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Servikal neoplazilerde insan papilloma viriisiiniin (HPV) in situ
hibridizasyon yontemi ile arastiriimasi
The detection of HPV by insitu hybridization in cervical neoplasia.

Ali Ahmed Muhamad ', Handan Kaya ', Gllsiin Ekicioglu ?, Sevgi Killi °

" Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Anabilim Dalr, ISTANBUL

? Marmara Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu Patoloji Laboratuvar Béliimii, ISTANBUL

Serviksin skuamoéz hiicreli intraepitelyal ve
invaziv karsinomlarinda insan papillomaviriisiinin
(HPV) o6nemli bir etyolojik etken oldugu goster-
ilmistir. 18 servikal intraepitelyal neoplazi ve 14
skuaméz hiicreli karsinom olgusunda HPV varhg: ve
subtipi in situ hibridizasyon yéntemiyle aras-
tinlmigtir. Bulgularimiz da (i) intraepitelyal neoplazi
ile karsinom olgulari arasinda HPV varligi ve subtipi
acisindan istatiksel olarak anlamh fark saptanmis,
(p<0.05), (ii) servikal intraepitelyal neoplazi ve karsi-
nom olgular arasinda HPV subtipine iliskin istatistik-
sel sorgulamada HPV tip 6/11, servikal intraepitelyal
neoplazi ve skuamodz hiicreli karsinom olgular
arasinda anlamh fark gostermezken, HPV 16/18 poz-
itifligi servikal intraepitelyal neoplazi ile karsinom
olgularn arasinda istatiksel olarak anlamli fark goster-
mektedir (p<0.04).

Anahtar Kelimeler: HPV DNA, in situ hibridizasyon,
serviks, neoplazm

Human papillomavirus (HPV) is known to be an
important etiopathogenetic factor in intraepithelial
neoplasia and invasive squamous cell carcinomas of
the cervix. We detected HPV DNA occurrence and
subtypes in 18 intraepithelial neoplasia and 14 squa-
mous cell carcinomas of the cervix by in situ hybridi-
sation technique. We revealed a statistically signifi-
cant difference for the HPV DNA occurrence between
intraepitelial neoplasias and carcinomas (p<0.05).
While we could not demonstrate any statistically sig-
nificant correlation between intraepitelial neoplasias
and carcinomas for the HPV subtype 6/11, we found
a statistically significant correlation between
intraepitelial neoplasia and carcinomas with HPV
subtype 16/18 (p<0.04).
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Serviks kanserleri arasinda en sik gérilen tip % 77
oranla skuaméz hucreli karsinomlardir (SCC) . Servikal
intraepitelyal neoplaziler (CIN) ise tim kadin genital
intraepitelyal neoplazilerinin yaklasik % 91'ini olustur-
maktadir . insan papilloma virGistnin (HPV) &zellikle

CIN ve SCC'da 6nemli bir etken oldugu gosterilmistir #
7, in situ hibridizasyon tekni@i viristn histolojik 6rnek-
lerdeki topografik dagiimini ortaya koymakta, 6zellikle
servikal neoplazilerin patogenezlerinin arastinimasinda
kullaniimaktadir. Bu teknik herbir hiicrede 10-50 HPV
genomluk bir duyarliik gostermektedir ®“. Non-isotopik
in situ hibridizasyon (NISH) yontemi ile HPV infekte
hicre nikleusunda 3 farkh tipte sinyal izlenir. Tip 1
sinyal, nukleusta diffuz pattern géstermekte ve epizomal
HPV varli@ini, tip 2, noktasal sinyal olup integrasyonu;
tip 3 ise tip 1 ve 2'nin kombinasyonu olup, epizomal ve
integre virlis varhi@im gosterir ®'%. Viral genomun host
DNA'ya integrasyonu, virtisiin viral proteinlerini kodlayan
sekanslannin erken veya geg genleri ile gerceklesmek-
tedir ® . HPV E6 gen urlini p53'e baglanirken HPV E7
gen Urnd Rb-1'e baglanir. Bu etkilesimin hiicresel trans-
formasyonda temel neden oldugu, dzellikle p53 gen
mutasyonlarinin malignite gelisiminde 6nemli rol
oynadigi dislnllmektedir "',

Glnlumulzde 90'n Uzerinde farkh tipi tanimlanmig
olan bu virisler farkl klinik tablolar olustururlar. HPV
onkojenik riskine gore; dustlik ve ylksek riskli gruplara
ayniimistir. DUsUk riskli HPV tipleri 6,11, 42,44 olup bu
grup en cok servikal kondlloma akiminatum ve CIN
1'lerde izlenmekte iken yiksek riskli HPV tipleri olan
16,18,31,33 ise CIN 2, 3 ve servikal karsinomlarda gos-
1er||m|§t|r 158710, IE.IS.IGI'

Bu calismanin amaci ; servikal intraepitelyal neoplazi
veya karsinom tanisi alan olgularda NISH yontemi ile
HPV DNA varliginin arastiriimasi ve HPV DNA varligi sap-
tanan olgularda subtiplerin belirlenmesidir.

