SERVIKS I:{ANHERIJ OLGULARDA “SOUTHERN BLOT
HYBRIDIZATION" METODU ILE HUMAN PAPILLOMA VIRUS
DNA'SININ SAPTANMASI

Sabaltin ALTUNYURT®. Berrin ACAR®, Serkan GUCLU®, Oktay ERTEN®, Nege ATABEY*?,
Rutsal YORUKOGLU***, Meral SAKIZLI**

Dukuz Bylol Universitest Tip Faklies: Kadin Hastaliklar ve Dogum Anabilim Dali*
Dukue Evlil Universitesi Tip Fakilltesi Tibbi Bivoloji Anabilim Dralh**
[okue Evitl Griversitesi Tip Fakthest Patoloji Anabilim Thal®*®

ALY

Seevekad  premadign. v¢ malipn lezvonln vakolorda
Govith faenr Papilioma Viens (10T liplerinai
PING S Velilamn weamnl . saptamtak amacryla
serveked biopgr veva usiereRioati argleryvellarinden
wlde wdtlon 19 doki spesmeni wzerimde "Southern
fideny Afvheicdization" metodu Knllardarak oenekierde
PV SN e v MV il efeefends. Tine ovnéhlerin
Wiidd. BT SR DNGE sapraneugiie. SOC
arpbpngd. 2 HPY fip0 p6 @S2 2 HPU e 18
P S v DUHPU g 33008560 revhit edifdls AT
Wikt Drpedigde HPV Ot I8 suprandy (CIN
srithuside sadece | vakedd HPV Hp L6 sapiunds
Ainhrare szodkler: Serviks kanseri, HPV, Sonthern
Blop Hyvberdization

SUMMARY

We dyterntined the inéldence of dertanr types af
Humar: Papiffanta vieus (HPVE DNA By “Sontieen
Bl Hybricization” i 19 cervival premalognm caed
mailignitnt specinicns slich were abvaied :J?_L' e
bicpsivs gr hvsterectomivs: We hive found IOV LINA
ur & af all specimens (47 AT, In SCC graupe wie hosve
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FI2:3%0 and  HPV svpe 33 0000%0, PV npe b
weas axolated from the specimen o ACT T CIN wraup
TPV tipe 16 was ssedaredonly il case
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Hunsan Papillome Virusu (HPV) sekstel volly
pegen bir patgjen olup. serviksin premalign. ve
aalien hastaliklanmn patcgenezinde rol oypadid
digtinDlmektedir, HPV'yi belirlemek igin hentiz
weal hir yontem saptanamamishir, Bu vieilsiin 70
civarinda tipi vardir, Southern hybridization (SH)
teknigi ile: birgok calismada HPV  aragtirmasi
yapilmistir (1-4). SH ve Dot Filter Hybridization
(DFH) gibi  DNA

hybridization  metodlar

kullapilarak  20°den  foela HPV  tipi

neoplazilerde gdstenimigtic (33, HEPY Tip 6,11 ve

seryikal

42 genellikle benign genital kondilomlarda ve

disok dereceli  servikal displazilerde  lzole
edilitken, Tip 16, 18 ve daha az siklikin da Tip 31.
33 ve 3370 servikal ve vulvar intra-epitelvnl e
invaziv karsinomlarn tiim derecelerinde saptand i@
bildirilmistir servikal

{G=12) Ban otdrlerin;

kanserlerdeki HPV prevalans ile tlimdriin histo-

Bu Calisma 5\ luslarres) Obsteirik ve Jinskaloji Kongresinde (Hilton, Otel] IZMIR S8 Mayis1999) wehlig olirak

surbmustur
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patelajisl, klinik gdrinimi ve hostaligin prognozu
arasinida korelasyon oldugunu bildirmesine kargin,
bu senuglar dogrulamayantar da vardir (13.14).
By wrastirmacilara ghre HIPY 16 tpi, v diferan-
sive keratimize: fezyonlarda, HPV 18 tipi ise kow
diferansive, ki prognoz gdsteren adenokarsinon-
larda daha fazla gdrilmektedir (15-18) Ban gabs-
mdardi, PV (4) Rarsinomlarda monalite fazla
luntrker. bl arastiemalann sonuglar ise bu
pivriigth desteklememigtie (19235 Tirkive'de ise
serviks neoplaemlannds HPY  eolasyonu e
vipilan guhgmatar ¢ok az oldudu igin bdvle hir
galisma yapma greksinimine ihtivag duvulmustur.
GEREC VE YONTEM

