MESANE KANSERLI HASTALARDA INSAN PAI_’iI_JLOMAViRUS
INFEKSIYONU SIKLIGININ TESBITI

ASSESMENT OF FREQUENCY OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS INFECTION
AT PATIENTS WITH BLADDER TUMOR
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OZET

Son yillarda yapilan yayinlarda insan papillomaviris (HPV) infeksiyonu sikhigy ile mesane
timori gelisimi arasinda baglanti olduguna dair bulgular elde edilmistir. Bu iligkinin var olup
olmadigim ortaya koymak icin gecirilmis veya halen aktif HPV infeksiyonu anamnezi olmayan
15 mesane timoérli ve 15 kontrol hastada HPV DNA’s1 aragtinlmisur. Bu amacla tip 6/11,
16/18, 31/33 HPV infeksiyonlarimin timoérla hastalardaki ve normal kontrollerdeki sikhigim ve
HPV infeksiyonunun malign transformasyon riskini artturip artirmadigim tesbit icin 15 mesane
kanserli, 15’de kontrol olmak iizere 30 hasta calismaya ahnmistur. HPV DNA’lar1 HPV dot blot
typing test teknifi kullanilarak arasurilmisuir. Sonugta HPV DNA’s1 15 timérli hastadan 3'tinde
(%20) tip 16/18 HPV DNA’s1 pozitif olarak tesbit edilirken 15 kontrol hastasinin hicbirisinde
pozitiflik bulunmamustir. Pozitiflik bulunan 3 hastadan 2'si kadindi ve birisinde Grade 1, pT2 di-
gerinde Grade 2, pT1, papiller tipte mesane tiimdéri, erkek olan hastamizda da yine papiller tip-
te Grade 2, pT1 mesane timaérii mevcuttu.

Sonug olarak klinik gecirilmis bir HPV infeksiyonu bulunmasa da mesane tiimorlii hastalar-
da HPV DNA’sinin %20 oraninda tesbit edilmesi timor olusumu agisindan bu infeksiyonun
onemli bir risk faktdri oldugu izlenimi vermektedir.

SUMMARY

Recent literature indicates a relationship between Human Papillomavirus (HPV) infection
and bladder tumor. In order to investigate the validity of this hypothesis, HPV DNA was assessed
in 15 patients with bladder tumor and 15 patients without any active or past HPV infection. In
order to find out the prevalence of type 6/11, 16/18, 31/33 HPV infections in tumor patients
and normal controls and to find out if HPV infections increase malignant transformation risk;
15 bladder cancer and 15 control patients were included in the study. HPV DNA was assessed
with HPV dot blot typing test technique. Results revealed that type 16/18 HPV DNA was positive
at 3 of 15 patients with bladder tumor while non of the patients in the control group was found
to be positive. 2 of 3 patients with positive results were female are had Grade 1 pT2, other Grade
2, pT1 papillary bladder tumors and the male patient had papillary Grade 2 pT1 tumor.

As a result, HPV infection seems to be an important risk factor as indicated by high preva-
lence (20%) of HPV DNA at patients with bladder cancer tough HPV infection may not be clini-
caly significant.

(*) Vakif Gureba Hastanesi Uroloji Klinigi
(*#) Cerrahpasa Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
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GIRiS

Human papillomaviriis (HPV) papovaviri-
dae ailesinden bir DNA virtisidir. Toplumda
yaygin olarak gérilen bu viris infeksiyonu de-
ri ve mukozalarda epitelyal tiimérler olustu-
rur, 6zellikle de genital sistem kanserleri ile
yakindan ilgilidir (1). Insan tiriine 6zgiin bir
viris olup capraz-tiir infeksiyonu deneysel
sartlarda bile olugmaz. HPV infeksiyonu epi-
demiyolojisi tam olarak anlagtlamamistir ¢lin-
ki seroepidemiyolojik degerlendirme teknik-
leri halen yetersizdir (1,2). Kutenéz HPV in-
feksiyonu bati toplumlarinda yaygin olarak
goralir (3). Anogenital wart (sigil)lar Ameri-
ka Birlesik Devletleri’'nde en sik goriilen viral
sekstiel gecisli hastalikur ve insidensi her ge-
¢en gin artmaktadir (4). Ingiltere’den bildiri-
len istatistiklerde de 1981'den 1986'ya bildiri-
len yeni olgu sayis1 %127 artmisur (5). Her yil
ortalama yarim milyon insanin semptomatik
genital sigil infeksiyonu edindigi tahmin edil-
mektedir (6).

