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OZET

Aslan, FG. Eskisehir Bolgesi’nde Kadinlarda Human Papilloma Virus (HPV)
DNA’sinin iki Farkh Molekiiler Yontemle Arastithp Tiplendirilmesi ve Pap
Smear Testi ile Karsilagtirilmasi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir,
2012. HPV enfeksiyonu, cinsel temasla bulasan en sik hastalik olup; asemptomatik
enfeksiyondan anogenital kansere kadar genis bir klinik spektruma sahiptir. Serviks
kanserlerinin %99’undan yiiksek riskli HPV tipleri sorumludur. Bu arastirmada,
Eskigehir Bolgesi’nde 30-65 yas arasi kadinlarin servikal 6rnekleri Pap smear ve iki
farkli molekiiler yontemle calisilmis, HPV prevalansi ve tip dagilimi belirlenmis, ii¢
yontemin sonuglart birbirleri ile karsilastirillmistir. Arastirmaya dahil edilen 1081
kadindan alinan servikal orneklerin 40’1 ASCUS (Atypical squamous cells of
undetermined significance), 3’ AGUS (Atypical glanduler cells of undetermined
significance), 3’i HGSIL (High grade squamous intraepithelial lesion), 1°’i LGSIL
(Low grade squamous intraepithelial lesion) olarak raporlanmis; 32 6rnekte Hybrid
Capture 2 (HC 2) ile HPV varligi saptanmig, bunlarin 22’si yiiksek riskli olarak
belirlenmistir. Pap testi sonucu pozitif olan servikal 6rneklerin 42°si (36 ASCUS, 3
AGUS, 2 HGSIL, 1 LGSIL) HC 2 ile negatifken; HC 2 ile yiiksek riskli pozitif
saptanan 19 6rnek Pap testi ile negatif olarak raporlanmistir. Rastgele segilen 152
kadin grubunda ise konsensus Real-Time PCR ile 53 o6rnekte HPV DNA
saptanmustir. Bunlarin 32’si HC 2 ile de pozitif iken 21°i negatiftir. Orneklerden 5°i
ic yontemle de pozitif bulunmustur. Pap testi sonucu pozitif olan 31 (27 ASCUS, 3
AGUS, 1 HGSIL) ornek konsensus Real-Time PCR ile negatif saptanirken;
konsensus Real-Time PCR ile yiiksek riskli ve/veya muhtemel yiiksek riskli saptanan
28 ornek ise Pap testi ile negatif olarak degerlendirilmistir. Eskigehir Bolgesi’nde en
cok rastlanan genotipler sirasiyla; HPV tip 16, tip 90 ve tip 18 olmustur. HPV’nin
etiyolojideki dnemi nedeniyle molekiiler testlerin servikal kanser taramasinda sitoloji
ile birlikte kullanilmas1 6nerilmektedir. HPV ve serviks kanseri konusunda toplum

bilinglendirilmeli, as1 uygulamasi ve tarama yontemleri hedef gruba ulastiriimalidir.

Anahtar Kelimeler: Eskisehir, genotip, HC 2, HPV, Pap test, PCR
Destekleyen Kurulus: Eskisehir Osmangazi Universitesi T1p Fakiiltesi,
Kanser Erken Teshis, Tarama ve Egitim Merkezi
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ABSTRACT

Aslan, FG. Investigation and typing of human papillomavirus (HPV) DNA by
two different molecular assays in women in Eskisehir region and comparison
with Pap smear test. Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine,
Medical Speciality Thesis in Department of Medical Microbiology, Eskisehir,
2012. HPV infection is the most common sexually transmitted disease and it has a
wide clinic spectrum as the asymptomatic infection to the cervical cancer. High risk
(HR) HPV types are responsible of 99% of cervical cancers. In this study, cervical
samples of women between ages 30-65 were evaluated by Pap smear and two
different molecular methods, and the prevalence of HPV and type distribution were
determined, the results of three assays were compared with each other. Cervical
samples obtained from 1081 women, ASCUS (Atypical sgquamous cells of
undetermined significance) was reported in 40, AGUS (Atypical glanduler cells of
undetermined significance) was reported in 3, HGSIL (High grade squamous
intraepithelial lesion) was reported in 3, and LGSIL (Low grade squamous
intraepithelial lesion) was reported in 1. HPV was detected in 32 samples by Hybrid
Capture 2 (HC 2) and 22 of them were determined as HR HPV. In 42 of the samples
that were positive with Pap smear, HC 2 was negative and 19 samples that were
positive for HR HPV was negative by Pap smear. In other randomised group of 152
women, 53 samples were positive with consensus Real-Time PCR and 32 of them
were positive by HC 2, but 21 of them were negative by HC 2. Five samples were
positive by all of the three assays. In 31 samples that were positive by Pap test,
consensus Real-Time PCR was negative. However, in 28 samples that were positive
for HR and/or IR (intermediate risk) HPV by consensus Real-Time PCR, Pap test
was negative. The most frequent genotypes were determined as; HPV type 16, type
90 and type 18 respectively, in Eskisehir Region. Because of the importance of HPV
at the cancer etiology it is recommended to use both cytology and molecular assays
in cervical cancer screening. People should be awared of HPV and cervical cancer,
and vaccination and cervical cancer screening programs should reach the target
population.

Key Words: Eskisehir, genotype, HC 2, HPV, Pap test, PCR
Supported by: Eskisehir Osmangazi University Faculty of Medicine,
Cancer Early Detection, Scanning and Training Center
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1.GIRIS

Eskiden Papovaviridae olarak isimlendirilen virus ailesi artik iki virus
ailesine bolinmiustiir; Papillomaviridae ve Polyomaviridae. Papillomaviridae
ailesinden papillomavirus genusuna ait human papillomaviruslar (HPV) deri ve
mukozada gesitli benign ve malign lezyonlarin gelismesine neden olurlar. Sigil en
yaygin lezyon olmasina ragmen en ¢ok ilgi, neoplazi ile iliskili genital enfeksiyonlar
tizerinde yogunlasmustir [1, 2, 3].

Papillomaviruslar; kiiciik, zarfsiz, ikozahedral kapsidli ve 8000 baz ¢ifti (bg)
iceren ¢embersel ¢ift sarmalli deoksiriboniikleik asit (¢sDNA) genomuna sahip
viruslardir. Hiicre biiylimesini destekleyen proteinleri kodlarlar; bdylece permisif
hiicre tiplerinde litik viral enfeksiyonlar1 kolaylastirirken, nonpermisif olan bir
hiicreyi onkojenik hale doniistiirebilirler [1].

Bulas, cinsel iliski sirasinda deri ve mukoza temasi ile olmakta ve serviks
gecis zonu basta olmak tizere, diger dis genital organlara da yerlesebilmektedir.
Perinatal bulasma olasilig1 nadir de olsa bulunmaktadir. Bagisiklig1 baskilanmis
bireylerde bulas ¢ok daha kolay gerceklesebilir [1, 4].

HPV’lerin smiflandirilmasit DNA dizi homolojilerine goére yapilmaktadir.
Giiniimiizde bu kiiciik ¢sDNA viruslarinin 200°den fazla genotipi oldugunu isaret
eden veriler bulunmakta; 100 kadarmnin ise tiim genom dizisi bilinmektedir. Genital
tip olarak bilinen yaklagik 60 genotip seksiiel yolla geger ve genital yol kanserleriyle
iligskilerine dayanilarak; duisiik riskli, muhtemel yiliksek riskli ve yliksek riskli
genotipler olarak gruplandirilirlar [1, 5, 6].

Gilinlimiizde yiiksek riskli HPV genotiplerinin serviks kanseri olgularinin
%99’undan sorumlu oldugu gosterilmistir. Diinya genelinde yapilan ¢aligmalarda bu
tablonun %50-60’inda HPV tip 16, %10-12’sinde ise HPV tip 18 etken olarak
saptanmistir. Ayrica HPV tip 16 ve HPV tip 18’in; vulvar, anal, orofaringeal
kanserler gibi, serviks kanseri disinda bagka kanser tiirlerinde de etken olarak
saptanmalar1, as1 ¢aligmalarinda bu iki genotip iizerinde yogunlagilmasina neden
olmustur [6-8].

HPV ve servikal kanser arasindaki iliski ilk kez 1977 yilinda zur Hausen
tarafindan bildirilmistir. Servikal kanser kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci

en sik goriilen kanser olup prekanser6z lezyonlarin tespiti ve tedavisi ile biiyiik



oranda Onlenebilir bir hastaliktir. Servikal kanser vakalarinin ¢ogunlugu servikal
kanser tarama programlarmin etkili bir sekilde yapilmadigi veya uygulanamadigi
gelismekte olan iilkelerde goriiliir [9, 10].

Servikal prekanser6z lezyonlar, sitolojik tarama testi olan Papanicolau (Pap)
test kullanilarak, servikal hiicrelerin analizi ile tespit edilebilir. HPV enfeksiyonu ve
servikal kanser arasindaki kuvvetli etiyolojik iliski HPV testinin servikal kanser
taramasinda sitolojiye ilave yardimci bir tarama testi olarak veya Pap testine
alternatif tek basma bir tarama testi olarak degerlendirilmesine yol a¢gmistir. Bu
strateji servikal kanser i¢in riskli popiilasyonlarin erken taninmasini saglamaktadir;
tistelik normal Pap smear ve negatif HPVV DNA testinin negatif prediktif degeri
(NPD) %99-100’diir [11, 12].

Sonug olarak Onlenebilir kanser olarak diisiiniilen serviks kanseri
taramalarinda HPV DNA’nin erken donemde saptanmasi, HPV tiplerinin
belirlenmesi klinik ve epidemiyolojik agidan biiyilk 6nem tasir. Giliniimiizde farkli
HPV tiplerinin bolgesel dagiliminin belirlenmesi ve HPV enfeksiyonlar: ile sosyal
gruplar arasindaki iliskileri aragtirarak bu viral enfeksiyonun kontrolii ve énlenmesi
konusunda bilgiler elde edinilebilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir. Tiirkiye’de bu
konuda yapilmis sinirli sayida ¢alisma oldugu icin HPV enfeksiyonunun sikligi, takip
ve tedavisi konusunda ayrintili bilgi yeterli degildir.

Bu calismada, Eskisehir bolgesinde, 30-65 yas arast kadinlarda HPV DNA
varligl arastirnlmig ve var olan tiplerin sikligi degerlendirilmistir. Bu amacla
arastirmaya katilan kadinlardan alinan servikal siiriintii 6rneklerinin tiimiinde HPV
DNA varligi, bir sinyal amplifikasyon yontemi olan Hybrid Capture 2 (HC 2) ile test
edilmis, Orneklerin patolojik degerlendirmesi ise Pap smear testi ile yapilmistir.
Ayrica aragtirmaya alinan kadinlar arasindan rastgele segilen bir grup kadinda ise
konsensus Real-Time PCR yontemi ile HPV DNA varligi arastirilmis ve pozitif
bulunan 6rneklerde pyrosequencing ile dizi analizi yapilarak genotip belirlenmistir.
Boylece HPV DNA varligim1 saptamada bu iki molekiiler yontemin performanslari
degerlendirilmistir. Ayrica her iki molekiiler yontemin sonuglar1t Pap smear test

sonuglartyla karsilastirilmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

Human papillomaviruslarin (HPV) etken oldugu sigillerin varligi ve bulasici
olduklart Antik Yunan ve Roma’dan beri bilinmekteydi. Ancak 19.yy’in baslarina
kadar genital sigillerin, sifiliz veya gonorenin bir formu oldugu diistiniillmekteydi [4].

Italyan fizik¢i Domenico Antonio Rigoni Stern 1760-1839 tarihleri arasinda
Verona’da uterus kanserinden o6lenleri incelemis; bekarlar ve rahibelerde evli ve dul
kadinlara oranla uterus kanserinin ¢ok daha nadir bulundugunu gozlemis ve 1842
yilinda bunun HPV’ye bagli oldugunu ileri stirmiistiir [13].

Insan sigillerinin viral etyolojisinden ilk kez Ciuffo bahsetmistir. Ciuffo
hiicresiz sigil ekstraktlarin1 kendi eline intradermal olarak inokiile etmis ve yeniden
sigil olusumu ile sigillerin bulagiciligini 1907°de agiklamistir [14].

Bu viruslara kars1 en biiyiik ilgi 1930’larda baslamis ve ilk papillomavirus
1933 yilinda tanimlanmustir. “Bakteri filtrelerinden” gectigi gosterilen ilk
mikroorganizmalar olan papillomaviruslarin, 1930’lu yillarda tavsanlarda epitelyum
kanserine yol agtig1 saptanmis, 1970’1i yillarda ise insanda servikal kanser ile iligkisi
belirlenmistir [8, 15].

Shope 1933°de papillomaviruslarin retroviruslardan sonra malignensiye sebep
olan ikinci virus oldugunu bildirmistir. Shope ve Hurst, vahsi Kuzey Amerika Pamuk
Kuyruklu Tavsanlar’da olusan kutandz papillomlarda papillomavirusu gostermis ve
hastaligin bulasict oldugunu bulmuslardir. Etken sonradan “cottontail rabbit
papillomavirus” (CRPV) olarak adlandirilmigtir. Evcil pamuk kuyruklu tavsanlarda
CRPV’nin malign deri lezyonlarma sebep oldugu ilk kez Rous ve Beard tarafindan
1935 yilinda gosterilmistir. Papilloma modeli olarak 1930°’lu yillardan 1940’larin
ortalarina kadar pamuk kuyruklu tavsan kiiltiiri yapilmistir [15].

Lutz 1946°da ve Jablonska ve Millewski 1957°de inokiilasyon deneyleriyle
sigillerdeki viral etiyolojiyi ispatlamislardir. Bu sigillerde goriilen partikiillerin
deride skuamoz hiicreli kanserin gelisimine neden olma potansiyeline sahip oldugunu
esasen Jablonska gostermistir. 1950-1960°11 yillarda yapilan ¢alismalar ¢ok yogun

olmamakla beraber, bu donemde HPV replikasyonu ile enfekte epitelyumun



farklilagma islemi arasindaki iliskinin ispatlanmasi ile HPV virionunun
fizikokimyasal analizini de i¢eren bazi 6nemli ilerlemeler gergeklesmistir [4].

1961°de Ito ve Evans karsinomanin enfeksiyoz HPV DNA’s1 igerdigini
gostermislerdir. Insan papillomatdz lezyonlarmmn virus enfeksiyonlar1 ve
karsinogenez ile iliskisinin anlasilmasi ¢ok yavas olmustur. insan sigillerinin bulasic
etiyolojisinin hiicresiz bulagsmaya dayandigi acik¢a kanitlansa da, onlara esasen
kozmetik bir kusur goziiyle bakilmis ve herhangi bir 6nemli saglik sorununa yol
agmadig1 diistiniilmistiir [16].

Molekiiler klonlama ydntemlerinin 1970’li yillarda gelistirilmesi ve bilim
adamlarmin papillomavirus genomunu klonlamay: basarmalari ile birlikte HPV
genotiplerinin varligr anlasilmistir. Boylece HPV tiplerinde klinik ve molekiiler
caligmalar oldukga farklilasmig, HPV tipleri ile servikal kanser arasinda giiglii iliski
bulundugu tespit edilmistir. Genom sekanslama siirecinin tamamlanmasi beraberinde
genomda “open reading frames” (ORF) bélgelerinin tanimlanmasini saglamis, bunun
yant sira arastirmacilar viral genlerin fonksiyonlar1 hakkinda da bilgi sahibi
olmuslardir. Sonug itibar1 ile HPV’nin viral onkogenezde yeni model olarak kabul
edilmesi s6z konusu olmus ve tip alanindaki 6nemi oldukga artmugtir [17, 18].

Papillomavirus arastirmalari, orofaringeal kanser alt kiimeleri diger
anogenital kanserler ve serviks kanserine neden olan 6zgiil HPV tiplerinin
izolasyonuyla sonu¢lanmistir. Genital sigillerden HPV tip 6 DNA’sinin izolasyonu
1980 yilinda, laringeal sigillerden HPV tip 11 izolasyonu 1982 yilinda basarilmistir
[16].

HPV ile serviks kanseri arasindaki iliski ilk kez 1977 yilinda zur Hausen
tarafindan bildirilmistir. Giinlimiize kadar yayinlanan bir¢ok epidemiyolojik ve
laboratuvar c¢alismalarindan elde edilen bilgiler, serviks kanseri ve Oncl
lezyonlarinin gelisiminde HPV enfeksiyonunun en Onemli basamaklardan biri
oldugunu ortaya koymustur [19].

Zur Hausen HPV tarihgesine degindigi calismasinda; 1982 yilinda Gissmann
ve arkadaslarinin HPV’y1 3 invaziv kondiloma akiiminata biyopsisinden izole
ettiklerini belirtmistir. 1983’de Diirst ve arkadaslar1 servikal kanser biyopsilerinde
HPV tip 16 varligmi saptamis, ayni grup anogenital kanserlerin prekiirsor

lezyonlarindan da HPV tip 16’y1 izole etmislerdir. 1985’te Schwarz ve arkadaslari



servikal kanserde E6 ve E7’nin selektif transkripsiyonunu tanimlamasinin ardindan,
1990°da Werness ve arkadaslar1 E6 proteini ile p53 etkilesimini bildirmistir. 1993’te
Lambert ve arkadaglarinin transjenik hayvanlarda tiimor olusumunu gostermesi ile
HPV’nin onkojenik potansiyeli {iizerinde durulmustur. 2000 yilinda Soto ve
arkadaslar1 HPV ile malign konversiyonu tanimlamiglardir. En son gelismelerden
HPV asilari ise 1996’da Zur Hausen ve 2006’da Lowy tarafindan bildirilmistir. HPV
ile servikal kanser arasinda %99.9 oraninda nedensel bir iliski saptayan Zur Hausen

2008 Nobel T1p Odiiliinii almistir [20].

2.2.Epidemiyoloji

Tiire 6zgiil, kiiciik (8 kb), ¢ift sarmalli DNA (deoksiriboniikleik asit) virusu
olan HPV deriyi ve mukozal epitelyal yiizeyleri enfekte ederek proliferatif lezyonlara
neden olur. Bu virus kontamine yiizeyler (esyalar, havlular vb.) ile indirekt olarak,
deri ve mukozadaki ¢atlaklardan ise direkt olarak bulasabilmekle birlikte, temel bulas
cinsel iligki ile olmaktadir. Sekstiel yolla bulas i¢in koitus mutlak gerekli olmayip;
skroto-labial (deri-deri temasi), oro-labial ve parmak-labial temas yeterlidir. Bu
nedenle diizenli ve dogru kullanilmis olsa bile kondomun koruyuculuk etkinligi
siirlidir. Ayrica nadir olarak perinatal bulas da s6z konusudur [7, 21].

HPV enfeksiyonu, cinsel temasla bulasan hastaliklar igerisinde en sik
gorilenidir. Avrupa verilerine gore kadinlarin %50-80’1 hayatlar1 boyunca en az bir
defa HPV ile enfekte olmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) cinsel
olarak aktif kisilerin %1’inde gozle goriiliir genital sigillerin oldugu, %]15’ten fazla
kisinin subklinik enfeksiyona sahip oldugu, 50 yasina varildiginda ise HPV’ye
maruziyetin %80’lere ulastig1 bildirilmektedir. Cok sayida cinsel partner, yas,
cinsiyet, yiiksek parite, sigara kullanimi, uzun siireli oral kontraseptif (OKS)
kullanimi1, diger seksiiel gecisli hastaliklar, yasadisi ila¢ (uyusturucu) kullanima,
immiin baskilanma, meyve sebzeden fakir beslenme, ailede servikal kanser dykiisii
ve etnik koken, enfeksiyon ve kansere ilerleme riskini artiran faktorlerdir [1, 2, 7,
22].

Her yil diinyada 30 milyon yeni genital HPV vakasi ortaya c¢ikmaktadir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 20 milyon kisinin HPV ile enfekte oldugu

ve bu kisilerin %50’sinin 15-24 yas arasinda oldugu ileri siiriilmektedir. Buna



ilaveten 15-44 yas erkek ve kadinlarda her yil 6.2 milyon yeni vaka saptanmaktadir.
En yiiksek prevalans %30 oraninda 25 yas ve altindaki cinsel olarak aktif olan
kadinlarda gozlenir. 30-50 yas aras1 goriilme siklig1 %10’lara, 50 yas sonrast goriilme
siklig1 ise %5’e kadar diismektedir [22, 23].

Diinya genelinde kadinlar arasinda HPV enfeksiyonu populasyon prevalansi
tahminen %2 ile %44 arasinda degismektedir. Genital HPV enfeksiyonunun insidans
ve prevalans tahminleri; ¢alisilan populasyonun o6zellikleri, ¢alisma dizayni, 6rnek
toplama ve kullanilan HPV tespit yontemlerine gore degisir. Yiiksek prevalans
gruplar1 hayat kadinlar1 ve HIV (Human Immun Deficiency Virus) enfekte hastalardir.
Klinik olarak sigillere dayanan calismalarin tipik olarak prevalanslar1 diisiik
iken; en yiiksek prevalanslar HPV DNA tespiti i¢in PCR’a dayali yontemleri
kullanan galigmalarda bildirilmistir. Cinsel olarak aktif kadinlarda prevalans en yiiksek,
cinsel iligkiye girmemis oldugunu sdyleyen kadinlar arasinda ise en diisiik olarak
saptanmustir. HPV enfeksiyonlarinin insidans ve prevalansi, HPV DNA ve serum
antikorlar1 tespit yontemlerini kullanan epidemiyolojik ¢alismalarla belirlenir [16, 24,
25].

Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2010 yili verilerine gore diinya genelinde
kadinlar arasinda HPV prevalansit %11.4 olarak bildirilmekle birlikte bu oran
gelismekte olan {ilkelerde %14°e kadar ¢ikmaktadir. Tiirkiye’de 15 yas ve lizerinde
HPV enfeksiyonu riski olan 25.830.000 kadin oldugu tahmin edilmektedir, ancak
yine de HPV prevalansinin oldukga diisiik (%1.5) oldugu bildirilmistir. Bu diisiik
oran iilkemizde HPV ile iligkili verilerin yetersizligine bagli olabilir [21].

Kuzey Yunanistan’da jinekoloji klinigine bagvuran kadinlarda %?2.5, Ispanya
Barselona’da populasyona dayali yapilan ¢aligmalarda %3, Tayland, Songla’da %3.9
gibi diigiik prevalans oranlari bildirilmistir. Oysa ki Atlanta’da adolesan klinigine
bagvuran 12-19 yas kadinlar arasinda %64, ABD’de 13-18 yas arast HIV pozitif
kadinlarda %77 gibi yiiksek prevalans oranlari bildirilmistir. Genis vaka-kontrol
caligmalarinda servikal neoplazi prevalans oranlar1 Ispanya’da %5°ten New
Mexico’da %42’ye kadar degismektedir. En yaygin enfeksiyonlar yiiksek riskli HPV
tipleri ile meydana gelir ve enfekte kadinlarda multiple HPV tipleri ile enfeksiyon
orant %5-30 arasindadir. Tablo 2.1°de ¢esitli bolgelerdeki HPV enfeksiyon prevalansi
goriilmektedir [25, 26].



Tablo 2.1. Bolgelere gore HPV prevalansi

Yas gruplari Multiple HPV Toplam
Toplam Tek HPV
Bolge 15-24 | 25-34 | 35-44 | 45-54 | 55-64 | 65-74 HPV
(no) (%0) 2(%)  23(%)
(no) | (o) | (no) | (no) | (no) | (no) (%)
Afrika 113 174 125 172 151 91 826 16.5 5 33 24.7
Asya 796 1578 | 1331 | 1037 881 477 6100 6.3 3.2 0.6 8.2
Giiney
. 669 1088 871 442 322 154 3546 9.4 28 16 13.9
Amerika
Avrupa 176 795 1379 | 1505 | 1064 222 5141 3.7 0.7 0.2 45
Kuzey
. 73 70 70 41 21 9 284 125 53 35 211
Amerika
Tiim bélgeler 1827 | 3805 | 3776 | 3197 | 2439 953 15897 6.8 24 0.9 94

Hastalik subklinik veya asemptomatik enfeksiyonlardan benign sigillere ve
anogenital kanserlere kadar degisen genis bir klinik spektruma sahiptir. Cogu HPV
enfeksiyonu kendiliginden gerilemekle birlikte, nadiren kalici hale doniisebilir ve bu
durum malignite gelisimi agisindan énemli bir risk faktoridiir [22].

HPV enfeksiyonunun tiim kanserlerin %4’tinden sorumlu oldugu
diistinilmektedir. Serviksin skuamoéz hiicreli kanserlerinin ise %99’unda HPV
DNA tanimlanmigtir. Buna karsin bu oran anal kanserde %90, vulvar kanserde
%40, penil kanserde %40 ve orofarenks kanserlerinde %12’lerdedir [7].

Hem sitolojisi normal kadinlar arasinda hem de servikal lezyonu olan olgularda
en sik rastlanan genotip olan HPV tip 16 en biiyiik onkojenik potansiyeli tasiyan tiptir.
Servikal lezyonlarda HPV tip 16 %50-60 oraninda saptanirken, HPV tip 18 %10-12
oraninda bulunmaktadir. HPV tip 16 ve HPV tip 18, tiim iilkelerde invaziv servikal
kanserlerin %70’inden sorumludur. Diinya genelinde ortalama onkojenik HPV
prevalansi %15.1 iken; 30 yas ve iistii kadinlarda ortalama onkojenik HPV prevalansi
%9.2°dir [6, 21, 27].

Servikal kanser, biitlin diinyada, kadinlarda meme kanserinden sonra goriilen
ikinci en yaygin kanserdir. Servikal kanser, prekanser6z lezyonlarin tespiti ve
tedavisi ile biiylik oranda (>%90) Onlenebilir bir hastaliktir. Erken tani etkilidir,
clinkii prekanserdz lezyonlar invaziv kansere ¢ok yavas, genellikle 10 yildan uzun bir
stirede ilerlerler. Servikal kanser wvakalarinin %380’1 servikal kanser tarama
programlarinin etkili bir sekilde yapilmadigi veya uygulanamadigi gelismekte olan
tilkelerde goriliir. Diinya genelinde her yil yaklasik 500.000 yeni servikal kanser
vakas1 saptanirken, bunlarin 270.000’den fazlasi bu hastaliktan kaybedilmektedir. Bu



oliimlerin %831 gelismekte olan iilkelerde olmaktadir. Bu veriler serviks kanserinin
gorlilme sikligin1 ve bu kanserden 6liim oranlarini azaltmakta tarama programlarmin ne

kadar 6nemli oldugunu gostermektedir [10, 27, 28].

2.3.Virus Yapisi ve Genel Ozellikleri

HPV Papillomaviridae ailesi igerisinde siniflandirilan zarfsiz, 45-55 nm
capinda ikozahedral kapsidi olan, yaklasik 8000 b¢ uzunlugunda sirkiiler ¢ift sarmalli
bir DNA virusudur. Kapsidi protein yapida olup yapisi elektron mikroskobik olarak
12 penton ve 60 hekzon olmak {izere toplam 72 adet kapsomerden olusmustur. Viral
DNA virion agirliginin yaklasik olarak % 12’sini olusturur [29, 30].

Virion iki kapsid proteini igerir. Major kapsid proteini 55 kDa molekiil
agirhiginda olup virion agirhiginin %80'ini olusturur ve mindr kapsid proteini ise 70
kDa'dur. Major kapsid proteini HPV cinsine 6zgii ve biitiin HPV tipleri i¢in ortak

olan antijeniteye sahiptir [31].
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Sekil 2.2. Human papillomavirus genom yapisi

Viral proteinleri kodlayan dizinler tek bir DNA sarmali iizerindedir ve
genetik yap1 tim papillomaviruslarda aynidir. Viral genom, 3 major bolgeye
boliinmiistiir ve sekiz adet okuma bolgesi (ORF: Open reading frames; genomun bitis

kodonu olmayan ve transkripsiyonda 6nemli rol oynayan kisimlarina denir) igerir.



