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OZET

Imamova, N. (2016). Farkli hasta gruplarinda Sitomegalovirus genotiplerininin
aragtirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji
ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Calismamizda farkli hasta gruplarindan elde edilen farkli klinik 6rneklerde

CMV glikoprotein B (gB) genotiplerinin arastiritlmasi amaglanda.

Calismaya Istanbul Universtesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Hastanesi’nin
poliklinik ve servislerinde takip edilen ve CMV DNA’s1 pozitif bulunan 46 hasta dahil
edildi (21 kadin, 25 erkek; yas araligi 0-71, yas ortalamas1 34,29+20,22). Hastalara ait
49 ornekte CMV ¢gB genotipleri c¢alisildi. Hastalar transplant alicilari, konjenital

infeksiyon ve “diger” olmak iizere ii¢ ana gruba ayrildi.

Genotiplendirme isleminde gB bolgesine ait PCR {irlinlerinin DNA dizileri
kullanildi.

Klinik 6rneklerin 25’inde gB1 (%51,03), 14’tinde gB2 (%28,57), 5’inde gB3
(9%10,2) ve 5’inde gB4 (%10,2) bulundu. Karisik genotip saptanmadi.

Omek tiirlerine gore genotip dagiliminda istatiksel agidan anlamli bir fark
bulunamadi (p>0,05). Hasta tan1 gruplarina gore genotip dagilimi; transplant alicilarinda
(KIT+SOT) (n=23) gB1 %30,5, gB2 %39,1, gB3 %13, gB4 %17,4, konjenital CMV
tan1 grubunda (n=9) gB1 %66,7, gB2 %22,2, gB3 %11,1, gB4 %0 ve “diger” hasta
grubunda (n=17) gBl1 %70,6, gB2 %17,6, gB3 %5,9, gB4 %5,9 olarak saptandi.
Genotip dagilimi transplant alicilar1 ile konjenital infeksiyon tani grubu arasinda
istatiksel acidan farkli degildi. gB1 “diger” hasta grubunda transplantasyon alicilarina
kiyasla anlamli derecede daha yiiksekti (sirasi ile %70,59’a karsin %30,43, p=0,02).

Calismaya dahil edilen hastalarda en sik genotip gB1 saptandi. Hastalardan
birinde ilk gelen 6rnekte gB1 saptanirken, ikinci 6rnekte gB2 bulundu. Bu durum farkl

genotip ile reinfeksiyon olusabilecegini gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, gB proteinin immunolojik yanit a¢isindan baskin roliinden
dolay1 gB genotiplerinin immunopatogenez ve klinik seyir tizerinde belirleyici bir role
sahip olabilecegini ve konagmn bagisiklik sisteminin durumuna bagli olarak farkli

dagilimlar gosterebilecegini diislindiirmektedir.



Xiii

Anahtar Kelimeler: Sitomegalovirus, genotip, glikoprotein B, nested PCR, DNA dizi
analizi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 51977



Xiv

ABSTRACT

Imamova, N. (2016). Investigation of distribution of CMV genotypes in different
patient groups. Istanbul. University, Institute of Health Science, Department of Medical
Microbiology, Master thesis, Istanbul

The aim of our study was to investigate the CMV glycoprotein B (gB) genotypes

in different clinical samples of different patient groups.

Forty six patients (21 female, 25 male, aged between 0-71, mean age
34,29+20,22). who were referred to our laboratory from different clinics of Cerrahpasa
Medical Faculty of Istanbul University and found positive for CMV DNA were
included to the study. CMV genotypes were determined in total 49 samples of 46
patients. Patients were categorised into three groups as transplant recipients, congenital
infection and others.

Genotyping was based on sequencing of partial sequencing of gB gene region.
gB1 (51.03%) was found in 25 clinical samples; gB2 (28.57%) in 14, gB3 (10.2%) in 5
and gB4 (10.2%) in 5. No mixed genotype was found in any sample.

The distribution of CMV genotypes according to sample types was not different.
The distribution of CMV genotypes according to patient diagnosis groups was as
following: in transplant recipients (n=23) gB1 30.5%, gB2 39.1%, gB3 13%, gB4
17.4%, in congenital infection group (n=9) gB1 66.7%, gB2 22.2%, gB3 11.1%, gB4
0% and in “others” group (n=17) gB1 70.6%, gB2 17.6%, gB3 5.9%, gB4 5.9%. The
distribution of genotypes in transplant recipients and congenital infection groups were
similar but gB1 was a significantly more prevalent in “others” group compared to

transplant recipients (70.59% vs.30.43% , respectively, p=0.02).

gB1 was the most frequently genotype. Two samples from the same patient
obtained in different occasions harbored genotype gB1 and gB2 suggesting reinfection.

Considering the dominant role of gB protein regarding the host immune
response, our results support that the ¢gB genotypes may be critical in
immunopathogenesis and clinical course of infection and may differently distributed in
different patient groups according to the immune status of the host.
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1. GIRIS VE AMAC

Herpesviridae ailesinin Betaherpesvirinae alt ailesinden Cytomegalavirus
(CMV) cinsi i¢inde yer alan Human herpesvirus 5, saglikli kisilerde ¢ogunlukla
asemptomatik infeksiyonlara yol acan yaygin bir virustur. Gelismekte olan iilkelerde
eriskinler arasinda seropozitiflik oran1 %90’larin {lizerine ¢ikmaktadir. Bazi durumlarda
mononukleoz benzeri sendromlara neden olabilir (Mazzulli ve ark. 1999; Melnik ve ark.
2011). Bununla birlikte CMV infeksiyonlar1 6zellikle transplant alicilar1 olmak iizere
bagisiklik sorunu olan kisilerde ciddi klinik sonuclara yol agabilmektedir. Intrauterin ya
da siitcocuklugu ¢aginda edinilen CMV infeksiyonlar1 hastalarin 6nemli bir kisminda
ciddi sekellere neden olmaktadir (Bale ve ark. 2000; Leung ve ark. 2003; Malm ve
Engman 2007; Engman 2008;).

Virus tiikiiriik, semen, servikal ve vajinal sekresyonlar, kan triinleri, transplante
organlar, géz yasi, idrar ve anne siitiinden izole edilmistir (Malm ve Engman 2007;
Nassetta ve ark. 2009). Infeksiyonun bulasma yollar1 yakin temas (tiikriik ve idrar gibi
viicut sivilari ile), cinsel iliski, emzirme, kan transfiizyonu ve organ transplantasyonudur
(Colugnati ve ark. 2007; Nassikas ve Tsaples 2013). En tehlikeli bulasma yollarindan
bir digeri ise etkenin anneden bebege vertikal yolla bulasmasidir (Nassikas ve Tsaples
2013).

CMV infeksiyonunda hem konak hem de virusa ait faktdrler 6nemli rol oynar.
Virus genomunun gesitli bolgelerinde ortaya ¢ikan genetik varyasyonlarin virulansi
etkiledigi distiniilmektedir (Paradowska ve ark. 2015). CMV genomu 236 kb
uzunlugundadir ve 60’dan fazla (gliko) protein kodlamaktadir. UL55 gen bdlgesi
tarafindan kodlanan glikoprotein B (gB) major zarf glikoproteinidir ve virusun konak
hiicreye tutunmasini, hiicreden hiicreye transferini ve infekte hiicrelerin fiizyonunu
saglar (Sarcinella ve ark. 2002; Pang ve ark. 2008). Ayn1 zamanda hem hiicresel hem
de humoral yamtin hedefidir. Bu ylizden gB bdlgesindeki genetik varyasyonlar
hastaligin klinik seyrini, virusun hiicre tropizmini ve patogenezini etkileyebilir (Tarrago
ve ark. 2003; Pang ve ark. 2008).

CMV suslarinda dort farkli gB genotipi (gBI-4) saptanmistir. gB5 genotipi
nadirdir (Shepp ve ark.1996). gB6 ve gB7 genotipi ise ¢ocuk hastalarda RFLP yontemi

ile gosterilmistir (Trincado ve ark. 2000). Genotip analiz ¢aligmalarinda gB genotip



dagiliminin cografik veya demografik farklilik gosterdigi bildirilmistir (Sahiner ve ark.
2015; Paradowska ve ark. 2015).

Konjenital CMV infeksiyonu ile ilgili gB genotiplendirme c¢alismalarinda
Avrupa tilkelerinde gB1 genotipi dominant olarak bulunmustur. Meksika ve Brezilya’da
ise dogurganlik cagindaki kadinlarda gB2 daha fazla saptanmistir. HIV ile infekte
hastalarda gB2 ile retinit arasinda iligki oldugunu ve bu genotipin retinopatik 6zelliginin
arastirilmas1 gerektigini bildiren c¢alismalar vardir. SOT alicilarinda en fazla gB1
saptanmistir. CMV hastalig1 gelisen KiT hastalarinda gB2 genotipi daha yaygin olarak
bulunmustur. gB3 ve gB4 bulunan kemik iligi baskilanmis olgularda mortalite oranin
yiikksek oldugu bildirilmistir. gB3 genotipinin CMV pndmonisi i¢in risk faktorii
olusturabilecegine dair bulgular mevcuttur. Ayrica gB3’le infekte hastalarda
antiretroviral tedavi sirasinda daha yiiksek viral yiik goriildiigli, bu genotipin CMV
hastaligr gelisimi ve diisiik sag kalim oranlariyla baglantili bulunmasi ile diger
genotiplerden farkli oldugu bildirilmistir (Diemant ve ark. 2013). Karisik genotip
bulunan hastalarda CMV hastaliginin seyrinin agir oldugu, greft rejeksiyon oraninin
arttigi ve viral yiikiin daha yiiksek oldugu, ancak tedavinin ilk giinlerinde diger
genotiplere gore daha cabuk diistiigli, ayrica gB1’in tedaviye daha ge¢ yanit verdigi
bildirilmistir (Sarcinella ve ark. 2002; Emery 2001).

Bu c¢alismada da Anabilim Dali Laboratuvari’na gonderilen farkli klinik
orneklerde saptanan CMV’lerin gB tiplerinin belirlenmesi ve klinik ornekler arasinda

genotip dagilimi agisindan farkliliklarinin olup olmadiginin arastirilmasi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cytomegalovirus (CMV)

Sitomegalovirus (CMV), Herpesviridae ailesinin bir iiyesi olarak, her yasta
gorlilebilen, biitiin diinyada yaygin bir infeksiyon etkenidir ve konakta yasam boyu
stiren latent infeksiyonlara neden olur. Saglikli bireylerde genellikle asemptomatik
olarak seyretmesine ragmen, bagisikligi baskilanmis bireylerde daha ¢ok firsat¢1 patojen
olarak ortaya c¢ikmaktadir. CMV ayni zamanda en sik rastlanan konjenital viral
infeksiyon etkenidir. Cocuklarda mental retardasyon, mikrosefali, hareket bozukluklari,
epilepsi, sensorinoral isitme kaybi (tek veya cift tarafli), koriyoretinit veya diger gérme

bozukluklar: en fazla goriilen nérolojik belirtilerdir (Jones 2003; Biron 2006).

2.1.1. Tarihge

Ilk kez Alman bilim adami Ribbert tarafindan 1881°de &lii dogan bebeklerin
bobreklerinde dev hiicrelerin goriilmesi ile dikkati cekmistir. Daha sonra ayni1 hiicrelere
8 aylik fetusun bobrek, karaciger ve akcigerinde de rastlanmig, “protozoon benzeri”
hiicreler olarak tanimlanmistir. Lowenstein Ribbert’in laboratuarinda calisirken 30
slitgocugunun 4iiniin parotis bezinde benzer hiicreleri gordiigiinii bildirmis, boylelikle,
intrantikleer inkliizyonlar igeren tipik sitomegalik hiicrelerin tanimi ilk kez yapilmstir.
Von Glahn ve Pappenheimer genital herpes ve herpes zoster ile infekte olan bir hastanin
lezyonunda yine bu tip hiicrelere rastlamis, buradan anormal hiicrelerin belirli bir virus
grubu ile iliskili oldugu fikri ortaya ¢ikmistir. Farber ve Wolbach farkli nedenlerden
Olen 183 ¢ocuktan 26'sinin tiikiiriik bezlerinde inkliizyon cisimcikleri igeren hiicreler
bulmus ve bu sitomegalovirus infeksiyonunun son derece yaygin olabilecegine iligkin
ilk kez dogru bir yaklasim olusturmustur. Goodpasture ve Talbert 1921°de, ilk kez etken
icin “cytomegalia” kelimesini kullanmistir (Riley 1997). 1932°de 25 letal konjenital
infeksiyon olgusunda petesi, hepatosplenomegali ve intraserebral kalsifikasyonlarin
olustugu gosterilmis ve hepsinin tipik intraniikleer inkliizyon cisimciklerine sahip

oldugu bildirilmistir. Wyatt, o zamanlar etyolojisi daha bilinmedigi halde, hastaligin



ismini “sitomegalik inkliizyon hastaligi (Cytomegalic Inclusion Disease-CID)’* olarak
Onermistir. Smith tarafindan 1956’da ise virus 6nce fareden, daha sonra Weller, Smith
ve Rowe tarafindan insandan ayr1 ayri izole edilmistir. Cytomegalovirus adi da infekte

ettigi hiicrelerde yaptig1 degisikliklerden 6tiirii ilk kez Weller tarafindan kullanilmastir.

Baglangicta sadece konjenital infeksiyonlarla iligkili oldugu diisiiniilen
CMV’nin, ilerleyen yillarda organ transplantasyonu ve bagisikligi baskilayici
uygulamalardan sonra gelisen ciddi infeksiyonlara da sebep oldugu goriilmistiir.
AIDS’li olgularda da basta retinit olmak iizere cesitli komplikasyonlara neden

olmaktadir (Riley 1997; Ho 2007).

2.1.2. Simiflandirma

Sitomegalovirus (CMV), ¢ift sarmalli DNA’ya sahip, zarfli viruslar igeren
Herpesviridae ailesi igerisinde yer alir. Bu ailenin en 6nemli 6zelliklerinde biri latent
infeksiyon olusturmalar1 ve organizmada yasam boyu siirebilmeleridir. Bugiine kadar
insan herpes virusu olan sekiz virus tanimlanmig olup, hayvanlar alemini infekte eden

100’e yakin herpes virus oldugu bilinmektedir.

Herpesviruslar ¢ok farkli tipte hiicreleri infekte etme yetenegine sahiptirler, bu
Ozelikleri ile herpesvirus ailesi 3 alt aile iginde siniflandirilmaktadir (Butcher ve ark.
1998).

Alfaherpesviruslar; nérotrop viruslar olup epitel hiicresi ve fibroblastlarda
kolaylikla treyebilirler. Konak spektrumlari genistir. Replikasyon dongiileri kisa
stirelidir, hiicre kiltiirlerinde hizli iirerler, belirgin sitopatik etki ve siklikla duyusal
gangliyonlarda latent infeksiyon olustururlar. Insan Herpes simpleks tip 1,2 (HSV-1,2),
Varicella-zoster virus (VZV/HHV3) ve maymunlarda goriilen Herpes B virus bu grupta
yer alir ( Jenkins ve Hoffman 2000; Davison 2003).

Betaherpesviruslar; tiikiiriik bezinin inkliizyon viruslar1 olup, infekte ettikleri
hiicreyi biiyiitiirler. Bu olaya sitomegali ad1 verilmistir. Konak spektrumlar1 dardir,
replikasyon doéngiileri uzundur, hiicre kiiltiiriinde yavas tirerler ve alfaherpesviruslara
kiyasla daha az sitopatik etki gosterirler. Siklikla salgi bezlerinde, lenforetikiiler

hiicrelerde ve bobreklerde latent kalirlar. Cytomegalovirus(CMV), Human Herpes virus



6 (HHV-6), Human Herpes virus 7 (HHV-7) bu grupta yer alir ( Jenkins ve Hoffman
2000).

Gammabherpesviruslar; lenfotropik viruslar olup konak spektrumlar1 oldukca
dardir. Viral replikasyonlar1 genellikle T ve B lenfositleri ile sinirhidir. Epstein Barr
virus (EBV) ve Human Herpes Virus 8 (HHV-8) bu grup igerisinde yer alir (Jenkins ve
Hoffman 2000). EBV ve HHV®&’in ayn1 zamanda bir dizi kanser tiiriiniin etyolojisinde

de etkili oldugu diistiniilmektedir.

2.1.3. Virusun yapisi

CMV, Herpesviridae ailesi icerisinde Betaherpesvirinae alt ailesinde yer alan
yaklasik 236 kb buyiikligiinde, ¢ift iplikli linear DNA genomuna sahip zarfli bir
virustur. Insan herpesvirus 5 (HHV-5) olarak da bilinir. Kisith konak yapisi, hiicre
kiiltiirlinde yavas tiremesi, tlikriik bezlerine olan tropizmi, hem intraniikleer hem de
intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri olusturmast ve uzun yasam dongisi ile
karakterizedir (Yan ve ark. 2008). 236 kb’lik genomuyla bilinen en biiyiik insan herpes
virusudiir. Cift iplikli lineer DNA genomu nukleokapsid ile sarilmistir. Kapsid disinda
tegument veya matriks olarak adlandirilan bir tabaka ve en dista hepsini gevreleyen lipit
bir zarf bulunur (Borst ve ark. 2001; Crough ve Khanna 2009; Cunningham ve ark.

2009). CMV’nin morfolojik yapis1 sekil 2-1°de gosterilmistir.



Sekil 2-1: CMV’nin morfolojik yapisi.

(http://viralzone.expasy.org/viralzone/all_by species/180.html)

CMV'nin elektron mikroskobisinde; yiliksek oranda defektif viral partikiiller
(NIEPs) ve dense body denilen yogun cisimcikler goriilmektedir. NIEPs infeksiyoz
viryonlara ¢ok benzerdir, zarfi, tegumenti ve kapsid proteinleri bulunur, ancak
ikozahedral kapsid igerisinde paketlenmis genomlar1 yoktur. Dense body’ler yalnizca
CMV infeksiyonlarma 6zgli karakteristik bir ozellikdir. Zarf ve tegument protein
pp65°den (UL83) olusmustur. Bununla beraber her iki partikiilin de CMV
infeksiyonundaki 6nemi tam olarak bilinmemektedir (Griffiths ve Grundy 1987; Hensel
ve ark. 1996; Varnum ve ark. 2004; Kalejta 2008).

2.1.3.1. Kapsid

CMV nukleokapsidi 130 nm g¢apinda, ikozahedral yapidadir ve 162
kapsomerden olugsmustur. Dort adet kor proteini igermektedir: 1) Major kapsid proteini
(MCP, pUL86, 154 kDa) 2) Mindr kapsid proteini (mCP, pULS85, 35 kDa) 3)Minor
kapsid proteinini baglayici protein (mC-BP, pUL46, 33 kDa) 4) En kiigiik kapsid
proteini (SCP,pUL48/49, 8.5 kD) (Hensel ve ark. 1996; Borst ve ark. 2001; Lai ve Britt.