Son zamanlarda HPV DNA'simin mesane
timdrlerinde normal kansersiz kontrollere
gore daha yiiksek oranlarda rastlanmasi HPV
ile mesane kanseri iligkisini aragtirma ihtiyac
dogurmustur. Herhangi bir gecirilmis veya ak-
tif bir HPV infeksiyonu olmaksizin mesane
kanserli hastalarda HPV DNA’s1 varhif bildi-
rildigi (7) gibi genital HPV infeksiyonu gecir-
mis veya aktif HPV infeksiyonu geciren hasta-
larda mesane karsinogenezinde rol oynadigi-
n1 bildiren yayinlar da mevcuttur (8). Bizim
prospektif bu caligmamizda HPV infeksiyonu
hikayesi olmayan mesane kanserli ve normal
kontrol hastalarin Grotelyumlarinda HPV
DNA’simin tesbit sikligi arastinlarak mesane
kanserinde etyolojik bir faktér olarak
HPV'iiniin rol alip almadig arasurilmisur.

MATERYAL VE METOD

Kasim 1993-Haziran 1994 tarihleri arasin-
da degisik evre ve grade’li 15 mesane kanserli
ve bagka bir hastalik nedeniyle operasyona ali-
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nan 15 kontrol grubu hastadan ameliyathane
sartlarinda ve steril olarak tiimor veya trotel-
yal doku parcas1 alinarak steril taplere yerles-
tirilip -20 derecede saklanmaya ahndi. HPV
DNA’larinin varhg Biohit HPV dot blot tip-
lendirme test kiti ile tip 6/11, 16/18, 31/33
arastirildi. Bu amacla su basamaklar uygulan-
di. 1. HPV DNA’sinin cikartilmas:, 2.
DNA’min filtre Gzerine yerlestirilmesi, 3.
DNA’'nin denatiirasyonu, 4. Filtre tzerindeki
DNA'nin sabitlestirilmesi, 5. Sabitlenmis
DNA’nin biyotinle isaretlenmis HPV probu-
nun hibridizasyonu, 6. Kolorimetrik reaksi-
yonlarla hibritlerin tesbiti.

Deneyin Yapiligi: Dokular oda isisina ¢ikar-
tildiktan sonra kit igerisindeki filtrelerde isa-
retlenir, -20 derecede de bekleyen test kitin-
deki solusyonlarda oda i1s1sinda bir stire bekle-
tilerek c¢ozilmeleri saglanir. Doku 6rnekleri
kontrol ve ¢alisma grubu olarak herbirisi ayri
ayrt numaralanmis 1.5 ml’lik mikrosantrifij
tiplerine konulup Gzerlerine 0.5 ml 0.10M
HCI eklenir ve tiipler bir gece 37 derecelik
etiivde bekletilir. Ertesi giin 150 mikroL ice-
cold doymus NaCl eklenip, 15 saniye karstin-
hr, 10 dakika 12000 g'de santrifiyj edilir. Ust-
teki kisim auldiktan sonra 1 ml doymus etha-
nol ilave edilip 10 dakika daha 12000 g'de
santrifiij edilir. Ustteki kissm aulip tapiin alt
kisminda kalan DNA’'nin iizerine 30 mikroL
steril distile su ilave edilir ve 30 dakika bckle-
nir. Herbirisinde 20 érnek calisabilen filtre-
lerden her bir tipleme icin bir filtre kullanila-
rak timér dokularindan ve kontrol dokula-
rindan licer adet ayr ayr filtrelere 10 mikroL
konulur. Konulan bu damlalann oda 1sisinda
kurumasi saglanir. DNA’larin denatirasyonu
icin deney kitinden ¢ikan tepsilerin icine 2.5
ml denatiirasyon solusyonu (0.6 N NaOH) ko-
nularak ézel filtre kagidi tepsilere birakilir.
Daha sonra tepsilerden ¢ikarulan filtre kagit-
lar1 absorban kagitla kurulanir. Filtre tepsi
icindeki 2.5 ml nétralizasyon soliisyonuna
(2M NH4Ac) konulup 5 dakika beklenir. Fili-
re gikartihp tepsi yikanir ve kurutulur. Hibri-



