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Gansiklovir (GCV) direncli sitomegalovirtis (CMV) suslari 6zellikle imminsupresif hastalarda uzun do-
nem antiviral kullanimini takiben bildirilmektedir. Bu ¢alismada, kok hicre transplantasyonu (KHT) veya
solid organ transplantasyonu (SOT) yapilan ve nakil sonrasi CMV enfeksiyonu saptanan hastalarda GCV
direncine yol acan CMV’nin UL97 genindeki mutasyonlarin genotipik ve fenotipik yontemlerle arastiril-
masi amaclanmustir. Calismaya, Akdeniz Universitesi Hastanesinde KHT veya SOT yapilmis ve rutin izlem
sirasinda CMV viral yiikii 1000 kopya/mL'nin {zerinde saptanan 30 hasta alinmistir. CMV DNA kantitatif
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Sitomegaloviriis izolatlarinda Gansiklovir Direncinin Fenotipik ve Genotipik Yéntemlerle Arastiriimasi

olarak otomatize sistem ile (Cobas Ampliprep/COBAS Tagman CMV Test, Roche Diagnostics, Almanya)
arastinlmistir. Antiviral dirence yol acan mutasyonlarin saptanmasi icin UL97 gen bdlgesinde 420-664 ko-
donlar arasi DNA dizi analizi (Sanger sequencing) yapilmis ve tanimlanmis mutasyonlar ile karsilastiriimistir.
Antiviral direncin fenotipik yontemlerle arastiriimasi icin hastalarin heparinli kan 6rnekleri toplanmis, ‘buffy
coat (I6kosit tabakasi)’ MRC-5 hiicrelerine santrifligasyon yontemiyle inokiile edilmis ve bu hiicrelerde
CMV iremesi monoklonal antikorlarla kontrol edilmis, Greme saptandiginda viris titresi belirlenerek plak
azaltma testi onerilen sekilde uygulanmistir. Otuz hastadan 22’sinin KHT, sekizinin SOT (bes bobrek, ¢
karaciger) alicisi oldugu belirlenmistir. Nakil 6ncesi hastalarin CMV serolojileri degerlendirildiginde, 29
(%96.7) hastanin seropozitif, bir (%3.3) hastanin seronegatif oldugu bulunmustur. Altisi seropozitif, biri
seronegatif toplam yedi (%23.3) KHT alicisi pediyatrik hastada toplam dokuz adet CMV UL97 mutasyonu
saptanmistir. Saptanan mutasyonlardan besi; bes farkli alicida, her birinde birer adet olacak sekilde, GCV'ye
karsi klinik direnci tanimlanmis UL97 mutasyonlari olarak gézlenmistir (C603W, C592G, H520Q, M460V,
A594T). Ek olarak, seronegatif bir alicida GCV direncine yol agmadigi bilinen bir mutasyon (D605E) ve
seronegatif bir alicidaysa daha 6nce tanimlanmamis (ic mutasyon (1474T, F499S, V559A) saptanmustir.
Genotipik yontemle M460V, H520Q, C592G, C603W ve A594T mutasyonlari saptanan bes hastanin buffy
coat 6rneklerinden hiicre kiltiriinde izole edilen CMV suslarinda GCV’nin 3 mikromalar (uM), 12 uM, 48
uM ve 96 uM konsantrasyonlari kullanilarak yapilan plak azaltma testinde, IC50 degeri bes CMV susu icin
de > 8 uM olarak saptanmis, fenotipik olarak da GCV direnci varligi gosterilmistir. Calismaya alinan 22 KHT
hastasindan besinde (%22.7) klinik direncle iliskili CMV UL97 mutasyonu saptanmis ve fenotipik yontemler
ile de GCV direnci gosterilmistir. SOT yapilan hastalarin hicbirinde UL97 mutasyonu saptanmamistir.

Anahtar kelimeler: CMV; fenotipik yontem; GCV direnci; UL97; transplantasyon.

ABSTRACT

Ganciclovir-resistant cytomegalovirus (CMV) strains are reported following long-term antiviral agent
use, especially for immune-suppressive patients. In this study, it was aimed to investigate the mutations in
the UL97 gene of CMV, which causes ganciclovir (GCV) resistance by genotypic and phenotypic methods
in patients who developed CMV infection following hematopoietic cell (HCT) or solid organ transplan-
tation (SOT). Thirty patients who had HCT or SOT in Mediterranean University Hospital and developed
CMV infection during routine follow-up with a viral load of CMV over 1000 copies/mL were included in
the study. CMV DNA was analyzed by an automated system (Cobas Ampliprep/COBAS TagMan CMV
Test, Roche Diagnostics, Germany) quantitatively. DNA sequence analysis of the regions including co-
dons 420-664 in the UL97 gene region was done by the Sanger sequencing method to detect mutations
causing antiviral resistance and compared with defined mutations. In order to investigate antiviral resis-
tance by phenotypic methods, heparinized blood samples of the patients were collected, ‘buffy coat (leu-
kocyte layer)’ was inoculated into MRC-5 cells by centrifugation method and CMV growth in these cells
was controlled with monoclonal antibodies when growth was detected, virus titer was determined and
plaque reduction test was applied as recommended. It was determined that 22 of the 30 patients were
HCT recipients and eight were SOT (five kidney, three liver) recipients. When the CMV serology pattern
of the patients was evaluated before transplantation, 29 (96.7%) patients were found to be seropositive
and one (3.3%) patient was found to be seronegative. Totally, nine CMV UL97 mutations were detected
in seven (23.3%) pediatric patients who had HCT, including six seropositive and one seronegative case.
In addition, one mutation (D605E) not known to cause GCV resistance was detected in a seronegative
recipient and three previously unidentified mutations were detected (1474T, F499S, V559A) in a sero-
negative recipient. Five of the mutations defined were UL97 mutations with a defined clinical resistance
against GCV in each of the five recipients (C603W, C592G, H520Q, M460V, A594T). In the plaque reduc-
tion test using 3 pM, 12 pM, 48 uM and 96 uM concentrations of GCV in CMV strains, the IC50 value
was determined to be > 8 uM for the five CMV strains, and the phenotypic presence of GCV resistance
was shown. Clinical resistance associated with CMV UL97 mutation was detected in five (22.7%) of 22
patients who had HCT. GCV resistance was also demonstrated in these patients by phenotypic methods.
No UL97 mutation was detected in the patients who had SOT.

