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1. Giris VE amMag

Servikal kanser tim dinyada, yilda 420.000
vaka 1le kanser nedenleri ve kanser 6lumleri bakimindan
ikinci sairada vyer almakta ve bu vakalarin %80’'1

gelismekte olan iilkelerde meydana gelmektedir 5.

Geng
kadinlarda servikal kanser riski artmaktadir ve son
zamanlarda 40 yas alti kadinlarda o©lime neden olan en
biiytik nedendir 6. Son yillarda, Insan Papilloma Virtsi
(HPV) ile servikal displazi ve karsinomlar arasinda,
bzellikle HPV 16, 18, 31 vb. gibi 20’den fazla &6zel
tipin iligkilendirildigine ait bulgulara rastlanmaktadair
L. 3. 713 oOnkojenik HPV tipleri ile enfekte kisilerde,
servikal kanser riski nedeniyle, servikal HPV tanisi ve
tedavisi kanserden korunmada c¢ok ©6nemli Dbir hedef
olmustur % 4 15,

HPV'nin neden oldugu lezyonlar, viral
proteinler ve ko-faktdrlerin varlidinda ve ancak immin
sistem mekanizmalari bu etkiyi karsilayamayacak durumda
ise kansere d&niistirler .

Servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) ve
kanserin sitolojik yoéntemlerle tespiti birgok {ilke
tarafindan yararli bulunmustur 2. Son 50 yil iginde pap-
smear testlerinin kullanilmasiyla Dbirlikte gelismis
tilkelerde servikal kanser vakalarinda %70 ve tlizerinde

azalma gértlmisttir !

ancak pap-smear testinin 6zglilligd
yliksek olmasina ragmen &zellikle Yuksek dereceli
servikointraepitelyal lezyon (HGSIL) ve karsinomlarda

yanlis negatif orani hala ¢ok vyiiksektir (%20-40) * 2,

Sitolojik yontemdeki Thatalar; vyetersiz Ornek, koéti
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preperasyon, mikroskobik incelemedeki hatalar ya da
teshis hatalarindan kaynaklanmaktadir 2. Bugiine kadar,
HPV’nin in-vitro kiltirl yapilamamistir ve immlinolojik
testler de vyetersizdir. Anogenital HPV enfeksiyonu ile
ilgili indirekt kanitlar, fiziksel muayene sonucu ve
pap-smear ve biyopsi 6rneklerinde viral replikasyona
bagli olarak meydana gelmis hilicresel dedisikliklerle

17, Fenotipik clarak da transformasyonun

elde edilmistir
gbzlenmesi ig¢in hiicrelerin birgok Jjenerasyon gegirmesi
gerekir. Serolojik analizler de kullanisli olmadigindan,
HPV'nin varlidinin gdsterildidgi testler kullanilir ya da
sitoloji bu testlerle desteklenirse birgok avantaj elde
7

edilir Bunun icin, HPV DNA’sinin direkt varligini

gdstermek igin ornekler niikleik asit hibridizasyonu ile
incelenebilir 7.

Bu calisma, Gazi Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Laboratuvarinda rutin olarak kullanilan
“Digene Hibrit Capture Sistemi-~I HPV DNA analizi
yéntemi” ile  “pap-smear” sonucglarini ve  servikal
drneklerde karsinojenik tip (16,18,31,33,35,45,51,52,56)
HPV DNA’si pozitif olarak bulunmus kadinlarla negatif

olanlari, bazi &zellikleri bakimindan karsilastirmak

amaciyla planlanmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. TARIHGCE

Insan Papilloma Virtusleri, omurgala

hayvanlarla birlikte evrim gecirmistir ve tim



omurgalilarda sigil gdriilir . Cinsel yolla bulasan,

sifiliz ve gonore gibi baska hastaliklarla
karistirilmasina radmen genital sigillerin klinik bir
sorun olarak g&érllmesi ve tarihsel kaynaklarda yazilmasi
M.S. 500'lere dayanir °. Sigillerin varli§a ise daha
bnceleri antik Yunan ve Roma donemlerinde bilinmektedir.
“Kondiloma” terimi yunanca “incir benzeri” anlamina
gelip bugliin hala HPV ile ilgili genital sigilleri
tanimlarken ve sifilizde kullanilmaktadir (kondiloma
lata). Eski Yunanlilar ve Romalilar, homoseksiieller
arasinda “kondiloma” prevelansinin yliksek oldugunu not
etmis ve bunu sekse agik olmalarzys ile
iliskilendirmigslerdir. Sifiliz ile “kondiloma lata”
arasindaki iliski 16.yy’da saptanmis ve 18.yy’'1n
sonlarina kadar genital sidiller de sifiliz ya da gonore
ile iliskili sanilmistir. 20.yy’in ilk yillarinda deri
sigilleri ile genital sigillerin g¢ok benzer olduklari
saptanmis ve bu benzerlikten dolayi genital sigillerin
zilhrevi &zellikleri sorgulanmaya baslanmistir 2°. 1907
yilinda Ciuffo; sidil dokusundan alinan ve hilicre
igermeyen ekstrakti kullanarak insandan insana aktarimi
gbstermis ve bir viral ajanin varligindan sb6z etmistir
18, 19, 21 1930'da Shope “pamuk-kuyruk tavsan papilloma
virtisi = CRPV” ile vyaptigi c¢alismada viris timdr
olusumu ile 1ilgili bulmustur. B&ylece 1ilk papilloma
virlisii bir tavsan tliriinde saptanmistir. Papilloma virils
ile insan arasindaki iliski ise ancak 10 yil sonra
bulunabilmistir & 18 20, 22 23 qj940’larin sonlarinda

hapishanedeki mahkumlarla yapilan bir calismada,

géniilliilere genital sidil ekstrakti enjekte edilmis ve



enjeksiyon bdlgesi etrafinda bulasmayi dodrular sekilde
sigiller olusmustur 2?°. HPV'nin seksiiel rotasi 1954’de
kaydedilmistir. Barrett ve arkadaslari, kocalari uzak
dodudan do&ndlikten 4-6 hafta sonra genital sigil
sikayetiyle gelen 24 kadini bildirmislerdir. Tim kocalar
uzakta iken basgka kadinlarla cinsel iliskide
bulunduklarini kabul etmis ve onlarin da penil sifilleri
oldugu saptanmistir 2% 25 Berald, 1974'de gezgin
saticilarin ve denizcilerin eslerinde servikal kanser
gelisme oraninin daha ylksek oldu§unu ve bunun kocalarin
evden uzakta olduklarinda aldiklari HPV enfeksiyonu
sonucu meydana gelme ihtimali oldudunu belirtmistir 26.
1956’da Koss ve Durfee displazi varyanti oldudunu
dislindiikleri histolojik ve sitolojik de@isikliklerden
bahsetmis, yaklasik 20 yil sonra Meisels ve Fortin
tarafindan bu de§isiklikler HPV ile
iliskilendirilmistir®®., 1960’larda elektron mikroskobu
ile genital sidillerde viral partikiiller tespit edilmis
ve bu partikiillerin deridekilere cok benzedigi
saptanmastir. Bundan sonra HPV'nin deri ve genital
btlgedeki sigillerden sorumlu bir ajan oldugu kabul

18, 20 Cok wuzun bir siire arastirmacilar, 1

edilmistir
viral tipin dedisik viral genomlarin ekspresyonu ile
dedisik klinik goértntiiler olusturdugunu diislinmiislerdir.
Molektiler tekniklerin gelismesiyle bu fikir c¢ok siki bir
incelemeye alinmistir. Buglin, ¢ok fazla c¢esit g&steren
klinik goérlntmlerde birgcok HPV tipinin wvar oldugu
bilinmektedir . HPV'nin  kilturinin yapilamamasi

nedeniyle 1970’lerin ortalarinda molekiiler tekniklerin

kullanilmaya baslanmasina kadar pek asama



kaydedilememistir. 1970’ lerde modern biyolojinin
gelismesiyle birlikte papilloma viris ailesinin
molekiiler yapisi ortaya c¢irkmaya baslamis ve birgok
patolojik islemde, lezyonla HPV/nin iliskisini
saptayabilmek i¢in HPV genomunun klonlari prob olarak
kullanilmaya baglanmistir. Boylece HPV’nin varlidinin
klinik o6rneklerde g&sterilmesi mimkiin olmus ve viriislin
zarar verme mekanizmasi ve patogenezi hakkinda daha ¢ok
bilgi ortaya cikmaya baslamistir & ¥ 25 1976 yilinda
ilk olarak Meisels, CIN ile HPV arasinda bir iliski
oldu§unu gdéstermis, ayni yil zur Hausen HPV’'nin sekstiel
yolla bulasan bir karsinojen oldugunu belirtmistir ve o
tarihten bu vyana kadin genital sisteminin HPV ile
iliskili lezyonlarainin CIN, karsinoma in-situ (CIS) ve
invazif skuam®z hiicre karsinomlari ile iliskili oldudu

27, 28 puglin Dinya Sadlik Orgiiti (WHO)'niin

bilinmektedir
bir ajansi olan Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajansi
(IARC) HPV enfeksiyonlarini, insanlar icin,
“karsinojenik (tip 16,18) ”, “biyiik olasilikla
karsinojenik (tip 31,33)” ve “muhtemelen karsinojenik
(tip 6 ve 11 disindaki diger tipler)” olarak

siniflandirmaktadir 5.

2.2. SINIFLANDIRMA

Insan Papilloma Viriisii, Papovaviridae ailesi
icinde Papilloma Viriis genusunda yer alir %8 24 29 30
HPV'ler serotiplerine gdére dedil genotiplerine gbre

siniflandirilmislardir. Bugiin yeni bir HPV tipi

tanimlamak ig¢in bilinen HPV tipleri ile



karsilastirildiginda secilen genom bblgesindeki

18 TUm

sekanslarda %10 farklilik bulunmasi gereklidir
tipler, epitelyotrofiktir wve  hepsi kendine  o&6zgl,
spesifik bir epitel tipini enfekte eder. Dedisik tipler
degisik tipte lezyonlarla iliskilidir wve hepsinin
onkojenik potansiyeli farklidir 3°. Genel olarak kutanéz
ve mukozatrofik gruplar vardir. Kutandz grupta, genel
olarak populasyonda yaygin olan HPV'ler, Ornedin plantar
sigillerden sorumlu olan HPV-1, common-sigil yapan HPV-2
/ HPV-4 wve 20'den fazla HPV tipi ile iliskili olan
“epidermoplasia verruciformis (EV)” yer alar. EV
sigillerinin kansere ddniisenlerinin codu HPV-5 ve HPV-8
ile iliskilidir. Mukozatrofik virlislerden 4’1; HPV-6,
HPV-11, HPV-16 ve HPV-18 distik ve ylksek risk gruplari
igin prototip olusturur ve birlikte anogenital
neoplazmalarin 2/3'{inii olustururlar. Degdisik mukozal
bdlgelerde morfolojik olarak benzer lezyonlar meydana
getiren virisler genellikle ayni mukozal virilislerdir.
Patclojik ve biyolojik olarak birbirine denk larengeal
ve konjunktival papillomlar siklikla HPV-11 ve HPV-6
tarafindan meydana gelir 22,

