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OZET

Taser O, Insan Papilloma Viriisiiniin Saptanmasinda Laboratuvar Yapim
LAMP Yoénteminin Etkinliginin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Uzmanhk Tezi, Ankara, 2024.
Insan Papilloma Viriisleri (Human papilloma viriis: HPV) insanlarda cilt ve mukoza
enfeksiyonlarina sebep olan DNA viriisleridir. HPV enfeksiyonu, en sik goriilen cinsel
yolla bulasan enfeksiyonlar arasinda birinci siradadir. Giintimiizde 200’den fazla HPV
tipi tanimlanmustir ve yiiksek riskli (high risk: HR) tipler olarak bilinen onkojenik HPV
tiplerinin neden oldugu kalic1 enfeksiyon, kanser onctilii lezyonlara ve kansere neden
olabilmektedir. Bunlar arasinda da HPV 16 ve HPV 18 tipleri en yiiksek karsinojenik
potansiyele sahip olanlardir. HR HPV tiplerinin neden oldugu kanserler arasinda
serviks kanseri ilk sirada gelmektedir ve serviks kanseri olgularinin ¢ogunlugu HPV
16 ve HPV 18 enfeksiyonlarindan kaynaklanmaktadir. Uygun asilama ve tarama
programlar1 sayesinde serviks kanseri gelismesine engel olunabilmektedir. Klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda servikal siiriintiilerden HPV DNA varliginin
arastirilmas1 ve HPV genotiplemesi amaciyla PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
temelli testler kullanilmaktadir. PZR i¢in termal dongii cihazi gibi 6zel bir ekipman,
onemli miktarda zaman ve egitimli personel gerekmektedir. Bu gerekliliklerinden
otiirti, PZR testlerine ulagabilen birey sayis1 sinirhidir. PZR’nin bilinen zorluklarina
¢oziim olmasi amaciyla Dongii Aracili izotermal Amplifikasyon (Loop Mediated
Isothermal Amplification: LAMP) olarak bilinen yontem gelistirilmistir. LAMP
yontemi ile kompleks laboratuvar cihazlarina ihtiyag duyulmadan, 60-65°C sabit
sicaklikta ve kisa bir siirede DNA amplifikasyonu gergeklestirilebilmektedir. Bu
caligmada, serviks kanseri olgulariin biiyiik gogunlugundan sorumlu olan HPV 16 ve
HPV 18 genotiplerinin klinik orneklerden saptanmasinda LAMP yonteminin
etkinligini degerlendirmek amaglanmistir. Bir y1l boyunca molekiiler mikrobiyoloji
laboratuvarinda PZR testi sonuglandirilan 6rnekler igerisinde HPV 16 ve HPV 18
pozitif olanlar ileriye doniik olarak toplanmistir. Toplamda 288 adet servikal siiriintii
orneginden 259 adet HPV 16 ve 29 adet HPV 18 elde edilmistir. LAMP igin primer
tasarlanmasi ve LAMP optimizasyonu yapildiktan sonra tiim izolatlar LAMP

deneylerine dahil edilmistir. LAMP yonteminin HPV 16 ve HPV 18 saptamadaki
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performansini degerlendirmek i¢in PZR sonuglar1 referans alinmistir. Elde edilen
sonuglara gore LAMP yonteminin HPV 16 i¢in duyarliligi %97 ve 6zgiilliigii %100
olarak saptanirken, HPV 18 ig¢in ise duyarliik %86 ve ozgillik %91 olarak
saptanmistir. LAMP yonteminin tespit edebilecegi minimum viriis miktarinin HPV 16
ve HPV 18 genotiplerinin her ikisi i¢in de 10 IU/mL oldugu tespit edilmistir.
Calismada, LAMP yo6ntemi ile servikal siiriintiilerden DNA izolasyonu yapilmadan da
HPV 16 ve HPV 18 saptamanin miimkiin oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira LAMP
reaksiyon trtinlerinin tespitinde Sybr Green boyasi veya yanal akis seridi kullanarak
gorsel sonug almanin miimkiin oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak; LAMP yonteminin
HPV 16 ve HPV 18 saptanmasi i¢in laboratuvarda veya hasta basi test uygulamasinda
faydali bir yéntem olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ornek sayis1 ve gesitliligi arttirilarak,

yontemin performansini gelistirici ¢calismalara ihtiya¢ oldugu kanisina varilmastir.

Anahtar Kelimeler: insan Papilloma Viriisii (Human papilloma viriis: HPV), HPV
16, HPV 18, LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification), ger¢ek zamanli PZR,

laboratuvar yapimi test, serviks kanseri.

Destekleyen kurulus: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Koordinasyon

Birimi, Proje No: THD-2023-20805.
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ABSTRACT

Tasci O, Evaluation of the Efficacy of Laboratory Made LAMP Method in
Detection of Human Papilloma Virus, Hacettepe University, Faculty of Medicine,
Department of Medical Microbiology, Thesis In Medical Microbiology, Ankara,
2024. Human Papillomaviruses (HPV) are DNA viruses that cause skin and mucous
membrane infections in humans. HPV infection ranks first among the most common
sexually transmitted infections. Today, more than 200 HPV types have been identified
and persistent infection caused by oncogenic HPV types known as high risk (HR) types
can cause precancerous lesions and cancer. Among these, HPV 16 and HPV 18 types
have the highest carcinogenic potential. Cervical cancer ranks first among cancers
caused by HR HPV types and the majority of cervical cancer cases are caused by HPV
16 and HPV 18 infections. Appropriate vaccination and screening programmes can
prevent the development of cervical cancer. In clinical microbiology laboratories, PCR
(Polymerase Chain Reaction) based tests are used to investigate the presence of HPV
DNA in cervical swabs and for HPV genotyping. PCR requires specialised equipment
such as a thermal cycler, a significant amount of time and trained personnel. Due to
these requirements, the number of individuals who can access PCR tests is limited. As
a solution to the known difficulties of PCR, a method known as Loop Mediated
Isothermal Amplification (LAMP) has been developed. With the LAMP method, DNA
amplification can be performed at a constant temperature of 60-65°C and in a short
time without the need for complex laboratory equipment. In this study, we aimed to
evaluate the efficiency of the LAMP method in the detection of HPV 16 and HPV 18
genotypes, which are responsible for the majority of cervical cancer cases, in clinical
samples. Among the samples whose PCR tests were completed in the molecular
microbiology laboratory for a year, HPV 16 and HPV 18 positive samples were
collected prospectively In total, 259 HPV 16 and 29 HPV 18 were obtained from 288
cervical swab samples. After primer design for LAMP and LAMP optimisation, all
isolates were included in LAMP experiments. PCR results were taken as reference to
evaluate the performance of LAMP method in HPV 16 and HPV 18 detection.
According to the results obtained, the sensitivity and specificity of the LAMP method
for HPV 16 were 97% and 100%, respectively, while the sensitivity and specificity for



HPV 18 were 86% and 91%, respectively. The minimum amount of virus detected by
the LAMP method was found to be 10 IU/mL for both HPV 16 and HPV 18 genotypes.
The study showed that it was possible to detect HPV 16 and HPV 18 by LAMP method
without DNA isolation from cervical swabs. It was observed that it was possible to
obtain visual results by using Sybr Green stain or lateral flow strip in the detection of
LAMP reaction products. As a result, it was concluded that the LAMP method can be
a useful method for the detection of HPV 16 and HPV 18 in the laboratory or in bedside
testing. It was concluded that studies are needed to improve the performance of the

method by increasing the number and variety of samples.

Keywords: Human papilloma virus (HPV), HPV 16, HPV 18, LAMP (Loop Mediated

Isothermal Amplification), real-time PCR, laboratory made test, cervical cancer.

Supporting organization: Hacettepe University Scientific Research Coordination
Unit, Project No: THD-2023-20805.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

% Yiizde

°C Santigrat derece

AGC Atipik glandiiler hiicreler

AIN Anal intraepitelyal neoplazi

AIS Endoservikal adenokarsinom

ASC Atipik skuaméz hiicreler

ATP Adenozin trifosfat

BGD Biyogiivenlik diizeyi

BIP Geri i¢ primer

BLAST Temel Yerel Uyum Arama Araci
BLP Geri dongii primeri

CIN Servikal intraepitelyal neoplazi
CTP Sitozin trifosfat

DNA Deoksiribontikleik asit

dNTP Deoksintikleik asitler

dsDNA Cift iplikli Deoksiriboniikleik asit
EGFR Epidermal biiyliime faktorii reseptorii
EXPAR Ustel amplifikasyon reaksiyonu
FDA Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi

FIP Ileri i¢ primer

FITC Floresan izotiyosiyanat

FLP Ileri dongii primeri

GTP Guanin trifosfat

HPV Insan Papilloma Viriisii

HR Yiiksek risk

HSIL Yiiksek derece skuamdz itraepitelyal lezyon
HSPG Heparin siilfat proteoglikan

HSV Herpes Simpleks Viriis

ICTV Uluslararas1 Viriis Taksonomisi Komitesi
IgG Immiin globiilin G

IU Uluslararasi birim
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Ultraviyole
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1. GIRIS

Insan papilloma viriisleri (Human papilloma viriis: HPV) insanlarda gesitli
enfeksiyonlara sebep olmasiyla bilinen Papillomaviridae igerisinde siniflandirilan
DNA viriisleridir. Yeni iiyeleri kesfedilmeye devam etmekte olan genis bir virilis
grubunu olusturmaktadirlar (1). Gilinimiizde 200’den fazla farkli HPV tipi
tanimlanmistir ve iyi huylu cilt lezyonlarindan, serviks, vulva, orofarenks, aniis ve
penis malignitelerine kadar genis bir hastalik grubuyla iliskilidirler (2). HPV
enfeksiyonu, en sik goriilen cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar arasinda birinci
siradadir ve esas olarak ciltten cilde veya mukozaya temas yolu ile bulasir. Cinsel yolla
bulas en ¢ok belgelenmis bulas yolu olmakla birlikte, cinsel yolla olmayan bulas
cesitlerini (horizontal yolla gegis, kendi kendine inokiilasyon, anneden bebege vertikal

gecis) gosteren ¢aligmalar da mevcuttur (3).

HPV enfeksiyonlarinin bir¢ogu herhangi bir semptoma neden olmadan
kendiliginden 1iyilesir. Ancak yiiksek riskli (high risk: HR) tipler olarak bilinen
onkogenik HPV tiplerinin neden oldugu kalic1 enfeksiyon, kanser onciilii lezyonlara
ve kansere neden olabilir. Uluslararasi Kanser Arastirma Ajanst son raporunda 12
HPV tipini (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) insanlar i¢in kanserojen
olarak tanimlamistir (4). Bunlar arasinda da HPV16 ve HPV18 tipleri en yiiksek
karsinojenik potansiyele sahip olanlardir (5). HR HPV tiplerinin neden oldugu
kanserler arasinda serviks kanseri ilk sirada gelmektedir ve serviks kanseri olgularmin
da neredeyse tamami1 HR HPV kaynaklidir (6). Serviks kanseri ise diinya genelinde
kadinlar arasinda goriilen en yaygin 4. kanserdir ve her y1l 300.000’den fazla 6liime

sebep olmaktadir (7).

HPV enfeksiyonunu onleyen agilarm gelistirilmesiyle Diinya Saglk Orgiitii
(WHO) HPV iligkili kanserlerin engellenmesini bir oncelik olarak belirlemistir.
Onerilen as1 programi uygulanan iilkelerde zaman icinde HPV prevalansinda azalma
meydana gelmistir (8). Gliniimiizde servikal HPV enfeksiyonuna bagli gelisen
kanserlerin ve o6liimlerin cografi dagilimi homojen degildir. Serviks kanserlerinin
yaklasik %90’1 organize bir tarama ve as1 programi olmayan Afrika, Asya ve Giliney

Amerika’daki diisiik ve orta gelirli iilkelerde goriilmektedir (8). Ulkemizde HPV



asilar1 rutin asilama programi igerisinde bulunmamaktadir, ancak 2004 yilindan
itibaren yaygin olarak kullanilan tarama programlar1 sayesinde servikal kanser

insidansinda bir azalma saglanmustir (9).

Serviks kanseri taramasi, hastaligin preinvaziv evresinin uzun olmasindan
otiirii serviks bolgesinden toplanan drneklerin sitolojik incelemesi ile yapilmaktadir.
Yapilan servikal sitolojik inceleme sonucunda serviks epitelindeki erken degisiklikler,
kanser oncesi evrede saptanabilmektedir (10). ‘Pap (Papanicolaou) smear’ testi bu
amacla uygulamaya giren ilk test olmakla birlikte bir diger alternatifi ise sivi bazh
sitolojidir. S1v1 bazli sitolojinin ‘Pap smear’ testine iistiinliigii ise kullanilan materyalin
daha sonrasinda HR HPV varligi arastirilmasinda kullanilabilmesidir (11). ‘Pap
smear’ testi beraberinde HR HPV varliginin arastirilmasi serviks kanserinin erken

teshisinde duyarliligr arttirmaktadir (12).

Serviks kanseri gelisiminde HR HPV enfeksiyonunu takiben 5 ile 10 yillik bir
stire bulunmaktadir. Serviks kanseri taramasinda kullanilan HPV bazli yontemler,
hastalarda morfolojik degisiklikler olmasindan bagimsiz, inat¢1 enfeksiyonu olanlarda
serviks kanserinin énlenmesi icin bir firsat sunmaktadir (13). Ulkemizde, taranmasi
gereken kadinlarin ‘Pap smear’ testine katilim igin genelde isteksizligi ve yetersiz
laboratuvar sitopatoloji kapasitesi gibi lojistik nedenlerden 6tiirii HPV bazli tarama
testleri daha da énemli hale gelmektedir (14, 15). Ulkemizde 2004 yilindan itibaren
uygulanan tarama programina 2014 yilinda HPV DNA varligin1 arastiran testlerin
girmesiyle ¢ok daha genis bir topluluga ulasilmis ve serviks kanseri ile miicadelede

onemli ilerleme kaydedilmistir (16).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda HPV DNA varliginin arastirilmasi ve
HPV genotiplemesi amaciyla PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) temelli testler
kullanilmaktadir. PZR'nin tiim cesitleri DNA'nin denatiirasyonunu, primerlerin
tamamlayict DNA bazlara hibridizasyonunu ve DNA zincirinin 6zgiil uzamasini
igeren, kesin olarak belirlenmis siireler ve sicaklik kosullar1 gerektirir (17). Toplamda
35-40 adet birbirinin ayn1 dongii sayesinde baslangictaki DNA sayis1 katlanarak
artar. Bu islem, termal dongii cihaz1 gibi 6zel bir ekipman ve 6nemli miktarda zaman

gerektirir.



PZR’nin bilinen zorluklarina ¢dziim olmas1 amactyla Déngii Aracili izotermal
Amplifikasyon (Loop Mediated Isothermal Amplification: LAMP) olarak bilinen
yontem gelistirilmistir (18). LAMP yontemi sayesinde termal dongli cihazi gibi
kompleks laboratuvar cihazlarina ihtiya¢ duymadan, kuru blok 1sitic1 veya su banyosu
gibi daha basit ekipmanlar yardimiyla 60-65°C sabit sicaklikta DNA amplifikasyonu
gerceklestirilebilmektedir. LAMP yontemi kullanilarak PZR ile elde edilen bir milyon
kopyaya kiyasla, ¢ogaltilmis DNA miktar1 bir saatten az siirede yaklasik bir milyar
kopyaya kadar arttirilabilmektedir (19). LAMP yonteminin bir diger yenilik¢i yani ise
PZR’de kullanilan 2 primer yerine 4-6 adet primer kullanilmasindan kaynaklanan
yiiksek analitik 6zgiilligidiir (19).

HR HPV enfeksiyonlar1 kaynakli serviks kanserinin diinya genelinde
yayginligi, 6zellikle orta ve diislik gelirli iilkelerde halen kadinlarin 6énemli bir 6lim
sebebi olmasi, alternatif tarama ve tani yontemlerinin gelistirilmesi igin itici gii¢
olmaktadir. Serviks kanserinin daha fazla goriildiigi tilkeler diisiiniildiigiinde tarama
testlerinin daha ¢ok insana daha az nitelikli is giicli ve uygun maliyetle ulasabilmesi
gerekmektedir. LAMP yonteminin dogasindan kaynaklanan o6zellikleri ile uygun
maliyetle, kisa siirede 0zgiil sonuglar alinabilmektedir. Bu c¢alismanin amaci,
tilkemizde serviks kanseri olgularinin bityiik cogunlugundan sorumlu iki HR HPV tipi
olan HPV 16 ve HPV 18 tiplerinin klinik orneklerden saptanmasinda LAMP

yonteminin etkinligini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. insan Papilloma Viriisii

2.1.1. Tarihge

19. yiizyila kadar genital sigiller genellikle frengi ya da gonorenin bir formu
olarak diisiiniilmekteydi. insan sigillerinin bulasic1 ve viral dogas1, 1900’lerin basinda
lezyonlardan alinan hiicresiz filtratlarin intradermal inokiilasyonu sonucu hastaligi
bulastirdig1 gosterildiginde ortaya konmustur (20). 1930°lu yillara gelindiginde,
pamuk kuyruklu ve evcil tavsanlarda tavsan papilloma viriislerinin karsinojenik
potansiyelini arastiran ¢aligmalar yapilmis olsa da, insan sigil viriislerine ilgi diisiik

kalmistir (21).

1970’1 yillarda molekiiler yontemlerdeki gelismeler 1s1ginda HPV ailesinin
cesitliligine dair bilgiler artmistir. Plantar sigil viriisii preparatlarinin intratipik
heterojenligini ve farkli izolatlarin tipe 6zgii endoniikleaz kisitlama modellerini
inceleyen ¢alismalar, HPV tiplerinin ¢esitliligini agik¢a ortaya koymustur (22, 23).
Genom dizileme siirecinin tamamlanmasi, HPV genomundaki A¢ik Okuma Cercevesi
(Open Reading Frame: ORF) boélgelerinin tanimlanmasi ve viral genomdaki genler
hakkindaki bilginin artmasiyla HPV, viral onkogenezde yeni bir model olarak kabul
edilmistir (21).

HPV enfeksiyonlar1 ile serviks kanseri arasinda iliski kurmaya calisan
arastirmalar ilk olarak 1972°de baslamistir. Bu ¢aligmalar, genital sigillerin skuamoz
hiicreli karsinomlara nadir malign doniisiimiine iliskin tibbi literatiirdeki anekdotal
raporlara dayaniyordu (24). O yillarda serviks kanserinden sorumlu ajan olarak Herpes
Simpleks Viriis (HSV) Tip 2’den de siipheleniliyordu. HPV’nin sorumlu ajan oldugu
fikri, serviks kanseri biyopsilerinde HSV Tip 2 DNA'sin1 gostermeye yonelik olumsuz
girisimlerle de desteklenmistir (25). 1977°de iki arastirmaci diiz displastik lezyonlari
olan hastalarin servikal yaymalarinda bulunan koilositotik hiicrelerin, HPV
enfeksiyonunun sitopatojenik degisimini temsil ettigini 6ne siirdiiler. Bundan bir sene
sonra koilositotik hiicreler ig¢inde tipik HPV partikiillerinin gosterilmesi, HPV aracili

sitopatik etkiyi dogrulamistir (26).



1983 yilinda, HPV 11'i prob olarak kullanarak, daha sonralart HPV 16 olarak
isimlendirilecek yeni bir HPV DNA's1 dogrudan serviks kanseri biyopsilerinden izole
edilmistir (21). Kisa bir siire sonra ayni1 ekip serviks kanseri biyopsilerinin yani sira
serviks kanserinden tiiretilmis hiicre hattinda da HPV 18 DNA’simi basariyla izole
etmistir. Ayn1 yil i¢inde anogenital kanserlerin tipik oncii lezyonlar1 olan Bowenoid
papiilozda ve 1 yil sonra servikal intraepitelyal neoplazilerde (CIN) HPV 16 DNA'sin1

gostermek miimkiin olmustur (27).

