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PCR iLE HPV TiPLEMESI
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Giiniimiizde serviks neoplazilerinde hAuman papillomavirus’un (HPV) rolii kesin olarak kanitlanmis olmakla
birlikte, tilkemizde serviks lezyonlarindaki HPV prevalansi hakkinda bilgilerimiz sinirlidir. Bu ¢alismada, ser-
viks kanseri ve prekanserdz lezyonu olan kadinlarda HPV prevalansi ve HPV tipleri arastirildi. Invaziv ser-
viks kanseri ve servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) tanis1 almis 50 adet servikal doku 6rnegi “nested MY/GP
polymerase chain reaction” (PCR) ile HPV DNA varligini aragtirmak i¢in tarandi. Servikal doku 6rneklerinin
22’si invaziv serviks karsinomu, 12’si CIN 3, 7°si CIN 2 ve 9’u ise CIN 1 idi. Elli olgunun 35 tanesinde (%70)
HPV DNA tespit edildi. Tipleme yapildiginda, en sik rastlanan 3 HPV tipi sirasiyla, HPV 6/11 (%42,9), HPV
16 (%22.,9) ve HPV 18 (%14,3) olarak bulundu. iki tip birden iceren HPV enfeksiyonu ise 7 olguda (%20) sap-
tandi. Calisma grubumuzdaki HPV prevalansi ve HPV tiplerinin dagilim literatiirde bildirilenlere gore fark-
ltydi. Bu durum HPV goriilme sikliginin ve HPV tiplerinin dagiliminin cografi farkliliklar gostermesi ile ilis-
kili olabilir. Ayrica olgu sayimiz sinirli oldugundan, tilkemizdeki HPV prevalansi ve HPV tiplerinin dagilimi-
n1 daha dogru olarak belirlemede genis serilerle yapilan ¢aligmalara ihtiyac vardir.
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HPV TYPING WITH PCR IN CERVICAL CANCEROUS
AND PRECANCEROUS LESIONS

The role of human papillomavirus (HPV) in the etiology of cervical neoplasia is now well established, how-
ever in our country, the knowledge of HPV prevalence in cervical lesions is still limited. The aim of this study
was to investigate the prevalence of HPV DNA and to determine HPV types distrubution among women with
cervical cancerous and precancerous lesions. Fifty cervical tissues with invasive cervical carcinoma and cer-
vical intraepithelial neoplasia (CIN) were screened by nested MY/GP polymerase chain reaction (PCR) for
HPV DNA. Twenty-two samples were invasive cervical carcinoma, 12 were CIN 3, 7 were CIN 2 and 9 were
CIN 1 lesions. Thirty-five out of 50 (70%) cervical tissues were positive for the HPV DNA. When typing was
performed, the three most common HPV types were HPV 6/11 (42.9%), HPV 16 (22.9%) and HPV18 (14.3%),
respectively. Dual HPV infections were found in 7 (20%) cases. HPV prevalence and type distrubition in our
study population were different to that reported worldwide. This might be related to the geographic differences
of prevalence and distrubition of HPV types around the world. However, as the number of study population was
limited, the further and larger studies are needed to determine more reliable HPV prevalence and distrubition
of HPV types in Turkish women.
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Human papillomavirus (HPV) bir¢ok kanserde,
Ozellikle anogenital ve bas-boyun kanserlerinde
etyolojik ajan olarak kabul edilmektedir.!'*! Gii-
nlimiizde yiizden fazla HPV tipi tespit edilmis
olup bunlarin yaklasik 40 tanesi anogenital bol-
geyi enfekte etmektedir. Bunlarin iginden 15 tipin
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68,
73, 82) onkojenik acidan yiiksek risk grubunda, 3
tipin (26, 53, 66) orta derecede risk grubunda ve
12 tipin ise (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81 ve 89) diisiik risk grubunda yer aldig1 belirlen-
mistir.?]

