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AMAC

= Hekimler ve hastalar arasinda en cok tartisma
ve polemik konularindan birisi olan HPV
genotiplendirme ile ilgili tartismalara katki
sunabilmektir.



HUMAN PAPILLOMA VIRUS

= HPV 200’den fazla degisik tipi olan Papovavirus ailesine
uyedir.

= 120’den fazla degisik HPV tipi saptanmistir.

= 40’dan fazla HPV tipi cinsel yolla bulasir.

= Cinsel olarak aktif erkeklerin %901, kadinlarin %80’i
hayatboyu en az 1 HPV ile enfekte olurlar.

= Bu infeksiyonlarin yarisi yuksek riskli HPV’dir.

" Cogu HPV infeksiyonu (yuksek riskliler dahil) belirti
gostermez, 1-2 yil vicutta kalabilir ve kaybolur.

Kaynak: NIH-National Cancer Institute; WHO-IARC



HPV Prevalansi

Voridwide %
£ Labin Amenca

Oceana
(No data available)

Meta analiz: 36 ulke, 157879 normal sitolojiye sahip kadin

Kaynak: IARC 2012; de Sanjosé et al., 2007




HPV ve KANSER

* HPV tum kanser vakalarinin %5’inden sorumludur.
= Servikal kanser: Neredeyse tamami HPV kaynaklidir.
= Anal kanser: >%95’ i HPV tip16 kaynakhdir.
= Oropharyngeal kanser: >%70’i HPV kaynaklidir. Yarisi HPV tip16.

= Nadir kanserler: Vajinal kanserin %65’i, vulvar kanserin %50’si

ve penile kanserin %35’i HPV kaynaklidir. En yaygin HPV tip16.

Kaynak: NIH-National Cancer Institute; WHO-IARC



HPV ve KANSER

= HPV tip 9 ve 11: Genital ve anal bolgede gorulen
condylomata acuminata’nin >%90’ dan sorumludur.

= HPV tip 16 ve 18: HPV kaynakh Kanserin >%70’den
fazlasindan sorumludur.

Kaynak: NIH-National Cancer Institute; WHO-IARC



HPV Tiplerinin Siniflandirilmasi

Siniflandirma HPV tipleri

Grup 1 Yiiksek risk 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59

Grup 2A Olasi kanserojenik (yiiksek risk) 68

Grup 2B Olasi kanserojenik (intermediate risk) 26, 53,663, 67,70, 73, 82

Grup 2B Bilinmeyen risk 30, (34), 69, (85), 86, (97)

Grup 3 Diisiik risk 6, 11, 40, 42, 43, (44), 54, 61, (71), (72), 81,
89,90¢

Not : IARC 2012’de belirtilen ancak bilinmeyen ya da disik risk HPV 74, 83,87, 91
olarak siniflandirilan

(a) IARC 2007’de kanserojenik (yiiksek risk)

(b) Filogenetik bilgilere gore

(c) IARC 2012’de belirtilmemis

(IARC: International Agengy for Research on Cancer)



HPV GENOMU ve TIPLENDIRME

Genom: 8kb halkasal DNA

6 early protein (E1-E7)

= HPV replikasyonu

= p53 yikimi ve Rb inaktivasyonu

= EGFR ve PI3/Akt yolak aktivasyonu
2 late protein (L1-L2)

= Viral capsid proteinleri
Genomdaki varyasyonlar incelenerek HPV tiplendirme yapilmakta

ancak analiz edilen tum bolgeler her HPV tipini ayirt
edememektedir.

En sik kullanilan MY09/11 ve Gp5/6 primerleri L1-L2 bdlgesine
baglanmaktadir.
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YONTEM:
HPV Genotipleme icin yapilan 6rnek calisma

" Laboratuvarimizda HPV genotipleme icin 3 ayr
yontem kullanilmaktadir;
= f HPV typing™ fragman Kiti
= HPV-QUANT-21° Kantitatif Real Time PCR Kkiti
= DNA Dizi analizi

" 2016 Kasim ayinda, HPV genotiplendirme istemiyle
gonderilen rastgele 110 ornek secilmistir

* HPV pozitifligi kiyaslamasi
" HPV genotipleme kiyaslamasi yapilmistir.



YONTEM:
Kullanilan Genotipleme Kitleri

= f HPV typing™ fragman Kiti:

= HPV genomu E6 —E7 bolgesine baglanan florasanli primerlerle yapilan
multipleks PCR Urtnleri ABI fragman analizi ile degerlendirilmekte.

= 16 HPV tipi: HPV tip 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 ve 68.

= HPV genomu L1-L2 bolgesine baglanan primerlerle yapilan PCR
urtinleri ABI DNA dizi analizi ile degerlendirilmekte.

= Teorik olarak TUM HPV tiplerini kapsamaktadir.

