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OZET

MEME KANSERLERI VE HPV ARASINDAKI ILISKININ
ARASTIRILMASI

Mervat Saeed
Doktora Tezi, Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof.Dr. Yasemin ZER
16 Temmuz 2019, 61 Sayfa

Yuksek riskli insan papillomavirtsleri (YR-HPV), servikal, kolorektal ve bas ve
boyun dahil olmak iizere cesitli insan kanserlerinin etiyolojisinde rol oynamaktadir;
ayrica, HPV'ler meme karsinogenezisi ve metastazi i¢cin Onemli risk faktorleri
olabilmektedir. Meme kanserinde HPV'lerin prevalansini degerlendiren 6nceki
calismalar biiyiik tartismalara yol agmistir. Bu hipoteze dayanarak, bu calisma,
invaziv meme kanseri dokularinda HPV enfeksiyonunun roliiniin irdelenmesi amaci
ile yapilmistir.

Bu ¢alisma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama
Hastanesi patoloji laboratuari arsivinden temin edilen, histolojik olarak meme
kanseri tanis1 almis kadinlara ait parafinize doku bloklar1 ve ayn1 arsivden histolojik
olarak servikal intraepitelyal lezyon tanisi almis olan kadinlara ait parafinize doku
bloklar1 kullanilarak yapildi. Meme kanseri tanisi1 almis hastalara ait 6rnekler hasta
grubu, immiinohistokimyasal olarak HPV varlig1 gosterilmis, Servikal intraepitelyal
lezyon tanmis1 almis hastalar ise kontrol grubu olarak belirlendi. Hasta ve kontrol
grubunda sirasi ile 80 ve 13 hastaya ait, toplam 93 doku blogu ¢alismaya dahil edildi.
Her iki ornek tirinde PCR yontemi ile Genotypes 14 Real-TM Quant (Italya) Kiti
kullanilarak YR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 ve 68)
genotiplerinin DNA's1 arastirildi.

Meme kanseri tanis1 almis hastalarin 8’inde (%210) ve kontrol grubu hastalarinin
12’sinde (%92.3)'unda YR-HPV DNA's1 tespit edildi. Servikal intraepitelyal lezyon
saptanan grupta HPV saptanmasi agisindan meme kanseri olan hastalara gore
istatistiki anlamli fark bulundu (p<0.05). Meme kanseri vakalarinda 45-56-68 HPV
genotipleri en sik goriilen genotiplerdi.

Verilerimiz ile insan papillom viriisleri ve bazi meme kanseri tiirleri arasinda olasi
bir nedensel iligki bulunmus olmakla birlikte daha genis hasta gruplarinda

calisilmasinin faydali olacagini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: YR-HPV, Meme kanseri, Coklu Real Time PCR



ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN
BREAST CANCERS AND HPVs

Mervat Saeed
Doctoral Thesis, University of Gaziantep, Institute of Medical Sciences
Department of Medical Microbiology
Thesis Supervisor: Prof.Dr. Yasemin ZER
16 July 2019, 61 pages

High-risk human papillomaviruses (HPVs) have been implicated in the aetiology of a
variety of human cancers, including cervical, colorectal, and head and neck (HN);
also, (HPVs) may be important risk factors for breast carcinogenesis and metastasis.
Previous studies that evaluated the prevalence of HPVs in breast cancer have
generated considerable controversy. Based on this hypothesis, we aimed to
investigate the prevalence of HPV infection in invasive breast cancer tissues.

Our study included paraffinized tissue blocks taken from the pathology laboratory
archive of women histologically diagnosed with breast cancer in Research and
Hospital- Sahinbey -Gaziantep University, and paraffinized tissue blocks of women
histologically diagnosed with cervical intraepithelial lesion from the same archive.
HPV was immunohistochemically detected in breast tissue samples of patients
histologically diagnosed with breast cancer and identified as a patient group, and in
cervical intraepithelial lesion specimens were determined as a control group.

A total of 93 tissue blocks of 80 and 13 patients, respectively, were included in the
study. In both specimen types, HR-HPV DNA of (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 and 68) genotypes was investigated by PCR method using Genotypes
14 Real-TM Quant (Italy) kit.

HR-HPV DNA was detected in 8 (10%) of breast cancer patients and 12 (92.3%) of
control group patients. There was a statistically significant difference in HPV
detection in the group with cervical intraepithelial lesion compared to breast cancer
patients (p <0.05). HPV (45-56-68) were the most prevalent genotypes in breast
cancer cases. Although a possible causal relationship between human papillomavirus
and some types of breast cancer found in our data, we think that it would be
beneficial to study in larger patient groups.

Key words: HR-HPV, Breast cancer, Multiple Real Time PCR



1. GIRIS ve AMAC

Meme kanseri kadinlarda en sik tespit edilen malignitedir. Ikibinoniki yilinda, her iki
cinsiyette diinya ¢apinda teshis edilen kanserlerin %11.9'unu temsil eden 1.7 milyon
yeni vaka tespit edilmis olup vakalarin biiyiik ¢ogunlugunu kadinlar olusturmaktadir
(1). Bu verilere dayanarak Globocan analizler, Tiirkiye'deki her 25 kadindan birinde
hayatlarinin bir doneminde meme kanseri gelisebilecegini gostermektedir (2). Coklu
risk faktorlerinin meme kanseri gelisimiyle iligkili oldugu iyi bilinmesine ragmen,
¢ogu durumda baslangic nedeni belirlenmemistir. Dolayisiyla meme kanserinde
etyoloji ile ilgili yeni faktorlerin arayisi ¢alismalarinin artmasina yol agmustir.
Enfeksiyoz ajanlarin, 6zellikle fnsan Papilloma viriisii'niin (HPV) dogrudan veya
promotorler olarak insanlarda meme kanserinde kanserojen rolii olan faktorlerden
biri olarak kabul edilebileceginin saptanmasi son yillardaki énemli bulgulardan biri

olarak kabul edilmektedir (3).

Meme kanserinin HPV ile iligkili olabilecegi, bir insan meme hticre grubunun HPV
16 ve 18 genomu ile enfekte olduktan sonra oOliimsiizlesmesi sebebiyle ortaya
atilmistir (4). Ancak bu hipotez halen oldukga tartismalidir. Calismalar meme kanser
hicrelerinde HPV DNA insidansin1 % 0 ile % 86.21 civarinda degisecek sekilde
vermektedirler (1).

Insan papillom viriisleri, kutandz ve mukozal epitel yiizeylerini (cilt, genital) enfekte
eden ve hem benign hem de malign hiperproliferatif lezyonlara neden olan genis ve
yaygin bir virGs ailesidir (5-7). HPV enfeksiyonlarinin yaklasik % 901
asemptomatiktir ve genellikle bagisiklik sistemi tarafindan iki yil i¢inde spontan
temizlenir, ancak uzun latent donemden sonra, eredike edilmeyen olgularda, baska
risk faktorlerinin de varligi ile beraber, malign transformasyona neden
olabilmektedir. HPV enfeksiyonunun latent olarak devam etmesi, uygun risk
faktorlerinin varliginda kanser gelisimine neden olabilir. Bu grupta bazi genotipler
onkogenetik transformasyona daha fazla neden olmasi nedeniyle “yiiksek riskli”
olarak smiflandirilmaktadir. Ornegin, "yiiksek riskli" HPV genotiplerinden genotip

16 ve 18'in enfeksiyonu, serviks kanseri olgularinin% 90'mda gorilmektedir (3,8).



HPV’nin baslica bulas yolu cinsel temastir (8-10). HPV'lerin ayrica tiim vajinal,
penil, anal, kolorektal, oral ve bas-boyun kanserleri ile iliskili olabilecegi
bulunmustur (9, 11-15).

Bu kanserlerde temel olarak yiiksek riskli HPV'lerce, eksprese edilen E6 ve E7 gen
tirtinleri, hiicresel timor baskilayict genleri [p53 ve pRb (retinoblastom)] inaktive
ederek onkogenik transformasyona neden olmaktadir (16). Bu, inhibitér genlerin
inhibisyonu, hiicrelerde kontrolsiiz mitotik aktivite ve hiicresel bazi niteliklerinin
degisimi ile kanser olusumunun hiicresel temelini olusturmaktadir (7). Son yillarda
HPV ve meme kanseri arasinda da bir ilgi olabilecegi yoniinde bazi c¢aligmalar
yapilmistir. Viremi yapmamasina ragmen, meme kanallarinin meme basi areola
kompleksi yoluyla dis ortama maruz kalmasinin HPV’nin meme dokusuna
ulasabilecegi hipotezi, meme kanali epitelinden koken alan kanser tiirlerinde viriisiin

varliginin arastirtlmasi fikrini olugturmustur (17).

HPV’nin ispatlanmis kanser tiirleri disinda diger kanser tiirleriyle de iliskisinin
olabilecegi hipotezleri ispat bekleyen sorulardandir. Bu ¢alisma da meme kanseri ve

HPV arasinda iligki olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla yapilmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Insan Papilloma Viriis (HPV)
2.1.1. insan Papilloma Viriis Enfeksiyonu

Diger papilloma viriisler gibi HPV yalnizca deri veya mukozal membranlarin
keratonisitlerinde etkili enfeksiyonlara yol agmaktadir (18,19). HPV’nin tanimlanmais
olan 170’in iizerinde tipi bulunmakta olup bunlardan yaklasik 40’1 tipik olarak cinsel
temas ile gecmekte ve anorektal bolgede enfeksiyonlara yol agmaktadir. Subklinik
enfeksiyonlar direngli kaldiginda (%5-10) invaziv kansere doniisebilecek
prekanserdz lezyonlarin ortaya ¢ikmasi acisindan risk faktoriidiir (20). HPV’nin
kanser ile iliskisinin diger viriislere gore daha fazla oldugu ortaya konmus olup yillik
500 bin dolayinda yeni kanser olgusunun nedeni olarak bildirilmistir (21,22). HPV
kansere neden olma risklerine gore ii¢ alt gruba ayrilmaktadir. Bunlardan yiiksek
riskli onkojenik grup HPV tip 16-18-31-33-35-39-45-51-52-56-58-59-68-73 ve 82
seklinde smiflandirilmistir. Diisiik onkojenik riskli grup kondilomlarda ve diisiik
dereceli servikal intraepitelyal neoplazide gorilmektedir (23). Yuksek riskli grupun
karsinom ve displaziye iligkili oldugu tespit edilmistir. Orta riskli grup, hafif-ota
dereceli displastik lezyonlarda karsinomlara kiyasla daha sik goézlenmektedir (24).
Serviks kanserlerinin %70’ine yiiksek risk grubundaki HPV-16 ve 18 tirlerinin yol
actig1 bilinmektedir (25). Serviks, vulva ve vajinanin prekanséroz ve kanserdz
lezyonlar icin HPV dnemli etkenlerden birisi olarak bilinmektedir (26). Bununla
beraber yiiksek risk grubundaki HPV enfeksiyonunun diger maligniteler ile
birlikteligi de yapilan calismalar ile gosterilmis olup bunlarin baslicalar1 anis,
orofarenks ve penis kanserleridir (27). Yuksek riskli HPV tirleri onkojenik
aktivitesini E6 ve E7 onkoproteinleriyle saglamakta olup (28) E6 proteini pS3 genini,
E7 proteini de pRb genini inaktiflestirmek suretiyle kanser gelisimine yol agmaktadir
(21,29).



2.1.2 Tarihge

Bindokuzyliz yetmisiki yilinda, insan papillomaviriislerinin epidermodisplazya
verrusiformis'teki deri kanseri ile iligkisi, Polonya'da Stefania Jabtonska tarafindan
gosterilmistir. 1978 yilinda Pasteur Enstitiisiindeki Jablonska ve Gerard Orth cilt
kanserinde HPV-5'i kesfetmistir (30). 1976 yilinda Harald zur Hausen, insan
papilloma viriisiiniin servikal kanseri nedeninde 6nemli bir rol oynadigi hipotezini
yayinlamistir. 1983 ve 1984 yillarinda zur Hausen ve arkadaslari servikal kanserinde
HPV16 ve HPVI18'i tanimlamistir (31). HelLa hicre dizisi, HPV tip 18'den
kaynaklanan genomunda ekstra DNA igermektedir (32).

