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OZET

Giiven O. Bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda Polyomavirus BK alt tiplerinin
saptanmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji A.D.
Doktora Tezi. Istanbul. 2013.

Bu calismada, Tiirkiye’de BK Polyomavirus (BKPyV) genotiplerinin dagiliminin
belirlenmesi amaciyla bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarin idrar drneklerinden
elde edilen 94 BKPyV susunun alt tip ve alt gruplar1 saptanmistir. Ayrica VP1’in BC
kivrimindaki aminoasit degisimleri analiz edilmis ve olas1 klinik etkileri
degerlendirilmistir.

BKPyV alt tip I %71,3 oraniyla baskin alt tip olarak belirlenmistir; bu suslarm %13,4’i
Ib-1, %86,6’s1 Ib-2 alt grubunda saptanmistir. BKPyV alt tip II %8,5, alt tip IV ise
%?20,2 oranlarinda bulunmus olup alt tip IV suslarinin tiimii IVc-2 alt grubunda
smiflandiridmigtir.  Alt tip I BKPyV susu saptanmamistir. Genotip dagilimi
sonu¢larimiz incelendiginde, Avrupa ve Bati Asya’dan bildirilen sonuglarla uyumlu
oldugu goriilmektedir.

BKPyV suslarmin 18’inde BC kivriminda aminoasit degisimleri belirlenmistir. DO60N,
E61D, L68V, D77E, E82Q ve E82D olarak belirlenen degisimlerin saptandigi bu suslar,
polyomavirus ile iliskili nefropati bulgusu olmayan hastalardan elde edilmistir.
Calismamizda, GenBank’ta bildirimi bulunmayan 11 dizi saptanmustir.

Istanbul Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji A.D.’nda kullamlmakta olan BKPyV
real-time PCR testi, BKPyV DNA’sinda goriilen dizi cesitliligi nedeniyle olusabilecek
yalanci negatif sonuglara kars1t BKPyV DNA’smnin saptanmadigi 70 idrar 6rnegi ile test
edilmistir. BKPyV VP1 ve VP2 gen bolgelerine 0zgiil primerlerle iki ayr1 PCR
uygulanmistir. Orneklerin tiimiinde negatif sonu¢ alinmistir. Cografi bolgemizde bazi
BKPyV genotipleri nadir bulunmakta ya da hi¢ bulunmamaktadir. Degerlendirmede, bu
durumdan kaynaklanan kisitlamalara ragmen real-time PCR testinin BKPyV DNA’sinin
saptanmasinda giivenilir bir yontem oldugu sonucuna ulasilmistir.

Anahtar Kelimeler : BK Polyomavirus, alt tip, alt grup, transplantasyon, VP1 geni

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir.
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ABSTRACT

Giiven O. Detection of BK Polyomavirus subtypes in kidney transplant recipients.
Istanbul University, Institute of Health Science, Medical Microbiology Department.
Ph.D. Thesis. Istanbul. 2013.

In this study, subtypes and subgroups of 94 BK Polyomavirus (BKPyV) strains obtained
from urine specimens of the kidney transplant recipients were determined to gain data
on the distribution pattern of BKPyV genotypes in Turkey. Also amino acid alterations
in BC loop of VP1 were analysed and their possible clinical significance were
evaluated.

BKPyV subtype I was found to be predominant subtype with 71.3% and subgroups Ib-1
and Ib-2 were detected with 13.4% and 86.6% of subtype I stains respectively. BKPyV
subtype II was identified in 8.5% while subtype IV was present in 20.2% and all the
subtype IV strains were classified as [Vc-2 subgroup. BKPyV subtype III strain was not
detected. Our genotype distribution pattern was found similar to that demonstrated
previously in Europe and West Asia.

Amino acid substitutions in BC loop were determined in 18 BKPyV strains. These
strains with D60N, E61D, L68V, D77E, E82Q and E82D substitutions were obtained
from the patients without polyomavirus-associated nephropathy. We detected 11 VP1
sequences which are not present in GenBank.

BKPyV real-time PCR assay that has been used in Medical Microbiology Department
was examined with 70 BKPyV DNA negative urine specimens for the false negative
results due to BKPyV DNA sequence variations. Two separate PCR were performed
and BKPyV DNA was negative for all samples tested. In our geographic region some
BKPyV genotypes are found rare or not detected. In spite of these limitations in
evaluation, real-time PCR assay was found as a reliable tool for BKPyV DNA
detection.

Key Words: BK Polyomavirus, subtype, subgroup, transplantation, VP1 gene

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. 14064



1. GIRIS VE AMAC

Bilinen tek dogal konagi insan olan BK polyomavirus (BKPyV) ile infeksiyon,
genellikle c¢ocukluk doneminde, asemptomatik olarak gecirilmektedir. Bobrek
dokusunda yasam boyu persistans gosteren virus, immiin yetmezlik durumu sdzkonusu
olmadig1 siirece herhangi bir hastalik olusturmamaktadir. Saglikli bireylerde, gecici
viriiri donemleri gozlenebilmektedir. Bobrek transplantasyonu yapilmis hastalara
uygulanmakta olan immiinosupresif tedavi, bobrekte yerlesim gosteren virusun
reaktivasyonuna yol a¢cmaktadir (1). BKPyV’nin sitopatik etkisi sonucu gozlenen
nefropati, nakledilen organda ciddi hasar olusumu sonucunda organin kaybiyla
sonug¢lanabilen bir durumdur. Tedavide, immiinosupresyonun azaltilmasi 6énemli rol
oynar; ancak antirejeksiyon tedavi ile dengenin saglanmasi gerekmektedir. Bu
baglamda, nakil sonrasi hastalarin polyomavirus ile iliskili nefropati (PyVAN -
polyomavirus-associated nephropathy) tanisinda ve takiplerinde, plazma Orneklerinde
BKPyV DNA'smin kantitatif testlerle izlenmesi 6nem tagimaktadir (2, 3).

BKPyV’nin VP1 kapsid proteinine ait gen dizisi temel alinarak 4 alt tipi (I-IV)
belirlenmistir. Alt tip 1, 4 (Ia, Ib-1, Ib-2, ve Ic), alt tip IV ise 6 alt gruba (IVa-1, [Va-2,
IVb-1, 1Vb-2, IVc-1 ve IVc-2) ayrilmaktadir. BKPyV’nin alt tip ve alt gruplarinin
cografi bolgeler arasinda farklilik gosteren dagilim oranlari, bu virusun, evrimsel
siirecte insan topluluklar1 ile birlikte hareket ettigi hipotezinin (birlikte gd¢ hipotezi)
olusturulmasini saglamistir. Anatomik olarak modern insanin ortaya cikis ve gog
seriiveninde BKPyV’nin bir popiilasyon belirteci olarak genetik antropoloji alaninda
kullanilabilecegi ifade edilmektedir. Farkli toplumlarda saptanan BKPyV genotiplerine
ait oranlar ve diziler karsilastirilarak bu toplumlar arasindaki iligkiler ve go¢ yollari
izerinde yorumlar yapmak miimkiin olmaktadir. Diinyada alt tip I, baskin BKPyV
genotipi olarak bulunmaktadir. Alt tip I'in alt gruplarindan Ia, Afrikalilarda, Ib-1
Giineydogu Asyalilarda, Ib-2 Avrupalilarda ve Ic Kuzeydogu Asyalilarda yaygindir. Alt
tip IV BKPyV’nin alt gruplarindan IVc-2 Avrupa’da, diger alt gruplar ise Dogu
Asya’da bulunmaktadir (4, 5).

BKPyV genotipleri ile ilgili olarak iilkemizde yapilmis caligmalardan elde
edilmis veri bulunmamaktadir. Calismamizda, bobrek transplantasyonu yapilmis ve
real-time PCR yOntemiyle idrar 6rneklerinde BKPyV DNA's1 saptanmis hastalarda,

BKPyV alt tipleri ve alt gruplarinin belirlenmesi amag¢lanmagtir.



BKPyV’nin genotiplerinde polimorfizm gosteren VP1’in virusta en ©6nemli
islevi, konak hiicrenin ylizeyindeki reseptorle baglantiyr saglamaktir. VP1’de reseptorle
baglantinin kuruldugu alanlarda bulunan bazi aminoasitlerde olusan degisimlerin,
virusun baglanma kapasitesini etkiledigi, hiicre kiiltiirii caligmalariyla gosterilmis olup
PyV AN patogenezinde etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (6, 7).

BKPyV suslarmin genotiplendirmesinde kullanilan VP1 gen bdlgesinin dizisi,
BKPyV’nin konak hiicre reseptoriine baglanmasinda etkili olan BC kivrim bolgesini ve
DE kivrim bolgesinin bir boliimiinii kodlayan alan1 kapsamaktadir (6). Elde edilen gen
dizilerinin protein dizilerine ¢evrilmesiyle BKPyV suslarinda bu bolgelerdeki aminoasit
farkliliklar1 saptanabilmektedir. Calismamizda, VP1’in BC kivrim bolgesinde, virusun
kapsid yapisini ve reseptore baglanma kapasitesini etkiledigi bildirilmis olan aminoasit
degisimlerinin varlig1 arastirilarak, mutasyon saptanan suslarm elde edildigi hastalarda
PyVAN gelisimi bakimindan klinik veri incelenmesi ve degerlendirilmesi
hedeflenmistir.

BKPyV DNA’sinin arastirilmasinda kullanilmakta olan bazi testlerde, ozellikle
alt tiplerden III ve IV’iin saptanmasi noktasinda sorun yasandigi bildirilmistir. Bu
bakimdan kullanilan testlerin giivenilirliginin sinanmasi 6nerilmektedir (8, 9). Istanbul
Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji A.D. Viroloji ve Temel Immiinoloji Bilim Dali’nda
BKPyV DNA’smin saptanmasida kullanilmakta olan real-time PCR yOnteminin test
edilmesi planlanmistir. Bu amagla, BKPyV DNA’smin saptanmadig: idrar ornekleri
kullanilarak BKPyV genomunda iki farkli gen bolgesinin ¢ogaltilmasina yonelik PCR

uygulanmasi, ¢caligmamizda bir yan amac olarak belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Polyomaviruslarin Tarihcesi:

Polyomaviruslarla ilgili ¢alismalar, kanser biyolojisi caligmalar1 ile baglantili
olarak 1953 yilinda baslamistir. Gross (10), fare l0semisini, hiicre icermeyen
sliziintiilerle aktarma caligsmalarinda, yenidogan farede 16semi ve tiikiiriik bezi timori
olusturan bir etkenin varligini ortaya koymustur. Bu etken, Polyomaviridae ailesinin ilk
liyesi olan fare polyomavirusu (Murine polyomavirus - MPyV) idi. 11k kez Stewart ve
arkadaslar1 (11) tarafindan fare embriyonu hiicrelerinde iiretilen virus, arastirmacilar
tarafindan, timor olusumu ile olan iliskisi nedeniyle ‘‘polyomavirus’’ (Yunanca
kaynaklt poly-, ¢oklu; -oma, tiimorler anlamindadir) olarak adlandirilmistir. Ailenin
ikinci tiyesi olan Simian virus 40 (SV40), 1960 yilinda Sweet ve Hilleman tarafindan
poliovirus asilarimin, baska viruslarla kontaminasyonunun arastirilmasi sirasinda
bulunmustir. Polio asis1 6rneklerinin Afrika yesil maymunu bobrek (vero) hiicrelerinde
kiiltiirtiniin yapilmast ile SV40 izolasyonu saglanmistir. SV40 ile kontamine polio
asilari, 1963 yilina kadar milyonlarca cocuga uygulanmistir. SV40’in yenidogan
hamsterlere inokulasyonu sonrasinda tiimor olusumuna yol actiginin gosterilmesinin
ardindan as1 uygulamasi ciddi bir halk sagligi problemi olarak tartismalara neden
olmustur. MPyV’nin bulunusundan giiniimiize kadar kuslardan ve memelilerden farkli
polyomavirus tiirleri izole edilmistir (2, 12). Bu ailede yer alan viruslarin yalniz bir tiirii
ya da birbirine yakin tiirleri infekte ettigi goriilmektedir (13).

Insanda infeksiyona yol acan polyomaviruslardan BK ve JC polyomaviruslar,
1971 yilinda saptanmis olup izole edildikleri hastalarin ad ve soyadlarinin bas harfleri
kullanilarak adlandirilmislardir (2). JC polyomavirus (JCPyV), Padgett ve arkadaslari
(14) tarafindan, progresif multifokal lokoensefalopatili bir Hodgkin lenfoma
hastasindan alinan beyin dokusu Orneginin, insan fetusu beyin hiicreleri kullanilarak
yapilan kiiltiiriinden izole edilmistir.

BK polyomavirus (BKPyV), ilk olarak Gardner ve arkadaslar1 (15) tarafindan,
bobrek transplantasyonu gecirdikten dort ay sonra iireter stenozu gelisen 39 yasinda
Sudan’li bir erkek hastadan (B.K.) alinan idrar 6rneginden izole edilmistir. Hasta,
transplantasyon sonrasi iki kez hafif rejeksiyon donemi gecirmis ve immiin baskilama,
hastanin kilosu basina giinliik olarak verilen 20 mg prednisone ve 3 mg azathioprine ile

saglanmustir. Ikinci rejeksiyon doneminin hemen ardindan hastada iireter stenozu



gelistigi saptanmistir. Hastadan alinan idrar 6rnegi, 151k mikroskobunda incelendiginde,
cogu mononiikleer olan hiicrelerin, bazofilik intraniikleer inkliizyon cisimleri
icerdikleri; elektron mikroskobu incelemesinde ise polyomavirus benzeri ¢ok sayida
virus partikiilii bulundugu goriilmiistiir. Hastaya bobrek ve iireter veren agabeyinin
ireterinden alman Ornekte, liimeni kaplayan epitel hiicrelerinin ¢ogunun cekirdeginde
virus partikiilleri saptanmistir (vericiden alinan sol bobrek, hastanin sag iliak fossa
bolgesine; iireter ise mesaneye implante edilmistir). Hiicre kiiltiirlerini, rhesus maymunu
bobrek hiicreleri (M.K.), insan embriyonu akciger fibroblastlar1 (H.E.L.) ve vero
hiicrelerinde gerceklestirmislerdir. M.K. ve vero hiicre Kkiiltiirlerinde sitopatik etkiyi
gozlemlemisler ve virusun izolasyonunu saglamislardir. H.E.L. hiicrelerinde sitopatik
etki goriilmemis; elektron mikroskobu incelenmelerinde de virus partikiilii
saptanmamustir. BKPyV’nin, hiicre kiiltiirlerinde cogalmasmin SV40’a gore ¢cok daha
yavas gerceklestigini bildirmisler; ayrica SV40’tan farkli olarak BKPyV’nin, insan O
grubu alyuvarlar hiicreleri ve kobay eritrositlerini 4°C’de agliitine ettigini
gostermislerdir.

BKPyV’nin bulunmasinin iizerinden uzun yillar gectikten sonra, 2007°de, insanda
infeksiyona yol actig1 belirlenen iki polyomavirus bulunmustur. Karolinska Enstitiisii
polyomavirusu (KIPyV) ve Washington Universitesi polyomavirusu (WUPyV) olarak,
adlarini, kesfedildikleri kurumlardan alan bu viruslarin ikisi de solunum yolu
infeksiyonu belirtileri gosteren cocuk hastalarmm nazofarinks aspirat Orneklerinde
saptanmustir (16, 17). Bu iki polyomavirusun bulunusundan bir yil sonra Feng ve
arkadaslari, Merkel hiicre karsinomu olgularindan alinan doku 6rneklerinde saptadiklari
polyomavirusu, Merkel hiicre polyomavirusu (MCPyV) olarak adlandirmislardir (18).
MCPyV, kanser ile iliskisi tartisma konusu olan tiim insan polyomaviruslar1 i¢inde
kanser ile polyomavirus baglantisinin en giiclii oldugu virustur. MCPyV’nin, tiimor
gelisimindeki etki mekanizmasi heniiz biitiiniiyle aydmlatilamamis olmakla birlikte,
Merkel hiicre karsinomu olgularinin %77-84’tinde saptanmaktadir (12, 19, 20).

MCPyV’den sonra hastalikla dogrudan iliskilendirilmeye ¢alisilan bir virus, kalp
transplantasyonu yapilmis olan bir trikodisplazi spinulosa olgusunun yiiziindeki
lezyonlardan alian oOrneklerde saptanmis olup van der Meijden ve arkadaslari (21)
tarafindan 2010 yilinda bildirilmistir. Bu virus, trikodisplaziyle iliskili polyomavirus
(TSPyV) olarak adlandirilmistir. Aymi yil Schowalter ve arkadaslar1 (22), saghkli

kisilerden aldiklar1 deri oOrneklerinde insan polyomavirusu 6 (HPyV6) ve insan



polyomavirusu 7 (HPyV7) olarak adlandirdiklar1 iki yeni polyomavirusu saptamislardir.
Scuda ve arkadagslar1 (23), bobrek transplantasyonu yapilmis bir hastadan insan
polyomavirusu 9’u (HPyV9) bulduklarin1 2011 yilinda bildirmislerdir.

Polyomavirus ailesine yeni iiyelerin katilimi, virus kesfetme amaciyla, molekiiler
yontemlerin yayginlasan kullanimi ile baglantili olarak 2012 yilinda da devam etmistir.
Digki1 Orneklerinde virus arama calismalarinin sonucunda Malawi polyomavirusu
(MWPyV) ve Mexico polyomaviruslar1 (MXPyV) bulunmustur (24, 25). Ayn1 donemde
WHIM (Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis) sendromu
olan bir hastanin sigil 6rneginde insan polyomavirusu 10 (HPyV10) saptanmistir (26).
Art arda bildirimi yapilan bu viruslarin genom dizi verileri incelenmis olup birbirlerinin
varyant1 olduklar1 goriilmiis ve MWPyV adi altinda toplanmislardir (25, 27). Insan
bagirsak viromu c¢alismalar1 swrasinda diski  Orneklerinde bulunan bir diger
polyomavirus, Saint Louis polyomavirusu (STLPyV) olarak adlandirilmistir (28). Son
olarak, transplantasyon i¢in verici karaciger orneginde saptanan yeni bir polyomavirus,
insan polyomavirusu 12 (HPyV12) olarak bildirilmistir (29).

Genislemekte olan polyomavirus ailesinin 2007’ den sonra kesfedilen iiyelerinden
MCPyV ve TSPyV disindakilerin heniiz herhangi bir hastalikla iligkisi bulunmamistir
(30). Bu viruslar hakkinda bugiin bildiklerimizin ¢ogu, genom dizilerinden ve bu
dizilerden kodlanan proteinlerden ibaret olup hiicre tropizmi ve patogenez gibi konular

aydinlatilmay1 beklemektedir.

2.2. Polyomaviruslarin Simflandirilmasi:

Baltimore smiflandirma sistemine gore cift iplikli DNA genoma sahip
olmalariyla polyomaviruslar, Grup 1 viruslar icinde yer almaktadrr (31).
Polyomaviruslar ve papillomaviruslar, 1950’lerin ortalar1 ve 1960’11 yillarda elektron
mikroskobu goriintiilemeleri ve temel niikleik asit analiz tekniklerinden elde edilen
verilerle, ortak dzelliklerine dayanilarak Papovaviridae ailesinde siniflandirilmistir (32).
Papovaviridae adi, tavsan papilloma virusu, fare polyomavirusu ve vakuol olusturan
etken (vacuolating agent) olarak tamimlanmis Simian virus 40 (SV40) iiyelerinden
kaynaklanmaktadir (13, 33). Aile iyelerinin bulunduklar1 donemlerde saptanan
ozellikleri, zarfsiz, ikozahedral yapida kapside ve c¢ift iplikli halkasal DNA genoma
sahip olmalar1 olarak bildirilmistir. 1980’lerden itibaren gelisen laboratuvar tekniklerine

bagl olarak gerceklestirilen genetik analizler, ge¢miste tanimlanmis olan ortak



ozelliklerin yiizeysel oldugunu ortaya koymustur. Tiim polyomaviruslarin yaklasik 5 kb
biiyiikliikte genoma sahip olmalarma karsin papillomaviruslarm 8 kb’ye yakin
biiytikliikte genoma sahip olmalar;; polyomaviruslarda zit yonlerde okunan iki
transkripsiyon biriminin varligma karsin papillomaviruslarda transkripsiyonun tek
yonde gerceklesmesi gibi fakliliklar bulunmus ve siiflandirmada en 6nemli 6lciit olan
niikleotid ve aminoasit dizi benzerliginde iki virus grubunun, T antijeninde kiiciik bir
bolgede ve E1 genlerindeki homoloji disinda bir benzerlik tasimadigi saptanmistir. Bu
bilgiler 1s1¢inda polyomaviruslar ve papillomaviruslar, 2000 yilinda ayr1 aileler
olusturacak sekilde yeniden siniflandirilmistir (32). Uluslararast Virus Taksonomi
Komitesi (ICTV — International Committee on Taxonomy of Viruses) tarafindan
olusturulmus olan smiflandirmada, tiim polyomaviruslar, ailenin tek cinsi olan

Polyomavirus cinsi altinda toplanmigstir (Tablo 2.1) (34).



Tablo 2-1: Polyomaviridae ailesinin ICTYV tarafindan 2012 yilina ait simflandirmasi

(34)

AILE: Polyomaviridae (1 cins)

CINS: Polyomavirus

TIP TUR: Simian virus 40

TURLER: Ref. Sus GenBank no: Kisaltilms ad:

African green monkey polyomavirus

African green monkey polyomavirus AGMPyV
g key polyom (K02562] ( yV)

(Beta-lymphotropic polyomavirus) (LPyV)

Baboon polyomavirus 2

Baboon polyomavirus 2 (BPyV-2)

BK Polyomavirus

BK polyomavirus [VO1108] (BKPyV)

Bovine polyomavirus

Bovine polyomavirus [D13942=NC_001442] (BPyV)

Budgerigar fledgling disease polyomavirus

Avian polyomavirus [AF241168] (APyV)

Hamster polyomavirus

Hamster polyomavirus

[AJO06015=NC_001663]

(HaPyV)

Human polyomavirus

Human polyomavirus

JC polyomavirus

JC polyomavirus

[J02226=NC_001699]

(JCPyV)

Murine pneumotropic virus

Murine pneumotropic virus

[M55904]

(MPtV)

Murine polyomavirus

Murine polyomavirus

[J02288]

(MPyV)

Rabbit kidney vacuolating virus

Rabbit kidney vacuolating virus

(RKV)

Simian virus 12

Simian virus 12

(SA12)

(Baboon polyomavirus type 1)

[AY614708]

(SV12)

Simian virus 40

Simian virus 40

[J02400=NC_001669]

(SVv40)

Tiir adlart italik yazilmistir. Tiir adi altinda yer alan adlar tiirii temsil eden suslara ait olup sinonim adlar
parantez icinde belirtilmistir. Tiire ait referans susun gen dizisinin gen bankasi numarasi koseli parantez

icinde; tiir adinin kisaltmasi ise parantez i¢inde gosterilmistir.



(Tablo 2-1’in devami)

Polyomavirus cinsine iiye olmas1 muhtemel olan ancak tiir olarak heniiz onaylanmamus viruslar:

Memeli Viruslari: Ref. Sus GenBank no: Kisaltilms ad:
KI polyomavirus [EF127906] (KIPyV)
WU polyomavirus [EF444549] (WUPyV)
Merkel cell polyomavirus [EU375803] MCPyV)
Canary polyomavirus [GU345044] (CaPyV)
Cynomolgus polyomavirus (CyPV)
Chimpanzee polyomavirus [AY691168] (ChPyV)
Athymic rat polyomavirus (Rat-PyV)
Squirrel monkey polyomavirus [NC_009951] (SqPyV)
Bornean orangutan polyomavirus [FN356900] (OraPyV-1)
Sumatran orangutan polyomavirus [FN356901] (OraPyV-2)
Bat polyomavirus [NC_011310] (BatPyV)
Human polyomavirus 6 [NC_0144006] (HPyV6)
Human polyomavirus 7* [NC_014407] (HPyV7)
Kus Viruslar:: Ref. Sus GenBank no: Kisaltilms ad:
Crow polyomavirus [NC_007922] (CPyV)
Finch polyomavirus [NC_007923] (FPyV)
Goose hemorrhagic polyomavirus [NC_004800] (GHPyV)

PCR-temelli yontemlerle polyomavirus genomlart saptanmis olmakla birlikte bu viruslar, heniiz hiicre
kiiltiiriinde iiretilememis olmalar1 nedeniyle tiir olarak kabul edilmemislerdir.

*ICTV tarafindan yaymlanmis olan 2012 tarihli 9. raporda ‘‘Human polyomavirus 6’ olarak yanls
yazilmistir.

Siniflandirmada, cinse iiye olmast muhtemel olan ancak tiir olarak heniiz
onaylanmamis viruslar bashg altinda yer alan viruslardan kuslarda infeksiyon etkeni
olarak tanimlanmis polyomaviruslar, memeli polyomaviruslarindan farkli olarak daha
genis bir konak ¢esitliligi gostermektedir (34).

ICTV’nin Polyomaviridae Calisma Grubu tarafindan Ekim 2010 tarihinde
hazirlanarak ICTV’ye sunulan; heniiz kabul edilmemis olan ancak 2012 yilinda

yaymlanan 9. raporda, iizerinde calisildig1 ifade edilen smiflandirma Onerisinde,



Polyomaviridae ailesi Orthopolyomavirus, Wukipolyomavirus ve Avipolyomavirus
olmak iizere {ii¢ cinsi kapsamaktadir (Tablo 2.2). Polyomaviridae ailesinin
simiflandirilmasinda kullanilan taksonomik ol¢iitler, konak ¢esitliligi, genetik repertuvar
ve tiim genom DNA’sinin dizi benzerligidir (Sekil 2.1). Bulunan bir virusun, bilinen
polyomaviruslardan farkl bir tiir olarak tanimlanabilmesi icin tiim genom DNA dizi

homolojisinin %81-84’ten az olmas1 gerekmektedir (35).
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Tablo 2-2: Polyomaviridae ailesinin ICTV’nin Polyomaviridae Cahsma Grubu tarafindan
hazirlanmis 2010 yilina ait sstmflandirma onerisi (35)

AILE: Polyomaviridae (3 cins)

CINS: Orthopolyomavirus

TIP TUR: Simian virus 40

TURLER: Ref. Sus GenBank no: Kisaltilmus ad:  Konak:
Baboon polyomavirus 1

Baboon polyomavirus 1 [NC_007611] (SA12) Maymun
Bat polyomavirus

Bat polyomavirus [NC_011310] (BatPyV) Yarasa
B-lymphotropic polyomavirus

B-lymphotropic polyomavirus [NC_004763] (LPyV) Maymun
BK polyomavirus

BK polyomavirus [NC_001538] (BKPyV) Insan
Bornean orang-utan polyomavirus

Bornean orang-utan polyomavirus [NC_013439] (OraPyV1) Orangutan
Bovine polyomavirus

Bovine polyomavirus [NC_001442] (BPyV) Sigir
California sea lion polyomavirus

California sea lion polyomavirus [NC_013796] (SLPyV) Deniz aslani
Hamster polyomavirus

Hamster polyomavirus [NC_001663,AJ006015]*| (HaPyV) Hamster
JC polyomavirus

JC polyomavirus [NC_001699] (JCPyV) Insan
Merkel cell polyomavirus

Merkel cell polyomavirus [NC_010277] MCPyV) Insan
Murine pneumotropic virus

Murine pneumotropic virus [NC_001505.2] (MPtV) Maymun
Murine polyomavirus

Murine polyomavirus [NC_001515] (MPyV) Fare
Simian virus 40

Simian virus 40 [NC_001669] (SV40) Maymun
Squirrel monkey polyomavirus

Squirrel monkey polyomavirus [NC_009951] (SqPyV) Maymun
Sumatran orang-utan polyomavirus

Sumatran orang-utan polyomavirus [FN356901] (OraPyV2) Orangutan
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(Tablo 2-2’nin devamai)

TURLER: Ref. Sus GenBank no: Kisaltilmus ad:  Konak:

Trichodysplasia spinulosa-associated
polyomavirus

Trichodysplasia spinulosa-associated

polyomavirus [NC_014361] (TSPyV) Insan

Tiir olarak onaylanmamis ancak Orthopolyomavirus cinsine iiye olmasi muhtemel olan virus:

Chimpanzee polyomavirus [AY691168] (ChPyV) Sempanze

CINS: Wukipolyomavirus

TiP TUR: KI polyomavirus

TURLER:

Human polyomavirus 6
Human polyomavirus 6 [NC_014406] (HPyV6) Insan

Human polyomavirus 7
Human polyomavirus 7 [NC_014407] (HPyV7) Insan

KI polyomavirus
KI polyomavirus [NC_009238] (KIPyV) Insan

WU polyomavirus
WU polyomavirus [NC_009539] (WUPyV) Insan

CINS: Avipolyomavirus

TiP TUR: Avian polyomavirus

TURLER:

Avian polyomavirus
Avian polyomavirus [NC_004764.2] (APyV) Kus

Canary polyomavirus
Canary polyomavirus [GU345044] (CaPyV) Kanarya

Crow polyomavirus
Crow polyomavirus [NC_007922] (CPyV) Karga

Finch polyomavirus
Finch polyomavirus [NC_007923] (FPyV) Sakrak kusu

Goose hemorrhagic polyomavirus
Goose hemorrhagic polyomavirus [NC_004800] (GHPyV) Kaz
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(Tablo 2-2’nin devamai)
TURLER: Ref. Sus GenBank no: Kisaltilmis ad:  Konak:

Polyomaviridae ailesi iiyelerine benzer ozellikler tasiyan ancak polyomavirus tiirii olarak heniiz
onaylanmamis viruslar:

Athymic rat polyomavirus - (RatPyV) Sican
Baboon polyomavirus 2 - (BPyV2) Maymun
Cynomolgus polyomavirus - (CyPV) Maymun
Rabbit kidney vacuolating virus - (RKV) Tavsan

Tiir adlar italik yazilmigtir. Tiir adi altinda yer alan adlar tiirii temsil eden suslara aittir. Tiire ait referans
susun gen dizisinin gen bankasi numarasi koseli parantez icinde; tiir adinin kisaltmasi ise parantez i¢inde
gosterilmistir.

*HaPyV genomunun gen bankasindaki NC_001663 numarali dizi verisinde VP1 kodlama bolgesinde
dizilenmemis bir boliim bulunmaktadir. AJO06015 numaral dizi HaPyV genom dizisinin eksik bolgesinin
tamamlanmasinda kullanilan VP1 dizisini icermektedir.

