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OZET

Molekiiler tani yontemlerindeki gelismelerin bir sonucu olarak, 1980'li yillarin baslarinda servikal
kanser (SK) biyopsileri ve SK hiicre kilturlerinin insan papillomavirus (HPV) DNA dizilerini icerdigi goste-
rilmistir. Sonraki yillarda, HPV E6 ve E7 genlerinin SK dokularinda eksprese edildigi ve bu onkoproteinlerin
pRb ve p53 basta olmak (izere cesitli hiicresel proteinlerle etkilesim icinde oldugu kesfedilmistir. Serviks
kanseri ile HPV enfeksiyonlari arasindaki iliskinin gosterilmesi bu konuya olan ilginin artmasina neden
olmus ve yapilan genis olcekli epidemiyolojik calismalarda bazi HPV tiplerinin SK icin major risk faktori
oldugu belirlenmistir. Yiiksek riskli veya onkojenik tipler olarak adlandirilan bu tiplerin diger anogenital
kanserler ve bas-boyun kanserlerinin bir alt grubu ile de iliskili oldugu belirlenmistir. Bu sirecte her biri
farkli yaklasim ve uygulamalari iceren cok sayida ticari ve kullanici tasarimli (in-house) tani yontemi gelis-
tirilmis ve HPV-DNA tespitine dayali testler SK tarama programlarinin énemli bir parcasi haline gelmistir.
HPV enfeksiyonlarinin tani ve takibinde (yonetiminde) kullanilan tarama-tiplendirme yontemlerinin ve
kombine yaklasimlarin her birinin kendilerine 6zgi gliclii ve zayif yonleri mevcuttur. Yontem secimini
kritik ve karmasik hale getiren, gerek metodoloji gerekse virusun dogasindan kaynaklanan cesitli zorluklar
bulunmaktadir. Cok sayida farkli HPV tipinin genital bolgede enfeksiyon etkeni olarak saptanabilmesi,
viral genomun ayni HPV tipi icinde bile cok sayida dizi varyasyonlari gosterebilmesi, mevcut yontemlerin
saptama duyarliiginin HPV tiplerine ve incelenen ornekte bulunan viral DNA kopya sayilarina baglh olarak
degisebilmesi ve son olarak coklu enfeksiyonlari saptama ve tip tayini yapabilme yetenegdinin yontemler
arasinda farkhliklar gostermesi bu zorluklardan bazilaridir. Bu derleme yazida, HPV enfeksiyonlarinin tani
ve takibi icin kullanilan yontemlerin 6zetlenmesi ve yontem seciminde yol gosterebilecegi distintlen
glincel bilgilerin paylasiimasi hedeflenmistir. Bu amacla, ge¢mis yillarda kullanilan molekiler temelli
HPV testleri ve bu testlerin gelisim slirecine kisaca deginilmis, giiniimiizde kabul géren ve yaygin olarak
kullanilan tani, tarama ve tiplendirme yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari ayrintili olarak tartisilmistir.

Anahtar sézciikler: insan papilloma virusu; HPV; molekiiler tani; genotiplendirme; tarama testi; genital
enfeksiyon.
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ABSTRACT

It was proven in the early 1980s that cervical cancer (CC) biopsy specimens and CC cell lines contain
human papillomavirus (HPV) DNA sequences. In subsequent years, researchers discovered that the E6
and E7 genes of HPV are expressed in CC tissues and these oncoproteins interact with cellular proteins,
including pRb and p53. Establishment of the relationship between HPV infections and CC led to increas-
ing interest on this topic. Comprehensive epidemiological studies determined that specific types of HPV
are major risk factors for CC. These HPV types, called high-risk or oncogenic types, are associated with
other anogenital cancers and a subset of head and neck cancers. A number of commercial and in-house
diagnostic techniques, each of which has a different approach and methodology, have been developed
to diagnose HPV infections. HPV testing based on the detection of viral DNA has become an important
part of CC screening programs. These screening-typing methods and combined approaches, which are
used to diagnose and follow-up (management) HPV infections, have advantages and disadvantages. The
choice of method is complicated by several factors and challenges that arise owing to the nature of the
virus and the assay methodology. For example, a number of different HPV types can cause genital infec-
tions, multiple sequence variations are often observed even in the same HPV genotype, the detection
sensitivity of the available methods is variable depending on the HPV genotypes and the viral DNA copy
number in the samples examined. The capability for the detection of multiple infections and the ability
to perform genotyping differ between the methods. The aim of this review is to summarize the meth-
ods used for the diagnosis and follow-up of HPV infections, and to share the current informations that
may be helpfull for the choice of appropriate method. For this purpose, molecular-based HPV tests that
were used in the past and their development processes were described briefly, then currently accepted
and widely used methods for diagnosis, screening, and typing were discussed in detail, along with their
advantages and disadvantages.

Key words: Human papillomavirus; HPV; molecular diagnosis; genotyping; screening test; genital infection.

GIiRiS

insan papillomaviruslari (HPV), epitelyal dokulara tropizm gésteren, ikozahedral kap-
sidli, 52-55 nm biiyiikligiinde kiiciik zarfsiz viruslardir'. HPV tipleri genel olarak mukozal
veya kitanoz tipler seklinde siniflandirilirken, mukozalari enfekte eden HPV tipleri ser-
vikal kanserle etiyolojik iliskilerine gore daha ileri diizeyde onkojenik veya yiiksek riskli
(high risk, HR), muhtemel ytksek riskli (PrHR) ve dusik riskli (low risk, LR) tipler olarak
siniflandiriimaktadir. LR-HPV tipleri sigil ve kondilom gibi benign lezyonlara yol acarken,
HR tipler serviks kanseri basta olmak iizere cesitli kanseréz lezyonlara neden olabilir?>.

Yaklasik 8.0 kilobaz (kb) buyukligiundeki HPV genomu, cift sarmalli ¢embersel
DNA’dan olusur ve t¢ temel bolge icerir. Birinci bolge; DNA replikasyonu, transkripsiyo-
nel diizenlenmeler ve hiicresel transformasyonla iliskili erken proteinleri (E1, E2, E4, ES5,
E6 ve E7) kodlar ve yaklasik 4.0 kb blyukligundedir. Virus partikilinin yapisal prote-
inleri olan ge¢ proteinleri (L1, L2) kodlayan ikinci bolge yaklasik 3.0 kb, kodlanmayan
ticlincii bélge ise 0.9 kb biiyiikligiindedir'. Bahsedilen gen bélgelerinde yer alan bazi
Ozel diziler (korunmus gen bolgeleri veya tipler arasi yiiksek varyasyon gosteren bolge-
ler) makalenin ilerleyen boliimlerinde deginilecek olan farkli yontemler icin tanisal hedef
olarak secilmektedir.
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Diinya genelinde kadinlar arasinda en sik gortlen ikinci kanser olan servikal kanserin
tarama testleriyle 6nlenebilir olmasi, baslica servikal yayma (smear) 6rneklerinin sito-
patolojik incelemeleri ve HPV-DNA testlerinden olusan tani-tarama testlerinin dnemini
artirmistir. Buna paralel olarak bircok ticari ve kullanici tasarimh (in-house) test gelisti-
rilmis ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve ilag Yénetimi (FDA, Food and Drug
Administration), bazi ticari testlerin HPV enfeksiyonlarinda yardimci tani-tarama testi
olarak ve belirli tipler icin genotiplendirme amaciyla kullanilabilecegini onaylamistir*.
HPV-DNA testleri genel olarak yayma incelemelerine gore daha yulksek duyarliiga
sahiptir. Bununla beraber, HPV enfeksiyonlarinin biyik cogunlugunun gegici olmasi
nedeniyle, HPV-DNA testlerinin dogrudan tarama testi olarak kullaniimasi durumunda,
takipler sirasinda hasta tzerinde olumsuz psikolojik etkilerin ortaya cikabilecegi ve has-
tanin gereksiz kolposkopi uygulamalari ve invazif girisimlere maruz kalabilecegi dikkate
alinmalidir. Bu ve benzeri olumsuz neticeleri en aza indirgemek ve tarama stratejisinin
klinik etkinligini artirabilmek icin servikal kanser taramalarinin belirlenmis programlar
dahilinde dizenli olarak yapilmasini 6ngoren, Pap yaymasi ve HPV-DNA testlerinin
beraber kullaniimasina dayali ¢esitli tarama algoritmalari gelistirilmistir®. Bu makalede ise
agirlikh olarak HPV enfeksiyonlarinin molekiler tanisinda kullanilan tani ve tiplendirme
yontemlerinin analitik etkinlikleri Gzerinde durulacaktir.

