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OZGUN CALISMA
SITOLOJIK ATiPi iZLENEN SERVIKAL ORNEKLERDE iNSAN

_ PAPILLOMA VIRUSUNUN POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU VE
HIiBRIDIZASYON YONTEMLERIYLE SAPTANMASI VE TIPLENDIRILMESi*

ORIGINAL ARTICLE

DETECTION AND TYPING OF HUMAN PAPILLOMA VIRUS BY
POLYMERASE CHAIN REACTION AND HYBRIDIZATION ASSAY IN
CERVICAL SAMPLES WITH CYTOLOGICAL ABNORMALITIES

Koray ERGUNAY', Miige MISIRLIOGLU?, Pinar FIRAT?
Z. Selcuk TUNCER*, Serdar TUNCER?, Isil YILDIZ?
Semsettin USTACELEBI'

OZET: Mukozal tropizm gdsteren insan papilloma viruslarinin (HPV) bazi
tiplerinin servikal karsinom ya da 6ncul lezyonlar ile iliskili oldugu bilinmektedir.
Serviks kanserinin erken tani ve tedavisinde, tarama programlarina ek olarak HPV
enfeksiyonunun ve etken virus tipinin duyarli yéntemlerle saptanmasi da énemli rol
oynamaktadir. Bu calismada, servikal atipi saptanan sitoloji érneklerinde tek oturumiu
ve “nested” konsensus polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ydntemleri uygulanarak HPV
varliginin arastiriimasi, tiplendirilmesi ve HPV tip 16’nin saptanmasinda ticari bir gercek
zamanl (real-time) PCR ydntemi ile ticari bir array-hibridizasyon sisteminden elde
edilen sonuglarin karsilastinlmasi amaclanmistir. Calismaya ticari bir sivi bazli sitolojik
o6rnekleme sistemi (ThinPrep™ Pap Smear Method, Cytyc, ABD) ile elde edilen 18
ASC-US (Aypical Squamous Cells of Undetermined Significance), dért AG-US (Aypical
Glandular cells of Undetermined Significance), bir ASC-H (Atypical Squamous Cells-
cannot exclude HSIL), bir HSIL (High-grade Intraepithelial Lesion), 14 LSIL (Low-grade
Intraepithelial Lesion), bir adenokarsinom ve bir skuamoz hicreli karsinom olmak Uzere,
rastgele olarak secilmis toplam 40 6rnek dahil edilmistir. HPV DNA’sinin saptanmasi
icin MY09/11 ve GP5/6 primerlerinin kullanildigi L1 “in-house” konsensus PCR; HPV
saptama/HPV-16 tiplendirmesi yapan ticari bir gercek zamanl (real-time) PCR sistemi
(Heliosis™ HPV LC PCR Kit; Metis Biyoteknoloji, Turkiye) ve disik/yuksek riskli 21
farkli virus tipinin tanimlanabildigi ticari bir PCR-array hibridizasyon sistemi (Rapid HPV
Genotyping MacroArray™; HybriBio Inc, Hong Kong) uygulanmistir. Virusa ait DNA,
MYQ9/11 ve GP5/6 primerleri ile, 6rneklerin sirasiyla %35 (14/40) ve %57.5’inde (23/40)
saptanmis, konsensus PCR ile pozitif olan 6rnekler gercek zamanli PCR ile de pozitif

*Bu calismanin bir bélimi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi (Proje No: 05 A
101 015) tarafindan desteklenmistir.

' Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Ankara.
(ekoray@hacettepe.edu.tr)

2 Metis Biyoteknoloji ve Dig Tic. Ltd. Sti. ATB is Merkezi Anadolu Bulvari, Macunkdy, Ankara.

% Hacettepe Universitesi Tip Fakdltesi, Patoloji Anabilim Dali, Sitoloji Unitesi, Ankara.

4+ Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, Ankara.

