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OZET

Yiiksek riskli insan papilloma virus (HPV)'lari servikal kanser ve oncdil lezyonlari ile iligkilidir. Sitolojik
taramalara ek olarak bircok molekiiler ydntem de tani ve takipte 6nemli rol oynamaktadir. Servikal 6rnek-
lerde HPV-DNA saptanmasinda kullanilan nikleik asit testlerinde genellikle viral genomun korunmus L1
bolgesini hedef alan konsensus polimeraz zincir reaksiyonu kullaniimaktadir. Buna alternatif olarak
HPV’nin onkojenik proteinleri olan E6 ve E7’ye ait mRNA'larin saptandigi tanisal yontemler de gelistiril-
mistir. Bu calismada, yiiksek riskli HPV tipleri olan tip 16, 18, 31, 33 ve 45’e ait E6/E7 mRNAlarini kalita-
tif olarak saptayan ticari bir niikleik asit dizi temelli cogaltma (Nucleic Acid Sequence Based Amplificati-
on, NASBA) sistemi (NucliSENS EasyQ HPV™; bioMérieux, Fransa) kullanilarak servikal érneklerde HPV
varliginin arastinlmasi amaclanmistir. Calismaya jinekolojik muayenede stipheli lezyonlari bulunan 57 ka-
dindan sivi bazli inceleme sistemi (ThinPrep™ Pap Smear Method, Cytyc, ABD) ile alinan servikal suriin-
th ornekleri dahil edilmis ve niikleik asit saflastirma islemleri otomatize ticari bir sistem (NucliSENS easy-
MAG™, bioMérieux, Fransa) kullanilarak yapilmistir. Calismada, orneklerin %38.6'sinda (22/57) HPV
E6/E7 mRNA pozitifligi bulunmus, pozitif 6rneklerde %50 (11/22) orani ile tip 33 en sik rastlanilan tip
olmus, bunu %41 (9/22) ile tip 16, %22.7 (5/22) ile tip 31, %18.2 (4/22) ile tip 45 ve %4.5 (1/22) ile
tip 18 izlemistir. Pozitif bulunan orneklerin %63.6'sinda (14/22) tek HPV tipiyle, %36.4'linde (8/22) ise
2 HPV tipiyle enfeksiyon saptanmis, koenfeksiyonlarin %13.6 (3/22) oraniyla en sik tip 16 ve tip 33 bir-
likteligi ile ortaya ¢iktigi izlenmistir. Sonug olarak HPV E6/E7 mRNA'larinin saptanmasina yonelik Nucli-
SENS EasyQ HPV yontemi ile ilk kez gerceklestirilen bu 6n calisma verilerinin, daha genis kapsamli ve kar-
silastirmali arastirmalar ile desteklenmesi gerekmekte ve bu sistemin tlkemizdeki tanisal laboratuvarlar
acisindan performansinin tam olarak ortaya konulabilmesi icin ileri calismalara ihtiyag bulunmaktadir.
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E6/E7 mRNA'larinin Ticari Otomatize Bir NASBA Sistemiyle Arastiriimasi

