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ONSOZ

Papova viriis ailesinden olan papiloma virislerinin, ilk onceleri sadece sifil
(verruko vulgaris) ve kondiloma akiimdnata gibi selim dai leryonlanma neden oldugu
diigiinitlmekteyken, su anda degizik malignanatlerin ethont olabileceZine de inanilmaltadir.
Farkl: Klinik bulgulara sahip olan 70" in Gzerinde HPV zenotipi belirlenmigtir. Czellikle
ancgenital bélge malignanciierinden zervikal kansere naden oldugims mamlan HPV tiplent
fzerindeln aligmalar  yofmnlagtmimighr. 6 we 11 ftipleri selim anopenital bolge
kenditlama aldmiinatalanina veva digik-derece SIN (gervilal intraepitelifal neoplasia)
iezvonlanna voi agngs icin diigitk-risk HPV npleri olarak, 16 ve 18 fipleri de, daha ¢ok
yitksek-derece SOV ve servial karsinomiarda bolundugundan yiksek- risk HPV tiplen
olarak tammlanmigty. DBitin b alacelere afmen, hala genis epidemiyolojik
¢aligmalara ihtivac bulunmaltadir.

Bu ¢zligmada {verenital bélpede oivilen kanger tiplerinden prostat, mesane ve testis
kanserlerinde HPV pozitifligl saptanmaya ¢2liqilde.

Bu ve benzeri ahgmalarnin artmasivla birlikte, gelecekte irogenifal bolge
kanserierine daha duvarli rami konnlabilecek ve prognozm daha ivi degerlendirilip uygun
tedavi yéntamlerinin belirlenmesinde HPV tiplendirmesinin énemini orfaya ¢ikacakfir.

Bu proje Tirkiye Bilimsel ve Teknik Aragtuma Kuwumu, Saghk Bilimlen
Aragtma Grubu tarafindan Aragtirma Altyapisini Destekleme fonu ile desteklenmigtir.
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SEEILLER

Savta 6 Sekil 1. Parafin kapii testis sarsinomiarindan eide ediien
DNA "lara uyguianan HPV--PZR sonuclarinin agaroze gel
eleidroforezinde eorintilenesi
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HPV’nin onkojenik tiplerinin kadinlarda serviks kanserinin geligmeginde dnemli
bir rol oymadigi bilinmektedir. Bu cahigmada irogenital blge kanserlerinden mesane, testis
ve prostat kanserleri HPV agisindan degerlendirilmigtir. Ornek olarak mesane kanserli
dokurum kitltird, testie lanserli ve prostat kanserli dokularm da parafin kaph patolojik
-~ bloklarindan alinan kesitleri kullamlmighr. Bu Grneklerden uygun yontemler ile DNA izole
~ edilerek, PZR. (polimeraz zincir reaksivonn) ile HPV pozitifligi ve negatifligi tespit
edilmigtir. PZR” de kullanilan primerler HPV-L1 bolgesine ozel olup tim HPV tiplerini
saptayabilmektedir. , ‘

Alman ilk sonuclarda testis kanserli Groelderden sadece bir fanesinde HPV
poziifligi sapfandi. Mesane ve prostat kanserli Gmeklarde ise HPV pozitifligine
rastlanmadi.  Somuglarin epidemiyolojik anlam lozanabilmesi igin dmek savilan
arttinlacak, aym zmanda HPV tiplendirmesi de yapilacaltir.

ANAHTAR KELIMELER
HPV, PZR, Prostat kaneeri. Testis kaneeri, Mesane kangeri




ABSTRACT ,

Oncogenic tvpes of HPV plave an important role in arcinosenesis of corvix in
wormen. In this study. wrogenital cancers such as bladder, festiz and g}*%g e evaluated
for HPV. The cultures of bladder cancer. sections from paraffinembedded patholozic biccke
of testis and prostate cancer are used a5 specimens. With appropriate t chudgues .s.ﬁ%
those specimens are isclated and HPV positivity/megativity is ﬁmm by
PCE{polimerase chain reaction). The primers ueed in PCR are specific for H?‘f—li region
and can detect a1l HPV types.

