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2.1. HHV-6 genomunun yapisi 4



1. GIRIS VE AMAC

Herpesviridae ailesinin liyelerinden olan Human Herpes virus 6 (HHV-6) ilk
defa 1986 yilinda, ABD’de, Salahuddin ve arkadaslar1 tarafindan kazanilmis bagisiklik
yetmezlik sendromu (AIDS) veya lenfoproliferatif hastalik belirtileri olan bir hastanin
lenfosit kiiltiiriinden izole edilmistir (1). Virusun smiflandirilmasinda, sitomegalovirus
(CMV) ile gen yapis1 organizasyonu, spesifik genler arasindaki homoloji ve fenotipik
benzerlikler nedeni ile, Herpesviridae ailesinin beta herpesvirinae alt ailesinde
roseolavirus cinsine yerlestirilmistir. HHV 6 farkli genetik, immiinolojik ve biyolojik
ozelliklerine gore, HHV-6A ve HHV-6B olarak iki gruba ayrilir (2).

HHV-6A daha ¢ok noroviriilan olarak tanimlanmistir (3). Cilinkii Multipl skleroz
(MS) gibi néroinflamatuar hastaligi olan kisilerde daha siklikla bulunmustur (4).
HHV-6B primer enfeksiyonu ise ¢ocukluk ¢agmin yaygim bir hastaligi olan Eksantem
Subitum’a (altinci hastalik ya da rozeola infantum) neden olmaktadir. Ayrica HHV-6B
nakil alicilarinda yaygin olarak reaktivasyona neden olmaktadir. Bunun yaninda nakil
alicilarinda ensefalit, kemik iligi baskilanmasi, pndmoni gibi siddetli klinik bulgulara
neden olabilmektedir (5).

Virusun periferal kan mononiikleer hiicrelerinde latent olarak kalabilme yetenegi,
aktif viral enfeksiyonlarin tanisini zorlastirabilecek bir unsurdur. Luppi ve arkadaslar1
floresan in-situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile {i¢ kiside kromozoma entegre olmus
HHV-6 DNA’sin1 gostermislerdir (6).

Bu calisma ile amaglanan, kok hiicre alicilarinda aktif HHV6 infeksiyonlarinin
sikligin1 ortaya koymak, HHV-6 infeksiyonlarmi klinik bulgularla iliskilendirmek,
iilkemizde HHV6’nin kromozomal entegrasyon sikligmi ve bu durumun HHV-6’ya

yonelik molekiiler tanisal testlerdeki etkisini agiga ¢ikarmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihge

HHV- 6 ilk defa 1986 yilinda, Dharam Ablashi, Syed Zaki Salahuddin ve Robert
Gallo tarafindan AIDS veya lenfoproliferatif hastalik belirtileri olan bir hastanin
lenfosit kiiltiiriinden izole edilmistir. HHV-6 ile enfekte hiicrelerin siklikla intraniikleer
ve/ya da intrastoplazmik inklizyon cisimcikleri icerdigi goriilmiis. Elektron
mikroskobunda yeni bir viriis oldugu ortaya ¢ikarilmis ve onlar tarafindan insan B
lenfotropik virlis (HBLV) olarak adlandirilmistir (7,8). Ancak bir silire sonra yeni
virilisiin ve Diinya’nin degisik bolgelerinden elde edilen izolatlarin; Basta CD4 yiizey
antijenini tasiyan T lenfositlerine ve bir¢ok dokuya tropizm gosterdigi ortaya
konulmustur. Bu sebeple tropizme dayali adlandirmadan vazgecilerek viriisiin adi
HHV-6 olarak degistirilmistir (6,9).

Yamanishi ve arkadaslar1 ¢ocukluk ¢agmmin yaygin hastaligi roseola infantum’un,
febril fazlar siiresince kiiltliriinii yaparak HHV-6B’yi bulmuslardir ve akut hastaligin
haftalar i¢inde serokonversiyonunu ispat etmislerdir.

Arastirmacilar, hastalarin periferal kan mononiikleer hiicrelerinden (PKMH)
viriisii izole etmis ve elektron mikroskobik inceleme ile herpesviriis o6zellikleri
gosterdigi bulunmustur. Bu yeni izolat ile HHV-6, altinci hastalia yol agan etken

olarak tanimlanmistir (10).

2.2. Siniflandirma

HHV-6A ve HHV-6B, HHV-7 ile birlikte roseola viriis cinsinde, beta
herpesviriis subfamilyasmin bir iiyesidir. Smiflandirilmasinin temelinde, genomik
ozellikleri 1yi tanmimlanmis insan sitomegaloviriisii ile goreceli olarak yiiksek
diizeydeki benzerlikleri yatmaktadir. HHV6, gama ya da alfa herpes viriislerle daha
diisiik diizeyde genetik benzerlige sahiptir.

HHV-6’nin bulunmasindan kisa bir siire sonra bazi laboratuvarlarda viriislerin
izolasyonlar1 tanimlanmistir ve ayni viriislerin farkli suslar1 oldugu anlasilmistir (11,
12). HHV-6 farkli genetik, immiinolojik ve biyolojik 6zelliklerine gore, HHV-6A ve
HHV-6B olarak iki gruba ayrilir (2). Aym alt ailede yer alan CMV ile %66 oraninda
genom benzerligi gostermektedir. HHV-6, herpesviridae ailesinin tiim karakteristik

ozelliklerini tagimaktadir (13,14).



2.3. Genel Ozellikler

HHV-6A ve HHV-B’nin virionlar1 biitiin herpesviriislerde oldugu gibi dort
yapisal element icerir. Elektrondan yogun bir ¢ekirdek, ikosahedral simetrili kapsid,
bir tegliment (zarf ve kapsid arasindaki boslugu dolduran yapisal materyal), viral
glikoproteinler ve membran proteinlerinin yer aldigi dig zarftan olusur (15). Virionu
ortaya cikartacak olan bir araya gelme islemi, niikleokapsidlerin olustugu niikleusta
baglar. HHV-6 kapsid capt 90 ile 110 nm arasmdadir (16,17). Tegliment, kapsit
olustuktan sonra ¢ekirdekte tam olarak agiklanamayan bazi asamalardan sonra olusur
(18, 19). Tegliment, belki de membrana bagli ve normalde sitoplazmik yerlesimli;
ancak HHV-6 ile infekte hiicrelerde niikleer lokalizasyonda, teguzom olarak
adlandirilan yeni bir yapidan kaynaklanmaktadir (19). Tamamen teglimentlenmis
kapsidler 165 nm ¢apa sahiptirler ve teguzomun niikleer membranla fiizyonu sonucu
sitoplazmaya salintyor gibi goriinmektedirler (17). Bu kapsidler zarflarini, sitoplazmik
vezikiiller igerisine tomurcuklanarak kazanmaktadirlar. Olgun virion yaklasik 200 nm

capindadir ve egzositoz yolu ile salinir (16).

Genom

HHV-6 genomu dogrusal, cift-sarmalli 160 ila 162 kb biyikliigiinde,
deoksiribonukleotid (DNA) molekiiliidiir. 8 ila 9 kb’lik u¢ tekrar (Direct repeats: DR)
bolgeleriyle yandan desteklenmis ve en erken A (immediate early A: IE-A) bolgesinde
R1,R2 ve R3 olarak adlandirilan {i¢ ara tekrar bolgesiyle kesintiye ugrayan 143 ile
145-kb biiytikliigiindeki 6zgiin (U) bolgeden olusur. DR bolgeleri, kirilma — paketleme
motiflerini (pac-1, pac-2) ve omurgali kromozomlarmin telomerlerinin karakteristik
bir dizisi olan (GGGTTA) hegzaniikleotidinin tekrarlarini igerir (20). Bu dizilerin
DNA’nin replikasyonunda ve viral genomun, latent olarak infekte hiicrelerde
siirekliligini saglamada kullanildig1 diisiiniilmektedir (21). Ozgiin bdlgenin genomik
diizenlenmesi HCMV ’nin 6zgiin uzun (UL) bdlgesi ile benzerlikler gdstermektedir.

HHV-6B genomu 119 acik okuma alam1 (open reading frame; ORF)
icermektedir. Bunlardan dokuzu HHV-6A’da bulunmamaktadir (22). Diger yandan
HHV-6A’daki 9 ORF bolgesinin kesme ya da c¢erceve kayma mutasyonlari, baslama
kodonunun yoklugunun sonucu olarak HHV-6B genomunda karsiliginin bulunmadigi
Gombel ve arkadaslar1 tarafindan tanmimlanmistir (23). Ozgiin bolgede bulunan genler

Ul ‘den U100’e kadar isimlendirilmektedirler. DR bolgesi icindeki ORF’ler DR1’den



DR7’ye kadar isimlendirilirken, HHV-6B’ye 6zgii ORF’ler ise B1’den B9’a kadar
adlandirilmistr.

Tim herpesviriisler icerisinde korunan, yapisal virion bilesenleri, DNA
replikasyonu ve niikleotid metabolizmasi i¢in gerekli enzimler yedi gen blogu
icerisinde toplanmistir. Ayrica kiime yapan genler arasinda US22 denilen gen
familyas1 sadece B herpesviriisler i¢erisinde bulunmaktadir. Bunlarin fonksiyonlari tam

olarak bilinmemektedir (24, 25). (Sekil 2.1)
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Sekil 2.1. HHV-6 genomunun yapist.

Suslar arasi1 farkhihk

Genomlarin tamami karsilastirildiginda HHV-6A ve HHV-6B niikleotidleri
arasindaki benzerlik %90’dir. Genomun sonlarmma yakin alanlar korunmaktadir. 1E1
bolgesinde farklilik niikleotid seviyesinde %31’e ulasmaktadir (22,26). HHV-6A ve
HHV6B karakteristik restriksiyon endontikleaz profillerine sahiptirler. Bu da kolayca
siniflandirilmalarini saglamaktadir (27, 28).

En yiiksek diizeyde farkliligin oldugu IE1 bolgesi, A ve B varyantlar1 arasinda,
yapisma paterni ve gegici transkripsiyon diizenlenmesi agisindan farklilik gosterir (22).
Bu degiskenlik, iki varyant arasindaki biyolojik farkliliktan kesin olarak sorumlu
tutulmaktadir. A ve B varyantlar1 arasindaki fark: belirleyen diger faktor U97-U100
bolgesidir. Bu bolge glikoprotein kompleks gp82 ve gpl105°1 kodlamaktadir. Bu gen



icerisindeki HN3 olarak isimlendirilen bir egzon, sadece HHV-6B’de bulunmaktadir
(26).

80-kDa U100 geninin iirlinii olan glikoprotein Q (gQ), CD46 reseptor baglamasi
ve membran kaynasmasina yol agmaktadir (29). Bu bolgedeki degiskenlik A ve B
varyantlarinin hiicre tropizmindeki farkliliklara katki saglayabilmektedir. Diger

uyusmazligin oldugu bolgeler LT1, DR2, DR7, DRS, LJ1, RJ1, Ul ve U47’dir (26).

Suslar icindeki farkhihk

Ayni varyantlar arasindaki farkin diizeyi, A ve B varyantlar1 arasinda oldugu
gibi, hangi gen ya da dizinin analiz edilmis olmasina baghdir. HHV-6B sugslari
icindeki en yiiksek farklilik, her iki DR bdlgesinin sol tarafinda konumlanmistir
(23,30).

Bununla birlikte TE-A bolgesi A ve B varyantlar1 arasinda yiiksek seviyede
farklilik gosterse de, bu bolge HHV-6B izolatlar1 arasinda yiiksek diizyede

korunmustur (31).

2.4. Replikasyon

HHV-6’nin her iki varyant1 da biitiin ¢ekirdekli hiicrelerin membraninda bulunan
CD46 reseptoriine tutunarak hiicre igine girmektedir (32). Bu glikoprotein ayni
zamanda kizamik asis1 virlisliniin reseptorii olarak goérev yapmaktadir (33,34).

HHV-6 ve kizamik viriisiiniin etkilesimi CD46’nin farkli alanlarinda olmaktadir.
HHV-6A’da CD46 icin viral baglanmaya yardimci, glikoprotein H-L-Q, (gH-gL-gQ)
kompleksleri gosterilmistir (29). gH, CD46’nin SCR3 ve SCR2 alanlarina
baglanmasindan sorumludur (32). HHV-6 gB, heniiz tanimlanamayan bir mekanizma
ile birlestirme stireciyle iliskilendirilmistir (35). Kendi reseptoriine baglanmasindan
sonra gH-gl-gQ hiicre membrani ve viral zarfin kaynagmasina yardimei1 olmaktadir.

Ortaya c¢ikan niikleokapsit, sitoplazma icinde niikleer por kompleksine
tasinmaktadir. Burada viral DNA genomu niikleoplazma igine serbest birakilir.
Sitozolik transport mekanizmalarinin detaylart HHV-6 i¢in heniliz aydinlanmamistir.
Fakat muhtemelen Herpes Simpleks Viriisi-1 (HSV-1) ve HCMV i¢in tanimlanan
mekanizmalara benzemektedir (36).

Viriis, i siif viral proteini (immediately; en erken [IE], early; erken [E] ve late;

gec [L]) hiicresel transkripsiyon ve translasyon mekanizmalarini kullanarak



sentezlemektedir. HHV-6 IE proteini enfeksiyondan sonra birkag saat iginde
sentezlenmekte ve diger genlerin ekspresyonunu saglamaktadir. E geninin
ekspresyonu IE proteinin sentezine ve protein {iriinlerine baglidir. E geni baglica DNA
metabolizmas1 ve replikasyonunda rol almaktadir.

E ve L proteinlerinin fark edilmesi bazi istisnalar hari¢ ge¢ici olarak viral DNA
polimeraz aktivitesine baghdir (37). Geg proteinler siklikla glikoziledir ve olgun viriis
bilesenlerini olusturmaktadir (38). Ancak ayni zamanda kemokin kodlayan U83 geni
gec donemde eksprese olmaktadir. Egzositoz yoluyla ekstraselliiler bosluga, matiir
viriis partikiiller1 birakilmadan 6nce transport vezikiillerinde art arda glikozilasyon
olmaktadir. HHV-6 viriisiiniin maturasyon yolu enfekte hiicrelerin hiicre membraninda
saptanan viral glikoproteinin olmamasi ile diger herpes viriislerden farkhidir (39,40).
Enfeksiyon olusmasindan yeni virionun serbest birakilmasina kadar gecen toplam

zaman yaklasik olarak 72 saattir (41).

2.5. Tropizm

HHV-6 viriisii ilk olarak insan B lenfotropik viriis olarak tanimlanmasima ragmen
(8) HHV-6A, HHV-6B in vitro olarak en iyi sekilde CD4" T lenfositlerde replike
olmaktadir (42). Biitin HHV-6 izolatlari, aktive olmus periferal ya da kord kani
mononiikleer hiicrelerinde infeksiyon yapmaktadir.

T hiicrelerini enfekte etme yetenekleri, farkli varyantlar iginde
smiflandirilmalarina neden olmaktadir (27). HHV-6A ve HHV-6B’nin CD4" T
lenfositleri enfekte ettigi, CD8" T lenfositleri ise sadece HHV-6A’nin enfekte ettigi
Griven ve arkadaglar1 tarafindan rapor edilmistir (43). CD46 reseptoriiniin ¢ok yaygin
yerlesimi, HHV-6’nin ¢ok farkli hiicre tiplerini in vivo ve in vitro olarak enfekte
etmesiyle sonu¢lanmaktadir.

HHV-6, T lenfosit, fibroblast (44), dogal katil hiicreleri (45), karaciger hiicreleri
(46), epitelyal hiicreler (47), endotel hiicreleri (48), fetal astrositler (49),
oligodentrositler ve mikroglia hiicrelerini (50) in vitro olarak enfekte etmektedir.

HHV-6’nin doku dagilimi in vivo olarak daha genistir. Bu dagilim beyin dokusu,
karaciger dokusu, tonsiller doku, tiikriik bezleri ve endotelyumu icermektedir. Farkli
diferansiyasyon donemlerindeki kan hiicrelerine aktarilmis olabilen latent HHV-6"nin
kemik iligi progenitdr hiicrelerinin enfeksiyonu sonucu olustugu gosterilmistir. Bu

HHV-6’nin monosit/makrofaj ve dentritik hiicrelerde gosterilmesiyle kanitlanmistir



(51). HHV-6 enfeksiyonuna duyarl tiirler olduk¢a azdir ve HHV-6 enfeksiyon
modelini olusturabilecek bir kemirici bulunmamaktadir. Bunun yaninda HHV-6
antikorlari, antijenik benzerlikleri olan simian viriislerle enfekte de olabilen
maymunlarda gosterilmistir (52). Simian HHV-6 homologlar1 tanimlanmistir (53).
Farkli maymun tiirlerinde ve makak Orneklerinde HHV-6 ile iliskili deneysel

enfeksiyonlarda basarili olunmustur (54).

