeletona baglanarak yapisini
bozdugu, ayrica kornifiye tabakanin yapisini bozarak viral partikiillerin hiicrelerden
salintmina izin verdigi diisiiniilmektedir (20). E4, aym1 zamanda keratinosit intermediate
filament aginin bozulmasina da yol agmaktadir (11).

ES proteininin hiicre membranindaki iireme faktorii reseptorlerine baglanarak
hiicre proliferasyonunu stimiile ettigi 6ne c¢ikan goriisler arasindadir. ES ayrica, ¢cok zayif

bir transformasyon aktivitesine sahip olmasinin yanisira, hiicre membraninda bulunan
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hidrofobik bir protein kodlamakta ve protein kinaz C (PKC) ile membran kinaz
aktivasyonlarina da sebep olmaktadir (11, 16).

E6 ve E7 proteinleri hiicreleri transforme edici proteinlerdir. Hiicrelerin
transformasyonu, viral DNA konak hiicre genomuna entegre oldugunda gerceklesir.
Sadece yiiksek riskli HPV tiplerinin genomu konak hiicre DNA’sina entegre olur (20).

E6 proteini, endojen enzimatik aktivite gerektiren 150 aminoasitlik bir ¢inko
baglayan proteindir. E6, adenovirus E1B proteini ve SV40 Large T antijeni ile sekans
homolojisi gosterir. Bu proteinlerin hepsi, 6nemli bir protein diizenleyicisi olan p53’i
baglama kapasitesine sahiptir. pS3 geni anahtar bir hiicresel diizenleyici gendir ve timor
supresyonunu saglar. p53 ekspresyonunun kaybi, malignensi gelisimi ile iliskilidir.
Ayrica p53 geni bir onkogen 6zelligi kazanabilir, ¢iinkii bu genin mutant formlar1 baskin
bir transformasyon yapici gen gibi davranabilir. Non-infekte hiicrelerde, pS3 diizeyinin
artis1, anormal hiicre proliferasyonu veya DNA hasarinin bir gostergesi olabilir. p53’iin
yiikselmesi, hiicre siklusunun G1 fazinda hiicre biiylimesinin durmasim1 saglar. Hiicre
biiylimesinin G1’de durmasi, hiicrelerin DNA tamiri yapmast veya programli hiicre
Olimii (apoptozis) ile elimine edilmesi i¢in bir firsattir. Human papillomavirus ile
infekte hiicrelerde p53 seviyeleri diisiiktiir. Ciinkii E6 ile bagli p53’iin ubiquitin baglh yol
ile hizl1 proteolitik yikimindan sonra hiicrede p53 miktar1 azalir (9, 11, 16).

Human papillomavirus E6 onkoproteini, HPV E7 onkoproteinine kiyasla daha
diisik bir transformasyon yapma Ozelligine sahiptir. Bununla birlikte, E6 proteini,
yiksek riskli HPV tiplerinde E7 proteininin transformasyon yapici etkisini 6nemli
Olciide arttirmaktadir (9, 14, 16).

E7 proteini, yiiksek riskli HPV tiplerinde major transformasyondan sorumlu

proteindir. E7, fosforile halde bulunan ve enzimatik aktivite gerektiren yaklasik 100
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aminoasitten ibaret, cinko baglayan bir proteindir. E7, ras onkogeni ve hiicre
proliferasyonunda kritik rolii olan retinoblastoma geni (Rb) ve Rb ile baglantili p130 ve
p170 proteinlerinin aktivasyonuna yol acar. Human papillomavirus E7 proteininin bu
proteinlere baglanmasinin sonucu olarak, hiicre proliferasyonunu inhibe eden bu endojen
tiimor supresor proteinleri inaktive olur. E7 proteini, yiiksek riskli HPV tiplerinde Rb
genine diisiik riskli HPV tiplerine oranla daha sik1 ve kuvvetlice baglanmaktadir. Benzer
bir sekilde, yiiksek riskli HPV tiplerinde p53 baglanma affinitesi diisiik riskli HPV
tiplerine oranla daha yiiksek bulunmustur (9, 14, 16).

E7, adenovirus E1A polipeptidi ve polyomavirus SV40 Large T antijeni ile myc
onkogeni ile sekans homolojisine sahiptir (16).

E3 ve E8’in fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir (15, 16).

HPV’lerde saptanan genler ve fonksiyonlar1 Tablo 3’de verilmistir (15).

Tablo 3. HPV’ de saptanan genler ve fonksiyonlar1 (15).

GEN FONKSIYON

El DNA replikasyonunun baslatilmasi, helikaz aktivitesi
E2 DNA replikasyonunun transkripsiyonel diizenlenmesi
E3 Bilinmiyor

E4 Sitoskeletonun bozulmasi

E5 Transformasyon proteini

E6 Transformasyon proteini, p53’iin parcalanmasi

E7 Transformasyon proteini, Rb’nin parcalanmasi

E8 Bilinmiyor

L1 Major kapsid proteini

L2 Minér kapsid proteini
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Hiicrelerin transformasyonu viral DNA konak hiicre DNA’sina entegre
oldugunda gerceklesir. Sadece yiiksek riskli HPV tiplerinin genomlari konak hiicre
DNA’sina entegre olur. Diisiik riskli HPV tiplerinin genomu benign ve diisiik grade
lezyonlarda hiicre niikleusunda epizomal DNA olarak bulunur. Epizomal formda E2
ORF fiziksel olarak biitiin bir haldedir ve E6-E7 ORF’lerinden transkripsiyon diizenlidir.
Ancak, cogu yiiksek grade prekiirsor lezyonda, oOzellikle HPV 16’nin yol agtigi
karsinomlarin % 75’1, HPV 18’in yol actig1 karsinomlarin ise hemen hemen tiimiinde
HPV genomu konak hiicrenin kromozomal DNA’sina entegre olmaktadir. Human
papillomavirus DNA’sinin entegrasyonu sirasinda normalde viral onkogenleri
baskilayan E2 ORF’in yapis1 bozulur ve viral onkoproteinler olan E6 ve E7 aktive olur.
E6 proteini, timor supresor protein pS53’iin  fonksiyonunu inhibe eder. Boylece
hiicrelerin genetik stabilitesinin korunamamasi ve apoptozisin inhibe olmasi sonusunda
hiicrelerin transformasyon riski artar (9, 11, 14, 16).

3.4. IMMUNITE

Human papillomaviruse karst immiin cevap ge¢ olusur. Human papillomavirus
latent ve non-litik infeksiyon olusturdugundan ve viremi fazi olmamasindan dolay1
HPV’ye kars1 antikor olusumu HPV DNA tespitinden 8- 18 ay kadar uzun bir siire sonra
ve cok diisiik diizeyde gelisir. Ayrica HPV ile infekte keratinositlerin yiizeylerinde az
miktarda HPV antijeni sunmalar1 da virusun immiin cevaptan ka¢gmasina neden olur.
Human papillomavirusun major kapsid proteini olan L1’e karst gelisen tip spesifik IgG
ve IgA antikorlart serum ve servikal sekresyonlarda tespit edilir ve koruyucudur. Ancak
HPV infeksiyonu gecirmis kisilerin hepsinde bu antikor cevabi olugmamaktadir.
Servikal kanseri olan HPV 16 DNA pozitif kadinlarin yaklasik % 50’sinde IgG antikor

cevabi olusur ve yillarca kalabilir (24).
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Hiicresel immiinitenin suprese oldugu HIV hastalarinda ve transplantasyon
yapilan kisilerde HPV infeksiyonlar1 daha sik gozlenmektedir. Human papillomavirus
lezyonlarinin spontan regresyonunda hiicresel immiinite rol oynamaktadir. Immiin
sistemi baskilanmis kisilerde HPV infeksiyonlarinin sik goriilmesi, hiicresel bagisikligin
iyilesmede etkin oldugu fikrini desteklemektedir. Servikal HPV infeksiyonlarinin
cogunda HLA- Klas 1 ekspresyonunun azaldigr goriiliirken HLA-Klas 2 ekspresyonunun
artmasi dikkat ¢ekicidir (25).

3.5. REPLIKASYON

Human papillomavirusun hayat siklusu epitel hiicrelerinin farklilagmasina son
derece baglidir. Virusun replikasyonu, infeksiyoz partikiillerin, biitiinligli bozulmus ¢ok
tabakal1 epitelde, epidermisin bazal hiicrelerini infekte etmesi ile baslar. Infeksiyonun
baslangic yeri, immatiir skuamoz epitelin HPV i¢in reseptorler bulunduran bazal
hiicreleridir. Human papillomavirus icin epitel hiicrelerinde spesifik reseptorler tam
bilinmemekle beraber heparan siilfat ve integrin’in virusun hiicrelere baglanmasinda rol
oynadigi belirlenmistir (26, 27).

Papillomavirus bazal hiicrelere girdigi zaman, 2 farkli biyolojik durum olabilir:

1- Latent infeksiyon, HPV DNA’nin bazal hiicrelerde sessiz kaldigi ve virion
tiretiminin olmadig1 nonproduktif infeksiyon durumudur. Latent infeksiyonlarda epizom
olarak adlandirilan kii¢iik bir miktar HPV genomu hiicre nukleusunda serbest sirkiiler bir
form halinde kalir. Epizomal DNA’nin replikasyonu epitelyal hiicrelerin replikasyonuna
sikica baglidir ve sadece konak hiicre kromozomal DNA replikasyonu oldugu zaman
gerceklesebilir. Ciinkii latent infeksiyonlarda tam bir viral partikiil (virion) iiretilmez,
HPV infeksiyonunun karakteristik sitopatik etkileri gozlenmez ve HPV ancak molekiiler

metodlar kullanilarak belirlenebilir (16, 26).
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2- Produktif infeksiyonda, viral DNA replikasyonu konak hiicre kromozomal
DNA’sindan bagimsiz olarak gerceklesir. Bu bagimsiz viral DNA replikasyonunun
sonucu biiyiik miktarlarda viral DNA ve infeksiyoz virion iiretimidir. Viral DNA
replikasyonu, cok tabakali skuamoz epitelin intermediate ve superficial hiicre
tabakalarinda gerceklesir. Virus ile infekte hiicreler olgunlasarak epitel ylizeyine dogru
goe ettikce, hiicresel kokenli, epitel tarafindan iiretilen transkripsiyonel faktorler, viral
kapsid proteinlerinin iiretimini stimiile ederler. Bu siire¢, ¢cok miktarda virion olusumuna
ve HPV infeksiyonunun sitolojik olarak tanimlanabilen karakteristik sitopatik etkilerinin
ortaya ¢cikmasina imkan verir. Bu sitopatik etkiler; akantozis, sitoplazmik vakuolizasyon,
koilositozis, multiniikleasyon ve niikleer atipidir (16, 26).

