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OZET

Human papillomavirtisler (HPV), Papillomaviriisler ailesinden zarfsiz, ¢ift sarmallit DNA
virlisleridir. 100°den fazla farkli tipte smiflandirilirlar. Anogenital HPV enfeksiyonlari
(Kondilomata akiiminata; KA) son yillarda giderek artan bir sekilde 6nemli infeksiy6z ajanlar
olarak tanmmmaktadirlar. Kondilomata akiiminatali hastalarda, yardimci T hiicresi 1 (Thl) ve
Th2 sitokinleri arasindaki dengenin antiviral immiiniteyi diizenledigi diisiiniilmektedir. Sitokin
iiretim kapasitesi ¢esitli sitokin gen polimorfizmleri ile iliskili oldugu i¢in sitokinleri kodlayan
sitokin genleri konagin HPV enfeksiyonuna yatkinliginda 6nemli rol oynayabilir. Mannoz
baglayic1 lektin (MBL) fagositozu ve kompleman aktivasyonunu diizenleyen bir serum
lektinidir ve dogal immiinitenin bir iiyesidir. MBL gen polimorfizmleri de MBL {iretim
miktari ile iligkilidir. Mannoz baglayict gen polimorfizmlerinin birgok enfeksiyon hastalig1 ile
iliskisi ortaya konmustur.

Bu calismada sitokin ve MBL gen polimorfizmi ile anogenital HPV enfeksiyonlari
arasindaki iligki incelenmistir.

Bu amagla ¢alismaya KA tanist almis 40 hasta ve 40 saglikli goniillii alindi. Bu hastalarin
tamami en az bir tedaviye (elektrokoterizasyon, kriyoterapi, topikal imikimod, kimyasal
ablatif yontemler vb.) cevap vermeyen ve rekiirren lezyonlara sahip olan hastalardi. Sitokin
gen polimorfizmleri (Th1 sitokinleri; tiimor nekrozis faktor alfa (TNF-a) ve interferon gama
(IFN-y), Th2 sitokin; interlokin 6(IL-6), T diizenleyici/baskilayic1 sitokinler IL-10 ve
transforming growth factor beta-TGF-f) sekans spesifik primerler kullanarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu- Sekans Spesifik Primer (PCR-SSP) yontemi ile, MBL gen polimorfizmi ise PCR-
Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) yontemi ile calisildi. Aglomeratif
hiyerarjik kiimeleme analizi yardimiyla olgular1 iki major kiimeye ayrildi ve IL-6 ve MBL
genotip dagilimlarinda anlamli farkliliklar bulundu. IL-6(-174); G/G goriilme oran1 hastalarin
fazla oldugu kiimede (kiime 1) anlamli olarak daha fazla iken (p<0.001), G/C goriilme orani
sagliklilarin fazla oldugu kiimede (kiime 2) anlamli olarak daha fazlayd: (p=0.046). MBL
(kodon 54); AA goriilme orani kiime 1’de anlamli olarak daha fazla iken (p<0.001), AB
goriilme orani kiime 2’de anlamli olarak daha fazlaydi (p<0.001).

Bu calismadaki sonuglar, IL-6 G/G ve MBL AA gen polimorfizmlerinin anogenital HPV
enfeksiyonlarinin gelisimi ve rekiirrensi i¢in bir risk faktori, IL-6 G/C ve MBL AB

polimorfizminin ise koruyucu bir faktor olabilecegini gostermektedir. Tiirkiye’de anogenital



HPV enfeksiyonlarinin insidans1 gittikce artmaktadir. Bu nedenle anogenital HPV
enfeksiyonlarinin patogenezinde gen polimorfizmlerinin rolii i¢in genis serili ¢aligmalara

ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: HPV, sitokin gen polimorfizmi, mannoz baglayict lektin gen
polimorfizmi
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SUMMARY

Determination of Cytokine and Mannose Binding Lectin (MBL) Gene Polymorphisms in
Anogenital Human Papillomavirus(HPV) Infections

Human papillomaviruses (HPV) are naked double stranded DNA viruses belonging to the
family of Papillomaviruses. They are classified into more than 100 types. Anogenital HPV
infections (Condyloma acuminatum,CA) are being increasingly recognized as important
infectious agents. The balance between type Thl and Th2 cytokines in patients with CA is
thought to modulate antiviral immunity. Several genes encoding different cytokines may play
crucial roles in host susceptibility to HPV infections, since cytokine production capacity varies
among individuals and depends on cytokine gene polymorphisms. Mannose—binding lectin
(MBL) is a serum lectin that mediates complement activation and it is a member of innate
immune system. MBL genes are also related to the amount of the MBL produced. MBL gene
polymorphisms are considered to be associated with several infectious diseases.

In this study, we investigated the association between cytokines and MBL gene
polymorphisms with anogenital HPV infections.

Fourty patients with CA and 40 healthy controls were enrolled in this study. These
patients had no responded to at least a therapy modality (electrosurgery, cryotherapy, topical
imiquimod, chemical ablation methods, etc.) and all patients had recurrent lesions.
Polymorphism of cytokine (Thl cytokines; TNF-a and IFN-y, Th2 cytokine; IL-6, T
regulatory/supressor cytokines; IL-10 and TGF-B) genes studies were performed using
sequence-specific primers Polymerase chain reaction (PCR-SSP) method and MBL
genotyping were studied by PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
method. With the aid of agglomerative hierarchical cluster analysis, we categorized subjects
into 2 major cluster, which were found to have significantly different distributions of IL-6 and
MBL genotypes. Frequencies of IL-6 (-174) G/G (p<0.001) and MBL (codon 54) AA
(p<0.001) polymorphisms were significantly greater in the cluster 1 (cluster formed by the
majority of patients with CA). In contrast, significantly lower frequencies of the IL-6 G/C
(p=0.046) genotype and MBL (codon 54) AB (p<0.001) genotype were observed in cluster 1
compared with cluster 2 (cluster formed by the majority of healthy controls).

These results suggest that the IL-6 G/G and MBL AA gene polymorphisms are potential
risk factors, and that the IL-6 G/C and MBL AB polymorphisms are a protective factor, for

vii



occurrence and recurrence of anogenital HPV infections in this study group. The incidence of
anogenital HPV infections in Turkey is growing day by day and larger studies are therefore
necessary to investigate the role the gene polymorphisms involved in the pathogenesis of

anogenital HPV infections.

Key words: HPV, cytokine gene polymorphisms, mannose binding lectin gene
polymorphisms
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1. GIRIS

Human papillomaviriis (Insan papilloma viriisler;HPV) deri ve mukoza skuaméz
epitellerini enfekte eden (epitelyotropik 6zellik) 100°den fazla genotipe sahip DNA tiimor
virilislerinin genis bir grubudur. Mukokutan6z alanlarin HPV tiplerinin farkli bir alt grubu
tarafindan enfekte edilmesi ile benign, premalign ve malign HPV enfeksiyonlar1 ortaya
cikar. Son yillarda giderek artan bir sekilde Onemli enfeksiydz ajanlar olarak
taninmaktadir. HPV’lere bagli anogenital enfeksiyon olduk¢a yaygin olup, en belirgin
bulgusu anogenital sigillerdir (Kondilomata akiiminata-KA olarak da bilinir) ve toplumun
%1’in1 etkilemektedir. Genital sigiller erkeklerde genellikle penis iizerinde ve aniis
cevresinde bulunur. Kadinlarda sik goriilen alanlar arasinda vulva, vajina girisi, perianal
bolge ve serviks gelir. Tiim anogenital HPV enfeksiyonlarinin %90’indan fazlasi1 diisiik
riskli tiplerden kabul edilen HPV-6 ve HPV-11"den kaynaklanir. Yiiksek riskli HPV tipleri
, O0zellikle HPV-16 ve HPV-18 ile olusan inatg1 enfeksiyon servikal kanserlerin ,vajinal,
vulvar, penil, anal ve orofaringeal neoplazilerin bir alt grubunun en 6nemli sebebidir.
Servikal kanserlerin %99’unda ve diger anogenital kanserlerin yaklasik %50’sinde
onkojenik HPV infeksiyonlar1 rol oynar. Servikal karsinom diinyada kadinlarda ikinci
siklikta goriilen kanser tipidir. Anogenital HPV lezyonlar1 spontan olarak gerileyebilir
veya karsinoma ilerleyebilir. Hiicresel immiin yetmezligi olan hastalar inat¢t HPV
enfeksiyonu ve ilerleyici hastalik i¢in yiiksek risk tasirlar. Etkin bir antiviral tedavisi
yoktur ve tedavilerin ¢ogu goriinen lezyonlarin ortadan kaldirilmasini veya hiicresel
immiin cevabin indiiksiyonunu hedefler (1-4).

Bir¢ok temel mikrobiyal hastalikta enfeksiyona duyarlilik predominant olarak Th2
sitokinleri ile, patojene karsi diren¢ ya da eliminasyon Thl sitokin profili ile
iligkilendirilmektedir(5,6). Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda temel viral
enfeksiyonlarda interlokin-2 (IL-2) ve interferon gama (IFN-y) ile IL-4 ve IL-10
sitokinlerinin ayn1 zamanda eksprese edilerek miks tip immiin yanita neden olabilecegi
gosterilmigtir. Th1l ve Th2 hiicre subsetleri arasindaki bu dengenin antiviral immiin yaniti
diizenledigi diistiniilmektedir (7-9). Bununla birlikte in vivo olarak viral papillomlar ve
KA’ ’nin regresyon ya da persistansinda sitokin gen ekspresyonlar1 ile immiinolojik olaylar
arasindaki iligki yeterince agiklanamamistir. Kompleman aktivasyonunda klasik ve
alternatif yollarin yan sira, diger bir yol olan lektin yolu dogal immiin yanitin 6nemli
bilesenlerindendir. Karacigerden sentezlenen C-tipi (kalsiyuma bagimli) serum lektin

proteini olan mannoz baglayici lektin (MBL), antikor aktivasyonundan bagimsiz olarak



patojen mikroorganizmalara yapigsarak kompleman sistemini aktive eden immiin sistemin
ilk savunma hattidir (proenflamatuvar etki). MBL eksikliginin bir¢ok enfeksiyon
hastaligina duyarlilikta artis ile iligkili oldugu gosterilmistir (10-12). Son yillarda sitokin ve
MBL proteinlerinin kodlandigi gen bdlgelerindeki mutasyonlar ve gen ifadesini
diizenleyen bolgedeki niikleotid degisikliklerinin  sitokin {iretimindeki bireysel
farkliliklarin nedeni olabilecegi ve bu genetik polimorfizmin hem in vivo hem de in vitro
ortamda sitokinlerin ve MBL salinimin1 etkiledigi gosterilmistir (13-18). Sitokin ve MBL-
2 gen polimorfizmleri ile enfeksiyon hastaliklari arasinda hastaligin olusum asamasinda,
seyrinde ve tedaviye yanitlarinda iliski oldugu bildirilmistir (10-18). Literatiirde HPV
enfeksiyonlarina yatkinlik ile sitokin ve MBL-2 gen polimorfizmi arasindaki iliskide,
sadece servikal yiiksek onkojenik riskli HPV genotipleri ile servikal enfeksiyon/kanser
gelisme agisindan ¢ok az g¢alisma yapildig: dikkat cekmektedir (19-22). Ayni iliski diisiik
onkojenik riskli HPV enfeksiyonlarinda ise ele alinmamustir.

Bu arastirma; c¢ogu kez tedavisinde zorlanilan ve klinik tablo siddetinde, tedavi
yanitlarinda, tedavi sonrasi niikslerinde kisisel farkliliklarin goriildiigii rekiirren genital
HPV enfeksiyonlar1 gelismesinde Thl (IFN-y, tiimor nekrozis faktor-TNF-o), Th2 tip
sitokin (IL-6), T diizenleyici/baskilayici tip sitokinler (IL-10, transforming growth factor-
TGF-B) ile MBL gen (MBL-2) polimorfizmi arasindaki iligkisinin incelenmesi amaci ile

yapildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Human papillomaviriisler (HPV)
2.1.1. HPV’nin 6nemi

HPV enfeksiyonlari cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarin basinda gelir. Diinya ¢apinda
HPYV ile iligkili hastaliklar ¢ok biiyiik bir toplumsal sorun teskil etmektedir. Genital HPV
enfeksiyonu Amerika Birlesik Devletleri'nde (ABD) en yaygin cinsel yolla bulasan
hastaliktir. Her yil yaklagik 6.2 milyon kisinin yeni enfeksiyona yakalandigi tahmin
edilmektedir. HPV 6 ve 11 ile enfekte insanlarin ancak %1 inde klinik lezyonlar goriilmesi
ve bulagsmanin genellikle klinik lezyonu olmayan insanlardan olmasi enfeksiyonu kontrol
etmenin yaninda ek olarak onlemenin de dnemini ortaya ¢ikarmaktadir. Subklinik veya
asemptomatik seyrinden dolay1 ¢ogu kisi HPV tasidiklarini bilmemektedir; bu yiizden
viriis kolayca ve bilmeden cinsel temas sirasinda bulasabilmektedir. HPV enfeksiyonlari
bu sebeple ¢ok yaygindir ve diinyada ¢ok ciddi bir enfeksiyon yiikiine yol agmaktadir.
Sekstiel olarak aktif olan kadinlarin %50’s1 iki y1l ig¢inde HPV ile enfekte olurken, bu risk
tiim yasam boyunca % 80’dir. Genital HPV’ler serviks kanserine yol agma riskine gore
yiiksek ve diisiik riskli olarak siniflandirilmaktadir. Cogu HPV enfeksiyonu miidahalesiz
olarak kaybolsa da onkojenik HPV tipleriyle (tip 16 ve 18) persistan enfeksiyonlar genis
bir kapsamdaki genital malignitelerin riskini artirmaktadir. Diinyada serviks kanserlerinin
%64-79’unda bu iki tip bulunmaktadir. HPV, her yil diinyada 500,000 yeni serviks kanseri
olgusu ve 250,000 servikal kansere bagli 6liime sebep olur. HPV ile enfekte olanlarin
%25’inde servikal intraepitelial neoplazi (CIN) ve <%1°da ise invaziv servikal kanser
gelismektedir. Immiin sistem siipresyonu olanlarda ise tiim bu riskler degisik oranlarda
yiikselmektedir. Servikal kanser, 2000°1i yillarda kadinlarda rastlanan kanserler arasinda
meme kanserinden sonra ikinci sirada yer alirken, ABD’de alinan siki dnlemlerle (tarama)
2003 yilinda servikal kanserler bu {ilkede 14’{lincii siraya gerilemistir. Anogenital bolgeyi
enfekte eden 40’tan fazla HPV tipiyle enfekte olduklari gosterilmistir. HPV 6 ve 11 ise
anogenital bolgeyi tutan daha benign lezyonlarin %90’ndan fazlasindan sorumludur.
Bunlar arasinda KA, serviks, vulva, vajen, anal ve penil diisiik dereceli yassi hiicreli
intraepitelyal lezyonlar1 (CIN, VIN, VAIN, AIN, PIN), ve laringeal papillomatozise de yol
acabilmektedir. Fakat diisiik riskli bir HPV tipiyle olusmus genital sigili olan bir hasta ayni
zamanda yliksek riskli bir HPV tipiyle de enfekte olmus olabilir, 6zellikle immiin sistemi
baskilanmis (HIV enfekte, transplantasyon hastalari) kisilerde bu risk oldukga yiiksektir(1-
4,23-25).



2.1.2 HPV’nin tarihcesi

HPV’lerin etken oldugu sigillerin varligt ve bulasici olduklar1 Antik Yunan ve
Roma’dan beri bilinmekteydi. Ancak 19. yiizyilin baslarina kadar genital sigillerin, sifiliz
veya gonorenin bir formu oldugu diisiiniilmekteydi. HPV bir konaktan digerine deneysel
olarak gegirilen ilk tiimér viriisiidiir. Ilk olarak Licht, kardesinden kendisine sigil
materyalini inokiile ederek sigilleri gecirmeyi basarmistir. Ciuffo 1907 yilinda, Serra
1924°de sigil materyalininin hiicresiz filtratlar1 ile sigillerin olusturulabilecegini
gostermislerdir. Mandell ve ark.,1995 yilinda steril ekstratlar kullanarak goniilliilere
sigilleri bagar1 ile aktarabilmislerdir. Straus ve ark., Melrick ve ark., 1940-1968 yillari
arasinda elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarinda kutanéz sigiller i¢in viral
etyolojiyi dogrulamistir. Belshe 1991 yilinda papillomaviriisleri, polyomaviriislerle birlikte
Papovaviridae familyasina dahil etmistir. Kreb, 1989 yilinda sigillerin gegisi ile ilgili ilk
raporlarda insan sigil virlisiiniin sadece bir tipinin oldugu, enfeksiyon bdlgesinin ve
muhtemelen hastanin genetik yapisinin  kutandz sigil, mukozal kondiloma ve
papillomalarin klinik goriiniimiinii tayin ettigi agiklamistir. Ancak kanser viriislerini hiicre
kiiltiirlerinde {iretilememesi nedeniyle, 1970’lerde molekiiler klonlama tekniklerinin
kullanima girmesine kadar papillomaviriislerle yapilan c¢alismalar yavas ilerlemistir.
1970’in sonlarinda ilk papillomaviriis genomunun bakteride klonlanmasini takiben insan
ve hayvan papillomaviriislerinin = olaganiistii  ¢ogalabilirlikleri aciga  ¢ikmistir.
Hibridizasyon teknikleri ile genom zinciri temelinde HPV tipleri, mukozal ve kutanoz
tipler, yiiksek riskli ve diistik riskli genital HPV’ler, Epidermodisplazia verrusiformis (EV)
ile birliktelik gosteren HPV’ler gibi biyolojik verilerle belirgin baglantili olarak filogenetik
agaclar olusturularak gruplanabilmistir. 1976 yilinda zur Hausen papillomaviriislerle
sevikal kanserler arasindaki iligkiyi ilk kez ileri siirmiis, bundan sonraki molekiiler
calismalar ile ‘yiiksek riskli’ ve ‘diisiik riskli’ mukozal HPV tipleri arasindaki biyolojik
farkin aydinlatilmasi onkojenik HPV ile enfeksiyonun servikal kanser lezyonlarinin asil
sebebi oldugunu dogrulamistir. Buna karsilik son yillarda HPV’nin farkli tiplerinin
taninmas1 ve Ozellikle bazi HPV tiplerinin benign, premalign ve malign skuamoz
lezyonlarin olugmasinda roliiniin belirlenmesi bu virlislere ilgiyi arttirmistir. Bugiin hizla

gelisen teknolojilerle de HPV ile ilgili pek ¢ok bilgi giin 1s181na ¢ikmaktadir (1-4,26).

2.1.3 HPV’nin simiflandirmadaki yeri ve taksonomisi
Tarihsel olarak, papillomaviriisler polyomaviriislerle birlikte gruplanmislardir, ancak

son zamanlarda 6nemli derecede farkli biyolojileri ve genetik organizasyonlar1 onlarin ayr1



aileler olarak “Papillomaviridea ailesi” seklinde yeniden smiflanmalarina yol agmistir
(27). Papillomaviridea ailesi pek ¢ok canli tiiriinii enfekte edebilen tiim papillomaviriisleri
barindirmaktadir. National Center for Biotechnology Information (NCBI) nukleotid dizi
veri tabani gilinlimiizde 96 farkli HPV tipi listelemistir ve ¢ok sayida, tam olarak
tanimlanmamuis, yeni oldugu kabul edilen 200’den fazla HPV tiplerinin listesini de
hazirlamaktadir (26,27).