Viral genler, enfeksiyon esnasinda ne zaman eksprese edildiklerine bagli olarak;
sekiz adet yapisal olmayan “erken” protein (early, E1, E2, E3, E4, E5, E6, E7, E8) ve
iki adet yapisal “ge¢” protein (late, L1 ve L2) sentezler. Erken ve ge¢ bolge arasinda
replikasyon orjinini iceren 1000 b¢’lik uzun kontrol bolgesi (long control region, LCR)
bulunur. Bu bdlge “non-coding” (protein kodlamaz) veya “upstream regulatory region”
(URR) olarak da bilinir. Kontrol bolgesi igerisinde; transkripsiyonu kontrol eden
diziler, erken proteinlerde ortak olan N terminal dizileri ve replikasyon orijini yer
almaktadir. Tim papillomaviruslarda ii¢ bolge iki polyadenylation (pA) bolge
tarafindan ayrilir. Erken bolge viral genomun %50’den fazlasini, ge¢ bolge
%40’mm1 ve LCR %5’ini olusturur. ORF’ler tek bir DNA sarmalinda mRNA
transkripsiyonu ile eksprese edilirler. Transkripsiyonun regiilasyonunda gorev alirlar.
DNA replikasyonunu ve hiicresel transformasyonu diizenlerler (Sekil 2.1) [1, 8, 15].
Erken bolge yaklasik 4000 bg¢ uzunlugundadir. Viral replikasyon,
transkripsiyon islevlerini kontrol eder ve hiicresel transformasyondan sorumlu
proteinleri kodlar. Bunlardan E1 ve E2’nin DNA replikasyonunda rol oynadiklari,
ayrica E2’nin, birer onkoprotein olan E6 ve E7’yi baskilayict aktivite gosterdigi
belirlenmistir; E4 bolgesi sitoskeletonun degisiminden, E5 ise transformasyon
aktivitesine sahip membran proteininin sentezinden sorumlu iriinlerdir. E3 ve E8’in
etkinlikleri kesinlik kazanmamustir. Geg¢ bolge DNA’y1 saran viral kapsid
proteinlerinin sentezlendigi bolgedir. Tiim papillomaviruslarda ge¢ bolgede L1 ve L2
denilen iki ORF mevcuttur. Korunmus bdlge olan L1, major kapsiil proteininin
(kapsiiliin %95°1) sentezinden sorumludur. Anti-kapsiil antikorlari, bu proteine karsi
hazirlanmaktadir. L2 minor kapsid proteinidir ve HPV tipleri arasinda farklilik

gosterir. Tiplerin antijenitesindeki farkliliklari meydana getirir [8, 15].

2.4.Smiflandirma
Insan dahil birgok memeli tiiriinii enfekte eden papillomaviruslar taksonomik
olarak polyomaviruslardan ayri, Papillomaviridae ailesinde siniflandirtlmistir [8].
Onceden elektron mikroskopisi ile yapilan ¢alismalarda papillomaviruslar ve
polyomaviruslar arasindaki iliski arastirillmis ve ortak karakteristik 6zelliklerine
dayanilarak her iki grup Papovaviridae ailesi i¢inde birlestirilmistir. Ancak yapilan

bircok calisma bu iki grubun dogasinin daha iyi anlasilmasi icin yol gdstermistir.
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Papillomaviruslar, polyomaviruslar ile fiziksel ve kimyasal olarak ortak ozellikleri
paylasmasina karsilik temel biyolojik 6zellikleri ve genomik organizasyonlar1 farklidir.
Bu sebeple yakin ge¢miste Uluslararast Virus Taksonomi Komitesi (International
Council on Taxonomy of Viruses (ICTV)) tarafindan Polyomaviridae ve
Papillomaviridae olarak iki ayr aile i¢inde siniflandirilmislardir [32].

Papillomaviruslarin tiplendirilmesi, genomundaki farkliliklara gére yapilmistir.
Bu nedenle tipler serotip yerine "genotip" olarak adlandirilmakta ve tip sayis1 hizla
artmaktadir. Papillomavirus dizi veritabanlarmin analizi majoér kapsid proteinini
kodlayan L1 geninin ¢ok iyi korunmus oldugunu, bu nedenle ailenin siiflandirilmasi
icin uygun oldugunu gostermistir. Bu sebeple tip, alttip ve varyantlarin taksonomik
ayriminda L1 kapsid gen bolgesinin sekans farkliliklarindan yararlanilir. Yeni bir
HPYV tipinin tanimlanmasi i¢in bilinen tiim tiplere gore L1 dizisinde %10’dan fazla
niikleotid farki (ya da %90’dan az sira homolojisi) gerekir. Her bir HPV genotipi
kesif sirasina gore numaralandirilir. Simdiki veriler 200°den fazla HPV tipinin
varligini desteklemektedir ve muhtemelen heniiz taninmamuis yeni tipler vardir. Subtip
tanimi1 ise ilk olarak 1980°de restriksiyon paternlerindeki farkliliklara dayanarak
kullanilmistir. HPV genomunun L1 genindeki %2-10 arasi farklilik subtipleri belirler.
Simdilik sadece HPV 5, 8, 20, 34, 44, 54, 68 ve 82’nin subtipleri bilinmektedir. Ayni
tip izolatlarin L1 gen niikleotid dizilerinde %2’den daha az farkliliklar ise “varyant”
olarak isimlendirilir. HPV varyantlarinin kodlanmayan LCR bolgesinde %5 ve daha
fazla intratipik ayrilik vardir. Bazi c¢alismalarda her wviral tip icin yaygin
varyantlarin sadece sinirli sayida oldugu goriilmiistiir ve etnik gruplarin kendi
aralarinda gelisen varyantlar da biiyiik farklhiliklar gosterir. Ornegin Amerika’daki
Hintliler ve Afrikalilardaki bu varyantlarin kimyasal, biyolojik ve patojenik
ozellikleri degisir ve HPV varyantlar1 L1, L2 ve LCR bolgelerindeki niikleotid
farkliliklarina dayanarak European (E), Asiatic (AS), Asiatic American (AA), African
AF1 ve AF2 olmak iizere bes biiyiik gruba ayrilmistir. Bu varyant gruplar1 arasinda
E2, E4, E5, E6, E7 genlerinde bazi dizi varyasyonlari da bulunmustur. Farkli veriler
farkli varyasyonlar arasindaki korelasyonu ve neoplazi igin yiiksek riski
desteklemektedir [5, 31, 33].

Gilintimiizde doku tropizmi, onkojenik potansiyel ve filogenetik farkliliklar

gosteren 200’1 askin sayida HPV genotipi tanimlanmistir. Farkli genotipler, virusun
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oncelikli enfekte ettigi epitelyum hiicrelerinin tipine bagli olarak, farkli doku
tropizmi gosterir: kutandz veya mukozal tipler. Kutaneotropik tipleri (HPV tip 1, 4,
5 8, 41, 48, 60, 63 ve 65) kutendz ve plantar sigillerden izole edilmistir.
Mukozatropik olan HPV grubu ise (HPV tip 6, 11, 13, 16, 18, 26, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 39, 42, 44, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 73) her iki
cinsiyette anogenital bolgede benign ve malign lezyonlardan izole edilmistir [5, 34].

Genital epitelyumu enfekte eden ve gesitli klinik belirtilere sebep olan yaklasik
60 HPV genotipi vardir. Onkojenik potansiyel agisindan HPV genotipleri yiiksek
riskli, muhtemel yiiksek riskli ve diisiik riskli genotipler olmak iizere {i¢ grupta
incelenir (Tablo 2.2). Yiksek riskli genotipler servikal, vajinal, vulvar, anal,
penil, oral, bas ve boyun kanserlerinin gelisiminde rol oynarken, diisiik riskli grup
cogunlukla anogenital bolge sigillerinden sorumludur. Onkojenik HPV tipleri ile
olusan enfeksiyonlar biitiin HPV enfeksiyonlarinin %50-75’1ni olusturur. Yiiksek riskli
HPV tipleri olan tip 16 ve 18, tiim diinyada en sik saptanan tiplerdir [6, 7, 25, 29].

Tablo 2.2. Onkojenik risk potansiyellerine gére HPV'lerin gruplanlandiriimasi

Risk siniflamasi HPV tipleri

Yiiksek risk 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73, 82

Muhtemel yiiksek risk 26, 53, 66

Diisiik risk 6, 11, 40,42, 43,44,54,61, 70, 72, 81

Filogenetik olarak baglantili insan papillomaviruslar1 benzer biyolojik
ozelliklere sahiptir. HPV 16 serviksi en yaygin enfekte eden virustur, invaziv kanser ve
intraepitelyal neoplaziler ile iliskisi olduk¢a giigliidiir. HPV 16 ile en yakin iliskili
tipler; tip 31, 33, 35, 52, 58 ve 67’dir. HPV 18’in nonskuaméz servikal kanserler ile
iligkisi daha gii¢lii olsa da, skuamdz lezyonlarda da yaygin olarak bulunmaktadir.
HPV 18 ile iliskili tipler; tip 39, 45, 59, 68, 70 ve 85’tir. Son epidemiyolojik ¢alismalar
daha 6nce diisiik riskli olarak kabul edilen tip 26, 53 ve 66’nin aslinda yiiksek riskli
olabilecegi tartismalarini baglatmistir. Benzer mukozal viruslarin ¢ogu farkli mukozal
bolgelerde morfolojik olarak benzer lezyonlara sebep olurlar. Nitekim, biyolojik ve

patolojik olarak kondilomaya benzeyen laringeal ve konjunktival papillomlarin en
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sik nedeni HPV 6 ve 11°dir. Buna karsin, oral kavite, aniis, penis ve vulvanin
Bowenoid displazisi siklikla HPV 16 ile iliskilidir [35].

Su anda bilinen insan ve hayvan papillomaviruslari, Yunan harfleri ile
belirtilen 16 cinsi olusturur. Bu cinslerin besi, sadece HPV tiplerinden ve bazi
maymunlardan izole edilen papillomavirus tiplerinden olusur. Biitiin diger cinsler,
cesitli memeli ve kuslarda bulunan tipleri igerir. Klinik yonden en 6nemli cins, alfa
PV’tiir. Bu cins, mukozal ve genital lezyonlarla iligkili tim HPV tiplerini igerir.
Genomik dizileri temel alinarak, biitiin HPV tipleri alfa papillomavirus cinsi i¢inde
15 tiiri olusturur. 15 HPV tiiriiniin 12°si son yillarda yapilan epidemiyolojik
calismalarla yiiksek risk olarak siniflandirilmistir. Servikal kanser olusumu ile iligkili
iki tliriin HPV-tiir 7 (HPV tip 18, HPV tip 39, HPV tip 45, HPV tip 59 ve HPV tip 68)
ve HPV-tiir 9 (HPV tip 16, HPV tip 31, HP tip 33, HPV tip 35, HPV tip 52, HPV tip 58
ve HPV tip 67 ) olduklar1 gosterilmistir (Tablo 2.3) [5, 35, 36].

Tablo 2.3. Insanda enfeksiyon olusturan HPV tipleri ve iliskili hastaliklar

Hastahk HPV tipi

Plantar sigil 1,2, 4,63

Yaygin sigil (common wart) 1,2, 3,4,7, 10, 26, 27, 28,
29,41, 57,65, 77

Basik sigil (flat wart) 3, 10, 26, 27, 28, 38, 41,
49,75, 76

Diger deri lezyonlar1 (epidermod kist vb.) 6, 11, 16, 30, 33, 36, 37,
38, 41, 48, 60, 72, 73

Epidermodysplasia verruciformis 2,3,5,8,9, 10, 12, 14, 15,

17, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 36, 37, 38, 47, 50

Tekrarlayan respiratuvar papillomatozis 6, 11

Fokal epitelyal hiperplazi (Heck hastalig1) 13, 32

Konjunktival papillom/karsinomlar 6, 11, 16

Anogenital sigiller (kondiloma akuminata) 6, 11, 30, 42, 43, 45, 51,
54, 55, 70

Servikal intraepitelyal neoplazi 6, 11, 16, 18, 31, 34, 33,
35, 39, 42, 44, 45, 51, 52,
56, 58, 66

Servikal karsinom 16, 18, 31, 45, 33, 35, 39,

51, 52, 56, 58, 66, 68, 70

* En sik saptanan tipler koyu olarak belirtilmistir
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2.5.Patogenez

Papillomaviruslar, derinin yassi1 epitelyum hiicrelerini (sigiller) ve mukoz
membranlar (genital, oral ve konjuktival papillomalar) enfekte edip replike olarak,
cesitli lezyonlara sebep olurlar. Epitelyotropik viruslardir ve skuaméz hiicrelerin
nukleusunda gogalirlar. HPV tipleri dokuya 6zgiidiirler ve her biri spesifik epitellerde
enfeksiyon ile iliskidir [1, 38].

HPV’nin doku iizerindeki etkileri baslica li¢ degisik enfeksiyon tiiri olarak
goriilmektedir. Bunlar; latent enfeksiyon, prodiiktif ve nonprodiiktif
enfeksiyonlardir. Latent enfeksiyon safhasi ¢ok sayida virus partikiiliniin epitelyal
catlaklar yoluyla bazal hiicrelere ulasmasi ve hiicreleri enfekte etmesi asamasini
icerir. Bu asamada virus genomu hiicre i¢inde ayr1 bir sirkiiler DNA fragmani
(episom) olarak yer almaktadir. Bu donemde enfekte hiicreler histolojik olarak
tespit edilemez [39].

Birka¢ hafta ile yillar arasinda degisen bir inkiibasyon periyodu sonrasinda
viral replikasyon baslar. Hiicrelerde karakteristik koilositoz lezyonu goriiliirken,
papillomatoz ¢ikintilar kondilom adi verilen lezyonlari meydana getirir. Bu
kondilomlar c¢iplak gozle goriilebilen overt lezyonlar olabildigi gibi, sadece
kolposkopi ile goriilebilen subklinik enfeksiyonlar da olabilir. Kondilom lezyonlar
vulva, vajina ve servikse yerlesebilir, bazen dev bir boyuta ulasabilir (Buscke-
Lowenstein tiimorii). Kondilom lezyonlarinda daha ¢ok HPV 6 ve 11 tespit edilir.
Yiiksek onkojenik potansiyelli HPV tipleriyle enfeksiyonda enfekte hiicreler
diferansiye olamaz ve viral siklusun tamamlanabilmesi miimkiin olmaz. Bu safhada
yiiksek dereceli displazi ve invaziv kansere kadar ilerleyen neoplastik degisimler
gortiliir. HPV ile temas sonrast hangi tiir enfeksiyonun gelisecegi bir¢ok kofaktoriin
etkisine baghdir, ¢linkii tiim HPV enfeksiyonlarinin sadece % 10 kadar1 kondiloma
olarak klinik belirti verirken, % 1’den az bir kism1 ise neoplastik degisikliklere
ilerler [39].

HPV enfeksiyonlarinin ¢ogu gegici ve asemptomatiktir ve klinik belirtilere
sebep olmaz. Yeni HPV enfeksiyonlarinin %70’1 1 yil iginde ve %90°1 2 yil i¢inde
temizlenir. Yeni enfeksiyonlarin ortalama siiresi 12 aydir. Yiksek riskli HPV
tipleriyle persistan enfeksiyon servikal kanser oncii lezyonlar1 ve invaziv servikal

kanser i¢in en Onemli risk faktoriidiir. HPV’nin onkojenik 6zelliginin ortaya
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cikmasinda, yiiksek risk tasiyan (veya onkojenik) suslarin niikleik asitlerini konak
genomuna entegre etmeleri sz konusudur; ancak son calismalarla “entegrasyon”
konusunun onkojen 06zelligin ortaya ¢ikmasinda mutlak bir zorunluluk olmadigi;
epizomal yerlesim varliginda da, bu 0Ozelligin olusabilecegi belirlenmistir. HPV
tiplerinin prekanser6z lezyonlara progresyonu ve persistanlik i¢in risk diger ytiksek risk
HPYV tiplerine gére HPV 16 ile daha fazladir. ilk HPV enfeksiyonu ve servikal kanser
gelisimi arasindaki siire genellikle 10-15 yildir [8, 40].

HPV enfeksiyonu sonrasinda kanser gelisimine kadar olan her safha geri
doniigiimliidiir. Bu sirada progresyonu hizlandiracak olan faktorler regresyonu
yavaslatacak, regresyonu hizlandiracak olanlar da progresyonu engelleyecektir.
Schlecht ve arkadaslarinin sitolojik zeminde yapmis olduklart ve 20404 kadini 4-6
aylik aralarla sekiz yillik periyotta inceledikleri ¢galismada HPV tipinin (onkojenik tipte
progresyon daha hizli), yasin (yasla progresyon artmakta), prekanseréz lezyonun
siddetinin (lezyonun siddeti arttik¢a progresyon hizlanmakta) progresyon ve regresyon

ile ilgili oldugu gosterilmistir [41].
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Sekil 2.2. Bazal tabaka hiicrelerinin enfeksiyonu ve HPV replikasyonu

Enfeksiyonun klinik seyrini belirleyen HPV’nin hiicre diizeyindeki etki
mekanizmasi hentiz tam olarak agiklanamamistir. Ancak, ajanin konaga yerlesebilmesi
ve enfeksiyon olusturabilmesi konak hiicresinin diferansiyasyon yetenegi, yani
reprodiiktif kapasitesi ile dogrudan iligkilidir. Normalde servikal epitelin st

tabakasinda niikleus yoktur ve hiicre boliinmez. Buna karsin suprabazal tabakada
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devamli olarak boliinme yetenegine sahip undiferansiye hiicreler bulunmaktadir ve bu
nedenle enfekte olacak olan hiicreler bu tabakadadir. Papillomaviruslar tarafindan
enfeksiyon olusmasi, virus partikiillerinin bazal tabaka epitel hiicrelerine
baglanmasini ve bdliinen bazal hiicrelere girisini gerektirir. Bunun su veya cevresel
faktorler ile asmmmis veya mikrotravmalar gibi sartlar altinda olabilecegi
diistinilmiistiir. Genital bolge bazal membran tabakasinda yer alan epitel hiicrelerinin
enfekte olmasiyla baslayan replikasyon dongiisii, hiicre tabakalar1 arasinda yukariya
dogru ilerleyerek gergeklesir (Sekil 2.2) [5, 7, 38, 42].

Suprabazal tabakaya ulagan HPV’nin hiicrelere nasil girdigi bilinmemektedir.
HPV’nin bazal keratinositlere baglanmasinda rol oynayan reseptorler konusu heniiz
netlik  kazanmamistir.  Ancak 06  integrinlerin, heparin ve yiizey
glikozaminoglikanlarin reseptdr olarak kullanildigina dair bulgular mevcuttur.
Reseptore baglanan etken, klatrine bagimli yoldan endositoz uyarinca konak hiicreye
giris yapar. Bu asamada virusun Once resptdriine tutunduguna; sonraki asamada
konformasyonel degisime ugradigina ve sonugta hiicre igine entegre olusuna ait
farkli modeller tanimlanmustir [8].

Papillomavirus partikiilleri ge¢ endozomlarda ve/veya lizozomlarda ayrisir ve
viral DNA’nin nukleusa transferini mindr kapsid proteini L2 kolaylagtirir. Hiicre
niikleusuna giren virusun tek zinciri konagin DNA’sina tutunur. Sonrasinda 6nce viral
DNA, daha sonraki siirecte kapsid sentezlenir. Enfekte hiicreler hiicre basina 20-100
viral genom sentezlenmesine araci olur. Replikasyon siirecinde oOncelikle yapisal
olmayan E1, E2, E6 ve E7 proteinleri sentezlenir. Bu {iriinlerin regiilator 6zellikleri
uyarinca ilerleyen asamalarda diger “early” proteinler sentezlenir ve nihayet L1 ve
L2 kapsid proteinlerinin olusumuyla yeni virionlarin sentezi tamamlanir. Siireg
devam ederken, integrasyon sonucu asir1 lretimleri gerceklesen E6 ve E7
proteinlerinin, p53 ve retinoblastoma (pRb) gibi tiimor siipresdr genleri yikima
ugratarak ve telomeraz etkisiyle oynayarak onkojenik etki gosterirler. HPV
onkogenleri ayrica hiicre metilasyon mekanizmasini aktive ederek epigenetik
degisimlerde ve sonugta karsinogenezisin baglamasinda rol oynar [7, 8, 43].

Hiicreler boliindiikge enfekte hiicreler dokunun iist tabakasina ¢ikar. Enfekte
olan servikste normalden farkli olarak suprabazal tabakanin tizerindeki hiicrelerde de

(diferansiye hiicreler) niikleusun bulundugu ve buna HPV’nin neden oldugu
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bilinmektedir. Ust tabakalardaki hiicrelerde, ge¢ proteinler (L1, L2) sayesinde viral
genomlarin kapsidleri sentezlenir ve bu viruslar sukuamoz epitelin dokiilmesi ile
dokudan ayrilir. Viral DNA onkogenez siirecinin ilk evrelerinde (HGSIL’e (High
grade squamous intraepithelial lesion) kadar olan siirecte) epizom seklinde kalir. Eger
stireg ilerleyecek olursa bu viral epizomal DNA’lar tekrar konak DNA’ya baglanir
(HSIL ve ileri lezyonlardaki durum). Bu baglanma genellikle konak hiicre DNA’sinin
kirilgan bdlgelerinin  yakinina olur. Konak DNA’sina baglanma silirecin malign
transformasyona gidisinin basladig seklinde yorumlanmaktadir. Baglanma sonrasinda
tomoral patogenezde olmasi gereken immortalizasyon ve genomik instabilite
gerceklesir. Hiicre diizeyindeki bu degisikligin viral genomun yapisiyla dogrudan
alakali oldugu bilinmektedir. Viral genom sirkiiler ¢ift sarmalli DNA molekiiliidiir ve
replikasyondan sorumlu sekiz tane ORF proteinini kodlayacak bolge igermektedir. Bu
proteinlerden altis1 erken donem (E1, E2, E4, ES, E6, E7), ikisi ge¢ donem (L1, L2)
proteinleridir. Her bir proteinin replikasyonda énemli gérevleri vardir. Ozellikle E6 ve
E7 proteinleri immotalizasyon ve genomik instabiliteden sorumludur. Bunu timér

stipresor genlerine (basta p53 ve retinoblastom(Rb)) baglanarak yapmaktadir [7].

2.6. Immiinite

Bir virus enfeksiyonunda, erken donemde devreye giren dogal bagisikligin
yabanci etkeni tanityarak savunmanin ilk asamasmi olusturdugu; ayrica sonraki
asamada gorev alacak olan edinsel bagisiklik elemanlarindan T ve B lenfositlerine
antijen sunumu yaparak aktivasyonlarinda rol oynadigi bilinmektedir. Enfekte olmasi
sonrasinda degisime ya da yikima ugrayan bir hiicre tarafindan aktive edilen dogal
bagisiklik, inflamasyon siirecini baslatir. Bu agamada dogal bagisikligin ¢ozlinmiis
ya da hiicresel elemanlar1 devreye girer. Boylece hem inflamatuvar sitokinler ve
diger efektor molekiiller iiretilmeye baslanir; hem de dentritik hiicreler gibi dogal
bagisikligin bazi elemanlart antijenin yardimci T lenfositlerine (Th; CD4+ hiicreler)
sunumunu gergeklestirerek edinsel yaniti uyarir. Bu gelisme sirasinda antijenin
ozelliklerine gore en etkili efektdr yanit tipi belirlenir ve edinsel bagisikligin tip 1 ya
da 2 yoniinde gelisiminin 6nii agilir. Dogal bagisiklik hiicrelerinin “Toll like
reseptorler” (TLR) gibi reseptorleriyle, virus ya da enfekte hiicre yiizeyindeki 6zel

bolgeleri tanimasiyla dogal bagisikligin aktivasyonu ve uygun edinsel yanitin
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uyarilma siireci baglamig olur. HPV enfeksiyonlarinda da, immiin yanitin 6zellikleri,
genel anlamda bir viral enfeksiyon sirasinda etkene karsi olusacak olan yanitin
niteliklerine benzemektedir [8].

HPV enfeksiyonlarinda, etkenin replikasyon siireci hedef hiicrelerin
farklilasma dinamigi ile paralel gider ve viruslarin ¢ogalmasi keratinositlerin
olgunlagmasiyla baglantilidir. HPV’lerin bazal keratinositleri enfekte etmeleriyle
baslayan viral proteinlerin sentez siireci oncelikle az sayida E1, E2, E6 ve E7 gibi
triinlerin olusumu; daha sonra diger “early” genlerin ve nihayet L1 ve L2 gen
tirtinlerinin senteziyle devam eder. Son agsamada farkli viral partikiillerin bir araya
gelmesiyle ortaya cikan yeni virus partikiilleri skuamoz epitelyum ylizeyinden
ortama salmir [8].

Bu siirecte sitoliz ve sitopatik hiicre oliimii s6z konusu degildir ve HPV
enfeksiyonlarinda viremi gergeklesmez. Buna bagli olarak da inflamasyona yol
acacak giiglii sinyallerin olusumu s6z konusu degildir ve sonugta istenen diizeyde bir
immiin sistem uyarist ortaya ¢ikmamaktadir. Bu duruma ragmen enfekte bireylerin
genelinde, olusacak hiicresel ve hiimoral yanitin, virusun eliminasyonunda basarili
oldugu; CD8+ T hiicrelerinin enfekte hiicreleri temizledigi, nétralizan antikorlarin ise
serbest virus partikiillerini devre dis1 biraktig1 kabul edilir [8].

Bir ¢sDNA virusu olan HPV’ye kars1 dogal bagisikligin uyarilmasi, antijen
sunan hiicrelerden (ASH) dendritik hiicrelerin ve Langerhans hiicrelerinin TLR’ler
(0zellikle TLR-9) iizerinden aktivasyonuyla baglar. Reseptor-ligand etkilesimi
sonucunda proinflamatuvar sitokinler sentezlenir ve sonugta edinsel bagisiklik
devreye girer. Bu asamada aktive olan ASH’ler lenf nodiillerine gé¢ ederek antijeni
Th lenfositlerine sunar ve harekete gecen efektor hiicreler enfeksiyon bdolgesine
giderek enfekte keratinositleri yikima ugratir [8].

Her ne kadar yukarida 6zetlenen bi¢imde etkili bir immiin yanit sonucu
virusun yikimi séz konusu olabilse de, enfekte bireylerin kiiciik bir boliimiinde,
immiin yanitin yetersiz kaldig1 ve sonugta yiiksek titrede HPV DNA replikasyonu ile
karakterize persistan enfeksiyonun gelistigi gézlenir.

Kalict bir HPV enfeksiyonunda immiin sistemin hangi asamalariin aksadigi
ve yetersiz kaldigi, etkenin hangi mekanizmalarla immiin yanittan kacabildigi

incelenmis ve bir dizi neden ileri siiriilmiistiir. Ornegin;



18

1) HPV replikasyonu sirasinda hiicre 6liimii ger¢eklesmediginden giiglii uyari
saglanamaz ve buna bagli olarak ASH’lerin aktivasyonu i¢in gerekli olan yeterli
proinflamatuvar sitokin sentezi olusmaz. Ayrica intraepiteliyal ortamda giiclii antijen
sunumu gorevini tistlenmis olan Langerhans hiicrelerinin E-kadherin gibi adezyon
molekiillerinin devre dis1 kalmalar1 nedeniyle islevlerini gergeklestiremedikleri
gosterilmistir [8].

2) Viral enfeksiyonlarin temizlenmesinde, hiicreler arasi diyalogu saglayan ve
immiinkompetan hiicrelerin aktivasyon gorevini iistlenmis olan ¢esitli sitokinlerin ve
kemokinlerin 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir. Ancak HPV’nin bir dizi
proinflamatuvar sitokin, kemokin ve antiviral proteinlerin ekspresyonlarini
baskilayarak immiin yamiti aksattigi belirlenmistir. Ornegin antiviral immiinitenin
onemli parametrelerinden olan IFN-a ve IFN-B iretiminin, 6zellikle yiiksek risk
HPV tiplerinin (HPV-16 gibi) E6 ve E7 onkoproteinlerince baskilandigi
gosterilmistir [8].

3) Ayrica, servikal neoplazi durumlarinda, Langerhans hiicrelerinin islevlerini
diizenleyen TNF ve IL-10’un, virusun yararina olacak oranlarda sentezlendikleri; bu
tip patolojilerde artan IL-10 ve azalan TNF diizeylerinin, etkenin hiicresel yanittan
kagmasina yardimer oldugu saptanmistir. Benzer bicimde CXL-10, IL-1p, IL-6 ve
IL-15 diizeyleri persistan HPV enfeksiyonlarinda azalmakta; IL-2, IL-4 ve IL-12 p40
diizeyleri CIN gelisiminde degisime ugramakta; immiinstimiilan bir sitokin olan IL-
18, HPV-16’nin E6 onkogeni tarafindan baskilanmaktadir [8].

4) ASH’lerin uyarilmasinda ilk basamak olan TLR-9’un ekspresyonunun yine
E6 ve E7 onkoproteinlerince baskilanmasi sonucunda proinflamatuvar genlerin
yeterli uyaris1 gergeklesmez; Oyle ki TLR-7 ve TLR-9 sinyalizasyonunun
aksamasinin kronik enfeksiyondan kanserlesmeye giden siiregte onemli bir parametre
oldugu saptanmustir [8].