GEREC VE YONTEM

Marmara Universitesi,Tip Fakdltesi Patoloji Anabilim
Dalinda 1989-1999 yillan arasinda kondiloma akimiina-
tum, CIN ve SCC tanisi almig toplam 37 olgunun parafin
bloklarindan hazirlanan kesitlerine in situ hibridizasyon
yontemi ile panHPV probu uygulanmig, HPV varhidr belir-
lenen olgularda ise subtiplendirme (HPV 6/11, 16/18,
31/33) yapilmigtir. Sinyal paternleri de@erlendirilmistir.
Konduloma akimunatumiu 5 olgu pozitif kontrol olarak
secilmigtir. CIN tamisi alan 18 olgu (CIN1; 8, CIN2; 2,
CINS; 8) ve SCC tanisi alan toplam 14 olgu (mikroinvaziv
karsinom; 2, blyik hicreli keratinize, 5; biyiik hicreli



Resim 1: Servikal intraepitelyal neoplazi tip1 (noktasal) HPV
DNA sinyal (NISH, x200)

non keratinize, 7) calismaya alinmistir. Timérlerin grade
ve evrelemesi FIGO 1988'e gdre yapilmistir. Olgulara ait
uygun lamlarin segiminden sonra her olgu igin segilen
parafin bloktan 5 um kaliniginda organosilane kapli lam-
lara seri kesit alinmistir.

Kesitlerin deparafinizasyonu ksilen ve farkli dere-
cedeki (% 70,% 95,% 100) alkollerden gegirilerek
gergeklestiriimistir. Ardindan, 37°C de 30 dak pepsin ile
proteinlerin degradasyonu ve farkli dereceli alkollerle
dokularin dehidrasyonu saglanmisti. Tum lamlarda
igaretlenmig doku &rnekleri Gzerine HPV DNA prob (Bio
genex HPV Screening Probe Coctail HK 863-2K, HPV
tip 6/11; HK 840-2K, HPV tip 16/18; HK 841-2K, HPV tip
31/33; HK842-2K) damlatiimis, 95°C de 5 dak tutularak
hibridizasyonun gerceklesmesi beklenmis, ardindan hib-
ridizasyonun tamamlanmasi amaciyla kesitler nemli
ortamda 12 saat s(ire ile 37°C etiivde birakilmigtir. Daha
sonra kesitler TB (Tris Buffer) ile 10 dakika yikanmustir.
Pozitif kontrol disindakiler diferansiyasyon reaktani ile 15
dakika 37°C'de islem gérmis ve tekrar tim kesitler 2x1
dakika TB ile yikanmustir. AP (alkalen fosfataz)- konjuge
ve digoksigenin ile 37°C'de 30 dak hibridizasyonun
gerceklesmesi ve oligonikleotidlerin isaretlenmesini
takiben TB ile 2x1 dak yikama ve distile suda 1 dak yika-
ma yapilmigtr. BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate/nitro blue tetrazolium) veya alkalen fosfataz
uygulanan kesitler 37°C'de, 5-20 dak bekletilmistir.
Mikroskop altinda kontrol edilerek sinyallerin gérilar
hale gelmesi (ortalama 15 dak) ile kesitler TB ile 1 dak
yikanmigtir. Nikleer boyama Mayer hematoksilen ile
yapilmstir.

Degerlendirme :

HPV DNA varligi; kontrol olgularinin (kondiloma-
kiimunatum) epitel hiicreleri ile ayni yogunlukta, diffiiz,
noktasal veya mikst tip sinyal géstermesine gére deger-
lendirilmisti. HPV DNA'si pozitif olan CIN ve karsinom
olgularinda HPV 6/11, 16/18, 31/33 subtiplerinin varlig
arastinimistir.
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Resim 2: Skuamoéz hcreli karsinom tip 3 (diffiz + noktasal)
HPV DNA sinyal (NISH, x400)

Degiskenlerin karsilastinimasinda Ki kare ve Fischer
kesin olasilik testleri kullamimistir.

