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1. OZET

Servikal kanser kadinlarda gogiis kanserinden sonra gorillen ikinci en yaygin
kanser turidir. Human papillomavirus (HPV) servikal kanserin primer etiyolojik ajani
olarak kabul edilmektedir. HPV tipleri epidemiyolojik iligkilerine ve HPV genotiplerine
gore kategorize edilir. Genom dizi analizine gore simdiye kadar 100’den fazla HPV
genotipi identifiye edilmistir. HPV genotiplerinin tespiti i¢in kullanilan molekiiler testler
agilama stratejisinin olusturulmasinda ve epidemiyolojik amagla olduk¢a onemlidir.
Pyrosequencing yontemi HPV genotiplerinin belirlenmesinde kullanilan yeni bir
yontemdir. Bu tezde pyrosequencing yontemi ile uterin servikal kanseri tanist olan
hastalarin HPV genotiplerinin belirlenmesi amaglandi. Bu g¢alismada Firat Universitesi,
Tip Fakiiltesi Patoloji A.D. Laboratuvarindan temin edilen 38 parafin bloktaki servikal
kanser 6rnegi kullamldi. Orneklerin HPV pozitifligi real time-PCR yontemi ile belirlendi.
Daha sonra, HPV pozitif olarak tespit edilen 6rneklerden HPV genotipleri pyrosequencing
yontemi kullanilarak belirlendi. Real time-PCR sonucunda, 38 adet 6rnegin 35’ inde (%92)
HPV DNA pozitif saptandi. HPV DNA pozitif 6rneklerin 26’sinda HPV 16 (%68.42),
2’sinde HPV 18 (%5.26) tespit edildi. Bir ornekte HPV 16 ve HPV 18’in siiper
enfeksiyonu (%2.63), 5 ornekte HPV 16 ve HPV 16 Africian subtip siiper enfeksiyonu
(%13.15) ve bir ornekte ise HPV 16 ile HPV 33 stiper enfeksiyonu (%2.63) bulundu. Bu
sonuglara gore HPV 16 ve HPV 18 enfeksiyonlarinin servikal kanserin en 6nemli etkeni
oldugu gosterildi. Pyrosequencing yontemi ile HPV genotiplerinin belirlenmesi diger
klasik DNA dizi analizi yontemlerine gore kolay ve ucuzdur. Bu nedenle, rutin
laboratuvarda HPV genotiplendirme i¢in pyrosequencing yontemini énermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Human papilloma virus, HPV, uterin servikal kanser, genotip,

pyrosequencing.



2. ABSTRACT
Detection of Human Papillomavirus (HPV) Genotypes by Pyrosequencing Method in Uterine

Cervical Cancer Samples

Cervical cancer is the second most common type of cancer in women after breast cancer.
Human papillomavirus (HPV) is considered as the primary etiologic agent of cervical cancer. HPV
types is categorized according to the epidemiological relationships and genotypes of HPVs.
According to analysis of genome sequences of HPVs, HPV genotypes more than 100 have been
identified. The molecular tests using for detection of HPV genotypes are very important for the
detection of vaccine strategy and epidemiological purpose. The pyrosequencing method is one of
the new method using for HPV genotypes. In this thesis, detection of HPV genotypes were aimed
by pyrosequencing method in patients with uterine cervical cancer. For this study, 38 paraffin-
embedded cervical cancer samples obtained from Department of Pathology, Faculty of Medicine,
Firat University were used. The presence HPV DNA in samples were determined by real time-PCR.
Then, HPV genotypes were determined from HPV DNA positive samples using pyrosequencing
method. According to the results of real time-PCR, 35 (92%) of 38 samples were found as positive
for HPV DNA. In the result of pyrosequencing method, of 35 HPV DNA positive samples HPV 16
in 26 (68.42%), HPV 18 in 2 (5.26%) were detected. In one sample, HPV 16 and HPV 18 super-
infection (2.63%). In other one sample, HPV 16 and HPV 33 super-infection (2.63%) were
detected. HPV 16 ve Africian subtip stper enfeksiyonu (%13.15) were detected fron in 5 samples.
According to these results, HPV 16 and HPV 18 were shown to be the most important genotypes.
Identification of HPV genotypes with pyrosequencing is cheaper and easier as compared to other
methods such as classic nucleotite sequensing method. Thus, we suggest to use pyrosequencing
method for genotyping in routine laboratories.

Key words: Human papilloma virus, HPV, uterine cervical cancer, genotype,

pyrosequencing.



3. GIRIS

Servikal kanser, kadinlarda, gogiis kanserinden sonra, ikinci en yaygin kanser
tiridar. Human papillomavirus (HPV) infeksiyonu cinsel yolla bulagsan en yaygin viral
infeksiyonlardan biri olup kadin ve erkeklerin en az %50’si yasamlari boyunca HPV
infeksiyonu ile kargilagirlar (1). Dinya genelinde her yil 470.000’den fazla yeni servikal
kanser vakasi tespit edilmekte ve servikal kansere bagli yaklagik 250.000 olim
bildirilmektedir. Servikal kanser vakalariin %75-80’1 servikal kanser tarama
programlarinin etkili olarak yapilmadigi veya uygulanamadig gelismekte olan tilkelerde
gorilir. Servikal kanser, prekanserdz lezyonlarin tespiti ve tedavisi ile buylk oranda
(>%90) onlenebilir bir hastalik olup, erken tani etkilidir. Cinki prekanserdz lezyonlar
invaziv kansere genellikle 10 yildan uzun bir siurede ilerler (2). HPV butin diinyada
servikal kanserin primer etyolojik ajani olarak kabul edilmektedir. HPV servikal kanser
disinda diger anogenital kanserler; vulvar, vaginal, anal ve penil kanser ve ayrica genital
sigiller ve respiratuvar papillomamatosis lezyonlari ile de iligkilidir (3,4).

HPV, Papillomaviridae ailesinin bir tiyesi olup, genom dizi analizine gore simdiye
kadar 100’den fazla genotipi identifiye edilmis olup 40°dan fazla genotip genital bolgede
infeksiyona sebep olur (5,06).

Papillomaviruslar, farkli anatomik bolgelere egilim gostermeleri ve olusturduklar
lezyon tiplerine gore subtiplere aynlirlar. Genital HPV tipleri servikal kanser ile
epidemiyolojik iligkilerine gore kategorize edilir. HPV genotipleri prekanserdz lezyon ve
servikal kanserle iligkilerine gore yitksek risk (High risk: HR HPV tipleri) ve disiik risk
(Low risk: LR HPV tipleri) HPV tipleri olarak siniflandirilir. Servikal kanserden en az 15
HPV genotipi sorumlu olup en ¢ok izole edilen yuksek risk tipler HPV 16 ve 18 tipleridir.
Dugtuk risk HPV tiplerinden HPV 6 ve 11 ise genital sigillerin %90’ indan fazlasinin

etkenidir (3).



Tablo 1: Servikal Kanser yapma risklerine gére HPV tiplerinin siniflandirilmasi.

Risk gurubu HPYV tipleri

Yiiksek risk 16, 18, 31, 33, 35,39, 45, 51, 52, 56,58, 59, 68, 73,82
Muhtemel yiiksek risk 26, 53, 66

Dustik risk 6, 11, 40, 42, 43, 44,54, 61, 70, 72, 81, CP6108
Belirsiz risk 34,57, 83

(7).

Ulkemizde yapilan laboratuvar galismalari bu virus infeksiyonunun yaygin
oldugunu gostermektedir (1, 4, 6, 8). Ulkemizde bu virusun genotiplendirilmesine yonelik
sinirlt sayida ¢aligma bulunmaktadir. Giniimiizde ytksek riskli belirli HPV tiplerine karsi
koruma saglayabilen asilarin gelistirilmesi ve birgok tilkede kullanim lisansi almig olmalari,
bolgesel tip dagilimi verilerinin 6nemini arttirmistir. HPV spektrumunun ¢esitliligi ve
yiksek insidansi, HPV tiplerinin belirlenmesinde glvenilir metotlarin kullanilmasini
gerekli kilmigtir.

HPYV tanist i¢in kullanilan molekiiler testler, 6zellikle de tiplendirmeye yonelik testler,
sadece tani amaghi degil a1 stratejisinin olusturulmasinda da epidemiyolojik amach
kullanim i¢in gereklidir. Yine HPV tiplendirilmesi yalnizca riskli genotipleri belirlemek
amaciyla degil aym1 zamanda ag1 stratejini belirlemek amaciyla da 6nem arz etmektedir.
Genotiplendirme amaciyla da farkli molekiiler yontemler kullanilmaktadir.

Pyrosequencing yontemi birgok mikrobiyal etkenin tanist ve ozellikle de ¢ok sayida
genotipi olan etkenlerin dogrudan tiplendirilmesinde kullanilan yeni bir yaklagimdir.
Pyrosequencing kisa siirede sonug¢ veren ve duyarliligi yiiksek en son gelistirilmig olan

yontemdir (8, 9).



Mevcut tezde, pyrosequencing yontemi ile serviks kanserlerinde HPV genotiplerinin
tespiti, bu metodun kullaniminin laboratuvarimiza yerlestirilmesi ve bu konuda deneyimli

elemanin yetistirilmesi amaglanmigtir.

3.1. HUMAN PAPILLOMA VIiRUS

Human papillomavirus (HPV), Papillomaviridae ailesinde yer alan epitelyotropik
bir virus olup, deri ve mukozalarda papillomatéz ve hiperplastik lezyonlara neden olur.
HPV’nin yol agtigi lezyonlar genellikle lokalize olup kendiliginden iyilesir veya latent
infeksiyonlar olusur. Ancak, belli HPV tipleri displazi ve kanser gelisiminde kofaktor
olarak rol oynar (10). HPV, o&zellikle serviks, anogenital bolge, deri, uist solunum ve tst
sindirim yollart kanserlerinde etiyolojik ajan olarak saptanmis onkojenik bir DNA
virusudur (11,12,13).

HPV DNA’lan kugiik, dairesel, ¢ift zincirli ve zarfsiz olup yaklagik 8.000 baz
ciftinden meydana gelmistir. HPV genomu islevsel ozelliklerine gore 3 kisima ayrilmistir.
1.bolge olan yukar1 bolge (upstream), 400-1.000 bp. uzunlugunda olup transkripsiyon ve
replikasyonu diizenler. 2. bolge, transkripsiyon, DNA replikasyonu ve hiicre
transformasyonu i¢in gerekli proteinleri kodlayan erken genlerin (E1, E2, E4, ES, E6 ve E7)
bulundugu bolgedir. Bu genler viral onkogenez ile ilgilidir. Son bolge olan 3. bolgede ise
major ve mindr kapsit proteinleri sifreleyen 2 adet ge¢ gen (L1, L2) bulunur (Sekil 1)

(14,15).



Sekil 1: HPV 16 Genomu

HPV yiiksek oranda konaga 6zgu bir virus olup hicre kultirlerinde tretilemez ve
birkag tipi disinda hepsi sadece epitelyal hucreleri infekte edebilir. HPV’nin bilinen tek
konagi insandir ve tirler arast HPV bulasmasi bildirilmemistir. HPV, deri ve
mukozadaki mikrotravmalar yoluyla skuamo6z epitelyumun bazal hiicrelerine ulasarak bu
hicreleri infekte eder (16).

3.1.1. Tarihge

HPV infeksiyonunun sebep oldugu sigillerin varhgi Antik Yunan ve Roma’dan bu
yana bilinmektedir (17).

Papillomavirus arastirmalari birka¢c asamada ilerlemistir. insan ve hayvan
sigillerinin deneysel olarak bulasmasinin gosterilmesi ile ilgili ¢alismalar 1930°dan 6nce
baslamistir. insanlardaki sigillerin viral etyolojisi ilk kez Ciuffo tarafindan ileri surilmistir

(18).



Bu viruslara karg1 en biyiik ilgi 1930’larda baglamis ve ilk papillomavirus 1933
yilinda tanimlanmistir. Shope 1933°de papillomaviruslarin  retroviruslardan sonra
malignensiye sebep olan ikinci virus oldugunu bildirmigtir. Boylece papillomavirus
infeksiyonu ile kanser arasindaki iliski ilk kez agiklanmigtir. Papilloma modeli olarak
1930°’lu yillarin ortalarindan 1940’1 yillarin ortalarina kadar cottontail tavsan kultiiri
yaptlmigtir (19).

Strauss ve ark. 1949 yilinda ilk kez insan sigillerinde viral partikilleri elektron
mikroskobunda tespit etmislerdir. Ito ve Evans 1961 yilinda karsinomanin infeksiyoz
papillomavirus DNA’s1 igerdigini gostermiglerdir.

Papillomavirus aragtirmalarinda bagka 6nemli bir gelisme, 1963 yilinda Crawford
tarafindan viral DNA’nin fiziksel 6zelliklerinin karakterize edilmesi olmustur.

HPV ve servikal kanser arasindaki iliski ilk kez 1976 yilinda Zur Hausen tarafindan
ortaya c¢ikarilmigtir. Gissmann ve zur Hausen 1980-1982 willart arasinda genital
lezyonlardan ve laringeal papilloma 6rneklerinden iki HPV DNA’sin1 karakterize etmistir.
Karakterize edilen bu DNA’lara servikal kanser biyopsilerinde rastlamasa da ayni problar
kullanilarak servikal kanser biyopsilerinde ve anogenital kanser lezyonlarinin
prekursorlerinde hibridizasyon teknigi ile HPV 16 ve 18’in belirlenmesini saglamiglardir.
Devam eden calismalarin bir¢ogunda test edilen biyopsilerin %70’inde bu iki tipe ait
DNA’ya rastlanmig ve diger bulunan bazi1 tiplerin DNA’larinin da biyopsi 6rneklerinde var
oldugunu belirlemislerdir. Daha sonra analiz edilen servikal kanser biyopsilerinin timtnde
HPV DNA’sinin varligt bulunmustur. Temel olarak HPV 16 ve HPV 18, 31, 33 DNA’s1
anogenital kanserlerde kesin infeksiyon ajani olarak bulunmus olup bununla birlikte
orofaringeal kanserlerin de %25-30’unda bu tiplere ait DNA belirlenmis ve infeksiyon ajani
olarak degerlendirilmeleri kesinlegmisgtir (18).

3.1.2. Smiflandirma ve Isimlendirme

Papillomaviruslar deri ve mukoza epitelini infekte eden DNA viruslart olup

Papillomaviridae ailesinde yer alirlar. Insanlarda ve diger tiirlerde gesitli benign ve malign

6



timorlere sebep olurlar. Papillomaviruslarin sinirli konak ve doku spesifiteleri vardir. Tir
tropizminin, muhtemelen, virusun baglanma ve penetrasyonundan ziyade konak regiilator
proteinlerine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (20).

Papillomaviruslar insanlara ilaveten hayvanlarda da saptanabilirler. Onceden
elektron mikroskobu ile yapilan c¢aligmalarda papillomaviruslar ve polyomaviruslar
arasindaki iligki aragtinlmig ve her iki grup da Papovaviridae ailesi iginde birlestirilmigtir.
Bu iligki, ¢ift sarmalli sirkiiler DNA genomuna sahip olmalart ve zarf tagimamalar gibi
ortak karakteristik ozelliklere dayanilarak yapilmistir. Polyomaviruslanin T antijeni ve
papillomaviruslarin E1 gen bolgesinde kiiglik bir segment disinda niikleotit veya aminoasit
homolojisi gostermedigi ortaya konmustur. Genom buyuklikleri, organizasyonlari ve
replikasyon stratejileri birbirinden farklidir. Bu sebeple Uluslararast Virus Taksonomi
Komitesi (ICVT) tarafindan polyomaviruslar ve papillomaviruslar iki ayri aile olarak
siniflandirilmigtir (21).

