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Amag: Bu calismada, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) y6ntemi ve doku
imminhistokimyasal yontemi ile calisilan insan (human) papilloma virlsi (HPV)
tipleri ile sitoloji ve biyopsi sonuglari arasindaki iliskiyi tanimlamak amaclanmistir.
Gere¢ ve Ydntemler: 2010-2014 tarihleri arasinda hastaneye gelen 100 olgu
ile calisma yapilmistir. PZR ile Lineer Array HPV genotiplendirme testi, doku
biyopsisinin 1sik mikroskopu ile degerlendirmesinin yani sira immiinohistokimyasal
yontemle HPV tespiti ve konvansiyonel smear preparatlarinin Bethesda'ya gore
degerlendirmesi yapilarak sonuclar karsilastiriimistir.

Bulgular: Olgularin 61 tanesinde yiiksek riskli HPV (%61), 39 tanesinde diistik riskli
HPV (9039) tespit edilmistir. Yiiksek riskli HPV tiplerinden HPV16; 24 olguda, HPVE;
19 olguda, HPV11; 9 olguda, HPV18; 7 olguda, HPV31; 2 olguda tespit edilmistir.
Dustik riskli HPV tiplerinden HPV66 (7 olgu) en sik izlenen tipti. Yirmi dort tane
HPV16'li olgunun 14'Gnde epitelyal hiicre anomalisi goriilmustir (%58) (9 ASCUS,
3 LSIL, 1 ASC-H, 1 AGUS), 10'u iLMAN'd (%42). Sitolojik tani sonuglari ile HPV
tipleri arasinda ki-kare testine gore anlamli bir iliski vardir (p=0,001). Biyopsi doku
sonuclarina bakildiginda ise 38 olguda intraepitelyal neoplazi ve malign tanisi
konulurken, 62 olguda enflamasyon ve diger benign 6zellikli tanilar konulmustur.
Doku tanisi ile HPV tipleri arasindaki iliski ki-kare testine gére anlamlidir (p<0,001).
Dokuda HPV, 44 olguda pozitifti. HPV tipleri ile doku HPV sonuglari arasindaki
iliski anlamlidir (p<0,001). Sitoljik tanist ASCUS olan 19 olgunun doku tanilari; 10
tanesinde CIN1, 3 tanesinde CIN2, 2 tanesinde CIN3, 4 tanesi de enflamasyon olarak
raporlanmistir. Dokuda calisilan negatif ve pozitif HPV sonuclari, sitolojik tani ile
(p=0,02) ve doku tani sonuglari ile (p=0,02) iliskili bulunamamistir.

Sonug: HPV saptanmasinin 6nemi aciktir. Ancak HPV tiplemesinin yani sira doku
degisiklikleri de 6nemlidir, bu nedenle testlerin kombine kullaniimasinin hatta
biyopsi sonuglari ile birlikte degerlendirilmesinin tiim diinyada yaygin olarak
goriilen bu kanser icin daha gercekci sonuclar verebilecegi goriisiindeyiz.
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Abstract

Objective: The aim of this study was to investigate the relationship between human papilloma viriis (HPV) types which was worked
with polymerase chain reaction (PCR) and immunohistochemistry methods and cvtology and biyopsy results.

Materials and Methods: A total of 100 cases from hospital between 2010-2013 participitated in thisstudy. Linear Array HPV genotyping
test was worked with PCR, tissue biopsies was evaluated with light microscopy, HPV was detected with immunohistochemistry (IHK)
method and results were compared evaluating of conventional smear preparations according to Bethesda.

Results: While 61 cases included high risk (61%), 39 cases included low risk HPV (39%). HPV types with high risk such as HPV186,
HPV6, HPV11, HPV18, HPV31 respectively detected in 24, 19, 9, 7, 2 cases. HPV types with low risk such as HPV66 detected in 7 cases.
HPV16 was observed epithelial cell abnormality such as 9 ASCUS, 3 LSIL,1 ASC-H, 1 AGUS in 14/24 ratio (58%) and ILMAN was
observed 10/24 ratio (42%). Between cytological diagnosis results and HPV types are significant relationship according to chi-square
test (p=0.001). When the results of the biopsy tissue analyzed, 38 patients were diagnosed intraepithelial neoplasia and malignant,
62 cases were diagnosed inflammation and other benign featured. The relationship between tissue diagnosis and HPV types is
significant according to chi-square test (p<0.001). HPV in tissue was positive in 44 cases. The relationship between HPV types and
tissue HPV results are significant (p<0.001). The cytological tissue diagnosis of 19 patients with ASCUS has been reported as follows;
10 CIN1, 3 CIN2, 2 CIN3 and 4 inflammation. Negative and positive HPV results studied in tissue are not significant results with
cytological diagnosis (p=0.02) and tissue diagnosis results (p=0.02).

