DERLEME
KOILOSIT OLUSUMUNA INSAN PAPILLOMA ViRUS PROTEINLERI iLE YAKLASIM
Zehra Safi Oz
Zonguldak Karaelmas Unv. Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Zonguldak, Tiirkiye

OZET

Koilos Yunanca “bosluk” anlamina gelmektedir. Koilosit ise insan papilloma viriisiin (HPV) karakteristik
ozelligi olarak karsimiza g¢ikan ve gekirdegi etrafinda biiyiik bosluk iceren hiicredir. HPV, enfekte ettigi
hiicre ve dokularin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde kendi yapisal proteinleri aracilifiyla cesitli degisikliklere
neden olmaktadir. Viriisiin yapisal proteinleri ve tiimor baskilayici genler bu hiicresel degisikliklerden koilos
olusumunda rol oynamaktadir. Koilositlerin serviko-vajinal yaymalarda goriilmesi, HPV varligi, ve bu viriis
varligiyla olusabilecek servikal kanser vakalarinin erken teshisi agisindan olduk¢a Onemlidir. Buna bagl
olarak derleme yazisinda koilosit olusum mekanizmasi insan papilloma viriis proteinleri ve tiimor baskilayici
genler araciligiyla agiklanmaya c¢alisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Koilosit, Insan papilloma viriisii, Serviko-vajinal yayma (PAP test)

APPROACH TO KOILOCYTOSIS MECHANISM BY HPV PROTEINS

ABSTRACT

Koilos means “hollow” in Greek. Koilocyte is a cell with a big perinuclear halo, characteristic of the human
papilloma virus (HPV). HPV causes various changes through its structural proteins in the cytoplasms and
nuclei of the cells and tissues it infects. Among these cellular changes, koilos formation is influenced by the
structural proteins of the virus and tumour suppressor genes. The koilocytes observed in cervico-vaginal
smears are considerably important for observing the presence of HPV and early diagnosis of cervical cancer
cases due to this virus. Therefore, this research attempts to explain the koilocyte formation mechanism by
human papillomavirus proteins and tumour suppressor genes.

Keywords: Koilocyte, Human papillomavirus (HPV), Cervico-vaginal smear (PAP)

GIRIS kaplayacak kadar biiyiik olabilen koiloslar,
GENEL BILGILER VE TARIHCE cekirdege teget olabildigi gibi c¢ekirdegi
A) KOILOSIT NEDIiR? cepecevre kusatarak hale seklinde de
Koilosit tanimlamasi, ilk kez 1956 yilinda goriilebilmektedir (Sekil 1). Cekirdek bu hale
Koss ve Durfee tarafindan kullanilmistir. icinde asentrik yerlesim gosterir. Periferde ise
Koilos  Yunanca  “bosluk”  anlamina sitoplazma ¢eperine paralel yogunlasmalar
gelmektedir. Koilositler ise ¢ekirdek etrafinda gozlenir. Koiloslarin bazilarinda ¢ekirdek
biiylik bosluklar igeren hiicrelerdir. Koiloslar, hafif biliylimiis, sinirlart diizensizlesmis ve
insan papilloma viriisiin sitopatik etkisi ile hafif hiperkromatik goriinlim kazanmustir.
matiir hiicrelerde  olugmaktadir. Bu tip Bazi hiicrelerde ise kromatinde hafif
hiicreler genellikle oval ya da yuvarlaktir ve kiimelenme olabilir. Bu hiicrelerin genis
sitoplazmada c¢ekirdegin c¢evresinde genis hiperkromatik ve iki ¢ekirdek igerenlerine de
berrak bir hale bulunur. Hiicre sitoplazmasini rastlanmaktadir. Bu  sekilde  belirtilen
iletisim Bilgileri:
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degisiklikleri de iceren ¢ok katli epitel hiicresi
atipiktir ve bu durum “koilositotik atipi”
olarak tanimlanir'™.