Serviks kanseri, diinyadaki tiim kanserler arasinda
yedinci, kadinlardaki kanserler arasinda ise ikinci
sirada yer almaktadir.[¥ Onkojenik HPV tipleri ile
olusan enfeksiyonlarin hemen hemen tiim serviks
kanserleri ve prekanserdz lezyonlariin etyopato-
genezinde yer aldig1,[*"! 6zellikle HPV tip 16 ve
18’in tiim serviks kanserlerinin yaklasik %70’in-
den sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir.[*

Serviks karsinomu ve prekanseréz lezyonlarimin
erken tan1 ve tedavisinde sitolojik tarama testleri-
ne ek olarak HPV DNA’sinin tespiti ve HPV tip-
lemesi 6nemlidir.”? HPV DNA’sinin tespitinde
PCR ile DNA amplifikasyonu en spesifik ve has-
sas yontemdir.!

Calismamizda, serviks kanserleri ve prekanseroz
lezyonlarinda PCR ile HPV DNA’sinin varligi ve
HPYV tipleri arastirtlmistir.

HASTALAR VE YONTEM

Bu calismada Dr. Liitfi Kirdar Kartal Egitim ve
Arastirma Hastanesi Patoloji Klinigi arsivinden
invaziv serviks kanseri ve servikal intraepitelyal
neoplazisi olan toplam 50 hasta secildi. Hastalarin
punch biyopsi, leep, konizasyon ya da total abdo-
minal histerektomi ve bilateral salpingooferekto-
mi materyallerinden servikal lezyonu 6rnekleyen
birer adet parafin blok ayrildi. Her bir bloktan 10
pm’lik 4 kesit DNA ekstraksiyonu i¢in kullanil-
di. DNA ekstraksiyonu standart bir kit ile yapildi
(QIAamp DNA mini kit, QTAGEN, Hiden, Ger-
many). Ekstrakte edilen DNA’larin konsantras-
yonlar1 spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve PCR
icin kullanilabilecek konsantrasyonda bulundu
(tlim olgularda >70 ng/ul).
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DNA integritesi hem elektroforetik bant paterni
analizi hem de human beta globin geni i¢in PCR
amplikonu elde edilerek kontrol edildi.

HPYV genomu taramasi en ¢ok kullanilan, en hassas
yontemlerden biri olan ve viral genomda L1 gen
bolgesini hedefleyen nested MY/GP PCR yonte-
mi ile yapildi.®'” HPV genomu bulunan olgular-
da, takiben MPCR teknigi ile HPV-genotiplemesi
yapildi. Daha 6nce tanimlanmig olan ve GP-E6/
E7 olarak bilinen MPCR ydntemine dayali geno-
tipleme stratejisi kullanildi.”? MPCR amplikon-
larinin boyutlarma gére HPV genotiplendirmesi
yapildi. Ozetle, 4 farkli MPCR reaksiyonu ile 18
HPYV genotipinin tiplemesi hedeflendi. Bunlarda,
1. MPCRile HPV tip 16, 18, 31, 59, 45; 2. MPCR
ile HPV tip 33, 6/11, 58, 52, 56; 3. MPCR ile HPV
tip 35, 42, 43, 44 ve 4. MPCR ile HPV tip 68, 39,
51, 66 identifikasyonu yapildi. HPV DNA tarama
ve tiplendirmesi i¢in kullanilan primerler ve PCR
yontemleri Tablo I’de goriilmektedir.

Tarama ve tipleme amacli PCR sonrasinda amp-
likonlar %2’lik agaroz jelde 45 dakika 100 V’da
elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasin-
da jel etidyum bromiir ile boyanarak ultraviyole
1s1kta jeldeki bant paternleri degerlendirildi.

BULGULAR

Elli adet servikal doku 6rneginin 22 tanesi invaziv
serviks karsinomu (skuamdz hiicreli karsinom),
12 tanesi CIN 3, 7 tanesi CIN 2 ve 9 tanesi ise CIN
1 idi. Hastalarin ortalama yas1 47 olarak bulundu
(dagilim 21-83 yas). Hastalara ait tiim ornekler-
den yeterli DNA ekstraksiyonu yapildi. Histopa-
tolojik tanilar, HPV pozitifligi ve HPV tipleri Tab-
lo II’de 6zetlenmistir.