Gelig Tarihi: 18.12.2007 Kabul Edilis Tarihi: 11.3.2008



274 SERVIKAL ORNEKLERDE HPV SAPTANMASI VE TiPLENDIRILMESI

sonu¢ vermistir. PCR-array hibridizasyon yontemi ile pozitif érneklerin %95.6’sinda
(22/23) tiplendirme yapilmig, konsensus PCR ve gercek zamanli PCR sonucu pozitif
bir LSIL érnegi, uygulanan herhangi bir yéntemle tiplendirilememistir. Orneklerden
yuksek riskli HPV tipleri 16, 18, 31, 45, 52, 56, 58, 59, 68 (%65.8); muhtemel yuksek
riskli tip 53 (%13.2), dusuk riskli tipler 6, 42 ve 81 (%21) olmak Uzere 38 HPV izolati
tanimlanmistir. Birden fazla HPV tipi ile ¢oklu enfeksiyon, pozitif érneklerin %45.5
(10/22)’'inde saptanmis, tekli enfeksiyonlarin tamaminin yiksek/muhtemel yuksek riskli
HPV izolatlan ile meydana geldigi ve disuk riskli tiplerin sadece ¢oklu enfeksiyonlarda
bulundugu izlenmistir. HPV-16, pozitif dérneklerin %31.8 (7/22)’inde gercek zamanl
PCR, %45.5 (10/22)’inde ise PCR-array hibridizasyon testiyle gdsterilmistir. Calismada
en sik saptanan tip %45.5 oraniyla HPV-16 olmus, onu tip 53 ve tip 81 (%22.7, 5/22);
tip 68 (4/22, %18.2); tip 58 (3/22, %13.6); tip 31, 42, ve 59 (%9.1, 2/22) ve diger tipler
(%4.5, 1/22) izlemistir. Sonug olarak bulgularimiz, yuksek riskli HPV tiplerinin ve coklu
enfeksiyonlarin sikligina dikkati cekmektedir.

Anahtar sézcikler: insan papilloma virusu, HPV, tiplendirme, polimeraz zincir
reaksiyonu, PCR, gercek zamanli PCR, array, hibridizasyon.

ABSTRACT: Certain mucosa-tropic human papillomavirus (HPV) types are associated
with carcinoma of the uterine cervix or its precursor lesions. In addition to cytological
screening, early diagnosis and treatment of cervical carcinoma rely on sensitive detection
and typing of HPV isolates. In this study, HPV detection and typing were performed in the
cervical samples of patients with abnormal cytological evaluation. Forty randomly-selected
cervical samples that comprise 18 ASC-US (Aypical Squamous Cells of Undetermined
Significance), four AG-US (Aypical Glandular cells of Undetermined Significance), one ASC-
H (Atypical Squamous Cells-can not exclude HSIL), one HSIL (High-grade Intraepithelial
Lesion), 14 LSIL (Low-grade Intraepithelial Lesion), one adenocarcinoma and one squamous
cell carcinoma, obtained by a commercial liquid-based cytology system (ThinPrep™
Pap Smear Method, Cytyc, USA), were included to the study. HPV-DNA detection were
accomplished by L1 in-house polymerase chain reaction (PCR) performed using MY09/11
and GP5/6 primers along with a commercial real-time PCR (Heliosis™ HPV LC PCR Kit;
Metis Biotechnology, Turkey) that detects HPV infections and HPV-16 via melting curve
analysis. A commercial PCR-array hybridization test (Rapid HPV Genotyping MacroArray™;
HybriBio Inc, Hong Kong) that can identify 21 low and high risk HPV types was employed
for typing. Viral DNA was detected in 35% (14/40) and 57.5% (23/40) of the samples
by MY09/11 and GP5/6 primers, respectively. All in-house PCR positive samples were
also positive in the real-time PCR assay. PCR-array hybridization assay provided typing
results in 95.6% (22/23) of the PCR positive samples while one LSIL sample could not
be typed by any of the methods used. High risk HPV types 16, 18, 31, 45, 52, 56, 58,
59,68 (65.8%); probable high risk type 53 (13.2%), low risk types 6, 42 and 81 (21%)
were identified out of a total of 38 HPV isolates. Multiple infections with more than one
HPV type were identified in 45.5% (10/22) of positive samples. High/probable high risk
types were detected in all single infections and all low risk isolates were present in
multiple infections. HPV-16 was identified in 31.8% (7/22) by real-time PCR and in 45.5%
(10/23) of positive samples by PCR-array hybridization assay. HPV-16 was observed to
be the most frequently detected type (10/22, 45.5%), followed by types 53 and 81 (5/22,
22.7%); 68 (4/22, 18.2%); type 58 (3/22; 13.6%); types 31, 42 and 59 (2/22; 9.1%) and
others (1/22, 4.5%). As a result our data have indicated the abundance of high risk HPV
isolates and infections with multiple HPV types in that specific area.