1985 yilinin baslarinda serviks kanserinde E6 (Erken 6) ve E7 (Erken 7)
genlerinin segici transkripsiyonu ve viral DNA'nin konak hiicre DNA'sina
entegrasyonu sirasinda meydana gelen 6zgiil delesyonlar tespit edilmistir (21). Takip
eden yillarda E6 proteininin p53 ile etkilesime girerek bu proteinin bozulmasina yol
actiginin gosterilmesi ve E7 proteinin pRb ile etkilesime girerek pRb'nin islevini bloke
ettiginin gosterilmesi viral onkogenezin anlasilmasi i¢in onemli agamalar olmustur
(28, 29). Bu onkogenetik mekanizmalarin ag¢iklanmasi, immortalizasyona ve
nihayetinde viral genom barindiran hiicrelerin doniistiiriilmiis bir fenotipine yol acan

hiicre i¢i olaylarin anlagilmasi a¢isindan 6nemliydi.

2006 yilina gelindiginde, viral L1 (Geg 1) kapsid proteininin nétralize edici
antikorlar1 indiikleyen viriis benzeri partikiiller (VLP'ler) olusturma yetenegine
dayanan profilaktik HPV alt birim asilar1 gelistirilmistir (30). Ayni yil igerisinde
Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) onayr alinarak asi kullanmima sunulmustur.
Bugiin HPV 16 ve 18’e kars1 koruma saglayan 2 valanli, HPV 6, 11, 16, 18‘e kars1
koruma saglayan 4 valanli ve HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58’¢ kars1 koruma
saglayan 9 valanli olmak iizere ii¢ tip as1 mevcuttur. Giinlimiizde HR HPV tiplerinin
viral onkogenez mekanizmalar1 ile serviks kanseri arasindaki iliski net olarak
bilinmektedir. Bir¢ok iilkede yaygin olarak uygulanan agilama programlar1 sayesinde
serviks kanseri ile miicadelede onemli yol alinmistir. Alman virolog Harold zur
Hausen, HR HPV tipleri ile serviks kanseri arasindaki iliskiyi kanitlayan ve asi
geligsmelerinin Oniinii agan ¢aligmalari sebebiyle 2008 yilinda Nobel Tip ddiiliine layik

gOriilmiistiir.



2.1.2. Viriisiin Simiflandirilmasi

Papilloma viriisler (PV) Papillomaviridae igerisinde siniflandirilan kiigiik,
zarfsiz, ¢ift sarmalli DNA viriisleridir. PV genomlar stiriingenlerden, kuslardan, keseli
hayvanlardan ve diger birgok memeli tiirtinden izole edilmistir (31). Genellikle tiire
Ozgudiirler ve tercihen kutandz veya mukokutandz epiteli enfekte ederler. PV’ler
enfekte ettikleri konakei tiirlerine gore adlandirilir ve L1 geninin DNA dizilimine
dayali olarak bireysel tiirler olarak siniflandirilir. Uluslararast Viriis Taksonomisi
Komitesi (ICTV) Papillomaviridae ailesini 50'den fazla cins ve 130 tiire sahip
Firstpapillomavirinae ve balik papilloma viriislerini igeren tek bir cinse sahip

Secondpapillomavirinae olmak tizere iki alt aileye ayirmaktadir (20).

Papilloma viriisler, her biri Yunan alfabesinin bir harfiyle gosterilen 50'den
fazla cinse ayrilmistir (Sekil 2.1). Homoloji %60°tan fazla oldugunda iki HPV kokeni
ayni cinse (o, B, v, 1 veya v), %70’ten fazla homolojiye sahip olduklarinda ayni1 cinse
ve ayni tiire (al, 02..., B1, B2..., y1,y2..., vb.), %90 ile %98 arasinda bir homolojiye
sahip olduklarinda ayni1 cinse, ayni tiire ve ayn1 alt tipe ait olmaktadirlar. Homoloji

farkinin %2’den az olmasi farkli varyantlar oldugunu gostermektedir. (32).
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Sekil 2.1. PV’lerin L1 dizisine dayali filogenetik agaci. ( (20) numarali kaynaktan

aynen alinmustir.)


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/papillomaviridae
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/virus

Insan Papilloma viriisleri insanlarda farkli kanser tiirlerine yol agabilmesi
sebebiyle yogun ilgi ¢cekmis ve detayli analiz edilmistir. Su anda 200’den fazla HPV
tipi tanimlanmis ve siniflandirilmis durumdadir (2). HPV'ler 50'den fazla cinsin besi
arasinda kiimelenmistir: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus ve Nupapillomavirus (Sekil 2.2). En biiytlik
tibbi 6neme sahip HPV'ler, yani genital ve mukozal kanserler ile iligkili olanlar,
Alphapapillomavirus cinsinin tyeleridir. Cogu Alphapapillomaviriis tipi oncelikle
genital ve genital olmayan mukozal yiizeyleri ve dis genital bolgeyi enfekte eder.
Rahim agz1 kanserinde en sik rastlanan tip olan HPV 16, tiir 9' un bir {iyesiyken,
kanserle iligkili bir sonraki en yaygin tip olan HPV 18, tiir 7' nin bir liyesidir. Kutanz

genital sigillerin cogunun etkeni HPV 6 ise tiir 10 iiyesidir.

eyeq

Sekil 2.2. HPV'lerin L1 dizisine dayali filogenetik agaci. ( (20) numarali kaynaktan

aynen alinmustir.)



2.1.3. Viriisiin Genom ve Replikasyon Ozellikleri

HPV'ler skuamdéz epitel hiicrelerinin ¢ekirdeginde ¢ogalan kiiciik, zarfsiz,
ikozahedral kapsitli DNA viriisleridir. HPV partikiillerinin ¢ap1 yaklasik 60
nanometredir. Virion partikiilleri, major kapsid proteini olan L1 ve mindr kapsid
proteini olan L2 olmak iizere iki viral proteinden olusan kapsid ig¢inde bulunan,
yaklagik 8.000 baz c¢ifti (bp) boyutunda tek bir ¢ift iplik¢ikli dairesel DNA

molekiiliinden olusur (20).

Bugtine kadar 650'den fazla insan ve hayvan PV genomu biitiintiyle dizilenmis
ve her birinin genel genomik organizasyonunun ¢ok benzer oldugu gorilmiistiir (33).
Her viriis, replikasyon orijinini, transkripsiyonel giiclendiricileri ve baskilayici
unsurlar1 ve promotorleri igeren yaklasik bir kilobaz boyutunda bir diizenleyici bolge
igerir. Bu bolge alternatif olarak yukar1 akis diizenleyici bolge (URR), uzun kontrol
bolgesi (LCR) veya kodlamayan bolge (NCR) olarak da adlandirilmistir. Genomun
geri kalan1 erken (E) ve ge¢ (L) kodlama bolgelerine ayrilmistir (Sekil 2.3). Tiim viral
Acik Okuma Cerceve’leri (ORF'ler), transkripsiyon i¢in sablon gorevi goren tek bir
iplik¢ik iizerinde bulunur (34).

URR E6 g
~
L1
. . E1
Papillomavirus

(~7,900 bp)
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E4

—
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Sekil 2.3. HPV genomunun sematik goriiniimii. Upstream regiilator bolge (upstream

regulatory region; URR), sifre olmayan bolgedir. A¢gik okuma cerceveleri

(Open reading frames; ORFs), erken bolge (early; E) ve gec bolge (late; L)

viral proteinleri sifreler. ( (34) numarali kaynaktan aynen alinmistir.)



Genomdaki proteinler, virion yapisal proteinleri (L1 ve L2), viral genom
transkripsiyonu ve replikasyonunun diizenleyicileri (E1 ve E2) ve konak hiicrenin
normal fizyolojisini viriisiin iiretken yasam dongiislinii tesvik edecek sekilde bozan
belirleyiciler (E4, ES, E6, E7) olarak islev goriir (2). Daha sonradan kesfedilen E3 ve
E8 proteinleri de bulunmaktadir, ancak bu iki proteinin E2 bdlgesinin delesyonu
esnasinda ortaya ciktign diisiiniilmektedir (35). Ozellikle HR HPV tiplerinin
onkogenez mekanizmalarinin anlasilabilmesi i¢in genomdaki bu proteinlerin islevleri
detayli olarak arastirilmis ve ortaya ¢ikarilmistir (Tablo 2.1). E6 ve E7 onkoproteinleri,
pRb ve p53 tiimor baskilayici proteinlerinin inaktivasyonu yoluyla, enfekte olan
hiicrelerin malign transformasyonuna onemli katkida bulunur (36). Viral E6 ve E7
proteinlerinin artmis ekspresyonunun servikal neoplazinin baglamasi ve ilerlemesi i¢in
gerekli oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle E6 ve E7 mRNA transkriptlerinin
saptanmasi, neoplaziye ilerleme riski artmis HPV enfeksiyonunun bir gostergesi

olarak kullanilabilir (37).

Tablo 2.1. HPV tarafindan ifade edilen proteinlerin ana rolleri ( (38) numarali

kaynaktan Tiirkce ’ye ¢evrilmistir.)

Protein | Viriis Yasam Dongiisiindeki Rol

E1l | Genom replikasyonu: ATP'ye bagimli DNA helikaz.

B2 Genom replikasyonu, transkripsiyon, segregasyon. Hiicresel gen
ifadesinin diizenlenmesi. Hiicre dongiisii ve apoptozun diizenlenmesi.
Sitokeratin agin1 yeniden sekillendirir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi.
Virion montaji.

E5 | Hiicre biiyiimesinin ve farklilasmasinin kontrolii. Bagisiklik modiilasyonu.
Onkoprotein. Apoptoz ve farklilagsmay1 engeller. Hiicre seklini,
polaritesini, hareketliligini ve sinyallesmesini diizenler. p53 tiimor
baskilayici proteinin inaktivasyonu yoluyla, enfekte olan hiicrelerin
malign transformasyonuna dnemli katkida bulunur.

Onkoprotein. Hiicre dongiisii kontrolii. Sentrozom ¢ogalmasini kontrol

E7 |eder. pRb tiimor baskilayici proteinin inaktivasyonu yoluyla, enfekte olan
hiicrelerin malign transformasyonuna 6nemli katkida bulunur.

L1 | Major kapsid proteini.

L2 | Mindr kapsid proteini.

E4

E6

Cogu viriis bir hedef hiicreyi enfekte eder ve ayni enfekte hiicreden yeni nesil
viriis iiretir. Bunun tersine, HPV enfeksiyonlarinda, yeni virionlarin sentezi ancak

enfekte olmus hiicre mitoz gecirdikten ve enfekte olmus yavru hiicrelerden biri
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farklilastiktan sonra meydana gelir (39). HPV’ler skuamdz epitel hiicreleri i¢in yiikksek
tropizm gosterirler ve ¢ok katli skuamoz epitelin bazal tabakasindaki hiicreleri enfekte
ederler. Bu bazal hiicreler, kiigiik mikro yaralarin bir sonucu olarak agiga ¢ikar ve
suprabazal katmanlardaki farklilasmis hiicreler hiicre donglistinden ¢iktigindan,
skuamoz epitelde siirekli hiicre boliinmesi gecirebilen tek hiicre grubudur. Dolayisiyla,
viriisiin uzun siireli ve kalic1 bir enfeksiyon olusturabilmesi i¢in bazal hiicreleri enfekte
etmesi gerekir. Geg gen ekspresyonu, kapsid proteinlerinin sentezi, vejetatif viral DNA
sentezi ve virionlarin birlesmesi yalnizca terminal olarak farklilasan yassi epitel

hiicrelerinde meydana gelir (40).

Viral genomlar, hiicresel DNA replikasyonu ile senkronize olarak
kopyalanir. Hiicre boliinmesinden sonra bir yavru hiicre bazal katmandan uzaklasir ve
farklilasmaya ugrar (41). HPV pozitif hiicrelerin farklilagsmasi, hiicresel DNA sentez
mekanizmasini gerektiren viral yasam dongiisiiniin iiretken agamasin1 baglatir. E6 ve
E7’nin ifadesi, hiicre dongiisii kontroliinii serbest birakir, farklilagan hiicreleri S fazina
iter ve hiicre dongiisiinden ¢ikmis olan hiicrelerde viral genom amplifikasyonuna izin
verir (41). Geg faz L1 ve L2 proteinleri, yeni sentezlenen viral genomlar, kapsitler ve

tam virionlar, epitelin en iist katmanlarindan dokiiliir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. HPV yasam dongiisii. ( (40) numarali kaynaktan Tiirk¢e’ ye ¢evrilmistir. )
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2.1.4. Bulas ve Epidemiyoloji

HPV esas olarak ciltten cilde veya ciltten mukozaya temas yoluyla bulasir.
Cinsel yolla bulas en ¢ok belgelenmis olanidir ancak cinsel olmayan yollar1 6ne siiren
caligmalar da mevcuttur. HPV bulasinda birincil yolun cinsel iliski oldugunu gosteren
calismalara; genital sigillerin partnerler arasinda bulasini gosteren, HPV varyantina
0zgl veya tipe 6zgli HPV DNA’lar arasinda partnerler arasinda uyumu gosteren,
vajinal iliski yasamayan kadinlarda HPV enfeksiyonunun nadirligini gosteren,
kadinlarda ve erkeklerde yasam boyu cinsel partner sayisi ile HPV prevalansi

arasindaki giiclii ve tutarli iliskiyi gosteren ¢aligmalar 6rnek olarak verilebilir (42-44).

Diger bulagma yollarina deginmeden 6nce sdylenmesi gereken esaslardan biri,
HPV’lerin dayanikli viriisler oldugudur. HPV’ler yiizeylerde, giysilerde, siklikla
kullanilan jinekolojik ekipmanlarda ve fomitlerde giinlerce enfektif kalma
egilimindedir (45). HPV’lerin kuruluga ve dezenfektanlara karsi direncini gosteren
caligsmalar, anneden bebege gecis haricinde kalan, cinsel olmayan yollarla yayilma
fikrinin temelini olusturur. HPV’nin yatay (horizontal) bulas1 parmaklari, dis etlerini,
agz1 ve cinsel olmayan cilt temasim igerir. Bu olas1 yollarin tartisildig: cesitli
calismalar mevcuttur (3). ilgi ¢ekici birkag ¢alismada jinekolojik muayene odalarinda
kullanilan spekulum, transvajinal ultrason problari, eldiven gibi fomitlerde HPV DNA

varlig1 gosterilmis ve horizontal bulasa kaynak olabilecegi soylenmistir (46).

Cinsel olmayan bulas yollarindan en ¢ok iizerinde durulanlardan bir digeri
anneden bebege vertikal gecistir. Bircok calismada amniyon sivisi, plasenta veya
normal dogum esnasinda annenin genital mukozasiyla temas yoluyla enfeksiyon
olasilig1 vurgulanmigstir (47). Elde edilen veriler annenin HPV DNA yiikii ile bunu
yenidogana aktarma potansiyeli arasinda korelasyon oldugunu gostermektedir. Yirmi
yildan fazla siire devam eden topluma dayali bagka bir arastirmada elde edilen veriler,
sigilleri olan kadinlarin ¢ocuklarinda HPV kaynakli bir hastalik olan juvenil laringeal
papillomatozis gelisme riskinin 200 kat arttigin1 gostermistir (48). Son olarak, kendi
kendine bulastirma potansiyel bir bulas yolu olarak sdylenmektedir. Bu durum hi¢

cinsel iligskiye girmeyen kadinlarda genital sigil varligin1 aragtiran ve cinsel istismar
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Oykiisii olmadan genital sigilleri bulunan cocuklarla yapilan bazi aragtirmalarda

tartisilmistir (49, 50).

HPV enfeksiyonlar1 tiim diinya genelinde goriilmekle birlikte, yayginligi
iilkeler arasinda homojen olarak dagilmamaktadir. Farkli cografyalardan farkli
oranlarda HPV prevalansi bildirilmektedir. HPV enfeksiyonu 6zellikle orta ve diisiik
gelirli sinifa giren iilkelerde daha fazla goriilmektedir (8). Servikal sitolojisi normal
olan kadinlarla yapilan 3 farkli calismada HPV enfeksiyonunun genel prevalansi
yaklasik %11 olarak bildirilmistir, ancak énemli bolgesel farkliliklar vardir (32). Bu
kadinlarda en yliksek HPV enfeksiyonu prevalansi Avustralya'da (9%30,9) ve Afrika'da
(%21,1) bulunmus, bunu Avrupa (%14,2), Amerika (%11,5) ve Asya (%9,4) izlemistir
(51).

HPV enfeksiyonlarinin cografi bolgeler bazinda yaslara gore dagilimi da
homojen degildir. Diinya c¢apinda en yiliksek HPV enfeksiyonu prevalansi geng
yaslarda goriilmektedir. Sonug olarak, diinyanin tiim bolgelerinde HPV prevalansi 25
yasin altindaki kadinlarda zirve yapar ve daha ileri yaglarda diiser (52). Bu
genellemeye istisna olarak Avrupa ve Amerika'da yasla birlikte belirgin bir diisiis
gozlenmekteyken Afrika ve Asya'da yasla birlikte bdylesine net bir diisiise
rastlanmamaktadir. Ayrica Bat1 Afrika ile Orta ve Gliney Amerika gibi bazi1 bolgelerde,
yasli kadinlarda HPV tespitinde 1liml1 bir ikinci zirve gozlenmektedir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. HPV’nin diinya bolgelerinde yasa gére dagilimi. ( (51) numarali kaynaktan
Tiirk¢e’ ye ¢evrilmistir.)

HPV genotiplerinin cografi dagilimina bakildiginda en yaygin tiirlerin HR-
HPV'ler oldugu ve azalan sirayla 16, 18, 59, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 39, 51, 56 ve 53
genotiplerinin tiim diinyada bulundugu sodylenebilir (53). HR-HPV'ler az gelismis
ilkelerde daha yaygindir. Bunun olas1 nedenleri; bagisiklik sistemi zayif olan kisilerin
ylizdesinin daha yiiksek olmasi, saglik hizmetlerine erisim eksikligi ve asilama
programlarinin zayif olmasidir. Diistik riskli (low risk: LR) HPV’ler arasinda en
yaygin olanlar1 ise HPV 6 ve 11 tipleridir. Bu iki tiir neredeyse tiim genital sigillerden

sorumludur. Yayginliklar1 ise yine bolgelere gore farklilik gostermektedir (51).

Ulkemizde HPV sikligina ve genotiplerin dagilimma 11k tutan, ilk kapsamli
arastirma 2012 yilina aittir (54). Bu arastirmada, elde edilen yeni veriler ve konuya
iligkin iilkemizde gergeklestirilen daha eski calismalarin verilerine gore Tiirk
kadinlarinda genel HPV prevelansinin %10 oldugu belirtilmistir. Bu sonug kiiresel
HPV prevelansina uygundur. 2014 yilinda kullanima giren HPV bazli tarama
programinin degerlendirilmesi amaciyla, 2018 yilinda, taranan ilk 1 milyon kadinin
test sonuglarinin geriye dontik incelendigi bir ¢alisma yapilmistir. (16). Bu ¢alismanin

sonuclarina gore, numunelerin %95,1'1 HPV negatif, %1,4"1 yetersiz ve geri kalan
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%3,5'1 (n = 37.515) HPV DNA pozitif saptanmistir. Yas gruplarina goére HPV
pozitiflik oran1 incelendiginde, %4,3 (30-34), %4,0 (35-39), %3,6 (40-44), %3,2 (45-
59) ve %2,8 (60-65) seklinde yasla beraber azaldigi tespit edilmistir. En yiiksek
pozitiflik oranlar1 Istanbul ve Akdeniz bolgelerinde goriilmektedir. En yaygin HPV
genotipi 16 olup, bunu 51, 31, 52 ve 18 takip etmektedir (16). Jinekolojik
semptomlarla ii¢lincli basamak bir {iniversite hastanesine basvuran kadinlarda HPV
genotiplerinin retrospektif olarak tarandigi kapsamli ve giincel baska bir ¢alismada
orneklerin %14,2’sinde (605/4267) HPV DNA pozitifligi saptanmistir. Bu ¢aligmada
HPV 16 ve HPV 18, sirastyla 6rneklerin %2,4 ve %0,7'sinde tespit edilmistir (55).