Keywords: CMV; phenotypic method; GCV resistance; UL97; transplantation.
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GiRiS

Solid organ transplantasyonu (SOT) ve hematopoietik kok hiicre transplantasyonu
(HKHT) alicilarini kapsayan immiinsupresif hasta grubu sitomegaloviriis (CMV) enfek-
siyonu acisindan buytk risk tasimaktadir. Transplantasyon sonrasi CMV enfeksiyonlari
artmig morbidite, mortalite ve azalmis greft sagkalimi ile iliskilendirilmektedir'. Diinyada
CMV enfeksiyonu insidansi %36-90 arasinda degismektedir. Seroprevalans Turkiye’de
yiiksektir ve Antalya kent merkezinde %93.6 olarak bildirilmistir?.

SOT alicilarinda gortlen firsatci enfeksiyonlarin birinci sikhktaki etkeni CMV'dir, trans-
plantasyon sonrasi primer CMV enfeksiyonuna bagh CMV hastaligi gelisme riski %40-60
civarindadir. Primer CMV enfeksiyonu seronegatif alicilarda nakledilen organdaki latent
virtslin reaktivasyonuyla gelisir. Sekonder CMV enfeksiyonuysa seropozitif alicilarda en-
dojen virlsun reaktivasyonu, nakledilen organdaki latent viriisiin reaktivasyonu veya yeni
bir sus ile reenfeksiyon seklinde gecirilebilir. HKHT yapilan hastalar da CMV enfeksiyonu
acisidan buyuk risk tasimaktadir. Alici ve vericinin seropozitiflik durumlari, riski belirleyen
baslica faktorlerdendir. Profilaktik antiviral tedavi yapilmadiginda; allojenik transplant
aliclarinin yaklasik %50’sinde aktif enfeksiyon, %20-25’'inde de CMV hastalii gelisir.
SOT alicilarinda CMV hastaligini 6nlemede preemptif ve profilaktif tedavi secenekleri
bulunmaktadir. Profilakside transplantasyon sonrasi tiim hastalara 3-6 ay stireyle antiviral
verilmekte, boylece CMV’nin her tiirli replikasyonu 6nlenmektedir. Preemptif tedavi ise,
CMV hastaligr gelisecek hastalarin 6nceden belirlenerek bu hastalara viral yiik negatifle-
sinceye kadar antiviral tedavi uygulanmasidir. Bu amacla; gansiklovir (GCV), valgansiklo-
vir (val-GCV) ve valasiklovir (VASV) kullanilir. GCV, val-GCV, foskarnet (FOS) ve sidofovir;
gelisen CMV hastaliginin tedavisinde kullaniimaktadir ve viral DNA polimerazi inhibe
ederek etki gostermektedir. GCV, 9-[2-hydroxy-1-(hydroxymethyl) ethoxymethyl] gua-
nine, bir deoksiguanozin analogu olup DNA polimerazin dogal substrati olan deoksigu-
anozin trifosfatin kompetetif inhibitortidir. GCV alindiginda inaktiftir, antiviral aktivitesi
icin pUL97 aracili fosforilasyon gerekir. CMV’nin UL97 geni, GCV'yi gansiklovir monofos-
fata ceviren bir protein kinaz olan fosfotransferaz enzimini kodlamaktadir. ilacin difosfat
ve trifosfat formlariysa hiicresel kinazlar tarafindan olusturulur®®,

Antiviral tedavinin hasta sagkalimina buiyuk katkilari yaninda yogun bir sekilde kulla-
nimi, transplantasyon alicilarinda antiviral direnci 6nemli bir problem haline getirmistir.
Son yillarda SOT ve KHKT yapilan eriskin ve pediyatrik hasta grubunda profilaksi alirken
ya da tedavi sirasinda GCV direncli CMV suslarinin goruldiglni bildiren yayinlarin sa-
yisinda artis olmustur’-8, Bu yiizden antiviral direnc testleri bir ihtiyac haline gelmistir.

Genotipik yontemlerde, CMV'nin ila¢ direncinden sorumlu genlerindeki mutasyon
ve/veya delesyonlar arastirilabilmektedir. Bu amacla bu gen bélgelerinin DNA dizi ana-
lizinin yapilmasi altin standart olarak kabul edilmektedir. Bu yontemlerle ilgili baslica
problem diren¢ mutasyonlarinin fenotipik yontemlerle dogrulanmasinin gerekliligidir
clinkt tanimlanmis mutasyonlar disinda saptanan varyantlar klinik olarak direng olustur-
mayabilir°.
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Fenotipik yontemlerle ilag direncinin saptanmasi; hicre kiltirinde viral buyimeyi
azaltacak ila¢ konsantrasyonunun belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu ilacin varli-
ginda ve yoklugunda kantitatif viral replikasyon ve standardize bir inokiilumun hazirlan-
masini gerektirir. Bu basamaklar hicre kiilttri ve viral replikasyonun saptanmasi basa-
maklarini icerir. Bu amacla en ¢ok plak rediiksiyon notralizasyon testi (PRNT) kullanilir.
PRNT, ilac direncinin fenotipik olarak belirlenmesinde altin standart yéntemdir®.

