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OZET

insan papillomavirus (HPV) ile iliskisi kanitlanmis olan servikal kanser, kadinlar arasinda diinya gene-
linde ikinci en sik goriilen kanserdir ve gelismekte olan tlkelerde kansere bagl 6limlerin nemli neden-
lerinden biridir. HPV enfeksiyonunun baslangici ile servikal kanser gelisimi arasinda uzun bir latentlik d6-
neminin bulunmasi nedeniyle servikal kanserler tarama programlariyla erken evrelerde saptanabilmekte-
dir. Guniimuzde servikal kanser tarama programlarinin 6nemli bir parcasi olan HPV-DNA testleri diinya
genelinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu calismada, biri MY09/11 konsensus gercek zamanli (real-ti-
me) polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) ve digeri tipe 6zgul Rt-PCR olmak Uzere iki farkli yontem ile 356
servikal strlntt 6rneginde HPV-DNA varhigi arastinlmistir. Konsensus PCR sonucuna bakilmaksizin tim
ornekler tipe 6zgil PCR ile ayrica test edilmistir. Tipe 6zgull PCR analizleri, ikisi distik riskli HPV ve 117
yuiksek riskli HPV olmak uzere toplam 13 farkli HPV tipi icin dizayn edilen 6zgiin primerler ve TagMan
problar kullanilarak gerceklestirilmistir. Her iki yontemden en az biri ile HPV-DNA pozitif olarak degerlen-
dirilen 109 (%30.6) sirlntu 6rnedinde 95 yiiksek riskli HPV, 39 dusuk riskli HPV ve tip tayini yapilama-
yan sekiz izolat olmak Uzere toplam 142 farkli izolat tanimlanmistir. Saptanma sikhdina gore yiiksek risk-
li HPV tipleri sirasiyla su sekildedir: HPV-16; 32 (%33.7), HPV-52; 12 (%12.6), HPV-58; 11 (%11.6), HPV-
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18; 7 (%7.4), HPV-31; 7 (%7.4), HPV-35; 7 (%7.4), HPV-68; 6 (%6.3), HPV-33; 4 (%4.2), HPV-82; 4
(%4.2), HPV-39; 3 (%3.2) ve HPV-45; 2 (%2.1). Es zamanl sitopatolojik inceleme sonuclarina gore or-
neklerin 84 (%23.6)’linde cesitli sitolojik atipilerin raporlandigi belirlenmistir. Tip tayini yapilamayanlar
hari¢ olmak lzere 101 6rnegin 72 (%71.3)’sinde tek, 29 (%28.7)'unda birden fazla HPV tipi izole edil-
mistir. HPV-18, HPV-33 ve HPV-35 coklu enfeksiyonlarda tekli enfeksiyonlara gore sirasiyla 7.4, 3.7 ve 3.0
kat olmak Ulzere daha yliksek oranlarda saptanmistir. Tipe 6zgul PCR ile HPV-DNA varligi saptanan 101
ornegin 24 (%23.8)'tinde MY09/11 konsensus primerleri ile HPV-DNA saptanamamistir. Bu nedenle, sa-
dece konsensus primerlerle HPV-DNA varliginin arastiriimasinin, HPV enfeksiyonlarinin tani, tedavi ve ta-
kibini yonetmede yetersiz bir yaklasim olacagi distintilmustar. Striinti 6rneklerinin 6ncelikli olarak kon-
sensus primerler ile degerlendirilmesi ve pozitif drneklerde tiplendirme analizlerinin yapilmasi, diinya ge-
nelinde en ¢ok basvurulan tani-tarama stratejisidir. Bu durum goz éniine alindiginda, tilkemizde ve diin-
yada mevcut prevalans verilerinin yeni nesil tani-tarama testlerinin kullanildigi genis caph calismalarla
glincellenmesine gereksinim oldugu kanisina variimistir.

Anahtar sézciikler: insan papillomavirusu; HPV; PCR; servikal siriintd; genotiplendirme.

ABSTRACT

Cervical cancer that has been proven to be associated with human papillomavirus (HPV) is the se-
cond most common cancer in women worldwide and is a leading cause of cancer deaths in women in
developing countries. Cervical cancers can be detected in the early stages by screening programs since
a long latency period exists between the beginning of HPV infection and the development of cervical
cancer. HPV-DNA testing is widely used throughout the world and today is an important part of cervi-
cal cancer screening programs. In this study, we analyzed the presence of HPV-DNA in 356 cervical sme-
ar samples by two different methods which are MY09/11 consensus real-time polymerase chain reacti-
on (Rt-PCR) and type-specific Rt-PCR. All samples were also tested by type-specific PCR, regardless of
consensus PCR results. PCR analysis were performed using the type- specific primers and TagMan pro-
bes that were designed for a total of 13 different HPV types; two low risk HPV and 11 high risk HPV types.
A total of 142 different isolates, 95 being high risk HPV isolates, 39 low risk HPV isolates and eight uni-
dentified isolates, were determined in 109 (30.6%) smear samples that were defined as HPV-DNA posi-
tive by at least one of the two methods. Frequencies of detection of high risk HPV types in HPV-positive
samples were as follows respectively: HPV-16; 32 (33.7%), HPV-52; 12 (12.6%), HPV-58; 11 (11.6%),
HPV-18; 7 (7.4%), HPV-31; 7 (7.4%), HPV-35; 7 (7.4%), HPV-68; 6 (6.3%), HPV-33; 4 (4.2%), HPV-82;
4 (4.2%), HPV-39; 3 (3.2%) and HPV-45; 2 (2.1%). Various cytologic atypia were reported in 84 (23.6%)
smear samples according to the simultaneously performed cytopathologic examination. Single HPV type
was detected in 72 (71.3%) and multiple HPV types were detected in 29 (28.7%) of 101 smear samp-
les with the exception of the unidentified isolates by type-specific RtPCR. HPV-18, HPV-33 and HPV-35
had higher detection rates of 7.4, 3.7 and 3.0 fold in mixed infections than single ones, respectively.
HPV-DNA could not be detected by MY09/11 consensus primers in 24 (23.8%) of 101 cervical smear
samples that were accepted as HPV-DNA positive by type-specific PCR. Thus, investigation of the pre-
sence of HPV-DNA by only consensus primers would be insufficient for the diagnosis, treatment and fol-
low-up of HPV infections. Initial assessment of smear samples by using consensus primers and genoty-
ping only positive samples seem to be the most practical strategy for the diagnosis and screening of HPV
infections throughout the world. When this situation is taken into consideration, we think that the cur-
rent prevalence data in our country and around the world must be updated by using large-scale studi-
es that apply new generation screening and diagnostic tests.