2.1.5. Patogenez ve Immiinite

Daha once de belirtildigi tizere HPV epitel dokusu i¢in yiiksek bir tropizm
sergiler. Mikro yaralar sonucu ortaya c¢ikan bazal tabakayi enfekte eder. Bununla
birlikte, viral genom replikasyonu ve virion montaji yalnizca st katmandaki
farklilasmis hiicrelerde gerceklesebilir. Ilk olarak, HPV virionu bir reseptor olarak
heparin siilfat proteoglikan (HSPG) yoluyla hiicrelere baglanir ve reseptdr aracili
endositoz yoluyla hiicrelere girer (56). Ayrica viral kapsidlerin etkilesimi {izerine
epidermal bliylime faktorii reseptorii (EGFR) sinyal aktivasyonunun viral girig i¢in
kritik oldugu bilinmektedir (57). Sitoplazmaya girisin ardindan, viral kapsidler
endozomlarin i¢inde yer alir. Endozomlarin asidifikasyonu tizerine, L2 kapsid proteini
aciga ¢ikar ve endozomal membranin lizisini tetikler. Viral giris ve soyulmay takiben,
viral genomun DNA’s1 niikleusa tasimnir. HPV'nin viral kapsidleri bir niikleer por
araciligiyla c¢ekirdege girebilecek kadar kiictiktiir. Viral DNA, bazal tabaka
hiicrelerinde enfeksiyon siiresince hiicre basina 50-100 kopya sayisina ulasir (58). Bu
ortalama kopya sayisi, enfeksiyon boyunca farklilasmamis bazal hiicrelerde stabil bir

sekilde korunur.

HPV ile enfekte bazal hiicreler boliindiikce, viral genomlar yavru hiicrelere
boliiniir; bu hiicreler bazal katmandan ayrilir, stratum granulosuma dogru go¢ eder ve
farklilasmaya ugrar (59). Normalde hiicre boliinmesi yalnizca bazal tabakada meydana
gelmekteyken, viral genomun kopyalanmasini saglamak i¢in HPV'nin farklilagsan

hiicreler arasindaki hiicre bdliinmesini yeniden etkinlestirmesi gerekir. E6 ve E7
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sirastyla p53 ve retinoblastoma proteinini (pRb) etkisiz hale getirir, bu da hiicrelerin
DNA replikasyon potansiyelini korumasini saglar (60). Sonug¢ olarak enfekte olmus
hiicreler bazal tabakay1 terk ederken, E6 ve E7 proteinlerinin etkisine bagl olarak
hiicre dongiisiinde aktif kalirlar (61). Hiicreler yiiksek diizeyde farklilasmis hiicrelerde
S fazina yeniden girer ve viral replikasyon icin gerekli hiicresel replikasyon

faktorlerinin ekspresyonu aktive olur.

Suprabazal tabakalardaki farklilasan hiicrelerde E1, E2, E4, E5, E6 ve E7
proteinlerinin yiiksek diizeyde sentezi meydana gelir ve viral genom sayisinda hiicre
basima 1000 kopyaya kadar artis olur. Yassi epitelin en iist tabakalar1 olan stratum
spinosum ve stratum granulosumda gerekli viral genlerin ekspresyonuyla, genom
replikasyonu belirgin sekilde hizlanir (62). Genom amplifikasyonunun ardindan
terminal diferansiye hiicrelerde, viral kapsid proteinleri olan L1 ve L2 sentezi
tetiklenir. Kapsid proteinlerinin virionda bir araya gelmesiyle viral genomik DNA’nin

enkapsidasyonu olur. Yeni olusan virionlar, en iist keratinositlerden salinir (Sekil 2.4).

HPV’nin produktif (iiretken) enfeksiyonu ile ylizeyel tabakalarda koilositozis
ad1 verilen hiicresel degisim meydana gelir. Koilositozis; sitoplazmik vakuolizasyon,
periniikleer hale ve genellikle biiyiik, hiperkromatik nukleus ile karakterize hiicresel
degisimi ifade eden tanimlayic1 bir terimdir (63). Insan epitelinde DNA sentezinin E6
ve E7 ile aktivasyonu sonucu niikleer biiylime ve hiperkromazi meydana gelir.
HPV’nin replikasyonu beraberinde epidermis tabakalarindaki asir1 proliferasyon
sonucunda hiicrelerde hiperplazi ve hiperkeratoz olusur. E4 proteininin de keratin
aglarda sebep oldugu bozulma sonucu tipik koilositik goriinim meydana gelir. Son
olarak, HPV hiicrelerde lizis yapmaz, enfeksiyonun kan yoluyla bulasan bir asamasi

yoktur veya viremiye neden olmaz (64).

Bazal tabakanin enfeksiyonundan viriisiin en iistten salinmasina kadar gegen
siire yaklagik 3 haftadir. Bu siire, bazal keratinositin tamamen farklilagsmas1 ve
dokiilmesi icin gereklidir. Enfeksiyon ile lezyonlarin ortaya ¢ikis1 arasindaki siire ise
olduk¢a degiskendir ve haftalardan aylara kadar degisebilir (65). Bu da viriisiin
bagisiklik sisteminden etkili bir sekilde kacabildigini diisiindiirmektedir. HPV

replikasyonu, birlesmesi veya viral partikiil saliniminin bir sonucu olarak sitoliz veya



16

sitopatik 6liim yoktur ¢linkii keratinosit, immiin gozetim bdlgelerinden uzakta, dliim
ve deskuamasyona yonelik bir hiicredir. Bunedenle, HPV enfeksiyonuna iltihaplanma
eslik etmez ve bagisiklik sistemini viriisiin varligina kars1 uyaracak agik bir tehlike
sinyali yoktur. Konak¢inin patojen hakkinda uzun siire bilgisiz kalmasi nedeniyle bu

durum kalic1, kronik enfeksiyona neden olabilir (66).

HPV'nin konak savunmasii engelleme kabiliyetine ragmen, ¢ogu olguda
genital HPV enfeksiyonlarina karsi basarili bir immiin yanit olusur. Bu yanit, lezyon
regresyonu ve serum notralize edici antikor iiretimi ile iligkili giiclii, lokal, hiicre aracil
bagisiklik ile karakterizedir (66). Antikor, enfekte bireylerin tamaminda olmasa da
bircogunda iiretilir ve saglam virilis partikiiliiniin dis yiizeyinde goriintiilenen L1
proteini iizerindeki konformasyonel epitoplar1 hedef alir (67). HPV enfeksiyonlarini
takiben serum ndtralize edici antikor seviyeleri diistiktiir (68). Bu sadece intraepitelyal
enfeksiydz dongii olmasi, vireminin olmamasi ve viriis partikiillerinin antijen sunan
hiicrelerden ve devriye gezen makrofajlardan uzakta, yilizeysel epitel hiicrelerinde
tiretilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu faktorler antijen alimini, lenf diigiimiine

ulagsmasini ve naif B ve T hiicrelerine sunumunu sinirlar.

Bununla birlikte, eger immiin yanit enfeksiyonu temizleyemezse veya kontrol
edemezse, genellikle belirli bir odakta yiiksek riskli HPV DNA replikasyonuyla kalici
bir enfeksiyon olusur. Kalict olarak enfekte bireylerin yliksek dereceli servikal
intraepitelyal neoplaziye ve invazif karsinoma ilerleme olasilig1 yiiksektir. Yapilan
epidemiyolojik arastirmalarda fazla dogum sayisi, uzun siireli oral kontraseptif
kullanimi, sigara icme ve diger cinsel yolla bulasan enfeksiyonlarla koenfeksiyon

varliginin, karsinoma ilerleme riskini arttirdigi bildirilmektedir (69).

2.2. insan Papilloma Viriis Hastahklar1 ve Klinik Bulgular

Insan Papilloma Viriisleri cilt ve mukozal membranlarda enfeksiyona sebep
olmaktadir. Giiniimiizde 200’den fazla HPV tipi tanimlanmistir ve HPV tiplerinden
her biri belirli bir klinik lezyonla iliskilendirilmistir (Tablo 2.2). Bu klinik lezyonlar
iyl huylu condyloma acuminata ve verrucae vulgaresten serviks, penis, vulva ve

aniislin malignitelerine kadar genis bir yelpazede yer almaktadir (70). HPV nin sebep
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oldugu klinik lezyonlar; genital olmayan cilt lezyonlari, genital olmayan mukoza

lezyonlar1 ve anogenital lezyonlar olarak ii¢ kategoride incelenebilir.

Ciplak gozle goriilebilecek kadar belirgin anogenital HPV lezyonlar
enfeksiyondan sonraki 3 hafta ile 8 ay arasinda degisen bir siirede meydana
gelmektedir. Anogenital sigillerin gogunluguna HPV 6 veya 11 genotipleri neden olur.
Sigiller nadiren yiiksek riskli HPV tipleri ile iliskilidir. Tedavi edilmedigi takdirde
kendiliginden gerileyebilir, sabit bir formda kalabilir veya boyutlar1 artmaya devam
edebilir. Anogenital sigiller, nemli yiizeyleri tutan karnabahar benzeri condylomata
accuminata ve kuru yiizeylerde bulunan keratotik ve piiriizsiiz papiiler sigiller seklinde
goriilebilir (71). Cogunlukla asemptomatiktirler ancak bazen kasintiya, cinsel iliski

sonrast kanamaya, idrar yolu tikanikligina, yanmaya ve agriya neden olabilirler.

HPV enfeksiyonlarinin siklikla genital prekanserdz lezyonlarla iliskili oldugu
iyi bilinmektedir. Prekanserdz lezyonlar, belirsiz smirlara sahip morfolojik
degisikliklerin siirekliligidir. Servikal intraepitelyal neoplazi (CIN), vajinal
intraepitelyal neoplazi (VIN), wvulvar intraepitelyal neoplazi (VaIN), penil
intraepitelyal neoplazi (PIN) ve anal intraepitelyal neoplazi (AIN) prekanserdz
lezyonlardir. Bu vakalarda displazi ve bazal hiicrelerin atipik mitozlar1 goriilmekte
olup, atipi derecesi olgularin biiyiik cogunda HR HPV enfeksiyonu ile 6nemli 6l¢iide
korelasyon gostermektedir. En giiclii iliski rahim agz1 kanserinde mevcuttur. HR HPV
tipleri rahim agz1 kanseri lezyonlarmmin %90'imdan daha fazlasinda tespit
edilebilmektedir (72). HPV enfeksiyonu ile vulva kanseri arasindaki baglanti
belirsizdir. Vulvar intraepitelyal neoplazi vakalarmin ¢ogunda HPV DNA tespit
edilebilmesine ragmen, vulvar kanser gelismis vakalarin yarisindan azinda tespit edilir
(73). Anal kanserlerin yaklasik %901 HPV ile iliskilidir ve HPV iliskili olanlarin da
%90'1 HPV 16 ve 18'den kaynaklanmaktadir (74).

Tablo 2.2. HPV iligkili hastaliklar ve sebep olan HPV tiirleri. ( (70) numaral
kaynaktan Tiirkce ’ye ¢evrilmistir.)


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/urinary-tract-obstruction
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/anal-cancer
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Genital olmayan mukoza lezyonlart HPV tiirii Genital olmayan cilt lezyonlart HPV tiril
Tekrarlayan laringeal papillomatoz 6,11 Yaygun sigil (verrucae vulgaris) 1,2,4,26,27,29,41,57,60, 63, 65
Skuamoz hicreli akciger kanseri 6,11,16,18 Plantar sigil 1,2,4,63
Laringeal kanser 16,18 Diiz sigil (verrucae plana) 3,10,27,28,29,38,41,49
Fokal epitelyal hiperplazi (Heck hastaliz) 13,32 Kasap sigli 12,3,47,10,28
Konjonktival papillomlar 6,11 Mozaik il 22,31
Az sl 24 Epidermodisplazi verrilsiformis 3,4,54,5b, 8,9, 12, 14, 15,17, 19-
25,36-38, 47,49, 50, vb.
Oral kondiloma 61
Seboreik keratoz 6,11,31,33
Florid oral papillomatoz 6,11 Stucco keratoz ——
Et beni 6,11
Anogenital lezyonlar HPV tiirii Epdermal Kistler 57,60

Genitalsigil (condylomata acuminata)  6.11,30,42,43,44,45, 51,52, 54 Melanom dig cilt kanseri (bazal hilcreli Karsinom, skuaméz 8, 15, 20, 23, 36, 38,

Bowenoid papiloz 16,18, 34,39,42, 45 hiicreli karsinom, Bowen hastalig)
Bowen hastalz 16,18,31,34 Aktinik eratoz 8
Gigantski kondilom (Buschke- 6,11 Keratoakantom 1,2,5,6,9, 14, 16,18, 19, 25,35, 37,

s ; 58,61
Lowenstein)

- - y ; Displastik melanositik neviis ve melanom 2,16,33
Disiik dereceli intraepitelyal neoplaziler 6, 11,43

Sedef hastalifi 5,36

Yiiksek dereceli intraepitelyal neoplaziler 16,18, 31,33, 35, 39,42, 44, 45, 51,52, 53, 56, 58, 59, 62,
Bowenoid DEI]J[]!OZ 66 Liken sklerozu 16, 18,45
Eritroplazi Queyrat Darier hastalig 5,36,38

Invazif kanser

Bowenoid papiiloz, klinik olarak genital sigillere benzeyen lezyonlardir ancak
histolojik olarak yiliksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar veya in
situ skuamoéz hiicreli karsinomdur. Basta HPV 16 ve 18 olmak {izere HR HPV
tipleriyle  iliskilidir ~ (75).  Eritroplazi Queyrat; penis  mukozasininin  situ
karsionumudur. Ayrica {retra, vulva, konjuktiva, dil ve agiz mukozasinda da
gorilebilir. Buschke-Lowenstein tiimorii (dev condylomata accuminata), genital
bolgede biiyiik, yikict bir tiimordiir. Genellikle penis basi ve siinnet derisi, vulva,
vajina ve perianal bolgede bulunur. Histolojik olarak iyi huylu gériiniimiine ve yiiksek
lokal niiks oranma ragmen, altta yatan dokularda lokal tahribata neden olma ve
skuamo6z hiicreli karsinoma donlisme olasiligi vardir (76). Buschke-Lowenstein

timori genellikle diistik riskli HPV tip 6 veya 11 ile iligkilidir.

Genital olmayan lezyonlara baktigimizda kutandz ve mukozal HPV tipleri, iki
ayr1 grup olusturur. En sik goriilen kutan6z HPV kaynakli lezyon, diisiik riskli HPV

tiplerinin sebep oldugu ve cilt ylizeyinin herhangi bir bdlgesinde olusabilen sigil veya


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/erythroplakia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vulva
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glans-penis
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verruka vulgaristir. Cogunlukla HPV tipleri 1, 2, 4, 27 ve 57'den kaynaklanirlar ancak
nadiren 57, 60, 63, 65 ve 66 gibi diger HPV tipleri izole edilebilir (77). Digerlerine
gore daha sik goriilen iyi huylu lezyonlara; plantar sigiller, derin palmoplantar sigiller,
diiz sigiller ve kasap sigilleri (et ve balikla ugrasan kisilerde) 6rnek olarak verilebilir.
Genital olmayan mukozal lezyonlar arasinda; tekrarlayan laringeal papillomatozis,
laringeal kanser, konjonktival papillomlar, agiz sigilleri ve oral kondiloma da
sayilabilir. Bu mukozal lezyonlarin biliyiik ¢cogunlugundan HPV 6 ve 11 tipleri

sorumludur (70).

Epidermodisplazi verriisiformis nadir goriilen, otozomal resesif genetik bir
hastaliktir. HPV enfeksiyonuna kars1 bozulmus hiicresel bagisiklik ile karakterizedir.
Epidermodisplazi verriisiformis’li hastalarin erken ¢ocukluk donemlerinde tipik olarak
el sirtinda, ekstremitelerde, yiizde ve boyunda diiz sigil benzeri lezyonlar ortaya
¢cikmaktadir (78). Bu hastalarin %30 ile %70 ‘inde, basta skuamdoz hiicreli karsinom
olmak {iizere malign deri tiimorleri gelisebilmektedir. Bunun meydana gelmesi
ortalama 20 ile 40 yas arasina denk gelmektedir. Bu timoérlerin metastatik kapasiteleri
diisiiktiir ve oncelikle alin, kulaklar ve eller gibi glinese maruz kalan bolgelerde
gelismektedir. Bu da ultraviyole (UV) 1sinlamasinin 6nemli bir kokarsinojen oldugunu
gostermektedir. Epidermodisplazi verriisiformis'li hastalardaki lezyonlar, vakalarin

%90'indan fazlasinda HPV tip 5 veya 8 igerir (79).

2.3. insan Papilloma Viriis Laboratuvar Tanisi

HPV enfeksiyonunun tanisi i¢in kullanilacak yaklasim, tan1 koymanin altinda
yatan amaca bagli olmaktadir. Bu amaglar, HPV'nin mevcut olup olmadigini, aktif bir
enfeksiyonun mevcut olup olmadigini, enfeksiyonla hangi HPV tipinin iligkili
oldugunu ve enfeksiyonla iligkili hiicresel atipinin derecesinin belirlenmesini igerebilir
(2). HR HPV tipleri serviks kanseri basta olmak {iizere cesitli kanserlerin
etyopatogenezinde onemli rol oynamaktadir ve laboratuvara gelen 6rneklerin biiyiik
cogunlugu da kanser tarama programlari dahilinde alinan Ornekler olmaktadir.
HPV’nin klinik 6rneklerden kiiltiirii miimkiin degildir ve tani sitolojik, histolojik veya

molekiiler yontemlere dayanir (80).
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2.3.1. Sitolojik ve Histolojik Inceleme

Bu yontemler ile dogrudan viriisiin kendisinin tespiti degil, hiicrelerde veya
dokularda meydana getirdigi degisikliklerin tespiti yapilmaktadir. HPV tiirleriyle
kalic1 enfeksiyon sonucunda, sitolojik olarak atipik skuaméz hiicreler (ASC), atipik
glandiiler hiicreler (AGC), diistik dereceli skuamoz itraepitelyal lezyonlar (LSIL) ve
yiikksek dereceli skuamdéz itraepitelyal lezyonlar (HSIL) seklinde anormal sitoloji
tanilar1 ve ayrica biyopsiyi takiben histolojik olarak servikal intraepitelyal neoplazi

(CIN) 1 ile 3, endoservikal adenokarsinom (AIS) ve kanser gibi tanilar konulabilir.