Wukipolyomavirus - g > Avipolyomavirus
% 32 -
% <7 5 & e
Ay O O
ey,

Bxpy,, MCPyV
SA12 OraPyV2
\Q?\i\l MPyv

Orthopolyomavirus Q

Sekil 2-1: ICTV’nin Polyomaviridae Calisma Grubu tarafindan tiim genom niikleotid dizi
verilerine gore hazirlanmus, filogenetik agac (35).

ICTV’nin Polyomaviridae Calisma Grubu tarafindan 6nerilen siiflandirmada,
ICTV’nin 2012 yilina ait siniflandirmasinda Polyomavirus cinsinde yer alan Baboon
polyomavirus 2 ve Rabbit kidney vacuolating virus’un ‘‘aileye liye olmasi1 muhtemel
viruslar’” olarak tanimlanmis olmasinin gerekgesi olarak, bu iki virusun morfolojik

ve/veya antijenik olarak polyomavirus karakteri tasimasina karsin genom niikleotid
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dizilerine dair veri olmamasi gosterilmektedir. Atymic rat polyomavirus’un higbir
niikleotid dizisinin bilinmemesi, ancak SV40 spesifik antikorlarla reaksiyon vermesi;
Cynomolgus polyomavirus’un ise genomunun sadece kisa bir parcasmna ait (129
niikleotid) dizinin homoloji gostermesi dolayisiyla bu iki virus, aileye iiye olmasi
muhtemel viruslar arasina alinmustir (35).

Human polyomavirus olarak tanimlanmis tiir de smiflandirma Onerisinde yer
almamaktadir. Bu durum, bu virusun, bilinen insan polyomaviruslar1 (JCPyV, BKPyV,
MCPyV, KIPyV, WUPyV, HPyV6 ve HPyV7) disinda bir virus olarak varligini
destekleyen bilimsel bir verinin bulunmamasi ile agiklanmaktadir. Oneride, African
green monkey polyomavirus, B-lymphotropic polyomavirus olarak (Orthopolyomavirus
cinsinde); Budgerigar fledgling disease polyomavirus (budgerigar fledgling- yavru
muhabbet kusu) ise Avian polyomavirus olarak (Avipolyomavirus cinsinde) yeniden
adlandirilmistir. Chimpanzee polyomavirus’un Orthopolyomavirus cinsinin muhtemel
tiyesi olarak tamimlanmasi genomunun sadece VP1 kodlayici bdlgesinin niikleotid

dizisinin filogenetik analizinin yapilmis olmasi nedeniyledir (35).

Virus kesfinin yogun olarak goriildiigii son donemlerde arastirmacilar, yeni
bulunan viruslarin Polyomaviridae ailesinin diger tiyeleriyle olan filogenetik iliskisini
belirlemek amaciyla filogenetik analizleri siirekli giincellemek durumunda kalmiglardir.
ICTV’nin Polyomaviridae Calisma Grubu tarafindan sunulmus olan cins Onerilerini
kullanarak olusturulmus; yeni iiyeleri de kapsayan filogenetik agac Sekil 2.2°de
goriilmektedir (30).



Malawipolyomavirus

4
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Orthopolyomavirus

14

Avipolyomavirus

o
pf?‘i\l

FPyV
GHPyV

Cr,

F”?VVS

S
Jlb

Woukipolyomavirus

Sekil 2-2: VP1, VP2 ve LT aminoasit dizileri temel alinarak olusturulmus filogenetik agac.
Orthopolyomavirus cinsi I ve II olmak iizere iki dala ayrilmistir. MWPyV, diger cinslerden ayr1 konumlanmistir (30).

2.3. BK Polyomavirus (BKPyV)

2.3.1. Viriyon Yapist:

Polyomaviruslar, 40-45 nm capa sahip olan ikozahedral kapsidli, zarfsiz

viruslardir. Viriyonlar1t T=7d ikozahedral simetri gostermekte olup (Sekil 2.3) siikroz

dansitesi 240S’dir (2).

T=7d

Sekil 2-3: Polyomavirusun viriyon yapisi (36)
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Viriyon yapisi, %88 protein ve %12 DNA igerigine sahiptir. Viriyonda ana
kapsid proteini olan VP1 (45 kDa), 72 pentamer olusturacak sekilde 360 kopya halinde
bulunmaktadir (2, 33). Her VPl proteini, uzun C-terminal bdlgesini komsu
pentamerlere uzatmak suretiyle pentamerler arasi iliski kurarak kapsidin kararh bir yap1
kazanmasini saglar. Kapsid olusumunda pentamer kapsomerler arasinda disiilfit baglar1
kurulur. VP1 proteini, ayrica kapsidin i¢ bolgesinde bir VP2 (35 kDa) ya da VP3
(23 kDa) minor kapsid proteini ile hidrofobik etkilesimlerle baglanti kurar. Virus
kapsidi, toplam 72 mindr kapsid proteini tagimaktadir (2, 37).

2.3.2. Genom:

Polyomaviruslar, cift iplikli ve halkasal DNA genoma sahiptir. Genomik olarak
BKPyV, JCPyV ile %75, SV40 ile %69 oraninda homoloji géstermektedir (38). BKPyV
tizerinde gerceklestirilen genom calismalarinda referans sus olarak kullanilan BKPyV
Dunlop susunda 5153 baz cifti bulunmaktadir (JCPyV Mad-1 susu 5130, SV40 776
susu 5243 bp). Viriyon agirliginin %10-13’iinii olusturan genomun G+C icerigi %40-50
oranindadir (34). Virus DNA’s;, H2A, H2B, H3 ve H4 histonlariyla paketlenmis;
kromatin ya da minikromozom analogu bir yap1 olusturmus durumdadir (2, 12, 13). Bu

yapida yaklasik 20 niiklezom bulunmaktadir (39).

BKPyV genomu, infekte ettigi insan hiicresi niikleusunda epizomal halde
bulunur. BKPyV’nin kemirgenlerde olusturdugu tiimorlerde ise, genomunun, konak
hiicre genomuna yerlestigi bulunmustur (38).

BKPyV genomu ii¢ bolgeye ayrilabilir: (i) diizenleyici proteinleri kodlayan
erken genler bolgesi, (ii) kapsid proteinleri ile agnoproteini kodlayan ge¢ genler bolgesi
ve (ii1) replikasyon orijini ile erken ve ge¢ genlerin transkripsiyonlarinin
diizenlenmesinde rol oynayan dizileri tasiyan kodlama yapmayan kontrol bolgesi

(noncoding control region - NCCR) (Sekil 2.4) (2).
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truncTAg

Sekil 2-4: BKPyV genomunun sematik yapisi.

2.3.2.1. Erken Genler Bolgesi:

Erken genler bolgesinde transkripsiyon, infeksiyon siirecinde virusun yasam
dongiistiniin erken evresinde goriiliir; virus DNA’smin replikasyonu basladiktan sonra
da siirebilir. Bu bdolgenin transkripsiyonuyla olusan pre-mRNA’dan alternatif uc
birlestirme (alternative splicing) ile farkl proteinler kodlanir. Bu proteinler, timor (T/t)

antijenleri olup virus ve konak genomu iizerinde diizenleyici etkiye sahiptir (40).

Biiyiik T Antijeni:

Biiyiik T antijeni (TAg), 695 aminoasit iceren bir fosfoproteindir. Sitoplazmada
sentezlendikten sonra amino terminal kismimda bulunan niikleer lokalizasyon sinyali
sayesinde niikleusa girerek virus replikasyonunu ve gec¢ genlerin transkripsiyonunu
diizenleyen c¢ok islevli bir proteindir. Kendi transkripsiyonunu da kontrol edebilme
yetenegine sahiptir (41). BKPyV'nin TAg'si, niikleusa tasinmasini saglayan niikleer
lokalizasyon sinyali (NLS) olarak SV40 ile ortak olan KKKRKVD (Tablo 2.3) dizisini
tasir. DNA ile baglant1 kuran bolgelerinde ise iki virusun TAg’si %80 oraninda dizi

homolojisi gosterir (40).
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Tablo 2-3: Aminoasit adlar1 ve sembolleri (167)

Aminoasit ad1 | Semboller | Aminoasit ad1 | Semboller
Alanin Ala A | Lizin Lys | K
Arjinin Arg | R | Losin Leu |L
Asparajin Asn | N | Metiyonin Met | M
Aspartik asit Asp | D | Prolin Pro | P
Fenilalanin Phe | F | Serin Ser | S
Glisin Gly | G | Sistein Cys | C
Glutamik asit | Glu | E | Tirozin Tyr |Y
Glutamin Gln Q | Treonin Thr | T
Histidin His H | Triptofan Trp | W
Izolosin Ile I Valin Val |V

Kemirgen hiicrelerinde transformasyona yol acmasi nedeniyle tartigilagelen
BKPyV'nin insanda kanser etkeni olup olmadigi konusunun odak noktasinda TAg yer
almaktadir. Ancak insan i¢cin BKPyV ile kanser arasindaki iliski heniiz aydmlatilmay1
beklemektedir (41). BKPyV’nin TAg’si, p53’e ve retinoblastoma ailesi iiyeleri (pRb)
olan pl07 ve pl30 proteinlerine baglanabilmekte ve bu proteinleri etkisiz hale
getirebilmektedir. BKPyV'nin TAg'sinin serbest transkripsiyon faktorii EF2 (uzatma
faktorii 2 - elongation factor 2) diizeyini arttirdigi gosterilmistir. Bu sayede hiicre
boliinmesini arttirir (40, 42).

SV40'm TAg'sinde bir bolgenin (525-541. aminoasitler) antiapoptotik aktivite
tasidig1 ve bu sayede yiiksek oranda viral progeni iiretimini sagladigi saptanmistir (43,
44). BKPyV, iki aminoasit farkliligiyla ayn1 bolgeyi tasidigindan BKPyV'nin de benzer
isleve sahip olabilecegini diisiiniilmektedir. BKPyV TAg'sinin SV40'ta bulunan TAg'nin
ATPaz bolimiiniin (593-661) 6nemli bir kismin1 (640-661. aminoasitler) tasimadigi,

geri kalan kisimda ise %45 homoloji gosterdigi saptanmustir (45).

Kiiciik T Antijeni:

Sistein bakimimdan zengin olan kiiciik t antijeni (tAg), infekte hiicrede hem
niikleusta hem de sitoplazmada yer alir. Yaklasik 17 kDa olan tAg, 172 aminoasit igerir.
Farkli karboksi terminal kisimlara sahip olan TAg ile tAg proteinleri, amino terminal
kisimlarinda 82 ortak aminoasit tasir. BKPyV ile SV40 tAg'leri %73 oraninda homoloji
gosterir; karboksi terminal kisimlarinda ise homoloji oran1 %59'dur (40). BKPyV'nin
tAg'sinin biyolojik 6zellikleri hakkinda yapilmis az sayida calisma bulunmaktadir.

BKPyV tAg'si serin-treonin protein fosfataz 2A'ya (PP2A) baglanir ve bu enzimi
inhibe eder. Hiicre i¢i sinyal iletiminde rol oynayan PP2A, katalitik ve yapisal alt
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birimlerden olusan bir kor kompleksi ile buna bagh diizenleyici alt birimden olusur.
SV40 tAg'sinin ilk 51 aminoasidinin eksikliginin kor enzim kompleksiyle baglanmada
140 kat azalmaya neden oldugu gosterilmistir. tAg'nin amino terminal bolgesi, saperon
Hsc70’e baglanan Dnal proteinlerinin J boliimleriyle dizi benzerligi tasir ve SV40 ile
BKPyV arasinda biiyiik oranda korunmus durumdadir. Mutasyon analizlerinden
edinilen sonuclarla, PP2A ile etkilesimde, tAg'min J boliimiiniin rol oynadig: ileri
siriilmektedir. tAg, PP2A inaktivasyonuyla MAP kinaz yolagi iizerinden hiicre
cogalmasini arttirici etki gosterir (46, 47, 48).

tAgmin BKPyV'nin yasam dongiisiindeki rolii tam olarak aydinlatilabilmig
degildir. Virus replikasyonunda gerekli olmadig: bilinmektedir; ¢iinkii tAg kodlayici
bolgesinde delesyon olan BKPyV (MM) susu, infekte ettigi hiicrede ¢ogalabilmektedir
(49).

tAgmin in vivo transformasyondaki etkisi de tartisma konusudur.

Transformasyon olusumunda TAg'ye yardimci rolii oldugu diisiiniilmektedir (40).

Kesintili (Truncated) T Antijeni:
BKPyV'nin kesintili T antijeni (truncTAg), 136 aminoasit icerir. J boliimii ve
pRb (retinoblastoma protein) proteinlerini baglayic1 bolge gibi TAg ile tasidigi ortak

diziler nedeniyle transformasyonda rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (50).

2.3.2.2. Ge¢ Genler Bolgesi:

Gec genler bolgesi, virus DNA’sinin  replikasyonu basladiktan sonra
transkripsiyona ugrar; bununla birlikte infeksiyonun erken evresinde bu genlerin diisiik
diizeyde transkripsiyonu gerceklesebilir. Yapisal proteinler olan VP1, VP2 ve VP3
ortak bir onciill mRNA'dan alternatif u¢ birlestirme islemiyle olusturulurlar. VP2 (351
aminoasit) ve VP3 (232 aminoasit) aynt mRNA'dan farkli baslangic kodonlarini
kullanarak sentezlenirler. Karboksi terminal kisminda tiim VP3 dizisini tasiyyan VP2,
buna ek olarak amino terminal kisminda 119 aminoasit daha igerir. Farkli bir okuma
cercevesinden sentezlenen 362 aminoasit uzunluktaki VP1’in amino terminal kismini
kodlayan alan VP2 ve VP3'iin karboksi terminalini kodlayan alanla ¢akisir. VP1, temel
kapsid proteinidir (40).
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VPI:

BKPyV'de, VP1’in aminoasit dizisi incelendiginde, JCPyV ile (354 aminoasit)
%78,2, SV40 ile (364 aminoasit) %81,3 oraninda benzer oldugu goriiliir (51). VP1, 362
aminoasit uzunlukta olup rulo pasta (jelly-roll) topolojisinde iki anti-paralel p-tabaka
olusturur. VP1, kapsid yiizeyinde sergilenen ve her harfin bir B zincirini temsil ettigi
BC, DE, EF, GH ve HI olmak iizere bes kivrim icermektedir. Karboksi ve amino
terminal uglar kapsidin i¢ ylizeyinde bulunmaktadir. VP1’in BC, DE ve HI kivrimlari
kapsid yiizeyinde, diger iki kivrimdan daha disarida konumlanmis durumdadir ve bu
boliimler antijenik ©zellikte, hemaglutinasyonda ve reseptdre baglanmada etkilidir.
Kapsid yapisinda bes VP1 monomeri bir pentamer alt birim olusturacak sekilde sikica
bir araya gelir. Olusan yap1, merkezinde halkasal bir ac¢iklik olan yuvarlak bir goriinim
kazanmaktadir (52).

Polyomaviruslar, niikleusta progeni viriyonlar iiretir. Bu nedenle translasyon
sonrasinda sitoplazmada sentezlenmis olan kapsid proteinlerinin niikleusa taginmasi
gerekir. Niikleusa tagmmacak bu proteinler, genellikle lizin ya da arjinin gibi bazik
aminoasitlerden olusan bir niikleer lokalizasyon sinyali tasir. Bu bazik aminoasitler bir
ya da iki grup halinde diizenlenmis olup tek parcali (monopartite) ya da ¢ift parcali
(bipartite) sinyal olarak tanimlanirlar. NLS'yi tamiyan karyoferin alfanin, bazik
aminoasitler i¢in iki adet baglayict bolge tasidigi gosterilmis, bu haliyle proteinin,
NLS'nin tek parcali ve cift pargali yapist i¢in baglayici kaliplara sahip oldugu ileri
stiriilmiistiir (53).

VP1’in amino terminal kismmda bulunan iki parcali sinyal dizisi, SV40'im VP1
proteininde bulunan diziyle biiyiik benzerlik tasir. SV40'ta goriildiigii gibi BKPyV'nin
VP1’inin de VP2 ve VP3 yoklugunda niikleusa tasinabildigi ileri siiriilmektedir. Buna
karsin farkli bir diziye sahip olan JCPyV'nin VP1’i, niikleusa tasinmada VP2 ve VP3
varligma gereksinim duymaktadir (53).

VP2 ve VP3:

Karboksi terminal kisimlarinda c¢akisan dizilere sahip olan VP2 ve VP3
N-terminal kisimlarinda farklilik gosterir. Bu proteinlerin ortak bolgelerinden
bahsedildiginde VP2/VP3 terimi kullanilmaktadir. VP2, 115 aminoasit daha uzun bir
N-terminal bolgeye sahiptir ve bu bolgedeki glisin aminoasidi miristile edilir. Miristil

grubunun infeksiyon siirecindeki islevi konusunda fakli goriisler bulunmaktadir. Konak
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hiicre membranina penetrasyonda etkili oldugunu 6ne siiren arastirmacilarin (54) yani
sira, bu grubun hiicreye giriste etkili olmadigim1 bildiren arastirmacilar (2, 55) da
bulunmaktadir.

VP2 ve VP3'iin NLS dizisinin SV40'ta karboksi terminal kisimda yer aldigi
belirlenmistir (53). BKPyV'nin VP2’sinin, karboksi terminal kisminin dizi analizi
verileri, bu bolgenin islevsel olarak korunmus oldugunu ve icerdigi bir seri bazik
aminoasitle NLS’yi kapsadigini ortaya koymustur (56).

SV40’ta VP3’iin, hiicrede oligomerizasyona ugradig1 ve endoplazmik retikulum
(ER) membranina girerek bir viroporin yapisi olusturdugu one siiriilmiistiir. Bu sayede
virus genomunun ER'den sitoplazmaya taginmasinda etkili oldugu ifade edilmistir (57).

Ancak BKPyV'nin VP3’iiniin rolii hakkinda heniiz ag¢ik bir bilgi yoktur.

Agnoprotein:

BKPyV'nin agnoproteini 66 aminoasit iceren bazik bir protein olup ozellikle
amino terminal kisminin BKPyV, SV40 ve JCPyV'de korunmus oldugu goriiliir (58,
59). Mutasyon c¢aligmalariyla agnoprotein ekspresyonu olmayan viruslarin infeksiyon
olusturma yeteneklerini korudugu ancak daha diisiik etkinlikte ¢cogalma gosterdikleri
belirlenmigstir (60). Agnoprotein, sitoplazmada bulunur; ancak az miktarda niikleusta da
yer alabilir. Bu proteinin BKPyV'deki islevi tam olarak bilinmemekle birlikte,
polyomaviruslarda gen ekspresyonu, replikasyon, viriyon olgunlagmasi ve virusun

hiicre disina cikisiyla iliskilendirildigi bildiriler bulunmaktadir (59, 61, 62).

Diger Actk Okuma Cergeveleri:

BKPyV genomunda peptid kodlayabilecek kiiciik okuma c¢erceveleri
bulunmustur. BELP (BKPyV early leader peptide), SV40'ta bulunmus olan SV40 erken
lider peptidi SELP'in (SV40 early leader peptide) BKPyV'de bulunan benzeri olup
erken bolgeden kodlanan 39 aminoasit icerikli hidrofobik bir peptiddir. SV40'1n 23
aminoasit delesyona ugramis SELP tasiyanlarinin da vahsi tip virus o6zelliginde
olduklar1 gozlenmistir. Bir diger acik okuma cercevesi erken bolgenin 3' ucunda
saptanmis olup teorik olarak 75 aminoasit uzunlukta bir peptid icin kodlama yaptig1
bildirilmistir. Bu iki peptidin BKPyV'de varlig1 ve iistlendikleri rolleri tanimlanmamistir
(40).
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2.3.2.3. Kodlama Yapmayan Diizenleyici Bolge:

Virus DNA’sinin sentezi, NCCR'deki replikasyon orijininden (Dunlop susunda
"GAGGCA GAGGCG GCCTCG GCCTC'? dizisi) baslar ve replikasyon catallar:
bulusana dek zit yonlerde ilerler. Farkli BKPyV suslarinin, sergiledigi genom dizi
cesitliligi, Ozellikle NCCR bolgesinde goze carpmaktadir. S6z konusu ¢esitlilik,
delesyon ve duplikasyon olaylariyla bu bolgede gerceklesen yeniden diizenlenmelerden
kaynaklanir. Virusun, NCCR DNA dizi yapisi temel alinarak arketip virus ve yeniden
diizenlenmis varyantlar olarak tanimlanan iki farkli formu bulunur. immiin sisteminde
sorun olmayan kisilerin idrarinda saptanan BKPyV susu, arketip (ww-) NCCR yapisina
sahip olarak tantmlanmustir. Bu virus, hiicre kiiltiiriinde pasajlanmas1 durumunda yerini,
genomun diger bolgeleri sabit kalirken NCCR bdlgesinde yeniden diizenlenmeler
tastyan (rr-) BKPyV varyantlarina birakir (38).

Idrarda baskin olarak bulunan arketip BKPyV'nin virusun bulasici formu oldugu
diistiniilmektedir. Buna karsin hasta Orneklerinde vahsi tip virus susunun yaninda,
yeniden diizenlenmeye ugramis viruslara da rastlanir. Saglikli bir hiicresel bagisikligin,
rr-NCCR yapisinin olusumu Oniinde bir engel olusturdugu hipotezi ileri siiriilmiistiir.
rr-NCCR BKPyV'de, ww-NCCR ile karsilastirildiginda erken genlerin ekspresyonunda
artigla beraber virus replikasyonunun da arttigi in vitro gosterilmistir. Bu nedenle
rr-NCCR’nin  bobrek nakli yapilmis kisilerde, yiiksek plazma BKPyV yiikii ve
nefropatiyle iliskilendirildigi ¢alismalar bulunmaktadir (63, 64). Ancak immiin sistem
elemanlarmin rr-NCCR olusumuna etkisi ve rr-NCCR BKPyV suslarinin patogenezdeki
rolii agiklanmay1 bekleyen konulardir (38, 44). Arketip NCCR bdolgesinden tiireyen
yeniden diizenlenmis NCCR bolgesine sahip BKPyV suslarmin konakta persistans
siirecinde gerceklesen kisa siireli evrimlesme ile ortaya ¢iktigi ileri siiriilmiistiir (4).

Arketip NCCR bolgesi tagtyan virus (WW), bu bolgede 17 artikli bir palindrom
(PAL), bunu takip eden bir niikleotid, iki set halindeki purin bakimindan zengin ters
tekrarlar (IR1 ve IR2), yaklasik 20 baz ciftinden olusan AT den zengin bir bolge (A/T)
ve replikasyon orijini bolgesi olan O (142 bp) ile birlikte P (68 bp), Q (39 bp), R (63 bp)
ve S (63 bp) olarak adlandirilan transkripsiyonel dizi bloklarmna sahiptir (Sekil 2-5) (38,
40). P blogunun 5' ucunda rep elementi olarak tamimlanan 21 bp'lik bolgenin

replikasyon icin gerekli oldugu gosterilmistir (65).
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Sekil 2.5: BKPyV’de bloklardan olusan ww-NCCR yapisimn genomdaki konumu ve

organizasyonu.
Parantez icindeki sayilar bloklarin icerdigi baz ¢ifti sayisim gostermektedir (64).

2.4. BKPyV Genotipleri:

BKPyV’nin temel kapsid proteini olan VP1, antijenik ¢esitlilikten sorumlu olan
yapidir. BKPyV suslar1 arasinda VP1 kodlayict bolgesinin %95’in iizerinde benzerlik
gostermesine karsin, 69 baz cifti iceren bolgede (Dunlop susunda 1744-1812. niikleotid
bolgesi) dizi benzerlik oran1 %61-70 olarak belirlenmistir. Bu genom bdlgesi, proteinin
61-83. aminoasitleri arasinda kalan boliimiinii kodlayan diziyi icermekte olup virusun
serolojik ve ayn1 zamanda genetik olarak tiplendirilmesini saglayan bolgedir (66).

BKPyV suslari, VP1 geni dizisinde sergiledikleri niikleotid polimorfizminden
kaynaklanan serolojik olarak dort serogruba ve bu gruplarla paralellik gosteren genetik
olarak dort alt tipe ayrilmaktadir (4, 67). Filogenetik analizler sonucunda elde edilen
verilerle alt tip I, II, IIT ve IV olarak adlandirilan BKPyV genotiplerinden alt tip I'in dort
(Ia, Ib-1, Ib-2 ve Ic), alt tip IV’lin ise alt1 (IVa-1, IVa-2, IVb-1, IVb-2, IVc-1, IVc-2) alt
grubu tanimlanmistir (68, 69, 70, 71).

2.5. BKPyV infeksiyonu:

BKPyV, konak hiicresine giriste a(2,3) bagiyla bagh siyalik asit yapilarini
reseptor olarak kullanir. Terminal a(2,8) bagiyla bagl siyalik asit kalintis1 tasiyan
GDIb ve GTI1b gangliozidlerinin de bobrek hiicrelerine giriste rol oynadigi
bildirilmistir (52, 72). Virusun, o(2,3) bagiyla bagh siyalik asit reseptoriine
baglanmasinda, VP1 rol oynar. Baglanma, VP1’in BC1 ve BC2 kivrimlar1 arasindaki
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oyukta gerceklesir (Sekil 2-6). HI ve BC kivrimlarinda bulunan aminoasitlerin yan

zincirleri ile reseptor arasinda baglanti kurulur (6, 73).

),

Sekil 2.6: VP1’in reseptorle baglant1 kuran boliimleri.

(A) a(2,3) bagiyla bagh siyalik asit tasiyan reseptoriin [NeuNAc-(02,3)-Gal-($1,3)-GlcNAc] yapisi. Oksijen
molekiilleri kirmizi, azot molekiilleri mavi ve karbon molekiilleri sar1 renkte gosterilmistir. Her halkadaki karbonlar
numaralandirtlmustir. (B) VP1 ile reseptor arasindaki iliski modeli (C) VP1 ile reseptoriin 6ngoriilen baglanma
modeli. BC, HI ve DE kivrimlarinda bulunan pozitif aminoasitler sari, negatifler yesil ve arjinin-glisin (RG) motifleri
siyah renkte belirtilmistir. Aminoasit pozisyonlar1 numaralandirilmustir (6).

Hiicre yiizeyine baglanmanin ardindan BKPyV’nin, hiicreye kaveola aracili
endositozla girdigi bilinmektedir (74, 75). Kaveola, hiicre yiizeyinde bulunan, kaveolin
proteini iceren, kolesterol ve sfingolipid bakimindan zengin, cep seklinde bir yapidir.
Virusun reseptore baglanmasi sonrasinda hiicrede, tirozin kinaz aktivasyonu, aktin
iskeleti depolimerizasyonu ve baglanma bolgesi ¢cevresinde dinamin yi1gilimi sonrasinda
kaveola yapis1 virusu cevreler ve olusan kaveozom hiicre membranindan ayrilarak

sitoplazmaya gecer (31, 52).
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BKPyV'nin hiicre i¢inde izledigi yol hakkinda c¢ok sayida bilinmeyen nokta
vardir. Cevaplandirilmayr bekleyen sorulardan biri BKPyV'nin kapsidinin soyulma
isleminin nerede ve nasil gerceklestigidir. "Nerede" sorusuna yanit olarak iki organel
One siiriilmektedir; bunlar endoplazmik retikulum (ER) ya da Golgi aygitidir (GA) (75,
76).

BKPyV infeksiyonunda, hiicreye girisin ardindan diisik pH asamasimin
gerceklesmesi gerektigi saptanmustir; ancak bu asamanm nerede ve tam olarak ne
amacla gerceklestigi bilinmemektedir (72). Diisiik pH'nin, kapsidin konformasyonel
degisimine yol acarak soyulmayr ve membran penetrasyonunu saglayacagi olasiligi
tizerinde durulmaktadir. Virusun hiicreye girig sonrasi i¢inde bulundugu kaveozom
ortami, notral pH'ye sahiptir. Heniiz tanimlanmamis bir endozom/lizozom yapisiyla
kaveozom arasinda kurulan bir iliskiyle bu gereksinimin karsilanabilecegi
diisiiniilmektedir (75). Bir diger olasilik ise diisiik pH gereksiniminin GA tarafindan
karsilanmasidir. pH degeri trans ve cis bolgeleri arasinda 6,0'dan 6,7'ye ulagsmakta olan
GA'dan, aktif ters tagima ile niikleusla baglantili olan ER'ye gecis gerceklesebilir. Bu
ozellikleriyle GA, kapsid soyulmasinin gerceklesebilecegi uygun ortama sahiptir (76).

BKPyV'nin hiicre i¢indeki hareketinde mikrotiibiillerin etkisi arastirilmigtir.
Hiicre iskeletini olusturan, o- ve [-tiibiilin dimerlerinden olusan filamentler olan
mikrotiibiiller, hiicreye sekil vermelerinin yanmda hiicre hareketi, hiicre i¢i molekiil,
graniil ve vezikiil transferinde de gorev alir. Mikrotiibiil dinamigi, mikrotiibiil ucunda
tiibiilin dimerlerinin kisalip uzamasi olaylarii kapsar. Polyomaviruslarin hiicre iginde
hareketlerinde mikrotiibiil dinamiginin gerekliligi konusunda yapilmis c¢aligmalarda
farkli verilere rastlanmaktadir. Mikrotiibiil dinamiginin BKPyV'nin infeksiyon siirecine
etkisinin olmadigmi O©ne siiren arastirmacilarin (77) calismalarinda, Afrika yesil
maymun bobrek hiicrelerinin (vero hiicreleri) kullamildigi;; BKPyV hareketi i¢in
mikrotiibiil dinamiginin gerekli oldugunu gosteren arastirmacilarin ¢aligmalarinda ise
(78) insan renal proksimal tiibiiler epitelyal hiicrelerinin (HRPTEC) kullanildigi
goriilmektedir. Hiicrede virus hareket mekanizmasi genellikle hiicre tipine bagh
oldugundan BKPyV infeksiyonu ¢alismalarinda, virusun dogal konagina ait hiicre tipini
kullanmanm ©nemli oldugu goriiliir. Mikrotiibiillerle tasinmada, motor proteinlerden
olan dinein proteininin aktivitesine gerek olmadig: bildirilmistir (75, 78).

ER’den GA’ya protein hareketini inhibe eden brefeldin A kullanilarak yapilan

caligmalarda iiretken BKPyV infeksiyonunun Onlendigi gosterilmis ve bu virusun
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niikleusa yolculugunda ER'den gecmesi gerektigi saptanmustir (72). Ancak ER'ye
tasinmada etkili olan mekanizma tam olarak aydinlatilabilmis degildir (31).