2.1.3. insan Papilloma Virtstnin Ozellikleri

Insan papilloma viriisii Papillomaviridae familyasi iiyelerindendir. Papillomaviridae
familyas1 12 cins igermekte olup bunlar alfa, beta, gama, mu ve nu cinsleriyle
bunlarin disinda kalan ve hayvan papilloma viriislerini olusturan yedi cinsi igerir
(33). Bunlardan alfa papilloma cinsi en biiyiik gruptur. Bu grupta mukozay1 enfekte
eden HPV tipleri ile deride yaygin sigillere yol agan kitan6z tipler bulunur. Alfa
cinsinde yer alan HPV tirleri 50-55 nm ¢apinda, zarfsiz, ¢ift sarmalli, ikozahedral
niikleokapsidli ve protein ile ¢cevreli DNA genomuna sahiptirler (34,35). (Resim 2.1).

Resim 2. 1. HPV'lerin elektron mikrografisi (36)



Diger cogu viriistin aksine HPV’ler antijenik yapilarindan ziyade DNA yapisina gore
simiflandirildigi  icin  serotipler yerine genotipler olarak ve aym1 zamanda
kesfedildikleri siraya gére numaralandirilirlar (34,37). Giintimiizde 200’iin tizerinde
HPV tipi tanimlanmistir. HPV’lerin simiflandiririlmasinda tiir orijini ve DNA
hibridizasyonu ile saptanan viral genomlar arasindaki homolojinin derecesi olduk¢a
onemlidir. DNA dizilerine gore de papilloma virtsler filogenetik olarak
siniflandirilmistir.  Papilloma viriislerin tiplerinin, alttiplerinin ve varyantlarinin
siniflandirilmasinda major viral protein L1 gen bolgesinin homolojisi dikkate
alinmaktadir. Birbirinden wuzak tiplerde bile %40 oraninda benzerlik oldugu

bildirilmistir (37,38).

HPV tipleri klinik olarak {i¢ gruba ayrilmakta olup bunlar kanser bakimindan yiiksek
riskli grup (basta genotip16 olmak tzere 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 68, 73
ve 82 genotipleri), olas1 yiiksek riskli grup (genotip 26, 53 ve 66) ve diisiik riskli
grup (genotip 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55 ve 62) seklindedir (24,39).

2.1.4. HPV Genomu, Proteinleri ve Replikasyonu

Papilloma virlsler ikozohedral simetriye sahip olan, genomu cevreleyen 72
kapsomerli zarfsiz DNA viriisleri olup dis protein kilift “mindr” ve “major” olmak
tizere iki protein icerir. Viriisiin genetik bilgisi yaklasik 8 bin baz ciftine sahip ¢ift

zincirli, halkasal bir DNA molekiiliinde kodlanir (24,37). (Resim 2.2).

Resim 2. 2. Kriyoelektron mikroskopide HPV’1n yiizey yapisi (40)
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Resim 2. 3. HPV'nin ¢ift sarmalli DNA's1 (300 x 250 Px) (41)

Kiiciik boyutlarina karsin papilloma virlislerin molekiiler yapilar1 son derece
komplekstir (42). Bu kompleks yap1 fonksiyonel olarak “erken bolge” (E: Early),
“gec bolge” (L: Late) ve “uzun kontrol bolgesi” (LCR: Long Control Region)
seklinde 1i¢ bolgeye ayrilir. Biitiin papilloma virlislerde bu bolgeler iki
poliadenilasyon (pA) bolgesi tarafindan Erken pA ve ge¢ pA bolgelerine ayrilir.
Erken boélgede alt1 ve ge¢ bolgede iki ORF (Open Reading Frame =Ag¢ik Okuma
Bolgesi) bolgesi yer alir. Tim HPV ORF bolgeleri virlisiin yalnizca bir sarmali
tizerinde bulunur ve sekiz ORF bolgesi viral yasam donglsundeki gen ekspresyonu
sirasinda gore erken ve ge¢ olarak adlandirihir. Erken proteinler E1-7 viral
replikasyonda ve hiicre transformasyonunda rol almaktadir (35,42). Yakin tarihte
kesfedilen E3 ve E8 de aym bolgede olugsmakta olup E2 bdlgesinin delesyonu
esnasinda ortaya ¢iktigi tahmin edilmektedir (41,43). Geg gen bolgesinde ise L1 ve
L2 kodlanir (Sekil 2.1). L1 geni major kapsid proteinini kodlarken L2 ise minor
kapsid proteinini kodlamaktadir. Biitiin bu proteinler transmembranin uyarilmast,
hicre dongusunin diizenlenmesi ve transformasyon aktivitesinin denetlenmesi gibi
pleotropik islevlere sahiptir (44). Entegrasyon genom boyunca rastgele
gerceklesebilir. Fakat genel olarak viral entegrasyon tipik olarak viral E1 ve E2
bolgelerinde ortaya cikar (42). Bu genler viral gen ekspresyonu ve replikasyonunu
reglile eden proteinleri kodlar. E1 proteini viral DNA replikasyonu igin 6nem arz
eden helikaz aktivitesina sahip olup viral replikasyonun baslamasinda 6nemli rol
oynayan bir terapétiktir. E2 proteini ayrica iki protein kodlamakta olup bunlardan
biri erken bolgenin transkripsiyonunu baskilarken digeri ise artirir (24). Servikal

kanser gelisiminde E2 bolgesinde sik¢a kirilma gergeklestigi icin HPV DNA



entegrasyonu Onem arz eder (Sekil 2.2). E2’de entegrasyon sirasinda gergeklesen
kirtlma E2’nin E6 ve E7 Uzerindeki inhibitor etkisini ortadan kaldirip viriisiin
onkoproteinleri olan E6 ve E7 gen iiriinlerinin ekpresyonunun artmasina, dolayisiyla
onkogeneze neden olmaktadir (45). Bununla birlikte entegrasyon olmaksizin da E6
ve E7 genlerinin ekspresyonu gergeklesebilir (42,46). Bu nedenle E6 ve E7
onkoproteinleri kanser gelisiminde 6nemlidir. Bunun yan1 sira HPV tiplerinin yiksek
risk tasimasi timor supresor proteini p53 ve retinoblastoma (Rb) ile iligkili E6 ve E7
proteinlerine sahip olmasindan ileri gelir. E6 proteini iki sira halinde birbirine bagh
158 aminoasit igerir. E6 proteini p53 ve hicresel ubiquitinasyon enzim E6-AP’yi
kapsayan {glii bir kompleksin olusumuyla timor supresér pS53 proteinin
parcalanmasini uyarmak suretiyle hiicre proliferasyonuna tesvik eder (Sekil 2.3). E6
ile aktive edilen parcalanma neticesinde hiicre doéngisunin ilerlemesi bozularak

tiimdr hiicre gelisiminde artis gerceklesir (47).

E6 ve E7 genlerinin transformasyon aktivitesi onlarin hiicre dongiisiinde gorevli
proteinlerle olan etkilesimlerinden kaynaklanir. E7 proteinin HPV 16 ve 18 gibi
yikksek riskli HPV tiplerince kodlanmakta ve Rb’ye yiliksek affinite ile
baglanmaktadir. E7 proteini Rb’ye “cep domaini” olarak adlandirilan bir bolgeden
baglanir. Rb’nin cep domain dizisi tiimor supresor fonksiyonu igin 6nem arz eder.
Rb’nin 6nemli biyokimyasal fonksiyonlarindan bir digeri de EF2 transkripsiyon
faktorlerine baglanmak ve replikasyonda gorevli olan enzim genlerinin
ekspresyonunu inhibe etmektir. Replikasyonda gorev alan enzim genlerinin

baskilanma kabiliyeti Rb’nin tiimor supresyon fonksiyonuyla iliskilidir (48).
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Sekil 2. 1. Insan papilloma viriisiiniin genetik yapis1 (44)
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Sekil 2. 3. Timor supressorlerin normal fonksiyonuna engel olan Rb ile p53°e
baglanan HPV E6 ve E7 proteinleri (47).
ES5 protein enfeksiyon baglangicinda son derece 6nemlidir. Epidermal biiytime faktor
reseptorii, trombositleri aktif hale getiren biiylik faktor reseptorii ve koloni uyaric
faktor-1 reseptorl ile kompleks meydana getirmek suretiyle hiicre blyimesini uyarir.
Son dénemlerde ayrica ES proteininin apoptozisi takip eden DNA hasarinda da etkili
oldugu bildirilmistir (49). Bunun yan1 sira HPV enfeksiyonuyla ortaya ¢ikan servikal
kanser lezyonlarinda yaygin olarak episomal viral DNA konak DNA’sina entegre
olmakta ve E5 proteinini kodlayan diziyi de kapsayan genomun kiigimsenmeyecek
bir parcast delesyona ugramaktadir. Bu sebepten otiiri de HPV ile iliskili

karsinogenezin ge¢ doneminde ES zorunlu degildir (37, 42).

E8 acik okuma bolgesinin HPV-1 ve 31 disinda pek ¢ok tavsan papilloma viriisiinde
de onkojen oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira HPV-1 ve 31°de wiral
transkripsiyon ve replikasyonun negatif dizenleyici olarak E8-E2 flizyon proteini

tespit edilmistir (42,43). E8 geninin bir pargas1 E8-E2 fuizyon proteini, E2 geninin C
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terminaline baglanmis olup viral transkripsiyonun alternatif yollarindan birini teskil
eder (50). E8-E2C’nin viral yasam dongiisiiniin erken evresi siiresince HPV DNA

replikasyonunun negatif bir regiilatorii oldugu ileri siiriilmektedir (51,52).

Gec¢ gen bolgesinde bulunan L1 geni viral protein kilifinin énemli bir boliimiini
meydana getiren major kapsid proteinini olusturmakta iken L2 geni ise mindr kapsid
proteinini olusturur (52). L1 bdgesi yeni viriislerin tanimlanmasinda kullanilmakta
olup yeni bir papilloma virlis izolatt L1 bolgesindeki DNA dizisindeki mevcut
papilloma virilislerden %10°dan fazla farklilik arz ediyorsa yeni bir papilloma viriis
seklinde tanimlanirken %?2-10 arasinda ya da %2’den az farklilik gdsteriyor ise alttip

olarak tanimlanir (37).

Enfeksiyon ve vejetatif viral biliylimenin tanimlanmasi keratinosit farklilasmasina
baghdir. Viriisler ilk olarak onciil bazal keratinositleri enfekte etmekte, fakat viral
proteinlerin yiiksek diizeyde sentezi ve viral iiriinleri bir araya toplanmasi yalnizca
skuamoz epitelin stratum spinosum ve granulosum tabakalarinda gergeklesir (53).
Viral genlerin sentezi keratinositlerde gerceklesmekte olup keratinositlerden baska
herhangi bir hiicrede viral gen sentezinin gerceklestigi kanitlanmamistir. Bazal
hicrelerde viriis enfeksiyonuyla baslangigta diisiikk kopya sayisi goriilmekte iken
daha sonra ise hiicre dongiisiine bagli olarak viral DNA replikasyonunda viral yiik
yaklasik 50-100 kopya/hiicre sayisina ulagsmaktadir. Enfekte hiicre onciil hiicreden
ayrilip diger epitelyum tabakarma girer (54). Daha sonra viral gen ekspresyonu
mimimal dizeydedir ve bilhassa E6 ve E7 onkogenlerinin ifadesi EG6/E7
transkriptleriyle siki sekilde kontrol edilir (55). Enfekte keratinosit farklilagsmis olan
tabakalara girdigi zaman hiicre dongiisiinden ayrilir. Burada viral gen
ekspresyonunun etkili bir regulasyonu s6z konusu olup viral DNA replikasyonu
meydana gelir. Viral kopya sayist en azindan 1000 kopya/hiicre sayisina ulagir. Erken
genler E6 ve E7’nin ¢ok sayida ekspresyonu ve ge¢ promoterdan ge¢ genlerin
ekspresyonu goralir (54,55).