Elli adet servikal dokunun 35’inde (%70) HPV
DNA pozitif bulundu. Tipleme yapildiginda ol-
gularm 15’inde (%42,9) HPV 6/11 pozitifli-
gi, 8’inde (%22,9) HPV 16 pozitifligi, 5’inde
(%14,3) HPV 18 pozitifligi, 2’sinde (%5,7) HPV
6/11 ve 31 pozitifligi, 1’inde (%2,9) HPV 6/11 ve
16 pozitifligi, 1’inde (%2,9) HPV 6/11 ve 18 po-
zitifligi 3’tinde (%8,6) ise HPV 16 ve 18 pozitifli-
gi saptandi. Invaziv serviks kanseri olan 22 olgu-
nun 15’inde (%68,2) HPV DNA pozitifligi sap-
tand1 (Sekil I).
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Tablo I. HPV tarama ve tiplendirme stratejisi

Primer dizileri Termal 50 pl PCR tiip icerigi Amplikon Yontem
53 déngii boyu (bp)
MY9:CGTCCMARRGGAWACTGATC 95°C/5 - 25uL Mastermiks'
X40 - 50pmol MY9 = c
94°C/1 - 50pmol MY11 z S
MY11:CMCAGGGWCATAAYAAYTGG 55°C/1° - 100ng kalip DNA < @
©
72°C/1 e £
= S
8
72°C/7’ <
&
GP5:TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC 95°C/5° - 25uL Mastermiks’ 140 o
X35 - 50pmol GP5 © ¥
94°C/1’ - 50pmol GP6 5 <
GP6:GAAAAATAAACTGTAAATCATATT 40°C/2' - 2ulL of MY9/11 amplikon? 2 %
72°C/1.5° & =
G =
72°C/7’
HPV-16 F:CACAGTTATGCACAGAGCTGC 457
R:TATATTCATGCAATGTAGGTGTA
HPV-18 F:CACTTCACTGCAAGACATAGA 322
R:GTTGTGAAATCGTCGTTTTTCA 5
-
HPV-31 F:GAAATTGCATGAACTAAGCTCG 23 =
R:CACATATACCTTTGTTTGTCAA S
()]
HPV-59 F:CAAAGGGGAACTGCAAGAAAG 215 =
R:TATAACAGCGTATCAGCAGC
HPV-45 F:-GTGGAAAAGTGCATTACAGG 151
R:ACCTCTGTGCGTTCCAATGT
HPV-33 F:ACTATACACAACATTGAACTA 308
R:GTTTTTACACGTCACAGTGCA
HPV-6/11  F-TGCAAGAATGCACTGACCAC 334
RTGCATGTTGTCCAGCAGTGT 5 =
a =
HPV-58 F:GTAAAGTGTGCTTACGATTGC — 2501 Mastermix 274 = E
R:GTTGTTACAGGTTACACTTGT - 15pmol F primer 2 =
. e
HPV-52  FTAAGGCTGCAGTGTGTGCAG s . !spmol R primer 229 N S
RTAATAGTTATTTCACTTAATGGT x9 ?c 3//33%., - 20l of MY/GP product =3
(o]
HPV-56 F:GTGTGCAGAGTATGTTTATTG 72°C/45" 181 S
RTTTCTGTCACAATGCAATTGC o g
HPV-35 F:CAACGAGGTAGAAGAAAGCATC 72/ 358 T
o
R:CCGACCTGTCCACCGTCCACCG J
HPV-42 F:CCCAAAGTAGTGGTCCCAGTTA 277 g 2
R-GATCTTTCGTAGTGTCGCAGTG s
HPV-43 F:GCATAATGTCTGCACGTAGCTG 219 =
R:ATGAAACTGTAGACAGGCCAAG :.’
HPV-44 F:AAACAGTTATATGTAGTGTACCG 163
R:TATCAGCACGTCCAGAATTGAC
HPV-68 F:-GCAGAAGGCAACTACAACGG 333
R:GTTTACTGGTCCAGCAGTGG
HPV-39 F:GACGACCACTACAGCAAACC 280 &
RTTATGAAATCTTCGTTTGCT <
HPV-51 F:GAGTATAGACGTTATAGCAGG 223 S
RTTTCGTTACGTTGTCGTGTACG .
HPV-66 FTTCAGTGTATGGGGCAACAT 172
R:AAACATGACCCGGTCCATGC