Sitolojik inceleme, serviks kanseri tarama programi dahilinde uzun yillardir
uygulanmaktadir. Pap testi, 1940’larda gelistirilmistir ve pul pul dokiilmiis servikal
hiicrelerin morfolojik degerlendirmesine dayanmaktadir. Gegtigimiz 15-20 yil
icerisinde konvansiyonel sitoloji yerini ‘sure-path’ veya ‘thin-prep’ ad1 ile anilan s1v1
bazli sitolojiye birakmistir (81). Sivi bazli sitoloji i¢in servikal drnekler toplanirken
analizler i¢in yeterli miktarda hiicre toplanmasini saglayan 6zel endoservikal firgalar
kullanilir. Bu fir¢a ile endoserviks, ektoserviks ve Ozellikle servikal kanserin en ¢ok
goriildiigli yer olan servikal transformasyon zonu olarak da adlandirilan skuamo-
kolumnar bolgeden hiicreler toplanir ve 6zel bir sivi soliisyon igerisine aktarilir.
Laboratuvarda fir¢ca 6nce koruyucu sivi igeren bir sisede durulanir ve ardindan bir lama
aktarilir. Laboratuvarda, lam iizerinde tek tip bir hiicre tabakasi hazirlanir. Bu hiicre
transferi yontemiyle geleneksel sitolojiye kiyasla tiim ornegin daha dogru temsil
edilmesi saglanmaktadir (82). Kullanilan s1v1 bazli sitolojik yonteme uygun prosediirle

preparat hazirlanir ve mikroskop altinda incelenir.

Sitolojik inceleme sonucunda anormallik tespit edilmesi halinde, servikal
kanseri dogrulamak i¢in servikal histolojik inceleme yapilir. Endoservikal kiiretaj veya
kolposkopik biyopsilerden elde edilen doku ornekleri islenir, boyanir ve mikroskop
altinda incelenir. Histolojik inceleme, kanserin derecesini ve yayilma olasiligim
belirlemeye yardimer olur (83). Ki-67 veya pl6 gibi biyobelirteglerle yapilan ileri

incelemeler ile hastaligin prognoz tahmini ve tedavi planlamasi saglanabilir.
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2.3.2. Molekiiler Yontemler

HPV’nin geleneksel hiicre kiiltiiri ortamlarinda iiretilememesi ve serolojinin
mevcut enfeksiyon ile gecmis enfeksiyon ayrimini yapamamasindan dolayr HPV
enfeksiyonlarinin dogru tanis1 viral niikleik asit tespitine dayanmaktadir (84). HPV
DNA, farkli yontemler ile servikal siirlintii Orneklerinden veya biyopsilerden
saptanabilir. Bu yontemlerden in situ hibridizasyon sitolojiyi tamamlayici 6zelliktedir.
Bu yontemde hiicre ici HPV DNA’sma 6zgiil hibridizasyon problar1 kullanilir. Bu
yontemin duyarliligr diisiiktiir ancak enfeksiyonun sinirlarinin  anlasilmasini
saglayabilir (85). Alternatif olarak klinik 6rnekten dogrudan HPV DNA izole
edilebilir ve ‘southern blot” yontemiyle tespit edilebilir (86). Ancak bu yontem de
duyarliligiin diisiik olmas1 ve fazla emek gerektirmesinden otiirii verimli bir tarama
testi degildir. Bu nedenle HPV DNA tespitinin 6zgiilliik ve duyarliliini arttirmak

amaciyla niikleik asit amplifikasyon yontemleri gelistirilmistir.

HPV DNA tespiti, rutin tarama testlerinin bir parcast olan servikal sitolojik
inceleme i¢in alinan Ornekten yapilabilir. DNA izolasyonu i¢in bu servikal hiicre
stispansiyonunun kii¢tik bir kismi kullanildigindan, eger numune kisitl miktarda HPV
DNA kopyasi igeriyorsa 6rnekleme hatalar1 nedeniyle hassas bir testte bile sonuglarda
tutarsizliklar  goriilebilmektedir (87). Numunenin laboratuvara tasinmasi ve
saklanmasi sirasindaki stabilitesi de onemlidir. Endojen niikleazlarin varligindan
kaynaklanan hatali negatif sonuglar1 dnlemek igin viral niikleik asit uygun sekilde
korunmalidir. Laboratuvara gelen klinik 6rneklerden DNA izolasyonu igin ¢esitli
yontemler mevcuttur. Gelen klinik materyalin tiirline ve kalitesine, kullanilan tani
testine ve laboratuvarin ihtiyaclarina gore farkli niikleik asit izolasyon yontemleri veya

otomatize niikleik asit izolasyon cihazlar1 kullanilabilir (84).

HPV DNA'nin ¢ozeltideki etiketli DNA problarina hibridizasyonuna dayanan
sinyal amplifikasyon yontemlerini kullanan testler [Hybrid Capture 2 HPV DNA Test
(Qiagen, ABD), Cervista HPV HR Test (Hologic, ABD)] mevcut olmasina karsin
giintimiizde molekiiler testlerde daha ¢ok tercih edilen yontem HPV DNA’daki hedef
bolgenin ¢ogaltilmasidir. PZR en yaygin kullanilan hedef ¢ogaltma yontemidir. Bir
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termal dongli cihazi vasitasiyla, termostabil bir DNA polimeraz varliinda, hedef

bolgeyi sinirlayan oligoniikleotid primerler kullanilarak hedef bolge ¢ogaltilir.

PZR; belirli bir DNA pargasinin dongiiler boyunca kopyalanarak ¢ogalmasina
olanak taniyan, yaygin kullanilan bir tekniktir. PZR’nin temelde bes ana bileseni
vardir: 1) Kopyalanacak DNA segmenti yani sablon (kalip) DNA, 2) DNA’nin yap1
taglar1 deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP’ler) [adenin trifosfat (ATP), timin trifosfat
(TTP), guanin trifosfat (GTP) ve sitozin trifosfat (CTP)], 3) niikleotidleri birlestiren
termostabil bir DNA polimeraz (Taq DNA Polimeraz), 4) hedef DNA’ya tamamlayici
baslangi¢ dizileri yani oligoniikleotid primerler ve uygun iyon giici ve pH’a sahip
tampon ¢oOzeltisi (88). PZR’nin temelde ii¢ basamagi vardir. Denatiirasyon
basamaginda sicaklik 94-96 °C’ye yiikseltilerek DNA’nin ¢ift iplikli yapisinin
birbirinden ayrilmasi saglanir. ikinci adim olan baglanmada sicaklik yaklasik 55°C
civarma indirilir ve primerler sablon DNA iizerindeki tamamlayici1 bolgelere baglanir.
Son adimda sicaklik yaklasik 72°C’ye yiikseltilerek DNA polimerazin primerlerin
uclarina niikleotidler ekleyerek iki yeni cift iplikli DNA iiretmesi yani sablon DNA’y1

kopyalamasi saglanir.

PZR’deki li¢ basamagin birbirini takip eden dongiiler halinde tekrarlanmasiyla
sablon DNA miktar1 her dongiide bir oncekinin iki katina ¢ikmaktadir. Her biri
yaklasik 1-1.5 dakika siiren toplamda 35-40 adet dongii sonucunda tespit edilebilecek
DNA kopya miktar1 milyar adete kadar ulasmaktadir. PZR ’nin gerceklesebilmesi i¢in,
dis ortamdan etkilenmeden icerisindeki sicaklig1 ylikseltip azaltabilen bir termal dongt
cthaz1 gerekmektedir. PZR’de kullanilan Taq DNA Polimeraz enzimi termofilik bir
bakteri olan Thermus aquaticus’tan elde edilir. Bu enzim DNA’y1 denatiire etmek i¢in
kullanilan yiiksek sicakliklarda ve primerlerin 6zgiilliiglinii arttiran kismen ytiksek

baglanma sicakliklarinda aktivitesini korur (88).

Ozellikle tek bir HPV genotipine 6zgiil tasarlanmis primerler kullanilabilir
ancak bu durumda aymi Ornekten farkli HPV genotiplerini aramak i¢in PZR
reaksiyonun ayr1 ayr gerceklestirilmesi gerekir. Alternatif olarak, genis bir yelpazede
HPV genotiplerini ¢ogaltmak icin konsensus veya genel PZR primerleri kullanilabilir.

L1 bolgesi HPV genomu igerisinde en ¢ok korunmus bolge oldugu igin farkh
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konsensus primer setleri bu bolgeyi hedef almaktadir (89). Genis yelpazede HPV
genotipini ¢ogaltabilecek genel PZR i¢in primer tasarimi temel olarak ti¢ farkli yolla
yapilmaktadir. Ik ydntem, korunmus bir bolgeyi hedefleyen, birkac genotipe uygun
bir ileri ve bir ters primeri igerir. Diger genotiplerle olan uyumsuzlugu gidermek i¢in
PZR diisiik baglanma sicakliginda gergeklestirilir (90). GP5+/6+ primer sistemi bunun
ornegidir. Ikinci yontemle hazirlanan genel primerler genotipler arasi dizi
varyasyonunu telafi etmek amaciyla bir veya daha fazla dejenere baz icerir. Aslinda bu
primer seti bir¢cok farkli oligoniikleotidin kompleks bir karisimini icermektedir (84).
Boyle oldugunda diigiik baglanma sicakligi gerekmez. MY09/11 primerleri dejenere
PZR primer setinin bir rmegidir. Ugiincii yontem ise genomun ayni bdlgesini hedef
alan birka¢ tane ileri ve geri primeri birlestirmektir. Bu primerler rastgele
dejenerasyonlar icermezler ama herhangi bir niikleotidle eslesen inozin igerebilirler.
PGMY ve SPF o primerleri bu yontemle gelistirilen primerlere 6rnektir (91). PZR i¢in
primer se¢imi kadar reaksiyonlar sonucu olusan iriiniin boyutu da Onemlidir.
Amplikon boyu arttikca PZR reaksiyonunun etkinligi azalmaktadir. Sonug olarak,
kiigiik iirlin lireten primerlerin etkinligi, biiyiik amplikon {ireten primer setlerine gére

daha yiiksektir (92).

Hedef bolgenin ¢ogaltilmasinin ardindan PZR amplikonlar standart agaroz jel
elektroforezi ve DNA boyalari ile kolayca gozle goriiliir hale getirilebilir. HPV DNA'yr
tespit etmek icin gercek zamanli PZR de kullanilabilir. Tipe 6zgii PZR primerleri,
gercek zamanli tespit icin floresan isaretli problarla birlestirilebilir (93). Tespit
asamasinda farkli yontemler kullanan PZR tabanli ¢esitli yontemler mevcuttur. PZR
tabanli HR HPV DNA tarama yapan enzim immunoassayler, PZR sonras1 strip,
membran veya mikroplakta hibridizasyon bazli HPV genotiplendirme testleri, PZR
sonras1 mikroarray tabanli HPV DNA tam genotiplendirme testleri, PZR sonrasi
mikrosfer tabanli HPV tam genotiplendirme testleri, kiitle spektrometrisi ile PZR bazli
tam genotiplendirme, HPV E6/E7 mRNA testleri ornek olarak verilebilir (94). En
biiyiik yani iizerine en ¢ok calisilan ve en fazla sayida ticari iiriine sahip grup, floresan
boyalar ile isaretli diziye 6zgii DNA problar1 kullanilan, aragtiritlan HPV genotiplerinin

amplifikasyonu ve tespitini es zamanl olarak yapabilen ger¢ek zamanli PZR tabanh
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testlerdir. Ger¢ek zamanli PZR testleri ile HR HPV’lerin tespiti ve genotiplendirilmesi

giintimiizde tan1 laboratuvarlarinda en sik kullanilan molekiiler yontemdir.

PZR yontemi, gelistirilmesinin ardindan gegen yillar i¢inde diinya genelinde
tan1 laboratuvarlar1 basta olmak iizere farkli bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmistir.
Bu siiregte bilim insanlar1 yontemin daha ¢ok insana ulasip, daha ucuz ve daha faydal
bir tan1 yontemi olabilmesi i¢in bazi kisitlamalarin {istesinden gelmeye c¢aligmustir.
PZR basamaklarinin farkli sicakliklarda gergeklesiyor olmasi ve bunun igin bir termal
dongii cihaz1 gerektirmesi listesinden gelinmeye c¢alisilan zorluklardan en 6nemlisidir.
Gegen yillar icerisinde sabit sicaklikta DNA kopyalamay1 saglayan farkli izotermal
amplifikasyon yontemleri gelistirilmistir (95). Bu yontemlere niikleik asit sekans bazli
amplifikasyon (NASBA), iplik yer degistirme amplifikasyonu (SDA), rekombinaz
polimeraz amplifikasyonu (RPA), iistel amplifikasyon reaksiyonu (EXPAR) ve dongii

aracili izotermal amplifikasyon yani LAMP yontemi 6rnek olarak verilebilir.

2.4. LAMP Yontemi

Yontem ilk olarak 2000 yilinda yayimlanan bir makale ile yeni bir izotermal
amplifikasyon yontemi olarak, Notomi ve arkadaslar tarafindan tanitilmistir (18).
Temel olarak LAMP, izotermal kosullar altinda bir hedef DNA dizisini yiiksek
duyarlilik ve oOzgiilliikkle ¢ogaltan bir amplifikasyon reaksiyonudur. Hizli, uygun
maliyetli, 6zgiilligl yiiksek ve tespit asamasinda farkli yontemlerin kullanimina agik
bir yontem olmasiyla bilim insanlarina PZR alternatifi olabilecek potansiyeli
barmdirdigini diistindiirmiis ve yogun ilgi ¢ekmistir. DNA {izerine yapilan ¢aligmalara
ek olarak yontemin uygulama alanlarini genisletmek amaciyla, reaksiyon karigimina
bir ters transkriptaz eklenmis ve RNA'nin amplifikasyonu i¢in Ters Transkripsiyon
(RT) LAMP yontemi gelistirilmistir (96). Literatiirde, klinik o6rneklerden farkli
patojenlerin saptanmasi amactyla LAMP veya RT-LAMP yontemlerinin kullanildigi
cok sayida ¢alisma bulunmaktadir (17). SARS-CoV-2 pandemisinin meydana gelmesi
hizli ve giivenilir hasta basi testler yapabilmek i¢cin molekiiler yontem gelistirme

calismalarina hiz kazandirmig, LAMP yontemine var olan mevcut ilgiyi arttirmistir.
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LAMP reaksiyonlarinin mekanizmalar1 ve reaksiyon karigiminin igerikleri
daha sonraki boliimlerde detayli olarak agiklanacaktir. LAMP’1 PZR’den ayiran temel
Ozelliklerden bir tanesi primer sayisi ve tasarimidir. LAMP reaksiyonlarinda hedef
DNA'daki alt1 ayr1 bolgeyi taniyan iki i¢ primer (FIP, BIP) ve iki dis primer (F3, B3)
tasarlanir ve bu sayede yiiksek 6zgiilliik saglanir. Dongili primerleri adi verilen ve
reaksiyonlarin hizlanmasini saglayan iki tane primer daha bu sisteme dahil edilebilir.
LAMP reaksiyonlarinin PZR’den bir diger farki da LAMP i¢in iplik yer degistirme
aktivitesine sahip bir DNA polimeraz kullanilmasidir. Bu sayede yiiksek sicakliklarda
DNA denatiirasyonu yapilmasma gerek kalmamaktadir. Reaksiyonda kullanilan
Bst Polimeraz, Geobacillus  stearothermophilus'tan  (eski ismiyle  Bacillus
stearothermophilus) elde edilmektedir. Ozellikle i¢ primerlerin tasarimi ve kullanilan
enzimin iplik yer degistirme aktivitesine sahip olmast LAMP reaksiyonlarinda
olusmas1 beklenen dongii yapisinin ortaya cikist icin &nemlidir. Ilmek yapisi
reaksiyona dongii Ozelligini kazandirmakta ve kisa siirede ¢ok miktarda DNA

cogaltilabilmektedir (18).

2.4.1. LAMP Calisma Prensibi

LAMP yontemi ile DNA amplifikasyonu gergeklestirebilmek i¢in reaksiyon
ortaminda temel olarak c¢ogaltilacak hedef DNA bolgesi, hedef bolgeye 6zel olarak
tasarlanmis primerler, iplik¢ik yer degistirme aktivitesi de bulunan Bst Polimeraz
enzimi, enzimin aktivitesi i¢in magnezyum (Mg) iyonu, hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi
icin kullanilacak olan dNTP’ler ve reaksiyonun uygun ortamda ilerleyebilmesi igin
tampon ¢ozeltisi  bulunmalidir. LAMP reaksiyonunun dogru bir sekilde
gerceklesmesinden sorumlu olan esas unsur primerlerin tasarim asamasidir.
Konsantrasyon, niikleotid ¢iftlerinin konumu ve DNA bdlgeleri arasindaki mesafe gibi
bir dizi faktor agisindan primerlerin optimize edilmesi gerekmektedir. Primerler 60—
65 °C'de tek iplikli bir yapiya sahip olmali ve stabil bir ¢ift iplikli yapi
olusturmamalidir (17). Reaksiyonlarin meydana gelis dinamiklerinin anlasilmasi i¢in

oncelikle 6zgiin primer tasarimi agiklanmalidir.

LAMP primerlerinin tasarimi, hedef dizideki 5' uctan itibaren F3, F2, F1, BI,
B2 ve B3 olarak belirlenen alt1 bolgeye dayanmaktadir (Sekil 2.6). Ileri i¢ Primer
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(FIP), F2¢ bolgesini tamamlayict olan F2 dizisinden (primerin 3' ucunda) ve 5' ucunda
Flc bolgesi ile ayn1 diziden olusur. Geri I¢ Primer (BIP), B2c bdlgesine tamamlayici
olan B2 dizisinden (primerin 3' ucunda) ve 5' ucunda Blc bolgesi ile ayni diziden
olusur. Reaksiyonu hizlandirmak i¢in istege bagli kullanilabilen déngii primerlerinden
fleri Déngii Primeri (FLP), F1 ve F2 arasindaki bolgeye karsilik gelen tamamlayici
iplik kullanilarak tasarlanirken, Geri Dongli Primeri (BLP), B1 ve B2 arasindaki
bolgeye karsilik gelen tamamlayici iplik kullanilarak tasarlanmaktadir (97). Genel
olarak i¢ primerler daha uzundur (45-49 bp) ve sablon {izerindeki iki uzak bolgeye
tamamlayicidir. D1g primerler ise daha kisadir (21-24 bp) ve sablona i¢ primerlerden
daha yavas baglanmasi i¢in reaksiyon karigiminda daha diisiik konsantrasyonlarda

bulunmalidir.

5 Flc
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Sekil 2.6. LAMP reaksiyonunda kullanilan primerler. ( (97) numarali kaynaktan

aynen alinmaistir. )

PZR’nin aksine LAMP reaksiyonlar1 sabit sicaklikta gerceklestiginden primer
tasarimi esnasinda primerlerin erime sicakliklarinin (Tm) dogru bir bi¢imde segilmesi
basarili reaksiyonlar i¢in dnemlidir. Reaksiyonlar esnasinda ¢ok sayida primerin hedef
bolgeye baglanmasinin uygun sicaklikta hassas bir sekilde diizenlenmesi gerekir.
Primerlerin boyunun Tm degerleri g6z Oniinde bulundurularak uzatilmasi veya
kisaltilmasi gerekebilir. Bir diger dikkat edilecek nokta ise primerlerin 6zellikle de FIP
ve BIP i¢ primerlerinin, ikincil yapilarin gelisimini 6nleyecek bi¢imde tasarlanmasidir.
Molekiiller aras1 etkilesimler sonucu olusacak ikincil yapilar {riin verimini
diisiirecektir (98). Primerler tasarlanirken, F2’nin sonundan B2’nin sonuna kadar olan

mesafe yaklasik 120-160 baz cifti olacak sekilde ayarlanir. Bu bolge amplifikasyon
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reaksiyonlart sonucu olusacak LAMP amplikonuna denk gelir ve dambil yapisinin
boyutuyla yakindan iligkilidir. LAMP primerlerinin tasarimi i¢in kullanilabilecek
PrimerExplorer, LAMP Designer Optigene veya Premier Biosoft gibi ¢evrimigi

yazilimlar mevcuttur (17).

