Yasemin BULUT *
Mesut BELHAN ?
ibrahim Hanifi OZERCAN 2

'Firat Universitesi,

Tip Fakiltesi,

Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dall,

Elazi§, TURKIYE

2Firat Universitesi,
Tip Fakdltesi,

Patoloji Anabilim Dall,
Elazig, TURKIYE

Gelig Tarihi : 19.08.2016
Kabul Tarihi : 20.12.2016

Yazigma Adresi
Correspondence

Yasemin BULUT

Firat Universitesi,
Tip Fakiiltesi,
Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali,
Elazig-TURKIYE

ybulut@firat.edu.tr

F.U.Sag.Bil.Tip Derg.

ARASTIRMA 2016; 30 (2): 71- 75

http://www.fusabil.org

Uterin Servikal Kanser Orneklerinde Pyrosequening
Yontemi ile Human Papillomavirus Genotiplerinin
Belirlenmesi

Amac: Human papillonavirus (HPV) servikal kanserlerin primer etiyolojik ajani olarak
degerlendirilir. HPV genotiplerinin tespiti igin kullanilan molekiiler testler asilama stratejisinin
olusturuimasinda ve epidemiyolojik amagla oldukga 6nemlidir. Pyrosequencing yéntemi HPV
genotiplerinin belilenmesinde kullanilan yeni bir yontemdir. Bu g¢alismada pyrosequencing
yontemi ile uterin servikal kanseri tanisi olan hastalarin HPV genotiplerinin belirlenmesi
amaglandi.

Gereg ve Yontem: Calismada 38 parafin bloktaki servikal kanser ve on kanser negatif servikal
doku érnegi kullanildi. Orneklerin HPV pozitifligi real time-PCR yéntemi ile tespit edildi. Daha
sonra, HPV pozitif olarak tespit edilen érneklerden HPV genotipleri pyrosequencing ydntemi
kullanilarak belirlendi.

Bulgular: Real time-PCR sonucunda, 38 adet servikal kanser 6rneginin 35 (%92)'inde HPV DNA
pozitif saptandi. HPV DNA pozitif érneklerin 26 (%68.42)'sinda HPV 16, iki (%5.26)'sinde ise
HPV 18 tespit edildi. Bir (%2.6) hastada HPV 16 ile HPV 18’in, dort (%10.5) hastada HPV 16 ile
HPV 16 Africian subtip 1'in, bir (%2.6) hastada HPV 16 ile HPV 33 ve bir (%2.6) hastada ise HPV
16 Africian subtip 1 ile HPV 16 Africian subtip 2'nin super infeksiyonlari belirlendi. On adet kanser
negatif kontrol servikal doku 6rneklerinde ise HPV pozitifligi tespit edilmedi.

Sonug: Calisma sonuglarina gére HPV 16 infeksiyonlarinin servikal kanserin en énemli etkeni
oldugu gosterildi. Pyrosequencing yontemi ile HPV genotiplerinin belirlenmesi diger klasik DNA
dizi analizi yontemlerine gore kolay ve ucuzdur. Bu nedenle, HPV genotiplendirme igin
pyrosequencing yéntemini 6nermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Genotip, human papillomavirus, HPV, pyrosequencing, uterin servikal kanser

Detection of Human Papillomavirus Genotypes by Pyrosequencing Method in
Uterine Cervical Cancer Samples

Objective: Human papillomavirus (HPV) is considered as the primary etiologic agent of cervical
cancer. The detection of HPV genotypes are very important for the detection of vaccine strategy
and epidemiological purpose. The pyrosequencing method is one of the new methods used for
HPV genotypes. In this study, detection of HPV genotypes were aimed by pyrosequencing
method in patients with uterine cervical cancer.

Materials and Methods: For this study, 38 paraffin-embedded cervical cancer and ten cancer
negative cervical samples were used. HPV DNA in samples were determined by real time-PCR.
Then, HPV genotypes were determined from HPV DNA positive samples using pyrosequencing.