In preliminary results, one of the festis cancers was HPV positive. In bladder and

prostate cancers such HP'V positivity 1s not detemined. For results to be epidemiyologically
meaningiiil, the specimen number will be increased and af the same time HPV typing will
bedone.

KEY WORDS
HPV, PCR. Prostate cancer, Testis cancsr, Bladder cancer




PROSTAT VE MESANE DOKULARINDA PCR YONTEMT ILE
INSAN PAPILLOMA VIRUST (HPY) TANIST

L GIRIS VE GEXTI BRLGITER

19. yiizy1hn baglarindan itibaren, ézellikle servikal langer geligiminde cingsl volla
bulagan bir eflenin  roli olabilecefi diginilmig ve araghrmalar bu yonde
yofunlagtnlmgtiy. Baz insan papillma virds (HPY; tiplerinin servika] kanser
geligiminde en dnemli ethen oldugu ilk olarak 1276 yilinda Zur Hausen tarafindan ileri
siriilmitgtir (Zwr Hausen 197¢). Daha zonraki galigmalar ve biriken vertler. birpok
servikal timériin ve timélit hilcre serilerinin HPV dizilerini icerdicini (Dwrst 10583;
Boshart, 1984 ve normial servikelerin nadiren entilte oldukiarin {(Me Cance, 1985) ortaya
koymughy. Gimiimizde epidemivoioiik vuienlar ¢ok daha karmagik olmasmna ragmen, ban
HPV tiplerinin olugrurdudu enfeksivoniar, beiirgin ofarak servikal kanser geligimine yol
agmaktadir.

HPY enfeksiyonu ile servila! neoplazi mizsindaki iliski, hem kadin hem de erkel
genutal sistem lezyonlaninda insan papillomz virisinin roliing ataghirmaya voneltmigtir,
Son yizyiida HPV'ye bagh lezyonlardzki belirgin arhg (Brown) ve viriisin cingel yolla
bulaghifim gdsteren araghrmalar (Scheinder 10277 erkel genttal sistemini  icerecek
¢ahgmalarinda HPV-kanser iligkisini aydinlatacagim ortaya koymughr. Bovlee viriie-
kanser iligkisinde iyi bir model olan HPV'nin tim genital gistem lezyonlarinda
aragtinimasina Snem verilmigtir (Pao, 1694; Raid, 1991

PAFILLOMAVIRUSLER

Papillomaviriisler epiteliotrofik, ¢ift zincirli, yaklagik 8 kilobaz (kb) uamlugimda
ve 5x106 dalton(D) molekiil agrhgina sahip DNA viriisleridir. Cift zincirli genomu 72
kapsomerden olugmug 535 nm gapindan bir ikozahedral lapsidle cevrelenmigtir. Papilloma
virisler daha Gnceleri polioma ve 8V 40 viriisleri ile beraber papova virisler smifina
solulirken. giniimiizde ayn bir sinif olarak degeriendivilmeitedir.

Tiim papilloma viriislerinin siuflandinlmas:, bilinen ve yeni tiplerin niikleik asit
dizi honwlojisindeki fakliliklara dayanmaktadir. Papilloma virisiinin niikleik asit dizisi
daha 6nceki tiplerc gire %%50den daha az benzerlik gosteriyorsa, yeni bir tip olarak
numaralandiilir. % 30'den daha fezla benzarlik gosteren tiplerde aynt mmara altinda alt
gplara avnlrlar (Crim, 1991). Bugime kadar 70'in fizerinde degigik tip HPV
tanimlanmgtir.




HPV INCELEME METODLAR!

Genital sisteme ait konduiomlarin, vaser hocreli prekanserdz lezvonlann ve invaziv
vass1 hilcre iarsinomianmn cofuniugu HF'V icermelzedir. B lezvoniarda. defigtk inceleme
mefodiar ile defigik oranlarda HPV pozibiiligs waptanteakta ve iki veya daha fazle
metodun  birarada kullamimasiyla da %6100% varan oanlade HPV pozitiflig
bulunmaltadir. Son yillarda geligtirilen inceleme metodlan yardmyyla HPV ile genital
prelangerdz ve kangserdz lezyontar arasindal ilight aragtmlmighy.