HPV enfeksiyonlarinin tani ve takibinde (yonetiminde) kullanilan tarama-tiplendirme
yontemlerinin ve kombine yaklasimlarin secimini kritik ve karmasik hale getiren, gerek
yontemsel gerekse virusun dogasindan kaynaklanan cesitli zorluklar bulunmaktadir.
Bunlarin en 6nemlileri; (a) ¢cok sayida farkh HPV tipinin (> 40) anogenital bolgede enfek-
siyon etkeni olarak saptanabilmesi®, (b) genomun ayni HPV tipi icinde bile ¢ok sayida
dizi varyasyonlari gésterebilmesi®, (c) mevcut yontemlerin saptama duyarliliklarinin test
edilecek ornekteki virus kopya sayisi veya enfeksiyon etkeni tiplere gore degisebilme-
si”?, (d) HPV enfeksiyonlarinda klinik seyrin etken HPV tiplerine gére 6énemli derecede
degiskenlik gostermesi?, (e) tani yontemlerinin kanseréz déniisiim riskini 6ngérme,
tekrarlayan-persistan enfeksiyonlari belirleme ve prekanseréz lezyonlarin tedavi sonrasi
takibinde kritik 6Gnemi olan tip diizeyinde tanimlama yapabilme ve ¢oklu enfeksiyonlari
saptayabilme kabiliyetlerinin farkiigi®'%17, (f) yéntemlerin maliyetleri arasinda belirgin
farkhliklarin olmasi ve (g) insan genomuna entegre olabilen tiplerde entegrasyon sirasin-
da hedef genom biitiinliginin bozulabilmesi olarak 6zetlenebilir.

Molekiler tani yontemlerindeki gelismelere paralel olarak, yukarida bahsedilen
sorunlarin Ustesinden gelebilmek icin bircok teknik gelistirilmis ve farkli yaklagimlar
denenmistir. Bir klinik 6rnekte cok sayida farkli HPV tipinin varligini saptayabilecek
sekilde tasarlanan konsensus polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sistemleri, is glicu ve
maliyetin azaltilmasini hedefleyen multipleks testler, HPV tiplerinin genotip diizeyinde
saptanabilmesine imkan veren tipe 6zgul PCR testleri, 6zellikle yiksek riskli tiplerin var-
hgini saptayacak sekilde tasarlanan prob kokteyllerinin kullanildigi sinyal amplifikasyon
testleri, PCR uriinlerinin gorintiilenmesi ve HPV genotiplerinin tanimlanmasi icin gelis-
tirilen hibridizasyon temelli yontemler ve bahsi gecen test ve yontemlerin farkli kombi-
nasyonlarini iceren cesitli yaklasimlar HPV enfeksiyonlarinin tanisinda gecerliligi olan ve
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gliniimiizde yaygin olarak kullanilan molekiiler testlerdir>7:>1912-21 By yéntemlerin her
birinin kendilerine 6zgu glicll ve zayif yonleri bulunmaktadir. Bu derleme yazinin amaci,
HPV enfeksiyonlarinin tanisinda ge¢cmiste kullaniimisg olan yontemlerin kisa bir 6zetini
sunmak ve gunimizde yaygin olarak kullanilan molekiler yontemlerin cesitli avantaj
ve dezavantajlarini ele alarak, HPV enfeksiyonlarinin tani ve takibinde kritik 5neme sahip
oldugu distnilen yontem seciminin 6nemine dikkat cekmektir.

HPV ENFEKSIYONLARININ TANISI

Klinik hastalik evresine ilerlemig HPV enfeksiyonlarinin tanisi, mevcut lezyonlarin gorsel
muayene ile degerlendirilmesi veya enfeksiyona ait belirtilerin varligiyla konulabilirken,
subklinik HPV enfeksiyonlari Pap yaymasi incelemeleriyle veya rutin muayeneler sirasinda
tespit edilebilmektedir. Morfolojik, sitolojik ve kolposkopik inceleme sonuclarinin negatif
oldugu latent asemptomatik HPV enfeksiyonlarinin tanisi ise, ancak enfeksiyon bolge-
sindeki doku veya hiicrelerde viral niikleik asitlerin gésterilmesiyle konulabilmektedir?.

Patolojik Tani

Tanida kullanilan sitopatolojik yontemler, 6zgiil ve 6zgll olmayan testler olmak lzere
iki gruba ayrilir. Yayma ve biyopsi orneklerinin patolojik incelemeleri sik bagvurulan
0zgil olmayan tani yontemleridir. Konvansiyonel sitolojinin serviks kanserini saptama
duyarliigi %70-80 araliginda iken, yeni gelistirilen sivi bazli teknolojilerle bu oran %85-
95'lere yiikselmistir®. Ozgiin problarin kullanildigi molekiiler temelli bir yéntem olan
in-situ hibridizasyon 6zgul tani yontemlerine 6rnek olarak verilebilir. Hiicre ici HPV-DNA
ile hibridize olan problarin kullanildigi bu yontem, sitopatolojik incelemeleri tamamlayici
niteliktedir; ancak 6zel amaclar diginda yaygin kullanimi yoktur. Birden fazla tipe 6zgil
probun kullaniimasini gerektiren bu yontem dustik duyarlilia sahip olmasina ragmen,
enfeksiyonun lokalizasyonunu belirleyebildigi icin 6zel bir éneme sahiptir'”. HR-HPV
enfeksiyonlarinda, p53 ve retinoblastoma (pRb) proteinlerinin inaktive olmasiyla eks-
presyonu artan p16 protein dlzeylerinin immuinohistokimyasal yolla 6lcimuinin de tani
ve klinik degerlendirmeler icin faydali olabilecegi bildirilmistir?2.

Mikrobiyolojik Tani

Enfeksiyoz HPV partikiilleri standart in vitro kiiltur sistemlerinde Uretilemezken, sadece
ksenograft veya organotipik raft kilttrleri gibi 6zel ortamlarda uretilebilmektedir. Ancak
uygulamasi zor olan bu yaklasimlar, rutin virolojik tanidan ziyade baslca asi gelistirme
programlari ve arastirma amacl kullaniimaktadir?®. Teknolojinin evrimi ile virus benzeri
partikillerin Uretilmesi HPV enfeksiyonlarini tespit etmek icin HPV L1 kapsid proteinine
karsi olusan antikorlarin kimilatif olarak olculebildigi serolojik testlerin gelistirilmesi-
ne énciiliik etmistir®!”. Hatta, yeni gelistirilen yontemler ile belirli HPV tiplerine karsi
olusan tipe 6zgil antikor yanitlari da olcllebilmektedir. Enfeksiyonun gecirilmesinden
uzun stre sonra bile (HPV-DNA varlii saptanamadig halde) antikor varliyinin saptana-
bilir diizeyde oldugu gosterilmistir. Bununla beraber, HPV enfeksiyonlarinin sistematik
yaylimdan ziyade epitelyal doku ile sinirli olmasi nedeniyle, HPV-DNA pozitif kadinlarin
onemli bir bélimunde (%30-50) serokonversiyon olusmayabilir. Ayrica, bazi hastalarda
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E6 ve E7 onkoproteinlerini eksprese ettikleri halde serolojik yanit gelismeyebildigi, ya da
aksine herhangi bir malign enfeksiyon s6z konusu olmadigi halde belirli tiplerle olusan
cilt enfeksiyonlarinda antikor varligi saptanabilmektedir. Serolojik yontemlerin aktif ve
gecirilmis enfeksiyonlari ayirt edememeleri sebebiyle, enfeksiyon tamamen temizlendi-
gi halde antikor testlerinin pozitif olmasi da bir diger problemdir. Tum bu bahsedilen
nedenler, serolojik testlerin HPV enfeksiyonlarinin tanisinda kullaniimasina veya hastalik
ilerlemesi icin bir prediktif belirtec olarak degerlendiriimesine engel olmaktadir®'7:24,
Sonug olarak virusun rutin hiicre kiltiirt ortamlarinda tretilememesi, serolojik testlerin
yukarida deginilen sinirlamalari, elektron mikroskopi ve immiinohistokimya gibi klasik
direkt virolojik tan1 yontemlerinin duyarlilik ve 6zgiilliik eksikligi gibi nedenlerden dolayi,
HPV enfeksiyonlarinin rutin mikrobiyolojik tanisi icin onerilen test formati temel olarak
viral niikleik asitlerin tespitine dayanmaktadir'®!”.