Results: According to the results of real time-PCR, 35 (92%) of 38 samples were found as
positive for HPV DNA. With pyrosequencing of 35 HPV DNA positive samples, it revealed that
HPV 16 was detected in 26 (68.42%), HPV 18 in 2 (5.26%), HPV 16 and Africian subtype 1
super-infection in four samples (13.15%) while HPV 16 and HPV 18 super-infection was found in
one (2.63%), HPV 16 Africian subtype 1 and HPV 16 Africian subtype 2 in one (2.63%) and
finally HPV 16 and HPV 33 super-infection were detected in other one (2.63%). Ten cancer
negative cervical samples were found as negative for HPV DNA.

Conclusion: According to these results, HPV 16 were shown to be the most important
genotypes. Identification of HPV genotypes with pyrosequencing is cheaper and easier as
compared to other methods such as classic nucleotide sequencing method. Thus, we suggest to
use pyrosequencing method for genotyping of HPV.

Key Words: Genotype, human papillomavirus, HPV, pyrosequencing, uterine cervical cancer

*

Bu calisma, Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (FUBAP) tarafindan finansal
olarak (Proje No: TF.11.33) desteklenmisgtir.

71


http://fubap.firat.edu.tr/
mailto:ybulut@firat.edu.tr

BULUT Y. ve Ark.

Girig

Servikal kanser, kadinlarda, gogis kanserinden
sonra, ikinci en yaygin kanser turidur. Human
papillomavirus (HPV) infeksiyonu cinsel yolla bulasan en
yaygin viral infeksiyonlardan biri olup kadin ve erkeklerin
en az %50’si yasamlari boyunca HPV infeksiyonu ile
karsilagirlar (1). HPV, servikal kanser disinda, vulvar,
vaginal, anal ve penil kanser ile genital sigiller ve
respiratuvar papillomamatosis lezyonlari ile de iligkilidir
(2-4).

HPV, Papillomaviridae ailesinin bir Uyesi olup,
genom dizi analizine gbre simdiye kadar 100’den fazla
genotipi identifiye edilmistir. Bu genotiplerin 40’dan
fazlasinin genital bodlgede infeksiyona sebep oldugu
belirlenmistir (5, 6). Papillomaviruslar, farkli anatomik
bélgelere egilim gostermeleri ve olusturduklari lezyon
tiplerine gore subtiplere ayrilirlar. Genital HPV tipleri
servikal kanser ile epidemiyolojik iligkilerine gore
kategorize edilir. HPV genotipleri prekanseréz lezyon ve
servikal kanserle iligkilerine gore, siklikla, yuksek risk ve
dusik risk HPV tipleri olarak siniflandinlir. Servikal
kanserden en az 15 HPV genotipi sorumlu olup en ¢ok
izole edilen yuksek risk tipler HPV 16 ve 18 tipleridir.
Dusuk risk HPV tiplerinden HPV 6 ve 11 ise genital
sigillerin %90’indan fazlasinin etkenidir (3).

Ulkemizde yapilan laboratuvar galigmalari HPV
infeksiyonunun yaygin oldugunu géstermektedir (4, 7, 8).
Glnumuzde yuksek riskli belirli HPV tiplerine karsi
koruma saglayabilen agilarin gelistirimesi ve bu asilarin
bircok Ulkede kullanim lisansi almis olmasi, bdlgesel tip
dagihmi  verilerinin ~ 6nemini  arttirmigtir. HPV
spektrumunun cesitliligi ve ylUksek insidansi, HPV
tiplerinin belirlenmesinde glvenilir metotlarin
kullanilmasini gerekli kilmigtir.

HPV tanisi icin kullanilan molekuler testler, 6zellikle
de tiplendirmeye yonelik testler, sadece tani amagh degil
as! stratejisinin olusturulmasinda epidemiyolojik amagli
kullanim icin de gereklidir. Yine HPV tiplendiriimesi
yalnizca riskli genotipleri belirlemek amaciyla degil ayni
zamanda as! stratejini belirlemek amaciyla da 6nem arz
etmektedir. Genotiplendirme amaciyla da farkli molekuler
yontemler kullaniimaktadir (6, 8, 9).