ABSTRACT

High-risk human papillomaviruses (HPV) are associated with the development of cervical cancer and
its precursor lesions. In addition to cytological screening, nucleic acid testing is the mainstay of diagnosis
and follow-up. The molecular tests used for the detection of HPV-DNA in cervical specimens, usually rely
on consensus polymerase chain reaction assays that target L1 region of the viral genome. Diagnostic
assays that monitor mRNAs from HPV oncogenic proteins, E6 and E7, have also been recently developed.
This study was aimed to detect E6/E7 mRNAs from high-risk HPV types 16, 18, 31, 33 and 45
qualitatively by a commercial Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA) assay (NucliSENS
EasyQ HPV™; bioMérieux, France) from cervical specimens. Cervical smear samples were collected from
57 women who had suspected lesions in gynecologic examination and transported by a commercial
liquid-based cytology system (ThinPrep™ Pap Smear Method, Cytyc, USA). Nucleic acid purification was
performed by an automated commercial station (NucliSENS easyMAG™, bioMérieux, France) as directed
by the manufacturer. Presence of viral E6/E7 mRNAs were detected in 38.6% (22/57) of the samples.
HPV type 33 mRNA was observed as the most common (11/22, 50%), followed by type 16 (9/22, 41%),
31 (5/22, 22.7%), 45 (4/22, 18.2%) and 18 (1/22, 4.5%). Single and multiple infections with 2 HPV
types were identified in 63.6% (14/22) and of 36.4% (8/22) of the positive samples, respectively. The
most common co-infection pattern was observed as HPV type 16 and 33 that comprised 13.6% (3/22)
of the positive samples. This study was conducted as a preliminary evaluation of commercial NASBA
E6/E7 mRNA testing in routine molecular microbiology applications. More studies are required to fully
assess the performance of the system for diagnostic laboratories in Turkey.

Key words: Human papilloma virus, HPV, typing, NASBA, E6/E7 mRNA.

GIRis

insan papilloma virusu (human papilloma virus, HPV) tarafindan olusturulan enfeksi-
yonlar, tim diinyada 6nde gelen sekslel gecisli hastaliklar arasindadir. HPV enfeksiyonu,
deri ve cesitli bolgelerde sigillere ve anogenital bolgenin bazi kanserlerine neden olur.

Ayrica bazi HPV tipleri, kadinlarda en sik izlenen kanserlerden birisi olan servikal kanse-
rin etyolojisinde de rol oynamaktadir'-2,

Cembersel DNA genomunun %10’luk bolimu kontrol bolgelerini tasirken, geri kalan
kismi erken (early, E) ve gec (late, L) proteinlerini kodlar. Virusun erken proteinlerinden
olan E6 ve E7’nin hiicresel transformasyondan sorumlu temel proteinler oldugu bilin-
mektedir3. Giinlimiizde 200’ii agkin HPV tipinin var oldugu kabul edilmekte ve epidemi-
yolojik veriler temel alinarak serviks ve diger kanserlerle iliskilerine gore ytuiksek riskli/on-
kojenik, muhtemel yiiksek riskli ve diisiik riskli olarak gruplandirimaktadir*>. HPV'nin
yuksek/muhtemel yiiksek riskli tiplerinin serviks yassi hiicreli kanseri ve onun onciil lez-
yonu servikal intraepitelyal neoplazi ile iliskili olmasi nedeniyle serviks kanseri acisindan
risk tasiyan kisilerin belirlenmesi ve uygun klinik takibin gerceklestirilmesi icin, rutin sito-
lojik taramalara ek olarak HPV enfeksiyonu varligi ve etken tipin saptanmasi yaklagimi
uluslararasi kabul gérmiistiir®.

HPV standart hiicre kultiirt sistemlerinde tretilememektedir; serolojik testlerin ise ta-
nida kullanimlar ¢ok kisithidir. Bu nedenle &zellikle servikal 6rneklerde HPV varhiginin
gosterilmesi ve etken tiplerin belirlenebilmesi amaciyla hemen hemen sadece moleki-
ler yontemler kullaniimaktadir. Bu amacla farkh molekiiler tekniklere dayanan “in ho-
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use” ve ticari bircok tani testi bulunmaktadir’. Bu calismada, NASBA (Nucleic Acid Se-
quence Based Amplification) yontemine dayanan ticari bir otomatize sistem ile servikal
strunti orneklerinde yuksek riskli HPV tiplerine ait E6 ve E7 mRNA’larinin arastiriimasi
amaclanmugtir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, Aralik 2007-Subat 2008 tarihleri arasinda serbest calisan uzman jinekolog-
lar tarafindan degerlendirilerek, jinekolojik muayenede stipheli lezyonlari bulunan 57 ka-
dindan, bilgilendirme ve s6zel onayi takiben ticari sivi bazl inceleme sistemi (ThinPrep™
Pap Smear Method, Cytyc, ABD) kullanilarak alinan servikal strlint 6rnekleri dahil edil-
di. Olgulara ait demografik veriler ve sitolojik inceleme sonuclari kisisel olmalari nedeniy-
le degerlendirmeye alinamadi.

