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OZET

BK VE JC VIRUSLERININ KLINIiK ORNEKLERDEN TESPITINDE KUCUK t
GENI VE BUYUK T GENI BAZLI REAL-TIME PCR METOTLARININ
KARSILASTIRMALI DEGERLENDIRILMESI
UGUR TUZUNER

YAN DAL UZMANLIK TEZi

KONYA-2017

Amag¢: Calismamizin amaci, BK ve JC viriislerinin viral genomunda meydana gelen
polimorfizmler de dikkate alinarak, viral genomdaki kiigiik t ve biiyiik T gen bolgelerini
hedef alan real-time PCR metotlar1 ile etkenlerin tespiti ve elde edilen sonuglarin
karsilagtirilip degerlendirilmesidir.

Yontem: Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, Molekiiler Mikrobioloji
laboratuvarina, BKV ve JCV siiphesi ile gonderilen 18 yas lstii 82 hastaya ait idrar 6rnegi
caligmaya alindi. Kiigiik t geni varligi ticari bir kit (LightMix, Roche, USA) ile real-time
PCR yontemi kullanilarak arastirildi. Biiylik T genine spesifik niikleik asit varligi ise
Dumoulin ve Hirsch (2011) tarafindan tarif edilen primer ve probe kullanilarak, optimize
edilen in-house real-time PCR yontemi ile arastirildi. PCR sonuglar1 arasinda farklilik
bulunan 19 6rnegin VP1 bolgesinin sekans analizi, Sanger metodu kullanilarak yapildi.
Bulgular: Kiigiik t gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 9 6rnekte BKV
pozitifligi, 61 ornekte JCV pozitifligi; biiyiik T gen bolgesine spesifik real-time PCR
yontemi ile 21 drnekte BKV pozitifligi, 67 érnekte JCV pozitifligi saptand:. istatiksel
olarak iki yontem arasinda; BKV i¢in anlamli farklilik bulundu, JCV i¢in anlamli farklilik
bulunmadi. Dizi analizi standart yontem olarak kabul edilerek, tasarladigimiz primer ve
problarla yaptigimiz in-house yontemin; BKV i¢in duyarliligi %100, 6zgilligi %81.3,
pozitif prediktif degeri %33.3, negatif prediktif degeri %100, JCV i¢in duyarliligr %98.5,
ozgilligli %100, pozitif prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri %93.3 olarak
bulundu.

Sonu¢: Calismamiz sonunda elde edilen farkli sonuglardan, hedef alinan farkli gen
bolgesindeki polimorfizmlerin sorumlu oldugu diistiniildii. Yontemimiz bu duyarlilik ve
Ozgiilliik oranlariyla, rutin teshiste kullanilmaya aday bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: BK Viriis, JC Viriis, Real-time PCR, Polimorfizm

Bu calismayr Necmettin FErbakan Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii 161518010 no’lu proje ile desteklemistir.



ABSTRACT

COMPARATIVE EVALUATION OF SMALL t GENE AND LARGE T GENE
BASED REAL-TIME PCR METHODS FOR THE DETECTION OF THE
BK AND JC VIRUSES IN CLINICAL SAMPLES
UGUR TUZUNER

KONYA-2017

Objective: The aim of our study is to compare and evaluate the results of real-time PCR
methods targeting the small and large T gene regions of the viral genome, taking into
account polymorphisms occurring in the viral genome of BK and JC viruses.

Method: Urinary specimen of 82 patients over 18 years old who were sent with suspicion
of BKV and JCV to Molecular Microbiology laboratory of Necmettin Erbakan University,
Meram Medical Faculty were taken into study. The small t gene was investigated using a
commercial kit (LightMix, Roche, USA) and real-time PCR method. Large T gene-specific
nucleic acid probes were investigated using the optimized in house real-time PCR method
using primers and probes as described by Dumoulin and Hirsch (2011). Sequence analysis
of the VP1 region was also performed using the Sanger method in 19 samples that has
different PCR results.

Results: BKV positivity in 9 samples and JCV positivity in 61 samples by real-time PCR
method specific to small t gene region; BKV positivity in 21 samples and JCV positivity in
67 samples were determined by real-time PCR method specific to the large T gene region.
Statistically, there are two methods; There was a significant difference for BKV, no
significant difference for JCV. Sequence analysis is accepted as the standard method and
the in-house method we designed with primers and probes; Sensitivity for BKV was 100%,
specificity was 81.3%, positive predictive value was 33.3%, negative predictive value was
100%, sensitivity for JCV was 98.5%, specificity was 100%, positive predictive value was
100% and negative predictive value was 93.3%.

Conclusion: It was thought that polymorphisms in the different gene regions targeted were
responsible for the different outcomes obtained at the end of our study. With this

sensitivity and specificity, our method is a candidate for routine diagnosis.

Key Words: BK Virus, JC Virus, Real-time PCR, Polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

BK (BKPyV) ve JC (JCPyV) viriisleri, ¢ift iplikli DNA viriisleri olup, Papovaviridae
familyasmnin, Polyomavirus genusunda yer almaktadirlar. insan polyomaviriisleri (PyV)
endemik olup diinya genelinde saglikli bireylerin biiylik bir kismini enfekte etmektedirler.
Yapilan epidemiyolojik c¢alismalarda bu enfeksiyonlarin seroprevalansinin %35-90
arasinda degistigi goriilmektedir. BKV ve JCV, genetik olarak kendi aralarinda yaklasik
%75 niikleotid benzerligi gosterirler. BKV immiinsiipresif tedavi goren, nakil olmus
hastalardaki hemorajik sistit, iiretra stenozu ve diger liriner sistem hastaliklar ile iligkilidir.
JCV ise Progresif Multifokal Lokoensefalopati (PML) ve 6zellikle Edinilmis Bagisiklik
Eksikligi Sendromu (Acquired Immune Deficiency Syndrome; AIDS) hastalarinda goriilen
norolojik hastaliklarin etkeni olarak tanimlanmaktadir. Enfeksiyonun etkili bir sekilde

tedavi edilebilmesi i¢in hastalik etkenlerinin erken teshisi, idrar ve kan numunelerinde PyV

viral yiik miktarmin dogru olarak tespit edilmesi gerekmektedir.

Insan PyV enfeksiyonlarmin tespiti icin konvansiyonel serolojik metotlar ve hiicre
kiiltiirlinden  virlis izolasyonu yontemleri kullanilmistir.  Serolojik  yontemlerin
duyarhiliklarimin  diistik olmasi1 ve virlis izolasyonunun uzun zaman almasi tanida
dezavantaj olusturmaktadir. Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler sonrasi Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) gibi yeni diyagnostik testlerle, BKV
ve JCV’leri giivenilir bir sekilde tespit etmek miimkiin hale gelmistir. Yapilan farklh
caligmalarda, farkli klinik 6rneklerden insan PyV’lerinin tespitinde PCR yontemi etkili bir
ara¢ olmakla birlikte, BKV ve JCV viral genotiplerinin ayriminda tek giivenilir yontem
oldugu da ortaya konulmustur. Bununla birlikte, giinimiizde PCR metotlarinin yerini daha
hassas ve giivenilir real-time PCR yontemleri almigtir. Real-time PCR metotlarinda, en iyi
performansi saglamak igin hedef, sekans dizileri korunmus bolgelerden dikkatle segilmeli
ve diizenli olarak yeni, kullanilabilir sekans dizilerine kars1 degerlendirilmelidir. Yapilan
farkli calismalarda BKV ve JCV’nin hedef sekans dizilerinde, sekans farkliliklarinin
oldugu ve bu sekans dizisi degigkenliklerinin analiz performansini etkileyebilecegi
bildirilmistir.

Bugiine kadar kiigiik t, biiyiikk T ve VP1 genlerini hedef alan farkli real-time PCR
metotlar1 gelistirilmistir. VP1 gen bdlgesinin mutasyona agik oldugu, kiiciik t ve biiyiik T
gen bolgelerinin virlis varyantlar1 arasinda daha homolog bir yapiya sahip oldugu ve

PyV’lerin tespiti i¢in daha uygun olduklar: bildirilmistir. Yapilan literatiir taramasinda su



ana kadar kiiciik t ve biiyiikk T gen bolgelerini hedef alan real-time PCR metotlarinin, klinik
orneklerden BKV ve JCV’lerin tespitinde sahip olduklari performansi karsilastiran bir
calisma olmadig1 goriilmektedir. Bu durum, bu g¢alismanin 6zginliiglinii arttirmaktadir.
Calisma kapsaminda klinik Orneklerden BKV ve JCV’lerin tespiti; daha onceki
caligmalarda tespit edilen polimorfizmler de dikkate alinarak, kiiciik t geni ve biiyiik T geni

bazli real-time PCR metotlar1 kullanilarak karsilastiriimas: amaglanmaistir.
Calisma sonunda elde edecegimiz sonuglar, BKV ve JCV’lerin ve farkli varyantlarinin
rutin teshisinde giivenilir bir yontemle tespiti i¢in kaynak olacak, ayrica bilimsel literatiire

katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

Insan polyomaviriisleri diinya genelinde insan popiilasyonlarinin ¢ogunda bulunur ve
immiinkompetan bireylerde hastaliga neden olmazlar. Yapilan bir¢ok calismada genel
eriskin niifusun biiyiik ¢ogunlugu polyomaviriisler igin seropozitif bulunmustur (Weber ve
ark 1997, Knowles 2006). JC viriis, immiin siipresif bireylerde merkezi sinir sisteminin
(MSS) demiyelinizan bir hastaligi olan PML’nin etyolojik ajanidir (Tan ve Koralnik 2010,
Gheuens ve ark 2013). BK viriis ise nefropati, hemorajik sistit ve iireteral stenoza neden
olur. PML, AIDS hastalalarinda goriilen firsat¢1 bir enfeksiyondur (Berger ve ark 1987).

BKYV nefropatisi ise, bobrek transplant alicilarinda allograft kaybinin 6nemli bir nedenidir.

2.1 Tarihc¢e ve Smiflandirma

Bilinen ilk polyomaviriis olan Murine K viriisii (MuPyV) 1952 yilinda Kilham tarafindan
farelerde tanimmlanmistir (Kilham 1952). 1953 yilinda fare polyomaviriisii (Mouse
polyomavirus; MPyV), Gross tarafindan “farelerde tiimor olusturan filtre edilebilir bir
ajan” olarak tanimlanmistir (Gross 1953) 1958 yilinda Steward ve Eddy polyomaviriis
olarak tanimladiklar1 bu viriisin kemiricilerde tiimor olusumunu indiikledigini
gostermislerdir (Eddy ve ark 1958, Eddy ve Stewart 1959). Bu viriis, arastirmacilarin
soyadlarinin ilk harflerine istinaden SE polyomavirus olarak isimlendirilmistir. Rhesus tipi
maymunlar1 enfekte eden, ilk primat polyomaviriisii 1960 yilinda tanimlanmistir (Sweet ve
Hilleman 1960). Hiicrelerde vakuol olusturmasi ve maymunlarda saptanan kirkinci virus
olmasi nedeniyle SV40 (Simian vacuolating virus 40) olarak adlandirilmistir. Ayni siralar
polioviriis ve adenoviriis agilarinin hazirlanmas: sirasinda kullanilan rhesus maymun
bobrek hiicrelerinin bir viriis ile kontamine oldugu saptanmig ve bu viriisiin onkojenik
ozelligi olan SV40 oldugunu bildirmistir (Eddy ve ark 1962). 1955-1963 yillar1 arasinda
kullanilan polioviriis agilarinda SV40’1n mevcut oldugunun saptanmasi sonrasinda asilanan
kisiler i¢in kanser gelisimi agisindan biiyiik bir risk olusturabilecegi diisiiniilmiis, daha
sonra yapilan calismalarda bu durumu destekleyen hicbir veri elde edilmemistir (Engels
2005, Shah KV 2007). Serolojik veriler insanlarda SV40’mn bagimsiz dolasimini
desteklememektedir. Ancak halen kanser dahil olmak iizere insan hastaliklarinda olasi rolii
tartismalidir.

[k insan polyomaviriisleri olan BKV ve JCV, 1971 yilinda tanimlanmislardur.
Bobrek transplantasyonu yapilan nefropatik bir hastanin idrar 6rneginden BKV, PML
gelisen Hodgkin lenfomali bir hastanin beyin dokusundan ise JCV izole edilmistir.Her iki
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viriis de izole edildikleri hastalarin bas harfleriyle adlandirilmiglardir (Gardner ve ark
1971, Padgett ve ark 1971).

Sonraki yillar iginde, polyomavirislerin yapi1 ve ozellikleri ayrintili olarak
incelenmis; toplumda yiiksek seroprevalansa sahip olduklari ve viicutta latent olarak
kaldiklar1 gosterilmis; immiin sistemi baskilanmig hastalarda olusturduklar: klinik tablolar
aragtirtlmis, hatta bazi insan tiimorleriyle iliskili olduklari ileri siiriilmistir (Knowles
2006, Boothpur ve Brennan 2010, Gjoerup ve Chang 2010).

BKV ve JCV’nin insanlarda olusturdugu hastaliklar bilinmekte iken, yakin
zamanda insanlardan izole edilmis olan ve ‘yeni insan polyomaviriisleri’ olarak da bilinen
KI, WU ve Merkel cell viriislerinin etkileri netlik kazanmamistir. Kl (KIPyV/Human
polyomavirus 3) ve WU (WUPyV/Human polyomavirus 4), 2007 yilinda (Karolinska
Institute, Stockholm, Sweden ve Washington University, St. Louis, USA) birbirinden
bagimsiz olarak, akut solunum yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklarin nazofaringeal aspirat
orneklerinden izole edilmislerdir (Allander ve ark 2007, Gaynor ve ark 2007). Bu viruslar,
KI; Karolinska Institute (Stockholm, Sweden) ve WU; Washington University (St. Louis,
USA) seklinde tanimlandiklar1 kurumlarin bags harfleri ile isimlendirilmistir. 2008 yilinda,
Merkel hiicre karsinomu olan bir hastanin tiimor dokusunda yeni bir polyomaviriis genomu
saptanmis ve Merkel cell polyomavirus (MCPyV/Human polyomavirus 5) olarak
adlandirlmigtir (Feng ve ark 2008). HPyV6 (Human polyomavirus 6) ve HPyV7 (human
polyomavirus 7), 2010 yilinda normal cilt florasindan izole edilmistir (Schowalter ve ark
2010). HPyV6 herhangi bir hastalikla iliskilendirilememis olmasina ragmen HPyV7,
akciger nakilli hastalardaki kagintili dokiintii ve viremi ile iliskilendirilmistir (Ho ve ark
2015). 2010 yilinda Human polyomavirus 8, immiin sistemi baskilanmis hastalarda nadir
goriilen bir deri hastaligi olan Trichodysplasia Spinulosa (TS) ile birlikte tespit edildigi
icin TS polyomaviriis (TSPyV) olarak isimlendirilmistir (Van der Meijden ve ark 2010).
Human polyomavirus 9 (HPyV9) asemptomatik bobrek nakilli hastanin kan ve idrarinda
2011 yilinda tespit edilmistir (Scuda ve ark 2011).

