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1. GIRIS

Human papillomavirus (HPV), serviks kanserinin primer etiyolojik
ajanidir. HPV, genital bolge disinda da prekanserdz lezyonlara sebep olmaktadir.
HPYV ile iliskili baslica maligniteler; serviks, larinks, deri, farinks, vulva, vagen,
kolon, anal kanal ve penis maligniteleridir (1,2).

Human papillomavirus, Papillomaviridae ailesine ait bir DNA viriisiidiir.
Son yillarda giderek artan 6nemi olan infeksiyoz ajan olarak tanimlanmaktadir.
HPV; 200°den fazla farkli tipe sahiptir (3). Servikal kanserlerin %99,7’inde ve
diger anogenital kanserlerin yaklagik %50°sinde onkojenik HPV tipleri ile olusan
infeksiyon rol oynar (4).

Diinyada, serviks kanseri 45 yas alti kadinlarda en sik goriilen 2. kanser
tiriidiir. Meme ve akciger kanserinden sonra kanserden dliimlerin onde gelen 3.
nedenidir. Diinya capinda her iki dakikada bir kadin serviks kanserinden
O0lmektedir. Tarama programlari, serviks kanserinin azalmasinda 6nemli bir etkiye
sahip olmasmma ragmen hala kadinlar serviks kanseri nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Serviks kanseri, {ilkemizde goriilen kanserler arasinda 8.
siradadir (5).

Human papillomavirus, ayrica premalign ve malign genital lezyonlarla da
iligkilidir. Tip 6, 11, 16, 18 genital bolgedeki HPV ile iliskili lezyonlarda en sik
rastlanan tiplerdir. Bu lezyonlar spontan olarak gerileyebilir veya karsinoma
ilerleyebilir. Onkojenik progresyon daha ¢ok yliksek riskli tipler olan 16 ve 18’de

goriiliir (6).



Bazi1 kanser tipleri farkli viriisler veya bakteriler ile iliskilendirilmistir.
Insan kanserlerinin %10’unundan enfeksiydz etkenler sorumludur. HPV ile
serviks kanseri, HBV ile karaciger kanseri, HTLV-1 ile erigskin T hiicreli 16semi
ve Helicobacter pylori ile mide kanserinin iligkili oldugu gosterilmistir. Son
calismalar da insan norotropik JCV enfeksiyonu ile KRK (Kolorektal Kanser)
arasindaki iliskisi lizerine yogunlasmustir (7). Chlamydia psitacii, Borrelia
burgdorferi ve Streptococcus bovis, okuler, deri ve kolorektal kanser ile her biri
ayrt ayri iliskili olan mikroorganizmalardir. Insan barsaklarinda bulunan ve
kommensal bir bakteri olan Bacteroides fragilis’de, son ¢alismalarda hayvan
modellerinde KRK ile iligkili bulunmustur (8). Entecoccus feacalis ‘de kommensal
olarak insan ince barsaklarinda bulunur ve siiperoksid, H,O, ve hidroksil
radikalleri {ireterek kromozomal diizensizlige neden olur ve bu mekanizma
tizerinden adenémat6z polip ve KRK olusumunda suglanmaktadir (9).

Kolorektal Kanser; diinya c¢apinda en sik goriilen kanserlerden biridir.
Kadmlarda ve erkeklerde en sik gozlenen kanserlerden olmakla beraber,
gastrointestinal sistem tlimorleri icinde, cerrahi miidahale ile en ¢ok tedavi
edilebilen  kanserlerdendir. Insidans ve mortalitesi diinya capinda belirgin
degisiklik gostermektedir (10). Diinya ¢apinda her yil yaklasik bir milyon KRK
tanist konulurken, 500.000 hasta KRK nedeniyle kaybedilmektedir (11). En
yiiksek insidanslar Kuzey Amerika, Avustralya, Kuzey ve Bati Avrupa’da iken
gelismekte olan tilkelerde 6zellikle Asya ve Afrika’da daha diisiik oranlar vardir
(12). Kolon kanseri’nin diinyada goriilme siklig1 kadinlarda yiiz binde 14-15 iken,

Avrupa’da yiiz binde 23-25, iilkemizde ise yiiz binde 8’dir. Amerika Birlesik



Devletleri’nde de 2013 yilinda 143,000 yeni vaka tan1 almistir ve yaklasik 51.000
kisi bu hastalik nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (13). Diinya da KRK, kanser
olgularmin %9,4’linli olusturmaktadir, kadinlarda meme ve serviks kanserinden
sonra 3., erkeklerde akciger, prostat ve mide kanserlerinden sonra 4. en sik
rastlanilan kanserdir. Ulkemizde KRK gériilme siklig1 acgisindan tiim kanserler
icinde %7,8 ile kadinlarda iiclincli ve %7,5 ile erkeklerde dordiincii sirada yer
almaktadir (14).

Kolorektal kanserde risk faktorleri genetik ve cevresel olmak iizere
siiflandirilabilir. Yas, aile hikayesi, inflamatuar barsak hastaliklari, obesite,
kirmiz1 et tiiketimi, sigara ve alkol kullanimi risk faktorlerinden en dnemlileridir
(15). Kolorektal karsinogenezisde ¢ok basamakli bir siiregtir. Genomik ve
kromozomal instabilite, anormal DNA metilasyonu, tiimor supresor genlerde olan
mutasyonel inaktivasyon veya onkogen yolaklarindaki aktivasyon ile
olusmaktadir (16).

Tiim kolorektal kanser vakalarinin 9%75-80 kadar1 sporadik olarak
gelismektedir. Buna ek olarak genetik gecis sekli tam olarak bilinmeyen fakat
ailede bircok bireyi etkileyebilen ailesel kolorektal kanser yaklasik %15-20
kadardir. Genetik gecis yollar1 ve bozukluklart bilinen kalitsal kolorektal kanser
ise yaklasik %5 kadardir. Histolojik olarak adenokarsinom, musindz
adenokarsinom, tagli yiizikk hiicreli karsinom, yasst hiicreli karsinom,
adenoskuamoz karsinom, mediiller karsinom, diferansiye olmayan karsinom diye

tiplendirilmektedir. En sik rastlanilan tip %95 siklikla adenokarsinom’dur (14).



Son birkag yilda, kolon kanseri ile ilgili yapilan ¢alismalarda etyoloji de
diger faktorlere ek olarak HPV enfeksiyonlart iizerinde de durulmaya
baslanmistir. HPV DNA anogenital ve serviks kanserinde etyolojik ajan olarak
suclanmaktadir. HPV enfeksiyonu insan genital keratinositlerini, kolon mukozasi
epitelyum hiicrelerini dliimsiizlestirmektedir. Bu durum maligniteye dontisiimde
baslatic1 olarak onemli rol oynamaktadir. Kolorektal kanser dokusunda HPV
DNA %0-84 arasinda ¢ok genis bir dagilim gostermektedir (15, 4). Calismalar;
HPV tipl6 ‘nin, kolorektal tiimérde major rol oynayan HPV tipi oldugunu
gostermektedir. Son zamanlarda non-genital kanserler arasinda orofaringeal
kanserler ile HPV 16/18 ‘inde iliskili oldugu kanitlanmistir. Ancak, akciger,
meme ve kolorektal kanserlerdeki rolii heniiz ispat edilmemistir (17).

Bu temel bilgilerin 1s18inda, bu ¢alisma ile klinik olarak kolon kanseri
tanis1 alip opere edilen hastalardan alinan tiimorlii doku 6rnekleri ile kolon kanseri
tanist patoloji tarafindan konulmus hastalarin parafin blok halindeki doku
orneklerinde, Real-time PCR ile HPV tip 16 varligimi goéstermeyi amagladik.
Ayrica kontrol grubu olarak; kolon malignitesi disinda herhangi bir barsak
rahatsizlig1 nedeniyle opere olmus hastalarin parafine gomiilii doku orneklerini

calismaya aldik ve Real-time PCR ile HPV tip 16 varligini arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihce

Papillomaviriisler (PV), insanlarda hastalik yapan DNA viriislerindendir.
Bu viriisiin klinik bir sorun olarak goriilmesi tarihsel kaynaklarda, milattan sonra
(MS) 500’lere dayanir (18, 19). Sigiller eski Yunan ve Romalilardan beri
bilinmektedir. Ancak 19.ylizyilin baslarina kadar genital sigillerin, sifiliz veya
gonore ile iligkili oldugu disiinilmekteydi (20).Sigillerin viral kaynakli olduklar
1900’li yillarin baglarinda saptanmistir. Papillomaviriisler tiire spesifiktir. Bu
nedenle insan papilloma viriis (HPV) ile ilgili ¢aligmalar1 hayvanlar iizerinde
yapmak miimkiin degildir (21). Roma’da, 1907 yilinda, Cuiffo insan sigillerinden
alinan hiicresiz ekstraktlarla inokiilasyon deneyleri yapmis ve kutandz sigillerin
olustugunu gozlemlemistir (22).

Ik saptanan DNA tiimér viriisii, 1930 yilinda Richard Shope tarafindan
kesfedilen pamuk kuyruklu tavsan papillomaviriisiidiir (CRPV). Richard Shope
1933°’de CRPV ile yaptig1 calismada bu viriisii kutandz papillamotosis ile ilgili
bulmustur. Papillomavirlis ile insan arasindaki iliski ise ancak 10 yil sonra
bulunabilmistir. Rous ve Bernard 1934’te evcil tavsanlarda olusan ilk
papillomanin skuamoz hiicreli karsinomaya doniistiigiinii bildirmiglerdir (23).

Strauss ve ark.’lar1 1949 yilinda ilk kez insan sigillerinde viral partikiilleri
elektron mikroskobu (EM)’nda tespit etmislerdir. Ito ve Evans 1961 yilinda
karsinomanin enfeksiydz papillomaviriis DNA’s1 icerdigini gdstermislerdir.
Elektron mikroskobu ile 1960’11 yillarda yapilan caligmalarda genital sigillerde

viral partikiiller tespit edilmistir. Bu partikiillerin de deridekilere benzer oldugu
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saptanmistir. Boylece HPV’nin deri ve genital bolgedeki sigillerden sorumlu bir
ajan oldugu kabul edilmistir (19, 25, 26).

Human papillomavirus’un kiiltiirii yapilamadigi i¢in molekiiler klonlama
tekniklerin 1970’lerde kullanilmaya baslanmasina kadar yapilan ¢alismalarda pek
asama kaydedilememistir. Klonlama tekniklerin 1970’lerde gelismesiyle PV lerin
genomlarinin ORF (open reading frame)’leri belirlenmistir. Klonlama ¢alismalari
ile ayn1 zamanda HPV’lerin bir ¢ok genotipinin bulundugu ve bazi alt tiplerinin
ozellikle serviks kanseri gibi insan tiimorleri ile yakin bir nedensel iliskiye sahip
oldugu gosterilmistir (27).

Zur Hausen 1976 yilinda HPV’nin seksiiel yolla bulasan bir karsinojen
oldugunu bildirmistir. ilk olarak Meisels’in Cervical Intraepithelial Neoplasia
(CIN) ile HPV arasinda bir iliski saptadigini ifade etmistir. Bu tarihten sonra
kadin genital sisteminin HPV ile iligkili lezyonlarinin CIN, karsinoma in-Situ
(CIS) ve invaziv skuamoz hiicre karsinomlari ile iliskili oldugu bilinmektedir
(28).

Papillomaviriis arastirmalari, orofaringeal kanserler, anogenital kanserler
ve serviks kanserine neden olan spesifik HPV tiplerinin izolasyonuyla devam
etmistir. Genital sigillerden HPV tip 6 DNA’smnin izolasyonu 1980 yilinda,
laringeal sigillerden HPV tip 11 izolasyonu 1982 yilinda yapilmustir (24).

Gissmann ve ark. 1982 yilinda insanda HPV’yi 3 invaziv kondiloma
akiiminata biyopsisinden izole ettiklerini belirtmiglerdir. Ayni calismada sirasiyla;
1983°de ise Diirst ve ark. servikal kanser biyopsilerinde HPV16 varligim

saptamis, ayni grup anogenital kanserlerin prekiirsor lezyonlarindan da HPV 16°y1



izole etmislerdir. Schwarz ve ark.’1 1985°te servikal kanserde E6 ve E7’nin
selektif transkripsiyonunu tamimlamislardir. Kreb, 1989 yilinda insan sigil
virlisliniin sadece bir tipinin oldugundan, enfeksiyon bolgesi ile hastanin genetik
yapisinin kutanéz sigil, mukozal kondiloma ve papillomalarin klinik gériiniimiinii
belirledigini agiklamistir. 1990°da Werness ve ark. E6 proteini ile p53 etkilesimini
bildirmistir. Mandell ve ark.,1995 yilinda steril ekstratlar kullanarak goniilliilere
sigilleri basartyla aktarmiglardir. Belshe 1991 yilinda papillomaviriisleri,
polyomaviriislerle birlikte Papovaviridae familyasina dahil etmistir. Bugiin hizla
gelisen teknolojilerle de HPV ile ilgili pek ¢ok bilgi giin 1s18ina ¢ikmaktadir (29-
32). Lambert ve ark. 1993’te transjenik hayvanlarda timdr olusumunu
gostermislerdir. HPV nin onkojenik potansiyeli iizerinde durulmaya baslanmistir.
Soto ve ark. 2000 yilinda HPV ile malignite iliskisini tanimlamislardir. Son
gelisme olarak HPV asilar1 da 1996’da Zur Hausen ve 2006’da Lowy tarafindan
bildirilmistir (33).

Kuadrivalan ve bivalan asmin 2005- 2006 yillar1 arasinda FDA onay1
almig ve tim diinya piyasasina verilmistir. Tiirkiye’de de 2007-Nisan’de Gardasil
ve 2008 Mart’da Cervarix kullanima girmistir.

HPV ile servikal kanser arasinda %99.9 oraninda nedensel bir iligki
saptayan Zur Hausen 2008 Nobel Tip Odiiliinii almistir (34). Bugiin servikal
kanser ile HPV’ln iliskisi artik tartisiimamaktadir. Kesinlikle biitiin serviks
kanseri olgularindan herhangi bir HPV alt tipi sorumludur. Bunun disinda HPV
sadece serviks degil anal, vulvar, penil, oral, bas- boyun, vagen gibi diger organ

maligniteleriyle de iliskilendirilmektedir (33).



HPV vyapisi, onkogenez mekanizmasi, malignitelerle iligkisi ile ilgili

calismalar devam etmektedir.

2.2. Smiflandirma

HPV, etyolojik olarak deri ve mukozal epitelyal lezyonlara neden olan ¢ift
iplikli DNA virusudur. Niikleotid benzerligi L1 gen bolgesine baglidir, ve buna
gore tiir, cins ve tiplere ayrilir. Viral genom siiflandirilmasinda yeni tipin L1
bolgesi diger tiplerden en az %10 farkli olmalidir. Farkliligin %2-10 arasinda
olmast HPV subtip ve L1 gen farkliigimin %2’den az olmast HPV molekiiler
variant olarak tanimlanir (35). insanlarda yaklasik 200 tip HPV genotipi tamamen
sekanslanmistir ve bulunma sirasina gore numaralandirilmistir (3). Major HPV
genotipleri {i¢ farkli cinse baghdir: a papillomavirus, esas olarak genital
lezyonlardan izole edilir. Virusun yaklasik olarak 40 viral tipi anogenital
mukozayr enfekte etmektedir (2). B papillomavirus, epidermiodisplasia
verruciformis iligkili olarak adlandirilir ve f ile y papillomavirus esas olarak deri
ve kil folikiillerini igeren kutandz lezyonlardan izole edilir (35). Son ¢alismalarda
gama ve beta papillomaviruslarin oral kavite gibi farkli lokalizasyonlardan da

izole edildigi gosterilmistir.



alpha-
papillomavirus

beta-
papillomavirus

Sekil 1. Papillomavirus filogenetik agag (35)

Onkojenite potansiyeline gore diisiik risk, olasi yiiksek risk ile yiiksek risk
arasindaki fark timor supresor proteinlerini E6-E7 gen bolgelerinin baglamasidir.
Bu baglanma ile virus genomu konak hiicre genomuna entegre olmaktadir (36).
Onkojenite HPV tipleri
Yiiksek risk (HR HPV) 16,18,31,33,35,39,45,51,52,55,56,58,59,66,68,73,82,83
Olas1 yiiksek risk 26,53,66

Distik risk (LR HPV)  6,11,40,42,43,44,54,61,70,72,81 (37)

2.3. HPV’nin Genel Ozellikleri

HPV enfeksiyonlari, epitelyal ve mukozal ylizey epitel hiicrelerinde
benign ve bazen de malign neoplazmlara neden olurlar. Yiiksek riskli HPV’ler
%100 siklikla serviks kanser vakalarinda primer etyolojik ajanidir ve insanda

meydana gelen malignitelerin yaklasik %15-20°si ile iliskilidir (37). Yiiksek riskli



HPV’lerin 15 tipinin servikal kanserin gelisiminde etken oldugu gosterilmistir
(38). HPV’nin onkojenik tiirleri olan, HPV 16, 18, 31 ve 45, siklikla anogenital
kanserlerde bulunur. Ozellikle serviks ve anal bdlge malignitelerinde yiiksek riskli

tipler saptanmaktadir (39).

2.3.1. HPV’nin Yapisi ve Proteinleri

Virus yapisi ve genomu.

HPV cift iplikli DNA genomu olan, Papillomaviridae ailesinde, zarfsiz bir
virus’dur. Virion yaklasik 55 nm c¢apindadir. Sirkiiler, yuvarlak cift iplikli DNA
genomu, hiicresel histonlara bagli olarak yaklasik 8000 bp uzunlugundadir (40).
Genomda, Guanin + Sitozin orani, %40,6’dir. Viral genom, 5 erken gen (E1, E2,
E4, E6 ve E7) ve iki gec gen (L1, L2) igerir. Her gen bir acik okuma bolgesi, ORF
(Opening Reading Frame) ile kodlanir. E5 ‘e ait bir ORF yoktur. LCR (Long
Control Region) bélgesi, L1 ile E6 arasinda, 411 bp yerlesmistir. Iki palindromik
E2 baglama bolgesi (ACC-N6-GGT) ve E6 promotore ait varsayilan iki TATA

kutularini ve L1, L2 transkriptlerinin poliadenilasyon bdlgelerini igerir (41).

URR

(_.Ab_\‘ pEarly pLate Early poly-A Late poly-A
ri
o £ ® ?
Enhancer [Fgg E4 E5
E7 E8 E2 L1
Ei L2

Sekil 2. Papillomaviruslerin genetik organizasyonu (42)
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. onkoproteinler

major kapsid

proteini )

~ . DNA helika ve viral

HPV16 DNA replikasyonu

minor kapsid

proteini ~Transkripsiyonun kontrolu

viral epizomun baglanmasi

Genom amplifikasyonu Genom amplifikasyonu
Hicresel proliferasyon Hiicre iskeletifkeratin

etkilesimi

Sekil 3. HPV genomunun genomik organizasyonu (43)

» Erken (early) bolge: Viral replikasyon ve transkripsiyon i¢in gerekli
proteinleri kodlar.

*  Geg (late) bolge: Kapsidin strukturel proteinlerini kodlar.

* LCR (Uzun kontrol bolgesi): Viral DNA replikasyonu ve

transkripsiyonun regulasyonu igin gerekli cis-elementlerini igerir (2)

HPV Proteinleri:

E1 proteini:
In vivo regulation DNA replication in vitro
r . \ 1 A .

