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OZET

Menapoz Oncesi ve Sonras1 Saglikl: ve Serviks Kanserli Kadinlarda
Papillomavirus (HPV) DNA’sinin Arastirilmasi ve

Genotiplendirilmesi

Insan papillomavirtis (HPV) tiplerinin bazilar, kadinlarda
yaygin olarak goriilen servikal kanserin etiyopatogenezinden sorumliu
tutulmaktadir. Kayseri'de 152’si menapoz 6ncesi ve 241 menapoz
sonras1 saglikli kadin ve 4’30 serviks kanserli kadin olmak ftizere
toplam 180 kisiden alinan endoservikal 6rneklerde "hybrid capture”
hibridizasyon yéntemi ile HPV DNA’s1 arastirildi. Menapoz 6ncesi 152
kadinin 7’sinde (%4.6), menapoz sonras: 24 kadinin 2’inde (%8.3) ve
serviks kanserli 4 kadinin 4 (%100)7nde HPV DNA pozitif bulundu.
HPV DNA pozitif olan 4 serviks kanserli olgunun parafin bloklara
alinan servikal biyopsi 6rneklerinde PCR y6ntemi ile orta ve yuksek
risk grubu HPV genotipleri (HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, ve
56) yonlinden arastirildi ve dort 6rnegin hepsinde HPV genotip 16

bulundu.

Bu c¢alismada; serviks kanserli hastalarda, menapoz

oncesi/sonrasi saglikli kadinlara kiyasla daha ytiksek oranda HPV DNA

pozitifligi istatistiksel olarak anlamh buluadu (p<0.05) ve HPV DNA

belirlenmesi ve genotiplendirilmesinin klinik ve epidemiyolojik agidan

6nemi vurgulandi.

Anahtar Kelimeler: Papillomavirtis, Human papillomavirtistintin

genotiplendirilmesi, HPV genotip 16/18



SUMMARY

Investigation of HPV DNA and Their Genotyping in Premenopause
and Postmenopause Healty Women and Patients

with Cervical Cancer

Some of human papillomavirus (HPV) types are held responsible
for the pathogenesis of cervical cancer commonly seen in women. HPV
DNA’s were investigated using the method of “hybrid capture”
hybridization in endocervical samples from 180 subjects in Kayseri, 152
premenopause and 24 postmenopause healty women and 4 patients
with cervical cancer. HPV DNA was found positive in 7 (4.6 %) of the
152 premenopause and in 2 (8.3 %) of the 24 postmenopause healty
women and in all (100 %) of the 4 patients with cervical cancer. Cervical
biopsy samples taken in paraffin blocks from 4 patients with positive
HPV DNA were investigated using PCR for genotypes of medium and
high risk of HPV genotype groups (HPV genotype 16, 18, 31, 33, 35, 45
51,52 and 56) and HPV genotype 16 was found in all 4 samples.

In this study, greater HPV DNA positivity was found in patient
with cervical cancer than in healty women in premenopause and
postmenopause period and which was found statistically significant
(p<0.05) and the clinical and epidemiological importance of determining

HPV DNA and their genotyping was stressed.

Key Words: Papillomavirus, Human .pépillomavirus genotyping,
HPV genotype 16/18
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KISALTMALAR VE SIMGELER
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: Deoksi niikleotid tri fosfat

: Deoksi timin tri fosfat
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: Ethylenediaminetetraaceticacid
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: Open Reading Frame
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1. GIRIS VE AMAC

Papillomavirtsleri, konak¢it turline 06zgll DNA virtsleridir.
Insanlar da dahil, pek ¢ok hayvan tiiri ve kuslarda papillom veya
sigillere neden olurlar (1,2). Insan papillomavirtisleri (HPV) cinsel
temasla bulasan virtislerin basinda yer almaktadir. HPV’nin ylksek
risk genotiplerinden HPV16 ve HPV18'in vajina, vulva, ants, penis ve
serviksin squamodz kaynakli karsinom olusumunda oOnemli rol
oynadifi yapilan moleklller ve epidemiyolojik calismalarla
gosterilmistir (3).

Bu calismada; HPV tiplerinin 06zellikle serviks kanserli
kadinlarda siklikla bulunmasi ve yaygin olarak gorlilen servikal
kanserin etiyopatogenezinden sorumlu tutulmasi nedeniyle (4), HPV
tiplerini erken safhada saptayabilen duyarli ve 6zgil bir molektler
tan testi olan hibridizasyon ydntemi ile Kayseri'de menapoz éncesi ve
sonras: saglikli ve serviks kanserli kadinlarda HPV DNA’sinin

arastirilmasi ve genotiplerinin belirlenmesi amaglandi.



2.GENEL BILGILER
2.1. HPV’NIN TARIHCESI

Insan sigillerinin viral tiiri, Ciuffo tarafindan 1920'li yillarda, sigil
doku ekstrelerinin stzintd swvisiyla gecebilecegi kanitlanmistir (1). Deri
sigillerinde viral etiyoloji olabilecegi bu yuzyill basinda ortaya atilmis ve
1930'larda tavsan papillomaviruslar ile yapilan calismalar, ilk memeli
timoér virds deneyleri olmustur. Ancak kanser virislerinin hcre
kiltirlerinde Uretilememesi nedeniyle, 1970'lerde molektiler klonlama
tekniklerinin. kullammma girmesine kadar papillomaviriislerle yapilan

calismalar yavas ilerlemistir (5).
2.2. HPV'NIN VIRAL OZELLIKLERI

Insan papilloma virusleri 50-55 nm (nanometre) biyikliiglinde
zarfsiz virGslerdir. Cift iplikli cembersel DNA's1, 72 kapsomerli ikozahedral
simetriye sahip bir kapsid ile gevrilidir. Elektron mikroskobu ile yapilan

incelemede, bu kapsomerlerden 60nin ikozahedral yapiun es kenar
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lcgen yuzlerinde ve 12’sininde kdselerde yer aldigi gosterilmistir (6).
Viriyon iki kapsit proteini igerir (7). Majoér kapsid proteini 55 kilo dalton
(kDa) molekiil agirliginda olup viriyon agirliginin % 80’nini olusturur ve
minér kapsid proteini ise 70 kDa'dir ve bunlar sirasiyla viral genom
luzerinde bulunan L1 ve L2 bodlgelerinden sentez edilirler. Majér kapsid
proteini HPV cinsine o6zgli (blitin HPV tipleri icin ortak) anijeniteye
sahiptir (6). Viral genom 7.900-8.000 baz cifti uzunlugundadir ve
guanin+sitozin orani hemen hemen bltiin HPV tiplerinde %42dir (2,6).
Bircok papillomavirGsun genomu klonlanmis ve yaklasik %20’sinin tam
nlkleik asit dizisi ¢ikarilmistir {6). Viral DNA hiicresel histonlarla birlikte
kromatin benzeri yapilar olusturmaktadir. Viral proteinleri kodlayan blitlin
dizinler (ORF : open reading frame) tek bir DNA sarmali tizerindedir ve
blitlin papillomavirtislerinde genetik organizasyon aynidir. Viral genomun
uc¢ farkli bolgeye sahip oldugu gosterilmistir. Bunlar; URR (upstream
regulatory region), transkripsiyonu ve replikasyonu diizenleyici bolge, DNA
replikasyonu ve hlicre transformasyonu igin gerekli proteinleri kodlayan
erken genlerin (E1-E7) bulundugu bolge ve major/minér kapsit

proteinlerini kodlayan iki ge¢ genin (L1-L2) bulundugu bdlgedir (2,8).

Papillomavirtisleri standart hlcre kultGrlerinde uretilememelerine
ragmen genomlari iyi bilinmektedir. Kic¢uk sirkiler dsDNA genom
klonlamaya g:qk yatkindir ve dizilim analizi, tam problarinin hazirlanmasi
ve papillomavirislerin karsinojen olarak muhtemel rollerinin arastirilmasi
icin yeterli miktarda genetik materyal mevcuttur. Sigir papillomaviris tip 1
(BPV-1) DNA's1 interferon gibi Urlinlerin Uretiminde 6karyotik klonlama

vektdrii olarak kullanilmaktadir (7).
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2.3. PAPILLOMAVIRUSLERIN SINIFLANDIRILMASI

- Tar ve doku tropizm Ozelligi gésteren papillomavirisler daha
onceleri farkli mukozal ve dermal bolgelere olan egilimlerine goére
smiflandirilmakta iken, buglin DNA homolojisi g6z 6énline alinarak orijin
aldiklar tiire (insan, sigir vs.) ve ayni tur icindeki genetik iliski derecesine

gore siniflandinlmaktadir (9).

