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1. GIRIS

BK virus (BKV) Polyomaviridae ailesi i¢inde Orthopolyomavirus cinsi i¢inde yer
alan ikozahedral kapsidli, zarfsiz, 40 nm capinda kiigiik bir virustur. Yaklasik Skb
biiyiikliigiinde olan genom, cift iplikli, gembersel DNA’dan olusur ve erken, gec ve
kodlama yapmayan kontrol bolgesi (non-coding control region; NCCR) olmak iizere ii¢
gen bolgesi icerir. Erken gen bolgesi biiylik T (Large T: LT) ve kiigiik t (small t: st)
antijenlerini; ge¢ gen bolgesi ise yapisal kapsid proteinleri olan VP1, VP2 ve VP3 ile
yapisal olmayan bir protein olan agnoproteini kodlar (1, 2).

BKV’nin olusturdugu primer enfeksiyon genellikle asemptomatiktir ve ¢ogunlukla
erken c¢ocukluk doneminde goriilir. Toplumda %65-90 arasinda degisen bir
seroprevalansa sahiptir. (3, 4) Primer enfeksiyonun ardindan BKV, cok cesitli hiicre
tiplerinde, en sik olarak {irotelyal hiicrelerde yasam boyu latent olarak kalabilmekte ve
sagliklt kisilerde %10-40 oraninda gegici reaktivasyonlara neden olabilmektedir (3, 5).
Immiin supresyonu olan bireylerde ise reaktivasyon ciddi klinik tablolara yol
acabilmektedir. Ozellikle bobrek nakil hastalarinda BKV enfeksiyonlar: en nemli viral
enfeksiyonlar arasindadir. Bu hastalarda reaktivasyon ile kendi kendini smirlayan gegici
viriiriler ve viremiler olusabildigi gibi, immiin sistemin iistesinden gelememe
durumunda %1-10 oraninda BKVN, bunlarin da %50-90’inda greft kaybi
gelisebilmektedir (6). BKV enfeksiyonuna 6zgiil antiviral tedavi bulunmamaktadir. En
etkin tedavi yontemi immun supresyon dozunun azaltilarak, immiin yanitin yeniden
yapilanmasin1 saglamaktir. Immiin yamitin diizelmesi ile birlikte BKV enfeksiyonu
gerilemektedir. immiin supresyon dozunun gereginden fazla azaltilmas1 durumunda ise
bu kez rejeksiyon riski ortaya cikmaktadir. BKVN gelismesi durumunda hastalar
genellikle renal fonksiyonda azalma disinda herhangi bir semptom vermezler. Tanida
gecikme geri doniisiimii olmayan bobrek hasar1 ve greft kaybma neden olabileceginden
ve bu donemde tedaviye yanmit oram1 da diisik oldugundan, BKVN gelisimini
onleyebilmek i¢in tarama yontemleriyle erken tani ve tedavi 6nemlidir (2, 7).

Bobrek nakli sonrasi hastalarin BKV acgisindan izleminde plazma ve idrarda
kantitatif olarak BKV yiikii saptanmaktadir (7). Plazma veya idrarda BKV DNA’nin
saptanmas1 reaktivasyonu gosterir ancak konagin immiin yanit1 hakkinda bilgi vermez.

Bu nedenle BKV reaktivasyonu olan hastalarda BKVN gelisme riskini degerlendirmede



ve antiviral tedaviye yanitin izleminde; viral yiik tayini ile birlikte konagin hiicresel
immiin yanitinin degerlendirilmesi ve izlemi onerilmektedir (8-12).

Bu giincel yaklasim dogrultusunda; biz de Prof.Dr. Tuncer Karpuzoglu Organ
Nakli Enstitiistinde bobrek nakli yapilmis hastalarimizin nakil dncesindeki ve nakilden
sonraki 6 aylik donemde BKV spesifik immiin yanitlarmi prospektif olarak izlemeyi,
BKV spesifik immiin yanitin es zamanli 6lciilen BKV DNA yiikleri ile iligkisini
incelemeyi amacladik. Ayrica BKV spesifik hiicresel immiin yanitin, izlem sirasinda,
BKV reaktivasyonu agisindan risk altinda olan hastalar1 saptamadaki yeri ve BKV

enfeksiyonunun klinik seyri ile ilgili 6n bilgi vermedeki degerini arastirmay1 hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. BK Viriis

2.1.1. Tarihge

Ik polyomavirus olan fare polyomavirusu [Murine polyomavirus (MPyV)] 1953
yilinda farelerde ¢ok sayida tiimdr olusmasina neden olan, bulasict bir etken olarak
tanimlanmistir. 1960 yilinda ise polio ve adenovirus asilarinin iiretiminde kullanilan
Afrika yesil maymun bobrek hiicrelerinden ilk primat polyomavirusu olan Simian
vacuolating virus 40 (SV40) izole edilmistir. O yillarda yaklasik 100 milyon kisiye
uygulanan ve onkojenik 6zelligi oldugu diistiniillen SV40 ile kontamine olan asilarin
insanlarda kansere neden olabileceginden korkulmus ancak sonraki c¢alismalarda bu
durum kanitlanmamistir (13). Sonralar1 polyomaviruslar kuglar, kemiriciler, sigirlar
dahil pek ¢ok omurgal tiirtinde saptanmistir (14).

BKYV ve JC virus (JCV) ilk izole edilen insan polyomaviruslaridirlar. BKV ilk
olarak 1971 yilinda ingiltere’de bir virus arastirma laboratuvarinda Dr. Sylvia Gardner
tarafindan bobrek transplant hastalarinda cytomegalovirus (CMV) enfeksiyonunun
epidemiyolojisi ile ilgili bir ¢alisma sirasinda bulunmustur. Dr. Gardner, Sudan’li bir
hastanin renal transplantasyondan 3.5 ay sonra alinan idrar 6rneginde viral inkliizyonlar
iceren c¢ok sayida hiicre saptamistir. Dr. Anne Field elektron mikroskobi ile viral
partikiillerin papillomavirusa benzedigini gostermis (Sekil 2.1), bunun tlizerine hastada
genital sigiller olup olmadig1 arastirilmis ancak hastada temel sorununun cerrahi tedaviyi
gerektirecek boyutta iireter stenozu oldugu anlagilmistir. Hasta idrarinin maymun bdbrek
hiicre ve insan embriyonik bobrek hiicre hattma ekilmesi sonucu viral sitopatik etki
gozlenmis ve bu virusun papillomavirustan farkli, yeni bir virus oldugu anlasilarak BKV
olarak adlandirilmistir (15). JCV ise aymi yilda progresif multifokal lokoensefalopati
(PML) gelisen Hodgkin lenfomali bir hastanin beyin dokusundan izole edilmistir (16).
Her iki virus da izole edildikleri hastalarin isimlerinin bas harfleri ile adlandirilmislardir
(15, 16). BKV ve JCV uzun siire en iyi bilinen 2 insan polyomavirusu olmustur.
2007°den sonra giiniimiize dek ise daha az rastlanan 8 yeni polyomavirus daha
tanimlanmistir (13, 14).

BKV’nin bulunmasindan sonra pek c¢ok serolojik ve epidemiyolojik c¢alismalar

yapilmistir. Bu ¢aligsmalarda yetiskinlerin %90’1na yakin bir kisminin seropozitif oldugu,



renal transplant alicilarmin  %10-60’mnm idrarinda BKV’nin saptandigi ancak
enfeksiyonun cogunlukla asemptomatik seyretttigi veya gecici bobrek hasarna yol actigi
bulunmustur (3). Daha az sayida calisma ile konjenital immiin yetmezlik ve HIV
enfeksiyonu sirasinda da bu virusa bagli sporadik bobrek hasar1 bildirilmistir (17, 18).
Pittsburgh Universitesi’nde, 1995 yilinda bir hastadan yapilan renal allograft
biyopsisinde interstisyel nefrit tanimlanmasi ve hastanin Orneklerinin histolojik ve
molekiiler incelemeleri sonucunda BKV’nin saptanmasiyla BKV enfeksiyonlari
acisindan yeni bir donem baglamistir (19). Bu ilk olgunun ardindan diinyadaki pek ¢ok
bobrek transplantasyon merkezi tarafindan BKV iliskili interstisyel nefrit rapor
edilmistir (20, 21). Isvicre Basel Universitesi’nden patologlar 1985-1995 yillar1 arasinda
gelen renal allograft biyopsi Orneklerinin retrospektif taramasinda BKV’yi
saptayamamislardir. Daha sonraki donemde BKV nefropatisinde artis gzlenmis ve bu
durumun takrolimus, mikofenolat mofetil ve sirolimus gibi immunsupresif ilaglarin
kullannminin artmasi ile paralellik gosterdigi diisliniilmiis ancak kesin nedeni heniiz

anlagilamamustir (3).

Sekil 2.1. idrarda BKV nin elektron mikroskobik goriiniimii (22).

2.1.2. Smiflandirma

Onceden kendisine ¢ok benzeyen viruslar olan JCV ve SV40 viruslari ile birlikte
Papovaviridae ailesi i¢inde yer alan BKV, 2000 yilindan itibaren Polyomaviridae ailesi
icinde Polyomavirus cinsi icinde smiflandirilmigtir. 2011 yilinda International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) tarafindan yapilan yeni simniflamada

Polyomaviridae ailesi; Orthopolyomavirus, Wukipolyomavirus ve Avipolyomavirus



olarak {li¢ cinse ayrilmistir. Bu smiflamaya gére BKV, JCV ile birlikte insan, primat,
kemirici ve diger memeli polyomaviruslarmi iceren Orthopolyomavirus cinsi iginde
yerini almistir. Smiflandirmada ayni cins i¢inde yer alan viruslarin genomlarmin %81-84

oraninda homoloji gosterdigi bildirilmistir (1).

2.1.3. Virionun ve genomun yapisi

BKYV ikozahedral kapsidli, zarfsiz, 40 nm ¢apinda kiiclik bir virustur. BKV’nin
viral kapsidi yapisal proteinler olan VP1, VP2 ve VP3’ten olusur. VP1 pentamerler
seklinde kapsidin dis kismini olusturur. VP1 pentamerinin i¢ kismindaki bir oluga ise
VP2 veya VP3 yerlesir. Kapsidi olusturan her {i¢ protein de DNA baglayan bolgelere
sahiptirler, birlikte, merkezde bulunan, konak¢1 hiicreden kazanilan histonlarin etrafinda
sarilt olan viral, dairesel DNA’ya yani viral minikromozoma baglanirlar (Sekil 2.2) (2,

23, 24).

Virion protein 1

(pentamere) _'mr .""{'. 'Histone
® Virion i + . L N
protein 2/3 QO . : Circul
' e ircular
- » - ( viral DNA
: a. B & '

Sekil 2.2. Kapsid proteinlerinin, histonlarla ve viral DNA ile olan iligkisi (2).

BKV’nin genomu yaklasik Skb biiyiikliglindedir, ¢ift iplikli, gembersel DNA’dan
olusur ve erken, ge¢ ve kodlama yapmayan kontrol bdlgesi (non-coding control region;
NCCR) olmak tizere lic gen bolgesi icerir. Erken gen bdlgesi biiyiik T (Large T: LT) ve
kiigiik t (small t: st) antijenlerini; ge¢ gen bdlgesi ise yapisal kapsid proteinleri olan VP1,
VP2 ve VP3 ile yapisal olmayan bir protein olan agnoproteini kodlar. Erken ve ge¢
bolgeleri aywran NCCR erken ve ge¢ genlerin replikasyon orijinlerini, erken ve geg
genlerin ¢ift tarafli promoter elemanlarini ve konak hiicre transkripsiyon faktorlerinin ve

LT antijenin baglanma bdlgelerini igerir (2, 22, 25-27).




2.1.4. BKV’nin yasam siklusu

Persistan veya litik enfeksiyon yoluyla hastalik olusturabilmek i¢in BKYV,
cogalmasi i¢in uygun bir konak hiicresine almmalidir. Bunlar viicutta farkli doku veya
organlarda bulunan ¢esitli hiicreler olabilir, ancak replikasyon ve reaktivasyon esas
olarak bobrek ve lriner traktusta goriilmektedir. BKV’nin litik yasam siklusu Sekil

2.3’te goriilmektedir.

Sekil 2.3. BKV’nin litik yasam siklusu (2).

2.1.4.1. Reseptore baglanmasi ve hiicre icine alinmasi

BKYV hiicre membrani iizerindeki glikoproteinlere N-bagi ile bagli sialik asite
ve/veya gangliozidlere baglanir (28). Reseptore baglanmay takiben BKV, kaveol aracili
endositozla hiicre icine almir. Kaveol kolesterolden zengin plazma membraninda
kaveolin proteinlerinden olusmus mikrodomainlerin invajinasyonudur (29). BKV’nin
reseptore baglanmasi ve endositoz yoluyla hiicre ig¢ine almimi, JCV ve SV40 ile
farkliliklar gostermektedir. Ancak, endoplazmik retikuluma (ER) ulasma ve sonrasindaki

hiicre i¢i basamaklar1 her {i¢ virus i¢in benzerdir (30, 31).



2.1.4.2. Kapsidin soyulmasi ve niikleusa tasinma

BKV’nin renal proksimal tubul epitel hiicrelerine (RPTE) girisi sonras1 erken bir
asidifikasyon basamagimna ihtiyag duydugu gosterilmistir. Hiicre i¢ine alinan BKV
mikrotiibiiller araciligi 1ile endoplazmik retikuluma (ER) tasmir (32). Tim
polyomaviruslar i¢in gerekli oldugu diisliniilen ER yoluyla tasmmanm en 6nemli
avantaji kapsidin soyulmasini kolaylastiran saperonlari, disiilfid izomerazlar1 ve
rediiktazlar1 icermesidir. Ayrica virionun niikleusa yolculuguna devam edebilmesi igin
gerekli etkilesimler ve konformasyonel degisiklikler de ER’de gerceklesir (33). Dis
kapsidin soyulmasi ile VP2 ve VP3 aciga cikarlar ve importinler araciligi ile niikleusa

tasinmay1 saglarlar (34). Niikleusta replikasyon baslar.