2003;). Bu dort kapsid proteinin diizenlenmesi internal proteinler olan proteinaz dnciilii
(pPNP1; HCMV ULS80, 74 kDa) ve birlestirici protein onciilii (pAP; HCMV UL80.5, 38
kDa) tarafindan yapilir. Kapsid 1,300 A° (130 nm) ¢apinda 12 penton, 150 hekson ve
bunlar1 birbirine baglayan 320 tripleksin olusturdugu T=16 ikozahedrondan ibarettir.
Kapsomerlerin tamami1 MCP, tripleksler ise mCP ve mC-BP’den olusmustur (Plafker ve
Gibson 1998; Butcher ve ark. 1998; Nguyen ve ark. 2008). CMV ile infekte olmus
konak hiicrede 4 adet kapsid formu bulunur. 1k olarak sferik yapida gegici prokapsidler
olusur ve daha sonra bunlar olgun kapsid formlarina (A, B ve C) doniisiir.
Herpesviruslarda bu mekanizma hala belirsiz veya tartismali olarak kalmaktadir (Yu ve
ark. 2004). A kapsid formlarinin igerisi bostur ve penton kanallar1 agiktir. B kapsidi
iskelet (scaffold) proteinlerinden olusmustur, ¢ok az DNA igerir veya hi¢ icermez,
penton kanallar1 kapalidir. C kapsid paketlenmis DNA igerir ve penton kanallar1 agiktir.
Penton kanallarmin  kapsidin  toplanmast ve olgunlasmasinda rolii oldugu

distintilmektedir (Yu ve ark. 2004; Ryner ve ark. 2006; Tandon ve ark. 2015).

2.1.3.2. Tegument

Bu protein tabakasi ilk kez Roizman ve Furlong tarafindan tegument olarak
adlandirilmigtir. Kapsidi gevreler ve kapsidle zarf arasinda bulunur. Son zamanlarda
gelistirilen antiviral tedavi olanaklar i¢in olast hedeflerden biri de tegumentte lokalize
olan proteinlerdir. Tegument en az 38 farkli viral protein igerir. Bunlar da viral
replikasyonun baglamasinda Onemli role sahiptir (Kalejta 2008). Bu proteinler,
infeksiyon sirasinda ¢ok cesitli aktivasyonlarla isaretlenir ve fosforillenir. Ancak bu ve
diger posttranslasyonel modifikasyonlarin 6nemi biiyiik dl¢iide kesfedilmemis olarak
kalmaktadir (Kalejta 2008; Smith ve ark. 2014). Tegument proteinleri virusun hiicre
icine girisi, bagisiklik sisteminden kagma, litik infeksiyon sirasinda erken gen
ekspresyonunun etkinligini arttirmak, bir araya gelme ve hiicreden c¢ikis1 dahil olmak
lizere yasam dongiisliniin tim asamalarinda 6nemli rol oynamaktadir (Smith ve ark.
2014). CMV tegumentte bulunan bes baslica protein tiirii vardir: UL48 tarafindan
kodlanan yiiksek molekiiler agirlikli protein (HMWP), ULA47 tarafindan kodlanan
HMWP baglayict protein, UL32 tarafindan kodlanan bazik fosfoprotein (BPP veya
pp150), UL82 tarafindan kodlanan {ist matriks proteini (UM veya pp71) ve UL83



tarafindan kodlanan alt matriks proteini (LM veya pp65) (Chen ve ark. 1999; Mocarski
ve Courcella 2001). Viryonun iginde organizasyonlart tamamen anlasilmis olmamakla
birlikte, bol miktarda bulunan bu proteinlerin tegumentin yapisal belkemigini
olusturduguna inanilmaktadir. UL48 ve UL32 firiinleri viral replikasyon ig¢in ¢ok
onemlidir. UL32 ekspresyonun engellenmesinin nukleokapsid birikmesi ile
sonuglanmasi bu proteinin tegumentin olusmasindaki 6nemini gostermektedir. (Chen
ve ark. 1999; AuCoin 2006). UL82 ile yeni sentezlenen nukleokapsidler arasinda
etkilesim oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica tegumentin toplanmasinin baslamasi i¢in bu
protein Onemlidir. UL82 tarafindan kodlanan pp71 proteini infekte hiicrelerde
immediate-early gen trankripsiyonun uyarilmasi ig¢in yardimci olan bir transkripsiyon
aktivatortidiir ve viral replikasyon igin gereklidir (Hensel ve ark. 1996; Chen ve ark.
1999; Kalejta 2008; Crough ve Khanna, 2009). UL83 en fazla bulunan tegument
proteinidir ve viryonun protein kiitlesinin yiizde 15°ni olusturmaktadir. pp65°’in gorevi
infeksiyon sirasinda konak hiicrenin immun yanitinin baskilanmasidir (McLaughlin-
Taylor ve ark. 1994; Chevillotte ve ark. 2008). pp65 ayni zamanda hem dogal hem de
kazanilmis bagisik yaniti etkisiz hale getirir. Bu protein enzimatik kinaz aktivitesi
sayesinde immediate early proteinleri fosforile eder ve MHC simif I molekiillerine
sunulmasimi bloke eder (Gilbert ve ark. 1996). Bununla beraber NKp30 aktive edici
reseptore baglanarak infekte hiicreleri dogal bagisikligin NK hiicrelerine karsi korur
(Arnon ve ark. 2005; Chevillotte ve ark. 2008) Son olarak ise pp65 interferon yanitini
baskilar ve antijenemi tayininde kullanilir (Abate ve ark. 2004). pp69 viral gen
ekspresyonunun transaktivatorlerinden biridir ve hiicre dongiisiiniin kontroliinii bozarak
konak hiicrenin fizyolojisini degistirmektedir (Kalejta 2008; Tandon ve Mocarski
2011). pp150 ve pp28 virus partikiillerinin bir araya gelmesinde ve hiicreden ¢ikisindan
sorumludur. Her iki tegument proteini benzer role sahip olsalar da aralarinda bazi
farklar vardir. UL32 tarafindan kodlanan pp150 proteini kapsid proteinini baglar. Bu
EM’da ikozahedral simetrili diizenli bir yap1 olarak goriiniir. Sitoplazmik kapsidlerin
kararliligimin saglanmasi ve hareketlerinin yonlendirilmesi i¢in gereklidir. Ayrica bu
protein CMV spesifik antikorlar i¢in tarama testinde kullanilir (Hensel ve ark. 1996;
AuCoin ve ark. 2006; Tomtishen Il 2012). pp28 ise tegument proteinlerinin ve
kapsidlerin hiicre igerisinde paketlenmesinden sorumludur (Seo ve Britt 2007).
Olgunlasma ve girig sirasinda dnemli bir rol oynayan tegument proteinleri 2 kisma

ayrilir: Ik sinif, yapisal role sahiptir, viryonlarin toplanmasi ve giris sirasinda



partikiillerin ayrilmasinda rol oynar. ikinci sinif; infeksiyon yamitinda, degisen hiicre

siklusunda ve intraseliiler virus replikasyonunda etkilidir (Smith ve ark. 2014).

Tablo 2-1: CMV tegument proteinleri

Gen (protein) CMV gen ailesi, gen ismi Gorevleri

UL11 Membran glikoproteini Viral replikasyon

UL16 Membran glikoproteini NK hiicrelerini bloke eder

uL23 US22 ailesi;tegument protein Fibroblastlara etkili

UL45 Kor, tegument protein Genis ribonukleotid rediiktaz
analogu

UL46 Kor, tegument protein Tripleks kapsid komponenti

uL47 Kor, tegument proteini Intraselliiler kapsid tasmimi

UL48A Kor, smallest capsid protein Heksonlara lokalize

UL55 Viriyon zarf Glikoprotein B Giris ve uyari

UL73 Viryon zarf Glikoprotein N Giris

UL75 Viryon zarf Glikoprotein H gL ile iliskili, giris

uL82 Tegument protein Viryon transaktivator

uL84 UL82 gen ailesi Replikasyonda gorevli

UL86 Kor, MCP Hekson ve penton bilesigi

UL115 Viryon zarf gH ile iligkili

TRS1 Tegument protein

Transkrip aktivasyonu




10

2.1.3.3. Zarf

CMV, c¢ok sayida zarf glikoproteni iceren karmasik bir yapiya sahiptir ve
glikozillenmis 50’den fazla protein kodlar (Kropff ve ark. 2012). Yapilan ¢alismalarda
simdiye kadar 15 glikoprotein tanimlanmistir ve bunlardan 6’s1 gB (UL55), gN (UL73),
gO (UL74), gH (UL75), gM (UL100) ve gL (UL115) tiim herpes viruslar arasinda
yiiksek oranda korunmustur. Bu glikoproteinler 3 ayr1 kompleks yapi olusturur: gB
homodimerlerini igeren gCI, gM / gN protein kompleksi olarak gCII; ve nihayet, gH /
gL / gO protein kompleksi iceren gCIII (Gretch ve ark.1988). gB en biiyiik zarf
proteinidir ve ULS55 gen bolgesi tarafindan kodlanmaktadir (Coaquette ve ark. 2004;
Meyer-Konig ve ark. 1998). Virusun konak hiicreye tutunmasinda, hiicreden hiicreye
gecisinde onemli rol oynar. Ayni zamanda hem hiicresel hem de humoral immun
sistemin en Onemli hedeflerinden biridir. Zarfta en fazla bulunan glikoprotein
yapilarindan biri de gM/gN kompleksidir (Shimamura ve ark. 2006). gN distilfid baglari
ile kovalent olarak gM’ye baglanarak gM/gN kompleksini olusturur. Bu glikoprotein
kompleksinin  virusun hiicre igine girisinde, yayillmasinda ve en Onemlisi
replikasyonunda rolii oldugu diistiiniilmektedir (Mach ve ark. 2000; Simmen ve ark.
2001; Pignatelli ve Dal Monte 2009). Ayrica son zamanlarda gN’nin glikolizasyonunun
virusu nétralizan antikorlarin etkisinden korudugu da tespit edilmistir (Kropff ve ark.
2012). UL73 tarafindan kodlanan gN’nin 4 genotipi gN1, gN2, gN3 ve gN4
saptanmistir. Bunlardan gN3 2 alt subgenotip (a ve b), gN4 ise 3 subgenotip (a,b ve c)
icermektedir (Pignatelli ve Dal Monte 2009). Yalnizca genotip gN4 konjenital CMV ile
iliskilendirilmistir (Knipe ve Howley 2007).

UL75 tarafindan kodlanan gH ve ULI115 kodlu gL tiim herpesviruslerde
heterodimerik yap1 olusturur ve bu kompleks fiizyon icin gereklidir. gH, integrin avp3
baglar ve bu integrin CMV nin hiicre i¢ine girmesinde ko-reseptordiir (Wang ve ark.
2005). gH linear nétralizan bir epitop igermektedir. Bu proteine karsi olusan antikorlar
notralizan etki gostermektedir. Ancak bu etkinin olabilmesi i¢in komplemana
gereksinimi vardir. gL ise gH’nin hiicre yilizeyinde sunulmasinda gorevlidir (Milne ve
ark. 1998; Huber ve Compton 1999). CMV glikoproteinleri H, L ve O heterotrimetrik
kompleks olustururarak fibroblastlardaki replikasyonda onemli rol oynar (Theiler ve
Compton 2002; Vanarsdall ve ark. 2011).
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2.2. Viral Genom

CMV genomu 236 kb biiyiikliigiinde, cift iplikli lineer DNA’dan olusmustur.
Terminal ve internal tekrarlarla, uzun ve kisa bolgelerle E genom tipine sahiptir. Viral
DNA kisa (unique short:Us) ve uzun (unique long:UL) olarak adlandirilan iki bolgeden
olusur. Us bolgesinde “Inverted repeat short“(Irs) ve “Terminal repeat short“(TRs)
bolgeleri mevcuttur. Ayrica bu bolgeler UL bolgesinde de bulunur ve IRL, TRL olarak
adlandirilir. Bu inverted bolgelerinin herhangi bir U bolgesinde bulunmasi sonucu
virion DNA’sinin 4 izomeri ortaya ¢ikmaktadir. CMV ile infekte hiicrelerde bu
izomerler esit miktarlarda mevcuttur (Griffiths ve ark. 1987; Mocarski ve Tan Courcelle
2001; Dolan 2004; Cunningham ve ark. 2009; Sijmons ve ark. 2014).

UL Usg
e IR, J[IRST} (TR
U Usg
(IR [ IR |
U Us
TR {ORd R ) TRs
UL US
TRL IRg ; TR;]

Sekil 2-2: CMV DNA genomunun organizasyonu

1990 yilinda CMV genomunun protein kodlayan kisminimn tam DNA dizilimi
yayimlanmistir ve CMV DNA’sinin 208 okuma cergevesi (open reading frame; ORF)
icerdigi gosterilmistir. Bunlardan parcalanma olaylar1 sonrasinda 202 proteinin
sentezlenmesi yoOnetilmektedir. Ancak tekrar bolgelerin bulunmasi nedeni ile bazi
protein ORF’leri ¢ift kopya olarak bulundugundan, 167 6zgiil poteinin sentez olundugu
diisiniilmektedir. ORF'lerden artan sayida transkripsiyonel veriler mevcut olmakla
birlikte, fonksiyon ve gen irlinleri bunlarin yarisindan daha azi i¢in karakterize
edilmistir. (Rawlinson ve Barrell 1993) CMV ORF’lerinin 1/4’ic DNA sentezi ve
metabolizmasini yonetmektedir. Diger 3/4’ti CMV’nin olgunlagsmasindan ve yapisindan
sorumludur. Farkli CMV kokenleri %95 oraninda ayn1 DNA dizisine sahiptir. En fazla
farklilik, glikoproteinleri kodlayan UL73, UL74, UL144 ve UL146 ORF bdlgelerinde
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goriiliir. Bu sekilde farklilik gdsteren diziler, klinik 6rneklerde farkli viral genomlarinin

izlenmesinde kullanilir.

2.3. Viral Replikasyon

CMV genis hiicre tropizmi ile neredeyse tiim organlar1 infekte etme
potansiyeline sahiptir. Virusun hiicreye giris mekanizmasi hala tam olarak bilinmese de
replikasyonda ilk asamanin virusun zarf glikoproteinleri ile konak hiicrenin ylizey
reseptorleri arasindaki etkilesim oldugu disiiniilmektedir. Farkli hiicrelerin yiizey
reseptorlerinin 6nemli rolii oldugu diisliniilmektedir. Zarfta virusun hiicreye baglanmasi
ve penetrasyonunda Onemli rol oynayan 20’ye kadar glikoproteinin bulunmaktadir
(Lopper ve Compton 2002; Varnum ve ark. 2004; Mocarski ve ark. 2007). Bunlardan
gB herpesvirusler arasinda en fazla bulunan, en ¢ok korunmus glikoproteindir ve
hiicreye giriste 6nemli rol oynamaktadir. ilk asamada gB gM/gN kompleksi ile beraber
konak hiicrenin ylizeyindeki heparan siilfat proteoglikanlarina baglanmaktadir. Bu kisa
stiren etkilesimi epidermal biiyiime faktorii (EGFR), platelet kaynakli bliylime faktori
(PDGFR) ve Toll like reseptor 2 (TLR2) ile olan daha yiiksek affineteli baglanma takip
etmektedir (Compton ve ark. 2003; Wang ve ark. 2005; Boehme ve ark. 2006;
Soroceanu ve ark., 2008). gB ayrica CMV’nin hiicre igine girisinde kofaktor gérevi
gdren integrin avB3 ile de etkilesime girmektedir. Integrinler ayn1 zamanda EGFR ve
diger reseptorlerle sinerjik etkiye girerek sinyal transdiiksiyon yolaklarini aktive
etmektedir (Chen ve ark. 1999; Wang ve ark. 2005). Tutunmay1 viral zarf ve hiicre
zarinin flizyonu ile ger¢eklesen penetrasyon ve hizl bir translokasyonla nukleokapsidin
ve bazi tegument proteinlerinin ¢ekirdege tasinmasi izlemektedir (Tugizov ve ark. 1995;
Bold ve ark. 1996). Fiizyonun gerceklesmesi viral zarf icerisinde yiiksek derecede
korunmus glikoproteinler gB, gM/gN ve muhtemelen gH/gl/gO varligima baghdir.
(Vanarsdall ve ark. 2011; Kinzler ve Compton 2005). Viral glikoproteinler ve hiicresel
reseptorler arasindaki etkilesim hiicre i¢i sinyal iletisim agini olusturur, bu da hiicresel
gen ekspresyonununda degisiklilere neden olmaktadir (Mocarski ve ark. 2007).

CMV’nin yasam dongiisii Sekil 3.’de gosterilmistir.
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CMV’nin replikasyonu yavastir ve 48-72 saat siirer. Viral genom
transkripsiyonu ve protein sentezi denetimli bir sekilde asagidak: ii¢ fazda gerceklesir

(Griffiths ve ark. 1987; DeMeritt ve ark. 2006).
1. Cok erken donem proteinler(o)
2. Erken donem proteinler(p)
3. Geg donem proteinler(y)

Cekirdekte DNA’nin transkripsiyonu konak hiicrenin RNA polimeraz II enzimi
kullanilarak gerceklesir, fakat tiim siire¢ viral proteinlerin kontrolii altinda gergeklesir.
Ilk asamada yeni protein sentezine gerek duymadan eksprese edilen en erken gen
triinleri sentez edilir. Bu gen {iriinleri infeksiyon sonrasi 1 saat igerisinde sentez
edilmeye baglar ve infeksiyonun ge¢ donemine kadar eksprese edilirler. Bu asamada

tegument proteinlerinin rolii 6nemlidir (Thomsen ve ark. 1984).

Erken donem proteinler, pek ¢ok transkripsiyon faktorii ve DNA polimerazin da
icerisinde bulundugu enzimleri igerirler. Ekspresyonlari 24 saat sonra baglar. Bu
donemde viral DNA polimeraz tarafindan DNA ve niikleik asit baglayan proteinler

sentez edilir.

Ge¢ donem proteinler, esas olarak yapisal proteinleri igerir, bu proteinler viral
genom replikasyonu basladikdan sonra olusturulur. Ekspresyonlar1 24-36 sonra baglar
ve 72 saat sonra en lst seviyeye ulasir. Bunlardan niikleokapsid proteinleri gekirdek
igerisinde toplanir ve viral DNA kapsid igerisine yerlesir. Niikleokapsidlerin nukleer
inkluzyonlar olusturmasi infekte hiicrelerin nukleusunda ‘baykus gozii’ goriiniimiinii
olusturur. DNA’y1 icgine alan nukleokapsidler ¢ekirdek zarindan zarflarmi alarak
periniikleer sisternalara tomurcuklanir, sitoplazmik vezikiiller i¢cinde hiicre zarin taginir

ve ekzositoz ile salinir (Mocarski ve ark. 2007; Hodinka 2007).

2.4. Epidemiyoloji ve Bulasma Yollar1

CMV tiim diinyada, her yasta insani infekte eder ve bulasma mevsimsel veya
epidemik bir 6zellik gostermez. Vertikal ve horizontal yolla bulagsma gergeklesebilir.