Papillomaviridae ailesinde alfa, beta, gama, mu ve nu olmak uzere bes genus
bulunur. En buyiik grup olan alfa papilloma genusunda mukozay: infekte eden tipler ile
deride yaygin sigillere sebep olan HPV 2 gibi kutenoz tipler yer alir. Diger genuslardaki
HPYV tipleri deriyi infekte eder. Klinik olarak 6nemi olan alfa-papillomavirus genusu
mukozal ve genital lezyonlarla iligkili tim HPYV tiplerini igerir. Genital veya mukozal HPV
tipleri olarak tanimlamada bazen g¢eliskiler olabilir ve alfa papillomavirus olarak
isimlendirme bu iki terminolojiden ustiindir. Ornegin HPV 6 ve 11 tipik olarak servikste
genital sigil veya condylomata acuminata’da bulunur, bu yizden genital HPV olarak
isimlendirilir. Ancak larinks papillomalar1 gibi non-genital bolgelerde de bulunabilir 21).

Papillomavirus dizi veritabanlarimin analizi major kapsid proteinini kodlayan L1
geninin ¢ok 1yi korunmus oldugunu ve boylece 6zellikle ailenin siniflandirilmasi i¢in uygun
oldugunu gostermistir. Bu sebeple papillomaviruslarin simdiki kabul gormiis taksonomisi
sadece L1’in nukleotid dizi benzerligine dayanarak yapilmistir. Yeni bir HPV tipinin

tanimlanmast i¢in bilinen tim tiplere gore L1 dizisinde %10’dan fazla nukleotid farki
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gerekir (22). Yeni bulunan HPV tipleri kesif sirasina gére numaralandirilir. Mevcut verilere
gore 120°den fazla HPV tiplendirilmis ve muhtemelen henliz taninmamis yeni tipler vardir.
HPV’larin E6, E7 ve L1 gibi bazi gen bolgelerinin open reading frames (ORF)’lerinde,
diger HPV tipleri ile %90’dan az homoloji varsa yeni bir HPV tipi olarak tanimlanir.
Gunumuzde papillomaviruslar i¢in yeni bulunan izolatlart onaylama, Papillomavirus
Referans Merkezi (Heidelberg/Almanya) tarafindan yapilmaktadir. Subtip tanimi ise ilk
olarak 1980°de restriksiyon paternlerindeki farkliliklara dayanarak kullanilmistir. HPV
genomunun L1 genindeki % 2-10 aras1 farklilik subtipleri belirler. Ay tip izolatlarin L1
gen niikleotid dizilerinde %2’den daha az farkliliklar ise “variant” olarak isimlendirilir.
HPV varyantlarinin kodlanmayan LCR (long control region)’sinde %5 ve daha fazla
intratipik ayrilik vardir. Son zamanlarda agik¢a gosterilmistir ki erken-geg intergenik bolge,
E4 ve E5’in ¢ok degisken olmasina ragmen variantlar arasindaki iliskide LCR dizileri
cogunlukla intratipik farkliliklarin tarifinde kullanilir (23).

Papillomaviruslar, polyomaviruslar ve simian vacuolating viruslar 1950’lerin
ortalarindan 1960’lara kadarki siire i¢inde yapilan elektron mikroskobisi ve temel
nitkleik asit oOzelliklerine gore cift zincirli sirkiler DNA’lart ve zarfsiz ikosahedral
partiktller olmalari nedeniyle aym1 familya i¢inde degerlendirilmig ve bu aileye ilk iki
harflerinin birlesiminden olusan Papovaviridae adi verilmigtir.  1980’lerde  yapilan
caligmalar bu iligkinin ¢ok yiizeyel oldugunu, bu viruslarin fiziksel ve kimyasal ortak
ozellikleri paylagsmasina ragmen, temel biyolojik ve genomik organizasyonlarindaki
onemli farkliliklarindan dolayr ayrnt bir aile olarak siniflandinlmalart  gerektigini
gostermigtir. Polyomaviruslarin genomlarinin  yaklagik 5 kb buyiikliginde olmasina
ragmen papillomaviruslarin genomu yaklagik 8 kb’dir. Polyomaviruslarin 2 transkripsiyon
unitt varken papillomaviruslarin sadece bir uniti vardir. Ayrica polyomaviruslar ve
papillomaviruslar niikleik asit ve aminoasit dizilerinde benzer 6zellikler tasirlar (24).

Bu ozelliklerinden dolay1 bu viruslarin iki farkl aile olduklari sonucuna ulagilmigtir.

Papillomavirus ailesi (Papillomaviridae) Uluslararast Virus Taksonomi Konseyi
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(International Council on Taxonomy of Viruses-ICTV) tarafindan resmen onaylanmistir
(25).

Papillomaviruslar, dogada yaygin ve esas olarak gelismis vertebrali canlilarda
bulunurlar. Papillomaviruslar, orijin aldiklari tare, ayni tur icindeki genetik iliski
derecesine, doku tropizmine ve neden olduklari lezyon tiplerine gore siniflandirilir.

Bu 6zelliklerine dayanilarak HPV’lar 4 grupta toplanmistir.

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

2- Hucresel immin sistemin nadir goérilen bir genetik bozuklugu olarak kabul
edilen ve glnes isinlaryla temas halinde invaziv skuam6z hicreli karsinoma
donusebilen HPV ile birliktelik gosteren deri lezyonlari ile karakterize
epidermodysplasia verruciformis hastalarindan izole edilen HPV tiplerinin
olusturdugu grup.

3- Anogenital grup (40°dan fazla HPV tipinin yer aldi§i gruptur.)

4- Ungulaile iliskili olan grup.

Sekil 2. HPV’nin L1 proteinindeki DNA sekans bolgeleri baz alinarak yapilan

filogenetik siniflandirma.



Tablo 2: Yaygin HPV tipleri ve sebep olduklart hastaliklar

HPV tipi

Muko kutanéz grup

1
24
3, 10, 28
7

13,32
26,27
29 38
36

37

41

Lezyon

Verruca plantaris

Verruca vulgaris, verruca plantaris
Verruca plana

Butcher’s warts (kasap sigili)

Fokal epitelyal hiperplazi (oral)
Verruca vulgaris (immiinsupresyon)
Verruca vulgaris

Aktinik keratoz

Keratoakantoma

Squamous cell carcinoma (SCC)

Epidermodysplasia verruciformis

5,8,9,12,14,15,17,19,20,36,47.49

Genital lezyonlar
6,11

16,31,33,34,35
18

39.45,56,58,59,61,66,68.72

40,51,52,53,54,70

Macular warts

Condyloma accuminata, respiratuar papilloma

Servikal intraepitelyal lezyon (SIL), SCC

SIL, SCC, adenokarsinom

SIL, nadiren SCC

SIL

42 Penil lezyon, LSIL ( low grade SIL)
43,44 LSIL, genellikle HSIL (high grade SIL)
(21,25).
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Papillomaviruslarin ikinei siniflandirilma gekli, en son glncellenmig siniflandirma
tipi olup, HPV’nin L1 proteinindeki DNA sekans bolgeleri baz alinarak yapilan filogenetik
siniflandirmadir (21).

1- Siipergrup A: Genital yolla bulasan mukozal HPV tipleri siipergrup A (Alfa
papillomaviruslar) igerisinde yer alir. HPV tip 6 ve 11 gibi bu grupta bulunan viruslar,
ozellikle cinsel yolla bulagsan patojenler olup cinsel yonden aktif popilasyonu
etkilemektedir. Bu viruslar, benign papillomlarla ilgkili lezyonlar olup genital bolge
disinda oral bolgede de infeksiyona neden olabilmektedir. Bunun tersine sipergrup A
icindeki HPV tip 16 ve 18 gibi yuksek onkojenik riskli HPV tipleri bazi bireylerde ileri
derece neoplazi ve kansere ilerleyebilen mukozal lezyonlara neden olabilmektedir.
Bununla birlikte stipergrup A iginde, HPV tip 2 ve HPV tip 10 gibi primer olarak
kutanoz bolgelere tropizm gosteren viruslar da vardir.

2- Siipergrup B: Papillomaviruslarin ikinci ana grubu sipergrup B (Beta
papillomaviruslar) i¢inde yer alir. Subgrup B1 iginde yer alan viruslar genel olarak
asemptomatik ve latent infeksiyonlara neden olurken immiin suprese kisilerde problemlere
neden olabilirler. Bu tir hastalarda HPV infeksiyonu bolgesinde cilt kanserleri gelisebilir.
Bu durum, melanom dig1 deri kanserlerinin gelisiminde subgrup B1 viruslarinin rol
oynayabilecegini dusindirmektedir.

Subgrup B2 (Gama papillomaviruslar) iginde yer alan viruslar genel poptlasyonda
stpergrup A papillomaviruslardakine benzer sekilde kutanoz sigillere neden olmaktadir.

3- Siipergrup E: Diger HPV ler stuipergrup E (Mi ve Ni papillomaviruslar) igerisinde
yer alirlar. Bu grup i¢inde tizerinde en ¢ok c¢aligilan ttip HPV tip 1’dir ve kutanoz sigillere
neden olmaktadir.

Ugiincii siniflandirmada ise spesifik HPV tiplerinin siklikla birliktelik gosterdikleri

lezyonlar baz alinarak ve onkojenik potansiyellerine gore HPV tipleri Diisiik riskli grup,
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Yuksek riskli grup ve Intermediate riskli grup olarak 3 gruba ayrilmistir (25).

3.1.3. Yapi

HPV, Papillomaviridae familyasinda bulunan 50-55 nm buyukligiinde ikosahedral
kapsidi ve cift iplikli sirkiler DNA’sI olan zarfsiz bir virustur. L1 proteini molekdllerinin
birlesmesiyle kapsomerler, kapsomerlerin birlesmesiyle de kapsid olusur. Olusan bu
kapside viral DNA’nin ve L2 proteinlerinin eklenmesiyle virus meydana gelir (Sekil

3, 4 ve 5) (26).

Sekil 3: HPV partikilu

Sekil 4: HPV’nin sematize edilmis hali

Viral genom yaklasik 8000 baz cifti uzunlugunda olup erken bdlge (early region),
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ge¢c bolge (late region) ve uzun kontrol bélgesi (long control region; LCR) olmak
uzere 3 bolgeye ayrilir. Erken bdlgede 7 adet ORF (open reading frame), gec bolgede 2
adet ORF bulunur. Bltin HPV ORF’lart virusun sadece bir sarmali Gzerinde lokalize
olmustur. E1, E2, E4, E5, E6, E7 ORF’ lar tarafindan kodlanan erken (E; early) proteinler
viral replikasyonu ve hicrelerde yuksek viral kopya sayisini saglar. Erken bélge, ayni
zamanda HPV genomunun hiicre transformasyonu yapici birimlerini de icermektedir. Geg
(L; late) proteinlerden L1 geni major kapsid proteinini ve L2 geni minér kapsid proteinini
kodlar (Sekil 6).

LCR; kodlanmayan boélge olup viral DNA replikasyon orijinini bulunduran
bolgedir. 400 bg¢’lik, farkh transkripsiyon aktivatorleri ve inhibitorleri icin baglanma
noktalari iceren komplex bir dizenleyici bolgedir. Bu aktivator ve inhibitorler, activator
protein-1 (AP-1), nuclear factor (NF-1/CTF), Oct-1, Sp-1 YY1 ve keratinocyte -spesific
factor (KFF-1) ‘dir. Bunlar gibi transkripsiyonel faktorlerin LCR’a baglanmasi, erken
bolgedeki ORF’lerin transkripsiyonunu dizenler ve slrdlrtlmesine yardimci olur. Bu

bolge, ayrica, spesifik HPV tiplerinin siniflandiriimasinda da 6nemli rol oynamaktadir.

Ak

Sekil 5: HPV nin elektron mikroskobu gorinimu.
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Sekil 6: HPV genomu (sirkuler)

Sekil 7: HPV genomu (lineer) (19,23,28,).

3.1.4. HPV Proteinleri
3.1.4.1. E1 ve E2 proteinleri

E1 ve E2 genleri HPV’un onemli regulator proteinlerini kodlar ve parabazal
keratinositlerde bulunur. Bu proteinler viral epizomun stabilize edilmesi, viral
replikasyonun baslatilmasi ve replikasyonda rol oynarlar. E2 tarafindan kodlanan protein
URR’deki E2 baglanma yerine baglanarak transkripsiyonu baskilar. E1 tarafindan kodlanan
protein promoter bdlgesine E2’nin baglanmasini kolaylastirir. E2 gen Urlini olan E2
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proteini yaklagik 50 kDa’luk bir niikleler proteindir. LCR bolgesindeki E2 baglanma
bolgelerine (E2BS) baglanarak viral replikasyon ve transkripsiyonunun regiilasyonunda
onemli bir rol oynar. E2 proteini produktif infeksiyon sirasinda ¢esitli roller oynar ve bazal
hiicrelerde viral DNA replikasyonunun baglamast ve genomun agilmasi (segregasyon) igin
gereklidir (3,28).
3.1.4.2 E6 ve E7 proteinleri

HPV tiplerinin onkojenik fonksiyonlar1 ozellikle iki erken genin, E6 ve E7
ekspresyonuna baglidir. E6 ve E7 iki major HPV onkoproteinleridir. E6 onkoproteini
yaklagik 17 kDa buyuklugindedir. HPV infeksiyonunun timoérojenitesinde 6nemli bir rol
oynar. Yiuksek risk (HR) HPV’larda E6 proteinleri, konak hiicrenin hem nukleus hem de
stoplazmasina dagitilir. HR E6 proteinlerin iyi bilinen fonksiyonlarindan birt p53’tn
yikilmast yolu ile insan hiicrelerini transforme etme kabiliyetidir. Diigiik risk (Low risk;
LR) HPV E6 proteinlerinin de p53°e disiik affinite ile baglandig gosterilmistir. E7
onkoproteini yaklagik 12 kDa molekil agirligindadir ve oncelikle nukleusta bulunur. HR
E7 proteinlerinin temel aktivitesi, retinoblastom (Rb) ailesi tyeleri ile iligkisi yoluyla
hiicrelerin transformasyonuna katilimidir. Rb proteini htcre siklusunun Gi’den S fazina
gecigini inhibe eder ve aktivitesi fosforilasyon ile diizenlenir (3,28,29,30).
3.1.4.3. E4 proteini

Diger erken proteinlerin ¢ogunun aksine HPV E4 proteinleri infeksiyonun geg
doneminde bol miktarda eksprese edilir. Tam uzunlukta bir E4 proteini ug¢ uca eklenmis E1-
E4 transkriptlerinden olusur. E1-E4 proteini 6zellikle stoplazmada lokalizedir. HR HPV nin
E4 proteini infekte hiicrelerin stoplazmasinda yaygin olarak dagilir ve keratin intermediate
filamentleri (IF) ile organize filamentoz bir ag formu olusturur, in vitro sitoskeleton
kollapsina yol agip virus saliniminda rol aldigr ileri suriilmektedir. E4 proteininin yitksek

ekspresyon dlizeyinin viral DNA replikasyonu ile korele oldugu ve differensiye epitel
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hiicrelerinde L1 ekspresyonundan once meydana geldigi rapor edilmigtir, bu da E4
proteininin, HPV DNA replikasyonunu uyardigi ve HPV hayat siklusunda ge¢ wviral
fonksiyonlar1 regile ettigini gosterir (28,30).

3.1.4.4. ES proteini

ES gen urtini olan ES proteini yaklagik 5 kDa uzunlugunda, 83 aminoasitlik, kiigiik
bir hidrofobik membran proteinidir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, ES proteininin,
viral amplifikasyonu ve differensiye hiicrelerde viral gen ekspresyonunu modiile etmede E7
ile kooperatif rol oynadigin1 gostermistir. ES aracili etkinin, endozomal maturasyonda ve
konak antijen sunan hiicrelerde degisiklige sebep oldugu gosterilmigtir. ES varlig
hiicrelerde yuzey HLA-A ve HLA-B seviyelerinin azalmasina yol agar. MHC class II
tarafindan antijen sunumunu, sabit zincirin yikilmasindaki eksiklikten dolay: interferon
gama stimiilasyonu yaparak E5 eksprese eden hiicrelerde class II yiizey seviyelerini azaltir.
HPV 16 E5’in HLA class I hiicre yiizeyine transportu azaltarak MHC class I'1 engelledigi
bildirilmistir (28).

