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Giris

 Human papillomavirts (HPV)

e Papillomaviridea ailesi

e Zarfsiz, cift zincirli DNA

* Deri ve mukozalarin bazal tabakalarini enfekte eden
bir virus

* Serviks kanseri

* Onkojenik tipler: 16,18,31,33,35,39,45,...



Giris

Genomik Yapisi:

* E6: En dnemli gorevi Oncoproteins
timor supressor protein LR/

olan p53’L inaktive
. Major capsid
etmektir. protein

_ DNA helicase
Viral DNA replication

e E7:Rb tiumor supressor
proteinlerinin Minor capsi

. Transcriptional control

inaktivasyonundan D Viral ONA replication.
SO rU m I u d u I E nfe kte Genome ampliﬁcatilon Genome amplification

Cellular proliferation Interaction with cytoskeleton/keratin

hicrenin telomerazini
aktive ederek hicreye
olumsuzluk kazandirir.



Giris

Tani Yontemleri:
* Nukleik asit amplifikasyon testleri

» Genellikle HPV DNA'nin L1 bolgesini hedef alan PCR
yontemleri

» E6/E7 mRNA'ylI hedef alan amplifikasyon yontemleri

e Pozitifligi onkojenik aktiviteyi gosterdigi icin daha
prediktif olabilir

e Klinik 6zgulligli DNA testlerinden yUksektir



Amac

» HPV E6/E7 onkogen ekspresyonunun saptanmasi,
vuksek riskli lezyonlara ilerleme riskinin
belirlenmesinde umut verici bir biomarker olarak
ortaya citkmistir

» Bu calismada, daha 6nceki calismamizda HPV DNA
pozitif ve mMRNA negatif bulunan 6rneklerin
genotiplerinin belirlenmesi amaclanmistir



Gerec¢ ve Yontemler

* Onceki calismamizda HPV mRNA ve DNA varhigi

degerlendirilen anormal sitolojili servikal stirinti
ornekleri

* Hacettepe Uni. Hastanesi, Kadin Hast.-Dogum
Poliklinigi

e 2011 Ocak-Ekim arasinda basvurmus hastalar




Gerec¢ ve Yontemler

Niikleik asit ekstraksiyonu:

 Manyetik boncuk temelli, otomatik, ticari bir sistem
ile yapilmistir (NucliSENS easyMAG, bioMerieux,
France)

HPV DNA ve E6/E7 mRNA saptanmasi:
e Real-time PCR (Heliosis HPV LC PCR Kit, Metis
Biyoteknoloiji, Tlrkiye)

* NASBA yontemi (NucliSENS EasyQ HPV v1.1,
bioMerieux, France)



Gerec¢ ve Yontemler

 HPV-18, 31, 33, 35, 39 ve 45’in genotiplendirilmesi
icin tipe 0zgli PGMY primerleri (Metis Biyoteknoloji,
Turkiye)

 E6/E7 geninin saptanmasi icin E6/E7 consensus
primerleri (Heliks Biotechnology, Tirkiye)

* in house PCR yontemi (PCR mastermix, Promega,
ABD)



Gerec¢ ve Yontemler

* Primer dizileri, BioEdit 3.0 programinda HPV referans
suslari ile karsilastirilarak kontrol edilmistir

* Sonuclarin konfirmasyonu, ‘LineProbe’ yontemi (INNO-
LiPA HPV Genotyping Extra Amp,Innogenetics,Belgium)
ile (SPF10 primeri) yapilmistir



Bulgular

* Onceki calisma grubu, 81 anormal sitolojili kadin
hastadan olusmaktadir.

* Orneklerin 73’Uinde (%90.1) HPV DNA:
- 46's1 (%63.1) HPV-16,
- 15’i (%20.5) HPV-16 disi tipler,
- 12’si (%16.4) miks tipler



Bulgular

 E6/E7 mRNA ekspresyonu ise 45 (%55.6) 6rnekte

* Bu sonuclara gore, toplam 43 6rnek olmak Uzere;
— 28 HPV mRNA negatif, tip-16 DNA pozitif ve

— 15 tip-16 disi DNA pozitif 6rnegin genotipleri
belirlenmeye calisiimistir.



