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OZET

Amag: Bu ¢alismada Human papillomaviriis (HPV) persistans1 gosteren ve HPV klerensi
gosteren iki grup arasinda sistemik inflamatuar markerlar, periferal kan ve endoservikal
doku akim sitometri analizlerinde lenfosit immiinfenotiplerinde farklilik olup olmadigi

arastirilmak istenmistir

Yontem: Akdeniz iiniversitesi tip fakiiltesi, kadin hastaliklar1 ve dogum poliklinigine
basvuran premenopozal, HPV persistansi gosteren 19 ve HPV klerensi gosteren 22 hasta
calismaya dahil edilmistir. Bu hastalardan es zamanli alinan periferal vendz kan ve
endoservikal sitobrush ornekleri akim sitometri cihazinda immiinfenotiplendirme
analizine tabi tutulmus lenfosit yiizdeleri ve fenotipleri karsilagtirilmistir. Periferal venoz

kandan ayrica sistemik inflamasyon markerlar1 analiz edilmistir.

Bulgular: Periferal ven6z kan absoliit lenfosit sayist HPV peristansi grubunda klerens
grubuna gére daha diisiik saptanmustir (1.9 vs 2.5 x10/ pl, p.004). Nétrofil/lenfosit orani
(NLR) persistans grubunda klerens grubuna gore daha yiiksek saptanmistir (2.4 vsl1.6,
p.024). CD3+CD8+ T lenfosit yiizdesi persistans grubunda klerens grubuna goére daha
diisiik saptanmistir (24.5 vs 35.8 %, p .014). Gammadelta T lenfosit (GDT) i¢indeki CD8+
hiicre yiizdesi persistans grubunda klerens grubuna goére daha diisiik saptanmastir ( 22.6
vs 32.2 %, p .021). CD3-GDT yiizdesi klerens grubunda daha yiiksek saptanmustir (3.4 vs
11.5 %, p .013). Endoservikal sitobrush analizinde ise total CD3+T lenfosit, CD3+CD8+
T lenfosit, CD8+GDT, GDT i¢inde CD4-CD8- orani, GDT i¢inde CD8+ oran1 persistans
grubunda daha diisiik ¢cikmustir sirasiyla (52 vs 73.6 %, p.004), (9.8 vs 20.2 %, p .013),
(7.2vs 15.1 %, p .030), (51.1 vs 69.6%, p.041), (9 vs 15 %, p.048). CD3+CD4+ Tlenfosit
ve CD4+GDT yiizdesi ise persistans grubunda klerens grubuna gore daha yiiksek
saptanmigtir, sirastyla (37.6 vs 14.1 %, p.002), (38.6 vs 15.0 %, p .004).

Sonu¢: HPV persistansinda sistemik ve lokal immiinitede farklilik vardir. Endoservikal
mukozada bu farklilik belirgin olarak CD8+ lenfosit aleyhine, CD4+ lenfositler lehinedir.

Endoservikal mukozadaki farklilik esas olarak GDT hiicrelerden kaynaklanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Human papillomavirus, Kanser, Lenfosit



ABSTRACT

Objective: We aimed to evaluate systemic inflammatory markers, peripheral blood and
endocervical cytobrush derived immune cells with flow cytometry in Human papillomavirus

(HPV) persistent and nonpersistent patient populations.

Method: Premenopausal 19 patients with HPV persistence and 22 patients with HPV clearance
who applied to Akdeniz University Faculty of Medicine, obstetrics and gynecology outpatient
clinic were included in the study. Peripheral venous blood and endocervical cytobrush samples
taken simultaneously from these patients were subjected to immunophenotyping analysis with
multicolor flow cytometry, and lymphocyte percentages and phenotypes were compared. Systemic

inflammation markers were also analyzed from peripheral venous blood.

Results: Peripheral venous blood absolute lymphocyte count was found to be lower in the HPV
persistence group than in the clearance group (1.9 vs 2.5 x10%/ ul, p.004). Neutrophil/lymphocyte
ratio (NLR) was higher in the persistence group than in the clearance group. (2.4 vs1.6, p.024).
The percentage of CD3+CD8+ T lymphocytes was found to be lower in the persistence group than
in the clearance group (24.5 vs 35.8 %, p .014). The percentage of CD8+ cells in Gammadelta T
lymphocyte (GDT) was found to be lower in the persistence group than in the clearance group (
22.6 vs 32.2 %, p .021). The percentage of CD3-GDT was higher in the clearance group (3.4 vs
11.5 %, p .013). In the endocervical cytobrush analysis, total CD3+T lymphocyte, CD3+CD8+ T
lymphocyte, CD8+GDT, CD4-CD8- ratio in GDT, CD8+ ratio in GDT were lower in the
persistence group. (52 vs 73.6 %, p.004), (9.8 vs 20.2 %, p .013), (7.2 vs 15.1 %, p .030), (51.1
Vs 69.6%, p.041), (9 vs 15 %, p.048) respectively. The percentage of CD3+CD4+ T lymphocyte
and CD4+GDT was found to be higher in the persistence group than in the clearance group. (37.6
vs 14.1 %, p.002), (38.6 vs 15.0 %, p .004) respectively.

Conclusion: There are significant differences in systemic and local immunity in HPV persistence.
This difference is clearly against CD8+ lymphocytes and in favor of CD4+ lymphocytes in

endocervical mucosa. The difference in endocervical mucosa is mainly due to GDT cells.

Key words: Human papillomavirus, Cancer, Lymphocyte
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1. GIRIS

Serviks kanseri Human papillomaviriis (HPV) ile oldukc¢a yakindan iliskilidir. Bu
iliskiyi saglayan persiste HPV enfeksiyonunun uzun yillar sebat etmesidir. Ancak
glinlimiizde ¢ok yaygin olarak saptanan HPV enfeksiyonunun hangi hastalarda
persiste edecegi hangi hastalarda klerens izlenecegi 6nceden anlagilamamaktadir.
Ayrica HPV enfeksiyonunun persiste etmesinin altinda yatan immiinolojik
nedenler halen tamamen aydinlatilamamistir. Elbette persiste enfeksiyonun
sebeplerinden biri de HPV’nin miikemmel bir immiin sistemden kagis stratejisi
stirdiirmesidir. HPV’ye kars1 olusturulan immiin yanitta keratinositler, langerhans
hiicreleri (LC), Dendritik hiicreler (DC), makrofajlar, intraepitelyal gammadelta
hiicreleri (GDT) kadin genital sistem mukozasmin hiicresel komponentini
olusturmaktadir. GDT hiicreler unkonvansiyonel T hiicrelerinin prototipini
olusturmaktadir ve epitel bariyerinin korunmasinda ilk savunma hattinda yer alir.
Dogal ve adaptif immiinite arasinda koprii gérevi goriir. Biz bu ¢alismay1 dizayn
ederken GDT hiicrelerinin ve diger immiin hiicrelerin, periferal kan ve
endoservikal dokudaki degisimlerinin HPV persistans1 ile iliskili olabilecegi

hipotezini ortaya koyduk.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Human Papilloma Viriis (HPV)

HPV (human papilloma viriis) zarfsiz, ikozahedral yapida, 360 kopya L1 proteininden,
merkezinde bir kopya L2 proteini bulunan 72 pentamerik kapsomerden olusan kapsidin
cevreledigi, sirkiiler, c¢ift zincirli DNA virlisidiir. Yaklasik boyutu 55mm dir
(Graham,2017). Yaklasik 8bin baz ¢iftinden olusan sirkiiler genomu erken viral proteinleri
(E6, E7, E8, E1,E2, E4 ve E5) kodlayan erken bolge ve viral kapsid proteinleri olan L1
ve L2 proteinlerini kodlayan ge¢ bolge olarak iki kistmdan olusmaktadir (Sekil 2.1.)

: .| Viral DNA repliki transkripsi
URR:| gepiikasyon URR E6 E7 E1:| Vira replikasyon ve transkripsiyonu

orijini,transkripsiyon

E2:

faktorii baglanma noktasi ve
gen ekspresyon kontrolii

Viral DNA replikasyonu, Apopitoz , represyon EGE7

L1: Major capsid protein E4:) Viral DNA replikasyonu

L2: Minor capsid protein L1 HPV16 E1
dsDNA

immiin tanima (MHC) ve apopitoz

E5_:. Hiicre proliferasyonu, EGFR simnyal yolak degisimi,

7906 bp E6: P53 pargalanmasi, hiicre siklus regiilasyonunda

instabilite

ET: pRB pargalanmast, hiicre siklusunda S fazina yeniden
~ 7| giris, p16 saptanmasi ve overekspresyonu, kromozomal

Sekil 2.1. HPV 16 viral yapisi ve eksprese edilen proteinler (de Sanjose ve ark.,2018)

Ucgiincii olarak, LCR (uzun kontrol bdlgesi) , protein kodlamayan replikasyon ve viral
transkripsiyondan sorumlu bir bolge bulunmaktadir. Bu bdlge ayni1 zamanda LRE ( ge¢
regiilator element) olarak da bilinen elementiyle posttranskripsiyonel kontrol de
saglamaktadir (Amador-Molina ve ark.,2013; Graham,2017). Viral proteinlerin
ekspresyonu hiicre diferansiasyon programu ile iligskidedir bdylece servikal epitelin farkli
tabakalarinda farkli ekspresyon profili gézlenmektedir. ilk olarak viral replikasyon ve
transkripsiyondan sorumlu E1 ve E2 eksprese olur. E2; LCR iizerindeki dortlii E2
baglanma norktasina baglandiginda E6 ve E7 viral onkogenlerinin transkripsiyonel
diizeylerini kontrol eder (Amador-Molina ve ark.,2013). HPV kutandz ve mukozal epiteli

enfekte etmektedir. Giliniimiizde 200’den fazla farklt HPV genotipi bulunmaktadir .



Bunlardan yaklagsik 40 kadar1 anogenital bolgede cinsel yolla bulasan genital wartlara
neden olmaktadir. Bunlarin igerisinde de yiiksek riskli olarak siniflanan HPV genotipleri
anogenital kanserlere neden olmaktadir. HPV biitiin insan kanserlerinin %5 den fazlasini
olusturmaktadir (Graham,2017). HPV’nin Kklasifikasyonu genotip 06zelliklerine gore
yapilmakta ve her genotip birbirine gore , yiiksek derecede korunmus L1 gen bolgesinde,
en az %10 luk sekans farki gostermektedir (Kocjan ve ark.,2015). Giintimiizde gelisimsel
olarak 5 HPV genotip grubu bulunmaktadir. Bunlar o, B, v, u, ve v olarak
siniflandirilmaktadir. Bu gruplarin i¢ginde en biiyiigii a grubu olup, temel olarak mukozay1
enfekte eden 64 adet HPV’ yi igermektedir. Daha dncede bahsettigimiz gibi bunlarin
icinden 40 tanesi anogenital trakti enfekte etmekte ve 15 tanesi de yiiksek riskli (YR),
onkojenik (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) olarak
siiflanmaktadir. B subgrubu daha ¢ok kutandz epiteli enfekte etmekte iken, UV 1sinlari
ile birlikte; non-melanom squamoz hiicreli karsinomlar gibi insan tiimorlerine neden
olabilmektedir (Bzhalava ve ark.,2014; Kocjan ve ark.,2015). y, u, ve v subgruplari ise
sadece benign hastaliklara neden olmaktadir (Graham,2017) (Sekil 2.2.).



Sekil 2.2. Human papillomavirus’iin filogenetik agaci (Kombe Kombe ve ark.,2020)

Biitiin diinyada serviks kanserlerinin %95°den fazlas1 yukarida bahsedilen onkojenik HPV
tipleri araciligiyla ger¢ceklesmektedir. Bunlarin i¢inde HPV16 en yiiksek riskli olmakla
birlikte HPV31, HPV33, HPV35, HPV52 ve HPV58 ile birlikte Alfapapillomavirus-9
grubunda yer alir. HPV 18,HPV39, HPV45, HPV59 ve HPV68 Alfapapillomavirus-7
grubunda, HPV51 Alfapapillomavirus-5 grubunda, HPV56 ise Alfapapillomavirus-6
grubunda yer almaktadir (Mirabello ve ark.,2018). Literatiirde en ¢ok en yiiksek
karsinojenite Ozelligi gosteren HPV 16 calisilmistir. HPV 16 varyant soylarina

bakildiginda, bugiine kadar, 4 adet major varyant soyu ve 16 adet altsoy tanimlanmustir.



Al-3 (klasik Avrupa), A4 (Asya), B1-4 (Afrikal), C1-4 (Afrika2), D1 (Kuzey Amerika),
D2 ve D3 (Asya-Amerika) ve D4 bu altsoylardir. Bu tanimlanan varyant soylar ve
altsoylarin, persistans ve kanser progresyonu agisindan farkli riskler olusturdugunu
gosteren bir cok calisma literatiirde mevcuttur. Ayrica HPV 16 alt soylar1 A4, D2 ve D3,
daha sik goriilen A1/A2 alt soylart D3 ve D2’ye gore, onemli oranda artmis
adenokarsinoma in situ ve adenokarsinom riski olusturmaktadir (Mirabello ve ark.,2016).
Bu gostermektedir ki kiigiik genetik degisiklikler, adenokarsinom riskinde biiyiik farklara
yol agmaktadir.

2.2 HPV Yasam Dongiisii

Cogu virlis hedef hiicreyi enfekte ettikten sonra ayni enfekte hiicrede yavru viriisleri
uretirken, HPV enfeksiyonunda durum bir miktar farkli gergeklesmektedir. HPV
enfeksiyonunda yeni virionlarin sentezi sadece enfekte hiicre mitoza girdikten sonra ve

yeni olusan hiicrelerden biri diferansiasyon siirecine girdiginde gerceklesmektedir

(Moody ve Laimins,2010).

HPV epitelyal dokuyu bazal tabakadaki mikrotravma alanlarindan ya da tek tabakali
squamoz hiicrelerin bulundugu endo-ektoserviks sininirindan penetre ederek giris yapar
ve yasam dongiisii keratinositlerin diferansiasyon siireciyle paralellik gostermektedir.
HPV o6zellikle intra-epitelyal bir patojendir. L1 kapsid proteini bazal memrandaki heparin
siilffat proteoglikan reseptorlerine baglanmaktadir. Ardindan viral kapsidde L2
komponentini yiizeye tasiyan konfromasyonel bir degisim gerceklesmektedir. Son
caligmalarda EGFR reseptorleri, laminin, integrinler, syndecan-1 molekiilleri de giris
reseptOrii olarak kullanilabildigi gosterilmistir. Giris daha ¢ok mikropinositoza benzeyen
bir endositoz yoluyla gerceklesmektedir. Ardindan da viral genomun nukleusa olan
yolculugu gerceklesmektedir. HPV genomu nuklausta baslangigta ekstrakromozomal yani

epizomal yerlesim gostermektedir (Graham,2017).

HPV genomu, polimeraz ve diger replikasyon enzimlerini i¢ermediginden host
enzimlerine bagimlidir. Viriis yasami baslangigta genom ile enfekte bazal hiicrelerde,

hiicre basina yaklasik 10 kopya gibi diisiik kopya sayist ile siirdiiriilmektedir. Epitelyal
5



hiicreler farklilastik¢a viriis replikasyonu yiiksek kopya sayilarina ulasmakta ve en son
asamada stratum spinosum ve granulosum tabakasinda hiicre bagina 1000 kopya gibi bir
say1 ile replikasyon siirecini tamamlamaktadir. Keratinositler boliinmeye devam ettigi
siirece yiiksek riskli (YR) HPV kendi viral proteinleri E6 ve E7’yi siki kontrol altinda
tutmaktadir. Host hiicre yani keratinositler bolinmeyi durdurup maturasyonlarini
tamamladiklarinda bu viriis i¢in aktivasyon ve viral genomun kopya sayisini arttirma
yoniinde bir sinyal olusturmaktadir. Boylece gen ekspresyonu da epitel tabakalarinda
farklilik gostermektedir. E genleri en bastan itibaren aktifken kapsidi kodlayan L genleri
epitelin st tabakalarinda eksprese olmaktadir. Bu ekspresyon sonucu en son asamada
viral kapsid proteinlerinin sentezlenmesi ile epitelyal yiizeyden salgilanan yeni nesil
virionlar olarak hayatlarina devam etmektedirler (de Sanjose ve ark.,2018; Stanley ve
Sterling,2014). (Sekil 2.3.)

Kornifiye =s> \ (o0 ~eYeNen\ Virionlarin olusumu ve
Bl sacilmasi
Graniler |1 & =g B \ (O Y O0C oY m Wl _
Geg (L) genlerin ekspresyonu
ve genom amplifikasyonu
Spindz
Erken (E) gen ekspresyonlar1 E1 ,
E2, E6, E7,
Bazal
Dermis

Normal Epitel HPV ile enfekte epitel

Sekil 2.3. Human papillomavirus igin hayat siklusu (Moody ve Laimins,2010)

HPV ile enfekte hiicrelerin proliferasyon kapasitesi ¢esitli faktorler tarafindan yonetilir.
Bunlardan en belirgin olanlar1 Retinoblastom (Rb) gen ailesine ait olan, p105, p107 ve
pl30 dir. HPV E7 proteini RB ‘a baglanmakta ve onlar1 pargalanmak {izere
isaretlemektedir. Bu E2F denen transkripsiyon faktoriiniin serbestlesmesi ve aktivasyonu

ile sonuglanmakta, bu da S faz1 genlerinin ekspresyonunu gergeklestirmektedir. Biitlin
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HPV’lerin E7 proteini Rb ailesine baglanabilmekte ancak YR HPV E7 proteini daha
yiiksek bir afinite ile bu baglantiy1 gerceklestirmektedir. E6 proteini ise pS3 proteinine
parcalanmasi i¢in baglanmakta ve hiicre bliyiimesindeki inhibisyon engellenmektedir. E6
ve E7 proteinlerinin kombine etkisi ile hedef hiicrede hiicre siklus regiilatorleri devre dis
kalmakta S fazi siirdiiriilmektedir. Persiste enfeksiyonda bu artmis hiicre boliinmesi
sonucu zamanla mutasyonlar birikmekte ve kansere progresyon gergeklesmektedir

(Moody ve Laimins,2010).

En iyi senaryo ile enfeksiyon baslangici ile viriis salinimi arasinda gereken siire yaklasik
3 haftadir. Bu sirada viriis replikasyonu ile iligkili herhangi bir sitoliz ya da sitopatik 6lim
goriilmemektedir. Yasam dongiisli diferansiasyon siireci immiin aktiviteden uzak bir
alanda gerceklesen ve sonunda kaderi 6liim olarak 6nceden belli olan bir hiicre grubunda
gerceklesmesi buna katki saglamaktadir. Virlis ile indiiklenmis bir hiicre oliimi
olmadigindan inflamasyon da baslatilamamaktadir. Proinflamatuar sitokin salimi yok ya
da ¢ok az oldugundan antijen sunan hiicre aktivasyonu ya da migrasyonu da
gerceklesememektedir  (Stanley ve Sterling,2014). Simdiye kadar ki yapilan
arastirmalarda HPV’nin yasam siklusunda viremi fazi saptanmamis ve host savunmasina

kars1 goriinmez olarak uzun siireler varligi ihmal edilebildigi gozlenmistir (Stanley,2010).

2.2.1.HPV Genom Entegrasyonu

HPYV viriisii servikal materyalde epizomal formda, entegre formda ya da ikisini de igeren
miks formda bulunabilmektedir. Entegrasyon siklikla erken proteinleri kodlayan
genlerden E1 ya da E2 bolgesinde gerceklesir. Bu boliinme, onkogen ekspresyonunu
negatif feedback kontrol altinda tutan, viral regiilatuar gen olan E2’nin kaybi ile
sonuglanir. Entegrasyon sonucunda olusan transkriptler episomal DNA’dan olusanlara
gore daha stabil ve HPV 16 entegrasyonu, etkilenen hiicrelerin segici biiyiime avantaji ile
sonuglanmaktadir (Woodman ve ark.,2007). Servikal kanserli vakalarin biiyiik kisminda
entegrasyon goriiliirken hepsinde bu durum ger¢eklesmemektedir. Servikal kanserde HPV
genom entegrasyonu frekansina bakacak olursak; HPV 16 ,18 ve 45°e gore, HPV 31 ve
33 i¢in daha diisiik rakamlarin s6z konusu oldugu goriilmektedir (Mirabello ve ark.,2018).

HPV16 i¢in entegrasyon oranlari arttikca servikal neoplazi siddetinin de arttig



bildirilmistir. Nadiren de olsa invaziv hastalikta epizomal formlar tespit edilebilir. HPV
16’nin tersine, HPV 18 genomu yiiksek dereceli lezyonlarda ve invaziv hastalikta hemen

daima entegre formda bulunmaktadir (Woodman ve ark.,2007).