Papillomaviriisler cins, tiir, alt tip ve varyant olarak detayli bir sekilde
siniflandirilmistir. HPV ler alfa, beta, gamma, mii ve nii cinslerine sahiptir. Iki tiir a ve B
papillomaviriisler; hemen hemen biitiin bilinen HPV tiplerini kapsar, a papillomaviriis tiiri
genital, mukozal ve kutan6z HPV igerir. HPV 16, tiir 9°da, HPV 18, tiir 7°de, HPV 6 ve 11
ise tiir 10’da yer almaktadir (Sekil-1) (27).

Delta-
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Sekil-1. HPV filogenetik semasi (27).

Papillomaviriisler hayvanlarda da insanlardaki kadar yaygin olarak bulunmaktadir.
Viriisler yiiksek oranda tiire 6zgilidiir. Tiirler arasinda ¢apraz enfeksiyonlar ve bulasma
bildirilmemistir. HPV’nn bilinen tek konagi insandir. HPV deri veya dokularin i¢ siirini
doseyen bazal epitel hiicreleri enfekte eden DNA viriisleridir. Buna gére de kutanéz ve
mukozal olarak siiflanirlar. HPV tipleri arasinda genetik rekombinasyon yoktur (26,27).

Genital HPV’ler serviks kanserine yol agma riskine gore de siniflandirilmaktadir
(Tablo-1). Farkli cografik bolgelerdeki kadinlarda yapilan c¢alismalarda farkli HPV
tiplerinin gorildiigli saptanmistir. Bu durum tipe 0Ozgli tarama testleri ve asilarin
uygulanmasi agisindan bolgesel farkliliklar gozetilmesini gerektirebilir, fakat lezyonlar

maligniteye dogru ilerledikce HPV tipi 16 ve 18’de yogunlagsmaktadir (1-4,26-28).



Tablo-1. HPV tiplerinin kansere yol agma risklerine gore dagilimlar1 (1-4,26-28).

Onkojenite HPYV tipi

Yiiksek riskli 16,18,31,33,35,39,45,5152,56,59,68,73,82 (15 tip)
Olas1 yiiksek risk 26,53,66 (3 tip)

Diisiik risk 6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81veCP6108(12 tip)

2.1.4. HPV viroloji ve yasam dongiisii
2.1.4.1 HPV viroloji

Papillomaviriisler yaklasik 55 nm ¢apinda, zarfsiz, ikozahedral kapsidi olan yaklasik
7900 bp uzunlugunda sirkiiler ¢ift sarmalli DNA viriisleridir. Virlis partikiilii 1s1ya
dayanikli olup DNA igerigi 5.2 milyon daltondur. Kiiresel dis katmani veya kapsidi protein
yapidadir. Kapsid kodlanmis toplam viriyon proteininin %95’ni olusturan elektron
mikroskobik olarak 12 penton ve 60 hekzon olmak iizere toplam 72 adet kapsomerden
olusan major yapisal protein L1 ve mindr bir yapisal protein olan L2 olmak iizere iki
proteinden olusur. Hiicrede viriyon toplanmasi sirasinda L1, kapsomer denilen
pentamerlere multimerize olur ve 72 kapsomer, T=7 ylizey kafesi seklinde diizenlenmis
olan ikozahedral simetrili viral kapsidi olusturmak {izere multimerize olur. Kapsid viral
DNA’y1 cevrelediginden onu bozulmaktan korur, ayrica viriisiin hedef hiicrelere etkin
sekilde baglanmasini saglar (Sekil-2)(29).

Epitelyotropik viriislerdir ve sadece skuamoz hiicrelerin niikleusunda cogalirlar.
Kiiltiirti miimkiin degildir. Sadece az sayida HPV tipleri fare ksenogref veya sican kiiltiir
sistemlerinde basarili sekilde tretilmistir ve ¢ok az enfeksiydz viriyon olusturulmustur.
Zarflar1 olmadigindan dolay1 kuruluga nispeten direncli ve stabildir, en fazla bir hafta
ekstraselliiler olarak canliligim koruyabilirler. Organik ¢ziiciilere direnclidir ve 56 C”de

enfektivitesinde mindr kayip meydana gelir (1-4, 29-32).

Capsid proteins:
L1
L2

Viral DNA

Sekil-2. HPV partikiilii, pentavalent ve hekzavalent kapsomerler (29).



HPV’nin genomu kiigiiktiir ve 8 tane gen kodlamaktadir. Yaklasik 8 kilobaz (kb)
uzunlugunda olan HPV genomu {i¢ boliimden olusur : 1- Yukar1 akimi diizenleyici bolge
(upstream regulatory region: URR, ya da noncoding region ya da long control region-

LCR), 2-Erken bolge ve 3-Ge¢ bolge (Sekil 3a ve b) (29,30).

E6
—_——

LCR E7
P?ND\\
P Pgg . :
E8 HPV-16 GENOMUNUN GENETIK ORGANIZASYONU
Pggo

1
0RF2 E

URR Een () G 1

Reguletdr Transformasyon  DNA — Transkipsicn (E2) Kapsid
b bilge replkasyon

Sekil-3a ve 3b. HPV genomu yapisi : E: Erken proteinlerin kodlandig1 bolge, E1-E8 erken
proteinler, L1-L2: gec¢ kapsid proteinlerin kodlandigi bolge, L1 ve L2 ge¢ kapsid
proteinleri (29,30).

Yaklasik 1 kb uzunlugundaki LCR ya da URR, acik okuma iskeleti igermez (Open
Reading Frames; ORFs) replikasyonun kaynagi, transkripsiyon ve replikasyon icin gerekli
olan pek ¢ok kontrol elemanlarini igerir, esas olarak kodlama yapmayan bolgedir. Yaklagik
4 kb uzunlugundaki erken bolge(E) genleri baslica papillomaviriislerin yasam dongiistiniin
erken doneminde goriiliir. Bu genlerin iirlinleri E3 disinda gorevleri tam olarak bilinen 6
adet yapisal olmayan erken proteindir (E1, E2, E4, E5, E6, E7). Erken bolge viriisiin erken
yasam dongiisiinde 6dnemli olan ve hiicresel genomun konak genomuna yeni viral DNA
olusturmak tizere iliskisini saglayan proteinlerin transkripsiyonunda rol oynar. Bunlar viral
replikasyonu ve onkogenezi igerirler. Bu genler, yiiksek hiicre ici viral kopya sayis1 ve
transkripsiyonlar: normal hiicrelerin neoplastik hiicrelere doniisiimiinii saglayacak olan iki
onkojenik proteinin (E6 ve E7) kodlandigi genlerdir. Bunlar sirasiyla p53 ve
retinoblastoma(Rb) geni gibi insan hiicrelerinde tiimor siipresor genleri tarafindan
kodlanan proteinleri etkinsizlestiren proteinleri kodlar. Yaklasik 3 kb uzunlugundaki ge¢
bolge(L) tam virionu olusturmak lizere DNA'y1 cevreleyen major ve mindr viral kapsid
proteinlerinin (L1 ve L2) kodlandig1 bolgedir. L1 tarafindan kodlanan protein, kapsidde
bulunan baslica proteindir ve papillomaviriisler arasinda olduk¢a korunmus ve her HPV
tipinde benzer olan proteindir. Diger yandan L2 tarafindan kodlanan protein, degisik HPV

tipleri arasinda ¢ok farklidir ve HPV tipleri arasindaki antijenite farkliligin1 ortaya ¢ikarir.



Geg bolgede transkribe olan tiim proteinler hiicre kokenli transkripsiyonel proteinler
tarafindan diizenlenir ve sadece terminal matiirasyon gosteren skuamdz epitelyal
hiicrelerde tiretilir. L1 ve L2 tarafindan kodlanan kapsid proteinlerinin miktar1 epitelyum
terminal matiirasyonu ile yiiksek oranda korelasyon gosterir. Kondilom gibi iyi diferansiye
HPV tarafindan olusturulan lezyonlar L1 ve L2 tarafindan kodlanan proteinlerden
zenginken yliksek dereceli CIN lezyonlar1 gibi oldukc¢a az diferansiye olan lezyonlarda ¢ok
az miktarda kapsid proteinleri bulunur(29-31). Tablo-2’de HPV genomunda bulunan

genlerin fonksiyonlar1 6zetlenmistir (1-4,29-31).

Tablo-2. HPV genomundaki genlerin(ORF) fonksiyonlar1 (1-4, 29-31).

Human papillomaviriis (HPV) genomunda bulunan genlerin(ORF) fonksiyonlari

Viral protein/gen Molekiiler Fonksiyon

agirhk
Kodlamayan elementler
Uzun kontrol bolgesi 500-1000bp HPYV gen replikasyon ve regiilasyonun orjini
Erken proteinler
E1 68-85 kD Helikaz enzimi; gen transkripsiyonu kontrolil

ve viral replikasyon i¢in esas; tiim tiplerde ayni

E2 48 kD Transkripsiyon faktorii; gen transkripsiyon

ve viral replikasyon igin esas genetik kopyalamay1
kontrol eder, E1’in iglevini tamamlar

E3 ? Fonksiyonu bilinmiyor; ¢ok az HPV tipinde var

E4 10-44 kD Sitoskeletal protein ile etkilesir
Virusun olgunlagmasint, virionlarin olusturulmasini ve
serbest kalmasin1 saglar

ES 14 kD Zayif translokasyon aktivitesi var. Biiylime
faktor (EGF/PDGF) reseptor sayilarinin up-
regiilasyonunu saglar
Ayrica MHC Class I proteinlerinin ifadesini azaltarak
enfekte ettikleri hiicreyi, katil T hiicrelerine kars1
koruduklart diisiiniilmektedir

E6 16-18 kD Pek ¢ok hiicresel proteinle etkilesim, p53’e
baglanir. En 6nemli gorevi tiimdr supressor protein olan
p53’i inaktive etmektir. Telomeraz aktivasyonu
E7 ile birlikte keratinositlerin immortalizasyonuna
neden olur. (Onkoprotein)

E7 10 kD E6 ile birlikte keratinositlerin
Immortalizasyonuna neden olur. Rb genine baglanir Rb
timor supressor proteinleri ailesinin tiyelerinin
inaktivasyonundan sorumludur. E7 ayn1 zamanda
enfekte hiicrenin telomerazini aktive ederek hiicreye
olimsiizliik kazandirir (Onkoprotein).

E8 20 kD Represor protein, replikasyonu ve uzun
stireli transkripsiyonu saglar, fiizyon proteinidir

Gec proteinler

L1 57kD Major kapsid proteini,Pentamerik kapsomerlerin kapsid
olusturmak iizere bir araya gelmelerini saglar
L2 43-53 kD Minér kapsid proteini, Viral DNA’nin virion iginde

paketlenmesinde L1 ile beraber ¢aligir

EGF: epidermal growth factor, PDGF: platelet derived growth factor



2.1.4.2. HPV yasam dongiisii

Papillomaviriisler yiiksek oranda tiire 6zgiidiirler ve dogal konak dokusu disinda
prodiiktif enfeksiyon gozlenmemistir. Papillomavirlis yasam dongiisii, sadece tam olarak
farklilagmis skuamoz epitelde tamamlanir. Bu onun ge¢ gen ekspresyonunun ve viriyon
iretiminin olmadig1 tek tabakali doku kiiltiir hiicrelerinde calisilmasini engellemistir.
Mukozal HPV tiplerinin daha iyi karakterize olan yasam siklusu ile kutan6z HPV tiplerinin
yasam siklusu arasinda belirgin farklar bulunabilir. Viriis ilk olarak bazal keratinositleri
enfekte eder, fakat yiiksek orandaki viral proteinlerin ekspresyonu farklilagsmis epitelyal
hiicrelerde olur. HPV enfeksiyonlar1 non-sitolitik karakterdedir ve viriisle enfekte hiicre
dogal siire¢ sonunda oliir. Sistemik enfeksiyon meydana getirmez ve enfeksiyon kapasitesi
epitel tabakasiyla sinirlidir (1-4, 29-31,33).

Hiicre icinde HPV’nin yasam siklusu iki evreden olusur; (Sekil-4a ve 4b) (29,30).

-Non-produktif enfeksiyon; heniiz ¢ogalma ve farklilasma gostermeyen bazal
hiicrelerde sabit ve diisiik oranda ¢ogalma (<10-50 kopya/hiicre basina)

-Produktif enfeksiyon ya da vejetatif replikasyon; enfekte bazal hiicrenin farklilasma
siirecine girmesiyle hizli ¢ogalma (1000 genom/hiicre bagina). Suprabazal tabakadaki
keratinositler yukar1 yiikseldikge ve terminal differansiyasyona ugradikca yeni yapi
dolayisiyla viral DNA replikasyonu hizlanir.

Prodiiktif enfeksiyon ve hiperproliferasyonun indiiksiyonu viriis ¢ogalan bazal epitel
hiicrelerine girdiginde baslar. Enfeksiyon gelismesi i¢in muhtemelen viriise karsi bazal
hiicreleri korumasiz birakan bir yipranma veya epitele uygulanan diger travmalarin olmasi
gerekir. Virlislin epitele baglanmasina aracilik eden reseptdrler tam olarak aciklanmamustir,
fakat baglanma L1 major kapsid proteinine bagl gibi goériinmektedir ve etkin in vitro
enfeksiyon i¢in hiicre yiizey heparan siilfati1 gereklidir (34). Viriis bir kez tutundugunda, L2
mindr kapsid proteini spesifik olarak bir hiicre yiizey proteinine baglanarak ve viral girisi
kolaylastirip prodiiktif enfeksiyonu genisletebilir (34,35). Bundan sonra virus, konak
hiicrenin DNA replikasyon sistemlerini kendi replikasyonu i¢in kullanmaya baslar. Viral
genom niikleusta persiste olur ve hiicrelerin mitozu ile diger yeni hiicrelere aktarilir.
Enfeksiyon olustugunda, kovalent olarak kapanmis sirkiiler DNA genomu bazal hiicrelerin
niikleusu i¢inde diisiik kopyali (<10 kopya) otonom bir replikon olarak gelisir. Enfekte
bazal hiicreler boliinlince bazilar1 bazal tabakadan uzaklasirken, bazilar1 burada kalarak

viral DNA i¢in uzun siireli bir rezervuar olustururlar(Sekil-4b) (29,30).
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Sekil-4a. HPV yasam dongiisii (mukokutandz epitelde) (29,30).
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Sekil-4b. HPV yasam dongiisii (29,30)

Hiicrelerde karakteristik koilositoz goriiliirken, papillomatdz ¢ikintilar kondilom adi
verilen lezyonlar1 meydana getirir. Enfeksiyonun olusumu sirasinda, bazal bolge disinda
tim epidermis tabakalarinda asir1 proliferasyon (akantoz) gerceklesir. Hiperkeratoz
yilizeyel bolgenin kalinlasmasindan sorumludur ve koilositler ara bolgede bulunabilir(1-
4,29-35). Yiizeydeki keratinositler dldiiklerinde, yeni olusmus viryonlar salarlar ve yeni

enfeksiyon dongiisiinii baslatirlar. Dokiilen her koilositte 50-100 virion bulunmaktadir

(29,30).
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Erken genler bazal hiicre tabakasinda diisiik seviyelerde kopyalanir. Enfeksiyonu
takiben eksprese edilen ilk genler olan E1 ve E2 genleri viral genlerin transkripsiyonunun
ve viral genomun replikasyonunun kontroliinden sorumludur. HSV ve Molluscum
contagiosum virus gibi viriislerden farkli olarak HPV viral DNA’nin replikasyonu ve
transkripsiyonu i¢in gerekli enzimleri kodlamaz. Replikasyonun erken donemlerinde E6 ve
E7 parabazal hiicrelerce eksprese edilir. HPV proteinleri olan ES, E6 ve E7’nin 6nemli bir
etkisi suprabazal-spinozum tabakasi hiicrelerinde normalde bloke olmus olan epidermal
hiicre siklusunun devam etmesidir ki boylece HPV genom kopya sayisi1 viriyona baglanma
icin vejetatif viral replikasyon sirasinda yiiksek seviyelere kadar artirilabilir. Yiiksek riskli
mukozal HPV tiplerinden E6 ve E7 proteinleri viral onkoproteinler olarak rol oynarken,
diisiik riskli mukozal ve EV tiplerinde benzer proteinlerin bdyle bir gorevi yoktur (35).
Virionlarin toplanmasi ve DNA paketlemesinden sorumlu L1 ve L2’nin ekspresyonu ise
olduk¢a ge¢ ve tamamen farklilasmis olan matiir skuamoz epitelyumda olur. Uretimin son
basamagi olan enfekte virion olusumu i¢in enfekte epitelyal hiicrelerin terminal
farklilagmas1 gereklidir. Enfekte virlislerin salinimi ise epitelyal hiicrelerin dongiisii
icindeki son basamak olan deskuamasyon sirasinda olusur. Sonugta HPV enfeksiyonunun
devami kesinlikle epitelyal hiicrelerin farklilagma siirecine baghdir. Enfeksiyonun ilk
asamasinda hiicre basma 50-100 kopya replikasyonu olurken, enfekte hiicrelerin
farklilagsmaya baglamasi ile hiicre basina en az 1000 kopya ile birlikte asir1 E6, E7 ve gec
proteinler iiretilmeye baglanir. Daha yliizeyel epitel hiicreleri de daha yiiksek seviyede E1
ve E2 eksprese ederler ve daha yiiksek DNA amplifikasyonlar1 vardir, ancak vejetatif DNA
amplifikasyonunu harekete gegiren mekanizma bilinmemektedir. Amplifiye olan genomlar
L1 ve L2 kapsid proteinleri ile kaplanarak enfeksiy6z viriyonlar1 olustururlar ve virlis
partikiilleri sadece immiinolojik olarak daha ayricalikli tam olarak farklilasmis olan
epitelin graniiler ve daha iist tabakalarinda gozlenir(29-35). Viriis birikiminin hiicreyi
yikmaktan ¢ok, enfeksiy6z viryonlarin hiicreler yiizeyden dokiiliirken kornifiye tabaka ile

birlikte atildig1 diislintilmektedir (Sekil-4a ve 4b) (29-30).

2.1.5. HPV ile immiin sistem etkilesimi

Lezyonlarin ortaya ¢ikmasi i¢in gerekli siire ortalama 3 aydir (6 hafta ile 2 y1l arasinda
degisebilir). Hastalarin ¢ogunda (yaklasik 2/3’ii) mekanizmasi agik olmamakla birlikte 6
ay-3 yil icinde klinik olarak spontan remisyon ger¢eklesmektedir. Bununla birlikte ayni

siirede, bu hastalarm yarisinda yeni lezyon ¢ikislar1 da gozlenebilmektedir. Immiinsiiprese
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hastalarda persistan klinik enfeksiyonun sikligimin fazla olmasi hastaligin immiinite ile
iligkisinin 6nemini géstermektedir (1-4).