HPVnin belirlenmesinde sitolojik ve histolojik incelemenin oldukga yefersiz
kalmas1 nedeniyle (Nuovo, 1990; Bavin, 1992) eiiniimiizde HPV mn belirlenmesindeki tek
secerli ivgulama nitkleik agit inceleme metodlaridur.

B mesodlar beglica iki gruba avrilabilir (Carlson, 1982).

1. Niikleik asitlerin dokulardan safiagtinlmasi gerektiren mefodlar:

Or- Southern blot, dot blot, Norther blot ve ters hibvidizasyon metodlan, FZR.
(polimeraz zincir reaksiyonu}

2. Dogrudan Klinik dmekler izerinde uygulanan metodlar:

Or- Filtre in situ hibridizasyon (FISH) ve DNARNA gite hibridizasvon
teknikleri.

Aynca bu tekmiklere son yillarda geligtivilmig ofan ve bu iki grubam ortak kallammi
sayilabilecek in situ PCR teknif de eklenmigriv.

Viondaki telnikier HPV DNA veya RNA'wuu belirlemekte ve duyarhlik,
srzillik ve difer faktoiler voninden birbirinden ayrilmaktadr. Bu teknikler iginde
polimeraz zincir reaksiyonu (P7RY coks az milktarda DNA gereltiren en duyarl metodtur ve
tp alaninda vayon olarak lullantimara bzglangtr (Thibadeau, 1094

2. AMAC

Son yillards yapilan ¢aligmalarla insan neoplazilerinde ve Gzellikle serviks
karsinormmda insan papilloma virisi (HPV)'niin dnemli bir ethen oldugu anlaglmighr.
Bugin 70'in iizerinde tipi buhman HFVler defigik Klinik tablolar olugturduklarindan, bu
virisierin normal ve hastalikli doku émeklerinde saptanmasi ve fiplendirilmesi gok
dnemlidir.

Bu cahigma, HPVnin {irogenital sisteme ait degigik dokularda polimeraz zinci
reaksivonn  (PCR)  yontemai ile  yitksek duyarhlikfa  famsimu - gerceklegtirmey:
amaglamaktzdir. Béylece virisin belirlaunssinde en duyarh metod olarak kabul edilen
PCR yéntemi bu amacla ritin olarak kullanilacaktr ve gelecelte daha kapsamhi
epidemiyolojik caligmalar yapilabilecektir.

L




Cahgmadz 5 adef megane kil Smefl, 15 adef progaf loneert ve 10 adet normal
progtat dolusimz a1t bivopet materyall 10 adet § e fi 1§ L;z ti«ﬁ‘?%!’z? a1t biyopet materval
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Kiltirler Marmara Univarsitesi Tip Fakiiliesi Uroloji Anabilim Dali'ndan alindi.
Megane tim&: nedeniyle epzre edilen hastalardan alman thmér Grnekdert steril gartlarda
+4 o0 da Ringer iaiﬁztfgﬁammz? gotiteyonn igareinde Iabmratuvara ulagtinimig ve hilere

kitltiirleri yapilana kadar materyal +4 o dz saklaremistr. Mibrowzan kiltied hazirlamak
fizere timor doluian PBS winde vilarnmg. Daha goma 1 mm? bovuilarmdz ulzk pargalara
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;’ﬁzm; da canli oldnfu sapfanmigtir. Bu gelilde elde edilen kiltir matervalinm bir nem
gm ie 10 ml f;mfz%:;}:ﬁ golisyony bulunan 20 mPlik kapakh steni] ﬁ;piefe akfarildr ve 20
of 'de gakland.