Bugiin yaklasik 100 HPV tipi siniflandirilmis

ve bunlarin 40-45’inin genital sistemi enfekte ettigi

gésterilmistir 4373, DNA sekans homolojisi  HPV
genotiplerinin siniflandirilmasi acisindan ana
unsurdur®.  HPV tiplerinin cok azinin DNA’sinin konak
hiicre DNA’sina entegre oldugu Dbilinmektedir. Bu,

entegrasyon 6zelligine gére HPV'ler invazif kanser
gelistirmeleri acgisindan diisiik risk, orta dereceli risk

ve ylksek risk tipler olarak 3 gruba



27,29,34 By gruplar, asemptomatik seyir,

ayrilmislardir
latent enfeksiyon, tipik karnabahar gdértntmld lezyonlar

(condylomata acuminata), displazi ve invazif kanser

olusumuna kadar genisg bir aralikta enfeksiyon
olustururlar 3. Tip 6, 11, 42, 43 ve 44, benign genital
lezyonlarda, diisiik—-dereceli servikal intraepitelyal

lezyon (SIL)’de ve CIN 1I’'de gSrltrler ve invazif
karsinomda hemen hemen hic rastlanmazlar v 4 7. 8. 29, 30, 32,
34, 36, 37 condyloma acuminata da HPV-6 ve HPV-11’in neden
oldudu benign bir lezyondur. Ayrica giant-condylomata ve
larengeal papillomlarin da HPV-6 ve HPV-11 gibi diisik-
risk grubu HPV’ler ile ilgili oldudu disiintilmektedir. Bu
tip lezyonlarda HPV-6 ve HPV-11 goriilme orani %90'dir ve
HPV-6 tespit edilme orani HPV-1l'e gdbre 3 kat daha

18, 35, 3¢ Orta dereceli risk tipleri; tip 18, 31,

fazladir
33, 35, 51 wve 52'dir ancak yeterli problar bugin
bulunmadigi icin bu tiplerin molekiiler epidemiyolojisi
gelisememistir '® 3. viiksek-risk grubu HPV tipleri, HPV
tip 16, 18, 31, 33, 45 wve 56'dir ve servikal
intraepitelyal lezyonlar; CIN II ve CIN III ile servikal

kanserlerde goriiltirler - 4 7. 29, 30, 32, 34, 36-38

2.3. VIRUSUN YAPISI

Tim Papilloma Virtisler, 8000 baz ¢iftinden

olusan, cift iplikli cembersel DNA molekiiliine

sahiptirler 20- 24 30, 34, 39, 40 vyjr{is partikily, 52-55nm

bliyikliglinde ve 1siya dayanikli olup DNA igerigi 5.2
milyon daltondur 26 2% 34, DNA, 72 kapsomerden olusan

ikozahedral bir kapsidle cevrelenmistir & 26 29, 34, 40,



8¢

Viral partikiliin @ agirliginin $80-90’1n1 bu kapsid
proteinleri olusturur. Kapsid proteinleri, majér ve
minor olarak ikiye ayrilirlar. Major kapsid proteinleri
viriise antijenik o©6zellik kazandirir ve papilloma viris
antikorlari hazirlanmasi bakimindan ticari hedef teskil

24,19

ederler Papilloma viriisler zarfsiz virtislerdir ve

18, 20, 24, 29

niikleusta replike olurlar

Sekil 1. Insan papilloma virtistiniin elektron

mikroskobik gorintisi.

Genomlari, proteinlerin kodlanmasinda gbdrev
alan Open reading frame (ORF) ve viriisiin yasaminda
diizenleyici fonksiyonlari yilirtiten upstream regulatory
region (URR) bdlgelerinden olusur 24 25. 26, 40,

URR, DNA replikasyonu ig¢in bir orijindir.
mRNA sentezi i¢in promotorlar ve transkripsiyonel

24, ORF’ler ise enfeksiyonun

enhancer sekanslar igerir
geg¢ ya da erken safhasinda ifade edildigine bagdli olarak
erken (early) =E ve ge¢ (late)= L ORF’ler olarak

kisimlardan olusur. Geg ORF” ler enfeksiyo6z viral

partikiillerin montajinda kullanilan yapisal proteinlerin

KURiy

L
on

GG
Y



29

sentezi ile ilgilidir. L, ve L, olarak bilinir ve mindr ve

majoér kapsid proteinlerini kodlarlar 24 26,

L E6
ORI

E1

Sekil 2. Insan Papilloma Viridsii tip-16’nin genomik

organizasyonu.

Erken ORF' ler E;’den E;'ye kadar
numaralandirilir ve her numara farkli fonksiyonlari
kodlar. Insanda E; ORF bulunmaz. Erken ORF’ler genel

olarak viral replikasyon ve onkogenlerle ilgili

proteinleri kodlarlar 24 26,
HPV, epitelin ist tabakalarina dogru
farklilasan hiicre cekirdekleri iginde replike

olmaktadir. Replikasyon sirasinda once erken sonra geg
proteinler sentez edilir. Papilloma virtisler farklilasan
deri veya mukoza membran hiicrelerinde replike
olduklarindan ve boyle bir sistem hentiz in-vitro
sartlarda kurulamadigindan hiicre kiltirlerinde
tiretilemezler. Ancak replikasyon, deri organ kiltir

sistemlerinde gerceklestirilebilmistir 2L,
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Papilloma virtsler tarafindan sentezlenen E;
ve E, proteinleri viral replikasyon icin gereklidir .

HPV' ler konada ozguldirler ve skuamdz epitel
hiicrelere kesin bir tropizm gésterirler. HPV enfeksiyonu
sonucu c¢ekirdee wulasan vyalnizca bir kisim viris
replikasyona gidebilir, bu da HPV enfeksiyonunun az
sayida hlcre sayisi 1le sinirlandirildidini gosterir.
HPV’ler genomlarini ¢oJaltmak ig¢in hilicresel replikasyon
modeline gereksinim g&sterirler. Viral replikasyon,
normalde bliytmesi durmakta olan farklilasmis
keratinositlerle sinirlidir. Bu ylizden HPV'ler normal
hiicre gelismesini bozacak stratejiler
gelistirmislerdir??,

HPV replikasyonu 3 asamada gergeklesir.
Baslangi¢ asamasinda viral genom plazmid seklindedir ve
kopya sayisi azdir. Bu asamada skuamdz epitelin bazal
hiicrelerinde bulunur. Vejetatif asamada, daha alt
epitelin prolifere olan hlcrelerinde hiicre bélinmesinin
her seferinde viral genom kopya sayisi biraz daha artar.
Enfekte keratinosit terminal olarak farklilasmaya
giderken viral DNA vejetatif replikasyona girer ve
enfekte hiicre basina binlerce gencm kopyasi olusur. Daha
sonraki asamada, viral kapsid proteinlerini kodlayan L
genleri kodlanir ve virionlar olusur 43 44,

Virilislerin bir araya toplanmasinin bir
parcasi olarak viritis en azindan kismi bir farklilasmaya
gereksinim duyar. Bu nedenle farklilasma meydana geldigi
sirada enfekte  hiicrenin c¢ekirdegdi, S genomlarinin
replikasyonu ig¢in Gl'den S fazina geg¢isi uyarmak

zorundadirlar. Replikasyonun basarili olarak sona ermesi
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ve enfeksiydz virtis partikiillerinin bir araya toplanma

fazindadir 5.

Tablo 1. HPV erken ve ge¢ genlerinin fonksiyonlari.

FONKS1YON

1. Ekstrakromozomal DNA replikasyonu ve viral siklusun

tamamlanmasinda g¥revli proteinleri kodlar.

B 2. Bu proteinler E, uriunleri ile birlikte c¢alisirlar

18,30

1. URR ile 4iliskili olan ve transkripsiyon uzerinde
pozitif veya negatif etkisi olabilen major
transregiilatdr 2 proteini kodlar. Bu proteinler
ekstrakromozomal DNA replikasyonu ic¢in gereklidir ve
E; idrtinleri ile Dbirlikte ¢alisirlar. Tam protein
(full-length), erken bdlgenin transkripsiyonunu
artirmak ig¢in DNA’'ya URR’den baglanir. Daha kiigik
olan protein erken bdlgenin transkripsiyonunu inhibe
eder is, 19, 26, SO‘

2. E, proteini transkripsiyonel aktivasyon domaini olan
bir amino domaini ve karboksi terminal DNA baglayan
domain olmak ilzere 2 domain icgerir. E;'nin amino
domaini wviral siklusta 2 goreve sahiptir; hem viral
gen ekspresyonunda transkripsiyonel bir regfilator
olarak 1isg goriir hem de E; ile etkilegserek E;'in
orijine baylanmasini sadlar. E; baglanma b8lgeleri
orijini gevrelemistir. E; bu bdlgelere ba§lanip E; ile
etkilegerek E;f i replikasyon orijinine dogru

ybnlendirir %,

1. Virlistin matirasyonu ve replikasyonu ag¢isindan onemli
bir proteindir
2. Yapisal proteinlerin sentezinden sorumlu oldugu

diisiinilmektedir %2630,
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Tablo 1. HPV erken ve ge¢ genlerinin fonksiyonlara

(devam)

1. EFR ve PDGF gibi bilylime faktdril reseptdrlerinin de
icinde bulundugu degisik konak hiicre membran
proteinlerine baglanan kiiglik bir proteini kodlar.

2. Enfekte hiicrede hiicre proliferasyonunu stimille

Es edebilir.

3. Viral entegrasyon sirasinda Es ekspresyonu siklikla
kaybedildiginden karsinogenezdeki rolid halen
tartismalidair 18-39-3%,

1. vVviral replikasyon, konak hiicrenin olimstizlesmesi ve
transformasyon ig¢in kritik bir proteindir.