Bazal hiicrelerde erken proteinler E1 ve E2 eksprese edilir ve infeksiyon
siiresince viral DNA her hiicrede 20- 100 genom olacak sekilde diisiik diizeylerde
replike olur. Epizomal HPV genomlar1 bazal hiicreler boliindiik¢e yeni hiicrelere gecer.
Bazal tabakadan ayrilan hiicreler epitelyumun yiizeyine dogru ilerledikce farklilagir.
Virion iiretimi sadece suprabazal bolgedeki farklilasmis hiicrelerde yapilir. E1, E2, E4
ve ES5 proteinleri sentez edildik¢e viral genom sayisinda artts meydana gelir.
Epitelyumun iist katlarindaki hiicrelerde gec viral proteinler olan L1 ve L2 kapsid
proteinleri sentez edilerek nukleusta virus partikiillerinin birlesmesi saglanir. Sonunda
epidermal tabakanin yilizeyinden ¢ok sayida virus ile yiiklii keratinositlerin dokiilmesiyle
viruslar salinmis olur (21, 27, 28).

Viral infeksiyona cevap olarak epitelyal hiicrelerde niikleer atipi, artmis mitoz
hiz1 ve sitoplazmik vakuolizasyon, periniikleer halka ve biiyiik, hiperkromatik niikleus
ile karakterize koilositoz gibi sitopatik etkiler meydana gelir (9). Viral replikasyon bazal

tabaka hari¢ epidermisin diger tabakalarinda asir1 proliferasyona yol acar ve hiicrelerde
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hiperplazi ve hiperkeratozis olusur. Prekanser6z lezyonlar, epitelyumdaki atipik
degisikliklere gore diisiik dereceli veya yiiksek dereceli SIL olmak iizere gruplandirilir

(26). Human papillomavirusun replikasyonu sekil 6’da sematize edilmistir.
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Hiicreye girig

Sekil 6. HPV nin replikasyonu (29).

3.6. OLUSTURDUKLARI HASTALIKLAR VE KLiNiK BELIRTILER

Human papillomavirusun klinik belirtileri asemptomatik ve benign lezyonlardan
tekrarlayic1 ve tedaviye direncli proliferatif tablolara kadar giden genis bir yelpaze ile
karsimiza c¢ikmaktadir. Infeksiyon genel olarak lokalize kalmakta ve spontan olarak
gerilemektedir. Lezyonlarin spontan regresyonundan veya uygun tedaviden sonra HPV
genomu bazal hiicrelerde epizomal formda latent olarak da kalabilmekte ve rekiirren
infeksiyon olusturabilmektedir. Bazi kisilerde ise persistan HPV infeksiyonu gelismekte
ve HPV’nin olusturdugu lezyonlar prekanserdz olabilmekte, kansere yol acabilmektedir.
Bu genis degisken klinik tablo, virusun tipine, lezyonun lokalizasyonuna, bireyin

immiinolojik durumuna ve epitelin tiiriine baglanabilir (15).
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3.6.1. Deri infeksiyonlari: En sik cocuklarda ve genglerde verriikoz lezyonlar
tablosuyla ortaya ¢ikar.

1- Verruca vulgaris: Genellikle HPV genotip 2 ve 4 tarafindan olusturulan, en cok el ve
parmaklarda olmak iizere viicudun her yerinde lokalize olabilen agrisiz lezyonlardir.

2- Verruca plantaris: Human papillomavirus tip 1 tarafindan olusturulan, ayak tabaninda
lokalize olan hiperkeratotik, endofitik ve agril1 olan papiillerdir.

3- Verruca plana: Ozellikle yiiz, el sirt1 ve bacaklarda goriilen, siklikla HPV tip 3 ve
10’un etken oldugu, deri renginde veya pembe, fazla kabarik olmayan, 2-4 mm
biiyiikliigiinde kii¢iik papiillerdir (10, 15). Yirmi kutan6z HPV tipinin hemen hemen
hepsi epidermodysplasia verruciformis hastalarindan izole edilmistir. Bu lezyonlarin
cogu cocukluk caginda gelisir ve tedaviye direnclidir (15).

3.6.2. Mukozal infeksiyonlar: Genital, respiratuvar, oral mukozalar ve
konjonktiva HPV’nin infektif etkisine en duyarli olan bolgelerdir. Genital bolgeden 30’a
yakin HPV tipi izole edilmistir ve bu bolge bircok HPV tipi acgisindan rezervuar bolge
olarak kabul edilmektedir. Genital bolge infeksiyonlarindan en ¢ok sorumlu tutulan
tipler HPV tip 6, 11, 16, 18 ve 31°dir. Bunun yaninda HPV 6 ve 11, ekzofitik
kondillomlarin cogu, respiratuvar papillomlarin hemen hemen tiimii ve bazi oral ve
konjonktival infeksiyonlardan da sorumludur. Human papillomavirus 16 ve 18 genital
bolgenin bazi benign lezyonlarinda konakgi iken, bu tiplerin 6zellikle premalign ve
malign lezyonlardan sorumlu olduklart kanitlanmistir (15).

Oral kavitenin en sik goriilen benign epitelyal tiimorii oral papillomlardir ve her
yas grubunda goriilebilir. Yiizeyleri diizensiz papiller goriiniimdeki bu lezyonlar cerrahi
eksizyon sonrasi nadiren tekrar olusur. Larinks papillomlari, larinksin en iyi huylu

epitelyal tiimoriidiir. Ancak son yillarda yapilan calismalarda laringial papillomatoz
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olgularinin % 2’sinin skuamoz hiicreli karsinom transformasyonuna ugradigi One
stiriilmiistiir (30). Human papillomavirus tip 13 fokal epitelyal hiperplazi ile iliskilidir
ve sadece agiz i¢inde bulunmaktadir (15).

3.6.3. Servikal displazi ve neoplazi: Human papillomavirus ile servikal kanser
arasindaki iligki ilk defa 1977 yilinda zur Hausen tarafindan bildirilmistir (31).

Human papillomavirus giiniimiizde biitiin diinyada servikal kanserin primer
etiyolojik ajan1 olarak kabul edilmektedir. Servikal kanser, tiim diinyada kadinlarda
meme kanserinden sonra goriilen ikinci en yaygin kanser tiiriidiir. Diinyada her yil
470.000°den fazla yeni servikal kanser vakasi tanimlanmakta ve servikal kansere bagh
yaklasik 250.000 6liim bildirilmektedir (26).

Servikal kanser vakalarinin % 75-80’i servikal kanser tarama programlarinin
etkili bir sekilde yapilamadigi gelismekte olan iilkelerde goriiliir. Servikal kanser,
prekanser6z lezyonlarin erken tespiti ve tedavisi ile biiyiik Olciide Onlenebilir bir
hastaliktir. Erken teshis cok onemlidir, ¢iinkii prekanser6z lezyonlarin invaziv kansere
ilerlemesi 10 y1ldan uzun bir siirede gerceklesmektedir.

Servikal kanser, skuaméz intraepitelyal lezyon (SIL) veya servikal intraepitelyal
neoplazi (cervical intraepithelial neoplasia; CIN) denilen prekanseréz lezyonlardan
gelisir. Prekanseroz lezyonlar epiteldeki atipik degisikliklere gore diisiik dereceli SIL ve
yiiksek dereceli SIL olmak iizere gruplandirilir. CIN 1 LSIL’e, CIN 2 ve CIN 3 HSIL’e
dahildir (Sekil 7). Servikal prekanser6z lezyonlarin diger bir histopatolojik
siniflandirmasinda ise CIN 1 hafif displazi, CIN 2 orta displazi, CIN 3 agir displazi ve
karsinoma in situ lezyonlarina karsilik gelir (26).

Ozellikle HPV tip 16 ve 18’in serviks kanseri etiyolojisinde rol oynadigi,

epidemiyolojik ve molekiiler biyolojik verilere gore kesinlik kazanmugstir. Servikal
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displazi, CIN ve primer kondilloma lezyonlarinin cogunda bu tipler yaninda HPV tip 31

ve 45 de saptanmistir (26).
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Sekil 7. HPV- kanser iliskisi (32).

Servikal kanserde karakteristik histopatolojik bulgu servikal oOrneklerden
hazirlanan Papanicolau boyamasinda goriilen periniikleer sitoplazmik vakuolizasyon ve
niikleer genisleme gosteren koilositotik hiicrelerdir. Servikal kanser hiicrelerinde
HPV’nin genomu konak hiicrenin kromozomuna entegre olmustur. Entegre olan HPV
geni hemen daima E2 genidir. E2 geni normal sartlar altinda E5, E6 ve E7’nin
ekspresyonunu azaltict bir islev yaparken, entegrasyon sirasinda E2 geninin
parcalanmasi nedeniyle kontrolsiiz E5, E6 ve E7 ekspresyonu olur. Olusan E6 gen

tirinleri konak hiicrenin p53 supresor geninin yikimini arttirir ve apoptozisi inhibe eder.
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E7 gen iiriinleri ise konak hiicrenin retinoblastoma gen iiriinlerine baglanak onlar1 inhibe
eder ve konak hiicresini DNA sentezi ve mitoza siiriikler (7, 15).

3.7. HPV INFEKSIYONLARININ TANISI

Papillomavirus infeksiyonlarinin ¢ogu subklinik ve latent seyrettigi igin
genellikle klinik belirti vermez. Bu nedenle infeksiyonlarin tanisinda virolojik tani
metodlar1 kullanilir (26).

Human papillomavirus hiicre kiiltiirii veya laboratuvar hayvanlarinda
tiretilememektedir. Serolojik testler ise yeterince duyarli degildir. Major kapsid
proteinlerine karsi olusan uzun siireli humoral immiin cevap, infeksiyonun akut veya
kronik oldugu ayiriminin yapilmasini imkansiz kilmaktadir. Human papillomavirus ile
infekte hiicrelerde immiinohistokimyasal yontemlerle HPV kapsid antijenlerinin tespiti
ise sensitivitesi ¢cok az olmakla beraber ancak produktif HPV infeksiyonunda
miimkiindiir. Bu nedenle HPV infeksiyonunun tanist oncelikle viral niikleik asidin
saptanmasi esasina dayanmaktadir (26).

Human papillomavirus infeksiyonlarinin tanisinda kullanilan molekiiler tani
testleri li¢ grupta incelenebilir (26):

3.7.1. Hibridizasyon testleri:

a- In situ hibridizasyon (ISH)
b- Southern blot hibridizasyon (SBH)
c- Dot blot hibridizasyon (DBH)
d- Floresan in situ hibridizasyon (FISH)
Niikleik asit problari, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda mikroorganizmalarin

identifikasyonu amaciyla kullanilan pratik araglar olarak gelistirilmistir. Bakterileri
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morfolojik, biyokimyasal ve immiinolojik 6zellikleri ile tanimlayan geleneksel fenotipik
yaklasimlarin aksine, organizmalari kendilerine has niikleotid dizileri ile tanimlar (33).