Key words: Human papillomavirus; HPV; PCR; cervical smear; genotyping.
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Servikal Sriintii Orneklerinde iki Farkli Yontemle HPV-DNA Varliginin
Arastirimasi: MY09/11 Konsensus PCR ve Tipe Ozg[]I Gercek Zamanli PCR

GiRis

insan papillomaviruslari (HPV), kii¢iik (50-55 nm), zarfsiz, ikozahedral simetrili DNA
viruslaridir!. Servikal kanser ve HPV arasindaki etyolojik iliski kanitlandiktan sonra HPV
tipleri onkojenik risk potansiyellerine gore ytiksek riskli tipler (HR-HPV), muhtemel ytik-
sek riskli tipler (PrHR-HPV) ve diisiik riskli tipler (LR-HPV) seklinde gruplandirimistir'. Ser-
vikal kanser icin yuksek riskli oldugu bilinen HPV tipleri (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) benzer sekilde diger anogenital kanserlerle de (vulvar, anal
ve penil kanserler gibi) iliskilidir>. Genel olarak en sik rastlanan HR-HPV tipi HPV-16 iken,
HPV-6 ve HPV-11 ise anogenital bolge enfeksiyonlarinda en sik izole edilen LR-HPV tip-
leridir.

HPV prevalansi bolgelere gore degismekle beraber diinya genelinde asemptomatik ve
normal sitolojili kadinlarda sirasiyla yaklasik %2-44 ve %7-24 oranlarinda bulunmustur®*.
HPV enfeksiyonlari yiiksek viral klerens oranina sahiptir ve enfeksiyonu takiben 12 ay icin-
de olgularin yaklasik %70’inde, 18 aydan sonra ise %80’in lzerinde HPV-DNA saptanma-
maktadir®. Bununla beraber HPV ile iliskili servikal kanser tiim diinyada kadinlarda en sik
gorilen ikinci kanserdir ve kansere bagli 6lim nedenleri arasinda yine ikinci sirada yer al-
maktadir’’. Diinyada her yil yeni tanimlanan servikal kanser olgu sayisinin yaklasik
500.000 oldugu ve bunlarin yarisina yakininin 6liimle sonuclandigi tahmin edilmekte-
dir>8. Ulkemizde ise HPV enfeksiyonlariyla ilgili calismalar belirli gruplarda ve sinirli popii-
lasyonlarda yapildigindan gercek prevalansi belirlemek zordur. Ancak bu calismalara ait
veriler degerlendirildiginde prevalansin %2-6 arasinda oldugu tahmin edilmektedir®. Sag-
lik Bakanligi verilerine gore ulkemizde serviks kanseri, kadinlarda gorilen kanserler arasin-
da 1996, 2002 ve 2003 yillarinda sirasiyla 7., 10. ve 9. siralarda yer almaktadir’.

HR-HPV enfeksiyonunun baslangiciyla servikal kanser gelisimi arasinda genellikle 10
yil veya daha uzun siiren bir latentlik doneminin olmasi nedeniyle, Pap smear ve HPV-
DNA testlerinin kullanildigi tarama programlari, servikal kanserlerin 6nlenmesi ve erken
tanisinda biiyiik 6nem tasimaktadir?. HPV enfeksiyonlarinin yayiimini énlemede etkin
bir yol da asilamadir. Gelismis ulkelerde yapilan calismalarla, Pap ve HPV-DNA testleriy-
le kombine edilen profilaktik HPV asilarinin yaygin kullanimi ile HPV enfeksiyonlari ve ilis-
kili kanserlere bagli morbidite ve mortalitenin maliyet-etkin bir sekilde azaltilabilecegi
gosterilmistir®®. Ancak HPV asilarinin nispeten pahali olmasi, sadece asi hedefinde bulu-
nan HR-HPV tiplerine karsi koruyucu olmasi ve koruyuculuk strelerinin bilinmemesi ne-
deniyle asilamayla ilgili bazi cekinceler bulunmaktadir?.