3.1.4.5. Geg¢ bolge L1 ve L2 proteinleri

Geg bolge yaklagik 3 kb uzunlugundadir ve sirasiyla major ve mindr proteinleri
kodlayan L1 ve L2 genlerini igerir. Kapsid proteinleri olan L1 proteini yaklasik 55 kDa, L2
proteini ise yaklagik 74 kDa agirligindadir. L1 proteinlerinin tek basina kapsidlere montaj
olma kapasiteleri vardir. L2 proteininin DNA’ya baglanmasindan ve enkapsidasyon
olaylarindan sorumlu oldugu ileri surilir. E3 ve E8 proteinlerinin fonksiyonu tam olarak

bilinmemektedir (3,28,30)
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Tablo 3: HPV’ de saptanan genler ve fonksiyonlari.

GEN FONKSIYON

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

E4 Sitoskeletonun bozulmasi

E5 Transformasyon proteini

Eo6 Transformasyon proteini, p33°iin par¢alanmasi

E7 Transformasyon proteini, Rb’nin pargalanmasi

ES8 Bilinmiyor

L1 Major kapsid proteini

L2 Minor kapsid proteini

3.1.5. HPV Replikasyonu

Papillomaviruslar, yaralar ve abrazyonlardan gegerek epitel tabakasinda aktif
boliinme 6zelligine sahip tek hiicre tipi olan bazal epitel hiicrelerini enfekte etmektedir (31).
Virus “heparan siilfat proteoglikanlar” ve “alfa 6 integrin” gibi ylzey proteinlerine
baglanarak endositozla hiicre i¢ine alinir ve sonrasinda HPV genomu ikozahedral protein
kilifindan ayrilarak hiicre ¢ekirdegine girer (32,33). HPV genomunun replikasyonu, diger
kicik DNA wviruslarinda oldugu gibi, kritik olarak konak hiicre replikasyon
mekanizmalarina bagimlidir. Viral DNA enfekte bazal epitel hiicrelerinin ¢ekirdeginde
hiicresel genomdan ayn disik kopya sayilt bir plazmid gibi varligint sturdirebilir veya
hiicresel genoma entegre olabilir (31). Yara iyilesmesi sirasinda bazal hiicre proliferasyonu
ile beraber virus replikasyonu da gergeklesir (33). Yasst epitel hiicreleri bazal membrandan
yiuzeye dogru hareket ederken degisim gegcirirler ve ¢ogalma ozellikleri olmayan matiir
epitel hicrelerine dontsgirler; ancak HPV DNA matiir hiicrelerde replike olmaya devam
eder. Cunkiic HPV’lerin kodladigi E6 ve E7 proteinleri hiicresel hedeflerle etkileserek

hiicreye DNA sentezi yapabilme yetenegi kazandirir ve boylece viral DNA replikasyonu

17



tetiklenir (31,34). Sadece yuksek riskli HPV tiplerinde gorilen integrasyon genellikle E1 ve
E2 gen bolgelerinde olur, bu sirada E2 gen bdlgesi parcalanir ve inaktif hale gecer. Bunun
sonucu olarak integre genom iceren hiicrelerde E6 ve E7 ekspresyonu ve kontrolsiiz hiicre
cogalmasi baskilanamaz ve kansere donlsim baslar. Kanser dondstiminin nadiren de olsa
integrasyon olmadan da gercgeklesebildigi gosterilmistir (31). E6 proteini onkogenezde
onemli rol oynar, p53 timor stipresor proteinine baglanip hiicresel ubikitin ligaz aracili bir
streg ile bu proteinin hizlica yikilmasini indikler (31,35). E7 proteini ise retinoblastoma
tumaor supresor proteinine ve iliskili proteinlere baglanir ve onlari stabilize eder; sonugcta
hiicreyi S fazina go6tiiren E2F proteinini serbestlestirir (31,35). Her iki mekanizma da
apoptozun inhibisyonu ve immortalizasyon sonucu preinvazif ve invazif lezyonlarin
gelismesi ile sonuclanir (32).

HPV’nin hayat siklusu epitel hiicrelerinin farklilasmasina son derece baglidir. HPV
replikasyonu enfektif virusun butinligld bozulmus ¢ok tabakali epitelde ve epidermisin
bazal hiicrelerini infekte etmesi ile baglar. infeksiyonun baslangic yeri, immatir
skuamoz epitelin HPV icin reseptorler bulunduran bazal hicreleridir. HPV igin epitel
hicrelerinde spesifik reseptorler tam  bilinmemekle beraber heparan silfat ve
integrin’in virusun hicrelere baglanmasinda rol oynadigi belirlenmistir.

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

1- Latent infeksiyonda, HPV DNA’nin bazal hicrelerde sessiz kaldigi ve
virion dretiminin olmadigr nonproduktif infeksiyon durumudur. Latent infeksiyonlarda
tam bir viral partikil (virion) Gretilmez, HPV infeksiyonunun karakteristik sitopatik
etkileri gozlenmez ve HPV ancak molekiler metodlar kullanilarak belirlenebilir. Latent
olarak enfekte olmus epitel morfolojik anormallik géstermez.

2- Produktif infeksiyonda, viral DNA replikasyonu konak hicre kromozomal

DNA’sindan bagimsiz olarak gerceklesir. Bu bagimsiz viral DNA replikasyonunun sonucu
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buylk miktarlarda viral DNA ve infeksiyoz virion dretimidir (36).

Sekil 8. HPV nin replikasyonu

3.1.6. Patogenez

HPV’lar cesitli epitelyal lezyonlara sebep olur. Her biri spesifik epitellerde
infeksiyon ile iliskidir. Alfa ve beta papillomaviruslar olmak tzere iki ana HPV genusu
vardir ve yaklasik HPV tiplerinin %901 halen bu genuslarin birinde bulunmaktadir. HPV
cogunlukla cinsel iliski sirasinda ge¢cmektedir. Genital sigilleri iceren genital HPV
infeksiyonu, bakireler, ¢ocuklar ve yeni doganlar gibi cinsel deneyimi olmayan bireylerde
de olusabilir. LR HPV’larin genital olmayan gecislerine iliskin bazi kanitlar vardir. HR
HPV’lar agiz, orofarinks ve konjunktivada bulunup bu bdélgelerdeki kanserler ile iliskilidir.
HPV infeksiyonunda epidemiyolojik risk faktorleri igin calismalar, hem erkek hemde
kadinlar arasinda cinsel davranis iliskilerinin ana gosterge oldugunu acik bir sekilde
gostermistir. En 6nemli risk faktorleri cinsel eslerin sayisi, cinsellige baslama yasi ve cinsel
eslerinin en az birinde HPV tasiyiciligr bulunmasidir (3). HPV infeksiyonlarinin ¢ogu
gecici ve asemptomatiktir ve klinik belirtilere sebep olmaz. Yeni HPV infeksiyonlarinin

%70’ 1yil icinde ve %90°1 2 yil iginde temizlenir. Yeni infeksiyonlarin ortalama suresi 12
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aydir. HR HPV tipleriyle persistan infeksiyon servikal kanser ¢ncii lezyonlari ve invaziv
servikal kanser icin en onemli risk faktoriidiir. Ik HPV infeksiyonu ve servikal kanser
gelisimi arasindaki siire genellikle 10-15 yildir (37).

Bir¢ok HPV tipi infeksiyondan sonra sadece produktif (iretken,yaratict) lezyonlar
olusturur ve insan kanserleriyle iligkili degildir. Bu tip lezyonlarda viral gen triinlerinin
ekspresyonu, epitelyum yiizeyine dogru infekte hiicreler gog¢ ettikce belirli zamanlarda
tiretilen viral proteinler ile dikkatli bir sekilde regiile edilir. Ust epitelyal tabakalarda virus
sentezine sebep olan olaylar, hem dusik hem de yuksek risk HPV tiplerinde yaygindir.
Produktif infeksiyon spesifik roller oynayan farkli viral proteinler ile olusur. E6 ve E7 gen
trinleri hiicrenin biyimeyi diizenleyici mekanizmalarint bozar ve boylece farklilagmig
hiicrede viral replikasyonu kolaylastirir. Epitelyumda viral replikasyon baglica intermediate
ve stperfisyal hiicrelerde olur ve en fazla viral yik terminal diferensiye epitelde bulunur.
Produktif infeksiyonda skuaméz hiicrelerde karakteristik sitolojik degisiklikler meydana
gelir, bunlar htcrenin buyimesi, multiniikleasyon, niikleer hiperkromazi, nukleer
diizensizlik ve periniikleer hale olusumudur (3).

HPV L1 ve L2 proteinleri virus infektivitesinde 6énemli rol oynar. Papillomaviruslar
tarafindan infeksiyon olugmasi, virus partiktllerinin epitel bazal tabakaya baglanmasini ve
boliinen bazal hiicrelere girisini gerektirir. Papillomavirus partikiilleri baglanmadan sonra
hiicreye olduk¢a yavag alimirlar ve HPV 16 igin bu “clathrincoated” endositoz ile
gergeklesir. Bu girig modu tim HPV tiplerinde korunmayabilir, bununla birlikte HPV 31’in
“caveolae” yolu ile giris yaptigt ileri surilmektedir. Hiicre proliferasyonu, lezyon
formasyonu ve viral epizomun devami igin gerekli olmasina ragmen, tiim papillomaviruslar
sonugta amplifiye edilir ve genomlarini paketleyerek infeksiyoz virionlar olusturur. Geg
olaylarin baglamasinin neyin sagladigi heniiz tam olarak anlagilamamistir, fakat infekte

hiicre epitelyal yiizeye dogru hareket ettik¢e kismen hiicresel ¢evredeki degisikliklere bagli
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oldugu gorulmektedir. Papillomaviruslarda produktif siklusun son asamasi, replike olan
genomun infekte partikiller icine paketlenmesidir. Genom amplifikasyonu basladiktan
sonra L1 ve L2 ekspresyonu ile kapsid proteinleri cogalir. L2 ekspresyonu L1
ekspresyonundan &nce olur. Kapsid proteinlerinin sentezi ile genom amplifikasyonu
arasindaki baglantt hentuz tam olarak anlasilamamistir, fakat mRNA *“splicing”
[transkripsiyon sonrasinda RNA'daki bazi bdlumlerin  (intron'larin) cikartilip kalan
kisimlarinin (eksonlarin) birlestirilmesi] degisikliklere ve gec poliadenilasyon bdlgesinde
(erkenden daha ziyade) sonlanan transkript olusumlarina baghdir. HPV genomu bazal
hiicrelerin nukleusunda epizomal halde bulunur ve yuvarlanan ¢ember replikasyon

modeli ile nukleusda ¢ogalir (Sekil 9).

Sekil 9. Papillomavirus’un farklilasmaya bagh yasam dongusu

Hucrelerin transformasyonu viral DNA konak hiicre DNA’sina entegre oldugunda
gerceklesir. Sadece yiksek riskli HPV tiplerinin genomlari konak hiicre DNA’sina entegre
olur. Dustk riskli HPV tiplerinin genomu benign ve disiuk grade lezyonlarda hiicre

nukleusunda epizomal DNA olarak bulunur. Epizomal formda E2 ORF fiziksel olarak
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batin bir haldedir ve E6-E7 ORF’lerinden transkripsiyon duzenlidir. Ancak, ¢ogu yiksek
grade prekirsor lezyonda, 6zellikle HPV 16’nin yol actigi karsinomlarin % 75’i, HPV
18’in yol actigi karsinomlarin ise hemen hemen timinde HPV genomu konak hiicrenin
kromozomal DNA'’sina entegre olmaktadir. HPV DNA’nin entegrasyonu sirasinda
normalde viral onkogenleri baskilayan E2 ORF’in yapist bozulur ve viral
onkoproteinler olan E6 ve E7 aktive olur. E6 proteini, timor supresoér protein p53’ln
fonksiyonunu inhibe eder. BoOylece hicrelerin genetik stabilitesinin korunamamasi ve
apoptozisin inhibe olmasi sonusunda hicrelerin transformasyon riski artar (37).

3.1.7. Epidemiyoloji

Genital HPV en yaygin cinsel yolla bulasan infeksiyondur ve tahminen cinsel olarak
aktif kadinlarin en azindan %50’sinin bir veya daha fazla tiple infekte oldugu ileri
surulmektedir. HPV genotiplerinin en az 40’1 genital epitelyumu infekte eder. Her HPV
tipi cesitli klinik belirtilere sebep olur ve genital tipler onkojenik potansiyellerine gore
dustik veya yiiksek riskli olarak siniflandirilirlar. Ornegin HPV 6 ve 11 genital sigillerde
en sik rastlanan tipler iken HPV 16, 18, 31 ve 45 invaziv anogenital kanserlerin
gelisiminde en sik rastlanan tiplerdir. Servikal kanser drneklerinin %99.7’sinde HPV
bulunmasi, HPV infeksiyonu ve servikal neoplazi gelismesi arasindaki etyolojik iliskiyi
kuvvetle destekler. HPV infeksiyonlarinin  ¢cogunun subklinik  seyretmesi ve
infeksiyonlarin gecici olmasindan dolayr epidemiyoloji ile ilgili veriler sinirhdir (38,39).
Genital HPV infeksiyonu en sik klinik, molekiler ve serolojik metodlar ile taninir. Klinik
belirtilerin blyuk cogunlugu genital sigillerin varhgi ile karakterizedir, ayrica mikroskobik
olarak gorulebilen sitolojik ve histolojik 6zellikler ve kolposkopik olarak tespit edilen
SIL’lerin varligi ile karakterize edilir. HPV DNA’nin molekiler tespiti ya PCR’a dayall
amplifikasyon metodlari veya hibridizasyon metodlari ile yapilmaktadir. Serolojik

metodlar, spesifik HPV tipleri tarafindan dretilen bazi viral proteinlere karsi serum
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antikorlarinin tespiti i¢in kullanilir (40). HPV prevalansi belli bir nifusta, belli bir zaman
dilimi igerisinde, ¢caligma kapsaminda yer alan, infeksiyona sahip kisilerin oranidir. HPV
tan1 metodlarina gore degisiklik gosterir. Klinik olarak sigillere dayanan ¢aligmalarin tipik
olarak prevalanslart dugtktir, ancak HPV DNA tespiti i¢in PCR’a dayali metodlar
kullanan ¢aligmalarda en yiiksek prevalans bildirilmistir. En yiiksek prevalans cinsel olarak
aktif kadinlarda, en diisik prevalans ise cinsel iliskiye girmemis oldugunu soéyleyen
kadinlar arasinda bildirilmigtir (40,41). Genital HPV infeksiyonu, geligmis tilkelerde, geng
cinsel aktif popiilasyonlarda cinsel yolla bulagsan infeksiyonlar i¢ginde en yaygin olanidir ve
en fazla 15-24 yag arast kadinlarda gorilur. Tahminen diinyada her yil 30 milyon yeni
genital HPV vakasi taninmaktadir. Dogurgan yastaki populasyonun tahminen %751
genital HPV ile infektedir ve cinsel aktif kadinlarin ¢ogu yasamlar siirecinde HPV
infeksiyonuna yakalanirlar (42,43,44). Onkojenik HPV tipleri ile olusan infeksiyonlar
butin HPV infeksiyonlarinin %50-75’ini olusturur (40,45). HPV infeksiyonunun, cinsel
yolla bulasan hastaliklardan sorumlu olmasina ve servikal neoplazi ile etyolojik bagina
ragmen, HPV genital infeksiyonunun epidemiyolojisi ve dogal gelisimi hala tam olarak
anlasilmis degildir. HPV infeksiyonunun prevalanst ve insidansi i¢in dogru tahminler
mevcut degildir. Cogu infeksiyonun subklinik veya kisa siireli olmasi, kesin taninin HPV
DNA ve serum antikorlarinin tespitine dayali olmasindan dolay:1 veriler kisitlidir. HPV
infeksiyonlarinin insidans ve prevalansi, HPV DNA ve serum antikorlar1 tespit metodlarini
kullanan epidemiyolojik caligsmalara dayanir. Genital HPV infeksiyonunun insidans ve
prevalans tahminleri; ¢alisilan populasyonun 6zellikleri, ¢aligma dizayni, 6érnek toplama ve
kullanilan HPV tespit metodlarina gore degisir (46).