Bu calismada, tniversite hastanesinde SOT veya KHKT yapilan ve nakil sonrasi CMV
enfeksiyonu saptanan hastalarda GCV direncine yol acan CMV’'nin UL97 genindeki mu-
tasyonlarin fenotipik ve genotipik yontemlerle arastiriimasi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafin-
dan onaylandi (Tarih: 26.03.2014, Karar No: 181). Calismaya katilan gondallilerin (resit
olmayan cocuklar icin veli veya vasileri) bilgilendirilerek aydinlatilmis onam alindi.

Hasta Grubu

Calismaya, Akdeniz Universitesi Hastanesinde bdbrek, karaciger veya hematopoietik
kok hiicre transplantasyonu yapilan, organ nakli merkezi, pediyatrik nefroloji, pediyatrik
hematoloji-onkoloji boliimlerinde takip edilen, rutin izlem sirasinda CMV enfeksiyonu
gelisen ve CMV-DNA kantitatif revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu [quan-
titative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)] testi (Cobas Amplip-
rep/COBAS Tagman CMV Test; Roche, Almanya) ile plazma CMV-DNA diizeyi > 1000
kopya/mL saptanan 30 hasta dahil edildi. Hastalarin transplantasyon sonrasi ilk 120 gin-
deki klinik bulgulari, uygulanan tedavi rejimleri, plazma CMV-DNA diizeylerinin takibi ve
sagkalimlari retrospektif olarak analiz edildi.

Sitomegaloviriiste Gansiklovir Direncinin Fenotipik Yontemlerle Arastirilmasi

Hastalarin heparinli kan ornekleri toplandi, ‘buffy coat (I6kosit tabakasi)’ ayrilarak
hicre kilturd icin uygun kosullarda saklandi. CMV’nin klinik érneklerden izolasyonu igin
buffy coat 6rnekleri MRC-5 hiicrelerine santrifigasyon yontemiyle inokdle edildi. Bu hiic-
relerde CMV Uremesi monoklonal antikorlarla kontrol edildi, ireme saptandiginda viriis
titresi belirlenerek PRNT &nerilen sekilde uygulandi®.

MRC-5 Hiicre Hatti Olusturulmasi, Kiiltiir Pasaji Yapilmasi ve Dondurulmasi

Hiicre kdiltiirii calismasi icin ATCC’den elde edilen MRC-5 (ATCC® CCL-171) hiicre-
leri ve HEPES, L-glutamin, sodyum bikarbonat iceren steril “Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/Nutrient Mixture F-12 Ham (Sigma D 8437 DMEM-F12)" sivi Uretme besiyeri
kullanildi. Besiyeri icine 100 U/mL penisilin, T00 ug/mL streptomisin, 8 ug/mL gentami-
sin ve hiicreyi ilk ¢cozerken %20 oraninda fetal sigir serumu (PAN-Biotech GmbH, Alman-
ya) eklendi. Hiicreler li¢ pasajdan sonra istenen sayiya ulasti ve hiicre ¢okeltisi -80°C’de
donduruldu.
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Klinik Orneklerden Sitomegaloviriis izolasyonu

Hazirlik icin 6nce stoklanan MRC-5 hiicreleri 24 kuyucuklu mikroplaga inokiile edildi,
daha sonra hastalarin ‘buffy coat’ 6rnekleri mikroplak santrifligasyon yontemiyle MRC-
5 hiicrelerine inokiile edildi. Klinik oérneklerden izole edilecek CMV virlisiiniin pp 72
antijeninin indirekt immun peroksidaz yontemiyle boyanmasi asamasinda; anti pp 72
[Anti-Cytomegalovirus IET 72 antibody (IE1.G10) ab30924 ABCAM] primer antikoru,
peroksidaz isaretli anti mouse IgG (Sigma) konjugati ve 3,3’-Diaminobenzidine (DEAB)
(Vectorlab sk-4100---1kit) substrati kullanildi. Mikroskopta incelenip anti pp 72 Ag'si po-
zitif saptanan hastalarda hiicre kiltiiri sivilar viral titrasyon icin donduruldu.

Klinik Orneklerden izole Edilen Viriislerin ve Standart Sus AD-169’un Titrasyonu

Onceden ¢dzdiriiliip buz {izerinde bekletilen viriis stogundan 10"den 10%ya kadar
virls dilisyonu hazirlandi. Hiicreler 24 kuyucuklu mikroplaga inokiile edildi, mikrop-
lak kuyucuklari %100 hiicre ile kaplandiginda mikroplak icindeki vasat dokuldd, her bir
dilisyon icin dort kuyucuga 0.2 ml viriis ekimi yapilip iki kuyucuk virls kontrol ve iki
kuyucuk hiicre kontrol icin kullanildi. Degerlendirme icin 6ncelikle hiicre kontrol ku-
yucugunda plak olmadigi kontrol edildi, plaklar olusunca sayilabilen dort kuyucuktaki
plaklar sayilarak ortalamasi alindi ve 1 ml’deki sayi icin sulandinm katsayilari ile carpildi
[106 kuyucukta toplam 60 plak varsa dérde béliiniir, plaque forming unite (pfu)/ml=
15 x 10° x 5] ve ml’de 400-500 plak olusturan viriis konsantrasyonunun diliisyon orani
belirlenip kaydedildi.