Bu makalede cesitli sitolojik atipilere eslik eden HPV tipleri arastinimis ve tlkemizde
yapilan diger calisma verileriyle karsilastinlmigtir. Calisma grubumuz kiiciik olmakla be-
raber HPV-DNA pozitifliginin, HR-HPV varliginin ve ¢oklu enfeksiyonlarin atipik transfor-
masyon Uzerine etkileri arastinlmistir. Ayrica, HPV enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilan
bazi HPV-DNA saptama-tiplendirme yontemlerinin ve yaklasimlarinin etkinlikleri arastiril-
mis ve yontem seciminin prevalans verileri ve ozellikle de asi etkinliginin 6ngorilmesi
Uzerine olasi etkilerine dikkat cekilerek yeni yapilacak calismalara yon verebilecek bilim-
sel verilere katkida bulunulmasi amaglanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Bu calismaya 2009-2011 yillari arasinda HPV-DNA varligi yoniinden incelenmek lize-
re rutin analizler icin laboratuvarimiza gonderilen 356 servikal stirlintli 6rnegi dahil edil-
di ve ayni hastaya ait tekrarlayan ornekler calisma kapsamina alinmadi. Eksfoliye servikal
hiicreler sivi bazl ticari bir sistem (BD SurePath™ Pap Test, ABD) ile toplandi ve 6rnek-
ler modifiye Bethesda sistemine gére sitolojik incelemeye tabi tutuldu'®.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) uygulamalari icin DNA izolasyonu, standart alkali
fenol-kloroform-izoamil alkol ekstraksiyon yéntemiyle yapildi'".

Konsensus PCR Reaksiyonlari

ik olarak daha 6nce tanimlanmis bir yontem olan MY09/11 dejenere primerlerinin
kullanildigr SYBR green temelli gercek zamanli (real-time) PCR (Rt-PCR) testiyle 6rnekler-
de HPV-DNA varligi arastirildi’®. PCR déngiileri tamamlandiktan sonra, isi artigi 0.1°C/sa-
niye olacak sekilde reaksiyon tipleri 55°C’den 95°C’ye isitilarak erime egrisi (melting
curve) donglsu uygulandi. Optimizasyon caligmalariyla MY09/11 primerleri icin pozitif
zirve degeri (melting temperature, Tm); 82 + 1.5°C olarak belirlendi ve Tm degeri bu
aralikta yer alan ornekler HPV-DNA varligi yoniinden pozitif olarak degerlendirildi.

Tipe Ozgiil PCR Reaksiyonlari

Orneklerde HPV-DNA varliginin arastinimasinda ikinci yéntem olarak konsensus PCR ile
pozitiflik olup olmadigina bakilmaksizin toplam 13 farkli HPV tipi icin (tip 6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 68 ve 82) 06zqgul olarak dizayn edilen primerlerin (Tablo I) ve
problarin (Tablo I1) kullanildi§i TagMan temelli Rt-PCR yontemi kullanildi. Reaksiyon kari-
simi 1.25 U hot start taq DNA polimeraz (Bioron, Almanya), her bir primerden 10 pmol,
2.5 pmol TagMan prob, dNTP miksten 0.2 mM ve 2.0 mM MqCl, icerecek sekilde hazir-
landi ve PCR reaksiyonlari 5 pl hedef DNA ilavesiyle toplam 25 pl hacimde gerceklestiril-
di. Amplifikasyon donguileri: (i) 95°C’de 10 dakika 1 dongi (hot start taq DNA polimeraz
aktivasyonu icin), (ii) 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika olmak tzere 40 dongu ola-
rak gerceklestirildi. Tim primer ve problar OligoYap 4.0 yazihm programiyla dizayn edil-
di'. Dizilerin 6zgiinliikleri internet yardimiyla GenBank’in BLAST &zelligiyle kontrol edil-
di ve sentezlettirildi (MWG-Biotech, Almanya). TagMan problarin dizayninda floresan bo-
ya olarak 6-karboksi-4',5'-dikloro-2',7'-dimetoksi floresan (JOE) ve 6-karboksi floresan
(FAM) kullanilirken, floresan olmayan boya olarak black hole quencher (BHQ) kullanildi.

Her iki PCR yonteminde negatif kontrol olarak hedef DNA icermeyen bir 6rnek ve po-
zitif kontrol olarak da laboratuvarimiz kolleksiyonunda bulunan drnekler kullanildi. inter-
nal kontrol olarak insan gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH) gen golgesini he-
defleyen primerler ve 6zgiin bir prob kullanildi. internal kontrol ile pozitiflik saptanma-
yan ornekler calisma disi birakildi.

Tipe Ozgiil PCR’nin Duyarhlig:

Saptama duyarliigini (analitik duyarlilik) tespit etmek amaciyla yukarida belirtilen pri-
merlerle elde edilen HPV-16 ve HPV-18 amplikonlari TOPO-TA Cloning Kit (Invitrogen,
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Servikal Striintii Orneklerinde iki Farkli Yéntemle HPV-DNA Varliginin
Arastirimasi: MY09/11 Konsensus PCR ve Tipe Ozg[]I Gergek Zamanl PCR

Tablo I. MY09/11, Internal Kontrol ve Tipe Ozgiil HPV Primerleri

Hedef gen bolgesi ve

Primerin adi Primer dizisi* yaklasik amplikon biiytikligii
MY09 primeri 5 cgtccmarrggawactgatc 3 ~450 bp L1
MY11 primeri 5 gcmcagggwecataayaatgg 3'

HPV-6/11 Primer 1 5 gtatccaargttgttgccacggat 3 130 pb L1
HPV-6 Primer 2 5 gcacaacagttttgttagcccg 3

HPV-6/11 Primer 1 5' gtatccaargttgttgccacggat 3 176 bp L1
HPV-11 Primer 2 5 ggcaacactaccttaaacactcta 3!

