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OZET

Gunumiuzde servikal kanserlerdeki roli iyi tanimlanmis olan insan papillomaviruslari (HPV), diger tip
kanser dokularinda da genellikle tespit edilebilmektedir. Son yillarda kolorektal kanser dokularinda HPV
DNA'sinin gosterilmesi, HPV enfeksiyonunun gastrointestinal kanser gelisimiyle de iliskili olabilecegini
desteklemektedir. Bu calismada, cesitli gastrointestinal sistem karsinomu olan hastalarin timor dokulari
ile timore komsu normal dokularinda HPV-DNA varliginin arastirilmasi ve pozitif 6rneklerdeki HPV tiple-
rinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismaya 38 mide, 42 kolon, 20 rektum, 4 6zofagus ve 2 ince bagir-
sak kanseri olan toplam 106 (59 erkek, 47 kadin; yas aralidi: 25-80 yil, yas ortalamasi 57.03 £ 1.29 yil)
hasta dahil edilmistir. Hastalara ait parafine gomuili timor ve timére komsu normal dokulardan DNA
izolasyonu yapilmis ve ekstraksiyonun basarisi beta-globin primerlerinin kullanildigi PCR ile kontrol edil-
mistir. Buna gore timor dokularinin 100 tanesinden ve normal komsu dokularin timiinden (n= 106)
DNA ekstraksiyonu gercgeklestirilebilmistir. HPV-DNA varligi GP5/GP6 genel primerleri ile konsensus PCR
yontemiyle arastirilmis, pozitiflik saptanan orneklere tiplendirme icin HPV tip 11, 16, 18 ve 33’e 6zgil
primerler kullanilarak PCR uygulanmustir. Calismamizda, timor doku 6rneklerinin %41 (41/100)’inde ve
timore komsu normal dokularin %31 (33/106)'inde HPV-DNA varligi tespit edilmistir. TGmor ve komsu
normal dokular arasinda HPV-DNA pozitifligi acisindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilme-
mistir (p> 0.05). Mide 6rneklerinin %44.7 (17/38)'si, kolon 6rneklerinin %35.1 (13/37)'i, rektum 6rnek-
lerinin %47.3 (9/19)'0, 6zofagus orneklerinin %25 (1/4)'i ve ince bagirsak érneklerinin %50 (1/2)’'si HPV-
DNA pozitif olarak bulunmustur. HPV-DNA pozitif 41 tim&r dokusu 6rneginin 16's1 (8 6rnek tip 16, 3 or-
nek tip 18, 5 6rnek tip 33) ve 33 normal doku 6rneginin 5'i (3 6rnek tip 18, 2 6rnek tip 33) tiplendirile-
bilmis, timor dokularinin 2’sinde iki farkli tip HPV-DNA pozitifligi (birinde tip 16 + tip 33; birinde tip 18
+ tip 33) saptanmistir. Sonug olarak, gastrointestinal sistemin gerek timor dokularinda gerekse timore
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Cesitli Gastrointestinal Karsinom Orneklerinde
Insan Papillomavirus DNA Varliginin Arastirimasi

komsu normal dokularinda saptadigimiz yiiksek HPV-DNA oranlari, bu tip kanserlerde de HPV'nin roli
olabilecegini dustindlirmekle birlikte, neden-sonug iliskisinin kurulabilmesi icin daha ileri arastirmalara
gereksinim oldugu aciktir.

Anahtar sézciikler: Gastrointestinal kanser, insan papillomavirusu, HPV, PCR.