Key words: Human papilloma virus, HPV, typing, polymerase chain reaction (PCR),
real-time PCR, array, hybridization.
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GIRIS

insan papilloma virusu (HPV), Papillomaviridae ailesinde siniflandirilan
zarfsiz, cift iplikli bir DNA virusudur'. Gunimuzde doku tropizmi, onkojenik
potansiyel ve filogenetik farkliliklara gére 100’0 agkin sayida HPV tipi
tanimlanmistirz. Doku tropizmi ve enfeksiyon bdlgesine goére kitandz (deri) ya
da mukozal (anogenital/oral) olarak siniflandirilabilen HPV izolatlari, servikal
karsinoma ya da bununla iligkili éncul lezyonlarla olan etyolojik iliskilerine
gbre yuksek riskli (tip 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73
ve 82); muhtemel yuksek riskli (tip 26, 53 ve 66) ve dusuk riskli (tip 6, 11, 40,
42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 ve 81) olarak tanimlanmaktadir®. Yiksek riskli HPV
tipleri olan tip 16 ve 18, tim diinyada en sik saptanan tiplerdir. Ozellikle HPV
asilarinin gelistiriimesi ve kullanima sunulmasi ile boélgesel olarak yuksek riskli
HPV tiplerinin dagiliminin ortaya cikarilmasi, hem asi etkinliginin éngoérdlmesi
hem de gelecekteki calismalarda dikkate alinmasi gereken HPV tiplerinin
belirlenebilmesi agisindan énem tasimaktadir*®. Bu galismada, servikal atipi
saptanan sitoloji érneklerinde tek oturumlu ve “nested” konsensus polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yéntemleri uygulanarak HPV varliginin arastiriimasi
ve HPV tip 16’nin saptanmasinda ticari bir gercek zamanl (real-time) PCR
yéntemi ile ticari bir array-hibridizasyon sisteminden elde edilen sonuclarin
karsilastiriimasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Ornekler ve Niikleik Asit Saflastirmasi: Galismaya, 2006 yilinda Hacettepe
Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali poliklinigine
basvuran ve rutin sitolojik incelemesinde atipi saptanan olgulardan 40’1 rastgele
olarak secilerek dahil edildi. Yerel etik kurul onay! (Hacettepe Universitesi Etik
Kurulu; Karar No. 05/22-15) ve bilgilendirilmis onam &érnekleme sirasinda alindl.
incelenen olgularin yas ortalamasi 44.5, ortanca degeri 43 ve dagiim arali§
30-61 olarak belirlendi. Sitolojik inceleme, modifiye Bethesda sistemine” goére
yapildi, ayni hastaya ait tekrarlayan &rnekler calisma digi birakildi.

Calisma icin servikal 6rnekler rutin sitolojik tani amaciyla kullanilan, FDA onayli
ve nukleik asit testleri calismasi icin uygun ticari bir sivi bazli inceleme sistemi
(ThinPrep™ Pap Smear Method, Cytyc, ABD) ile Ureticinin 6nerileri dogrultusunda
alindi ve laboratuvara ulastinldi®. Galismaya dahil edilen olgularda sitolojik
inceleme sonucunda; 18’inde ASC-US (Aypical Squamous Cells of Undetermined
Uignificance), 4’Unde AG-US (Aypical Glandular cells of Undetermined Significance),
1’inde ASC-H (Atypical Squamous Cells-cannot exclude HSIL), 1’inde HSIL (High-
grade Intraepithelial Lesion), 14’Unde LSIL (Low-grade Intraepithelial Lesion), 1’inde
adenokarsinom ve 1’inde skuamoz hucreli karsinom tanimlanmisti.