Dogada yaygin olarak bulunan papillomaviriisler, papovaviridae
ailesinin papillomavirus genusunda yer almaktadir. Papovaviridae
ailesinde polyomavirus genusuda bulunmaktadir. Papovaviriis terimi bu
ailedeki virus gruplarimn ilk iki harflerinin birlesmesi ile olusmaktadir.
Papillomavirusler, polyomavirusler ile fiziksel ve kimyasal olarak ortak
ozellikleri paylagmasina karsilik temel biyolojik O6zellikleri ve genomik
organizasyonu farklidir (1,3,6). Insan papillomaviriislerinin hiicre
kiltirlerinde tUretilmeleri zor oldugundan noétralizasyon testleri
gelistirilememis ve bundan dolay: siniflandirma, genomundaki farkliliklar
Ustline temellendirilmistir. Bu nedenle tipler serotip yerine "genotip"

olarak adlandiriimakta ve tip sayisi hizla artmaktadir (2,6,10).

Bugline kadar 70 farkli HPV tiplendirilmistir (9). Bilinen tiplerinden
yaklagtk 20 kadar1 genital mukozay: etkilemektedir. HPV genotip
siniflandirmasinda esas DNA dizi homolojisidir. Yeni tanimlanan HPV eger
bilinen diger tiplerle %90°’dan daha homoloji gdsterirse yeni tip olarak
siiflandirilir. Ayrica HPV tipleri kanser gelisimi ile ilgili olarak Ui¢ simifta
gruplandirilmaktadir. Bunlardan tip 16, 18, 45 ve 56 yiliksek derecedé
displazi ve servikal kanser olusumu ile iligkili olmalan nedeniyle ylksek
risk tipleri olarak bilinirler. Bunlardan baska tip 31, 33, 35, 51, 52 ve 58

orta ve tip 6, 11, 42, 43 ve 44 diistik risk tipleri olarak simiflandirilir (11-
13).



5

Yeni tamimlanan 6 HPV ise henilz tiplendirilememistir. Ylksek
derecede tir ve doku tropizm 0zelligi gosteren ve farkli mukozal ve dermal
bolgelere egilimi olan insan papillomavirtsleri bu &zelliklerine dayanarak;
genital HPV'ler, Epidermodysplasia verruciformis (EV) ile iliskili olan
HPV'ler, ungula ile iligki olan HPV'ler ve kutan6éz HPV'ler olmak lizere 4
gruba toplanmistir. Ancak, klinik tablolar ile HPV tiplerinin DNA

homolojileri arasinda iligki yoktur (6,14).
2.4. PATOGENEZ VE IMMUNITE

Papillomavirtisler sadece konake¢t tlirine 0Ozgll degil doku
tropizminde de son derece kisitlanmislardir. Genel olarak, bu vir(islef iki
grup icinde degerlendirilebilirler: kutanéz tip (deriyi tutanlar) ve mukozal
tip (genital kanali, bazen solunum kanalini, oral boslugu veya
konjonktivayr tutanlar). Papillomaviriisler deri ve mukoz membranlarnn
skuamoéz epitel hitcrelerini infekte eder ve replike olarak epitelyal
proliferasyona yol agarlar. Sinirli ve intakt bazal membrana sahip olan bu
lokalize hiperplaziye “verruka veya papillom” adi verilir. Papillomlarin
genellikle infekte bir bazal hilicrenin monoklonal c¢ogalmasi sonucu

meydana geldigi distintlmektedir (6,15).

Virtis deriyi bir siyrik aracilifiyla gecer ve bazal hilicre katmanin
infekte eder. Iki yila varan bir inkiibasyona sonucu sigiller olusur (2).
Nispeten farklilagmamis Ureme safhasinda olan bu hucrelerde, sadece
erken genler transkribe olur ve smrl bir DNA replikasyonu sonucunda
genom bir nulkleer plazmid olarak korunur. Erken proteinler bazal
hicrelerin proliferasyonunu stimtile eder ve birka¢ aylik inkiibasyon
periyodundan sonra ortaya c¢ikan hiperplazi, kalinlasma ve genellikle
kabarik papillomlara yol agar. Kapsit proteinleri ve virionlar sadece epitelin
dis katmanlarindaki terminal oiarak farklilagsmis keratinositlerde tretilir.

Bu hicreler normal olarak keratin Uretmekte ancak bélinmemektedir.

-~
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Hiperkaratozis deri sigillerinin dikkat ¢ekici bir ozelligidir. Sigiller
genellikle senkronize bir sekilde ve bir ka¢ yil iginde kaybolma
egilimindedir. Bu ani gerileme antikor titresi tarafindan gerceklestirilmez
ve genellikle T  Thicreleri tarafindan yirtutilen immin yanita
atfedilmektedir. Ancak, bu yanita neyin tetikledigi veya niye bu kadar geg¢
gelistigi bilinmemektedir (2,16,17).

Genital organlarin dis yuzeyinde HPV tarafindan induklenen
papillomlar temelde yukarida tamimlananlara benzemesine ragmen
servikal lezyonlar baz 6nemli farkliliklara sahiptir. Burada virlis, cinsel
birlesme sirasinda skuamokolumnar sinirin yakimindaki tUremekte olan
hiicrelerin bulundugu bélgeye mindr bir siyriktan girer. Ortalama 3 ayhk
bir inktibasyon peryodundan sonra diizgiin yiizeyli bir kondilom gelisir.
Bazi HPV tiplerinin infeksiyonu yillar stiren bir stiregte gelisir ve bu sirada
degisik asamali bir servikal intraepitelyal neoplazi ' (CIN) ve invaziv
skuaméz karsinom goriltir. HPV genomu: yillar boyu entegre olmamis
niikleer epizom seklinde persistan kalabilir. Bu durum sadece lezyon
icindeki huicrelerde degil ayni zamanda histolojik olarak normal mukoz
membranlarda ve periferdeki hiicrelerde de s6z konusudur. Buna karsin,
servikal karsinomlar HPV genomunu sacar. En yaygmn olarak da HPV tip
16, 18, 31, 33, ve 35 viral genomu, konaket hiicre kromozomuna rastgele
bolgelerde entégre olmus tam uzunlukta olmayan kopyalar seklinde
bulunmaktadir.(2,15,18)

Onkojenik ydnleriyle de genis capta incelenmis olan HPVler 6zellikle
mukozal papillomaviriisler basta olmak Uizere hem benign hem de malign
timorlerde gOsterilmistir. Epidemiyolojik. olatak HPV tip 16 ve 18'in
servikal displazi ve kanserle yakin iligkisinin saptanmasimin yam sira in
vitro olarak hiicre kultlrlerinde transformasyon kapasiteleri gosterilmistir
(19). Ozellikle tip 16 ve 18in E6 ve E7 gen triunleri bugin HPV

onkoproteinleri olarak adlandinlmaktadir. Bu proteinlerin  hiicre



replikasyonunu baskilayan proteinlere (tumor suppresor protein)
baglandigy gosterilmistir ve bu yolla hlicre Ureme ve prolifasyonunu
stimule ederek kanser patogenezinde rol oynadiklari ortaya atilmistir. HPV
onkoproteinlerinden E6, P53'e E7 ise pRB(retinoblastoma protein)'ye
baglanir (18). Bu hicresel tUmdér slpresor proteinlerinin inaktif hale
gelmesi kanser patogenezinde HPV' nin muhtemel rolli tlizerinde o6ne

stirtilen bir hipotezdir (6).

HPV standart hiicre kiiltirlerinde tretilemedigi i¢in, karsinogenezin
mekanizmas: konusundaki bilgiler temel olarak molekller klonlama ile
elde edilmis HPV DNA'siyla transfekte hiicrelerin  in  vitro
transformasyonundan veya timusu olmayan veya transjenik farelerden
edinilmistir (2). Yiksek riskli HPV tip 16 ve 18'in onkojenitesi E6 ve E7
onkogenlerine atfedilmektedir. Bu genler, biitlin servikal karsinomlarin
%90'indan fazlasinda bulunan integre ve defektif HPV DNA'sindan
aciklanmakta ve normal hiicresel timoér baskilayici gen tUurlnlerine
baglanan proteinleri sifrelemektedirler. Malignansin tam olarak ortaya
ctkmasit konak¢t DNA'sitmin istikrarsizhiginin ortaya cikardigi hiticresel

onkogen aktivasyonunun da sonucu olabilir (2,6,7).