HPV ENFEKSIYONLARININ TANISINDA MOLEKULER YONTEMLER

HPV enfeksiyonlarinin tanisi icin ge¢miste kullanilan filtre in-situ hibridizasyon,
Southern blot (SB) hibridizasyon, dot blot (DB) hibridizasyon ve hibrid yakalama (cap-
ture) tiip deneyleri gibi yontemler dusiik duyarhliklari nedeniyle artik kullanilmamakta-
dir®. Giiniimiizde klinik érneklerde HPV varligini saptayabilmek icin gelistirilmis yiiksek
duyarlilik ve 6zgillige sahip ¢ok sayida tani teknigi bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin
kullanilan ve kabul gérenler sinyal amplifikasyonuna dayali teknikler'®'®, hedef ampli-
fikasyonuna dayali teknikler (konsensus veya tipe 6zgul primerlerin kullanildigi gercek
zamanli PCR temelli yontemler ve transkripsiyon bazli sistemler)®®1525 ve PCR {iriin-
lerinin saptanmasi ve analizinde kullanilan cesitli yontemler’-2%26 olmak iizere iic ana
kategoride gruplandirilabilir. Molekiiler tani yontemleri, HPV varliginin saptanmasinda
kullanildiklari gibi, HPV enfeksiyonlarinin yonetiminde ¢cok 6nemli olan genotiplendirme
amactyla da kullanilmaktadir. Tip tayini yapabilen yontemlerin diger 6nemli avantajlari
ise coklu tip varligini saptayabilmeleri, HPV persistansinin dogrulanmasina imkan ver-
meleri ve mindr lezyonlarin takibi ve tedavi sonrasi izlenmesine olanak saglamalaridir'”.

HPV-DNA tespiti; ornegin kalite ve miktari, laboratuvarin donanim ve personel ola-
naklari, secilen yonteme ait karakteristik 6zellikler ve uygulama teknigi gibi faktorlerden
etkilenir'". Bu yiizden yéntemler arasinda karsilastirma yapabilmek icin érnek toplama,
ekstraksiyon ve test asamasi da dahil olmak lizere HPV testinin tim adimlarin dikkatle
standardizasyonu gerekmektedir. Genel olarak, kullanilacak ekstraksiyon yontemi klinik
ornegin kalitesine ve uygulanacak tani testine gore secilmelidir. Bunun disinda, ticari test
ureticileri bazi kitlere 6zel ekstraksiyon yontemleri gelistirmis ve bunlari testin bir parcasi
olarak sunmuslardir®. Kaliteli bir DNA icin tasima ve saklama sirasinda dayaniklilik da cok
énemlidir. Ornegin, yanls negatif sonuclari énlemek icin viral niikleik asitler endojen
endonukleazlar tarafindan bozulmaya karsi korunmalidir. Oda sicakhginda uzun sire
saklama durumunda bile niikleik asitleri molekdler tani icin yeterli diizeyde koruyabilen
PreservCyt (CYTYC Corp, ABD) gibi ticari transport kitleri gelistirilmistir''. Ayrica, érnek-
teki genomik DNA'nIn bittnligini ve molekiler teknikler icin stabilitesini degerlendir-
mek icin beta-globin veya gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz gibi bir internal kontrol
de kullanilabilir'®.
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Direkt Hibridizasyona Dayali Yontemler

HPV-DNA klinik orneklerden izole edildikten sonra SB veya DB hibridizasyon ile
dogrudan tespit edilebilir. Ancak her iki yontem de uygulamasi zor ve duyarlihgr distik
teknikler olup ginimizde rutin tanida kullanilmamaktadir. Benzer sekilde gegcmiste
kullanilmis bir diger direkt hibridizasyon yontemi olan filtre in-situ hibridizasyon da
gliniimiizde yerini daha gelismis tekniklere birakmistir'”.

Sinyal Amplifikasyon Yontemleri

Sinyal amplifikasyon sistemlerinde niikleik asitler ilk olarak 6zgiin problarla hibridize
edilir ve daha sonra bu komplekslerden (iretilen sinyallerin derecesi artirilir?’. Hybrid
Capture (HC) 1 ve 2 (Digene, ABD), NextGen (Qiagen, Almanya) ve Invader ASRs
(Hologic, ABD) HPV tanisinda kullanilan sinyal amplifikasyonu prensibi ile calisan ticari
testlerdir'®'®, Sinyal amplifikasyon testlerinin en énemli avantajlari kolay uygulanabilir-
likleri ve standardize edilmig olmalaridir. Bununla beraber, genotip diizeyinde tanimlama
yapma ve coklu enfeksiyonlari tespit etme etkinliklerinin sinirli olmasi yaninda saptama
limitlerinin de nispeten yiiksek olmasi baslica dezavantajlaridir®?’.

HPV tanisina yonelik ilk HC testi olan HC1 1995 yilinda Digene tarafindan gelistiril-
mistir. O zamandan bu yana, bir adet mikrotitre pleyti yerine tiplerin kullanildigi ve sivi
bazli servikal 6rneklerde HR-HPV tiplerinin tespitini mimkiin kilan FDA onayl ikinci nesil
testler (HC2) kullanima sunulmustur. HC2 1999 yilinda FDA tarafindan yardimci tarama
testi olarak onaylanan ilk HPV testidir?®. Bununla beraber, FDA onayinda bu testin tek
basina bir tarama testi gibi kullanilmamasi gerektigi ve sadece bu testten elde edilmis
sonuglara dayanarak klinik degerlendirme veya hasta tedavisi yapilmamasi gerektigi
belirtilmistir*. HC2 sistemi hedef DNA'nin bir soliisyon icerisinde isaretli RNA problari
ile hibridize edilmesine dayali radyoaktif olmayan bir sinyal amplifikasyon yéntemidir'”.
Test, biri bes adet LR-HPV'ye digeri de 13 adet HR-HPV'ye ait iki prob kokteyli icerir.
L1 gen bdlgesini hedefleyen bu yontemde; RNA-DNA hibridleri, bu hibridlere 6zgiil
monoklonal antikorlar ile kapl mikrokuyucuklar tizerinde yakalanir ve ortama ikinci bir
monoklonal antikor (konjugat) ve kemilliminesan substrat eklenmesiyle tespit edilir. Her
antikor birkac alkalen fosfotaz molekili ile konjuge edilmistir ve yakalanmis durumdaki
her hibrid molekile ¢ok sayida antikor baglanabildigi icin hedef virus basina yaklasik
3000 kat goreceli sinyal amplifikasyonu uretilir. Bu yaklasim sayesinde HPV-DNA vyari-
kantitatif olarak dlciilebilmektedir®'!. Bircok iilkede standart hale gelen ve yaygin olarak
kullanilan HC2 testinde Uretilen sinyaller, bir Iiminometrede gorece isik birimleri (RLU)
olarak okunur. Bilinmeyen RLU degerleri 1.0 pg/ml HPV-16 iceren bir pozitif kontrol
reaksiyonuna gore karsilastirihr ve bilinmeyen RLU/kontrol oranlari > 1.0 olanlar pozitif
kabul edilir. Bu kesim noktasi (cut-point) yaklasik olarak reaksiyon basina 5000 genoma
esdegerdir. Coklu karsilastirma calismalarinda 1.0 pg/ml kontrol standart kullanildigin-
da HC2 performansinin PCR tabanli testlerle karsilagtirilabilir oldugu gésterilmistir® 7.
Ancak HC2 testi, tim ylksek riskli tipleri taramadigi gibi, yiiksek riskli ve distk riskli
gruplar arasinda ayrim yaptigi halde 6zgul tip tanimlamasi yapamamaktadir. Tespit siniri
yaklasik 5000 genoma esdeger oldugundan distik kopya sayili 6rnekleri de saptayama-
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yabilir. Ayrica iki prob kokteyli arasinda capraz reaktivite gorilebilmekte ve bu durum
pozitif bir sonucun klinik 6nemini azaltabilmektedir'’. Bu dezavantajlarina ragmen, HC2
testi HPV tespiti icin klinik yararlihgi kanitlamig standart bir yontemdir ve kargilastirmali
degerlendirmeler icin 6zellikle &nerilmektedir'".