HPV, genellikle fiziksel ve kimyasal ajanlarla inaktivasyona direnglidir. Bu nedenle
kontamine olmusg ylzeyler ve egyalarla gecis mumkiindir. Bazal hiicrelerin infeksiyoz

virisle kargilagmasinin sekstiel temas veya epitelin deri abrazyonu gibi minér travmaya
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maruz kalmast gibi nedenlerle oldugu dusunilmektedir.

Lezyonun lokalizasyonu, infeksiyoz virus partikill miktari, travmanin siddeti, HPV
tipi ve bireyin bagisiklik durumu HPV gegisini etkileyen faktorlerdir. Hiicresel immiinitesi
baskilanmig kigiler, HPV infeksiyonuna daha duyarlidir. Cocuklarda ve geng eriskinlerde
% 10’lara varan oranlarda plantar ve yaygin sigiller gorilirken erigkinlerde daha az
saptanmasi kazanilmig immiiniteye bagli olabilir (47).

HPV’nin yol agtig1 hastaliklar arasinda sigiller, epidermodysplasia verruciformis,
condyloma accuminata, serviks karsinomu, rekiirren respiratuar papillomatozis, oral
fokal epitelyal hiperplazi, konjonktiva papillomu ve diger bolge karsinomlar: sayilabilir
(48).

Genital organlarin HPV infeksiyonlar1 halen en sik cinsel temasla bulasan hastaliklar
arasinda yer almaktadir. HPV ile enfekte asemptomatik kisiler virusun yayilmasinda
onemli rol oynamaktadir. Bu nedenle tim populasyonda HPV infeksiyonlar sik
gorilmektedir. Sekstel yonden aktif kisilerin % 80’inin hayatlarinda en az bir kez 1 ya
da daha fazla HPV tipi ile infekte olduklart diisintlmektedir (49). Anogenital ve servikal
lezyonlarda farklt HPV tipleri gosterilmesine ragmen eslerr arasinda ayn tiplerin varligt
gosterilmistir. Kadin genital sisteminde 6zellikle HPV 16 ve 18 ile, nadiren de diger
HPV tipleriyle infeksiyonun prekanseroz lezyonlar ve servikal karsinoma yol a¢tig1 6ne
surilmektedir. Displazilerin % 50-70’inin kendiliginden geriledigi ve ¢ok 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 (%38) ve HPV 31 (%5) izlemektedir
(306).

3.1.8. HPV immunolojisi

Biitin virus infeksiyonlarinda oldugu gibi HPV infeksiyonunda da immun sistemin

hiicresel ve humoral cevabi virusa karsi savun mada oldukg¢a énemlidir. Genellikle virus ve
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virus ile infekte olan hiicreler dogal immun sistem tarafindan yok edilirler. Dogal
bagisiklik, herhangi bir patojene karst deri ve mukozal hiicreler tarafindan saglanan ve

interferon- «, sitokinler, notrofiller ve makrofajlart igeren cevap ile karakterize

nonspesifik direnctir. Edinilmis bagisiklik ise her bir patojen i¢in spesifiktir ve humoral
immunite ile hiicresel immuniteyi kapsar. Dogal immunite APC’leri (antigen-presenting
cell = antijen sunan hiicre) aktive ederek adaptif immun sistemi uyarir. Diger patojenlere
nazaran HPV, bazi yapisal ve fizyolojik karakterlerinden dolay1 zayif immunojendir ve
basaril1 bir sekilde immun sistemden kagabilir.

Servikal lezyonlar tedavi edildiginde serum ve servikal mukus antikor seviyelerinin
azaldigi izlenir (50,51). HPV’ye karsi immun cevap ge¢ olusur. HPV latent ve non-
littk infeksiyon olusturdugundan ve viremi fazi olmamasindan dolayt HPV’ye kargt
antikor olusumu HPV DNA tespitinden 8- 18 ay kadar uzun bir siire sonra ve ¢ok digiik
dizeyde gelisir. Ayrica HPV ile infekte keratinositlerin ylzeylerinde az miktarda HPV
antijeni sunmalari da virusun immiin cevaptan kagmasina sebep olur. HPV’nin major
kapsid proteini olan L1’e karsi gelisen tip spesifik IgG ve IgA antikorlari serum ve
servikal sekresyonlarda tespit edilir ve koruyucudur. Ancak HPV infeksiyonu ge¢irmis
kisilerin hepsinde bu antikor cevabi olugsmamaktadir. Servikal kanseri olan HPV 16 DNA
pozitif kadinlarin yaklagik % 50’sinde IgG antikor cevabi olusur. HPV tip spesifik
antikor pozitifligi yillarca kalabilir. HPV lezyonlarinin kendiliginden gerilemesinde
hiicresel immiinite rol oynamaktadir. Servikal HPV infeksiyonlarimin ¢ogunda  HLA-
Klasl expresyonunun down- regllasyonu goriliirtken HLA-Klas 2 expresyonunun up-
regillasyonu dikkat ¢gekmektedir. Hiicresel immunitenin suprese oldugu HIV hastalarinda
ve transplantasyon yapilan kisilerde HPV infeksiyonlar1 daha sik gozlenmektedir (52,53).

3.1.9. Olusturduklar: Hastaliklar ve Klinik Belirtiler

HPV infeksiyonu genel olarak lokalize kalmakta ve spontan olarak gerilemektedir.
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Bazi kisilerde ise persistan HPV infeksiyonu gelismekte ve HPV nin olusturdugu lezyonlar
prekanser6z olabilmekte, kansere yol agabilmektedir. Klinik tablo, wvirusun tipine,
lezyonun lokalizasyonuna, bireyin immiinolojik durumuna ve epitelin tirtine baglh
degisebilir.

3.1.9.1. Deri infeksiyonlar

En sik ¢ocuklarda ve genglerde verrikoz lezyonlar tablosuyla ortaya ¢ikar.

3.1.9.1.1. Verruca Vulgaris

Genellikle HPV genotip 2 ve 4 tarafindan olusturulan en ¢ok el ve parmaklarda
olmak tizere viicudun her yerinde lokalize olabilen agrisiz lezyonlardir.

3.1.9.1.2. Verruca Plantaris

HPV tip 1 tarafindan olusturulan ayak tabaninda lokalize olan hiperkeratotik,
endofitik ve agrili olan papullerdir.

3.1.9.1.3. 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 buyiikliginde kigiik
papullerdir. Yirmi kutan6z HPV tipinin hemen hemen hepsi epidermodisplasia
verrucoformis hastalarindan izole edilmistir. Bu lezyonlarin ¢ogu ¢ocukluk ¢aginda gelisir
ve tedaviye direnglidir.

3.1.9.2. 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 agisindan rezervuar bolge olarak kabul edilmektedir. Genital bolge
infeksiyonlarindan en ¢ok sorumlu tutulan tipler HPV tip 6, 11, 16, 18 ve 31’dir.
Bunun yanminda HPV 6 ve 11, ekzofitik kondillomlarin ¢ogu, respiratuvar papillomlarin

hemen hemen timi ve bazi oral ve konjonktival infeksiyonlardan da sorumludur.
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HPV 16 ve HPV 18 genital bolgenin bazi benign lezyonlarinda konakg1 iken,
bu tiplerin 6zellikle premalign ve malign lezyonlardan sorumlu olduklart kanitlanmigtir.
HPV 13 fokal epitelyal hiperplazi ile iligkilidir ve sadece agiz ig¢inde bulunmaktadir
(54,55).

3.1.9.3. Servikal Displazi ve Neoplazi

HPYV ile servikal kanser arasindaki iligki ilk defa 1977 yilinda zur Hausen tarafindan
bildirilmigtir. Servikal kanser, prekanseroz lezyonlarin erken tespiti ve tedavisi ile buytuk
olgiide oOnlenebilir bir hastaliktir. Servikal kanser, skuamo6z intraepitelyal lezyon (SIL)
veya servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) denilen prekanseroz lezyonlardan gelisir.
Prekanseroz lezyonlar epiteldeki atipik degisiklikere gore digiik grade (low grade SIL;
LSIL) ve yiiksek grade (high grade SIL; HSIL) skuamoéz intraepitelyal lezyonlar olmak
tizere gruplandirilir. CIN 1 LSIL e, CIN 2 ve CIN 3 HSIL e dahildir. Servikal prekanseroz
lezyonlarin diger bir histopatolojik siniflandirmasinda ise CIN 1 hafif displazi, CIN 2
orta displazi, CIN 3 agir displazi ve karsinoma insitu lezyonlarina karsilik gelir (Sekil
10) (56).

Ozellikle HPV tip 16 ve 18’in serviks kanseri etiyolojisinde rol oynadig,
epidemiyolojik ve molekiler biyolojik verilere gore kesinlik kazanmistir. Servikal
displazi ve servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) ve primer kondilloma lezyonlarinin
cogunda bu tipler yaninda HPV tip 31 ve 45 de saptanmustir.

Servikal kanserde karakteristik histopatolojik bulgu servikal orneklerden hazirlanan
Papanicolau boyamasinda gorilen periniikleer sitoplazmik vakuolizasyon ve niikleer
genigleme gosteren koilositotik hiicrelerdir. Servikal kanser hiicrelerinde HPV’nin genomu
konak hiicrenin kromozomuna entegre olmustur. Entegre olan HPV geni daima E2 genidir.
E2 geni normal sartlar altinda ES, E6 ve E7’nin ekspresyonunu  azaltict  bir islev

yaparken, entegrasyon sirasinda E2 geninin parcalanmasi nedeniyle kontrolsiiz ES,
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E6 ve E7 ekspresyonu olur. Olusan E6 gen Urinleri konak hiicrenin p53 supresor
geninin yikimini arttirir ve apoptozisi inhibe eder. E7 gen urlnleri ise konak hicrenin
retinoblastoma gen drinlerine baglanak onlari inhibe eder ve konak hiicresini DNA

sentezi ve mitoza surukler (Sekil 10).

Sekil 10. HPV- SIL / HPV- CIN arasindaki iligki.

3.1.9.4. Diger Kanserler

Anogenital kanser, bas ve boyun kanserleri, melanom disi deri kanserleri, mesane

kanserleri, prostat kanserleri (54,55,56,57).
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3.1.10. HPV infeksiyonlarinin Tanisi
Servikal kanser kadin genital sisteminin en sik gorilen kanserlerden birisidir. Bazen

tum vakalarin %95-100’Unde HPV saptanabilmektedir. HPV infeksiyonunun 25 yasin
altindaki kadinlarda %28-46 arasinda oldugu bildirilmistir. Vakalarin buytk bir kisminda
HPV infeksiyonu gegcicidir ve servikal mukozada klinik 6nemi olan lezyonlara sebep
olmazlar. HPV-DNA calismalari servikal kanser taramalari icin 6nemlidir, fakat klinik
olarak etkili sonu¢ alinmasi cesitli molekuler, biyolojik ve Klinik faktérlere baghdir. HPV
testi ASCUS’lu hastalarin yonetiminde kabul edilmistir ve servikal kanser taramasinda 30
yas Ustl hastalarda servikal sitoloji ile birlikte artarak kullaniimaktadir. Ancak HPV
testinin daha geng kadinlarin servikal kanser taramalari igin veya dislk dereceli sitolojik
anormalliklerin yonetiminde kullanimi sinirhdir (58).

3.1.10.1. Sitolojik test

Servikal sitoloji testi kanser taramasinda ¢ok etkilidir, fakat klinik olarak dnemi
olan lezyonlarda sensitivitesi sinirhidir ve yiksek yanlis negatif sonu¢ verebilir.
Kolposkopik biyopsi onceleri altin standart olmasina ragmen son c¢alismalarda servikal
biyopsinin tani veya ornekleme hatalarindan dolay! yuksek dereceli lezyonlarin %33-
50’sinin gozden kagirilabilecegi belirtilmistir. Bundan dolayi yanhs pozitif servikal sitoloji
sonuglarina karsi, yanlis negatif biyopsi sonuclari arasinda ayrim yapmak zor olabilir (59).

Bu sebeple yiksek dereceli lezyonlar ve karsinomanin tespit edilmesi icin servikal
sitolojinin sensitivitesini arttiran ve yanhls negatif sonuclari azaltan molekiler tani
yontemlerininde uygulanmasina ihtiya¢ vardir. Bu c¢alismada kullanilan Pyrosequencing
yontemi bir ¢cok mikrobiyal etkenin tanisi ve 6zellikle de genotipleri ¢ok olan etkenlerin
dogrudan tiplendirilmesinde kullanilan yeni bir yaklasimdir. Pyrosequencing Kkisa sirede

sonu¢ veren ve duyarhhigi yuksek en son gelistirilmis olan yontemdir.
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3.1.10.2. HPV Testi

American Society for Colposcopy and Cervical Pathology Konseyine gore
ASCUS’lu hastalarin yonetiminde ek olarak HPV testinin kullanimini desteklemektedir,
fakat diger anormal servikal sitoloji sonucu olanlarda HPV testinin  kullanimini
onerilmemektedir (60). HPV infeksiyonlarinin tanisi, hiicresel drneklerde HPV’un tespiti
ile mumkdnddr. Tam HPV taramalari igin klinik gecerlilik gereklidir. FDA iki HPV tarama
metodunu onaylamistir. Bircok HPV taramasi kolposkopik biyopsi veya FDA onayli ilk test
olan HCII (Hybrid capture 2) test ile yapihr. ikinci onay alan test 2009 yilinda HPV
Invader testtir. HPV tanisi icin 3 ana metod vardir. Bunlar direk hibridizasyon yontemleri
(Southern blot, dot blot, in situ hybridization), sinyal amplifikasyon testi (HCII) ve niukleik
asit amplifikasyon (PCR) testleridir (60,61,62).

3.1.10.3. Direkt Hibridizasyon

In situ hibridizasyon hem parafine gomuli doku oOrnekleri hem de servikal
yaymalarda HPV antijenlerinin veya niikleik asitin (DNA veya mRNA) spesifik problar ile
birlesmesi temeline dayanmaktadir. Biyotinlenmis problar, rutin olarak kromojenik
substratlar ile saptanabilir ve yontem Klinik kullanimlar i¢cin otomatize edilmistir. Bununla
birlikte dérnek toplama, saklama veya islem sirasinda hedef nikleik asit kaybi teknik igin
onemli bir sinirlayici etkendir. Cogu ticari olarak kullanilan DNA problarinda HPV
tiplendirilmesi igin gruplandiriimis problar bulunmaktadir (61). In situ hibridizasyonun
avantaji, spesifik hicrelerde HPV infeksiyonunu identifiye edebiliyor olmasi ve ayni
zamanda fiziksel durumunun belirlenebiliyor olmasidir. Fiyat en 6nemli dezavantajidir
(63).