Plak Rediiksiyon Notralizasyon Testi ile Antiviral Duyarhlik Calisiimasi

Yirmi dort kuyucuklu hiicre kiltirtd mikroplagr MRC-5 hiicresiyle kaplandi, AD-169
standart sus ve klinik izolatlarin ml’de 400-500 pfu olusturan konsantrasyonlari 0.2 ml
kuyucuklara eklenerek hiicrelere inokullasyonu saglandi (ml’de 400 pfu, 0.2 ml’de 80
pfu), bir saat etlivde inkibe edildi. Stire sonunda hiicre kultlrl besiyerinde 1 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan GCV stok ¢ozeltisinden 3, 12, 48 ve 96 mikromolar (uM)
hacimlerde alinarak 1.5 ml karboksi metil seliloz (CMS) karistinildi. Hazirlanan her anti-
viral konsantrasyonu icin dort kuyucuk kullanildi. Test mikroplagi 5-7 gilin etiivde inki-
be edildi. Hiicrelerin fikse edilmesi icin %10 formaldehit eklendi ve oda sicakhginda 30
dakika bekletildi. Daha sonra icerik dokiildl, cesme suyunda yikandi. Boyama asamasi
icin kuyucuklarin zeminini kaplayacak kadar kristal viyole (%0.075) eklendi. Oda sicakli-
ginda yarim saat bekletildikten sonra boya dokildi ve mikroplak yikandi ve kurutuldu.
Antiviral eklenmeyen kontrol kuyucugundaki plak sayisinin yarisi kadar plak olusumuna
neden olan antiviral konsantrasyonlar (IC50) belirlendi®. Fenotipik degisikligin tespiti,
GCV ile muamele edilen virtslerin hiicre kiltiri ortaminda olusturduklari plaklarin cap
Olcimiindeki (mm olarak) farkliigin tespitiyle yapildi. Yapilan incelemelerde GCV duyarli
olan virlslerde GCV kullanilmayan kultir ortamindaki plak capr (1.5 mm + 0.3) antivi-
ralin kullanildigr kiltir ortamindaki plak caplarindan (0.5 mm + 0.1) daha buyiik olarak
tespit edildi.
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Sitomegaloviriiste Gansiklovir Direncinin Genotipik Yontemlerle Saptanmasi

Genotipik direng icin CMV izolatlarinin UL97 geninde klinik olarak gansiklovir diren-
ciyle iligkilendirilen gen bolgelerine DNA dizi analizi yapildi.

DNA izolasyonu: CMV DNA plazma 6rneklerinden “Qiagen DSP Virus/Pathogen Kit
(QIAGEN, Almanya)” ile “QlAsymphony (QIAGEN, Almanya)” cihazinda tam otomatik
olarak izole edildi.

Polimeraz zincir reaksiyonu ve saflastirma: CMV’nin UL97 (fosfotransferaz) gen bol-
gesinde GCV direncine neden oldugu bilinen M460V, M4601, H520Q, A591V, C592C,
A594V, A594T, L5958, E596G, K599T, C603V, C607F ve C607Y mutasyonlarini belirle-
mek lizere 460-664 kodonlari kapsayan gen bolgesi nested PCR yontemiyle cogaltildi.
Yaklasik 732 baz cifti biyuklugiinde bir bolgenin amplifikasyonu isi dongi cihazi (Bio-
Rad, ABD) kullanilarak asagida verilen primer cifti kullanilarak gerceklestirildi.

CMV_UL97_Forward primer baz dizisi: GTT TCC ACA CAG ACATGT TT
CMV_UL97_Revers primer baz dizisi: GCA TTC GTG GTA GAA GC

PCR drlnlerinin saflastirnimasi “Purelink PCR saflastirma kiti (Lifetech)” ile Uretici fir-
manin Onerileri dogrultusunda yapildi. PCR sonrasi Grtinler saflik ve kantitasyon kontroli
icin %1’lik jel elektroforezinde yurutildi ve gorintilendi.

Dizi Analizi: Sanger dizileme yontemi ile dizileme gerceklestirildi. Oncelikle baz pozis-
yonlarinin BigDye sonlandiricilar kullanilarak saptanmasi icin PCR reaksiyonu gerceklesti-
rildi ve Grtinler “Sephadex (Santa Cruz)” (G50 25 g) kiti kullanilarak saflastirildi. Kapiler
jel elektroforezi tam otomatik olarak ABI 3130 cihazinda calisildi ve sonuglar veri tabanin-
da tanimlanmig mutasyonlar ile karsilastirildi'.

BULGULAR

Calismaya alinan hastalarin demografik verileri ve ozellikleri Tablo I'de gosterilmistir.
Hastalarin ortanca yas degeri 10 yil (yas araligi= 10 ay-67 yil) olarak bulunmustur. Hasta-
larin 24 (%80.0)'U ¢cocuk (yas arahigi= 10 ay-18 yil) ve altisi (%20.0) eriskin (yas aralhgi=
22-67 yil) yas grubundadir. Nakil oncesi hastalarin CMV serolojileri degerlendirildiginde,
29 (%96.7) hastanin seropozitif, bir (%3.3) hastanin seronegatif oldugu tespit edilmistir.
Otuz hastadan 22 (%73.3)'sinin HKHT, sekizinin (%26.7) SOT (bes bobrek, lg karaciger)
alicisi oldugu belirlenmistir.

Yedi (n=7/30, %23.3) hastada CMV UL97 geninde dokuz adet mutasyon saptanmis-
tir. Bu hastalarin tim allojenik HKHT (AHKHT) yapilan hastalardir. Bes AHKHT alicisinda
tanimlanmig GCV ilag direnci mutasyonlar (C603W, C592G, H520Q, M460V, A594T),
bir hastada UL97 fonksiyonu lizerinde 6nemli bir etkisi olmadigi ve GCV direncine yol
acmadigi bilinen bir mutasyon (D605E) ve bir hastadaysa daha 6nce tanimlanmamis Ug¢
mutasyon (1474T, F499S, V559A) saptanmistir (Tablo I).
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Genotipik testleriyle C603W, H520Q, M460V, A594T ve C592G direng mutasyonlari
saptanan bes hastanin (hasta 13, hasta 15, hasta 21, hasta 22, hasta 23) huicre kilttrin-
de, PRNT’de saptanan IC50 degerleri Sekil 1’de gosterilmistir. Genotipik testler ile UL97
geninde mutasyon saptanmayan klinik CMV izolatlari ve AD169 standart susu, fenotipik
testler ile GCV duyarl olarak tespit edilmistir.