2. HPV  enfeksiyonunda en erken  eksprese edilen

Ee genlerden biridir.
3. Servikal kanserlerdeki rolii, p53’e baglanarak p53
seviyesini dfiglirmesi ile ilgilidir & 9 24, 30, 39, 47,
1. vViral replikasyon, konak hiicrenin &lumsiizlesmesi ve
transformasyon ig¢in kritik bir proteindir.
2. Servikal kanserler agisindan ¢nemi RB’ye olan etkisi
Er ve bununla iligkili olan pl07 ve pl30 proteinleri
ile ilgilidir & 24, 30, 39, 47,
1. Majsr kapsid proteinlerini kodlar.
2. Major kapsid proteinleri tiim HPV tiplerinde bulunur.
L Anti-HPV kapsid antikorlari bu proteine karsi
ha21rlanm:|.$t:|.r 18, 19, 24, 26, 30, 40.
1. Mindr kapsid proteinlerini kodlar.
2. Mindr kapsid proteinleri tipe spesifiktir. Bu
L,

nedenle tipe spesifik antikorlar icin antijen oclarak

kullanilir 18, 19, 24, 28, 30, 40
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2.4. PATOGENEZ

Papilloma virtisler, deri ve mukoz
membranlarin skuamdz epitel hiicrelerini enfekte ederek
ve replike olarak epitelyal proliferasyona yol agarlar.
Sinirla ve bitinligli bozulmamis bazal membrana sahip
olan bu lokalize hiperplaziye “verruka” veya “papillom”
adi verilir. Papillomlarin genellikle enfekte bir bazal
hiicrenin monoklonal ¢odalmasi sonucu meydana geldigi
distintilmektedir 2. Bir papillomun olusumu ise virtsiin
inokulasyonundan 6 hafta ile 2 yil bir =zaman slireci

13, 40 Enfeksiyon, Dbazal

ic¢inde gercgeklesmektedir
hiicrelerin, 6rnedin bir travma sonrasi enfeksiydz virils
partikiilleri ile karsilasmasi ile ortaya ¢ikar *°.Genital
HPV enfeksiyonunun asamalari baslica 3 déneme ayrilir:
Latent doénem, subklinik dénem ve klinik doénem. Latent
dénemde hastalidin higbir bulgusu yoktur, yalnizca HPV
DNA’s1 gdsterilebilir. Subklinik ddnemde HPV'ye badli
sitolojik mikroskobik degisiklikler veya kolposkopi gibi
biylitme ydntemleri uygulanarak gortilebilen 1lezyonlar
mevcuttur. CIN’ler genelde bu déneme ornek teskil eder.
Genital kondilom ya da invazif kanser gibi gézle gdériilen
lezyonlarin ya da semptomlarin bulundudu dénem de klinik
dénemdir. Enfeksiyon 3 hafta ila 8 ay arasinda latent
kalabilmektedir. Tim bu dénemler ayni anda beraber

bulunabilecedi gibi birbirine gecis de goésterebilir 26,
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Normal deride bulunan blitlin lezyonlarda,
blittin hiicreler viral genomu ig¢erir ancak, viral genlerin
ekspresyonu hiicrelerin farklilasmasina badlidir. DNA
replikasyonu ve erken genlerin ekspresyonu bazal hiicrede
olurken, ge¢ gen ekspresyonu ve viral partikiil sentezi
keratinize tabakada gerceklesir. Papillomun en ylizeyel
tabakasi olgun viral ©partikiilleri igerdiginden bu
lezyonlar bulagicidair. Hiicrelerde sitoplazmik
vakuolizasyon ile Dbirlikte anormal nfikleus varlig:i
(koilositoz) papillomavirlis enfeksiyonlari bakimindan

21, 26, 48, 45 vyiral enfeksiyon genellikle

tanimlayicaidir
lokal kalar veya spontan olarak kaybolur, nadiren immun
sistemi baskilanmis hastalarda yayilabilir. Papilloma
viriisler epitelin bazal tabakasinda kalip daha sonra

tekrarlayan enfeksiyonlara neden olabilirler 2,

2.5. ONKOGENEZ

Genetik zedelenmenin hedefini normalde hiicre
béliinmesini reglile eden regiilatér genler olusturur.
Bunlar bilylimeyi destekleyen-indikleyen protoonkogenler
ve Dbiliytimeyi engelleyen-inhibe eden kanser baskilayici
(timér slipressér ) genlerdir. Bunlarin disinda programli

hiicre &lumiinde rol oynayan genler de vardir 2& 59,
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Tablc 2. Insan Papilloma Virtslerinin iliskili oldugdu

klinik tablolar 2.

Klinik tablo
DERI

Plantar verruka
Common verruka

Flat verruka

Butcher’s wverruka

Kutandz skuam&z hiicreli kanser

Oral kavite ve bag-boyun tumdrleri

Larengeal papillom

Larengeal karsinom

Oral papillom

Konjunktival papillom

Oral, fokal epitelyal hiperplazi
Dudakta verruka

Osefagial papillom

Osefagial skuamdz hiicreli kanser
Anogenital

Condyloma accuminatum

Eksofitik condiloma

Flat condyloma

Bovenoid papillozis

Giant condylom

Servikal kanser

Kuvvetli iligkili
Orta derece iliskili

Zayrf iligkili

Vulvar kanser
Kuvvetli iligkili
Zayif iligki
Vaginal kanser

Anogenital keratotik lezyon

insan papilloma virtis tipi

1,49,60

2,4

3,10,26-29,41
5,8,9,12,14,15,17,19~-
25,36,46,47,50

7

41,48

6,7,11,32,34,55,69,72,73

11

6,11
6,11,16,18,31,54,70
16,34,55

6,11

16,18
31,33,35,45,51,52,56,58,59,65, 66
6,11,30,40,42,43,44,54,62,66,67,

68,74,75

16
6,11,61,62,64,67,68,70
16,18,74

4,60,63,65,67
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Protoonkogenlerin, onkogenlere donlistimii
mutasyonlar, translokasyonlar ve overekspresyon ile
agiklanabilir. Kanser olusumu ile ilgili ikinci tip
genler olan tUmdr slpressSr genlerde ise kanser olusumu
sirasinda fonksiyon yitirmeye neden olan mutasyonlar
gdrultr 52,

In-vitro hiicre transformasyonu deneyleri
HPV’ lerin karsinogenezde aktif bir rolti olduguna dikkat
cekmektedir. Viral RNA'nin ve protein sentezinin
varlidi, virlisin lezyonun patogenezinde rol oynamasi
icin bir iskelet hazirlar ®. Insan dokusunda, enfektif
viris tanecikleri bazal hiicreler yerine son
farklilasmaya ugramis skuamdz hiicrelerde bulunur. Malign
hiicrelerde, viral DNA, hilicresel protonkogenler civarinda
konak hiicre DNA’sina tumlesir ve E6 ve E7 genleri asaira
ifade edilmeye ugrar. Ote yandan latent olarak enfekte,
benign hiicrelerde viral DNA epizomal olup E6 ve E7 asiri
ifade edilmez. Bu farkin nedeni baska bir erken gen olan
E2'nin E6 ve E7'nin ifadesini denetlemesidir. E2 geni,
viral DNA epizomal iken islev gbrmekte olup tilimlesme
gerceklesmisse etkinsizlesmektedir “8.

Diiglik—-dereceli lezyonlarda, vejetatif wviral
replikasyonun bir belirtisi olarak tim viral genler
eksprese edilir. Bunun aksine, HSIL ve invazif
kanserlerde, viral gen ekspresyonunda E¢ ve E; nin
dominant oldudu kisitlai Dbir kisim vardir. Yapilan

calismalar gostermistir ki, viral genomun bundan sorumlu

esas kismi Eg ve E; bdlgeleridir . HPV/nin hlicredeki



-17-

fiziksel faziyla epitel hiicresinin malignant potansiyeli
arasinda da bir iliski vardar ?*%.

HPV ile enfekte benign lezyonlarda, viral
DNA’ lar ekstrakromozomal plazmidler olarak bulunur ve
¢oJunlukla monomerik cembersel molekiillerdir ancak
kanserlerin c¢oJunda HPV DNA’lar konak kromozomuna

18 24 Ccalismalarin codu, serviksin invazif

entegre olur
karsinomunda konak hiicre genomuna entegre olmus HPV-16
ve HPV-18 DNA’larini g&sterirken bu konuda gbzlenen
ekstrakromozomal entegrasyon minimumdur. Viral
entegrasyon ¢ok siklikla transkripsiyonu dtizenleyen
proteinleri kodlayan E; ve E, ORF’den olur. Virlis konak
hiicre genomuna entegre oldudunda cembersel DNA E1-EZ2 gen
bdlgesinden acilir. Bu entegrasyon, konak kromozomu igin
non-spesifik olmasina ragmen virlis genomu acisindan
spesifiktir. Bu entegrasyonun, E; ve E; genlerinin
deregiilasyonu i1le sonuglandidi ve bunun da hicresel
onkogenlerin aktivasyonuna neden oldugu sanilmaktadir 24,
E, ve E, proteinlerinin yokludunun Eg; ve E; ORF'’lerin
ekspresyonundaki dlizensizligin temelini olusturdugdu
diistiniilmektedir 18 29,

Onkogenlerin etkileri ile patogenez arasinda
direkt bir ilgi kurmak =zordur ancak tersine HPV’/lerin
timdr slpressdr genlerle etkilesimi oldukca aciktair I8,
HPV ORF E,'nin servikal kanserler agisindan Onemi Rb
{izerine olan etkisi ile ilgilidir. Aktif formunda,
fosforile olmus Rb hiicre siklusunun G; fazinda olan
hiicreleri bloke eder c¢ilinkii E,F ailesinden transkripsiyon

faktdrlerine sikica badlidir. Hicre fosforile olunca,

transkripsiyon fakt6rleri serbest kalir ve S fazinin
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progresyonundan sorumlu genleri aktive eder *. E,;
proteini, “Rb paketi” ne kompetitif olarak baglanarak Rb
anti-onkoprotein kompleksini inaktive eder. Bu
inaktivasyon, konak hiicrenin, DNA sentezi ve hiicre
siklusunda gdérev alan birgok geninin transkripsiyonunu
aktive eden ve E;F olarak adlandirilan bir konak
transkripsiyon faktdrinin serbest kalmasina neden
olurt®30,

p53 geninde, delesyon, insersiyon ve nokta
mutasyonun neden oldudu de§isiklikler bircok karsinomda
en sik gérilen genetik olaylardir. p53 geni, hiicre
siklusunu negatif olarak regilile eder ve timdr formasyonu
igin fonksiyon yitirmeye neden olan mutasyonlara neden
olur. pb53’in normal fonksiyonu, DNA hasari olustuktan
sonra hiicre siklusunu G; evresinde dinlenmeye alarak
ekspresyonu artirmaktir. Bu, dinlenme evresi DNA'nin
tamiri ig¢indir vya da tamir olanaksizsa hiicreler bu

30

evrede apoptozise gider HPV-16 gibi yliksek risk grubu

virislerin E6 proteinlerinin, p53 slpressdér genini
inaktive ettidi gosterilmistir ** 3, p537in Es iliskili
disiisti hiicre siklusu regiilasyonunu baskilayabilir . HPV-
16 ve HPV-18 gibi yiiksek risk HPV tiplerinin E; proteini,
diistik risklerinkine kiyasla p53'e daha biliyik afinite
gbsterirler. 1Ilging olarak dilisiik-risk HPV’lerdeki Eg
proteini bu degredasyona neden olma yetenedinde
dedildir. Bu nedenle Eg, kuskusuz, konak hiicreye
entegrasyonda, transkripsiyon faktérd gibi 1is gbrmek
gibi, p53 inaktivasyonundan daha baska gbrevlere

sahiptir 8 30,
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Normal servikste kolumnar epitelden skuamoz
epitele geg¢isin oldudu bir transformasyon zonu vardir ve
HPV’ler coJunlukla bu bélgeye yakin hiicreleri enfekte
ederler. HPV viriisi serviksin bazal epitel hiicrelerine
vajinadan geg¢is bulur, burada c¢ekirdekte replike olur ve
El, E2, E4, E5, E6 ve E7 viral genlerini eksprese
ederler. Enfekte olan bazal hilicrelerde hasar meydana
gelir ve farklilasmaya ve epitel ylizeyine g&¢ etmeye
devam ederler. Epitel ylizeyinde skuaméz hiicreler geg¢ HPV
genlerini (L1 ve L2) eksprese ederler. Enfeksiyéz virtis
partikiilleri olusur ve vajina limenine geger. Ozellikle
yiliksek-risk tiplerle olusan HPV enfeksiyonu HPV iliskili
hafif displazi, CIN3 ve en sonunda da servikal kansere
neden olurlar. Transforme olmus epitel hilicrelerde HPV
genleri konak hiicre kromozomuna entegre olur ve pb3 ve
RB’ye ba§lanan E6 ve E7 onkojenik proteinleri eksprese

edilir %2,

2.6. TANI YONTEMLERI

2.6.1. GOZLE MUAYENE : En basit tani

yéntemidir. Iyi bir aisiklandirma ve hastanin rahat
olmasi c¢ok ©&nemlidir. Labial ve perianal bdlge, vajina

ve anal kanal sigil varlidi acisindan muayene edilir '€,

2.6.2. KOLPOSKOPI: Genellikle smear sonucu
anormal olan hastalar ig¢in kullanilir. Cok gligli bir
1si1k kaynadi ve biiylite¢ yardimi ile 30 kez blylitme
saglar. Kolposkopi yapilmadan o6nce %5'1lik asetik asit

ile epitelde aseto-beyazi olusup olusmadidini gézlenir
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ancak bu, HPV igin spesifik degdildir c¢tinkl bu tip

bdlgelerin 1/3’t HPV ile iliskili degildir €.