HC2 teknolojisinin basitlestirilmis yeni versiyonu olan Care-HPV (Qiagen, ABD) hizli bir
tarama testi olarak kullanima girmistir. Bu yontem yaklasik l¢ saat icerisinde 14 HR-HPV
tipinin varligini test edebilmektedir?®. Bu strateji, 6zellikle hasta takibinin zor oldugu
diisiik kaynaklara sahip bélgeler ve gelismekte olan iilkeler icin dnemlidir. Ozel bir nem
veya sicaklik kosulu, ya da belirli bir elektrik veya su sebekesi gibi gereksinimler olma-
dan herhangi bir ortamda asgari laboratuvar egitimi olan bir saglik calisani tarafindan
uygulanabilmesi, servikal érneklerin bir saglk calisani tarafindan ya da hastanin kendisi
tarafindan toplanabilmesi, sonuclarin kisa siirede alinabilmesi ve kolay yorumlanabilmesi
testin 6nemli avantajlaridir. Ancak, sadece 24-90 6rnegin calisilabilmesi (manuel olarak),
hasta yiikiiniin yiiksek oldugu durumlarda testin verimliligini sinirlar''. Calisma prensibi
HC2 yontemi ile ayni olan NextGen sisteminde ise bazi iyilestirmeler yapilmis ve profile
HPV-66 ve 82 eklenerek saptanabilen yiiksek riskli tip sayisi 15’e cikarilmistir'®,

Bir diger sinyal amplifikasyon sistemi olan Invader ASRs yonteminde, L1 disindaki gen
bolgeleri de hedeflenmektedir. HPV-82 disindaki 14 yiiksek riskli tipi saptayan yontem li¢
farkl prob kokteyli icerir'®. Testin calisma prensibi HC2 sisteminden farklidir. Tipe 6zgil
hibridizasyonu takiben cleavase enzimi ile parcalanan problardan floresans olusmasi
prensibi ile calisan kalitatif bir ydntemdir. Bu yontemde teorik olarak 10°-107 kat amp-
lifikasyon artigi elde edildigi ve yontemin saptama duyarhliginin 1000-10.000 kopya/ml
oldugu bildirilmistir?”. U¢ prob kokteylinin her birinde bulunan ve insan histon-2 genine
baglanan oligoniikleotidler internal kontrol olarak islev gériir''. Bu teknoloji ile calisan
Cervista HPV HR ve Cervista HPV 16/18 (Hologic, ABD) olmak tzere iki farkli ticari test
gelistirilmistir. Bu testlerin her ikisi de FDA tarafindan onaylanmistir; ancak HC2 testinde
oldugu gibi bu testler icin verilen onayda da belirli kullanim sinirlamalari bulunmaktadir.
Ornegin, bu testlerin klinik degerlendirmeler yapilirken tek baslarina kullaniimamalari
ve 30 yas altindaki normal sitolojili kadinlarda uygulanmamalari gerektigi belirtilmistir®.
Cervista HPV 16/18 testi, tip tayini icin onay alan ilk HPV testidir, ancak her iki tip icin de
ayni kimyasal kullanildigindan, servikal kanser olgularinda en sik karsilasilan bu iki tipi
birbirinden tam olarak ayirt edemez'%'®. Cervista testlerinin diger sinirlamalari ise sdyle
siralanabilir: (a) Cervista HPV HR testi sadece 14 HR-HPV tipini ve Cervista HPV 16/18
sadece iki HR-HPV tipini saptayabilmektedir; (b) Cervista HPV HR testi risk dizeyi belli
olmayan HPV tiplerinden HPV-67 ve 70 ile capraz reaktivite gosterirken, Cervista HPV
16/18 de yuksek riskli bir tip olan HPV-31 ile yiiksek diizeyde capraz reaktivite gosterir.
Ayrica, dusuk viral kopya sayil enfeksiyonlarda bu test ile yanls negatif sonuclar elde
edilebilmektedir'".

PCR Temelli HPV-DNA Testleri

Hedef amplifikasyonuna dayali HPV tani testlerinin buyiik cogunlugu, 6zgul niikleik
asit dizilerini cogaltma prensibine dayali PCR temelli yontemlerdir. PCR testlerinin sap-
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tama duyarlihd@r genel olarak 100 ng hiicresel DNA iceren bir klinik 6rnekte 1-100 viral
genomdur. Ancak, PCR tabanl yontemlerin duyarliigi ve 6zgulligi DNA ekstraksiyon
prosedurleri, klinik 0rnegin tipi ve yeri, 6rnek tagima ve saklama sekli, primer setleri, PCR
arinindn blyukligd, reaksiyon kosullari ve reaksiyonda kullanilan DNA polimerazin
performansi gibi faktorlere bagl olarak degisebilmektedir. Klasik PCR temelli sistemler
cogunlukla ikinci bir saptama ve tiplendirme teknigi icerirler?®. Ancak, giiniimiizde
yaygin olarak kullanilan gercek zamanlh PCR uygulamalari ile HPV-DNA'nin saptanma-
s1, tip tayini ve kantitatif analizler tek basamakta gerceklestirilebilmektedir'”3°. Klinik
orneklerde HPV-DNA varligi ayni anda ¢ok sayida farkl HPV tipini saptayabilecek sekilde
tasarlanan genel (konsensus) primerlerin kullanildigi genis spektrumlu PCR analizleri ile
veya tipe 6zgiil primerlerin kullanildigi PCR analizleri ile arastirilabilir'”. Gercek zamanl
PCR testlerinde amplifikasyon urinleri SYBR Green gibi 6zgiil olmayan boyalar kullanila-
rak veya floresan boyalarla isaretlenmis tipe 6zgiil problar ile gériintiilenebilir'*. Bu iki
yaklagimin disinda, HPV enfeksiyonlarinin tanisinda kullanilmak tzere is ylki ve maliyeti
azaltmayi hedefleyen multipleks PCR testleri ve saptama duyarlihgini artirmayr amacla-
yan nested PCR uygulamalari gibi PCR temelli farkli yéntemler de tanimlanmigtir>1431,
Gercek zamanli PCR testlerinin en 6nemli avantajlari ¢cok dustk konsantrasyonlardaki
nukleik asitleri saptayabilmeleri, kantitatif sonu¢ eldesine imkan vermeleri, tekrarlana-
bilirliklerinin ytksek olmasi, farkli floresan boyalarin kullanildigr multipleks uygulamalar
icin elverisli olmalari ve test sonuclarinin kisa siirede alinabilmesi olarak siralanabilir'".
Gercek zamanli PCR testlerinin gelismis bir 6rnegi olan ve ticari bir test olarak kullanima
sunulan Cobas 4800 HPV Test (Roche, ABD) tek bir analizde 14 HR-HPV tipini saptaya-
bilmektedir. Test HPV-16 ve 18'i 6zgiil olarak tanimlarken, eszamanli olarak diger 12
HR-HPV tipini de saptamaktadir. Bu testin HC2'ye gore en 6nemli avantaji HPV-16 ve
18'i 6zgiil olarak tanimlayabilmesidir'".