Hastalara AHKHT sonrasi ylksek doz asiklovir ile 3-6 ay profilaksi uygulanmis, ayni
zamanda haftada 1-2 defa plazma o6rneklerinde CMV-DNA varli§i arastirilmistir. Plazma
CMV-DNA diizeyi 400 kopya/mL Uzerine ciktiginda IV GCV tedavisi baslanmis, klinik
olarak GCV direnci dustinilmesi durumunda tedavi FOS ile degistirilmistir. Antimikrobi-
yal profilaksi icin siprofloksasin, trimetoprim-silfametoksazol ve flukonazol kullaniimis-
tir. Graft versus Host hastaligi (GVHH) profilaksisi icin siklosporin A (CsA) uygulanmistir.
Hasta tanisina ve dondr tipine gore GVHH profilaksisi icin diger immiinosupresanlar (an-
ti-timosit globulin, metotreksat, mikofenolat mofetil ve/veya kortikosteroidler) tedaviye
eklenmistir. Hazirlik rejimleri (miyeloablatif ve miyeloablatif olmayan) calisma protokolu-
ne (hastalik, yas ve donor tipi) gore tanimlanmistir. CMV enfeksiyonunun tani ve yoneti-
minde, CMV hastaligyla iligkili risk faktorleri (cinsiyet, yas, altta yatan hastalik, donér tipi,
hazirlik rejimi, GVHH g6z 6niinde bulundurularak immuinomodiilasyon uygulanmistir.

100 -
75
3
=
=]
e
=
25
0 I I 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Log inhibitér (um)
“© Hasta13 (ICsy: 9.9 uM, R% 0.96) “#- Hasta 22 (IC5, 29.9 uM, R 0.98)
- Hasta 15 (IC5y: 19.8 uM, R% 0.98) <> Hasta23 (ICsy: 32.4 uM, R2: 0.98)
<> Hasta 21 (ICyy: 19.5 uM, R%: 0.97)

Sekil 1. Genotipik testler ile C603W, H520Q, M460V, A594T ve C592G direng mutasyonlari
saptanan bes hastada hiicre kiiltiriinde, PRNTde saptanan IC , degerleri.
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Hasta 13: Hemofagositik lenfohistiyositoz tanisiyla izlenen dort yasinda kiz hastaya,
“match unrelated donor (MUD)” 9/10 uyumlu AHKHT yapilmistir. Nakilden sonraki 17.
giinde CMV viral ylkiunin artmasi nedeniyle IV GCV baslanmis, 19. giinde evre 1-2
akut GIS GVHH nedeniyle metil prednizolon (MPZ) 2 mg/kg/giin dozunda baslanmustir.
Nakilden sonraki 28. giin CMV-DNA 6900 kopya/mL saptanan 6rneginden calisilan ge-
notipik direng testinde GCV direncine yol actigi bilinen M460V mutasyonu saptanmustir.
izleminde ek sorunu olmayan hasta, nakilden iki ay sonra &nerilerle taburcu edilmistir

(Sekil 2).

A)

CMYV DNA
(Log,, kopya/mL)

Hasta 13

CMY DNA
(Log,, kopya/mL)

C)

saptanmad.
A

CMV DNA
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= - ~ - S

s0 100
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3
2
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0 50 100 150 200
Nakil sonras: giin
150

Sekil 2. Genotipik olarak diren¢c mutasyonu saptanan hastalarin viral yiik izlemleri ve tedavi

stirecleri.

CMV: Sitomegaloviriis, FOS: Foskarnet, GCV: Gansiklovir.
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Hasta 15: Dogustan agir kombine immiin yetmezlik tanisiyla takip edilen 14 yasinda
erkek hastaya, MUD 10/10 uyumlu AHKHT yapilmistir. Cocuklugundan beri sik tekrarla-
yan CMV pnoémonisi, CMV enfeksiyonuna bagl 6zofagus darligi ve CMV koliti tanilariyla
uzun sureli IV GCV ve son l¢ ay Val-GCV tedavisi alan hastaya nakilden énceki yedinci
glinde GCV + FOS tedavisi baslanmistir. Nakilden sonraki 14. giinde, viral yik 8680
kopya/mL saptanan 6rnekten genotipik yontemle direnc testi calisilmis ve GCV direncine
yol acan H520Q mutasyonu saptanmistir. Nakilden sonraki 30. giinde evre 1-2 akut GiS
GVHH nedeniyle MPZ 2 mg/kg/giin dozunda baslanmistir. Nakilden sonraki 60. giinde
sol gozde gecirilmis CMV retinit aktif nikst dugstinulerek servise yatirilmistir, intravitreal
GCV enjeksiyonu yapilmistir. Daha sonra CMV pnomonisi tanisiyla takip edilen hasta,
nakilden sonraki 80. giinde biling bulanikhgi gelismesi tizerine pediyatrik yogun bakima
devredilmistir. GCV kesilip FOS giinde iki kez, 1800 mg dozuna yikseltilmistir. Yaygin
CMV enfeksiyonu gelisen hasta nakilden sonraki 87. gtinde eksitus olmustur (Sekil 2).