ER membran kanalindan sitozole gecis i¢in proteinleri konformasyonel degisime
ugratan protein disiilfit izomerazlarin, VP1'de konformasyonel degisim yaratarak kapsid
soyulmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica yanhs katlanmis olan
proteinlerin, proteozomlarda parcalanmasinda etkili olan ER ile iliskili protein
degradasyonu (ERAD - ER-associated protein degradation) yolunda gorev alan
proteinlerin de polyomaviruslarda ER'den sitozole geciste etkili olabildigi bildirilmistir
(75, 79). ERAD yolunda gorev alan Derlin-1 proteini, BKPyV infeksiyonunda 6nem
tasir. Derlin-1, VPI ile baglant1 kurarak BKPyV'nin ER'den ¢ikisinda rol oynar. Virusun
ER'den ¢ikarken kapsid biitiinliigiinii ne derecede muhafaza ettigi bilinmemektedir. ER,
ayrica niikleusla olan baglantis1 ile BKPyV'nin niikleusa aktarilmasini da saglayabilir
(44).

ER'den GA'ya BKPyV gecisinin olamayacagi ya da virusun, saptanamayacak
kadar hizli bir gecis gerceklestirerek GA'dan niikleusa ulasabilecegi ifade edilmektedir
(78).

BKPyV'nin niikleusa hangi yolla girdigi bilinmemektedir (44). SV40 ile
yapilmis caligmalardan edinilen bulgular, bu virusun ER'den sitoplazmaya ¢iktigini ve
nukleer por yapisindan gercerek niikleusa ulastigini diisiindiirmektedir. Virusun,
yaklasik 45 nm'lik biiyiikliigiiyle pordan gegisinin zor oldugu diisiiniildiigiinde kapsidin
kismen parcalanmasiyla virusun, 39 nm'den daha kiiciik bir boyutla niikleusa
ulasabilecegi bildirilmistir. ER'de gerceklestigi kabul edilen kismi parcalanma sonucu
kapsidin min0r proteinleri agiga ¢ikar. VP3'lin niikleer lokalizasyon sinyalinin importin

proteinleri ile birlikte SV40'in niikleusa giriginde etkili olduklar1 gdsterilmistir (44).

2.6. Transkripsiyon ve Replikasyon:

BKV’nin duyarli bir hiicrede gerceklestirdigi infeksiyonda erken genlerin
ekspresyonunu, DNA replikasyonu ve ardindan ge¢ genlerin ekspresyonu takip eder.
Progeni virus partikiilleri olusur ve hiicre 6liir (2).

Erken bolge, genomun cekirdege girisinin ardindan hiicrenin RNA polimeraz II
enzimi ile transkripsiyona ugrarken ge¢ bolge transkripsiyonu, virus DNA’sinin

replikasyonu sonrasinda gerceklestirilmektedir. Erken bolgeden, alternatif u¢ birlestirme
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(splicing) islemiyle olusan mRNA’larin iiriinleri olan, TAg, tAg ve truncTAg kodlanir
(38). Alternatif uc birlestirme isleminde pre-mRNAdaki ekzonlarin farkli proteinlerin
sentezini saglayacak sekilde sec¢ilimi gerceklestirilir. Bazi ekzonlar, intron dizileriyle
birlikte pre-mRNA’dan ayrilir ve kalan ekzonlar bir protein i¢in kodlama yapar (80).
TAg sentezi i¢in bir intronun ayrilmasiyla ilk ekzon ve diger ekzonun uclar: birlesir ve
olusan mRNA translasyona ugrar. Ik ekzondan translasyonun devam etmesi
durumunda ise, intron dizisinde yer alan terminasyon kodonu tAg olusumunu saglar

(Sekil 2-7) (38).

% STI ]
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Sekil 2-7: BKPyV’nin T antijenlerinin uc birlestirme diizenlemesi.

LT- biiyiik T antijenini (TAg), ST- kiigiik t antijenini (tAg) ve truncT- kesintili T antijenini ifade etmektedir. Renkli
bolgeler kodlayan dizileri, noktali alanlar intron dizilerini gostermektedir. Farkli renkler, ayr1 okuma cercevelerini
gostermektedir. Tiim T antijenleri, ekzon 1 icinde (mor bolge) ortak diziye sahiptir (12)

T antijenleriyle ilgili caligmalarm genellikle SV40 ile gerceklestirildigi goriilmektedir.
Sitoplazmada sentezlendikten sonra, tasidigi NLS ile niikleusa donen TAg, replikasyon
orijinine baglanir ve bir dizi olayr yoOnlendirir: RNA polimerazin baglanmasini
engeleyerek erken genlerin transkripsiyonunu sonlandirir; hiicresel proteinleri bir araya
getirip helikaz isleviyle DNA'y1 ¢ozerek virus genomunun replikasyonunu baslatir; geg
gen bolgesinin promotoruna baglanarak transkripsiyonu aktive eder. tAg, TAg'ye
yardimet bir faktor olarak DNA replikasyonunu arttirict etki gosterir (81, 82).

Replikasyon, NCCR bdolgesinde yer alan orijin bolgesinden baslar ve zit yonlii
olarak replikasyon catallarmin bulugsmasina dek devam eder. Sentezin baslatilmasinda
replikasyon orijinine baglanan TAg, konagin replikasyon faktorleri olan replikasyon
proteni A (RPA), DNA polimeraz o-primaz (Pol-primaz) ve topoizomeraz I'1 bir araya
getirir. Pol-primaz, sentezin baslamasi i¢in gereken primerleri sentezler; ardindan DNA
polimeraz d, prolifere edici hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve replikasyon faktorii C ile
sentezi gergeklestirir (83).

Replikasyonun ardindan ge¢ bolge genlerinin transkripsiyonu baslar ve kapsid
proteinleri olan VP1, VP2 ve VP3 kodlanir. VP2 ve VP3 ortak bir okuma ¢ercevesinden

translasyona ugrar. Translasyon sonrasi kapsid proteinleri viriyon yapisini olusturmak
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tizere niikleusa geri doner (2). Agnoprotein, infeksiyonun ge¢ doneminde ekspresyona
ugrar ve biiyiik kismu sitoplazmada, niikleus ¢evresinde yer alir (84).

Gec gen proteinleri ve sentezlenen virus DNA'sinin, olasilikla agnoproteinin de
katkistyla niikleusta paketlenmesi ile viriyon olusur. Uretken bir infeksiyon, infekte
hiicrenin lizisi ve viriyonlarm ayrilisi ile sonlanir (59, 61).

BKPyV icin kemirgen hiicreleri gibi duyarli (permissive) olmayan hiicrelerde
litik infeksiyon Onlenir. Erken gen ekspresyonu vardir; ancak virus DNA’sinin
replikasyonu gerceklesmez. Infeksiyon, durdurulmayan T antijen ekspresyonu
nedeniyle onkojenik transformasyonla sonuclanabilir. Kendi transkripsiyonunun
kontroliinii de gerceklestirme 0zelligi tasiyan TAg, konak hiicrenin tiimor baskilayici
proteinlerine baglanarak inaktivasyonlarma yol a¢masi nedeniyle BKPyV’nin tiimor

olusturma 6zelliginin baslica sorumlusudur (50, 85).

2.7. Iimmiin Yamt

Dogal bagisiklik, primer infeksiyonun kontroliinde biiyiik 6nem tagimaktadir.
Dogal bagisikligin 6nemli elemanlarindan olan defansinler, infeksiyon etkenlerine karsi
antimikrobiyal etkili kiiciik (18-45 aminosit igerikli) peptidlerdir. Bu peptidlerden alfa
defansin grubunda yer alan insan alfa defansini 5 (HDS5) irogenital yolda
bulunmaktadir. HDS5’in BKPyV ile dogrudan iliski kurdugu ve viriyonlarda
agregasyona yol acarak hiicreyle baglant1 kurmalarini 6nledigi gosterilmistir (86).

BKPyV dahil olmak iizere bir¢ok virus, replikasyon siirecinde hiicre icinde ¢ift
ipliki RNA (dsRNA) yapist olusturur. Polyomavirus transkripsiyonunda RNA
molekiillerinin bir boliimiiniin kismi ¢ift iplikli formda oldugu goriilmektedir. Olusan
dsRNA yapilari, Toll benzeri reseptor 3 (TLR3) ve retinoik asit indiiklenebilir gen I
(RIG-]) tarafindan algilananarak proinflamatuvar sitokin ve kemokin ekspresyonunun
gerceklesmesini saglar (87).

BKPyV infeksiyonunun kontroliinde 6zgiil T hiicre yaniti, en 6nemli rolii
tistlenmektedir. T hiicre yaniti, BKPyV’nin yapisal proteinleri VP1, VP2 ve VP3 ile
TAg’ye 0Ozgiill olarak gelismektedir. Sitotoksik T lenfositleri, VP1 iizerindeki
AITEVECFL (44-52 peptidi) ve LLMWEAVTYV (108-116 peptidi) dizilerini tagiyan iki
immiinolojik epitop bolgesini tanimaktadir (88, 89). Bobrek transplantasyonu yapilmisg
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hastalarda erken donemde olusan, dzellikle biiyiik T antijenine 6zgiil sitotoksik T hiicre
yanitinin BKPyV viriiri ve viremisinin gelismesini 6nledigi bildirilmistir (90).

Humoral immiin yanitta, BKPyV’nin VP1 proteinine kars1 olusan notralizan
antikorlarm primer infeksiyonda virusun yayilimini Onleyebildigi bildirilmistir (90).
Ancak transplantasyon dncesinde BKPyV seropozitifligi, reaktivasyona ve sonrasinda
gelisen hastaliklara karsi koruma saglamamaktadir. Bununla birlikte seronegatiflik
durumunun BKPyV viremisi ve PyVAN gelisiminde bir risk faktorii oldugu ifade
edilmektedir (91).

2.8. Epidemiyoloji

Toplumda yaygin olarak bulunan BKPyV icin %90’a varan seropozitiflik
oranlar1 bildirilmektedir (30). BKPyV DNA’sinin tonsil dokusunda saptanmis olmasi ve
yiiksek seropozitiflik oranlari, virusun ana bulagsma yolunun solunum yolu oldugunu
diigiindiirmektedir. Idrar, kan transfiizyonu, plasenta yolu, semen ve transplantasyon
olas1 diger bulasma yollaridir. Ulkemizde 1991 yilinda yapilmis bir ¢alismada (92),
seropozitiflik %78,5 oraninda saptanmis olup en yiiksek oran 11-17 yas grubunda
(%89,3) gozlenmistir. Saghkli kisilerde reaktivasyon sonucu gelisen asemptomatik
viriiri yaklasik %35 oraninda bildirilmektedir. Hamilelerde BKPyV viriirisi ise yaklasik
%47 oraninda goriilmektedir (75, 93, 94).

Primer infeksiyon, asemptomatik ya da hafif solunum yolu hastalig1 belirtileriyle
gecirilmektedir. Infeksiyon sonrasinda virus, iiriner sisteme ge¢mekte ve konagmn
yasami boyunca bu bolgede persistans gostermektedir. BKPyV, bobregin epitel
hiicrelerinde, iireter ve mesanede replike olabilmektedir. Virus DNA’s1 periferik kan
mononiikleer hiicrelerinde de saptanmaktadir. Virusun primer infeksiyon bolgesinden
persistans bolgesine ulasmasinda bu hiicreler etkili olmaktadir (1).

BKPyV, immiin sistemi baskilanmis hastalarda 6nemli bir patojendir. BKPyV
reaktivasyonu ile goriilen litik infeksiyon bobrek nakli gec¢irmis hastalarda
polyomavirus ile iligkili nefropati (PyVAN), kemik iligi nakli yapilmis hastalarda ise
hemorajik sistit ile sonu¢lanabilmektedir. BKPyV reaktivasyonu ile hastalik gelisimi,
diger solid organ alicilar1 ve HIV/AIDS hastalar1 gibi immiin sistemi baskilanmig

kisilerde de goriilebilmektedir (95).
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2.9. BKPyV’nin Etken Oldugu Hastaliklar:

2.9.1. Polyomavirus ile iliskili Nefropati (PyVAN):

Polyomavirus ile iligkili nefropati (PyVAN), bobrek transplantasyonu yapilmig
hastalarda %1-10 oraninda goriilen, %95 oraninda transplantasyon sonrasindaki 2 yil
icinde gelisen ve nakledilen organin yiiksek oranlarda (%30-80) kaybr ile
sonuglanabilen bir durumdur. Bu nedenle erken tam biiyiik 6nem tasimakta olup
transplantasyon yapilmis hastalarm BKPyV bakimindan izlendigi merkezlerde greft
kayb1 oranlar1 diisiiktiir. (96). Istanbul Tip Fakiiltesi’nde 2000-2008 yillar1 arasinda
bobrek transplantasyonu sonrasi takip edilen hastalarda (412 hasta) BKPyV nefropatisi
%2,7 (11 hasta) olarak belirlenmis olup, bu hastalarda greft kayb1 %27 (2 hasta)
oraninda saptanmistir (97).

Transplantasyon sonras1 gerceklesen BKPyV infeksiyonu, verici ya da alici
kaynakli olabilmekle birlikte yapilan arastirmalar, cogu olguda saptanan BKPyV
suslarmin verici kaynakli oldugunu gostermektedir (98, 99).

Son yirmi yilda immiinosiipresif ilaglarin gelistirilmesi akut rejeksiyon
oranlarinda azalmayi1 saglamig, ancak PyVAN insidansinda artisa neden olmustur.
Bobrek transplantasyonu hastalar1 icin farkli immiinosiipresif tedavi secenekleri
olmakla birlikte genellikle bir kalsindrin inhibitorii, bir antimetabolit ve
kortikosteroidden olusan tedavi uygulanmaktadir. Siklosporin ve takrolimus gibi
kalsinorin inhibitorleri, T-hiicre aktivasyonu icin gerekli olan sitokin genlerinin
aktivasyonunu engellemektedir. Azathioprin ve mikofenolat mofetil gibi antiproliferatif
ajanlar, Ozellikle lenfositlerde niikleik asit sentezini, dolayisiyla hiicre ¢ogalmasini
inhibe etmektedir. Kortikosteroidler antiinflamatuvar ve immiinosiipresif 6zellikler
tastmaktadir. Tiim bu ilaglar, greft reddini Onlemek i¢in konagin immiin yanitimi
baskilayabilmektedir; ancak hastada nefrotoksisite ve kardiyovaskiiler hastalik gelisimi
riski olusturmalarmnin yaninda virus reaktivasyonu ve malignite i¢in uygun zemini
hazirlamakta olduklar1 da bir gergektir (100, 101).

PyVAN gelisimi, biiyiik olasilikla tek bagina immiinosiipresyona bagl olmayip,
immiinosiipresyonun derecesinin yanisira viral persistans bolgesinde olusan hasara da
bagl olarak karsilagilan bir durumdur. Alic1 ve greft 6zellikleri transplantasyon dncesi
risk faktorlerini olusturmaktadir. Ayrica BKPyV’nin kodlama yapmayan kontrol
bolgesindeki diizenlenmeler basta olmak iizere, virusun genetik faktorlerinin de etkili

oldugu diisiiniilmektedir. PyV AN hastalarinda bulunan viruslarda, VP1 kapsid geninde
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saptanan mutasyonlarin, hastalik gelisimi iizerindeki etkisi bilinmemekte olup bazi
caligmalarda bu hasta grubunda, VP1 genindeki mutasyon sayisinin nefropati bulgusu
olmayan ya da saglikl kisilerde saptanandan daha fazla oldugu bildirilmistir (7, 102,
103).

BKPyV, nadir olarak natif bobrekte nefropatiye neden olabilmektedir. Ozellikle
hematolojik malignitesi olan hastalarda transplantasyon olsun ya da olmasin bu duruma
rastlanabilmektedir. Natif (dogal yerindeki saglam) bobrekte nefropati, kemik iligi,
kalp, akciger ve pankreas transplantasyonu yapilan hastalarda bildirilmistir (104).

2.9.2. Hemorajik Sistit:

Hemorajik sistit, diziiri, sik idrar yapma, sikisma hissi, suprapubik ve degisen
derecelerde hematiiri semptomlar: ile karakterize bir hastalik olup ciddi durumlarda,
belirgin kanama ve pihtti olusumu, idrar yolu tikanikligi, siddetli agri, kontrol
edilemeyen kanama ve akut bobrek yetmezligine neden olabilir. Hematopoetik kok
hiicre taransplantasyonu sonrasinda trombositopeni, koagiilasyon bozukluklari, graft-
versus-host hastaligi gibi farkli nedenlere bagli olarak hematiiri goriilebilmektedir.
Polyomavirus ile iliskili hemorajik sistitin (PyVHC) diger hematiiri ve/veya sistit
nedenlerinden ayirici tanis1 yapilmalidir (105).

Transplantasyon sonrast 2 ay i¢inde hastalarin yaklasik %50-80’inde yiiksek
virus yiikii ile (>10" kopya/ml) seyreden BKPyV viriirisi goriilmektedir. Bu hastalarin
yaklasik beste birinde PyVHC gelismektedir. PyVHC’de patogenez konusu tam olarak
aydmliga kavusturulamamustir. Basta siklofosfamid olmak iizere, hastayr hazirlama
rejiminde kullanilan tirotoksik etkili ilaglar, lokal inflamasyonu aktive ederek lokal
tirotel hasarina neden olmaktadir. Bu ortamda, yiiksek diizeyde BKPyV
replikasyonunun gerceklesmesi durumunda, iirotel soyulmasi, inflamasyon ve hematiiri

goriilmektedir (105, 106).

2.9.3. Kanser:

BKPyV’nin insanda tiimor olusturma ozelliginin olup olmadigi, kesfedildigi
yildan itibaren tartigma konusu olmustur. BKPyV icin dogal konak olmayan, yenidogan
kemirgenlere BKPyV inokiilasyonu sonrasi ¢esitli neoplazilerin olustugu gosterilmistir.
Timor gelisiminde, erken ve gec gen ekspresyonunda gerceklesen dengesizlik biiyiik
rol oynamaktadir. Erken gen ekspresyonunda artigla birlikte ortamda biiyiik T

antijeninin birikmesi, bu siirecte etkili olmaktadir. Virusun litik infeksiyona yol agmasi,
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insanda tiimor gelisiminden koruyucu bir 6zellik olarak degerlendirilebilir. Ancak
immiin sistemi baskilanmis hastalarin, yiliksek diizeyde goriillen virus replikasyonu
nedeniyle erken ve ge¢ gen ekspresyonunda uyumsuzluk riskiyle karst karsiya olduklari
diistiniilebilir (107).

Insanda beyin tiimorii, kolorektal tiimor, adenokarsinom, pankreas kanseri,
prostat kanseri ve mesane kanseri olgularinda saptanan BKPyV DNA’s1 nedeniyle
virusun kanser olusumu ile iligkisi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Ancak bu bildirilerde
virusun insanda tiimor olusumuna yol actigina dair kesin bir veri bulunmamaktadir (50,
85). Bununla birlikte, bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarda gelisen iirotelyal ve
renal tiibiiler kanserlerde BKPyV nin roliiniin bildirildigi, dikkate deger olgu sunumlar1
da bulunmaktadir. Bu olgularda tiimoér dokusunda BKPyV TAg’si saptanmis olmakla
beraber BKPyV’nin tiimor olusumunu tetikleyen etken mi yoksa rastlant1 sonucu timor
dokusunda bulunan etken mi oldugu sorusunun yaniti i¢in olgu sayis1 ve yontemsel
anlamda genis kapsamli arastirmalar gerekmektedir (107).

Insanlarda ‘‘kanit yetersizligi’’, deney hayvan1 modellerinde ise ‘‘yeterli kamt’’
olmasma dayanarak Diinya Saglik Orgiitii’niin Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
Monograf Calisma Grubu yakin zamanda BKPyV ile JCPyV’yi ‘‘insanlarda olasi
karsinojen’” (grup 2B) olarak siiflandirmiglardir (108).

2.9.4. Diger Hastalklar:

Nadir olmakla birlikte, BKPyV’nin AIDS, Hodgkin lenfoma, 16semi gibi ciddi
immiin yetmezligi olan hastalarda fatal pnomoni, retinit, ensefalit ve meningoensefalit
gibi hastaliklara neden oldugu bildirilmistir (109, 110). Immiin yetmezlik durumu
olmayan ensefalit olgularinda da beyin omurilik sivis1 orneklerinde BKPyV varligi

bildirilmistir (111, 112).

2.10. Tam

BKPyV reaktivasyonunun saptanmasinda sitolojik ve molekiiler yontemlere
basvurulmaktadir. Sitolojik yOntem, idrar Orneginde, virusun sitopatik etkisiyle
farklilasmis bobrek epitel hiicrelerinin arastirilmasint  kapsamaktadir. ‘‘Decoy’
hiicreleri olarak adlandirilan bu hiicreler, bobrek tiibiil hiicreleri (6zellikle distal
segment ve toplama kanali hiicreleri) ve iirotelyum kokenli olup genislemis bir niikleus

ve niikleer inkliizyon cisimcikleri icermektedir (113).
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Decoy hiicrelerini, 1950’lerde tanimlayan sitoteknolog Andrew Ricci, idrar
sedimentinde saptadigi, biiyiikk, homojen, hiperkromatik niikleuslu hiicrelerin, kanser
hiicrelerine benzer oldugunu, ancak mesane kanseriyle iliskisi olmadigmni bildirmistir.
Kanser hiicreleriyle karistirilabilir 6zellikte olmalar1 nedeniyle, Ricci, bu hiicrelere,
ordek avinda kullanilan sahte ordeklerden esinlenerek ‘‘decoy’’ (decoy, sahte, aldatici
anlamindadir) adim1 vermistir (113, 114).

Decoy hiicrelerinin varligi, hastadan alinan idrar 6rneginde Papanicolaou (Pap)
boyama ile hazirlanan preparatlarda gosterilebilmektedir. Ayrica idrar sedimentinden
faz kontrast mikroskobuyla boyasiz inceleme de yapilabilmektedir (113).

Idrarin sitolojik incelenmesi, uygulama bakimindan kolay, hizli ve ucuz bir
yontem olarak PyVAN tanisinda cazip bir secenek olarak degerlendirilebilmektedir.
Ancak negatif prediktif degeri yiiksek olan (>%99) bu yontemin pozitif prediktif degeri
diisiiktiir (<%6). BKPyV’nin bobrek epitel hiicrelerinde olusturdugu sitopatik etki,
sitomegalovirus ve adenovirus tarafindan olusturulan etkiyle karistirilabilmektedir
(Tablo 2.4). PyVAN tanisi, sadece decoy hiicrelerin varlig1 ile degil, ozgiilligi ve
duyarlilig1 yiiksek testler ile gerceklestirilmektedir (115, 116).

Tablo 2-4: Idrarin sitolojik incelemesinde etkenlere gore viral inkliizyonlar (116)

Polyomavirus Sitomegalovirus Adenovirus

Viral inkliizyonlar

Epitel hiicreler +++ +++ +++
Endotel hiicreler - ++ -
Mononiikleer hiicreler - + +/-
Inkliizyon tipi
Buzlucam ++ + ++
Baykus gozii +, eksik halo  +++, tam halo  +
Graniiler/diizensiz* + -/+ I+
Sitoplazmik - + -
Sitoplazmik dejenerasyon ++ +/- +/-
Arkaplan
Nekroz -/+ +/- +++
Inflamatuvar hiicreler -/+ + 4+
Hemoraji oy -+ +

*QOzgiil degil, tiibiiler hasar ve rejenerasyonda goriilmektedir.
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BKPyV’nin saptanmasina yonelik niikleik asit testleri, yiiksek Ozgiillik ve
duyarlhiliklari, ayn1 zamanda kantitasyona imkan saglayan 6zellikleriyle, transplantasyon
sonrasi hastalarin takibinde tercih edilmektedir. BKPyV infeksiyonunun erken tanisi,
nefropatinin dnlenmesinde gerekli yaklasimlarin uygulanmasi bakimindan biiyiik 6nem
tasimakta olup niikleik asit testleri bu anlamda 6nemli rol iistlenmektedir (117).

Niikleik asit testlerinde, ornek olarak idrar ve plazma kullanilmaktadir. Bobrek
transplantasyonu yapilmis hastalarda, idrarda BKPyV niikleik asit testinin negatif
bulunmasinin PyVAN igin %100 negatif prediktif deger tasidigi bildirilmistir. idrar
taramasinda alinan negatif sonug, gelecek 4-8 haftalik siirecte hastada, viremi ve
PyVAN’1n gelismesi olasigmin ¢ok diisiik olduguna isaret etmektedir. Bu nedenle bazi
uzmanlar, BKPyV siirveyansinda idrar 6rneginin kullanilmasini 6nermektedir. Buna
karsin plazmada BKPyV’nin saptanmadigi durumlar, BKPyV hastaligi riski ile
iligkilendirilmediginden bdbrek transplantasyonu yapilmis Kkisilerde niikleik asit
testlerinin sadece plazmada uygulanmasi 6nerisi de mevcuttur (117, 118).

Saghkl kisilerde BKPyV reaktivasyonu ile asemptomatik viriiri, %10’a varan
oranlarda gozlenmekte olup diisiik diizeyde (<10’ kopya/ml) BKPyV saptanmaktadur.
Ozellikle bobrek ve kemik iligi transplantasyonu sonrasinda gelisen immiinosiipresyon
nedeniyle gerceklesen yiiksek diizeydeki virus replikasyonu ile idrarda saptanan
BKPyV yiikii 10" kopya/ml’nin iizerine ulasabilmektedir. idrarda decoy hiicresi ya da
BKPyV saptanmasi ‘‘olast’’ (possible) PyVAN olarak tanimlanmakta olup vireminin
arastirilmasini gerektirmektedir (119).

Plazmada BKPyV DNA’smm 10* kopya/ml’nin iizerinde saptanmasi, PyVAN
icin yiiksek pozitif prediktif deger (%50-80) tasimaktadir. Bununla birlikte farkli
testlerle farkli sonuglarin alimabilecegi ve testlerin standardizasyonu olmadigi
bilinmelidir (104, 120).

Bobrek transplantasyonu sonrast %20-60 hastada yiiksek diizeyde replikasyon
goriilmekte olup idrarda BKPyV yiikii 10’-10'" olarak saptanmaktadir. Bu hastalarin
yaklasik %30’unda idrar1 takiben plazmada da BKPyV pozitifligi saptanmaktadir.
Viremi gozlenen hastalarin yaklasik %60’mda PyVAN gelismektedir. Bobrek
transplantasyonu yapilmis hastalarin plazma orneklerinde 4 haftadan uzun siire, 10°
kopya/mI’nin iizerinde BKPyV saptanmasi, ‘‘varsayimsal’’ (presumptive) PyVAN
olarak tanimlanmaktadir (3, 117).



34

“Kesin’’ (definitive) PyVAN tanisi, bobrek dokusundaki sitopatik degisimlerin
gosterilmesi ile gerceklestirilmektedir. Etkilenen bobrekten alman biyopsi Orneginin
incelemesi, PVAN tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu amacla
immiinohistokimyasal ya da in sifu hibridizasyon yontemleri kullanilabilmektedir.
Immunohistokimyasal yontemde genellikle SV40’m biiyiik T antijeni gosterilmekte
olup BKPyV VP1 ya da agnoproteinine 6zgiil boyamalar da yapilabilmektedir (3).

PyVAN’de patolojik degisimler ii¢ evrede gozlenmektedir. A evresi, goriiniir
tiibiilointerstisyel degisimlerin olmadig1 erken evre olup bu evrede tiibiil hiicrelerinde
intraniikleer inkliizyon cisimcikleri ve/veya immiinohistokimyasal yontemlerle SV40 T
antijeni pozitifligi ya da in situ hibridizasyon sinyalleri ile farkli diizeylerde virus
replikasyonu saptanmaktadir. Tiibiiler epitel hiicrelerinde lizis gézlenmez ya da ¢ok
diisiik diizeydedir. Tiibiiler bazal membran soyulmasi (viral akut tiibiiler nekroz) yoktur.
B evresinde korteks ve/veya medullada belirgin virus replikasyonu gozlenir. Bu evre,
virus tarafindan indiiklenen tiibiiler nekrozun gerceklestigi aktif nefropati evresidir.
Tiibiiler epitel hiicre lizisi ve tiibiiler bazal membran soyulmasi gozlenmektedir.
C evresinde korteks ve medullada minimumdan anlamh diizeylere kadar degisen virus
replikasyonu saptanmaktadir. Bu evre korteksin yarisindan fazlasinda interstisyal
fibrozun goriildiigii ge¢ evredir (121, 122).

Tedavi uygulanmadiginda PyVAN, A evresinden B ve C evrelerine
ilerleyeceginden erken evrelerde (A ve B) PyVAN tedavisi ile virus replikasyonunun
azaltilmas1 amaclanmaktadir (121).

Bobrek Hastaliklari, Kiiresel Sonuglarm lyilestirilmesi (KDIGO - Kidney
Disease: Improving Global Outcomes) Vakfi'nm 2009 yili kilavuzunda, bobrek
transplantasyonu yapilmis hastalarn  BKPyV bakimindan takibi icin Oneriler
bulunmaktadir. Kilavuzda sunulan oneriler derecelendirilmis olup BKPyV i¢in diizey 2
(farkli hastalar i¢in farkli secimler uygun olacaktir; her hasta, kendi degerleri ve
secimleri dogrultusunda tedavisinin kararma varmak icin yardima ihtiya¢ duymaktadir;
Oneriler, plan tanimlanmadan Once ilgili kisilerin katilimini ve goriislerini bildirmelerini
gerektirmektedir) derecesi ve son dereceler C (diisiik kanit niteligi; gercek etki, tahmin
edilenden biiyiik 6lciide farkh olabilir) ile D (¢ok diisiik kanit niteligi; gercek etki ¢ok
belirsiz ve siklikla gercegi yansitmaktan cok uzak olacaktir) kullanilmigtir (123).
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KDIGO, bobrek transplantasyonu alicilarmin, BKPyV icin plazma Orneginde
kantitatif niikleik asit testi (2C) ile takip edilmesini onermektedir. Takip Ozellikleri
sunlardir:

= transplantasyon sonrasinda ilk 3-6 ayda aylik olarak (2D)

= ardindan transplantasyon sonrasi ilk yilin sonuna kadar 3 ayda bir (2D)

= serum kreatinin diizeyinde agiklanamayan bir artis oldugunda (2D)

= akut rejeksiyon tedavisi sonrasinda (2D)

= Plazmada BKPyV niikleik asit testi 10* kopya/ml’nin (10" kopya/l) iizerinde
persistans gosterdiginde immiinosupresif tedavinin azaltilmasi 6nerilmektedir (2D).