2.6.3. PAP-SMEAR: HPV enfeksiyonunun SIL
gelisiminde temel bir olay oldugu ag¢iktir. Bu, SIL’lerin
genellikle HPV DNA igermesine dayanan goézlemler ve HPV
ile enfekte normal servikal epitelin in-vivo ve in-vitro
kogullarda SIL'’in karakteristik o6zelliklerini tasaiyan
histolojik deJisimler gbstermesi esasina dayanir 53, Pap-
smear ile teshisin birincil &zelligi, yiiksek dereceli
lezyonlari tanimlayarak servikal kanserden korunmayi
saglayabilmesidir ancak Pap testin  Thassasiyeti ve
6zglilliglintn geligtirilmesi igin yeni yontemlerin
gerekliligi aciktair 3.

Yanlis negatif pap smear: Pap-smearin yanlig
negatif orani oldukca ylksektir (%20). Yetersiz O&rnek
orani ise %5-10 arasinda degismektedir. Bu oranlar altin
standart kabul edilen testlere gore elde edilmistir 3.

Pap-smear siniflandirmalari: Bu
siniflandirmalar pap-smear kullanilmaya baslandidinda bu
yana olduk¢a gelisme g&stermistir. Su anda kullanilan
standart, Bethesda sistemidir. Bu nomenkiilatiir genis

kabul g¢gdrmesine radmen hala tartisilan yoénleri de

vardirs.

2.6.4.MIKROBIYOLOJIK TANI YONTEMLERI

2.6.4.1.HPV DNA TAHLILI: HPV ile 1liskili

alt genital sistem hastaliklarinin viral tanisi son

yillarda bilimsel olarak olduk¢a ilgi uyandirmistir 3,
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Bununla birlikte servikal karsinomun tespitinde klasik
sitolojik ydnteme ek olarak ya da yalniz basina HPV DNA
testinin kullanilmasi yayginlasmaktadir. HPV DNA testi;
servikal swablarla ¢alisilmasi bakimindan sitolojik
y8ntemdeki &rnekleme problemine kiyasla rahat ayrica da
ucuz bir yoéntemdir !!'. Tim bunlara ragdmen bugiine kadar
jinekologlar ve dider hekimler arasinda HPV DNA testi
cok fazla kabul gérmemistir. Bunun 2 ana sebebi vardir:
1. Var olan ticari HPV testlerinin 6nemli lezyonlari
tespitindeki diisiik hassasiyeti, 2. Servikal kanser
dnctili olan lezyonlarin teshisi ve tespiti ic¢in gerekli
viral dederlendirme igin katkida bulunabilecek biiyik ve

uzun stireli denemelerin olmayisidir 2.

2.6.4.1.1.Southern Blot Hibridizasyon:

Southern blot hibridizasyon testi HPV DNA tahlilinde
altin standart olarak dikkate alainmistir ve bircok
laboratuvarda kullanilmaktadir. Southern Blot yilksek
bir hassasiyete sahiptir ve teorik olarak hlicre basina
yalnizca 1 virus kopyasini bile analiz edebilir. Ancak
taze doku 6rnedi ile c¢alisilmasi gerektidinden gilinltk
kullanim icin oldukg¢a =zaman kaybettirici bir yontemdir
ayrica radiocaktif isaretli problar ile c¢alisildi§indan

klinik kullanim ig¢in pratik degildir3.

2.6.4.1.2.Dot Blot Hibridizasyonu: Dot Blot

Hibridizasyonu, kullanima kolay, ucuz, yliksek
hassasiyetli, basitlestirilmis bir Southern Blot
yéntemidir. Daha o6nceleri 7 problu bir kit iken 7 yeni

HPV tipinin eklenmesiyle yenilenmistir (Digene
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diagnostics-Silver spring, MD ). 6 ve 11 dusiik dereceli
tiplere eklenen yeni disliik dereceli tipler ; 42, 43, 44
ile 16, 18, 31, 33 ve 35, yuksek dereceli tiplere
eklenen intermediate/yliksek risk HPV'ler 51, 52, 45 ve
56'dir. Ancak bu testte de radyoaktif problar

kullanilmaktadir 3.

2.6.4.1.3.Hibrit Capture DNA tahlili: Gada

ve Ilac Yénetimi (FDA)tarafindan onaylanan bir testtir
. % pigene’in hibrit capture DNA tahlili de Dot Blot
hibridizasyonundaki 14 HPV tipini identifiye etme
yetenedindedir. Fakat farkli olarak non-radyocaktif RNA
problari kullanildigindan ¢ok daha ekonomiktir 3, Bu
yéntem, &rneklerin HPV problari kullanilarak hibridize
olmasi ve luminesan bir isaret vermesi esasina dayanir °.
Hibrit capture yéntemi, HPV-DNA var ya da yok seklinde
sonug verir. Ancak diistik risk grubu ve yliksek risk grubu

56

HPV'leri ayri ayri tanimlayabilir Hibrit capture’in

hassasiyeti ¢ok yiiksektir ancak bu hassasiyetle birlikte
6zgiilltik azalmaktadir 3. Ikinci jenerasyon hibrit capture
olan Hibrit capture-II (HCII) tahlili ticari olarak 1998
yilinda piyasaya ¢ikmistir. HCII, non-radyocaktif, hizli
(5 saat), 1likit bir hibridizasyon yontemidir. Yiiksek-
risk tipler (tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59 ve 68) ve diisiik-risk tipler (tip 6, 11, 42, 43,
ve 44) olmak Uzere 18 HPV tipini tespit edebilir ' 4.
HCII'nin avantaji, tiip yerine mikroplateler kullanilmasi
ve 96 kuyucuklu mikroplate okuyucuda kemiliminosan

1, 3

isareti okuyabilmesidir Yapilan ilk ¢alismalar,

HCII’nin 0.2- 1pg HPV-DNA/ml tayin limiti ile orijinal
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hibrit capture’dan daha gtivenilir oldudunu g8stermistir

3, Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile de uyumlu olmasi
bakimindan gelecek vaadedicidir. Bu test, sitolojik
taninin hassasiyetini artirmak ve yanlis dederlendirmeyi

azaltmak amaciyla Snerilmektedir .

2.6.4.1.4.In-situ hibridizasyon: Parafine

yerlestirilmis dokularda non-radycaktif HPV problari ile
calisan (Omniprobe - Digene Diagnostic) ve HPV-DNA
tahlilinde kullanilan bir yontemdir3., In-situ
hibridizasyon, entegre viral DNA’yi gbsteren nilkleer
koyuluk ile epizomal replike olmus virilisi gdsteren
homojen koyuluu belirleyerek, HPV enfeksiyonu igin
alinan 6rnedi calisir®. Diger tekniklere oranla
hassasiyetinin daha diisiik olmasi klinik kullanimini
gliclestirmektedir. In-situ hibridizasyon hiicre basina
20-50 virlisti saptayabilir. Bu nedenle yalnizca pozitif
sonuclarin klinik dederi vardir, yanlis negatif orana

yiiksektir 3.

2.6.4.1.5.PCR (Polimeraz =zincir reaksiyonu):

Hassasiyet ve &zgullik g6z o6nitine alindidinda en uygun
teknik L1 b&lgesinden segilen primerler ile c¢aligilan
PCR’dir. L1-PCR bugiine kadar g&sterilmis en hassas
yéntemdir ve HPV'nin genis bir spektrumu igin
kullanilabilir. Viriis tayininin alt sinira yaklasik 100
viriondur. PCR, kullanimi kolay, otomatize wve HPV
tipleri arasainda ayairt etmeyi de saglayabilen bir

testtir. PCR’1in dezavantaji, Ornekler arasinda c¢apraz
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kontaminasyon dolayisiyla yliksek oranda yanlis pozitif

oranlarin bulunmasidir ¥ 57,

2.7. EPIDEMIYOLOJI

HPV ile genital enfeksiyon, en sik rastlanan
seksiiel yolla bulasan viral enfeksiyonlardan biridir 58,
Son zamanlarda yapilan klinikoepidemiyolojik
calismalarin codunda, HPV 16,18,31 vb. gibi 20’den fazla
dzel tipinin servikal displaziler ve karsinomlar ile
yakindan iliskili oldu§u saptanmistir - 3. 7. 8 9 10, 11, 13
Serviks kanserinin tilkelerdeki dadilim: incelendidinde,
bu kanserin dinyada en ¢ok Kolombiyali kadinlarda
gdriildigli buna karsilik ise 1Israilli kadinlarda c¢ok
seyrek oldudu bilinmektedir 2% 5°,

Genital HPV enfeksiyonu prevelansinin ¢ok
kapsamli bir sekilde saptanmasi zor olsa da son
zamanlarda yapilan c¢alismalar ABD’de seksliel olarak
aktif kadinlarda géritilen genital siéil orani %1, HPV
DNA ile tespit edilmis verilere gbre subklinik
enfeksiyon orani ise $15'tir 2%, Hastaliklari Kontrol
Merkezi (CDC)’ nin bildirdigine gdre ABD’de her yil
750.000 yeni HPV vakasi tespit edilmektedir. Genital
sigil insidansinin son 40 vyilda artis gdsterdigdini
belirten c¢alismalar vardir. ABD ve Birlesik Krallak’ta
genital HPV riskinin vyaklasik olarak %10 oldugu
pildirilmistir?®®.

HPV ile ilgili risk faktorleri sekstiel yolla

bulasan tiim ajanlarin icerdidi risk faktdérlerini kapsar;

birden fazla sayida seksiiel partner, kondom
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kullanilimamaszi, oral kontraseptif kullanimi, O&nceden
seksiiel yolla bulasan hastalik hikayesi, virtsle tekrar
tekrar karsilasma, biittinlidll bozulmamis matlr servikse
kiyasla immatiir adolesan servikse sahip olma , gebelik
ve enfekte kisiyle seks gibi. Son =zamanlarda birden
fazla sekstiel partnerin servikal HPV enfeksiyonlarinda
primer faktdér oldugu bildirilmistir. Tutarla olarak HPV
enfeksiyonu ile 1lgili tek seksiliel 6zellik sekslel
partner sayisidir (tUim hayati boyunca ya da yakin

gecmiste olan) 3. Difer faktérler badimsiz olarak HPV

18, 19, 26 yetersiz sayida

enfeksiyonu ile ilgili degildir
bazi sonuglar, 1ilk «cinsel iliski yasi, 1ilk cinsel
iliskiden sonra geg¢en yi1l sayisi, seksliel iliski
s1kli§i, menstriiasyon sirasinda cinsel iliski ve anal
seks iliskisi gibi diger sekstiel faktdérlerle HPV
arasinda bir iliski oldudunu bildirmektedir 3.

