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OZET

Servikal Intraepitelyal Neoplazi Tamii Hastalarda Yiiksek Riskli HPV
Persistansi Olan ve Olmayan Gruplarda Farkhh mikroRNA Degerlerinin

Karsilastirilmasi
Dr. Aysenur AKKOC

Serviks kanseri kadinlarda dordiincii en sik goriilen jinekolojik kanserdir. Son
yillarda as1 uygulamalar1 ve tarama programlari ile erken teshis ve onlemede ilerleme
kaydedilmis olsa da hala 6nemli bir mortalite nedenidir. Serviks kanserinin etyolojisinde
en stk neden Human Papilloma Virus (HPV) enfeksiyonudur. Yiiksek riskli HPV tipleri
ile persiste eden enfeksiyon servikal kanser gelisimininin bir numarali risk faktoriidiir.
miRNA’lar ise posttranslasyonel olarak gen ifadesini diizenleyen kisa kodlanmayan
RNA molekiilleridir. HPV enfeksiyonu konak hiicredeki etkisini viral proteinlerin, gen
ekspresyonunu  diizenleyen miRNA’larin  aktivitesini  etkileyerek  hiicresel
transformasyona neden olmasi ile gerceklesir. miRNA’lar ayrica hiicrelerde
proliferasyon, apoptozis, metastaz ve hiicresel immun yaniti diizenleyerek kanser
gelisiminde rol oynarlar. HPV enfeksiyonu, serviks kanseri ve miRNA iligkisinin
anlasilmasi tani, prognoz ve tedavi siireglerinin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.
Bizim de amacimiz persistan HPV O6ykiisii olan hastalardan hangilerinde progresyon

olacaginin belirlenebilmesi ve bu yolda prognostik bir belirteg olusturabilmektir.

Calismaya Pamukkale Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Kliniginde baslangigta yiiksek riskli HPV enfeksiyonu olan ve yiiksek dereceli servikal
intraepitelyal neoplazi (HSIL) tanis1 konulmus ve daha 6nceden tedavisi yapilmis takip
altindaki olgular ¢alisma grubu olarak tanimlandi. Bu olgular rutin takiplerine devam
ederken kronolojik siraya gore calismaya katilmaya davet edildi. Calismay1 kabul eden
100 olgu takipleri sirasinda iki ayr1 grupta degerlendirildi; HPV pozitif olanlar (HPV
persistansi olan grup) ve HPV negatiflesenler (HPV persistansi olmayan grup). Calisma
grubundan, kabul eden bireylerden, rutin jinekolojik muayene sirasinda servikal smear
ornegi alinarak bu spesmenlerden miRNA diizeyleri (miR-125b-5p, miR-125a, miR-21-
5p, miR-18a, mi-9-5p, miR-34c-3p, miR-182, miR-148b, miR-34a, miR-29a-5p, miR-
375, miR-143-5p, mIiR-372) c¢alisildi. Servikal siiriintii 6rneklerinden miRNA
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calisilarak HSIL gelisimi ile persiste eden HPV enfeksiyonu arasinda miRNA
diizeylerinin farklilik gdsterip gostermedigi arastirildi. Olgularin rutin takip ve gerekli
tedavilerine olagan sekilde devam edilmis ve ¢alisma kapsaminda hastalara deneysel

herhangi bir invaziv girisim ya da ila¢ uygulamasi yapilmamustir.

HPYV negatiflesen grup 62 kisi ve HPV persiste eden grup ise 38 kisi idi. Yapilan
miRNA degerlendirmesinde miR-125a (p<,001), miR-34c-3p (p=0,004), miR-375"de
(p=0,023) HPV persiste eden grupta persiste etmeyen gruba gore ekspresyon artisi
goriilirken miR-143-5p’nin  (p=0,027) ekspresyonunda azalma goriildii. Diger
miRNA’larin ekspresyon degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi.
miRNA degerleri ile demografik veriler arasinda yapilan korelasyon analizinde de

anlaml bir iliski tespit edilmedi.

Serviks kanserinde miRNA’larin rolii giderek daha fazla anlasilmaktadir. HPV
persiste eden hastalarda anlamli ¢gikan miRNA degerleri ile olusturulacak bir miRNA
paneli mevcut tarama testleri ile kullanim1 HPV persistansi olan hastalarda prognostik
bir faktdr olarak kullanilabilir ve hatta tedaviye yon verebilir. Elde edilen bulgular
1s1¢inda miRNA’lar erken tani, tedavi ve prognozu Ongdérme gibi siireclerde
kullanilabilecek gibi goriinmektedir. miRNA tabanli teshis calismalart i¢in daha ¢ok
calisma ve standardizasyona ihtiyag¢ vardir. Ayrica HPV enfeksiyonu, displazi gelisimi
ve karsinom gelisimi olan hastalarda miRNA diizeylerini ayirt edebilmek i¢in daha ¢ok

hasta sayisinin dahil edildigi daha genis kapsamli ¢calismalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: HPV, Serviks Kanseri, miRNA, Gen Ekspresyonu, Hedefe
Yonelik Tedavi
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ABSTRACT

COMPARISON OF DIiFFERENT MiCRORNA LEVELS iN PATIENTS
DIAGNOSED WITH CERVICAL INTRAEPITHELIAL NEOPLASIA (CIN)
WITH AND WIiTHOUT HiGH-RiSK HPV PERSISTENCE

Dr. Aysenur Akkog

Cervical cancer is the fourth most common gynecological cancer in women.
Despite advancements in vaccination and screening programs for early detection and
prevention in recent years, it remains a significant cause of mortality. The most common
etiological factor for cervical cancer is HPV (Human Papillomavirus). Persistent
infection with high-risk HPV types is the primary risk factor for the development of
cervical cancer. miRNAs (microRNASs) are short non-coding RNA molecules that
regulate gene expression post-transcriptionally. HPV infection exerts its effects on host
cells by inducing cellular transformation through modulation of the activity of miRNAs
that regulate gene expression. Additionally, miRNAs play a role in regulating cellular
processes such as proliferation, apoptosis, metastasis, and cellular immune response,
thereby influencing cancer development. Understanding the relationship between HPV
infection, cervical cancer, and miRNAs will facilitate the development of diagnostic,
prognostic, and therapeutic strategies. Our aim is to identify which patients with a
history of persistent HPV infection will progress, and to establish a prognostic marker

in this regard.

The study included cases diagnosed with high-grade cervical intraepithelial
neoplasia (HSIL) at the Department of Obstetrics and Gynecology, Pamukkale
University Hospital, who had previously undergone treatment and were under follow-
up. These cases were defined as the study group, and they were invited to participate in
the study in chronological order during their routine follow-up visits. Among the 100
cases who agreed to participate in the study, they were evaluated in two separate groups:
those who were HPV positive (the group with HPV persistence) and those whose HPV
status turned negative (the group without HPV persistence). During routine
gynecological examinations, cervical smear samples were obtained from consenting
individuals, and miRNA levels (miR-125b-5p, miR-125a, miR-21-5p, miR-18a, mi-9-
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5p, miR-34c-3p, miR-182, miR-148b, miR-34a, miR-29a-5p, miR-375, miR-143-5p,
miR-372) were analyzed from these specimens. The study aimed to investigate whether
there were differences in miRNA levels between HSIL development and persistent HPV
infection by analyzing miRNAs from cervical smear samples. Routine follow-up and
necessary treatments of the cases were continued as usual, and no experimental invasive

procedures or drug applications were performed on the patients as part of the study.

In the study, there were 62 individuals in the group where HPV became negative
and 38 individuals in the group where HPV persisted. In the evaluation of miRNA, an
increase in expression was observed in miR-125a (p<0.001), miR-34c-3p (p=0.004),
and miR-375 (p=0.023) in the group with persistent HPV compared to the group without
persistence, while a decrease in expression was observed in miR-143-5p (p=0.027).
There was no statistically significant difference in the expression values of other
miRNAs. Correlation analysis between miRNA values and demographic data did not
reveal a significant relationship.

The role of miRNAs in cervical cancer is increasingly understood. A miRNA
panel generated from significant miRNA values identified in patients with persistent
HPV infection could be used alongside existing screening tests as a prognostic factor in
patients with HPV persistence and may even guide treatment decisions. In light of the
findings, miRNAs appear to have potential applications in processes such as early
diagnosis, treatment, and prognosis prediction. However, more research and
standardization are needed for miRNA-based diagnostic studies. Additionally, larger-
scale studies involving more patients are required to differentiate miRNA levels in
patients with HPV infection, dysplasia, and carcinoma development.

Key Words: HPV, Cervical Cancer, miRNA, Gene Expression, Targeted Therapy
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1. GIRIS

Serviks kanseri, gelismekte olan tilkelerdeki kadinlarda kansere bagl 6liimlerin
onde gelen nedenlerindendir. 2020 yilinda diinya ¢apinda 604.127 yeni vaka tespit
edilmis ve 341.831 kadin serviks kanseri nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (1). HPV
viriisiiniin yiiksek riskli tipleri (HR-HPV) servikal kanser gelisimi i¢in birincil risk
faktortdiir (2). HPV enfeksiyonu sonucu gelisen servikal skuamoz hiicreli kanser ve
adenokanser histolojik tipleri tiim invaziv servikal kanserlerin %95’ini olusturur (3).
Son yillarda tarama programlari ve HPV asis1t nedeniyle servikal kanser indisansi
azalmis olsa da kirsal bolgede yasayan veya soskoekonomik durumu kot olan
hastalarda bu imkanlara erismekte zorlanabilmektedir (4). Bu nedenle tarama
programlar servikal karsinom gelisimini 6nlemede ve erken tedavi etmede 6nem arz

etmektedir.

Servikal kanserin en sik goriilen tipi HPV iligkili skuamoz hiicreli kanser digeri
yine HPV iligkili adenokanserdir. Yaklagik 200 adet HPV tiirii tanimlanmis olsa da
Uluslararasi Kanser arastirma ajansi tarafindan 12 tanesi yiiksek riskli onkojen olarak
belirlenmistir. Ancak vakalarin yarisint HPV 16 ve %10 unu HPV 18 olusturmaktadir
(5). Diinya g¢apindaki serviks kanserlerinin %99’unda HR-HPV tespit edilmektedir.

HR-HPV ile persiste enfeksiyon serviks kanserinin birincil nedenidir (6).

Servikal skuamoz hiicreli karsinom gelisiminden oOnce genellikle HPV
enfeksiyonuna bagli olarak skuamdz intraepitelyal lezyonlar (CIN) gelisir, bu nedenle
viral niikleik asitlerin tespiti, onkolojik tarama programlari ile servikal kanser
gelisiminin etkili bir sekilde 6nlenmesinde kullanilir. HR-HPV'ler tarafindan persiste
eden enfeksiyon olmasina karsin az sayida kadin invaziv serviks kanserine ilerler (7).
HPV enfeksiyonunu kapsayan Diisiik Dereceli Skuamdz Intraepitelyal Lezyonlar
(LSIL) veya CIN1 (servikal intraepitelyal neoplazi derece 1) olarak adlandirilir. Orta
(CIN-2) ve siddetli (CIN-3) displaziler ise Yiiksek Dereceli Skuaméz Intraepitelyal
Lezyonlar (HSIL) olarak siniflandirilir. CIN1'de anormal proliferatif hiicreler sadece
epitelin alt ticte birinde bulunur. CIN2 ve CIN3, neoplazinin epitelin alt iigte ikisine
(CIN2) veya daha fazlasma (CIN3) genislemesi ile karakterize edilir. Bazen, CIN3

epitelin tiim kalinligini igerir ve ayni zamanda in situ karsinom (ISCC) olarak da
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bilinir. Diisiik dereceli lezyonu olan kadinlarin yalnizca %10-20'sinde yiiksek dereceli
lezyon gelisir ve ISCC hastalarinin %30'undan azi, neoplazi alttaki stromaya invaze
olarak invaziv servikal tiimorlere ilerleyebilir (8). Bu nedenle, diger timor promotor
faktorleri kanser patogenezine dahil edilmelidir. Bu faktorlerin belirlenmesi erken tani
icin ¢cok dnemlidir ve serviks kanserinin daha etkin tedavisi ve prognozu i¢in faydali

olabilir.

HPV genomlar alt1 erken (E1, E2, E4, ES, E6 ve E7) ve iki geg¢ proteini (L1 ve
L2) kodlar (9). Yiiksek riskli HPV'ler tarafindan kodlanan E6 ve E7 onkoproteinleri,
enfekte servikal hiicreleri etkileyen ¢ok asamali karsinoma doniisiim siirecinin ana
oyunculari olarak kabul edilir (10). E6; p53 ve hiicresel PDZ proteinlerini baglayarak
bozulmasina neden olur ve telomeraz aktivitesini baslatir. Boylece konak¢1 hiicrede
p53 aracili apoptozu ve yaslanmayi inhibe eder. E7 ise retinoblastoma proteinini (pRB)
baglar ve yapisini bozar, bu durum genomik kararsizlig1 indiikleyerek anormal ve
stirekli konak hiicre proliferasyonu ile malign ilerlemeye katkida bulunan siirekli
mitotik hiicre dongiisiine neden olur (8). Cogu c¢alisma, genellikle servikal
karsinogenezin desteklenmesiyle iligkili konak hiicre proteinlerinin genetik
diizensizligine odaklanir. Son yillarda, arastirmalar kodlamayan RNA'lara
(ncRNA'lar), 6zellikle mikroRNA'lara (miRNA'lar) yonelmistir. miRNA'lar, hedef
mRNA'larin  3’-UTR'sinde tamamlayic1 veya tamamlayiciya yakin sekanslarla
hibridizasyon yoluyla kodlama genlerinin ekspresyonunu negatif olarak diizenleyen,
19 ila 24 niikleotid uzunlugunda yiliksek oranda korunmus kiiciik ¢ift sarmalli

ncRNA'lardir (11).

Kansere 6zgii spesifik vakalarda, miRNA disfonksiyonunun, tiiméral gelisimin
baslamasi, ilerlemesi ve yayilmasinda ¢ok onemli bir rol oynadigi bilinmektedir.
miRNA'lar; proliferasyon kapasitesinde artis, apoptoz direnci, invazyon ve metastaz,
artan anjiyogenez ve biiyiime inhibit6ér sinyallerinden kaginma gibi kanserojen siirecin
ana Ozelliklerini etkileyebilir (12). Cesitli tiimor tiplerinde miRNA'lar, timor
baskilayicilardan veya proto-onkogenlerden gelen transkripsiyon faktorlerini
hedefleyerek islev goriir (13). Kanser tiirlerinde anormal miRNA ekspresyonu farklilik
gostermektedir. Herhangi bir tiimor tipindeki miRNA profili, terap6otik hedefler veya

tanisal ve prognostik belirtegler gibi ¢esitli uygulamalar saglayabilir. Ancak tani veya
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tedavide kullanilabilmesi i¢in onkojenik veya tiimdr siipresor rollerinin anlagilmasi ve
fonksiyon kaybinin veya artisinin tiimor ilerlemesini nasil etkilediginin bilinmesi
gerekmektedir. OnkomiR’ler baskilama ve diizenleme ile tsmiR’ler ise asir
ekspresyon ile tedavide anlamli rol oynayabilirler (14). Bununla birlikte, miRNA'larin
tan1 veya tedavi i¢in kullanilmasi i¢in onkojenik veya tiimor baskilayici rollerinin ve
disfonksiyonlarinin tiimor ilerlemesini nasil etkilediginin anlasilmasina ihtiyag vardir.
OncomiR'ler, susturma veya modiilasyon yoluyla ekspresyonlarina miidahale edilerek
kanser tedavisinde anlamli bir rol oynayabilme ihtimali miimkiinken, tsmiR'lerin
yonlendirilmis asirt ekspresyonu terapotik etkiler sergileyebilir (14). Serviks kanseri,
HPV enfeksiyonu ve patogenezinde etkili miRNA’larla ilgili yapilan ¢aligmalarda ¢ok
sayida miRNA’nin bu yolakta rol aldig1 gosterilmistir.

Biz de serviks kanseri ve HPV enfeksiyonu ile iligkili oldugu diisiiniilen 13 adet
MIRNA (miR-125b5p, miR-125a, miR-21-5p, miR-18a, mi-9-5p, miR-34c-3p, miR-
182, miR-148b, miR-34a, miR-29a, miR-375, miR-143-5p, MiR-372) varligin1 ve
ekspresyon seviyelerini Karsilastirdik. Daha 6nce CIN tanisi almis ve tedavi sonrasi
persiste eden ve etmeyen hastalar arasinda bu karsilastirmayi gercgeklestirdik.
Amacimiz persistan HPV Oykiisii olan hastalarda uzun takip siiresine ve yiiksek
maliyetli tarama protokollerine maruz birakilmadan, progresyon olacaginin
belirlenebilmesi ve dolayis1 ile de kanser gelisimi acisindan erken tedavi
seceneklerinin gelistirilebilmesine yonelik katki saglamaktir. Bu birlikteligin
saptanmasi hastalarin taranma programi ve onleyici tip miidahaleleri agisindan son
derece onemlidir. Servikal HPV persistanst olan olgularda miRNA varliginin
belirlenmesi risk gruparinin belirlenmesi acisindan 6nem tasimaktadir. Ayni zamanda
caligma sonuglarinin hasta takip protokollerinde risk bazli yonetime imkan verme ve

maliyetleri diisiirme potansiyeli agisindan 6nemlidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SERVIKS ANATOMISi VE HISTOLOJISI
2.1.1 Serviks Anatomisi

Serviks; uterin istmus ile vajen arasindaki silindirik seklindeki uterus
boliimidiir. Uterin kaviteyi vajene baglayan fibromuskuler bir organdir. Yaklasik 2-
2,5 cm uzunlugunda -bazi kaynaklara gore 3-4 cm- 2,5 cm genisliginde olup uterusun
alt 1/3’liik kismin1 olusturur. Serviksin i¢ boslugunda servikal kanal denilen bir kanal
bulunmaktadir. Alt kism1 vajenin i¢ine dogru uzanmistir. Bu nedenle supravajinal ve

vajinal olmak {izere iki boliimden olusur.

Portio supravajinalis; Serviks’in vajen tist kisminda kalan 2/3’liik {ist bolimiini
olusturur. On ve arka olmak iizere iki yiizii ve iki kenar1 vardir. On yiizii mesanenin
arka Ust yiizii ile komsuluk yapar. Aralarinda fibréz bag dokusu bulunur ve
peritonsuzdur. Parametrial bag dokusu iginde uterin arter ireteri g¢aprazlayarak
serviksin 2 cm On tarafina kadar uzanir. Arka yiizii rektouterin plikalar arasinda
rectouterin boslugu olusturur. Yan kenarlarda iireter ile 1,5 cm mesafeden komsuluk

yapar. Servikal kanalin uterusuna acildig: internal servikal os bu boliimde bulunur.

Portio vajinalis: vajen ig¢inde kalan serviks bolimidiir. Alt 1/3’lik kismini
olusturur. Eksternal servikal os bu boliimde bulunur. Bu delik servikal kanalin digar
acildig1 kisimdir. Serviks ile vajen iist duvari arasinda forniks adi verilen ¢ikmaz

bulunur. Anterior, posterior ve lateral kisimlardan olusur.

Embriyoloji: Embriyolojik hayatta serviks, tuba uterinalar, uterus ve vajen ist

1/3’liik kisim paramezonefrik kanaldan koken alarak gelisirler.

Damarlari: serviksin kanlanmasi inernal iliak arterin dali olan Uterin arterden
ayrilan servikal ve vajinal dallar ile gergeklesir. Uterin arterin servikal dallar1 serviksin
her iki lateralinden iner. Serviksin venleri arterlere paralel sekilde ilerler ve hipogastrik

pleksusa dokdiliir.



Lenfatik: serviksten gelen lenfatik damarlar eksternal iliak, internal iliak,

obturatuar ve sakral lenf nodlarina drene olur.