Bir sene  iginde Dokuz Eviil Universitesi Tip
Fakdhes) Kadin Hastaliklars ve Dogum: Anabilim
Euch mar Basvuran  hastalards. secvikal smear e
wolposkopis: nommal olmayan, tedavi edilmemis,
biops: incelemesi senuey premalign ve malign
servikal  pmoloji wngse alpis 190 olguds avm
samada biopsi Srneklerinde SH metodu ile HPV
Tip G LR IRSF 133 ve 35" DNA larmim jzalas-
voru igin testler yamildi. Hastalarn yvaglan 33 ile
75 arasimda olup, ortalama vas 3132 = 868 di.
Serviks patolojili algulann vasian, histolojik taniss,
Uuslararas:  jinekoloii ve obstetrl  federasvonu
(FIGO) klasifikasyonu ve HPV tiplemeleri Table
1'de pisterildi.

Biopst »¢  histercklomi  matenvallerinden elde
edilen dokular %610 tamponiu folmalin ile fikse
edildikten sonra parafin blokldara gdmitldi ve Sum
araliklarla kesit alindi, Kesitler hematoksilen ve
eosin bovalan dle bovamp stk mikroshobunds

nceiend:

Tablo 1 Hastalarin vas, histolojik tam FIGO evresi
ve HPW dipleme sanuglin dagilim

Yas Histoloji Fli(a HI'Y
Stage i

7l SCC i HPY 35
A8 SCC $E] HPV (<)
52 SCC [IE HEY |6
54 SCC A HIEV (=)
55 SCC A HPW 14
fill SCC E HPV (-
42 AC A HPV IS
h sCC 2A HPV X
30 SCC A HPV (=)
48 SCC 1A HEV (<)
48 CIN HPY 14
58 SCC 1A HIYW (-}
53 SCC v HEV 16
A% CiN | HIP -
il SO A HPV (<)
i5 SCC 2A HI'W 18
33 SO0 b A=)
[ 1 SCC i PV N
4 SCC [JE] HPV 15

AC: Adenokarsinom
SCC: Skuamoz hbcreli Karsinom
CIN: Servikal litracpitelval Neoplazi

Patolojik Inceleme
DNA lzolasvonu

Doku oSrneklert | ml toplama  solusvonunds
saklandi (STE= [0 mM Tris HCH pH 8.0, 100 mM
NaCl. | mM EDTA). Ornekler %05k sodyum
dodesl] sillfat (SDS) varhZinda sindirilmesi igin
profeinaz K ile bir gece 337C7de bekietildikien
sonra DNA  saplama islemi uygulandi, DNA
cthano! ile:cOkifrilip TE tampono (10 mM Tris
HCL pH 80, 01 mM EDTA) ile ayngunld
DNA igerigi

kullsnifarak tesbit edildi.

Omeklern spektrofotametse
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HPV DNA min v tiplermin saptanmasinda SBH
analizi

Total 30 pl. haeminde 37°C"de su banyosunda
veee: hoyunca twiulan vaklasik 10 pg  1Gmdr
[INA st HPV Restriction Enzyme Mix (Oncor 5
Hiola) fle pargnlande 5 pge jel yviiklene soliisvonu
reaksivonu dwrdurmak igin her bir tlpe eklendi.
IMNA Beneklert %0l liK (wiv) agarose jel iginde
clekirofores  ile stk

fraksiyonlara ayrldi.