Hicre dongiisii ile farklilasan hiicrede gergeklesen bu olaylar son derece dnemlidir.
Papilloma virlsler yalnizca bir DNA replikasyon enzimi E1 ve viral E2 proteinini
kodlamaktadir. Replikasyon tamamen hiicresel DNA sentez mekanizmasia bagl

olup hiicresel DNA polimerazin ve replikasyon faktorlerinin mitotik olarak aktif
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hlcrelerde Uretilmesi viris icin bir sorundur. Bu sorunun ustesinden gelmek igin
virGsler viral yasam dongiisii kapsaminda proteinler kodlamaktadir. Dongiisiiz
hicrelerde hiicresel DNA sentezini reaktive edip apoptozisi inhibe eder ve enfekte
keratinositlerin farklilasma programinin geciktirilmesine neden olur (56). Viral DNA
replikasyonuna izin veren bir c¢evre meydana getirir. Meydana gelen olaylarin
ayrintilar1 tam olarak anlagilamamis olmakla beraber bu fonksiyonlar i¢in viral
genlerin merkezi E6 ve E7’dir. Yiiksek riskli HPV replikasyonda belirtilen bu
fonksiyonla enfekte hiicrelerde biiylime kontrol edilememekte ve kanser gelisimi

g6zlenmektedir (57).
2.1.5. HPV Enfeksiyonunda Bulasma yollari

Human Papilloma virlis kontamine ylizeylerden, ciltteki lezyonlardan, dogum
kanalindan olmak iizere dogrudan veya dolayli olarak pek cok sekilde bulagmakla
beraber (55) en 6nemli bulas cinsel yolla gergeklesir (56). Siddetli enfeksiyonlarda
cinsel aktivite sirasinda skuamoz veya mukozal epitelde meydana gelen asinmalar ya
da hasarlar ile bazal hiicrelere dogru HPV’nin ulagsmasi gerekir (55). Yapilan
aragtirmalarda cinsel olarak aktif olan kadinlarin yaklasik %75’inde HPV varlig
bildirilmis olmakla beraber genital HPV enfeksiyona sahip bireylerin eslerinde %60-
66 oraninda ortalama lic ay gibi bir siireden sonra genital HPV lezyonlarinin
gorildiigi bildirilmistir (56). Cinsel yolla bulasta en 6nemli faktorler cinsel es sayisi
ve enfeksiyonun oldugu yastir. Bilhassa ilk cinsel iliski yasinin diisiik olmast HPV
enfeksiyonunun ortaya ¢ikmasinda ve daha sonra ortaya g¢ikacak malign lezyonlar
bakimindan son derece Onemlidir (58). Bunun yani sira serviks enfeksiyonunda
cogunlukla cinsel iliskinin gerekli oldugu ifade edilmekdir. Fakat HPV anogenital
bolgeleri de enfekte edebilir. Ayn1 zamanda HPV’nin cinsel iliski olmadan dolaylh
bulasla kontamine yiizeylerden ve deriden deriye temas ile de bulasabilecegi bilinir.
Ender olarak gozlenen bir durum olarak da annen bebege dogum kanali ile fetal
olabilen rekirren solunum papillomatozis (Recurrent Respiratory Papillomatosis,
RRP) bulas1 olabilecegi de bildirilmistir (55). Baz1 arastirmalarda servikal HPV
tastyan kadinlardan dogan ¢ocuklarin nazofarenks sekresyonlarinda %4-87 oraninda

HPV DNA pozitifligi bildirilmistir (59).
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2.1.6. HPV Enfeksiyonunun Klinik Belirtileri

Yaklasik 40 HPV genotipinin genital mukoza enfeksiyonuna yol ac¢tigi bilinmekte
olup kanserojen potansiyeline gore siniflandirilir. Diisiik riskli HPV tipleri genital
sigiller ve diisiik dereceli genital anormallikleri kapsayan benign lezyonlara neden
olur. Fakat genital kanserlerde bulunmazlar. Bu sebepten 6tiirii diisiik riskli olarak
adlandirilmaktadirlar. Yiiksek riskli HPV tipleri hem diisiik hem yuksek dereceli
prekanser6z lezyonlara yol acarlar. Bunun yam sira invaziv kanserlerde gdzlenen
tipler i¢in yiiksek riskli tanimlamasi1 yapilmaktadir (55). HPV yalnizca servikal
kanserlerde degil ayrica deri ve farengeal kanserler gibi diger malignitelerle iligkili
vajinal, wvulvar, penis ve anal kanserlerden de sorumludur (60). HPV
enfeksiyonlarinin biiyiik boliimii asemptomatik olmakla beraber farkli klinik tablolar
gozlenebilir (35). Degisken klinik tablo virilis tipine, lezyonun lokalizasyonuna,

kisinin immiinolojik durumuna ve epitelin dogasina baglidir (61).

Genital sigiller birka¢ ayda gozlenmesine karsin servikal kanser olusumu ise yillar
alabilmektedir. Bunun yani1 sira cogu HPV enfeksiyonu asemptomatik olup yalnizca
HPV DNA testi uygulandigi zaman saptanabilir. Saglikli bireylerde enfeksiyonun
%75’ten fazlas1 30. ayda belli olmaktadir ki bu durum bilhassa diisiik riskli grupta
dogrulanmistir (55). Genital HPV enfeksiyonunun temel klinik asamalari; 1. Latent,
2. Subklinik ve 3. Klinik donemler seklindedir. Viriis 6ncelikli olarak bazal laminaya
yakin stratum germinativumdaki hiicreleri enfekte etmektedir. Bu da genelikle cinsel
iliskiye bagli mikrotravmalarin oldugu bolgede meydana gelir. Hastaligin latent
donemde sitolojik ya da morfolojik herhangi bir bulgusu olmayip yalnizca
ultraduyarli PCR yontemleriyle HPV DNA’s1 gosterilebilir (62). Subklinik donemde
HPV’ye bagl sitolojik-mikroskobik degisiklikler ya da kolposkopi gibi biiyiitme
tekniklerile goriilebilen lezyonlar bulunmaktadir. Servikal intraepitelyal neoplazi
(CIN) ve intraepitelyal neoplaziler genellikle bu donemde olusmaktadir. Genital
kondilom veya invaziv kanser gibi g0zele goriilebilen lezyonlarin ve belirtilen
oldugu donem klinik dénemdir. Immiinolojik kontroliin kayb1 ile viriis genomu
replike olur ve ortaya ¢ikan blytme faktorlerinin etkisi ile epitelyum proliferasyonu,

intermediyer hicre hiperplazisi ve hiperkromazi meydana gelir (63).

CIN normal olarak subklinik bir enfeksiyon olup kapiller ve stromal proliferasyon
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gOzle gorilebilecek bir kondilom yapacak dizeyde degildir. Halbuki olgularin
%30’unda bu proliferasyon yogun olup servikste gozle goriilebilir ekzofitik
kondilom meydana gelebilir. Epitelyum tabakasi st siralarinda HPV’nin
karakteristik bulgusu olan “koilositoz” ortaya cikar. Koilositler malign doniisiim
gOstermeyen, Oli ya da Olmekte olan stratum granulosum hicreleridir. Koilosit
cekirdegi diizensiz ve virlis partikiilleriyle dolu oldugunda hiperkromatiktir.
Sitoplazmada ¢ekirdegin hemen {lizeirnde vakuol bulunmakta olup bu koilositler

esasen distik riskli HPV enfeksiyonlarinin belirteci olarak kabul edilir (64,65).
2.1.7. HPV Enfeksiyonunda immun Yanit

HPV enfeksiyonlarinda immiin yanit diger enfeksiyonlara kiyasla ¢ogunlukla daha
gee gelistiginden konak immiin yanitindan HPV kagmaktadir. Bu kagma sirasinda
cesitli immiin sistem fonksiyonlari da inhibe edilebilir ki bu sebepten 6tiirii HPV
enfeksiyonlari gec iyilesir. Yiiksek riskli HPV tiplerinin temizlenmesi yaklasik 16-18
ay sturmekte iken diisiik riskli tiplerin temizlenmesi ise 10 ayda
gerceklesebilmektedir (35). Immiin sistemden kacabilmek i¢in viriis tarafindan pek
cok mekanizma gelistirilmistir. Bu mekanizmalardan en Onemlisi “replikasyon
dongiisti”’diir. Viremi fazi bulunmamaktadir. Enfeksiyonun epitelyum hiicrelerinde
lizise neden olmamasi ve farklilagmaya bagimli viral protein ekspresyonunun immiin
sistem hiicrelerinin uzaginda, epitelyumun iist tabakalarinda olmasi dogal immiin
yanit uyarilmasinda azalmaya yol agar. immiin yanittan kagmadaki bir baska 6nemli
husus da keratinositlerin iyi antijen sunamamast olup bdylelikle adaptif immin
sistemin aktive olmasi geciktirilir. Aynm1 zamanda HPV’de dogal immiiniteyi
engelleyici ¢esitli mekanizmalar da bulunmaktadir. Ornegin yiiksek riskli HPV’lerde
E6 ve E7 proteinleri hiicre yuzeyinde MHV-1 ekspresyonunda azalmaya, Tip-1

interfern ekspresyonu ve sinyal iletiminde inhibisyona yol agmaktadir (66).
2.1.8. HPV Enfeksiyonu Tanisinda Kullanilan Yontemler
1. Molektler olmayan teknikler

Molekiiler yontemlerin haricinde c¢iplak gdzle muayene, kolposkopi, histoloji ve

sitoloji gibi yontemlerle de HPV tanisi konulabilmekte olup bu yontemlerden
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histoloji ve sitoloji taramalartyla HPV varlig1 arasinda iliski oldugu bildirilmektedir.
Ozel olarak sitolojinin kullanilmasi serviks kanserleri igin bir se¢im araci olarak

kabul edilmektedir (67).
Ciplak gozle inceleme

Ciplak goz ile muayene asetik asit veya lugol iyot kullanilarak yeterli 151k kaynagi
altinda serviks incelemesi esasina dayanir. Asetik asit HPV iceren epitelyum

hiicrelerinin beyazlatilmasini saglamakta iken iyot da hiicrelerin koyulagsmasina yol

acar (67).
Kolposkopi

Serviksin mikroskop ve 151k yardimi ile goriintiilendigi islem olup tranformasyon
sonunda serviks ilizerinde veya kanalindaki lezyonlarin tanimlanmasi, prekanserdz
servikal lezyonlarin arastirilmasi ve anormal Pap-smear neticesinde biyopsi
yapilacak alanlarin belirlenmesi amaclanmaktadir (68). Servike kolposkopi
incelemesinde  %3-5’1ik asetik asit uygulanir. Bu uygulama hiicrelerin
sitoplazmasinda dehidratasyona yol agar. Malign epitelyum veya benign metaplastik
gibi daha fazla nikleer yogunluga sahip bolgeler 1siyr altta bulunan stroma
tabakasina iletmek yerine daha da 1sitmak suretiyle pembe veya kirmizi yerine beyaz
olarak gorulir (asetobeyaz). Nikleer dansitenin arttigi yiiksek dereceli CIN

lezyonlarinda epitelyum diger lezyonlarinkinden daha opak gortlmektedir (67).
Sitoloji ve Histoloji