Konsensus PCR Testleri

Konsensus ya da genel primerler olarak adlandirilan PCR primerleri, HPV genotiple-
rinin genis bir grubunu hedefleyerek klinik 6rneklerde tek reaksiyonda en fazla sayida
HPV tipini amplifiye edebilecek sekilde tasarlanmistir. Bu primerler farkli HPV tiplerinin
korunmus gen bolgelerini hedefler. En yaygin kullanilan ve cesitli ticari testlere de adapte
edilmig olan MY09/11, GP5+/6+, PGMY09/11 ve SPF 10 konsensus PCR testlerinde kul-
lanilan primerler, L1 geninde yer alan korunmus bélgeleri hedeflemektedir®. E1 geni gibi
farkli bolgeleri hedefleyen cesitli konsensus PCR primerleri de tanimlanmis ancak yaygin
kullanim alani bulmamistir'”. HPV-DNA'y1 genis spektrumlu olarak algilayabilen tic farkl
primer tasarim sekli bulunmaktadir. GP5+/6+ primerlerinin yer aldigi ilk tasarim bir
ileri ve bir ters primer icerir ve PCR reaksiyonlari uyumsuzluklar telafi etmek icin dusik
baglanma sicakliklarinda gerceklestirilir. ikinci sinif konsensus PCR primerleri, primer
baglanma bolgelerindeki intertipik dizi varyasyonlarini telafi etmek icin bir veya daha
fazla dejenere baz iceren ileri ve ters primerlerden olusur. MY09/11 dejenere primer
seti bu grubun bir prototipi olarak kabul edilebilir. Uciincii tasarim sekli, viral genomun
ayni pozisyonuna yonelik birbirinden farkl ileri ve geri primerlerin bir kombinasyonunu
icerir. Bu primerler dejenere baz icermez, fakat herhangi bir niikleotid ile eslesebilen
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inozin icerebilir. PGMY09/11 ve SPF 10 primer setleri de bu lc¢iinci gruba 6rnek olarak
gosterilebilir®!”. Giiniimiizde ilk olarak konsensus primerler ile bir én tarama yapilmasi
ve sonrasinda bu testlerle pozitiflik saptanan orneklerde tip tayini yapabilen yontemlere
basvurulmasi, maliyet ve is gliciinu azaltmak adina sik basvurulan bir yaklasim olmus-
tur®. Ancak, konsensus PCR testlerinin duyarlilik sorunu nedeniyle bu yaklasimin ézellikle
asl veya takip calismalari icin 6nemli olan bazi verilerin atlanmasina neden olabilecegi
unutulmamalidir.

ilk gelistirilen ve yaygin olarak kullanilan konsensus PCR testlerinden biri olan
MY09/11 konsensus PCR sistemi, L1 gen bolgesinde yer alan yaklasik 450 baz cifti (bp)
uzunlugundaki korunmus bir bélgeyi hedeflemektedir®2. Bu yéntemin genital enfeksi-
yonlarda etken olarak saptanan 40’a yakin farkli HPV tipini saptayabilecegi 6ngorilmek-
tedir®. Tipler arasi dizi varyasyonlarini telafi etmek icin dejenere primerlerin kullaniimasi
nedeniyle her ayri lot numarali seride konsantrasyonlari kesin olarak belli olmayan 24
farkl primer (16 MY09 ve 8 MY11) bulunur. Bu dizaynin en 6nemli dezavantaji, test
sonuclarinin tekrarlanabilirliginin distik olmasi ve cesitli calismalarla ortaya konmus olan
duyarlilik sorunudur®'®. MY09/11 primer sistemi ilk dizayn edildiginde, HPV tiplerinden
sadece HPV-6, 11, 16, 18 ve 33 bilindiginden, sistem oncelikle bu bes tiirt tespit ede-
cek sekilde tasarlanmistir. Bu nedenle yanlis eslesme olasiliginin yiiksek oldugu diger
HPV tipleri icin duyarliigin diisiik olacagi 6ngériilebilir’32. Nitekim, yéntemin saptama
duyarlihginin HPV tiplerine gore farkhlik gosterdigi cesitli calismalarda acik¢a ortaya
konmustur’?. Ornegin HPV-16 ve 18 tespiti icin 10-102 kopya sayisinin yeterli olabildigi,
ancak HPV-35, 52, 53, 56 ve 59 icin en az 10* ve HPV-51 icin en az 10° kopya sayisinin
gerekli oldugu bildirilmistir®®. Bu yéntemin duyarliigini azaltabilecegi éngériilen diger
bir faktor de, hedef gen bdlgesinin nispeten uzun olmasidir (~450 bp). Bu durum,
entegrasyon sirasinda veya fikse dokularda hedef DNA butunliginin bozulabilme riski-
ni ve dolayisiyla da yanlis negatif sonug olasiigini artirmaktadir®.

Bir diger konsensus PCR sistemi olan PGMY09/11 PCR, MY09/11 PCR’in duyarlhk ve
0zqgulligu gelistirecek sekilde tasarlanmigtir. Bu yontem, besi ileri ve 13U ters primer
olmak iizere dizileri ve konsantrasyonlari bilinen toplam 18 farkli primer icerir’. Dejenere
baz icermeyen bu primer dizayninda PCR reaksiyonlari optimal baglanma sicaklikla-
rnda gerceklestirilebilmekte ve tekrarlanabilirligi yiiksek sonuclar elde edilmektedir'”.
PGMY09/11 PCRIn avantajli oldugu bir diger nokta da, ¢oklu enfeksiyonlar saptama
etkinliginin MY09/11 PCR’a gére daha yiiksek olmasidir’. HPV enfeksiyonlarinin tanisi
icin tasarlanan bir diger konsensus PCR yontemi olan GP5/6 PCR ise bir ileri ve bir ters
primer icerir ve L1 gen bolgesindeki yaklasik 140-150 bp uzunlugundaki korunmus bir
gen bélgesini hedefler*®. Sonraki yillarda yéntemin etkinligini artirmak icin hedef dizi
bélgesi 3’ ucundan uzatilarak GP5+/6+ primerleri dizayn edilmistir'3. Yaklasik 160 bp
uzunlugunda urinlerin elde edildigi GP5+/6+ PCR ile GP5/6 yonteminin saptama duyar-
lihginin 10-100 kat arttig bildirilmistir'".

Bazi konsensus primerlerinin kombine edildigi nested PCR uygulamalari da tanimlan-
mistir. Bu yaklasimin 6zellikle distik kopya sayili 6rnekler icin yararh oldugu gosterilmis-
tir. Ornegin, MY09/11 PCR amplifikasyonu sonrasinda GP5/6 (MY/GP) veya GP5+/6+
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(MY/GP+) primerleri ile nested PCR uygulanmis ve bu sekilde ayri ayri kullanilmalari ile
kiyaslandiginda, yéntemin duyarliliginin arttgr bildirilmistir3#33. Benzer bir nested PCR
uygulamasi, PGMY09/11 ve GP5+/6+ primerlerinin kullanilmasi ile gerceklestirilmis ve
bu yaklagimin duslk kopya sayili 6rneklerde, coklu tip varliginda ve daha fazla sayida
farkl HPV tipini saptamada MY/GP+ nested PCR sistemine gore daha iyi sonuglar verdigi
gosterilmistir®'.