LAMP reaksiyonlar1 ile amplifikasyon temel olarak iic basamakta
gerceklesmektedir. ilk olarak baslangic yapist olan dambil seklinde tek iplikli
DNA’nin iiretimi olur (Sekil 2.7). Devaminda dongiisel amplifikasyon meydana gelir

ve son olarak uzama ile geri doniigiim basamagi gergeklesir.
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Sekil 2.7. LAMP reaksiyon basamaklarinin dambil sekilli DNA olusumuna kadar

sematik gosterimi. ( (99) numarali kaynaktan alinmistir. )

Tasarlanan dort primerin tamami reaksiyonun baslangic evrelerinde gorev alir.

Sonraki dongii asamalarinda, sarmal yer degistirme icin yalnizca i¢ primerler (FIP ve
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BIP) gorev alir. Primer tasarimi géz Oniline alindiginda bu i¢ primerlerin LAMP
reaksiyonlarinda ana rolde oldugu sdylenebilir. Baglangi¢ yapisinin liretimine bakacak
olursak, DNA sentezi dncelikle FIP’ten baslar. Uygun reaksiyon sicakliginda FIP’in
F2 bolgesi hedef DNA iizerindeki komplementeri olan F2c¢ bdlgesiyle baglanir ve
tamamlayict iplik sentezi baslatilir (1, 2 numara). Dis primer olan F3, hedef DNA
tizerindeki F3c bolgesiyle eslesir ve yeni DNA zincirinde (3 numara) enzimin iplik yer
degistirme aktivitesi gergeklesir. Bunun sonucunda bir ucunda FIP bagli olan
tamamlayic1 zincir serbest kalir (4 numara). Serbest kalan bu tek iplikli yap1 (5
numara) 5' ucunda ilmik benzeri bir yapt olusturur ve diger i¢ primer olan BIP ile
baslatilacak DNA sentezi i¢in bir sablon gorevi goriir (6 numara). Daha sonra dig
primer B3, B3c ile hibridize olur ve sarmal yer degistirme reaksiyonu ile DNA sentezi
gerceklesir (7 numara). Enzimin aktivitesi sonucu diger zincirin uzaklasmasiyla
dambil sekilli DNA (kok dongii DNA) olusmus olur (8 numara). Iki ucunda déngii
yapist bulunan bu dambil sekilli DNA, LAMP reaksiyonlarinin sonraki agamalari
(Sekil 2.8) i¢in baslangic yapisi olarak gorev almaktadir.
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"%z’d‘lf net Il}l;lt (an Ble

Fle B oie >

(10) >

Sekil 2.8. Dambil sekilli DNA olusumundan sonraki LAMP reaksiyonlarinin sematik

gosterimi. ( (99) numarali kaynaktan alinmistir.)
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Dongiisel amplifikasyonun baslangicinda FIP, dambil sekilli DNA’nin 3'
ucundaki dongii yapisina hibridize olur (8 numara) ve BIP araciligiyla 5' ugta
olusturulan diger dongii yapisina dogru iplik yer degistirmeli DNA sentezi gerceklesir
(9 numara). DNA sentezi sonucu olusan iirlinler, dambil DNA’nin bir tamamlayici
yapisini ve karst ugtaki kok dongii DNA’smni1 igerir (10 numara). Bu iiriinler daha
sonraki dongiilerde, uzama ve geri doniisiim basamaginda BIP ile iplik yer degistirme
reaksiyonu icin sablon (11 numara) islevi goriir. Boylelikle LAMP reaksiyonlarinda
amplifikasyon kendi kendini biiyliterek ilerler; sentezlenen her iplik, olusan yeni
dongili yapilarinin uzamasiyla yer degistirir (18). Nihai {irlinler yani amplikonlar
hedefin birkag tekrarina sahip kok dongii DNA'lar1 ve ¢oklu dongiilere sahip farkli
boyutlarda yapilardir.

2.4.2. LAMP Amplifikasyon Uriinlerinin Tespiti

LAMP yonteminde amplifikasyon reaksiyonlar1 sonrasinda amplikonlarin
tespiti amagli farkli metotlar kullanilabilmektedir. Siklikla kullanilan tespit yontemleri
arasinda bulaniklik 6l¢iimii, agaroz jel elektroforezi, ¢iplak gozle kolorimetrik tespit
ve UV 15181 kullanilarak tespit yer alir. Bulaniklik 6l¢timii, LAMP reaksiyonlarinin bir
yan {iriinii olan magnezyum pirofosfatin (Mg>P>0O7) neden oldugu beyaz cokeltiyi
saptamaya dayanir (100). Tiirbidimetrik 6l¢limiin mevcut olmadig durumda ciplak
gozle goriilen beyaz ¢okeltinin gozlenmesine alternatif olarak, LAMP iiriinlerinin kisa

stireli santrifiijlenmesi alternatif olarak kullanilabilir (101).

LAMP son driinlerini gorsellestirmek i¢in agaroz jel elektroforezi
kullanilabilmektedir. LAMP’da amplifikasyon reaksiyonlarinin son iriinleri hedefin
birkac kez ters ¢evrilmis tekrarini iceren, coklu dongiilere sahip yapilardir ve bunlar
jel lizerinde merdiven benzeri veya molekiil agirlik standardi (‘DNA Ladder’) benzeri
goriintli meydana getirmektedir (Sekil 2.9). Jel elektroforezi ile goriintiileme reaksiyon

tiiplerinin agilmasini gerektirmekte, bu nedenle kontaminasyon riskini arttirmaktadir.
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Sekil 2.9. LAMP iirlinlerinin agaroz jel elektroforezi.

LAMP reaksiyon iiriinlerinin dogrudan tespiti i¢in kalsein, SYBR Green ve
hidroksinaftol mavisi gibi, molekiillerin arasina girme kabiliyeti bulunan interkalasyon
boyalar1 kullanilabilir (100). Reaksiyonlarin baslangicindan 6nce eklenen bir metal
iyonu baglayici florofor olan kalsein boyasi, ¢coziinmeyen bir tuz kompleksi olan
manganez pirofosfat olusturarak reaksiyonu floresan hale getirmektedir. Daha sonra,
serbest kalsein magnezyum iyonlarina baglandiginda floresan daha da yogunlasir ve
UV 15181 altinda kolayca gozlemlenebilir (102). Mg*? ve kalsein arasindaki reaksiyon
ayn1 zamanda dogal 151k altinda ¢iplak gozle goriilebilen turuncudan yesile renk
degisimine (Sekil 2.10) neden olur. Pozitif LAMP reaksiyonu yesil renk olustururken,
negatif LAMP reaksiyonu turuncu renk goriilmektedir. Kalsein kullanimi ile son iiriin
tespiti yiiksek hassasiyet ve ¢iplak gozle inceleme icin renk degisimi saglamasi

nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir (103).

SYBR Green boyast LAMP iiriinlerinin tespiti i¢in kullanilabilen bir diger
boyadir. LAMP son iirlinlerini igeren reaksiyon tiiplerine eklenmesiyle pozitif
orneklerde kirmiziya yakin bir turuncudan sariya yakin bir yesile goriinlir renk
degisimi (Sekil 2.10) olmasina sebep olur ve UV 15181 altinda floresan verir (100).
Kalseinin aksine reaksiyon karigtmima onceden eklenmesi LAMP reaksiyonlarini
inhibe edebilmektedir. Sonradan eklendigi i¢in kontaminasyon riski de bulunmaktadir.
Hidroksinaftol mavisi de LAMP iirlinlerinin gorsel yorumlanmasi i¢in sikca

kullanilmistir. Ancak bu boya floresan 6zelligi gostermez ve yalnizca ¢iplak gozle
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okunabilen renk degisikliginin yorumuna dayanir. Hidroksinaftol mavisi pozitif

reaksiyonlarda menekse morundan gok mavisi renge (Sekil 2.10) doniistir (104).

KALSEIN SYBR Green Hidroksinaftol Mavisi

o Y Y Y Y ¥ Y

Sekil 2.10. LAMP urunlerinin tespitinde kullanilan boyalar ve renk degisimleri.

Son zamanlarda, LAMP {iriiniinii tespit etmek i¢in yanal akis testi gelistirmeye
calisan arastirmalarin sayisi artmistir. Yanal akis testleri diisiik maliyetli, hizli sonug
veren, kullanimi kolay, hafif ve tasinabilir oldugu i¢in tercih edilmektedir. Genel
olarak yanal akis testleri, biyotinlenmis LAMP amplikonlar1 ile hibridize edilmis
izotiyosiyanat (FITC) etiketli DNA problarinda (LAMP amplikonundaki 6zgiil bolgeyi
taniyacak olan) floresan kullanilarak olusturulmaktadir (105, 106). Bu kompleks,
biyotin iizerindeki streptavidin tarafindan yakalanarak altin nanopartikiillerin {izerine
kaplanmis anti-FITC antikoru ile baska bir kompleks olusturacaktir. Bu da test hattinda
gorliniir bir sonu¢ vermektedir. Ayn1 zamanda, biyotinlenmis hedef olmayan {iriin
FITC DNA probu ile hibridize olmaz (sadece LAMP amplikonuna 6zgiidiir) veya test
hattinda streptavidin ile reaksiyona girmek i¢in altin etiketli anti-FITC antikoru ile
kompleks olusturmaz, sinyal liretmez ve test hattinda negatif sonug verir. Yanal akis
testinin altin nanopartikiillerle gelistirilmesi, insan patojenlerinin herhangi bir cihaz

kullanilmadan gorsel olarak tespit edilmesine yardimci olmaktadir (100).
2.4.3. LAMP Yonteminin Avantajlar1 ve Kisitlamalari

Diinya Saglik Orgiitii’niin 6nerdigi iizere ideal bir tani testi, yiiksek duyarlilik
ve ozglllik, diisiik maliyet, uygulama kolayligi ve kisa sonug siiresi gibi 6zellikleri
icermelidir (107). Amplifikasyon teknikleri arasinda LAMP yontemi, karmasik bir
teknige sahip olmasina karsin, tani testlerinden istenilen 6zellikleri potansiyel olarak

barmdirdig i¢in 6ne ¢ikmaktadir. Yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliigiin yaninda LAMP’1n
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sagladigi belki de en Onemli avantaj hasta basinda kisa siirede taniya olanak
saglayabilen hizidir. PZR gibi diger niikleik asit amplifikasyon yontemlerinin aksine
30 dakika gibi kisa bir siire i¢erisinde gerceklestirilebilir. Bir diger 6nemli avantaji,
reaksiyonlar sabit bir sicaklikta ilerlediginden termal dongii cihazi gibi gelismis
cihazlara gereksinimini ortadan kaldirmasi ve basit bir su banyosu veya 1s1 blogu

yardimiyla uygulanabilmesidir.

LAMP yontemi, sonuglarin analizi agsamasinda basitligi ve cesitlendirilebilir
olmasiyla da avantaja sahiptir. LAMP reaksiyonlarinda kullanilan boyalar ister dogal
151k altinda olsun ister floresan boya kullanimiyla UV 15181 altinda olsun, kolorimetrik
degisikliklerin ¢iplak gozle gozlemlenmesini sagladigindan sonuglarin dogrudan
degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir. LAMP amplifikasyonu sirasinda alkaliden
asidige onemli bir pH degisimi gbzlendiginden, pH indikatérii boyalar da LAMP
reaksiyonunu takip i¢in kullanilabilir ve renk degisimi kolayca gdzlenebilir (108).
Ayrica LAMP ters transkriptaz kullanarak RNA'y1 da yiliksek verimlilikle amplifiye
edebilmektedir (109). Bu sayede hem DNA hem RNA saptanmasi amaciyla
kullanilabilmektedir. LAMP yontemi, primer tasarimindaki kompleks dogasindan ileri
gelen Ozgilliigii sayesinde Orneklerde hedef olmayan DNA'nin varligindan
etkilenmemektedir (110). LAMP testi, kan gibi bazi PZR inhibitorlerine karsi stabildir
ve tespit, ekstraksiyon adimi olmadan, islenmemis bir 6rnekle de gergeklestirilebilir.
Bu o6zellikleri sayesinde LAMP temelli tani testleri endemik durumlarda bolgeye

ulastirmak icin taginabilir bir tan1 araci haline getirilebilir.

LAMP teknigi yiiksek duyarlilik ve oOzgiilliige sahip giivenilir bir yontem
olmasma karsin sorunsuz bir bigimde uygulanmasma engel olabilecek bazi
kisitlamalari mevcuttur. Reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan iiriin biiylik bir DNA zinciri
oldugundan bu teknik klonlama gibi diger molekiiler biyoloji islemleri igin
kullanilamaz ve PZR’ye kiyasla daha kisith bir uygulama alaninda kalmaktadir (102).
Amplifikasyon i¢in dogru ve uygun bir hedef bolge segmek zordur. Bu bolge ya yiliksek
oranda korunmusg bir bdlge olmali ya da mikroorganizma tiiriine 6zgii bir bdlge
olmalidir. Duyarlilik ve 6zgiilligii arttirmak icin oldukga kiigiik hedef sekans i¢inde 6-
8 bolgeye 6zgiil 4-6 adet primer tasarlanmaktadir. Primer tasarimi bu nedenle birgok

kisitlamaya maruz kaldigindan, LAMP i¢in primer tasarim asamasi karmasiktir.
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Reaksiyonlar i¢in birden fazla primer kullanilmasi, primer tasariminda dikkat
edilmemesi halinde sablonsuz amplifikasyona yol agan primer-primer hibridizasyonu
riskini ve buna bagli yanlis pozitiflik oranini arttirabilmektedir (111). LAMP’1n bir
diger dezavantaj1 kontaminasyon riskidir. Reaksiyonlar sonras1 tespit i¢in uygulanan
agaroz jel elektroforezinde oldugu gibi reaksiyon tiiplerinin agilmasini gerektiren bir
prosediir takip ediliyorsa, LAMP c¢ok kii¢iik miktarlardaki kontaminasyona kars1 bile
oldukca hassas oldugundan izole bir odada yapilmas1 gerekebilir (112). Son olarak
LAMP reaksiyonunun kolorimetrik gézlemi bireyin renk algisina bagli oldugundan

tespitin yalnizca gozle yapildigr durumlarda sonuglarin yorumu 6znel olacaktir (113).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurul tarafindan onaylanmasinin (Proje no: GO 22/1201, Karar no: 2022/20-09)
ardindan Mayis 2023 ile Mayis 2024 tarihleri arasinda yapilmistir. Calismada
kullanilan 6rnekler, Hacettepe Universitesi Hastanelerine basvuran hastalardan rutin
tan1 testleri dahilinde alinan siiriintii drnekleridir. Bu proje, Hacettepe Universitesi
Hastaneleri Merkez Laboratuvari Molekiiler Mikrobiyoloji Birimi ile Hacettepe

Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir.

HPV enfeksiyonlarinin tanisi ve tedavisi i¢in HPV genotiplendirme testi,
Merkez Laboratuvar Molekiiler Mikrobiyoloji Biriminde gergeklestirilmektedir. Rutin
tan1 amaciyla hastalardan alinan servikal stirlintii 6rneklerinin Merkez Laboratuvar
Molekiiler Mikrobiyoloji Biriminde kabulii yapilmakta ve isleme alinmaktadir.
Calisma kapsaminda kullanilan 6rneklerde otomatik niikleik asit izolasyon cihazi
(GeneRotex 96, Tianlong Xi'an, China) kullanilarak HPV DNA elde edilmis ve gergek
zamanli PZR cihazi (Biorad CFX96, Bio-Rad Laboratories, California, U.S.A)

kullanilarak elde edilen sonuglar yorumlanarak raporlanmaistir.

Aragstirmanin yapildigi tarihlerde laboratuvarda kullanilan tani kiti (Anyplex™
Il HPV28 Detection, Seegene, Giiney Kore) ile HPV genotiplendirmesi de
yapilmaktadir. Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvarina génderilen sivi bazli sitoloji
(sure-path veya thin-prep) 6rneklerinden niikleik asit izolasyonu yapildiktan sonra bu
kit ile 28 farklit HPV tipi i¢in tespit ve genotiplendirme yapilmaktadir. HPV 18 ve HPV
16’nin da dahil oldugu 19 farkli HR HPV (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) tipinin genotiplendirmesi yapilabilmektedir. HR HPV
tiplerine ek olarak 9 adet LR HPV (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70) tipinin
genotiplendirmesi de yapilabilmektedir. Reaksiyonlarin tamamlanmasi i¢in 2 saat 50
dakika gerekmektedir. ilgili viriisler icin farkli floresan kanallarindan (FAM, HEX,
Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705) sonuglar degerlendirilmektedir. Islemlerin

tamamu {iretici firmalarin 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilmektedir.
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Giincel literatiirde, HPV iliskili malignitelerin biiyiik bir boliimiinden yiiksek
riskli HPV tiplerinden HPV 16 ve HPV 18‘in sorumlu oldugu bildirilmektedir (16).
Molekiiler Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen 6rneklerden HPV16 ve HPV18 pozitif
olanlar prospektif olarak toplanmistir. Yukarida belirtilen tarih araliginda, 288 hastaya
ait 288 adet servikal siiriintii 6rneginden elde edilen 259 adet HPV 16 ve 29 adet HPV
18 toplanmistir. Calismalarda kullanilmak tizere 94 adet negatif 6rnek toplanmustir.
Toplanan viral DNA’lar arastirma igin isleme alinana kadar Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda -20° C’de muhafaza edilmistir.

DNA toplanma siireci tamamlandiktan sonra sirayla hedef bolgelere 6zgiil
LAMP primer setlerinin tasarlanmasi, LAMP reaksiyonlarinin optimizasyonu, LAMP
tirtinlerinin farkli yontemlerle degerlendirilmesi, LAMP yontemi i¢in minimum tespit
siirinin belirlenmesi ve elde edilen verilerin PZR sonuglart ile kiyaslamali olarak

istatistiksel analiz islemleri gergeklestirilmistir.
3.2. Viral DNA izolasyonu

Hacettepe  Universitesi Hastaneleri Merkez Laboratuvar Molekiiler
Mikrobiyoloji Birimine HPV tani ve tiplendirilmesi amaciyla gonderilen servikal
stiriintii 6rneklerinden DNA izolasyonu, otomatik niikleik asit izolasyon cihazinda
(GeneRotex 96, Tianlong Xi'an, China) iretici firmanin Onerileri dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Elde edilen izolasyon iiriinleri i¢erisinden, PZR sonuglarina gore
HPV 16 ve HPV 18 ‘e ait olanlar ¢alismada kullanilmak iizere Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda -20° C’de muhafaza edilmistir.

3.3. Primerlerin Tasarlanmasi

Calismada, HPV 16 tanimlamak iizere kullanilacak bir set LAMP primeri ve
HPV 18 tanimlamak tizere kullanilacak baska bir set LAMP primeri tasarlanmustir.
Primerler tasarlanmadan 6nce HPV genomundaki bilinen bolgeler icin, Temel Yerel
Uyum Arama Araci (BLAST) iizerinden tarama yapilmistir. Calismaya 6zgiin ve 6zgiil
primerler tasarlamak amaciyla HPV 16 i¢in genomun L1 bolgesi, HPV 18 i¢in ise

genomun E6 bolgesi hedef bolge olarak secilmistir.
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Primer dizileri tasarlanirken "LAMP Designer Software (OptiGene)" yazilimi
kullanilmigtir. Bu asamada yazilimin arastirmacilara Onerdigi, varsayilan
parametrelere gore calisilmistir. Yazilimin sundugu alternatif primer setleri her iki
HPV tipi igin BLAST ile kontrol edilerek arastirmada kullanilmak {izere uygun primer
dizileri segilmistir. Her bir primer seti FIP, BIP, F3, B3, LF ve LB olmak iizere 6 farkli
primer i¢cermektedir. HPV 16 ve HPV 18 tiplerinin tanimlanmasi i¢in tasarlanan FIP,

BIP, F3, B3, LF ve LB primerlerinin dizi bilgileri tablo 3.1’de gdsterilmistir.

