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Ozet

Amag: Genital biyopsi orneklerinden, patolojik incelemelere
gereksinim kalmadan, Human Papillomavirus tani ve genotip
tayininin Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda nested-PCR yon-
temi ile yapilarak klinisyene hizli sonug verilebilmesi amag-
lanmistir.

Calismanin yapildig yer: Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Poliklinigi’'nden gonderilen 6rnekler
ayni Fakiiltenin Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD.
Aragtirma Laboratuvarinda ¢alisilmustir.

Materyal ve Metod: Hastadan alinan iki ayri biyopsi Ornegi
fosfat buffer salin igerisinde laboratuvara ulastirilmis ve in-
house PCR yontemi ile virus DNA’s1 tesbit edildikten sonra,
kanserojen olan tip 16 ve 18’in tayin edilebilmesi i¢in 6zgiil
primerler kullanilarak tekrar PCR yapilmustir.

Bulgular: Hastadan alinan iki ayr1 biyopsi drneginin her ikisinde
de Human Papillomavirus DNA’s1 gosterilmistir. Daha sonra
yapilan tip tayininde de Human Papillomavirus tip 18 saptan-
migtir.

Sonug: Direkt biyopsi 6rnegi kullamilarak yapilan nested-PCR
yontemi ile virusu rahatlikla tesbit edebilecegimiz ve yine bu
yontemle tip tayini yaparak klinisyeni tedavi agisindan yon-
lendirebilecegimiz sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Human Papilloma Virus, PCR
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Summary

Aim: In this study we aimed the detection and genotyping of
Human Papillomaviruses from genital biopsy samples by PCR
in Microbiology Laboratuary and give a rapid result to the
clinicians.

Institute: The samples obtained from Obstetrics and Gynecology
Clinic of Gazi University Medical School and were detected
in Clinical Microbiology Research Laboratuary of the same
Faculty.

Material and Method: The two different biopsy samples
obtained from a patient with papilloma were sent to the
laboratory in Phosphat buffer salin and after detection of virus
DNA by in house PCR, for detection of cancerogen types 16
and 18, PCR was again carried out by using spesific primers.

Results: HPV DNA was demonstrated in both of the biopsy
specimens Human Papillomavirus DNA was assessed by PCR
and Human Papillomavirus type 18 was detected subsequently
by the same method.

Discussion: It has been concluded thet we can easily detect the
virus by nested-PCR with direct biopsy sample and orientate
the clinician for treatment by type detection with this method.
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Human Papilloma virus papovaviridae ailesinden,
DNA genomu olan, ikozahedral yapida zarfsiz bir virusdur
(1). Genital sistem HPV infeksiyonunun prevalansi
oldukca yiiksek olup alt genital sistem malignensileri,
ozellikle servikal kanserle iligkisi saptanmistir. (2). HPV
16 ve 18 tipleri, daha az olarak da 31 ve 33 tipleri servikal
intraepitelial neoplazilere (CIN), servikal ve vulva
kanserlerine neden olmaktadir (3). Fakat son yillarda
ozellikle geng kadinlarda HPV, vulva kanseri etiyolojisinde
giderek artan bir dnem kazanmistir ve vulva kanserlerinin
%350 ‘sinde viriisiin etken oldugu ve dzellikle de tip 16’ nin
rol aldigr ileri siiriilmistir (4). Virusun in vitro
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iretilememis olmasi ve giivenilir bir serolojik test
olmadigindan tant amaci ile molekiiler ydntemlerle
calismalara agirlik verilmistir. Ozellikle genotip tayini de
yapilabilen polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) son
zamanlarda en yogun sekilde kullanilan yontemlerden biri
olmustur (5,6).

Bu ¢alismada vulvasinda iki adet papilloma lezyonu
olan hastadan alinan biyopsi 6rneklerinden patolojik ince-
lemelere gerek kalmadan direkt polimeraz zincir reaksiyo-
nu ile viral DNA saptanmasi ve genotip tayini yapilmasi
amaglanmgtir.
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Materyal Ve Metod
Ornekler: Hastanemiz Kadm Hastaliklar1 ve Dogum
Kliniginde, hastanin vulvasindaki iki adet papillomdan iki
ayr1 biyopsi 6rnegi alinmig ve fosfat buffer salin (PBS)
igerisinde laboratuvarimiza ulastirilmistir. Her iki 6rnek de
ayni giin ¢alismaya alinmuistir.