2.6. Patogenez

HHV-6, solunum sekresyonlar1 ile solunum yolundan bulagsmaktadir.
Yenidoganda genellikle dogum sirasinda yakin temasla (aile bireyleri, doktor,
hemsire) veya c¢ocuklar arasinda olmaktadir. Bulagsmanin viriis ile enfekte saglikli
gortinen kisilerden tiikiiriik ile yayildigi bilinmektedir. Viriisiin kadinlarda genital
bolgede gebelerde servikste bulundugu dogum sirasinda yeni dogana bulasabilecegi
bildirilmektedir. HHV-6, in vitro T ve B lenfositleri ile lenfosit, makrofaj orjinli ¢esitli
hiicre kiiltiirlerini enfekte etmektedir.

In vivo olarak ise karaciger, merkezi sinir sistemi dokulari, tiikiiriik bezleri ve
endotelyal hiicreleri enfekte etmektedir. Enfekte ettigi hiicrelerde oOnce primer
enfeksiyon yapmakta primer enfeksiyon sonrasi viriis monositlerde, makrofajlarlarda,
olasilikla tiikiiriik bezlerinde, bdbreklerde ve brongial salgi bezlerinde hiicre

niikleusunda latent olarak kalmaktadir (2).

2.7. Diger Viriislerle Iliskisi

2.7.1. HHV-6 ve HIV-1

HHV-6’nin AIDS’de bir kofaktor olarak islev gordiigli diistiniilmiistiir (55). Bu
iddiay1 dogrulama iizerine yapilan ¢alismalar klinik gézlemlerden daha ¢ok in vitro
veriler {izerinde yogunlasmistir. HHV-6, CD4" T hiicre (9) tropizmi nedeniyle HIV-
I’e (Human Immundeficity Virus 1, Insan immiin yetmezlik viriisii) benzemektedir.
Litik HHV-6 enfeksiyonu HIV enfekte kisilerde bu hiicre popiilasyonunun azalmasina
yol acar. HHV-6, HIV-1 ekspresyonunu uyararak HIV-1 LTR (long terminal repeat)
promoter bolgesini aktive etme yetenegine sahiptir (56,57). HHV-6 proteinleri ve
HIV-1 TAT (trans-activator of transcription) proteini arasinda sinerjistik etkilesimi

gosterilmistir (58,59).



HHV-6, tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi immiinolojik mediatorlerin
ekspresyonunu etkiler (60). HHV-6 ve HIV-1’in koenfeksiyonlar1 in vitro ve in vivo
olarak raporlanmistrr (61,62,63). HHV-6’nin, HIV-1’in replikasyonu iizerine
etkileriyle ilgili ¢eliskili raporlar vardir. Baz1 caligmalar ile aktive ettigi gosterilmistir

(64,56). Bazi caligmalarla da replikasyonu baskiladig1 gosterilmistir. (65,66).

2.7.2. HHV-6 ve EBV

HHV-6 ve Epstein Barr viriisii’niin (EBV) 6zellikle lenfatik dokular gibi genis
bir doku dagilimi1 olmasi ve prevalanslariin yiiksek olmasi nedeni ile ayni hastada
birlikte izole edilebilirler.

In vitro ¢alismalarda, HHV-6"nm EBV genlerinin ekspresyonunu arttirarak EBV
replikasyonunu arttirdigi goézlemlenmistir. Klinik caliymalarda ise lenfoproliferatif

bozukluklarda HHV-6’nin 6nemli bir role sahip olmadig1 gortilmiistiir (13,67).

2.7.3. HHV-6 ve HPV

HHV-6’nin latent insan papilloma viriisii (HPV; Human Papilloma Virus) olan
hastalarin  servikal epitelinden yapilan Kkiiltiirlerde enfeksiyona neden oldugu
gosterilmistir. Bu enfeksiyonlarda HPV mRNA ekspresyonu artmaktadir. HHV-6 U16
geni tarafindan kodlanmis proteinler ve Pzvh-14 genomik klonu, HPV transforme
edici genlerini aktive etmektedir. Sonug olarak klinik arastirmalar ile HHV-6 ve HPV

arasindaki iliskinin neoplaziyi indiikleyip indiiklemedigi tartisiimaktadir (68,69).

2.7.4. HHV-6 ve CMV

Solid organ nakli yapilan hastalarda, HHV-6’nin, CMV enfeksiyonu ile
birlikteligi bildirilmistir. CMV ile HHV-6’nin beraberliginde meydana gelen
enfeksiyonlarda CMV’nin tek basma etken oldugu enfeksiyonlarda goriilen ates,
notropeni, ve diger viral sendrom bulgular1 daha baskin olarak goriilmektedir. Bu
durum HHV-6’nin miyelosiipresif etkisi ve norotropik bir viriis olmasimndan dolay1
olabilir. Nakilden sonraki doénemde CMV ve HHV-6 enfeksiyonunun beraber
goriildigi hastalarda intravendz gansiklovir tedavisi verilmesine ragmen CMV
hastaliginin gelistigi, diger yandan CMV’nin tek basma etken oldugu durumlarda ise
ayn1 tedavinin uygulanmasi ile iyilesmenin goriildiigii rapor edilmistir.

HHV-6, T hiicrelerini infekte ederek, interlokin-2 (IL-2), mRNA ve protein
sentezini baskilayarak immiinsiipresif etki gostermektedir. Bu durum immiinsistemi

baskilanmis hastalarda firsat¢1 enfeksiyonlara neden olabilmektedir (13,70,71).



2.8. Epidemiyoloji

HHV-6 enfeksiyonu tiim diinyada yaygin olarak goriilmektedir. Cogu toplumda
seroprevalanst %90’m iizerindedir. Primer enfeksiyon genellikle erken c¢ocukluk
doneminde olugmakta, iki ii¢ yaslarinda cogunlukla enfeksiyon gecirilmis olmaktadir.
HHV-6B ¢ogunlukla erken ¢ocukluk doneminde gecirilirken, HHV 6A %50 oraninda
eriskin donemde gegirilmektedir. Kiz ve erkek ¢ocuklar arasinda fark yoktur.

HHV-6 seropozitifligi ile sosyoekonomik durum arasinda iligki saptanmamistir
(2). HHV-6’nn seroprevelansi, serolojik yontem duyarhiliklar, HHV-6 ve HHV-7’ye
kars1 olusan belli antikorlar arasindaki ¢apraz reaksiyonlar, immiinfloresan yontemleri
ve cografik farkliliklar gibi ¢esitli farkliliklardan dolay1 ¢ok degisken olarak rapor
edilmistir. Fakat yine de yetiskin kisilerde farkli cografik bdlgelerde, her iki varyantin
seroprevelansinin %95’in istiinde oldugu tahmin edilmektedir. Artan yasla antikor
titrelerinde azalma goriilmektedir (72,73).

HHV-6 varyantlar1i arasmmda ayrim yapan uygun bir serolojik test
bulunmamaktadir. HHV-6B seroprevelanst HHV-6A’dan daha yiiksektir. HHV-6
genellikle cocuklarda 6-15 aylik donemde kazamlir ve inkiibasyon periyodu 1-2
haftadir. 6-12 ay arasindaki ¢ocuklarda akut ates vakalarin %20’sini olusturmaktadir
(74). Bunlarin sadece HHV-6B varyantinin olusturdugu vakalar oldugu
diistiniilmektedir. Siklikla yetigskin yasta goriilen HHV-6A’nin serokonversiyon yasi
bilinmemektedir. Fakat klinik semptomlar1 olmadan ve B varyantminin gériilmesinden

sonra ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir (75,76,77).

2.9. Latensi ve Persistans

Roseola’nin akut donemi disinda, her ne kadar DNA’s1 ve transkriptleri ¢cogu
cocukta PCR ile ara ara (yaklasik %1) saptanabilirse de HHV-6 kiiltiirde nadiren
saptanir (78). Bu, PKMNH’lerde ger¢ek latent enfeksiyonun olustugunu akla
getirmektedir.

Latent HHV-6 monositlerde, bunlarm CD34" progenitorlerinde ve PKMNH
kokenli dentritik hiicrelerde tespit edilmistir. HHV-6 daha sik olarak tiikiiriikten ziyade
tiikkiiriik bezlerinde saptanirken HHV-7 siklikla hem bezlerde, hem de tiikiiriikte
goriilmektedir.

HHV-6A’nin, medikal veya cerrahi endikasyonlarla veya travma nedeniyle

yogun bakimda {initelerinde yatan hastalarin %353’linde reaktive oldugu bildirilmistir



(79). Yogun bakim {iinitesinde yapilan bir baska ¢alismada coklu organ yetmezligi

sendromu olan hastalarda da goriilmiistiir (80).

2.10. HHV-6 ve Kromozomal Entegrasyon

Insan herpesviriis-6 (HHV-6) diger herpesviriisler arasinda kromozoma
entegrasyon Ozelliginden dolay1 tektir (81,82). Her ¢ekirdekli insan hiicresinde viral
genomun varliginin bir sonucu olarak kan ve dokuda, kromozoma entegre HHV-6’11
(CIHHV-6) hastalarda, HHV-6"nin ¢ok yiiksek seviyeleri tespit edilmistir.

Kanda 4-10 milyon 16kosit oldugu kabul edilirse tam kanda PCR’da HHV-6,
kantitatif olarak kromozomal entegrasyondan dolay1 ¢ok yiiksek olacaktir (1-10 x 10°
kopya/mL) (83). CIHHV-6 aileden c¢ocuklara kalitsal olarak gecer (81). HHV-6
viriisiiniin iki ¢esidi de (HHV-6A, HHV-6B) kromozomal entegrasyon yetenegine
sahiptir (82,83). Entegrasyon sikligmin genel populasyonun %0.8’inde oldugu tahmin
edilmektedir.

Transplant populasyonunda CIHHV-6’nin klinik etkileri ve prevalansi ile ilgili
sinirli bilgi mevcuttur. CIHHV-6’nin kanda yiiksek kopyada bulunmasindan dolay1
aktif enfeksiyon olarak yanlis yorumlanabilir. Bu durum potansiyel toksik ilaclarla,
klinik hastaliklarin altta yatan asil sebebini degerlendirmeden gereksiz tedaviye neden

olabilir (84).

2.11. Bulasma Yollan

HHV-6’nin temel bulas yolunun solunum sekresyonlar1 oldugu diisiiniilmektedir.
Virusun saglikli goriinen kisilerden tiikiiriik ile yayildigir bilinmektedir. Tikiiriigiin
oral, nazal veya konjuktival mukoza ile temasi sonucu bulagsmaktadir. Ekzantem
subitumlu c¢ocuklarin virusu tiikriik ve digki ile ¢ikardiklari, ayrica hasta ¢ocuklarin
idrarinda da virus bulundugu bildirilmektedir (85). Hamilelik sirasinda hamileligin
immiinsiipresyon etkisinden dolayr HHV-6 reaktivasyonu olabilmektedir (86).
Intrauterin, perinatal donemde vertikal bulasma olabilir; ancak bu yolla bulasma diisiik
orandadir. Anne siitli, fekal oral yol ve kan iirlinleri ile bulagmaya genellikle
rastlanmaz (87). Saglikli yenidoganlarda serum IgM yoklugunda kord kani
orneklerinde HHV-6 DNA bulunmasi, intrauterin bulagmanin olabilecegini

desteklemistir (88,89). Vertikal HHV-6"nin bulagma insidans1 biitiin dogumlarda %1-2
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oranindadir ve intrauterin HCMV bulagmasiyla iligkili degildir (90,87).

Bir hastada intrauterin HHV-6 enfeksiyonundan sonra siddetli norolojik
komplikasyonlar tanimlanmistir (91). HHV-6B DNA dizisinin hamile kadinlarin
genital traktinda %20 oraninda bulunmasma ragmen perinatal bulagma olasi
goriilmemistir (92,93). Kiiciik ¢cocuklar arasinda yaygin bir bulas yolu olan disk1 agiz
yolu HHV-6 i¢in tespit edilememistir. Yine de diski 6rneklerinde HHV-6 pozitif
bulunmustur (94,95).

Sonug olarak, en sik ve bilinen bulagma tiikiiriik ile olmaktadir (96).

2.12. Klinik

HHV-6 cocuklarda roseola infantum (ekzantem subitum, altinci hastalik)
etkenidir. HHV-6 enfeksiyonu siklikla anneden gegen koruyucu antikorlarin azalmasi
ile birlikte ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik yaklasik 3-5 giin siiren
atesin aniden diismesi ve makiilopapiiler dokiintiilerin goriilmesi ile karakterizedir.
Inkiibasyon siiresi 9-10 giin, prodromal dénem 3-4 giin siirer (97,98). Dékiintii 6nce
boyunda, kulaklarin arkasinda, sirtta baglamakta daha sonra yiiz ve distal ekstremiteler
hari¢ viicudun diger kisimlarmma yayilmaktadir. Diger klinik belirtiler dokiintii
oncesinde goriilebilen palpebral 6dem ve suboksipital, postaurikuler ve servikal
lenfadenopatiden ibarettir.

Primer HHV-6 enfeksiyonu dokiintiisliz ates veya atessiz dokiintii seklinde de
kendini gosterebilmektedir. Primer HHV-6 enfeksiyonunun sik goriilmeyen fakat daha
ciddi formlar1 40°C dstiinde ates, solunum giicliigli, timpanik yangi ve
konviilziyonlardir. Diger ciddi fakat nadir goriilen komplikasyonlar; karaciger, dalak
biiylimesi, Ginatti-Crosti sendromu fontanel sismesi, aseptik menenjit ve ensefalittir
(97).

Cocuklarm %9’u primer enfeksiyon sirasinda asemptomatiktir (98). Primer
HHV-6 enfeksiyonu, acil klinige basvuruyu gerektiren cocuklarin 6nemli bir
kismindaki atesli nobet krizlerinin nedenidir. Eriskinlerde ise primer HHV-6
enfeksiyonu nadir fakat ciddi olabilmektedir. Bu vakalarda klinik bulgular,
mononiikleoz benzeri hastalik, uzayan lenfadenopati, fulminan hepatit olabilir (97).
Latent HHV-6 reaktivasyonuna immun sistemi baskilanmigs  bireylerde
rastlanabilmektedir.

Kemik iligi ve kok hiicre alicilarinin yarisina yakiminda, bazi ¢alismalarda da
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yarisindan fazlasinda aktif HHV-6 infeksiyonlarina rastlanmaktadir. Organ transplant
alicilarinda HHV-6, HHV-7 ve CMV reaktivasyonu arasinda zamansal bir bag var
gibidir; tranplantasyon sonrasi zaman olarak orta deger, sirasi ile 20, 27 ve 36 giindiir
(13). Ates, ensefalit ve ensefalopati, pndmoni, gecikmis engraftment, deri dokiintiileri,
CMV benzeri hastalik, graft versus host hastaligt (GVHD), hepatit, kemik iligi
stipresyonu bu hastalarda goriilebilen klinik bulgulardir (6,13,99).

HHV-6 nakil sonrasi, bazen siddetli olabilen hastaliklarda diisiik ve orta seviyede
her zaman yer alir ve HHV-6 aktivitesi immiin siipresyonun hem bir belirteci hem de

katilimcisi olabilir (100).

2.12.1. insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte hastalar
HHV-6 her ne kadar CD 4" T hiicreleri enfekte eder ve onlarda ¢ogalirsa da,
AIDS’de HHV-6’nin spesifik bir rolii gosterilememistir; ancak bazi ilging veriler olasi

patojenik etkilesmeyi akla getirmektedir (101,102).

2.12.2. Beyinde enfeksiyon

HHV-6 noronal hiicrelerde iirer ve norolojik belirtiler agikca primer enfeksiyonla
iligkilidir. Bir¢cok ¢alisma HHV-6’nin beyinde her zaman bulundugunu gostermistir ve
virlisiin multiple skleroz ile olas1 baglantisim ileri stirmiistiir (103). Birgok calisma
hastalarin bir kisminda virlis ve hastalik arasinda bir baglant1 oldugunu gosterirken
digerleri vakalar ve kontroller arasinda bir fark bulamamustir.

Progresif multifokal 16koensefolopati’de (PML), JC (John cunningham) polyoma
viriisiin bilinen etyolojik roliine ilaveten PML vakalarinda beyin dokusu arsiv
ornekleri insitu PCR ve immiinsitokimya ile incelendiginde, kontrollere gore PML
vakalarinda daha fazla siklikta HHV-6 saptanmistir (104). Buna karsilik, progresif
multifokal lokoensefolopatili AIDS hastalarinda BOS 6rneklerinde HHV-6 PCR ile
aktif HHV-6 enfeksiyonu gosterilememistir (105).