= HPV-QUANT-21° Kantitatif Real Time PCR Kkiti:
= Kantitatif sonuc vermekte.

= 21 HPV tipi: HPV tip 6, 11, 44, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82.



YONTEM:
ANALIZ SEMASI

110 Ornek*
Real Time PCR tarama HPV-QUANT-21® Kantitatif
(L1-L2 genom bdlgesi) Real Time PCR kiti
Pozitif : 61 (%55.5) Pozitif :54 (%49) (GENOTiP SAPTANDI)
Negatif : 49 (%44.5) Negatif : 56 (%51) (GENOTIP NEGATIF)

15 pozitif Ornek

DNA dizi Analizi f HPV typing™  HPV-QUANT-21°

*:2016 Kasim ayinda, HPV genotiplendirme istemiyle gonderilen rastgele 110 6rnek segilmistir



BULGULAR-1

Negatif Pozitif
= Real-Time PCR Tarama 49 (%44.5) 61 (%55.5)
HPV-QUANT-21° 56 (%51) 54 (%49)

= Real-Time PCR Negatif 49 6rnek, HPV-QUANT-21° ile de Negatif bulundu.
= 14 6rnek Real-Time PCR ile Pozitif, HPV-QUANT-21° ile Negatif bulundu.

= Tum tipleri yakalamada Real- Time PCR tarama %100 kabul edilirse,
HPV-QUANT-21°: %87.3 Duyarl (tiim HPV tipler)
%97.0 Duyarh (yuksek riskli HPV tipleri)



BULGULAR-2

= 15 HPV POZITIF érnek icin GENOTIPLEME;

= DNA Dizi Analizi : 12 ornekte yuksek risk — 3 6rnekte distk risk HPV
= DNA dizi analizi referans yontem olarak kabul edilirse;

= HPV-QUANT-21°: %93.3 Duyarli (tum HPV tipleri)
%100 Duyarli (yuksek riskli HPV tipleri)
(Yuksek risklerde 12’de 12, dustik risklerde 3’te 2 tespit)

= fHPV typing™ %86.7 Duyarl (tim HPV tipleri)

%91.6 Duyarli (yuksek riskli HPV tipleri)
(YUksek risklerde 12’de 11, dusik risklerde 3’te 2 tespit)



HPV ve Yontem Uyumsuzluklari

= Pubmed’de >400 den fazla yayin HPV tayin ve genotiplemedeki

yontem farkliliklarini incelemistir.

= ilk yayin 1989 yilinda;

In situ hibridizasyon yonteminin

Slot blot ve souther blot’tan daha

iyi oldugu rapor edilmis.

= GUnUumuzde;
PCR yontemi Gold-standart

Instruments
& Methods

A COMPARISON OF SLOT BLOT,

SOUTHERN BLOT, AND IN SITU
HYBRIDIZATION ANALYSES FOR
HUMAN PAPILLOMAVIRUS DNA IN
GENITAL TRACT LESIONS

Gerard |. Nuovo, MD, and
Ralph M. Richart, MD

Southern blot). The correlation was high (28 of 30) for cases
that contained HPVs 6/11 or 16, as deduced by filter hybrid-
ization, and was much less (ten of 29) for cases that con-
tained HPVs distinct from types in the filter hybridization
probe cocktail (HPVs 6/11, 16, 18, 31, 35, and 51). There was
a high concordance between the results of Southern blot
hybridization and slot blot hybridization analyses, espe-
cially with cases that contained HPVs &/11 and 16. In situ
hybridization, slot blot, and Southern blot hybridization
analyses are all very effective in detecting the common HPV
types (HPVs @11 or 16). In situ hybridization is useful in
differentiating cervical lesions that contain HPV &11 from
those that contain HPV 16 or other types with oncogenic
potential, However, filter hybridization is superior to in situ
hybridization when analyzing cases with histologic findings
equivocal for HPV infection or cases that contain HPV types
related to, but distinct from, the types included in the probe.
(Obstet Gynecol 74:673, 1989)

Human papillomavirus (HPV) infection of the genital
tract has increased markedly over the last decade. ™ It
is now one of the most common, if not the most
common, sexually transmitted disease. A growing
body of evidence has linked HPV with carcinoma of
the genital tract, most notably in the cervix.>* Such
evidence includes the segregation of certain HPV
types, such as HPV 16, in cervical squamous cell
carcinoma and cervical pre-cancers®™” and epidemio-
logic findings linking cervical malignancies with a
transmissible agent.! More detailed molecular biologic
analysis of cervical malignancies has also linked HPV
with these neoplasms; for example, certain products of
the virus (ie, transcription of certain open reading
frames such as E6 and E7) appear to be associated with
the conversion to a malignant state.*!°




HPV Tani Yontemleri
Classification to HPV tests

Nucleic acids

Nucliec acids

Signal amplification

hybridization amplification
assays
assays assays
Southem blot Cervista ® HPV (Hologic) Microarray
Papillo Check® (Grenier)
In situ hybridization Hybrid Capture® 2 (Digene) PCR
(hc2) Real-Time-PCR

Abbott 4800 HPV

Genome sequencing

CLART HPV 2°©

INNO-LIPA ®

The Linear Array®

Clinical Arrays® HPV

APTIMA ® HPV Assay (Hologic)

Dot blot hybridization



NUKLEIK ASIT HIBRIDIZASYON TESTLERI

Belirli sayida Uretici bulunmaktadir.