konsantrasyonda  (Ongor S 6618) wve  yitksek
honsuntrasyonda pozitif kontroller (Oncor 8§ 6617)
v Bivolin e isdrétlenmis  molekiller  adirbk
belinee) (Oneor S 6616) her bir jele vitklendl
Cirnekler komratler ve molekiler agirhk belimeci
mttoselitloz  filtreve  (Sure Blot Hybridization
membranes Onear S 6615) wransfer edildi. Filireler
dahi sonca 70°Cde 30

dakika finnlandt ve

S0CTde 20 spar sbirevle  prehibridizssyon
solisvonunda prehibridize edildi ve HPY 1ip 6. 11,
1h, I8 31, 33 ve 35 problan (Oncor 5 6619) i5in
biyvatin tle tsaretlenmis HPN analiz »probe mix™ ile
[ibridjae edildi. Hibridizasyon 30°C de T saar siire
e vapildi, Filtreler oncors protokoline gore 016 8
S5C ve %035 3DS igeren sol@syonlarda yikand,
Hibndizasyen X Membean Durdurma Solusyonu
(MBS Oncor S 6620) ile-durduruldu: Strepravidin
Solusvonu (Dneor & 6625) 10 dakike sire ile
membrin dzedne sklendl ve e kez |XSCC ile
vikand. Alkaline phwsphatase (Oncor § 66263 10
dakika siire ile eklendi ve Ix Yikama Tamponu
tOneor 5 6627) ile 4 kez vikandi. Bundan sonra 5

Jakikn boyunea |x Boyama Tampenu (Oncor S

6628) eklendi. NBT {(Oncor § 6£629) v BCIP
(Oneor 5 6630) solisvonu bovama solusyonung
cklendl. Tepsi aliminyum folve ile kaplandi ve [6-
18 samt streyle koranhkia 37°C de inkibe edildi.
Membran %670 eanol ile durulands ve 70°C"de 30
finnland). Dot

dokika stire ile bayanmig

membranlar  mayi  Zeminden  kKagmak  igin
karanlhikus tuldu,

Sonuglarm agikbmmas

Aym bantlann gdelenmesi ile bir demekte HI'Y
DNA"simn varbge  konfbirme

edilmistic, Aym

blot'ta  bulunan  wve  bilinen  kontrollerin ayn

bantlarda  migrasvoounu  Raesilastoatak avil
vrnekieki HPY tipi belilendi, Bir Genefin yalime
bir bant igermesi durumundn ve HPY belictey
Bantlarindan  birivle  aym simda olmamast
durumunda Gmek “HPV X" olomk adlanchinilidr
Sowthern  blot  tekenrlanobilicligi;  drneklenn
veniden test edilmest ile belirtendi,
BULGULAR

19 olgunun 9'unda (%e47.4) HPV DNA saptaninig
olup, skuamoz  hilereli Karsinomah (SCC) 16
hastamin 2'sinde (3012.5) HPV tip 16, 2'sinde
(%e12:3) 1ip 18 ve Iinde de tip 35 izole edildi. 2
olguda HPV DNA  oldufu pasterildigi halde
Adenokarsinomali
alguda HPYV tip 18, intraepitelyul

neoplazili (CIN) olgulardan 1'inde de HPV tip 16

tipleme  vapilamads. (AC)

servikal

oldugu gosterildi, HPV tip 16 ve 1§ gdritlme oram
tim olgulann %135.8'ini olusturmaktavds. Her iki
tipin prevalanst SCC'de benzerlik gosteriyordu
(Table 11). HPY DNWA (+) olanfarla (-) clanisr

arasimda vag agisimdan fark voktu.
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Fable 11 Vakalann HPY tip presalanstan

PN Tipi SCC =16 ACn=1)

CIN {n=2)

Toral (n=1%)

HPN Tip 16
HEY Tip I8
HPY Tip 35
HIV Tip X
Tutal =)

2%l 28y
ol b e
1{%6.23)
Z{'E'ul:".‘ﬂ

Y {%450.25)

i (Sal00}

0 (% ath)

1 lu'ui" LT

P %800

F6hlsg)
36158
F'{%a3.5)
T(ain.s
10°{%%52.6)

A Adenokarsinom
SOC: Skuamoz hiicreli Karsinonm
CIN: Servikal Intraepitelval Neopla
TARTISMA
servikal Kanser ve displazi olgularinda HPV DNA
southernn Bl teshit