Konsensus PCR testlerinin bazi 6nemli dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlardan biri,
arastirilan klinik 6rnekte hangi tip veya tiplerin bulundugunu tanimlayamamalaridir.
Bu nedenle konsensus PCR ile pozitif olarak degerlendirilen 6rneklerdeki HPV tiplerini
tanimlayabilmek icin blotlama, ters hibridizasyon, mikrodizi (microarray) hibridizasyon,
floresan boyali kapiller elektroforez, lumineks temelli testler ve dizi analizi gibi ek tip-
lendirme yéntemlerine gereksinim duyulur’-19-1217.26 'Ayrica, konsensus PCR testlerinde
coklu tip iceren orneklerde reaksiyonun baz tipler tizerinden baskin olarak devam etmesi
(tipler arasi yarisma), mevcut diger tip/tiplerin kacirlmasina yol agabilmektedir’-*¢. Bu
nedenle, konsensus PCR testleri ile cogaltilan amplikonlar tizerinden tiplendirme yapan
tani yontemlerinin bazi tipleri kacirabilecedi dikkate alinmalidir?®. Ornegin, MY09/11
ve PGMY09/11 konsensus PCR’nin karsilastinldigi bir cahismada, MY09/11 primerleri
test edilen 6rnekte bulunan bazi tipleri amplifiye etmede yetersiz kaldigi icin, MY09/11
PCR ile saptanan coklu enfeksiyon orani (%33.8), PGMY09/11 PCR’ye gore (%40) daha
diisiik bulunmustur’. Benzer sekilde, E6-bazli multipleks tipe 6zgiil lumineks temelli
bir yontem ile SPF 10 konsensus PCR (SPF10 LiPA) etkinliginin karsilastirildigi diger bir
calismada, coklu tip varliginda tipler arasinda yarismali inhibisyon olustugu ve bunun
sonucunda konsensus PCR etkinliginin azaldigi gésterilmistir®.

Tipe Ozgiil PCR Testleri

Tipe 6zgll primerlerin kullanildigi PCR ile saptama ve tiplendirme islemleri ayni anda
yiiksek duyarlilikla yapilabilmektedir®®. Ancak 200’den fazla HPV tipinin bulunmasi ve
40'tan fazla tipin genital enfeksiyon etkeni olabilmesi nedeniyle, spektrumu genis tutu-
lan bir tipe 6zgil PCR protokoli icin ¢ok sayida 6zglin PCR reaksiyonu gerektiginden
bu tiir bir yaklagim emek-yogun, pahali ve zaman alici olacaktir®>. Ayrica, her bir primer
setinin tipe 6zgulluginin degerlendiriimesi ve tim reaksiyonlarin optimizasyonu ve
standardizasyonu gerekmektedir''. PCR testlerinde tipe 6zgiil primer ve prob dizayni
icin en sik tercih edilen hedefler L1 ve E6-E7 gen bélgeleridir>®'#'5. L1 gen bélgesinin
entegrasyon sirasinda parcalanabilecegi, buna karsin E6-E7 gen bélgelerinin her zaman
bitln halde olmasi ve dizi varyasyonlarinin daha az goriilmesi nedeniyle primer dizayni
icin daha avantajli olabilecegi 6ne siiriilmistiir?’. Buna karsin yaptigimiz calismalar,
uygun tasarim yapildigi takdirde her iki gen bolgesinin de tipe 6zgil primer ve prob
dizayni icin tercih edilebilir oldugunu gdstermistir>'. Tipe 6zgiil PCR testlerinin bir
diger 6nemli avantaji da, ¢oklu tip varligindan etkilenmemesi ve her bir HPV tipine ait
kantitatif veriler sunabilmesidir. Ayrica, bu yaklasim cok dustik kopya sayili 6érneklerde
bile HPV-DNA varligini saptamaya imkan vermektedir. Tipe 6zglil PCR testleri, bahsedi-
len bu avantajlarindan dolayi karsilastirmali calismalarda kullanilmakta ve cesitli yontem-
lerin HPV tiplerine veya viral DNA kopya sayisina gore degisebilen etkinliklerini deger-
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lendirme olanag sunmaktadir®. Tipe 6zgiil PCR testlerinin tekli ve coklu enfeksiyonlarda
veya distk kopya sayili orneklerde sundugu yiiksek duyarlilikh veriler, enfeksiyon etkeni
HPV tipinin kanser6z donusimde iyi tanimlanmis bir risk faktori olmasi nedeniyle ayrica
énem kazanmaktadir?.

Multipleks PCR (M-PCR) Testleri

Cok sayida HPV tipinin anogenital bolgede enfeksiyon etkeni olarak saptaniyor
olmasi, HPV enfeksiyonlarinda saptama ve tiplendirmeyi giiclestirmektedir®. Bu durum
arastirmacilari multipleks sistemler gelistirmeye yonlendirmis ve ticari ve in-house M-PCR
testleri de dahil olmak (izere cok sayida multipleks sistem tanimlanmustir'®. In-house mul-
tipleks testler genel olarak gercek zamanlh PCR (real-time quantitative PCR; gPCR) pren-
sibi ile calismakta olup, bu testlerde PCR Urinlerini saptamak icin 6zgil problar, farkli
floroforlar veya SYBR Green gibi 6zgiin olmayan boyalar kullanilabilmektedir>43938,
HPV tanisi icin ilk tanimlanan gercek zamanli multipleks PCR (M-gPCR) yontemlerinden
birinde, reaksiyon basina ug florofor kullanilarak iki reaksiyon tiptinde 10 farkli HPV tipi-
nin varhgr arastinlmistir’®. Yakin zamanda tanimlanan bir M-qPCR yénteminde ise, 13
HR-HPV ve iki PrHR-HPV tipinin bes ayri reaksiyon tiipiinde amplifiye edilerek tipe 6zguil
TagMan problar ile saptanabildigi bildirilmistir'*. Laboratuvarimizda tasarlanan 6zgiin
bir yontem olan SYBR Green temelli M-qPCR testi ile yaptigimiz bir cahismada, L1 ve
E6-E7 genlerini hedefleyen tipe 6zgiil primerlerle, sik karsilagilan 16 farkh HPV tipi dort
ayri reaksiyon ttiptinde arastiriimis; bu yontemin TagMan temelli tipe 6zgtil gPCR testleri
ile benzer duyarlilik gésterdigi, ancak maliyetinin daha diisiik oldugu belirlenmistir>.

HPV enfeksiyonlarinin tanisinda kullaniimak tizere M-PCR testlerinin kullanildid: ticari
testler de mevcuttur. Bunlardan biri olan Abbott Real-Time HR-HPV (Abbott, ABD) yon-
teminde, L1 gen bolgesini hedefleyen modifiye GP5+/6+ primerleri (lic ileri ve iki ters
primer) kullanilmaktadir®®. Yéntem 14 farkl tipe 6zgiil prob ile HPV-16 ve 18'i genotip
diizeyinde tanimlarken, diger tipleri 16 ve 18 disi HR-HPV tipleri seklinde tanimlar. Bu
yontemde, floresan problarin tespit edilmesi icin dort ayri kanal (internal kontrol, HPV-
16, HPV-18 ve geri kalan 12 HR-HPV tipi icin) bulunmaktadir. Testin stiresi 96 ornek icin
6-8 saattir ve bu slire DNA izolasyonu icin kullanilan yonteme gore degisebilir. Bu testin
formalinle tespit edilmis ve sonradan parafin icerisine gémulmus servikal kanser doku
orneklerinde HPV tiplerinin tespiti ve kismi genotiplendirilmesi icin glvenilir, duyarl ve
6zgiil bir tani yéntemi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir*®. Bir diger M-PCR temelli
ticari test olan F-HPV Typing Kit (Molgentix, ispanya) HPV-73 ve 82 digindaki 13 farkl
HR-HPV tipini ve iki LR-HPV tipini (HPV-6 ve 11) saptayacak sekilde tasarlanmistir®®.
Yontemde bes farkl floresan boya ile isaretlenmis 16 primer cifti tek tiipte M-PCR ile
amplifiye edilmekte ve sonrasinda kapiller elektroforez ile fragman analizine tabi tutulan
PCR drinleri renk ve buyuklik farkliliklarina gore tanimlanmaktadir.

PCR Amplikonlarini Tanimlayan Yontemler

Konsensus PCR veya tipe 6zgil PCR testlerinde, amplifikasyon trinlerinin (amplikon)
varhigini tespit etmek ve tanimlamak icin cesitli ydntemlere basvurulur. Ornegin, hedef-
lenen parcalarin uzunluklan farkh oldugunda PCR Urinleri jel elektroforezi ile tanimla-
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nabilir. Ancak bu yaklasim goreceli olarak disiik duyarliiga sahiptir ve bazi yontemler
(6rnegin, MY09/11 PCR) jel ile ayirt edilmesi miimkiin olmayan amplikonlar tretebilirler.
Bu ylizden, bu tip deneylerin 6zglligli ancak PCR sonrasi dizi analizi ya da tipe 6zgil
prob hibridizasyonuyla belirlenebilir'”.