5) Edinsel yanit parametreleri incelendiginde ise onkojenik HPV
enfeksiyonlarinda; hem tip 1 hem de tip 2 yanitin1 diizenleyen sitokin iiretiminin
yetersiz diizeyde oldugu; antikor fiiretiminin fazla gerceklesmedigi; oOzellikle
sitotoksik T lenfositlerine antijen sunumu icin gerekli olan, enfekte hiicre ig¢indeki
TAP-1 asamasinin E7 onkoproteinlerince bozuldugu gosterilmistir. Ayrica

neoplazilerde sik rastlanan mutasyonlar MHC (major histocompatibility complex)
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molekiillerini de kapsamaktadir ve tiimor hiicreleri bu yoldan da kendilerini
sitotoksik T hiicrelerinden kagirabilir [8].

6) Bunlara ilave olarak, immiin yaniti denetleyen Treg hiicrelerinin asir
miktarlarda tiretilmelerinin, heniiz gorevini tamamlamamis edinsel yanitin devre dis1
kalmasmma neden oldugu ve bodylece servikal lezyonlarda onkojenik HPV
enfeksiyonunun temizlenmesini engelledigi saptanmigtir. Son olarak tiimor
bolgelerindeki makrofajlarca iiretilen IL-10’nun Treg indiiksiyonuna yol agtig1r ve
asir1 IL-10 varliginin bu yoldan da tiimor gelisimini kamgiladigi gosterilmistir [8].

7) Nihayet bir dizi epigenetik faktoriin, HPV’nin immiin sistemden
kagmasinda etkili oldugu saptanmistir. Ornegin; antiviral genlerin asir1 metilasyonu
bu tip bir gelismeye 6rnek olarak verilebilir [8].

HPV etkili bir sekilde konak defansini engellemesine ragmen, genital HPV
enfeksiyonuna karsi birgok kiside basarilt bir immun cevap gelisir. Giigli, lokal
hiicresel immun cevap, serum noétralizan antikorlarinin iiretimi ve lezyonun
gerilemesi ile sonuglanir. Bu antikorlar enfekte bireylerin ¢ogunda iiretilir. Antikor
virus partikiiliiniin dis membranindaki L1 kapsid proteinlerine karst olusur.
Virionun en fazla immun sistemi uyaran epitopu L1 ndtralizan epitopudur ve tip
spesifiktir [44]

Serum notralizan antikor seviyeleri dogal enfeksiyon siiresince artar, ancak
HPV’nin hiicre i¢i patojen olmasi ve viremi yapmamasindan dolayr pik yaptig
donemde bile ¢ok diisiik seviyelerdedir. Diisiik antikor titrelerine ragmen
koruyuculuk saglanabilir. IgG kadin genital yolunun major immunglobulinidir.
Serumda olusan antikorlar servikal mukus igerisine transiida olur ve virusu notralize
eder [45].

Kadmlar ¢ok yiiksek oranda HPV ile enfekte olmalarina ragmen, immun
sistemi normal ¢ogu hastada enfeksiyon subklinik seyreder veya lezyonlar sinirh
kalir ve serokonversiyon meydana gelir ve HPV DNA kaybolur. Yiiksek riskli HPV
icin bu temizlenme zamani; 6regin HPV 16’da ortalama 8-16 aydir ve diisiik riskli
HPV enfeksiyonlarina gére 4-8 ay daha uzundur. Fakat immun sistemi baskilanmus,
renal transplantasyon veya HIV ile enfekte hastalarda lezyon hizli bir sekilde
ilerler. Bundan dolayr HPV enfeksiyonunun kontrolii ve kansere ilerleyisinde immun

cevap onemli bir rol oynar. HPV enfeksiyonunun uyardig: sistemik ve lokal humoral
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Immun cevap bazt HPV antijenlerine karsi, IgG ve IgA antikorlarnin olusmasi ile
gosterilir. Ornegin servikal HPV 16 enfeksiyonu bulunan kadimlarin biiyiik bir kismmda
HPV 16 L1 kapsid proteinine sistemik IgG antikor cevabi olusur ve virus benzeri
partikiiller (VLP) antijen gibi kullanilarak ELISA ile tespit edilir. HPV DNA pozitif
kadinlarda, HPV 16 VLP’ye karsi olusan sistemik IgG ve IgA cevabi, kontrol
grubundan daha fazladir ve persistan viral enfeksiyon ile iligkilidir. Tersine HPV 16 E7
proteinine sistemik IgG cevabi servikal intraepitelyal neoplazide viral temizlenme
ile iligkilidir. HPV 16 enfeksiyonu olan kadinlarda HPV 16 VLP spesifik sekretuvar
IgA’nin virus nétralizan aktivitesinin gozlenebilmesine ragmen HPV 6zgiil antijenlere
kars1 olusan lokal IgA saglikli kadinlarda viral temizlenme ile iligkili degildir. Benzer
olarak lokal HPV 16 VLP &zgiil IgA ve IgG cevabi CIN’li hastalarda viral temizlenme
ile iligkili degildir. HPV 16 kapsid antijenlerine kars1 olusan lokal antikorlar, HPV
enfeksiyonunun baslamasindan birka¢ ay sonra artar ve antikor seviyeleri HPV
varligina bagimlidir. Servikal lezyonlar tedavi edildiginde serum ve servikal mukus

antikor seviyelerinin azaldigi izlenir [15, 46].

2.7.HPV Asilan

Asilamada amag enfeksiyon agisindan risk altinda oldugu diisiiniilen kisilerin o
enfeksiyon etkeniyle karsilasmadan Once asilanarak hastaligin ortaya g¢ikmasimin
engellenmesidir. Giiniimiizde yiiksek risk HPV tiplerinin tiim serviks kanserlerinin
%99.7’sinden  sorumlu  oldugu  bilinmektedir. HPV  enfeksiyonuna kars1
immunizasyonun esas amaci genital kanser insidansini diislirmektir. Asilama ile
yiiksek riskli HPV genotiplerine karsi immunite uyarilabilir ve bdylece yiiksek riskli
HPV tipleri ile enfeksiyonun onlenmesi saglanmig olur. Bir diger hedef
immunizasyon ile HPV iligkili anogenital sigillerin 6nlenebilmesidir [14, 22].

HPV asilar profilaktik ve terapotik asilar olmak {izere iki gruba ayrilmistir
[45]. HPV’ye kars1 gelistirilmesi hedeflenen;

a. Proflaktik asilarda heniiz etkenle karsilasmamis bireylerde notralizan
antikorlarin,

b. Terapdtik asilarda ise daha onceden enfekte olmus kisilerde hiicresel

yanitin uyarilmasi amaglanmistir [8].
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Bugiin i¢in FDA (Food and Drug Administration) onay1 almis, kullanimda olan
iki tip as1 vardir: Gardasil (Merck) ve Cervarix (GSK). Her ikisi de sadece koruyucu
asidir ve terapotik etkinlikleri yoktur. Ama¢ HPV bulasini 6nlemektir.

Kuadrivalan HPV Agisi: Kuadrivalan HPV asisi, HPV tip 6, 11, 16, 18’¢
karst etkili, Merck SharpDohme firmasi tarafindan gelistirilen ve Gardasil adi ile
piyasaya sunulan bir asidir. Bu as1 ABD’de Haziran 2006’da FDA tarafindan
onaylanmistir. Tiirkiye’de ise 2007 yili itibariyle onay almis ve 9-26 yas arasi
kadinlarda kullanilmaya baslanmistir. As1 intramuskiiler (IM) olarak 0, 2 ve 6. aylarda
yapilmaktadir. Yapilan faz III ¢alismalarinda da asilama sonrasi en az 5 yil etkinligin
stirdiigli gosterilmistir [22, 47].

Bivalan HPV Agsisi: Bivalan HPV agsis1 GlaxoSmithKline firmasi tarafindan
gelistirilen, HPV tip 16 ve HPV tip 18’¢ kars etkili olup Cervarix adi ile piyasaya siiriilen
bir agidir. Mart 2007°de FDA onay1 almis, iilkemizde 2008 yilinda 15-25 yas arasi
kadinlarda kullanilmaya baglanmistir. As1 0, 1 ve 6. ayda toplam ii¢ doz olarak IM
yoldan uygulanir. Koruyuculugu en az 5 yi1l devam eder [22].

As1, genomu olmayan virusa karsi yani sadece kapsid proteinlerine (L1
proteini) kars1 gelistirilmistir. Asi i¢in elde edilen ve virus benzeri protein denen protein
viral DNA tasimayan, giiclii immiinojenik Ozellikte olan, enfeksiydoz ve onkojenik
0zelligi olmayan proteindir. Asilanan kisilerde viral kapsidin ¢esitli yapisal hallerini
tantyabilen polispesifik antikor yaniti olugsmasini saglar. HPV tip 16 ve HPV tip 18
etiyolojide oOnceliklidir ve Avrupa’daki serviks kanserlerinin %71.5’inden
sorumludur. Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da ise bu oran %80’in lizerindedir.
Dolayist ile as1 mutlaka bu iki subtipi kapsamalidir. Bunun yani sira bu iki yiiksek
riskli subtipe kars1 gelistirilmis as1 sadece yukarida bahsedilmis oranlardaki
kadinlar1 korumayacaktir. HPV antikorlar: tip spesifik olarak gelismekte ve asida
kullanmilan tipler disindaki tiplere karsi korunmasi beklenmemektedir. Ancak
mekanizmasi tam olarak bilinmeyen bir sekilde bivalan asiyla asilanan bireylerde
HPV tip 31, HPV tip 33 ve HPV tip 45’e¢ karsi da capraz koruma gelistigi
gozlenmistir. Ancak ¢apraz korumayla ilgili verilerin uzun donemde degisiklik
gosterdigi ve ¢apraz korumada diisiis goriildigi bildirilmistir [7, 14].

Astyla beraber hiimoral ve hiicresel immiin sistem aktive edilir ve kanda

antikorlar olugur. Bu antikorlar enfeksiyon bolgesine yani servikse ulasir. Enfeksiyon
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bolgesindeki bu antikorlar virusu nétralize ederek patojenin hiicreye girmesini Onler.
Boylelikle enfeksiyon ajanina kargsi aktif korunma saglanmis olur. Asiyla beklenen yarar
sadece serviks kanserinin onlenmesine yonelik olmayip, anogenital bolge sigillerinin,
vulva ve vajenin prekanser6z lezyonlarinin, vulva ve vajina kanserlerinin, penil
kanserlerin, orofarengial kanserlerin ve anal kanserlerin asiyla beraber azaltilabilecegi
ongoriilmektedir [7].

Gelistirilen asilarin uygulanmasi ve servikal kanser taramalar1 birlikte
yapilmalidir, ¢iinkii asilar kanser sebebi olan diger yliksek risk HPV tiplerine kars1
(%25-30) koruma saglamamaktadir. Dolayisiyla erken donem servikal lezyonlarin

belirlenmesi ve prognozu hala ciddi bir problemdir.

2.8.Klinik Belirtiler

HPV enfeksiyonlarinin klinik belirtileri genis bir spektruma sahiptir;
enfeksiyonlar bazen semptomsuz ve benign seyrederken, bazen de tekrarlayici ve
tedaviye direng gosteren, siirekli proliferasyon ile giden bir tablo gostermektedir.
Bunlardan bazilar1 kansere déniisebilir. Degisken klinik tablo, virus tipine (Ornegin;
HPV 16 ve 18 invaziv karsinom ile iligkilidir), lezyon lokalizasyonuna (respiratuvar
papillomatozis gibi), bireyin immiinolojik durumuna (gebeler ve immiin yetmezligi
olanlarda daha agir tablo) ve epitelin dogasina baghidir [31].

Hastaligin benign formlar1 arasinda en sik goriileni anogenital sigil olup,
malign formlar1 arasinda en sik goriilen ise serviks kanseridir. Bunlar disinda HPV el
ve dudaklarda sigillere, nazofarengeal papillomlara, aniis, vulva, vajina ve penis

kanserine de neden olmaktadir [21].

2.8.1.Anogenital Sigiller

Genital sigiller klinik olarak cinsel aktif populasyonun en az %1 ’inde
goriilmektedir. Genital sigillerin yaklasik iicte ikisi enfekte partner ile cinsel iligki
sonucu geligir. Tam kulucka siiresi bilinmemektedir, fakat ¢ogu arastirmaci kulugka
stiresinin yaklasik olarak 3 ay oldugunu varsayar. Tiim genital sigillerin %90’1indan

HPV tip 6 ve 11 sorumludur ve lokal kondilamat6z lezyonlar goriiliir [48].
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2.8.2.Vulva-Vaginal Sigiller

Hastalarin yaklagik %50’si multiple lokalizasyonlarda lezyonlara sahiptir.
Sigiller genellikle asemptomatik olmasina ve rutin pelvik muayene sirasinda
saptanmasina ragmen bazi hastalar kasinti, yanma, kanama ve vaginal akinti
sikayetleriyle bagvurabilir. Vulvo-vaginal kondilomalarda disparoni (agrili cinsel iligki)
olusabilir ve eger dev kondilomalar mevcut ise liretra, vagina ve/veya rektumda
obstriiktif semptomlar olusabilir. Immiinsuprese hastalar, biiyiik, tedaviye cevap
vermeyen atipik pigmente lezyonlar ve 40 yasin {istiindeki hastalarda malignensi riski
artar [49].

2.8.3.Perianal Sigiller

Vulva-vaginal kondilomali hastalarin yaklasik %25’inde ayni zamanda
perianal kondiloma da mevcuttur. Tipik olarak pembe-kahverengi papiiller ve nodiiller
aniisli secer. Sigiller tedavi edilmezse birleserek daha biiylik kitle seklinde rektuma
uzanma egilimindedirler ve bu vakalarda cerrahi tedavi gerekir. Eger bir partnerde
perianal sigil varsa ayn1 zamanda vulva-vaginal sigil ve penil sigil agisindan da
kontrol edilmelidir. Perianal sigiller homoseksiiel erkeklerde de yaygindir ve HIV

gibi hastaliklar agisindan da risk altindadirlar [49].

2.8.4.Penil Sigiller
Penil sigiller 6zellikle glans penis, penil saft ve prepisyumu tutar. Meatus ve
iretra cok nadir tutulur ve tedavi i¢in biiyiik bir problem olusturur. Peniste bu lezyonlar

gelisirse HPV enfeksiyonu ile iligkili oldugu diistiniilmelidir [49].

2.8.5.Epidermodysplasia Verruciformis (EV)

EV nadir goriilen bir hastalik olup kutan6z HPV enfeksiyonlarina duyarl olan
bireylerde rastlanilmaktadir. Cocukluk c¢aginda, genellikle sigiller gelisir,
yayginlagsmaya baslar, sonlanmaya meyilli degildir ve bazi durumlarda skuamoz hiicre
kanserlerine dogru gelisme miimkiindiir. Normalde goriilen predominant karakterli
iki tip lezyon vardir; her ikisinin de ayn1 hastada gelismesi miimkiindiir. Baz1 lezyonlar
diiz sigiller olarak goriilebilmektedir, diger lezyonlar ise kirmizi-kahverengi

makiiller, pullu veya diiz bigimdedir. Diiz sigillere sebep olan HPV tipleri genel
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populasyonda diiz sigilleri meydana getiren tipler ile aynidir ki bu tipler HPV tip 3 ve
HPV tip 10’dur. Pullu yapidaki sigiller ise EV’ye 6zgii HPV tipleri ile aynidir ve
yaygin olarak HPV tip 5 ve HPV tip 8 bunlardan birkagidir. EV’li hastalar birgok
HPV tipi tarafindan enfekte edilebilir. EV hastalarin yarisinda genetik diizensizlik
sonucu meydana gelmektedir. EV otozomal resesif model olarak goriilmektedir.
Bununla birlikte, bir aile X kromozomu iligkili resesif bir genetik yapiya sahiptir. Bu
lezyonlar klasik tedavi yontemlerine karsit oldukca direnglidir ve daha da Onemlisi

EV’li birgok hastada immiin sistem fonksiyon bozukluklari da s6z konusudur [50].

2.8.6.Genital Olmayan Deri Sigilleri

Genital olmayan deri sigilleri viicudun herhangi bir yerinde olabilir ve siklikla
goriildiikleri yerler ayak ve ellerdir. Bu sigiller benign papillomalar olup genellikle
yas1 biiyiik ¢cocuk veya geng yetiskinlerde goriiliirler. Cevresel sartlara ve kuruluga
kars1 direncli olduklari gosterilmistir ve gegis genellikle esyalar vasitasiyla veya

otoinokiilasyon ile olur [51].

2.8.7.Servikal Kanser

Serviks kanseri diinya genelinde kadinlar arasinda ikinci siklikla goriilen
kanser tiirtidiir. Prevalanst Pap smear tekniginin kullanildig1 tarama stratejileriyle
belli seviyelere kadar indirilmis ancak istenilen diizeye cekilememistir. Gelismekte
olan {iilkelerde halen ikinci siklikta goriiliirken, gelismis lilkelerde basarili tarama
programlariyla altinci hatta bazi tilkelerde onuncu siraya gerilemistir. Ne yazik ki
kadmnlarin ¢ogunda servikal kanser tanisinda eksiklikler mevcuttur, 06zellikle
gelismekte olan tilkelerde servikal kanser sebebiyle yilda en az 250 bin kadin oliir [7,
52].

Bugiin i¢in yliksek riskli HPV tiplerinin gelisen serviks kanserlerinin
%99’undan sorumlu oldugu bilinmektedir. Serviks kanseri ile HPV iligkisi kanser ile
etken iligkileri igerisinde en yliksegidir. Genital sistemin HPV enfeksiyonu diisiik
dereceli lezyon olarak baslayip kansere kadar devam edebilmektedir. Bu siireg ile
ilgili yogun calismalara ragmen elde edilen bilgi, siireci net olarak aciklamaya
yetmemektedir. Ancak her HPV enfeksiyonu kansere neden olmaz; HPV

enfeksiyonu sonrasi kanser olasilig1 %1-3 arasindadir [7].
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Enfeksiyonlarin 6nemli bir kismi ilk yil igerisinde bagisiklik sistemi
tarafindan eradike edilmektedir. HPV tipinin, eradikasyonda ve eradikasyonun
stiresinde 6nemli oldugu bilinmektedir. Nononkojenik HPV tiplerinde eradikasyon
daha hizli olmaktadir. HPV enfeksiyonunun maligniteye yonelmesini etkileyen, HPV
tipi disgindaki diger bir faktdr enfeksiyonun persistansidir. Persistansin
karsinojenitede 6nemli oldugunu bununla beraber bu siiregte kesin gerekli olmadigi
belirtilmektedir. Enfeksiyonlarin neden persiste oldugu kesin bilinmemekle birlikte;
yiiksek riskli onkojenik HPV tipinin, mevcut enfeksiyonun siiresinin ve yasin (yas ile
persistans olasilig1 artmaktadir) persistans gelisimiyle ilgili oldugu diisiiniilmektedir
[53-56].

Servikal karsinomlarin biiyiik bir ¢ogunlugu skuamoz hiicreli kanserlerdir (%85)
ve endoservikal kanalin kolumnar epitelinin ektoserviksin stratifiye skuamoz epitel ile
yer degistirdigi serviksin transformasyon zonunda geligir. Adenokarsinom daha az
goriiliir (%15) ve glandiiler epitelden kdken alir [49].

Servikal kanserin mikroinvaziv ve displastik sathasinda hastalar tipik olarak
asemptomatiktir ve Pap smear testiyle sitolojik inceleme sayesinde saptanabilir ve
kolposkopik inceleme ve biyopsi ile dogrulanabilir. Eger tedavi edilmezse, bu
diisiik dereceli lezyonlar servikal epitelin tamamimin kalinlasmasina kadar ilerler
(CIS/karsinoma in situ) ve bazal membran tarafindan olusturulan duvar1 gegerek
invaziv olur. Bu siire¢ on yillar1 veya daha uzun bir siireyi gerektirebilir fakat
sonugta CIS’It hastalarin énemli bir béliimiinde gergeklesir. Invaziv kanserdeki gibi,
bu lezyon biiyiiylip, kii¢iik kan ve lenfatik damarlara ulasip gesitli viicut bolgelerine
metastaz yapabilir [49].

Bununla birlikte servikste kanser klinik olarak goriilebilir hale geldiginde
vaginal akint1 ve/veya vaginal kanama mevcuttur ki bu sikayetler genellikle cinsel
iligki sonrasinda ortaya ¢ikar. Bu belirtileri menstriiel kanama ve postmenapozal diger
kanama sebeplerinden ayirt etmek gerekir. Lokal olarak ilerlemis hastalikta alt
ekstremitede agr1 ve/veya siskinlik, yan agrisi, rektal kanama, hematiiri ve fistiil
gelisebilir. Metastazlar sonucu kemik fraktiirleri, mide ¢ikis obstriikksiyonu ve/veya
hemoptizi gelisebilir. Servikal displazi i¢in ortalama tan1 yasi 29 iken invaziv

kanserde 47°dir [49].
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2.8.8.Vulvar Kanserler

Serviksin skuamdz hiicreli karsinomlarinda oldugu gibi vulvar karsinomlar da
vulvar intraepitelyal neoplazi (VIN: Vulvar Intraepithelial Neoplasia) sonucu gelisir.
Jinekolojik kanserlerin yaklasik %4 iinii olustururlar ve tipik olarak 70 ve 80 yaslari
arasinda goriillirler. Risk faktorii bulunan (HPV enfeksiyonu, immiinsupresyon) geng
kadinlar da risk altindadirlar. Vulva kanserli olgularda HPV prevalansinin %36 oldugu
tahmin edilmektedir. Vulva kanserli olgular arasinda en sik olarak HPV tip 16, ikinci
siklikta ise HPV tip 18 goriilmektedir. Yilda 26.000 civarinda yeni olgu oldugu tahmin
edilmektedir. Tiirkiye’de Izmir’den ve Antalya’dan bildirilen verilere gére vulva
kanseri insidansinin 100.000°de 0.5 oldugu belirtilmistir [21].

VIN’li hastalar genellikle asemptomatiktir ve lezyonlar rutin pelvik muayene
sirasinda saptanir. Bununla birlikte bazi hastalarda kasinti ve yanma olabilir. Yeni
gelisen bir vulvar lezyon icin biyopsi her zaman &nerilmektedir. Invaziv vulvar
karsinomanin en sik goriilen histolojik tipi skuamdz hiicreli karsinomdur [49].

Skuaméz hiicreli kanserlerin ¢ogunlugu unifokaldir ve primer olarak labia
majorden koken alir. Labialarin lenfatik drenaji genellikle mons ve vulvar lenf
nodlarina olur. Tiimoér ayn1 zamanda vagina, iiretra ve rektum gibi komsu organlar1 da
invaze edebilir ve bu organlarin lenfatikleri ile de yayilim gosterebilir [49].

Yasl sigara igmeyenlere gore geng sigara icen vulvar kanserlilerde HPV DNA
goriilme olasilig1 daha fazladir. HPV DNA’nin varligi ve bolgesel nodal metastaz

mevcudiyeti vulvar kanserden 6liim ve rekiirrens {izerine etkilidir [57].

2.8.9.Vajina Kanseri

Vajina kanseri tiim jinekolojik kanserlerin %?2’sini olusturur, siklikla
gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir. Tiirkiye verilerinde vajina kanseri
insidansinin  100.000’de 0.1-0.2 oldugu belirtilmistir. Serviks kanseri ve vajina
kanseri aymi risk faktorlerini paylagsmaktadir, bu nedenle HPV wvajina kanseri
etyolojisinde de olduk¢a dnemlidir. Vajina kanserli olgularin %90’inda HPV DNA
pozitif saptanmaktadir. HPV DNA pozitif saptanan olgularin ise en azindan

%70’inden HPV tip 16 sorumludur [21].
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2.8.10.Anal Kanser

Aniisiin skuamo6z hiicreli kanseri oldukca nadirdir ve genelde gastrointestinal
sistem (GIS) kanserlerinin %1.5’ini olusturur. Tiim diinyada yilda 99.000 yeni olgu
gorildiigii belirtilmistir. Yapilan arastirmalar insidansin arttigin1  gostermektedir.
Aniis kanserli olgularin %85°1 HPV enfeksiyonu ile iligkilidir. Bu hastalarda en ¢ok
izole edilen tipler ise serviks kanserinde oldugu gibi HPV 16 ve HPV 18’dir. Rektal
kanama, anal kasinti, hemoroidde agr ile hastalar basvurur. Eger kanama yanlislikla
hemoroidlere baglanir ise tani atlanmis olur. Erken evre kanserler asemptomatik
olabilir. Ancak rektal tuse ile saptanabilen lezyonlardir [21, 52].

Giincel calismalar HPV enfeksiyonunun, birden fazla HPV genotipi ile olan
enfeksiyonun, servikal displazi veya kanserin, HIV pozitifliginin, diisik CD4
diizeyinin, sigara i¢iminin, anal iliskinin ve solid organ transplantasyonu sonrasi
immiinsupresyonunun risk faktorleri arasinda oldugunu gostermektedir [58].

Onciil lezyon olan anal intraepitelyal lezyon genellikle anal sigillerin
eksizyonlar1 veya hemoreidektomi sirasinda saptanmaktadir. Anal sitolojinin tan1 i¢in

degeri tartismalidir [58].

2.8.11.Bas ve Boyun Kanserleri

Bas ve boyun kanserlerinde genel olarak HPV enfeksiyonu s6z konusu degildir
ve su ana kadar belirlenen kanitlar sadece oral kanserlerin HPV pozitif olabilecegini
gostermektedir. HPV pozitif olan oral tiimorlerin %90°1 tip 16 iliskilidir. Oral farinkste
olan kanserlerin ¢ogu tonsil ve dil bolgesinde gelismektedir. Her yil igin bu kanserlerin
oran1 1973-1995 arasinda ABD’de %2 artig gostermistir. Bu artisin nedeni ise
ozellikle seksiiel ge¢is nedeni ile HPV enfeksiyonlarinin artisi ile iligkilidir. Bu

tiimorler igin genital-oral seks risk faktorii olarak kabul edilmektedir [59].

2.9. Servikal Kanser Taramasi

Serviks kanserlerinde invazif kanser gelisene kadar iyi tanimlanmig uzun bir
preinvazif siirecin varligt ve bu organin kolayca gozlenebilmesi genel tarama
programlarinin  gelistirilebilmesini saglamistir. Serviks kanseri biiylik Olglide

onlenebilir bir hastaliktir. Ozellikle tarama programlari ile siklikla asemptomatik
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olan prekiirsor lezyonlar taninabilir ve bunlar etkili bir gekilde tedavi
edilebilmektedir [60].

Serviks kanserinde tarama serviks bdlgesinden alinan yaymanin sitolojik
incelenmesi esasina dayanir. Dr. Papanicolaou tarafindan ortaya atilan bu yontem
kisaca Pap smear olarak bilinmektedir. Pap test, takip ve/veya tedavi gerektiren
prekanserdz lezyonlarin taninmasini amaglayan, ikincil korunma yontemidir. Eskiden
daha ¢ok invazif kanserleri belirleyebilirken gliniimiizde preinvazif siirecin ortaya
cikarilmast i¢in de bu yontem kullanilmaktadir. Pap smear’in ucuz ve kolay
uygulanabilirligi serviks kanserinden Oliimlerin biiyiikk bir bolimiini minumum
diizeye getirmektedir [60, 61].

Pap test icin alinan Ornekler, serviksin vajinal kisminin, transformasyon
bolgesinin ve endoserviksin, skuamoz epitelyum hiicrelerini icermelidir. Hiicrelerde
HPV enfeksiyonuna bagli sitopatik etkiler goriilebilir. Servikal kanser, skuamoz
intraepitelyal lezyon (squamous intraepithelial lesion; SIL) veya servikal
intraepitelyal neoplazi (cervical intraepithelial neoplasia; CIN) olarak tanimlanan
prekanserdz lezyonlardan gelisir [61].

Halen sitoloji raporlamasi i¢in kullanimda olan iki sistem vardir. Bunlar
Ingiliz Klinik Sitoloji Derneginin siniflamasi ve Birlesik Devletlerden Bethesda 2001
Sistemi’dir [61].