dizasyon iglemi igin filtre kagitlarinin Gzerine
4 ml prehibridizasyon soliisyonu (Formami-
de, bloke edici ajan ve stabilizér karisimi) ko-
nulur uzerinde hava kabarag olusmamasina
dikkat ederek plastik bir ortiyle kapaulir. Faz-
la sivilar tepsi kenarindan akuktan sonra 50
derecede 15 dakika inkiibe edilir. Prehibridi-
zasyon sivis1 dokiilerek tepsi icerisine 4 ml
hibridizasyon soliisyonu (herbir tip icin farkh
siv1) konulur ve 50 derecede bir gece bekleti-
lir. Ertesi glin yikama sivilan ile filtreler yika-
nir. Filtreler temiz tepsilere konulur Gzerileri-
ne 4 ml bloklama sivis1 eklenir. Uzerleri plas-
tik ortityle ortiilliip 65 derecede bir saat bekle-
tilir ve sivi havayla kurutulup tzerlerine 4 ml
belirleme soliisyonu konulur, Gzerleri értilir
20 dakika oda 1sisinda bekletilir, 6rta c¢ikaru-
lip siv1 geri alinir. Filtre bagka bir tepsiye ko-
nularak 6zel ytkama soliisyonlar: ile yikanur.
Yikamadan sonra 4 ml substrat soliisyonu (5-
bromo-4-chloro-3-indolylphosphate BCIP in
diethanol amine buffer) konulup tzeri 6rta-
lir. Bir saat oda 1sisinda ve karanhikta bekleti-
lir. Siire sonunda tg¢ kez distile su ile ytkama
yapilarak reaksiyon durdurulur. Filtreler ha-
vada kurutulup sonuglar degerlendirilir. filt-
reler tizerindeki koyu mor-mavi pozitif kont-
roli, daha zayif mor-mavi orta dereceli pozitif
kontrolii ve silik mavi-mor zayif pozitif kontro-
1 gosterir. Negatif kontrol ise renksizdir.

Test sonuglarn alindiktan sonra sonuglarin
istatistik anlamlih@ Fisher’in kesin X* testi ile
test edildi.

BULGULAR

Hastalarin yaslar: 38 ila 86 (ortalama: 58.8
yas) arasinda degisiyordu. Hastalarin 9’u er-
kek 6’s1 kadin, kontrol grubunun 8'i erkek,
7si kadindi. Hastalarin hicbirisinin hikayesin-
de gecirilmis HPV ile hastalik anemnezi mev-
cut degildi. Hastalarin %60"1 (9 hasta) en az
ginde bir paket sigara iciyordu. kontrol gru-
bundaki doku érneklerinin higbirisinde HPV
DNA’s1 tesbit edilmedi. Mesane timérlii hasta
grubunda ise ikisi kadin 3 hastada (%20) dp
16/18 HPV DNA's1 ile porzitiflik elde edildi.
Diger tiplerle pozitif reaksiyon olusmadi. Po-
zitiflik bulunan 3 hastadan 2’si kadindi ve bi-
risinde Grade 1, pT2 digerinde Grade 2, pT1,

MESANE TUMORLERINDE HPV DNA’SI SIKLIGI

papiller tipte mesane tiimori, erkek olan has-
tamizda da yine papiller tipte Grade 2, pT1,
mesane timori mevcuttu. Mesane timorli
hasta grubundaki bulgular Tablo 1'de o6zet-
lenmistir.

Sonuclarin istatistiksel degerlendirmesine
gore p=0.11 bulundu ve bu sonuca gére grup-
lar arasinda pozitiflik agisindan anlamh fark
yoktu.

TARTISMA

Son yillarda HPV infeksiyonu ile mesane
kanseri gelisimi arasinda pozitif bir baglant
bulundugu’gesitli yayinlarda bildirilmeye bas-
lanmustir. Cesitli farkli epidemiyolojik cahs-
malarda HPV lezyonlar ile genital sistem ma-
ligniteleri arasinda kuvvetli iliski gosterilmistir
(9,10). HPV papovaviridae ailesinden bir
DNA viriisiidiir. Derideki infeksiyonlan ii¢
farkli tablo olusturur. 1- Sigiller, 2- Condulo-
ma accuminatum ve 3- Seksiiel gegisli hasta-
liklar. Seksiiel gecisli hastaliklara yol agan
HPV infeksiyonu ile serviks kanseri arasindaki
iligki kesindir (9,10). Genital sigil hikayesi
olan kadinlarda olmayanlara gore serviks kan-
seri gelisme riski 4 kat daha fazladir ve serviks
kanseri bulunan hastalarin %90’ inda HPV tip
16,18,31 pozitifligi bulunmustur (11).