Sinirleri: T12-L2 sempatik lifleri ve S2-S4 parasempatik lifleri ile innerve olur
(15). Bu lifler hipogastrik pleksustan koken alir. Endoserviks genis duyusal sinir
uclarina sahiptir ancak ektoservikste bu sinir uglar1 azdir. Bu nedenle biyopsi,
ablasyon, kriyoterapi gibi iglemler kadinlarda iyi tolere edilir. Endoserviksin iginde
sempatik ve parasempatik liflerin bulunmasi nedeniyle endoservikal islemler

vazovagal reaksiyonlara neden olabilir.

Uterine
tube

Internal
orifice

External
orifice

Sekil 1. Serviks anatomisi (16)
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Sekil 2. Kadin reprodiiktif sistem (17)

2.1.2 Serviks Histolojisi

Servikal histoloji farkli boliimlerde farkli yapiya sahiptir. Endoservikal kanal
kolumnar epitel ile dosenmisken, ektoserviks ¢ok katli skuamoz epitel ile dosenmistir.
Eksternal servikal os hizasinda kolumnar epitelden skuamoz epitele gecis hatt1
skuamokolumnar junction (SCJ) denilen bir kesisme noktasi ile belirlenir. SCJ
degiskendir ve erken ergenlik doneminde ve gebelik esnasinda disariya dogru yer
degistirir. Orijinal SCJ endoservikal kanalda bulunur ancak ergenlik sonrasinda
ektoserviks lizerine dogru yer degistirerek ve yeni SCJ’1 olusturur. Eski SCJ ve yeni

SCJ arasindaki gecis bolgesi Transformasyon Zonu (TZ) olarak adlandirilir.
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Reproduktif donemde genellikle ektoservikste bulunur, postmenapozal dénemde
tekrar endoservikse doner. SCJ nin konumu yas, menstriiasyon, gebelik gibi faktorlere

bagl olarak degiskenlik gosterir.

Spekulum muayenesi ile eksternal servikal os ¢iplak gozle net olarak goriilebilir.
Serviksin gorlinen dis ylizeyi ve vajen skuamoz epitel ile doselidir. Serviksin en sik
goriilen skuamoz hiicreli karsinomu TZ’da baglar. Endoserviksi doseyen glandiiler
hiicreden koken alan adenokarsinom ise TZ’unun iist kismindan veya endoservikal

kanaldan koken alir (18).

Servikal stromal doku fibromuskuler dokudan olusur. Igerisinden damar, lenf ve
sinirler gecer. Daha dnce belirtildigi gibi serviks ¢ok katli nonkeratinize skuamoz ve

kolumnar epitelden olugsmaktaidr. Bu iki epitel SCJ denilen bolgede bir araya gelir.

2.1.2.1 Cok Katli Non Keratinize Skuamoz Epitel

Ektoserviksin biiyiik kismi ve vajenin tamami c¢ok katli skuamoz epitel ile
doselidir. Olgun skuamoz epitelin glikojen igermesi nedeniyle Lugol ile kahverenkli
boyanir ve bunun sebebi iyotu ¢ekmesidir. Bu teste Schiller testi denir ve normal
skuamoz epitelde Schiller testi negatiftir. Anormal gelisen hiicrelerde glikojen
eksikligi olmas1 nedeniyle epitel dokusu liigol soliisyonunun iyotunu ¢ekmez ve bu
duruma Schiller testi pozitif denir. Normal skuamoz epitel ¢iplak gbzle bakildiginda
piirizsiiz ve hafif pembe renkli bir goriinlime sahiptir. Gebelik esnasinda

vaskiilaritenin artmasi nedeniyle mavimsi bir renk alir.

Epitel ile stromal tabakay1 ayiran bir bazal membran bulunur. Basal membrana
yakin olan hiicrelere bazal hiicreler denir ve ¢ekirdekleri biiyiiktiir ve koyu boyali
olarak goriiliir. Bazal membran diizdiir ve aralikli olarak stromal ¢ikintilar igerir.
Bazal hiicreler boliinerek daha iist kistmdaki parabazal hiicreleri olusturur. Parabazal
hiicreler de kendisinden daha iistte bulunan ylizeyel (siiperfisyal) hiicre tabakasin
olusturur. Yiizeye dogru gittikce hiicrelerin ¢ekirdek boyutu azalir ve daha fazla
olgunlasir. Ozetle bazal katmandan siiperfisiyal katmana gidildikge hiicre boyutlari

artar ve ¢ekirdek boyutu azalir (Sekil 3).



Servikal epitelin normal olgunlagmasi strojene baglidir. Ostrojen eksikliginde
olgunlasma ve glikojenizasyon gergeklesmez. Bu nedenle postmenapozal dénemde
parabazal hiicreler daha fazla olgunlasamaz ve katman sayis1 azalir. Epitel ince ve
atrofik hale gelir. Muayene esnasinda soluk goriiniir ve kiigiik travmalarla kirmizi

petesiler olusabilir.

Sekil 3. Serviksin squamoz epiteli

2.1.2.2 Kolumnar Epitel

Endoservikal kanal glandiiler epitel olarak da adlandirilan kolumnar epitel ile
doselidir. Bu epitel bazal membrana yakin olarak yerlesmis ¢ekirdeklere sahip tek kath
hiicrelerden olusur. Muayene esnasinda tek sira hiicrelerden olusmasi nedeniyle
vaskiiler tabaka goriilebilir durumdadir ve kirmizims:i renkte goriilebilir. Ust sinirlarda
endometrial epitel ile birlesir. Alt kisimlarda ise serviksin skuamdz epiteli ile
birleserek SCJ’1 olusturur. Servikal kanalda diiz bir yiizey epiteli bulunmamaktadir.
Kanalin liimenine dogru uzanan kivrimli bir yapisi vardir. Bazi bolgelerde igeri dogru
kivrilarak endoservikal bezleri olusturur. Glikojenizasyon ger¢eklesmez ve mitoza

ugramaz. Kolumnar epitel liigol soliisyonu ile renk degistirmez (Sekil 4).

ey ""‘V" TG
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Sekil 4. Serviksin kolumnar epiteli



2.1.2.3. Skuamokolumnar Junction

Daha once de belirtildigi gibi skuamoz epitelin kolumnar epitel ile birlesim
gosterdigi yere SCJ denir. Konumu ve sinirlart kadinlarda hayati boyunca degiskendir.
Yas, hormonal durum, dogum travmasi, oral kontraseptif kullanimi, gebelik gibi
birgok faktore bagli olarak degiskenlik gdsterir. Dogumda var olan SCJ eksternal osa
yerlesiktir ve bu konumdaki ismine orijinal SCJ denir. Puberte sonrasi Ostrojenin
etkisiyle serviks endoservikal kanal ile birlikte bliylime gosterir. Bu durum kolumnar
epitelin ektoservikse dogru ilerlemesine neden olur. Bu duruma ektropion veya
servikal eversiyon denir. Orijinal SCJ eksternal ostan uzaklagir. Spekulum
muayenesinde net bir sekilde goriiliir. Gorilintlinlin yaniltict olabilmesi nedeniyle
bazen erozyon seklinde yanlis isimlendirme yapilabilmektedir. Gergekte servikste bir
erozyon yoktur (19). Ektropion gebelikte daha da belirgin hale gelir. Baz1 klinisyenler
ektropiyonun normalin bir varyanti oldugunu savunurken bazilar1 kornik servisit ile
iligkili olabilecegine inanmaktadir (20). Ektropion bazi kadinlarda vajinal akinti,
16kore, postkoital kanama ve disparoniye neden olabilmektedir (21). Zamanla vajenin
asidik ph’sina maruz kalmasi ile kolumnar hiicreler skuamoz hiicrelere evrilirler. Bu
duruma skuamoz metaplazi denir. Boylece ektropion metaplazi ve epitelizasyon ile

zaman iginde azalir (Sekil 5) (22).

Sekil 5. Skuamokolumnar junction



2.1.2.4 Skuamoz Metaplazi

Puberte sonrasi kolumnar epitelin skuamoz epitel ile yer degistirmesine skumoz
metaplazi denir. Fizyolojik ve geri doniisiimsiiz bir siirectir. Doniisen skuamoz
hiicreler tekrar kolumnar hiicreye donlisemez. Vajinal asiditenin bu siirecte rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Metaplazi ilerledik¢e, transformasyon zonu orijinal
SCJ’dan yeni SCJ’a dogru ilerler. Boylece ektropiyon alam1 zamanla azalir. Asidik
ortama maruz kaldik¢a kolumnar epitel tabasinda rezerv hiicreler ortaya ¢ikar, ¢ogalir
ve skuamoz hiicreler haline gelir. Rezerv hiicrelerin kokeni tam olarak

bilinmemektedir.

Skuamoz metaplazinin ilk bulgusu rezerv hiicrelerinin ortaya ¢ikmasidir.
Kolumnar epitelin arasinda tek sira halinde kii¢lik yuvarlak hiicreler halinde goriiliir.
Morfolojik olarak rezerv hiicreleri skuamoz epitelin basal hiicrelerine benzer.
Metaplazi siireci ilerledikce rezerv hiicreleri cogalir ve farklilasarak ince ¢ok hiicreli
bir epitel olustururlar. Bu yeni olusan metaplastik epitele immatur skuamoz
metaplastik epitel denir. Yeni immatur epitel glikojen iiretmez ve lugol ile kahverengi
boyanmaz. Bu asamada immatur skuamoz epitelin arasinda miisin i¢eren columnar

hiicreler gortilebilir.

Ayn1 anda bir¢ok noktada metaplastik siire¢ baslayabilir veya farkli bolgelerde
farki hizlarda ilerleyebilir. Kolumnar epitelin bazal membraninin ¢6ziindiigili ve rezerv
hiicreler yerlestik¢e yeniden olustugu One siirilmiistiir. Metaplazi genellikle orijinal
SCJ’da baglar. Siire¢ ilerledik¢e matiir stratifiye metaplastik epitele doniisiir. Matur
skuamoz epitelin aralarinda mukus bosluklar1 veya birka¢ adet kolumnar hiicre
goriilebilir. Inkliizyon Kkistleri igerebilir. Naboth kistleri endoserviksteki kript
acikliklarmin iizerinin metaplastik epitel ile ortiilerek kapanmasi sonucu olusan
retansiyon Kkistleridir. Kolumnar epitel mukus salgilamaya devam eder ve kisti
doldurup genisletir. Kist i¢indeki kolumnar epitel basing etkisiyle zamanla diizleserek
yok olur. Metaplazik epitel tarafindan kapatilmayan kript acikliklar1 degismeden

kalmaya devam eder.

Olgunlasmamis (immatiir) metaplazik epitel, olgun (matiir) skuamoz metaplazik

epitele doniisebilecegi gibi onkojenik HPV tipleri ile enfekte olan hiicreler atipik
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hiicrelere doniigebilirler. Bu atipik hiicreler zamanla kontrolsiiz ¢ogalarak anormal
displastik bir epitelin olugsmasina neden olabilir. Bu epitel bu sekilde kalabilir veya

invaziv karsinoma ilerleyebilir.

Sekil 6. Transformasyon zonu

2.1.2.5 Transformasyon Zonu

Daha once de belirtilmis oldugu gibi TZ; orijinal SCJ ile yeni SCJ arasindaki
metaplastik epitel alanidir. Kolumnar epitelin skuamoz epitele doniistiigli metaplazi
stireci ¢ogunlukla adelésan doneminde ve ilk gebelik sirasinda meydana gelir.
Metaplazi tamamlandiginda HPV enfeksiyonuna direnc¢li oldugu diistiniilmektedir.
Ancak dinamik TZ, HPV enfeksiyonuna duyarhidir ve TZ’nin epitelinin bazal
tabakalari1 enfekte edebilir ve bazi hastalarda intraepitelyal lezyon gelisimini
baslatabilir. Hangi hastalarda lezyon gelisecegi ve hangilerinin invaziv karsinoma
ilerleyecegi net olarak belirlenememistir. Insanlarm biiyiik kismi cinsel yasamlarmin
bir doneminde HPV ile enfekte olur ve biiyiik cogunlugu herhangi bir anormal
patolojiye neden olmaksizin enfeksiyon geriler. TZ’nun biiytikligi ve konumu
degiskenlik gostermektedir. Konumuna gore TZ’lar 3 alt gruba ayrilir. Kolposkopik

muayene esnasinda TZ’ nun tiim bilesenleri net bir sekilde goriilmelidir (18).
Transformasyon zonunun tipleri (Sekil 7);

Tip 1- Tamamen ektoservikal, tamamen goziikiiyor
11



Tip 2- Endoservikal komponent var, ancak tamami goriilebiliyor

Tip 3 — ektoservikal komponent var ve tamamen goriilmiiyor (23).

a Tip1TZ
Dogal matiir
skuamoz epitel
Goriinen
alanin lst
sinir
Kolumnar epitel
i Transformasyon
zonu
b Tip2T1z
P Dogal matiir
skuamoz epitel
Goriinen
alanin lst
sinir
Kolumnar epitel
Transformasyon
zonu
¢ Tip3TzZ
P Dogal matiir
skuamoz epitel
Gorlinen
alanin Ust
sinirn

Transformasyon
zonu

Sekil 7. Transformasyon zonu ¢esitleri

2.2 HPV

2.2.1 Genel Bilgiler

Gorlinen
alanin st
sinirn

Kolumnar epitel

Dogal matiir
skuamoz epitel

Transformasyon
zonu

Gorlinen
alanin st

sinin Kolumnar epitel

Dogal matiir
skuamoz epitel

Transformasyon
zonu

Goriinen
alanin Ust

sinin Kolumnar epitel

Dogal matiir
skuamoz epitel

Transformasyon
zonu

HPV tiim diinyada hem kadinlarda hem erkeklerde en sik goriilen cinsel yolla
bulasan enfeksiyonlardan biridir. Tiirkiye’de HPV tip 16 ve tip 18 prevalanst %4,2 ile
%67,6 arasinda degismektedir (24). Hem kadinlar hem erkekler asemptomatik tasiyici,
bulastiric1 veya enfektif olabilirler. HPV enfeksiyonu bireysel seksiiel davranislarla
iliskilidir (25). Insanlarm %80’i hayatlarinin bir boliimiinde HPV ile enfekte olur ve

enfeksiyon genellikle seksiiel aktivite baslangicindan kisa siire sonradir. Genellikle bu
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donem puberte sonrasi ve geng yetiskinlik doneminde olsa da baz1 yetiskinlerin de yeni
HPV enfeksiyonuna yakalanma riski vardir (26). Ancak enfekte olanlarin %90°1, 9-12

ay igerisinde immun sistem tarafindan spontan olarak remisyona ugratilir (27).

HPV enfeksiyonu c¢ogunlukla gecicidir ve asemptomatik olarak seyretmesi
nedeniyle bir¢ok kisi enfekte oldugunun farkina bile varmaz. Ancak yiiksek riskli HPV
genotipleri ile persistan enfeksiyonu olan kisilerde malignite gelisimine neden
olabilmesi agisindan onem arz etmektedir. Kalic1 enfeksiyonlar genellikle 10-20 yil
iginde servikal, anal, vajinal, vulvar, penil ve orofaringeal kanserlere neden olur (28).
Serviks kanserinin %99’undan, vulvar kanserlerin %91’inden, vulvar kanserlerin
%69’undan, vajinal kanserlerin %75’inden, penil kanserlerin %63 linden ve
orofaringeal kanserlerin %75’ inden HPV sorumludur (26). Bu nedenle hastaliga neden
olmadan HPV’den korunmak oldukc¢a 6nemlidir. Bu kapsamda risk faktorii olan
kisilerin belirlenmesi, birincil koruma i¢in HPV asis1 uygulamalari, ikincil koruma
olarak tarama testlerinin yapilmasi Onerilmektedir (28, 29). Bir¢cok kadin cinsel
yasamlar1 boyunca en az bir cogunlukla birden fazla HPV tipiyle enfekte olur. Toplam
maruziyet Ol¢climii enfeksiyonun cogunlukla gecici olmasi nedeniyle net olarak
belirlenememektedir. Burada esas sorun hangi hastada kalici hale gelip hangi
hastalarda persiste ederek karsinoma ilerleyeceginin net olarak bilinemesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica ¢ogu prekanser6z ve kanserdz lezyon genellikle

asemptomatik hastalarda tarama sonrasi tespit edilmektedir (30).

Serviks kanseri kadinlarda jinekolojik kanserler arasinda endometrium ve over
kanseri sonras1 ticlincii sirada yer alir. Tiim kanser tiirleri arasinda dokuzuncu siklikta
goriiliir. Tirkiye’deki insidansi 2020 yilinda 4,3/100.000 olarak tespit edilmistir (31).
HPV ve servikal kanser arasindaki iliski ilk kez 1983 yilinda Harald zur Hausen
tarafindan tanimlanmistir. Malign servikal tiimdr biyopsilerinde HPV 16 nin varligini
gostermistir (32). Diger anogenital kanserlerden olan vulva kanserlerinin de
cogunlugu skuamoz hiicreli karsinomdur. HPV prevalansi vulvar intraepitelyal
neoplazi veya sigillerin eslik ettigi kanserlerde %90’dir (33). Ancak keratinize SCC’de
sadece %6 oraninda bulunur. Vulvar karsinomlarda en stk HPV 16 gosterilmistir.
Daha az bir boliimiinde ise HPV 18,21,31,33,34 tespit edilmistir. Vajen kanserlerinin
%85’1 HPV iliskilidir ve invaziv timdrlerin %60’ mnda HPV 16 saptanmustir (34).
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Enfekte ettigi dokuya gore kutanoz tipler ve mukozal tipler olarak ikiye ayrilir.
El ve ayak derisini enfekte edebilen tiplere kutandz tipler denirken agiz, farinks,
respiratuar sistem ve anogenital bolge epitelini enfekte edebilen tipe ise mukozal tip
HPV ad1 verilir. Mukozal tip HPV’ler prekanseréz olup olmamasina gore yiiksek ve
diistik riskli olarak ayrilir. Servikste kanser ve kanser onciisii prekiirsor lezyonlara
neden olan HPV’ler, yiiksek riskli HPV (HR-HPV) alt tipleridir (35). HR-HPV
tiplerinden yaygin olarak bilinenler; 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve
68°dir. Invazive serviks kanserine neden olan alt tipler ise %70 oranda HPV 16 ve
18°dir (36). HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 ve 72 disiik riskli HPV (LR-HPV) olarak
tanimlanmistir ve benign anogenital sigiller ve laringeal papillomlarla iligkilidirler.
HPV 53, 66, 70, 73 ve 82‘nin alt tipi belirli degildir ve yiiksek veya diisiik riskli HPV
grubuna ait degildirler (37). Anogenital sistemi enfekte eden yaklasik 30-40 adet ve
neoplastik lezyonlara neden olan ise 35’den fazla HPV tipi bulunmustur (7, 38).

Papillomaviriisler; polyomaviriislerle beraber Papovaviridae ailesinin tiyesidir.
Papillomaviriisler diinyada yaygin olarak bulunur (39). Insanlarda oldugu gibi
hayvanlarda da tespit edilmistir ve konaga 6zel enfeksiyon olustururlar. Su ana kadar
tanimlanan 200’den fazla HPV tirii bulunmaktadir (40). HPV virlisii de
Papillomaviridae ailesinden zarfsiz, ¢ift sarmalli DNA viriisiidiir (38). Yaklasik 56°C
sicakliga, kimyasal maddelere ve kurumaya karsi dayaniklhidir (41). Partikiilleri
yaklagik 55 nm’dir ve ¢ift sarmalli1 genomu yaklasik 7200-8000 baz ¢iftinden olusur.
Viral kapsid; 2 kapsid proteini iizerine kurulmus olan 72 ikosahedrik kapsomerden
olusur (42). Her kapsomer, baslica kapsid proteini olan L1’in pentameridir. Her virion
kapsidi, birka¢ kopya mindr kapsid proteini igerir. Tek iplikli dsSDNA genomunun ii¢
genomik bolgesinde transkripsiyonel olarak islev goren on adet ORF (open read

frame) bulunur (41).