Ingiliz Klinik Sitoloji Dernegi simflamasinda anormal sitoloji; hafif, orta
ve ciddi diskaryosis olarak smiflandirilir ve histolojik tanida sirasiyla CIN 1 (hafif
displazi), CIN II (orta displazi) ve CIN IIl’e (ciddi displazi) esdegerdir. Hafif
dizkaryozis LGSIL’e (Low grade skuamoz intraepitelyal lezyon) karsilik gelirken
orta ve ciddi diskaryozis HGSIL’e karsilik gelir. “Borderline” terimi ASCUS’a
karsilik gelir [61].

Bethesda sistem 2001 premalign skuamdz lezyonlart ii¢ kategoriye
ayirmigtir;

i. Atipik skuamoz intraepiteliyal hiicreler (ASC)

Il. Low-grade skuamoz intraepitelyal lezyonlar (LGSIL)

iii. High-grade skuamoz intraepitelyal lezyonlar (HGSIL)

ASC, oOnemi saptanamayanlar (ASCUS) ve high-grade lezyon
dislanamayanlar (ASC-H) seklinde smiflandirilir. ASCUS’da skuamdéz hiicreler tam
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olarak normal goriinmezler fakat hiicre degisiminin anlami belli degildir. ASC-H’de
de hiicreler anormal goriinlir ve anlami belirsizdir; bununla birlikte prekanserdz
lezyon olma riski ASC-US’dan yiiksektir. LGSIL koilositik atipi veya hafif displazi
olarak adlandirilan HPV ile uyumlu sitolojik degisimler icerir ve CIN I’e karsilik
gelir. Diger taraftan HGSIL servikal skuam6z hiicrelerin boyut ve sekillerinde daha
ciddi anormalliklerle karakterizedir ve bunlarin kansere ilerlemesi daha muhtemeldir.
Bu CIN Il ve CIN III’e karsilik gelen sitolojik bulgulari ifade eder [61].

Pap testi sonucu anormal servikal sitolojik bulgular1 olan kadinlar
kolposkobik inceleme sonucuna gore tedavi edilir. Gelismis iilkelerde yaklasik 50
yildir kullanilan Pap testi sayesinde servikal prekanserdz lezyonlarin erken tanisi ve
tedavisi miimkiin olmus, servikal kanserin insidans ve mortalitesinde onemli diisiis
goriilmiistiir. Servikal kanser insidansinin %50-70 oraninda azalmasina karsilik bu
sonug beklenenin ¢ok altindadir. Simdiye kadar herhangi bir popiilasyondan servikal
kanserin tam olarak eradike edilememesinin en onemli nedeni Pap smear testinin
duyarliliginin oldukga diisiik, %55-70 arasinda olmasidir [27].

Servikal sitoloji testi kanser taramasinda ¢ok etkilidir, fakat klinik olarak dnemi
olan lezyonlarda ozgilligii sinirhidir ve yiliksek yanlis negatif sonug verebilir.
Kolposkopik biyopsi dnceleri altin standart olmasina ragmen son ¢aligmalarda servikal
biyopsinin tan1 veya drnekleme hatalarindan dolay1 yiiksek dereceli lezyonlarin %33-
50’sinin gozden kagirilabilecegi belirtilmistir. Bundan dolay1 birbiriyle uyumsuz
oldugu durumlarda; servikal sitoloji sonucunun mu yanlis pozitif oldugu yoksa
biyopsi sonucunun mu yanlis negatif oldugunun ayrimini yapmak zor olabilir.
Sitolojik olarak ASCUS tanis1 konmus hastalarin servikal biyopsilerinde %5-17 CIN
[1-111 bulunmaktadir. Sitolojik olarak ASC-H (atypical squamous cells, cannot exclude
high-grade squamous intraepithelial lesion) tanisi1 konmus olanlarin biyopsilerinde
%24-94 CIN lI-1ll lezyon bulunur. Sitolojik olarak LSIL tanist konmus olanlarin
kolposkopik muayenesinde %25’inde CIN 1l-111, %45’inde CIN | bulunmustur, fakat
%?25’in tstiinde vakada displazi tespit edilmemistir. Benzer olarak AGC (atypic
glandular cells) tanist almig hastalarda CIN 1I-1ll veya adenokarsinoma insitu
bulunma olasiligt %9-41°dir. Servikal sitolojide yanlis negatif sonuglarin orani
%1.6’dan %?28’e kadar degisebilmektedir. Ayrica invaziv servikal karsinomali

hastalar servikal yaymalarindaki az sayida anormal hiicrenin nekrotik debrit,
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inflamasyon veya kanama ile gizlenmesinden dolayi sitolojik olarak yanlis negatif tani
acisindan yiiksek bir riske sahiptirler. Bu sebeple yiiksek dereceli lezyonlar ve
karsinomanin tespit edilmesi i¢in servikal sitolojinin sensitivitesini arttiran ve yanlis
negatif sonuglar1 azaltan molekiiler tan1 yontemlerinin de uygulanmasina ihtiyag vardir
[62-64].

HPV tipleri ile serviks kanseri ve kanser oncesi lezyonlar arasinda kuvvetli
bir iliski oldugu bilinmektedir. Bu nedenle HPV DNA’y1 tespit edip tipini
belirlemenin klinik ve epidemiyolojik acidan 6nemi agik¢a goriilmektedir. Serviksten
aliman siiriintii 6rneklerinde ileri ve orta derecede onkojenik risk tasiyan HPV
DNA’sinin tespiti serviks kanserinin varligimin tahmininde veya kanser Oncesi
degisiklikleri gostermede onem tagimaktadir. Bu durum HPV testinin servikal kanser
taramasinda servikal kanser ve prekiirsorlerinin tespiti icin sitolojiye ilaveten
yardimci bir tarama testi olarak veya Pap testi yerine alternatif olarak tek basina bir
tarama testi olarak degerlendirilmesine yol agmistir [60].

Giinlimiizde servikal kanser taramasinda, yiiksek riskli HPV’nin saptanmasinda
HC 2 (QIAGEN, Hilden, Almanya), Cervista test (Hologic, Madison, WI, ABD) ve
Roche Cobas 4800 HPV testi (Roche, Branchburg, NJ, ABD) olmak {izere li¢ yontem
FDA tarafindan onaylanmustir. Birgok HPV taramasi kolposkopik biyopsi veya FDA
onayli ilk test olan HC 2 test ile yapilir [11].

Bazi calismalarda, lise ¢agindaki kadinlarda HPV DNA %70 oraninda pozitif
bulunmusgtur. Testin pozitiflik oran1 30 yasin1 askin kadinlarda kayda deger bigimde
diismekte olup buna sebep olarak kadinlardaki enfeksiyonun %90 oraninda
kendiliginden sona ermesi gosterilmektedir. Dolayisi ile HPV DNA tarama testinin 30
yas sonras1 uygulanmasi gecici pozitif durumlarin ortadan kaldirilmasi i¢in mantiklidir,
bu sayede ekonomik giderlerin kisitlanmasi saglanmis ve kadinlarin bosuna anksiyete
yasamalarinin oniine gecilmis olur. HPV testleri 30 yasin iizerinde averaj duyarlihiga
sahiptir ve NPV degeri %97 tizerinde olup, %89-90 6zgiilliik s6z konusudur [65, 66].

American Society for Colposcopy and Cervical Pathology consensus-temelli
rehberler ASCUS’Iu hastalarin yonetiminde sitolojiye ek olarak HPV testinin
kullaniminm1 desteklemektedir, fakat diger anormal servikal sitoloji sonucu olanlarda
HPV testinin kullanimini desteklememektedir. Sitolojik tanis1 LSIL olan kadimnlarin
yaklasik %80’inin HPV DNA pozitif oldugu bilinmektedir. Caligmalar LSIL’1 bulunan
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kadinlarda tedavi siirecinde HPV testinin herhangi bir degeri olmadigini
gostermektedir. Amerika Kolposkopi ve Servikal Patoloji Cemiyeti (ASCCP) bu tip
durumlarda kadinlarin HPV testi yerine kolposkopiye yonlendirilmelerini tavsiye
etmektedir [68].

Her iilkenin tarama programlarina bagli olarak konvansiyonel sitolojik tarama
giivenli bir sekilde 2-5 yila uzatilabilir. Sitolojisi normal olan ve yiiksek riskli HPV
negatif olan iki testin NPV %100’e yakindir. HPV DNA test sonucunun negatif olmasi
CINI/CININ  olasihgmi %99  olasilikla  dislamakta, prekanserdéz lezyon
mevcudiyetinin degerlendirilmesinde ve kolposkopi endikasyonunun belirlenmesinde
hekime ¢ok dnemli bilgiler saglamaktadir. Sonucun negatif bulunmasi gereksiz pek ¢ok
islem yapilmasini ortadan kaldirmaktadir [62, 64].

FDA 2003 yilinda 30 yas ve {stlindeki kadinlarda yapilan kanser
taramalarinda HPV DNA testinin Pap smear ile birlikte es zamanl kullanimini
onaylamigtir. Ancak serviks kanseri arastirmalarinda primer tarama testi olarak
kullanilmasimin daha dogru oldugu ve zaman igerisinde tek tarama testi olarak
kullanilacagi yoniinde makaleler yaymlanmaya baglamistir. Servikal kanser tarama
testlerinde anormal sitoloji tespit edilen hastalarin mutlaka HPV DNA testi ile birlikte
degerlendirilmesi hastaligin kesin tanisi, prognozu ve tedavisi hakkinda yol
gostermektedir. Bu yaklagimla hastalara gereksiz invazif girisimler 6nlenmekte ve
tilke ekonomisine dnemli bir katki saglanmis olmaktadir. Gelecekte servikal kanser
onleme programlarinda, yalnizca HPV DNA PCR testinin kullanilacag:1 ve servikal
sitoloji tekniklerinin ise yiikek riskli HPV pozitif bulunan kadinlarda kanserlesme

slirecini takip etmek igin kullanilacagi ileri siiriilmektedir [62, 69, 70].

2.10.Tam Yontemleri

Serviks kanseri agisindan risk tasiyan kisilerin belirlenmesi ve uygun klinik
takibin gerceklestirilmesi icin, rutin sitolojik taramalara ek olarak HPV enfeksiyonu
varligl ve etken tipin saptanmasi yontemi yaygin olarak uygulanmaktadir. Sigil ve
benzeri lezyonlarin tamist genellikle klinik olarak konulmaktadir. Bazi genital ve
servikal lezyonlar da klinik muayene sirasinda taniabilmektedir. Klinik degerlendirme
i¢in; lezyonlarin kolposkopla incelenmesi, %3-5’lik asetik asit uygulamasi ile beyaz

alanlarin goriilmesi, sitolojik muayene, histopatolojik inceleme yapilabilir. Bununla
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birlikte HPV enfeksiyonlarinin ¢ogu klinik belirti vermez, latent veya subklinik
enfeksiyonlar yaygindir. Bu sebeple HPV enfeksiyonlarinin tanisinda virolojik tani
yontemlerinin kullanimi daha yaygindir [5, 27, 71].

HPV standart hiicre kiiltiirii sistemlerinde iiretilememektedir; serolojik testlerin
ise tamda kullanimlar1 ¢ok kisithdir, yeterince duyarl degildir. immiin cevapta major
kapsid proteinlerine kars1 gelisen antikorlar uzun yillar tespit edilir diizeyde
kaldigindan serolojik testler akut ve gecirilmis enfeksiyonlar1 ayirt etmek i¢in uygun
degildir. HPV ile enfekte hiicrelerde immiinohistokimyasal yontemlerle HPV kapsid
antijenlerinin tespiti ise sadece prodiiktif HPV enfeksiyonu varsa miimkiindiir, ancak
yeterince duyarli degildir. Sitolojik inceleme ile eksfoliye hiicre ve doku 6rneklerinde
HPV enfeksiyonunun karakteristik sitopatik etkisi “koilositozis™ tespit edilirse de
duyarliligi dusiiktiir. Bu nedenle ozellikle servikal orneklerde HPV varligmin
gosterilmesi ve etken tiplerin belirlenebilmesi amaciyla molekiiler ydntemler
kullanilmaktadir [5, 27].

HPV enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan molekiiler yaklasimlar {i¢ baslik
altinda incelenebilir;

1) Direk prob yontemleri: Bunlar, in-situ hibridizasyon (ISH), southern blot
hibridizasyon (SBH), dot-blot hibridizasyon (DBH) ve floresans in situ hibridizasyon
(FISH).

2) Sinyal amplifikasyon yontemleri: HC yontemi gibi sinyal amplifikasyon ile
direk DNA tespiti.

3) Hedef amplifikasyon yontemleri: Polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase
chain reaction; PCR) gibi DNA amplifikasyon testleri.

HPV’nin tan1 yontemleri arasinda PCR en duyarli yontemdir ve referans test olarak
kabul edilir. PCR ve Hybrid Capture (HC) testleri tanida en ¢ok kullanilan testlerdir [5,
72, 73].

2.10.1.Direk Hibridizasyon

Hibridizasyon testleri HPV ile ilgili ilk ¢alismalarda kullanilmistir. In situ
hibridizasyon (ISH) hem parafine gomiili doku oOrnekleri hem de servikal
yaymalarda HPV antijenlerinin veya niikleik asitin (DNA veya mRNA) 6zgiil problar

ile birlesmesi temeline dayanmaktadir. Biyotinlenmis problar, rutin olarak kromojenik
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substratlar ile saptanabilir ve yontem klinik kullanimlar i¢in otomatize edilmistir
(Ventana Benchmark Staining System, Ventana Medical Systems, Tucson, Ariz).
Bu testle virusun hiicredeki lokalizasyonu; hiicrede entegre veya epizomal halde
bulunup bulunmadig: tespit edilebilir. Sinyal amplifikasyonu (catalyzed reporter
deposition or CARD), floresan problarin kullanimi, kiiglik nanoproblarin kullanimi
(Nanoprobes, Yaphank, NY) ve bu tekniklerin kombinasyonu ile duyarlilikta gelismeler
saglanmistir. Bununla birlikte 6rnek toplama, saklama veya islem sirasinda hedef
niikleik asit kaybi teknik i¢in 6nemli bir smirlayict etkendir. Cogu ticari olarak
kullanilan DNA problarinda HPV tiplendirilmesi i¢in gruplandirilmis problar
bulunmaktadir. Omegin Enzo Life Sciences, Inc.(Farmingdale, NY) ve
DakoCytomation (Copenhagen, Denmark) in situ tiplendirme ve goriintiileme tarama
testleri HPV 16 ve 18’i taniyabilir, ancak birbirinden ayirt edemez. Bazi testler (Bio
Genex, San Ramon, Calif ), hem oligoniikleotid prob kokteylerini hem de tip
spesifik problart igerir. Ventana yiiksek riskli HPV’ler i¢in 13 genotip igceren
kromojenik tarama testidir [69, 72].

In situ hibridizasyonun avantaji, spesifik hiicrelerde (normal hiicreler veya
koilositlere kars1 tiimor hiicreleri) HPV infeksiyonunu identifiye edebiliyor olmasi ve
ayn1 zamanda fiziksel durumunun belirlenebiliyor (episomal HPV veya hiicre genomu
icerisine integrasyon) olmasidir. Eger tani yonteminin duyarliligi fazla ise, ayni
zamanda entegre olmus HPV kopyalarinin sayis1 da belirlenebilir. Fiyat en 6nemli
dezavantajidir, multiple in situ hibridizasyon deneyleri her HPV tipi ve her 6rnek igin
yapilmalidir [74].

Southern blot hibridizasyon (SBH) testi PCR ile kiyaslandiginda 6zgiilliigii ve
duyarliligi daha diisiiktiir. Alternatif olarak HPV DNA, dot blot hibridizasyon ve
floresans in situ hibridizasyon (FISH) ile tespit edilebilir. Bu testler genellikle
arastirma amaciyla kullanilir, yapilmasi yorucu ve zaman alicidir. Fazla sayida 6rnegin

incelenmesi i¢in uygun degildir, rutin olarak kullanilmaz [72].

2.10.2.Sinyal Amplifikasyon Testi

Sinyal amplifikasyon testi olan Hybrid Capture testinin Hybrid Capture 1 (HC
1) ve Hybrid Capture 2 (HC 2) olmak {izere iki tipi mevcuttur. Hybrid Capture Tube
test (HCT) olarak da bilinen HC 1 testi tiipte yapilan non-radyoaktif sinyal
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amplifikasyon yontemidir. Bu test ile 5 diisiik riskli HPV ve 9 yiiksek riskli HPV tipi
taninmaktadir. Cut off degeri 10 pg HPV DNA/ml’dir. HC 2 test, HC 1 testinin
mikroplak formatinda gelistirilmis versiyonudur. Yiiksek riskli HPV tip sayis1 13’e
yiikseltilmistir. Cut off degeri 1 pg HPV DNA/ml’dir. HC 2 HPV testi HC 1’e gore 10
kat daha yiiksek duyarliliga sahip olmakla birlikte 6zgiilligii de artmustir [72, 75].

HPV tanist i¢gin FDA onay1r almis ilk test HC 2 testidir (Digene,
Gaithersburg, Md). FDA ilk kez Mart 1999°da ASC-US tanis1 alan kadimnlarin
yonlendirilmesi i¢in sitolojik teste yardimci test olarak ve daha sonra 2003 yilinda 30
yas ve Ustii kadinlarda servikal sitoloji taramasina yardimci test olarak HC 2 testinin
kullanimmi kabul etmigtir. Bu giiniimiizde en ¢ok kullanilan, klinik onay almis
yontemdir. HC 2 testi 6rnekteki hedef HPV DNAnin 6zgiil RNA problari ile soliisyon
fazda hibridizasyonuna dayanir. HC 2 test sisteminde servikal kanserde en yaygin
bulunan 13 yiiksek risk (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68) ve 5 disiik
risk (6, 11, 42, 43, 44) HPV tipinin genomik sirasina komplementer RNA problari
kullanilir ki bu 6zgiil RNA problar yiiksek risk tip prob kokteyl ve diisiik risk prob
kokteyl formatinda hazirlanmistir. 1ki farkli RNA prob kokteyli deneyde ayr1 ayri
kullanilir ve boylece test, drnekteki HPV DNA’nin sadece diisiik veya yiiksek risk
grubunda oldugu hakkinda bilgi verir, ancak spesifik HPV genotipi hakkinda bilgi
vermez [27].

HC 2 testinde, servikal siiriintii seklinde alinan hiicreler transport besiyerine
konur. Sonra DNA denature edilerek tek sarmalli hale getirilir ve hasta érnegindeki tek
sarmalli hedef HPV DNA, yiiksek ve diisiik risk RNA prob kokteyl ile ayr1 ayr1 inkiibe
edilerek DNA-RNA hibiridizasyonu gergeklesir. Olusan bu hibridler DNA-RNA’ya
kars1 0zgiil antikorlarla kapli mikroplaga transfer edilir. Mikroplak kuyularina baglh
antikorlar tarafindan yakalanan hibridler daha sonra ilave edilen alkalen fosfataz ile
konjuge anti-hibrid antikorlarina baglanir. Fazla antikorlar ve hibridize olmamis
problar yikama ile uzaklastirilir ve kalan hibridler, alkalen fosfataz enzimi ile
reaksiyona giren kemiluminesen substrat ilavesi ile olusan 151k sonucu tespit edilir.
Yayilan 151k miktar1 luminometrede Olgiiliir ve her 6rnek tarafindan olusturulan 151k
miktari, testteki ti¢ kalibratoriin yaydigi 1s1k miktarinin ortalamasina boliinmesi ile elde
edilen oran olan relative light unit (RLU) olarak ifade edilir ve 6rnekteki mevcut hedef

DNA miktar ile orantilidir. HC 2 testi viral yiikiin semikantitatif 6l¢limiinii saglar.
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Pozitif sonuglar i¢in FDA’nin kabul ettigi cut off degeri 1.0 RLU’dur ve 1 pg/ml
HPV DNA’dir ve bu deger, yaklasik 5000 genoma denk gelir. Cut off degerinden
yiiksek bulunan 6rnekler pozitif kabul edilir. HGSIL tespitinde histolojik tan1 referans
test olarak dikkate alindiginda HC 2 testinin duyarliligi, %84 ile %100 arasinda,
Ozgilligi %85-89 arasinda degismektedir [27].

Bununla birlikte bu yontem &rnekte hiicresel DNA miktarimin kontroliinii
yapamamaktadir. HC 2 yontemi sadece yiiksek riskli ve diisiik riskli HPV tiplerinin
taninmasi i¢in dizayn edilmistir ve 6zgiil tipleri belirleyemez; ancak ytiksek riskli
veya diisiik riskli tiplerden en az birinin var oldugunu gosterebilir. Bu durum yontem
icin onemli bir smnirlayicidir. Kolay uygulanabilirligi ve laboratuvarlar arasi
tekrarlanabilir olmasi bu yontemin 6nemli avantajidir. HC 2 testi birgok iilkede klinik
calismalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Klinik degerlendirmede sadece
yiiksek risk prob kokteyli kullanilmasi test siiresini ve maliyeti azaltir [71, 79].

Yeni prototip Hybrid Capture 3 testi gelistirilmistir. Bu versiyonu, HC 2 testine
benzer ve aynt RNA problar1 kullanilir. DNA-RNA hibridlerini yakalamak i¢in HC 2
testindeki anti DNA-RNA antikorlar1 yerine, kuyucuklari streptavidin ile kapli
mikrotitrasyon plagi kullanildigindan HC 2’ye gore daha duyarhidir [27].

2.10.3.Niikleik Asit Amplifikasyon Testi

PCR en yaygm kullanilan hedef amplifikasyon yontemidir. Servikal HPV
analizi i¢in aragtirmalarda ¢ok yaygm kullanilmasina ragmen laboratuvarlar arasi
standardizasyonu yoktur. PCR testinin 6zgiilliigii ve duyarliligt PCR f{iriinlerinin
uzunlugu, reaksiyonda kullanilan DNA polimeraz performansi, kullanilan primer seti
ve reaksiyon sartlari gibi faktorlere dayanarak degisir [27].

PCR yonteminin, tip spesifik ve konsensus testler olmak iizere 2 ana tipi
vardir. Tip spesifik test tek bir HPV genotipinin amplifikasyonu i¢in dizayn edilmistir.
Her bir hasta 6rnegi i¢in ¢ok sayida PCR yapilmasini gerektirdiginden maliyeti artar ve
tan1 siiresi uzar. Halbuki konsensus PCR testleri ile HPV tiplerinin biiyiik bir
kisminin saptanarak gosterilmesi miimkiindiir. Cesitli konsensus primer sistemleri
mevcuttur. Bu primerlerle ¢ok sayida farkli HPV genotipleri amplifiye edilebilir. HPV
genomunun son derece iyi korunan bolgesi olan L1 genini hedef alan konsensus veya

genel primerler en ¢ok tercih edilir ve bu primerlerle hemen hemen biitiin mukozal
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HPV tipleri tespit edilebilir. E1 bolgesinden kdken alan ¢ok sayida genis spektrumlu
PCR primerleri bildirilmis olmakla birlikte heniiz ¢ok yaygin kullanilmamaktadir [72,
76, 77].

HPV genomunun L1 boélgesine yonelik en yaygin kullanilan konsensus primer
setleri; MY09/11 ve modifiye versiyonu PGMY09/MY11, GP5/GP6 ve daha uzun
versiyonu GP5+/GP6+ ve SFP primerleridir. MY09/MY 11 primerleri L1’e ait 450 bg,
GP5/GP6 primerleri 150 bg ve SFP primerleri 65 bg’lik bolgeyi hedef alir [73].

PGMYO09/11 primerleri orijinal MY09/11 primerleri gibi L1 geninin ayn1 450
b¢’lik bolgesini amplifiye eder. Ancak PGMY09/11 sistemi iki primer yerine non-
degenerate olan bir¢cok primerin belirli karisimlarda kullanildig iki primer havuzundan
olusur. Bu havuzlardan birincisi olan upstream primer havuzunda 5 primer (PGMY11)
ve downstream primer havuzunda 13 primer (PGMY09) bulunur. PGMYQ09/11 primer
sisteminin duyarliligir her PCR amplifikasyonu i¢in 10 HPV genomudur [27].

GP5/GP6 primerleri L1 geninin 150 bg¢’lik bolgesini hedef alan non-degenerate
primerlerdir. Bu primerlerle yapilan amplifikasyon reaksiyonunda diisiik baglanma
1s1st - kullanilir.  Sonrasinda  gelistirilen GP5+/GP6+ primerlerinin = GP5/GP6
primerlerinden en az 10 kat daha duyarli oldugu gosterilmistir [27].

Diger bir konsensus primer seti olan SPF (short PCR fragment) primerleri
MY09/11 ve GP5+/GP6+ primerleri ile kiyaslandiginda L1 bolgesinde sadece 65
b¢’lik daha kiiciik bir bolgeyi amplifiye eder, boylece testin duyarliligr artar. Genelde
PCR amplifikasyonlarinin duyarliligi, ¢ogaltilan bdlgenin biiyiikliigii ile ters orantilidir
[27].

HPV PCR amplifikasyon iiriinlerinin analizi: Konsensus HPV primerleri ile
yapilan PCR testi sonucu HPV pozitif bulunan 6rneklerde daha sonra spesifik HPV
tipinin tespiti i¢in hibridizasyon, dizi analizi, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) ve tip spesifik PCR (TS-PCR) gibi testlerden biri kullanilir. Ancak
servikal mukozay: enfekte eden 40°dan fazla HPV tipi bulundugundan her 6rnek igin
cok sayida SBH testi veya tip spesifik PCR testinin ayr1 ayr1 yapilmasi gerekir ki bu da
zaman alic1 ve yorucu olup rutin uygulamaya uygun degildir. Bu nedenle PCR sonras1
HPV tiplerinin tanisi i¢in mikroplakta hibridizasyon (PCR-ELISA) ve Line Probe
Assay (LIPA) gibi alternatif genotipleme sistemleri gelistirilerek en az 40 kadar HPV

tipinin ayriminin yapilmasi saglanmustir [73].
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Reverse line blot hibridizasyon assay olarak da bilinen LiPA, naylon strip veya
nitroseliiloz membran iizerine immobilize olmus 6zgiil DNA problari ile amplikonun
hibridizasyonu esasina dayanir. Hibridizasyonu tespit icin PCR f{iriinii biotin ile isaretli
primerlerle muamele edilir. Daha sonra alkalen fosfatazla isaretli streptavidin konjugat
ile tespit edilir; streptavidin amplikon iizerindeki biotine baglanir. Alkalen fosfataz,
substrat ilavesi ile renk olusumunu katalize eder ve amplikonun 6zgiil proba hibridize
oldugu yerde renkli ¢izgi olusur [27].

Mikroplak hibridizasyon (PCR-ELISA) yontemi de, biotin ile isaretli primerler
kullanilarak yapilir. Boylece biotinli PCR {irlinleri mikroplagin streptavidin kaplh
kuyularinda yakalanir. Ardindan amplikon, ilave edilen digoksigenin isaretli 6zgiil
HPV problarla hibridize edilerek, substrat ilavesiyle olusan renk degisimi tespit
edilerek test sonuglar1 degerlendirilir [73].

RFLP’de ise ¢esitli endoniikleazlar kullanilarak, HPV-DNA 6zgiil baz
ciftlerinden kesilir ve agaroz jel elektroforezi ile tespit edilebilen her biri farkli
boyutlarda bantlar olusturulur. Kullanim i¢in segilen endoniikleazin uygunlugu her
bir HPV genomunun 6nceden hazirlanan restriksiyon haritasi1 sayesinde ve segilen
endoniikleazin amplifiye edilen DNA segmentinde meydana getirecegi kesim sayisi
da belirlenir. RFLP pahali degildir ancak ugrastirici bir yontemdir ve manuel bir
teknik olmasindan dolay1 her deneyde farkli sonuglar alinabilir [78].

HPV-DNA dizi analizi pahali ve hizli bir yontemdir. Dezavantaji, multiple
HPV tiplerinde duyarliliginin diisiik olmasidir. Klinikte HPV genotiplendirmesi i¢in
rutin olarak uygulanan bir yontem degildir.

Pyrosequencing (Biotage, Uppsala, Isve¢) geleneksel dizi analizi yontemlerine
alternatif bir yontemdir, genotiplendirme ve Ozellikle kisa dizi analizlerinde yararl
oldugu gorillmistiir. Pyrosequencing DNA sentezi sirasinda olusan pirofosfatin
luminometrik tespiti temeline dayanmaktadir [29].