Tim toplumlarda yasla birlikte seroprevalans artmakta ve goriilme orani %40-100
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arasinda degismektedir. Gelismis {ilkelerde eriskinlerde ortalama prevalans %50-60
iken, gelismekte olan iilkelerde bu oran %90-100 arasinda degismektedir. Tiirkiyede
CMV seroprevalansi ile ilgili yapilan ¢alismalarda eriskinlerde CMV seropozitifliginin
%85-95 arasinda degistigi goriilmektedir. 1-5 yas arasi ¢ocuklarda %82, 4-12 yas arasi
cocuklarda % 74, pediatrik yas grubunda %75,36 seropozitiflik saptanmistir. Bobrek
transplant alicilarinda ise seropozitiflik %96,88 olarak ve ayni grupta transplantasyon
sonrast CMV hastalig1 sikligi %81,25 olarak bulunmustur (Ustagelebi 2001; Nassikas
ve Tsaples 2013). CMV primer infeksiyon, latent infeksiyon ve reaktivasyon ya da
reinfeksiyon seklinde sekonder infeksiyonlara yol acar. infeksiyonlar dogumdan énce
(konjenital), dogum sirasinda (perinatal) veya dogumdan sonra (postnatal) kazanilanlar
olarak siniflandirilabilir (Hodinka 2007). Genellikle ¢ocukluk doneminde kazanilir ve
kalabalik yasam kosullarina sahip, diisikk sosyoekonomik gruplarda prevalansi yiiksek
seyreder. Virus idrar, tiikiiriik, servikal ve vajinal salgilar, meni, anne siitii, gézyasi, kan
tirtinleri ve nakledilen organlardan izole edilebilir. Boylece, virusu salgilayan kisilerle
dogrudan veya dolayli yakin temas, cinsel temas, konjenital yol, kan transfiizyonu ve

transplantasyon ile bulasma ger¢eklesmektedir ( Nasetta ve ark. 2009).

2.5. Patogenez ve Immiinite

2.5.1. immun Sistemi Baskilanmams Konak

Saglikli kisilerde genelikle, infeksiyon asemptomatik olarak seyreder veya
mononiikleoz benzeri bir klinik tablo olusturur (Cohen 1985). CMV ile temas ettikten
sonra gegen 4-8 haftalik kulugka doneminin ardindan klinik belirtiler ortaya ¢ikar.
Herpesvirus ailesinin diger tiyeleri gibt CMV de akut infeksiyon sonrasi yasam boyu
viicutta latent olarak kalir (Cohen 1985; Witt ve ark. 2000) ve viral DNA monositler,
makrofajlar, l6kositler, lenfositler, vaskiiler endotel hiicreleri ve bobrek epitelyum
hiicrelerinde saptanabilir (Wang ve Shenk 2005; Galiatsatos ve ark. 2005). Primer
infeksiyonu izleyen dénemde virusun zaman zaman farinks ve idrarda bulundugu, bu
durumun aylar hatta yillarca siirebildigi saptanmigtir. Bobreklerin uzun stireli latent
CMV infeksiyonu, normal Kisilerde onemli olmasa da, bdbrek transplantasyonu

yapilanlarda etkili olabilmektedir (Sayletir 2002).
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Primer CMV infeksiyonu sirasinda hiicresel immunite baskilanir ve aylar sonra
normale doner. Virus hiicresel immiiniteye karst MHC I molekiil ekspresyonunu
azaltarak ve sitokinle indiiklenen MHC II molekiil ekspresyonunu engelleyerek CDS8 ve
CD4 hiicrelerin antijen sunumunu bozar. Viral bir protein ile NK hiicrelerini bloke eder.
Normal konakta primer infeksiyonu takiben uzun siireli immunite gelisir. Humoral
immunite, gecirilmis infeksiyonun en iyi gostergesi iken, hiicresel immunite CMV’ye

kars1 en 6nemli konak savunmasidir.

2.5.2. Iimmun Yetmezligi Olan Hastalar

CMV immun sistemi baskilanmis kisilerde primer veya latent infeksiyonun
reaktivasyonu ile ciddi hastaliklara neden olabilir (Emery 2001; Rafailidis ve ark.
2008). Ozellikle transplant alicilar1 ve HIV pozitif hastalar CMV infeksiyonu agisindan
biiyiik risk altindadir.

Transplant alicilarinda CMV’nin direkt ve indirekt etkileri ortaya g¢ikabilir.
Genelde hastaligin spektrumu ve siddeti; transplante organin tipine, alici ve vericinin
transplantasyon Oncesi serolojik durumlarina, secilen immiinsupresif tedavi rejimine ve
greft rejeksiyonunun agirligina gore degisir (Manuel ve ark. 2012). Transplantasyon
sonrasi CMV hastaligi genellikle ilk {i¢ ayda gorilir (Diemant ve ark. 2010).
Seronegatif alicilarda gelisen primer CMV infeksiyonu, immiinolojik bellek yokluguna
bagli olarak viral replikasyon sinirlanamadigindan siddetli hastalik tablolarina yol agar.
CMV seropozitif alicilarda reaktivasyon veya yeni farkli bir CMV susunun alinmasi ile
stiperinfeksiyon seklinde kendini gosterebilir. Bu tip hastalarda immiinolojik bellek
sayesinde infeksiyon siirlanabilir, bu nedenle genellikle asemptomatik ya da hafif
seyreder. Fakat rejeksiyon riskini ortadan kaldirmak i¢in antilenfosit antikorlar OKT3
veya ATG antitimosit globiilin kullanan seropozitif alicilar CMV hastalig1 agisindan
risk tagirlar (Kusne ve ark. 1999; Crough ve Khanna 2009). HIV hastalarinda ileri
evrelerde aktif CMV infeksiyonunun goriilme siklig1 fazladir. CMV’nin CCRS benzeri
bir beta —kemokin reseptoriic US28 kodladigi ve bu reseptériin HIV’in hiicrelere
girisinde kofaktor olarak rol oynadigi bildirilmistir. HIV olgularinda CMV’ye baglh

morbiditt CD4" T hiicre sayisindaki azalma ile iliskilidir. CD4" T hiicre sayismin
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<100/pL oldugu HIV pozitif hastalar CMV hastalig1 bakimindan yiiksek risk grubunu
olusturmaktadir (Peek ve ark. 1998; de la Hoz ve ark. 2002; Wreghitt ve ark. 2003).

CMV’nin kanda yayilimi, hem primer infeksiyon hem de reaktivasyon agisindan
onemlidir. Viremi kemik iligi nakli yapilan hastalarda CMV hastaliginin gelisecegine
isaret etmekdedir. Solid organ transplant alicilar1 ve AIDS’li olgularda da bu durum
onemli olmakla beraber, her zaman CMV hastalig1 gostergesi degildir. CMV’nin in vivo

replikasyon hiz1 oldukea fazladir. Viral yiikiin iki katina ¢ikmasi i¢in bir giin yeterlidir.

2.5.3. Konjenital ve Perinatal infeksiyonlar

Konjenital CMV infeksiyonu canli dogumlarin yaklasik %1’inde (%0.2-%2.5)
goriiliir. Gebelik sirasinda gegirilen hem birincil (primer) hem de tekrarlayan (rekiirren)

infeksiyonlar sonucu virus transplasental yolla bebege gegebilir.

Hamilelikte ilk kez CMV infeksiyonu gegiren annelerden %?20-40 oraninda
infeksiyon bebege gecer ve bu infeksiyon gegen bebeklerin onda biri bundan etkilenir.
Sekonder infeksiyon sirasinda ise bebege bulasma orani %1-2’dir. Gebeligin erken
donemlerinde gegirilen infeksiyonun bebegi etkileme riski ge¢ donemde gegirilen
infeksiyona gore daha yiiksektir. Hem primer hem rekiirren infeksiyonda bebek
baslangicta etkilenmemis goriinse de %5-10 oraninda uzun donemde etkiler ortaya
cikabilir (Daniel ve ark. 1995; Malm ve Engman, 2007; Boppana ve ark. 2013).
Perinatal bulasma servikal salgilar, anne siitli ve kan transfiizyonu ile gergeklesebilir.
Bu gibi durumlarda hastaligin klinik tablosu anneden gegen maternal antikorlar ve

alinan virus miktari ile iligkilidir.

2.6. Klinik Bulgular

2.6.1. Immun Sistemi Baskilanmams Konak

Saglikli gocuk ve eriskinlerde ortaya ¢ikan CMV infeksiyonunun, Klinik olarak
EBV infeksiyonundan ayirtedilmesi glictiir. Persistan ates (genellikle iki-li¢ hafta
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stiren), atipik lenfositozun eslik ettigi lenfositoz veya lenfopeni ve karaciger enzim
yiiksekligi ile seyreden heterofil antikor negatif mononiikleoz sendromunun hakim
oldugu klinik tablo, primer CMV infeksiyonunda sik goriiliir. Primer EBV ile iligkili
mononiikleoz sendromundan farkli olarak CMV, daha az siklikla farenjit, adenopati ve
splenomegaliye neden olur (Bravender 2010). Ayni zamanda klinik ve deneysel
calismalardan elde edilen verilerle CMV infeksiyonunun inflamatuar kardiovaskiiler
hastalaliklarin gelisiminde veya siddetlenmeside ve bazi kanser tiirlerinin gelisiminde

iliskili olabilecegi bildirilmistir (Soderberg 2008, Michaelis ve ark. 2009).

2.6.2. Konjenital infeksiyonlar

Infekte bebeklerin %10’u semptomatik olarak dogmaktadir. Bu bebeklerin
yarisindan fazlasinda ¢ok sayida organ tutulumu goriilmektedir. En fazla etkilenen ise
santral sinir sistemi ve retikuloendotelyal sistemdir. CMV infeksiyonu ile dogan
bebeklerde hepatomegali, splenomegali, petesiyel dokiintiiler, sarilik, trombositopeni ve
hemolitik anemi gibi bulgular ortaya c¢ikar. Bu hastalarin %30’u ise c¢oklu organ
yetmezliginden hayatin1 kaybetmektedir (Bale ve ark. 2000; Nasetta ve ark. 2009;
Nigro ve Adler 2011; Boppana ve ark. 2013).

Semptomatik konjenital CMV ile doganlarda fizik muayenede hepatomegali ve
splenomegali en fazla goriilen bulgulardir. Splenomegali tiim konjenital infeksiyonlarda
rastlanan bir bulgudur. SSS ile ilgili olarak mikrosefali, koriyoretinit, motor bozukluklar
ve serebral kalsifikasyonlar goriilebilir. Hepetosplenomegali ve sarilik bir siire sonra
azalabilir, ancak norolojik sekeller, mikrosefali ve mental retardasyon kalicidir (Preece
ve ark. 1983; Cheeran ve ark. 2009). Konjenital CMV infeksiyonlarinin ¢ogu dogumda
klinik olarak hi¢bir belirti vermeyebilirler. Bunlarin %5-25’inde, daha sonraki yillarda
psikomotor, isitsel, gorsel ve dental anomaliler goriilebilir. Asemptomatik dogan
cocuklarn %8’inde sonraki yillarda isitme kaybi ortaya cikabilir. Genel olarak,
konjenital CMV infeksiyonu isitme kaybi vakalarinin {igte birinden sorumludur (Revello
ve Gerna. 2002; Nasetta ve ark. 2009; Koyano ve ark. 2011). Bir ¢ok kadin gebelikten
once CMV infeksiyonu gegirdiginden hamileliginin son trimesterinde servikslerinde bu
virusu sacabilmektedirler. Bu gibi durumlarda, bebek dogum kanalindan gecerken

infekte olabilmektedir. Ayrica anne siiti ve diger sekresyonlardan da bulagmalar
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miimkiindiir. Perinatal CMV infeksiyonlarinda diffiiz visseral tutulum ve SSS hastaligi
gelismez, daha ¢ok CMV mononiikleozuna benzer semptomlar ortaya ¢ikar. Kan
transfiizyonu yapilan yenidoganlarda ise infeksiyon agir bir hastalik tablosuna yol

acabilir.

Dogum o6ncesi, dogum ve dogum sonrasi donemlerde virusle karsilasmayan
cocuklar virusu erken ¢ocukluk doneminde ve okul 6ncesi déonemde, 6zellikle yuva ve
anaokulu gibi ortamlarda edinebilirler. Kiiclik ¢ocuklarda temizlige yeterince 6zen
gosterilmemesi ve dogru yapilmayan el yikama uygulamalar1 virusun yatay bulagsma
oranini da artirmaktadir. Ayrica 1-3 yas araligindaki bu ¢ocuklar bu infeksiyonu duyarli
kisilere %20 ile %40 gibi yiiksek oranlarda bulastirma yetisindedirler. (Revello ve
Gerna 2002; Melnik ve ark. 2011).

2.6.3. Immun Yetmezligi Olan Hastalar

CMV son yillarda gelistirilen tan1 ve tedavi yontemlerine ragmen transplant
hastalarinda 6nemli mortalite ve morbidite nedeni olmaya devam etmektedir. Viral
reaktivasyon solid organ transplantasyonu veya kok hiicre nakli yapilan hastalarda
CMV infeksiyonunun baslica nedenlerinden biridir. Virus genellikle transplantasyon
sonras1 4-8 hafta icerisinde kan veya diger viicut sivilarinda saptanir. Solid organ
transplantasyonu yapilan hastalarda en sik goriilen kilinik bulgular ates, 16kopeni,
halsizlik, eklem agris1 ve makiiler dokiintiidiir. Ayn1 zamanda gastrointestinal iilser,
karaciger fonksiyon bozukluklari, fungal veya bakteriyel infeksiyonlar, greft reddi gibi
daha ciddi komplikasyonlar da bildirilmistir. CMV nin bobrek nakli yapilan hastalarda
renal allograft rejeksiyonu, karaciger nakli yapilanlarda safra kagagi, kalp nakli yapilan
hastalarda koroner ateroskleroz, akciger nakli sonrasi giiriilen obliteratif bronsiyolit ve
EBV ile birlikte transplantasyon sonrasi goriilen lenfoproliferatif hastaliklarla PTLD
iligkisi oldugu gosterilmistir (Kusne ve ark. 1999; Rafailidis ve ark. 2008). Kok hiicre
nakli yapilan hastalarda CMV infeksiyonunun en yaygin bulgularindan biri interstisyel
pnoémonidir. Aktif antiretroviral tedaviye ragmen mortalite oran1 halen yiiksek (>%50)
olarak seyretmektedir. Gastrointestinal hastaliklar, hepatit, ensefalit ve retinit gibi baska
hastalik tablolar1 da gelisebilmektedir. Hastaligin klinik belirtileri (ates, pnomoni,

16kopeni, gastrointestinal sistem hastaliklari, iilser, hepatit; vb.) hafif, subklinik
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seyirden, ¢oklu organ tutulumuna kadar degisebilir. Cogu olgularda semptomtik CMV
infeksiyonu, 3-4 hafta devam eden ates, atralji, yorgunluk, anoreksi, karin agrisi ve ishal
belirtileri ile kendini gosterir (Eddleston ve ark. 1997; Roizen 2003; Arista ve ark.
2003). Hastaligin ileri doneminde karaciger fonksiyon testlerinde anormallikler,
l6kopeni, trombositopeni ve atipik lenfositler goriilebilmektedir. CMV akciger,
karaciger, pankreas, bobrek, mide, bagirsak, beyin ve paratiroid bezlerinin tutulumuna
ve Oliime neden olabilir. Retinit transplant alicilarinda nadiren ve genellikle gec

donemde (altinc1 aydan sonra ) ortaya cikar.

CMYV infeksiyonu AIDS hastalarinda 6nde gelen firsat¢1 patojenlerden biridir ve
HIV infeksiyonunun progresyonu ile iligkilendirilmistir. Bu hasta grubunda CMV
infeksiyonun yaygin belirtileri retinit, 6zofajit ve kolit olup, bununla beraber ensefalit,
noropati, pndmoni, gastrit ve karaciger fonksiyon bozukluklarina da rastlanmaktadir
(Cheung ve Teich 1999). CMV ensefaliti nadir goriliir fakat tedavi edilmediginde %100
oliimle sonuglanir (Steininger ve ark. 2005). Bununla birlikte AIDS hastalarinda CMV
retinitinin (antiretroviral tedavinin yaygin kullanimindan once) diger immunosupresif
hasta gruplarina nazaran daha yaygin olmasi heniiz tam anlamiyla agiklanabilmis
degildir. Bazi faktorlerin, 6rnegin CMV ve HIV virusunun ayni zamanda retinal kan
damarlarina olan sinerjik etkisi, AIDS’li hastalarda tan1 konmadan uzun siire devam
eden CMV viremisi ve virusun retinatropik suslarinin bulunmasit CMV’nin bu hasta
populasyonunda yaygin olarak goriilmesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (Drew ve
ark. 2002). Bunun sonucunda da retinal hiicrelerde kalinlagma, ilerleyici retinal
harabiyet 4-6 ay icinde korliigiin gelismesine neden olur (Peek ve ark. 1998; Drew ve
ark. 2002).

2.7. Genotiplendirme

Farkli CMV suslar1 arasinda genom %95 oraninda homolog olsa da spesifik gen
bolgelerinde yiiksek oranda heterojenite goriilmektedir (Gorzer ve ark. 2010). En fazla
polimorfizm ise UL55, UL 73, UL74, UL144 ve UL146 gen bolgelerinde saptanmustir.
Bu polimorfik genler, belirli genotipleri hastalikla iligskilendirmek, suslarin cografik
dagilimi ve reinfeksiyon zamani suslar arasinda rekombinasyon seviyesini belirlemek

i¢in kullanilmistir (Knipe ve Rowley 2007). En fazla tanimlanan polimorfik gen bolgesi
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glikoprotein gB’yi kodlayan UL55’dir. Dogada bulunan CMV suslarinda bugiine kadar
dort farkli gB genotipi (gBI-4) saptanmistir (Zawilinska ve ark. 2015). Bu dort genotip
disinda nadir olarak gB5-7 genotipleri de bildirilmistir (Trincado ve ark. 2000;
Pignatelli ve ark. 2001). Bununla beraber gN(UL73), gO(UL74), gH(UL75),
gM(UL100), UL4 ve UL144 ile de genotipleme ¢aligmalari yapilmistir.

CMV genotiplerinin belirlenmesi i¢in DNA dizi analizi (sekanslama), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), Tek Zincir Konformasyon Polimorfizm
yontemi (single-strand conformation polymorphism-SSCP), Heterodupleks Analizi
(heteroduplex mobility assay-HMA) ve multiplex PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
yontemleri uygulanmaktadir (Rota 2010).

gB, zarfta disiilfit baglayict homodimer olarak ortaya ¢ikmaktadir ve virusun
konak hiicreye baglanmasi, hiicreden hiicreye gecisi ve sinsityum olusumundan
sorumludur. (Peek ve ark. 1998; Rasmussen ve ark. 2003; Coaquette ve ark. 2004; Ruiz
ve ark. 2004). Uglii kompleks yap1 olusturan gH, gL ve gO ile birlikte viryonlarin konak
hiicreye baglanmasini ve girisini saglamaktadir (Kinzler ve Compton 2005; Melnik ve
ark. 2011; Boehme ve ark. 2006) Bu protein nétralizan antikorlarin ve sitotosik T
lenfositlerin hedefidir ve son zamanlarda, yapilan c¢alismalarda transplasental
bulasmada, notralizan anti-gB antikorlarinin rolii tartisilmaktadir (Park ve ark. 2000;
Tarrago ve ark. 2003; Arista ve ark. 2003). gB’nin en az iki devamli nétralize edici
epitopu vardir. Bunlardan ilki, amino asit 552 ve 635 arasindaki gp55 bilesenindeki bir
bolgedir ve antijenik determinant 1 (AD-1) olarak adlandirilir. Ikinci epitop olan AD-2
ise gp116 bolgesinde gB molekiiliiniin N-terminal ucunda bulunur. Infeksiyon sirasinda
AD-1’e kars1 yiiksek oranda, AD-2’ye karsi daha az miktarda anti-gB antikorlari
olusmaktadir. Bu bolgelerde genetik varyasyonlar goriilmekte ve mutantlar
olusabilmektedir. gB {izerindeki bu iki farkli antijenik bolgeyi hedef alan antikorlar,
flizyon ve baglanmay1 inhibe edebilmektedir. Bu ylizden gB, CMV asisi i¢in aday bir
antijen niteligi tasimaktadir (Lilja ve Mason 2012) .