2012 yilinda yeni insan polyomaviruslari tanimlanmigtir. Bunlardan biri, WHIM
(Wart, Hypogammaglobulinemia, Infections, Myelokathexis) sendromlu bir hastanin anal
kondiloma orneklerinden tanimlanan HPyV10 (Human polyomavirus 10) (Buck ve ark
2012) digeri Malawili saglikli bir ¢ocugun digki 6rneginden tanimlanan MWPyV (Malawi
polyomavirus) (Siebrasse ve ark 2012); bir digeri ise ishali olan Meksikali bir ¢ocugun
diski 6rneginden tanimlanan MXPyV (Mexico polyomavirus) viriisleridir (Yu ve ark

2012). 2013 yilinda Saint Louis polyomavirus (STLPyV/Human polyomavirus 11) olarak
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adlandirilan yeni bir polyomavirus, diski 6rneklerinden tespit edilmistir ve klinik 6nemi
bulunamamigtir (Lim ve ark 2013). Yine 2013 yilinda diski 6rneklerinden Human
polyomavirus 12 (HPyV12) tespit edilmistir ve ishal ile iliskilendirilmistir (Ehlers ve
Wieland 2013). En son olarak da Human polyomavirus 13 (HPyV13) de denilen New
Jersey polyomaviriis, 2014 yilinda bildirilmistir. Viriis, sistemik vaskiilit, miyozit, ve
retinal korligli olan pankreas nakilli bir hastadan alinan kas biyopsi 6rneginden izole
edilmistir (Mishra ve ark 2014).

Onceden papillomaviriisler ile birlikte Papovaviridae ailesinde yer alan
polyomaviriisler, 2000 yilindan itibaren Polyomaviridae ailesi Polyomavirus cinsi iginde
smiflandirilmistir. Ancak ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses)
tarafindan 2011  yilinda yapilan yeni smiflamada Polyomaviridae ailesi
Orthopolyomavirus, Wukipolyomavirus ve Avipolyomavirus olarak {i¢ cinse ayrilmistir
(Johne ve ark 2011). Bunlardan Wukipolyomavirus sadece insan polyomaviriislerini
(KIPyV, WUPyV, HPyV6, HPyV7); Orthopolyomavirus insan (BKPyV, JCPyV, MCPyV,
TSPyV, HPyV9), primat (maymun, orangutan, sempanze, goril), kemirici (fare, hamster)
ve diger memeli (yarasa, sigir vb.) polyomaviriislerini; Avipolyomavirus ise kus
polyomaviriislerini igermektedir (Sekil 2.1). Bu cinsler i¢inde yer alan viriislerin tim
genom niikleotid dizi homolojisi %81-84 arasinda olup; ICTV’ye gore dizi benzerligi

%81°den az olan suslar yeni bir viriis olarak kabul edilmektedir (Us 2013).
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Sekil 2.1. Polyomaviriislerin siniflandirilmasi ve filogenetik iligkileri. Filogenetik agac,
tiim genom dizi analizine gore temsili olarak ¢izilmistir; tiim tiirleri igermemektedir (Johne

ve ark 2011).

2.2 Epidemiyoloji

BKV ve JCV’lerin, diger enfeksiyonlara az maruz kalmis cografik niifus da dahil olmak
lizere, diinya capinda yaygin bir dagilimi vardir (Brown ve ark 1975). Seropozitiflik
oranlarinda genellikle yasla birlikte artis olmasina ragmen, cografi dagilim ve viriisiin son
replikasyonu, virtise bagl farkliliklar gosterir. BKV ¢ocukluk doneminde 6zellikle 3-4
yaglarinda kazanilmaktadir (Jiang ve ark 2009, Kean ve ark 2009, Gjoerup ve Chang
2010). Yeni insan polyomaviriisleri igin elde edilen veriler de, bunlarin BKV ve JCV’ye
benzer olarak, yiiksek seroprevalansa sahip olduklarini géstermistir. Yapilan ¢alismalarda
en yiiksek seroprevalans WUPYV, TSPyV ve HPyV6 igin %60-95, en diisiik seroprevalans
ise HPyV9 icin %15-45 olarak saptanmis; KIPyV, MCPyV ve HPyV7 seropozitifliginin
ortalama %50-87 arasinda degistigi belirtilmistir (Knowles ve ark 2003, Schowalter ve ark
2010, Touzé ve ark 2010, Chen T ve ark 2011, Van der Meijden ve ark 2011, Babakir-



Mina ve ark 2011, Feltkamp ve ark 2013, Dalianis ve Hirsch 2013, Nicol ve ark 2013).

Her iki viriisiin de dikey bulasma yoluyla kazanilmasi kanitlanmistir (Boldorini ve
ark 2011). Ancak insan polyomaviriislerine ait DNA’larin farkli klinik 6rneklerde
bulundugunun gosterilmesi, yayilimin solunum, oral-fekal ve direkt temas gibi ¢ok ¢esitli
yollarla olabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan ¢alismalar BKV ve JCV’nin tiikiirik,
idrar ve digkida; KIPyV ve WUPyV’nin c¢ocuklarin solunum salgilarinda ve digki
orneklerinde; MCPyV’nin ¢ocuk ve eriskinlerin tiikiiriik, nazal siiriintii, solunum yolu
ornekleri, lenfoid dokular, idrar ve gastrointestinal sisteminde bulundugunu gostermistir
(Jiang ve ark 2009, Bialasiewicz ve ark 2009, Vanchiere ve ark 2009, Schowalter ve ark
2010, Babakir-Mina ve ark 2011, Moens ve ark 2011). HPyV6, HPyV7 ve MCPyV,
saglikli kisilerin deri siirlintii 6rneklerinde saptanmakta, hatta bu viriislerin normal deri
florasinda bulundugu belirtilmektedir (Schowalter ve ark 2010, Foulongne ve ark 2012).
Ayrica, MCPyV DNA’smin insan cildi ile temas eden ¢evresel orneklerde de %75 gibi
yiiksek bir oranda bulundugu rapor edilmistir (Foulongne ve ark 2011).

BKYV iligkili hastaliklarla, BK viriirisi ve viremisi arasinda iyi bir korelasyon
varken, JCV iliskili hastaliklar i¢in durum boyle degildir. Ozellikle de PML ve JC viriirisi
arasinda tutarli bir korelasyon yoktur (Drachenberg ve ark 2007, Lautenschlager ve ark
2014). JC virtirisi, konak¢inin bagisiklik durumundan bagimsiz olarak meydana gelmesine
ragmen, JC viremisi genellikle sadece immiinosiipresif bireylerde saptanir. Aslinda JCV;
PML'li ya da PML'li olmayan, saglikl1 ve immiinsiipresif bireylerin %20-30'unun idrarinda
bulunur (Doerries 2006). Bununla birlikte, JCV viremisi, PML'siz insan immiin yetmezlik
virtisii (HIV) pozitif olan bireylerin %20-40"inda ve PML'li hastalarin %60-80'inde tespit
edilmistir (Koralnik ve ark 1999). Tersine, BKV viriirisi asemptomatik immiinkompetan
bireylerin %0-20'sinde ortaya ¢ikar, ancak immiinsiipresif bireylerde viral dokiilme daha
fazladir (%10-60) (Knowles 2006) ve bu durum, immiinsiipresyonun dereceleri ile
korelasyon gosterir (Bressollette-Bodin ve ark 2005). Ozellikle, HIV pozitif olan hastalarn
idrarinda, BKV viral yiikii, azalmis CD4" T hiicre sayilartyla birlikte artar (Knowles ve ark
1999). Immiinkompetan veya immiinsiipresif hastalarin periferik kanlarinda genellikle
BKV bulunmasa da, bobrek nakli yapilan hastalarin plazmasinda BKV DNA'sinin
saptanmasi, BKV kaynakli nefropati gelisiminin bir gostergesidir (Hirsch ve ark 2002).

Insan polyomaviriisleri, siklikla asemptomatik olarak gegirilen primer
enfeksiyondan sonra viicutta latent olarak kalirlar ve viral replikasyon, ¢ok diisiik diizeyde
de olsa hayat boyu devam eder. BKV ve JCV reaktivasyonlari, immiin sistemin

baskilandigi/bozuldugu durumlarda gergeklesir ve ciddi klinik hastaliklar ortaya cikabilir
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(Boothpur ve Brennan 2010). Ancak immiin sistemin baskilanmasiyla yeni insan
polyomaviriislerinin reaktive olmalari arasindaki iligski heniiz netlik kazanmamistir. Bunun
nedeni, MCPyV ve TSPyV hari¢ yeni insan polyomaviriislerini heniiz herhangi bir klinik
hastalikla iliskilendirilmemis ve latentlik mekanizmalarinin aydinlatilamamis olmasidir.
TSPyV ve MCPyV’nin etyolojik etken olarak kabul edildigi sirasiyla TS ve MCC’nin
patogenezinde ise, immiin siipresyonun yani sira konaga baglh diger faktorlerin (yas,
UV/giines 15181, genetik faktorler vb.) de etkin rol oynadigi diistiniilmektedir (Feltkamp ve
ark 2013, Dalianis ve Hirsch 2013). En yeni virtsler olan HPyV10, MWPyV, MXPyV ve
STLPyV ile ilgili olarak ise seroprevalans ve epidemiyolojik veriler heniiz yeterli degildir.
Bu viriislerin ortak 6zelliginin, gastrointestinal sistemde bulunmalari olduguna dikkat
cekilmekte, ancak patogenez ve klinik hastalik ile iliskilerinin agiklanabilmesi i¢in zamana
ve ileri ¢aligmalara gereksinim oldugu vurgulanmaktadir (Dalianis ve Hirsch 2013, Lim ve
ark 2013).

2.3 Genom Yapisi

PyV virionlar1 40-45 nm caph, kiigiik, zarfsiz, 3-5x10° dalton molekiil agirhiginda, 72
pentamerden olusan ikozahedral kapsid igeren parcaciklardir (Sekil 2.2). Viral genom
yaklasik 5 kilobaz (kb) biiyiikliigiinde, ¢embersel, ¢ift iplikli, hiper sarmal DNA’dan
olusur (Feltkamp ve ark 2013).

VP
VP2
VP3

Histone

Genomic DNA

T=7d

Sekil 2.2. Polyomaviriislerin ikozahedral simetrili, yaklasik 45 nm ¢apinda, zarfsiz kapsid
yapisi (ViralZone 2010).


http://viralzone.expasy.org/all_by_species/58.html

BKYV ve JCV genomlari, asir1 derecede korunan kodlama bolgeleri nedeniyle, insan
niifusu go¢ ¢alismalarinda kapsamli bir sekilde kullanilmistir. JCV ve BKV yaklasik %70
genom homolojisine sahiptir (Hirsch ve Steiger 2003).

Polyomaviriislerin genomu; ii¢ gen bolgesi igerir (Sekil 2.3).

o Kodlama yapmayan bélge: Non-coding control region (NCCR); bu bolge gesitlilikten
ve viriilanstan sorumludur. Replikasyon ve transkripsiyonun merkezidir. Ayrica erken
ve ge¢ gen transkripsiyonundan sorumlu kontrol bolgeleri igerir. (Sriaroon ve ark
2010).

e Erken viral gen bolgesi: The early viral gene region (EVGR); biiyiik T (large T; LT)
ve kiiglik T (small T; ST) antijen olarak adlandirilan, yapisal olmayan, diizenleyici
proteinleri kodlar. Bu antijenler niikleusta toplanir ve hiicre biiylimesini stimiile
ederler. Bu antijenler replikasyon i¢in dnemlidir. Biiylik T antijeni Rb ve p53 tiimor
supresOr proteinlerine baglanarak hiicre 6liimiinii engeller.

o Geg viral gen bolgesi: The late viral gene region (LVGR); ¢ekirdekte toplanip hiicre
lizisi ile yaklasik 10.000 ile 100.000 viryonun serbest kaldigi, VP1, VP2, ve VP3
olarak adlandirilan kapsid proteinlerini kodlar (Funk ve ark 2008). BKV ve JCV’nin,
geg viral gen bolgesi ayn1 zamanda birden fazla diizenleyici isleve sahip, ‘agnoprotein’
denilen kiigiik sitoplazmik bir proteini kodlar (Khalili K ve ark 2005, Unterstab ve ark
2010). Esas olarak litik enfeksiyon ile iligkili olan agnoprotein, virion olgunlagsmasinda
rol oynar. Hiicre dongiisiiniin regiilasyonunu bozarak transformasyona katkida bulunur
(Gjoerup ve Chang 2010, Dalianis ve Hirsch 2013).

Kigik ve biiyiik T antijenleri, onkojenik transformasyon ve PyV replikasyon
aktivasyonunda anahtar rolli oynar. Ayn1 zamanda, viral yilik belirleme ve ¢esitli teshis
calismalar1 i¢in bir hedef olarak kullanilir. Benzer sekilde kapsid VP1 proteini; PyV
serotipleri, hiicresel immiin taninma, notralize edici antikorlar ve teshis antikor yanitlarini

belirlemede de bilgilendirici olmustur (Hirsch ve Steiger 2003, Gosert ve ark 2008).
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Sekil 2.3. SV40 genomu. Genom diger polyomaviriislerin prototipidir; erken, ge¢ ve

kodlama yapmayan bolgeleri igerir (ViralZone 2010).

Viral kapsid proteinleri (VP1, VP2, VP3 ve VP4), ge¢ gen bolgesi tarafindan
kodlanan bir primer transkriptin alternatif kesimi yoluyla olusmaktadir. Kapsidin major
komponenti VP1 olup, bes adet VP1 molekiiliiniin VP2 ya da VP3 ile birlesmesiyle
kapsomer; 72 adet VP1 pentamerinin hiicre c¢ekirdeginde kendiliginden bir araya
gelmesiyle de viral kapsid olusur (Feltkamp ve ark 2013). Biitiin yeni insan
polyomaviriislerinde bu {i¢ kapsid proteinini kodlayan dizilerin benzer oldugu ve kapsid
olusumunun aynm1 mekanizmayla gerceklestigi disiiniilmekte, ancak MCPyV VP3

proteininin fonksiyonel olmadig: belirtilmektedir (Spurgeon ve Lambert 2013).

2.3.1 Reseptorler ve Hiicre Girisi

PyV’ler, proteinler ya da lipidler {izerinde yer alabilen, farkli glikozile reseptorler
kullanirlar. BKV, reseptor olarak a 2-3-baglantili sialik asit ihtiva eden, N-baglantili bir
glikoprotein kullanir (Dugan ve ark 2006). JCV de hiicre girisi i¢in serotonerjik 5-HT2A
reseptoriinii ve buna ek olarak, bir lineer siyalillestirilmis pentasakkarit zincirini kullanir
(Elphick ve ark 2004, Elphick ve ark 2004, Neu ve ark 2010). 5-HT2A reseptorii, glial
hiicreler, astrositler, B lenfositler, trombositler ve bobrek epitel hiicreleri lizerinde bulunur.
Serotonerjik reseptorlerin farmakolojik blokaji, JCV enfeksiyonunu in-vitro kisitlar (Eash
ve ark 2006).

PyV’lerin baglama ve adsorpsiyon sonrasinda endositozla meydana gelen hiicre ici
aliminda, BKV’ler hiicre membrani invajinasyonlarimi (kaveola), JCV’ler VP1 kapsid

proteinin aracilik ettigi, hiicre yiizeylerindeki klatrin kapli ¢ukurlari kullanir (Dugan ve ark
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2006, Neu ve ark 2009).

Diger insan polyomaviriislerinin reseptorleri halen bilinmemektedir.