DNA ekstrakeivonu icin wice kanghnlan tipten 250pl omek 1.5 mllik
milrosantrify fipine alfanidiktan somra, f r:%ai;ii:a 5000 rpm'de sanfrififjlendi ve
siipernatant anlarak pellete 250 pl NaCl (%60.9) eklendi. Telear 5 dakika 5000 rpm'de
ganfrifiijlenen Smesin sipernatanti aimzj fizerine faze hamrlanmag 100pl kesim famponu
kondu 5 samye kadar vortekslenen &mek 1 saat 55 oC'de derecade inkitbe edildibten soma,
tekrar vortehslendi ve 10 daluke 93 o0 de beliletilip bir kez daha vortekslenarek DNA eldes
famamiandy

Orneblarden 5-100 pz leomozomal DNA elde edildi. DNA miktarinin kantitatif ve
%&é%zm“z mvini epelfrofofometre ve asamz ;ei eleltroforen 1le gezf;eﬁegmk%z DNA

& 530 pe oft zineirli DNA nun 260 nm deld abzarbeiyonunun 1.0 oldugn
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Torafin blokian aiman 10mn kalmiifodaki prosts kesilleri 15wl Lk slenl
mikvosaniifii] tipine konup steril ifve yardimi e pargalandi. Lam fzerinde bulunan festis
srmekleri ise steril bistiviler yardimivla kazmarzk yine aymi gelilde 1.5ml lik fiiplere
aktarild:. Bu agamadan sonra her iki grup Gmefe de aym protokel uygulands.

Ormeller 1 dak 11000 rpm de santrifiijlendikten sonva 500p) ksilen eldendy ve 15
dak lkarigtmldi. 3 dak 11000 rpm de sanfrifii] uyguland: ve Srnekten ksilen atildi. Keilen
agamae! bir kez daha tedear edildikten sonra 200! %100 etanol eklendi ve Grmek 3 dak
11000 rpm de santrifiijlendi. Efanol iglemi bir kez daha telrar]anarak, fipe 10ud HPLC-
GRADE dereceli aseton ilave edildi ve dmek 55 o€ deki efitvde lrutuldu Daha sonva tipe
200l kesim tamporn bomap 35 oC'de inkiibe edildi Fitesi gim Srnek 10 dak 95 oC'de
bekletilerek proteinaz K inaltive edildi ve DNA eldes: tamamland;. DNA miktanimn
fayini megane kiltir rmeklerindels zibi yapilde

POLIMERAZ ZINCIR REAEGIFONT

Mesawe SHitive
HPY ¢ b-Globulin iein laarisas e JNIT den 10mM iceren dNIT langima,
50pmol her HPV-L! ortak primeri (MVC0ve MV11) Spmol ha b-Globin priment (P04
ve GH0} ve § fmite Tag polimeraz (Premega) igeren toplam 100u] hacmindeln PCR
reaksivon kangimma Img DNA &megi sklendi ve fiipin fizerine 10001 mineral vag kondu
Agagidaki PR protokola pveuland

Denatiirasyon g50C  ldak
Primer baglamasi 3500  1dak
Uzama 7260 idak

Toplam dongii sayis1 33.

Forafin Xapl Prostat ve Testis Ornekier
Parafin dokalar icin mesane kiltirinde kaliamlan PCR kangimi aynen uyguland
ve 1 pug DNA amegi kllamldi Asafidaki PCR protokoiu uyguland.

Denatirasyon 850  idak
Primer baglamas: 550C  ldak
Uzama 7l 1dak
Toplam déngii say1s1 40.

Ayrica her grup iginde birinci dénglicen once 83 ol'de 2 dak. hik bir 161tma dénemi
ve gon dongiiden eonra son WZAMa agamasmn ramamlandizmdan emin olrak i¢in 72
o 'de 5 dak 11k ek bir siire daha weuianal.




AGAROZ FEL FLERTROFOREZD!

inceienscek DNA parcalannm uamiuguna bagh olarak %1.6'itk agaroz jeller 1x
IBE fampon ozeltisi icinde kaynatilarak  hazrlandi v el solileyonima, son
konsantiasyonu 9.5 mgmi olacak gekilde sidyum bromir eklendi. Marker, omek, pozitifve
negatif kontrol, distile an ile seyreltilmig 10x vitkleme fampon ¢dzeltisi ile kanghnlank jele
yiklend v oda 1515mda jele bir saat sireyle 100 Vidk alam wyculanarak eleltroforer
zerpeklestivildi.