Degisik tilkelerde CMV infeksiyonu ile ilgili gB genotiplendirme ¢alismalarinda
gB1 dominant olarak bulunmustur (Bale ve ark. 2000; Trincado ve ark. 2000; Barbi ve
ark. 2001). Tirkiye’de yapilan ¢aligmalarda da gB1 genotipi daha yaygin olarak
saptanmustir (Colak ve ark. 2003). HIV pozitif hastalarda ise gB2 genotipinin daha

yiiksek bulunmasi bu genotipin retinopatik 6zelliginin oldugunu diistindiirmektedir.
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gB2’nin organ transplant alicilarinda daha ¢ok T lenfositleri infekte ettigi, AIDS
hastalarinda sinir sisteminde hasar ve ciddi infeksiyonlara neden oldugunu bildiren
calismalar vardir (Meyer-Konig ve ark.1998; Tarrago ve ark. 2003). Genotip 1 bulunan
KIT hastalarmda CMV hastaliginin seyrinin gB2 bulunanlara oranla daha hafif
seyrettigi bildirilmistir. gB1 ile infekte karaciger transplant alicilarinda greft rejeksiyon
ile gB1 arasinda iliski oldugunu gosteren ¢alisma da vardir. (Rosen ve ark. 1998)
gB3’tin CMV interstisyel pnédmoni ve notropeni ile iliskisi olabilecegi bildirilmistir (Wu
ve ark. 2010). gB3 ve gB4 bulunan myelosiiprese olgularinda mortalite oranin yiiksek
oldugu goriilmistiir. Karisik genotip bulunan hastalarda CMV hastaliginin daha agir
seyrettigini, greft rejeksiyon oraninin ve viral yiikiin daha yiiksek oldugunu belirten
calismalar da vardir. (Sarcinella ve ark. 2002; Coaquette ve ark. 2004; Puchhammer-
Stockl ve ark. 2006)

2.8. Tam

CMV infeksiyonlarinda klinik tan1 ¢ok fazla yol gosterici degildir. Onceleri
laboratuvar tanisi; virusun gosterilmesi ve Ozgiil antikorlarin saptanmasi esasina
dayanmakta iken, son yillarda 6zel hasta gruplarindaki infeksiyonlarin tanisinda bu
yontemlerin yetersiz kalmasi ile yeni tan1 yontemleri gelistirilmistir (Soyletir 2002;
Dieamant ve ark. 2013). Uygun klinik Ornekler olarak idrar, kan, tiikiirik,
bronkoalveolar lavaj sivisi, semen, anne siitli, amniyotik siv1, vajinal ve servikal sivilar,

transplantasyon sirasinda elde edilen dokular kullanilabilmektedir.
CMYV infeksiyonlarinimin tanisinda kullanilan yontemler:
e Direkt inceleme
v' Histopataloji

v"Antijen saptama

e Virusun izolasyonu
v’ Hiicre kiiltiri

v' Hazli hiicre kiiltiirleri (Shell vial yontemi)



e Seroloji

v EIA (Enzyme Immunoassay)

v' IFA (Immun Floresan Antikor)

v' Avidite
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CMV infeksiyonlarmin tanisinda kullanilan testler molekiiler ve molekiiler

olmayan testler olarak incelenebilir:

e Molekiiler olmayan testler

v

v

v

Histopatoloji
Hiicre kiiltiirleri
pp65 antijenemi testi

Seroloji

e Molekiiler testler

v

v

2.8.1. Direkt inceleme

Niikleik asit amplifikasyon temelli testler
Kalitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Kantitatif PCR

o Gergek zamanli PCR
NASBA
Hibridizasyon testleri

o Hibrid yakalama DNA testi
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Histopatoloji: Biyopsi veya otopsi materyallerinin incelenmesinde kullanilan
bir yontemdir. Wright-Giemsa, hematoksilen ve eozin veya Papanicolaou boyali akciger
ve diger biyopsi orneklerinin histolojik olarak incelenmesidir. Mikroskopik incelemede
bazofilik intraniikleer inkliizyonlar1 olan karakteristik 25-35 um biiyiikligiinde dev
hiicreler- sitomegalik hiicreler goriiliir (Jahan 2012). Niikleer inkliizyon; sinir1 belirgin
kromatin icerdigi ve bunun etrafindaki acik alan niikleer membrana kadar uzandig igin
"baykus gozii" goriinimiine sahiptir. Karakteristik sitolojik degisikliklerin bulunmasi
CMV infeksiyonunu akla getirmelidir, ¢linkii olgularin ¢ogunda aktif hastalik

gostergesidir ve duyarliligi az, 6zgilligi yiiksek bir yontemdir.

pp65 antijenemi testi: Antijenemi testi periferik kan polimorfniikleer
16kositlerinde (PMNL) CMV’nin alt matriks proteini olan pp65°’i saptamaya yonelik
hizli ve kantitatif sonu¢ veren bir testtir (Ptvan den Berg ve ark. 1991). Fluoresan boya
isaretli monoklonal antikorlar ile yapilir ve fluoresan mikroskopta degerlendirilir. Bu
test pozitif hiicre sayisi incelenen toplam PMNL sayisina oranlanarak hesaplanir.
Antijenemi testi aktif replikasyonunun gostergesidir. CMV infeksiyonunu Onceden
saptamaya ve viral yiikiin 6l¢iilmesine olanak saglar. Ozellikle organ transplantasyonlu
olgularda, yliksek antijenemi diizeyleri, hastalik gelisimi gostergesidir. Kemik iligi
transplantasyonu yapilanlarda 1-2/2x10° ve solid organ transplantasyonu yapilanlarda
10/2x10° olmasi halinde klinik semptom aramaksizin pre emptif tedaviye baslanmasi
onerilir (Sia ve Patel 2000; van der Bij ve Speich 2001; Razonable ve ark. 2002).
Bununla beraber bu konuyla ilgili tam bir uzlagmaya varilmig degildir ve farkli hasta
gruplarinda farkli cut off degerleri bildirilmeye devam etmektedir (Hazar ve ark. 2003).
Testin en biiyilk avantaji duyarliligmin hiicre kiiltiirinden daha yiliksek olmasi,
hastaligin gelisiminden 9-18 giin once pozitiflesmesi, 2-4 saat gibi kisa bir siirede sonug
vermesidir (Sampaio ve ark. 2011). Fazla sayida 6rnek oldugunda zahmetli ve zaman
alic1 olmasi, 6rneklerin 4 saat icerisinde calisilmasinin gerekliligi, immiinositokimyasal
teknikler konusunda deneyimli personele ihtiya¢ duyulmasi testin dezavantajlaridir

(Ross ve ark. 2011).

Niikleik Asit Tabanh Testler: CMV infeksiyonlarmin tanisinda molekiiler
yontemler daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Colak, 2003). Viral niikleik asidin
amplifiye edildigi PCR yontemi ile klinik 6rneklerde viral DNA veya virusa ait mRNA

dizilerinin ¢ogaltilarak saptanmasi miimkiindiir. Bu yontemle kan (lokosit, plazma,
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serum) idrar, beyin omurilik sivisi (BOS), bronkoalveolar lavaj (BAL), amniyon sivisi
ve okiiler sivilar gibi 6rneklerle ¢aligilabilmektedir. PCR yonteminin duyarliligi hiicre
kiltlirlerinden ve antijenemi testinden yiiksektir ve CMV infeksiyonunu daha erken
donemde saptayabilmektedir (Dodt ve ark. 1997; Witt ve ark. 2000; Ross ve ark. 2011).
Duyarliligr yiiksek oldugu icin seropozitif bireylerde latent infeksiyon sirasinda
pozitiflik verebildiginden, kantitatif PCR ile viral yiik takibi daha dogru bir yaklagimdir.
Kantitatif PCR ile tedaviye yanit ve diren¢ gelisimi takip edilebilir (Sia ve ark.
2000;Razonable ve ark. 2002). Hybrid yakalama DNA testi, l6kositlerde CMV DNA
miktarint Slgerek, kantitatif olarak CMV hastalii riskinin onceden belirlenmesinde
onemli rol oynar (Mazzulli ve ark. 1999). Tanida kullanilan diger testler Nuclisens
CMYV pp67 ge¢ mRNA dizilerinin izotermal olarak ¢ogaltildigi, aktif ve latent hastaligi
ayirt etmede daha dogru yaklasim saglayan NASBA (nucleic-acid-sequence-based
amplification) ve son yillarda en ¢ok kullanilan molekiiler test olan ve ¢ok kisa siirede
sonug veren Real Time PCR testleridir (Aitken ve ark. 1999;Witt ve ark. 2000; Kearns
ve ark. 2001; Caliendo ve ark. 2002)

2.8.2. Virusun Izolasyonu

Hiicre Kkiiltiirii: CMV tanisinda hiicre kiiltiirii altin standart olarak kabul
edilmektedir. CMV, en iyi insan embriyosu akciger hiicrelerinde tiremekte fakat bu
yontemle sitopatolojik etki ¢ok yavas olusmaktadir (21 giin). Duyarliligimin diisiik
olmasi, taninin uzun siirmesi, donanimli laboratuvar ve egitimli laboratuvar teknisyeni
gerektirmesi gibi sebeplerle rutin klinik tanida kullanimlar1 kisitlidir (de la Hoz ve ark.
2002).

Hizh hiicre Kkiiltiirleri (Shell vial yontemi): Diisiik hizda santrifiij sonrasi
virusun hiicre kiiltiiriinde ¢ogalmasi temeline dayanan bir yontemdir. CMV
replikasyonun erken doneminde, sitopatolojik etki olusmadan 6nce viral antijenleri
saptamaya yarar. 24-48 saat icerisinde viral replikasyon tespit edilebilir. Ancak hiicre
kiiltiirlerinde CMV izolasyonu i¢in 6nerilen kan 16kosit fraksiyonunun hiicrelere toksik
etkisi ve hizli hiicre kiiltiirlerinin de konvansiyonel hiicre kiiltiirleri gibi duyarliliginin
diisiik olmasi1 nedeni ile daha hizli sonug veren ve duyarlilig1 daha yiiksek testler tercih

edilmektedir (Colak 2003).
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2.8.3. Serolojik yontemler

EIA (Enzyme Immunoassay): Serolojik tanida esas olarak ELISA temelli
spesifik CMV-I1gG ve CMV-IgM antikorlari arastirilmaktadir ( Steininger ve ark. 2005).
EIA’nin avantaji hizli, duyarli ve 6zgiil olmasi ve ¢ok sayida 6rnegin, nispeten diisiik
maliyetle ve giinliik ¢alisilabilmesidir. Akut CMV tanisinda CMV IgM pozitifligi veya
iki farkli serumda CMV IgG titresinin 4 kat artis1 kullanilir. Ozellikle gebelerde primer
CMV infeksiyonunu tespit etmede ve konjenital CMV infeksiyonunun tanisinda IgM
pozitifligi Onemlidir. Ancak IgM pozitifliginin 3-4 ay siirmesi, 1 yila kadar
uzayabilmesi, reinfeksiyon ve reaktivasyon sirasinda da pozitif olmasi her zaman primer

infeksiyonu gdstermez.

Bununla beraber serolojik testler transplantasyon oncesi dondr ve alicinin
serolojik durumlarmin belirlenmesinde kullanilir. Immunsupresyon sirasinda IgM
yanitinin geg¢ ortaya ¢ikmasi, pozitiflik stiresinin 1 yila kadar uzamas: aktif infeksiyonu

degerlendirmede yetersizdir (Colak 2003).

Immun Floresan Antikor (IFA): IFA, CMV antikorlarini saptamak i¢in yaygin
olarak kullanilan bir metoddur. indirekt IFA da, mikroskop lamina fikse edilmis virusla
infekte hiicreler test serumu dilusyonlart ile inkiibe edilir ve spesifik antijen-antikor
kompleksleri flurescein isothiocyanate ile konjuge antikor ve floresan mikroskop
kullanilarak tespit edilir. IFA, CMV antikorlarin1 kalitatif ve kantitatif olarak tespit
etmesi, pahali olmayan bir test olmasi, duyarli, kolay ve hizli olmasi yoniinden
avantajlidir. Dezavantajlar1 ise preparatin degerlendirilmesi i¢in bir fluoresan
mikroskobu ve karanlik odaya; testin degerlendirilmesi ve sonuglarin yorumlanmasi igin

fazla deneyimli bir ¢alisana ihtiyag olmasidir.

Avidite testi: CMV infeksiyonlarinda bazi durumlarda virusa 6zgiil IgM ve IgG
antikorlar1 birlikte pozitif saptanabilmektedir. IgM antikorlar1 bazi reinfeksiyonlar,
reaktivasyonlar, klinik veya subklinik gecirilen akut infeksiyonlardan sonra
serokonversiyonunun uzamasi gibi durumlarda pozitif olarak saptanabilir. Bu gibi
durumlarda primer veya sekonder infeksiyon ayrimi avidite testleri ile yapilir. Primer

infeksiyon sirasinda virusa ozgiil IgG antikorlarmin aviditesi diigiik iken, sekonder
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infeksiyonlarda yiiksek avidite gosterir. Bu ayrimin yapilmast gebelik donemindeki

kadinlarda ve solid organ transplantasyonu yapilan hastalarda olduk¢a 6nemlidir.

2.9. Korunma

Kullanima girmis CMV asis1 bulunmamakla birlikte bu konuda uzun zamandir
calismalar siirdiiriilmektedir. Denenmekte olan CMV asilari i¢inde en eski olanlar1 canli
atteniie virus asilaridir. Glikoprotein asilari, CMV geni eksprese eden canarypox
(kanarya ¢igek virusu) rekombinantlari, DNA plazmid asilan gibi pek ¢ok yeni aday

asilar glindemdedir.

Canli atteniie asilarin en iyi bilineni Towne asisidir. Towne asist insan
fibroblastlarinda pasajlanarak elde edilen CMV agisidir. Yapilan denemelerde bu asiya
kars1 hiicresel ve humoral yanit elde edilmesine ragmen CMV ile infeksiyona karsi

koruyucu olmadigi gériilmiistiir (Sung ve Scheleiss 2010; Lilja ve Mason 2012).

Glikoprotein asilar ile ilgili calismalar devam etmektedir. gB proteinini i¢eren
as1, hiicresel ve noétralizan antikor yanitina neden olmaktadir. Kanarya ¢igek virusu ile
hazirlanan rekombinant asilarda pp65 matriks antijeni ve yapisal olmayan en erken
antijen kullanilmistir. Bu antijenlerle yapilan calismalar antikor ve CTL yanitinin

uyarilabildigini gostermistir (Sung ve Scheleiss 2010; Lilja ve Mason 2012).

DNA plazmid asilarindan ilk deneneni pp65'i kodlayan plazmid agisidir. Asinin
etkinligi ve oOzellikle giivenilirligi ile ilgili galigmalara gereksinim vardir (Schleiss
2008).

Pasif bagisiklama: Pasif immiinoprofilaksi ile 6zellikle transplantasyonda risk
grubunu olusturan vericinin seropozitif, alicinin seronegatif oldugu grupta olumlu
sonuglar alinmistir. Bu grupta gelisen CMV infeksiyonu engellenememekte fakat asil
sorunu olusturan CMV hastaligi insidanst azalmaktadir. Allojenik kemik iligi
transplantasyonu yapilan olgularda pasif immiinoprofilaksinin immiinomodiilator etkisi

ile greft versus host hastaligin1 engelledigi de ileri siiriilmiistiir.
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2.10. Tedavi

CMV infeksiyonlarinin tedavisinde gansiklovir, foskarnet, sidofovir ve

valgansiklovir gibi ilaglar kullanilmaktadir.

Gansiklovir CMV hastaligiin tedavisinde etkili olarak gosterilen ilk antiviral
ajan olup, CMV infeksiyonunun ve transplant alicilarinda CMV hastaliginda ilk tedavi
secenegi olarak kalmaktadir (Razonable ve Emery 2004; Biron 2006). Deoksiguanozin
anologu olup, antivial etki gosterebilmesi i¢in fosforile olup gansiklovir trifosfata
dontismesi gerekir. CMV’nin UL97 geni gansikloviri, gansiklovir monofosfata ¢eviren
bir viral protein kinaz kodlamaktadir. Monofosfat daha sonra seliiler kinazlarla difosfat
ve trifosfat sekline doniisiir. Viral DNA’ya gansiklovir trifosfatin baglanmasi zincirin

uzamasini 6nler. CMV ile infekte hiicrelerde yarilanma émrii 16,5 saattir.

flacin kullanimi HIV’l1 hastalarda (6zellikle retinit varliginda), kemik iligi ve
organ transplantasyonu yapilan hastalarda tartismali olmakla beraber, agir konjenital
CMV infeksiyonu olan bebeklerde (SSS tutulumu, koryoretinit ve pndmonisi olan)
onerilmektedir. Profilaktik oral gansiklovir (1000 mg; iti¢ doz) ilerlemis AIDS’li
hastalarda CMV hastalik riskini azaltir. Gansiklovire karst direng gelisimi de
gosterilmistir. En sik direng sekli virusun UL97 genindeki mutasyonlar sonucunda
ilacin fosforile edilememesidir. Daha az siklikta ise UL54 geninde mutasyon olabilir.
Iki direng mekanizmas: birarada olursa yiiksek direngten sdz edilmektedir.
Gansiklovirin en sik yan etkileri; lokopeni, trombositopeni, myelotoksisite ve

spermogenez bozuklugudur.

Foskarnet bir pirofosfat analogudur ve  CMV DNA polimerazin reversibl
kompetitif inhibitoriidiir ve uzayan viral DNA’nin yapisina girmez. Gansiklovire
direngli hastalarda ve gansiklovirin tolere edilememesi durumunda kullanilir. Virusun
ULS54 geninde mutasyon sonucu foskarnete direng gelisebilir. Foskarnetin en onemli

yan etkisi renal toksisitedir.

Sidofovir, sitozinin niikleotid analogu olup, fosfanat grubu igerir ve viral
enzimler tarafindan fosforile edilmesine gerek yoktur. Hiicresel enzimler tarafindan
sidofovir trifosfata cevrilir ve DNA polimerazi inhibe eder. Sidofovir uzun siireli
intraseliiler konsantrasyona sahiptir. Genellikle CMV retiniti olan hastalarin tedavisinde

kullanilir.
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Valgansiklovir gansiklovirin oral biyoyararlanimi (~60%) yiiksek 6n ilacidir.
Gansiklovir olarak idrarla atilir. Miyelosiipresyon en 6nemli yan etkisidir. Hiicre i¢i

yarilanma omrii 4 saattir (Griffiths ve ark. 2014).

CMV infeksiyonunun tedavisine yonelik yeni ilaglarla ile ilgili arastirmalar

devam etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler
3.1.1. Kulanilan Cihazlar ve Aletler
Mikrosantrifiij Biofuge Stratos, Heraeus, Almanya

-20 °C, +4 °C Beko Tiirkiye

Is1 Bloklar1 Gen Probe, San Diego, A.B.D.

Pipet Seti (10-100-100 uL) Eppendorf, Almanya

Vorteks Combispin, Biosan, Litvanya

PCR Cihaz1 2720 AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.

Genetik Analiz Cihaz1iABI 3130GA, AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
UV Tablas1 Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, A.B.D.

Jel Elektroforez Sistemi Midicell Primo, Thermo Scientific, A.B.D.