HPV’nin tiim viral proteinlerinin potansiyel immiinojenik oldugu bilinmektedir.
HPV’lerin en immiinolojik bolimii major kapsid proteini L1’dir. Patojenik HPV ile
meydana gelen enfeksiyon ile olusan humoral bagisiklik viral kapside karsi olusur.
Kazanilmis bagisiklik yanmiti diger viriis enfeksiyonlarina gore daha yavas meydana
gelmektedir (36,37). HPV’nin temizlenmesi icin hem “Dogal”, hem de “Edinsel”
immiinite gereklidir (Sekil 5). “Dogal” immiin sistem enflamasyon ve kemotaksis ile
patojenin tanimlanmasi i¢in kompleks bir cevap olusturarak, edinsel immiin sisteme bir
koprii gibi islev goriir. “Dogal” immiin sistemdeki en 6nemli 6zellik ise dendritik hiicre ve
makrofajlarda bulunan patojen ve iligkili molekiiler paternleri taniyan “Toll-like”
reseptorlerin (TLR) olmasidir(25,36-43). TLR aktivasyonu ile sonu¢lanan “dogal” immiin
sistem mekanizmasi sitokinler (interferonlar; IFN-a ve -B), enflamasyon baglattiricilar ve
kemotaksis ile olusur. HPV’ye kars1 dogal immiinite genellikle zayiftir, ¢linkii HPV non-
litiktir ve ¢ok az miktarda antijen serbestlesmesi olmaktadir ve az miktarda lokal sitokin
salinim1 olmaktadir. Enfeksiyondan kurtulmak icin sitotoksik T hiicrelerinin ve giiclii bir
Thl yanitinin uyarilmasi gerekmektedir. Hiicresel immiin sistemin HPV kontroliindeki
yeri, immiinitesi baskilanmis kisilerdeki HPV enfeksiyonunun persistansinin gézlemlerine
dayanmaktadir. HPV ve iliskili hastaliklarda E6 ve E7’ye karst CD4" ve CD8" T-hiicre
cevabinin HPV kontroliindeki yeri agiktir. Antijene 0zgii efektéor T hiicre yanitlar
proinflamatuvar sitokinler ve kemokinler salgilayarak ve virlis ile enfekte hiicreleri
Oldiirecek sitotoksik ve proapopitotik makromolekiiller {ireterek enfeksiyonu temizler. Son
zamanlarda dikkatler cesitli gérevleri olan E2, E4, ES ve L1/L2 proteinlerine kars1 olusan
hiicre-bagimli cevaplar {izerine yogunlagsmistir (25,36-39). Hiicresel immiin yanitlar klinik
hastalikta lezyonlarda infiltrat goriilmesiyle de gozlenmektedir. Anogenital HPV
enfeksiyonlarinin regresyonu sirasinda énemli derecede mononiikleer (MN) hiicreler ve
diger hiicrelerden olusan infiltratlar gozlenebilir. E2 ve E6’ya kars1 CD4’lerin hiicresel
immiin yanitlar1 sigillerin regresyonunu sagladigi gosterilmistir (40). Bu bilgiler 15181nda
CD4" yanitlarinin HPV nin temizlemesinde énemli bir rolii oldugu aydinlatilmistir, fakat
bunun nasil oldugu heniiz tam olarak bilinmemektedir. Alt epidermal hiicre tabakalarinda
diisik miktarlarda viriyon kapsid proteini {retilmesine ragmen diisiik grade veya
asemptomatik genital HPV-16 enfeksiyonlar1 olan kadinlarin yarisindan fazlasinda ytiksek
riskli HPV-16’nin uygun virion epitoplarina L1 kapsid proteinlerine spesifik serum

noétralizan antikorlar1 saptanmistir (39). Bu antikorlarin ayni tiple otoinokulasyon veya
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enfekte bir cinsel partner yoluyla alinan reenfeksiyonu sinirlama konusunda rolleri olup
olmadig1 bilinmemektedir. HPV ile enfekte olan olgularin yarisinda serolojik yanitin

oldugu gosterilmistir (Sekil-5) (40).

A HPV enfeksiyonu B Persistant enfeksiyon

* _ _ Viral yuk A

—— Dogal immun yanit
Sitokinler/komokinler

— T-hucre yonetimli cevap

—— B hicreleri ve anti-L1 antikor
konsantrasyonlar

//._\\
’ --\_‘ _ .

Konak cevabi

/

v
v

T Zaman /HPV persistansi Zaman / HPV persistansi

Sekil 5. HPV enfeksiyonlarinda konak immiin cevabi modelleri (40).

Hiicre aracili immiin siipresyonu olan hastalarda da sigil prevalansi artmistir. Aksine,
humoral immiinitesinde altta yatan bir defekt bulunan hastalarin HPV enfeksiyonlarindan
etkilenmiyor gibi gortinmesi hiicre aracilikli cevaplarin papillomaviriis enfeksiyonlarinin
kontroliinde primer olarak sorumlu oldugunu gostermektedir. HPV 16 ve 18’e karsi
gelistirilen asilar viral kapside karst humoral yanitlarin olusmasini saglar ve uzun siireli
bagisiklik olusturur. Dogal yollardan gelisen enfeksiyonlarda ise viral kapsidlere karsi
gelisen yanit bu kadar kalici veya giiclii olmamaktadir. Daha 6nce basarili bir sekilde yok
edilmis bir HPV enfeksiyonundan sonra ayni tip ile tekrar enfeksiyona karsi bagisiklik
gelistigi bilinmektedir (24-27).

Latent HPV enfeksiyonlar: klinik veya sitolojik olarak normal gériinen epitelde HPV
DNA’sinin kaliciligr olarak tanimlanir. Gergek viral gizliligi diisik DNA replikasyon
seviyeleri olan inat¢1 enfeksiyondan ayirt etmek zordur. HPV’nin latent durumdan aktive
duruma ge¢is mekanizmasi bilinmemektedir (26). Sonugta HPV enfeksiyonlariin ¢ogu
konag1 oldiirmez veya lireme yetenegini etkilemez. Konak hiicrelerine zarar vermemesi
konagin minimal bagisiklik yaniti1 olusturmasini saglar ve boylece aylar ile yillarca siiren
vejetatif enfeksiyonlar meydana gelmektedir (24-27, 30,36-43).

Inatg1 papillomaviriis enfeksiyonlarinin yaygin olmast HPV’lerin immiin gozetimden
ka¢malarini saglayan gelismis mekanizmalara sahip olduklarini isaret etmektedir (Tablo-3)
(40). Papillomaviriislerin yasam siklusunun bazi 6zellikleri viral gen iirlinlerinin konagin

immiin sistemiyle sinirli temasinin, HPV’nin immiin yanit indiiksiyonunu engelledigini
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gostermektedir. Yasam siklusu sirasinda viremik faz yoktur, bdylece sistemik immiin
sistemden uzak durulmus olur. Kapsid proteinlerinin ekspresyonunu yiizeyel epitelyum
hiicrelerine smirli olmasi1 da kapsid proteinlerinin bagisiklik sistemine sunulmasini
azaltmaktadir. Ayrica epidermisin bazal hiicre sirasinda ve stratum malpigide diisiik
seviyelerde eksprese edilen viral proteinler muhtemelen sadece Langerhans hiicreleri ve
infiltre olmus lenfositlerce taninirlar. Sadece immiinolojik olarak daha ayricalikli tam
olarak farklilagmis tabakalarda viriyon proteinlerinin yaygin bir iiretimi ile birlikte

enfeksiyoz viriisiin sadece epitelin dis ylizeyinden ayrilmasi s6z konusudur (24-26,,40-43).

Tablo-3. HPV enfeksiyonunun konak immiin cevabini diizenlemesi (40).

Dogal immiin cevap
Dendritik hiicreler
Langerhans hiicreleri

TLRO
NK hiicreleri

Edinsel immiin yanit

CD4+ T hiicresi

CD8+ sitotoksik T lenfositler
Treg

B hiicresi ya da antikorlar
TAP1

Sitokinler

Kemokinler
Epigenetik faktorler
pl6 metilasyon

Diger tiimor siipressor genler

HPYV uzun kontrol bolgesi

Molekiiler benzerlik

Tolerizasyon

Viriyonlar / VLP tarafindan aktive adilmezler
E kaderin ekspresyonunda azalma ve LC’nin
enfekte hiicre adherensini ve antijen
prezentasyonu kisitlar

Ekspresyonunda azalma( HPV E6 ve E7 ile)
NK hiicrelerinde azalma, NK hiicrelerinin
IFN-y sentezini baskilar

HPV 16’ya zayif yanit

HPV E6 ve E7’ye kars1 zayif cevap, CD8+ Tc |
Treg frekansi artar

HPV’ye kars1 diisiik antikor yaniti

HPV E7 tarafindan down-regiilasyon

Servikal transformasyon zonunda IL-10
ekspresyonunda artma,

IL-1B, IL-15 ve CXL10 azalmasi,

IFN-y, IL-2, IL-4,IL-6, IL-18 ve IL-12
ekspresyonunun modiilasyonu

IL-12 /IFN —y/TNF nin IL-4 ya da IL-10 oranim degistirir
CCL3,CCL5,CCL20 ve CXCLS8 azalmasi ile
antijen prezentasyon modiilasyonunun bozulmasi

Antiviral genlerin metilasyonunu arttirir

DNA metilasyon yoluyla antiviral aktivitenin
baskilanmasi

Asemptomatik enfeksiyon sirasinda metilasyonda artma

Hastalik progresyonunda alan spesifik metilasyonda
azalma

HPYV 16 E7 ¢esitli insan proteinleri ile yiiksek homolojiye
sahiptir

CCL3-C-C motif kemokin (6nceki adi MIP1a), CCL5-C-C motif kemokin 5 (6nceki adi RANTES), CCL20-
C-C motif kemokin 20 (6nceki ad1 MIP3a), CXCL8-C-X-C motif kemokin (6nceki adi IL-8), CXL10-C-X
motif kemokin 10. TAPI- antijen protein -1 ile iligkili transporter, TLR9-Toll benzeri reseptor, TNF- timor
nekrozis faktor, VLP-virus benzeri partikiil
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2.1.6. HPV’nin onkojenik potansiyeli

HPV iliskili skuamoz hiicreli mukokutan6z kanser gelisiminde risk faktorleri arasinda
ultraviyole, immiin yetmezlik, c¢esitli genetik bozukluklar, sigara ve oral kontraseptif ilag
sayilabilir. HPV ile iligkili en 6nemli kanser serviks kanseridir. HPV ile servikal kanser
arasinda %99.9 oraninda nedensel bir iligki saptayan zur Hausen 2008 Nobel Tip
Odiiliiniin sahibi olmustur. Giincel bir karsinogenez modelinde hem inat¢i HPV
enfeksiyonu hem de ilave genetik mutasyonlarin birikmesi gerekmektedir (29). E6 ve E7
yapisal olmayan proteinlerin pleotropik aktiviteleri mevcuttur ve hiicre farklilagmasini
geciktirmektedir. Ozellikle E6 ve E7 proteinleri, p53 ve Rb tiimér supresor genleri p53 ve
Rb (hiicrenin hiicre siklusunun G1 fazinda kalmasina veya apoptotik hiicre 6liimiine yol
acarlar) ile kompleks yaparak, hiicrenin oliimsilizlesmesine ve kontrolsiiz ¢ogalmasina
neden olmaktadir. E6 p53’ii degrade ederken, E7 Rb genini baskilar. Yiiksek riskli HPV
tiplerinden elde edilen E7 proteinleri, diisiik riskli HPV tiplerinden elde edilen E7
proteinlerinden daha yiiksek etkinlikle Rb ve Rb ile iligkili epidermal transkripsiyon faktor
(E2F) ile etkilesir ve diisiik riskli HPV-16 ve -18 tiplerinden elde edilen E6, yiiksek riskli
HPV-6 veya -11°den elde edilenden daha etkin sekilde p53°ii baskilar (9,23-29,44,45).

2.1.7. Mukokutanoz HPV enfeksiyonlari

Kutan6z ve mukozal HPV tipleri deriyi veya mukozay1 enfekte eden iki ayr1 gruptan
olusur. Bununla birlikte, kutandz tiplerinin DNA’s1 genital veya oral verriilerde
bulundugundan ve nadir olgularda, mukozal tipler deri lezyonlariyla birliktelik
gosterebildiklerinden viriis tropizmi mutlak degildir. Klinik belirtiler HPV tipine, anatomik

lokalizasyona ve konagin immiin durumuna baglidir (Tablo-4) (1-4, 24-29).

2.2. Anogenital HPV enfeksiyonlari
2.2.1. Epidemiyoloji

Anogenital HPV enfeksiyonu, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar igerisinde en sik
goriilenidir. ABD’de cinsel olarak aktif kisilerin %1 inin goriiniir genital HPV enfeksiyona
sahip oldugu ve ek olarak %]15’ten fazla kisinin subklinik enfeksiyona sahip oldugu
bildirilmektedir. Subklinik veya asemptomatik seyrinden dolayr cogu kisi HPV
tasidiklarin1  bilmemekte ve virlis kolayca ve bilmeden cinsel temas sirasinda
bulasabilmektedir. HPV enfeksiyonlar1 bu sebeple diinyada ¢ok ciddi bir enfeksiyon
yukiine yol agmaktadir. Her iki cinsiyette her iki kisiden biri hayatlarinda bir kez genital
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HPV enfeksiyonu gecirecektir. 50 yasma gelindiginde bu oran kadinlarda %80°1
bulmaktadir (1-4). Yalnizca A.B.D.’de her yil 14-44 yas grubunda 6.2 milyon yeni
enfeksiyon meydana gelmektedir. Genital HPV enfeksiyonunun ekonomik yiikii ABD’de
her yil 2.25- 4.6 milyar dolar gibi neredeyse HIV’e yakindir (24-29,46).

Tablo-4. HPV subtipleri ile iliskili 6nemli hastaliklar (1-4, 24-29).

Nongenital Kutanoz hastalik HPYV Tipi

Verruka vulgaris 1,2,4,26,27,29, 41, 57, 65

Plantar verruka (myrmecias) 1,2,4,63

Verruka plana 3,10,27,28, 38,41, 49

Kasap sigili 1,2,3,4,7,10, 28

Mozaik verruka 2,27,57

Ungual skuamdz hiicreli karsinoma 16

Epidermodizplazia verrusiformis (benign) 2,3,10,12, 15, 19, 36, 46, 47, 50

Epidermodizplazia verrusiformis (malign ya da5, 8,9, 10, 14, 17, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 37,

benign) 38

Nongenital Mukozal hastahik HPYV Tipi

Respiratuvar papillomatozis 6,11

Akcigerin skuamoz hiicreli karsinoma 6,11, 16, 18

Laringeal papilloma 6,11, 30

Laringeal karsinoma 16, 18

Maksillar siniis papillomasi 57

Siniislerin skuamoz hiicreli karsinomasi 16, 18

Konjunktival papillomalar / karsinomalar 6,11/ 16

Oral fokal epitelial hiperplazi (Heck hast.) 13,32

Oral karsinoma ve oral 16koplaki 16, 18

Ozefagusun skuamoz hiicreli karsinomasi 16, 18

Anogenital Hastaliklar HPYV Tipi

Kondilomata akuminata 6, 11,30, 42,43, 44, 45, 51, 52, 54

Bowenoid papulozis /Bowen hastaligi 16, 18, 34, 39,42, 45/ 16, 18, 31, 34

Dev kondilomata (Buschke-Lowenstein timorii) 6,11

Katogorize edilememis intraepitelial neoplazi 30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 64, 66, 67,
68, 69

Diisiik dereceli intraepitlial neoplazi 6,11,43

Orta dereceli intraepitelial neoplazi 31, 33, 35,42, 44,45, 51, 52

Yiiksek dereceli intraepitelial neoplazi 16, 18, 56, 58

Vulval karsinoma 6,11,16,18

Vajinal karsinoma 16

Servikal karsinoma 16, 18, 31

Anal karsinoma 16, 31, 32, 33

Penisin in situ karsinomasi(Queyrat eritroplazisi) 16
Penis karsinomu 16, 18
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HPV neredeyse tamamen cinsel temas sonucu bulasmakla beraber mutlaka vajinal,
anal vs. penetrasyon sart degildir. Genital HPV tipleri genital bolge disinda da yerlesip
hastalik yapabilir. Ornegin HPV-16 periungual bélge verrukalarinda da bulunabilir ve
nonsekstiel geciste rol oynayabilir. Bulagsmis mataryallerden (Fomit) gegis olabilecegi 6ne
stiriilmiis, ancak ispatlanamamustir. Vertikal gecisle diisiik bir oranda HPV-6 ve 11 ile

vokal kordlarda laringeal papillomatozis olusabilmektedir (1-4, 24-29,46).

2.2.2. HPV enfeksiyonu dogal seyri

HPV temas sirasinda epitelde meydana gelen mikroabrazyonlardan bazal
keratinositlere ulasir. Baslangicta HPV DNA’s1 yalnizca bazal epitel tabakasinda latent
donemde kalir. Latent fazda her yeni olusan bazal hiicre enfektedir. Ancak, bu donemde
hastaligin sitolojik, kolposkopik ya da morfolojik higbir bulgusu yoktur, yalnizca
ultrasensitif PCR teknikleri ile HPV DNA’s1 gosterilebilir. Bazal hiicreler farklilastik¢a
HPV genomu E1 ve E2 proteinleri araciligi ile ¢ogalir. Belli bir inkiibasyon doneminden
sonra ( %70’1 ilk 3-4 ay i¢inde olmasina karsin, 6 hafta-2y1l arasinda degisebilir) konak
hiicresinin DNA’sim1 kullanarak L1 ve L2 proteinleri, DNA, kapsidler ve partikiillerini
sentezler ve viral yapilanma saglanir. E6 ve E7’nin etkisiyle enfekte hiicreler enfekte
olmayanlara gore daha fazla cogalir. Hiicrelerde karakteristik koilositoz goriiliirken,
papillomatdz ¢ikintilar kondilom adi verilen lezyonlar meydana getirir. Kondilom
lezyonlarinda daha ¢ok HPV 6 ve HPV 11 tespit edilir. Yiiksek onkojenik potansiyelli
HPV tipleriyle enfekte hiicreler differansiye olamaz ve viral siklusun tamamlanabilmesi
miimkiin olamaz. Bu sathada yiiksek dereceli displazi ve invaziv kansere kadar ilerleyen
neoplastik degisimler goriiliir (1-4, 24-30, 43-46).

Genel olarak ¢ogu genital HPV enfeksiyonunun immiinkompetan viicut savunmasinda
oncelikle hiicresel ve humoral yanit tarafindan spontan olarak kisa siirede temizlendigi
kabul edilmektedir. HPV’ye karsi dogal immiinite genellikle zayiftir, ¢linkii HPV non-
litiktir ve ¢ok az miktarda antijen serbestlesmesi olmaktadir ve az miktarda lokal sitokin
salinim olmaktadir (1-4). Enfeksiyondan kurtulmak i¢in sitotoksik T hiicrelerinin ve gii¢lii
bir Th1 yanitinin uyarilmasi gerekmektedir. Yeni enfeksiyonlarin %70’1 1 y1l i¢inde, %901
ise 2 yil igerisinde gecer, fakat yeni bir tip bulasabilir. Yiiksek riskli tiplerin daha diisiik
risklilere gére daha kalic1 oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni daha 6nce de anlatildig1 gibi
viriisiin immiin saldirty1 azaltip kendisi i¢in avantaj olusturma yontemleri arasinda nonlitik
viriis olmast ve vireminin olmamasi nedeniyle diisiik seviyede lokal enflamasyona yol

agmasi, onemli sitokinlerin viral gen ekspresyonu ile azaltilmasi ve immiin yanit1 Th1’den
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ziyade Th2 yoniine itmesi vardir. Ayrica yliksek derecede onkojenik riskli HPV tiplerinde
eksprese edilen HPV E6 ve E7 proteinleri dogustan ve edinsel bagisikliktan kaginmayi
saglayan ana etkenledir. Enfeksiyonun kalicilig1 malignite gelismesi agisindan en onemli
risk faktoriidiir. Cogu olguda HPV enfeksiyonu kendiliginden gerilese de nadiren
enfeksiyon kalic1 hale donebilir, persistan rekiirren enfeksiyon goriilebilir (Sekil 6) (24-30,
43-46). Kalic1 enfeksiyon 12 ay arayla alinan iki drnekte ayn1 HPV tipinin saptanmasi
seklinde tanimlanmaktadir. HPV-16 en kalict enfeksiyona yol a¢maktadir. HPV
enfeksiyonunun neden bazi kisilerde spontan iyilesip bazilarinda daha siddetli ya da
rekiirren seyrettigi bilinmemektedir. Immiinitesi bozuk konaklarda aym tip HPV ile
niiksler goriiliirken, saglam konaklarda ancak baska HPV tipleriyle baska partnerlerle
iligkiye bagl olarak enfeksiyon ve lezyonlar goriilmektedir (1-4,23-30, 44-46).