Sekil 1: Cok katli yass1 epitel hiicreleri arasinda
bir adet koilosit (ok) bulunan yayma goriiniimii
(Papanicolaou x 600)

Koilositler, insan papilloma viriisiin (HPV)
karakteristik 6zelligi olup, skuamdz epitelin
farklilagmis tabakalarinda karsimiza
¢ikmaktadir'™, HPV’lar jinekolojik
onkolojide onemli DNA viriisleridir. Enfekte
ettigi hiicrelerde bazi degisikliklere neden
olmaktadir. Bu  hiicresel  degisiklikler
Papanicolaou boyama ydntemine (PAP) gore
boyanan serviko-vajinal yaymalarda 151k
mikroskopik olarak incelenebilmektedir. PAP
testinde HPV wvarligi, viriisiin hiicrelerde
olusturdugu  degisikliklerin  gdriilmesiyle
ortaya konulur. Bu degisikliklerden en dikkat
cekici olani koiloslardir. Ayrica bu viris,

-

cekirdek zarinda diizensizlik, iki ¢ekirdeklilik
(biniikleasyon) ve kromatinde kiimelenme
gibi degisikliklere de neden olabilmekte ve
doku diizeyinde ise epidermiste kalinlagma
(akantozis) ve hiperkeratozis de
olusturabilmektedir. Bu sitolojik ve histolojik
degisiklikler papilloma viriislerin yapisal
proteinleri nedeniyle olusabilmektedir®''. Bu
nedenle koilos olusum mekanizmasina
gegmeden HPV ve yapisal proteinlerinden
bahsetmek yararli olacaktir.

B) INSAN PAPILLOMAVIRUS VE
PROTEINLERI

HPV’lar, yaklasik 200’e yakin tipi olan DNA
viriisleridir. Diisiik risk HPV tipleri (HPV 6,
11), genital sigillerle iliskili olup genellikle
kansere neden olmamaktadir. Yiiksek risk
HPV tipleri (HPV 16,18) ise intraepitelial
lezyonlara ve invaziv karsinomlara neden
olmaktadir™ "™, HPV’un, 72 kapsomerden
olusan viral kapsidi bulunmaktadir ve her bir
viral  kapsid iki  yapisal  proteinden
olugmaktadir. Bu proteinlerden biri yaklasik
55 kilodalton (kd) molekiiler agirliga sahip
olan major kapsid proteini L1 olup wviral
genomun yaklasik %80’ini olusturmaktadir.
Minor kapsid proteini L2 ise 70 kd
agirhgindadir.  Viral genom, fonksiyonel
olarak iki bdliime ayrilmakta ve herbiri cesitli
protein  kodlama  bdlgeleri-agik  okuma
cergeveleri (ORF) igermektedir. HPV 16’nin
genomik organizasyonu Sekil 2’de verilmistir.

URR
E7 E1

ES

EG E2

Sekil 2: Human papilloma viriis 16’nin genomik organizasyonu'> (URR; Upstream

regulatory region-iist regulatuar alan)
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Viral genomda erken (early) bolge olarak
adlandirilan kisimda El’den, E8’e¢ kadar
protein kodlayan ac¢ik okuma ¢ergeveleri

mevcuttur. Bu proteinler genom
organizasyonu, gen ekspresyonun
diizenlenmesi ve hiicresel taginimda rol

oynamaktadirlar. Geg (late) bolgede ise L1 ve
L2 agik okuma g¢ergeveleri mevcuttur. Ayrica
viral genomda replikasyonun koken aldigi
ticlincii bolge kodlama yapmayan LCR (Long
Control ~ Region-uzun  kontrol  bolgesi)
bulunmaktadir. LCR bolgesi ise viral
transkripsiyon ve replikasyondan sorumludur.
Bu bolge iizerinde, viriise ve hiicreye ait
transkripsiyon ve replikasyonu diizenleyici
proteinlerin baglandig1 niikleik asit bolgeleri
bulunmaktadir. Bu proteinlerden E1, ATPyi
hidroliz edebilmekte ve ayni zamanda
hiicresel polimerazin alt iinitesi ile de iliski
kurabilmektedir. Papilloma viris
replikasyonunda viral E2 proteinine de ihtiyag
duymaktadir. Epizomal bolgede yer alan E2,
hem kodlama yapmayan LCR bdlgesini hem
de E6 ve E7 bdlgelerinin isleyisini kontrol