2.3 HPV Enfeksiyonu Epidemiyolojisi

HPYV biitiin diinyada en sik cinsel yolla bulasan infeksiyon olarak tanimlanmaktadir. 2007
yilinda 291 milyon HPV pozitif kadin ile, diinyadaki en sik viral enfeksiyonlardan biridir
(de Sanjose ve ark.,2007). Saglikla ilgili sorunlarin yaninda bireyin sosyal hayatini da
negatif etkileyebilmektedir. HPV iliskili sorunlar diinya iizerinde Onemli diizeyde
degiskenlik gosterebilmektedir. Morbidite ve mortalite ile iligkili faktorler; cografi,
sosyoekonomik, kiiltiirel, ve viral genom varyabilitesi ile iligkili genetik faktorler, yas,
cinsiyet anatomik bolge ve saglik durumu gibi bireysel intrinsik faktorler gibi
siralanabilmektedir. Normal servikal sitolojisi olan kadinlar iginde 2007 ve 2010 yillarina
ait HPV prevalanst %10.4 ve %11.7 iken 2019 yilinda bu rakamin %9.9 oldugu
saptanmigtir (Kombe Kombe ve ark.,2020). En yiiksek prevalansin Okyanusya %30.9 ve
Afrika %21.1 iilkelerinde olmakla birlikte , Avrupa’da %14.2, Amerika’da %]11.5,
Asya’da ise %9.4 oldugu gorilmiistiir (Bruni ve ark.,2010; de Sanjose ve ark.,2007;
Kombe Kombe ve ark.,2020). Yiiksek riskli HPV genotiplerine baktigimizda en sik
rastlanan tipler sirasiyla HPV 16,18,59,45,31,33,52,58,35,39,51,56 ve 53 genotipleridir.
Diisiik riskli tiplerden en sik kargimiza ¢ikanlar ise HPV 6 ve 11 genotipleridir (Kombe
Kombe ve ark.,2020).

Papillomaviriisler her yerde bulunabilen, hem erkek hem de kadinlar etkileyen bir viriis
grubudur. Erkek bireylerde global prevalansi kadinlardakine benzerdir. Diisiik riskli HPV
suslart ile deri ve mukozay1 enfekte edebilen direkt temas ile bulasan, benign diiz ya da
kabarik kondilomlar ortaya ¢ikmaktayken yiiksek riskli suslar invaziv kansere progrese
olan siireclere neden olmaktadir. HPV enfeksiyonlarinin biiyiik kismi herhangi bir
semptoma ya da hastalifa yol agmadan yaklagik 12- 24 ay i¢erisinde temizlenmekte iken

oldukgca kiiciik bir kismi preinvaziv ve invaziv lezyonlara progrese olabilmektedir.

HPV’nin tiim diinyadaki biitiin kanserlerin yaklasik %4.5 kadarindan ( 630.000 yeni

vaka/yil ) sorumlu oldugu bilinmektedir. Kadin ve erkek oranlarina ayri ayr1 bakacak



olursak bu oranin kadinlarda %38.6 erkeklerde %0.8 oldugunu gérmekteyiz. Bu yiizdelere
total say1 olarak bakacak olursak kadinlarda yillik 570.000 vaka , erkeklerde yillik 60.000
vaka HPV ile iligkili olarak gelismektedir. Kansere yol acan enfeksiy6z ajanlarin halk
sagligindaki onemi, iliskili fraksiyon kavrami ile degerlendirilmektedir. HPV iliskili
kanserler icin, iligkili fraksiyon; popiilasyondan HPV tamamen silinseydi olusmayacak
olan kanser oranidir. Bolgesel farklara baktigimizda HPV iliskili fraksiyonlar
Avustralya/Yeni Zelanda ve ABD’de <%3 iken Hindistan ve Afrika bolgelerinde bu oran
>%20 gibi oranlara yiikselmektedir. Serviks kanseri HPV iligkili kanserlerin %83 kadarini
olusturmaktadir. Bu vakalarin 2/3’t az gelismis tilkelerde goriilmektedir. Diger HPV
iligkili kanserlere bakacak olursak anogenital kanserlerden yillik 8500 vaka ile vulva
kanserleri, 12000 vaka ile vajina kanserleri, 35000 vaka ile anal kanserler (yarisi
erkeklerde), 13000 vaka ile de penil kanserler goriilmektedir. Bas boyun kanserleri s6z
konusu oldugunda , HPV iliskili kanserler yillik 38000 vaka diizeyinde oldugu, bunlarin
21000 kadarinin geligsmis tilkelerde goriillen orofarengeal kanserlerden olustugu
goriilmektedir. HPV  16/18 ve HPV6/11/16/18/31/33/45/52/58 grubunun rolatif
katkilarina baktigimizda sirasiyla %73 ve %90 oldugunu gormekteyiz. Servikal
kanserlerle kiyaslandiginda nonservikal HPV iligkili kanserlerin erkeklerde ve ileri yas
grubunda daha sik oldugu da gbze g¢arpmaktadir (de Martel ve ark.,2012; de Martel ve
ark.,2017).

2.4 HPV Enfeksiyonu ve Serviks Kanseri Iliskisi

YR HPV ile servikal kanser iliskisini ilk kez ortaya koyan ve giinlimiizdeki, serviks
kanseri 6nleme ¢aligmalarinin dogmasina aracilik eden , Harald zur Hausen, 2008 yilinda
Nobel tip odiiliinii kazanmigir. O giinden bugiine HPV asilar1 ve serviks kanseri
taramalarinda kullanilan HPV DNA testleri giinliik kullanima girmis ve 6nemli oranda
kanser erken tani almig ya da heniiz preinvaziv hastalik diizeyinde iken tedavi
edilebilmistir. 10 y1l kadar onceki verilerle serviks kanseri, diinyada, kadinlarda goriilen
en sik 3. kanserdi (de Martel ve ark.,2012). Ancak ayni verilere gore, 42 kaynaklar1 kisith
ilkede kadinlardaki en sik kanser olarak karsimiza ¢ikmakta idi. Bugiin HPV 16 ve 18’in
invaziv serviks kanserlerinin %71’inden, prekiirsor lezyonlarin da %40-60 kadarindan

sorumlu oldugunu bilmekteyiz (de Martel ve ark.,2012). Kanser istatistiklerinde 6nemli
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bir yeri olan GLOBOCAN verileri, 2008 yil1 i¢in, tiim diinyada , 530.000 serviks kanseri
vakasi, 275000 oliim vakasi bildirmis ve vakalarin %85’inin az gelismis {ilkelerde
meydana geldigini bildirmistir. 10 yil sonra 2018 yilinda giincellenen GLOBOCAN
verilerine bakacak olursak, bu verilere gore serviks kanseri major halk saglig1 problemi
olmaya devam etmektedir ve diinyadaki kadinlarda en sik 4. kanser ve mortalite
siralamasindadir. Cografi bolge olarak baktigimizda, serviks kanseri, dogu, orta, giiney ve
bat1 Afrika’da kanser iligkili 6liimlerin ana nedenidir. Kuzey Amerika, Kuzey ve Bati
Avrupa, Avustralya ve Yeni Zelanda’daki diisiik serviks kanseri oranlarinin ise basarili

sitolojik tarama politikalar1 nedeniyle oldugu disiiniilmektedir(Arbyn ve ark.,2020).

Serviks kanserinde, oOzellikle ortalama tani yasi, diger major kanser tipleri ile
karsilastirildiginda daha diisiik oldugundan oransal olarak daha uzun yasam yili kaybina
neden olmaktadir. Bu da aslinda HPV enfeksiyonunun ve sonuglarinin ne kadar énemli
bir halk saglig1 sorunu oldugunu bize tekrar hatirlatmaktadir. HPV ile birlikte, diger cinsel
yolla bulasan hastaliklar ( HIV ve Klamidya trachomatis), sigara, oral hormonal
kontraseptifler gibi kofaktorler de global servikal kanser etkisine katkida bulunmaktadir
(Arbyn ve ark.,2020; de Martel ve ark.,2012).

2.4.1. HPV ve Servikal Karsinogenez

Serviks kanseri iyi tanimlanmis ve lizerinde ¢ok sayida ¢alismalar yapilmis preinvaziv
faza sahip bir kanserdir. Bu fazda yapilan serviks kanseri taramalarinda hastalik
yakalanabilmekte ve invaziv kansere progresyon dncesinde tedavi edilebilmektedir. Bu
preinvaziv hastaliklar; hafif displazi CIN1, orta displazi (CIN2) ve siddethi
displazi/karsinoma insitu (CIN3) olarak, histolojik anormalliklerin goriildiigii genis bir

spektrumda incelenmektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Human papillomaviriis’in neden oldugu klinik tablolar (Kombe Kombe ve ark.,2020)

Karsinogenez siireci i¢in HPV ile kronik ve persistan enfeksiyon gerekli ancak yeterli

degildir. Cok sayida endojen ve eksojen etkenler de bu stirece katkida bulunmaktadir.

Normal hiicre siklusunda bazal epitelyal hiicreler asimetrik olarak g¢ogalarak bazal
tabakay1 yenilerler. Hiicre diferansiasyonu sirasinda boliinme sayisi apikal epitelin
formasyonu ile smirlidir. YR HPV enfeksiyonunda hiicre boliinmesinde devamlilik
meydana gelir. Bu molekiiler diizeyde E6 ve E7 proteinlerinin hiperekspresyonu ile
saglanir. E6 ve E7 onkoproteinlerinin hiperekspresyonu ise, viral genomun host
genomuna entegreasyonu sonucu bazi genlerin ekspresyon kaybi (p97°yi negatif regiile
eden E2 proteini geni) sonucu ortaya ¢ikmaktadir. E2 proteini baskist olmadiginda p97
serbestce , HPV iligkili hastaliklarin ortaya c¢ikmasina neden olan E6 ve E7
ekspresyonlarin1 indiiklemektedir (Moody,2017; Moody ve Laimins,2010; Pett ve
Coleman,2007).

Primer enfeksiyon sonrasinda enfeksiyonla iliskili klinik durumlar1 tanimak oldukga
zordur. Serviks kanseri taramasi yapilip anormallik saptanmadig siirece asemptomatik
olarak atlatilir. Ayrica kadinlarin %98 ‘1 HPV viriisiine maruz kaldiklar1 halde %30- 40
kadar1 enfeksiyona uygun ortam olusturmaktadir. HPV infeksiyonu her iki cinsiyette de
%75-90 civarinda gegici bir enfeksiyon olarak atlatilmaktadir. Enfeksiyon persistans

gosterdiginde sirasiyla servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) 1, 2, 3 klinik tablosu
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gelismektedir. Yiiksek gradeli (CIN2-3) lezyonlardan sonra kansere progresyon riski ise
%3.3 olarak bildirilmistir (Kombe Kombe ve ark.,2020).

HPV enfeksiyonunda eliminasyonu stiresi ( 2.5y1l) ; enfekte olunan HPV tipi, viral yiik,
immiin durum, ve enfeksiyonun anatomik orijini ile iliskilidir (Kombe Kombe ve
ark.,2020). Bu durumlarin servikal kanser igin risk faktorii olusturan immiinsupresyon,
sigara i¢imi, oral kontraseptifler, yiiksek parite diger cinsel yolla bulasan hastaliklar
(6zellikle klamidya), HIV ile benzerlik gosterdigine dikkat edilmelidir. Ayrica, son
yayinlarda vajinal mikrobiyomun hastalik progresyonuna karsi protektif ya da stimiile
edici rol oynayabilecegi de ortaya konmustur (Graham,2017). Enfeksiyonun elimine
edilemedigi durumlarda persistans gelismekte ve preinvaziv siire¢lere dogru progresyon
baslamaktadir. Ancak persiste enfeksiyon klerens sonrast reinfeksiyonla
karistirtlmamalidir ki reinfeksiyon ile CIN3 gelisme riski, edinilmis immiinite nedeniyle
persiste enfeksiyona gore 6 kat daha azdir (Gilham ve ark.,2019). Giiniimiizde
bilinmektedir ki bu preinvaziv ve invaziv siireclere progresyonda persiste enfeksiyon
durumu olusmast gereklidir. Ancak persistans kavrami bazi durumlarda farkl
tanimlanabilmektedir. Baz1 ¢alismalarda persistans ; iki farkli 6l¢giimde HPV DNA test
pozitifligi olarak tanimlanmis, ancak bu test arasi siire bilinemeyeceginden ve sabit
olmadigindan dogru bir tanimlama degildir. Ayrica tek bir ornekleme ile de persiste
enfeksiyon tanis1 konyulamamakta ¢ilinkii hastanin dncesinde ne kadar stiredir HPV DNA

pozitif oldugu bu sekilde tespit edilememektedir.

Giliniimiize kadar yapilmis olan ¢alismalarda YR HPV pozitif olan kadinlarda , yiiksek
viral ylk 6zelligi gosterenlerde, sitolojik anormalliklerin daha sik goriildiigii gozlenmistir.
Bu tarz bir dl¢limiin HPV tabanli serviks kanseri taramalarmin etkinligini arttiracagi
tahmin edilebilir. Ancak artitk daha aciktir ki, viral ylik ve hastalik iliskisi
diisiiniildiiginden daha karmasik bir siirectir. Ayrica viral yiik hastalik siddeti iligkisindeki
karsit sonuclarla birlikte, baz1 ¢alismalarda viral yiikiin enfeksiyonun siiresi, hastalik

klerensi, progresyon ile de iligkili olmayabilecegi gosterilmistir (Woodman ve ark.,2007).

Multipl HPV tipleri ile enfekte olma durumunda bu tiplerin birbiriyle yarisma ya da sinerji
durumunda goérev yapma durumu konusunda yayinlar tartismalidir. Bir’den fazla HPV

susu ile enfekte olma durumu hem kadinlar hem erkekler i¢in oldukga sik rastlanilan bir
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durumdur. Enfeksiyonun dogal seyrini inceleyen c¢alismalarda herhangi bir yarigma
durumu tespit edilmemekle birlikte yeni bir HPV tipi ile enfekte olma durumu diger baska
bir tiple dnceden enfekte olmus olmakla ilgisiz gibi goriinmektedir (Liaw ve ark.,2001;
Rousseau ve ark.,2001). Bununla birlikte HPV 58 ile enfekte olma riskinin; HPV 16 ve
18 ile aktif enfeksiyonu olan bir birey i¢in HPV negatif olan bireye gore 7 kat daha yiiksek
olduguniu gosteren bir c¢alisma da yaymlanmistir (Mendez ve ark.,2005). Eger
koenfeksiyon durumunda karsilikli bir tip spesifik survival avantaji saglantyor ise bir HPV
tipinin eliminasyonu digerlerinin dogal seyrinde beklenmeyen bir fayda saglayabilecektir

(Woodman ve ark.,2007).

Biitiin kanserlerin gelisim basamaklarini ortak olarak aciklayan ve erken karsinogenezin
isareti olan alti adet ‘kanser isaretgisi’ sirasiyla soyledir, kendi biiylime sinyallerini
saglarlar, bliylimeyi inhibe edici sinyalleri gérmezden gelir, hiicre 6liimii gergeklesmez,
siirsiz replikasyon gerceklesir, anjiyogenezi siirdiiriir, ve dokular1 bazal membran ve

kappillerler araciligi ile invaze ederler (Hanahan ve Weinberg,2000). (Sekil 2.5.)

Proliferatif sinyallerin
siirdiiriilmesi

Hiicre 6liimiine direng

Biiyiime
baskilayicilardan
kacinmalk

Invazyon ve metastaz
aktivasyonu

Anjiyogenez indiikklenmesi

Replikatif immortaliteyi
saglamak

Sekil 2.5. Kanser isaretgileri (Hanahan ve Weinberg,2000)

Normal sartlarda karsinogenezin erken safhalarinda tiimor gelisimine karsi hiicre igi

bariyerler, aktif antitimoér immiin yanitin gelisimi ile paralellik gosterir. Asikar timor
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gelisimi ise tlimoriin immiinolojik Ozelliklerinde degisiklikler ile koreledir. Son
zamanlarda Schreiber ve arkadaslarinin da onerdigi gibi immiinstirveyans etkinliginde
azalma da karsinogenezin yedinci Ozelligi olarak literatiire eklenmelidir (Dunn ve
ark.,2004; Smyth ve ark.,2006). Ozel olarak HPV iliskili karsinogenezde anahtar rolii olan
onkoproteinler, E5,E6 ve E7 dir. Bu proteinler hepsi ayni sonuca yonelik olarak birarada
calisarak, hiicre siklus progresyonunu, keratinosit diferansiasyonunun gecikmesini ve
apopitozun inhibisyonunu saglayarak, host {izerinde viral replikasyon i¢in uygun ortamin
olusmasini saglarlar. Bu anahtar proteinler ayn1 zamanda enfeksiyonun persistansini
saglayan immiin yanit evazyonununda da rol oynamaktadir. Bu YR HPV enfeksiyonunun
olusturdugu uzayan enfeksiyon ortaminda, daha sonra maligniteye transformasyona
neden olacak genetik mutasyonlarin kazanilmasi ger¢eklesmektedir (Scarth ve ark.,2021).
Bu proteinlerin hangi mekanizmalar ve etkilesimler aracilifiyla bu siireglerde rol
oynadigina bakacak olursak; E7 proteininin, pl07 ve p130 proteinleriyle bagli bulunan
retinoblastom proteininin par¢alanmasi yoluyla hiicreyi S fazina ilerlettigini gormekteyiz.
E6 proteini es zamanli olarak, proteozom aracili parcalanma igin p53 proteinini
hedeflemekte, anormal S fazi girisleri nedeniyle olusan DNA hasarina yanit olarak ortaya
c¢ikan proapopitotik sinyallerin inhibe edilmesinde rol oynamaktadir. Ek olarak E6 konak
sinyal yolaklarindan Hippo ve JAK/STAT yolaklarin1 modiile ederek proliferasyonu daha
cok arttirmakta ve diferansiasyonu geciktirmektedir. E5 proteininin rolii tam
anlagilmamakla birlikte, epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ile indiiklenen
sinyal yolag1 araciligiyla hiicre proliferasyonunu sagladigi bilinmektedir (Scarth ve

ark.,2021). HPV ve iligkili servikal karsinogenez Sekil 2.6.’da 6zetlenmistir.
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2.5 HPV Enfeksiyonu ve Immiin Sistem

2.5.1 Kadin Genital Sistem Immiinolojisi

Disi lireme sistemi benzersiz bir immiinolojik bolgedir. Mukozay1 ¢esitli invaziv
patojenlerden korurken kommensal mikrobiyataya kars1 toleransi korur ve allojenik olarak
farkli bir fetiisiin gelisimine zarar vermeyecek ortami gebelik boyunca
stirdiirebilmektedir. Menstriiel siklus boyunca doku remodellingini saglayan ve gebelik
stirecindeki immiin defansi siirdiirebilen 6zellesmis bir bolgedir. Disi genital sistemi
mukoza Ozellikleri diger mukozalara gére daha az calisilmistir. Bunun altinda yatan
nedenin menstruasyonla iligkili bariz anatomik ve fizyolojik degisikliklerin gerceklestigi
sirada , anne , bebek ve mikrobiyata gibi ti¢ farkli ve bagimsiz genetik yapinin siireglere
eslik ediyor olmasi 6n planda yer almaktadir. Buradan anlayacagimiz iizere disi genital
sistem immiinolojik olarak steril bir ortam degil, immiinolojik olarak aktif bir ortamdir.
Disi genital sistemini enfekte eden literatiirde tanimlanmis otuzdan fazla parazit, bakteri
ve viriis vardir. Bunlar Trikomonas vajinalis, Neisserya gonore, Klamidya trahomatis,
Treponema pallidum, Herpes simplex viriis tip 2, Human papilloma viriis, Insan immiin
yetmezlik virtisii (HIV) ve hepatit B viriisii. Biitiin bu patojenlere kars1 mevcut dogal
imminite ve adaptif immiinite mekanizmalari kullanilmaktadir. Bu koruyucu
mekanizmalar her basamakta hormonal degisikliklerden etkilenmektedir. Ornegin en ¢ok
caligilan patojen ajanlardan biri olan HIV i¢in bir zararlilik penceresi tanimlanmuistir.
Menstruel siklusun 24-31. giinleri yani geg sekretuar fazda viral transmisyonun daha fazla
goriildiigli bu donemin de zararlilik penceresi olarak degerlendirildigi goriilmiistiir.
Burada 6strojenin CD4 T hiicrelerinde ve makrofajlarda HIV enfeksiyonuna hassasiyeti
azalttig1 goriilmiistiir. Bir ¢ok ¢alisma zararlilik penceresi kavraminin diger cinsel yolla
bulasan hastaliklar icin de tamimlanabilecegini gdstermistir. Ornegin gonokokal ve
klamidyal pelvik inflamatuar hastaliklarin menstruasyon sirasinda ya da hemen dncesinde

daha sik goriildiigii ortaya koyulmustur.

Disi genital sistemindeki dogal bagisiklik mekanizmalari, koruyucu mukus tabakasi, siki
epitelyal bariyer, antimikrobiyal peptidlerin sekresyonu, dogal bagisiklik hiicreleri ve

epitelden salgilanan sitokinlerdir. Ayrica menstrual siklus boyunca gergeklesen hormonal
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degisiklikler; sperm migrasyonu, fertilizasyon, implantasyon ve gebelik siirecleri i¢in

gerekli optimizasyonu saglayan immiin sistem degisikliklerini regiile eder.