Sitolojik inceleme sonrasinda servikal surlinti 6rnekleri 6000 rpm’de
5 dakika santriflj edilerek hucreler Tris-EDTA ile 3 kez yikandi, 200 ul Tris-
EDTA igerisinde tekrar suspanse edilen 6rneklerde nukleik asit saflastirmasi
High Pure Viral Nucleic Acid Kit™ (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak
Ureticinin énerileri dogrultusunda yapildi.
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HPV L1 Konsensus PCR: Saflastirilan Orneklerde viral nikleik asitlerin
saptanmasi amaciyla L1 kapsid genini hedefleyen MY09/11 ve GP5/6 primerleri
kullanilarak “in house” PCR yéntemi uygulandi®''. ilk PCR kangimi; 5 pl DNA
6rnegi, PCR tamponu (50 mM KCI, 10 Mm Tris-HCI (pH 8.3)), 6.5 mM MgClI,,
200 uM deoksiribonukleotidler, 50’ser pm MY09 (5-CGTCCMARRGGAWACTGATC
3) ve MY11 (5’-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’) primerleri ve 2 (inite Taq DNA
polimeraz icerecek sekilde, 50 pl'lik toplam hacimde hazirlandi (M: A+C, R: A+G,
W: A+T, Y: C+T). Kansima 5 dakika 94°C’de denatlrasyon; 20 saniye 94°C’de, 45
saniye 55°C’de, 60 saniye 72°C’de olacak sekilde toplam 35 déngu amplifikasyon
ve 72°C’de 5 dakika sentez agamasindan olusan sicaklik dénguleri uygulandi.
ikinci tur PCR icin ilk reaksiyon Uriinlerinden 5 ul, 2.5 mM MgCl,, 50 pm GP5
(5°-TTTGTTACTGTGGTAGATAC-3’) ve GP6 (5'-GAAAAATAAACTGTAAATCA-
3’) primerleri; diger kimyasallardan ayni miktarlarda iceren 50 ul'lik karisim
hazirlandi ve ayni sicaklik doénguleri ile amplifiye edildi. Tim PCR sicaklik
doénguleri PTC-200 Thermal Cycler (MJ Research, ABD) kullanilarak uygulandi.
Her PCR sonrasinda Urtnlerin 10 uI'si %2’lik agaroz jelde elekroforez islemine
alindiktan sonra etidyum bromdr ile boyandi ve ultraviyole transilliminatérinde
MY09/11 icin yaklasik 450, GP5/6 icin yaklasik 142 bazgciftlik amplikonlarin varhg
arastinldi. Konsensus PCR icin pozitif kontrol olarak hucre basina sirasiyla 1-2
ve 600 HPV-16 genom kopyasi iceren SiHa ve Caski hiicreleri kullanildi; negatif
kontrolleri ise steril distile su ve HPV DNA’sI tagimayan sitoloji drnekleri olusturdu.
Kontaminasyonun énlenmesi icin nikleik asit saflastirmasi, PCR ve elektroforez
safhalar farkli laboratuvarlarda yapildi.

HPV Gergek Zamanli PCR: HPV enfeksiyonu ve HPV-16’nin belirlenmesi igin
gercek zamanl PCR ydntemine dayali ticari bir sistem olan Heliosis™ Human
Papilloma Virus (HPV) LC PCR Kit (Metis Biyoteknoloji, Turkiye), Ureticinin
Onerileri dogrultusunda tim servikal 6rneklere uygulandi. Bu sistemde HPV-16
ve tip 16 disi HPV tipleri saptanabilmektedir. Buna gére PTC-200 Thermal Cycler
(MJ Research, ABD) cihazinda tamamlanan ilk amplifikasyonu takiben, Grunler
LightCycler™ 2.0 (Roche Diagnostics, Almanya) gercek zamanh PCR cihazinda
ikinci amplifikasyon asamasina alindi; HPV pozitifligi ve HPV-16 saptanmasi
erime egrisi analizi ile yapildi. Erime edrisi analizi sonuglarinda; érnege DNA
saflagtirmasi agamasinda eklenen internal kontrol icin erime sicakhidi (melting
temperature, T ) 90°C (£3.5°C); HPV amplifikasyon sinyali 82°C (+3.5°C)
ve HPV tip 16 icin sinyal 69°C (=1.0°C)’de izlenmektedir. Sistemin analitik
duyarlligi HPV-16 ve -18 icin 20 kopya/ul olarak veriimektedir.

HPV PCR-Array Hibridizasyon Testi: MY09/11 primerleri ile HPV konsensus
PCR sonuglar pozitif olan érnekler, ticari bir PCR-array hibridizasyon yontemi
olan HPV Genoarray Test™ (Rapid HPV Genotyping MacroArray™; HybriBio
Inc., Hong Kong) ile Ureticinin 6nerileri dogrultusunda HPV tipleri agisindan
degerlendirildi. Bu sistemde HPV saptama ve tiplendirmesi yapiimakta, servikal
patolojilerde en sik rastlanan yuksek riskli HPV tiplerinden tip 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 ve 68, muhtemel yuksek riskli HPV
tiplerinden tip 53; dusuk riskli HPV tiplerinden 6, 11, 42, 43, 44, 81 olmak Uzere
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21 HPV tipi tanimlanabilmektedir. Yéntemin duyarhlidi, farkli HPV genotipleri
arasinda degismek Uzere 4-89 genom kopyasi/ul olarak verilmekte olup,
hibridizasyon sirasinda cesitli HPV tipleri arasinda capraz reaksiyon olmadigi
belirtiimektedir.