Vi<

etmektedir. HPV tiplerinden ozellikle 16 ve
18’in, serviks kanseri olusumunda Onemli

oldugu bilinmektedir'*'*'®.  Bu viriisiin
onemli transformasyon aktivitesi E6 ve E7
genleri  tarafindan  kodlanmaktadir. Bu

proteinler hiicre ¢ogalmasi esnasinda kontrol

noktalarinda bulunan proteinleri inaktive
ederek onkojenik gelisime katkida
bulunmaktadirlar. Ayrica hiicrede tiimor

olusumunu Onleyen p53 ve retinoblastoma
proteine (pRb) baglanarak hiicrenin normal
biiyiime ve c¢ogalmasini bozmaktadir'"'7%
E6 tiimor baskilayici protein p53’iin yikimini
saglamaktadir. Bu gorevinin  onkojenik
aktivitede oldukca Onemli oldugu da
bilinmektedir. E6’nin ayrica fokal adezyon
proteini paksillin ile baglanti kurup hiicre
iskeletini yikima ugrattigit ve kalsiyum
baglayict protein ERC55’e¢ de baglandig:
belirtilmektedir. E7 proteininin ise, pRb’ye
baglanarak bu proteini inaktive ettigi
bildirilmektedir'**. Insan papilloma viriis’iin
protein kodlama boélgeleri ve gorevleri Tablo
I’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. insan Papilloma Viriis’iin protein kodlama bolgeleri ve bu proteinlerin gérevleri.

KODLAMA GOREVLERI
BOLGESI
El Epizomal Replikasyon
E2 Viral transkripsiyon faktorii
E3 Sadece birkag HPV tipinde bulunur. Ancak gdrevi tam olarak bilinmemektedir.
E4 Replikasyondan sorumlu geg sitoplazmik protein sentezi
E1"E4 Viriis yapisal proteinlerinin sentezi ve vejetatif viral DNA replikasyonu
E5 Epitel hiicre proliferasyonu
E6 Transformasyon, p53’e baglanma, paksillin’e baglanma, ERC55 (E6BP),
¢ myc ve bak pargalanmasi
E7 Transformasyon ve pRb, pl107 ve p130°a baglanma
ES8 Transformasyon
L1 Major kapsid proteini
L2 Mindr kapsid proteini
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HPV varliginda epitel hiicre c¢ekirdek ve
sitoplazmasinda gordiigiimiiz degisikliklerin
nasil ve ne araciligiyla olustugu heniiz tam
olarak aydinlatilmamistir. Ancak viriis yapisal
proteinlerinin, bu degisikliklerde etkili oldugu
diistiniilmektedir. Bu derlemede koilosit
olusum mekanizmast HPV proteinleri ve
tiimor baskilayici genler ile agiklanmustir.

C) KOILOSIT OLUSUM
MEKANIZMALARI

Koilositlerin olusum mekanizmasina iliskin
cesitli gortsler ileri siirilmektedir. Yapilan
calismalarda koilosit olusumunda HPV 16 ve
18’in E6 proteini 6n plana ¢ikmaktadir™ .
Son donemde yapilan calismalarda ise diisiik
ve yiiksek risk HPV tiplerine ait olan ES5
proteininin de bu olusumda rol oynadigi
belirtilmektedir’>.