HPV infeksiyonunun tamsinda hiicre kal-
tiirleri ve serolojik testler hentz yetersizdir ve
HPV DNA’sinin tesbitinde ve tiplenmesinde
degisik teknikler mevcuttur (12). Lezyondan
alinan biopsilerde HPV antijeni ve HPV niik-
leik asidi belirlenebilir. Antijen belirlemede
kullanilan yéntem Peroxidase-antiperoxidase
immunositokimyasal boyamadir. HPV DNAsi-
nin tesbitinde ise radyoisotoplarla veya kimya-
sal reaktiflerle isaretli DNA problar ile hibri-
dizasyon yontemi kullanilir (1). Dot-blot typ-
ing test kimyasal reaktiflerle isaretli DNA
problari ile hibridizasyon yontemidir (13). Bu
testlerin daha da gelismisi ise PCR teknigidir.
Dot blot typing test ile cok kigiik miktarlarda
DNA tesbit edilemezken PCR’da bu dezavan-
taj ortadan kalkmisur (1). PCR ile DNA’lar
kuvvetlendirilerek daha duyarli ntikleik asit
tesbiti yapilir (14,15). Iki test es zamanh ola-
rak ayni hastada duyarliik acisindan karsilas-
urilirsa Dot blot hybridizasyon testinin duyar-
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Tablo 1

Adl Cinsi Yagm Patolojik Stage Grade HPV Tipi
Mi E 46 pT1INOMO 2 -
SB K 38 pTaNOMO 1 -
MA K 49 pT2NOMO 2 -
NBS E 60 pTINOMO 2 -
AK E 75 pT2NOMO 2 -
FE E 74 pT2NOMO Indiferansiye -~
FT E 86 pTaNOMO 2 -
HC E 64 pT4NOMO 3 -
KC K 63 pT2NOMO 2 -
iA E 64 pT3NOMO 3 -
FS K 45 pT2NOMO 3 -
ACB E 44 pTaNOMO 1 -
NO E 64 pTINOMO g 16/18
CK K 54 pTINOMO 2" 16/18
GK K 57 pT2NOMO 1 16/18

lihg1 %50, PCR teknigininki ise %100’dar
(16,17). Diger bir ¢aligmada hibridizasyonla
%70, PCR ile %83 oraninda HPV DNA’s1 ayni
hasta grubunda tesbit edilmistir (18).

Lecatsas ve arkadaslan daha 6nceden HPV
pozitif papillomaviriis lezyonu hikayesi olan
iki hastada birisi epidermoid digeri degisici
epitel hiicreli iki mesane kanseri bildirmisler-
dir (19). HPVnin disik grade’li erken sta-
ge'li mesane kanserlerinde tesbit edilmesi ne-
deniyle karsinogenezde baslangicta rol aldig
ileri stralmustir (20). Bizim bir olgumuzda
pT2 bulunmasi bu konuda daha ileri ve ¢ok
olgu sayih arastirmaya ihtiyac olduguna isaret
etmektedir. Bryant ve arkadaslar1 mesane kan-
serlerinde HPV antijenini %14 oraninda tes-
bit etmisler ve bu virisiitn mesane karsinoge-
nezinde rol aldigim ileri stirmuslerdir (21).
Yine Shibutani ve arkadaslart %20 oraninda
HPV DNA’s1 tesbit etmisler (7). Anwar ve ar-
kadaslar ise mesane kanserlilerde %81 ora-
ninda normal kontrollerde ise %33 oraninda
HPV DNA'sim pozitif olarak bulmuslardir
(8).

SONUC

Sonuc¢ olarak bizim bu ¢alismamizda
Biohit HPV dot blot tipleme testiyle elde etti-
gimiz %20 mesane timorli hastadaki tip
16/18 ile olan pozitiflik mesane timéri on-

kogenezinde bu virlis infeksiyonunun klinik
olarak HPV infeksiyonunun bulgusu olmaksi-
zin da rol oynayabilecegini ileri stiren arasuri-
alarin verileriyle uyumludur.

KAYNAKLAR

1- Reichman, R.C., Bonnez, W.: Papillomaviruses.
In: Principles and Practise of Infectious dise-
ases. Edited by G.L. Mandell, J.E., Bennet, R.
Dolin, Fourth ed., New York, Churchill Livings-
tone, pp: 1387-1400, 1995.

2- Syrjanen, K., Syrjanen, S.: Epidemiology of hu-
man papilloma virus infections and genital ne-
oplasia. Scand. J. Infect Dis Suppl. 69: 7, 1990.