Avrupa RenalIyi Uygulamalar Kilavuzu (European Renal Best Practice —
ERBP- Advisory Board) Damisma Kurulu, KDIGO rehberinde yer alan Onerilerin,
Avrupa’daki bobrek transplantasyonu hastalarinda uygulanabilirligi konusunda
degerlendirmelerde bulunmuslar ve Onerileri kendi deneyimleri temelinde uyarlayarak
eksik gordiikleri konularda eklemeler yapmislardir. Kurul, BKPyV i¢in KDIGO
Onerilerinden farkli bir yaklagim bildirmemistir (124).

Bircok calisma gergeklestirilmis olmasina ragmen transplantasyon sonrasi hasta
takibinde tarama siklig1 ve tercih edilecek materyal ¢esidi (idrar, plazma ya da her ikisi)
konularinda kesin bir yaklagim yontemi tanimlanmis degildir. Bu durum rehberlerde yer
alan ifadelerde agikca goriilmektedir (117).

Plazma BKPyV yiikii 10" kopya/ml'nin iizerinde oldugu halde biyopsi
ornekleriyle PyVAN olarak saptanmayan olgular bulunmaktadir. Bu durum nefropatinin
fokal karakteri nedeniyle Ozellikle erken evrede %10-30 olguda rastlanan yalanci
negatif biyopsi sonuglarindan kaynaklanabildigi gibi biyopsi incelemesinin, yiiksek
plazma viral yiikiiniin, Onerildigi iizere 4 hafta siirmesi beklenmeden gerceklestirilmis
olmasindan da kaynaklanabilir. Bir diger olasilik ise BKPyV yiikiiniin kantitasyonunda
yapilabilecek hatadir. BKPyV ic¢in kullanilmakta olan kantitatif niikleik asit testleri icin
uluslararasi standartlar kullanilarak testlerin validasyonu yapilmalidir (117).

Bobrek disindaki solid organ transplantasyonu alicilarinda BKPyV viriirisinin
endojen BKPyV reaktivasyonu sonucu goriilen ve nadir olarak hastalik gelisimi ile
sonug¢lanan bir durum oldugu ifade edilmektedir (3).

Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu yapilmis hastalarm idrarmda 10’
kopya/mI’nin iizerinde BKPyV varligmin PyVHC gelisimi riskinin bir gostergesi
oldugu ifade edilmektedir. Plazmadaki BKPyV viral yiikiiniin 10* kopya/ml 'den daha
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yiiksek saptanmasi ise biiyiik dl¢ciide hemorajik sistit gelisimiyle iliskili bulunmaktadir
(105).

BKPyV Kkiiltiiriiniin uzun zaman gerektirmesi (14-28 giin) nedeniyle tanida degil,
arastirmalarda kullanilmakta oldugu goriilmektedir. Seroloji ise hastanin, BKPyV
infeksiyonu gelisimi bakimindan risk altinda olup olmadigi hakkinda fikir
verebilmektedir. Alicinin seronegatif, vericinin ise seropozitif oldugu durum, ciddi risk
anlami1  tasimaktadir. Bu durumda seronegatif vericinin beklenmesi Onerisi
sunulmaktadir (113). Saglik Bakanlig1 verilerine gore Tiirkiye’de 2012 yilinda bobrek
transplantasyonu bekleyen 18 339 hasta bulunmaktadir. Transplantasyon yapilan hasta
sayist ise 2 905 olup 525 organ kadavradan alinmistir (125). Bu kosullar altinda
seronegatif verici beklemek, hasta icin yeni bir darbogaz olusmasi anlamini
tasimaktadir.

Idrar 6rneklerinde BKPyV VP1 mRNA’sinin arastirilmasi, bir tarama yontemi
olarak &nerilmistir. PyVAN icin 6,5x10° kopya mRNA /ng total RNA varligy, esik deger
olarak bildirilmistir. Ancak mRNA kantitasyonu, dig faktorlerden etkilenen hassas bir
islemdir. Idrar 6rneginden RNA eldesinde kullanilan yontemlerin yeterlilik sorunlarinin
yaninda, olusturulan VP1 ¢cDNA’smin, VP1 DNA’s1 ile kontamine olma riski de soz
konusu olabilmektedir. Bu durum, var olan VP1 mRNA kopya sayisinin hatali olarak
yiksek bulunmasma yol acabilmektedir. DNA saptamaya dayali yoOntemlerle
kiyaslandiginda VP1 mRNA arastirilmasi, teknikten kaynaklanan sorunlar nedeniyle
hasta takibinde kullaniglt bir yontem olarak degerlendirilmemektedir (96, 126).

2.11. Tedavi

BKPyV’ye 6zgiil bir antiviral tedavi bulunmamaktadir. Infeksiyonun kontrolii,
immiinosiipresyon diizeyini azaltarak gerceklestirilebilmektedir. Bu tedavi yaklagimi ise
transplantasyon yapilmis hastayr akut greft rejeksiyonu riski ile karsi karsiya
getirmektedir. Immiinosiipresyon diizeyini azaltma kararinda kullanilacak viral yiik esik
degeri ise kesin olmayip hastanin takip edildigi merkez ve yonteme baglh olarak
belirlenmelidir (124). Bazi merkezlerde hastada, ardisik olarak en az iki izlem
doneminde 1000 kopya/ml ve iizerinde siireklilik gosteren BKPyV viremisi
saptandiginda immiinosiipresif tedavide doz azaltilmasina gidilmektedir (127, 128).

BKPyV replikasyonunu engelledigi bilinen niikleozid analogu olan sidofovir,

nefrotoksik etkili olmakla birlikte diisiik dozlarda ve azaltilan immiinosiipresyonla
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birlikte kullanilabilmektedir. Leflunomid ve intravendz immiinoglobulin (IVIG) de
klinik caligmalarla etkili olabildigi bildirilmis diger tedavi secenekleridir; ancak bu
tedavilerin etkinliginin degerlendirildigi prospektif randomize c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir (129, 130). Florokinolonlarin in vitro antiviral etkisi de gosterilmis fakat
hastalar lizerinde sistematik olarak test edilmemistir. Diger tedavi yaklasimlarinin etkili
olmadig1 durumda, nefrektomi sonrasinda yeniden transplantasyon, virus kaynaginin

uzaklastirilmasi bakimindan bir se¢enek olarak sunulmaktadir (131).

2.12. Modern Insanin BKPyYV ile Birlikte Gocii

Insanin evrimi konusunda farkli modeller ileri siiriilmekle birlikte, mitokondri
DNA’s1 arastirmalar: ile yiiriitiilen insan evrimi ¢aligmalari, anatomik olarak modern
insanm yaklasik 200 000 yil once Afrika’da ortaya c¢iktigin1 gostermektedir. Bu
calismalarda insan popiilasyonlarmin Afrika disina gog¢iiniin yaklasik 100 000 yil 6nce
basladigi, 50-60 000 yil once Asya’ya ve 30-35 000 yil once Avrupa’ya dogru
gerceklestigi ifade edilmektedir. Avustralya’ya yaklasik 40 000 yil 6nce ve Amerika’ya
da 15 000 yil 6nce ulasildig bildirilmektedir (132, 133, 134).

Afrika disma go¢, Levant bolgesi lizerinden Asya ve Avrupa’ya dogru
gerceklesmistir. GO¢ yolu iizerinde bulunan Anadolu topraklarinda modern insana
iliskin buluntular, 6zellikle Hatay’daki Ucagizh Magarasi’nda gerceklestirilmis kazilar
sonucunda elde edilmis olup yaklasik 40 000 y1l 6ncesine tarihlendirilmistir (135, 136).
Modern insanin ortaya ¢iktigi ve diinyanin diger bolgelerine go¢ etmeye basladigi,
tarthin en uzun cagi olan Paleolitik Cag’a ait Tirkiye’de yapilan arkeolojik kazi
sayisinda son yillarda artig goriilmektedir. Bu ¢agin tiim donemlerini yansitan Karain
Magarasi’nin yani sira Yarimburgaz Magarasi ve Trakya bolgesindeki magaralarda yeni
kazilar gerceklestirilmistir. Elde edilen buluntularin, Afrika, Asya ve Avrupa kitalari
arasinda bir koprii konumundaki Tiirkiye’de insanin ge¢misi ile ilgili kronolojik veri
eksikligi sorununa ¢6ziim saglamasi beklenmektedir (137, 138).

Biiyiik yolculugunda modern insana cesitli parazitlerin eslik ettigi bilinmektedir.
Ancak bir parazitin, konak popiilasyonunun ge¢cmisi hakkinda bilgi saglayabilmesi, bazi
ozellikleri tasimasina baghdir. Insanin geg¢misini arastirmada kullanilacak bir
mikroorganizmanin, konagin demografik ge¢cmisini yansitmasi bakimindan tek dogal
konaginim insan olmasi ve serbest yasayan formunun bulunmamas: tercih edilmektedir.

Ayrica epidemik olmayip diisiik diizeyde horizontal, tercihen vertikal bulas gostermesi
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ve konakta persistans 6zelligi tasimasi Onemlidir. Ara genotiplerin olugmasina yol
acarak filogenetik iliskinin  degerlendirilmesinde yanilgiya neden olabilen
rekombinasyon olaymnin gerceklesme orani da goz Oniine alinmalidir. Filogenetik
analizlerde, secilim baskis1 altindaki gen bolgelerinin (bakterilerdeki patojenite
adaciklar1 gibi) kullanimiyla olusturulan agaclar, korunmus gen bdlgelerinden
(housekeeping genler) elde edilen agaclardan farkli bilgiler saglamaktadir. Bu nedenle
analiz modellemeleri dikkatle olusturulmalidir (139, 140).

Mutasyon oranina bagli olarak belirli bir zaman i¢inde biriken niikleotid
degisikliklerinin miktarina dayanilarak diziler arasindaki farklilagma zamaninin diger
bir deyisle molekiiler saatin tahmini yapilabilmektedir. insanla olan evrimsel iligkinin
analizi i¢cin parazitte bilgi saglayacak bir bolgede mutasyon oram ¢ok yiiksek ya da
diisik oldugunda filogenetik sinyal kaybolabilir. Bu nedenle konak ve parazitin
molekiiler saati, filogenetik iliskinin arastirilmasina izin verecek aralikta birbirine yakin
olmaldir. Insanin gecmisinin parazitlerle takibinde molekiiler saat kavramu,
arastirmacilarin hesaplarinda kullandiklar: farkli yaklasimlar nedeniyle yogun tartisma
alanlarindan birini olusturmaktadir (139). BKPyV icin mutasyon oram 7x10°-2,4x10”
degisim/bolge/yil olarak bildirilmektedir. Insan icin en sik verilen deger ise yaklasik
1,26x10° degisim/bolge/y1l olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Tek konagi insanda
persistans ve diisiik rekombinasyon olasiligi gibi 6zelliklerinin yaninda molekiiler
saatiyle BKPyV, genetik antropoloji alaninda kullanilabilecek ideal bir etken olarak
degerlendirilebilmektedir (4, 141, 142).

BKPyV alt tip ve ozellikle alt gruplarmin diinyadaki dagilimi, cografi farklilik
gostermektedir (Tablo 2.5). Genotiplendirme calismalarindan elde edilen veriler,
BKPyV’nin insan topluluklar: ile birlikte go¢ ettigi konusunda 6nemli kanitlar olarak
degerlendirilmektedir (4).

Alt tip I BKPyV, diinyanin tiim bolgelerinde yayilim gosteren, en sik saptanan
genotiptir. Bu genotipi takip eden alt tip IV, Ozellikle Asya’nin dogusunda ve
Avrupa’da dagilim gostermektedir. Alt tip II ve III ise az rastlanilan BKPyV
genotipleridir (4). Afrika genetik cesitlilik konusunda en zengin kita olup BKPyV’nin
tiim alt tipleri bu bolgede bulunmaktadir (5).

Alt tip I'in alt gruplari ile insan popiilasyonlar1 arasindaki iliskiler incelendiginde
alt grup Iamin Afrika'da, Ib-1'in Avrupa, Amerika ve Giineydogu Asya'da, Ib-2'nin
Avrupa, Amerika ve Bati Asya'da, Ic'nin ise Kuzeydogu Asya’da yaygm oldugu
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goriilmektedir (5, 71).

Alt tip IV alt gruplarindan IVc-2 Avrupa, Amerika ve Kuzeydogu Asya’da
bulunmakta, ancak Asya’nin dogusunda Mogolistan disinda nadir olarak bulunmaktadir.
Buna karsin alt tip IV’iin IVc-2 disindaki tiim alt gruplarina Asya’nin dogusunda
rastlanmaktadir (143).

Tablo 2-5: BKPyV alt tip I ve IV’e ait alt gruplar ile bu alt gruplarin en sik saptandigi
toplumlar (4)

BKPyV Alt Tipi BKPyV Alt Grubu Toplumlar

Ia Afrikalilar, Bat1 Asyalilar*
Ib-1 Gilineydogu Asyalilar, Gliney Cinliler*
: Ib-2 Avrupalilar, Bat1 Asyalilar
Ic Kuzeydogu Asyalilar
IVa-1 Gilineydogu Asyalilar, Gliney Cinliler*
IVa-2 Gilineydogu Asyalilar, Gliney Cinliler*
IVb-1 Japonlar
v
IVb-2 Koreliler, Japonlar
IVe-1 Cinliler, Mogollar*, Gilineydogu Asyalilar*
IVc-2 Avrupalilar, Mogollar*

*Alt gruplarin daha diisiik oranlarda saptandigi toplumlar1 gostermektedir.

Alt tip I'in Afrika'da koken aldigi ve modern insanin Afrika digina gocii
sonrasinda alt gruplarin, mevcut dagilim kalibini olustugu bildirilmektedir. Bununla
karsin alt tip IV’iin Asya’dan koken aldigi ve IVc-2 alt grubunu tasiyan Asya
popiilasyonunun c¢esitli alt popiilasyonlara ayrilarak bazilarinin Avrupa'ya gog¢ ettigi
diistiniilmektedir (143).

Alt tip I BKPyV suslarinin, siyalik asit reseptoriine diger genotiplerden daha
etkin baglanabilme 6zelliginde bir VP1 dizisine sahip olduklar1 ve bu nedenle diinyada
baskin genotip olarak bulunduklar1 ©ne siiriilmiis olmakla birlikte bu durumu
kanitlayacak veri bulunmamaktadir. BKPyV alt tiplerinde gozlenen VPI1
polimorfizminin, virusun in vitro ¢ogalma etkinliginde farklilik yaratabilecegi lizerine
gerceklestirilmis calismalar bulunmaktadir. Ancak elde edilen sonuclar BKPyV nin alt

tiplerinin bulunma oranlart ile celigki gostermektedir (6, 144, 145).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornekler:

Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji ve Temel
Immiinoloji Bilim Dalr’nda bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarin rutin takipleri
siirecinde, BKPyV DNA’sinm kantitatif olarak saptanmasina yonelik real-time PCR
testi yapi1lmaktadir.

Calismamizda, hekimi tarafindan BKPyV DNA’s1 i¢in real-time PCR isteginde
bulunulmus kisilerin vermis olduklar1 idrar Ornekleri alinmis olup ayrica Ornek
talebinde bulunulmanustir. Idrar 6rneklerinde BKPyV DNA’s1 saptanmis olan bobrek
transplantasyonu yapilmis 100 hastanm idrar 6rnegi, 2008 ile 2012 yillar1 arasinda
caligmaya dahil edilmistir. BKPyV DNA’sinin 5000 kopya/ml’den diisiik olarak
saptandig1 orneklerden 50 000 000 kopya/ml’nin iizerinde bulundugu 6rneklere kadar
farkli viral yiik degerine sahip idrar 6rnekleri caligmaya alinmigtir.

Ayrica, rutin takipte kullanilmakta olan kitlerin giivenilirliginin smanmasi
amaciyla bobrek ve kemik iligi transplantasyonu yapilmis hastalara ait BKPyV

DNA’smin saptanmadig 70 idrar 6rnegi incelenmistir.

3.2. Real-time PCR Testi:

Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji A.D. Viroloji ve Temel immiinoloji
Bilim Dali’nda BKPyV DNA real-time PCR testi LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics,
Almanya) cihazinda gerceklestirilmektedir. Orneklerden DNA izolasyonunda High Pure
Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilmaktadir. Real-time
PCR, BKPyV ve JCPyV i¢in ortak primer ve 6zgiil problar1 bir arada igeren LightMix
Kit ile birlikte PCR reaksiyonunda gerekli olan bilesenleri iceren LightCycler FastStart
DNA Master HybProbe kiti (Roche Diagnostics, Almanya) kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Primerler, kiiciik t antijenine ait genin BKPyV’de 175 baz cifti,
JCPyV’de ise 172 baz cifti iceren bolgesini ¢cogaltmaktadir. LightMix Kit’te BKPyV
icin LightCycler Red 640, JCPyV icin LightCycler Red 690 florofor boyalarla
isaretlenmis farkli problar bulunmakta olup reaksiyon sonrasi BKPyV ile JCPyV
aymrmmi, cihazin farkli okuma kanallar1 (BKPyV i¢cin 640, JCPyV icin 705 kanali)
kullanilarak gerceklestirilmektedir. Kit, ayrica internal kontrol de igcermekte olup

internal kontrol probu da LightCycler Red 640 floroforuyla isaretlenmistir; ancak
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BKPyV reaksiyonuna etkisi yoktur. Erime egrisi (melting curve) analizinde internal
kontrol ve BKPyV DNA’smin erime derecelerinin farkl (internal kontrol i¢in yaklasik

50°C ve BKPyV i¢in 64 °C) oldugu goriiliir (146,147,148).

3.3. Virus DNA’sinin Elde Edilmesi:

Real-time PCR yontemiyle BKPyV DNA’smin saptandigi idrar orneklerinden
tez caligmasi icin 200 pl alinarak High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics,
Almanya) ile DNA ekstraksiyon islemi uygulanmistir (146).

3.4. BKPyV Alt Tiplendirme ve Alt Tip I Alt Gruplandirma Bélgesinin
Amplifikasyonu:

BKPyV suslarmin alt tiplerinin ve alt tip I’in alt gruplarmin belirlenmesinde
VP1 geninin, Dunlop susunda 1744-1812. niikleotid bolgesine karsilik gelen gen
bolgesinin dizisi yeterli bilgiyi saglayabilmektedir. VP1 geninde, bu bdlgeyi kapsayan
327 bp’lik dizi (BKPyV Dunlop susunda 1630-1956. niikleotid bolgesi), 327-1 ve 327-2
primerleri ile FastStart Taq DNA Polymerase, dNTPack (Roche Diagnostics, Almanya)
kullanilarak cogaltilmistir (66, 149). PCR karigimi 50 ul hacminde hazirlanmis olup
icerigi Tablo 3.1’de goriilmektedir.

Tablo 3-1: PCR karisiminin bilesenleri ve konsantrasyonlari

Bilesen Hacim (ul) Son konsantrasyon

Su (PCR Grade) 31.6

10 x PCR Buffer 5 2 mM MgCl,

PCR Grade Nucleotide Mix 1 200 uM (her dANTP icin)
VP-327-1 1 0.2 uM

VP-327-2 1 0.2 uM

FastStart Taqg DNA Polymerase 0.4 2U

DNA Ekstarakt1 10

PCR isleminde, TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice (TaKaRa Bio inc., Japonya)
cihaz1 kullanilmistir. PCR prosediirii, 4 dakika 95°C’de ilk denatiirasyonu takiben 40
dongii uygulanan, 30 saniye 95°C’de denatiirasyon, 30 saniye 55°C’de primerlerin
baglanmas1 ve 1 dakika 72°C’de sentez ve sonrasinda 7 dakika 72°C’de son sentez

asamasi ile 4°C’de sogutma agamalariyla gergeklestirilmigtir.
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3.5. PCR Uriinlerinin Goriintiilenmesi:

PCR sonrasinda elde edilen 327 bp uzunlugundaki amplikonlar, 0,5 pg/ml
etidyum bromid iceren %2’lik agaroz jel kullamilarak gerceklestirilen agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilenmistir. Amplikon biiyiikliiklerini belirlemek i¢in GeneRuler
50 bp DNA Ladder (Fermentas, Litvanya) standart bantlar1 ve goriintiilemede Gel Logic
212 PRO (Carestream Molecular Imaging, A.B.D.) cithazi kullanilmistir (150, 151).

3.6. DNA Dizileme islemi:

Tez ¢alismasinda uygulanan DNA dizileme islemi, hizmet alimi1 yoluyla RefGen
(Ankara) firmas1 araciligiyla gerceklestirilmistir. PCR iriinleri, dizileme islemi
oncesinde High Pure PCR Pruduct Purification Kit (Roche Applied Science, Almanya)
kullanilarak saflastirilmistir. Elde edilen saf iriinler, ilk c¢ogaltmada kullanilan
primerlerle dongii dizileme (cycle sequencing) islemine almmustir. Dizileme islemi i¢in
Big Dye Cycle sequencing kit v.3.1 (Applied Biosystems, A.B.D.) kullanilmistir (152,
153).

Cycle sequencing isleminde, 96 °C’de 1 dakika on denaturasyonun ardindan,
96 °C’de 10 saniye, 50 °C’de 5 saniye, 60 °C’de 4 dakika olmak iizere 25 dongii ve

4°C’de 6rneklerin bekletilmesi kosullar: uygulanmistir.

Cycle sequencing iiriinleri, etanol/EDTA/sodyum asetat presipitasyon yontemi
ile saflastirilmistir. Dizileme islemi ABI 3130 XL Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, A.B.D.) cihazinda gerceklestirilmistir.

3.7. DNA Dizi Analizi:

DNA dizileme islemiyle elde edilen dizilerin diizeltme islemleri BioEdit
programi yardimiyla gerceklestirilmistir (154). Elde edilen diziler, National Center for
Biotechnology Information internet sayfasinda bulunan nucleotid BLAST programiyla
gen bankasindaki dizilerle karsilastirilmistir. Diziler gen bankasindan edinilen referans
dizilerle birlikte Clustal W programi yardimiyla hizalanmis, numaralandirilmis ve
BKPyV’nin genotiplendirilmesinde bildirilmis olan niikleotid farkliliklar1 (Tablo 3.2 ve
Tablo 3.3) referans dizilerle karsilastirilmak suretiyle saptanmistir. Kullanilan referans
diziler Tablo 3.4’te verilmistir. Calismamizda alt tip ve alt tip I'in alt gruplari ile

aminoasit numaralandirmalarinda BKPyV Dunlop susu referans olarak kullanilmistir.
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Tablo 3-2: BKPyYV alt tiplerinde saptanmus tek niikleotid farkhhklar (38, 144, 155)

VP1Geni  BKPyV Alt Tipleri ve Niikleotidler
Pozisyonu® 1 n  m IV
1704 G G G A
1744 G G G A
1746 A T T T
1747 A A A G
1760 T A A A
1766 T T A T
1767 A A G A
1768 A A C A
1769 A A A G
1770 G G C A
1775 G C G C
1784 A A A C
1787 A C C C
1792 A G G G
1793 G A A A
1809 G/A C C C
1811 G A G G
1824 C T T C
1833 C C T C
1848 C A A A
1851 C/IG G G A
1854 C C C T
1857 T T C T
1858 T C C T
1860 A/G A A A/G
1869 C C C T
1905 A A A G
1912 C A A A
1938 C C C T

*Niikleotid numaralandirmast BKPyV Dunlop susu dizisine gore yapilmistir.
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Tablo 3-3: BKPyYV alt tip I’in alt gruplarinda saptanmus tek niikleotid farkhiliklari
(69)

VP1 Geni BKPyV Alt Tip I’in Alt Gruplan ve Niikleotidler

Pozisyonu* |, Ib-1 Ib-2 Ic
1687 G G C G
1698 T A A

1809 G A A/IC G
1860 A A A G
1887 A A A C/A
1908 T T A T
1923 T C C T

*Niikleotid numaralandirmast BKPyV Dunlop susu dizisine gore yapilmistir.

3.8. Filogenetik Analiz:

Clustal W programiyla hizalanan dizilere ait filogenetik agac, Neighbor-Joining
metodu kullanilarak olusturulmustur (156, 157). Filogenetik analizde, diger dizilerin
yaninda SA-12 dizisi, dis grup olarak analize dahil edilmistir. Filogenetik agacin giiven
diizeyini belirlemek iizere Bootstrap testi 1 000 tekrar olarak uygulanmistir (158).
Birlikte gruplandirilan iligkili taksonlarin replikatif aga¢ yiizdeleri, dallarin yaninda
belirtilmistir. Genetik mesafeler, Kimura’nin 2 parametre metodu ile bdlge basina diisen
baz degisimi sayisinin iinitesi seklinde hesaplanmistir (159). Analiz, MEGAS programi
kullanilarak gergeklestirilmistir (160).



Tablo 3-4: BKPyYV filogenetik analizinde kullanilan referans diziler (143, 163)

Alt tip/Alt grup BKPyV susu Saptandigi iilke GenBank erisim no.

Ia DUN A.B.D. NC_001538
Ib-1 Dik Hollanda AB211369
Ib-2 JL Hollanda AB211370
Ic MT Japonya AB211372
Ic TW-1 Japonya AB211381
II SB Ingiltere 719536

I GBR-12 Ingiltere AB263920
I AS Ingiltere M23122
I KOM-3 Japonya AB211386
IVa-1 VNM-7 Vietnam AB269869
IVa-1 PHL-8 Filipinler AB269859
IVa-2 RYU-3 Japonya AB211389
IVa-2 MMR-1 Myanmar AB269841
IVb-1 THK-8 Japonya AB211390
IVb-1 TW-3 Japonya AB211391
IVb-2 KOM-2 Japonya AB211387
IVb-2 JPN-15 Japonya AB269834
IVe-1 MON-1 Mogolistan AB269846
IVe-1 SWC-1 Cin AB269863
IVe-2 GRC-4 Yunanistan AB269830
IVc-2 ITA-4 Italya AB269833
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3.9. BKPyV Alt Tip IV Suslarimin Alt Gruplandirmasi:

Alt tiplendirmede kullanilan bolgeye ait dizi, alt tip IV olarak tanimlanan
BKPyV suslariin alt gruplarinin belirlenmesi icin yeterli bilgiyi saglamamaktadir. Alt
tip IV’lin alt gruplandirilmasinda kullanilan VP1 gen bolgesi, 470 baz cifti icermekte
olup (BKPyV TW-3 susunda 1731-2200. niikleotid bdlgesi) calismamizda bu bdlgeyi
kapsayan 839 bp’lik bolge (BKPyV TW-3 susunda 1513-2351. niikleotid bolgesi)
cogaltilmistir. Bu amagla BKVF1 ve BKVR?2 primerleri kullanilmigtir (Tablo 3.6) (143,
161).

Elde edilen amplikonlar, alt tiplere uygulanan agaroz jel elektroforezinde
goriintiileme ve dizileme islemlerine tabi tutulmustur. Amplikonun uzun olmasi
nedeniyle dizileme isleminde daha iyi sonu¢ alinmasi amaciyla BKVFI ve BKVR2
primerleri ile birlikte SeqB-9F ve BKVF2 primerleri de kullanilmistir (Tablo 3.6) (161,
162). BKPyV alt tip IV suslarmin alt gruplandirilmasinda kullanilan tek niikleotid
farkliliklar1 Tablo 3.5’te goriilmektedir.

Tablo 3-5: BKPyYV alt tip I'V’iin alt gruplarinda saptanms tek niikleotid
farkhhklar: (143)

VP1 Geni BKPyV Alt Tip I'V’iin Alt Gruplar ve Niikleotidler
Pozisyonu* [ya.1 Iva-2 IVb-1 1IVb-2 IVe-1 IVe-2

1732 G/A A A A A A
1741 A A G G G G
1807 T T T G T T
1840 G G G C/G G G
1858 G G C G/C A A
1877 A A/G A A G/A A
1939 G C A A A A
1978 G A A A/T C C/A
2026 T T T G T T
2104 A A A A A G
2158 C C T C C C
2161 T C C C C C
2197 G G G A G G

*Niikleotid numaralandirmas: BKPyV TW-3 susu dizisine gore yapilmustir.
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BKPyV alt tip IV dizilerinin analizleri, alt tiplendirmede kullanilan programlar
yardimiyla gerceklestirilmistir. Calismamizda alt tip IV’e ait filogenetik agac, alt tip
IV’iin alt gruplarina ait referans diziler kullanilarak olusturulmustur (Tablo 3.4).

Filogenetik analizde DUN dizisi, dis grup olarak analize dahil edilmistir.

3.10. BKPyV’nin Tiim Genom Dizileme Islemi:

VP1 bolgesinden elde edilen dizi verilerinin BKPyV genotiplendirilmesinde
yetersiz kalmasi1 ihtimaline karsi, tiim genomun dizi analizinin yapilmasi gerekmektedir.
Bu amagla kullanilmasi planlanan primerler (SeqB-1 R - SeqB-23 R) Tablo 3.6’da
belirtilmistir (162).