BULGULAR

Toplam 5 kondiloma akiminatum olgusunun 4'iinde
(% 80) HPV DNA sinyali izlenmistir. Pozitif olgulara sub-
tipleme yapilmis ve yalniz HPV tip 6 /11 (+) sinyal sap-
tanmistir (% 100).

CIN olan toplam 8 olgudan sadece birinde HPV po-
zitif bulunmustur (% 13) (Resim 1). Pozitif olan bu olgu-
da mikst tip (HPV 6/11 ve HPV16/18) infeksiyon saptan-
mis ve boyanma patterni epizomal olarak deger-
lendirilmigtir. Iki CIN2 olgusunda HPV DNA izlen-
mezken, CIN3 olgularinda 3/8 (% 37.5) oraninda HPV
DNA ekspresyonu izlenmistir. Subtiplemede pozitif olgu-
larin ikisinde HPV tip 16/18, birinde ise mikst tip infek-
siyon (HPV 6/11+16/18) varligi saptanmistir. CIN olgu-
lannda HPV varlidi ile intraepitelyal neoplazinin derecesi
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski belirlene-
memigtir (Tablo 1).

SCCllarda ise % 50 oraninda (7/14) HPV DNA sap-
tanmistir. Sybtiplemede ise HPV DNA (+) olgularin hep-
sinde HPV tip 16/18 varligi saptanmistir (% 100) (Resim
2). 3 olguda HPV tip 16/18' in yanisira HPV tip 6 /11'de
gorilmistir (% 43). HPV tip 31/33 higbir olguda izlen-
memistir. .

CIN ve karsinom olgular arasinda HPV varhigi agisin-
dan istatistiksel olarak anlamh fark saptanmigtir
(p<0.05). Her iki grup arasinda HPV subtipleri
karsilastindiginda HPV tip 6/11 varligi agisindan CIN ve -
karsinom olgulan arasinda anlamli fark gézlenmezken,
HPV tip 16/18 pozi-ifligi acisindan CIN ve karsinom
olgular arasinda anlaml fark bulunmustur (p<0.04 ).

Calisma kapsamina alinan SCC olgularindan besinin
punch biyopsi olmasi nedeniyle HPV DNA varligi ile
timor evresinin iliskisi degerlendirilememistir. istatistik-
sel olarak timér diferansiyasyonu ile HPV varlidi arasin-
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TANI HPV(-) * HPVE/11(+) HPV16/18(+) HPV6/11+16/18(+) TOPLAM
CIN | 7 1 8
CIN Il 2 2
CIN Il 5 1 8
Tablo 1: CIN |, CIN Il ve CIN lll olgularinda HPV pozitifligi

OLGU TANI LN G EVRE HPV SG

1 SCC - 1 P

2 SCC T 1 T1b, Filb

3 SCC - 2 T2aNo, F: lla -

4 SCC, Mi - Mi T1aNo, F:la - 16/18

5 SCC - 2 P + 16/18

6 SCC - 3 T1bNo, F:lb -

7 SCC - 1 TibNo, Flb  + 16/18

8 SCC, Mi - Mi Kon. - -

9 SCC - 4 T2aN1,F:lla + 16/18

10 SCC - 1 P - -

11 SCC~ - 2 T2Nx, F:lla + 6/11+16/18

12 SCC - 2 TibNo, Flb  + 6/11+16/18

13 SCC - 2 P - -

14 SCC - 3 P + 6/11+16/18

LN: Lenf nodu metastazi varhgi, SG: Subgrup, P: Punch biyopsi, SCC: Skumdz hiicreli karsinom,

G: Grade, Kon: Konizasyon, F: FIGO, Mi: Mikroinvaziv
Tablo 2: Servikal skuam6z hicreli karsinom olgulari.

da anlaml bir iliski saptanamamistir.

Olgulann HPV DNA sinyal paternleri ise; tip 1: diffiz
boyanma patterni kondiloma ve CIN1 olgularinda izlen-
mistir. CIN3 ve karsinom olgularnnda ise tip 2: noktasal
sinyal % 80 (8/10) oraninda ve % 20 (2/10) oraninda tip
3: mikst tip sinyal saptanmistir.

istatistiksel sonuglan 6zetlersek; HPV viriisii karsi-
nom olgularinda CIN olgularindan daha fazla oranda
saptanmis ve en sik gordlen tipler ise HPV 16/18 olarak
izlenmigtir (p<0.04).