2.5.1.1.Bariyer Koruma

Mukozal immiinolojik bariyer korumasina epitel hiicreleri, mukus, ve ph katkida
bulunmaktadir. Ust disi genital sistemi , endometrium, endoserviks, ve fallop tiipleri tek
katli kolumnar epitel ile doselidir ve epitel hiicreleri arasinda siki baglantilar mevcuttur.
Estradiol bu sik1 baglantilarin integritesini azaltarak etki etmektedir. Epitel alt1 stroma da
sitokin ve biiylime faktorleri salgilayarak epitel bariyer integritesini direk olarak etkiler.
Ormegin TNF alfa transepitelyal rezistansi azaltarak bariyer korumanin azalmasina artmis
patojen translokasyonuna neden olmaktadir. Alt disi genital sistem vajina ve
ektoserviksten olusmaktadir ve ¢ok katli non-keratinize squaméz epitel ile doselidir. Dis
squamoz tabaka alttaki tabakalar1 koitus sirasinda gerceklesecek abrazyonlardan etkin
bicimde korumaktadir. Siki baglantilarin olmamasi kiigiik molekiillerin epiteller arasi
bosluklardan gecisine izin vermektedir. Bu durum patojenlerin de intraepitelyal
transportuna neden olabilmektedir. Fiziksel bariyer olma ozellikleri disinda uterin ve
vajinal epitel hiicreleri , toll like reseptér, NOD like reseptor gibi patern tantyici
reseptorleri eksprese etmektedirler. Bu reseptorler patojen iligkili molekiiler paternleri

taniyarak, sitokin, kemokin ve antimikrobiyal peptidlerin sekresyonunu saglamaktadir.

Ektoservikste, CD45 + hiicrelerin yaklasik 1/3 kadarim1 T hiicreler olusturmaktadir ve
bunlar lenfoid agregatlar olusturma kapasitesine sahiptir. Servikal T hiicrelerin %40
kadar1 CD4+ T hiicrelerdir ve cogunlugu efektér memory ya da efektor fenotipe sahiptir.
Diger %60 lik kismi1 olusturan CD8+ T hiicrelerin ise yine ¢gogunlugunu efektor fenotip
olusturmaktadir. Bu da serviksin hiicre aracili immiinitede etkin bir bdlge olmasini
aciklamaktadir. NK ve B hiicreler de bu bolgede bulunmakla birlikte T hiicrelerden daha
az siklikta yer almaktadirlar. Hem T hiicreler hem de B hiicreler ektoservikste
endoservikse gore daha yogun olarak yer almaktadir. Bu durum da mikrobiyal yiik ile
pozitif koreledir. Ayrica CD8+ T, B ve NK hiicreler menopozdan sonra azalmakta bu da
servikal immiin hiicrelerin hormonal regiilasyona maruz kaldigin1 gostermektedir.
Mpyeloid antijen sunan hiicreler de hem ektoservikste hem endoservikste bulunmaktadir.

Antijen sunan hiicreler olarak CD14+ hiicreler en yiiksek siklikta bulunmakta, en biiyiik
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poplilasyon CDI11lc negatif makrofajlar, ardindan heniiz makrofaj diferansiasyonu
gostermeyen monositler ya da dendritik hiicreler olan CDI11c pozitif hiicrelerdir.
Konvansiyonel dendritik hiicre alt tipleri de CD14 negatif antijen sunan hiicreler
kategorisinde yer almaktadirlar. Bu hiicreler her ne kadar periferal kandan daha fazla olsa

da CD14 pozitif hiicrelerden daha azdir.

Bir diger bariyer korumada gorevli yap1 mukustur. Mukus, miisin olarak bilinen glikolize
protein ailesinden olusmaktadir. Kalin jel yapi igerisinde patojeni hapsederek etkili olur.
Baz1 patojenlere direk adeze olabilir. Miisin igerisinde bulunan immiinglobulin ve
antimikrobiyaller de patojenlerin epitelyal mukozay1 enfekte etmesini engelleyerek etkili
olurlar. Servikal kriptlerden sekrete edilen mukus iki tipdir. Ostrojenik mukus ince ve
sulu iken diislik viskozite 6zelligi gosterir ve sperm gegisine izin verir. Proliferatif faz
boyunca bulunur ve ovulasyonda artar. Progestasyonel mukus ise kalin, yapiskandir ve
sperm gegisini engeller. Ovulasyon sonrasinda sekretuar fazda yliksek konsantrasyonlara
ulagir. Mukusun ph degeri de, disi genital sistemi immiinitesinin Onemli bir
komponentidir. Normalde ph degeri 4-5 araliginda yani asidiktir. Bu asidik mikrogevre

kommensal bakteriler tarafindan salgilanan laktik asit ile siirdiirilmektedir.

2.5.1.2.Dogal Bagisikhik Hiicreleri

Makrofaj, dendritik hiicrler, natural killer hiicreler ve notrofiller disi genital sistemi
immiinitesinde rol alan dogal bagisiklik hiicreleridir. Makrofaj ve dendritik hiicreler
patojenleri fagosite eden ve onlari asidik ve enzimatik sindirime ugratan Onemli
hiicrelerdir. Profesyonel fagositler olan makrofajlar, patojenin taninmasi, debrilerin
uzaklastirilmasi, immiin sistemin sitokin ve kemokinlerle indirek stimiilasyonu ve
inflamatuar yanitin gelismesini saglamaktadir. Say1 olarak en ¢ok endometriyal stroma ve
myometriyal bag dokuda olmak {izere disi genital sisteminde bulunan l6kositlerin %10
kadarim1 olusturmaktadir. Makrofajlarin endometriyuma migrasyonu estrojen ve
progesteron ile regiile edilmekte ve endometriyumda  en yiiksek sayiya ise
menstruasyondan hemen 6nce ulasilmaktadir. Vajinal makrofajlar ise siklus boyunca ayni1

sayida kalmaktadirlar.

Dendritik hiicreler, disi genital sisteminde major antijen sunan hiicrelerdir ve dogal ve
adaptif immiinite arasinda bir koprii gorevi goriirler. endometriyumun subepitelyal
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stromasinda lokalizedir. Vajinal dendritik hiicreler ise epitelyal tabaka icinde
yerlesiktirler. Patojene maruziyet ve inflamatuar uyar1 dendritik hiicrenin maturasyonuna
ve CD38 ekspresyonu ve IL12 iiretimine neden olmaktadir. Matiir dendritik hiicreler
immiin yanitin T helper 1 yoniinde gelismesini desteklerler. Dendritik hiicreler direk
inaktivasyonla ve adaptif immiiniteyi stimiile ederek enfeksiyondan korumaktadir.
Dendritik hiicreler sadece primer immiin yanitin indiiklenmesinde degil, immiinolojik
toleransin indiiklenmesi ve basarili gebeligin siirdiiriilmesinde de onemli rol oynarlar.
Dendritik hiicrelerin fonksiyon ve diferansiasyonu sitokinler, kemokinler ve estradiol
tarafindan olusturulan lokal mikrogevre tarafindan belirlenmektedir. Yakin zamanda
uterin epitel hiicrelerinden salgilanan meidatorlerin  lokal dendritik hiicrelerde
kostimiilator proteinlerin azalmis ekspresyonlari ile karakterize tolerojenik fenotipe yol
act1ig1 gosterilmistir. Profesyonel antijen sunucu hiicreler olarak makrofaj ve dendritik
hiicreler enfeksiyon sirasinda adaptif immiin yanitin olusturulmasinda oldukca 6nemlidir.
Patojene maruziyet ve fagositoz, makrofaj ve dendritik hiicrelerin maturasyonunu ve tip1
ve tip2 major histokompatibilite kompleksleri (MHC)’de antijenin prezentasyonunu
indiiklemektedir. Bu molekiiller iizerinde naive T hiicrelerine antijen sunumu patojen

spesifik adaptif immiinitenin expansiyonu ile sonuglanir.

Natural killer hiicreler sitotoksik aktivite gosterirler, inflamatuar yanitt kuvvetlendirir,
makrofaj aktivasyonu saglar, sitotoksik T hiicrelerin olugmasma yardimci olurlar.
Sistemik l0kositlerin yaklasik %10 kadarini olustururken, endometriyumdaki mukozal
l16kositlerin %70 kadarimi olusturur. Host defansi, implantasyon ve gebelik siire¢lerinde
rol alir. Ureme sisteminde yer alan natural killer hiicreler fenotip olarak dolasimda
olanlardan farklilik gosterirler. Endometriyumda yerlesik natiirel killer hiicrelerin sayisi
menstruel siklus boyunca degismekte ve sekretuar fazda 16kosit popiilasyonunun %70’ini
olusturacak sekilde pik yapmaktadir. Diger genital sistem bolgelerindeki sayilari ise
menstruel siklus ile farklilik géstermemektedir ve bolgedeki 16kositlerin %10-30 kadarini
olusturmaktadir. Kan natiirel killer hiicrelerine benzer sekilde uterin natiirel killer
hiicreleri proinflamatuar sitokinler iliretmekte ve inflamatuar yaniti provake etmekte,
makrofaj aktivasyonunu ve sitotoksik T hiicre jenerasyonunu indiiklemektedir. Kan
natiirel killer hiicrelerinden farkli olarak ise uterin natiirel killer hiicreleri ek olarak

anjiyogenik biliyiime faktorleri sentezlemektedir. Natiirel killer hiicre fonksiyonlari
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defektif olan bireylerde artmis herpers simpleks enfeksiyonlarinin gorildiigi

bilinmektedir. Artmig NK hiicre aktivitesi ise tekrarlayan gebelik kayiplari ile iliskilidir.

Notrofiller biitiin disi genital sistem boyunca yerlesmekle birlikte NK hiicrelerin tersine
say1 olarak en fazla fallop tiiplerinde bulunmakta, progresif olarak alt genital sisteme
dogru azalmaktadir. Kemokin gradyenti boyunca nétrofiller endotelyal bariyeri geger,
patojenleri fagositoz ile elimine eder, toksik oksijen ve nitrojen iiriinleri iiretir, sitokin ve
defensin-serin proteazlar gibi antimikrobiyal {irlinler dretir. IL-8 major notrofil
kemoatraktan sitokinidir. Sayilari menstruel siklus boyunca nispeten sabittir. Ancak
endometriyumda menstruasyon sirasinda belirgin derecede artmaktadir. Bu artigin iki
amaci vardir. Birincisi daha sonra matrix metalloproteinazlarini aktive edecek elastaz
salgilanmasi yoluyla endometriyal dokularin yikilmasi ikincisi ise epitelyal bariyer

bozulmasiyla azalan bariyer fonksiyonunu desteklemektir.

2.5.1.3. Antimikrobiyal Peptidler

Disi genital sisteminden izole edilen sekresyon genis spektrumlu antimikrobiyal peptidler
icermektedir. Bunlar ; defensinler, kemokinler, antiproteazlar ve gesitli enzimlerdir.
Defensinler membranda por formasyonu olusturarak bakterileri direk 6ldiiriirken digerleri
kemoatraktan ozellik gosterip dogal ve adaptif immiinite hiicrelerini bolgeye akiimiile
etmektedirler. Defensinler alfa ve beta olmak tizere ikiye ayrilirlar. Alfa defensinler ise
insanlarda 6 farkli molekiil olarak bulunmaktadir. Gram negatif ve gram pozitif bakterilere
kars1 antibakteriyel, antifungal ve HIV ve HSV ye karsi antiviral aktiviteleri
bulunmaktadir. Ancak alfa defensin HIV infeksiyonunu arttirmaktadir. Beta defensinler
de 6 gruptur. Yapisal olarak {iretilebilirken mikrobiyal stimiilasyon sonrasi da
sentezlenebilmektedirler. Bazi antimikrobiyal peptidler menstruel siklus iligkili dstrojen
degisikliklerinden etkilenebilirken bazilari siklus boyunca stabil diizeyde kalmaktadir.
Whey asidik protein ailesinden sekretuar 16kosit proteaz inhibitdrii ve elafin insan proteaz
inhibitorleridir. Elastaz , katepsin G ve proteinaz3 i inhibe ederler. Bu etkileri konakgi
dokularim1 unregiile inflamasyonun yol actifi ve proteinazlar aracili yiiriitiilen
hasarlanmadan korumaktadir. Ayrica antibakteriyel, antifungal ve antiviral etkileri de
bulunmaktadir. Laktoferrin de nétrofil ve epitelyal hiicrelerden sekrete edilen direk ve

indirek antiviral ve antibakteriyel 6zellikler gdsteren diger bir molekiildiir. Indirekt
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etkisini mikroorganizmalar igin esansiyel olan ortamdaki demirin sekestrasyonu
araciligiyla yaparlar. Lizozim de yine notrofiller tarafindan sentezlenir bakteri
duvarindaki peptidoglikanlarin lizisine ek olarak nonenzimatik yollarla da bakterileri
Oldiirebilir. Hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi etkinligi

bulunmaktadir (Amjadi ve ark.,2014).

2.5.1.4. Sitokin ve Kemokinler

Sitokin ve kemokinler normal hemostatik cevreyi siirdiiren, disi genital sisteminde
endometrial proliferasyon, menstruasyon ve implantasyon siire¢lerine katilan kimyasal
habercilerdir. Bununla birlikte bircok dogal immiinite fonksiyonunda yer alirlar.
Kemokinler immiin hiicreleri dokuya gekerken ayni zamanda bu hiicreleri farklilagtirir ve
aktive eder. Monosit, makrofaj, NK hiicreler ve dendritik hiicreler gibi immiin sistem
hiicrelerinden salgilanirlar. Kemokin ve sitokinlerin sekresyonu otokrin ve parakrin
yollarla ve seks hormonlari ile regiile edilmektedir. Bazi calismalar, GMCSF, GCSF, TNF
alfa, IL-1,IL-6, LIF, TGF beta gibi sitokinler ve MIP-1beta, MCP-1 ve IL-8 gibi
kemokinlerin yapisal olarak serviks, uterus ve fallop tiiplerindeki polarize epitel
tarafindan sekresyonunun gercgeklestigini ortaya koymustur. Uterin epitel hiicreleri
tarafindan salgilanan IL-8 ndtrofil migrasyonunu indiiklemekte iken, MCP-1 ve MIP-
Ibeta monosit ve T hiicreler i¢in potent kemoatraktanlardir. TNFalfa, IL-6, GMCSF ve
GCSF Iokositlerin  daha aktif olan proinflamatuar hiicrelere diferansiasyonu
tetiklemektedir. IL-8 in kemotaktik aktivitesi yaninda erken sekretuar fazda proliferasyon
ve anjiyogeneze, menstruasyon sirasinda da apopitozise katkist bulunmaktadir. Birgok
calisma , menstruel siklus boyunca servikovajinal lavajda sitokin seviyelerinde degisiklik
gbzlendigini ortaya koymustur . sekresyonlari {izerine olan hormonal etkinin direk ve
indirek yollarla gergeklestigi goriilmektedir. Ornegin endometriyal hiicrelerden
progesteron cekilmesinin, IL-8, MCP-1 ve COX-2 upregiilasyonu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Ozellikle viriislere kars: immiinitede dnemli rol oynayan sitokin ailesi tip 1
interferonlardir. Viral ya da bakteriyel patojen varliginda hizla indiiklenmektedirler. Disi
genital sisteminde hangi interferon alt tipinin baskin oldugu lokasyona gore degismekle

birlikte tam bilinmemektedir.
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2.5.1.5. Adaptif iImmiinite

Adaptif immiinite antijen sunan hiicrelerin T hiicrelere antijen sunumu ve bu hiicrelerin
stimulasyonu ardindan gelisen patojen spesifik immiinitedir. Disi genital sisteminde
bircok hiicre MHC molekiilleri iizerinde antijen sunumu gerceklestirmektedir. Bunlar;
makrofajlar, dendritik hiicreler, langerhans hiicreleri ve hatta serviks ve endometriyum
epitelyal hiicreleridir. Adaptif immiinite T helper] (hiicre aracili), T helper2 (humoral), T
regiilatuar, T helperl7 yanitlarin1 i¢ermektedir. T helperl hiicre aracili immiinite
intraseliiler patojenlerin destruksiyonunu igerir ve primer olarak T lenfositler ile yonetilir.
CDS8+ sitotoksik efektor T hiicreler , hiicre yiizeyinde eksprese olan peptid baglit MHC
klas 1 molekiilii araciligiyla patojen ile enfekte hiicreleri hedef alirlar. Perforin ve
granzyme aracili sitoliz ile apopitozisi indiiklerler. Ek olarak CD4+ T hiicreleri, sitotoksik
T hiicreleri yoneten ve viral replikasyonu direkt bloklayan yiiksek diizeyde interferon
gamma sekrete ederler. T hiicreler vajen, serviks, uterus stromasinda epitelin altinda
yerlesirler, ayrica intraepitelyal lenfositler olarak adlandirildiklari epitel iginde de dagilim
gosterirler. Disi genital sistemde CD8+ T hiicreler (%35-50), CD4 T hiicrelere (%25) gore
baskin olarak bulunurlar. Uterin mukozaya spesifik olarak lenfoid agregatlar baskin olarak
CD8+ T hiicrelerden , santral B hiicre ¢ekirdeginden ve onlar1 ¢evreleyen makrofajlardan
olusmaktadir. Postmenopozal bireylerde bu agregatlarin bulunmamasi estradiol ve
progesteronun lenfoid agregat olusumu ve biyiikliginii kontrol ettigini ortaya
koymaktadir. Sekretuar fazda (implantasyon i¢in en olasi evre) en biiylik boyutta olmalari

hiicre aracili immiinitenin supresyonunda bir rolii olabilecegini diistindiirmiistiir.

Humoral immiinite antikorlarin serbest ve hiicre iligkili olarak bulunabilen antijenlere
baglanabilen antikorlarin liretilmesi ile karakterizedir. Bu sekilde patojenin hiicreye girisi
ve biyolojik aktivitesi notralize edilmis olur. Ayrica antikor baglanmasi patojenin
makrofajlar tarafindan fagositozunu ve kompleman sistemi tarafindan eliminasyonunu da
saglamaktadir. CD4 + T helper hiicreler B hiicrelerin plazma hiicrelerine maturasyonunu
saglayarak humoral immiinitede 6nemli rol oynamaktadir. Immiinglobulin A (IgA)
sekresyonunun dominant izotip oldugu gastrointestinal ve respiratuar sistem gibi diger
mukozal yiizeylerin aksine genital sekresyonlarda hem immiinglobulin G (IgG) hem de
sekretuar IgA eksprese edilmektedir. Servikal mukus ve servikovajinal lavaj sivisinda

yapilan caligmalarda IgG diizeylerinin IgA diizeylerinden 2 ila 6 kat yiiksek oldugu ortaya
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konmustur. Konsantrasyon gradyenti ile dokudan limene tasinan IgA’nin aksine IgG
estradiole yanit olarak kandan dokuya oradan da liimene gegis yapmaktadir . IgG pasif
paraseliiler difiizyon ya da neonatal Fc reseptorleri ile gecis yapmaktadir. IgA ise
polimerik immiinglobulin reseptorlerini  kullanmaktadir. Dimerik solubl formda
bulunmaktadir. IgG ise monomerdir ve polimerik immiinglobulin reseptorlerini
kullanmamaktadir. Mukozal sekresyonlardaki IgG nin rolii tartismalidir. Bu izotip hem
protektif hem de sitotoksik oOzellikler gostermektedir. Mukozal epiteli destrukte
edebilecek kompleman proteinlerinin aktivasyonu, antikor aracili sitotoksisitenin
indiiksiyonu  (Fc  reseptor aracili), gibi  ozellikleriyle  sitotoksik  etkide
bulunabilmektedir(Reis Machado ve ark.,2014). Humoral yanitin lokalizasyonunu
belirleyen bir diger etken antijen uygulama yoludur. Ornegin vajinal immiinizasyon
yapildiginda antikorlar daha ¢ok servikste lokalize olurken, nazal uygulamalarda daha ¢ok

vajinada lokalize olmaktadirlar.