INNO-LIPA HPV (Fujirebio): 14 HPV tipini saptiyor. Ancak icinde
yuksek risklerden 35,39,52,66 bulunmuyor.

Avantaji: Dusuk volimla ve sinirl teknolojiye sahip
laboratuvarlarda da yapilabilmesi

Dezavantaji: Sensitivite disuk
Tam yuksek riskleri kapsamiyor
Prosedlir zaman alici ve oyalayici
Blyuk miktarda saf DNA gerekiyor



SINYAL AMPLIFIKASYON TESTLERI

Avantaji: Kantitatif sonuc¢ da alinabilmesi
FDA onayli test var
Yanlis pozitiflik orani dustk
Genotip ayriminda duyarlilik ytiksek

Dezavantaiji: Lisansli ve patentli teknolojiler
Fazla Uretici yok
Bu nedenle maliyet ylksek



SINYAL AMPLIFIKASYON TESTLERI
Hybrid Capture® 2 HPV (Digene):
Ilk FDA onayli kit (2003)

13 yuksek riskli tipi ayirt edebiliyor
Birden fazla tip pozitif ise, ayrim yapamiyor
Tek onkojenik tiplerin belirlenmesi 6nemli

Cunkl Tip-16 ve Tip-18’in prekanseroz lezyon
olusturma riski %10-15, diger tipler icin %3
denilmekte

Bazi calismalarda, HPV 16 ve 18’in servikal
Ca’lerin %70’inden sorumlu oldugu belirtilmekte



SINYAL AMPLIFIKASYON TESTLERI
Cervista HPV (Hologic)

FDA onaylidir (2011)
14 ylksek tipi saptiyor

Servikste orta derece displaziyi gosteren CIN2
lezyonlarda duyarliligi %98, CIN3 lezyonlarda
%100'dur



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON TESTLERI

PCR

Real-Time PCR

Microarray

Genome sequencing (Sekans analizi)
Cogu test bu yontemlerle yapiimaktadir



NUKLEIK ASIT AMPLIFIKASYON TESTLERI

Avantajlari:

* Fleksibl teknoloji

* Cok yuksek sensitivite

Dezavantajlari:

* Bazi genotiplerde zayif sinyal alinmasi

 Kontaminasyon nedeniyle yanlis pozitif
sonuclar alinabilmesi



PCR Teknigi

e Dusuk kopya sayisi bulunan 6rneklerde coklu
tip pozitif ise, yanlis negatif sonuclar
olabilmekte

e Tum HPV genotipleri saptanamayabilir

* Birden fazla HPV genotipi iceren drneklerde
birden fazla amplifikasyon olusabilir ve tip
ayrimi zorlasabilir




Real- Time PCR Teknigi

Piyasada kullanilan cogu test bu gruptadir.

Roche COBAS® 4800 HPV:

FDA onaylidir (2011)

14 yuksek riski tarama seklinde saptiyor

Tip 16 ve 18’i ayri ayri saptiyor

Bir genotipleme kiti degildir, tarama kitidir
Tip 16 ve 18 icin genotipleme yapmaktadir

Diger tiplerden biri pozitif ise, test sonucunu POZITIF olarak
vermektedir, ancak tip belirtememektedir

CIN 2 lezyonlariicin klinik sensitivitesi %90, spesifitesi ise %70’tir




Real- Time PCR Teknigi
Aptima HPV Assay (Hologic):

FDA onayhdir (2011)

14 yuksek riski saptamaktadir

Ancak tipler arasinda ayrim yapamamaktadir
Bir genotiplendirme kiti degildir, tarama kitidir

Farklligi, onkojenik potansiyeli gosteren E6 ve E7 mRNA
genlerini de saptamasi ve FDA onayi almasidir



Real- Time PCR Teknigi
Abbott Real-Time HPV Assay:

FDA onayi yoktur
14 HPV tipini taramakta,
Tip 16 ve 18’i ayri ayri saptamaktadir

Bir genotiplendirme kiti degildir,
tarama kitidir



Microarray Testleri

Duyarhlig degismektedir
Ureticilere gore saptadigi tip sayisi degismektedir
Saptanan tip sayisi 36’ya kadar cikabilmektedir