2.13. HHV-6’nin Diger Hastaliklarla iliskisi

2.13.1. HHV-6 ve multiple skleroz
MS beyin ve omurilikte aksonlarin demiyelinizasyonu ile sonuglanan sinir
sisteminin, otoimmiin ve inflamatuar bir hastaligidir. Challoner, 1995 yilinda MS

hastalarinin beyinlerinde insanla iligkili olmayan genetik diziler aramaya basladiginda
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HHV-6 ve MS iliskisi baslamistir. Oligodentrositlerin igerisinde HHV-6 DNA’y1
yiliksek miktarda bulmustur. Ayn1 zamanda demiyelinizasyon olan bolgelerde infekte
hiicrelerin konsantrasyonunun yiiksek oldugunu bildirmistir (106).

Oligodentrositler miyelin {ireten hiicrelerdir. Ayn1 zamanda MS patogenezinde
primer rol oynayan hiicrelerdir. MS, ndronal aksonlarin etrafin1 kaplayan miyelininin
immiin sistem aracili odaksal bozulmasiyla karakterize bir hastaliktir. Sinir
impulslarinin olusmasinda bozulma olmaktadir. ikincil olarak miyelin hasari, T-hiicre
ve makrofa] infiltrasyonu, astrositlerde skar formasyonu ve daha sonraki asamada
aksonal hasara neden olma gibi karakteristik 6zelliklere sahiptir (107).

Challonerin bulgular1 onemli tartigsmalara neden olmustur. Literatiirde ¢eliskili
bilgi ve yorumlarin ortaya ¢ikmasiyla Moore ve Wolfson tarafindan ciddi olarak
elestirilmistir (108). Bu arastirma HHV-6 ile MS arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikaran ilk
yayinlanmis arastrmadir. MS prevalansi, ekvatordan daha wuzak bolgelerdeki
populasyonda artis gostermektedir. Cocukluk c¢agmi diisiik insidansli bélgelerde
yasayan kisilerde yetigkin ¢aginda MS’in goriilme ihtimali daha azdir. Bu
epidemiyolojik bulgulardan dolayr MS hastaligima enfeksiyon ajanlarinin neden
oldugu degerlendirilebilir (109).

Arastirmacilar 2004 yilinda, HHV-6’ya 6zgii aktif viriisle, MS’in ilk asamalar1
sirasinda yiiksek seviyede bir iligki oldugunu tespit etmislerdir. Kisa siire sonra,
arastirmacilar aktif HHV-6 diizeylerinde relaps sirasinda yiikselme oldugunu
bulmuslardir (4). Ayrica arastirmacilar tarafindan HHV-6 IgGl ve IgM antikor
diizeylerinin kontroller sirasmnda MS hastalarinda daha yiiksek oldugu gosterilmistir

(110).

2.13.2. HHV-6 ve kronik yorgunluk sendromu

Kronik yorgunluk sendromu (CFS; chronic fatique syndrome), yipratict kronik
bir hastaliktir. (111) Nedeni ya da nedenleri bilinmemektedir. CFS’li hastalarin
merkezi sinir sisteminde (MSS) ve otonom sinir sisteminde anormal bulgular, immiin
sisteminin c¢esitli bolgelerinde kronik aktivasyon bulgular1 ve diizensiz enerji
metabolizmas1 vardir. CFS 0Olg¢iitlerini karsilayan bir¢ok hastada, hastalik enfeksiyon
benzeri bir sendrom ile baslamaktadir.

Aktif replikasyonu olan hastalarda primer lenfosit kiiltiirii kullanilarak HHV-

6’nin bulunmasindan kisa bir stire sonra CFS benzeri hastaligi olan 259 hastada
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yapilan bir calisma yayimmlanmistir. Hastalarin 9%70’inde aktif replikasyon
bulunmustur. Kontrol grubunun ise %20’sinde bulunmustur (112).

Hastaligin semptomlarma yol agan etkenin HHV-6"nin reaktivasyonumu ya da
gizli immiin yetmezlige yol agan hastaligin, HHV-6 reaktivasyonunami neden oldugu
bu ¢aligmada cevapsiz kalmistir. Sadece serolojik tekniklerle yapilan calismalarla aktif
enfeksiyonla latent enfeksiyon birbirinden ayrilamamistir. Karigik sonuglar ortaya
atilmistir. Fakat tamaminda olmamakla beraber HHV-6 enfeksiyonu ve CFS arasinda
iligki gosterilmistir (113,114).

Diger calismalar aktif enfeksiyonun saptanabilecegi yontemlerle ¢aligimistir.
(primer hiicre kiiltiirii, serum ya da plazmada polimeraz zincir reaksiyonu yontemi,
IgM ile antijen antikor arama) Bu calismalarin biiyiik kisminda CFS ile aktif HHV-6
enfeksiyonu arasindaki iligki gosterilmistir (115,116,117).

2.13.3. HHV-6 ve kanser

Insan herpes viriisleri olan, EBV viriisii ve human herpes virus 8 (HHV-8)
onkojenik ajanlar olarak tanimlanmustir. Ilk olarak HHV-6 susu lenfoproliferatif
diizensizligi olan hastalardan izole edilmistir (8). Ozellikle immiinsiipresyon
durumunda kansere neden olabilecegi siirekli olarak ilgiyle arastirilmaktadir. Bu ilgi,
transaktivasyon proteinlerini kodlayan HHV-6 genlerinin bulunmasiyla katlanarak
artmistir. pDR7’nin transformasyon kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir.

Diger yandan pU94’iin tiimor olusumuna karsi olabilece§i ve transformasyonu
indiikleyen Ras proteinini baskilayabilecegi gosterilmistir (118). Sonug olarak, in vitro
ortamda bir¢ok regiilatuvar ve hiicre ile etkilesime giren mekanizmanin rol oynadigi
HHV-6 enfeksiyonu sirasinda, higbir transformasyon olayr tespit edilememistir.
Ayrica, in vivo olarak da HHV-6 bir¢ok proliferatif durumla iligkilendirilse de,
onkojenik 6zellikleri i¢in hi¢bir kanit elde edilememistir. Temelde, ¢ok yaygin olarak
bulunmasi ve konak hiicre kromozomuna entegre olup latent olarak kalabilmesi, tiimor
dokularmda HHV-6’nin PCR analiz sonucglarmni yorumlamayr zorlastirmaktadir
(119,120).

Servikal epitelde HHV-6’nin saptanmasi (121,122) ve HPV’ye yakin
transaktivasyon ozellikleri nedeniyle servikal kanserde patogenezinin arastirilmasina
yol agmustir (123). Prospektif bir ¢aliymada 388 kadinda PCR ile HHV-6 DNA

bakilarak analiz edilmis ve servikal lezyonun derecesinde fark bulunamamustur.
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Sonu¢ olarak, servikal kanserde roliiniin olmadigi bulunmustur (124). Oral
karsinom patogenezinde malign ve malign olmayan oral lezyonlarda HHV-6
antijeninin siklikla saptanmasi patogenezde rolii oldugunu diislindiirse de, bu bulgu

ileri calismalarla desteklenmeyi beklemektedir (125).

2.14. Orneklerin ahnmasi, tasinmasi ve saklanmasi

Viriis izolasyonu i¢in, kan ornekleri antikoagiilanli (heparin gibi) tiipe alinmali
ve 24 saat icinde fikol gradient islemine tabi tutulmalidir; hiicreler kesinlikle
dondurulmamaldir. Izolasyondan sonra, HHV-6 enfekte hiicreler (hem primer hiicre
kiiltlirii, hem hiicre serileri) standart kriyoprezervasyon vasatinda saklanabilirler.
Molekiiler yontemlerle viriislin saptanmasi i¢in (6rnegin PCR ile) tiikiiriikk 6rnekleri;
filtre kagidi stripleri, agiz siirlintiisii, bogaz stiriintiisii gibi yontemlerle toplanabilir.

PCR i¢in serum, plazma ve hiicreler dondurulmus olarak gonderilebilir (126).

2.15. Mikrobiyolojik Tan1

Altinct hastaliga klinik gézlemlerde genel olarak yanlis teshis konulmaktadir. Sik
olarak rubella ve kizamik enfeksiyonlar: ile karismaktadir. Ozellikleri tipik olmasina
ragmen deri dokiintiileri ila¢ reaksiyonlar1 ile karistirilabilmektedir. Goriilme yasinin
kizamik, kabakulak ve rubella asilarmin uygulandigi zamana denk gelmesi nedeniyle
HHV-6 infeksiyonunun neden oldugu norolojik komplikasyonlar, as1 komplikasyonlar1
ile de karisabilmektedir. Bu sebeple HHV-6 enfeksiyonunun kliniginin arastirilmasi ve

laboratuvar testlerini kullanarak ayirici taninin yapilmas: gerekmektedir (13,14).

2.15.1 Direkt tani

a) izolasyon yontemleri

HHV-6, her ne kadar hasta PKMNH’leri ve insan gobek kordon kani (GKK)
lenfositleri ile kiiltiir yontemini kullanilarak periferal mononiikleer hiicrelerden izole
edilebilirse de (8,30) klinik 6rneklerden primer izolasyon tani laboratuvarlarinda rutin
olarak yapilmamaktadir. Primer hiicre kiiltiir vasati olarak %10 fetal kalf serumu,
mililitrede 100 U penisilin, 100 pg streptomisin ve 0,29 mg L-glutamin ilave edilmis
RPMI-1640 kullanilir. Hiicreler baslangicta 10°/ml yogunlukta kiiltiire edilir.

Fikol ile saflastirilmis primer GKK lenfositleri, %5 CO;’li ortamda 6nce 2-3 giin

stire 1le mililitresinde 0.01 hidrokortizon ve 2 pg fitohemaglutinin (PHA) iceren hiicre

15



kiiltlir vasati ile uyarilir. Uyarilmig GKK lenfositleri daha sonra esit hacimde hastanin
fikol purified periferal kan mononiikleer hiicreleri ile birlikte tarif edilen vasatta
(sadece fitohemaglutinin rekombinant IL-2 ile degistirilir; IL-2 konsantrasyonu 0.1-5
U/ml arasinda degismektedir) kiiltiire edilir.

Kiiltiirler sitopatik etki yoniinden hergiin kontrol edilir. Tipik HHV-6 sitopatik
etkisi (CPE), GKK lenfosit kiimelerinin kaybolmasi ve sinsisya adi verilen biiyiik
balonlagsmis hiicre goriiniimleridir. 7-10 giin sonra kiiltlir, taze uyarilmig periferal
mononiikleer hiicrelere pasajlanir. Ilave 7-10 giin sonra kiiltiirler hala saglikli
goriiniimde ise negatif olarak kabul edilir.

HHV-6 enfeksiyonu, immiinfloresan veya PCR ile dogrulanmalidir. Primer GKK
lenfosit kiiltlirlerinde elde edilen izolatlar devamli hiicre serilerinde {iremeye adapte
edilebilirler; bunun i¢in HHV-6 izolatlar1 i¢cin HSB-2 veya J-JHAN hiicreleri, HHV-
6B izolatlar1 i¢in de molt-3 hiicreleri kullanilir. Kiiltiir sartlar1 primer hiicreler i¢in tarif
edilene benzerdir., HHV-6 iretimi Onemli oranda tecrilbbe gerektirmektedir

(41,127,128).

b) Antijen saptama yontemleri

HHV-6 antijenleri 6zgiin monoklonal antikorlar kullanilarak gdsterilebilir.
Antijen saptama yontemi, hiicre kiiltiirinde HHV-6 enfeksiyonunu dogrulamada ve
dokularda viral proteinlerin gosterilmesi amaclariyla da kullanilmaktadir. HHV-6
antijenemi testinde, HHV-6’ya 6zgii antijenler aktif enfeksiyon sirasinda PKMH’lerde
belirlenebilmektedir. lyi karakterize edilmis, ticari olarak temin edilebilen antikorlar,
p41°e (DNA polimeraz yardimci faktor), gp 116/54/64°e (glikoprotein B) ve HHV-6B
101K/p100 tegiiment proteinine spesifik monoklonal antikorlardir. Spesifik
monoklonal antikorlar kullanilarak HHV-6A ve HHV-6B varyant ayirimi da
yapilabilir (13,14,129).

¢) Niikleik asit saptama yontemleri

HHV-6’nin direk tanisi in situ hibridizasyon, in situ PCR (130,131) ve
immiinohistokimya (132) ile konulabilir. Bu yontemlerin bir yeri olmakla beraber,
direk tanida kullanilan en yaygin yontem PCR’diwr. Viral aktivitenin goriildiigli anlarda
bile viral DNA’nin nispeten diisiik diizeylerde olabilecegi goz Oniinde
bulunduruldugunda, PCR duyarliligt HHV-6 saptanmasinda 6zel bir 6éneme sahiptir.
HHV-6’'nin muhtelif genomik bdlgelerini hedefleyen birgok PCR stratejisi
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yaymlanmistir. Herhangi bir genomik hedef veya stratejinin bir digerinden istiinliigii
gosterilememis olup daha fazla yontem standardizasyon ve Kkarsilastirilmasina
gereksinim vardir.

Kullanilan yontemler tek-hedef ve ¢cok hedefli PCR (multipleks PCR) stratejileri,
kalitatif ve kantitatif dl¢ctimler, DNA (PCR) veya RNA’y1 (revers transkriptaz, RT-
PCR) hedefleyen yontemleri icermektedir. HHV-6A ve HHV-6B tiir spesifik PCR
primerler, tiir spesifik hibridizasyon problar, {irtin biiyiikliik farkliliklarina gore, PCR
driinlerinin restriksiyon enzim analizi veya real-time PCR kullanarak erime egrisi
analizi ile kolayca ayirt edilebilirler.

Klinik laboratuvarda HHV-6 kantitatif PCR, cogu insan herpesviriislerin ayni
anda analizini saglayan herpesviriis cok hedefli (multipleks) PCR’1n bir parcasi olarak
kurulabilir (133,134). Cok hedefli test kullanildiginda, ayirici tani i¢in normalde
diistiniilmeyen viriislerle ilgili pozitif sonuclarn klinik 6nemini veya bu anlamda
gecersizligini klinik olarak degerlendirmede g6z 6niinde bulundurmak gerekir. HHV-
6A, HHV-6B ve HHV-7’yi kantitatif olarak saptayan ve ayirt eden bir LightCycler
tabanli yontem tarif edilmistir (135).

Kontaminasyon riski nedeniyle nested-PCR kullanimindan kag¢milmalidir.
Ekstrakt hazirlamak i¢in lize edilen 6rnek materyalin miktar1 (6rnegin hiicre sayis1 ve
s1vi hacmi) ve daha sonra bundan her bir reaksiyona ilave edilecek miktar, dikkatlice
standardize edilmeli ve sonra da duyarlilik hesaplama sirasinda g6z Oniinde

bulundurulmalidir (136).

2.15.2. indirekt tam

Serolojik testler

HHV-6 antikor tayini i¢in bircok ELIZA (Enzyme linked immunosorbent assay)
yontemi tarif edilmistir. Cogu HHV-6 antikor testi enfekte hiicre kiiltiir lizat1 kullanma
esasma dayanir; saflastirilmis viral antijenler de kullanilabilmektedir. Immunblot
yonteminde (IgG, IgM) en duyarlit HHV-6 antijeni p100 veya 101K diye tanimlanan
yaklasik 100 kDa’lik bir viriyon proteinidir. Indirekt immiinfloresan yontem (IFA),
HHV-6 spesifik IgM ve IgG antikorlarinin saptanmasi ve kantitasyonunda siklikla
kullanilmaktadir.

Gegmisteki veya yakin zamandaki enfeksiyon IFA tabanli avidite antikor testleri

yapilarak ayirt edilebilmektedir. HHV-6 enfeksiyonundan sonra diisiik dilizey
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avidetinin yiiksek degerlere ¢ikmasi yaklasik 5 ay siirmektedir. Antikor avidite testi
HHV-6 ve HHV-7 primer enfeksiyonunu ayirmada da kullanilabilmektedir (129).

Duyarhhk ve ozgiillik

Genel olarak, ELIZA tabanli testlerin IFA’dan daha duyarh oldugu
diistiniilmektedir, fakat pratikte her zaman boyle degildir ve duyarlilik taniminin
sadece enfeksiyonun saptanmasi veya end-point titre iizerine dayandirilip
dayandirilmadigma gore degisebilir.

HHV-6 serolojisi ile ilgili 6zel sorunlar HHV-6A, HHV-6B, HHV-7 ve CMV
arasindaki capraz reaksiyonlardir (12,88). Antijen olarak enfekte hiicreleri kullanan su
anki serolojik yontemler HHV-6 ve HHV-7 antikor yanitini aywt edememektedir
(129).