Fertilizasyon sirasinda disi genital sistemi boyunca immiin sistem elemanlarinda
degisiklikler gdzlenmektedir. Ostrojen baskin proliferatif faz sirasinda CD4+ CD25+
Foxp3+ regiilatuar T hiicreler uterusta expanse olur bu uterin CD8+ T hiicrelerin sitolitik
aktivitelerinin azaldigi doneme denk gelmektedir. Ayrica 6zel intraepitelyal lenfositler
olan GDT hiicreleri de uterusta bulunmakta ve maternal antifetal immiin yanitlar
baskilamaktadir. Bu hiicreler antiviral immiin yanitta dogal ve adaptif immiiniteyi koprii
gorevi gorerek iliskilendirmekte ve interferon araciligi ile adaptif T helper 1 yanitini
gelistirmektedir. Proinflamatuar sitokinlerden IL-6 varliginda ise regiilatuar T hiicreler T
helper 17 (Th17) alttipine doniismekte, bu hiicreler de notrofil kemotaksisi ve neisseria
gonorrhoeae gibi enfeksiyonlarin klerensini saglamaktadir (Hickey ve ark.,2011). Kadin

genital sistemini 6zetleyen sekil asagida incelenebilir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Kadin genital sistem immiinitesinde rol alan yapilar (Zhou ve ark.,2018)

2.5.2 HPV Enfeksiyonuna immiin Yanit

2.5.2.1 Dogal immiinite

Protektif immiinite, nonspesifik dogal imiinite ve antijen spesifik adaptif immiinitenin
birlikte rol aldig1 siireclerin sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Dogal immiinite
tehlike/hasar sinyallerini ( mannoz yapilari, 1s1-sok proteinleri, DNA,RNA vs) sensorleri
aracilifiyla tespit eder . Sentinel hiicreler de (epithelial hiicreler, dendritik hiicreler,
langerhans hiicreleri) gevreyi siirekli olarak kontrol eder ve immiin efektor hiicreleri
(monosit, makrofaj, polimorfik l6kositler ve natural killer hiicreler) mukozal dokularin
korunmasi i¢in koordine eder. Bu siiregler, alfa, beta, gamma interferonlar, transforming

growth factor beta , alfa, ve ¢ok sayida interlokinler gibi sitokinler ve immiinregiilatuar
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molekiillerin iiretimini i¢ermektedir. Bu molekiiller viriisle enfekte hiicreler iizerine direkt
etki ederek siirece katkida bulunmaktadir . Servikal epiteldeki DC ve LC ,kan ya da
dokudan antijenleri alip isleme 6zelligi olan 6zel antijen sunan hiicrelerdir. LC , MHC
peptid prezentasyonu, kostimiilator molekiiller (CD80,86,40), naive T hiicre aktivasyonu
icin sitokin dretimi (IL-12/10) ve efektor hiicrelere doniisebilmek igin terminal
farklilagsmalarin1 saglayacak ozellikleri tagirlar (Niedergang ve ark.,2004; Stern,2005).
DC tarafindan elde edilen entegre bilgi daha sonraki T hiicre aracili T helper 1, T helper
2 ya da Tregiilatuar hiicre yoniindeki farklilasmay1 sekillendirmektedir (Kalinski ve
ark.,1999). Thelper 1 yaniti, virusla enfekte hiicrelerin temizlenmesinde 6nemli olan T
sitotoksik hiicrelerinin iiretilmesini desteklemektedir. Thelper 2 yaniti ise B hiicrelerinin
stimulasyonu ve nétralizan antikor iiretimi i¢in gerekli izotip doniisiimii saglayan yaniti
olusturmaktadir. Ayrica immatliir DC antijen spesifik yanitsizlifit ve toleransi

indiikleyebilmektedir (Niedergang ve ark.,2004).

Viral infeksiyonlara karsi dogal bagisikligin baslatilabilmesi i¢in ilk adim viriisiin hiicre
icine girmesini takiben viral genomun tespit edilmesidir. Bunu saglayan reseptorler patern
taniyici reseptorlerdir (PRR). Bu reseptorler hiicre ylizeyinde ya da sitozolik yerlesimde
bulunabilirler. Hiicre i¢ine giren viral RNA membrana bagl toll like reseptorler (TLR)
araciligi ile de taninabilirler. DNA viriisii sensorleri DNA dependent activator of IFN
regulatory factor (DAI), absent in melanoma 2 (AIM2) , NACHT, LRR ve PYD domains
containing protein 3(NLRP3), gamma interferon inducable protein 16 ( IFI16), siklik
GMP-AMP sentaz (cGAS) seklinde siralanabilir. Bu yolaklarin ¢ogu interferon (IFN)
salgilanmasiyla sonuglanan kaskadlar1 tetiklemektedir. Bu kaskadlarda stimulator of
interferon genes (STING) proteinleri ve IRF ailesinden proteinler rol almaktadir (Hong
ve Laimins,2017). IFN sentezi ardindan, ekstraseliiler IFN, komsu hiicredeki
reseptorlerine baglanarak JAK-STAT yolagini aktive eder ve virlisiin hiicreye girigini

bloke edecek ¢ok sayida siiregte rol alan proteinlerin sentezlenmesini tetikler.

HPV igin primer hedef hiicreler olan skuamoz epitelyal keratinositler, HPV patogenezi
icin en sik arastirilan hiicrelerdir. Yeni teorilere gore, transformasyon bolgesi cuboidal
hiicreler ve rezerv hiicreler de HPV'nin hedefleridir (Herfs ve ark.,2012). HPV’nin

ozellikle transformasyon zonunu tercih etmesinin ve bu bdlgenin preinvaziv lezyonlar i¢in
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hassas bolge olmasinin altinda bu bdlgenin immiinolojik olarak zayif bir nokta olmasi
yatmaktadir. Bir ¢ok ¢aligmaya gore transformasyon zonunda langerhans hiicreleri sayica
az ve immiinsupresif bir sitokin olan IL-10 miktar1 ektoservikse gore daha fazladir.
Keratinositler hedef hiicrelerdir, ayn1 zamanda HPV'ye kars1 ilk savunma kalkanidir.
TLR'leri (Toll Like Reseptor) eksprese ederler, sitokinler salgilarlar ve IFN gama
tarafindan uyarildiktan sonra profesyonel olmayan antijen sunan hiicre &zelliklerine
sahiptirler. NK hiicrelerinden salgilanan IFN gama, keratinositlerde MHC II ve CD40
ekspresyonuna yol acar. Keratinositlerin diger hiicrelerle bu sekilde iletisimi, dendritik
hiicre fenotipini ve T hiicre polarizasyonunu belirleme yetenegi saglar (Herfs ve
ark.,2012). Bir takim viral immiin evazyon stratejisi keratinositlerin azalmis
aktivasyonuna yol agmaktadir. Viral onkoproteinler keratinositte bircok genin ve nfkb gibi
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu degistirir bunun sonucunda sitotoksik T lenfosit
aktivitesi, antijen sunumu, hiicre-hiicre iletisimi , kemoatraksiyon ve patern taniyici
reseptor sinyallesmesi etkilenir. Bunun sonucunda da E-kaderin, TNF alfa, interferon,
interferon regiilator faktor-1, 1L-6,IL-8, TLR-9, TAP-1, CCL-2, makrofaj inflamatuar
protein 1 alfa diizeyleri azalir (Bashaw ve ark.,2017). Sonug olarak dengede bulunan
proinflamatuar ve kemotaktik mekanizmalar hasar goriir ve kronik enfeksiyona yol agar.
Keratinositlerden koken alan artmis ve zarar verici proinflamatuar yanit protumorojenik
ortam yaratarak karsinogenezisi destekleyebilir. Artmig IL-1beta, IL-6 ve IL-8 sentezi
diger proinflmatauar COX2 ve CCL20 genlerini indiikler ve diger inflamatuar hiicreler
olan timor asosiye makrofajlar ve T helper 17 hiicrelerini bolgeye ¢eker. Bu hiicreler

tiimor biliylimesi, anjiyogenez ve kanser gelisimi ile iligkilidir.

Normalde serviksteki squamoz epitelin immiinsiirveyans: LC ve immatiir DC tarafindan
saglanmaktadir. Deride ve mukozada bolca bulunan LC antijeni alir ve isler ardindan B
ve T hiicrelere bu antijeni sunarak viriislere kars1 dogal ve adaptif immiiniteyi tetikler.
Squamoz intraepitelyal lezyonlarda LC dansitesinde bir artis goriilmesine ragmen
bunlarin fonksiyonununda bir azalma oldugu bilinmektedir (Giannini ve ark.,2002).
LC'ler, epiteli istila eden viriislere karsi bagisiklik tepkisinde biiyiik rol oynayan
uzmanlagmis hiicrelerdir. Bunlar intraepitelyal tabakada bulunur ve yiiksek antijen sunma
ve CD4 / CDS lenfositleri stimiile etme kapasitesine sahiptir. Antijen sunumu tehlike

sinyalleri olmadan gergeklesirse, LC iizerindeki uyarici molekiillerin bulunmamasi
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nedeniyle T hiicresi toleransi olugabilir. Buna gore, Da Silva ve ark. Yiiksek riskli HPV
kapsidlerine maruz kalan saglikli dondrlerden tiiretilen LC'lerin, fonksiyonel olarak olgun
APC'ler olmadiklarin1 ve bu nedenle HPV16'ya 6zgii sitotoksik T-hiicre yanitlarini
baslatamadiklarimi géstermistir (Da Silva ve ark.,2015). Ayrica, Shannon ve ark. HPV
enfeksiyonunu temizleyen kadinlarda artmis sayida LC bulmuslardir (Shannon ve
ark.,2017). Bu nedenle, LC'nin sayisinin ve fonksiyonlarinin HPV klirensinde 6nemli bir

roli vardir.

Denderitic hiicreler toll like reseptorler ile patojen lizerindeki 6zel patternleri tanir ve major
histokompatibilite kompleksi tizerinden antijenleri T hiicrelere sunar. Toll like reseptorler
viriise karst gelisen dogal immiinitede 6nemli rol oynar. Dogal bagisiklik hiicrelerinin
bir¢ok ¢esidinde bulunur ve PAMP ve DAMP olarak bilinen endojen ve eksojen tehditleri
tanir. Toll like reseptorlerin aktivasyonu dogal bagisiklig: tetikleyen proinflamatuar bir
ekspresyon profili olusturur. Cift zincirli HPV DNA en belirgin olarak Toll like reseptor
9 tarafindan taninir ve interferon alfa, beta, gamma kaskadi baglatilmis olur. HPV
tarafindan hedef alinan toll like reseptér ve interferon yolaklar1 viriisiin karsinojenik
potansiyelinde rol oynamaktadir. HPV 16’nin tiimorojenik E6 ve E7 genlerinin TLR9
downregiilasyonuyla iliskili oldugu goriilmektedir (Hasan ve ark.,2007). Serviks
kanserinin giincel tedavi hedeflerinden bazilari da bu birtakim toll like reseptorlerinin
upregiilasyonu ile iliskilidir. Matiir DC, CD11c, CD40, CD80, CD83, CD86, CD209 ve
HLA-DR markerlari i¢in pozitiftir ve HPV’ye kars1 gelisen immiin yanitta esansiyeldir.
Plastisite 6zelligi ve multipl reseptor bulundurmasi nedeniyle immiin sistemdeki birgok
hiicre ile iletisim halindedirler. Bu nedenle de antiviral ve antijen spesifik immiin yanitin
olugmasinda kritiktir. HPV iliskili kanserlerin olusumu ve gelismesi dendritik hiicrelerin
say1, aktivite ya da maturasyonlarindaki degisiklik ile baglantilidir. Malignite progresyonu
ile CD40, CD80, CD86 gibi kostimiilator markerlarin ve PD-1, PD-L 1 ve CTLA-4 gibi
inhibitér markerlarinin iligkili oldugu gosterilmistir. Servikal kanser hiicrelerinin CCR7
deplesyonu saglayarak dendritik hiicrelerin lenf noduna migrasyonunu baskiladigi ve
dendritik hiicrelerin MMP-9 iiretmesi yoniinde destekleyerek tiimor olusumuna uygun
ortami yarattigr gozlenmistir (Pahne-Zeppenfeld ve ark.,2014). CD40/CD40L iliskisi
kronik HPV enfeksiyonunda CD8 ve CD4 yanitlarini indiiklemek ve dendritik hiicre

maturasyonunu saglamak i¢in santral bir rol oynamaktadir. Dendritik hiicre yiizeyindeki
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PD-L1 markeri regiilatuar T hiicre ve CD8+ T hiicre aktivitelerinin modiilasyonu
dolayisiyla HPV kagis yolagi olusturmak i¢in 6nemli bir molekiildiir. PD-L1+ dendritik
hiicre subpopulasyonunun yiiksek riskli HPV hastalarinda daha yogun bulundugu ve T
helper 1 tip sitokinlerin downregiilasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu durumda
PD-1/PD-L1 yolaginin aktivasyonuyla T hiicreleri fonksiyonel tiikenmeye ve anerji
durumuna gegmektedirler. Dendritik hiicrelere ek olarak PD-L1; stromal hiicreler ve M2
makrofajlar tizerinde de kotli prognoz marker: olarak bulunmaktadir. Dendritik hiicre
aktivasyonu ve sitotoksik T hiicre yanitina karsi inhibitor aktivitesi olan bir diger ylizey
molekiili ise CTLA-4 diir. Bu molekiil, B7 reseptor ailesine mensuptur ve regiilatuar T
hiicreleri tarafindan eksprese edilir, dendritik hiicre yiizeyindeki CD80 ve CD86
ligandlarina CD28’den daha yiiksek bir afinite ile baglanir. Serviks kanserinde yliksek
oranda eksprese edilir ve kotii prognoz ile iliskilidir. TIM-3 diger bir immiin checkpoint
proteinidir. Artmig regiilatuar T hiicreler ve M2 makrofaj hiicreleri ile ilisilidir. TIM-3
blokajinin ise artmis interferon gamma sentezi ile iliskili oldugu ve bu nedenle gelecekteki
immiinterapi secenekleri arasinda bulundugu bildirilmistir. Her ne kadar matiir dendritik
hiicreler antiviral immiin koruma ile iligkiliyse de immatiir dendritik hiicreler yiiksek riskli
HPV araciligiyla upregiile olmakta ve host immiinsupresyonuna ve immiintoleransa neden
olmaktadir. Buradan anlasilacagi iizere immiin yanitin dendritik hiicreler tarafindan
kontrolii sitokinlerin tiimor mikrogevresinde kesin bir zamanlama ile bulunmasina
baglhidir. Bu molekiiller dendritik hiicrenin full maturasyonu igin gerekli sinyalleri
desteklemekte ve uygun alt tipe diferansiasyonuna yardimci olmaktadir (immiin efektor

ya da immiin supresif) (Barros ve ark.,2018).

Ortamdaki monosit kemotaktik protein 1ve makrofaj inflamatuar protein makrofajlarin
ortamda agregasyonuna yol agmaktadir. Ancak bu iki molekiiliin de HPV tarafindan direk
ya da indirek yollarla downregiilasyona ugratildigini gérmekteyiz. Makrofajlar tiimori
yabanci hiicre olarak algilamalar1 nedeniyle de tiimor etrafinda akiimiile olmaktadir. Toll
like reseptdr, lipopolisakkarit ve nonopsonik reseptorler araciligi ile aktive oldugunda
fagositoz ve proinflamatuar sitokin ve oksijen-nitrojen reaktif {iirlinleri sekresyonu
yapmaktadir. Ancak beklenen proinflamatuar ve antitiimoér fonksiyonlar1 yerine solid

timor mikrogevresindeki makrofajlar hastalik progresyonunda da rol alabilmektedir. Bu
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etkilerden sorumlu olan tip klasik olmayan CD163+ CD206+ tiimor asosiye M2
makrofajlardir. Bu tiimdr iligkili makrofajlar kanser hiicresi proliferasyonu ve migrasyon,
anjiyogenez ve immiin defansin restriksiyonuna yol agabilmektedir. Burada iki farkli
makrofaj fenotipinden bahsedilmektedir; M1 proinflamatuar klasik tip ve M2
immiinomodiilatuar nonklasik tiimor asosiye fenotipler. M2 profili, doku onarimina
yardim i¢in artmis vaskiiler endotelyal growth faktér ve metalloproteaz-9 ozelligi
gosterirken tiimor tarafindan aktive edildiginde bu oOzellikler bazal membran
disrupsiyonu, tiimor biiylimesi ve metastaz ile sonuglanmaktadir. Servikal lezyonlar
progrese olduk¢a makrofaj sayisinda bir artig gozlenmekte ve HPV iliskili tiimorlerde bu
artistan da esas olarak M2 fenotipindeki makrofajlarin sorumlu oldugu bilinmektedir
(Hammes ve ark.,2007). M2 makrofajlar naive T hiicrelerin T regiilatuar hiicrelere I1L-10
araciligi ile diferansiasyonunu ve sonug olarak tiimor ekspansiyonunu saglamaktadir. Bu
nedenle timor iligkili M2 makrofajlarin deplesyonu immiinoterapide olas1 hedef olarak
calisilmaktadir. Makrofajlar, 6zellikle TNF ve NO sentezleyen M1 fenotipi tiimor hiicre
lizisi ile lezyon regresyonuna da katkida bulunabilmektedir. M2 fenotipi daha ¢cok T
helper 2 yanit1 olustururken, M1 fenotipi Thelper 1 yoniinde yanit1 desteklemektedir ki bu
da HPV klerensiyle iligkilidir. Makrofajlarin IL-12, IL-18 ve GMCSF eksikligi ve CCL17,
CCL22, IL-4, IL-10, IL-13 ve CSF-1 artis1 nedeniyle M2 alttipine polarizasyonu, T
sitotksik yanitin baskilanmasi ve immiinsupresyonun stimulasyonu yoluyla timor

olusumunu destekledigi gorilmektedir (Mantovani ve Sica,2010).

Virtislere kars1 gelisen dogal bagisiklikta bir diger onemli hiicre grubu natural killer
hiicrelerdir. Bu grup hiicreler lenfositlerdir ve viral saldir1 ya da kanser6z transformasyon
nedeniyle stres 6zelligi gosteren hiicrelere, MHC kompleksine ihtiya¢ duymadan hizli
yanit verir . Bazi galigmalarda HPV 16’ya bagli gelisen servikal kanser ve yiiksek dereceli
preinvaziv lezyonlarda natural killer aktive edici reseptorler olan NKp30 ve NKp45
sitolitik fonksiyonlar1 etkileyecek kadar belirgin olarak azalmaktadir (Mantovani ve
Sica,2010).

Notrofiller de fagositoz ve reaktif oksijen molekiilleri sekresyonu 6zellikleri nedeniyle
HPV’ye karst dogal bagisiklikta rol almaktadir. Notrofiller enfekte alanda MMP-9 gibi,

santral inflamasyon molekiillerini sentezleyerek inflamasyonu destekler. Servikal
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kanserde, nétrofiller biiyiik miktarda bulunmaktadirlar ve kotii prognoz ile iligkilidirler.
Notrofil lenfosit oran1 da ayni sekilde kotii prognozla iliskilidir. Klinik evre, timdr boyutu
ve lenf nodu metasttazi ile ilsklidir bu nedenle nétrofiller tiimor asosiye notrofil olarak da

adlandirilirlar (Barros ve ark.,2018).

HPV yasam siklusu biiylik oranda etrafindaki stromal hiicrelerle de iligkilidir. Bunlarin
iginde 6n planda fibroblastlar gelmektedir. Stromal hiicrelerin HPV karsinogenezisindeki
major rolii, proinflamatuar bir ¢evreyi indiiklemektir. Ek olarak, stromal hiicreler, viral
immiin evazyonu, matriksin yapisal degisikliklerini, invazyonu, anjiogenezi destekler ve
kronik enfeksiyon ile iliskilidir. Fibroblast fenotiplerinden olan kanser asosiye
fibroblastlar1 normal fibroblast fenotipinden ayiran spesifik bir marker bulunmamaktadir.
Bu nedenle bu konudaki ¢calismalar sinirlidir. Baz1 ¢alismalarda keratinositler ve HPV ile
enfekte hiicrelerden salgilanan IL-1betanin normal fibroblasttan kanser asosiye fibroblast
fenotipine doniisiimii destekledigi gosterilmistir (Dudas ve ark.,2011). Farkli fibroblast
fenotiplerinin HPV karsinogenezisinde ikisinin de esansiyel oldugu birbirlerini
tamamladiklar1 diisiiniilmektedir. Normal fibroblastlar inflamasyon, immiin evazyon ve
proliferasyonun indiiklenmesinden sorumlu ve bu da erken safthalardaki HPV iligkili
displastik degisiklikleri desteklerken, kanser asosiye fibroblastlar kanser hiicrelerinin
stirdiiriilmesi i¢in gerekli uzamis stimulusu saglar ve HPV asosiye karsinogenezdeki
epitelyomezensimal transizyon, migrasyon ve metastaz gibi orta ve ileri evre siireclerde
etkin yer almaktadir (Barros ve ark.,2018). Kanser asosiye fibroblastlar ¢ok sayida
proinflamatuar faktor, kemoatraktan ve ekstraseliiler matriks remodelling molekiilleri
sekrete etmektedir. Bu remodelling kanser hiicre polaritesinde degisiklik, migrasyon,
hiicre-hiicre iletisimi ve hiicre bilylimesini etkilemektedir. Bu kemokinler aracilig1 ile M2
makrofajlar, tiimor asosiye notrofiller, mast ve myeloid kaynakli supresor hiicreler gibi
immiin inflamatuar ve modulatuar hiicrelerin aktivasyon ve atraksiyonu, T lenfosit ve NK
sitotoksik yanitlarinin azaldigi, T regiilatuar hiicrelerin aktivitelerinin arttigi koti

prognostik durumlarin ortaya ¢ikisini desteklemektedir.