Orneklerden DNA/RNA saflastirma islemleri, silika temelli bir metod ile, sistem icin op-
timize edilmis tam otomatize bir saflastirma platformu (NucliSENS easyMAG, bioMéri-
eux, Fransa) kullanilarak yapildi®. Sonucta 1 mM Tris-HCI (pH: 8.5) icinde 40-50 ul niik-
leik asit elde edildi ve calisiincaya kadar -80°C’de sakland.

Orneklerde onkojenik HPV tiplerinin varligi; tip 16, 18, 31, 33 ve 45’in E6/E7 prote-
inlerine ait mRNA’larin NASBA yontemiyle izotermal ve multipleks olarak amplifiye edil-
digi ticari NucliSENS EasyQ HPV (bioMérieux, Fransa) sistemi ile arastirildi. Bu sistemde,
cogaltilan hedef RNA'larin saptanmasinda, 3’ ve 5’ uclari birbirlerine komplementer olup
florofor ve baskilayici molekiilleri tagiyan, bunun disinda kalan kisimlari ise cogaltilan he-
defe komplementer olan tek iplikli oligontkleotid problar (molecular beacon) kullanil-
maktadir. Hedefle hibridizasyon sonucu probun sekonder yapisi acilmakta, boylece bas-
kilayicinin etkisinden kurtulan floroforun sinyali sistem tarafindan saptanabilmektedir>.

Yontemin uygulanmasinda, her 6rnek icin her biri 2 primer ve prob iceren (UTA/HPV
16, HPV 33/45 ve HPV 18/31) 3 farkli reaksiyon karigimi Ureticinin onerileri dogrultusun-
da hazirlandi. Amplifikasyon sinyalleri gercek zamanli olarak 41°C’de 2.5 saat boyunca
saptandi ve EasyQ™ analiz yazilimi ile degerlendirildi®. Sistemin analitik duyarliig HPV
16 icin 0.1 nM, HPV 18 ve 45 icin 10nM olarak belirtilmekteydi®.

Calismada uretici tarafindan saglanan standart HPV tip 16, 18, 31, 33 ve 45 oligonuk-
leotidleri pozitif kontrol olarak, RNaz icermeyen su negatif kontrol olarak kullanildi. Or-
nekte bulunan RNA’larin yapisal bittnliklerinin kontrolt amaciyla da, dusuk kopya sa-
yili bir “housekeeping” geni olan insan U1 kiiclik nukleer riboniikleoproteinine 6zgil
protein A (U1A) internal kontrol olarak kullanildi®. UTA mRNA’sina ait pozitif sonug alin-
diginda sonuglar gecerli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda 57 6rnegin 22 (%38.6)'sinde HPV E6/E7 RNA'sI saptanmistir (Tablo I).
Pozitif 6rneklerin %50’sinin (11/22) tip 33, %41’inin (9/22) ise tip 16 oldugu gorilmis,
bunlari sirasiyla tip 31 (5/22, %22.7), tip 45 (4/22, %18.2) ve tip 18 (1/22, %4.5) izle-
mistir.
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Tablo 1. Calisilan Orneklerde HPV Tiplerinin Dagilimi (n= 57)

HPV tipleri Sayi %

Tip 16 9 15.8
Tip 18 1 1.8
Tip 31 5 8.8
Tip 33 11 19.3
Tip 45 4 7

Toplam 22 38.6

HPV: Insan papilloma virus.

Tablo Il. Pozitif Orneklerde G6zlenen Tekli veya Coklu HPV Tiplerinin Dadilimi

HPV tipleri Sayi %

Tip 16 4 18.2
Tip 18 - -

Tip 31 4 18.2
Tip 33 5 22.7
Tip 45 1 4.5
Tip 16 + 33 3 13.6
Tip 33 + 45 2 9.1

Tip 16 + 31 1 4.5
Tip 18 + 33 1 4.5
Tip 16 + 45 1 4.5
Toplam 22 100

HPV: insan papilloma virus.

