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Sayın Editör,

Servikal karsinom, başlıca jinekolojik malignensilerdendir ve insan papillo-

mavirüslerinin (HPV) bu karsinomun etiyolojisinde yer aldığı bilinmektedir. 

İnvazif serviks kanseri olan hastaların HPV ile enfekte olduğu bildirilmekte-

dir. Başlıca olarak, HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 ve 58 gibi tipler 

servikal karsinom ile ilişkilidir(1,2). Özellikle L1 proteininin DNA ve aminoasit 

dizileri, HPV tipleri arasında oldukça korunmuştur. HPV genotiplerinin 

tanımlanmasında PCR temelli çeşitli yöntemler bulunmaktadır. Herbir geno-

tip tipe-özgü PCR primer setleri ile saptanabilmektedir(3). Kansere yol açan 

E6 veya E7 gen bölgelerini hedefleyen PCR yöntemleri ise, farklı HPV tipleri 

arasındaki nükleotid dizilerindeki en büyük farklılıklara sahip olduğu ve 

enfekte hücreler tarafından her zaman korunduğu için önemlidir. En büyük 

dezavantaj, viral genomun konak hücre genomuna tamamen entegre bir 

biçimde olması halinde, bunun potansiyelinin bulunmamasıdır. Dolayısıyla, 

PCR için hedef, E6 ve E7 dışındaki bölgeler için mevcut olmayabilmektedir. 

Diğer yandan, E6 ve E7 gen bölgelerini hedeflemek; ilgili primerler kullanıl-

dığı takdirde, yüksek-riskli HPV tipleri ile olan tüm örnekleri 

saptayabilmektedir(4,5).

Bu çalışmada, daha önceki çalışmamızda HPV DNA pozitif ve mRNA negatif 

bulunan örneklerin; HPV tanısında yaygın olarak kullanılan L1 ve E6/E7 böl-

gelerini hedefleyen farklı primer setleri kullanılarak, en sık karşılaşılan HPV 

genotiplerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.
* Bu çalışma XXXVII. Türk Mikrobiyoloji 
Kongresi’nde sözlü bildiri olarak 
sunulmuştur.
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Önceki çalışmamızda HPV mRNA ve DNA varlığı 

değerlendirilen anormal sitolojili servikal sürüntü 

örnekleri, Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi 

Hastanesi, Kadın Hastalıkları Doğum Polikliniğine 

2011 Ocak-Ekim arasında başvurmuş hastalardan 

toplanmıştır. HPV DNA ve E6/E7 mRNA saptanması 

için, Real-time PCR (Heliosis HPV LC PCR Kit, Metis 

Biyoteknoloji, Türkiye) ve NASBA yöntemi (NucliSENS 

EasyQ HPV v1.1, bioMerieux, France) kullanılmıştır. 

HPV DNA saptamak için kullanılan yöntem ‘HPV-16 

veya HPV-16 dışı pozitif’ şeklinde sonuç verirken, 

NASBA yöntemi ise HPV-16, 18, 31, 33 ve 45 tiple-

rindeki mRNA pozitifliklerini saptamaktadır. HPV-

18, 31, 33, 35, 39 ve 45’in genotiplendirilmesi için 

L1 gen bölgesini hedefleyen tipe özgü ‘PGMY’ 

primerleri(6) (Metis Biyoteknoloji, Türkiye); E6/E7 

geninin saptanması için E6/E7 ortak primerleri7 

(Heliks Biotechnology, Türkiye) ile standart PCR 

yöntemi (PCR mastermix, Promega, ABD) kullanıl-

mıştır. Primer dizileri, BioEdit 3.0 programında HPV 

referans suşları ile karşılaştırılarak kontrol edilmiş-

tir. Sonuçların konfirmasyonu ise, ‘LineProbe’ yön-

temi (INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Amp, 

Innogenetics, Belgium) ile yapılmıştır.

Önceki çalışma grubu, 81 anormal sitolojili kadın 

hastadan oluşmaktadır. Örneklerin 73’ünde (%90.1) 

HPV DNA saptanmış ve bunların 46’sını (%63.1) 

HPV-16, 15’ini (%20.5) HPV-16 dışı tipler ve 12’sini 

(%16.4) miks tipler oluşturmuştur. E6/E7 mRNA 

ekspresyonu ise 45 (%55.6) örnekte gözlenmiştir. 