Kolay ve hizli taniyan bir yontem olan sitolojik tani dokuya herhangi bir zarar
vermemekte ve sik¢a hiicre ornegi alinabilmesine uygun bir yontemdir. Sitoloji
yalnizca tarama testidir ve mevcut hastaligin son kanit1 olmayip yalnizca kolposkopi
ve histoloji gibi diger yontemler ile birlikte irdelenmelidir (69). Viral enfeksiyon
varligint gosteren sitolojik degisikliklerin Papanicolau boyasiyla tespit edilmesi
servikovajinal hiicrelerde tarama amaciyla gilinlimiizde kullanilmaktadir. Dr.
Papanicolau tarfindan gelistirilmis olan bu yontem kisaca Pap-smear olarak bilinir
(70). Genel olarak bu yontem dokiilen normal hiicreler ve hastaliktan 6tiirii sitolojik

olarak degismis olan hiicrelerin incelenmesi esasina dayanir. Gecikmis maturasyon
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niikleer atipi, parakeratozis, hiperkeratozisin yani sira yliksek dereceli sitolojik
degisiklikler gdstermesi bakimindan invaziv servikal kanserlerde tani koydurucu bir
yontemdir (69). Histolojik incelemelerde kesin tani i¢in gereken, muayene ve tarama
sonucu kuskulu bolgeden konizasyon, LEEP (Loop Elektrocerrahi Eksizyon
Prosedirt), LETZ (Large Excision of the Transformation Zone), endoservikal kiirtaj,
punc biyopsi ile alinan doku orneklerinin patolojik incelenmesine dayanmaktadir
(67). Bu yontemler disiik duyarlilikta olduklarindan kesin tani  igin

immiinolojik/niikleik asit tan1 yontemlerine ihtiyag vardir (70).
2. Molekdler teknikler

HPV tespitinde “polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)” ve “hibrid yakalama (Hybrid

Capture-HC)” olmak tizere iki temel teknik s6z konusuduru.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Invitro olarak niikleik asitlerin replikasyonu amaciyla gelistirilen, oldukca genis
kullanim alanina sahip bir yontemdir. Hedef DNA’nin segici olarak amplifiye
edilmesini saglayan bir yontemdir. Amplifikasyon sonucunda hedef DNA logaritmik

artmakta ve 30 dongiiden sonra bir milyonun {izerinde hedef DNA olusmaktadir (68).
Hybrid Capture Testi

Birinci nesil hibrid yakalama tup testi (HCT) ve yeni hibrid yakalama Il (HCII)
olmak tizere iki ¢esidi bulunmakta olup bu testler kullanilmak suretiyle yiiksek riskli
HPV tipleri saptanabilmektedir. Hibrid yakalama testi ayni zamanda gruplar halinde

tanimlamaya da imkan taniyan bir testtir (71).
HPV mRNA’sinin Belirlenmesi

Yuksek riskli HPV tlrlerinde E6/E7 mRNA tespitinin HPV DNA testine kiyasla
duyarliliginin daha yiiksek oldugu bilinmekte olup bu teknikle onciil isaretleyici olan
HPV’nin onkojenik aktivitesinin saptanmasi, taramanin daha etkin olmasinda ve
serviks lezyonunun prognozununn tespitinde E6/E7 mRNA’nin kullanilmasimin

faydali olabilecegi sonucunu ortaya ¢ikarmistir (72).
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2.1.9. HPV Enfeksiyonunda Tedavi

HPV tanili bireylerde tedavi planlamasi yapilirken hastanin yasi, lezyonun yayginlik
derecesi, cocuk istegi gibi faktorler dikkate alinmaktadir ki bu sekilde en ideal tedavi
planlamast ve secimi yapilabilmektedir. Kullanilan tedavi yoOntemleri arasinda
elektrokoterizasyon, kriyoterapi, lazer vaporizasyuonu veya konizasyonu,
sicak/soguk konizasyon, LEEP, histerektomi gibi tedavi yontemleri bulunmaktadir.
Geng ve lezyonun yaygin olmadig1 hastalarda serviks koterize edilebilir (73,74).
Kriyoterapi lezyonun dondurulup tedavi edilmesi prensibine dayanir. Is1 ani bir
sekilde diisiiriildiiginden intraselliiler siv1 kristallesmekte, hiicre zar1 ve organeller de

parcalanmaktadir (74,75).

Bir diger tedavi yontemi lazer vaporizasyon olup bu yontemde lazer 15181 igerisinde
stvi olan ortamlar tarafindan yogun miktarda abrosblanir. Lezyonun siirlarinin
belirlenmesinin ardindan 7-10 mm derinlige kadar olan bdlge silindir seklinde
vaporize edilir. Sonug olarak lezyon yok olur ve yok oldugu bolgede bir krater Kalir.
Bu krater en ge¢ 45 giin igerisinde epitelize olur (73). Bir diger tedavi yontemi lazer
konizasyondur. Bu yontemde lezyon smiflarinin belirlenmesinin ardinda lazer
yardimiyla konik sekilde bir parca serviksten ¢ikarilir. Ozellikle biitiin dokunun
histopatolojik olarak incelenmesinin gerekli oldugu durumlarda tercih edilen bir
yontemdir (74). Elektrokoterin serviks i¢in hazirlanmis olan 6zel kesici tel ucu
tarafindan gerceklestirilen prosediir, sicak konizasyon olarak tanimlanir. Kanamanin
daha az ve postop serviks anatomisinin daha iyi olmas1 halinde soguk konizasyon
tercth edilir. Bistiiri  yardimiyla gerceklestirilen klasik konizasyon soguk
konizasyondur.  Cerrahi  smirlarin  bozulmayip  histopatolojik  incelemeyi
engellememesi bu yontemin en 6nemli 6zelliklerindendir (73). Bir diger tedavi
yontemi LEEP’dir. Kolposkop altinda biitiin transformasyon zonu goriilebiliyor ise
lokal anestezi uygulanarak diisiik voltaj diatermi loop’u ile eksize edilebilir. Lokal
anestezik 10 ml’den daha az kullanilmakta olup kan kaybinin azaltilmasi icin
epinefrin veya vazopressin 3, 6, 9 ve 12 hizalarindan servikse enjekte edilmektedir.
3-5 dakika sonra batun lezyonu eksize edebilecek buyukliikte bir loop ile eksizyon
yapilmaktadir. Bu yontemin inceleme amaciyla doku eldesi ile tan1 ve tedavinin ayni

seansta gerceklestirilebilmesi gibi 6nemli avantajlar1 s6z konusudur. Buna karsin pek
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¢ok hekim tarafindan serviksin biiylik kisminin alinmasindan 6tiirii, geng ve ¢ocuk
sahibi olmayan hastalarda ¢ok fazla tercih edilmemektedir (76). Bir diger tedavi
yontemi de histerektomidir. Bu yontem CIN’in biitiin tedavi yontemleri arasinda en
yiiksek basar1 oranima sahip tedavi ydntemidir. intraepitelyal ya da invaziv kanser
tekrar1  %1’in altindadir. Histerektomi ¢ocuk arzusu bulunmayan, kalici
kontrasepsiyon isteyen, dizenli kontrollere istekli olmayan ve histerektomi
gerektiren ek patolojisi bulunan CIN’li vakalarda uygun bir tedavi yontemidir

(74,76).
2.1.10. HPV Enfeksiyonunda Takip

Onlenebilir kanser turlerinden olan serviks kanserinin etyolojisinde bulunan
HPV’nin tespiti invaziv kanser sikliginin ve mortalite oraninin diisiiriilmesinde
onemlidir. Bilhassa riskli hastalarda yapilan siirveyans neticesinde onemli oranda
servikal kanseri Onlenebilir hale gelmistir (77). Ayrica HPV ile enfekte kisilerin
yaklasik %90’inda viral klirens oldugu bilinmekte olup bunun icin belirli bir siire
verilmemektedir. Fakat yapilan arastirmalarda 4-6 ay ile 1-2 yil arasinda gerilemenin
oldugu bildirilmistir. Halbuki bu olgularin %10’u progrese olarak intraepitelyal
lezyona doniismekte, bunlarin da %1°1 invaziv kansere doniisebilmektedir (78). Bu

nedenle hasta Pap smear takibi yaptirmalidir.
2.1.11. HPV Enfeksiyonunda Korunma ve Asilar

HPV epitelyumda bulundugunda konak immiin sistemiyle minimum iletigim
halindedir. Bu sebepten otiirii de immiin yanit cogunlukla kisa siireli ve gecicidir.
HPV, viris benzeri partikullerin (VBP) kesfiyle beraber proflaktik asilarin ilk
jenerasyonu da gelistirilmistir (72). Proflaktik bivalan HPV 16/18 ve kuadrivalan
HPV 6/11/16/18 asilarin klinik uygulamalar1 yapilmis olup bunlarin 6nemli yan
etkileri bulunmaksizin HPV enfeksiyonuna kars1 yiiksek etkinlige sahip oldugu tespit
edilmistir (79). Bu asilar primer enfeksiyonun yani sira enfeksiyon sonrasina karsi da
korumaktadir. Hedef enfeksiyonun meydana geldigi alanda etkin immiin yanit
olusturmak suretiyle ortaya cikabilecek enfeksiyonu ve tekrar enfeksiyon ortaya

¢tkmasinin onler (80).
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Kuadrivalan a1 kadinlarda genital sigiller, vulvar intraepitelyal neoplazi, vajinal
intraepitelyal neoplazi, in situ adenokarsinom ve servikal kanserle iliskili HPV
6/11/16/18’in onlenmesi amaciyla gelistirilmistir. Bu as1 2006 yili Haziran ayinda
FDA (Amerikan Gida ve Ila¢ Teskilati) tarafindan addlesan dénemde kullanim i¢in
onaylanmistir. Kuadrivalan as1 iilkemiz ila¢ piyasasinda 2007 yili Nisan ayindan
itibariyle yerini almigti. HPV 16 ve 18’e karsi koruyan bivalan as1 ise bilhassa
serviks kanser ve prekiirsor lezyonlarin 6nlenmesini amaglar. Olusan antikor titresi
uzun bir siire yiiksek diizeylerde tutulabilmektedir. 2009 yili Ekim ayinda bu asi
addlesan donemden itibaren kullanilabilmesi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (81).
Kuadrivalan ve bivalan asilarin her ikisi de rekombinant as1 teknolojisi kullanilarak
major kapsid (L1) proteinlerinin saflastirilmasi ile elde edilen tipe 6zgii VBL’leri
icerir (82). Asilar viral DNA yahut biyolojik tiriinleri icermediginden enfeksiyona yol
agcmazlar. Terapotik asilar onceden meydana gelen enfeksiyonun bertaraf edilmesi ve
malign hastaligin gelisimi bakiminda koruyucu etki olusturan asilardir. Profilaktik
asilarda kullanilmakta olan antijenler ana kapsid antijeni olarak sentezlenmekte olup
DNA icermeyen VBP’dirler ve yiiksek titrede nétrolizan antikor olusturmak suretiyle
humoral yanit saglarlar (83). Profilaktik amacgli antikor uyarici asilar ise mevcut
direngli enfeksiyonu ortadan kaldiramaz. L1 ve L2 kapsid proteinleri basal
hiicrelerde ifade edilemedikleri i¢in terapotik asilar acisindan iyi hedef degildirler
(84). Buna karsin terapdtik asilar mevcut enfeksiyon yahut neoplazi durumunda
tedavi edici agilardir (61). Dolayisiyla da terapdtik asilarda E6/E7 gen firiinlerinin
kullanilmast beklenilen etkilerin saglanabilmesi acisindan uygundur. Asilar {izerine
gergeklestirilen calismalardan elde dilen sonuglar incelendiginde HPV VBP asilarinin
iyi tolere edilebilen ve ylksek diizeyde immiinojenik asilar oldugu, ayn1 zamanda
yuksek antikor titrelerine neden olduklari, direngli HPV enfeksiyonu ile iliskili klinik
hastaligin ortadan kaldirilmasinda etkili asilar olduklar1 bildirilmistir (85). Faz-1l
caligmalarinda plasebo ile bivalan as1 kontrol edildiginde serekonversiyon oraninin
100 kat ve dogal enfeksiyondan yaklasik 80-100 kat daha yiiksek diizeyde oldugu
tespit edilmistir (85). Direngli enfeksiyonlarda etkinlik %100 iken sitolojik
anormalliklerde ise %93 olarak bildirilmistir. Faz-III ¢aligmalarinda ise quadrivalan
astlarin etkinliginin direngli enfeksiyonlarda %90 oldugu tespit edilmistir (85,86).