Yeni infaksiyonlara karsi koruyuculuk yoktur DNA -
CMI %80-90 '—I—
] Klinik remisyonun
E " Aktif bilylime Sonraki evreler devamlihg
2 Inkiibasyon 362yl Yaklasik - J
2 (18 ay) = 9ay
E Konakta kalicilik s0nra Persistan ve
= (36 ay) rekiirren
w1020 | infeksiyon
DNA - DNA +
E— DNA +

Sekil-6. Human papillomaviriis enfeksiyonunun dogal seyri. Yiiksek riskli HPV’ler 12-18
ayda, diisiik riskli HPV’ler 4-9 ayda temizlenir. CMI; hiicresel yonetimli immiin sistem

(24-30, 43-46).

2.2.3. Anogenital HPV enfeksiyonlarinda risk faktorleri

Anogenital HPV enfeksiyonlarinda risk faktorleri arasinda, ilk cinsel iligkinin baslama
yasl, yasam boyu cinsel partner sayist ve partnerin simdiki ve gecmisteki partner sayisi, ilk
cinsel aktivite ile yeni sekstiel partner arasinda kisa siireli interval, siinnetsiz olma, yiiksek
parite (>5), diger cinsel iligki ile bulasan hastalik koinsidansi, immiinsiipresyon (HIV
enfeksiyonu, renal transplant), korunmasiz iliski(kondomun riski %100 azalttifina dair
epidemiyolojik kanit yok) ve potansiyel risk faktorleri (oral kontraseptif kullanimi, sigara)

sayilabilir (1-4, 24-28);

2.2.4. Anogenital HPV enfeksiyonlarinda klinik ozellikler
Kondilomat6z lezyonlar klinik olarak 4 ayr1 tablo halindedir (1-4,26,29):
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1- Kondilomata akiiminata(KA)

Tiim klinik olgularin 2/3’linli kondilomata akiiminata olusturmakta ve temastan 3 ay
sonra kendini gostermektedir. Genellikle slinnet derisi, aniis ve vulva gibi nemli bolgelere
yerlesir (Sekil-7a). Klinik muayenede tek veya ¢ok sayida papiil, filiform veya plak
seklinde goriilebilir. Lezyon rengi deri renginden, eritemli veya hiperpigmentasyona kadar
degisebilir. Hastalarda diger cinsel yolla bulasan hastaliklara ait {ilserasyon, adenopati,
vezikiil ve akint1 gibi 6zellikler de degerlendirilmelidir ve bu hastalarda rutin olarak HIV,
HBYV ve HCV bakilmalidir
2-Kondilomata plana

Erkeklerde en sik penis gdvdesinin lateral bolgelerini ve koronal sulkusu etkiler. Penis
gbovdesindeki lezyonlar tipik olarak kiigiik, diiz sigiller seklindedir (Sekil-7b).Kadinlarda
vulvovajinal ve servikal bolge tutulumu saptanir.

3- Bowenoid papiiloz

Daha nadir goriilen bir genital belirtisidir. Klasik lezyonlar1 dis genitalde yer alan
kirmizims1 veya hiperpigmente, 2-3 mm’lik iyi siurlt papiillerdir (Sekil-7c). Bowenoid
papiilozun yiiksek riskli HPV 16 tarafindan olusturulmasma karsin benign davranis
gdstermesi kendine has bir durumdur. Invaziv gelisim ¢ok nadir de olsa bildirilmistir ve bu
ylizden etkili tedavi ve 6miir boyu yakindan takip gerekmektedir.

4- Buschke-Lowenstein tiimorii

Genital bolgede goriilen bu timodr klinik olarak dev ve yaygin sigiller seklinde
goriiliir (Sekil-7d). Bu lezyonlarda klinik olarak benign, malign ve karsinomatdz ayirimi
yapmak zordur. HPV 6, 11 ile baglantili olup ¢evresine yayilma egilimi ve bazen de
invaziv karsinoma ilerlemesi sinirda bir malignite olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil-7. Klinik resimler (Klinik arsivimizden); a. Kondilomata akuminata,
b.Kondilomata plana, c.Bowenoid papulozis, d.Buschke-Lowenstein timorii
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2.2.5. Patoloji

Genital sigillerde papillomatdz, hiperkeratoz ve rete cikintilarinin ileri derecede
uzamasiyla giden belirgin akantoz goriiliir. En tipik ve tani i¢in 6nemli 6zelligi HPV nin
epitelyal hiicreler iizerindeki etkisi ile olugan belirgin vakuolizasyonu olan koilosit denilen
hiicre topluluklaridir. Bu hiicreler nisbeten biiyiiktiir ve hiperkromatik yuvarlak kii¢iilmiis
niikleuslara sahip periniikleer acikligi olan hiicrelerdir. Kondilom tanist koymak icin bu
hiicrelerin stratum spinozuma dogru uzanmalar1 gerekmektedir. Kapillerler kalinlagmais,

artmistir ve dermal lenfositik infiltrasyon da goriilebilir (Sekil-8a ve 8b) (1-4,26,30).

8a

Yiizeydeki keratinosit

Koilosit

s1zojewo||ided

ara balge
bazal bolge L¥
bazal membran &

yuzeysel bolge %

Epidermis

Dermis
A

Sekil-8 a. HPV enfeksiyonunda histopatolojik degisiklikler, b.Koilosit hiicresi (1-4,26,30).

2.2.6. Tam yontemleri

HPV enfeksiyonlarinda tani genellikle klinik bulgular ile konur. Siipheli lezyonlarin
tanisinda ise asagida agiklanan tan1 yontemleri kullanilabilir (1-4,26,30);
1.Asetik asitle beyazlasma: Epitelyal yiizeylerdeki subklinik HPV enfeksiyonlarini ortaya
cikartan pratik ve duyarl bir testtir. % 5 oranindaki asetik asit soliisyonu siiriildiikten
dakikalar sonra mukoza {izerinde beyaz yamalar goriilecektir.
2.Sitoloji (Papanicolau smear): HPV ve olusturdugu neoplazmalara ait koilositoz,
multiniikleasyon, diskeratoz, atipi gibi bulgular goriilebilir.
3.Kolposkopi, Anoskopi, Ureteroskopi: Anogenital ve iiretra yerlesimli HPV
infeksiyonlarinin tan1 ve taramasinda kullanilan endoskopik testlerdir .
4.Histopatoloji : Biyopsi rutin olarak yapilmamakla birlikte tedaviye yanitsiz olgularda ve
neoplazi stiphesinde yapilabilir.
5.Elektron mikroskopi: Bu yontemle enfekte keratinositler ig¢indeki virionlar, niikleus

icinde dizilmis 55 nanometre ¢apli kristalize partikiiller seklinde saptanabilir.
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6. Molekiiler tani yontemleri (HPV Grup ve Tip Tayini; immiinohistokimya veya
immiinositokimya ¢alismalary): Giiniimiizde rutinde genotip tayini HPV tiplendirmesi igin
kullanilmaktadir. Molekiiler tan1 yontemleri , Southern blot, Dot blot, Northern blot, FISH
(Filter in-situ hibridizasyon), Hybrid capture ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR). Bunlar
arasinda duyarlili§i en fazla olan PCR ve en pratik yontem olan Southern blot i¢in HPV
tiplere 6zel kitler gelistirilmistir.

7. Viral kapsid proteinlerine karsi tespit edilen antikor yanitinin giivenilir olmamasi
nedeniyle serolojinin rutin tanida yeri yoktur. HPV’nin c¢ogu Kiiltiir ortaminda

tiretilememesi viral kiiltiiriin kullanilmasin1 engellemektedir.

2.2.7. Ayirici tani

Kondiloma lata ile ayirim klinik olarak kolaydir. Lezyonlar genellikle genis, diiz
tabanli, nemli ve maseredir. Pemfigus vejetans masere KA lezyonlar ile karisabilir.
Hiperpigmente lezyonlar seboreik keratoz ile karigabilir. Vulvar neoplaziden yalnizca
bakarak ayirt etmek her zaman miimkiin olmayabilir. Genelde hiperpigmente, endiire, fikse
veya llseratif lezyonlar veya tedaviye iyi yanit vermeyen veya tedaviyle kotiilesen
lezyonlardan biyopsi yapilmalidir. Genital sigili olan kadinlara rutin olarak sevikal kanser
taramasi yapilmalidir. Ayrica “asetobeyazlasma testi” de yapilabilir. HPV tip tayini i¢in de

testler yapilabilir (1-4,26,29,30).

2.2.8. Tedavi ve HPV asilari

Anogenital HPV enfeksiyonlarinda uygulanan c¢ok degisik tedavi ydntemleri
bulunmakla beraber, %100 etkili bir yontem heniiz gelistirilememistir. Kimyasal ablasyona
dayal1 yontemler, lokal kemoterapi yontemleri, fiziksel ablasyon yontemleri, immiinoterapi
yontemleri ve cerrahi yontemler gibi tedavi modaliteleri vardir (1-4,26-30). Genel yanit
oranlar1 %30-80 arasinda degisir ve ii¢ aylik donemde hastalarin yaklasik %25-75’inde
niiks goriiliir. Anogenital sigillerin tedavi ile regresyon gostermesi virlisiin tam olarak
temizlendigi anlamina gelmez. Goriiniir hastaligin kaybolmasinin ardindan aylarca normal
goriinimlii epitelde virlis latent olarak tespit edilebildigi bilinmektedir. Kondilomatoz
lezyonlarin 2-5 cm’lik ¢evresindeki klinik olarak tutulmamis deride HPV-DNA'’lar
saptanmigtir. Bu durum tedavi sonrasi yiiksek yineleme durumunun en 6nemli nedeni
olarak yorumlanmaktadir. Subklinik lezyonlarin bulasiciligi hakkinda bazi kanitlar olmakla
birlikte latent hastaliin bulasiciligi hakkinda sadece spekiilasyonlar vardir (26-30). L1

major kapsid proteininin kendi kendine virlis benzeri pargaciklar haline gelebilmesinin
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gosterilmesi HPV agilarinin gelisimini saglamistir. Asilar yalnizca profilakside yararlhidir
ve yalnizca igerdikleri tipe karsi korumaktadirlar. Bivalan as1t HPV 16 ve 18’e karsi
korurken, kuadrivalan as1 bunlara ek olarak 6 ve 11°e karst da korumaktadir. Her iki as1
Food Drug Administration (FDA) ve Avrupa Birligi onaymna sahiptir. En az 5 yil
etkinligini stirdiiriirler. Asinin 9-26 yas grubu arasinda yapilmasinin amaci cinsel hayatin
baslangicindan onceki doneme denk getirmektir. As1 intramiiskiiler olarak 0, 2 ve 6.
aylarda yapilmaktadir. Asinin 6nemli bir 6zelligi de, icermedigi diger HPV tiplerine karsi
bir derece ¢apraz koruyuculuk saglamasidir. Asilama sirasinda enfekte olanlarda asilarin

terapdtik fayda sagladigi hentiz gosterilmemistir. (1-4, 26,29,30).

2.3 Sitokinler ve sitokin gen polimorfizmi
2.3.1. Sitokinler

Sitokinler adaptif ve dogal immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan ve hiicre-
hiicre, hiicre-niikleus arasi etkilesimi saglayan sinyal molekiillerdir. Mikroorganizma ve
diger antijelere kars1 gelisen immiin cevabin aktivasyon fazinda lenfositlerin ¢ogalma ve
farklilagmasini; efektor fazi ile bu maddelerin elimine edilmesi i¢in efektor hiicreleri
stimiile ederek proenflamatuvar ve/veya antienflamatuvar immiin yanit olugsmasinda temel
rol oynamaktadir. Molekiill agirliklar1 6-60 kD arasinda degisen sitokinler,
polipeptid/glikoprotein yapiya sahiptir. Aktif T lenfositleri tarafindan sentezlenip salinan
sitokinler lenfokin, aktif monosit ve makrofajlardan salinan sitokinler monokin, 16kositler
arasinda etkilesim yapan sitokinler ise interlokin ad1 altinda toplanmustir (47-49).

Sitokinler, gesitli hiicreler tarafindan sentezlenir ve bir¢ok hiicre iizerinde etkilerini
gosterirler(pleiotropizm). Sitokinler, diger sitokinlerin sentezini de etkiler. Yani bir sitokin
diger sitokinlerin tiretimini arttirici ya da baskilayict yonde etki edebilir. Bu etki, otokrin,
parakrin ya da endokrin bir etki olarak kendini gosterir. Sitokinlere hedef hiicrenin yaniti
gen ekspresyonunun degisimi seklindedir. Gen ekspresyonunundaki bu degisiklik yeni
fonksiyonlarin olusmasina, bazen de hiicrenin ¢ogalmasina neden olur (48,49).

Sitokinler fonksiyonel olarak baslica ii¢ grupta siniflanabilir (47-49);

Dogal(Innate) immiinitenin diizenlenmesi: Enfeksiydz ajanlara karst genellikle
mononiikleer hiicreler tarafindan sentezlenirler. Dogal immiinitede rol alan sitokinler;
TNF, IL-1, IL-12, IFN- & ve IFN- /3, kemokinler, IL-10,IL-6, IL-15, ve IL-8"dir.

Spesifik(adaptifl) immiinite sitokinleri: Yabanci antijenlerin spesifik tanimlanmasini
takiben genelde T lenfositleri tarafindan sentezlenir. T hiicreleri ile iligkili baz1 sitokinlerin

sentezlenip salinmasi sonucu lenfosit popiilasyonu farklilasir ve ¢esitlilik kazanir. Boylece
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T hiicrelerine bagli immiin cevabin aktivasyonu giderek gii¢lenir. Adaptif immiinitede rol
alan sitokinler; IL-2, IL-4, IL-5, IFN-y, TGF-p, lenfotoksin ve IL-13’tiir.

Hematopoez uyarici sitokinler: Stroma hiicreleri, l0kositler ve diger hiicrelerden
salinip immatiir 16kositlerin uyarilmasi1 ve farklilagsmasinda rol oynarlar. Hematopoietik
sitokinler; stem cell faktor (c-kit) , IL-7, IL-3, GM-CSF, M-CSF ve G-CSF’dir

Th hiicrelerinin ¢esitli alt gruplar1 bilinmektedir. Thl hiicrelerinden salinan pro-

enflamatuvar sitokinler IL-2, IFN-y ve TNF- ¢ 'dir. Th-2 hiicrelerinden salinan IL-4, IL-5,

IL-6 ve IL-10 ise anti-enflamatuvar sitokin profilini olusturur. Yeni olarak tanimlanan Th3
alt grubunun karakteristik sitokini, ¢ok yonlii etkisi olan T diizenleyici/baskilayici tip
sitokin TGF-B'dir . TGF-B'min immiin sistemde en belirgin etkisi, lenfositlerin ve diger
16kositlerin aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe etmektir. Insanlarda Th1, Th2 ve T
diizenleyici/baskilayic1 tipi sitokinlerin fonksiyonlari arasindaki ayirim net olarak

yapilamamistir (47-55).

2.3.2. Sitokin gen polimorfizmi

Thl(proenflamatuvar), Th2 (antienflamatuvar) ve T diizenleyici/ baskilayici hiicreler
tarafindan Ttretilen sitokinler pek cok enfeksiyon, otoimmiin ve malign hastaliklarin
etiyopatogenezinde rol oynamaktadir. Hiicrelerin bazal ve uyarilmis sitokin diizeyleri
bireysel farkliliklar gostermekte olup, bu farklilik genetik ve cevresel faktorlerden
etkilenmektedir. Burada esas nokta sitokin gen ekspresyonlarinin regiilasyonu olup; konu
ile ilgili ¢aligmalarda sitokin genlerindeki polimorfizmin, m-RNA ekspresyonu ile buna
baglh olarak protein sentezini etkiledigini bdylece immiin yanitin etkilendigini
gostermektedir. Insan hastaliklarinda rasyonel sitokin gen polimorfizm calismalari ana
basliklar halinde soyle 6zetlenebilir (47,50);

-Hastaliklarin patolojisi ve etiyolojisinin anlagilmasi

-Hastaligin ortaya ¢ikisi ve siddetinin tanimlanmasi

-Tedaviye yanit ya da yanitsizliktaki etkileri

-Tedavi hedeflerin ve hastaligin 6nlenmesi i¢in yeni stratejilerin belirlenmesi.

Sitokin gen polimorfizmleri ile insanlarda hastalik gelisimini igeren ¢alismalar in vitro
ve in vivo gen ekspresyon caligmalari ile ortaya konmaktadir (47).

Gen polimorfizmlerini arastirdigimiz sitokinleri belli basli fonksiyonlar1 ve gen

polimorfizmlerinin sonuglar1 Tablo-5'de gosterilmistir (47-55).
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Tablo-5. Gen polimorfizmlerini arastirdigimiz sitokinlerin 6zellikleri ile sitokinlerin belli bagli gen polimorfizm ornekleri ve sonuglari (47-55)
Sitokin | Gen Polipeptid Hiicresel kaynak Hedef hiicre Hedef hiicredeki primer etki Sitokin Gen polimorfizmi
sayist | biiyiikliigii
IFN-y | 20 18kD Mononiikleer fagositler, | T ve B hiicresi Hiicresel immiiniteyi aktive eder. Geni 12q24.1°de lokalizedir. IFN- y+874 T>A
(monomer) T lenfositler, NK Apoptozisin inhibisyonu, 1L-2 promoter bolge polimorfizmi hastaliklarla
hiicreleri yapiminin artmasi, anti-anjiojenik etki, | iligkisi en ¢ok arastirilan gen bolgesidir
ICAM-1, B7,MHC-1 ve II, CD40, Fas Homozigot TT aleli yiiksek sitokin diizeyine
indiiksiyonu, hiicre yiizey antijenlerinin | neden olurken, homozigot AA aleli diisiik
baskilanmasi miktarlarda sitokin iiretimine neden olur.
TNF-0. | 1 17 kD Mononiikleer Nétrofil, endotel Enflamasyonda anahtar rol oynayan Uretimi 6p21.3 kromozomu tarafindan kontrol
(heterodimer) | Fagositler, T hiicresi, B | hiicresi, genel pro-inflamatuvar sitokindir. edilir. TNF- o 308 G>A en sik goriilen
lenfositler, somatik Enflamatuvar, immiin yanit1 arttirici ve | promoter bdlge polmorfizmdir. Homozigot GG
hiicreler apoptozisi indiikleyici, stromal aleli yiiksek sitokin diizeyine neden olurken,
hiicrelerden sitokin iiretimi, homozigot AA aleli diisiik sitokin diizeyine
anti-anjiojenik etki, CTL etkisinin neden olur.
artirtlmasi ve ko-stimulasyonu, MHC-I
ve II, ICAM-1, fas, IL-6 IL-8
indiiksiyonu, nétrofil aktivasyonu
1L-6 1 26 kD Fibroblastlar, T B hiicreleri, timosit Ko-stimulasyon, T hiicrelerinden IL-2 En sik promoter bolge polimorfizmi I1L-6-174
(homodimer) hiicreleri, makrofajlar, reseptOr sayisinin artmast, timaor G>C goriilmektedir. Homozigot CC aleli
polimorf niiveli hiicresi bilylimesinin inhibisyonu veya | diisiik IL-6 {iretimine neden olurken,
l6kositler somatik stimulasyonu, IL-1, IL-8, TNF homozigot GG aleli yiiksek IL-6 iiretimine
hiicreler, endotel indiiksiyonu, akut faz reaktani ( akut ve | neden olur
hiicreleri, mesane kronik enflamasyonda hastalik
epiteli progresyonunda dnemli)
IL-10 1 18kD T ve B hiicreleri, TveB Proenflamatuvar sitokinlerin tiretimini | IL-10 iiretimi 1q31-32 kromozomu tarafindan
(homodimer) monositler, makrofajlar, | hiicreleri,monositler, | inhibe eden immiinmodiilator kontrol edilir ve IL-10 geninin promoter
PNL makrofajlar sitokindir. bolgesinde gesitli polimorfik bolgeler
Th2’ye farklilasma, TNF, ICAM-1, B7 | tamimlanmis olsada IL-10 1082 G>A en sik
ve MHC indiiksiyonunun baskilanmasi, | goriilen polimorfik bolgedir ve homozigot GG
Mast hiicre/ B hiicre proliferasyonu ve | alelli yiliksek IL-10 tiretimine yol agmaktadir.
antikor tiretimi, monosit/Th hiicreleri
tarafindan tiretilen sitokinlerin
baskilanmasi
TGF-p | ¢cok 14 kD T hiicreleri, T hiicresi, Immiinsiipresif etkili bir sitokindir.T Kodon-10 T>A ve kodon-25 G>C
(homodimer) mononiikleer fagositler | mononiikleer hiicrelerinde proliferasyonun polimorfizmleri TGF-f sitokin diizeyinin
fagositler inhibisyonu ve efektor fonksiyon B yiiksek, normal veya diisiik iiretimine neden
hiicrelerinde proliferasyonun olur.
inhibisyonu ve IgA {iretimi,
makrofajlarda inhibisyon
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Polimorfizm, popiilasyonda bir lokus i¢in iki ya da daha fazla allelin mutasyonla
olusabileceginden daha yiiksek siklikla birlikte bulunmasidir. Bu sikligin %1'den fazla
olmast durumunda bu lokus polimorfik olarak kabul edilmektedir. Sitokin profilleri
arasindaki bireysel farkliliklarin bir kismi, sitokin genlerinin diizenleyici bolgelerindeki
allelik polimorfizmlere bagli olarak ortaya cikmaktadir. Sitokin genlerinin degisik
polimorfik bélgeleri tanimlanmis olup bu polimorfizm popiilasyonlara goére farklilik
gosterebilmektedir. Son yillarda giderek artan sayida enfeksiyon, otoimmiin, T hiicre
aracili hastaliklar ve lenfoproliferatif maligniteler olmak {izere ¢esitli hastaliklarin
etiyopatogenezi ile sitokinler arasi iliskiyi kapsayan c¢alismalar bildirilmistir. Yapilan
caligmalarda sitokin diizeyleri bireysel farklilik gostermekte ve bu farklilik; gen
diizenleyici bolgelerdeki allelik polimorfizmlerle agiklanmaktadir. Sitokinlerin iiretimini
kontrol eden genlerdeki polimorfik lokuslar, sitokinlerin anormal {iretimine ve fonksiyon
bozukluguna neden olmaktadir ve birgok sitokinin promoter bolge polimorfizmlerinin
sitokin dilizeylerinde degisime yol agarak patolojik yanita neden oldugu gosterilmistir.
Boylece organizmanin, patojene verecegi cevabin sekli, tedaviye yaniti, otoimmiiniteye

ve/veya maligniteye gidisi belirlenebilmektedir (47).