Niikleik asit problari, belli mikroorganizmalar1 ve bunlarin genlerini belirlemek
icin kullanilan, belirleyici molekiillerle isaretlenmis DNA veye RNA fragmanlaridir. Bir
probun 6zgiilliigii, hedef organizmada bulunan niikleik asitlere baglanacak olan probu
olusturan niikleik asit dizisinin 6zgiilliigiine baglidir. Hedef dizi, genomik DNA, mesajc1
RNA, ribozomal RNA (rRNA) gibi genomik DNA transkriptleri veya genomik RNA
olabilir. Giiniimiizde, kii¢iik alt iinite rRNA molekiillerine karsilik gelen oligoniikleotid
problar, tiir identifikasyonuna yonelik olarak hazirlanan ticari kitlerde siklikla
kullanilmaktadir. Bu problar, genellikle 50 b¢’den kisa, tek iplik¢ikli oligoniikleotidler
olup kimyasal olarak sentezlenmektedir. Bu problar, kendi kendilerine hibridize
olamadiklar1 icin, hedef dizilere hibridizasyon hareketini arttirmak igin yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilabilirler (26, 33).

Hibridizasyon, birbirini tamamlayic1 nitelikte iki tek iplik¢ikli niikleik asit
molekiiliiniin birbirine baglanmasidir. Pratikte, bilinen diziye sahip isaretli bir prob, bir
hedef bolgeye baglanarak iki iplik¢ikli yeni bir molekiil ortaya cikarir. Daha sonra bu
isaretli molekiil belirlenir (33).

Hibridizasyon, hem probun hem de hedefin serbest hareket edebildigi sivi bir
ortamda gerceklestirilebildigi gibi, hedef dizinin kat1 bir yiizeye bagh oldugu, sadece
probun hareketli oldugu kat1 ortamlarda da uygulanabilir:

I- Sivi fazli hibridizasyon: Reaksiyon kinetigini hizlandirarak hizli dubleks
olusumunu saglar ve boylelikle deneyin siiresini kisaltir. Bu formatin dezavantaji, daha
saf niikleik asit kullanilmas1 gerekliligi ve ortamda hedef olmayan ancak hedefe benzer

niikleik asitlerin varliginda hibridizasyonun etkinligi ve 6zgiilliigliniin azalabilmesidir.
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2- Kat1 fazli hibridizasyon: Cok sayida 6rnegin ayni anda degerlendirilmesi i¢in
tercih edilen formattir. Bu formatta hedef niikleik asitler ayrilarak kati bir yiizeye
(nitroselliiléz veya naylon membran) tutturulur. Hibridizasyon ve tespit etme yontemleri
stvi formatta oldugu gibi gerceklesir. Ancak bu formatin duyarlili§i, membrana bagl
dizilerin ulasilabilirliginin  kisitlanmast  durumunda azalabilmektedir. Formatin
uygulamalar arasinda, klonlanmis genlerin identifikasyonu i¢in dot-blot hibridizasyonu,
DNA fragmanlarinin biiyiikliik ve dizilerini belirlemede kullanilan Southern blotlama ve
RNA alt tiplerini belirlemede kullanilan Northern blotlama sayilabilir. Bu formatta bir
ornek problanarak bir¢cok dizinin varlig arastirilabilir (26, 33).

3.7.2. Hibrid yakalama testi (hybrid capture): Sinyal ¢ogaltma kullanilarak
yapilan direkt DNA tespitidir. Sentetik oligoniikleotidler ile kaplanmis kiiciik cam veya
metal boncuklar, sivi fazli hibridizasyon formatina benzer sekilde uygulanmaktadir.
Olusan hibridler, baglanmayan problardan santrifiijleme veya manyetik alan
uygulanmasi ile ayrilmaktadir. Bu amacla kullanilan oligoniikleotid, siklikla belirleyici
bir prob ile eslenen ‘yakalama probu’dur. Polimeraz Zincir Reaksiyonu’na gore
Ozgiilliigiiniin nispeten az olmasi, dezavantajidir (11, 26, 33).

3.7.3. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR): Bir veya birden fazla hedef
molekiilii, saptanabilecek diizeylere kadar ¢ikaran, in vitro ortamda enzimatik olarak
cogaltma yontemlerinden biridir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu, DNA polimerazin DNA
sarmalin1 kopyalayarak cogaltma kabiliyetine dayanir. Bu enzim, hedef DNA sarmalina
bagh dizinin 3’ ucunda uzamayi baslatir. Iki primer hedef DNA’nin tamamlayici
sarmalina baglandigi zaman, iki primer baglanma alami arasindaki sekans PZR’nin her
dongiisiinde katlanarak ¢ogaltilir. Reaksiyonda her dongii ii¢ adimi igerir:

1- Hedef DNA cift sarmalinin ayrildigi DNA 1s1 denatiirasyonu
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2- Tamamlayici hedef dizilere primerlerin baglandig1 annealing

3- DNA polimerazin hedef dizileri primerler arasinda uzattigi extension

Bu her ii¢ adimi da iceren her dongiiniin sonunda PZR iiriinleri teorik olarak iki

katina ¢ikar. Tiim bu islemler, 1s1 dongii cihaz1 (thermocycler) icinde olur.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

teknigi,

basitligi ve esnekligi nedeniyle

yayginlagsmis olup mikrobiyal patojenlerin saptanmasi, klinik izolatlarin identifikasyonu

ve sus alt tiplendirmelerinde kullanilmakta olan bir metoddur. Human papillomavirus

tan1 yontemleri arasinda en duyarli metod olan PZR, referans test olarak kabul

edilmektedir (34, 35). Tablo 4’te giiniimiiz itibariyle mevcut olan HPV tam

yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 gosterilmistir (10).

Tablo 4. HPV tan1 yontemlerinin karsilagtirilmasi (10).

YONTEM

AVANTAJ

DEZAVANTAJ

Southern Blot

FISH

HPV Profile

Hybrid capture

PZR

Altin standart

14-16 tip icin probu var
Kullanilabilirligi yiiksek
Duyarlilig1 yiiksek
Kantitatif

Hizli ve ucuz

Tiim HPV tiplerini saptama

Sinirl klinik uygulama
Karmasiklik
Standardizasyonu zor
Yeterince duyarl degil
Tip tayini yanligliklar
Hatali sonuglar

Zaman alic1 ve yorucu
Cok pahal1 ve zahmetli
Analitik duyarlilif1 az

Ozgiilliigii diisiik

Kontaminasyon riski yiiksek
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3.8. EPIDEMIYOLOJI

Human papillomavirus, genellikle fiziksel ve kimyasal ajanlarla inaktivasyona
direnglidir. Bu nedenle kontamine olmus yiizeyler ve esyalarla gec¢is olasidir. Bazal
hiicrelerin infeksiyoz virusla karsilagsmasinin, seksiiel temas veya epitelin deri abrazyonu
gibi minor travmaya maruz kalmasi gibi nedenlerle oldugu diisiiniilmektedir (15).

Lezyonun lokalizasyonu, infeksiyoz virus partikiil miktari, travmanin siddeti,
HPV tipi ve bireyin bagisiklik durumu HPV gecisini etkileyen faktorlerdir. Hiicresel
immiinitesi baskilanmis kisiler, HPV infeksiyonuna daha duyarlidir. Cocuklarda ve geng
erigskinlerde % 10’lara varan oranlarda plantar ve yaygin sigiller goriiliirken eriskinlerde
daha az saptanmasi kazanilmis immiiniteye bagl olabilir (36).

Human  papillomavirusun  yol  actigt  hastaliklar  arasinda  sigiller,
epidermodysplasia verruciformis, condyloma accuminata, serviks karsinomu, rekiirren
respiratuar papillomatozis, oral fokal epitelyal hiperplazi, konjonktiva papillomu ve
diger bolge karsinomlar1 sayilabilir (37).

Human papillomavrus tip 13 ve HPV 32’nin yol actig1 oral bir hastalik olan fokal
epitelyal hiperplazinin siklikla Kizilderililer ve Giiney Afrikalilar arasinda goriildiigii
bildirilmistir (38).

Genital organlarin HPV infeksiyonlar1 halen en sik cinsel temasla bulasan
hastaliklar arasinda yer almaktadir. Virus ile infekte asemptomatik kisiler virusun
yayllmasinda oOnemli rol oynamaktadir. Bu nedenle tiim populasyonda HPV
infeksiyonlar sik goriilmektedir. Seksiiel yonden aktif kisilerin % 80’inin hayatlarinda
en az bir kez 1 ya da daha fazla HPV tipi ile infekte olduklari diisiiniilmektedir (39).
Ozellikle cinsel aktivitenin artis gosterdigi 15- 50 yas arasi bireylerde anogenital HPV

infeksiyonlart sik goriilmektedir. Bir¢ok kiside HPV infeksiyonu en ¢ok 1 yil i¢inde
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immiin sistem tarafindan temizlenmekte ve spontan regresyon olmakta, kisi infekte
oldugu HPV tipine kars1 dogal yoldan bagisiklik kazanmaktadir (40).

Latent virus, fiziksel veya duygusal stres, gebelik, infeksiyonlar, kanser tedavisi
gibi gecici veya kalici immiin sistem baskilanmasi durumlarinda tekrar aktif hale
gecerek infeksiyon olusturabilmektedir (15).

Anogenital ve servikal lezyonlarda farkli HPV tipleri gosterilmesine ragmen
esler arasinda aymi tiplerin varlig1 gosterilmistir. Kadin genital sisteminde 6zellikle HPV
16 ve 18 ile, nadiren de diger HPV tipleriyle infeksiyonun prekanser6z lezyonlar ve
servikal karsinoma yol actigr one siiriilmektedir. Displazilerin % 50-70’inin spontan
olarak regrese oldugu ve cok az bir kisminin invaziv karsinoma ilerledigi rapor
edilmistir. Invaziv karsinomda en sik tespit edilen HPV tipi HPV 16 iken (% 50), bunu
HPV 18 (% 14), HPV 45 (% 8) ve HPV 31 (% 5) izlemektedir (41).