2.4 Replikasyon

Polyomaviriisler, dar bir konak spektrumuna ve kisitli hiicre tropizmine sahiptir. Bu
nedenle iireyebildikleri hiicrelerde litik (iiretken) enfeksiyon; lireyemedikleri hiicrelerde
abortif (iiretken olmayan) enfeksiyon ya da transformasyon olustururlar. Permisif hiicreler,
hiicre oliimii ile sonuglanan, ge¢ viral haberci riboniikleik asit (mRNA) transkripsiyonuna
ve viral replikasyona izin verirler. Bununla birlikte, bazi non-permisif hiicrelerde, hiicre
biiylimesini arttiran ve hiicrenin onkojenik transformasyonuna neden olabilen, T antijenini
iceren, sadece erken genlerin ekspresyonuna izin verilir (Feltkamp ve ark 2013).
Polyomavirislerin replikasyonu ve virion olgunlasmasi hiicre ¢ekirdeginde gergeklesir;
hiicreden salinim ise ekzositoz yoluyla olur (Sekil 2.4).

Virlis hiicreye girdikten sonra, DNA soyulur ve niikleusa gonderilir. Hiicre
biliylimesini arttiran erken genler, biliyllk T ve kiiglik t antijenlerini kodlarlar. Viral
replikasyon, bilyllyen hiicre tarafindan sunulan transkripsiyon ve DNA replikasyon
mekanizmalarima ihtiya¢ duyar. SV40, BKV ve JCV’lerin biiyiik T antijenleri bir¢ok isleve
sahiptir. Ornegin, SV40’1m biiyiik T antijeni, DNA’ya baglanir ve viral DNA replikasyonu
yaninda erken ve ge¢ gen transkripsiyonunu kontrol eder. Buna ek olarak, T antijeni, hiicre
biiylimesini arttirma ile sonucglanan, iki énemli hiicresel bliylime baskilayici protein olan

p53 ve pl05SRB’ye baglanir ve inaktive eder.
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Sekil 2.4. Polyomaviriislerin litik replikasyon dongiisii (Us 2013).

Viriis, VP1 kapsid proteini ile hiicre reseptorlerine tutunur. Endositoz ile hiicreye
penetre olur. Endozom i¢inde endoplazmik retikuluma tasinir ve burada endozom fiizyonu
gergeklesir. Kapsidin ¢ekirdek membraninda soyulmasi ile viral DNA ¢ekirdege girer.
Viral DNA’dan 6nce erken mRNA transkripsiyonu olur. Erken mRNA’lar sitoplazmaya
gecerek erken proteinlerin sentezini gergeklestirir. Erken proteinler cekirdege donerek
DNA replikasyonunu saglar. Viral replikasyonun ilerlemesiyle ge¢ bolge genleri eksprese
edilir ve bunlarin iirlinleri olan kapsid proteinleri, translasyondan sonra cekirdege geri
taginarak replike olmus viral DNA’larla bir araya gelirler. Genomun paketlenmesi ve
virion olusumu ¢ekirdekte gerceklesir. Olgun virlis partikiilleri ¢ekirdekten ¢ikarak

vezikiiller i¢inde taginir ve hiicre membranindan ekzositoz ile salinirlar (Us 2013).

2.5 Serotipler ve Subtipler

BKYV - Major kapsid proteininin (VP1) farkliliklarina dayali olarak en az dort ana serotip
tespit edilmistir, ancak genotipleme kullanilarak ek alt tipler ve alt gruplar ayirt edilebilir.
BKYV ve JCV alt tipleri insan niifusunun farkli cografik risk ve go¢ yollarim1 yansitabilir
(Zhong ve ark 2009, Yogo ve ark 2009). BKV tip I en sik tespit edilen, diinya genelinde
yaygin olarak goriilen alt tiptir, dort alt gruba (Ia, Ibl, Ib2 ve Ic) ayrilmaktadir. Alt tip I’in

alt grubu (Ib2) 6ncelikle Avrupa ve Amerikan niifusunda tespit edilmistir oysa ki alt grup
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Ic Asya toplumlarinda egemendir (Egli ve ark 2009). BKV subtip IV, insan popiilasyonlar1
arasinda yakin iligkiye sahip olan 6 alt gruba (IVal, IVa2, IVbl, IVb2, IVcl ve IVc2)
ayrilmaktadir. Alt tip IV izolatlar1 arasinda alt grup IVc2 Amerikalilar ve Avrupalilar
arasinda daha yaygindir, oysa ki Asya popiilasyonlarinda diger alt gruplar daha yaygindir
(Randhawa ve ark 2002).
JCV - JCV’nin baslica tek serotipi vardir, ancak 12 alt tipi belirli cografi bolgelerde
bulunmustur. Genotipler dizilerde, yaklasik %1-3 oraninda farkliliklar ve kendine 6zgii
cografik dstiinliikler gosterebilir. JCV tip 1 ABD'de, tip 4 ABD ve Avrupa'da, tip 2
Asya'da, tip 3 ve 6 Afrika'da bulunur (Cubitt 2006). 65 JCV DNA dizisinin, tam viral
genom analizi kullanilarak, A, B ve C olarak adlandirilan ii¢ iist kiime tespit edilmistir
(Sugimoto ve ark 2002).

e Tip A, agirlikli olarak Avrupa ve Akdeniz suslarinda bulunur

e Tip B, kiiciik bir Avrupa alt tipi (B1-c), yedi Asya alt tipleri (B1-a, -b, -d, B2, MY,

CY, ve SC), ve biiyiik Afrika alt tipinden (Af2) meydana gelir
e Tip C Bati1 Afrika kaynaklidir (Afl)

2.6 Yas ve Seroprevalans

Seroprevalans ¢alismalari, polyomaviriis enfeksiyonlarinin  tipik zamanlamasini
tanimlamakta bilim adamlarina yardimer olmugtur. BKV antikorlarinin seroprevalans: 2-4
yas arasindaki ¢ocukluk ¢aginda biiyiik oranda artar (<%20’den >%90’a kadar). Oranlar
erigkinlikte sabitlenir (Shah ve ark 1973, Knowles ve ark 2003, Egli ve ark 2009). JCV’e
spesifik antikorlar 10 yas civarinda artma egilimindedir ve daha sonra yetiskinlik
doéneminde de yas ilerledik¢e artar (%50-70) (Knowles 2006).

Merkel hiicreli polyomaviriis (MCPyV) erken ¢ocukluk doneminde, 1-4 yaslarinda
%89’lardan, 4-13 yaslarinda %35’lere artma egilimindedir (Chen ve ark 2011). Yetiskinlik

doneminde, seropozitiflik oranlari %50-90 civarindadir (Tolstov ve ark 2009).

Kuzey Amerika’da, 21-70 yas grubundaki 1501 saglikli kan bagis¢isinda yapilan
bir ¢alismada seroprevalans; KI polyomaviriis i¢in %55, WU polyomaviriis i¢in %69
olarak bulunmustur (Kean ve ark 2009). Ayni g¢alismada 21 yas altindaki kisilerde
seroprevalans KIV icin %56, WuV i¢in %54 tiir.
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2.7 Yeni Insan Polyomaviriisleri

Yeni insan poliomaviriisleri i¢in seroprevalanslar %25 ile %90 arasinda degismektedir
(Nguyen ve ark 2009, Schowalter ve ark 2010, Trusch ve ark 2012). KIPyV ve WUPyV ilk
once solunum yolu oOrneklerinden izole edilmistir. Sonradan, cocuklarin solunum
sekresyonlarindaki molekiiler kanitlar Avustralya'da KIPyV igin %2.5 (Bialasiewicz ve ark
2007) ve Giiney Kore'de WUPYV i¢in %7 (Han ve ark 2007) gibi insidans oranlariyla her
iki viriis i¢in de diinya ¢apinda bir dagilim oldugunu gostermistir. Birlesik Krallik'taki
nazofaringeal aspiratlar1 inceleyen bir calisma, KIPyV’nin bimodal yas dagilimi
gosterdigini ve WUPyV’ii 15 yasindan kiiciik hastalardan alinan 6rneklerde saptandigini
belirtmistir (Abedi ve ark 2008). Hem KIPyV hem de WUPyV’iin, BKV ve JCV ile
onemli genomik ve protein benzerlikleri vardir. Bu viriislerin DNA's1, solunum yolu
hastaliklarina sahip hastalarin solunum yollarinda ikna edici sekilde mevcut olmakla
birlikte heniiz olgun viral partikiillerin izolasyonu bildirilmemistir. Ayrica, solunum yolu
steril bir alan olmadig1 i¢in, insanlarda patojen olan viriislerin yan1 sira, ¢evrede bulunan
viriisler tespit edilebilir. Benzer sekilde, HPyV6, HPyV7, MWPyV ve STLPyV, ayni
zamanda cilt, disk1 ve sigiller gibi steril olmayan boélgelerden de izole edilmistir. Son
olarak, HPyV9'un normal olarak steril kanda saptanmasi, bu viriisii olas1 bir insan patojeni

olmaktan ayirmistir.

2008 yilinda kesfedilen Merkel hiicre polyomaviriisi (MCPyV) de 2010 yilinda
kesfedilen trikodisplazi spinulosa ile iligkili poliomaviriis (TSPyV) de, insan cilt
hastaliklariyla iligkili virtislerdir. MCPyV esas olarak, immiinsiipresif hastalar etkileyen,
agresif ve Oliimciil noroektodermal bir tiimor olan Merkel hiicre karsinomasi bulunan
dokularin %80'inde tespit edilebilir (Feng ve ark 2008). Molekiiler ¢alismalar, MCPyV'nin
diger insan polyomaviriisleriyle benzer bir genomu paylastigini ve MCPyV'nin timor
genomuna entegrasyonunun, muhtemelen timor hiicrelerinin klonal genislemesi 6ncesinde
gerceklestigini  gostermektedir.  MCPyV,  Afrika yesil maymun lenfotropik
polyomaviriisiine ¢cok benzemektedir. TSPyV viral pargaciklari, immiin siipresif hastalar
etkileyen, seyrek goriilen bir cilt hastaligi olan trikodisplazi spinulosa'li bir kalp nakli
hastasindan alinan bir sag folikiilii lizerinde elektron mikroskobu ile tespit edilmistir (Van

der Meijden ve ark 2010).

llging olarak, JCV ve BKV'den farkli olarak, bu yeni insan polyomaviriisleri

agnoproteini  kodlayan bir gen igermezler. Bununla birlikte, bu proteinin hem
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polyomaviriislerin hem de konakg1 hiicrelerin énemli diizenleyici islevlerine sahip oldugu
goriilmektedir. Bu polyomaviriislerde agnoprotein delesyonunun &nemini belirlenme

calismalar1 devam etmektedir (Tan 2015).

2.8 Bulas Yollar

Onemli arastirmalara ragmen, PyV’lerin herhangi biri i¢in bulas yollar agik¢a tespit
edilememistir. Agizdan ve/veya solunum yoluyla bulas, BKV, JCV, KIPyV ve WUPyV
icingecerli oldugu disiliniilmistir. Oysa ki dogrudan cilt temast1 MCPyV, insan
polyomaviriis 6, insan polyomaviriis 7 ve TS polyomaviriis i¢in 6ne siiriilmistiir (Wieland
ve ark 2009). Cocuklarda ve eriskinlerde yapilan ¢alismalar bazi polyomaviriislerin diski
ornekleri (Vanchiere ve ark 2009) ve kent kanalizasyonlarinda (Bofill-Mas ve ark 2000)
siklikla mevcut oldugu gosterilmistir; bu bulgular fekal-oral bulas olabilecegini
diistindiirmektedir. Buna ek olarak, BKV, JCV, WUPyV ve MCPyV tonsil dokusunda
tespit edilmistir, bu da oral veya solunum yoluyla bulagin miimkiin oldugunu

gostermektedir (Goudsmit ve ark 1982).

Aile i¢inde ebeveynlerden ¢ocuklara JCV bulast igin deliller vardir, ancak
enfeksiyonlarin yaklagik yarisimin ailelerin  disinda meydana geldigi goriilmektedir
(Kitamura ve ark 1994, Kunitake ve ark 1995). BKV veya JCV’nin prenatal ve perinatal
bulas olasiligi, primer enfeksiyon sonrasinda viremi hipotezi agisindan da ele alinmustir.
Bu durum yenidoganlarda, BKV IgM tespit ¢alismalari ile desteklenmistir (Gibson ve ark
1981).

Abort fetiislerin farkli dokularinda, BKV genom dizileri, VP1 ve kodlama
yapmayan kontrol bolgesi oranlari arasinda bazi uyumsuzluklar ile tespit edilmistir
(Boldorini ve ark 2010). Ancak giiniimiizde halen fetiise prenatal polyomaviriis bulasi ile

ilgili kesin kanitlar bulunmamaktadir.

2.9 Patogenez

BKYV primer enfeksiyonu g¢ocukluk caginda goriiliir ve asemptomatiktir. Bundan sonra
virlis bobrekte latent kalir. Asemptomatik BKV viriiri vakalarinin ¢ogu nefropati veya
hemorajik sistit ile iligkili degildir. Bu nedenle BKV patogenezi, konagin yatkinligi, hedef
organ hasari ve immiinosiipresyonu da igeren birkag faktoriin  sonucudur.

Transplantasyondan sonraki ilk doénemde, ciddi terapotik, immiinsiipresif iyilestirme
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rejimleri, bobrek hiicrelerinde BKV'nin reaktivasyonu igin tetikleyici bir faktordiir. Bu
reaktivasyon, enfeksiyona ve bdbrek tiibiiler epitel hiicrelerinin par¢alanmasina yol
acabilir. Konagin BKV'ye spesifik immiin yaniti, immiinostipresif ilaglarla sinirli olmasina
ragmen, olusan hiicre lizisi ve bagisiklik hiicrelerinin aracilik ettigi nekroz, daha fazla
renal disfonksiyona neden olabilir. Bobrek nakli olmus hastalarda BKV nefropatisi; yas,
cinsiyet, ik, alicilarin BK serostazi, ABO uyusmazligi ve kullanilan immiinsupresyon
tipleri gibi risk faktorleri ile iliskilidir (Manitpisitkul ve ark 2009, Sharif ve ark 2012,
Steubl ve ark 2012, Sood ve ark 2013).

Hematopoietik kok hiicre transplantasyonu hastalarinda, BKV seropozitifligi, yas,
transplant Oncesi yiiksek anti-BKV 1gG seviyeleri ve diisiik toplam lenfosit sayisi; BKV
yeniden aktivasyonu i¢in artmug risk ile iligskilendirilmistir (Wong ve ark 2007, Drew ve
ark 2013). Dahasi, ge¢ engrafman (verilen lenfohematopoetik hiicrelerin konakgida
yerlesmesi) doneminde bagisiklik fonksiyonunun diizelmesi, bagisiklik sisteminin yeniden
yapilandirilmasindan kaynaklanan inflamasyondan dolay1 ek sorunlara neden olabilir ve bu
da hemorajik sistit ile sonuglanir (Leung ve ark 2005).

BKV’nin ¢ogalmasi ve hastalik olusturmasi i¢in immiinsiipresyonun derecesinin,
onemli bir risk faktorii oldugu ileri siiriilmektedir. Hatta BKV replikasyonunun, asirt
immiinsiipresyonun bir gostergesi olarak disiiniilebilecegi soylenmistir (Gralla ve ark
2012). Enfeksiyon sirasinda viremi ile irogenital sisteme giden viriis, tiibiiler epitel
hiicrelerinde latent doneme geger. Genellikle kollektor tiiplerin epitel hiicrelerini, renal
kaliks ve renal pelvisin tiibiiler epitelini etkiler. Bazal membranda nekroz ve litik
destriiksiyon yaparak tiibiiler sivinin interstisyel alana gegip, burada birikerek interstisyel
fibrozis ve tiibiiler atrofi yapmasina neden olur (Tan 2010). Primer enfeksiyon sirasinda
diger viral enfeksiyonlarda oldugu gibi humoral immun yanit ortaya ¢ikar. Akut donemde
IgM ve IgA antikorlar1 olugsmaktadir. Yiiksek antikor titreleri viriisiin reaktivasyonunu ve
idrarla salinimimi 6nleyememektedir. Alicinin ileri yasta ve yiiksek anti-BKV 1gG
seviyelerine sahip olmasi transplantasyon sonrast BKV reaktivasyon riskini arttirmaktadir

(Wong ve ark 2007).