.
™ uu DBD g\‘frem
. ) e | S5 || o8 ok 2

,W«WJ L .
= V .-
| Niskieer Lokalizasyon olgometaoyon] T WA w8 s3 8 SL R
lsioyati | . |
= §D 8028
FF FEEFIR0S

CaC s )¢ (o)

Origin-binding Unwinding (non-specific DNA binding)
Dimerization Cligomerization

Sekil 4. E1 proteininin yapisi (44)
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El proteini A,B,C,D diye adlandirilan C terminal bolgesine yakin, ATP az
aktivitesi olan dort bolgeden olusur. Yaklasik 600-650 amino asid
bityiikliigiindedir. Ug fonksiyonel segmente ayrilmistir:

- Optimal replikasyon i¢in gerekli olan N terminal diizenleyici bolge,

- Ori bolgesinin spesifik kisimlarin1 taniyan DNA baglama bolgesi

(DNA Binding Domain, DBD),
- Kisa DNA dimerlerini ve hekzamerleri baglayan ATP az aktivitesi olan
C terminal enzim bolgesi (hinge domain, HD)’nden olusur.

E1l baslangic proteinidir ve viral DNA sentezinin baglamasinda ¢esitli
roller alir. E1; ATPaz /helikaz bolgesi, E2 proteini ile etkilesir. Bu bdlge aym
zamanda PCNA (proliferating cell nuclear antigen), siklin A ve B, histon 1 gibi
replikasyon faktorlerine baglanarak bu proteini replikator orjine tasir. Viral

replikasyon orjininde E1 ve E2 i¢in spesifik baglanma bolgeleri bulunur (44, 45).

E2 proteini:
DNA baglayvan kismm
Transaktivasyon bolgesi
Dimerizasyon
Kanca

Sekil 5. E2 proteininin yapisi (46).

Bu protein papillomavirus E2 ORF ile kodlanir. E2, 360 aa.
uzunlugundadir ve farkli fonksiyonlar1 olan 3 kisimdan olusur: N terminal

transaktivasyon domain (TAD), 1-200 aa. transkripsiyonu aktiflestirir ve konak

12



kromatinine baglanma yetenegi vardir. C terminal- DNA baglanma dimerik
domain (DBD), DNA’ya spesifik baglanma ve dimerizasyondan sorumludur.
Hinge (kanca) bolgesi, bu iki fonksiyonel domaini birlestirir (47). E2
papillomaviruslerde DNA replikasyonunu baslatir. Ve replikasyonun stabil bir
sekilde olmasini saglar. Viral gegnom DNA’sinin salinim ve onariminda énemlidir.
E2 proteinlerinin ¢ogalmasi, farkli aktivitesi olan homo-heterodimerlerin
olusumunda 6nemlidir. E2 ile E1 viral helikaz aktivitesi de diizenlenir.

E2 indirekt olarak, viral onkogenler E6 ve E7 ekspresyonun aktivitesinin
diizenlenmesinde rol alir. LCR bélgesinde yer alan E2BS (Binding Site)’ler
yanininda hiicresel transkripsiyon faktorlerinin de baglandigi bolgeler bulunur.
Viral hayat siklusunun ge¢ sathasinda E2BS’e E2 proteinlerinin baglanmasi ile
hiicresel transkripsiyon faktorleri serbestlesir ve E6 ile E7 proteinlerinin

transkripsiyonu baskilanir (48).

E3 proteini:

Son yillarda tanimlanmig bir proteindir. E3 geni E8 ile birlikte erken gen
bolgesinde lokalizedir ve sadece bir kag papillomavirus tipinde bulunur.(HPV 1,
11, 16, 31, 33). Yapimui ve gorevleri hakkinda fazla bilgi yoktur. HPV ile gelisen
kanserlerde E3’tin ubikitin ligaz ile birlikte calistigi netlik kazanmig ama

mekanizmalar tam aydinlatilmamistir (49, 50).
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E4 proteini:

Viral hayat siklusunun ge¢ fazinda eksprese edilir. E harfine ve E4
ORF’un genomik lokalizasyonuna ragmen ge¢ proteindir. Epitelin st
katmanlarina dogru yiiksek miktarlarda birikir. E4 ORF’un translasyon baslatici
AUG kodonu olmadigr i¢in E1 ORF’daki uygun siray1 kullanir ve E1 ORF’den
derive olan ilk birka¢ aminoasit ile E4’den olusan E17E4 fiizyon proteini
sentezlenir ~ (51). E4’in en oOnemli fonksiyonu, hiicrede sitoskleton ara
filamanlardan olusan keratin ag1 yikima ugratmasidir. Bu sayede virus
partikiillerinin hiicreden ¢ikis1 kolaylasir (52, 53). Ayrica hiicre dongiisiini G2’de
durdurma ve E7 aracili hiicre proliferasyonunu antagonize etme yetenegi vardir.
Yakin zamanli ¢aligmalar, HPV 16 ve 18 E4 proteinlerinin E2 ile birlesebildigini

gostermistir (54).

E5 proteini:

Liimn Sitoplazma

=11
ES 83 aa

Sekil 6: E5 proteini yapis1 (55)

ES, 83 aa uzunlugunda, kiiciik, transmembraner, hidrofobik bir proteindir.
Endoplazmik retikulum, plazma membrani, niikleer zarf ve golgi de bulunur.

Viral hayat siklusunun ge¢ fazinda eksprese edilir (55).

14



Tranzkripsiyon
mekaniDmsas

Hilicre ylzeyincds hHC —
e poptativ
EkSpreEsyonu ‘ | e
HPVI16
ES5 protein

7 N

AP junclion arasi . =
E&‘U#’rﬂ Wakiaolar EGF Resepdri

................... IH-FHTF' B

Sekil 7. ES proteininin gorevleri (56)

E5 proteini, vakuolar proton ATPaz ile birleserek endozomal asidifikasyon
stirecini geciktirir. Boylece, hiicre yiizeyindeki, biiyiime faktori reseptor (EGFR)
geri doniisiimiinii etkiler. EGFR (epidermal growth factor reseptor) aracilt
reseptOr sinyalinde artisa yol agar ve iist epitel tabakalarinda replikasyona uyumlu
bir ortamin devam etmesini saglar (54).

E5 proteininin  belli basli gorev aldigt diger olaylar: hiicre
transformasyonu, apoptozis, hiicre siklusu ve biiyiime faktorlerine etkilidir ve
HPV transformasyonunda dogal ve kazanmilmis immun cevapta degisiklik

olusturmaktadir (57).

E6 proteini:

ESAP FDZ protein

baflama  baZlama

I
E6 131 aa CHXC- Mg CHXKC CKMC-Xag CHNC .

Sekil 8. E6 proteini yapis1 (55)
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E6 proteini, 17 kDa biiyiikliigiindedir ve 150 aminoasidden olusur (58). Iki
tane ¢inko parmaklar1 vardir ve proteinin stabilitesinden sorumludur. Ug kisimdan
olusan proteinin, N terminal bolgesi, E6-AP (Associted Peptide) i¢in baglanma
bolgesine sahiptir. C terminal bélgesi, p53 transkripsiyonel bolge CBP/ p300 ve
proapoptotik proteinler bax, bak ile etkilesir ve apoptozisin engellenmesinde
gorevlidir (59).

HPV, enfeksiyonu sirasinda eksprese edilen ilk proteindir. Sitoplazmada
ve nukleusda ¢ok sayida hiicresel protein ile etkilesir. E6 proteininin en 6nemli
gorevi p53 inaktivasyonuna neden olmasidir. HR HPV E6 proteini, dnce E6 AP’e
baglanir, sonra bu kompleks p53’¢ baglanir, ubikitinizasyon ile, p53 tiimor
baskilayict genin proteozomda yikimi olur. Hem yliksek hem de diisiik riskli E6
proteinleri p53 ile birlegir ama sadece yiiksek riskli onkogenlerin p53'iin gekirdek
bolgesine baglanma yetenegi vardir. Bu basamak E6 AP’yi giliclendirmekle
iliskilidir. E6 AP’de, E6 ile komplike hedef proteinlerin ve viral onkogenlerin
birlesmesini saglar (60, 61).

DINA haszan
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Sekil 9. p53 ile E6 proteininin etkilesimi (62)
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E6-E6AP kompleksi p53 yikiminin yanisira, PDZ gibi bir¢ok proteinin
proteozom i¢inde yikiminda da rol alir. E6 proteininin C terminal bélgesi PDZ
proteinlerini baglayan 4 aminoasitlik motif bulundurur. Bu bélge Z0-1 (Zona
occludens 1 protein), hscrib, MAGI, ptpn3, muppl vb birgok PDZ proteini ile
etkilesir. PDZ proteinleri hiicreler arasi siki baglantilar1 ve hiicre polaritesini
regule ederler. Hiicre i¢inde sinyal iletiminde rol alirlar. Hiicre proliferasyonunun
kontroliinde aracidirlar. PDZ proteinlerinin yikim ile hiicreler arasi temas, hiicre
polaritesi ve hiicre proliferasyonunun kontrolu de kayba ugrar (63, 64).

E6 proteininin diger bir gorevi telomerazi aktive etmesidir. Normal
somatik hiicrelerde kromozom uglarinda, telomer denilen kodlama yapmayan,
tekrarlayan hegzamerik DNA dizileri bulunur. Telomer uzunlugu hiicre béliinme
sayist ile iliskilidir. Telomerler, mitotik diizenleme yapar. Her hiicre
boliinmesinde telomerler kisalir. Telomer kisalmasi kritik bir noktaya ulastiginda
hiicre krize girer. Kanser hiicrelerinde kisalan telomer uglari telomeraz ve FADD
adaptdr protein ile kaspaz 8’e baglanir, indirger ve apoptozis inhibe olur. Intrinsik
yolda da hiicre i¢indeki DNA hasari, oksidatif stres gibi apoptotik sinyalleri
algilayarak tetiklenir (65, 66).

E6, apoptozisi bloke eder ve bunu iki ana yolu bloke ederek yapar:
Ekstrinsik yol ile hiicre yiizeyinde apoptotik reseptorlerin aktivitesini indiikleyen
hiicre dis1 sinyalleri tetikler. TNFR-1'e baglanir, TRADD (TNFRI1 iligkili 6liim
domaini adaptoér molekiil)’i inhibe eder. TNFR1'in apoptozis ile iligkili 6liim

bolgesi bloke olur (67).
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Bu protein ayrica G proteinleri ile diizenlenen kromozomal stabilitesinin
bozulmasinda, immun sistemden kagista 6nemlidir (68).
E6 proteini insan telomerazin katalitik subuniti olan hTERT

ekspresyonunu arttirir ve boylece HPV ile enfekte hiicreler siirekli ¢ogalir (69).

p BB bag}anma:u
E7 98 aa XN C= M -CO0NC
[orvsatimons tre T T T v

AdELIAS SV40TAg
homeoloji

Sekil 10. E7 proteini yapisi (55)

E7 proteini kiigiik, asidik polipeptidler ile olusan yaklasik 100 aminoasitlik
bir proteindir. E7’nin amino terminali CR 1 (Consert region -1) ile adenovirus
(Ad) E1A ve SV40 ile iliskili biiyiik tiimor antijen (TAg) CR2 sekanst ile ilgilidir.
SV 40 TAG ve Ad E1A yi igeren iki bolge, yiiksek riskli HPV E7 onkoproteininin
transformasyon aktivitesi i¢in onemlidir. E7 proteini, CR, diye adlandirilan iig
bolgeden olusur CR1 ve CR2, N terminal ugta yer alir, C terminal u¢ta da bir
¢inko parmagi yer alir. Cinko parmagi E7 proteininin stabilitesinde ve uygun
katlanmasinda onemlidir. CR 2 bdlgesinde, biitin HR HPV tipleri arasinda
korunan LYCYE (Leu-Y- Cys-Y-E) motifi ile pRb protein ve diger islenecek
p107 ve p130’a baglanir ve inaktive eder (70, 66). LR HPV tipleri ise pRb e daha
diisiik afinite ile baglanir. Timor supresor protein pRb ile E7 proteininin

baglanmasi ile hiicresel transkripsiyon faktorii E2F serbest kalir, (71). E2F,
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boliinmeyen diferansiye hiicrelerin S faza gecisinde 6nemli siklin E, siklin A,

CDK2 ve DNA polimeraz gibi proteinlerin sentezini uyarir. Boylece HPV nin

¢ogalmasi icin hiicreler ¢ogalmaya devam eder. E7 proteini ayrica, hiicre

siklusunda fazin ilerlemesini saglayan CDK ’larin inhibitorii p 21 ve p 27’e direkt

baglanir, hiicrelerin S fazina progresyonu artar (72). HR ve LR HPV ile olusan

hastalilarda gen ekspresyon paternleri ve protein fonksiyonlar1 farklilik gdsterir.

Bu farkliliklar E6/E7 gen ekspresyonunu etkiler. Ayrica, hastalik sonrasi

enfeksiyon fenotiplerinin belirlenmesinde viral gen ekspresyonundaki farkliliklar

biiyiik rol oynar.

Tablo 1. E6 proteininin HR HPV enfeksiyonlarindaki rolii (73)

E6

EG6 iiriinleri kodlama

P53 ve spesifik PDZ domain proteinleri
(dlg, MAGI-1, scribble) baglanma ve

salimm
Apoptozis
DNA hasari sonrasi biiyiimenin durmasi

Keratinosit farklilasmasi
IFN cevabinin inibisyonu

Sinyal
TORCH-1)

yolaklar (akt,wnt,notch,m

Telomeraz aktivasyonu

C-myc aktivasyonu

HR o HPV

Var

Var

Inhibe
Bypass olur

Inhibe

Olur

Aktive

Var

Var

LR a HPV

yok

yok

?7?

Normal olur

7?

Zayif IFN

cevabi

7?

yok
yok
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Tablo 2. E7 proteininin HR HPV enfeksiyonlarindaki rolii (73)

E7 HR o HPV LR o HPV
1. Genom instabilitesi Indiiksiyonu stimulasyon yok
2. STAT-1 fonksiyonu supreyonu Var yok
3. immortalizasyon ve transformasyon Var yok
fonksiyonlar:
4. Akt sinyal yolaginin aktivasyonu Var bilinmiyor
5. pRB, p 107 salimm ve baglanma Var Yok

HR o HPV’de E2F1, cullin 2, HDAC salinim olur ama baglanma olmaz.
Ayrica tim HPV tiplerinde diizenleyici proteinler E2F6, p600, HAT, pp2A’y1
iceren bu proteinler hiicre siklusuna girisi ve DNA sentezinde genom

amplifikasyonunun rolunu indiikler (72, 73).

L1 proteini:

Papillomavirus’lerin major kapsid protein olan L1, 55kD biiyiikliiglinde

bir proteindir. Bu proteinin virus like protein (VLP)’lere yapisma 6zelligi vardir.

Sekil 11. L1 proteini (74)
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Papillomavirusun dis yiizeyi girintili ¢ikintihdir. Pentamerik L1
proteinlerinden olusur. 72 adet kapsomeri olusturur. L1 proteininin N ve C
terminali bulunur, C terminali 6zelliklidir. Her C terminali topuzun dis tepesinin
yanindaki noktadan kapsomer i¢inden kanyona bakan ylizeye kadar sarar. Komsu
kapsomerler ile yiiksek tepe nokta arasinda L1 de bir disiilfit bagi olusturulur (74,
76). L1 proteini HPV viral yiizey proteinlerinin %90’nin1 olusturur ve tipik olarak
viral replikasyonun ge¢ fazinda sentezlenir. Major kapsid proteinidir ve kuvvetli

immunuojeniktir (75).

L2 protein:

Mindr kapsid proteini olan L2, 76 kDa biiyiikliigiindedir. Kapsidi
olusturan 72 kapsomerin i¢inde, L1 pentamelerinin altinda lokalizedir (76). L2,
viryonun hiicre yiizeyinde bulunur. L2, N terminali ile furine baglanir ve
cekirdege viral DNA’nin taginmasina yardimci olur. Viral soyulma igin gerekli
degildir ama endozomdan viral DNA ‘nin kagisi ig¢in gereklidir. L2, bu olay1
membran destabilize edici motif ve y-sekretaz ile kolaylastiriyor goriinmektedir.
Viral DNA ‘nin L2 ile ¢ekirdege tasinma mekanizmasi ve girisin hangi

mekanizmalarla oldugu tam anlasilamamistir (77, 78).
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2.4. Viral Yasam Siklusu

2.4.1. Virusun Hiicre I¢ine Almimi

Sekil 12. HPV mikrotravma ile serviksin bazal tabakaya erisir

HSPG (Heparan Siilfat Proteoglikan) ile L1 proteini etkilesir, virus kapsidinde konformasyonel
degisiklikler olur. Furin ayrilmasi olur, hiicre reseptérleri igin baglanma bolgeleri agiga ¢ikar (79).

Enfeksiyonun meydana geldigi epitel bolgesinin dogasina gore, hormonlar
ve sitokinler gibi dis faktorlerlere bagli olarak produktif yasam siklusu
tamamlanir. Enfeksiyon igin virusun epitelde olusan mikrocatlaklardan girisi

gereklidir. Enfekte hiicrelerde yara iyilesmesine benzer bir cevap olugmaktadir.
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Sekil 13. HPV nin hiicre i¢ine girisi (80)

HPV, enfeksiyon baslangicinda bazal membran ya da hiicre yilizeyindeKi
L1 ile etkilesir. HPV’nin hiicreye yapigsmasini kolaylastiran laminin 332 ‘i ile
ekstraseliiler matrikse baglanir. L1 ile HSPGs (Heparan siilfat proteoglikan)
etkilesiminden sonra kapsid, yapisal degisikliklere ugrar ve proteolitik boliinme
ile L2 ortaya ¢ikar. Epidermal biiytime faktor reseptorii (EGFR) velveya
Keratinosit biliylime faktor reseptor (KGFR), HSPG/ biiylime faktori HPV16
kompleksleri ile aktif hale gelir ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) yolagimnin
aktivasyonu ile hiicre i¢i sinyal iletimi baglar. HSPG’lere baglandiktan sonra
virion siklofilin B (CypB) tarafindan kolaylastirilan bir konformasyonal degisiklik
gecirmektedir. L2°nin N terminalinde daha fazla aminoasit ortaya ¢ikar. Daha
sonra, HPV16, a6 integrine baglanir, ikinci bir hiicre igi sinyal akisi baslar.

Konformasyonel degisiklikler ve sinyal iletiminden sonra, HPV16 kapsidi A2T’e
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baglanir. HPV {izerine, A2T, klatrin, caveolin, lipid-raft, flotillin, kolesterol ve

dynamin bagimsiz endositoz ile baglanir (80).