TARTISMA

Glnimizde insan Papilloma Virisi'nin (HPV)
serviksin prekanser6z ve skuamdz hicreli karsinom-
larinin gelisiminde etkili oldugu kantlanmistir =9,

Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) yontemi ile yapilan
calismalarda CIN lezyonlarinda % 25-71 oraninda HPV
varligi ve en sik gorlilen HPV subtipi ise 6 ve 16 olarak
gosterilmistir "', Multipl infeksiyonlarda ise en sik
gorllen HPV tipi 6/16 (% 12) ve 16/31 (% 11) birlik-
teligidir "®. Bizim calismamizda ise CIN olgularinda HPV
varligi % 22.2 oraninda olup, diger galigmalara oranla
daha disUk olarak bulunmustur. Diger yandan kondilo-
ma olgularinda % 80 oraninda HPV virlist saptanmis ve
en sik gorilen tip olarak HPV 6/11 izlenmis olup
sonuclar literatiirle uyumludur. CIN 1 lezyonlarinda
yapilan caligmalarda HPV tip "®**'* varliginda belirgin

dev niikleus, koilositik atipi ve atipik mitozlar dikkati cek-
mistir "**®**%_ Caligmamizda HPV 6/11 ve 16/18 tipleri
tasiyan tek HPV pozitif CIN 1 olgusunda belirgin atipi,
atipik mitoz, dev hicre gibi belirgin hiicresel degisiklikler
gozlenmemistir.

Serviksin SCC larinda ISH yontemiyle % 89-93
oraninda HPV saptanmistir 2, En sik gérilen HPV tipleri
ise 16 ve 18 olup, daha az oranda HPV 31, 33, 35, 51,
52 ve 58 gozlenmisg, dlslk riskli HPV tipleri ise saptan-
mamigtir ©. Galismamizda ise SCC' larda % 50 oraninda
HPV DNA pozitifligi bulunmus ve olgularin timiinde HPV
tip 16/18 izlenmistir (% 100). HPV tip 6/11; % 43 oranin-
da saptanmis olup, HPV tip 16/18 ile birlikte izlenmistir.
Diger caligmalardan farkli olarak bizim calismamizda
HPV tip 31/33 izlenmemistir.

Serviks lezyonlarinda HPV varligim farkh toplumlar
arasinda karsilastirdiqimizda; PCR ydntemi ile yapilan
calismalarda HPV varligi % 72-100 olarak saptanirken,
en sik gorulen HPV tipi ise tip 16 (% 61-65) olarak belir-
lenmistir "**®. Turk kadinlarinda serviksin SCC'larinda
PCR yontemi kullanilarak HPV varid ve tiplemesinin
gerceklestirildidi bir calismada, PCR yontemi ile olgularin
% 45'inde HPV pozitif olarak saptanirken, multipl HPV
infeksiyonu ise olgulann % 50'sinde gosterilmigtir 9.
Farkli toplumlarin sonuclan kargilastinildiginda; Tirk
toplumundaki SCC'daki HPV varligi digerlerine oranla
daha dlglk bulunurken, en sik goriilen HPV subtipi
acisindan ise sonuclar benzerlik gostermekte ancak
mikst tip HPV infeksiyonu farkh iki topluma ait galig-
malarda izlenmemigtir "9,



Servikal karsinomlarda lenf nodu ve damar invaz-
yonu Onemli prognostik faktorlerdir "2, Bizim galis-
mamizda lenf nodu metastazinin olup olmamasi ile HPV
varligi arasinda istatiksel olarak anlamii bir iliski saptana-
mamigtir ancak yorumumuz olgu sayisinin azidi nedeni
ile simirhdir.

HPV onkogenezinde en 6nemli rolii viral genomun
host DNA'ya integrasyonu oynamaktadir. Kondiloma
akumunatum ve CIN 1'lerde en sik gériilen sinyal tipi dif-
fuz iken, CIN 2,3 ve karsinomlarda noktasal tiptedir .
Bizim calismamizda da viral integrasyonu yansitan
sinyal patterni olan noktasal tip CIN 3 ve SCC'larda %80
oraninda izlenmistir.

Servikal tarama yontemlerinin gelismesi ile servikal
intraepitelyal neoplazi artmig olup servikal kanser insi-
dansi dismustir. Bu olgularda HPV varliginin arastiril-
masinin, subtipinin ve sinyal paterninin belirlenmesinin,
uygun tedavi secimine 1gik tutabilecegini, sonuclarin
yiksek gradeli CIN ve karsinom gelismesinde belirgin
azalma saglayabilecegini diisinmekteyiz.
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