2.10 Klinik Bulgular

Insan PyV’leri ile olusan primer enfeksiyon genellikle asemptomatik veya minimal
semptomatik gecer. Primer enfeksiyonu geciren g¢ocuklarda nadiren ates ve belirgin

olmayan akut iist solunum yolu semptomlar1 veya akut sistit seklinde goriilebilir. Immun
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sistemi normal c¢ocuk ve erigkinlerde primer enfeksiyon sirasinda nadiren viremi veya
viriiri olabilmekle birlikte enfeksiyon sonrasi seropozitif kisilerin idrarlarinda viriis
saptanamamaktadir. Akut enfeksiyon sonrasinda JCV ve BKV’nin 6zellikle bobrekte ve
lenfoid sistem hiicrelerinde latent olarak kaldigi disiiniilmektedir (Major 2009). BKV
kismi veya mutlak hiicre bagisiklik yetmezIligi sirasinda latent enfekte kisilerde yeniden
aktif hale gelebilir. Semptomsuz viriiriden, siddetli ya da 6liimciil bir hastaliga kadar
degisik tablolara neden olabilir (Major 2009). Pnomoni, hepatit, retinit, meningoensefalit,
hemorajik sistit, tiretral darlik ve nefrit yapabilir (Boothpur ve Brennan 2010). BKV
genitoliriner sistem hiicrelerine tropizm gosterir. Kemik iligi ve solid organ
transplantasyonu yapilanlarda (hemorajik veya hemorajik olmayan) sistit ve iiretral darliga
neden olur. Ayrica bdbrek transplantasyonu yapilanlarda erken fark edilmezse
polyomaviriis baglantili nefropatiye neden olabilir (Major 2009).

BKV viriiri ve viremisi genellikle transplantasyondan sonra ilk 6 ay icinde
goriilmekte olup insidansi 1 yildan sonra azalmaktadir (Koukoulaki ve ark 2009). BKV
viriirisi saglikli bireylerde %20’ye kadar goriilebilir. Immunsupresyon durumunda ise bu
oran artabilir (%10-60) (Knowles 2006). Yapilan immunsupresyon yogunlugu ile bu
oranin arttigl gorilmiistir (Ahsan ve Shah 2006). Bobrek transplantasyonu yapilan
hastalarin  %10-45’inde, kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarin %350 sinde
transplantasyondan sonraki ilk 3 ay i¢inde idrardan BKV izole edilebilmektedir (Us 1999).
Hamile kadinlarin %3’linde ve kanserli hastalarin %10’unda JCV veya BKV viriirisi
ortaya ¢ikmaktadir ancak belirli bir klinik bulgu ile iliskili degildir. Bu durum immun ya
da hormonal sistem degisiklikleri sonucu viriisiin reaktivasyonu ile agiklanmaktadir.
Hamilelik sirasindaki viriis reaktivasyonu sonucu transplasental gegis ve konjenital
enfeksiyon ile ilgili kesin kanitlar elde edilememistir (Andrews 1983).

Genel populasyonda JC viriirisi, BK viriiriden daha yayginken, immiinsiiprese
grupta BKV viriirisi daha yaygindir. Ayrica bilinmeyen nedenlerle BKV viriirinin ortaya
¢ikmasi immunsupresyonun yogunlugu ile dogru orantili iken, JCV viriirinin degildir
(Boothpur ve Brennan 2010). BKV viremi ise hem saglikli hem de immiinsiiprese

bireylerde genellikle ¢cok nadir saptanir.

2.10.1 BKYV ile iliskili Hastahklar

2.10.1.1 Nefropati
BKYV kaynakli nefropati, nativ (dogustan gelen) bir bobrekte nadiren ortaya ¢ikmasina
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ragmen (Limaye ve ark 2005, Barber 2006), bobrek transplant alicilarinda bu durumun
prevalans oran1 %1 ile %10 arasinda degismektedir (Nickeleit ve ark 2000, Hirsch ve ark
2005). Nefropati yaklasik 24. haftada zirvededir ve tani, transplantasyondan ortalama 44
hafta sonra konur (Nickeleit ve ark 2000). Bobrek nakli yapilan hastalarda, takrolimus ve
mikofenolat gibi giicli immiinsiipresif ilaglarin varligi ile BKV kaynakli nefropati
prevalansiin artmasina yonelik bir egilim oldugu goriilmistir (Dharnidharka ve ark
2009). Cogu vaka organ naklinden sonraki ilk 1 yil i¢inde goriiliir. BK'V viriirisi ortalama 4
haftada viremiye ve ortalama 12 hafta sonra da nefropatiye doniistiigii i¢in, nakilden sonra
idrarda virlis varligina aralikli olarak bakilmasi onerilmektedir (Hirch HH ve ark 2002).
Transplantasyondan 1 yil sonra BKV viremi ve viriiriSi goriilme sikligi azalir ve BKV

yeniden aktivasyon riskini azaltir (Koukoulaki ve ark 2009).

2.10.1.2 Ureteral darhk

Bobrek nakli yapilan hastalarda BKV kaynakli iireteral stenoz insidans hizinin %3 oldugu
tahmin edilmektedir (Coleman ve ark 1978) ve genel nakil popiilasyonunun %0.5 ile
%6'sinda goriiliir (Karam ve ark 2006). Ureteral darlik gelisen bobrek transplantasyon
hastalarinda, transplante edilen bdbregin innervasyonu olmadigi icin genelde agri ve
rahatsizlik hissi olmaz. Bununla birlikte tiriner obstriiksiyon ortaya ¢iktiginda buna bagl

kreatinin diizeylerinde yiikselme goriiliir (Tan 2015).

2.10.1.3 Hemorajik sistit

Hemorajik sistit, BKV ile iligkili en yaygin komplikasyondur ve kemik iligi transplant
alicilarinin %10-25'inde goriiliir (Arthur ve ark 1986). Bobrek iiriner sistem hiicrelerinin
BKYV tropizminden dolayr kemik iligi transplantasyonu yapilanlarin yaklasik %50'sinde
BKYV virtirisi genellikle transplantasyondan sonra 2 ay i¢inde goriliir. BKV viriiri orant,
allojenik ile otolog greft arasinda farkli degildir ve hemorajik sistit, iireteral stenoz ve

interstisyel nefritin klinik bulgulariyla iligskilendirilir (Hirsch ve Steiger 2003).

2.10.1.4 Prognoz
BKV kaynakli nefropati, olgularin %1-10'unda irreversibl greft yetmezligi ile iliskilidir
(Monaco ve ark 1998). Minimal inflamatuvar infiltratlar veya fibrozis ile hafif viral

sitopatik degisikliklerin histolojik bulgulari, allogreft sonu¢ i¢in daha iyi prognoz ile
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korelasyon gosterir. Yapilan calismalarda, BKV viriliri ve vireminin diizenli ve erken
taramalar1, idrarda viriis bulastirilmis "decoy" hiicrelerinin sitolojik tespiti ve daha sonra
immiinosiipresif ajanlar azaltilmasi ile nefropati sikliginin azaldigi gosterilmistir (Hirsch
ve ark 2002, Burgos ve ark 2006, Chakera ve ark 2011). BKV kaynakli nefropatinin koti
sonucu, yiiksek BKV serum viral yiikii, takrolimus ile immiinsupresyon ve tani gecikmesi

ile baglantilidir (Schwarz ve ark 2012).

2.10.2 JCV ile iliskili Hastahklar

2.10.2.1 Klasik Progressif Multifokal Lokoensefalopati (PML)

PML’de histopatolojik olarak, beyin beyaz cevherde fokal veya multifokal miyelin kaybina
neden olan litik oligodentrosit enfeksiyonu mevcuttur. PML'nin baslangictaki semptomlari
hastadan hastaya degisebilirken, baskin semptomlar koordinasyon zorluklari, yiiriiyiis
dengesizligi, biligsel islev bozuklugu, gorsel problemler ve ekstremitelerde pareziyi
icermektedir. Merkezi sinir sisteminin optik sinirleri ve omurilik genellikle korunur, ancak
hemisferik PML’li HIV pozitif olan bir hastanin omuriliinde PML lezyonlarinin
postmortem bulgulan tesadiifen kesfedilmistir (Bernal-Cano ve ark 2007). Ayrica, PML
lezyonlar1 genellikle beyaz cevherde bulunurken, genellikle kortikal kokenli oldugu
diistiniilen nobetler, PML'li hastalarin %18'inde goriilebilir ve kortekse hemen komsu

demiyelize lezyonlarin lokalizasyonu ile iligkilidir (Lima ve ark 2006).

2.10.2.2 PML-immun Rekonstitiisyon inflamatuvar Sendrom (IRIS)

Immiin rekonstitiisyon sendromu, antiretroviral tedavi baslandiktan sonraki birkac hafta
icinde bagisiklik sisteminin toparlanmasi sonucu bazi hastaliklara kars1 bagisiklik yanitinin
ve dolayisiyla hastalik belirtilerinin artmasiyla karakterize bir sendromdur. Ilk olarak
antiretroviral tedavi alan AIDS hastalarinda, CD4" T lenfosit sayisinda artma ve viral
yiikteki azalmaya ragmen, klinik seyirde kotiilesme, farkli klinik formlarda firsatgi
enfeksiyonlarm goriilmesi olarak tanimlanan Immiin Rekonstitiisyon Sendromu ya da diger
adiyla Immiin Rekonstitiisyon Inflamatuavar Sendromu (IRIS), daha oénce teshis edilmis
veya asemptomatik firsatgr enfeksiyonlara, heniliz taninmamis antijenlere kasi artmis
enflamatuvar yanit sonucu ortaya ¢ikar. inflamatuvar PML, HIV'li hastalarda antiretroviral
terapi (ART) ile immiin yanit hizli bir sekilde onarildiginda siklikla tespit edilmistir.

Hastalar genellikle artan bir CD4" hiicre sayisina ve azalan plazma HIV viral yiikiine
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sahiptir. Klasik PML'den farkli olarak, PML-IRIS lezyonlarinin %57'sine kadar olan kismi,
manyetik rezonans goriintilemede (MRG) kontrast artisi gosterebilir (Gheuens ve ark
2013) ve bu da, kan-beyin bariyerinin bozulmasini ve baslangig semptomlarinin
kotiilesmesini gosterir. Belirtiler ilk kez kotiilestikten sonra durumlar stabilize olabilir,

ancak fatal sonuglar bildirilmistir (Du Pasquier ve ark 2003, Vendrely ve ark 2005).

2.10.2.3 JCV Graniil Hiicre Noropatisi

Serebellumdaki beyaz maddenin demiyelinizasyonu PML'li hastalarda iyi tanimlanmistir.
Oligodendrositlere ve astrositlere ek olarak, JCV de serebellar graniil hiicre néronlarina
bulasabilir ve yok edebilir. Bu néron enfeksiyonu, iligkili demiyelinizasyon olmaksizin,
serebellar atrofi, ylirlime ataksisi ve koordinasyon ile karakterize yeni bir sendroma neden
olabilir (Hecht ve ark 2007). PML'den farkli olan bu yeni sendrom, JCV Graniil Hiicre
Noropatisi (GCN) olarak adlandirilmistir (Koralnik ve ark 2005). JCV GCN’nin nedeni,
VP1 geninin karboksil terminalinde 10 bp'lik bir delesyon barindiran bir JCV varyanti gibi
goriinmektedir (Dang ve ark 2006). Yakin tarihli histolojik bir arastirma, graniil hiicre
noron enfeksiyonunun PML'li hastalarin yarisinda olabilecegini gostermistir (Wuthrich ve
ark 2009). Bu bulgu, cesitli cografi kokenlerden izole edilmis diger JCV GCN'de de
dogrulanmistir. VP1 geninin bu bolgesinde meydana gelen diger mutasyonlarin

tanimlanmas1 GCN enfeksiyonu ile olan iligkisini gii¢lendirmistir (Dang ve ark 2012).

2.10.2.4 JCV Ensefalopatisi

JCV ayrica hemisferik kortikal piramidal ndronlar1 enfekte edebilir. Klinik tablo hem
klasik PML hem de JCV GCN'den farklidir. Beyin lezyonlar1 baslangigta MRG'deki gri
cevher ile smirlandirilmistir ve hastada duyu veya motor iglev bozuklugu gibi fokal

norolojik defisitlerden ziyade kiiresel bir biligsel gerileme ve afazi goriiliir (Wuthrich ve
ark 2009).

2.10.2.5 JCV Menenijiti

Meningeal semptomlar1 olan hastalarda JCV rutin olarak bakilmamasina ragmen, boyun
sertligi ve diplopi gibi tipik menenjit semptomlar1 olan hastalarin BOS'unda mevcut tek
patojen JCV'yi belgeleyen cok sayida calisma bulunmaktadir (Behzad-Behbahani ve ark
2003, Viallard ve ark 2005). Bu vakalarin JCV primer enfeksiyonundan mi1 yoksa yeniden
aktif hale gelmesinden mi kaynaklandigi belirsizdir. JCV PCR, MSS lezyonu olmayan
menenjitli hastalarin BOS'unda rutin olarak uygulanmadigindan, JCV menenjitinin kesin

insidansi bilinmemektedir.
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2.10.2.6 Prognoz

PML, mortalitesi yiiksek bir hastaliktir. ART'nin yaygin kullanimi sonrasinda, HIV pozitif
olan hastalarin 1 yillik sagkalim oran1 % 10°dan 50'ye yiikselmistir (Antinori ve ark 2003).
Bir dizi ¢alisma, daha diisiik bir JCV BOS yiikii ile bagvuran hastalarda (Yiannoutsos ve
ark 1999), kan ve BOS'ta saptanabilir. JCV’ye spesifik immiin yanit ve BOS'ta
inflamatuvar immiin yanitin gelisimi gibi ¢esitli prognostik belirtecleri tanimlamistir
(Katz-Brull ve ark 2004). Bununla birlikte, PML'li hastalarda JCV'ye kars1 hiicresel immiin

yanit saptanmistir ve gliclii bir yanit daha iyi prognoz ile iligkilidir.

2.11 Tam

Polyomaviriis enfeksiyonlarinin genellikle asemptomatik veya spesifik olmayan belirtilerle
seyretmesi nedeniyle, klinik tan1 konulmas: miimkiin degildir. immiinsiipresif hastalarda

tan1 genellikle sitolojik inceleme, biyopsi ve/veya molekiiler yontemlerle konulmaktadir.

2.11.1 Hiicre kiiltiirii

Hiicre kiiltiiriiyle PyV izolasyonu, miimkiin olsa da rutin tanida pratik olmadigi icin
kullanilmaz. BKV primer tek katmanli hiicre kiiltiirlerinde, insan diploid akciger fibroblast,
insan fetal beyin ve maymun bobrek hiicre kiiltlirlerinde tireyerek bu kiiltiirlerdeki
hiicrelerin yuvarlaklasip kiigiilmesine, ¢ekirdeklerinin biiylimesine ve hiicrelerin tabakadan

koparak kiiltiir sivisina dokiilmesine neden olurlar (Us 1999).