2.4.2. Normal Produktif Enfeksiyon

Viron yerlegmesi va
: salimm

Gag zen sksprasyonu va
viral gznom
amplifikasyonu |

Erken gen sksprasyonu
ELE2E6 v E7

HPV ile enfekte epitel

Normal epital

Sekil 14. HPV yasam siklusu (81)

HPV, yass1 epitel tabakasini hedef alan bir virustur. Yasam siklusu
epitelyum hiicrelerinin diferansiasyonuna son derece baghdir (73). Yassi epitelde,
proliferatif potansiyeli olan bazal membrandaki bazal hiicrelere tutunur (82).
Bazal tabakaya giren HPV, bu hiicrelerde erken proteinler E1 ve E2 eksprese eder.
Viral giris ve soyulmadan sonra, genomun DNA’s1 niikleusa transporte olur.
Bazal tabaka hiicrelerinde enfeksiyon siiresince viral DNA hiicre bagina 50-100
kopya sayisina ulasir (83). Epizomal HPV genomlar1 bazal hiicreler boliindiikge
yeni hiicrelere geger. Bazal membrani terk ettikten sonra enfekte olmus hiicrelerde
farklilasma baglar. HPV ge¢ genlerin aktive eder ve produktif enfeksiyon baslar.

Geg genler E6 ve E7 sirasiyla p53 ve pRb proteinlerini inaktive eder (84).
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Suprabazal bolgedeki diferansiye hiicrelerde E1, E2, E4, E5, E6 ve E7
proteinlerinin yiiksek diizeyde sentezi ile viral genom sayisinda artis (hiicre basina
> 1000 genom) olur. Yassi epitelin en iist tabakalar1 spinoz ve granuloz tabakada
gerekli viral genlerin ekspresyonuyla, genom replikasyonu belirgin sekilde
hizlanir. Hiicre basina binlerce kopya sayisinda viral genom amplifikasyonu olur.
Nukleusta virus, partikiilleriyle birlesir. Genom replikasyonu belirgin sekilde
hizlanir. Genom amplifikasyonunun ardindan terminal diferansiye hiicrelerde,
kapsid proteinleri L1 ve L2 sentezi tetiklenir. Kapsid proteinlerinin virion da bir
araya gelmesiyle viral genomik DNA’nin enkapsidasyonu olur. Yeni olusan
viryonlar, en tist keratinositlerden salinir.

HPV’nin produktif enfeksiyonu ylizeyel tabakalarda sitoplazmik
vakuolizasyon, periniikleer hale ve genellikle biiyiik, hiperkromatik nukleus ile
karakterize ‘koilositozis’adi verilen hiicresel degisime neden olur. Konak
DNA’nin sentezinin E6 ve E7 ile aktivasyonu sonucu niikleer biliylime ve
hiperkromazi olur. E4 proteini de keratin aglarda bozulmaya neden olur ve tipik
koilositik  goriinim  meydana  gelir.  Koilositozis, bosluk  anlamina
gelen’koilos’kelimesinden gelmektedir. HPV’nin replikasyonu ile epidermisde
oldugu gibi diger tabakalarda da asir1 bir proliferasyon olusur. Hiicrelerde
hiperplazi ve hiperkeratoz olusur. HPV hiicre de lizis yapmaz ve viremiye neden

olmaz (85).
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2.5. HPV’nin Onkogenez Mekanizmasi

Genital sigillerde HPV genomu episomal iken,
tiumorlerde konak hiicre kromozomal DNA'’sina entegre
olmustur

Does not cause cancer Causes cancer

Host chromasome

Sekil 15. HPV’nin onkogenez mekanizmasi (86)

HPV onkogenez mekanizmasi replikasyon {izerinden gider. Viral DNA,
timorogenezis siirecinin ilk evrelerinde (HSIL ’e kadar olan siirecte) episom
seklinde kalir. Eger siire¢ ilerleyecek olursa bu viral episomal DNA’lar tekrar
konak DNA’na baglanir (HSIL ve ileri lezyonlardaki durum). Bu baglanma
genellikle konak hiicre DNA’smin kirilgan bélgelerinin yakinina olur. Konak
DNA’sina baglanma, siirecin malign transformasyona gidisinin basladig1 seklinde
yorumlanmaktadir. Bundan sonra HPV konakgi hiicre i¢inde sentezledigi
onkojenik proteinler ile malign transformasyona yol agmaktadir. Hiicrelerde erken
ve ge¢ genlerin salimimi olur, 6zellikle E6 ve E7 proteinleri, p53 ve pRb timor
stipresOr genleri ile kompleks yaparak, hiicrenin 6liimsiizlesmesine ve kontrolsuz
¢ogalmasina neden olmaktadir. Olusan bu kompleks p53°tin fonksiyonunu bloke
etmektedir. E6, DNA hasarini ve hiicre 6liim sinyallerini inhibe etmektedir. Aym

zamanda E6’nin antiapoptotik 6zelligi de vardir. E7, retinoblastom proteinine
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baglanir ve onun fonksiyonunu ortadan kaldirir. Hiicrenin S fazina ge¢mesine
neden olur. Bu sekilde insan hiicrelerinde bir 6liimsiizliik ortaya ¢ikmaktadir (19,

87).

2.6. HPV Enfeksiyonlarinda Risk Faktorleri ve Bulas

Human papillomaviriis (HPV) enfeksiyonu giiniimiizde en yaygin seksiiel
gecisli  hastaliktir. Cinsel aktif kadmlarim  %75’inde  HPV  var oldugu
bilinmektedir. HPV’nin tek gegis yolu cinsel iligkidir. Ekstragenital yolla, mesela
baz1 fomitler yolu ile gecis diisiiniilse bile teorik bazdadir. Vertikal gecis ¢ok

nadirdir.

2.6.1. HPV’nin Bulagma Yollar1

Human papillomavirus, bircok sekilde bulagsmaktadir; kontamine
ylizeylerden, ciltteki lezyonlardan ve dogum kanalindan olmak {izere direkt veya
indirekt olarak bulas goriilmektedir (88). Ciltte goriilen HPV tipleri kontamine
yiizeyler ve esyalar araciligr ile bulasabilirken, servikal enfeksiyonlara yol acan

ozellikle yiiksek riskli HPV tipleri cinsel temas araciligiyla bulagmaktadir (89).

2.6.2. Seksiiel bulas

HPV, en sik seksiiel yol ile gecis gosterir. Genital HPV enfeksiyonu olan
kisiler enfeksiyonu %60—66 oraninda eslerine de bulastirmaktadir, ve ortalama 3
ay gibi bir siire sonrasinda eslerinde genital HPV lezyonlar1 goriilmektedir (89).

Epidemiyolojik calismalar, seksiiel aktivitenin, seksuel partner sayisinin ve ilk
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seksiiel iliski yasinin HPV enfeksiyonu bulasinda en 6nemli risk faktorleri
oldugunu gostermistir (90). Ilk seksiiel iliski yas1 ve addlesan dénemde olan
seksiiel davraniglar servikal ektopinin temel nedenleridir. HPV ayrica peno-anal,
oral, digital-vaginal seks yoluyla da gegmektedir (91). Yiiksek riskli HPV tipleri,
diistik riskli tiplere gore seksuel yol ile gegis ile daha ¢ok iliskilidir (92).

Seksuel aktiviteden bagimsiz HPV enfeksiyonu ve persistansi ile iligkili
diger faktorler; geng yas, sosyoekonomik durum, ¢ok dogurmak, siinnetsiz olmak,
kondom kullanimi, oral kontraseptif kullanimi, sigara kullanimi, immun
supresyon, viral yiik ve insan 16kosit antijen sisteminde (HLA) olan genetik
polimorfizmleridir. Onceden olan HPV enfeksiyonlar1 da diger HPV tipleri ile
olan HPV enfeksiyonunun riskini artirmaktadir.

Yas, HPV enfeksiyonu i¢in oldukca 6nemlidir. En ¢ok prevalans 25 yas
civari goriilmektedir. Ve 60’11 yaslarda da bir pik daha oldugu bilinmektedir ki bu
immunitenin zayiflamas: ile iliskilendirilmistir. Ik cinsel iliski yasmnin erken
olmasi, HPV enfeksiyonunun bulasinda ve olusacak malign lezyonlar agisindan
oldukga 6nemlidir. LR HPV, cinsel iliski olmadan, deri temas1 yoluyla anogenital

bolgeleri de enfekte edebilmektedir (93).

2.6.3. Ekstragenital Bulas
Baz1 genital HPV tipleri, genital bolge harici bolgelerde hastalik
yapabilmektedir. Cevresel yiizeyler, giysiler, havlu ve tuvaletlerden bulagma

olabilecegi one siiriilmiistiir. Ancak heniiz tam anlamiyla ispatlanamamistir (94).
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2.6.4. Vertikal bulas

Nadir goriiliir. Enfekte anneden dogum kanaliyla bebege gecis olmasidir.
HPV, serviksi bu virus ile enfekte annelerden, dogumda, gocuklarin orofaringeal
mukozasina gegmektedir. Bu sekilde laryngeal papillomatozis ve anogenital sigil
gelisimi 1/400 oraninda bildirilmistir. Bu sekilde gecen virus aylar hatta yillar
sonra Klinik bulgular verebilmektedir (95). Sezaryan ile dogumlarda ise bu
olasilik oldukga azdir (96, 97). Ug yas iizerinde olan ¢ocuklarda anogenital sigil

ile karsilasildiginda, cinsel istismara maruz kaldigr mutlaka diistiniilmelidir (98).

2.7. HPV Enfeksiyonlarinda Klinik Ozellikleri

HPV ii¢ ana gruba boliinmiistiir; kutan6z, mukokutandz ve bunlarla iligkili
otozomal resesif hastaliklar, epidermodisplazia verruciformis (EV).

Kutanoz HPV’ler beta ailesine dahildir, birkag {iyesi gamma, mii ve nil ile
de iligkili olabilir. Alfa genusu da tiim mukozal tipleri, ve birka¢ kutandz tipi
kapsar (99). Ayrica bu viruslar viicutta enfeksiyon olusturduklart bolgelere gére
de gruplandirilabilmektedir, yiizeyel deri, anogenital ve oral bolgeler gibi.
Kutanéz HPV tipleri siklikla benign deri sigilleri, aktinik keratoz, non-melanom
deri kanseri ve keratoakantom gibi ¢esitli deri lezyonlarina neden olur. Ayrica
siklikla saglikli deride de bulunur (100).

Mukokutanéz HPV tipleri de benign sigillerle iliskili LR HPV ve
malignite gelisimi ile iligkili HR HPV olarak alt gruplara ayrilmistir. HPV tipleri

deri ve mukozada olan morfolojik degisikliklerle iligkilidir ama bu iliski HPV
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enfeksiyonunun deri ve mukoza da produktif, subklinik veya latent olmasiyla

alakali degildir (101).

Tablo 3. HPV tipleri ve siklikla iligkili oldugu hastaliklar (3)

Verruca vulgaris

4, 7, immunsupreselerde bazen 75- 77

Sigil..flat plane

warts

3,10, bazen 26-29 ve 41

Plantar sigil

1,2,4

Epidermodysplasia

verruciformis

Sigil(yass1) = 3, 10
Pitriazis benzeri plaklar-> 5, 8, daha az siklikla 9,12,14,15,17,19,20,21-25,
36-39,47,49

Giinese maruz kalan yerlerde yassi hiicreli kanser - 5, 8, daha az siklikla
14,17,20 ve 47

Anogenital sigil

Eksternal sigil-> 6,11,40,42,43,44,54,61,72,81,89
Buschke Lowenstein tumor—> 6

Bowenoid papul-> 6,55

Anogenital kanserde
prekanseroz

lezyonlar

Grup 1 - Karsinojenik, 16,18,31,33,45,51,52
Grup 2A-> Muhtemelen karsinojenik, 68

Grup 2B~> Karsinojenik olmasi miimkiin olanlar,
26,53,64,65,66,67,69,70,73,82

Oral lezyonlar

Oral papillom-> 2,6,7,11,16,18,32,57
Laringeal papillom-> 6,11

Fokal hiperplazi(Heck hastaligi) -13,32
Orofaringeal kanser-> 16,18

2.7.1. HPV’nin Deri ile Iliskili Lezyonlari

Sigiller benign lezyonlardir ve dermisin tiim tabakalarinda hipertrofi,

akantoz, papilloma olusumu ve hiperkeratoz ile olusur. Anormal keratohiyalin

graniilleri siklikla saptanir. Genellikle spontan olarak iyilesen lezyonlardir (100).
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Ekzofitik, multiple, irregular, kaba noduller seklinde degisik klinik paternlerde,
farkl1 bolgelerde ve Ozellikle de parmaklarda gorilmektedir. Bundan bagka
travmaya agik, el, diz, dirsek gibi viicut bolgelerinde de goriilebilmektedir. HPV
2, normal sigillerle; HPV 4 kiiciik, endofitik, punktat lezyonlarla; HPV7 persistan,

kirmizi olan lezyonlarla; HPV 3, 10, 28 diiz sigillerle siklikla iliskilendirilmistir.

Plantar sigiller:

Bes yas alt1 gocuklarda nadiren goriiliir, siklikla 10-14 yas aras1 ¢ocuklarda
goriilme siklig1 artar. Yalin ayak gezme ve bu sekilde yapilan dans ve egzersiz
aktiviteleri bulasta onemlidir. Etrafa sagilan enfekte keratinositler ile de ylizme

havuzlarinda bulas olabilmektedir (102).

Derin plantar sigiller (mymecia):

HPV 1 ve 63 tipleri ile olustugu bildirilmistir. Genellikle agrili
lezyonlardir. Agn ile birlikte lokal hemoraji ve tromboz goriilmesi ile siyah renk
alabilmektedir. HPV 2 ve 4 ile ilgili olanlar lezyonlarda mozaik patern gosterir ve

daha az agrilidir. HPV 57 ve 60°’da daha nadir goriilen tiplerle iligkilidir (103)

Epidermodysplasia verruciformis:

Bir ylizyil 6nce tanimlanmis lezyonlardir. Kromozom 17’nin uzun kolunda
EVER 1 ve EVER 2 genlerinde olan defekt nedeniyle olusan otozomal resesif bir

hastaliktir. EVER genleri, transmembraner proteinleri kodlar ve ¢inko
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metabolizmasinin diizenlenmesinde Onemlidir. Hastaligin olusmasina neden olan
- HPV subtiplerinin ¢inko homeostazisini bozdugu diisiiniilmektedir (104).

EV, iki formda goriilmektedir:

- Yaygin benign diiz sigiller, HPV 3 ve 10 ile iliskilidir. Govde, boyun ve
ekstremitelerde olan diiz, hipo- veya hiper pigmente lezyonlardir.
Histolojik olarak hiperkeratoz, akantoz ve hipergranuloz ile iliskilidir.

- Gilines goren bolgelerde olan ve yiiksek derecede malign potansiyel

tastyan sigiller (105)

Mukozal ve anogenital deri ile iliskili lezyonlar:

Mukozal lezyonlar o— HPV’ler ile iligkilidir ve kutan6z HPV’lerden daha
sik goriiliir, genellikle asemptomatiktir. (106) Iskandinav iilkelerinde yapilan bir
calisma da eksternal genital sigiller gen¢ kadinlarda, 45 yas o6ncesi %10 siklikla
goriilmektedir. HPV DNA testleri ile geng kadin ve erkeklerde HPV’nin %50-80
siklikta bulundugu bildirilmistir (125). Eksternal genital sigiller diger adiyla
‘condiloma akuminata’olarak bilinmektedir. Siklikla glans penis, koronal sulkus,
stinnet derisi gibi genital bolgelerde goriiliir. Bayanlarda da labia, klitoris, vulva,
vagen ve ektoserviks ile iliskilidir. Her iki cinsiyette de pubis, perineum, uretra ve
perianal bolgelerde de HPV saptanmustir. EGV (Eksternal Genital Verru)’lar esas
olarak HPV tip 6 ve 11 gibi LR HPV tipleriyle iliskilidir. HPV 42 ve 81°de
saptanabilen tiplerdir (107).

Histolojik olarak, akantoz ve papillomatoz gibi epitelyal kalinlasmalarla

iligkilidir. Kasinti, kanama, fissurler ve agrili cinsel iligski gibi sikayetlere neden
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olur. Tedavide topikal ajanlarin kullanimi son derece etkindir, cerrahi tedavi ile

%100’¢ yaklasan tedavi basarist vardir (108).

Bushcke — 10wenstein timori

HPV lezyonlarindan kaynaklanan, yavas gelisen ve sonugta invazif
skuamo6z hiicreli karsinoma malign doniisiim gosterebilen bir deri tiimoriidiir.
Siklikla genital bolgede goriilmektedir. Lezyonlardan genellikle HPV tip 6 ve 11

izole edilir (109).

2.7.2. Malign Lezyonlarla iliskili HPV

Gelismis iilkelerde, cinsel yonden aktif kadin ve erkeklerin %50’sinden
fazlas1 yagamlarinin bir ddneminde HPV ile enfekte olur. Tiim diinyada yaklasik
20 milyon kisinin HPV ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir (2). HPV
enfeksiyonu %90 oraninda kendi kendini sinirlar. Buna karsin yillar i¢ginde devam
edecek degisimler sonucunda prekanserdz veya kanserdz lezyonlar da gelisebilir.

1970’lerin ortalarinda Meisels ve Fortin, servikste HPV enfeksiyonu ve
CIN T histolojisinin beraberligine dikkat ¢ekmislerdir. Zur Hausen, HPV’nin
serviks kanserinden sorumlu olan cinsel yolla bulasan etken oldugunu
belirtmislerdir (26). EV’li hastalarda bazi deri kanserlerinin goriilmesi, baz1 HPV
tiplerinin malign potansiyeli oldugunu diisiindiirmiistiir. 1980’lerin baslarinda da
Zur Hausen tarafindan serviks kanseri vakalarinda HPV tip 16 ve 18’in

belirlenmesi ve gelisen teknoloji sonucunda bir ¢ok vakada HPV DNA’s1
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saptanmaya baslanilmistir. Harald zur Hausen bu bulusuyla 2008 Nobel Tip
Odiilii’nii almistir (110).

Kliniko-epidemiyolojik ve molekiiler ¢alismalar, HPV ile serviks
kanserinin arasinda %99,7’e hatta son ¢alismalarda %100 ‘lik bir pozitiflik
oldugunu gostermektedir (113). HPV tip 16, tiim vakalarin %50-70’inde; HPVtip
18°%7-20’inde pozitiftir. HPV ayrica ¢esitli bircok kanser ile de baglantilidir.

Tahmini olarak tiim kanserlerin %7,1 siklikla nedeni HPV’dir (112).

- B HPYV iligkili kanserlerin vasa gore insidanslari
dl;?:ljg: o Kadin Erkek

insidans 69
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Wulva
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Grafik 1. HPV iliskili kanserlerin yasa gore insidanslart (115)

Serviks kanseri ve HPV: Serviks kanseri, meme ve kolorektal kanserden
sonra tiim diinyada tgiincii en sik goriilen kanserdir. Her y1l 500.000 yeni vaka
tan1 almaktadir ve 250.000’den fazla kisinin 6liimiine neden olmaktadir (115).
Endiistriyel toplumlarda son dekadda servikal kanser insidansi azalmaktadir.
Servikal goriintiileme sistemlerinin gelismesi bu basarinin temel nedenidir (116).

Serviks kanseri transformasyon zonundan koken alir ve vakalarin yaklasik

%80’i skuamoz hiicreli karsinom’dur. Prekanser6z lezyonlar olan servikal
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intraepitelyal neoplazi diye adlandirilan lezyonlarin ilerlemesiyle olusur (117).
LR HPV tipleri, genel olarak olarak neoplaziye neden olmaz ve bazal hiicre
proliferasyonunu stimule etmez. HR HPV tipleri ise, bazal hiicre proliferasyonunu

uyarir.