DNA saflagtiriimast: Ornekler PBS icerisinden alindik-
tan sonra 0.1mg/ml proteinaz K igeren lizis soliisyonu (20mM
Tris-HCI, 10mM EDTA, %0.1 SDS) i¢inde 1 saat 60°C’de,
takiben 1 gin 37°C’de bekletilmistir. Fenol-kloroform-
izoamilalkol ile DNA saflastirilmas1 yapilmistir. Ardindan 3M
sodyum asetat iceren saf etanol eklenip -20°C’de bir gece
bekletilerek ¢oktiirme iglemi gerceklestirilmistir. Ertesi giin
ornekler bu kez %70’lik etilalkol ile muamele edilmis ve
kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra 50ul steril
deiyonize su ilave edilerek kuru blok’da 55°C’de 10 dakika
stispanse edilmistir (7). Siispanse edilen 6rnekler hemen ¢o-
galtma iglemine almmuglardir.

DNA’min  ¢ogaltilmasi: Bu ¢alismada kullanilan
primerler ¢ok sayida HPV genotipi i¢in ortak olan genel
primerlerdir. HPV genomunun L1 (major viral kapsid
proteini yapimiyla gorevli) bolgesinden segilmistir.
Primerler Tib Mol-biol (Berlin, Almanya)’de sentez
ettirilmigtir. HPV primer seti olarak MY09 ve MYI11
seti  (5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3’), (5-
CMCAGGGWCATAAYAATGG-3") 452 bp uzunlugunda
segmentleri ¢ogaltmaktadir (M*; R**; W***) (7). Pozitif
kontrol olarak Caski hiicre DNA’s1 kullanilmistir (3). Her
¢ogaltma islemi sirasinda mutlaka bir DNA icermeyen
negatif kontrol ilave edilmistir. Cogaltma islemi i¢in 4 mM
MgCl12, 50 mM KCl12, 10mM Tris HCI (pH 9) i¢inde her
dNTP’den 100 uM (dATP, dCTP, dGTP ve dTTP), her
primerden 100 pmol ve liinite Taq DNA polimeraz enzimi
(DNA mp Itd., Hants, UK) iceren 45 pl olarak hazirlanan
karigim igerisine saflastirilmig 5 pl DNA eklenerek gergek-
lestirilmistir. Cihaz olarak MJ Research thermalcycler
(USA) kullamilmistir. Thermalcycler; denatiirasyon igin
94°C’de 5 dakika, takiben 94°C’de 20 saniye, 55°C’de 45
saniye, 72 °C’de 7 dakika 35 dongii ve en son olarakta
72°C’de 7 dakika olacak sekilde programlanmistir. Cogal-
tilan iriinlerden 7.5ul, 2.5pl jel yilikleme soliisyonu ile
birlikte, etidyum bromid igeren %1.5’luk agaroz jelde
yiiriitiildiikten sonra UV transiluminatdr altinda HPV igin
450 bp biiyiikliigiine denk gelen band aranmustir (7).

HPV tip tayini: Elde edilen PCR iirlinlerinden 5Spl,
HPV 16 primer seti i¢in MY09 ve MY14 (5’-CGTCC
MARRGGAWACTGATC-3" ve 5’CATACACCTCCAG
CACCTAA-3’) ve HPV 18 primer seti icin MY11 ve WD74
(5-CMCAGGGWCATAAYAATGG-3* ve 5’GGATGCTG
CACCGGCTGA) kullanilmigtir (M*; R**; W***) (8,9).
Cogalttigimiz genel HPV firliniinden Sul alinip, HPV 16 ve
18 primer seti igeren 95ul’lik reaksiyon karisimina aktari-
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larak ¢ogaltma islemi gergeklestirilmistir. Primer setleri
haricindeki diger karisimlar ve thermal cycler programi
yukarida kullandigimiz sekildedir. Cogaltilan {iriinler
etidyum bromid iceren %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiildiik-
ten sonra UV transiluminatdr altinda HPV16 i¢in 110 bp,
HPV18 i¢in 140bp biiyiikliigiine denk gelen bantlar aran-
mistir (7).

Bulgular

Hastadan alinan iki ayr1 biyopsi 6rneginin her ikisinde

de HPV DNA’s1 gosterilmistir. Daha sonra yapilan tip
tayinin de ise HPV 18 saptanmuistir.

Sekil 1°de, 450 baz pair (bp) agirliginda genel primer
dizisiyle elde edilen HPV bandi gosterilmistir.

Sekil 2°de ise tipe 0zgiil primerler kullanilarak gdste-
rilen 110 bp agirhginda HPV 16 ve 160 bp agirhginda
HPV 18 bantlar1 gosterilmistir. Sekil 2°deki 3. Kolon has-
tadan elde ettigimiz tip 18 HPV DNA bandidir.

