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Sayin Editor,

Servikal karsinom, baslica jinekolojik malignensilerdendir ve insan papillo-
mavirUslerinin (HPV) bu karsinomun etiyolojisinde yer aldig bilinmektedir.
invazif serviks kanseri olan hastalarin HPV ile enfekte oldugu bildirilmekte-
dir. Baglica olarak, HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 ve 58 gibi tipler
servikal karsinom ile iliskilidir®™?. Ozellikle L1 proteininin DNA ve aminoasit
dizileri, HPV tipleri arasinda olduk¢a korunmustur. HPV genotiplerinin
tanimlanmasinda PCR temelli gesitli yontemler bulunmaktadir. Herbir geno-
tip tipe-6zgl PCR primer setleri ile saptanabilmektedir®. Kansere yol agan
E6 veya E7 gen bolgelerini hedefleyen PCR yontemleri ise, farkli HPV tipleri
arasindaki nikleotid dizilerindeki en buylk farkliliklara sahip oldugu ve
enfekte hiicreler tarafindan her zaman korundugu i¢in 6nemlidir. En biylk
dezavantaj, viral genomun konak hiicre genomuna tamamen entegre bir
bicimde olmasi halinde, bunun potansiyelinin bulunmamasidir. Dolayisiyla,
PCR icin hedef, E6 ve E7 disindaki bolgeler igcin mevcut olmayabilmektedir.
Diger yandan, E6 ve E7 gen bolgelerini hedeflemek; ilgili primerler kullanil-
dig1  takdirde, HPV tipleri
saptayabilmektedir*>,

ylUksek-riskli ile olan tim ornekleri

Bu calismada, daha 6nceki ¢calismamizda HPV DNA pozitif ve mRNA negatif
bulunan 6rneklerin; HPV tanisinda yaygin olarak kullanilan L1 ve E6/E7 bol-
gelerini hedefleyen farkli primer setleri kullanilarak, en sik karsilasilan HPV
genotiplerinin belirlenmesi amacglanmistir.
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A. Altay Kogak ve ark., HPV Pozitif-mRNA Negatif Orneklerin Genotiplendirilmesi

Onceki calismamizda HPV mRNA ve DNA varhig
degerlendirilen anormal sitolojili servikal strlntl
drnekleri, Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi
Hastanesi, Kadin Hastaliklari Dogum Poliklinigine
2011 Ocak-Ekim arasinda basvurmus hastalardan
toplanmistir. HPV DNA ve E6/E7 mRNA saptanmasi
icin, Real-time PCR (Heliosis HPV LC PCR Kit, Metis
Biyoteknoloji, Turkiye) ve NASBA yontemi (NucliSENS
EasyQ HPV v1.1, bioMerieux, France) kullaniimistir.
HPV DNA saptamak igin kullanilan yontem ‘HPV-16
veya HPV-16 disi pozitif’ seklinde sonug verirken,
NASBA yontemi ise HPV-16, 18, 31, 33 ve 45 tiple-
rindeki mRNA pozitifliklerini saptamaktadir. HPV-
18, 31, 33, 35, 39 ve 45’in genotiplendirilmesi icin
L1 gen bolgesini hedefleyen tipe 06zgli ‘PGMY’
primerleri® (Metis Biyoteknoloji, Turkiye); E6/E7
geninin saptanmasi igin E6/E7 ortak primerleri7
(Heliks Biotechnology, Tirkiye) ile standart PCR
yontemi (PCR mastermix, Promega, ABD) kullanil-
mistir. Primer dizileri, BioEdit 3.0 programinda HPV
referans suslari ile karsilastirilarak kontrol edilmis-
tir. Sonuglarin konfirmasyonu ise, ‘LineProbe’ yon-
temi (INNO-LiPA HPV Genotyping Extra Amp,
Innogenetics, Belgium) ile yapilmistir.

