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OZET

Son yillarda yapilan arastirmalar bor ve tiirevlerinin prostat, meme, akciger ve
serviks kanseri gibi bazi kanser tiirlerini olusmasini 6nleyici ve tedavi edici potansiyelinin
oldugunu gostermektedir. Diger taraftan Mikroniikleus (MN) frekansi kanserli hiicrelerde
genomik karasizlik nedeniyle yiiksek bulunmaktadir. Bu baglamda bor maruziyetindeki
bireylerde doz esigine bagli olarak MN frekansinin diisiik olmasi beklenir. Ayrica
giintimiizde kanserin tedavisinin yaninda erken tanist da oldukg¢a 6nemlidir. (MN) testinin
kanserin erken tanisinda biyomarkir olarak kullanilabilecegini ileri siiriilmektedir. Bu
nedenle bilinen MN boyama ydntemlerinin yani sira servikal patolojik tani i¢in kullanilan
PAP boyamanin MN degerlendirilmesi yoniinden dikkate alinabilmesi tarama ve tani
programlarinin etkinligini artiracagi beklenebilir.

TUBITAK tarafindan desteklenen bir proje kapsaminda (proje no.111S177) 1046
kadinda (bor bolgesinden 534, kontrol bolgesinden 512) serviks kanseri taramasi yapilmistir.
Bu tarama sonucu 15 HPV (Human Papillomaviriis) pozitif ve 36 ASCUS (Atypical
Squamous Cells of Undetermined Significance) vakasi belirlenmistir. Arastirmamiz
saptanan olgularin temelinde planlanmigtir. Caligma evreni tarama sirasinda belirlenen HPV
pozitif ve ASCUS olgularindan olugsmaktadir. Ayrica, rastgele secilen bor bdlgesinden 10,
bor dis1 bolgeden 10 olmak iizere toplam 20 kadin kontrol grubu olarak arastirmaya dahil
edilmistir. Boylece, bu arastirmaya toplam 71 kadin katilmistir. 71 kadinin servikal siirlintii
ornekleri PAP (Papanicolaou) ve MGG (May- Griinwalds- Giemsa) yontemine gore
boyandiktan sonra 1000 hiicrede Mikrontikleus (MN) sayimmi yapilmistir. Daha sonra
boyama yontemine gore elde edilen sonuclar istatistik yonden degerlendirilmistir. Bor
bolgesi ve kontrol bolgesi (bor dis1 bolge) HPV pozitif ve ASCUS’lu kadinlarin smear
ornekleri PAP ve MGG yOntemine gore boyanmaistir.

Bor etkeni g6z Oniine alinarak her iki bolgedeki herhangi bir servikal viriitik ve
patolojik bulgusu olmayan normal olgular arasinda MN sayis1 bakimindan herhangi bir fark
bulunamamistir (P>0,05). Her iki bolgedeki HPV pozitif ve ASCUS’lu olgularin smear
ornekleri farkli boyama sonuglar1 MN sayist bakimindan karsilastirildiginda, istatistik
yonden 6nemli bir fark bulunmamustir (P>0,05). Bolge farkini dikkate almaksizin toplam
HPV pozitif ve ASCUS’lu olgularin smear Orneklerinin MN sayist bakimindan
karsilagtirmas1 sonucunda, iki boyama ydntemi arasinda istatistik yoniinden anlaml fark
bulunmamustir. (P>0,05).

Bizim bulgularimiz insanda 5.27 mg/giinliik bor maruziyetinin MN insidansina bir
etkisinin olmadigin1 gosterirken, PAP boyanmis prepartlarda MN degerlendirilmesinin
MGG boyanmis prepartalarda MN degerlendirilmesi kadar gilivenilir oldugunu isaret
etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bor, Serviks Kanseri, Mikroniikleus, PAP boyama, MGG boyama



ABSTRACT

Studies performed in the recent years have showed that boron and its derivatives have
curable and inhibiting effect on formation of some cancers types as prostate, breast, lung and
cervical cancer. On the other hand, Micronucleus (MN) frequency is highly found in
cancerous cells because of the genomic instability. In this sense, it is expected that MN
frequency is low based on dose threshold in people in exposure to boron. Moreover,
nowadays early diagnosis is also very important besides treatment of cancer. It is put forward
that MN test can be used as biomarker in the early diagnosis of cancer. That’s why, it is
expected that taking PAP staining, besides MN staining methods, used for cervical
pathological diagnosis into consideration increases effectiveness of screening and
diagnosing programs in terms of MN assessment.

In a project supported by TUBITAK (Project n0.111S177) 1046 women (534 from
boron region, 512 from the control region) were screened for cervical cancer. End of this
screening, 15 HPV (+) and 36 ASCUS (Atypical Squamous Cells of Undetermined
Significance) cases were identified. Our research was planned on the basis of detected cases.
Working univers consist of HPV-positive and ASCUS cases identified during screening. In
addition, randomly selected 10 from boron region, 10 from auth of boron region, totally 20
women have been included in the study as control group. Thus, totally 71 women
participated in this study. After the swab samples of 71 women were stained according to
PAP (Papanicolaou) and MGG (May- Griinwalds- Giemsa) methods, in 1000 cells
micronucleus (MN) counts was performed. Then, the results obtained from the staining
process were evaluated statistically. Smear samples of the women with HPV positive and
ASCUS in boron and the control region (auth of boron region) were stained according to
PAP and MGG methods.

There is not any differences in MN numbers between normal cases which has not
any cervical viral and pathological diagnosis in the both region having regard to the boron
factor(P>0,05). When different staining results of smear samples of HPV positive and
ASCUS cases in the both region compared in terms of MN number, any significant statistical
difference was not found. (P>0,05). Without thinking regional difference, there is not any
significant statiscally difference between the both staining method in the result of comparing
smear samples of HPV positive and ASCUS cases in terms of MN number. (P>0,05). Our
finding indicates that MN assessment in PAP dyed preparts is as reliable as MN assessment
in MGG dyed preparts whereas it shows that boron exposition for 5.27 mg/day in people has
not any effect MN incidence.

Key Words: Boron, Cervical Cancer, Micronucleus, PAP staining, MGG staining
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1.GIRIS

Son yillarda yapilan arastirmalar bor ve tlirevlerinin degisik kanser tiirlerinin
olusmasini 6nleyici ve tedavi edici potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Diger taraftan
her ne kadar kanserde tedavi potansiyeli olabilecek ajanlara ulagsmak asil hedef olmakla
birlikte giiniimiizde kanserin erken tanisinin yadsinamaz yasamsal bir dnemde oldugu
goriilmektedir. Bu amagla arastirmalarin 6nemli bir boliimii kanserin erken tanisinda belirteg
olabilecek yontemlerin ve yaklagimlarin arastirilmasina ayrilmaktadir.

Bor ve tiirevleriyle yapilan daha onceki ¢aligmalarda prostat, meme, akciger ve
serviks gibi kanser tiirlerinde etkin olabilecegi yoniinde bulgular ortaya ¢ikmigtir. Son
yillarda yapilan caligmalar, bor elementinin anti kanserojen etkisinden dolay1 bor insidansi
ile kanser insidans1 arasinda ters bir iliski oldugunu ortaya ¢ikarmistir (1,2).

Mikroniikleus testinin kanser erken tanisinda ve tedavi sirasindaki prognozunun
izlenmesi agisindan kullanilabilecegi yoniinde arastirmalar mevcuttur. Mikroniikleus
hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya cikan, esas cekirdege dahil olmayan, tam
kromozom veya asentrik kromozom pargalarindan koken alan olusumlardir (3).
Mikroniikleus Testinin kanserin erken tanisinda biyomarkir olarak kullanilabilme
potansiyeline sahip olabilecegi yoniinde aragtirmalar mevcuttur.

Serviks kanseri kadinlar1 etkileyen en yaygin kanserlerden biridir. Meme, kolorektal
ve akciger kanserlerinden sonra kadinlari etkileyen 4. kanserdir. Her yil Diinya’da yaklasik
olarak 528,000 kadin serviks kanserine yakalanmaktadir. Diinya’da 2012 yilinda 266,000
kadin bu kanserden hayatini kaybetmistir (4). Tirkiye’de ise serviks kanseri onuncu sirada
olup, insidans1t 100.000 kadinda 4,5’tur (5). Kadin genital kanserleri arasinda tarama
programi olan ve de bu nedenle teorik olarak oOnlenebilir bir kanser olmasina ragmen
ozellikle gelismekte olan ve de geri kalmis iilkelerde 6nemli bir saglik sorunu olarak
giincelligini korumaktadir.

Servikal kanser, prekanserdz asamalardan gectikten sonra invaziv lezyon haline
gelmektedir. Bu nedenle servikal kanserlerin premalign asamada yakalanmasi ve tedavi

edilmesi, insidans ve mortaliteyi diisiirecektir. Son yillarda PAP Testi ile yapilan taramalar,



serviks kanserinde bir azalmanin oldugunu gostermektedir. Ancak bu azalma yeterli diizeyde
degildir.

Bu arasgtirma da oncelikle, bor ve bor dis1 olgulardan olusan serviks HPV pozitif
uyarimli ve prekanseriyoz olgularinin degerlendirilmesinde biyomarkir olarak MN testinin
katkisin1 ve borun bu alanda etkisinin olup olmadigimi ortaya koymaktir. Ardindan PAP
boyama ve MGG boyama sonuglar karsilastirilarak aralarinda mikrogekirdek indiiksiyonu
yoniinde herhangi bir fark olup olmadigin1 saptamaktir.

Bu ¢alismada kromik bor etkisinde kalan ve kalmayan kadinlarin eksfoliye serviks
hiicrelerinde Papanicolaou (PAP) ve May- Griinwalds-Giemsa (MGG) boyanan
preparatlarda, bor maruziyetinin MN sikligina etkinin belirlenmesi yani sira her iki boyama

yonetminin duyarliligi test edilmesi amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bor

Bor mineralinin ¢ok eskiden beri kullanildig1 bilinmektedir. Bugiin Diinya genelinde
bilimsel ve teknolojik gelismelerin getirdigi giincel uygulamalara bakildiginda borun ¢ok
genis bir kullanim alan1 oldugu goriilmektedir (6). Bu nedenle pek ¢ok sektorii ve teknolojik
alan1 yakindan ilgilendiren bir elementtir. Kullanim alanlar1 ve {ilkemizin sahip oldugu
zengin bor yataklari birlikte diistiniildiiginde, borun tilkemiz i¢in son derece 6nemli oldugu
anlasilacaktir (7).

Borun, canlilar i¢in mikro besin elementleri arasinda 6énemli bir yeri vardir. Mikro
elementler, canlilar i¢in mutlaka gereklidir. Cok az miktarlarda optimum tesiri saglamak igin
yeterlidirler (8). Ancak fazlaligi toksik etki yapar (9). Bitkiler i¢in toksik etkilerinden dolay1
herbisit olarak kullanilir (10, 11).

Uretilen bor minerallerinin en énemli kullanim alanlari, iilkelere gore degismekle
birlikte deterjan sanayi, cam ve cam elyafi sanayi, seramik sanayi, demir-gelik sanayi,
¢imento sanayi, niikleer uygulamalar, uzay ve havacilik sektorii, enerji, saglik, ingaat ve
tarimdir. Borik asit ve borun sodyum tuzu (boraks ya da ag¢ik adi ile disodyum tetraborat
dekahidrat) en ¢ok kullanilan bor bilesikleridir (7, 12).

Saglik acgisindan ele alindiginda bor, mineral ve hormonal metabolizmada hiicre
membrani iglevlerinde ve enzim reaksiyonlarinda 6nemli rol oynayan bir elementtir (9, 13).
Keza bor osteoporoz, diyabet ve kalp rahatsizliklarini etkiler, kalsiyum ve kemik

metabolizmasinda yer alir (13).

2.1.1. Diinya’ da ve Tiirkiye’de Bor

Diinyada 6nemli bor yataklar1 Asya kitasinda ve daha az olarak da Amerika kitasinda
bulunmaktadir (Sekil 1). Bor iireten 6nemli iki iilke olan Tiirkiye ve ABD’ dir. Diinya’daki
iiretimin yaklasik % 90’nin1 gergeklestirmektedirler. Bor iireten diger 6nemli tilkeler Rusya,

Cin ve Kazakistan’dir (2, 13, 14-17).



Tiirkiye [ Torkey %72

Sekil 1. Diinya’da 6nemli bor yataklar1 (14)

Tiirkiye’de kolemanit, tileksit ve boraks mineralleri, borik asit, boraks dekahidrat,
boraks pentahidrat, sodyum perborat monohidrat ve susuz boraks ticari olarak tiretilmekte
ve tretimin biiylik bir boliimii ihrag¢ edilmektedir. Diinya’da ve iilkemizde borat cevheri
yataklarinin bilinen ve tahmin edilen miktarlar1 iilkelere gore Cizelge 1°de verilmistir.

Toplam rezervde iilkemiz %72.20’lik pay ile birinci siradadir. Ulkemizi, %8.50’lik
pay ile Rusya ve onu da sirasi ile ABD, Cin, Kazakistan ve Sili takip etmektedir (13,14).
Bazi kaynaklarda ise %7.7’1 ile Rusya ve %6.2 ile ABD siralanmaktadir (Sekil 2) (18). Bor
tiretim oranlarina baktigimizda ise iilkemiz %47,2’lik pay ilk sirada yer almaktadir (Sekil 3)
(19).

Tiirkiye’de boraks elde edilmesi 1850°li yillarda baslar. Yabancilar tarafindan
isletilmeye baglanan ilk boraks alan1 Balikesir, Susurluk, Sultan¢ayirt mevkidir. 1935 yilinda
kurulan Etibank da bor ile ilgilenmeye baglamistir. MTA’nin Emet ilgesinde linyit arama

faaliyetleri sirasinda kolemanit yatagi bulunmustur.



Sirbistan Peru  Bolivya  Arjantin

Sili 997 %17 %15

% 0,7

Tirkiye

% 72,5

Sekil 2. Diinya’daki baslica bor rezervleri ve yiizde olarak miktarlari (18)

Cizelge 1. Diinya’ da en ¢ok bor (B203) rezervi bulunan tilkeler (13, 14, 19)

Ulke Goriiniir Muhtemel Toplam Rezerv | Toplam
Ekonomik Rezerv | Rezerv (bin ton) | (bin ton) Rezervdeki Pay
(bin ton)
Tiirkiye 227.000 624.000 851.000 72,20
Rusya 40.000 60.000 100.000 8,50
ABD 40.000 40.000 80.000 6,80
Cin 27.000 9.000 36.000 3,10
Kazakistan 14.000 1.000 15.000 1,30
Sili 8.000 33.000 41.000 3,50
Peru 4.000 18.000 22.000 1,90
Bolivya 4.000 15.000 19.000 1,60
Sirbistan 3.000 0 3.000 0,30
Arjantin 2.000 7.000 9.000 0,80
TOPLAM 369.000 807.000 1.176.000 100,0




Sekil 3. Diinya’da ve Tiirkiye’de bor iiretim oran1 (%) (19)

Turkiye;
% 47,2

Etibank bor isletme ruhsati aldiktan sonra 1958 ve 1959 yillarinda aramalarini

stirdiiriirken ayni zamanda tiretime de baglamistir. 1955 yilindan sonra yabanci sirketlere de

isletme ruhsat1 verilmistir (1, 14, 15). Tiirkiye ve diger lilkelerde yillara gére borat tiretim

miktarlar Cizelge 2°de verilmistir.

Cizelge 2. Diinya ham borat tiretim miktarinin zamanla degisimi (1000 ton B,O3) (13, 17).

Ulke 1970 1975 1980 1985 1990 1995 1998
Tiirkiye 122 242 320 259 476 435 475
ABD 510 547 710 577 608 728 619
Arjantin 11 27 55 55 50 86 123
Rusya+Kazakistan | 94 140 130 130 120 106 78

Cin 31 33 27 27 75 140 140
Sili 1 2 46 74 60

Diger 7 4 10 17 16

TOPLAM 768 989 1250 1054 1385 1586 1511

Tirkiye’de bor rezervleri Bursa Mustafakemalpasa, Kestelek koyili; Balikesir

Bigadic; Kiitahya- Emet; Eskisehir Kirka’ da bulunmaktadir (Sekil 4). Toplam tahmini 800

milyon ton olan bu rezerv, Diinya’ daki toplam bor rezervinin %72’ sini olusturmaktadr.



Ulkemiz bugiin bu rezerv ile Diinya ham bor ihtiyacinin %95’ini karsilamaktadir. Tek
basimiza Diinya bor ihtiyacini1 400 yil karsilayabilecek bor rezervimiz vardir (6, 13, 14, 19,
20).
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Sekil 4. Tiirkiye’de bulunan en zengin bor alanlar (orjinal)

Tiirkiye’de boratlarin tiiketimi ¢ok diisiik seviyede olup, Diinya tiiketiminin %1-2" Si
civarindadir. 2000 yil1 itibariyle Tiirkiye'de borun %27' si demir-gelik, %12' si cam ve cam
elyafi, %38' i seramik ve firit, %12'si deterjan, %5' i kimya ve %6' s1 diger sektorlerde

tiketilmistir (7).

2.1.2. Borun Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Bor, B simgesi ile gosterilir. Metal ve ametal arasinda bir 6zellige sahip olan bor,
periyodik cetvelin besinci elementidir. Aliiminyum, galyum, indiyum ve talyumla birlikte
1A grubunu olustururlar ve grubun ilk ve en hafif elementidir (21). Atom numarasi 5, atom
agirhigr 10,81’ dir. Yart iletken 6zellige sahip bir elementtir. Periyodik cetvelin temel hal
elektron konfigiirasyonu 1s? 2s? 2p* dir. Elementel halde dogada bulunmayan bor, borik asit
ya da borat tuzlar1 gibi oksijen ve bazi elementlerle bilesik halinde bulunmaktadir.

Bor elementi 8B, 10B, 11B, 12B, 13B izotoplarindan olusmaktadir. En kararh

izotoplar1 olan 10B ve 11B dogada yaygindir. Bu izotoplarin dogada bulunma oranlar
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sirasiyla %19.1-20.3 ve %79.7-80.9” dur. 10B izotopu, ¢ok yiiksek termal notron tutma
ozelligi gosterir. Bu 6zelliginden dolay1 niikleer malzemeler ve niikleer enerji santrallerinde
kullanilabilmektedir. Tiirkiye” de 10B izotobunun orani yiiksek olan bor cevheri yataklar
bulunmaktadir. Kristalize bor, goriinim ve optik 6zellikleri agisindan elmasa benzer ve
neredeyse elmas kadar serttir (11, 14, 21, 22).

Bor, yerkabugunda yaygin olarak bulunan 51. elementtir ve higbir zaman serbest
halde bulunmaz. O ile bag yapmaya yatkin bir element oldugu i¢in dogada ¢ok degisik bor-
oksijen bilesigi bulunmaktadir. Bor-0Oksijen bilesiklerine Na, Ca, Mg gibi elementler de
baglanabilir. Bu bilesiklere genel olarak borat denir. Dogada yaklasik 230 gesit bor minerali
oldugu bilinmektedir. Tinkal (NasBsOz. 10H20), kernit (Na:BsO7. 4H.0), kolemanit
(Ca2B6011. 5H20) ve iileksit (NaCaBsOg. 8H20) 6nemli bor mineralleridir ve sanayide en
¢ok kullanilanlardir. Bor, dort hidroksil iyonu ile birlesirse borat [B(OH) 4], ti¢ hidroksil
iyonu ile birlesirse borik asit [B(OH)z.] olusur. Bor minerallerinin degeri genellikle
icerdikleri B2O3 (bor oksit) ile dl¢iilmekte, yiiksek oranda B2O3 bilesigine sahip olanlar daha
degerli kabul edilmektedir. (11, 14, 22-25).