Servikal kanserlerin o©nlenebilmesi i¢in HPV asilamasinin 20 yasindan Once
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uygulanmasi gerekir. Viriise maruz kalan erigkin bireylerin asilanmasinin faydali
olup olmayacagi konusu heniiz net degildir (85,87). Asilama i¢in ideal yas gruplar
cinsel iliskiye baslama yasi, viral epidemiyoloji, lilkelerin asilama politikalar1 gibi
faktorler dikkate alindiginda {ilkeler arasinda farklilik arz ettigi sOylenebilir.
Immiinolojik arastirmalar VBP asilar1 ile 9-15 yas grubunda daha iyi serolojik yamt
alindig1 tespit edilmistir (88). Bununla birlikte yapilan bazi arastirmalarda asilarin
15-26 yaslar arasinda daha etkili oldugu gosterilse de etki yalnizca HPV DNA (-) ve
serolojik acidan negatif olanlarda gosterilmistir. Bu duruma baglh olarak da ABD’de

FDA tarafindan quadrivalan asinin 9-26 yas arasinda kullanimi i¢in onay verilmistir
(89).

2.1.12. HPV Kanser iliskisinde Beklentiler

Human Papilloma Viriis’iin mukotropik bir viriis olmasi ve etiyolojisinde yer aldigi
bilinen kanserler ile iliskisi incelendiginde belirli bir takim O6zellikler gosterdigi
saptanmistir. Bu sebeple HPV’nin sebep oldugu kanserlerin ortak 6zellikleri oldugu
ongorilmektedir. Bu beklenen karakteristikler 2003 yilinda Gillison ve arkadaglar
tarafindan bildirilmistir (90).

Human Papilloma Virls ile kanser iliskisi virlis karakteristikleri tarafindan
arastirlldigr zaman, HPV’nin bazi tiplerinin kanser gelisimi ile daha yakin iligskide
bulundugu goriilmiistiir. Bu bulgu HPV tiplerinin kansere sebep olma yatkinliklarina
gore yiiksek ve diisiik risk olarak siniflanmasina neden olmustur. Yiiksek riskli tipler
arasinda 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 68, 73, 82, 83 sayilabilir.
Bu viriislerin DNA kopyalar1 tiimor hiicre ¢ekirdeklerinde saptanmis ve viral
onkogen ekspresyonunda rol aldiklar1 bulunmustur. Viral DNA genellikle timor
DNA’sina entegre sekilde bulunur ve en az bir kopyasi transkripsiyonel olarak
aktiftir. Diistik riskli tipler ise HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81°dir.
Servikal kanser gelisiminin displaziden in situ ve invaziv karsinoma kadar tim
evrelerinde HPV DNA’ya rastlanilmasi da virtis karakteristiklerinin kanser

gelisiminde 6nemli oldugu tezini desteklemektedir (90).

Viriisiin tiplerinin olusan kanser tipleriyle de ilgisi olabilir. Bilindigi gibi serviksin

yassi hiicreli karsinomunda en sik etken HPV tip 16 iken ilging bir sekilde, servikal
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adenokarsinomunda HPV tip 18’e daha sik rastlanildig1 belirtilmektedir (91).

Resim 2. 4. CIN1 in situ hibridizasyon (ISH) ile HPV 16/18 tespitiyle iligkilidir (36)

Human Papilloma Virus ile iligskili kanserler, tiim diinyada tani konan kanser
vakalarinin  %5'inden fazlasinm1 olusturmaktadir, bu insidans gelismekte olan
tilkelerde daha yiiksektir ve bu oranin her yil yaklasik yarim milyona neden oldugu
tahmin edilmektedir (92). HPV'nin, hem DNA'ya entegre edilmesiyle hem de entegre

olmayan epizomlar araciligiyla kansere neden olduguna inanilmaktadir (93).

Human Papilloma Virls tarafindan tasinan bazi "erken genler", drnegin E6 ve E7
genleri, timdr blyltmesini ve malign transformasyonunu destekleyen onkogen olarak
davranirlar. Ayrica HPV, DNA kopya sayisindaki degisikliklerle iliskili olan konak
genomuna entegrasyon yoluyla bir timarejenik prosesi indikleyebilir (94).

Bu kanserlerde temel olarak eksprese edilen yiiksek riskli HPV'lerin E6 ve E7 onko-
proteinleri sirasiyla p53 ve pRb tiimor baskilayicilarini inaktive eder. E6, p53'in
yardimcr bir protein ile birlesmesi yoluyla bozulmasmi kolaylastirir, E6-AP,
ubiquitin proteolitik yolagimin bir bilesenidir. Her ne kadar yiiksek riskli HPV'lerin
E7 proteinleri Rb'ye ve ayrica p107 ve p130 gibi diger cep proteinlerine baglanir, bu
da hiicre dongisinin deregulasyonuna neden olur. Bu, genomik instabilite ile

sonuglanir ve normal hiicrelerin kanser hiicrelerine ilerlemesinde rol oynamaktadir

).

Calismalar aym1 zamanda ¢ok ¢esitli HPV tipleri ve cildin skuamdz hicreli
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karsinomasi arasinda baglanti oldugunu gostermistir. Bu gibi durumlarda, in vitro
calismalar, HPV-E6 proteininin ultraviyole 1sinin neden oldugu apoptozu inhibe

edebilecegini diisiindiirmektedir (95).

» Servikal kanseri: HPV’nin iliskisi en 1yi gosterilmis olan kanser tirii olup,

neredeyse tlm servikal kanserlerin etyolojik nedeni olarak kabul edilmektedir.
* Vulvar kanseri: Yaklagik % 69'u HPV ile baglantilidir.

* Vajinal kanser: Yaklasik % 75'1 HPV ile baglantilidir.

* Penil kanseri: Yaklasik % 63" HPV ile baglantilidir.

* Anal kanseri: Yaklasik % 91'i HPV ile baglantilidir.

* Oral-farigeal kanser: Yaklasik % 72'si HPV ile baglantilidir (96).

Resim 2.5. Rektal ampullada HPV ile iliskili lezyondur (36)
2.1.13. TUmor Tipi

Human Papilloma Viris’iin bulastigi anatomik bolgeler arasinda perine, genital
bolgeler, aniis, orofarinks ve cilt oldugu diisliniildiigiinde, HPV’nin 6zellikle epitel
dokuya bulastig1 goriilmektedir. HPV’nin ilk olarak bazal hiicrelere entegre olarak

karsinogenezi baglattigini ve bahsettigimiz alanlarin 6nemli bir boliimiinde ana hiicre
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tipinin yass1 (skuamoz) hiicre oldugu ve bu sebeplerle HPV’nin neden olacagi
tiimorlerin bazaloid yass1 hiicre tipinde olacagi rahatlikla sdylenebilir. Serviks
kanserleri disindaki adenokanserler ise HPV ile ¢ok iliskilendirilememistir. Bu yassi
epitel hiicresinin kanser gelisimine yatkinligi ya da HPV’nin belli bir hiicre tipini

daha kolay enfekte ederek karsinogeneze neden olmasi ile agiklanabilmektedir (90).
2.1.14. immiinsiipresyon Bag1

Human Papilloma Virls baglantili hem iyi huylu lezyonlarin hem de tiimorlerin
immiinsiiprese olan ya da immiinsiipresif tedavi alan hastalarda ¢ok daha sik oldugu
hepimizin giinliik hayatta gordiigii bir durumdur. immiinsiipresiflerde hiicre bagimh
bagisikligin bozulmasi sebebiyle viral enfeksiyona bagli gelisen tiimorlerin arttig
disiiniilmektedir (97). HPV ile iliskili kanserlerin de bu hasta grubunda arttigi
gosterilmistir (98).

2.2. Meme kanseri

Uluslar arasi1 Kanser Arastirmalart Kurumu (IARC) 2008 yili verileri incelendiginde
diinya genelinde meme kanseri kadinlar arasinda biitiin meme kanserleri dikkate
alindiginda %?23’liikk oran ile en yaygin, servik kanseri de %8.8lik oran ile {iglincii
siradadir. Ulkemizde ise meme kanseri ve serviks kanserine iligskin tahmini degerler
sirasiyla %25.6 ve %3.7 seklindedir (99). Meme kanserinin kadinlarda gelisme riski
tim yasamlar1 boyunca %7-10 arasindadir. Meme kanserine bagli 6liim olasilig ise

yaklagik %3.4 olarak hesaplanmistir (100).

Erkeklerde meme kanseri goriilme insidansi ise yaklasik %1'dir (101). Meme kanseri
25 yas altinda nadir goriiliirken insidans1 yasla iliskili olarak artmaktadir. 45-74
yaslar1 arasinda ise en sik goriiliir (102). Sol memede sag memeye oranla meme
kanseri goriilme siklig1 biraz daha fazladir. Meme kanseri %4 hastada iki tarafli
primer tiimor olarak goriiliir veya sonradan ikinci bir tiimor gelisir. Meme kanserini
vakalarinin % 50’sinde tiimor {ist-dis kadranda lokalizedir. Diger meme kadranlarinin
her birinde % 10 oraninda goriilir. Meme tlimorlerin ortalama %20’si santral veya
subareolar bolgede goriilmektedir (103). Meme tiimdriin yerlesim yeri lenf nodu

metastazlarinin goriiniimiinii etkileyen en 6nemli faktordiir. Meme kanseri elle palpe
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edilebilir bir biyilikliige ulasmast (takriben 10 mm) veya mamografi ile
saptanabilmesi icin (takriben 3-5 mm) timorin 28-29 eksponensiyel bolinmesi
gerekmektedir. Meme kanserinin 1mm?’liik hacime ulagmasi ile tiimor hiicrelerinin
hematojen yolla yayilmaya basladig1 yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (103). Meme
kanseri metastazlart en sik kemik, akciger ve karacigere olmaktadir (104).
Metastazlar ¢ok uzun bir zaman diliminden sonra klinik belirti vererek ortaya
cikabilmektedir. Meme kanseri hastalarinda metastaz gelisen olgulara bakildiginda
tedaviden metastaza kadar gegen siire ortalama yaklasik 42 aydir. Tiimor ¢ap1 ne

kadar kiigiikse, uzak metastazlarda o kadar ge¢ ortaya ¢ikmaktadir (105).