2.11.2 Sitolojik inceleme

BK viriirisinin  saptanmasinda sik¢a kullanilan bir yontem de idrarin sitolojik
incelenmesidir. Idrar sedimentinden hazirlanan preparatlarin Papanicalou, Hemotoksilen-
Eozin veya Giemsa boyalari ile boyanmasiyla enfekte hiicreler, normalden biiyiik ¢ekirdek
yapilar1 ve ¢ekirdek i¢i buzlu cam goriinlimii olusturan tek, genis, bazofilik inkliizyon
cisimciklerinin varligr ile taninirlar. Hiicrelerin bu goriinlimiine ‘kus gozii’ goriiniimii
denir. Enfekte bu hiicreler ‘decoy’ hiicreleri olarak adlandirilir (Us 1999). Enfekte hiicre
icermeyen idrar Orneginin sitolojik incelemesinin negatif prediktif degeri %99.4, enfekte
hiicre iceren idrar sitolojisinin pozitif prediktif degeri ise %88 olarak belirlenmistir. (Us
2008). Bu yontem, travmatik olmamasi ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle &zellikle

transplantasyon sonrasi PyV enfeksiyonlar1 gelisme riskinin takibinde yararlidir. Ancak,
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duyarliliginin diisiik olmasi, polyomaviriis tiplerinin birbirinden ayirt edilememesi ve
hiicrelerde saptanan inkliizyonlarin CMV, HSV ve adenoviriis gibi diger viriislere ait olma
olasilig1 gibi dezavantajlari mevcuttur. Ayrica hastanin PyV enfeksiyonu agisindan ileri
incelemeye alinabilmesi i¢in, idrarda enfekte hiicre persistansinin saptanmasi gereklidir.
Zira bazi1 durumlarda (akut hiicresel atilim, takrolimus nefrotoksisitesi, akut tiibiiler
nekroz) idrarda gegici olarak viriisle enfekte hiicreler bulunabilir. Yapilan ¢aligmalarda,
idrarda enfekte hiicrelerin persistansi ile BK viremisi arasinda yakin bir iliski bulunmus ve

bu hastalarin biyopsilerinde PVAN tanis1 dogrulanmistir (Us 2008).

2.11.3 Elektron mikroskopisi

Elektron mikroskopisi ile virionlarin gosterilmesi pahali ve pratik olmayan bir yontemdir.

2.11.4 immunohistokimyasal ve Serolojik testler

PyV antikorlarinin saptanmasinda en yaygin kullanilan ydntem hemagliitinasyon
inhibisyon (HAI) testidir. HAI, daha ziyade kazanilmis bagisikligin belirlenmesinde ve
seroepidemiyolojik ¢alismalarda 6nerilmektedir. PyV IgG ve IgM antikorlari, Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA), immiinofloresans ve dot-blot gibi daha hizli ve
pratik yontemlerle arastirilabilir. Ancak serolojik tani; toplumlarda yiiksek seropozitifligin
olmasi, reaktivasyon sirasinda IgM kinetiginin degisken olmasi ve reaktivasyonlarin
genellikle asemptomatik seyretmesi gibi nedenlerden dolayr ¢ogu zaman yetersiz
kalmaktadir (Us 2008).

Idrarda direk floresan antikor ydntemi ile antijen saptanmasi miimkiin olmakla
birlikte rutin uygulama igin pratik degildir. BKV antijenlerinin (VP1 ve agnoprotein)
tespitinde poliklonal serumlar denenmistir. BKV biiyiik T antijenini taniyan monoklonal
antikorlar bobrek biyopsi orneklerinde viriis tespiti i¢in kullanilmistir (Major 2009).
Polyomaviriis enfeksiyonlarinda antikorlarin saptanmasinda kullanilan temel serolojik
yontemler ELISA ve HAI testleridir. Bu yontemler kazanilmis bagisikligi belirlemekte ve
seroepidemiyolojik ¢aligmalar i¢in Onerilmektedir. Ayrica JCV veya BKV spesifik IgM

antikorlarinin tespiti i¢in enzim immunoassay testi kullanilabilir (Major 2009).

2.11.5 Renal Biyopsi
Invaziv bir yontem olmasma ragmen greft disfonksiyonu veya reddi siiphesi varsa,

nefropati tanisi igin renal biyopsi yapilmaktadir. Yapilan histolojik incelemede, renal

22



tiibiiler epitelyum ve tiretra dokusunun enfekte epitel hiicrelerinde nukleus i¢inde bazofilik
inkliizyonlar ve yer degistirmis kromatin gozlenmesi, tiibiiler nekroz, atrofi ve fibrozis
saptanmasi 6nemlidir (Major 2009). Bu sitopatik degisiklikler baslangicta mediiller ve
distal tiibiile lokalizedir ve proksimal tiibiillere dogru ilerler. Bununla birlikte, bobrek
biyopsisi, hastaligin fokal dogasi yliziinden %30'a kadar yanlis negatif bir oran ile
iliskilidir (Tan 2010).

2.11.6 Polymerase Chain Reaction (PCR)/Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PCR, kan, idrar ve BOS gibi 6rneklerde polyomaviriis DNA tespiti i¢in gliniimiizde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Idrarda BKV tespiti ¢ogu zaman kandaki viral bulgulardan &nce
gelir ve iki veya daha fazla ardisik idrar 6rneginde saptama olarak tanimlanan siirekli
viriiri, BKV viremi i¢in %100 duyarli ve %94 6zgiil olabilir (Babel ve ark 2009).

Hemorajik sistitli hastalarin idrarinda PCR ile BKV DNA'nin saptanmasi duyarl
olmakla birlikte, asemptomatik BK viriirisi yaygin oldugu icin nonspesifiktir. Bununla
birlikte, idrarda hematiiri ile birlikte artmis BK virlis yiikii taniya yardimci olabilir.
Kantitatif PCR testleri ile viral yiik ne kadar fazla saptanmigsa, BKV nefropatisi gelisme
riski o kadar yiiksektir (Boothpur ve Brennan 2010).

BKV DNA bobrek transplant alicilarinin plazmasinda bulunabilir. Bununla birlikte
plazmada BKV DNA saptanmasi BKV nefropatisi tanisin1 ekarte etmede, bu taniyi
koymadan daha yararlidir. Kandaki BKV PCR testinin BKV nefropatisi i¢in negatif
prediktif degeri %100°diir, ancak sadece %50 pozitif prediktif degeri vardir (Hirsch ve
Steiger 2003). Bununla birlikte, bir calismada >10* kopya/mL plazma BKV viral yiikiiniin,
nefropatinin histolojik bulgularimi tahmininde %93'lik duyarlilik ve ozgilliige sahip
oldugunu belirtilmistir (Drachenberg ve ark 2004). Nefropatiden farkli olarak BKV,
genellikle hemorajik sistit veya iireteral stenozlu hastalarin kanlarinda goriilmez. Bununla
birlikte, bir calismada KIT (kemik iligi transplantasyonu) hastalarinda BKV viremisinin
KIT sonras1 bobrek yetmezligi gelisimi icin bagimsiz bir dngdsterge oldugu bulunmustur
(O’Donnell ve ark 2009).

Bobrek transplantasyonunun ardindan gegici viriiri olabildigi gosterildiginden tek
bir pozitif tarama sonucu ¢ok az tanisal degere sahiptir. Diizenli araliklarla ek taramalar
veya 4 hafta i¢inde periferik kan veya idrardaki viral ylik 6l¢iimiiniin dogrulanmasi tavsiye
edilir (Hirsch ve ark 2005).

PML'li hastalarda BOS’ta PCR ile JCV tayini, alternatif bir tan1 yontemi olarak
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daha yaygim kullanilir. Bu hastalar genellikle, pleositoz da dahil olmak {iizere, hafifge
yiikselmis protein ve normal glikoz diizeyleri olan, spesifik olmayan bir BOS profiline
sahiptir. ART'nin yaygin kullanimindan 6nce BOS'ta PCR ile JCV saptanmasi %72-92
duyarlilik ve %92-100 6zgiilliige sahipti (Cinque ve ark 1997). Bununla birlikte, ART
sirasinda PML ile bagvuran HIV hastalarinda, ART sonrasi serumda BOS’un JCV PCR’1n
duyarliligr 6nemli derecede (%58) diismiistiir, spesifitesi degismemistir (Marzocchetti ve
ark 2005).

Polyomavirisler i¢in PCR testinin dizayni, bunlarin genom dizilimindeki yiiksek
diizeydeki benzerlik yiiziinden zordur. PCR yonteminde genellikle, farkli polyomaviriisler
arasinda en fazla degisiklik gosteren bolgeler olan biiyiik T antijeni ve VP1 genlerindeki
bolgeler hedef olarak kullanilmistir (Major 2009).

2.12 Korunma ve Tedavi

BKYV kaynakli nefropatinin tedavisi, immiinosiipresyonun azaltilmasidir. Sidofovir,
leflunomid (Williams ve ark 2005), kinolonlar (Leung ve ark 2005) ve intravendz immiin
globulin gibi ¢ok sayida antiviral ajan, kiiciik klinik c¢aligmalarda farkli basarilar
gostermistir (Krisl ve ark 2012). Bununla birlikte, bu ¢aligmalardaki hastalar eszamanl
olarak aldiklari immiinsiipresif ilaglarin1 azaltmistir. BKV igin 6zgiil bir antiviral tedavi
mevcut olmadigi i¢in, immiinosiipresyonun azaltilmasi tercih edilen tedavidir ve greft
reddi riskindeki artis ile dengelenmelidir. BKV'nin plazmadan temizlenmesi, bdbrek
dokusu patolojisinin giderildiginin gosteren bir isarettir. Siprofloksasin gibi florokinolonlar
BKV-kodlu DNA girazin1 inhibe ederek BKV c¢ogalmasmi in-vitro inhibe edebilir
(Ferrazzi ve ark 1988). Florokinolonlara maruz kalan gruptaki iki kiigiik retrospektif
calisma, renal transplantasyondan sonra BKV enfeksiyonunun azaldigini gostermistir
(Gabardi ve ark 2010, Wojciechowski 2012).

Hemorajik sistitin tedavisi semptomatiktir. 50.000 hiicre/mm? iizerindeki trombosit
diizeylerini ve %?25'ten daha yiiksek hematokrit degerlerini korumak igin siirekli mesane
irrigasyonu, analjezi, hiperhidratasyon, zorlu diiirez ve transfiizyonu igerir. Birgok vaka
bildiriminde ve retrospektif ¢alismalarda intravezikal sidofovir hemorajik sistit tedavisinde
kullanilmistir (Bridges ve ark 2006, Eisen ve ark 2009, Ganguly ve ark 2010). Bu madde
semptomatik rahatlama saglayabilir, ancak tedavi ile idrar BKV yiikiinde kesin bir azalma
saglamaz (Mackey 2012). Hemorajik sistitte intravezikiiler sidofovir kullaniminin

faydalarini netlestirmek icin randomize kontrollii caligmalara ihtiya¢ vardir. Retrospektif
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bir ¢alismada siprofloksasin ile profilaksinin KiT sonrast BKV iliskili hemorajik sistit
insidansini azalttig1 goriilmiistiir (Miller ve ark 2011).

PML igin 6zel bir tedavi mevcut degildir. Bununla birlikte, HIV ile enfekte olan
hastalarda, ART'nin baslatilmas1 veya optimizasyonu, 1 yilda PML sagkalim oraninin
%10'dan %50'ye yiikselmesi ile iligkilendirilmistir (Antinori ve ark 2003). HIV negatif
olan hastalar i¢in, bagisiklik baskilanmasinin azaltilmasi yoluyla bagisiklik durumunun
tyilestirilmesi, adaptif bagisiklik sisteminin enfeksiyonu kontrol altina almasma izin
verebilir. JCV'ye kars1 gii¢lii bir hiicresel bagisiklik, daha iyi bir klinik sonug ile iliskili
oldugu i¢in, bu bagisiklik tepkisini artirmaya yonelik immiinoterapiler PML igin bir tedavi
secenegi haline gelebilir (Marzocchetti ve ark 2009). Sitarabin, JCV replikasyonu ve
¢ogalmasinin kontroliinde in-vitro bir etkinlik gostermistir (Hou ve Major 1998). PML ile
HIV pozitif olan hastalarla yapilan randomize kontrollii bir klinik arastirmada sitarabinin
etkinligi gosterilememistir (Hall ve ark 1998). Ancak kiigiik bir retrospektif ¢alismada,
l6semi/lenfoma tanisi alan PML'li 19 HIV negatif hastanin 7'sinde (%37) sitarabin ile
intravenoz tedaviden sonra stabilizasyon gortilmistiir (Aksamit 2001). Sidofovir, MPyV ve
SV40'a kars1 in-vitro aktiviteler gosteren giiglii bir antiviral ajan olup, JCV veya BKV'ye
kars1 heniiz kullanilmamuistir. Bununla birlikte, HIV (+) olan ve olmayan hastalarda
sidofovir ile farkli merkezlerde yapilan ¢ok sayida calisma, hastalik seyrini degistirmede
belirgin bir etki gostermemistir (Marra ve ark 2002, Osorio ve ark 2002, Antinori ve ark
2003).

Son olarak, in-vitro g¢alismalar, JCV'nin serotonin reseptorii 5-HT2A, serotonin
reseptor blokerleri olan mirtazapin yoluyla hiicrelere bulastigini ortaya ¢ikardigi i¢in, JCV
enfeksiyonunun tutulmasi igin potansiyel bir aday olarak kabul edilmistir (Elphick ve ark
2004). Son zamanlarda, genis bir farmakolojik tarama ¢alismasi, antimalarial bir ilag olan
meflokinin hiicre kiiltiiriinde JCV replikasyonunu inhibe etme kabiliyetine sahip oldugunu
ileri siirmiistiir. PML tedavisinde meflokinin roliinii inceleyen ¢ok merkezli bu c¢alisma

etkinligin eksikligi nedeniyle programdan 6nce sonlandirilmistir (Clifford ve ark 2013).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Calisma Yerleri ve Calisma Arahg

Calismamiz, Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Molekiiler Laboratuvarinda Nisan 2016 - Mart 2017 tarihleri arasinda
yapilmustir.

3.2 Calismada Kullanilan Orneklerin Temini

Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, Hematoloji Bilim Dali ve Onkoloji
Bilim Dal1 kliniklerinden, ayrica organ nakli polikliniginden laboratuvarimiza, BKV ve
JCV siiphesi ile gonderilen 18 yas iistli 82 hastaya ait idrar 6rnegi ¢alisma kapsamina

alinmustir.

3.3 Etik Kurul Onay1

Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip Fakiiltesi, [lac ve Tibbi Cihaz dist
Arastirmalar Etik Kurulundan 22.01.2016 tarihinde 14567952-050 sayr numarasit ve
2016/424 karar sayist ile etik kurul onay1 alinmistir.

3.4 Proje Destegi

Calisma Necmettin Erbakan Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii

tarafindan 161518010 no’lu proje ile desteklenmistir.