Seksiiel partner, sayisi servikal kanser ic¢in
en 6nemli risk faktériidiir. Ancak HPV(+) olan kadinlarda
seksliel partner sayisinin artmasi servikal kanser
olusumu ac¢isindan riski artirmaz ¢lnkli anahtar risk

8, Daha ®nce seksiiel yolla bulasan bir

zaten olusmustur
hastaliga olan erkekler ile penil kanseri olan
erkeklerin partnerlerinde de HPV i¢in yiksek risk
gorilur 26,

HPV enfeksiyonu, seksiiel partner sayisi ile
dodru orantili yas ile ters orantili olarak iliskilidir.
Diinya c¢apinda artan yasla birlikte HPV enfeksiyonunda
azalma g&riilmektedir. En yliksek oranda HPV enfeksiyonu

13, 28

15-25 yas arasinda goriilmektedir Kondiloma ve

displazi insidansi ise tipik olarak 20'1i yaslarda artais
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gbsterir. Karsinoma in situ insidansi 30’1lu yaslarda ve
yayilan servikal karsinoma insidansi 40’11 yasglardan

16, 18 gerviksteki epitelin tipinin

sonra artig gosterir
de HPV ig¢in bir risk faktori olabilecedi
distinlilmektedir. Bu hipotezi dodrular sekilde bircok
calismada yasin &nemli bir risk faktéri oldudu tespit
edilmistir *°,

Oral kontraseptif kullanimi ve hormonlar,
reprodiiktif 6zellikler, sigara, diyet faktérleri gibi
demografik risk faktérleri ile HPV arasindaki iliski ise

tutarli dedildir 3.

Sigara igmek kanser riskini en az 2
kat artirar. Bu artisin nikotinin igerdigi
metabolitlerin servikal sekresyonlarla karismasi ve DNA
onarim mekanizmasinda bulunan enzimlerle etkilesmesi

16

sonucu oldudu distntlmektedir Bircok epidemiyolojik

calismada da sigara risk faktdrii olarak belirtilmistir
8, vitamin A ya da folat eksikligi gibi beslenme
yetersizlidinin de onkogenezde &6nemli bir rol oynadigi
diisiintilmektedir €. 1Irk, etnik grup gibi sosyodemografik
6zellikler heniiz saptanmamistir. Birgok calismada birgok
irk ve etnik grup kullanilarak insidans ve prevelans
belirlenmis ve difer risk faktdrleri de gbz Oniline
alinarak diizenlenmistir. Tim bu calismalarda Afrikali-
Amerikan kadinlarin beyaz kadinlara oranla HPV insidansi
ve prevelansinin yiiksek oldudu saptanmistir 3.

HSV-2 ve Chlamydia trachomatis gibi diger
genital enfeksiyonlar enflamasyona ve hiicre sayisinin
artmasina neden olarak viral genlerin ekspresyonunu

artirabilirler 1% 6,
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HIV’in yada ila¢ kullaniminin neden oldugu
immiin baskilanmanin da HPV’'nin neden oldudu lezyonlarin
16

gelisimini artirdigi gdsterilmisgtir Servikal

neoplazi, HIV-1 ile enfekte kadinlarda enfekte olmayan
kadinlara oranla 5 kat daha fazla gdériilur .

HPV'nin bulasi, virilisle direkt temas sonucu
olmaktadir. Bu nedenle seksliel yclla bulasi en yaygin
olanidir. Bazi kaynaklarda anogenital b&lgeden diger
bdlgelere ya da diJer bolgelerden anogenital bélgeye
gegisin oldudu durumlardan bahsedilse de bu duruma
genellikle rastlanmaz. Bazi kaynaklarda belirtildigi
gibi, genital b&lgeye hastanin ya da partnerinin elinden
bulasmis olmasi ise mimkin dedildir c¢lnkl genital
b&lgeyi enfekte eden HPV tipleri ile viicudun dider
bélgelerini enfekte eden HPV tipleri farklidir €. Ancak
bazi1i durumlarda; oral ve anal seks ile agiz, bodaz ve
anlise de bulasabilmektedir. Anneden fetiise, plasenta ile
gecip gecmedidi kesin olarak bilinmemektedir ancak
bircok ¢ocudun orofarinksinin normal dodum sirasinda

20, 24, 25, 63 yapilan bazi

enfekte oldufu bildirilmistir
calismalarda 12 vyas ve alti okul ¢adi c¢ocuklarda HPV
tespit edilmis ve bu nedenle esyalar aracilidiyla bulas
lizerinde durulmus ancak bu konu bu giine kadar
calisilmadidi ig¢in arastirmacilar bu gocuklarin cinsel

tacize maruz kaldiklarini diistinmiislerdir €.
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3. MATERYAL-METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Calisma Gruplarz

Calismamizda Gazi Universitesi Kadin Hastaliklari
ve Dogum Poliklinigine vajinal kasainti, kasik adraisi,
adet diizensizligi, distiri, disparoni, wvajinal akainta,
gaita yapamama, memede kitle, gocuk istemi
sikayetleriyle ve rutin kontrol, menopoz kontrol ve
check-up gibi HPV ile direkt iliskili olmayan nedenlerle
gelen rasgele secilmis 149 kadindan servikal swablarla
alinan l'er brnek Gazi Universitesi Hastanesi
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarina, smear firgasi
ile alinan 1'er ©&rnek ise es =zamanli olarak Gazi
Universitesi Hastanesi Patoloji Laboratuvarina
gdnderilmistir. Calismaya alinan kadinlardan 1 tanesi
virgin oldugu i¢in vajinal sirinti 6rnedi alinmis, digder
hastalardan ise servikal drnekler alinmastir. Tlm
hastalara uygulanan ankette; yas, evlenme yasi, partner
saylisi, korunma yéntemi, partnerde HPV o&ykiisii, gebelik

say1si, dodum sayisi ve abortus sayisi sorulmustur.



-20-

3.2. METOD

3.2.1. Digene Hibrit Capture Sistemi ile HPV

DNA analizi

3.2.1.1 Ayrac ve materyaller

% 60 tip

% 1X2 ml negatif kontrol: Sodyum-azidli 6zel
tasima besiyerinde (STM) tasiyici DNA

< 1Ximl pozitif kontrol B: 10 pg/ml olarak
hazirlanmis HPV16 DNA ve tasiyici DNA (STM ig¢inde)

% 1X30 ml denatiirasyon ayraci (DR) : Dillle
edilmis NaOH soliisyonu

% 1X0.35 ml indikatdr Dboya: Sodyum-azid
igeriyor

% 2X2.5 ml probe sulandirici: Sodyum-azidli
tampon solisyon

% 1x55ul HPV prob B: HPV
16/18/31/33/35/45/51/52/56 RNA prob kokteyli (tampon
sollisyon ig¢inde)

¢ 1X18ml kesif (detection) ayraci 1: Sodyum-
azidli tampon soliisyonu iginde RNA:DNA hibritlerine godre
hazirlanmis alkalen fosfataz konjuge antikorlar (murine
monoclonal)

@ 1X19ml kegif ayraci2: LumiPhos® 530

% 1X159 gr vyikama tamponu: Sodyum-azid
iceriyor

% 1X60 vidali kapakli ornek tiupleri: 1ml

8rnek alacak sekilde
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% 1X60 hibridizasyon tipleri

% 2X30 hibridizasyon tip kapagi

4 1X60 yakalama tilpleri: RNA:DNA hibritine
6zglil olarak Ab’la kaplanmis
% 65 + 2°C su banyosu
% Vorteks
<% Istenilen hiza gére ayarlanabilen
calkalayici
% Yikama aygzirt:i

% DCR-1™ luminometre

% Hibridizasyon bulasik sporu

% 20-200ul tasiyabilen mikropipet, RNAaz-
free pipet ucu (steril)

% 50-250 ve 500pl tasiyabilen repeater pipet
ve disposable pipet ucu

< I1ml ‘lik disposable pipet

+% Disposable banko &rtiisti, havlu, eldiven ve
%5'1ik sodyum hipoklorit

<% Parafilm

% 12X75 polystiren tlip (DR2 icgin)

% Saat

% Mikrosantrifiij (13000qg)

% 2ml’1lik mikrosantrifiij tipt {konik
tabanlai)
% Mikrosantrifij tupleri ig¢in wvidali kapak
% 5ml disposable transfer pipet ucu

% Ornek tasima besiyeri
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3.2.1.2. Ayracg hazirlama ve saklama
kosullara

1.Kit 2-8°C’de muhafaza edildi. Vidala
kapakli brnek tipleri, hibridizasyon tipleri,
hibridizasyon tip kapaklara ve yikama tamponu

15-25°C’de muhafaza edilebilir.

2.DR, prob sulandirici, prob B ve yikama
tamponu haricindeki tum ayraglar kullanima hazirdi.

Denatifirasyon ayraci: Oncelikle denatiirasyon
ayraci sisesine 3 damla indikatér Dboya eklendi ve
karistirildi. Bir kez hazirlandiktan sonra 2-8°C’de 3 ay
korunabilen DR ayracinin rengi koyu mora déndikten sonra
kullanildi. Hazirlanan tarihe g6re mutlaka etiketlendi.
Eer renk solmussa kullanmadan o6nce 3 damla daha
indikatér boya eklendi.

HPV prob-B kokteyli: HPV prob B sisesi, sivi
kisim sisenin dibine inene kadar santriftij edildi. 50pl
HPV prob B, pipet ucu sisenin ig duvarina
yerlestirilerek c¢ekildi ve prob sulandirici igine
aktarildz. Pipet ucu prob sulandiricinin igine
deddirilmedi. 30 saniye maksimum hizla vortekslendikten
sonra “HPV prob B kokteyli” olarak etiketlendi. HPV
problara -20°C’'de 2 ay korunabilir. Kullanmadan &nce
tekrar karigstiralds. RNAaz-pipet ve pipet ucu
kullanilda. Oldukcga viskoz olan HPV problari
hazarlanirken tam karisma olmazsa yanlis sonuca neden
olabileceginden prob pipetle c¢ekilirken ¢ok dikkatli
davranildi.

Yikama tamponu: Hazirlandiginda 2-25°C’de 3

ay korunabilen ve gerekirse kullanmadan &6nce 20-25°C’ye
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Gikarilabilen yikama tamponu yakalama islemi sirasinda
hazirlandi. Yikama tamponu paketinin tim icerigi 3 1t
distile ya da deiyonize suda cozinlinceye kadar
karistirildi. Kontaminasyon ve buharlasmayi onlemek icin
karisimin hazirlandigi kabin kapadi: kapatildi. Yikama
aygitinin bakteri ve kiflerde bulunan alkalen fosfataz
ile kontaminasyonunu ¢nlemek igin her 3 ayda bir $5’1lik

sodyum hipoklorit ve distile suyla yikanmasi 6nerilir.