2.4. Mannoz baglayici lektin (MBL) ve MBL gen polimorfizmi
2.4.1. Mannoz baglayici lektin

Konak ile temas bdlgesindeki fiziksel ve kimyasal bariyerleri asan enfeksiydz ajanlar
“patern tantyan molekiiller” olarak adlandirilan bir grup protein ile karsilagir. Bu
molekiiller temel olarak enfeksiyoz etkenin fagositozu ve lizisine neden olurken diger
yandan edinsel immiin sistemin uyarilmasini da saglar. TLR, kollektin ve fibrolinler patern
taniyan molekiillere 6rnek olarak gosterilebilir. MBL, karaciger tarafindan yapilan bir akut
faz reaktan1 olup disiilfit kopriileriyle baglanmis her biri 3 6zdes 32 kD agirliginda
polipeptid zincirleri ve 96 kD agirliginda alt1 alt-liniteyi kapsayan ¢ok zincirli tiglii heliks
yapisinda bir molekiildiir (Sekil 9). MBL insan kollektinleri arasinda en iyi tanimlanmis
C-tip lektindir. Fikolinler, akciger surfaktan proteini A (SP-A) ve D (SP-D) insanlardaki
diger ana kollektinlerdir. MBL enfeksiyonlara karsi ilk basamak savunmada, dogal
bagisiklikta rol oynar. Cesitli mikroorganizmalara baglanarak opsonin gibi davranarak
kompleman sisteminin klasik ve alternatif yolaklarindan farkli bir {igiincii yolak olan lektin
yolunu aktive ettigi bilinen tek kollektindir (Sekil 10). Lektinler hem vertebrali hem de

vertebrasiz canlilarda dogal immiinitenin birer pargasidir(56-61).
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MBL’nin bir polipeptid zinciri; sisteinden zengin bir NH3 terminal boliimii, kollajen
benzeri boliim, bir boyun bdliimii ve bir COOH™ terminal bdliimii igerir. COOH™ terminal
bolgesinde, MBL’lerde karbonhidrat tanima bolgesi (carbonhydrate recognition domain-
CRD-lektin alanlari; kalsiyum bagimli lektin bolgesi) vardir. CRD’ler maya, mantar,
bakteri ve viriis gibi birgok patojenin ylizeyindeki N-asetil-D-glukozamin, mannoz, N-
asetil mannozamin, L-fruktoz ve glukoz oligosakkaritlerine spesifik olarak yapisabilme
yetenegine sahiptir. Polimer sayist artttkca MBL’nin oligosakkaridlere affinitesi artar ve
MBL iliskili serin proteazlar (MASP) aktive olur. MBL baglayan bu sekerler genellikle
memeli hiicre yiizeylerinde bulunmamaktadir. MBL yapisal ve fonksiyonel olarak
komplemanin Clq komponentine benzer ancak farkli olarak MBL antikor olmaksizin

patojenleri baglayabilir(57-62).

MBL Ficolin

Collagen-like X
domain CRD

T —
Cystemne-nch region Neck region
N —

Collagen-like Fibrinogen-like domain
domain

Sekil-9. MBL yapis1 ve CRD; carbonhydrate recognition domain (57).

2.4.2. Kompleman aktivasyonunda MBL yolu

Kompleman sistemi hem dogal hem de adaptif immiin yanitta 6nemli rol oynayan bir
dizi protein ve enzim kompleksidir. Plazmada inaktif olarak bulunan enzimlerin sirasiyla
aktivasyonu ile enflamatuvar peptidlerin, opsoninlerin ve hiicre zar1 atak kompleksinin
olustugu bir yoldur. Kompleman sistemi klasik, alternatif ve lektin yolu ile aktive
olmaktadir. Dogal immiin yanitta kompleman sistem karsilastigi mikroorganizmzlara karsi
fagositozu giliclendirme, B hiicrelerinin antijen duyarliligimi artirma, immiin kompleksleri

dolasimdan wuzaklastirma ve biiyllk immiin agregatlarin olusumunu Onleme gibi
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enflamatuvar reaksiyonlar ile cevap verir. Kompeman yolundaki komponentlerden birinin
eksikligi durumunda, bu aktivasyon yolagi durur ve reaksiyon sonlanir (59-62).

MBL yolu, MBL'nin mikroorganizmalardaki karbonhidrat yapilara baglanmasi ile
aktive olur. Baglandig1 karbonhidratlarin ¢ogu memeli hiicrelerinde yiiksek yogunlukta
bulunmayan spesifik aminoasit motifi tasidigindan, self yapilar1 ayirt edebilir, siklikla
mikrobiyal hiicrelerin yiizeyleri ile iyi uyum gosterir. Bu hiicrelerle baglanmasi;
fagositlerin MBL ile kaplanan mikroorganizmaya tutunmasi, mikroorganizmanin hiicre
icine alinmasi ve Oldiiriilmesi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle MBL, direkt olarak bir
opsonin olarak gorev yapmaktadir. Lektin yolu, MBL ve fikolinler araciligiyla
karbonhidratlarin taninmasi, bunu takip eden ilgili enzimlerin aktivasyonunu ve MBL
iligkili serin proteazlart (MASPs) icerir. MASP’ler, C1r/Cls benzeri proteazlar olup C4,
C2 ve C3 komplaman komponentlerini aktive etme kapasiteleri vardir. Lektin-proteaz
kompleksi yapisal ve fonksiyonel olarak klasik kompleman sisteminin ilk komponenti olan
Cl’e estir. MBL, MASP ile birleserek, "serum bakterisidal faktor" olarak adlandirilan bir
kompleks olusturmaktadir. MASP1 ve MASP2 Clr ve Cls benzeri proteazlar olup, son
zamanlarda MASP-3 tanimlanmistir. MBL, esas olarak MASP1 ve MASP2 proteazlar ile
birlikte ¢alisir. MASP2, fonksiyonel olarak aktive Cls'ye benzerdir ve bu molekiiliin MBL
ile yaptigi kompleks hem C4 hem de C2'yi parcalayip komplemanin klasik yoldan
aktivasyonu ile iliskili olarak C3 konvertazi (C4b2a komplekslerini) olusturur. C4b2a
kompleksleri kompleman aktivasyon yolunun kesisme noktasidir. C4’{in aktivasyonu ile
baslayan kaskad klasik yoldakine benzer bigimde ilerler. Bu C1q'dan bagimsiz mekanizma,
"kompleman aktivasyonunun lektin yolu" olarak isimlendirilmektedir. MBL, Clq'dan
bagimsiz olarak C1r2-Cls2 kompleksleri ile iligkiye girerek klasik yoldan da kompleman:
aktive etmektedir. MBL ve MASP-1 komplekslerinin, C3'ii direkt olarak pargalayabilecek
bir yapiya sahip oldugundan, alternatif yoldan da kompleman: aktive edebilecegi
diistiniilmektedir (Sekil-10). Lektin yolu, klasik kompleman yolu ile ortak sekilde ilerler ve
sonugta membran atak kompleksinin(C5—C9) olusumunu saglayarak mikroorganizmalarin
lizisini gergeklestirir. C3 konvertaz ayni1 zamanda C3’li pargalarken anafilotoksin C3a ve
opsonik C3b’yi olusturur. C3b hedefi opsonize ederek fagositik hiicreler tarafindan
fagositozu saglar. Bu 6nemli fonksiyonel aktivite opsonik fonksiyon bozuklugu olan ve
tekrarlayan enfeksiyonlarda MBL defektinin ne denli 6nemli oldugunu agiklamaktadir (56-
62).

Sonugta bu proteinin etkileri 4 ana fonksiyon tizerinden gerceklesir (56-62);

1.Kompleman sisteminin aktivasyonu (lektin yolu aktivasyonu)
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2.0psanofagositozun arttirilmasi(komplemandan bagimsiz olarak)

3. Apopitotik hiicrelerin ortamdan uzaklastirlmasi

4.Enflamasyonun diizenlenmesi (enflamasyon modiilatorii); monositlerden TNF-a, IL-
1B ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinlerin salinimini tetikler, notrofillerin adhezyon

molekiil profilinde degisiklikler yapar.

KLASIK YOL  c1q LEKTIN YOLU
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Sekil-10.Kompleman sisteminin ii¢ aktivasyon yolagi ve lektin yolu, MBL: Mannoz baglayict
lektin, MASP: MBL iligkili serin proteaz, sMAP; kiiciik MBL ilisgkili protein, B ve D: faktor B ve

D faktérii (56-62).

2.4.3. MBL gen polimorfizmi

MBL insan 10. kromozomun uzun kolunun q11.2-q21 bolgesinde 4 ekzondan olusan
MBL2 geninde kodlanmaktadir. MBL-2 geni 6321 baz ciftlik niikleotid icermektedir.
Dolasan MBL konsantrasyonu MBL’nin yapisal ve promotor bdlgesindeki genetik
varyasyonlarla iliskilidir. MBL-2 geninin birinci ekzonunda simdiye kadar ii¢ tip yanlis
anlamli mutasyon saptanmistir. Ekzon 1'de kodon 52, 54 ve 57'de olusan mutasyonlar
MBL yapisin1 bozmakta ve trimerizasyonu engellemektedir. Mutant MBL, trimerleri

dayaniksiz olduklart i¢in enzimatik yikima ugrayarak serum MBL seviyelerinin diigmesine
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dolayisiyla da MBL fonksiyonunun kaybina neden olurlar. Ayrica MASP-2 geninde
meydana gelen bazi mutasyonlar, MBL-MASP-2 kompleksinin olusumunu engelleyerek
enfeksiyonlara yatkinlik ve immiinolojik hastalik gelisimine neden olmaktadir. Mutasyona
ugramamig allel 'A' olarak tanimlanmaktadir. Kodon 54'teki (GGC®GAC, Gly54Asp;
Gly—Asp) mutasyon 'B' alleli, kodon 57'deki (GGA®GAA, Gly57Glu; Gly—Glu)
mutasyon 'C' 'allelini ve kodon 52'deki (CGT®TGT, Arg52Cys; Arg-—Cys) mutasyon 'D'
allelini olusturur. Homozigot ya da heterozigot mutasyonlar serum MBL diizeylerinde
azalmaya neden olur. Mutasyon tagimayan bireylerde(AA) serum MBL diizeyi heterozigot
mutantlara (AB, AC, AD) ve homozigot mutantlara (BB,CC,DD) gore ¢ok daha fazladir.
MBL eksikligi toplumun yaklasik %30-40’inda goriiliir ve 1rklara gore farklilik
gostermektedir. Kodon 54 mutant alleleri Beyazlarda, Eskimolarda ve Cinlilerde, kodon 57
allelleri ise Afrika’da daha sik goriilmektedir. Bu bulgulara dayanarak kodon
varyantlarinin, MBL diizeylerinin genetik gostergesi olarak kullanilabilecegi onerilmistir
(63-66).

Hem homozigot hem de heterozigot MBL gen polimorfizmleri sonucu olusan
diinyadaki en yaygin immiin yetmezlik olan MBL eksikliginin tekrarlayan bir¢ok
enfeksiyon hastaligina duyarhilikta artis ile iliskili oldugu gosterilmistir. Gilinlimiizde
yapilan ¢ok sayidaki calisma MBL gen polmorfizmlerinin ve diisilk serum diizeyinin
bircok enfeksiyonun (basta HBV, HCV, HIV-1, influenza-A, gibi viral enfeksiyonlar
olmak {izere kandidiyazis, Helicobacter pylori vb.) sikligin1 arttirdigini géstermistir. Ayrica
MBL gen polmorfizmi, sistemik enflamatuvar yanit sendromu, gebelikte tekrarlayan
diisiikler ve prematiir dogum, iskemik kalp hastalig1, sistemik lupus eritematosuz, romatoid
artit ve Sjogren gibi kollajen doku hastaliklar1 ve Behget hastaligi ile de iliskili oldugu
distiniilmektedir (57-66).

Gorililyor ki immiin cevabin diizenlenmesinde rol oynayan sitokin ve MBL
sentezinde polimorfik yapilardan kaynaklanan bireysel farkliliklar vardir. Gen
polimorfizmlerine bagli olarak sitokinlerin molekiiler ekspresyonlari, sinyal iletimleri,
tiretimleri, baglanma ozellikleri ve aktiviteleri degismektedir. Son yillarda molekiiler
tekniklerin gelismesi sonucu hem tek- niikleotid polimorfizmleri (single nucleotid

polymorphism;SNP) hem de mikrosatellit bolgeler tanimlanabilmistir (67).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalar ve Saghkh Kontroller

Calismada Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Deri ve Ziihrevi Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Cinsel Yolla Bulasan Enfeksiyonlar (CYBE) poliklinigine bagvuran Kondilomata
akiiminata tanis1 alan 40 olgu hasta grubu olarak; yas ve cinsiyet yoniinden karsilagtirilmis
sistemik bir hastaligi, akut veya kronik bir infeksiyon bulgusu olmayan saglikli
goniilliilerden olusan 40 kisi de kontrol grubu olarak kabul edildi.

Calisma, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun
08.12.2009 tarih, 2009-6/12 no’lu onay1 ile gergeklestirildi. Hasta ve kontrol grubunu

olusturan bireylerden ¢alismaya katilmay1 kabul ettiklerine dair onam belgesi alindi.

3.2. Sitokin ve MBL 2 gen polimorfizminin saptanmasi

Testin Prensibi:

Gen polimorfizmlerinin saptanmasinda genellikle 3 basamakli yol izlenir; genomik
DNA izolasyonu, PCR ile hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi ve elde edilen hedef DNA’nin
goriintiilenmesi amaciyla jel elektroforez yontemi(67).

Genomik DNA izolasyonu; molekiiler genetik ile ilgili ¢alismalarin temelidir. DNA
izolasyonunda amag, saf olarak genomik DNA’nin elde edilmesidir. Genel olarak iki
asamada gergeklesir. Ilk asamada hiicreler pargalanip DNA ¢oziiliirken, ikinci asamada
enzimatik veya kimyasal metodlarla protein veya RNA gibi istenmeyen molekiiller
uzaklastirilir.

PCR teknigi, iki DNA sekansi (primer) arasinda kalan belirli bir DNA segmentinin
(hedef bolge) in vitro olarak, uygun kosullar altinda cogaltilmasi esasina dayanan
molekiiler biyoloji ve molekiiler genetigin her alaninda kullanilan 6nemli ve giicli bir
tekniktir. PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden olusur. Bir PCR dongiist
strastyla, deoksiriboniikleik asidin (DNA) iki zincirinin yliksek sicaklikta birbirinden
ayrilmas1 Denatiirasyon-Denaturation); sentetik oligoniikleotidlerin (primer) hedef DNA'ya
baglanmasi ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA'lar olusturacak sekilde uzamasi seklinde 3
asamadan meydana gelir. Bu asamalarin her biri farkli sicakliklarda gergeklestirilir.
Sicaklik araliklar1 genel olarak asagida belirtildigi gibidir;

94°C-98°C Denatiirasyon

37°C-65°C Primerin yapigmast

72°C Polimerizasyon
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PCR teknigi, tek ve ¢ift sarmalli DNA ya da RNA i¢in kullanilabilir. PCR ile bir hedef
DNA pargasindan milyonlarca ¢ogaltmak miimkiindiir. Siklus sonrasi olusan yeni DNA
iplik¢ikleri bundan sonraki siklus i¢in birer kalip DNA islevi gormekte ve 30 siklus sonrasi
baslangigtaki DNA 06rnegi 1.000.000 kez c¢ogaltilabilmektedir. Yontemin temeli,
cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayici olan,
18-25 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullanilarak, bu iki primer
ile sinirlandirilan boélgenin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR'in 6nemli bir
avantaj1 da ¢ok az miktarda DNA ile calismaya olanak saglamasidir (17, 67).

Bir PCR dongiisii i¢in gerekli olan bes ana madde vardir: DNA 6rnegi, bu genelde
genomik DNA’dir; ¢ogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan gevreleyen bir ¢ift sentetik
primer; deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP:A,T,C,G); yiiksek 1stya dayanikli, 70-72 °C’de
islev goren DNA-polimeraz enzimi (Taq polimeraz enzimi), uygun pH ve iyon kosullarim
saglayan tampon karigimi1 ve MgCl,. Bu karisim PCR ii¢ basamagini diizenlemek igin 1s1y1
arttiran ve azaltan bir 1s1 diizenleyicisi (termocycler) i¢ine konur (17, 67).

PCR yontemi ile ¢ogaltilmak istenen bdlgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayic1 6zellikte 18-25 baz uzunlugunda, sentetik olarak sentezlenebilen
oligonukleotidlere “primer” denir. Bu diziler c¢esitli tasarim programlar1 kullanilarak
hedeflenen gen bolgesine 6zgii olarak sentezlenmektedir.