Bor dogada yaygin, ancak diisiik konsantrasyonlarda bulunan bir elementtir. Sist ve
baz1 topraklarda 100 ppm kadar bulundugu kaydedilmisse de genel olarak kayalarda ve
toprakta 10 ppm den az bulunmaktadir. Genel olarak diinyanin kabugunda ortalama 10 ppm
bulundugu tahmin edilmektedir. Deniz suyundaki konsantrasyonunun 0.5-9.6 ppm arasinda
degistigi, ortalama olarak 4.6 ppm oldugu rapor edilmistir. Tathi sulardaki konsantrasyonu
oldukga diisiik olup 0.01-1.5 ppm kadardir (11, 25).

Bugiin bor mineralleri 200’ se¢eneksiz olmak iizere 250 den fazla sanayi sektoriiniin
binlerle ifade edilen iiriin ¢esitlemesine girmektedir Bor minerallerinin kullanim alanlari

Cizelge 3’ de verilmistir (7, 13, 14).

2.1.3. Cesitli Ortamlarda Bor Diizeyi ve insanlarin Temasi

Bor, Diinya’da en ¢ok bulunan elementler siralamasinda 51. sirada yer almaktadir.
Bor, dogal olarak boratlar seklinde okyanuslarda, sedimenter kayalarda, komiirde, bazi

topraklarda bulunmaktadir (26, 27).



Cizelge 3. Ticari 6nemi olan bor mineralleri ve bilesiklerinin 6nemli kullanim alanlar1

Kullanim Alam

Mineral/Bilesik

Cam

Izolasyon cam elyafi
Tekstil cam elyafi
Borosilikat camlart

Ozel camlar

Tinkal, iileksit, probertit, BDH, BP, SB,
BA, Kolemanit, Tinkal, tileksit, probertit,
kolemanit, BP, SB, BA, BDH, BPH, SB,
BA

Cam seramikleri

Tinkal, tileksit, BDH, BP, SB, BA

Emaye, sir, frit

Tinkal, tileksit, kolemanit, BDH, BP, SB,
BA, BO

Temizleme ve

agartma

Sabun, deterjan

Kagit hamuru

Sodyum perboratlar

Sodyum borhidriir

Zirai uygulamalar

Giibre
Yabani ot oldiiriiciiler

Bocek oldiriiciiler

BDH, BP, SB, BA, kolemanit, BDH, BP,
BA, bakir metaborat, sodyum metaborat,
BDH, BP, BA, disodyum oktaborat,
glikol Boratlar

Ahsap emprenyesi

BDH, BP, BA

Alev geciktiriciler

Seliilozik izolasyon
malzemeleri

Plastik malzemeler

BDH, BP, SB, BA
Cinko boratlar, amonyum fluoborat,

baryum metaborat, sodyum pentaborat

Metallurjik

uygulamalar

Boriirleme, Demir esash
ve demir dis1 borlu

Alasimlar, Flakslar

Bor halojentirler
Susuz boraks, bor oksit, boratlar

Susuz boraks, bor oksit, boratlar

Insanlarin borla temasi en ¢ok besinler (birincil olarak meyve ve sebzeler) ve su ile

olmaktadir. Ancak lokal olarak bor tozlari ile karsilasmak da olasidir. Giiniimiizde kozmetik,

insektisit, deterjan vb. gibi bir¢ok tiikketim tiriinlerinin terkibinde bulundugu i¢in bor ile

temas yollar1 ¢esitlenmistir. Ayrica borca zengin bdlgelerde yagayan insanlarin bor ile temasi

dogal olarak daha yiiksektir (22, 26-28).

2.1.3.1. Havada

Bor, atmosferde dnemli bir oranda bulunmamaktadir. Ciinkii boratlar ugucu degildir

ya da ¢ok az ucucudurlar. Ancak dogal ve endiistriyel kaynaklardan atmosfere

karisabilmektedir. Madenler, deniz suyu, volkanlar gibi dogal kaynaklar, cam ve seramik
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sanayi, tarimda kullanilan kimyasallar, jeotermal buhar, kimya fabrikalari, roketler, komiir
yakan termik santraller ve bor endiistrisi gibi endiistriyel kaynaklardan atmosfere borik asit

formunda karisabilmektedir (22, 27, 28).

2.1.3.2. Suda

Bor, yilizey sularinda ve yer alti sularinda yaygin olarak bulunmaktadir.
Konsantrasyonu lokal jeolojik formasyonlara ve antropojenik kaynaklara bagli olarak biiyiik
degisiklik gdstermektedir. Yer alt1 ve yiizey sularinin dogal borat icerigi genellikle digiiktiir.
Atik sularin karigmasi, ylizey sularinda bor miktarini artirir. Kayalarin agmmasi ve
yikanmasi ile yer alt1 sularinda miktar1 artabilir. Yer alt1 sularinda ki orani, yorenin bor
miktarina bagli olarak Diinya’da degisiklik gosterir ve 0.3- 100 mg/L arasinda degisir. 300
mg/L ye kadar ¢ikabildigi belirlenmistir. Genellikle igme suyu 6rneklerinin ¢ogunda ydrenin
bor miktarina bagl olarak 0.4 mg/L bulundugu belirlenmistir. Diinya’nin farkli yorelerinde
yer alt1 sularindaki bor konsantrasyonu degismektedir. En yiiksek konsantrasyon Avrupa’nin
giineyinde (italya, Ispanya) en diisiik konsantrasyon ise Kuzey Avrupa’da (Danimarka,
Fransa, Almanya, Hollanda ve Ingiltere) bulunmustur. italya ve Ispanya’da ortalama bor
konsantrasyonu 0.5- 1.5 mg/L arasinda degismektedir. Ingiltere ve Hollanda’da 0.6 mg/L,
Fransa ve Danimarka’da 0.3 mg/L, Almanya’da 0.1 mg/L olarak belirlenmistir.

Okyanuslarda borun bulunma orani ise 4.5 mg/L dir (22, 27, 28).

2.1.3.3. Besinlerde

Borun bitkilerde bulundugu 1857°den beri bilinmektedir. Bitkilerin hiicre duvarinin
yapisinda bulundugu i¢in bitkisel orijinli besinlerle alinmaktadir. Ayrica toksik olmadigi icin
besinlerin korunmasinda kullanilabilecegi uzun yillardan beri bilinmektedir (24, 29, 30).

Besinlerin analizi i¢in gelistirilen son yontemler bor miktarinin belirlenmesine
onemli katki yapmaktadir (22). Bor, bitkiler i¢in zorunlu bir elementtir. Topraktan koklerle
alinir ve gida zinciri yoluyla insana geger. Bu nedenle bor, en fazla besinlerle alinmaktadir.
Bor yoniinden en zengin besinler sebzeler, meyveler, bakliyat, findik, yerfistigi, kuru {iziim
ve elma sarabidir. Siit iiriinleri, et, balik, bugdaygiller ve patates ise bor bakimindan fakirdir.

Besinlerle alinan giinliikk bor miktari ortalama 1,2 mg kadardir (22, 28, 29). Onemli bir bor
11



kaynagi olan erik kurusunun (Prunus domestica) 100 grami viicudun giinliik ihtiyaci olan 2-
3 mg boru karsilar.

Pek ¢ok iilkede besinlerde bulunan bor miktar ile ilgili bilgi yoktur. Rainey vd.
(1999) gore iilkeler bazinda bor alinimi Cizelge 4’de verilmistir (31).

Cizelge 4. Ulkeler bazinda giinliik alinan bor miktar1 (31)

Ulke Giinliik alinan bor mg/giin
Yaslh Erkekler Yasli Bayanlar

ABD 1.11£0.69, 0.89 +0.57
Almanya 1.72 £ 0.47 1.62+0.76
Ingiltere 1.30+0.63 1.14 £ 0.55
Meksika 2.12+0.69 1.75+0.48
Kenya 1.95+0.57 1.80 +0.49
Misir 1.31+0.50 1.24+0.40

Besinlerin yaninda ¢esitli lirtinlerden de bor alinmaktadir. Borik asit, boraks ve
diger boratlar tiikketim iiriinlerinin ¢ok genis bir yelpazesinde kullanilmaktadir. Borik asit ve
boraksin en ¢ok kullanildig1 yerlerden biri cam tirtinleridir. Ancak camda bulunan bor serbest
kalmaz.

Sodyum borat ve borik asit konsantrasyonu %35’e varan oranlarda makyaj
malzemeleri, deri ve sa¢ bakim iirlinleri, deodorantlar, nemlendirici kremler, nefes
parfiimleri, tirag kremleri gibi ¢ok sayida kozmetik tiriinde kullanilmaktadir (32- 34).

Insanlarin yaygin kullandigi ve bor igeren fiiriinler sabunlar, deterjanlar,
yapistiricilar, koruyucular, porselen, emaye ve deri endiistrileri, fotograf malzemeleri,
insektisitler ve herbisitlerdir. Avrupa birligi tilkelerinde kisisel bakim {iiriinlerinden alinan
borik asit miktarinin, oral hijyen iiriinlerinden 0.09-0,46 mg/kg-giin, g6z bakim tiriinlerinden
0.03 mg/kg-giin, deodorantlardan 0.25 mg/kg-giin oldugu kabul edilmektedir. Borik asit
vajinal triinler ve kontraseptiflerde de kullanilmaktadir. Bu nedenle vajinal ve bukkal
mukozadan da emilmektedir (34).

Tiirkiye’de bor minerallerinin zengin oldugu bdlgelerde giinliik alinan bor miktarinin
6.77 mg oldugu belirlenmistir (26). Insanlar tarafindan alman bor miktarmin yasa gére de

degistigi gosterilmistir. Bebeklerde 0.75 = 0.14 mg/giin, 0-6 aylikla bebeklerde 1.34 + 0.02
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mg/giin, 51-70 yasindaki erkeklerde 1.39 + 0.16 mg/giin, kadinlarda 1.39 + 0.16 mg/giin
(35).

2.1.4. Absorbsiyon (Emilim)
2.1.4.1. Gastrointestinal Emilim

Cok sayida arastirma borik asit ve boraksin gastrointestinal yolda ve solunum
sisteminden emildigini gdstermistir. Farmakokinetik veriler genellikle borik asit seklinde
verilen borun hizla ve hemen hemen tamaminin gastrointestinal yoldan emildigini, idrar
yoluyla %90 nin atilmasi ile gostermistir (35).

Goniillilerle yapilan sinirli ¢alismalarda, alinan borun %90’nin bagirsaklardan
emildigi saptanmustir. Schou vd. (36), 6 goniillii ile yaptigi ¢alismada, 131 mg borik asit
uygulamis, 96 saat iginde %92-94’{iniin idrar yoluyla atildigin1 saptamistir. Bu da alinan
borun 96 saat icinde tamamina yakiminmn emildigini gdstermektedir. iki kadina borik asit
olarak verilen 62 mg borun bir hafta iginde %90 ninin idrarla atildig1 belirlenmistir. iki hafta
stire ile 100 mg/giin dozda bor verilen goniilliilerde, idrarla atilan miktara gore %90 ninin
absorbe oldugu belirlenmistir (33, 36, 37). Goniilliilerin normal diyetine eklenen 10 mg/giin
dozda borun %84 iiniin idrarla atildig1 belirlenmistir (38).

Ratlar, (39), koyunlar, (40), tavsanlar ve sigirlar (41) gibi ¢esitli deney hayvanlari
ile yapilan calismalardan da benzer sonuglar elde edilmistir. Oral temastan sonra borun
kolayca absorbe oldugu gosterilmistir. Farelere verilen borun 3 giin igcersinde %95nin idrarla,

%S5’inin digki ile atildig1 belirlenmistir (42).

2.1.4.2. Solunum Yolu ile Emilim

Bora maruz kalindiginda solunum yolu ile de emilmektedir. Culvier vd (43) boraks
iireten tesislerde borat tozlari ile (boraks, boraks pentahidrat, ve susuz boraks) karsilagan
erkek iscilerde kan ve idrarda bor diizeyi ile ilgili bir ¢calisma yapmiglardir. Boratla temas
durumuna gore c¢alisanlar 3 gruba ayrilmigtir. Hem orta ve hem de yiiksek derecede borata

maruz kalan is¢iler, pazartesi giinii ¢alistiktan sonra kanlarindaki bor diizeyinin, vardiya
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oncesi ile karsilastirildiginda (0.1:9/g). 6nemli oranda arttigini saptamislardir (0.25 :g/g)
(43).

2.1.4.3. Dermal Emilim

Borun deriden absorbe olmadig1 yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikmistir. Toz borik asit
lokal olarak goniilliilerin koluna 4 saat siireyle uygulanmistir. Ancak idrarda bor artigina
rastlanmamustir. 1,7 ve 10 aylik bebeklere, bir ay siire ile %5 borik asit igeren talk pudrast
uygulanmis (giinlik doz 407 mg bor), bor uygulanmamis bebeklerle karsilastirildiginda
minimal bir fark bulunmustur. Deney hayvanlarina toz ya da suda %5 lik ¢ozelti seklinde
bor uygulanmis ve deriden emilmedigi saptanmistir. Ancak yaralardan cabuk emildigi
farelerde gosterilmistir. Cocuklar, yetiskin insanlar, tavsanlar ve fareler iizerinde yapilan pek
cok arastirma ile borun deri (hasar gérmemis) yoluyla emiliminin olmadigi rapor edilmistir

(44).

2.1.5. Borun Viicutta Dagilhim

Caligsmalar borik asit ve borat bilesiklerinin viicutta esas olarak ¢oziinmemis borik
asit seklinde B(OH)3, az miktarda da B(OH)4 anyonu olarak bulundugunu gostermistir. Yine
caligmalar viicutta bulunan borun tiim yumusak dokularda yaklasik olarak diizenli
dagildigin1 gostermistir. Ancak kemikte birikimin fazla oldugu gozlenmistir (26, 45).

Ku vd.(46) erkek ratlar1 7 giin 9000 ppm borik asit (1575 ppm bor) ile beslemis,
dokulardaki birikimi ile ilgili elde ettigi veriler Cizelge 5’de verilmistir. Cizelge 5
incelendiginde kontrollere gore en biiyiik artisin kemikte oldugu goriilmektedir. Chapin vd.
(47) kemikte bor birikimi ile ilgili caligmalarinda ratlar1 9-12 hafta siire ile 200-9000 ppm
borik aitle beslemisler ve kontrollere gore kemikte bor artis oranmnin yiiksek oldugunu,
serum bor diizeyine gore 4 kat fazla oldugunu belirlemisler. 9 haftalik bor uygulamasindan
sonra 32 hafta izlenmis ve kemikteki bor diizeyinin yavag yavas diistiigli saptanmustir. 8.
haftadan sonra kemikteki bor diizeyinin, bor verilmesinin kesildigi zamanki diizeye gore

%10 na diistiigii belirlenmistir (60 g B/g dan 6 :g B/g). Uygulama kesildikten sonra kandaki
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diizey 4 haftada normale donerken kemikteki bor diizeyi 32. haftanin sonunda normale

donmiistiir.

Cizelge 5. Erkek farelerin besinlerine katilan 9000 ppm borik asit (1575 ppm bor) ile 7 giin

sonunda dokulardaki bor diizeyi (46)

Dokular Kontrol 7 giin
Plazma 1.94 +£0.17 16.00 +£0.71
Karaciger 0.66 £0.10 13.13 +0.54
Bobrek 1.55+0.03 19.80 + 1.65
Yag dokusu 1.71 £0.17 3.78+0.13
Kas 3.69+0.54 1423+ 0
Kemik 1.17+£0.19 4740+ 1.14
Kalin barsak 3.08+0.17 14.90+0.7
Beyin 0.76 £ 0.02 13.50 £ 0.86
Hipotalamus 0.91 14.30

Testis 097 +0.10 16.00+1.19
Seminalvezikiil 0.64 +0.23 123.70 +£ 6.56
Seminal vezikiil sivisi 2.05 19.20
Adrenal 7.99 21.90
Prostat 1.20 14.80

Igme sulari ile yapilan bir ¢alismada, ratlarda farkli dozlarda borik asit kullanilmistr.
Sonugta bobrek hari¢ yumusak dokulardaki bor diizeyinin plazmadaki ile ayni oldugu
belirlenmistir (48). Bobrekte ise diger dokulara gore 1.5-2 kat daha fazla bor tespit edilmistir.
Bu farkin da borun idrarla atiliyor olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Deney
hayvanlar1 ile yapilan c¢aligmalara gore insanlarda bor dagilimi ile ilgili veriler azdir.

Insanlarda borun kanda birikmediginin kanitlar1 Culver vd (43) tarafindan elde edilmistir.

2.1.6. Borun Metabolizmasi

Bor, bitkilerin ¢ogu i¢in zorunlu bir mikrobesleyicidir ve vaskiiler bitkilerin
kesinlikle bora ihtiyaci vardir. Bazi bitkiler bora kars1 ¢ok duyarlidir. Ancak bazi bitkiler
igin zehir etkisi yaptig1 da belirlenmistir. Bu nedenle herbisit olarak kullanilmaktadir (49).

Heniiz tam olarak kanitlanamamis olmakla birlikte insanlar ve hayvanlar i¢in de

zorunlu olduguna iliskin kanitlar vardir (50). Ancak gerekli minimum miktarin ne kadar
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oldugu heniiz belirlenememistir. Olgun bir insanin aldig1 giinliik bor miktar1 1-2 mg
kadardir. Gelismis analiz tekniklerinin kullanilmasi sonucu bu miktarin daha Once
hesaplanandan az oldugunu gostermistir. Coziinebilen inorganik bor miktari insanlarda
yiiksek olmasina karsin organik formu heniiz belirlenememistir

Deney hayvanlar1 ve insanlarla yapilan 3 klinik ¢alisma borun, Ca ve Mg gibi yasam
olaylarini etkileyen maddelerin hiicresel metabolizmasini etkiledigini gostermistir.

Inorganik borat bilesikleri B(OH)s olarak viicutta bulunur. Idrarda tespit edilen tek
bor bilesigi borik asittir. Borik asidin viicutta degredasyonu ile ilgili bir kanit yoktur. Viicutta
parcalanmasi miimkiin olmayabilir ¢linkli bor-oksijen bagini koparabilmek i¢in biiyiik
miktarda enerji (523 kJ/mol) gerekmektedir. Borik asit farkli biyomolekiillerle kompleks
olusturabilir (22). Hidroksil, amin ve tiyol gruplar1 gibi molekiillere affinitesi vardir.

Kompleks olusumu konsantrasyona bagli ve geri doniigiimliidiir.

2.1.7. Borun Viicuttan Atilmasi (Eliminasyonu)

Bor, insan viicuduna dogal olarak yiyecek- igceceklerle agiz yoluyla ve tozlarla da
solunum yoluyla girmektedir. Viicuda nasil girerse girsin, %90-95 kadar1 viicutta
birikmeden hemen idrar ile disar1 atilmaktadir. Yalnizca kemik, tirnak ve killarla, karaciger
ve dalak gibi organlarda birikmektedir (51).