Tablo 3-6: BKPyV genotiplendirme ve tiim genom dizileme primerleri (66, 143,

161, 162)

Primer Dizi (5’-3°)

327-1 CAAGTGCCAAAACTACTAAT

327-2 TGCATGAAGGTTAAGCATGC
BKVF1 AGTGCCAAAACTACTAATAAAAG
BKVR2 AAATTGGGTAAGGATTCTTTACA
BKVF2 GAAAACCTATTCAAGGCAGTAA
BK1-F ATGGGTGCTGCTCTAGCAC

SegqB-1 R CTCTACAAAATTCCAGCAAAAGCTC
SeqB-2 F GACAGTGTAGACGGGAAAAACAAAAG
SeqB-3 F CTAACTCCTCAAACATATGCTG
SeqB-4 R GCAGCAAACCCAGCAATAGCCC
SeqB-5 F CTCACAGGAATTGCAGAGAAGAAC
SeqB-6 R TCAGCTACTTGTCTAACCATTG
SeqB-7 F AAGAACTGCTCCTCAATGGATG
SegB-8 R AGCATTTTTCTCTCTGGGCTATCAC
SeqB-9 F CTGTTACAGCACAGCAAGAATTCC
SeqB-10 F CTAAAAACCCAACAGCCCAGTCC
SegB-11 R CCTCCTGTGAAAGTCCCAAAATACC
SeqB-12 F AAGCTGATAGCCTGTATGTTTC
SeqB-13 R TGCCATCAAACACCCTAACCTC
SeqB-14 F GACAAACAGGGACAATTGCAAAC
SeqB-15 R AATCACAATGCTCTTCCCAAGTC
SeqB-16 F TCCAGCCTTTCCTTCCATTCAAC
SeqB-17 R CAATGAATGAGTATCCTGTCCC
SeqB-18 F CCACCACACAAATCTAATAACC
SeqB-19 R ACCAGGGAAGAAATGCTAACAG
SeqB-20 F ACTTTGTCTCTACTGCATACTC
SeqB-21 R TGCCTTAACTAGAGATCCATAC
SeqB-22 F TATACACAGCAAAGCAGGCAAG
SeqB-23 R ATTCTCAACACTCAACACCACCC
SeqB-24 R TGCTACTGCATTGACTGCTTCAC
SeqB-25 F AGTCAATGCAGTAGCAATCTATCC
SeqB-26 R AATGGAGCAGGATGTAAAGGTAGC
SeqB-27 F TTCATTTTATCCTCGTCGCCCC
SeqB-28 F ATTTCCCCAAATAGTTTTGCTAGGC
SeqB-29 R AATATATAAGAGGCCGAGGCCGC
SeqB-30 R TGTCTGTCATGCACTTTCCTTCCTG

3.11. BKPyV VP1 Dizi Analizi:

BKPyV alt tiplendirmesinde kullanilan VP1 bolgesine ait DNA dizisi, 362
aminoasit uzunluktaki VPI’in 33-131. aminoasit bolgesine ait DNA dizisini
icermektedir. Bu bolge, VP1’in 57-89. aminoasitleri arasinda kalan ve konak hiicre

reseptoriiyle baglanmada etkili olan BC kivrim bdolgesinin tamamini ve 127-146.
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aminoasitleri arasinda kalan DE kivrim bolgesinin ilk 5 aminoasidini kapsamaktadir
(Tablo 3.7). Alt tiplendirme verileri EMBOSS Transeq programi kullanilarak aminoasit
dizilerine ¢evrilmistir. Elde edilen diziler, Clustal W programi ile numaralandirilmig ve
hizalanmigtir (156, 164). Aminoasitlerin sembolleri ve genetik kodlar1 Tablo 3.8’de

verilmistir.

Tablo 3-7: BKPyV VP1 aminoasit dizisi (165)

P03088*|1-362

MAPTKRKGECPGAAPKKPKEPVQVPKLLIKGGVEVLEVKTGVDAITEVECFLNPEM
GDPDENLRGFSLKLSAENDFSSDSPERKMLPCYSTARIPLPNLNEDLTCGNLLMWEA
VTVQTEVIGITSMENLHAGSQKVHEHGGGKPIQGSNFHFFAVGGEPLEMQGVLMNY
RSKYPDGTITPKNPTAQSQVMNTDHKAYLDKNNAYPVECWVPDPSRNENARYFGTF
TGGENVPPVLHVTNTATTVLLDEQGVGPLCKADSLY VSAADICGLFTNSSGTQQWRG
LARYFKIRLRKRSVKNPYPISFLLSDLINRRTQRVDGQPMYGMESQVEEVRVFDGTER
LPGDPDMIRYIDKQGQLQTKML

*Protein Knowledgebase (UniProtKB) dizi numarasidir. BC kivrim bolgesi sar1, DE kivrim bolgesi yesil,

HI kivrim bolgesi mavi renkle belirtilmistir. RG motifleri kirmiz alt gizgilerle gosterilmistir.

BKPyV VP1 gen bolgesinde, konak hiicre reseptoriine baglanmada etkili oldugu
deneysel caligmalarla bildirilmis olan aminoasit degisikliklerinin (Tablo 3.9) varligi

arastirilmustir (6, 166).

Tablo 3-8: Genetik kod (168. Kaynak’tan uyarlanmustir).

kodondaki ikinci baz

T | C | A |
TTT | Phe (F) || TCT | Ser (S) || TAT | Tyr (Y)
TTC | Phe (F) || TCC | Ser (S) || TAC | Tyr (Y)
T | TTA | Leu (L) || TCA | Ser (S)
TTG | Leu (L) || TCG | Ser (S) Trp (W)
CTT | Leu () ||CCT | Pro (P) || CAT | His (H) ||CGT | Arg (R)
CTC | Leu (L) |JCCC | Pro (P) || CAC | His (H) ||CGC | Arg (R)
C |CTA | Leu () ||CCA | Pro (P) || CAA | GIn (Q) ||CGA | Arg (R)
CTG | Leu () ||CCG | Pro (P) || CAG | GIn (Q) ||CGG | Arg (R)
ATT | Ile () ACT | Thr (T) || AAT | Asn (N) || AGT | Ser (S)
ATC | Ile (I) ACC | Thr (T) || AAC | Asn (N) || AGC | Ser (S)
A | ATA | Ile () ACA | Thr (T) || AAA | Lys (K) || AGA | Arg (R)
ATG | Met M) || ACG | Thr (T) || AAG | Lys (K) || AGG | Arg (R)
GTT | Val (V) ||GCT | Ala (A) || GAT | Asp (D) || GGT | Gly (G)
GTC | Val (V) ||GCC | Ala (A) || GAC | Asp (D) || GGC | Gly (G)
G | GTA | Val (V) [|GCA | Ala (A) || GAA | Glu (E) || GGA | Gly (G)
GTG | Val (V) ||GCG | Ala (A) || GAG | Glu (E) || GGG | Gly (G)

kodondaki birinci baz
Zeq NIUNN Hepuopoy|

sl dleli=l?ldlelilrIldlolll7Idlolls
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Tablo 3-9: VPIl’de patogenezde etkili olabilecegi bildirilmis aminoasit

degisiklikleri, konumlari ve hiicre kiiltiirii calismalarinda gozlenen etkileri (6).

aa. VT MT Degisim VP1

. . . .. . Mutasyonun etKisi
pozisyonu aa. aa. tipi bolgesi

Dayaniksiz kapsid yapisi,
61 E A - INOtr BC konak hiicreye siki baglanma,

reseptorle etkilesim sorunu

64 R A + /Notr BC Dayaniksiz kapsid yapis1

65 G A Nou/Notr BC Dayaniksiz kapsid yapist

69 K A  +/Notr BC Reseptorle baglant1 azalmasi
79 D A - INOtr BC Dayaniksiz kapsid yapis1

82 E A - INOtr BC Dayaniksiz kapsid yapis1

23 R A + /NGt BC Konak hiicrey.e s1.k1 baglanma,

reseptorle etkilesim sorunu

84 K A +/Notr BC Reseptorle baglant1 azalmasi
130 H A + /Notr DE Dayaniksiz kapsid yapisi

aa- aminoasit, VT- vahsi tip, MT- mutant

3.12. BKPyV DNA PCR Testleri:

Kiiciik t antijenini hedefleyen real-time PCR ile BKPyV DNA’sinin
saptanmadi181, bobrek ve kemik iligi transplantasyonu yapilmis hastalara ait idrar
orneklerine ait niikleik asit ekstraksiyonlar1 PCR islemine alinmistir. PCR, BKPyV nin
2 farkl gen bolgesini ¢ogaltmak iizere 0zgiil 2 primer cifti ile gerceklestirilmistir. Bu
bolgelerden VP1 geninde, alt tiplendirmede kullanilan 327 bp iceren bolge 327-1 ve
327-2 primerleri ile, VP2 geninde 704 bp iceren bolge (624-1327. niikleotidler) BK1-F
ve SeqB-6 R primerleri (Tablo 3.6) ile cogaltilmistir (66, 162, 169). Her iki PCR
isleminde BKPyV alt tiplendirmesinde kullanilan PCR karisimi1 konsantrasyonlar1 ve
amplifikasyon kosullar1 uygulanmis, farkli olarak reaksiyon karisimi 25 pl hacimde
hazirlanmistir.  Amplikonlar alt tiplere uygulanan agaroz jel elektroforezi ile

goriintiilenmigtir.
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4. BULGULAR

Bobrek transplantasyonu sonrasinda rutin takip siirecinde olan 100 hastanin idrar
orneklerinde BKPyV VP1 geninin BKPyV genotiplendirme bdolgesi ¢ogaltilmis ve

agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 4.1).

C

CaptureGL212PRO...| D|D"‘| |I%| |§|‘?| i-i.‘ IE]|MMODW|EPmﬁk

e Analysis Data- New Project1

(ELEEISN Lanes  Display

1: 2 - 50 bp DNA La. 33 4: 42 5: Untitled B: Untitled
M (bp) M (bp) M [bp) M [bp) M bp) M (bp)
1 1000 33 3293 3268
2 900
3 800
4 700
5 £00
b 500
7 400
8 300
9 280
10 200
11 150
12 100
13 50

Sekil 4-1: BKPyV VP1 geninin cogaltilan 327 bp’lik bélgesinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii ve analiz sonugclari.

Jelde 2. sirada 50 bp DNA Ladder standart bantlari; 3. sirada negatif kontrol; 4,5 ve 6. siralarda farkli
pozitif orneklere ait bulunmaktadir. Goriintiileme cihazinin, bant kalinligina bagli olarak yaklasik deger
olarak hesapladig1 baz cifti sayisi1 verileri tabloda siyah fonda goriilmektedir.

BKPyV genotiplendirme bolgesi cogaltilan 100 Ornekten 6’sinda agaroz jel
elektroforezinde pozitif sonu¢ alinmis ancak DNA dizi analizinde sonu¢ alimamamis
olup 94 6rnege ait sonuglar degerlendirilmistir.

BKPyV genotiplerinin belirlendigi 94 hastanin yas ortalamasi 39,6 (18-74) olup
kadin hasta sayist1 34 ve yas ortalamast 40 (25-67), erkek hasta sayis1 60 ve yas
ortalamasi 39,4 tiir (18-74).

BKPyV suslarmin alt tiplerinin ve alt tip I’in alt gruplarinin belirlenmesinde
VP1 geninin, Dunlop susunda 1744-1812. niikleotid bolgesine karsilik gelen gen
bolgesinin dizisi yeterli bilgiyi saglayabilmektedir. Calismamizda bu bdlgeyi
kapsayacak sekilde VP1 geninin 1659-1956. niikleotid bolgesinin dizisi elde edilmistir.
Daha 6nce de deginildigi gibi BKPyV niikleotid numaralandirmalarinda referans DNA
dizisi olarak BKPyV Dunlop susu kullanilmistir. Orneklere ait VP1 DNA dizileri,

Tirkiye’ye ait olduklarin1 belirtecek sekilde TRY kisaltmasiyla numaralandirilmis olup,
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BKPyV alt tipleri ve alt tip I'in alt gruplarimi temsil eden referans dizilerle birlikte

hizalanmig olarak Tablo 4.1’de verilmistir.
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- BhE-LAOT-ANL
- BBZ-LABLANL
- BBI-LD AN
- BB bANL
- BRZ-LAL-AMY
- BRZ-bAG AN
- BRZ-AP AN
- GRZ-AE LAML
- BRI bAML
- BRIk bANL
- BRI AN
- BBI-LAERANL
- BBI-LA-ANL
- BBI-ME-ANL
- BEI-LARANL
- BBI-LGRANL
- BEI-bA-AML
- BBI-bAEAMY
- BBI-LT-AMY
BEZ-LA AN

LIOMIZIP 1593[0q pnoapnu (1sewpueerewnu néns dopun) ‘956 1-6S91 ‘STWURRZIY 4 O[I[IZIP SUBIQJAI UTUIUAT [JA AADSIE :1-¥ OI9eL
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- BhE-LAOE-ANL
- BBZ-LABE-ANL
- BBI-LBE-ANL
- BBI-LEANL
- BRZ-LAE-AML
- BRZ-LAGE-AMY
- BRZ-LAPE-AML
- GRZ-LAEEAML
- GRZ-LTEAML
- BBI-LALEANL
- BBI-LACANL
- BBZ-LABT-ANL
- BBZ-LAOT-ANL
- BBI-LTANL
- BBI-LOT-ANL
- BBI-LGT-ANL
- BRZ-LAT-AML
- BRZ-MET-AML
- BRZ-LTTAML
BRZ-LA T AL

Xl

[ GO L] T]

[Nu)

0sdl
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- BhE-4A0-ANL
- BBZ-LAEC-ANL
- BBI-LEC-ANL
- BBI-LGRANL
- BRZ-LAG-ANL
- BRZ-LAG-AMY
- BRZ-LAPGmANL
- GRZ-LAECAMY
- GRZ-LTCAML
- BBZ-LAGRANL
- BBZ-LAIG-ANL
- BBZ-LAEP-ANL
- BBZ-LAAP-ANL
- BBI-LPANL
- BBZ-LAOP-ANL
- BBI-hAGP-ANL
- BRZ-bAF-AML
- BRZ-LEF-AML
- GRZ-LTFAML
BRZ-LAFAML
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- BhE-4AR-ANL
- BBZ-LABL AN
- BBI-LEL AN
- BB AN
- BRZ-LAAL AN
- BRZ-bAGL AN
- BRZ-bAS AN
- BRI LAML
- BRZ-LT AN
- BRI AN
- BRI AN
- BBZ-LAEG-ANL
- BBZ-LAEG-ANL
- BBI-L AN
- BBZ-LAO9-ANL
- BBZ-hAGO-ANL
- BRZ-LAG-ANL
- BRZ-LAEGANY
BEZ- AT O AN
BRZ-LAOAML
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Q8- LPEALL
2EE-HEEANL
SEC- LG AL
SEC- LA EANL
SEE- LG AL
SEE-LAGE-ANL
QEE-HAE-ANL
ek AN
26 AAE-AN L
SEE-HAE-ANL
SEC-bAE-ANL
SEE- LR AL
SEE-LAZE-ANL
CEE-hAFE-ANL
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BEZ-1A0T-AML
BEZ-1AG AL
BEZ-hAD bANL
BEZ-1A bANL
BEZ-1AD AL
BEZ-bAT AL
BEZ-bA bAM
BEZ-LAT bAML
BEZ-1AT bAML
BEZ-1AL bANL
BEZ- 1A AL

BEZ-LABANL

BEZ-LAA-ANL

BEE-LAE AN

BEE-LAmANL

BEE-LG-ANL

B6Z-LA-AML

BEZ-LAE-AML

BEZ-LT-AML

BEZ-LA AN
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Q8- HEE-ANL
e AT AN
e EANL
SEC-HAAL-ANL
SEC-HAL-ANL
SEC-bAL-ANL
SEC- LT AL
SEC-LAZL-ANL
SEE- LA LAY
SEE-LAE AL
QEE-HAGI AL
QEE-HAAI-ANL
ek DAL
26 HATANL
SEE-HGIANL
SEC-bAFI-AML
SEE-hAEI- AL
SEE- LA ANL
SEC- LA AL
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BEZ-1A09- Ak
BEZ-LABGANL
BEZ-LAOGANL
BEE- A GANL
BEZ-LAOG AN
BEZ-LAG AN
BEZ-LAG AN
BEZ-LATGANL
BEZ- TG AN
BEZ- A GANL
BEZ-LAIGANL
BEZ-LAP-ANL
BEZ-LAP-ANL
BEZ- A P-ANL
BEZ-LAOP-AL
BEZ-hCP-ANL
BEZ-LAF-AML
BEZ- LA FAML
BEZ- TP AL
BRZ-LAFAML
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Q8- G AL
ek AN
ek LAML
SEE-HAL AL
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SEC-bA L AL
SEC-LAALANL
SEC-LAELANL
SEE-LAEL AL
SEE-HADL AL
QEE-HAAA-ANL
QEE-AA-ANL
ek DAL
26 AAIAN L
e HGIAN L
SEC-LAFI-ANL
SEC- LA AL
SEC- LA AL
- LA S-ANL
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Q8- LPEALL
2EE-HEEANL
SEC- LG AL
SEC- LA EANL
SEE- LG AL
SEE-LAGE-ANL
QEE-HAE-ANL
ek AN
26 AAE-AN L
SEE-HAE-ANL
SEC-bAE-ANL
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- BEZ- LT AL
- BEZ-LAG AL
BEZ- D AL
- BEZ-IA AL
- BEZ- AN b AL
- BEZ- AT E AL
- BEZ-bA A
BEZ-LAT AL
- BEZ-1AT AL
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BEZ-LAE-ANL
- BEE-bA AN
- BEE-AO-ANL
- BEE-C-ANL
- BEZ-tAr-AML
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- BEZ-hAF-AML
- BEZ-LAE-ANL
BEZ-LRE-ANL
- BEZ- GANL
BEZ- ARG AN
BEZ-LATEAML
- BEZ- S AL
BEZ-LAEEAML
BEZ-LTEAML
- BEZ-AEANL
BEZ- LIS AN
- BEZ-LABE-ANL
BEZ-LARE-ANL
BEZ-I AL
BEZ-HOZ-ANL
BEZ-HCE-ANL
BEZ- A E-AML
BEZ-LAEE-AML
BEZ- LT E AL
BRZ-1A ZAML

L L oL L

[l el i
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- BEZ- 1A Ak
- BEZ-LAEG-ANL
BEZ-HARGANL
- BEZ-hA AN
- BEZ-LAAGAML
- BEZ-LAIG AN
- BEZ- G AML
BEZ-LAECANL
- BEZ- TGN
- BEZ-1AGANL
- BEZ-LAIGANL
- BEZ-LAEE-ANL
BEZ-LARP-ANL
- BEZ-IA AL
- BEZ-LAOP-ANL
- BEZ-HCE-ANL
- BEZ-LArE-AML
- BEZ- LA E-AML
- BEZ- LT AL
- BRZ-LA AL
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- BEZ-1AG-AML
- BEZ-1AGS AL
BEZ- AR AL
- BEZ-IA F AL
- BEZ-ANS AL
- BEZ- AT AL
- BEZ-bAb S A
BEZ-LAS S AL
- BEZ- T EAML
- BEZ-1AE AL
- BEZ- AN AL
- BEZ-LAEO-ANL
BEZ-AR0-ANL
- BEZ-hA AN
- BEZ-LDG-ANL
- BEZ-LCO-ANL
- BEZ-AGAML
- BEZ- LA G AML
- BEZ- LT AR
- BRZ-1A GAML
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- Q&G ALY
- FEC- LG AN
- QEC- LG AL
- QEC- LA EANL
- QEE-LADE- AL
- QEC-LAGE-ANL
QEG-LAOE-ANL
- QEC- I AN
- FEC-AAE-ANL
- QEC-HACE-ANYL
- QEC-bAE-ANL
QEC- LR AL
- QEC-LAZE-ANL
- QEG-kAFE-ANL
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BKPyV’nin genotiplendirmeyle ilgili bulunan VP1 bdlgesinde bildirilmis olan
tek niikleotid farkliliklar1 belirlenerek ve gen bankasindaki dizi verileriyle
karsilagtirilarak 94 BKPyV susunun alt tipleri ve alt tip I'in alt gruplar1 belirlenmistir.
Alt tip 1 olarak belirlenen 67 susun 9’u Ib-1 alt grubunda, 58’1 Ib-2 alt grubunda
bulunmaktadir. Alt tip I’in Ia ve Ic alt gruplarina ait BKPyV susu saptanmamuigstir.
Orneklerden 8’inde alt tip II ve 19’unda alt tip IV BKPyV susu bulunmustur. Alt tip III
BKPyV susu saptanmamustir.

Ayn1 niikleotid dizisine sahip suslar gruplandirilmis olup her grup i¢in bir
temsilci dizi belirlenmistir (Tablo 4.2). Filogenetik analiz bu diziler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Orneklerin alt tiplerine ve alt tip I'in alt gruplarma iliskin

olusturdugumuz filogenetik agac¢ Sekil 4.2°de goriilmektedir.

Tablo 4-2: BKPyV VP1 geninin 1659-1956. (Dunlop susu numaralandirmasi)
niikleotid bolgesi dizilerine gore BKPyV suslarimin gruplandirilmasi

Niikleotid dizisi aym olan suslar Genotip
TRY-9%,28,39,55,75,88,90 Ib-1
TRY-1%2,3,4,5,7,11,13,14,18,20,22,24,27,32,33,35,38,
41,42,45,47,49,51,52,53,54,57,58,60,61,62,63,64, Ib-2
66,70,71,73,74,76,77,79,83,85,92,93

TRY-25%,44,91 Ib-2
TRY-26%,30,36,81 Ib-2
TRY-10%,19,31,43,50,56,65,69 I
TRY-6%,17,29,37,67,80 v
TRY-15%,23,86 v
TRY-16%,21,34,40,59,68,82,94 v
Niikleotid dizisi farkh olan suslar Genotip
TRY-48,87 Ib-1
TRY-8,12,46,72,84 Ib-2
TRY-78,89 v

“*Grubu temsil eden BKPyV TRY- susu
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BKPyV Ib-1 alt grubunda bulunan suslarin 7°si (%78) ayn1 diziyi tasimaktadir.
Ib-2 alt grubunda ise ayni diziye sahip suslar 3 grup olusturmaktadir. Toplam 46 sus
iceren ve TRY-1* susu ile temsil edilen grup tiim Ib-2 suslarmin yaklasik %79 unu; 3
sus iceren TRY-25* susu dizisine sahip grup %5’ini ve TRY-26* dizisi tasiyan grup ise
97’ sini olusturmaktadir. Alt tip II BKPyV suslarinin tiimiiniin ayn1 diziye sahip oldugu
bulunmustur. Alt tip IV BKPyV suslarindan 6 sus iceren TRY-6* ile temsil edilen grup
tiim alt tip IV suslarmin yaklasik %32’sini, 3 sus iceren TRY-15%* ile temsil edilen grup
%16’sm1 ve 8 sus iceren TRY-16* ile temsil edilen grup ise %42’sini olusturmaktadir.
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JL
— TRY-12
TRY-12
— TRY-84
— TRY-72 b-2
{ TRY-8
&' TRY-25
L TRY-46
76| —TRY-26°
— TRY-48
Dik
100 61| TRY-9° b-1
L TRY-87
15 (DUN
L KEN-1
I MT
96 L TW-1
TRY-78
{ TRY-6°

10t TRY-15'

ITA-4 IV

71| TRY-16°
TW-3
60L- TRY-89
83— AS
L KOM-3 1
GBR-12

50 | SB 11
85 TRY-1Q"

SA12

0.02

Sekil 4-2: BKPyV VP1 geni dizileriyle olusturulmus filogenetik agac.

Ust simgeler ayni diziye sahip diger suslar1 ifade etmektedir.a: TRY-2,3,4,5,7,11,13,14,18,20,22,24,27,32,
33,35,38,41,42,45,47,49,51,52,53,54,57,58,60,61,62,63,64,66,70,71,73,74,76,77,79,83,85,92,93; b: TRY-
44,91; c: TRY-30,36,81; d: TRY-28,39,55,75,88,90; e: TRY-17,29,37,67,80; f: TRY-23,86; g: TRY-21,34,
40,59,68,82,94; h: TRY-19,31,43,50,56,65,69. SA12, analize dis grup olarak dahil edilmistir. Referans
diziler kalin harflerle belirtilmistir.
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BKPyV alt tip IV suslarmin alt gruplariin belirlenmesinde, VP1 geninin TW-3
susunda 1731-2200. niikleotid bolgesine karsilik gelen gen bdlgesinin dizisi
kullanilmaktadir. Calismamizda VP1 geninin bu bdlgesini kapsayan, 1540-2258.
niikleotid bolgesinin dizi verileri elde edilmistir. BKPyV alt tip IV suslarinin niikleotid
numaralandirmalarinda referans DNA dizisi olarak TW-3 BKPyV susu kullanilmistir.
BKPyV alt tip IV olarak saptanan 19 susun VP1 DNA dizisi, referans dizi ile birlikte

hizalanmig olarak Tablo 4.3’te goriilmektedir.
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Dizi analizi sonucunda 19 BKPyV alt tip IV susunun tiimii IVc-2 alt grubunda
bulunmustur. Alt tip IV suslarma iligkin olusturdugumuz filogenetik agac Sekil 4.3’te

goriilmektedir.



TRY-67
TRY-80
64 | TRY-37
TRY-29
TRY-17
TRY-6
TRY-86
TRY-23
TRY-15
GRC-4
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ITA-4
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78 MMR-1

_|: VNM-7
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0.01

c-2

b-2

b-1

a-1

Sekil 4-3: BKPyV alt tip IV suslarina ait VP1 geni dizileriyle olusturulmus

filogenetik agac.

Dunlop susu, analize dis grup olarak dahil edilmistir. Referans diziler kalin harflerle belirtilmistir.

81



Analizler sonucunda bobrek transplantasyonu yapilmig

BKPyV suslarmin genotip dagilimlar: Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4-4: BKPyV genotipleri ve yiizde degerleri

Alttip Alt grup g;j;? Egﬂf

I 67 71,3
Ia - -
Ib-1 9 9.6
Ib-2 58 61,7
Ic - -

11 8 8.5

111 ] )

v 19 20,2
IVa-1 - _
IVa-2 - _
IVb-1 - -
IVb-2 - -
IVe-1 - _
IVe-2 19 20,2

BKPyV suslarimin 362 aminoasit uzunluktaki

82

94 hastada saptanan

VP1 proteininin  57-89.

aminoasitleri arasinda kalan ve konak hiicre reseptoriiyle baglanmada etkili olan BC

kivrim bolgesini kapsayan 33-131. aminoasit bolgesine ait dizi verileri, referans suglara

ait aminoasit dizileriyle birlikte hizalanmis olarak Tablo 4.5’te goriilmektedir.



83

mS$TwTue[ny JO1ZIp uape [rswe) trerdnis eporqes dnjo Stwunpuednis wesns A AT diyes 9A1ZIp TUAY 4

BE-kAD-AHL
- B8RS AL
- BE-RAS AL
- GErAAE-AYL
- GO kAGL AL

| o o o o

GE-bAD AN

1 B ) v Y
] ] ] =W =TT TTIIT]

B R E o

[ [ =

E
B
- BEHTLAYL

G- LAAE AL
G- AT AL

==y E@

Bk AL
- B6hAEANL
- GO RACI AL
- BE-RAPE-ANL
- GERAR-AYL
- BO-RAEANYS
- GO EAAP-ANL
BE-kAG-ASL

IFAN oLl ool Of 0s nd na 0% ot

LIQ[IZIP I BLIR[SNS SUBIIJAI UIUISIS[0q (1seurtnipueerewnu nsns dojun(q) jiseourue *1¢y -¢¢ ururujoad ydA AL :S-+ OlqeL



84

TRY-1*, TRY-9*, TRY-10*, TRY-15% TRY-16* ve TRY-26* dizileri gen
bankasina bildirilmis olan diziler arasinda bulunmustur. Buna karsin TRY-6*, TRY-8,
TRY-12, TRY-25*%, TRY-46, TRY-48, TRY-72, TRY-78, TRY-84, TRY-87 ve
TRY-89 BKPyV suslara ait dizilerin gen bankasmnda %100 uyumlu oldugu dizi
bulunamamigtir. National Center for Biotechnology Information internet sayfasinda
bulunan nucleotid BLAST programiyla gen bankasindaki dizilerle karsilastirilarak
heniiz bildirimi yapilmadig1 goriilmiis olan mutasyonlara sahip olan bu suslarm ayrmtil

analiz verileri Ham Veriler boliimiinde sunulmus olup sonuglar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4-6: BKPyYV suslarinda saptanan mutasyonlarin analiz verileri

BKPvV susu | Genoti Niikleotid Niikleotid | Kodon Aminoasit Aminoasit
yv sus P Pozisyonu* | degisimi degisimi Pozisyonu* | degisimi

1687 G—C GTA—CTA | 42 V—L

TRY-6,17,29,
IVe-2

37,67,80

1794 C—G GAC—GAG | 77 D—E

1794 C—-T AGC—AGT | 77 S (SM)
TRY-8 Ib-2

1890 G—A CTG—CTA | 109 L (SM)
TRY-12 Ib-2 1807 G—C GAA—CAA | 82 E—Q
TRY-15,23,86 | IVc-2 1794 C—G GAC—GAG | 77 D—E
TRY-25,4491 | Ib-2 1890 G—A CTG—CTA | 109 L (SM)
??5{ 26301 pp 1809 A—C GAA—GAC | 82 E—D
TRY-46 Ib-2 1860 A—G TTA—-TTG | 99 L (SM)
TRY-48 Ib-1 1741 G—A GAT—AAT | 60 D—N
TRY-72 Ib-2 1746 A—C GAA—GAC | 61 E—D

1794 C—G GAC—GAG | 77 D—E
TRY-78 IVc-2

1905 G—A GTG—GTA | 114 V (SM)
TRY-84 Ib-2 1767 A—G CTA—-CTG | 68 L (SM)
TRY-87 Ib-1 1765 C—-G CTA—GTA | 68 L-V
TRY-89 IVc-2 1872 A—-T CTA—CTT | 103 L (SM)

~*Niikleotid ve aminoasit pozisyonlar1 Dunlop susu referans alinarak verilmistir. Sar1 renkle belirtilen mutasyonlarin
gen bankasinda bildirimi bulunmaktadir.
SM- sessiz mutasyon
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BKPyV alt tiplerine ait referans dizilerle karsilastirildiklarinda ortak gen dizileri
arasinda kalan bolgede iiyesi olduklar1 alt tipten farkli bir alt tipe ait niikleotid
degisimlerinin saptandigi BKPyV suslarinda rekombinasyon olasilig1 diisiiniilmektedir.
Calismamizda niikleotid degisimleri analiz edildiginde bazi suslarda rekombinasyon
olasiligi One siiriilebilecek diziler bulunmustur. Bu suslarda, iiyesi bulunduklari
genotiplerden farkli olarak saptanan tek niikleotid degisimleri ve olasi rekombinasyon
durumlar1 tantmlanmistir:

(1) Analizi yapilan VPl bolgesinde ayni diziye sahip olan BKPyV IVc-2
genotipindeki  TRY-6,17,29,37,67,80  suslarinda 1687. niikleotid
pozisyonunda saptanan G—C degisimi, bu suslarin bilinen alt tip IV
dizilerinden farkli oldugunu gdstermistir. S6zkonusu pozisyonda C varligi
BKPyV Ib-2 genotipindeki suslarda goriilmektedir. IVc-2 ile Ib-2 genotipleri
arasinda bu bolgede bir rekombinasyon olasiligindan s6z edilebilir.