3.1.2. Kullamlan Kimyasal ve Sarf Malzemeleri
DNA izolsyon kiti PureLink Viral RNA/DNA Mini, Life Technologies, A.B.D

DNAz-RNAz Icermeyen Su Merck, A.B.D
dNTP karisimiFermentas, Kanada

10x Taq Buffer Fermentas, Kanada

MgCl, Fermentas, Kanada

Tagq DNA Polimeraz Fermentas, Kanada
Primerler AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D
Agaroz Sigma-Aldrich, A.B.D.

Sephadex G-50 Fine Sigma-Aldrich, A.B.D

Spin kolonlar (PCR Saflastirma) Macherey-Nagel GmbH&Co.KG,

Almanya

Big Dye Terminator v1.1 Kit Applied Biosystems, Foster City, A.B.D.
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POP7 AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
Kapiler AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
Pipet uclan Gilson, Inc., A.B.D.

Eppendorf tiip Gilson, Inc., A.B.D.

0,25 ml PCR Tiipii Gilson, Inc., A.B.D.

3.1.3. Kullanilan Yazilimlar

Sequencing Analysis v 5.3.1 software AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.
DNA Star SegqManll DNASTAR, Inc., A.B.D.

BioEdit 7.2.5 http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/

Molecular Evolutionary Genetics Analysis Software V6

http://www.megasoftware.net/

3.2. Orneklerin Toplanmasi

Tez ¢alismasi igin Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvari’na hastanemizin
degisik birimlerinden ve diger kurumlardan 2011-2015 yillar1 arasinda CMV DNA
aranmasi i¢in gonderilen ve rutin tanida nested PCR/Real Time PCR testleri ile CMV
DNA pozitif bulunan toplam 46 hastaya [18 kemik iligi transplantli, 2 renal transplantl,
1 karaciger transplantli, 8 yenidogan ve 17 diger grup(killi hiicreli 16semi, kronik
bobrek yetmezligi (KBY), iilseratif kolit, CMV hepatiti, gastro-6zofajyal refli,
poliartrit, HIV, Crohn hastalig1, medical abortus, iridosiklit, kornea bozukluklar1)] ait 49
klinik &rnek kullanildi. Orneklerin 28’i plazma, 6’s1 kornea absesi, 9’u biyopsi, 1’i

BOS, 2’si BAL, 3’1 idrar idi.


http://www.megasoftware.net/
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3.3. Orneklerden Niikleik Asit Saflastirilmasi

Orneklerden niikleik asit saflastirilmasi PureLink Viral RNA/DNA Mini kiti
kullanilarak yapildi.

Bu amagla biyopsi 6rnekerinden mercimek boyutunu (3-4 g) asmayan pargalar
steril bistiiri ile iyice pargalandiktan sonra 200 pL lizis tampon (1x lizis tampon
hazirlanmasi: 1,21 g Tris base+ 37,22 g EDTA+ 5,00 g SDS+1L DNAz-RNAz igermeyen
su ) ve 25 uL proteinaz K igeren tampon igine atildi, bir gece 56 °C’de inkiibe edildi ve
bu drnekler plazma 6rnekleri gibi islendi. Kornea drnekleri biyopsi 6rnekleri gibi islendi

fakat ¢ok kisitl olan materyal dolayisi ile 6n par¢alama islemine tabi tutulmadi.

Plazma, beyin omurilik sivisi ve bronkoalveolar lavaj drneklerinden 200 pL’lik
kisim direk olarak kullanildi. 1,5 mL’lik steril eppendorf tiiplerine aktarilarak iizerlerine
200 pL lizis solusyonu ve 25 pL proteinaz K eklendi. Ornekler 56°C’e 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: iizerlerine 250 pL %100 etanol eklenen &rnekler
vortekslenip kitin icerigindeki DNA baglayici kolonlara aktarilarak 5 dakika oda
1sisinda inkiibe edildikden sonra 11,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiyj
sonrasi Ornekler 500 pL’lik yikama tamponu ile 2 kez yikandi. Orneklerde kalmis
olabilecek etanolun ug¢masi igin 6rnek kolonlar1 11,000 rpm’de 1 dakika bos olarak
santriifij edildi. 1,5 mL’lik temiz ependorf tiiplerine aktarildi ve oda 1sisinda 5 dakika
daha bekletildi. Orneklerden DNA izolasyonu igin kolonlarin iizerine 35 pL ayristirma
tamponu (elution buffer) eklendi, oda 1sisinda 3 dakika bekletildikten sonra 11,000
rpm’de santrifiij islemi ile niikleik asit ekstraksiyon islemi tamamlandi. Saflastirilan
niikleik asit ornekleri CMV gB gen bolgesi nested PCR ile c¢ogaltilincaya kadar -
20°C’de saklandi.

3.4. CMV gB Gen Bolgesinin Nested PCR Yontemi ile Cogaltilmasi

Orneklerin niikleik asit ekstraksiyon islemleri tamamlandiktan sonra gB gen

bolgesi nested PCR yontemi ile ¢cogaltildi.
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Nested PCR islemi icin Tablo 3-1’de dizileri verilen primerler kullanildi. Bu

primerler ile CMV genomunun gB boélgesini kapsayan CMV genomunun 966-1563.

niikleotidler arasindaki 597 bp’lik bolgesi ¢ogaltildi (Chou ve Dennison 1991).

Tablo 3-1: Nested PCR ve DNA dizi analizi i¢in kullanilan primerler

Primerin ismi Yonii Dizisi
gB-1 Diiz GATCTCCTGGGATATAAGGACG
gB-2 Ters GAATRGCTGAYGGRTTGATCTTG
gB-3 Diiz ACYTTCTGGGAGCCTCGGACG
gB-4 Ters GAGTTCCTTGAAGACCTCCTCTAG

Nested PCR isleminin birinci asamasi gB-1 ve gB-2 primerleri kullanilarak

gerceklestirildi. BirinCi asama islemleri igin tablo 3-2’de belirtilen karisim hazirlandi.

Hazirlanan karigimin iizerine niikleik asit saflagtirma tirtinlerinden 5 pL eklendi. Birinci

asamadan elde edilen iirtinler ikinci asama PCR islemleri i¢in kullanildi.

Tablo 3-2: Nested PCR - birinci asama bilesenleri

Bilesen Miktar Konsantrasyon
DNAZ-RNAZ igermeyen Su 13,375 L i2‘;5i#L son reaksiyon hacmini tamamlamak
10 x PCR Buffer 2,5 UL 1x

MgCl, 2,5 UL

dNTP 0,5 L 200 mM (Fermantas)

Primer gB-1 0,5 L Primerin son konsantrasyonu 25 Mm
Primer gB-2 0,5 L Primerin son konsantrasyonu 25 Mm
TagDNA Polimeraz 5U/uL 0,125 pL 0.625U (Fermantas)

Toplam Hacim 20,0 uL

Niikleik Asit Ornegi 5,0 L

Son Hacim 25,0 L
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PCR i¢in hazirlanan karisim, Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler

(AppliedBiosystems, Foster City, USA) cihazinda, ¢ogaltma islemleri i¢in Tablo 3-
3’deki program kullanilarak inkiibe edildi.

Tablo 3-3: Nested PCR - birinci ve ikinci asama PCR programi

Asama Is1 Siire (Dakika) Tanm
1. Bekleme 95 °C 02,00 Denatiirasyon

95 °C 00,45
2. PCR 50 °C 01,00 45 Dongi PCR ile
Cogaltma Asamasi

72°C 02,00
3. Bekleme 72 °C 05,00 Uzamasi tamamlanmamug iiriinlerin tamamlanmasi
4, Bekleme 04 °C Sonsuz ikinci asama PCR’a kadar saklamak i¢in

Nested PCR isleminin ikinci asamast gB-3 ve gB-4 primerleri kullanilarak
gerceklestirildi. Ikinci asama islemleri icin Tablo 3-4’de belirtilen karisim hazirlandi.

Hazirlanan karigimin {izerine birinci asama tiriinlerinden 2 pL eklendi.

PCR i¢in hazirlanan karisim, Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler
(AppliedBiosystems, Foster City, USA) cihazinda, ¢ogaltma islemleri i¢in Tablo 3-
2’deki program kullanilarak inkiibe edildi.
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Tablo 3-4: Nested PCR - ikinci asama bilesenleri

Bilesen Miktar Konsantrasyon
DNAZ-RNAZ icermeyenSu | 34,75 uL ing;n“L son reaksiyon hacmini tamamlamak|
10 x PCR Buffer 5,0 uL 1x

MgCl, 5,0 yL

dNTP 1,0 uL 200 mM (Fermantas)
Primer gB-3 1,0 uL Primerin son konsantrasyonu 25 Mm
Primer gB-4 1,0 L Primerin son konsantrasyonu 25 Mm
TagDNA Polimeraz 5U/pl 0,25 uL 1,25U (Fermantas)

Toplam Hacim 48,0 yL

1. Asama Uriinii 2,0 uL

Son Hacim 50,0 uL

Degerlendirme i¢in 6rnekler %1,5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten
sonra (agaroz jel hazirlanmast: 0,6 g agaroz, 50,0 yL TBE buffer, 3 pL etidyum bromiir )
UV tablada bantlar incelenerek 590 bp’de pozitif bant veren sonuglar kaydedildi.
Nested PCR yontemi ile ¢ogaltilan iiriinler -20 °C’de DNA dizi analizi i¢in sakland.

3.5. DNA Dizi Analizi

PCR iiriinleri GeneMatrix Basic DNA Purification kiti kullanilarak piirifiye

edildikten sonra DyeTerminator yontemi ile ¢ift yonlii DNA dizi analizine tabi tutuldu.

Piirifikasyon yontemi:

Piirifikasyon igslemi GeneMatrix Basic DNA purification (EURx, Grandsk,
Poland) kiti kullanilarak yapildi. Jelden kesilen 6rnekler eppendorf tiiplere aktarildi.
Uzerlerine 500 pL Basic Buffer eklendi ve 56°C’de jel eriyene kadar inhibe edildi. Jel
eridikten sonra iizerlerine 40 pL Buffer Uni eklendi, kolonlara aktarildi ve 11,000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Tekrar tizerlerine 500 pL Basic Buffer eklendi. 11,000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santifiij sonrast ornekler 500 pL yikama tamponu

(Wash UX2) ile iki kez yikandi. Orneklerde kalmis olabilecek etanolun ugmasi igin
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ornek kolonlart yeniden 11 000 rpm’de 1 dakika bos ¢evrildi. Daha sonra 1,5 mL’lik
tiiplere aktarildi ve oda 1sisinda 5 dakika daha bekletildi. Piirifikasyon isleminin
tamamlanmasi i¢in kolonlarin {izerine 80 pL ayristirma tamponu (elution buffer)
eklendi, oda 1sisinda 3 dakika bekletildikten sonra 11,000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi .

Cycling sequencing asamasi AppliedBiosystems Big Dye vl.l
(AppliedBiosystems, Foster City, USA) kiti kullanilarak yapildi. Bu amagla 3-5’deki
DNA dizi analiz karisimi hazirland1 ve karisim Applied Biosystems 2720 Thermal
Cycler (AppliedBiosystems, Foster City, USA) cihazinda tablo 3-6’daki program

kullanilarak dongiisel dizileme “cyclesequencing” islemine tabi tutuldu.

Tablo 3-5: DNA dizi analizi i¢cin kullamlan karisim

Bilesen Miktar Konsantrasyon
5x Sequencing Buffer 2,0 uL 1x
Big Dye Ready Reaction Mix 2,0 uL 1x
Primer (Diiz ya da Ters) 1,0 uL Primerin son konsatrasyonu 3,2 pmol
Toplam Hacim 5,0 uL
PCR Uriinii 5,0 uL
Son Hacim 10,0 uL
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Tablo 3-6:Dongiisel dizileme reaksiyonlar1 PCR program

Asama Is1 Siire Tanmm
1. Bekleme 96 °C 02,00 Taq Polimeraz Aktivasyonu
96 °C 00,10
2. PCR 50 °C 00,05 30 Dongii PCR ile Cogaltma
Asamasi
60 °C 04,00
4. Bekleme 04 °C Sonsuz Yiiriitme asamasina Kadar Saklamak igin

“Cyclesequencing” triinleri Sephadeks G-50 (Sigma) kullanilarak temizlendi.
Bunun i¢in 1 g Sephadex G-50 12 mL DNAz-RNAz igermeyen distile su ile yarim saat
hidrate edildi. DNA baglayici 6zelligi olmayan spin kolonlara (Macherey Nagel)
aktarilan 700 pL hidrate Sephadex G-50 2000 g’de 2 dakika santrifiij edilerek
temizleme kolonlart hazirlandi. Bu kolonlara 10 pL “cycle seguencing” iirlinii konarak
ornekler yeniden 2000 g’de 2 dakika santrifiij edildi ve 3130 Genetik Analiz Cihazinda
(AppliedBiosystems, Foster City, USA) yiiriitiildii.

Genetik analiz cihazindan elde edilen elektroferogram verilerinin 6ncelikle
AppliedBiosystems Sequencing Analysis v5.3.1 software ile baz isimlendirme “base
calling” islemleri gerceklestirildi, kalite kontrolleri yapildi. Daha sonra DNA
elekroferogramlari DNAStar SeqManll programinda ¢ift yonlii eslestirme ve
karsilastirma islemlerine tabi tutuldular. Sonug olarak, veri analizi i¢in, tim filogenetik
analiz yazilimlariin okuyabilecegi fasta formatinda standart DNA dizi verileri

hazirland1 (Sekil 3-1).
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== File Edit Sequence Contig Project NetSearch Help
Position: 436 435 bp
| 1?0 | 1~‘1D | 1‘50 | 1?0 | 1'{0
}Iranslats }C:nsensus ACTTCATRATRARTCARARACRATRATGRRRARTACGGERARRARCGEGTETCCGTCTTICGG

whlergizlez Ner QMV-D 12 r 2015-12-16 003.scf(1>336)

&7 | £ BTl |

wlergizlez_Ner CMV-D_12_f_2015-12-16_002.scf (1>230)—

Sekil 3-1:DNA Star SeqManlI programinda c¢ift yonlii eslestirme

Elde edilen son dizilerin ¢oklu hizalanmasi ve filogenetik analizine hazir hale
getirilmesi BioEdit 7.2.5 program paketi i¢cindeki Clustal W Multiple aligment yazilim1
kullanilarak gerceklestirildi (Sekil 3-2).

$ BioEdit Sequence Alignment Editor - [C:\Users\PCR-Res- 1\Desktop\cmy OL.fas] % Clusta Options . T e P [= & =
}4 File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World Wide \'\.'ehi ClustalW Multiple alignment )
Reference:
=D Thompson, J.0., Higging, D.G. and Gibson, T.J. [1934]
CLUSTAL W improving the sensitivity of progressive multiple
(=] E Courier New ~| 1 ~|B Bl e sequence alignment through sequence weighting. pasition specific
] gap penalties and weight matrix choice. L
Mode: [Select / Glide + Selection: 0 Sequence Mask: N MNucleic Acids Research, submitted, June 1934,
Position: 55 MNumbering Mask: Ny @ E : i
LI DIT §oo =R INIIEGEE & || I Cacualehi Tee
LTI e s e [” FAST algarithm for quide iee EARRNREEENE R RN IN
20 20 40 [¥ Bootshiap NJ Tree Mumber of bootstiaps: [1000 10 120 N
CACTTTTCTTCIGCCARRATGACCECCACTTICTTATCTAAGRAGE, Gap penalties: Blank=default AGCAGARTTTTCRATAC —
CACTTTTCTTCTGCCARAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGE: Rt digmeis Mulple sfignment AGCAGATTTTCAATAC (|
CACTTTTCTTCIGCCARRATGACCECCACTTTICTTATCTAAGRAGE, AGCAGARTTTTCRRTAC
CACTTTTCTTCTGCCARAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAAC Gopopen | Gopopen | AGCAGATTTTCARTAC
CACTTTTCTTCTGCCARRATGACTGCARCTTTTCTGTICTAAGRARC Gapentend [ Gapentend [ AGCAGATTTTCRRTAC
% CACTTTTCTICTGCTARRATGACTGCARCTTTITCTGTCTARAGRARC ALACRGRTCTTCARCGC
CEACTTTTCTTCTGCTARRATGACTGCARCTTTTCTGTCTAAGRAAC, Other Parameters: | BACEGETCTTCRRECGC
CACTTTTCTTCTGCCRRRRTGRCCGCTACTTTCCTGTCTARGRAGC. AGCRGRTTTTTARTGC
¥ CATTTTTCTTCTGCCALAATGACTGCALCTTTTCTGTICTAAGRARC] | Note: enter additionsl parameters as & single fine. 2 LCAGATCTTCARCGEE
CACTTTTCTTCTGCCARARTGACCGCCACTTTCTTATCTAAGRAGE] | [T Output Clustal format with Clustal consensus sequence generation LGCAGATTTTCRATAC
CACTTTTCTTCTGCCARRATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGRAGE: AGCAGATTTTCARTAC
CACTTTTCTTCTGCCARAATGACCGECACTTTCTTATCTARGAAGE|| [ el Pasmetas for Custal’ *  |BAGCAGATTTTCARTAC
CACTTTTCTTCTGCCAAARTGACCGCCACTTTCTTATCTAAGRAGCH | |wGeneral settings E AGCAGATTTTCAATAC
CACTTTTCTTCIGCCARAATGACCECCACTTICTTATCTEAGEAGEY | |/QUICKTREE use FAST slgorithm for the aligrment quids tres 2GCAGATTTTCARTAC
CACTTTTCTTCTGCCARRATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGRARC] | [/NEWTREE=  file for new quids e AGCAGATTTTCARTAC
CACTTTTCTTCIGUCARRATGACCECCACTTTICTTATCTAAGRAGTY | |/USETREE=  fis for old guids tres AGCAGARTTTTCRRTAC
CACTTTTCTTCTGCCARAATGACCGCCACTTTCTTATCTARGARGE] | |MNEGATIVE protein alignment with negative walues in matris AGCAGATTTTCARTAC
CACTTTTCTTCIGCCARRATGACTGCARCTTTTCTGTICTAAGRARC - AGCAGARTTTTCRRTAC
CACTTTTCTTCTGCCARAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAAC l ) AGCAGRTITTCAATAC | |
KT 1 Fun Clustal' | View Clustalw/Doc |~ Cancel 3 i

Sekil 3-2: ClustalW Multiple aligment yazilimi ile yapilan hizalama.

Gen Bankasi numaralar1 Merlin (GB1), M60927 (GBI1), M60929 (GB1),
M60931 (GB2), AD169 (GB2), AC146907 (GB3), M85228 (GB3), M60926 (GB4),
AF043721 (GB5) CMV Genotip 1-5 prototip dizileri ¢alisma i¢in standart diziler olarak
kullanild1 (bknz. Ham Veriler). Bu veriler gen bankasindan indirildikten sonra BioEdit
7.2.5 program paketi i¢indeki ClustalW Multiple aligment yazilimi kullanilarak tez
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calismasindan elde edilen diziler ile ¢oklu hizalanmas1 ger¢eklestirildi. Daha sonrasinda
filogenetik aga¢ komsu eklemleme yontemi (“Neighbour Joining”) ile Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Software v6 (MEGA v6) yazilimi kullanilarak ¢izildi.