HPV-16 Primer 1 5 tgcacgcacaaacatatattatcatg 3 130 bp L1
HPV-16 Primer 2 5 cctgtattgtaatcctgatactttag 3

HPV-18 Primer 1 5' ccaagtggctctattgttacctc 3' 130 bp L1
HPV-18 Primer 2 5 gagtggtatctaccacagtaac 3

HPV-31 Primer 1 5 caggatatagggcacgtccta 3 159 bp L1
HPV-31 Primer 2 5 cacatatacaatacagcacaagcac 3'

HPV-33 Primer 1 5 gtaagcctccaacaggggaac 3 132 bp L1
HPV-33 Primer 2 5' caaatcctgtgtccaccatatcac 3

HPV-35 Primer 1 5 gcacaccttgtaatgctaaccag 3 145 bp L1
HPV-35 Primer 2 5 acatcacttttattagcttgtaatgtag 3

HPV-39 Primer 1 5' gcgaaggttgtcaatactgatg 3 127 bp L1
HPV-39 Primer 2 5 cctgcttgcgaccaccattc 3

HPV-45 Primer 1 5 cactagcgctaatatgcgtgamac 3 175 bp L1
HPV-45 Primer 2 5 gtccacyacagtaacaaacaactg 3'

HPV-52 Primer 1 5 ctacagctcattaacagtgtaatac 3 136 bp L1
HPV-52 Primer 2 5' ctggatacttacatacactgctac 3'

HPV-58 Primer 1 5 atgcttatctatggattataaacaaacac 3' 125 bp L1
HPV-58 Primer 2 5 atggaggacaatcagtagcagct 3

HPV-68 Primer 1 5' ctctgactcccagttatttaacaag 3' 149 bp L1
HPV-68 Primer 2 5 tagagtctgtagtagtggacaatg 3

HPV-82 Primer 1 5 gttatacaaggtggggattacta 3 143 bp L1
HPV-82 Primer 2 5 gkgacactggtgcaggtggta 3'

GAPDH- Primer 1 5 tcctgcaccaccaactgcttag 3 145 bp GAPDH
GAPDH- Primer 2 5' catcacrccacagyttyccagag 3

* Primerlerdeki M, K, R, W ve Y kodlari dejeneratif bazlari géstermektedir. M;A/C, K;G/T, R;A/G, W;A/T ve Y;C/T

olasiliklarini ifade eder.
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Tablo 1. Tipe Ozgiil Problar ve internal Kontrol Icin Dizayn Edilen Prob

Prob adi Floresan boya Prob dizisi Quencher
HPV-6/11 Prob FAM 5 cgcaccaacatattttatcatgccagcag 3' BHQ
HPV-16 Prob FAM 5 ccagactacttgcagttggacatccc 3 BHQ
HPV-18 Prob JOE 5 accatattggttacataaggcacagggtc 3 BHQ
HPV-31 Prob FAM 5 aacgtagtgcaccctcagcatctacc 3 BHQ
HPV-33 Prob FAM 5 tgttgcttgtactaatgcagcacctge 3 BHQ
HPV-35 Prob FAM 5' tgcaccaaatcctgtgtctaccatgtc 3 BHQ
HPV-39 Prob JOE 5 acaggcatatattattatgctggcagctc 3 BHQ
HPV-45 Prob FAM 5 tgtgtattccccttctcccagtgge 3 BHQ
HPV-52 Prob FAM 5 acatggtagatacaggatttggttgcatgg 3 BHQ
HPV-58 Prob FAM 5 tggctgtaaacctcccactggtgag 3' BHQ
HPV-68 Prob FAM 5 tgcacaaggcacagggacacaacaatg 3 BHQ
HPV-82 Prob FAM 5 tgctgtcattagtacgccacaaagcca 3' BHQ
GAPDH-Prob* FAM 5' aggtcatccatgacaactttggyatcg 3 BHQ

* GAPDH probundaki Y kodu dejeneratif baz yapisini géstermektedir. Y;C/T olasiliklarini ifade eder.

ABD) aracihgiyla plazmidlere klonlandi. Plazmid standartlarinin hazirlanmasinda hesap-
lamalar OligoYap 4.0 yazilm programiyla yapildi. Testlerin saptama duyarliliklarinin di-
namik araliklarini belirlemek icin plazmidlerin seri diliisyonlari (108-10" plazmid/ml) kul-
lanildh.

Tim PCR islemleri ve analizler ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, ABD) cihaziyla
gerceklestirildi.