Bir dizi analiz primeri tek iplikli PCR amplikonu ile hibridize olur ve DNA
polimeraz, ATP siilfiirilaz, lusiferaz, apiraz, substratlar olan adenozin 5’ fosfosiilfat ve
lusiferin ile inkiibe edilir. Dort ANTP’den ilki reaksiyon karigimina ilave edilir. DNA
polimeraz DNA ipliklerine dNTP nin eklenmesini katalize eder. Her bir birlesme olayina
birlesen niikleotid miktar1 ile esit oranda pirofosfat (PP1) salinimi eslik eder. ATP

siilfiirilaz niceliksel olarak adenozin 5° fosfosiilfat varliginda pirofosfat ATP’ye cevirir.
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Bu ATP, lusiferaz araciligi ile lusiferini oksilusiferine ¢evirir ve ATP miktar ile orantili
olarak 151k olugmasina sebep olur. Reaksiyonda olusan 1sik sarja bagli bir kamera ile
tespit edilir. Niikleotid eklenme sayisi ile orantili olarak olusan her bir pikin yiiksekligini
Olgen bir program gelistirilmistir. Niikleotid yikan enzim olan apiraz, diizenli bir sekilde
ATP’yi ve eklenmis dNTP’yi yikar. Bu yikim olusan 1siklart azaltir ve reaksiyon
sollisyonunu yeniler. Bir sonraki dNTP ilave edilir ve siire¢ devam eder. Geleneksel dizi
analiz yontemlerinden farkli olarak pyrosequencing dizi analiz primer sonuna bitigik
diziler icin giivenli veri saglamaktadir. Ayrica pyrosequencing yonteminin kullanimi
kolaydir ve kisa okuma uzunlugu olan diziler i¢in giiglii bir sekilde kullanilmaktadir
[29].

HPV testlerinin performansi arastirildiginda genelde HC 2 testi ile yapilan
calismalardan elde edilen 6zgiilliik ve duyarlilik ile ilgili iyi uyum goriilmektedir. Bu
sonug ticari kitlerle standardizasyonun gerekliligini ortaya koymaktadir. MY09/MY 11
PCR ve GP5+/GP6+ PCR sonuglart arasinda da iyi korelasyon vardir. Buna karsilik
ornek alma yonteminde farkliliklar, 6rnek transportu ve saklama, DNA ekstraksiyon
prosediirleri ve 6zellikle PCR reaksiyonunda farkli polimerazlarin kullanimi testin
performansini1 etkiler. Bu nedenle gegerli protokol/reagen ve referans ornekler
gelistirilmelidir. Yakin zamanda DSO (Diinya Saghk Orgiitii) hem epidemiyolojik
calismalar hem de as1 etkinligi ¢alismalarina temel saglamak amaciyla kullanimda olan
testin analitik ozgiillik ve duyarliliginin degerlendirilmesi i¢cin HPV DNA referans
ornek panelini hazirlamigtir [27].

Multiple HPV tipleri ile enfeksiyon, viral persistans ve yliksek grade
prekanserdz lezyonlara ilerleme, servikal kanser gelismesi icin 6nemli bir gosterge
olabilir. Servikal kanser agisindan risk altinda olanlarin erken tanis1 amaciyla; HPV
viral yiik ol¢limii, multiple enfeksiyonlarin tespiti ve yardimei test olarak telomeraz
enzim aktivitesinin tespiti gibi testler gelistirilmesi ile ilgili arastirmalar devam
etmektedir [79, 80].

Prekanser6z lezyonlarin gelismesi ve servikal kansere progresyon riskini
degerlendirmek igin yiiksek risk HPV 16 ve 18 tiplerinin E6/E7 onkogen
transkriptlerin reverse transkriptaz PCR (RT-PCR) ile tespiti 6zellikle yiiksek riskli
HPV ile enfekte displazisi olmayan hastalar ve hafif displazisi olan (CIN 1) hastalarda

faydali olabilir. E6/E7 transkriptlerin tespitinin lezyonun ciddiyeti ile korele oldugu
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bir¢ok calismada gosterilmistir. Simdilik ticari olarak mevcut tek RNA bazli HPV testi
Pre Tect HPV-Proofer (Norchip AS, Norway) olup RNA E6/E7 transkriptlerinin
NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) ile amplifikasyonu esasina
dayanir [73].

HPV tip 16’nin kanser hiicrelerinde morfolojik analizinin yapilmasi da servikal
kansere progresyonun anlasilmasinda yardimci olabilir. Konak kromozomuna entegre
HPV DNA servikal neoplazi ile iligkilidir. HPV nin hiicre genomuna entegrasyonu ile
E2 ORF’u bozulur [27].

Yiiksek HPV viral yiikiiniin servikal lezyonlarin gelismesi ile ilgili oldugu
bildirilmistir. Diigiik analitik duyarliligi olan HC 2 ile sadece yeteri kadar yiiksek viral
yiikii tespit edebilir ki bunlar klinik 6nemi olan enfeksiyonlari ayirt etmede rolii
olabilir. Viral yiik miktar1 direk olarak 6rnekteki total hiicre miktarina baghdir. Bu
sebeple hiicre yiikiiniin ayarlanmasi gerekir. Real-time PCR (TagMan) ile hiicre

iceriginin dl¢iimil de yapilabildiginden viral yiik daha dogru tespit edilir [27].

2.10.4. Tamda Yeni Gelismeler

HPV tanis1 ve genotip tespiti i¢in hizli, 6zgiil, duyarli ve diisiik maliyetli yeni
teknolojik yontemler klinikte aktif olarak kullanilmaktadir. Luminex xMAP
slispansiyon yontemi tip spesifik oligoniikleotid problari kullanarak 100 farkli HPV
genotipini  tespit edebilmektedir. Bu oligoniikleotid problar1 polystyrene
mikroparcaciklarina baglanir ve Luminex 100 cihazinda okunur. Daha sonra biotin
isaretli PCR {riinleri mikropargacik ile baglanmis problara hibridize edilir. Her bir
mikroparcacik Luminex tarafindan yliksek akimli siv1 akigkan igerisinde iki ayr1 lazer
ile okunur ve yiizeydeki hibridizasyon miktar1 belirlenir [78].

Invader HPV testi FDA tarafindan Mart 2009°da onaylanmuis bir test olup, bu
teknik iki izotermal reaksiyondan olusur. ilk reaksiyon hedef DNA sirasi iizerinde
gerceklesir ve ikinci reaksiyon floresan sinyal olusturur. ilk reaksiyonda hedef DNA
sirasina biri prob niikleotid digeri invader oligoniikleotid olan iki tip spesifik
oligoniikleotid hedef DNA sirasina baglanir. Bu oligoniikleotidler hedef sira ile en az
bir baz cakisacak sekilde dizayn edilmistir ve Cleavase enziminin substrat olarak
kullanilacagi bir invaziv yap1 olusur. Enzimin etkisiyle probun 5’ ucundan “flap” denen

parga ayrigir. Ayrisan flap sonra iiniversal floresan rezonans enerji transferi (FRET)
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yapan proba baglanarak yine Cleavase enziminin substrat olarak taniyacag ikinci bir
invaziv yap1 olusturur ve enzimin etkisiyle quencher molekiiliinden florofor ayrisarak
floresan sinyal olusur. Bu yontemin bir avantaji da orneklerde yeterli DNA
varligin1 gosteren internal kontrol bulunmasidir [81].

Viral yiik yiiksek dereceli servikal lezyonlar ile pozitif korelasyon gosterir ve
hastalik takibinde onemlidir. Viral yiikiin yiiksek olmasi persistan enfeksiyon ve
hastaligin ilerledigini, diisiik viral yiik ise viral temizlenmeyi gosterir. Real time PCR
tip spesifik HPV DNA’y1 hedefleyen ve servikal Orneklerde viral yiikiin
belirlenmesinde kullanilan en iyi yontemdir. HC 2 yontemi de viral yiikiin semikantitatif
olarak tahmin edilmesini saglar, ancak diisiik kopya sayilarinin tespitinde basarisiz
olabilir [82].

E6 ve E7 onkogenlerinin ekspresyonu ile p53 ve Rb siirekli salinir, bu durum
hiicrenin malign transformasyonu ile sonuglanir. PreTect HPVProofer assay (NorChip
AS, Klokkarstua Norway) real-time multipleks niikleik asit dizi amplifikasyonu ile
E6/E7 mRNA’larin1 tespit eder. Pozitif sonuglar E6/E7 integrasyonunu ve hastanin
persistan enfeksiyon i¢in yiiksek risk altinda oldugunu gosterir [83].

Gen-Probe (San Diego, Calif) APTIMA HPV testini gelistirmistir ve bu test
HPV enfeksiyonunun tanisi icin yiiksek duyarlilik ve ézgiilliige sahiptir. APTIMA
yontemi manyetik kapli parcaciklara hedef rRNA’y1 baglayarak, 6rneklerdeki rRNA nin
parsiyel saflastirilmasini saglar. Saflastirilan rRNA’nin amplifikasyonu i¢in izotermal
transkripsiyon aracili amplifikasyon ile RNA-DNA hibridleri olusturan DNA problart
kullanarak RNA amplifiye iirlinlerini tespit eder. Bu yontem E6/E7 onkogenlerini hedef
alir. Bundan dolay1 persistan enfeksiyon icin yiiksek riskteki kadinlarin tespit
edilmesinde faydalidir [82].

2.11.Tedavi
HPV enfeksiyonlarinin kadinlardaki tedavisinde DSO (Diinya Saglik Orgiitii)
genel olarak lezyonlar iki baglik altinda toplamaktadir:
a) Servikste premalign oldugu diisiiniilen lezyonlar
b) Serviks dis1 genital sigiller
Serviksin premalign lezyonlarinda ama¢ miimkiin oldugunca konservatif

davranarak tiim transformasyon zonunun ortadan kaldirilmas: ve hastanin diizenli
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araliklarla dmiir boyu kontrol edilmesidir. Baslica tedavi yontemleri, kriyoterapi,
lazer, elektrokoter veya cerrahidir. DSO tarafindan 6nerilen kadinlardaki serviks dist
genital HPV enfeksiyonlarinin tadevilerindeki amag¢ enfeksiyonun baska bir yere
gecisini Onlemek ve kisiyi psikolojik olarak rahatlatmaktir. Buradaki lezyonlar daha
¢ok onkojenik potansiyeli diisitk HPV tipleri tarafindan olusturulmaktadir [60].
Erkeklerde HPV tarafindan olusan lezyonlarin tedavisi kadinlardaki eksternal
genital lezyonlarin tedavisi gibidir. Erkek ve kadinlarda tekrarlayan vakalarda lokal
5-fluorourasil veya sistemik ve/veya lezyon i¢ine interferon tedavisi uygulanabilir.
Genelde pahali olusu, yan etkileri nedeniyle interferon 6nerilmemektedir [60].
HPV’ye bagl lezyonlarda tedavi endikasyonu ve yaklagimi, lezyonun yeri,
ozellikleri gibi faktorler gbz Oniine alinarak kararlastirilmaktadir. Dogrudan virusa
yonelik tedavinin etkinligi net degildir ve Ozellikle intraepitelyal neoplazilerde

gecerliligi yoktur [84].

2.12.Korunma

Bilindigi gibi HPV cinsel yolla bulasan bir hastaliktir. Cinsel iligki yasinin
miimkiin oldugu kadar geciktirilmesi ve menars yasindan uzaklastirilmasi, sigara
icilmemesi, partner sayisinin az olmasit en mantikli, dogal Oneriler olarak
kalmaktadir. Cinsel hayati aktif olan insanlarin genel Onlemleri almasi HPV
enfeksiyonundan korunmak i¢in tek yoldur. Fakat HPV, bulasiciligi ¢ok yiiksek olan
bir virustur ki bazi1 durumlarda prezarvatif kullanimi bile yetersiz olabilmektedir. Bu
nedenle serviks dis1 genital sigilleri olan kadinlarla, ayrica gozle goriilebilen genital
sigil lezyonlar1 bulunan kisilerle (erkek veya kadin) iliskiye girmemek korunmada
son derece onem tasimaktadir. Biitiin bu korunma 6nlemleri disinda kadinlarin rutin
jinekolojik muayenelerini aksatmamalar1 gerekmektedir [60, 85].

Giliniimilizde uygulanan etkin korunma, DNA testleri, smear, kolposkopi ve
benzerleri ile HPV’yi erken belirleyip, sebep oldugu lezyonlar: erken tedavi ederek,
invaziv kanser gelismesini 6nleme seklinde uygulanan sekonder korunmadir. Bunun

yerine proflaktik as1 uygulamasi ile primer korunma daha mantiklidir [85].
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3.GEREC VE YONTEM

Eskisehir Bolgesi’nde yasayan kadinlarda Human Papilloma Virus (HPV)
prevalansinin ve tip dagiliminin, iki farkli molekiiler yontemle ve Pap smear testi ile
saptanmasini ve bu {i¢ yontemin birbirleri ile karsilastirilmasini amaglayan bir
aragtirma projesi planlandi. Arastirma, Eskisehir Osmangazi Universitesi (ESOGU)
Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklendi ve bu
komisyonun 22.04.2011 tarih ve 6 sayili toplantisinda onaylandi. Arastirmaya
baslamak icin ESOGU Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 31.05.2011 tarih ve 08 sayili
karar1 ile onay alindi. Etik kurul ve ilgili bolimler tarafindan belirtilen Oneriler
dogrultusunda arastirma diizenlendi.

Arastirma  swrasinda, Ornek toplanmasi ve patoloji  sonuglarinin
degerlendirilmesi basamaklarinin Eskisehir 1 Saghk Miidiirliigiine bagli olarak
Yunus Emre Devlet Hastanesi biinyesinde faaliyet gosteren Kanser Erken Teshis,
Tarama ve Egitim Merkezi’'nde (KETEM) uygulanabilmesi icin Eskisehir il Saglik
Miidiirliigii ve Eskisehir Valiligi’nden gerekli izinler alindu.

Arastirma grubunu olusturmak icin Eskisehir KETEM’e tarama amach
basvuran, 30-65 yas arast kadinlara hem so6zlii olarak hem de aydinlatilmis onam
formlar1 ile bilgilendirme yapildi. Onaylar1 alinan 1081 kadin arastirmaya dahil
edildi. Arastirma grubundaki kadinlara, demografik bilgilerin ve olasi risk
faktorlerinin sorgulandigi anket uygulamasi yapildi ve kadinlardan; biri sitolojik
inceleme ve diger ikisi iki ayr1 molekiiler yontemde kullanilmak iizere es zamanh
olarak ti¢ ayr1 servikal siiriintii 6rnegi Onerilere uygun sekilde alindi.

Alinan servikal siiriintii rnekleri ivedilikle ve diizenli sekilde ESOGU Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina getirilerek ¢alismaya

baslanincaya kadar, uygun siire ve sicaklikta saklandi.

3.1.0rnek Toplama

1. Pamuklu ekiivyonlar (dacron ¢ubuk veya cotton swab) kullanilarak servikal
os ve ektoserviks ¢evresindeki fazla mukus uzaklastirildi. Islem sirasinda kullanilan
pamuklu ekiivyonlar talimatlara uygun olarak atildz.

2. Servikal ornekleme firgasi, servikal kanal igerisine tamamen sokulmadan;

firganin en genis dis killar1 ektoservikse dar kismi endoservikse dokunacak sekilde,
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1-1.5 cm kadar servikal os igerisine yerlestirilerek, saat yoniiniin tersine {i¢ tam tur
cevrilerek siiriintii 6rnegi alindu.

3. Fir¢a killari, vajen duvarina, tiipiin disina veya baska herhangi bir yere
dokundurulmadan kanaldan c¢ikarilarak servikal oOrnekleme tiipii igerisine
yerlestirildi.

4. Firga govdesi ¢entik ¢izgisinden kirildi.

5. Servikal 6rnekleme tiipiintin kapagi tik sesi duyulacak sekilde yerine sikica
oturtularak yerlestirildi.

6. Mikrobiyolojik testler i¢in alinan servikal ornekler, ¢alisilma zamanina
gore, 2-8 °C de 1 hafta veya -20 °C’de 3 aya kadar saklandi.

3.2. Sinyal Amplifikasyon Yontemi (HC 2) ile HPV DNA Varhginin Saptanmasi
Caligmada servikal 6rneklerde HPV varliginin tespiti igin, 13 yiiksek risk (16,

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68) ve 5 diisiik risk (6, 11, 42, 43, 44) HPV

tipini saptayabilen Hybrid Capture 2 (HC 2; Qiagen, Hilden, Almanya) kiti kullanildi.

Hazirhk Asamasi:

1. Pleyt okuma cihaz1 ve bagli oldugu bilgisayar ag¢ildi. Caligmaya baglamadan
once, calisilacak pleyt’in hangi kuyucugunda, hangi numarali 6rnegin ¢alisilacagi
bilgisayara kaydedilerek pleyt sablonu yazicidan ¢ikti olarak alindi ve galigma boyunca
el altinda tutuldu.

2. Igerisine MST Rack’mn boyutuna uygun sekilde distile su konmus olan sicak
su banyosu ve 1s1 blogu agilarak sicakliklar1 65°C’ye ayarlandi.

3. Kit igerisinden ¢ikan yikama soliisyonu (wash buffer) 30 kati oraninda
distile su ile karstirtlarak yikama soliisyonu hazirlandi (66.6 ml wash buffer konuldu,
tizerine 2 1t’ye tamamlayacak miktarda distile su konuldu).

4. Calismaya baglarken oncelikle, kit kutusu igerisinde bulunan denaturation
reagent sisesinin igerisine, yine ayni kit kutusu igerisinden ¢ikan mor renkteki

indicator dye sivisindan 5 damla damlatilarak, kullanima hazir hale getirildi.

Denatiirasyon Asamasi:

1. Calismaya alinacak olan tim Ornekler, negatif kalibrator, disik risk
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kalibrator, yiiksek risk kalibrator, diisiik risk kalite kontrol ve yiiksek risk kalite
kontrol tiipleri ¢iktis1 alinan pleyt sablonuna gore MST Rack’ina yerlestirildi ve
kapaklari itina ile agildi.

2. Negatif kontrol’e 1 ml, diger tiim tiiplere (6rnekler ve Kalibratorler dahil)
500’er pul olacak sekilde hazirlanan mor denatiirasyon soliisyonundan konuldu.

3. Tim tiiplere denatiirasyon soliisyonu dagitildiktan sonra, kapagi
¢ikarilmis olan bu tiiplerin tizerleri naylon film ile kapatildi ve MST c¢alkalayicida,
en son devirde, 1 dakika vortekslendi.

4. Ardindan MST Rack, 1sis1 65°C£2°C’ye ayarlanan sicak su banyosu
icerisine konularak, 45+5 dakika inkiibasyona birakildi.

Hibridizasyon Asamasi:

1. Su banyosundan MST Rack ile ¢ikartilan 6rnekler, bir kez daha 10 saniye
MST c¢alkalayicida en son devirde vortekslendi.

2. Daha sonra ornekler, ayrica temin edilmis olan mikropleyt kuyucuklari
icerisine, ¢iktis1 alinan pleyt sablonu iizerinde yazan pozisyon sirasina gore 75’er pl
dagitildi ve oda 1sisinda 10 dakika inkiibasyona birakildi. Mikropleytin bir yarisinda
yiiksek risklilerin tespiti i¢in ¢aligma yapilirken diger yarisinda ayni drneklerden diisiik
risklilerin saptanmasi i¢in ¢aligildi.

3. Bu siire igerisinde, ayr1 bir tarafta yiiksek risk ve diigiik risk i¢in ayr1 ayri
kombine prob karisimi hazirlandi. Bu asamada kullanilacak oranlar, Tablo3.1°de

belirtilmistir:

Tablo 3.1. Kombine prob Karisimi

1:25 Diliisyon Probe Probe Diluent
96 160 pl 4ml

72 120 pl 3ml

48 80 ul 2ml

24 40 pl 1ml

1 1.8 ul 0.045 ml




45

4. Hazirlanan kombine prob karisimindan multi kanalli pipetor kiivetine
bosaltildi.

5. Multi kanall1 pipetor yardimiyla 25’er ul, uygun mikropleyt kuyucuklarina
(Yiksek Risk’ler i¢in High Risk Combined-Probe Cocktail; Diisiik Risk’ler igin Low
Risk Combined-Probe Cocktail) dagitildi.

6. Mikropleytin kapagi kapatildiktan sonra, rotary calkalayicida 1100 rpm’de
2-3 dakika calkalandi. Bu sirada, mor renkteki kuyucuklarin, sar1 renge dondiagi
gozlendi.

7. Calkalama sonunda eger halen mor renkli kuyucuklar var ise, lizerlerine
25 ul, uygun risk kombine prob karisimindan eklenerek, ¢calkalama islemi tekrarlandi.

8. Tiim kuyucuklar sar1 renge dondiikten sonra, mikropleyt isiticida 65°C’de
60+5 dakika inkiibasyona birakildh.

Hibritlerin Yakalanmas1 Asamasi:

1. Mikropleyt’deki tiim ornek miktari, multi kanalli pipet yardimi ile Kit
igerisinden ¢ikan hibridizasyon pleytindeki ilgili kuyucuklara aktarildi.

2. Pleytin kapag1 kapatildiktan sonra, calkalayicida 1100 rpm’de, oda 1sisinda
60+5 dakika inkiibasyona birakildi.

Hibritlerin Tespiti Asamasi:

1. Inkiibasyon sonrasinda, pleyt kuyucuklari igerisindeki tiim sivilar, bir
lavabo kenarinda ters g¢evrilmek suretiyle, hizli bir sekilde ¢irpilarak bosaltildi. Bu
islem sirasinda kontaminasyonu engellemek amaciyla, pleytin diiz gevrilmemesine
dikkat edildi.

2. Ardindan, birkag kat serilen kagit havlu iizerine, pleyt kuyucuklarindaki
tim sivi tiikkenene kadar cirpilarak, kurutulmalart saglandi. Bu asamada da yine
kontaminasyonu engellemek amaciyla, her bir ¢irpma islemi ayr1 bir kat kagit havlu
tizerinde yapildi.

3. Kurutma isleminin ardindan, tiim kuyucuklar igin detection reagent-1
Tablo3.2’de belirtilen oranlara uygun olarak hazirlanip multi kanal pipetor kiivetine
bosaltild:



Tablo 3.2. Detection reagent-1 igin belirtilen oranlar

Kuyucuk sayist Detection Reagent-1 miktari
96 Sisenin tamami

72 7ml

48 5ml

24 3ml

1 0.125 ml
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4. Hazirlanan detection reagent-1’den 75’er ul, multi kanalli pipetér yardimi

ile tiim kuyucuklara dagitildi ve oda 1sisinda 30 dakika inkiibasyona birakildu.

5. Inkiibasyon sonrasinda, pleyt yikayici yardimiyla, hibridizasyon pleyti

yikand.

6. Bu asamanin ardindan, tiim kuyucuklar igin detection

reagent-2,

Tablo3.3’deki oranlarda uygun olarak hazirflanip multi kanal pipetor kiivetine

bosaltildi:

Tablo 3.3. Detection reagent-2 i¢in belirtilen oranlar

Kuyucuk sayist Detection Reagent-2 Miktari
96 Sisenin tamami

72 7 ml

48 5mi

24 3ml

1 0.125 mi

7. Hazirlanan detection reagent-2’den 75’er ul, multi kanalli pipetdr yardimi

ile tiim kuyucuklara dagitildi ve oda 1sisinda, karanlikta (cihaz igerisinde) 15 dakika
inkiibasyona birakildi; ¢linkii inkiibasyonun karanhik ortamda gerceklestirilmesi

gerekmektedir.

Analiz Asamasi:
Inkiibasyonun ardindan hibridizasyon pleyti, DML 2000 (Digene) cihazina

konularak, bilgisayarda analiz edidi.
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3.3. HPV Konsensus Real-Time Polimerize Zincir Reaksiyonu ve Dizi Analizi
Bu asamaya rastgele segilen 152 kadmin servikal ornekleri dahil edildi.

Analitik protokol agsamalari;

1. DNA ekstraksiyonu

2. Amplifikasyon ve melting

3. Melt analiz ile kalitatif HPV saptanmasi

4. Ornek hazirlanmas1 ve sekanslama reaksiyonu

5. Sonuglarin analizi ve genotipin belirlenmesi

6. Sekans sonrasi iglemler

DNA Ekstraksiyon Asamasi:

DNA izolasyonu QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

On hazirhiklar:

1. Is1 blogu 56°C'ye ayarlandi.

2. Ornek sayis1 kadar 1.5 ml’lik ependorf tiip ikiserli gruplar halinde
numaralandirildi.

3. Calisma adedi kadar spin kolon ¢ikarildi.

4. Yikama soliisyonu 1’e (AW-1) 25 ml etanol, yikama soliisyonu 2’ye (AW-
2) 30 ml etanol eklenerek hazir hale getirildi. Kapaklari tizerindeki kutucuklar
isaretlendi.

5. Ornekler vortekslendi.

Calisma:

1. Servikal siiriinti 6rneklerinden 200'er pl alinarak, 1.5 ml’lik ilk
ependorflara dagitildh.

2. Orneklerin iizerlerine 200'er ul Buffer AL (Lysis Buffer) ve 20'ser pl
proteinaz K eklendi.

3. Ependorf tiiplerinin kapaklar1 kapatilip her biri 3-5 saniye vortekslenip spin
santrifiij yapildi.

4. Santrifiijlenen 6rnekler, 6nceden 56°C'ye ayarlanmis olan 1s1 blogunda 15

dakika inaktivasyona birakildi.
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5. Is1 blogundan alinan &rneklerin iizerlerine 200 pl etanol ilave edilerek,
tekrar vortekslendi ve spin santrifiij yapildi.

6. Daha sonra, ependorflardaki karigimlarin tamami spin kolonlara aktarildi.

7. Tim spin kolonlar, kapakli santrifiij cihazinda 8000 rpm'de 1 dakika
santrifiij edildi.

8. Bu sirada yeni bos koleksiyon tiipleri spora dizildi.

9. Spin kolonlarin alt kisimlar1 atilip, iistteki filtreler bos koleksiyon tiiplere
alind1.

Yikama:

1. Daha onceden hazirlanmis olan yikama soliisyonu 1°den (AW-1) 500 pl,
filtre kisimlarina eklenip, 8000 rpm‘de 1 dakika santrifiij edildi.

2. Bu sirada spora yeni bos koleksiyon tiipler dizildi.

3. Santrifiijden ¢ikan tiiplerin alt kisimlar1 atilip, Ustteki filtreler bos spin
kolonlara alindu.

4. Filtre kisimlarmin tizerlerine 500'er pl yikama soliisyonu 2 (AW-2)
eklendi.

5. Ttim spin kolonlar, 13.000-14.000 rpm'de 3 dakika santrifiij edildi.

6. Bu sirada yeni bos koleksiyon tiipleri sporlara dizildi.

7. Santrifiij yapilmis olan spin kolonlarin alt kisimlart atilip, ustteki filtreler
bos spin kolonlara alindi.

8. Tiim spin kolonlar, 13.000 rpm'de 1 dakika bos olarak santrifiij edildi.

9. Bu sirada yeni bos ependorflar sporlara dizildi.

10. Santrifiijden ¢ikarilan tiiplerin alt kisimlar atilip, yeni ependorflara filtre
kisimlart yerlestirildi.

11. Tiplerin filtre kisimlarina 60 pl elution buffer (Buffer AE) ilave edildi.

12. Tim ependorflar, kapaklar1 ice gelecek sekilde santrifiije dizilerek, 8000
rpm'de 1 dakika ¢evrildi.

13. Santrifiijden sonra bu kez iist (filtre) kisimlar atilip, alttaki sivi (DNA)
iceren ependorflarin agizlari kapatilarak PCR ¢alismasi i¢in hazir hale getirildi.

*Ekstraksiyon {iriinii olan DNA calisilincaya kadar -20°C’de saklandi.
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Amplifikasyon Asamasi:

Calismaya baglamadan en az 20 dakika 6ncesinde PCR cihazi agildi. Bu sirada
-20°C’de saklanmakta olan; ekstraksiyonu yapilmis o6rnekler, TaKaRa Ex Taq R-PCR
Custom kiti (HPV DNA’nin GP5+/GP6+ boélgesini hedefleyen primer ¢ifti ihtiva
etmektedir), EvaGreen Dye ve B-globulin primeri (HPV sign PQ kutusu igerisindeki)
disart ¢ikarilarak hazirlik asamasi tamamlandi.

Calisma:

1. Oda sicakligina ¢ikarilmis olan kit igerisindeki soliisyonlar (ANTP mixture,
Mg soliisyonu, 5X Real Time PCR buffer), EvaGreen Dye ve B-globulin primeri
vortekslenip spin santrifiijlendi.

2. Kit igerisindeki soliisyonlardan, EvaGreen Dye ve B-globulin primerinden,
Tablo3.4’te belirtilen oranlarda, 2 ml’lik ependorf tiipii igerisinde konularak PCR

karisim1 hazirlandu.