Hasta 21: Relaps akut lenfoblastik 16semi (ALL) tanisiyla izlenen 18 yasinda erkek has-
taya, MUD 9/10 uyumlu CMV seronegatif vericiden AHKHT yapilmistir. Nakil sonrasi 28.
gliin CMV-DNA'nin 2280 kopya/mL saptanmasi Gizerine GCV (2 x 350 mg IV) baslanmis-
tir. Nakil sonrasi 40. giin GCV tedavisi altinda plazma CMV-DNA diizeyi 31300 kopya/
mL'ye yukselmistir. Bu 6rnekte GCV mutasyonu saptanmamustir. Nakilden sonraki 90.
glinde viral yiik tekrar yikselmeye baslamis, reaktivasyon dusunilip FOS’a gecilmis, 10
glin sonra tedaviye GCV eklenmistir. Nakilden sonraki 103. glinde CMV DNA diizeyi tek-
rar pik yaparak 21300 kopya/mL’ye ulagmistir. Bu tarihteki plazma 6rneginde, CMV’nin
UL97 geninde GCV direncine yol actigi bilinen C603W mutasyonu saptanmistir. Na-
kilden sonraki dordiincti ayda hasta relaps ALL kabul edilerek kemoterapi baslanmasi
karar verilmis, aile tedaviyi kabul etmemistir. Nakilden sonraki besinci ayda hasta eksitus
olmustur (Sekil 2).

Hasta 22: Fanconi aplastik anemi tanisiyla alti yildir izlenen 10 yasinda erkek hastaya,
MUD 9/10 uyumlu AHKHT yapilmistir. Yirmi besinci glinde CMV-DNA 278 kopya/mL
saptanmig, 35. glinde IV GCV (2 x 135 mg/IV) baslanmis, 39. glinde akut cilt GVHH tani-
styla mevcut profilatik MPZ tedavi dozuna gecilmis, 46. gtinde CMV-DNA 20500 kopya/
mL'ye, 125. giinde 58300 kopya/mL diizeyine ulasmistir. Bu donemde hasta serviste
yatirilarak 20 giin FOS tedavisi almistir. Nakilden sonraki 175. glinde CMV-DNA 25 200
kopya/mL olarak saptanmistir. Bu drnekten calisilan direnc testinde A594T mutasyonu
saptanmistir. Hastanin takibinde grade 2 GIS GVHH gelismistir. Bu hasta 2017’ye kadar
tedavi altinda kalmistir (Sekil 2).

Hasta 23: Kombine immin yetmezlik tanisiyla izlenen bes yasinda kiz hastaya, MUD
5/6 uyumlu kordon kani nakli yapilmisti. CMV-DNA duzeyleri; nakilden sonraki 14.
gliinde 26500 kopya/mL’ye yukselmistir. FOS tedavisi alan hastada nakilden sonraki 15.
gliinde GCV'ye gecilmis (FOS temin edilemedigi icin), 29. glinde GCV + FOS tedavisi uy-
gulanmis ve nakil sonrasi 39. gline kadar devam edilmistir. Bu hastada CMV DNA 26500
kopya/mL saptanan plazma 6rneginden yapilan caismada CMV’nin UL97 geninde GCV
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direncine yol actigi bilinen C592G mutasyonu saptanmistir. Nakilden sonraki tclnci
ayda CMV pnomonisi nedeniyle tekrar servise yatirilan hasta, nakilden sonraki besinci
ayda eksitus olmustur (Sekil 2).

TARTISMA

Bu calismada; bes pediyatrik AHKHT alicisinda, CMV’'nin UL97 geninde, %22.7
oraninda GCV direncine yol acan klinik direncle iliskili mutasyonlar (C603W, C592G,
H520Q, M460V, A594T) saptanmustir. Bu hastalarda fenotipik yontemlerle de gansiklovir
direnci gosterilmistir, SOT yapilan sekiz hastada ise UL97 mutasyonu saptanmamistir
(Tablo 1). Fosfotransferaz enzimini kodlayan UL97 genindeki mutasyon ve delesyonlar
CMV’deki GCV direncinin en yaygin mekanizmasidir. GCV fosforilasyonunu bozan veya
engelleyen 460'tan 607’ye kadar olan kodon bolgelerinde en azindan 11 gen degisimi
tanimlanmigtir. M460V, en sik goriilen ve iyi bilinen GCV diren¢ mutasyonu olup, duyarli
bir virusle karsilastinldiginda GCV direncini sekiz kat (IC50 degeri) artirmaktadir. 590-607
kodonlar arasinda, GCV direncinin en sik goriildigu C592G, A594V ve L595S mutas-
yonlari dahil, degisen derecelerde direncle iliskilendirilen 6nemli bir mutasyon cesitliligi
bildirilmistir''. 590-607 kodonlarindaki; tek bir kodon (6rn; 595, 600 veya 601), birkac
kodon (6rn; 591-4) veya bu segmentin biyuk kismini (6rn; 595-603) kapsayan deles-
yon mutasyonlarinin GCV direnci kazandirdi§i gosterilmistir. M460V/I, H520Q, A594V
ve C603W mutasyonlarn GCV ile baslangi¢c tedavisi baslanan hastalardan izole edilen
izolatlarin %80’inde ortaya cikmaktadir'>'3, Boivin ve arkadaslari'* ise GCV'ye direncli
klinik izolatlarin yaklasik %70’inin UL97 geninde li¢ mutasyondan (460, 594 ve 595) bi-
rini icerdigini gostermistir. Yapilan calismalarda klinik dirence neden olan mutasyonlarin
UL97 geninde daha sik saptandigi gortilmekte ve tedavi sonrasi GCV'ye direncgli CMV
izolatlarinin %90’indan fazlasinda UL97 mutasyonlari bulunmaktadir'>. UL97 geninde
mutasyon olmaksizin UL54 mutasyonu, GCV direncine nadiren neden olmaktadir'®. Bu
nedenle, calismada UL97 geni arastiriimis ancak hastada klinik direng var ve UL97 genin-
de mutasyon saptanmamigsa UL54 geninde GCV direncine neden olan mutasyonlarin
varligi arastinlmalidir. Bu calismada, alti hastada (H18, H19, H24, H26, H27 ve H30)
klinik diren¢ olmasina ragmen UL97 geninde mutasyon saptanmamistir. Bu hastalarda
GCV direncinden de sorumlu olan UL54 genindeki mutasyonlarin aragstiriimasi yararli
olacaktir.