Conclusion: The important of HPV detection is obvious, but tissue changes as well as HPV detection are important. Thus combined

use of testing, even in evaluation with the biopsy results may give more realistic results for all types of cancers worldwide.

Giris

Serviks kanseri, diinyada kadinlarda tiim yaslarda
ikinci siklikta gortlen, servikal kansere bagli 6limlerde
ise besinci sirada yer alan bir kanser taradiar (1).
Turkiye'de ise serviks kanseri en sik goriilen sekizinci
kanser turtdir (2). Her yil 500,000 civari yeni serviks
kanseri olgusu tanisi konmakta ve bu olgularin yaklasik
250,000 tanesi 6liimle sonuglanmaktadir (3-5). Yapilan
¢alismalarda insan (human) papilloma virisiiniin
(HPV) servikal kanser gelisiminde en 6nemli etiyolojik
etken oldugu bildirilmistir (6,7). HPV’nin 118 farkli
tipi vardir (8). Bunlardan en az 40 tanesi genital yolda
enfeksiyon olusturmaktadir. Servikal kanserlerden en
cok izole edilen tipler HPV16 ve HPV18'dir (8). HPV tip
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 ve
82 yuksek riskli; HPV tip 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70, 72 ve 81 ise dustk riskli olarak tanimlanmaktadir
(9,10).

Cinsel yolla bulasan HPV tiplerinin 15
karsinojenik olarak degerlendirilmektedir. HPV
enfeksiyonlarinin hepsi servikal displazi ve kanser
gelisimiyle sonuglanmamasina karsin, servikal kanser
gelismesinde HPV’nin etkilerini basamak basamak
saptamak onemlidir (11).

Servikal intraepitelyal neoplazi (SIN) ve invaziv
kanser gelisiminde 6nemli risk faktorleri, ilk cinsel
iliskinin erken yasta baslamasi, birden ¢ok seksiiel esin
bulunmasi gibi sebeplerdir (12). Birden fazla cinsel
esi olanlarin dizenli kondom kullanmasi enfeksiyon
riskini azaltabilir. Ayrica HPV asisi da kullanilabilir,
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fakat kullaniminin énerileri hakkinda celiskili gérisler
bulunmaktadir (13). Serviks kanseri biyilk olclide
dnlenebilir bir hastaliktir. Ozellikle tarama programlari
ile siklikla asemptomatik olan 0Oncli lezyonlar
taninabilir ve boylece erken taniyla etkili sekilde
tedavi edilebilir (14).

Gereg ve Yontemler

2010-2014 tarihleri arasinda Adnan Menderes
Universitesi Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali poliklinigine basvurarak smear preparati
alinan ve ayni zamanda polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ile HPV tespitine calisilan 450 olgu calismaya
dahil edilmistir. Dort yiz elli olgudan sadece 100
tanesinde, hem PCR ile HPV c¢alisma sonuglari, hem
servikal sitoloji, hem doku biyopsisi sonuglari hem de
doku biyopsisinden immiinohistokimyasal analiz (IHK)
yontemle calisilan HPV sonuglari mevcut oldugundan
c¢alismanin geri kalaninda 100 olgu baz alinarak
degerlendirmeler yapilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi AmpliTude Liquid Media
Extraction Kit (Roche Molecular Systems, Inc.)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Orneklerdeki HPV
deoksiribonikleik asit (DNA), ters hibridizasyon
yontemi (Linear Arrays HPV test Roche Molecular
Systems, Inc. Branchburg, NJ, USA) ile belirlenmistir.
HPV tiplendirmesi, hastalara ait servikal surlnti
ve doku orneklerinde Lineer Array (LA) HPV
genotiplendirme testi (Roche Molecular Systems,
Inc., NJ, USA) ile yapiimistir. Test ile 37 anogenital
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HPV tipi tanimlanabilmektedir. Test ile belirlenebilen
HPV genotipleri arasinda yuksek risk grubundan tip
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ve 68;
olasi yiksek risk grubundan 26, 53, 66, 73 ve 82 ve
duslk risk grubundan 6, 11, 40, 42, 54, 55, 61, 62, 64,
67, 70, 71, 81, 83, 84, 1S39 ve CP6108 bulunmaktadir.
LA HPV genotiplendirme testinde HPVL1 gen
bolgesi primerleri ile HPV DNA cogaltildiktan sonra
oligonikleotid problar kullanilarak gogaltilmis Griinler
hibridasyon basamagi ile kalitatif ve kolorimetrik
olarak belirlenmistir. Kisaca, AmpliTude Liquid Media
Extraction Kit'i (Roche Molecular Systems, Inc.
Branchburg)ile treticifirmanindnerileridogrultusunda
DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen HPV DNA, PZR
ile cogaltilmis ve PZR Urlnlerinin denatlirasyonundan
sonra oligonikleotidlerin bulundugu genotiplendirme
tepsisinde hibridizasyon basamagi gerceklestirilmistir.
Striplerde hibridizasyondan sonra olusan renkli
bantlar, referans cetvelde yer alan referans HPV tipi
ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Otuz yedi farkh HPV tipini (6, 11, 16, 18, 26, 31,
33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59,
61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81,
82 (MM4), 83 (MM7), 84 (MMS8), 1S39 ve CP6108)
belirleyen LA HPV testi, L1 gen bolgesinin PZR yontemi
ile cogaltilmasi ve niikleik asit hibridizasyonu temeline
dayanmaktadir.