NIC Il

Sekil 17. Serviks kanserine ilerleme siireci (119)

Serviks kanseri i¢in en onemli risk faktorleri; HPV basta olmak iizere aile
Oykiisli, yas, immunsupresyon, erken yasta gebelik, parite, oral kontraseptif
kullanimi, es durumu, cok eslilik, klamidya enfeksiyonu, diyet, yoksulluk,
Dietilstilbestrol (DES), sigara’dir.

Kolorektal Kanserler (KRK) ve HPV: Kolorektal kanserler, gelismis

iilkelerde akciger ve meme karsinomlarindan sonra en Sik 6liime neden olan
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gruptur (120). Tim diinyada 2008 verilerine gore, kolorektal kanserler erkeklerde

en sik 3., kadinlarda da 2. en sik goriilen malignitedir.

Tablo 4. Diinya da cinsiyet dagilimina gore en sik goriilen kanserler, 2008 (121)

Erkiek Kadn Toplam
En sk griden kanserlar 1. Akcijer 1. Meme 1. Akcifer
(Olgulann toplam seyiinaghre 2. Progtal 2 Koloreldal 2. Meme
Siralanm gh 3 Kolorsstal 3. Serviks utend 3. Kokorskdal

o Mida 4, Ahrifper 4_ Mida
§ Karacijer 5. Mide §. Prostat

Diinya Kanser Raporu 2008 verilerine gore; her yil bir milyon yeni vaka
tan1 almaktadir ve bu oran kanser olgularmin %9,4’inii olusturmaktadir.
Kolorektal kanserlerin %60’1 diinyanin gelismis bolgelerinde gozlenmektedir.
Yeni Zelanda, Avustralya, Avrupa, Kuzey Amerika ve son zamanlarda da
Japonya’da yiiksektir. Kuzey ve Bat1 Avrupa ile Kuzey Amerika’da ise stabil ya
da diisiis egilimi gostermektedir (122). DSO raporlarina gére Avrupa kitasi, tiim
kitalar icerisinde en yiiksek insidans hizlarina sahiptir (3). Insidans hizlan
erkeklerde kadinlara gore biraz daha yiiksektir (1.4:1) (123).

Saglik Bakanlig, iilkemiz i¢in kolorektal kanser insidansini yiiz binde 17
olarak bildir- mektedir (124).

Tiirkiye’de Saglik Bakanligi’nin 2007-2008 yillarindaki kanser kayit
merkezi verilerine gore, KRK goriilme siklig1 agisindan tiim kanserler i¢cinde %7,8
ile kadinlarda tgiincii ve %7,5 ile erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir

(5,125).
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Kolon tiimérleri yavas biiyiir ve semptomatik hale geldiklerinde genellikle
hastalik ileri evreye varmis durumdadir (126, 127). KRK tanis1 hastalarin sadece
%40’1inda erken evrede (lokalize hastalik evresi) konulmaktadir. KRK’deki
prognoz ise tan1 anindaki evreyle yakindan iligkilidir.

Kolorektal kanser, vakalarin %90’inda sporadiktir (10). Yapilan
calismalarda etyolojide enfeksiydz etkenlerinde rolii oldugu gosterilmistir. HPV
ile kolorektal kanser arasindaki potansiyel iliskiyi arastiran c¢aligmalar
bulunmaktadir. Kolorektal karsinomlarin {igte birinde HPV DNA belirlenmistir.
Ama g¢esitli ¢aligmalarda bu prevelans %0-84 arasinda degismektedir. Human
papillomavirus enfeksiyonlar1 serviks kanseri ile birebir iliskili iken kolorektal
karsinogenezdeki yeri tartismalidir.

KRK’da en onemli risk faktorleri diyet, obezite, fiziksel inaktivite, diabet,
sigara kullanimi ve inflamatuar barsak hastaliklaridir. Etyolojik olarak kanser
gelisiminden %50°den fazla oranda diyet ve yasam tarzi sorumludur (129).

Kolorektal kanser ile ilgili diger risk faktorleri; tan1 almig birinci derece
akraba olmasi riski %2,2 artirir, tan1 almis birden fazla akraba varsa risk %4’leri
bulur. 45 yas oncesi tan1 almis akraba varliginda risk %3-9°dur. inflamatuvar
barsak hastalikilar1, diabet, sismanlik, kirmiz1 et veya islenmis et tiiketimi, sigara
ve alkol tiiketimi diger etkili faktorlerdir (130).

Kolorektal kanser prognozu etkileyen faktorler: Kolorektal kanser
gelisimi lizerine etkili prognostik faktorlerin bilinmesi, yineleme veya metastaz

gelisimi agisindan daha ytiksek riskli gruplarin belirlenmesi ve tedavi planlamasi
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acisindan  Onemlidir. Kolorektal karsinomlarda prognozun en Onemli
belirleyicilerinden birisi timoriin TNM evresidir.

"College of American Pathologists” (CAP) kolorektal karsinomada
prognostik ve prediktif degeri oldugu diisiiniilen faktorlerle ilgili olarak bir bildiri
yaymlamistir. CAP tarafindan prognostik etkisi oldugu diisiiniilen, caligilmis tiim
degiskenler asagidaki gibidir:

T-evresi: Major bir prognostik faktordiir. Smiflandirma, primer tiimoriin
invazyon derinligi esas alinarak yapilmistir. Buna gore,

T X = Primer tiimdr degerlendirilemiyor

To = Primer timor bulgusu yok

Tis = Intraepitelyal veya lamina propria invazyonu var

T 1 - Submukoza invazyonu var

T2 -> Muskularis propria invazyonu var

T3-> Muskularis propria boyunca perikolorektal doku invazyonu var

T4a - Visseral periton invazyonu var

T4b - Direkt diger organ ve dokularin invazyonu seklindedir.

Lenf nodu: TNM evreleme sisteminin bir pargasi olarak, lenf nodu analizi
prognoz hakkinda bilgi saglamaktadir. Nodal tutulumu olmayan hastalar arasinda
bile ¢ikarilan lenf nodu sayist 6nemli prognostik degere sahiptir. Kilavuzlar
rezeke edilen 6rnekte 12 ya da fazla lenf nodunun incelenmesini énermektedir
(131).

Bolgesel lenf nodu tutulumu siniflamasinda:

Nx = Bolgesel lenf nodlarmin degerlendirilemiyor
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No - Bolgesel lef nodu tutulumu yok

Nla - 1 bolgesel lenf nodu tutulumu var

N1b - 2-3 bolgesel lenf nodu tutulumu var

N1c = Timoér depozitleri var

N2a = 4-6 bolgesel lenf nodu tutulumu var

N2b - 7 veya daha fazla lenf nodu tutlumu var (132).

Metastaz: Tani aldigi anda uzak organ yayilimmin olmasidir. Kolon
kanseri basta karaciger olmak iizere akciger, kemik ve beyine yayilim yapar.

Lenfovaskiiler invazyon (LVI): Kétii prognozla ilgili bir histolojik

bulgudur. LV1, kolon kanserinde yiiksek riski belirlemede klinik olarak kullanilan
bir markerdir (133).

Karsinoembriyonik antijen (CEA): CEA, preoperatif yiiksek seviyesi

kanser rekiirrensi i¢in kotii bir prognostik faktordiir. CEA seviyesi ile ilgili
mevcut veriler degisik olmasina ragmen pre -operatif diizeyin 5 ng/ml {izerinde
olmast CAP’a gore kategori I, kotii prognostik faktor olarak kabul edilmektedir.

Timor grade: Bez benzeri yapilar timoriin; >%95’ini olusturuyorsa iyi

diferansiye (grade 1), %50-95’ini olusturuyorsa orta derece diferansiye (grade II),
%5-50’si ni olusturuyorsa az diferansiye (grade Il1), <%5’ini olusturuyorsa
undiferansiye (grade IV) olarak gruplanir. Miisindz ve tash yiiziik hiicreli tipler az
diferansiye kabul edilir ve iyi-orta diferansiye adenokarsinomalardan daha kotii
sonuglara sahiptir.

Histolojik tip: Kolorektal kanserin bir kag spesifik tipi basli basina

prognostik énem tagimaktadirlar. Tash yiiziik hiicreli karsinomalarda, prognozu
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kotiidiir. Musindz karsinomlarin (%50’den fazlasi musin igeren) prognostik énemi
ise tartigmalidir. Kiigiik hiicreli tiimorler, kotii prognostik 6zellik gosteren yiliksek
dereceli noroendokrin tiimorlerdir._Mediiller karsinom, glandiiler yap1 igermeyen
ve daha 6nce undiferansiye olarak siniflandirilmis bir alt tiptir.

Timor biiylkligi ve konfigiirasyonu: Yapilan ¢alismalarda hem timor

biiylikliigiiniin hem de konfigiirasyonunun prognostik Onem tagimadigi
gosterilmistir.

Primer tiimoér yerlesim yeri: NSABP (National Surgical Adjuvant Breast

and Bowel Project) verilerine gore sag tarafa yerlesen tiimorlerin sola yerlesen
timorlerden daha kotii prognoz gosterdikleri ileri siirilmiistiir. Ancak bazi
caligmalarda da solda yerlesim gosterenlerin daha kotii prognoz sergiledikleri
bildirilmistir. Birkag ¢alismada ise primer tiimor lokalizasyonun prognostik 6nemi

olmadig1 gosterilmistir (134, 135).

Tablo 5. Kolorektal Kanser Evrelemesi: Anatomik evrelendirme (128)

Evre T N M

0 Tis

| T1 NO MO
T2 NO MO

I T3 NO MO
T4 NO MO

" T N2, N3 MO

\% T N M1
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Korunma:

Kolorektal kanser beslenme aliskanliklart ile yakindan iliskilidir.
Kolorektal kanser etyolojisinde birgok faktor bilinmektedir ve bu faktorleri
elimine edecek koruyucu tedavi yontemleri arastirilmaktadir. Kirmizi et, seker,
islenmis tahil ve bugday tiikketimlerinin yiiksek miktarlarda olmasi riski
artirdigindan beslenme aligkanliklar1 agisindan ozellikle dikkat edilmelidir.
Protein kaynaklari olarak beyaz et, balik, sebze, yag olarak doymamis yaglar ve
karbonhidrat kaynaklar1 olarak ise islenmemis bugday, baklagiller ve meyvelerin
tiketimi Onerilmektedir. Vitamin B6, vitamin D, folat ve kalsiyum ile ilgili
yapilan c¢aligmalar orta derecede koruyucu oldugunu bildirmektedir. Alkol ve
sigara kullanmama, kilo kontrolu ve diizenli fiziksel egzersiz yapma anlamli
derecede kolorektal kanser risklerini azaltan diger faktorlerdir. Aspirin,
nonsteroidal antiinflamatuar ajanlar, postmenapozal hormonlar kolorektal kanser
riskini azaltan farmakolojik ajanlardandir. Halen bu konuyla ilgili ¢aligmalar
devam etmektedir (135).

Anal kanserler ve HPV: Anal kanal, rektumla dis ortami birbirine
baglayan, istemli ve istemsiz kaslarla ¢evrilmis bir yapidir. Anal kanser, silindirik
epitelden yass1 epitele gecis zonundaki transizyon zonu denilen bolgeden gelisir.
Oldukg¢a nadir goriilen malignitelerdir ve tiim gastrointestinal sistem tiimdrlerinin
%1,5’luk ve alt gastrointestinal sistem kanserlerini %4’luk kismini olusturur
(136). Her y1l diinya da yaklasik 30.000 vaka anal kanser tanisi almaktadir ve HR
HPV enfeksiyonu %90 siklikla nedendir (137). HPV tip 16, yiiksek riskli HPV

genotiplerinden anal kanserlerde en sik rastlanilan tipidir (138, 139). Anal kanser
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insidans1 son otuz yilda Amerika Birlesik Devletlerinde kademeli olarak
artmaktadir ve su anda 100.000°de 1,5 pozitiflik mevcuttur (140). Ulusal Kanser
Enstitiisii 2010 yi1linda ABD’de tan1 almis anal kanserli kisi sayisin1 5260 olarak
bildirmistir (3260 kadin ve 2000 erkek).

HPV ilisikili anal kanserlerde bayanlarda en 6nemli risk faktorleri, ¢ok
sayida seksiiel partner varligi, anogenital sigil hikayesi, gecirilmis CIN3 veya
serviks kanseri hikayesi, tan1 aninda sigara kullanimi, anal cinsel iligski hikayesi,
HIV pozitifligi ve immunsupresyon’dur (141).

Bas-boyun kanserleri ve HPV: Bas-boyun kanserleri tiim kanserlerin
%10-15’ini olusturmaktadir. Bas-boyun tiimorlerinde en onemli predispozan
faktor alkol ve sigara kullanimi iken son yillarda yapilan calismalarda bagka
faktorlerinde etkili olabilecegi iizerinde durulmaktadir. Serviks kanserinin
%99.7°i nedeni olan Human papillomavirus enfeksiyonlarinin bas-boyun
timorlerindeki rolu olduk¢a 6nemlidir (142, 143).

Her yil 650.000 iizerinde kisi bas-boyun tiimdrleri nedeniyle tam
almaktadir ve her y1l 350.000 kisi bu nedenle hayatin1 kaybetmektedir (144). Son
caligmalar HPV ‘nin oral ve orofaringeal karsinomlarda bagimsiz risk faktorii
oldugunu goéstermektedir. Ozellikle tonsiller karsinomlarda HPV, %60°’lara varan
oranlarda pozitif olabilmektedir. Orofaringeal kanserlerde bu oran 5046 hasta
arasinda yapilan bir ¢alisma da %36 iken oral malignitelerde %23,5 ve laringeal
malignitelerde %24’lerdedir (145). HPV 16 da en sik rastlanilan genotiptir. HPV

16 pozitifligi orofaringeal kanserlerde %87 iken oral ve laringeal kanserlerde bu
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oran sirastyla %68 ve %69’dur. Sinonasal malignitelerde de HPV %23 pozitiflik
gostermektedir (146, 148).

Akciger Kkanseri: Akciger kanseri, kanser ile iligkili Oliimlerin tiim
diinyadaki en sik nedenidir. Akciger kanserli vakalarin %90’nindan sigara
sorumludur. Ancak sigara igenlerin %?20’si kanser olmaktadir. Diger etyolojik
ajanlar, genetik faktorlerin varligi, p53, pRb, pl6 gibi tiimor supresor genlerde
inaktivasyon ve onkojenik HPV tipleri ile olan enfeksiyonlardir (37).

HPV-DNA saptanmasi tiimorlii dokularda cesitli yontemlerle olmaktadir.
PCR ile yapilan calismalarda bronsial karsinom Orneklerinde HPV-DNA
pozitifligi %20 bulunmustur. HPV 16 ve 18 en sik rastlanan tipler iken HPV 6 ve
11 daha az siklikla saptanmaktadir. Akciger kanserli dokularda HPV-DNA
pozitifligi yaklasik olarak %28 civarinda bulunmustur (149).

Vulva kanseri ve HPV: Vulvar bolgeye ait malignitelerin sikligi 0,5-
1,5/100000 arasinda degismektedir. Tiim jinekolojik maligniteler arasinda sikligi
%4 civardadir (151).

HPV DNA, Vulvar Intraepitelyal Neoplazilerin %80 inden fazlasinda
pozitif iken, genel olarak tiim histolojik varyantlarin %40’inda pozitiftir. invaziv
sigilimsi / basaloid tiimoérlerde siklikla HPV DNA %69,4 pozitif iken, invaziv
keratinik tiplerde bu oran %13 civarindadir. HPV iliskili vulvar neoplaziler
siklikla HPV tip 16 ile iligkilidir. Amerika ‘da formalin fikse dokulardan yapilmis
bir ¢alismada invaziv vulvar kanserde %36 ve VIN lezyonlarda ‘da %76 pozitiflik

saptanmustir (150).
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2.8. HPV Enfeksiyonlar1 ve Immiin Sistem Etkilesimi

Geng kadinlarda HPV enfeksiyonlarinin %70-90’1 gecicidir. Siklikla klinik
belirti goriilmeden 6-12 ay icin de kendiliginden iyilesir. Persistan HPV
enfeksiyonu genital HPV enfeksiyonu olan kisilerin %10°undan azinda gelisir. Bu
grup prekanserdz lezyonlar ve servikal kanser igin yiiksek risk altindadir. HPV
enfeksiyonu olan kisilerin de sadece %1’inden azinda servikal kanser gelisir.

HPV immuniteden ka¢mak i¢in bir¢ok mekanizma kullanir. HPV
replikasyon siklusunun kendisi bir kagis stratejisidir. Viremi fazi yoktur. HPV
enfeksiyonu epitel hiicrelerinde lizis yapmaz. Ayrica viriis farklilasirken viral
protein ekspresyonu, immun sistem hiicrelerinden uzakta, epitelin st
tabakalarinda olur, bu da dogal immun cevabin uyarilmasini azaltir. HPV pozitif
kadinlarda, belli bir siire sonra %95 oraninda goriilen temizlenme olay1 ise ancak
tip spesifik immiinite ile agiklanabilir. Viral persistans gelisiminde; viral DNA’nin
konak¢t DNA’sma entegre olmasi, E6, E7 proteinleri araciligiyla apoptozisi
inhibe etmesi, antijen sunumundaki defektler, IL-8 ve makrofaj kemotaktik
protein olan MCP1’in ekspresyonunun baskilanmasi, hiicre yiizeyinde MHC-I
ekspresyonunun azalmasi, tipl interferon ekspresyonu ve sinyal yolunun
bozulmasi, proinflamatuvar sitokin IL-18 reseptorii araciligiyla dogal oSldiirticii
hiicreler ve T lenfositlerin interferon iiretiminin inhibe olmasi, epidermiste yer
alan langerhans hiicreleri ve keratinositleri birbirine baglayan e-cadherin
molekiiliiniin de ekspresyonu azalmasi ile bu hiicreler arasindaki adezyonun
bozulup bu hiicreler tarafindan viral antijenlerin yakalanmasi, sunumunun

bozulmasi ve epitel hiicrelerinde makrofaj inflamatuvar protein-3 alfa’nin (MIP3-
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alfa; CCL20) iiretimini azalmas1 ile hiicresel immun cevapta olusan defektler
onemli rol oynamaktadir. Sonugta hiicresel immunitenin baskilandigi HIV
enfeksiyonu veya trasplantasyonlu kisilerde, HPV lezyonlarinin ve serviks
kanserin daha sik goriilmesi de bu immuno-patogenezi desteklemektedir.

HPV enfeksiyonuna karst humoral immunite de aktive olur. HPV
enfeksiyonuna kars1 humoral immun cevapta kapsid proteini L1’e kars1 gelisen tip
spesifik 1gG veya IgA antikorlar1 serum veya servikal sekresyon da tespit
edilmistir. Ancak HPV latent, non-litik enfeksiyon olusturdugundan ve viremi fazi
olmadigindan dolayr HPV’u kars1 antikorlar HPV DNA tespitinden 8 ay -18 ay
kadar uzun siire sonra ve diisiik diizeyde gelisir. HPV tip spesifik 1gG antikor
pozitifligi yillarca persiste edebilir. HPV ile infekte olan kisilerin hepsinde tespit

edilir antikor cevabi yoktur (151-154).