Pyrosequencing yontemi birgok mikrobiyal etkenin
tanisi ve ozellikle de HPV gibi ¢cok sayida genotipi olan
etkenlerin ~ dogrudan tiplendiriimesinde  kullanilan
amplifikasyon ve dizilemeyi bir arada yapabilen yeni bir
yaklagimdir (10). Mevcut c¢alismada pyrosequencing
yéntemi ile serviks kanserlerinde HPV genotiplerinin
tespiti amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Hastalarin seg¢imi ve orneklerin toplanmasi:
Calisma igin Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Degerlendirme Komisyonunda gerekli onaylar alindi. Bu
calismada kullanilan materyaller Firat Universitesi Tip
Fakiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali Laboratuvarindan
argiv taramasi sonucu elde edildi. Ornek grubu,
skuamoz intraepitelyal neoplazi, lowgrade, skuaméz
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intraepitelyal neoplazi, high grade, skuamdéz karsinom
insiti ve invaziv skuamdz karsinom olarak tanimlanan
toplam 38 parafin blok secilerek olusturuldu. Patolojik
olarak uterin servikal kanseri tanisi igin rutin
histopatolojik uygulamalardan, tespit, takip, bloklama,
kesme ve boyama islemleri sirasiyla gergeklestirildi.
Negatif kontrol grubu olarak ise 10 adet timor yapisi
gOstermeyen uterin servikal doku érnegi kullanildi.

Parafin blok kesitlerinden DNA izolasyonu:
Orneklere DNA izolasyonu Qiagen REPLI-g FFPE DNA
izolasyon Kkiti ile uretici firmanin (QIAGE Co., A.B.D.)
énerileri  dogrultusunda yapildi. izolasyon protokolii
asagidaki siraya goére uygulandi. Kisaca, parafine
g6mult doku blogundan 5 ile 10 ym kalinhdinda bir doku
parcasi mikrotom Uzerinde kesilerek mikrosantrifiij tipu
icine aktarildi. Bu dokularin Uzerine FFPE eritme
solisyonu birakildi. Parafini eritmek icin 10 dakika
95°C'de Ornek inkube edildi. Bu siire sonunda 6rneklere
2 uL proteinaz K soliisyonu eklendi. Ornekler énce
60°C'de 60 dakika ve daha sonra 95°C'de 10 dakika
inklibe edildi. Santrifij islemini takiben yeni bir
mikrosantrifiij tipu igine pargalanmis doku kesitinden 10
uL aktarildi. Bunun Utzerine 10 yL FFPE master karisimi
eklendi. Ornekler 24°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyon durdurulmasi amaciyla 6rnekler 95 °C'de 5
dakika inklibe edildi ve 6rneklerin lGzerine buz kullanarak
ortam isis1 4°C’ye dusurildi. Bu esnada REPLI-g master
miks hazirlandi ve Ornek lzerine 30 yL REPLI-g master
karigimi eklendi. Ornekler 30°C'de 8 saat boyunca
inklibe edildi. 95°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edilerek
reaksiyon durduruldu. Santrifiij sonrasi DNA &rnekleri
elde edildi ve kullanilincaya kadar —80°C’de saklandi.

HPV DNA PCR asamasi: Elde edilen HPV
DNA’lari ve HPV Pyrosequencing kitinde (QIAGEN Co.,
Almanya) mevcut HPV spesifik primerler kullanilarak
PCR kuruldu. Ayrica, kitte bulunan insan (3-globin geni
primerleri ¢alisma boyunca internal kontrol olarak
kullanildi. PCR icin master miks hazirlanirken her bir
érnek basina 20 pL 5X PCR buffer (Mg."), 2 uL dNTP
Miks (Her bir dNTP’den 10 mM), 3 pL 50 mM Mg,"
solusyon, 1 yL ExTaq HS (5U/uL), 5 yL Eva GreenDye
(Distile suda iginde 20X), 3 yL HPV/ B -globin primeri ve
56 pl su kullanildi. Reaksiyon tuplerinin her birine HPV
DNA’sindan 10 pL eklendi. Ornekler Rotor-GeneTM 600
cihazinin igine transfer edildi. Rotor-GeneTM 600 cihazi
(QIAGEN real-time PCR cycler, QIAGEN Co., Almanya)
icerisindeki érnekler icin PCR amplifikasyonlari, 94°C’de
1 dakika, 40°C’de 2 dakika, 72°C’de 1,5 dakika olmak
Uzere 40 déngl ve 72°C’de 5 dakika son uzatma olarak
gercgeklestirildi.