HPV E6 PROTEINI

1.1. HPV E6’ PROTEINININ p 53 VE Ee6-
AP ILE ILiSKiSi

Koilosit olusumuna dair ilk goriisler, HPV E6
proteini, E6 —AP ubikiitin- protein ligaz ve
p53 ile iliskilidir'. Yiiksek risk grubu
HPV’larmn  E6 proteini, yaklasitk 150
aminoasitten olusmakta ve timodr olusumu,
transkripsiyonun kontrolii ve apoptoz gibi
onemli biyolojik olaylarda rol almaktadir. E6,
hiicre proliferasyonuna katilan proteinlerle
baglantt  kurarak onlarin  aktivitelerini
degistirmektedir. Bu proteinlerden biri de
konak hiicrede tiimor olusumunu baskilayan
p53 genidir**®. p53 geni, 17. kromozomun
kisa kolunda yer almaktadir. Bu gen, hasar
goren hiicrenin interfazda S fazina ge¢mesini
engellemekte ve proliferasyonu
durdurmaktadir. Bu donemde hiicre DNA's1,
DNA tamir genleri tarafindan tamir edilirse
proliferasyona devam edilir, aksi taktirde
hiicre p53'e bagl programli hiicre Sliimii ile
ortadan kaldirilir’’. Normal kosullarda p53
hiicrede olusabilecek DNA hasarina karsi
belli bir diizeyde tutulmaktadir. Viriise ait E6
proteininin sentezlendigi hiicrelerde ise, bu
protein p53’tin  DNA’da hedef bdlgelere
tutunmasim engellemektedir™?. Ayrica E6
proteini, p53’iin yapisini ubikiitin bagiml bir
mekanizma ile bozmaktadir. Bu mekanizma
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da Ubikiitin, ATP, Enzim 1 (El), Enzim 2
(E2) ve Enzim 3 (E3) rol oynamaktadir.

Ubikiitin, 76 aminoasitten olusan bir
proteindir. Enzim 1, ubikiitini aktive eder. Bu
aktivasyonu ubikiitinin karboksil ucu ile
sistein bolgesinin thiol grubu arasinda yiiksek
enerjili thioester bag1 olusturarak
gerceklestirir. Bu iglevlerini yerine getirirken
ATP’ye ihtiya¢ duyar. Enzim 2, (Ubikiitin
konjugasyon enzimi) ubikiitin ile lizin
arasinda stabil izopeptid baglar1 olusturur.
Enzim 3 ubikiitin protein kinaz olarak da
tanimlanmaktadir. E6, kendisinin p53e
tutunmasinda aracilik eden 100 kd’luk E6-
AP’ye baglanarak birlikte E3’i olusturur.
Belirtilen sekilde yapisi bozulan p53 geni,
normal islevi olan tiimor baskilama 6zelligini
gergeklestiremez' %7 E6-AP’nin
periniikleer bolgede lokalize olmasi ve p53
yikiminin da cekirdek etrafinda
gerceklesmesi, koiloslarin olusumunda etkili
olabileceklerini diigiindiirtmektedir'®°.

1.2. HPV E6 PROTEINININ PAKSILLIN
ILE iLiSKiSi

HPV E6 proteini ile hiicre fokal adezyon
proteini paksillin arasindaki etkilesimin de
koilosit olusumuyla iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Paksillin, fosfotirozin i¢eren
fokal adezyon iligkili proteindir. Hiicredeki
diger adezyon proteinleri  (aktopaksin,
vinkiilin) ile baglanti kurarak aktin hiicre
iskeleti dlizenlenmesinde gorev almaktadir.
Insan papilloma viriis E6 proteini, paksilline
baglandiginda, paksillinin diger adezyon
proteinleri ile iliskisi bozulmakta dolayisi ile
de  aktin  hiicre iskeleti  olusumu
engellenmektedir'®'*%", Koilositlerde
cekirdek etrafinda seffaf bir halenin olmasi,
bu bolgede hiicre iskeleti yikiminin oldugunu
diistindiirtmektedir. E6-paksillin iligkisinin
aktin hiicre iskeleti bozulmasina neden oldugu
g6z onilinde bulunduruldugunda bu iliskinin
koilosit mekanizmasinda da etkili oldugu