HPV pozitif orneklerin %63.6’sinda (14/22) tek viral tiple enfeksiyon, %36.4'Ginde
(8/22) ise 2 viral tiple koenfeksiyon saptanmistir (Tablo Il). Koenfeksiyonlarin en sik tip
16 ve 33 birlikteligi ile ortaya ciktigi izlenmistir (3/22; %13.6) (Tablo II).

TARTISMA

HPV enfeksiyonlarinin tanimlanmasi ve tiplendirilmesi, servikal kanser gelisiminin 6n-
lenmesi ve takibi icin bilyik 6nem tasimaktadir. Bu amacla sitolojik inceleme ile birlikte
hibridizasyon ve amplifikasyona dayali bircok niikleik asit testleri yaygin olarak kullanil-
maktadir’. Ancak HPV-DNA testleri tek basina normal sitoloji izlenen kisileri, tedavi ge-
rektiren ileri sitolojik atipi gosteren kisilerden ayiramamakta, varsa lezyonun ilerleme ve-
ya onkojenik potansiyeli konusunda bilgi vermemektedir. Bu durumun sonucu olarak,
kendiliginden iyilesecek veya hig farkedilmeyecek lezyonlarin tani almasi s6z konusu ol-
makta; boylece gereksiz kolposkopi ve tedavi uygulamalarina baglh olarak maliyet arta-
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bilmektedir®'°. Son yillarda HPV'nin onkojenik etkisinden sorumlu olan E6 ve E7 prote-
inlerine ait MRNA'larin saptanmasinin, klinik gidisle daha uyumlu oldugu ifade edilmek-
tedir'!12,

Sunulan calismada, jinekolojik incelemesinde slipheli lezyonlari olan kadinlardan ali-
nan servikal striintl 6rneklerinde NASBA temelli yeni bir ticari yontem ile (NucliSENS
EasyQ HPV; bioMérieux, Fransa) onkojenik HPV tiplerine ait E6/E7 RNA'larinin arastiril-
masi amaclanmistir. Calismamiz, ulasabildigi kadariyla, bu yontemle elde edilen verilerin
ortaya konuldugu tlkemiz kaynakl ilk caisma olma 6zelligini tasimaktadir. Cahsmamiz-
da kullanilan yoéntem, hedef RNA’larin NASBA yontemi ile amplifikasyonu ve sag tokasi
yapil “molecular beacon”larla gercek zamanli ve kalitatif olarak saptanmasi esasina da-
yanmaktadir. Yontemin validasyonu ile ilgili calismalarin sonuglari yayinlanmis ve perfor-
mans ozellikleri belirlenmistir’. Ayni sistem Iskandinav (lkelerinde farkli bir isimle (Pre-
Tect™ HPV-Proofer; NorChip, Norvec) pazarlanmaktadir®.