Tablo 3.4. Amplifikasyon karisimu i¢in belirtilen oranlar

Her bir reaksiyon icin reagent | N sayida ornekle calisma icin
Amplifikasyon karisim
voliimii (ul) reagent voliimii (+1)
Takara R-5X PCR buffer
. 20 20x(n+1)
(Mg™ igermeyen)
Takara ANTP karigimi (her
2 2x(n+1)
dNTP i¢in 10 nM)
Takara 50 mM Mg ™
3 3x(n+1)
sollisyonu
Takara Ex Taq™ HS (5 U/pl) 1 1x(n+1)
EvaGreen Dye™ (20X in
5 5x(n+1)
water)
HPV/B-globin primerleri 3 3x(n+1)
Su 56 56x(n+1)
Toplam voliim 90 90x(n+1)

3. Hazirlanan karisim kullanilmadan 6nce kisaca vortekslenip spin santrifii
yapild.
4. Orneklerin ve PCR karigiminin konulacag: 0.2ml’lik tiipler ile pozitif ve

negatif kontrol tiipleri soguk bloga dizildi.
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5. Her caligmaya en az bir negatif amplifikasyon kontrolii (su) ve pozitif
amplifikasyon kontrolleri (HPV Y pozitif kontrol, HPV 3 pozitif kontrol ve HPV 4
pozitif kontrol) konuldu.

6. Hazirlanan PCR karisimi santrifiijlenerek soguk bloga dizilmis olan tiiplerin
her birine 90 pl olacak sekilde dagitild.

7. Sonrasinda, ¢alisilacak olan klinik 6rnekler kisa bir siire votekslenerek spin
santriftij yapildi ve PCR karisimi konulmus olan 0.2 ml’lik tiiplere 10’ar ul olacak
sekilde dagitildi. Ayni sekilde pozitif ve negatif kontrol tiiplerine de 10’ar pl kontroller
konuldu. Bu asamalarda EvaGreen Dye’in isiktan etkilenmemesi i¢in miimkiin
oldugunca hizli davranildu.

8. PCR i¢in uygun hale getirilen 6rnekler PCR rack’ina dizilerek Rotor Gene Q
(Qiagen) cihazina yerlestirildi ve kapagi kapatilarak galisma baslatildi.

9. PCR siklusu: asagida belirtildigi sekilde uygulandi.

95 °C’de 3 dakika

95 °C’de 30 saniye

44 °C’de 30 saniye 50 siklus
72 °C’de 30 saniye

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi:

Cihazin galismasi bittikten sonra Rotor-Gene Q’nun bagl oldugu bilgisayarda
Rotor-Gene Software Version 1.7 (built 87) programinda Melt Curve analizi ile
sonuglar degerlendirildi. Olusan HPV ve B-globin piklerine gére HPV pozitiflik ve

negatiflikleri program tarafindan saptanarak HPV taramasi tamamlandi.

3.4. Pyrosequencing ile Genotip Tayini

Konsensus Real-Time PCR ile yapilan HPV taramasi sonucunda HPV DNA
varligi saptanan Orneklerde HPV sign kiti (Diatech pharmacogenetics, Jesi(AN),
Italya) kullanilarak pyrosequencing yontemi ile genotip tayini yapildi.

On Hazirhk:

1. PyroMark Q24 (Qiagen) sekans cihazi ¢alismaya baglamadan 90 dakika

once acildi.
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2. Kartus (cihaza konulacak olan pipetleme iinitesi) ultra saf su ile sagilarak
tikaniklik olup olmamasi agisindan kontrol edildi.

3. Islem icin gerekli olan reagentler ve materyaller oda 1s1sina ¢ikarildi.

4, PCR’dan ¢alisma dosyasi1 hazirlandi.

5. Is1 bloklar1 acilip biri 90°C’ye, digeri 60 °C’ye ayarland1 ve iizerlerine
PyroMark Q24 pleyt tastyicilar yerlestirildi.

6. Calkalayici (T-shaker) agilarak 1400 rpm’e ayarlandi.

7. Vakum ¢alisma istasyonunda uygun bolgelere kiivetler yerlestirildi.

8. Vakum ¢aligma istasyonu asamasinda kullanilmak iizere ultra saf su ve saf
etanol kullanilarak 50 ml %70’lik etil alkol soliisyonu hazirlandi.

9. Liyofilize enzim ve substrat 620 pl ultra saf su ile siispansiyon haline
getirilerek vorteks kullanilmadan nazik¢e karistirildi ve tamamiyle siispansiyon

haline geldiginden emin olmak i¢in en az 10 dakika beklendi.

Amplifikasyon Uriinlerinin Sepharose Bilyelere Baglanmasi:

1. Streptavidin Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Isveg) bilyelerini iceren
sise nazik bir sekilde ¢alkalanarak homojen bir soliisyon elde edildi.

2. Tablo 3.5’te belirtilen oranlara gore 2 ml’lik bir ependorf igerisine
baglanma karigimi hazirlandi. Karigimin miktari toplam reaksiyon sayisi i¢in (toplam
kullanilacak kuyucuk sayisi) gereken miktardan yaklasik %10 daha fazla olacak
sekilde ayarlandi.

Tablo 3.5. Baglanma karigimi i¢in belirtilen oranlar

1 reaksiyon i¢in

1 reaksiyon icin

Baglanma
reagent voliimii reagent voliimii 6 ornek (24 kuyucuk)
karisimi
L . (10 pl amplifikasyon | (20 pl amplifikasyon icin
(Binding-Mix)
iiriinii) tiriinii)
Streptavidin
. 2l 2l 2x26=52pul
Sepharose bilyeler
SEQ binding
40 pl 40 pl 40 x 26 = 1040 pl
buffer PQ
Ultra saf su 28 ul 18 ul 28x26=728 nl
Toplam voliim 70 ul 60 pl
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3. Hazirlanan baglanma karisimi, 6rnek hazirlama pleyti (sample preparation
plate PQ) igerisine her bir kuyucuga; PCR analizindeki melt peak dF/dT orani >3 ise
60 ul, melt peak dF/dT oran1 1.6 ve 3 arasinda ise 70 ul olacak sekilde dagitildu.

4. Her bir kuyucuga, ilgili 6rnek amplifikasyon iirtiniinden 20 pl (melt peak
dF/dT oran1 >3 ise) veya 10 pul (melt peak dF/dT orani 1.6 ve 3 arasinda ise) eklendi.

5. Uzerine s1zdirmaz seffaf bant kapatildi.

6. Pleyt 1400 rpm hizina ayarli ¢alkalayicida ve oda sicakliginda en az 15
dakika ¢alkaland.

Sekanslama i¢in Ornek Hazirlanmasi:

1. Bu sirada sekans primerleri kisaca vortekslenip spin yapildi.

2. Tablo 3.6°da gosterildigi oranlarda; ilgili dort sekans primerinden, her biri
icin farkli 2 ml’lik ependorf tiiplere, kuyucuk basina 1ul; birlesme soliisyonundan
(annealing buffer) ise kuyucuk basina 24 pul, toplamda kuyucuk basina 25 ul olacak

sekilde konularak birlesme karisimi (annealing karigimi) hazirlandu.

Tablo 3.6. Birlesme karisimi i¢in belirtilen oran

1 reaksiyon icin reagent
Birlesme-karisimi
voliimii (pl)

SEQ annealing buffer PQ 24
HPV 1 seq primer PQ

HPV 2 seq primer PQ !
HPV 3 seq primer PQ
HPV 4 seq primer PQ

Toplam voliim 25

3. Birlesme karigimi tekrar vortekslenip kisa spin yapildi ve PyroMark Q24
pleytteki ilgili kuyucuklara 25’er pl pipetlendi.

4. Vakum calisma istasyonundaki kiivetlerin igerisine; %70’lik etanol,
denatiirasyon soliisyonu, yikama soliisyonu ve ultra saf su, her sivi kendi ilgili

kiivetine gelecek sekilde kiivet lizerinde isaretli olan kisma kadar konuldu.
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5. Daha sonra seri bir sekilde c¢alkalayicidaki 6rnek hazirlama pleyti ve
PyroMark Q24 pleyti, ayni oryantasyonda olmasina dikkat edilerek, vakum caligma
alaninda ilgili yerlere yerlestirildi.

6. Vakum pompasi ve el linitesinin iistiindeki vakum anahtar1 agildi.

7. Seferoz bilyeler ¢ok ¢abuk ¢oktiigiinden filtre problari hizli ve dikkatli bir
sekilde 6rnek hazirlama pleytinin {istiine getirilerek kuyularin i¢ine daldirildi ve tiim
karisim (baglanma karisimi/beadmiks+amplifikasyon {iriinii) vakumla gektirilerek
sepharose bilyeler yakalandi.

8. Daha sonra el tinitesi sirasiyla;

%70 etanol iceren kiivete daldirilarak 5 saniye,
Denatiirasyon soliisyonu ig¢eren kiivete daldirilarak 5 saniye,
Yikama soliisyonu iceren kiivete daldirilarak 10 saniye bekletildi.

9. El {initesi 90°’yi gegen bir agiyla 5 saniye tutularak filtre problarindan
stvinin uzaklastirilmasi saglandi.

10. Vakum hem el iinitesinden hem de motordan kapatilip, icinde biraz dnce
sekans primerleri dagitilmis PyroMark Q24 pleyti igerisine daldirildi.

11. PyroMark Q24 pleyt kuyucuklarina daldirilmis olan el {initesinin problari
nazikg¢e sallanarak seferoz bilyeleri, sekans primerini igeren birlesme karisimina
biraktirildi.

12. islem tamamlaninca (hafif bulanik sivilar gézlendiginde) el iinitesi ultra
saf su igeren kiivete daldirarak 10 saniye nazik¢e calkaland.

13. El iinitesi ultra saf su igeren diger kiivete daldirilarak vakum pompasi ve
tinitenin vakum anahtari acilarak, kaptaki 70 ml su ¢ektirildi.

14. El tinitesi dikey bicimde 90°’den biraz genis bir aciyla 5 saniye tutularak
filtre problarindan sivinin uzaklastirilmasi saglandi.

15. El {initesinin vakum anahtar1 ve vakum pompasinin diigmesi kapatildi ve
“parking” yazan bekleme yerine yerlestirildi.

16. Ornek hazirlama pleyti folyo ile kapatilarak hizla imha edildi.

17. PyroMark Q24 pleyt, dnceden 90°C’ye getirilmis pleyt tasiyici iizerine
konarak 90°C+2°C’de 2 dakika inkiibe edildi.

18. Daha sonra, PyroMark Q24 pleyt hizlica, 60°C’ye ayarlanmis diger pleyt
tastyici iizerine konarak 60°C+2°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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19. Bu sirada kartus (PyroMark Q24 cartridge) igerisine, A-C-G-T
niikleotidlerinin her birinden 94 pl, enzim ve substrat reajenlerinin her birinden 119
ul ilgili kuyucuklara konuldu.

20. PyroMark Q24 pleyt pleyt tasiyict tizerinden kaldirilarak oda sicakliginda
5 dakika sogumaya birakildi.

21. Siiresi dolan PyroMark Q24 pleyt ve hazirlanan kartus PyroMark Q24

cihazina yerlestirilerek ¢alisma baslatildi.

Pyromark Q24 Cihazinin Cahstirilmasi ve Sonuclarin Analizi:

1. Kartus cihazdaki yuvasina, etiket kendimize bakacak sekilde dikkatlice
sonuna kadar itilerek ve daha sonrasinda asag1 dogru itilerek yerlestirildi ve emniyet
tutacagi kapatildi.

2. Pleyt tutacagi agildi, PyroMark Q24 pleyt bloga yerlestirilip pleyt tutacagi
tekrar kapatildi.

3. Calisma dosyasini iceren USB cihazin iistiindeki USB girisine sokuldu.

4. Meniiden ok tuglar1 yardimiyla “Run” komutu segildi ve “OK”e basildu.

5. Ok tuslar1 yardimiyla ¢alisma dosyasi secildi ve “Select’’e basildi.

6. Run islemi yaklagik 45 dakika siirdii. Run islemi bittikten ve cihaz run
dosyasimin USB’ye kaydedildigini dogruladiktan sonra “Close”a basildi.

7. USB c¢ikarildi.

8. Cihazin kapagi agildi. Kartusun emniyet tutacagi acildi ve kartus dikkatli
bir sekilde ilk 6nce yukari, daha sonra 6ne dogru cekilerek yerinden ¢ikarildi.

9. Pleyt tutacagi acilarak PyroMark Q24 pleyt, bloktan ¢ikarilarak atildi ve
kartus temizligi yapildu.

10. Sonuglarin analizine ge¢ildi.

11. PyroMark Q24’teki ¢alisma dosyasini igeren USB bilgisayara takildi.

12. Bilgisayardaki program yardimiyla sonuglarin analizi yapildi.

13. Analiz raporu verileri HPV sign PQ kitapcigindaki yorum ve tablolara

gore degerlendirilerek sonuglandirildi.
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3.5. Istatistiksel Analiz

Tiim veri analizleri SPSS 20.0 paket programlar ile yapilmistir. Siirekli nicel
veriler; n, ortalama ve standart sapma olarak, Nitel veriler ise n, ortanca deger,
25’inci ve 75’inci ylizdelik degerler olarak ifade edilmistir. Bagimsiz olglimlerden
olusan ve normal dagilim gostermeyen verilere Mann-Whitney U testi, kategorik
yapidaki veri setlerine ise Chi-sqare testleri uygulanmistir. P<0.05 olasilik degerleri

Onemli olarak kabul edilmistir.
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4.BULGULAR

Arastirmamizda, Eskisehir Bolgesi’nde servikal kanser tarama programina
dahil olan kadinlarda; Pap smear testi ile sitolojik degisikliklerin saptanmasi ve iki
farkli molekiiler yontemle HPV DNA prevalansi ve tip dagilimlarmin belirlenmesi,
bu {i¢ yontemin sonuglarinin birbirleri ile karsilastirilmas1 amaglanmagtir.

Arastirmaya Eskisehir Yunus Emre Devlet Hastanesi bilinyesinde faaliyet
gosteren Kanser Erken Teshis, Tarama ve Egitim Merkezi’'ne (KETEM) tarama
amacli basvuran, 30-65 yas aras1 1081 kadin dahil edilmistir. Arastirmaya katilan
tiim kadinlarin servikal 6rnekleri Pap smear ve Hybrid Capture 2 (HC 2) yontemleri
ile test edilmis, daha sonra rastgele secilen 152 kadiin servikal 6rnegi konsensus
Real-Time PCR ile taranarak HPV DNA varlig1 saptanan 6rneklerde pyrosequencing
ile genotiplendirme yapilmistir. Oncelikle 1081 kadinin Pap smear sonucu ve HC 2
sonucu istatistiksel olarak irdelenmis sonrasinda da ii¢ yontemin calisildigi 152
kadinin servikal o©rneklerinin sonuglar1 istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Patoloji raporunda herhangi bir epitel hiicre anormalligi (ASCUS, AGUS, LGSIL,
HGSIL) olan kadinlarin Pap smear testi sonucu pozitif olarak yorumlanmaistir.

Arastirma grubunu olusturan 1081 kadinin yas araliklar1 30-65 yil arasinda
olup yas ortalamas1 48.57 £+ 8.48 yildir. Kadinlarin evlilik yaglar1 12-43 yil arasinda
degismekle birlikte ortalama evlilik yasi 20.26 + 3.79 yil olarak hesaplanmustir.
Aragtirmaya katilan kadmlarin evlilik siireleri ise 1-50 yil arasinda olup ortalama
evlilik siiresi 27.22 + 10.18 yildir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Arastirma grubunda baz1 degiskenlerin ortalama degerleri

Degisken Min (y1l) Maks (y1l) Ortalama (y1l) Std. sapma
Yas 30 65 48.57 8.48
Evlilik yas1 12 43 20.26 3.79
Evlilik siiresi 1 50 27.22 10.18

Arastirma grubundaki kadinlar medeni durumlar1 yoniinden sorgulandiginda
953 (%88.2)’1 evli, 128 (%11.8)’1 ise dul oldugunu belirtmislerdir. Evlilik yaglari

acisindan gruplara ayrilarak degerlendirildiklerinde bunlarin biiylik kismini, 529
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(%48.9) kadin ile evlilik yasi 20 yilin altinda olanlar (12-19 yil) olusturmaktadir.
Evlilik sayilar1 1-4 arasinda degismekle birlikte 1030 (%95.3)’u bir kez, 51 (%4.7)’
birden fazla kez evlenmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Arastirma grubunda degigkenlerin dagilimi

Degisken \ Siklik (n) Oran (%)
Medeni durum
953 88.2
Evli
Dul 128 11.8
Evlilik yas1
12-19 y1l 529 48.9
20-24 y1l 430 39.8
25 y1l iizeri 122 11.3
Evlilik sayis1
Tek 1030 95.3
Birden fazla 51 4.7
Partner sayisi
Tek 1030 95.3
Birden fazla 51 4.7
Sigara
Kullaniyor 829 76.7
Kullanmiyor 252 23.3
Egitim
12 y1l ve alt1 985 91.1
12 y1l iizeri 96 8.9
Yasadig1 yer
Kirsal 31 2.9
Il 1050 97.1
Kullanmakta oldugu korunma ydntemi
Menopoz 516 47.7
Uretken ¢ag 565 52.3
Yok 102 9.4 (18.1)
Var 463 42,9 (81.9)

Arastirma grubundaki kadinlarin 1030 (%95.3)’u cinsel partner sayisin tek,

51 (%4.7)’1 ise birden fazla olarak belirtmistir. Kadinlarin 829 (%76.7)’u sigara

kullanmiyorken, 252 (%23.3) kadin sigara kullanmaktadir. Egitim siiresi yoniinden

iki gruba ayrildiginda egitim siiresi 12 yil ve altinda olan kadinlarin sayist 985

(%91.1), egitim siiresi 12 yil {izeri olan kadinlarin sayist ise 96 (%8.9) olarak

bulunmustur. Arastirmaya dahil edilen kadinlarin 31 (%2.9)’1 kirsalda, 1050
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(%97.1)’si ilde yasamaktadir. Kadmlarin 516 (%47.7)’st menopozda iken 565
(%52.3) kadmn iiretken cagdadir. Uretken cagdaki kadinlardan 102 (%18.0)’sinin
herhangi bir dogum kontrol yontemi uygulamadiklari saptanirken 131 (%23.2)
kadinin uyguladigi koitus interruptus en fazla uygulanan dogum kontrol yontemi
olarak belirlenmistir. Etkili bir dogum kontrol yontemi kullanimina bakildiginda, 124
(%21.9) kadinin kullandig1 yontem olan kondom iiretken ¢agdaki kadinlar arasinda
en ¢ok kullanilan etkili dogum kontrol yontemi olarak goriilmektedir (Tablo 4.2).
Gebelik sayilar1 0-14 arasinda degismekte olup kadinlarin ¢ogunda gebelik
say1st 2 (276 kadin %25.5) olarak saptanmistir. Dogum sayisi ise 0-11 arasinda olup
kadinlarin ¢cogunda dogum sayisi 2 (544 kadin %50.3) olarak belirlenmistir.

4.1. Pap Smear ve Sinyal Amplifkasyon (HC 2) Yontemlerinin Bulgular:

Aragtirmaya katilan kadinlarin 74 (%6.8)’tc Pap smear ve/veya Hybrid
Capture 2 (HC 2) testlerinden en az biri ile pozitif saptanmigtir. Her iki testle de
pozitif saptanan kadin sayis1 5 (%0.5) iken her iki testle de negatif saptanan kadin
sayist 1003 (%92.8) tiir. Kadinlarin 32 (%3.0)’sinde HC 2 testi pozitif iken 47 (%
4.4)’sinde Pap smear sonucu pozitif saptanmis, 5 (%0.5) kadinin Pap smear testi
sonucu degerlendirme i¢in yetersiz olarak raporlanmistir. Bu 5 kadindan 4’iiniin HC
2 testi negatif saptanirken, 1 kadimin HC 2 testi sonucu ise diisiik risk HPV pozitif
olarak belirlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. HC 2 ve Pap smear sonuglar1 karsilastirmasi

HC 2
HC 2 negatif HC 2 pozitif Toplam
Pap smear
Pap test negatif 1003 26 1029
Pap test pozitif 42 5 47
Yetersiz materyal 4 1 5
Toplam 1049 32 1081
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Tablo 4.3’te goriildiigii gibi Pap smear testi sonucu pozitif olup HC 2 testi
negatif olanlarin sayisi 42 (%3.9) iken HC 2 testi pozitif olup Pap smear testi sonucu
negatif olanlarin sayisi 26 (%2.4) olarak bulunmustur.

Pap smear testi pozitif raporlanmis olan 47 kadinin sonuglarinin Bethesda
sistemine gore dagilimi Tablo 4.4’te goriilmektedir. Buna gore; 40 (%85.1) ASCUS,

3 (%6.4) AGUS, 3 (%6.4) HGSIL ve 1 (%2.1) LGSIL olarak belirlenmistir.

Tablo 4.4. Pap smear sonuglar1 dagilimi

Pap test sonucu Sikhik(n) Oran (%)
ASCUS 40 85.1
AGUS 3 6.4
LGSIL 1 2.1
HGSIL 3 6.4
Toplam 47 100

Aragtirmaya katilan 1081 kadmin 32 (%3.0)’sinde HC 2 yontemi ile HPV
varlig1 saptanmistir. Orneklerin 22 (%68.8)’si yiiksek risk HPV, 9 (%28.1)’u diisiik
risk HPV, 1 (%3.1)’i hem yiiksek risk hem diisiik risk HPV tipiyle pozitif olarak
belirlenmistir (Tablo 4.5). Bu sayilarin tiim kadinlar igerisindeki oransal dagilimlari
ise; yiiksek risk HPV ile pozitiflik %2.0, disiik risk HPV ile pozitiflik %0.8, hem
yiiksek risk hem diisiik risk HPV tipiyle pozitiflik %0.1 seklindedir.

Tablo 4.5. HC 2 testi pozitif 32 servikal siiriintli 6rneginin grup i¢i dagilimi

HC 2 sonucu Sikhik (n) Oran (%)
Yiiksek risk 22 68.8
Diisiik risk 9 28.1
Yiiksek/Diisiik risk 1 3.1
Toplam 32 100
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Pap smear testi sonuglart HC 2 testi sonuglar ile karsilastirildiginda; ASCUS
olanlarin 3 (%7.5)’linde yiiksek riskli HPV, 1 (%2.5)’inde diisiik riskli HPV; HGSIL
olanlarin 1 (%33.3)’inde yiiksek riskli HPV; yetersiz yayma nedeniyle
degerlendirilemeyenlerin 1 (%20.0)’inde diisiik riskli HPV varlig1 gosterilmistir. Pap
smear testi sonucu ASCUS olarak raporlanan 40 6rnegin 36 (%90.0)’sinda, AGUS
olarak raporlanan 3 (%100) 6rnegin hi¢birinde, HGSIL olarak raporlanan 3 6rnegin 2
(%66.7)’sinde, LGSIL olarak raporlanan 1 (%2100) 6rnekte ve yetersiz yayma olarak
raporlanan 5 6rnegin 4 (%80.0)’linde HC 2 testi ile HPV varlig1 saptanmamaistir. Pap
smear testi ile negatif saptanan 18 6rnek HC 2’de yiiksek riskli HPV ile pozitif
olarak belirlenmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Pap smear testi ve HC 2 test sonug¢larinin 1081 kadinda karsilastirilmasi

HC 2 HC 2
) . o HC 2 Toplam
HC 2 HC_ 2 yiiksek risk | diisiik risk viiksek/diisiik
negatif (n) .
") (n) risk (n) (n)
Pap test
Negatif (n) 1003 18 7 1 1029
ASCUS (n) 36 3 1 0 40
AGUS (n) 3 0 0 0 3
LGSIL (n) 1 0 0 0 1
HGSIL (n) 2 1 0 0 3
Yetersiz 4 0 1 0 5
yayma (n)
Toplam (n) 1049 22 9 1 1081
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HC 2 pozitif HC 2 negatif p
*n (%), **Ortanca (%25 %75) | *n (%), **Ortanca (%25 %75)
* Yas
30-39 yil 6 (%3.4) 169 (%696.6) p>0.05
40-49 yil 10 (%2.6) 368 (%97.4)
>50yil 16 (%3.0) 512 (%97.0)
*Medeni durum
- p>0.05
Evli 24 (%2.5) 929 (%97.5)
Dul 8 (%6.3) 120 (%93.8)
*Evlilik yas1
p>0.05
12-19 yil 20 (%3.8) 509 (%96.2)
20-24 yil 9 (%2.1) 421 (%97.9)
>25yil 3 (%2.5) 119 (%97.5)
**Evlilik siiresi 31.0(23.0 37.0) 28.0 (20.0 35.0) p>0.05
**Evlilik sayisi 1.0(1.0 1.0) 1.0(1.0 1.0) p>0.05
*Partner sayisi
Tek 30 (%2.9) 1000 (%697.1) p>0.05
>1 2 (%3.9) 49 (%96.1)
*Qgrenim siiresi
p>0.05
12 y1l ve alt1 30 (%3.0) 955 (%97.0)
12 yil tizeri 2 (%2.1) 94 (%97.9)
*Sigara kullamm
P<0.05
Kullanan 13 (%05.2) 239 (%94.8)
Kullanmayan 19 (%2.3) 810 (%97.7)
** Gebelik sayis1 4.0 (3.0 5.0) 3.0 (2.0 4.0) p>0.05
** Dogum sayis1 3.0(2.0 3.0 2,0(2.0 3.0 P<0.05
*Menopozda 16 (%3.1) 500 (%96.9) p>0.05
olanlar
*Uretken ¢ag korunma yontemi
Yok 6 (%65.9) 96 (%94.1)
RIA 3 (%2.7) 110 (%97.3)
OKS 3(%11.1) 24(%838.9) P<0.05
Koitus interraptus 2 (%1.5) 129 (%98.5)
Kondom 2 (%1.6) 122 (%98.4)
Diger 0(%0.0) 68 (%100)
*Yasadig1 yer
Kirsal 0 31
- p>0.05
| 32 1018

* Ki Kare ** Mann Whitney U



62

HC 2 test sonucu pozitif olan kadinlarin yas ortalamasi 49.38 + 9.20 yil,
evlilik siireleri ortalamas1 28.88 + 12.06 y1l, evlilik yas1 ortalamast 19.38 + 3.36 yil
olup arastirma grubunu olusturan tiim kadinlarin ortalama degerleri ile paralellik
gostermektedir.

Tablo 4.7°de goriildigii gibi HC 2 pozitifligi; daha geng yasta olan kadinlarda
(30-39 yil 6 kadin %3.4), dullarda (8 kadin %6.3), evlilik yasi daha erken olanlarda
(12-19 yil 20 kadin %3.8), evlilik sayis1 1’den fazla olanlarda (2 kadin %3.9), egitim
stiresi 12 yil ve altinda olanlarda (30 kadin %3.0) ve ilde yasayanlarda (32 kadin
%3.0) istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamakla birlikte daha fazla oranda
saptanmistir.

HC 2 testi pozitifligi partner sayisina gore degerlendirildiginde; tek partneri
olanlarda HC 2 testi pozitif olanlarin sayisi 30 (%2.9) iken; partner sayis1 1’den fazla
olanlar arasinda HC 2 testi pozitif olanlarin sayist 2 (%3.9) olarak saptanmuistir.
Partner sayisi 1’den fazla olan kadinlarda HC 2 HPV pozitifligi orani1 artmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistur (p>0.05).

Sigara kullanimi agisindan bakildiginda sigara kullanan kadinlardan 13
(9%5.2)’1, sigara kullanmayan kadinlardan ise 19 (%2.3)’u HC 2 testi ile HPV pozitif
saptanmistir. Sigara igen grupla sigara igmeyen grup arasinda HC 2 testi HPV
pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

Gebelik ve dogum sayilarmin ortanca degeri Tablo 4.7°de gorildiigi gibi
olup dogum sayisi fazla olanlarda HC 2 testi ile HPV saptanmasi istatistiksel olarak
anlamlidir (p<0.05).