SOUTHERN BLOT ANALLZ!

Omekler icin Southern ransfia geroekdegtirildi.

Bir Whatman 3MM filtre kagidi uygun sekilde kesilip, cam bir levhann etrafina
sartlarak, dikddrtzen geklindeki bir plastik kabin iizerine boylamasina verlestirildi Plastik
kab 1/4 oraninda 20xS8C ile dolduruldu ve filire kafads aym solissyon ile 1slanldy.

PCR irimlerinin bulundupu %1 6'lik azaroz jel, icinde denafiirasyon tampon
cozeltiel bulunan bir plastik kaba Lonuldn ve 171 gaat lanetinanm izerinde birakilds
Daha sonra denatirasyon fampon cizeitisi bogaltilip, laba, jel ndtralizasyon fampon
¢ozeltisl konuldu ve 15 dakila karighirilarak inkibe edildi. Taze Jel notralizasyon fampon
¢Ozeltisi ile aynt iglem bir defs daha oo lands

Daha sonra jel filtre kafadinun tzerine verlestirildi. 20x E8C'nin buharlagmasim
inlemek igin, saran rap ile cam ve plastik lzb tamamen lapland:. Jelin siirlarndan garan
rap keeilerek jelin fizerinde kalan kusim ctkanlds ve jel biviklisinds bezilen ravion nikleik
asit transfir membram (Hybond N+ Amergham) relin fizerine dildzlies konnldy

Jei bivikiigiinde kegilen ne fitre indidindan ikisi membranm izerine, ficinci filtre
kagid1 ise distile s ile 1sianldiktan oMYA en Gste verlestirildi. Bunlarin fizerine, bol
mikiarda k=it havig ladit haviviarin deerire de bir cam levha konuldu ve bu cam
levianm dstiine honulan sgulikiai ile dizenek famamiandi. Transtr iem 18-22 saat
beklendi.

Sitrenin sommda membranm fzerindeliler teher telar laldmldi, ve memban
uclarndan dildatlice tumlarak, ipinde 2x S&C bulunan plastik bir lapta 1 dakik yiland:,
BEdvlelikle jel parcaciklan membrandan vzaklaghnldi. Daha somra membran filfre
kagitlan arasinda kurutuidu ve DNA yuzi yukan gelecek gekilde garan rape verlestirildi.
Membrana 1.5 dakila sive ile UV uygulandi ve biylece transfri mmamlanan DNA
membrana fikse wlildi o

Membran, saran rape sanlarak ve isaretlenerek hibridizasyon yapilmak fizere oda
ssinda saklandi.




4 BUIGULAR

Mezane Kiltiy Materyali .

Caligmaya dahil edilen beg adet mesane dilinr smegindn hepsinde DA izolasyonu
bagartyla yapilds. Polimeraz zincir reaksivonu ile incelenen drneklerin famammda beta—-
globin gen amplifilasyonu (=), HFV (-} buhmdu. Pozitif ve negatif kontrol Srmeklen
cahgty

Parafin Kapii Frostar Craekier

Caligmaya ahnan 15 adel prostat kanseri ve 10 normal prostat dokusuna ait
biyopsi materyali deparafinize edildilden soiia DA izolasyona tim Smeklerde baganyla
tamamlandi. Daha sorra uygulanan polimeraz zincir reaksivonu sonucunda negatif kontrol
Grmeginde HPV pozitiflizi goriilmesi nedeniyle bloklardan telrar kesit alnarak caligmanmn
tekrarina karar verildi. Bu nedenle testis Srmekleri de caliemava dahil edildi.

Parafin Kaph Testis Omelder: -
Caligilan 10 testic kanseri Gmei deparafinize adildilten sonra, bu drreklerin
timinde DNA izolasyonu bagaryla yapildl Polimersz zincir reaksiyonu ile incelenen

sreklerin dokuzunda beta-—globin gen amplifikasysnu (+) bulundu, Def slendirmeye alinan
bu dokuz Srnefin birinde FPY pozitiflifi suptand: (212 13, Caligmadaki pozitif ve negatit
kontrol Srmelderi caligh. Taha sonra jeldeld Gmekler, sovthern tranefe yontemi ile naylon

membrara aktarald: ve tipe dzz0 problarla hibridize edilmek uzere oda s1sinda saklandi.