Canlilarin ¢ogunda tek iplik¢ikli DNA’y1 kalip olarak kullanan Taq DNA polimeraz
enzimi, ortamdaki dNTP’leri kullanarak kalip DNA iplik¢igine tamamlayict bir DNA
ipligini meydana getirecek sentez reaksiyonunu katalizler. Enzim, tamamlayicti DNA
sentezini baglatmak i¢in primerlere ihtiya¢c duymaktadir. Sentezin yonii 5° ucundan 3’
ucuna dogru olup, primerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin fosfodiester
baglar1 ile baglanmast sonucu yeni DNA ipliinin polimerizasyonu saglanir.
MgCl2 ortamda bulunan serbest dNTP’ler ile bir araya gelerek Taq DNA polimerazin
tantyabilecegi ¢oziinebilir bilesikler olusturmaktadir (17, 67).

DNA ve PCR diriinlerinin ayrilmasi ve tanimlanmas1 analizinde ¢ok c¢esitli yontemler
kullanilmakla birlikte tiim laboratuvarlarda rutin olarak yararlanilan en basit yontemlerden
birisi jel elektroforezidir. DNA’nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin
elektriksel bir alanda, negatif yiiklii fosfat gruplarindan dolayr jel {izerinde negatif
elektrottan pozitif elektroda (anod) hareketine dayanmaktadir. Bu hareketin hiz1 molekiiliin
biiytlikliigiine, yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete ve
uygulanan akima bagl olarak degismektedir. Yontemin avantajlart basit ve hizli olmasi,

ayrica diger yontemlerle yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmanlarinin ayrilabilmesini
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saglamasidir. UV 15181 altinda fluoresan etki gdsteren etidyum bromiir (EtBr) boyasinin
kullanim1 ile ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (0.5-25 kilobazlik segmentleri) olsa bile,
DNA’nin agaroz jel elektroforez yonteminde jel {izerindeki yerini belirlemek
miimkiindiir (17, 67).

Hasta ve kontrol grubundan, etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) igeren tiiplere
alman 3 ml vendz kan 6rnegi, calisilincaya kadar -20 °C’de derin dondurucuda sakland.
Kan orneklerinden DNA izolasyonu yapilip, elde edilen DNA 0&rnekleri, arastirilan
polimorfizm bdlgelerinin saptanmasi amaciyla PCR ile cogaltildi. PCR iiriinleri jel
elektroforez yontemi ile belirlendi. Genetik ¢alisma i¢in genomik DNA’nin saflastiriimasi
ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifikasyon islemi ve agaroz jel elektroforez
yontemi Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Immiinoloji

Laboratuvarinda gerceklestirildi.

3.2.1. Thl tip sitokin, Th2 tip sitokin ve TGF-§, gen ile MBL2 gen
polimorfizmlerinin belirlenmesi

Genetik belirlemede tek niikleotid polimorfizmleri i¢in 5 sitokin (IL-6,IL-10, IFN-
v,TNF-a ve TGF-$; ) ile MBL 2 gen analizi agagida belirtildigi gibi yapilmistir;

Promoter bolge-kodonda-Intron 1’de niikleotid degisimi

IL-6 Promoter bolge, pozisyon -174’de (G—C)

IL-10 Promoter bolge, pozisyon -1082’de (G— A), pozisyon -819’da ( C—T),
pozisyon - 592°de (C—A)

IFN-y Intron 1, pozisyon +874’de (A—T)

TNF-a Promoter bolge, pozisyon-308°de (G—A)

TGF-4; Kodon 10’da (T—C), kodon 25°de (G—C)
Ekzon 1’de nokta mutasyonlar

MBL2 Kodon 54 (GGC—GAC, Gly—Asp) ve

Kodon 57°de (GGA—GAA, Gly—Glu) nokta mutasyonlar

3.2.1.1. Th1 tip sitokin (IFN-y, TNF-a), Th2 tip sitokin ( IL-6, IL-10) ve TGF-p; ve
MBL2 i¢in genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyon iglemi ticari bir kit (QIAamp DNA Mini Kit, QTAGEN, Almanya)
kullanilarak firmanin talimatlarina gore asagidaki sekilde yapildi;
Isleme baslamadan énce;
- Ornekler oda sicakligma (15-25 °C) getirildi.
- Su banyosu veya 1s1 blogu 56 °C dereceye ayarlandi.

- Eliisyon islemi i¢in Buffer AE oda sicakligina getirildi.
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- Buffer AW1 ve buffer AW?2 protokole gore hazirlandi.
- Buffer AL icinde kristallesme varsa 56 °C derecede inkiibe edildi.

1.

1,5 ml isim yazili eppendorf tliplerinin i¢ine 20 pl protease kondu ve her bir tiipe
200 pl kan ve 200 pl Buffer AL eklenerek 15 saniye vortekslenip homojenize
edildi.

56°C'de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 200 pl %100 etanol eklenerek 10-15
saniye vortekslendi.

Tiiplerin i¢indeki karisim QIAGEN spin kolona aktarildi ve tiiplerin kapagi
kapatildiktan sonra 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolonun
yerlestigi tiip atildi. QIAamp spin kolon temiz 2 ml’lik toplama tiiplerine
yerlestirildi.

QIAGEN spin kolona dikkatlice agild1 ve kolon iizerine 500 pl Buffer AW1 eklendi
ve tekrar 8000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolonun yerlestigi tiip
atildi. QIAamp spin kolon temiz 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirildi.

QIAGEN spin kolona dikkatlice agildi ve kolon iizerine 500 pl Buffer AW2
eklendi. Tiiplerin kapag1 kapatildiktan sonra 14.000 rpm hizda 3 dakika santrifiij
edildi ve Spin kolonun yerlestigi tiip atildi. QIAamp spin kolon temiz 2 ml’lik
toplama tiiplerine yerlestirildi.

14.000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolonun yerlestigi tiip atildi.
QIAGEN spin kolon 1.5 mI’lik isim yazili ependorf tiiplere yerlestirildi.

Son olarak spin kolonun tam ortasina gelecek sekilde 200 pl Buffer AE eklenerek
oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 1 dakika 8000 rpm hizda santrifiij

edilerek DNA izolasyon islemi sonlandirildu.

izole edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de derin dondurucuda saklandh.

3.2.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); PCR-SSP ve RFLP-PCR yontemi

3.2.1.2.1. Th1 tip sitokin (IFN-y, TNF-a), Th2 tip sitokin IL-6, IL-10) ve TGF-f1 gen
bolgesi icin

Istenen sitokin gen (IFN-y,TNF-a,IL-6,IL-10,TGF-B1) allellerinin (promoter

bolgesindeki degisimin oldugu) ¢ogaltilmasi i¢in sekans-spesifik oligopeptid primerlerinin

(6zgilin primerler) saglandig1 Sitokin Genotiplendirme kiti (One Lambda, Inc, Canoga

Park, CA, USA) kullanilarak PCR-SSP(Single specific primer) metodu uygulandi. Bu kit
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sitokin polimorfizminin tespit etmek i¢in spesifik primerler, sitokin reseptorleri ve reseptor
antagonistlerinin igermektedir. Primer zincirler grup allelleri ya da sadece tek allel ile ¢cok
iyl uyuma sahip olarak dizayn edilmistir. Primer zincir ile miikemmel sekilde uyum hedef
sekanslarin amplifikasyonu ile sonuglanirken (pozitif sonug), uyumsuz primerler
amplifikasyonu ile sonuglanmaz (negatif sonug). Her bir PCR reaksiyonunun
integrasyonunu dogrulama i¢in tiim DNA Orneklerinde insan beta-globin gen bdlgesini
amplifiye eden internal kontrol primer zincir kullanildi. Her bir test i¢in 19 ul DNA, 180 pl
D-miks (PCR buffer, AINTP, MgCl,) ve 1 ul Tag-polimeraz ( 5 U/ ul) kullanildi.

Islem basamaklar: (her bir test kiti icin):

Tiim basamaklar oda sicakliginda yapilir.

1. PCR kaset mikrotiiplerde 19 ul DNA, 180 pul D-miks ve 1 pl Tag-polimeraz ile
hazirlanan mastermiks 5 dakika vorteks ile karistirildi

2. Mastermiksten, hedeflenen polimorfik yapilara ait degisik primerlerin bulundugu her
tiipe 10 pl ilave edildi.

3. Primerler ile mastermiks damlaciklarin karigmasi saglandi

4. Tiplerin kapaklar sikica kapatildi, tiipler arasinda ¢apraz kontaminasyon dnlendi.

5. PCP plag: termocycler’a (Corbett Research, Avustralya) yerlestirildi ve en kisa siirede
amplifikasyon baglatildi.

PCR siklus parametreleri onerildigi gibi agagidaki sekilde programlandi.

One lambda PCR Program (OLI-1)
Siklus Adim Is1 ( OC)Zaman Durum

1 I. 96 130 sn.Baslangi¢ denatiirasyonu
2. 63 60 sn.
9 1. 96 10 sn. Denatiirasyon
2 63 60 sn. Primer yapigmasi ve uzamasi
20 1 96 10 sn. Denatiirasyon
2 59 50 sn. Primer yapigmasi ve uzamasi
3 72 30 sn. Primer uzamasi
Bitis 1 4 StirekliSaklama

Elde edilen PCR iiriinlerini goriintiilemek i¢in tiiplerin kapaklar1 dikkatlice acilip

onceden hazirlanan % 2’lik agaroz jele yiiklendi.
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3.2.1.2.2. MBL2 gen bolgesi icin
PCR-Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) yontemi uyguland: (RFLP-
PCR yontemi).

PCR/RFLP Metodunun prensibi:

Bu yodntem polimorfizm c¢alismalarinda, 6zellikle tek nokta mutasyon analizlerinde
siklikla kullanilan bir yontemdir. Tek nokta mutasyonlar1 ile meydana gelen veya zarar
goren enzim kesim noktalar1 kullanilarak bu bolgelerde olusan mutasyonlar1 tespit etmek
miimkiindiir Yontem temelde dort adimdan meydana gelmektedir; DNA izolasyonu, PCR,
elde edilen PCR iiriiniiniin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi ve elektroforez

ile kesilen fragmanlarin ayrimi, goriintiilenmesi(68).

PCR/RFLP yontemi ile mutasyonun arastirilacagi gen bolgesi, mutasyonu i¢ine alacak
sekilde PCR ile c¢ogaltildiktan sonra tek nokta mutasyon bolgesinden kesen bir enzim
secilerek analiz edilir. Analizin daha kolay uygulanir olabilmesi agisindan segilen enzim
biiyiilk 6nem tagimaktadir. Segilen restriksiyon enzimleri, uzunlugunu bildigimiz genomik
DNA pargasi iizerinde yaklagik 5-10 baz uzunlugunda belirli bir niikleotid dizisini
tantyarak bu noktada kesim yapar ve DNA’y1 ikiye ayirir. ilki Hamilton tarafindan
kesfedilen Hind III basta olmak iizere, 200 den fazla farkli bakteri tliriinden, her biri
bakterinin orijinal isminin kisaltmasi ile anilan ¢ok sayida restriksiyon endonukleaz enzimi
bulunmustur. Her DNA molekiilii farkli kesim noktalarina sahip bolgeleri igerir. Bu DNA
bolgeleri ayni restriksiyon enzimi kullanilarak kesildiginde bireylerin tasidigi mutasyonlara
bagh olarak degisik miktar ve uzunlukta parcalar elde edilebilmektedir. Kesilen genomik
DNA, parcalarinin bliytikliigiine gore agaroz ya da poliakrilamid jelde elektroforez islemi
ile yiuriitiliir. Jel tercih edilen yOnteme baglh olarak, hazirlanmadan Once veya
elektroforezden sonra etidyum bromiir ile boyanip ardindan ultra viyole (UV) isikta
goriintiilenir.  Kesim noktalarina gére uzunluklart Onceden bilinen pargalar
degerlendirilerek mutasyonlarin varligi ya da yokluguna karar verilir. Degerlendirme su
sekilde yapilir; hedef gen bolgesindeki nokta mutasyon, c¢ogaltilan DNA’da segilen
restriksiyon enziminin tanima bolgesine 6zgiilse mutasyonlu iiriinde kesim gergeklesirken
normal iiriinde kesim ger¢eklesmez. Bdylece kesilen {irlinlere sahip bireyler mutasyonlu
digerleri normaldir. Tam tersine restriksiyon enziminin tanima bolgesi mutasyona 6zgiil

degil de normal olan iirtine 6zgiil ise kesim normallerde gergeklesir, mutasyon olanlarda
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kesim gerceklesmez. Degerlendirme, kesim olan iirlinlere sahip bireyler normal,

olmayanlar ise mutasyonludur seklinde yapilir (68).

Izole edilen DNA, PCR yéntemi ile amplifiye edildi. Her bir hasta icin PCR karisimi;
forward primer(F); 5-TAGGACAGAGGGCATGCTC-3' ve reverse primer(R); 5'-
CAGGCAGTTTCCTCTGGAAGG-3' baz dizilimini i¢eren primer sekanstan (68) 0,5'er
pl, niikleotidleri iceren dNTP karigim soliisyonundan 1 pl, DNA polimeraz enzimi olan
Taq DNA polimeraz enziminden (Thermo Scientific, ABgene House, Blenheim Rood,
Epsom, UK; 5 u/ul) 0,25 pl, Taq polimerazin tampon soliisyonu olan Taq Buffer'dan 5 pl
ve MgCl,'den 3 pl eklenerek hazirlandi. Son olarak, izole edilen hasta DNA’lar1 her bir
tiipe 10 pl eklendi ve tlizerine 50 pl’ ye tamamlayacak sekilde 29,75 pl distile su ilave
edildi. Elde edilen karisimlar onceden programlanmis olan Thermocycler' a (Corbett
Research, Avustralya) yerlestirildi. DNA denatiirasyonu i¢in 94°C'de 30 saniye, pimerlerin
DNA'ya baglanmasi i¢in 60°C'de 1 dakika, polimerizasyon i¢in 72°C'de 2 dakika ve en son
olarak yarim kalan zincirlerin tamamlanmasi i¢in 72°C'de 5 dakika inkiibe edildi ve bu
sekilde 40 dongii yapilarak amplifikasyon tamamlandi. Elde edilen MBL gen iiriinlerinde
gen polimorfizmlerinin saptanmasi amaciyla her hasta i¢in 2 ayn tiipe 17,5 pl ¢ogaltilmis
DNA kondu. Bir tiipe 5 {inite BshNI(Banl) restriksiyon enzimi (5’...G| G Y R C C...3’,
3’...CCRY G| G...5 bolgesinde kesim yapar; Fermantas, Vilnius, Lithuana, 10ii/ul) ve
2 ul tampon soliisyonundan (10XBuffer) eklenerek 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi. Diger
tiipe ise 3,5 iinite Mboll restriksiyon enzimi (GAAGA], ve CTTCT] bdolgesinde
nonsimetrik kesim yapar, Takara Bio Inc, Shiga, Japan, 5ii/ul) ve 2 pl tampon soliisyonu
(10x Buffer) ilave edilerek 37°C'de 90 dakika inkiibe edildi (68).

MBL geni kodon 54 ve kodon 57 mutasyonlarinin tesbitinde kullanilan, primer
ciftiyle yapilan amplifikasyon sonucu 349 baz ciftlik (bp) PCR firiinii elde edildi. 349 baz
dizilimli PCR iirlinii kodon 54 ve kodon 57 ig¢in sirasiyla Banl ve Mboll enzimi ile
kesilmektedir. BshNI (Banl) restriksiyon enzimi ile kesilip 2 fragman (260 bp ve 89 bp)
olusan mutasyonsuz DNA “A alleli”, Mboll ile kesilip 2 fragman (270 bp ve 79 bp) olusan
DNA “C alleli”, her iki enzimle de kesilme gozlenmeyen DNA “B alleli” ve her iki
enzimle de kesilme olanlar DNA “D alleli” olarak tanimlandi. Elektroforez sirasinda
kesilen bolgelerde olusan ¢ift bant heterozigot mutasyon, tek bant ise homozigot mutasyon
olarak degerlendirildi (68).

Restriksiyon islemi tamamlandiktan sonra olusan fragmanlar (iiriinler) %2'lik agaroz

jelde elektroforez ile yiiriitiiliip ve ultraviyole 151k kaynaginda goriintiilendi.
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3.2.1.3. Agaroz jel elektroforezi
PCR isleminden sonra ¢ogaltilan DNA’lardan (Th1, Th2 ve Th3 sitokinler ve MBL-2

DNA genomu) 10 pl alinarak % 2’lik agaroz jel iizerinde 140-150 volt uygulanarak 45
dakika elektroforez uygulandi. DNA bantlar1 etidyum bromiir ile boyanarak goriiliir hale
getirilip 260 nm dalga boyundaki ultraviyole transluminatér (Major Science,Taiwan)
altinda fotograflandi.

PCR-SSP sonuglarin yorumlanmas: spesifik bir amplifiye DNA fragmantlariin olup

olmamasina gore yapildi.

3.3.istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz Epi Info Software version 3.2.2 (CDC, Atlanta GA,USA) ve
SPSS for Windows version 16.0 (Chicago, IL, USA) programlar ile yapildi. Kiimeleme
analizi i¢in Clustan Graphics v8.00 (Clustan Graphics, Edinburgh, UK) programi
kullanildi. Grup oranlarmin karsilastirlmasma ki-kare veya Fisher’in kesin y° testi
kullanildi. Genomik polimorfizm diizeyinde risk faktorlerinin ve koruyucu faktorlerin
belirlenmesinde odds oran1 (OR) degerleri dikkate alindi. iki grup arasindaki yas ve
cinsiyet degiskeni student t testi ve y” testi ile karsilastirildi. p< 0.05, istatistiksel anlamlilik

sinir1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hasta grubu 33 erkek( % 82.5), 7 kadin (% 17.5 ) olmak iizere toplam 40 kisiden
olusuyordu. Hasta grubundaki olgularin yaslar1 35-43 arasinda degismekte olup, ortalama
39.5 £+ 12.6 saptand1. Kontrol grubu ise 28 erkek (%70), 12 kadin (%30) toplam 40 kisiden
olusuyordu. Kontrol grubunun yaglar1 34- 43 arasinda degismekte olup, ortalama 36.7+
7.6 saptandi. Her iki grup arasinda hasta yaslar1 ve cinsiyetleri agisindan istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu (sirasiyla, p>0.05 ve p> 0.05). Hasta grubundaki olgularin tamami en az
bir tedavi segenegi (elektrokoterizasyon, kriyoterapi, topikal imikimod, kimyasal ablatif
yontemler vb.) uygulanan, yanit alimamamis ya da tedavi sonrasinda niiks gelisen
olgulardan olugsmaktadir. Stipheli olgularda VDRL ya da RPR testi ile sifiliz dislanmustir.

Hasta ve kontrol gruplarinin, IFN-y(+874), IL-10 (-592,-819 ve -1082), IL-6(-174),
TGF-B; (kodon-10 ve kodon-25), TNF-a (-308) sitokin genleri ile MBL2 genlerinin
fenotipik 6zellikleri Tablo 6a-6d’de 6zetlenmistir. Incelenen 5 sitokin ve MBL2 genotipleri
karsilagtirildiginda hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmedi. Hasta grubu olgularinda bir grupta (ilk 6 hasta) % 2 agaroz jel
elektroforezindeki sitokin gen polimorfizmleri Sekil-11a ve Sekil-11b’de gdsterilmistir.