Calismamizda servikal sirtinti 6rneklerinde HPV prevalansi %38.6 (22/57) olarak
saptanmistir. Ulkemizde HPV prevalansinin arastirldigi calismalar sinirli olup, incelenen
grup ve yonteme bagl olarak bu oranlar %2-80 arasinda degismektedir'3-2°. Ulkemize
ait HPV tip dagilimi verileri incelendiginde ise, en sik tip 16 (%37.8-54.5)’ya rastlandig,
bunu tip 18 (%9.2-45)'in izledigi goriilmektedir'’'82%-23_ Tiim diinyada normal veya
atipi izlenen orneklerde en sik rastlanilan tipin genellikle tip 16 oldugu; cografi bolgeler
arasindaki farkhliklarin HPV-16 sikiginda ve bunu izleyen tiplerin siralamasinda oldugu
vurgulanmaktadir?*2?®, Bizim calismamizda en sik saptanan tip HPV-33 (%50) olmus,
HPV-16 ise %41’lik oran ile 2. sirayr almistir. Diger tiplerin siralamasi da; tip 31 (%22.7),
tip 45 (%18.2) ve tip 18 (%4.5) seklindedir. Orneklerin %36.4'inde birden fazla HPV ti-
pi saptanmig; tip 33’Un %27.3 (6/22) oraninda, tip 16'nin ise %22.7 (5/22) oraninda
diger tiplerle birlikte koenfeksiyon olusturdugu dikkati ¢cekmistir (Tablo I1). Ko-enfeksi-
yonlarin saptanmasinda, érnekte bulunan her HPV tipi icin tani yonteminin saptama du-
yarhhgindaki farkliliklarin, érnekteki tiplerin farkl kopya sayilarinda bulunmasinin ve var-
yantlarin varhiginin sonuclara etkisi olabilecegi belirtiimektedir?®. Calismamizda kullani-
lan yontemle ise sadece sik karsilagilan 5 yiiksek riskli HPV tipi (16, 18, 31, 33, 45) belir-
lenebilmektedir. Bu nedenle drneklerimizde mevcut olabilecek diger tiplerin saptanmasi
mimkin olamamistir.

Yapilan ¢alismalarda, HPV E6/E7 mRNA dlzeylerinin genel olarak DNA saptama, viral
yuk ya da integrasyon tespitine gore klinikle daha uyumlu sonuclar verdigi belirtiimek-
tedir'". Serviks kanseri olgularinda da yiiksek E6/E7 mRNA diizeylerinin kétii prognozla
iligkisi saptanmig, E6/E7 mRNA ekspresyonu ile viral ylk arasinda korelasyon olmadigi or-
taya konulmustur'?>27. Tiim bu sonuclar, HPV E6/E7 mRNA saptanmasina yonelik testle-
rin servikal lezyonun agirhdi ile daha iyi korelasyon gosterdigini ve serviks kanseri gelisi-
minin &ngdrilmesinde énemli potansiyele sahip oldugunu disiindiirmektedir.

Calismamizin sinirlayici yonleri; gorece olarak az sayida (n= 57) 6érnegin incelenmis ol-
masi, olgulara ait sitolojik takip sonuclarinin elde edilememis olmasi ve 6rneklerin alter-
natif bir yontemle incelenmemis olmasi olarak sayilabilir. Bununla birlikte sistemin uygu-
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lama ve performansinin tilkemizde ilk kez degerlendirilmis olmasi, ayrica dnceki calisma-
larda da dikkat cekildigi tizere HPV koenfeksiyonlarindaki yliksek oranlarin desteklenmesi
onemlidir. Sistemde 24 6rnek icin sonuglarin alinmasi, 1 saatlik manuel uygulama da da-
hil olmak uzere yaklagik 4.5 saat stirmektedir. Sistemin tanisal molekdler test olarak CE-
IVD onayina sahip olmasi, rutin kullanim icin bir avantaj olmaktadir. Ancak yontemde
RNA amplifikasyonu yapilmasi nedeniyle uygulama sirasinda 6rnek alma, tasima ve sakla-
ma kosullarinin optimizasyonu kesin olarak gereklidir. Yapilan bir calismada, -70°C’de sak-
lanmasi kosuluyla uygun ortamdaki 6rneklerin 12 ay boyunca stabilitesini koruyabildigi
rapor edilmistir?®.

Sonug olarak, HPV E6/E7 mRNA'larinin saptanmasina yonelik NucliSENS EasyQ HPV
(bioMérieux, Fransa) yontemi ile gerceklestirdigimiz bu 6n calismanin, tlkemiz kosulla-
rinda bu sistemin saglayacagi avantaj ve dezavantajlarin kesin olarak ortaya koyulabilme-
si icin yapilacak olan daha genis kapsamli ve karsilastirmali calismalara 1sik tutacagi kani-
sindayiz.
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