2.1.4.3. Replikasyon

Polyomavirus dolayisiyla BKV replikasyonu, LT antijenin DNA helikaz
fonksiyonu diginda biiyiik oranda konak hiicreye baglidir. Replikasyonun ilk basamagi
saatin tersi yoniinde erken bolgenin transkripsiyonudur, LT antijen, st antijen ve trunke
timor antijeni (Trunc-Tag)’nin ekspresyonuna neden olur. Cok sayidaki LT antijen
molekiilleri dodekamerik bir kompleks olusturarak NCCR bdlgesine baglanir. Burada
helikaz gibi davranarak DNA’nim agilmasima ve replikasyonun baglamasina neden olur.
Ardindan saat yoniinde gec bodlge genlerinin transkripsiyonu baslar. Ayni1 zamanda
yapisal proteinler olan kapsid proteinleri VP1, VP2 ve VP3’lin translasyonu
sitoplazmada olur ve agnoproteinin yardimiyla nukleusa tasmirlar ve virion niikleusta
biraraya gelir (2-4, 26, 35). Bu evrede viral partikiiller niikleusta elektron mikroskobu ile
kristal benzeri yapilar olarak goriiliirken, 151k mikroskobunda niikleer inkliizyon
cisimcikleri olarak tanimlanirlar. Bu evrenin prototipi idrarla atilan “decoy hiicreleri”
(DH) dir (4, 22, 36). BKV’nin replikasyonu ve eksprese olan proteinler Sekil 2.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 2.4. BKV’nin replikasyonu ve eksprese olan proteinler (2).

Niiklesta yeni olusan virionlarm birikmesi sonucu hiicre membranlar1 pargalanir

ve hiicre lizisi meydana gelir, virionlar ekstraselliiler bosluga dokiiliirler (36).

2.1.5. BKV’nin epidemiyolojisi

BKV’nin kesin ge¢is yolu heniiz tam olarak bilinmemektedir ancak 5-9 yas
cocukluk doneminde %65-90’a varan seropozitiflik oran1 ve tonsiller dokuda viral DNA
varligi, insandan insana respiratuvar veya oral yolla bulas1 diistindiirmektedir (3, 4, 22,
25, 37).

BKYV, JCV gibi cevresel kosullara olduk¢a direnglidir. Her iki virus da insan
atiklariyla kirlenmis sularda saptanmistir ve toprakli kirli sular BKV’nin en 6nemli
rezervuarlarindan biridir. Bu durum fekal-oral ve iirino-oral bulasin kuvvetle olasi
oldugunu diistindiirmektedir (22, 25, 26).

Kordon kani 6rneklerinde BKV IgM’nin, fetal ve plasental dokularda Polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile BKV DNA’nin saptanmasi transplasental gecisin de
olabilecegini diisiindiirse de heniiz bulgular ¢eliskilidir. Diger olas1 bulas yollar1 da kan
transflizyonu ve o0zellikle renal allograft olmak ilizere organ transplantasyonudur (2, 22,

25).



BKV enfeksiyonu endemiktir, sik karsilasilir, her iki cinsi de etkilemektedir,
mevsimsel farklilik géstermez ve etkiledigi toplumun sosyo-ekonomik diizeyi ile iligkili
degildir (25).

BKV, NCCR bolgesindeki DNA sekansindaki degisikliklere bagh olarak
Archetype virus ve yeniden diizenlenmis (rearranged form) olmak iizere 2 farkli forma
ayrilmaktadir. BKV’nin rearranged formlar1 esas olarak Archetype virusun NCCR
bolgesindeki bazi sekans bloklarmin delesyona ugramasi ve/veya duplike olmasi ile
olusur. Archetype virus hem BKV hastalig1 olan kisilerin hem de gegici reaktivasyon
donemindeki saglikli kisilerin idrarlarindan yaygm olarak izole edilebilmekteyken,
rearranged formu daha cok BKV iligkili hastaligi olan bireylerin serumlarinda
bulunmaktadir (4). Bulasan formun archetype virus oldugu ve in vivo kosullarda
degisiklik gosterip rearranged forma doniisebildigi distiniilmektedir.

NCCR bolgesindeki degisikliklere ek olarak BKV, VP1’in virusun konak hiicreye
yapigmasinda rol alan 61-83. amino asitlerinin oldugu bolgelerdeki sekans farkliliklarina
gore genotip I, II, III ve IV olarak dort genotipe ayrilmistir (38). Genotiplerin cografi
dagilim gosterdigine iliskin kanitlar bulunmaktadir. En sik rastlanan genotip olan
genotip I’in subtiplerinden I/b-2’ye esas olarak Avrupa ve Amerika’da rastlanirken, I/c-2
daha ¢ok Asya’daki topluluklarda gorilmiistiir (39). Genotip ile klinik tablo arasinda
herhangi bir iligkinin olup olmadig1 heniiz bilinmemektedir. BKV ayrica dort alt serotipe

de ayrilmistir ancak genotip sistemi daha ¢ok kullanilmaktadir (4).

2.1.6. Klinik

2.1.6.1. Primer enfeksiyon ve latent donem

BKV’nin olusturdugu primer enfeksiyon genellikle asemptomatiktir veya hafif
solunum yolu hastaligina neden olur. Primer enfeksiyon ¢ogunlukla erken g¢ocukluk
doneminde goriiliir, 5-9 yas grubu c¢ocuklarda %65-90 arasinda degisen bir
seroprevalansa sahiptir (3, 4, 37).

BKV c¢ok c¢esitli hiicre tiplerinde latent olarak kalabilmekle birlikte en sik
iirotelyal hiicreleri, ikinci siklikta ise periferik kan mononiikleer hiicreleri tercih
etmektedir. Diger rezervuar hiicreler ise servikal skuamoz epitel hiicreleri, prostat
glandiiler epitel hiicreleri ve tiikriik bezi hiicreleridir. BKV’nin tonsiller dokuda
saptanmast mukoza iligkili lenfoid dokuda da latent enfeksiyon olusturdugunu

disiindiirmektedir (2, 3).



Primer enfeksiyonun ardindan belirtilen dokulara gé¢ eden BKV konakta yasam
boyu, immun sistem saglam oldugu silirece latent olarak kalir, sadece klinik tabloya

neden olmayan birkag gecici viriiriye neden olabilir (5).

2.1.6.2. Reaktivasyon

Viral reaktivasyon kisilerde altta yatan bir sebep olmaksizin olusabilir. Bunun
hormonal durumda veya immun sistemin fonksiyonel durumunda degisikliklere bagli
olabilecegi diisiiniilmektedir (3). Reaktivasyonun ve asemptomatik viriirinin saglikli
bireylerde %10-40 oranlarinda goriildigi bildirilmistir (5, 7, 40).

Yashlik, gebelik ve diabetes mellitus’ta goriilen hormonal veya immiinolojik
degisikliklere bagli da reaktivasyon goriilmektedir. Gebelikte %25’e¢ varan oranlarda
virliri saptanmistir (3, 4).

BKV immun suprese bireylerde reaktive oldugunda cesitli ciddi klinik tablolar
olusturmaktadir. En onemlileri renal transplant hastalarinda goriillen BKVN ve iireter
stenozu ile kemik iligi transplant (KiT) hastalarinda goriilen gec¢ baslangicli hemorajik
sistittir (HS). Daha az siklikta ise diger organ transplant hastalarinda, sistemik lupus
eritematozuslu bireylerde ve AIDS hastalarinda reaktivasyona ve hastalia neden
olmaktadir. Ensefalit, retinit, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve vaskiilopati nadir olusan

tablolardir (2, 4, 25). BKV’nin olusturdugu klinik tablolar Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. BKV nin sistemlere gore olusturdugu klinik tablolar (25).

Hedef Organ Enfeksiyon sekli Hastahk

Solunum sistemi

Primer enfeksiyon
Immiin depresyon

Ust solunum yolu enfeksiyonu
Pnémoni

Mesane Primer enfeksiyon Hemorajik sistit

Immiin depresyon (KiT) Hemorajik sistit

Lo Intertisyel bobrek hastalig:
Bobrek {grﬁu?agsf Sre(s)iﬁgl (Renal Ureter stenozu

P Y Greft kaybi
C . . Menenjit

Santral sinir sistemi Immiin depresyon (AIDS) Ensefalit
Goz Immiin depresyon Retinit
Sindirim sistemi Immiin depresyon Kolit
Endotel Immiin depresyon Vaskiilit
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2.1.6.3. BKVN

Renal transplantasyondan sonra BKV reaktivasyonu olustugunda ilk olarak viriiri
gozlenir. Yiiksek diizey virtiri (BKV yiikii > 7 log;o genom ekivalan (geq) / ml) renal
transplant hastalarmin yaklasik ticte birinde viremiye ve BKVN’ye doniistir (7). Viremi
virlirinin ardindan yaklasik bir ay sonra gelisir ve viremi Oncesinde her zaman viriiri
vardr. Virliri ve viremi birlikteligi genellikle eriskinde de, cocukta da BKVN’ye
onciiliik etmektedir (2, 8, 41).

BKVN’nin olusumundan pek c¢ok risk faktorii sorumlu tutulmustur.
Transplantasyon oncesi risk faktorleri hastaya ve greft 6zelliklerine ait olmak {izere iki
grupta incelenir. Hastaya ait risk faktorleri; ileri yas, beyaz wk, erkek cinsiyet,
transplantasyon Oncesinde BKV seronegatifligi veya BKV spesifik antikor diizeyinde
disiikliik, diabet ve daha 6nceden BKVN’ye bagl greft kaybi olarak sayilabilir (4, 22).
Risk olusturdugu diisiiniilen greft 6zellikleri ise dondriin seropozitif olmasi veya antikor
titresinin yliksek olmasi, HLA uyumsuzluk diizeyi, HLA C7 eksikligi, soguk iskemi
stiresinin uzunlugu, intrarenal inflamasyon ve greftin kadavradan olmasidir (2, 7, 22, 42).

Transplantasyon sonrasinda uygulanan immiin supresyon BKVN olusumunda
temel risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Transplantasyon hastalarinda immiin
supresyonu saglamak amaciyla kullanilan immiin supresif ilaglarin BKV enfeksiyonu
olusumundaki etkileri halen arastirilmaya devam etmektedir. Heniiz herhangi bir etkenin
BKVN olusumunda rolii kanitlanamamistir. Yapilan bir meta-analizde kalsindrin
inhibitori takrolimus (TAK) ile ionozin monofosfat dehidrogenaz inhibitorii mikofenolat
mofetili (MMF) kombine kullanan hastalarin BKV enfeksiyonu agisindan daha ¢ok risk
tasidiklar1 belirtilmistir (41). Ancak bu konuda yapilan ¢alismalarin verileri ¢eliskilidir.
Bir baska c¢alismada da bu ilaglar1 almayan hastalarda da BKVN gelistigi ve her iki
ilacm da BKVN olusumu i¢in gerekli olmadigi belirtilmistir (26). Ayni sekilde
rejeksiyon tedavisinde kullanilan Tavsan antitimosit globiilini (ATG) ile
kortikosteroidlerin de BKV enfeksiyon riskini arttirdigi  diisiiniilmiis  ancak
kanitlanamamistir (41). Sonug olarak BKVN olusumunda spesifik bir immiin supresif
ajandan ¢ok, olusan immiin supresyonun diizeyinin etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Transplantasyon sonrasinda viral faktorler de reaktivasyondan sorumlu
tutulmaktadir.  Serotip, genomun mutasyonu veya yeniden diizenlenmeleri

(rearrangement), virusun immiin sistemden kac¢is mekanizmasi gibi Ozellikler viral
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faktorler icinde sayilabilir. Birkag ¢alismada NCCR bolgesinde ya da VP kapsidinde
olusan mutasyonlarin BKV ’nin viriilansin1 arttirabilecegi bildirilmistir (43, 44).

Tim bunlara ek olarak tireterik stent varligi, akut rejeksiyonlar, ko-infeksiyonlar,
tedavide kullanilan inflamatuar mediatorler, antiviraller, ve son yillarda 6nemi giderek
artan bir faktor olan hastanin transplantasyondan onceki BKV spesifik immiin yanitiin
diisiik diizeyde olmasi1 ya da hi¢c olmamas1 da BKV enfeksiyonu agisindan risk faktorleri
arasinda degerlendirilmektedir (7). CMV replikasyonunun direk veya indirek olarak
BKYV replikasyonunu arttirdigi one siiriilmiisse de CMV proflaksisi almayan CMV ve
BKYV seropozitif olan hasta grubunda yapilan bir ¢calismada herhangi bir korelasyon
izlenmemistir (26, 45). Tiibiiler epitel hiicrelerinde iskemi sonucu, ilaca bagl,
immiinolojik veya mekanik hasar sonrasinda olusan hiicre yenilenmesinin BKVN’ye
zemin hazirladig1 diisiiniilmektedir. Hatta siirekli prolifere olma 6zelligine sahip olan
iretelyal hiicrelerin doku hasar1 olmadan bile BKV replikasyonu icin fertil bir
mikrocevre sagladigi one siiriilmektedir (3, 22, 26). BKVN’ye iliskin risk faktorlerinden

bazilar1 Sekil 2.5’te 6zetlenmistir.

Antiviraller
*  Sidofovir
e Leflunomid
*  Florokinolon
* immunglobulin

Hasta

BKV Yas
Serotip Cinsiyet
Genotip Irk

*  immin

. . immun supresyon
Ko-infeksiyonlar

¢ Dogumsal
Inflamasyonlar Kazanilmig
JCV, 5v40, *  Terapétik
CMV, HIV (TAC, MMF,

inflamasyon

Greft ATG)

e HLA uyumsuzlugu
e Doku hasari
e Latent enfeksiyon

Sekil 2.5. BKVN’ye iliskin risk faktorleri (22).
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Renal transplant hastalarinda BKVN, ¢ogunlugu transplantasyondan sonraki ilk bir
yil iginde olmak tizere %1-10 oraninda goriiliir. Hastalik spektrumu viriiri ile baglar, geri
doniisii olmayan bobrek hasar1 ve organ kaybi ile sonlanir. Hastalar genellikle renal
fonksiyonda azalma disinda herhangi bir semptom vermezler (2, 6, 41). Bu nedenle
bobrek hasarinin 6nlenmesi i¢in tarama yontemleriyle erken tani ve tedavi 6nemlidir.

BKVN ayrica daha nadir olarak KIT hastalarinda, akciger-kalp transplant
hastalarinda ve HIV ile enfekte hastalarda da goriiliir (46-48).