3.2.1.3. Orneklerin toplanmasi ve kullanimi

Servikal swablar: HPV DNA analizi, Digene
specimen collection kit- cat.no.5100-0020’e gdre ornek
tasima icin tasarlanmistir. Ornekler alindiktan sonra 2
haftaya kadar oda 1sisinda saklanabilir ve soJutma
uygulanmadan laboratuvara ulastirilabilir. EJer analiz 1
hafta iginde yapilacaksa 2-8°C’de, 1 haftadan sonra
yapilacaksa -20°€ ' de korunur. Yaptigimiz calismada

laboratuvara getirilen drnekler -20°C’de korundu.

Sekil.3. Klinik o&rnekler, igindeki DNA ‘nin korunacagi

sekilde STM icinde laboratuvara ulasir.
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50pl alinip hazirlanmis olan hibridizasyon tiplerine ve

kontrol tiplerine eklendi.

Sekil.4. DNA’nin, kendine 6zgl RNA probu ile

birlesip RNA:DNA hibriti meydana getirmesi.

inkiibasyon sonrasi 6rnekler ve kontroller su
banyosundan ¢ikarildi. Calkalayicida 11004100 rpm’de 30
sn ¢alkalandi ve sogumalari igin en az 5 dak beklendi.

Tuplin kenarlarina bastirarak mumkiin olan en
az miktarda sivi emmesi sadlanacak sekilde swablar ornek
tiplerinden ¢ikarildi.

Hibridizasyon tuplerine 150upl ornek alandi.

Tiplerin agzi kapatilip calkalayicida
11004100 rpm’de 3+2 dak g¢alkalandi. Calkalama sonrasi
kontrollerin ve &rneklerin rengi sariya dénmelidir. Hala
mor olan 6rneklere prob eklendi.

Tekrar 65+2°C’de su banyosunda 60+5 dak
inkibe edildi. Bu siirede yakalama tiipleri hazirlanip ve
etiketlendi. Kullanilana kadar adgizlari parafilmle
kapatilda.

6. Hibrit capture: Hibridizasyon tiipleri su
banyosundan c¢ikarildi ve en az 5 dak soJumalari

beklendi.
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1ml’lik transfer pipetle kontrol ve Ornek
tiplerinin bitun igerigi yakalama tiplerine aktarildi.
Her transfer ig¢in ayri pipet ucu kullanildi.

Yakalama tiplerinin agzi parafilmlenip
shakerda 20-25°C’'de 60+5 dak c¢alkalandi. Bu esnada
yikama soliisyonu hazirlandi.

Yakalama islemi sonrasinda tiplerin igerigi

bosaltilda.

Sekil.5. RNA:DNA hibritlerinin yakalama tiuplerinin

dibindeki RNA:DNA hibritine-spesifik antikora tutunmasi.

7.Hibriti denetleme: DR1’den 250pl yakalama

tiiplerine aktarildi. 20-25°C’de 3043 dak inkiibe edildi.

Sekil.6. Yakalama tiplerine tutunan RNA: DNA
hibritlerine alkalen fosfatazin baglanmasi.
8. Yikama: Inkiilbasyon sonrasi tiipler sporuyla

birlikte bas asad1i cevrilerek igerikleri lavaboya
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bosaltildi. Bu isglem 5 kez tekrarlandi. Tipler en az 5
dak kurutma kagidi tzerinde siziildi.

9. 8on (signal amplifikasyon): 250’ser pl DR2
tim yakalama tiiplerine aktarildi. Tupler parafilmle
kapatilip 1isiktan uzak bir yerde 20-25°C’de 3015 dak
inkiibe edildi.

10. Okuma: Nemli bir bezle vyakalama
tiiplerinin tabanlari dikkatlice silinip Jluminometrede

okundu.

Sekil.7. Kemiliumenesan substratin, alkalen

fosfataza baglanmasi.

4. BULGULAR

Calismaya aldigimiz 149 hastanin 10’unda (%6.7)
Digene Hibrit Capture-I yoéntemi ile HPV DNA pozitif
olarak bulunmustur. HPV DNA’s1 pozitif olan kadinlarla
negatif olan kadinlar arasinda; yas, ilk cinsel iliski
yasi, partner sayisi, korunma yoéntemi olarak kondom
kullanilip kullanilmamasi, partnerde HPV oykiist, gebelik
sayisi, canli dodum sayisi ve abortus sayisi bakimindan
farklilik olup olmadigi arastirilmis ve istatiksel
olarak degerlendirilmis, ayrica patoloji

laboratuvarindan alinan sitolojik degerlendirme
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sonuglari ile hibridizasyon sonuglari karsilastirilip
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Calismaya alinan 149 kadindan; HPV DNA’s1 pozitif
olan 10 tanesinin yas ortalamasi 42.3, diger 139 kadinin
yas ortalamasi 37.75 olarak bulunmustur. Daha sonra tim
degerler Mann-Whitney Testi ve T-testi ile
degerlendirilmis ancak bu testlerde sirasiyla p=0.212 ve
p=0.175 olarak yani p>0.05 olarak bulundugu igin pozitif
ve negatif hasta gruplari arasinda yas bakimindan
anlamli bir farklilik bulunmamistir.

Tablo.3.HPV DNA’s1 pozitif ve negatif olan

kadinlarda yas ortalamasi.

Toplam sayi Yas ortalamasi
HPV DNA (+) 10 42.30
HPV DNA (-) 139 37,75

HPV DNA’s1 pozitif ve negatif olan kadinlarin ilk
cinsel iliski yaslarina bakildiginda; pozitif olanlarin
ilk cinsel iliski yasi ortalamasinin 19.4, negatif
olanlarin ilk cinsel iliski yasi ortalamasinin 21.68
oldugu bulunmus ancak sonuglar Mann-Whitney ve T
testleri ile deferlendirildiginde sirasiyla p=0.628 ve
p=0.142 olarak yani p>0.05 olarak bulundugu igin HPV DNA
pozitif ve negatif kadinlar arasinda ilk cinsel iliski

yasi bakimindan bir fark bulunmamistir.
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Tablo.4. HPV DNA’s1 pozitif ve negatif olan

kadinlarda ilk cinsel iliski yasi ortalamasi.

Ilk cinsel iliski
Toplam sayl
yasl ortalamasi

HPV DNA (+) 10 19.40
HPV DNA (-) 139 21.68
Calismaya alinan kadinlar partner sayisi

bakimindan da sorgulanmis ancak tim hastalarin yalnizca
2 tanesinin(%1.34) partner sayisi 1’den biyiik oldugu ve
bu kadinlarin HPV DNA’s1i da negatif oldugu igin
istatistiksel dederlenme sonucunda p=1 olarak bulunmus
yani anlamli bir fark bulunamamistir.

HPV DNA pozitif ve negatif kadinlar arasinda
korunma yéntemi olarak kondom kullanilip kullanilmamasi
arastirildiginda; tim kadinlarin 29'unun ($19.4) kondom
ile korundugu, bu 29 kadinin yalnizca 1’inin (%3.44) HPV
DNA’sinin pozitif oldudu digerlerinin HPV DNA’sinin
negatif oldugu saptanmis ancak Ki-kare testiyle yapilan
istatistiksel degerlendirme sonucunda p=0.682 yani
p>0.05 olarak bulunmustur. Bu durumda HPV DNA's1 pozitif
olan ve negatif olan kadinlarin arasinda kondom
kullanmasi bakimindan anlamli bir fark bulunamamistir.

Kadinlar partnerlerinde daha o&nceden belirlenmis
HPV oykiisi olup olmamasina gére degerlendirildiginde 5
kadinin partnerinde HPV &ykiisi oldugu belirlenmis ancak
bu 5 kadinin hicbirinde HPV DNA pozitif olarak
bulunmamistir. Bu nedenle Ki-kare testiyle p=1 olarak

bulunmus yani anlamli bir farklilik saptanmamigtir.
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Kadinlarin gebelik sayilari degerlendirildiginde
HPV DNA sonucu pozitif olan kadinlarin gebelik sayisi
ortalamasinin 2.90;, HPV DNA sonucu negatif olan
kadinlarin gebelik sayisi ortalamasinin 2.97 oldugu
bulunmus. Bu dederler istatistiksel olarak Mann-Whitney
ve T testleri ile degerlendirildiginde p degeri
sirasiyla 0.761 ve 0.911 olarak vyani p>0.05 olarak
bulundugundan iki grup arasinda gebelik sayisi

bakimindan anlamli bir farklilik saptanmamistair.

Tablo.5. HPV DNA’si pozitif ve negatif olan

kadinlarda gebelik sayisi ortalamasi.

Toplam Gebelik sayisi
say1l ortalamasi
HPV DNA (+) 10 2 .90
HPV DNA (-) 139 2190

Kadinlarda canli dodum sayilsi incelendidinde;
canli dodum sayisi ortalamasi, HPV DNA’si pozitif olan
hastalarda 2.30, HPV DNA’s1i negatif olan kadinlarda 1.83
olarak bulunmustur ancak Mann-Whitney ve T testleri ile
bulunan p deerleri sirasiyla 0.349 ve 0.238 oldudu yani
p>0.05 oldugu ig¢in iki grup arasinda canli dodum sayisi

bakimindan da bir farklilik bulunamamistir.
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Tablo.6. HPV DNA’s1i pozitif ve negatif olan

kadinlarda canli dodum sayisi ortalamasi.

Canli dodum sayisi
Toplam sayi

ortalamasi
HPV DNA (+) 10 1.38
HPV DNA (-) 139 Sl

Kadinlarda abortus sayisi incelendiginde abortus
sayisi ortalamasinin HPV DNA’s1i pozitif olan hastalarda
0.1, HPV DNA’s1 negatif olan kadinlarda ise 0.43 olduju
tespit edilmistir. T testi ile istatistiksel incelemesi
yapildiginda p=0.019 yani p<0.05 olarak bulunmus ve
pozitif hastalar ile negatif kadinlar arasinda abortus
sayisi bakimindan diger parametrelere oranla, anlamli

bir farklilik bulunmustur.

Tablo.7. HPV DNA’s1 pozitif ve negatif olan

kadinlarda abortus sayisi ortalamasi.

Toplam sayi Abortus sayisi ortalamasi
HPV DNA (+) 10 g.1
HPV DNA (-) 139 0.43
Patoloji laboratuvarindan alinan sonuglar

incelendiginde patolojik inceleme sonucu HPV ile uyumlu

bulgular ya da CINI, CINII ve CINIII olarak ¢irkan yani
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pozitif olan 6 hastanin yalnizca 1 tanesinde HPV DNA
pozitif olarak bulunmus, HPV DNA’s1 pozitif olan ancak
patoloji sonucu negatif olan 9 hasta bulunmustur. Ki-
kare testiyle bu 2 testin bulgulari karsilastirilmis
ancak p>0.05 oldugundan aralarinda anlamli bir fark

bulunmamistir.