2.15.3. Primer enfeksiyonlarin tanisi

HHV-6 primer enfeksiyonu tanisi i¢in asagidaki tanimlar kullanilmagtir:

a) Akut ve konvelasan donemde (2 ile 4 hafta araliklarla toplanmis) serum veya

plazma Ornekleri arasindaki serokonversiyon
b) Serum veya plazmada spesifik diisiik aviditeli antikorlar saptanmasi (129)
¢) 3 aydan biiylik cocuklarda (maternal antikorlarin yarattigi sorunlar nedeniyle
bazilar1 6 ay1 6nermektedir) hastaligin ortaya ¢ikisindan sonraki 5 giin i¢inde
tam kan ve 1gG negatif plazmada pozitif PCR sonucu (137)

d) Hastaligin akut donemi siiresince aliman PCR-pozitif kan ve PCR-negatif
tiikiiriik (138)

e) Pozitif serum IgM ve/veya serum PCR birlikte (her birinin tek bagina diisiik
duyarlilig1 nedeniyle) degerlendirildiginde (139)

f) IgG antikor yoklugunda IgM antikor saptanmasi.

Bireylerin %5’inin herhangi bir anda HHV-6 IgM yoniinden pozitif olmas1 ve
pencere donemi iyi tanimlanmadigindan sadece IgM antikorlarmin bakilmasi ¢ok az
bir degere sahiptir.

Primer HHV-6 enfeksiyonu hemen her zaman 2-3 yas oncesi ¢ocuklarda olur. Bu
nedenle, klinik belirtilerin roseola uyumlu oldugu durumlarda, IgM ve IgG’nin her
ikisinin de pozitif oldugu serum 6rnegi, eger kan IgG yanit1 gelistikten sonra alinmigsa
primer enfeksiyona isaret edebilir; bu durumda avidite testi taniy1 agikliga

kavusturacaktir. Kantitatif PCR testleri tercih nedenidir; zira tanisal agidan kuskulu
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serum veya plazma pozitifligine yol acan germline hiicrelerine entegre viral DNA’ya
bagl cok yiiksek miktarlarda viriis yiikiine sahip bireylerin saptanmasina neden

olmaktadir (129).

2.15.4. Aktif enfeksiyonlarin tamsi
Hem primer enfeksiyonlar hem de reaktivasyonlar1 igerecek sekilde, aktif

enfeksiyonlarin tanisi i¢in asagidaki ol¢iitler diistiniilmektedir:

a) Periferal mononiikleer hiicrelerden viriis izolasyonu (altin standart)

b) Akut ve konvelasan donem serum veya plazma Ornekleri arasinda 4 kattan
fazla antikor artis1

c) Serum veya plazmada HHV-6 DNA PCR pozitifligi (diisiik duyarhilig
nedeniyle tek basina giivenilir degildir)

d) Tam kan veya periferal mononiikleer hiicrelerde kantitatif PCR ile
tanimlanmis bir esik deger lizerinde sonug¢ (6rnegin bazal HHV-6 viral yiik
belirlenen diizenli takip altindaki transplant hastalari; viral yiikte anlamli bir
artis reaktivasyonu isaret eder)

e) RT-PCR ile spliced HHV-6 mRNA saptanmasi (140).

2.16. Tedavi

Ozet olarak, HHV-6 enfeksiyonu bagisiklik sistemi normal c¢ocuklarda kendi
kendini sinirlar ve tedavi almasina gerek yoktur. Immiin sistemi baskilanmus kisilerde
latent virilisiin reaktivasyonu sonucu hayati tehtid eden komplikasyonlara neden
olabilir. Etkili bir as1 mevcut degildir. HHV-6 enfeksiyonunun tedavisi i¢in tehlikesiz,
gilivenli ilaglara ihtiya¢c vardwr. HHV-6’ya karsi antiviral tedavide hicbir kontrollii
calisma yapilmamistir ve HHV-6 infeksiyonlariin tedavisi i¢in higbir bilesik resmi
olarak onaylanmamustir.

Bu yiizden HHV-6’ya kars1 klinikte kullanilan ilaglar HCMV tedavisi ve
proflaksisinde kullanilanlarla aynidir. Bunlar gansiklovir ve valgansiklovir daha az
onemli olan asiklovir, niikleozid anologu cidofovir, pirofosfat analogu foscarnet’dir.
Bu antiherpesviriis bilesenlerinden bir¢ogu 6nemli eksikliklere sahip; bu nedenle,
HHV-6 enfeksiyonunun tedavisi i¢in glinlimiizde yeni stratejiler bulunmas1 gereklidir

(141).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1

Bu ¢alisma, Akdeniz Universitesi Etik Kurulu tarafindan, 10.04.2012 tarihinde
verilen onay sonucu, Helsinki Deklarasyonu kurallarma uygun olarak yapilmistir.
Calismaya Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesinde pediatrik kok hiicre nakli
bolimiinde kok hiicre nakli yapilan 37 allojenik, 2 otolog toplam 39 hasta dahil

edilmistir.

3.2. Hasta Secimi

Ekim 2011 - Haziran 2012 tarihleri arasnda Akdeniz Universitesi Hastanesi
Cocuk Hematoloji Poliklinigine bagvuran yaslar1 1 ile 17 arasinda degisen ¢ocuk
hastalardan, kok hiicre nakli olacak hastalarin nakil 6ncesi alic1 ve vericiden birer tane
plazma ve tam kan 6rnegi nakil sonrasi da alicidan, nakil tarihini takip eden on haftalik
donemde haftada bir plazma 6rnegi alinmasi planlandi. Nakil sonrasi en az dort 6rnegi

olan hastalar ¢alismaya dahil edildi.

3.3. Istatistiksel yontem

Bu ¢alismanin sonuglarmin degerlendirilmesi SPSS programi ile yapilmistir.
Niteliksel verilerin karsilastirilmasinda ise Ki-Kare testi kullanilmistir ve p>0.05

anlamlilik diizeyine gore degerlendirilmistir.

PCR
Extraksiyon (niikleik asit izolasyonu veya saflastirilmasi)
Mikroorganizmanin saf niikleik asidinin elde edildigi asamadir. DNA’nin silika

membran yapisindaki filtrelerde tutulmasi sonucu elde edilmektedir.

MagNa Pure cihazi

MagNa Pure LC tam otomatize bir ekstraksiyon cihazidir. Cihaz bir bilgisayara
baghdir ve bu bilgisayara yiiklenen programlar dogrultusunda ekstraksiyon islemi
kapali devre olarak gerceklestirmektedir. Cihaz biinyesinde farkli islemlemlerin

gerceklestirildigi boliimlere ayrilmistir.
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Cihazin i¢indeki farkli boélimlerde pipetleme, yikama, magnetik alan
olusturulmas: ve kaldirilmasi, elde edilen DNA’nin eliisyon buffer i¢cinde saklanmasi
gibi islemler gergeklestirilebilmektedir.

EDTA’] tiip i¢cine alinan kan ve plazma Ornekleri; MagNa Pure LC cihazinda,
MagNa Pure LC total niikleik asit izolation Kit (roche diagnostics) prosediiriine uygun

olarak ekstraksiyon igslemi gercgeklestirildi.

MagNa Pure LC cihazindaki islemlerden 6nce disarida yapilmasi1 gerekli
calismalar

Kit i¢inde bulunan malzemeler:

1. Yikama Soliisyonu 1 (siyah sise): PCR inhibitorlerini uzaklastirmak igin.

Yikama Soliisyonu 2 (mavi sise): Tuz, protein, vs. uzaklastirmak ig¢in.
Yikama Soliisyonu 3 (kirmizi sise): Tuz vs. uzaklastirmak igin.
Lizis buffer (yesil sise): Hiicre lizisi ve DNA’nin baglanmasi i¢in
Proteinaz K (pembe sise): Proteinlerin sindirimi i¢in.

Manyetik cam partikiil siispansiyonu: DNA’y1 baglamak i¢in.

A U R o

Eliisyon buffer: DNA’y1 yeniden serbest hale getirmek i¢in.

Manyetik cam partikiilleri stispansiyonu (MGPs) kullanilmadan 6nce, stoklama
sirasinda ¢okmeye egilimli oldugu i¢in, homojenize hale getirmek amaciyla
karistirildi (vortekslendi).

Proteinaz K: Her proteinaz K vialine (kiiciik sise) 3.0 ml elusyon buffer
eklendi. Erittikten sonra 2.0 ml daha elusyon buffer eklendi (toplam 5.0 ml) ve
karistirildi.

Burada kullanilan izolasyon metodu magnetik partikiil (boncuk) teknigidir.

MagNa Pure LC 2.0 cihazinin software’inden Total NA serum-plazma-kan
protokolii secildi. Sonra her bir 6rnek i¢cin ornek ve eliisyon hacmi programa
tanimland1 (Ornek voliimii: 200 pl, eliisyon voliimii: 100 pl). Ne kadar sayida plazma
ve kan 0rnegi calisilacag: secildi ve 6rnek sayisina gore reaktifler hesaplanarak cihaza

yiiklendi.
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Tablo 3.1. Ornek sayisina gore reaktif hacimlerin belirlenmesi (32 reaksiyon i¢in).

Kit numaralari Kullanilan soliisyonlar Kullanilan miktar (uL)
1 Wash Buffer I 31.2
2 Wash Buffer 11 15.9
3 Wash Buffer 111 32.6
4 Lysis/Binding Buffer 10.6
5 Proteinase K 4.2
6 Magnetic Glass Particles 5.8
7 Elution Buffer 6.8

MagNa Pure cihazinin ¢alismasi: Cihaz caligma kitine uygun olarak bilgisayara
yiiklenen program dogrultusunda, reajenlerin ve saf malzemelerin miktarmi ve cihaz
ici lokalizasyonunu bagli bulundugu bilgisayarmn ekraninda gostermektedir. Cihazin
cam dis kapagi acilarak reajenler ve saf malzemeler cihaz iizerinde kendilerine ayrilan
uygun boliimlere yerlestirildikten sonra hasta oOrneklerini iceren ornek kartusu
bilgisayar ekraninda gosterilen uygun bolgeye yerlestirilir. Cihazin dis cam kapagi
kapatilir ve bilgisayar ilizerinden ¢aligtirilir.

Cihaz once sarf malzemelerin yerini ve miktarimi robotik kolda yer alan optik
okuyucucu ile kontrol eder ve eksikse uyar1 verir, degilse robotik kol araciligiyla 6nce
pipet uclarini alir ve reagenleri uygun birimlere dagitarak calismaya baslar. Bu sirada
bilgisayar ekranindan caligmanin asamalar1 ve testin ne zaman sonlanacagi
goriilebilmektedir.

DNA izolasyonu MagNa Pure LC Total niikleik asit izolasyon Kiti (Roche
Diagnostics, Germany) ile MagNa Pure LC otomatize izolasyon sisteminde yapildi.
Kit icinde bulunan ve sistemin gereksinimlerini igeren reaktifler cihazda ilgili
pozisyonlara yerlestirildi. Ozel kartuslar iizerine kan ve plazma 6rneklerinden 200 pl
ornek otomatik pipetle konuldu. Islemde; lizis tamponu icinde bulunan proteinaz K’nin
etkisiyle agiga c¢ikarilan niikleik asitler yine lizis tamponu i¢inde bulunan yiiksek tuz
konsantrasyonunun etkisiyle karigima eklenen manyetik boncuklara baglanmasi
saglandi. Birka¢ yikama islemiyle, manyetik boncuklara baglanmamis olan maddeler

ortamdan uzaklastirilda.
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Daha sonra yiiksek 1s1 etkisi ve tuz konsantrasyonunun diisiiriilmesiyle birlikte
niikleik asitler manyetik boncuklardan ayrilarak saf olarak elde edildi. Tiim bu islemler
cihaz tarafindan otomatik olarak gergeklestirildi. Cihazin igerisinde, Orneklerden
otomatik olarak niikleik asit izolasyonu yapan bir boliim ile islemler sonunda
orneklerin bekletildigi bir so§utma blogu mevcuttu. Yaklagik 1-1.5 saat siiren
izolasyon islemi sona erdiginde kartuslar alind1 ve elde edilmis olan niikleik asitler

PCR testleri i¢in kullanildi veya -80°C’de sakland.

HHV6 DNA kantitasyonu

HHV6-DNA’s1 real-time PCR yontemiyle arastirilmistir. Karlsson T. ve
arkadaslar1 tarafindan tanimlanan primer dizileri kullanilarak 63 baz ¢iftlik alan
amplifiye edilmistir (142). Hedef bdlgeye ait sinyal deteksiyonu 5° ve 3’ uglari
sirastyla. FAM ve TAMRA isaretli Tag-man probu kullanilarak yapilmistir. PCR
inhibitérii varligi Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) geni igerisinde yer alan
bolgenin amplifikasyonu ve amplifiye edilen bolgenin 5° ve 3’ uclari, sirastyla BHQ3
ve Cy5 isaretli Tag-man probuyla deteksiyonu ile test edilmistir. Bes mikrolitre
ekstrakt ornegi, 2.5 pmol hedef forward primeri, 15 pmol hedef reverse primeri,
7.5 arpmol internal kontrol primerleri (GAPD forward ve GAPD reverse), sirasiyla 10
ve 5 pmol hedef ve internal kontrol problari, 1.5 mM MgCIl2, her bir ANTP’ den 200
uM ve 1.25 U Hotstart Taqg DNA polymerase iceren 20 puL’lik mastermiks karigimina
eklendi.

Kullanilan primer ve prob dizileri Tablo 3.2°de gosterilmistir. 95°C’de 10
dakikalik siire sonrasinda 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de bir dakikadan olusan 45
dongiiliik real-time amplifikasyon islemi, Rotor-Gene (Corbett-Research, Australia)
cthazi kullanilarak, yapilmistir. Amplifikasyonun kantitatif olarak yapilabilmesi icin
gerekli standartlar, pozitif bir hastanin amplikon O6rneginin, onar kathk bes farkli
konsantrasyonunun UV spektrofotometre ile hazirlanmasi ve analizler sirasinda
kullanilmasi ile saglandi.

Hedef dizilerin, internal kontrol dizileri ile birlikte amplifiye olmadig1 6rneklerin

PCR inhibitorii igerdigi sonucuna varildi ve bu ornekler analiz disinda birakildi.
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Tablo 3.2. PCR’da kullanilan primer ve prob dizileri.

PRIMER POLARITE
TargetForw. Sense 5’-CCCGAGCGCTAGGTTGAG-3’
TargetRev. Anti-sense 5’-AACGCTCGTCACAAACATAAAATTC-3’
GAPD Forw. Sense 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’
GAPD Rev. Anti-sense 5’-GAAGTTGAAGTTCGGAGT-3’
TargetProbe 5’-FAM-ATGATCGAAACGCCTACAC -TAMRA
GAPD Probe 5’-Cy5-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-BHQ3-3’

ELIZA

Testin yontemi

HHV-6 IgG ELIZA yontemi giivenilir immunoanalitik bir yontemdir. Stripler
HHV-6 antijenleriyle kaplanmistir. Anti HHV-6 antikorlar: test edilen serumda varsa
haraketsiz antijenlere baglanir ve antijenlerle birlesen antikorlar daha sonra horseradish
peroksidazla etiketli hayvan anti-insan IgG antikorlar1 tarafindan tanmir. Baglanmis
etiketli antikorlar, kromojenik substratla enzimatik reaksiyon sonucu ortaya ¢ikar.

Negatif serum reaksiyon vermez.

Orneklerin hazirlanmasi

Serum ornekleri diliisyon bufferla 1:100 oraninda diliie edildi. Kalibrator ve
kontrol serumu diliie edilmedi. Yikama soliisyonu distile ya da iyonize suyla uygun
hacimlerde 10 defa diliie edilerek hazirlandi. Konsantre edilmis yikama soliisyonunda
tuz kristalleri varsa yikama banyosunda 32 - 37°C arasinda isitildi. Px-konjugat
dilusyon bufferla 50 defa diliie edildi. TMB substrat ve Stop soliisyonu kullanima

hazir olduklar1 i¢in diliie edilmedi.

Yontem prosediirii

Ik olarak birinci kuyucuga diliisyon bufferi pipetleyerek baslandi. Daha sonra
gelen iki kuyucuga kalibrator, sonraki iki kuyucuga sirasiyla negatif kontrol ve pozitif
kontrol serum pipetlendi. Kalan kuyucuklara diliie edilmis serum ornekleri, pipetleme
planina uygun olarak 6rnek siralar1 karismayacak sekilde pipetlendi. Oda 1sisinda 60

dakika inkiibe edildi.
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Daha sonra kuyucuklardan sivilar aspire edilip dezenfektan iceren siselere uygun
sekilde konuldu. Kuyucuklar 250 pl yikama soliisyonu ile 4 kez yikandi.