HPV enfeksiyonlarinda iyilesmede hiicresel immunite énemlidir. Bu
nedenle immin sistemi normal olan kisilerde, HPV enfeksiyonlar1 zaman
icinde kendiliginden iyilesebilmektedir. Diger taraftan, immun sistemi
primer veya sekonder nedenlerle bozulmus hastalarda sigil, vulva ve
serviks karsinomlar: gibi HPV enfeksiyonlari daha sik gériilmelerinin yam

sira, klinik olarak daha agir gidisli olmaktadirlar (7).



2.5, KLINIiK GORUNUMLER

Papillomavirtisleri insanlarda c¢ok cesitli sigillere neden olmaktadir
(2). Bunlardan genital sigiller (kondiloma akﬁ_minatum) cinsel iliski ile
bulasan hastaliklar arasinda 6nemli bir yer almaktadir (6). HPV-kanser

iligkisi ¢cok 6nemli bir boyutudur (Tablo 1).

Tablo 1. Insan Papillomavirtislerin olusturduklar: Hastaliklar

Bolge Klinik Sunum Tipler2
Genital Kanal Condyloma acuminatum 6, 11, 42, 43, 44, 45 ve digerleri
Genital kanserler 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56
Solunum Kanali Respiratuar papillomlar 6, 11
Az Fokal epitelial hiperplazi 13, 32
Oral papillomlar 6,7, 11, 16, 32
Deri Plantar sigiller -1,2,4
Sigil 2, 4 ve digerleri
Yass1 sigil 3, 10, 28, 41
Kasap sigili 7
EVb 5,8,9, 12, 14, 15, 17, 20

19, 25, 36, 46, 47

a Koyu olanlar yaygin tiplerdir
b Epidremodysplasia verruciformis'teki malignan degisikliklerde, simdiye kadar en
fazla tip 5 ve 8, daha az olarak da 17, 20 ve 47 sorumlu tutulmaktadir.

HPV. Infeksiyonlar: ile vulva, serviks, penis ve aniisiin premalin ve

malin hastaliklar1 arasinda kuvvetli bir iligki bulunmaktadir (7). HPV

infeksiyonlarinin  klinik  belirtileri genis " bir spektruma sahiptir;
infeksiyonlar bazen semptomsuz ve benign seyrederken, zaman zaman da
tekrarlayici ve tedaviye direng¢ gosteren, slrekli proliferasyon ile giden bir
tablo gostermektedir. Bunlardan bazilan kansere doénftisebilir. Degisken
klinik tablo, viriis tipine (Ornegin HPV 16 ve 18 invazif karsinom ile
iligkilidir),

lezyon lokalizasyonuna (respiratuvar papillomatozis gibi),
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bireyin immiunolojik durumuna (gebeler ve immln yetmezligi olanlarda

daha agir tablo) ve epitelin dogasina baghdir (6).
Genital Infeksiyonlar

Genital bélge infeksiyonlarindan 5 ana HPV tipi (HPV tip 6, 11,
16,18 ve 31) sorumludur. Genital bélge infeksiyonlarinda genellikle birden
fazla bolge tutulur ve bu hastalarin %50'sinde farkli HPV tiplerine
rastlanabilmektedir. Infekte kadin hastalarin partnerlerinin %65’inde ayni
HPV tipi izole edilebilir (7,8,20). HPV bulastiktan sonra 2-6 aylk bir
kulucka devresini takiben genital bolgede ve/veya anis etrafinda sayilari
ve buylklukleri degisken sigillerin olusmasiyla belirti verir. Belirtiler
bireysel Ozelliklerden oldukga etkilenir ve 6zellikle erkeklerde infeksiyon
timuyle belirtisiz seyredebilir. Kadinlarda da belirtisiz seyredebilir, ancak
"belirtisiz' seyreden bu durumlarda kolposkopi yapilarak servikste cok
ufak capl kitleler saptanir. Ozellikle kadinlarda bazi durumlarda vajina-
anls arasi bélgeyi, anlsli ya da vajinay: timuyle dolduran karnibahar
gérintimli dev kitlelere de rastlamak mimkindiir. Oral-genital seks
uygulamalarinda agiz mukozasinda da lezyonlar ortaya c¢ikabilir (6,7).
Genital sistem HPV infeksiyonunun prevalansi oldukc¢a yuksektir ve alt
genital sistem malignansileri, 0zellikle servikal kanserle iligkisi
saptanmistir. Infekte anneden intrapartum HPV gecisi ile cocukta solunum

yolu papillomu gelisebilecegi gosterilmistir (6).

Genital kanalin pek ¢ok infeksiyonu subkliniktir. Birka¢i onemli
klinik tablolara yol acar. Dis genital ylizeylerde, perineumda, vajinal ig
yuzeyde, peniste ve aniiste bulunan buylk, nemli ve sapli yumusak
papillomlar, condyloma acuminatum, anogenital warts ve exophytic
warts gibi isimlerle anilmaktadir. Bunlar cogunlukla HPV tip 6 ve 11
tarafindan meydana getirilmektedir (7,19). Bu tiplerle olusan lezyonlar
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malign kalabilir (6). Servikste ise tip 6 ve 11 tarafindan olusturulan diz

sigiller (flat wart) ise condyloma planum olarak isimlendirilmektedir (2).

Genital organlarin HPV infeksiyonlar1 cinsel yolla bulasan
hastaliklar arasinda O6nemli bir yer almaktadir. Kadin genital sisteminin
genellikle tip 16 ve 18 serviks kanserinin etyolojisinde rol aldig
epidemiyolojik ve molektiler biyolojik caligmalarla kanitlanmistir. Serviksin
butin kanserlerinin %90'dan fazlasi HPV DNA'sina sahiptir ve bu DNA
genellikle tip 16 veya 18'e aittir. Ayni tipler vulva, vajina, penis veya anus
karsinomlariylada iligkili bulunmustur. Servikal kanser lezyonuna
oncllik eden, displazi veya servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) ve primer

kondiloma lezyonlarinin ¢oguna bu tipler neden olmaktadir (6,19, 20).

Displazilerde .%50—70 oraninda kendiliginden iyilesme
kaydedilmistir. Kansere gidiste HPV varliginin yani sira servikal kanser
etyopatogenezinde tanimlanan diger risk faktérlerinin (Herpes simplex
virus, cytomegalovirus ve paraziter infeksiyon, onkojen ekspresyonu,
sigara, diyet ve immun sistemde degisiklik, cinsel aktivite ézellikleri) bu
sureci etkiledigi 6ne strilmektedir (6,7). Servikal kansere gidis genellikle
hafif displazi CIN I (atipik hucreler epitelin 1/3 alt kismim kaplar), orta
displazi CIN II (atipik hilicreler epitelin alttan 2/3'lk kismini kaplar), ileri
derece displazi CIN III seklinde ilerler, daha sonra yaygin displazi ve
karsinoma in situ gelisir. Bu slrecin slresi hakkinda geligkili raporlarla
birlikte HPV tipinin de etkili oldugu ve 20 wyila kadar uzadig
bildirilmektedir (19, 21). Tedavi edilmeyen karsinoma in situ (CIN III)'nun

yaklagik %30 oraninda invazif karsinoma gelisir (19).



Respiratuar Papillomatoz

Genellikle ¢ocuklarda bazan genc¢ yetiskinlerde, ¢ok nadir olarak
genital HPV tipleri solunum kanalini da infekte edebilmekte ve larinkste
lezyonlar olusturmaktadir. Bu genital tiplerce neden olunan papillomlar
bazen- konjonktivada da gozlenmektedir. Larengeal papillomalar larenksin
en iyi huylu epitelyal timoértidir. Ancak solunum yolu tikanmasina neden

olduklar: i¢in gocukluk ¢aginin en tehlikeli timorlerindendir (6).
Oral infeksiyonlar

Agiz kavitesinin en sik gérulen benign epitelyal timoért tekli oral
papillomlardir ve her yas grubunda gortilebilir. Ylzeyleri dlizensiz papiller
gorintiimdeki bu solid timoérler cerrahi miidahale sonrasi nadiren tekrar
olusabilir (6).