Pyrosequencing: Mevcut ¢calismada Rotor-Gene™
6000 amplifikasyonunun ardindan PyroMark Q96TM ID
sisteminin (QIAGEN Co., Almanya) kullanildigi sentez
yoluyla dizileme prensibine dayali pyrosequencing islemi
yapildi. Sekans sonucunda elde edilen baz dizileriyle
katiphanedeki dizileri karsilastirildi ve PyroMark Q96 ID
sistemiyle 30 baz cifti uzunlugundaki HPV’nin asiri
degisken genom bélgesinin  sekansi  saglanarak
genotiplendirme gergeklestirildi.
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Bulgular

Calismada kullanilan érnek grubunda 38 adet uterin
servikal kanser tanisi konulmus hasta yer almistir. Bu
hastalarin yas araliyi 25-65'dir. Bu hastalara patolojik
olarak skuaméz intraepitelyal neoplazi, low grade,
skuamoz intraepitelyal neoplazi, high grade, skuaméz
karsinoma insitu ve invaziv skuaméz karsinoma tanisi
konmustur.

PCR islemi sonrasinda 38 adet o6rnekten 35
(%92.10) tanesinin HPV DNA'si igerdigi tespit edildi. Bu
35 ornegin HPV genotipleri pyrosequencing islemi
sonucunda belirlendi. Kalan lg¢ 6rnek ile negatif kontrol
grubundaki on adet servikal kanser tanisi almayan doku
orneginin ise HPV DNA’s! icermedigi goruldu ve sekans
islemi diginda birakildi. HPV 16 ve 18 genotiplerine ait
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pyrosequencing dizilimleri Tablo 1 ve 2'de gdsterilmistir

Pyrosequencing ile sekans sonuglarina gore, 26
(%68.42) hastada HPV 16, iki (%5.2) hastada HPV 18
tespit edildi. Bir (%2.6) hastada HPV 16 ile HPV 18’in,
dort (%10.5) hastada HPV 16 ile HPV 16 Africian subtip
1’in, bir (%2.6) hastada HPV 16 ile HPV 33 ve bir (%2.6)
hastada ise HPV 16 Africian subtip 1 ile HPV 16 Africian
subtip 2’nin siiper infeksiyonlari belirlendi. Ozet olarak,
uterin servikal kanser olgularinda en yayin HPV tipinin
HPV 16 oldugu kaydedildi. Ayrica, bu sonuglara gére 28
(%73.6) hasta tek bir HPV tipi ile infekte iken yedi
(%18.4) hastanin ise birden fazla HPV ile infekte oldugu
tespit edildi. Calisma sonucunda belirlenen HPV
genotipleri ve toplam hasta sayisindaki yUzdeleri Tablo
3’'de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Uterin servikal kanser érneklerinde HPV 16 genotipe ait pyrosequencing sonucu

Hit 1: Human papillomavirus type 16
Score: 100
Identities: 30/30 (100%)
§ Gaps: 0/30 (0%)
% Query 1 ACGCAGTACARATATGTCATTATGTGCTGC 30
FETEIET T et rereererrrrend
Library 1 ACGCAGTACARATATGTCATTATGTGCTGC 30

Tablo 2. Uterin servikal kanser érneklerinde HPV 18 genotipe ait pyrosequencing sonucu