PCR drunleri, direkt jel elektroforezine gére daha 6zgul yontemler olan restriksiyon
fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP), direkt dizileme veya tipe 6zgiil oligontikleotid
problarin kullanildigi dot blot/line blot ydntemleriyle de tiplendirilebilir®. RFLP ve direkt
dizileme ile HPV tipleri ancak tek enfeksiyon etkeni olarak bulunduklarinda tanimlana-
bilirken, dot blot ve ters line blot yontemleri birden fazla HPV tipinin varligini kolayca
belirleyebilmektedir®. Hedef {iriin konsantrasyonu diisiik oldugunda, PCR triinleri jel ile
gorintilenme limitinin altinda olacagr icin RFLP’nin duyarliigi azalr. Coklu enfeksiyon-
larda ya da onemli dlciide 6zgiin olmayan urin olusmasi durumunda ise restriksiyon
paternlerinin ¢o6ziimlenmesi zorlasmaktadir. PCR-RFLP temelli cesitli in-house testlere
ilave olarak bir de ticari kit bulunmaktadir. BIOTYPAP Kit (Biotools, ispanya) olarak piya-
saya surllen bu test ile, 31 farkli mukozal HPV tipinin ve bazi alt tiplerin saptanmasi
ve tanimlanmasi yapilabilmektedir''. Bu kit iki primer ciftinin kullanildigi multipleks
amplifikasyon reaksiyonu icerir. Bir primer cifti, test edilen tim tipler icin L1 ve L2 gen
bolgelerinde yer alan ortak diziler (yaklasik 450 bp) ile hibridize olur ve HPV varligini
gosterir. Ikinci primer cifti ise, HR-HPV tipleri icin 6zgiil diziler (yaklasik 250 bp) ile hib-
ridize olur. Restriksiyon analizine tabi tutulan amplifikasyon urtnlerinin farkli paternleri,
belirli HPV tiplerinin varhgini gésterir®!. PCR {riinlerini tanimlamada kullanilan bir diger
yontem ise, standart ya da yeni “pirosekanslama” teknikleri ile direkt dizi analizidir. Diger
genotiplendirme yontemleri ile karsilastirildiginda daha iyi performans gosterdigi bildiri-
len dizi analizi, HPV tipleri arasindaki kiictik dizi varyasyonlarini incelemeyi de miimkiin
kilmistir. Ancak birden fazla HPV tipi ile olusan ¢oklu enfeksiyonlarda, PCR Grtnlerinin
dizilerini c6zmek cok zordur*2. Bir diger tiplendirme yaklagimi da, isaretlenmis oligoniik-
leotid problar ile PCR urtinlerinin dot blot hibridizasyonudur. Fakat her HPV tipi icin ayri
hibridizasyonlari gerektiren bu yontem ile kapsamli bir genotipleme icin, 6rnek basina
40 farkh hibridizasyon probuna gereksinim olacagindan emek-yogun bir yéntemdir'?.

Bir strip (membran serit) tzerinde paralel cizgiler seklinde sabitlenmis halde bulunan
cok sayida probun PCR urinleri ile hibridizasyonu prensibiyle calisan ters hibridizasyon
teknolojisi, HPV tiplerinin ve coklu tip varliginin tespitinde yaygin olarak kullanilan bir
tani yontemidir®'”. Bu yéntem, line probe assay (LIPA), line blot assay (LBA) veya linear
array (LA) olarak da adlandirilir. Bu teknoloji ile calisan bircok ticari kit gelistirilmis ve
piyasaya siriilmistiir'®. Klinik veya epidemiyolojik uygulamalarda genis spektrumlu
genotiplendirme icin en uygun yontemlerden biri olan bu yaklasim, tek bir hibridi-
zasyon reaksiyonunda PCR urunlerinin kapsaml olarak genotiplendirmesini mimkin
kilmistir?643, Bu teknoloji neredeyse tiim konsensus PCR sistemleri icin tarif edilmistir'®.
Ornegin, Roche tarafindan gelistirilen PGMY primer-bazli prototip LBA ydntemi, giinii-
muzde optimize edilmis hali ile Linear Array HPV Genotyping Assay (LA-HPV) (Roche,
ABD) adiyla kullanima sunulmustur. LA-HPV testiyle 37 HPV tipi genotip diizeyinde
beta-globin ile eszamanli olarak tanimlanabilmektedir*>#4. Ornek olarak verilebilecek bir
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diger test olan SPF 10 INNO LIPA Genotyping Test (Innogenetics, Belcika) ise, 43 farkli
HPV tipine ait amplikonlari saptayabilirken, bunlarin 25’ini genotip diizeyinde tanimla-
yabilmektedir?6:4344,

Amplifiye PCR urinlerinin analizinde, tipe 6zgiil DNA problarinin kullanildi§i mikrop-
lak hibridizasyon teknigi de kullaniimaktadir. Bu yontem, PCR urinlerinin 6zgul problar
ile hibridizasyonunu takiben olusan renk degisiminin kolorimetrik cihazlar ile analizine
dayanir. Mikroplak hibridizasyon prensibi ile calisan ticari bir yontem olan Amplicor HPV
Test (Roche, ABD), 2003 yilinda piyasaya siriilmistiir''. Bu teknik niikleik asit izolasyo-
nu, PCR amplifikasyonu, hibridizasyon ve 450 nm’de absorbans analizi basamaklarini
icerir. Ozgiin olarak L1 gen bélgesinin polimorfik bir bélgesini hedefleyen biyotin isaretli
primerlerin bulundugu bir genel primer havuzu iceren yontem, 13 farkli HR-HPV tipine
ait DNA'lari amplifiye edecek sekilde tasarlanmistir?. Eszamanli olarak insan beta-globin
geni varhgini (internal kontrol) tanimlayabilmektedir. Yiksek duyarlilik ve 6zglllige
sahip oldugu ve LA ve HC2 testleri ile karsilastirilabilir sonuclar verdigi bildirilmistir''.
Amplicor HPV testi PrHR-HPV tiplerinden HPV-26, 53 ve 66 ile HR-HPV tiplerinden HPV-
73 ve 82'yi saptayamamaktadir. Ayrica duyarlilik ve 6zgulligi yiksek ve rutin kullanimi
kolay olmasina ragmen, HR-HPV var veya yok seklinde sonug verebilmekte, ancak 6zel
bir tipin varligina dair bilgi saglamamaktadir'’.

PCR driinlerinin analizinde kullanilan bir diger yontem mikrodizi (microarray) temelli
olup, calisma prensibi yukarida bahsedilen mikroplak hibridizasyon testlerine benzerdir;
ancak bu yéntemler ayni anda cok daha fazla HPV tipini 6zgiil olarak tanimlayabilir'®'”.
Mikrodizi tekniklerinde hibridizasyon varli§i ¢éziinmeyen tasiyicilar veya DNA cipleri
(mikrocip, biyocip, gen cip) ile saptanir*>#¢. HPV-DNA saptanmasi ve genotiplendirme
analizleri icin suspansiyon icinde uygulanan mikrodizi yontemleri (xMAP, Luminex) de
gelistirilmistir'®. Bu yéntemler, 6zgiil absorpsiyon spektrumuna sahip bir boncuk seti ile
100 farkl proba ait sinyali tek bir reaksiyonda ayri ayr 6lcebilen gelismis hibridizasyon
testleridir'®.

HPV-RNA Amplifikasyon Testleri

HPV saptama stratejilerinin cogunlugu DNA bazli olmasina ragmen, 6zgul viral
RNA'larin varligi da nikleik asit dizi bazli amplifikasyon (NASBA) testleri veya PCR
amplifikasyonu oncesinde bir ters transkripsiyon basamagi iceren gercek zamanl ters
transkriptaz PCR (RT-qPCR) ile arastirilabilir'®. HPV E6/E7 mRNA diizeylerinin tespiti,
HPV-DNA saptanmasi, viral yik tespiti ve insan genomuna entegrasyonun gosterilmesi
ile kiyaslandiginda klinikle daha uyumlu sonuglar vermektedir®’.