3.1.10.4. Sinyal amplifikasyon testi

HPV tanisi icin FDA onayi almis ilk test Hybrid Capture Il (HCII) testidir (Digene,

Gaithersburg, Md). Bu ginimuizde en ¢ok kullanilan klinik onay almis ydntemdir. Bu
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yontem sollsyon bazli hibridizasyona dayanan sinyal amplifikasyon metodudur. Bu
yontemde 13 yulksek riskli (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, ve 68) ve 5 dislk
riskli (6, 11, 42- 44) HPV-DNA hedefleriyle reaksiyona giren RNA problari kullanilir. Bu
DNA-RNA hibridleri monoklonal antikorlar ile yakalanir ve antihibrid antikorlari ile
saptanir. HC 1l yontemi sadece yiksek riskli ve distk riskli HPV tiplerinin taninmasi icin
dizayn edilmistir ve spesifik tipleri belirleyemez, ancak ylksek riskli veya disik riskli
tiplerden en az birinin var oldugunu gosterebilir, bu durum yontem icin 6nemli bir
sinirlayicidir -~ ¢tinki  genotiplendirme  direncli ~ yuksek riskli  tiplerin  varhigini
belirleyebilmektedir ve bu da servikal kanser olusumu icin risk faktoridir. Spesifik HPV
tiplerine karsi tedavi simdilik yoktur, asi ise sadece bazi tiplere karsi koruyucudur. Bu
metodun avantajlari; kullanim kolayhgi olmasi ve laboratuvarlar arasi ¢ogaltilabilirligin
saglanabilmesidir. HC I yontemi, enzyme-linked immunosorbent assays (EIA) kulanimina
benzer 96 kuyucuklu mikroplak formatinda kullaniimaktadir ve klinik laboratuvarlarinda
oldukca sik uygulanmaktadir (61,64).

3.1.10.5. Niukleik asit amplifikasyon testi

PCR HPV tanisi icin en ¢ok kullanilan ve en sensitif testtir. HPV-DNA’nin kiicuk
parcalarini amplifiye eder, bdylece daha az doku ve hiicre drnekleri veya daha az viral
kopya ile test yapilimasini saglar. Hedef DNA dizisi yaklasik 1 saat icerisinde 1 milyon kez
cogaltilabilir. Tum PCR yodntemleri 6rnek hazirlama ve PCR reaksiyonlari igin farkl
laboratuvarlara ihtiya¢ duymasina ragmen genis ¢apli klinik ¢alismalar i¢in uygundur. PCR
yonteminin, tip spesifik ve konsensus testler olmak lizere 2 ana tipi vardir. Tip spesifik test
tek bir HPV genotipinin amplifikasyonu icin dizayn edilmistir. Multiple PCR reaksiyonlari
boylelikle ayri ayri uygulanabilir, ancak her &6rnek icin zaman ve fiyat artar (65,66).
Konsensus testler ise HPV tiplerinin biyik bir kisminin taninmasina olanak saglar.

Primerler farkli tiplerdeki belirli bolgeleri hedeflemek icin dizayn edilmistir. L1 iyi korunan
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bir bolgedir ve HPV tiplerinin klasifikasyonu icin kullanilir (67). HPV DNA’nin PCR ile
amplifikasyonundan sonra HPV’un tipi, nikleik asit hibridizasyon, restriksiyon
endoniikleaz veya dizi analizi ile tanimlanabilir. Nukleik asit hibridizasyonu HPV
tiplendirilmesinde en c¢ok kullanilan yéntemdir. Cesitli ¢alismalar reverse hibridizasyon
yontemlerini deg@erlendirmis ve bu yontemler arasinda tek infeksiyon ic¢in ylksek
korelasyonu gostermistir. INNO-LiPA testi (Innogenetics, Temse, Belgium), kullanilan
SPF10 primerlerinin kisa PCR drinleri olusturmasindan dolayr multiple infeksiyonlar igin
yliksek sensitiviteye sahiptir. Roche Diagnostics Amplicor HPV testi biyotin ile isaretli L1
primerlerini kullanan Line blot hibridizasyon yontemidir. Bu Amplicor HPV testi yuksek
riskli HPV tiplerinin 13’Und, daha ileri versiyonlari ylksek ve disik riskli tiplerin 37’sini

taniyabilir. Ayni zamanda insan 3 globin genini belirleyebilir. Digene HCII yontemi ile

Roche Amplicor HPV testi karsilastiriimis, her iki testinde guvenilir sonuglar verdigi, ancak
HPV amplicor testinin sensitivitesinin daha yulksek oldugu bulunmustur. HPV amplicor
testi pahalidir ve sadece gelismis laboratuvarlarda kullanilmaktadir (61,62,68).

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) cesitli endonikleazlar
kullanarak, DNA’y1 spesifik baz ciftlerinden keser ve agaroz jel elektroforezi ile tespit
edilebilen her biri farkli boyutlarda bantlar olusturur. RFLP pahali olmamasina ragmen
ugrastirict bir yontemdir, ayni zamanda manuel teknik olmasindan dolayl her deneyde
farkl sonuclar alinabilir (69).

Dizi analizi pahali olmasina ragmen, drneklerin rutin analizi i¢in hizli bir yontemdir.
Dezavantaji ise multiple HPV tiplerinde sensitivitesinin disik olmasidir. Klinikte HPV
genotiplendirmesi icin rutin olarak uygulanan bir yontem degildir.

HPV tanisinda kullanilan testlerin avantaj ve dejavantajlari Tablo 4’°de

kiyaslanmistir.
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Tablo 4. HPV tan1 yontemlerinin kargilagtiriimasi.

YONTEM AVANTAJ DEZAVANTAJ
Southern Blot Simrl klinik uygulama
Karmagiklik
Standardizasyonu zor
FISH Yeterince duyarli degil

Tip tayini yanlhishklar

Hatali sonuglar

Vira-Pap/ Vira-Type Cok pahali ve zahmetli

HPYV Profile 14-16 tip igin probu var Cok pahali ve zahmetli
Kullanlabilirligi yiiksek Analitik duyarlhilig1 az

Hybrid capture Duyarhlig: yiiksek Ozgiilligii diisiik

Kisa siirede uygulanabilir

Kantitatif
Ucuz
PCR Tum HPV tiplerini saptama Kontaminasyon riski yiiksek
Kullamlabilirligi diisiik
DNA Dizi analizi Altin standart Pahali, hassas

3.1.11. HPV Infeksiyonlarinda Tedavi ve Korunma

Human papillomavirus viicuda girdikten sonra infeksiyon ¢ogunlukla subklinik
olarak seyreder. Olgularin % 60’inda seropozitif, %10’unda DNA pozitifligi, %1 ’inde
belli kondillomlar olugmaktayken %25’inde infeksiyon taninamamaktadir. Dustk riskli
HPYV tiplerinde ortalama tastyicilik siiresi 4 ay iken yiiksek riskli HPV tiplerinde 8 aydir.
HPV infeksiyonlar1 % 80 oraminda tek tip HPV ile olusturulur. Infeksiyon lokal immiin
yanit olusturarak iyilesir. HPV testlerinin negatiflesmesi iyilesme kabul edilir. Ancak
virusun tamamiyle eradikasyonu pek mumkin degildir, ¢iinkii bazal epitelyumda latent

olarak virus saptanabilmektedir.
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Ayn1t HPV tipiyle infeksiyonun devam etmesi persistan hastaligi gosterir.
Persistans i¢in gerekli siire 12 ay olarak kabul edilmektedir (76).

3.1.12. HPV Asilar:

HPV infeksiyonuna karsi immunizasyonun esas amact genital kanser insidansini
diustirmektir. Bu agilama ile HR HPV genotiplerine karst immuniteyi uyarmak ile
gergeklestirilebilir, dolayisiyla bu HPV tipleri ile infeksiyonun onlenmesi saglanmis olur
(18). HPV agilan profilaktik ve terapotik asilar olmak tzere iki gruba ayrilmistir. Ast
caligmalart 1993 yilindan ginimize kadar yapilmaktadir. Bu zamana kadar yapilan
caligmalarin ¢ogu profilaktik asilarla ilgilidir (77,78). HPV gibi hastalik etkeni viral
ajanlarin tammlanmasi hastaligin 6nlenebilmesi i¢in koruyucu ve tedavi edici yontemlere
yonelik yeni olanaklar saglamistir. HIV ve Influenza gibi baz1 viral etkenlerin tedavisi igin
basarili antiviraller gelistirilmistir fakat HPV gibi viruslara kargt antiviral yoktur. HPV
infeksiyonuna kargi tedavi edici as1, kanserle iligkili HPV komplikasyonlarinin énlenmesi
icin son derece iyi olacaktir. Ancak devam eden c¢aligsmalara ragmen HPV ve diger viruslara
karst etkili yeterli immun cevap olusturan bir tedavi edici ast gelistirilememigtir (79).
Persisten infeksiyon olusturan yuksek riskli HPV infeksiyonlarinda immiinolojik
calismalarin ¢oklugu servikal kanserden as1 ile korunmaya yonelik umutlar arttirmistir. Tlag
endistrisinde HPV agilarinin iiretimine yonelik ilk adim epidemiyolojik ¢aligmalarin ortaya
koydugu deneysel kanitlar ile atilmistir. Giinimiizde klinik olarak kullanilan agilar genelde
virus benzeri partiktller formatindadir (80). Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda asilarin
HPV 16’ya yakin sus olan HPV 31 ve HPV 18’e yakin sus olan HPV 45‘in meydana
getirdigi infeksiyonlarda da koruyuculugu gosterilmistir. Bu suglarin  olusturdugu
infeksiyonlarda asilarin koruyuculugu %80°dir (18). Gelistirilen asilarin uygulanmast ve

servikal kanser taramalari birlikte yapilmalidir, ¢inki asilar kanser sebepi olan diger
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yiksek risk HPV tiplerine karst (%25-30) koruma saglamamaktadir. Dolayisiyla erken
donem servikal lezyonlarin belirlenmesi ve prognozu hala ciddi bir problemdir.

HPYV agilarn profilaktik (koruyucu) ve terapotik (tedavi edici) asilar olmak tzere iki
gruba ayrlabilir. Guinimiize kadar yapilmis olan as1 ¢aligmalan daha ¢ok profilaktik agilar
tizerine yogunlasmistir. Profilaktik asida hedef, HPV infeksiyonunun olustugu bolgede
etkin bir bagisik yanit olusturarak olusacak infeksiyonu ve reinfeksiyonu onlemektir.
Bu tir agilar ozellikle HPV infeksiyonu riski tagiyan kisilerde oldukga faydali gibi
gozikmektedir. Bu ozellikler goz ontine alindiginda profilaktik ast i¢gin HPV L1-L2,
terapotik as1 igin ise E6-E7 gen trtnleri ideal olarak gorilmektedir (81).

3.1.12.1. Profilaktik asilar

HPYV kapsid proteinleri yapisindaki  VLP’lerden gelistirilmistir. 3 tipi vardir.

Tip 1: Sadece L1’den olusan VLP

Tip 2: L1ve L2 fiizyon proteinlerinden olugan VLPs

Tip 3: D1s yuz self peptidlerinden olugan VLPs

Profilaktik agida kullanilan antijenler noétralizan antikorlar olusturarak dogal
infeksiyonun seyri sirasinda olusan virus partikiillerinin yayilimini 6nleyecektir. Bunun
yant sira hiicresel immin cevap virus ile enfekte hiicrelere etkin olacak ve hastaligin
eliminasyonunu saglayacaktir.

HPV’nin in-vitro hiicre kulturlerinde uretilememis olmast profilaktik ag1 Gretimi
icin uygun materyal aranmasina yol a¢mistir. L1 proteininin Okaryotik hiicrelerde
ekspresyonu sonucunda VLP’ler halinde bir arada toplanmasi agi ¢aligmalarinda buyiik bir
asama olarak kabul edilmektedir. VLP’ler morfolojik olarak dogal virionlara benzerlik
gostermeleri yaninda nétralizan antikorlarin  olugmasi i¢in gerekli olan epitoplari da
icermektedirler (82,83). VLP’ler gesitli ekspresyon sistemlerinde L1 proteininin tretilmesi

ile gergeklestirilmigtir. VLP’lerin koruyucu etkileri birgok hayvan modelinde, serumda
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notralizan antikor titresi artigt ile gosterilmistir. Notralizan antikor olugturmasinin yani sira
VLP’lerin aynmi zamanda hiicresel immin yaniti aktive etme oOzelligi de wvardir.
Yapilan bir ¢calismada HPV 16 L1 VLP’ler ile immiinize edilmis farelerde proliferatif
Th1 cevabi gelistigi gosterilmistir (84).

3.1.12.2. Terapotik Asilar

High risk HPV’lerin E6 ve E7 onkoproteinlerinden gelistirilmistir. Bu
onkoproteinlerle hazirlanan E6/E7 agisi ile yapilan ¢aligmalar giinimiizde devam etmekte
olup bu konuda hentiz tam bir etkinlik saptamast yapilmamis durumdadir. Ancak E6/E7
proteinlerinin immiinojenitesinin artirilmast ile daha kuvvetli bir etkinligin elde edilmesi
mumkiin olabilir. Boylece kanser gelismekte olan kigilerdede agilamanin etkin oldugunun
gosterilmesi agilamada yeni bir ufuk agacaktir (85).

3.2. PYROSEQUENCING YONTEMI

Pyrosequencing yontemi bir ¢ok mikrobiyal etkenin tamist ve ozellikle de

genotipleri ¢ok olan etkenlerin dogrudan tiplendirilmesinde kullanilan yeni bir yaklagimdir
(70,71). 1996’da Ronaghi ve arkadaglari tarafindan ‘‘Sentez Yoluyla Dizileme’’
(sequencing by synthesis) prensibine dayali ‘‘Pyrosequencing’” metodunu gelistirilmistir.
Pyrosequencing metodu, en basit anlatimla DNA polimeraz aktivitesinin kemiliminesan bir
enzim araciligiyla tespitidir. Temel olarak dizileme reaksiyonu, dizilenecek DNA’nin tek
sarmali (ssDNA) tizerinde tamamlayict sarmalinin (complementary DNA) sentezlenmesi
seklinde kendini gosterir (72). Bu yontem kullanilarak, klonlama yapmaksizin, 7.5 saatte
100-500 milyon bazlik dizileme yapmak mimkiindiir. Bu sistemle daha once yillar alan
dizileme projelerini haftalar iginde sonuglandirmak miimkin kilinmigtir (73). DNA nin ¢ift
sarmall1 yapisini bulan Nobel 6dilli aragtirmact Dr. James Watson’in genomu bu yontemle
dizilenmigtir. Yine Neandertal genomu ve nesli tikenen mamut tirinin genomu bu

yontemlerle kisa strelerde butiiniiyle dizilenebilmistir. Yontemin avantaji bu tip kompleks
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genomlarin haricinde, bakteri ve viriis gibi daha basit genomlarda bir giin iginde tim
genomun dizilenebilmesi ile ortaya ¢ikar (74).

3.2.1. Pyrosequencing ve Prensipleri

Sanger metodunda tek bir 6rnegin dizi analizini yapmak i¢in dort paralel dizi analizi
reaksiyonu kullanilmakta, elektroforez agsamasini igermekte ve oldukg¢a uzun bir siirede
tamamlanabilmektedir. Iste tim bu bahsedilen dezavantajlari ortadan kaldiracak yeni
teknikler aragtirillmaya baglanmig ve “Pyrosequencing” yontemi gelistirilmigtir.

Gunumuzde birgok arastirict Pyrosequencing adi verilen “single-nucleotide
addition” (SNA) yani tek niikleotid eklenmesi yontemi ile DNA analizi yapmaktadirlar.
Pyrosequencing yontemi ticari olarakta bulunan ve Sanger metoduna alternatif olan tek
sekanslama teknigidir. Bu yontem ile tek bazlik bir dizi analizinden, biitin genomun dizi
analizinin yapilmasina kadar genis spektrumda dizi analizi yapilabilmektedir.

Pyrosequencing sentez yaparak dizi analizi yapma prensibine dayanir. DNA sentezi
sirasinda agiga ¢ikan pirofosfatlarin saptanmasi esasina dayanan bir real-time (gercek
zamanlt) kantitatif dizi analizi teknigidir (75).

3.2.1.1. Pyrosequencing Asamalari

Islem PCR iiriinlerinin tek sarmal DNA’ya (ssDNA) doniismesiyle baslar. Bir tek
sarmal Pyrosequencing isleminde kalip olarak kullanilmak tizere izole edilir. Herbir primer
cifti genellikle biotin ile 5’ ucundan isaretlenir.