3.9. HPV INFEKSIYONLARINDA TEDAVi VE KORUNMA

Human papillomavirus viicuda girdikten sonra infeksiyon ¢ogunlukla subklinik
olarak seyreder. Olgularin % 60’1nda seropozitivite, % 10’unda DNA pozitifligi, %
4’tinde anormal sitoloji, % 1’inde asikar kondillomlar olugsmaktayken % 25’inde
infeksiyon taninamamaktadir. Cogu HPV infeksiyonu gecicidir. Diisiik riskli HPV
tiplerinde ortalama tasiyicilik siiresi 4 ay iken yiiksek riskli HPV tiplerinde 8 aydir.
Human papillomavirus infeksiyonlart % 80 oraninda tek tip HPV ile olusturulur.
Infeksiyon lokal immiin yanit olusturarak iyilesir. Virus viicuda girdikten sonra 8-12 ay
icinde immiin sistem virusu bertaraf etmekte ve kisi infekte oldugu HPV tipine karsi
bagisiklik kazanmaktadir. Human papillomavirus testlerinin negatiflesmesi iyilesme
kabul edilir. Ancak virusun tamamiyle eradikasyonu pek miimkiin degildir, ¢linkii virus

bazal epitelde epizomal olarak kalmaktadir (42).
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Aym1 HPV tipiyle infeksiyonun devam etmesi persistan hastalifi gosterir.
Persistans icin gerekli siire 12 ay olarak kabul edilmektedir. Virusun normal servikal
hiicreye girmesinden sonra olusan benign hiicresel degisiklikler ve daha sonrasinda
gelisen diisiik dereceli SIL veya CIN olarak tamimlanan diisiik malign potansiyelli
lezyonlarin % 60 gibi biiyiik bir boliimii 2-3 yil icinde spontan olarak gerilemekte ve
kaybolmaktadir. infeksiyonun daha ileri gidebilmesi icin sigara kullanimi, folik asit
eksikligi, herpesvirus infeksiyonu birlikteligi gibi predispozan faktorler gereklidir.
Yiiksek riskli HPV tipleri varliginda kofaktorlerin de etkisiyle bu lezyonlarin % 15’1 3-4
yil icinde yiiksek dereceli SIL veya CIN 2/3 olarak tanimlanan yiiksek malign
potansiyelli prekanser6z lezyonlara doniisiir. Prekanserdz lezyonlarin da % 30-70’1 10
yil icinde ilerleyerek servikal kansere doniisiir (42).

Human papillomavirus ile infekte olmast muhtemel tibbi aletlerin viruslar i¢in
uygulanan standart sterilizasyon prosediirlerine gore sterilize edilmesi, korunmada 6nem
tagiyan bir faktordiir. Kondom kullaniminin anogenital HPV infeksiyonlari, serviks
kanseri, CIN ve diger anogenital kanser tiirlerinde koruyucu olduguna iligskin kanitlar
vardir. Anogenital kanserlerin takibi ve énlenmesinde Pap smear bir tarama testi olarak
onemli yer tutmaktadir (15).

Anogenital sigillerin tedavisinde giincel tedavi yaklagimlar1 kimyasal veya
fiziksel tedavi yontemleriyle lezyonlar1 destriikte ederek veya immiin cevabi uyararak
hastaligi eradike etmeye yoOneliktir. Salisilik asit, laktik asit, biklorasetik asit,
triklorasetik asit gibi kimyasal ajanlar, podofilin ve podofiloks gibi antimetabolit ve
antimitotikler, retinoidler, interferon, niikleik asit analoglar1 (Ribavirin, Cidofovir)
sigillerin tedavisinde kullanilabilecek seceneklerdendir. Fiziksel yontemler arasinda ise,

kiiretaj, soguk bigcakla eksizyon, elektrokoter, kriyoterapi ve LASER uygulanabilir (16).
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Epidermodysplasia verruciformis’li hastalarin mevcut olan deri lezyonlarinin
malign transformasyona ugrama riskini en aza indirmek icin miimkiin oldugunca UV
151¢a maruz kalmamalar1 onerilmektedir (16).

3.10. HPV ASILARI

Son yillarda, HPV’ye kars1 gelistirilmis asilarin, servikal prekanserdz lezyonlar
ve servikal kanserlerde onleyici bir faktor olabilecegi goriisii iizerinde yogunlasilmistir.
Zhou ve arkadaslari, 1991 yilinda okaryotik hiicrelerde HPV 16 nin kapsid proteinleri
olan L1 ve L2 genini ¢cogaltarak VLP (virus-like partikiil) sentezlemek suretiyle HPV
asis1 gelistirmis ve as1 calismalarin1 baglatmada bir yol agmislardir (43). Daha sonra
baska arastirmacilar VLP’yi saflastirmis ve HPV’nin sadece L1 geninin yiiksek
titrasyonda noétralizan antikor ve yardimci T hiicre cevabr olusturabilecegini
ispatlamiglardir (44- 48).

Human papillomavirus asilari, profilaktik (koruyucu) ve terapotik (tedavi edici)
asilar olmak {iizere iki gruba ayrilabilir. Giiniimiize kadar yapilmis olan as1 caligmalari
daha cok profilaktik asilar {izerine yogunlagsmistir. Profilaktik asida hedef, HPV
infeksiyonunun olustugu bolgede etkin bir bagisik yanit olusturarak olusacak
infeksiyonu ve reinfeksiyonu onlemektir. Bu tiir asilar 6zellikle HPV infeksiyonu riski
tasiyan kisilerde oldukca faydali gibi goziikmektedir. Bu oOzellikler goz Oniine
alindiginda profilaktik as1 icin HPV L1-L2, terapotik asi icin ise E6-E7 gen iiriinleri
ideal olarak goriilmektedir (49).

3.10.1. Profilaktik asilar: Human papillomavirusun kapsid proteinleri
yapisindaki VLP’lerden gelistirilmistir. 3 tipi vardir:

Tip 1: Sadece L1’den olusan VLP

Tip 2: L1ve L2 fiizyon proteinlerinden olusan VLPs
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Tip 3: D1s yiiz self peptidlerinden olusan VLPs

Profilaktik asida kullanilan antijenler notralizan antikorlar olusturarak dogal
infeksiyonun seyri sirasinda olusan virus partikiillerinin yayilimini onleyecektir. Bunun
yani sira hiicresel immiin cevap virus ile infekte hiicrelere etkin olacak ve hastaligin
eliminasyonunu saglayacaktir (40).

Human papillomavirusun in-vitro hiicre Kkiiltiirlerinde {iretilememis olmasi
profilaktik as1 iiretimi icin uygun materyal aranmasina yol a¢cmustir. L1 proteininin
okaryotik hiicrelerde ekspresyonu sonucunda VLP’ler halinde bir arada toplanmasi asi
caligmalarinda biiyiik bir asama olarak kabul edilmektedir. VLP’ler morfolojik olarak
dogal virionlara benzerlik gostermeleri yaninda nétralizan antikorlarin olugmasi igin
gerekli olan epitoplari da icermektedirler (50, 51).

VLP’ler cesitli ekspresyon sistemlerinde L1 proteininin iiretilmesi ile
gerceklestirilmistir. VLP’lerin koruyucu etkileri bir¢ok hayvan modelinde, serumda
notralizan antikor titresi artigi ile gosterilmistir. Notralizan antikor olusturmasinin yani
sira VLP’lerin aym1 zamanda hiicresel immiin yaniti aktive etme ozelligi de vardir.
Yapilan bir calismada HPV 16 L1 VLP’ler ile immiinize edilmis farelerde proliferatif
yardimci T hiicre cevabi gelistigi gosterilmistir (52).

Son zamanlarda HPV 16 ile yapilan monovalan, HPV 16 ve 18 ile yapilan
bivalan ve HPV 6, 11, 16 ve 18 ile yapilan quadrivalan asilardan timit verici sonuglar
elde edilmistir (53). L1 proteinlerinden elde edilen bivalan HPV asisinin (Cervarix) 27
aylik takip siiresi i¢inde yeni infeksiyonlara karst % 92 ve persistan infeksiyonlara karsi
% 100 korudugu saptanmistir. Human papillomavirus tip 6, 11, 16 ve 18 L1
VLP’lerinden rekombinan maya teknolojisi ile iiretilmis quadrivalan HPV asisinin

(Gardasil), HPV 16 ve 18 baglantil1 CIN’den ve persistan infeksiyonlardan % 100, HPV
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6, 11, 16 ve 18 baglantili1 CIN’den % 99 ve external genital lezyonlardan % 95 korudugu
tespit edilmistir (40, 51, 54, 55).

3.10.2. Terapotik asilar: Yiiksek riskli HPV’lerin E6 ve E7 onkoproteinlerinden
gelistirilmistir (42). Bu onkoproteinlerle hazirlanan E6/E7 asis1 ile yapilan caligmalar
giiniimiizde devam etmekte olup bu konuda heniiz tam bir etkinlik saptamas1 yapilmamis
durumdadir. Ancak E6/E7 proteinlerinin immiinojenitesinin artirilmasi ile daha kuvvetli
bir etkinligin elde edilmesi miimkiin olabilir. Boylece kanser gelismekte olan kisilerde

de asilamanin etkin oldugunun gosterilmesi asilamada yeni bir ufuk acacaktir (56).

33



4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hastalarin Secimi

Calisma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali ile Patoloji Anabilim Dali’nin ortak katkilariyla gerceklestirildi. Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan calismada, Firat Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda 1998- 2006 yillar arasinda iist solunum yollarinda
(oral kavite, nazal kavite, orofarinks, nazofarinks, tonsilla palatina, larinks ) malignite
tanis1 almig 100 hastaya ait tiimor Ornekleri vaka grubunu olusturdu. Kontrol grubu
olarak farkli hastalarin ayn1 anatomik bolgelerinden eksizyon yolu ile alinmig 25 benign
lezyon caligmaya dahil edildi.

4.2. Orneklerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda arsiv taramasi
yapilarak 1998- 2006 yillar1 arasinda iist solunum yollar1 malignitesi tanisi almis olan
hastalar ile kontrol grubunu olusturan benign lezyon tanili hastalar tespit edildi. Bu
hastalara ait tiim histolojik preparatlar mikroskop altinda taranarak tiimoér dokusu ve
normal doku igeren preparatlar ile bunlara ait parafin bloklar ayrildi. Parafine gomiilii
dokulardan mikrotom ile 5- 10 um kalinliginda 5- 6 adet kesit alinarak 1.5 ml’lik steril
ependorf tiiplerine konuldu. FElde edilen 6rnekler HPV yoniinden incelenmek {izere
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Molekiiler Mikrobiyoloji
Laboratuvari’na iletildi ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar 4°C’de saklandi.

4.3. Kimyasal maddeler, sarf malzemeleri ve cihazlar

DNA izolasyon kiti (AbsoGene, RTA Lab, Kocaeli, Tiirkiye), primerler
(Iontek), deoksinukleotid trifosfat (ANTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Metabion),

MgCl, (Fermentas), buffer (Fermentas), Taq DNA polimeraz (Fermentas), 50 ve 100
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b¢’lik DNA markeri (Heliosis), agaroz (Applichem, Germany), ethidium bromide,
bromphenol blue, xylene cyanole, alkol (Scharlau ET 006, Germany), elektroforez
aparat1 (Consort E833, Belgium), elektroforez tanki, fotograf makinesi ( Polaroid, UK)
ve fotograf filmi (Polaroid 667), 1s1 blogu (Major Science MD- 02, Belgium), santrifiij
cihaz1 (Hettich Zentrifugen Mikro 22R, Germany), PZR cihazi (AB Applied Biosystems
2720 Thermal Cycler, Singapour), 10- 100 ve 1000 pl pipetler (Medisis), ultraviyole
transilluminator (Vilber Lourmat, France), elektronik hassas terazi (Sartorius BC 410,
Germany), hiz ayarl vortex (VELP Scientifica, Italy), spektrofotometre (LKB Biochrom
Ultraspec Plus 4054 UV/visible spectrophotometer, Cambridge, England).