Borun eliminasyonu insanlarda ve rodentlerde degerlendirilmistir. Agiz yolu ile
verilen borik asidin %90 dan fazlasinin, alindiktan kisa siire sonra degismeden idrar ile
atildig1 gosterilmistir. Boylece insan viicudundan borun atilmasinda birincil yolun idrar
(bobrekler) oldugu gosterilmistir (33, 36). 750 mg borik asidin (131 mg B) sudaki ¢6zeltisi

oral yolla insana verildiginde 24 saat igersinde idrarla atildigini rapor etmislerdir (52).

2.1.8. Bor Toksisitesi

1980’lere kadar sadece bitkiler i¢cin degerli oldugu diisliniilen borun, bu tarihten
sonraki arastirmalar sonucunda bir¢cok konuda hayati 6neme sahip oldugu ortaya ¢ikmistir.
Borun insanlarda toksik etkileri ile ilgili bilgiler yetersizdir ve arastirmaya ihtiyag
vardir. Bu konudaki sinirli veriler hayvanlarla yapilan toksisite ¢alismalarindan

saglanmaktadir. Ayrica smurli sayida rastlanan ve Kkazara meydana gelen bor
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zehirlenmelerinden elde edilen verilerden de yararlanilmaktadir. Bor zehirlenmelerine
dayanarak akut letal dozun bebekler i¢in 3000-6000 mg, yaslhlar igin 15.000-20.000 mg
oldugu belirtilmektedir. Klinik etkiler sinirlilik, nobet ve gastrointestinal bozukluklar
icermektedir. Ayrica mukozanin eksfoliasyonu, kan toplamasi (kongestion) ve kizariklik,
eksfoliyatif dermatid, bobrek tubular hiicrelerinde granular dejenerasyon ve 6dem olgusu
rapor edilmistir. Bor toksisitesinin klinik semptomlari, yas/viicut agirligina bagli olarak 100-
55.500 mg doz araliginda rapor edilmistir (22, 29, 33).

Insanlar iizerinde yapilan sinirli calismalar borun kalsiyum, bakir, magnezyum, azot,
glikoz ve trigiliseritler gibi yasam siirecinde 6nemli olan pek ¢ok bilesenin kullanilmasi ve
metabolizmasinda etkin roller iistlendigini ortaya koymaktadir. Bu rollerinden dolay1 ¢esitli
viicut bolimlerinin  (iskelet, beyin ve kan) yapilarmi ya da fonksiyonlarim
etkileyebilmektedirler. Yapilan arastirmalar borun toksik etkisinin ¢ok diisiik oldugunu
gostermistir. Borun akut etkisi 15-30 g boraks veya 2-5 g borik asit dogrudan alinirsa ortaya
cikmaktadir. Kronik etkisi acgisindan giinde 3 g borik asit veya 5 g boraksin etkisinin
olmadigi, 5-10 g boraksin sadece protein metabolizmasini etkiledigi ve idrardaki azot
miktarimni artirdigi gézlenmistir (53, 54).

Bor bilesikleri ciltte irritasyon ve duyarlilik yapmazlar. Bazi sodyum boratlar
hayvanlarda g6z tahrisine neden olabilir. Ancak insanda normal dozda uzun siireli temasta
olumsuz bir etki saptanmamistir. Bor bilesikleri yiiksek dozda tiim tiirler i¢in toksiktir.
Ancak mutajenik ve karsinojenik degildir. Insan fetiisii gelisimine bor bilesiklerinin etkisi
ile ilgili dogrudan bir aragtirma yoktur. Deneysel olarak fetal toksisite fareler, ratlar ve
tavsanlarda gozlenmistir. Bor ile temastan sonra dogum Oncesi 6liim dahil cenin viicut
agirhiginda azalma, gozlerde, kardiyovaskiiler sistemde ve iskelette malformasyon gibi
gelisimsel toksisitenin oldugu rapor edilmistir (55, 56).

Hayvanlarda borun toksik etkisi lireme sisteminde goriiliir. Ratlar, fareler ve
kopeklerde erkek lireme kanallarinda spesifik etkilere neden olmaktadir. Bu etkiler batik
testis, sperm olusumunun inhibisyonu, seminifer tiibiillerin dejenerasyonu ve atrofisi germ
hiicrelerinin kaybi1 ya da yoklugudur. Keza bor disi ratlarda ovulasyonun azalmasina ve disi
farelerde renal lezyonlara neden olmaktadir (46, 55).

Borun toksik etkisi yetigskinlerde bas agrisi, kusma, ishal, heyecan veya depresyon,
cocuklarda ise daha ¢ok havale, koma gibi beyin zar1 tahribi etkileri seklinde goriilmektedir.

Parmak uglarinda goriilen pembe renk, bor ile zehirlenmeye isaret eden karakteristik
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gorliniistiir. Baz1 kaynaklarda bor tozlariyla temas eden isgilerin sperm sayisinda diisiikliik
cinsel hayatlarinda gerileme oldugu iddia edilmistir. Borun testise nasil zarar verdigi, dzetle
olgunun mekanizmasi heniiz agikliga kavusamamustir. Ulkemizde ve Diinya’da yapilan pek

¢ok arastirmada borun kisirliga yol agmadigi sonucuna varilmistir (51, 57, 58).

2.1.9. Genotoksisite Calismalari

Mutajenite ¢alismalarinin ¢ogunun sonuglaria gore borun genotoksik etkisi yoktur.
Streptomisin-bagimli Escherichia coli Sd-4 testinden elde edilen verilere gore borik asit ya
mutajenik degildir ya da sonuglar siiphelidir. Salmonella typhimurium TA1535, TA1537,
TA98, ve TA100 suslarinda borik asit mutajenik degildir (59, 60). Keza borik asitin,
Salmonella microsome TA1535, TA1537, TA1538, TA98, ve TA100 suslarinda da
mutajenik olmadig1 belirlenmistir. Memeli mutajenite test sistemlerinde tiim sonuglar

negatif ¢itkmistir. Borik asit fare lenfoma hiicrelerinde de mutasyonu uyarmamistir (61).

2.1.10. Bor ve Kanser Iliskisi

Borun 6zellikle bazi kanser tiirlerine kars1 koruyucu etki gosterdigi yoniinde bulgular
mevcuttur (62). Bor minerallerinin oldugu bdlgelerde, mineralin su ve besin maddeleriyle
farkinda olmadan viicuda alinmasiyla bolgedeki prostat kanserli oraninin diistiigii, borun
prostat kanserinin dnlenmesinde ve tedavisinde etken oldugu saptanmustir (63).

Borun diisiik toksisiteye sahip olmasi, viicutta birikmemesi gibi farmakolojik
ozellikleri ¢ekici bir kanser tedavisi ajant olmasina yol agmaktadir ancak mekanizmasinin
heniiz tam olarak anlagilamamasi potansiyel kullanimini engellemektedir (64, 65).

Sudaki bor diizeyinin artmasiyla prostat kanseri riskinin ve 6liim oranlarinin azaldig:
literatlirde ortaya konulmustur (66). Yapilan c¢alisma sonucunda giinliik yiiksek bor
maruziyeti yoluyla prostatik hiicresel prosese bagli hiperplazinin olusumunun azalabilecegi
yoniinde izlenim edinilmistir.

Barranco ve Eckhert’in (67) ilk ¢alismalari, borik asitin DU145 prostat kanseri hiicre
hattinin biiylimesini tamamen inhibe ettigini gostermislerdir. Daha sonra Carper vd. (68)
ImM borik asitin DU145 hiicrelerinin biiylimesini belirgin bir bi¢imde ve LNCaP

hiicrelerinin biiylimesini ise kismen inhibe ettigini gostermislerdir.
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Bor, BNCT (Boron Neutron Capture Therapy) kanser tedavisinde kullanilmaktadir.
Ozellikle beyin kanserinin tedavisinde kanser hiicrelerinin segilerek imha edilmesine
yaramasi ve saglikli hiicrelere zararinin minimum diizeyde olmasi nedeniyle tercih sebebi
olmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar gostermistir ki, yiiksek miktarda bor alan

erkeklerde prostat kanseri (PCa) riski azalmaktadir (69).

2.2. Serviks (Rahim Agzi) Kanseri

Serviks kanseri (ya da rahim agzi1 kanseri), servikal alanin habis kanseridir. Serviks
epitelinin hasar gordiigli yavas ilerleyen malign O6zellikli neoplastik bir hastaliktir ve
sitopatolojik tanida servikal intraepitel neoplazi (CIN) veya skuamoz intraepitel lezyon
(SIL) olarak bilinmektedir (70)

Servikal kanserlerin ¢ogu transformasyon zonunda meydana gelmektedir. Bu bolge
endoserviksin kolumnar epitelyum bdlgesi ile ektoserviksin ¢ok tabakali skuamoz
epitelyumun birlestigi bolgedir (71,72). Servikal kanserlerin biiyiik bir cogunlugu skuaméz
hiicreli kanserlerdir (%85), adenokarsinom daha az goriiliir (%15) ve glandular epitelden
koken alir (72). Serviks kanseri birden bire degil, sonradan kansere doniisecek olan bazi
kanser oncesi degisikliklerin sonucunda ve genellikle yillar sonra ortaya cikar HPV
enfeksiyonu sonrasi gelisen servikal prekanser6z lezyon servikal kansere genellikle 10-15
y1l gibi uzun bir stirede ilerler. Bu sebeple servikal prekanserdz lezyonlarin sitolojik test olan
PAP testi ile erken tespiti ve tedavisi ile servikal kanser biiyiik oranda (>%90) onlenir (73).

Serviks kanseri kadinlar1 etkileyen en yaygin kanserlerden biridir. Meme, kolorektal
ve akciger kanserlerinden sonra kadinlari etkileyen 4. kanserdir. En fazla geri kalmis ve
gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir. Her y1l Diinya’da yaklasik olarak 528,000 kadin
serviks kanserine yakalanmaktadir. Diinya’da 2012 yilinda 266,000 kadin bu kanserden
hayatin1 kaybetmistir (4). Kadin genital kanserleri arasinda tarama programi olan ve de bu
nedenle teorik olarak onlenebilir bir kanser olmasina ragmen 6zellikle gelismekte olan ve de
geri kalmig tilkelerde 6nemli bir saglik sorunu olarak giincelligini korumaktadir Tiirkiye’de
ise serviks kanser insidansi onuncu sirada olup, 100.000 kadinda 4,5’tur (5).

Serviks kanserinin ortalama goriilme yas1 52 olup 35-39 ve 60-64 yaslari arasinda,
yani iki ayr1 donem igerisinde pik yapmaktadir (74). Erken tanida %95 tedavi edilirken geg

kalindiginda 6liim orani %50 yi gecmektedir.
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Serviks kanserine yol agan ana etken Human Papillomaviriis (HPV)’diir. Serviks
kanserli olgularin hemen hemen %100’tinde HPV DNA’s1 saptanmistir (75,76). Diger tim
faktorler ya bulasmayi arttirict ya da karsinogenezi hizlandirici bir etkiye sahiptir.

Etiyolojide HPV'nin anahtar rolii oynamasi bu viriise karsi as1 caligmalarini
indiiklemis ve HPV’nin baz1 yiiksek riskli tiplerine karsi oldukga etkin koruyucu asilar
gelistirilmistir. Yakin gelecekte bu asilarin kullanima girmesi ile 20-30 yillik bir siiregte

serviks kanseri insidans ve mortalitesinde 6nemli azalmalar beklenmektedir.

2.2.1. Tarihce

Servikal kanserlerde insan papillomaviriislerin varligi deneysel olarak 1972 yilinda
aragtirtlmaya baglanmistir. Bazi ¢aligmalarda genital lezyonlarin nadir olarak malign
timorlere doniistiigli bildirilmis olup bunun tizerine genital lezyonlarda rastlanacak virtisiin
kansere yol acan ilk aday oldugu goriisii kesinlik kazanmaya baslamistir.

HPV ve servikal kanser arasindaki iliski ilk kez 1976 yilinda H. Zur Hausen (77)
tarafindan ortaya konmustur. Gissmann ve zur Hausen 1980-1982 yillar1 arasinda genital
lezyonlardan ve laringeal papilloma 6rneklerinden iki HPV DNA’s1 karakterize etmistir. Her
ne kadar bu karakterize edilen DNA’lara servikal kanser biyopsilerinde rastlamasa da ayni
problar kullanilarak servikal kanser biyopsilerinde ve anogenital kanser lezyonlarinin
prekiirsorlerinde hibridizasyon teknigi ile HPV 16 ve 18’in belirlenmesini saglamislardir.
Sonrasinda devam eden calismalarin birgogu, test edilen biyopsilerin %70’inde bu iki tipe
ait DNAya rastladiklarini belirtmigler ve diger bulunan bazi tiplerin DNA ’larinin da biyopsi
orneklerinde var oldugunu belirlemislerdir. Daha sonra analiz edilen servikal kanser
biyopsilerinin tiimiinde HPV DNA’smin varligi netlik kazanmistir (77). 2008 yilinda zur
Hausen HPV nin serviks kanseri ile olan iligkisini saptamasindan dolay1 Nobel Tip 6diiliinii
layik goriilmuistiir.

Gegmiste zarfsiz ve ¢ift sarmalli sirkiiler DNA genomuna sahip olmasindan dolay1
Papillomaviriisler, Polyomaviriisler ile birlikte Papovaviridae ailesinden oldugu kabul
edilmekteydi. Tiim poliyomaviriislerin genomlar1 yaklasik 5 kb biiyiikliigiinde iken
Papillomavirtislerinki 8 kb’a yakindir. Poliyomaviriisler ve Papillomaviriisler T antijeni ve
E1 genlerindeki kii¢iik homolog bolgeleri saymazsak, niikleik asit ve aminoasit dizilerinde

tatmin edici miktarda benzer dizilere sahip degillerdir (78).

20



Bu nedenlerden dolay1r giinlimiizde, bu viriislerin iki ayr1 aile oldugu sonucuna
varilmigtir. Papillomaviriis ailesi Uluslararast Virlis Taksonomi Konseyi (International

Council on Taxonomy of Viruses-ICTV) tarafindan resmen onaylanmstir (79).

2.2.2. Human Papilloma Viriis (HPV) ve Yapisi

Insan papillomaviriisleri ile servikal kanser arasindaki iliski 1976 yilinda Harald zur
Hausen tarafindan gosterilmigstir. HPV - serviks kanseri iligkisinin, sigaranin akciger kanseri
ile arasindaki baglantidan veya hepatit B ile karaciger kanseri arasindaki baglantidan daha
gliclii oldugu belirlenmistir (80).

Virtisler genetik materyal olarak DNA ya da RNA tasirlar. Tek seritli (Single
stranded, ss) ya da ¢ift sarmalli (double stranded, ds), linear ya da dairesel olabilirler. ).
Papillomaviriisler (PVs), kilifsiz viriisler olup tiim vertebratlarda (memeliler, kuslar
slirlingenler) bulunan ve oldukga gesitlilik gosteren bir viriis ailesidir (80). Bugiine kadar
150°den fazla HPV tipi tanimlanmistir. Bu tiplerden yaklasik 40 kadarinin kadin genital
organlarini etkiledigi bilinmektedir (81).

Human Papillomaviriisler tibbi acidan da oldukca 6nemli olup, 6zellikle en biiyiik
grup olan alfa cinsi icerisinde yer almaktadirlar. HPV ¢iplak, ikozahedral simetrili, yaklasik
52- 55 nm ¢apinda, genomun bilyiikliigii yaklasik olarak 8 kilobaz olan ¢ift iplikli DNA
viriislerdir. Viral kapsid 60 hekzon ve 12 penton olmak iizere toplam 72 kapsomerden olusur
(Sekil 5). Protein kilif bir major ve bir mindr olmak iizere iki kapsid proteini igerir (81,82).

Papillomaviriisler zarflar1 olmadigindan dolayr kuruluga nispeten direngli ve
stabildir, hiicre disinda en az bir hafta canlilifin1 koruyabilirler. Organik c¢oziiciilere
direnglidirler ve 56°C’de infektivitesinde minér bir kayip meydana gelir.

1980’ lerin baslarinda, bir¢ok Papillomaviriisiin tiim genomu aydinlatildi. 1982°de
HPV-1’in, 1983’te HPV-6’nin, 1985 te ise HPV-16"nin genomlar1 tanimlanmistir. Bundan

sonra bilinen tiim Papillomaviriislerin genomu tanimlandi ve bir veritabaninda toplandi (82).
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Sekil 5. insan papillomaviriisiinin  (HPV) ikosahedral simetrisini gosteren sematik tasviri.
Kapsomerler 5 tane L1 ( belirgin olmasi i¢in farkli renklerde gdsterilmistir) ve 1 tane L2 proteininden
olusur. Genom bu kapsidin i¢ tarafinda bulunur (82).

Viriis genomu 3 bolgeden meydana gelir (Sekil 6)

Ust regiilator bolge: (URR: Upstream regulatory Region veya LCR: Long Control Region)
Kodlama yapmayan bolgedir. Viral DNA’ nin replikasyonu ve trankripsiyonu i¢in gerekli
cis elementleri icerir.

“Erken” (early) bolge: Viral replikasyon i¢in gerekli olan proteinleri kodlar; 8 ORF’ye
(Open Reading Frame) sahiptir (E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7 ve E8)

“Gec¢” (late) bolge: Virionun toplanmast i¢in gerekli yapisal proteinleri (L1-L2) kodlar.

Erken bolge viral genomun %50’°den fazlasini, ge¢ bolge %40’ ve LCR %5’ini
olusturur. Tim Papillomaviriislerde bu ii¢ bolge, erken pA ve ge¢ pA olarak iki
poliadenilasyon (pA) bolgesi tarafindan ayrilmaktadir. Biitiin HPV ORF’leri viriisiin sadece
bir sarmali ilizerinde yer alir ve 10 ORF viral replikasyon dongiisiindeki gen ekspresyon
sirasina gore erken ve gec olarak isimlendirilir. Erken proteinler (E1, E2, E4, ES, E6 ve E7)
viral replikasyon ve hiicre transformasyonunda rol oynar (83,84).

El, viral genomun devami ve replikasyonunu, E2 transkripsiyonu diizenleyen
proteinleri, E5 epidermal biiylime faktoriinii (EGF) uyararak hiicre biiylimesini arttirirken,
p21 timdr siipresor genini baskilayarak hiicrenin kontrol sistemini bozmaktadir (85,86).