HPV genomu 3 islevsel bolgeye ayrilmistir; uzun kontrol bolgesi (LCR),
onkogenezle ilgili 6 tane proteini igeren erken bolge ve L1, L2 proteinlerini kodlayan

2 adet geg bolge (Sekil 8) (43).

Ik bolge onkogenezle ilgili proteinleri iceren erken bolgedir. Erken bolge

proteinleri E1, E2, E4, E5, E6, E7 olmak lizere 6 adettir. Bu proteinler viriis
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replikasyonu ve transkripsiyonunda gérevlidir. Ikinci bélge L1 ve L2 proteinlerini
kodlayan ge¢ bolgedir (9). HPV genomunun iigiincii bolgesi DNA replikasyonunun
baslangicini igeren ve ayni zamanda transkript kontrol dizilerini barindiran, uzun
kontrol bélgesi (long control region- LCR) veya yukar1 akis diizenleyici bolgesi
(upstream regulatory region) olarak adlandirilan kodlanmayan bolgedir (44). LCR
bolgesi transkripsiyonu kontrol ederek DNA replikasyonunu diizenleyen gelistirici ve
sessizleyici dizileri igeren p97 cekirdek promotorunu igerir ve viral genomdaki en

yiiksek derecede varyasyon bu bélgede bulunur (45).

El, E2, L1, L2, ve E4 proteinleri kor protein, E5, E6 ve E7 ise aksesuar protein
olarak adlandirilir (46).

Sekil 8. HPV genomu

Erken protein genleri viral replikasyon ve transkripsiyon i¢in gereklidir. EI;
viral replikasyon i¢in gerekli ATP bagimhi bir DNA helikazdir. Genom
replikasyonunda rol oynar. E2; E6 ve E7’nin ekspresyonunu diizenleyen bir regiilator

proteindir (47).
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E4; E2 geni igerisinde bulunur. Sitokeratin filamentlere baglanarak yapisini

bozar ve keratinize epitelden kagis yolu olusturur (44).

ES; kiigiik bir transmembran proteinidir. Endozomlardaki vakuolar ATPaz
araciligiyla proteinlerin tasinmasini kontrol eder, epidermal growth faktor (EGF)
reseptOrii dontigiimiinii modiile ederek endozomun asitlesmesini engeller. Ayrica
endoplazmik retikulumun transmembran lipoproteini ile birleserek proliferasyon
sinyali olusturur. Bu sayede hiicre ¢ogalmasini arttirir ve kanser prograsyonuna neden

olur (48, 49).

E6; p53’ii baskilar, Bcl-2 ekspresyonunu azaltir, Bak proteinin (proapoptotik
protein) yapisini bozar, FAS proteinine (apoptoz indiikleyen bir protein) baglanir. Tiim
bu mekanizmalar ile apoptozis inhibisyonuna neden olur (50). Ayrica hiicre
dontisiimiine ve malignitelerdeki onkojenik ilerlemeye katkida bulunur. E6’nin
baglanmasi, IrF-3 fonksiyonlarin1 6nemli Olglide bastirarak dogal bagisik yanitin

baskilanmasina neden olur (51).

E7; hiicre boliinmesini tetikleyici transkripsiyon faktorleri olan pRB, p107 ve
p130°a baglanarak kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve malign transformasyona neden
olur (50). RB’ baglandigi zaman siklin-D bagimli kinaz fonksiyonunu baskilayarak

hiicre siklusunun G1 fazindan S fazina gegcisi saglar (52).

L1; major kapsid proteinidir. Enfeksiyon sirasinda farklilagsmis servikal epitelin
iist tabakasinda tretilen virion kapsidin ana bilesenidir ve baslica viral reseptdr olan
heparan stilfatin baglanmasi icin gereklidir. L2; minér kapsid proteinidir ve konak

hiicreye giristeki viral genomu igerir (27).
2.2.2 Risk Faktorleri

HPV enfeksiyonun bulagmas: sonrast persiste etmesine ve malign
transformasyona neden olabilecek bazi1 risk faktorleri tanimlanmistir. Bu risk
faktorlerinden bazilar1 erken yasta seksiiel iligkiye baslamak, yasam boyu ¢ok sayida
cinsel partner olmasi, partnerin es zamanli ¢ok sayida seksiiel partneri olmasidir. Erkek
stinneti ve prezervatif kullanimi bulasi azaltabilir ancak tamamen engellemez (53, 54).

Serviks kanseri cinsel aktif kadinlarda HPV viriisii kaynakli olarak gelisir. Genetik
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gecisli degildir ve diyet seklinin kanseri 6nlemede bir etkisi gosterilememistir (55).

HPYV ile iligkili risk faktorleri tabloda 6zetenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. HPV iliskili risk faktorleri
HPYV iliskili risk faktorleri

I1k cinsel iliski yas1

Cok sayida cinsel partner

Parite

Sigara i¢imi

Eslik eden enfeksiyonlar (klamidya, hsv vb)
Uzun siireli OK kullanimi

Servikal displazi

Yas ve Partner Sayist; ilk cinsel iligkinin menarsta veya pubertede olmasi
serviks kanseri riskini arttirmaktadir (56). 18 yas ile 21 yas ve stii karsilastirildiginda
serviks kanseri oran1 2 kat artar. Tek partner ve iki partner karsilastirildiginda iki

partnerli hastalarda risk iki katina, alt1 veya daha fazla partnerle ti¢ katina ¢ikmaktadir
(57).

Parite; Ilk gebelik yasinin 18 yas altinda olmasi ve dért ve daha {izerindeki

gebelik sayist hem HPV enfeksiyonu hem de servikal kanser igin risk faktoriidiir (58).

Sigara; sigara i¢imi birgok kanserin risk faktorii oldugu gibi servikal kanserin
de risk faktoriidiir. Sigaranin metabolitleri serviks hiicrelerinde DNA hasarina katkida
bulunarak karsinom siirecinin ilerlemesine neden olur. Sigara icen ve igmeyen hastalar
karsilagtirildiginda serviks kanseri riski sigara igen hastalarda iki kat artmistir (59). EK
olarak sigara i¢cimi immun sistemi baskilayarak HPV enfeksiyonunun servikal

maligniteye ilerleme ihtimalini arttirmaktadir (60).
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Eslik Eden Enfeksiyon: klamidya ve HSV enfeksiyonlari ile ko-enfeksiyon
olmast HPV enfeksiyonu riskini arttirir. HIV enfeksiyonu immun supresyona neden

olmasi nedeniyle HPV enfeksiyonun malinglesme siirecine katkida bulunur (58).

Ok Kullanimi; 5 yildan uzun siireli OK (oral kontraseptif) kullanimi servikal
kanser riskini arttirir. Her 5 yilda bir risk 1,9 kat artmaktadir (5, 58) HPV’nin LCR
bolgesi, progesteron ve deksametazon gibi glukortikoidlere benzer dizilime sahiptir.
Bu nedenle uzun stireli OKS kullanimi yiiksek dereceli displazi gelisme riskine neden

olur (61).

Immun Yanit: HPV enfeksiyonuna karsi primer bagisik yanit hiicresel immiinite
ile saglanir. Bu nedenle T lenfosit aracili hiicresel bagisiklig etkileyen organ nakli,
HIV enfeksiyonu gibi sebepler HPV enfeksiyonunun maligniteye ilerlemesini
kolaylastirir (62).

Displazi: CIN2, CIN3 nedeniyle tedavi alan hastalarda risk iki ile li¢ kat
artmaktadir (58).

HPV 16 enfeksiyonu en uzun siire persiste eden HPV tiiriidiir. Ortalama 16 ayda
regresyon izlenmistir (63). Yiiksek riskli HPV tiplerinde persistan enfeksiyon ve
tastyicilik goriilen hastalar anogenital yolda neoplastik lezyon gelisimi acisindan da

yiiksek riskli gruptadirlar.
2.2.3 HPV Persistansi ve HPV Enfeksiyonunun Dogal Seyri

Daha 6nce de belirtildigi gibi servikal HPV enfeksiyonlarinin biiyiik ¢ogunlugu
maruziyetten sonra 1-2 yil iginde T hiicre aracili hiicresel bagisiklik tarafindan kontrol
altina alinir (64). HPV enfeksiyonunun persiste ettigi siire arttikga remisyona ugrama
thtimali azalir ve prekanserdz lezyon olusturma riski artar. Yas ile HPV nin kaliciligi
artar. Bunun olasiliklt sebebi zaten uzun siiredir persiste eden enfeksiyonlarinin
bulunmasidir (65). Caligmalar ayn1 HPV tipinin takip eden yillar icerisinde yeniden
ortaya c¢ikabildigini gostermistir. Enfeksiyonun viriisiin epitelin bazal tabakasinda
diisiik seviyelerde replike oldugu latent bir durum sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
Ikincil HPV enfeksiyonunun pik yaptigi postmenapozal kadmlardir. Bu duruma

hiicresel bagisik yanitinin yaslanmasi sonucu latent enfeksiyonun veya yeni cinsel
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partnerlerin rolii sebep olabilmektedir. Ancak sitolojik anormallik olmadan uzun siireli
HPV pozitifligi olan yagh kadinlarda servikal kanser gelisimi diisiik bulunmustur, bu
da latent enfeksiyondan reaktivasyon gelismesinin ¢ogunlukla zararsiz oldugunu

diistindiirmektedir (66) (Sekil 9).
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Sekil 9. HR-HPV enfeksiyonunun hiicredeki etkileri (67)

2.2.4 HPV Enfeksiyonun Servikal Kanser Gelisimi ve Progresyonundaki
Rolii

HPV iliskili neoplastik lezyon olusumu en ¢ok serviks ve anal kanalin pektineal
hattinda gortliir. Diger viriisler gibi HPV de konak hiicrede diizenleme ve kontrol
mekanizmalarinin bozulmasina yol acarak replike olur ve yayilir. HPV enfeksiyonu
HPV DNA 6l¢iimii ile saptanir. Kadinlarda serviks, vajen ve vulvada, erkeklerde
glans, prepisyum, penis ve skrotumda hem kadinlarda hem erkeklerde anal kanal ve

perineal alanda enfeksiyon goriilebilir (7).

Persiste eden enfeksiyon goriilmesinde daha once de deginilmis olan risk
faktorleri etkilidir. Viral tip, hiicre DNA’sina giren viral DNA miktarini etkileyen viral
yuk, hastanin immiinitesi baslica faktorlerdir. Diger faktorler arasinda; uzun stireli
OKS kullanimu, yiiksek parite, sigara i¢imi, diger cinsel yolla bulasan hastaliklarla
(chlamidya, HSV tip 2) co-infeksiyondur. Diyet ile iliskili veriler tartismalidir; diyetin
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bir risk faktorii oldugunu belirten ¢alismalar oldugu gibi etkisiz oldugunu sdyleyen

veriler de vardir (68-70).

Enfeksiyon sonrasi viral epizomun kopya sayisi yaklasik 200’diir (71). Viral
replikasyon proteinleri olan E1 ve E2 baslangictaki amplifikasyon fazinda gorev
yapar. Ancak kopya sayist stabillestikten sonra epizomal siirdiiriilebilirlik i¢in

replikasyon geri planda kalir (72).

HPYV replikasyonu konaker1 hiicrede HPV genomunun LCR bélgesiyle etkilesime
girmesi ve E6 ve E7 genlerinin transkripsiyonlarinin baglamasi sonucu aktif hale gelir.
E6 ve E7 konak hiicrede, tiimdr supresor genleri, siklinleri ve siklin bagimli kinazlar
baglayip etkisiz hale getirerek hiicre dongiisiinii bozar. Kontrolsiiz hiicre boliinmesini
tetikler. E6 ve E7 gen drilinleri viral replikasyonu saglayan konak hiicredeki
degisiklerin ger¢eklesmesinde aktif rol oynar (73). Hiicre siklusu baslica iki protein
tarafindan diizenlenir; p53 ve pRB. P53, DNA hasar1 veya programlanmamis DNA
replikasyonu gerceklestiginde hiicresel kontrolii saglayan DNA baglayic1 bir
proteindir (74). Hiicre dongiistiniin durdurulmasi, DNA tamiri, apoptozda gorev alarak
homeostazi saglamakta gorevlidir. Serviks kanserindeki p53 genellikle agresif tiptedir
ve mutasyona ugramis degildir. E6; p53’e baglanarak pargalanmasina neden olur
bdylece islevini yerine getiremez hale gelir. Bu parcalanmay1 ubikitin ligaz araciligiyla
gerceklestirir. Diisiik riskli HPV’lerde E6 p53 ile etkilesime girmez (75). E6 ayni
zamanda telomerazin katalitik alt birimi olan hTERT aktivasyonu ile telomeraz
aktivitesini arttirabilir, SRC family kinaz parcalanmasini engelleyebilir. Bu
mekanizmalarla da hiicre biiylimesini ve mitotik aktiviteyi uyarabilir (76). E7 ise
pRB’nin hipo-fosforile haline baglanir. Bu baglanma sonucu aciga ¢ikan E2F-1
hiicresel transkripsiyon faktorii ile olan kompleksi bozarak hiicre bdliinmesinin S
fazina girmesi icin gerekli olan genlerin transkripsiyonunu saglar, DNA sentezini ve
proliferasyonu uyarir. Ayrica siklin E gibi diger mitoz uyaricit proteinlerle de
etkilesime girer (73). Ayrica E7, sentriol amplifikasyonunu indiikleyerek genomik
karasizlifa neden olur ve hiicre yiizeyindeki MHC kompleksini (major
histokompatibilite kompleksi) azaltarak bagisik yanittan kagmasini saglar (67). E5 ise
mitozu aktive eden protein kinaz aktivitesini arttirarak biiyiime ve farklilagmaya,

stirekli uyarilmis proliferasyona ve bozulmus diferansiyasyona neden olur. Bu etkisini
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EGFR, PDGFBR (platelet derived growth factor B reseptor) ve CSF-1R (colony
stimulating factor 1 reseptor) gibi biiyiime faktorlerini indiikleyerek gosterir (77). Ayni
zamanda DNA hasarindan sonra apoptoz ger¢eklesmesini 6nler ve MHC smif 1
fonksiyonuna etki ederek bagisik yanittan kagmmmasma katkida bulunur (67). Bu
olaylar1 takiben E2, E6 ve E7’nin transkripsiyonunu engeller, E1’in LCR i¢inde yer
alan viral replikasyon kaynagina baglanmasina izin verir. Bu siire¢ devamli sabit
seviyede viral genom replikasyonunu saglar. E2’nin E6 ve E7’yi baskilamas1 konak

hiicrenin normal diferansiyasyonuna olanak saglar.

Viral replikasyon stirecinin sonraki agamalarinda tespit edilen geg¢ bir promotor,
L1 ve L2’yi aktive eder ve c¢ekirdege viral partikiilleri entegre eder. E4, viral
partikiillerin olgunlagmasini ve salinmasini saglar. Ancak sitolitik etkili degildir. Viral
DNA epitelin tiim katlarma yayilir. Sigil veya kondilomlarda viral replikasyon bazal
tabaka hari¢ tiim epidermal tabakalarda gergeklesir. Bunun sonucunda karakteristik
histolojik bulgular ortaya ¢ikar; akantoz, parakeratoz, hiperkeratoz, koilositoz. Bazal

tabaka hiicrelerindeki asir1 proliferasyon premalign ve malign hastalikta goriiliir (78).

Serviks kanseri ve HPV iligkisi, patogenezi nispeten daha iyi anlasilabilen
karsinojenik siirectir. HR-HPV tipleri, E6-E7 gen iiriinlerinin yapisi ve fonksiyonlari
ile diger HPV tiplerinden ayrilir. HPV iligkili benign lezyonlarda viral DNA niikleusta
kromozom digsinda bulunur. Yiiksek dereceli intraepitelyal neoplazilerde ve
kanserlerde ise HPV DNA genellikle konak genomuna entegredir. DNA entegrasyonu,
E2 ORF’ninin bozulmasina ve E2’nin ekspresyon kaybina neden olur (79). (ORF:
open reading frame- agik okuma ¢ergevesi. Bir genin asil kodlayan bolgesi). E2 nin
ekspresyon kayb1 E6 ve E7’nin baskilanmamasina ve aktivitelerinin devam etmesini
saglar. E6 ve E7 daha Once de belirtildigi gibi p53 ve pRB’ye baglanir, hiicrenin
proliferasyon hizin arttirir, genomda kararsizlik yaratir. Sonug olarak konak hiicrede
gittikce onarilmayan daha fazla miktarlarda DNA birikir, keratinositlerin
immortalitesine neden olur. Keratinosit immortalitesi i¢cin E6 ve E7 ortak calisir.
Ancak yliksek diizeyde E7 de kendi bagina hiicrenin 6liimsiiz olmasini1 saglayabilir
(80). En sonunda karsinojen gelisimine neden olan mutasyonlar birikir. Karsinom
gelisimine ve mutasyonlara neden olan mekanizmalar arasinda aktiflesmis proto-

onkogenler, kromozomal instabilite, viral ve hiicresel DNA’nin metilasyonu,
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telomeraz aktivasyonu, hormonal ve immunogenetik faktorler sayilabilir. Biitiin bu
karsinojen siire¢ 10-20 yilda gergeklesir. Bazi lezyonlar ise bir veya iki yil gibi kisa

stirelerde kansere doniisebilir (81).

Karsinom patofizyolojisi HPV’nin E6 ve E7 eksprese edebilme kapasitesi ile
giicli oranda iligkilidir. Her iki protein de hiicre siklusuna, hiicre tamiri sinyal
yolaklarina ve apoptoza etki eder (82, 83). HPV enfeksiyonu ile normal servikal
dokudan invaziv kansere ilerleyis ¢oklu basamaklardan gecen bir siiregtir. Bu ilerleyisi

onkojenik viral proteinler olan E6 ve E7’nin destekledigi bir siirecle ilerler.

E6 ve E7 proteinleri patogenezde etkin rol oynasa da HR-HPV tipleri neoplazi
gelistirmesi agisindan bazi belirgin 6zelliklere sahiptir. Ornek olarak HPV 16 ve
18’deki E6 proteinleri, hiicre sekil diizenlemesinde rol alan PDZ proteinlerine

baglanarak islevsiz hale getirir. Bu 6zellik diisiik riskli HPV tiplerinde bulunmaz (84).

Persistan HR-HPV enfeksiyonu servikal skuamoz intraepitelyal lezyonlara (SIL)
neden olabilir. Bu lezyonlar hafif displaziler (servikal intraepitelyal neoplazi- CIN1),
orta dereceli displaziler (CIN2) ve yiiksek dereceli displaziler (CIN-3) olarak
smiflandirilir. CIN1 lezyonlar diger bir tanimlamada diisiik dereceli skuamoz
intraepitelyal lezyonlar (LSIL) olarak adlandirilirken CIN2 ve CIN3 lezyonlar yiiksek
dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar (HSIL) olarak adlandirilir. CIN1 epitelin alt
1/3’tinde sinirli anormal proliferasyonu ifade eder. CIN2 lezyonlar alt 2/3’iinde
proliferasyonu, CIN3 lezyonlar ise 2/3iinden daha fazla olan neoplaziyi tanimlar.
CIN3 lezyonlarin epiteli tam kat tutmasina servikal karsinoma in situ (ISCC) adi
verilir. LSIL olan kadinlarin %10-20’si HSIL a ilerler ve karsinoma in situ olanlarin
%30’dan daha az1 stromay1 asarak invaziv karsinom gelistirir (8). Diisiik dereceli
lezyonlar olan CIN1/LSIL’mn 6nemli bir belirtisi suprabazal hiicre katmanlarinda

koilositlerin bulunmasidir

HSIL lezyonlarin %70-90’inda, LSIL lezyonlarin %20-50’sinde viral DNA
tespit edilir. Invaziv karsinoma neden olan HPV alt tiplerinin cogunlugunu 4 HPV tipi

olusturur (HPV 16, 18, 45, 31) (7).
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HPV enfeksiyonu sonrast neoplazi gelisimi biiyiik oranda enfeksiyondan 10-20
yil sonra gelismektedir (7). Bu nedenle HPV enfeksiyonunun erken tespiti ve tedavisi

daha ciddi sonuglar neden olmadan 6nce yapilmasi 6nem arz etmektedir.