Patoloji kliniginde, PZR sonuglari bilinmeksizin
konvansiyonel yontemle hazirlanan smear preparatlari
Bethesda siniflamasina  gore raporlanmistir.
Olgularin smear degerlendirmesi ile birlikte biyopsi
degerlendirilmesi de yapilmistir. Biyopsiler standart
doku takip islemine girdikten sonra hazirlanan
hematoksilen&eozin (H&E) boyali kesitler, HPV
sonuglari bilinmeksizin, kor olarak patolog tarafindan
1stk mikroskopunda degerlendirilmis ve iIHK yéntemle
HPV tespiti yapilmistir. IHK olarak strep-avidin
yontemiyle HPV Ab3 Thermo Scientific (1:20),
MS01826-S antikoru kullanilarak boyama yapilmistir.

istatiksel analiz, SPSS standart programi ile ki-kare
testi kullanilarak yapilmis, p degeri <0,01 anlamli
deger olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Olgular, 21 ile 74 vyas arasindadir (ortalama:
39,34+10,811). Olgularin 61 tanesinde yliksek riskli
HPV (%61), 39 tanesinde (%39) diisik riskli HPV tespit
edilmistir. Yiksek riskli HPV tiplerinden, HPV16; 24

olguda, HPV6; 19 olguda, HPV11; 9 olguda, HPV1S8; 7
olguda, HPV31; 2 olguda tespit edilmistir. Dlsuk riskli
HPV tiplerinden HPV66 (7 olgu) en sik izlenen tipti.

Bethesda  sistemi ile sitolojik  preparat
degerlendirme  sonuglarina goére 59 olguda
intraepitelyal lezyon veya malignite agisindan negatifti
(ILMAN). Otuz dokuz olguda epitelyal hiicre anomalisi
mevcuttu (Resim 1), 2 olguda ise diger sinifinda
isimlendirilen, endometrial hiicre grubu mevcuttu.
Yirmi dort tane HPV16'li olgunun 14‘lnde epitelyal
hiicre anomalisi goruliirken (%58) (9 ASCUS, 3 LSIL,
1 ASC-H, 1 AGUS) 10’u iLMAN’di (%42). Sitolojik
tani sonuglari ile HPV tipleri arasinda ki-kare testine
gore anlamh bir iliski vardir (p=0,001) (Sekil 1).
Biyopsi doku sonuglarina bakildiginda ise 38 olguda
intraepitelyal neoplazi ve malign tanisi konulurken; 62
olguda enflamasyon ve diger benign 6zellikli tanilar
konulmustur. Doku tanisi ile HPV tipleri arasindaki
iliski ki-kare testine gore anlamhdir (p<0,001) (Sekil 2).
Dokuda HPV, 44 olguda pozitifti. HPV tipleri ile doku
HPV sonuglari arasindaki iliski anlamlidir (p<0,001).

Sitoljik tanisi ASCUS olan 19 olgunun doku tanilari;
10 tanesinde CIN1, 3 tanesinde CIN2, 2 tanesinde
CIN3, 4 tanesi de enflamasyon olarak raporlanmistir.

Dokuda ¢alisilan negatif ve pozitif HPV sonuglari,
sitolojik tani ile (p=0,02) ve doku tani sonuglari ile
(p>0,02) iliskili bulunamamistr.