BULGULAR

Calisma grubu, yaslar 16-64 (ortalama: 37.9 + 8.5; ortanca: 38) yil arasinda degisen
hastalardan olusmaktadir. Calismaya dahil edilen 356 servikal siiriinti 6rneginin sekizin-
de sadece MY09/11 primerlerinin kullanildigi konsensus PCR ile, 24’inde sadece tipe 6z-
gul PCR ile ve 77'sinde her iki yontemle olmak Gzere toplam 109 (%30.6) érnekte HPV-
DNA porzitifligi saptanmistir. Her iki yontemden en az biri ile HPV-DNA pozitif olarak de-
gerlendirilen 109 6rnegin 95’i HR-HPV, 39'u LR-HPV ve sekizi tiplendirilemeyen olmak
lizere toplam 142 farkli izolat tanimlanmigstir. HPV-DNA pozitif olarak degerlendirilen 6r-
neklerde saptanan izolatlarin tekli ve coklu tip dagilimlari ve es zamanli olarak birlikte
saptanan tipler ve bu tip birlikteliklerinin her iki yontemle pozitif olarak saptanma duru-
mu Tablo Ill'te gosterilmistir. Tip tayini yapilan 95 HR-HPV izolatinin siklik sirasina gore
dagilimi; 32 (%33.7) HPV-16, 12 (%12.6) HPV-52, 11 (%11.6) HPV-58, 7 (%7.4) HPV-
18, 7 (%7.4) HPV-31, 7 (%7.4) HPV-35, 6 (%6.3) HPV-68, 4 (%42) HPV-33, 4 (%4.2)
HPV-82, 3 (%3.2) HPV-39 ve 2 (%2.1) HPV-45 seklindedir (Tablo V).

Tip tayini yapilamayanlar haric olmak Uzere HPV-DNA pozitif 101 6rnegin 72
(%71.2)'sinde tek, 29 (%28.7)'unda ise birden fazla HPV tipi izole edilmistir. Calisma-
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Servikal Sriintii Orneklerinde iki Farkli Yontemle HPV-DNA Varliginin
Arastirimasi: MY09/11 Konsensus PCR ve Tipe Ozg[]I Gergek Zamanl PCR

Tablo Ill. Servikal Siiriintii Orneklerinde Saptanan HPV Tipleri ve Ko-Enfeksiyon Paternleri

Tekli enfeksiyon Coklu enfeksiyon (n= 29)

(n=72) HR-HPV/HR-HPV HR-HPV/LR-HPV LR-HPV/LR-HPV
Tip 6 (9) Tip 16, 35 (3) Tip 6, 52 (1) Tip 6,11 (7)
Tip 11 (11) Tip 18, 52 (2) Tip 6, 58 (1)

Tip 16 (24) Tip 31, 58 (2) Tip 11,33 (1)

Tip 18 (1) Tip 16, 33 (2) Tip 6, 16, 35 (1)

Tip 31 (3) Tip 16, 18 (1) Tip 11, 39, 68 (1)

Tip 33 (1) Tip 18, 31 (1)

Tip 35 (2) Tip 18, 35 (1)

Tip 39 (1) Tip 18, 58 (1)

Tip 45 (2) Tip 52, 58 (1)

Tip 52 (6) Tip 39, 68 (1)

Tip 58 (4) Tip 16, 52, 58 (1)

Tip 68 (4) Tip 31, 52, 58 (1)

Tip 82 (4)

0s: 72,is: 72 0s:17,1s: 36 0s: 5,18:12 0s:7,1s: 14

(n): Tipe 6zgiil PCR ile pozitif olarak degerlendirilen 6rnek sayisini gostermektedir,
Os: Ornek sayisi; IS: Izolat sayisi;; HPV: Human papillomavirus; HR: Yuksek riskli; LR: Distik riskli; PCR: Polimeraz zin-
cir reaksiyonu.

mizda sitolojik atipi ve HSIL gorilme risklerinin (odds ratio; OR), ¢oklu enfeksiyonlarda
tekli enfeksiyonlara gore sirasiyla 1.26 kat ve 1.3 kat arttigi bulunmustur. Ayrica, HPV-18,
HPV-33 ve HPV-35 coklu enfeksiyonlarda tekli enfeksiyonlara gore sirasiyla 7.4, 3.7 ve
3.0 kat olmak Uizere daha yiiksek oranlarda saptanmistir.

HPV-16 ve HPV-18 amplikonlarinin klonlandigi plazmidlerle hazirlanan standart dilus-
yonlarin kullanildigi reaksiyonlarda tipe 6zgul PCR’nin saptama duyarlihg: her iki plazmid
icin de 10 plazmid/reaksiyon olarak bulunmustur.

Sitopatolojik incelemelerde 356 6rnegin 84 (%23.6)linde cesitli sitolojik atipiler izlen-
mis; bunlarin 45 (%53.6)'i LSIL, 20 (%23.8)'si HSIL, 14 (%16.7)'i ASC-US, 4 (%4.8)'l
ASC-H ve 1 (%1.1)'i AGC olarak degerlendirilmistir (Tablo IV). Sitopatolojik degerlendir-
me sonuglari HSIL, LSIL ve ASC-US olarak tanimlanan 6rneklerde HPV-DNA pozitiflik
oranlari sirastyla %95, %77.8 ve %35.7 olarak bulunmustur. Sitolojik atipi izlenen ve iz-
lenmeyen 6rneklerde HPV-DNA pozitifligi sirasiyla %72.6 ve %17.6 oranlarinda saptan-
mistir. HPV-DNA pozitifligi olan hastalarda HPV-DNA negatif hastalara gore sitolojik ati-
pi gorilme riskinin 12.4 kat, HSIL gorilme riskinin ise 51.9 kat daha yiksek oldugu iz-
lenmistir. Tiplendirme yapilamayan sekiz ornekte ise atipi ve HSIL oranlari sirasiyla %75
ve %12.5'ir.