2.1.6.3.1. Tam yontemleri

2.1.6.3.1.1. Kiiltiir

BKYV konvansiyonel hiicre kiiltiir ortamlarinda ¢ok yavas tiremektedir. Viriisiin
fare bobrek hiicrelerinde ilk sitopatik etkisi inokiilasyondan 18 giin sonra gézlenmistir.
Vero hiicre kiiltiirlerinde sitopatik etkinin gozlenmesi ise 1-3 ay1 bulmaktadir. BKV i¢in
en uygun hiicre ortami olan insan embriyonik bobrek hiicrelerinde bile sitopatik etki en
erken 5 giinde olusmaktadir (49). Kiiltiir spesifik bir yontem olmasina ragmen tani

stiresinin ¢ok uzun olmasindan ve pahali olmasindan dolay1 nadir kullanilmaktadir (25).

2.1.6.3.1.2. Serolojik yontem

Polyomavirus serolojisinde hemagliitinasyon inhibisyon, immunfloresan antikor ve
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yontemleri kullanilmistir. Bu yontemler
sensitif ve spesifiktirler ancak hem IgG hem de IgM’nin analizi zordur. Virusun latent
donemde olmasi ya da diger polyomaviruslarla ¢apraz-reaksiyon olusturmasi IgG’nin,
reaktivasyonlar ise IgM’in degerlendirilmesini zorlastirir (25). Ayrica immiin suprese
veya HIV ile enfekte hastalarda BKV spesifik antikorlarin diisiik diizeyde olmasi1 ya da

yasla birlikte azalmasi da sonuglarin yorumlanmasinda giigliik yaratabilir (50).

2.1.6.3.1.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Idrarda, kanda ve serebrospinal sivida BKV DNA’y1 saptamaya yarayan bu
yontem yiiksek duyarlik (%100), 6zgiillik (%88) ve negatif prediktif degere (NPD)
(%100) sahip oldugundan ve hizli sonu¢ verdigi i¢in en sik kullanilan yontemdir.
Plazmada ve idrarda PZR ile BKV DNA arastirilmasi renal transplantasyon sonrasi
BKYV replikasyonun izleminde en yaygin ve giivenle kullanilan testlerdir (7, 51).

PZR ile idrarda VP1 messenger RNA da saptanabilmektedir. Bir ¢calismada 428
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hastanin transplantasyondan sonra bir yil boyunca takipleri VP1 RNA ile yapilmas,
serum BKV DNA testi ile karsilastirildiginda bu testin sensitivitesi %50, spesifisitesi
%385 bulunmustur. Bu yontem idrar DNA monitdrizasyonuna gore ¢cok daha diisiik yanlis
pozitif sonuglara neden olsa da serum viral DNA testinin yerini alacak performansi

gosterememistir (52).

2.1.6.3.1.4. Radyolojik tam
Radyolojik tani yontemlerinden biri olan Manyetik rezonans goriintiileme BKV
ensefalitinin tanisinda kullanilir. Hastalik nadir goriildiigiinden bu konuda ¢ok az veri

bulunmaktadir (53).

2.1.6.3.1.5. Sitolojik tam

BKVN’nin histolojik olarak karakteristik 6zelligi epitelde inkliizyon cisimleri ve
epitelyal nekrozdur (sitopatik etki). En c¢ok etkilenen hiicre grubu renal tiibiiler epitel
hiicreleridir. Daha az olarak da Bowman boslugundaki parietal hiicreler etkilenir.
Etkilenen hiicrelerin hacimleri artar, nekrotik hale gelirler ve tiibiiler liimene ddkiiliirler.
Bu asamada iirotelyal hiicrelerde polyomavirusu saptamak i¢in idrarin sitopatolojik
incelemesi yapilir ve DH’lerin varlig1 arastirilir. DH’ler niikleer bazofilik inkliizyonlar
iceren biiyiik niikleus ve niikleoluslu, kromatin yapis1 degismis enfekte renal tiibiiler
hiicrelerdir (26). Idrar sitoloji yaymalarmnm Papanicolaou (PAP) boyasi ile boyanmasi
sonras1 gortliirler (20, 54, 55).

BKVN’li tiim hastalarda idrarla DH’ler atilir ve PAP ile boyanmis yaymalarda
goriiliir. DH saptanmasi viral reaktivasyonu gosterse de BKVN tanis1 koydurmaz (35).
DH’ler gebelik, tiimor, diabet varligir gibi immiin sistemin zayifladig1 durumlarda da
gortilebilir. Ayirict tanida ise hiicrelerin biiyiik, pleomorfik niikleuslu goriiniimiiniin
iiretelyal tiimorler ile, niikleer inkliizyon cisimlerinin ise CMYV ile karisabilecegi akilda
tutulmalidir (56).

PAP ile boyali preparat incelemesi duyarli bir yontem olmasina ragmen pozitif
prediktif degeri distiktiir, clinkii DH’lerin bazilar1 enfekte renal tiibiiler epitelden
kaynaklanmayip idrar yolu epiteline ait iirotelyal hiicreler olabilir (45). Laboratuvarlar
arast yontem farkliliklarindan dolayi, genel kurallar ve smir degerler
belirlenememektedir (35). Bu yontem polyomaviruslarm tiiriinii belirlemede de yarar

saglamaz (26).
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2.1.6.3.1.6. Biyopsi

Biyopsi ile BKV’nin sitopatik etkisinin gdsterilmesi BKVN’de altin standart tani
yontemi olarak kabul edilmektedir. Yiiksek 0Ozgiilliige sahiptir ve akut hiicresel
rejeksiyon, ilag toksisitesi, veya altta yatan hastaligin niiksii gibi durumlar1 da
tantyabilme olanagi saglar. BKVN’de bobrek lezyonlar1 rastgele ve multifokal
oldugundan o6zellikle hastaligin erken doneminde biyopside yanlis negatif sonuglar
almabilir (2, 54). Bu nedenle Hirsch ve ark. (7), biyopsi i¢in mediiller dokuyu igeren en
az ki 6rnegin alinmasini 6nermektedirler.

BKYV enfeksiyonunda lezyonlar korteks veya medullada rastgele dagilim gosterir.
Ik basta saglikh parankim iginde viral inkliizyonlar igeren birka¢ hiicre olarak
gozlenirken, hastalik ilerledikce enfekte hiicre sayis1i artar ve tiibiilo-interstisyel
inflamatuar infiltrasyon (tubulit) olusur. Ayirici tanida en ¢ok akut hiicresel rejeksiyon
ile karisir, bazen bu tablo ile birlikteligi de goriilebilir. BKVN’de goriilen inflamatuar
infiltrasyon akut rejeksiyonda saptanandan gosterdigi polimorfizm ile ayrilir:
polimorfoniikleer hiicreler, plazmositoid hiicreler ve monositleri igerir. Her iki tabloyu
ayirmak i¢cin immiin isaretleme de kullanilabilir. BKV enfeksiyonu sirasinda CD20+ B
lenfositler, akut rejeksiyonda ise T lenfositler baskindir. Ayirici tanida kullanilan diger
faktorler i1se endarterit, HLA-DR ekspresyonu ve kompleman C4d birikimidir.
Hastaligin ilerleyen donemlerinde atrofi, tiibiilo-interstisyel fibrosis ve skarlagsma
goriiliir. Bu evrede goriilen yliksek diizey viremi bazal membranlarin riiptiirii sonrasi
virionlarin dolagima geg¢mesi ile agiklanabilir. Bu histopatolojik bulgular 1s131nda BKVN
normal renal parankimde az oranda viral sitopatik degisikliklerin oldugu, tiibiiler atrofi,
interstisyel fibrosis ve inflamasyonun olmadi§i veya minimal diizeyde oldugu evre
A’dan yogun tiibiiler atrofi, interstisyel fibrosis ve inflamasyonla birlikte skarli renal
dokunun goriildiigii evre C’ye uzanan bir aralikta evrelendirilmistir (35, 36, 54, 57, 58).

Immiinohistokimyasal boyama BKV’nin olusturdugu sitopatik etkinin diger
viruslarla (adenovirus, herpes virus) olusan etkiden aywrt edilebilmesi i¢in dokularin
boyanmasinda kullanilir. Bu amacla en yaygimn kullanilan dogrulama yontemi BKV ve
JCV-LT antijen ile ¢apraz reaksiyon vererek tiim poliomavirus enfeksiyonlarini
saptayabilen = SV-40-LT antijeninin dokularda  immiinohistokimyasal olarak
boyanmasidir (Sekil 2.6) (35, 37, 54). Bu boyama yontemi Sitolojik yaymalarda da
problemsiz olarak kullamilabilir. LT antijeni pozitif tek bir hiicreyi bile saptamak

polyomavirus nefropatisi tanisin1 koymada yeterlidir.
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Sekil 2.6. SV-40-LT antijenin dokularda immiinohistokimyasal olarak boyanmasi (59).

2.1.6.3.1.7. Elektron mikroskopi

BKVN tanisinda idrarda viral agregatlarin elektron mikroskobik olarak saptanmasi
%90’1n lizerinde negatif prediktif degere sahiptir (60). BKV ile enfekte hiicreler elektron
mikroskobunda ortalama 40 nm capinda, zarfsiz virionlarin intraniikleer agregatlar
olusturmasi seklinde goriiliirler. Binlerce virionu igeren intraniikleer inkliizyonlar kristal
agregatlar olusturacak sekilde toplanirlar. Elektron mikroskobik inceleme virus
ailelerine yonelik (6zellikle adenovirus ve polyomavirus) yiiksek spesifisiteye sahiptir
ancak sitopatik etkinin ayni aile i¢inde hangi virus tiirii ile olustugu ayirt edilemez (6rn:
JCV veya BKV gibi). Immiinohistokimyasal testlere ve gercek zamanli PZR ydntemine
gore daha disiik sensitiviteye sahiptir ve daha pahali bir yontemdir. Bu nedenle genis

capl bir kullanim alanima sahip degildir (36, 61).

2.1.6.3.2. BKYV replikasyonu taramasi

BKVN’nin bobrek hasari gelistikten sonra olusan kreatinin yiiksekliginden baska bir
bulgu vermemesinden, tanida gecikmenin geri doniisii olmayan bobrek hasar1 ve hatta
greft kaybina neden olmasindan ve bu donemde tedaviye yanitin diisiik olmasindan dolay1
BKYV enfeksiyonunda erken tani 6nemlidir. Bu nedenle giiniimiizde uygulanan ve onerilen
renal transplant hastalarmin BKV replikasyonu agisindan taranmasidir. Taramanin
transplantasyondan sonraki ilk 2 yilda 3 ayda bir, daha sonra 5. yila dek yillik olarak
yapilmasi1 6nerilmektedir. Bu sekilde BKVN agisindan risk altindaki hastalarin en az %80-
90’min renal allograft hasar1 gelismeden saptanabildigi bildirilmistir. Almeras ve
arkadaglarinin (62) yaptiklar1 bir calismada ise BKV viremi tanisi i¢in median zamanin 90
glin oldugu ve caligmadaki hastalarin %77’sinin tanismnin transplantasyondan sonraki

dordiincii aydan sonra kondugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada daha sik yapilan taramanin
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daha erken tani ve daha iyi prognoz olanagi sagladigi bildirilmis ve 3 ayda bir yapilan
taramanin erken BKV viremisini kagirmaya ve hastalarin BKVN acisindan daha yiiksek
risk altinda kalmalarina neden olabilecegi ve ilk 6 ayda aylik taramalarin uygun olacagi
one siiriilmistiir. Bu nedenle goriilme siklig1 yiiksek merkezlerde daha sik tarama
programlar1 benimsenmelidir.

BKYV replikasyonunun taramasi idrarda DH’lerin arastirilmasi, yiiksek diizey virtiri
veya plazmanin viremi acisindan incelenmesi ile yapilmaktadir (7).

Taramada PZR ile idrarda yiiksek diizey BKV arastirilmasmin 6nemli avantajlar1 ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Viriiriden sonra viremi ve nefropati gelisimi i¢in 6-12 hafta
gibi bir siirecin olmasi, yontemin noninvaziv olmasi ve BKVN’yi ekarte edebilmek
acisindan Onemli olan yiiksek negatif prediktif degere sahip olmasi Onemli
avantajlarindandir. Diger yandan BKVN acisindan diisiik pozitif prediktif degere sahip
olmas1 da bir dezavantajdir. idrardaki BKV diizeylerinin siirekli degisiklikler gostermesi
nedeniyle artisin anlamli olarak degerlendirilebilmesi icin 2 logjo’un iizerinde olmas1
gerekmektedir, immiin supresyondaki azalmaya yanit olarak diislis ise plazma BKV
diizeyleri ile karsilastirildiginda yavas olmaktadir. Bu da immiin supresyonun gereginden
fazla azaltilmasi ve dolayisiyla rejeksiyon riskini arttirmaktadir. Yiiksek diizey viriirinin 2
aydan uzun sitirmesi durumunda BKVN icin pozitif prediktif degerin arttig1 ancak bu
durumun da ge¢ tam1 ve geri donilisi olmayan organ hasar1 riski olusturdugu
belirtilmektedir (7, 45, 58, 63).

Viremi ile BKVN olugmasi arasinda gegen siire (2-6 hafta) kisadir. Bu nedenle baz1
merkezler viremi acisindan taramayi aylik olarak yapmaktadir. BKVN tanisinda viremi
testi %30-50 oraninda pozitif prediktif degere sahiptir. Bu deger plazma BKV diizeyleri
cok yiiksek oldugunda (6rn: 6 log)p k/ml), renal allograft fonksiyonunun bozuldugu
durumlarda veya BKV NCCR bolgesinde yeniden diizenlenmeler (rearrangements)
gorildiigiinde %90’1n lizerine ¢ikmaktadir. Plazmada saptanan BKV yiikiiniin ¢cogunlugu
allografttaki replikasyondan kaynaklanmaktadir, BKVN’li hastalarda allograftn cerrahi
olarak ¢ikarilmasi sonrast BKV plazma diizeyleri hizli bir sekilde diisme gostermistir (6).
Yiiksek diizey viral yiik olmasmin ve vireminin devam etmesinin BKVN’nin olusumunu
onceden saptamada viriiriden daha iy1 belirleyici oldugu diisiiniilmektedir (26, 51, 63-65).
Viremisi devam eden ve plazma BKV diizeyi >4 log;o k/ml olan hastalarda, biyopside
BKYV replikasyonu gosterilememesi ve heniiz serum kreatinin diizeylerinde yiikselme

olmamas1 durumunda bile olas1 BKVN diisiiniilmelidir.
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Glinlimiizde taramada ve tedavinin yonlendirilmesinde en sik kullanilan iki
yontem idrarda ve plazmada BKV DNA diizeyinin izlemidir. Ozellikle BKV viremi
diizeylerinin takip edilerek immiin supresyonun diizenlenmesinin BKVN olusumunu
giivenli bir sekilde engelleyebildigi one siiriilmiistiir (66). PZR yonteminin en dnemli
dezavantaji heniiz standardize olmamasidir. Prosediirlerin laboratuvarlar arasi fark
gostermesinden dolayr cutoff ve referans degerleri degisiklik gostermektedir. Bu
degisikliklere 6rnek tiirii veya saklanma sekli, primerlerde, problarda, protokollerde ve
niikleik asit ekstraksiyon yontemlerinde farkliliklar gibi pek ¢ok faktorler neden olabilir.
BKVN gelisimi agisindan plazma viremi diizeyinin ne olmast gerektigi konusu
tartismalidir. Bir ¢ahismada 10* k/ml esik olarak alindiginda, duyarhigm %94.9,
ozgiilliigiin %100 oldugunu bulmuslardir. Bu nedenle uluslar arasi, referans bir standart
deger kabul edilinceye dek farkli testlerin ve laboratuvarlarin sonuglar1 esit kabul
edilmemelidir. BKVN’nin tanisinda ve izleminde standardize ve onaylanmis kantitatif
PZR yontemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir (42, 51, 62).