3.6. Istatiksel analiz:

Genotiplerin hasta tan1 gruplar1 ve orneklere gore dagilimlar arasinda fark olup
olmadig1 acik erisimli istatiksel veri analiz araci olan Social Science Statistics
(http://www.socscistatistics.com/tests/fisher/Default2.aspx) kullanilarak ki-kare testi ve
sayilarin besten kiiciik oldugu durumlarda da Fischer kesin testi ile sinandi. Sayilarinin
az olmasindan dolay1 genotip 3 ve 4 birlestirilerek analiz edildi. Benzer sekilde SOT
alicilarinin sayisinin az olmasindan dolay1 istatistiksel analizlerde bu grup da KIiT
hastalar1 ile birlestirildi. Ayrica KIT+SOT hasta grubundaki genotip sikliklari,
konjenital infeksiyon+diger tami  gruplarmin toplami ile de karsilagtirild.

Karsilastirmalarda p<0.05 degeri istatistiksel agidan anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez calismasina mikrobiyoloji laboratuarina 2011-2015 yillar1 arasinda bag
vuran ve CMV DNA’s1 pozitif saptanan 46 hasta dahil edildi. Hastalarin 25’1 erkek
(%54,45), 21’1 kadin (%45,65), yas araligi 0-71, yas ortalamasi 34,294+20,22 idi.
Calismada bu hastalara ait 28’1 plazma, 6’s1 kornea absesi, 9’u biyopsi, 1’1 BOS, 2’si
BAL, 3’ii idrar olmak iizere toplam 49 &rnek incelendi. Orneklerin CMV viral yiikleri
<1000 kopya/ml ile 1,32x10° kopya/ml arasinda idi.

Tablo 4-1: Hastalara ait demografik veriler

=

= _ — =

z 4 & | = E E =

3 £ = 2 S = s

"lg & | B E| 2| 5| <

2 a @ = 5 g )

T CH - < R & a

Kadin 21 33,85+ 21,26 | 0-71 9 1 6 5
Erkek 25 34,56+ 19,55 | 0-63 7 2 2 14
Toplam 46 34,29+ 20,22 | 0-71 16 3 8 19

Calismaya dahil edilen 46 hastanin 23’{inde gB1 (%49), 14’tinde gB2 (%29,8),
5’inde gB3 (%10,6) ve 5’inde gB4 (%10,6) bulundu. Karisik genotip saptanmadi (Tablo
4-2).



Tablo 4-2: Hastalarda gB genotip dagilhim (n=46)

Genotip Say1 %
gB1 23 49
gB2 14 29,8
gB3 5 10,6
gB4 5 10,6

Toplam 47 100

40

*KIT hastalarmdan birinin farkli zamanlarda gelen 6rneklerinden birinde gB1 diger gelen 6rmeginde gB2 genotipi

bulundu



41

DNA dizi analizi yapilan 6rneklerin genotip dagilimi filogenetik agagta gosterilmistir
(Sekil4-1).
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Sekil 4-1: Filogenetik analiz
Gen Bankasi numaralar1t Merlin (GB1), M60927 (GB1), M60929 (GB1), M60931 (GB2), AD169 (GB2),
AC146907 (GB3), M85228 (GB3), M60926 (GB4), AF043721 (GB5) CMV Genotip 1-5 prototip dizileri ¢alisma

icin standart diziler olarak kullanildi. -GB1, l.-GBZ, -GB3, -GB4, '.'-GBS genotiplerini gostermektedir.
Bu veriler gen bankasindan indirildikten sonra BioEdit 7.2.5 program paketi igindeki ClustalW Multiple aligment
yazilimi kullanilarak tez ¢alismasindan elde edilen diziler ile ¢oklu hizalanmasi gergeklestirildi. Filogenetik agac
komsu eklemdirme yontemi (Neighbor-Joining method, bootstrap=1000) ile ¢izildi. Evrimsel uzakliklar Maximum
Likelihood yontemi kullanilarak belirlendi. Kirk ti¢ dizinin kullanildigi filogenetik agag MEGAG6 yazilimi

kullanilarak olusturuldu.

Kirk alt1 hastadan alinan 49 klinik 6rnegin 25’inde gB1 (%51,02), 14’linde gB2
(%28,57), 5’inde gB3 (%10,2) ve 5’inde gB4 (%10,2) bulundu (Tablo 4-3).

Iki KIT hastasinmn farkli zamanlarda gelmis 2 plazma 6rnegi ve bir konjenital

CMYV hastasinin hem idrar hem de plazma 6rnegi ¢alismaya dahil edildi.

Tablo 4-3: Orneklerdeki genotip dagilimi (n=49)

Genotip Say1 %
gB1 25 51,02
gB2 14 28,57
gB3 5 10,2
gB4 5 10,2
Toplam 49 100

Eriskin plazma orneklerinin (n=20) 7’sinde gB1 (%35), 8’inde gB2 (%40),
3’linde gB3 (%]15) ve 2’sinde gB4 (%10); yenidogan plazmasinin (n=8) 5’inde gBI
(%62,5), 2’sinde gB2 (%25) ve 1’inde gB3 (%12,5), biyopsi 6rneklerinin (n=9) 4’iinde
gB1 (%44,44), 2’sinde gB2 (%22,23), 1’inde gB3 (%11,1) ve 2’sinde gB4 (%22,23),
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kornea absesinin (n=6) 5’inde gBl (%83,34) ve 1’inde gB2 (%16,66); BAL
orneklerinin (n=2) 1’de gB1(%50) ve digerinde gB2 (%50), BOS’da (n=1) gB4 (%100)
ve idrar orneklerinde (n=3) gB1(%100) genotipi saptandi. Karigik genotip saptanmadi

(Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Ornek tiirlerine gore genotip dagilimi

Ornek No.(%) gB genotip
1 2 3 4

Erigkin plazma (n=20) 7 (35) 8 (40) 3 (15) 2 (10)
Yenidogan plazma (n=8) 5 (62,5) 2 (25) 1(12,5)
Biyopsi (n=9) 4 (44,44) 2(22,23) | 1(11,1) | 2(22,23)
Kornea( n=6) 5 (83,34) 1(16,66)
BAL (n=2) 1 (50) 1 (50)
BOS (n=1) 1(100)
Idrar (n=3) 3 (100)

Bir KIT hastasinin farkli zamanlarda gelen 2 plazma drneginden birinde gBI,
digerinde gB2 genotipi bulundu. Konjenital CMV hastasinin farkli zamanlarda gelen
plazma ve idrar 6rneklerinin her ikisinde gB1 genotipi saptandi. Her iki 6rnek de %100

dizilim benzerligi gosterdi.

On sekiz KIT hastasindan 17 plazma ve 3 biyopsi, 3 SOT alicisindan 1 biyopsi,
1 plazma ve 1 BAL, 8 cocuk hastadan 8 plazma ve 1 idrar, “diger” grubun i¢inde yer
alan 16 hastadan 4 plazma, 5 biyopsi, 1 BAL, 1 BOS, 5 kornea ve 2 idrar 6rnegi olmak
tizere toplam 49 6rnek ¢aligildi (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: Klinik 6rneklerin hasta grubuna gore dagilimi (n=49)

Hasta Grubu (say) o ‘B S
s 0802 g | E |k
- o
o o o @ X =
KIT hastalar1 (18) 17 3
SOT alicilari (3) 1 1 1
Cocuk hastalar (8) 8 1
Diger (17) 4 5 1 1 5 2
Toplam (46) 28 9 2 1 6 3

*{ki KIT hastasmin farkli zamanlarda gelen 2 plazma 6mnegi ve 1 cocuk hastanin farkli zamanlarda gelen

plazma ve idrar 6rnegi calisildi.

Calismaya dahil edilen 18 KIT hastasinda genotip dagilim gB1 %35, gB2 %35,
gB3 %15 ve gB4 %15, 2 renal transplant alicisinda gB2 %100, 1 karaciger transplant
alicisinda gB1 %100, 8 konjenital CMV hastasinda gB1 %66,7, gB2 %22,2, gB3 %11,1
ve gB4 %0 olarak bulundu.

“Diger” grubun igerisinde yer alan toplam 17 hastadan 12’sinde gB1 (%70,6),
3’tinde gB2 (%17,6), 1’inde gB3 (%5,9) ve 1’inde gB4 (%5,9) saptand1 (Tablo 4-6).



Tablo 4-6:Genotiplerin hasta tanmilarina gore dagilim
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No.(%) gB genotip

Tam
gBl gB2 gB3 gB4

KIT hastalari 7(35,0) | 7(35,0)| 3(15,0)| 3 (15)
Solid organ tranplant alicisi 0 2 (66,7) 0 1(33.3)
Konjenital CMV 6 (66,7)| 2(22,2)| 1(11,1) 0
Diger 12 (70,6)| 3(17,6)| 1(5,9) 1(5,9)
Toplam 25 14

p GL0) |86 | 5102 | 5(102)

Genotiplerin 6rnek tiirlerine gore dagilimlart arasinda istatistiksel acidan bir

fark saptanmad (tiim karsilastirmalarda p>0,05). KIT ve SOT hastalarin birlestirildigi

transplant alicilar1 ile konjental infeksiyon tani gruplarindaki genotip dagilimlart

arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunamadi. Buna karsin transplant alicilar

grubu ile “diger” hasta grubu arasinda genotip 1 a¢isindan istatistiksel agidan anlamli

fark mevcuttu (sirasi ile %30,43’e karsin %70,59 p=0,02). Transplant alicilar1 konjenital

ve “diger” hasta grubunun toplami ile karsilastirildiginda da genotip 1 istatistiksel
olarak ileri derecede anlamli olarak yiiksekti ( sirasi ile % 30,43, %69,23 p=0,006).
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5. TARTISMA

CMV infeksiyonu saglikli bireylerde genellikle asemptomatik olarak
seyretmesine kargin, immun sistemi baskilanmis kisilerde (solid organ ve kemik iligi
transplantasyonu yapilan, kanserli ve AIDS’li hastalar), gebelerde ve intrauterin
infeksiyon sonrasi yenidoganlarda 6nemli mortalite ve morbidite nedenidir (Wreghitt ve

ark. 2003).

Bazi arastirmacilar CMV gibi kompleks bir virusun viriilansi, tropizmi ve
patogenezinden sadece tek bir varyant genin sorumlu olmasinin gercek¢i olmadigini,
¢oklu gen varyantlar1 ve diger bazi faktorlerin birlikteliklerinin arastirilmasi gerektigini

belirtmistir (Cha ve ark. 1996; Pignatelli ve ark. 2001).

CMV gB genotiplerinin virusun virulans1 ve hiicre tropizmi ile iliskisini
gosteren bir¢ok calisma vardir. Yapilan bir ¢alismada gB1’in T lenfositlerini infekte
etmedigi gosterilmistir. Lenfositlerin, 6zellikle graniilositlerin ve monositlerin gB2 ve
gB3 genotipleri ile infekte oldugu bildirilmistir (Meyer-Kénig ve ark. 1998). Baska bir
calismada arastirmacilar tam kan veya plazma orneklerinden farkli olarak 16kositlerde
ayni zamanda tek tip genotip degil farkli gB genotipleri saptamiglardir. Sonug olarak da
I6kositlerin farkli bir gB genotipi ile reinfeksiyon olusmasinda rolii olabilecegini

bildirilmistir (Coaquette ve ark. 2004).

Glikoprotein B genotiplerinin degisik klinik tablolarla iligkisinin oldugunu veya
olmadigini gosteren aragtirmalar bulunmaktadir. Diemant ve ark. 2010 yilinda yaptiklar
caligmada bobrek ve kemik iligi nakli yapilmis pediatrik hastalarda genellikle gB1 ve
gB2 genotiplerinin daha yaygin oldugunu bildirmistir. gB1 bulunan kisilerde hastaligin
seyrinin daha hafif oldugunu, gB2 genotipinin bulundugu hastalarda ise daha siddetli
seyrettigini ve bu genotipin CMV infeksiyonunun reaktivasyonu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Ayrica aymi arastirmacilar karisik genotipli hastalarin CMV hastaliginin
semptomlarin1 géstermedigi belirtmistir. Bagka bir ¢alismada da CMV hastalig1 gelisen
KIT alicilarinda gB2 genotipi daha yaygin olarak bulunmustur (Woo ve ark. 1997). Bazi
aragtirmacilar gB1 genotipinin SOT alicilarinda invazif hastalik gelisiminde rolii
oldugunu bildirmistir (Nogueira ve ark. 2009). Torok-Storb ve ark. (1997) homeopatik

kok hiicre nakli yapilmis hastalarda gB3 ve gB4 genotiplerinin immun sistemden
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kagarak kemik iliginde daha fazla hasara neden oldugu ve myelosiiprese olgularda
mortalite oranini arttirdigini bildirmistir. Ayn1 zamanda immun sistemden kagisin bu

hasta gubunda greft rejeksiyon riskini azalttig: ileri siiriilmdistiir.

Fries ve ark. (1994) KIT hastalarinda CMV hastaliginin gB1 ile infekte
olgularda diger genotipler ile infekte olgulara kiyasla daha hafif seyrettigini bildirmistir.

CMV infeksiyonun miyokardit, ateroskleroz ve koroner arter hastaliklari ile
iliskisinin olduguna dair ¢alismalar vardir. Son zamanlarda ise CMV seropozitifliginin
hipertansiyon i¢in risk faktorii olusturabilecegi belirtilmistir. Cin’de yapilan ¢alismada
gB2 ve gB3’iin birlikte etken oldugu infeksiyonlarin esansiyel hipertansiyonla iligkili
oldugunu bildirilmistir (Tang ve ark. 2014).

Calismamizda farkli hasta gruplarina ait farkli klinik &rneklerden elde edilen
CMYV izolatlarinda gB genotiplerinin dagilimi arastirildi ve bugiine kadar belirlenen
CMV gB genotipleri farkli oranlarda saptandi. En sik genotip gB1 saptandi. Kirk alti
hastadan toplam 49 ornekte gB genotip dagilimi gB1 %51,02, gB2 %28,57, gB3
%10,2, gB4 %10,2 olarak belirlendi. Karisik genotip bulunmadi. Farkli 6rnek tiirleri
arasinda genotip dagilimi istatiksel agidan degerlendirildiginde anlamli bir fark

saptanmadi.

Hasta gruplarma gore degerlendirildiginde KIT alicilari, 16semi ve lenfoma
hastalarinda elde edilen plazma ve biyopsi 6rneklerinde genotip dagilimi gB1 %35,
gB2 %35, gB3 %15, gB4 %15 olarak saptandi. gB1 ve gB2’nin bu hasta gruplarinda en
stk saptanan genotipler oldugu onceki g¢alismalarda da bildirilmistir. Seropozitiflik
oraninin yiiksek olmasina ragmen bir KIT hastasmnin farkli zamanda gelen iki klinik
orneginden ilkinde gB1, diger gelen Orneginde gB2 genotipinin saptanmast yeni bir
susla reinfeksiyon olasiligina isaret etmektedir (Chandler ve ark. 1987; Bale ve ark.
1996). Calismamizda karaciger transplantasyonu yapilan bir hastanin 6rneginde gB4
bulundu. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda karaciger transplant alicilarinda gB4 genotipi
diisiik oranlarda saptanmis ve bu genotipin CMV hastaliginin gelisimi ile iligkisi
bulunamamistir. iki renal transplant alicist ve bir kronik bobrek yetmezligi olan
hastadan alinan 6rneklerde ise gB2 genotipi saptandi. Farkli iilkelerde bu hasta grubu ile
yapilan ¢alismalarda gB1 ve gB2 genotipleri daha yaygin olarak bulunmustur. Ancak
CMV infeksiyonu ile bu genotipler arasinda iligki olup olmadigi hala belirsizligini

korumaktadir. BAL o6rneklerinde genotip dagilimi gB1 ve gB2 olarak belirlendi. Alt
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solunum yollarinda gB genotiplerinin dagilimlari daha 6nce farkli hasta 6rnekleri ve
gruplar ile yapilan ¢aligmalarla benzerlik gdstermis olup, gBlve gB2’nin prevalansi
yiiksek olarak bulundu. Calismamizda HIV pozitif hastanin biyopsi 6rneginde gB1l
saptandi. Konjenital CMV olgularinda ise gB genotip dagilimi gB1 %66,7, gB2 %22,2,
gB3 %11,1 ve gB4 %0 olarak bulundu. Hastalardan birinin farkli zamanda gelen
plazma ve idrar orneklerinde gB1 genotipi saptandi. ‘Diger’ grup icerisinde yer alan
hastalarda gB genotip dagilimi gB1 %70,6, gB2 %17,6, gB3 %5,9 ve gB4 %5,9 olarak

bulundu.

Genotiplerin tam1 ve Ornek tiirlerine gore dagilimlarinin karsilastirilmasi
amactyla KiT ve SOT alicilari, SOT hasta sayisinin diisiik olmasindan dolay1 transplant
alicilar1 grubu olarak birlestirilerek yapilan istatiksel analizlerde transplant alicilart ile
konjenital CMV tan1 grubu arasinda genotip dagilimi bakimindan anlamli bir fark
yoktu. Transplant alicilart ile “diger” hasta grubunu Kkarsilagtirdigimizda ise gB1
acisindan anlamli bir fark gozlendi (p=0,02). Transplant alicilarinda (n=23) gBl1
genotipinin bulunma orami  %30,4 (7/23) iken, “diger” grup igerisinde yer alan
hastalarda bu oran %70,6 (12/17) olarak saptandi. Yine c¢alismaya dahil edilen
konjenital ve “diger” hasta grubunun toplaminda gB1 genotipi %69,2 (18/26) olarak
belirlendi. Bu sonucu transplant alicilarinda gB1 genotipinin prevalanst ile

karsilagtirdigimizda istatiksel agidan yine anlamli bir fark bulundu (p=0,006).

Colak ve ark. (2003) Tirkiyede farkli hasta gruplarinda CMV genotiplerini
RFLP yontemi ile aragtirmis ve solid organ transplantasyonu yapilanlarda gB tip 1 %36,
gB tip 2 %21, gB tip 3 %43; kok hiicre transplantasyonu yapilanlarda gB tip 1 %33, gB
tip 2 %50, gB tip 3 %17; konjenital CMV infeksiyonu olanlarda ise gB tip 1 %75; gB
tip 2 %25; gB tip 3 %0 olarak bulunmustur, gB4 genotipi saptanmamustir. Ayrica
transplant alicilar1 ig¢inde CMV hastalig1 bulunan yedi hastadan dordii gB tip 3, ti¢li ise
gB tip 1 ile infekte bulunmustur. Bizim ¢alismamizda SOT alicilarindan ikisinde gB2,
birinde ise gB4 genotipi bulundu. KiT hastalarinda ise en stk gB1 (%35) ve gB2 (%35),
konjenital CMV olgularinda en fazla gB1 (%66,7) genotipi bulunurken gB4 (%0)

genotipi saptanmadi.

Eren-Daglar ve ark. (2016) Tiirkiye’de farkli cografi bolgelerde ve farkli hasta
gruplarindan elde edilen 136 (135 plazma ve 1 amniyon sivisi) 6rnekte PCR-RFLP

yontemi ile CMV gB genotiplerinin dagilimini aragtirmistir. En sik saptanan genotip
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gBl (n=44, %32,4) diger genotipler ise sirasiyla gB2 (n=39, %28,6), gB3 (n=36,
%26,5) ve gB4 (n=8, %5,9) olarak bulunmustur. Dokuz Ornekte ise tiplendirme
yapilamamistir. Hasta gruplarina gore dagilim bobrek transplant alicilarinda gBl1
%32,3, gB2 %28,7, gB3 %26,5, gB4 %?5,9; kalp transplant alicilarinda gB3 %57,1, gB1
%14,3 ve gB2 %14,3; kok hiicre transplant alicilarinda gB1 %34,3, gB2 %28,6, gB3
%22,9 ve gB4 %5,7; yenidoganlarda gB1 %38.,4, gB3 %30,8, gB2 %15,4 ve gB4 %7,7
seklinde olup, bir gebe hastada gB2 genotipi bulunmustur. Calismamizda tibbi diisiik

yapan bir hastadan alinan fetal kan 6rneginde gB1 genotipi saptandi.