Kuyucukalarda sivi kaldiysa plate ters ¢evrilerek sert bir zemine vuruldu daha
sonra son kalan damlalar absorban kagit ile uzaklastirildi. Diliie edilmis Px-
konjugattan her kuyucuga 100 pl eklendi. Oda 1si1sinda 60 dakika inkiibe edildi. Daha
sonra kuyucuklar 250 pl yikama soliisyonu ile 4 kez aspire edilip yikandi.

Her bir kuyucuga 100’er pl TMB substratindan ilave edildi. Oda 1sisinda 20
dakika inkiibe edildi. Kuyucuklara TMB dagitilmaya basladiginda zaman 6l¢iilmesine
baslandi.

Stripler aluminyum folyoyla oOrtiildii veya karanlik bir ortama konuldu. Daha
sonra stop soliisyonundan 100 pl ilave edilerek reaksiyon durduruldu. TMB de oldugu
gibi aym pipetleme ritmi kullanilarak biitiin kuyucuklarda reaksiyon zamanmin ayni
olmas1 saglandi. Mikroplate birka¢ kez vurularak reaktiflerin tamamen karigmasi
saglandi. Mikroplateler 20 dakika igerisinde mikroplate okuyuculariyla 450 nm

absorbansta okutuldu.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi Pediatrik Kok Hiicre
Transplantasyonu Biriminde 06.10.2011 - 04.06.2012 tarihleri arasinda kok hiicre
transplantasyonu olan 40 hastanin nakil 6ncesi ve sonrasi kan ornekleri ve bu kan
ornekleri santrifiij edilerek plazma oOrnekleri alindi. Fakat ¢ocuk kok hiicre nakli
boliimiinde nakil olan alicilardan bir tanesi, yasinin 23 olmasi nedeniyle ¢alismadan
cikarildi. Geriye kalan 39 hastanin yaslar1 bir ile 17 arasinda degismekteydi (ortalama:
8.92+4.906). Hastalarin yaslarmin ortanca degeri dokuz bulundu.

Hastalardan nakil 6ncesi bir defa kan ve bu kanin santrifiijii sonucu elde edilen
plazmasi, nakil sonras1 ise her hastadan haftada bir defa olacak sekilde 10 hafta kan
ornegi alinmasi planlandi, alinan kanlar santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Toplam
295 kantplazma ornegi toplandi. Toplanan kan ve plazmalar -80°C’de muhafaza
edildi.

Orneklerin 256’s1 plazma ve 39’u kan drneginden olusmaktaydi. Bir hastadan
nakil sonrasi almman Ornek sayis1 dort ile 10 arasinda de§ismekteydi (ortalama:
6.25+1.6). Toplam plazma sayisinin ortanca degeri alt1 bulundu.

Orneklerin nakil sonrasi toplama zamani 25 ile 70 giin arasinda degismekteydi.
Nakilden sonra 6rnek toplama zamaninin ortanca degeri 52 ve 6rnek toplama son giinii
ortalama 51.6 bulundu.

Toplam sayis1 295 olan 6rneklerden, real-time PCR yontemi ile HHV-6 DNA
pozitifligine bakildi. Ayni1 zamanda 38 hastanin nakil 6ncesi plazma Orneklerinden
HHV-6’ya yonelik serolojik durumuna bakildi. Hastalarin nakil 6ncesi serolojik
durumu ve nakil sonrast HHV-6 DNA pozitifligi ile birlikte klinik bulgularm iliskisi
incelendi. Toplam 39 hastadan 12’sinde (%30.8) HHV-6 DNA en az bir ornekte
pozitif, kalan 27 (%69.2) hastada negatif bulundu. Nakilden sonra HHV-6 DNA ilk
pozitiflik giinii iki ile 42 giin arasinda degismekteydi (ortalama: 23.5 +10.78). Ortanca
degeri ise 22.5 bulundu.

Pozitif buldugumuz 12 hastanin mililitrede ki kopya sayilar1 113 ile 11214931
kopya arasinda degismekteydi. Pozitifliklerin kopya sayilarmin ortanca degeri 1774
kopya/ml bulundu.

Otuzdokuz hastanin 23’0 (%59) HLA uyumlu, 16’s1 (%41) HLA uyumsuz
hastalardi. HLA uyumsuz hastalarin 10’unda (%62.5) HHV-6 DNA pozitif bulundu.
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HLA uyumlu hastalarin ise ikisinde (%38.7) HHV-6 DNA pozitif bulundu. HLA
uyumsuz hastalarda HHV-6 pozitifliginin daha fazla oranda saptandigi goriildii. Bu
bulgu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0.001).

Nakil oncesi HHV-6 1gG durumu ile nakil sonrasi HHV-6 DNA durumu
arasindaki iliski; Toplam 39 hastanin 38’inde nakil dncesi plazma 6rneklerinden HHV-
6 1gG bakild1. Hastalarm 34’{inde (%89.5) pozitiflik saptandi. Ug (%7.9) hastada grey
zone, bir (%2.6) hastada negatif bulundu. Serolojisini pozitif buldugumuz hastalarin
10’unda (%29.4) ayn1 zamanda HHV-6 DNA da pozitif bulundu. Grey zone ¢ikan ii¢
hastanim ikisinde (%66.7) HHV-6 DNA pozitif, bir (%33.3) hastada negatif bulundu.
Hastalarin serolojik durumlar1 ve HHV-6 DNA pozitiflikleri Tablo 4.1°de

goriilmektedir.

Tablo 4.1. HHV-6 IgG ve HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki iliski.

Negatif Sz,l,yl .
Yiizdesi (%) 100.0% .0% 100.0%
.. Say1 24 10 34

HHYV-6 IgG P f

. ozl Yiizdesi (%) 70.6% 294%  100.0%
Greyzone Say1 1 2 3
o4 Yiizdesi (%) 33.3% 66.7% 100.0%
Toplam Sziyl . 26 12 38
Yiizdesi (%) 68.4% 31.6% 100.0%

Cinsiyet ile HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki iliskiyi degerlendirdigimizde;
hastalarin 26’s1 (%66.7) erkek cocuk, 13 (%33.3) tanesi kiz cocuktu. Toplam 26 erkek
cocugun dokuzunda (%34.6) HHV-6 DNA pozitif bulundu. Toplam 13 kiz ¢ocugun
iclinde (%23.1) HHV-6 DNA pozitif bulundu. Cinsiyet ile HHV-6 DNA pozitifligi
arasindaki iligki anlamli bulunmadi (p>0.05). Cinsiyet ile HHV-6 DNA pozitifligi
arasindaki iliski Tablo 4.2°de goriilmektedir.
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Tablo 4.2. Hasta cinsiyeti ve HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki iliski.

Say1 10 3 13
Kadin -
H TR Yiizdesi (%) 76.9% 23.1% 100.0%
asta cinsiyeti
Erkek Say1 17 9 26
Yiizdesi (%) 65.4% 34.6% 100.0%
T Say1 27 12 39
oplam -
Yiizdesi (%) 69.2% 30.8% 100.0%

Klinik bulgulardan akut GVHD ve HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki iliski
incelendiginde; toplam 39 hastanin 10°’unda aGVHD (akut graft versus host hastaligi)
gelisti, 29 hastada gelismedi. Bu aGVHD gelisen 10 hastanin dérdiinde (%40) ayni
zamanda HHV-6 DNA’da pozitif bulundu. Diger alt1 hastada ise HHV-6 DNA (%60)
negatif bulundu. Akut GVHD gelismeyen 29 hastanin sekizinde (%27.6) HHV-6 DNA
pozitif, kalan 21 (%72.4) hastada ise negatif bulundu. Akut GVHD ile HHV-6 DNA
pozitifligi arasinda ki iligki istatistiksel acidan anlamli bulunmadi (p>0.05). Nakil
sonrast akut GVHD ve HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki iliski Tablo 4.3’de

goriilmektedir.

Tablo 4.3. Nakil sonras1 akut GVHD ile HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki iligki.

Yok Say1 21 8 29

Akut GVHD Yiizdesi (%) 72.4% 27.6% 100.0%

Var Say1 6 4 10

Yiizdesi (%) 60.0% 40.0% 100.0%

T Say1 27 12 39
oplam WL

Yiizdesi (%) 69.2% 30.8% 100.0%

Bir bagka parametre Antitimosit globulin (ATG) verilen hastalardaki HHV-6
DNA pozitifligi; toplam 27 hastaya ATG verilmis, ATG verilen 27 hastanin altisinda
(%22.2) HHV-6 DNA pozitif bulunmus, kalan 21 (%77.8) hastada ise negatif
bulunmustur. ATG verilmeyen 12 hastanin ise altisinda (%50) HHV-6 DNA pozitif,
kalan alt1 hastada negatif bulunmustur. ATG verilen hastalarla HHV-6 DNA pozitifligi
arasinda anlamli bir iliski bulunmamistir (p>0.05). ATG verilen hastalarla HHV-6
DNA pozitifligi arasindaki iligki Tablo 4.4’de goriilmektedir.
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Tablo 4.4. ATG tedavisi alan hastalarda HHV-6 DNA pozitiflik oranlari.

Say1 6 6 12

Hayir . o 5 5 5
ATG verildi mi ? Yiizdesi (%) 50.0% 50.0% 100.0%
Evet Say1 21 6 27
Yiizdesi (%) 77.8% 22.2% 100.0%
Toplam Sa.yl . 27 12 39
Yiizdesi (%) 69.2% 30.8% 100.0%

Miyeloablatif tedavi ve HHV-6 DNA pozitif hastalar arasindaki iliski; toplam 39
hastanin 34’iine miyeloablatif tedavi verilmis olup, miyeloablatif tedavi alan 34
hastanin 12’sinde (%35.3) HHV-6 DNA pozitif, 22’sinde (%64.7) negatif
bulunmustur. Tedavi almayan bes hastanin hi¢birisinde HHV-6 DNA pozitifligi
saptanmamistir. HHV-6 DNA’sin1 pozitif olarak buldugumuz 12 hastanin tamamimnin
miyeloablatif tedavi alan hastalar oldugu belirlenmistir. Fakat miyeloablatif tedavi ve
HHV-6 DNA pozitifligi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir iliski bulunmamustir.
(p>0.05). Miyeloablatif tedavi alan hastalardaki HHV-6 DNA pozitiflik oranlar1 Tablo
4.5°de goriilmektedir.

Tablo 4.5. Miyeloablatif tedavi alan hastalarda HHV-6 DNA pozitiflik oranlar1.

Yok Sayisi
Miyeloablatif Yiizdesi (%) 100.0% .0% 100.0%
tedavi var | Savs 22 12 34
Yiizdesi (%) 64.7% 35.3% 100,0%
T Sayisi 27 12 39
oplam = -
Yiizdesi (%) 69.2% 30.8% 100.0%

HHV-6 DNA pozitifligi ile nakil sonras1 ates goriilen hastalar arasindaki iliski;
toplam 39 hastanin nakil sonrasi donemde 37’sinde (%94.9) ates yiiksekliginin
goriildiigli donemler oldu, kalan iki (%5.1) hastada ise atesli donem olmadi. HHV-6
DNA’s1 pozitif bulunan toplam 12 hastanin 11’inde (%91.7) ates goriildii kalan bir
(%8.3) hastada ise hi¢ ates goriilmedi. HHV-6 DNA’s1 negatif bulunan 27 hastanin
26’sinda (%96.3) atesin oldugu donemler gorildii, bir (%3.7) hastada ise hic atesli
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donem olmadi. HHV-6 DNA pozitifligi ile nakil sonrasi ates yiiksekligi olan hastalar
arasinda anlamli bir iligki bulunmadi (p>0.05). HHV-6 DNA pozitifligi ile nakil

sonrasi ates goriilen hastalar arasindaki iliski Tablo 4.6’da goriilmektedir.

Tablo 4.6. Nakil sonras1 hastalarda HHV-6 DNA pozitiflik durumu ile ates iliskisi.

Ates bulgusu

Toplam
Yok Var

Negatif Sz}'yl — 01 206 207

HHV-6 DNA Yiizdesi (%) 3.7% 96.3% 100.0%
Pogitif Say1 1 11 12

Yiizdesi (%) 8.3% 91.7% 100.0%

Toplam Sa.yl . 2 37 39
Yiizdesi (%) 5.1% 94.9% 100.0%

Nakil sonrast HHV-6 DNA pozitifligi ile deri bulgusu olan hastalar arasindaki
iligki; genel olarak 39 hastanin dokuzunda (%23.1) deri bulgusu var, 30 (%76.9)
hastada ise yoktu. Toplam 12 HHV-6 DNA pozitif olan alicinin dérdiinde (%33.3) deri
bulgusu vardi, kalan sekiz (%66.7) alicida ise deri bulgusu yoktu. HHV-6 DNA’s1
negatif olan 27 alicinin besinde (%18.5) deri bulgusu vardi, 22’sinde (%81.5) ise deri
bulgusu yoktu. HHV-6 DNA pozitif hastalarla deri bulgusu goriilen hastalar arasinda
anlaml bir iliski bulunmadi (p>0.05).

Nakil sonras1t HHV-6 DNA pozitifligi ile deri bulgusu olan hastalar arasindaki
iligki Tablo 4.7°de goriilmektedir.

Tablo 4.7. HHV-6 DNA pozitifligi ve nakil sonrasi deri bulgusu arasindaki iligki.

Deri bulgular

Toplam
Yok Var

Negatif SS;'yld s 21 202 7 05 1 207

HHV-6 DNA tizdesi (%) 5% 8.5% 00.0%
Pozitif o 8 4 12

Yiizdesi (%) 66.7% 33.3% 100.0%

Toplam Sziyl . 30 9 39
Yiizdesi (%) 76.9% 23.1% 100.0%

HHV-6 DNA pozitifligi ve nakil sonrasi karaciger enzimleri aspartat transaminaz
(AST) ve alanin aminotransferaz (ALT) arasindaki iligki; 39 hastanin 16’sinda (%41)
KC enzimlerinde yiikselme goriildii, 23 (%59) hastada ise goriilmedi. HHV-6 DNA
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pozitif olan 12 hastanin altisinda (%50) karaciger enzimlerinde ylikselme goriildi,
kalan alt1 (%50) hastada goriilmedi. HHV-6 DNA’s1 negatif olan 27 hastanin ise
10’unda (%37) karaciger enzimlerinde ylikselme vardi, kalan 17 (%63) hastada ise
yoktu. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan hastalarla nakil sonrasi1 karaciger enzimlerindeki
yiikseklik arasinda anlamli bir iligki bulunmadi (p>0.05). HHV-6 DNA pozitifligi ve
nakil sonrasi karaciger enzimleri (AST, ALT) arasindaki iligki Tablo 4.8’de

goriilmektedir.

Tablo 4.8. HHV-6 pozitifligi ve nakil sonras1 karaciger enzimlerindeki yiikseklik
arasindaki iliski.

. Say1 17 10 27

Negatif < desi (0 5 0" 100.09
HHV-6 DNA Yiizdesi (%) 63.0% 37.0% .0%
Pozitif oo 6 6 12
Yiizdesi (%) 50.0% 50.0% 100.0%
Toplam Say1 23 16 39
Yiizdesi (%) 59.0% 41.0% 100.0%

HHV-6 DNA pozitif olan hastalarla nakil sonrasi akut GVHD gelismesi
arasindaki iligki; toplam 39 hastanin 10’unda (%25.6) aGVHD gorildi, 29 (%74.4)
hastada goriilmedi. HHV-6 DNA’sm1 pozitif buldugumuz 12 hastanin dordiinde
(%33.3) aGVHD gelisti, diger sekiz (%66.7) hastada gelismedi. HHV-6 DNA’s1
negatif olan 27 hastanin ise altisinda (%22.2) aGVHD goériildii, 21 (%77.8) hastada
goriilmedi. HHV-6 DNA’smi1 pozitif buldugumuz hastalarla aGVHD arasinda anlamli
bir iliski saptanmadi (p>0.05). HHV-6 DNA pozitif olan hastalarla nakil sonras1 akut
GVHD arasindaki iligki Tablo 4.9°da goriilmektedir.