2013 yilinda Hirsch ve ark. (7) tarafindan onerilen tarama programi su sekildedir
(sekil 2.7): Hasta idrar BKV diizeyleri ile takip edilmelidir. Bu amagla 1-3 ayda bir veya
allograft disfonksiyonu varsa ya da hastaya bagka bir amagla biyopsi yapilmissa viriiri
acisindan degerlendirilir. Viriiri pozitif oldugunda plazma BKYV diizeyine bakilir. Eger
viremi yoksa tarama protokoliine idrar viral yiik tayini ile devam edilir. Plazma BKV
yiikiiniin > 10* k/ml olmas1 durumunda ise renal allograft biyopsisi yapilir. Biyopsi ayni
zamanda akut rejeksiyon, ilag toksisitesi ve tekrarlayan, altta yatan hastaligin ayirici
tanisinda ve BKVN’nin evrelendirilmesinde de yardimcidir. Biyopsi sonucu BKVN
acisindan pozitifse “kesin BKVN” tanist konur ve immiin supresyon azaltilir. Bu amagla
kalsindrin inhibitorleri veya antiproliferatif ilaglar azaltilabilir, sidofovir, IVIG gibi
yardimet tedaviler eklenebilir. Biyopsi sonucu negatifse plazma BKV yiikii > 10* k/ml
oldugu icin “olast BKVN” seklinde tani konarak yine immiin supresyonun azaltilmasi
onerilmektedir. Daha sonra 1-2 haftada bir kanda BKV diizeyleri kontrol edilir,
beraberinde haftalik kreatinin diizeyleri de takip edilebilir. Virusun kandan temizlenme
stiresi 8-36 haftadir. Ayrica bu takip sirasinda allograft biyopsileri tekrarlanabilir veya
rejeksiyon riskini azaltmak i¢in immiinsupresifler tekrar arttirilabilir. Plazmada BKV
negatif saptandiginda “iyilesmis BKVN” olarak tanimlanir ve idrarda tarama

protokoliine devam edilir.
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Sekil 2.7. BKVN saptanmasina yonelik tarama programi (7).
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2.1.6.3.3. immiinolojik izlem

BKVN, BKYV replikasyonu ile virus spesifik immiin yanit arasindaki dengenin
bozulmast sonucu gelisir. Bu nedenle BKV enfeksiyonunun kontroliinde en 6nemli rolii
hiicresel immiinite Ustlenmektedir. Cesitli ¢aligmalarda BKV spesifik zayif T hiicre
yanitinin tekrarlayan viremilerle iliskili oldugu, bu hastalarda BKVN riskinin daha
yiiksek oldugu ve hiicresel immiinitenin yeniden yapilanmast durumunda viral
replikasyonun baskilandigi gosterilmistir. Son yillarda viral yiik tayini ile yapilan
taramalarin yanisira spesifik immiin yanitin da Olglilmesinin hastaligin  gelisimi
acisindan risk tahmininde ve antiviral tedaviye yanitin degerlendirilmesinde oldukga
yararl oldugu gorilmiistiir (9, 10, 67, 68). Bu amagla T hiicre temelli testler kullanima
girmistir. Bunlar akis sitometri, hiicre ici ATP 6l¢iimii (ImmuKnow) ve enzyme-linked

immunosorbent spot (ELISPOT) testleridir (2, 9, 11, 67-70).

2.1.3.3.3.1. Akis sitometri

Akis sitometrisi hiicrelerin akiskan bir sivi igerisinde 6zelliklerinin Olglilmesi
esasmna gore caligmaktadir. Bu yontem ile incelenebilen 6zellikleri hiicrelerin ylizey
belirtecleri, intraselliller faktorleri, DNA igerikleri ve sitokinler gibi salgiladiklar:
molekiiller olarak siralayabiliriz (71).

Akis sitometri; hidrolik sistem, optik sistem ve elektronik sistem olmak {izere ii¢
ana sistemden olusur. Akis sitometride prensip olarak akiskan sivi igerisindeki hiicreler
tek tek lazer 1smmin Oniinden gecirilir (Hidrolik sistem). Hiicreleri isaretlemede
kullanilan florokromlar, lazer 15181 ile aktiflenir ve bu enerjiyle 151 yayar. Yayilan 151k
optik filtreler ve aynalarla dalga boylarma gore ayristirilir (Optik sistem) ve Photo
Multiplier Tubes (PMT) ad1 verilen dedektorler ile elektrik sinyaline ¢evrilirek amplifiye
edilir ve analiz i¢cin sonuclar bilgisayara aktarilir. Elde edilen sinyallerle hiicrenin
biiytikligt, i¢ yapisi, yiizey morfolojisi ve canlilig1 hakkinda bilgi edinilir (12, 72, 73).

Akis sitometri ile BKV spesifik T hiicreleri tanimlanabilir ya da fonksiyonlar:
belirlenebilir (8, 11, 69, 74, 75). Bu amagla tetramer boyama yOntemi ve hiicre i¢i
sitokin boyama yontemi kullanilmaktadir. Tetramer boyama yontemi ile Peptid - Major
histocompatibility complex (MHC) 1 tetramer kompleksine direk baglanan BKV
spesifik CD8+ T lenfositlerinin sayis1 belirlenmektedir. Bu yontem tek bir MHC-peptid
kompleksine spesifik tiim T hiicrelerini saptarken, hiicrelerin fonksiyonu hakkinda bilgi

vermemektedir. Bu yontemde her bir peptidi sunmak i¢in farkli bir tetramer
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gerekmektedir ve toplumda farkli HLA allelleri goriildiiglinden HLA’ya 0zgii
tetramerler kullanilmaktadir. Bu nedenle tetramer boyama yontemi ile spesifik bir
antijene karsi tiim immiin yamt elde edilemeyebilir. Immiin yamitmn dominant bir
komponenti test ediliyorsa, kismen tiim immiin yanit hakkinda fikir verebilir (75).

Daha sik kullanilan hiicre i¢i sitokin boyama yontemi ile lenfositler fonksiyonel
olarak degerlendirilebilmektedir. Bu yontemde T hiicreler 6-8 saat antijen ile inkiibe
edilmektedir. Uyarim sonucu T hiicreler tarafindan iiretilen Interferon gamma’nin
(IFN-y) hiicre disma c¢ikmasinin engellenmesi ve hiicre i¢inde birikmesi i¢in
inkiibasyonun 1-2. saatinde brefeldin A eklenmektedir. Permeabilizasyon uygulanan
hiicrelerin i¢ine floresan isaretli anti-IFN-y antikorlar1 girer ve IFN-y’ya baglanirlar.
Ayrica IFN-y’nin beraberinde farkli florokrom boyalar kullanilarak farkli hiicre ici ve

hiicre dis1 belirtecler de boyanabilir ve akis sitometride incelenirler (Sekil 2.8) (73).

PKMNH ile antijen inkiibasyonu

+ Brefeldin A (2 saat sonra)
/-\ Permeabilizasyon ve

boyama

r I \
15
i
6-8 saat
inklibasyon
T cel

=’

l"‘\.‘ _I_)'Ill C{;
i - @ Hiicre ici: IFN-y
Hicre disi: CD3,CD4,CD8
b AR

Sekil 2.8. Hiicre ici ve dis1 belirteclerin akis sitometride gosterilmesi (73).

Akis sitometri ile yapilan degerlendirmenin en biiyiik avantaji ayn1 anda birden
fazla parametrenin analizinin ve CD4+ ve CD8+ T hiicre ayriminin yapilabilmesidir
(73). Deney uygulama sekline bagli olarak ayni giin icinde sonuglanabilir. Deneyin
dezavantaji akis sitometri cihazinin idamesi ve deneyde kullanilan malzemelerin pahali

olmasidir.
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2.1.6.3.3.2. Hiicre ici ATP ol¢iimii (ImmuKnow)

ImmuKnow yontemi (Cylex), 2002 yilinda, US Food and Drug Administration
(FDA) tarafindan immiin suprese bireylerde hiicresel immiin yanit Ol¢limiinde
kullanilmak {izere onaylanmistir. Bu yontemde nonspesifik bir uyaran ile inkiibasyon
sonrasinda CD4+ T hiicreleri monoklonal CD4+ antikorlar1 ile kapli paramanyetik
partikiiller kullanilarak ayristirilir ve lize edilir. Parg¢alanan hiicrelerden agiga ¢ikan ATP
miktar1 luminometrik olarak ol¢iiliir.

Gralla ve arkadaslar1 tarafindan 2012 yilinda yapilan bir ¢aligmada 414 renal
transplant hastasinin transplantasyon Oncesi ile transplantasyon sonrasi 1, 6 ve 12.
aylarinda elde edilen hiicre ici ATP (1ATP) miktarlar1 ile BKV enfeksiyonu arasindaki
iligki arastirilmistir. Bu hastalarda transplantasyon sonrasi 1. aydan 6. aya dek iATP
degerlerinde diislis saptanmasmna ragmen, diiglisiin asir1 immiin  supresyon ile
iligkilendirilemedigi ve bu donemde iATP dSlgiimlerini degerlendirmenin zor oldugu
belirtilmis ve BKV enfeksiyonunun 12. aydaki diisiikk iATP degerleri ile iligkili oldugu
bulunmustur. Sonu¢ olarak 6. aydan itibaren 1ATP Olclimlerinde diisme goriilen
hastalarin immiin supresyonun diizenlenmesi veya daha yogun BKV taramasindan yarar

gorebilecegi diisiintilmiistiir (70).

2.1.6.3.3.3. ELISPOT

ELISPOT teknigi ilk olarak 1983 yilinda Cecil Czerkinsky tarafindan antijen
spesifik antikor salgilayan B hiicrelerin 6lgtimiinde kullanilmistir (76). Daha sonra 1988
yilinda yine ayn1 arastirmaci tarafindan bu kez sitokin salgilayan T hiicreleri 6l¢iilmiistiir
(75). Bununla birlikte ELISPOT yontemi immiinoloji alaninda yaygm olarak
kullanilmaya baslanmistir. Transplantasyonda immiinolojik izlem ve enfeksiyoz risk
tahmininde, viral enfeksiyonun ve tedavinin izleminde, as1 gelistirme ¢alismalarinin bir
parcas1 olarak, kanser ve tiimor antijenlerini saptamada, otoimmiin hastaliklarda ve
allerjide genis kullanim alani bulmustur (72, 73, 76).

BKYV ELISPOT deneyinde PKMNH kullanilir. Bu amagla heparinli tiiplere 5-10
ml kan alinir. Hiicre izolasyonu yapilincaya dek ornek oda 1sisinda ve 4 saat siire ile
bekletilebilir. Hiicre izolasyonu fikol kullanilarak dansite gradient santrifligasyon
yontemi ile yapilir. Bu yontemde santriftij sonrasi fikol iizerine bulutsu bir tabaka
olusturan mononiikleer hiicreler toplanir. Daha sonra otomatik olarak veya
hemositometre ile manuel olarak sayilan hiicreler belli yogunlukta ayarlanarak

ELISPOT deneyine alinir. Hemen calisilmayacak hiicreler kryoviallerde dondurularak
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saklanabilir ve Ornek sayis1 istenilen diizeye geldikten sonra uygun kosullarda
cozdiiriilerek ELISPOT deneyine almnabilir.

ELISPOT testinde sitokin spesifik monoklonal antikorlar solid bir faz {izerinde
immobilize edilir. Bunun i¢in BKV ELISPOT testinde genellikle 96 c¢ukurluk
mikroplaklarda IFN-y ile kapli polyvinyl-difluoride (PVDF) membranlar kullanilir.
IFN-y ile kapl plaklara hiicreler sayilari 2x10° olacak sekilde inokiile edilerek (Sekil
2.9 a), antijen veya mitojen varliginda 37°C’de 24 saat inkiibe edilir. Bu siirede sitokin
salmimi olur. Ortama salinan sitokin (IFN-y) monoklonal antikor tarafindan yakalanir
(Sekil 2.9 b). Yikamalarla hiicrelerin uzaklastirilmasindan sonra biotinlenmis veya
enzimle konjuge antisitokin antikorlar eklenir (Sekil 2.9 c¢). Substrat eklenmesiyle renkli
spotlar olusur. Her bir spot sitokin salgilayan bir hiicreyi temsil etmektedir (Sekil 2.9 d).
Spotlar bir diseksiyon mikroskobu altinda veya c¢ogunlukla ve daha kolay olarak
otomatik ELISPOT okuyucu ile sayilir (72, 73).

BKYV spesifik immiin yanit 6l¢iimiinde antijen olarak kapsid proteinleri olan VP1,
VP2 ve VP3 ile erken proteinler olan st ve LT bolgelerinden dizayn edilen peptidler
kullanilir. Pozitif kontrol olarak poliklonal T hiicre aktivatorleri kullanilir. Bu amagla en
stk CD3 antikorlari, fitohemagliitin, konkanavalin A ve pokeweed gibi uyaranlar
kullanilir (8, 10, 11, 67).