! Mastermiks ticari bir karisim olup dNTPs, PCR tampon, MgCl, ve DNA polimeraz icerir (HotStarTaq Plus MasterMix Kit, QIAGEN, Hiden, Germany). F: Forward primer. R: Revers
primer. 2 Kalip DNA olarak; * Baglanma isilari (X= 55-62°C arasinda degisir) her MPCR reaksiyonu i¢in optimize edilmistir.
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Tablo ll. Histopatolojik tanilar, HPV pozitiflikleri ve HPV tipleri

Serviks lezyonu CIN'1 CIN2 CIN3 invaziv serviks

karsinomu

HPV tipleri (n=9) (n=7) (n=12) (n=22)

Negatif 2 (%22,2) 5(%71,4) 1(%8,3) 7 (%31,8)

HPV 6/11 3 (%33,3) 1(%14,3) 2 (%16,7) 9 (%40,9)

HPV 16 - 1(%14,3) 6 (%50) 1(%4,5)

HPV 18 3 (%33,3) - - 2 (%9,1)

HPV 31 - - - -

HPV 6/11 ve 16 - - 1(%8,3) -

HPV 6/11ve 18 - - - 1 (%4,5)

HPV 6/11 ve 31 - - 2 (%16,7) -

HPV 16 ve 18 1(%11,1) - - 2 (%9,1)

HPV 16 ve 31 - - - -

HPV 18 ve 31 - - - -

TARTISMA HPV’nin servikal kanser ve prekanseroz lezyon-

Serviks uteri kanserleri diinyada kadinlar arasinda
ikinci en sik rastlanan kanser tipi olup 2002 yilin-
da ongoriilen yeni olgu sayis1 493.000, bu hasta-
liktan 6liim sayist ise 274.000 olarak bildirilmis-
tir.l! Tiirkiye’deki kadinlar arasinda goériilme sik-
l1g1 agisindan 9., kanser 6liim nedenleri arasinda
13. sirada yer almaktadir.!'"!

larinin gelisiminde etyolojik faktor oldugu kanit-
landigindan, HPV varligimi ve HPV tiplerinin da-
gilimint tespit etmek hastaligin tedavisinde ve son
zamanlarda gelistirilen agilama programlarinin
diizenlenmesinde 6nemlidir. Bu ¢aligmay1 serviks
kanseri ve prekanserdz lezyonu olan Tiirk kadin
niifusunda HPV goriilme sikligini ve tip dagilimi-
n1 tespit etmek i¢in planladik.

MY/GP icin

100bp DNA Marker
MY/GP nPCR (+) kontrol

DNA'yla
DNAsiz

negatif kontroller

DNA integritesi

Template DNA
Beta globin
Olqu # 4051/08
Olgu # 13033/07

J

Sekil 1. HPV tip 6/11 (262bp) ve tip 31 (334bp) [olgu 4051/08: dual infeksiyon] ile HPV tip 16 (457bp)
ve tip 18 (322bp) [olgu 13033/07: dual infeksiyon] gdsteren MY/GP nPCR pozitif drnekler.
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Diinyada bu konu ile ilgili bircok ¢alisma yapil-
mustir. Milutin Gasperov ve ark.! sitolojik ola-
rak yiiksek grade’li skuamdz intraepitelyal lezyon
tespit edilen Hirvat kadinlardan toplanan 6rnek-
lerin %86,7’sinde PCR ile HPV pozitifligi sapta-
mislardir. Bu ¢alismada en ¢ok rastlanan HPV tip-
leri HPV 16 ve 31 olarak bildirilmistir. Diger bir
calisma Giiney Meksika’da serviks kanserli 133
kadinda yapilmis ve olgularm %100’tinde HPV
pozitifligi saptanmistir. Bu ¢aligmada en sik go-
riilen tipler HPV 16 ve 18 olarak bildirilmistir.
2] ftalya’da yapilan bir ¢alisgmada CIN 1°i olan
kadinlarda HPV 16 ve/veya 18 goriilme sikligi
%34,1, CIN 2’li kadinlarda %57,5, CIN 3 ya da
daha ileri lezyonu olanlarda ise %78,6 olarak bil-
dirilmistir."*) Kuzeybati Iran’dan bildirilen bir ¢a-
lismada ise serviksin prekanserdz ve kanseroz lez-
yonlarinda HPV DNA prevalansi %64 olarak tes-
pit edilmistir. Bu ¢alismada en sik rastlanan HPV
tipleri HPV 16 ve 31°dir."* Avrupada farkli iilke-
lerden kadinlar igeren bir meta-analizde, HPV
16 veya 18’in goriilme sikligi, CIN 1 lezyonlar-
da %29,4, CIN 2/3’lerde %61,4, invaziv serviks
karsinomlarinda ise %76.2 oraninda bildirilmek-
tedir.'™]