E6 ve E7 major onkojenik genlerdir. E6 p53'i, E7 ise aktif retinoblastoma (Rb)
genini inaktive eder (87,88). Ayrica E6 ve E7 proteinleri birgok faktore etki ederek immiin

yanitin olugmasini 6nlerler (89,90).
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Sekil 6. Alfa Papillomaviriis genom organizasyonu. HPV 16’nin genom organizasyonu yiiksek riskli
Alfa papillomaviriisler (HPV 18 dahil) igin tipikdir. Uzun bir kontrol bolgesi igerirler ve viriisiin
yasam dongiisiiniin farkli evreleri igin 8 gen gereklidir. Bu genler, mRNA’nin alternatif siplaysi
sonucu olarak ¢ok miktarda gen tiriiniinii kodlarlar. LCR hiicresel transkrisyon faktorlerinin (6rnegin,
SP1, API1, Octl) yani sira, viral replikasyonu ve gen ekspresyonunu kontrol eden viral E1 ve E2
proteinleri i¢in baglanma yeri igerir. HPV 16, epitel farklilagsmasi sirasinda mMRNA ekspresyonunu
diizenleyen PE (erken promotor, p97 olarak da ifade edilir) ve PL (ge¢ promotor ya da p670 olarak
ifade edilir) olarak bilinen iyi karakterize edilmis iki promotor bolgeye sahiptir. PAE ve PAL, erken
ve ge¢ poliadenilasyonun genom igersindeki yerini belirtir (85).

Geg gen bolgesinde ise L1 major kapsid proteinini ve L2 min6r kapsid proteinini
kodlanmaktadir. Bu proteinler as1 gelistirilmesinde tipe 6zel antikorlar igin hedef antijen
olarak kullanilir (91).

Tibbi 6nemi nedeniyle insan Papillomaviriisleri (HPV) iizerinde en fazla calisilan
papillomaviriislerdir. Insan Papillomaviriisleri Diinya’da yaygin olarak bulunmakta ve

bulagma direkt temas ya da cinsel yolla olmaktadir (92)

2.2.3. HPV Smiflandirmasi

Biitiin Papillomaviriisler, Papovaviridae viriis ailesinde siniflandirilmislardir. Bu

viriis ailesinde 12 cins yer almaktadir (Sekil 7). Insanlarda bulunan papillomaviriis tipleri,
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DNA dizi analizleri temel alinarak 5 cinse ayrilir (85). Bunlar alfa, beta, gamma, delta ve
mu cinsleri ile bunlarin disinda kalan ve hayvan Papillomaviriislerini olusturan 7 cinsi
icermektedir (81). Viriisler, biiyiikliikleri, sekilleri, genomun kimyasal kompozisyonu,

genomun yapisi ve replikasyon tarzi temel alinarak gruplandirilirlar.
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Sekil 7. 118 papillomaviriis tipinin dizisini i¢eren filogenetik aga¢. Her dalin ucundaki sayilar HPV
tipini belirtir. En digtaki yarim daire semboller Papillomaviriis cinslerini belirtir. En igteki yari
dairesel semboller papillomaviriis tiiriinii belirtir. Ornegin seklin en iist kismindaki HPV 7, 40, 43 ve
cand 91 alfa-papillomaviriis cinsi icinde HPV tiir 8’1 olusturur (85).

Biyolojide temel birim olarak tiir kabul edildigi i¢in, tiir kavraminin viriislere de

uygulanabilecegi 1991 de ICTV tarafindan tartisilmistir. Virlislerin bir genomu oldugu,
kendilerini kopyaladiklari, evrimlestikleri ve belli nislerde bulunduklar i¢in tiir kavraminin
uygulanabilecegi 1991 de kabul edilmistir (93).

Papillomaviriis izolatlarim1 'tip' olarak tanimlamak geleneksel hale gelmistir ve
yapilan ¢alismalarda tipler memeliler ve kuslarda tespit edilmistir. DNA yapilarina gore
simiflandirildigindan serotipler yerine genotipler olarak tanimlanirlar ve kesfedildikleri
siraya gore numaralandirilirlar (81,83). HPV’lerin siniflandirilmasi, tiir orijini ve DNA

hibridizasyonuyla tespit edilen viral genomlar arasindaki homolojinin derecesine baghdir.
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L1, tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus bir gen bolgesidir. Bu nedenle yeni HPV
tiplerinin tanimlanmasinda bu bdlgeden yararlanilmaktadir. L1 ORF bdlgesinin niikleotit
sekans farkliligina dayali olarak 150°den fazla HPV tipi karakterize edilmis olup bunlardan
40’dan fazlasinin servikal mukozay enfekte ettigi bilinmektedir.

Giintimiizde Papillomaviriis Referans Merkezi (Heidelberg/Almanya) yeni bulunan
tipleri onaylamaktadir. Yeni bir HPV tipi i¢in kriter, izolatlarin L1 geninde %10’dan fazla
niikleotid dizi farkliigi olmasidir. Ik olarak 1980°de restriksiyon paternlerindeki
farkliliklara dayanarak HPV i¢in subtip terimi kullanilmistir. HPV genomunun L1 genindeki
%2-10 aras1 farklilik subtipleri belirler. Sadece HPV 5, 8, 20, 34, 44, 54, 68 ve 82’nin
subtipleri bilinmektedir (94). Eger %2'den daha az farklilik varsa bunlar “varyant” olarak
kabul edilmektedir (95).

HPV tipleri, klinik olarak karsinojenik potansiyellerine gore de:

a. disiik riskli HPV tipleri (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 ve CP6108),

b. olasi yiiksek riskli HPV tipleri (26, 53 ve 66) ve

c. yiiksek riskli HPV tipleri (16 basta olmak {izere 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 68, 73 ve 82) olmak iizere ii¢ gruba ayrilmiglardir (81,96). Tutulum bdlgelerine gore

kutandz ve mukozal olarak ikiye ayrilirlar (97) .

1.2%

mHPV-16
mHPV-18
mHPV-58
mHPV-33
mHPV-45
mHPV-31
mHPV-52
mHPV-35

HPV-39
mHPV-59

HPV-51
HPV-56

Sekil 8. HPV tiplerine gore serviks kanseri. Diinya’da HPV genotiplerinin prevelansi (98).
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Yiiksek riskli HPV tipleri arasinda en onkojenik olan tip ise HPV16’ dir ve tiim
servikal kanserlerinin %54,4’den sorumludur (Sekil 8). Ikinci sirada en onkojenik olan tip
de HPV 18°dir ve bu da kanserlerin %16,5’den sorumludur (98). Diger 11 tip ise kalan %29-
30’undan sorumludur (99,100) Daha seyrek goriilen tiplerinde, tip 31 ve 45°1 igeren diinya
genelinde genis bir varyasyon mevcuttur (101,102).

HPV prevelansi, Diinya’nin gelismis bolgeleri (%10.3) ile karsilastirildiginda az
gelismis bolgelerde yiiksektir (%14.3). HPV enfeksiyonlarinin en yiiksek prevalans,
ozellikle Dogu Afrika olmak tizere (%33.6) Afrikali kadinlarda (%21.3) goriilmektedir (98).

59 iilkeden bir milyondan fazla kadindan elde edilen verilere gore prevelans %]1.6-
%41.9 arasinda degismektedir. En yaygin onkojenik HPV tiplerinin Avrupa ve Latin
Amerika’da 16, 18, 52, 31, 58, 39, 51, ve 56 tipleri oldugu belirlenmistir. En yaygin tipin
HPV-52 oldugu Asya ve Kuzey Amerika’da daha az rastlandigi saptanmistir. Yapilan
caligmalardan elde edilen veriler 1518inda Diinya genelinde ki HPV tip spesifik prevelans
Sekil 9°da goriilmektedir (103).

73,43,74,62,83, 11 Jm 0.2
68, 59, 70, 84, 72 | 0.3
81, 42, 44, 35, 54 | 0.4

6, 33, 66, 45 0.5

30, 56, 53, 51 | 0.6
58 0.7
31 | 0.8
52 | 0.9
18 1.4
16 | 3.2

0 1 2 3 -
Sekil 9. Diinya’da HPV tip- spesifik prevelans (%) (103).

HPV enfeksiyonlarinin sonucu, konak faktorlerine bagli oldugu gibi viriisiin tipine
ve enfekte olan bolgeye de baglidir. Viriis insanda primer olarak skuamoz epitel hiicreleri
ve mukozay1 enfekte etmekte, deri ve mukozalarda bazal tabakalardan baslayarak c¢esitli
lezyonlar olusturmaktadir. Diisiik riskli tipler benign lezyonlar ile iliskilidir ve genital
sigiller ile kondiloma akuminata etkenleri olarak degerlendirilmektedir, ytliksek riskli HPV
tipleri ise servikal, vajinal, vulvar, anal, penil ve orofarengeal kanserleri de igine alan ¢esitli
kanserlerin gelisiminde dogrudan ya da dolayli olarak rol oynayabilmektedir (104).

HPV iligkili lezyonlarda dogal seyir akut enfeksiyon ile baglar. Subklinik ve klinik

enfeksiyon gelisir. Subklinik enfeksiyon genellikle semptomsuz olarak gegirilir ve viriis
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eradike edilir veya Olgiilemeyecek diizeylere iner. Yiiksek dereceli HPV’de klinik
enfeksiyon diisiik dereceli veya yliksek dereceli lezyon gelisimine yol acar ve persistan
enfeksiyon haline gelir (105). Giincel bilgiler 1s181nda servikal lezyonlarda progresyon CIN
1 ile baslayip sonrasinda CIN2-3 ve en sonunda da servikal kanser gelisimi seklindedir
(106). Diistik dereceli lezyonlarin ¢ogu tedavisiz gerilemekte ve yiiksek dereceli lezyonlarin

onemli bir kismi ise tedavi verilmediginde kansere ilerlemektedir.

2.2.4. HPV Replikasyonu, integrasyon ve Yasam Déngiisii

Insan  Papillomaviriisiin ~ replikasyon ~ dongiisii ~ epitelyumun  stratum
germinatiyumundaki (bazal tabaka) hiicrelere girisi ile baslar. Diger pek ¢ok viriis gibi
HPV’de konak hiicreye, hiicre yilizeyindeki heparan siilfat araciligiyla tutunur. HPV
tutunmasinda ikincil bir reseptor veya stabilize edici proteoglikanlar da rol oynayabilir
(107). HPV, replikasyon igin konakg1 hiicrenin DNA sentez mekanizmasina ihtiyag duyar.
Replikasyonda sirasiyla erken ve ge¢ proteinler sentezlenir. Prodiktif HPV
enfeksiyonlarinda, HPV DNA’s1 epizomal statiide kalir ve E1/E2 ORF’leri 2 &nemli
onkoproteinin (E6/E7) ekspresyonunu baskilar (108,109). Buna karsin karsinoma ve yiiksek
dereceli displazide ise integrasyon viral E1 ve E2 bolgelerinde meydana gelmektedir. Viral
genomun konak genomuna integrasyonu ile birlikte E1/E2 yaygin sekilde bozulur. E2 ve E2
ORF’sine yakin genler (E4, ES ve L2’nin bir kismi) viral integrasyon gerceklestikten sonra
diizenli bir sekilde silinir (83).

E1 proteini viral DNA replikasyonu i¢in 6nemli olan helikaz aktivitesine sahiptir.
Ayrica, viral replikasyonun baglamasinda da anahtar rol oynamaktadir. E2 proteini ise ayni
zamanda iki protein kodlar; bunlardan biri erken bolgenin transkripsiyonunu inhibe eder,
digeri ise arttirir (106). Kanserin gelisiminde E2 bolgesinde siklikla kirllma meydana
geldiginden HPV DNA integrasyonunda énemlidir(Sekil 10) (110).

Po7
Konak
D?\,”,f Konak
L2 < URR — El | DNA
\/\/\/\X-_I-E2 L1 7 Le2 YWV
(&6
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Sekil 10. HPV’nin konak DNA’sina integrasyonu ile erken ve ge¢ gen bolgelerinde olusan
kirilma (111).

Integrasyon esnasinda E2’de meydana gelen kirilma, E2’nin E6 ve E7 iizerindeki
inhibitor etkisini ortadan kaldirir ve E8 bolgesinin olusumuna yol agar. Sonugta, E6 ve E7
viral proteinlerinin kontrolsiiz olarak ifade edilir. (111). E6 proteini, pS3 ve hiicresel
ubikuitinasyon enzim E6- AP’yi (protein yikiminda kullanilan bir enzim) kapsayan ti¢lii bir
kompleksin olusumuyla tiimor baskilayict p53 proteininin par¢alanmasini uyararak hiicre
proliferasyonunu tesvik eder ve sonug olarak kontrol edilemeyen hiicre sikliis progresyonu

meydana gelir (Sekil 11) (112,113).

E6-AP @
e Transkripsiyon
. + aktivasyonu
o> @] —— (7)

S Ubikdtin konjuge enzim
Ubikiitin Ol kompleksi (I, 11, Il PRD El C PR D

Transkripsiyonel )
m 000000 |EI./'baskllanma \ Inaktif kompleks

$ 26S Proteozom:

Ubikiitinlenmis p53 PPase cdk
ﬁ proteininin taninmasi ppRb ppRb
‘-. p53 parcalanmasi Inaktif Inaktif

Sekil 11. HPV E6 ve E7 proteinlerinin tiimor baskilayicilar: (p53 ve Rb) iizerindeki etkileri
(112).

E7 proteininin, HPV 16 ve HPV 18 gibi yiiksek riskli HPV’ler tarafindan kodlandig:
ve Rb (retinoblastoma)’ya yiiksek kuvvetle baglanig: tespit edilmistir. E7 proteini Rb’ye
‘cep domaini’ ad1 verilen bir bolgeden baglanir. Rb’nin cep domain dizisi tiimor baskilayici
fonksiyonu i¢in Onemlidir. Rb’nin onemli biyokimyasal fonksiyonlarindan biri, E2F
transkripsiyon faktorlerine baglanmak ve replikasyonda gorevli olan enzim genlerinin
salinimini baskilamaktir (114,115).

Sonug olarak hiicre siklus regiilatorii olan Rb siklin D/pINK4a yolu bozulur. Diger
taraftan Rb geninin susturulmast veya ekspresyonunun azaltilmast pl6INK4a’nin

hipometilasyonu ile sonuglanir ve bu gende asir1 ekspresyon meydana getirir (116,117).
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Papillomavirisler ilk olarak onciil bazal keratinositleri enfekte ederler ve bir DNA
replikasyon enzimi igerirler. Bu viriis i¢in problem, hiicresel DNA polimerazin ve
replikasyon faktorlerinin sadece mitotik olarak aktif hiicrelerde {iretilmesidir. Viral
proteinlerin yiiksek seviyede sentezi ve viral {iriinlerin bir araya toplanmasi sadece skuamoz
epitelin stratum spinosum ve granulosum tabakalarinda meydana gelir (108).

Deri veya mukozadaki mikrolezyonlar sayesinde virlis bazal epitel tabakasina
ulastiginda, herbir hiicre igin 50-100 kopya olusturulur (Sekil 12). Bazal tabakadaki hiicreler
boliinebilir, iist tabakalara ilerler ve terminal farklilasmaya ugrarlar. Farklilagmis hiicrelerin
replikasyon yetenegi cok azdir veya hi¢ yoktur. Dolayisiyla, eger hiicreler terminal

farklilasmaya ugrarlarsa viriis ¢ogalamayacaktir (118).

Viriis partikiillerinin serbest kalmasi

N

3

+ Viral DNA

; replikasyonu

E ve partikiil
Hiicresel ' olugumu
farkhlagmanin
ilerlemesi

Bazal tabaka hiicrelerinin e—1 — Bazal mambran
primer enfaksiyonu . e
Yatay yayilma

Sekil 12. HPV’nin yasam dongiisii. Enfeksiyon i¢in bazal hiicre tabakasinin bulunmasi gerekir.
Enfekte hiicreler boliiniir ve populasyon yanal yonde dagilir. Soylarin bazilar1 subrabazal farklilagsan
hiicrelere go¢ eder ve burada viral genler aktive olur. Viral DNA replike olur ve kapsid proteinleri
olusturulur. Daha sonra viral partikiil olusumu gergeklesir. Partikiiller yiizeye bosaltilir ve bundan
sonra yeni dokular enfekte olur (83).

Viriis proteinleri erken enfeksiyon fazinda bazal ve parabazal tabakalarda eksprese
edilir. G1’den S fazina gegisi stimule eden biyolojik 6zellikler bu hiicrelerde bulunmaktadir.
Bununla birlikte viriis bir miktar farklilagsmaya ihtiya¢ duyar. Cilinkii mRNA kapsid

proteininin transkripsiyonunu saglayan erken promotordan ge¢ promotora gegis, farklilagsmis

29



hiicrelerce saglanir. Bu promotor degisimini saglayan faktorler heniiz tanimlanamamistir
(118).

Farklilasmaya duyulan bu ihtiyag, kapsid protein sentezinin ve viral DNA
amplifikasyonunun bazal epitel hiicrelerinde hicbir zaman gozlenmemis olmasiyla
aciklanabilir. Enfekte hiicreler, epitelin yukarisina dogru hareket ettikce ve kismi olarak
farklilastikga, viral DNA ¢ogalir ve boylece ge¢ genlerin transkripsiyonu Ve translasyonu
gerceklesir (108).

Epidermis veya mukozanin ist tabakalarinda tamamlanmis viral partikiiller

birlestirilip saliverilir. Bu sayede viriis diger dokular1 da enfekte edebilir (83).

2.2.5. Serviks Kanserinin Risk Faktorleri
2.2.5.1. HPV Enfeksiyonu

Serviks kanseri i¢in bir¢ok risk faktorii tanimlansa da, son epidemiyolojik ¢alismalar bu
kanser tiirii i¢in major risk faktoriiniin HPV enfeksiyonu oldugunu gostermistir. HPV,
serviks kanserinin gelismesinde her ne kadar biiyiik bir role sahip olsa da kofaktorlerinde
bulunmas1 serviks kanserini gelisimini hizlandirmaktadir. Kofaktorler, HPV enfeksiyonunu

kalic1 hale getirmektir.

2.2.5.2. Cinsel Aktivite

Epidemiyolojik caligmalar serviks kanserinin cinsel yolla ge¢en bir hastalik tiirii
oldugunu gostermektedir (119). Clinkii hastalik evli kadinlarda, geng yasta evlenenlerde ve
cok fazla cinsel iligskide bulunanlarda fazla oranda goriilmektedir. Cok eslilik enfeksiyon
kapma riskini onemli 6l¢lide artirir. Ayrica bir¢ok calismada ilk koitin ¢ok erken yasta
olmasi (15 yasindan once) servikal kanser riskini artirmaktadir (120,121). Bunun nedeni
adodlesanlardaki aktif metaplazi olabilir. Servikal glandular epitelin yassi hiicreli epitele
donlistimii  sirasinda  karsinojenin serviksle etkilesim riski artmaktadir. Metaplazi
tamamlandiginda serviks artik risk altinda degildir (122).

Ilk cinsel iliski yas1 ne kadar kiigiik olursa ileriki yaslarda servikal kansere yakalanma

olasiligi artmaktadir. 15 yasindan Once cinsel aktiviteye baslandiginda risk 10 Kkat
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artmaktadir (123,124). 11k cinsel temasmi 18 yasindan 6nce yapan kadinlar, ilk cinsel
temaslarin1 22 yasindan sonra yapan kadinlar ile kiyaslandiginda CIN 1-2’ye yakalanma

riskleri 2- 3 ve CIN 3’¢ yakalanma riskleri 2-4 kat artmaktadir (119).