Bu sonuçlara göre, toplam 43 örnek olmak üzere; 

28 HPV mRNA negatif, tip-16 DNA pozitif ve 15 tip-

16 dışı DNA pozitif örneğin genotipleri belirlenmeye 

çalışılmıştır. HPV E6/E7 ortak primerleriyle, 43 örne-

ğin 5’i (%12) pozitif bulunmuştur. Bunların 4’ü HPV-

16 genotipine, 1’i ise tip-16 dışı pozitifliğe sahiptir. 

Genotiplendirme için ise, tip 18, 31, 33, 39 ve 45’e 

ait pozitif kontroller ile PCR optimizasyonları yapıl-

mış ve tip 33 dışındakiler optimize edilerek pozitif 

kontrolleri iyi çalışmıştır. Tip 33’ün ise, pozitif kont-

rolü çalışmamış ve L1 bölgesini hedefleyen yeni bir 

primer (TIB MOLBIOL, Berlin, Almanya) tasarlan-

mıştır. Ancak çeşitli PCR koşullarında denenmesine 

rağmen optimize edilememiş ve tip 33 çalışma dışı 

bırakılmıştır. Bunun yanında, 43 örneğin hepsi geno-

tip 18, 31, 39 ve 45 için ‘in house PCR’ ile negatif 

bulunmuştur. Bu nedenle, LiPA ile 12 örneğin doğ-

rulama testi yapılmış ve 8’inde tip 6, 11, 16, 43, 53, 

62, 81, 89 pozitif bulunmuştur. Bu tipler, standart 

PCR ile çalıştığımız genotiplerin dışındadır. Kalan 4 

örneğin ise; ikisinde tip 33, diğer ikisinde tip 39 

saptanmıştır. Ancak bu 4 örneğin hiçbirinde bu 

genotipler, standart PCR yöntemi ile saptanamamış-

tır. Sınırlı miktardaki örnek hacmi nedeni ile de tüm 

örnekler LiPA ile çalışılamamıştır.

LiPA bulgularına göre, örneklerin bir kısmı HPV 18, 

31, 39 ve 45 genotiplerinden farklı olduğu için 

standart PCR ile negatif bulunmuştur. Bunun yanın-

da, LiPA’nın 65 baz çiftlik bir bölgeyi çoğaltması 

nedeniyle, 238 ve 455 baz çiftlik bölgeleri çoğaltan 

‘in house PCR’ yöntemlerimizden daha duyarlı ola-

bileceğini düşünmekteyiz. Bu nedenle, bazı pozitif 

tipler saptanamamış olabilir. Ayrıca, E6/E7 gen 

bölgeleri, L1 bölgesi kadar korunmuş olmadığı için, 

daha çok negatif sonuç almak olasıdır. Konak 

hücre genomuna entegrasyon, çoğunlukla E2 ve 

E1’in, ayrıca L1 ve L2’nin de dahil olduğu büyük 

bölgelerin kaybına yol açmaktadır ve entegre HPV 

DNA’nın kalan kısımları, enfekte olmuş bir hücrede 

mevcut olan tek formu olabilmektedir. Bu da, sili-

nen herhangi bir bölgeye yönelik primerler içeren 

PCR yaklaşımları için ciddi bir sorun oluşturmakta-

dır. Diğer bir konu da HPV DNA mutasyonlarının, 

genomun L1 bölgesinde E6 bölgesinden daha sık 

gerçekleştiğidir. Bu, PCR primerlerinin hibridizas-

yona uygunluğunu ve dolayısıyla mevcut HPV’yi 

saptama yeteneğini etkileyebilmektedir4. Sonuç 

olarak, çalışmamızdaki HPV mRNA negatif-DNA 

pozitif örneklerin tipleri belirlenmeye çalışılmış ve 

mRNA negatifliğine yol açan etkenler araştırılarak 

değerlendirilmiştir. Buna göre; LIPA yöntemi ile 

genotiplendirilebilen örneklerin tiplerinin, HPV 

mRNA yönteminde taranan genotiplerden farklı 

olması nedeniyle mRNA pozitifliklerinin yakalana-

madığı saptanmıştır.
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