5. TARTISMA

Epidemiyolojik ve virolojik bilgiler, skuamtz
serviks kanserlerinin %95’ inde HPV DNA oldugunu
bildirmektedir $ 2°. Geri kalan $%5’lik kisminin ise
muhtemelen tanimlanmamis HPV tipleri ile iliskili oldugu
distnilmektedir. Yapilan uluslararasi bir galismada 1000
hastada servikal kanser varligi arastirilmistir. Elde
edilen bilgiler HPV tiplerini ve diger risk faktoérlerini
igermektedir. Bu bilgiler HPV tip 16,18 ve 31 ile kanser
arasindaki iliskiyi dogrulamaktadir. Ulkelerarasi
prevelans oranlari 10/100.000’den 40/100.000’e kadar
degismektedir. En yiksek oranlar gelismekte olan

iilkelerden elde edilmistir 2°.

Gelismekte olan tlkelerde
oldukca yiiksek serviks kanseri insidansinin nedeni,
servikal lezyonlarin invazif kansere ilerlemeden &nce,
preinvazifken saptanarak tedavi etmeyi amaglayan etkili

tarama programlarinin olmayisidir ¢S, Tum diinyada, HPV

enfeksiyonu ¢ogunlukla sitolojik olarak
tanimlanmaktadir. Ancak tiim HPV enfeksiyonlarinda
sitolojik dedisiklik saptanamamaktadir. Bu nedenle

prekanserdz servikal lezyonlarin erken tanisi icin pap-

smear testinin yani sira HPV' yi tanimlayarak
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tiplendiren uygun tarama testlerinin gerekliligi

aoikcir s P %A

Bunun icin en siklikla kullanilan
yéntemler Hibrit Capture Testi (Digene, Silver Spring,
MD) ve birgok farkli primer ile calisilabilen PCR
yéntemleridir“. Ote yandan, molekiiler teknikler oldukca
gelismesine ragmen, Papilloma Viris enfeksiyonunun
tespiti igin sitoloji, kolposkopi ve el biyitecinin
kullanilmasi; ornedin nereden alinacaginin belirlenmesi
ve HPV ile iliskili neoplazinin derecesinin belirmesi
icin kullanilmaya devam edilmelidir 25 A. R. Morse ve
arkadaslari, yaptiklari calismada DNA hibridizasyonu ile
pozitif bulduklari hastalarin $%10'unda sitolojik bir
degisiklige rastlayamamis, HPV DNA’s1 pozitif olan
hastalarin %75'inde sitoloji ile de pozitif sonug
bulmuslardir. Bu, sitolojik yéntemin duyarliliginin
distik olmasi ya da hibridizasyonun ozgilldginin dustik
olmasindan kaynaklanabilir ancak DNA hibridizasyonu
hiicre basina 10 kopyadan daha az viral DNA saptayabilen
bir yontemdir ve servikal swablarla calisildigar igin

sitolojide oldugu gibi ornekleme hatalari soz konusu

degildir ®. Gok genis kullanimina ve faydalarina ragmen
pap-smear testinin servikal kanser dnctillerini
tanimlamadaki duyarliliga hala tartisilmaktadar.

Preinvazif ve invazif kanser lezyonlarinda yanlis

negatif sonuclar oldukca yaygindir .

Ayrica sitolojinin
dzglillitkle ilgili sorunlari da vardir. PCR ve hibrit
capture sonuglarinin CIN II ve CIN III'de sitolojiye
kiyasla daha duyarli olduklary bilinmektedir o8,
Almanya’da yapilan bir c¢alismada, servikal sitolojileri

negatif olan 65 yas ustd kadinlarin %$3.5"'inde HPV DNA
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6,  Bizim c¢alismamizda

pozitif olarak bulunmustur
sitoloji sonucu pozitif olan toplam 6 hastanin yalnizca
1 tanesinde HPV DNA pozitif olarak bulunmus, HPV DNA’s1
pozitif olan ancak sitoloji sonucu negatif olan 9 hasta
bulunmustur. Bu c¢alismada yalnizca karsinojenik HPV
tiplerini igeren prob B kullanildigi ve karsinojenik
olmayan HPV tipleri saptanmadidi icin sitolojisi pozZitif
ancak hibridizasyonla negatif olan sonuclar buna bagdli
olarak aciklanabilir. Hibridizasyonla pozitif ancak
sitolojisi negatif olan sonuglar ise henliz patoloji
olusturmamis erken safhada bir HPV enfeksiyonunu
gdsteriyor olabilir. Sitolojik ve mikrobiyolojik
sonuglar istatistiksel olarak bizbd el ile
karsilastirildiginda ise 2 sonug¢ arasinda anlamli bir
farklilik saptanmamistir.

Hibrit capture y®éntemi (Digene Diagnostics, Silver
Spring, Maryland, USA) radyoaktif olmayan duyarli bir
yéntem olarak gelistirilmistir. Southern hibridizasyon
ile %90 ortismektedir 7. Southern blottan farkli olarak
radyoizotoplar kullanilmadigi icin genis kabul
gérmiistir. Ayrica southern blotta hicre basina 0.1-0.5
DNA kopyasi yakalanabilirken Hibrit capture hicre basina
0.05 HPV DNA kopyasini yakalayabilir . D. R .Brown ve
arkadaslari yaptiklari c¢alismada hem hibrit capture
yéntemini hem de southern blot hibridizasyonu kullanarak
HPV DNA tayini yapmis ve tim vakalarda iki testin
sonuglarini uyumlu bulmuslardir »,

Hibrit capture y®éntemi; tani laboratuvarlarinda
genis bir kullanim alanina sahip yeni bir tekniktir. Bu

yéntem 6 saat silirer ve bunun yaklasik 4 saati inktbasyon
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ve hibridizasyon esnasinda gecmektedir. Bu nedenle fazla
hasta sayisi ile calisilabilmektedir. Amplifikasyon
asamas1i olmadigi icin kontaminasyon riski dolayisiyla da
yanlis pozitif olasiligy cok distktdr 7. HABYLE
capture’in bir dezavantaji, prob gruplariyla calisildiga
icin ¢oklu viris gruplarini tayin edebilmesi, spesifik

tiplendirme yapamamasidir =,

Digene tarafindan yeni
gelistirilmis olan Hibrit Capture II sistemi ise
mikroplateler ile c¢alisildigr igin daha kolay bir
yéntemdir - C.Clavel ve arkadaslara, yaptiklari
calismada HCII yontemi ile HPV tayini yapmislar ve
sitolojisi normal olan kadinlarda HPV DNA pozitif
sonuglar bulmuslar ve bu kadinlarin 6 ayda bir pap-smear
testi ile birlikte HPV DNA testini de tekrarlatmalarinin

14 Tayvan’da yapilan bir

uygun oldugunu bildirmiglerdir
¢alismada HEIT yénteminin duyarliliginan, yuksek
dereceli CIN ya da kanser teshisi agisindan ¢ok uygun
oldugu belirtilmistir 2.

Bircok c¢alismada HCII yénteminin, Hibrit capture
I'e gbre daha duyarli oldugu belirtilmekte hatta HC
II’nin duyarliliginin 30 -yas alti kadinlarda %100, 30
yas istd kadinlarda $81 oldudu belirtilmektedir. Bu
sonucglari, J. C. Shlay ve arkadaslari da yaptiklari
calisma ile dogrulamistir !t M. M. Brennan ve
arkadaslari yaptiklari bir calismada HPV  tespiti
agisindan PCR ve Hibrit capture-I yéntemlerini
karsilastirmislardir. Calismanin sonucunda Hibrit
capture-I yénteminin kolaylikla tani koymak igin

kullanilabilecedini ancak Hibrit capture-I ile negatif

cikan orneklerin PCR ile tekrar galisilmasinin Hibrit
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capture-I yénteminin duyarliligini artiracagini
belirtmislerdir . Bir baska c¢alismada ise J.Konya ve
arkadaslari, PCR ile calisilan ve pozitif bulunan
érneklerin Hibrit capture ile tekrar c¢alisilmasinin
boylece de yanlis pozitif sonuglarin ortadan

kaldirilabilecedini onermislerdir €.

J.Cope vyaptiklari
calismada, “PCR ve Hibrit capture testleri, klinik
sonuglar agisindan birbirini tamamlayan testlerdir”

70, Bir baska galismada P. Schneede

sonucuna varmislardir
ve arkadaslarai, servikal smear o6rneklerinde HPV DNA
tespitini hem HEIT yoéntemi ile hem de PCR
(MY09/1lprimerleri) ile calismislar ayrica sonuglari
sitoloji ve kolposkopi sonuclariyla da
karsilastirmislardir. Calismanin sonucunda HC II ve
PCR’1 %73 wuyumlu bulmuslardir 67, C. Bergeron Ve
arkadaslarinin yayinladidi calismada Hibrit capture II
yéntemi Hibrit capture 1I'den daha duyarli olarak
bulunmus ve Hibrit capture II ile PCR sonuglarinin cok
uyumlu oldugu belirtilmistir. Bu bilgiler bircok baska
calismada da belirtilmis ve HC II sisteminin HC I'den

I B, Yaptalamiz

daha duyarli oldugu bildirilmistir
calismada, hibrit capture-I yoéntemi ile, 149 hastanin
10’u HPV DNA pozitif olarak tespit edilmistir. Benzer
bir calisma 2000 yilinda Tubitak-Zekai Tahir Burak Kadin
Hastanesi ve Diizen Laboratuvarlari isbirligi ile
yapilmis ve Baskent’ teki 100 kadina PCR testi
uygulanmistir. Bu kadinlardan 10’unda HPV DNA tespit
72

edilmistir Bu oranlar literatiire kiyasla daha disik

olmasina ragmen, tum Tirk toplumunu yansitmadigi ve
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yalnizca belirli bir bolgeyle sinirli oldugu igin bu
farklilik olusmus olabilir.

HPV ile yas arasindaki iliskiyi agiklayan 2
hipotez vardir. Bir hipoteze gb6re immunite ya da
hormonal degisiklikler yasli kadinlarda HPV
enfeksiyonunu énliyor ya da temizliyor olabilir
denmektedir. Bu imminolojik ve hormonal faktérlerin yani
sira yasli kadinlarda seksiiel partner sayisinin daha az
olmasi da HPV-yas iliskisini aciklamaya yardim eder.
ikinci hipotez; HPV-yas iliskisinden sorumlu dolayli bir
etkiyi onermektedir. Bu hipotez, 1960’lar ve 1980'ler
arasinda klinik HPV enfeksiyonunun artmasi ile
desteklenmektedir. Yasli kadinlarin HPV ile HPV’nin
prevelansinin yitiksek oldugu bir doénemde yasayan geng

13

kadinlara oranla daha az karsilastigini onerir Ayrica

latent enfeksiyon da geng¢ kadinlarda daha yasli olanlara

oranla daha fazla gériilir 2. Meisels, genis bir &rnek

grubunda (pap smear ©ornekleri) premenopozal kadinlarda

( £25 yas) daha yasli kadinlara gére daha yiiksek bir HPV

prevelansi saptamistir 2.