2.2.5.3. Partner Sayisi

Partner sayis1 alt1 ve altinin Gstiinde oldugunda risk 10 kat artmaktadir. Monogamik
yasamin agir bastigi Miisliiman {ilkelerde, Yahudiler de ve diizenli dini egitim yapan
Katolikler de serviks kanseri daha az goriilmektedir (119). Miisliimanlar da ve Yahudiler de
insidansin diisiik olusu siinnet ve aile biitlinliigii ile aciklanmaktadir (125). Ayrica kadinin
esinin birlikte oldugu kadin sayisinin fazla olmasi da enfeksiyon riskini artirdig1 i¢in 6nemli
bir risk faktoriidiir (126). Kadinin esi evlilik disinda 15 veya daha fazla partnere sahipse
kadinda risk 7-8 kat artmaktadir (127). Bu durum eslerin kaptigi enfeksiydz ajanin tipi
(HPV) ve kadinin bu ajana maruziyet siiresiyle iliskilidir (128).

2.2.5.4. Yas

Serviks kanseri goriilme yas1 genel olarak 20-80 yas gibi genis bir yelpazeye yayilir.
Displaziler 20-34 yas grubunda, karsinoma in situ ise en sik 25- 40 yas grubunda goriiliir.
Mikroinvazif kanserler 45-54 yaslar1 arasinda, klinik kanserler ise siklikla 65-69 yaslari

arasinda goriilir (119).

2.2.5.5. Irk

Servikal kanser insidansi siyahlarda beyazlara oranla 2 kat daha fazladir ve mortalite

orani da yaklasik 2-4 kat fazladir (129).

2.2.5.6. Diisiik Sosyo-ekonomik Diizey

Gelismekte olan iilkelerde serviks kanserlerinin diisiik sosyoekonomik durumla

iliskili oldugu, bu nedenle hastaligin gelir diizeyi diisiik kadinlarda daha fazla gortldigi
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bildirilmektedir. Bunun sebebi; maddi olanaklar ve erisim yetersizligi nedeniyle rutin saglik

kontrollerinin diizenli yapilamamasidir (130).

2.2.5.7. Sigara

Sigara immiinsupresiftir, kadin hormonlari lizerine etki eder, genetik hasar olusturur.
Inhale edilen nikotin, kotinine doniistiiriilmekte ve bu da servikste depolanmaktadir ve bu
da antijen iiretiminde rol oynayan langerhans hiicrelerine ters etki etmektedir (131). Tiitiin
de bulunan benzopren, nitrozaminler gibi aromatik hidrokarbonlar karsinogenezi etkili bir
sekilde indiikleyen maddelerdir (132).Sood 1991 yilinda yaptigi arastirmada serviks
kanserleri ve sigara icme aligkanligi arasindaki iliskiyi belirlemek amaci ile 1977-1990
yillarinda yayinlanan olgu kontrol aragtirmalarini incelemis, sigara i¢cen kadinlar arasinda
serviks kanserlerinin %42-46 arttigin1 belirlemistir. Sigara i¢imine bagli serviks kanseri

riskinin kontrol grubuna gére 23 kat arttig1 ¢alismalarla gosterilmistir (133).

2.2.5.8. Immiinosiipresif ilac Kullaninm

Immiinsiipresyon servikal kanser riskini biiyiik 6l¢iide artiran bir durumdur (134).

2.2.5.9. HIV Enfeksiyonu

Ozellikle son yillarda ciddi bir sorun haline gelen HIV (Human Immunodeficiency
Virus) serviks kanserinin etiyolojisinde tartisilmaktadir. HIV pozitif olgularda patolojik
sitolojik bulgu 10 misli daha fazla bulunmustur. Risk hastadaki immunosiipresyonun

derecesine baglidir (119).

2.2.5.10. Oral Kontraseptif Kullanim

Oral kontraseptifler servikste HPV gen ekspresyonunu artirmakta ve konakei

kromozomuna virusun entegrasyonunu saglamaktadirlar (131). Oral kontraseptiflerin
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Ozellikle servikal adenokarsinoma olusumunda risk faktorii olabilecegi iddia edilmistir

(119).

2.2.5.11. Diyet (Vitamin Eksikligi)

Vitamin eksikliginin servikal kanseri de i¢ine alan bazi malignitelerde rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Butterworth 294 displazili hasta ve 170 kisilik kontrol grubuna sitolojik
ve kolposkopik degerlendirme yapmistir. Kandaki 12 besleyici faktor ve servikal
neoplazinin diger risk faktorleri incelenmistir. Plazmadaki besin diizeyleri risklerle iligkili
degildir, fakat eritrositlerdeki 660 nmol/l’ nin altindaki folat diizeyleri HPV—-16 enfeksiyonu
ile iligkilidir (122). C vitaminin az alinmasmin da serviks kanseri riskini artirdigi
bildirilmektedir (119,128). Meykens ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma vitamin A’nin serviks
kanserini 6nlemede roliinii gostermektedir. Beslenme bozuklugu, yeterli meyve ve sebze

tiiketiminin olmamasi kanser riskini artirmaktadir (135).

2.2.5.12. Aile Oykiisii

Annesi ya da kiz kardesi servikal kanser olan kadinlarda, ailesinde hasta olmayanlara

gore hastaliga yakalanma oraninin 2-3 Kat fazla oldugu belirtilmektedir (136).

2.2.6. Serviksin Premalign Lezyonlar:

Ik olarak 1949 yilinda Papanicolaou tarafindan invaziv kansere ilerleme gosterecek
lezyonlar1 belirlemek icin “’displazi’’ terimi tanimlanmustir. Invazif kansere déniisme
potansiyeli olmayan lezyonlar; bazal hiicre hiperplazisi, rezerv hiicre hiperplazisi, immatiir
skuamoz metaplazi ve matiir skuamdéz metaplazi gibi benign fizyolojik durumlardan olusur.
Malign potansiyel tasiyan grupta displazi ve karsinoma in situ yer alir. Displazi hafif, orta
ve agir derecelere ayrilir.

Daha sonra, 1968 yilinda Richart ve Barron tarafindan displazi siniflamasi modifiye
edilerek, invaziv karsinom ile iliskili lezyonlarin hepsi ‘’Servikal Intraepitelyal Neoplazi’’

(CIN) olarak tek ortak kategoriye alinmistir.
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-CIN I, Hafif displazi (atipik hiicreler epitelin alt 1/3’tinde sinirl1)

-CIN Il, Orta displazi (atipik hiicreler epitelin alttan 2/3'lik kisminda ise)
-CIN III, Agr displazi (epitelin tamamina yakini tutulmus ise)

CIS karsinoma insitu.

CIN I diisiik evreli skuamoz intraepitelyal lezyon; CIN II ve III yliksek evreli
skuamoz intraepitelyal lezyon olarak da isimlendirilir. CIN I olgularinin %80— 90 oraninda
geriledikleri bildirilmektedir. Agir displazi ve in situ karsinom olgular1 ise ¢ok az bir oranda
regresyona ugramaktadir (119,137). WHO displaziyi, “epitelin kalinligimin degisen
oranlarinda atipi gosteren hiicrelerle yer degistirdigi bir lezyon” olarak tanimlar (138). Bu
gelismeler 15181nda serviksin premaling lezyonlar1 ve hastaligin dogal seyri hakkinda 6nemli
histolojik tanimlamalar yapilmis ve son 50 yilda asemptomatik kadinlarin konvansiyonel
smear ile taranmasiyla Amerika Birlesik Devletleri’nde servikal kanserden oliimler %70
oraninda azaltilabilmistir (136).

Bethesda Siniflandirma Sistemi: Klinik takibe yardimci olmasi ve servikal sitoloji
sonuclarinin tek bir sekilde raporlanmasi i¢in 1988 yilinda Bethesda sistemi gelistirilmistir
(139). Buradaki asil amag laboratuvar sonuglarini standardize etmekti. Alinan ilk raporlar
yeterli goriilmediginden 1991 yilinda modifiye Bethesda olarak yeniden diizenleme
yapilmistir. Ancak en son seklini 2001 yilinda almistir (140,141).

Bethesda Sistemi’nde, potansiyel premalign skuamdéz lezyonlar dort kategoriye
ayrilmaktadir. Onemi belirgin olmayan atipik squaméz intraepitelyal lezyonlar (ASCUS),
ekarte edilemeyen ASC-H, diisiik grade squamoz intraepitelyal lezyonlar (LSIL) ve yiiksek
grade squamdz intraepitelyal lezyonlar (HSIL). ASC (atipik skuamoz hiicreler), skuamoz
intraepitelyal lezyon kriterlerine yanit veremeyen ve daha c¢ok reaktif degisikliklere
benzeyen anormal hiicrelere ASCUS (Atypical squmous cells of undetermined significance,
onemi net belirlenemeyen atipik skumoz hiicreler) denir (142). Daha onceleri “’atipik”
olarak adlandirilan kii¢iik anormalliklerin ¢cogu bu kategoride yer almaktadir.

2001 Bethesta smiflandirmasiyla atipik skuamoz hiicreler iki kategoriye ayrildi.
Bunlar 6nemi belirlenemeyen (ASCUS) ve yiiksek dereceli lezyon dislanamayan (ASC-H).

ASC-H: Onemli bir sitolojik bulgudur. Bu bulgu saptanan hastalarda fazla miktarda
orta/agir displazi ve daha agir lezyon olasilig1 vardir. ASCUS’a gore daha ciddidir.

ASCUS: Diisiik veya yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyon kriterlerine
yanit veremeyen anormal hiicrelere ASCUS denir (143). ASCUS tanis1 maligniteyi diglayici
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bir tan1 degil, 6zellikle altinda intraepitelyal lezyon mevcut olabilir diye diislindiirmesi
gereken bir tanidir (142).

LSIL, CIN I (hafif displazi) ve koilositotik atipi olarak adlandirilan HPV de
gisiklikleri, diisiik dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar1 kapsar (168). HSIL ise CIN Il
ve CIN III (orta displazi, agir displazi ve karsinoma in situ) yliksek dereceli skuamoz
intraepitelyal lezyonlar arasinda yer almaktadir. LSIL daha ¢ok HPV enfeksiyonuna bagl
gecici bir enfeksiydz durumu yansitirken HSIL daha kalici ve ilerleme gosterme riski yiiksek
bir enfeksiyonu yansitmaktadir (144,145).

Kansere ilerleme ASCUS’ta %0,25, LSIL’de %0,15 ve HSIL’de %1,44 oraninda
goriilmektedir. Normale gerileme ASCUSta %68, LSIL ‘de %47 ve HSIL de %35 oraninda
goriilmektedir (169). AGC, Atipik glandiiler hiicreler atipik endoservikal, endometrial veya
glandiiler hiicreler olarak siniflandirilmaktadir. Bu hastalarin takibinde %10-39 oraninda

yiiksek dereceli lezyonlar tan1 almaktadir (146).

2.2.7. Servikal Tarama Yontemleri

Sitolojik yontemler

1. PAPS (PAP Smear)

2. Sivi bazli teknikler (ThinPrep)
3. Bilgisayar tabanl teknikler (AutoPap-Papnet)
Vistiel yontemler

4. Asetik asit testi (VIA/VIAM)
5. Spektroskopi

6. Speculoskopi

7. Servikografi

8. Kolposkopi

Diger

9. HPV testleri

10. Polar prob

2.2.8. Viral Karsinojenezis
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Viral karsinojeneziste konakgiyla ilgili faktorler onemli rol oynar. Yasam tarzi,
cografi konum, sosyoekonomik durum, bireysel duyarlilik, immiin mekanizmalar ve
cevresel faktorler enfeksiyon sonrasinda kanser gelisimini etkilemektedir. Timor olugturma
yetenegine sahip viriisler genellikle konakg1 hiicrede kalici enfeksiyon olustururlar (147).

IARC baz1 patojenleri kesinlikle karsinojenik (Grup 1) olarak siniflandirmis (HPV
16 ve 18 gibi), bunun yani sira iginde HPV 31 ve 33’{in de bulundugu bir grup patojen de
muhtemelen karsinojenik (Group 2) olarak siniflandirmistir. Genomik instabiliteyi arttiran
herhangi bir etken karsinojenik siireci kolaylastirir. Kromozomal degisiklikler genomik
instabilitenin gostergesidir ve malign degisimlerle iliskilidir (148,149).

2.2.9. HPV ve Genotoksisite Tliskisi

HPV servikal karsinoma gelisiminde dnemli rol oynamasina ragmen tek basina
karsinojenezisi baslatma yetenegine sahip degildir (113). HPV ile enfeksiyonun hiicreler
tizerindeki etkisi ile ilgili bir¢ok ¢alisma olmasina karsilik, viriisiin genotoksik etkisi ile ilgili
daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir (150).

Onkojenik HPV tipleri bircok mekanizmayla kromozomal kararsizliga neden olur
(151). HPV, kromozomlarin ayrilmasi sirasinda, DNA hasarina hiicrenin cevabinda ve
kontrol noktasi regiilasyonunda degisiklikler olusturarak kromozomal kararsizliga neden
olur. HPV onkoproteinlerini eksprese eden hiicrelerin DNA hasarin1 onarmada yetersiz
oldugu bilinmektedir (149). Yiiksek riskli HPV E6-E7 eksprese eden hiicre topluluklar
kromozomal kararsizlik gelisimine yatkindir. Genomik kararsizlik gelisimi HPV-iligkili
karsinojeneziste erken evrelerde gerceklesen cok Onemli bir olaydir. Kromozomal
kararsizlik erken dénemde intraepitelyal 6nciil lezyonlarda olusur ve karsinojenik siireg ile
artar. Genel olarak HPV’nin sebep oldugu kromozomal kararsizlik sayisal ve yapisal
kromozomal aberasyonlart igerir (152).

Yiiksek riskli HPV’lerin E6 ve E7 onkoproteinleri hiicresel biiyiime kontroliinde
kritik goreve sahip tiimor supresorlerin isaretledigi yolaklari hedefler (151).

Insan keratinositlerinde yiiksek riskli HPV 16 enfeksiyonu ile sayisal kromozomal
degisiklikler olusuyorken diisiik riskli HPV’lerle enfeksiyonda bu etki gdzlenmez (153).
Yiiksek riskli HPV’lerle enfeksiyon sonucunda bazi kromozomlarin kopya sayilarinda
degisiklikler oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmis ancak bu degisikliklerin farkli HPV
tipleriyle iligkisi bulunamamistir (154,155).
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Cesitli caligmalarda servikal kanser vakalarinda komozomal abnormaliteler tespit
edilmistir (113). Larson ve arkadaslar1 “3p14-25” bolgesinde yerlesik ve bozulmus olabilen
bir tumor supresor gen tanimlamiglardir (Fragile Histidine Triad Gene =FHIT). FHIT
kapsiili HPV 16 nin siklikla integre oldugu kirilgan bir alandir (FRA3B) (156). Bir gen
igerisinde bulunan bir allelin normal fonksiyonun kaybini (Loss Of Heterozygosity; LOH)
tanimlayan LOH bu boélgede bulunmaktadir. Servikal tiimdrlerin % 71’inde FHIT
ekspresyonun kaybini rapor edilmektedir (157).

2.3. Mikroniikleus (MN)

Mikroniikleuslar hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege
dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan koken alan
olusumlardir. Hiicre bdliinmesi sirasinda serbest kalan kromozomlarin ya da kromozom
fragmentinin niikleoplazma ile sarilmasiyla olusan sitoplazma icerisinde ana niikleusun
yaninda yer alan niikleer materyaldir. Mikroniikleus olusumu ilk olarak William Henry
Howell ve arkadaslari tarafindan eritrositlerde saptanmistir. Daha sonra Justin Marie Jolly
tarafindan tanimlanmigtir. Bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi ad1 da verilmektedir (3).

MN sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal
kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. MN testinin
genetik hasarin 6l¢iilmesinde, toksikolojide, diyette, ilag sanayiinde, kanser riski olusumu
siiphesinde, radyoterapide 6nemi anlasilmistir.

Gilintimiizde hizli endiistrilesmeye bagli olarak ¢evresel kirliligin giderek artmasiyla,
canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla giiclii toksik,
mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etme ve dnlemler
alma ihtiyact kacinilmaz olmaktadir. Bu nedenle, MN testi sitogenetik harabiyetin
tespitinde, kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre
sayllmasi ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar

sagladigindan yaygin kullanim alani bulan bir teknik olmustur (3,158,159).
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2.3.1. Mikroniikleus Tekniginin Gelisimi

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarmnin 6l¢iilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Haddle ve arkadaslar tarafindan kiiltiire
edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bazi arastirmacilar gelistirdikleri modifiye metotlarla
anoploidiye yol agan ajanlar ile klastojenleri birbirinden ayirmada MN biiyiikliik farkindan
yararlanmisglardir. Klastojenlerce uyarilan MN’lerin asentrik kromozomal fragmanlar igeren
kiigiik, anojenlerce uyarilan MN’lerin tam kromozomlari igeren daha biiyiik ebatli oldugunu
gostermislerdir (160,161,162).

Morley (163) tarafindan gelistirilen Sitokinezi-Bloklama (CBMN) Metodu, bazi
kinetik problemlerin ortadan kalkmasini ve teknigin uygulanmasindaki gilivenirligin
artmasini saglamistir. Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan Sitokalasin-B
(Cyt-B) ile mitoz gegiren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart
lenfosit kiiltlirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ¢ekirdek bdoliinmesini
tamamlamis ancak sitoplazmik boliinmesini gerceklestirememis ¢ift c¢ekirdekli hiicreler
kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir.
Incelenen alanda kiiltiir siiresi i¢inde ikinci boliinmesini tamamlamis 4 ¢ekirdekli hiicrelere
de rastlanmaktadir. Ancak MN sayiminda Heddle ve Countryman’in (162) Kriterleri
kullanildigindan bu hiicrelerde goriilen MN’ler degerlendirme dis1 birakilmaktadir. Heddle
ve Countryman’in (161) kriterlerine gore:

1. MN ¢apinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kii¢iik olmast;

2. Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmast;

3. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi esas
alinmaktadir (162).

Lenfosit kiiltlirlerindeki ¢aligmalara paralel olarak MN teknigi, eksfoliye hiicrelere
1982 yilinda ilk defa Stich ve arkadaglari tarafindan uygulanmistir (164). Bu teknik
sayesinde agiz, burun, brons ve iirotelyal eksfoliye hiicrelerde kimyasallarin ve
enfeksiyonlarin etkilerini degerlendirmek miimkiin olmustur (165). Hizla ¢ogalan bu
epitelyal dokular cevreleriyle siirekli temas halindedir ve epitelin ylizeyel tabakasim
olusturan eksfoliye hiicreler kolaylikla elde edilebilmekte ve bu hiicrelerdeki genotoksik
hasarlar kolaylikla gosterilebilmektedir. Bdylece bu hiicreler ait olduklart dokularda

meydana gelen morfolojik bozukluklarini, kromozom kiriklarini, premalign degisiklikleri ve
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kanseri gosterebildiklerinden bir biyomarker olarak degerlendirilmekte ve karsinojenlere
maruz kalmis bireylerde artan kanser riskini gdstermek amaciyla kullanilabilmektedir
(165,166,167). Eksfoliye hiicrelerde uygulanan MN tekniginde Fuelgen-Fast Green boyama
yontemi kullanilmakta, hiicrenin cekirdegi parlak pembe, sitoplazmasi ise agik yesil
boyanmaktadir. MN testi sigara, pestisid ve parazitik enfeksiyonlar gibi ¢evresel ve mesleki
etkileri degerlendirebilmek i¢in kolaylikla kullanilmaktadir (167,168). Yapilan bir
aragtirmada periferal kan, bukkal mukoza ve {iriner sistem eksfoliye hiicrelerinde sigaranin
genotoksik etkisi gosterilmistir. (169,170).