ABSTRACT

The role of human papillomavirus (HPV) has been well established in the pathogenesis of cervical
cancers. However, HPV-DNA has also been detected in tumor tissues of other malignancies. Recently, de-
tection of HPV-DNA in gastrointestinal cancer tissues with in-situ hybridization and PCR technologies has
suggested possible role of HPV in gastrointestinal cancers. In this study, it was aimed to investigate the
presence of HPV in the tumor tissues and adjacent normal tissues of gastrointestinal cancers and to de-
termine the types of HPV in positive cases. The study included a total of 106 (59 male, 47 female, age
range: 25-80 years, mean age: 57.03 £ 1.29 years) patients, of them 38 had gastric, 42 colon, 20 rec-
tal, 4 esophageal and 2 small intestinal cancers. Genomic DNAs were isolated from the parafin embed-
ded specimens of tumor and tumor-adjacent normal tissues and the performance of the extraction pro-
cess was controlled with PCR using beta-globin primer. DNA extraction was achieved in 100 of the tu-
mor tissues and in all of the tumor adjacent normal tissues (n= 106). HPV-DNA was searched by using
GP5/GP6 primers and concensus PCR method. HPV-positive DNA samples were further typed by using
HPV-11, 16, 18, 33 specific primers. HPV-DNA was detected in 41% (41/100) of tumor tissue samples
and 31% (33/106) of tumor-adjacent normal tissue samples. There was no istatistically significant diffe-
rence in terms of HPV-DNA positivity between tumor and tumor-adjacent normal tissues (p> 0.05). HPV-
DNA was detected in 44.7% (33/106) of gastric samples, 35.1% (13/37) of colon samples, 47.3% (9/19)
of rectal samples, 25% (1/4) of esophagus samples and 50% (1/2) of small intestine samples. Eight of
the HPV positive tumor tissues revealed HPV type 16, three type 18 and five type 33, while three of nor-
mal tissue samples revealed type 18 and two type 33. Two different HPV types together were detected
in two tumor samples, one being type 16 + type 33 and the other being type 18 + type 33. Although
these results indicating the presence of HPV-DNA in gastrointestinal tumor and adjacent normal tissues,
suggest a possible role of HPV in gastrointestinal tumors, further studies are necessary for the establish-
ment of a definite causative role.

Key words: Gastrointestinal cancer, human papillomavirus, HPV, PCR.

GiRisS

Uzun siire sigil viruslan olarak bilinen insan papillomaviruslari (HPV)'na karsi ilgi, bu
viruslarin insan kanserlerinin yaygin bir formu olan serviks kanserleriyle olan iligkisinin be-
lirlenmesinden sonra artmustir'-2, Bunun sonucu olarak yogunlasan calismalar, bugiin
icin bu virusun 100’den fazla farkli tipinin tanimlanmasina olanak saglamistir>. 1980’
yillarda belirli HPV tipleri ile 6zellikle servikal kanser arasinda glglu bir iliskinin gozlen-
mesiyle, papillomaviruslarin hiicrelerin malignant doniisimine aracilik etme yetenekle-
ri dikkati cekmistir. Yapilan calismalar, virusun transformasyon 6zelliginin bazi viral gen-
lerin aktivasyonu ile iliskili oldugunu gostermis, ozellikle E6 ve E7 genlerinin hiicreleri
transforme edebildigi tespit edilmistir?.

HPV-DNA's|, tiim insan kanserlerinin yaklasik %10’unda saptanmakta ve servikal kan-
ser disinda diger kanser tiplerinde de (bas ve boyun kanserleri, oral kanser, 6zofageal
kanser, bazi deri kanserleri, akciger kanseri) gésterilebilmektedir®>. Polimeraz zincir re-
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aksiyonu (PCR) ve in situ hibridizasyon teknikleri ile kolorektal kanser dokularinda HPV-
DNA tespiti, HPV enfeksiyonunun kolorektal kanser gelisimiyle de iliskili olabilecegini
desteklemektedir>’. Bu calismanin amaci, cesitli gastrointestinal karsinom 6rneklerinde
HPV-DNA varliginin arastiriimasi ve HPV tiplerinin belirlenmesidir.

GEREC ve YONTEM
Ornekler

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi (FUTF) insan Arastirmalari Etik Kurulunca onaylanan ca-
lismada, FUTF Patoloji Anabilim Dalinda patolojik olarak gastrointestinal karsinom tanisi
almig 106 hastaya ait tumor ornekleri ve ayni hastalarin timore komsu olan normal do-
ku 6rnekleri kullanildi. Orneklerin toplanmasi asamasinda, arsiv taramasi yapilarak gast-
rointestinal sistemin 6zofagus, mide, kolon, ince bagirsak ve rektum bdlgelerini iceren
karsinomlu hastalar tespit edildi. Calismaya alinan olgularda (59 erkek, 47 kadin; yas ara-
hgi: 25-80 yil, yas ortalamasi 57.03 £ 1.29 yil) timorlerin lokalizasyonu ve histolojik tip-
leri Tablo I'de gosterildi.

DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu timor dokusu ve komsu normal dokuyu iceren parafine go-
muli dokulardan elde edilen kesitlerden gerceklestirildi. Bu hastalara ait histolojik prepa-
ratlar mikroskop altinda incelenerek timor dokusu ve normal doku 6rnegi iceren prepa-
ratlar ve daha sonra bunlara ait parafin bloklar elde edildi. Parafine gomuli dokulardan 5
um’lik kesitler alinarak ependorf tiiplerde saklandi. Ornek toplanmasi tamamlandiktan
sonra DNA izolasyonu asamasina gecildi. Parafin blok kesitlerinden DNA izolasyonu Kal-
kan ve arkadaslarinin® protokoliine gére uygulandi. Ozetle 5 um olarak alinan kesitler 500
puml proteinaz K'li sindirim tamponu (20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 10 mM EDTA,
%0.2'lik SDS) ile bir gece 37°C’de inkibe edildi. Dokudaki DNA, fenol: kloroform:izoamil
alkol (25:24:7) teknigi kullanilarak saflastirildi ve etanol presipitasyon ile toplandi.

Tablo I. Hastalarda Tiimérlerin Lokalizasyonu ve Histolojik Tiplerinin Dagilimi

Mide Kolon Rektum Ozofagus Ince bagirsak
(n=38) (n=42) (n=20) (n=4) (n=2)
iyi diferansiye adenokarsinom 2 5 2 - -
Orta diferansiye adenokarsinom 13 27 15 2 2
Az diferansiye adenokarsinom 10 5 - 1 -
Karsinoid timor 1 - - - -
Tagl ytiziik hiicreli karsinom 4 - - - -
Miisin6z karsinom 3 3 3 - -
Difliz biyiik B hiicreli karsinom 2 - - - -
Adenoskuamoz karsinom 1 2 - 1 -
Difliz infiltratif karsinom 2 - - - -
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PCR

Tim doku kesitlerinden elde edilen DNA'lar ve beta-globin primerleri ile PCR yapila-
rak® ekstraksiyonun basarisi kontrol edildi. Beklenen bant boyutunda DNA'nin gézlen-
medigi ornekler icin parafin blok kesitlerinden tekrar DNA izolasyonu yapildi.

Calismamizda HPV konsensus PCR ve tipe 6zgul multipleks PCR icin pozitif kontrol or-
negi olarak ve PCR’nin optimizasyonu icin Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim
Dalinda rutin calismalar esnasinda pozitif olarak tespit edilen hasta DNAlari kullanildi.
HPV-DNA genotiplendirmesi icin, oncelikle hangi 6rneklerde HPV’nin oldugunu arastir-
mak amaciyla GP5/GP6 genel primerleri kullanilarak PCR ¢aligildi'®. Agaroz jel elektrofo-
rezi sonucunda beklenildigi gibi 145 baz cifti (b¢) uzunlugunda bant gézlenen 6rnekler
HPV enfeksiyonu yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

HPV-DNA pozitifligi saptanan 6rneklerin tiplendirilmesi icin HPV tip 11, 16, 18 ve 33’e
6zgil primerler kullanilarak iki ayri reaksiyon tiipii icerisinde PCR uygulandi'®. Bant bo-
yutlar birbirinden oldukga farkl olan HPV-16 ve 33 birlikte, HPV-11 ve 18 birlikte calisil-
di. HPV-16 icin 6zgil primer dizisi daha once iyi calistigi bilinen farkli bir makaleden alin-
di'". ikili multipleks PCR ile tespit edilen HPV tipi, kontrol amacli tekrar tek basina calisil-
di ve goruntulendi.