Kadmlarin 516 (%47.7)’s1 menopozda oldugu icin herhangi bir dogum
kontrol yontemi kullanmamaktadirlar. Menopozdaki kadinlar arasinda HC 2 testi
pozitiflik sayist 16 (%3.1) iken, iiretken ¢agdaki 565 kadinin HC 2 testi ile HPV
pozitiflik sayist ise 16 (%2.8) olarak belirlenmis olup aralarinda istatistiksel olarak
fark bulunmamistir (p>0.05). Uretken cagda olup herhangi bir dogum kontrol
yontemi kullanmayan 102 kadindan HC 2 testi ile pozitif saptananlarin sayist 6
(%5.9) iken herhangi bir yontemle korunan 463 kadindan HC 2 testi ile pozitif
saptananlarin sayis1 10 (%2.2) olarak bulunmustur. Uretken cagdaki kadmlarda HC 2
ile en yiikksek HPV pozitiflik oran1 oral kontraseptif (OKS) kullanan (3 kadin %11.1)

kadinlarda saptanmistir. Uretken ¢agdaki kadinlardan, herhangi bir korunma ydntemi
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kullanmayanlar veya OKS disinda bir yontemle korunanlarla, OKS yontemi ile

korunanlar arasinda HC 2 ile HPV pozitifligi agisindan istatistiksel olarak fark

bulunmustur (p<0.05).

4.2. Konsensus Real-Time PCR, HC 2 ve Pap Testi Yontemlerinin
Karsilastirllmasi ve Pozitif Bulunan Orneklerin Pyrosequencing Yontemi

ile Tiplendirme Sonuclar:
Arastirmaya katilan kadinlar arasindan rastgele segilen 152 kadinin (32 HC 2

pozitif kadmlarin timi alindi) servikal 6rneklerinde Papsmear ve HC 2 testlerine ek
olarak konsensus Real-Time PCR ile HPV taramasi yapilmig, tarama sonrasinda
pozitif saptanan Orneklere pyrosequencing yontemi ile dizi analizi yapilarak

tiplendirilmis ve bu {i¢ yontemin sonuglari birbirleri ile karsilagtirilmistir.

HPV pozitif | /™,
10+

II 1 i
B-Glob

dF idT

Threshold —

0
75 : 8'5
dea.

85

Sekil 4.1. Konsensus Real-Time PCR goriintiisii

Rastgele secilen 152 kadimin yas araliklar1 30-64 yil arasinda olup yas
ortalamas1 47.93 + 7.90 yil, evlilik yaslar1 ise 12-32 yil arasinda olup ortalama evlilik
yast 19.82 + 4.10 yil olarak saptanmigstir. Arastirmaya katilan kadinlarin evlilik

siireleri 2-49 yil arasinda degismektedir ve ortalama evlilik siiresi 25.91 + 9.84 yil

olarak hesaplanmistir (Tablo 4.8).



Tablo 4.8. Rastgele segilen kadin grubunda bazi degiskenlerin ortalama degerleri

Degisken Min (y1l) Maks (y1l) Ortalama (y1l) | Std. sapma
Yas 30 64 47.93 7.90
Evlilik yas1 12 32 19.82 4.10
Evlilik stiresi 2 49 2591 9.84
90
80
80
70
60 53
50
40
30 26
20
10 4
0
0
Kategori 1 Kategori 2 Kategori 3
M Ug yonteminenazbiri W HC 2 ve RT PCR (+) RT PCR (+)
ile pozitif olanlar Pap smear (-) olanlar saptananlarin say1si
B U yontemle de .
; B RTPCR ve Pap smear (+) B Pap smear ile (+)
negatif olanlar HC2(-) o|an|apr *) saptananlarin say1s1
W  Ug yontemle de W HC2vePapsmear (+) g HC2ile(+)
pozitif olanlar RT PCR (-) olanlar saptananlarin sayisi

Sekil 4.2. 152 kadindan olusan arastirma grubunda yontemlere gore pozitiflik

ve negatiflik sayilar

Arastirma grubundaki kadinlarin 80 (%52.6)’i konsensus Real-Time PCR,
HC 2 ve/veya Pap smear testlerinden en az biri ile pozitif saptanmistir. Her fi¢

yontemle de pozitif saptananlarin sayis1 5 (%3.3), her li¢ yontemle de negatif
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saptananlarin sayisi ise 66 (%43.4)’dir. Aym1 grubun 26 (%17.1)’sinda HC 2 ve
konsensus Real-Time PCR pozitif iken Pap smear sonucu negatif, 4 (%2.6)’tinde Pap
smear ve konsensus Real-Time PCR pozitif iken HC 2 negatif olarak bulunmus, Pap
smear ve HC 2 pozitifken konsensus Real-Time PCR’in negatif oldugu higbir 6rnek
bulunamamistir. Caligilan 152 o6rnekten 40 (%26.3)’1 Pap smear testi ile, 32
(%21.1)’si HC 2 testi ile, 53 (%34.9)1 de konsensus Real-Time PCR ile tek basina
ve/veya birlikte pozitif bulunmustur. Kadinlardan 3 (%2.0)’liniin ise Pap smear
sonucu yetersiz yayma nedeniyle degerlendirilememis; bunlardan 1 (%33.3)’i HC 2
testi ile low risk HPV olarak saptanmis, pyrosequencing ile tip 11 HPV olarak
tiplendirilmistir. Diger 2 kadinin HC 2 ve konsensus Real-Time PCR sonucu ise
negatif olarak belirlenmistir. Sadece konsensus Real-Time PCR ile pozitif olanlarin
sayist 17 (%]11.2), sadece Pap smear testi ile pozitif olanlarin sayist 31 (%20.4) iken
sadece HC 2 ile pozitif olan drnek yoktur (Sekil 4.2).

Bu grubu olusturan 152 kadinin 32 (%21.1)’sinin servikal 6érneginde HC 2
testi ile HPV varligi saptanmistir. Bunlardan 22 (%68.8)’si yiiksek riskli tiplerin, 9
(%28.1)’u diisiik riskli tiplerin, 1 (%3.1)’i de hem yiiksek hem diisiik riskli tiplerin
oldugu gruba ait olarak smiflandirilmistir. Konsensus Real-Time PCR ile yapilan
calismada ise 53 (%34.9) 6rnekte HPV saptanmistir. Pozitif saptanan bu 53 6rnegin
44 (%83.0)tinde HPV tipleri belirlenmis, 9 (%15.1) 6rnekte HPV saptanmis ancak
tip belirlenememistir. HC 2 testi ile pozitif saptanan 32 6rnegin ise 30 (%93.8)’u
pyrosequencing yontemi ile tiplendirilmis, 2 (%6.2)’si konsensus Real-Time PCR ile
HPV DNA pozitif saptanmis fakat tiplendirilememistir. Diger taraftan konsensus
Real-Time PCR ile pozitif saptanan 21 6rnek ise HC 2 testi ile negatif saptanmuis,
pyrosequencing ile bunlarin 14 (%66.7)’1 tiplendirilmis, 7 (%33.3)’sinde tip
belirlenememistir. Pyrosequencing ile tiplendirilen 6rneklerin 20 (%45.5)’s1 yiiksek
risk HPV grubunda, 12 (%27.3)’si muhtemel yiiksek risk HPV grubunda, 8 (%18.2)’1
diisiik risk HPV grubunda, 4 (%9.1)’1 birden fazla tip HPV grubunda HPV tipleriyle
pozitif saptanmigtir. Birden fazla tiple pozitif saptanan 4 6rnegin 3’tinde tiplerden en
az biri yiiksek riskli olarak belirlenmistir (Tablo 4.9).

Pyrosequencing’de yiiksek risk olarak belirlenen 18 6rnegin 16 (%88.9)’s1
HC 2 testinde de yiiksek risk grubunda saptanirken; 1 (%5.6) ornek diisiik risk
grubunda, 1 (%5.6) 6rnek de hem yiiksek risk hem diisiik risk grubunda saptanmustir.
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Pyrosequencingde muhtemel yiiksek riskli grupta saptanan 12 6rnekten 7 (%58.3)’si
HC 2 testinde negatif olarak saptanirken 3 (%25.0) 6rnek diisiik risk grubunda, 2
(%16.7) ornek ise yiiksek risk grubunda olarak belirlenmistir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Konsensus Real-Time PCR ve/veya HC 2 testi ile pozitif saptanan 53
ornegin HPV risk grubu (yiiksek/muhtemel yiiksek/diisiik risk) dagilimi

Konsensus Real-Time PCR+Pyrosequencing
. Yiiksek Muhtemel Birden | Diisiik ) .
HC 2 testi ) ] ) Tiplendirilemeyen | Toplam
risk yiiksek risk | fazla tip risk
Yiiksek risk 16 2 3 0 1 22
Diisiik risk 1 3 0 4 1 9
Yiiksek/Diisiik
) 1 0 0 0 0 1
risk

Negatif 2 7 1 4 7 21
Toplam 20 12 4 8 9 53

HC 2 yontemi sonuclart ile pyrosequencing yonteminde saptanan tip
dagilimlariin karsilagtirmas1 Tablo 4.10°da goriilmektedir. Pyrosequencing ile
yapilan ¢aligmada tip 16 en ¢ok karsilasilan tip olmustur. Konsensus Real-Time PCR
ile pozitif saptanip pyrosequencing ile tiplendirilebilen 44 6rnegin 12 (%27.3)’sinde
tip 16 tek basina saptanirken; 3 (%6.8) 6rnekte bir baska tiple beraber (tip 16+tip33,
tip 16+tip70 ve tipl6+tip90) saptanmustir. Toplamdaki tip 16 sayisi ise 15 (%34.1)
olup en ¢ok saptanan tip olarak belirlenmistir. Bunu 11 (%25.0) 6rnekle tip 90, 4
(%9.1) ornekle tip 18 izlemektedir.



Tablo 4.10. Konsensus Real-Time PCR ve/veya HC 2 yontemi ile pozitif saptanan

orneklerin, Pyrosequencing yontemi ile belirlenen genotip dagilimi

Genotip dagilimi Konsensus Real-Time PCR pozitif (53)

HC 2 Negatif (21) HC 2 pozitif (32)

Yiiksek riskli genotipler

16 (n=12) 1 11
18 (n=4) 0 4
51 (n=2) 1 1
56 (n=1) 0 1
58 (n=1) 0 1

Birden fazla genotiple pozitif

olanlar

16, 33 (n=1) 0 1
16, 70 (n=1) 0 1
16, 90 (n=1) 0 1
70, 90 (n=1) 1 0
Muhtemel yiiksek riskli

genotipler

66 (n=3) 3 0
90 (n=9) 4 5

Diisiik riskli genotipler

6 (n=2) 0 2
11 (n=1) 0 1
34 (n=2) 2 0
42 (n=1) 0 1
70 (n=2) 2 0
Tiplendirilemeyen (n =9) 7 2

HPV DNA (-) (n=99) 99 0




Tablo 4.11. Papsmear sonuglari ile genotip dagilimlarimin karsilastiriimasi
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HPV tip Papsmear
Negatif Yetersiz ASCUS AGUS LGSIL HGSIL
yayma
Yiiksek riskli
genotipler
16 (n=12) 9 1 1 1
18 (n=4) 4
51 (n=2) 1 1
56 (n=1) 1
58 (n=1) 1
Birden fazla
genotiple pozitif
olanlar
16, 33 (n=1) 1
16, 70 (n=1) 1
16, 90 (n=1) 1
70, 90 (n=1) 1
Muhtemel yiiksek
riskli genotipler
66 (n=3) 2 1
90 (n=9) 8 1
Diisiik riskli
genotipler
6 (n=2) 1 1
11 (n=1) 1
34 (n=2) 2
42 (n=1) 1
70 (n=2) 2
Tiplendirilemeyen 9
(n=9)
HPV DNA (-) (n=99) 66 2 27 3 0 1
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Arastirma grubunun ikinci kismini olusturan 152 kadinin 40 (%26.3)’1nda
Pap smear sonucu pozitif olarak saptanmistir. Bu 40 6rnegin ise 9 (%22.5)’'unda
konsensus Real-Time PCR ile HPV DNA varlig1 gosterilirken 31 (%77.5) 6rnekte
HPV DNA varlhigi gosterilememistir. Pozitif saptanan 9 6rnegin ise pyrosequencing
ile 3 (%33.3)’1 tip 16, 2 (%22.2)’si tip 51, 1 (%11.1)’1 tip 66, 1 (%11.1)’1 tip 90, 1
(%11.1)itip 6, 1 (%11.1)’1ise tip 16 ve tip 33 olarak tiplendirilmistir (Tablo 4.11).

Pyrosequencing’de yiiksek risk tip i¢eren toplam 23 6rnekten 17°si (%73.9)
Pap smear testinde, farkli 2’si (%8.7) ise HC 2 testinde negatif olarak saptanmuistir.
HC 2 testi ile negatif olarak belirlenen bu iki drnekten birinin Pap test sonucu LGSIL
olarak, digerinin sonucu ise HGSIL olarak rapor edilmistir. Pap testi sonucu HGSIL
olarak raporlanan 1 Ornekte ise hem konsensus Real-Time PCR’da hem de HC 2

testinde HPV varlig1 gosterilememistir.
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5. TARTISMA

Human papillomavirus (HPV), Papillomaviridae ailesi igerisinde
siniflandirilan, ¢ift iplikli DNA’ya sahip zarfsiz bir virustur. HPV’nin neden oldugu
enfeksiyonlar, diinya genelinde en ¢ok goriilen seksiiel gecisli hastaliklar arasindadir.
Bagslica risk faktorleri; erken yasta cinsel aktivite, birden fazla partnerle cinsel iliski
ya da partnerin ¢ok partnerle iligki 6ykistdiir [5, 71, 86].

Kapsid proteinlerini kodlayan L1 gen dizileri temel alinarak yapilan
siniflandirmada 200’den fazla tipi oldugu belirlenmistir. HPV tipleri, enfeksiyon
olusturduklart bolge ve doku tropizmine gore kutandz ve mukozal (genital) tipler
olarak smiflandirilirlar. Genital bolgede enfeksiyon olusturan HPV’lerin bazi
tiplerinin servikal karsinoma veya oncii lezyonlarina neden oldugu bilinmektedir [5,
71].

Genital enfeksiyonlara neden olan HPV tipleri kanser yapici potansiyellerine
gore; diistik riskli tipler, muhtemel yiiksek riskli tipler ve yiiksek riskli tipler olarak
gruplandirilmaktadir. Yiiksek riskli tipler ve muhtemel yiiksek riskli tipler serviksin
skuamoz hiicreli kanserleri ve oOncii lezyonlariyla iliskili oldugundan HPV
enfeksiyonlarinin saptanmasi ve tiplerinin belirlenmesi servikal kanser gelisiminin
Onlenmesi ve takibi acisindan 6nemlidir. Bunun i¢in riskli kisileri belirlemede ve
takiplerinde; HPV varliginin ve etken tipin belirlenmesinin, rutin sitolojik taramalara
ek olarak uygulanmasi uluslararasi kabul gormiistiir [5, 86].

HPV standart hiicre kiiltiirii sistemlerinde tiretilememekte, serolojik testler ise
tanida kisith olarak kullanilabilmektedir. Bu nedenle klinik orneklerde HPV
varliginin  saptanmasi ve tiplendirilmesi i¢in niikleik asit testleri (NAT)
kullanilmaktadir. HPV’nin  tanimlanmasinda  farkli  molekiiler  yontemler
kullanilmaktadir; fakat giiniimiizde altin standart kabul edilen yontem DNA dizi
analizidir [5, 11].

Arastirmamiz, Eskisehir Bolgesi’nde yasayan ve servikal kanser taramasi i¢in
Kanser Erken Teshis, Tarama ve Egitim Merkezi’ne (KETEM) bagvuran, 30-65 yas
arasi, herhangi bir klinik yakinmasi olmayan 1081 kadin grubunda yapilmistir.
Oncelikle arastirma grubundaki kadinlarin tamamindan alinan drnekler Pap smear ve
Hybrid Capture 2 (HC 2) testleri ile ¢alisilmis, iki yontemin sonuglar1 birbirleri ile

karsilastirilmistir. Daha sonra, HC 2 ile pozitif saptanmis olan 6rneklerin tamaminin
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oldugu ve rastgele segilen orneklerle birlikte 152 kadin grubundan olusan ikinci bir
grupta konsensus Real-Time PCR ile c¢alisilmig, pozitif ¢ikan sonuglar
pyrosequencing yontemi ile tiplendirilmistir. Béylece hem yontemler birbirleriyle
kiyaslanmis hem de Eskisehir Bolgesi’ndeki HPV prevalanst hakkinda fikir
edinilmesi amaglanmistir.

HPV prevalansinin belirlenmesi i¢in farkli popiilasyonlarda farkli yontemlerle
arastirmalar yapilmistir. Toplam 78 ¢alismanin verileri kullanilarak yapilan bir meta
analizde normal sitolojiye sahip kadinlar arasinda global HPV prevalansi %10.4
olarak bulunmus ve bdlgeler arasinda Onemli varyasyon saptanmistir. En yliksek
prevalans %?22.1 oraniyla Afrika’da saptanirken Orta Amerika ve Meksika’da 9%20.4,
Kuzey Amerika’da %11.3, Avrupa’da %8.1 ve Asya’da %8 olarak belirlenmistir [37].
Avrupa lilkelerinde 18 ¢alismanin verilerinin kullanildigi meta analizde 30-64 yas arasi
kadinlarda yiiksek riskli HPV prevalansi Ispanya’da %2 iken Belcika ve Fransa’da
yaklasik %12’ye kadar ulagsmaktadir [87].

Finlandiya’da Leinonen ve arkadaslar1 2003-2004 yillar1 arasinda, 25-65 yas
arast 16.895 kadinda HC 2 testi ile yaptiklar1 caligmada yiiksek riskli HPV
prevalansini %7.5 olarak saptamiglardir [88]. Yunanistan’da Kroupis ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢alismada servikal sitolojisi normal olan kadinlarin
%23.6’sinda HPV DNA varlig1 gosterilmistir [89]. Cin’de (Asyali kadinlarda) Bao
ve arkadaglarinin yaptiklari, servikal sitolojisi normal olan 16.803 kadini kapsayan
calismada ise HPV prevalanst %14.4 olarak saptanmustir [90]. Iran’da Ghaffari ve
arkadaslarmim 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, servikal sitolojisi normal olan 77
hastanin 10’unda HPV DNA pozitifligi saptanmis ve bu gruptaki HPV DNA
pozitiflik oran1 %13 olarak bulunmustur [91]. Rusya, Belarus ve Litvanya’y:
kapsayan bolgede Kulmala ve arkadaglarinin 2007 yilinda yaptiklari g¢aligmada,
tarama grubunda HPV prevalansi %27.2 olarak bildirilmistir [92]. Meksika’da
Anguiano ve arkadaglarinin 2006 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, 498 hastadan alinan
orneklerde HPV DNA PCR yontemiyle 24 (%4.8) hastada HPV DNA pozitifligi
saptanmistir [93].

Ulkemizde bu konuda ilk ¢alismalardan birini 1994 yilinda Vardar ve
arkadaglar1 yapmis olup benign servikal lezyonu olan 176 hastanin %16.4’tinde HPV
pozitifligi saptamiglardir [94]. Altuglu ve arkadaglarinin 2002 yilinda, Hybrid Capture
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yontemi ile yaptiklart aragtirmada, mukopiiriilan endoservisit tanisi almis 148 hastanin
8 (%5.4)inde HPV DNA varligi belirlenmistir [95]. Ozsaran ve arkadaslar1 2003
yilinda yapiklar1 arastirmada, 1100 hastanin 34’tinde skuamoz hiicre anomalisi
saptanmis ve bunlarin 15 tanesi ASCUS, 16 tanesi LGSIL, 3 tanesi HGSIL olarak
rapor edilmistir. Arastirma grubundaki 5 hastada ise Hybrid Capture yontemi ile HPV
DNA tespit edilmistir [96]. Ozgelik ve arkadaslarmin 2003 yilinda yaptiklari
arastirmada ise 230 kadinin 14 (%6.1)’tinde Hybrid Capture 1 yontemi ile HPV DNA
varlig1 belirlenmistir [97]. Inal ve arkadaslarinin Tiirkiye’de 2002-2005 yillar1 arasinda,
HC 2 testini kullanarak yaptiklar ve servikal intraepitelyal lezyon ile HPV iliskisinin
arastirildigl, 1353 kadini igeren ¢alismada HPV DNA pozitifligi % 2.1 oraninda
saptanmigtir [98]. Ardi¢ ve arkadaslari, 2009 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarinda,
siipheli lezyonu bulunan 57 kadinin servikal siirlintii 6rneklerinde yiiksek riskli
HPV tiplerine ait E6/E7 mRNA’larin1 otomatize NASBA sistemiyle arastirmiglar
ve 22 (%38.6) ornekte HPV E6/E7 RNA’s1 saptamislardir [86]. Dursun ve
arkadaslarinin 403 normal sitolojili hastada yaptiklar1 ¢alismada %20 oranda HPV
pozitifligi goriilmiistiir [99]. Ozalp ve arkadaslar1 2011 yilinda Eskisehir’de 615
poliklinik hastasinda yaptiklar1 aragtirmada 26 (%4) hastada HPV DNA pozitifligi
saptamiglardir [106].

Bizim aragtirma grubumuzu olusturan 1081 kadinda, HC 2 yontemi ile HPV
DNA varlig1 %3.0 (32 kadin) olarak belirlenmis olup iilkemizde bu konuda daha
once yapilmis olan ¢aligmalarla uyumlu gériinmektedir. Sadece yiiksek riskli HPV
pozitif olan kadinlarin orani ise %2.1 (23 kadin) olarak hesaplanmistir. Bolgemizdeki
diistik HPV oran1 sosyokiiltiirel 6zellikler ve kadinlarda tek esliligin yaygm olmasindan
kaynaklaniyor olabilir.

Aragtirmalar sonucunda goriilmektedir ki farkli iilkelerde, hatta iilkemizin
farkli bolgelerinde HPV DNA pozitiflik oranlari, kullanilan yontemlere ve secilen
arastirma popiilasyonunun Ozelliklerine gore farkliliklar gostermektedir. Bazi
yayinlarda tilkemizdeki HPV prevalansinin %2-80 arasinda degistigi bildirilmektedir.
Bu kadar degisken sonuglarla karsilagilmasiin g¢esitli nedenleri olabilir. Calisma igin
kaliteli 6rnek alimi cok nemlidir. Iyi alnamamus, az hiicre igeren servikal siiriintii

orneklerinde, ekstraksiyon sirasinda DNA kaybi gibi durumlarda, hemoglobin gibi baz1
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inhibitdr proteinlerin varliginda DNA saptama olasiligi diigebilir. Ayrica galisilan
yontemlerin duyarliliklarindaki farklilik da sonuglar etkileyebilir [86, 101].

Baz1 aragtirmalarda HPV enfeksiyonu risk faktorleri arasinda, erken yasta
evlenme veya ilk cinsel iligki yasimnin kiiglik olmasi yer almaktadir. O’Keefe ve
arkadaglar1 ise 16-19 yaslar1 arasinda seksiiel aktif kadinlari dahil ettikleri
caligmalarinda ilk koit yas1 ile HPV DNA arasinda anlamli bir iliskiye
ulasamadiklarin1 bildirmislerdir [102]. Sanjose ve arkadaslarmin Ispanya’da yaptiklari
calismada ilk cinsel iligski yas1 18 yasin altinda olanlarda HPV DNA saptanma riski
artmig olarak bulunmustur [103].

Ulkemizde oldugu gibi bireylerin ilk cinsel deneyimini evlenme ile yasadig
Endonezya’da yapilan ¢alismada 18 yas altinda evlenen 505 kadindan 449’u HPV
negatif bulunmus; ilk cinsel iligki yas1 ile HPV pozitivitesi arasinda anlamli derecede
iliskili saptanamamistir [104]. Arastirma grubumuzdaki kadinlarda da evlilik yas1 ilk
cinsel iliski yas1 olarak degerlendirilmis ve evlilik yas1 daha erken olanlarda (12-19
yas 20 kadin %3,8) HC 2 ile HPV DNA varlig1 daha yiiksek oranda saptanmakla
beraber istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0.05).

Belgika’da az riskli ve ¢ok riskli kadinlardaki HPV prevalansinin arastirildig
bir calismada, az riskli olarak kabul edilen genel toplumda HPV prevalans1 %14.3
iken, cok riskli olarak kabul edilen seks iscilerinde ise bu oran %34.4 olarak
bulunmustur [105]. Volkov ve arkadaglarinin Rusya’da yaptiklar1 galismada seksiiel
partner sayist ile yiiksek riskli HPV DNA pozitifligi arasinda anlamli iligki
saptanmistir [106]. Arjantin’de Matos ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada yasam
boyu 3’ten fazla seksiiel partneri olan kadinlarda tek partnerli kadinlara gére HPV
DNA pozitifliginin 3 kat daha fazla oldugu belirlenmistir [107]. Ispanya’da Sanoje ve
arkadaslarmin yaptiklar1 ¢alisma da birden fazla partner sayisimn HPV DNA
pozitifligi i¢in bir risk faktorii oldugu desteklenmektedir [103].

Toplumumuzda cinsel hayati sorgulamak kolay olmamakla birlikte anket
sonuclarimizda partner sayisi ve evlilik sayilari esit olarak saptanmistir. Bizim
arastirma grubumuzdaki kadinlarda partner sayisi birden fazla olanlarda HC 2 ile HPV
varligi daha yiiksek oranda (1°den fazla olanlarda %3.9; tek olanlarda %?2.9)
saptanmis olmakla birlikte partner sayisinin tek olmasi ile birden fazla olmasi arasinda

HPV DNA pozitifligi agisindan anlamli fark bulunamamaistir (p>0.05).
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Sigara kullanimi agisindan bakildiginda sigara kullanan kadinlardan 13
(9%5.2)’1, sigara kullanmayan kadinlardan ise 19 (%2.3)’u HC 2 testi ile HPV pozitif
saptanmustir. Sigara igen grupla sigara igmeyen grup arasinda HC 2 testi HPV
pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05).

Castle ve arkadaslari, risk faktorlerini degerlendirdikleri c¢aligmalarinda
sigara kullanimimin HPV enfeksiyonu riskini artirdigini vurgulanmiglardir [108].
Volkov ve arkadaslarinin Rusya’da yaptiklar1 aragtirmada da sigara HPV enfeksiyonu
icin bir risk faktorii olarak bildirilmistir [106]. Nyari ve arkadaslar1 yaptiklari
calismada, HPV prevalansini arastirdiklar1 728 Macar kadininda, sigara kullanmayi
HPV igin bir risk faktorii olarak belirtmislerdir [109].

Yapilan ¢aligmalarda dogum sayis1 ile HPV DNA pozitifligi arasinda degisik
sonuclar elde edilmistir. Tuncer ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada HPV DNA
pozitifligi ile parite sayist arasinda bir korelasyon tespit edemediklerini
bildirmislerdir [110]. Buna ragmen Pereira ve arkadaslarinin Brezilya’da 201 kadin
lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada ise lic ya da daha fazla parite sayisinin geng
kadinlarda HPV infeksiyonu pozitifliginin artis1 yoniinde bir etkiye sahip oldugunu
belirtmiglerdir [111]. Franceschi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada ise yine yiiksek
parite, erken menopoz gibi faktérler HPV enfeksiyonu ve dolayisi ile servikal in situ
karsinoma ile anlamli derecede iliskili bulunmustur [112]. Sapy ve arkadaslarinin
yaptiklart ¢calismada da multiparite, HPV enfeksiyonu sikligini arttiran faktorlerden
birisi olarak degerlendirilmistir [113].

Bizim aragtirmamizda ise HC 2 testi ile HPV DNA pozitif saptananlarda
dogum sayisinin fazla oldugu belirlenmis olup istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Bu konuda yeni ¢aligmalar yapilmasi uygun olabilir.

Ispanya’da Sanjose ve arkadaslarinin yaptig1 calismada bosanmis kadinlarda
evli kadmlara gére HPV DNA prevalansi 6.7 kat daha yiiksek bulunmustur [103]. Stacy
ve arkadaslarinin ABD’de 57 - 85 yas arasi kadinlarda yaptiklar1 bir ¢alismada ise
yiiksek risk HPV prevalansi evli olanlarda % 3.6 iken bosanmis olan kadinlarda %
13.6 olarak bulunmustur [114].

Bizim arastirmamizda dullarda (8 kadin %6.3) HPV DNA pozitifligi evli (24

kadin %2.5) olanlara gore daha yiiksek oranda saptanmis fakat iki grup arasinda
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HPV DNA pozitifligi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p>0.05).