4.4. Parafin Blok Kesitlerinden DNA izolasyonu

Tiim o6rneklerden, AbsoGene DNA izolasyon kiti ile (Kocaeli, Tiirkiye), iiretici
firmanin Onerileri dogrultusunda DNA izolasyonu yapildi.

Izolasyon protokolii su sekilde uygulandi:
1- 5- 10 um’lik kesitler halinde alinmis olan parafinize doku ornekleri 1.5 ml’lik
nuclease-free mikrosantrifiij tiiplerine (ependorf) alindi.
2-  Uzerlerine 1 ml xylene eklenerek vorteks cihazinda karistirildi ve parafinin
uzaklagtirilmasi amaciyla 10 dakika boyunca oda 1sisinda sindirime birakildi.
3- Tim ependorf tiipleri 3 dk boyunca 14000 rpm’de santrifiij edilerek supernatant
ayrildi.
4- Bu islemler parafinin tamamen giderilmesi i¢in 2- 3 kez tekrarland.
5- Ependort tiiplerine 1 ml % 96- 100’ liik etanol eklenerek iyice karistirildi ve 14000
rpm’de 3 dk santrifiij edilerek supernatant atildi.
6- 1 ml % 90 etanol eklenip karistirildi ve 14000 rpm’de 3 dk santrifiij islemine tabi

tutulduktan sonra supernatant atildi.
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7- 1 ml % 70 etanol eklenerek karistirildi ve 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek
supernatant atildi.

8- Ependorf tiipleri 10 dk oda 1s1sinda birakilarak pellet kurutuldu.

9- Uzerlerine 200 ul DL soliisyonu ve 20 pl proteinaz K eklenerek karistirilda.

10- 56°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
boyunca her 10 dk’da bir tiip karnistirllarak partikiil kalmayincaya kadar dokunun
sindirilmesi saglandi.

11- 250 ul soliisyon B eklenerek karistirildi.

12- Kisaca santrifiij yapilarak (10000 rpm’de 30 sn) 65°C’ye ayarlanmis 1s1 blogunda
15 dk inkiibasyona birakildi.

13- Uzerlerine 200 ul % 96-100liik etanol eklenerek karistirilda.

14- Kisaca santrifiij edilerek karisim kitle beraber verilen koleksiyon tiiptindeki kolona
transfer edildi.

15- 1 dk boyunca 10000 rpm’de santrifiij edilerek sivinin aktig tiip atild1 ve kolon yeni
bir koleksiyon tiipiine sikistirildi.

16- Uzerlerine 700 ul W1 soliisyonu eklenerek 10000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij
edildi. Stvinin aktig tiip atilarak kolon yeni bir koleksiyon tiipiine sikistirildi.

17- 700 ul W2 soliisyonu eklenerek 10000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi. Sivinin
aktig tiip atilarak kolon yeni bir koleksiyon tiipiine sikistirildi.

18- 14000 rpm’de 30 sn boyunca santrifiij edildi.

19- Kolon 1.5 mI’lik koleksiyon tiipiine transfer edildi.

20- 200 pl E soliisyonu eklendi ve 3 dk oda 1s1sinda bekletildi.

21- 14000 rpm’de 1 dk boyunca santrifiij edildi.
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22- Kolon atilarak mikrosantrifiij tiipii, i¢ine akmis olan sivi ile birlikte alindi. Genomik
DNA igeren bu s1vi, kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Bu islemler bittikten sonra, DNA izolasyonunun ve PZR yonteminin kontrolii
amaciyla, elde edilen total DNA’larin miktari, Once spektrofotometrede OD280/
0OD260’da olciildii. Daha sonra elde edilen DNA’larin 10 kat sulandirilmas1 dH,O’da
gerceklestirildi. Her bir sulandirma ve B-globin primerleri ile gerceklestirilen PZR
neticesinde PZR’nin deteksiyon limiti yaklagik 10 hiicresel DNA olarak tespit edildi.

4.5. Oligoniikleotidler (primerler)

Calismada Iontek firmasina sentezlettirilmis olan oligoniikleotidler (primerler)

kullanildi. Primerlerin niikleotid dizileri ve PZR iiriin boyutlar1 Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo 5. Calismada kullanilan HPV primerleri (57, 58, 59).

Primer ad1 Primer sekansi (5°-3”) PZR iiriin boyutu (bg)

1 S-PCO4 gAA gAg CCA Agg ACA ggT AC 268
S-GH20 CAA CTT CAT CCA CgT TCA CC

2 MYO9 CgT CCM ARR ggA WAC TgA TC 450
MY11 2CM CAg ggW CAT AAY AAT gg

3 GP5+ TTT gTT ACT gTg gTA gAT ACT AC 143
GP6+ gAA AAA TAA ACT gTA AAT CAT ATT

4 HPV 16F TCg ATg TAT gTC TTg TTg CAg 225
HPV 16R geT TAC AAT ATT gTA ATg ggC

5 HPV 18F AAA CTA ACT AAC ACT ggg TTA TAC 143
HPV 18R ATg gCA CTg gCC TCT ATA gT

6 HPV 31F gAA ATT gCA TgA ACT AAgCTC g 263
HPV 31R CAC ATATAC CTT TgT TTg TCA A

7 HPV 33F ACT ATA CAC AAC ATT gAA CTA 398
HPV 33R gTT TTT ACA CgT CAC AgT gCA

(W:AyadaT,M: AyadaC,R: Ayadag),(Y:CyadaT)
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Sekil 8’de calismada kullanilan primerlerin HPV genomu {iizerinde temsil
ettikleri bolgeler sematize edilmistir. Genomun L1 bolgesini kodlayan 450 b¢’lik digsal
primer MYO9/MY11l ve 150 b¢’lik icsel primer GP5+/GP6+ sag tarafta
gosterilmektedir.

Genomdaki yerlerine gore; E6 ve E7 proteinleri {izerinden secilen 225 b¢’lik
HPV 16 505-729, 143 b¢’lik HPV 18 378-521, 263 b¢’lik HPV 31 137-399, 398 b¢’lik

HPV 33 172-569 arasinda yer almakta ve seklin sol alt kisminda gosterilmektedir.

| EG I E2 E5 I L1 I

[ e7 | E1 | L2 |

1 1 | | | J
N 1000 2000 3000 4000 SDVEDDD ?DDD\?’EDD
MY 0911 :

450 be

GP 5+/5+ on— 150 b
T30 be
HPV 16 — 225
HPV 18 — 143 beg
HPV 31 263bg
HPV 33 398 b

Sekil 8. Calismada kullanilan primerlerin HPV genomundaki yerleri (57, 58, 59).

4.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

4.6.1. Beta- globin spesifik PZR:

Ust solunum yollar1 malignitesi tanil1 100 tiimor dokusu ve 25 normal dokuya ait
parafine gomiilii doku kesitlerinden elde edilen DNA o6rnekleri i¢in ilk olarak B- globin

primerleri ile PZR kurularak hiicresel DNA’nin varligi ve DNA izolasyonunun basarisi
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kontrol edildi. Cogaltma icin S-GH20 (5> GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3’) ve
S-PCO4 (5 CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC 3’) primerleri kullanild1 (57).
Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in, her bir tiipe 6rnek basina 5 ul MgCl,, 5 ul buffer 4 ul
dNTP (2.5 mM), her bir ileri (forward) ve geri (reverse) primerden 1 ul, 0.5 ul Tag DNA
polimeraz ve 24.5 ul dH,O’dan olusan PZR karisimi ve 10 ul template DNA konularak
toplam 50 pl iizerinden PZR kuruldu. Tiipler cihaza yerlestirilerek ilk asamada ¢ift
sarmal DNA molekiillerinin denatiire edilmesi amaciyla 94°C’de 4 dakikalik bir
dongiiye tabi tutuldu. Polimeraz Zincir Reaksiyonu isleminin ikinci agamasi ise sirasiyla
94°C’de 1 dakika ayrilma (denaturation, 56°C’de 1 dakika baglanma (annealing),
72°C’de 1 dakika uzatma (elongation) olmak iizere 36 dongii iizerinden gerceklestirildi.
Otuzalt1 siklusun sonunda ii¢iincii asama olan uzatma periyodu icin 72°C’de 10 dakika
tutuldu. Cogaltma sonrasi elde edilen 268 b¢ uzunlugundaki iiriinler ethidium bromidli
% 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek elektroforezle ayirt edildi ve UV transilluminator ile
olusan bantlar incelendi.

4.6.2. HPV spesifik PZR

Human papillomavirus tiplerine spesifik PZR kurulmadan once, genel olarak
hangi orneklerde HPV’nin oldugunun belirlenmesi amaciyla iiniversal MY09/MY11
primerleri kullanilarak PZR kuruldu. MYO9/MY11 primerleri HPV genomunun L1
bolgesinin digsal (outer) primerleri olarak degerlendirilmekte ve genomun 450 bg’lik
boliimiinii saptamaktadir. Icsel (inner) primer olan GP5+/GP6+ primerleri kullanilarak
kurulan nested PCR’de ise, 1. PZR’de saptanan bu 450 b¢’lik boliimiin i¢ kismindan bir
parcanin 143 b¢’lik olan boliimiiniin saptanmast hedeflenmektedir. Kullanilan her iki
primer de orneklerde HPV olup olmadigini belirlemeye yonelik iiniversal primerlerdir

ve tim HPV tiplerini saptayabilmektedirler.
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MY/GP nested PCR i¢in, ilk asamada HPV genomunun L1 bolgesini arastirmaya
yonelik L1 konsensus HPV primerleri MYO9 (5° CGT CC(A-C) GGA (A-T)AC TGA
TC 3°) / MY11 (5GC(A-C) CAG GG(A-T) CAT AA(C-T) AAT GG 3’) kullanilda.
Viral DNA’nin L1 bélgesini arastirmaya yonelik olan 450 baz c¢iftlik MYO9/MY11
primerleri ve 143 baz ciftlik GP5+/GP6+ primerleri, Sotlar ve arkadaslarinin yaptiklari
calismadan secildi (57).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in, her bir tiipe 6rnek basina 5 ul MgCl,, 5 ul
buffer 4 ul ANTP (2.5 mM), her bir ileri ve geri primerden 1 pl, 0.5 ul Tag DNA
polimeraz ve 24.5 ul dH,O’dan olusan PZR karisimi ve 10 ul template DNA konularak
toplam 50 pl iizerinden PZR kuruldu. Tiipler cihaza yerlestirilerek yukarida anlatilan
PZR sartlar1 uygulandi.