diisiiniilmektedir'®*°,

1.3. HPV E6 PROTEINININ DLG
PROTEINI ILE ILISKIiSI

Dlg, Drosophilada tiimor baskilayici 6zelligi
bulunan bir gendir. Bu genin {iriinii “Discs
large protein (Dlg)” olarak tanimlanmakta ve
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epitel hiicrelerinde sentezlenmektedir’>. HPV
16 ve 18’in E6 proteininin, Drosophila tiimor
baskilayic1 proteini (Dlg) nin insanlardaki
homologu (DLG) ile kompleks olusturdugu
belirtilmektedir. DLG’nin, HPV’un yiiksek

riskli tiplerinin E6 proteini i¢in hedef
olusturdugu ve bu protein tarafindan
proteazom  aracili  olarak  pargalandigi

belirtilmektedir'. Gardiol ve arkadaslarinin
calismalarinda, E6  proteininin DLG
seviyesini azalttigi, fakat kanser olusumu
acisindan diisiik risk tastyan HPV 11’in E6
proteininin  boyle bir etki gostermedigi
belirtilmistir. Bu proteinin, hiicreler arasi siki
baglantt komplekslerinde bulunmasi oldukga
onemlidir. Dolayis1 ile bu proteinin
yoklugunda, hiicre-hiicre baglantisi
bozulmakta ve hiicre, polaritesini ve
proliferasyon kontroliinii  kaybetmektedir.
Ozetle, E6 proteini nedeniyle DLG
seviyesinde meydena gelen azalma, hiicrenin
gbclinii ve hiicre iskeleti organizasyonunu da
degistirmektedir. Insan epitel hiicrelerinde ve
koilosit olusumunda bdyle bir mekanizmanin
olup olmadig1 tam olarak bilinmemektedir.

Ancak  hiicreler  arasindaki  baglanti
komplekslerinde meydana gelen hasarin ve
hiicre = organizasyonundaki  bozuklugun,
koilosit olusumu ile iligkili olabilecegi
diisiiniilmiistiir’*?.  Bu  konunun acikliga
kavusmasi i¢in, daha detayli c¢aligmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir.

2. HPV E1°E4 PROTEINI

Koilosit olusumuna iliskin bir diger goriis,
E17E4 proteini ile ilgilidir. Bu proteinin ilk 5
aminoasiti E1’in ORF’sinden sentezlenirken,
geri kalan aminoasitleri E4’iin ORF’sinden
sentezlenmektedir. Bu nedenle “E17E4
proteini ““ olarak adlandirilmistir. Son yillarda
yapilan arastirmalarda, HPV tip 16 E1°E4
proteininin, epitel hiicre iskeletini bozabilen
bir protein oldugu belirtilmistir. E1"E4,
viriisun yapisal proteinlerinin
sentezlenmesinde ve vejetatif viral DNA

replikasyonunda  Onciilik  etmekte  ve
cogunlukla benign lezyonlarda
sentezlenmeyip,  malignansiye  doniisiim