BULGULAR

incelenen 40 6rnedin 14’Gnde (%35) MY09/11 primerleri ile yapilan ilk
oturumda pozitiflik saptanmis, PCR ikinci turu sonunda ise 6rneklerin 23’tinde
(%57.5) HPV-DNA varligi belirlenmistir (Tablo I). Bir ASCUS 6rnegi disinda tim
Orneklerde ilk tur PCR pozitif oldugunda ikinci tur da pozitif olarak saptanmistir.
Orneklerde sitolojik tanilarin dagiimi, HPV konsensus PCR birinci ve ikinci tur
pozitifliklerinin sikigi Tablo I'de verilmistir.

Tablo 1. Calismada incelenen Orneklerin Sitolojik Tanilarinin Dagilimi,
HPV Konsensus PCR, HPV Gercek Zamanh PCR ve
PCR-array Hibridizasyon Testinin Sonuclari

Konsensus PCR Gercek zamanl PCR
Sitoloji (n) Negatif 1.turda poziti* 2.turda poziti® = HPV pozitf HPV-16 PCR-array®
ASCUS (18) 10 4 8 8 4 9
AGUS (4) 3 1 1 1 - 1
ASCH (1) - 1 1 1 - 1
LSIL (14) 4 6 10 10 3 9
HSIL (1) - 1 1 1 - 1
Ad-Ca? (1) - - 1 1 - 1
Sk-Ca® (1) - 1 1 1 - 1
Toplam (40) 17 (42.5) 14 (35) 23 (57.5) 23 (57.5) 7 (17.5) 22 (55)

aMY09/11 primerleri ile PCR.

®MY09/11 ile PCR sonrasinda GP5/6 primerleri ile “nested” PCR.

¢ PCR-array hibridizasyon yéntemi sadece tiplendirme icin uygulanmistir.
9 Ad-Ca: Adenokarsinom, Sk-Ca: Skuamoz hicreli karsinom.

Konsensus PCR ile pozitif olan tim 6rnekler (23/40, %57.5), gercek zamanli
PCR ile de pozitif olarak izlenmistir (Tablo I). Erime egrisi analizi sonucu,
orneklerin 7’sinde (7/22, %31.8) HPV tip 16 saptanmistir (Tablo | ve Il). Konsensus
PCR pozitif 6rneklerin 22’sinde (22/23, %95.7) PCR-Array hibridizasyon testi
ile tiplendirme yapilmistir (Tablo 1). Bir LSIL érneginde (1/23, %4.3), gercek
zamanli PCR ve konsensus PCR ile ikinci turda pozitiflik saptanmasina karsin,
deneyler tekrarlanmasina ragmen tiplendirme yapilamamistir.

Calismada saptanan HPV izolatlan; yuksek riskli tipler 16, 18, 31, 45,
52, 56, 58, 59 ve 68, muhtemel yuksek riskli tip 53, dusuk riskli tipler ise 6,
42 ve 81 olmustur (Tablo IlI). Toplam 38 HPV izolati tanimlanmis, bunlarin
25’1 yuksek (%65.8), 5'i muhtemel ylUksek (%13.2), 8'i ise (%21) dusik riskli
olarak belirlenmistir. HPV pozitif érneklerin 12’sinde (12/22, %54.5) tek viral
tiple enfeksiyon (4 adet tip 16, ikiser adet olmak Uzere tip 31 ve 58, birer
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Tablo Il. Tiplendirilen Orneklerin Sitolojik Tanisi, Gercek Zamanli PCR ile
HPV-16 Saptanan Ornekler ve PCR-array Hibridizasyon Testlerinin Sonugclari

No. Sitoloji HPV-16 (gercek zamanli PCR) PCR-array

1 ASCUS + 16

2 ASCUS + 16

3 ASCUS + 16

4 ASCUS + 16, 58, 81*
5 LSIL + 16

6 LSIL + 16, 59

7 LSIL + 16, 53

8 ASCUS - 31

9 ASCUS - 52

10 ASCUS - 58

11 ASCUS - 53, 81*
12 AGUS - 18

13 ASC-H - 58

14 LSIL - 31

15 LSIL - 68

16 LSIL - 45, 81*
17 LSIL - 42* 53, 81*
18 LSIL - 42* 51, 68
19 LSIL - 6*, 16, 59
20 HSIL - 16, 68
21 Sk-Ca? - 53
22 Ad-Ca? - 16, 53, 68, 81*

*Dasuk riskli HPV tipleri.
aAd-Ca: Adenokarsinom, Sk-Ca: Skuamoz hcreli karsinom.