Nested PCR asamasinda L1 konsensus HPV primerleri GP5+ (5 TTT GTT ACT
GTG GTA GAT ACT AC 3’) / GP6+ (5° GAA AAA TAA ACT GTA AAT ATT C 3°)
kullanild1 (57). Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin; her bir tiipe 6rnek basina 5 ul MgCl,,
5 ul buffer 4 ul ANTP (2.5 mM), her bir ileri ve geri primerden 1 ul, 0.5 ul Tag DNA
polimeraz ve 31.5 ul dH,O’dan olusan PZR karisimi ve 2 ul template (1. PZR iiriinii)
konularak toplam 50 ul iizerinden PZR kuruldu. Tiipler cihaza yerlestirilerek yukarida
anlatilmis olan PZR sartlar1 uygulandi ve beklenildigi gibi 143 bg¢ ‘lik iiriinler elde
edildi.

Calismanin her agsamasinda pozitif ve negatif kontroller kullanildi. Pozitif kontrol
olarak laboratuvardaki rutin caligmalarda, daha 6nce HPV 16/18 yoOniinden pozitif
oldugu tespit edilen vajinal swap Orneklerine ait DNA’lar kullanildi. Negatif kontrol
olarak ise, hem DNA izolasyonu, hem de PZR asamalarinda steril DEPC’li

(diethylpyrocarbonate) su (nuclease- free water) (Applichem, Germany) kullanildi.
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Tiim PZR ¢ogaltma iiriinleri etidyum bromiirlii % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
elektroforezle ayirt edildi ve UV transilluminatérde incelenerek olusan bantlar goriildii.
Human papillomavirus spesifik PZR sonucu elde edilen ve agaroz jelde 143 bg
uzunlugunda DNA bandi gozlenen iiriinlerde HPV infeksiyonu mevcuttur.

4.6.3. HPV tiplendirme spesifik PZR:

MY/GP nested PCR ile HPV pozitif tespit edilen tiim 6rneklere HPV 16, 18, 31
ve 33 tiplerine ait primerler kullanilarak HPV tiplendirmesi yapildi. HPV 16 primeri
Ahn ve arkadaslarinin (58), HPV 18 primeri Soulitzis ve arkadaglarinin (59), HPV 31 ve
33 primerleri ise Sotlar ve arkadaslarinin (57) yaptiklar1 calismalardan secildi.

Human papillomavirus tiplendirmesi i¢in; her bir tiipe 6rnek basina 5 ul MgCl,, 5
ul buffer, 4 ul ANTP (2.5 mM), her bir ileri ve geri primerden 1 ul, 0.5 ul Tag DNA
polimeraz ve 24.5 ul dH,O’dan olusan PZR karisimi ve 10 ul template DNA konularak
toplam 50 pl iizerinden PZR kuruldu. Polimeraz Zincir Reaksiyonu sartlar1 yukarida
anlatildig1 sekilde diizenlendi. Otuzalti siklus sonrasi ¢ogaltilan PZR {iriinleri % 2’ lik
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek UV transilluminatorde incelendi. HPV tiplerine
0zgii bant boyutlarina gore HPV tiplendirmesi yapilarak fotograflandi.

4.7. PZR optimizasyonu:

Polimeraz Zincir Reaksiyonu denemelerinde optimum sonucun elde edilebilmesi
icin; sikluslarda, baglanma 1silarinda ve template DNA miktarlarinda bazi degisiklikler
yapildi. 52°C, 56°C ve 58°C baglanma 1silar1 denenerek yapilan PZR’lerde en iyi
sonucun 56°C de saptandig1 goriildii.

4.8. Agaroz jel elektroforezi:

Agaroz jelin yiizdesi DNA fragmanlarinin beklenen baz agirliklarina gore

belirlendi. % 2’lik agaroz jel hazirlamak icin 2 gr agaroz tartilarak 100 ml TAE
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soliisyonunda kaynatilmak suretiyle eritildi. Bu soliisyonun stok sekli olan 50X tampon
su sekilde hazirlandi: 242 gr TRIS-base, 57.1 gr glacial asetik asit ve 100 ml O.5 M
EDTA (etilendinitrilotetraasetik asit, pH 8) 1 litre distile ve deiyonize suda coziildii.
Eriyen agaroz-TAE soliisyonu karisimi 60°C’ye sogutulduktan sonra, icine bantlarin
ultraviyole 1s1k altinda goriiniir hale gelmesini saglamak i¢in 15 pl ethidium bromide
eklenerek iyice homojenize edildi. Sivi halde olan jel, katilagsmasi ic¢in jel kalibina
dokiildii.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu {iiriinlerinden 10 ul alimp 3 ul yiikleme tamponu
(bromphenol blue veya xylene cyanole) ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi.
Beklenen bant boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla ayn jel iizerine 100 b¢’lik DNA
markeri de yiiklendi. Jel sabit akimla ¢alisan elektroforez aparati yardimiyla 15- 20 dk
yiriitildiic ve UV transilluminator cihazi ile olusan bantlar degerlendirilerek

fotograflandi.
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5. BULGULAR

Calismaya alinan toplam 100 hastanin 87’si erkek, 13’ii bayan idi. Hastalarin
yaglart 30- 82 arasinda degismekteydi. Tiimorlerin 80 tanesi larinks, 8 tanesi oral kavite,
6 tanesi nazofarinks, 4 tanesi nazal kavite, 2 tanesi ise tonsil kanseri tanilarina sahipti.

S-GH20 ve S-PCO4 primerleri kullanilarak yapilan B-globin PZR’de malign
lezyon tanili 100 6rnegin 75’1 (% 75), saglam doku orneklerinin ise 21’1 (% 84) B-
globin pozitif bulunmustur. Bu degerler, parafin blok i¢indeki doku orneklerinden DNA
izolasyonunun, kullanilan ekstraksiyon yontemiyle ne oranda saglikli yapildigim
gosteren degerlerdir. B- globin negatif bulunan ornekler, yetersiz DNA icerdikleri veya
hic DNA icermedikleri diisliniildiigli icin ¢alismadan c¢ikarilmistir. 268 baz ciftlik -

globin pozitif PZR iiriinleri sekil 9’da gosterilmistir.

Sekil 9. - globin pozitif PZR iiriinleri (268 bg)
(M1: 100 be’lik DNA markeri, 1, 3, 5, 7: B- globin + ornekler, 2: DNA izolasyonu negatif
kontrol, 4, 6: PZR negatif kontroller, M2: 50 b¢’lik DNA markeri)
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Human papillomavirus konsensus PZR i¢in kullanilan MYO9/MY 11 primerleri
universal primerlerdir ve bir¢cok farkli HPV tipinin hedef DNA’sina komplementerdir.
GP5+/GP6+ primerleri ise L1 geninin MYO9-MY 11 primerleri ile amplifiye edilen 450
b¢’lik kisminin 143 bg’lik boliimiinii  ¢ogaltan primerlerdir. Orijinal GP5/GP6
primerlerinin 3’ ucundan uzatilarak gelistirilen yeni versiyon GP5+/GP6+ primerleri
GP5/GP6 primer sistemine oranla 10 kat daha sensitif bulunmustur (26).

Calismamizda B- globin pozitif bulunan 75 malign ornegin 25 tanesi (% 33) ve
21 saglam doku Orneginin 4 tanesi (% 19) genomun L1 bolgesine yonelik universal
MYO9/MY11-GP5+/GP6+ oligoniikleotidleri ile kurulan nested PCR sonrasinda pozitif
olarak bulunmustur. Bu degerler, tiimorlii dokularin % 33’iinde, kontrol grubunun ise %
19’unda tiim HPV tiplerine ait DNA bulundugunu gostermektedir. 143 baz cifti

agirhigindaki GP5+/GP6+ pozitif PZR iiriinleri sekil 10’da gosterilmistir.

Sekil 10. MYO9/MY 11- GP5+/GP6+ pozitif PZR iiriinleri (143 bg)
(M: 50 b¢’lik DNA markeri, 1: DNA izolasyonu negatif kontrol, 2-3: PZR negatif kontrol, 4-5:
negatif ornek, 6, 7, 8: GP5+/GP6 + ornekler.)
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Sekil 11. HPV 16 pozitif PZR iiriinleri (225 bg)
(M: 100 b¢’lik DNA markeri, 1, 3: HPV 16 + 6rnekler, 2: PZR negatif kontrol)

Sekil 12. HPV 18 pozitif PZR iiriinleri (143 bg)
( M1: 100 b¢’lik DNA markeri, 1, 2, 5, 6: HPV 18 + ornekler, 3: DNA izolasyonu negatif
kontrol, 4: PZR negatif kontrol, M2: 50 b¢’lik DNA markeri)

MYO9/MY 11-GP5+/GP6+ pozitif 6rneklerden yapilan HPV tiplendirme spesifik

PZR’de 25 malign ornegin 11’inde (% 44) HPV 16 DNA’s1, 8’inde (% 32) HPV 18
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DNA’s1 pozitif bulunurken, 4 saglam doku orneginin 1’inde (% 25) HPV 16 DNA,
I’inde de (% 25) HPV 18 DNA pozitifligi tespit edilmistir.
Calismaya alinan 100 tiimoral doku ve 25 saglam doku oOrneginin - globin,

MYO9/MY11-GP5+/GP6+ ve HPV DNA pozitiflik oranlar1 tablo 6’da 6zetlenmistir.

Tablo 6. HPV PZR pozitiflik oranlari

TUMORAL DOKU KONTROL GRUBU
(n: 100) (n:25)

B-GLOBIN 75 (% 75) 21 (% 84)
MYO9/MY11- GP5+/GP6+ 25 (% 33) 4 (% 19)
HPV 16 DNA 11 (% 14.6) 1 (% 4.8)
HPV 18 DNA 8 (% 10.6) 1 (% 4.8)
HPV 16+ 18 DNA 1 (% 1.3) _

HPV 31 DNA _ _

HPV 33 DNA

Calismamizda, HPV DNA pozitif bulunan olgularda en fazla bulunan HPV tipi
% 44°liik bir oranla HPV 16 (11/25) olurken, bunu % 32’lik bir oranla HPV 18 (8/25)
izlemektedir.

Human papillomavirus tip 16 ve 18 birlikteligi HPV DNA pozitif olgularin
sadece 1 tanesinde (% 4) tespit edilirken, HPV 31 ve 33 olgularin higbirisinde tespit
edilememistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile HPV DNA tespit edilen ve edilmeyen
olgular arasinda yas, cinsiyet ve tiimor lokalizasyonu agisindan anlamli bir farklilik

bulunamamustir.
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6. TARTISMA

Anogenital ve servikal kanserlerin gelisiminde spesifik HPV tiplerinin varligini
arastirmak icin ¢ok sayida epidemiyolojik, klinik, patolojik ve molekiiler caligma
yapilmistir ve giinimiizde HPV’nin c¢ogu prekanseroz lezyonun ve servikal
karsinomlarin patogenezinde kritik rol oynadigi kabul edilmistir (9, 60). Servikal
lezyonlarda molekiiler tekniklerin uygulanmaya baslanmasiyla birlikte, servikal kanser-
HPV arasindaki iligkinin anlasilmasi, ¢ok hizli bir sekilde gerceklesmistir (16).