PCR reaksiyon karisimlari, beta-globin ve GP5/GP6’ya 6zgiil PCR icin 25 pl ile; HPV tip-
lerine 6zguil PCR icin ise her iki tip primer ciftinden (HPV-16 ve 33 birlikte, HPV-11 ve 18
birlikte) konularak 50 pl ile calisildi. PCR reaksiyonu icin, 1.25 U Taqg DNA polimeraz (Sig-
ma, Germany), 2 mM dNTP, T mM MgCl,, 50 mM KCl ile 10 mM Tris-HCI (pH: 8.3) tam-
ponu (10X buffer) iceren master miks sollisyonu, DNA iceren tiplere eklenerek son hac-
me tamamlandi. Tim PCR amplikonlari %2’lik agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.

Calismada kullanilan primerler lontek (istanbul, Turkiye) firmasina sentezlettirildi. Pri-
merlerin timd 20 pmol olarak kullanildi. Satin alinan primerlerin niikleotid dizisi ve elde
edilen PCR Urdnunin blyukligu Tablo Il'de gosterildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz icin Windows SPSS 11.0 versiyonu ile ki-kare testi uygulandi. P de-
gerinin < 0.05 olmasi istatistiksel acidan anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, beta-globine 6zgiil PCR ile doku kesitlerinden elde edilen DNA'lardan
268 bg¢ uzunlugunda Uriint gosteren bantlar elde edilmistir (Resim 1). Tumor dokulari-
nin timidnden (n= 106) DNA eldesi gerceklestirilirken, birka¢c kez izolasyona ragmen
106 normal dokunun 6’sindan DNA elde edilememistir.

Orneklerde HPV-DNA varligini arastirmak amaciyla GP5/GP6 genel primerleri ile tii-
mor dokularinin 100’tine ve normal dokularin hepsine PCR uygulanmis; 145 b¢ uzunlu-
gunda bant gozlenen 6rnekler pozitif olarak degerlendirilmistir (Resim 2). Buna gore, tu-
mor dokularinin %41 (41/100)'inde ve timodre komsu normal dokularin %31
(33/106)'inde HPV-DNA porzitifligi tespit edilmis, aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p> 0.05).
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Tablo II. PCR Yénteminde Kullanilan Primerlerin Dizileri ve Uriin Biiyiikliikleri

Primerler Dizi (5'-3%) PCR urinii (bg)
Beta-globin F GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 268
Beta-globin R CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC

GP5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT AC 139-145
GP6 GAA AAA TAA ACT GTA AAT CA

HPV18F AAA CTA ACT AAC ACT GGG TTATAC A 143
HPV18R ATG GCA CTG GCC TCT ATA GT

HPV16F TCG ATG TAT GTC TTG TTG CAG 225
HPV16R GGT TAC AAT ATT GTA ATG GGC

HPV11F TGT GTG GCG AGA CAACTT TCC CTT 236
HPV11R TGG TTATTT AGT TTT ATG AAG CGT GCC TTT CCC

HPV33F AAC AGT TAA AAA ACC TTT AAA 171
HPV33R AGT TTC TCT ACG TCG GGA CCT C

Resim 1. Beta-globine 6zgtil PCR ile elde edilen sonuglar. Hat 1, 2, 3: 268 b¢’lik bant elde edilen drnekler; Hat
4: Negatif kontrol; M: 100 b¢’lik DNA bliytikliik belirteci.

HPV tiplerine 6zgul primerler ile yapilan PCR sonucunda, HPV-DNA pozitif 41 timor
dokusu orneginin 16’s1 (8 6rnek tip 16, 3 ornek tip 18, 5 6rnek tip 33) ve 33 normal do-
ku 6rneginin 5i (3 ornek tip 18, 2 6rnek tip 33) tiplendirilebilmistir (Resim 3-5). TUmor
dokularinin ikisinde iki farkl tip HPV-DNA pozitifligi (birinde tip 16 + tip 33; birinde tip 18
+ tip 33) tespit edilmistir. Doku orneklerinin hicbirisinde HPV tip 11’e rastlanmamustir.
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Resim 2. GP5/GP6 primerleri ile elde edilen PCR sonucu. Hat 1, 2, 3: 145 b¢’lik bant elde edilen HPV-DNA po-
zitif 6rnekler; Hat 4: Negatif kontrol; M: 100 b¢'lik DNA biiytikliik belirteci.