Kiling A. uzmanlik tezi calismasinda (2010) Kayseri’de  farkli hasta
gruplarindan elde ettigi 74 klinik 6rnegin 33’tinde gBl (%45), 7’sinde gB2 (%9),
14’tinde gB3 (%19), 2’sinde gB4 (%3), 18’inde karigik genotip (%24) saptamustir.
Calismaya dahil edilen 14 KiT hastasinn 5’inde gB1 (%35,71) 2’sinde gB2 (%14,28) ve
7’sinde karisik genotip (%50) bulunmustur. Karisik genotip bulunan hastalarin 4’{inde
ilk gelen Ornekte tek tip genotip diger gelen Ornekte karisik genotip saptanmistir.
Arastirmaci bunun farkli CMV genotipleri ile reinfeksiyon olabilecegini bildirmistir.
Renal transplantasyon yapilan bir hastada gB1, karaciger transplant alicisinin ilk gelen
orneginde gB1, diger gelen 6rneginde ise gB1+gB3 saptanmstir. Calismamizda 18 KiT
hastasinda genotip dagilim1 gB1 %35, gB2 %35, gB3 %15 ve gB4 %15 olarak bulundu.
Incelenen &rneklerin hi¢ birinde karisik genotip tespit edilmedi. Karaciger transplant

alicisinda gB4, renal transplantasyon yapilan iki hastada da gB2 genotipi saptandi.

Calismamiz CMV gB genotiplerinin belirlenmesine yonelik oldugundan,
genotiplerin viral yiik, hastalik gelisimi ve prognoz gibi degiskenlerle iliskisi
arastirilmamistir. Degisik lilkelerde buna yonelik ¢alismalar yapilmis, gB genotiplerinin

CMV hastaliginin gelisiminde ve prognozundaki rolii belirlenmeye ¢alisilmistir.

Roubalova ve ark. (2010) Cek Cumhuriyeti’nde CMV genotiplerini arastirdigi
bir calismada 53 allojenik kemik iligi nakli yapilan hastada CMV gB1, gB2, gB3 ve
gB4 genotiplerinin sirasiyla %30, %17, %26 ve %4 oraninda bulundugunu ve bir
hastada atipik gB genotipi tespit edildigini bildirmistir. gB1 bulunan hastalarda viral
yiikiin daha diisiik ve CMV infeksiyonunun daha hafif seyrettigi, anacak akut rejeksiyon
riskinin daha fazla oldugu bildirilmistir. gB2 bulunan hastalarda ise infeksiyonun daha
agir seyrettigi ve tedaviye daha az duyarli oldugu gosterilmistir. Kemik iligi nakli
yapilan 281 hastanin dahil edildigi baska bir calismada gB1 %48,4, gB2 %16,4, gB3



50

%26,4, gB4 % 8,2 ve karisik genotip %2,5 olarak bulunmustur (Torok-Storb ve ark.
1997).

Woo ve ark. (1997) Cinde CMV gB genotiplerini arastirdiklar1 ¢galismada CMV
hastalig1 gelisen 22 KiT hastasinda genotip dagilimimi gB1 3(%14), gB2 12(%54), gB3
3(%14), gB4 2(%9) ve karisik genotip 2(%9), CMV hastalig1 gelismeyen 11 KIT
hastasinda gB1 5(%46), gB2 2(%18), gB3 3(%27), gB4 0(%0) ve karisik genotip 1(%9)
olarak bulmustur. Renal tranplant alicilarindan CMV hastalifi gelisen 14 hastada
genotip dagilimin1 gB1 7(%50), gB2 1(%7), gB3 3 (%21), gB4 2(%14) ve karisik
genotip 1(%7), hastalik gelismeyen 13 hastada ise genotip dagilimi gB1 9(%69), gB2
0(%0), gB3 3(%23), gB4 1(%8) ve karisik genotip 0(%0) saptanmistir. Asemptomatik
prematiire bebeklerde (n=13) ise gB1 10(%77), gB2 0(%0), gB3 0(%0), gB40(%0) ve
karisik genotip 3(%23) olarak belirlenmistir. Baska bir ¢alismada 50 solid organ
transplantasyonu yapilan hastada gB genotiplerinin dagilimi gB1 19/50 (%38), gB2
9/50 (%18), gB3 12/50 (%24), gB4 2/50 (%4), karisik genotip %16 olarak saptanmigtir
(Humar ve ark. 2003).

Wu ve ark. 2005 yilinda Cin’de yaptiklari calismada, 38 hematopoetik kok hiicre
nakli yapilmis hastada genotip dagilmmm gB1 19/38 (%50), gB2 3/38 (%7,9), gB3
14/38 (%36,8) olarak saptamigtir. gB1 genotipi bulunan hastalarda klinik bulgularin
daha hafif seyrettigi, gB3’lin ise interstisyel pndmoni gelisiminde énemli rol oynadig:
bildirilmistir. CMV ¢gB genotipleri ile GVHH arasinda iliski bulanamamustir. Yine
Cin’de yapilan baska bir ¢aligmada arastirmacilar 101 hematopoetik kok hiicre nakli
yapilmig hastada gB1 ve gB3 genotiplerinin dagiliminin daha yiiksek oldugunu, bununla
birlikte gB3’iin interstisyel pnomoni igin risk faktorii olustura bilecegini bildirmistir.

Ayrica, 5 hastada ilk kez olarak gB5 genotipi saptanmistir (Wu ve ark. 2010).

Diemant ve ark. (2013) tarafindan Brezilya’da CMV infeksiyonu gelisen
allojenik kok hiicre nakli yapilmis 49 hasta ile yaptilan ¢alismada genotip dagilimi; gB1
19/49 (%39), gB2 17/49 (%35), gB3 3/49 (%6), gB4 7/49 (%14) ve karisik genotip 3
(%6) (gB1 + gB3, gB1 + gB4 ve gB2 + gB4) olarak bulunmustur. Genotiplere gore
hasta sagkalim oranit gB1 icin %55, gB2 icin %43, gB3 icin %0 ve gB4 icin %57
(p=0,03) olarak saptanmistir.  Arastirmacilar gB3 genotipi bulunan hastalarda

gastrointestinal sistem hastaliklarinin gelistigini, preemptif tedavi sirasinda yiiksek viral
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yik, evre 11-1V akut greft versus hastaligi ve diisiik sagkalim oran1 gézlemlendigini
bildirmistir.

Coaquette ve ark. (2004) Fransa’da 92 immunsiipresif hasta ile (transplantasyon
yapilan ve yapilmayan) yaptiklar1 ¢alismada gB1 genotipini %28,9, gB2 %19,6, gB3
%23 ve gB4 %2 oraninda saptamistir. Ayni ¢alismada %25,8 oraninda karigik genotip
bulunmustur. Karigik genotip bulunan hastalarda CMV hastaliginin seyrinin agir
oldugu, greft rejeksiyon oraninin artdigini ve viral yiikiin daha yliksek oldugunu

belirtilmistir.

[ran’da Khalafkhany ve ark. (2016) 434 bobrek transplant alicisindan viremi
gelisen 68 hastada RFLP yontemi ile gB genotiplendirmesi gergeklestirmistir.
Genotiplerin dagilimi gB1 %26,5, gB2 %20,5, gB3 %17,6 ve gB4 9%5,9 olarak
bulunmustur. Karisik genotip oran1 ise %29,4 saptanmistir. Ayrica diyabetik hastalarda
viremi gortilme oraninin non-diyabetiklere gore 2 kat daha fazla oldugunu bildirilmistir.
Yapilan bazi c¢alismalarda ise renal transplant alicilarinda akut rejeksiyon ile CMV
hastaligi/infeksiyonu arasinda iliski bulanamamistir (Aquino ve Figueiredo 2000;
Vogelberg ve ark. 1996; Pacsa ve ark. 2003).

Carraro ve Granata (2003) Brezilya’da renal transplant alicilari ile yapmis
olduklar1 ¢aligmada, bu hasta grubunda reinfeksiyonalarin aynm1 gB ile degil farkli gB
genotipleri ile oldugunu gostermistir. Genotiplerin dagilimi ise gB2 %40, gB1 %30,
gB3 %25 ve gB4 %5 oraninda bulunmusgtur.

Pacsa ve ark. (2003) Kuveyt’de bobrek nakli yapilmig hastalarda CMV gB
genotipleri ile multipl infeksiyon sirasinda diger herpes viruslar (HHV-6,7) arasindaki
iliskiyi arastirmistir. Calismaya dahil edilen 92 hastadan 35’inde transplantasyondan 6
ay sonra CMV infeksiyonunun klinik bulgulari ortaya ¢ikmustir. ilging bir sekilde canli
dondrden nakil yapilan hastalarda gB1 genotipinini prevalans: (38%) kadavradan
bobrek nakli yapilan hastalara gore (13%) daha yiliksek bulunmustur. Ayrica
arastirmacilar ilk hasta grubunda semptomatik CMV infeksiyonun diger gruba nazaran
az siklikla goriilmesi gB1 genotipinin daha az patojen oldugu ile iliskilendirmistir.
Karisik genotip orani ayni hasta grubu ile yapilan caligmalardan farkli olarak %27
olarak bulunmustur. Bununla beraber gB genotipleri ile CMV infeksiyonun bulgular
arasinda onemli bir iliski saptanmamistir. gB2 genotipinin pp65 antijen-pozitif

hastalarda sik saptanmasinin ise daha fazla arastirmaya gerek oldugunu bildirilmistir.
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Calismada HHV-6 ile CMV’nin klinik bulgular1 veya gB genotipleri arasinda iliski
bulunamamigtir. HHV-7 genomu ise asemptomatik hastalarda (41,7%) semptomatik
hastalara oranla (17%) daha sik saptanmistir. Ancak HHV-7 ile bobrek nakilli
hastalarda CMV infeksiyonuna bagl oliimler arasinda iliski olup olmadigi hala tam
olarak bilinmemektedir. Baska bir calismada 34 renal tranplant alicisinda gB
genotiplerinin dagilimi gB1 %61,8, gB3 %S58,8, gB2 %41,2 ve gB4 %8,8 olarak
bulunmustur. Ayrica 34 hastadan 24’tinde karigik genotip (%70,6) saptanmistir (Aquino
ve Figueiredo, 2000).

Pang ve ark. 2008’de Kanada’da solid oran transplantasyonu yapilan hastalarda
gelistirdikleri real time genotiplendirme ve quantitative PCR (RT-GQ-PCR) yontemi ile
ayn1 zamanda hem genotiplendirme hem de viral yilik ¢alismiglardir. Calisilan 121
ornekte gB genotiplerinin dagilimi gB1 61 (%50,4), gB2 26 (%21,0), gB3 11 (%9,1),
gB4 3 (%2,5) olarak bulunmustur. Karisik genotip infeksiyonlart %17 (20/121)
oraninda saptanmistir. Genotipler arasinda ¢apraz-reaksiyon olmamistir. Karigik genotip
infeksiyonu bulunan hastalarda viral yiik daha yiiksek saptanmustir. gB genotip ve viral
yikii ayn1 zamanda caligmaya olanak saglayan bu yontemin hizli, 6zgil ve SOT
alicilarinda CMYV infeksiyonun takibi bakimindan daha diisiik maliyetli oldugunu
bildirilmistir.

Zhou ve ark. (2007) Cin’de 50 solid organ transplant alicisinda gB1 19/50
(%38), gB3 12/50 (%24), gB2 9/50 (%]18), gB4 2/50 (%4) ve karisik genotip %16
olarak bulmustur. Arastirmacilar solid organ transplant alicilarinda gB1 ve gB3 yaygin

bulunurken, gB4 ve karisik genotip goriilme oraninin daha az oldugu bildirmistir.

Rosen ve ark. (1998) Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) yaptiklart
caliymada 53 karaciger transplant alicisinin kan ve idrar oOrneklerinde  genotip
dagilimin1 gB1 19 (%36), gB2 15(%28), gB3 13(%24), gB4 4(%8) olarak belirlemistir.
Iki hastada karisik genotip (gBl+gB3, gBl+gB4) bulunmustur. gB1 ile infekte
hastalarda greft rejeksiyon riskinin yiiksek oldugunu bildirilmistir.

Sarcinella ve ark. (2002) Kanada’da 58 karaciger transplant alicisinda CMV
genotiplerini arastirdiklar1 calismada gB1’1 15/58 (%25,9), gB2’yi 16/58 (%27,6),
gB3’ti 21/58 (%36,2), gB4’i 2/58 (%3,4) ve 4 hastada karisik genotip (%6,9)
bulmustur. Arastirmacilar karaciger transplant alicilarinda rejeksiyon ile gB genotipleri

arasinda iliski bulamamistir. Ancak karisik genotip bulunan hastalarda CMV
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hastaliginin gelisme riskinin yliksek oldugunu bildirilmistir. Karaciger transplant
alicilarindan alinan 6rneklere dayanan baska bir ¢aligmada 6rneklerin %87’si (53/61)
tek tip genotip igeriyordu. Orneklerin geri kalan %13’ii ise iki tip genotip iceriyordu
(Novak ve ark. 2008).

Bergallo ve ark. 2011 yilinda italya’da yaptiklari calismada CMV DNA’si
pozitif saptanan 44 hastanin BAL 6rneklerinde 5 gB genotipini (gB1-gB5) aragtirmistir
ve genotiplerin dagilimi 12 (27,3%) gB1, 11 (25%) gB2, 9 (20,4%) gB3, 4 (9,1%) gB4,
0 gB5 ve 8 (18,2%) karisik genotip seklinde olmustur. Hastalarda klinik bulgularla
genotip dagilimi arasinda iliski bulunamamistir. Bununla beraber pndmoni olgularinda
gB4 ve gB2, solunum yetmezligi olan hastalarda ise gB4 ve gB3 genotiplerinin

prevalansi daha fazla olmustur.

Avrista ve ark. (2003) Italya’da 82 hastanin kan veya idrar orneklerinde farkli
CMV suslart ¢aligmistir. Hastalarin dagilimi; ates, mononukleoz ve hepatit gibi klinik
bulgularla primer CMV infeksiyonu geciren 17 immunukompetant yetiskin hasta, 23
kemik iligi nakli yapilmis hasta (11 allojenik ve 12 otolog ), 11 bobrek transplant alicisi,
8 HIV hastas1 (CD4<100/mm?®) ve 23 konjenital CMV ile dogan bebek seklinde
olmustur. Ayrica transplant ve HIV hastalarindan toplanan oOrneklerde CMV IgG
seropozitifligi saptanmistir. gB gen bolgesi PCR ile ¢ogaltiktan sonra RFLP ile gB
genotip analizi yapilmistir. KIiT hastalarinda gB3 (%52,2), gB2 (%34,8) gB1 (%13) ve
gB4 (%0) seklinde saptanmistir. Immunokompetant 17 hastada gB genotip 1,2 ve 3’iin
dagilimi 1 (%5,9), 10 (%58,8) ve 6 (%35,3) buna uygun olarak bobrek nakli yapilmis ve
HIV hastalarinda bu oran 2 (%10,5) , 8 (%42,1) ve 9 (%47,4) olarak bulunmustur. gB
genotip 4 yine saptanmamistir. Bununla beraber semptomatik konjenital CMV
infeksiyonu geciren 16 bebekten %50°de gB1 saptanirken, gB2, gB3 ve gB4 dagilimi
neredeyse esit olarak bulunmustur. Asemptomatik bebeklerden c¢aligilan idrar
orneklerinde gB2 daha yayginken, gB4 genotipi de saptanmistir. Arastirmacilar genotip
dagilimi ve klinik bulgular arasinda iliski bulamazken, o6zellikle gB1’in plasental
dokulardaki tropizmine dikkat ¢ekmis ve bu genotipin semptomatik konjenital CMV
infeksiyonu ile iligkili olabilecegini bildirmistir. Gorzer ve ark. (2015) yenidoganlarin
idrar 6rneklerinde karisik genotipin nadiren bulundugunu ve bunun hamilelik sirasinda

gegen genotip profilinin olusturulmasinda faydali olabilecegini bildirmistir.
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Shepp ve ark. (1996) HIV ile infekte hastalarda gB2 ile retinit arasinda iliski

oldugunu ve bu genotipin retinopatik 6zelliginin arastirilmasi gerektigini bildirmistir.

Drew ve ark. (2002) ABD’de HIV pozitif ve retinit gelisen hastalarla, HIV
pozitif fakat retiniti olmayan hasta grubunda yaptiklar1 ¢alismada, gB2 genotipini her
iki grupta da daha yaygin olarak bulmustur. Arastirmacilar bu genotipin HIV pozitif
hasta grubu arasinda daha yiiksek prevalansda seyrettigini, ancak gB2 ile retinit gelisimi

arasinda bir baglantinin bulunamadigini bildirmistir.

Vilas Boas ve ark. (2003) Brezilya’da merkezi sinir sistemi hastaligi gelisen ve
gelismeyen AIDS hastalar ile yaptiklari ¢alismada her iki gruptan alinan orneklerde
gB1 ve gB2 genotiplerinin dagilimi daha yiiksek olmakla beraber, gB genotipleri ile
merkezi sinir sistemi hastaligi arasinda iligki bulanamamustir. Tarrago ve ark. (2003)
AIDS hastalarinin serum 6rneklerinde gB3, BOS 6rneklerinde ise gB2 genotipini daha
yaygin olarak saptamistir. Bunu gB2 genotipinin noronlara olan tropizmi ile
iliskilendirmis ve CMV infeksiyonun prognozunda klinik agidan yararli olabilecegini
bildirilmistir. Shepp ve ark. daha once yaptiklari ¢alismada gB2 genotipinin AIDS’li
hastalarda CMV retiniti ile iliskili oldugunu bildirmelerine ragmen bu ¢alismada gB2
genotipi ve CMV retiniti arasinda iliski bulunamamistir. Rasmussen ve ark. (2003)
HIV infekte olgularda farkli dokulardan alinan 6rneklerde farkli genotipler bulmustur.
Ayni ¢alismada gB4 genotipinin ise CD4 hiicre sayisinin <100/pl oldugu HIV pozitif

hastalarin semeninde 16kositlere oranla daha fazla bulundugu bildirilmistir.

Trincado ve ark. (2000) Awvusturalya’da konjenital CMV olgularinda gB
genotiplerini gBl1 %38,8, gB2 %21, gB3 %29,9, gB4 %7 olarak bulmustur.
Aragtirmacilar RFLP yontemi ile iki yeni genotip gB6 (%1,5) ve gB7’yi (%]1,5) tespit
etmistir. Bagka bir ¢alismada konjenital CMV infeksiyonu olan hastalarda gB1 %42,
gB3 %26, gB2 %19 ve gB4 %13 olarak bildirilmistir. gB genotipleri ile klinik bulgular
arasinda iliski bulunamamistir (Barbi ve ark. 2001). Degisik iilkelerde konjenital CMV
infeksiyonu ile ilgili gB genotiplendirme c¢aligmalarinda gB1 dominant olarak

bulunmustur (Trincado ve ark. 2000; Bale ve ark. 2000; Barbi ve ark. 2001).