2.2.1. Meme kanseri epidemiyolojisi

Meme kanseri diinya genelinde oldukca yaygin kanser tiirlerinden birisi olup her yil
binlerce yeni tanit konulmaktadir. Avrupa’da her yi1l 180 bin, ABD’de ise 184 bin
dolaymda yeni vaka bildirilmektedir. Meme kanseri insidansi iilkeler arasinda, hatta
aym lilke simirlart icerisindeki farkli bolgeler araisnda farklilik arz etmektedir.
Kaliforniya, Hawai, Kanada yilda yiiz binde 80-90 goriilme insidans ile ilk siralarda
yer almakta iken Japonya’da ise bu oran yilizbinde 12-15’tir. Japonya, Singapur ve
Cin’de 1970’ten beridir bati yasam tarzinin yayginlagsmasi, dogurganligin bati
toplumlarina benzemeye baslamas1 gibi nedenlerden 6tiirii meme kanseri oranlarinda
artis oldugu goriilmektedir. Avrupa’da meme kanseri insidansi kuzeyde yer alan
ulkelerde giineydeki iilkelere gore, batidaki iilkelerde de dogudaki iilkelere gore daha
yiiksektir (106). Meme kanseri insidansi etnik gruplara gére de farklilagsmaktaduir.
Ayni lilkede yasayan siyah-beyaz irk arasindaki farkliligin nedeni ¢evresel etkenler,
yasam tarzlari, sosyo-ekonomik durum olarak ifade edilebilir (107). Ulkemizde
1999°da 8.879 meme kanserli kadin bulunmakta iken bu say1r 2003’te 12.772’ye
ulagmistir. Bunun yani sira biitiin kanser tiirlerinin %24.1’ini de meme kanserlerinin
olusturdugu bildirilmektedir (108). Meme kanseriyle ilgili bu verilerden goriilecegi
tizere saglik alaninda yasanan gelismelere, erken tan1 yontemlerindeki ilerlemelere
(109,110), toplumun bilin¢lilik ve duyarlilik diizeyindeki artiga (111-113) ragmen

meme kanseri ciddiyetini korumay: stirdiirmektedir.
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2.2.2. Meme Kanseri Etyolojisi ve Risk Faktorleri

Insanlarda meme kanserinin kesin sebebi bilinmemekle beraber etyolojisinde
genetik, cevresel faktorler, yas, diyet, viicut agirhigi, alkol kullanimi, fiziksel aktivite,
reprodiiktif yasam tarzi, endojen ve ekzojen hormonal faktorler gibi bir¢ok faktor rol
oynamaktadir (114). Fakat, ayn1 zamanda onkojenik bir rol oynayabilecek daha az
bilinen faktorler de vardir. Virlisler bu konuda bir 6rnektir (115). Meme kanseri
dokularinda bugiine kadar bircok viriis tespit edilmistir. Ug ana viriis, Epstein Barr
virisii (EBV), fare meme timori virasi (MMTV) ve insan papilloma virlstdur
(HPV) (116,117). Hepsinin ortak karakteristigi, kanserin baglamasini ve ilerlemesini

indUkleyebilmeleridir (1).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada, HPV ile iliskisi ispatlanmis ¢esitli kanser tiirleri (serviks ve nazofarink
gibi) disinda heniiz korelasyonu ispat edilememis, ancak ¢eliskili bulgularin oldugu
meme kanserli hastalarin doku 6rneklerinde YR-HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 ve 68) genotiplerini DNA’s1 arastirilarak meme kanseri-Vviriis
iliskisine katki saglanmasi amaci ile planlanmigtir. Calisma Oncesinde Gaziantep
Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (Tarih; 06.11.2017 / Karar no:
2017/376) onay alinmustir.

3.1. YOntem

Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesinde 2014-2017
tarihleri arasinda meme kanseri tanist almis olan, 27-86 yas araliginda, kadin
hastalara ait 80 meme dokusu parafin blogundan g¢alisma yapilmistir. Calismada
parafin bloklar eritilerek dokuda molekiler testler ile (HPV Genotypes 14 Real-TM
Quant —Italy kiti) yiksek riskli HPV genotipleri (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66 ve 68) arastirilmistir. Ayrica caligmada servikal intraepitelyal lezyon
tanist almis ve klinik 6n tanida HPV DNA varligi raporlanmis (klinik 6n tani,
patoloji laboratuarina ornekle birlikte gonderilen hasta bilgi formundan edinilmistir)
13 hastaya ait servikal doku parafin blok 6érnekleri kontrol olarak galismaya dahil

edilmistir.

3.1.1. Adimlar

1. Deparafinize etme islemi,

2. Doku protokold,

3. QIAsymphony SP/AS (izolasyon),

4, PCR mix hazirlama ve 6rneklerin eklenmesi,

5. Rotor-Gene Q (Hilden, Germany) ile PCR,
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6. Degerlendirme,

Resim 3. 1. QIAsymphony SP/AS (izolasyon)

Resim 3. 2. Rotor-Gene Q (Hilden, Germany)

3.1.2. HPV Saptanmasi ve Tip Spesifikasyonu

Bu ¢alismada meme kanseri tanis1 almis kadin hastalara ait 80 parafin doku blogu ve
servikal intraepitelyal lezyon tanisi almis hastalara ait 13 parafin doku blogu
kullanildi. Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvarinda meme veya
servikal intraepitelyal lezyon tanisi almig ve formalin ile sabitlenerek (buffered
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neutral aqueous % 10 soliisyon), parafine gomali, arsiv materyali olarak stoklanmig
olan, tiimor dokusu Ornekleri, Patoloji Anabilim Dali'nda proje arastirmacisi
tarafindan belirlendi. Secilen dokular meme kanseri tanisi alanlar olarak belirlenmis
olup, Kkanser tiiriine bakilmaksizin 6rnek se¢imi yapildi. Bu sekilde farkli kanser

tiirleri ve HPV arasinda iligki olup olmadig: da arastirildu.

Deparafinizasyon

Parafin bloktan DNA izolasyonu icin gerekli malzemeler;
. %96-100 etanol (Molekdler biyoloji derecesinde)
. Ribonukleaz A

. Ksilen

. Steril dH20

. Isitic1 blok veya su banyosu
. Vorteks cihazi
. Mikrosantrifuj

. Mikrosantrifuj tupleri (1.5ml)
. Mikropipet seti

. Filitreli mikropipet uglar

3.1.3. Protokol

1. Parafine gémiilii olan doku 6rnegi ince parcalara kesildi. 20-30 mg 6rnek 1.5

mL’lik niikleaz icermeyen mikrosantrifiij tiipliniin dibine yerlestirildi.

2. 1 mL ksilen eklendi ve vorteksle karistirildiktan sonra 10 dakika boyunca oda

sicakliginda inkiibasyona birakildi.
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10.

11.

14000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij edildi, tist s1v1 atildi.
2-3. Basamaklar bir kez daha tekrar edildi

%96’lik 1 mL etanol eklenip vorteksle karistirildi. 14000 rpm’de 3 dakika

boyunca santrifiij edildi ve st s1v1 atildi.

%90’lik 1 mL etanol eklenip vorteksle karisitirildi. 3 dakika byounca 14000

rpm’de santrifiij edildi ve iist s1v1 kisim atild1.

%70’lik 1 mL etanol eklenip vorteksle karigtirildi. 14000 rpm’de 3 dakika

boyunca santrifiij edildi ve iist s1v1 kisim atildi.
Cokelti kurumasi i¢in 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
Proteinaz K 5.5 mL resiispansiyon buffer ile sulandirildu.

2 mL’lik numune tiipiine 1200 uL ATL (Doku lizis buffer) doku ilave edildi,
60 pL proteinaz K ilave edilip 56 °C’de 2 saat boyunca inkiibe edildi, 2 saatin

sonunda ornek spin santrijif yapildi.

Ustteki stvidan 400 pL numune tiip igerisine alind1 ve cihaza yiiklendi.

Saflastirilan 6rnekten protokole uygun olarak gerekli miktarda saf DNA kullanilarak
yuksek riskli HPV genotipleri tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 ve
68 molekiiler yontem ile aragtirilmistir. Saptamada Real Time Multipleks PCR Kiti
(Genotypes 14 Real-TM Quant/Italy) kullanildu.

3.1.4. HPV Genotypes 14 Real-TM Quant Kit icerigi
Saglanan Malzemeler

* PCR-mix-1 “16-18-31-IC”, 4 x 0.3 mL (mavi kapakl1)

* PCR-mix-1 “39-45-59-IC”, 4 x 0.3 mL (pembe kapakli)

* PCR-mix-1 “33-35-56-68”, 4 x 0.3 mL (yesil kapakl)
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* PCR-mix-1 “51-52-58-66", 4 x 0.3 mL (turuncu kapak)
* PCR-buffer-FRT, 4 x 0.6 mL

* Hot Start DNA Polymerase, 4 x 0.06 mL

* Negatif Kontrol *, 1.2 ml

Standartlar:

* K1 “16-18-31-IC”, 0.2 ml (HPV DNA C + 16, 18, 31 ve insan DNA'sin1 karigtirin)
- 1.000.000 GE / mL

* K2 “16-18-31-IC”, 0.2 mL (HPV DNA C + 16, 18, 31 ve insan DNA'sin1 karistirin)
-1.000 GE / mL

* K1 “39-45-59-IC”, 0.2 mL (HPV DNA C + 39, 45, 59 ve insan DNA'sin1 karistirin)
- 1.000.000 GE / mL

* K2 “39-45-59-1C”, 0.2 mL (HPV DNA C + 39, 45, 59 ve insan DNA'sin1 karistirin)
- 1.000 GE / mL

» K1 “33-35-56-68”, 0.2 mL (mix HPV DNA C+ 33, 35, 56, 68) — 1.000.000 GE/mL
» K2 “33-35-56-68”, 0.2 mL (mix HPV DNA C+ 33, 35, 56, 68) - 1.000 GE/mL
« K1 “51-52-58-66, 0.2 mL (mix HPV DNA C+ 51, 52, 58, 66) — 1.000.000 GE/mL

» K2 “51-52-58-66, 0.2 mL (mix HPV DNA C+ 51, 52, 58, 66) — 1.000 GE/mL

3.1.5. HPV Genotypes 14 Real-TM Quant Kitin Protokoli
1. Test tipine gore gerekli miktarda PCR tupu hazirlandi:

— Kantitatif analiz: Her klinik numune igin 4 tiip (yarim serit), K1 standartlari i¢in
4 tiip ve K2 standartlar1 i¢in 4 tiip (toplam 1 serit), Negatif kontrol igin 4 tiip (yarim
serit),

— Kalitatif analiz: Herhangi bir klinik numune igin 4 tiip (yarim serit), standart K2
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i¢in 4 tiip (yarim serit) ve Negatif kontrol igin 4 tiip (yarim serit),

2. Reaksiyon icin Mix hazirlamir: PCR-buffer-FRT ile 60 pl Hot Start DNA
Polimeraz tupe eklendi. Tlp dikkatlice vortekslendi (Bu karisim 3 ay + 4 ° C'de
stabildir).

3. Her bir PCR-mix-1 igin yeni bir tiip hazirland1 ve her bir drnek igin (PCR-buffer-
FRT with Hot Start DNA Polymerase) Mix'in 5*N+3 (+2 kalitatif analiz igin ) ve
PCR-mix-1'in 10*N+3 (+2 Kkalitatif analiz i¢in) pL eklendi. Ornegin, 8 klinik
numunenin Kkantitatif analizi icin her PCR-mix-1'in (10 x [8 + 3]) 110 uL'sini

hazirlayip ve PCR-buffer-FRT ile Polymerase Mix’in 55 pL eklendi.

4. Her tup icine Real Reaction Mix'in 15 uL eklendi (her numune 4 tipte test
edilmelidir): tiiplerinin ilk satirina “16, 18, 31, IC” Mix'in 15 pL, ikinci satirda “39,
45, 59, IC” Mix'in 15 pL, ¢lnci satirda “33, 35, 56, 68” Mix'in 15 uL, dérdlnci
satirda “51, 52, 58, 66” Mix'in 15 uL eklendi.

5. Uygun bir tiipe ekstrakte edilen DNA 6rnegi 10 pL eklendi.
6. Her bir panel i¢in kontrol ve standartlar1 hazirlandi:

® N°16 seritli tiiplerine Negatif Kontrolden ekstrakte edilen DNA'y1 10 pL eklendi;
e N°17 seritli tiiplerine her bir K1'in 10 pL'si eklendi;
e N°18 seritli tiiplerine her K2'in 10 pL'si eklendi;

3.1.6. Amplifikasyon
Amplifikasyon Rotor-Gene Q (Hilden, Almanya) cihazi ile gergeklestirildi. Fam

(Yesil), Joe (Sar1) / Hex, Rox (Turuncu) ve Cy5 (Kirmizi) lizerinde algilama
yapilmaktadir (Tablo 3.1).
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Tablo 3. 1. HPV genotipleri tespiti

3.1.7. Veri Analizi ve Sonu¢larin Yorumlanmasi

Karsilik gelen floresan birikimi egrilerinin esik ¢izgisini ge¢mesi durumunda
kanaldaki bir tipte sinyal pozitif olarak kabul edilir. Analizin yazilimi Ct degerini
belirler. Kantitatif analiz i¢in, bu degerler temelinde kalibrasyon egrisi otomatik
olarak cizilir ve insan DNA ve HPV DNA konsantrasyonlar1 hesaplanir. Nihai
sonucu elde etmek igin, HPV DNA konsantrasyonu, formule gdére insan genomu

esdegerlerinin sayisina normalize edilir.