adet olmak Uzere tip 18, 52, 53, 58 ve 68) saptanmistir. Tekli enfeksiyonlarin
hepsinde etken yiksek ya da muhtemel yUksek riskli HPV tipleridir. Birden fazla
tiple ko-enfeksiyon saptanan 10 érnegin (10/22, %45.5) 5’'inde 2 farkl tip, 4’Gnde
3 farkli tip, 1’inde ise 4 farkl tiple enfeksiyon tanimlanmistir (Tablo II). TGm dustk
riskli HPV tipleri, ylksek ya da muhtemel yuksek riskli tiplerle ko-enfeksiyonlarda
saptanmig, dusuk riskli tiplerle tekli enfeksiyon izlenmemistir. Her iki yontemle
elde edilen HPV tiplendirme sonugclari ve dagiimi Tablo I'de gériimektedir.

En sik saptanan HPV tipi, tip 16 olmus (10/22, % 45.5); bunu tip 53 (5/22,
%22.7), tip 81 (5/22, %22.7), tip 68 (4/22, %18.2), tip 58 (3/22; %13.6), tip
31 (2/22; %9.1), tip 42 (2/22; %9.1), tip 59 (2/22; %9.1) ve diger HPV tipleri
(1/22, % 4.5) takip etmigtir.

HPV tip 16’nin gercek zamanl PCR ve array-hibridizasyon yoéntemleri ile
saptanma o6zellikleri karsilastirildiginda; tekli HPV-16 enfeksiyonlarinin (4/22,
%18.1) her iki yontemle basarili olarak tanimlandigi gérulmektedir. Bununla
beraber array-hibridizasyon testi ile tip 16’'nin da etkenler arasinda oldugu
6 coklu enfeksiyon olgusu tanimlanmis (6/22, % 27.2), ancak gercek zamanli
PCR ile bunlarin 3‘Gnde (3/6, %50) tip 16 tanimlanabilmistir (Tablo ).
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TARTISMA

Serviks kanseri agisindan risk tasiyan kisilerin belirlenmesi ve uygun
klinik takibin gerceklestiriimesi icin, rutin sitolojik taramalara ek olarak
HPV enfeksiyonu varligi ve etken tipin saptanmasi yontemi yaygin olarak
uygulanmaktadir'®3. HPV enfeksiyonlarinin tanisinda virus izolasyonu ya da
serolojik testlerin faydali olmamasi nedeniyle viral nukleik asitlerin gésterilmesi en
gecerli yaklasimdir'*, HPV tiplerinin tanimlanmasinda restriksiyon enzim analizi,
tipe 6zgul PCR, “Southern Blot”, mikropleyt ya da strip hibridizasyonu gibi
yéntemler uygulanmaktadir; ancak gunimuzde kabul edilen altin standart DNA
dizi analizidir. Bu yaklagimla, hem 6nceden tanimlanan tiplerin gtvenilir olarak
saptanmasi mumkun olmakta, hem de daha az siklikla izole edilen ya da yeni
HPV tiplerinin tanimlanma imkani saglanmaktadir. Buna karsin DNA dizi analizi
rutin tani laboratuvarlarinda uygulanmasi zor, pahali teknik donanim ve yetismis
personel gerektiren, sonuglarin gérece olarak daha uzun sirede elde edildigi
bir yéntemdir. Bu nedenle HPV saptama ve tanimlanmasi icin cogu kez diger
molekiler testlerden yararlaniimaktadir. Bunlar arasinda lUlkemizde de yaygin
olarak kullanilan, DNA-RNA hibridlerinin sivi ortamda antikorlarla yakalanmasi
esasina dayanan Hybrid Capture™ y&ntemi (HC Il, Digene Corp. ABD), PCR
sonrasi strip Uzerinde hibridizasyona dayall “Line Probe Assay” (LIPA) (HPV
Inno-Lipa™, Innogenetics, Belgika) veya ELISA esasina dayali (Roche Amplicor™
HPV Assay, Roche Diagnostics, Almanya) sayilabilir. Benzer sekilde degisik PCR
ya da hibridizasyon formatlarinin kullanildigi cesitli deneysel tani yontemleri de
gelistiriimistir. Son yillarda gercek zamanli PCR ve DNA mikroarray yontemleri
de HPV tiplendiriimesi icin siklkla kullanilir hale gelmistir'*. Bu calismada,
servikal sitoloji degerlendirmesinde atipi saptanan bir grup olgunun servikal
Orneklerinde tek oturumlu ve “nested” konsensus PCR ydntemleri uygulanarak
HPV enfeksiyonunun gdésteriimesi amagclanmis; ticari bir gercek zamanl (real-
time) PCR yontemi ile HPV varligi ve HPV-16 arastinimis, ayrica ticari bir array-
hibridizasyon ydntemi ile de HPV tiplendiriimesi yapilmigtir.