Tablo 4.9. HHV-6 DNA pozitif olan hastalarda nakil sonras1i akut GVHD gelisme

durumu.
Akut GVHD
Toplam
Yok Var \
. 21 2

Negatif Ss(z'l'y}d 1 (% 77.8% 22 2"/6 100 0°/7

HHV-6 DNA SUZ eSI(o) . é) . : .1;
Pozitif |0

Yiizdesi (%) 66.7% 33.3% 100.0%

Toplam Say1 29 10 39

Yiizdesi (%) 74.4% 25.6% 100.0%

31



Nakilden sonra nétrofil ve platelet engrafimenti ile HHV-6 DNA pozitifligi
arasindaki iliski; notrofil engraftment zamani 10 ile 89 giin arasinda degismekteydi
(ortalama: 20.60+16.50). Transplantasyondan sonra nétrofil engraftmenti goriilme
zamaninin ortanca degeri 16’ydi. Platelet engraftmenti ise 10 ile 150 giin arasinda
degismekteydi (ortalama: 26.90+26.81) ve nakilden sonra goriilme zamaninin ortanca
degeri 17 ydi.

Notrofil engraftmenti dort hastada, platelet engraftmenti de dokuz hastada
goriilmedi. HHV-6 DNA’sm pozitif buldugumuz 11 hastada notrofil engraftmenti
ortalama 16.55 gilinde goriildii. Negatif olan 24 hastada ortalama 18.67 giinde goriildii.
HHV-6 DNA’s1 pozitif olan sekiz hastada platelet engraftimenti ortalama 9.19 giin
bulundu, negatif olan 22 hastada ise 17.8 bulundu. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan
hastalarla notrofil ve platelet engraftmenti arasinda anlamli bir iliski bulunmadi
(p>0.05).

Calismamizda bes hastada HHV-6 pozitiflik zamani ile klinik bulgular arasinda
zaman agisindan uyum gériildii. ki hastada HHV-6 pozitifligini saptadigimiz giinle es
zamanl olarak ayni giin deri bulgular1 ortaya ¢ikti. Bu iki hastadan birinde ve bir
baska hastada pozitiflik giinii ile karaciger enzimlerinde yiikselme ayni giin basladi.

Diger iki hastada ise HHV-6 DNA saptadigimiz giin ates bulgusu ortaya ¢ikt1.
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5. TARTISMA

HHV-6 enfeksiyonu erken cocukluk ¢aginda Ekzantema Subitum ve atesli bir
hastalik sebebi olarak bilinen bir enfeksiyondur. Niifusun %90’ mndan fazlas1 hayatin
ilk 18 ayinda HHV-6 ile enfekte olmaktadir (98,143). Etken, primer enfeksiyondan
sonra birgok dokuda latent olarak kalmaktadir. Bu yonden diger herpesviriislere
benzemektedir (144). HHV-6 saglikli ¢ocuklarda nadir olarak siddetli hastaliklara
neden olmaktadir. Fakat bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde viral reaktivasyon
sonucu siddetli klinik belirtilere ve artmig 6liim riskine sahiptir (145).

Allojenik hematopoetik kok hiicre nakli; kanser hastalari, hematolojik ve
immunolojik hastalar, dogustan metabolik hastaligi olan hastalarin tedavisinde yaygin
bir sekilde uygulanmaktadir. Kemik iligi ve periferal kan kok hiicreleri siklikla
hematopoetik kok hiicre nakli (HSCT) i¢in hiicre kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Ayni zamanda son yillarda kord kani kok hiicreleri de kullanilmaktadwr. HSCT yi
takiben hastalara greft rejeksiyonu ve GVHD gelisimini dnlemek i¢cin immiinsupresif
tedavi uygulanmaktadir. Kok hiicre alicilar1 ciddi derecede immiinsupresif hastalardir.
Bu durumda firsat¢1 enfeksiyonlara duyarliligi biiyiik oranda arttirmaktadir. Viral
reaktivasyonun allojenik kok hiicre naklinden sonra major komplikasyonu Akut Greft
Versus Host Hastaligi, allograft rejeksiyonu ve artmis non relaps mortalitedir (146,
147).

Molekiiler ve immiin teshis yontemlerinin gelismesi; HHV-6 reaktivasyonunu,
morbidite ve klinik sonuglarinit daha iyi takip etmemize neden olmustur. HSCT’ den
sonra HHV-6'nin rolii tam olarak incelenmemistir. Prospektif olarak yetiskin
hastalarda HHV-6 reaktivasyonu ile grade 3-4 GVHD, santral sinir sistemi (CNS)
fonksiyon bozuklugu ve mortalitedeki artis kuvvetli bir sekilde tanimlanmistir (145).
Fakat ¢ocuklarda raporlarda HHV-6 reaktivasyonu ve klinik sonuclar1 arasindaki iliski
tam olarak bilinmemektedir (148,149).

Bu nedenle calismamizda nakil olacak ¢ocuk hastalarin nakilden Once
seropozitifligine, nakilden sonra ise real-time PCR yontemi ile HHV-6 DNA
pozitifligine bakarak nakil sonras1t HHV-6 enfeksiyon sikligin1 belirlemek ve pozitif
buldugumuz hastalarmn klinik ile iligkisini belirlemeyi amacladik.

Calismamizda toplam 39 hasta mevcuttu. Hastalarin 26’°s1 (%66.7) erkek cocuk,
130 (%33.3) kiz ¢ocuktu. Yaslar1 bir ile 17 arasinda degismekteydi (ortalama:
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8.9244.906). Hastalarin yaslarinin ortanca degeri dokuzdu. Alicilarin 37°si allojenik,
iki tanesi otolog aliciydi. Otuz dokuz hastanin 12’sinin (%30.8) en az bir 6rneginde
HHV-6 DNA pozitif bulundu. Yirmialt1 erkek ¢ocugun dokuzunda (%34.6), 13 kiz
cocugunun da tligilinde (%23.1) pozitif bulundu. Erkek cocuklarda daha fazla pozitiflik
goriilse de istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Toplam 295 6rnegin 14’tinde
(%4.74) pozitiflik saptandi. Pozitif buldugumuz 6rneklerin hepsi allojenik alicilarin
ornekleriydi.

Zerr ve ark. 2005 yilinda yaglar1 15 ile 67 arasinda degisen, yaslarinin ortanca
degeri 42 olan, %60’1 erkek, %40°1 kadin olan 110 allojenik kok hiicre nakil hastasinin
52’sinde (%47) HHV-6 reaktivasyonu belirlemisler. Plazma orneklerinin tamaminin
%10’unda pozitiflik saptanmis. Erkeklerde %67, kizlarda %33 pozitiflik saptanmis.
Fakat erkek cinsiyeti, HHV-6 reaktivasyonunda risk faktorii olarak gorilmemistir
(145).

Radonic ve ark. tarafindan 2005 yilinda Almanya’da toplam 82 hastada yaptiklar1
calismada hastalarm 34’1 (%41,5) erkek, 48’1 (%58,5) kadinmis. Hastalarin ortanca
yas degeri 39°mus (aralik: 17-64). Seksen iki allojenik kok hiicre transplant hastasinin
plazma Ornegi kantitatif real-time PCR yontemi ile HHV-6A ve HHV-6B i¢in analiz
edilmis. Yirmi dort (%29) hastada HHV-6A ve 35 (%43) hastada ise HHV-6B
saptanmis (150).

Miyoshi ve ark. 2001 yilinda Japonya’da 43 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada hasta
yaslar1 bir ile 19 arasinda degismekteymis. Yas ortalamalar1 9.6’ymis. Yirmibes
allojenik ve 18 otolog hastada HHV-6 DNA’y1 semikantitatif PCR ve serolojik
testlerle periferal mononiikleer hiicrelerde saptamiglar. HHV-6 DNA pozitifligi PCR
yontemi ile allojenik kok hiicre alicilarinda %68, otolog kdk hiicre alicilarinda ise %61
bulunmus. Allojenik alicilarin 6rneklerinin %29.6’sinda, otolog alicilarin 6rneklerinin
ise %27.9’unda pozitiflik saptanmig (151).

Betts C. ve ark. 2011 yilinda Amerika’da yaptiklar1 ¢alismada ortanca yasi 26
(aralik:1-66) olan hastalarda, allojenik hematopoetik kok hiicre naklinden sonra
kantitatif PCR yontemi ile HHV-6 viremisini 82 hastanin 46’sinda (%56) saptamaislar.
HHV-6 viremisi erkeklerde kadinlara gore daha fazla goriilmiis (p<0.05). Alici- verici
cinsiyeti, cinsiyet uyumu, yas gibi faktorlerin HHV-6 DNA viremi insidansini

etkilemedigi belirlenmis (152).
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Impert-Marcille ve ark. 2000 yilinda Fransa’da yaptiklar1 bir calismada allojenik
ve otolog kok hiicre alicilarinda periferal kan mononiikleer hiicrelerde, nested PCR
yontemi ile yapilan ¢alismada 92 hastanin 39’unda (%42.5) aktif HHV-6 infeksiyonu
saptanmis. Tim Orneklerin %18.3’linde tespit edilmis. Nakil 6ncesi hastalarin hig
birinde PBMH’de HHV-6 DNA tespit edilememis. Nakil dncesi hastalarm HHV-6
serolojik durumu ve kok hiicre kaynaginmm HHV-6 viremisinde 6nemli bir etkisi
olmadig1 belirlenmis (153).

Anne de Pagter ve ark. tarafindan 2008 yilinda yapilan ¢alismada 58 c¢ocuk
hastada allojenik HSCT’den sonra HHV-6 reaktivasyonunun insidanst ve klinik
sonuglar1 arastirilmis. Cocuklarda ortanca yas 7.6’ymus (aralik: 0,1-18,1). Elli sekiz
hastanin 39’unda (%67) kantitatif PCR yontemi ile plazmada HHV-6 DNA saptanmis
(154).

Sashihara ve ark. tarafindan 2009 yilinda Japonya’da yapilan ¢aligmada, kord
kan1 kok hiicre nakli hastalarinda HHV-6 viriisiiniin insidans1 arastirilmis. Yirmi yedi
hasta analiz edilmis ve nakil sonras1 16 (%59.2) alicida aktif enfeksiyon saptanmis. 10
kord kan1 kok hiicre alicisindan yedisinde (%70), 17 kemik iligi kok hiicre ve periferal
kan kok hiicre alicisinin da dokuzunda (%52.9) pozitif bulunmus. Kord kanindan kok
hiicre nakli olan hastalarda pozitiflik kemik iligi ve periferal kandan kok hiicre nakli
olan hastalardan 6nemli derecede yiiksek bulunmus (155).

Hentrich ve ark. tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alismada hasta yaslar1 14 ile 63
arasinda degismekteymis. Yiiz yirmi yedi erkek ve 101’1 kadin olmak {izere 228 hasta
ile yapilan bu ¢alismada 96 (%42.1) hastanin periferal kan ve diger 6rneklerinde HHV-
6 enfeksiyonunun reaktivasyonu nested-PCR ile gosterilmis. Hastalarin 129 (%56.5)
orneginde pozitiflik saptanmis (156).

Ogata ve ark. 2006 yilinda allojenik kok hiicre naklinden sonra 50 hastada HHV-
6 viriis sikligini incelemisler. Hastalarin yaglar1 12 ile 59 arasinda degismekteymis.
Hasta yaslarmin ortanca degeri 40.5 olarak hesaplanmis. Hastalarm 30’u erkek, 20’si
kadin hastaymis. Real-time PCR yontemi ile plazmada 50 hastanin 24’iinde (%48)
HHV-6 DNA pozitif bulunmus (157).

Calismamizda HHV-6 DNA ilk pozitiflik giinii iki ile 42 giin arasinda
degismekteydi (ortalama: 23.5+10.78). Ortanca degeri ise 22.5 giin bulundu.

Radonic ve ark. tarafindan nakilden sonra HHV-6A i¢in ilk pozitiflik zamanin

ortanca degerini 38 giin (aralik: 6-632), HHV-6B i¢in 41 giin (aralik: 5-212) olarak
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saptanmis (150).

Zerr M. ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada nakil sonrast HHV-6 DNA ig¢in ilk
pozitiflik giinii 19 ile 28 giin arasinda degismekteymis ve ortanca degeri 23 giin olarak
hesaplanmis (145).

Impert-Marcille M ve ark. tarafindan yapilan calismada nakilden sonra HHV-6
enfeksiyonunu saptanma zamani alt1 ile 117 giin arasinda degismekteymis. Saptanma
zamanmin ortanca degeri 17 giin bulunmus. Ik pozitiflik zamam otolog alicilar
arasinda allojenik alicilara gore daha erken goriilmiis. Biz bdyle bir degerlendirme
yapamadik. Ciinkii bizim pozitiflik buldugumuz hastalarin tamami allojenik hastalardi
ve otolog hasta sayis1 sadece ikiydi (153).

Brian C. Betts ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada HHV-6 viremi zamaninin
nakil sonrasi ortanca degeri 23 (aralik: 10-168) giin bulunmus.

Anne de Pagter ve ark. tarafindan nakilden sonra HHV-6 DNA pozitifliginin
saptanma zamaninin ortanca degeri 16 giin (aralik: 0-120 giin) olarak hesaplanmis
(154).

Hentrich ve ark tarafindan yapilan calismada kok hiicre naklinden sonra HHV-6
DNA saptanma zamani dort ile 441 giin arasinda degisiyormus, ortanca deger 26 giin
olarak hesaplanmis (156).

Ogata ve ark. tarafindan yapilan caligmada allojenik kok hiicre naklinden sonra
HHV-6 DNA pozitiflik baglama zamanmin ortanca degeri 18 gilin bulunmus (aralik:
31-70) (157).

Toplam 39 hastanin 38’inde nakil Oncesi plazma Orneklerinden HHV-6 IgG
bakildi. Hastalarin 34’iinde (%89.5) pozitiflik saptand1. Ug (%7.9) hastada grey zone,
bir (%2.6) hastada negatif bulundu. Serolojisini pozitif buldugumuz hastalarin 10’unda
(%29.4) ayn1 zamanda HHV-6 DNA da pozitif bulundu. Grey zone ¢ikan ii¢ hastanin
ikisinde (%66.7) HHV-6 DNA pozitif, bir (%33.3) hastada negatif bulundu.

Savolainen ve ark. tarafindan nakilden dnce bes ¢ocuk hastanin HHV-6 serolojisi
negatif bulunmus (4 otolog, 1 allojenik) ve nakilden sonra iki hastada primer
enfeksiyon tanist konulmus. Hastalardan birisinin otolog digerinin allojenik hasta
grubundan oldugu belirtilmis (149).

Impert M ve ark. nakil 6ncesi 92 yetiskin hastanin serolojik durumuna bakmuslar.
Yirmi sekiz allojenik alicinin 22’sinde (%78.5), 64 otolog alicinin 45’inde (%70) HHV

IgG pozitif bulunmus. Yas artisiyla seroprevalansin azaldigini belirtmisler. Bu

36



durumun 6zgil HHV-6 antikorlarinin  azaldiginin  gostergesi olabilecegini
vurgulamiglar. Sonug olarak, alicinin serolojik durumuna bakilarak 6zellikle immiin
sistemi  baskilanmis hastalarda primer enfeksiyonla reaktivasyonun ayirt
edilemeyecegini belirtmisler (153).

Yoshikawa ve ark. nakil Oncesi alicilarin serolojik durumuna bakmiglar. Biitiin
alicilarda pozitif bulmuslar. Nakil 6ncesi hastalarin HHV-6 antikor titrelerine, nakil
sonrast ise HHV-6 viremilerine bakmislar. Viremi gelismeyenlerin antikor titreleri,
onemli derecede viremi gelisenlere gore yiiksekmis. Viremi gelismeyen hastalarda
antikor titrelerinin yiiksek olmasindan dolayr nétralizan antikorlarm HHV-6
enfeksiyonunun gelismesini 6nlemis olabilecegini diisiinmiisler (158).

Calismamizda HLA uyumsuz hastalarin %62.5’inde HHV-6 DNA pozitif
bulundu. Uyumlu hastalarn ise %8.7’sinde HHV-6 DNA pozitif bulundu. HLA
uyumsuz hastalarda HHV-6 pozitifliginin daha fazla oranda saptandigi goriildii. Bu
bulgu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0.001).

Hentrich ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada akraba dis1 uyumlu ve uyumsuz
alicilarda, otolog alicilara gére HHV-6 reaktivasyonu daha fazla bulunmus (156).

Sashihara ve ark. calismalarinda kord kanindan kok hiicre nakli yapilan
hastalarda, periferal kan ve kemik iliginden kok hiicre nakli olan hastalara gore HHV-6
reaktivasyon riskinin daha fazla oldugunu bildirmisler. Neden olarak da kord kan1 kok
hiicre nakli olan hastalarin HLA uyumsuz hastalardan olusuyor olmasi diistiniilmiis
(155).

Anne de Pagter ve ark. calismalarinda HLA uyumsuz nakiller ve HHV-6
reaktivasyonu arasinda 6nemli bir iligki saptayamamuislar (154).