[revalitng vdintemiyle

edilmisti.  Ulterin - serviks  karsinomalannda

HPN 0in roliindin arastinldigy diger gabsmalara
wivashy %7 AR HPY poamifligs daba disok
Putumnuser. Dimeging Southern Blor ekmin
kullanarak Lombard  ve arkddasian (2) %683,
Ienbere ve arkadaslan {14) %727 ve Riou ve
arkadaslan (200 da %81 oraninds HPV pozitif
FRTITRTY bizim

belitlemiglerdi. ™ Bu oranlar
huldugumue %47 410k poziitlik oranima kivasla
oldukgn viksek olsalnr da 1996°da Karalogle ve
arkucaglenmm (24) Istanbul’dan vavinladiklun bie
viigmalanndn - ving  avme mewnd  kullanilarak
serviakul Karsinoma Groeklerinde HPY pozitifis|
"ud34 olarak bidunmugtur. Ystanbul*dan asiklanan
e defer digerlerinin aksine bizgim  oranmmiza
vakindr ve Turk kadmlannda HPV pozitifliginin
Savrupa ve Amerika’daki oranlardan dahn distk
oldufu fikeinl  desteklemektedir. Aynce  bizim
valismamean sonuglan Gimey ve arkadaslarmin
1253 sonuglun jle de pamalellik etstermekizdir
Higgins ve arkadaslan (19) formalin ile fikse
matervallerde 1™ e

edilmis isaretlenmis

riboproblar yardimn fle 80% HIPV RNA teshit
cimiglerdir, Ancak King ve arkadaslar) (16) daha
dnce alinmiy  patolojik  matersallere. S dnsi
hibridizasyonu yypulayarak %45 gibi dala distis
cranda HEV poanifligh saprimsglardie. SH o teknigi
ile vapiluo diger ¢alismalarda Yad3-73 acdsnda
HPV posititligi saptanmigtir (21,26-29) Oranliton
bu farkhib@imin biraz  yonem  farkhiliklanindan
ancak diha ok cofrafi ve kithiire! farkildetarnm
geliedigi  etkilerden  kaynaklandigin  dilgtn-
mekteyiz. Bukonuda vaplan ¢alismalarm bir gogu
HPV 16 ile SCC arisinda bir iliski saptamisiard e
(14.16,20,27.30). Bizim calismamzde ds 16 SCU
vakasindan T'sinde HPV saptanmus (9643.75) ve
HEV 16 ve HPV 18 sikhig yukaridaki gahismalans
aksime birbinine benzer bulunmustur. Bu durum
orekiesin kisth sayida olmasina veys  buz
bolzesel farkliliklara bagh olabilir. Bunun vamnda
2 HPV tipl (%12.5) yukarda belirtilen véntemler
kullaniarak klasifive sdilememistir. Bu sonuglar
HPV 16, 18.31, 33 ve 33 digindaki HPV tiplerinin
SCCde roli olabilecedini' ve bunlann eagrafi
farkhhiklar
AC o ek bir vaka galisilinig ve bu vakada HPV 18

HEPY

gisterebildizini  dilsiindiirmekeedir

saptassmighir, Literatlire  giéire 16 ve |8
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IPEA sl servikal pdenokazmomlarda <1350
avisinda var oldulu rapor edilonstie (31,323 Ancak
ACTolan bu vakadan elde edilen veriler bu konu
Igin bir sonug gikariuk igin veterli degildin, Daba
fhzla hastadan clde edilen Smeklerle calismalara
gercksinim vardir. Onceki 3 calismava  benzer

sekilde (14.16,23)  hasta yvas e HPV bulgulan

arasidn bir ik @planmashen  bus baska
raporlarda ise HPV 18 (19,27) veya HPV 16'nn
(20) daha ok geng vas grubunda gorildieo
bildirilmistir. Caligmamiz yeni hasta groplanyla ve
paratine gdmidbmisy  dokulae Kullanilarok e
edeeck vaku savisiun antinlmosivla  pelecekie

ditha givenilic sonuglar elde edilebilecektir.
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