Arastirma grubumuzdaki kadinlar, egitim siireleri agisindan da sorgulanmislar
ve buna gore; egitim siiresi 12 yil veya alti ve 12 yil lizeri olan iki gruba
ayrilmislardir. Smith ve arkadaslar yaptiklari bir ¢aligmada, 12 yil ve daha az egitim
stiresine sahip hastalarda HPV pozitifligini %15.7, 12 yildan fazla egitim siiresi
olanlarda ise %11.5 oraninda bulmuslardir [115]. Yine Smith ve arkadaslarinin
yaptig1 farkli bir calismada 12 yil ve alti egitim siiresine sahip 48 hastanin
%16.7’sinde HPV pozitifligi saptanmis, 12 y1l {izeri egitim almis olan 57 hastanin ise
%17.3’linde  pozitiflik  goriilmistir [116]. Arjantin’de Matos ve arkadaglarinin
yaptiklar1 ¢aligmada ise egitim durumu gen¢ kadmlar arasinda HPV enfeksiyonu i¢in
risk faktorii olarak gosterilmis; iiniversite okuyanlarda HPV DNA pozitifliginin daha
az oldugu bildirilmistir. Bu durumun egitimli kadinlarda partner karakteri veya
cinsel hijyenin gostergesi olabilecegi belirtilmistir [107].

Bizim arastirmamizda HPV DNA pozitifligi, 12 yil ve alt1 egitim siiresine sahip
kadinlarda (30 kadin %3.0) 12 yil iizeri egitim siiresine sahip kadinlara (2 kadin %2.1)
gore daha yiiksek oranda saptanmis olup aralarinda HPV pozitifligi agisindan istatistiksel
olarak anlaml fark bulunamamigtir (p>0.05).

De Sanjose ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptigi, 70 tlkeden 346.000
kadimin degerlendirildigi genis ¢apl bir ¢alismada, yasa bagli HPV prevalansinda
bdlge ve popiilasyona gore farklilik saptanmistir. Bolgelerin ¢ogunda HPV siklig1 25
yas civarinda artmakta, daha yash gruplarda azalma gozlenmektedir. Baz1 bolgelerde
ise yeni edinilmis enfeksiyona bagli veya reaktive olmus latent enfeksiyona bagh
ileri yaslarda bir yiikselis gézlenmistir [37]. Smith ve arkadaslarinin 2008’de
yaptig1 calismada ise yasa bagli HPV pozitivitesi U seklinde bir egri olarak gbze
carpmakta, gen¢ yaslarda bulunan yiiksek oran daha ileri yaslarda diismekte ve yash
grupta tekrar bir yiikselis gdzlenmektedir [117].

Bizim arastirmamizda da istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamakla birlikte
HPV DNA pozitifliginin daha gen¢ yas grubundaki kadinlar arasinda (30-39 yas 6
kadin %3.4) en yiiksek oranda oldugu saptanmistir (p>0.05). Sonrasinda (40-49 yas 10
kadin %2.6) HPV pozitiflik oraninin azaldig1 fakat daha ileri yas grubunda (=50 yas 16
kadin %3.0) yeni bir ylikselme goriildiigii belirlenmistir.
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Oral kontraseptifler (OKS) servikal ektopiyi dolayisiyla hiicresel ektopiyi ve
hiicresel proliferasyonu artirarak HPV’nin viral ekpresyonunu saglamakta ve tespitini
kolaylastirmaktadir [118]. Herrero ve arkadaslarinin Kostarika yaptiklar ¢alismada da
hastalarda OKS kullaniminin HPV pozitifligini artiran bir faktoér oldugu gézlenmistir
[119]. Diane ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada HPV ile OK kullanimi arasinda
anlamli bir iliski saptamadiklarmi bildirmislerdir [120]. Italya’da 503 asemptomatik
kadinin katildigi bir ¢alismada ise, sigara ve OK kullamimui ile HPV infeksiyonu
arasinda anlamli bir iliski bulunmadig bildirilmistir [121].

Arastirma grubumuzdaki kadinlarin 516 (%47.7)’s1 menopozda oldugu i¢in
herhangi bir dogum kontrol yontemi kullanmamaktadirlar. Menopozdaki kadinlar
arasinda HC 2 testi pozitiflik sayis1 16 (%3.1) iken iretken ¢agdaki 565 kadinin HC
2 testi ile HPV pozitiflik sayisi ise 16 (%2.8) olarak belirlenmis olup aralarinda
istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0.05). Uretken ¢agda olup herhangi bir
dogum kontrol yontemi kullanmayan 102 kadindan HC 2 testi ile pozitif
saptananlarin sayis1 6 (%5.9) iken; herhangi bir yontemle korunan 463 kadindan HC
2 testi ile pozitif saptananlarin sayis1 10 (%2.2) olarak bulunmustur. Uretken cagdaki
kadinlarda HC 2 ile en yiiksek HPV pozitiflik oran1 OKS kullanan (3 kadin %11.1)
kadinlarda saptanmistir. Uretken ¢agdaki kadinlardan, herhangi bir korunma ydntemi
kullanmayanlar veya OKS disinda bir yontemle korunanlarla, OKS yoéntemi ile
korunanlar arasinda HC 2 ile HPV pozitifligi acisindan istatistiksel olarak fark
bulunmustur (p<0.05).

Arastirma grubunu olusturan kadinlarin 47 (% 4.3)’sinde Pap smear sonucu
pozitif saptanmig, 5 (%0.5) kadinin Pap smear testi sonucu degerlendirme igin
yetersiz olarak raporlanmistir. Bethesda sistemine gore raporlanan pozitif Pap smear
testi sonuglarin dagilimlar;; ASCUS (40 kadin %3.7), AGUS (3 kadin %0.3),
HGSIL (3 kadin %0.3), LGSIL (1 kadin %0.1) olarak belirlenmistir. Bu sonuglarin,
Pap smear testi pozitif olarak degerlendirilmis olan 47 kadin grubundaki oransal
dagilimi ise; 40 (%85.1) ASCUS, 3 (%6.4) AGUS, 3 HGSIL (%6.4) ve 1 (%2.1)
LGSIL seklindedir. Pap smear testi sonucu pozitif saptanan bu 47 kadmin 5
(%10.6)’inde HC 2 testi ile HPV varlig1 belirlenmistir. Pap smear ve HC 2’nin
testlerinin birlikte pozitif olarak raporlandigi kadinlarin, aragtirma grubunu olusturan

tiim kadinlarin i¢indeki orani ise %0.5 (5 kadin) olarak hesaplanmustir.
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Iki testin de pozitif olarak belirlendigi 5 kadinin Pap smear ve HC 2 sonuglar
dagilimi su sekildedir; ASCUS olanlarin 3 (%7.5)’linde yliksek riskli HPV, 1
(%2.5)’inde diisiik riskli HPV; HGSIL olanlarin 1 (%33.3)’inde yiiksek riskli HPV
saptanmustir. Pap smear testi sonucu; ASCUS olarak raporlanan 36 6rnekte, AGUS
olarak raporlanan 3 6rnekte, HGSIL olarak raporlanan 2 6rnekte ve LGSIL olarak
raporlanan 1 ornekte HC 2 testi ile HPV varlig1 belirlenememistir. Toplam olarak
bakildiginda Pap smear testi sonucu pozitif raporlanmis olan 47 Ornegin 42
(9%89.3)’sinde HC 2 yontemi ile HPV varlig1 saptanmamustir.

Buna karsilik, Pap smear testinde hiicresel anormallik izlenmeyen veya Pap
smear testi degerlendirmesi i¢in 0rnegin uygun olmadigi toplam 1034 kadinda ise
HC 2 yontemi ile HPV pozitifligi %2.6 (27 kadin) olarak saptanmistir. Bu grupta
sadece yiiksek riskli HPV saptanma orani ise %1.8 (19 kadin) olarak bulunmustur.

Arastirmamizin ikinci kisminda 152 kadindan olusan grubta Pap smear
sonucu pozitif 40 (%26.3) kadin bulunmaktaydi. Bu 40 6rnegin Bethesda sistemine
gore dagilimi; 33 ASCUS, 3 AGUS, 3 HGSIL, 1 LGSIL seklinde olup; HC 2 ile 5
(%12.5)’inde HPV varlig1 saptanirken konsensus Real-Time PCR ile 9 (%22.5)’unda
HPV DNA varlig1 gosterilmistir. HC 2’°den farkli olarak konsensus Real-Time PCR
ile pozitif saptanan bu 4 6rnegin patoloji sonuglari; 1 HGSIL, 1 LGSIL, 2 ASCUS
olarak belirlenmistir. Toplamda, HGSIL saptanan 3 ornekten 2’sinde ve LGSIL
saptanan tek ornekte HC 2 ile HPV negatifken; konsensus Real-Time PCR ile
HGSIL saptanan 3 6rnekten 1’inde HPV DNA varlig1 gosterilememistir. Bu durum,
konsensus Real-Time PCR ile negatif saptanan HGSIL 6rneginin patolojik olarak
yanlis degerlendirilmis olmasina veya iki yontemin es zamanl alinan farkli servikal
stirlintli 6rneklerinden calisilmasina bagli olabilir. Pap smear sonucu LGSIL olan 1
ornegin ve HGSIL olan 1 6rnegin, HC 2 ile saptanabilir tipler olmalarma ragmen
negatif olarak belirlenmesi ve konsensus Real-Time PCR ile pozitif saptanmasi da
yine es zamanl alinan farkli 6rneklerden calisilmasina bagl olabilecegi gibi iki
yontem arasindaki duyarlilik farkindan da kaynaklanabilir.

Buna karsilik Pap smear sonucu negatif olarak raporlanmis veya
degerlendirilememis olan 44 ornekte konsensus Real-Time PCR ile HPV DNA
varligi saptanmistir. Bunlarin 17’°sinde yiiksek riskli HPV, 11’inde ise muhtemel

yiiksek riskli HPV belirlenmistir.
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Cesitli kaynaklarda ASCUS (6nemi belirlenemeyen atipik skuamoz hiicre)
tanist sikliginin, SIL (skuamoz intraepitelyal lezyon) tanisinin 2-3 katindan fazla
olmamasi gerektigi bildirilmistir. Daha fazla oranlarda ASCUS saptanmasi durumunda
laboratuvarin  kalite  kontroliiniin ~ degerlendirilmesi ~ gerekmektedir.  Bizim
aragtirmamizda aragtirma grubunun tamami (1081 kadin) baz alindiginda ASCUS
olarak raporlanan 6rnek sayis1 40 iken SIL olarak raporlanan ornek sayisi ise 4’tiir.
Orneklerimizdeki ASCUS/SIL orani 10 olarak hesaplanmis olup Bethesda’nin vermis
oldugu oranin ¢ok iizerindedir. Sitolojik degerlendirmenin sitopatologlar tarafindan
yapilmamasindan kaynaklaniyor olabilecegini diisiindiiglimiiz bu durum ASCUS
raporlarinin gereksiz fazlaligi ya da SIL’lerin atlanmasi anlamina gelmektedir ve
molekiiler yontemlerle Pap smear testi arasindaki farkliliklart kismen agiklamaktadir.
Bununla birlikte, yontemlerin, kadinlardan es zamanli alinan ayr1 6reklerle galisiimig
olmasi, ornek kalitesi de bu duruma neden olabilir. Ayrica bazi kadinlarda, ytiksek riskli
HPV ile enfekte olmalarina ragmen heniiz sitolojik bulgular gelismemis olabilir. Sonug
olarak; lilkemizde yeterli sayida sitopatolog olmadig1 da goz oniine alindiginda riskli
hastalarin atlanmamasi veya gereksiz yere hasta takibi, bunun getirecegi fazla maliyet
ve hastanin gereksiz yere stres yasamasinin Oniine gecilmesi bakimindan, servikal
kanser taramalarinda Pap testi ile birlikte molekiiler yontemlerin de kullanilmasi
gerektigi disiiniilebilir [122]. Sadece Pap smear testine gore degerlendirildiklerinde
negatif olarak saptanmig olan bu kadinlar riskli grupta olmalarna ragmen, Amerikan
Kolposkopi ve Servikal Patoloji Dernegi’nin (ASCCP) Onerilerine gore,
degerlendirilme ve takipleri agisindan eksik kalacaktir. Bu nedenle kadinlarin
servikal kanser i¢in taranmasinda Pap smear testine ek olarak molekiiler yontemlerle
de taranmalar1 ve 6zellikle ytiksek riskli genotiplerle enfekte olanlarin belirlenmesi
¢ok onemlidir.

Arastirmanin ikinci asamasinda, rastgele segilen 152 kadindan (HC 2 ile
pozitif saptanan 32 kadin bu gruba dahil edildi) olusan grupta HC 2 pozitif 6rnek
sayist 32 (%21.0) iken konsensus Real-Time PCR yontemi ile 53 (%34.9) ornekte
HPV DNA varligi saptanmistir. HPV DNA saptanmis olan bu 53 O6rnegin 32
(%60.4)’s1 HC 2 yontemi ile de pozitif saptanmis 6rneklerden olusurken 21 (%39.6)
ornekte HC 2 ile HPV DNA varlig1 saptanamamistir. Konsensus Real-Time PCR ile

pozitif saptanan ancak HC 2’nin negatif olarak belirledigi 21 6rnegin 152 kadinin
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oldugu gruptaki orant %13.8 olarak hesaplandi. Konsensus Real-Time PCR ile
pozitif saptanan Ornekler pyrosequencing’de caligilarak 44 (%83.0)’tinde HPV
genotipleri belirlenmis, 9 (%17.0) ornekte HPV saptanmis ancak genotip
belirlenememistir. Pyrosequencing ile yapilan tiplendirme sonucunda 6rneklerin 20
(%37.7)’s1 yliksek risk HPV grubunda, 12 (%20.6)’si muhtemel yiiksek risk HPV
grubunda, 8 (%15.1)’1 diistik risk HPV grubunda saptanmis, 4 (%7.5)’ii birden fazla
HPV genotipi ile pozitif bulunmustur. Coklu tiple pozitif saptananlardan 3’linde
tiplerden en az biri yiiksek riskli olarak belirlenmistir.

Kulmala ve arkadaslar1 2004 yilinda, Rusya, Belarus ve Litvanyay1 kapsayan
bolgede alt1 farkli klinikte 1511 kadinda yaptiklart ve yiiksek riskli HPV varlig
saptama agisindan HC 2 ile GP05+/GP06+ primerlerini hedef alan bir PCR
yontemini karsilastirdiklar1 arastirmada HC 2 testinin pozitiflik oranimmi %33.7,
PCR’1n pozitiflik oranini ise %36.6 olarak bulmuslardir. Her iki yontemle de pozitif
saptanan Ornek sayis1 417 iken her iki yontemle de negatif saptanan 6rnek sayist ise
866 olarak bulunmus, yontemlerin uyum derecesi %84.9 (Cohen’s kapa: 0.669)
olarak hesaplanmistir [123]. Almanya’da Klug ve arkadaslar1 2007 yilinda yaptiklar
calismada, 8101 kadinda, HC 2 testi ve PCR line blot assay (LBA) yontemleri ile tip
spesifik HPV dagilimini arastirmiglar ve yiiksek riskli HPV enfeksiyon prevalansini
HC 2 testi ile %6.4, PGMY09/11 PCR LBA testi ile ise %4.3 olarak bulmuslardir
[124]. Ulkemizde yapilan bazi HPV g¢alismalar1 ve kullanilan yéntemler Tablo 5.1°de
gosterilmektedir. Tablodan da goriildiigii gibi PCR kulanilarak yapilan calismalarda
HPV saptanma orani ortalama %38.5 iken HC ile yapilan calismalarda ortalama %4

oraninda saptanmustir [99].
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Tablo 5.1. Ulkemizde yapilan HPV calismalart

Cahsmanin Yapildig: Yer n Yontem %
Ege SSK Hastanesi, Izmir 1353 HC 2 2.1
Hacettepe Universitesi Hastanesi, 1032 HC 2 4
Ankara
Erciyes Universitesi Hastanesi, Kayseri 230 HC1 6
Toplam 2615 HC ortalamasi 4
Numune Hastanesi, Ankara 134 PCR 2.2
Hacettepe Universitesi Hastanesi, 60 PCR 3.3
Ankara
Baskent Universitesi Hastanesi, Ankara 403 PCR 20
Toplam 597 PCR ortalamas1 | 8.5

HC 2 ve konsensus Real-Time PCR yontemlerinin ikisi ile de pozitif
saptanmis olan 32 6rnegin, HC 2 ile saptanan risk grubu dagilimlarinda; 22 (%68.8)
ornegin yiiksek riskli grupta, 9 (%28.1) 6rnegin diisiik riskli grupta, 1 (%3.1) 6rnegin
de hem yiiksek hem diisiik riskli grupta oldugu belirlenmistir. Ayn1 o6rneklerin
pyrosequencing ile yapilan genotip tayinlerinde 32 ornekten 30 (%93.8)’unda
genotip belirlenirken, 2 (%6.2) 6rnekte ise tiplendirme yapilamamistir. Diger taraftan
HC 2 testi ile negatif saptanmis olan 21 Ornek ise konsensus Real-Time PCR
yonteminde pozitif saptanmis; pyrosequencing ile bunlarin 14 (%66.7)’i
tiplendirilmis, 7 (%33.3)’sinde tip belirlenememistir.

Tiplendirmesi yapilamayan toplam 9 Ornegin 2’si HC 2 yonteminde biri
yiiksek riskli HPV, digeri dusiik riskli HPV ile pozitif olarak saptanmisken; diger 7
ormek HC 2 ile negatif olarak saptanmistir. Pyrosequencing’de tiplendirme
yapilamamasinin nedeni olarak; Ornekteki HPV miktarinin pyrosequencing’in
saptama limitinin altinda olabilecegi veya koenfeksiyonlar olarak diisiiniilmiistir.
Pyrosequencing’in saptama limitini test etmek icin ayni 6rnegin farkli miktarlarinda
calisilmasi denenebilir.

HC 2 testi ile yiiksek riskli grupta saptanan toplam 22 Ornegin

pyrosequencing ile yapilan genotiplendirmesinde 16’s1 yiiksek riskli grupta olan
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genotiplerle, 2’si muhtemel yiiksek riskli grupta olan genotiplerle, 3’t birden fazla
genotiple (3G de yiiksek riskli tip iceriyor) tiplendirilirken, 1’inde tip
belirlenememistir.

HC 2 yonteminde, diistik riskli grupta saptanan 3 6rnek ve yiiksek riskli
grupta saptanan 2 O0rnek pyrosequencing ile muhtemel yliksek riskli genotip olarak
belirlenirken; HC 2 ile diisiik riskli grupta saptanan bir 6rnek ise pyrosequencing ile
yiiksek riskli genotip olarak tiplendirilmistir. Bir 6rnekte ise HC 2 ile hem yiiksek
risk hem diisiik riskli HPV pozitif bulunmus, pyrosequencing’de ise sadece yiiksek
riskli genotiple tiplendirme yapilmigtir. Bu farkliliklarin nedeni ise gelisebilecek
capraz reaksiyonlar veya HC 2’nin muhtemel yiiksek riskli tipleri belirleyememesi
olabilir.

HC 2 yontemi ile negatif olarak saptanmis olup konsensus Real-Time PCR ile
pozitif olarak belirlenmis olan 21 6rnekten 2’si yiiksek riskli genotip, 7’si muhtemel
yiiksek riskli genotip, 1’1 birden fazla genotiple, 4’ti disiik riskli genotiple
tiplendirilmis olup 7 6rnekte tiplendirme yapilamamistir. HC 2 ile negatif saptanan 7
muhtemel yiiksek riskli genotip HC 2’nin saptadigi tipler arasinda degildir. Bunlarin
disindaki 14 genotipin HC 2 ile saptanamamasi iki yontemin duyarliliklar1 arasindaki
farktan kaynaklaniyor olabilir. Yine konsensus Real-Time PCR ile pozitif saptanip
pyrosequencing ile tiplendirilemeyen 7 6rnekte de tiplendirme i¢in gereken DNA
miktar1 yeterli olmadigindan tiplendirme yapilamamis olabilir.

Yapilan farkli ¢alismalarda HPV prevalanslar1 ve genotip tayinleri
belirlenmeye calisilmis ve en ¢ok saptanan genotipler 16, 18 olarak belirlenmistir.
Yapilan bir meta analiz ¢alismasinda, sitolojisi normal olan kadinlarda, 48 ¢alismanin
tip spesifik prevalans verilerine gore en yaygin bes HPV tipi; HPV 16 (%2.5), HPV 18
(%0.9), HPV 31 (%0.7), HPV 58 (%0.6) ve HPV 52 (%0.6) olarak saptanmistir [37].
Avrupa iilkelerinde toplam 18 calismanin verileri ile yapilan meta analizde 30-64 yas
aras1 kadinlarda biitiin yliksek risk HPV pozitifler arasinda HPV 16’nin ortalama
oraninin yaklasik %30 ve HPV 18’in ise %12 oraninda oldugu bildirilmistir [87].
Kulmala ve arkadagslar1 Rusya, Belarus ve Litvanya’da 2007 yilinda 15-85 yas aras1
kadinlarda HPV tespiti i¢cin HC 2, genotiplendirme i¢in real time PCR testini
kullanarak yaptiklari ¢aligmada, en yaygin tip olarak %34.3 ile HPV 16’yi, ikinci
yaygin tip olarak ise %14.3 ile HPV 31’1 bildirilmislerdir [92].
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Inal ve arkadaglarmn HC 2 testini kullanarak yaptiklari ve servikal
intraepitelyal lezyon ile HPV iliskisinin arastirildigi, 1353 kadini igeren calismada
pozitif bulunan orneklerin %24.1’inde HPV 6, %27.5’inde HPV 11, %27.5’inde
HPV 16, %10.3’{inde HPV 18 ve %10.3’{inde HPV 31 tespit etmislerdir [98]. Ozalp ve
arkadaglar1 2011 yilinda Eskisehir’de yaptiklar ¢alismada 615 poliklinik hastasinin 26
(%4.2)’sinda HPV pozitifligi saptamislar; en yaygin tipler olarak HPV tip 16 (12
hastada), HPV tip 18 (3 hasta), HPV tip 51 (3 hasta)’i belirlemislerdir [100].

Arastirmamizda pyrosequencing ile yaptigimiz genotip tayininde, Eskisehir
Bolgesinde, HPV tip 16 en ¢ok karsilasilan tip olmustur. Kadinlarin 12 (%7.9 152
kadindaki oran)’sinde tip 16 tek basina saptanirken; 3 (%2.0) drnekte bir bagka tiple
birlikte (tip 16+tip 33, tip 16+tip 70 ve tipl6+tip 90) saptanmustir. Toplamda
saptanan tip 16 sayist 15 (%9.9) olup tiplendirilebilen 6rnekler igindeki oran1 %34.1
olarak belirlenmistir. Tip 16’y1, 11 (%25.0) 6rnekle HPV tip 90 ve 4 (%9.1) 6rnekle
HPV tip 18 takip etmektedir. Bizim aragtirmamizda en ¢ok goriilen tiplerden HPV tip
16 ve HPV tip 18 literatiirlerdeki bir¢ok c¢alismada da en ¢ok saptanan tipler
arasindadir. Bununla birlikte bizim ¢alismamizda ikinci en sik tip olarak HPV tip 90
belirlenmistir. HPV tip 90’daki bu yiiksek oran tipler arasinda capraz reaksiyon

olabilecegini akla getirmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

HPV enfeksiyonu, cinsel temasla bulasan hastaliklar igerisinde en sik goriilen
enfeksiyon olup serviksin skuamdéz hiicreli kanserlerinin %99’unda HPV DNA
tamimlanmustir. Serviks kanseri ile HPV iliskisi kanser ile etken iliskileri igerisinde
en yuksegidir.

Servikal kanser, biitiin diinyada, kadinlarda meme kanserinden sonra goriilen
ikinci en yaygm kanserdir. Servikal kanser, prekanser6z lezyonlarin tespiti ve
tedavisi ile biiyilik oranda 6nlenebilir bir hastaliktir. Servikal kanser vakalarinin %75-
80’1 servikal kanser tarama programlarmin etkili bir sekilde yapilmadigi veya
uygulanamadigi gelismekte olan iilkelerde goriiliir.

Servikal kanser prevalanst Pap smear tekniginin kullanildigi tarama
stratejileriyle belli seviyelere kadar indirilmis ancak istenilen diizeye ¢ekilememistir.
FDA 30 yas ve lstlindeki kadinlarda yapilan kanser taramalarinda yiiksek riskli HPV
DNA testinin Pap smear ile birlikte es zamanli kullanimini desteklemektedir.
Gliniimiizde servikal kanser taramasinda, yiiksek riskli HPV’nin saptanmasinda HC 2
(QIAGEN, Hilden, Almanya), Cervista test (Hologic, Madison, WI, ABD) ve Roche
Cobas 4800 HPV testi (Roche, Branchburg, NJ, ABD) olmak iizere {i¢ yontem FDA
tarafindan onaylanmistir. Servikal kanser tarama testlerinde anormal sitoloji tespit
edilen hastalarin mutlaka HPV DNA testi ile birlikte degerlendirilmesi hastaligin kesin
tanisi, prognozu ve tedavisi hakkinda yol gostermektedir. Bu yaklasimla hastalara
gereksiz invazif girisimler 6nlenmekte ve iilke ekonomisine O6nemli bir katki
saglanmis olmaktadir.

Bu calismada, Eskisehir bolgesinde, 30-65 yas aras1 kadinlarda HPV DNA
varliglr arastirilmis ve var olan tiplerin sikligi degerlendirilmistir. Arastirmaya
Eskisehir Yunus Emre Devlet Hastanesi biinyesinde faaliyet gosteren Kanser Erken
Teshis, Tarama Merkezi’'ne (KETEM) tarama amacl basvuran, 30-65 yas aras1 1081
kadin dahil edilmistir. Arastirmaya katilan tiim kadinlarin servikal 6rnekleri Pap
smear ve Hybrid Capture 2 (HC 2) yontemleri ile test edilmis, daha sonra rastgele
secilen 152 kadmin servikal 6rnegi konsensus Real-Time PCR ile taranarak HPV
DNA varlig1 saptanan 6rneklerde pyrosequencing ile genotiplendirme yapilmuistir.

Boylece HPV DNA varligin1 saptamada bu iki molekiiler yontemin performanslari
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degerlendirilmistir. Ayrica her iki molekiiler yontemin sonuglart Pap smear test
sonuclariyla karsilastirilmistir.

Arastirma sonucunda Pap testi ile poztif saptanan bazi Orneklerde HPV
varlig1 gosterilememis, Pap testi ile negatif olarak raporlanan bazi orneklerde ise
yiiksek riskli HPV varligi saptanmistir. HPV enfeksiyonu ile servikal kanser
arasindaki giiclii etiyolojik iliski, tlilkemizdeki sitopatolog sayisinin yetersizligi,
ekonomik maliyet ve kadnlarin yasayacagi stres distinildiigiinde, Amerika
Kolposkopi ve Servikal Patoloji Cemiyeti (ASCCP) ve FDA’nin (Food and Drug
Administration) da onerileri ile servikal kanser taramsinda Pap teste ilave olarak
molekiiler bir testin kullanilmasinin gerekliligi agiktir.

Arastirmada kullanilan iki molekiiler yontemin pozitiflik sayilar1 ve
belirledikleri risk grubu dagilimlar1 arasinda da bazi farkliliklar saptanmistir. Bu
nedenle servikal kanser taramasinda Pap smear testi ile birlikte kullanilacak en dogru
molekiiler yontemin hangisi olacaginin belirlenmesi igin testlerin uyumluluklarinin
da degerlendirildigi calismalar yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Servikal kanser taramasi kadar oOnemli bir baska konu ise HPV
enfeksiyonundan korunmaktir. Bu konuda yapilabilecek dogal uygulamalar; cinsel
iligki yasinin mimkiin oldugu kadar geciktirilmesi ve menars yasindan
uzaklagtirilmasi, sigara i¢ilmemesi, partner sayisinin az olmasi gibi yontemlerdir.
Fakat HPV, bulasiciligi ¢ok yiiksek olan bir virustur ki; biitiin bu korunma onlemleri
yaninda rutin jinekolojik muayeneler ve 6zellikle as1 uygulamalart da korunmada gok
onemlidir.

Biz arastirmamizda Eskisehir Bolgesi’inde yasayan kadinlarda en sik
saptanan yliksek riskli iki HPV tipini; HPV tip 16 ve HPV tip 18 olarak belirledik.
Bu veriler mevcut asilarin bolgemiz kadinlarinda HPV enfeksiyonundan korunmada
uygun bir segenek olacagini diisiindiirmektedir.

Sonug¢ olarak toplumdaki tiim bireyler HPV enfeksiyonu, sonuglari ve
korunma yontemleri konusunda bilinglendirilmeli, as1 ve servikal kanser taramasi
uygun popiilasyonlara Onerilen programlar dogrultusunda en etkin sekilde

yapilmalidir.
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