Dezavantaji, belirli sayida testi biriktirerek topluca
calisma zorunlulugudur

Ozel Microarray okuma platformu gerekmektedir
Maliyet ylksek seyretmektedir



Microarray Testlere Ornekler

Roche Linear Array®: 36 HPV tipini belirliyor
Clinical Arrays® HPV (Genomica): 35 HPV tipini
belirliyor

CLART® HPV-2 (Genomica): 35 HPV tipini
belirliyor

HPV 9G DNA Chip (Biometrix, Kore): 19 HPV
tipini belirliyor (14 yiksek risk, 5 dustik risk)



Karsilastirmali Calismalar

356 servikal strintl orneginde:

* Roche Cobas HPV,

 Abbott Real-Time HPV,

* Digene Hybrid Capture 2 HPV (Signal amplification)

Referans yontem olarak Dizi Analizi (Genome
sequencing) kabul edilmis

Uc ydntemin birbiriyle uyum orani %82.6

Abbott RT ve Roche COBAS HPV uyum orani %89.6
Abbott RT HPV'nin HC 2 ile uyumu %86.1

Roche Cobas HPV’nin HC2 ile uyumu %89.6°dir



Referans Yontem Olarak Kabul Edilen
Sekans Analizine Gore Oranlar

Yontem Sensitivite Spesifite

Hybrid Capture 2 (Digene) %96.6 %89.1

Roche Cobas HPV %91.7 %97.0

Abott RealTime PCR %78.3 %99.2




Karsilastirmali Calismalar

214 Servikal Siiriintii Orneginde:

Roche Cobas HPV ile Biometrix HPV 9G DNA
Microarray testleri karsilastiriimis

Iki yontem arasinda uyum %81.7
HPV 16 ve 18’i saptayabilme orani % 97.2

Yuksek riskli genotiplerde sensitivite iki yontemde
de %100 bulunmus



En lyi Yontem Hangisidir?

FDA'in yayinladigi makaleye gore:

Gold standart yontem DNA dizi analizi (Genome
sequencing) olarak belirtiliyor

Cunku sekans analizi:

Tum HPV tiplerini tanimlayabilen ve ornekteki tim
varyantlar gosterebilen tek yontemdir.

Dezavantaji, pahali ekipmanlar gerektirmesi, deneyimli
personele sahip olma sorunlulugu ve yogun ugras gerektiren
bir yontem olmasidir.

Bu nedenle de, c¢ok az I|aboratuvar bu ydntemi
kullanabilmektedir.



SONUC:

* Yontemler arasinda tam bir uyum yakalamak
oldukca zordur

* Bazi Real-Time PCR kitleri tim HPV tiplerini
taramaktadirlar

* Sekans analizi ile tim HPV tiplerini taramak ve
tiplendirmek mumkundur



SONUC:

* Cesitli firmalara ait ticari kitler ise, yalnizca
belirli tipleri taramaktadirlar

* Cogunlukla da yuksek tipleri taramaktadirlar

 Bu fark nedeniyle, POZITIF’lik ve NEGATIF’lik
oranlari degismektedir




Kabul Edilebilir Bir HPV Tarama Kiti Nasil
Olmalidir?

En azindan 14 yuksek riskli tipi tarayabilir 6zellikte
olmalidir

Daha Fazla Tercih Edilebilir Bir HPV Tarama Kiti:

14 tip disindaki diger muhtemel ylksek riskli
tipleri ve ayrica, olabildigince dusuk riskleri de
tarayabilir 6zellikte olmalidir



Kabul Edilebilir Bir HPV Genotiplendirme Kiti:

En azindan HPV Tip 16 ve Tip 18’i ayri ayri belirleyen 6zellikte
olmalidir

Daha Fazla Tercih Edilebilir Bir HPV Genotiplendirme Kiti:

14 yUksek risk disinda, muhtemel yiksek riskleri ve bir kisim
dusuk riskleri de ayri ayri belirleyebilir 6zellikte olmalidir



Biz Nasil Bir Yol izliyoruz?

* [lk adim olarak tum tipleri tarayan Real-Time
PCR asamasini kullaniyoruz

e Pozitif bulunan ornekleri:

— Kantitatif genotiplendirme sonucu isteniyorsa, DNA
Technology’nin 18 vyuksek risk, 3 dusuk risk olmak Uzere
toplam 21 tipi ayrni ayri ve kantitatif olarak belirleyen Real-
Time PCR genotiplendirme calismasina aliyoruz

— Tum tipler kalitatif genotiplendirme olarak isteniyorsa, ABI
sekans analizorl ile sekans calismasina alarak tiplendirme
yaplyoruz.