(i) BKPyV 1Ib-2 genotipinde bulunan TRY-8 susu VPI1 geni dizisinde 1794.
pozisyonda C—T ve 1890. pozisyonda G—A degisimleri saptanmustir. 1890.
pozisyonda G—A degisimi yine Ib-2 genotipinde olan TRY-25, 44 ve 91
suslarinda da belirlenmistir. Bu poziyonda A, BKPyV alt tipleri II, III ve IV
suslarinda bulunmaktadir. Ib-2 ile II, III ya da IV genotipleri arasinda bu
bolgede bir rekombinasyon olasiligindan sz edilebilir.

(111))BKPyV 1b-2 genotipindeki TRY-46 susunun VP1 geninin 1860. pozisyonunda
A yerine BKPyV Ic ve alt tip IV genotipindeki suslarda goriilen G
bulunmaktadir. Ib-2 ile Ic ya da IV genotipleri arasinda bu bolgede bir
rekombinasyon olasiligindan s6z edilebilir.

(iv)BKPyV IVc-2 genotipindeki TRY-78 susunda VP1 geninin 1905. pozisyonunda
G—A degisimi belirlenmistir. Alt tip IV BKPyV suslari, bu pozisyonda G
tasimakta olup diger genotiplerde A bulunmaktadir. IVc-2 ile I, II ya da 111
genotipleri arasinda bu bolgede bir rekombinasyon olasiligindan s6z
edilebilir.

(v) BKPyV Ib-2 genotipindeki TRY-26,30,36,81 suslarinda VP1 geninin 1809.
pozisyonunda A—C degisimi belirlenmistir. Bu pozisyonda C varlig: alt tip
IL, IIT ve IV genotiplerinde goriilmektedir. Bu bolgede bir rekombinasyon
icin en uygun dizi alt tip IV genotipinde bulunmakta olup Ib-2 ile IV
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genotipleri arasinda bu bolgede bir rekombinasyon olasiligindan s6z

edilebilir.

TRY-84 susu Ib-2 genotipinde bulunmaktadir. VP1 geninin 1767. pozisyonunda
gorilen A—G degisimine, bilinen Ib-2 genotipi dizilerinde rastlanmamistir. Bu
pozisyonda G varlig alt tip III BKPyV suslarinda goriilmektedir. Ancak 1766-1768.
niikleotid dizisi alt tip III BKPyV’de AGC iken TRY-84 susunda TGA olup G disinda
Ib-2 genotipi ile uyumludur. Bu durum bir rekombinasyon olarak degil, ancak bir nokta
mutasyon olarak ifade edilebilir.

Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Viroloji ve Temel
Immiinoloji Bilim Dali Laboratuvar’nda BKPyV DNA’sinin  saptanmasinda
kullanilmakta olan real-time PCR yonteminde kullanilan Kkitin giivenilirliginin
smanmast amaciyla ile BKPyV DNA’smnin saptanmadigr bobrek ve kemik iligi
transplantasyonu yapilmis toplam 70 hastaya ait idrar orneklerinde iki farkli gen
bolgesine yonelik PCR islemi uygulanmistir. Real-time PCR yonteminde kullanilan
hedef bolge tAg geninin BKPyV’de 175 baz cifti iceren bolgesidir. Calismamizda VP1
geninde 327 baz cifti (Sekil 4.1), VP2 geninde 704 baz cifti (Sekil 4.6) iceren (Dunlop
susunda 624-1327. niikleotid bolgesi) bolgeler cogaltilmis olup Srneklerin hicbirinde

pozitif sonu¢ alinmamustir.

I Analysis - New Project1

Lane Set 1 Lanes Display

1: Dzlem Guven 2: Untitled 3: Untitled

4: Untitled 5: Untitled

b (bp) bt [bp]

b [bp]

b (bpl b [bp]

S5 | e [ | | L [ | Pl | =

9 500
10 500
11 400
12 300
13 200
14 100

Sekil 4-4: BKPyV VP2 geninin cogaltilan 704 bp’lik bélgesinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii ve analiz sonugclari.

Jelde 1. sirada 100 bp DNA Ladder standart bantlari; , 2,3,4 ve 5. siralarda farkli pozitif kontrollere ait
bantlar bulunmaktadir. Gériintiileme cihazi, baz ¢ifti sayis1 verisini bant kalinligina bagh olarak yaklasik
deger olarak saglamaktadir. Kontrol bantlarina ait degerler tabloda siyah fonda goriilmektedir.
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S. TARTISMA

Bobrek transplantasyonu sonrasinda greft kaybina neden olabilen PyVAN’de
patogenez konusu tam olarak aydinlatilabilmis degildir. immunosupresyonun bas rolii
istlendigi PyVAN gelisiminde ileri yas, erkek cinsiyet, HLA uyumsuzlugu, seropozitif
ve kadavra verici gibi aliciya ve grefte atfedilen bir takim risk faktorlerinden
bahsedilmektedir (117). BKPyV genotiplerinin ise patogenezde fark yaratip yaratmadigi
merak konusu olmustur. Fare polyomavirusunda VP1’de gerceklesen tek aminoasit
degisiminin patogenezde artisa neden oldugunun gosterilmesi ile BKPyV’de de benzeri
bir durumun olabilecegi giindeme gelmistir (170). BKPyV’de VPI’i kodlayan gen
bolgesindeki, dolayisiyla proteinin aminoasit dizisindeki farkliliklarm, virusun konak
hiicreye baglanmas1 ve girisi ile replikasyon etkinliginde fark yaratabilecegi hiicre
kiiltiirii ¢caligmalar1 ile gosterilmistir (bkz. Gere¢ ve YoOntem boliimiinde Tablo 3.9).
Ancak s6z konusu dizi fakliliklarmin PyVAN ile iliskisi acikliga kavusturulamamistir
(6).

Calismamizda bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarin idrar orneklerinden
elde edilen BKPyV suslarinda, konak hiicreye baglanmada etkili olan VP1’in BC

bolgesinin tamami ve DE bolgesinin ilk 5 aminoasidine ait dizi bilgileri elde edilmistir.

VP1’de BC ve HI bolgelerinde yan yana bulunan arjinin ve glisin
aminoasitlerinin olusturdugu iki RG motifi (64-65 ve 281-282. aminoasitler)
bulunmaktadir (Tablo 3.7). Bu bolgede gerceklesen bir mutasyonla aminoasitlerden
herhangi birinin alanine doniismesinin virusun infeksiyon yetenegini ortadan kaldirdigi
gosterilmistir. Bu etkide, farkli yiiklerdeki aminoasit kalintilarmin degisimlerinin rol
oynadig ifade edilmektedir (6).

Boldorini ve ark. (7) Italya’da bobrek transplantasyonu sonrasinda BKPyV
saptadiklar1 hastalarda VP1 genindeki mutasyonlarin nefropati gelisimiyle baglantisini
arastrmiglardir. PyVAN gelisen 8 hasta ile nefropati bulgusu olmayan 41 hastaya ait
idrar, kan ve biyopsi (yalnizca bobrek islev kayb1 olanlardan PyVAN ya da rejeksiyon
stiphesi ile biyopsi alinmistir) 6rneklerinde saptadiklart BKPyV suslarinda VP1 geninin
1744-1812. (Dunlop susu) niikleotid bolgesindeki tek niikleotid degisimlerini
belirlemislerdir. VP1 geninde goriilen tek niikleotid degisimlerinin PyVAN grubundan
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aldiklar1 Orneklerde saptadiklar1 BKPyV suslarinda %75, buna karsin nefropati
gozlenmeyen grupta saptanan suslarda %17 oraninda oldugunu belirlemislerdir.
Arastirmacilar, bu sonugtan yola ¢ikarak BKPyV’nin genomik yapisinda kararsizlik
gosteren suslarmin, hastalik olusturmada daha etkili olabilecegi hipotezini One
siirmiislerdir. Ileri siirdiikleri bir diger goriis ise toplumda dolasimda bulunan BKPyV
suslarmin diisiiniildiigiinden daha fazla cesitlilik gostermekte oldugudur.

Randhawa ve ark. (102), A.B.D.’de gerceklestirdikleri c¢alismalarinda
BKPyV’nin patogenezinde etkili olabilecegi deneysel ¢alismalarda bildirilmis olan VP1
geni mutasyonlarini interstisyel nefrit hastalarindan elde ettikleri BKPyV suslarinda
arastrmiglardir. Toplam 24 hastaya ait 49 biyopsi Orneginde saptadiklar1 BKPyV
suslarmin VP1 geni dizilerinde, bildirilmis olandan daha fazla cesitlilik sergilediklerini
belirlemislerdir. Hastalarin 13’iinde (%54) alt tip I, 1’inde (%4) alt tip II ve 5’inde
(%21) alt tip IV BKPyV susu saptamiglar ancak 5 hastada BKPyV suslarinin VP1 geni
dizilerinde karsilastiklar1 cesitlilik nedeniyle genotiplendirme yapamamislardir.
Aragtirmacilar virusun genom yapisinin kararli olmadigini, hastalik siirecinde ayni
hastadan elde ettikleri virus DNA’s1 dizilerinde farklilasma go6zlenebildigini
bildirmislerdir. Ancak bu caliymada kullanilan biyopsi Orneklerinin, mutajen ozellikte
formalinle fiske edilmis parafin bloklardan elde edildigi bildirilmistir. Arastirmacilar,
saptadiklar1 mutasyonlarin formalinden kaynaklanamayacak kadar ¢ok sayida (formalin
1:500-1:3333 baz degisimine neden olurken calismada 94 bp’lik dizide 10 degisim
bildirilmistir) ve tiim niikleotidlerde birbirine doniisme seklinde (formalin genellikle
G—A ve C—T degisimine neden olur) oldugunu belirtmis olmakla birlikte bu durum
calismanin sonuclarini degerlendirmede goz 6niine alinmalidir.

Krautkramer ve ark. (166) Almanya’da bobrek transplantasyonu yapilmis 45
hastanin idrar orneklerinde saptadiklart BKPyV suslarmin yaklasik %67 sini alt tip I ve
kalan %33’iinii alt tip IV genotipinde bulmuslardir. Bu suslarin VP1 geni BC kivrim
bolgesindeki aminoasit degisikliklerini arastirmiglar ve bu bolgede 10 susta F66L,
A72V, E73Q, D77H, E82D degisimlerini belirlemislerdir. Bu degisimlerden 77.
pozisyondaki aminoasit degisiminde negatif yiiklii aspartik asidin yerini, pozitif ytiklii
histidin almistir. Ancak arastirmacilar saptadiklar: degisimlerle orneklerdeki viral DNA
kopya sayis1 ve biyopsiyle kanitlanan nefropati durumu arasinda bir iliskinin

bulunmadigini bildirmislerdir.
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Luo ve ark. (103), bobrek transplantasyonu yapilmis 18 ve saghkli 7 kisiden
aldiklar1 idrar Ornekleri ile gergeklestirdikleri calismalarinda BKPyV VP1 geninde
mutasyonlarin goriildiigii noktalar1 belirlemisler; BC kivrim bolgesinde 60, 73, 77 ve
82. pozisyonlardaki aminoasitleri kodlayan dizilerde 5 mutasyon noktasi bildirmislerdir.
BKPyV suslarinda VP1 geni mutasyonlarinm, viremi ve nefropati gelisen hastalarda
sadece viriiri saptanmis hastalar ve saglikli kisilerin olusturdugu gruptan daha yiiksek
oranda bulundugunu saptamiglardir. Arastirmacilar 5 hasta ve 4 saghkli kiside
saptadiklar1 BKPyV suslarinda olas1 rekombinasyon durumlarmin varhigini da
bildirmislerdir.

Takasaka ve ark. (171), bobrek transplantasyonu yapilmis PyVAN bulgusu
olmayan 6 hastanin idrar Orneklerinde klonlama yontemiyle BKPyV varyantlarmi
arastirmislardir. Hastalarda, 5 alt grup Ic ve 1 alt tip IV BKPyV susu elde etmisler ve
bir hastada Ic alt grubunda 3 farkli dizi belirlemislerdir. Bu dizilerden 2’sinde, BC
kivrim bolgesinde (Dunlop numaralandirmasma goére 1744 ve 1807. niikleotid
pozisyonlarinda) yanlis anlamli (missense) mutasyonlar saptamislardir. Bu mutasyonlar,
E61K ve E82Q degisimlerine yol agmustir. Gergeklestirdikleri tiim genom dizi analizleri
sonucunda bu hasta grubunda bulunan BKPyV suslarinin genom yapismin, kodlayici
bolgede birkag niikleotid degisimi disinda, kararlilik gosterdigini bildirmislerdir.

Tremolada ve ark. (161) bobrek transplantasyonu yapilmis 8 PyVAN hastasi ile
nefropati bulgusu olmayan 7 hastanin idrar 6rnegindeki BKPyV suslarinda bulduklari
VP1 dizisi mutasyonlar: ile nefropati gelisimi arasinda bir iliski bulamamuslardir. BC
kivrim bolgesinde her iki grupta da alt tip IV BKPyV suslarinda D77E, alt tip I BKPyV
suslarinda ise E82D degisimlerini belirlemislerdir. Arastirmacilar, yine her iki hasta
grubunda idrarda BKPyV yiikiinii 10" kopya/ml iizerinde saptamis olup nefropati
gelisiminde, idrardaki viral yiikiin takibinin anlamli olmadigini belirtmislerdir.

Calismamizda 18 BKPyV susunda (11 VP1 dizisinde) gen bankasindaki BKPyV
dizileri arasinda bulunmayan tek niikleotid degisimleri saptanmistir. Bu suslardan 8’1
VP1’de aminoasit degisimine yol agmayan sessiz mutasyonlara sahip olup 10’unda
bildirimi yapilmamis aminoasit degisimleri belirlenmistir. Ayrica 8 susta (1’1 ayni
zamanda sessiz mutasyon da tasimaktadir) gen bankasinda bildirimi bulunan ve VP1’de
aminoasit degisimine yol acan mutasyonlar saptanmistir. Toplam 25 susta (%27) tek
niikleotid degisimi saptadigimiz hasta grubumuz, plazma BKPyV viral yiik verilerine

dayanilarak PyVAN gozlenmeyen grup olarak ele alindiginda oranimiz, Boldorini ve
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arkadaslarinin (7) saptamis olduklar1 orandan (%17) yiiksek goziikmektedir; ancak
calismamizda inceledigimiz VP1 gen bolgesi Boldorini ve arkadaslarmin inceledigi
bolgeden 229 bp daha uzun bir alam igermektedir. Ortak dizi bolgesinde saptadigimiz
tek niikleotid degisimi oranimiz %15 olup arastirmacilar tarafindan bildirilen degere
yakindir.

Calismamizda analizi yapilan BC bolgesinde bulunan RG motifinde bir
aminoasit degisimi saptanmamistir. DE bolgesinin ilk 5 aminoasidinde de degisim
bulunmamistir. Ayrica BC bolgesinde Tablo 3.9’da bildirilmis olan aminoasit
degisimlerine rastlanmamis ancak bu bolgede farkli aminoasit degisimleri
belirlenmistir.

Ib-2 genotipinde olan TRY-8 susunda 77., TRY-84 susunda ise 68. aminoasitleri
kodlayan bolgelerde sessiz mutasyonlar sonucu aminoasit degisimi gerceklesmemistir.
Buna karsin TRY-6,12,15,17,23,26,29,30,36,37,48,67,72,78,80,81,86 ve 87 suslarinda
aminoasit degisiklikleri saptanmistir.

Ib-1 genotipindeki TRY-48 susunda 60. aminoasit olan negatif yiiklii aspartik
asit yerine Yyiiksiiz asparajin bulunmaktadir. Ib-2 genotipindeki TRY-12 susunda
82. aminoasit pozisyonunda negatif yiikli glutamik asit yerine yiiksiiz glutamin
bulunmaktadir. TRY-72 susu da Ib-2 genotipinde olup 61. aminoasit pozisyonunda
glutamik asit yerine yine negatif yiiklii olan aspartik asit bulunmaktadir. Ib-1
genotipindeki TRY-87 susunda 68. aminoasit pozisyonunda l6sin yerine valin
bulunmakta olup her iki aminoasit de yiiksiizdiir.

Ib-2 alt tipinde olan TRY-26,30,36,81 suslarinda 82. pozisyonda glutamik asit
yerine aspartik asit degisimi bulunmakta olup BC kivrim bodlgesinde bu aminoasit
degisimi bildirimi yapilmis degisimler arasinda yer almaktadir (164).

BC kivrim bolgesindeki aminoasit degisikliklerini belirlemek amaciyla yapilmig
caligmalar, ozellikle 77 ve 82. pozisyonlarda degisimlere sik olarak rastlanildigini
gostermektedir.

IVc-2 genotipinde bulunan TRY-6,15,17,23,29,37,67,78,80 ve 86 suslarinda 77.
aminoasit pozisyonunda aspartik asit yerine yine negatif yiikli glutamik asit
bulunmaktadir. Bu degisim gen bankasinda bulunan alt tip IV BKPyV suslarinda sik
goriilen bir degisimdir.

BC kivrim bolgesinin disinda tek niikleotid degisimleri saptanan 12 BKPyV
susu bulunmustur. Alt tip IV genotipinde, ayni diziye sahip olan TRY-6,17,29,37,67 ve
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80 suslarinda 42. aminoasit pozisyonunda valin yerine yine yiiksiiz olan 16sin
bulunmaktadir. Ib-2 genotipindeki TRY-46 susunda 99. aminoasit pozisyonunda; alt tip
IV genotipindeki TRY-89 susunda 103. aminoasit pozisyonunda ve Ib-2 genotipinde
ayni diziye sahip olan TRY-25,44 ve 91 suslarinda 109. aminoasit pozisyonunda sessiz
mutasyonlar belirlenmis olup tiim pozisyonlarda 16sin bulunmaktadir. Alt tip IV
genotipindeki TRY-78 susunda 114. aminoasit pozisyonunda sessiz mutasyon
saptanmig olup bu pozisyonda valin bulunmaktadir.

Calismamizda uyguladigimiz PCR yonteminde yiiksek miktarda amplikon eldesi
icin, bobrek transplantasyonu yapilmis hastalardan, idrar BKPyV DNA kopya sayisi
cogunlukla yiiksek olarak bulunan ornekler secilmistir. Hastalarin plazma Orneklerinin
cogunda ise BKPyV DNA’s1 saptanmamis ya da diisilk kopya sayilarinda (<5 000
kopya/ml) bulunmugstur. Calismamiz, BKPyV genotipleri ve saptanan mutasyonlar ile
nefropati gelisimi arasinda olasi bir iligkinin arastirilmasi tizerine kurgulanmamaistir.
Bununla birlikte BKPyV ile iliskili nefropati gelisiminde dikkate alinmasi gerekliligi
onerilen; plazmada bir esik deger olarak belirtilen 10 000 kopya/ml ve tizerinde BKPyV
DNA’sinin saptandigi hastalarda nefropati gelisimi arastirilmastir.

Calismamizda plazma 6rneginde BKPyV DNA’sinm 10 000 kopya/ml degerinin
tizerinde saptandigr iki hasta bulunmaktadir. BKPyV alt tip II genotipindeki TRY-56
susunun saptandigi, 25 yasindaki kadin hastaya ait idrar 6rneginde BKPyV DNA’s1
50 000 000 kopya/ml’nin iizerinde belirlenmistir. Hastanin plazma 6rneklerinde ise
2010 yilt Aralik aymnda 15 200, 2011 yili Ocak ayinda 34 750, Mart ayinda ise 33 700
kopya/ml BKPyV DNA saptanmis olup bu tarihten sonrasina ait sonu¢ bulunamamagstir.
Hastanin, ardigik takip donemlerinde yiiksek viremi gozlenmekle birlikte, nefropati
bulgusunun olmadigi, hamile kalma istegi nedeniyle de uygulanmakta olan
immiinosiipresif tedavide immiinosiipresyonu azaltmaya yonelik bir diizenlemenin
yapildig1 bilinmektedir. Bu durumun BKPyV replikasyonunun baskilanmas: yoniinde
katkida bulunacag diisiiniilmektedir. Hastada saptanan TRY-56 susu, calismamizda
viremi saptanmayan hastalarda buldugumuz diger alt tip II suslariyla ve gen bankasina
bildirimi yapilmis bir¢ok susla ayn1 VP1 dizisine sahiptir.

Ib-2 genotipindeki TRY-49 susunun saptandigi 57 yasinda erkek hastanin
plazma Orneginde 2010 yili Mart ayinda 21 700 kopya/ml olarak bulunan BKPyV
DNA’s1 zamanla diisiis gostererek Mayis aymda 5000 (708) kopya/ml’nin altinda

belirlenmis olup bu hastada nefropati bulgusu saptanmamustir.
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Calismamizda VP1 BC kivrim bolgesinde aminoasit degisimleri bulunan tiim
suslar, plazma Orneklerinde BKPyV DNA’sinin saptanmadigi hastalardan elde

edilmistir. Dolayisiyla bu aminoasit degisimlerinin, PyV AN ile iligkisi bulunmamaistir.

Charles Darwin, ‘‘Insanin Tiireyisi’’ adl1 kitabinda Biiyiik Okyanus’ta bir balina
avl gemisinde doktor olan A. Murray’mn bir gozleminden ve bu gozlemin evrimsel
Oneminden bahsetmektedir. Murray, miirettebatta farkl iilkelerden gelen kisilerin
tasidigr bitleri dikkatle incelemis ve renk, viicut sekli gibi 6zelliklerinde farklilik
sergilediklerini gormiistiir. Afrikali, Amerikal, Ingiliz ve Avustralyalilardan elde ettigi
farkli bitleri bolgelere gore siniflandirmistir (172). Darwin, insan ve paraziti arasindaki
bu yakim iliskiyi 1872 yilinda yaymlanan kitabinda ele aldiktan 132 y1l sonra Reed ve
arkadaslar1 (173) modern insanin evrimi konusundaki hipotezleri degerlendirirken
bitlerin genetik analizlerinden elde ettikleri verileri kullanmislardir. Giiniimiizde
insanlarin parazitlerle evrimsel iliskisi, molekiiler biyoloji alanindaki tekniklerin farkli

organizmalar iizerinde kullanilmasiyla aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir.

BKPyV’nin genetik antropoloji alaninda bir popiilasyon belirteci olarak
kullanilmasi, virusun genotiplerinin diinyadaki dagiliminin insan topluluklarmnin
diinyadaki dagilimi ile yakin iligkisinin belirlenmesiyle giindeme gelmistir. Modern
insanin Afrika’dan cikarak diinyanin farkli bolgelerine yayilmasi siirecinde bu virusla
birlikte go¢ ettigi ifade edilmektedir (71). Bununla birlikte gecmiste bazi topluluklarin
intirinsik BKPyV soylarin1 kaybettigi ve bugiin sahip olduklar1 BKPyV suslarini,
iliskide bulunduklar1 diger topluluklardan edindikleri diisiiniilmektedir (4). Dolayisiyla
BKPyV’nin, insan topluluklarinin hareketinin tanimlanmasinda kullanimi bakimimdan

bu durum g6z oniinde bulundurulmalidir.

Klinik durumun BKPyV alt tip ve alt grup dagilimi iizerinde bir fark
olusturmadi@1 gosterilmis oldugundan (69, 174) toplumlarda BKPyV genotiplerinin
dagilimmin belirlenmesi caligmalari, farkli klinik Ozellikler gdsteren popiilasyonlarla
gerceklestirilebilmekte ~ ve  bu  popiilasyonlardan  elde  edilen  veriler
karsilastirilabilmektedir.

Luo ve ark. (155), gen bankasindaki dizileri kullanarak gerceklestirdikleri
genotiplendirme caligmalarinda, tiim genom dizileri ile olusturulan filogenetik agaglarin

VP1 geni dizileriyle elde edilenden farkli olmadigini bildirmistir.
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Tez ¢alismamizda BKPyV genotiplendirmesinde kullanilan VP1 gen bdlgesinin
analizi gerceklestirilmis olup bu bdlgenin genotiplendirmede yetersiz kalmasi ya da
bildirimi yapilmis dizilerden cok farkli bir dizinin saptanmasi olasiligina karsi tiim
genom analizinin yapilmasi planlanmistir. Elde ettigimiz VP1 dizileri alt tip ve alt
gruplarin belirlenmesinde yeterli bilgiyi saglamistir.

Virus suslar1 arasindaki filogenetik iligkinin arastirilmasinda  genetik
rekombinasyon olasilifi da degerlendirilmelidir. Halkasal genoma sahip viruslarda
rekombinasyonun, lineer genom tasiyanlardan daha az gerceklestigi bilinmektedir.
BKPyV’de kodlama yapan genom bolgesinde rekombinasyon olaylarina iligkin yeterli
kanit bulunmamakta olup tiir i¢i genetik rekombinasyonun BKPyV evriminde etkili
olmadig1 ifade edilmektedir. Ancak bu durum, VP1 geni dizisindeki polimorfizmde
rekombinasyon olasiligmin tiimiiyle dislanmasi anlamini tasitmamaktadir. Lokal
rekombinasyon ise mutasyon olaylarindan ayird edilememektedir (155). Calismamizda
TRY-6,8,17,25,29,37,44,46,67,78,80 ve 91 suslarina ait dizilerde saptanan mutasyonlar,
diisiik olasilik bulunmasina karsin rekombinasyon sonucu olarak da ele alinmis ve
rekombinasyon durumlar1 tanimlanmaistir.

Zheng ve ark. (71) Avrupa, Afrika ve Asya’nmin farkli bolgelerinden saghkli
kisiler ve immiinosiipresyon durumu olmayan hastalardan aldiklar1 idrar 6rneklerinde
BKPyV alt tip ve alt gruplarini belirlemislerdir. Arastirma, Avrupa’da 9 iilkeden 70,
Afrika’da 8 iilkeden 44, Bat1 Asya’da 2 iilkeden 17, Kuzeydogu Asya’da 4 ililkeden 112
ve Giineydogu Asya’da 3 iilkeden 56 BKPyV susu ile gerceklestirilmistir. Caligmada
belirlenen BKPyV alt tip ve alt gruplarinin bolgeler arasindaki dagilim tablosu, bu
virusun insan topluluklariyla yakin iliskisini gostermektedir. Calismanin sonucunda alt
tip 'in %65 oranmyla (%46-88) en sik saptanan BKPyV alt tipi oldugu belirlenmistir.
Cin ve Mogolistan bolgelerinde ise alt tip I %46 oraninda bulunmus, %54 oraninda
saptanan alt tip IV ise baskin olan BKPyV alt tipi olarak bildirilmistir. Buna karsin,
Japonya ve Kore’de ise alt tip I %88, alt tip IV %12 oraninda bulunmustur. Avrupa’da
%357 oraninda alt tip I, %39 oraninda alt tip IV ve %4 oraninda alt tip II saptanmis olup
alt tip III bulunmamustir. Afrika diginda tiim bolgelerde alt tip I'1 alt tip IV’iin takip
ettigi belirlenmistir. Afrika’da ise %82 oraninda saptanan alt tip I'1 %9 oraninda alt tip
III ve %35’er oranla alt tip II ve alt tip IV iin izledigi goriilmiistiir. Afrika’ya ait verilerin
diger bolgelerden farkli olarak goze carpan iki 6zelligi bulunmaktadir. Oncelikle bu
bolgede tiim BKPyV alt tipleri saptanmistir; buna karsm alt tip III diger bolgelerde
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bulunmamistir. Diger bir fark alt tip IV dagiliminda goriilmektedir. Diger bolgelerden
farkli olarak Afrika’da alt tip IV diisiik oranda (%35) saptanmuistir.

Nishimoto ve ark. (143), Alt tip IV BKPyV suslarinmn dagiliminin cografi
bolgeler arasinda 6nemli farkliliklar gosterdigini bildirdikleri ¢aligmalarinda, Avrupa’da
sadece alt grup IVc-2’nin bulundugunu ifade etmislerdir. Alt grup IVc-2 ayn1 zamanda
Kuzeydogu Asya’da da bulunan bir genotiptir. Ancak Asya’nin dogusunda IVc-2
disindaki diger tiim alt gruplar yaygin olarak bulunmaktadir.

Calismamizda saptadigimiz 19 (%?20,2) alt tip IV BKPyV susunun tiimii, [Vc-2
alt grubundadir.

Alt tip IV BKPyV'nin Afrika’da nadir bulunup 6zellikle Dogu Asya'da yaygin
olmas1 nedeniyle bu alt tipin Dogu Asya’dan koken aldig diisiiniilmektedir. Asyalilarin
atalarini infekte eden alt tip IV BKPyV nin orijininin agiklanmasinda iki hipotez ortaya
konmustur. ik hipotez, tiiriimiiziin atalarinmn, Afrika'da yasadiklar1 dénemde alt tip IV
BKPyV ile infekte oldugu yoniindedir. Bu hipoteze gére modern insanin ortaya ¢ikis
sirecinde Afrika disma gog ile alt tip IV BKPyV Avrasya’da yayilmistir. Konakta alt
tip IV’e duyarlihigr etkileyen genetik degisikliklerin gergeklesmesi gibi bazi
nedenlerden dolayi, alt tip IV, antik Afrikalilar ve Avrupalilarda kaybedilmis ancak
Antik Asyalilar’da persiste olmus ve insan dagilimiyla baglantili olarak Asya ve
Avrupa'nin bazi bélgelerine yayilmustir. ikinci hipotezde, BKPyV alt tip IV’iin dogal
konaginin Asya'da yasayan bir primat oldugu ileri siiriilmektedir. Asyalilarm atalari, alt
tip IV ile infekte primatlarin oldugu alana geldiklerinde bu virusu edinmislerdir (4,
143). Bu hipotez, polyomaviruslarin konakla birlikte evrimlesmekle birlikte bazen
konak degistirdiklerini gostermis olan Pe'rez-Losada ve ark.’dan (175) temel
almaktadir.

Zhong ve ark. (5), gecmiste konuyla ilgili yapilmis calismalara (69, 70, 174,
176) ait verileri de kullanarak BKPyV genotiplerinin diinyadaki dagilimini
arastirmislardir.  Calismada, farkli klinik tablolar sergileyen (saghikhi Kkisiler,
immiinosiipresyon durumu olan ve olmayan hastalar), Amerika (Kuzeydogu ABD ve
Giiney Kaliforniya), Avrupa (Finlandiya ve Irlanda / Ingiltere) ve Asyalilarda (Japonya
ve Cin), saptanan BKPyV alt tip ve alt grup verileri sunulmustur. Arastirmacilar, alt tip
I’i1 tim popiilasyonlarda en yiiksek saptanan (%64-90) BKPyV alt tipi olarak
belirlemislerdir. Alt tip I’in alt gruplarindan Ib-2 agirlikli olarak Avrupa ve Amerika
topluluklarinda saptanmis (%71-79) olup Ic’nin ise bu topluluklarda nadir goriildigi
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(%6) buna karsin Asya topluluklarinda baskin tip olarak bulundugu (%61-85)
bildirilmistir.