Human papillomavirusun onkojenik potansiyele sahip bir virus oldugu ilk kez
epidermodysplasia verruciformis (EV) tanis1 almis olan hastalarda ortaya konulmustur.
Bu hastalarda spesifik HPV tipleri tarafindan olusturulan deri lezyonlarinin giinese
maruz kalindiginda malign transformasyona ugradigir goriilmiistiir (61, 62). Yiiksek
riskli HPV tipleri diinyanin her yerinde siklikla tespit edilmekle beraber, HPV 16 ve 18
tim diinyada servikal kanserlerin en az % 70’inden sorumlu tutulmaktadir (63, 64).
Serviks kanseri tanis1 almis hastalarin % 93’iinden fazlasinda 6zellikle tip 16, 18, 31 ve
45 basta olmak iizere yiiksek riskli HPV genotiplerine ait DNA tespit edilmistir. Ayni
HPV tipleri prekanser6z lezyonlar ve servikal intraepitelyal neoplazilerde de
saptanmistir. Diinya Saglik Orgiiti'niin 1995 yilinda yaptign  bir toplantida
epidemiyolojik ve biyolojik verilere dayanilarak en azindan HPV 16 ve 18’in serviks
kanserine yol a¢tig1 kabul edilmistir (65).

Yapilan pek¢ok calismada HPV ile anal epidermoid karsinom, vulva ve vajina
kanserleri, penil epidermoid karsinomlar, 6zefagus ve akcigerin epidermoid karsinomlari
ve melanom dis1 deri kanserleri gibi bir¢ok kanser tiirii arasinda da baglanti kurulmustur

(66- 69).
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Human papillomavirusun kadinlarda servikal kanser gelisimindeki patojenik rolii
kesin olarak bilinmesine ragmen anogenital bolge disindaki kanserlerdeki rolii tam
olarak aydinlatilamamustir. Epidemiyolojik calismalarda elde edilen bulgular ve
laboratuvar kanitlari, tiitiin ve alkol kullanimi yaninda, HPV’nin de bas ve boyun
kanserlerinde etiyolojik bir ajan olabilece8i yoniinde gii¢lii sonuclar vermektedir.
Laringial skuamoz hiicreli papillom ve rekiirren respiratuar papillomatozisin HPV ile
birlikteligi iyi bilinirken, HPV nin laringial karsinomlardaki rolii hala tartismalidir (70).

Oral kavite ve orofarinks kanserleri, her yil yaklasik 500 000 yeni olgu ile
diinyadaki 6nemli toplum sagligi problemleri arasinda yer alan, etiyolojisinde tiitiin ve
alkol kullanimi, beslenme yetersizlikleri ve kotii agiz hijyeninin su¢landigi 8. onemli
malignite konumundadir (71). Alkol kullaniminin mukozal yiizeyleri biyolojik olarak
modifiye hale getirdigi, fonksiyonu bozulan mukozanin viral infeksiyonlarin yerlesme
potansiyelini arttirdigi veya HPV’ye karsi immiin cevabin bozulmasina yol agtigi
diistiniilmektedir (72).

Human papillomavirus ile oral kavite karsinogenezi arasindaki iliski, sinirh
saylda epidemiyolojik ve molekiiler calisma ile ortaya koyulmaya calisilmis ve HPV nin
anogenital kanserlerin yan sira bas ve boyun kanserlerinde de rol oynadig gosterilmistir
(4). Human papillomavirus bas ve boyun kanserleri i¢inde, orofarinks ve oral kavite
kanserlerinde daha sik saptanmis, saptanan subtipler arasinda da HPV 16 predominant
tip olarak belirlenmistir (4).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil yaklasik 45.000 yeni bas ve boyun
kanseri olgusu ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir (73). Tiim diinyada bas ve boyun
kanseri insidansi yiiksek olup 6zellikle Hindistan, Hong Kong ve Avrupa iilkelerinde en

yiikksek diizeylerdedir (74). Son yillarda tedavideki ilerlemelere ragmen, ABD’nde 5
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yillik yasam siiresi % 55 civarinda bildirilmektedir (75). Etiyolojik faktorler arasinda
sigara ve alkol kullanim1 basta gelmektedir. Ancak bas ve boyun kanserli hastalarin %
15-20’sinde tiitiin ve alkol kullanim1 Oykiisiiniin olmamasi ve bu grubun 6zellikle geng
erkek ve bayanlardan olusmasi dikkat ¢ekici bulunmus ve son yillarda ¢alismalar olasi
bir etiyolojik faktor olan HPV iizerinde odaklanmistir (76, 77).

Human papillomavirusun bas ve boyun kanserlerinde etiyolojik bir faktor olarak
rol oynayabilecegi ilk olarak rekiirren juvenil respiratuar papillomatozis hastaliginin
invaziv epidermoid karsinoma doniisebilmesinin anlagilmasiyla ortaya konulmustur
(78). Cesitli calismalarda tonsil, larinks, hipofarinks, dil ve nazofarinksin primer
timorlerinde ve epidermoid karsinoma doniisen papillomlarda HPV DNA’si
gosterilmistir (79- 82).

Bas ve boyun kanserleri ile HPV arasindaki iliski, 1985 yilinda Loning ve
arkadaslar1 tarafindan ileri siirilmiis ve bu birliktelik kanitlanmistir (83). Human
papillomavirusun laringial karsinomlar ile birliktelik gosterebilecegi ihtimalinin farkina,
ilk olarak larinks karsinomlarinda HPV’nin tipik sitopatik bulgularinin goriilmesiyle
varilmistir (84). Farkli hibridizasyon teknikleri ve PZR kullanilarak kanserli dokularda
HPV DNA’sinin gosterilmesi, HPV’nin laringial kansere yol agabilecegi goriisiiniin en
giicli kamtidir (70, 85). Sigaranin neden olmadig laringial kanser vakalarinda
papillomavirus infeksiyonu sikliginin yiiksek bulunmasi, bu grup hastalarda gelisen
kanserin etiyolojisinde HPV infeksiyonunun rol oynadigini diisiindiirmektedir (86).

Kreimer ve arkadaslari, 2005 yilinda, PZR bazli, bas ve boyun kanseri tanisi
almis 5046 hastay1 kapsayan yaklasik 60 calismadan olusan bir rapor sunmuslar ve bu
hasta grubunda HPV prevalansint % 25.9 olarak gostermislerdir. Bu calismada HPV

prevalansi oral (% 23.5) ve laringial (% 24) SCC’lere (squamous cell carcinoma) oranla
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orofaringial SCC’lerde (% 35.6) daha yiiksek bulunmustur. En yaygin olarak saptanan
HPV tipi, vakalarin % 16.6’sinda saptanmis olan HPV tip 16’dir. Ayrica bu ¢alismada,
Kuzey Amerika’da yapilmis calismalarda HPV prevalansinin Avrupa ve Asya ile
kiyaslandiginda daha yiiksek bulundugu da goriilmiistiir (87). Fakat bu evrensel
arastirmanin i¢inde, Tiirkiye’yi temsil eden bir calisma bulunmamaktadir.

Tiirk populasyonunda larinks karsinomlu hastalarda HPV sikligini tespit etmek
icin PZR teknigi kullanilarak yapilmis ilk calisma, 2006 yilinda Giingoér ve
arkadaslarinin 99 hasta {izerinde yaptiklari bir ¢alismadir. Bu calismada HPV DNA
prevalans1 % 7.36 olarak saptanirken, tespit edilen HPV genotipleri tip 6, 11 ve 16 dir
(88). Edirne’de 1998 yilinda yapilan bir ¢alismada in situ hibridizasyon teknigi ile
larinksin papillomlari, prekanserdz lezyonlar1 ve kanserlerinde HPV DNA arastirilmis
ve skuamoz hiicreli karsinom olgularinda HPV DNA pozitifligi % 69.2 olarak tespit
edilmistir (89). Istanbul’da 2001 yilinda yapilmis olan diger bir calismada ise 21 larinks
ve 26 akciger karsinomunda HPV DNA varligi in situ hibridizasyon teknigi ile
arastirtlmis ve HPV DNA pozitiflik orani sirasiyla % 47.6 ve % 11.5 olarak bulunmustur
(90).

Elazig ilinde yapilan bu calismada 75 karsinom olgusunun 25’inde (%33) HPV
DNA pozitifligi saptanmistir. Pozitif bulunan 6rneklerin % 44’iinde HPV 16 DNA,
% 32’sinde HPV 18 DNA saptanirken, 6rneklerin hi¢cbirinde HPV 31 ve HPV 33 DNA
tespit edilememistir.

Bas ve boyun kanseri tanis1 almig 66 kisilik bir hasta grubunda PZR yontemiyle
yapilmis bir ¢alismada, parafinize dokularla ¢alisilmis ve olgularin % 36.4’iinde HPV
DNA tespit edilmistir. Human papillomavirus DNA % 50 tonsil karsinomunda (2/4), %

50 farinks karsinomunda (1/2) ve larinks karsinomunda (11/22) saptanmistir (91).
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Bas ve boyun kanserlerinde en yaygin tespit edilen HPV tipi, olgularin % 90-
95’inde gosterilmis olan HPV 16°dir. Bu oran, bir¢ok calismada yiiksek onkojenik riskli
oldugu bilinen HPV tip 16 iizerinde odaklanilmasina yol a¢mistir. Human
papillomavirus tip 16’y1, yine yiiksek riskli HPV tipleri olan HPV 18, HPV 31 ve HPV
33 takip etmektedir (4, 92- 94). Bas ve boyun kanserli 61 hasta iizerinde yapilmis olan
bir calismada HPV DNA bulunma siklig1 % 61 olarak tespit edilmis, HPV DNA pozitif
bu olgularin % 84’ii HPV tip 16 olarak rapor edilmistir (95). Oral kavite kanserli 1670
hastanin incelenmeye alindig1 genis kapsamli bir calismada HPV DNA bulunma oran1 %
18.3 olarak saptanirken, HPV DNA pozitif olgularin % 94.7’sinin HPV 16 oldugu
gosterilmistir (4). Yine 2006 yilinda Hobbs ve arkadaglarinin yaptiklar1 genis kapsamli
bir calismada HPV 16 pozitiflik oraninin bas ve boyun kanserlerinde % 0-86, kontrol
grubunda ise % 0-38 arasinda degistigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ayrica HPV tip 16
pozitifliginin anatomik bolge olarak en sik tonsil karsinomunda, orta diizeyde
orofarinkste, en az olarak da larinkste saptandigi rapor edilmistir (96). Calismamizda
HPV DNA pozitif bulunan 25 6rnegin 11’1 (% 44) HPV 16, 8’1 (% 32) HPV 18, 1’i
(% 4) HPV 16 ve 18 yoniinden pozitif olarak tespit edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar,
literatiirdeki bilgilerle uyumlu bulunmustur.