MN arastirmalarinda in situ hibridizasyon (FISH) teknigi, ilk defa kromozomlarin
sentromerini tanimlamak i¢in Norppa ve arkadaslar tarafindan 1993 yilinda uygulanmistir
(171). Daha sonra, Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) teknigi ile MN olusturan
kromozomlarin her birinin kimligini belirleyebilecek teknolojik gelismeler saglanmistir.
1990 6ncesinde Diinya genelinde 10 kadar laboratuvarda yapilan calismalarin ve yapilan
yayinlarin sayist ¢ok azdi. 2007’ye gelindiginde laboratuvar sayist 50, yillik yayin sayisi
60’1 gegmistir. 2007 den bu yana 6zellikle yayin sayist ¢ok artmistir. 1990°dan sonraki
laboratuar ve yayin sayisindaki artis Sekil 13 de verilmistir (172).

larmarcovai vd. (173) yaptiklar1 derlemede 1 Ocak 1985 - 30 Eyliil 2007 yillart
arasinda basilan ilgili pek ¢ok yayini gézden gegirerek, genetik polimorfizm ve MN olusumu
arasindaki iligki ile ilgili arastirmalardaki olaganiistii artis1 vermislerdir. Sadece genetik
polimorfizm ile mikronukleus arasindaki iliskiyi tanimlayan kriterlerle ilgili yayin sayis1 72
dir. En ¢ok aragtirma kanser ve MN iligkisi ile ilgilidir ve ¢ok sayida makale yaymlanmigtir.
Bu yayinlarin sayist belirlenemeyecek kadar fazladir. Kanseri, hematolojik hastaliklar,
kardiyo- vaskiiler hastaliklar, ndrodejeneratif (Alzheimer, Parkinson vb) hastaliklar, yagsam
kalitesi ozellikleri (alkol, sigara vb.), gevresel etkenler, (is yeri 6zellikleri, pollutantlar vb),
mikrobesleyici (folat, vitaminler, mikroelementler vb.) eksikligi gibi konular izlemektedir.
Son yillarda ortaya c¢ikan ve giderek yayginlasan nanomateryaller ve MN iliskisi ile ilgili

caligmalarin sayisi da artmaktadir.

39



60 -

o Laboratuvar

50 m yayiniyil
_ 40
2]
= 30 -
W

20 -

10 -

0 1 T T T

Once 1990 1990-1996 1996-1998 1999-2003 2003-2007

Sekil 13. Sadece bukkal hiicrelerde MN testini kullanan laboratuar ve yillik makale
sayisindaki artis (172).

Son yillarda toplum genelinde MN sikliginda bir artig oldugu gézlenmektedir. Bunun
nedenlerinin: Toplumumuzda giderek artan hazir gidalar, Sigara ve alkol kullanimi, medikal
uygulamalar ve ila¢ kullanimi, gevre kirliligi, petrol ve tiirevlerinin kullanimi gibi faktorler
oldugu diisiiniilmektedir.

2.3.2. MN ve NPB ( Niikleoplazmik Koprii) Olusum Mekanizmasi

MN olusumu, kromozomal hasar ve genom kararsizliklarinda bir biyomarkir olarak
cok fazla kullanilir hale gelmistir. Biyomonitoring ¢calismalarinda MN testinin kullanilmas1
son 15 yilda ¢ok artmistir ve HUMN projesi gibi (Human Micronucles Project) uluslararasi
cabalarin da bu artista ve testin giivenilirliginde dnemli rolii olmustur (173,174).

MN’larin  bashica asentrik kromozom fragmentlerinden, asentrik kromatid
fragmentlerinden ya da anafazda ayrilma evresinde ig iplikgiklerine baglanamadigi igin
ayrilamayan ve telofazda yavru hiicrelere aktarilamayan tam kromozomlardan kdkenlendigi
cok 1yi bilinmektedir (Sekil 14). Bu kromozom parcalar1 ya da tam kromozom ¢ekirdek zar1
cevrilir. Cekirdek boyalari ile boyandiginda morfolojik olarak bityiikligii hari¢ ¢ekirdek gibi
gortliirler (175).
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Sekil 14. Niikleus boliinmesi sirasinda MN ve NPB olusum mekanizmasi (176). MN ya tam
kromozomdan ya da kromozom fragmentinden olusmaktadir.

Buna gore MN olusumunun temelini DNA hasari olusturmaktadir. Organizmanin
cesitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucunda DNA’da
tahribat meydana gelmektedir (175). Anoploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme
hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise
kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar.

Fenech ve arkadaslar1 (175) NPB (Nucleo Plasmic Bridge: Niikleoplazmik Koprii)
olusumlarinin anafazda kromozomlarin sentromerlerinin zit kutuplarina ¢ekilmesi sirasinda
gerceklestigini ve bir ya da daha fazla NPB’lerin yanindaki 1°1li veya 2°li MN’larin %
60’indan fazlasmin asentrik kromozom pargasindan orijin aldigmni gostermislerdir. Bu
olusumlarin molekiiler mekanizmas1 tam olarak ortaya konamamistir ama gelecekte bu
yonlii caligmalar ile mekanizmalar agiga ¢ikarilacaktir.

Mikroniikleuslardaki kromozom orijinlerini belirleyebilmek ve MN’un orijininin
tim kromozomdan mu (sentromer pozitif MN) yoksa asentrik kromozom pargasindan mi
kaynaklandigin1 (sentromer negatif MN) anlayabilmek i¢in de FISH (Floresan In Situ
Hibridizasyon) teknigi kullanilmaktadir.

Kromozomal materyalden MN olusumuna (kromozomal mikronukleuslar) ek olarak
ekstrakromozomal materyalden de MN olusumu vardir (Double minute (DM)-type
micronuclei). Bu iki tip MN, hiicrede bagimsiz olarak gelisen ve bulunan farkli iki
olusumdur. Bir DM, normal hiicrelerde goriilmeyen, genellikle kanserli hiicrelerde goriilen
amplifiye genlerden ibaret biiyiik bir ekstra kromozomal elementtir. Bu nedenle DM lerin

varligi kanser 6ngoriisiinde yararlidir. Kromozom tipi ve DM tipi MN farkli olup bir hiicrede
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kismen cakisan mekanizmalarla birbirinden bagimsiz olarak olusurlar. DM’ler degisik
kanser hiicrelerinde goriiliir ancak normal hiicrelerde goriilmez (176,177).

MN teknigi, insan periferik kan lenfositlerinde, kemik iliginde ve yanak mukoza
hiicresinde kimyasal ajanlarin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.
Teknigin basit olusu kisa zamanda sonuca ulasilmasi ve DNA harabiyeti konusunda
giivenilir bilgi vermesi teknigi 6nemli hale getirmistir Bugiin pek ¢ok kanser tipi ile spesifik
kromozom diizensizlikleri arasinda baglanti oldugu bilinmektedir. Bu amagla kanserli
olgularda mikroniikleus testi yapilmakta ve anlamli sonuglar elde edilmektedir. MN testi ile
Olclilen genotoksisite ve iyonize radyasyonla tedavi sirasinda sitotoksik iligki incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gére MN testi, gerek kanserin erken tanisinda gerekse tedavi sirasinda
kullanilabilen bir test haline gelmistir.

MN testinin genis bir aragtirma ortami buldugu diger bir alanda yaslanmadir. Yas
artistyla andploidi sikligr arasinda yakin bir iliski vardir. Bireyin yasam icerisinde maruz
kaldig1 cevresel ajanlarin etkisiyle kromozomlarin normal bdoliinmeden saptigi
belirlenmistir. Her hiicrenin mitotik aktivitesi yas ilerledik¢e yavaslamakta ve mitoz
boliinmede ig iplik¢iklerinde katalizor gorevi yapan enzimlerde dejenerasyon olusmaktadir
CBMN analizleri, Cyt-B’nin hiicre boliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi 6zelligi
temel alinarak tamimlanmustir (178,179). Cyt-B, Helmin dematiodeum’ dan elde edilen bir
ekstraktir. Cyt-B hiicre boliinmesini sitokinez evresinde aktin filamentlerini etkileyerek
durdurur. Bu etkisini de aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin polimerize olmasini
onleyerek gergeklestirir (180,181).

Maluf ve arkadaglari, CBMN yonteminden faydalanarak Down sendromlu ve
Fanconi anemili hastalarda MN frekanslarinin yiiksek oldugunu gostermislerdir. Down
sendromlu bireylerin maling hastaliklar i¢in yliksek riske sahip hastalik grubundan oldugunu
belirterek, bu hiicrelerin ¢esitli mutajen, radyasyon, viriis ve kimyasallara kars1 fazlaca
hassas oldugu i¢in periferik kanlarinda MN frekansinin yiikseldigini belirlemislerdir (182).
Bisht ve arkadaglari da doza bagh olarak artan MN dagilimindan 1’li MN oranmin fazla

olusunun asentrik fragment kaynakli oldugunu agiklamislardir (183).

2.3.3. Mikroniikleus Hesaplama Kriterleri
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Insan lenfositlerinin sitokinezinde bloklanan mikroniikleus i¢in detayli hesaplama
yontemleri Washington’da Genotoxicity International Work Shop’la tim Diinya’ya
bildirilmistir (170). Buna gore, CBMN analizlerinde oncelikle hiicre tipleri belirlenmelidir.
Hiicreler; mononiikleus, biniikleus, multiniikleus hiicre tipinde ya da apoptotik veya nekrotik
hiicre tipinde olabilirler.

Mononiikleuslu hiicreler kiiciik sitoplazma, biiyiik niikleus seklindedir. Biniikleuslu
hiicreler ise aynadaki goriintii kadar es biiytikliikteki iki hiicre tipindedir. Bu tip hiicreler
niikleoplazmik kopriiyle (NPB) beraber olabilir.Niikleuslar birbirine dokunabilir veya iist
iiste olabilir. Multiniikleuslu hiicreler ii¢ veya dortlii halde, farkli biiyiikliikteki hiicre
formundadir (170). Bu tip hiicreler pek ¢ok MN igerebilir. Apoptotik hiicrelerde ise
sitoplazma bozulmamastir.

Sarto vd. (1987) ve Tolbert vd.(1992) tarafindan belirlenen eksfoliye hiicrelerde
mikroniikleus sayim kriterleri agsagidaki gibidir.

1. Mironiikleus 15181 gecirmemeli

2. Sekli yuvarlaktan ovale kadar olmali

3. Diiz ylizeyli bir membrana sahip olmali

4. Capz, hiicre niikleusunun ¢apinin 1/3 ile 1/16’°s1 arasinda olmali

5. Hiicre niikleusu ile baglantis1 olmamali

6. Sekil, renk ve tekstliir bakimindan hiicre niikleusuna benzeyen yapilar MN olarak

degerlendirilmelidir.

2.3.4. MN ve Kanser

Son on yilda kanser hastalarinda artan DNA hasar1 ve genetik kararsizlik arasinda bir
korelasyon olduguna iliskin ¢ok sayida yaym yapilmistir. Yine bilimsel literatiirde, kanser
hastalarinin lenfosit ve eksfoliye epitel hiicrelerinde MN frekansi ile ilgili ¢ok fazla makale
yayimnlanmistir. Farkli tiimorlii hastalarin periferal kan lenfositlerinde yapilan analizler,
saglikli kontrollere gére MN frekansinin 6nemli derecede arttigini gostermistir. Kanser
hastalarinda (6zellikle meme ve akciger kanseri) ya da pre-neoplastik lezyonlarda MN
frekansinda bir artisin oldugu da belirtilmektedir (184).

Sitokinezi bloklanmis mikroniikleus sitom (CBMNcyt) testi kromozomal

anormalliklerin oOlgiilmesinde gii¢lii bir yontemdir. Kansere fenotipik hassasiyetin bir
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belirteci olarak MN’un gecerliligi, mutajen duyarlilig1 ¢alismalar ile (6zellikle sigara ve
akciger kanseri iliskisinde) gosterilmistir. 10 tilkedeki 20 laboratuvardan toplanan 6700 den
fazla hastadan elde edilen verilerin en son ileriye yonelik analizinin sonuglari, periferal kan
lenfositlerinde (PBL) MN frekansinin yilikselmesinin artan kanser riskini, 6zellikle {iro-
genital ve gastro-intestinal kanserleri gostermektedir. Mikronukleuslar, karsinogenez ile
ilgili ¢ok spesifik kromozomal degisiklikleri yansitan ug noktalardir (184,185).

MN frekansi ve kanser riski arasindaki iligki, yapisal kromozom aberasyonu (CAD)
ve andployidi ile ilgili aragtirmalardan elde edilmistir (184). Hedef dokudaki MN frekansi
ile kanser gelisimi arasindaki dogrudan iliski bir¢cok bulgu ile desteklenmistir.

1. Kanser hastalarinda periferal lenfositlerde ve hedef dokuda MN’ un frekansi
acgikca artmaktadir.

2. Bloom sendromu ve atacsia telangiectasia gibi konjenital hastaliklardan etkilenen
hastalarda hem anormal yiiksek MN frekans1 hem de artan kanser riski vardir.

3. Insan ve hayvanlarda tiitiin icme, benzen, etilen oksit iyonize radyasyondan
kaynaklanan Kkarsinojenite ve genotoksisite arasinda MN frekansini arttirabilen bir
korelasyon bulunmaktadir.

4. MN frekansi ile eksikliginde bazi kanser riskinin artig1 vitamin ve folatin kandaki
konsantrasyonu arasinda kuvvetli bir iliski vardir. (184).

Bu bulgular MN ve kanser arasinda nedensel bir iliski oldugunu agikca
gostermektedir. Eksfoliye hiicreler genotoksik ajanlara maruz kalan ya da koruyucu tedavi
altinda olan populasyonlarda biyomonitoring ara¢ olarak gii¢lii potansiyele sahiptir. Cilinkii
ag1z, burun ve mesaneden kolaylikla elde edilebilir. Ilave olarak kanserlerin %90 dan fazlas
epitel dokudan meydana gelir. Birgok durumda bu dokular karsinojenlerin ger¢ek hedefidir.

Epitel dokular nefesle ya da yemekle alinan genotoksiklerle hemen temas etmektedir.
Bobrek ve mesane epiteli ise kimyasallarin metabolitleri ile temas etmektedir. Bronslarda,
Ozefagusta, servikste, meme kanallarinda ve diger tip epitellerde genotoksik degismeler
rapor edilmistir. Ancak kolon, akciger, prostat ve meme kanseri gibi en yaygin kanserleri
onceden kestirmek icin eksfoliye hiicrelerin lenfositlerden daha iyi olduguna dair veri
yoktur. Kanser riskine kars1 biyomarkir olarak kullanilmasi ve protokol stardizasyonu igin
farkl1 epitel dokularinda MN ile ilgili daha ¢ok arastirmaya gerek vardir (184).

Sadece Amerika’da serviks kanseri teshis ve tedavisi i¢in yilda 6 milyar dolar

harcanmaktadir. Gelismekte olan {ilkelerde testlerin maliyeti, kaynak yetersizligi ve
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deneyimli uzmanlarin olmamasi nedeniyle serviks kanseri yeterince arastirilmamaktadir.
Tahminlere gore yilda yaklasik 500.000 yeni vaka goriilmektedir (186).

HPV enfeksiyonlari, serviks hiicrelerinde sitogenetik kararsizligi uyardigindan MN
testi yoluyla tahmin edilebilir. Gergekten hastalarin eksfoliye serviks hiicrelerinde, saglikli
kadinlarla karsilastirildiginda yiiksek MN frekansi belirlenmistir. MN frekansi ile serviks
lezyonu derecesi arasindaki korelasyon ve MN frekansi ile artan serviks kanseri riski
arasindaki pozitif iliski gosterilmistir. 143 kadinda molekiiler sitogenetik teknigin (FISH)
uygulanmasi bu bulgulari desteklemistir (187).

2.3.5. MN ve Radyasyon

Iyonize radyasyon bir ¢ok neoplasianin tedavisinde énemli rol oynar fakat ayni
zamanda genetik hasara da yol agar. Sonug¢ olarak birincil tiimorlerin tedavisinden yillar
sonra sekonder tlimor olusturabilir. Bas ve boyun bdlgesinden radyoterapi uygulanan
hastalarin bukkal hiicrelerinde bir ¢ok arastirma yapilmistir. Sitogenetik hasardan en dikkati
¢eken artis (150-300/ 1000 hiicrede), 3400-4000 cGy doz uygulanan 3 hastada (eski bir
calisma) gorilmiustiir (188). Baska otorler hastalarda 2000 ¢cGy doz uygulandiktan sonra 68
MN/1000 hiicre , 3 hafta 1000 cGy doz uygulandiktan sonra 16 MN/1000 hiicre
belirlendigini rapor etmislerdir (189).

Moore vd. ¢aligmalar1 radyoterapinin baglamasindan kisa siire sonra MN frekansinin
16 kat arttig1, 12. haftada (tedavinin kesilmesinden 3 hafta sonra) normal seviyeye diistiigii
gozlenmistir (167). Bu arastirmanin ilging bir yonii sentromer-pozitif ve negatif MN
arasindaki ayrimi miimkiin kilan pansentromerik etiketlemenin kullanilmastydi. Son yillarda
yapilan arastirmalarda, radyoterapi goren bir grup bas ve boyun kanserli hastalarda hem
bukkal hiicrelerde ve hem de periferal lenfositlerde MN frekansinin arttig1 saptanmistir.

2.3.6. Calismada Kullamlacak Boyalarin Ozellikleri

2.3.6.1. PAP (Papanicolaou) Boyasinin Ozellikleri
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Pap smear testi ilk olarak 1928 yilinda George Papanicolaou tarafindan
tanimlanmistir. PAP boyama; multikromatik boyama teknigidir ve Harris Hematoksilen,
Orange G ve EA(eosin azure) boyalarindan olusur.

Hematoksilen; niikleous boyasit olup kromatin ile niikleer membranlar1 mavi- mora,
niikleolii kirmizi, pembe ya da oranj renge boyar.

Orange G; keratin varliginda sitoplazmay sar1 ya da portakal rengi boyar. Sitoplazmaya
kolay penetre olan bir boyadir.

AE(eosin azure); eosin Y, light green ve bismark browndan olusan polikrom bir karigimdir.
Icerigini olusturan boyalarin kombinasyonlarma gore AE-36, AE-50 ve AE -65 olarak ii¢
¢esidi vardir.

EA tiplerinden EA-36 ve EA-50 benzer formiilde olup, EA-65 e gore 2 kat daha fazla
“’light green’’ igerirler. Dolayisiyla kalin nonjinekolojik yaymalarda zemin boyanmasina
neden olabilirler. Bu tiir yaymalarda EA-65 tercih edilmelidir. Genel olarak nonjinekolojik
yaymalarda 1/1 oraninda karistirilmis EA-50 ve EA-65 en iyi sonucu vermektedir.
Jinekolojik yaymalarda ise EA-65 onerilmektedir. ( yaymalarin hiicresel ve kalin olmasi
dolayisiyla; ayrica endoservikal adenokarsinomlar ile endometrial adenokarsinomlarin farkli
sitoplazmik boyanma &zelliklerini vurgulamasi dolayzsi ile). Bununla birlikte tiim EA tipleri
her tiirlii yaymada kullanilabilmektedir.

e Eosin Y; asodifilik sitoplazmali hiicreler eosin igin afinite gostererek pembeden
sartya degisen tonlarda boyar.
e Light green; bazofilik bir boyadir. Bazofilik sitoplazmali hiicreler soluk mavi

(siyonofilik) ya da yesilimsi mavi boyanir.

e Bismark brown: Glikojen, keratohiyalin graniiller ve baz1 mantarlarda kahverengi

boyama gozlenir (190).