Myeloid kaynakli supresor hiicreler, bir diger HPV immiinitesinde rol alan hiicre
grubudur. Monositer ya da polimorfoniikleer fenotipte bulunabilirler. Kronik

inflamasyonda ve kanserde immiinsupresif rol oynayarak yer alabilmektedirler. Genelde
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koti klinik outcome ve tedavi direnci ile iligkilidirler. Stroma ve timor hiicrelerinden
salgilanan ¢esitli inflamatuar mediatorler tarafindan aktive edilir ve kanser
mikrogevresine toplanirlar. Burada inflamasyon, immiinsupresyon, tiimor invazyonu ve
anjiyogenezi desteklerler. Sitotoksik T lenfosit aktivitesini engeller, interferon gamma
downregiilasyonu yapar, regiilatuar T lenfosit diizeylerini arttirirlar. Buradan aslinda
HPV tiimor hiicrelerinin karsinogenezde santral rol oynadiklarini diisiinebiliriz. Bu
hiicreler immiinsupresyonu tetikleyen kostimulator ve kemoatraktan mediatorler
sentezleyebilmekte ve immatiir myeloid hiicrelerin supresor hiicrelere dontisiimiinii

tetikleyebilmektedir (Barros ve ark.,2018).

HPV konakg1 insan ile beraber evrilirken, yasam dongiisii boyunca, bagisiklik sisteminden
miikemmel kacinma mekanizmalari gelistirmistir. Bunlar; viriisiin HPV DNA sensorlerini
hedef almasi, IFN proteinlerinin ekspresyonunu regiile eden IRF proteinleri ile etkilesmesi
ve HPV proteininin JAK-STAT yolaginin aktivasyonunu bloke etmesi olarak
siralanabilmektedir (Hong ve Laimins,2017). Ayrica enfeksiyon boyunca virusun yasam
siklusu igerisinde viremi ve sitoliz yoktur, bu nedenle bagisiklik sistemi HPV'ye karsi
tepkisiz kalir. Dahasi, HPV dokiilmeden hemen 6nce islemin son kismina en immiinojenik
proteinler L1 ve L2'yi gizleyen mikemmel bir replikasyon stratejisi
uygular(Deligeoroglou ve ark.,2013; Doorbar ve ark.,2012; Stanley,2012). HPV erken
proteinleri (E6,E7) ayrica, keratinositlerin dogustan gelen immiin sensorlerini dogrudan
uyarmaz, bu nedenle keratinosit, immiin yanitin ve iltihabin uygun sekilde baslamasi i¢in
gerekli olan proinflamatuar sitokinleri serbest birakamaz. Sonug olarak, inflamasyonun
olmamasi, LC aktivasyonunu ve DC olgunlagma siirecini engellemektedir [7]. HPV ayrica
MHC I (Major Histo-Uyumluluk I) ve MHC II'yi (Majo6r Histo-Uyumluluk I1) inhibe eder,
intraepitelyal LC sayisin1 ve E-kadherin ekspresyonunu azaltir; bdylece enfekte hiicreler
MHC I'molekiillerini diistik diizeyde eksprese eder ve bu da bozulmus sitotoksik T lenfosit
fonksiyonu ile iliskilidir (Piersma,2011). Bununla birlikte YR HPV, T regulatuar
hiicrelerin infiltrasyonunu, IL-10 ya da TGF beta iiretimini indiiklemektedir. Yapilan
caligmalarda YR HPV enfeksiyonu sirasinda T helperl ve Thelper 2 hiicreler arasinda
bozulmus bir denge oldugu da gosterilmistir. intraepitelyal ve invaziv servikal lezyonlarda

belirgin sekilde Thelper 2 sitokin profili oldugu gézlenmistir. YR HPV pozitif hastalarin
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servikal eksudatlarinda da artmis T helper 2 sitokinleri (IL-10 vs), ve azalmig T helper 1
sitokinleri ( IFN, 1L-12, IL-2, TNF) tespit edilmistir (Bais ve ark.,2005). Bu T helper 1
fenotip supresyonunu HPV nin kendisinin yapip yapmadigi heniiz bilinmemektedir.

Immiinohistokimyasal ¢alismalar hayvanlarda ve insanlarda genital, anal, kutandz
wartlarin regresyonunun, mononiikleer hiicrelerin (CD4,CD8, CD56 + hiicreler ve
makrofajlar) lezyon igine masif lokal infiltrasyonu ve Thelper 1 sitokinlerinin

ekspresyonu ile karakterize oldugunu gostermistir(Stanley ve Reports,2015).

2.5.2.2. Adaptif Immiinite

Adaptif immiinite patojene kars1 spesifik immiin yanitin gelismesinden sorumludur. B
hiicreler, T helper , T sitotoksik ve T regiilatuar hiicreler sorumludur. T helper hiicreler
CD4+ yiizey molekiilleriyle ayird edilir ve olusturduklari sitokin mikrogevresi ile immiin
yanitin yoniini belirlerler. Matiir ama immiinolojik olarak virjin T helper hiicrelerin
aktivasyonu onlarin fenotipini belirler ve iki alt tipe T helperl ve T helper2
diferansiasyonla sonug¢lanir. Bu farklilagma sunulan antijenin tipi, kostimiilator sinyallerin
varlig1, antijenin miktar1 yapisi ve giris yolu , antijen maruziyetinin tekrarlar seklinde
olmasi, adjuvan varlig1 ve lokal mikrogevredeki sitokin ve hormonlarin durumuna gore
belirlenmektedir. T helper naive hiicrenin T helper 1 fenotipine farklilasmasi i¢in ortamda
hem interferon gamma hem de IL-12 bulunmalidir. Farklilasma sonunda T helper 1
interferon gamma ve IL-2 salgilamakta ve hiicre aracili immiinitenin aktivasyonunu
tetiklemektedir. T helper 2 fenotipine doniisiim igin ise ortamda IL-4 ve IL-2 gereklidir.
Dontisiim sonrasi ise 1L-4, IL-5, 11-13, IL25, IL-10 ve amfiregiilin salgilanmakta ve
humoral immiin yanitin gelisimi saglanmaktadir. Caligmalar gdstermistir ki HPV
lezyonlarmin temizlenmesi igin T helper hiicrelerinin dominant yanit olarak ortamda
bulunmas: gerekmektedir. Intraseliiler ve ekstraseliiler ataklarin karsilanabilmesi icin T
helper 1 ve T helper 2 yanitlarinin bir denge i¢inde bulunmasi gerekmektedir. Ancak
caligmalar gostermistir ki HPV lezyonlarinda bu hassas denge bozulmustur. Normalde
HPV intraseliiler bir ajan olarak T helper 1 immiin yanitin1 tetiklemelidir. Ancak
goriilmektedir ki intraepitelyal ya da invaziv servikal HPV lezyonlarinda T helper 2
sitokin profili mevcuttr. Bu durumda azalmis T helper 1, artmis T helper 2 yanit1 seliiler

immiinitenin baskilanmasina ve lezyon progresyonuna neden olmaktadir. CD8 + yiizey
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marker1 ise sitotoksik T lenfositleri isaret etmektedir. Sitotoksik T lenfosit yaniti ana
antijen spesifik immiin yanittir ve antijenleri major histokompatibilte klass 1 molekiilii
tizerinden tanir. Hiicre aracili immiinite HPV lezyonlarinin temizlenmesinde pivotal rol
oynar. Cogu T hiicre aktivasyonu E6 ve E7 proteinleri aracilidir ve destriiksiyon enfekte
hiicrelerdeki  upregiile olan ICAM-1, VCAM-1 ve E-selektin aracilifiyla
gerceklesmektedir (Scott ve ark.,2001). Ancak yinede HPV sitotoksik hiicrelere karsi
defans gelistirmistir. HPV E7 onkogeni, MHC klas 1 molekiilii ile viral antijeni eslestiren
TAP-1 ekspresyonunu downregiile etmekte ve HPV antijen prezentasyonunu suprese
etmektedir, bu da HPV i¢in biiyiik bir immiin kagis taktigidir. Ayrica HPV 16 iligkili ES
proteini MHC/HLA klas 1’i downregiile etmektedir. T regiilatuar hiicreler CD4, CD25 ve
transkripsiyon faktorii Foxp3 eksprese eden, normalde toleransin indiiksiyonunda gerekli
olan bir T hiicre alt grubudur. Varlig1 immiin yanit1 baskilar ve antitlimor defans sistemini
inhibitor sitokinler araciligiyla baskilar. Bu hiicrelerin TGF beta ve IL-2 araciliiyla
aktivasyonu malignite igin kotli prognostiktir. T helper ve sitotoksik T hiicrelerin
prolifearsyonunu da baskilar. Antijen sunan hiicreler i¢in elzem olan CD80, CD86 protein
ekspresyonunu olumsuz etkiler ve dendritik hiicrelerden T hiicre popiilasyonu i¢in toksik
olan indoleamin 2.3 dioksijenaz iiretimini provake eder (Oderup ve ark.,2006). TGF
beta’nin rolii tam bilinmemekle birlikte CD4+ hiicrelerde Foxp3 ekspresyonunu uyararak
onlarin indiiklenmis regiilatuar T hiicrelerine doniistimiine aracilik eder. Son c¢aligsmalar
TGF betal ve TGF beta2 diizeylerinin lezyon LSIL’den invaziv kansere dogru progrese
oldukga arttig1, [IL12 ve TNF alfa ( klasik T helper 1 paterni ) diizeylerinin ise azaldigini
ortaya koymustur. B hiicreler ise viral ajanlar1 nétralize ve opsonize eden humoral yanittan
sorumludur. Humoral immiinite ; antijen sunan hiicreler ve T helper 2 sitokin paterni
tarafindan stimiile edilmekte ve CD4+ helper T hiicrelerin B hiicrelerin maturasyonunu
sonucu antikor iiretmesini asistansina baghdir. HPV ye kars1 gelisen antikorlar ana olarak
L1 kapsid proteinine karst gelismekte ancak E2,E6,E7 ve L2 ye kars1 da zayif antikor
yanit1 tespit edilebilmektedir. Bu antikorlarin biiyiik kism1 IgG1 sinifindandir. Burada iki
tip notralizan L1 antikoru bulunmaktadir. Birinci grup hiicre ylizeyine baglanmayi
engellerken ikinci grup antikorlar bazal membrana baglanmay1 engellemektedir. Ikisi de
viral internalizasyonu, direk baglanmay1 ya da gerekli konformasyonel degisiklikleri

bloke ederek engellemektedir. Natiirel enfeksiyondan 8-9 ay sonra serokonversiyon ve
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noétralizan antikorlarin olugsmasi beklenir ancak bunlarin seviyesi diigiiktiir ve biitlin
kadinlarda gozlenmez (Carter ve ark.,2000). Dogal enfeksiyon sonrasi serokonversiyon
immiinkompetan bireylerde %60 oraninda gergeklesmesine ragmen, enfeksiyon sirasinda
antikor iiretimi muhtemelen diisiik titreler nedeniyle tekrarlayan enfeksiyonlardan
korumamaktadir (Viscidi ve ark.,2005). Profilaktik asilamadaki viriis like partikiillere
karsi iiretilen L1 ndtralizan antikrolar, ikinci sinif antikorlardir ve natiirel enfeksiyonda
olusan yanita gore serum diizeyleri daha ytiksektir ve uzun donem c¢alismalarda da serum

seviyelerinin yiiksek kaldig1 gozlemlenmistir (Stanley,2008).

2.5.3 Gamma-Delta T hiicreler

Keratinositler, LC, DC, dokuda yerlesik MQ ve intraepitelyal GDT hiicreleri, kadin
genital kanalinin mukozal immiin savunmasinin hiicresel bilesenleridir. Geleneksel
olmayan T hiicrelerinin prototipi olan GDT hiicreleri, ilk savunmada epitel bariyer
korumasi olarak biiylik rol oynar. Bagirsak ve derideki GDT hiicreleri ¢ok iyi bilinmesine
ragmen, genital mukozal GDT hiicreleri olduk¢a az calisilmistir. Alfa beta TCR igeren
klasik T hiicreleri antijen sunumuna bagimli ve MHC kisithilig1 gosterirken, GDT
hiicreleri , MHC restriksiyonu olmadan , stres ile indiiklenen ligandlar ve nonpeptid

antijenler gibi ¢ok sayida antijen ¢esidini taniyabilirler.

GDT hiicreleri, periferik kanda (% 10'dan az) kiiciik bir T lenfosit alt grubunu temsil etse
de, ince bagirsakta mukoza % 60'a kadar Intraepitelyal lenfosit (IEL) igermektedir
(Cheroutre ve ark.,2011). Degisken (V) delta zincirine baglh olarak, GDT hiicreleri ii¢ alt
tipe ayrilir: GDT1, GDT2 ve GDT3. Bunlardan GDTI1 hiicreleri mukozal dokularda
baskin iken gamma komponenti olarak farkl: tipleri ( gamma 2/3/4/5/8) igerebilir, GDT2
hiicreleri esas olarak kanda bulunur ve ¢ogunlukla gamma komponentini VY9 olusturur
(Zhao ve ark.,2018). GDT?2 hiicreleri CD27 ve CD45RA ekspresyonlarina gore dort farkli
fonksiyonel alttipe ayrilir. CD45RA+CD27+ (naive), CD45RA-CD27+ (lenf nodlarinda
zengin olan efektor fonksiyonu olmayan santral memory), CD45RA-CD27- (efektor
memory), CD45RA+CD27- (inflamasyon alaninda bulunan terminal diferansiye tip) .
Hem GDT1 hem de GDT?2 iizerlerinde tasidiklar1 TLR ve NKG2d reseptorleri ile
enfeksiyon ve tiimor immiinitesi sirasinda efektor etkilerini gosterirler. GDT3 hiicreler ise

en kiigiik komponenti olusturur, karacigerde yogun olarak bulunur, ve kronik viral
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infeksiyon siireglerinde rol alir(Zhao ve ark.,2018). GDT hiicreler fonksiyonel olarak da
gruplara ayirilabilir; IFN gamma tireten GDT, IL-17A {ireten GDT, antijen sunucu GDT
gibi. GDT1 hiicreler mirin GDT intraepitelyal lenfositlere benzerlik gosterirken
gamma9delta2 GDT lenfositleri belli tiirlere spesifiktir ve sadece insanlarda ve yiiksek

primatlarda bulunur(Zhao ve ark.,2018).

GDT1 ve GDT2 hiicreleri, NKG2D reseptorleri tarafindan strese bagli molekiiller olan
MICA / MICB'yi tanir. Ek olarak, GDT1 hiicreleri, APC'nin MHC siniflb'sindeki
bakteriyel glikolipitlere yanit verebilir (Dar ve ark.,2014). Antijen tanimadan sonra,
aktivasyon islemi GDT hiicrelerinde baslar, ardindan TLR ekspresyonu, sitokin-kemokin-
litik enzim sentezi ve sitotoksik aktivite, CD4 ve CD8'e antijen sunumu, B hiicrelerine

yardim ve DClerin olgunlasmasi artar.

TCR ve GDT ile komsu hiicreler arasindaki aksesuar molekiillerin aracilik ettigi
karsilasma, GDT islevlerinin anahtaridir (Witherden ve ark.,2018). Antiviral bagisiklikta
bu etkilesimin tiyeleri, DC'ler, GDT hiicreleri ve TLR'lerdir. Ornegin, GDT hiicrelerinin
optimal aktivasyonu i¢in GDT hiicreleri ve DC arasindaki hiicre-hiicre temas1 gereklidir,
ayrica GDT hiicreleri DC'lerin antijen sunma 6zelligini etkiler (Dar ve ark.,2014). Her ne
kadar GDT hiicreleri, APC'nin destegi olmadan peptit olmayan antijenlere cevap verebilse
de, eger APC siirece katilirsa, tepki onemli olglide iyilesir (Morita ve ark.,1995). Bu
hiicrelerin efektér fonksiyonlarinda aksesuar molekiillerin veya koreseptorlerin
olabilecegi one stirilmiistiir (Dar ve ark.,2014). Aksesuar molekiiliin bir 6rnegi olarak,
aktiflestirilmis GDT hiicrelerinin PD — 1 ifade ettigi bilinmektedir ve GDT'de PD — 1'in
bloke edilmesinin antitimor veya sitotoksik potansiyeli arttirdigi bildirilmektedir (Bhat
ve ark.,2018; Iwasaki ve ark.,2011).

GDT hiicrelerinin anatomik dagilimi genital mukoza i¢in bilinmemektedir, ancak bu 6zel
alanda diger IEL'yi degerlendiren ¢aligmalar vardir. Kojima ve ark. GDT hiicreleri
digindaki servikal immiin hiicre popiilasyonu analiz etmis ve IEL'in% 54'iiniin CD4 +,%
46'smin CD8 ve % 5,6'ssnin NKT hiicrelerden olustugunu bulmustur (Kojima ve
ark.,2011). Pudney ayrica endoservikal kolumnar epitel boyunca 100 epitel hiicre bagina
tic CD8 hiicresi ve 1 CD4 hiicresi oldugunu gdstermis, ancak ne yazik ki GDT hiicreleri
bu caligmada spesifik olarak degerlendirilmemistir (Pudney ve ark.,2005). Son
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zamanlarda, disi genital mukozasinda GDT hiicrelerinin varligi, endoservikal
sitobrushlarin veya servikal biyopsi orneklerinin akis sitometrik analizini yapan bir¢cok
calismada dogrulanmis ve bu hiicrelerin CD4 veya CDS yiizey belirtegleri i¢in pozitif
olabilecegi kanitlanmistir (Juno ve ark.,2014; Strbo ve ark.,2017). Onceki ¢alismalarda
analiz edilen intraepitelyal lenfositlerin zaten GDT hiicrelerini igerdigini ancak spesifik
GDT yiizey belirtecleriyle daha fazla arastirnlmadiklart igin tespit edilemedigini

varsaymaktayiz.

Insanlarin degil, ancak farelerin epidermal GDT hiicreleri, belirgin bir dendritik
morfolojiye sahiptir ve dolayisiyla dendritik epidermal T hiicreleri (DETC'ler) olarak
bilinir. DETC'ler LC ile birlikte komsusunu olusturan keratinositlerin homeostazini korur
(Jameson ve ark.,2002). Epitelde yerlesik GDT hiicreleri, yalnizca epitelinin
korunmasinda degil, ayn1 zamanda patojenik saldirilardan zarar gérmesinden sonra
onarim siirecinin merkezinde de rol oynar (Witherden ve ark.,2018) . Bir¢ok ¢alisma,
epitelyal yerlesik GDT'min yoklugunu epitelyal diizensizlik, yogun hasar ve gecikmis
tamir mekanizmalari ile iliskilendirmistir (Jameson ve ark.,2002; Toulon ve ark.,2009).
Ayrica, bagirsaktan gelen GDT hiicreleri, epitel i¢indeki aktif go¢ yoluyla ¢oklu epitel
hiicreleri ile temas eder. Bu, tek bir IEL'ye, sayilar1 ¢ok diisiik olsa bile, epitelin biiyiik
alanlarmi gozlemleme ve koruma yetenegi verir (Edelblum ve ark.,2012; Sumida ve
ark.,2017).

GDT hiicrelerinin keratinosit homeostazindaki kanitlanmais rolii ve diger dokulardaki doku
onariminda rol almasi, servikal mikrotravmada HPV i¢in de aynm1 mekanizmalarin
bulundugunu gostermektedir. HPV enfeksiyonu, mikrotravma olarak doku hasari ile
basladigindan, eger IEL tamamen islevsel ise, epitelde hareket ederek olay yerine
ulagabilir sayica az olmalarindan kaynaklanan sorunu asabilir ve onarim siireci
baslayabilir. HPV enfeksiyonu ve iligkili servikal kanserde rol alan immiin hiicreler ve

birbirleriyle iliskileri Sekil2.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.8. Human papillomaviriis enfeksiyonu ve karsinogenezi siirecinde rol alan immiin hiicreler ve

birbirleriyle iliskileri gosterilmistir (Barros ve ark.,2018).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Yontem

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin hastaliklar1 ve dogum anabilim
dali ve Saglik bilimleri arastirma ve uygulama merkezi laboratuarlarinda, merkez
laboratuarlar1 akim sitometri laboratuarinda prospektif olarak yiiriitiilmiistiir. Bilimsel
Arastirmalar proje kurulundan maddi destek alinmistir. Calisma dizayn edildikten sonra
tiniversite blinyesindeki etik kurul bagkanligina bagvuruda bulunulmus ve onay alinmistir.
Calisma dizayn edilirken belirlenen ¢alisma grubuna HPV test sonucu pozitif hastalar ve
kontrol grubuna HPV test sonucu negatif hastalar dahil edilmistir. Calisma grubuna dahil
olma kriterleri: 30- 50 yas araliginda olmak, jinekolojik agidan asemptomatik olmak, en
erken 1 yil en geg 2 yi1l once HPV DNA test pozitifligi tespit edilmis olmak , son giincel
(en geg¢ 2 ay iginde) pozitif HPVV DNA testi sahibi olmak ( yani HPV enfeksiyonu
persistans gosteren hastalar ) ya da klinik persistansin isareti olan yeni tani servikal
intraepitelyal neoplazi tanis1 olmaktir. Kontrol grubuna dahil olma kriterleri ; 30-50 yas
araliginda olmak, jinekolojik a¢idan asemptomatik olmak, en erken 1 yil en geg 2 yil 6nce
HPV DNA test pozitifligi tespit edilmis olmak, son giincel (en geg 2 ay i¢inde) HPV DNA
testi negatif olmak yani HPV klerensi gostermis olmaktir.