Sebdl HPVLIOAYDO.MY 1L 4530 be)
ve bglobin (FC04-GH20. 786 be)
pilgelerine wenlanan polimeraz zincr
- reaksivonunun sonuelariin %o 1.6 hk
agarose gelinde gininfilenmesi.

1-7 no'lu laryular, parafin lapht
testiz  kangeri meklermi 8 nolularm,
(+Ykentrolii ; © no'lu laryu , blanki
wamektedir.

10 no'lu lanvuda DNA markin
olarak kullamilan PhiX174 / Hae Il
{1353,1078,872,603,310,281,271 194
118,72 5 vardir.

2no'lu layudaki dmek HPVLLY
bolgesi icin (+) gozitkmektedir.

1. 1. 3. 4-5. 6 7 8 3.0




S TARTICMA VE ONERIIER

Bu @hgma ile, genitowriner cisteme ait defigik dokulardan DNA
izolasyorn ve PCR. vontemi ile HPV fans gerekilestivilmigtiy. Hem mesane lkaltir
Srneklerinde, hem de parafinle kaph dmeklerde DNA' izolsayonu bagan ile yapilmigtr.
Argiv materyalinde, ormek vagma, knllanilan fiksatifin dzelliklerine ve fiksasyon zamanmna
bagh olarak sonuclarn defigtigi bilinmeltedir (Chaw, 1980; Radosevich, 1991 Greer
19913; Greer, 1991b). Ozellikle parafin fiksasyon zamammin uzamasi, DNA zincirleri
arasinda capraz haglarm olusmasinda val agnak!a ve bu durum da somuclan
etk lemekted i,

Polimeraz zincir reaksiyonu vonteminde, HPV ;zmzeﬁa’mm yamsira
alman matervalin ¢aligmaya wyoun ofup cimdaigxm bontrol amacyla bera-globin geninin
295 be'hk bir bolumung amplifiye sdun bir ¢ift primerde knilambrigtr (Baver, 1991
Milde- Langssch, 1693). Itemal kontiol olarak kullanilan befa-globin araplifikasyonu ile
dokunum yeterliligi ve Gmekte ishibitor bir maddenin bulunup bulunmadifi bontrol
edilmelte ve negatif seruglardan emin ohmmaltadir. Boylelikle intemal kontrol geni
amplifive edilemiyen &mekler analiz yoninden negatif defil, vyetersiz olarak
deferlendinimektedir (Saiki, 1993} Bu caligmada polimeraz zincir reaksivonu uysulana
beg mesane alfir omegi 1ie on testis kanseri omeginden sadece bir testis drnedinde beta
globin gen amplifikasyonu negatif buhmmug ve bu dmek deferlendirme digi birakilmigtir.
Edylece toplam 14 Grmek HPV pozitiflizi yoninden deferlendirilmigtir.

Cabgmaya alman prostat OSmeklerine uygulanan polimeraz zincir
reaksiyonu sonucunda, negatif kontol drneginde HPV pozitif bulunmug ve bu somu, kesit
almurken olugan kontaminasyona baglanmugtr. Daha sonra aym Gmeklerden veni kesit
almmig ve caligmaya baglanmishr.

Southern transfer vintemiyle membrana akiarilan testis Grmekleri ve caligma
tamamlandiginda prostat érnekleri, HPV 6.11,16,18,31,33,35.39 fiplerine &zgii non-
radyoalaif igaretlenmis probiar kuilamlarak tiplendirilecektir. Somug olarak her gruptaki
Grnek saylan arfhrarak daha dogru ve ayninith sonuclara ulagabileosk ve toplumumuza
dzgii veriler elde edilebileceltiv. Ayrica insai papillomavirusunun genifowriner sistem
timoriai eiyolojisindeli ziderck artan Smemi dofultusimda, Iabaramamnwda HPVnin
PCR yéntem: ile rutin olarak belirlenmesi saflanacakir.
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