3.5 istatiksel Analiz

Kiigiik t gen ve biiyiik T gen bolgelerine spesifik real-time PCR analizleri sonucu elde
edilen veriler, iki kuyruklu eslestirilmis t-testi kullanilarak karsilagtirllmistir. Ayrica hasta
kay1t bilgilerine dayanarak BKV ve JCV enfeksiyonlu hastalarin, cinsiyet ve yas iliskileri
hakkindaki degerlendirmeler, ki kare testi ile yapilmistir. Biitiin istatiksel
degerlendirmelerde GraphPad InStat version 3.10 (GraphPad Software, San Diego,
CA,ABD) kullanilmistir. p< 0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.6 Kullanilan malzemeler

Orneklerinin toplanmasi ve depolanmasi asamasinda kullamilanlar;
— 100 cc steril idrar kab1

— 50 cc steril falcon tiip
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1.5 cc steril eppendorf tiipii

1-10, 10-100 ve 100-1000 ul’lik pipet ucu ile uyumlu otomatik pipet
1000 pl’lik filtreli pipet ucu

Santrifuj cihazi

-20°C derin dondurucu

DNA izolasyonu sirasinda kullanilanlar;

1000 pl’lik filtreli pipet ucu

100 pl’lik filtreli pipet ucu

1-10, 10-100 ve 100-1000 ul’lik pipet ucu ile uyumlu otomatik pipet

1.5 cc steril eppendorf tiipii

Eppendorflarin 1sitilmasina uygun 72°C sicakliga ayarlanabilen kuyucuklu
termostat (inkiibator)

Mikro santrifuj cihazi

Absolut etanol

Siif II biyogiivenlik kabini

Viral niikleik asit izolasyon kiti (High Pure Viral Nucleic Acid Kit, Version 19,
Ref; 11 858 874 001: Roche Diagnostic)

Kit icerigi;

e Binding Buffer (baglayici tampon)

e Poly (A)

e Proteinase K (Proteinaz K)

e Inhibitor Removal Buffer (inhibitor uzaklastirici tampon)
e Wash Buffer (yikama tamponu)

e Elution Buffer (eliisyon tamponu)

e High Pure Filter Tubes (filtreli tiipler)

e Collection Tubes (toplayici tiipler)

Her iki Real-time PCR basamaginda kullanilanlar;

1000 pl’lik filtreli pipet ucu
100 pl’lik filtreli pipet ucu
10 pl’lik filtreli pipet ucu

27



1-10, 10-100 ve 100-1000 pl’lik pipet ucu ile uyumlu otomatik pipet

Siif II biyogiivenlik kabini

Pudrasiz eldiven

Real-time PCR Kiti (LightMix® Kit Polyomaviruses JC and BK, Ver 130813, TIB
MOLBIOL)

BK JC Primer Prob Real-time PCR Kiti (Macrogen, Humanizing Genomics, Seoul,
South Korea)

Light Cycler® 1.5 PCR cihazi (Roche)

Real-time PCR Kit icerigi (LightMix® Kit Polyomaviruses JC and BK, Ver
130813, Roche Diagnostics Ltd. TIB MOLBIOL, GmbH, Berlin, Germany);
e PCR grade su (niikleaz free)

Her biri 32 reaksiyonluk deteksiyon kiti (Liyofilize primer, fast start master

hibridizasyon problar1 ve internal kontroller)

o Kapiller (lightcycler centrifuge adapters) = kilcal cam tiipler

e -10"den -10° kp/ml ye kadar BKV ve JCV DNA igeren 6 adet liyofilize
standart

e la(enzim, Taq polimeraz)

e 1b (buffer, tampon)

e Magnezyum

e Isaretleyici molekiil (Primer prob miks-PP mix)

BK JC Primer Prob Real-time PCR Kit igerigi (Macrogen, Humanizing Genomics,

Seoul, South Korea);

e PCR grade su (niikleaz free)

e Light Cycler® 480 Probes Master

e Liyofilize JCV-Probe (FAM-5’
TAGAGTGTTGGGATCCTGTGTTTTCATCATCACT 3’-TAMRA

e Liyofilize BKV-Probe (FAM-5’
AAGACCCTAAAGACTTTCCYTCTGATCTACACCAGTTT 3’-TAMRA)

e JCV-R Primer (5 CATTTAATGAGAAGTGGGATGAAGAC 3°)

e JCV-F Primer (5> CTAAACACAGCTTGACTGAGGAATG 37)

e BKV-R Primer (5> GARGCAACAGCAGATTCYCAACA 3°)
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e BKV-F Primer (5 AGCAGGCAAGRGTTCTATTACTAAAT 3°)

3.7 Ornek toplanmasi ve saklanmasi

Idrar Ornekleri, hastalara verilen steril idrar kaplarma, hastalarm iiretral yolla idrar
vermeleri istenerek toplandi. Listelenen her bir 6rnege sira numarasi verildi. Her 6rnegin 5
cc’si falcon tiipe alinarak 4000 devirde 10 dakika santrifuj edildi. Tiipiin iist kisminda
kalan siipernatant atildi. Kalan pellete 1 cc steril serum fizyolojik eklenerek 10 sn
vorteksledikten sonra DNAaz/RNAaz’dan arindirilmis 1,5 ml hacimli steril eppendorflara

alindi. Eppendorflar ¢aligilana kadar -20°C’de saklandi.

3.8 DNA ekstraksiyonu

Toplanan BKV ve JCV siipheli 6rnekler, hazir ticari bir ekstraksiyon kiti (High Pure Viral
Nucleic Acid Kit, Version 19, Ref; 11 858 874 001: Roche Diagnostic) kullanilarak
manuel sekilde ekstrakte edildi.

— lIzolasyon islemi 6ncesi calisilacak 6rnekler -20°C’lik dondurucudan ¢ikarilarak oda

1s1sinda eriyene dek bekletildi.

— Calismadan Once ticari kit icinde mevcut bulunan tampon ¢ozeltiler iiretici firmanin

onerileri dogrultusunda hazirlands;

Proteinaz K, 5 ml eliisyon tamponunda ¢6zdiiriildii ve iyice karigtirildi

e Poly(A) carrier RNA, 0.5 ml eliisyon tamponu i¢inde ¢ozdiiriildi, 50 pl
miktarlarda alikotlandi. Calisma soliisyonu; Alikotlanmis bir sise 50 pl Poly(A)

carrier RNA ¢oziildiikten sonra 2.5 ml baglama tamponu ile iyice karigtirildi.
e Inhibitor uzaklastiric1 tampona 20 ml absolut etanol eklendi ve iyice karistirildi.

¢ Yikama tamponuna 80 ml absolut etanol eklendi ve iyice karistirildi.

Baglayici tampon ve eliisyon tamponu sulandirilmadan kullanilda.

— 200’er pl hasta Ornegi daha Once numaralandirilmis steril eppendorflara numara

sirasina uygun sekilde konuldu.
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Uzerine 200 pl taze hazirlanmis ¢alisma soliisyonu + 50 pl proteinaz K eklendi, birkag
kez pipet ile karistirildi.

Her bir eppendorftan sonra digerine gegmeden pipet ucu degistirildi.

Bu islemlerden Once eliisyon tamponu, her bir 6rnek i¢in X 50 ul olacak sekilde
eppendorflara aktarilip 1sinmasi i¢in 72°C inkiibatore koyuldu.

Eppendorf i¢inde toplam 450 pl hacim elde edilmis Ornekler, kapaklar1 kapatilarak
onceden 72°C ye 1sitilmig inkiibatérde 10 dk bekletildi.

Inkiibatorden ¢ikarilan eppendorflarn her birinin {izerine 100’er ul baglayici tampon
pipetlendi ve vortekslendi.

Bos bir spora kollektor tiipler i¢ine filtreli tlipler oturtularak hasta 6rnek numarasina
uygun olarak numaralandirildi.

Biitiin karigimlar filtreli tiiplere aktarildi, tiipler 8.000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonucunda alttaki kollektor tiipler iclerinde biriken sivi ile birlikte atildi,
filtreli tliplerise bunlarin iginden alinarak yeni bos kollektor tiipler igine konuldu ve

bunlarin tizerine 500’er pl inhibitor uzaklastirict tampon konuldu.
Yeniden 8.000 devirde 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonucunda kollektor tiipler iglerinde biriken sivi ile birlikte atildi, filtreler
yeniden bos kollektor tiipler ig¢ine alinarak {iizerlerine 450’ser pl yikama tamponu
eklenip 8.000 devirde 1 dk santrifuj edildi.

Tekrar santrifiij sonucunda kollektor tiipler, iglerinde biriken sivi ile birlikte atildi,
filtreler yeniden bos kollektor tiipler i¢ine alinarak iizerlerine 450°ser pl yikama

tamponu eklenip 8.000 devirde 1 dk santrifuj edildi.

Bu islemden sonra filtrelerin kollektor tiipleri degistirilerek bu defa 13.000 (max)
devirde 10 sn santrifuj edildi.

Santrifuj edilen filtreler kollektor tliplerinden alinarak, hasta numarasina uygun
numaralandirilmis bos, niikleazdan arindirilmis steril eppendorflar igine oturtuldu.

Altta kalan kollektor tiipler ise i¢lerindeki siv1 ile birlikte atildu.

Eppendorfa oturtulmus filtrelerin her birinin tizerine 50 pl sicak haldeki eliisyon

tamponundan pipetlenip kapaklari kapatildi.
8.000 devirde 1 dakika santrifuj edildi.

Bu asamadan sonra sicak ellisyon tamponu yardimi ile filtre porlarindan alttaki

eppendorflara viral DNA gectigi i¢in dnceki basamaklarin tam tersine filtreler ¢ope
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atilarak, kollektor eppendorflara toplanmis olan ekstraksiyon iiriini PCR ¢aligilana
kadar -20°C’de saklandi.

3.9 Orneklerde kiiciik t gen bélgesine ait viral DNA varhiginin real-time PCR ile

arastirilmasi

Kit i¢cinde mevcut bulunan enzim ve c¢ozeltiler {iretici firmanin Onerileri dogrultusunda

reaksiyon Oncesi hazirlandi;

b’den (tampon) 60 ul alinarak a’ya (enzim, kirmizi kapakli) katildi ve birkag¢ kez

pipetaj yapilip karigtirilarak enzim kullanima hazir hale getirildi.

Deteksiyon kiti tiretici firmanin 6nerdigi sekilde 66 ul PCR grade su (apirojen ampul

suyu = DNAaz/RNAaz’dan arindirilmis su) ile sulandirildi.

Kit i¢inde mevcut bulunan standart DNA’lar 10" kp/ml’likten 10° kp/ml’lige dogru

sira ile agildi. Uretici firmanin 6nerdigi sekilde her bir kuyucuga 40 ul PCR grade su

konularak sulandirildi.

Master miks hazirlanisi;

Master miks hazirlamak i¢in; 6rnek sayist ile ¢arpimlart kadar miktarda olacak sekilde,

once 9,0 ul H,O, 2,0 ul magnezyum, 2,0 ul reagent miks (primerler, prob ve IC igeren

parametre Ozgiil reagen) ve 2 pl Roche master (b katilmis a) kullanildi. Master miks

bilesenleri Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Roche FastStart Master ile kullanmak icin;

Tek
Reaksiyon
9.0 nl
2.0 nl

2.0 nl

2.0 pl
15 pl

Bilesen

Su, PCR smifi (renksiz kapakli, Roche Master Kit ile birlikte verilmistir)
Mg ¢ozeltisi 25mM (mavi kapakli, Roche FastStart Kiti ile birlikte
verilmistir)

Reaktif karistmi (primerler, problar ve internal kontrolleri igeren
parametrelere 6zgii reaktifler)

Roche Master (kirmizi kapaklr)

Reaksiyon miksinin toplam hacmi

Tablo 3.1. Master miks bilesenleri.
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— Kapiller althigina oturtulan bos kapiller tiiplerin her birinin i¢ine 15’ser ul master miks
konuldu.

—  IIk kapillere negatif kontrol konuldu. Negatif kontrol olarak su kullanildi.

— Daha sonraki kapillerlere 6nceden sulandirilmis standartlardan 5’er pl konuldu.

— Kalan kapillerlere hazirlanan DNA ekstraksiyonlarindan 5’er pl konuldu.

— Her islemde bir kapiller iginde toplam 20 pl reaksiyon hacmi elde edildi.

— Basamaklarin her birinden hemen sonra kapiller kapaklart kapatildi.

— Hasta Ornekleri ve standartlar1 iceren bu kapillerler 2000 devirde 10 sn santrifuj
edildikten sonra real-time PCR sistemine (Light Cycler® 1.5, Roche) yiiklendi.

— Calisma baglatildi.

Bu analiz ile BKV’iiniin kiiciik t gen bolgesinin 175 bp’lik bolgesi, JCV’iiniin 172
bp’lik  bolgesinin  amplifiye edilmesi amaglanmistir.  Analizin  performansinin
degerlendirilmesi i¢in internal kontrol (IC), BKV ve JCV’lere ait pozitif kontroller her
calismada kullanilmistir. Real-time PCR protokolii Tablo 3.2°deki gibidir.

Program Basamagi Dongii Sicaklik (°C) Zaman
Denatiirasyon 1 95 10 dk
95 Ssn
o 50 62 5sn
Amplifikasyon
72 15sn
95 20 sn
Erime 1 40 20 sn
85 -
Soguma 1 40 30 sn

Tablo 3.2. Real-time PCR ¢alisma protokolil.
Calisma sonunda elde edilen veriler, BKV i¢in 640 kanalinda, JCV i¢in 705 kanalinda

okunmustur. Her bir drnek i¢in 17-37 arasinda elde edilecek cycle threshold (Ct) pozitif

olarak degerlendirimistir.
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3.10 Orneklerde Biiyiik T gen bolgesine ait viral DNA varh@inin real-time PCR ile
arastirillmasi

Biiyiik T gen bolgesine spesifik olarak kullanilacak primer ve prob bilgileri Tablo 3.3’te

verilmigtir.

Primer-Prob Sekans (5°- 3%)

BKV-F AGCAGGCAAGRGTTCTATTACTAAAT
BKV-R GARGCAACAGCAGATTCYCAACA
BKV-Probe FAM-AAGACCCTAAAGACTTTCCYTCTGATCTACACCAGTTT-TAMRA
JCV-F CTAAACACAGCTTGACTGAGGAATG
JCV-R CATTTAATGAGAAGTGGGATGAAGAC
JCV-Probe FAM-TAGAGTGTTGGGATCCTGTGTTTTCATCATCACT-TAMRA

Tablo 3.3. Biiyiik T gen bolgesine spesifik real-time PCR metotunda kullanilan primer ve
problar (Dumoulin ve Hirsch 2011).

— Macrogen (Humanizing Genomics, Seoul, South Korea) firmasina ait liyofilize sekilde
gelen primer ve problar, iretici firma Onerileri dogrultusunda niikleaz free suyla
sulandirilarak kullanima hazir hale getirildi.

— Master miks karisimi igin ticari bir kit (LightCycler 480 Probes Master, Roche Applied
Science, Indianapolis, ABD) kullanildi.

— BKV ve JCV igin miks hazirlama protokolii, asagida yazildig: sekildedir;
Her bir 6rnek i¢in olacak sekilde sirasiyla;

e 2 ul PCR-grade su

e 1 ul F primer (BKV ya da JCV igin)

e 1 ulR primer (BKV yadaJCV igin)

e 1 ul probe (BKV yadaJCV igin)

e 10 pl master mix (LightCycler 480 Probes Master) konuldu.

— 1ki adet eppendorf tiipe BKV ve JCV igin ayr1 ayr1 olmak iizere iki adet master miks
hazirlandi. 2000 devirde kisa bir siire santrifuj yapildii.
— Master miks iginde, her bir primer konsantrasyonu 0,5 pmol ve prob konsantrasyonu

0,2 pmol oldu.
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— Kapiller althigina oturtulan bos kapiller tiiplerin her birinin i¢ine hazirlanan miksten 15

ul konuldu.

— Negatif kontroller i¢in 5 pl niikleaz free su eklenip iizerleri kapakla kapatildi.

— Miks iizerine sirastyla 5’er pl ekstrakte edilen DNA ilave edildi, kapaklar kapatildi.

— Her islemde bir kapiller i¢inde toplam 20 pl reaksiyon hacmi elde edildi.

— Pozitif kontroller i¢in LightMix Kit Polyomaviruses JC and BK (Roche Applied
Science) kiti ile elde edilen BKV ve JCV pozitif kontroller kullanildi.