Tablo 3.1. LAMP primerlerinin hedef bolgeleri ve dizileri

Primer Adi | Hedef Bélge Dizisi

16 F3 L1 AAGGCTCTGGGTCTACTG

16 B3 L1 CCATGTCGTAGGTACTCCT

16 _FIP L1 CCCTGTGCTCGTTGTAACCAACACCTAGTGGTTCTATGGT
16 BIP L1 TGGCATTTGTTGGGGTAACCAATGGCAGCACATAATGACAT
16 LF L1 TGAATATTTGGGCATCAGAGGT

16 IB L1 ACTGTTGTTGATACTACACGCA

18 F3 E6 TGGTGTATAGAGACAGTATACC

18 B3 E6 TACTTGTGTTTCTCTGCGTC

18 FIP E6 TTCTGCTGGATTCAACGGTTTTCAGACTCTGTGTATGGAGA
18 BIP E6 TTTCACAACATAGCTGGGCACTGTTGGAGTCGTTCCTGTC
18 LF E6 GCACCGCAGGCACCTTAT

18 LB E6 ATTCGTGCTGCAACCGAG

Primer tasarimi tamamlandiktan sonra, primerlerin sentezi ticari firma
tarafindan gerceklestirilmistir. Sentezlenen primer dizilerinin sulandirilmasi asagida

anlatildig1 sekilde yapilmistir.
Primerlerin sulandirilmasi ve primer stoklarinin hazirlanmast

Uretici firmadan liyofilize halde temin edilen primerlerin LAMP
reaksiyonlarinda kullanilabilmesi igin {iretici firmanin 6nerisi dogrultusunda steril ve
iyonlarindan arindirilmis su ile ¢oziinmesi saglanmistir. Nihai konsantrasyon tiim
primerlerde ayni ve 100 mikromolar (uM) olacak sekilde her primer, iireticinin
onerileri dogrultusunda farkli miktarlarda su ile ¢oziilerek stok primer soliisyonlari

hazirlanmigtir.
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3.4. LAMP Reaksiyonlarimin Optimizasyonu

Yukarida belirtildigi iizere hedef bolgenin LAMP reaksiyonlart ile ¢ogaltilmasi
i¢in kalip virtis DNA’s1 ve primer dizileri kullanim i¢in hazir hale getirilmistir. LAMP
reaksiyonlarinda gerekli olan diger bilesenler igin ticari olarak temin edilen "OptiGene
Isothermal Mastermix" soliisyonu kullanilmistir. Bu soliisyonun i¢inde LAMP
reaksiyonlar1 igin gerekli olan; BstPolimeraz enzimi, termostabil inorganik
pirofosfataz enzimi, optimize reaksiyon tamponu, MgSO, , dNTPs ve ds-DNA’ya
baglanan boya (FAM tespit kanali) bulunmaktadir. "OptiGene Isothermal Mastermix"
soliisyonu liyofilize halde temin edilmis ve iiretici firma onerileri dogrultusunda 2.25
mL steril su ile ¢oziilerek kullanima hazir hale getirilmistir. LAMP reaksiyonlarinin
gerceklesmesi icin gerekli olan tiim icerikler tamamlandiktan sonra LAMP
deneylerine gegilmeden 6nce ¢alisma rahatligi saglamak i¢in stok primerlere ikinci bir

diliisyon uygulanmustir.

Primerlerin reaksiyonlarda istenen konsantrasyonunu koruyup arastirma
boyunca her primeri reaksiyona esit hacimde ekleyebilmek gibi bir ¢calisma kolaylig
yakalamak amaciyla tablo 3.2’de sunuldugu sekilde, 100 puM’lik stok primer
soliisyonlarmma bir asama daha saf steril su ile dilisyon yapilarak farkli

konsantrasyonlarda ikincil primer stoklar1 elde edilmistir.

Tablo 3.2. Stok primer soliisyonlarinin ikinci dillisyon sonucu konsantrasyonlari

Primer Ady Reaksiyonda Istenen Ikinci Diliisyon Sonrasi
Konsantrasyonu (nM) Stok Konsantrasyon (uM)
FIP 1,6 40
BIP 1,6 40
F3 0,2 5
B3 0,2 5
LF 0,8 20
LB 0,8 20

Arzu edildigi gibi stok primer konsantrasyonlarinin elde edilmesinin ardindan
deneylere gecilmistir. Deneyler i¢in tiim LAMP hazirlik islemleri biyogiivenlik diizey
2 (BGD-2) kabinlerde yapilmistir. Karigimlart dagitma islemi dahil tiim basamaklar

soguk blok iizerinde yapilmistir. Tiipler sikica kapatilip hastalardan izole edilen kalip
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DNA’lar eklemek i¢in ikinci BGD-2 olan kabine gegilmistir. Her iki primer seti i¢in
reaksiyonlarda kullanilan konsantrasyonlar ve hacimler aynidir. LAMP reaksiyonlari
i¢in kullanilan deney igerikleri, reaksiyondaki final konsantrasyonlar1 ve reaksiyon

hacimleri Tablo 3.3’te gosterilmistir.

Tablo 3.3. LAMP reaksiyon icerikleri, reaksiyonda son konsantrasyon ve hacimleri

Reaktifler K?ﬁ:ﬁ:’rygfy‘f’i S(:;l) Hacim (ul)
OptiGene Isothermal Mastermix 1x 15
FIP Primer 1,6 1
BIP Primer 1,6 1
F3 Primer 0,2 1
B3 Primer 0,2 1
LF Primer 0,8 1
LB Primer 0,8 1
Kalip DNA Degigken 4
Toplam 25

Tiim deneylerde kontaminasyon kontrolii i¢in negatif kontrol ve reaksiyon
kontrolii i¢in pozitif kontrol tiipleri test edilmistir. Reaksiyon karisimi hazirlandiktan
sonra tiipler 65° C sabit sicaklikta 30 dakika tutulmustur. Bu esnada herhangi bir 1s1l
dongii islemi uygulanmamustir. 30 dakikanin sonunda tiipler oda sicakligina alinmastir.
Siire sonunda hedeflenen gen bolgesine ait iriinler elde edilmis ve reaksiyon

tirlinlerinin tespiti asamasina gecilmistir.
3.5. LAMP Reaksiyon Uriinlerinin Tespiti

LAMP amplifikasyon yontemi, reaksiyonlar sonunda amplifikasyon
tirlinlerinin tespiti asamasinda farkli yontemler kullanilabilmesine olanak saglar. Bu
calismada reaksiyonlarin bitiminde elde edilen iirlinlerin tespiti amaciyla birden fazla
yontem denenmistir. Bu yontemler; Gergek Zamanli PZR cihazinda FAM floresan
1s1ma kanalindan tespit, reaksiyon iiriinlerinin yanal akis seridinde yakalanarak gorsel
olarak tespiti ve DNA’ya baglanan bir boya olan Sybr Green ile gorsel olarak tespitini
igermektedir. Amplifikasyon {iriinlerinin tamami ger¢cek zamanli PZR cihazinda FAM
floresan kanalindan tespit esasiyla ¢alisilmistir. Sybr Green boyasi ve yanal akis seridi

ile tespit kisith malzeme nedeniyle az sayida 6rnek i¢in denenebilmistir. Bu nedenle
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bu yontemlerle iligkili istatistiki bir veri sunulmayacaktir. Ancak LAMP yonteminin
giiclii yonlerinden biri olan tespit asamasinin ¢esitliligini ve cihazdan bagimsizligini

vurgulamak amaciyla denenmis 6rneklere ait sonug gorsellerine yer verilecektir.

3.5.1. Ger¢ek Zamanh PZR Cihazi ile Tespit

Gergek zamanli PZR cihazlari, PZR’de amplifikasyonun ger¢ek zamanli olarak
takip ve tespit edilmesine olanak saglar. Bu amagla, ¢ogaltilan DNA’ya baglanarak
cihazin tespit edebilecegi belli dalga boylarinda 1simalar yapan floresan maddeler
kullanilmaktadir. Klasik olarak, ¢ogaltilan DNA sayisi arttikca floresan 1simanin
siddeti de artmakta ve bu sinyal artig1 cihaz ekranindan ger¢ek zamanl olarak takip
edilebilmektedir. Bu ¢alisma kapsaminda LAMP reaksiyon sonuglarinin
degerlendirilmesi i¢in PZR cihazinin termal dongii protokolii, cihazin tiim dongiiler
boyunca 65° C sabit sicaklikta kalarak her 45 saniyede bir floresan 1simay1 6lgecek
sekilde okuma yapmasi igin programlandi. Toplamda 30 dongii yani 30 dakika

sonunda reaksiyon sonlandirildi.

Bu ¢alisma i¢in LAMP reaksiyonlarinda kullanilan ‘OptiGene Isothermal
Mastermix’ igerisinde, ¢ift zincirli DNA’ya baglanarak gergek zamanli PZR cihazinin
FAM kanalindan okunabilecek 1s1ma yapan floresan madde bulunmaktadir. Reaksiyon
havuzundaki ¢ift zincirli DNA miktar arttik¢a 1s1manin siddeti artmakta ve bu sayede
LAMP reaksiyonu gercek zamanl olarak takip edilebilmektedir. Dongii esik degerine
bakilmaksizin, sigmoidal egrinin goriildiigii reaksiyonlar pozitif, floresan siddetinde
herhangi bir degisiklik olmadan tabanda diiz ¢izgi seklinde goriilen reaksiyonlar
negatif olarak yorumlanmistir. Sekil 3.1 egrilerin negatif reaksiyon ve pozitif
reaksiyon olarak temsilini gostermektedir. 1, 2 ve 3 numarali egri ve benzeri sigmoidal

egriler pozitif kabul edilirken, 4 numarali egri ve benzerleri negatif kabul edilmistir.
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Sekil 3.1. Ger¢ek zamanli PZR cihazindan elde edilen gorsellerin yorumu

3.5.2. Yanal Akis Seridi ile Tespit

Ilgili reaktifler kullanilarak yapilan deneylerde normal LAMP
reaksiyonlarindan farkli olarak FIP primerleri biotin ile isaretli, FLP primerleri ise
FAM ile isaretli olarak siparis edilmis (Oligomer LTD.) ve reaksiyonda isaretsiz
primerlerin yerine eklenerek kullanilmistir. LAMP reaksiyonlarinin gorsel olarak
dogrulanmasi i¢in yapilan analizlerde kontrol ¢izgisinde anti-FAM/FITC antikorunun
sentezlendigi canliya ait kars1 antikor (IgG), test ¢izgisinde ise streptavidin bulunan

‘HybriDetect’ (Milenia Biotec, Giessen, Almanya) isimli test gubuklar1 kullanilmistir.

Yapilan deneylerde bitmis, pozitif olmasi halinde biotin ve FAM ile hibridize
olan DNA molekiillerini igeren LAMP reaksiyonu (25 pL) {izerinde anti-FAM/FITC
antikoru bulunan altin nanopartikiilleri (15-50 nm) igeren taraf soliisyona denk gelecek
sekilde HybriDetect cubuklarinin tizerine damlatilmis ve reaksiyon sivi emme pedine
ulasana kadar beklenmistir. Yiiklemenin yapildigi tarafa yakin olan hat test hattini
ikinci hat ise kontrol hattin1 temsil etmektedir. Sekil 4.1°de gosterildigi iizere, yalnizca
kontrol hattinda ¢izgi olusumunun gozlenmesi negatif sonug, hem test hatti hem
kontrol hattinda ¢izgi olusumu ise pozitif olarak yorumlanmigtir. Bu deneylerde 2’ser

adet HPV 16 ve 18 pozitif numuneyle 1 adet negatif kontrol kullanilmistir.

3.5.3. Sybr Green Boyasi ile Tespit

LAMP reaksiyon firlinlerinin gorsel olarak tespit edilmesi amaciyla, 6zgiil

olmayan DNA boyalarindan olan Sybr Green kullanilmistir. Normalde turuncu renkli
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olan boyanin DNA’ya baglanmasiyla yesil renge donmesi ve UV 151k altinda verdigi
floresan 151ma tespit edilmeye ¢aligilmistir. LAMP reaksiyonlarina 6nceden eklenmesi
durumunda reaksiyona inhibitor etki gosterebildigi bilindiginden Sybr Green ile

muamele amplifikasyon basamagindan sonra yapilmuistir.

10.000X konsantrasyonda temin edilen Sybr Green boyasi, LAMP
reaksiyonlari son firiinlerine 2 pl hacimde eklenmistir. Reaksiyon tiipiindeki renk
degisiminin varlig1 veya yoklugu ¢iplak gozle gézlenmistir. Ayrica floresan 1stmanin
tespiti amaciyla UV 1s1k altinda incelenmistir. Sekil 4.2°de gosterildigi sekilde, yesil
renk degisimi ve UV altinda floresan verme pozitif reaksiyon, renk degisimi veya UV
floresan 1s1ma olmamasi negatif reaksiyon olarak yorumlanmistir. Bu deneylerde 10
adet HPV 16 pozitif 6rnek, 5 adet HPV 18 pozitif 6rnek ve 2 adet negatif kontrol

kullanilmustir.

3.6. LAMP Yontemiyle Tespit Edilebilecek Minimum Viriis Miktari

LAMP yontemi ile tespit edilebilen minimum viriis miktarin1 veya bir baska
deyisle tespitin alt limitini hesaplamak amaciyla, Molekiiler Tanida D1s Kalite Kontrol
(MOTAKK, Ankara, Tiirkiye) firmasindan, igerigindeki miktar: bilinen HPV DNA
standart iiriinii (NIBSC, Potters Bar Hertfordshire EN6 3QG, UK. NIBSC Uriin kodu:
19/224) temin edilmistir. Uretici dnerileri dogrultusunda kullanima hazir hale getirilen
tirtin final konsantrasyon olarak HPV 16 ve HPV 18 genotiplerinin her biri igin 1 X
10" 1U/mL miktarinda DNA i¢ermektedir.

1x 10" IU/mL konsantrasyonda DNA igeren ilk soliisyonun elde edilmesinin
ardindan 1/10’luk seri diliisyonlar ile DNA konsantrasyonu giderek azaltilmis ve test
edilecek en diisik DNA konsantrasyonu olarak 1 IU/mL kullanilmistir.
Kontaminasyon kontrolii amaciyla negatif 6rnek kullanilmistir. Giderek azalan
konsantrasyonlarda HPV virlislerini iceren bu 6rnekler ve negatif kontrol 6rnegi,
aragtirmada c¢alisilan diger Orneklerle ayni prosediirde reaksiyonlara eklenerek

yontemin tespit edebildigi en diisiik DNA miktari anlasilmaya ¢aligilmistir.
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3.7. Direkt Klinik Ornek Kullanimi

DNA izolasyonu basamagi atlanarak reaksiyonlarda direkt klinik ornek
kullaniminin sonuglarini incelemek amaciyla yapilmistir. Bu amagla, test sonucu
bilinen 5 adet HPV 16 pozitif klinik 6rnek ve 5 adet HPV 18 pozitif klinik 6rnek,
izolasyona tabi tutulan diger 6rneklerle ayni hacimde (4 pl), DNA izolasyonuna tabi
tutulmaksizin reaksiyonlara eklenmistir. Reaksiyonlardaki diger reaktiflerin hacim ve
konsantrasyonlar1 ile reaksiyonlar i¢in olusturulan protokolde bir degisiklik
yapilmamistir. Reaksiyon sonu iirlinlerin degerlendirilmesi ger¢cek zamanli PZR

cihaziyla yapilmistir. Reaksiyonlarda pozitif ve negatif kontroller kullanilmistir.

3.8. Verilerin Istatistiksel Analizi

(Calismada reaksiyon sonucunun degerlendirilmesi amaciyla bazi 6rnekler i¢in
birden fazla tespit yontemi kullanilmistir. Ancak istatistiksel analizler i¢in kiimiilatif
veri gercek zamanli PZR cihazlarindan elde edilen sonuglara dayanmaktadir. Bu
calismada istatistiksel analizlerde MedCalc’s (114) paket programlarindan
faydalanilmistir. Altin standart test olarak PZR testi kullanilirken, tani testleri olarak
LAMP testinin performans degerlendirmesinde ise duyarlilik, ozgiillik, pozitif
olabilirlik oran1 ve negatif olabilirlik oranlar1 kullanilmistir. Her iki veri arasindaki
uyumun degerlendirilmesi i¢in de Kappa skorlar1 incelenmistir. Analiz boyunca

anlamlilik sinir1 olarak p<0.05 alinmustir.

Orneklem biiyiikliigii hesaplamasi

Hastalik durumunun ve yaygmhiginin bilindiginde yeni bir tani testinin
degerlendirildigi prospektif caligmalarin ilk asamalarinda ¢alismaya dahil edilecek
orneklemin biiyiikliigii hesaplanir. Yeni tani testinin duyarhilik ve Ozgiilliik
performansinin arastirildigi bu ¢aligmalarda 6nceden belirlenen duyarhilik ve 6zgiilliik
degerlerinin %95 giiven diizeyinde d degeri kadar hata payr aralifinda kalmasi
arzulanir. Duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri bir oran belirttigi i¢in hastalik durumunun

bilindigi durumlar i¢in 6rneklem biiytlikliigli formiilii asagidaki gibi verilmistir (115).
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Caligma dncesinde belirlenen duyarlilik ve 6zgiilliik degeri P ile gosterilmistir.
Duyarlilik ve 6zgiilliikk degerleri literatiirde yer alan onceki ¢alismalarla veya uzman
deneyimleriyle de belirlenebilmektedir. Zhang ve ark.’larmin calismasindan (116)
hareketle duyarlilik ve 6zgiilliik degerleri sirastyla %94 ve %100 alinmistir. d ise hata
paymi ifade etmektedir ve bu ¢aligmada d=0.05 olarak alinmistir. Son olarak 0=0.05

icin Z« ise 1.96 degeri kullanilmistir. Buradan hareketle 6rneklem biiytikliigii en az 86
2

olacak sekilde belirlenmistir. Fakat analizlerin giiclinii arttirmak icin Orneklem

biiyiikliigii 86 ile sinirli tutulmayip fazladan 6rnek eklenmistir.
Dogruluk oran

Tani testinin bir hastanin hastalik durumunu dogru sekilde siniflandirma
olasilig1 dogruluk orani ile ifade edilir. Dogruluk oraninin 1’e yakin olmasi ilgili testin
basarisinin o kadar yiiksek oldugu anlamina gelmektedir (117). Bu oran asagidaki

formiile gére hesaplanir.
Dogruluk Orami = Duyarlilik X Prevalans + Ozgiilliikk x (1 — Prevalans)
Prevalans

Belirli bir zaman igerisinde belirli bir toplumda ilgili hastaligin goriilme
sikligina prevalans denir. Kolaylikla, toplumdaki hasta sayisinin risk altindaki toplam

niifus sayisina orani ile hesaplanabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda kullanilan prevalans degerleri i¢in Gultekin ve ark.’larinin
(16) 1 milyondan fazla kadin katilimci lizerinde yaptiklar1 arastirma esas alinmistir.
Katilimecilardan alinan 6rneklerin %3.5’inin HPV test sonuglarinin pozitif ¢iktig
goriilmiistiir. Test sonucu pozitif ¢ikan bireylerin ise %Z20.7’sinde HPV 16 ve
%5.1’inde ise HPV 18 test sonucunun pozitif oldugu belirtilmistir. Bu nedenle bu

calismada HPV 16 i¢in uygulanan testlerin performans analizinde prevalans degeri
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olarak %0,7245 kullanilirken, HPV 18 i¢in uygulanan testlerin performans analizinde

ise prevalans degeri olarak %0,1785 degeri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Bu aragtirmada HPV 16 ve HPV 18 tespit edilen 6rneklerden geriye doniik
olarak 6rnek sahiplerine ait klinik veya demografik bilgi toplanmamuistir. Dolayisiyla
arastirma sonucu elde edilen bulgular, servikal siiriintii 6rneklerinde HPV 16 veya
HPV 18’e sahip hastalarin klinik 6zellikleri ve yas veya cinsiyet gibi demografik
ozelliklerinden bagimsiz olarak elde edilmistir. Bulgular arasinda; ger¢cek zamanl
PZR sonuglar referans kabul edilerek yontemin analitik performansina dair istatistiki
analiz sonuglari, HPV 16 veya HPV 18 tipleri i¢in ayr1 ayr1 tasarlanan LAMP
yonteminin tespit edebilecegi minimum viriis miktari, tespit asamasinda farkli gorsel
yorumlama yontemlerinin kullanimina iligkin bulgular, izolasyon basamagi

olmaksizin dogrudan klinik 6rnek kullaniminin sonuglar1 yer almaktadir.