HPV tip 13 ve 32 agizda cogul nodiiler lezyonlar yapmakta ve
ozellikle eskimolarda, Guney ve Orta Amerika yerlilerinde yaygindir. Tip 6,
11 ve 16nin olusturdugu oral papillomlar ise cinsel olarak
bulastirlmaktadir. Dudaklardaki yaygin sigiller genellikle HPV tip 2
tarafindan olusturulmaktadir. Oral karsinomlarin kticiitk bir kisminda
HPV-16 DNA'st bulunmustur (7,8).

Deri Sigilleri

Okul cocuklarinin ve geng¢ yetiskinlerin yaklasik %10unun
derilerinde sigillere rastlanmistir ve bu sigiller bir bireyden digerine temas
ile (6rnegin; sportif faaliyetler sirasinda vicut temés1) gecebilmektedir
(6,22). Sigiller genellikle iki yil icinde geriler (22). El ve diz gibi bdlgelerde
bulunan yaygin sigiller {common warts) strtlinmeye maruz kalir ve sert
yuzeyli kalkik papillomlar seklindedir. Bu lezyonlar genellikle HPV tip 2
veya 4 tarafindan meydana getirilirler (2). Tip 7 ise kasap sigili ad: verilen,

etle ugrasanlarda gortilen ve mesleki bir hastalik olan sigillerin etkenidir
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(2,23). DUz sigiller (flat warts) basit sigil olarak da adlandinlir ve kiglk,
duz yuzeyli ve daha ¢ok sayida bulunurlar. Bunlara daha ¢ok genclerin
kol, yuz ve dizlerinde rastlanir ve tip 3 ve tip 10 tarafindan olusturulur
(2,6,23). Plantar sigiller agrili derin endofitik sigillerdir ve topuk ve tabanin
agirliga maruz kalan bélgelerinde bulunur. Palmar sigillerde bunlara
benzer ve genellikle tip 1 major etiyolojik ajandir (2). Yizme havuzu gibi
ortamlarda oOzellikle plantar verruka gecisi olabilmektedir. Deri insan
papillomavirtsleri oldukca benign ve kendiliginden iyilesen papillom
olustururlar ancak nadiren, “epidemodisplasia verruciformis” gibi az

rastlanan derinin skuamoz kanserine ilerleme gosterebilir (6).

Epidermodysplasia verruciformis otozomal resesif kalitsal hiicresel
immun yetmezligi bulunanlarda rastlanan tam olarak tanimlanmamis
nadir bir seklidir. Cocuklukta kazanilan ve Omur boyu devam eden
infeksiyon, deri Uzerinde genis bicimde yayilan c¢ok sayida sigillerle
karakterizedir (2, 24-26). Lezyonlar, normal ¢ocuklardaki gibi ¢cogunlukla
tip 3 ve 10 tarafindan olusturulan duz sigiller ve kirmizi-kahverengi
makiler soyulan lekeler olmak Uzere iki tlrdidr. Bu hastalarda 20 HPV
(HPV tip 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20 ve 25 gibi) tipinden her hangi biri
izole edilebilir (2, 25, 27). Bltin epidermodysplasia verruciformis
hastalarinin yaklasik 1/3inde, yillar i¢inde, skuamoz hilicre karsinomu
(squamous cell carcinom: SCC) ortaya ¢itkmaktadir. Bu durumda, derinin
glines 1$18ina maruz kalan bolgelerinde, bir veya daha fazla makiler
lezyonlar gozlenmektedir. Dolayisiyla, glines 1s18inin malignantligin ortaya
cikisinda Kkiritik bir kofaktér olarak gorev yaptifn ifade edilmektedir.
Tamorler genellikle HPV tip 5, 8 ve 14 genomunu tasimaktadir ve
genellikle yavas blyuyen in situ karsinom 6zelligindedir. Bunlar, metastaz
yapan invaziv SCC'de olabilirler (2, 6). Bobrek transplantasyonu yapilan
kronik olarak immun sistemi baskilanmis hastalarin bir kisminda ve

immiin sistemi yetkin bireylerin derilerinin glinese maruz kalan
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bolgelerindeki SCC'lerde HPV 5 ve 8 DNA' sida bulunmustur. Ancak,
etiyolojik bir iligki henliz kurulamamistir (2).

2.6. LABORATUVAR TANISI

Klinik olarak, dis genital ytlizeylerde bulunan deri sigillerin ve
condyloma acuminata’nin tanisinda bir glgclikle karsilasiimaz. Ancak,
malignanthk ihtimali varsa histolojik inceleme gerekmektedir. Kolposkopi
ile géoruntilenen servikal kondilomlar genellikle diiz ytzeyli oldugundan

servikal intraepitelial displaziden ayirt edilemezler (2, 7).

HPV infeksiyonun muhtemel tanisi mikroskopik olarak histolojik
muayenede koikilositozun gosterilmesi ile konabilir. Alinan Orneklerde
bulunabilecek papillomaviristi ortak antijenin arastirilmasinda genellikle
peroksidaz-antiperoksidaz immunositokimyasal boyama = yontemi
kullanilmakta ve orneklerin yaklasik yarisinda bu antijen bulunmaktadir.
Viral infeksiyon varligini gosteren karakteristik sitolojik degisikliklerin
Papanicolau boyast ile saptanmasi servikovajinal hlicrelerde tarama amaci
ile kullanilmaktadir (6, 7, 21).

Papillomaviris  partikilintiin  antijenik  Ozellikleri  timuyle
bilinmemektedir. Bununla birlikte, viral partikiillerin deterjanlar veya
. indirgeyen maddelerle denatiire edilmesiyle, major kapsid proteinlerin
ortasindaki génusa ozgul antijenik determinanlar elde edilebilmektedir. Bu
antijen genusa 6zgul oldug i¢in, gruptaki blitin Gyelerle ¢apraz reaksiyon
verir. Papillomaviriislerinin bu ortak grup antijenine karsi hazirlanan

antiserumlar HPV enfeksiyonlarinin immiinositokimyasal tamsinda
kullanilmaktadir (7).
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insan papilloma viriisleri son zamanlarda hiicre kiltiirlerinde
uretilmelerine ragmen, papillomaviris infeksiyonlarinin laboratuar
tanisinda virGs izolasyonu uygun bir yaklasim degildir. Hlcre ktiltarleri
keratinosit farkhilagsmasinmi artirmak icin forbol esteri TPA ile muamele
edilmis infekte deri parcasimin yuzer bigimde  kiltiirleriyle
gerceklestirilmektedir. Viral replikasyona sadece tam olarak farklilagmisg ve
uremeyen skuaméz epitel hticrelerinde, virionlar ve kapsit proteinlerini,
deri sigillerinin sadece dis keratinize katmanlarinda gostermek
mumkundir. Ancak, HPV genomu bazal hiuicrelerde yillarca persistan
kalabilir. Bu durumda DNA iyi huylu papillom veya premalignant servikal
displazilerde epizom olarak veya kanser hiicrelerinde integre bir halde kalir
ve daimidir. Dolayisiyla, HPV infeksiyonu ihtimalini tanida kagirmamak ve
timor olusumunu daha erken safhada belirlemek icin filter in situ
hibridizasyon (FISH), polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hybrid capture
sistem, HPV profil testleri gibi c¢esitli molekiiler biyolojik yontemler
gelistirilmistir (28). Nukleik asit hibridizasyon yontemleri, hali hazirda
basta kondiloma ve servikal karsinom olmak {izere rutin ve arastirmalarda

uygulanmaktadir (2, 7, 10).
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Disgtik sayidaki genom kopyasin: bulmada en duyarli metod olarak:
bilinen PCR amplifikasyonu ile, bilinen tim mukozal HPV genotipleri
belirlenmektedir. Klinik olarak HPV infeksiyonu tanisinda énemli olan
nokta subklinik ve latent infeksiyon ayriminin yapilabilmesidir. (2, 29)
ancak ¢ok az miktarda HPV DNA'simin saptanmasinin klinik tablo ile
iligkisi hentiz bilinmemektedir. PCR pozitifligi, infeksiyondan ziyade doku
ylizey kontaminasyonuna da bagh olabilir. Klinik tablo ile uyumlu viral
DNA miktarinin  belirlenmesi ve PCR amplifikasyonu  dikkatle
~yorumlanmasi gerekmektedir (2, 29). Gegirilmis veya gecirilmekte olan