— Kapillerler 2000 devirde 10 sn santrifuj edildikten sonra real-time PCR sistemine

(Light Cycler® 1.5, Roche) yiiklendi.
— Calisma baglatildi.
— Primer prob real-time PCR c¢aligsma protokolii Tablo 3.4’deki gibidir.

Program Basamagi Sicaklik (°C) Zaman

Denatiirasyon 95 10 min

95 15 sec

Amplifikasyon (45 dongii) 60 60 sec
72 1 sec

Soguma 40 30 sec

Tablo 3.4. Real-time PCR ¢alisma protokolii.

— Calisma sonunda elde edilen veriler, BKV ve JCV i¢in 530 kanalinda okundu.

— Her bir 6rnek i¢cin 40’1in altinda elde edilen cycle threshold (Ct) pozitif olarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya alinan 6rneklerin sahibi 82 hastanin, 48’1 erkek, 34’ii kadind1 (Tablo 4.1).

BKV JCV
Ticari Kit In-house Ticari Kit In-house
Cinsiyet (sayv/pozitif) yontem (sayv/pozitif) yontem
(sayv/pozitif) (sayv/pozitif)
Erkek 48/4 48/12 48/39 48/40
Kadin 34/5 34/9 34/22 34/27
Toplam 82/9 82/21 82/61 82167

Tablo 4.1. BK ve JC viriislerinde her iki yontemle saptanan pozitifliklerin cinsiyete gore

dagilima.

Kiiciik t gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 48 erkegin 4’iinde BKV
tespit edilir iken, 34 kadmmin 5’inde BKYV tespit edilmistir. Elde edilen veriler
karsilastirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=0.4784, ki kare testi).

Biiyiik T gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 48 erkegin 12’sinde BKV
tespit edilir iken, 34 kadimn 9’unda BKYV tespit edilmistir. Elde edilen veriler
karsilastirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p= 1.000, ki kare testi).

Kiiciik t gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 48 erkegin 39’unda JCV
tespit edilir iken, 34 kadmmn 22’sinde JCV tespit edilmistir. Elde edilen veriler
karsilastirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p= 0.1241, ki kare testi).

Biiyiik T gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 48 erkegin 40’inda JCV
tespit edilir iken, 34 kadimin 27’sinde JCV tespit edilmistir. Elde edilen veriler
karsilastirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=0.7737, ki kare testi).

Bu sonuglara gore BKV ve JCV yoniinden cinsiyet gruplari arasinda farkhhk

olmadigi goriilmektedir.

Idrar 6rneklerinin 44’{i Hematoloji, 33’ii Onkoloji servislerinden, 5’i de bdbrek

transplantasyon {initesinden laboratuvarimiza gelmistir (Tablo 4.2).
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Boliim Say1 (%)
Hematoloji 44 (53.7)
Onkoloji 33 (40.2)
Bobrek Transplantasyon Unitesi 5(6.1)
Toplam 82 (100)

Tablo 4.2. Orneklerin alindig klinikler.

Ornek alman hastalarm hepsinde (n= 82), altta yatan hematolojik/onkolojik bir hastalik

veya organ nakli nedeniyle immiin siipresyon mevcuttu.

Idrar 6rnegi alinan hastalarin 26 tanesi 50 yas altinda, 56 tanesi 50 yas iistiindeydi
(Tablo 4.3). Hastalarin yaslar1 19-86 arasinda degismekteydi. Ortalama yas 56,1 oldugu

icin istatiksel hesaplamalarda 50 yas sinir olarak alinmastir.

BKV JCV
Ticari Kit In-house Ticari Kit In-house
Yas (sayv/pozitif) yontem (sayv/pozitif) yontem
(say1/pozitif) (say1/pozitif)
<50 26/5 26/8 26/16 26/19
> 50 56/4 56/13 56/45 56/48
Toplam 82/9 82/21 82/61 82/67

Tablo 4.3. BK ve JC viriislerinde her iki yontemle saptanan pozitifliklerin yasa gore

dagilimi.

Kiictik t gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 50 yas ve alti 26 Kisinin,
5’inde BKYV tespit edilir iken, 50 yas iizeri 56 Kisinin, 4’iinde BKYV tespit edilmistir. Elde
edilen veriler karsilastirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p= 0.1338,
Ki kare testi).

36



Biiyiik t gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 50 yas ve alt1 26 Kisinin,
8’inde BKYV tespit edilir iken, 50 yas iizeri 56 Kisinin, 13’iinde BKV tespit edilmistir.
Elde edilen veriler karsilastirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=

0.5876, ki kare testi).

Kiiciik t gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 50 yas ve alti 26 Kisinin,
16’sinda JCV tespit edilir iken, 50 yas iizeri 56 Kisinin, 45’inde JCV tespit edilmistir.
Elde edilen veriler karsilastirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=

0.1019, ki kare testi).

Biiyiik t gen bolgesine spesifik real-time PCR yontemi ile 50 yas ve alt1 26 Kisinin,
19’unda JCV tespit edilir iken, 50 yas iizeri 56 kisinin, 48’sinde JCV tespit edilmistir.
Elde edilen veriler karsilagtirildiginda istatiksel anlamli farklilik bulunmamaktadir (p=

0.2210, ki kare testi).

Bu sonuglara gore BKV ve JCV yoniinden 50 yas ve alt1 ile 50 yas iizeri arasinda

farkhlik olmadig goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Kii¢iik t gen bolgesinin arastirildigi real-time PCR yonteminde pozitif BKV

ornegi ekran goriintiisii (640 kanalinda).

Mavi ¢izgi negatif kontrolii, yesil ¢izgi BKV i¢in pozitif kontrolii ve kahverengi ¢izgi
de 6rnegin BKV pozitif oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.2. Kiigiik t gen bdlgesinin arastirildigi real-time PCR yonteminde pozitif JCV

ornegi ekran goriintiisii (705 kanalinda).

Mavi ¢izgi negatif kontrolii, kirmizi ¢izgi JCV igin pozitif kontrolii ve kahverengi ¢izgi
de 6rnegin JCV pozitif oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.3. Kiigiik t gen bolgesinin arastirildigi real-time PCR yonteminde negatif BKV

ornegi ekran goriintiisii (640 kanalinda).

Mavi ¢izgi negatif kontrolii, yesil ¢izgi BKV i¢in pozitif kontrolii ve pembe ¢izgi de

ornegin negatif oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.4. Kiiciik t gen bolgesinin arastirildig real-time PCR yonteminde negatif JCV

ornegi ekran goriintiisii (705 kanalinda).

Mavi ¢izgi negatif kontrolii, kirmizi ¢izgi JCV igin pozitif kontrolii ve kahverengi ¢izgi

de 6rnegin negatif oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.5. Biiyiik T gen bolgesinin arastirildigi real-time PCR yonteminde pozitif BKV

Ornegi ekran goriintiisii (530 kanalinda).

Pembe ¢izgi negatif kontrolii, mavi ¢izgi BKV ig¢in pozitif kontrolii ve kirmiz1 ¢izgi de

ornegin BKV pozitif oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.6. Biiyiik T gen bdlgesinin arastirildigi real-time PCR yonteminde pozitif JCV

ornegi ekran gorlintiisii (530 kanalinda).

Koyu yesil ¢izgi negatif kontrolii, agik mavi ¢izgi JCV i¢in pozitif kontrolii ve pembe
¢izgi de drnegin JCV pozitif oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.7. Biiyiik T gen bolgesinin arastirildigi real-time PCR yonteminde negatif

BKYV o6rnegi ekran goriintiisii (530 kanalinda).

Pembe ¢izgi negatif kontrolii, mavi ¢izgi BKV i¢in pozitif kontrolii ve kahverengi ¢izgi

de 6rnegin negatif oldugunu gostermektedir.

44



Sekil 4.8. Biiylik T gen bolgesinin arastirildigi real-time PCR yonteminde negatif JCV

ornegi ekran goriintiisii (530 kanalinda).

Koyu yesil ¢izgi negatif kontrolii, acik mavi ¢izgi JCV i¢in pozitif kontrolii ve yesil

¢izgi de 6rnegin negatif oldugunu gostermektedir.

Sonuclar Ticari Kit In-house yontem

BK Pozitif 9 21

JC Pozitif 61 67
Negatif 12 8
Toplam 82 82

Tablo 4.4. Real-time PCR yontemlerine gore saptanan BK ve JC viriis sonuglari.

45



BKY i¢in birinci yontemle karsilastirildiginda, ikinci yontemin performansi; farkli
primer ve prob kullanilarak gilincellenmis BKV real-time PCR yonteminin
degerlendirilmesi igin, prospektif olarak toplanan 82 idrar 6rnegi kullanildi. Calisma
sonunda birinci yontem ile 9, ikinci yontem ile 21 BKV pozitifligi, birinci yontem ile 12,
ikinci yontem ile 8 negatiflik saptand: (Tablo 4.4). Negatif saptananlarin 8 tanesi her iki
yontemle de negatif bulundu. Her iki yontemle BKV pozitifligi sadece 4 ornekte vardi.
Birinci yontemle negatif saptananlarin 2 tanesi ikinci yontemde BKV pozitifti. Birinci
yontemle pozitif saptananlarin 5 tanesinde ikinci yontemle BKV ve JCV birlikte pozitifligi

vardi.

Birinci yontem ile ayn1 6rnekte BKV ve JCV pozitifligi bulunmazken, ikinci yontem

ile 14 6rnekte ayn1 anda BKV ve JCV pozitifligi saptandi.

BKYV tespitinde; birinci yontem ile 9 6rnekte pozitiflik saptanirken, ikinci yontem ile
21 ornekte pozitiflik saptanmistir. Elde edilen veriler karsilastirildiginda istatiksel olarak
iki yontem arasinda anlamh farkhihk bulunmaktadir (p= 0.0252, iki kuyruklu
eslestirilmis t-testi).

JCYV icin birinci yontemle karsilastirnldiginda, ikinci yontemin performansi; farkli
primer ve prob kullanilarak giincellenmis BKV real-time PCR y6nteminin
degerlendirilmesi i¢in, prospektif olarak toplanan 82 idrar 6rnegi kullanildi. Calisma
sonunda birinci yontem ile 61, ikinci yontem ile 67 JCV pozitifligi, birinci yontem ile 12,
ikinci yontem ile 8 negatiflik saptandi (Tablo 4.4). 8 6rnek her iki yontemle de negatif
bulundu. Birinci ydntemle negatif saptananlarin 3 tanesi ikinci yontemle pozitifti. Ikinci

yontemde negatif saptananlarin 6 tanesi birinci yontemle pozitifti.

JCV tespitinde; birinci yontem ile 61 6rnekte pozitiflik saptanirken, ikinci yontem ile
67 ornekte pozitiflik saptanmistir. Elde edilen veriler karsilastirildiginda istatiksel olarak
iki yontem arasinda anlamh farkhihk bulunmamaktadir (p= 0.3457, iki kuyruklu

eslestirilmis t-testi).

Iki yontemle ¢alisma sonrasinda, PCR sonuglar1 arasinda farklilik bulunan 19 érnek her
iki real-time PCR yontemiyle bir kez daha ¢alismaya alind. ikinci calismalarda da benzer
sonuglar elde edildi. Sonrasinda bu 19 6rnegin VP1 bdlgesinin sekans analizi Sanger

metodu kullanilarak 6zel bir laboratuvara yaptirildi. Yapilan dizi analizlerinin sonuglarina
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gore 12 6rnek birinci yontemle uyumlu, 3 6rnek ikinci yontemle uyumlu 3 6rnek ise her iki

yontemle de uyumsuz bulunmustur.

Ornek

Numarasi Ticari Kit In-house Yontem Dizi Analizi
1 JC Pozitif BK Pozitif JC Pozitif
24 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
27 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
29 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
30 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
33 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
34 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
41 JC Pozitif BK Pozitif JC Pozitif
43 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif BK Pozitif
46 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
73 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
78 Negatif BK Pozitif/JC Pozitif Negatif

Tablo 4.5. VP1 Gen bdlgesinin Sanger dizi analizi sonuglari birinci yontem ile uyumlu 12

ornek.
Ornek
Numarasi Ticari Kit In-house Yontem Dizi Analizi
45 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif
72 Negatif JC Pozitif JC Pozitif
75 Negatif JC Pozitif JC Pozitif
76 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif

Tablo 4.6. VP1 Gen bolgesinin Sanger dizi analizi sonuglar1 ile uyumlu 4 6rnek.
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Ornek

Numarasi Ticari Kit In-house Yontem Dizi Analizi
18 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
44 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
74 Negatif BK Pozitif JC Pozitif

Tablo 4.7. VP1 Gen bolgesinin Sanger dizi analizi sonuglari her iki yontemle de uyumsuz

3 Ornek.

Calistigimiz ticari kit ve in-house yontemle ilgili duyarlilik, 6zgillik, pozitif
prediktif deger ve negatif prediktif degerleri hesaplayabilmek i¢in, polyomaviriislerin
tespitinde dizi analizini standart yontem olarak kabul ederek; bu 19 6rnegin sonuglariyla
beraber ilk iki yontemde ayni sonucu buldugumuz kalan 63 6rnegin sonuglarini bir siitunda
topladik (Tablo 4.8).
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Ornek

Ticari Kit In-house Yontem Dizi Analizi
Numarasi

1 JC Pozitif BK Pozitif JC Pozitif
2 Negatif Negatif Negatif

3 BK Pozitif BK Pozitif BK Pozitif
4 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
5 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
6 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
7 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
8 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
9 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
10 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
11 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
12 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
13 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
14 Negatif Negatif Negatif

15 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
16 Negatif Negatif Negatif

17 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
18 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
19 Negatif Negatif Negatif

20 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
21 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
22 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
23 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
24 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
25 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
26 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
27 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
28 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
29 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
30 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
31 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
32 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
33 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
34 JC Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
35 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
36 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
37 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
38 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
39 Negatif Negatif Negatif

40 JC Pozitif JC Pozitif JC Pozitif
41 JC Pozitif BK Pozitif JC Pozitif
42 Negatif Negatif Negatif

43 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif BK Pozitif
44 BK Pozitif BK Pozitif/JC Pozitif JC Pozitif
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

BK Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif
Negatif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
Negatif
JC Pozitif
Negatif
Negatif
BK Pozitif
Negatif
Negatif
JC Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif
BK Pozitif

BK Pozitif/JC Pozitif
BK Pozitif/JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif
Negatif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif/JC Pozitif
BK Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif/JC Pozitif
Negatif
BK Pozitif/JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif
BK Pozitif

BK Pozitif/JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif

Negatif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif
JC Pozitif

BK Pozitif/JC Pozitif

Negatif

Negatif
JC Pozitif
JC Pozitif
BK Pozitif
BK Pozitif

Tablo 4.8. Calistigimiz 82 6rnegin her ii¢ yontemle bulunan sonuglari.
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Buna gore ticari PCR kiti ile yaptigimiz yontemin BKYV i¢in duyarliligi %100,
ozgilligi %97.3, pozitif prediktif degeri %77.8, negatif prediktif degeri %100, JCV i¢in
duyarhilig1 %89.7, 6zgiilliigii %100, pozitif prediktif degeri %100, negatif prediktif degeri
%66.7 (Tablo 4.9); tasarladigimiz primer ve problarla yaptigimiz in-house yontemin BKV
icin duyarliligi %100, 6zgilligii %81.3, pozitif prediktif degeri %33.3, negatif prediktif
degeri %100, JCV igin duyarliligi %98.5, 6zgiilligi %100, pozitif prediktif degeri %100,
negatif prediktif degeri %93.3 olarak bulunmustur (Tablo 4.10).