Resim 3. HPV-16 icin PCR sonucu. Hat 1, 2, 3: 225 b¢’lik bant elde edilen pozitif ornekler; M: 100 b¢’lik DNA
bliytikliik belirteci.

Timor dokusunun lokalizasyonuna gore HPV pozitifliginin dagihmi degerlendirildi-
ginde; mide orneklerinin %44.7 (17/38)’sinde, kolon 6rneklerinin %35.1 (13/37)’inde,
rektum orneklerinin %47.3 (9/19)'linde, 6zofagus 6rneklerinin %25 (1/4)'inde ve ince
bagirsak orneklerinin %50 (1/2)'sinde HPV-DNA varligi tespit edilmistir. Timor dokula-
rinin histolojik tiplerine gére HPV pozitifligi ve tip dagilimi Tablo IlI'te gériilmektedir.
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Resim 4. HPV-18 icin PCR sonucu. Hat 1, 2, 3: 143 b¢’lik bant elde edilen pozitif ornekler; M: 100 b¢’lik DNA
bliytikliik belirteci.

Resim 5. HPV-33 icin PCR sonucu. Hat 1, 2, 3: 171 b¢'lik bant elde edilen pozitif érnekler. M: 100 b¢’lik DNA
bliytikliik belirteci.

TARTISMA

Insan kanserlerinin gelisiminde viruslarin olasi rolt son 50 yildir yogun bir sekilde ¢a-
lisilmus ve cesitli kanserler ile bazi DNA ve RNA viruslari arasindaki iliskiler saptanmuistir'2.
Karsinogenezde rol oynayan DNA tiimér viruslarindan en énemlisi HPVdir'3. HPV'nin
servikal kanser ile iliskisinin netlik kazanmasinin yaninda'*'® kolorektal kanserlerle olan
iliskisi de dikkati cekmektedir. 2001 yilinda Lee ve arkadaslarinin'® kolorektal kanserli 19
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Tablo Ill. Tiimér Dokularinin Histolojik Tiplerine Gére HPV Pozitifligi ve Saptanan HPV Tipleri

HPV-DNA
Dokularin histolojik pozitif 6rnek
tipi sayisi HPV-16 HPV-18 HPV-33  Tiplendirilmeyen
lyi diferansiye adenokarsinom 1 1
Orta diferansiye adenokarsinom 24 5 2 3 14
Az diferansiye adenokarsinom 8 2 1
Muisin6z karsinom 4 1 2 1
Difliz blytik B hiicreli karsinom 1 1
Adenoskuamoz karsinom 2 2
Difiiz infiltratif karsinom 1 1
Toplam 41 8 3 5 25

hastanin timor dokusu ve normal komsu dokularinda yaptiklari calismada, timor doku-
larinin %84’tinde, normal mukozanin ise %53’Unde HPV-18 varligi tespit etmisler ve
HPV-18 enfeksiyonunun kolorektal kanserle iliskili olabilecegini ileri sirmuslerdir. 2005
yilinda yayinlanan bir caismada da, kolorektal kanserli 55 olgunun timér ve normal do-
kulari ile kanser olmayan 10 bireyin normal dokulari HPV agisindan incelenmis ve hasta-
larin %571’inin timor dokusunda, %29’unun ise normal komsu dokularinda HPV-DNA
saptanirken, saglikli bireylere ait dokularin hicbirisinde pozitiflik tespit edilmemistir>. Bu
bulgulara gore arastirmacilar, HPV’nin kolorektal kanserin patogenezinde bir rol oynaya-
bilecegini ileri siirmiislerdir’. Buyru ve arkadaglarinin'” bir Tiirk popiilasyonunda 53 ko-
lon kanserli hastanin timor ornedi ve normal komsu dokularinda HPV tip 6, 11, 16, 18
ve 33’Un varligini arastirdiklari calismada, timorlt dokularin 43 (%81.2)'tinde, normal
dokularin ise 12 (%32)'sinde HPV-DNA poxzitifligi bulunmustur. Bu calismada en sik tes-
pit edilen tipler HPV-18 ve HPV-33 olmus; normal komsu doku 6rneklerinde ise en fazla
tip 16 (%15) ve tip 11 (%13.2) saptanirken, tip 18’e rastlanmamustir'”. Buyru ve arka-
daslar'” da, yiiksek riskli HPV tiplerinin malign lezyonlarda yiiksek siklikta bulundugunu
ve HPV enfeksiyonunun kolorektal karsinomda rol oynayabilecegini ileri sirmektedirler.