2.9. HPV Epidemiyolojisi

DSO 2008 yili verilerine gore, tiim diinya da her yil 1 milyon kisi
kolorektal kanser tanist almaktadir ve KRK, tiim kanserlerin %9,4’tudir. Tim
diinyada 6liimlerin %8,1’inden sorumludur. Ulkemizde ise KRK ’ler tiim kanserler
icinde %7,6 bulunmaktadir ve tiim kansere baghi oOliimler icinde %7,4
mortaliteden sorumludur. Saglik bakanlig1 iilkemiz i¢in KRK insidansini yiizbinde
17 olarak bildirmektedir. HPV, serviks kanserinin %99,7 siklikla primer etyolojik
nedenidir. Kadinlarin hayatlar1 boyunca HPV enfeksiyonuna yakalanma riski

%80°den fazladir. Bu enfeksiyonlarin %90’a yakini gegici iken %10°luk kismi
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malignite ile iligkilidir. HPV’iin kolorektal kanser etyolojisindeki yeri ile ilgili
yapilan ¢alismalar ise sinirhidir.

Tayvan’da 2010 yilinda yapilan bir ¢alismada HPV enfeksiyonunun
kolorektal ve anal kanserli hastalardaki sikliginin %50-84 arasinda oldugu
raporlanmistir. Ayrica son ¢alismalarda servikal HPV enfeksiyonu olan hastalarda
anal HPV enfeksiyonu olma riskininde 3,3 kat arttig1 bildirilmistir (155). Yine
2010 yilinda Amerika’dan, Israil’den ve Ispanya’dan hasta drnekleri toplanmis ve
PCR ile kolorektal kanserli bayan hastalardaki HPV siklig1 arastirilmistir. Sonugta
herhangi bir pozitiflik saptanmamistir. Degisik tilkelerde yapilan benzer
caligmalara bakildiginda; Shah ve ark ile Shroyer ve ark.lar1 1992 yilinda USA
‘da kolorektal kanserli hastalarda HPV prevalansini %0 olarak bulmuslardir.
Bodaghi ve ark 2005 yilinda USA’daki caligmalarinda ise bu oran %51 olarak
bildirilmistir. Perez ve ark.larmin Arjantin’de 2005 yilindaki ¢alismalarinda ise
kolorektal kanserde HPV %74 siklikla belirlenmistir. Tiirkiye de 2006 yilinda
Buyru ve ark.larmin ¢alismasinda bu siklik %81,2 iken 2007 yilinda Damin ve ark
Brazilya daki calismasinda %83,3’lere kadar yiikselmistir. Tiim bu calismalar
degerlendirildiginde toplam da %1,6 pozitiflik saptanmistir (156). Avrupa’da 14
kuzey ve giiney Avrupa iilkesinde HPV prevalansi ile ilgli yapilan ¢aligmada
pozitiflik oran1 %10 bildirilmis, Belgika’da %12,5, Fransa’da %12,1,
Danimarka’da %10,6 ve UK’de %10 olarak raporlanmistir (16). Lorenzon ve
ark.lar1 2011 yilinda, HPV enfeksiyonu ile kolorektal kanser arasindaki iliskiyi
aragtiran 1988 ‘den itibaren yapilan 21 ¢alismay1 incelemislerdir ve kanserli doku

orneklerinde %41,7 pozitiflik saptamislardir (16).
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Damin ve ark.larinin Brezilya’da 2012 yilinda yaptiklar1 metaanalizde de
kolorektal kanserde HPV prevalansi toplamda %31,9 olarak bildirilmistir. En
diisiik oran Avrupa’da %14,1 iken en yiiksek oran Giiney Amerika’da %60,8’dir.
4).

Burnett-Hartman ve ark. 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada kolorektal
kanserde HPV tip 16 ve 18 DNA varligin1 arastirmistir. Kolorektal 6rneklerin
%2’sinde HPV tip 16 pozitif saptanirken HPV tip 18 pozitifligine rastlanmamigtir
(157).

Ulkemizde ise bu konu ile ilgili yapilan ¢alisma sayist siirhidir. Salepgi ve
ark.lart 2009 yilinda kolorektal kanserde HPV pozitifligini %82,1 olarak
bildirmislerdir(158)

Tiirkiye’de Yavuzer ve ark.larinin 2011 yilinda kolorektal karsinom ve
adenom dokusunda HPV DNA varliginm arastirdiklar1 ¢aligmada yine herhangi bir
pozitiflik bulunamamigtir. Tim bu c¢alismalarda gorildiigii tizere kolorektal

kanser ile HPV enfeksiyonu arasindaki iligki tam netlik kazanmamugtir (15).

2.10. HPV Enfeksiyonlarinda Tam Yontemleri

HPV enfeksiyonlarimin tanisint koymada bir¢ok disiplin bir arada
caligmaktadir. Makroskobik olarak goriip degerlendirilen lezyonlarda, sitolojik ve
molekiiler metodlarla olusan hiicresel degisiklikleri ve HPV varligin1 gostermek
esastir. Halen en ¢ok kullanilan tani yontemi sitolojik degerlendirmedir. HPV

DNA varligin1 gostermede ise temel yontem PCR’dir.
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Sitoloji: HPV infeksiyonunun muhtemel tanisinda mikroskobik olarak
histolojik muayenede koilositozun gosterilmesi 6nemlidir. Viral infeksiyonun
varhigim1 gosteren sitolojik degisikliklerin Papanicolau boyasi ile saptanmasi
servikovaginal hiicrelerde tarama amaci ile bugiin kullanilmaktadir. Bu yontem
kisaca Pap smear olarak bilinmektedir. Duyarlilig: diisiik bir yontemdir (159).

Seroloji: Doku kesitleri veya siirlintii 6rneklerinde biitiin tipler arasinda
reaksiyon veren cinse 0zgli antiserumlar kullanilarak herhangi bir immunolojik
yontem ile PV (papillomavirus) kapsid antijenleri saptanabilir. Viral partikiillerin
EM ile incelenmesi daha hassastir ama yeterince sensitiv degildir. HPV tip
spesifik Ig G antikor pozitifligi yillarca persiste edebilir. Bu yiizden serolojik
testler akut ve gegirilmis enfeksiyonu ayirt etmede uygun degildir (160).

Hiicre Kkiiltiirii: HPV, hiicre kiiltiirii veya laboratuar hayvanlarinda

uretilemez.

Molekiiler yontemler: Viral niikleik asidin belirlenmesi esasina dayanir.

1. Hibridizasyon testleri: HPV tanisi i¢in ilk ¢alismalarda kullanilmustir.
ISH (In Situ Hibridizasyon), intraseliler HPV DNA ile hibridize olan spesifik
problarin kullanimina dayanir. HPV DNA, SBH (Southern blot), DBH (Dot-blot),
FISH (Floresan in situ hibridizasyon) ile de tespit edilebilir. Bu testler genellikle
aragtirma amactyla kullanilir, yapilmasi yorucu ve zaman alicidir. Fazla sayida
Ornegin incelenmesi i¢in uygun degildir, rutin olarak kullanilamaz.

2. Sinyal amplifikasyonu: Hybrid capture | ve Il (HC | ve HCII)

HC | (Digene) ve HC Il (Digene) olmak tizere iki tipi mevcuttur. HC Tube

Test olarak da bilinen HC | testi tipte yapilan non-radyoaktif sinyal
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amplifikasyon metodudur. Bu test ile 5 LR HPV ve 9 HR HPV tipi taninmaktadir.
HC II ise HC I’in mikroplakta yapilmis halidir. HR HPV tip sayisi 13’e
yiikseltilmistir. HC 11 testi, HC I’e gore 10 kez daha yiiksek sensitiviteye sahiptir,
spesifitesi de artmistir. HC II testi servikal hiicrelerin HPV testi i¢cin FDA’den
onay alan tek metoddur. HC 1I test sisteminde servikal kanserde en sik bulunan 13
yiiksek risk ve 5 diisiik risk HPV tipinin genomik sirasina komplementer RNA
problar1 kullanilir ki bu spesifik RNA problari yiiksek risk tip prob kokteyl ve ve
diisiik risk prob kokteyl formatinda hazirlanmstir. Iki farkli RNA prob kokteyli
deneyde ayr1 ayr1 kullanilir ve boylece test, ornekteki HPV DNA‘nin sadece
diisiik veya yiiksek risk grubunda oldugu hakkinda bilgi verir, ancak spesifik HPV
genotipi hakkinda bilgi vermez. HC II testi bir ¢ok iilkede klinik ¢aligmalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Klinik degerlendirmede sadece yiiksek risk prob
kokteylinin kullanilmasi test siiresini ve maliyetini azaltir. HC 1l testi PCR gibi
hedef amplifikasyonuna dayanmadigindan kros kontaminasyon riski diistiktir.
Yeni prototip Hybrid Capture Il (Digene) testi gelistirilmistir. HC II testine
benzer ve HPV DNA ile hibride olan ayn1 RNA problari kullanilir. Ancak HC
II’ye gore daha sensitiv bulunmustur, ¢iinkit DNA-RNA hibridlerini yakalamak
icin HC 1I testindeki anti DNA-RNA antikorlar1 yerine strepavidin ile kaplh
kuyucuklart olan mikrotitrasyon plagi kullanilir

Hedef amplifikasyonu: DNA hedef alan testler, L1 — L2 gen bolgesini
hedef alirken RNA hedef alan testler, E6-E7 proteinlerini hedef alan testlerdir

-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) : En yaygm kullanilan hedef

amplifikasyon metodudur.. PCR ile HPV DNA amplifikasyonu igin g¢esitli
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konsensus primer sistemleri mevcuttur. Konsensus PCR primerler ile genis
spektrumda farkli HPV genotipleri amplifiye edilebilir. En ¢ok seg¢ilen protokol,
HPV genomunun son derece korunan bolgesi L1 genini hedef alan konsensus
veya genel primerlerin kullanimidir. Hemen hemen biitiin mukozal HPV tipleri
tespit edilebilir. HPV genomunun L1 bdlgesine yonelik en yaygm kullanilan
konsensus primer setleri MY09/11 ve modifiye sekli PGMY09/MY11, GP5/GP6
ve daha uzun sekli GP5+/GP6+ ve SFP primerleridir. MY09/MY11 primerleri
L1’e ait 450bp, GP5/GP6 primerleri 150bp ve SFP primerleri 65 bp’lik bolgeyi
hedef alir (159, 160).

HPV PCR amplifikasyon iiriinleri analizinde, konsensus HPV primerleri
ile yapilan PCR testi sonucu HPV pozitif bulunan drneklerde daha sonra spesifik
HPV tipinin tespiti i¢in hibridizasyon, dizi analizi, RFLP (restriction fragment
length polimorphism) ve tip spesifik PCR gibi bir ¢ok testler kullanilir. Ancak
servikal mukozay: infekte eden 40’tan fazla HPV tipi bulundugundan, genotip
tayini i¢in her 6rnege ¢ok sayida SBH hibridizasyon testi veya tip spesifik PCR
testinin ayr1 ayr1 yapilmasi gereklidir. Bu islem zaman alic1 ve yorucu oldugundan
rutin uygulama i¢in uygun degildir. Bu sebeple PCR amplifikasyonundan sonra
HPV tiplerinin tanis1 i¢in mikroplakta hibridizasyon (PCR — ELISA) ve Line Prob
Assay (LIPA) gibi alternatif genotipleme sistemleri gelistirilmistir. Konsensus
primerleri HPV varligin1 tespit eder ve PCR iiriinlerinin tip spesifik problarla
hibridizasyonu ile en az 40 kadar HPV tipinin ayrim1 yapilabilir.

HPV DNA tespiti i¢in yakinlarda gelistirilen yeni bir sistem Roche

Amplicor HPV microtiter well plate (MWP) mikroplak hibridizasyon metodudur.
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Bu metod HPV L1 geninin 170 bp’lik kisa bir bolgesinin hedefleyen genis
spektrumlu PCR ile sadece 13 yiiksek riskli HPV genotipinin tespitine dayanir.
Aragtirma amagh kullanilan DNA mikro array testler ile ¢ok sayida HPV tipinin
viral yiik analizi ve tiplendirilmesi yapilabilir.

Servikal kanser i¢in risk altinda olanlarin tanisi i¢in HPV viral yiik 6l¢timii
ve ¢oklu infeksiyonlarin tespiti ve yardimci test olarak telomeraz aktivitesinin
tespiti gibi testlerin kullanim1 da arastirilmaktadir (159).

Prekanser6z lezyonlarin gelismesi ve servikal kansere progresyon riskini
degerlendirmek icin yiiksek risk HPV 16 ve 18 tiplerinin E6/E7 onkogen
transkriptlerinin revers-transkriptaz PCR (RT- PCR) ile belirlenmesi, 6zellikle HR
HPV ile infekte, displazisi olmayan hastalar ve hafif displazisi olan (CIN I)
hastalarda faydali olabilir. Invaziv servikal kanser HR HPV tarafindan iiretilen
E6/E7 mRNA’dan translasyon sonucu olugsan E6/E7 proteinleri ile olusur. E6/E7
mRNA’y1 saptamaya yarayan yontemlerin kullanimi gelecekte daha yaygin olarak
kullanilacag: diistiniilmektedir. E6/E7 transkriptlerin tespitinin lezyonun ciddiyeti
ile korele oldugu bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir. Ticari olarak mevcut tek RNA
bazli HPV testi Pre Tect HPV-Proofer (Norchip AS, Norway) olup RNA E6/ E7
transkriptlerinin real-time NASBA (niikleic acid sequence based amplification) ile

amplifikasyonuna dayanir (163,165,166).

2.11. HPV Enfeksiyonlarindan Korunma
Asilama ile yiiksek riskli HPV genotiplerine kars1 immiinitenin uyarilmasi

saglanabilir. Boylece, yiiksek riskli HPV tipleri ile olan enfeksiyonun 6nlenmesi
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saglanmis olur. Immiinizasyon ile HPV iliskili anogenital sigillerde &nlenebilir
(166). Human papillomavirus asilar1 profilaktik ve terapotik asilar olmak tizere iki
gruba ayrilmistir (192). Profilaktik asilarda amag, HPV’ye kars1 etkin bir immiin
cevap olusturmak ve bu sayede olusabilecek enfeksiyonu Onlemektir (130). Bu
amagla iki as1 kullanima girmistir. Halen kullanilmakta olan HPV asilar1 Cervarix
ve Gardasil, HPV ‘nin major kapsid proteini L1’den elde edilmektedir. Iki asida
yiiksek derecede immunojeniktir ve bireyleri asinin igerdigi HPV tiplerine karsi
yiiksek derecede korumaktadir. Gardasil ve Cervarix, HPV 16 ve 18 VLPs igerir.
Gardasil’de ayrica HPV6 ve 11 VLPs vardir. Bu agilar, asinin igermedigi diger
HPV tiplerine de capraz koruma ile azda olsa korumaktadir, 6r: HPV 31’e karsi
korunma (168).

Randomize klinik c¢alismalar, HPV iliskili evre 2 ve daha ileri evre
servikal intraepitelyal lezyonlarda, Gardasil’in koruyuculugunun %98-100
oldugunu gostermektedir. Kuadrivalan as1 koruyuculugunda etki, seksiiel aktif
kadinlarda %34-44 civarindadir (169). Cervarix ile ilgili yapilan randomize klinik
caligmalarda evre 2 ve daha ileri evrelerdeki servikal intraepitelyal lezyonlarda
koruyuculuk %93 civarinda iken seksiiel aktif kadinlarda bivalan aginin
koruyuculugu %30’lardir (170).

Asmin uygulanimi ile ilgili olarak, korunma da maksimum etkinlik icin
immiinizasyon i¢in en uygun zamanin ilk seksiiel yasantidan 6nce oldugu
saptanmistir. Amerikan kanser dernegi, HPV asisinin hastalara 11-18 yaslan
arasinda yapilmasini onermektedir. En erken immiinizasyon yasini da 9 olarak

belirlemistir (171). Erkekler icin CDC As1 Uygulamalar1 Komitesi, kuadrivalan
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ast uygulamalar1 i¢in 11-12 yaslarin1 6nermektedir ve en erken immiinizasyon
yasini da 9 olarak bildirmistir (172).

HPV enfeksiyonlarindan korunma, kadin cinsel aktif oldugu siirece
miimkiin degildir. Prezervatif yeteri kadar koruyucu degildir. Miimkiin oldugu
kadar tek eslilik, ge¢ yasta cinsel iliskiye baslama, sigara igmeme koruyucu
onlemler olarak sayilabilir. Ancak HPV agilarinin erken yasta, sistematik olarak

uygulanmasi ile sorun ¢6ziilebilir gibi durmaktadir (173).

53



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahisma Gruplar

Calismamiza, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji ABD gelen
121 kolon kanserli dokularin parafine gomiilii doku 6rnekleri, Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi ABD’den alinan 18 adet biyopsi 6rnegi ile Ankara
Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji Cerrahisi Bilim
Dalindan alinan kolon maligniteli 69 taze doku &rnekleri dahil edilmistir. Kontrol
grubu olarakta malignite dig1 herhangi bir nedenle opere olmus hastalarin parafine

gomiilii doku 6rnekleri ¢alismaya alinmistir.

3.2. Kolorektal Kanserli Doku Orneklerinin ve Kontrol Grubunun
Toplanmasi

Taze doku Ornekleri: Ameliyat sirasinda hastalardan alinan maligniteli
doku oOrnekleri, daha 6nce hazirlanip steril edilen fosfat tamponlu tuzlu su
(Phosphate Buffered Saline; PBS) igerisine konulmustur. Iginde PBS bulunan
steril kaplara alinan 6rnekler, bekletilmeden laboratuvarimiza getirilerek ependorf
tiiplere aktarilip, calismalar yapilincaya kadar -86°C ‘de saklanmustir.

Parafinize doku Ornekleri : Ameliyat sirasinda hastalardan alinan
maligniteli doku 6rnekleri Tibbi patoloji tarafindan parafine gdmiilii doku bloklari
halinde saklanmaktadir. Bu 6rneklerden alinan 2 mm kalinligindaki doku kesitleri
steril kaplar i¢inde alinmistir. Her hastanin Patoloji sonuglar1 kaydedilmistir.
Ayrica her hastanin yas, cinsiyet, timor yeri, grade ve evresi gibi bilgiler

toplanmistir.
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Kontrol grubu doku ornekleri: Ameliyat sirasinda alinan ve sonucu

malignite olmayan, parafin blok halinde saklanan doku oOrneklerinden 2 mm

kalinliginda alinan doku kesitleri ¢alismaya dahil edilmistir.