Jin ve ark. (2007) Cin’de CMV ile infekte bebeklerde yaptiklari ¢alismada gB1
genotipini dominant olarak saptamis ve bu genotipin malformasyon, pnémoni ve sarilik
ile iliskili oldugunu bildirmistir. Polonya’da yapilan baska bir ¢alismada konjenital ya
da postnatal CMV infeksiyonu olan 150 bebekte en sik saptanan genotip gB2 olup,
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genotiplerle viral ylik ve semptomatik infeksiyon arasinda iliskinin olmadigi

bildirilmistir (Paradowska ve ark. 2015).

Farkli iilkelerden arastirmacilar konjenital CMV olgular1 arasinda gB1
genotipinin daha sik saptanmasinin, bu genotipin plasenta dokusuna olan tropizmi ile
iligkili olabilecegi bildirmistir. (Barbi ve ark. 2001; Arista ve ark. 2003; Tanaka ve ark.
2005; Bale ve ark. 2000, Yamamoto ve ark. 2007). Ayn1 zamanda Trincado ve ark.
Avusturalya’da yaptiklar1 ¢alismada konjenital CMV infeksiyonu olan bebeklerde gB2
genotipini diger genotiplere oranla daha yaygin olarak bulmus ve bunu gB2’nin plasenta
dokusuna tropizmi ile iliskilendirmistir. Fransa’da yapilan bir ¢alismada ise amniyotik
stv1 Orneklerinde gB1, gB2 ve gB3 genotiplerinin dagiliminin neredeyse ayni oldugu ve
dort genotipin de anneden bebege vertikal bulasmada esit rolii oldugu bildirilmistir
(Picone ve ark. 2004; Yamamoto ve ark. 2007).

Ruiz ve ark. (2004) Kosta Rika’da alkol bagimlilari, hamile kadinlar, AIDS
hastalar1, hemotoloji-onkoloji hastas1 ¢ocuklar ve sitomegalik inkliizyon hastalig
gelisen yenidoganlardan aldiklar1 plazma ornekleri ile yaptiklar1 ¢alismada gB genotip
dagilimmi gB2 %73, gB1 %16 ve gB3 %11 olarak saptamistir. Yenidoganlarda her ii¢
genotip (gB1, gB2 ve gB3) tespit edilirken, AIDS hastalarinda ve kan donorlerinde

sadece gB2 genotipi bulunmustur. gB4 ve karisik genotip saptanmamastir.

Yapilan baz1 g¢alismalarda immunsupresif hastalarda, transplant alicilarinda,
riskli cinsel davraniglarda bulunan yetiskinlerde ve bakim merkezlerinde kalan
cocuklarda yeni CMV suslar ile reinfeksiyon olugma riskinin yiiksek oldugu

bildirilmistir.(Bale ve ark.1996)

Chou ve ark. (1986) ABD’de renal transplantasyon yapilan CMV seropozitif
hastanin 19’unda donér kaynakli yeni CMV suslart ile reinfeksiyon saptamustir.
Aragtirmacilar primer infeksiyonun farkli CMV suglari  ile yeniden infekiyon
olusumunda koruyucu olmadigimmi bildirmistir. Yapilan baska bir calismada da
reaktivasyon veya farkli suglarla gelisen reinfeksiyonlarin kok hiicre nakli
gerceklestirilen hastalarda CMV hastaliginin  gelismesinde o6nemli rol oynadigi
bildirilmistir (Zawilinska ve ark. 2015).

ABD’de ilk kez yapilan calismada konjenital CMV infeksiyonu gegiren
cocuklarda akut lenfoblastik 16semi (ALL) goriilme oraninin 3 kat daha fazla oldugu ve

yenidoganlarda CMV infeksiyonun bu hastaligin  gelisiminde risk faktorii
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olusturabilecegi bildirilmistir (Francis ve ark. 2016). Bizim ¢alismamizda da konjenital
CMV olgularindan birinin ilerleyen yillarda ALL tanis1 almasi bu ¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Tibbi diisiik yapan bir hastadan alinan fetal kan 6rneginin CMV viral
yiiki ise 43x10° kopya/ml olarak belirlendi. Yapilan bazi1 ¢aligmalar hamileligin ilk 3
ayinda yiiksek seyreden CMV viral yikiiniin gebeligin sonlamasinda risk faktorii
olusturabilecegi bildirilmistir (Yan ve ark. 2015, Chesnik ve Kustanova, 2016).

Sonug olarak ¢alismamiza dahil edilen hastalarda en sik saptanan genotip gBl
idi. gB1’den sonra en sik saptanan genotip gB2 oldu. Karisik genotip bulunmadi.
gB1’in transplant alicilar1 digindaki hastalarda istatiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmasi gB’nin hiicreye giris ve immun sistem igin belirleyici bir molekiil
olmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmektedir. Woo ve ark. (1997) yaptiklari
calismada renal transplant alicilarinda KIT alicilarina gére gB1 anlamli bigimde yiiksek
bulmus ve bu durumu aragtirmacilar CMV’nin iki hasta grubunda sitotoksik immun
yamtin da yer aldig: farkli immunopatolojik cevaplara ve dolayisiyla KiT hastalarinda
patolojik hasarin farkli yonde olusmasina yol actifi seklinde yorumlamigsa da

giiniimiizde bu immunopatolojik mekanizma halen tam olarak aydinlatilamamastir.

Diinyada farkli cografi bolgelerde ve farkli hasta gruplarinda CMV gB
genotiplerinin arastirildigi ¢aligmalara ragmen gB genotiplerinin CMV hastaliginin
gelisiminde ve patogenezindeki roli  hala biitin  yonleri ile acikliga
kavusturulamamigtir. Bu alanda daha fazla, genis serili ve kontrollii ¢alismanin
yapilmas: gerekmektedir. Ayrica CMV gB genotiplerinin cografi bolgelere ve hasta
gruplarina goére dagilimlarimin belirlenmesinin tedavi, hastaligi onleme ve asi

gelistirilmesine yonelik ¢abalar agisindan 6nemli olacagi yadsinamaz.
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HAM VERILER

>Merlin_Gtl

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>M60927_Gtl

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAAGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCTAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAAATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>M60929_Gtl

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGTGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
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GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>M60931_Gt2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>AD169_Gt2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>AC146907_Gt3

CACTTTTCTTCTGCTAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCGTGTTGGATTGTGTGCGTGATCAGGCTCTAA
ATAAGCTACAACAGATCTTCAACGCCTCGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTTTTTGAAACCACAGGCGGTCTGGTGGTGTTTTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTTTGTTGGAACTGGAACGTTTGGCCAATAGCTC
CGGTGTGAACTCCACGCGTAGAACCAAGAGAAGTACGGGCAATACGACCAC
CCTGTCGCTTGAAAGCGAATCTGTACGAAATGTGCTCTACGCTCAGCTGCAG
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TTCACCTATGATACGTTGCGCAGCTACATCAATCGGGCGTTGGCGCAGATCG
CCGAGG

>M85228_Gt3

CACTTTTCTTCTGCTAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCGTGTTGGATTGTGTGCGTGATCAGGCTCTAA
ATAAGCTACAACAGATCTTCAACGCCTCGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTTTTTGAAACCACAGGCGGTCTGGTGGTGTTTTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTTTGTTGGAACTGGAACGTTTGGCCAATAGCTC
CGGTGTGAACTCCACGCGTAGAACCAAGAGAAGTACGGGCAATACGACCAC
CCTGTCGCTTGAAAGCGAATCTGTACGAAATGTGCTCTACGCTCAGCTGCAG
TTCACCTATGATACGTTGCGCAGCTACATCAATCGGGCGTTGGCGCAGATCG
CCGAGG

>M60926_Gt4

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCTACTTTCCTGTCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGATTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTCTA
AATAAGTTACAGCAGATTTTTAATGCTTCATACAATCAGACATATGAAAAGT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACTACCGGCGGACTAGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGTT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAGTAGAACCAGAAGAAGTACAGATGGCACCA
ATGTAACTCATTTATCTAATATGGACTCGGTACACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTACGACACGTTGCGCGGCTACATCAACCGGGCGTTGAC
ACAAATCGCAGAAG

>AF043721_Gt5

CATTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCGTGTTGGATTGTGTACGTGATCAGGCTCTGA
ATAAGTTACAACAGATCTTCAACGCCTCGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTCTTCGAAACCACAGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAGAAATCTCTGTTGGAATTAGAACGTTTAGCCAATAGCT
CTGGTGTAAACGCTACGCGTAGAAGCAAGAGAAGCACAAACAATACGACT
ACCCTATCGCTGGAGAACGATTCGGTACGAAGTGTGCTCTACGCCCAGCTG
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CAGTTTACCTACGACACGTTGCGCAACTACATTAACCGGGCGCTGGCACAG
ATCGCCGAAG

>N 22 korn

CCCTTTTCTTCTGCTAAAATGACCGCCACTTTTTTATCTAAGAAACAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTTTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAACTGGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATACAACCAAAAGTACTGCAGATGGCACCA
CTGCATCTCATTTATCCAACTTGGAATCAGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCACTTCAACTATTACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCG
CACATCGCAGAAG

>N_18_Plz2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
AAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCWGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAA

>N_19 Plz2

CACTTTTTTTTTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
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GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N_17 _Plz2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
AGGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAAGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTGTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCTAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAAATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_16_Plz2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
AGGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAAGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTGTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCTAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAAATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_15_Plz2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
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GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N_12_Plz2

CACTTTTTTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTTTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACTTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N_10_Plz2

CACTTTTTTTTTGCCAAAATGACCGCTACTTTCCCGTTTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGATTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTCTA
AATAAGTTACAGCAGATTTTTAATGCTTCATACAATCAGACATATGAAAAGT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACTACCCGCGGACTAGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGTT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAGTAGAACCAGAAGAAGTACAGATGGCACCA
ATGTAACTCATTTATCTAATATGGACTCGGTACACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTACGACACGTTGCGCGGCTACATCAACCGGGCGTTGAC
ACAAATCGCAGAAG

>N_09 _Plz2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGTGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
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GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_07_Plz2

CACTTTTCTTCTGCTAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCGTGTTGGATTGTGTGCGTGATCAGGCTCTAA
ATAAGCTACAACAGATCTTCAACGCCTCGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTTTTTGAAACCACAGGCGGTCTGGTGGTGTTTTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTTTGTTGGAACTGGAACGTTTGGCCAATAGCTC
CGGTGTGAACTCCACGCGTAGAACCAAGAGAAGTACGGGCAATACGACCAC
CCTGTCGCTTGAAAGCGAATCTGTACGAAATGTGCTCTACGCTCAGCTGCAG
TTCACCTATGATACGTTGCGCAGCTACATCAATCGGGCGCTGGCGCAGATCG
CCGAGG

>N_06_Plz2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTAATATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TACGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCAAAGGTGGTTTGGTAGTGTTCGGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTTTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACAGGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_05_Plz2

CACTTTTCTTATGCTAAAATGACTGCAACTTTTCGGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCGTGTTGGATTGTGTGCGTGATCAGGCTCTAA
ATAAGCTACAACAGATCTTCAACGCCTTGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTTTTTGAAACCACCGGCGGTCTGGTGGTGTTTTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTTTGTTGGAACTGGAACGTTTGGCCAACAGTTC
CGGTGTGAACTCCACGCGTAGAACCAAGAGAAGTACGGGCAATACGACCAC
CCTGTCGCTTGAAAGCGAATCTGTACGAAATGTGCTCTACGCTCAGCTG
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CAGTTCACCTTGATACGTTGCGCAGCTACATCAATCGGGCGTTGGCGCAGAT
CGCCGAGG

>N_02_Plz2

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N_01_Plz2

CACTTTTCTTCTGCCGGAGCGCCGACGGCCCTTTCCTGTCTTATACCA
TGAGCTGAGATGTCCTACTCCTCGCTGGACAGCGTACGTGATGAGGCTATCA
ATAGGTTACAGCCTATTTTCAATACCTCTTATAATCAAACATATGAAAAATA
AGGAAACGTGTCCGTCTTAGAAACCAGTGGCGGTCTGGTGGTGTTCCGGCA
AGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGCTC
CAGTATGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATAC
AACTCATTTGTCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCTG

CAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAATCGGGCGCTGGCGCAA
ATCGCAGAAG

>N 01 Bio

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTAGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
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GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 02 Korn

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 05 Korn

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTATCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAAGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTGTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCTAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAAATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 06 Korn

CCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
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GCAGTTCACTTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N 07 Korn

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTT

>N 08 Plz

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTAGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 09 BAL

CCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACTTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG
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>N 11 bio

TCTTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAAAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAAATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAATTACAAATGGCAACA
ATGCACCTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACCCCCA
GCTGCATTTCACCTATAACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGC

>N 12 bio

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N 13 bhio

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAACTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAAT
ATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCTC
CAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACAA
TGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAG
CTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGC
AAATCGCAGAAG

>N 14 bio
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TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCTACTTTCCTGTCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGATTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTCTA
AATAAGTTACAGCAGATTTTTAATGCTTCATACAATCAGACATATGAAAAGT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACTACCGGCGGACTAGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGTT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAGTAGAACCAGAAGAAGTACAGATGGCACCA
ATGTAACTCATTTATCTAATATGGACTCGGTACACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTACGACACGTTGCGCGGCTACATCAACCGGGCGTTGAC
ACAAATCGCAGAAG

>N 16 plz

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGCTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 17 bio

TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 18 bio
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CCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAACAAG
AGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCCATAAA
TAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAATAC
GGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGCAA
GGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGATCC
AGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATACA
ACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCTG

CAGTTCACTTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCAA
ATCGCAGACG

>N 19 korn

TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 20 bio

TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCTACTTTCCTGTCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGATTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTCTA
AATAAGTTACAGCAGATTTTTAATGCTTCATACAATCAGACATATGAAAAGT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACTACCGGCGGACTAGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGTT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAGTAGAACCAGAAGAAGTACAGATGGCACCA
ATGTAACTCATTTATCTAATATGGACTCGGTACACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTACGACACGTTGCGCGGCTACATCAACCGGGCGTTGAC
ACAAATCGCAGAAG

>N 21 BOS
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TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCTACTTTCCTGTCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGATTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTCTA
AATAAGTTACAGCAGATTTTTAATACTTCATACAATCAGACATATGAAAAGT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACTACCGGCGGACTAGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGTT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAGTAGAACCAGAAGAAGTACAGATGGCACCA
ATGTAACTCATTTATCTAATATGGACTCGGTACACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTACGACACGTTGCGCGGCTACATCAACCGGGCGTTAAC
ACAAATCGCAGAAG

>N 24 Bio

CCCTTTTCTTCTGCTAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCGTGTTGGATTGTGTGCGTGATCAGGCTCTAA
ATAAGCTACAACAGATCTTCAACGCCTCGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTTTTTGAAACCACAGGCGGTCTGGTGGTGTTTTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTTTGTTGGAACTGGAACGTTTGGCCAATAGCTC
CGGTGTGAACTCCACGCGTAGAACCAAGAGAAGTACGGGCAATACGACCAC
CCTGTCGCTTGAAAGCGAATCTGTACGAAATGTGCTCTACGCTCAGCTG

CAGTTCACCTATGATACGTTGCGCAGCTACATCAATCGGGCGTTGGCGCAG
ATCGCCGAGG

>N 26 BAL

TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACGTGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 28 idr
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CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 29 idr

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N 116 Plz

CCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACAGCAACTTTTCTGTCTAAGAAGCAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N 121 Plz



92

CCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N 122 Plz

TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCTACTTTCCTGTCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGATTCCGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTCTA
AATAAGTTACAGCAGATTTTTAATGCTTCATACAATCAGACATATGAAAAGT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACTACCGGCGGACTAGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGTT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAGTAGAACCAGAAGAAGTACAGATGGCACCA
ATGTAACTCATTTATCTAATATGGACTCGGTACACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTACGACACGTTGCGCGGCTACATCAACCGGGCGTTGAC
ACAAATCGCAGAAG

>N 125 Plz

CACTTTTCTTCTGCTAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCATGTTGGATTGTGTGCGTGATCAGGCTCTAA
ATAAGCTACAACAGATCTTCAACGCCTCGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTTTTTGAAACCACAGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTTTGTTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATAGCTCC
GGTGTGAACTCCACGCGTAGAACCAAGAGAAGTACGGGCAATACGACCACC
CTGTCGCCTGAAAGCGAATCTGTACGAAATGTGCTCTACGCTCAGCTGCAGT
TCACCTATGATACGTTGCGCAGCTACATCAATCGGGCGTTGGCGCAGATCGC
CGAGG

>N_93 Co
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CACTTTTCTTCTGCTAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACCCCGTGTTGGATTGTGTGCGTGATCAGGCTCTAA
ATAAGCTACAACAGATCTTCAACGCCTCGTACAATCAAACATACGAAAAGT
ACGGTAACGTGTCGGTTTTTGAAACCACAGGCGGTCTGGTGGTGTTTTGGCA
AGGTATCAAGCAAAAATCTTTGTTGGAACTGGAACGTTTGGCCAATAGCTC
CGGTGTGAACTCCACGCGTAGAACCAAGAGAAGTACGGGCAATACGACCAC
CCTGTCGCTTGAAAGCGAATCTGTACGAAATGTGCTCTACGCTCAGCTGCAG
TTCACCTATGATACGTTGCGCAGCTACATCAATCGGGCGTTGGCGCAGATCG
CAGAGG

>N_76_Co

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAG

>N_60_Co

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAAAAG

>N_64 _Co
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CCTTTTTCTTCTGCCAAAATGACTGCAACTTTTCTGTCTAAGAAACAA
GAAGTGAACATGTCCGACTCCGCGCTAGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATATAATCAAACATATGAAAAAT
ACGGAAACGTGTCCGTCTTCGAAACCAGCGGCGGTCTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGCATCAAGCAAAAATCTTTGGTGGAATTGGAACGTTTGGCCAATCGAT
CCAGTCTGAATATCACTCATAGGACCAGAAGAAGTACGAGTGACAATAATA
CAACTCATTTGTCCAGCATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCAGCT
GCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGCGCA
AATCGCAGAAA

>N_58 Co

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_42_Co

CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_39 Co
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CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCCATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATGCTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTGGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAGTCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_03_Co

TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTAGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG

>N_106_Plz

TCCTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTGGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA
GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAATCGCAGAAG

>N_08_idr
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CACTTTTCTTCTGCCAAAATGACCGCCACTTTCTTATCTAAGAAGCAA
GAGGTGAACATGTCCGACTCTGCGCTGGACTGCGTACGTGATGAGGCTATA
AATAAGTTACAGCAGATTTTCAATACTTCATACAATCAAACATATGAAAAA
TATGGAAACGTGTCCGTCTTTGAAACCACTGGTGGTTTGGTAGTGTTCTGGC
AAGGTATCAAGCAAAAATCTCTGGTAGAACTCGAACGTTTGGCCAACCGCT
CCAGTCTGAATCTTACTCATAATAGAACCAAAAGAAGTACAGATGGCAACA
ATGCAACTCATTTATCCAACATGGAATCGGTGCACAATCTGGTCTACGCCCA

GCTGCAGTTCACCTATGACACGTTGCGCGGTTACATCAACCGGGCGCTGGC
GCAAATCGCAGAAG
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