Klinik pratikte, bir bireyde klinik olarak anlaml GCV direncinin gelismesi icin hastada
muhtemelen birden fazla faktoriin bir araya gelmesi gerekir. Ozellikle AHKHT yapilan
hastalarda nakil oncesi T lenfositlerin uzaklastiriimasi, uzun sureli antiviral tedavi (> 3 ay),
cok sayida CMV hastaligi epizodu ve alicinin seropozitif olmasi diren¢ gelisiminde ha-
zirlayici rol oynamaktadir. Yiiksek viral ylk varliginda, suboptimal ilag konsantrasyonlari
ve yeterli bagisik yanitin yoklugu durumunda direncli mutantlarin secimi ve populasyon
icinde oraninin artmasi icin daha biiyiik bir olasilik bulunmaktadir'”. Bu calismada takip
edilen hastalardan ikisinde (H21, H22) AKHT sonrasinda tekrarlayan CMV enfeksiyonlari
gelismistir ve her iki hastada da ilk viral yik artisinda alinan 6rnekte mutasyon saptan-
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mazken ikinci viral ylk artisinda GCV direncine neden olan C603W ve A594T mutasyon-
lari saptanmustir. Antiviral tedavide klinik/viral yiik izleminde yanit ainamayan olgularda
UL97 mutasyonlari arastiriimalidir.

Turkiye'de, UL97 gen bdlgesindeki GCV direncini arastirmaya yonelik yayimlanmis
dért calismaya ulasilmistir' 21, Arslan ve arkadaslarinin olgu sunumunda'®, HKHT alicisi
olup CMV ensefaliti gelisen bir olguda UL97 geninde M460V mutasyonu bildirilmistir.
Zeytinoglu ve arkadaslan'?, bir renal transplant alicisi ve HKHT alicisi {i¢ hastada UL97
gen bolgesinde sirasiyla C607F, A594V ve C603W mutasyonlarini saptamiglardir. Deli-
ce ve arkadaslarinin calismalarinda?%2', 25’i HKHT olan 30 immiin yetmezlikli hastanin
birinde (%4.0) UL97 gen bolgesinde M460V mutasyonu ve 20 cocuk, 29 eriskin im-
min yetmezlikli hastadan elde edilen CMV izolatlarinda AHKHT alicisi bir cocuk hastada
C592G, AML ve lenfoma tanili iki eriskin hastada (%6.1) sirasiyla M460Il ve C607S GCV
diren¢ mutasyonlari tespit edilmistir.

GCV direncinin genel prevalansi SOT alicilarinda %5-12 arasinda, AHKHT alicilarinda
ise %0-4 arasinda saptanirken GCV diren¢ oranlarinin akciger nakli alicilarinda %18’e
ve dondr uyumsuz, haploidentik, akraba dist AHKHT alicilarinda ise %14.5’e kadar yuk-
selebildigi bildirilmektedir??>23. Kuzey Amerika transplant merkezleri arasindaki CMV di-
rencinin genel prevalansinin, akciger alicilarinda %10-11.9’luk piklerle SOT’ta %12.1 ve
AHKHT’de haploidentik alicilarda %14.5'lik piklerle %7.9 oraninda oldugu bildirilmek-
tedir?*. Benzer sekilde Avrupa’da, SOT’ta %10.7 ve AHKHT’de %6.9 oranlari bildirilmis
ancak SOT olgularinin sadece %5.9'u ve HKHT olgularinin %1.7'si CMV mutasyonlariyla
iliskili bulunmustur?®. italya’da ise, tek merkezli calismalarda AHKHT’de %3.8 ve SOT'ta
%0.1'in altinda oranlar bildirmistir?2?”. Bu calismada italya’da, HKHT hastalarina ve dii-
stik riskli SOT hastalarina preemptif yaklasim uygulanirken, SOT hastalarina, 6zellikle de
ytiksek riskli SOT hastalarina neredeyse rutin olarak profilaksi uygulandigi bildirilmistir.

SOT ve HKHT alicilarinda GCV direnci prevalansi; incelenen 6zgil poptilasyona, kulla-
nilan immiinosupresif ajanlara, antiviral profilaksiye, alici ve vericinin seropozitiflik duru-
muna gore degismektedir. SOT alicilarinda bircok transplantasyon merkezinde rutin GCV
profilaksisinin kullanilmaya baslanmasiyla, CMV enfeksiyonunun baglangici ve hastaligin
gelismesi transplantasyon sonrasi ge¢ donemde gorilmeye baslamistir. Bu calismada,
SOT yapilan bes bobrek ve li¢ karaciger transplant alicisinin altisinda VASV profilaksisi
uygulanmig ve bu sekiz transplant alicisinin da seropozitif oldugu saptanmistir (Tablo I).
Yapilan calismalarda AHKHT alicilari icin daha yliksek GCV direng oranlari bildiriimektedir,
bu calismada da GCV direnci saptanan bes hastanin AHKHT alicisi ve donérlerinin MUD
olmasinin GCV direnci risklerini artirdigi dusgiiniilmektedir.