3.3. Laboratuvar Arac ve Geregleri

Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)

Derin dondurucu, -20°C (Bosch, Almanya)

Buzdolabi (Philco, Tiirkiye)

Otoklav (Hirayama, Japonya)

Laminar hava akimli kabin (MetiSafe, Metis Biyoteknoloji,
Tiirkiye)

Real Time PCR cihaz1 (LightCycler (LC) 2.0, Roche, Almanya)
Thermal cycler cihazi (MJ Reseach, ABD)

Vorteks cihazi (VELP, Scientifica, Almanya)

Mikrosantrifiij (Heraeus, Almanya)

Hassas terazi (Shimadzu, Japonya)

10, 100, 1000 m!’lik mikropipetler (Gilson, Fransa)

Mikropipet uglar1 (CLP, ABD)

0,2-0,5-1,5 pL'lik ependorf tiipler (Greiner Bio-One, Almanya)
Heater

Calkalayic1 (Elektro-mag, Tiirkiye)
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3.3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Distile su (Millipore, Fransa)

%99 Etanol (Kimetsan, Tiirkiye)

Sodyum kloriir (NaCl) (AppliChem, Almanya)

Sodyum asetat (Merck, Almanya)

Tag DNA polimeraz (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)

Magnezyum kloriir (MgCl12)

Primer dizileri: MY09/MY 11 primer seti

MY 09: 5’- CGT CCA AGG GGATACTGATC -3’

MY 11: 5’- GCA CAG GGA CAT AAT AATGG - 3

PCR dereceli H20 (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)

SYBR Green | (Metis Biyoteknoloji, Tiirkiye)

HPV 16 LC prob karisimi (Cy5.0 isaretli prob -0.2 uM), (Metis,
Biyoteknoloji, Tiirkiye)

Prob: 5Cy5-GTT TCT GAA GTA GAT ATG GCA GCA CA-biotin 3'

Real Time PCR primer karigimi (0,5 uM):

GP5+:5-TTTGTT ACT GTG GTAGAT ACTAC -3

GP 6+ :5- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT AT-3’

3.3.2. Hazirlanilarak Kullanilan Soliisyonlar

Fosfat tamponlu tuzlu su (Phosphate Buffered Saline; PBS)
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Hastalardan alinan 6rnekleri saklamak ic¢in kullanildi. 500 mililitre distile

su siselerine konulan hazir 5 adet PBS tabletleri karistirilarak ¢6ziildii. Daha sonra

otoklavlandi. Her bir steril idrar kabina 50 mililitre konularak dolapta saklandi.

3.4. Yontemler

3.4.1. Deparafinizasyon Y ontemi

Tibbi Patoloji Anabilim Dali’'ndan alinan ornekler i¢in 6ncelikle parafin

bloklarda deparafinizasyon islemi yapilmistir.

Deparafinizasyon islem basamaklari;

1.

2.

Parafinli dokular {izerine 1 ml ksilen eklendi.

30 dakika calkalayicida karistirildi.

2 dakika santrifiij yapildi (7000—10000 rpm)

Santriflij sonrasi liste kalan kisim atildi ve ilk li¢ basamak iki kere
tekrarlandi.

Cokelti tlizerine 1000 pl etanol eklenerek 3 dakika 10000 rpm’de
santrifiij edildi.

Daha sonra etanol uzaklagtirildi.

50 pl aseton eklenerek 50°C’de 1siticida kurutuldu.

3.4.1. DNA Ekstraksiyon Yontemi

HPV DNA ekstraksiyonu igin Fenol Kloroform izoamilalkol ydntemi

kullanilarak viral DNA ekstraksiyonu yapilmistir._Ekstraksiyon 6rnekleri ¢aligma

yapilincaya kadar -20°C’de saklanda.
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3.4.3. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

1. TUR:

HPV tip 16’min belirlenmesinde Real Time PCR protokoliinden
yararlanildi. Birinci tur PCR’da MY 09/11 primerleri kullanilarak L1gen bolgesi

thermal cycler cihazinda ¢ogaltildi.

1 6rnek i¢in
Amplifikasyon karisimi 45 ul

Taq DNA polimeraz enzimi 0,2 ul

Amplifikasyon karigimi tablodaki miktarlara gore hazirlandi, 20 sn
vortekslendi ve spin santrifiij edildi.

- Amplifikasyon karigimi tiiplere 45 pl dagitild.

Her PCR tiipiiniin lizerine ¢alisilacak DNA orneginden 5 pl eklendi ve

Termal cycler’a yerlestirildi.

Tablo 6. Termal cycler programi

Derece slire siklus

94°C 5dk 1 siklus
94°C 20 sn 35 siklus
55°C 45 sn 35 siklus
72°C 60 sn 35 siklus
72°C 5dk 1 siklus

Uriinler hemen ¢alisilmayacak ise + 4°C’de saklandi
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2. TUR:

MY09/11 amplifikasyon iirtinleri ¢aligildi.

Light Cycler (LC) cihazi reaksiyon protokoli:

1 Ornek icin:

dH,0 4,6 l,

MgCl; 1,4 ul

HPV 16 LC primer karisimi 0,5 pl: GP5 + / GP6 + primerleri

HPV 16 LC probe karigimi 0,5 pl: Cyanine -5 labeled HPV 16 DNA
spesifik prob

LC SYBR Green Master 10 x kons. 1,0 pl

Toplam miktar 8,0 ul ve HPV 1. Tur iirtinii 2,0 pl, Toplam miktar 10,0 pl

Reaksiyon karisimi hazirlanirken, amplifikasyon karisimi, primer ve
probe karigimlari pipetajla karistirilip alindu.

- MgCl, eridikten sonra vortekslendi.

- Karigim hazirlandiktan sonra 8 pl karisimdan kapiller tiiplere dagitildi.

- Enson 2 pl PCR iiriinii eklendi.

- 2000-3000 x rpm’de 10 saniye santrifiij edildi.

Light Cycler (LC) Cihaz1 Calisma Protokolii

Deney protokolii 4 programdan olugsmaktadir.
Program 1. Denatiirasyon

Program 2. Amplifikasyon

Program 3. Melting Curve (Erime egrileri) analizi

Program 4. Cooling (Soguma)
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Program 1. Denatiirasyon

5iklus Program Veriken Oeger

Siklus
Analiz modu Yok

Sicaklik hadetler sagment 1

Hedeflanan sicaklik (C) 5

Inkilbasyon sOrasi {=aat; dakika: saniye) 30

Sicaklik gecis orani {"C/saniye) 20.0

Ikinci hedeflanan sicaklik (°C) 0

Adim boyutu (°C) 0.0

Adim gecikmesi (siklus) 0

Acquisition Mode YoK

Program 2 Amplifikasyon

Siklus Program Veriler Dager

SIklus 4

Analz modu Ulcom

Sicaklik hedeflen s:gment1 | Segment2 | Segment3
Hodeflanan sicaklk (1) g5 3 72
Inkdtasyon sOres! (aat: dakika: saniya) 0 B 10
SIcakk gecis orani L/saniye) 20.0 2.0 200
Ikinci hedaflanan sicakiik [T) 0 0 0
Adim boyutu () 0.0 0.0 0.0
Adim gackmesi (sklus) 0 0 0
Acquisinon Mooa Yok Yox Tak
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Program 3. Melting Curve Analiz

| Siklus Program Verller Deger
Siklus 1
Analz modu Clcam
Sicaklik hedefleri Segmenti | Segment2 | Segment 3
Hedeflanan sicaklik [°C) g5 5 [,
Inkibasyon sOres (Saat dakika: sanya) 0 10 0
Sicaklik gagis orani {"Clsaniya) 20.0 0.0 02
Ikinci hedaflenan sicaklik ("C) 0 0 0
Adim boyutu ('C) 00 0.0 0.0
Adim gecikmesi (siklus) 0 0 0
Acquisiion Moda Yok Yok Kont.
Program 4. Cooling
Siklus Program Verileri D ger
alklus
Analz mad Yok
Sicaklik hedetler Segment 1
Hadaflanan sicaklik (C) 4
Inkibasyon sOresi (>aat dakika: saniye) 30
Sicakik pegis orani ("C/sanrys) 200
Ikinct hadeflanan sicaklik (1) 0
Adim boyutu °C) 0.0
Adim gecikmesi (sklus) 0
Acquisiion Mode Yok
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Sonuglarin degerlendirilmesi:

Melting Curves

1,082
0,982

o
W
@
)

0,782
0,662
0,582
0,482
0,382 negatif kontrol
0,282
0182
0,082

pozitif kontrol
7

Fluorescence (530)

G0 65 0 ?é B0 &5 a0
Temperature (°C)

Melting Peaks

0,094
0,084
0,074
0,084
0,054
0,044
0,054
0,024

pozitif kontrol

negatif kontrol

-(didT) Fluorescence (530)

(
[=]
2
=

:

0,004

=) B3 70 7‘5 80 &85 an
Temperature (°C}

Grafik 2. Pozitif ve negatif kontroller

Melting Curves

1 4561
1,256

o
P = R
n & o M
2.9 ... 9

HPV tip 16 Pozitif kontrol

=1

HPV pozitif
|

0,256
Negatif kontrol LT

25 B0 ] 70 75 g0 g3 a0
Temperature ("C}

o

Fluorescence (530}

Melting Peaks

ozitif kontrol

HPV tip 16

HPV pozitif

-(d/dT} Fluorescence (530)
_g £
o
v

0,024 Negatif kontrol

25 B0 ] 70 75 g0 g3 a0
Temperature (“C)

Grafik 3. HPV tip 16, HPV 16 disindaki tipler, pozitif ve negatif kontroller
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Tip 16 = 69,5 + 2°C’arasinda erime pikleri verir.

HPV DNA pozitif érnekler = 80 °C £2°C’nin tizerinde pik verir (82-83
°C).

Bu egriler degerlendirilerek tiimorlii doku oOrneklerinin erime egrileri
incelenmis, erime 1silaria bakilarak orneklerin;

HPV tip 16 pozitif

HPV tip 16 dis1 pozitif

HPV miks tip pozitif

HPV negatif olarak siniflandirilmisir.

3.5. Istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirme SPSS 15.0 (spss Inc., USA) bilgisayar programi
kullanilarak yapildi. Verilerin degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi ve
Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanildi, yapilan tiim analizlerde
p< 0,05 degeri anlamli kabul edildi. Veriler ortalama + standart sapma, frekans

dagilimi yiizde olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR

Calismaya 122 dokunun parafin blok doku kesitleri; 27 hastanin biyopsi
doku ornekleri; 73 hastanin ameliyat sirasinda alinan doku spesimenleri dahil
edildi. Kontrol grubu olarak 107 malignitesi olmayan hastanin parafin blok doku
ornekleri kullanildi. Hastalardan 9’unun biyopsi 6rnekleri ve 4 hastanin taze doku
orneklerinin patoloji sonucu malignite ile iligskisiz oldugundan c¢alismaya

alimamadi. Toplam 208 hasta 6rnegi lizerinde c¢alisildu.

» HPV[+)
» HPV[-)

Grafik 4. HPV pozitif ve negatif 6rneklerin dagilimi

Real time PCR sonucunda, 208 6rnegin 44 (%21,1)’tinde HPV DNA (+);

164 (%78,9)’inde HPV DNA negatif; bulundu.
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Grafik 5. HPV pozitif 6rneklerin tip dagilimi

HPV DNA pozitifligi bulunan 6rneklerinde 16 (%7,7)’s1t HPV DNA tip 16

pozitif; 23 (%11,1)’ii HPV DNA tip 16 dist pozitif; ve 5 (%2,4)’i HPV DNA miks

tip pozitif bulunmustur.
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Grafik 6. Cinsiyete gore HPV pozitif 6rneklerin dagilimi

Tiim Orneklerin HPV tiplerine gore cinsiyet dagilimina bakildiginda,

caligmaya katilan hastalarin 89 (%42,8)’u kadm; 119(%57,2)’u erkektir.
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Kadinlarin 4 (%4,5)’t HPV tip 16 pozitif; 6 (%6,7)’1 HPV tip 16 dis1 pozitif ve 3
(%3,4)’i HPV miks tip pozitiftir. Erkeklerin de 12 (%10,1)’i HPV tip 16 pozitif;
17 (%14,7)’t HPV tip 16 dis1 pozitif ve 2 (%1,7)’i HPV miks tip pozitiftir.
Kontrol grubunun cinsiyet acisindan dagilimina bakarsak; 107 Ornegin
50(%46,7)’i kadin, 57(%53,3)’ i erkektir. Kadinlarda 7 (%)6rnek HPV(+)’dir.
Bununda 4 (%36,4) tip16; 3(%30) tipl6 dist pozitiftir. Erkeklerde de 7 (%12,3)
tipl6 ve 7(%12,3) tipl6 dist HPV (+)’dir. Yapilan istatistikte HPV pozitifligi ile
erkek cinsiyet arasinda anlamili bir iliski oldugu gosterilmistir.. Erkek cinsiyette
HPV(+)’ligi tip 16 ve tip 16 dis1 tipte fazladir. Korelasyon ve regresyon ile model
olusturuldugunda da erkek cinsiyette HPV(+)’liginin daha fazla bulundugu
gosterilmistir. Kontrol grubu ile hasta grubu cinsiyet agisindan karsilagtirildiginda

ise herhangi anlamli bir fark bulunmamustir.

Tablo 7. Yasa gore HPV pozitif 6rneklerin dagilimi

Tip 16(+) ny9 | Tip 16 disi(+) o, | Mikstip (+) o/ | HPV (#)n/0 HPV(-)n /0
% %
50 yas alt1 .47 3 (%6,4) 4 (%8,5) 1 (%2,1) 8 (%17) 39 (%83)
50-59 yas arasi . g4 4 (%6,3) 5 (%7,8) 2 (%3,1) 11 (%17,2) 53 (%82,8)
60 yas iistii o7 9 (%9,3) 14 (%14,4) 2 (%2,1) 25 (%25,8) 72 (%74,2)

Yas dagilimima bakacak olursak 50 yas alti1 hastalarin 3 (%6,4)’l tipl6
pozitif, 4 (%8,5)’1 tip 16 dis1 pozitif ve 1(%2,1)’i miks tip pozitif iken 39 6rnek
(%83)’ii HPV negatiftir. 50-59 yas arasi hasta grubunda 4 (%6,3)’i tip16 pozitif,

5 (%7,8)’1 tip 16 dist pozitif, 2 (%3,1)’i miks tip pozitif ve 53 (%82,8) ornekte
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HPV negatiftir. 60 yas iistii hastalarda da 9 (%9,3) tip16 pozitif, 14 (%14,4) tip 16
dis1 pozitif, 2 (%2,1) miks tip pozitif ve 72 (%74,2) HPV negatif bulunmustur.

Kontrol grubunun yas dagiliminda; 46(%43) 50 yas alti, 30(%28) 50-59
yas arast ve 31 (%29) ornekte 60 yas listli hastalardir. 50 yas alt1, 6 (%13) 6rnek
tipl6 ve 4 (%8,7) drnekte tip 16 dis1 pozitiftir. 50-59 yas aras1 4(%13,3) tip 16 ve
1(%3,2) tip 16 dis1 pozitif iken 60 yas tistii 1(%3,2) tip 16 ve 5 (%16,1) tipl6 dist
pozitiftir.

Bu calismada yas ile HPV(+)’ligi arasinda anlamli bir fark bulunmamastir.
Kontrol grubu ile hasta grubu da yas ve HPV (+)’ligi acisindan karsilastirildiginda

yine anlamli bir fark bulunamamustir.
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Grafik 7. Tiimoriin yerine gore HPV pozitif 6rneklerin dagilimi

Kolorektal kanserli hastalarin timér doku o6rneklerinin  bulunduklar
lokalizasyona gore HPV pozitiflik oranlarina bakacak olursak kolonda 7 (%5,8)
tip 16, 17 (%14) tip 16 dis1t HPV pozitifligi saptanmistir. Kolonda miks tip HPV
pozitif 6rnek yoktur ve 97 (%80,2) o6rnek HPV negatiftir. Rektum da ise 9
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(9%10,5) tip 16, 6 (%7) tip 16 dis1, 5 (%5,8) miks tip HPV pozitif iken 66 (%76,7)
ornek HPV negatiftir. Kolorektal bolge de yer alan 1(%0,6) adet tiimor doku

ornegidn de de HPV negatif bulunmustur.

Tablo 8. Timor diferansiyasyon derecesine gore HPV pozitif 6rneklerin dagilimi

Tip16,/0 | Tip 16 disinse | Miksttipn oo | HPV(+)n/0 HPV()n ;9%
Iyi nes 1/1,5 5/7,7 2/3,1 8/12,3 57/87,7
Orta g0 9/9,1 13/13,1 313 25/25,3 74/74,7
K6t 4 5/11,9 5/11,9 0/0 10/23,8 32/76,2
Toplam 15/7,7 23/11,1 5/2,4 44/21,2 164/78,8

Calismaya alinan malign doku Grneklerinin grade’ine gore HPV (+)’ligi:
Iyi diferansiye tiimér doku drneklerinde 1 (%1,5) tip 16, 5 (%7,7) tip 16 dis1 ve 2
(%3,1) miks tip pozitiftir. Toplam 65 iyi diferansiye timor doku 6rneginin 57
(87,7)’i HPV negatiftir. Orta diferansiye Orneklerin ise 9 (%9,1)’i tip 16,
13(%13,1)’1 tipl6 dis1 ve 3 (%3)’i de miks tip pozitiftir. Orta diferansiye 99
ornegin HPV negatiflik oran1 74 (%74,7)’dir. Az diferansiye 42 adet doku
orneginin 5 (11,9)’u tip 16; 5 (%11,9)’u tip 16 dis1t HPV pozitif iken 32 (%76,2)
ornek HPV negatiftir. Hasta grubundaki tiimor diferansiyasyon derecesi ile HPV

(+)’likleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
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Tablo 9. Tiimdriin T, invazyon derecesine gore HPV pozitif 6rneklerin dagilimi

Tip 16,0 Tip 16 digi /9 | Mikstip ;e HPV(+)n /9% HPV(-)n/ 0% Toplam
TO0 1/50 0/0 0/0 1/50 1/50 2/1
T1l,3 0/0 0/0 1/33,3 1/333 2/66,7 3/1,4
T2 10 2/16,7 1/8,3 2116,7 5/41,7 7158,3 12/5,8
T3 1129 8/6,2 13/10,1 2/1,6 23/17,8 106 /82,2 129/62
T4 60 5/8,1 9/145 0/0 14/22,6 48 /77,4 62 /29,8

Calismaya katilan tiim kanserli doku 6rnekleri T, N, M sistemine gore tek
tek analiz edilmistir. T, primer tiimoriin invazyon derinligini gdsteren bir
parametredir. Buna gore bizim ¢alismamizda, 2 (%1) TO, 3 (%1,4) T1, 12
(%5,8) T2, 126(%62) T3 ve 62(%29,8) 6rnek T4 olarak bulunmustur. TO
orneklerin 1 (%50) tip 16 pozitif iken 1 (%50) HPV negatiftir. T1 6rneklerin 1
(%33,3) miks tip pozitif iken 2 (%66,7) 6rnek HPV negatiftir. T2 6rneklerde 2
(9%16,7) tip 16, 1 (%8,3) tip 16 dis1, 2 (%16,7) miks tip pozitiftir ve 7 (%58,3)
ornekte HPV negatiftir. En yiiksek hasta sayisinin oldugu T3 6rneklerin 8 (%6,2)
tip 16, 13 (%10,1) tip 16 dist, 2 (%]1,6) miks tip HPV pozitif iken 106 (%82,2)
ornek HPV negatifitir. T4 de yer alan 6rneklerin de 5 (%8,1) tip 16 ve 9 (%14,5)
tip 16 dis1t HPV pozitiftir. HPV negatif 6rnek sayis1 48 (%77,4)’diir. Hastalarin T
parametresi ile HPV(+)’likleri degerlendirildiginde, T4 tiimorlerde %14,5
pozitiflik ile tip 16 dis1 timorlerin daha sik goriildiigii saptanmistir. Yapilan
istatistiksel degerlendirmede, ki kare tablosunun ¢ok goézlii olmasi ve sifir igeren
gozlerin ¢ok olmasi nedeniyle istatistiksel olarak tesadiifi bir fark olarak

yorumlanmaktadir.
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Tablo 10. Timorin N, pozitif lenf nodu sayisina gére HPV pozitif 6rneklerin

dagilimi

Tipl6 /9 Tip 16 d1s1 /9 Miks tip 1/ 0 HPV(+)n /9% HPV(-)n /% Toplam /o
NO .99 6/6,1 13/13,1 3/3 22/ 22,2 771778 99/47,6
N1 67 6/9 6/9 2/3 14/18,9 53/79,1 671322
N2 .42 4/95 4/95 0/0 8/22,2 34/81 42120,2

N, tan1 anida ¢ikarilmis olan lenf nodlarindan tiimdr pozitif olanlarin sayisini ifade
etmektedir. Buna gore 208 ornegin 99°(%47,6) 1 NO, 67°(%32,2) i N1 ve
42°(%20,2) i N2’dir. NO 6rneklerin 6 (%6,1) tip 16, 13 (%13,1) tip 16 dist, 3 (%3)
miks tip HPV pozitiftir, 77(%77,8) HPV negatiftir. N1 6rneklerin 6 (%9) tip 16, 6
(%9) tip 16 dis1, 2 (%3) miks tip HPV pozitif, 53 (%79,1) 6rnekte HPV negatiftir.
N2 orneklerde ise 4 (%9,5) tipl6 ve 4 (%9,5) tip 16 dist HPV pozitif, 34 (%81)
ornek HPV negatiftir. N, tiimor pozitif lenf nodu sayis1 ile HPV pozitifligi

arasinda herhangi bir istatiksel iliski bulunamamustir.