Negatif

Sekil 2.9. ELISPOT ile sitokinlerin dl¢timii (72).
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ELISPOT en duyarli hiicresel deneylerden biridir ve bir milyonda bir hiicreyi
saptamaktadir. Bu nedenle nadir hiicre popiilasyonlarinin analizinde kullanilir.
Duyarliligi Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ile benzerlik
gostermekte, farkli olarak mRNA yerine salgilanan proteini saptamaktadir. Bu, sitokin
analizinde avantaj saglar cilinkii ¢ogu sitokinin regiilasyonu translasyoneldir (77). Buna
karsilik akis sitometri ile IFN-y salgilayan spesifik T hiicrelerinin saptanabilmesi i¢in
CD3+CD8+ T hiicre alt popiilasyonundaki spesifik T hiicre oraninin en az %0.02
oraninda olmas1 gerekmektedir, bu da bir milyon PBMC’de yaklasik 40 spesifik T
hiicresine denk gelmektedir (73). Cok sayida ornegi bir arada calisma olanagi sunan
ELISPOT yonteminde iki farkli renk kullanilarak tek calismada iki parametre birden
degerlendirilebilir (6rnegin IFN-y + IL-2 gibi). ELISPOT deneyi uygulama sekline gore
iki veya tli¢ giinde sonuglanir, ucuzdur ve tekrarlanabilirligi ytliksek bir testtir. Sonuglarin
degerlendirilmesi 6zel goriintiileme sistemi ve yazilim programu ile yapiliyor olsa da
spotlarin biiyiiklikleri ve yogunluklar1 ile ilgili esik degerler kullanici tarafindan
belirlenmektedir. Bu nedenle ELISPOT okuyucular1 ve laboratuvarlar arasinda pozitif

spotu tanimlama i¢in kullanilan parametrelerin standardizasyonu gereklidir.

2.1.6.3.4. Tedavi

2.1.9.3.4.1. Immiinitenin restorasyonu (Diizenlenmesi)

BKVN’li olgularin %40-60’1nda greft kayb1 gelismektedir (78). BKV replikasyonu
ve BKVN’nin tedavisinde uygulanan temel strateji immiin supresyonun azaltilarak
immiin yanitin arttirilmasidir (2, 7). BKV viral yilikiin monitorizasyonu ve buna gore
immiin supresif rejimin ayarlanmasmin greft sagkalimini arttirdig1 bulunmustur (66, 79).
BKVN ile spesifik bir immiin supresif ajan arasinda iliski tam olarak
kanitlanamadigindan immiin supresif tedaviyi ayarlamada kullanilan standart bir
protokol bulunmamaktadir. Genellikle 3 strateji izlenmektedir. Bunlar kullanilan immiin
supresiflerin azaltilmasi, birakilmasi veya tedavinin modifikasyonu seklindedir (2, 4, 25,
26, 80). BKV spesifik T hiicre yamitinin TAK ile inhibe olurken, MMF veya
prednizondan ¢ok etkilenmedigi goriilmiis ve ilk modifiye edilecek ilag olarak TAK
gosterilmistir (81). Hirsch ve ark. (7) ilk olarak TAK’1n <6 ng/ml, siklosporinin < 150
ng/ml, sirolimusun <6 ng/ml ve MMF’nin < 1000 mg giinliikk dozlara diisiiriilmesini
onermisler ve bu dozlarin bazi hastalarda daha da azaltilabilecegini belirtmislerdir. Ek

olarak TAK’tan diisiik doz siklosporine, kalsindrin inhibitoriinden diisiik doz sirolimusa
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veya MMF’den leflunomide veya diisiik doz sirolimusa gecis yapilabilecegini de

bildirmislerdir.

2.1.6.3.4.2. Tibbi tedavi

Immiin supresif ilaglarm azaltilmasi veya degistirilmesine ragmen yiiksek plazma
BKYV diizeylerinin devam etmesi durumunda antiviral ilaglar denenmektedir (7).

Bir niikleozid analogu olan ve CMV retinit tedavisinde kullanilan sidofovirin
immiin supresif doz azaltilmasi 1ile birlikte veya immiin supresyonun doz
diizenlenmesinin yeterli olmadig1 durumlarda kullanilmasi 6nerilmistir. Nefrotoksik olan
sidofovirin in vitro olarak polyomaviruslara inhibitor etkisinin oldugu gdsterilmistir. Bu
ilacin hedefi olan viral DNA polimerazi polyomaviruslar eksprese etmemektedir,
dolayisiyla etki mekanizmasi bilinmemektedir (82). Az sayida vaka ile yapilan
calismalarda bu ilacla tedavinin renal fonksiyonda iyilesmeye neden oldugu rapor
edilmistir ancak daha c¢ok sayida Ornekle yapilacak randomize, kontrollii klinik
calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir (83, 84).

MMF’nin yerine kullanilan leflunomid pirimidin sentez inhibitoriidiir. Romatoid
arttritte immiin supresif ajan olarak kullanilmaktadir. BK'V enfeksiyonunda 6zellikle T-ag
olmak iizere viral proteinlerin sentezini inhibe ettigi diisliniilmektedir (85). Klinik etkisi
tartismalidir, az sayida hasta serilerinde viral yiikii azalttig1 veya negatiflestirdigi ileri
stiriilmiistiir. Hemolitik anemi, trombositopeni gibi yan etkileri bulunmaktadir (86-88).

IVIG preparatlar1 ytliksek titrede BKV noétralizan antikorlar1 icermektedir. IVIG
hiicre i¢1 kompartmana penetre olmamaktadir. Direk notralizan etki ve indirek olarak
immiinomodulator etki olusturarak hastaligin gerilemesine katkida bulunabilecegi 6ne
stirtilmiistiir (7). Buna karsilik baska bir ¢calismada ise IVIG’in BKV viral yiik diizeyinde
azalmadan ¢ok artisa neden oldugu bildirilmistir (89).

Florokinolonlarin LT-ag’nin helikaz aktivitesini dolayisiyla BKV replikasyonunu
inhibe ettigi bildirilmistir. Florokinolonlarin renal transplant alicilarinda BKV viremisini
azalttig1 veya negatiflestirdigi gozlemlenmistir ancak heniiz klinik etkinligi ile ilgili
sonuglar celigkilidir. Yapilan bir meta-analizde, sidofovir, leflunomid ve IVIG kullanilan
serilerde bu ilaglarin viral yiikii azaltma oranlarmin (%49-52) benzer oldugunu
belirtmislerdir (90-92).

Son giinlerde BKVN tedavisinde mTOR inhibitorleri popiilarite kazanmistir. Bu

ilaglar translasyonu ve hiicre siklusunun ilerlemesini azaltirlar, immiin supresan
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etkilidirler. Ayrica CD8 bellek T hiicrelerini arttirdigit bodylece BK virusun
temizlenmesini kolaylastirabilecegi belirtilmistir. Retrospektif bir ¢alismada mTOR
inhibitor alanlarda almayanlara gore BK viriiri ve viremisinin daha hizli diizeldigi ve
allograft fonksiyonlarmin da daha fazla iyilestigi gosterilmistir (4, 81). Diger ilaglar gibi
mTOR inhibitorlerinin tedavideki etkinliginin anlasilabilmesi i¢in randomize, kontrollii

calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

2.1.6.3.4.3. Cerrahi tedavi

BKVN’ye baglh allograft kaybmnin ardindan yapilan renal transplantasyonda 3
yillik greft sagkalim oranmin %98 oldugu belirtilmis ve buna baglh olarak BKVN’ye
bagl greft kayb1 durumunda tekrar transplantasyonun diistiniilebilecegi 6ne stiriilmiistiir.
Giivenli bir transplantasyon i¢in immiin supresiflerin azaltilarak veya birakilarak plazma
BKV diizeylerinin diisiiriilmesi ve BKV spesifik immiin yanitin tekrar kendine
gelmesinin saglanmasi ve transplantasyondan sonra BKV replikasyonu agisindan sik
monitorizasyon yapilmasi Onerilmistir. Nakil sonrasi ikinci grefite BKV enfeksiyonu

rekiirrens oran1 %13 (2/15 vaka) olarak bildirilmistir (93-95).

2.1.6.4. Hemorajik Sistit (HS)

BKV’ye bagli hemorajik sistit KIT hastalarinda %5-60 arasinda degisen oranlarda
rastlanan bir durumdur. Solid organ transplant hastalarinda (SOT) ve HIV ile enfekte
hastalarda nadir goriiliir. Transplantasyondan sonraki 2 haftada gelisir ve gec¢ baslangich
HS olarak isimlendirilir. Hastalarda hematiiri, diziiri, mesane kramplar1 ve yan agrisi
goriiliir. Hastalik siddetine gore 4 evrede incelenir. Evre I mikroskobik hematiiri ile
siirl iken, evre 4 pihtili kanama, piht1 toplanmasi ve obstriiktif nefropatiye bagh renal
yetmezlikle karakterizedir (96-98).

HS’nin patogenezinde 2 etkenin rol aldig1 diistintilmiistiir. Bunlar: siddetli immiin
supresyonun yanisira iirotelyal hiicrelerde hasarlanmanin viral replikasyon i¢in uygun
ortam olusturmas1 ve virusla enfekte konak {irotelyal hiicrelere dondr T hiicrelerinin
saldirmasidir. Ayrica kordon kani veya haploidentik greft, NCCR’de mutasyonlar, ATG
ile tedavi gibi risk faktorleri de sorumlu tutulmustur (96, 99-101). Sonug olarak HS nin
patogenezi komplekstir ve immiin supresyondan ¢ok immiin rekonstriksiyonla iliskili
olabilir. Bu durum gii¢lii enflamatuar yanita bagli organ disfonksiyonu olarak

tanimlanabilir. Notrofiller, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, polyomavirus ile enfekte
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hiicreler ve viral antijenlerle iligskili T hiicrelerinin rol aldig1 diisiiniilmektedir (11, 74,
102).

HS daha c¢ok immiin rekonstriksiyon ile iliskilendirildiginden, tedavide immiin
supresyonun azaltilmas1 etkili bir yontem olmayabilir. Ge¢ baslangich HS’de
destekleyici tedavi dnerilmektedir. Hastaligin genellikle kendi kendini sinirlama 6zelligi
tasidigr  gosterilmistir. Pek c¢ok hastada semptomlarin intravenéz hidrasyonla

hematiiriden 2-7 hafta sonra geriledigi goriilmistiir (96, 103-105).

2.1.6.5. Ureter stenozu
BK virusun renal transplant hastalarinda transplantasyon sonrasi %2-6 oraninda
iireter stenozuna neden oldugu bildirilmistir. Tedavi immiin supresif ilaglarin azaltilmasi

ve perkutandz nefrostomi ile olmaktadir (106-108).

2.1.7. immiinite
BKYV ile primer viral enfeksiyonun sinirlandirilmasinda ve viriisiin latent olarak

kalmasinda konak immiin yanit1 6nemli yer tutmaktadir.

2.1.7.1. Intrinsik antiviral immiinite

Intrinsik antiviral immiinite dogal immiinitenin bir komponenti olarak hiicresel
diizeydeki antiviral savunma mekanizmalarii icermektedir. Cesitli hiicrelerde yapisal
olarak bulunan ve viral enfeksiyonlarla indiiklenerek antiviral aktivitelerini daha da
arttiran viral restriksiyon faktorlerinin araciligi ile etki etmektedir. Dogal immiiniteye ait
patern taniyici reseptorler, interferonlar (IFN) gibi antiviral faktorlerin transkripsiyonuna
neden olan sinyal yolaklarmi aktive ederek etki gosterdiklerinden, viral enfeksiyonu
indirek yolla inhibe ederler. Intrinsik viral restriksiyon faktorleri ise spesifik viral
molekiilleri tanir ve viral replikasyonu direk ve hizli bir bicimde ¢ogunlukla da IFN
yanit1 baglamadan 6nce bloke ederler (109).

Evrim siirecinde intrinsik antiviral immiinite ile birlikte viruslar da kacis
mekanizmalar: gelistirmislerdir.

Promyelocytic leukemia nuclear bodies (PML-NBs) kiiciik, noktasal niikleer alt
yapilardir. Transkripsiyon regiilasyonu, apopitoz, DNA hasar yanit1 ve onkogenezde rol
almaktadirlar ve hem DNA hem de RNA viruslarma karsi antiviral etki gosterirler.
Hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan multiprotein kompleksleridir ve protein

kompozisyonlar1 stresle birlikte degiskenlik gosterir. BKV enfeksiyonunun PML-
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NBs’nin sayisini azaltip, biiytikliglinii arttirmak yoluyla yeniden organizasyonuna neden
oldugu ve iki temel proteini olan hDaxx ve Spl00’i multiprotein kompleksinden
ayirdig1 gosterilmistir. Bu proteinlerin BKV nin replikasyonunda inhibitor rolii oldugu
diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak BKV’nin PML-NBs’nin yeniden organizasyonunu
saglayarak, intrinsik antiviral fonksiyonunu inhibe etmek icin kullandigi bir strateji

gelistirdigi kanitlanmigtir (110).

2.1.7.2. Dogal immiinite

Dogal immiinite viicudumuzda erken savunma sistemini olusturur, edinsel immiin
yanit devreye girmeden bir¢ok enfeksiyonu kontrol altina alabilir ve olusan enfeksiyona
kars1 olusacak edinsel immiin yanit1 yonlendirmekle gorevlidir.

BKV’nin antiviral immiin yanitta rol alan genlerin ekspresyonunu inhibe ederek
immiin supresif etki olusturdugu diistiniilmektedir.

Antimikrobiyal peptid ailesinin {iyesi olan defensinler dogal immiin sistemin
anahtar diizenleyicilerindendir, direk mikroorganizma ile etkileserek veya hedef hiicrede
degisikliklere neden olarak antimikrobiyal etki gosterirler (111). Enfeksiyonu edinsel
immiin yanit1 uyararak inhibe ederler, 6zellikle B-defensinler monosit, T hiicreleri, mast
hiicreleri ve dendritik hiicrelere kemoatraktan etkilidirler, intraselliiler sinyal yolagini
indiikleyerek immiin hiicre maturasyonunu, sitokin salinimmi ve antikor iiretimini
arttirirlar (112). Ek olarak elektrostatik yiikleri ve karbohidrat baglama oOzelliklerine
dayali olarak virus ve konak hiicre arasindaki etkilesimi inhibe ederek pek cok zarfli ve
zarfsiz virusa karsi antiviral etki gosterirler. Defensinler molekiil i¢i distilfid baglar
iceren, 18-45 amino asitlik, kii¢iik, katyonik peptidlerdir. Disiilfid baglarinin yerlesimine
gore a ve B defensinler olarak ikiye ayrilirlar. a-Defensinleri olusturan insan nétrofil
peptidleri 1-4 (HNP 1-4) immiin hiicrelerde, insan a-defensin 5 (HDS) ince barsak ve
iirogenital traktusta, insan a-defensin 6 (HD6) ince barsakta bulunur. B-Defensinler ise
cesitli epitel hiicreleri ve immiin hiicreler tarafindan iretilir. Defensinlerden HD5’in
BKYV enfeksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. HDS direk olarak virus partikiilleri ile
etkileserek virus agregasyonuna ve BKV’nin konak hiicre yiizeyine tutunmasina engel
oldugu diistiniilmektedir (113).