Calisma prensipleri ayni olan PreTect HPV Proofer (NorChip, Norveg) ve NucliSENS
EasyQ HPV (Biomérieux, Fransa) testleri NASBA teknolojisiyle calisir. NucliSENS EasyQ v1
testi; orijinal PreTect HPV Proofer yontemi lGizerinde primer ve isaretli prob konsantrasyon-
larinda yeni ayarlamalar yapilmasi, test protokoliiniin yeniden diizenlenmesi ve testin
tekrarlanabilirligini artirmak icin bes farkli tipe ait pozitif kontrollerin ve internal kontro-
Iin DNA formatindan RNA formatina donustirilmesi gibi onemli degisikliklerin yapildig
daha gelismis bir testtir‘®. Bu yontemler HR-HPV tiplerinden HPV-16, 18, 31, 33 ve 45'in
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E6/E7 mRNA'larini kalitatif bir sekilde saptamak (izere tasarlanmis olup, gercek zamanh
izotermal RNA amplifikasyonu ve multipleks saptama prensibiyle caligir'''7-2%, insan
U1TA mRNA'sinin internal kontrol olarak kullanildigi testte, her multipleks reaksiyonda iki
farkl etiketle isaretlenmis molekdler problar kullanihr. HPV-16, 31 ve 33’ln saptanmasi
icin florofor olarak FAM (fluorescein) kullanilirken, UTA, HPV-18 ve 45’in saptanmasi icin
Texas Red kullanilir?>. PreTect HPV Proofer yénteminin analitik duyarliigi HPV-16 ve 18
icin sirasiyla yaklagik 20 ve 25 kopya olarak bulunmustur'".

APTIMA HPV Assay (Gen-Probe, ABD) teknigi ise, transkripsiyon aracili amplifikasyon
(TMA) temelli bir yontemdir. Bu yontem niikleik asit amplifikasyonu ve takiben kemi-
liminesan isaretli prob hibridizasyonu ile HPV-82 disindaki 14 HR-HPV tipinin E6/E7
mRNA'larini saptayabilen multipleks niikleik asit saptama testidir*. Yontem HR-HPV
varligi/yoklugu icin pozitif veya negatif seklinde kalitatif sonug verirken, 6rnekte bulunan
6zgll HPV tiplerini tanimlamaz. Yontem tek tiip icinde HPV’ye 6zgiil yakalayici oligo-
merler ve manyetik mikropartikuller kullanilarak hedef mRNA'larin yakalanmasi, TMA ile
hedef mRNA’larin amplifikasyonu ve amplifikasyon Uriinlerinin saptanmasi olmak Ulzere
lic ana basamak icerir’®. Her (i¢c basamagin (yakalama, amplifikasyon ve saptama) per-
formansini degerlendirmek Uizere teste bir internal kontrol transkripti eklenmistir. Testin
analitik duyarliigi yar otomatize Direct Tube Sampling (DTS) sistemle 38-488 kopya
HPV-mRNA ve tam otomatize TIGRIS DTS sistemiyle (Gen-Probe, ABD) 17-275 kopya
HPV-mRNA olarak bulunmustur'". Testin yeni bir versiyonu olan APTIMA HPV 16 18/45
Genotype Assay (Gen-Probe, ABD), yakin zamanda HPV-16, 18 ve 45’in tip diizeyinde
tanimlanmasi icin piyasaya siiriilmiis ve FDA onayi almistir®'.

Ozgiil viral RNA'larin varligi RT-gPCR ydntemleriyle de arastirilabilir®'”. Ornegin,
HPV-16 ve 18'in E7 transkriptlerini tespit etmek icin RT-qPCR temelli bir test gelistiren
Lamarcq ve arkadaslar®?, tanimladiklari yéntemin semptomatik enfeksiyonlarin tes-
pitinde 6zgul sonuglar verdigini ifade etmislerdir. Benzer sekilde Wang-Johanning ve
arkadaslar®3, HPV-16 E6/E7 mRNA'larini hedefleyen bir RT-qPCR testi tanimlamislar ve
E6/E7 protein ekspresyonlarinin lezyonun siddeti ile uyumlu olarak arttigini gostermis-
lerdir>3. RT-PCR ile HPV-16 E6 proteininin arastirildigi ve ayni ydntemin modifiye edilerek
nested RT-PCR yontemi ile saptama etkinliginin artinldig farkli RT-PCR uygulamalari da
bulunmaktadir’>3.

Diger Molekiiler Tani Yontemleri

HPV genomunun fiziksel durumu da potansiyel bir tanisal belirte¢ olarak incelenmistir.
Bu amacla insan genomuna entegre formda bulunan viral DNA'yl saptamak tizere PCR
temelli protokoller gelistiriimistir’®. Entegre HPV genomlarinin varligini saptamak icin

RT-PCR ve ligasyon aracili PCR ile viral transkriptlerin gosterilmesi yontemleri denenmis-
tirs7:8,

Yeni kullanima giren ve HPV enfeksiyonlarinin tanisi icin de adapte edilen bir yontem
olan protein mikrodizi teknikleri mikroorganizmalara ait antijenlerin ve bu antijenlere
karsi olusan hiimoral immiin yanitin ¢cok duslik diizeylerinin bile arastiriimasina imkan
vermistir. Bu yaklasim, hedef genlerin PCR ile amplifikasyonu, in-vivo rekombinasyon
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(klonlama), proteinlerin in-vitro ekspresyonu ve mikrocipler lGzerine yazdiriimasi sonra-
sinda serumdaki antikor yanitinin saptanmasi prensibine dayanir. Luevano ve arkadas-
lari?4, anogenital kanserlerle iliskili yedi (HPV-16, 18, 31, 33, 35, 45 ve 53), genital ve
laringeal sigillerle iliskili iki (HPV-6 ve 11) ve cilt lezyonlari ile iligkili dort (HPV-1, 2, 4,
5) HPV tipi olmak Uizere toplam 13 farkli HPV tipi tarafindan kodlanan sekiz proteinin
timunu arastirmaya imkan veren bir protein mikrocip yontemi tanimlamiglardir.

MALDI-TOF kitle spektrometresi, HPV enfeksiyonlarinin tanisi icin kullaniimaya bas-
layan bir diger yeni yontemdir. Ug farkli ydntemin kombine edildigi PCR-RFMP (restrik-
siyon fragman kdtle polimorfizmi) testinde; PCR amplifikasyonu, restriksiyon enzimi ile
parcalama ve MALDI-TOF kutle spektrometresi ile analiz basamaklari bulunmaktadir. Bu
yontemin basit ve hizli (4-4.5 saat) bir protokol ile en az 74 farkli HPV tipini dogru bir
sekilde tespit edebildigi bildirilmistir>®.

SONUC

Bu yazida sadece bir kismina deginilen tanisal yontemlerin cesitliligi, mikrobiyoloiji ala-
ninda kullanilan molekdler tekniklerin neredeyse timiiniin HPV enfeksiyonlarinin tanis
icin de uyarlandigini ve yeni gelistirilen her teknigin kisa bir zaman sonra HPV tanisinda
kullanilabilirligi acisindan ele alindigini gostermektedir. Her bir yontemin farkl avantaj ve
dezavantajlari oldugu dikkate alinarak, epidemiyolojik arastirmalar, klinik degerlendirme-
ler ve hasta takibi gibi 6zel amaclara uygun yontemlerin secilmesi gerektigi sdylenebilir.
Bir diger onemli nokta da, HPV enfeksiyonlarinin yonetiminde molekiiler testlerden
elde edilen sonuglarin tek basina kullaniimasinin cesitli sakincalarinin olabilecegidir.
Bu nedenle molekiiler testlerden elde edilen sonuclar, diger tani ve tarama testlerinin
sonuglari, fizik muayene ve hastanin ayrintili tibbi gegmisinden elde edilen klinik bilgiler
ile kombine edilerek degerlendirilmelidir.
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