Tartisma
Bu caligmada, direkt biyopsi 6rneginden Human
Papilloma Virus DNA’sim1 gostermek amaciyla bir DNA
elde protokolii gelistirilmis ve tip tayini yapabilmek ama-
ciyla ikinci tur ¢ogaltma islemi gerceklestirilmistir. Nested

450 bp

Sekil 1. 1. Kolon ¢x174 Hae III Digested DNA marker1, 2,3,4. Ko-
lonlar 450 bp biiytkliigiinde HPV DNA band1.

Sekil 2. 1. Kolon ¢x174 Hae III Digested DNA marker1, 2. Kolon
negatif kontrol, 3. Kolon 160 bp agirliginda HPV 18 bandi, 4. Kolon
110 bp agirhiginda HPV 16 bandi, 5. Kolon HPV 18 pozitif kontrol,
6.kolon negatif kontrol, 7. Kolon HPV 16 pozitif kontrolii, 8. Kolon
negatif kontrol, 9 ve 10. Kolon bos.
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yani iki agamali PCR yontemi denen bu yontem ile dnce
virusa 6zgiil DNA’y1 ardinda genotipine spesifik bolgeyi
¢ogaltarak tip tayini yapilabilmiktedir. Bir viriisiin varligini
tesbit etmenin en giivenilir yontemi niikleik asit’in varligi-
nin gosterilmesidir. Bizim kullandigimiz proteinaz K ige-
ren lizis soliisyonu dokunun tamamen par¢alanmasimi ve
epitel artiklarinin erimesine neden olmaktadir. PCR yon-
teminde en ciddi inhibisyon etkeni olan epiteller bu yontem
ile etkisiz hale getirilmistir. Kullanmis oldugumuz yéntem
Tuncer ve ark.’nin parafin bloga gémiilii servikal biyopsi
orneklerine uygulamis olduklar1 DNA saflastirilmast yon-
teminden koken alinarak gelistirilmistir (3). PCR yontemi,
az miktarda virus ve teorik olarak klinik 6rnekte tek kopya
genin varhiginda bile hizli ve 6zgiil olarak tani imkani
saglamaktadir (10-12). Ulkemizde HPV tanis1 Patoloji
kliniklerince ve son zamanlarda ise Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda Hybride capture yontemi ile konulmak-
tadir. Ancak tan1 amaciyla alman ve patoloji
laboratuvarlarina gonderilen orneklerin tani siiresinin uzun
olmasi ve tip tayini yapilamiyor olmasi PCR yOnteminin
O6nemini ortaya koymaktadir. Hybride capture yonteminde
ise testin ¢ok pahali olmasi ve yine tek tek tip tayini yapa-
mayip ancak yliksek riskli ve diisiik riskli grup seklinde
sonug veriyor olmasi bu testin olumsuz yonii olarak deger-
lendirilmektedir (13). Genel HPV primeri kullanmakta olan
aragtirmacilar tarafindan normal servikal sitolojisi olan
kadinlarda HPV DNA saptanmakta ve bu durum celigkili
yorumlara neden olmaktadir (3). Normal serviksde HPV
DNA varligi, kirli calisma (kontaminasyon), serviksde
mevcut yiizeyel kontaminasyon veya HPV latensine bagh
olabilir (14). Bu konunun agikliga kavusabilmesi i¢in daha
fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kullanmig oldugumuz DNA elde yontemi ile ¢ok da-
ha kisa siirede ve direkt olarak gonderilen biyopsi drnegin-
den viriis DNA’si1 gosterebiliyoruz. Elde ettigimiz iiriini
ikinci kez tipe spesifik primer seti kullanarak tekrar ¢cogal-
tryor ve hangi tip oldugunu tesbit edebiliyoruz. Calismami-
zin sonucunda goriildiigii gibi HPV tiplerini tek tek verebi-
liyor olmamiz klinisyen agisindan oldukca dnem tagimak-
tadir. Ayrica in-house nested-PCR yapiyor olmamiz testin
maliyetini olduk¢a ucuza getirmektedir.

Sonu¢ olarak bu PCR protokolii ile mikrobiyoloji
laboratuvarlarina gonderilen genital biyopsi 6rneklerinden
nested PCR yontemi ile hizli bir sekilde HPV nin tanisi, tip
tayini yapilabilecek, klinisyene hasta takip ve tedavisinde
biiyiik kolaylik saglanacag fikrindeyiz.
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