Calismada incelenen érneklerin %57.5’Unde (23/40), “nested” PCR ile
HPV DNA’sI saptanmis, tek oturumlu PCR ile viral DNA saptama orani ise
%35 (14/40) olarak izlenmigtir (Tablo 1). Tek oturumlu PCR yerine “nested”
PCR uygulanmasinin HPV-DNA saptama oranini belirgin olarak artirdidi
bilinmektedir'''5. Calismamizda elde edilen HPV saptama oranlar bu gorUsleri
dogrular niteliktedir. Benzer sonuglar sitolojik atipi izlenen servikal surlntua
Orneklerinde yaptigimiz diger bir calismada da izlenmis, iki yéntem arasinda
saptama sikligi agisindan anlamli bir fark ortaya konulmustur'®. Bununla
birlikte “in-house nested” PCR uygulamasi, sarf malzemesi kullanimi ve
kontaminasyon riski acisindan dezavantajli olmasi ve sonugclar elde edildikten
sonra tiplendirme amaciyla diger yéntemlere ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle rutin
tanidan cok arastirma amach basvurulan bir yaklasim olmaktadir. Rutin tani
amacl sistemlerde, tek oturumlu PCR ve gercek zamanli PCR, hibridizasyon/tipe
6zgul primerler gibi yaklagimlarin kombinasyonu, klinik karar verme surecinde
yeterli duyarliiga sahip olmaktadir*. Bu galismada uygulanan gercek zamanli



280 SERVIKAL ORNEKLERDE HPV SAPTANMASI VE TiPLENDIRILMESI

PCR sistemi ile, konsensus “nested” PCR ile pozitif érneklerin tamami pozitif
olarak bulunmustur. PCR-array hibridizasyon yéntemi ise calismada sadece
tiplendirme amaciyla kullaniimis olmasina karsin, belirtilen analitik duyarliidi
(4-89 kopya/ul) ile klinik érneklerden saptama amach kullanima uygundur.

Calismada incelenen &rneklerin %95.7’si (22/23) basarili olarak
tiplendirilmis, %4.3’Unde ise (1/23) array ya da gergcek zamanh PCR yéntemleri
uygulanarak, deneyler tekrarlanmasina ragmen tiplendirme yapilamamistir.
Calismada HPV tiplendirmesi yapilan izolatlarin %65.8’sinde (25/38) yuksek
riskli, %13.2’sinde (5/38) muhtemel ylksek riskli ve %21’inde (8/38) dusuk
riski HPV tipleri saptanmistir (Tablo ).

HPV tiplerine ait prevalanslarin incelendigi genis epidemiyolojik calismalar
ve meta-analizlerde, normal ya da degisik derecede atipi izlenen &rneklerde
en sik rastlanan HPV tipi HPV-16 olarak rapor edilmektedir'”'®. Serviks kanseri
olgularinda da HPV-16 ve -18 tim dunyada en sik rastlanan tip olmakta,
ancak diger HPV tiplerinin dagiiminda bdlgeler arasi degisiklikler izlenmektedir.
Cografi bélgeler arasinda izlenen en belirgin farklar HPV-16 sikligi ve bunu takip
eden tiplerin sirasinda izlenmektedir*'®. Ornek olarak Avrupa iilkelerinde HSIL
olgularindaki tip 16’nin sikligi, Asya’da izlenen orana gére daha yuksektir'.
Ulkemizde yapilan cesitli calismalarda HPV prevalansi cgesitli yéntemlerle
%2.1-%6.1 olarak saptanmis, epitelyal hicre anomalisi izlenen &rneklerde ise
%42.9'a ulastigi bildirilmistir?>2. Bizim MY09/11 ve GP5/6 primerleri ile yaptigimiz
diger bir calismada, sitolojik atipi izlenen servikal érneklerde HPV-DNA %80
oraninda saptanmis; dizi analizi ile érneklerin %78.6’sinda yUksek/muhtemel
yuksek riskli tipler 16, 18, 31, 33, 45, 53, 56, 59 gosterilmistir'®. HPV tip 16,
orneklerin %50’sinde saptanmig, onu tip 18 (%10.7) ve tip 53 (%7.1) takip
etmistir'®. Bu calismada da, HPV-16 yine en sik saptanan tip olarak (%45.5)
izlenmis; ardindan tip 53 ve 81 (%22.7); tip 68 (%18.2); tip 58 (%13.6), tip 31,
42, 58 ve 59 (%9.1) gelmistir. Dikkat cekici bir nokta ise 6rneklerdeki ylksek/
muhtemel yiksek riskli HPV tiplerinin yogunlugudur. Calismada saptanan tim
dusuk riskli HPV tipleri, coklu enfeksiyonlarda ylksek ya da muhtemel ylUksek
riskli tiplerle birlikte bulunmaktadir (Tablo II).