Ek olarak HPV iliskili karsinogenezde miRNA’lar oldukga etkin goriinmektedir.
miRNA’lardaki ekspresyon degisiklikleri karsinogenezle iliskilidir ive bu
degisikliklerin birgok mekanizmanin yaninda ¢ogunlukla PI3K/Akt sinyal yolagini
hedefler (85). HPV ve miRNA iliskisine ileriki boliimlerde daha detayli deginilecektir.

2.3 SERVIKSIN PREMALIGN LEZYONLARI-CIN

Servikal kanser gelisimi Oncesi epitel hiicrelerinde basal membranla sinirh
degisiklikler meydana gelir. Bu degisiklikler prekiirsér lezyonlardir. Intraepitelyal
lezyonlar ilk kez 1888 yilinda tanimlanmistir (86). 1900°li yillarin baslarinda
intraepitelyal displazi kavrami kullanilmistir (87). Baglarda bazal membrani agsmamis
lezyonlara “karsinoma in situ” denilirken sonralar1 displazi kavrami getirilerek hafif,
orta, siddetli olarak ayrilmistir (88). Karsinoma in situ’nun daha yiiksek derecede

anormallige sahip oldugu ve kanser dncesi son agsama oldugu kabul edilir (89, 90).

Daha 6nceki boliimlerde belirtilen SCJ, HPV enfeksiyonuna olduk¢a duyarlidir
(91). Serviksten gelisen neoplaziler basta skuamoz hiicreli karsinom olmak iizere
adenokarsinom, néroendokrin, serdz papiller, clear cell gibi degisik histopatolojik alt
tiplerdir (1). HPV DNA serviks karsinomlarmin biyiik g¢ogunlugunda tespit
edilmektedir. Enfeksiyonun temel hedefi epitelin en alt tabakasinda bulunan bazal
hiicrelerdir. Viriislin bu hiicrelere ulasabilmesi i¢in ergenlik sonrasi vajenin asidik
ortamina maruz kalan kolumnar hiicrelerin metaplazik doniisiimii veya cinsel iliski
sirasindaki gibi epitel hasar1 gereklidir. Bazal hiicrelere erisim TZ’da daha kolaydir
ancak bazi HPV tipleri kil folikiilleri ve ekrin bezlerden de giris yapabilmektedir (2).
Ancak yine de TZ’unun HR-HPV kaynakli neoplazilere karsi neden bu kadar hassas
oldugu net olarak belirlenebilmis degildir (92). Aymi sekilde bazi kadinlarda

enfeksiyonlar bagigiklik sistemi ile temizlenebiliyorken bazilarinda persiste olmaya ve
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malignlesme egiliminde olmasia sebep olan faktorlerle ilgili baz1 risk faktorleri

belirlenmis olsa da kesin degildir (93).

Serviksin skuamoz hiicreli kanseri ektoserviksten koken alir ve bu kanserin
preinvaziv lezyonuna servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) denir. Adenokarsinoma in
situ (AIS) ise endoservikal kanali orten glandiiler epitelden kdken alan serviksin
adenokarsinomunun preinvaziv lezyonu olarak kabul edilmektedir (3). CIN
derecelendirmesi epitelin basal membranindan yiizeye dogru tutulum derecesine gore

adlandirilir (Sekil 10).

Siddetli Orta
displazi Displazi

UTERUS

SERVIKS Normal
Endoserviks Skuamoz
Epitel
Ektoserviks
VAJEN

Sekil 10. Serviksteki lezyonlar
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CIN 1; epitelin alt 1/3’teki atipik hiicreleri igeren lezyondur ve diisiik dereceli
lezyon (LSIL) olarak tanimlanir. HPV enfeksiyonunun gostergesi olan koilositik atipi

siklikla goriiliir.

CIN 2; epitelin basal tabakadan itibaren 2/3’iinii kaplayan orta derece atipik
hiicresel degisiklikleridir. Yiksek dereceli bir lezyondur. CIN 2 tanimu ile ilgili
2012’de yayimlanan bir terminolojide, CIN 2 tespit edilen histolojik drneklere p16 ile
immun boyanma yapilmasi, eger pl6 negatif ise LSIL olarak p16 pozitif ise HSIL

olarak adlandirilmasi 6nerilmistir (94).

CIN 3; Epitelin tamamin1 veya 2/3’ten fazlasini kapsayan ciddi atipik hiicresel
degisiklikler olan lezyondur. Onceki terminolojide siddetli displazi veya karsinoma in
situ olarak adlandirilmakta idi. CIN 2 ve CIN 3 beraber yliksek dereceli lezyon olarak
kabul edilirler (95).

CIN 1 lezyonlar regrese olma egiliminde iken CIN 2 ve 3 lezyonlarin derecesine
gore invaziv kansere ilerleme riski mevcuttur. Bu nedenle servikal kanseri erken
donemde hatta karsinoma ilerlemeden tespit etmek ve gerekliyse tedavi etmek
onemlidir. Bu amagla serviks kanseri tarama programi uluslararasi ve ulusal tarama

programlari i¢inde yer almaktadir.
2.3.1 Tarama Programlar:

Nisan 2020 yilinda yayinlanan ASCCP (Amerikan kolposkopi ve servikal
patoloji dernegi) kilavuzuna gore taramanin esas amact prekanser6z lezyonlar
yakalay1p tedavi ederek invaziv kanserin niine ge¢gmektir. Bu kilavuzun 6ncekilerden
farki test sonuclarina gore degil risk bazli yonetime gecilmis olmasidir. HPV bazh
testler risk hesaplamasinin temelini olustururlar. Bu yeni kilavuza gore taramaya
baslama yag1 25°tir. 25 yasindan itibaren 5 yilda bir HPV ile primer tarama onerilir.
Benign nedenle histerektomi yapilmis olan hastalar taranmaz. Son 10 yil iginde 3
ardisik sitoloji sonucu negatif veya 2 HPV DNA sonucu negatif veya 2 kotest sonucu
negatif olmak {izere en sonuncusu son 5 yil i¢inde yapilmis olan ve anormal sonucu
olmayan, son 25 yilda CIN2 ve daha ileri lezyon dykiisli olmayan olgularda tarama

sonlandirilabilir (96).
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2.3.2 CIN Yonetimi

CIN’l1 hastalarin yonetiminde amag, gerileme ihtimali olan lezyonlarin asirt
tedavisini 6nlemek ve ayn1 zamanda invaziv kansere ilerleme riski olan lezyonlar1 da
atlamadan tedavi etmektir (97). Tarama sonuglarina gore belirlenen anlik ve 5 yillik

CIN3+ lezyon gelisme riskine gore algoritma belirlenmistir (96).

CIN3+ niski >%60
Hizlandirilmug tedavi tercih edilir

CIN3+ riski %25-59
Hizlandirilnmug tedavi veya
kolposkopi

Evet \ CIN3+ riski %4-24

Kolposkopi yapilir

Anlik risk oranina bak
ve ona gore ydnet

Anlik CIN3+ riski

%4
Havir S5 yilik CIN3+ riski >%0,55:
) Yilda | takip
5 yillik CIN3+ riskine 5 yillik CIN3+ riski % 0,15- 0,54:
| 3 yilda | takip

bak ve takip intervalini
belirle

T~ 5 yillik CIN3+ riski < % 0,15

5 yilda 1 takip

Sekil 11. Risk durumuna gore CIN lezyonlarinin yonetimi (96)

2.3.3 Dogal Seyir

CIN 1 lezyonlar HPV enfeksiyonu ile iliskili olup cogunlukla gerileme
egilimindedir. 6 ayda yaklasik yaris1 geriler, bir yilin sonunda ise yaklagik ytizde 70’1
regrese olur. Bir yilin sonunda sadece yiizde 4 hastada ileri lezyon goriilmiistiir (98).
10 yillik takipten sonra hafif displazi gosteren lezyonlarin %87,8’inin tamamen
geriledigi, %2,8’inin CIN 3’e ve %0,4 iinilin invaziv kansere ilerledigi gosterilmistir
(81).

CIN 2 olan hastalarda takipte yaklasik %50’sinde lezyon geriler, %31’ sinde
devam eder ve %18’i CIN3+ lezyona progrese olur (99).

CIN 3 lezyonu olan hastalarda %32-47 ‘sinde gerileme ve %12-40’1nda invaziv
kanser gelisimi bildirilmistir. HSIL lezyonlar ¢ogunlukla tedavi edilmis olmasi

nedeniyle dogal seyirleri hakkindaki bilgilerle alakali veriler azdir. Tedavi edilmeyen
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hastalarda ilerleme oran1 10 yilda %20 ve 30 yilda %31°dir. Invaziv kansere ilerleme
oraninin yiiksek olmasi nedeniyle takibi Onerilmez, tedavi edilmelidir. CIN 3
lezyonlarin CIN 2 lezyonlardan daha yliksek oranda progrese olmasinin sebebi daha

¢ok HPV 16 ve 18’le gelismesi nedeniyle olabilecegi diistiniilmektedir (100).

AIS (Adenokarsinom in situ): tedavi edilmezse 5-14 yil iginde invaziv
adenokarsinom goriiliir. Bununla beraber yaklasik yarisinda eslik eden skuamoz
lezyon mevcuttur. Tedavi edildiginde bile negatif sinirlar olmasina ragmen %12,5
hastada persiste eden hastalik bulunmustur. Bu nedenle hastalar diizenli kontrollere
cagirtlmalidir. Tedavi sonrasi pozitif cerrahi sinir bulunan hastalarda rezidi hastalik

orani %46, invaziv adenokanser orant %16,7’dir (101).
2.4 miRNA

MicroRNA’lar (miRNA) gen expresyonunu posttranskripsiyonel yolda
diizenleyen regiilatuar proteinlerdir (102) ve endojen kiigiik ve kodlanmayan bir RNA
smifidir (103).

[lk olarak Caenorhabditis elegans ad1 verilen bir yuvarlak solucan tiiriinde tespit
edilmis olup, mRNA seviyelerini diisiiriip translasyonu baskiladig1 belirlenmistir.
Sonrasinda memelilerde de benzer etkileri oldugu gosterilmistir (104). insanda da

yaklasik 2000 adet miRNA tanimlanmaistir.

Protein kodlayan genlerde hedef mRNA’larin 3’UTR bolgesine baglanarak
posttranskripsiyonel asamada diizenlenmesini saglarlar. Bu diizenlemede translasyon

inhibisyonu veya mRNA degredasyonunu gergeklestirerek rol alirlar (105).

miRNA sentezi kanonik, nonkanonik drocha bagimsiz ve dicer bagimsiz olarak
3 farkli sekilde gerceklesebilir (106). miRNA biyosentezi hiicrenin niikleusunda
basglar. RNA polimeraz II/III tarafindan iiretilen gen transkriptlerinin niikleusta post
veya Ko-transkripsiyonel islenmesiyle miRNA onciilii olan pri-miRNA’lar iretilir
(107). Sonrasinda RNase III enzimi olan Drosha ve RNA baglayici protein olan
DGCRS8 (Digeorge syndrome critical region gene 8) ile pre-miRNA’lara doniisiir.
Bunlar 70-110 niikleotitten olusan miRNA hair prekiirsorleridir (105). Bu siireg

kanonik yoldan miRNA sentezi olarak adlandirilir (Sekil 12).
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Su anki bilgilerimize gore, miRNA’larin yaklasik yaris1 gen igerisinde
(intragenik) bulunmakta olup, bu miRNA’lar ¢ogunlukla genlerin intronlarindan ve az
miktarda da ekzonlarindan iiretilir. Diger miRNA’lar ise genlerle iliskili olmay1p kendi

promotorleri tarafindan diizenlenerek bagimsiz sekilde transkribe edilirler (108).

Kanonik yolda Pre-miRNA’lar Exportin-5 (XPOS5)/RanGTP adi verilen niikleer
transport kompleksi ile sitoplazmaya tasinirlar. Bu kompleks GTP bagimli bir

mekanizma olup pre-miRNA’nin 3’ ucunda bulunan baz ¢iftini taniyarak islem yapar
(109).

Hiicre c¢ekirdeginden disar1 c¢iktiktan sonra RNase III Dicer ve kofaktorleri
TRBP (Tar RNA-binding protein) ve PACT (protein kinase R-activating protein) ile
yaklasik 22 niikleotidden olusan olgun miRNA’lar haline getirilirler. Son olarak RISC
(RNA induced silencing complex) tizerine yiiklenerek miRISC kompleksini olusturur.
Bu kompleks hedef mRNA’y1 tanimlamaya yardimci olur ve mRNA {izerinde 3’
cevrimsiz bolgesinde (3°’UTR) yer alan (2-8 nt olarak adlandirilan baslatict dizi)
baslatict dizisine miRNA 5’ucundan baglanir. Bunun sonucunda hedef mRNA’nin
degredasyonu, deadenilasyonu veya translasyonun baskilanmasi gerceklesir (102,

110).
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Sekil 12. miRNA kanonik sentezi (111)
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Kanonik olmayan yolda miRNA’lar Drosha veya Dicer bagimsiz olarak islenir.
Dicer bagimsiz yolda shRNA (small hair pin RNA), mikroislemci kompleksi
tarafindan pre-miRNA olusturmak i¢in islenir ve XPOS5/RanGTP kompleksi ile
sitoplazmaya tasinir. Sonrasinda pre-miRNA, Dicer bagimsiz ancak AGO2 bagiml
sekilde sitoplazmada olgun miRNA’ya doniistiiriiliir (106, 112). Diger Dicer bagimli
yolda ise sitoplazmada Dicer ile islenir. Sonugta her iki siire¢ de islevsel bir miRISC

kompleksinin iiretilmesi ile sonuglanir (113).

Boylece miRNA’lar birgok transkripsiyon faktoriine etki ederek ve
ekspresyonlarini degistirerek hiicresel gelisim, farklilasma, cogalma, apoptoz ve

metabolizmada 6nemli rol iistlenirler (103).

miRNA’lar araciligiyla saglanan diizenleme miRNA’lar ve hedefleri arasinda
kurulan karmasik bir sistemle gerceklesir. Tek bir miRNA yiizlerce farkli mRNA
hedeflerini diizenleyebilir ve dolayisiyla birgok iliskili gen ailesi tlizerinde farkli
etkilere neden olabilir. Bu etkiler biyolojik siire¢lerde rol oynayan gesitli proteinlerin
ekspresyonunu etkiler. Ancak yine de birgok miRNA tek bir hedef mRNA’nin

ifadesini muhtemelen sinerjistik etki ederek diizenler (102, 114).

Bazi galigmalarda endojen miRNA’larin kan, idrar, tiikiiriikk, BOS gibi biyolojik
sivilarda bulundugu gosterilmistir. Bu sonuclar gelecekte biyobelirtecler olarak

kullanilabilecegi konusundaki hipotezleri dogrulamaktadir (115).

miRNA’larn islevi gen ifadesini posttranskripsiyonel mekanizmalar ile negatif
olarak diizenlemektir (116). miRNA’nin 5’ ucu (seed site), RISC kompleksinin
stabilitesi ve hedef mRNA’ya baglanma i¢in 6nemlidir. Clinkii miRNA’lar hedef
mRNA’larin genellikle 3’- okunmayan ucundan tanir. Ancak son zamanlarda
miRNA’larin ORF veya 5’-UTR’ye baglanabilecegi de gosterilmistir (117). Bir
miRNA hedefi mRNA’ya miikemmel olmayan sekilde baglandiginda translasyonel
baskilanma baglar. Tam tersine bir miRNA hedefi mRNA’ya miikemmel olarak
baglandiginda ise mMRNA’nin  bolinmesine neden olur (116). mMIRNA
ekspresyonundaki diizensizlikler; kromozomal anormallik, mutasyon, tek niikleotid
polimorfizmi, epigenetik degisiklik, miRNA biyosentez kusuru ve transkripsiyon

faktorlerindeki degisiklik gibi sonuglara neden olabilir (118). Insanlarda neoplazilere
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neden olan onkojenik virlisler de hiicresel miRNA ifadesini diizenleyerek konak

hiicrelerde viral enfeksiyonu ve replikasyonu kolaylastirarak etki ederler.

miRNA’lar farkli biyolojik silireglerde gorev almaktadir. Bunlar arasinda
proliferasyon, diferansiyasyon, inflamasyon, apoptoz, hiicre dongiisli ve immiin yanit
sayilabilir (119, 120). Genis bir fonksiyon araligi olmasinin sonucu olarak genis
hastalik yelpazesinde patofizyolojik olarak etki etmektedir; kardiyovaskiiler
hastaliklar, norolojik hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, kanser gibir (12, 121, 122).

miRNA’larin terapide kullanilma ¢alismalar1 bu mekanizmalar iizerinden
kurulmustur. Ayn1 anda farkli onkohedefleri diizenlemek i¢in kullanilabilirler. Bir
calismada miR-17-5p’nin serviks kanseri hiicrelerinde p53-indiikleyici protein-1
(TP53INP1)’1 hedefleyerek yiiksek diizeyde p53’iin posttranskripsiyonel aktivitesini
diizenledigi bulunmustur (123).

Kanser gelisiminde miRNA disregiilasyonunun diizensiz rol oynadigi
bilinmektedir. Prolifarasyon, apoptoz direnci, invazyon ve metastaz indiiksiyonu,
artmis anjiogenez ve bilylime faktoriinli inhibe eden sinyallerden kagis gibi karsinom

olusturma mekanizmalarinda etkilidir (12).

Birgok tiimor tiirlinde miRNA’lar tiimor supresor (tsmiR) veya proto-onkogen
(oncomiR) olarak iglev goriir. OncomiR’ler tiimor ilerlemesini tesvik eden ve timor
genel Ozelliklerini siirdiirmesine saglayacak sekilde islev goriirler. tsmiR’ler ise hiicre
proliferasyonunu baskilayarak tiimor olusumunu engeller, invazyonu kontrol altina
alir, apoptozu indiikler ve kanser gelisimi ile ilgili diger siirecleri diizenler. tsmiR’lerin

cogu kanserlerde down regiile oldugu bildirilmistir (124).

Kanser gelisen hastalarda miRNA profili tani, progrostik siirecler, teropotik
hedefler gibi uygulamarda kullanim saglayabilecek gibi goriinmektedir. Ancak tani
veya tedavide kullanilabilmesi igin onkojenik veya tiimor supresor rollerinin
anlasilmasi ve fonksiyon kaybinin veya artiginin timar ilerlemesini nasil etkilediginin
bilinmesi gerekmektedir. OnkomiR ’ler baskilama ve diizenleme ile tsmiR’ler ise asir1

ekspresyon ile tedavide anlamli rol oynayabilirler (14).
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OncomiR aktivitesinin gosterildigi miRNA’lara Ornek olarak miR-18a
verilebilir. miR-18a onkojenik transformasyon gosteren HPV pozitif serviks
hiicrelerinde gosterilmistir. Bir ¢alismada miR-18a’nin HPV E6 ve E7 ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir. Bu artis hiicrede daha yiiksek proliferasyon, migrasyon,
invazyon yetenegine ve timor supresdr gorevi goren STK4 mRNA yolaginin

inhibisyonuna neden olur (125).