Tiplendirme yapilan 6rneklerde saptanan HR-HPV tip sayisindaki artisla beraber sito-
lojik atipi ve HSIL goriilme oranlarinin da artis gosterdigi belirlenmistir. Sadece LR-HPV
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Tablo IV. Cesitli Servikal Lezyonlarda HPV [zolatlarinin Sayisal Dagilimi

Normal  Toplam

LSIL HSIL ASC-US ASC-H AGC sitoloji izolat
HPV-DNA pozitif 6rnek 35 19 9 2 0 44 142
HPV-6 8 2 - - - 9 19
HPV-11 5 - 2 - - 14 20
HPV-16 10 12 - - - 10 32
HPV-18 4 1 1 - - 1 7
HPV-31 1 - - - - 5 7
HPV-33 1 - - - 2 4
HPV-35 2 4 - 1 - - 7
HPV-39 - - - 1 - 2 3
HPV-45 - 1 - - - 1 2
HPV-52 4 2 2 - - 4 12
HPV-58 3 1 - - 6 11
HPV-68 1 - - - - 5 6
HPV-82 1 2 - - - 1 4
Tiplendirilemeyen 4 1 1 - - 2 8
Toplam izolat sayisi 44 27 7 2 0 62 142
HPV-DNA negatif 6rnek 10 1 5 2 1 228 0
Toplam &rnek sayisi 45 20 14 4 1 272 142

LSIL: Diistik dereceli skuamdz intraepitelyal lezyon; HSIL: Yiiksek dereceli skuaméz intraepitelyal lezyon; ASC-US:
Onemi bilinmeyen atipik skuaméz hiicreler; ASC-H: HSIL'nin dislanamadigi atipik skuaméz hiicreler: AGC: Atipik
glanddiler hiicreler.

tiplerinin saptandi§i 27 ornekte sitolojik atipi orani %40.7 olarak bulunurken, hicbiri
HSIL tanisi almamistir. Tek HR-HPV tipi saptanan 55 ornekte sitolojik atipi ve HSIL goriil-
me oranlari sirasiyla %56.4 ve %23.6 olarak ve birden fazla HR-HPV tipi saptanan 19 or-
nekte atipi ve HSIL goriilme oranlari sirasiyla %68.4 ve %26.3 olarak bulunmustur. HPV-
DNA porzitif 6rnekler degerlendirildiginde; en az bir HR-HPV tipinin saptandigi érnekler-
de sadece LR-HPV saptananlara gore sitolojik atipi gortilme riskinin 2.1 kat arttigi goz-
lenmistir.

TARTISMA

DNA dizi homolojileri ve filogenetik farkliliklarina gore tanimlanan HPV genotiplerinin
sayist 200G agmis olup 40’tan fazla HPV tipinin anogenital bolgede enfeksiyon etkeni ol-
dugu gésterilmistir>>. HPV tipi kanserdz déniisiimde iyi tanimlanmus bir risk faktéri ol-
dugu icin, lezyonlarda HPV-DNA varliginin gosterilmesinin yaninda etken genotipin be-
lirrenmesi de 6nem arz etmektedir. Dogru molekiiler genotiplendirme ayrica; ¢oklu tip-
lerle olusan enfeksiyonlarin saptanmasi, tekrarlayan orneklerde ayni tipin gosterilmesiy-
le HPV persistansinin dogrulanmasi, minor lezyonlarin ve tedavi sonrasi durumun takibi
ve HPV asilarinin popilasyondaki etkinliginin ongorilebilmesi agisindan da onemli-
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dir>1416, Toplumsal HPV prevalansinin, coklu enfeksiyonlarin ve tip dagiliminin dogru
olarak belirlenebilmesi, buyiik olctide secilecek olan testin saptama ve tiplendirme du-
yarlihgina bagldir. Klinik 6rneklerde HPV-DNA varligini saptamak icin her biri farkh yak-
lagim ve uygulamalar iceren cok sayida tani yéntemi gelistirilmistir'®. Ancak, her bir test
sisteminin kendine 6zgii giiclii ve zayif yonleri bulunmaktadir'’. Klinik érneklerde HPV-
DNA varhigi arastirilirken, ilk olarak konsensus primerler ile genel bir tarama yapilmasi ve
pozitif bulunan orneklerde tiplendirme yontemlerine bagvurulmasi glinimizde yaygin
olarak kullanilan bir stratejidir'”. Konsensus primerler (MY09/11, GP5+/6+, PGMY09/11,
SPF-10) tek bir PCR’de en fazla sayida genital HPV tipini amplifiye etmek icin tasarlan-
mustir'”. Ancak her bir konsensus primer sisteminin kendine 6zgii sinirlamalari bulun-
makta ve farklil HPV tipleri icin saptama duyarliliklari degisebilmektedir'*'”. Ulkemizde
ve diinyada ters hibridizasyon, microarray/bead array ve DNA dizi analizi temelli testler-
de de konsensus primerlerin kullanildigi ve sadece HPV-DNA pozitif 6rneklerde tiplendir-
me analizlerinin yapildi§i distnuldigunde, prevalans verileri ilk basamakta kullanilan
yontemin saptama duyarlihgina bagimli olmaktadir. Bu sekilde elde edilen verilere daya-
narak yapilan hasta ve toplum bazli risk analizlerinin 6neminin azalacagini ve verilerin
epidemiyolojik degerinin sinirli kalacagini diglinmekteyiz. Bizim digslincemize gore
HPV’lerin tipe 6zgiil olarak taranmasi ideal olan yaklagimdir. Ancak, bu sekilde tarama ya-
pabilen mevcut ticari testlerin yliksek maliyetli olmasi nedeniyle bu testlerin rutin tani la-
boratuvarlarinda kullanimi, 6zellikle gelismekte olan Ulkeler icin dnemli bir sorundur.