Defensinlere ek olarak sitokinlerin de BKV enfeksiyonunun kontroliinde dnemli
oldugu gosterilmistir. IFN- vy heniliz anlasilamamis bir mekanizma ile BKV

replikasyonunu inhibe etmektedir. IFN-y’nin BKV gen ekspresyonu {izerinde
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transkripsiyon, translasyon ve viral progeni olusumu diizeylerinde inhibitér etki
gosterdigi diistiniilmektedir (114). Ancak farkli iki ¢aligmada renal proksimal tubul
epitel hiicreleri ve endotel hiicrelerinin mikroarray analizi sonucunda BKV
enfeksiyonunun hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu ve apoptozisde rol alan genleri
aktive ettigi, buna karsilik tip 1 interferon veya kemokinler gibi proinflamatuar
sitokinlerin transkripsiyonunu etkilemedigi bulunmus. Enfeksiyon sirasinda sadece iki
pro-inflamatuar genin ekspresyonunun arttig1 saptanmis. Bunlar dogal immiinite ve
inflamasyonda rol alan sitokinle indiiklenebilen protein olan pentraksin 3 (PTX3) ile
dogal oldiiriicii (NK) hiicreleri ve sitotoksik T hiicrelerinde bulunan NKG2D reseptorii
ile etkileserek dogal immiin yanit1 diizenleyen MHC smif I benzeri molekiil olan MICB
molekiilidiir (115, 116).

Dogal immiin sistemin viruslarla ilk aktivasyonu ¢esitli viral yapilarin konaga ait
patern taniyan reseptorler (PRR) araciligiyla tanimnmasini takiben gelisir (117, 118).
PRR’ler genomik DNA, c¢ift zincirli RNA (dsRNA), tek zincirli RNA veya viral
proteinler gibi viral yapilar1 tanimaktadirlar ve Toll-like reseptorler (TLR), retinoik asit
indiiklenebilir gen 1 (RIG-1) benzeri reseptorler ve niikleotid oligomerizasyon domain
(NOD) benzeri reseptorler olmak {izere {i¢ smifta toplanmaktadirlar. Viral
komponentlerin reseptorlerce taninmasi intraselliiler sinyal yolaklarini aktive ederek tip
1 IFN’lerin, proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salinimimni ve kostimiilator
molekiillerin ekspresyonunu arttirr (119). BKV’nin niikleik asit veya proteinlerini
tantyan reseptorler heniiz tanimlanmamistir ancak BKV enfeksiyonunun dsRNA’y1
tantyan TLR3’lin ekspresyonunu arttirdigt bulunmustur. Ayni ¢aligmada TLR3
aktivasyonu ile hiicre kiiltiir ortaminda IL-6 ve kemokin IL-8/CXCLS8’in
ekspresyonunun arttig1 bildirilmis. Sonug¢ olarak BKVN’de TLR3 ile dogal immiin yanit
mekanizmalarini aktive olarak, proenflamatuar sitokin ve kemokinlerin salinimi ile
antiviral ve antienflamatuar etki olusturdugu diisiiniilmektedir (120).

Dogal immiin yanitin 6nemli bir komponenti olan dendritik hiicreler edinsel
immiin yanitta gerekli olan antijen sunumu ve T hiicre aktivasyonunda ¢ok dnemli yer
alirlar. Dendritik hiicrelerin azalmasi durumunda antijen sunumu dolayisiyla antijene
spesifik T hiicre yanitinda azalma goriilir. Womer ve ark. (121) tarafindan yapilan bir
calismada; BKVN goriilen transplant hastalarinda stabil graft fonksiyonuna sahip
hastalara gore dendritik hiicreleri daha diisik diizeyde oldugu bulunmus.

Transplantasyon sonras1t BKV viremisi gelisen hastalarda transplantasyon dncesinde de
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dendritik hiicre sayilarinda azalma gozlenmis ve buna bagli olarak transplantasyon
oncesi periferik kanda dendritik hiicre sayismin saptanmasmin BKV enfeksiyonu
acisindan risk belirlemede yararli olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Mikro RNA’lar (miRNA) immiin regiilasyonda rol alan, kiigiikk, kodlama
yapmayan RNA molekiilleridir. Esas olarak protein kodlayan mRNA’larin 3° bolgelerine
baglanarak protein translasyonunun inhibisyonu takibinde mRNA’nin degredasyonuna
neden olurlar ve MICA, MICB, ULBP gibi stresle indiiklenen ligandlar1 hedef alirlar.
BKV’nin stresle indiiklenen ligand olan ULBP3’1i hedef alan bir miRNA kodladig:1 ve
ULBP3’iin ekspresyonu baskiladigi saptanmistir. ULBP3 NK hiicreleri ve CD8+ T
hiicrelerinde bulunan reseptorler ile tanmir. BKV tarafindan eksprese edilen
miRNA’nin; virusun NKG2D reseptorii aracilt immiin taninmadan ve NK hiicrelerince
eliminasyonundan kac¢isini sagladigi bildirilmis. Bu mekanizmanin virusun immiin
sistem tarafindan elimine edilmeden latent kalmasinda etkili olabilecegi

disiiniilmektedir (122).

2.1.7.3. Edinsel immiinite

2.1.7.3.1. Humoral immiinite

BKV nétralizan antikorlar1 kapsid proteinin olan VPI1’e yoneliktir, klinik
gozlemlere dayanarak spesifik antikorlarin BKV’nin primer enfeksiyonun iyilesmesini
arttirabildigi diisiiniilmektedir (123). Transplantasyon oncesi negatif veya diisik BKV
spesifik antikor titreleri BKV viremisi ve BKVN agisindan risk faktorii olarak
gosterilmis ancak bu antikorlarin BKV replikasyonu veya BKVN iizerinde
koruyuculugu gosterilememistir (45, 124). BKV reaktivasyonunun artmis BKV spesifik
IgG ve IgM diizeyleri ile iligkili bulunmus olmasina karsin antikorlarin viral yiik diizeyi

veya BKVN’nin iyilesmesiyle ilgisi bulunamamis (68, 125).

2.1.7.3.2. Hiicresel iImmiinite

Pek ¢ok viral enfeksiyonda oldugu gibi BKV’nin replikasyonun kontroliinde ve
virusun latent kalmasinda BKV spesifik T hiicreleri onemli rol almaktadir. Cesitli
calismalarda sitokin iireten BKV spesifik T hiicre yanitin1 6lcmede ELISPOT ve akis
sitometri yontemleri uygulanmis ve bu yontemlerde virusa ait proteinlerin [VP1, VP2,

VP3, LT ve kiigiik t (st)] bazilar1 veya tiimii antijen olarak kullanilmis (8, 11, 67, 68, 74).
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BKV’nin antijenlerine kars1 olusan immiin yanitlar saglikli bireylerde ve renal
transplant hastalarinda incelenmis. BKV enfeksiyonu Oykiisii olan hastalar1 igeren
retrospektif bir ¢alismada; daha 6nceden diger caligmalarda siklikla kullanilan VP1 ve
LT antijenlerinin yanisra VP2, VP3, LT ve st peptidlerine kars1 da T hiicre yanitinin
alimdig1 gosterilmis. VP1 veya LT antijenlerine karsi yanit alinamayan bir grup hastada
ise VP3 antijenine kars1 T hiicre yanit1 saptanmis (8). Bir diger ¢alismada ise BKV’nin
baska bir peptidi olan agnoproteine kars1 immiinolojik yanit alinamamis (126). Peptid
yanitlarmin birbiriyle karsilastirildigr ¢alismalarda immiinodominant bir antijen
belirlenememis. BKV reaktivasyonunun gerilemesinin tiim BKV proteinlerine spesifik T
hiicre yanitlarinda artigla birlikte oldugu gozlenmis; VP1, VP2 ve VP3’lin, LT ve st
antijenlerine gére daha erken T hiicre yanit1 olusturdugu ancak LT antijenin viral yiikte
azalma ile korele oldugu dolayisiyla BKV enfeksiyonunun kontroliinde daha etkin rol
oynadig1 gosterilmis (68).

ELISPOT ve akis sitometri yOntemleriyle BKV spesifik T hiicre yanitinin
arastirildigr calismalarda; zayif T hiicre yanitinin rekiirren BKV viremisi ile iligkili
oldugu bulunmus. BKV reaktivasyonu gelisen hastalarda BKV spesifik IFN-y salgilayan
T hiicrelerinin saptanamayacak diizeylerde oldugu gozlenmis. Bu hastalarda immiin
supresyonun azaltilmasi ile virus spesifik T hiicre sayisinin arttig1 ve virus replikasyonun
baskilandig1 bildirilmis (11, 123, 127). Bir calismada da tedavi rejiminde herhangi bir
degisiklik yapilmadan kendi kendini sinirlayan BKV reaktivasyonu olan renal transplant
hastalarinda BKV spesifik T hiicre yanitinin hizli gelistigi gézlenmis (68).

BKYV enfeksiyonunun kontroliinde gerekli oldugu kanitlanan BKV spesifik T
hiicre yanitinin, replikasyonun kalic1 ve yiliksek diizeyde olmasi durumunda greft
hasarma katkida bulunabilecegi diistiniilmektedir. Bu goriise gore; BKV reaktivasyonu
oldugunda sitotoksik T lenfositleri yeterli diizeyde yanit olusturursa viral replikasyon
baskilanir, greftteki inflamasyon diisiik diizeyde kalir ve BKVN’ye ilerleme goriilmez.
Sitotoksik T lenfosit yanitinin yetersiz kalmasi durumunda ise tam virus eliminasyonu
elde edilemez, kronik BKV replikasyonu greftte yogun inflamasyona neden olur. Aktive
olan T hiicreleri greftteki inflamasyon alanina goc¢ ederler. Burada hiicreler viral
replikasyonu kontrol etmekten cok BKV peptidlerini veya donér MHC antijenlerini
eksprese eden greft hiicrelerine saldirirlar. Olusan doku hasar1 sonucu BKV
replikasyonu ve inflamasyon daha da artarak BKVN’ye neden olur (Sekil 2.10) (42,
128).
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Sekil 2.10. BKV replikasyonu sirasinda viral temizlenme ve BKVN olusumu (42).

BKV’ye kars1 olusan spesifik hiicresel immiin yanitta CD4+ ve CD8+ T hiicre alt
gruplarindan hangisinin baskin oldugu heniiz tam bilinmemekle birlikte bazi
calismalarda CD4+ T hiicre yanitinin CD8+ T hiicre yanitindan fazla oldugu
gozlenmistir (8, 11, 74). Binggeli ve arkadaslar1 tarafindan 6zge¢misinde BKV
replikasyon Oykiisii olan veya aktif replikasyonu olan bobrek transplant hastalarinda
CD4+ T hiicrelerinin daha ¢ok VP1 spesifik, CD8+ T hiicrelerinin ise LT spesifik
immiin yanit olusturdugu gosterilmistir (11). BKV reaktivasyonunda, antiviral
immiinitede koruyuculugu ve etkinligi en yiliksek hiicre grubu olan polifonksiyonel ve
multifonksiyonel T hiicrelerinin sikliginin arastirildigi ¢alismada IFN-y/IL-2/TNF-a
salgilayan polifonksiyonel ve IL-2/TNF-a iireten multifonksiyonel CD4+ T hiicrelerinin
BKYV reaktivasyonunun hizli geriledigi hastalarda, BKVN olan hastalara gore daha ¢ok
oldugu saptanmis ve bu hiicrelerin saptanmasinin BKV reaktivasyonunun klinik seyri

hakkinda fikir verebilecegi 6ne siiriilmiistiir (74).
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3. HASTALAR VE YONTEM

3.1. Olgular

Calismamizda; eriskin, bobrek nakil hastalarinda transplantasyon dncesi ve sonrasi
BKV spesifik hiicresel immiin yanitlarinin ELISPOT yOntemi ile arastirilmasi
amagclanmistir. Bu amagla 17.04.12 - 27.09.13 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi
Organ Nakli Merkezi’ne basvuran ve canli vericiden bobrek nakli planlanan 113
hastanin ornekleri biriktirilmeye baglandi. Tiim kontrol ornekleri elde edilebilen ve
transplantasyon yapilan 31 hasta caligmaya alindi. 21°1 erkek 10’u kadin olan 31
hastadan bobrek nakli dncesi (sifirinct ay) ve nakil sonrast bir, li¢ ve altinci aylarda
olmak iizere dorder kez 6rnek alindi. Izlem hastalarimiza ek olarak, calismamiza bastan
itibaren dahil olmayan ancak transplantasyon sonrasi yedinci ayda reaktivasyon gelisen
bir hasta da reaktivasyondan sonra izleme alindi. Hastanin reaktivasyon sonrasi 2.hafta,
l.ay, 2.ay ve 4.aylarda toplam dort kez kan 6rnegi alindi. Tiimii canli vericili olan bu
hastalarin sadece bir tanesi birinci bobregini allograft nefropatisinden kaybetmis, ikinci
transplantasyonu yapilmistir. izlenen diger 30 hastamin ilk transplantasyonudur.
Reaktivasyon sirasinda farkedilen ve caligmaya dahil edilen 32 yasindaki erkek hasta ise
kadavra vericilidir ve hastanin ilk transplantasyonudur. Hastalarin vericileri olan ve
seropozitifligi bilinmeyen dort hasta kontrol grubu olarak kabul edildi ve bu hastalardan
sadece bir kez kan Ornegi alindi. Calismaya dahil edilen toplam 32 hastanmn klinik
ozellikleri ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Calismamizin etik kurul onayr Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Bagkanlig1 tarafindan 01.10.2012/232 tarith ve no’su ile verilmistir. Hastalara kan

almadan 6nce arastirmanin amaci anlatilmis ve yazili onam almmustir.
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Cizelge 3.1. Hastalarn klinik 6zellikleri.