HPV infeksiyonunu gostermede glvenilir serolojik bir test olmamas: ve
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virus izolasyonunun yapilamamasi nedeniyle, kesin tani HPV DNA' sinin

drnekte gosterilmesine dayanmaktadir (21).
DNA hibridizasyon teknikleri

DNA hibridizasyon teknikleri arasinda “dot blot”, “slot blot”, “FISH?”,
in situ hibridizasyon gibi molekiiler yéntemler yer almaktadir. Dot blot
hibridizasyon yéntemi hizli olmasina ragmen 10,000 HPV DNA kopyasinin
daha azmi belirleyememektedir. Bu alanda Southern-blot hibridizasyon,
dot blot hibridizasyona yakin duyarliligi, virus genomunun genetik yapisi
ve konak hicredeki durumu hakkinda verdigi bilgiler nedeniyle altin
standart olarak kabul edilmektedir. Bu metot yliksek duyarliik ve
Ozgulliikte olup bir hticredeki tek bir HPV genomu kopyasini belirleme
kapasitesine sahiptir Ancék, laboratuar islemlerinin agrligi, fazla miktarda
doku gerektirmesi ve tesbit edilerek saklanmis doku 6rneklerinde DNA'nin
kirilma olasilign nedenleriyle rutin taramalarda uygulanmas: uygun
degildir. In situ hibridizasyon yontemi de jinekolojik 6rnekleri taramak
amaciyla uygulanmaktadir. Bu yontem ile infekte hiticrelerin
belirleﬁebilmesi icin hiicre basma 50-200 HPV kopyasi gerektirmektedir.
Servikal stirlntliler, frozen kesitler ve hatta formalin ile tesbit edilmis
kesitler lam tzerinde bu metotla calisilimaktadir. Bu metodun da
duyarhlign dastktir. Ancak, timoértin veya epidermisin  belirli
lgétmanlanndaki viral genomun topografik lokalizasyonunu otoradyografi
ile ortaya c¢ikarma avantajina haizdir (2, 3, 6, 10, 30-32). Hibridizasyon
yontemlerinden hybrid capture sistemi, PCR'a gore oOzgulligu nisbeten
azdir, fakat en yaygin anogenital HPV tiplerinden 14'ini
belirleyebilmektedir (33).
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2.7. EPIDEMIYOLOJI

HPV'ler, fiziksel ve kimyasal ajanlarla inaktivasyona direnclidirler ve
bu nedenle kontamine olmusg yuzeyler ve egyalarla gec¢is mimkindir.
Bazal hiucrelerin infeksiydz virtisle karsilagsmasinin seksliel temas veya
deri abrazyonu gibi epitelin minor travmaya maruz kalmas: ile oldugu
distnilmektedir. Infekte anneden cocuga intrapartum gecis ve cocukta

solunum yolu papillom olusumu da goésterilmistir (6).

Lezyon lokalizasyonu, infeksiydz virlis partikiil miktari, travmanin
siddeti, HPV tipi ve bireyin bagisiklik durumu HPV’nin ge¢isini etkileyen
faktorlerdir. Hiicresel immuinitesi baskilanmis kisiler HPV infeksiyonuna
duyarhdirlar. Ornegin, HPV infeksiyonu immiin sistemi baskilayici tedavi

alan hastalarda normal populasyona kiyasla daha fazla gérilmektedir (6).

Deri HPV enfeksiyonlarinin 3 tipi toplumda c¢ok yaygin olarak
gorulmektedir. Kisaca sigil adi verilen adi deri sigilleri, daha ¢ok okul
cagindaki cocuklar arasinda, %4-20 oraninda gorulmekte ve deri
sigillerinin %71'ini olusturmaktadir. Planter sigilde ise deri sigillerinin
%34'tGnt olustururlar ve daha c¢ok adoleéan ve geng¢ eriskinlerde
saptanurlar. Cocuk tipi veya diger adiyla diiz sigiller, deri sigilleri icinde %4

oraninda gorulurler (7).

Deri sigillerinin bulagmasi temel olarak okul ¢agindaki ¢ocuklarda
siyriklardan direkt temasla gegmektedir. Bu temastan sonra kasima
yoluyla (otoinoklilasyon) yayiim gerceklesmektedir. Cocuk ve geng
yetigkinlerde %10'lara varan insidansta verrukalar gordlir (plantar),
erigkinlerde daha nadir saptanmasi kazanilmis immiiniteye bagh olabilir

(2, 6). Plantar sigiller, halka acik ylizme havuzlan veya tuvaletlerin islak

zeminlerinden kolayca bulagmaktadir (2).
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Genital sigiller, cinsel iliski ile bulasip, seksliel yasami aktif
bireylerde gorilmektedir. Anogenital ve servikal lezyonlarda farkhh HPV
tipleri gobsterilmesine ragmen esler arasinda aym tiplerin varligi
gosterilmistir. Kondilomlu esler ile cinsel iligkide bulunanlarin yaklasik
2/31Unde anogenital sigil gelismektedir. (6, 8, 10). Cocuklardaki anogenital
sigiller, nongenital lezyonlara temas ile gelismekte ve kondiloma
akiiminatumu olan puberte 6ncesi dénemdeki gocuklarin ¢ogunda HPV-6

ve HPV-11, %7'sinde de HPV-1 ve HPV-2 tipleri saptanmaktadir (8, 34).

Serviks karsinomasi ABD'de her yil 4900 o6lim ile sonuglanan
yaklagik 15700 yeni olgu ile kadinlarda kot huylu ikinci en yaygin
kanserdir. Servikal kanser hiicrelerinin %90' indan fazlasi, basta HPV 16,
18 ve 31 tipler olmak tlizere, HPV DNA's: ile birlikte HPV mRNA's1 da
icermektedirler (8, 35). Bu iliski epidemiyolojik olarak da belirgindir.
Ornegin servikal sitolojisi normal olup da HPV DNA'st pozitif bulunan
kadinlarin 2 yil sonra %28'inde servikal neoplaziler saptanmasina karsin,
HPV DNA's: negatif olanlarda bu oran %3 kadardir. Ayn: sekilde HPV tip
16 ve 18 DNA's1 iceren kadinlarda servikal neoplazi gelisme riski, HPV
DNA' s1 icermeyenlere gore 11 kat daha fazla bﬁlunmustur (8).

Oral ve respiratuar papillomatozlarin bazilarn da cinsel orijinli
olabilir. Ancak, gen¢ c¢ocuklarda bu infeksiyonlarin g¢ogunun infekte
dogum kanalindan bebegin gecisi sirasinda kazanildifn varsayilmaktadir,
Bu yolla bulasmanin etkinligi diistiktiir. Bu kaniya servikal infeksiyonun
yuksek sikhigina karsin laringeal papillomatozun nadirligi géz o6ntnde
bulundurularak variimaktadir. Bu diistinceyi destekleyen en gigli kanit,
solunum yollar1 papillomlar1 ve anogenital sigillerde ayni HPV tiplerinin
(HPV 6 ve 11 ) saptanmasidir .Diger taraftan, sezaryen ile alinan
bebeklerde de larinks papillomlarimin goérilmesi, virGslin in utero da

bulasabilecegini gdstermektedir (2, 8).
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2.8. TEDAVI VE KORUNMA

GuUnumuzde infeksiydz lezyonlarla temas etmeme disinda etkili bir
korunma yontemi bulunmamaktadir. Kondom gibi arag¢larin korunmada
bir miktar olumlu katkisi vardir. Cinsel eslerin birlikte muayene ve
sagaltimlar;, dustnuldigi kadar etkin degildir. Ancak HPV'nin
bulastiricihigi o kadar ylksektir ki, slipheli iliskilerde kondom kullanimi
bile yetersiz kalmaktadir. Kadinlarin her yil pap suriintiisti aldirmalari,
yangisal reaksiyon ile birlikte hlicresel degisiklikler gorilmesi halinde
surinttiniin .3 ay sonra tekrari ve yine sitopatolojik bozukluklar devam
ediyorsa jinekolojik belirti wve bulgularin ¢ok 1iyi bir sekilde

degerlendirilmesi yerindedir (13).

HPV enfeksiyonunun tedavisinde temel prensip, niksleri en aza
indirmek icin kitlelerin mtimkin oldugunca temizlenmesidir. Bu amacgla
virlislere etkili ilaclar kullanilarak lokal tedavi ve biuylik lezyonlarin
koterizasyon yoluyla yakilmasi seklinde tedavi uygulanir (7).