Hastalarin MBL gen polimorfizmleri bakildiginda 30 (%76.9) hastada mutasyon
olmadig1r (AA), 7(%17.9) hastanin heterozigot kodon 54 mutasyon tasidigr ve 2(%)5.1)
hastanin da homozigot kodon 54 mutasyonu (BB) tasidigi1 goriildii. Hastalarin hig¢birinde
kodon 57(C alleli) ya da kodon 52 (D alleli) saptanmadi. Gruplar arasinda MBL genotipi
bakimindan farklilik saptanmadi (Tablo 6d). Hasta grubu olgularinda bir grupta (ilk 7
hasta) % 2 agaroz jel elektroforezindeki MBL2 gen polimorfizmleri Sekil-11c’de

gosterilmistir.
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Tablo-6a. Kondilomata akiiminatali hasta ve kontrol gruplarmin sitokin gen polimorfizmlerinin
allel sikligin1 ve genotipik 6zelliklerinin kargilagtiriimasi

Sitokin gen Allel sikhig1 (%) Genotip (%)

TNF-a (-308) G A G/G G/A A/A
Hasta (n=40) 72 (90.00) 8 (10.00) 32 (80.00) 8 (20.00) 0 (0.00)
Kontrol (n=40) 74 (92.50) 6 (7.50) 34 (85.00) 6 (15.00) 0(0.00)
P 0.576 0.576 0.576 0.576 -
OR(95% CI) - - - - -
TGF-$1 (cod. 10) T C T/T T/C c/C
Hasta (n=40) 40 (50.00) 40 (50.00) 8 (20.00) 24 (60.00) 8 (20.00)
Kontrol (n=40) 44 (55.00) 36 (45.00) 9 (22.50) 26 (65.00) 5(12.50)
P 0.527 0,527 0,785 0.644 0.363
OR(95% CI) - - - - -
TGF-p1 (cod. 25) G C G/G G/C Cc/C
Hasta (n=40) 78 (97.50) 2 (2.50) 38 (95.00) 2 5.00) 0 (0.00)
Kontrol (n=40) 75 (93.75) 5(6.25) 35 (87.50) 5(12.50) 0(0.00)
P 0.443 0.443 0.432 0.432 -
OR(95% CI) - - - - -
1L-10 (-1082) G A G/G G/A A/A
Hasta (n=40) 25(31.25) 55(68.75) 4 (10.00) 17 (42.50) 19 (47.50)
Kontrol (n=40) 29 (36.25) 51 (63.75) 3 (7.50) 23 (57.50) 14 (35.00)
P 0.504 0.504 1.000 0.180 0.256
OR(95% CI) - - - - -
1L-10 (-819) C T Cc/C C/T T/T
Hasta (n=40) 52 (65.00) 28 (35.00) 18 (45.00) 16 (40.00) 6 (15.00)
Kontrol (n=40) 53 (66.25) 27(33.75) 16 (40.00) 21 (52.50) 3 (7.50)
P 0.868 0.868 0.651 0.262 0.481
ORs(95% CI) - - - - -
1L-10 (-592) C A c/C C/A A/A
Hasta (n=40) 52 (65.00) 28 (35.00) 18 (45.00) 16 (40.00) 6 (15.00)
Kontrol (n=40) 53 (66.25) 27(33.75) 16 (40.00) 21 (52.50) 3 (7.50)
p 0.868 0.868 0.651 0.262 0.481
OR(95% CI) - - - - -
IL-6 (-174) G C G/G G/C C/C
Hasta (n=40) 47 (58.75) 33 (41.25) 22 (55.00) 15 (37.50) 3(75
Kontrol (n=40) 50 (62.50) 30 (37.50) 16 (40.00) 18 (45.00) 6 (8.20)
P 0.627 0.627 0.179 0.496 0.481
OR(95% CI) - - - - -
IFN-y (+874) T A T/T T/A A/A
Hasta (n=40) 40 (50.00) 40 (50.00) 9 (22.50) 22 (55.00) 9 (22.50)
Kontrol (n=40) 40 (50.00) 40 (50.00) 10 (25.00) 20 (50.00) 10 (25.00)
p 1.000 1.000 0.793 0.654 0.793

OR(95% CI)
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Tablo-6b. TGF-B1 ve IL-10’un farkli poziyonlarindaki kombine polimorfizmlerin dagilimlari

Sitokin Gen Genotip Hastalar Kontrol
Polimorfizmleri n (%) n (%) p degeri OR
95% CI)

TGF-p1 T/T-G/G 8 (20.0) 9(22.5) 0.784 -

(codon 10-25) T/C-G/G 23 (57.5) 22 (55.0) 0.821 -
T/C-G/C 1(2.5) 4 (10.0) 0.360 -
C/C-G/G 7(17.5) 4 (10.0) 0.330 -
T/T-G/C 0(0.0) 0(0.0) - -
C/C-G/C 1(2.5) 1(2.5) 1.000 -
C/C-C/C 0 (0.0) 0(0.0) - -
T/T-C/C 0( 0.0 0(0.0) - -
T/C-C/C 0( 0.0 0(0.0) - -

IL-10 GCC/GCC 4 (10.0) 3(7.5) 1.000 -

(-1082, -819, -592) GCC/ACC 9(22.5) 10 (25.0) 0.792 -
GCC/ATA 8 (20.0) 13 (32.5) 0.203 -
ACC/ACC 5(12.5) 3(7.5) 0.711 -
ACC/ATA 8 (20.0) 8(20.0) 1.000 -
ATA/ATA 6 (15.0) 3(7.5) 0.481 -

Tablo-6¢. Kondilomata akiiminatali olgularda ve saglikli kontrollerde sitokin gen polimorfizmi ve
iliskili olduklar fenotipik 6zellik

Sitokin Gen Hastalar Kontrol

Polimorfizmleri n (%) n (%) p degeri OR
(95% CI)

TNF-a (-308)

Yiksek (G/A,A/A) 8(20) 6(15) 0.556 -

Diisiik (G/G) 32 (80) 34(75) 0.556 -

TGF-B1 (codon 10-25)

Yiiksek/Ilimli 39 (97.5) 39 (97.5) 1.000 -
(T/T-G/G,T/C-G/G

T/C-G/C,C/C-G/G,T/T-G/C)

Diisiik 1(2.5) 1(2.5) 1.000 -
(C/c-G/e,c/ie-c/ie

T/T-C/C,T/C-C/C)

IL-10 (-1082, -819, -592)

Yiiksek/ Iml1 21(52.5) 26 (65) 0.256 -
(GCC/GCC

GCC/ACC, GCC/ATA)

Diisiik 19(47.5) 14(35) 0.256 -
(ACC/ACC,ACC/ATA

ATA/ATA)

IL-6 (-174)

Yiiksek (G/G,G/C) 37(92.5) 34(85) 0.481 .
Diisiik (C/C) 3(7.5) 6 (15) 0.481 -
IFN-y (+874)

Yiiksek/ Imli (T/T,T/A) 31(77.5) 30 (75) 0.793 -
Diisiik (A/A) 9(22.5) 10 (25) 0.793 -
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Tablo-6d. Kondilomata akiiminatali hasta ve kontrol gruplarmin MBL2 gen polimorfizmlerinin
allel sikligin1 ve genotipik 6zelliklerinin kargilagtiriimasi

MBL A B AA AB BB
Hasta (n=39)°  67(85.90) 11 (14.10) 30 (76.92) 7 (17.95) 2(5.13)
Kontrol (n= 40) 65(81.25) 15 (18.75) 27 (67.50) 11 (27.50) 2 (5.00)
P values 0.431 0.431 0.350 0312 1.000

OR 5(95% CI) - - - - -

a Bazi teknik nedenlerden dolay1 39 Kondiloma akuminatali olguda genotiplendirme yapildi.

Hastal  Hasta2 Hasta3 Hasta4d Hasta5s Hasta 6

Sekil 11a. lk 6 hastanin % 2 agaroz jelde sitokin gen polimorfizm gériintiisii (Yatay goriiniimde).
1 kuyu: negatif internal kontrol, 2-3 kuyu: TNF-a(-308), 4.-7. kuyu: TGF-p1 (kodon 10-25), 8.-
12. kuyu: IL-10(-1082, -819, -592), 13.-14. kuyu: IL-6 (-174),15.-16. kuyu: [FN-y (+874).

1 2 3 4 = 6 T 8
neg kontr TNF-a TNF-a TGF-81 TGF-81 TGF-B1 TGF-81 IL-10
promoter promoter kodon kodon kodon kodon promoter

-308A - 308G 10T 10C 25C 25G -1082A,-819T

[ [

ﬁﬁ

9 10 11 12 13 14 15
IL-10 -10 IL-10 IL-10 IL-6 IL-6 IFN- v IFN-

promoter promoter ‘promoter prometer promoter promoter intron 1 intron 1

-1082G,-819C -1082A -819C -819T -592A -819C,-592C -174C -174G +874T +874A

i - d — { —

Sekil 11b. Yukaridaki ilk hastanin % 2 agaroz jelde sitokin gen polimorfizm goriintisii
(Biiyiitiilmiis dikey goriiniimde).
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Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta Hasta

1 2 3 4 5 6 7 M

349 bp —
260 bp —

89bp —

Sekil 11c. Hasta grubunda ilk 7 hastanin MBL-2 gen kodon 54 ekzon1’in restriksiyon enzimi ile
kesildikten sonraki % 2 agaroz jel elektroforezdeki DNA fragmanlari. (Dikey gériiniimde). 349 bp
PCR iiriinii kodon 54 polimorfizminde Banl ile kesilir ve par¢alanir. Normal allel (allel A) Banl (1.
,2.,5.,6. ve 7.hasta) enzimi ile 260 bp ve 89 bp olarak iki fragmana kesilir. Allel B’de kesilme
yoktur(349 bp) (3. hasta). Kesilmemis,ii¢ ayrt fragman(349 bp, 260 bp ve 89 bp) AB heterozigot (4.
hasta) olarak olarak goriilmektedir. M: 100 bp DNA marker

Birimlerin yapisinin incelenmesi i¢in, ¢ok degiskenli istatistiksel analiz yontemi olan
kiimeleme analizi de yapilmistir. Birimlerin kiime adi verilen homojen gruplamalarin
incelemek i¢in uygun kiimeleme yontemi kullanilmistir. Kiimeleme analizi bir yap1 arama
caligmasidir. Birimler ile benzerlikleri dikkate alarak toplumdaki gruplanmalari inceler..
Birimler arasindaki benzerlik derecesini hesaplamak i¢in Gower benzerlik katsayisi
kullanilmigtir. Kiimelerin birlestirilmesinde ortalama baglanti yontemi kullanilmistir.
Kiime sayis1 hakkinda onsel bilgi olmadigindan, kiimeleme yontemi olarak hiyerarsik
toplumsal yontemler kullanilmistir. Kiimelerin tanimlanmasindan sonra, kiimelerin
olusumunda farklilik yaratan degiskenlerin belirlenmesi igin Pearson y* ve Fisher’in kesin

¥ testleri kullanilmustir.
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Benzerlik diizeyi 0.315 olan iki ana kiime olusmustur. Sekil-12°’de dendrogram
gosterilmigstir. Hasta orani kiime 1°de daha fazla (%55.22) iken, saglikli oran1 kiime 2’de
daha fazla (%81.81) idi. Hasta ve kontrol goériilme oranlari bakimindan iki kiime arasinda

anlamli fark bulundu (p=0.023).

Chaster-1

Cluster-2

lood 080 0780 0&70 050 0450 0340 0230
Similanity coefficient

Sekil-12. Kiimeleme analizi, 0.315 benzerlik diizeyinde iki ana kiime. Kiime 1; hastalarin fazla
oldugu grup ve kiime 2; sagliklilarin fazla oldugu grup.

Kiimelerin olusmasia anlamli etkisi olan degiskenler IL-6 ve MBL idi (Tablo-8).
Diger degiskenlerin kiimelerin olugsmasinda anlamli etkilerinin olmadig1 saptandi

IL-6 icin G/G genotipinin goriilme orani kiime 1’de daha fazla (p<0.001) olup, G/C
genotipinin goriilme orani kiime 2’de daha fazla idi (p=0.046). C/C genotipi bakimindan
iki kiime arasinda anlamli fark yoktu (p=0.110).

MBL i¢in AA genotipinin goriilme orani kiime 1’de daha fazla (p<0.001) olup, AB
genotipinin goriilme orani kiime 2’de daha fazla idi (p<0.001). BB genotipi bakimindan iki
kiime arasinda anlamli fark yoktu (p=1.000).

Buna gore hasta oraninin fazla oldugu kiime 1°de IL-6 G/G genotipi ve MBL2 AA
genotipi KA gelisimi i¢in risk faktorleri olarak diisliniiliirken, sagliklilarin fazla oldugu
kiime 2’de IL-6 G/C genotipi ve MBL2 AB genotipi koruyucu faktor olarak degerlendirildi
(Tablo- 7).
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Tablo-7. Kiimelerde anlamli degiskenler ve tanimlayici istatistik analizi

Kiime 1 (n;=67)

Kiime 2 (n,=11)

P degeri
n % n %
Gruplar
Hasta 37 55.224 18.182
0.023
Kontrol 30 44.776 81.818
TNF-a
G/G 54 80.597 11 100
G/A 13 19.403 0 0 0.195
TGF-p1
T/C - G/G 37 55.224 6 54.545 1.000
T/C-G/C 4 5.970 1 9.091 0.543
T/T - G/G 14 20.900 3 27.273 0.697
C/C-G/G 9 13.433 1 9.091 1.000
G/C-G/G 1 1.493 0 0 1.000
C/C-G/C 2 2.990 0 0 1.000
IL-10
GCC/ATA 18 26.866 2 18.182 0.719
ACC/ATA 11 16.418 4 36.364 0.208
GCC/GCC 7 10.448 0 0 0.584
GCC/ACC 16 23.881 3 27.273 1.000
ACC/ACC 10.448 1 9.091 1.000
ATA/ATA 11.940 1 9.091 1.000
IL-6
G/G 36 53.731 0 0 <0.001
G/C 25 37.313 8 72.727 0.046
C/C 6 8.955 3 27.273 0.110
IFN-y
A/A 15 22.388 4 36.364 0.448
T/A 35 52.239 6 54.545 0.887
T/T 17 25.373 1 9.091 0.441
MBL2
AA 56 83.582 1 9.091 <0.001
AB 7 10.448 10 90.909 <0.001
BB 4 5.970 0 0 1.000
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda sitokinlerin ve MBL’in kodlandig1 bolgelerdeki mutasyonlar ve
diizenleyici bolgedeki tek niikleotid degisikliklerinin sitokin iiretimindeki bireysel
farkliliklarin nedeni olabilecegi ve bu genetik polimorfizmin hem in-vivo hem de in-vitro
ortamda sitokinlerin salinimin etkiledigi gosterilmistir (13-16,57-59,62,66,69,70). Sitokin
ve MBL gen polimorfizmleri ile enfeksiyon hastaliklar1 arasinda hastaligin olusum
asamasinda, seyrinde ve tedaviye yanitlarinda iligki oldugu bildirilmistir (11,12,17,18,71-
74).

Biz de calismamizda ¢ogu kez tedavisinde zorlanilan ve klinik tablo siddetinde, tedavi
yanitlarinda, tedavi sonrasi niikslerinde kisisel farkliliklarin goriildiigii anogenital HPV
enfeksiyonlar1 gelismesinde Thl (IFN-y, TNF-a), Th2 tip sitokin (IL-6), T
diizenleyici/baskilayici tip sitokinler (IL-10, TGF- B) ile MBL gen (MBL-2) polimorfizmi
arasindaki iligkiyi arastirdik.

Literatiirde HPV enfeksiyonlarina yatkinlik ve persistant ya da rekiirrens ile sitokin
(19,50,75-82) ve MBL-2 gen (20-22) polimorfizmi iligkisi, sadece yiiksek onkojenik riskli
HPV genotipleri ile servikal enfeksiyon/kanser gelismesi riskini aragtirmak amacgl ¢ok az
calismada irdelenmistir. Bu ¢aligmalarda saptanan sitokin gen polimorfizmleri IFN-a +551
T>G, ILIRN 86 bp VNTR, TNF-237 G>A, TNF-375 G>A, TNF-572 A>C, TNF-857
C>T, TNF-863 C>A, TNF-307 G>A seklindedir (50,70,71,73). Bununla birlikte diigiik
onkojenik HPV’ler ile iliskili kondilomata akiiminata olusmasinda, regresyon ya da
persitansinda sitokin gen ve MBL gen polimorfizmleri ile immiinolojik olaylar arasindaki
iligki yeterince agiklanamamistir (8,36,83-91). Tablo-8’da kondilomata akiiminatali
olgularda ¢ogu Uzakdogu iilkelerinde yapilan sitokin/kemokin gen polimorfizm calisma
sonuclart goriilmektedir (84-90). Bu calismalardan birinde bizim de arastirmamizda
buldugumuz gibi IFN-y gen polimorfizmi agisindan fark olmadigi ifade edilmistir (84).
Literatiirde ¢alismamizda KA olgularinda inceledigimiz diger sitokinler ve MBL gen
polimorfizmleri iliskisinin arastirildigi bir baska ¢aligma yoktur.

Kiimeleme analizi sonrasi hasta oraninin fazla oldugu kiime 1’de saptadigimiz IL-6
icin G/G genotipi ve MBL2 i¢in AA genotiplerini; kondilomata akiiminata gelisimi
acisindan risk faktorleri olarak, sagliklilarin fazla oldugu kiime 2’de IL-6 icin G/C
genotipi ve MBL-2 i¢cin AB genotiplerini koruyucu faktorler olarak degerlendirdik (Tablo-
7).
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Tablo- 8. Literatiirde KA olgularinda gen polimorfizm sonuglari.

Gen Sonug¢ ve yorum(kaynak)
-IFN-G(+874) Rekiirren KA ile iliski yok (84)
-CCRS delta 32 Iliski yok(85)

-HLA-DMA *0101 ve [liski var(86)

HLA-DMB* 0101

-HLA DQBI1 *0501 ve Rekiirren KA ile negatif iliski(88)
HLA DQB1*0201

-TLRY (-1174 SNP1 Mliski yok(89)

TLRY (-1635 SNP2) Mliski yok(89)

-TAP-1 (Kodon 637, AA, AG, GG) Rekiirren KA ile iligki var (90)
TAP-1 (Kodon 333) Rekiirren KA ile iligki yok(90)

KA; kondilomata akiiminata, CCR5 delta 32 ; insan kemokin reseptor5 delta 32, HLA-DMA;HLA- D bélgesi
alfa zinciri HLA-DMB HLA- D bolgesi alfa zinciri; TLRY; Toll- benzeri reseptor, SNPI1 ve SNP2; tek
niikleotid polimorfizmi, TAP-1; Transport ile iliskili protein-1.

Genelde enfeksiyona yatkinlikta predominant olarak Th2 sitokin (IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10, IL-13) ile, patojene kars1 diren¢ ya da eliminasyon ise Thl sitokin profili (IL-2, IL-12,
TNF-0, IFN-y) gibi sitokin profili ile iliskilidir (5,6). Yapilan c¢alismalar HPV
enfeksiyonlar1 da dahil temel viral enfeksiyonlarda miks tip immdiin yanitinda olabilecegini
gostermistir (7-9,25,26,30,36-43). Ancak son zamanlarda HPV enfeksiyonlu kadinlarda
Thl(hiicresel) ve Th2 (hiimoral) immiinoregiilasyonda mukozal alanlarda Thl ‘den
Th2’ye ge¢is olduguna dikkate cekilmistir (91,92). Prospektif bir ¢alismada yiiksek
onkojenik riskli HPV enfeksiyonlarinda HPV enfeksiyonu klirensi ya da persistansi ile
serum sitokin diizeyleri (93) ve sitokin gen polimorfizmleri(19) arasinda iliski
bulunamamustir.