Servikal kanserde tiimor supresor gorevi incelenen mikroRNA’lardan biri miR-
125°dir. miR-125 serviks kanseri hiicrelerinde VEGF’yi hedefleyerek progresyonu ve
bdylece migrasyonu ve invazyonu baskilar (126). In vivo ¢alismalarda miR-125b’nin
asirt ekspresyonunun farelerde HeLa hiicrelerinde tiimor olusturma yetenegini
azalttigin1  gostermistir (127). Baska bir c¢alismada ise miR-125a’nin  asir
ekspresyonunun farelerde STAT3’e baglanarak tiimor biiylimesini inhibe ettigi,
metastatik formasyonu bozarak metastazi engelleyebildigi kanitlandi. Ayrica HPV’ nin
viral onkoproteinleri olan E6 ve E7’nin miR-125a’nin p53 aracili aktivasyonunu
baskiladig1 ve boylece diisiik seviyelerde ekspresyonuna sebep oldugu belirlenmistir.
Bu calisma serviks kanserinde HPV enfeksiyonun persistansinin tedavinin etkisiz

olmasina veya tedavi sonrasi niikse neden olabilecegini diisiindiirmektedir (50, 128).

Benzer sekilde miR-375’in asir1 ekspresyonunun HPV 16 ve 18 pozitif servikal
karsinom hiicrelerinde E6 ve E7 etkinligini dogrudan diisiirebildigini ve p53 ve pRB
sinyal yolaklarin1 korudugu gosterilmistir. Servikal kanserde hasarli hiicre boliinmesi
durumunda apoptotik mekanizmalart aktive eder (129). Ayrica telomeraz aktivitesini
azaltarak hiicre siklusunun durdurdugu ve tiimor hiicre proliferasyonunu engelledigi
goriildi. Bu veriler miR-375’in serviks kanseri tedavisinde kullanilabilecek gelecek

tedavilerden olabilecegini gostermektedir (130).

Bazi miRNA’lar hem oncomiR hem tsmiR 6zelligi gosterirler. miR-9-5p HPV
16+ SCC’de CaSki ve SiHa hiicre serilerinde upregiile oldugu goriilmiistiir. SCC’de
miR-9-5p TWIST1 ve CDHI’in downregiilasyonuna ve epitelyal mezenkimal
transformasyona neden olarak onkojenik bir rol oynar. Ancak mR-9-5p ekspresyonu

HPV 18+ servikal adenokarsinom HeLa hiicrelerinde diisiik olarak bulunmustur. Bu
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durum TWIST yolaginin represe olmadigi ve boylece CDH2 aktivasyonu ile servikal

adenokanser doniisiimiine neden olmasi ile agiklanmaya ¢aligilmigtir (131).

2.4.1 Hpv lliskili Servikal Kanser Gelisimi Progresyonu ve Metastazinda

Mirna’nin Rolleri

2.4.1.1 HPV ve miRNA

HPV enfeksiyonu ile miRNA ekspresyonunda degiskenlikler meydana
gelmektedir. Aymi sekilde persiste eden HPV enfesiyonu da anormal miRNA
ekspresyonuna neden olarak servikal kanser doniigiimiinii indiikleyebilir (132, 133).
HPV onkoproteinleri konak hiicrelerde tiimor siipresér miRNA’larin ekspresyonunu
azaltabilir. Bazt miRNA’lar neoplazi siirecinin her agsamasindan etkili olurken bazilar
sadece Ornegin CIN2/3’ten invaziv karsinoma gegiste etkilidir (134). Bu durum
miRNA’larin  prognoz veya tedavi seceneklerinde kullanilabilmesini miimkiin

kilmaktadir.

HPV’nin E6 ve E7 onkoproteinleri miRNA ekspresyonunu modiile etmede
etkilidir (111). P53; miR-34a, miR-145, miR-23b’nin transkripsiyon faktoridiir. E6,
p53’i pargalayarak bu miRNA’larin ifadesini diizenler (135, 136).

miR-34a; serviks kanserinde ve servikal intraepitelyal neoplazilerde HPV16 ve
18 tarafindan downregiile edildigi gosterilmistir (135). miR34a’nin downregiilasyonu
pl8Ink4c’de upregiilasyona neden olmustur. P18Ink4c; INK4c ailesi olan siklin
bagimli bir kinaz inhibitérlerindendir. CDK4 ve CDK6’y1 inhibe eder (137). Siklin
bagimli kinaz inhibitdrlerinde upregiilasyon normal hiicrelerde hiicre biiyiimesini ve
neoplazi gelisimini durdurur. Ancak bu hiicrelerde kanser gelisimini dnlememistir.
Bunun sebebi olarak p18Ink4c’nin aktivitesi normal pRb ifadesi sonucu islevsel bir
G1 kontrol noktasina sahip hiicrelerde gerceklesir (137). E7 pRB’ye baglanarak
islevsiz hale getirmesi nedeniyle p18Ink4c upregiile olmasina ragmen islevini yerine

getiremez (138).

Benzer sekilde miR-375 serviks kanserinde downregiile oldugu gosterilen
miRNA’lardandir. HPV 16 DNMT-1 (DNA metil transferaz-1)’in ifadesini artirarak
miR-375 promoterinin hipermetilasyonuna ve miR-375’in de ekspresyon kaybina
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neden olur. Ayrica miR-375’in over ekpresyonu onkojenik ve non-coding bir gen olan
RNA MALAT/in ifadesini azaltir, E-cadherin ifadesini arttirir. MALAT1 seviyesinin
artmast miR375 seviyesinin azalmasina neden olur (139). miR-375’in E6 ve E7
transkripsiyon iirtinlerini hedefledigi gosterilmistir. Bir DNMTs inhibitorii ile tedavi
edilen HPV pozitif hiicrelerde mir-357 ekspresyonu tekrar aktifleserek E6 ve E7
seviyelerini azaltmistir. Sonu¢ olarak hiicre proliferasyonu ve koloni olusumu

engellenmistir (140).
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Sekil 13. DNMT ve p53 iliskisi (111)

Viriisler hiicrede gen ifadesini diizenlerken miRNA araciligla etkisini gosterir.
HPYV iligkili kanserlerde miRNA isleme proteinleri olan Drosha, DGCRS, Dicer ve
AGO?2 ifadelerinin diizensiz oldugu bulunmustur. Viral onkoproteinler E6 ve E7,

Drosha, DGCRS ve Dicer’in diizenlenmesinde etkilidirler (141).

Daha once de belirtildigi gibi Drosha; miRNA biyosentezinde gorevli bir
riboniikleaz enzimidir. Kromozom S5p’de bulunur. 5p kazanimi olan servikal
kanserlerin tiimiinde Drosha ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (142). HPV 16 viral
onkoproteinleri olan E6 ve E7 ekspresyonu Drosha’nin overekpresyonuna neden olur.
Kromozom 5p’de olan degisiklikler ve E6 ve E7 ekspresyonu serviks kanserinde

Drosha’nin ekspresyonunda artisa neden oluyor gibi goriinmektedir (143).
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Drosha’daki ekspresyon degisimi kanserle iligkili miRNA profillerinde degisime ve
neoplazik yonelime neden olmaktadir. Biitiin bunlar Drosha’nin serviks kanserinde
onkojenik bir rolii oldugunu gostermektedir (144). Benzer sekilde DGCRS de serviks
kanserinde ekspresyon artisina ugrar. E7’nin bu ekspresyon artisinda rolii oldugu
gosterilmigtir. DGCRS seviyesinin artmasi kanserle iliskili miR-27b’nin ekspresyon
artisina neden olarak proliferasyonun indiiklenmesine, apoptozun baskilanmasina
neden olmaktadir. HPV iligkili neoplazi siirecinin gelismesini saglayan etkilerinden

birisi olarak diisiiniilmektedir (145).

HPV16 ile enfekte olan kadinlarin intraepitelyal lezyonlarinin siddeti ile
miRNA’larin ekspresyonu ile karsilastiran bir ¢alisma miR-21, miR-34a ve miR-
143’tin  HPV negatif gruba gore ekspresyonlarinin arttigi gostermistir. HSIL
hastalarinda miR-16 ve miR-34a ekspresyonlarinda HPV negatif kontrol grubuna gére
degisiklik izlenmemis ancak miR-21 dnemli 6l¢iide artmis ve miR-143 6nemli 6l¢iide
azalmig olarak bulunmustur (146). Yine ayni ¢alismada HPV 16 ile enfekte olan LSIL
hastalarinda miR 16, miR-21, miR-34a, mir-143 HPV negatif olan gruba gore belirgin
artmis olarak bulunmustur. HSIL hastalarinda miR-34a ekspresyonunda farklilik

izlenmemistir (146).

miR-18a’nin HPV enfeksiyonu ile iligkisini tanimlayan bir ¢alisma HPV18+
HeLa ve HPVI16+ CaSki hiicrelerinde E6 ve E7 onkoproteinlerinin rolii
degerlendirmis, E6/E7 susturulmasi sonrasinda miR-18a’nin upregiile oldugu
goriilmiistiir. miR18a, STK4-3’-UTR’yi hedef alarak tiimor proliferasyonunu

baskilayan bir tiimor siipresor gen olarak islev yapmaktadir (125).

Viral miRNA’larin da HPV enfeksiyonundan servikal kanser gelisimine giden
stirecte 0nemli rol oynayabilecegi Ongoriilmektedir ancak viral miRNA islevleri

konusu tartismalidir.

2.4.1.2 Servikal Kanserde miRNA Disregiilasyonu

miRNA ekspresyonu karmasik ve ¢ok sayida sistem tarafindan hassas bir sekilde
diizenlenen bir siiregtir. miRNA disregiilasyonu ve buna bagli olarak gelisen
ekspresyon degisikliklerinin hedef genlerin islevini etkiledigi i¢in servikal kanser

mekanizmasinda miRNA’lar oldukg¢a etkin bir rol oynamaktadir. miRNA
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biyogenezindeki proteinlerde, biyogenez diizenleyici proteinlerde, promotor
bolgelerinde, miRNA sekanslarinda veya hedef bolgelerde meydana gelen
degisiklikler miRNA’larda islev bozukluguna, 6zgiilliik kaybina, hatta baskilanmasina
yol acabilir (147). Son yillarda gergeklestirilen kapsamli arastirmalar, miRNA
diizensizliklerine neden olan mekanizmalardan bazilarin1 ve serviks kanserindeki
ekspresyon paternini a¢iga ¢ikarmistir. Kanitlar, miRNA ekspresyon degisikliklerinin
genomik lokuslardaki varyasyonlardan kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu
ekspresyon degisikliklerinden bazilar1 gen delesyonu, amplifikasyonu veya
mutasyonudur. Ornegin ileri evre SCC hiicrelerinde yaklasik 45 adet miRNA’ nin
disregiile oldugu ve buna bagl olarak Drosha (RNAaz III) ’nin ekspresyonunda ve
kromozom 5p’de artig oldugu belirlenmistir. Ek olarak Drosha’y1 overeksprese eden
hiicrelerin ¢ogunlugunda miRNA’larin upregiile oldugu, sadece 5 tane miRNA’nin
down regiile oldugu gorilmistiir (144). Bu bulgular neoplaziye neden olan genetik
degisiklerin servikal kanser gelisimi ve ilerlemesinin miRNA regiilasyonu araciligryla

rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Transkripsiyon aktivatér ve inhibitorlerindeki degisim miRNA gen
lokuslarindaki anormal DNA metilasyon modifikasyonuna, dolayisiyla kanserde
anormal bir miRNA ekspresyon profilinin olusmasina neden olur (148). Ayrica,
miRNA biyolojik yapisinda yer alan proteinlerin diizensizligi servikal karsinom

olusumundaki miRNA ekspresyon degisikliklerine katkida bulunur (124).

Single niikleotid polimorfizmalar1 (SNP’ler) serviks kanserinde miRNA
ekspresyonunu diizenleyen bagka bir mekanizmadir. Bu molekiil miRNA ikincil
prekiirsor halindeyken Drosha ve Dicer’a miidahale ederek olgun miRNA olusma
stirecine etki eder (149). Boylece bu SNP’ler miRNA’larin iginde bulunur ve hedef
genlere baglanmasini etkileyerek kanser gelisimine yakindan katki saglar. Bir
calismada miR-21’in igerisinde bulunan rs1292037°in CIN veya servikal kanser
gelisimine ¢ok yakin iligkili oldugu goésterilmistir (150). Baska bir ¢alismada ise miR-
18a’nin da i¢inde bulundugu miR-17-92 kiimesindeki SNP’lerin promoter bolgeye

etkisi incelenmis ve servikal SCC geligimi ile iligkili bulunmustur (151).
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Epigenetik; DNA diziliminde degisiklik olmadan gen ekspresyonunu etkileyen
ve kalitsal olan DNA ve kromatin yapidaki degisikliklerdir. DNA metilasyonu ise;
sitozin halkalarinin 5 pozisyonunda meydana gelen replikasyon sonrasi bir DNA
modifikasyonudur (152). DNA metilasyonu servikal kanserle de yakindan iligkilidir.
Karsinom gelisimi siirecinde hiicrelerde tiimor siipresor genlerde metilasyon artist ve
protoonkogenlerde hipometilasyon gibi durumlar gozlemlenebilmektedir. Bu
metilasyon degisiklikleri ile proliferasyon ve invazyon siirecleri tetiklenir. DNA
metilasyonu disinda histon modifikasyonlar1 da goriiliir. Histon proteinleri DNA’y1
saran proteinlerdir ve modifikasyonlar1 genom erisimini diizenler. Servikal kanser
hiicrelerinde de tiimdr siipresor genlerin erisimini kisitlayan histon modifikasyonlari
meydana gelebilir. Bu degisikliklerin hepsi epigenetik degisiklikler olarak adlandirilir
(153). DNA metiltransferaz (DNMT) enzimi DNA metilasyonunu ve epigenetik
farkliligin devamliligini saglayan tersinir reaksiyon gosteren bir enzimdir. Serviks
kanserinde DNMT enzim aktivitesinin arttig1 bulunmustur. Kodlanmayan genler olan
miRNA’lar da metilasyon ile diizenlenebilmektedir (154). In vitro olarak HPV 16
metillenmis genomlarin hiicrelere verilmesi ile DNA’da postranskripsiyonel
baskilanma oldugu gosterilmistir. Serviks kanserinde de p53, UTF1, PAX1, TWISTI
gibi metilasyonla diizenlenen ¢ok sayida transkripsiyon faktorii mevcuttur (155).
Hiicre genomunun CpG adalarindaki promotér bolgelerindeki hipermetilasyon,
tsmiRNA’larin etkisiz hale gelmesine neden olarak neoplazi siirecine katkida bulunur.
HR-HPV genomlar: servikal hiicrelerde bu mekanizmalarla metilasyon yaparak da
karsinogenezde rol oynamaktadir (156). Bazi teorilere gore HR-HPV miRNA
promotorlerinin metilasyon desenini degistirebilir (157). Promotor bolgelere baglanan
histonlar translasyon sonras1 modifikasyon yoluyla gen ekspresyonunu diizenler ve bu
yolla transkripsiyon faktorlerinin ve bazal transkripsiyon mekanizmasinin
erigilebilirligini kontrol ederler. Bu modifikasyonlar arasinda fosforilasyon,
asetilasyon, sumolasyon metilasyon ve ubikutinasyon sayilabilir. Kromatin yapisini
degistirerek gen ifadesinin anlatimim regiile edilmesini saglar. Cok sayida histon
modifiye edici enzim bulunur. Bunlar tiimor silipresor genlerin, onkogenlerin ve
biiylime faktorlerinin ekspresyonunu diizenler. Gen ekspresyonunun epigenetik
diizenlenmesinde histon modifiye edici ajanlarin mutasyonu ve disregiilasyonu

etkilidir (158).
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Hiicre siklusunda PI3K/AKT sinyal yolaklari, neoplastik hiicrelerin gdciinde
etkilidir ve karsinom olusumunda itici gii¢ olarak kabul edilir. Hedgehog, p38/MAPK,
wnt/B-katenin ve p53 gibi bir¢ok faktor de bu yolda islev gérmektedir. MirRNA’lar
protoonkogen ve tiimor supresoér gen olarak etki gostermeleri nedeniyle hiicre
siklusunda gorev alan proteinlerin ekspresyonlarini azalatarak veya arttirarak serviks

kanseri gelisiminde ve progresyonunda aktif rol alirlar (159).

Kontrol ettigi yolaklardan birisi de EGFR sinyal yolagidir. miR-875-5p,
EGFR’yi baskilayarak servikal karsinom hiicrelerinde tiimoral gelisimi ve metastazi
azaltir (160). Ancak miR-155 ise asir1 eksprese oldugunda EGFR’nin baslattigi
EMT’yi engelleyerek serviks kanserinde invazyon ve migrasyonu azaltir (161). Bazi
miRNA’lar ise JAK/STAT yolaklarmi etkileyerek tiimoral gelisimi engeller veya

arttirir
2.4.2 Calisma Kapsamindaki miRNA’lar

2.4.2.1 miR-125b-5p

miR-125 ailesi farkli kromozomlarda buunan ii¢ homologtan olusur: hsa-miR-
125a, hsa-miR-125b-1, hsa-miR-125b-2. miR-125b-1 ve miR-125b-2’nin ortak matiir
miRNA’s1 miR-125b-5p’dir. Genom iginde farkli konumlara sahip olmalarina ragmen
ilk transkriptleri ortaktir. Ayni zamanda miR-99/miR-100 ve let-7 ailesini
icermektedir. miR-125 ailesi icerisindeki tic miRNA’nin farkli ekspresyon sekillerine

ve islevlere sahip oldugu diisiiniilmektedir (162).

miR-125b; 11q24.1 bolgesinde kodlanmaktadir (163). miR-125b’nin hem
protoonkogen hem de tiimor supresor gen olarak etki ettigi diistiniilmektedir (164,
165). miR-125b-5p; PABPC1 (poly A binding protein cytoplasmic 1), PERP (p53
apoptozis Effector Related to PMP22 (peripheral myelin protein22)) ve PIGR
(Polimerik Immunoglobulin Reseptorii)’yi diizenler (166). CAR10 (karbonik anhidraz
10) ve PDPK1’i (Phosphoinositide-dependent Kinase-1) hedef alir. PDPK1 {izerinde
inhibitor olarak etki etmektedir ancak karsinomda bu etki tersine doner. Servikal
kanser hiicrelerinde miR-125b-5p’nin overekspresyonu ile tomor hiicrelerinde
proliferasyon ve invazyonun tetiklendigi goriilmiistiir (167). miR-125b-5p’nin serviks

kanseri tedavisine tam yanit veren hastalarda upregiile oldugu goriilmistiir (163).
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Apoptozla iligkili  Bcl-2  ailesi  miR-125’in  diizenledigi  antiapoptotik
mekanizmalardandir (Sekil 14) (168).
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Sekil 14. miR-125 ailesi

mMiR-125"nin upregiilasyonu over kanseri hiicrelerinde BAK1’1 baskilayarak
sisplatin direncine neden olmaktadir (169). Ancak direngli serviks tiimorlerinde
azalmig olarak bulunmustur (163). HPV ile enfekte olan ancak neoplazi gelismemis
serviks dokusunda miR125b ekspresyonunun arttigi, lezyon progresyonu gelistikge

goreceli olarak azaldig1 gosterilmistir (138).

2.4.2.2. miR-125a

miR-125a 19q13.41 bolgesinde kodlanmaktadir (163). Bir¢ok kanserde timor
patogenezine katkida bulunan bir anti-onkogen olarak taninmaktadir (168). Kolon
kanserinde paklitaksel duyarlilii, nazofarinks kanserinde sisplatin duyarlilig: ile

iliskilendirilmistir.
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Serviks kanseri olan gruplarda kontrol grubuna gore downregiile oldugu
bulunmustur (170). Etkisini CDKN2A {izerinden gosterdigi distiniilmektedir.