J. W. Sellers ve arkadaslari HCII ile yaptiklara
¢alismada 20-24 yas arasindaki kadinlarda HPV

prevelansini (%24), 45-49 yas grubuna goére (%3,4) daha

73

fazla bulmuslardir L. Koutsky’nin yayinladigi calisma

da bu sonu¢ ile uyumludur 28 pe Villiers ve arkadaslari

HPV DNA tespiti ile yas arasinda ters orantili bir

25

iliski oldugunu bulmuslardir Bugtinlerde, yas gruplari

arasindaki iliskinin bu kadar kesin olmadigi ve seksiliel
aliskanliklarin, HPV prevelansi ile yas arasindaki

13, 60

iliskiyi etkileyebildigi distnilmektedir Bunun
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disinda galismaya alinan kadinlarin ortalama yasinin 46
civarinda oldugu calismalarda ortalama yasin 24
civarinda olduju ¢alismalara oranla HPV orani daha disik
olarak bulunmustur 25 Bizim c¢alismamizda HPV DNA’s1
pozitif ve negatif olan kadinlarin yas ortalamalari
birbirine yakin oldudu ve toplam ortalama yas 38 oldugu
icin HPV DNA pozitif ve negatif kadinlar arasinda yas
bakimindan bir farklilik saptanmamistir.

Sekstiel aliskanliklar bakimindan en onemlisi HPV
ile primer olarak iliskili olan partner sayisidir % .,
J.R.Daling ve arkadaslari 5 ya da daha fazla partner
sayisinin ve ilk cinsel iliski yasinin kiiglik olmasinin
skuaméz kanserlerin gelisiminde ®nemli risk faktérlerini
oldugunu belirtmislerdir. Ancak ilk cinsel iliski yasa
ile HPV arasindaki iliski agik degildir %% 7%, 11k cinsel
iliski yasi diustikce HPV ile enfekte olma riskinin
arttigini bildiren vyayinlar vardir ancak bu iliski
partner sayisina baglanmakta ve ilk cinsel iliski yasa
diistik olan kadinlarin hayatlari boyunca sahip olduklari
partner sayisinin daha fazla olmasindan
kaynaklanabilecedi diistintilmektedir ?®. Bizim calismamizda
partner sayisi ile HPV enfeksiyonu arasindaki iliski
anlamli bulunmamistir (p>0.05). Ancak bunun sebebi
tilkemizde partner sayisinin ABD gibi partner sayisinin
yiksek oldugu tilkelere kiyasla diisik olmasi hatta
hastalarin ¢odunun yalnizca 1 partnerinin olmasidir.

Buchanan J; Moscicki ve arkadaslarinin “HIV ile
enfekte kisilerde olmayanlara goére daha fazla HPV

enfeksiyonu orani” buldugunu bildirmistir’. P. Ammanuta

ve arkadaslari yaptidi c¢alismada; PCR ve hibrit capture
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yéntemleri ile, HIV (+) olan kadinlarin serviksinde
HILY( =) olanlara oranla HPV varliginin daha fazla
oldugunu géstermistir®®.

Bircok c¢alismada, menarsdan ilk cinsel iliskiye,
enfeksiyon tespit edildiginde menstriiel siklusun hangi
asamasinda olundugundan viriisin alindi§i yasa, abortus
hikayesi, gebelik sayisi ve o andaki gebelige kadar
bircok durum ile HPV arasindaki iliski saptanmis fakat
kesin sonuglar bildirilmemistir. Gebelerde riskin
arttigi disintilse de heniiz kesin bir sey sdylemek mimkin
degildir®.

Canli dogum sayisi (parite) da buglin bircok
calismada risk faktdrdi olarak gésterilmektedir ancak
parite ile HPV iliskisi uyumsuz sonuc¢lar igcermektedir.
Shlay J ve Bosch F yayinlarinda “lspanya ve Kolombiya'da
yapilan calismalarda parite ile HPV enfeksiyonu arasinda
herhangi bir iliski tespit edilemezken, Brezilya'da
yapilan bir calismada artan parite ile HPV enfeksiyonu
riskinin arttigina dair sonuglar elde edildigini”
bildirmistir®+ . Bizim calismamizda canli dodum sayisi
ortalamasinin pozitif olan hastalarda negatif olanlara
gére daha fazla oldudu saptanmis ancak ikisi arasinda
anlamli bir fark saptanmamistir. Bu bulgu Ispanya ve
Kolombiya’da yapilan galismalar ile uyumludur. Kuzey ve
Giiney Amerika’da yapilan farkli calismalarda da parite
ile HPV enfeksiyonu riski arasinda lineer bir iligki
oldudunu saptayarak, Brezilya’da yapilan ¢alismaya
uyumlu sonuglar elde etmislerdir 2l

Korunma yéntemi de HPV enfeksiyonu agisindan

bircok ¢alismada risk faktdri olarak bildirilmistir. 12
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y1l ve daha fazla siireli oral kontraseptif kullaniminin
riski artirdigi birgok epidemiyolojik calismada
belirtilmekte ancak bu farkin oral kontraseptif kullanan
kadinlarin daha diizenli olarak kontrole gitmeleri ve
kullanmayanlara oranla daha fazla jinekolojik muayene
olmalari dolayisiyla da daha fazla HPV tespit ediliyor
olabilecedi de dusinlmelidir B Kondom kullaniminin
virtisin bulasmasinda koruyucu bir rolii olup olmadigi
hentiz kesin dedildir. Ancak kondomun tim lezyonlari
kapatabilmesi durumunda koruyucu bir rolu oldugu

13, 76 Bizim galismamizda tim kadinlarin

diisiintilmektedir
29'unun (%$19.4) kondom ile korundugu, bu 29 kadinin
yalnizca 1’inin (%3.44) HPV DNA’sinin pozitif oldugu
digerlerinin HPV DNA’sinin negatif oldugu saptanmisg
ancak kondom kullananlar ve kullanmayanlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilaik

bulunmamistir.

Vitamin A ya da folat eksikligi gibi beslenme

faktérlerinin de risk faktora olabilecedi
belirtilmistir. Seksiel dzelliklerle birlikte bu
6zelligin de dederlendirilmesi servikal kanser

oranlarindaki tiilkeler arasi farkin ac¢iklanmasina da
yardimci olabilir 5.

Irk ve etnik grup gibi &zelliklerin bir risk
faktori olup olmamasi hentiz bir kesinlik kazanmamakla
birlikte; Tortolero-Luna G ve arkadaslari “Ley ve
arkadaslarinin Kaliforniya’daki Universite &6grencileri
ile yaptiklari bir calismada HPV prevelansini, Afrikali-

Amerikan kadinlarda S0, Beyaz kadinlarda %47 ve

Hispanik kadinlarda %41 olarak” buldudunu bildirmistir.
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Ayni yayinda Hildesheim ve arkadaslarinin Washington’da
yaptidi benzer bir caligsmadan da bahsedilmis ve HPV
prevelansinin, “Afrikali-Amerikan kadinlarda %44, Beyaz
kadinlarda $32 ve Hispanik kadinlarda %24 olarak”
bulundudu bildirilmistir *3.

Sonug olarak; yapilan calisma dodrultusunda Hibrit
capture-I testinin, pap-smear testine oranla daha fazla
pozitif deder saptadigi gorilmistir. Bu bulgu, birgok
galismada da belirtildigi gibi pap-smear testinin
molekiiler biyolojik bir testle desteklenmesi fikrini

dogeiliamnakt agap 1507 1ok 66,

HPV enfeksiyonunun baslangi¢
asamasinda iken tespit edilebilmesi, ileride
olusabilecek kanser riskine karsi erken 6nlem alinmasini
saglayacaktir.

Dederlendirmeye aldigimiz diger risk faktérleri
ile HPV iliskisi heniiz kesinlik kazanmamistir B, Bizim
calismamizda da abortus sayisi disinda; yas, ilk cinsel
iliski yasi, korunma ydntemi, partner sayisi, gebelik

sayisi, canli dodum sayisi ile HPV arasinda anlamli bir

iliski saptanamamistir.
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6. OZET

Skuamdz serviks kanserlerinin yaklasik %95'inden
HPV'nin (Human Papilloma Viriis) sorumlu oldudu ve erken
taninin hastaligin takibi ve prognozu agisindan &nem
tasidigi bilinmektedir.

Bu calismada Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dodum Poliklinigi’ne
cesitli yakinmalar ile basvuran hastalarin servikal
stirtintii 6rnekleri kullanilarak, Hibrit Capture-I sistemi
ile karsinojenik HPV tiplerinden; 16; 18, 31, 33; 35,
45; 5, 52 56 varlagy arastirilmistair. Strintd
érnekleri alinan hastalara; yas, ilk cinsel iliski yasi,
partner sayisi, korunma yéntemi olarak kondom kullanilip
kullanmamasi, partnerde HPV oykisi, gebelik sayisa,

canli dodum sayisi ve abortus sayisi soruldu. Ayni

hastalardan ayrica es zamanli olarak patoloji
laboratuvarina génderilen smear sonuglari
dederlendirmeye alindi. Hibrit Capture testi

sonucunda;149 hastadan 10’u HPV DNA (+), 139’u HPV DNA
(-)olarak tespit edildi. HPV DNA’s1i pozitif ve negatif
olan hastalar yukaridaki parametreler bakimindan birbiri
ile karsilastirildiginda, istatistiksel ¢alismalarin
sonucunda yalnizca abortus sayisi bakimindan 2 grup
arasinda anlamli fark tespit edildi. Diger parametreler
ve patoloji laboratuvarindan alinan smear sonuglari
bakimindan pozitif ve negatif olan hastalar arasinda
anlamli bir farklilik bulunmadi.

Hastalarin sitoloji sonuglari, karsinojenik HPV

tiplerini saptamadigi igin; sitoloji sonucu pozitif olan
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6 hastadan sadece 1 tanesi HPV DNA pozitif olarak
bulunmus ancak HPV DNA’s1 pozitif bulunan 9 hasta
sitolojik incelemede negatif bulunmustur.

Sonuc olarak; yiksek risk gruplarini saptayan HPV
DNA analizlerinin, serviks kanserlerinin erken tanisinda
tarama testi olarak kullanilabilir nitelikte oldugdu

gorilmektedir.
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7. YABANCI DILDE OZET

It has been well established that HPV can be
recovered from %95 of the cervical cancers and it has
been known that earlier diagnosis 1is important in
following and prognosis of the illness.

In this study, cervical samples of the patients
that applied to Gazi University Obstetrics and
Gynecology Out Patient Clinics with different symptoms
were researched for carcinogenic HPV types; 16, 18, 31,
38, 35, 45, 51, 52, 86 byiHybrid €aptuze I ASSaVy.

The patients were interviewed about; age, first
sexual intercourse, number of partners, condom using,
HPV story in the partner, number of pregnancy, number of
live birth and number of abortus. Also smear samples
were taken from the patients and sent to Gazi University
Pathology Laboratory.

With Hybrid Capture Assay, 10 of the 149 patients
were positive and 139 were negative. The above
parameters of the positive and negative patients were
compared with each other by statistical analyses and
except the number of abortus no meaningful differences
were determined.

Because the cytological investigations cannot
establish whether HPV is carcinogenic or not; only 1 of
the 6 patients that is cytologically positive was
positive with hybrid capture assay. But there were 9
patients that were positive by hybrid capture assay but

negative by cytological investigations. Also there was
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no meaningful difference between the cytological and
microbiological results.

As a result; it has been considered that the HPV
DNA assays which can investigate high-risk HPV groups
can be wuseful in the early diagnosis of cervical

cancers.
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