Bulgular

 HPV E6/E7 consensus primerleriyle, 43 6rnegin
5'i(%12) pozitif bulunmustur. Bunlarin 4’G HPV-16
genotipine, 1’i ise tip-16 disi pozitiflige sahipti.

M M1 23 45 6

Pozitif ornek

238 hp




Bulgular

* Genotip 18, 31, 33, 39 ve 45’e ait pozitif kontroller ile
PCR optimizasyonlari yapildi

* Ancak, tip 33’ln pozitif kontrolt calismadi ve HPV-33
icin yeni bir primer (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany)
tasarlandi, ancak cesitli PCR kosullarinda
denenmesine ragmen optimize edilemedi



Bulgular

* 43 6rnegin hepsi genotip 18, 31, 33, 39 ve 45 icin
negatif bulundu.

M1 2 34 56 7 8 9101112131415 1617 18 PC

Pozitifg_gntrol
455 bp




Bulgular

* Bu nedenle, LiPAile 12 6rnegin dogrulama testi
yapildi

* PCR yontemi ile arastirilan genotiplerden farkli olarak
8 farkli genotip (6, 11, 16, 43, 53, 62, 81, 89) saptandi

1

| w

|~

9
B

Marker line fics g "-hElP"

U

T 1»
.”I ] |o
.

lqll'[ Jm




Bulgular

e 2 Ornekte ise HPV-33 ve baska 2 drnekte HPV-39
saptandi

* Ancak bu 4 6rnegin hicbirinde bu genotipler, PCR
yontemi ile saptanamamistir

e Sinirli miktardaki ornek hacmi nedeni ile de tim
ornekler LiPA ile calistlamamistir



Tartisma

Szostek ve ark., 2006

125 servikal surliintl érneginde, L1 ve E6-E7 bolgelerine 6zgu
farkh primerler kullanarak,

Hybrid Capture ve PCR yontemleri ile HPV varligini
arastirmislardir:

SPF10 m=m) %72'sinde HPV DNA (+)

MY09/11mms) %58inde HPV DNA (+)

HC =) %55’i HPV DNA (+)

pU-1M/pU-2R===) %39'u HPV DNA (+)

Orneklerin %12’si sadece SPF10 ile pozitif == En duyarl
MY09/11 mmm) En ozgiil



Tartisma

Dictor ve ark., 2011

101 CIN2 ve 1 6rnekte 19 HR, 2 LR tipe 6zgli E6/E7
primerleri ile E6/E7 genini arastirmislardir

Tumorlerin % 69’undan HPV 16 ve 18’in sorumlu
oldugu gorulmustir



Tartisma

 Besicve ark., 2013

 HC2 ve Real Time PCR (Abbott) ile HR HPV pozitif bulunan 105
ornekte tipe 6zgii HPV DNA testi ile E6G/E7 mRNA testini HPV
16, 18, 31, 33, 45 tipleri icin karsilastirmislardir:

- HPV High Risk Typing Real-TM test (Sacace
Biotechnologies,Como, Italy) mmm=) %72.4 (76/105)

- NASBA yontemi (NucliSENSEasyQ®HPV v1.1, bioMérieux,
Lyon, France) =) %85.5 (65/76)



Sonuc¢

v' LiPA bulgularina gore, 6rneklerin bir kismi HPV 18,
31, 33, 39 ve 45 genotiplerinden farkli oldugu icin
PCR ile negatif bulunmustur.

v Bunun yaninda, LiPA 65 baz ciftlik bir gen bolgesini
amplifiye etmekte ve duyarliligi, 238 ve 455 baz cifti
uzunluktaki gen boélgelerini cogaltan PCR
yontemlerimizden daha ylksek olabilir.

v Ayrica, E6/E7 gen bolgesi, L1 bolgesi kadar korunmus
olmadigi icin E6/E7 PCR yontemi ile bazi pozitiflikleri
kacirmis olabilecegimizi diustinmekteyiz.
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