Hit 1: Human papillomavirus type 18
Score: 100
Identities: 30/30 (100%)
S Gaps: 0/30 (0%)
&
I Query 1 TCGCRAGTACCAATTTRACAATATGTGCTTC 30
FECEEEETEEr et e e
Library 1 TCGCAGTACCAATTTAACAATATGTGCTTC 30
Tablo 3. Uterin servikal kanser érneklerinde saptanan HPV genotiplerinin ylizde (%) olarak dagilimi
HPV GENOTIPI SAYISI YUZDESI (%)
HPV 16 26 68.4
HPV 16 + HPV 16 African type 1 4 10.5
HPV DNA Negatif ornekler 3 7.8
HPV 18 2 5,2
HPV 16 Africian type 1 + HPV 16 Africian type 2 1 2.6
HPV 16 + HPV 33 Isolate IS 827 1 2.6
HPV 16 + HPV 18 1 2.6
TOPLAM 38 100
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Tartisma

HPV genotiplerinin saptanmasi epidemiyolojik
olarak énemli olup klinik seyrin ve tedavinin planlanmasi
acisindan oldukga faydahdir (3, 5, 6, 8). Mevcut
calismada pyrosequencing yonteminin  kullanilarak
servikal kanserlerde belilenen HPV  DNA’larinin
tiplendirilmesi gerceklestirilmigtir.

Servikal kanserlerde HPV’nin varligiyla alakali
gerek Ulkemizde gerekse diger Uulkelerde yapilmig
¢aligmalarin tamaminda farkli prevalans oranlari tespit
edilmigtir (11-18). Ulkemizde servikal kanser tanisi
konmus hastalarda yapilan ¢alismalarda HPV 16 tipinin
yaygin oldugu tespit edilmistir. Usubltin ve ark. (19)
2009 yilinda yayinlanan calismalarinda 248 invaziv
serviks kanseri 6rnegini incelemiglerdir. Bu calismada
PCR asamasini takiben, LIPA 25 DNA enzim
immuinoassay ve genotiplendirme islemleri
gercgeklestirimis ve HPV prevalansi %93.5 (232/248)
olarak bulunmustur. Bu 6rneklerde HPV tiplerine gore
dagilim ise HPV 16 (%64.7), HPV 18 (%9.9), HPV 45
(%9.9), HPV 31 (%3.0) ve HPV 33 (%2.2) seklindedir.

Avci ve ark. (20) 2013 vyilinda cesitli servikal
patolojiye sahip hastalarda real-time PCR ve DNA dizi
analizi ile HPV tiplerinin sikligi belirlemek amaciyla
filogenetik analizleri yapmislardir. Calisma 6rneklerinin
%61'inde HPV DNA pozitif tespit edilmis olup bu
orneklerin %52'sini HPV 16, %4’Uni HPV 16 ve HPV 11,
%1’ini HPV 16 ve HPV 6, %4’Unu ise tiplendirilemeyen
HPV DNA o6rnekleri olusturmustur.

Diger Uulkelerde servikal kanser tanisi konmus
hastalarda HPV varhigi saptanmasi ve tiplendiriimesine
ybnelik calismalarda da HPV 16’in yaygin oldugu tespit
edilmistir. Italya’da yapilan bir calismada Verteramo ve
ark. (16) 2000-2004 yillar arasi jinekoloji poliklinigine
basvuran 17-57 yas arasi 753 kadin hastada HPV DNA
prevalansini  %18.3  (138/753) bulmuslardir.  Bu
hastalarda HPV 16 %14.18, HPV 53 %9.21, HPV 58
%7.80, HPV 66 ile HPV 6 ise %5.67 olarak tespit
edilmistir. Ispanya’da Sanjose ve ark. (17) yaptiklari
calismada %?2.98 oraninda HPV infeksiyonu bulmuslar
ve ayni ¢alismada en yaygin tip %20.7 oranla ile HPV 16
olarak tespit edilmigstir. Kjaer ve ark. (18) Danimarka’da
2004-2005 yillari arasinda yaptiklar ¢alismalarinda HPV
16’y1 %4.8 ile en yaygin tip olarak bulmuslar ve bunu
sirasiyla HPV 31 (%3.8), HPV 52 (%3.7), HPV 51
(%3.6), HPV 68 (%2.4), HPV 18 (%2.2), HPV 39 (%2.2),
HPV 66 (%1.9), HPV 53 (%1.9) ve HPV 45 (%1.8)'in
izledigini belirlemigslerdir.