HPV’e kars1 immiin yanit lokal hiicresel immiinite agirliklidir. Hiicresel immiin yanit
lezyonlarin gerilemesini ve serum ndtralizan antikor gelisimini saglar. Viriise karst uzun
stireli spesifik immiinite gelisiminde effektor, yardimci ve diizenleyici hiicreler olarak T
hiicreleri temel hiicrelerdir. Rekiirrent, peristans gosteren ya da tedaviye direngli olgularda
Tc ve Thl sitokin yanitinin azaldigi, Th2 yanmitin1 da enfeksiyonu smirlamada yetersiz
kaldig1 diisiiniilmektedir (94-96). Ozellikle T hiicreleri baskilanmis hastalarda artrms HPV
insidans1 CD4" ve /veya CD8" T hiicre cevaplarnin HPV enfeksiyonunun kontroliinde
onemli rol oynadigini diisiindiirmektedir (97). Woodworth ve Simson (37) in vitro olarak
kiiltiire  keratinositlerden HPV uyarimiyla sitokin sekresyonunun diizenlendigini
bildirmislerdir. Ustelik Malejczyk ve ark. (38) HPV ile enfekte olmus keratinositlerde
otokrin TNF-a’nin viral replikasyonu baskiladigin1 gostermistir. Viac ve ark. (98,99) TNF-

a cekspresyonu ile adhezyon molekiilleri ve HLA-DR ekspresyonlar1 arasinda
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korelasyondan bahsetmistir. Ayrica IFN’lar rekalsitran genital verriilerde biyolojik ajan
diizenleyicisi olarak kullanilmaktadir (100,101). Sonugta ekzojen yolla ya da enflamatuvar
hiicrelerden ve papilloma hiicrelerinden koken alan sitokinler papilloma gelisiminde ve
konak immiinsurveyansinda temel rol oynayabilir (16). Kondilomata akiiminatali
hastalarda lezyonlarda hiicresel immiin yanitin baskilandigini gosteren bulgular da
saptanmistir. Bu olgularda hiicresel IL-10’un arttig1, antijen prezentasyonunun ve dendritik
hiicre sayisinin azaldigi, immiinsiipresif T regulatéor hiicre populasyonun arttig1
gbzlenmistir (83). Benzer sekilde periferal kanda da Thl, Tcl hiicre, Th1/Th2 oraninda
azalma saptanmustir. Ozellikle relaps olan hastalarda Th1/Th2 oranindaki azalmaya ve
Foxp3+CD4+CD25+ regulator T hiicrelerinin (Treg; Th1l ve Th2 hiicrelerin proliferasyonu
/ sitokin salimimini baskilar ve Tc hiicre-CD8+T hiicresi) cevabini baskilar) artmasinin
viral klirenste gecikmeye neden olduguna dikkat ¢ekilmistir (83,94).

IL-6, aktive olmus mononiikleer fagositler, endotelial hiicreler, fibroblastlar ve aktive
olmus lenfositlerden salinir. Antienflamatuvar bir sitokindir. Hiicresel tip reaksiyonu
baskilar, humoral immiiniteyi indiikler. Notrofil birikimini bloke eder ve notrofil
apoptozisini de diizenlemektedir. IL-6 proenflamatuvar ve antienflamatuvar olaylarla
dengelenen akut enflamasyon i¢in bir rezollisyon faktorii olarak tanimlanmaktadir. IL-6
akut faz yanitinda 6nemli rol oynar ve akut-kronik enflamasyondaki diizeylerinin farklilik
gostermesi nedeniyle hastalik progresyonunda dnemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (102).
In vivo ¢aligmalarda IL-6’nin vascular endothelial growth factor (VEGF) upregulasyonu
yolu ile anjiojenik aktiviteye sahip oldugu saptanmistir (102). En sik promoter bolge
polimorfizmi IL-6-174 G>C goriilmektedir. Homozigot CC aleli diisiik IL-6 iiretimine
neden olurken, homozigot G/G aleli yiiksek IL-6 iiretimine neden olur (102) immiinsiipresf
etkileri 6n planda olan Th2 sitokinlerinden IL-6’nin kondilomata akuminatali olgularda
homozigot G/G allelik varyasyonu hastaliga yatkinlik, hastalifin progresyonundan ya da
relapslarindan sorumlu olabilir. MBL nin yabanci mikroorgaizmalarin hizla temizlenmesi
yaninda IL-6 iiretimini arttirarak akut enflamasyonun erken sonlandirip hizla adaptif
immiin yanita gecisi hizlandirabilir (103). Gergekten de persistan genital yiiksek onkojenik
(104-107) ve disik onkojenik HPV (107,108) enfeksiyonlarinda artmis serum IL-6
diizeyleri ile yakindan iliskilendirilmistir. IL-6 diizeylerini HPV DNA persistansinda bir
marker olarak kullanilabileceginden bahsedilmistir (104).

Calisma hastalarimizda IL-6 G/G genotipinin daha fazla goriilmesinin sonucu olarak
hasta grubunda IL-6 ekspresyonunun daha fazla oldugu seklinde yorumlanmis ya da

ongoriilmistiir. Kondilomata akiiminata hastalarinda lezyonlu alanda artmis IL-6
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ekspresyonu, HPV’nin epidermal hiicrelerden IL-6 gen ekspresyonunu arttirdigini
diisiindiirmektedir. Bu hastalarda lezyonlu alanda epidermal sitokin iiretiminde normale
gore farkliliklar olabilir. Ayrica IL-6 epidermal hiicre proliferasyonu esnasinda da 6nemli
esansiyal faktorlerden biri de olabilir (107). Lezyonlu alanda artmig IL-6 mRNA
ekspresyonu asir1 artmis epidermal hiicre proliferasyonu ile sonuglanabilir (107,108).
Ayrica IL-6’nin, yukarida bahsettigimiz anjiojenik aktiviteye sahip oldugu da
diistiniilmektedir(102,105). IL-6 ekspresyonundaki bu degisiklikler anogenital HPV
enfeksiyonlarindaki akantoz, papillomatozis ve vaskiiler degisiklikleri de agiklar
goriinmektedir. Hasta grubunda MBL-2 i¢in AA genotipinin daha fazla goriilmesi, hasta
grubunda MBL serum diizeyinin daha fazla oldugu seklinde 6ngdriilmiistiir(63-66). MBL-
2 gen polimorfizmi ile ilgili HPV enfeksiyonuna artmis egilimi su sekilde agiklanabilir;
HPV’nin zarfsiz bir viriis olmasindan dolay1, MBL iliskisinin zarfli diger viriislerdeki gibi
olup olmadig1 bilinmemektedir. MBL, MBL-MASP kompleksi ile lektin kompleman
yolunu aktive edip yabanci enfeksiyon ajaninin temizlenmesinde yardimci olurken bir
yandan da proenflamatuvar yanit1 yonlendirecek sekilde fagositler ve vaskiiler endotelial
hiicrelerden, ¢esitli sitokin ve kemokinlerin diizeyini arttirarak (en fazla IL-6 olmak iizere),
IL-6’nin hiicresel immiin cevabi baskilamasi, notrofil akiimilasyonunu onlemesi ve akut
enflamasyonun erken sonlanmasina yol agarak, viriisun temizlenmesini geciktirmis
olabilecegi de diisiiniilebilir. Literatiir verilerine dayanarak IL-6 G/G ve ve MBL-2 AA gen
polimorfizmlerinin anogenital HPV enfeksiyonlarinda olas1 etki ve sonuglar1 Sekil-13’de

sematize edilmistir(63-67, 102-108).

Antianflamatuvar sitokin

Hiieresel tip reaksivonn baglatir, humoral r
- . immiiniteyi arttinmr HPV
Lektin kompleman yolu aktivasyonu Notrofil birikimin bloke eder. nétrofil eksiv
Proenflamatuvar vamit vonlendirvir - - ! enfe K51y 0onu
e R TR T apoptozisim arttrnr
Fagositler ve endotelial hilcrelerden Akut enflamasyonun rezoliisvon faktort o Virii
cesitli sitokin/kemokin artigi (6zellikle 11.-6) : NI POTHSYOT T REC # Viriis

VEGF tiretimini ve anjiogenezi arttinr
Epidermal hiere proliferasyonun arttirn
(Akantoz, papillomatiz)

temizlenmesinde
gecikime

Akut enflamasyonun erken sonlanmas: ve
Inzla adaptif immiin vamta gegisi saglar

< Enfeksivonuna

| MBL | T IL-6 ) vatknhk
< Tedaviye yamtsizhk
' 4'- % Niiks

MBL d
sentezinde IL-6 sentezinde artis Keratinositlerde
arbig MNH, endotelial hiicre, IFNyve TNFa
Hepatositler fibroblast, aktive T lenfosit salimmmn
inhibisvonu

Y
1 LI

MBL-2 intron 1 kodon 1L-6-174 GDC niikleotid
54 nokta mutasyon mutasyonu
AAT,AB | G/G1,G/C |

Sekil-13. IL-6 i¢in G/G ve ve MBL-2 i¢in AA gen polimorfizmlerinin anogenital HPV
enfeksiyonlarinda olasi etki ve sonuglari (63-67, 102-108).
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Sonugta IL-6 (-174) i¢cin genotip G/G ve MBL-2 i¢in genotip AA gen polimorfizmleri
ile 1iliskili mekanizmalar sonucu olusan immiin disregiilasyon, anogenital HPV
enfeksiyonlarinin olugmasina, rekiirrensine ya da tedaviye direngli olmasina neden olabilir.
Ancak bu gen polimorfizmlerinin anogenital HPV enfeksiyonlari iligkisinin genis vaka
kontrollii ¢caligmalarla desteklenmesi gerekmektedir. Sitokin gen polimorfizm profilinin
belirlenmesinde farkliliklar etnisiteye bagli olabilir. Kontrollii ¢alismalarda bu farkliliklar

etnik yap1 dikkate alinarak saptanabilecektir.
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6. EKLER

6.1 Kisaltmalar ve aciklamalar

HPYV : Human papillomaviriis

IL-2: Interlokin 2

IL-4: Interlokin 4

IL-6: Interlokin 6

IL-10: Interlokin 10

IL-13: Interlokin 13

IFN-y : interferon gama

TNF-a: timor nekrozis faktor alfa

A:Adenin niikleotid, C:Sitozin niikleotid, T:Timin niikleotid, G:Guanin niikleotid
TGF-B1: Transforming growth factor beta 1

Th1: T helper 1 hiicresi

Th2: T helper 2 hiicresi

Te: Sitotoksik T hiicresi

CD4: Cluster of differantiation 4, yardimci T hiicresi
CDS8: Cluster of differantiation 8, sitotoksik T hiicresi
Treg: Regulator T hiicresi

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule-1

VEGF: Vascular endothelial growth factor

MBL: Mannose binding lectin

MHC : Major doku uyumluluk kompleksi

HLA- Human leukocyte antigen

HLA-DMA: HLA-D bélgesinde DQ ve DP arasindaki gen bolgesi alfa zincir
HLA-DMB: HLA-D bélgesinde DQ ve DP arasindaki gen bolgesi beta zincir
EV : Epidermodisplazia verrusiformis

DNA : Deoksiriboniikleik asit

RNA : Riboniikleik asit

mRNA- Messenger RNA

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

HIV : Insan immiinyetmezlik viriisii

HBYV: Hepatit B viriis

HCV: Hepatit C virtis

HSV: Herpes simpleks virus

CIN : Servikal intraepitelyal neoplazi

VIN : Vulval intraepitelyal neoplazi

VAIN: Vaginal intraepitelial neoplazi

VLP-virus benzeri partikiil

PIN: Penil intraepitelial neoplazi

AIN: Anal intraepitelial neoplazi

kD- Kilodalton

Bp: Base pair

ORF-Open reading frame

URR-Upstream regulatory region

LCR: Long control region

E1-8: Early(Erken) protein 1-8

L1-L2- Late (Geg) protein 1 ve 2

Rb: Retinoblastoma proteini

RFLP : Restriction fragment length polimorphism
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TAP-1:Transport ile iligkili protein-1

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

TLR: Toll like receptor

MNH: Mononiikleer hiicre

NK: Natural killer cell

EGF: Epidermal Growth Factor

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor

CCL3-C-C: Motif kemokin (6nceki adi MIP1a),
CCLS5-C-C: Motif kemokin 5 (6nceki adi RANTES),
CCL20-C-C: Motif kemokin 20 (6nceki adi MIP3a),
CXCLS8-C-X-C: Motif kemokin (6nceki adi IL-8),
CXL10-C-X: Motif kemokin 10

CCRS delta 32: Human chemokine receptor 5 delta 32
CMI: Cellular mediated immunity

MASP: MBL iliskili serin proteaz

SNP: Single nucleotid polymorphism

SSP: Single specific primer

E2F: Rb ile iligkili epidermal transkripsiyon faktor
NCBI: National Center for Biotechnology Information
FDA:Food Drug Administration

FISH: Filter in-situ hibridizasyon
TCA:Triklorasetik asit

DNCB: Dinitroklorobenzen

DPCP: Difenilsiklopropenon

SADBE: Skuarik asit dibiitil ester

GM-CSF: Granulosit monosit koloni sitimiile edici faktor
M-CSF: Monosit koloni sitimule edici faktor
G-CSF: Granulosit koloni sitimule edici faktor
SP-A: Surfaktan proteini A

SP-D: Surfaktan proteini D

SNP1 ve 2:Single nucleotid polymorphism 1 ve 2
CRD: Carbonhydrate recognition domain

C1, C2,C3,C4...C9 Kompleman 1,2,3,4....9

Gly: Glisin

Asp: Aspartik asit

Glu: Glutamik asit

Arg: Arjinin

Cys: Sistein

dNTP: Deoksiniikleotid trifosfat

MgCl,: Magnezyum kloriir

EtBr: Etidyum bromiir

TBE: Tris borat
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6.2. Hasta grubu sitokin ve MBL gen polimorfizm genotipleri

O 0 9 N L kW N =2
=]

[\S I (& R e e e e e e e
—_ O O 0 NN N R W N = O

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

*. Teknik nedenlerden dolayr MBL gen polimorfizmi 39 hastada yapilabilmistir.

ADI SOYADL, PROTOKOL NO TNF-0 TGF-p IL-10

B.A.J 552528 G/G T/C G/G ACC/ATA
FXK. 91772 G/A T/C G/G GCC/ATA
G.B. 685027 G/G C/C G/G GCC/ACC
G.B. 326508 G/A T/C G/G ATA/ATA
F. A. 66869 G/A T/T G/G GCC/GCC
C.K. 921574 G/G T/C G/C ACC/ATA
B.0. 698098 G/G T/T G/G GCC/ACC
S.D. 674921 G/G T/T G/G GCC/ATA
G.K. 898939 G/G C/C G/G ACC/ATA
M.A. 756344 G/G T/C G/G ACC/ACC
H.T. 247617 G/G T/C G/G GCC/ACC
H.E. 8169 G/G C/C G/G GCC/ATA
0.C. 37376 G/G T/C G/G GCC/ACC
E.K. 796825 G/G T/C G/G GCC/ACC
ZK. 751521 G/G T/T G/G GCC/ATA
M.U. 916288 G/G T/C G/G ATA/ATA
G.U. 615603 G/G C/C G/C ATA/ATA
G.A. 714573 G/G T/T G/G ACC/ATA
Y.Y. 457243 G/A T/C G/G ATA/ATA
H.A. 427341 G/G T/C G/G ACC/ACC
S.B. 427910 G/G C/C G/G ACC/ACC
Y K. 297595 G/G T/C G/G GCC/ATA
0.A. 318139 G/G T/C G/G GCC/ACC
K.G. 887594 G/G T/C G/G GCC/GCC
S.A. 683645 G/G T/C G/G GCC/ATA
0.G. 888955 G/G T/C G/G GCC/ACC
S.LY 855944 G/G C/C G/G GCC/GCC
K.Y. 843030 G/G T/C G/G GCC/ACC
A.A 767551 G/G T/T G/G ACC/ATA
S.A 731835 G/A T/C G/G ACC/ACC
H.S. 85617 G/G T/C G/G GCC/GCC
I. K. 497402 G/A T/C G/G ATA/ATA
F.E. 525175 G/G T/C G/G ACC/ATA
H.C. 536431 G/G C/C G/G ACC/ACC
Z. 0. 389296 G/G T/C G/G ACC/ATA
M.A.T 584155 G/A T/C G/G GCC/ATA
M.A. 324398 G/G T/T G/G ATA/ATA
E.O. 534128 G/G T/T G/G ACC/ATA
M.C. 781808 G/G C/C G/G GCC/ATA
E. 0. 14160 G/A T/C G/G GCC/ACC
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G/G
c/IC
G/G
G/G
G/G
c/C
G/C
G/C
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G/C
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G/G
G/G
G/G
G/C
G/G
G/G

G/G
G/G
G/G
G/C
G/G
G/G
G/C
G/G
G/C
G/G
G/C
G/C
G/C
G/G
C/C
G/G
G/C
G/C
G/C
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6.3. Kontrol grubu sitokin ve MBL gen polimorfizm genotipleri

© 0 N N L A W N =7
o

BOW LW W W W W LW W W W N NN RN NN RN NN = e e e e e e e e
S O 0 N9 N R WND= O O 0NN R W= O 0 NN R W NN = O

ADI SOYADIL, PROTOKOL NO TNF-a TGF-B IL-10

M.K. 865462 G/G T/C G/IG  GCC/ATA
Y.Y. 137435 G/G T/C G/C  ACC/ATA
S.S. 368151 G/A C/ICG/G GCC/GCC
N.K. 766235 G/G T/C G/IC  GCC/ACC
S.D. 445829 G/G T/C G/IG  GCC/ACC
B.K. 923006 G/G T/TG/G ACC/ATA
S.Y. 338926 G/G T/C G/IG  GCC/ATA
Y.A. 782340 G/A T/CG/G  GCC/GCC
F.0. 235123 G/G T/C G/IG  ACC/ATA
F.S. 411967 G/G T/C G/C  GCC/ATA
Y.B. 409128 G/G G/CG/G ATA/ATA
C.D. 476976 G/A T/TG/G GCC/ACC
N.S. 79473 G/G T/C G/IG  GCC/ATA
S.S.T. 35033 G/G T/TG/G  ACC/ACC
Al 923070 G/G T/C G/IG  GCC/ACC
G.0. 923093 G/G T/TG/G GCC/ACC
E. K. 689684 G/G T/C G/IG  GCC/ACC
S.V. 409398 G/G T/TG/G ACC/ATA
S.0.T. 656218 G/G T/TG/G  GCC/ATA
F.C. 145188 G/G T/C G/G  ACC/ATA
Z.C. 825124 G/G T/C G/IC  GCC/ATA
L.T. 34696 G/G T/C G/IG  ATA/ATA
G.D. 116467 G/G T/C G/IG  GCC/ATA
I.E. 494218 G/G T/C G/G  GCC/ATA
S.0. 508358 G/A C/CG/G ACC/ATA
S.M. 216272 G/G T/CG/G  GCC/ACC
H.C. 723259 G/G T/C G/IG  ACC/ATA
N.S. 555996 G/G T/CG/G  GCC/ACC
S.K. 572302 G/A T/C G/IG  GCC/ATA
H.0. 17398 G/G C/ICG/C GCC/ATA
C.A. 747971 G/G T/TG/G GCC/ATA
C. T. 120821 G/G T/CG/G  GCC/ATA
F.G. 524018 G/G T/C G/IG  GCC/ATA
H.0. 855159 G/G T/TG/G ACC/ACC
S.0. 302714 G/A T/C G/IG  ATA/ATA
LK. 625374 G/G T/TG/G ACC/ACC
LK. 587100 G/G T/C G/IG  GCC/ACC
I. V. 468930 G/G T/CG/G  GCC/GCC
S. A. 9571 G/G C/CG/G ACC/ATA
H.D. 476975 G/G C/ICG/G GCC/ACC
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G/G
G/C
G/G
G/C
G/C
G/G
c/C
G/G
c/C
G/C
G/C
G/G
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G/G
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G/C
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G/C
G/C
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G/G
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G/G
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G/C
c/C
G/G
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AB
AA
AA

AA
AA
AA
BB
AA
AB
AA
AA
AA
AA
AB
AB
AA
AB
AB
AA
AA
AB
AA
AA
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AB
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