Ogata ve ark. ¢caligmalarinda allojenik HLA uyumsuz nakillerin alicilarda HHV-6
reaktivasyonu goriilmesinde onemli bir risk faktorii oldugunu belirtmisler (p=0.01)
(157).

Toplam 39 hastanin 34’iine miyeloablatif tedavi verilmis olup, miyeloablatif
tedavi alan 34 hastanin 12’sinde (%35.3) HHV-6 DNA pozitif, 22’sinde (%64.7)
negatif bulunmustur. Tedavi almayan bes hastanin hi¢cbirinde HHV-6 DNA pozitifligi
bulunmamuistir. Toplam 39 hastadan HHV-6 DNA’sm pozitif olarak buldugumuz 12
hastanin tamaminin miyeloablatif tedavi alan hastalar oldugu belirlenmistir. Bu durum
miyeloablatif tedavinin HHV-6 DNA pozitifligi agisindan 6nemli bir risk faktori

oldugunu ortaya koymaktadir.
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Anne de Pagter F ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada nakilden 6nce biitiin
hastalara miyeloablatif tedavi uygulanmis ve 58 hastanin 39’unda (%67) plazmada
HHV-6 viriisti saptanmistir. Non-myeloablative tedavinin yetiskinlerde ¢ocuklara gore
daha sik uygulandigini, bu durumun klinik gidisat1 etkileyebilecegi belirtilmistir (154).

Myoshi ve ark allojenik ve otolog hastalarda HHV-6 DNA sikligimi her iki grup
arasinda benzer bulmuslar. Fakat 25 allojenik nakil hastasinin besinde nakilden sonra
HHV-6 DNA yiikiinde azalma olmamis. Allojenik ve otolog hastalar arasindaki bu
farkin tedavi rejiminin yogunlugundan kaynaklanabilecegini diistinmiisler (151).

Hentrich ve ark. tiim akraba dis1 vericilerden kok hiicre nakli olan alicilara
HSCT’den 6nce uygulanan artmis immun baskilanmanin HHV-6 reaktivasyonuna yol
acabilecegini 6nemle vurgulamislardir (156).

Ogata ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 50 nakil hastasinin nakil 6ncesi
46’sna (%92) miyeloablatif tedavi uygulanmis. Miyeloablatif tedavi alan 46 hastanin
23’linde (%50) HHV6 DNA pozitif, kalan 23 (%50) hastada ise negatif bulunmus ve
GVHD gelismesini 6nlemek i¢in uygulanan yogun immunsupresif tedavinin HHV-6
enfeksiyonuna neden olabilecegini bildirmisler (157).

Calismamizda toplam 27 hastaya ATG verilmis olup, ATG verilen 27 hastadan
altisinda (%22,2) HHV-6 DNA pozitif bulundu. ATG verilmeyen 12 hastanin da
altisinda (%50) HHV-6 DNA pozitif bulunmustur. ATG verilen hastalarla HHV-6
DNA pozitifligi arasinda anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0.05).

Radonic ve ark. tarafindan yapilan calismada 82 hastanin 45’ine (%55)
miyeloablatif tedavi, 37 sine (%45) antitimosit globiilin verilmis. HHV-6 sikligi, 82
hastanin 59’unda (%72) yiiksek oranda pozitif bulunmus (150).

Yoshikawa ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada 82 kemik iligi kok hiicre nakli
olan alicilarin 21’ine ATG verilmis. ATG verilen 21 hastanin ticlinde (%14.3) HHV-6
DNA pozitif, 18’inde (%85.7) negatif bulunmus. ATG verilmeyen 60 hastanin
27’sinde (%45) HHV-6 DNA pozitif, 33’linde (%65) negatif bulunmus. ATG verilen
hastalarla HHV-6 pozitifligi arasinda anlamli bir iliski bulunmamis (p>0.05). Allojenik
nakillerin HHV-6 reaktivasyonu i¢in uygun bir ortam olusturdugu diisiiniilmiis. Ayni
zamanda viral enfeksyonun olusmasi i¢in TBI (Total Body Irradiation; tiim viicut
1sinlanmasi) ve ATG tedavisi gibi iki risk faktorii belirlenmis. Bu hipotezi onaylamak
icin daha cok sayida otolog alicinin yer aldig1 cok degiskenli analiz yapilmasi gerektigi

vurgulanmis (158).
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Calismamizda nakil sonrast 39 hastanin 37°sinde (%96.3) ates yiiksekliginin
goriildigi donemler oldu. HHV-6 DNA’s1 pozitif bulunan toplam 12 hastanin 11’inde
(%91.7) ates goriildi. HHV-6 DNA’s1 negatif bulunan 27 hastanin 26’sinda (%96.3)
atesin oldugu donemler goriildii. Ates ile HHV-6 enfeskiyonu arasinda iliski anlamli
bulunmadi (p>0.05). Fakat iki hastada HHV-6 pozitifligini saptadigimiz giin es
zamanli olarak ates bulgusu ortaya ¢ikti.

Savolainen ve ark. tarafindan 60 hasta ile yapilan caligmada hastalarin nakil
sonrast 22’sinde (%36) ates goriilmiis. Pozitif bulduklar1 16 allojenik hastanin
dokuzunda (%56.3), alt1 otolog hastasmin da doérdiinde (%66.7), HHV-6 enfeksiyonu
ile birlikte ates de goriilmiis. Bu bulgular sonucu nakil sonrast HHV-6 reaktivasyonu
ile ates semptomu arasinda iligki oldugu diisiiniilmiis (149).

Imbert-Marcille M ve ark. 92 hasta iizerinde yaptiklar1 ¢alisma sonucu nakil
sonrast HHV-6 enfekte 39 hastanin 29’unda, 53 negatif hastanin 12’sinde ates
saptamislar (p<0.05). Calismalarinda 6nemli bulgulardan birisi de siklikla ates ile
HHV-6 aktif enfeksiyonunun birlikte goriilmesi olarak belirtilmis (153).

Betts C ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada hematopoietik kok hiicre naklinden
sonra HHV-6 viremisi goriilen hastalarin %?24’ilinde, goriilmeyen hastalarin ise
%3’linde ates semptomu goriilmiis. HHV-6 viremisi olan hastalarda daha ¢ok ates
goriilmesinden dolay istatistiksel olarak anlamli bulunmus (p<0.05) (152).

Myoshi ve ark. allojenik ve otolog kok hiicre nakli hastalarinda nakil sonrasi,
HHV-6 DNA’s1 pozitif ve negatif olan hastalar arasinda ates siklig1 acisindan fark
bulamamaislar (151).

Calismamizda nakil sonrasi deri bulgusu 39 hastanin dokuzunda (%23,1)
goriildi, 30 (%76.9) hastada ise goriilmedi. Toplam 12 HHV-6 enfeksiyonu olan
alicinm dordiinde (%33.3) deri bulgusu vardi, kalan sekiz (%66.7) alicida ise deri
bulgusu yoktu. HHV-6 enfeksiyonu olmayan 27 alicinin besinde (%18,5) deri bulgusu
vardi, 22 (%81.5) alicida ise deri bulgusu yoktu. HHV-6 enfeksiyonu olan hastalarla
deri bulgusu goriilen hastalar arasinda anlamli bir iliski bulunmadi (p>0.05). Fakat iki
hastada HHV-6 DNA pozitifligini saptadigimiz giin es zamanli olarak deri bulgular1
ortaya ¢ikt1.

Betts C ve ark. tarafindan HSCT’den sonra HHV-6 viremisi olan 46 hastanin
11’inde (%24) deri bulgusu goriilmiis. HHV-6 negatif bulunan 36 hastalarin sadece
birinde (%3) deri bulgusu goriilmiis. HHV-6 enfeksiyonu olan hastalarda deri bulgusu
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daha fazla oranda goriilmiis (p<0.05) (152).

Ogata ve ark. tarafindan yapilan ¢calismada allojenik kok hiicre naklinden sonra
50 alicmin 35’inde (%70) deri dokiintii goriilmiis. 24 HHV-6 DNA pozitif hastanin
19’unda (%54.3) dokiintii goriilmiis. Fakat deri bulgular1 kutanéz GVHD olarak
disiiniilmiis ve HHV6 ile iliskilendirilmemis (157).

Savolainen ve ark. 60 hastanin 12’sinde (%20) deri dokiintiisii tespit etmisler. On
iki hastanin dokuzu allojenik, {icii otolog alictymis. Dokiintiiler daha ¢ok hastalarin
govde kisminda goriilmiis ve biiyiik cogunlugu kasintisizmis (149).

Impert M ve ark. 39 HHV-6 enfeksiyonu tespit edilen hastanmn 10’unda (%25.6)
ve 53 HHV-6 negatif hastanin da 10’unda (%18.8) deri bulgusu bulmuglar. Deri
bulgusu ile HHV-6 enfekte hastalar arasinda Onemli bir iliski bulunmadigini
belirtmigler (153).

Sashihara ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada say1 olarak belirtilmemis fakat
aktif HHV-6 enfeksiyonu bulunan hastalarin ¢ogunda deri dokiintiileri saptanmis
(155).

Bizim bulgularimizda noétrofil engraftment zamanmi 10 ile 89 giin arasinda
degismekteydi  (ortalama:20.60+16.50).  Transplantasyondan  sonra  nétrofil
engraftmenti goriilme zamaninin ortanca degeri 16 giindii. Platelet engraftmenti ise 10
ile 150 giin arasinda degismekteydi (ortalama:26.90+26.811) ve nakilden sonra
goriilme zamanmin ortanca degeri 17 giindli. Notrofil engraftmenti dort hastada
gelismedi. Platelet engraftmenti de dokuz hastada gelismedi. HHV-6 DNA’sin1 pozitif
buldugumuz 11 hastada notrofil engraftmenti ortalama 16.55 giinde goriildii. Negatif
olan 24 hastada ortalama 18.67 giinde goriildi. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan sekiz
hastada platelet engraftmenti zamani ortalama 9.19 giin bulundu, negatif olan 22
hastada ise 17.8 giin bulundu. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan hastalarla noétrofil ve
platelet engraftment zamanlar1 arasinda anlamli bir iligki bulunmad.

Impert M ve ark. tarafindan yapilan calismada 39 HHV-6 enfeksiyonu tespit
edilen hastalarin notrofil engraftment zamanlar1 alt1 ile 34 giin arasinda
degismekteymis. Ortalamasi 15 giin olarak hesaplanmis. HHV-6 enfekte olmayan 53
hastanin ise nodtrofil engraftment zamanlar1 ise yedi ile 25 giin arasinda
degismekteymis. Ortalamasini 13 giin bulmuslar. Platelet engrafiment zaman1t HHV-6
enfekte 39 hastada yedi ile 90 giin arasinda degismekteymis. Ortalamast 21 giin
bulunmus. HHV-6 negatif 53 hastanin ise bes ile 50 giin arasinda degismekteymis
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ortalama zamani 13 giin bulunmus. Kok hiicre kaynagi ya da nakilin tipi ile
engraftment zamanlar1 arasinda fark bulunmamis. Engraftmentten Once aktif
enfeksiyon gelisen hastalarda, engraftmentten sonra aktif enfeksiyon gelisen hastalara
gore platelet ve notrofil engraftment zamani 6nemli derecede fazla bulunmus (p<0.05)
(153).

Anne de Pagter F ve ark. tarafindan HHV-6 DNA’s1 pozitif bulunan hastalar;
reaktivasyon olmayan, viral yiikk 1000 kopya/ml kiiciik olanlar ve viral yiikk 1000
kopya/ml’den biiyiik olanlar olmak iizere ii¢ gruba ayrilmis. Bu ii¢ grup arasinda
notrofil ve platelet engraftment zamanlar1 agisindan bir fark bulunmamais. Nakil sonras1
notrofil engraftment zamanlarmin ortanca degeri 20 giin olarak bulunmus (aralik: 7-
60). Platelet engraftment zamanlarinin ortanca degeri ise 31 giin bulunmus (aralik :11-
147) (154).

Ogata ve ark. nakil sonras1t HHV-6 DNA’sin1 pozitif bulduklar1 24 hastanin
notrofil engraftment zamanlarinin ortanca degerini 14 (aralik: 11-27), negatif olan 26
hastada ise ortanca degeri 14.5 giin bulmuglar (aralik: 11-25). Hastalarin %71,1’inde
platelet engraftment zamaninin ortanca degerini 30 giinden fazla bulmuslar. HHV-6’
DNA’s1 pozitif olan hastalar ile platelet ve notrofil engraftment zamani agisindan bir
iligki saptamamislar. Fakat HHV-6 DNA vyiikii ¢ok fazla olan hastalarda platelet
engraftment zamaninda gecikme saptamiglar (157).

Betts C ve arkadaslar1 nakil sonrast HHV-6 pozitif bulduklar1 hastalardan sadece
birinde engraftmentten once diisiik seviyede HHV-6 viremisi gelismis, diger hastalarda
ise nakil sonras1 21 giinden itibaren engraftmentten sonra viremi gelismis (152).

Radonic ve ark. tarafindan nakilden sonra HHV-6A enfeksiyonu tespit edilen
hastalar ile platelet ve notrofil engraftment zamani, HHV-6B enfeksiyonu olan hastalar
ile de nétrofil engraftment zamani arasinda anlamli bir iliski bulunmamis. Fakat HHV-
6B DNA’s1 28 giinden daha Once pozitiflesen hastalarda platelet engraftmentinde
gecikme saptanmis (p=0.031). Ayn1 zamanda Miyeloablatif tedavi alan hastalarda
platelet engraftmentinde gecikme saptanmis (p=0.026) (150).

Klinik bulgulardan akut GVHD ve HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki iliski
incelendiginde, toplam 39 hastanin 10’unda aGVHD gelisti, 29 hastada ise gelismedi.
Akut GVHD gelisen 10 hastanin dordiinde (%40) ayn1 zamanda HHV-6 DNA da
pozitif bulundu. Akut GVHD gelismeyen 29 hastanin sekizinde (%27.6) HHV-6 DNA
pozitifti. Calismamizda iki hastada enfeksiyondan once aGVHD gelismis olup, bir
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hastada es zamanli, bir hastada ise enfeksiyondan sonra aGVHD gelisti. Akut GVHD
ile HHV-6 DNA pozitifligi arasindaki anlamli bir iliski bulunmadi (p>0.05).

Impert M ve ark. yaptiklar1 calismada allojenik kok hiicre nakli olan hastalarda
akut GVHD sikhig1 ile aktif HHV-6 enfeksiyonu arasinda anlamli bir iliski
bulamadiklarmi bildirmiglerdir. Akut GVHD (Grade > 1) gelisen 15 hastanin
yedisinde, aGVHD gelismeyen 13 hastaninda besinde, aktif HHV-6 enfeksiyonu
bulunmus (p>0.05). Bununla birlikte siddetli aGVHD (grade >3) gelisen hastalarda
HHV-6 enfeksiyon siklig1 daha fazla goriilmiis.

Siddetli aGVHD gelisen alt1 hastanin besinde PCR sonucu HHV-6 DNA pozitif
olarak tespit edilmis. Siddetli aGVHD gelismeyen dokuz hastanin ise ikisinde aktif
enfeksiyon bulunmus (p =0.04). U¢ hastada GVHD’den once, ii¢ hastada sonra, bir
hastada ise GVHD ile eszamanli olarak HHV-6 enfeksiyonu tespit edilmis (153).

Betts C ve ark. tarafindan yapilan calismada HHV-6 pozitif ve negatif olan
hastalar arasinda aGVHD gelismesi agisindan fark bulunmamais (155).

Hentrich ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada HSCT’den sonra 129 HHV-6
enfekte hastanin 98’inde (%75) akut GVHD gelismis. Doksan dokuz negatif hastanin
ise 40’inda (%40.4) akut GVHD gelismis. HHV-6 enfekte iki hastada ise kronik
GVHD gelismis. Nakilden sonra goriilme zamaninin ortanca degeri 19 giin bulunmus
(aralik: 7-74). Bu iki hastada sirasiyla nakilden sonra 109 ve 181 giin sonra kronik
GVHD gelismis. Yiiz hastanin 57’°sinde (%57) GVHD ’nin baslangicindan sonra HHV-
6 enfeksiyonu, 22 (%22) hastada GVHD gelisiminden 6nce HHV-6 enfeksiyonu, 21
(%21) hastada ise GVHD ile es zamanh olarak HHV-6 enfeksiyonu saptanmis.
Hastalarin biiylik kisminda GVHD’nin baslangicindan sonra HHV-6 enfeksiyonu
gelismis. Sebeb olarak, akut GVHD’ ’nin neden oldugu ya da HHV-6 enfeksiyonu
tedavisinin neden oldugu immiin yetmezlik sonucu GVHD’den sonra enfeksiyonun
gelistigi distiniilmis (156).