Son zamanlarda elde edilen veriler, ayni kiside degisik HPV tipleri ile
coklu enfeksiyonlarin 6éngdrilenden daha ylUksek oranda meydana geldigini
ortaya koymaktadir'*2¢. Ozellikle HIV ile enfekte kisiler ve ilerlemis sitolojik atipi
izlenen orneklerde coklu HPV enfeksiyonu oraninin daha da yuksek olabilecegi
rapor edilmistir®2¢. Kiside birden fazla HPV tipinin ayni anda bulunmasi
durumunda, virus ile tekrarlayan maruziyet ve artmis ilerleyici atipi olasiligi
tasidigi distunulimektedir. Bununla birlikte viral persistans da atipi olusumu igin
6nemli bir risk faktéridir. Varolan HPV enfeksiyonunun persistans olusturdugu
ancak takip sirasinda elde edilen érneklerde ayni viral tiplerin saptanmasi ile
dogrulanabilmektedir®>?¢. Galismamizda birden fazla HPV tipiyle ko-enfeksiyon,
orneklerin %45.5’'inde (10/22) saptanmis bunlarin %50’si iki farkli tip, kalan
bélimunde ise Ug¢ ile dort farkh HPV tipiyle enfeksiyon varhi@i gdsterilmistir
(Tablo II). Goklu enfeksiyonlarin saptanmasi konusunda, HPV tanisi i¢in
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uygulanan ydéntemin de énemi vardir. Galismalar PCR-ters hibridizasyona
dayanan deneysel ya da ticari sistemlerin, coklu enfeksiyonlari saptamada
DNA dizi analizine gbére daha basarill olduguna isaret etmektedir'*'s. Benzer
bir avantaj, calismamizda kullandigimiz PCR-array hibridizasyon testleri icin
de gecerlidir'.

Calismamizda tum o6rneklere PCR-array hibridizasyonu testinin yani sira,
cok sik kargilagilan HPV tiplerinden HPV-16 icin erime egrisi analizi ile tipe 6zgull
tanimlama saglayan ticari bir gercek zamanl PCR ydntemi de uygulanmistir.
Buna goére sadece HPV-16'nin etken oldugu enfeksiyonlar (4/22, %18.1) her
iki ydntemle basarili olarak saptanmistir. Ancak tip 16’nin etkenler arasinda
oldugu alti (6/22, %27.2) coklu enfeksiyon olgusunun tclunde, gercek zamanli
PCR ile HPV pozitifligi saptanmasina kargin, HPV-16’nin variigi gésterilememistir
(Tablo 1l). Farkh HPV tipleri ile ¢oklu enfeksiyonlarin s6z konusu oldugu
orneklerde cesitli tiplendirme yaklasimlar ile uyumsuz sonuglar bildiriimektedir.
Burada érnekte bulunan HPV tiplerinin viral ylkleri arasindaki farklililar da
6nemli rol oynamaktadir. Ayrica, uygulanan yéntemlerin her HPV tipi icin
saptama duyarliiginda olabilecek farklliklarin, érnekte bulunan tiplerin kopya
sayllarinin ve muhtemel varyant varliginin farkli saptama sistemlerinden elde
edilen uyumsuz sonugclara etkisi olabilecegi belirtiimektedir?2,

Calismamizin kisitliliklari arasinda, gorece olarak az sayida 6rnegin
incelenmesi ve siklikla ASCUS ve LSIL gibi dustik diizey atipi gdsteren érneklerin
calisma grubunun cogunlugunu olusturmasi (32/40; %80) sayilabilir. Bununla
birlikte HPV cgesitliligi yoninden 6énem tasiyan distuk dlzey atipi saptanan
Orneklerde etken olan HPV tiplerinin g&sterilmesi, ayrica ko-enfeksiyonlar
konusunda veri sunulmasi dnemlidir. Ulkemizde HPV prevalansi ve asi etkinliginin
takibi icin bu konudaki calismalarin artinlmasi gereklidir.
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