CDKN2A serviks ve over kanserinde overeksprese olan bir timor supresor gendir.

Ileri evre serviks karsinomu olan tedaviye yanit vermeyen hastalarda miR-125a
seviyesinin azaldig1 bulunmustur. in vitro ve in vivo miR-125a seviyelerinin azalmasi
ile servikal kanser hiicrelerinde biiylime metaztaz orani artar. Hiicre siklusunda, G2/M
kontrol noktasinda c-myc tlizerinden STAT3 diizeyini diislirerek hiicre biiylimesinin
baskilanmasini saglar. E-cadherin ekspresyonunu artirarak hiicre inazyonunu engeller.
STAT3 {izerinden etki ederek paklitaksel duyarliligini arttirdigr diistinilmektedir
(128).

2.4.2.3. miR-21-5p

pri-miR-21, 17. kromozomdaki VMP1 geni icerisindeki intron bolgesinde
bulunmaktadir (171). miR-21 birgok memelide bulunmaktadir. miR-21 upregiilasyonu

bir¢ok kanser patogenezinde gosterilmistir.

miR-21 seviyeleri daha ¢ok HPV16 pozitif olan serviks kanseri hiicrelerinde
degismektedir. HPV52 ve HPVS58 ile enfekte hiicrelerde miR-21 seviyelerinde
degisiklik olmadig1 goriilmistiir (172). miR-21 kanser gelisimi ile iligkili olan PTEN,
PDCD4, RECK, STAT-3 gibi gesitli genleri hedef alir (173).

HPV negatif hiicrelerde miR-21 ekspresyonu HPV pozitif anormal dokularda ve
SCC hiicrelerinde belirgin olarak daha diisiik bulunmustur. Bu durum miR-21’in HPV

enfeksiyonu ve servisit ile iliskili olabilecegini gostermektedir (174).

Baska bir calismaya gore miR-21 overekspresyonu, PDC4’1i baskilayarak NF-
kB araciligiyla IL-10’un aktive edilmesine neden olur. IL-10 antienflamatuar bir
sitokindir ve bagisik yanittan kacarak servikal kanser gelisimine katkida bulunmasina
neden oluyor gibi goriinmektedir (173). Bu yol aym1 zamanda PI3k/AKT/mTOR

yolagini kontrol ederek hiicre boliinmesi ve proliferasyonu saglar.
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2.4.2.4. miR-18a

miR-18a, onkomiR olarak bilinir ve onkogenik miR-17-92 ailesinin bir tiyesidir.
Serviks kanserinde ekspresyon artisi ile tiimoral hiicrelerin ¢ogalmasina ve
invazyonuna katkida bulunur. Bu etkisini hangi mekanizma ile gosterdigi net olarak

bilinmemektedir (175).

STK4 mRNA’nin 3’UTR bdélgesinde bir miR-18a baglanma bolgesi
bulunmaktadir. HR-HPV ile enfekte servikal hiicrelerde, serviks kanserinde ilerlemis
hastalig1 olanlarda miR-18a seviyeleri artmis olarak bulunmustur. miR-18a’nin serviks
kanserinde upregiile olarak STK4’ii baskilar bu da serviks kanseri hiicrelerinde

proliferasyonu tetikler (125).

2.4.2.5. miR34c-3p

miR-34c; 11.kromozomun uzun kolundan transkripte edilir (176). Servikal
karsinomlu SiHa hiicrelerinde miR-34c¢-3p ve miR-34c-5p’nin proliferasyon, apaptoz,
migrasyon ve iinnvazyonla iliskili oldugu belirlenmistir (177). Bu etkinligini MAP2
ve MMP?9 protein aktivitelerini azaltarak gosterir (178). miR-34c; Notchl ve Jagged1’i

downregiile ederek karsinom gogiinii engelleyen tiimor supresor bir gendir (179).

2.4.2.6. miR-182

miR-182, 7.kromozom tarafindan kodlanmaktadir (180). Bir¢ok kanserde
ekspresyon artig1 goriilen bir onkomiR’dir.miR-182"de ekspresyon artis1 migrasyon,
invazyon ve metastazla yakin iligkili bulunmustur. Bu etki p53 mutasyonunun miR-
182°de upregiilasyona neden oldugu ve bdylece hiicre migrasyonu ve invazyonunun
tetiklendigi ongoriilmistiir. P53 mutasyonlart “Adherens junction” da gorevli olan
miRNA’larin fonksiyon kaybina neden olur. Bu duruma neden olan genler FOXF2
(Forkhead box F2) ve MTSS1 (Metastasis suppressor-1) gibi hedeflerin ifadesini
inhibe ettigi bildirilmistir (Sekil 16) (181, 182).
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Sekil 15. miR-182-5p’nin etki mekanizmasi (181)
Son ¢alismalarda miR-182’nin endometrial kanserde PIAS1 (activated STAT
protein inhibitér) mRNA’sini1 hedefleyerek ekspresyon artigina neden oldugu ve bunun

sonucunda STAT3’{i inhibe ettigi gosterilmistir (183).

2.4.2.7. miR-148b

miR-148b 12.kromozomda kodlanmaktadir ve tiimor supresor gen olarak gorev
yapar. Serviks kanserinde miR-148b’nin ekspresyonunda artis olmasit DNMT1’de
azalmaya neden olarak hiicrelerde proliferasyonu ve invazyonu engeller ve apoptozun
indiiklenmesine neden olur. Bu etkilerini cyclin D1 ve caspaz-3 iizerinden
gerceklestirdigi diistinilmektedir (184). Benzer sekilde endometrial kanserle iliskili
fibroblastlardan elde edilen eksozomlardaki timor supresor miR-148b’nin
downregiilasyonun Onlenmesinin, kanser progresyonunu durdurdugu belirlenmistir
(185). Ancak serviks kanseri ve miR-182 arasinda yapilan ¢alisma sayisi olduk¢a

azdir. HPV persistansini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir.

2.4.2.8. miR-34a

1.kromozomda bulunan miR-34a, miR-34b ve miR-34c ile aynm ailede yer alir
(176). miR-34a tiimor supresor bir gendir ve mide, karaciger, prostat ve serviks

kanserinde downregiile oldugu gosterilmistir (186). Ayrica HR-HPV ile enfekte olan
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servikal kanserlerde miR-34a’da belirgin ekspresyon kaybi oldugu goriilmistiir.
Patogenezi ile iligkili olarak p53’°e etki eden viral E6 proteininin miR-34a’y1 aktive
eden proteinin baskilayarak yaptigi ongoriilmektedir (8). HPV enfeksiyonuna bagh
servikal karsinom ve prekanserdz lezyonlarda gosterilen azalmis pri-miR-34a ifadesi,
erken asamada tespit edilebilir; miR-34a inhibisyonu sonucu p53 yolaklarini
etkileyerek karsinom siirecinde erken baslangicli bir olay oldugu diisiiniilmektedir.
mMiR-34 hiicre siklusunda WNT1/B-catenin yolaginda WNT1’i hedef alarak cadherin
degisimini etkiler ve proliferasyonu tesvik eder, boylelikle karsinom siirecine katkida

bulunur (187).

KDMS5B geni, Notch sinyalleme yolunda &nemli bir rol oynayan histon
demetilazdir. miR34a, UPA’y1 (iirokinaz plazminojen aktivatorii) inhibe ederek
Notchl ve Jaggedl sinyal yollarmi devre dis1 birakir. Bu durum servikal karsinom

hiicrelerinde invazyonu azaltir (179).

2.4.2.9. miR-29a-5p

miR-29 ailesi iki ayr1 gen tarafindan kodlanan 4 miRNA’dan olusmaktadir; miR-
29a, miR-129b-1, miR29b-2, miR29c. miR-29b-1 ve miR-29a 7 kromozomda yer alir
ve miR-29b-2 ve miR-29¢ 1.kromozomda yer alir (188). HPV pozitif LSIL
hiicrelerinde miR-29a’nin downregiile oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(189). Bu durum miR-29a’nin servikal kanserin progresyonunda timdr supresor bir
rol oynayabilecegini gostermektedir (190). Ayn1 zamanda CIN ve invaziv servikal
kanserde de ekspresyonunda azalma gosterdigi bulunmustur (191). miR-29a;
SIRTI(sirtuin 1) mRNA’nin 3’UTR {initesine baglanarak migrasyon, invazyon ve
epitelyal mezenkimal transizyonda gorev alir (192). Ayrica DNMT3A (DNA
metiltransferaz 3 alfa) ve DNMT3B (DNA metiltransferaz 3 beta)’nin etkinligini
azaltarak servikal kanserde p16 metilasyonuna etki eder (193). Tiimor baskilayict
gorev goren SOCS1’in metilasyonuna neden olarak servikal kanserin yayilmasini
Onleyebilecegi One siiriilmiistiir (194). Kollajen molekiillerinin olgunlagmasinda
onemli rolii olan HSP47 (heat shock protein 47)’yi diizenler. HSP47°nin azalmasi
kanser hiicrelerinin migrasyonunu ve invazyonunu inhibe eder bdylece miR-29a’nin
azalmas1 servikal kanserde metastaz olusumuna bu patogenez yolagiyla katkida

bulunur (189).
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2.4.2.10. miR-375

mir-375; 2.kromozomda kodlanan ve karaciger, mide, serviks gibi birg¢ok
malignite ¢esidinde diisiik seviyelerde eksprese edilen bir gendir (195, 196). HPV
enfeksiyonlarinda miR-375 seviyelerinde azalma oldugu gosterilmistir (197). Serviks
kanserinde yiiksek seviyelerinde bulunmasinin; bir transkripsiyon faktorii olan SP1’e
etki ederek hiicre migrasyonunu ve invazyonunu inhibe edebilecegi bulunmustur
(198). Ayrica epitelyal mezenkimal transizyonu (EMT) kolaylastirarak servikal
kanserin kazanilmis kemoterapi direncine aracilik edebilecegi One siiriilmektedir
(199). miR-375’in diisiik seviyelerde olmasinin serviks kanserinde RT direncine neden
oldugu ve benzer sekilde HR-HPV pozitif kanser hiicrelerinde yiiksek diizeylerde
olmasinin RT direncini azalttigi saptanmustir (200). Ayrica HPV pozitif serviks kanseri
hiicrelerine miR-375 eklenmesinin HPV transkripsiyon seviyelerinde azalma sagladigi
gosterilmistir (130). Baska bir ¢alismada ise miR-375’in promotdorlerinin servikal
skuamoz hiicreli kanserde hipermetilasyon artis1 olmasi nedeniyle transkripsiyon

seviyelerinde azaldig1 gosterilmistir (201).

2.4.2.11. miR-143-5p

miR-143 servikal kanser dokularda ts-miR olarak etki eder. He-La hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe eden ve apoptozu destekleyen etkileri olan bir tiimér supresor
gen olarak hareket ettigi ve yiiksek seviyelerde miR-143 seviyelerinin in vivo timor
olusumunu baskiladig1r gosterilmistir. Bu etkisini Bcl-2 seviyelerini  diistirerek
gosterdigi disiiniilmektedir. Bel-2°nin 3°’UTR bolgesinde miR-143’¢ ait bir baglanma
bolgesi oldugu bulunmustur (202).

miR-143-5p ve serviks kanseri iliskisi ile ilgili tek bir ¢alisma mevcuttur. miR-
143-5p’nin Cyclin D1 ve Bcl-2 ekspresyon seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir. Ayni
zamanda ELK1, p-ELK1, C-fos, Cyclin D1 ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyon
seviyelerini diislirerek serviks hiicrelerinde hiicre dongiisiinii, proliferasyonu, gocii ve
invazyonun ilerlemesini engelledigini ve serviks kanser hiicrelerinde apoptozu inhibe

ettigi dogrulanmistir.

43



Patogenez ile iliskili diger bir mekanizma olarak miR-143 seviyelerinin
azalmasiin heterodimerik protein kompleksi olan HIF-1a seviyelerinin artmasina

neden olarak proliferasyonu arttirdigi 6ne stirtilmistiir (203).

Benzer sekilde miR-143 diizeyi diisiik olan hastalarda lenf nodu metastazinin
oldugu gosterilmistir. Ayrica miR-143 seviyesi ile tiimor boyutu arasinda ters oranti
oldugu belirlenmistir. Ancak patolojik grade ve LVSI arasinda baglanti
bulunamamustir (204).

2.4.2.12. miR-372

mMiR-372’nin testikiiler germ hiicreli timorlerde ekspresyon artisi ile onkojenik
etkileri oldugu gosterilmistir (205). Ancak serviks kanseri ve miR-372 iliskisini
arastiran c¢aligmada; servikal karsinomda seviyelerinde azalma oldugu ve timor
supresor bir gen gibi calistigi gosterilmistir. Servikal skuamoz hiicreli karsinomda
miR-372 overeksprese olmasi hiicre biiylimesini inhibe eder ve hiicre dongiisiinii S/G2

fazinda durdurur (206).

2.4.2.13. miR-9-5p

MiR-9 insanlarda 1., 5. ve 15.kromozom olmak tizere 3 farkli kromozomda
kodlanir (207). HPV16 pozitif LSIL hastalarda miRNA ekspresyonu artarken HPV52
ve HPV58 enfeksiyonlu servikal intraepitelyal lezyonlarda azalmaktadir (172). Bu
durum farkli HPV tiplerinin degisik infeksiyon paternlerine sahip olabilecegini
gostermektedir. HPV enfeksiyonunun dogal seyri tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
nedenle bir hastanin ne kadar siire 6nce HPV ile enfekte oldugunu belirlemek ¢ok
miimkiin degildir. Ayrica enflamatuar siireglerin viral alt tiplere gore degisebilecegi

ongoriilmektedir (63).

Normal serviks dokusuna gore displazi gelisen dokularda miR-9’un ve buna
bagli olarak E-cadherin seviyelerinin azaldigi goriilmiistiir. E- cadherin’in azalmasi ile
B-catenin seviyesi artar ve bunun sonucunda VEGFA artar. VEGFA pro-anjiogenik

bir faktordiir ve tiimdral hiicrelerde anjiogenezin artmasina neden olur (208).

miR-9 ekpresyonu, tiimoriin histolojik tipi ve HR-HPV tipine gore
degismektedir. miR-9-5p; TWIST1 ve CDHI1’i hedef alarak onkomir gibi etki
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edebilmektedir. CDH1 ekspresyonunun kaybi, epitelyal neoplazmin invazivligi ve
tiimdriin ilerlemesi ile iliskilendirilmistir. Ancak servikal adenokarsinomda EMT
(epitelyal mezenkimal transizyon) diisiik seviyelerde olmast CDH2’nin TWIST1
araciligiyla upregiile olmasina neden olur ve boylece miR-9 tsmiR olarak etki eder
(131).
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3. GEREC YONTEM

Calisma kesitsel olgu kontrol olarak tasarlanmis olup, Pamukkale Universitesi
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde HSIL tanis1 konulmus ve daha
onceden tedavisi yapilmis takip altindaki olgular ¢calisma grubu olarak tanimlandi. Bu
olgular rutin takiplerine devam ederken kronolojik siraya gore ¢alismaya katilmaya
davet edildi. Calismay1 kabul eden 100 olgu takipleri sirasinda iki ayr1 grupta
degerlendirildi;, HPV pozitif olanlar (HPV persistans1 olan grup) ve HPV
negatiflesenler (HPV persistanst olmayan grup). Caligmaya katilmayi kabul eden
bireylerden, rutin jinekolojik muayene sirasinda servikal smear 6rnegi alinarak bu
spesmenlerden miRNA diizeyleri (miR-125b-5p, miR-125a, miR-21-5p, miR-18a, mi-
9-5p, miR-34c-3p, miR-182, miR-148b, miR-34a, miR-29a-5p, miR-375, miR-143-
5p, miR-372) calisildi. Servikal siiriintii 6rneklerinden miRNA ¢alisilarak HSIL
geligimi ile persiste eden HPV enfeksiyonu arasinda miRNA diizeylerinin farklilik
gosterip gostermedigi arastirildi. Olgularin rutin takip ve gerekli tedavilerine olagan
sekilde devam edilmis ve calisma kapsaminda hastalara deneysel herhangi bir invaziv

girisim ya da ila¢ uygulamasi1 yapilmamaistir.

Hastalarin demografik verileri, anamnez bilgileri ve 6nceki medikal kayitllarina
jinekolojik hasta degerlendirme formu ve dosya kayitlar1 iizerinden ulasildi. Hastalarin
basvuru sirasindaki HPV varligina ve hastalarin takipleri sirasindaki HPV durumlarina
ise Pamukkale Universitesi hastane bilgi kayit sistemi iizerinden ulasildi. Ayrica
hastalarin giincel takip bilgilerine ve laboratuar sonuglarima da dosya kayitlari
tizerinden ulasildi. Hastalarin 6nceden Pamukkale Universitesi’'nde alinan HPV
testlerinde HR-HPV tespiti i¢in Abbott RealTime High Risk HPV (HR-HPV) testi
kullanilmakta idi. Bu test sonucunda HPV-16, HPV-18 ve HPV 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68’1 de iceren diger yiiksek riskli gruplar (Other HR) olmak
tizere 3 farkl pozitif sonug bildirilmektedir. Bu ¢aligmada da hastalar HPV-DNA testi
persiste etmeyen (62 olgu) ve HPV16,18 veya OHR olarak persiste edenler (38 olgu)
olarak 2 grupta incelendi. Baska bir merkezde tedavi edilmis ve takip olan hastalar

analize dahil edilmedi.
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Calismaya Dahil Olma Kriterleri:
* 30-69 yas aralig1

* Tan1 aninda ytiksek riskli servikal HPV enfeksiyonu pozitifligi mevcut HSIL

tanis1 konulmus hastalar

« Tan1 sonras1 tedavi ve takipleri Pamukkale Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve

Dogum Kliniginde devam eden olgular
Cahsmanin Dislama Kriterleri:
* Bilinen immiin sistem yetmezligi olmas1
* Gebelik durumu
* Bilinen kanser dykiisii olmasi
Servikal Siiriintii Orneklerinin Toplanmasi

Pamukkale Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar ve Dogum Klinigine
basvuran HSIL tanis1 almis ve persiste HPV enfeksiyonu devam eden ve etmeyen
kadinlardan 2 ml TRIZOL soliisyonu igeren 50 ml falkon tiip icerisinde olmak iizere
servikal siirlintii 6rnegi alindi. Caligma drneklerinin tamamlanmasina kadar elde edilen

ornekler bu tiipler igerisinde -80 °C de muhafaza edildi.
miRNA izolasyonu

mRNA izolasyonu i¢in asagida markasi, adi ve katalog numarasi verilen

materyaller kullanildi (Tablo 2).

Tablo 2. mRNA Izolasyonu I¢in Kullanilan Materyal Bilgileri

MRNA Izolasyonu I¢cin Kullamlan Materyal Bilgileri

Kullanilan Kitin Markas1 Kitin Adi Katalog No
GENEAID Genezol GZX100
GENEAID Presto miRNA kit PMI100
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miRNA izolasyon protokolii asagidaki sekilde gerceklestirildi:

1. Trizol igerisinde bulunan 6rnekler -80°C’den ¢ikarild1 ve oda sicakliginda

erimeleri beklendi. Erime isleminden sonra 140 ul Kloroform ilave edildi.
2. 15 saniye corteks yapildiktan sonra oda sicakliginda 3 dakika inkiibe edildi.

3. 12.000rpm, 4°C’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant (sulu faz) baska
bir ependorf tiipe aktarildi.

4. Ependorfa aktarilan supernatantin, 1,5 kat1 kadar %96°1lik etanol (yaklasik
525 ul) ilave edildi ve yavasga pipetaj yapildi.

5.  Orneklerden 700 ul spin kolonlarina konuldu. 8000 g’de oda sicakliginda

30 saniye santrifiij edildi. Siiziilen kisim uzaklastirildi.