4.1. HPV 16 ve 18 Tespitinde LAMP Yonteminin Etkinliginin Degerlendirilmesi

Bu boliimde HPV 16 ve HPV 18 tespiti ve tiplendirmesi i¢in PZR test sonuglari
referans olarak kabul edildiginde, LAMP yonteminin etkinliginin degerlendirilmesine

yer verilmistir.

4.1.1. HPV 16 Tespitinde LAMP Yonteminin Etkinligi

Bu calisma kapsaminda HPV 16 saptanmasi icin referans test olan PZR
sonuclarina gore 284 farkli 6rnegin 259 (%91)’unda HPV 16 tespit edilirken 25
(%9)’inde ise tespit edilememistir. 259 adet 6rnek HPV 16 oldugu bilinen 6rnekler
olarak kullanilmistir. Referans test sonucu HPV 16 i¢in negatif olan 25 adet drnek
diger HPV tiirlerinden bazilarini icerebilir veya tamamen negatif olabilir. Ayni
ornekler iizerinde HPV 16 ig¢in LAMP yontemi uygulandiginda test sonuglarinin

dagilimi tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Referans teste gore HPV 16 icin LAMP testi sonuglarinin dagilimi

Referans Test Sonucu

Test Pozitif (T+) Test Negatif (T-) TOPLAM

TESE'FE)ZIM 252 0 25
LAMP Testi
Sonucu Test Negatif 7 25 32
(T-)
TOPLAM 259 25 284

Tablo 4.2.’de test sonucuna iligskin farkli istatistiklere gore test performans
metriklerine yer verilmistir. Analiz sonuglarina gore HPV 16 i¢in LAMP tani testi 284
ornegin 277’sini dogru smiflandirmistir. Teste iliskin duyarlilik oranimin %97,
ozgiilliikk oraninim ise %100 oldugu tespit edilmistir. Ozgiilliik degeri %100 oldugu igin
pozitif olabilirlik oran1 diizgiin bir sekilde hesaplanamamaktadir. Negatif olabilirlik
orani ise 0,03 olarak kestirilmistir. Tan1 testinin dogruluk orani incelendiginde testin
%99,98 oraninda pozitif ornekleri dogru siiflandirdig: tespit edilmistir. Ek olarak
pozitif ve negatif prediktif degerleri incelendiginde her iki degerin de %99,98 oldugu

gOriilmiistir.

Tablo 4.2. HPV 16 i¢cin LAMP tani testinin analiz sonuglar1

Istatistik Deger 95% Giiven Arahg
Duyarlilik 97% 94,51% - 98,91%
Ozgiilliik 100% 86,28% - 100,00%
HPV 16 Prevalans1 (*) 0,72%

Pozitif Prediktif Deger (*) 100% 98,55% - 100,00%
Negatif Prediktif Deger (*) 99,98% 99,96% - 99,99%
Dogruluk Orani (*) 99,98%

(*) Bu degerler HPV 16 enfeksiyonu prevalansina bagimli olarak hesaplanmuistir.

4.1.2. HPV 18 Tespitinde LAMP Yonteminin Etkinligi

HPV 18 tespitinde LAMP yonteminin etkinliinin arastirildigi caligmada
toplamda 98 6rnek kullanilmistir. HPV 18 tespitinde PZR test sonuglari referans test
olarak kullanildiginda 29 6rnekte HPV 18 varligi tespit edilirken 69 6rnekte HPV 18
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tespit edilmemistir. Tablo 4.3.’te ise LAMP yonteminin HPV 18 i¢in sonu¢ dagilimina

yer verilmisgtir.

Tablo 4.3. Referans teste gore HPV 18 icin LAMP testi sonuglarinin dagilimi

Referans Test Sonucu

Test Pozitif (T+) Test Negatif (T-) TOPLAM

LAMP Testi  Test Pozitif (T+) 25 6 31
Sonucu Test Negatif (T-) 4 63 67
TOPLAM 29 69 98

Tablo 4.4.te HPV 18 tespiti icin LAMP yonteminin farkli metriklerde
performans kriterlerine yer verilmistir. ilgili tam testinin duyarliligmin %86,
Ozgulligiintin ise %91 oldugu goriilmiistiir. Pozitif ve negatif olabilirlik oranlart ise
9,91 ve 0,15°tir. Pozitif olabilirlik oraninin 9,91 olmasi her 95 pozitif sonug i¢in 86
dogru pozitif ve 9 tane yanlis pozitif verdigini géstermektedir. Tan1 testinin dogruluk
orani incelendiginde ise testin %91 oraninda pozitif 6rneklerin durumunu dogru
simiflandirdigi goriilmiistiir. Son olarak HPV 18 i¢cin LAMP yonteminin pozitif ve
negatif prediktif degerleri sirasiyla %1,71 ve %99,97 olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.4. HPV 18 i¢cin LAMP tani testinin analiz sonuglari

Istatistik Deger 95% Giiven Aralig
Duyarlilik 86% 68,34% - 96,11%
Ozgiilliik 91% 82,03% - 96,74%
HPV 18 Prevalansi (*) 0,18%

Pozitif Prediktif Degeri (*) 1,71% 0,79% - 3,65%
Negatif Prediktif Degeri (*) 99,97% 99,93% - 99,99%
Dogruluk Orani (*) 91% 83,87% - 96,04%

(*) Bu degerler HPV 18 enfeksiyonu prevalansina bagimli olarak hesaplanmuistir.

4.2. LAMP Yonteminin Tespit Edebilecegi Minimum Viriis Miktar:

LAMP yonteminin HPV 16 ve HPV 18 viriisleri icin tespit edebilecegi
minimum viriis miktarini degerlendirmek amaciyla igerigindeki DNA konsantrasyonu
bilinen standart kalite kontrol 6rnegi kullanmilmistir. Her iki genotip i¢in de 1 x 100}

IU/mL konsantrasyonda DNA igeren standart numuneye 1/10’luk seri diliisyonlar
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yapilarak DNA konsantrasyonu giderek azaltilmistir. Test edilen en diisik DNA
konsantrasyonu olarak 1 ITU/mL kullanilmistir. Giderek azalan konsantrasyonlarda
HPV 16 ve 18 genotiplerini iceren bu ornekler ve negatif 6rnek, aragtirmada ¢alisilan
diger orneklerle aynmi prosediir ve hacimde LAMP reaksiyonlarina eklenmistir.

Sonuglar gercek zamanli PZR cihazindan yorumlanmustir.

LAMP yonteminin HPV 16 tespitindeki limitini saptamak amaciyla yapilan
deneylerde negatif kontrol kuyucugunda herhangi bir floresan 1s1ma olmamuistur. 1
x 100 IU/mL konsantrasyondan itibaren 10 IU/mL konsantrasyona kadar olan biitiin
kuyucuklarda pozitif reaksiyon goriilmiistiir. 1 IU/mL konsantrasyondaki ornegin
oldugu kuyucukta herhangi bir floresan 1sima olmamistir. Yontemin HPV 18
tespitindeki limitini saptamak amaciyla uygulanan reaksiyonlarda negatif kontrol
ornegine ait kuyucukta herhangi bir floresan 151ma saptanmamustir. 1 x 100) IU/mL
konsantrasyondan itibaren 10 IU/mL konsantrasyona kadar olan biitiin kuyucuklarda
pozitif reaksiyon goriilmiistiir. 1 ITU/mL konsantrasyondaki 6rnegin oldugu kuyucukta
herhangi bir floresan 1s1ma olmamuistir. Bu sonuglara gére, LAMP yonteminin HPV 16

ve 18 genotiplerinin her ikisi i¢in tespit alt limiti 10 IU/mL olarak belirlenmistir.
4.3. Reaksiyon Uriinlerinin Tespitinde Gorsel Yontemlerin Kullanim

LAMP reaksiyonlarinin sona ermesinin ardindan reaksiyon tiipiindeki son
triinlerin gorsel olarak tespiti amaciyla Sybr Green boyasi ile renk degisikliginin
izlenmesi ve iiriinlerin yanal akis seridinde yakalanarak gosterilmesi olmak iizere iki

farkli yontem denenmistir.
4.3.1. Reaksiyon Uriinlerinin Yanal Akis Seridi ile Tespiti

LAMP yontemine ait son irlinlerin yanal akis seritlerinde yakalanarak
gorsellestirilmesi amaciyla 1 adet negatif 6rnek ve 4 adet pozitif 6rnek kullanilmigtir.
Orneklere ait LAMP reaksiyon iiriinii seritlerin iizerine damlatilmis, sivinin ok
yoniinde ilerleyisi goriilip sonlanma noktasindaki emme pedine ulasana kadar
beklenmistir. Daha sonra yanal akis seritleri diiz koyu renk bir zemin {izerinde

degerlendirilmistir. Yiiklemenin yapildig: tarafa yakin olan hat test hattini, ikinci hat
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ise kontrol hattini temsil etmektedir. Negatif kontrol amagli kullanilan 6rnekte yalnizca
kontrol hattinda renk degisimi gortiliirken, dort pozitif rnegin seritlerinde hem test
hem de kontrol hattinda renk degisimi gdézlenmistir. Orneklerin yanal akis seritlerinde

olusturduklar1 gorseller sekil 4.1°de sunulmustur.

NEGATIF

POZITIF (HPV 16)
= 1.

POZITIF (HPV16)

POZITIF (HPV 18)

POZITIF (HPv18)

m”. _
-
— it -

Sekil 4.1. LAMP reaksiyon iirlinlerinin yanal akis seridinde tespiti

4.3.2. Reaksiyon Uriinlerinin Sybr Green Boyasi ile Tespiti

LAMP yontemine ait son tirlinlerin reaksiyon sonrasinda Sybr Green boyasi ile
muamele edilerek renk degisiminin gorsellestirilmesi amaciyla 10 adet HPV 16 pozitif
ornek, 5 adet HPV 18 pozitif 6rnek ve 2 adet negatif 6rnek kullanilmistir. Orneklere
ait LAMP reaksiyon iirlinline Sybr Green eklenerek renk degisiminin ve UV altinda
floresan 1s1manin varlig1 diiz koyu renk bir zemin iizerinde incelenmistir. Negatif
orneklerde boyanin eklenmesinin ardindan reaksiyon tiipiiniin rengi turuncu renkte
gozlenirken, pozitif ornekler boyanin eklenmesiyle yesil renkte gozlenmistir. UV
altinda yapilan incelemede negatif drneklerde herhangi bir floresan 151ma olmazken,
pozitif orneklerde floresan 1s1ma goriilmiistiir. Orneklerin iizerine Sybr Green
eklenmesiyle meydana gelisen renk degisimi ve UV altindaki floresan 1simaya iligskin

gorseller sekil 4.2°de sunulmustur.
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NEGATIF '/ [/, //''''s ADET POZITIF HPV. i

IAREA

L))

NEGATIF 10/ADET POZITiF HPV 16

Sekil 4.2. Reaksiyon sonunda Sybr Green eklenmesiyle gozlenen renk degisikligi
(solda) ve UV altinda floresan 1s1ma (sagda)

4.4. LAMP Yonteminin Klinik Ornege Dogrudan Uygulanmasi

LAMP yontemi ile DNA amplifikasyonunun farkli mikroorganizmalar ve farkli
ornek tiirleri igin DNA izolasyon basamagi olmaksizin direkt klinik Ornekten
saglanabilecegine dair arastirmalar literatiirde mevcuttur. Arastirmada kullandigimiz
reaktifler ve protokol ile direkt klinik 6rnekten HR HPV tespitinin miimkiin olup
olmadigin1 anlamak amaciyla, reaksiyonlar i¢in gerekli diger kosullarin tamami sabit
tutularak, direkt klinik 6rnekler reaksiyon havuzuna DNA izolasyonu yapilmaksizin
eklenmistir. Reaksiyon sonrasi {riinlerin tespitinde gercek zamanli PZR cihazi
kullanilmistir. HPV 16 pozitif oldugu bilinen 5 adet direkt klinik drnekten 4 tanesi ve
HPV 18 pozitif oldugu bilinen 5 adet direkt klinik 6rnekten de 4 tanesi bu sekilde

pozitif olarak saptanabilmistir.
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5. TARTISMA

Rahim agz1 kanseri diinya genelinde 6nemli bir saglik sorunu olmaya devam
etmektedir. Bu kanser, gelismekte olan ve geri kalmis iilkelerde kadinlarin kansere
bagli 6liim sebepleri igerisinde On siralarda yer almaktadir. Bu kansere sebebiyet veren
etkenlere bakildiginda etiyolojik olarak sebep, neredeyse %100‘e¢ varan oranlarda
Insan Papilloma Viriislerinin yiiksek riskli tipleriyle enfekte olmaktir. HPV lerin
cinsel yolla bulasan tiim etkenler icerisinde en 6n sirada oldugu gercegiyle beraber
diistintildiiginde, HPV enfeksiyonlar1 ve rahim agzi kanseriyle kiiresel capta bir

miicadele gerekliligi goriilmektedir.

Bir kanser tipiyle bir viriis enfeksiyonunun bu seviye nedensellik gostermesi
viriise kars1 uygulanacak dogru asilama ve tarama programlariyla rahim agzi kanseri
insidansinin  disirtilebilecegini  diisiindiirmektedir.  Bireylerin  cinsel olarak
aktiflesmesinden once yliksek riskli HPV tiplerine kars1 asilanmasi bu kanser ve iligkili
6liimlerin engellenmesi i¢in kritik bir konumda bulunmaktadir. HPV asilari iilkemizde
rutin ag1 takviminde bulunmamaktadir ve isteyen bireyler kendi imkanlar1 dahilinde

bu as1y1 olabilmektedir. Ancak asilanabilenlerin oranlari istenilen seviyelerde degildir.

Yiiksek riskli HPV tipleri ile enfeksiyonun ardindan kanser tablosunun
gelismesi i¢in 5 ile 10 yil arasinda bir siire gerektigi bilinmektedir (13). Bu siire
nedeniyle, rahim agzi kanseriyle miicadelede agilamaya ek olarak bir diger onemli
unsur ise toplumda risk altinda bulunan bireylerin taranmasidir. Ulkemizde bu
baglamda 2014 yilindan beri HPV DNA bazl1 tarama programi uygulanmaktadir. Risk
altindaki kadinlardan alinan servikal siiriintii 6rneklerinde yiiksek riskli HPV DNA
varlig1 arastirilmaktadir. Bu test gercek zamanli PZR testidir. PZR testleri biiyiik
merkezlerde yaygin olarak kullanilan, yiiksek 6zgiilliik ve duyarliliga sahip testlerdir.
Ancak imkanlarin daha kisith oldugu bolgelere ulasimi konusunda sorunlar vardir.
Sonuglar1 degerlendirecek egitimli personel, karmasik ve pahali ekipmanlar gibi

gereklilikleri bu hizmetin gorece kiiciik bolgelere ulagiminda aksamalar yaratmaktadir.
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LAMP yontemi, PZR’ye kiyasla daha az olan alt yap1 gereksinimleri sebebiyle
hasta bas testlerin gelistirilmesinde, bu testlere niikleik asit tespiti diizeyinde 6zgiilliik
kazandirmak amaciyla tanitildig1 giinden bu yana ¢esitli mikroorganizmalarin tespiti
icin yogun olarak calisilmaktadir. Bu yontem sonucu elde edilen amplifikasyon
tirtinlerinin tespiti asamasinda gorsel sonu¢ almak miimkiin olmakta ve bu sayede
karmagik laboratuvar ekipmani bagimliligi, uzun siiren sonu¢ alma siireleri gibi
zorluklar agilabilmektedir. Tanisal performansi yeterli olan LAMP yontemi temelli bir
tarama testinin kliniklerde mevcut olmasi, HR HPV tiplerine bagli gelisen servikal

kanserle miicadelede erken tan1 ve tedaviye ulasabilen hasta sayisini arttiracaktir.

Bu tezin amac1 laboratuvarda tasarladigimiz LAMP yonteminin, tilkemizde en
sik goriilen yiiksek riskli HPV tipleri olan HPV 16 ve HPV 18 tespiti igin referans
yonteme gore yeterliligini degerlendirmektir. Yiiksek riskli HPV DNA varliginin
yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilik ile taranmasinin, laboratuvardan bagimsizlastirilarak
daha kiiciik bolgelere, hastanin bakim aldig1 odaya, poliklinik sartlarina kadar
tasiabilmesi timit edilmektedir. Daha hizl1 sonug siireleri elde edilmesi ve daha kiigiik
bolgelere ulasim sayesinde test uygulanabilen birey sayisinin artmasmin toplum

sagligini iyilestirici etkileri olacaktir.

Aragtirma sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde LAMP
yonteminin HPV 16 tespiti i¢in duyarliligi %97, 6zgilligi ise %100 olarak tespit
edilmigtir. Test, altin standart olarak kullanilan PZR testine gére pozitif olan 259
ornegin %97’sini dogru bir sekilde saptarken, PZR testine gore negatif 25 6rnegin ise
tamamini negatif olarak dogru bir sekilde saptamistir. Negatif olabilirlik oraninin sifira
¢ok yakin olmasi (0,03) referans test sonucu negatif olan 6rneklerin tespitinde ¢ok
basarili oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak pozitif ve negatif prediktif
degerlerinin %100 olmas1 da HPV 16 i¢in LAMP tani testinin sonuglarinin basaril

oldugunu gostermektedir.

HPV 18 tespiti i¢in LAMP testi sonuglar1 incelendiginde ise, LAMP testinin
pozitif 6rnekleri %86 oraninda dogru bir sekilde saptayabilirken, referans testle negatif

sonu¢ alman Orneklerin ise %91’ini dogru bir sekilde tespit ettigi gorilmistiir.
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Toplamda ise 6rneklerin %91’inde altin standart yontemle karsilastirildiginda dogru

sonug alindig1 goriilmiistiir.