Deri sigilleri kendiliginden iyilesmekte, geleneksel tedavi yontemleri
olarak krioterapi, yakici ajanlarin uygulanmas.l (podofilin, triklorasetik asit
v.s.), DNA inhibitérlerinin kullanimi (5-florourasil gibi) ve cerrahi
mudaheleler yer almaktadir. Bu ydéntemlerin uygulanmas: ile kir orani

%901 gecmesine ragmen HPV'ler latent olarak kalabilir ve tekrarlayabilirler
(2, 6, 8).

Refrakter genital sigillerin tedavisinde parenteral veya lezyon igine
interferon  uygulanmasi basarili  bulunmustur. Solunum  yolu
papillomlarinda interferonun simurli faydas:i gortilmistir, bunlarin tek
tedavisi cerrahidir (6, 13). Laringeal papillomlarda lazer, dis genital
yluzeyindeki sigillerde kriyoterapi ve podofillin (Etki mekanizmas: tam
bilinmeyen podofilinin %10'Tuk soliisyonu) uygulanmaktadir.

Podomotoksin, podofilinden daha etkilidir. Laringeal papillomlar, dig
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genital sigilleri ve servikal displaziler lazer veya diatermi ile ortadan
kaldirilabilir. Invaziv karsinomlarda, cerrahi miidahale gerekmektedir.
Lezyon igine enjekte edilen alfa/beta interferon, genital veya laringeal

papillomlarin gegici olarak gerilemesinde etkin olabilmektedir (7, 8).

HPV infeksiyonlarinda immuinizasyon g¢alismalar1 (6zellikle sigir
papillomaviruslarinda) yogun bir sekilde devam etmektedir (12). Hayvan
(;ahs;,mélarmda rekombinant proteinler (HPV 16 L1 ve L2 genleri
kontrollinde sentezlenen kapsit) kullanilarak gelistirilen asilarda korunma
elde edilmistir. HPV 16 E6/E7 genlerini igeren benzer asi rekombinantlari
insanlarda uygulanmaktadir. Bu galismalarin beklentisi rekombinant asi
viraslerinin sitotoksik T hlicresi yanitimi artirmasidir. Rekombinant
virusleri, eger servikal intraepitelial neoplazi veya invaziv karsinoma
hticrelerinin ylzeyinde sunulan E6/E7 peptidlerini hali hazirda taniyip
cevap hazirlayan sitotoksik T hicresi yanitlarina booster etkileri so6z
konusu olursa, bu rekombinant asilar: tedavi amacli olarak da kullanmak
mimkin olabilecektir. Immuinpatogenezin de aydinlatimasi ile birlikte
gelecekte etkin bir agt bulunmasi mimkin gézikmektedir (2, 6, 36, 37,
38)



3. GEREC VE YONTEM

3.1.0RNEGIN TOPLANMASI

Erciyes Universitesi Gevher Nesibe Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Poliklinigine basvuran
menapoz O6ncesi 152 ve menapozlu 24 saglikh ve serviks kanserli 4
kadindan alinan endoservikal Ornekler, Erciyes Universitesi Tip
Faktiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji
laboratuvarina tasima besiyeri icinde gonderildi. Bu 6rnekler

calisihncaya kadar —20°C’de prezervatifsiz olarak muhafaza edildi.
3.2. INSAN PAPILLOM VIRUS (HPV) DNA'SININ BELIRLENMESI

Hastalardan alinan endoservikal o6rneklerde kalitatif olarak
HPV DNA’sinin belirlenmesi i¢in bir hibridizasyon yontem olan Hybrid
capture sistemi (Digene) uygulandi. Ornekler orta ve yuliksek risk
grubu HPV genotipleri (HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, ve 56)

yonlinden arastiriidi.
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Hybrid capture sistem kitlerinin igerigi:

o DNA iceren negatif kontrol

¢ 10 pg/ml HPV 16 DNA ve tasiyict DNA iceren pozitif konrol
e Denatiirasyon solusyonu (dilfie NaOH ) ve indikatér boya

o Prob dillienti

e HPV 16/18/31/33/35/45/51/52/56 RNA probu

o Detection reagent 1: Alkalen fosfataz ile bagli anti-RNA:DNA
e Detection reagent 2: LumiPhos 530

e Yikama sollisyonu

-

o Hibridizasyon ttipt

e Anti-RNA:DNA ile kapl ttipler
3.2.1. Testin Prensibi

Servikal érneklerde, diistik risk grubu (HPV tip 6,11, 42, 43,
44) ve orta/ytksek risk grubu (HPV tip 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52,
56) HPV genotiplerin DNA’larmnin belirlenmesinde kullanilan hybrid
capture sistemi, kemiluminesan tespit yéntemini kullanan molektiler
hibridizasyon yontemidir. Bu sistem, 6rnekteki hedef DNA ile buna
0zglil RNA probunun olusturdugu RNA:DNA hibridi, anti-RNA:DNA
hibridi antikoru ile kaplanmis tUplin ylzeyinde tesbit -edilir.
Immobilize edilen hibrit, daha sonra alkalen fosfataza baglanmis anti-
hibrit antikoru ile reaksiyona girer ve kemiliminesan substrat ile
tesbit edilir. Subastrat, bagli alkalen fosfataz tarafindan
parcalandik¢a 11k yayilir ve bu 1s1k luminometre ile RLU (bagil 151k
birimi) cinsinden 6l¢uliir. Yayilan 1§181n yogunlugu &rnekteki hedef

DNA’nin miktari ile dogru orantilidir.
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3.2.2. Testin uygulanmasi
o HPV DNA Denatiirasyonu

Kit ve toplama tlplerine alinan servikal sUrtintt 6rnekleri oda
is1sina gelene kadar bekletildi. Hastadan alinan 6rnekler, pozitif ve
negatif kontrol érnekleri numaralandirilarak bir stipora dizildi. Ornek
ve kontrollerin herbirinin homojen hale gelmesi igin karistiricida

karistirildi.

Negatif kontrole 1 mL, pozitif ve servikal stirlintli érneklerine
500 pL olmak tzere “denaturation reagent” eklendi. Tiplerin
kapaklarn kapatildi ve hafifce karistirildi. Biitlin tliplerin renkleri mor
renge dontismesi izlendi. Denatlire olan karisim 65+2°C’lik su
banyosunda 45 dakika inktbe edildi.

° HPV DNA:Prop RNA Hibridizasyonu

Pozitif ve negatif kontroller icin 3'er adet olmak tUzere
hibridizasyon tlipleri hazirlandi. Haznlaﬁan hibridizasyon ttplerine
“repetor” pipeti kullanarak 50 upl. HPV RNA prob kokteylinden
eklendi. Ornek ve kontrollerden hazirlanan denatiire HPV DNA’dan
150 pl alinarak hazirlanan hibridizasyon tiplerine eklendi. HPV DNA:
prop RNA Thibridi olusturularak sarn renk olusumu gozlendi.
éalkalaylm ile 1100 rpm’de 3+2 dakika c¢alkalandi. 65+2°Clik su

banyosunda bir saat inktibe edildi.

Hibridizasyon tiplerin igeriginin (HPV DNA: prop RNA hibridi)
timia (250 pl) anti-RNA:DNA ile kaph yakalama tlplerine sirasiyla
aktarildi ve tlplerin agz1 parafilmle kapatildi. Calkalayici ile 1100
rpm/dakika oda 1sisinda 60+5 dakika calkalandi. Tiplerin ici
bosaltildi ve 1-2 dakika kurutma kagidi Uzerine ters cevrilerek

kurutulmasi saglanda.
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¢ Hibridlerin 6l¢iimii

Her bir yakalama tUpune 250 pl “deteksiyon solusyonu 1:
alkalen fosfataz ile bagl anti-RNA:DNA” dagitildi. Tuplerin agz
péraﬁlm ile kapatilarak oda 1sisinda 30+3 dakika inklbe edildikten
sonra tUplerin icerigi bosaltildi. Tupler yikama soliisyonu ile 5 kez
yikandi ve tUplerin kurumas: saglandi. Bu tiplere 250 pL substrat
“deteksiyon solusyonu 2: LumiPhos 530" dagitildi. Tudplerin agz
parafilm ile kapatilarak karanlik ortamda oda isisinda 30+3 dakika
inkilibe edildi. Kontroller ve hasta tlplerinin alti1 temiz bir gazli bezle
silinerek luminometre cihazinda (Ledar 50i, Gen-probe) okutuldu ve

RLU cinsinden degerlendirildi.
3.3. INSAN PAPILLOM VIRUSLERININ GENOTIPLENDIRILMESI

Serviks kanserli olgularin serviksinden alnan 5 mm
genisligindeki biyopsi ornekleri, Erciyes Universitesi Tip Faktltesi
Patoloji Anabilim Dalinda parafin bloklara alindi. Genotiplendirme
Hacettepe Universitesi Tip Faktiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda
yapildi.