Pyrosequencing yontemi ile HPV genotipleri
belirlenmesine yonelik ¢alismalar 2000 yilindan itibaren
yayimlanmaya basglanmistir (21-23). Gharizadeh ve ark.
(21) tarafindan 2001 yihinda servikal kanser, displastik
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bireyler ve saglikh bireylerden olusan farkli hastalara ait
toplam 67 klinik 6rnek kullanilarak pyrosequencing
yontemi ile HPV genotipleri belirlenmistir.
Pyrosequencing sonuglarina gbre servikal kanser
hastalarinin %57 (20/35)'sinde HPV 16, %17 (6/35)'sinde
HPV 18 ve % 9 (3/35)unda HPV 31 belirlenmistir.
Travasso ve ark. (22) 2008 yihinda Hindistan'da
pyrosequencing yontemi kullanarak HPV genotiplerini 65
servikal kanser biyopsi 6rnegi ve 21 kanser olmayan
servikal doku Ornegi olmak ulzere toplam 86 Kklinik
Ornekte arastirmiglardir Calisma sonucunda servikal
kanser 6rneklerinde %73.8 (48/65)'inde HPV 16, %10.77
(7/65)'sinde HPV 18, %3.07 (2/65)'sinde HPV 33, %1.53
(1/65)'inde HPV 31 ve %1.53 (1/65)’inde HPV 45 varligi
rapor edilmistir. Ulkemizde servikal 6rneklerde RT-PCR
ile %34.9 oraninda HPV DNA pozitifligi tespit edilmis ve
pozitif bulunan 44 o&rnekle yapilan pyrosequencing
neticesinde %34.1'inde HPV 16, %25’'inde HPV 90 ve
%9.1’inde ise HPV 18'’in varligi rapor edilmistir (23).

Mevcut calismada kullanilan uterin servikal kanser
tanisi konulmus 38 hastaya ait drnegin 35 (%92)’inde
HPV DNA pozitif saptanmistir. Yirmi alti (%68.42)
hastada HPV 16 tek basina ve yedi (%18.42) hastada ise
diger HPV genotipleri ile birlikte varligi tespit edilmistir.
Bu sonuglar Ulkemizin dider bdlgeleriyle ve dinyada
yapilan  g¢aligsmalarla  uyumlu  olup, HPV 16
infeksiyonlarinin servikal kanserin en &6nemli etkeni
oldugu gosterilmistir.

Ginimuzde HPV  tespitinde  non-amplifiye
tekniklerle beraber Target ve Sinyal Amplifikasyon
teknikleri  kullaniimaktadir (10, 24). HPV tiplerinin
onkojenik  potansiyelleri farkli oldugundan, testler
yalnizca 6rnekteki HPV DNA'sinin varhgi degil, HPV
tipini de tespit edebilmelidir. HPV tespitinde en fazla
kullanilan teknik hybrid capture yoOntemidir. Hybrid
capture yonteminin ise birinci jenerasyon hybrid capture
tip test ve daha yeni hybrid capture Il testi farkh
uygulamalari bulunmaktadir. DNA sekans analizi tim
viral subtipleri ayirt eden ve altin standart olarak kabul
edilen yontemdir. Gerek amplifikasyon gerekse
sekanslama yOntemini bir arada gerceklestirilen bir
yaklasim olmasi sebebiyle pyrosequencing metodu
HPV’nin  genotiplendirimesinde olduk¢a duyarli bir
yaklasim olarak kabul edilmektedir (25).

Mevcut c¢alismada pyrosequencing yodntemiyle
uterin servikal kanser 6rneklerinde HPV genotiplerinin
belirlenmesi basari ile gerceklestiriimistir. Fiyat ve sure
acisindan degerlendirildiginde, pyrosequencing
yénteminin diger HPV tiplendirme ydntemlerine kiyasla
daha uygun yaklasim oldugu, bu nedenle de HPV
genotipleme igin rutin laboratuvarlarda uygulanabilecegi
kanaatine varilmistir.
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