Hasta No Cinsiyet Etiyoloji Ell(l ;;St:ﬁﬁl(lk Tx sayisi Donér tipi | Doku uyumu | Indiiksiyon protokolii
42 E 34 Bilinmiyor - 1 canli 3 -
43 E 40 HT HT 1 canli 3 -
45 K 41 Bilinmiyor - 1 canl 1 SiM
46 E 41 HT HT 1 canli 2 SiM
54 E 29 Bilinmiyor - 1 canl 0 SiM
63 E 41 Bilinmiyor HT 1 canli 3 -
58 E 49 Alport send. HT 1 canl 0 SiM
69 K 60 Bilinmiyor HT 1 canl 2 SiM
55 E 31 VUR - 1 canli 3 -
72 E 23 Bilinmiyor HT 1 canli 3 -
64 E 46 HT HT 1 canli 0 SiM
65 E 33 Bilinmiyor - 1 canli 3 -
68 E 30 NM - 1 canli 3 -
74 K 50 PKBH - 1 canli 1 ATG
75 E 46 PKBH - 1 canli 1 SiM
90 K 48 PKBH - 1 canli 0 ATG
81 K 19 Bilinmiyor - 1 canli 4 -
83 K 35 TN DM 2 canli 1 ATG
84 K 19 Bilinmiyor HT 1 canli 3 ATG
87 E 29 Bilinmiyor - 1 canli 3 -
89 E 43 DM - 1 canli 3 -
101 E 20 Bilinmiyor - 1 canli 3 -
93 E 27 Bilinmiyor - 1 canli 6 -
94 E 19 HT HT 1 canli 6 -
104 E 39 HT HT 1 canli 0 SiM
102 E 58 HT - 1 canli 0 ATG
108 K 66 Bilinmiyor - 1 canl 3 SiM
57 K 59 Nefrolithiasis HT 1 canl 1 SiM
95 E 39 IgA nefropatisi - 1 canl 2 SiM
92 E 31 DM DM 1 canli 0 SiM
20 K 49 RA - 1 canli 3 -
K5 E 34 Bilinmiyor - 1 kadavra 3 ATG

(HT: hipertansiyon, VUR: vezikoiiretral refli, NM: norojenik mesane, PKBH: polikistik bobrek hastaligi, TN: transplant nefropatisi, DM: diabetes
mellitus, RA: renal agenezi, SIM: simulect).
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3.2. Yontem

Yontemimiz dort basamaktan olusuyordu. Bunlar tam kandan periferik kan

mononiikleer hiicre (PKMNH) izolasyonu, izole edilen hiicrelerin dondurulup

saklanmasi, ¢ozdiriilmesi ve ELISPOT deneyine alinmasidir.

3.2.1. Malzemeler

Fikol (Sigma Histopaque-1077, Steinheim, Germany)

Phosphate buffered saline (PBS) (ArgeneNE, Verniolle, France)

L- Glutamin igeren RPMI 1640 (Invitrogen,GIBCO, Paisley, UK)

Fetal bovine serum (FBS) (500 ml) (PAA, Pasching, Austria)

Dimethyl sulphoxide (DMSO) (SIGMA, Steinheim, Germany)
Gentamisin ampul 160mg

Tripan mavisi % 0,4 (Sigma, St. Louis, USA)

IFN-y kapli ELISPOT plag: ve kiti (GenID GmbH, Germany)

BKYV VP1 antijeni (JPT, Berlin, Germany)

BKYV VP2 antijeni (JPT, Berlin, Germany)

BKYV VP3 antijeni (JPT, Berlin, Germany)

BKV LT antijeni (JPT, Berlin, Germany)

BKYV st antijeni (JPT, Berlin, Germany)

Pokeweed mitojeni (GenID Gmbh, Germany)

Na-pyruvate (Invitrogen, GIBCO, New York, UK)

Penisilin Streptomisin 10 000 U/ml(Invitrogen, GIBCO, UK)

-80 °C derin dondurucu (Sanyo, Japan)

Mr. Frosty Dondurma Kabi (Nalgene, Thermo Fischer, Rochester, NY, USA)
S1v1 azot tank1 (-196°C) (Statebourne Cryogenics, Washington, England)
Hemogram cihazi (Sysmex XT 20001,USA)

Etiiv (%5 CO,, 37°C) (Thermo)

ELISPOT okuyucu (Aid otoimmun diagnostika, GmbH, Strafberg, Germany)
Santrifiij (2-16 PK, Sigma)

Santrifiij (NF-800, Niive)

Neubauer lami (0,0025 mm®, Marinfeld, Germany)

Kriyovial (2 ml) (Greiner bio-one, Frickenhausen, Germany)
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e Steril falkon tiipti 12 ml

e Steril falkon tiipti 50 ml

e Steril plastik pastor pipeti
e  Steril pipet 5 ml

e Steril pipet 10 ml

Steril pipet 25 ml

3.2.2. PKMNH izolasyonu ve saklanmasi

Etilendiamin tetraasetik asitin (EDTA), kalsiyumla selasyon yapic1 ozelligi
nedeniyle T hiicre aktivasyonunu inhibe edebilecegi, dolayisiyla T hiicre analizlerinde
antikoagiilan olarak EDTA nin kullanildig1 kan tiiplerinin uygun olmadig1 goriisii yaygin
olarak benimsenmistir. Bull ve arkadaslarmin (129) yaptig1 ve antikoagiilan olarak
EDTA, asit-sitrat-dekstroz (ACD) ve sodyum heparinin karsilastirildigi bir ¢alismada
hiicre eldesi, viabillitesi ve fonksiyonu agisindan (ELISPOT ve Flowsitometrik yontemle
degerlendirmede) ii¢ antikoagiilanin da farklilik gostermedigi, ancak bekleme siiresi
uzaymca EDTA’1 kanlarin performansinin heparinli kanlara gére daha fazla bozuldugu,
heparinli kanlarin viabilite ve IFN-y sekresyonu agisindan daha stabil oldugu
belirtilmistir.

Bizim ¢aligmamizda sodyum heparinli tiiplere alinan 5-10 ml vendz kan 6rnekleri
kullanildi. Laboratuvarimiza gonderilen ve oda 1sisinda en fazla dort saat bekletilen kan
orneklerinden biyogiivenlik kabininde, steril kosullarda PKMNH izolasyonu
gerceklestirildi.

1. Heparinli tiipteki kanlar on iki kez yavasca alt-iist edildikten sonra 15 ml’lik

falkon tiipiine aktarild1.

2. Uzerine kan hacminin yaris1 kadar (2.5-3 ml) steril PBS eklendi.

3. Kan-PBS karisimi birka¢ kez alt-iist edildikten sonra bir bagka falkon tiipiline
eklenen 5 ml fiko!’iin iizerine tabakalandirildi.

4. 1800 rpm’de (frensiz, 22°C’de) 30 dk santrifiij edildi.

5. Fikoliin tizerindeki bulutsu tabaka (1.5-2 ml) plastik pastor pipeti ile
toplanarak baska bir falkon tiipiine aktarildi. Uzerine yaklasik 10 ml kadar
steril PBS eklendi.

6. 2500 rpm’de 10 dk ¢evrildi.
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7. Santrifiij sonrasi slipernatan dokildi, tipler kurutma kagidi iizerine ters
kapatilarak siizdiiriildii, dipte kalan pellet 1000 pl +4°C’de sogutulmus
dondurma mediumu ile siispanse edildi ve kriyoviallere aktarildi.

8. Kriyovialler; 6rnegin dakikada 1°C sogumasini saglayan dondurma kabi iginde
-80°C’ye kaldirildi.

9. Yirmidort saat sonra -80°C’den ¢ikarilan kriyovialler uzun siireli saklama i¢in

siv1 azot tankina aktarildi.

3.2.2.1. Dondurma mediumu hazirlanisi
Dondurma mediumu haftalik olarak, asagida belirtilen oranlarda malzemelerin
eklenmesiyle steril kosullarda hazirland1 ve +4°C’de saklandu.
e % 1 L-Glutaminli RPMI 1640 % 69
e Steril, 1s11le inaktive edilmis FBS % 20
e DMSO % 10

e (Gentamisin % 1

3.2.3. Dondurulmus érneklerin ¢ozdiiriilmesi
Orneklerin ¢dzdiiriilmesi islemi de biyogiivenlik kabininde ve steril kosullara
dikkat edilerek gerceklestirildi.

1. Azot tankindan ¢ikarilan ornekler 37°C’deki su banyosunda hizla (1-2 dakika
icinde) ¢ozdiiriildii.

2. Kriyoviallerde bulunan 1 ml 6rnege 1 ml ¢ozdiirme mediumu eklenerek hafifge
karistirildi ve falkon tiipii iginde bulunan 8ml ¢6zdiirme mediumuna eklendi.

3. Medium igerisinde alt iist edilerek karistirilan 6rnek 1200 rpm’de 7 dk gevrildi.

4. Santriflij sonras1 siipernatanin dokiilmesinden ve tiipiin kurutma kagidi tizerine
ters kapatilarak siizdiiriilmesinden sonra yikama islemi (2, 3 ve 4. basamaklar)
tekrarlandi.

5. En son dipte kalan pellet 1 ml ¢galigma mediumu ile siispanse edildi.

3.2.3.1. Cozdiirme mediumu
% 1 L-Glutaminli RPMI 1640 % 88
Steril, 1s1 1le inaktive edilmis FBS % 10
Na-Pyruvate % 1

Penisilin-Streptomisin %1
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3.2.3.2. Cahisma mediumu
% 1 L-Glutaminli RPMI 1640 % 90
Steril, 1s1 1le inaktive edilmis FBS % 10
Cozdirme ve ¢alisma mediumu steril olarak hazirland1 ve 37°C’ye getirilerek

kullanildz.

3.2.4. PKMNH sayimi

[E—

. Calisma mediumu ile siispanse edilen hiicreler Sysmex XT 20001 hemogram
cthazinda sayildi.

2. Hemogram cihazinda elde edilen degerler kullanilarak, 100 pl’de 2x10° hiicre

olacak sekilde hesaplanan hacimdeki ¢alisma mediumu ile hiicreler yeniden

siispanse edildi. Hiicreler ELISPOT deneyine alinincaya dek 37°C’de %5 CO;

iceren ortamda inkiibe edildi.

3.2.5. PKMNH’nin viabilitesinin degerlendirilmesi

1. Hiicre siispansiyonu esit hacimdeki (10 pl) % 0.4’lik tripan mavisi ile PCR
tiipti icinde karistirildi ve 4 dakika beklendi.

2. Bu siire sonunda karisimdan 10 pl alinarak neubauer laminda incelendi.

3. Her biri 16 kiiclik kareden olusan 4 alandaki hiicreler sayildi. Canli hiicreler
boyay1 almadiklarindan renksiz goriiniirken, boyay1 alan 6lii hiicreler ise mavi
olarak izlendi. Canli hiicre / 6li hiicre %80 ve daha fazlasi ise ELISPOT

deneyine alind1.

3.2.6. ELISPOT deneyi

Deneyde IFN-y antikoru ile kapli, 96 cukurlu ELISPOT plaklar1 kullanildi. Deney
firmanin (GenID GmbH, Germany) oOnerileri dogrultusunda c¢alisildi. Antijen ve
hiicrelerin  ¢ukurlara inokiilasyonu biyogiivenlik kabininde, steril kosullarda
gerceklestirildi.

1. Her bir 6rnek; negatif kontrol, pozitif kontrol ve BKV peptid uyarimi her
biri ikiser cukur olmak iizere toplam 6 ¢ukurda ¢alisildi. Negatif kontrol
cukurlarina 100 pl calisma mediumu, pozitif kontrol ¢ukurlarma 100 pl
Pokeweed mitojeni, test c¢ukurlarna her birt 1 pg/ml final
konsantrasyonda olacak sekilde VP1, VP2, VP3, LT ve st antijenlerinden
hazirlanan BKV peptid kokteyli 100 pl hacimde eklendi.
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2.

Tiim gukurlara 100 pl hiicre siispansiyonlar1 (2x10° hiicre) eklendikten
hemen sonra plaklar 37°C’de %5 CO, iceren inkiibatore kaldirild1 ve 20
saat inkiibe edildi.

Bu basamaktan sonra deneye biyogiivenlik kabini disinda devam edildi.

3.

Inkiibasyon sonrasi tiim cukurlar 200 pl yikama soliisyonu ile 6 kez
yikand1 (Kitle birlikte 10x olarak verilen yikama soliisyonu distile su ile
1x hale getirildikten sonra kullanildi).

Kitin icinde Onerilen sekilde (1/250 oraninda) diliisyon soliisyonu
kullanilarak diliie edilen sekonder antikordan tiim g¢ukurlara 100’er pl
dagitildiktan sonra plaklar 22 °C’de nemli ortamda 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde dérdiincii basamakta belirtildigi gibi tekrar yikama
yapild1.

Yikama sonrasi tiim c¢ukurlara 100°er pl substrat soliisyonu eklendi.
Spotlar goriiniir hale gelinceye dek (5-20 dakika) beklendi.

Spotlar goriiniir hale geldikten sonra cukurlara distile su eklenerek

reaksiyon durduruldu.

. ELISPOT plag1 kurutma kagidi lizerine ters cevirilerek kurutulduktan

sonra karanlik ve kuru bir ortamda bir giin bekletildi.
Plaklar ELISPOT okuyucuda AID ELISPOT Reader programi (versiyon
6.0) yardimiyla degerlendirildi.

Degerlendirmede Pokeweed mitojeni ile uyarilan pozitif kontrol ¢ukurlarinda

50°den fazla, negatif kontrol c¢ukurlarinda da 10’dan az spot goriilen tiim Ornekler

degerlendirmeye alindi. Her bir ornek i¢in negatif kontrol g¢ukurlarinin ortalama spot

sayilar1 background olarak alindi ve BKV antijeni ile uyarim yapilan test cukurlarmin

ortalama spot sayilarindan ¢ikarildi. Elde edilen spot sayis1 2x10° hiicre i¢in oldugundan

1x10° hiicre icin olan deger hesaplandi.

ELISPOT deneyiyle BKV spesifik IFN-y T hiicre yanitin1 arastirdigimiz plak

resmi Sekil 3.1°de goriilmektedir.
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Sekil 3.1. ELISPOT deneyiyle BKV spesifik IFN-y T hiicre yanitinin arastirilmasi.