Calismanin isleyisi ise su sekilde planlanmistir. Akdeniz tiniversitesi tip fakiiltesi kadin
hastaliklar1 ve dogum poliklinigine bagvuran, dahil etme ve dislama kriterlerine uyan
hastalar, ¢alisma ile ilgili bilgilendirilerek, ¢alisma ile ilgili daha 6nceden hazirlanmis olan
bilgilendirilmis onam formlar1 hastalara verilerek uygun ortam ve siirede okumalari
saglanmis ve ardindan hastalar tarafindan onaylandi ise ¢alisma i¢in gerekli islemlere
gecilmistir. Ornek toplama siirecleri calisma ve kontrol gruplari i¢in aym sekilde
ilerlemistir. Hastalardan 6rnek toplama Oncesi anamnez alinmis diglama kriterlerine
uyanlar caligmaya dahil edilmemistir. Hastalardan telefon numarasi, yas, gravida, parite,
abortus sayilari, viicut kitle indeksi, son adet tarihi, herhangi bir sikayeti olup olmadigi,
dahili problemi, kullandig1 ilaglar, alerjik durumu, sigara kullanimi, alkol kullanimi,
medeni durumu, egitim durumu, cinsel aktif olup olmadigi, partner sayisi, irk ile ilgili
sorgulamalar yapildi ve degisken olarak kayit edildi. Hastalarin giincel ve 1-2 yil 6nceki

smear ve HPV DNA test sonuglar1 kayit altina alindi. Hastalar onamlar1 alindiktan sonra
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jinekolojik muayene masasina alindi ve transvajinal ultrason yapildi. Ardindan tek
kullanimlik steril spekulum yerlestirildi. Dislama kriterleri saptanmadi ise ardigik olarak
iki adet endoservikal sitobrush ile endoservikal kanala girilerek firga 360 derece
dondiiriilmek suretiyle ornek toplandi. Bu sirada goriiniir diizeyde kan iceren ornekler
calisma disinda birakildi. Ornekleri iceren firgalar 5 ml RPMI soliisyonu igeren ve buzlu
tasima iinitesinde bekletilen 15ml lik Falkon tiiplerine aktarildi. Es zamanli olarak
hastalardan 10 mI’lik ve 3 ml’lik EDTA’l1 mor tiiplere periferik vendz kan ornekleri
alindi. 3 ml’lik tiip hemogram testi i¢in laboratuvara gonderildi. Diger 6rnekler buzlu
tasima {initesinde en ge¢ bir saat i¢inde laboratuvara ulastirildi ve analizlere hemen
baslandi. Laboratuvara ulastirilan drnekler es zamanli olarak hazirland: ve analiz edildi.
Periferik ven6z kan orneklerinden lenfosit izolasyonu i¢in densite gradyent yontemi
kullanildi. Biitiin islemler biosafety level2 diizeyindeki laminer akim kabinlerinde
gerceklestirildi. Dansite gradyent yonteminde , dnceden hazirladigimiz 2.5ml histopak
iceren 15mllik falkon tiipiine, edtal1 tiip i¢inde, phosphate buffered saline (PBS) ile 1/1
oraninda sulandirdigimiz 6rnekten tiipiin aldigi kadar koyuldu. Bu islem pastor pipeti ile
tiip egikken ve sivilar birbirine karismadan yavasca yapildi. Ardindan hazirlanan falkon
tipti dengeli bir sekilde santrifiij cihazina yerlestirildi ve 1800rpm de 20 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi fazlarina ayrilan kanin en {ist tabakasinda plasma, onun altinda
periferal kan mononiikleer hiicrelerini i¢eren beyaz bulutsu tabaka, onun altinda histopak,

en altta da eritrositer seri hiicreler yerlerini alir (Resim 3.1.)
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Resim 3.1. Santrifiij sonrasi fazlaria ayrilan periferal venz kan 6rnegi

Beyaz bulutsu tabaka pastdr pipetiyle toplanarak 1/1 oraminda PBS ile sulandirildi.
Ardindan tiipiimiz 2500rpm devirde bir 7 dakika daha santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasinda siipernatan dokiildii tiipiin dibine yapisan lenfositler 1.5ml cell wash soliisyonu
ile yikandi ve antikor boyamalarinin yapilacagi flow tiiplerine 100’er mikrolitre
paylastirildi . Ardindan boyama islemine gecildi. Endoservikal ornekleri tasiyan tiip
(Resim 3.2.) ise 6nce 45 saniye boyunca igindeki iki adet firga ile beraber vortexlendi.

100 mikrometrelik siizgecten gegirildi (Resim 3.3.)
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Resim 3.2. Firgalarla santrifiij edilen endoservikal drnek tiipii

Resim 3.3. Endoservikal drnekleri hiicre siizgecinden gegirme islemi

Ardindan tiip 2000 rpm de 10dk boyunca firgalar tiipiin i¢indeyken santrifiij edildi.
Ardindan pellet bozulmadan nazikge firgalar ¢ikarildi (Resim 3.4.).
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Resim 3.4. Santrifiyj sonrasi endoservikal 6rnek tiipiinde olusan pellet

Stipernatan pipet ile pellete zarar vermeden alindi ve atildi. Ardindan 50ml’lik falkona
100 mikrometrelik hiicre siizgeci yerlestirilerek, fircalar tiipiin i¢ine yikandi ardindan
santrifiij edilerek siipernatan atildi. iki pellet mikropipetle topland: ve birlestirildi. 600
mikrolitre cell wash ile yikanan pelletlerden, 100 mikrolitre alinarak boyama yapilacak
olan flow tiiplerine aktarildi. Periferik kan ve endoservikal 6rnekler i¢in daha dnceden
olusturdugumuz monoklonal antikor panelleri , panel A ve panel B seklindeydi ve panel
A CD45 (FITC- Biolegend clone 2D1), CD3 (APC/Cyanine 7 -Biolegend clone HIT3a),
CD4 (PE/ Cyanine 7- Biolegend clone A161A1), CD8 (PerCP/Cynanine 5.5- Biolegend
clone SK1), TCR gamma-delta (PE- Biolegend clone B1), TCR gamma-delta 2 ( APC-
Biolegend clone B6), seklinde dizayn edilmistir. Panel B ise CD45 (FITC-Biolegend
clone 2D1), CD3 (APC/Cyanine 7-Biolegend clone HIT3a), CD19 (APC-Biolegend clone
4G7), CD16 (PE-Biolegend clone 3G8), CD56 (PE/Cy7-Biolegend clone 5.1H11), CD14
(PerCP/Cy5.5- Biolegend clone 63D3) seklinde dizayn edildi.

Boyama islemi igin 100 mikrolitre 6rnek igeren flow tiiplerine her monoklonal antikordan
5 mikrolitre olacak sekilde paylastirildi ve karanlik alanda ve oda 1sisinda 30 dk bekletildi.
Ardindan tiipler dengeli bir sekilde 2500 rpm 7 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatan dokiildii ve pellet 200 mikrolitre cell wash ile diliie edildi. Tekrar son kez
2500rpm de 7 dakika santrifiij edilerek siipernatani dokiildii ve 600ml cell wash ile diliie

edilerek akim sitometri cihazinda okumaya hazir hale getirildi.
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Tiiplerin okumalart BD FACS Canto II akim sitometri cihazinda gerceklestirildi.
Analizler ise BD FACS Diva software ile gergeklestirildi. Analiz sirasinda periferik kan
ve endoservikal sitobrush orneklerinde; islem sayisi, 16kosit (CD45+) yiizdesi, T lenfosit
(CD3+) yiizdesi, CD4 T lenfosit (CD3+CD4+) yiizdesi, CD8 T lenfosit (CD3+CD8+)
yiizdesi, genel gamma-delta hiicre (CD3+gamma-deltaTCR+) yiizdesi , gamma-delta 2
hiicre (CD3+gamma-delta2 TCR+) yiizdesi, CD4 gamma-delta hiicre yiizdesi
(CD3+CD4+gamma-delta TCR+),CD8 gamma-delta hiicre yiizdesi ( CD3+CD8+gamma-
delta TCR+), CD3 eksprese etmeyen genel gamma-delta hiicre yilizdesi ( CD3-gamma-
delta TCR+), CD3 eksprese etmeyen gamma-delta 2 hiicre yiizdesi (CD3-gamma-delta2
TCR+), CD45+CD3-, Double negatif T hiicre ylizdesi (CD4-CD8-CD3+), Cift pozitif T
hiicre yiizdesi (CD4+CD8+CD3+), gamma-delta TCR + lerin iginde ¢ift pozitif
(CD4+CD8+) hiicre yiizdesi, gamma-delta TCR + lerin iginde ¢ift negatif ( CD4-CD8-)
hiicre yiizdesi, gamma-delta T hiicreler i¢indeki sadece CD4+ ve sadece CD8+ hiicrelerin
yiizdeleri, gamma-delta 1+/gamma-delta 2 +orani, CD4+/CD8+ orani, B lenfosit (CD19+)
yiizdesi, Monosit (CD14+16+) hiicre yiizdesi, Natural kiler hiicre (CD3-CD16+CD56+)
yiizdesi, NKT hiicre (CD3+CD16+CD56+) yiizdesi verileri toplandi ve kayit edildi.
Hemogram testinden hemoglobin diizeyleri, hematokrit yiizdesi, 16kosit sayisi, trombosit
sayis1, ortalama trombosit hacmi (MPV), notrofil sayisi, lenfosit sayisi, nétrofil/lenfosit
orant (NLR), platelet/lenfosit oran1 (PLR), sistemik immiin-inflamasyon indeksi (SII)
parametreleri degerlendirildi ve kayit edildi. Akim sitometri caligmalart sirasinda

kullanilan kapilama stratejileri asagida verilmistir.
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Sekil 3.1. Periferal kan akim sitometri analizi kapilama stratejileri; A) Morfolojik lenfosit kapilama, B)
Lenfositlerde CD3+ ekspresyonu ve kapilanmasi, C) CD3+ hiicrelerde CD4 ve CD8
ekspresyonu, D) CD3+ hiicrelerde panGDT ve GDT2 ekspresyonu, E) CD3+ hiicrelerde
CD4+GDT ekspresyonu, F) CD3+ hiicrelerde CD8+GDT ekspresyonu, G)CD3- hiicrelerde
panGDT ve GDT2 ekspresyonu
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Sekil 3.2. Periferal kan akim sitometri analizi kapilama stratejileri (devami); A) Morfolojik lenfosit
kapilanmasi, B) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde panGDT+ hiicrelerin kapilanmasi, C)
panGDT+ hiicrelerde CD4 ve CDS ekspresyonlart
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Sekil 3.3. Periferal kan akim sitometri analizi kapilama stratejileri (devami); A) Morfolojik lenfosit
kapilama, B) Lenfosit kapisindaki hiicrelerde CD19 ekspresyonu (B Lenfosit) C) Lenfosit
kapisindaki hiicrelerde CD3 ekpresyonu ve kapilanmasi, D) CD3+ hiicrelerde CD16, CD56
ekspresyonu (NKT hiicre), E) CD3- hiicrelerde CD16, CD56 ekspresyonu (NK hiicre)
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Sekil 3.4, Periferal kan akim sitometri analizi kapilama stratejileri (devami); A) Morfolojik monosit ve
lenfosit kapilama, B) Monosit ve lenfosit kapisinda CD16 ve CD14 ekspresyonlari
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Sekil 3.5. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri; A) CD45 ekspresyonu ile
immiinolojik kapilama, B) CD45+ hiicrelerde CD3 ekspresyonu ve kapilanmasi, C) CD3+
hiicrelerde CD4 ve CDS ekspresyonu, D) CD3- hiicrelerde pan GDT ve GDT2 ekspresyonu
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Sekil 3.6. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri (devami) ; A) CD45
ekspresyonu ile yapilan immiinolojik lenfosit kapilamasi (tekrar gosterilmemistir) ardindan CD3
ekspresyonu ve kapilanmasi, B) CD3+ hiicrelerde CD4+GDT ekspresyonu, C) CD3+ hiicrelerde
panGDT ve GDT2 ekspresyonu, D) CD3+ hiicrelerde CD8+GDT ekspresyonu
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Sekil 3.7. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri (devami) ; A) CD45

ekspresyonu ile immiinolojik kapilama, B) CD45+ hiicrelerde panGDT ekspresyonu ve

kapilanmasi C) panGDT + hiicrelerde CD4 ve CD8 ekspresyonu
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Sekil 3.8. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi kapilama stratejileri (devami); A) CD45 ile
immiinolojik kapilama, B) CD45+hiicrelerde CD19 ekspresyonu (B hiicre), C) CD45+ hiicrelerde
CD3 ekspresyonu ve kapilanmasi, D) CD3+ hiicrelerde CD16, CD56 ekspresyonu (NKT hiicre),
E) CD3- hiicrelerde CD16 , CD56 ekspresyonu (NK hiicre)

Akim sitometre analizi i¢in monoklonal antikorlar ile boyamaya gecildigi sirada
ornek tliplinden bir miktar Oornek lenfosit hiicre kiiltiirii yapilmak tiizere ayirildi.
Oncesinde; L-glutamin ve HEPES iceren RPMI 1640, %10 oraninda fetal bovine serum
(FBS), %2 oraninda da penisilin-streptomisin soliisyonu igeren besiyeri hazirlandi. Her
kuyucukta 1 ml olacak sekilde 24 kuyucuklu plaga aktarildi. Ardindan stimiilanlarin
hazirlanmasina ge¢ildi. Zoledronik asit 5 mikromol konsantrasyonda olacak sekilde RPMI
icinde hazirlandi. Fitohemagliitinin ise 5Smg/ml konsantrasyonda olacak sekilde RPMI

soliisyonu i¢inde hazirlandi. IL-2 ise 1.5ng/ml konsantrasyonda hazirlandi. Biitiin islemler
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biosafety II glivenlik kabininde laminer akim altinda ve steril sartlarda yapildi. Ardindan
orneklerden 100 mikrolitre alindi ve toma laminda hiicre sayimi yapildi . Onceden
hazirladigimiz 24 kuyucuklu plaklarda 1x10° hiicre olacak sekilde kuyucuklara dagitilds.
Her bir endoservikal ve periferik vendz kan 6rnegi i¢in , bir kuyucukta negatif kontrolii
olusturacak sekilde stimulan kullanilmadi sadece besiyeri ilavesi yapildi. Diger bir
kuyucukta pozitif kontrol olmasi amagli fitohemagliitinin ile lenfosit stimiilasyon yapildi.
Diger bir kuyucukta ise rekombinant human IL-2 — Zoledronik asit ikilisi ile lenfosit

stimiilasyonu yapildi (Resim 3.5.).

Resim 3.5. 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plagi dizayni

IL-2 , igeren soliisyon 72 saatte bir kuyucuga eklenerek lenfosit stimiilasyonu yapildi.
Ekim yapilmas1 ardindan kiiltiir plateleri %5-10 karbondioksit ve 37 derecelik ortam 1s1s1
saglayan inkiibatore kaldirildi. 48 saatte bir inkiibatdrden steril sartlar korunarak ¢ikarildi
ve inverted mikroskop altinda lenfosit popiilasyonu biiyiime ve kontaminasyon agisindan

takip edildi ve fotograflandi.
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3.2. Istatistiksel Analiz

Deskriptif istatistikler standart prosediirle elde edildi. Kontinue degiskenlerin normal
dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile dogrulandi. Normal dagilan kontinue degiskenler
ortalama+/- SS (standart sapma) olarak verildi ve 2-tailed unpaired Student t test ile
karsilastirildi. Biitlin istatistiksel degerlendirmeler SPSS software versiyon 16.0 ile

yapildi. P degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismaya dahil edilme ve diglanma kriterlerine uyan 41 hasta ¢aligmaya dahil edildi.
Persiste HPV enfeksiyonu dokiimante edilen 19 hasta ¢alisma grubuna, HPV klerensi
dokiimante edilen 21 hasta kontrol grubuna dahil edildi. Calismamiza katilan hastalarin

genel o6zellikleri ve sosyodemografik yapilart asagida tablo 4.1.”de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Hastalarin genel ve sosyodemografik 6zellikleri

HPV Persistans (19) HPV Klerens (22) p degeri

Ortalama (SS) Ortalama (SS)

Say1 (%) Say1 (%)
Yas 39.9 (6.9) 40.6 (6.1) 71
Gravida 2.2 (1.3) 2.3 (1.6) 75
Parite 1.6 (1.0 1.6 (1.2) .99
Abortus 0.5 (0.6) 0.6 (0.9) .68
Viicut kitle indeksi (kg/m2) 27.5 (2.3) 28.3(2.7) 31
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Sigara kullanimi

Var

Yok

Alkol kullanimi

Var

Yok

EKk hastalik

Var

Yok

Irk

Beyaz

diger

Medeni durum

Evli

Bekar

8 (42.1%)

11 (57.9%)

19 (100%)

6 (31.6%)

13 (68.4%)

19 (100%)

15 (78.9%)

4 (21.1%)

.59

9 (40.9%)

13 (59.1%)

22 (100%)

8 (36.4%)

14 (63.6%) 36

22 (100%)

17 (77.3%)

5 (22.7) 60
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Egitim diizeyi

Universite mezunu 8 (42.1%) 5 (22.7%) 16

Lise ve alti mezunu 11 (57.9%) 17 (77.3%)

Aktif cinsel hayat

Var 19 (100%) 22 (100%)

Yok 0 0

Partner sayisi

1 19 (100%) 22 (100%)

1’ den fazla 0 0

HPV persistansi gosteren hastalardan olusan ¢alisma grubuna baktigimizda en sik goriilen
HPV alt tipinin HPV 16 %33.3 (5/15 ) oldugu gozlemlenmistir. Ikinci sirada %19.9 (3/15)
ile HPV 35, 39, 56, ve 68 yer almaktadir. Ugiincii siklikta ise %13.3 ile HPV 31,45,51 yer
almaktadir. Hastalarin %53.3 (8/15) ’tinde birden fazla tip HPV alt tipi ile enfeksiyon
oldugu gozlenmistir. Eski ve yeni HPV DNA testleri arasindaki siire ortalama 21 aydir.
9/19 (%47.3) hastanin HPV persistanst HPV DNA testi ile tanimlanmigken, 10/19 (%52.6)
hastanin HPV persistanst klinik diizeyde CIN2* lezyonlarin varligi ile tanimlanmigtir.
HPV persistans1 grubunda yer alan 19 hastanin tamamina (%100) 6rnek toplama islemi
ardindan kolposkopi islemi yapilmistir. %57.9 (11/19) hastada CIN2, %5.2 (1/19) hastada
CIN3 tespit edilmis ve bu hastalara ( %68.4 (13/19)) leep islemi yapilmistir. Leep yapilan
hastalarin patoloji sonuglarina baktigimizda %24.9 (3/12) hastada CIN3 , %33.3 (4/12)
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hastada CIN2, %49.9 (6/12) hastada ise CIN1 tespit edilmistir. Bu hastalarin 6zellikleri
tablo 4.2.”de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. HPV persistansi gosteren hastalarin 6zellikleri

Hasta Yas Giincel Giincel EskKi Eski Test Kolposkopi Leep Tani
numarasi HPV DNA arasi
Smear HPV DNA Smear

suire

(ay)
1 48 - ASC-H - - - CIN2 + CIN1
2 39 35 LSIL - - - CIN2 + CIN1
3 44 - ASCUS - - - CIN2 + CIN1
4 35 18,45 - - - - CIN2 + CIN1
5 30 - HSIL - - - CIN2 + CIN3
6 40 16,56,68 normal 51,35 normal 14 Normal - -
7 32 59 normal - normal - CIN2 + CIN3
8 45 16 normal - - - CIN2 + CIN2
9 35 16 ASCUS - - - CIN2 + CIN2
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

32

49

46

49

48

31

30

38

44

43

31,39,45,68 normal 16,18,68,56,52

39,33

35

56

16,35

16,51,68

31,39

51,66

56

normal 16

normal 51

normal 18,31,56

normal 18,59

ASCUS 16

ASCUS

ASC-H 16,52

normal 16,31,33,56

normal

normal

normal

normal

normal

normal

normal

normal

19

22

22

18

24

20

24

26

CIN2

Normal

CIN1

Normal

Normal

CIN3

CIN2

CIN2

Normal

CIN1

CIN2

CIN3

CIN1

CIN1

CIN2

Calismamiz i¢in alinan periferik ven6z kan 6rneklerinden es zamanli olarak gonderilen

hemogram analizlerindeki hematolojik ve immiinolojik parametrelerin analizi Tablo

4.3.°de O6zetlenmistir.
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Tablo 4.3. Periferik ven6z kan 6rneklerinde hematolojik ve immiinolojik parametreler

HPV Persistans (19) HPV Klerens (22) p degeri

Ortalama (SS) Ortalama (SS)
Hematokrit % 35.9(3.1) 38.3(4.0) .046
Hemoglobin(g/dl) 12.0 (1.6) 12.6 (1.3) .23
Lokosit (10%/pul) 6.9 (1.7) 7.4 (1.1) 23
Trombosit (103/ul) 272.5 (86.3) 320.8 (70.2) .055
Ort.Trombosit hacmi 10.0 (0.9) 10.0 (0.9) .87
(fl)
Nétrofil(10%/ul) 4.26 (1.6) 4.08 (0.85) 64
Lenfosit(103/ul) 1.9 (0.6) 2.5 (0.6) .004
NLR 2.4 (1.5) 1.6 (0.4) 024
PLR 151.9 (65.1) 172.3 (85.8) 65
Sli 695.4 (507.6) 534.7 (190.2) 20

Periferik venoz kan ve endoservikal sitobrushlar ile elde edilen 6rnekler Akim sitometri

cihazinda lenfosit alt popiilasyonlari agisindan incelenmis ve sonuglar % cinsinden Tablo

4.4. ve Tablo 4.5.°de 6zetlenmistir. Periferik ven6z kan ve endoservikal sitobrush igin

ortalama okunan hiicre sayisi sirasiyla; periferik ven6z kan 6rneklerinde ortalama 75.000,

endoservikal sitobrush orneklerinde ise 778.000 dir.