6. Kolona 700 ul RWT buffer eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Stiziilen kisim uzaklastirildi.

7. Kolona 500 ul RPE buffer eklendi ve 8000 g’de 15 saniye santrifiij yapildi.

Stiziilen kisim uzaklastirildi.

8. Sonrasinda spin kolona 500 pl RPE buffer eklendi ve 2 dk 8000 g’de
santrifiij yapildu.

9. Son kurutma faz1 i¢in spin kolon yeni bir 2ml’lik toplama tiipiine aktarildi

ve en yiiksek hizla 1 dakika santrifiij yapildi.

10. Spin kolonlar 1,5 ml’lik yeni toplama tiiplerine yerlestirildi ve 30ul RNase-
free water spin kolonun ortasina koyulup 1 dk 8000 g’de santrifiij yapildi.

11. RNA’larin konsantrasyon ve saflik tayinleri Nanodrop cihazi ile

gerceklestirildi. cDNA’ya doniistiiriilmeyen RNA’lar -80°Cye kaldirildi.
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Mikro RNA Ekspresyon Degisimi Icin miRNA ¢cDNA Sentezi

MIRNA ekspresyon analizi igin cDNA doniigiimii projeden temin edilen kit
protokoliine gore gerceklestirildi. Reaksiyon karisimi su sekilde hazirlanmistir: 5x
HiFlex Buffer 4 ul, 10x MiScript Nucleics Mix 2 ul, MiScript Reverse Transkriptaz
Mix 2 pl, RNA 5 pl, dH20 11 pl olmak iizere toplam 20 pl.

Hazirlanan reaksiyon karisimini igeren tiiplerin 37°C derecede 60 dakika ve
sonrasinda 95°C derecede 5 dakika inkiibasyonuyla reaksiyon ger¢eklestirildi. RT-
PCR calismalar1 gerceklestirilip miRNA ekspresyonlarinin analiz edilecegi
calisilmaya kadar -20 °C de muhafaza edildi.

Real-Time PCR ile Mikro-RNA (miRNA) Ekspresyon Analizi

miRNA ekspresyonlar1 6zgiin primer ve SYBR Green master mix ile Real-Time
PCR gergeklestirildi. Normalizasyon U6 ekspresyonu ile yapildi. Reaksiyon
karisimlart su sekilde hazirlandi: SYBR green PCR mastermix 5 pl, Forward Primer
0,5 ul, Reverse Primer 0,5 pl, cDNA 2,5 ul, dH20 2,5 pl olmak iizere toplam 10 pul’lik

Real Time PCR reaksiyon karigimi hazirlanmistir.

Reaksiyon kosullari;

95°C 15 dakika

94°C 15 saniye,

58°C 30 saniye, } 45 dongii
72°C 30 saniye

Istatistiksel Analiz

RT-PCR ile tespit edilen miRNA ekspresyon degisimleri ile elde edilen verilerin
analizinde AACT metodu kullanildi. Web tabanli “RT? Profiler™ PCR Array Data
Analysis“(https://www.qiagen.com/tr/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-
overview-page/) programinda bulunan, Volcano Plot analizleri kullanildi. Volcano
Plot testi ile hasta grubu ve kontrol grubu ile ilgili miRNA ekspresyon degerleri rolatif

olarak belirlenebilmektedir. Ayrica bu test ile iki veya ¢oklu gruplara ait ekspresyon
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degerleri +3SD karsilagtirilmas: temeline bagli olarak analiz edildi ve gruplar
arasindaki istatistiksel degisim “Student t-testi” ile karsilastirildi. Kat degisimi
degerleri (Fold change ve Fold regulation) de AACT tabanli olarak belirlendi.

Veriler, IBM Istatistiksel Uriin ve Hizmet Coziimleri (Siiriim 22, IBM SPSS
Statistics for Windows, Armonk, NY) programi kullanilarak analiz edildi. Nicel
stirekli degiskenlerin (yas gibi) tanimsal degerleri standart tanimlayici istatiksel
yontemlerle incelenmistir. (Aritmetik ortalama, standart sapma, medyan). Kategorik
degiskenler (varlik sikliklar1) frekanslar1 ve toplum i¢indeki yiizdeleri ile verilmistir.
Nicel oOl¢iimlerin degerlendirilmesi, verilerin dagilim o6zelliklerine gore ‘“Student’s
test” veya “Wilcoxon signed rank test” kullanilarak yapilmistir. Kategorik
degiskenlerin kiyaslamalari olgu dagilimlarinin durumuna goére Chi-square ya da
Fischer’s Exact Test ile yapilmistir. Istatiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. DEMOGRAFIK VERILER

Calisma igerigindeki toplanan ve analize dahil edilen hasta sayis1 100’diir.
Hastalarin demografik verileri incelendiginde yas ortalamas1 46,2 + 9,3 ; kilo 67,6 +
12,4 ; VKI 26,6 +4,8 ; 11k cinsel iliski yas1 20,4 + 4,2 ; aktif cinsel y1l siiresi 26,1 + 4,2
; ilk gebelik yas1 21,9 = 4,5 ; parite 2 = 1 olarak saptandi. Calisma grubuna dahil edilen
hastalarin  %72’si premenapoz, %28’inin ise postmenapozal dénemde oldugu
belirlendi. 90 hastada (%90) DM yok iken 10 hastada (%10) DM varlig1 mevcuttu.
Hastalarin 75’inin dykiisiinde RIA kullammi yokken, 25 tanesinde RIA kullanim
Oykiisii vardi. 81 hastanin (%81) dykiisiinde OK kullanim1 mevcutken 19 hastanin

(%19) oykiistinde OK kullanim1 olmadig: tespit edildi.

Tablo 3. Demografik veriler

Demografik veriler

Yas ortalamasi (y1l) 46,2+93
Kilo (kg) 67,6 +12,4
VKI (kg/m2) 26,6 +4.,8
Ik cinsel iliski yas1 (yil) 20,4 £4,2
AKktif cinsel y1l siiresi 26,1 £10,8
Tk gebelik yas (yil) 21,9+£4,5
Parite 2+1
Menapoz durumu

Premenapoz 72 (%72)
Postmenapoz 28 (%28)
Sigara iciciligi

Kullaniyor 39 (%39)
Kullanmiyor 61 (%61)
Pasif Sigara iciciligi

Yok 80 (%80)
Var 20 (%20)
Diyabet varhg:

Yok 90 (%90)
Var 10 (%10)
RIA kullamim oykiisii

Yok 75 (%75)
Var 25 (%25)
OK kullanim éyKkiisii

Yok 81 (%81)
Var 19 (%19)
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Hastalarin ilk bagvuru zamanindaki ve son kontrol zamanindaki servikal Hpv

tipleri;

Hastalarin basvuru anindaki HPV’leri hepsinde pozitif idi. 58 drnekte (%48,3)
HPV tip 16, 10 6rnekte (%8,3) HPV tip 18, 52 drnekte ise other HR-HPV (%43,3)
saptanmistir. Ayni Ornekte tespit edilen farkli genotipler, enfeksiyon sayisinin
hesaplanmasi i¢in ayri ayri sayilmistir. Bu nedenle ve yuvarlama nedeniyle yiizdeler
%]100’e esit olmamaktadir. Hastalarin 38 tanesininin HPV’si persiste etmis, 62
tanesinin HPV’si negatiflesmistir. HPV persistansi olan hastalardan 16’s1 HPv 16; 3
tanesi HPV 18; 21 tanesi HPV other HR olarak tespit edilmistir. Saptanan HPV’lerde
ayni Ornekte birden fazla HPV pozitif olan olgular oldugu akilda bulundurulmalidir.
Calismadaki ilk basvuru anindaki HPV ve son kontroldeki HPV durumlar1 Tablo 4’de

gosterilmistir.

Tablo 4. HSIL tan1 anindaki ve son kontroldeki saptanan HPV’ler

Ik basvurusu Son kontrol
n Saptanan HPV’yen Saptanan HPV’ye
gore yiizdesi gore yiizdesi
HPV tip 16 58 %48,3 16 %42,1
HPV tip 18 10 %8,3 3 %7,8
Other hr-HPV tipleri 52 %43,3 21 %55,2
HPV negatif 0 0 62
Toplam HPV pozitif 120 38

saptanan

4.2. miRNA SONUCLARI

Hastalarin miRNA sonuglarinin fold changelerinin medyan degerleri ve p
degerleri Tablo 5’te verilmistir. Bu degerlendirmelere gore HPV persistansi olan ve
olmayan hastalar arasinda miR-143-5p, miR-125a, miR-34c-3p, mir-375 degerleri
istatistiksel olarak anlamli saptanmig, diger miRNA’lar arasinda bir fark
saptanmamistir. miR-125, miR-34c-3p, miR-375 HPV persiste eden grupta
ekspresyon artigi gostermis, miR-143-5p diizeylerinde ise ekspresyon kaybi

goriilmiistiir. miRNA degerleri tabloda gosterilmistir.
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Tablo 5. miRNA’larin fold change degerleri ve p degerleri

Fold Change
Medyan P degeri
miR-182 1,38 ,458
miR-18a 1,53 ,356
miR-148b 1,35 237
miR-29a-5p 1,75 ,458
miR-34a 1,16 ,662
miR-21-5p 1,62 ,130
miR-9-5p 1,58 ,842
miR-143-5p ,98 ,027
miR-125b-5p 1,83 ,097
miR-125a 2,57 <,001
miR-34c-3p 3,11 ,004
miR-372 1,77 412
miR-375 1,81 ,023

4.3. miRNA GRAFIiKLERI

Elde edilen miRNA ekspresyon degerlerinin fold change diizeyleri asagidaki
grafiklerde listelenmistir (Sekil 17, Sekil 18, Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21, Sekil 22,
Sekil 23, Sekil 24, Sekil 25, Sekil 26, Sekil 27, Sekil 28, Sekil 29).

hsa-mir-182
9,000
8,000
7,000
6,000
5,000 = KONTROL
4,000
3,000
2,000
1,000
0,000

HASTA

KONTROL HASTA

Sekil 16. hsa-mir-182
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hsa-mir-18a
3,040
3,020
3,000
2,980
2,960
2,940
2,920 HASTA
2,900
2,880
2,860
2,840

= KONTROL

KONTROL HASTA

Sekil 17. hsa-mir-18a

hsa-mir-148b

3,800
3,700
3,600
3,500
3,400
3,300
3,200 HASTA
3,100
3,000
2,900
2,800

= KONTROL

KONTROL HASTA

Sekil 18. hsa-mir-148b
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hsa-mir-29a-5p

4,000

3,500

=

3,000

2,500
m KONTROL
2,000
OHASTA

1,500

1,000

Sekil 19. hsa-mir-29a-5p

hsa-mir-34a
5,000
4,500
4,000
3,500
3,000
2,500
2,000 HASTA
1,500
1,000
0,500
0,000

= KONTROL

KONTROL HASTA

Sekil 20. hsa-mir-34a
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hsa-mir-21-5p

5,000

4,500

4,000 I
3,500

3,000

2,500

2,000 HASTA
1,500

1,000

0,500

0,000

= KONTROL

KONTROL HASTA

Sekil 21. hsa-mir-21-5p

hsa-mir-9-5p

5,000

4,500

4,000

3,500

3,000 { = KONTROL
2,500

2,000

1,500

1,000

0,500
0,000

HASTA

KONTROL HASTA

Sekil 22. hsa-mir-9-5p
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hsa-mir-143-5p
5,000
4,500
4,000
3,500
3,000
2,500
2,000 HASTA
1,500
1,000
0,500
0,000

= KONTROL

KONTROL HASTA

Sekil 23. hsa-mir-143-5p

hsa-mir-125b-5p
4,000
3,500 {
3,000
2,500

= KONTROL
2,000 ° ©

1,500 HASTA
1,000
0,500
0,000
KONTROL HASTA

Sekil 24. hsa-mir-125b-5p
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hsa-mir-125a
8,000
7,000
6,000
5,000
4,000
3,000
2,000
1,000
0,000

= KONTROL
HASTA

KONTROL HASTA

Sekil 25. hsa-mir-125a

hsa-mir-34c-3p
6,000

5,000 I
4,000

3,000 = KONTROL

HASTA
2,000
1,000

0,000
KONTROL HASTA

Sekil 26. hsa-mir-34c-3p
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hsa-mir-372
3,450
3,400
3,350
3,300
3,250
3,200
3,150 HASTA
3,100
3,050
3,000
2,950

= KONTROL

KONTROL HASTA

Sekil 27. hsa-mir-372

hsa-mir-375

4,500

4,000 I
3,500

3,000

2,500 = KONTROL
2,000

1,500

1,000

0,500

0,000

HASTA

KONTROL HASTA

Sekil 28. hsa-mir-375

4.4. KORELASYON ANALIZi SONUCLARI

[statistiksel olarak anlamli ¢ikan miRNA’larin yas, VKI, ilk cinsel iliski yas1, ilk
gebelik yasi, aktif cinsel yasam siiresi ve parite ile korelasyon analizi yapilmistir.
Yapilan korelasyon analizi sonucunda miRNA diizeyleri ile istatistiksel olarak anlamli

korelasyon izlenmemistir.
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Tablo 6. Demografik verilerle miRNA arasindaki korelasyon
miR-375 Mir-125a  Mir-34c  Mir-143-5p

Korel. Katsayis1 -011 -,058 -,125 ,119
Ya
; P degeri ,913 ,563 ,215 ,238
« Korel. Katsayisi -,046 ,030 -,066 -,096
VKi
P degeri ,661 773 ,530 ,357
ik cinsel Korel. Katsayisi -,052 -,119 -,081 -,020
iliski yas1 P degeri ,615 ,250 437 ,845
. . Korel. Katsayis1 ,143 -,005 ,035 ,059
11k gebelik
yasi P degeri ,615 ,959 , 739 574
L Korel. Katsay1si -,099 -,059 -,097 ,092
Aktif cinsel y
siiresi P degeri ,346 975 ,356 379
Korel. Katsayis1 ,070 ,195 ,069 -,115
Parite P degeri 489 054 497 256

Yine menapozal durum, aktif sigara igiciligi, diyabet varhigi, RIA ve OK
kullanimi ile miRNA ekspresyonunun degisip degismedigine bakilmis ve istatistiksel

olarak bir anlamlilik tespit edilmemistir.

Tablo 7. Hastalarin medikal durumlari ile miRNA degerlerinin analizi

miR-143-5p miR-125a miR-34c | miR-375
p p p p
Menapozal durum ,651 ,736 ,651 ,848
Aktif sigara iciciligi 734 ,140 525 077
Diyabet varh 283 206 343 735
RIA kullanimi ,301 ;545 ,705 ,933
OK kullanimi ,059 ;933 ;510 ,986
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5. TARTISMA

Serviks kanseri kadinlarda dordiincii sirada en sik goriilen ve kanser sebebiyle
Oliimlerde yine dordiincii sirada yer alan jinekolojik bir malignitedir. Son yillarda as1
ve tarama programlar sayesinde 6liim oranlarinda azalma saglanmis olsa da yine de
istenilen diizeye ulasilamamigtir (209). Tarama programlari servikal preinvaziv
lezyonlar1 erken asamada tespit etmek ve tedavi etmek amaciyla gelistirilmistir.
Invaziv karsinom gelismeden yakalamak ve ilerlemenin oniine gegebilmek temel
amagctir. Karsinom gelisen hastalarda, hastaligin erken evresindeki hastalar icin
genellikle radikal histerektomi ve lenf nodu diseksiyonu veya radyoterapi kullanilir.
Lokal ileri evre hastalikta ise kemoradyoterapi kullanilmaktadir. Her ne kadar tedavi
yontemleri ve radyoterapi teknikleri gelismis olsa da ileri evre hastalikta 5 yillik
sagkalim diistiktiir. Gecikmis tan1 konulmasi ve erken tedavinin yapilmamis olmasi
serviks kanserinin prognozuna olumsuz etki eden faktorlerdir. Bu nedenle serviks
kanserinin erken teshisi ve tedavisi hastalarin sagkalimini uzatabilen temel etkendir
(210). Preinvaziv lezyon tespit edilmis hastalarin hangilerinin invaziv karsinoma
ilerleyecegi veya serviks kanseri gelisimi sonrasi hangi hastalarda progresif
seyredecegi ile iliskili olarak bazi risk faktorleri belirlenmis olsa da bu mekanizmay1

diizenleyen temel molekiiller net olarak belirlenebilmis degildir.

Serviks kanserine neden olan en 6nemli neden HPV’dir. Servikal kanserlerin
%99’ unda HR-HPV ile enfeksiyon saptanmaktadir (6). HPV enfeksiyonlarinin biiyiik
cogunlugu genellikle bulastan itibaren 1-2 yil i¢inde spontan temizlenmekte; ancak
%10-20’si persiste ederek preinvaziv lezyonlara ve invaziv kanserlere yol agmaktadir
(211). Calismalar gostermistir ki persistan HPV enfeksiyonu servikal neoplazi
gelisiminde birincil etyolojik faktordiir ve servikste intraepitelyal lezyonlardan
maligniteye kadar gelisen olaylar zincirine neden olmaktadir (212). HPV
enfeksiyonunun karsinogenez olusturma mekanizmasi ile iligkili olarak en belirgin
etkisinin viral genomun konak genomuna entegrasyonu oldugu diisiiniilmektedir.
Bunun sonucunda HPV’nin E2 geni bozulur ve hem viral genom hem konak genomu
diizensiz hale gelir. HPV E2’nin azalmas1 HPV E6 ve E7 genlerinin siirekli eksprese
olmasina neden olur ve konak hiicrede neoplastik siirecin baslamasina yol acar. E6;

p53’e baglanarak, p53’iin ubikuitin proteeazom yoluyla par¢alanmasini indiikler, p53
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bagimlt apoptozu durdurur. E7 ise pRB hipofosforilasyonu ile hiicre dongiisiiniin
kontrol noktalarindan kagmasina ve hiicrede siirekli bir proliferasyon sinyali
olusmasina neden olur (63, 213). HR-HPV enfeksiyonlarinin persistansi, kanser
gelisimi icin ana risk faktoriidiir ve 6zellikle yiiksek dereceli lezyonu olan hastalarda
HPV persistansin1  belirleyen faktorlere dair sinirli veri bulunmaktadir. HPV
enfeksiyonu ile geligen biitiin bu siirecin erken evrelerindeki molekiillerin tespiti ile
HPV iligkili malignitelerin erken tespitinde, progresyonu éngérmede veya tedavide

kullanilip kullanilamayacagi son yillarda arastirma konusu olmustur.

Servikal intraepitelyal lezyonlar ve servikal kanserde kullanilmasi dngoriilen
molekiillerden biri miRNA’lardir. miRNA’ lar veya diger adiyla ncRNA’lar protein
kodlamayan kiiciik RNA’lar olup insan viicudunda yaygin olarak bulunurlar. Genlerin
yaklasik iicte birinde posttranslasyonel mekanizmalar ile gen ifadesini diizenlerler ve
hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu, apoptozu gibi bircok mekanizmada gorev
alirlar (214). Ayrica norolojik bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, viral
enfeksiyonlar ve kanser gibi bir¢cok hastaligin patogenezinde diizenleyici rol
oynadiklart gésterilmistir (215). Son yillarda bagta serviks kanseri olmak iizere HPV
ile iligkili timorlerde miRNA’larin roliinii daha iyi anlamak i¢in bir¢cok g¢aligma
yapilmistir (216). Servikal kanser gelisen tiimoral dokularda ekspresyon artisi ile
etkisini gosteren onko-miR’ler ve ekspresyon kaybi ile patogeneze etki eden ¢ok
saylda timor supresor miRNA tespit edilmistir (14, 124). Ancak servikal
karsinogenezin olmazsa olmazi HPV persistansinda miRNA’larin roliinii inceleyen az
ve yetersiz sayida ¢alisma bulunmaktadir. Biz de buradan yola ¢ikarak bu ¢alisma
kapsaminda yiiksek dereceli intraepitelyal lezyonu bulunan olgularda HPV persistansi
olan ve olmayan gruplarin miRNA diizeylerini inceledik. Ve ¢alismamizda servikal
kanser olusumunda rol oynadigi diisiiniilen bazi miRNA’lar olan; miR-125b-5p,
miR125a, miR-21-5p, miR-18a, miR-34c-3p, miR-182, miR-148b, miR-34a, miR-
29a, miR-375, miR-143-5p, miR-372, miR-9-5p olmak iizere 13 adet miRNA

diizeylerinin servikal smear 6rneklerinden 6l¢iimiinii gergeklestirdik.