Motazakker ve ark. (177), bobrek transplantasyonu yapilmis 120 Iranl Tiirk
hastanin 12’°sinin idrar Orneginde BKPyV DNA’sim1 saptamislar ve RFLP-PCR
yontemiyle tiim suslarim alt tip I BKPyV oldugunu bildirmislerdir.

Slavov ve ark. (178), Bulgaristan’da 5 bobrek transplantasyonu yapilmis hasta, 1
spesifik olmayan glomerulonefrit ve 2 sistemik lupus eritematozu glomerulonefriti
hastasi, 1 hamile ve 1 saglikli kisiden elde ettikleri 10 BKPyV susunun alt tip ve alt
gruplandirmasini gerceklestirmislerdir. Alt tip I olarak saptadiklar1 8 susun (%80) tiimii
Ib-2 alt grubunda bulunmus olup diger 2 sus (%20) alt tip IV olarak bildirilmistir. Alt
tip IV BKPyV suslarmin alt gruplandirmasim gerceklestirmemislerdir.

Momynaliev ve ark. (179) Rusya’da bobrek transplantasyonu yapilmig 58
pediatrik, 159 yetiskin hasta ile gerceklestirdikleri calismalarinda rastgele sectikleri 16
hastanin (6 cocuk, 10 yetiskin) idrar 6rneklerinde saptadiklart BKPyV suslarmin genetik
analizini yapmislardir. Suslarm 4 ¢ocuk ve 8 yetiskine ait 6rneklerden elde edilmis olan
12’sinin (%66) Ib-2; 2 cocuk ve 2 yetiskinden edinilmis olan 4’{iniin (%24) ise [Vc-2 alt
tipinde oldugunu bildirmislerdir.

Boukoum ve ark. (180) Tunus’ta BKPyV DNA’sinmn saptandigi bobrek
transplantasyonu yapilmis hastalardan aldiklar1 46 idrar 6rnegi ile gerceklestirdikleri
caligmalarinda, Orneklerden 41’inde uyguladiklar1 PCR yontemi basarili olmus ve
38’inde alt tiplendirme i¢in uygun dizi verilerini elde etmislerdir. Filogenetik analiz
sonucunda 31 susun alt tip I, 6 susun alt tip II ve 1 susun alt tip IV BKPyV genotipinde
oldugunu belirlemislerdir. Alt tip I olarak saptadiklar1 31 sustan sadece 1’1 Ib-1, kalan
30’u Ib-2 alt grubunda yer almistir. Alt tip IV BKPyV susunun alt gruplandirmasini
gerceklestirmemislerdir.

Zalona ve ark. (181) Brezilya’da bobrek transplantasyonu yapilmis 51 hastada
saptadiklar1 BKPyV suslarmin filogenetik analizini gerceklestirmisler ve suslarin
49’unu (%96) alt tip I, 2’sini (%4) alt tip II olarak bildirmislerdir. Alt tip III ve IV
BKPyV susu saptanmamustir. Alt tip I olarak belirlenen suslarin 15’1 (%29) Ia, 34’
(%67) Ib-1 alt grubunda bulunmustur. Bu ¢alisma bildigimiz kadariyla, Gliney Amerika
bolgesinde BKPyV genotiplerinin dagilimi konusunda ilk veriyi olusturmakta olup
sonuglart bakimindan farkli yorumlara aciktir. Insan ve BKPyV’nin birlikte gocii
hipotezine uygun olarak Kuzey Amerika’da gozlenen BKPyV genotiplerinin
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Avrupa’daki dagilim ile uyumlu oldugu Zhong ve ark. (5) tarafindan bildirilmistir. Ia
BKPyV alt grubu, Brezilya’da, Kuzey Amerika’da saptandigindan (%1,7) ¢ok daha
yiikksek oranda (%29) bulunmustur. Calismalarinda saptadiklar1 Ia alt grubundaki
suslara ait DNA dizilerinin Dogu Afrika suslarma ait dizilerle benzerligine ve bu alt
grubun Zheng ve ark. (71) tarafindan Afrika’da yiiksek oranda (%75) bulunmus
olmasma dayanarak arastirmacilar, Brezilyalilarin, Afrikali atalarimin 6zelliklerini
gostermis olabilecegini belirtmislerdir. Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da yaklasik %75
oraninda saptanan Ib-2 alt grubunun Brezilya’da saptanmamis olmasi ise arastirmacilar
tarafindan beklenmedik bir sonu¢ olarak yorumlanmistir. Buna karsin Avrupa’da ve
Kuzey Amerika’da %25’in altinda bulunan Ib-1 alt grubu Brezilya’da en yiiksek oranda
(%67) saptanmis BKPyV alt grubu olarak bildirilmistir. Arastirmacilar ¢alismalarinin,
etnik cesitliligin en fazla goriildiigii sehir olan Rio de Janeiro’da gerceklestirildiginin ve
ornek sayisinin az olmasinin, sonuglar1 degerlendirirken géz Oniine alinmasi gerektigini
bildirmislerdir.

Calismamizdan ve ulasabildigimiz bildirilerden elde ettigimiz verilerle
hazirlamis oldugumuz, diinyada BKPyV alt tiplerinin ve alt tip I’e ait alt gruplarin
dagilimini gosteren haritalar Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de goriilmektedir.
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Sekil:5-1: BKPyV alt tiplerinin diinyadaki dagilimu
Yillar, modern insanin Afrika’dan ¢ikarak belirtilen alanlara ulagsma zamanim gostermektedir. Tiirkiye grafigi,
calismamizdan elde ettigimiz sonuglarla olusturulmustur (71. kaynaktan degistirilerek hazirlanmstir).
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Sekil:5-2: BKPyV alt tip I’in alt gruplarimin diinyadaki dagihim.
Yillar, modern insanin Afrika’dan c¢ikarak belirtilen alanlara ulagsma zamanim gostermektedir. Tiirkiye grafigi,
calismamizdan elde ettigimiz sonuglarla olusturulmustur (71. kaynaktan degistirilerek hazirlanmstir).

Sekil 5.1 ve Sekil 5.2°de goriilen haritalar tizerindeki veriler degerlendirilirken
grafiklerin elde edildigi ¢alismalarin ¢cogunda Ornek sayisinin fazla olmadigi (14-79)
gdz Oniinde bulundurulmalidir. Bu anlamda calismamiz disinda elde edilmis en
giivenilir sonuglar, Cin/Mogolistan bolgesine (79 ornek) aittir (71).

Her iki haritada goriilen Bat1 Asya grafikleri, bu bolgeden alinan 14 6rnegin
incelenmesiyle elde edilmistir. Zheng ve ark. (71) tarafindan gerceklestirilen bu
caligmada, Orneklerin 11’1 Suudi Arabistan’in baskenti Riyad’dan alinmis olup 8’1
(%73) alt tip I, 2°s1 (%18) alt tip IV ve 1’1 (%9) alt tip II olarak belirlenmistir. Alt tip I
BKPyV suslarmin 2°si Ia, 1’1t Ib-1, 4’i Ib-2 alt grubunda saptanmis 1 sus
gruplandirilamamigtir. Bat1 Asya verisinin olusturulmasinda kullanilan 6 BKPyV susu
ise Ankara’dan alinmis olup tiimii alt tip I genotipinde bulunmustur. Bu suslardan 1’1 Ia,
geriye kalan 5’1 Ib-2 alt grubunda saptanmustir.

Calismamizda saptanan BKPyV alt tiplerinin dagilim oranlari, Bati Asya ve
Avrupa oranlariyla uyumlu bulunmustur. Alt tip IV olarak saptanan suslarin tiimii
Avrupa’da yaygin olan IVc-2 alt grubundadir. Alt tip I suslarmin ¢ogu Ib-2 (%86,6) alt
grubunda toplanmistir. Belirlenen diger alt grup, Ib-1 (%13,4) olup Ia ve Ic alt gruplar1
saptanmamustir. Ia alt grubu Afrika’da yaygin olarak bulunan alt gruptur. Zheng ve ark.
(71) ise c¢aligmalarinda Ankara’dan alinan idrar orneklerinde saptadiklar1 6 BKPyV
susundan 1’ini (TUR-1, GenBank no: AB276240) Ia alt grubunda bildirmislerdir. Bu
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durum, Anadolu’da farkli genotiplerin bulunabilecegi seklinde yorumlanabilir. Ayni
zamanda verilerin yorumlanabilmesinde 6rnek sayisimin 6nemini gostermektedir.

Calismamizda saptamadigimiz Ic alt grubu BKPyV suslarina Avrupa’da nadir
olarak rastlanmaktadir. Bu BKPyV genotipi Kuzeydogu Asya’da yogun olarak
bulunmaktadir. Elde ettigimiz sonuclar, diger arastirmalarda sunulan verilerle birlikte
degerlendirildiginde Ic alt grubu BKPyV suslarmin Avrupa’ya, Kuzeydogu Asya’dan
Karadeniz’in kuzeyi iizerinden tasimdig1 yorumu yapilabilir.

Real-time PCR testleri yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikleri nedeniyle son yillarda
hastaliklarin tanisinda 6ne ¢ikan yontemler durumundadir. Bobrek transplantasyonu
sonrast PyVAN olasiligina karsi, hastalarda viral yiik bilgisiyle birlikte viriiri ve
vireminin belirlenmesini saglayacak ozellikte bir real-time PCR testinin uygulanmasi,
tedavinin yoOnlendirilmesinde yardimci olmaktadir. Bu yontemlerin 6zgiilliikleri
noktasinda en onemli unsur, secilen primer ve problarin tasarlanmasinda yatmaktadir.
Primer ve prob dizileri, arastirilacak etkenin iyi korunmus bdlgelerini hedef almali,
baglanma bolgelerinde tiir i¢ci genetik polimorfizme dikkat edilmelidir. Bu baglamda
BKPyV icin tasarlanan real-time PCR testleri, virusun alt tip ve alt gruplariin tiimiinii
saptayabilecek nitelikte olmalidir (8,182).

Hoffman ve ark. (8) real-time PCR testlerinde kullanilan primer ve problari,
BKPyV alt tiplerindeki polimorfizmlere karsi etkinlikleri bakimimdan test etmislerdir.
Bu amagla kapsid proteinleri ve TAg genlerini hedef alan 7 farkli primer ve prob seti
kullanmiglardir. En yiiksek hata, alt tip III ve alt tip IV BKPyV suslarinin
saptanmasinda gozlenmistir. Hatalar, polimorfizm nedeniyle primer ya da probun
baglanmamasi sonucu yalanci negatif sonu¢ alinmasi ya da etkin baglanamama sonucu
viral yiikiin diisiik saptanmasi seklinde gozlenmistir.

Luo ve ark. (9) 4’1 biiyiik transplantasyon merkezlerinde kullanilmakta olan 5
testi, BKPyV polimorfizmlerini saptamalari bakimindan analiz etmislerdir. Testlerin
2’si TAg, 2’si VP1 ve 1’1 agnogen bolgesine yonelik tasarlanmig olup tiimiinde bazi
genotipleri saptamada kiiciik ya da biiyiik uyumsuzluklara rastlanmistir. En biiyiik
primer ya da prob uyum sorunu, alt tip IV BKPyV dizileriyle ortaya ¢ikmustir. VP1
geninin, polimorfik bir bolge olmakla birlikte korunmus bdlgeleri ile tiim genotipleri
kapsayan PCR testi tasarlanmasida hedef alinabilecek yapida oldugu ifade edilmistir.
Arastirmacilar, buna karsin polimorfizmin, VP1’e kiyasla daha az goriildiigii TAg ve

agnoprotein, ideal hedefler gibi goziikmekle birlikte gen bankasinda bu bolgelere ait
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verilerin az olmasi nedeniyle heniiz saptanmamis gen polimorfizmleri olasiliginin
diisiiniilmesi gerektigini onermektedir.

Iwaki ve ark. (56) gen bankasindaki verileri kullanarak BKPyV genomunda
korunmus bolge olarak VP2 karboksi terminal bolgesini kodlayan gen bdlgesini
belirlemis ve bu bolge hedef alinarak yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliikte bir real-time PCR
testi tasarlanabilecegini bildirmislerdir.

Testler, tasarlandiklar1 doneme ait verilerin temeli {izerinde insa edilmektedir.
Gen bankasinda, BKPyV ile ilgili dizi bildirimlerinin artmasi, virusun genetik cesitliligi
hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmamizin yani swra testlerin gozden gecirilerek
gelistirilmesine de katkida bulunmaktadir. Calismamizda saptadigimiz, Ib-1 genotipinde
2, Ib-2 genotipinde 6 ve IVc-2 genotipinde 3 dizi, gen bankasinda bildirimi yapilmig
diziler arasinda bulunmamastir.

Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji A.D. Viroloji ve Temel Immiinoloji
Bilim Dali’nda kullanilmakta olan real-time PCR yonteminde, BKPyV DNA’sinin tAg
genini hedef alan ticari kit kullanilmaktadir. Ancak kullanilan primer ve prob dizileri
bildirilmemistir. Dolayisiyla bu dizilerin, BKPyV genotiplerinin saptanmasindaki
yeterliligini gen bankas1 verileri ile sorgulayabilme olanagimiz bulunmamaktadir. Bu
nedenle BKPyV DNA’smin saptanmadig1 orneklerde yalanci negatif sonug olasiligma
karsi, BKPyV’nin VP1 ve VP2 genlerine ait bolgeleri hedefleyen 2 PCR uygulanmigstir.
Bobrek ve kemik iligi transplantasyonu yapilmis toplam 70 hastanin idrar ornekleri
incelenmis ve her 2 PCR ile negatif sonu¢ alinmistir. Bu sonuglar, kullanilmakta olan
yontemin giivenilir oldugunu diisiindiirmektedir; ancak bu arastirmanin az sayida
ornekle ve tiim genotiplerin bulunmadigr bir cografi bolgede gerceklestirilmis oldugu
g0z oniinde bulundurulmalidir.

Calismamizda, iilkemizde bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarda saptanan
BKPyV suslarinin genotipleri belirlenmis ve virusun konak hiicreye baglanma
bolgesinde gerceklesen mutasyonlar analiz edilmistir. BKPyV suslarinin 18’inde gen
bankasimnda bildirimine rastlamadigimiz 11 BKPyV VPI1 geni dizisi bulunmus olup
bildirimi tarafimizdan yapilacak olan bu diziler, BKPyV VPI genini hedef alan PCR
testlerinin tasarlanmasinda yardimci olacaktir. Bir DNA virusu olarak replikasyonunda
konagin yiiksek sadakatli (high fidelity) DNA polimerazini kullanan BKPyV’de DNA
sentezi swrasinda hata olusum oranmnin diisiik olmasi beklenmektedir. Ancak bdbrek

transplantasyonu  yapilmig hastalarda greftte giinde 10° BKPyV iiretimi



100

gerceklesebilmektedir (183). Yiiksek diizeyde replikasyonun bu hasta grubunda bulunan
dizi cesitliliginde etkili olabilecegi diisiiniilebilir (103). VP1’de islevi itibariyla dizi
cesitliligi konusunun merkezinde yer alan BC kivrim bolgesinde saptadigimiz aminoasit
degisimleri ile hastalarda PyV AN gelisimi arasinda bir iligkili bulunmamastir.

Modern insanin ayak izlerinin takibinde, insan topluluklar1 arasindaki iligkinin
incelenmesinde kullamimi s6zkonusu olan bir virus {lizerinde gergeklestirilen
caligmalarda, incelen sus sayisi, elde edilen verilerin giivenilirligini arttirmakta ve
yapilan yorumlar1 giiclendirmektedir. Calismamiz, incelenen 94 BKPyV susu ile,
bildigimiz kadariyla bir merkezde en fazla sayida Ornekle yiiriitiilmiis olan BKPyV
genotiplendirme calismasidir. Bobrek transplantasyonu yapilmis hastalarda saptanan
BKPyV suslarmin c¢ogunun vericiden kaynaklandigi bilinmekte olup hastalarin
bolgelere gore ayrimimin yapilmasi anlamli bulunmamistir. Bolgesel verilerin eldesi,
fazla goc¢ almayan yerlerde saglikli popiilasyonlarla gerceklestirilebilir. Calismamiz,
lilkemizin en fazla go¢ alan sehri Istanbul’da gergeklestirilmis olup verilerin Tiirkiye

geneli i¢cin gecerli sayilabilecegi diisiiniilmektedir.
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HAM VERILER

BKPyV Suslarmin Gen Bankasindaki Dizilerle Karsilastirilmasi Ve Dizilerde

Saptanan Bildirimi Yapilmamis Mutasyonlarin Analizi

TRY-1%,2,3,4,5,7,11,13,14,18,20,22,24,27,32,33,35,38,41,42,45,47,49,51,52,53,54,57,
58,60, 61,62, 63,64,66,70,71,73,74,76,77,79,83,85,92,93 (BKPyV Ib-2)

NCBI GenBank AB211370 susu ile dizi benzerlik orani1 = %100

TRY-1* ve AB211370 suslarinin niikleotid dizilerinin karsilastirilmasi:

B Download ~ GenBank Graphics v

BK. polyormavirus DMA, complete genome, isolate: JL
Sequence ID: dbjlAEZ11370.1] Length: 5102 Humber of Matches: 1

Range 1: 1500 to 1797 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
551 hits(298) le-1532 298/298(100%) 0/298(0%) Plus,/Plus
Query 1 AGTAGRAGTTCTAGAAGTTAALACTGGEC TAGATGCTATALCAGAGGTAGLATGCTTCCT 60

PECEETEREET e e e b e e e b e e e e e e e e e e bt
Sbjct 1500 AGTAGALGTTCTAGAAGTTAALACTGGGCTAGATGCTATAACAGAGGTAGRATGCTTCCT 1559

Query 6l ARLCCCAGAAATGEGEGATCCAGATGARLLC CTTAGGGCCTTTAGTCTARLGCTALGTG. 120
PELLLLRLEEEEE et e e e e e ey
Sbjoct 1560 ARACCCAGAAATGGGGEATCCAGATGALRACCTTAGGGGCTTTAGTCTAALGCTAACTGE 16189

Query 121  TGARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAALGRAALATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 180
TEEPEEEERL e e e e e e e e e e e e e e e ey
Gbjot 1620 TGARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAAAGARALATGCTTCCCTETTACAGCACAGE 1679

Query 151  AAGRATTCCCCTCCCCAATTTARATGAGGACCTAACCTGTGCAAATCTACTGATGTGGGE 240
FECPELLEEEEEEE e e e e e e e e e et e e e e iy
Sbjct 1680 ARGRATTCCCCTCCCCARTTTARATGAGGACCTAACCTGTGGAMATCTACTGATGTEGEL L7389

Query 241 GGCTOTAACAGTACALACAGAGGTCATTGEAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 298
LELLLEEEEEEEE e e et e e
Sbjoct 1740 GGCTGTAACAGTACAAACAGAGGTCATTGGAATALCTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 1797

TRY-6%,17,29,37,67,80 (BKPyV IVc-2)
NCBI GenBank AB269630 susu ile dizi benzerlik orani = %99

a) TRY-6* ve AB269630 suslarinin niikleotid dizilerinin karsilastirilmast:

B Download ~ GenBank Graphics v

Bl polyomavirus OMNA, complete genome, strain: GRC-4
Sequence ID: dbjlAB2E9830.1] Length: 5145 Humber of Matches: 1

Range 1: 1540 to 1837 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
545 hits(295) fig-152 207 /295(99%) 0/298(0%) Plus/Plus
Query 1 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTARRACTGGGCTAGATGC TATALCAGAAGTAGRATGCTTTCT 60

FEREETEREEE et e b e e e tr e e e re e e bt
Sbjct 1540 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTAALACTGGGGTAGATGCTATALCAGAAGTAGRATGCTTTCT 1599

Query 61 ALATCCAGALATGGGEEATCCAGATALTGAC CTTAGGGGCTATAGTCTARGACTAACTGE 120
FEREETEEEER et b e b e e ee e bbb e e e e e e e i e b et
Sbjct 1600 ARATCCAGAAATGGGGGATCCAGATAATGACCTTAGGGGCTATAGTCTARGACTAACTEE 1659

Query 121 TGARACTGCCTITEAGAGTGATAGC CCAGACAGALARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGT 180
TERERTEEE et e e e e e e e e e b e e e b e e e e e et
Sbjct 1660 TGARLCTGCCTTTGAGAGTGATAGCCCAGACAGARAAATGCTTCCCTGTTACAGCACAGD 1719

Query 181 ALGAATTCCACTACCTAATTTGAATGAGGAT CTAACCTGTGEARATCTACTALTGTGGEL 240
FEVERTEEEET e et e e e et e e e b e e e e e e e e bl
Sbjct 1720 ARGAATTCCACTACCTAATTTGAATGAGGATCTAACCTGTGGALLTCTACTALTGTGGRL 1779

Query 24l GGCTGTGACTGTALALACAGAGGTTATTGGAATAACTAGTATGCTTAACCTICATGCL 298
FEVEETERLEr e e e e e e bt e e e bbb e e e el
Sbjct 1780 GGCTGTGACTGTARARACAGAGGTTATTGGAATAACTAGTATGCTTAACCTICATGLL 1837
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b) AB269630 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-6* dizisinde saptanan
mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):

L [1570 |1,580 |1.590
Sequence

A A A C T @@ G @ G T A G A T G C T A T A A C A G A A G T A G A A
T T T ¢ A C C C C A T C T A C G A T A T T G T C T T C A T C T ch
Genes

BAF75114.1

AAA ACT GGG GTA GAT GCT ATA ACA GAA GTA GAA
K T G v D A | T E A E
BAFT...

BLAST Results for: TRY-6

A A A C T G G

c Il T A G A T G _C>T A T A A C A G A A G T A G A A

¢) TRY-6 DNA Dizileme Kromatograma:

ALY o cted: none |Satple: 15-BEB3451-VP1Fwd | File: CiDocuments and Settings\SER Deskiop REFGENYO Guren-445-16121 110Guren-445-16121 111 5-BEA2451 -VP1 Ford-C07.

40 30 60 70
A T G C T A T A A CA G A A G TA G A A T G C T T T C T A A

730, 208 62
* Mutasyonun saptandigi niikleotid
d) Mutasyon Analizi:
Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi Tiiri pozisyonu | degisimi
1687 G—C GTA—CTA | Yanlis anlamli mutasyon | 42 V—-L

TRY-8 (BKPyV Ib-2)
NCBI GenBank AB263936 susu ile dizi benzerlik oran1 = %99

a) TRY-8 ve AB263936 suslarinin niikleotid dizilerinin karsilastirilmasi:

B Download ~ GenBank Graphics v

Bk polyoravirus DMNA, complete genome, isolate: TUR-S
Sequence ID: dbjlAB2E3536.1] Length: 5142 Humber of Matches: 1

Range 1: 1539 to 1836 GenBank Sraphics
Identities
2096/298(39%)

Strand
Plus/Plus

Score

540 hits(292)

Expect
3e-150

Gaps
0/298(0%)

Query 1 AGTAGRAGTTCTAGAAGTTAALACTGGEC TAGATGCTATAACAGAGGTAGRATCCTTCCT 60
Shact 1539 ATAGRAGTTCTAGAAVITAARALTUOECTACATILTATAACAGAGETAGAATELTIEET 1598
Query 6l ARLCCCAGAAATGEGEGATCCAGATGARLLC CTTAGGGCCTTTAGTCTARLGCTALGTG. 120
Shict 1599 AAACCCAGCAAKTGGEEGATULAGATOAAAAECTTAGECELTTTAGTCTARRGETARGTES 1658
Query 121  TGARAATGACTTTAGTAGTGATAGCCCAGAALGAAALATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 160
Shict 1659 TORAAMTGACTTTAGCACTOATALECEACAAALAAMMATECTTCCLTOTTALAGIACASE 171
Query 151  AAGRATTCCCCTCCCCARTTTARATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTRATGTGGGE 240
Shict 1719 AAGAATTCLCCTCCLCAMTTTAAMTGACGALCTRACCTOTCRAMMICTACTOATETO0 A 1778
Query 241 GGCTGTARCAGTACALACAGAGGTCATT GEAATRACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 298

Sbjoct 1779 GGCTGTAACAGTACAAACAGAGGTCATTGGAATALCTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 1836
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b) AB263936 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-8 dizisinde saptanan

mutasyon-1 (kirmizi renkle gosterilmistir):
| 1670 ) ) ) ) ) ) ) | 1680 ) ) ‘ ) ) ) ) |1,69!]

Genes
BAF43021. 1 = F s s » D »s P » E »R K >
AAT GAC TIT AGC AGT GAT AGC CCA GAA AGA AAA

N D F S s D s P E R K

BLAST Results for: TRY-8

A 1T ¢ A ¢ 17 17T 17T A cIHM~r &6 T 6 A>T A 6 C C € A G A A A G A A A A

¢)TRY-8 DNA Dizileme Kromatogrami-1:

"~ ABI Chromatogram: C:\Documents and Settings\WSER\Desktop\REFGENoguven-423-041111\0GUVEN-423-041111\BK60419-VYP1F-F02.ab1

— 2 Silhizet FEmR ‘Sample: BEED419-WP1F |F)le: CriDomments and Settings\TSER Desktop REFGEN oguven-423-041 1 1 1\OGUVEN-423-041 1 1 1'BEE0419-VP1F-FO2 ab1

140 150 160 170
B ACTTTAGTAGT ¢ aATA G CCCA G A A A G AAAAAT GO TTOCOCCT

-

*

Mutasyonun saptandigi niikleotid

d) AB263936 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-8 dizisinde saptanan

mutasyon-2 (kirmizi renkle gosterilmistir):
|1,??p ) ) ) ) ‘ ) ) ‘ | 1,780 ) ) ) ) ) ) ) |1,?9!]

Sequence

BAF43021.1 L)y L » M Wy E A » T > v -]
AAT CTA CTG ATG TGG GAG GCT GTA ACA GTA CAA
N L L M w E A v T v

BLAST Results for: TRY-8

A A T ¢c 1T A ¢c THMA T &6 T 6 6 G»A 6 G € T 6 T A A €C A & T A C A

e¢)TRY-8 DNA Dizileme Kromatogrami-2:

- ABI Chromatogram: C:\Documents and Settings\USER\Desktop\REFGENYoguven-423-041111M0GUVEN-423-041111\BK60419-VP1F-FO2.ab1

S G ected: none |Samel: BRBD19-VEIF | Fil: CADocumerts and Settings USER Desktop RERGEWloguren 423 04111 11OGUVEN 42304111 LIERA0419-VPLF 02 b1

230 240 250 260
A A A T CT A CTA AT G6T G G G AG G CT G TAA CA G T ACAA A CA G A C

*

Mutasyonun saptandigi niikleotid



121

f) Mutasyon Analizi:

Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1794 C->T AGC—AGT | Sessiz mutasyon | 77 S

1890 G—A CTG—CTA | Sessiz mutasyon | 109 L

TRY-9%,28,39,55,75,88,90 (BLPyV Ib-1)
NCBI GenBank AB211369 susu ile dizi benzerlik orani1 = %100

TRY-9* ve AB211369 suslarinin niikleotid dizilerinin karsllastlrllmam

B Download ~ GenBank Graphics

Bk polyomavirus OMNA, complete gename, isolate: Dik
Sequence ID: dbjl&AB211369.1] Length: 5141 Humber of Matches: 1

Range 1: 1539 to 1836 SenPank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
551 hits(298) le-153 298/298(100%) 0/298{0%) Plus/Plus
Query 1 AGTAGALGTTCTAGAAGTTALALCTGGGETAGATFCTATAACAGAGGTAGAATGCTTCCT 60

(RN N N N RNy
Sbict 1539  AGTAGAAGTTCTAGAAGTTAAAACTGEGGTAGATGCTATAACAGAGGTAGAATGCTTCCT 1598

Query 61 AARCCCAGAAATGCGCGATCCAGATGARALC CTTAGGGGCTTTAGTCTARAGCTAAGTGE 120
SO T N R
Query 121 TEAALATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGRALCAALRATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 150
SO R
Query 131 AAGAATTCCCCTCCC CAATTTARATGAGGAC CTAACCTCTCEALLTCTACTGATGTGGGA 240
B U T
Query 241 GGCTGTAACTGTACAAACAGAGGTCATTGGALTAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 295

FEVEETEEE LR e e e e e bbb e e b e e b e e e e re et
Fhijct 1779 GGCTGTAACTGTACAAACAGAGGTCATTGGALTAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCL 1636

TRY-10%,19,31,43,50,56,65,69 (II)
NCBI GenBank JX195559 susu ile dizi benzerlik orani = %100

TRY-10* ve JX195559 suslarinin niikleotid dizilerinin karsllastlrllmam

B Download ~ GenBank Graphics

Bk polyomavirus isalate VP 1M3 major capsid protein (vP1) gene, complete cds
Sequence ID: ghlX195559.1] Length: 10829 Humber of Matches: 1

Range 1: 96 to 203 GernBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
551 hits(298) 1e-153  298/2098(100%) 0/298(0%) Plus/Plus

Query 1 AGTAGAAGTTCTAGALCTTARALCTEGGETACGATEC TATALCAGAGGTAGLATGCTTTCT 60
PEEELEELTEEEEEE e e
Sbjet 96 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTAALACTGGEGTAGATGCTATAACAGAGSTAGAATGCTTTCT 155

Query 61  AMACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGATAACCTTAGEGGCTATAGTCTARAGCTAACTGC 120
N NN NNy
Sbjet 156 AMACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGATAACCTTAGEGGCTATAGTCTARAGCTAACTGC 215

Query 121 TGARMATGCCTTTGACAGTGATAGCCCAGAC=a2aaaaTGCTTCCTTGTTACAGCACAGC 180
NN N N NN NNy
Sbjet 216 TGARRATGCCTTTGACAGTGATAGCCCAGACAALAMARTGCTTCCTTGTTACAGCACAGC 275

Query 181 AAGAATTCCACTGCCCAATCTAAATGAGGACCTAACCTGTGCALATCTACTAATGTGORA 240
RN N RNy
Sbjet 276 AAGAATTCCACTGCCCAATCTAAATGAGGACCTAACCTGTGCAAATCTACTAATGTGGRA 335

Query 241 GGCTCTAACTGTARALLCAGAGCTTATTGGAATALCTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 298
NN NNy
Sbjet 336 GGCTCTAACTGTARAMAACAGAGCTTATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 393
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TRY-12 (BKPyV Ib-2)
NCBI GenBank JX195576 susu ile dizi benzerlik orani1 = %99

a) TRY-12 ve JX195576 suslarmin niikleotid dizilerinin karsilagtirilmast:

BlDownload ~ GenBank Graphics 1

BK polyornavirus isolate WP 1M20 major capsid protein (YP1) gene, complete cds
Sequence ID: ghlJX195576.1] Length: 1083 Humber of Matches: 1

Range 1: 96 to 393 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
545 bits(295) Ge-152 297/298(99%) 0/293(0%) Plus/Plus

Query 1 AGTAGAAGTTCTAGRAGTTALLLCTGOGCTAGATGCTATALCAGAGGTAGAATGCTTCCT o0
(RN NN N NN NNy
Shjct 96 AGTAGAAGTTCTAGALGTTAARACTGGGCTAGATGCTATAACAGAGGTAGRATGCTTCCT 155

Query 61  ARACCCAGARATGGGGGATCCAGATGAALACCTTAGGGGCTTTAGTCTARLGCTALGTGC 120
(NN N N NN NNy
Shjet 156 ARACCCAGARATGGGGGATCCAGATGAALACCTTAGGGGCTTTAGTCTARLGCTALGTGE 215

Query 121 TCAAMATGACTTTAGCAGTGATAGCCCACAAAGAARALTGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 160
NN N N e N N NN NNy
Sbjet 216 TGAAMATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAAAGAAMAATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 275

Query 131 ARGAATTCCCCTCCCCARTTTARATGAGGACCTAACCTGTGGALATCTACTGATGTGEGE 240
(NN N N N N N NN naay
Sbjeot 276 AAGAATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTGATGTGGGL 335

Query 241 GGCTGTARCAGTACALACAGAGETCATTGGARTALCTAGCATGCTTAACCTICATGCA 298
FELLLLEEEELE R PP EEEE PPl
Sbjeot 336 GOCTCTAACAGTACALACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTICATGCA 393

b) JX195576 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-12 dizisinde saptanan
mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):

) ) ) |24D| ) ) ) ) ‘ ) ) ) |25{]| ) ) ) ) ) ) ) ‘ |26I]|
Sequence
A G T G A T A G C C C A G A A A G A A A A A T G C T T C C C T G
TCACTATCGGGTCTTTCTTTTTACGAAGGGA(“&E
Genes
AFQ31654.1
> S D> s > P E) > K M- L » P B
AGT GAT AGC CCA GAA AGA AMA ATG cIT CCC TGT
S D s P E R K M L P c
BLAST Results for: TRY-12
[+ T G
150 160 170
_____CAGTGATAGCCCACAAAGAAAAATGCTTCCCTGTTACz
l
T ]
Mutasyonun saptandigi niikleotid
d) Mutasyon Analizi:
Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit

pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi

1807 G—C GAA—CAA | Yanlis anlamli mutasyon | 82 E—Q




TRY-15%,23,86 (BKPyV IVc-2)
NCBI GenBank AB269830 susu ile dizi benzerlik orani1 = %100

TRY-15 ve AB269830 suslarinin niikleotid dizilerinin karsilastirilmasi:

B Download ~ GenBank Graphics ¥ le

BK polyomavirus DNA. complete genome. strain: GRC-4
sequence 10: dbjlAB269830 1] Length: 5146 Number of Matches: 1

Range 1: 1540 to 1837 GenBank Graphics
Scare Expect Identities Gaps Strand

551 bits(298) le-153 298/298(100%) 0/298(0%) Plus/Plus

TRY-16%,21,34,40,59,68,82,94 (BKPyV IVc-2)
NCBI GenBank AB269833 susu ile dizi benzerlik orani1 = %100

TRY-16* ve AB269833 suslarinin niikleotid dizilerinin karsllastmlmam
B Download ~ GenBank Graphics

B polyormavirus DNA, complete genome, strain: [TA-4
Sequence ID; dbjlAB259853.1] Length: 5146 Humber of Matches: 1

Range 1: 1540 to 1837 Genbank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
551 hits(298) 1e-153  298/2098(100%) 0/298(0%) Plus/Plus
duery 1 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTALLACTGGGGTAGATGCTATALCAGAAGTAGAATGCTTTCT 60

PEVEETEEE R EE P et e e e e e e e e e e e b e e el
Fhict 1540 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTARAACTGGGGTAGATGCTATALCAGARGTAGRATGE CT 1599

Query 61 ARLTCCAGAAATGGGGEATCCAGATARTGACCTTAGGGGCTATAGTCTAAGACTRACTGE 120
FEERTLEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
Gbjot 1600 ARATCCAGAAATGGGGGATCCAGATAATGACCTTAGGGGCTATAGTCTAAGACTAACTGE 1559

Query 121  TGARACTGCCTTTGACAGTGATAGCCCAGACAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGT 150
NN N N N NNy
Sbijct 1660 TGARACTGCCTTTGACAGTGATAGCCCAGACAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 1719

Query 181  AAGRATTCCACTACCTAATTTGAATGAGGATCTAACCTGTGGAAATCTACTAATSTGGGA 240
PECRRLLLCELE L b e e el
Sbjet 1720 AAGRATTCCACTACCTAATTTGAATGAGGATCTAACCTGTGGAAATCTACTAATCTGGGA 1779

Query 241 GGCTGTGACTGTAALALCAGAGGTTATTGGAATAACTAGTATGCTTAACCTTCATGCA 298

AR N N N N N NNy
Sbjet 1780 GGCTGTGACTGTAALLACAGAGGTTATTGGAATAACTAGTATGCTTAACCTTCATGCL 1837

123
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TRY-25%,44,91 (BKPyV Ib-2)
NCBI GenBank AB263936 susu ile dizi benzerlik oran1 = %99

a) TRY-25* ve AB263936 suslarinin niikleotid dizilerinin karsilastirilmast:

BlDownload ~ GenBank Graphics v

Bk polyomavirus DMA, camplete gename, isolate: TUR-5
Sequence ID; dbjlAB263936 1] Length: 5142 Humber of Matches: 1

Range 1: 1539 to 1836 Genkank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
545 bits(295) G6e-152 297/298(99%) 0/298(0%:) Plus/Plus
Query 1 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTARLACTGGGCTAGATGLTATALCAGAGGTAGRATGCTICCT 60

(RN N N N RNy
Sbjet 1539 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTALAACTGGGCTAGATGCTATAACAGAGGTAGAATGCTTCCT 1598

Query 61 ARLCCCAGAAATGEGGEATCCAGATGARLLC CTTAGGGGCTTTAGTCTARAGCTAAGTGE 120
FEERTEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e el
Gbjot 1599 ARACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGARAACCTTAGGGGCTTTAGTCTAAAGCTAAGTGE 1558

Query 121  TGARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAAAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 150
[N N N NN NNy
Gbjot 1659 TGARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAAAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 1718

Query 181  AAGRATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTAATCTGGGA 240
(RN N NNy
Shjct 1719 AAGRATTCCCCTCCCCAATTTARATGAGGACCTAACCTGTGGAMATCTACTGATGTGRGE 1778

Query 241 GGCTOTAACAGTACALLCAGAGCTCATTGEAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 296
AR N N N N NNy
Shjet 1779 GGCTGTAACAGTACALACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCL 1836

b) AB263936 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-25* dizisinde saptanan

mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):
!1,??9 ) ) ) ) ) ) ) ) ‘1 J80 ‘ ) ) ) ) ) ) | 1,790

Genes
B2F43021. 100 > L x Mo » w PE L v >T N
GGA AAT CTA CTG ATG TGG GAG GCT GTA ACA GTA

G N L L M W E A v T v

BLAST Results for: TRY-25

30863
6 A A A T c 1T A ¢c 7THHM» 7T 6 T GG 6 A G G €C T 6 T A A C A G T A

¢) TRY-25 DNA Dizileme Kromatograma:

>“ ABI Chromatogram: C:\Documents and Settings\WSER\Deskiop\REFGEN\OGuven-445-16121110Guven-445-161211\11-BK22564-YP1Fwd-G06.a

— 2 Selected: none | S2uple: 11-BE232584-VP1Frd |File: C:iDommments and Settings\ISER\Desktop'REFGEN'O Guven-443-161 21 1'00uven-445-16121141 1-BK22564-VP1 Fard1

230 240 250
coc T 6 TG G A A AT CTA CTAA T GT G G GA G G CT G TAA CA G T A C

Mutasyonun saptandigi niikleotid

d) Mutasyon Analizi:

Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi

1890 G—A CTG—CTA | Sessiz mutasyon | 109 L
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TRY-26%,30,36,81 (BKPyV Ib-2)
NCBI GenBank JN794024 susu ile dizi benzerlik oranit = %100

TRY-26* ve IN794024 suslarinin niikleotid dizilerinin karsﬂastmlmam

B Download ~ GenBank Graphics

Bk polyomavirus isolate KT8 major protein capsid (YP1) gene, complete cds
Sequence ID: ghlJN7S4024.1] Length: 1082 Humber of Matches: 1

Range 1: 96 to 393 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
551 bits(298) 1e-153 298/298(100%) 0/298(0%) Plus/Plus
Query 1 AGTAGAAGTTCTAGALACTTARALCTEGGCTAGATEC TATALCAGAGGTAGLAATGCTTCCT 60
e 5 SHAMHUMIAIHII Y .,
Query 61  AMACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGARRACCTTAGGGGCTTTAGTCTARAGCTARGTGC 120
v 158 LA A kA HA LIPS 215
Query 121 TCARRATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGACAGARLARTGCTTCCCTGTTACAGCACAGC 180
e 216 MULMIHHILILIIBI UGG Y
Query 181 AAGRATTCCCCTCCCCAATTITARATGAGGACCTAACCTGTGRARATCTACTEATGTGORL 240
e 25 LLWHIEUAIMBR I I .,
Query 241 GGCTGTAACAGTACALLCAGAGCTCATTGGAATALCTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 296

R NNy
Sbjet 330 GGCTOTAACAGTACAAACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 353

TRY-46 (BKPyV Ib-2)
NCBI GenBank AB263936 susu ile dizi benzerlik oranit = %99

a) TRY-46 ve AB263936 suslarinin niikleotid dizilerinin karsﬂastmlmam
B Download ~ GenBank Graphics

Bk polyomavirus DMNA, complete gename, isolate: TUR-5
Sequence ID: dbjlAB263936 1] Length: 5142 Humber of Matches: 1

Range 1: 1539 to 1836 Senbank Graphics

Score Expect Identiies Gaps Strand
545 bits(295) Ge-152 297/298(99%) 0/298(0%) Plus/Plus
Query 1 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTARALCTGGGCTAGATGC TATALCAGAGCTAGRATGCTTCCT 60

(RN N N N RNy
Sbjet 1539 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTAAMACTGEGCTAGATGCTATAACAGAGGTAGAATGCTTCCT 15898

Query 61 ARRCCCAGAAATGEEGGEATCCAGATGARALC CTTAGGGGCTTTAGTCTALLGCTAAGTGE 120
PEELTLEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e e
Shjet 1599 ARACCCAGAARTGGGGGATCCAGATGARALCCTTAGGGGCTITAGTCTARAGCTALGTGE 1658

Query 121  TGAARATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGLALGAALRATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 180
[N N N NN NNy
Gbjot 1659 TGARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAAAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 1718

Query 181  AAGRATTCCCCTCCCCAATTTGAATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTGATSTGGGA 240
(NN N N N NNy
Sbict 1719 AAGRATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGGAMATCTACTGATSTGRGA 1778

Query 241 GGCTOTAACAGTACAALCAGAGCTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 205
AR N N N N NNy
Sbjet 1779 GGCTGTAACAGTACAAACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 1836
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b) AB263936 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-46 dizisinde saptanan

mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):

‘ 1,730 | 1,740

| 1,750

Sequence

28059
T>G A ©

THHl A »

200 210

C T C Cc o C A A T T T G oA AT G A G G & C Cc T A A
i *
[
al aal
* .

Mutasyonun saptandigi niikleotid
d) Mutasyon Analizi:
Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1860 A—-G TTA—-TTG | Sessiz mutasyon | 99 L

TRY-48 (BKPyV Ib-1)

NCBI GenBank AB211369 susu ile dizi benzerlik oran1 = %99

a) TRY-48 ve AB211369 suslarinin niikleotid dizilerinin karsilastirilmast:

BIDownload ~ GenBank Graphics

Bk polyomavirus DMNA, complete gename, isolate: Dik
10: dbjlAE2115369 1] Length: 5141 Humber of Matches: 1

Range 1: 1539 to 1836 Genkank Graphics

v

Strand
Plus/Plus

Identiies Gaps
297/298(99%) 0/298(0%!)

Score Expect

545 hirs(295) fie-152

Query 1 AGTAGAAGTTCTACAAGTTARALCTGGGETAGATGC TATALCAGAGGTAGRATGCTTCCT 60
(RN N N N RNy

Shjet 1539 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTALAACTGEGGTAGATGCTATAACAGAGGTAGAATGCTTCCT 1588

Query 61 ARRCCCAGAAATGEGGEATCCARATGARALC CTTAGGGGCTTTAGTCTARAGCTAAGTGE 120

(RN N N NN NNy
Shict 1599 ABACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGARBLCCTTAGGGGE AGTCTALAGCTALGTGE 1658

Query 121  TGARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAAAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGT 180
(RN N NNy

Shjct 1659 TGAARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAALGAAALATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 1718

Query 181  AAGRATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTGATSTGGGA 240

FECEEEECEEEE et e e bbb e e e e et
Sbjot 1719 AAGRATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTGATGTGRGE 1778

GGCTOTAACTGTACAALCAGAGCTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 205
(AR N NN NNy
Sbijot 1779 GGCTGTAACTGTACAAACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 1636

Query 241
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b) AB211369 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-48 dizisinde saptanan

mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):
|1,62[) |1,63D

Sequence

G
ATG GGG GAT CCA GAT GAA AAC CcTT AGG GGC T
G

T ¢ ¢ ¢ 6 ¢ A 17T ¢c ¢ A+~ T ¢ AA A A c c T T A B B G G C T T

¢) TRY-48 DNA Dizileme Kromatograma:

> ABI Chromatogram: C:\Documents and SettingsMJSER\Desktop\REFGENVOGuven-466-160112\0Guven-466-16011211-BK51801-VP1Fwd-C02.ab1 |

,— i Selected: none  Sample: 1-BES1801-VP1Fed | File: C:\Documents and Settings\ISERDesktop REFGENYO Guven-466-1601 1 20Gwren-456-1601 120 -BES1801-VP1 Ferd-C02.ab

0 o0 100 110
G G o G AT C CA A A T G A A A A CC T T A G G G G ¢ T T TAG T C TA

*

Mutasyonun saptandigi niikleotid

d) Mutasyon Analizi:

Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1741 G—A GAT—AAT | Yanls anlamli mutasyon | 60 D—N

TRY-72 (BKPyV Ib-2)
NCBI GenBank AB263936 susu ile dizi benzerlik oran1 = %99

a) TRY-72 ve AB263936 suslarinin niikleotid dizilerinin karsllastlrllmasn

BIDownload ~ GenBank Graphics

Bk polyomavirus DMNA, complete gename, isolate: TUR-5
Sequence ID: dhjlAF253956 1] Length: 5142 Humber of Matches: 1

Range 1: 1539 to 1836 Genkank Graphics

Score Expect Identiies Gaps Strand
545 bits(295) Ge-152 297/298(99%) 0/298(0%!) Plus/Plus
Query 1 AGTAGALGTTCTAGALGTTALALCTGGGCTAGATGOTATAACAGLGGTAGAATGCTICCT 60

(RN N N N RNy
Shjet 1539 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTALAACTGEGCTAGATGCTATAACAGAGGTAGAATGCTTCCT 1588

Query 61 AARCCCAGAAATGREGGGATCCAGATGACALC CTTAGGGOCTTTAGTCTARAGCTAAGTGE 120
(RN e NN NNy
Shjct 1599 ARACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGARALCCTTAGGGGCTTTAGTCTALLGCTAAGTGE 1658

Query 121  TGARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAAAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGT 180
(RN N NNy
Shjct 1659 TGAARAATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGAALGAAALATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 1718

Query 181  AAGRATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTGATSTGGGA 240
FECEEEECEEEE et e e bbb e e e e et
Sbjot 1719 AAGRATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGGAAATCTACTGATGTGRGE 1778

Query 241 GGCTOTAACAGTACAALCAGAGCTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 205
FECEEEEEEEE L bbb e e e e et
Sbijot 1779 GGCTGTAACAGTACAAACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 1636
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b) AB263936 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-72 dizisinde saptanan

mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):
|1,62!] ) ) ) ) ) ) ) ) | 1,630 ) ) ) ‘ ) ) ‘ | 1,640

Sequence

Genes
BAF43021. 10000 > D JE NP L PR G > F »s L »
GAT CCA GAT GAA AAC CTT AGG GGC TIT AGT CTA
D P D E N L R F S L
BLAST Results for: TRY-72

1585

A T c ¢c A 6 A 17T ¢ Al A A ¢c c T)XT A G @8 G & ¢cC T T T A & T € T A

¢) TRY-72 DNA Dizileme Kromatograma:

20 o0 10 1n
G 6o 6 6 AT C CA G A T G & CA A C CT T A G G G G CT T TAG T C TA A

i *
}

*

Mutasyonun saptandigi niikleotid

d) Mutasyon Analizi:

Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1746 A—-C GAA—GAC | Yanlis anlamli mutasyon | 61 E—D

TRY-78 (BKPyV IVc-2)
NCBI GenBank AB269830 susu ile dizi benzerlik oran1 = %99

a) TRY-78 ve AB269830 suslarinin niikleotid dizilerinin karsilastirilmast:

BDownload ~ GenBank Graphics v

Bk polyornavirus DNA, complete genome, strain: GRC-4
Sequence ID; dbjlAB259850.1] Length: 5146 Humber of Matches: 1

Range 1: 1540 to 1837 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
545 hits(295) fie-152 207/295(99%) 0/298(0%) Plus/Plus
dquery 1 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTARLACTGGGGTAGATGCTATAACAGRAGTAGAATGCTTIICT 60

PEVEETEEE R EE P et e e e e e e e e e e e b e e el
Fhict 1540 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTARAACTGGGGTAGATGCTATALCAGARGTAGRATGE CT 1599

Query &1 AARTCCAGAAATGREGGGATCCAGATAATGAC CTTAGGGOCTATAGTCTAAGACTAACTGE 120
FEERTLEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
Gbjct 1600 ARATCCAGAAATGGGGGATCCAGATAATGACCTTAGGGGCTATAGTCTAAGACTAACTGE 1559

Query 121  TGARACTGCCTTTGAGAGTGATAGCCCAGACAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGT 180
NN N N N NNy
Sbjet 1660 TGARACTGCCTTTGAGAGTGATAGCCCAGACAGAAARATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 1719

Query 181  AAGRATTCCACTACCTAATTTGAATGAGGATCTAACCTGTCGAAATCTACTAATCTGGGA 240
PECRRLLLCELE L b e e el
Sbjet 1720 AAGARATTCCACTACCTAATTTGAATGAGGATCTAACCTGTGGAAATCTACTAATGTGGGA 1779

Query 241 GGECTGTAACTGTARAAACAGAGGTTATTGGALTAACTAGTATGCTTAACCTTCATGCA 298
RN NNy
Shjct 1780 GGCTGTGACTGTAALAACAGAGGTTATTGGALTAACTAGTATGCTTAACCTTCATGOL 1837




129

b) AB269830 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-78 dizisinde saptanan

mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):
|1,78!] ) ) ) ) ) ) ) ) | 1,730 ) ) ) ) ) ) ) | 1,800

Sequence

Bar75114 1S > A b L \ PK TP E »>v 1>
TGG GAG GCT GTG ACT GTA ABS ACA GAG GTT ATT
W E A v T K T E v I
BLAST Results for: TRY-78
39395

c ¢ ¢ A g ¢ ¢c 7T ¢ THEMA~A c T 6 T>YA A A A A C A G A G € T T A T T

¢) TRY-78 DNA Dizileme Kromatograma:

~* ABI Chromatogram: C:\Documents and Settings\USER\Desktop\REFGENWOGuven-563\0Guven-563120-F1_D03.ab1

V_\i Selected: none

430 240 50 260
T A A T G T G G G A G 6 C T G TaAACT G T A A A A A& CA G A G G T TAT

*

Sample: 3D File: C\Documents and Settings\SERDesktop REFGEN WO Guaven- 5850 Guven-565120-F1_D035.ahl

* 1 Lol

Mutasyonun saptandigi niikleotid

d) Mutasyon Analizi:

Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1905 G—A GTG—GTA | Sessiz mutasyon | 114 v

TRY-84 (BKPyV Ib-2)
NCBI GenBank JX195576 susu ile dizi benzerlik orani1 = %99

a) TRY-84 ve JX195576 suslarinin niikleotid dizilerinin karsllastlrllmasn

BlDownload ~ GenBank Graphics

BK polyornavirus isolate VP 1M20 major capsid protein (VP 1) gene, complete cds
Sequence ID: ghlJX195576.1] Length: 1089 Humber of Matches: 1

Range 1: 96 to 393 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
545 bits(295) Ge-152 297/293(99%) 0/298(0%:) Plus/Plus

Query 1 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTARALCTGGGCTACGATGC TATAACAGAGGTAGAATGCTTCCT 60
PEEELEELTEEEEE e e e et
Shjet 96 AGTAGAAGTTCTAGALGTTAALACTGGECTAGATGCTATAACAGAGSTAGAATGCTICCT 155

Query 61  AMACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGAARACCTTAGGGGCTTTAGTCTCGAAGCTALGTGC 120
PEPTLLTLTEEEEE L e e e e e bt
Sbjet 156 AMACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGAARACCTTAGEGGCTTTAGTCTARAGCTALGTGC 215

Query 121 TGARRATGACTTITAGCAGTGATAGCCCAGALAGAAAALTGCTTCCCTGTTACAGCACAGC 180
N N NN NN NNy
Sbjet 216 TCARRATGACTTTAGCAGTGATAGCCCAGALAGAAMARTGCTTCCCTGTTACAGCACAGC 275

Query 151 AAGRATTCCCCTCOCCAATTTARATGAGGACCTALCCTRTOGALATCTACTGATGTGGRE 240
RN N NN NN nuy!
Sbjet 276 AAGAATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGCAAATCTACTGATGTGGRA 335

Query 241 GGCTGTAACAGTACALACAGAGGTCATTGGAATALCTAGCATGCTTAACCTTCATGEA 298
PELEELEEE e e e e e e e b e e e bbb e e e el
Sbjet 330 GGCTOTAACAGTACAAACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 353
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b) JX195576 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-84 dizisinde saptanan
mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):

S 0 20 |20

Sequence

T T T A G T C T A A A @G C T A A G T G C T G A A A A T G A C T T

A A A T C A G A T T T C GG A T T C A C G A C T T T T A C T G A J\q

Genes

AFQ31654.1

» F Sy L > K L) S » A | N » D )
T AGT CTA MG CTA AGT GCT GAA AAT GAC T
F S L K L S A E N D F

BLAST Results for: TRY-84

T T 7T A 66 7T c¢c THMA »~» 6 ¢c T A A»G T 6 €C T G A A A A T 66 A C T T

¢) TRY-84 DNA Dizileme Kromatograma:

- ABI Chromatogram: C:\Documents and Settings\WSER\Desktop)\REFGENVOGuven-537V0Guven-537\BK9-YP1FWD_GO05.ab1

N o lected: none | Saweple: BE-VPIFWD | File: C:iDocuments and SettingsWSERDesktop REFGENOGuven-S3T0Guven- S3MEKI-VPIFWD_G05.b1
100 110 120 130
T &4 G G O 3 CT T T & G G o4 A O C T A A& G T O CT O A A4 A& T G & CT

'WMMMMMW

an i

Mutasyonun saptandig1 niikleotid

d) Mutasyon Analizi:

Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1767 A—-G CTA—CTG | Sessiz mutasyon | 68 L

TRY-87 (BKPyV Ib-1)
NCBI GenBank JX195582 susu ile dizi benzerlik orani = %99

a) TRY-87 ve JX195582 suslarinin niikleotid dizilerinin karsllastlrllmam

BlDownload ~ GenBank Graphics

Bk polyomavirus isolate WP 1M28 major capsid protein (VP 1) gene, complete cds
sequence ID: ghlJx195582 1| Length: 1085 Humber of Matches: 1

Range 1: 96 to 303 GenBank Graphics

Scare Expect Identities Gaps Strand
545 bits(295) Ge-152 297/293(99%) 0/298(0%:) Plus/Plus

Query 1 AGTAGRAGTTCTAGAAGTTARALCTGGGETACGATGC TATALCAGAGGTAGAATGCTICCT 60
PETEEREL e E et e e bbb bbb bbb e e e e e
Sbict 96 AGTAGAAGTTCTAGAAGTTAALACTGGEGTAGATGCTATAACAGAGGTAGAATGCTICCT 155

Query 61  AMACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGAARACCTTAGGGGCTTTAGTGTARAGCTALGTGC 120
PEPTLLTLTEEEEE L e e et
Sbjet 156 AMACCCAGAAATGGGGGATCCAGATGAARACCTTAGEGGCTTTAGTCTARAGCTALGTGC 215

Query 121 TGARRATGACTITAGCAGTGATAGCCCAGALAGAALARTGCTTCCCTGTTACAGCACAGE 180
FEEEEEEE e e e e e e e e e e e rrernl
Sbijot 216 TGARRATGACTITAGCAGTGATAGCCCAGALAGAAMARTGCTTCCCTGTTACAGCACAGC 275

Query 181 AAGRATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGCALATCTACTGATGTGORA 240
RN N NN NN nuy!
Sbjet 276 AAGAATTCCCCTCCCCAATTTAAATGAGGACCTAACCTGTGCAAATCTACTGATGTGGRA 335

Query 241 GGCTGTAACTGTACAALCAGAGCTCATTGGAATALCTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 258
FLTEE PR e e e e e e e e e el
Shict 336 GGCTGTAACTGTACALACAGAGGTCATTGGAATAACTAGCATGCTTAACCTTCATGCA 393
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b) JX195582 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-87 dizisinde saptanan
mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):

|200 [210 |220
Sequence
g ¢ ¢ ¢C T T T A @ T CTA A A G CTAAGT @ CT @G A A A AT G
(‘.‘(‘.‘(‘.‘G}&A}\TCAG}XT'I"J?CG}-‘xTTCACG}\CTT'I‘T}A(;‘i
Genes
AFQ31660.1
» G » F 5 ) L » K [ 5 » A E > N »
GGC TIT AGT CTA AAG CTA AGT GCT GAA AAT
G F S L K L S A E N
BLAST Results for: TRY-87
A T G

’—\i Selected: none  S2uple: BRIZ-VPIFWD | File: CiDomuments and Settings\ISER\Deskto pREFGENOGuven-53710Guven- 53TBK12-VP1FWD_BOS b1

o0 110 120 130
T~ G G o ¢ CcT T TA G T OGTAAA G CTAA G T G CT G A A A AT G A CT

Mutasyonun saptandigi niikleotid

d) Mutasyon Analizi:

Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1765 C—-G CTA—GTA | Yanlis anlamli mutasyon | 68 L-V

TRY-89 (BKPyV IVc-2)
NCBI GenBank JX195582 susu ile dizi benzerlik orani1 = %99

a) TRY-89 ve JX195582 suslarinin niikleotid dizilerinin karsllastlrllmasn

BlDownload ~ GenBank Graphics

B polyornavirus isolate VP 1M19 major capsid protein (VP 1) gene, complete cds
Sequence ID: ghlJX195575.1] Length: 10589 Humber of Matches: 1

Range 1: 96 to 303 GenBank dGraphics

Identities
2097/298(39%)

Score

345 bits(233)

Expect
6e-152

Gaps Strand
0,/293{0%) Plus/Plus

AGTAGALGTTCTAGAACTTALAL CTGGGETACATGCTATAACAGALGTAGAATGCTTTICT 60
RN NN NN nay

Query 1

Shict
Query
2bict
Query
2bict
Query
2bict
Query

HGbict

96

Gl

156
1zl
216
181
276
241
336

AGTAGRAGTTCTAGALGTTALALCTGGGETAGATGCTATAAC AGALGTAGALTGE CT

AARTCCAGAAATROGGCATCCAGATAALT GACCTTAGGGECTATAGTCTALGACTAACTGE
R NN NNy
AARTCCAGAAATEEGGEATCCAGATAAT GACCTTAGGGECTATAGTCTALGACTAACTGE

TEARAACTGCCTTTGACAGTGATAGCCCAGACAGALLAATGCTTCCCTGTTACAGCACAGE
RN N NN NNy
TEAAACTGCCTTTGACAGTGATAGCCCAGACAGAAAAATGCTTCCCTETTACAGCACAGE

AAGLATTCCACTACCTAATT TGAATGAGGATCTTACCTGTGGALATC TACTAATGTGOGRA
PELPEALLTEEEEE e e e Pl
AAGAATTCCACTACCTAATTTGAATGAGGATCTAAC CTETGGARATCTACTAATGTGGGA

155
lzo
215
180
275
240
335

GGCTGTCACTGTALLAACAGAGGTTATTGOALTAACTAGTATGCTTAACCTTCATGCL 298

GGCTGTCACTGTALALL CAGAGETTATTGEAATALCTAGTATGCTTAACCTTCATGCA 353
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b) JX195582 susunun niikleotid ve aminoasit dizileri ile TRY-89 dizisinde saptanan

mutasyon (kirmizi renkle gosterilmistir):

) ‘ |31D ) ) ) ) ) ) ) ) ) |32{] ) ) ) ) ) ) ) ) ) |33D|
Sequence

T 6 A G 6 A T C T A A C C T G T G G A A A T C T A C T A A T G T

ACTCCTAGHTTGGACACCTTTAGATGATTACJ\G
Genes

200 210 220 230
T T 6 & A T G A G G AT CT T A CCT G TG G A& A AT CT A CTA A T G T

I *

* -

Mutasyonun saptandigi niikleotid
d) Mutasyon Analizi:
Niikleotid | Niikleotid | Kodon Mutasyon Aminoasit | Aminoasit
pozisyonu | degisimi | degisimi tiirii pozisyonu | degisimi
1872 A—-T CTA—CTT | Sessiz mutasyon | 103 L

* Aym niikleotid dizisine sahip suslarin olusturdugu grubu temsil eden susu ifade
etmektedir.
Niikleotid pozisyonlar1 Dunlop susu (GenBank no: NC_001538) referans alinarak

verilmistir.
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Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal
Ogretim Uyesi
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