PAP boyas: jinekolojik smear basta olmak {izere BOS, balgam, bronsial
yikama/firgalama, plevra, periton ve perikard sivilari, idrar ve IIAS (ince igne aspirasyon
stvis1) gibi sitolojik materyallerden hazirlanan ve alkolle fiksasyonu yapilan yaymalarin

boyanmasinda kullanilir (191).

2.3.6.2. PAP Boyasinda Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar
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Hematoksilen boyasi iizerinde olusan artefakt, boyamaya baslamadan 6nce siizgeg
kagidi ile alinmalhidir. Bdylece boyama sirasinda preparatlarda istenmeyen herhangi bir
artigin kalmasi 6nlenmis olur. Hematoksilen boyasinda oksidasyona bagli ¢okelti olusabilir.

Bu durumda boya siiziildiikten sonra kullanilmalidir (192).

2.3.6.3. May-Griinwald - Giemsa Boyasimin Ozellikleri

May-Griinwald - Giemsa boyas1 genellikle havada kurutulan kan yaymalari, kemik
iligi yaymalar1 ve IIAS materyallerinin havada kurutulmus preparatlarmin boyanmasinda
kullanilir. Romanowski tipi boyalar (May-Griinwalds Gieamsa: MGG, Giemsa, Diff-Quik)
metilen mavisi ve eosin igerir. Hiicrelerin asidik bileseni (sitoplazma ve kromatin) boyanin
bazik olan metilen mavisi- azur igerigi ile baglanir ve giemsa boyasina 6zgii mavi renk
olusur (190).

Bu boyalarin en 6nemli avantaji uygulamalarindaki kolaylik ve hizdir. Ancak
hiicrelerin morfolojilerini iyi korumasi i¢in, yaymalarin hizli bir sekilde kurumalari
gereklidir. Kuruma islemi yavas olursa, artefaktlar artar. Bu nedenle elde sallama ya da sicak
iifleme gibi yontemler uygulanabilmektedir. Kuruma siiresi, materyalin ne kadar ince ve

diizgiin bir tabaka halinde yayildig ile yakindan iliskilidir.

3.GEREC VE YONTEM

3.1. MN icin Calisma Bolgesi ve Ornek Secimi

TUBITAK tarafindan desteklenen 111S177 nolu proje kapsaminda bor bdlgesinden
534 ve kontrol bolgesinden 512 olmak iizere 1046 goniillii kadin da serviks kanseri taramasi
yapilmigtir. Taramaya katilan 30-60 yas arasindaki goniillii kadinlarin arasindan hem bor
bolgesinde hem de kontrol bolgesinde rastgele secilen 30’ar kadindan 24 saat idrar
toplamalar1 istenmis ve kreatinin klerensi 6l¢iimleri yapilarak kadinlarin giinliik bor alimlari

bu proje kapsaminda saptanmustir (193).
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Tiibitak destekli proje kapsamindaki verilerde idrardaki bor ve giinliik alinan bor,
kontrol grubunda sirasi ile 0.98+ 0.42 mg/giin ve 1.15+,95 mg/giin olarak bildirilirken, bu
degerler bor grubunda, 3,02+1,45 mg/giin ve 5,274+2,01 mg/giin olarak bulunmustur . Proje
kapsamindaki tarama sonucunda bor bolgesinde 8 HPV pozitif, 19 ASCUS (Bethesda
sistemine gore histopatolojik bulgu) olmak iizere 27 siipheli olgu saptanmistir. Ayni sekilde
kontrol bolgesinde 7 HPV pozitif ve 17 ASCUS olmak iizere 24 siipheli olgu saptanmustir.
Ilgili projede o6rneklerden DNA eldesi GeneAll Ribospin Vrd Kit kullanilarak
gerceklestirildigi, ayrica amplifikasyon asamasinda Seeplex HPV4A ACE kiti kullanildig:
bildirilmektedir (193).

Bu veriler temelinde planladigimiz arastirmamizda calisma grubumuzu bor
bolgesinde saptanan 27, kontrol bolgesinde saptanan 24 kadina ait servikal smear
orneklerinden olusturulmustur. Kontrol grubunu herhangi bir histopatolojik olgusu olmayan
ve HPV negatif kadinlar arasindan rastgele segilen bor bolgesinden 10, bor dis1 bélgeden 10
olmak iizere 20 kadina ait servikal smear drnekleri ¢calismaya dahil edilmistir.

Bu ¢alismanm etik kurul izni Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig
Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu Bagkanligindan 18.12.2013 tarih 321 numarali karari ile

alinmustir.

3.2. Kullamilan Malzemeler

e May Griinwalds Soliisyonu, Merck HX135575
e Giemsa Soliisyonu, Merck HX947066

e Asetik Asid, 2.5L, Sigma lot: 81900

e Methanol, 2.5L, Sigma lot: 81560

e Agaroz, Lonza 50002

e TBE 10X ,Gibco 1489900

e Etidyum Bromiir, Sigma 068K8705

e Izolasyon Kiti, Gene-All Ribospin Vrd 302-150
o Amplifikasyon Kiti

e Ksilol, Iron Kimya 01FS/040714
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e Entellan, Merck HX126033

e Immersiyon yag1, Merck OB132624
e Etanol, Merck K41392783 037

e Lam, Citoglas 10128105P

e Lamel, [sotherm

e Pastor Pipeti

e Kurutma Kagidi

e Sale

e Mezir

3.3. Kullanilan Cihazlar

e Su Banyosu, Niive

e Isik Mikroskobu, Nikon YS2H

e Vortex, Dragon Lab MX-2

e Santrifiij, Hettich EBA 20

e Distile su cihazi, Elga DV25

e Hassas Terazi, Sartorius BA210S

e Amplifikasyon cihazi, Eppendorf AG 6325

e Mikropipet Pipet seti (20-200-1000 pl’lik) , Eppendorf
e Pipet Tabancasi,

e +4,-20 Buzdolabi, Arcelik

e Pens

3.4. Kullanilan Cozeltiler
3.4.1.Fiksatif Cozeltisinin Hazirlanisi

1 birim glasiyal asetik asit’in {izerine 3 birim metanol eklenerek iyice karistirildi.
Soliisyon her kullanim i¢in taze olarak hazirlandi. Kullanmadan o6nce buzdolabinda

bekletilerek +4°C’ye sogutuldu.
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3.4.2.Giemsa Boya Cozeltisinin Hazirlanisi

Bir birim hazir olarak gelen giemsa (Giemsa — Solution, Merck HX947066) boyas1

alinip iizerine 9 birim distile su ilave edilerek hazirlandi.

3.5. Servikal PAP Smear Testi

Sahada goniillillerden alinan servikal siiriintii 6rnekleri uygun Kkosullarda ve
etiketlenmis olarak patoloji laboratuarina ‘Thin-Prep’ soliisyonu igerisinde gonderildi.
Calismaya baslamadan once her 6rnek igin temiz 4 adet lizinli lam hazirlandi. Lamlarin
lizerine ait oldugu hastanin kodu yazildi. Servikal siiriintiilerin igerisinde bulundugu
materyalin tamami 15 ml’lik falcon tiibe bosaltilarak 14000 rpm’ de 15 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi1 mikropipet yardimiyla ¢ekilerek tekrar 6rnek
kutusuna geri konuldu. Dipte kalan hiicre pelletinin {izerine pellet hacminin 3 kati1 kadar
%095°1ik alkol eklendi. Mikropipet yardimiyla hizla pipetaj yapilarak pelletin alkol icerisinde
iyice homojenize olmasi saglandi boylece hiicrelerin fiksasyonu gergeklestirildi. Elde edilen
homojenizat daha onceden hazirlanmis lamlara mikropipet yardimiyla yavasca daireler
cizerek yayildi ve oda sicakliginda en az 24 saat havada kurumaya birakildi. Kuruma islemi
tamamlanan lamlarin 2 tanesine PAP boyamasi yapildi. Diger 2 adet lam May- Griinwalds
Giemsa boyamasi yapilmak {izere ayrildi.

PAP boyama protokolii agsagidaki gibidir;

%95’lik etil alkolde tespit edilmis yaymalar, azalan konsantrasyonlu alkollerden
gecirildi. Alkolle fikse edilmis hiicre 6ncelikle boyayla uyum saglamasi i¢in kademeli olarak
su seviyesine getirilmelidir.(rehidratasyon). Bu amagla sirasiyla, %85 lik alkol, %75 lik
alkol, %50 lik alkollerden gegcirildi. Yaymalar ¢esme suyunda 3-5 dakika yikandi. Harris
hematoksilende 45 saniye — 2 dakika bekletildi. Hematoksilen ¢ozeltisi hazirlamada ¢oziicii
madde olarak su kullanildi. Lamlar, cesme suyunda yikanarak fazla boya giderildi. Lamlar,
asit alkolde 10 saniye ¢alkalanarak hiicrelerin diferansiyasyonla almis oldugu fazla boya
uzaklastirildi. Lamlar, hizlica ¢esme suyuna sokularak diferansiyasyon durduruldu.
Yaymalar artan konsantrasyonlu alkollerden sirayla gecirildi: %50°’lik alkol, %75’lik alkol,
%85°1ik alkol, %95’lik etil alkol igine 10 -12 kez daldirilip ¢ikarildi. Bu basamakta
hiicrelerin almis oldugu hematoksilen tespit edilmis oldu. Lamlar iyice siiziilerek orange- G

boyasinda 3 dakika bekletildi. Lamlar siiziilerek boyadan ¢ikarildi. Ug ayr1 kaptaki %95’lik
50



etil alkol i¢inde 10 -12 kez daldirilip ¢ikarildi. Bdylece preparattaki fazla boya ¢ikarilarak
orange G tespit edildi. lyice siiziilen preparatlar EA-50 boyasinda 5 dakika bekletildi. Ug
ayr1 kaptaki %95°1lik etil alkol i¢inde 10 -12 kez daldirilip ¢ikarildi. Preparattaki fazla boya
cikarilarak EA-50 boyasi tespit edildi ve hiicreler dehidrate edildi. Lamlar ti¢ ayr1 ksilol
serilerinden gegirilerek hiicreler saydamlastirildi (193).

Prepatlarin 6rnek olmayan yiizii gazli bezle silindi ve yayma iizerine 1-2 damla
entellan damlatilarak hava kabarcigi olusturmadan 45°1ik ag1 ile birakilan lamelle kapatildi.
Ornekler mapeye dizilerek kurumaya birakildi. Boyama isleminden sonra mikroskobiye
hazir hale getirilen lamlar BETHESDA sistemine gore patoloji uzmani tarafindan

degerlendirildikten sonra ayn1 preparatlardan MN sayimi1 yapildi.

3.6. Servikal Siiriintii Orneklerinin May-Griinwalds - Giemsa Boyamasi

Yukarida anlatildign sekilde alkolle fiske edilerek lizinli lamlara yayilan
preparatlardan her hasta 6rnegi i¢in 2 lam ilk olarak (3:1) metanol-asetik asit soliisyonunda
20 dakika fiske edildi. Daha sonra hiicrelerin boyayi1 daha iyi alabilmeleri i¢in 60° C ye kadar
isitilmis su banyosunda 5 dakika inkiibasyona birakildi. Preparatlar, May —Griinwalds
boyasinda 15 dakika bekletildi. Cesme suyunda su berrak hale gelinceye kadar yikandi.
Boylece fazla boya artiklar1 ortamdan uzaklastirildi. Havada kurutuldu. Giemsa boyasinda
15 dakika bekletildi. Preparatlar yine ayni sekilde akan suda yikandi. Havada kurutuldu.
Lamlar, ksilol serilerinden gegirilerek hiicreler saydamlastirildi. Prepatlarin 6rnek olmayan
yiizli gazli bezle silindi ve yayma iizerine 1-2 damla entellan damlatilarak hava kabarcig:
olusturmadan 45°1ik ag1 ile birakilan lamelle kapatildi. Ornekler mapeye dizilerek kurumaya

birakildu.

3.7. MN Sayimi

MN sayimi i¢in Nikon YS2H marka 11k mikroskobu kullanildi. Sayimlar 100x
(immersiyon) objektifle yapildi. MN sayimi yapilirken hiicrelerin lam iizerine tek tek
diismiis olmasma dikkat edilmistir. Hiicrelerde dejenerasyon varsa bu hiicreler
sayllmamistir. Ayrica apoptotik hiicreler ve sitoplazmik fragmentlerde dikkate alinmamagtir.

MN sayiminda;
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a. Is181 gegirmeyen

b. Sekli yuvarlaktan ovale kadar olan,

c. Diiz ylizeyli bir membrana sahip olan,

d. Capz, hiicre niikleusunun ¢apinin 1/3 ile 1/16’s1 arasinda olan,
e. Hiicre niikleusu ile baglantis1 olmayan

f.Sekil, renk ve tekstiir bakimindan hiicre niikleusuna benzeyen MN’lar degerlendirilmistir.

4. BULGULAR

4.1 Calismaya Alinan Olgularin Demografik Bilgileri

Calismamiza katilan bor bolgesindeki kadinlarin yas ortalamasi 45,11+£7,96 iken,
kontrol bolgesinde 46,88+7,68 olarak hesaplandi ve yas ortalamasinin benzer oldugu
saptandi. Bor bolgesinde, bora maruziyet stiresi 41,81£10,73 iken kontrol bolgesinde ise
ayn1 bdlgede yasama siireleri 41,21+11,79° dur. Viicut Kitle Indeksleri (VKI) ve evlenme
yaglar1 sirasi ile bor bolgesinde 29,97+5,62 ve 19,27+2,68 olarak hesaplandi, kontrol
bolgesinde ise sirasi ile 29,63+4,42 ve 19,44+3,85°dir. Gontiliilerin hig biri sigara ve alkol

kullanmamakta olup herhangi bir vitamin ve antioksidan kullanmamaktadir.

4.2. Olgularda PAP ve MGG Boyama Yontemine Gore Saptanan Ortalama MN

Sayilan
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Calisma gruplarindan alinan smear 6rnekleri PAP ve MGG boyama metotlarina gore
boyanarak 1000 hiicrede MN sayimi1 yapildi. Calismamizdan elde ettigimiz PAP ve MGG
boyanmis bir kisim servikal eksfoliye hiicrelerinden goriintimleri sekil 15 ve 16 de yer
alirken MN 1i hicreler ise sekil 17 ve 18’de goriilebilmektedir. Cizelge 6 ve 7 de
goriilebilecegi tizere bor ve kontrol bolgesindeki (bor disi1 bolge) olgulardan saptanan

ortalama mikroniikleus sayilar1 kendi i¢ kontrolleri ile birlikte goriilebilir.

Sekil 15. Servikal smear drneklerinin PAP boyali preparatlarinda eksfoliye hiicrelere ait
genel goriintii (x40)

Sekil 16. Servikal smear 6rneklerinin MGG boyal1 preparatlarinda eksfoliye hiicrelere ait
genel goriintii (x40)



Sekil 17. PAP yontemi ile boyanmig preparatlarda MN saptanan eksfoliye hiicre goriintiisii
A: Sayim kriterlerine uyan MN saptanan eksfoliye hiicre (x100), B: Sayim kriterlerine
uymayan MN saptanan eksfoliye hiicre (x100)




Sekil 18. MGG yontemi ile boyanmis preparatlarda MN saptanan eksfoliye hiicre
goriintlisii A ve B: 1 adet Mikroniikleus saptanmig eksfoliye hiicreler X100,

Cizelge 6. Bor bolgesinde HPV (+), ASCUS ve Kontrol grubuna ait toplam MN sayim

sonuglari
PAP boyama MGG boyama
Gruplar Denek sayis1 ortalama MN sayis1  ortalama MN sayisi
/1000 hiicre /1000 hiicre
HPV (+) 8 5.75+3.19 5.37+2.26
ASCUS 19 0.95+0.97 2.11+1.88
KONTROL 10 0.50+0.70 0.50+0.70

Cizelge 7. Kontrol bolgesinde HPV (+), ASCUS ve Kontrol grubuna ait toplam MN sayim

sonugclari
PAP boyama MGG boyama
Gruplar Denek sayisi ortalama MN sayis1  ortalama MN sayisi /
/1000 hiicre 1000 hiicre
HPV (+) 7 5.86+2.54 4.86+1.95
ASCUS 17 2.18+2.46 2.53+2.76
KONTROL 10 0.90+0.99 0.60+0.70

55



4.3. Bor ve Kontrol Bolgesinde Saptanan HPV (+) ve ASCUS’ lu Olgularda MN
Sayilan

Cizelge 8’de goriilecegi gibi HPV (+) ve ASCUS‘lu kadinlarin 6rneklerinde saptanan
MN sayis1 bor bolgesi ile bor dis1 bdlge sonuglarinin karsilastirilmasi sonucunda biitiin

gruplarda fark anlamli bulunmamaistir (P>0.05).