1.Asama:

Sekans primeri PCR ile ¢ogaltilmis olan bir ssDNA kalibr ile hibridize edilir. Enzim olarak
DNA polimeraz, ATP Sulfiirilaz, lusireraz ve apiraz kullanilir. Substrat olarak ise adenozin

5’ fosfosulfat (APS) ve lusiferin ile inkiibe edilir.
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Sekil 11: Pyrosequencing birinci asamasi

2.Asama:

4-deoksiribonikledotid trifosfat’lardan (dNTP) ilki reaksiyona ilave edilir. Eger
dNTP kalip DNA’daki baz’a komplementer ise ortamda bulunan DNA polimeraz, bu
dNTP’nin DNA sarmalina eklenmesini katalize eder. Yani karisimda bulunan dNTP’lerden
biri ki bu DNA sarmalindaki ilk nukleotidin komplementeridir, baglayici enzim olan DNA
polimeraz yardimi ile DNA sarmalina 3’ ucundan baglanir.

Polimeraz aracihgl ile dNTP DNA kalibina baglanirken dNTP Uzerindeki 2 adet
fosfat aciga cikar ve ortama 2 fosfath bir yapi olan pirofosfat Ppi ortama ge¢cmis olur.
Herbir nikleotid eklenmesi ile pirofosfat (PPi) serbest kalir. Boylece eklenen niikleotid

miktari ile serbest pirofosfat’in (PPi) miktari orantilidir.

Sekil 12: Pyrosequencing ikinci asamasi
3.Asama:
Adenosine 5’ fosfosulfat (APS) varhginda ATP sulfurylase PPi’yi ATP’ye cevirir.
ATP’nin ortamda bulunmasi lusiferin, lusiferaz enzimi aracihgi ile oksilusiferin’e doénisur.
Oksilusiferin ise gorundr bir 1sin yayar. Olusan bu 1sin miktart ATP miktari ile orantihidir.

Lusiferaz ile katalize edilmis reaksiyon sonucu olusan 1sin CCD kamera ile tespit edilir ve
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bir seri tepecik seklinde gorilur. Her bir tepecigin yuksekligi (1sik sinyali) eklenmis olan

nikleotid sayisi ile orantilidir.

Sekil 13: Pyrosequencing ¢lncl asamasi

4.asama:

Nukleotid parcalayan bir enzim olan apiraz (apyrase) devamli olarak ATP’yi ve
baglanmamis olan dNTP’leri parcalar. Dolayisiyla 1stk olusumu Kkesilir ve reaksiyon
sollisyonu yenilenmis olur. Baska bir deyisle ortamda yeni reaksiyon olusturacak dNTP ve
ATP kalmamis olur ve ortam ikinci nikleotidin ilave edilmesine hazirlanmis olur. Bu

teknoloji ile bir DNA parcaciginin 100 nukleotidi kantitatif seklide okunmus olur.

Sekil 14: Pyrosequencing doérdinci asamasi
5.asama:
Dogal dATP yerine deoksiadenozin alfa-tio trifosfat (dATPaS) kullaniimaktadir.

islem devam ettikce komplementer DNA sarmali yapilir ve niikleotid dizisi Pyrogram daki
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sinyal tepeciklerinden saptanir. Pyrogram®da iki kat yukseklik gosteren tepecikler iki

nikleotidin baglanmasi sonucu olusur (75).

Nudeoli<le added

Sekil 15. Pyrosequencing besinci asamasl

Sekil 16. Pyrosequencing tekniginin prensip semasi

PCR asamasindan sonra Pyrosequencing, sekanslanacak baz sayisina bagh olarak 10
dk. kadar kisa bir sirede sonu¢ verebilmekte ve kolaylik, eleman, zaman ve maliyet

acisindan da avantajlara sahiptir (75).
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ORNEK iD

Hazirlikasamasi PCR Ornek hazirlama Pyrosequencing identlFire
(Dizaynyaziliminin A 15dakika 6 KMOOdakika A 1ldakika
ayartanmaa) (Sdkglde)

Sekil 17. Pyrosequencing asamalarinin ortalama streleri

Halen bir PCR drdnundn dizi analizi en hizli yapan ybéntem Pyrosequencing
yontemidir. Bu yontemin tercih nedenleri uygulamasinin basit, sonuclarinin
degerlendirilmesinin kolay, hizli ve real-time (gergcek-zamanh) bir test olmasi, fazla sayida
ornekle yapilacak calismalarda fiyat ve zaman agisindan da Sanger teknigine gore daha
avantajli olmasidir. Ayrica Sanger teknigindeki isaretli primerler, isaretli niikleotidler ve jel
elektroforezine ihtiya¢ olmamasi bu teknolojinin diger cok 6nemli avantajlarindandir.

3.2.2. Pyrosequencing yonteminin kullanim alanlari

Pyrosequencing yontemi son yillarda havuz yapilmis érneklerde alle frekans analizi,
metilasyon analizleri, molekiiler haplotiplendirme, heteroplazmik DNA sekanslamasi, adli
tip analizleri, bakteriyel tiplendirme, viral tiplendirme, fungal tiplendirme, insersiyon ve
delesyon saptanmalari gibi calismalarinda kullaniimaktadir.

Klinik arastirmalari da kolaylastirmakta ve hizlandirmaktadir. Ayrica, bu metot bitki

ve hayvan calismalarinda da kullaniimaktadir (75).

41



4. GEREC VE YONTEM

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca onaylanan bu
calisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali ile Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nin ortak katkilariyla gergeklestirildi.

4.1. Hastalarin Se¢imi, Orneklerin Toplanmasi ve Analize Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullamlan materyaller Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D.
Laboratuvarindan arsiv taramast sonucu elde edilmistir. Ormek gurubu, skuamoz
intraepitelyal neoplazi, lowgrade, skuamoz intraepitelyal neoplazi, high grade, skuamoz
karsinom insitii ve invaziv skuaméz karsinom olarak tanimlanan 38 (otuz sekiz) parafin
blok secilerek olusturulmustur. Patolojik olarak uterin servikal kanseri tanisi i¢in rutin
histopatolojik uygulamalardan, tespit (fiksasyon), takip (doku isleme), bloklama, kesme ve
boyama iglemleri sirasiyla gergeklestirilmigtir. Negatif kontrol gurubu olarak ise yaklagik
10 adet timor yapist gostermeyen (non-neoplastik) uterin servikal doku Ornegi
kullanilmistir. Parafine gomilt dokulardan mikrotom ile 5- 10 um kalinliginda 5- 6 adet
kesit alinmis ve elde edilen kesitler 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplerine alinarak HPV
tiplendirilmesi ¢aligmasinda kullanilmak tzere Tibbi Mikrobiyoloji A.D. Molekiiler
Mikrobiyoloj Laboratuarinda genotiplendirme islemi yapilincaya kadar 4°C’de
saklanmigtir.

4.2. Yontemin prensibi

“HPYV sign” ticari kiti kullanilarak genotiplendirme iglemi gergeklestirildi. Bu kit ile
klinik 6rneklerden HPV genotiplerinin yaklasik 40 tanesi belirlenebilir. Swap, biyopsi veya
dokulardan izole edilen HPV DNA’lart Rotor-Gene™ 6000” (Corbett Research) PCR
cihazi ile ¢ogaltilir. Amplifikasyonun ardindan Melting Curve Analysis yardimiyla tarama
yapilirak Pyrosequencing ile genotiplendirme gergeklestirilir. PyroMark Q96TM ID sistemi

sentez yoluyla dizileme’ (sequencing by synthesis) prensibine dayali ‘‘Pyrosequencing’’
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metoduna gore ¢alismaktadir. Pyrosequencing metodu, en basit anlattmla DNA polimeraz

aktivitesinin kemiliminesan bir enzim aracilifiyla tespitidir. Temel olarak dizileme

reaksiyonu, dizilenecek DNA’nin tek sarmali (ss DNA) tizerinde tamamlayici sarmalinin

(complementary DNA) sentezlenmesi seklinde kendini gosterir. Kitin igeriginde genotiplere

spesifik 30 baz ¢ifti (bp) uzunlugunda HPV 1 seq primer, HPV 2 seq primer, HPV 3 seq

primer ve HPV 4 seq primer olarak ifade edilen sekans primerleri yer alir. IdentiFireTM

yazilimi, HPV kitiiphanesini yani HPV genotiplerinin baz dizilislerini igerir. Sekans

sonucunda elde edilen baz dizileriyle kiitiiphanedeki dizileri karsilagtirir. “HPV sign” ticari

kitiyle “PyroMark Q96 ID sistemiyle 30 baz ¢ifti uzunlugundaki HPV’nin asirt degisken

genom bolgesinin sekanst saglanir. Boylece HPV genotipleri belirlenir.

Tablo 5. Genotiplendirme i¢in kullanilan kimyasal maddeler, sarf malzemeler ve cihazlar.

izolasyonu i¢in;

Qiagen REPLI-g FFPE DNA
izolasyon kiti, Xylenes,
Absolut etanol
Amplifikasyon icin;
Taq polimeraz ve
reaktifler; TaKaRaEx TaqTM
R-PCR Custom, EvaGreen

TMDye

ilgili

Sekanslama i¢in; Streptavidin
SepharoseTM High
Performance, PyroMark Gold
Q96 SQA Reagents (1x96),
Absolut etanol

Q96 Kartus, PyroMark Q96
Vakum hazirlik havuzu, PyroMark
Vakum hazurlik filtre probu, Steril
DNase ve RNasefree 1,5 ml
polypropylene (PP) kilitli
tiipler,Steril DNase ve RNase free
7 ml polypropylene (PP) tiipler,
ayarlanabilir pipetler (1 pl-1000 pl
arasinda), ince duvarli-diiz kapakli
DNase ve RNasefree 0.2 ml PCR
tiipleri, steril DNase ve RNasefree
pipet ul-1000 Wl
arasinda), Steril meziir (250 ml),

uclarnn (1

pudrasiz eldiven.

Kimyasal maddeler Sarf malzemeler Cihazlar
(60 reaksiyon icin)
Parafin bloktan HPV DNA | PyroMark Q96 Plate, PyroMark | Amplifikasyon i¢in;

Rotor-Gene Q” (Qiagen)
Sekanslama i¢in; PyroMark Q96
ID sistem (220-240V) (Qiagen),
PyroMark Q96 vakum hazirlik is
istasyonu  ve  gerekli  tiim
Mikroplate

santrifiij ( hiz: 1400 rpm), 2 adet

aksesuarlari, icin

151 blogu dereceleri

90°+2°C ve 60°£2°C)

(calisma
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4.3. Parafin Blok Kesitlerinden HPV DNA izolasyonu

Orneklere DNA izolasyonu Qiagen REPLI-g FFPE DNA izolasyon kiti ile iiretici
firmanin onerileri dogrultusunda yapildi. Izolasyon protokolii asagidaki siraya gore
uygulandi.

1-Parafine gomuli doku blogundan 5 ile 10 gm kalinliginda bir doku pargasi
mikrotom tzerinde kesilerek mikrosantrifiy tiipi i¢ine aktarilir.

2- FFPE Lysis soliisyonu (1x) hazirlanir. Kangtinlir ve kisaca santrifiyj edilir.

3-llk olarak elde ettigimiz doku boliimiine 100 ul FFPE Lysis soliisyonu (1x)
eklenir. Karistirilip ve kisaca santrifiy edilir.

4- Parafin eritmek i¢in 10 dakika boyunca 95 © C'de 6rnek inkiibe edilir.

5-Ornekler oda sicakligina kadar sogumaya birakilir. Bu asamada, 6rneklerin sivi
kisminin yiizeyi iizerinde ince bir parafin ve doku tabakasi olusur.

6- 2 ul Proteinaz K. Miks eklenir ve kisaca santrifiyj edilir.

7-Ornekler 6nce 60 °C'de 60 dakika boyunca ve daha sonra 95 °© C'de 10 dakika
boyunca inkiibe edilir.

8- Yeni bir mikrosantrifiyj tiipii i¢ine par¢alanmig doku kesitinden 10 ul aktarilir.

9-FFPE master miks hazirlanir. Kisa bir vorteks ve santrifiij yapilir.

10- 8. maddede pargalanmig dokudan elde edilen 10 ul DNA iizerine 10 ul FFPE
master miks karigimi eklenir. Kisa bir vorteks ve santrifiyy yapilir.

11-Ornekler 24 ° C'de 30 dakika boyunca inkiibe edilir. Bu asamada, doku
kesitlerinden hazirlanan DNA fragmentleri yiksek molekiil agirliklit DNA olusturmak i¢in
rastgele baglanir.

12- 95 ° C'de 5 dakika boyunca inkiibe edilerek reaksiyon durdurulur ve sicaklik
thermal cycle veya buz kullanarak 4 © C’ye dustrulir.

13-REPLI-g master miks hazirlanir.
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14- 12. maddede hazirlanan denatire DNA Uzerine 30 ul REPLI-g master miks
eklenir. Kisa bir vorteks ve santrifuj yapilir.

15- 30 ° C 'de 2 saat boyunca (standart bir reaksiyon) veya 8 saat boyunca (ylksek
verimli reaksiyonu) inkibe edilir.

16- 95 ° C'de 10 dakika boyunca inkibe edilerek reaksiyon durdurulur.

17-Amplifiye edilmis DNA daha sonra ki uygulamalar icin kullanilana kadar -20 °
C'de saklanr.

Tablo 6. Kit iceriginde yer alan primer guruplari.

HPV 1seq primer 2 x 60 pl (HPV’nin degisken genomik bolgeleri
icin)

HPV 2 seq primer 2 x 60 pl (HPV 18, HPV 31 ve HPV 58’
spesifik)

HPV 3 seq primer 2 x 60 pl (HPV 16’ya spesifik)

HPV 4 seq primer 2 x 60 pl (HPV 31, HPV 33, HPV 39, HPV 42,

HPV 52 HPV 73’e spesifik)

Tablo 7. HPV tiplendirme isleminde kullanilan HPV seq primerleri

Dogru genotip icin gerekli bitisik

HPYV tipi HPV seq primer
en az baz gifti (bg) uzunlugu.

HPV 1 seq primer 17

HPV 16
HPV 3 seq primer 12
HPV 1 seq primer 17

HPV 18
HPV 2 seq primer 12
HPV 1 seq primer 15

HPV 33 HPV 4 seq primer 19
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4.4, HPV DNA PCR Asamasi

Elde edilen HPV DNA’lari ve yukarida belirtilen primerler kullanilarak PCR
kurulmustur. PCR ile ¢ogaltilan her DNA’nin icinde,insan P-globin geni ile birlikte
HPV’nin korunmus bir genomik boélgesinin bulunmasi gereklidir. Bu nedenle kitte bulunan
HPV / P-globin primerleri internal (i¢) kontrol olarak kullaniimistir.

PCR icin master miks hazirlanirken her bir érnek basina 20 pl 5x R-PCR buffer
(Mg2+), 2 pl dNTP Miks (Her bir dNTF’den 10 mM), 3 pl 50 mM Mg2+ Solisyon, 1 pl
ExTaqg HS (5U/pl), 5 pl Eva GreenDye (20x in water), 3 pl HPV/ P -globin primeri ve 56
pl su kullaniimistir. Ornek basina 90 pl miks elde edildi. Elde edilen bu miks pipet
yardimiyla karistirilirdi. Reaksiyon tuplerinin her birine 90 pl miks eklendi. Negatif kontol
olarak 10 pl su kullanildi. Ornek olarak elde edilen HPV DNA’sindan 10 pl kullanildi.
PCR islemi icin toplam 3 gurup pozitif kontrol kullanildi. HPV 1/2 pozitif kontrolden 10 pl,
HPV 3 pozitif kontrolden 10 pl ve HPV 4 pozitif kontrolden 10 pl kullaniimistir. Toplam
reaksiyon hacmi 100 pl olmustur. Tupler Rotor-GeneTM 600 cihazinin icine transfer edildi.