Bizim g¢alismamizda, invaziv serviks kanseri ve
CIN lezyonu olan Tiirk kadin niifusunda HPV po-
zitifligi %70 oraninda bulundu. HPV pozitifligi-
ni, CIN 1 lezyonlarda %77,8, CIN 2 lezyonlarda
%28,6, CIN 3 lezyonlarda %91,7 ve invaziv karsi-
nomlarda %68,2 olarak tespit ettik. En sik rastla-
nan HPV tipi HPV 6/11 idi. Ikinci siklikla HPV16
iicilincii siklikla ise HPV 18 bulundu.

Ulkemizde genel niifus ve servikal lezyonu olan
kadmlardaki HPV prevalans: ile ilgili galigma-
lar oldukca kisithidir. CIN lezyonu olan 94 hasta-
da RT-PCR metodu ile yapilan bir ¢calismada HPV
goriilme oran1 CIN 1, CIN 2 ve CIN 3 lezyonlarda
sirasiyla %4,2, %14,8 ve %45 olarak bildirilmis-
tir.'! Ergilinay ve ark.!'”! sitolojik olarak patolo-
ji saptanan 35 servikal 6rnekte nested PCR kulla-
narak HPV DNA varligini arastirmislar ve 6rnek-
lerin %80’inde HPV DNA tespit etmislerdir. Yine
tilkemizde yapilan daha kapsaml bir ¢aligmada
invaziv serviks kanseri olan 248 vakada HPV pre-
valans1 %93,5 olarak bildirilmistir. Bu ¢aligma-
da en sik rastlanan HPV tipleri sirastyla HPV 16,
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18,45, 31 ve 33 olarak bulunmustur.['® Son olarak
Baskent Universitesi Tip Fakiiltesinde, sitolojik
olarak patoloji saptanan 93 kadin ve normal sito-
lojiye sahip 310 kadinda HPV DNA varligi arasti-
rilmig ve sitolojilerinde patoloji saptanan kadinla-
rin %36’sinda, normal sitolojiye sahip kadinlarin
ise %20’sinde HPV DNA pozitifligi saptanmustir.
En sik rastlanan HPV tipleri ise HPV 16 ve HPV 6
olarak bildirilmistir. Sadece yliksek dereceli sku-
amoz intraepitelyal lezyonlar arasinda ise goriil-
me siklig1 agisindan HPV 16 birinci siray1 alirken,
HPV 6 ve HPV 18 ikinci sirada yer almaktadir.!'!)
Bu ¢aligmada da diisiik onkojenik potansiyele sa-
hip HPV 6’nin bizim ¢aligmamizdaki gibi en sik
rastlanan tiplerden biri olmasi1 dikkat ¢ekicidir.

Sonug olarak, bizim c¢aligmamizda serviks kan-
serleri ve prekanser6z lezyonlarindaki HPV pre-
valansi literatiirde bildirilenlere gore farkliliklar
gostermektedir. Ozellikle CIN 2 ve invaziv ser-
viks kanserlerinde HPV DNA’s1 diisiikk oranlar-
da saptanmistir. Buna karsilik CIN 1 ve CIN 3’de
yiiksek oranda bulunmustur. Ayrica ilging olarak
en sik rastlanan tip HPV 6/11 olarak saptanmuistir.
Bu durum olgu sayimizin sinirli olmasi ile agikla-
nabilecegi gibi HPV prevalansi ve HPV tip dagili-
minin cografi farkliliklar gdstermesinin bir yansi-
masi da olabilir. Ulkemizde, genel niifusta ve ser-
viks lezyonlarindaki HPV prevalansim ve tip da-
gilimim saptamak i¢in daha genis kapsaml ¢alig-
malara ihtiya¢ oldugu kanisindayiz.
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