sathasinda sentezlenmektedir. E1"E4 proteini,
enfeksiyonun ¢ogalma doneminde epitel
dokunun en iist tabakasinda bol miktarda
sentezlenmektedir. Bu protein, c¢ekirdekte
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gerceklesen viral DNA replikasyonu ile
iliskili olmasina ragmen epitel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda filament6z sekilde
dagilabilme  ozelligi de  tasimaktadir.
Filament6z sekilde dagilmasinin, hiicre
iskeleti ile aralarinda gergeklesen iligkiye
bagli  oldugu belirtilmektedir. E1"E4,
sitokeratin aga baglanarak yikima ugratirken,
hiicreyi  hiicre  siklusunun G2 fazinda
tutabilme  6zelligine  de  sahiptir*>’.
Keratinler, epitel hiicrelerinin 6nemli yapisal
proteinleri  olup  sitoplazmanin  yapisini
olusturmak ve disardan gelen strese karsi
hiicreyi direnc¢li kilmaktadir. HPV 16 E17°E4
proteini, intermediyet flament tip 1 ailesinin
liyesi olan keratin 18’e¢ siki  sekilde
baglanirken, intermediyet flament tip 2’nin
liyesi olan keratin 8’e zayif bir sekilde
baglanmaktadir. Tip 3 protein vimentine ise
herhangi bir afinitesi bulunmamaktadir®’.
HPV’un hiicre kiltiiriinin ~ yapilamiyor
olmasi, HPV 16 E1"E4 proteini ile bu keratin
filament arasinda baglantinin
gerceklesmemesi ve dolayist ile keratin
filament  aginin  olusturulamamast ile
aciklanabilir. Ayrica bu proteinin RNA
helikazin ATPaz aktivitesini de degistirdigi
bilinmektedir**. Bu bilgilere dayanarak,
koilos olusumunun bu protein araciligiyla
hiicre iskeletinin yikimma bagli olarak
gerceklesebilecegi diistiniilmektedir**~**.
E17E4 proteini, ayrica sitokeratin ag1 yikima
ugrattiktan sonra, mitokondriye baglanmakta
ve tam olarak bilinmeyen bir mekanizma ile
mitokondri {izerinden apoptozu da kontrol
etmektedir. Viral proapoptotik proteinlerden
olan E1"E4 proteint, apoptozun
diizenlenmesinde olduk¢ca Onemli olan
mitokondrial membran gecirgenligini (MMP)
de degistirmektedir. Bu durum siklikla
mitokondrinin sismesi ve fragmentasyonu ile
es zamanl olarak meydana gelmektedir.
E1"E4 proteininin, mitokondrinin
mikrotiibiillerden ayrilmasini indiikledigi ve

mitokondriyel membran potansiyelini
degistirerek, apoptozu da  indiikledigi
belirtilmektedir’>*.
3. E5 PROTEINI

HPV 16 ES proteini, 83 aminoasitten olusan
hidrofobik membran proteinidir. Bu protein,
Golgi organeli, endoplazmik retikulum ve
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cekirdek membrani ile iliski kurmakta ve
aktin hiicre iskeletine tutunup endositik
aktiviteyi inhibe etmektedir’®*’. E5’proteinin,
onkojenik potansiyeli olan HPV16’nin, hiicre
dongiisiindeki rolii tam olarak bilinmemekle
birlikte, bu proteinin major onkoproteinler E6
ve E7°ye ilave olarak, diisiik onkojenik

aktivite  gosterdigi, rodentlerle yapilan
calismalarda  gosterilmistir>~""'.  E5’in,
onkoprotein olduguna dair heniliz fikir

birligine varilmamakla birlikte, Suprynowicz
ve arkadaslarinin son donemde yaptiklar
calismada HPV 16 ES5 proteinin, HPV
onkojenitesi ile iligkili oldugunu
belirtilmistir*'. Disiik ve yiiksek risk HPV
tiplerindeki E6 proteini, ES5 ile birlikte koilosit
olusturma potansiyeline de sahiptir. Bu
fonksiyonlarini, p53 ve polarize epitel hiicre
membraninda membran tagimaciligini
diizenleyen, PDZ proteinini hedef alarak
gerceklestirdikleri belirtilmistir™**.

Bu derlemede, yaymalarda oOzellikle HPV
varliginda karsilastigimiz koilositlerin olusum
mekanizmast HPV yapisal proteinleri ve
timor  baskilayict  genler  araciligiyla
anlatilmaya  calistlmistir.  Kuskusuz  bu
mekanizma ile ilgili daha aydinlatilacak pek
¢ok nokta mevcuttur. Devam eden ¢alismalar
cogunlukla E5, E6 ve E7 proteinleri
yoniindedir. HPV’un diger proteinlerinin
koilos olusumda etkili olup olmadig1 heniiz
acikliga kavusmamistir. Ancak bu proteinlerin
de koilosit olusumunda etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. ~ Ayrica  HPV ~~ DNA
replikasyonu ~ ve  virion  olusumunun
cekirdekte gerceklesmesinin kismen de olsa
koilos  olusumunda  etkili  olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu konuya
iligkin daha detayli hiicre biyolojisi ve
molekiiler biyolojik ¢alismalara ihtiyag
oldugu kanaatindeyim.
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