HPV 16 ve HPV 18 i¢in ayr1 ayr1 tasarlanan LAMP tani testlerinin birbirleriyle
karsilastirilmasi yapildiginda, LAMP yonteminin HPV 16 i¢in duyarlilik ve 6zgilliigi
strastyla %97 ve %100 iken, HPV 18 i¢cin duyarlilik ve 6zgiilliik sirastyla %86 ve %91
olarak saptanmisti. LAMP yonteminin HPV 16 ve HPV 18 saptanmasinda dogruluk
oranlar1 ise sirastyla %99,98 ve %91 olarak hesaplanmistir. Buna gore, negatif ve
pozitif 6rneklerin dogru tespiti konusunda HPV 16 i¢in gelistirilen LAMP yonteminin
performansinin HPV 18 i¢in gelistirilen LAMP testine gore daha yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Calismada, LAMP reaksiyon liriinlerinin tespit edilmesinde gorsel sonug veren
yontemlerin uygulanan protokole uygunlugu arastirilmistir. Bu amacla daha énceden
sonucu bilinen 4 adet pozitif ve 1 adet negatif 6rnege ait LAMP reaksiyon {iriinii yanal
akis seridine damlatilmistir. Ayrica 6nceden sonucu bilinen 10 adet HPV 16 ve 5 adet
HPV 18 ve 2 adet negatif 6rnege ait LAMP reaksiyon iiriinii Sybr Green ile muamele
edilerek renk degisikliginin varligi gozlenmistir. Her iki yontem ile pozitif veya negatif
karar1 vermenin miimkiin oldugu gosterilmistir. Ancak boyle gorsel sonug alinan
yontemlerde karsilasilabilen bazi sorunlar oldugu bilinmektedir. islem uygulandiktan
sonra degerlendirme Oncesi bekleme siliresinin Uzamasi elde edilen sonuglarin
yorumunu etkileyebilmektedir. Ayrica renk algisi kisiden kisiye degisebildigi igin

sonuclar 6znel olmaktadir.

Mevcut literatiirde LAMP amplifikasyon yontemini farkli tespit metotlari ile
birlestirerek HPV DNA varligini tespit ve genotiplendirme amaciyla kullanan gesitli
yayinlar vardir. Bu yaymlarin ortak amaci LAMP izotermal amplifikasyonunu HR
HPV tespitinde yiiksek 6zgiilliik ve duyarlilik ile kullanilabilecek hale getirmektir.
Calismalarin kurgusu, ¢alisilan 6rnek sayist ve tipi, reaksiyon siireleri, son triinleri
tespit etmekte kullanilan metotlar, referans olarak alinan yontemler ve testlerin

performansina iliskin elde edilen veriler arastirmalar arasinda farklilik gostermektedir.



54

Literatiire bakildiginda, sabit bir sicaklik altinda hedef bolgenin verimli bir
sekilde cogaltilmasi i¢in gereken siirenin tasarlanan primer setlerine ve varligi
arastiritlan HPV tipine gore degisebildigi goriilmektedir. Bu siire farkli yayinlarda
ortalama 20 ile 60 dakika arasinda degismekte olup, biiylik cogunlukla 45 dakikanin
altindadir (116). Calismamizda da literatiire benzer sekilde HPV 16 ve HPV 18
tiplerinin hedef bdlgelerinin ¢ogaltilabilmesi i¢in 30 dakikalik reaksiyon siiresi yeterli

olmustur.

HPV 16 ve HPV 18 tespiti i¢in gelistirilen LAMP yontemlerinin tanisal
performansina bakildiginda, literatiirdeki diger calismalarla uyumlu sekilde son derece
yiiksek ozgiillige (HPV 16 ve 18 i¢in sirasiyla %100 ve %91) sahip olduklar
goriilmektedir (116, 118, 119). Bu yiiksek 6zgiilliigiin, yontemin dogasindan ileri
gelen, hedef bolgeye baglanacak primer sayisinin fazla olmasindan kaynaklandigi ve
saglikli bir sekilde ¢aligan tiim primer setleri i¢in saglanabilecegi diistiniilebilir. HPV
18 tespitindeki gorece ozgiilliik diisiisii, arastirmadaki HPV 18 6rnek sayisinin azligi,
referans yontem olarak kullanilan PZR testinin bazi 6rnekler i¢in yanlis negatifligi ya
da E6 hedef gen bolgesi i¢in tasarlanan primerlerin performansindan kaynaklanmig

olabilir.

Her iki viriis tipi i¢in yontemin duyarliligina bakildiginda HPV 16 ve 18 i¢in
strastyla %97 ve %86 oldugu goriilmiistiir. LAMP yonteminin duyarhilig: literatiirdeki
benzer yaymlarda da yiiksek c¢ikmaktadir. Farkli calismalarda farkli oranlar
sunulmustur ve bu g¢alismadaki sonuglarin genel itibariyle HPV 16 ve HPV 18
genotipleri icin literatiirdekilere benzer oldugu goriilmiistiir (119, 120). ideal bir
tarama testinin hasta bireyleri atlamamasi igin yliksek duyarliliga sahip olmasi
gerektigi bilinmektedir. Calismadaki yontemin bir tarama testi olarak kullanilabilmesi
icin HPV 18 tespiti amaciyla gelistirilen LAMP reaksiyonlarimim optimizasyonun

arttirilmasi ve bu tanisal giiciiniin 1yilestirilmesi gerektigi goriilmektedir.

Arastirma i¢in toplanilan veriler ve deneyler ile elde edilen sonuglar arasinda
hastalarin demografik ve klinik verileri yer almamaktadir. Bu calismada 6zellikle
laboratuvara gelen 6rnekler izerinden yontemin tanisal performansina odaklanilmistir.

Farkl1 klinik lezyonlar, maligniteler, hastalik durumu, yas veya cinsiyet gibi hastalari
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Klinik ve demografik olarak ayristiracak ozelliklere gore ydntemin tanisal
performansinin anlamli bir sekilde degisip degismeyecegi bilinmemektedir. Ancak
LAMP yonteminin yiiksek riskli HPV tespiti i¢in klinik uygunlugu, 6zellikle hizl
sonu¢ siiresi ve diisik maliyet saglamasi ile karmasik donanim gereksinimi

olmamasiyla 6nemli bir potansiyele sahiptir.

Sonuglardan yola ¢ikarak, DNA izolasyon basamagi olmaksizin direkt klinik
ornekten sonu¢ elde etmenin miimkiin olmasi, 30 dakika gibi bir siirede sonug
alinabilmesi, reaksiyon sonu tiriinlerin tespitinde gorsel olarak yorumlamay1 miimkiin
kilan farkli yontemlerle uyumlu ¢aligmasi ve yiiksek tanisal etkinligi sayesinde LAMP
yonteminin HR HPV teshisi asamasinda hasta bakim hizmetini iyilestirici sonuglari
olacag1 diisiiniilmektedir. Niikleik asit diizeyinde sagladigi yiliksek oOzgiilliikk ve
duyarlilik ile hasta basi tarama testi gibi kullanilmasi1 ve pozitif sonug¢larin donaniml
bir laboratuvarda dogrulanmasinin uygun bir algoritma olabilecegi diisiiniilmektedir.
Bu tarz bir uygulama, yeterli asilama ve tarama programlarina sahip olmayan orta ve
dar gelirli iilkelerin 6zellikle biiyiik hastanelere erisimin kisitli oldugu bolgelerinde,
toplumdaki HR HPV kaynakli servikal kanser insidansinin azaltilmasina katki

saglayacaktir.

Calismanin giiglii yonleri ve sinirliliklart degerlendirilecek olursa; dncelikle
calismanin giiglii yonlerinden bir tanesi HPV 16 pozitif olarak toplanan o6rnek
sayisinin, bilimsel literatiirdeki benzer ¢aligmalara kiyasla daha fazla sayida olmasidir
(121, 122). Bu sayede yontemin HPV 16 i¢in tanisal performansma dair istatistiki
verilerin daha giiglii bir sekilde elde edilmesi miimkiin olmustur. Calismanin giiglii
yonlerinden bir digeri, literatiirde HPV 16 ve HPV 18 icin kullanilabildigi gosterilen,
dizi bilgileri bilinen hazir primerler yerine, bu arastirmaya 6zgii LAMP primerleri
tasarlanmis olmasidir. Bu sayede caligmanin Onceki yayinlardan ayrigarak 0zgiin
degerinin artmasi1 saglanmistir. Ayrica yontemin gelistirilmesi ve ¢esitlendirilmesi
amaciyla ileride yapilacak ¢aligmalar igin bu konuya iliskin akademik bilgiye de katki

saglanmistir.

HPV 16 ve 18 tespiti i¢in tasarlanan LAMP yonteminin minimum tespit

sinirinin belirlenmesi ¢aligmanin giiclii yonlerinden bir tanesidir. Bu sayede yontemin
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hedef bolgeyi ¢ogaltmadaki hassasiyetine iliskin kantitatif bir veri elde edilmistir.
Calismanin diger bir giicli yonii, reaksiyonlarin gerceklesebilmesi icin DNA
izolasyonu adiminin atlanabileceginin gosterilmesidir. Direkt klinik 6rnekten DNA
izolasyonu yapilmaksizin ¢alisilan 6rneklerde de hedef bolgenin gogaltilip tespitinin
miimkiin oldugu gosterilmistir. Molekiiler bir tani testinin donanimli laboratuvar

ortamina bagimli kalmadan yapilabilmesi ag¢isindan bu nokta kritik Gnem tagimaktadir.

Calismanin gii¢lii yonlerinden bir digeri, amplifikasyon iriinlerinin birkag
farkli yontem ile tespit edilebilmis olmasidir. Istatistiki analizler i¢in Srneklerin
tamaminda veri saglamas1 amaciyla tespitte gergek zamanli PZR cihazi kullanilmustir.
Buna ek olarak, amplifikasyon iiriinlerinin tespitinde Sybr Green boyasi ile renk
degisimine dayali ve yanal akis seridinde yakalanarak gorsel yorumlamanin miimkiin
oldugu gosterilmistir. Gorsel olarak yorumlamanin miimkiin olmas: daha once de
aciklandigr tlizere LAMP yontemi i¢in Onemlidir. Bu aragtirmada kullanilan
primerlerin, diger reaksiyon igeriklerinin ve reaksiyon kosullarinin farkli gorsel tespit
metotlartyla uyum iginde ¢alisabileceginin goriilmesi gelecekteki arastirmalarin 6niinii

acabilmesi agisindan da 6nem tagimaktadir.

Calismanin smirliliklaria bakacak olursak, HPV 18 i¢in toplanan 6rnek
sayisinin az olmasi ¢alismanin sinirliliklarindan biridir. Deneyler sonucu HPV 18 icin
elde edilen verinin azligi muhtemelen, testin analitik performansini bazi parametreler
i¢in etkili bir sekilde degerlendirmeye engel olmustur. HPV 18 6rnek sayisinin azligi
ve HPV 18’in toplumdaki prevalansinin HPV 16’ya kiyasla daha diisiik olmasi iki
yontem i¢in ayr1 hesaplanan pozitif prediktif degerler arasinda gercegi yansitmayacak
derecede dramatik bir farka yol agmistir. (HPV 16 ve HPV 18 igin PPD sirasiyla; %100
ve 1,71%). Bu sonuglar yontemin kendisinden degil, istatistiki bir kisitliliktan

kaynaklanmaktadir.

PZR sonuglar1 ile LAMP reaksiyonlarina ait sonuglarda farklilik yasanmasi
durumunda ilgili sonuca ait izolatlarin dizileme gibi referans bir yontemle arastirilarak
sonucun kesin olarak aydinlatilamamis olmasi ¢alismanin sinirliliklart arasinda yer
almaktadir. PZR ile sonucu negatif ancak LAMP reaksiyonlar1 sonucu pozitif olarak

tespit edilen veya tam tersi durumdaki bir 6rnek i¢in, hangi sonucun gergek anlamiyla
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dogru oldugu kesin olarak bilinmemektedir. PZR sonuglarinin referans kabul edilmesi

boylesi durumlarda testin tanisal performansina iligskin sonuglari etkilemis olabilir.

Calismanin genel bir smirlhiligl, sonuglarin gorsel olarak yorumlanmasini
miimkiin kilan yontemlerin ve izolasyon adimi olmaksizin direkt klinik 6rnekten sonug
almanm arastirildigi 6rnek sayisinin azligidir. Arastirma Oncesi temin edilebilen
reaktif miktarmin kisith olmasi istatistiki analizler i¢in gerekli deneylere oncelik
verilmesine sebep olmustur. Calisilabilen sinirl sayida drnekle bahsi gegen konulara
iliskin sonuclar elde edilmistir. Bu sonuglar arastirmada kullanilan primerlerin ve
reaksiyon protokoliiniin bu yontemlerle ne derece uyum iginde c¢alistigina dair genel
bir fikir verse de istatistiki olarak anlamli bicimde gosterilmesi agisindan yetersiz
kalmistir. Gelistirilen protokoliin direkt klinik 6rnek veya farkli tespit yontemleri igin
arastirilmasi Ve daha genis bir 6rnek grubunda yeterliliginin degerlendirilmesi gelecek

arastirmalarm konusu olabilir.

Calismadan elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, LAMP
yonteminin HR HPV tiplerinden HPV 16 ve HPV 18’in tespiti igin yeterli tanisal
etkinlige sahip oldugu sonucuna varilmistir. Ancak yontemin rutin tarama testi olarak
uygulanabilirligi ve ¢ogaltilan iirlinlerin pratik bir sekilde gosterilmesi konularinda
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Yontemin daha karmasik ve birbirinden farkli
ornek tlirlerindeki performansi daha iyi aydinlatilmalidir. Diger HR HPV tespit
yontemleriyle karsilagtirildiginda istiinliikleri ve dezavantajlar1 daha detayli bir
sekilde incelenmelidir. Daha genis perspektifle ele alinacak sekilde, farkli yontemler

ile karsilastirildiginda saglik hizmeti sunma maliyetlerine olan etkileri incelenmelidir.

Gelecekteki aragtirmalar LAMP yonteminin HR HPV  tespitindeki
potansiyelini daha da gelistirmeye odaklanmalidir. Bu kapsamda LAMP yontemi ile
daha ¢ok sayida HPV genotipini tespit etmeye yonelik arastirmalar yapilabilir. Bunun
yani sira ayni reaksiyon havuzu igerisinde birden fazla HPV genotipinin tespit
edilmesini saglayacak multipleks LAMP sistemlerinin gelistirilmesine odaklanilabilir.
Ayrica, yontemin duyarlilik ve oOzgilliigini arttirmak icin yeni amplifikasyon
stratejileri ve primerler gelistirilebilir. Bu ¢aligmalar, LAMP ydnteminin HR HPV

tespiti i¢in alaninda daha giivenilir ve verimli bir segenek haline gelmesine katki
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saglayabilir. Gelecekteki caligmalar, LAMP yonteminin HPV tespitinde daha da
iyilestirilmesi igin yeni teknolojilerin entegrasyonunu igerebilir. Ornegin, akill
telefonlar gibi taginabilir cihazlarla entegre edilmis LAMP tabanli tespit cihazlari
gelistirilebilir. Bu cihazlar vasitasiyla, gorsel olarak sonug veren ancak yorumlamasi
kisiden kisiye degisebilecek yanal akis seridi veya Sybr Green kullanimi gibi
yontemlere ait sonuglarin akilli uygulamalar ile islenerek daha giivenilir sonuglar

alinmas1 mumkiin kilinabilir.

Bunlarla birlikte, yeni gelistirilen her yontem igin gegerli olacagi gibi, LAMP
yonteminin HR HPV tespitinde klinik kullanimi i¢in standartlastirilmis protokollerin
olusturulmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu tiir standart protokoller sayesinde farkli
laboratuvarlarda veya klinik ortamlarda yOntemin tekrarlanabilirliginin  ve

giivenilirliginin artacagi diisiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda yiiksek riskli HPV tiplerinden olan HPV 16 ve HPV 18
genotiplerinin saptanmasinda LAMP yonteminin etkinligi degerlendirilmistir.
Calismamiz, ileriye doniik olarak 288 hastaya ait 288 adet servikal siiriintii 6rneginden
259 adet HPV 16 ve 29 adet HPV 18 viriisiiniin elde edilmesiyle 1 yil igerisinde
gerceklestirilmistir. Laboratuvara rutin tani amaciyla gonderilen servikal siiriintii
orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak izole edilen HPV DNA’lara ger¢ek zamanl
PZR ve LAMP reaksiyonlar1 uygulanmistir. Bu 6rnekler i¢in PZR sonucu referans
kabul edilerek LAMP yonteminin HPV 16 ve 18 saptanmasinda etkinligi

degerlendirilmistir.

Elde edilen verilerin istatistiki analizleri sonucunda, HPV 16 saptanmasi
amaciyla tasarlanan LAMP yonteminin duyarlilif1 %97 ve 6zgiilliigti %100 iken, HPV
18 i¢in tasarlanan LAMP yonteminin duyarliligt %86 ve ozgilligi %97 olarak
saptanmistir. Yapilan deneylerde, DNA izolasyon basamagina gerek duyulmaksizin
direkt klinik 6rnekten sonuca ulagsmanin da miimkiin oldugu gosterilmistir. Ayrica
LAMP reaksiyonlarina ait son triinlerin tespitinde kolorimetrik boya veya yanal akis
seridi gibi gorsel sonug veren farkli yontemlerin kullaniminin miimkiin olabilecegi

gosterilmistir.

Calismamizda HPV 18 saptanmasi amaciyla gelistirilen LAMP yonteminin
tanisal performanst HPV 16 i¢in gelistirilen LAMP yontemine kiyasla daha diisiik
bulunmustur. Bu duruma yol agabilecek nedenler ve ¢oziimleri tartisma boliimiinde ele
alinmmisti. Bu ¢alisma sonunda asagida maddeler halinde belirtilen Onerilerin

vurgulanmasinin uygun oldugu diistiniilmistiir:

i. LAMP yontemi PZR’ye kiyasla uygulamasi basit, karmasik laboratuvar
ekipmanlar1 gerektirmeyen, hizli sonu¢ veren ve daha az maliyetli bir yontemdir.
Aragtirma sonucu ortaya ¢ikan tanisal etkinligi de dikkate alindiginda, biiyiik
hastanelere erisimin kisith oldugu bolgelerde servikal kanserle miicadele kapsaminda
HR HPV taranmasi i¢cin LAMP yonteminin kullanimi etkili olabilir. Hastanin
goriildiigii poliklinik sartlarinda uygulanip 30 dakika i¢inde sonug¢ alinabilen bu
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yontem sayesinde servikal 6rneklerinde HR HPYV tipleri saptanan hastalar kesin sonug
icin daha donanimli bir merkeze yonlendirilebilir. Boyle bir uygulamanin yiiksek
Ozgiillik ve duyarhilik ile taranabilen birey sayisini arttirmasi sayesinde toplumda
goriilen servikal kanser insidansini azaltarak halk sagligini iyilestirici etkileri olacagi

distiniilmektedir.

ii. Gelecekteki arastirmalar, LAMP yonteminin HR HPV tespitinde klinik
kullanim i¢in daha uygun hale getirilmesine odaklanmalidir. Bu amagcla, primer
tasarimlar1 daha fazla optimize edilmeli ve daha basarili tanisal performans elde
edilmelidir. Ayni reaksiyon havuzunda birden fazla HR HPV tespitini miimkiin kilmak
amactyla LAMP yonteminin multipleks hale getirilmesi i¢in ¢calismalar yapilmalidir.
LAMP yonteminin avantajli yonlerini gili¢lendirip klinik uygulamaya uygun hale
getirmek amaciyla, direkt klinik 6rnek kullanimi1 ve gorsel sonug almanin test edildigi
calismalarin yapilmast gerekmektedir. Ayrica, LAMP yonteminin farkli klinik
ortamlarda ve popiilasyonlarda performansini degerlendiren calismalar, daha genis

kullanimin ve etkisini degerlendirmek i¢in degerli olacaktir.

Sonug olarak ¢aligmadan elde edilen veriler dogrultusunda, LAMP yonteminin
klinik 6rneklerden HPV 16 ve HPV 18 saptanmasinda yeterli tanisal etkinlige sahip
oldugu gosterilmistir. Calismadaki sonuclar LAMP yonteminde direkt klinik 6rnek
kullanim1 ve tespit asamasindaki ¢esitlilige dair bilinenleri desteklemektedir. Bu
veriler, daha biiylik ve ¢esitli 6rnek gruplarinin bagimsiz olarak incelendigi, diger
kisithiliklart giderilmis baskaca ¢alismalarda detaylandirilmali ve standart protokoller

gelistirilmelidir.
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