3- Bunney, M.H., Benton, C., Cubie, H.A.: Viral
warts. Biology and treatment 2nd ed. Oxford:
Oxford University Press, 1992,

4- Becker, T.M,, Blount, J.F., Guinan, M.E.: Trents
in genital herpes infections among private prac-
titioners in the united States, 1966-1981., JAMA.
253: 1601, 1985.

5- Public Health Laboratory Communicable Dise-
ase Surveillance Center: Sexually transmitted
disease in Britain: 1985-6. Genitourin Med. 65:
117, 1989.

6- Center for Disease Control and prevention: Divi-



sion of STD/HIV Prevention, 1992 Annual Re-
port., U.S. Department of Health and Human
services, Public Health Service. Centers for dise-
ase Control and Prevention, Atlanta, G.A.,
1993.

7- Shibutani, Y.F., Schoenberg, M.P., Carpiniello,
V.L., Malloy, T.R.: Correlation of Human Pa-
pillomavirus with bladder cancer. Urology.
40:15, 1992.

8- Anwar, K., Naiki, H., Nakakuki, K., Inuzuka, M.:
High frequency of human papillomavirus in-
fection in carcinoma of the urinary bladder.
Cancer. 70(7): 1967, 1992.

9- Franchesci, S., Doll, R., Gallwey, J.: Genital
warts and cervical neoplasm: An epidemiologi-
cal study. Br. J. Cancer. 48: 621, 1983.

10- Chuang, T., Perry, H.O., Kurland, L.T.: Condy-
loma acuminatum in Rochester Minn., 1950-
1978. 1. Epidemiology and clinical featu-
res.Arch Dermatol. 120: 469, 1984.

11- Zur Hausen, H.: Genital Papillomavirus infecti-
ons. Prog. Med. Virol. 32: 15, 1985.

12- Schneider, A.: Medhods of identification of hu-
man papillomaviruses. In: Papillomaviruses
and Human Diseases. Edited by K. Syrjanen,
L.Gissmann, L.G., Koss.Berlin: Springer Ver-
lag, pp 19-39, 1987.

13- Inoue, M., Duggan, M.A., Robertson, D.I.,
Chang-Poon, V.: Non-isotopic detection of
HPV DNA in cervical smears using dot blot
hybridization. J. Virol. Meth. 26: 159, 1989,

14- Shibata, D.K., Arnheim, N., Martin, ].W.: Detec-
tion of human papilloma virus in paraffin-em-
bedded tissue using the polymerase chain re-
action. J. Exp. Med. 167: 225, 1988.

15- Gravitt, P.E., Manos, M.M.: Polymerase chain
reaction based methods for the detection of

MESANE TUMORLERINDE HPV DNA'SI SIKLIGI

human papillomavirus DNA. In: The Epidemi-
ology of Cervical Cancer and Human Papillo-
mavirus. Edited by N. Munoz, F.X. Bosch, K.V.
Shah; IARC Scientific Publications No: 119.
Lyon, France: International Agency for Rese-
arch on Cancer, 121-133, 1992.

16- Guerrero, E., Daniel, RW., Bosch, F.X.: Com-
parison of viraPap, Southern hybridization
and polymerase chain reaction methods for
human popillomavirus identification in an epi-
demiological investigation of cervical cancer.
J. Clin. Microbiol. 30: 2951, 1992,

17- Gjoen, K., Siebke, ]J.C., Flikke, M., Hager, R,
Ertzeid, G., Halsos, A., Ekgren, J., Norling, B.,
Grinde, B., Orstavik, I.: Genital human papil-
loma virus infection in Oslo studied by dot
blot DNA hybridization and polymerase chain
reaction. J. Med. Virol. 34 (3): 159, 1991.

18- Thomson, C.H., Rose, B.R., Cossart, Y.E.: De-
tection of HPV DNA in archival specimens of
cervical cancer using in situ hybridisation and
polymerase chain reaction. ]J. Med. Virol. 36:
54, 1992

19- Lecatsas, G., Dreyer, L., Mieny, C.j., Nel, P.J.:
Successive urinary papipalomavirus excretion,
condylomata acuminata and urogenital epil-
helial malignant disease after renal transplan-
tation. S. Afr. Med. J. 67: 374, 1985.

20- Roussel, F., Picquenot, .M., Rousseau, O.:
Identification of human papillomavirus anti-
gen in bladder tumor. Acta Cytologica. 35 (3):
273, 1991.

21- Bryant, P., Skelly., J., Willson, D.: Demonstrati-
on of papillomavirus structural antigen in hu-
man urinary bladder neoplasia. Br. J. Urol. 60:
405, 1987.