HPYV DNA copies|reaction

g X 200 = vV i ell
8 genomic DNA copies [ reaction H0000) =Tops ARV DA 1 N0 oells)

3.2. Verilerin Analizi

Calisma sonunda elde edilen veriler SPSS 21.0 Paket Programi kullanilarak analiz
edilmistir. Tanimlayici istatistiklerden sayilar ve yiizde dagilimlar verilmistir. Gruplar
aras1 karsilastirmalarda Ki-Kare testi (Cross-Tabs-Chi Square) uygulanmis olup
sonuclar %95 anlamlilik diizeyinde (p<0.05) degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Demografik Bulgular1

Calisma siiresince toplam 93 hastadan alinan 6rnekler degerlendirilmis olup hastalara

iliskin demografik bulgular asagida verilmistir.

Calismaya 27-86 yas arasinda hastalar dahil edilmis olup c¢alismaya dahil edilen
hastalarin yas ortalamas1 51.63 £ 12.217 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4. 1. Hastalarin yas ortalamasi

N Minimum | Maksimum | Ortalama ss (%)

Yas 93 27 86 51.63 12.217

Hastalarin kanser tiplerine gore dagilimi asagidaki tabloda goriilmektedir. Buna gore
hastalarin biiyiikk ¢ogunlugu (%75.3) invaziv duktal kanser meme hastasi iken
%10.8’si invaziv lobller kanser tiriinde meme kanseri hastasidir. Servikal
intraepitelyal lezyon olan tim hastalar, squamoz hucreli kanser turiidur (%14.0)
(Tablo: 4.2).

Tablo 4. 2. Hasta ve kontrol grubunun kanser tiplerine gore dagilimi

Tumor Tipleri n YUzde (%)
Servikal intraepitelyal lezyon 13 14.0
Meme invaziv duktal kanseri 70 75.3
Meme invaziv lobuler kanseri 10 10.8

Toplam 93 100

Meme kanseri hastalarinin arsivden temin edilen histopatolojik goriintiisii Resim 4.1

ve 4.2’°de gosterilmistir.
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Resim 4. 2. Histoloji, invaziv lobdiler karsinom (Hematoksilen-eozinx200)

Kanser turtne gore YR- HPV-DNA pozitifligi degerlendirildiginde asagidaki tabloda
goriilen sonuglar elde edilmistir. Yapmis oldugumuz calisma sonucunda meme
kanseri orneklerin 8’sinde (%10.0) YR-HPV-DNA pozitif olarak tespit edilmis olup
72 hasta (%90) ise negatif bulunmustur, 13 servikal intraepitelyal lezyon 6rneginin
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12'sinde (% 92.3) YR-HPV-DNA pozitif bulunmustur. Yapilan analiz neticesinde
servikal intraepitelyal lezyon tirlerinde YR-HPV-DNA pozitifligi meme kanseri

dokularindan istatistiki anlamli oranda yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.3)

(Sekil 4.1, 4.2).

Tablo 4. 3. Meme ve servikal intraepitelyal lezyon saptanan doku 6rneklerinde

yiiksek riskli HPV DNA'sinin belirlenmesi

Kanser turu YR-HPV-DNA Toplam 2 P
Negatif | Pozitif | " X
Servikal N 1 12 13
intraepitelyal
lezyon % 7.7 92.3 100.0
78.300 0.000
N 72 8 80
Meme kanseri
% 90.0 10.0 100.0
|
l:*f]éij"
//.:'
7/
e

Ve

Sekil 4. 1. Servikal intraepitelyal lezyon hastalarindan tiimér doku DNA'sinda HPV

enfeksiyonu varligini tespit etmek igin yapilan Kantitatif Real time PCR
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Sekil 4. 2. Meme kanseri hastalarinda timér doku DNA'sinda HPV enfeksiyonu

varhigini tespit etmek i¢in yapilan Kantitatif Real time PCR

Meme invaziv duktal kanseri olan 70 kisinin 5’inde (%7.1) ve meme invaziv lobiler

kanseri olan 10 kisinin 3’tinde (%30.0) HPV-DNA pozitifligi tespit edilmis olup,

meme kanserinin patolojik turleri arasinda HPV-DNA saptanma orani agisindan

anlamli farklilik gériilmistiir (p<0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4. 4. Meme kanserinin patolojik durumuna gére YR-HPV DNA pozitifliginin

karsilastirmasi

Meme kanserinin

YR-HPV-DNA

patolojik durumu Negative Positive Toplam x i
Meme invaziv | " 65 > 0
duktal kanseri % 92.9 71 100.0
5.887 0.015
Meme invaziv | " ! 3 19
lobdiler kanseri | o, 70.0 30.0 100.0

Invaziv lobiiler meme kanserlerinde, invaziv duktal tiimér tiiriine gore daha yiiksek

oranda HPV-DNA saptanmistir (sirastyla %30, %7.1).
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Calismaya dahil edilen kisilerin yasa bagli olarak YR-HPV-DNA pozitifliginin
farklilik arz edip etmedigini tespit etmek i¢in yapilan analiz neticesinde 50 veya daha
kiglk yastaki 36 kisinin 1’inde (%2.8) ve 50 yasin iizerindeki 44 kiginin 7’sinde
(%15.9) YR-HPV-DNA pozitifligi tespit edilmistir. Gruplar arasinda anlamli
farklilik saptanmistir (p<0.05) (Tablo 4.5).

Tablo 4. 5. Yas gruplarina gére meme kanserisinde YR- HPV DNA pozitifliginin

karsilastirmast
YR-HPV-DNA ool , 5
. .- oplam
Yas Negatif Pozitif P X
n 35 1 36
<50
% 97.2 2.8 100.0
3.970 0.046
n 37 7 44
> 50
% 84.1 15.9 100.0

Elli yasin istiindeki hastalarda, daha gen¢ olan hastalara gére HPV-DNA daha
yiiksek oranda bulunmustur (sirasiyla %15.9, %2.8) (p<0.05).

Tablo 4.6’da gorilen bulgulara gore servikal intraepitelyal lezyon bulunan 13
vakalarinm 12'sinde (%92.3) YR-HPV-DNA tespit edildigini gostermektedir. Klinik
raporlarda belirtilen verilere dayanarak tim servikal intraepitelyal lezyon dokulari
HPV pozitif hastalardan segilmis olmasina ragmen, bu ¢alismada belirli genotiplerin
cogaltilmasindan dolay1, saptanmayan 1 6rnekteki HPV genotipinin bu ¢alismada
hedeflenen bolgelerden farkli bir genotip olabilecegi diistiniilmistir. HPV tip 16,
servikal intraepitelyal lezyon 6rnegindeki en yaygin HPV genotipiydi ve 12 6rnegin
6’sinda (%50) saptandi. HPV tiplerinin her biri (18-39-58) 2 0rnekte (%16.7)
saptanirken, 33, 35, 56 ve 68 1’er (%8.3) o6rnekte saptandi. 8 pozitif meme kanseri
orneginde 7 YR-HPV genotip tespit edildi. Meme kanseri hastalarinda HPV
tiplerinin her biri (45- 56- 68) 4 Ornekte (%50) en yaygin saptanan genotip olarak
bulundu. HPV genotip 39 meme kanseri vakasinin 2'sinde (%25) ve HPV
genotiplerinden her biri (18-33-59) ise 1'inde (%12.5) saptand.
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Tablo 4. 6. Servikal intraepitelyal lezyon ve meme kanserli doku o6rneklerinde

yiiksek riskli HPV genotiplerinin prevalansi ve tip dagilimi

Kanser | pozitif YR-HPV Tirleri
tara vaka
sayis1 |16 |18 |31 |33 35|39 |45 |51 |52 |56 |58 |59 |66 |68
(n)
Servikal | 12 |6 (2 |- |1 |1 |2 |- |- |- |1 |2 |- [- |1
intraepitel-
yal lezyon
Meme 8 |- |1 |- |1 |- (2 |4 |- |- (4 |- |1 |- |4
kanseri

Yapmis oldugumuz calisma sonucunda HPV tiplerinin her biri (56-68) HPV-DNA

saptanan 5 meme invaziv duktal kanserin drneklerinin 3’iinde (%60) ve HPV genotip

45 HPV-DNA saptanan 3 meme invaziv lobller kanserin érneklerinin 2’sinde pozitif
(%66.7) bulundu (Tablo 4. 7).

Tablo 4. 7. Meme lobiler ve duktal kanserli doku 6rneklerinde yiksek riskli HPV

genotiplerinin prevalansi ve tip dagilimi

Meme kanserinin patolojik durumu
HR-HPV tipleri Meme invazli\\l/_d5uktal kanseri | Meme invazi\lil.lgbijler kanseri
Pozitif vaka sayis1 Pozitif vaka sayis1
16 - -
18 1 -
31 - -
33 - 1
35 - -
39 1 1
45 2 2
51 - -
52 - -
56 3 1
58 - -
59 - 1
66 - -
68 3 1
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Yapmis oldugumuz ¢alismada Tablo 4.8’de goriilen bulgular elde edilmistir. Servikal
intraepitelyal lezyon olgularda HPV genotiplerinin tek genotip ile enfeksiyonunun
sikligi 12 6rnegin 9’unda (%75) tespit edildi.

Tablo 4. 8. Servikal intraepitelyal lezyon doku Orneklerinde HPV ko-
enfeksiyonunun ¢oklu HPV genotipleri ile siklig

Tek tip Multi- tip 2 Multi —tip 3
N (12) HPV tipi | N (12) HPV tipi | N (12) HPV tipi
Pozitif vaka Pozitif vaka Pozitif
sayi1s1 sayi1s1 vaka sayisi
5 16 1 16-18 1 39-56-68
1 18 1 35- 58
1 33
1 39
1 58

Calismamizda, ¢oklu HPV genatipleri ile HPV ko-enfeksiyonu sikligi, HPV pozitif

kanserli meme dokusu numunelerinin 6’sinda (%75) tespit edildi (Tablo 4. 9).

Tablo 4. 9. Meme kanseri oOrneklerinde HPV ko-enfeksiyonunun c¢oklu HPV

genotipleri ile siklig1

Tek tip Multi —tip 2 Multi —tip 3
n/pozitif vaka | HPV tipi | n/pozitif HPV tipi n/pozitif HPV tipi
sayist vaka sayisi vaka sayisi
1/8 18 1/8 39- 45 2/8 45-56-68
1/8 39 2/8 56- 68 1/8 33-45-59
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Tum hastalarda saptanan genotiplerin dagilimi1 Tablo 4.10°da gosterilmistir.

Tablo 4. 10. Meme kanseri olgularinda saptanan genotiplerin degerlendirilmesi

Hasta Tam Saptanan genotip

1 Meme invaziv duktal kanseri 18

2 Meme invaziv lobuler kanseri 39

3 Meme invaziv duktal kanseri 39- 45

4 Meme invaziv duktal kanseri 56- 68

5 Meme invaziv duktal kanseri 56- 68

6 Meme invaziv lobuler kanseri 33-45-59

7 Meme invaziv lobiler kanseri 45-56-68

8 Meme invaziv duktal kanseri 45-56-68
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5. TARTISMA

Meme kanseri ve servikal kanser diinya genelinde kadinlarda kanser iliskili 6liim
nedenleri arasinda oldukg¢a 6nemli bir paya sahip kanser tiirleridir (118). Kadinlarda
kiiresel meme kanseri yiikii 6nemli 6l¢iide artmaktadir. Bu durum meme kanseri
gelisimi ile iligkili yeni etiyolojik risk faktorlerinin belirlenmesinin Snemini
vurgulamaktadir. Viral enfeksiyonlar gibi biyolojik karsinojenler, kanserlerin
baslatilmasinda 6nemli rol oynamaktadir, ¢linkii kanserlerin yaklasik %18-20'sine
katkida bulunmaktadir. YR-HPV'lerin servikal kanser ve c¢esitli kanser tiirleri ile
iligkisi iyi bilinmektedir (119). Molekiiler tekniklerin gelismesi ve bu bulusu takip
eden arastirmalar HPV enfeksiyonunun oral kavite, anogenital bolge ve iist

gastrointestinal sistemde de lezyonlar olusturabildigini gostermistir (120).