BKV JCV

Duyarhlik (%) 100 89.7
Ozgiilliik (%) 97.3 100

Pozitif Prediktif Deger (%) 77.8 100
Negatif Prediktif Deger (%) 100 66.7

Tablo 4.9. Ticari kitin BKV ve JCV ig¢in duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif ve negatif
prediktif degerleri.

BKV JCV

Duyarhlik (%) 100 98.5
Ozgiilliik (%) 81.3 100
Pozitif Prediktif Deger (%) 33.3 100
Negatif Prediktif Deger (%) 100 93.3

Tablo 4.10. In-house yontemin BKV ve JCV igin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif ve
negatif prediktif degerleri.
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5. TARTISMA

Insan polyomaviriisleri, Papovaviridae familyasinda, Polyomavirus alt grubunda yer
almaktadirlar (Eash ve ark 2006). En yaygin iki insan polyomaviriisii ilk kez 1970’lerde
tamimlanan BK ve JC virisleridir (Gardner ve ark 1971, Padgett ve ark 1971).
Polyomaviriisleri ile iliskili hastaliklar, genellikle organ nakli, AIDS ve 16semi gibi siddetli
hiicresel immiin siipresyonun s6z konusu oldugu durumlarda ortaya ¢ikmaktadir (Major

2001).

Insanlarin ¢ogu BK ve JC viriisleri ile cocukluk ¢aginda karsilasirlar ve bu donemde
enfeksiyon hafif ya da asemptomatik seyreder (Chesters ve ark 1983, Di Taranto ve ark
1997). Bu donemden sonra viriisler, latent olarak bobreklerde ve B lenfositlerde bulunurlar
(Monaco ve ark 1996, Lafon ve ark 1998). Bununla birlikte BK ve JC viriisleri reaktive
olurlarsa veya immiin sistemi baskilanmis konak tarafindan alinirlarsa, bir dizi hastaliga
neden olabilmektedirler. BKV en yaygin olarak iireter stenozu, hemorajik sistit ve
nefropati gibi bobrek tutulumu ile iliskilendirilmektedir. Daha az oranda da pndmoni,
retinitis, karaciger hastaliklar1 ve meningoensefalite neden oldugu bildirilmektedir.
Genellikle nefropati viriisiin idrar ve plazmada varligindan 6nce gergeklesir (Tan 2010).
Bobrek nakli alicilariin yaklasik %80’inde BKV viriirisi bulunmaktadir ve bunlarin da
%5-10’unda BKYV ile baglantili nefropati gelismektedir (Binet ve ark 1999, Hirsch 2002,
Bressollette-Bodin ve ark 2005).

JCV ise PML ile iliskisi en iyi bilinen viristir. PML, serebral beyaz
madde demiyelinizasyonu ile birlikte kognitif yikim, yiiriiylls ve koordinasyon
bozukluklari, uzuvlarda parezi ve nébet aktivitesine neden olmaktadir (Lima ve ark 2006).
JCV’iin latent olarak bdobrekleri enfekte edebilecegi (Randhawa ve ark 2004), fakat
Ozellikle immun sistemi baskilanmis hastalarda ndrolojik enfeksiyonlara neden oldugu
bildirilmektedir (Hou ve Major 2000). Ayrica, JCV’iin bireysel konaga bagli olarak 2
formda (latent; nonpatojenik form ve viriilan; norotropik form) persiste olabilecegi de

yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Yogo ve ark 1990).

BKV ve JCV viral yiikleri; idrar, diski, kan ve beyin omurilik sivis1 6rneklerinden
belirlenebilmektedir (Ryschkewitsch ve ark 2004, Vanchiere ve ark 2005, Vilchez ve
Kusne 2006). BKV wviral yiikii genellikle idrarda, plazmanin 1000 kati oraninda
bulunmaktadir (Randhawa ve ark 2004). Benzer sekilde, JCV’iin de saglikli bireylerde
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yiikksek oranda idrar ile atildigi bildirilmektedir (Kitamura ve ark 1990, Chang ve ark
1996).

BK ve JC viriislerinin genetik olarak birbirleri ile yakin iligkili olduklari ve %75’¢e
varan oranda genom homolojisi gosterdikleri tespit edilmistir (Feng ve ark 2008).
Polyomaviriislerde, viral genom, 6 proteini kodlamaktadir ve 3 segmente (erken genler,
gec genler ve kodlanmayan kontrol bolgesi) ayrilmaktadir. Erken bdlge genleri tarafindan
kodlanan proteinler, viral replikasyon ve ge¢ bolge genlerinin transkripsiyonunda goérev
almaktadirlar. Geg¢ genler ise kapsid proteinlerini (VP1, VP2 ve VP3) kodlarlar.
Kodlanmayan kontrol bolgesi ise erken ve ge¢ genlerin transkripsiyonu kontrol etmektedir
(Yogo ve ark 1990, Safak ve Khalili 2003).

BK ve JC virtsleri, genellikle ¢ok az izole edilmis birkag¢ topluluk disinda diinyanin
her yerinde yaygindir. Cocuklar, yetiskin seroprevalans oranlari olan %65-90'lara on
yasina kadar ulagirlar (Knowles 2006, Kean ve ark 2009), 9-11 yaslari arasindaki
cocuklarda JC seroprevalansinin %50, BK seroprevalansinin ise %90 oldugu tespit
edilmistir (Gardner ve ark 1971, Stolt ve ark 2003). Bulagmanin, erken yasta solunum yolu
ile veya ag1z yoluyla gercgeklestigi diistiniilmektedir (Stoner ve Hubner 2001).

BKYV ve JCV enfeksiyonlarinin sikligi ve immiinolojik bozuklugu olan konaklarda
enfeksiyonun yayilma riskinin yiiksek olmasi polyomaviriislerinin hizli teshisini 6énemli bir
konu haline getirmistir. Hastanin yonetimi i¢in polyomaviriisiiniin tanimlanmast 6nem
tagimaktadir.

Viriis izolasyonu ve serolojik analizler gibi geleneksel metotlar teknik sinirlamalar
veya ticari reaktif eksikligi nedenlerinden dolayi, gilinlimiizde polyomaviriislerin rutin
teshisinde yaygin olarak kullanilmamaktadir. Niikleik asit cogaltma teknikleri, 6zellikle de
PCR yontemi, polyomaviriislerin tespitinde diger tani1 yontemlerine gore daha {istiin
hassasiyete sahiptir (Boldorini ve ark 2004). PCR, giiniimiizde polyomaviriislerin tespiti
icin "altin standart" olarak tanimlanmaktadir (Whiley ve ark 2001). Bununla birlikte, klinik
laboratuvarlarda niikleik asit amplifikasyon tekniklerini rutinde uygulamanin baz
zorluklar1 vardir. Amplikon kontaminasyon riski ve teknik agidan zahmetli PCR iiriinii
tespit yontemleri bu zorluklarin baslicalaridir (Udaykumar ve ark 1993, Espy ve ark 2000).

Real-time PCR enstriimantasyonu, niikleik asit amplifikasyonu ve tespit teknolojisinin
gelinen son asamadir ve rutinde PCR uygulama kisitlamalarin1 ortadan kaldirmaktadir
(Whiley ve ark 2001). Giiniimiizde, real-time PCR metotlari, klinik viroloji alaninda viral

kopya sayilarinin miktarinin belirlenmesine ve viriis genom kopya sayisinin kesin olarak
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tespit edilmesine imkan vererek, enfeksiyon hakkinda, Ozellikle latent wviriis
enfeksiyonlarinda tespit edilen viriisiin patojen olup olmadigini, enfeksiyonun siddetini ve
tedavinin seyrini degerlendirmek icin yararl bilgiler saglar (Funahashi ve ark 2010).

Real-time PCR metotlarinda, en iyi performansi saglamak i¢in, hedef sekans dizileri
korunmus bdlgelerden dikkatle secilmeli ve diizenli olarak yeni kullanilabilir sekans
dizilerine kars1 degerlendirilmelidir (Gunson ve ark 2006). Yapilan farkli ¢alismalarda BK
ve JC virtislerinin hedef sekans dizilerinde, sekans farkliliklarinin oldugu ve bu sekans
dizisi degiskenliklerinin analiz performansmi etkileyebilecegi bildirilmistir (Jin ve ark
1993, Chen ve ark 2004, Gosert ve ark 2008, Tremolada ve ark 2010). BKV ve JCV
genomlart biiylik dizi varyasyonlar1 gostermektedir. Bu dizi varyasyonlart ayn1 zamanda
farkli subtipler arasinda da goriilmektedir. Bu durum, BKV ve JCV’lerinin tespiti amaciyla
real-time PCR analizlerinde kullanilan primer ve probe dizaynini giiglestirmektedir. BKV
ve JCV’lerinin sensitif ve spesifik bir yontemle tespiti i¢in hedef bolgenin, korunmus
baglanma yerleri arasinda olmasi gerektigi bildirilmektedir (Whiley ve ark 2001).

Viral genomun kodlanmayan kontrol bolgesinde genetik mutasyonlarin ve yeniden
diizenlemelerin yogun oldugu tespit edilmistir (Yogo ve Sugimoto 2001, Sharma ve ark
2007). Kapsid bolgesinde, 6zellikle VP1 geninde de mutasyonlarin siklikla goriildigi
(Baksh ve ark 2001, Boldorini ve ark 2009, Sunyaev ve ark 2009), bu durumun
polyomaviriislerinin ve varyantlarinin tespitini ve viral ylik miktar tayinini olumsuz yonde
etkileyebilecegi ve yanlis negatiflige neden olabilecegi bildirilmistir (Landry ve ark 2008).
Bununla birlikte, viral genomun kiigiik t gen ve biiyiik T gen bolgelerinin homolog
bolgelere sahip oldugu, sekans varyasyonlarinin daha az goriildiigi ve her bir
polyomaviriisiin tespitinde uygun hedef gen boélgesi oldugu bildirilmistir (Dhar ve ark
1979, Fedele ve ark 1999).

Calismamiz kapsaminda polyomaviriis viral genomundaki iki korunmus bolgeyi
(kiictik t gen ve bliylik T gen bolgeleri) hedef alan iki farkli real-time PCR yonteminin
klinik teshiste performansmin karsilastirilmasi amagladik. Bu sebeple, biliyiik T gen
bolgesinde bugiine kadar meydana gelen poliformizmleri de dikkate alarak, Dumoulin ve
Hirsch (2011) tarafindan dizayn edilmis primer ve problart kullandik. Kiiciik t geni
varligint ise, ticari olarak hazirlanmis bir kit (LightMix Kit for the detection of
Polyomaviruses JC and BK, Roche Diagnostics Ltd. TIB MOLBIOL GmbH, Berlin,
Germany) kullanilarak arastirdik. Kiigiik t genine spesifik olarak hazirlanan ticari kit ile 10
kopya BKV ve JCV DNA’s1 belirlenebilir iken, Dumoulin ve Hirsch (2011) tarafindan
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tanimlanan biiyiilk T gen bdlgesine spesifik yontem ise 4.15 kopya BKV DNA’s1 ve 3.37
kopya JCV DNA’sinin belirlenebilecegi belirtilmistir (Dumolin ve Hirsch 2011).

Calismamizda; kiiciik t gen bolgesine spesifik real-time PCR metodu ile ¢alisilan 82
ornekte; 9 BKV pozitifligi, 61 JCV pozitifligi, 12 negatiflik, biiylik T gen bdlgesine
spesifik real-time PCR yontemi ile calisgilan 82 o6rnekte; 21 BKV pozitifligi, 67 JCV
pozitifligi ve 8 negatiflik saptandi.

4 ornekte; her iki yontemle de BKV pozitifligi, 51 6rnekte; her iki yontemle de JCV
pozitifligi vardi. Birinci yontemle ayni ornekte BKV ve JCV pozitifligi bulunmazken,

ikinci yontem ile 14 6rnekte ayni anda BKV ve JCV pozitifligi saptandi.

Birinci yontemle negatif saptanan 6rneklerden; 1 tanesi ikinci yontemde BKV pozitif,
2 tanesi JCV pozitif, 2 tanesi ise beraber BKV ve JCV pozitifti. Ikinci yontemle negatif

saptatanlarin hepsi birinci yontemle de negatifti.

Iki yontem ile elde edilen pozitif &rnek sayis1 arasindaki farkliliklarin, her iki yontemde
kullanilan primer ¢iftlerinin farkli gen bolgelerini hedef almasina ve bu gen bolgelerinde
meydana gelmis olan degisimlere (nokta mutasyon, delesyon, insersiyon, substisyon vb.)
baglanabilir. Bu degisimler, primer baglanmasini engelleyerek, yanlig/farkli sonuglar elde

etmeye neden olabilmektedir.

Elde edilen verileri karsilastirdigimizda, istatiksel olarak iki yontem arasinda, BKV
tespitinde anlaml bir farklilik bulundugunu saptadik. Bu da bize uyguladigimiz metodun
dogrulugunu ispatlamamiz gerektigi fikrine yonlendirdi. Iki yontemle ¢alisma sonrasinda,
PCR sonuglar arasinda farklilik bulunan 19 6rnek her iki yontemle de bir kez daha
calismaya alind1. Ikinci galigmalarda da benzer PCR sonuglari elde edildi. Sonrasinda bu
19 6rnegin VP1 bolgesinin sekans analizi Sanger metodu kullanilarak yapildi. Yapilan dizi
analizlerinin sonuclarina gére 12 6rnek birinci yontemle uyumlu, 4 6rnek ikinci yontemle

uyumlu, 3 6rnek ise her iki yontemle de uyumsuz bulundu.

Buldugumuz duyarlilik ve 6zgiilliik oranlar tasarladigimiz in-house yontemin, BKV ve
JCV’lerin tespitinde basartyla kullanilmaya aday bir yontem oldugunu desteklemektedir.
Oyle ki JCV’lerin tespitinde yontemin duyarliigi ticari kit ile yaptigimiz ydntemin

duyarliligina gére daha yiliksek bulunmustur. Bu bulgu da ticari real-time PCR Kkitlerinin
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hedef gen bolgelerini, teshiste en iyi performansi saglamak i¢in yeni elde edilen sonuglara

gore diizenli olarak giincellemeleri gerekliligini dogurmaktadir.

Calismamiz bu konudaki iilkemizde yapilan ilk, diinyada yapilan nadir ¢alismalardan
olup, ‘uygulanmasi daha az zahmetli ve maliyeti daha ucuz’ bir yontem olmasiyla da

ayrica onem kazanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1.

Calismamiz sonucunda, elde edilen farkli sonuglardan, hedef alinan farkli gen
bolgesindeki polimorfizmlerin sorumlu oldugunu ve BKV hedef gen bdlgesinde
JCV hedef gen bolgesine gore daha fazla degisim oldugunu diisiinmekteyiz.
Polyomaviriislerin tespitinde in-house yontem, duyarlilik ve 6zgiilliik oranlariyla,
rutin teshiste giivenle kullanilmaya aday bir yontemdir.

BKV ve JCV tespitinde uyguladigimiz in-house real-time PCR yoOntemi
uygulanmasi kolay ve daha az maliyetlidir.

Calismamiz bu konuda iilkemizde yapilan ilk, diinyada yapilan nadir ¢alismalardan
biridir.

PCR tabanli molekiiler analizler polyomaviriislerin teshisinde merkezi bir role
sahiptir. En iyi performansi saglamak igin, hedef alinan bolgeler yeni elde edilen
bilgiler 1s181inda giincellenmelidir. Calismamiz bu giincellemelere yol gdsterici

niteliktedir.
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