HPV-DNA pozitiflik oranlari, coklu enfeksiyon sikhigi ve tip prevalanslari calisma grup-
larinin ézelliklerine ve bélgelere gore de degismektedir. Ornegin, Clifford ve arkadasla-
rnin'® ayni tani yontemiyle 11 farkli tilkeden 15.613 normal sitolojili kadinda HPV pre-
valansini arastirdiklari calismada, genel olarak en sik HPV-16 saptanirken siklik sirasina
gore saptanan diger tiplerin HPV-42, HPV-58, HPV-31, HPV-18 ve HPV-56 oldugu, ancak
bu siralamanin bolgelere gore belirgin farkliliklar gosterdigi bulunmustur. Bununla bera-
ber, diinya genelinde en sik izole edilen HR-HPV tipi HPV-16 olup, servikal kanserli olgu-
larin yaklasik %50’sinden izole edilmektedir?. Servikal kanser olgularinin yaklasik %70’in-
de ise HPV-16 ve HPV-18'in beraber sorumlu oldugu; geriye kalan olgularin neredeyse
tamaminda diger HR-HPV tiplerinin saptandigi bildiriimektedir?. Servikal kanserliler hari-
cindeki hasta gruplarinda ise HPV-18 daha az siklikta izole edilmektedir'®'. Poliklinik
hastalarindan olusan ¢alisma grubumuzda hem sitolojik atipi izlenen hem de sitolojik in-
celemeleri normal olan hasta gruplarinda en sik izole edilen tip HPV-16 olarak saptan-
mistir. Fakat HPV-52 ve HPV-58‘in HPV-18'den daha sik, HPV-31 ve HPV-35’in ise HPV-
18 ile ayni siklkta saptanmig olmasi ve HPV-16/HPV-18 disindaki tiplerin yiksek riskli
HPV’lerin yarisindan fazlasini (%58.9) olusturmasi dikkate deger bir bulgu olarak deger-
lendirilebilir.

Ulkemizde son bes yilda HPV genotip tayini yapilan calismalarda bir artis oldugu go-
rilmektedir. Bu calismalardan 6rnek sayisi 25’in izerinde olan ve HPV tiplendirmesi ya-
pilan 11 calismaya ait veriler incelendiginde, benzer hasta gruplarinin HPV-DNA pozitif-
lik oranlarinin birbirine yakin oldugu gériilmektedir’?%-2°, Bu calismalarda servikal kan-
ser orneklerinde?®?! 9692.5-93.5, servikal intraepitelyal lezyonlarda (CIN-1,2,3)2"22
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9%71.4-73.5, atipik servikal sitolojisi olan kadinlarda®?3?* %44.7-55.2, poliklinik hastala-
rinda?>?” 9%37.9-45.9 ve asemptomatik kadinlarda®'?42° 9%5.2-6.5 oranlarinda HPV-
DNA porzitifligi bulunmustur. Ancak bu calismalarda, HPV tip dagiiminda benzer bir
uyum gorilmediginden tlkemizdeki tip prevalansinin belirlenmesine katkida bulunacak
bir veri elde edilememistir. Tip dagiimlarindaki uyumsuzlugun en 6nemli nedenlerinin
s0z konusu calismalarin her birinde farkl tani yontemlerinin kullanilmasi ve calismalarin
genel olarak sinirli sayidaki hasta gruplarinda yapilmasi oldugunu dusiinmekteyiz. Bu
yuzden Ulkemizdeki HPV tip prevalansini tam olarak kestirmek mimkiin géziikmemek-
tedir. Ancak bu calismalara ait verilere gore HPV-16'nin en sik saptanan yuksek riskli tip
oldugu, diger tiplerin ise farkl sikliklarda saptandigi s6ylenebilir. Bu ylizden tilkemiz 6ze-
linde gercek HPV tip prevalansinin belirlenebilmesi ve HPV agi politikalarinin maliyet-et-
kinliginin analiz edilebilmesi icin standart bir yontemin kullanildigi, gerekirse cok mer-
kezli ve kurumsal destekli olmak tizere genis kapsaml olarak planlanacak calismalara ih-
tiyac vardir. Ulkemizde bu amacla planlanmis olan proje heniiz devam etmektedir>°.