HPV'ler mukotrofik viruslerdir ve bircok kanserin etiyolojisinde rol oynayan spesifik
Ozelliklere sahiptir. Bugiine kadar, HPV dogrudan temas ile kontamine organlarda
kanser ile iligkilendirilmistir (orofaringeal bolge, genital organlar, deri gibi) (90).
YR-HPV'nin yasam dongiisii, onkojenik ozellikleri ve molekiiler temelli kanitlari,

meme kanseri i¢in nedensel bir rol oldugunu diisiindiirmektedir (121).

Meme kanserinin HPV ile iligkili olabilecegi bir insan meme hiicre grubunun HPV
16 ve 18 genomu ile enfekte olduktan sonra Oliimsiizlesmesi sebebiyle ortaya
atilmistir (4). Ancak bu hipotez oldukca tartismalidir. Caligmalar meme kanser
hlcrelerinde HPV DNA insidansim1 %0 ile %86.21 civarinda degisecek sekilde
vermektedirler (121-122). Bir¢ok ¢alisma meme kanserinde YR-HPV'yi arastirmistir.
Bu calismalarda HPV enfeksiyonunun saptanmasi, bir dizi molekiiler yontem

kullanilarak viral DNA varliginin test edilmesine dayanmaktadir (119).

PCR ile yapilan ¢alismalarda agirlikli olarak HPV’ye rastlanilmamaktadir. Ancak
2009 yilinda Avustralya kaynakli iki calisma koilosit varligi ve PCR dayanakh
metodlarla HPV ile meme kanseri arasinda bir iliski bulduklarini iddia etmektedir

(115,123).

Her ne kadar viremik yayilimin olmadigi sdylense de HPV nin ispatlanmis kanser

tirleri disinda diger kanser tiirleriyle de iliskisinin olabilecegi hipotezleri ispat
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bekleyen sorulardir. Bu calisma meme kanseri ve HPV arasinda iliski olup

olmadiginin arastirilmasi amaciyla yapilmastir.

Verilerimiz, Tlrk kadinlarindan 80 meme kanseri olgusunda 8’inde (%10) YR-HPV
DNA'sinin 7 genotipinin varligini gosterdi. Elde edilmis sonuglar, meme kanserinde
insan papilloma viriisi DNA'sinin diisiik frekansini (%4-15.9) bildiren dinyadaki
farkli cografi bolgelerdeki diger calismalarin bulgulart ile uyumludur. Bununla
birlikte meme kanseri olgularinda HPV varlig1 orta (% 20-48) veya ylksek frekansla
(% 60-86.2) bir ¢ok yazar tarafindan bildirilmistir (Tablo 5.1).

Bunlara aksine, bazi c¢alismalar meme kanserinde HPV enfeksiyonu olmadigimi
bildirmistir (Tablo 5.2).

Tablo 5. 1. Meme kanseri dokusunda HPV DNA sekanslarini tanimlayan

calismalarin listesi

Referans Calisma raporu ornek sayis1 | Toplam HPV Ulke
numarasi pozitifligi
n (%)
124 Di Lonardo ve ark., 1992 70 7 (10) Italya
125 Henning ve ark., 1999 41 19 (46.3) Isveg
126 Yu ve ark., 1999 72 19 (26.3) Cin
127 Yu ve ark., 2000 32 14 (43.8) Cin
128 Liu ve ark., 2004 17 6 (35) Cin
129 Damin ve ark., 2004 101 25 (24.7) Brezilya
130 Widschwendter ve ark., 2004 11 7 (63.7) Avusturya
121 de Villiers ve ark., 2005 29 25 (86.2) ABD
131 Kroupis ve ark., 2006 107 17 (15.9) Yunanistan
132 Kan ve ark., 2005 50 24 (48) Avustralya
133 Gumus ve ark., 2006 50 37 (74) Tlrkiye
134 Khan ve ark., 2008 124 26 (20.9) Japonya
7 Akil, N. ve ark., (2008) 113 69 (61.06) Suriye
135 de Leon ve ark., 2009 51 15 (29.5) Meksika
136 Mendizabal-Ruiz ve ark., 67 3(4.4) Meksika
2009
123 Heng ve ark., 2009 26 biopsies 8 (30.7) Avusturya
9 cell lines 2 (22)
119 Salman, N. A. ve ark., 2017 74 35 (47) Ingiltere
1 Silvia Delgado-Garcia. ve 251 130 (51.8) Ispanya
ark.,2017
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Tablo 5. 2. Meme kanseri dokularinda HPV DNA sekanslarini saptamayan

caligsmalarin listesi

Referans Calisma raporu ornek Toplam HPV Ulke
numarasi sayis1 pozitifligi
n (%)
137 Wrede ve ark., 1992 92 0 Ingiltere
138 Bratthauer ve ark., 1992 43 0 ABD
139 Gopalkrishna ve ark., 1996 30 0 Hindistan
140 Czerwenka ve ark., 1996 20 0 Avusturya
141 Lindel ve ark., 2007 81 0 Isvigre
142 de Cremoux ve ark., 2008 50 0 Fransa
143 Hedau ve ark., 2011 252 0 Hindistan

Meme kanseri ile ilgili daha onceki calismalar, Amerika Birlesik Devletleri ve
Brezilya'da yasayan kadinlarda HPV tipleri 11, 16 ve 18'in en sik oldugunu
bildirmistir (128, 129); ve Avustralyali kadinlarin ¢ogunlugunda HPV tip 18
bulunmaktadir (132). Paralel olarak, HPV tip 33, Asyali kadinlarda en sik goriilen
genotiptir (126, 127). italyan ve Norvegli kadinlarda HPV tip 16 (125), Kanada’l
kadinlarda da HPV tip 16 (133) en sik rastlanan genotipler oldugu bildirilmistir.
Tiirkiye’den yapilan ve yliksek frekansl bir birliktelik gosteren ¢caligmada Glimiis ve
ark. (133), Tiirk kadinlarinin hem meme kanseri hem de normal meme dokularinda

18, 33 ve 35 HPV tipleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Memede HPV'nin olas1 kdkenini belirlemeye yonelik bir arastirmalarda, bir takim
yazarlar (125, 130, 144, 145), meme ve servikal dokularda HPV varlig1 arasindaki
olast iligkiyi aragtirmiglar ve memede saptanan HPV genotipinin serviksten

kaynaklanmadigini bildirmislerdir.

Calismamizda, HPV tip 16, servikal intraepitelyal lezyon dokularinda yiiksek riskli
HPV ailesinin baskin viriisii olmasina ragmen, meme kanseri dokularinda yaygin

degildi. Bu ¢aligmamizda, meme kanseri orneklerinde saptanan HPV tipleri, HPV
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pozitif 6rneklerin 4’tinde (% 50) HPV tipi 45, 56 ve 68, ardindan 2'sinde (% 25)
HPV tipi 39, ve 1'inde (% 12.5) HPV tipi 18, 33 ve 59 en yaygin saptanan genotipler
olarak saptandi. Bu nedenle, verilerimiz meme dokularindaki belirli ylksek riskli
HPV enfeksiyonu tiplerinin belirli cografi bolgelerle iliskili olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Li ve ark. (146) yapmis oldugu metaanalizda, meme kanserlerinde HPV tipleri 16 ve
18'in saptanmasinin timor agresyonu ile iliskisi oldugu da gosterilmistir. Bununla
birlikte bu g¢aligmalarda sadece YR-HPV tirlerinden genotip 16-18 calisilmustir.
Calismamizdan farkli olarak, 14 farkli yiiksek riskli HPV tipi arastirilmistir. Genotip
18 bir drnekte saptanirken, 16’ya rastlanmamistir. Ayrica HPV DNA saptanan 8
ornegin 6’sinda (%75) ko-enfeksiyon saptanmistir. Ko-enfeksiyon saptanma orant,
servikal intraepitelyal lezyon olan hastalarda %25 olarak bulunmus olup, meme

kanseri olgularinda ko-enfeksiyon oraninin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Coklu YR-HPV enfeksiyonlari, kanser gelisimini indiiklemek i¢in sinerjistik olarak
etkileyebilir veya muhtemelen diger ko-faktorlerinin varliginda meme kanseri

siddetini veya meme kanseri ilerlemesinin riskini artirabilir.

Ayrica verilerimiz, meme kanserli olgularda HPV DNA prevalansinin lobular
invaziv karsinomlu kadinlarda invaziv duktal karsinomlu kadinlardan daha yiiksek

oldugunu ortaya ¢ikardi.

Avustralya'da Heng ve ark. (123) tarafindan yapilan bir ¢alismada, HPV tip 18'in
meme kanserlerinde en sik goriilen tip oldugu gozlenmistir ve (duktal meme
karsinomlarinin tarihsel yaniltici terminolojisine ragmen) ¢ogu meme kanserinin
meme-sit kanal epitel hiicrelerinden kaynaklandigi kabul edilebilmektedir.
Dolayisiyla, ¢ogu meme kanseri "glandiiler"dir. HPV tip 18, skuamoz epitelyal
hiicrelere kiyasla glandiilere bir afinite veya tropizm gostermektedir (147). Servikal
adenokarsinomlarin da % 12’si HPV tip 45 ile iliskilidir (148). Calismamizda, 3
pozitif meme invaziv lobiiler karsinom orneginin 2'sinde (%70) HPV genotip 45

saptanmostir.

Yastaki artigla birlikte meme kanseri de artmasina karsin iilkemizde gen¢ kadinlarda

daha yaygin goriilmektedir (149). Genel olarak yasin ilerlemesi ile beraber meme
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kanseri goriilme oraninin artigi bildirilmektedir. Yirmi yasinda bir kadinda meme
kanseri goriilme riski %0.05 iken 40 yasinda bu oran %1.49’a, 60 yasinda da
%3.45’¢ ¢ikmaktadir (150-152).

HPV DNA pozitifligi, 50 yas veya daha kii¢iik yas grubuna gére 50 yasin Ustlndeki
yas grubunda anlamli olarak daha yiiksekti (Tablo 4.5). Elde ettigimiz sonuclar
literatlirle uyumlu goriilmiisti ve HPV'nin, yas gibi diger ko-faktorlerin varliginda

meme kanseri gelisimine neden olabilecegi seklinde yorumlayabilir.

Invaziv duktal meme kanseri, lobiiler tiire gore daha fazla goriiliiyor olmasindan
dolay1, calismada orneklem belirlenmesinde daha fazla sayida alinmis olmasina
ragmen, her iki 6rnek grubunun esit sayida alinmamis olunmasi bu c¢alismanin

kisitlayici tarafi olarak bulunmustur.

Sonug

Sonug olarak, Tirk kadinlarinda invaziv meme kanserinde yiiksek riskli HPV
prevalansimin disiik siklikta (%10) oldugunu gosterdik. Ayrica, meme kanserinde
HPV 45, 56 ve 68 tipleri en yaygn tiplendirilmistir ve pozitif meme kanseri doku
orneklerinde HPV ko-enfeksiyonu yiiksekti (%75). Verilerimiz Insan papilloma
virtislerinin, bazt meme kanseri tipler olup gelisiminde potansiyel bir nedensel iliski,
aracilik veya hatta bir ko-faktor olarak rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak bizim c¢alismamizda Tiirk kadinlarinin meme kanseri dokusunda HPV
sikliginin diisiik olmasi, meme kanseri gelisiminde HPV'nin roliinii daha 1yi anlamak,

arastirmak ve degerlendirmek i¢in daha ileri galigmalarin 6nemini gostermektedir.
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