Resim 1. Ornek bir olgunun doku biyopsisi, smear ve
immunohistokimyasal ydntemle insan papilloma
virisii ¢ahismasi, A) Doku biyopsisi CIN 3 degisiklikler
(Hematoksilen&Eozin x400), B) immiinohistokimyasal
yontemle insan papilloma virisi calismasi HPVx400, C)
Smear preparati HSIL. PAPX400

Meandros Medical Journal 2016;17:17-21
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Sekil 2. Biyopsi sonuglari (doku tani) ile insan papilloma
virtsi tipleri arasindaki iliski

Tartisma
HPV  enfeksiyonu, c¢ok basamakl servikal
karsinogenezis icin ilk basamagi olusturur (15).

HPV tipleri ile iliskili ¢ok sayida galisma olmasina
karsin, HPV tiplerini hem PZR ydntemi hem doku
immiunohistokimyasal yontem ile calisan ve bunlari
sitolojik sonuglar ve biyopsi sonuglari ile korele eden
¢alisma sayisi cok azdir. Cogu calismada bu yontemlerin
bir ya da ikisi kullanilmistir. Dort yiz elli olgumuz
olmasina karsin, bu dort degerlendirme yontemi de
uygulanan 100 olgu calismaya alinabilmistir.

Sitolojik anormal epitelyal degisiklikleri olan
olgularda, HPV alt tiplendirmesi ve biyopsi kontrolii
O6nemlidir (16).

HPV tipleri arasindaki insidans g¢alismalarinin
sonuglari degiskendir (16). Bizim ¢alismamizda HPV16
ve HPV6 en sik izlenirken, llkemizde yapilan bazi
calismalarda HPV6, HPV11 ve HPV31 en sik izlenen
tiplerdir (17,18). Diger (ilkelerde yapilan ¢alismalara
bakildiginda ise, HPV6, HPV11 ve HPV31 en sik izlenen
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tiplerdir (16). Smear preparatlarinin Papanikolaou
smear ile incelenmesi, servikal kanser insidansini
azaltmada basarili bir yontem olmakla birlikte; HPV
saptanmasinin daha sensitif oldugunu ileri siren
calismalar da mevcuttur (19). Zhao ve ark. (19), invaziv
servikal kanserli olgularinin %31’inin HPV negatif
oldugunu belirtmislerdir. Literatiirde buna benzer
sonuglar bulan baska ¢alismalar da vardir (20,21). HPV
enfeksiyonlari, skuamdz hiicreli karsinom gelismeden
birkag yil icinde iyilesebilirler (19). Aslinda HPV negatif
servikal kanserler de mevcuttur, ama bunlar minimal
deviasyon gosteren endoservikal adenokarsinom,
gastrik tip, intestinal tip, mesonefrik, seffaf hiicreli tip
gibi cok az gorlen tiplerdir (19,22).

Bu calismada, HPV16 saptanan 24 olgunun
10'unda intraepitelyal lezyon izlenmezken; 14’(inde
intraepitelyal lezyon izlenmesi 6nemli bir bulgudur.
Ancak bu HPV16’li 10 olguda intarepitelyal lezyon
izlenmemesi tek basina smear testi ya da HPV
tiplemesinin kullanilmasi yerine, bu testlerin kombine
kullanilmasi  hatta biyopsi sonuglari ile birlikte
degerlendirilmesi tim diinyada yaygin olarak gorilen
bu kanser icin daha gergekgi sonuclar verebilir. Suanda
Amerika’da uygulanan kilavuzda, sitolojik anomalisi
olmasa bile iki defa HPV pozitifligi saptanan olgularda
kolposkopiyontemi énerilmektedir (23). Histopatolojik
taninin basarisinda elbette ki biyopsinin yeri nemlidir
(23). Su ana kadar yayinlanan makalelerde epitelyal
hicre anomalilerinin sikhigl gitgide artmaktadir
(24). izlenen artis, bu konuda toplumda farkindalik
yaratilarak smear testinin Ulkemizde de tarama testi
olarak uygulanmasindan mi, yoksa degisen hayat
bicimlerinden mi kaynaklandigi ise farkli bir calismanin
konusu olacaktr.

Sonug¢

HPV saptanmasinin 6nemi aciktir. Ancak HPV
saptanmasi ve tiplemesinin yani sira doku degisiklikleri
dednemlidir,bunedenletestlerinkombinekullaniimasi
ve biyopsi sonuclari ile birlikte degerlendirilmesinin
tim dinyada yaygin olarak gorilen bu kanser icin
daha gercek¢i sonuglar verebilecegi gorisiindeyiz.
HPV tiplerinin tespiti, doku ve smear degisiklikleri
konusunda ayrintih ve blyik gruplarda ¢alismalar
yapmak gereklidir.

Etik

Etik Kurul Onayi: Patolojiye gelen materyaller,
retrospektif olarak degerlendirildigi icin etik kurul
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