Calismamizda, timor dokusu orneklerinin %41 (41/100)’inde ve tiimére komsu nor-
mal doku orneklerinin %31 (33/106)'inde HPV-DNA pozitif olarak tespit edilmis, bu or-
neklerin sirasiyla 16 ve 5 tanesinde arastinlan HPV tiplerinden en az birisinin varligi bu-
lunmustur. Buna gore timor orneklerinin 8’inde tip 16, 3’linde tip 18 ve 5’inde tip 33
saptanirken, birer 6rnekte tip 16 + tip 33 ve tip 18 + tip 33 birlikteligi belirlenmistir.
Komsu normal dokulardaki tip dagihmi ise, 3 ornekte tip 18 ve 2 6rnekte tip 33 olarak
belirlenmigtir. TUmor ve komsu normal doku 6rneklerinin hicbirinde HPV-11 tespit edil-
memistir. HPV-DNA pozitif timoér dokusu orneklerinde tiplendirme oranimiz %39
(16/41), normal komsu doku orneklerinde ise %15 (5/33) olmustur. Bu dustik oranlar,
PCR sonucunda olusan bantlarin zayifigindan ya da dokularda, arastirdigimiz HPV tiple-
rinin disinda kalan diger tiplerin varhigindan kaynaklanmis olabilir.
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Timor dokularinin lokalizasyonuna gore HPV-DNA pozitifliginin dagilimi incelendi-
ginde; 38 mide 6rneginin 17 (%44.7)'sinde, 37 kolon 6rneginin 13 (%35.1)’Ginde, 19
rektum orneginin 9 (%47.3)'unda, 4 6zofagus 6rneginin 1 (%25)’inde ve iki ince bagir-
sak orneginin 1 (%50)’inde HPV pozitifligi gozlenmistir. Calismamizda, gastrointestinal
sistem kanserli olgularin timoér dokularinda %41, timore komsu normal dokularinda
%31 gibi ylksek oranlarda HPV-DNA pozitifligi saptanmig; timor ve normal dokularda
saptanan oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>
0.05). Bunun nedeni, kullanilan normal komsu dokularin timér dokusundan yeterince
iyi ayrilmamis olmasindan ve komsu dokulara HPV DNA’sinin kontaminasyonundan kay-
naklanmis olabilir. Bodaghi ve arkadaglarinin® calismasinda, kolorektal kanserli olgularin
%51 (28/55)'inin timor dokusunda, %29 (15/52)'unun ise timére komsu normal do-
kularinda HPV-DNA varligi saptanmig ve komsu dokularda bir kontaminasyon olasiliginin
ortadan kaldinlmasi icin 10 yeni hastada kontaminasyonu 6nleyecek 6nlemler alinarak
tekrar bir calisma yapilmistir. Arastiricilar calistiklari bu yeni grupta da Gg timor dokusu
ile bir komsu dokuda HPV-DNA varhgi saptamiglar ve HPV enfeksiyonunun kolorektal
kanser dokusu ve normal komsu dokularda yaygin olarak gorilebilecegini ileri sirmus-
lerdir®.

Sonug olarak, gastrointestinal sistemin gerek tiimor dokularinda gerekse tiimore kom-
su normal dokularinda saptadigimiz yiiksek HPV-DNA oranlari, bu tip kanserlerde de
HPV'nin roli olabilecegini dustindirmekle birlikte, neden-sonug iliskisinin kurulabilmesi
icin daha ileri arastirmalara gereksinim oldugu acgiktir.
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