Daha 6nce de belirtilmis oldugu gibi persistan HPV enfeksiyonu DNA hasarini
tetikleyerek kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve hiicrenin apoptozdan kagmasina neden

olur. Bu noktada HPV iligkili malignitelerde miRNA ekspresyon profillerinin
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belirlenmesi 6zellikle HPV persistan olgularda premalign ve malign siiregler i¢in yeni
biyobelirteglerin bulunmasina ve bireysellestirilmis tedavilerin gelistirilmesine
katkida bulunabilir (85, 217). Anormal miRNA ekspresyonu servikal kanserin de dahil
oldugu bir¢ok tiimor tipinde hem onkojenik hem de tiimdr baskilayici ajanlar olarak
etki etmektedir. miRNA’larin karsinogenezde kritik rolleri oldugu bildirilen bir¢cok
kanita ragmen anormal miRNA ekspresyonunun malign transformasyonun nedeni
veya sonucu olup olmadigi halen net olarak anlasilamamistir (218). Bazt miRNA’lar
karsinogenezin tiim agamalarinda rol oynarken bazilar1 yiiksek dereceli lezyonlardan
invaziv karsinoma geciste rol oynar (219). HR-HPV enfeksiyonu bu miRNA’larin
ekspresyonlarinda degisikliklere neden olarak invaziv karsinom siirecini tetikler ve
progresyonunu saglar. miRNA’lar ile yapilan caligmalar serviks kanserinin farkli
asamalarinda olduk¢a degisken miRNA ekspresyon degerleri oldugunu

gostermektedir.

Morgan ve ark. yaptig1 bir ¢alismada HPV E6 ve E7 onkoproteinlerinin
serin/treonin kinaz 4 (STK4) ekspresyonu ile iligkisini tanimlamiglardir. Bu
etkilesimin bir oncomiR olan miR-18a aracilig1 ile gerceklestigi gosterilmistir. miR-
18a; STK4 mRNA’nin 30UTR’sini dogrudan hedef alarak ekspresyon artisi saglar. Bu
maknizma HPV iliskili servikal kanser patogenezinde goriilmektedir (125). Ancak biz
calismamizda HPV persistansi ile miR-18a arasinda bir iliski gozlemlemedik. Bu
durum miR-18a’nin invaziv karsinom gelisimi sonrasi etkinlik géstermis olabilecegi
icin heniiz invaziv karsinom gelismemis Orneklem grubunda anlamli farklilik
olusturmadigi seklinde yorumlanabilir. Huang ve arkadaslarinin yaptigi, miR-17-92
kiimesinin (miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a, miR-91-1) servikal SCC
gelisimindeki etkisinin degerlendirildigi bir vaka kontrol ¢alismasinda sadece miR-
20a’nin ekspresyon kaybina ugradigi bulunmustur. miR-18a’da bir degisiklik
goriilmemistir. Biz de HPV persistans1 ile miR18a arasinda herhangi bir iliski

saptamadik.

Direkt sekanslama yontemiyle miR-23b, miR-143, miR-21’in tespit edildigi bir
caligmada, serviks kanseri hiicrelerinde kansersiz serviks hiicreleri ile
karsilastirdiklarinda bu miRNA’larin kanserli hiicrelerde artis gosterdigi tespit
edilmistir (220). Yapilan baska bir ¢alismada miR-21 overekpresyonu ve miR-34a’nin
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ekspresyonunun azalmasi ile servikal lezyonun siddeti arasinda baglanti oldugu
gosterilmistir. Bu miRNA’lar HSIL olan hastalarda diisiik dereceli lezyonu olanlara

gore biiyiik oranda farkli bulunmustur (221).

miR-125b inflamasyon ve immun yanit {izerindeki etkileri nedeniyle HPV
iliskili hastaliklarda incelenmistir (168). Wang ve arkadaslari mikroarray verilerini
kullanarak, miR-125b’nin serviks kanserinde ekspresyon kaybi1 gosterdigini
aciklamiglardir (13). Nuovo ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise HPV-L2 nin,
HPV enfekte hiicrelerde miR-125b’nin inaktivasyonunu indiikledigi ve koilositik
sitolojik degisikliklere neden oldugu ortaya konmustur. Ayrica miR-125b’nin in vitro
bir modelde HPV enfeksiyonunun viral proliferasyonunda onemli rol oynadigi
gosterilmistir (222). Bu ¢alismalar 1s1ginda miR-125b’nin proliferasyon inhibitori
olarak kullanilabilecegi diisiiniilmiis olsa da biz in vivo olarak gerceklestirdigimiz
calismamizda HPV persistanst ile miR-125b-5p arasinda herhangi bir iligki
saptamadik. Ancak yine de bu molekiiliin HPV ile iliskili karsinogenezde rol oynamasi

muhtemeldir.

Honegger ve arkadaslarinin ¢alismasinda in vitro HPV onkogenleri olan E6 ve
E7’nin etkisiz hale getirilmesi sonrasi miR-143-3p seviyelerinin artti§i ortaya
konmustur (223). Gonzales ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada HPV pozitif
kadinlarda servikal intraepitelyal neoplazinin siddeti ile miR-143-5p diizeyleri korele
bulunmustur (224). Ancak Tepe ve arkadaslarinin yaptig1 bir galigmaya gore ise HSIL
ve SCC gelisen hastalarda miR-143 seviyeleri downregiile olarak tespit edilmistir
(225). Her iki ¢alisma da hastalarin fikse edilmis patoloji 6rneklerinden ¢aligilmustir.
Yine Jin ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada servikal kanser dokularinda miR-143-
5p seviyeleri azalmis olarak tespit edilmistir. miR-143-5p’nin azalmasi ELKI
seviyesinin artmasina neden olarak servikal kanser progresyonuna katkida
bulundugunu belirtmislerdir. ELK1 hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu,
anjiogenezde etkili bir transkripsiyon faktortdiir (226). Biz de ¢alismamizda HPV

persistansi olan hasta grubunda miR-143-5p seviyelerini azalmig olarak saptadik.

Jayamohan ve ark yaptig1 bir ¢alismaya gére HR-HPV onkogenlerinin serviks

kanserinde mIiR-375’in ekspresyonunu azaltarak servikal kanser hiicrelerinde
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proliferasyonu ve migrasyonu tesvik ettigi One siiriilmektedir (227). Tian ve
arkadaglarinin HPV pozitif hastalarin servikal sitolojik drneklerinden yaptiklar1 bir
calismada HPV pozitif yliksek dereceli lezyonlarin tespitinde Pap smear’dan daha
etkili oldugunu bulmuslardir (228). Song ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise serviks
kanserli hastalarda miR-375 ekspresyonunun yiiksek olmasi radyoterapiye daha iyi
yanitla iligkili olarak degerlendirildi (200). Ancak biz calismamizda HPV persiste eden
grupta miR-375 seviyelerinde artisa rastladik. Servikal intraepitelyal lezyon derecesi
yiikseldik¢e ve karsinom gelistikge miR-375 diizeylerinin azaldigi bulunan onceki
calismalarin aksine biz ¢aligmamizda miR-375’de ekspresyon artis1 gézlemledik. Bu
durum olgu ve kontrol grubunun her ikisinin de aynm yiiksek dereceli lezyona sahip
olmas1 ve HPV persiste eden hastalarda miR-375’in enfeksiyona yanit olarak artmis
olabilecegini diislindiirmiistiir. Bu mekanizmay1 aydinlatmak i¢in daha fazla calismaya

ihtiya¢ bulunmaktadir

miR-34a; p53 ilizerinden etki ederek hasarlt DNA gelisiminde hiicrenin apoptoza
giden yolda etkisini gosterir. Birka¢ ¢alisma miR34a’nin p53 aktivasyonu sonrasinda
en belirgin sekilde indiiklenen miRNA oldugunu gostermistir (229-231). miR-21 ise
serviks kanserinde hiicre proliferasyonunu indiikler ve apoptozu Onleyen bir
onkomiR’dir (232). miR-34a’nin akciger, over, kolon, pankreas gibi birgok kanser
tirlinde azaldig bildirilmistir (233). Gocze ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada
SCC ve AC olan servikal kanser hiicrelerinde miR-34a seviyelerinde azalma oldugu
ancak aktif HPV iliskisi veya HPV persistansi ile miR-34a ekspresyon seviyesinde
anlaml1 bir farklilik olmadigini saptamislardir (234). Wang ve arkadaslarinin 2019°da
yaptig1 bir ¢calismaya gore HPV persistansi ise miR-21 diizeyleri arasinda anlamli bir
farklilik izlenmemistir ancak intraepitelyal lezyonlarin siddeti arttikca miR-21
seviyelerinde ayn1 Ol¢iide artis izlenmistir. Yine ayni ¢calismaya gore servikal lezyon
siddetlendik¢e miR-34a diizeyleri diisiik bulunmustur. HR-HPV enfeksiyonu ve CIN
gelisimi olan hastalar arasinda miR-34a diizeylerinin farkli oldugu belirtilmektedir
ancak intraepitelyal lezyon gelisimi olanlardaki enfektif durum belirtilmemistir (159).
Biz calismamizda miR-34a ve miR-21-5p diizeylerinde hasta ve kontrol grubu
arasinda belirgin bir farklilik saptamadik. Bu durum 6rneklem grubunun tamaminin

HSIL lezyonu olan hastalardan olusmas1 nedeniyle, yiiksek dereceli lezyon gelisimi
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sonrast miR-34a ve mIiR-21-5p seviyelerinde degisiklik beklenmez seklinde

yorumlanabilir.

miR-182 bir¢ok kanserde onco-miRNA olarak rol oynamaktadir. Her ne kadar
onkogenezde katkisi olsa da Tao ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada serviks kanseri
hiicrelerinde miR-182 degerlerinin arttigi bulunmus ancak miR-182 seviyelerinin
hastalik evresi veya diger klinik durumlarla bir iliskisinin bulunmadig1 belirlenmistir
(235). Gao ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismaya gore ise miR-182’nin inhibisyonunun
in vitro kanser serviks kanseri hiicrelerinde proliferasyonu azaltti§i, miR-182
seviyelerinin lenfatik metastaz ile pozitif korele oldugu, ancak hastaligin evresi ile
iligkisi olmadig1 gosterilmistir. Literatiirde HPV persistansi ile miR-182 arasindaki
iligkiyi inceleyen calisma bulunmamaktadir. Biz de calismamizda HPV persistanst ile

miR-182 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug saptamadik.

Literatiirde miR-148b ve serviks kanseri iliskisini arastiran sadece bir adet
calisma mevcuttur. miR-148b’nin ts-miRNA olarak etki ettigi Mou ve arkadaglarinin
yaptig1 c¢alismada gosterilmistir (184). HPV ve miR-148b’yi gosteren bir ¢alisma
yoktur. Biz de ¢aligmamizda HPV persistanst ve miR-148b arasinda herhangi bir iliski

olmadigint gézlemledik.

miR-29a’nin ekspresyon kaybi anjiyogenez, immun yanitta degisiklikler ve
serviks kanserinde proapoptotik sinyallerin baskilanmasi gibi degisikliklere neden
olmaktadir (189). Zamani ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada serviks kanseri olan
hastalarda mir-29a ekspresyonunun belirgin olarak azaldigi ancak HPV pozitif
hastalarda belirgin farklilik olugmadigi bulunmustur. Servikal kanser progresyon
seviyesi ile ekspresyon kaybinin korele oldugu ifade edilmistir (236). Biz de

calismamizda HPV persistansi ile miR-29a arasinda anlamli bir iliski saptamadik.

miR-372’nin genellikle onkojenik etki gdsteriyor olmasina ragmen Tian ve ark
yaptig1 bir ¢alismaya gore serviks kanserli hastalarda down regiile olmaktadir. In vitro
yapilan ¢alismada miR-372’nin hiicre biiylimesini baskiladigi ve hiicre dongiistinii
S/G2 agsamasinda durdurdugu gosterilmistir. Bu etkisini CDK2 ve siklin A1 iizerinden
gosterdigi belirlenmistir (206). HPV ve miR-372 arasinda literatiirde yapilmis bir
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calisma bulunmamaktadir. Biz de ¢alismamizda miR-372 ile HPV persistansi arasinda

anlamli bir iliski olmadigin1 belirledik.

miR-125a ile ilgili yapilmis ¢alismalar, miR-125a’nin timor siipresor bir rol
istlendigi ile ilgilidir. Fan ve arkadaslarmin yaptigi bir calismaya gore servikal
kanserli hiicrelerde miR-125a’nin ekspresyonunda azalma oldugu saptanmistir. Ayrica
mMiR-125a’nin hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu inhibe ederek hiicre dongiisiinii
baskiladigini belirlemislerdir. Bu etkisini STAT3’lin 3’-UTR boélgesine baglanarak
gosterdigini tespit etmislerdir (128). Lin ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismaya gore
ise yine benzer sekilde servikal kanserli hiicrelerde miR-125a-5p seviyelerinin diisiik
oldugu ve bu durumda hiicre proliferasyonunun arttig1 ve apoptozun inhibe oldugu 6ne
siirlilmistiir. Etki mekanizmas1 olarak ise Rab25 isimli molekiilii hedef alarak
PI3K/AKT yolaginin modiilasyonu yoluyla etki ettigini gozlemlemislerdir (213, 237).
Ancak Natalia ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismaya gore ise servikal kanser hiicre
hatlarinda miR-125a-5p ekspresyon seviyeleri yiiksek olarak belirlenmistir. HPV
enfeksiyonu ile Kkarsilagtirdiklarinda ise anlamli bir fark saptanmadigini
belirtmislerdir. Beraberinde MARK1 (microtubule affinity regulating kinase 1) ile
olan etkisini degerlendirdiklerinde ise miR-125a-5p seviyeleri artttkga MARKI
seviyesinin azaldigini gozlemlemisler ve bu durumun da miR-125a’nin karsinom
progresyonunda etkisi olabilecegini diisiindiiklerini ifade etmislerdir (238). Tepe ve
ark yaptig1 bir calismaya gore ise HSIL gelisen hastalarda normal hastalara gére miR-
125a seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu, ancak SCC gelisen
hastalarda ekspresyon seviyelerinde tekrar azalma gosterdigi belirlenmistir (225).
Dreher ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismaya goére de HPV enfeksiyonu olmayan
diistik riskli HPV enfeksiyonu olan ve yiiksek riskli HPV enfeksiyonu olan hastalar
karsilagtirilmig, HPV tipi farketmeksizin HPV pozitif grupta negatif gruba gére miR-
125a-3p’de ekspresyon artist oldugu saptanmistir (239). Biz de ¢alismamizda persistan
HPV enfeksiyonu olan grupta miR-125a ekspresyon seviyelerinde anlamli artig

oldugunu belirledik.

mir-9a hem onkomiR hem ts-miR olarak etki edebilen bir miRNA olarak
belirlenmistir (131). HPV16 pozitif LSIL hastalarinda miRNA ekspresyonu Liu ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismaya gore artmis saptanmis ancak HPV52 ve HPV58
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ile enfekte olan servikal intraepitelyal lezyonlarda azalmis olarak bulunmustur (172).
HPV persistansi ile iliskisi olan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Biz de ¢alismamizda
miR-9-5p seviyelerinde HPV persiste eden ve etmeyen hastalar arasinda anlamli bir

farklilik saptamadik.
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6. SONUC

Serviks kanseri kadinlarda hala 6nemli bir mortalite nedenidir. Erken teshis ve
tedavi biiyiik onem arz etmektedir. HPV enfeksiyonunun persite etmesi malign
transformasyon icin en 6nemli risk faktoriidiir. Karsinogenez siirecinde Onkojenik
HPV tipleri basrol oynamakla beraber tek basina HPV varligi karsinom gelisimi igin
yeterli degildir. Ustelik yiiksek dereceli lezyonu olan olgularda bile hangi olgularin
progrese olup hangi olgularin regrese oldugu net olarak bilinmemektedir. Bununla
birlikte miRNA’lar posttranslasyonel degisikliklerle hiicre siklusunun her
asamalarinda rol oynamaktadir. Bu nedenle son yillarda miRNA’lar ve degisen
ekspresyon  profilleri  farkli  molekiiler yolaklarla birlikte Kkarsinogenez

patofizyolojisinde 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir.

Biz de ¢alismamizda HPV ile enfekte konak hiicrelerdeki etkileri net olarak
tanimlanamamis olan miRNA’larin mevcut kanitlarina dayanarak miRNA ve HPV
persistansi arasindaki iliskiyi arastirdik. Servikal kanserli hiicrelerde incelenmis olan
bircok miRNA olmasina ragmen servikal kanser patogenezinin olmazsa olmaz1 HPV
persistansina etki eden miRNA’larin dogrulanmig bir paneli bulunmamaktadir.
Buradan yola ¢ikarak bu ¢alismada HSIL gelisen hastalarda HPV persistansin1 ve
bdylece hangi hastalarin progresyon gosterecegini dngorebilmek amaciyla servikal
stirintii 6rneklerinden 13 adet miRNA diizeyini inceledik. Caligmamizda miR-125a,
miR-34c-3p, miR-375 HPV persiste eden grupta ekspresyon artis1 gosterirken, miR-
143-5p ise ekspresyon kaybi gosterdi. Bu sonu¢ bize HPV persistansini éngérmede
miRNA’larin  kullanilabilecegini  gostermistir. miRNA’larin gen ifadesini
diizenlemede oldukca etkili olmalari, MIRNA ekspresyon diizeylerinin HPV
enfeksiyonunun yonetimi, tedavisi ve hastaligin progresyonu agisindan prediktif

degeri olabilecegini diisiindiirmektedir.

miRNA’larin serviks kanseri gelisiminin, hiicre invazyonu, migrasyonu, go¢ ve
metastazina kadar her asamasinda rol oynadiklart goz Oniinde bulundurulursa
onkomiR ve ts-miR’leri igeren se¢ilmis bir miRNA panelinin kullanilmasi preinvaziv
lezyonlarin yonetiminde gelismis teshis ve prognostik yaklasim saglayabilir. Elde

ettigimiz bulgular 1s13inda miRNA’lar karsinogenezin en 6nemli basamagi olan HPV
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persistansini ongormede kullanabilecegini diislindiirmiistiir. miRNA tabanli teshis
calismalar1 i¢in daha ¢ok ¢alisma ve standardizasyona ihtiya¢ vardir. Ayrica HPV
enfeksiyonu, displazi gelisimi ve karsinom gelisimi olan hastalarda miRNA
diizeylerini ayirt edebilmek i¢in daha genis kapsamli c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. miRNA’larin yayginlasan ve umut vadeden uygulamalari,

yakin gelecekte servikal kanser tarama yontemleri arasinda yer alan pap smear, HPV
DNA ve histopatolojik degerlendirmeye kombine edilerek miRNA diizeylerinin

prediktif degeri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak; anormal MIRNA diizeyleri HPV persistansindan, servikal
preinvaziv lezyonlara, invaziv ve son olarak metastatik hastaliga ilerlemenin etkili bir
gostergesi olabilir ve hatta dinamik bir prognostik faktér veya tedaviye yanit belirteci

olarak kullanilabilir.
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