DNA saflagtirilmasi: Ornekler, 0.1 mg/mL proteinaz K igeren
lizis solusyonu (150 mM NaCl, 25 mM Ethylen ediamine
tetraaceticacid EDTA, 10 mM Tris HCI pH 8.0, %0.5 Sodyum
dodesil stlfat, SDS) icinde 1 saat 60°C’de, takiben 5 giin 37°C’de
inkUibasyonla deparafinize edildi. Fenol-kloroform ydntemi ile DNA
saflastinildiktan sonra sodyum asetath saf etanolde -20 °C’de bir gece
¢okturildu. DNA ¢okelegi kurutulduktan sonra S0 pL steril iyonsuz
(tri distile) su ile stispanse edildi (39). Bu suspansiyondan 5 pL DNA
amplifikasyonda kullanild:.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): Insan papillomavirtiisleri
icin bir ¢ok primer tanimlanmis ve bunlarin 6zgil olarak HPV DNA
ampflikasyonu yaptig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada kullanilan primerler
HPV 16 ve 18 genomunun L1 bdlgesinden (majér viral kapsid proteini
kodlayan  bodlge)  sec¢ilmistir. HPV 16  primer seti (5-
TGCTAGTGCTTATGCAGCAA-3’, 5- ATTTACTGCAACATTGGGTA-3) 152
baz ¢ifti (base pair, bp), HPV 18 oprimer seti (5
AAGGATGCTGCACCGGCTGA-3’, 5-ACGCACACGCTTGGCAGGT -3)
216 bp uzunlugunda segmentleri amplifiye etmektedir. Pozitif kontroller
sirastyla 1-2 HPV 16, 600 HPV 16 ve 10-50 HPV 18 genom kopyasi
iceren SiHa, Caski ve HeLa 53 hicreleri kullanildi. Her amplifikasyon

islemine negatif kontrol olarak DNA icermeyen reaksiyon karisimi da
dahil edildi.

Amplifikasyonlar; 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 2.5 mM
MgClz, bir birinden 200 uM olmak Uzere dNTP: Deoksi ntkleotid tri
fosfat (dATP: deoksi adenin tri fosfat, dCTP: deoksi sitozin tri fosfat,
dGTP: deoksi guanin tri fosfat ve dTTP: deoksi timin tri fosfat), 50'ser
pmol HPV 16 ile HPV 18 primer (Primerler: Diagnostic SSDZ, Molecular
Biology Section, Delft, The Netherlands’den temin edilmistir) ve 2 {inite
taq (Thermus aquaticus) DNA polimeraz enzimi (Promega) igeren
karismin 100 pLl'sine saflastirilmis DNA Orneginden 5 pL eklenerek
gerceklestirildi. Amplifikasyonlar “thermalcyler” (Cetus 480) iginde,
95°C’de S dakika denatlirasyonu takiben 50 °C’de 1 dakika, 72 oC’de 2
dakika ve 95 °C’de 1 dakika basamaklarindan olusan 40 déngl ve son
olarak 5 dakika 72°C’de tutularak gerceklestirildi. Amplifikasyon
urtintinden 10 pL, 5 pL orange G boyasi ile ~kar1§t1r111p etidyum bromid
iceren %27k agaroz jelde yurGtildikten sonra ultraviyole (UV)
transiluminatér altinda HPV 16 icin 152, HPV 18 igin 216 bp
buytkitgine denk gelen band aranarak analiz edildi (39).
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3.4. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Istatistiksel analizlerde ‘SPSS (Statistical Package for Social
Siences) 9.0 paket programinda ki-kare (beklenen sayilar S’ten
kiicuk ise Fischer exactly X?) testi kullanildi.



4. BULGULAR

4.1. HPV DNA BULGULARI

Kayseri’de menapoz 6ncesi 152 ve sonrasi 24 saghkli ve 4
serviks kanserli olmak tUzere toplam 180 kadindan alinan
endoservikal érneklerde, HPV DNA “Hybrid Capture” hibridizasyon
yontemiyle arastirildi. Alinan endoservikal Ornekler yliksek risk
HPV genotipleri (HPV tipl6, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56)

yontinden incelendi.

Toplam 180 o6rnegin 13"inde HPV DNA pozitif bulundu.
Bulgular Tablo 2'de 6zetlendi.
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Tablo 2. Menapoz Oncesi ve sonrasi sagiikll ve serviks kanserli kadinlardan
alinan endoservikal 6rneklerde HPV DNA bulunma oranlari

HPV DNA negatif HPV DNA pozitif

Say1 Say1
Sagliklis kadinlar (n:176) 167 9
| Menapoz éncesi  (n:152) 145 7
Menapoz sonrast (n:24) 22 2
Servikskanserli kadinlar (n:4) 0 4
Toplam {n:180) 167 13

Menapoz 6ncesi saghkl gériinen olgular ile menapoz sonrast saghkl gériinen
olgularda HPV DNA bulunma oranlan arasindaki istatistiksel analiz: p>0.05
Menapoz oncesi/sonrast saglikh goriinen olgular ile serviks kanserli hastalarda
HPV DNA bulunma oranlan arasindaki istatistiksel analiz: p<0.05

Menapoz o6ncesi 152 saglkli gériinen kadindan alinan
orneklerin 7’sinde (%4.6), menapoz sonrasi saghkli gériinen 24
kadindan alinan o6rneklerin 2’sinde (%8.3) ve serviks kanserli 4
hastadan alinan Orneklerin hepsinde (%100) HPV DNA pozitif
bulundu. Menapoz o6ncesi ve sonrasinda HPV DNA bulunma
oranlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05). Saglkli gérlinen 176 olgunun 9’unda, serviks kanserli 4
hastanin hepsinde HPV DNA pozitif bulundu. Menapoz
O6ncesi/sonras1 saglikli gbérinen olgular ile serviks kanserli
hastalarda HPV DNA bulunma oranlar arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemli derecede anlamh idi (p<0.05).
4.2. HPV GENOTIP BULGULARI

Serviks kanserli 4 olgudan parafin bioklara alinan servikal
biyopsi Orneklerinde, Hacettepe Universitesi Tip Fakuiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim dalinda, PCR y&ntemi ile orta ve yliksek
risk grubu HPV genotiplendirilmesi yapildi. Serviks kanserli
hastalarin hepsinde (4 olgunun dérdtinde) HPV genotip 16

bulundu.



S. TARTISMA VE SONUC

Genital organlarin HPV infeksiyonlar: cinsel yolla bulasan
hastaliklar arasinda 6nemli bir yer almaktadir. HPVler kadinlarda
gérilen servikal kanserin etiyopatogenezinden sorumlu olabilecegi
ilk defa zur Hausen (19) tarafindan ileri sGrtilmtis ve daha sonra
servikal kanserle iliskili 20 farkli genital HPV tipi bildirilmistir.
Genital HPV enfeksiyonlar, 6zellikle HPV genotip 16 ve 18’in sebep
oldugu enfeksiyonlar servikal kanser patogenezinde en 6nemli risk
faktéri olup kadinlar icin major saglik problemi olarak kabul
edilmektedir. Serviks kanserlerinin %90'dan fazlasinda HPV DNA
bulunmakta ve bu DNA'larin genellikle HPV genotip 16 veya 18'ya
ait oldugu bildirilmekedir (40, 41).
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Kansere gidiste HPV varliginin yani sira servikal kanser
etyopatogenezinde tanimlanan diger bir cok kofaktériin de etkili
oldugu dusltintlmektedir. Bu kofaktdrler arasinda Herpes simplex
vims, Cytomegalovirus ve Chlamydia trachomatis gibi venerial yolla
gecen infeksiyéz ajanlar, sigara kullanimi, diyet ve immuUn
sistemde degisiklik, cinsel aktivitenin baslangi¢ yasi ve sikligi ile es
sayist, sosyoekonomik sartlar, yas, beslenme gibi risk faktérlerinin

yer aldig: bildirilmektedir (40, 42, 43, 44).