Radonic ve ark. tarafindan yapilan calismada 27 HHV-6B pozitifligi saptanan
hastalarin 23’iinde ilk pozitiflik saptanmadan 6nce akut GVHD gelismis, dort hastada
ise pozitiflikten sonra gelismis. HHV-6 pozitifliginden dnce gelisen aGVHD nin neden
oldugu siddetli immiin baskilanma neticesinde viriisiin reaktive oldugu 6ne siiriilmiis
(150).

Anne de Pagter F ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada HSCT’den sonra 58
hastanin 16’sinda (%28) aGVHD tespit edilmis. Akut GVHD ile yas, cinsiyet, HLA
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uyumu, verici tipi ve kaynagir arasinda bir baglant1 saptanmamis. GVHD
patogenezinde doku hasari, altta yatan hastalik, tedavi rejimi tetikleyici etkenler olarak
disiiniilmiis (154).

Calismamizda 39 hastanin 16’sinda (%41) KC enzimlerinde ylikselme goriildii.
HHV-6 DNA pozitif olan 12 hastanin altisinda (%50) karaciger enzimlerinde
yiikselme goriildii, kalan alt1 (%50) hastada goriilmedi. HHV-6 DNA’s1 negatif olan 27
hastanin ise 10’unda (%37) enzimlerde yiikselme vardi, kalan 17 (%63) hastada ise
yoktu. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan hastalarla nakil sonrasi KC enzimlerindeki
yiikseklik arasinda anlamli bir iligki bulunmamaistir (p>0.05).

Hentrich ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada nakilden sonra hastalarin hepsinde
serum bilirubininde artis saptanmis fakat karaciger enzimlerinde bir artis
saptanmamistir (156).

Sashihara ve ark. kok hiicre naklinden sonra aktif HHV-6 enfeksiyonu saptanan
hastalarin ¢ogunlugunda karaciger fonksiyon bozuklugu gozlemisler (alanin amino
transferaz >100 IU/mL) (155).

Sonug olarak, ¢ocuklarda, kok hiicre naklinden sonra aktif HHV-6 enfeksiyonu
yiiksek oranda goriilmektedir. Alict ve verici arasindaki HLA uyumu ve miyeloablatif
tedavi uygulanmasi, HHV-6 pozitifligi icin onemli risk faktorleri olarak ortaya
cikmaktadir. Aktif HHV-6 enfeksiyonlarinin, alicilarda deri dokiintiilerine, atese ve
karaciger hasarma neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Kromozoma entegre HHV-
6’nin tan1 testleri iizerindeki etkisinin anlasilabilmesi i¢in daha genis kapsamli

calismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUCLAR

1. Cocuklarda kok hiicre naklinden sonra, aktif HHV-6 enfeksiyonu yiiksek

oranda goriildi.

2. Nakil sonrasi 6zellikle ilk bir ayda aktif enfeksiyon orani daha sik bulundu.
Ik bir ayda HHV-6 enfeksiyonu acisindan dikkatli olunmasi gerektigi

diistiniildi.

3. Alct ve verici arasindaki HLA uyumunun HHV-6 aktif enfeksiyon sikligimni
onemli oranda etkiledigi diisiiniildii. HLA uyumsuz hastalarda HHV-6 aktif

enfeksiyonu daha sik oranda belirlendi.

4. Nakil 6ncesi miyeloablatif tedavi uygulanan hastalarda tedavi sonucu ortaya
¢ikan immiin baskilanmanim aktif HHV-6 enfeksiyonunu artirdigi diisiiniildi

ve enfeksiyonun goriilmesi agisindan risk faktorii olarak belirlendi.

5. Bazi hastalarda HHV-6 pozitiflik giinii ile es zamanli olarak deri bulgusu,
ates goriildi ve karaciger enzimlerinde yiikselme tespit edildi. Bu tiir klinik
bulgularda ayiric1 tamida HHV-6 enfeksiyonunun akla getirilmesi gerektigi

diistiniildi.

6. Yapilan diger calismalarda kromozoma entegre HHV6 siklig1 %0.5 ile %]l
arasinda degisen oranlarda bulunmustu. Otuz dokuz hastanin dahil edildigi
calismamizda hastalarin hi¢ birinde kromozoma entegre HHV-6 tespit
edilmedi. Daha fazla sayida hasta ile yapilacak calismalar iilkemizde

kromozoma entegre HHV-6 sikligm1 dogru olarak yansitacaktir.
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7. OZET

AKDENIZ UNIVERSITESI HASTANESINDE KOK HUCRE NAKLI YAPILAN
PEDiIYATRIK HASTALARDA HHV-6 ENFEKSIYONLARININ SIKLIGININ VE
KLINIK ONEMININ PROSPEKTIF OLARAK ARASTIRILMASI VE ViRAL
ENTEGRASYONUN TANISAL TESTLER UZERINDEKI ETKIiSININ
ARASTIRILMASI

Kok hiicre alicilarina uygulanan immiin sistemi baskilayici ilaglardan dolayi,
alicilar aktif enfeksiyon i¢cin duyarli hale gelmektedir. Kok hiicre naklinden sonra
major komplikasyon aktif enfeksiyondur. Aktif enfeksiyonun, aGVHD, allograft
rejeksiyonu ve nonrelaps mortalitede artisa neden oldugu bilinmektedir.

Nakil sonrasinda goriilen aktif HHV-6 enfeksiyonlari; viral hepatit, ates, deri
dokiintiisii, notrofil ve platelet engraftment zamaninda gecikme, akut GVHD, allograft
rejeksiyonu ile iliskilendirilmektedir. Nakilden sonraki aktif HHV-6 enfeksiyonunun
roliinii daha 1yi anlama, HHV-6 reaktivasyonu ile iliskili komplikasyonlarm sikliginda
azalmay1 saglayacak, koruyucu ve tedavi edici secgenekler igin yol gosterici
olabilecektir. Nakil sonras1t HHV-6 aktif enfeksiyonu ve klinik ilskisi daha 6nce bazi
calismalarda eriskinlerde bildirilmesine ragmen c¢ocuklarda biiyiik Olgiide klinik
sonuglar1 bilinmemektedir.

Bu c¢alismada, kok hiicre nakli olan ¢ocuk hastalarda nakil 6ncesi hastalarin
HHV-6 enfeksiyonu agisindan serolojik durumu, nakil sonras1 ise HHV-6 enfeksiyon
siklig1 belirlenerek, aktif HHV-6 enfeksiyonu i¢in risk faktorlerini belirlemeyi ve aktif
enfeksiyonlarla klinik bulgularm iliskisini arastirmay1 amagladik. Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi hastanesi ¢ocuk kok hiicre nakli biriminde 06.10.2011-04.06.2012
tarihleri arasinda kok hiicre nakli olan, yaslar1 bir ile 17 arasinda degisen 39 hasta
calismaya dahil edildi. Otuzdokuz hastanin 38’inde nakil 6ncesi plazma 6rneklerinden
HHV-6 IgG’sine bakildi. Hastalarin %89.5’inde pozitif, %7.9’unda grey zone,
%?2.6’smda negatif bulundu. Toplam 39 hastanin 12’sinin (%30,8) en az bir 6rneginde
HHV-6 DNA pozitif bulundu. Nakil sonrasi, HHV-6 DNA ilk pozitiflik giinii, iki ile
42 giin arasinda degismekteydi.

Toplam 26 erkek ¢ocugun %34.6’sinda, 13 kiz ¢ocugun %?23.1°inde HHV-6

DNA pozitif bulundu. Serolojisi pozitif bulunan hastalarin %29.4’{iniin, ayn1 zamanda
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HHV-6 DNA’s1 da pozitif bulundu. Grey zone ¢ikan ii¢ hastanin ise ikisinde (%66.7)
HHV-6 DNA pozitif saptandi, serolojisi negatif olan bir hastada ise enfeksiyon
saptanmadi.

Calismamizda HLA uyumsuz hastalarin %62.5’inde, uyumlu hastalarin ise
%8.7’sinde HHV-6 DNA pozitif bulundu. HLA uyumsuz hastalarda HHV-6 pozitifligi
daha fazla oranda saptandi. Bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0.001).

39 hastanin 10’unda (%25.6) aGVHD goriildi. HHV-6 DNA’smn1 pozitif
buldugumuz hastalarin %33,3’tiinde aGVHD gelisti. HHV-6 DNA’s1 negatif olan 27
hastanm ise altisinda (%22.2) aGVHD goriildi. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan hastalarla
aGVHD arasinda anlamli bir iligki saptanmadi (p>0.05).

Tiim hastalarin %23.1’inde deri bulgusu goriildii. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan 12
alicinm, dordiinde (%33.3) deri bulgusu saptandi. HHV-6 DNA pozitifligi ile deri
bulgusu arasinda anlamli bir iligki bulunmadi (p>0.05).

HHV-6 DNA’s1 pozitif bulunan hastalarin %91.7’sinde ates goriildi. HHV-6
DNA’s1 negatif olan hastalarin %96.3’linde atesin oldugu donemler gorildi, bir
(%3.7) hastada ise hi¢ atesli donem olmadi. HHV-6 DNA pozitifligi ile nakil sonras1
ates yiiksekligi olan hastalar arasinda anlamli bir iliski bulunmadi (p>0.05).

39 hastanin 16’sinda (%41) KC enzimlerinde yiikselme goriildii. HHV-6 DNA’s1
pozitif olan 12 hastanin altisinda (%50) karaciger enzimlerinde ylikselme goriildii.
HHV-6 DNA’s1 negatif olan 27 hastanin ise 10’unda (%37) enzimlerde ylikselme
vardi. HHV-6 DNA’s1 pozitif olan hastalarla nakil sonrasi KC enzimlerindeki
yiikseklik arasinda anlamli bir iligki bulunmadi.

Notrofil engraftment zamani1 10 ile 89 giin arasinda degismekteydi (ortalama:
20.60£16.50). Transplantasyondan sonra notrofil engraftmenti goriilme zamanmin
ortanca degeri 16’yd1. Platelet engratmenti ise 10 ile 150 gilin arasinda degismekteydi
(ortalama: 26.90+£26.811) ve nakilden sonra goriilme zamaninin ortanca degeri 17 ydi.

Notrofil engraftmenti dort hastada, platelet engrafimenti de dokuz hastada
goriilmedi. HHV-6 DNA’sm1 pozitif buldugumuz 11 hastada notrofil engraftmenti
ortalama 16,55 glinde goriildii. Negatif olan 24 hastada ortalama 18,67 giinde goriildii.
HHV-6 DNA’s1 pozitif olan sekiz hastada platelet engraftmenti ortalama 9.19 giin
olarak bulunurken, negatif olan 22 hastada ise 17.8 giin bulundu. HHV-6 DNA’s1
pozitif olan hastalarla nétrofil ve platelet engraftmenti arasinda anlamli bir iliski

bulunmad:.
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Otuz dokuz hastanin dahil edildigi ¢alismamizda hastalarm hi¢ birinde
kromozoma entegre HHV-6 tespit edilmedi.

Sonug olarak, ¢ocuklarda, kok hiicre naklinden sonra, aktif HHV-6 enfeksiyonu
yiiksek oranda goriilmektedir. Alict ve verici arasindaki HLA uyumu ve miyeloablatif
tedavi uygulanmasi, HHV-6 pozitifligi icin Onemli risk faktorleri olarak ortaya
cikmaktadir. Aktif HHV-6 enfeksiyonlarinin, alicilarda deri dokiintiilerine, atese ve
karaciger hasarma neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Kromozoma entegre HHV-
6’nin tan1 testleri iizerindeki etkisinin anlasilabilmesi i¢in daha genis kapsamli

calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar sozciikler: Insan herpesviriisii-6, seroloji, real-time PCR.
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8. ABSTRACT

INVESTIGATION OF INCIOENCE AND CLINICAL IMPORTANCE OF HHV-
6 INFECTIONS IN PEDIATRIC STEM CELL TRANSPLANT RECIPIENTS AND
THE EFFECT OF VIRAL INTEGRATION ON DIAGNOSTIC TESTS IN AKDENIZ
UNIVERSITY HOSPITAL PROSPECTIVELY

The compromised immune system in stem cell transplant recipients (SCT),
because of the administration of immunosuppressive drugs after SCT, make patients
more susceptible and vulnerable for active infection. Active infection is a major
complication after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (HSCT), and are
suggested to be associated with acute graft-versus-host disease (aGVHD), allograft
rejections, and increased nonrelapse mortality.

The active HHV-6 infections after transplantation, can cause viral hepatitis,
fever, skin rash, delayed platelet and neutrophil engrafment, acute GVHD, allograft
rejection. A better understanding of active HHV-6 infection after transplantation can
reduce the incidence of complications that is associated with HHV-6 reactivation and
paves the way for preventive and therapeutic options for HHV-6 infection. Although
some studies have already been reported the HHV-6 active infection and clinical
relation in adults, clinical results in children aren’t known exactly.

In this study, we aimed to investigate the relationship between clinical findings
and identify the risk factors for active HHV-6 infections by determining the pre-
transplant serologic status and the frequency of the HHV-6 infection after
transplantation.

Thirty nine patients who had stem cell transplantation at Akdeniz University
Faculty of Medicine pediatric stem cell transplant unit, between 06.10.2011 and 04.
06. 2012 with age ranging from 1 to 17 were included in this study.

Pre-transplant HHV-6 1gG of 38 patients were studied from plasma samples. It
was positive for 895 %, gray zone for 7.9% and negative for 2.6% of the patients.

For 12 (30.8%) patients, at least one sample were positive for HHV-6 DNA.
After transplantation, the first positive samples for HHV-6 DNA were between two to

42 days. HHV-6 DNA has found positive in 34.6% of 26 boys and 23.1 %13 girls.
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The serological positivity rate among HHV-6 DNA positive patients was 29.4%.
Two of three patient with gray zone results for HHV-6 serology (66.7%) were positive
for HHV-6 DNA. No infection was found in one patient with negative serology.

In our study, the positivity for HHV-6 in mismatched and matched HLA
recipients were 62.5 and 8.7% respectively. The patients who were incompatible with
HLA, were more frequently positive for HHV-6. This finding was statistically
significant (p=0.001).

Ten of 39 (25.6%) patients had aGVHD. 33.3 % of the patients who had positive
HHV-6 DNA, developed aGVHD. 6 of the 27 patients who had negative HHV-6 DNA
had aGVHD. There was no significant correlation between the patients who had
positive HHV-6 DNA and aGVHD (p>0.05).

23.1% of all patients had cutaneous manifestations. Four of the 12 patients who
had positive HHV-6 DNA had evidence of cutaneous manifestations. There was no
significant relationship between cutaneous manifestations and HHV-6 DNA positivity.

Fever was seen in 91.7% of patients who had positive HHV-6 DNA. 96.3% of
the patients who had negative HHV-6 DNA, had fever in some periods. Only 1 patient
(3.7%) didn’t have fever. There was no significant correlation between HHV-6
positivity and fever after transplantation (p>0.05).

There was an increase of liver enzymes in 16 of 39 patients (41%). Liver
enzymes were increased at 6 of 12 patients (50%) who had positive HHV-6 DNA and
again liver enzymes were increased at 10 of 27 (37%) patients who had negative HHV-
6 DNA. There was no significant relation between the patients who had positive HHV-
6 DNA and post-transplant increased liver enzymes.

Neutrophil engraftment was ranged from 10 to 89 days (mean, 20.60+16.50). The
median time for neutrophil engraftment was 16 days. Platelet engraftment was ranged
between 10 to 150 days (mean, 26.90+£26.811) and the median time after
transplantation was 17 days. Neutrophil and platelet engraftment wasn’t seen for 4 and
9 patients respectively. The mean engraftiment time for neutrophils among 11 patients
who had positive HHV-6 DNA, was 16.55 days. The mean time for neutrophils
engraftment was 18.67 days among patients who had negative HHV-6 DNA.

The mean engraftment time for platelet among 8 patients who had positive HHV-
6 DNA, was 9.19 days. The mean time for platelet engraftment was 17.8 days among
22 patients who had negative HHV-6 DNA. There was no significant relation between
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the patients who had positive HHV-6 DNA and neutrophil and platelet engraftment.

In our study, which included 39 patients, chromosomal integrated HHV-6 was
not detected.

As a result, in children, after stem cell transplantation, active HHV-6 infection is
very common. For HHV-6 positivity after transplantation, HLA match between donor
and recipient, and myeloablative therapy appears to be important risk factors. Skin
rash, liver damage and fever can be caused by active HHV-6 infections after
transplantation. More extensive studies are needed in order to understand the impact of

chromosomal integrated HHV-6 on diagnostic tests.

Key words: Human herpesvirus-6, serology, real-time PCR.
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