59



Tablo 4.4. Periferik venoz kan akim sitometri analizi sonuglari

% HPV Persistans (19) HPV Klerens (22) p degeri
Ortalama (SS) Ortalama (SS)
CD3+ 63.6 (31.2) 73.3 (11.9) 21
CD3+CD4+ TLenfosit ~ 45.9 (23.7) 57.5 (10.8) .061
CD3+CD8+TLenfosit  24.5 (16.2) 35.8 (9.8) 014
CD4/CD8 orani 4.3 (11.1) 1.8 (0.8) .29
CD3+CD4-CD8- 13.1 (18.4) 5.6 (4.6) 10
TLenfosit
CD3+CD4+CD8+ 1.4 (2.1) 1.4 (1.1) 87
TLenfosit
GDT 4.9 (5.5) 8.6 (6.7) 071
GDT2 3.1 (4.0) 5.4 (4.5) 10
GDT1 1.8 (1.7) 3.1(3.0) .082
GDT1/2 oram 0.89 (1.3) 0.94 (0.9 .90
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CD4+GDT 2.4 (3.8) 4.3 (6.3) 24
CD8+GDT 1.9 (2.5) 5.7 (8.9) .081
GDT i¢inde CD4+ CD8+ 3.2 (4.1) 2.0 (3.0) 30
GDT iginde CD4-CD8-  28.1 (21.4) 23.6 (19.9) 49
GDT icinde CD4+ 30.2 (22.5) 42.1 (17.7) .06
GDT i¢inde CD8+ 22.6 (13.2) 32.2 (12.3) 021
CD3-GDT 3.4 (5.0) 11.5 (13.0) 013
CD3-GDT2 1.2(2.1) 4.1(6.9) 074
CD3-CD45+ 11.1 (16.6) 6.4 (11.8) 30
B Lenfosit 11.5 (13.0) 7.6 (2.3) A7
Monosit 14.9 (5.6) 13.3(2.5) 24
NK 29.8 (19.2) 25.8 (12.4) 43
NKT 1.3 (1.8) 0.5 (0.3) .07

Periferal kandaki GDT hiicrelerinin oranlarma baktigimizda GDT2 hiicrelerinin (%63.2)
¢ogunlukta olup GDT1 hiicrelerinin (%36.7) iki kat1 kadar oldugu gériilmektedir.
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Tablo 4.5. Endoservikal sitobrush akim sitometri analizi sonu¢lari

% HPV Persistans (19) HPV Klerens (22) p degeri
Ortalama (SS) Ortalama (SS)
CD45+ 2.3(2.8) 1.9 (2.2) 59
CD3+ 52.0 (25.4) 73.6 (17.3) .004
CD3+CD4+ TLenfosit 37.6 (25.1) 14.1 (16.7) .002
CD3+CD8+TLenfosit 9.8 (11.5) 20.2 (13.7) 013
CD4/CD8 orani 18.9 (27.9) 1.4 (2.7) 014
CD3+CD4-CD8- 49 (29.9) 61.4 (27.1) 17
TLenfosit
CD3+CD4+CD8+ 3.1(2.5) 4.3 (6.0) 43
TLenfosit
GDT 41.2 (31.1) 42.7 (25.2) 86
GDT2 15.5 (19.1) 10.5 (8.2) 27
GDT1 26.8 (23.8) 32.1(20) 44
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GDT1/2 oram 2.6 (3.3) 4.1 (3.7) .20
CD4+GDT 38.6 (30.3) 15.0 (8.6) .004
CD8+GDT 7.2 (5.0) 15.1 (15.1) .030
GDTicinde CD4+CD8+ 3.9 (5.7) 3.3(4.6) .70
GDTicinde CD4-CD8- 51.1(33.2) 69.6 (19.4) 041
GDT i¢cinde CD4+ 32.1(30.3) 12.9 (13.0) 017
GDT i¢cinde CD8+ 9.0 (8.6) 15.0 (9.9) .048
CD3-GDT 3.7 (4.8) 4.6 (6.8) 61
CD3-GDT?2 0.8 (2.0) 0.5 (1.5) .62
CD3-CD45+ 53.4 (25.4) 34.7 (18.6) 013
B Lenfosit 20.5 (16.4) 21.8 (13.3) 78
NK 15.1 (19.6) 4.7 (11.7) .056
NKT 30.3 (30.3) 16.0 (21.5) .09

Hastalardan alinan periferik vendz kan ve endoservikal sitobrush érnekleri es zamanli
olarak onceden hazirladigimiz besiyerlerine ekildi ve CO2 inkiibatoriinde izleme alindi.
5.Ve 7. giin izlemlerinde saglikli koloni olusumlar1 gézlemlenen PHA ile stimiile periferal

kan ve endoservikal o6rnekler (Resim 4.1.) ve ZA + IL-2 ile stimiile edilen periferal kan
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ve endoservikal ornekler (Resim 4.2.) 9. Giinde fungus kontaminasyonu (Resim 4.3.)
nedeniyle sonlandirildi. Gerekli inkiibatér, mikroskop, kabin ve ortam temizlikleri
yapildiktan sonra besiyeri soliisyonuna amfoterisin B eklenerek kiiltiir ekimleri devam etti

ancak sonraki ekimlerde 2. Giinden itibaren fungal kontaminasyonlarin gériilmeye devam

etmesi nedeniyle kiiltilir islemine son verildi.

Resim 4.2. Solda, endoservikal sitobrush ZA-IL-2 7.giin; sagda periferik venéz kan ZA-1L-2, 7.giin
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Resim 4.3. Fungal kontaminasyon makroskopik goriiniim / mikroskobik goriiniim
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5. TARTISMA

Biz bu ¢alismamizda, HPV ile persiste enfeksiyonu olan ve HPV enfeksiyonu i¢in klerens
gostermis olan hastalarin periferik venéz kan ve lokal endoservikal immiinitesinde
Ozellikle GDT hiicreleri iceren bir farklilik bulmay1 amagladik. Hastalarimiz gruplara;
yas, gravida, parite, viicut kitle indeksi, sigara-alkol kullanimi, ek hastalik, egitim diizeyi,
irk, medeni durum, aktif cinsel hayat ve partner sayisi a¢isindan esit dagilim gdstermistir.
Hastalarin periferik ven6z kan 6rneklerine baktigimizda ortalama hematokrit degerlerinin
persistans grubunda istatistiksel anlamli derecede daha diisiik (%35.9 vs % 38.3 , p .046)
oldugu saptanmig ancak iki grubun da hematokrit yiizdesinin halen normal degerler
arasinda (%35-45) olmasi , hemoglobin degerlerinin de normal olmasi ve iki grup
arasinda fark olmamasi nedeniyle c¢alisgmamizin sonuglarmi etkilemeyecegi
distiniilmistir. Calismamizda periferik venoz kanda sistemik inflamatuar faktorler de
incelenmistir. Inflamasyon ve kanser gelisimi arasindaki nedensellik iliskisi uzun zaman
once ortaya konmustur(Coussens ve Werb,2002) . Timor mikrogevresinde kronik
inflamasyonun , tiimor biiyiimesine, tiimor anjiogenezine, invazyon ve metastaza , adaptif
immiin yanitin yikimina, antikanser ajanlara azalmig yanita neden oldugu
bilinmektedir(Grivennikov ve ark.,2010). Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda sistemik
inflamatuar yanitin 6lgiilmesi ¢alismalarinda, bu testlerin kanser sonuglarini predikte
etmede, preinvaziv siireclerde ise invaziv siirece gidisi predikte etmede rolii oldugu ortaya
konmustur. Bunlarin iginde artmis 16kosit sayisi, hipoalbuminemi, artmis CRP, yiiksek
sitokin diizeyleri, artmis NLR, PLR, SlI sayilabilir(Acmaz ve ark.,2014; Guthrie ve
ark.,2013; McMillan,2013). Tavares-murta ve ark. Invaziv serviks kanserinde sistemik
16kosit sayis1 degisimlerini inceledikleri ¢aligmalarinda, CIN grubuna gore ileri evre
serviks kanserinde artmis nétrofil , azalmig lenfosit sayis1 bulmuslardir(Tavares-Murta ve
ark.,2010). Ayrica 16kositoz, notrofili, lenfopeni, ve NLR>5 degerinin ileri evre kanser
grubunda erken evre kanser ve CIN grubuna gore daha sik oldugunu gozlemlemislerdir.
Artmis NLR ‘un sistemik inflamatuar durumlarin non-invaziv ve kost-efektif bir marker1
oldugu gosterilmistir(Templeton ve ark.,2014). Nétrofillerin tiimor asosiye anjiyogenezde
kritik rol oynayan VEGF’nin primer kaynagi oldugu diisliniildiiglinde kotii prognoz
iliskisinin temeli de anlagilmaktadir(Mishalian ve ark.,2013). NLR ayrica, servikal
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preinvaziv hastaliklarin cerrahi tedavi sonrasi rekiirrens riskini belirlemede de bir risk
faktorli olarak tanimlanmistir (Chun ve ark.,2017). 212 hastay1 igeren bir retrospektif
calismada 106 tane histolojik tanili CINI1-3 hastasi saglikli kontrol grubu ile
karsilastirilmis kontrol grubu ile CIN1 tanili grup arasinda NLR acgisindan fark
saptanmamustir. Ancak CIN1 ve CIN2 tanili hastalar arasinda ve CIN2 ve CIN3 tanili
hastalar arasinda anlamli fark saptanmistir. Ayn1 ¢alismada HPV 16 persistansi gosteren
grupta HPV negatif gruba gore medyan NLR degerleri daha yiiksek saptanmustir. Yani
NLR, HPV enfeksiyonunun hangi hastalarda persiste edip CIN gelisecegini de predikte
etmektedir. Buna gore yliksek NLR bagimsiz olarak CIN tanisini ve CIN evresini predikte
etmektedir (Xu ve Song,2021). Bizim ¢alismamizda yukarida bahsettigimiz belirteglerle
ilgili sonuglara bakacak olursak; lenfosit sayist HPV persistanst gosteren grupta
istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik (1.900 vs 2.500, p .004) saptanmustir.
Bununla iliskili olarak da NLR, HPV persistansi grubunda istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yiiksek (2.4 vs 1.6) saptanmistir. Ortalama lenfosit sayis1 her ne kadar her
iki grupta da normal degerler arasinda (1000-4.800/ pl) olsa da ortalama lenfosit sayisinin
HPV persistanst grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik olmasi
azalmig/disfonksiyonel T lenfosit iliskili antiviral immiin yanitin HPV persistansinda rolii
olabilecegini diisiindiirmiistiir. Lokosit sayisi, trombosit sayisi, ortalama trombosit hacmi,
notrofil sayisi, PLR ve SII” de sistemik inflamasyon belirtecleri olarak ¢esitli kanserlerde
ve preinvaziv klinik durumlarda prognostik faktorler olarak literatiirde kullanilmiglardir
(Qi ve ark.,2021; Yang ve ark.,2019). Ancak bizim ¢alismamizda bu parametreler igin iki
grup arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmamustir. Literatiirde HPV persistansinda
bozulmus immiin yanitla ilgili olarak yapilan ¢aligmalar vardir. Bu ¢aligmalardan birinde
aragtirmacilar 6zellikle >65 yas grubunda, PHA, influenza virus ve HPV16 L1 VLP’ ye
karsi azalmig lenfoproliferatif yanit oldugunu gostermislerdir(Garcia-Pineres ve
ark.,2006). Ayni1 aragtirmacilar daha sonra bu fenomenin altinda yatan nedeni aragtirmak
icin yaptiklar1 calismada, persiste HPV enfeksiyonu olan bireylerin plazmasinda artmis
sistemik inflamatuar sitokinleri ( IL-6,IL-8, TNFalfa, MIP-1alfa, GM-CSF, IL-1beta, ve
IL-1alfa ) tespit etmis, Ve bu artisin, persistansin siiresi ve yiiksek ya da diisiik risk HPV
pozitifligi olmasindan bagimsiz gelistigini gostermislerdir(Kemp ve ark.,2010). HPV

persistans1t gosteren hastalardaki sistemik lenfosit dagiliminda farklilik varmidir
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hipoteziyle yaptigimiz periferik vendz kan akim sitometri incelemelerinde; HPV
persistanst gosteren grupta CD3+ ve CD3+CD4+ T lenfosit yiizdeleri HPV klerensi
grubundan farklilik gostermezken, CD3+CD8+ T lenfosit yiizdeleri (24.5 vs 35.8 , p.014)
HPV persistansi grubunda daha diisiik saptanmistir. Literatiirdeki periferal kan lenfosit
immiinfenotiplendirilmesi ile ilgili yayinlara baktigimizda 2019 yilinda yayinlanan bir
makalede lenfositlerin kanda bulunma yiizdeleri su sekilde bildirilmistir;, CD3+ T
hiicreler %56-84, CD3+CD4+ T hiicreler %30-55, CD3+CD8+ T hiicreler %13-43,
CD19+B hiicreler % 5-49, CD3-CD56+ hiicreler %3-28, CD4/CDS8 oran1t 0.8-3.9
(Kokuina ve ark.,2019). Bagka bir referans deger ¢alismasinda CD3-CD16+56+ NK hiicre
yiizdesi %6-37 arasinda bildirilmistir, CD3+CD16+56+ NKT hiicreleri ise kanda oldukga
diisiik diizeyde bulunmakta ve bu deger bir literatiirde <%1 (Xu ve ark.,2021) olarak
verilirken bir digerinde %2.5 (Min ve ark.,2021) olarak bildirilmektedir. Bu hiicreler hem
T hem NK hiicre 6zelliklerini tagimakta, NK hiicrelerden farkli olarak antijen spesifik
reseptorler tasimaktadir(Min ve ark.,2021) .Bizim sonug¢larimiz iki grupta birbirinden
anlamli fark gostermezken literatiirde bildirilen bu degerlerle uyumludur. Bir ¢alisma
grubunun CDA4-CD8- ¢ift negatif T hiicreleri igin yaptiklari referans deger belirleme
calismasinda, medyan deger % 3.4 (1.6-7.4) olarak bulunmustur(Carlos ve ark.,2020).
Bizim ¢alismamizda bu hiicre grubu iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede
fark olmamakla birlikte HPV persistanst grubunda literatiirde bildirilenden yiiksek
ortalama yiizde degerleri saptanmistir. Bu CD4-CD8- ¢ift negatif hiicrelerin literatiirde
bildirilen periferal immiin tolerans1 indiikkleyici rolii ve inflamatuar yanitlarin
regiilasyonuna katilmas1 0zelligi, HPV enfeksiyonunun persiste etmesinde roli
olabilecegi yoniinde yorumlanmistir. CD4+CD8+ ¢ift pozitif hiicrelere baktigimizda ise
periferal kanda 75. persentil degeri %1 olarak bildirilmis ve kadinlarda bir miktar daha
yiiksek oldugu vurgulanmigtir(Marini ve ark.,2020). Bizim ¢aligmamizda iki grupta da

ortalama %]1.4 olarak literatiirde bildirilenden ¢ok hafif yiiksek bir deger saptanmistir.

GDT hiicrelerinin periferal kanda bulunma yiizdeleri iki grup arasinda fark géstermezken
GDT hiicrelerinin, kendi i¢gindeki CD4 ve CD8 ekspresyon dagilimlarina baktigimizda,
CD8+ GDT hiicrelerinin tiim GDT hiicrelerine yiizdesi HPV persistansi grubunda klerens
grubuna gore daha disiik (22.6 vs 32.2 , p .021) saptanmistir. Sistemik immiinitedeki
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sitotoksik T lenfositler aleyhine goriinen bu tablonun HPV’e karsi gelisen sitotoksik
antiviral immiin yamitin defektif olabilecegini, persistansin da bununla iliskili
olabilecegini diistindiirmiistiir. CD8+ T lenfosit yanitinin antiviral / antitiimoral immiin
yanittaki dnemi gz oniine alindiginda bu bulgu immiinolojik perspektifle de uyumludur.
Literatiirde HPV persistanst ve immiinite ile ilgili immiinolojik calismalar oldukga
kisithidir. Bizim ¢alismamizda saptadigimiz, HPV persistansinda sitotoksik T lenfosit
aleyhine hiicresel dagilimdaki farklilasma daha once bildirilmemistir. Ancak periferal
kanda immiinfenotiplendirme ile ilgili , 45-75 yas aras1 kadinlardaki HPV persistansi ve
sistemik immiinite arasindaki iligkiyi inceleyen bir yayinda , persistans gdsteren
bireylerde , CD69 ve HLADR eksprese eden aktive CD4+ T hiicrelerinde ve diferansiye
hafiza hiicreleri isaret eden CD45RO+CD27-CD8+ T hiicrelerinde HPV ile enfekte
olmayan gruba gore artis saptanmistir. Bu hiicre gruplarinda artis, HPV persistansinda
seliiler immiinitede aktivasyon/artisi isaret etmektedir. Bu ¢alismada ayrica indiferansiye
hafiza hiicreleri olan CD45RO+CD27+CD4+ T hiicrelerinde persistansla negatif
korelasyon saptanmistir(Rodriguez ve ark.,2011). Bu ¢alismanin ve bizim ¢alismamizin
sonuglarindan gérmekteyiz ki, her ne kadar HPV enfeksiyonu lokal bir enfeksiyon olsa
da, periferal immiin sistemde T hiicre alttiplerinde aktivasyon/diferansiasyon/azalma
yoniinde degisikliklerle iligkili olabilmektedir. Bizim c¢alismamizda her ne kadar
CD3+CD8+ T lenfosit ortalama yiizdesi persistans grubunda klerens grubuna gére daha
diisiik ¢iksa da, olmas1 gereken normal aralikta seyretmektedir. Bu da immiin hiicrelerin
az miktar degisimlerinin bile konagin HPV infeksiyonu miicadelesinde 6nemli oldugunu
gostermektedir. Burada tespit edilen immiinolojik disregiilasyonun mu HPV persistansina
egilime yol actig1, yoksa HPV persistansinin m1 gézlemlenen immiinolojik degisikliklere
yol agtigini tespit etmek bu ¢alismamizla miimkiin olmamustir. Her ne kadar istatistiksel
olarak anlamli bir fark olmasa da hem CD3+CD4+ T hiicrelerin yiizdesi hem de GDT
hiicreler i¢indeki CD4+ hiicrelerin yiizdesi ayn1t CD3+CD8+ hiicrelerde oldugu gibi
klerens grubuna gore persistans grubunda daha diisiik ¢cikmistir ve p degeri istatistiksel

olarak anlamli olmaya ¢ok yakindir (p :0.06).