HPV enfeksiyonlar sadece %30’u klinik olarak taninabilir ve
genellikle genital sigiller seklinde goértiltirken, %701 subklinik
olarak seyretmektedir (45). HPV enfeksiyonlarimin tanisinda
HPV’nin htiicre kiltlirinde Uretilememesi, duyarliik ve 6zgGlliigi
yiksek serolojik testlerin bulunmamas: nedeniyle DNA

hibridizasyon ydntemleri uygulanmaktadir (46).

ABD'de 15-50 yas grubu iginde her yil, her 100 kisiden
birinin genital HPV ile iliskili bir hastaliga yakalandig: bildirilmekte
ve yaklasik olarak 40 milyon kisinin HPV tasidigi tahmin
edilmektedir. Yalniz 1999 yilinda rutin muayene gelen 466
hastanin 106 (%22.7)’sinda ve 130 kolposkopi kliniginden alinan
orneklerin 90 (%69.2)inda HPV DNA pozitif bulunmustur (47).
Ratman ve ark. (48) 2000 yilinda 2098 hasta Uzerinde yaptiklarn
caligmada 227 (%10.8) hastada, DeBritton ve ark. (49) Panama’da
196 servikal kanserli hastanin 144 (%81)"inde HPV DNA’nin pozitif
bulundugunu géstermislerdir. Tachezy ve ark.da (50) Czech’li
kadinlarda yaptiklan ¢alhismalarinda 389 kadinin 171 (%44)inde
HPV DNA pozitif bulmuslardir.
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Santos ve ark.(51) Peru’da, servikal kanserli 198 kadinda
(1731 squamous hucreli karsinom, 25% ise adenokarsinoma/
adenosquamous karsinom) ve 196 Kkisilik kontrol grubunda
yaptiklar: ¢alismalarinda, squamous hucreli karsinomlu hastalarin
165 'inde(%95.3), adenokarsinoma/adenosquamous karsinomlu
hastalarin 237inde (%92.0) ve kontrol grubunun ise 35’inde (
%17.7 ) HPV DNA pozitif bulunmuslardir. Zielinski ve ark. (52) 57
servikal kanserli kadimin 37’sinde (%65), 114 kontrol grubuunun
7’sinde  (%6) yuksek risk grubu HPV genotiplerine ait DNA

pozitifligini géstermislerdir.

Polat ve ark (53) 1996 yilinda Ttlkemizde yaptiklar
calismalarinda servikal kanserli 22 hastanin 12 (%54.5)’sinde ve
kontrol grubu olarak sectikleri servisitli 74 hastanin 16
(%21.6)’sinda HPV DNA pozitif bulmuslardir. Agacfidan ve ark (54)
2000 yilinda yaptiklar ¢calismalarinda pap smear testi atipik olarak
degerlendirilen ve yaslart 20 ile 50 arsinda degisen 181 kadinda
HPV arastirilmis ve 28 (%15.5)'inde HPV DNA pozitif bulmuslardir.

Calismamizda ise menapoz oOncesi saglikli 152, menapoz
sonras1 saghkli 24, serviks kanserli 4 olmak Uzere toplam 180
kadinda HPV DNA arastirildi ve menapoz 6ncesi saglikli kadinlarin
7 (%4.6)’sinde, menapoz sonrast saghkli kadinlarin 2 (%8.3)’sinde
ve serviks kanserli hastalarin 4 (%100)inde HPV DNA pozitif
bulundu. Menapoz Oncesi ve sonrasinda HPV DNA bulunma
oranlari arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p>0.05). Menapoz Oncesi ve sonrasi saghkli gériinen olgular ile
serviks kanserli hastalarda HPV DNA bulunma oranlan arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05). Santos ve ark (51),
Ruud ve ark. (55), Labropoulou ve ark. (66) Chen ve ark.
(57)larinin  servikal kanserli hastalarda HPV DNA bulgulan
calismamizda servikal kanserli hastalarda elde edilen HPV DNA

bulgular ile uyumlu bulundu.
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Zielinski ve ark (52)’nin kontrol grubu olarak aldiklari rutin
muayeneye gelen kadinlarin endoservikal érneklerinde HPV DNA
bulunma oranlarn ile ¢alismamizdaki saglikli gériinen kadinlarin
en_doservikal o6rneklerinde HPV DNA bulunma oranlari arasinda

paralellik géruldu.

Ruud ve ark. (55) serviks kanserli 159 Rus kadinin hepsinde
(%100) HPV DNA pozitif ve 103 (%64.8)’de HPV genotip 16, 17
(%10.7)’sinde HPV genotip 18 ve 13 (%8.2)inde HPV genotip 45
genomunu bulmuslar ve 6 (%3.8) hastada ise genotipi
beﬁrleyememis}erdir. Labropoulou ve ark. (56) Yunan’li kadinlarda,
yuksek dereceli intraepitelyal lezyondan 50 biyopsi Ornegin 44 .
(%88)linde ve 14 servikal kanserli biyopsi érnegin 13 (%92.8)’de
HPV DNA pozitif bulmuslardir. Bu 44 6rnegin 16 (%36)’sinda HPV
genotip 16, 5 (%12)’inde HPV genotip 18, 4 (%6)inde HPV genotip
31, 4 (%6) HPV genotip 33, 3 (%4)’sinde HPV genotip 51 olarak
belirlenmis ve 12 (%24)’sinde ise HPV genotipi belirlenememistir.
Chen ve ark. (57) Avusturalya’da yaptiklari ¢aligmalarinda 186
servikal kanserli kadimin 171’inde (% 91.9) HPV DNA pozitifligi
bulmuslar ve 1007inde (%53.8) HPV genotip 16, 32’sinde (%17.2)
HPV genotip 18 ve 39unda (%21) diger yiksek risk HPV (HPV
genotip 31, 33, 35, 45, 51, 52 ve 56) tiplerini bulmuslardir.
Kristian ve ark.(58) Norveg’te 133 servikal kanserli biyopsi
oérneginin 91 (%68)’inde HPV (bunlarin 70’inde HPV genotip 16 ve
19 'unda ise HPV tip 18) pozitif bulmuslardir.

Zhang ve ark (59) 43 kanserli kadindan 30 (%69.7)’'unda, 28
servisit olgusundan 7 (%25)sinde ve 30 saghkh kontrol
olgusundan 5§ (%16.6)inde HPV genotip 16’nin varligini
gostermislerdir. Hsu ve ark (60) Taiwan’da 50 servikal kanserli
hasta biyopsi oOrneginin 37 (%74)’sinde HPV DNA pozitifligi
bulunurken, 20 (%40)’sinde HPV genotip 16 ve 12 (%24)’sinde HPV
genotip 18 saptamiglardir. Shen ve ark. (61) 78 servikal kanserli



32

hastanin 52 (%66.7)’sinde HPV DNA ve bu olgularin 31
(%39.7)'inde HPV genotip 16 bulmuslardir.

Polat ve ark (53)'nin 1996 yilinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda
servikal kanserli 22 hastanin 12(%54.5)sinde HPV DNA ve
bunlarin 4"in HPV genotip 16 ve kontrol grubu olarak sectikleri
servisitli 74 hastanin 16(%21.6)’sinda HPV DNA ve bunlarin
13"intinde HPV genotipi 16 olarak belirlemislerdir. Tuncer ve
ark.(39)lar1 1996 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda 119 biyopsi
o6rneginde HPV 16 ve 18 genomun varhigini arastirmiglar ve bu 119
servikal biyopsi Orneklerin 45(%37.8)'inde HPV 16, 11{(%9.2)’inde
HPV 18 genomu saptamislardir.

Calismamizda ise serviks kanserli 4 olgunun hepsinde
(%100) HPV genotip 16 bulunmustur. Ulkemizde ve yurt disinda
servikal kanserli hastalarda ve kontrol grubunda yapilan HPV
genotip c¢alismalarinda elde edilen bulgular, ¢alismamizda elde

edilen bulgular: desteklemektedir (39, 53, 59, 60, 61).

Sonug¢ olarak, klinik jinekolojide o6nemli viral infeksiyon
etkenlerinden biri olan HPV tipleri ile kadinlarda yaygin olarak
gorillen serviks kanseri arasinda kuavvetli bir iliski oldugu
bilinmektedir. Bu c¢alismada servikal sUrtintilerde pap smear
testine ek olarak daha o6zgiin ve glivenli bir test olan “hybrid
capture” sistemi ile HPV DNA ve PCR ile HPV genotiplerinin
belirlenmesi klinik ve epidemiyolojik acgidan ©6nemli oldugu

belirlendi.
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