Onceki calisma grubu, 81 anormal sitolojili kadin
hastadan olusmaktadir. Orneklerin 73’iinde (%90.1)
HPV DNA saptanmis ve bunlarin 46’sin1 (%63.1)
HPV-16, 15’ini (%20.5) HPV-16 disi tipler ve 12'sini
(%16.4) miks tipler olusturmustur. E6/E7 mRNA
ekspresyonu ise 45 (%55.6) 6rnekte godzlenmistir.
Bu sonuglara gore, toplam 43 6rnek olmak Uzere;
28 HPV mRNA negatif, tip-16 DNA pozitif ve 15 tip-
16 disi DNA pozitif 6rnegin genotipleri belirlenmeye
calisilmistir. HPV E6/E7 ortak primerleriyle, 43 6rne-
gin 5’i (%12) pozitif bulunmustur. Bunlarin 4’t HPV-
16 genotipine, 1’i ise tip-16 disI pozitiflige sahiptir.
Genotiplendirme icin ise, tip 18, 31, 33, 39 ve 45’e
ait pozitif kontroller ile PCR optimizasyonlari yapil-
mis ve tip 33 disindakiler optimize edilerek pozitif
kontrolleri iyi gahsmistir. Tip 33’Un ise, pozitif kont-
roll calismamis ve L1 bdlgesini hedefleyen yeni bir
primer (TIB MOLBIOL, Berlin, Almanya) tasarlan-
mistir. Ancak gesitli PCR kosullarinda denenmesine

ragmen optimize edilememis ve tip 33 g¢alisma disi
birakilmistir. Bunun yaninda, 43 6rnegin hepsi geno-
tip 18, 31, 39 ve 45 icin ‘in house PCR’ ile negatif
bulunmustur. Bu nedenle, LiPA ile 12 6rnegin dog-
rulama testi yapilmis ve 8’inde tip 6, 11, 16, 43, 53,
62, 81, 89 pozitif bulunmustur. Bu tipler, standart
PCR ile galistgimiz genotiplerin disindadir. Kalan 4
ornegin ise; ikisinde tip 33, diger ikisinde tip 39
saptanmistir. Ancak bu 4 0Ornegin hicbirinde bu
genotipler, standart PCR yontemi ile saptanamamis-
tir. Sinirlhk miktardaki 6rnek hacmi nedeni ile de tim
ornekler LiPA ile calisilamamistir.

LiPA bulgularina gore, 6rneklerin bir kismi HPV 18,
31, 39 ve 45 genotiplerinden farkli oldugu igin
standart PCRile negatif bulunmustur. Bunun yanin-
da, LiPA'nin 65 baz ciftlik bir bolgeyi cogaltmasi
nedeniyle, 238 ve 455 baz ciftlik bolgeleri cogaltan
‘in house PCR’ ydontemlerimizden daha duyarli ola-
bilecegini diisinmekteyiz. Bu nedenle, bazi pozitif
tipler saptanamamis olabilir. Ayrica, E6/E7 gen
bolgeleri, L1 bolgesi kadar korunmus olmadigi igin,
daha ¢ok negatif sonu¢ almak olasidir. Konak
hiicre genomuna entegrasyon, ¢ogunlukla E2 ve
E1’in, ayrica L1 ve L2'nin de dahil oldugu biyik
bolgelerin kaybina yol agmaktadir ve entegre HPV
DNA’nin kalan kisimlari, enfekte olmus bir hiicrede
mevcut olan tek formu olabilmektedir. Bu da, sili-
nen herhangi bir bolgeye yonelik primerler iceren
PCR yaklasimlari i¢in ciddi bir sorun olusturmakta-
dir. Diger bir konu da HPV DNA mutasyonlarinin,
genomun L1 bdlgesinde E6 bdlgesinden daha sik
gerceklestigidir. Bu, PCR primerlerinin hibridizas-
yona uygunlugunu ve dolayisiyla mevcut HPV'yi
saptama yetenegini etkileyebilmektedir4. Sonug
olarak, calismamizdaki HPV mRNA negatif-DNA
pozitif 6rneklerin tipleri belirlenmeye ¢alisilmis ve
MRNA negatifligine yol acan etkenler arastirilarak
degerlendirilmistir. Buna gore; LIPA yontemi ile
genotiplendirilebilen 6rneklerin tiplerinin, HPV
MmRNA ydnteminde taranan genotiplerden farkl
olmasi nedeniyle mRNA pozitifliklerinin yakalana-
madigl saptanmistir.
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