Bizim calismamizda ayrica periferal kanda , klerens grubunda CD3-GDT hiicrelerinin

ylizdesinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek (3.4 vs 11.5, p .013) oldugu
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goriilmiistiir. Literatiirde daha Once alfabetaTCR tasiyan klasik T hiicrelerinin aksine
gammadeltaTCR tastyan GDT1 hiicrelerinin, CD3 kompleksini olusturan zincirlerden
epsilon subunitinin hi¢ eksprese edilmemesi ya da ¢ok diisiik eksprese edilmesi nedeniyle
CD3e '"ve CD3e "9 olarak iki popiilasyona ayrildig: bildirilmistir. Yazarlar tarafindan
bu hiicrelerin antijenik stimiilasyona daha az yanitli olabilecegi, hatta bu fenotipi gosteren
GDT hiicrelerinin terminal diferansiasyon fenotipinde oldugu ve PD-1 eksprese ettigi
gosterilmis bu tablonun da bu hiicrelerin daha 6nce aktive edildigi ve inaktive duruma
gectigi yoniinde yorumlanmistir(Dunne ve ark.,2018). Bu hiicreler GDT hiicreler i¢in ana
fonksiyonlardan biri olan IL-17 iiretme kabiliyeti agisindan test edildiklerinde ise PMA/I
stimiilasyonuna exvivo yanitlarmin, IL-17 {iretme yoniinde negatif oldugu goriilmiis ve
dolayistyla bu  hiicrelerin  inaktif terminal diferansiye hiicreler oldugu
dogrulanmistir(Dunne ve ark.,2018). Bizim ¢alismamizda klerens grubunda bu CD3-GDT
hiicrelerin daha fazla bulunmas1 HPV klerensinde GDT hiicrelerin énemli rol oynadigini
diistindiirmiistiir. Ayrica CD3-GDT2 hiicreleri iki grup arasinda farkli olmadigindan bu
farkin GDTI1 hiicrelerinden kaynaklandigi varsayilmigtir. CD3+GDT hiicrelerinin
periferik kanda dagilimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, %69 oraninda GDT hiicrelerinin
total lenfositlerin %10’ dan azin1 olusturdugu, %22 oraninda %10-20 araliginda
bulunabildigi, %8 ise %20’ den fazla olabilecegi bildirilmistir(Roden ve ark.,2008). Bizim
calismamizda, periferal vendéz kan CD3+ panGDT yiizdesinde, iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamakla birlikte ( %4.9 vs %8.6 p.071), bulgular
literatiirle uyumlu ve normal smirlarda ¢ikmistir. Her ne kadar aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli olmasa da persistans grubunda daha diisiik ortalama CD3+panGDT
yilizdesi oldugu goriilmiistiir. GDT hiicrelerinin antiviral immiin yanittaki énemi goz
ontinde bulunduruldugunda bu fark 6nem arz etmektedir. Periferal kan GDT hiicrelerinin
CD4+ ve CD8+ ‘ligi i¢in dagilimina baktigimizda en ¢gok CD4-CD8- ¢ift negatif GDT
(%28.1) ve CD4+GDT (%30.2) hiicrelerinin baskin oldugunu gérmekteyiz. Bu hiicreler
persistans ve klerens grubunda farklilik gdstermemektedir. Ugiincii en sik hiicre grubu
CD8+GDT hiicreleri (%22.6) ve en az oranla CD4+CDS8+ ¢ift pozitif GDT hiicrelerinin
(%3.2) bulundugunu gérmekteyiz. CD8+GDT oraninin persistans grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede diisiik olmasindan ve olasi etkilerinden daha dnce bahsetmistik.

HPV persistansi ile iligkili CD8+GDT hiicre fraksiyonunda azalma literatiirde daha dnce
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tanimlanmamugtir. Literatirde CD4+ GDT hiicrelerin periferal kandaki sikligi icin
olduk¢a nadir olarak bahsedilmekte ve say1 olarak oldukga kisith olarak
bildirilmektedir(Andreu-Ballester ve ark.,2012). Literatiirde saglikli bireylerde periferal
kan GDT hiicrelerinin yiizey markerlarinin dagilimina bakildiginda, GDT hiicrelerin
biiyiikk kisminin CD4 ve CDS ylizey markerlar1 i¢in ¢ift negatif, %20-30 kadarinin CD8
+ GDT oldugu, %0.1-7 kadarinin da CD4+ GDT oldugu bildirilmistir(Holmen Olofsson
ve ark.,2021). Bizim c¢alismamizda CD4+GDT oranin literatire gore yiiksek
bulunmasinin, azalan CD8+GDT fraksiyonunu kompanse etmek amaciyla olabilecegi
disiiniilmistir ve HPV persistanst ile bdyle bir iliski literatirde daha once
tanimlanmamustir. Bu konuyla alakali olarak periferal kan CD4+GDT hiicrelerinin, CD56
ko-ekspresyon diizeyiyle korele bir sekilde kanser hiicrelerini 6ldiirebilecegi buradaki
CD56+’liginin  CD4+GDT hiicreleri i¢in bir sitotoksisite marker1 oldugu
bildirilmistir(Holmen Olofsson ve ark.,2021). Bizim c¢alismamizda literatiirden farkli
olarak yiiksek yiizdede saptanan CD4+GDT hiicreleri her ne kadar ¢alismamizda CD56
mab kullanilmis olsa da farkli panellerde olmalar1 nedeniyle CD56 ko-ekspresyonu i¢in
degerlendirilememistir. Literatiirde GDT hiicresinin yiizde dagiliminin degistigi durumlar
tamimlanmustir. Ornegin kolon kanseri hastalar1 ve saglikli bireylerin karsilastirildig1 bir
calismada , CD3+GDT ve CD3+CD8+GDT hiicreleri kolon kanseri grubunda saglikli
bireylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmis olarak bulunmustur(Andreu-
Ballester ve ark.,2020). Bizim ¢alismamizda GDT1 ve GDT?2 hiicrelerin periferal kandaki
dagilimina baktigimizda ise literatiirle uyumlu bir sekilde GDT2 hiicrelerinin GDT1
hiicrelerine baskin oldugu (%63.2 vs %36.7)  gozlemlenmistir. GDT3 hiicreleri
dolagimdaki T hiicrelerinin yalnizca %0.2’sini olusturmas1 ve oOzellikle karacigerde
yerlesmeleri nedeniyle bizim ¢alismamizda degerlendirilmemistir (Mangan ve ark.,2013).
GDT1/2 oranina baktigimizda ise periferal kandaki GDT hiicrelerin biiyiik cogunlugunu
GDT?2 hiicrelerinin olusturmasi nedeniyle, literatiirde sayisal degeri normal popiilasyonda
%1’den kii¢iik olarak bildirilmistir(Li ve ark.,2021). Bazi kanserlerde bu oranin >1 oldugu
da bildirilmistir(Li ve ark.,2021). Bizim ¢alismamizdaki sonuglar bu anlamda literatiirle

uyumludur.
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Endoservikal orneklerden yapilan akim sitometri analizi sonuglarini degerlendirecek
olursak , her iki grupta elde edilen CD45+ hiicre yiizdeleri (%2.3 vs %1.9 p.59) literatiirde
verilen %2.7 (Strbo ve ark.,2016) degeri ile olduk¢a yakindur ve iki grup arasinda
istatistiksel anlaml fark yoktur. HPV persistansi gosteren grupta, CD3+ T lenfosit (%52
vs %73.6 p.004), CD3+CD8+ T lenfosit (%9.8 vs %20.2 p.013) HPV klerensi gosteren
gruba gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik saptanmistir. CD3+CD4+ T
lenfosit ise (%37.6 vs %14.1, p.002) HPV persistansi grubunda anlamli derecede daha
yuksek saptanmistir. Artan CD4+ T lenfosit ve azalan CD8+ T lenfosit nedeniyle
CD4/CD8 orani da istatistiksel olarak anlamli derecede persistans grubunda daha yiiksek
saptanmistir. Buradan periferal kan 6rneklerinde ortaya koydugumuz HPV persistansinda
CD8+sitotoksik T lenfositlerin deplese oldugu (istatistiksel olarak anlamli), CD4+T
helper hiicrelerin kompansatris artis gosterdigi (istatistiksel olarak anlamli degil) immiin
profilin, lokal immiiniteye yansidig1r (istatistiksel olarak anlamli bir sekilde)
gozlemlenmektedir. Endoservikal GDT hiicrelerin total lenfosit yiizdesine baktigimizda,
daha Once bildirilen verilerle uyumlu bir sekilde oldukga yiiksek yiizdeler (%41.2 vs
%42.7, p .86 ) gdrmekteyiz . Literatiirde akciger, bagirsak ve cilt gibi bariyer dokularda
GDT hiicrelerinin  %10-100 oraninda bulunabilecekleri bildirilmistir.(Mangan ve
ark.,2013). Bizim ¢alismamizda, GDT hiicrelerinin, endoservikal dokudaki alttiplerinin
dagilimmna baktigimizda, HPV persistansi grubunda GDT hiicrelerinin %65 oraninda
GDT1 hiicrelerinden olustugunu gérmekteyiz. HPV persistanst grubunda GDT1 orani tiim
lenfositlerin %26.8’1 iken, klerens grubunda %32.1°idir. Goriildiigii lizere klerens
grubunda GDTT hiicre yiizdesi daha fazla olmakla birlikte istatistiksel anlamli bir fark
elde edilememistir (p .44). GDT1/2 oram1 da GDT1 ve GDT2 hiicrelerindeki fark
nedeniyle beklendigi iizere HPV klerensi grubunda daha yiiksek olmakla birlikte, iki grup
arasinda anlaml fark yoktur. CD3+CD4+ GDT oranlarina baktigimizda ise periferal
kandaki tablonun tam tersine ortalama yiizde degerlerinde, HPV persistansi grubunda
belirgin artig ve istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir ( %38.6 vs %15, p .004).
CD3+CD8+ GDT oranlar ise periferal kandaki ile benzer sekilde klerens grubuna gore
HPV persistanst grubunda belirgin olarak daha diistiktiir (%7.2 vs %15.1, p .030) .
Buradan yola ¢ikarak; HPV persistansinda, hem genel , hem lokal immiinitede, sitotoksik

lenfositlerde azalma oldugu ve endoservikal dokudaki CD3+CDS8+ T hiicrelerinin
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%73.4’tintii GDT hiicreler olusturdugundan, lokal sitotoksik hiicrelerdeki azalmanin esas
olarak CD3+CD8+GDT hiicrelerindeki azalmadan kaynaklandigi ortaya konmustur. Ayni
sekilde endoservikal mukozadaki CD3+CD4+T hiicrlerinin tamamina yakini GDT
hiicrelerinden olustugundan, bu artistan da yine GDT hiicreleri sorumludur denebilir.
Endoservikal mukozadaki GDT hiicrelerinin, kendi i¢indeki dagilimina bakacak olursak,
periferal kandan farkli olarak, endoservikal CD4-CD8-GDT hiicreler hem HPV
persistanst hem de HPV Kklerensi grubunda biiyiik ¢ogunlugu olusturmaktadir. Ancak
persistans grubunda, klerens grubuna gore belirgin olarak azalmistir ( %51.1 vs %65, p
.041). Endoservikal mukozada CD3+CD4+GDT hiicreleri, ikinci en sik GDT alttipidir ve
beklendigi gibi persistans grubunda klerens grubuna gore belirgin yiiksek saptanmistir
(9%32.1 vs %12.9, p .017) . CD3+CD8+ GDT hiicreleri endoservikal mukozada iigiincii
siklikta gordiigiimiiz GDT alttipidir ve HPV persistanst grubunda klerens grubuna gore
istatistiksel anlamli bir sekilde belirgin olarak daha diisiik saptanmistir (%7.2 vs %15.1,
p .048). Bu calisma, kadin genital sisteminde GDT hiicreleri ve HPV iliskisini inceleyen
ilk calismadir. HPV persistansinda hem periferal kanda gosterilen genel
immiinfenotiplerin dagilimindaki farklilik, hem de endoservikal 6rneklerde gosterilen
lokal immiinfenotip dagilimindaki farklilik, literatiirde ilk kez ortaya konmus oldukca

onemli bulgulardir.

GDT hiicreleri, regiilatuar potansiyel, antijen sunma kapasitesi, B hiicresi yardimci
aktivitesi gibi genis islevsel plastisite gosterir ve cesitli sitokinlerin iiretimi igin
potansiyele sahiptir (Kabelitz ve He,2012). Ayrica GDT hiicreleri pro ve antitimor
ozellikleri gosterebilir. Bu antitiimor 6zellikler ile, GDT hiicrelerinin ¢esitli modellerde
SCC olusumuna kars1 koruyabilecegi gosterilmistir (Girardi ve ark.,2003; Girardi ve
ark.,2001). Ayni1 zamanda Van Hede ve ark. HPV 16 onkoproteinlerinin fare derisindeki
GDT hiicreleri tizerindeki roliinii degerlendiren bir calisma yiiriitmiis ve HPV
onkoproteinlerinin, anjiyogenezi ve kanser gelisimini destekleyen esas olarak
proanjiyogenik IL17A salgilayan GDT hiicrelerini destekledigi anormal bir GDT
dagilmma neden oldugunu gdstermistir. Insan servikal biyopsi orneklerinde
proanjiyogenik degisiklik, preinvasif hastalik agsamasinda degil, sadece skuamdz hiicreli

kanser evresinde gozlenmistir (Van Hede ve ark.,2017). GDT dagilimindaki
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degisiklikleri, insanda viral enfeksiyonlara kars1 test etmek i¢in Strbo ve ark. HIV pozitif
ve negatif kadinlarda GDT hiicrelerini incelemis ve endoservikal GDT 1 hiicrelerinin HIV
pozitif kadinlarda azaldigin1 gostermistir. Calismalarinda GDT hiicrelerini  ylizey
molekiillerine gore ayrintili olarak tanimlamislardir. Genital mukozanin sabit bir durumda
gercek gozetiminden sorumlu olan baskin alt tiirin GDT 1 hiicreleri oldugunu ve bu
hiicrelerin temel olarak CD4-CD8-¢ift negatif hiicreler olduklarini belirtmiglerdir.
Bununla birlikte, sasirtici bir sekilde, HIV pozitif hastalarda daha yiiksek CD8 +
endoservikal GDT1 ve GDT2 hiicrelerinin oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte
GDT 2 hiicreleri, ylizeylerinde CDA4'ii eksprese edebilir ve aktivasyon durumunda bolgede
bulunabilir (Strbo ve ark.,2016). Miirin uterusunda yapilan bir g¢alismada, GDT
hiicrelerinde azalmanin candida albicansa azalmis rezistans ile iliskili oldugu ve bununla
birlikte L-17 bagimli n6trofil yanitnda azalma oldugu bildirilmistir(Monin ve ark.,2020).
Baska bir ¢alismada, Alcaide ve ark. genital mukozadaki baskin GDT hiicrelerinin alt
tipini analiz etmis ve normal vajinal florast olan kadinlarda daha fazla GDT1 hiicresi ve
anormal vajinal florasi olan kadinlarda daha fazla GDT2 hiicresi bulmuglardir. Ayrica,
GDT hiicrelerinin, disi genital sisteminin HIV'ye kars1 hassasiyetin bir gostergesi olarak
kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir (Alcaide ve ark.,2016). Tuero ve ark. SIV ile enfekte
olmus Rhesus makaklarindaki genital mukozal ve sistemik GDT hiicrelerini analiz etmis
ve insan periferal kaninin aksine, R. makaklarinin kanlarinda GDT2'den daha fazla GDT1
hiicresine sahip oldugunu gozlemlemistir. Bu ¢alismada genital mukozadaki GDT1 ve
GDT?2 hiicreleri vajinal, ektoservikal ve endoservikal dokular arasinda karsilastirilabilir
diizeydedir. Bu popiilasyonda, CD8 + ve ¢ift negatif (CD4- CD8-) alt gruplari, GDT1 ve
GDT?2 hiicreleri agisindan, mukozal dokular arasinda benzerdir. Sasirtici bir sekilde, SIV
ile enfekte olmus makaklarin genital mukozasinda sadece birkagc CD4 + ve ¢ift pozitif
(CD4 + CD8 +) hiicre gozlenmistir (Tuero ve ark.,2016). Bu ¢alismanin sonucunda, daha
once calisilmamis olmasia ragmen, disi genital sistemde yerlesik GDT hiicrelerinin
mukozanin dinamik bir b6liimii oldugu, SIV’a karsi antiviral immiinitede, dagilimlart ve
fonksiyonel kabiliyetlerindeki (6zellikle GDT1) herhangi bir degisikligin antiviral immiin
yanitta zayiflamaya yol agabilecegi gosterilmistir. Buradan yola ¢ikarak, ayni tablonun

HPV enfeksiyonu i¢in de gegerli olabilecegi, mukozal GDT hiicrelerdeki defektin
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hastaligin erken déneminde kontrolii zorlastirarak, persiste HPV enfeksiyonu ve servikal

karsinojenezde rol oynayabilecegi diistiniilmiistiir.

DC'nin, dogustan gelen lenfositlerle etkilesimlerinin, enfeksiyona biitiinlesik bir
bagisiklik tepkisi i¢in ana kontrol mekanizmasini temsil ettigi iyi bilinmesine ragmen,
GDT hiicrelerinde gergeklesecek degisikliklerin, keratinositler, DC-LC ve GDT hiicreleri
arasindaki anormal capraz iletisime yol agarak patogeneze katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Hiicreler arasindaki crosstalk ile ilgili olarak, Cardone ve ark. HIV'in
DC'nin fonksiyonel GDT aktivasyonunu destekleme kapasitesini azalttigini bildirmistir
(Cardone ve ark.,2015). Burada goériilmektedir ki, GDT hiicrelerini igeren karmasik ¢apraz
iletisim, HIV enfeksiyonunda antiviral bagisiklik tepkisini etkilemektedir. Cimini ve ark.
Primer ve kronik HIV enfeksiyonunun dolagimdaki ve bagirsaklardaki etkilerini
incelemistir. iliskili GDT hiicreleri, efektér GDT1 hiicrelerinin sikliginda, hem dolasimda
hem de mukozal kompartmanlarda bir artis gézlemlemislerdir. Bununla birlikte, GDT2
hiicreleri tarafindan kendiliginden olusan IFN-y iiretimi kronik HIV enfeksiyonunda
kaybolmustur. Bu nedenle, primer HIV enfeksiyonu sirasindaki mukozal GDT1 ve GDT2
hiicrelerinin fonksiyonel kabiliyetlerinin kronik HIV'de kayboldugu ve persiste antijenik
stimiilasyonun indiikledigi tiikkenme mekanizmalarinin ortaya c¢iktigini belirtmislerdir
(Cimini ve ark.,2015). Biz, bu ¢alismamizda persiste HPV enfeksiyonunda da benzer
tikenme ile karsilagilabilecegini O6ngdrmekle birlikte bu hipotez bundan sonraki
calismalarimizin konusu olacaktir. Hedef hiicreler ve yasam dongiileri HPV ve HIV i¢in
farkli olsa da, bagisiklik sistemi tarafindan viral enfeksiyonun kontrolii ayni hiicre
tiyelerini ve mekanizmalarini igerir, bu nedenle diger viriisler (HIV) baglaminda
bildiklerimiz GDT hiicreleri ve HPV ile iliskilerine 151k tutabilir. Diger mukozalarda
(respiratuar, Gastrointestinal sistem) birinci basamak savunmada GDT hiicrelerinin
varlig1, bu hiicrelerin antiviral ¢oziiniir faktorler iireterek giiglii ve hizli antiviral aktivite
gostermesi ve enfekte olmus hiicrelerin 6ldiiriilmesi ve ayrica GDT hiicrelerinin HPV
(CMV / HIV) disindaki viral hastaliktaki rollerinin kanitlari, GDT hiicreleri ve HPV
persistansi arasindaki iliskinin makul oldugunu gostermektedir . Nonlitik enfeksiyon ve
viremi yoklugu, HPV'nin immiin kaginma mekanizmalarini desteklemis olsa da, HPV gibi

bir intraepitelyal enfeksiyon, eger mevcut ve tamamen islevselse, normalde GDT hiicreleri
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veya LC tarafindan yakalanip etkin immiin yanit baslatilabilmelidir. Bununla birlikte HPV
enfeksiyonunun baslangicinda, APC'lerin (LC / DC) zayif stimiilasyonu ve olgunlagmast,
GDT hiicrelerinin siiregte eksik halka oldugu fikrine yol agmis ve bu hipotezimizi
olusturmamizda destek olmustur. . Bu ¢alisma 6zellikle genital mukoza da ilk savunma
bolgesinde periferik kan disinda GDT lenfositlerin ¢ok daha etkin oldugunu , sitotoksik
antiviral yanitin viriis temizlenmesinde 6zellikle 6nemli olablecegini ve eksikliklerinin de

ozellikle lokal immiin yanitda viral persistansda 6nemli olabilecegini akla getirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bizim calismamizin 1518inda, literatiirde oldukga az ¢alisilan HPV persistansinin altinda
yatan immiinolojik nedenler arastirilmis ve bir miktar aydinlatilmis olmakla birlikte bu
konuda halen daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Bu konunun aydinlatilmasi ile
toplumda oldukga sik goriilen ve serviks kanseri gelisimi ile iligkili olan persiste HPV
enfeksiyonunun kimlerde persiste edecegi , hangi hastalarin serviks kanseri agisindan
yiiksek riskli olacag: tespit edilebilecek, daha yakin monitorizasyon/tarama/takip ile bu
bireyler kanserden korunabileceklerdir. Bununla birlikte, gelecekte gelisen teknolojiler
ile, bu bireylerdeki defektif GDT profili, GDT hiicrelerini igeren sistemik ya da lokal
adaptif terapilerle tedavi edilebilecektir. Bu ¢alisma, 6zellikle HPV persistansi olabilecek
hastalar1 6ngérmede, bazi immiin markerlarin ve CD8+GDT gibi degerlerin 6nemli

olabilecegini gostermesi agisindan da 6nem arz etmektedir.
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