Rotor-GeneTM 600 cihazi icerisindeki ornekler icin PCR protokolli su sekilde

uygulanmistir (86).

Denatirasyon 94°C’de 1 dakika

94°C’de 1 dakika

Baglanma ve uzama 40°C’de 2 dakika 40 Dongu

72°C’de 1,5 dakika

Final uzamasi 72°C’de 5 dakika
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PCR sonrasinda elde edilen HPV DNA agisindan pozitif (+) olan érnekler igin
sekans islemine gegilir. Asagidaki grafiklerden faydalanarak HPV DNA acisindan pozitif

(+) veya negatif (-) olarak degerlendirme yapildi.

iPv

i-Glob

73 7 75 76 17 78 79 EO 8 8 8 B4 8 36 8 8 8 90 9 9
deg.

Ornek uygunlugu: UYGUN, Dogru sonug: HPV Pozitif
HPV :+ P Glob :+, Genotip: HPV Pozitif

Sekil 18. HPV (+), P Glob (+) PCR grafigi.

3-Glob

73 74 75 76 77 B 79 80 81 82 83 84 85 86 87 89 99 90 a 9:
deg

Ornek uygunlugu: UYGUN, Dogru sonug: HPV Pozitif ,Orta/Y iiksek HPV
Konsantrasyonu
HPV :+ P Glob :-, Genotip: HPV Pozitif
Sekil 19. HPV (+) , P Glob (-) PCR grafigi.
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ddb

l'iij 73 74 75 76 77 70 70 80 18 82 03 84 65 £6 o7 88 80 00 a 9:
efog.

Ornek uygunlugu: UYGUN, Dogru sonug: HPV Negatif veya HPV Konsantrasyonu sistem
degerlerinin altinda
HPV :- P Glob: +, Genotip: HPV Negatif

Sekil 20. HPV (-) , P Glob (+) PCR grafigi.

Ornek uygunlugu: UYGUN, Dogru sonug: HPV DNA’sI ve insan DNA’sI tespit edildi.
Dusuk konsantrasyonunda HPV pozitif
HPV: + P Glob: +, Genotip: HPV Pozitif

Sekil 21. HPV (+), P Glob (+) PCR grafigi.
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Ornek uygunlugu: UYGUN DEGIL, Sonug yanlis: DNA tespit edilemedi
HPV :- PGlob :-, Genotip: No template (HPV DNA’sI agisindan negatif)

Sekil 22. HPV (-), P Glob (-) PCR grafigi.

Sekil 23. Negatifve Pozitif Kontrollerin birlikte gosterildigi PCR grafigi.

49



S. BULGULAR

Calismada kullanilan 6rnek gurubunda 38 (otuz sekiz) adet uterinservikal kanser
tanis1 konulmusg hasta yer almigtir (n=38). Bu hastalarin yag aralig1 25-65dir.

Patolojik olarak skuamoz intraepitelyal neoplazi, low grade, skuamoz intraepitelyal
neoplazi, high grade, skuamoz karsinoma insitii ve invaziv skuaméz karsinoma tanimlanan
hastalar 6rnek gurubunu olusturmustur. ki hastaya ait patoloji bilgisine ulagilamamistir.

PCR islemi sonrasinda 38 adet ornekten 35 tanesinin HPV DNA’st igerdigi
belirlenerek Sekil 18, Sekil 19 ve Sekil 21 ile bu PCR sonuglart gosterilmigtir. Bu 35
ornegin HPV genotipleri Pyrosequencing islemi sonucunda belirlenmistir. Kalan 3 6rnek
ile negatif kontrol grubundaki timoér yapist géstermeyen (non-neoplastik) servikal doku
orneklerinin ise HPV DNA’s1 icermedigi goriilmus ve sekans iglemi disinda birakilmigtir.
Negatif olarak degerlendirilen bu 6rneklere ait PCR sonuglart Sekil 20, Sekil 22 ve Sekil
23’de ifade edilmistir.

28 hasta tek bir HPV tipi ile enfekte iken 7 hasta birden fazla HPV ile enfekte olarak
tespit edilmigtir.

Hastanin patolojik bulgusu, HPV genotipleri ve toplam hasta sayisindaki yizdeleri

Tablo 8, 9 ve 10’da 6zetlenmistir. Bu sonuglar Sekil 24’de ise grafik olarak da sunulmustur.
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Tablo 8. Hastanin patolojik bulgusu, HPV genotipleri ve toplam hasta sayisindaki ytizdeleri.

PATOLOJI SAYI YUZDE (%) HPV GENOTIPi SAYI YUZDE (%)
CINII 7 18,42 HPV 16 7 100
HPV 16 5 71,4
CIN III 7 18,42 HPV 16 + HPV 16 African type 1 2 28,6
HPV 16 3 60
Serviks epidermoid karsinom 5 13,15 HPV 18 1 20
HPV 16 + HPV 16 African type 1 1 20
CINT 4 10,52 HPV 16 4 100
HPV 16 3 75
Skuamoz hiicreli karsinom 4 10,52 - 1 25
CIN II, kronik servisit 2 5,26 HPV 16 2 100
CINL CINII 1 2,63 HPV 16 1 100
CIN I, CIN IL, karsinoma insitu, kronik servisit 1 2,63 Igfpllafty‘;gcan type 1+ HPV 16 100
CIN I1I, karsinoma insitu 1 2,63 HPV 16 + HPV 16 African type 1 1 100
CIN III, karsinoma insitu, kronik servisit 1 2,63 HPV 16 + HPV 33 IS 827 izolat 1 100
Karsinoma insitu, kronik servisit 1 2,63 - 1 100
CIN I, kronik servisit 1 2,63 - 1 100
Mol hidatiform 1 2,63 HPV 16 + HPV 16 African type 1 1 100
HPV 16 1 50
Patoloji bilgisi olmayan 2 5,26 HPV 16 + HPV 18 1 50
TOPLAM 38 100 38
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Tablo 9. HPV genotiplerinin yizde (%) olarak dagilimi.

HPV GENOTIPI SAYISI YUZDESI (%)
HPV 16 26 68,4

HPV 16 + HPV 16 African type 1 5 13,1

No Template (HPV DNA’s1 igermeyen Neg (-) 6rnek) 3 7.8

HPV 18 1 2,6

HPV 16 Africian Type 1 + HPV 16 Africian Type2 1 2,6

HPV 16 + HPV 33 IS 827 izolat1 1 2,6

HPV 16 + HPV 18 1 2,6

TOPLAM 38 100

Tablo 10. Bir veya daha fazla HPV tipi ile enfekte hastalarin dagilimi.

HPV GENOTIPI SAYI YUZDE (%)
Tek HPV tipi ile enfekte hasta sayisi 28 80

Birden fazla HPV tipi ile enfekte hasta 7 20
TOPLAM 35 100
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GaNA_HPvAAENOTIPDXALIM %

HPV16

HPV16+HPV16 Africian Type 1

m No template (HPV DNA's acisindan negatif)

m HPV 18

m HPV 16 Africian Type 1 ¢ HPV 16

Africian Type2

HPV 16 + HPV 33 IS 827 izolati

= HPV 16 + HPV 18

Sekil 24. HPV Genotiplerinin grafik olarak gosterimi.

Dort 6rnegin Pyrosequencing degerlendirilmesi ve elde edilen sonuclar Sekil 25-

28’de gosterilmistir.

Hit 1: Human papillomavirus type 16
Score: 100

9 Identitles: 30/30 (100%)

2 Gaps: 0/30 (0%)

I
Query _ ACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGcc 30

‘ trrrrrerrrrrerre el

Lilcrary _ ACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTsc 30

Sekil 25. HPV 16 Genotipi Pyrosequencing sonucu.
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X°VIE+X°V I8/ ErTo g voh

Hit 1: Human papillomavirus type 18

Score: 100

Identities: 30/30 (100%0)

Gaps: 0/30 (0%)

Query 1 TCGCAGTACCAATTTAACAATATGTGCTTC 30

LErrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrn
Library 1 TCGCAGTACCAATTTAACAATATGTGCTTC 30

Sekil 26. HPV 18 Genotipi Pyrosequencing sonucu.

Hit 1: Human papillomavirus type 16

Score: 100

Identities: 30/30 (100%)

Gaps: 0/30 (0%)

guery 1 AACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGA 30
trrrrrreMumrrrrrrrrrrrrrrrnrnl

Library 1 AACTACATATAAAAATACTAACTTTAAGGA 30

Hit 1: Human papillomavirus type 18

Score: 100

Identities: 30/30 (100%)

Gaps: 0/30 (0%)

Query 1 CAATATGATGCTACCAAATTTAAGCAGTAT 30

frrrerrrerrrrerrrrrrerrrr e
Library 1 CAATATGATGCTACCAAATTTAAGCAGTAT 30

Sekil 27. HPV 16 + HPV 18 Siiper enfeksiyon Genotipi Pyrosequencing sonucu.

54



Hit 1: Human papillomavirus type 16

Library i1 AACTACATATAAAAATACTAACTTTAAAGA 30

Score: 100
S Identities: 30/30 (100%)
-_g, Gaps: 0/30 (0%)
(<5}
Y
ﬁ Query 1 ACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGC 30
= Frrreerrrerrrreerrrerrrrrerrnd
%‘ Library i ACGCAGTACAAATATGTCATTATGTGCTGC 30
- Hit 1: Human papillomavirus type 16 (African type 1)
(b}
,% Score: 93,7
c
5 Identities: 29/30 (97%)
< Gaps: 0/30 (0%)
«Q
E Query i AACTACATATAAAAATACTAACTTTAAAGG 30
" FEEErrrr ettt ittt
«Q

Sekil 28. HPV 16 + HPV 16 Africian type 1 Super enfeksiyon Genotipi

Pyrosequencing sonucu.
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6. TARTISMA

Servikal kanserin primer sebebi olan HPV, cinsel yolla bulasan en yaygin
enfeksiyonlardan birisidir. Kadinlarin yagamlari boyunca HPV’ye yakalanma riski
%50’den fazladir. Geng kadinlardaki HPV enfeksiyonlarinin %70-90’1 gegici olup
genellikle klinik belirti goriilmeden 1-2 yil igerisinde iyilesirken %10’undan azinda ise
persisten enfeksiyon gelisir. High risk (HR) HPV DNA’sinin bir yil’dan uzun bir siire
tespit edilmesi persisten enfeksiyonun gostergesidir ve bu enfeksiyon prekansertz
lezyon ve servikal kanser geligiminin en buyiik risk faktoridiur. Buna ragmen displaziye
ilerleyen enfeksiyonlarin bile biiyik bir kismi 1iyilesir. Low-grade lezyon CIN T’in
%50-60’1, high-grade lezyon CIN 2’nin %30-40’1 geriler. Buna gore HPV
enfeksiyonunun kontrolinde immun cevap olduk¢a etkilidir. HPV ile enfekte olan
kigilerin %1’inden daha azinda servikal kanser gelisir. Genital mukozay1 40’tan fazla
HPYV tipi enfekte eder. Bu tipler servikal kanserle iligkilerine gore dusiik risk (low risk-
LR) ve yuksek riskli (high risk-HR) HPV tipleri olarak iki guruba aynlir. HPV 6 ve
HPV 11 tipleri LR gurubunda yer alip genital sigillerin %90’dan fazlasinin
sorumlusudur. HR grubunda servikal mukozay1 enfekte eden en az 15 onkojenik tip
vardir. Servikal kanser orneklerinden en ¢ok izole edilen HPV tipi %53.5 oranla HPV
tip 16°dir. Daha sonra %17’lik oranla HPV tip 18 gelir. HPV 16 ve HPV 18 biitin
servikal kanserlerin %70’inden sorumludur. HPV 45 siralamada tgiinci sirada yer
alirken HPV tip 31 ise dordinci siradadir. Biitin servikal kanserlerin %80’inde bu dort
HPYV tipi tespit edilmistir (87). HPV enfeksiyonu i¢in en riskli gurup cinsel olarak aktif
geng erigkinlerdir. Epidemiyolojik ¢aligmalara gore HPV prevalansinin 18-25 yag arasi
geng kadinlarda en yuksek oldugu gorilmektedir (56).

HPV genotiplerinin saptanmast epidemiyolojik olarak énemli olup klinik seyrin
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ve tedavinin planlanmasi agisindan oldukg¢a faydalidir. Bu ¢alismada kadinlarda
dinyada gogiis kanserinden sonra ikinci sirada yer alan servikal kanser ile mucadele
etmek i¢in hizli bir sekilde HPV genotiplerinin belirlenmesini ve buna gore bir sonraki
tedavi asamasinin planlanmasint kolaylastiracak olan pyrosequencing yonteminin
avantajlarin1 gostermek amaglanmigtir.

HPYV ile ilgili Turkiye’deki ilk ¢aligmalardan birisi Vardar ve ark. 1994 yilinda
176 hastada yaptiklari calisma olup bening servikal lezyonlarda yapilan LEEP
materyalinde immunperoksidaz boyamasi yapilmig %16.4’tinde HPV pozitifligi
bulunmug olup Pap smear lerde ki HPV pozitiflik oranlari ise %5.6 olarak tespit
edilmistir (88).

1997 yilinda Giiney ve ark. ¢aligmasinda 21 gebe kadinda servikal brush ile
ornek alinmig, 20 kondilom veya displazik lezyonu olan kadinin parafin 6rneklerinde
DNA insitu hibridizasyon (DISH) ve PCR ile ¢alisilmistir. Gebe kadinlarin 2’sinde
(%9.5) PCR ile HPV tespit edilmis olup biopsi érneklerinde ise DISH ile %30 ve PCR
ile %45 HPV tespit edilmistir (89).

2002 yilinda Altuglu ve ark. ¢alismasinda mukopiiriilan endoservisit tanist almig
148 vakada servikal swab materyalinde Hybrid Capture yontemi ile HPV DNA bakilmig
ve 8 hastada (%5.4) HPV DNA tespit edilmistir (90).

2003 yilinda Ozsaran ve ark. galismasinda 1100 hastanin 34’iinde skuamoz
hiicre anomalisi saptanmig. Bunlarin 15 tanesinde ASCUS, 16 tanesinde LGSIL, 3
tanesinde de HGSIL tespit edilmistir. 5 hastada Hybrid Capture yontemi ile HPV DNA
saptanmigtir (91).

2003 yilinda Ozgelik ve ark. ¢alismalarinda 230 kadinin 14'iinde (%6.1) Hybrid

Capture-I yontemi ile HPV DNA's1 tespit etmislerdir (92).
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2004 yilinda Oztiirk ve ark. galismasinda 206 hastanin servikal materyalinde
sitolojik muayene ve Hybrid Capture yontemi ile HPV DNA bakilmig %4.9 oraninda
HPV DNA saptamiglardir. Normal sitolojisi olan grupta HPV DNA %2.1 tespit
edilirken, epitelyal hiicre anomalisi tespit edilen hastalarda %42.9 olarak bulunmustur
(93).

2005 yilinda Onan ve ark. ¢aligmasinda 94 servikal intraepitelyal neoplazi (CIN)
hastasinin parafin bloklarinda PCR ile HPV subtiplerine bakmislaridr. Hastalarin 47’si
(% 50) CIN L, 27’s1 (% 28.8) CIN 1II, 20’si (% 21.2) CIN III tanist almistir. Bu gruplarda
HPV pozitifligi sirastyla % 4.2, % 14.8 ve % 45 olarak bulunmustur (94).

Turkiye’deki degisik kliniklerden toplanmig 180.000 smear sonucunu sundugu
bildiride ASCUS orani1 %1, LSIL orani, %0.4, HSIL orani ise %0.19 olarak bildirmistir
(95).