Tablo 11. Timorin M, uzak organ metastazi varligina goére HPV pozitif

orneklerin dagilimi

Tip 16,9, Tip 16 disi ;9 Mikstipn/e | HPV(¥)ns6 | HPV (/o Toplam ;4

MO n.159 13/8,2 17/10,7 3/31 35/22 124178 159/76,4

M1 .49 3/6,1 6/12,2 0/0 9/18,4 40/81,6 49/23,6

M; tan1 aninda uzak metastaz olup olmamasin1 gosterir. MO, metastaz
yapmamis 159 (76,4) timor doku 6rneginin 13 (%8,2) tip 16, 17 (%10,7) tip 16
dis1, 3 (%3,1) miks tip HPV pozitifitir ve 124 (%78) 6rnek HPV negatiftir. M1,

tan1 aninda uzak organ yayilimi olan tiimoérlerinde 3 (%6,1) tip 16, 6 (%12,2) tip
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16 dis1t HPV pozitifitir ve 40 (%81,6) 6rnek HPV negatiftir. Tiimorlerin M, uzak
organ metastazi ile HPV (+)’ligi arasinda yapilan degerlendirmede anlamli bir

istatistiksel fark bulunamamastir.

Tablo 12. Tiimoriin evresine gére HPV pozitif 6rneklerin dagilimi

Tip 16 /0 Tip 16 dist /o Miks tip 7 0 HPV(+)n /% HPV()n /% Toplam /9
Evre 0., 1/50 0/0 0/0 1/50 1/50 2/1
Evre 1,15 2/13,3 1/6,7 3/20 6/40 9/60 15/7,2
Evre 2 .69 3/4,3 10/14,5 0/0 13/18,8 56/81,2 69/33,2
Evre 3 .7, 719,7 6/8,3 2/2,8 15/ 20,8 57/79,2 72/34,6
Evre 4 .59 3/6,1 6/12,2 0/0 9/17,8 41/82,2 50/ 24

Tiumoriin T, N, M parametreleri esas alinarak yapilan evrelemesinde evre 0
olan 1 (%50) o6rnek tip 16 pozitif, 1 (%50) 6rnek HPV negatiftir. Evre 1°de yer
alan 15 (%7,2)6rnegin 2 (%13,3) tip16, 1 (%6,7) tip16 dis1, 3 (%20) miks tip HPV
pozitiftir. 9 (%60) 6rnek HPV negatiftir. Evre 2 6rneklerin 3 (%4,3) tip 16, 10
(%14,5) tip 16 dis1t HPV pozitif iken miks tip HPV pozitifligi bulunamamstir. 56
(%81,2) ornekte HPV negatiftir. Evre 3 tiimorlerin 7(%9,7) tipl6, 6 (%8,3) tip 16
dist, 2 (%2,8) miks tip HPV pozitif iken 57 (%79,2) 6rnek HPV negatiftir. Evre
4’de yer alan timorlerde de 3 (%6,1) tip 16, 6 (%12,2) tip 16 dis1t HPV pozitiftir.
41 (%82,2) ornek HPV negatiftir. Yapilan istatistiklerde evreleme ile HPV(+)’ligi

arasinda da herhangi bir istatistiksel fark bulunamamistir.
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Tablo 13. Tiimoriin histolojisine gére HPV pozitif 6rneklerin dagilimi

Tip 16,9 | Tip 16distn 0 | Mikstipn e | HPV(H)nsw | HPV(nse | Toplam ;e
Adenokanser 17 13/7,4 19/10,8 5/2,8 37/21 139/79 176/84,6
Tashyliziik 2/28,6 1/14,3 0/0 3/42,9 4/57,1 7/3,4
hiicreli .7
Musindz 1/4 3/12 0/0 4/16 21/84 25/12
karsinom ;.05

Son olarak tiimor 6rneklerinin histolojik alt tiplerine gore HPV pozitiflik
dagilimina bakacak olursak, 208 Ornegin 176 (%84,6)’1 adenokanserdir.
Adenokanserlerin 13 (%7,4) tip 16, 16 (%10,8) tip 16 dis1, 5 (%2,8) miks tip HPV
pozitif iken 139 (%79) 6rnek HPV negatiftir. Orneklerin 7 (%3,4)’i tash yiiziik
hiicrelidir, bu 6rneklerinde 2 (%28,6) tip 16, 1 (%14,3) tip 16 dis1 pozitiftir. Bu
histolojide miks tip HPV pozitifligi gorilmemistir; 4 (%57,1) ornek HPV
negatiftir. 25 musinoz karsinom histolojili 6rnegin 1 (%4) tip 16, 3 (%12) tip 16
dist HPV pozitif ve 21 (%84) 6rnek HPV negatiftir. Yine musinoz karsinomda
miks tip HPV pozitifligi bulunmamaktadir. Timoriin histolojisi ile HPV
pozitiflikleri istatiksel olarak degerlendirildiginde de herhangi bir anlamli fark
bulunamamastir.

Kolorektal tiimdrlerde HPV pozitifliginin yas, cinsiyet, timor yeri, timdr
histolojisi, diferansiyasyon, T, N, M ve evre agisindan degerlendirildigi bu
calismada; sadece erkek cinsiyette HPV(+)’liginin daha fazla olmasinin.
istatistiksel olarak anlamli oldugu gosterilmistir. Diger tiimor parametreleri ile

HPV pozitiflikleri ve negatiflikleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki

saptanmamigtir.

72




5. TARTISMA

Human papillomavirus enfeksiyonlar1 tiim diinyada serviks kanserinin
primer etyolojik nedenidir. HR HPV ile serviks kanseri arasinda %99,7’leri bulan
bir iliski saptanmistir (4). HR HPV’nin baska malignitelerin etyolojisinde de
onemli rolii oldugu diistintilmektedir. HPV ile iliskili baslica maligniteler; serviks,
larinks, deri, farinks, vulva, vagen, kolon, anal kanal ve penil malignitelerdir
(1,2).

Her yil yaklasik 1 milyon insan KRK tanis1 almaktadir ve her yil yaklasik
500 bin kisi bu hastalik nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir (174). HPV serviks
kanseri ile dogrudan iliskili iken KRK karsinogenezisindeki yeri tartismalidir (4).
Onkojenik HPV tipleri, tip 16 ve 18 ile olan persistan HPV enfeksiyonlari serviks
ve diger kanserlerin gelisiminde 6nemlidir. Baz1 ¢aligmalar onkojenik HPV’lerin
KRK’de de belirlendigini ve %84’lere varan pozitiflikler oldugunu bildirmektedir
(157)

Calismamizda 208 kolorektal kanserli hastanin doku Ornekleri ve kanser
dis1 lezyonu olan 107 hastanin doku Ornekleri iizerinde PCR ile HPV DNA
varhigim arastirdik. Toplamda 315 6rnegin 65 (%20,6)’sinda HPV DNA pozitif
olarak saptadik. iran da 2014 yilinda Ranjbar ve ark.larinin 80 kolorektal kanserli
doku iizerinde yaptiklar1 ¢alismada 5 (%6,25) 6rnek pozitif bulunmustur. Iran da
yapilan bu calisma islami toplum yapisindan dolay1 toplumda diisiik olan HPV
DNA pozitiflik oranlariyla da iliskili olabilir (176). Polonya’da 2012 yilinda

yapilan bir ¢aligmada ise 50 kolorektal kanserli ve adenomatdz polipli doku
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orneklerinde PCR ile HPV DNA bakilmis ve herhangi bir pozitiflik
bulunamamustir. Gornick ve ark.larmin 2010 yilinda yaptigi ¢alismada da
kolorektal kanserli 279 parafin blok doku ve 30 normal doku 6rneginde PCR ile
HPV DNA pozitifligine bakmigslardir. Cok merkezli yapilan bu ¢alisma, Amerika,
Israil ve Ispanya dahil 3 iilkeden ornekler iizerinde yapilmistir. Sonugta HPV
DNA’nin kolorektal kanser dokusunda %0-84 arasinda degisen oranlarda pozitif
oldugu gosterilmistir (154). Tiim yapilan bu ¢aligmalara bakildiginda kolorektal
kanser de HPV DNA pozitifligi olduk¢a degiskendir. Toplumun yapisi, yasam
tarzi, beslenme, kanser goriilme yasi, kolorektal kanser goriilme orani gibi
faktorler bu degiskenlikte etkili olabilir (156).

Calismamiza alman 208 kolorektal kanserli doku orneginin 44
(%21,1)’inde  HPV DNA pozitif; 164 (%78,9)’inde HPV DNA negatif
bulunmustur. HPV DNA pozitif bulunan 44 doku 6rnegininde 16 (%7,7)’s1t HPV
DNA tip 16 pozitif; 23 (%11,1)’t HPV DNA tip 16 dis1 pozitif; ve 5 (%2,4)’i
HPV DNA miks tip pozitif bulunmustur. Kolorektal kanser dokusunda HPV tip
16 pozitifliginin daha fazla olduguna iliskin bir sonu¢ bulunamamistir. Bulunan
oranlar yaklagik olarak birbirine yakindir.

Calismamizdaki tiim orneklerin cinsiyet dagilimina gére HPV pozitifligine
bakildiginda, calismaya katilan hastalarin 89 (%42,8)’u kadin; 119 (%57,2)’u
erkektir. Kadin hasta orneklerinin 13 (%14,6)’iinde HPV DNA pozitif iken 76
(%85,4) ornekte negatif bulunmustur. Erkek hasta 6rneklerininde 31 (%26)’inde
HPV DNA pozitif iken 88 (%74) oOrnekte negatiftir. Bizim ¢aligmamizda

kolorektal kanserde HPV DNA pozitifligi erkeklerde istatistiksel olarak anlaml
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yiiksek bulunmustur. Kolorektal kanser erkek cinsiyette daha fazla goriilmektedir.
Buna bagli olarak erkek cinsiyette HPV DNA pozitifligi daha sik saptanmis
olabilir. Yavuzer ve ark.larinin 2011 yilinda kolorektal karsinom dokusu iizerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada, 106 6rnek degerlendirilmistir. Degerlendirilmeye alinan
106 6rnegin 52 (%49,1)’i kadin, 54 (%50,9)’u erkektir. Bizim ¢alismamiza benzer
olan bu ¢alismanin yapilan istatistiksel analizinde ise cinsiyet ile ilgili anlamli bir
fark bulunmamustir (15).

Kadin hastalarda pozitif olan 13 6rnegin, 4 (%4,5)’ti HPV tip 16 pozitif,
erkek hastalarda da, 31 HPV DNA pozitif 6rnegin, 12 (%10,1)’i HPV tip 16
pozitiftir. Hartman ve ark.larinin 2012 yilinda kolorektal karsinom dokusunda
PCR ile HPV tip 16 DNA arastirdiklar1 caligmalarinda, 555 Ornegin 239
(%43,7)’u kadin, 313 (%56,3)’t erkektir. Kadinlarin 3(%1)’i, erkeklerinde 10
(%3)’u, HPV tip 16 DNA pozitiftir. Bu iki ¢alismanin HPV tip 16 pozitifliklerine
bakildiginda cinsiyet ile herhangi bir benzer iliskiye rastlanmamustir. Erkek
cinsiyette HPV tip 16 pozitifliginin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Fakat bu
caligmaya katilan hastalarda erkek cinsiyetin daha fazla olmasiyla da iliskili
olabilir (157).

Kontrol grubunun cinsiyet agisindan dagilimina bakarsak; 107 6rnegin 50
(%46,7)’1 kadin, 57 (%53,3)’ i erkektir. Toplamda 107 6rnegin 21 (%19,6)’1 HPV
DNA pozitifitir. iran da Ranjbar ve ark.larmin galismasinda 80 kontrol &rneginin
1 (%1,25) tanesinde HPV DNA pozitif saptanmigtir. Bizim ¢alismamizda
kadinlarda 7 (%14) 6rnek HPV (+)’dir. Bununda 4 (%36,4) tip 16; 3 (%30) tip 16

dis1 pozitiftir. Erkeklerde de 14 pozitif 6rnegin 7 (%12,3) tip 16 ve 7 (%12,3)
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tipl6 dist HPV (+)’dir (176). Kanser dokusu igermeyen kontrol grubu ornekleri ile
kolorektal kanserli doku orneklerinden olusan grup istatistiksel olarak
karsilastirildiginda da herhangi bir anlamli sonug¢ ¢gikmamastir.

Calismamizdaki hastalarin yas dagilimina gére HPV pozitifligine bakacak
olursak; 50 yas alt1 47 hastanin 3 (%6,4)’l tipl16 pozitif iken 39 6rnek (%83)’u
HPV negatiftir. Hartman ve ark. 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada HPV’iin
kolorektal kanserli vakalarda yas dagilimmma ve HPV DNA’nin kolorektal
kanserdeki sikligina bakmislardir. Hastalarin bu ¢alismadaki yas dagilimi; 55 yas
alt1 3 (%2) hastada HPV tip 16 pozitif iken 129 (%98) hastada HPV tip 16 negatif
bulunmustur (157). Tayvan’da 10,612 kadin hastada 2010 yilinda Li-Chung ve
ark.larinin  yaptiklar1  ¢aligmada  rektum  ve  rektosigmoid  bolge
adenokarsinomlarinda HPV DNA siklig1, yas dagilimina gore siniflandirilmastir.
Katilimeilarin yaklagik 6500 ‘i 55 yas alt1 iken 1150 kadar 60 yas lizerindedir.
Yapilan istatistikte ise 60 yas iizeri hastalarda siklik 47/ 100,000’leri bulmaktadir
(177). Bizim galismamizda, 50-59 yas arasi hasta grubunda 4 (%6,3)’i tipl6
pozitif ve 53 (%82,8) drnekte HPV negatiftir. 60 yas tistii hastalarda da 9 (%9,3)
tipl6 pozitif ve 72 (%74,2) HPV negatif bulunmustur. Hartmann ve ark.larinin
caligmasinda 55 yas ve tizeri, 10 (%2) hasta HPV tip 16 pozitif iken 423 hastanin
413 (%98) HPV tip 16 negatiftir. Bizim ¢alismamizda ve Hartmann ve ark.lariin
yaptiklar1 ¢alismada ilerleyen yas ile HPV tip 16 pozitifliginde hafif bir yiikselme
saptanmigsa da istatistiksel olarak anlamli kabul edilmemektedir (157).
Immunitenin zayiflamasinin, viriise maruziyet siiresinin uzamasi gibi faktorlerin

yasla olan bu artista etkili oldugu diisiiniilmektedir. Sonugta toplamda, HPV
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pozitif 8 hasta (%22,6)’1 50 yas alti, 11 hasta (%30,8)’i 50-59 yas aras1 ve 25
hasta (%46,6)’1 60 yas iizerindedir. Chen ve ark. Tayvan’da 2012 yilinda
yaptiklari ¢caligmalarinda yasa gére HPV pozitifligi; 68 yas alt1 3 hasta (%9,7) ve
68 yas Ustil 8 hasta (%21,1) olarak bulunmustur. Tayvan da yapilan bu ¢alismada
da 60 yas iistli hastalarda kanser goriilme sikliginda benzer oranlar saptanmustir.
Her iki ¢alisma ile de yasin ilermesiyle HPV pozitifliginin arttigi gosterilmistir
(17).

Calismamizin kontrol grubunun yas dagiliminda; 46 (%43) 50 yas alti,
30(%28) 50-59 yas arasi ve 31 (%29) o6rnekte 60 yas Ustii hastalardir. 50 yas alti,
6 (%13) ornek tipl6 pozitif, 50-59 yas arasi 4 (%13,3) tip 16 pozitif iken 60 yas
tstii 1 (%3,2) tip 16 pozitiftir. Kontrol grubu ile kanserli grubun yas dagilimina
gore yapilan karsilagtirilmali istatistiksel analizlerinde herhangi bir anlaml fark
bulunamamastir.

Calismamizda kolorektal kanserli hastalarin tiimor doku Orneklerinin
bulunduklar lokalizasyona gére HPV pozitiflik oranlarina bakacak olursak, HPV
pozitif 44 doku o6rneginin 20 (%46,6)’1 rektumda 24 (%53,4) tanesi kolondadir.
[ran da 2014 yilinda Ranjbar ve ark.larinin yaptiklari galismada 58 kolon kanserli
ve 22 rektal kanserli toplam 80 doku oOrnegi iizerinde PCR ile HPV DNA
bakilmigtir. Tiimdriin anatomik bdlgesi ile HPV pozitiflikleri arasindaki iliski
degerlendirilmistir. HPV DNA 5 (%6,25) vakada belirlenmis, hastanin 1
(%4,54)’inde rektumda ve 4 (%6,9)’unda kolonda HPV DNA pozitif bulunmustur

(176). Bu iki ¢alismaya bakildiginda kolon tutulumlu kanserlerde az da olsa HPV
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pozitiflik oranlar1 artmis goriilmekte ise de istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur.

Tip dagilimina bakacak olursak, kolonda 7 (%5,8) tip 16 ve rektum da ise
9 (%10,5) ornek tip 16 pozitiftir. Hartman ve ark.larmin 2012 yilinda ki
caligmasinda, 542 6rnek ¢alisilmigtir. HPV tip 16 pozitif olan 13 6rnegin 5 (%1)’i
kolonda, 8 (%5)’i rektum yerlesimlidir. Iki calismanin sonucunda da rektum
tutulumlu tiimoérlerde HPV tip 16 pozitiflik orani yiikksek bulunmustur. Bizim
calismamizda istatistiksel olarak anlamli bir iliski belirlenmemistir. Hartmann ve
ark.lar ise rektal tiimorlerde HPV tip 16 pozitifligini istatistiksel olarak anlami
yiiksek bulmuslardir. HPV tip 16°nin rektal bolgede olan yiiksek oranlarinda anal
kanal kontaminasyonunun etkili oldugu 6ne siiriillmektedir. Onkojenik potansiyeli
yiiksek olan ve serviks kanseri gelisiminde de etkili olan HPV tip 16 nin rektal
bolgede olugsan malignensilerde daha yiiksek oranda saptanmasnda cinsel bulagin
etkili olabilecegi diistiniiebilir (157).