Cizelge 8. Bor ve Kontrol bolgesinde saptanan HPV (+) ve ASCUS’ lu olgularda MN

sayilarinin karsilagtirmast™

Bulgusu Boyama  Bor bolgesi  Karsilastirilan Bor dis1 bolge p Istatistksel
olan metodu  ortalama MN gruplar ortalama MN degeri  sonug
hastalar sayisi saysl1

HPV (+) PAP 5.75+3.19 BB/BD 5.86+2.54 0.769 Fark yok
HPV(+) MGG 5.374+2.26 BB/BD 4.86+1.95 0.639 Fark yok
ASCUS PAP 0.95+0.97 BB/BD 2.18+2.46 0.289 Fark yok
ASCUS MGG 2.11+1.88 BB /BD 2.53+2.76 0.923 Fark yok

*Mann-Whitney U testi

Cizelge 9. Kontrol gruplarinda saptanan MN sayilarma gore Bor ve Bor dis1 bdlgenin

karsilastirilmasi*
Grup Boyama  Bor bdlgesi Karsilastirila Bor dis1 bolge p Istatistiki
metodu  ortalama MN n gruplar ortalama MN degeri  sonug
sayisi saysli
Kontrol PAP 0.50+0.70 BB /BD 0.90+0.99 0.341 Fark yok
Kontrol MGG 0.50+0.70 BB/BD 0.60+0.70 0.702 Fark yok

* Mann-Whitney U
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4.4. Bolgelerin Kendi Icinde PAP ve MGG Boyanma Yéntemine Gore Olgularin
Karsilastirmasi

Cizelge 10’den de anlasilacagi gibi hem bor bolgesinde hem de bor dis1 bolgedeki
HPV (+) kadinlarin PAP ve MGG boyamalarinin, kontrol grubu ile karsilastirilmasinda MN
sayist bakimindan fark, anlamli bulunmustur (P<0.05). ASCUS’lu olgular yoniinden PAP
ve MGG boyamalarinin MN sayist bakimindan kendi i¢ kontrol grubu ile
karsilagtirilmasinda yalnizca MGG boyamada anlamli fark elde edilirken 8p<0.05), PAP
boyamada ise istatistik yonden fark bulunmamistir (p>0.05). Bor dis1 bolgede ise kendi i¢
kontrolii ile ASCUS’lu olgularda hem PAP hemde MGG boyamada istatistik yonden fark
bulunamamistir (P>0.05).
Cizelge 10. Bor ve bor dist bolgedeki HPV (+) ve ASCUS’ lu olgularda MN sayisinin i¢

kontrol gruplar ile karsilastirilmast™®

Bolgeler Boyama HPV(+) Karsilastirilan Kontrol p Sonug
metodu ortalama gruplar grubu degeri
MN ortalama
sayisl MN sayisi
Bor bolgesi PAP 5.75€3.19 HPV(+) / Kontrol 0.50+0.70  0.000 Fark var
Bor bolgesi MGG 5.37£2.26 HPV (+)/ Kontrol 0.50+0.70  0.000 Fark var
Bor dis1 bolge  PAP 5.86+£2.54 HPV(+)/ Kontrol 0.90+0.99 0.001 Fark var
Bor dis1 bolge MGG 4.86+1.95 HPV(+)/ Kontrol 0.60+0.70  0.000 Fark var
Bor bolgesi PAP 0.95+0.97 ASCUS / Kontrol 0.50+0.70  0.235 Fark yok
Bor bolgesi MGG 2.11+1.88 ASCUS / Kontrol 0.50+0.70  0.012 Fark var
Bor dis1 bolge  PAP 2.18+£2.46 ASCUS / Kontrol 0.90+£0.99 0.359 Fark yok
Bor dis1 bolge MGG 2.53+£2.76  ASCUS / Kontrol 0.60+0.70  0.051 Fark yok

* Mann-Whitney U

45. Bor Faktorii Dikkate Almmaksizin Olgu Gruplarinin  Kendi Icinde
Karsilastirilmasi

Cizelge 11°de de goriildiigii gibi, bolge farki gdzetmeksizin HPV/Kontrol ve HPV/
ASCUS olgu gruplarinda PAP ve MGG boyanmis preparatlarin, MN sayist bakimindan
karsilastirilma sonuglari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). Buna karsin
yalnizca ASCUS/Kontrol olgu grubunun karsilastirilmasinda MGG boyama da fark anlamh
iken (P<0.05), PAP boyama da anlamli fark bulunmamstir (P>0.05).
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Cizelge 11. Tiim bolgede olgu gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilmasi™*

Boyama  Ortalama MN  Karsilastirilan Ortalama MN  p degeri Sonu
metodu sayi1s1 gruplar sayi1sl ¢
Tiim Bolge PAP 5.80+2.81 HPV /Kontrol 0.70+ 0.86 0.000 Fark var
Tiim Bolge MGG 5.13+2.07 HPV / Kontrol 0.55+0.69 0.000 Fark var
Tiim Bolge PAP 5.80+ 2.81 HPV /ASCUS 0.70+ 0.86 0.000 Fark var
Tiim Bolge MGG 5.13+2.07 HPV / ASCUS 0.55+0.69 0.000 Fark var
Tim Bolge PAP 1.53+1.90 ASCUS /Kontrol 0.70+ 0.86 0.177 Fark yok
Tiim Bolge MGG 2.31+£2.32 ASCUS/ Kontrol 0.55+0.69 0.001 Fark var
* Mann-Whitney U
4.6. MN Indiiksiyonun Saptanmasinda PAP ve MGG Boyama Yoéntemlerinin
karsilastirilmasi
Cizelge 12’den de anlasilacagi gibi, bolge farki olmaksizin toplam HPV pozitif ve
ASCUS’lu olgularin  PAP ve MGG boyamalarimin MN indiiksiyonu bakimindan
karsilastirmasi1 sonucunda p degeri sirast ile 0,584 ve 0,103 oldugundan aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir. Benzer sekilde hem bor bélgesinde ve hem
de bor dis1 bolgelerin kendi iglerinde HPV pozitif olgularin smear 6rneklerinin PAP ile MGG
boyanmalart MN sayis1 bakimindan karsilagtirildiginda, p degeri sirasi ile 0.790 ve 0.350
oldugundan istatistik yonden anlamli fark bulunmamistir. Ancak bor bolgesinin kendi
ASCUS’lu olgularin smear 6rneklerinin PAP ve MGG boyamalarinin MN sayis1 bakimindan
karsilastirilmasinda, p degeri 0.045 oldugundan fark anlamli iken, bor dis1 bolgenin kendi
icinde p=0.697 olarak saptanmis olup anlamli bulunmamuistir.
Cizelge 12. MN Indiiksiyonun Saptanmasinda PAP ve MGG boyali 6rneklerde MN
sayisinin karsilastirilmasi*
Bolge Hasta Ortalama MN  Boyanma Ortalama MN  p Istatist
Grubu sayisl Karsilastirmasi sayis1 degeri iksel
Sonug¢
Tiim bolge HPV (+) 5.80+2.81 PAP/MGG 5.13£2.07 0,584 Fark yok
Tiim bolge ASCUS 1.53+1.90 PAP/ MGG 2.31+2.32 0.103 Fark yok
Bor bolgesi ~ HPV(+)  5.75£3.19  PAP/ MGG 537£226 0,790  Fark yok
Bor dis1 bolge HPV(+) 5.86+2.54 PAP/ MGG 4.86%+1.95 0.350 Fark yok
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Bor bolgesi ASCUS 0.95+0.97 PAP/MGG 2.11£1.88 0.045 Fark var
Bor dis1 bolge ASCUS 2.18+£2.46 PAP/MGG 2.53+£2.76 0.697 Fark yok

*Mann-Whitney U testi

4.7. Bor ve Bor Dis1 Bolgelerde HPV pozitif ve ASCUS lu Olgular Temelinde MN
Indiiksiyonun iki Boyanma Yontemiyle Karsilastirilmasi Sonuclari

Cizelge 13°de goriildiigi gibi PAP ve MGG boyanan 6rneklerdeki MN sayisinin
anlamlilik diizeyini belirlemek i¢in yapilan c¢apraz karsilastirmalar da istatistiksel olarak

anlamli fark bulunamamistir (P>0.05).

Cizelge 13. Boyama yontemlerinin bolgeler arasi ¢apraz karsilastirilmasi.

Bolge Hasta Ortalama MN  PAP-MGG Ortalama MN p Sonug
Grubu sayi1s1 Karsilastirma sayist degeri
|
BB/  HPV (8 kisi) 5.75+3.19 BB-PAP/ 4.86+1.95 0.555  Fark yok
BD HPV (7 kisi) BD-MGG
BD/  HPV (7 kisi) 5.86+2.54 BD-PAP/ 5.37+£2.26 0.907  Fark yok
BB HPV (8 kisi) BB-MGG
BB/  ASCUS (19 kisi) 0.95+0.97 BB-PAP/ 2.534+2.76 0.082  Fark yok
BD ASCUS (17 kisi) BD-MGG
BD/ ASCUS (17 kisi) 2.18+2.46 BD-PAP/ 2.11+1.88 0.734  Fark yok
BB ASCUS (19 kisi) BB MGG

5. TARTISMA VE SONUC

HPV pozitif, ASCUS ‘lu ve herhangi bir bulgusu olmayan olgularin servikal
eksfoliya hiicrelerinde MN indiiksiyonunun, PAP ve MGG boyanma yontemleriyle ile hem
bor (BB/BD) yapilan karsilastirma sonucunda 2 bolge arasinda fark bulunmamistir. Bu
durum, alinan bor miktarinin (bor bdlgesinde 5,27 mg/giin kontrol bélgesinde 1,15 mg/giin)
bolgeler arasinda MN sayist bakimindan etkin olmadigimi gostermektedir. (Cizelge 9)
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Korkmaz vd. tarafindan 2006’da yayinlanan bir ¢alismada da bor bélgesi ve kontrol bolgesi
MN sayist bakimindan karsilagtirildiginda bor bdlgesinde saptanan giinliik bor alimi 8,41
mg/giin olmasina ragmen fark olmadigi saptanmistir. Bu sonu¢ bizim verilerimizle de
desteklenmektedir (62). Diger tarafatan Ugkun tarafindan yapilan bir ¢alismada bor minerali
acisindan zengin bolgede yasayan bireylerden kan alinarak lenfositlerde meydana gelen MN
sayisinda ki degisim miktarlar tespit edilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bora
maruz kalan bireylerde tespit edilen MN miktarlarinin daha diistik oldugu goriilmiis ve borun
herhangi bir genotoksik etkisine rastlanamadig: gibi genetik hasara karsi koruyucu bir etkisi
olabilecegini 6ne stiriilmistiir (194).

Servikal kanseri Onlemenin baglica yolu diizenli servikal kanser taramasinin
yapilmasidir. Boylece genellikle asemptomatik olan servikal prekanserdz lezyonlarin
sitolojik tarama testi olan PAP testi ile erken tanisi ve anormal servikal sitoloji bulgulari olan
kadinlarda kolposkopi ve biyopsi sonucuna gore bulunan lezyonlarin tedavisi ile servikal
kanser biiyiik oranda (>%90) onlenebilir bir hastaliktir. Gelismis tilkelerde PAP testinin
yaklasik 50 yildir kullanilmasi ile servikal kanser %70 oraninda azalmistir. Ancak bu sonug
beklenenin altindadir. Taniy1 giiclendirecek ek testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Calismamizda
kullandigimiz MN testi de hiicredeki genomik kararsizligi saptamay1 saglayan bir testtir. MN
sayisindaki artis, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Yapilan birgok
calismada kansere dogru ilerleme sirasinda hiicredeki genomik kararsizligin arttig1 yoniinde
bulgular elde edilmistir (184).

Servikal kanser icin prekanserdoz lezyon asamasinda hiicrede olusan genomik
karasizlik diizeyi belirlenebilirse lezyonun kansere gidip gitmeyecegi ya da ne kadar siirede
kanserlesebilecegi hakkinda bilgi sahibi olmak prognozun takibinde hayati 6neme sahiptir.
Bizim calismamizda da PAP boyama sonuglar1 MN indiiksiyonu acisindan MGG boyama
sonuclar1 ile karsilagtirilmasi sonucunda eksfoliye serviks hiicrelerinde MN sayisini
belirlenmesi yoniinden aralarinda fark olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 12).

Bir¢ok arastirmaci saglikli bireylerle karsilastirildiginda, kanserli hastalar arasinda
MN’lu hiicrelerin frekansinin yiiksek oldugunu goézlemlemislerdir. Murgia vd. (2007)
kontrollerle karsilastirildiginda kanser hastalarinda MN frekansinin yiiksek oldugunu
gostermislerdir (kontrolde 1,5+1,7 MN/1000 BN hiicre, kanser hastalarinda 4,7+3,4 MN/BN
hiicre). Tiim kanserlerde MN sayis1 kontrollere gore 2,5 ve ya 3,5 kat artmaktadir (195).
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Serviks kanserine yol acan ana etken Human Papillomaviriis (HPV)’diir. Serviks kanserli
olgularin hemen hemen %100’tinde HPV DNA’s1 saptanmistir (196). Campos vd. (2008)
101 servikal kanser hastasi ile yaptiklari calismada HPV enfeksiyonu olan kadinlarin, HPV
negatif olanlara gore MN frekansinda 6nemli derecede artis oldugunu belirlemislerdir (186).
Arastirmamizda hem bor bolgesinde hem de bor dis1 bolgedeki HPV pozitif kadinlarin PAP
ve MGG boyamalarinin, kontrol grubu ile karsilastirilmasinda MN sayis1 bakimindan fark
anlamli bulunmustur. Bu sonug ile HPV genomunun kisinin eksfoliye serviks hiicrelerinde
genomik karasizliga sebep oldugu, genetik hasarlarin duyarli ve giivenilir gostergesi olarak
kabul edilen mikroniikleus testi ile birkez daha ortaya koymustur. Viral genomun epitel
hiicre genomuna integrasyonu klastojenik bir olaydir ve kromozom kararsizliginin bir
gostergesi olarak kabul edilen MN’lu hiicre sayisindaki artisa sebep olur. Bu kromozom
kararsizlig1 yapisal kromozom aberasyonlu hiicrelere gotiiriir. Ozellikle kromozom 1, 3, 5,
11 ve 17 de serviks kanserinin gelisimine eslik eder (197). Ulkemizde servikal kanser ve
prekanserdz lezyonlarda HPV genotiplerinin prevalansi ile 1ilgili epidemiyolojik veriler
siirhdir.

Samanta vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada 224 kadin1 6 gruba ayirmiglardir: Normal
(40), inflamasyonlu (40), ASCUS (30), LGSIL (38), HGSIL (30), IC (46). Bu gruplardan
alinan smear Ornekleri rutin PAP boyamasi yapilmistir. Arastirmacilar diger tiim gruplar ile
karsilastinlldiginda HSIL ve IC da MN sayisinda 6nemli derecede fark oldugunu
belirlemiglerdir. Keza LSIL ve ASCUS’da da normal ve inflamasyonlu kisilerle
karsilastirildiginda 6nemli fark oldugunu saptamiglardir. Ayni g¢alismada normalden
inflamasyonlu ASCUS, LSIL ve HSIL’e dogru MN sayisinin kademeli olarak arttigini
gostermiglerdir. Aymi grup igerisinde bireyler arasindaki MN skorundaki biiyiik farklilik
genotoksik ajanlar gibi ¢evresel faktorlere maruz kalma, yasam sekli faktorleri,
mikrobesleyici eksikligi, genetik altyapr gibi faktorlere baglanabilecegini belirtmislerdir
(198).

Bizim ¢alismamizda LGSIL, HGSIL ve IC vakasi olmadigindan dolayr sadece
degerlendirmemiz HPV pozitif, ASCUS’lu ve kontrol grubundaki kadinlardan alinan
servikal stirlintli 6rneklerinin PAP ve MGG boyal1 preparatlarinda saptanan MN sayisinin
hem bolge bazinda hemde tiim bdlgede kendi aralarinda karsilastirmas: yapilmistir. Bor
bolgesinde ASCUS’lu kadinlarin PAP ve MGG boyamalarinin MN sayist bakimindan
kontrol grubu ile karsilastirilmasinda MGG boyamada anlamli fark elde edilirken PAP
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boyamada istatistik yonden fark bulunmamistir. Bor bolgesinde ASCUS lu olgularin daha
once HPV enfeksiyonu gecirdigi yada esik degerde HPV enfekte bireylerden olustugunu
disiindiirmistiir. Bu yonden MN testi kanseri yakalamda daha hassas bir iglev gordiigi
sOylenebilir. Bor dis1 bolgede ise hem PAP hemde MGG boyamada istatistik yonden fark
bulunamamustir (Cizelge 10).

Bolge farki gozetmeksizin HPV/Kontrol ve HPV/ ASCUS gruplardaki PAP ve MGG
boyal1 6rneklerinin MN sayis1 bakimindan karsilagtirilma sonuglar istatistik yonden anlamlt
bulunmustur (Cizelge 11). Elde ettigimiz bu sonuglarla; HPV pozitif kadinlarda ASCUS ve
kontrol grubuna oranla genomik kararsizligin daha fazla oldugunu bir kez daha gostermis
olduk. Ancak ASCUS/Kontrol karsilastirilmasinda MGG boyamada fark anlamli iken, PAP
boyamada anlamli bulunmamistir. Bu durumda HPV negatif tanis1 aldigi halde, servikal
kanserde Bethesda siniflandirmasina gore bir kategori olan ASCUS tanist alan kadinlarda
PAP boyamaya ilaveten MGG boyamanin yapilmasinin genomik karasizlig1 daha hassas bir
sekilde saptamak ic¢in kullanilmasi1 gerektigini Onerebiliriz. Ciinkii ASCUS tanis1 direkt
olarak genomik karasizlik i¢in bir gosterge olmayabilir. Bu ¢alismanin ASCUS boyutunda
MGG boyanan servikal siiriintii  6rneklerinde MN sayiminin, PAP boyamaya gore daha
degerli sonuglar verebilecegini ongorebiliriz. Samanta vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismanin
sonucunda servikal epitelial hiicrelerde MN sayiminin kanser taramasinda biyomarkir olarak
kullanilabilir oldugunu ¢iinkii bu yontemin kolay, basit, giivenilir, tekrarlanabilir ve objektif
bir test oldugunu belirtmislerdir. Ayrica MN aranmasinin kolay ve diisiik maliyetli olmasi
da kanser erken tanisinda biyomarkir olarak kullanilabilir olmasini saglamaktadir (198).
Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz veriler de bu gortisii desteklemektedir

Arastirmamizda bolge farki olmaksizin toplam olgularin HPV pozitif ve ASCUS’lu
smear orneklerinin PAP ve MGG boyamalarmin MN sayist bakimindan iki boyama yontemi
arasinda anlaml fark bulunmamustir (Cizelge 12). Elde ettigimiz sonuglar genetik hasarlarin
duyarl ve giivenilir gostergesi olan MN testi icin MGG boyamanin PAP boyamadan farkli
sonuclar vermedigini géstermistir. Bu durumda rutinde histopatolojik bulgu saptanmasinda
kullanilan PAP boyanan preparatlarda genomik kararsizligi saptamak i¢in MN sayimi
yapilmasinda herhangi bir sakinca goriilmemektedir. Farkli bir boya kullaniimasi
durumunda gerekli olacak ek preparat hazirlama, boyama masraflar1 ve zaman kaybinin

onilinii gecilmis olunacaktir. Ancak yukarda vurguladigimiz tizere ASCUS lu olgularda
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diisiik genomik kararsizlikta MGG boyama yoneteminin daha duyarli olabilecegi g6z dniine
alimmalidir.

Bunlara ek olarak Cizelge 12 ‘de goriilecegi tizere her iki bolgede de saptanan HPV
pozitif kadinlarin bélge i¢inde PAP ve MGG boyama yontemi temelinde karsilastirilmasi
durumunda smear 6rneklerinde MN sayis1 bakimindan iki yontem arasinda fark olmadigi
saptanmistir. Ayn1 degerlendirme ile ASCUS’lu kadinlarda PAP ve MGG boyamalart MN
sayis1 bakimindan karsilastirilmasi sonucunda bor dig1 bolge iginde anlamli fark (p=0,045)
saptanirken bor bolgesi ig¢inde fark olmadigi saptanmistir. Ancak p degerinden de
anlagilacagi gibi p=0,05 e ¢ok yakin oldugundan ihmal edilebilir. Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak Palaskar ve Jindal (2010) yaptiklar1 ¢calismada bukkal eksfoliye hiicrelerinde
MN sayist bakimindan PAP ve MGG boyama yontemlerini karsilastirdiklarinda PAP
boyanan preparatlarda MN sayisinin 6nemli derece de yiiksek oldugunu saptamislardir
(199).

Sonug olarak tiim bu bulgular dikkate alindiginda servikal siiriintii 6rneklerinde
genomik kararsizlig1 saptamakta kullanilan MN sayimi i¢in her iki boyama ydntemininde
kullanilabilecegini sOyleyebiliriz. Bor bolgesinde yasayan ve giinde 5,27+2,01 mg/giin bor
alan bireylerin servikal eksfoliye hiicrelerinde MN indiiksiyonunu iizerine herhangi bir

etkisinin olmadig1 diistintilmiistiir.
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