Inal ve ark. calismasinda 1353 kadin taranmus, 1344 (%99.3) kadinin smear
sonucu normal olarak bildirilmis. Anormal smear sonucu olan 9 kadinin 5’1 CIN 1, 3’
CIN II ve bir tanesi CIN III’tir. Bu hastalarin hepsinde Hybrid Capture 1I testi ile HPV
DNA saptanirken sitolojik olarak normal grupta HPV DNA saptanan hasta sayist 20
(%1.5) bulunmustur (96).

Erglinay ve ark.n c¢alismasinda sivi bazli sitoloji ile 14’inde ASCUS, 3’tnde
ASC-H, 7’sinde LSIL, 5’inde HSIL, 4’tnde LSIL + siupheli HSIL, 1’inde AGUS,
I’inde de atipik hiicrelere tam tani koyulamamis 35 kadini ¢alismaya almistir. Bu
hastalarin 28’inde (%80) PCR ile HPV DNA tespit edilmis. Bunlarinda 22’sinde
(%78.6) yuksek riskli HPV tipleri (16, 18, 31, 33, 45, 56,59) bulunmustur (97).

Yildiz ve ark. calismasinda servikal loop eksizyon materyallerinde LSIL ve

HSIL tespit edilen hastalarda p16 ekspresyonuna bakilmigtir. HSIL vakalarinin tamamiu,
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LSIL vakalarinin ise %80’inde pl6 pozitif bulunmustur. Total HPV pozitiflik oran
%48.6 olup HSIL vakalarinin %50’si, LSIL vakalarininda %46.6’sinda HPV pozitif
tespit edilmistir (98).

Isikli ve ark. tarafindan 513 kadina Pap smear uygulanmis. Hastalarin %24.4°u
kolposkopt i¢in ¢agrilmig, 77’sine kolposkopi uygulanmis, alinan biopsilerin 8
tanesinde LSIL ve 1 tanesinde HSIL saptanmistir (99).

Ozgiil ve ark. galismasinda 13 LSIL, 22 HSIL, 23 skuamoz hiicreli servikal
kanser ve 25 normal dokuda p16INK4a’ ya ve HR-HPV ile korelasyonuna bakilmistir.
Tim HSIL ve skuamoz htcreli kanserlerde p16INK4a pozitif iken LSIL hastalarinin
%46.2’sinde pozitif bulunmustur (100).

Italya’da yapilan bir calismada Verteramo ve ark. 2000-2004 yillari arast
jinekoloji poliklinigine bagvuran 17-57 yag arast 753 kadin hastada L1 bolgesini
hedefleyen MYO09/11 primerleri ve E6/E7 genlerine yonelik primerlerin kullanildig
PCR testini kullanmiglardir. HPV DNA prevalansini %18.3 (138/753) bulunmustur.
Sirastyla HPV 16 %14.18, HPV 53 (%9.21), HPV 58 (%7.80), HPV 66 ile HPV 6 (her
ikisi %5.67) olarak tespit edilmistir. Diger tiplerin orant %5’in altinda bulunmustur. 138
tane pozitif HPV DNA’sinin 83 tanesi HR (%58.56), 41 tanesi LR (%29.08) ve 18’1 ise
(%12.06) bilinmeyen HPV tipidir. 3 6rnekte (%2.17) multiple enfeksiyon bulunmustur
(101).

Ispanya’da Sanjose ve ark. yaptig1 ¢alismada 1998-2000 yillari arasinda 20-65
yas arast 973 kadinda GP5+/6+ PCR testi ile HPV tipleri tespit edilmistir. 24 kadinda
(%2.98) HPV enfeksiyonu bulunmus olup en yaygin tip %20.7 (6/24) ile HPV 16°dir.
Bunu HPV 31 ve HPV 45 multiple enfeksiyon %13.6 (4/24) ve HPV 51 %10.3 (3/24)

izlemektedir (102).
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Kjaer ve ark. Danimarka’da 2004-2005 yillari arasinda 15-93 yas arasi normal
servikal sitolojili 10.918 (%94), ASCUS veya LSIL sitolojili 494 (%4.3), HSIL sitolojili
188 (%1.6) olmak lzere toplam11.617 (17 6rnek analiz icin yeterli degildi) kadinda HC
Il testini kullanarak bir calisma yapmislar. Servikal sitolojisi normal olan kadinlarda
HPV prevalansi %22.9, HR HPV prevalansi %19.2 ve LR HPV prevalansi %?7.2
bulunmustur. HPV 16 %4.8 ile en yaygin tip olarak bulunmus ve bunu sirasiyla HPV 31
(%3.8), HPV 52 (%3.7), HPV 51 (%3.6), HPV 68 (%2.4), HPV 18 (%2.2), HPV 39
(%2.2), HPV 66 (%1.9), HPV 53 (%1.9) ve HPV 45 (%1.8) olarak belirlenmistir (103).

Usubitin ve ark. 2009 vyilinda vyayinlanan calismasinda Hacettepe
Universitesinde histopatolojik arsiv taramasi sonucu 1993-2004 yillari arasina ait
parafine gomulu 248 adet invaziv serviks kanseri 6rnegi toplanmistir. PCR asamasini
takiben ve LIPA 25 DNA enzim immiinoassay ve genotiplendirme islemleri
gerceklestirilmis. Sonuglara gére HPV prevalansi %93.5 (232/248) bulunmus. HPV
tiplerine gore dagilim ise HPV 16 (%64.7), HPV 18 (%9.9), HPV 45 (%9.9), HPV 31
(%3.0) ve HPV 33 (%2.2) seklindedir. Bu c¢alismaya gore Turkiyede HPV pozitif
invaziv serviks kanserilerinin %75.4 ‘Gni HPV 16 ve HPV 18 olusturmaktadir (104).

Avci ve ark. 2013 yilinda yayinlanan arastirma galismasinda, cesitli servikal
patolojiye sahip hastalarda real-time PCR ve DNA dizi analizi ile HPV tiplerinin sikligi
belirlenerek filogenetik analizleri yapilmistir. Ocak-Ekim 2010 tarihleri arasinda
kolposkopi onerilen 77 hastaya ait servikal surtnti drnegi calismaya dahil edilmistir.
HPV DNA ve HPV 16 DNA’sI, L1 bdlgesi hedef alinarak RT-PCR ile belirlenmistir.
MYQ09/11 drlnlerinin amplifikasyonlari igin GP5+/GP6+ primerleri kullaniimis,
siyonin-5 isaretli HPV DNA ve HPV 16 DNA'ya spesifik problar kullanilarak RT PCR

islemi gerceklestirilmistir. Dizi analizi icin GP5+/GP6+ primerleri kullaniimistir. 77
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servikal ornegin 47 (prevalans %61)’sinde HPV DNA pozitif tespit edilmis olup
%52’sini HPV 16, %4’ unii HPV 16 ve HPV 11, %1’ini HPV 16 ve HPV 6, %4’tinu ise
tiplendirilemeyen = HPV ~ DNA  olusturmustur.  Patolojilerine  gore  yapilan
guruplandirmada ise 20 tane ASC-H’nin %60’1nda, 36 tane ASC-US’un %63.8’inde, 9
tane HSIL’in %100’tinde ve 12 tane LSIL’in %25’inde HPV DNA pozitif olarak
belirlenmistir (105).

Gharizadeh ve ark. 2001 yilinda yayinladiklari caligmada servikal kanser,
displastik bireyler ve saglikli bireylerden olugsan farkli hastalara ait toplam 67 klinik
ornek kullanilarak pyrosequencing yontemi ile HPV genotipleri belirlenmigtir. 12 6rnek
hiicre lizatlarindan direkt olarak c¢ogaltilirken diger 55 o6mnek ise ekstrakte edilen
DNA’dan ¢ogaltilmigtir. Pyrosequencing sonuglarina servikal kanser hastalarinin %
57’sinde (20/35) HPV 16, % 17’sinde (6/35) HPV 18 ve % 9’unda (3/35) HPV 31
belirlenmigtir. Geriye kalan 6 6rnekte bulunan HPV tipleri sirasiyla 6, 33, 35, 45, 52 ve
59°dur. Displastik bireylerin % 27’sinde (3/11) HPV 16, yine % 27’sinde (3/11) HPV
31, %18’inde (2/11) HPV 18 ve % 9’unda (1/11) HPV 66 tespite edilmistir (106).

Travasso ve ark. 2008 yilinda Hindistanda yaptiklar ¢alismada servikal kanser
orneklerinden pyrosequencing yontemi kullanilarak HPV genotiplerini belirlemiglerdir.
65 adet servikal kanser biyopsi 6rnegi ve 21 adet kanser olmayan servikal doku 6rnegi
olmak tizere toplam 86 adet klinik 6rnek ¢aligmada kullanilmigtir. Calisma sonucunda
servikal kanser orneklerinde 7 farkli genotip tespit edilmistir. Bunlar HPV 16, HPV 18,
HPV 33, HPV 31, HPV 45, HPV 11 ve HPV 6°dir. Servikal kanser orneklerinin
%96.9’unda (63/65) yiksek riskli HPV tipine rastlanmistir. Dagilim su sekilde
olmustur. HPV 16 % 73.8 (48/65), HPV 18 % 10.77 (7/65), HPV 33 % 3.07 (2/65),

HPV 31 % 1.53 (1/65) ve HPV 45 %]1.53 (1/65). Bununla beraber HPV 16-HPV 18
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koenfeksiyonu % 4.61 (3/65) ve HPV 16-HPV 33 ko-enfeksiyonu % 1.53 (1/65)’tur.
Iliging bir sekilde kanser olmayan orneklerin % 76.19 (16/21)’unda HPV testi pozitif
bulunmug ve bunlarin buyik kismi ( % 52.38; 11/21) HPV 16 ve 18 ile koenfekte
bulunmugtur (107).

Bu caligmada kullanilan 38 (otuz sekiz) adet uterin servikal kanser tanisi
konulmus hastalara ait orneklerin 35’inde (%92) HPV DNA pozitif saptanmistir. 26
hastada HPV 16 (%68.42), 2 hastada HPV 18 (%5.26) tespit edildi. 1 hastada HPV 16
ve HPV 18’in siiper enfeksiyonu (%2.63), 5 hastada HPV 16 ve HPV 16 Africian subtip
super enfeksiyonu (%13.15) ve 1 hastada ise HPV 16 ile HPV 33 super enfeksiyonu
(%2.63) bulundu. Bu sonuglar tlkemizin diger bolgeleriyle ve dinyada yapilan
caligmalarla uyumlu olup HPV 16 ve HPV 18 enfeksiyonlarinin servikal kanserin en
onemli etkeni oldugu gosterilmistir.

Calismamizda, HPV 16 ve 18’in en yaygin tipler olarak belirflenmesi, hem
tilkemiz hem de dunya literatiiriyle uyumlu bir bulgudur. HPV genotiplerinin
saptanmasi klinik pratikte olduk¢a 6nemlidir. Serviks kanserinin maliyeti, uzun dénem
takip ve bakimla beraber uygulanan cerrahi veya radyoterapi tedavileri nedeniyle
yiksektir. Serviks kanseriyle direkt iliskili maliyete ek olarak, uygulanmakta olan
tarama stratejileri ve HPV ast programlart biiyik oranda medikal maliyete yol
acmaktadir. Serviks kanseri ve HPV arasindaki agik iligki, HPV yi profilaktik asilar i¢in
ideal bir hedef haline getirmigstir. HPV 16 ve 18’e kars1 gelistirilen bivalan ag1 ve HPV
16, 18, 6 ve 11 tiplerine kars1 gelistirilen kuadrivalan asinin ikisi de HPV iligkili
servikal lezyonlara kargi yiksek oranda koruyucu etki gosterir. HPV agilarinin ve
taramanin maliyet-etkinligi, HPV tip-spesifik epidemiyolojik faktorlere, agilanmig

populasyondaki tarama davranisina ve agt ile saglanan korumanin siresine baglidir.
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Uygulanmakta olan tarama programlarina asilamanin dahil edilmesi serviks kanseri
engelleme programlarinda maliyet etkinligini arttiracak bir strateji olabilir (108).

Serviks kanserlerinin %99.9’unda HPV saptanabilmekte ve invazif serviks
kanseri gelisimi i¢in persistan HPV enfeksiyonu gereklidir. Servikal kanser taramasinda
klasik yontem servikal sitoloji olmasina karsin bu yontemin duyarlilign dusuktir.
Tarama araliklarinin glivenle uzatilabilmesine olanak sagladigindan HPV testinin
maliyet-etkinlik oranlari zamanla daha uygun hale gelecegi ongoriilebilir. HPV testleri
ASCUS tanisindan sonra SIL tamist alip CIN 2/3 tamist konmayan olgularin
izlenmesinde, CIN 2/3 tedavi edildikten sonra izlenmesinde, tarama programlarinda
sitolojiyle birlikte kullanilabilir, sitolojik taramanin yerini alabilir. HPV DNA testleri
sitolojiyle birlikte kullanildiginda duyarlilik artar. Ancak maliyette artar. HPV DNA
testi tek olarak tarama i¢in kullanilabilir ancak bugiin i¢in elde ki kanitlar yetersizdir ve
daha genis saha g¢aligsmalarina gereksinim vardir. Sitolojik tarama yontemleri pek ¢ok
endustrilesmis tlkede serviks kanseri insidansini dusirmustir. Servikal sitolojinin
sensitivitesinin sinirlt olmasi, bu tarama programlarinin strdiriilmesini pahali kilmakta
ve zorlagtirmaktadir. Servikal sitolojiye dayali tarama programlarinin yerini, yiksek
riskli HPV tiplerinin tespit edilmesine yonelik programlar alacak gibi goriilmektedir.
Cok sayida genis ¢apli iyi kontrol edilmis ¢aligmalar HPV testinin sitolojik testlerden
(Konvansiyonel ve likid bazli) énemli 6l¢iide daha sensitif oldugunu, 30 yas tizerindeki
kadinlarda ise spesifitesinin biraz dusik oldugunu gostermistir. Baglangigta servikal
sitoloji ve HPV testi kombine olarak kullanilacak olsa bile, g¢aligmalarin sonuglari
gorildikten sonra, sitoloji nin HPV testine sagladigi yararin ¢ok az oldugu ve HPV

testinin ileride taramada tek basina uygulanacagini séylemek miumkiindar (109).
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Gunumuzde HPV tespitinde non-amplifiye tekniklerle beraber Target ve Sinyal
Amplifikasyon teknikleri kullanilmaktadir. HPV tiplerinin onkojenik potansiyelleri
farkli oldugundan, test yalniz 6rnekteki HPV DNA’sin1 degil, HPV tipini de tespit
edebilmelidir. HPV tespitinde sinyal amplifikasyon testi Hybrid Capture ve Branched
DNA yollarini igine almaktadir. En fazla kullanilan teknik Hybrid Capture’dir. Hybrid
Capture (HC) testinin ise birinci jenerasyon Hybrid Capture Tube (HCT) test ve daha
yeni Hybrid Capture 11 (HCII) testi olmak tizere iki ¢esidi bulunmaktadir. DNA sekans
analizi tim viral subtipleri ayirt eden ve altin standart olarak kabul edilen yontemdir.

Bu c¢aligmada HPV genomunun sekans analizi i¢in pyrosequencing yontemi
kullanildi. Pyrosequencing yontemi ile HPV genotiplerinin belirlenmest diger
yontemlere gore oldukga kisa siirmektedir. Ayrica pyrosequencing yonteminin test birim
fiyatt DNA dizi analizi yontemlerinin test birim fiyatina yakin olup, ters hibridizasyon
ve Hybrid Capture 2 (HC 1I) testlerine kiyasla ucuzdur.

Mevcut tezde pyrosequencing yontemiyle uterin servikal kanser orneklerinde
HPV genotiplerinin belirlenmesi basar ile gerceklestirilmistir. Fiyat ve siire agisindan
bakildiginda HPV genotipleme i¢in pyrosequencing yonteminin rutin laboratuvarlarda

uygulanabilecegi kanaatine varildi.
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