Calismalarda, konjenital CMV enfeksiyonu ve primer immiin yetmezlik olmasinin hem
kalici viremi hem de yiiksek viral yiik icin risk olusturdugu ve potansiyel olarak uzun sureli
tedaviye ve onu izleyen dirence yol actigi, 6zellikle primer immuin yetmezIigi olan pedi-
yatrik transplant alicilarinin, antiviral tedavi sirasinda ortaya cikan direng gelisimi icin yuk-
sek risk altinda olduklari bildirilmistir’. Bu calismaya dahil edilen HKHT alicisi pediyatrik
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hasta grubunda, UL97 mutasyonu saptanan hastalardan ticti (H15, H23, H25) dogustan
kombine immin yetmezlik tanilariyla takip edilmekteydi ve nakil 6ncesi tekrarlayan CMV
enfeksiyonlari nedeniyle uzun dénem GCV tedavisi almiglardi. Bu hastalardan ikisinde
(H15, H23) GCV direncli CMV enfeksiyonu gelismistir. Nakil sonrasinda ti¢ hasta da yay-
gin CMV hastaligi, GVHH gibi komplikasyonlarla kaybedilmistir. CMV hastali§i ve GVHH
icin yuksek riskli primer immun yetmezlikli pediyatrik transplant alicilarinda direncli GCV
mutasyonlarinin arastiriimasi gerektigi dustintilmektedir.

Bu calismada; seronegatif bir alicicda GCV direncine yol agmadigi bilinen D605E
mutasyonu saptanmistir. Rekombinant virlslerle yapilan bir diren¢ fenotip caligmasin-
da, D605E’'nin tek basina veya M460V, C592G, A594V, L595S gibi diger mutasyonlar
ile kombinasyon halinde GCV direncine neden olmadigi gésterilmistir'!. Bir hastada ise
daha 6nce tanimlanmamis G¢ mutasyon (1474T, F499S, V559A) saptanmistir. [474T mu-
tasyonu bir doktora tezinde NGS ile CMV popiilasyonunda %14 yani minér varyant
diizeyinde gésterilmis ama fenotipik test calisiimamistir?®. Bu calismada, bu tic farkl yeni
varyantin GCV direnciyle iligkisi fenotipik testlerle gosterilememistir. Ancak bu hasta, ke-
mik iligi nakli sonrasi 16 ay takip edilmis, CMV viral yiiki bir kez 3450 kopya/mL diize-
yinde saptanmis ve GCV tedavisi sonrasi basarili bir sekilde baskilanmistir. Hastanin takip
eden haftalik viral yiik izleminde CMV enfeksiyonu gelismemis, bu nedenle klinik olarak
GCV direnci distintlmemistir.

Genotipik yontemlerde, hedef gen bdlgesinin amplifikasyonu ve dizi analiziyle sapta-
nan tim nikleotit ve aminoasit kodon degisiklikleri ile ortaya ¢cikan varyant kodonlarin,
ilac direnci yoninden fenotipik olarak test edilerek dogrulanmasi gerekir. Herhangi bir
mutasyonun antiviral dirence yol acip agmadiginin belirlenmesinde, referans yontem
olarak fenotipik testler 6nerilmektedir?. Referans yéntem olarak kullanilan PRNT'de,
hicreleri enfekte eden plak sayisi hesaplanarak bu plak sayisini %50 oraninda azaltan
antiviral ila¢ konsantrasyonu belirlenmektedir. Calismada, GCV’nin 3 pM, 12 uM, 48
UM ve 96 uM konsantrasyonlari kullanilarak yapilan plak azaltma testinde; IC50 degeri
bes direncli CMV susu icin de > 8 uM olarak saptanmis, fenotipik olarak da GCV direnci
varligi gosterilmistir (Sekil 1).

Genotipik yontemlerde, CMV'nin ila¢ direncinden sorumlu genlerindeki mutasyon
ve/veya delesyonlarin arastirlmasinda en cok kullanilan yontemlerden biri Sanger te-
melli DNA dizi analizidir. Bu yontemde cok sayida 6rnek calisilabilmekte, hiicre kilttri
yontemlerine gore daha kisa stire icinde sonug alinabilmekte ve sonuglarin degerlendi-
rilmesi objektif kriterlere dayanmaktadir. Gliniimuzde GCV direncini saptamaya yonelik
ileri diizey genetik tani yontemleri de tani araci olarak kullaniimaya baslanmistir. HCMV
UL97 mutasyonlarinin saptanmasinda yeni nesil dizileme yontemleri; yiiksek verimlilik,
kisa stirede sonug alinabilmesi ve karisik virts populasyonlarinda bulunan minér varyant-
larin saptanmasinda klasik Sanger dizilemesine gore daha duyarl sonuglar ortaya koya-
bilmektedir*®. Halen, rutin tanidaki roliinii tanimlamak icin maliyetlerin iyilestirilmesi ve
duyarliiginin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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Calismaya alinan 22 HKHT hastasindan besinde (%22.7) klinik direncle iliskili CMV
UL97 mutasyonu saptanmustir. Bu hastalarda fenotipik yontemler ile de GCV direnci gos-
terilmistir. Calismanin kisitliigi, UL54 geninde antiviral dirence neden olan mutasyon-
larin arastinlmamis olmasidir. SOT yapilan hastalarin hicbirinde UL97 mutasyonu sap-
tanmamistir. Genotipik yontemler antiviral direncin arastinlmasinda hizli sonug veren
yontemlerdir. Direncle iliskisi henliz tanimlanmamig mutasyonlarin fenotipik yontemlerle
dirence yol acip agmadiginin arastiriimasi gereklidir.
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