Calismamiza katilan tiim kanserli doku 6rnekleri, T, N, M sistemine gore
tek tek analiz edilmistir. T, primer tlimoriin invazyon derinligini gosteren bir
parametredir. Buna gore bizim c¢alismamizda, 2 6rnek (%1) TO, 3 6rnek (%1,4)
T1, 12 6rnek (%5,8) T2, 126 6rnek (%62) T3 ve 62 ornek (%29,8) 6rnek T4
olarak bulunmustur. Yavuzer ve ark. istanbulda 2009 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
106 KRK’l1 parafine gomiilii doku orneginde PCR ile HPV DNA bakmustir.
Tiimorli doku drneklerinin T siniflamasinda 3 (%2,8) 6rnek T1, 8 6rnek (%7,5)
T2, 89 (%84) 6rnek T3 ve 6 (%5,7) 6rnek T4 olarak degerlendirilmistir. Bu doku

orneklerin higbirinde HPV DNA pozitifligi bulunamamistir (15). Bizim
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caligmamizda oldugu gibi evre T3, tiimorlii doku 6rneklerinde yiiksek oranda
saptanmustir. Bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu yiikseklik,
invaze tiimorlerin tan1 alma olasilifinin artmasindan kaynaklanan bir ylikseklik
olabilir.

En yiiksek hasta sayisinin oldugu T3 6rneklerin 8 6rnek (%6,2) tip 16, 106
ornek (%82,2) HPV negatiftir. T4 de yer alan 6rneklerin de 5 6rnek (%8,1) tip 16
pozitif iken HPV negatif 6rnek sayisi 48 6rnek (%77,4) diir.

Sonugta HPV pozitif olan 44 6rnegin 1 (%50)’i TO, 2 (%66,7)’i T1, 7
(%58,3)’1 T2, 23 (%17,8)’i T3 ve 2 (%22,6)’1 T4 ‘diir. Hastalarin T parametresi
ile HPV(+)’likleri degerlendirildiginde, T4 tiimorlerde %14,5 pozitiflik ile tip 16
dis1 tiimorlerin daha sik goriildiigli saptanmissa da; istatistiksel olarak tesadiifi bir
fark olarak yorumlanmaktadir. Ciinkii yapilan ki kare tablosunun c¢ok gozli
olmast ve negatif olan goz sayisinin fazla olmasi tesadiifi bir anlamlilik
olusmasina neden olmustur.

Bizim ¢alismamizda da T3 olan 6rnek sayisi en fazladir ama HPV DNA
pozitifligi T3 tiimorlerde daha diistiiktiir. Yavuzer ve ark.lariin ¢alismasinda HPV
pozitif T3 oOrnek yokken, bizim c¢alismamizda T3 Orneklerde %17,8 HPV
pozitifligi saptadik. Sonug¢ olarak tiimoriin T, invazyon derecesi ile HPV’nin
varlig1 arasinda bir istatistiksel olarakta anlamli bir iligki saptanmamustir (15).

N, tani aninda ¢ikarilmis olan lenf nodlarindan tiimdr pozitif olanlarin
sayisini ifade etmektedir. Buna gore 208 6rnegin 99 (%47,6)’1 NO, 67 (%32,2)’i
N1 ve 42 (%20,2)’i N2’dir. Toplam da 44 HPV pozitif 6rnek degerlendirildiginde

22 (%22,2) ornek NO, lenf nodu yayilimi yokken; 14 (%18,9) 6rnek N1 ve 8

79



(%22,2) 6rnek N2 olarak bulunmustur. Deschoolmeester ve ark.nin 2010 yilinda
Belcika’da yaptig1 bir ¢calismada parafin blok tiimor doku orneklerinin lenf nodu
pozitifliklerini degerlendirmislerdir. HPV DNA pozitif hastalarin 82 (%89,1) lenf
nodu tutulumu varken, 10 (%210,9)’unda lenf nodu tutulumu yoktur (178).

Orneklerin N,lenf nodu sayisina gére HPV tip 16 pozitifliklerine bakacak
olursak NO 6rneklerin 6 (%6,1) tip 16, N1 6rneklerin 6 (%9) tip 16, N2 6rneklerde
ise 4 (%9,5) tipl6 pozitiftir. Bizim ¢alismamizda da, Deschoolmeester ve ark.nin
yaptig1 calismada da benzer sekilde N, tiimor pozitif lenf nodu sayis1 ile HPV
pozitifligi arasinda yiiksek derecede pozitif oranlar vardir.. Lenf nodlarinin
tiimorler i¢in bir korunma bariyeri oldugu diisiiniiliirse lenf nodlarindaki HPV
pozitiflikleri agiklik kazanabilir. Lenf nodu tutulumu olan timorli doku
orneklerinde HPV DNA pozitifligi oldukca diisiik saptanmistir. Buna ragmen
yapilan istatiksel analizde anlamli bir iligki bulunamamustir. (178).

Kolorektal kanser dokusunun tani aninda uzak organ metastazi olup
olmamasima goére siniflandirmasina bakarsak; 208 ornegin 159 (%76,4)’unda
metastaz yok iken 49 (%23,6) unda metastaz vardir.

Calismamizda; tiimoriin T, N, M parametrelerini degerlendirilmis ve bu
parametreler esas alinarak evreleme yapilmistir. Evrelemede, evre 0 olan 1 (%50)
ornek tip 16 pozitif, evre 1’de yer alan 15 (%7,2) 6rnegin 2 (%13,3) tip 16 pozitif,
evre 2 orneklerin 3 (%4,3) tip 16 pozitif, evre 3 tiimorlerin 7 (%9,7) tip 16, evre
4’de yer alan tiimorlerde de 3 (%6,1) tip 16 HPV pozitiftir. Chen ve ark. 2012
yilindaki c¢aligmalarinda evre 1, 4 (%66,7)’i HPV tip 16 pozitif, evre 2, 3

(%12,5)’u HPV tip 16 pozitif, evre 3 olan 2 (%9,5)’u HPV tip 16 pozitif ve evre
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4, 2 (%11,1) HPV tip 16 pozitifitir. HPV DNA pozitifligi evre 1 tiimorlerde ileri
evre timorlerden daha sik olarak saptanmis ve istatistiksel olarak Chen ve ark
larinin yaptig1 ¢alismada anlamli yiikksek bulunmustur (17). Bizim ¢alismamizda
evre 1 tiimorlerde HPV pozitifligi yliksek bulunmussa da istatistiksel olarak
anlamli degildir. Deschoolmeester’in 2010 yilindaki ¢alismasinda 232 parafine
gomiilii  kolorektal kanserli doku 6rneginde SPF10 PCR ile HPV pozitifligi
arastirmis ve reverse hibridizasyon ile genotipleme yapilmistir. Tiimdrlerin T N M
siniflamasina gore evrelenmistir. Evreye gore HPV pozitifligine bakacak olursak,
evre 1 28 hastanin 3 hasta (%9,7) HPV tip 16 pozitif, Evre 2 olan 68 hastanin 13
hasta (%41,5)’i HPV tip 16 pozitif, evre 3, 74 hastanin 12(%38,7)’i HPV tip 16
pozitif, evre 4, 53 hastanin 3 (%9,7)’i HPV tip 16 pozitif olarak bulunmustur.
Istatistiksel olarak Deschoolmeester ve ark.lar1 evre 2 tiimérlerde HPV DNA
pozitifligini daha yiiksek bulmuslardir (178). Tayvan da 2012 yilinda yapilan bir
calisgmada da KRK dokusunda HPV tip 16 pozitifligi arastirilmistir. KRK’li 69
hastanin 11(%16)’inda HPV DNA pozitif ve 11 6rneginde 8(%73)’inde HPV tip
16 pozitif bulunmustur. HPV tip 16 pozitifligi evre 1°de %66,7, evre 2°de %125,
evre3’de %9,5 ve evre 4’de %11,1 olarak bulunmustur. Ve istatistiksel olarak evre
1 timorlerde HPV pozitifliginin daha fazla oldugu gosterilmistir (155).

Calismaya dahil ettigimiz KRK’l1 doku drneklerinin grade’ine gére HPV
(+)’ligine bakacak olursak, iyi diferansiye 65 tiimor doku 6rneginde 1 (%1,5) tip
16 pozitif, orta diferansiye 99 o6rnegin ise 9 (%9,1)’i tip 16 pozitif ve az
diferansiye 42 adet doku 6rneginin 5 (11,9)’u tip 16 pozitif bulunmustur. Bizim

calismamizda tiimor diferansiasyonu kotiilestikce HPV tip 16 pozitifligi

81



artmaktadir. Calismamizda toplamda HPV pozitif 44 6rnegin diferansiyasyona
gore dagilimina bakacak olursak, iyi diferansiye 8 (%12,3) 6rnek, orta diferansiye
25 (%25,3) ormek ve az diferansiye 10 (%23.,8) ornek bulunmaktadir.
Descheelmeester ve ark.larinin Belgika da 2010 yilinda yaptiklar1 benzer
calismada, iyi derecede diferansiye tiimoérlerin 12 (%40)’1 HPV pozitif, orta
derecede diferansiye tiimorlerin 16 (%53,3)’tinde HPV pozitif, az derecede
diferansiye olmus tiimorlerde de 2 (%6,7) ornekte HPV pozitif olarak
bulunmustur. Belgika da yapilan bu c¢alisma da tiimor diferansiyasyonu
kotiilestikge HPV pozitifligi de azalmaktadir (178). Bizim ¢alismamizda oldugu
gibi her iki calismada da orta diferansiye tiimorlerde daha yiiksek HPV pozitifligi
bildirilmistir, ancak istatistiksel olarak anlamli degildir.

Istanbul da 2011 yapilan ¢alisma da Yavuzer ve ark. iyi derece de
diferansiye 2 (%1,9), orta derecede diferansiye 95 (%89,6) ve az derecede
diferansiye 9 (%38,5) tiimorlerde HPV DNA bakmislar ve pozitiflik tespit
etmemiglerdir (15). Yavuzer ve ark.larmin ¢alismasina benzer sekilde orta
diferansiye tiimorlii doku ornekleri daha siktir ancak Yavuzer ve ark.lar1 timor
doku orneklerinde herhangi bir HPV pozitifligi saptamamislaridir (15). Tim
caligmalar degerledirildiginde orta diferansiye kolorektal timorlerde hem goriilme
sikligr fazladir, hem de bu tiimorlerde HPV DNA pozitifligi goériilme oram
yiiksektir.  Tinoriin ~ koken aldigi  dokuya benzerligini degerlendiren
diferansiyasyonun orta derece tiimorlerde anlamli olmasinin goriilme sikligr ile de

baglantili olabilecegi diislintilmektedir.
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Bizim c¢alismamizda tiimor orneklerinin histolojik alt tiplerine gére HPV
pozitiflik dagilimina bakacak olursak, 208 6rnegin 176 (%84,6)’1 adenokanserdir.
Adenokanserlerin 13 (%7,4) tip 16 pozitiftir. 7 (%3,4) 6rnek tash yiiziik hiicreli
timorlerin, 2 (%28,6) tip 16 pozitiftir. Yirmibes musinoz karsinom histolojili
ornegin 1(%4) tip 16, pozitiftir. Amerika’da 2014 yilinda Moreas ve ark.lar
kolorektal adenokanserli dokuda immunohistokimyasal metod ile HPV DNA
arastirmis ve HPV 16/ 18 kromojen ISH ile tiplendirilmistir. Sonugta ¢alismaya
alman 60 kolorektal adenokarsinomlu dokuda HPV tip 16 pozitif 16 (%26,6)
ornek saptanmigtir. Ayrica 7 (%11,6) 6rnekte HPV 16/ 18 DNA sinyali varoldugu
gosterilmistir. Sonugta HPV protein ekspresyonu ve incelenen vakalarin HPV
CISH sonuglar ile istatistiksel olarak anlamli korelasyon gosterdigi bildirilmistir
(179). Bizim ¢alismamizda adenokanserli 176 6rnegin 34’iinde HPV DNA pozitif
oldugu gosterilmistir. Diger histolojik tiplere gore adenokanserli daha fazla sayida
ormek olsa da istatistiksel olarak anlamli bir fark her iki calismada da

bulunmamistir.Sonugta HPV pozitifligi ile adenokanser arasinda bir iligki yoktur.
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6. SONUC

Kolorektal kanser ile HPV arasindaki iliskiyi arastiran bu g¢alismada,
kolorektal tiimorlerin yas, cinsiyet, tiimor yeri, grade, evresi ve histolojik tipi ile
HPV pozitiflikleri arasindaki iligki degerlendirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda hastalarin cinsiyet analizine bakildiginda
erkek cinsiyet ile HPV DNA pozitifligi arasinda istatistiksel olarakta anlamli bir
iligiki bulunmustur. Kolorektal kanser 60 yas lizeri erkeklerde sik goriilen bir
malignite olmasi nedeniyle bu yiikseklik bu sekilde agiklanabilir. Yas
dagiliminda, hastalarin %46,6°1 60 yas iizerindedir. Istatistiksel olarak anlamli
olmasa da ilerleyen yas ile HPV pozitiflik oran1 artmistir. Yasla olan bu artis,
viriise maruziyet siiresinin artmasi ile ilgili olabilecegi gibi, immunitenin
zayiflamasi ile de iliskili olabilir. Kolorektal kanserin grade’i ile HPV pozitifligi
arasinda da istatiksel olarak herhangi bir anlaml iligski yoktur. Calismaya katilan
kolorektal kanserli hastalarin TNM evrelemesi agisindan bakildiginda; en yiiksek
HPV pozitifligi T3 timorlerde bulunmustur ancak istatistiksel olarak anlamli
degildir. N, lenf nodu tutulumu; M, uzak organ metastazi; kolorektal doku
orneklerinin yeri ile HPV pozitifligi karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 gosterilmistir. Kolorektal tiimdrlerin evrelendirmesinde kullanilan TNM
kritelerine gore sekil alan evre 1, 2, 3 ve 4 ile HPV pozitifligininde istatistiksel
bir anlam1 yoktur. Tiim kolorektal kanserli hastalarin Tibbi1 patoloji de incelenerek
histojik tiplerine gore adenokarsinom, musindz karsinom ve taslt yiiziik hiicreli
karsinom olarak siniflandirilan tiimérler ile, bu tiimorlerdeki HPV pozitifligide

istatistiksel olarak iliskisizdir.
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Sonug olarak, kolorektal kanserlerde HPV pozitifligi, degisik tiimor doku
Ozelliklerine goére analiz edilmistir. Hastaligin etyolojisinde HPV’nin vyeri
tartismahidir.  Yasadigimiz boélgenin sosyo-kiiltiirel o6zellikleri goz Oniine
alindiginda, yasam sekli, monogamik bir toplum olma, homoseksiiel niifusun
sinirlt olmasi, anal interkorsun daha az tercih edilmesi gibi faktorlere bagli olarak
HPV pozitiflikleri farklilik géstermektedir. Buna bagl olarakta KRK’de de HPV
pozitifligi tim cografyalarda farkli oldugu gibi biz de de farkli olabilmektedir.
Calismamizda tam netlik kazanmamuis, tartismali olan bu nedensel iliski degisik
parametrelerle degerlendirilmis ve erkek cinsiyet ile HPV DNA pozitifligi
arasinda anlamli iligki oldugu tesbit edilmistir.

Amacimiz kolorektal kanserin etyolojisinin, prognozunun sekillenmesine
katki saglamaktadir. Bu ylizden kolon ile ilgili lezyonlarda da HPV varliginin
belirlenmesi 6nemlidir. Bu ¢alismada elde edilen verilerle, HPV - kanser ilikisi ile
ilgili  gelecekte yapilmasi planlanan c¢alismalara katki  saglayacagini

diistinmekteyiz.
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8. OZET

Human papillomavirus enfeksiyonu cinsel yolla gecen enfeksiyonlardan en
sik rastlanilandir. Serviks kanseri ile HPV enfeksiyonu arasindaki kesin iliski
ortaya konmustur. HPV enfeksiyonlar1 ayrica deri, oral kanserler, nazofarinks,
larinks, bas ve boyun, kolon, anal bolge kanserleri arasinda da bir iliski
olabilecegi gosterilmistir.

Bu c¢alismada kolorektal kanserli hastalarda yas, cinsiyet, grade, timor
yeri, T, N, M, tiimor histolojisi ve evreye gore HPV pozitifliklerinin iliskisini
gostermeyi amagladik.

Calismamiza Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji ve Genel
cerrahi klinigi ile Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi Genel Cerrahi
Klinigine bagvuran hastalarin kolorektal kanserli doku 6rnekleri dahil edilmistir.
Kontrol grubu olarak Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji boliimiine
kolorektal kanser disi bir nedenle basvuran hastalarin doku ornekleri alinmistir.
Toplam 315 doku 6rnegi iizerinde Real- time PCR ile ¢alisilmistir. Sonugta 208
ornegin 44 (%21,1)’tinde HPV DNA (+); 164 (%78,9)’inde HPV DNA negatif
bulunmustur

Hasta ornekleri yas, cinsiyet, tiimor yeri, grade, T, N, M, evre, tiim0riin
histolojik tip ve tiimdr farklilagma derecesi ile HPV pozitiflikleri agisindan
degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda sadece erkek cinsiyette
HPV pozitifligi anlamli yiiksek bulunmustur. Diger parametreler ile HPV

pozitiflikleri arasinda anlamli bir iliski bulunmamuistir.
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Kolorektal kanserlerde HPV pozitifligi, hastaligin etyolojisindeki rolu olup
olmadigiin belirlenmesi agisindan 6nemlidir.

Anahtar Sozciikler: Human papillomavirus, serviks kanseri, kolorektal kanser
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9. SUMMARY

Human papillomavirus infection is the most common one among the
sexually transmitted infections. The certain correlation between cervical cancer
and HPV infection has been presented. It has been shown that there might also be
a correlation between HPV infections and skin, oral cancers, nasopharynx,
larynx, head and neck, colon, anal area cancers. In this study, we aimed at
showing the correlation of HPV positivities in colorectal cancer patients according
to age, sex, grade, location of tumor, T, N, M, histology of tumor and stage.

The colorectal cancerous tissue samples of the patients who applied to
Gazi University Medical Faculty Department of Pathology and General Surgery
Clinic along with Postgraduate Degree Education and Research Hospital General
Surgery Clinic have been included in our study. As the control group, the tissue
samples of the patients who applied to Gazi University Medical Faculty
Department of Pathology due to another reason other than colorectal cancer have
been also taken. Real — time PCR has been worked with on 315 tissue samples in
total. In conclusion, HPV DNA has been found positive in 44 (%21,1) and HPV
DNA has been found negative in 164 (%78,9) out of 208 samples.

The patients’samples have been evaluated in terms of age, sex, location of
tumor, grade, T, N, M, stage, histological type of tumor and differentiation degree
of tumor along with HPV positivities. As a result of the statistical analyses
conducted, the rate of HPV positivity has been found significantly high only in
the males. A significant correlation between the other parameters and HPV

positivities has not been found.
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In colorectal cancers, HPV positivity is important in terms of determining
whether it plays a part in the etiology of the disease.

Key words: Human papillomavirus, cervical cancer, colorectal cancer
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