HPV tani testlerinin coklu enfeksiyonlari saptayabilme 6zelliklerindeki sinirliliklar nede-
niyle yapilan ilk calismalarda bu tip enfeksiyonlar nadiren saptanabilmistir. Ornegin;
diinyada yaygin kullanilan bir ydontem olan Hybrid Capture 2 (Digene, ABD)'nin HPV'le-
ri genotip diizeyinde tanimlayamamasinin yani sira ¢oklu enfeksiyonlarin saptanmasin-
daki etkinligi de sinirli olmustur. Benzer sekilde, sinyal amplifikasyon testleri genel olarak
disuk kopya sayih tipleri saptayamamis ve ilk gelistirilen PCR testleri sinirli sayida HPV ti-
pini tarayabilmistir®'32. Ancak, son 10 yilda HPV tani testlerindeki gelismelere paralel
olarak yapilan yeni calismalarla coklu enfeksiyon sikliginin, 6zellikle geng kadinlarda tah-
min edilenden daha yiiksek oldugu ortaya konmustur. Ornegin; Chaturvedi ve arkadas-
lari*3, HPV-DNA pozitif 2478 genc kadinda coklu enfeksiyon oranini %43.2 olarak bul-
muglar ve 6rneklerin 55 (%6.8)inde bes veya daha fazla HPV tipinin es zamanl enfeksi-
yon etkeni oldugunu gostermislerdir. Coklu enfeksiyonlarin sikhgr bolgelere gore de de-
gismektedir. Clifford ve arkadaslarinin'® ayni tani yéntemini kullanarak yaptiklari calisma-
da, 13 farkli bolgede coklu enfeksiyon sikligi %11.5 ile %42.4 oranlar arasinda degisik-
lik gostermistir. Ulkemizde yapilan calismalardan HPV-DNA pozitif 6rnek sayisi > 25 olan
ve tiplendirme yapilan dort calismada ¢oklu enfeksiyon oranlari %2.1-39 arasinda degis-
mekte olup, ¢ok sayida HPV tipini tarayan multipleks yontemlerin kullanildigi calismalar-
da bu oranlarin daha yiiksek oldugu gériilmiistiir?'-2326:27_ Bu farkliliklarin muhtemel se-
bepleri, bolgesel farkhliktan ziyade kullanilan tani yéntemlerinin ve yaklagimlarinin farkh
olmasi ve calismalarin degisik hasta gruplarindan olusan kigiik 6rneklemlerde yapilma-
sidir. Bizim calismamizda coklu enfeksiyon sikligi %28.7 olarak bulunmus ve en fazla Ug¢
farkl HPV tipinin es zamanl enfeksiyon etkeni oldugu saptanmigstir. Konsensus PCR ile
pozitif olarak degerlendirilen sekiz 6rnekte ise tiplendirme yapilamamistir. Bu veriler, ca-
hsmamizda tespit edilen ¢oklu enfeksiyon oraninin, taranan tip spektrumunun genisletil-
mesiyle daha yiliksek oranlarda saptanacagini gostermektedir. Ayrica, tilkemizde yapilan
diger arastirmalarda oranlar degismek tzere calismamiz kapsamina dahil etmedigimiz
farkli tiplerin saptandigi gériilmektedir. Ornegdin bu calismalarin birinde ¢alismamizda
yer almayan tiplerden HPV-51 ve HPV-56, HPV-16dan sonra en sik saptanan tipler ol-
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mustur?’. Calismamizda tiplendirme yapilamayan sekiz érnekte atipi ve HSIL gériilme
oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle (sirasiyla %75 ve %12.5) bu tiplerin HR-HPV olma
olasiliklari daha yuksek goziikmektedir. Tim bu veriler calismamizda arastirdigimiz mev-
cut tip spektrumunun genisletilmesi gerektigini gostermektedir. Bu noktalari dikkate ala-
rak, rutin analizlerde kullandigimiz tipe 6zgul PCR yonteminin tarayabildigi tip spektru-
munu 6zellikle tim ytksek riskli HPV tiplerini kapsayacak sekilde genisletmekteyiz.

Bunlara ek olarak ¢oklu enfeksiyonlarda HPV tiplerinin birbirleriyle olan biyolojik etki-
lesimleri ve bunun kanser6z doniisim Uizerine olan etkileri tam olarak bilinmemektedir.
Calismamiz sayisal olarak kiigiik bir grubu icermekte ise de, es zamanl enfeksiyon etke-
ni olan HR-HPV tip sayisi arttikca sitopatolojik atipi gortiilme oraninin arttigi ve coklu en-
feksiyonlarda sitolojik atipi ve HSIL gorilme risklerinin yilkseldigi bulunmustur.

Yeni gelistirilen HPV asilari 6zellikle yiiksek riskli tiplerden HPV-16 ve HPV-18’e karsi et-
kilidir. Son zamanlarda yapilan ve yeni nesil testlerin kullanildigi genotip bazli prevalans
calismalarinin bazilarinda HPV-18 diinya geneline gére daha az siklikta saptanmuistir343>.
Her ne kadar calisma grubumuz kicik ve kullandigimiz yontemin tip spektrumu tim
HR-HPV tiplerini kapsamiyor olsa da, HPV-16 ve HPV-18 disindaki HR-HPV tiplerinin yik-
sek oranda olmasi nedeniyle; daha fazla HPV tipi icin 6zgiin tanimlama yapabilen tipe
0zgll PCR temelli testlerin veya mikrocip tekniklerinin kullanildigi calismalarin artmasi ile
tip dagilimi ve prevalans verilerinin 6nemli dl¢lide degisebilecegini ve bu durumun mev-
cut agilarin 6ngorulen etkinligini Gnemli 6lctide etkileyebilecegini diisinmekteyiz. Sonug
olarak bu calismada, sadece konsensus primerler ile HPV-DNA varligini arastirmanin HPV
enfeksiyonlarinin tani, tedavi ve takip basamaklarini ydonetmede yetersiz bir yaklagim ola-
cagina dikkat cekilmesi amaclanmistir.
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