Human papillomavirusun bas ve boyun kanserleri i¢inde 6zellikle oral kavite ve
orofarinks kanserleri iizerindeki prognostik etkisini arastirmak i¢in ¢ok cesitli calismalar
yapilmis ve bu calismalardan farkli sonuglar alinmistir. Bazi arastiricilar HPV nin eslik
ettigi bas ve boyun kanserlerinde prognozun HPV tespit edilemeyen olgulara kiyasla
daha iyi oldugu sonucuna varmiglardir ( 76, 93, 97- 99). Baz1 arastiricilar HPV ile
orofarinks kanserleri prognozu arasinda az bir iligki bulmus (81), bazilar1 ise HPV nin

prognoza etkisinin bulunmadig goriisiine varmistir (100, 101).

51



Human papillomavirusun oral lezyonlarla baglantisinin arastirildigi genis bir
calismada, normal mukoza 6rneklerinin % 13.5’inde ve skuamoz karsinom olgularinin
% 26.2’sinde HPV DNA tespit edilmis ve bu ¢alismada gorev alan arastirmacilar, taze
dokularda parafinize dokulara oranla daha fazla HPV DNA tespit edildigini
belirtmislerdir (102). Calismamiz parafinli dokular yerine taze dokular kullanilarak
yapilmig olsaydi, daha yiiksek HPV DNA pozitiflik oranlari bulunabilirdi. Ciinkii
parafinize dokularda doku kalitesinin taze dokulara kiyasla daha diisiik oldugu kabul
edilmektedir (95).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile yapilmis cesitli caligmalarda {ist solunum yollar1
karsinomlarinda HPV DNA saptanma oranlar1 % 0- 100 arasinda degismektedir (103-
106). Ornek toplama yontemleri, analiz edilecek olan tiimoral dokunun kokeni ve
anatomik lokalizasyonu (oral, orofaringial, tonsiller, laringial ), viral DNA’y1 ortaya
cikarmak i¢in kullanilan teknikler, primer farkliliklari, PZR c¢ogaltma {iriinlerinin
uzunluklar1 ve genomik lokalizasyonlar1 ve PZR sartlar1 bu heterojenitenin baslica
sebepleridir (107, 108). Ayrica baz1 bas ve boyun kanseri tiplerinde, HPV tespitinde
cografik dagilim farkliliklar1 gozlenmektedir. Ornegin 6zefagus karsinomunda HPV
sikligit Cin’de (109, 110) Amerika ve Avrupa’dakine (111, 112) kiyasla daha fazla
bulunmustur.

Bas ve boyun kanserlerinde HPV DNA prevalansinin arastirilmasi i¢in yapilmis
olan calismalarda elde edilmis olan farkli sonuclar, bircok nedene baglanabilmektedir.
Kullanilan yontemlerin duyarliliklarindaki farkliliklar da bu sebeplerden biri
olabilmektedir. Dokuda HPV DNA tespiti i¢in; hibridizasyon teknikleri ve cogaltma
deneyleri gibi yontemler bulunmaktadir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu, epidemiyolojik

ve molekiiler ¢alismalarda, duyarli, hizli ve ucuz bir metod olmasi sebebiyle, tiim
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diinyada kabul goren bir tan1 metodu olmustur (113, 114). Verriikoz larinks karsinomlu
hastalarda yapilmis olan bir calismada in situ hibridizasyon ile HPV DNA tespit
edilememisken, olgularin % 85’1 PZR ile pozitif bulunmustur (115). Bas ve boyun
kanserli hastalarda HPV DNA tespiti i¢in yapilan bir baska calismada, PZR ile olgularin
% 34.5’1, in situ hibridizasyon ile % 15.8’1, Southern Blot ile % 24.5’1 HPV DNA pozitif
bulunmustur (116). Ayn1 sekilde Southern Blot ile PZR yontemlerinin karsilagtirildig
bir ¢alismada, oral kavite kanseri olan 39 hastada Southern Blot ile sadece 2 hastada
HPV 16 ve 18 DNA pozitifligi saptanirken PZR ile 18 hastada HPV 16 ve 18 DNA
pozitifligi saptanmistir (117). Bu ¢alisma, iki yontem arasindaki duyarlilik farkini acik
bir sekilde ortaya koymaktadir. Immiinohistokimyasal yontemler ise produktif viral
infeksiyonlar1 gosterebilirken latent infeksiyonlar1 gostermede yetersiz kalmaktadir. Bu
tezde yontem olarak PZR’nin kullanilmasinin sebebi, duyarliliginin yiiksek olmasi ve
orneklerdeki HPV pozitifligini daha yiiksek oranda saptayabilmesidir.

Bildirilen sonuclar arasindaki bu farkliliklar yalanci pozitif ve yalanci negatif
sonuglardan da kaynaklanabilmektedir. Yalanci pozitiflikler, parafinize dokulardan kesit
alinmasi asamasinda, DNA izolasyonu sirasinda veya cogaltma esnasinda meydana
gelen kontaminasyondan kaynaklanabilirken, yalanci negatifliklerin en biiyiik sebebi
uzun siire saklanmis olan parafin bloklardaki doku kalitesinin bozulmasi ve DNA’nin
kaybidir (118, 119). Calismamizda HPV 31 ve 33 bulamama sebebimiz, arsivlenmis
parafinize bloklardaki doku kalitesinin bozulmus olmasindan kaynaklanan yalanci
negatiflik veya cografik dagilim farkliliklar1 olabilir. Ayrica hit- and- run (vur- kag)
teorisine gore viral DNA hiicresel transformasyonun sadece ilk asamalarinda
saptanabilir (120). Virus, hiicreye entegre olup transformasyon yaptiktan ve malign

fenotip ortaya c¢iktiktan sonra virus DNA’st kaybolur. Karsinogenez hiicresel
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onkogenlerle devam eder. Bu durumda o6zellikle ileri evre karsinomlarda, incelenecek
olan dokuda ¢ok az miktarda HPV DNA saptanmasi sozkonusu olabilir (121).

Human papillomavirusun yol ag¢tigr benign lezyonlarda viral DNA hiicrelerde
genellikle sirkiiler form olan epizomal halde bulunur. Buna karsin yiiksek dereceli
servikal intraepitelyal neoplazilerde ve ileri evre kanserlerde konak DNA’sina entegre
haldedir. HPV DNA, ayni hiicrede hem epizomal, hem entegre halde bulunabilir. Viral
genomda entegrasyon genellikle E1 geninin 3’ ucu ile E2 geninin 5’ ucu arasinda
olmaktadir. Bu entegrasyon sirasinda 6zellikle E2 ORF’ de bozulma ve inaktivasyon
meydana gelebilmektedir (2).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nun, herhangi bir 6rnekte HPV DNA tespitinin
yapilabilmesi icin kullanilmakta olan en hassas yontem oldugu bilinmektedir (122).
Human papillomavirus DNA’s1 sekanslarin1 ¢ogaltmak i¢in gelistirilmis olan iiniversal
primerler; genomun L1 bolgesi MYO9/MY 11, GP5/GP6), E1 bolgesi, E6 bolgesi ve E7
bolgesine gore diizenlenmistir (123- 127). Ayrica HPV tiplerine 06zgiil konsensus
primerlerin kullanimiyla da bir¢cok HPV tipi yiiksek oranda tanimlanabilmektedir.
Human papillomavirus tiplerine 6zgiil E6 ve E7 konsensus primerleri ile L1 konsensus
primerlerinin karsilastiritlmasi amaciyla 1990 yilinda bir calisma yapilmis ve tanisal
anlamda aralarinda herhangi bir fark bulunmamustir (128).

Human papillomavirus DNA’sinin PZR yOntemiyle arastirildigi birgok caligma,
genomun 450 baz ciftlik L1 bolgesini ¢cogaltan MYO9/MY11 primerleri kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Cruz ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢calismada, genomun L1 ve
L2 bolgelerini kodlayan primerlerin yalanci negatif sonucglara yol acabilecegi One
stiriilmiistiir. Cilinkii L1 ve L2 bolgeleri, HPV genomunun konak hiicreye entegrasyonu

sirasinda en fazla bozulmaya ugrayan bolgelerdir (129). Aymi sekilde entegrasyon E1 ve
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E2 arasinda oldugu icin bu bolgelere yonelik primerler ile yapilan calismalarda da
yalanci negatiflik oranlar1 yiiksek olabilmekte ve gercek HPV prevalansi
saptanamayabilmektedir (129). Calismamizda kullanilan primerlerden MYO9/MY11 ve
GP5+/GP6+ primerleri de genomun L1 bolgesini ¢ogalttiklar1 icin sonug¢larimizin
bolgemizdeki gercek HPV prevalansini yansitamamasi sozkonusu olabilir.

Human papillomavirusun iist solunum yollar1 malign lezyonlariyla iliskisi,
anogenital kanserler ile oldugu kadar kuvvetli olmasa da, bulgularimiz HPV’nin {ist
solunum yollar1 kanserlerinde bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Human papillomavirus infeksiyonlarinin azaltilmasini saglayacak koruyucu
stratejilerle iist solunum yollar1 karsinomlarinin siklifinda diisiis meydana gelecektir.
Ayrica karsinomlarin erken teshisi icin gelistirilecek tarama yontemleri sayesinde
onkojenik HPV tipleri erkenden saptanarak gerekli antiviral tedavinin baslatilmasi ve
kanser progresyonunun durdurulmasi gibi Onlemler alinabilecektir. Son zamanlarda
servikal kanser tarama c¢alismalarinda HPV’nin arastirildigi, HPV’nin tedaviye yon
verici ve prognostik bir faktor oldugu diisiiniiliirse, oral kavite kanserlerinde oral pap
smear yapilmasinin erken teshise ve tedaviye katki saglayacagi agiktir.

Hasta sayis1 daha yiiksek tutularak yapilacak olan aragtirmalar, iilkemizde iist
solunum yollar1 kanserlerinde HPV sikligin1 ortaya koyma firsati sunacak ve
epidemiyolojik anlamda katki saglayacaktir. Human papillomavirus infeksiyonlar ile st
solunum yollar1 kanserleri arasindaki iliskiyi saptamaya yoOnelik olarak yapilacak
molekiiler caligmalar, virusun malign dokulardaki fiziksel durumunun ve
karsinogenezdeki potansiyel roliiniin daha iyi anlasilmasinmi saglayacak ve giincel tedavi

stratejileri gelistirilmesine 6nayak olacaktir.
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