3.2.6.1. BKV Peptid Kokteyli Stok Soliisyonu Hazirlanmasi:

Kullandigimiz peptidler BKV AS susu, genotip I1I kullanilarak her bir peptidin 11
amino asitlik kismmin bir 6nceki peptidin istiine bindigi 15’er amino asitlik peptid
havuzlari seklinde JPT (Berlin, Almanya) firmasi tarafindan sentez edilmistir.

Stok soliisyonunun hazirlanmasi biyogiivenlik kabininde, steril kosullarda ve buz
iizerinde gergeklestirildi. Yaklagik konsantrasyonu 25 pg olarak gonderilen, liyofilize
haldeki 5 peptidin (VP1, VP2, VP3, LT, st) her biri ayr1 ayr1 40 ul DMSO ile sulandirildi
ve 10 tane alikot hazirland1. Boylece peptidlerin konsantrasyonu 2.5 pg/ 4 ul’ye ulastu.

Hazirlanan alikotlar deney sirasinda kullanilmak tizerek -20°C’de saklandi.

3.2.6.2. BKYV peptid kokteyli calisma soliisyonu hazirlanmasi
Deneyden hemen once (¢alisilacak ornek sayisina gore) stok soliisyonundan PBS
ile sulandirilarak biyogiivenlik kabininde, steril kosullarda ve buz iizerinde hazirland.

Ornegin 6 6rnek igin; ana stok 62.5 kat sulandirilarak 1230 pl PBS igine 20 pl peptid
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stok soliisyonu (4 pul VP1 +4 ul VP2 + 4 ul VP3 + 4 ul LT + 4 ul st) eklendi. Boylece
deneyde 200 ul’lik final hacim i¢inde her bir peptid konsantrasyonu 1 pg/ ml oldu.
(DMSO’nun kokteyl i¢indeki konsantrasyonunun biyolojik sistemlerde toksisiteye neden

olan %1 smirmin altinda olmasina dikkat edildi)

3.2.7. BKV DNA kantitasyonu

Rutin istemi yapilan hastalarin plazma ve idrarda BKV DNA kantitasyonlar1
Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Merkez laboratuvar biinyesindeki molekiiler testler
laboratuvarinda ¢alisildi. Hastalarin 8’inde izlem siiresince hi¢ BKV DNA istemi
yapilmadi. Geri kalan 23 hastada ise izlem sirasinda ¢esitli zamanlarda BKV DNA
arastirildi. Reaktivasyon sirasinda yakalanan hastada ise, ELISPOT deneyi ile es zamanh
olarak BKV DNA kantitasyonu yapildi. BK virus DNA’s1 real-time PZR yontemiyle
arastirildi. Viral niikleik asit ekstraksiyon kiti (EZ1 virus minikit) ve otomatize cihazi
(Biorobot EZ1 Advanced, Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak, plazma ve idrar
orneklerinden DNA  ekstraksiyonu gerceklestirildi. Amplifikasyon asamasinda,
kantitasyonun saglanabilmesi i¢in, pBR322 plazmidi igerisine klonlanan Dunlop
susunun tiim dizisini iceren pPBKV (ATCC45025) ile, UV spektrofotometre kullanilarak
onar kathk degisen konsantrasyonlarda plazmid iceren bes standart kullanildi. Vats ve
arkadaslar1 (130) tarafindan tanimlanan primer dizileri kullanilarak virusun VP-1 bolgesi
icerisindeki 83 baz ciftlik alan amplifiye edildi. Hedef bolgeye ait sinyal deteksiyonu 5’
ve 3’ uglar sirasiyla FAM ve TAMRA isaretli Tag-man probu kullanilarak yapildi. PCR
inhibitorii varlhigi, internal kontrol olarak, hedef ile ayni tiip icerisinde, gliseraldehit 3
fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni icerisinde yer alan bdlgenin amplifikasyonu ve
amplifiye edilen bolgenin 5° ve 3’ uclar1 swrasiyla BHQ3 ve CyS5 isaretli Tag-man
probuyla deteksiyonu ile test edildi. Kullanilan primer ve prob dizileri Cizelge 3.2°de
gosterilmistir. 95°C’de 12 dakikalik siire sonrasinda 95°C’de 15 saniye, 60 ve 40°C’de
I’er dakikadan olusan 45 dongiiliik real-time amplifikasyon islemi, Rotor-Gene

(Corbett-Research, Australia) real-time PZR cihazinda yapildi.
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Cizelge 3.2. BKV kantitasyonu i¢in kullanilan primer ve prob dizileri.

PRIMER POLARITE DiZzi

Target Forw. Sense 5’-TGATAGCCCAGAGAGAAAAATGC-3’

Target Rev. Anti-sense 5’-TCCACAGGTTAGGTCCTCATTTAAA-3’

GAPD Forw. Sense 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

GAPD Rev. Anti-sense 5’-GAAGTTGAAGTTCGGAGT-3’

Target Probe 5’-FAM-TTACAGCACAGCAAGAATTCCCCTCCC-
TAMRA-3

GAPD Probe 5’-Cy5-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-BHQ3-3’

3.2.8. Istatistiksel degerlendirmeler

Veriler SPSS 18.0 istatistiksel analiz programi kullanilarak analiz edildi.
Orneklemi tammlamak icin frekans dagilimi, ortalama (mean), standart sapma (SS) gibi
tanimlayici istatistikler kullanildr. Istatistiksel analizlerde parametrik test varsayimlari
saglanmadigi i¢in, “Mann-Whitney U”, “Wilcoxon isaretli sira” ve “Friedman” testleri
kullanilda.

Analizlerde p < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza aldigimiz izlem hastalarmin yas ortalamasi 38.7+13.2 (19-66) olarak
bulundu. Arastirmamiz siirecinde toplam 113 hastamiz oldu. Ancak prospektif olan bu
arastirmada, tiimiiniin nakil sonras1 1., 3., ve 6. ay Ornekleri elde edilemedi. Bu nedenle
olgu numaralar1 ardisik sayilar olmayip, arastrmamizin amacma uygun olarak tim
ornekleri elde edilebilen hastalar (toplam : 31) degerlendirmeye alinmstir.

Hastalarin transplantasyon oOncesindeki (sifirinc1 ay) ile transplantasyondan
sonraki bir, li¢ ve altinc1 aylardaki ve kontrol grubunun BKV spesifik IFN-y yanitlar1 bir
milyon hiicredeki spot sayisi seklinde (SFU/10° HUCRE) Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hastalarin ve kontrol grubunun BKV spesifik [IFN-y yanitlar1.

Sifirinci ay 1. ay 3. ay 6. ay
SFU/10° HUOCRE SFU/10° HUOCRE SFU/10° HUOCRE SFU/10° HUCRE

20 20 20 56 364
42 20 15 108 78
43 50 37 153 84
45 55 90 110 137
46 60 46 67 110
54 57 25 9 156
55 32 5 37 130
57 100 55 83 140
58 199 915 238 837
63 32 14 19 20
64 104 12 10 53
65 25 12 9% 65
68 222 80 165 312
69 105 56 46 43
72 50 125 134 140
74 470 193 243 397
75 224 112 150 35
81 541 266 281 202
83 60 40 46 80
84 373 132 217 202
87 62 95 184 2
89 376 109 85 10
90 238 185 120 37
92 77 65 91 124
93 285 44 52 60
94 316 296 171 150
95 178 63 144 14
101 237 5 82 20
102 79 38 26 20
104 109 72 111 69
108 86 10 116 125
KONTROL .
GRUBU SFU/10° HUCRE |

106V 144

109V 285

110V 50

111V 165
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Hastalarin transplantasyon oncesi IFN-y salgilayan T hiicre sayilar1 156.2+140.4
SFU/10° H [ortalamaz+standart sapma (SD) ], kontrol grubunun IFN-y salgilayan T hiicre
saytlart 161.00496.6 SFU/10° bulundu. Her iki grubun IFN-y yamtlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Mann-Whitney U testi, p=0.708).

Hastalarm sifir, bir, li¢ ve altinci aylarda elde edilen ortalama spot sayilar1 Cizelge
4.2°de Ozetlenmistir. Tiim aylarda elde edilen ortalama spot sayilarmnin diger aylarla
karsilastirmas1 yapildi ve birinci aydaki spot sayilarinin ortalamasinin nakil Oncesi,

iiglincii ve altinci aya gore daha diistik oldugu bulundu (Wilcoxon testi, p<0.05).

Cizelge 4.2. Hastalarin tiim aylardaki BKV spesifik immiin yanitlari.

N Ortalama SD Minimum Maximum
IFN-y yanit1 tx 6ncesi 31 156.19 140.418 20 541
IFN-y yaniti 1. ay 31 106.52 166.727 5 915
IFN-y yanit1 3. ay 31 114.10 68.718 10 281
IFN-y yanit 6. ay 31 136.00 163.497 2 837

Tilim hastalarin sifir, bir, ii¢ ve altinc1 aylardaki IFN-y yanitlarindaki degisim grafik

halinde sekil 4.1°de gosterilmistir.
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SFU/106 HUCRE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Hasta no

22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

mOo. ay
m1l.ay
m3.ay
Hm6. ay

Sekil 4.1. Hastalarin BKV spesifik IFN-y yanitlarinin aylara gore degigimi.
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BKYV DNA gercek zamanli, kantitatif PZR ile elde edilen negatif sonuglar, BKV
DNA negatif olarak kabul edilirken, BKV DNA diizeyleri < 300 kopya / ml ve daha
iizeri degerler ise BKV reaktivasyonu agisindan pozitif olarak kabul edildi. BKV DNA
diizeyleri birinci ayda; 15 hastada negatif, 2 hastada pozitif saptandi, 14 hastada
bakilmadi, {iigiincii ayda; 9 hastada negatif, 4 hastada pozitif bulundu, 18 hastada
bakilmadi, altinct ayda ise 5 hastada pozitif, 3 hastada negatif saptanirken 23 hastada
bakilmadi.

Takip siiresince; herhangi bir zamanda BKV reaktivasyonu gelisen hastalarla,
BKYV reaktivasyonu goriilmeyen hastalarin transplantasyon 6ncesindeki IFN-y yanitlar1
karsilastirildi. BKV reaktivasyonu olmayan hastalarin transplantasyon oOncesi spot
sayilar1 175.3£161.1 (ortalama+standart sapma) iken; reaktivasyon gelisen hastalardaki
spot sayilart 175.9+146.1 olarak saptandi, her iki hasta grubunun IFN-y yanitlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Mann-Whitney U testi, p=0.875).

Alt1 aylik izlem boyunca BKV reaktivasyonu gelismeyen tiim hastalara ait sifir,
bir, li¢ ve altinct aylardaki BKV spesifik IFN-y yanitlar1 ayr1 ayr1 grafikler halinde sekil
4.2’de verilmistir. Grafiklerin sag iist kosesinde sirasiyla hastalarin numaralari,

cinsiyetleri ve yaslar1 belirtilmistir.
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Sekil 4.2. BKV reaktivasyonu goriilmeyen hastalarin BKV spesifik IFN-y yanitlar1.
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Sekil 4.2. (Devam). BKV reaktivasyonu goriilmeyen hastalarin BKV spesifik IFN-y
yanitlar1.
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Sekil 4.2. (Devam). BKV reaktivasyonu goriilmeyen hastalarin BKV spesifik IFN-y

yanitlar1.

Izlem siiresince toplam 8 hastada (%25.8) BKV reaktivasyonu gelisti. Bu

hastalarin ikisi kadin, altis1 erkekti.

Izlemleri siiresince BKV reaktivasyonu gelisen 8 hastanm sifir, bir, ii¢ ve altinci
aylardaki BKV spesifik IFN-y yanitlar1 ayr1 ayr1 grafikler halinde sekil 4.3’te verilmistir.
Hastalarin idrar veya kan BKV degerleri grafik iizerinde, olgiildiikleri aylarda kopya /

mL cinsinden belirtilmistir.
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Sekil 4.3. (Devam) BKYV reaktivasyonu gelisen hastalarin BKV spesifik IFN-y yanitlar1.

H20 ve 68 no’lu hastalarin reaktivasyon saptandiktan sonra da BKV DNA
diizeyleri Olciilmiistiir. H20 no’lu hastada reaktivasyon sonrasi dlgiilen BKV DNA
diizeyi < 300 k/mL’nin altina diismesi ile 68 no’lu hastada reaktivasyon sonrasi viral
temizlenmenin spot sayilarinda artisla uyumlu oldugu goézlenmistir. Reaktivasyon
goriilen diger 6 hastada reaktivasyondan sonra BKV DNA diizeyleri 6l¢iilmediginden
viral yiik ile immiin yanit arasindaki iliski degerlendirilememistir.

Izlem hastalarindan olmayan ancak bdbrek naklinin ardindan yedinci ayda BKV
reaktivasyonu saptanan hastanin BKV spesifik immun yanit diizeyleri sekil 4.4’te
verilmistir. Hastanin 7. ayda 583 552 k/mL olan viral yiik diizeyi 7 ay 15 giin, 8 ay 15

glin ve 9 ay 15 giin sonraki ol¢limlerde giderek diisiis gdstermis, reaktivasyon goriilen
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diger 2 hastadan farkli olarak BKV spesifik immiin yanitta diisis de bu duruma eslik
etmigtir. 9.5 aydan sonra T hiicre yanitinda bu kez artig goriilen hastanin 10. ayda BKV

DNA diizeyinde azalma saptanmustir.
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Sekil 4.4. Reaktivasyon gelisen olgunun BKV spesifik immiin yanit diizeyleri.

BKYV reaktivasyonu goriilen ve goriilmeyen hastalarin yas ortalamalari t testi ile
karsilagtirilmistir. BKV reaktivasyonu gelisen hastalarin yas ortalamasi (35.47+13.19),
BKV reaktivasyonu goriilmeyen hastalarin yas ortalamasindan (41.63+8.45) farkl
bulunmamastir (t testi, p = 0.195).

Hastalarin tiimiine kalsinériin inhibitérii + mikofenolik asit tiirevi +
kortikosteroidden olusan standart immun supresyon protokolii uygulanmistir. Bunlarin
17°sinde ATG veya baziliximab’dan olusan indiiksiyon tedavisi uygulanirken, 14’tine
indiiksiyon tedavisi yapilmamastir.

Hastalarin indiiksiyon tedavisi almalarmim BKYV reaktivasyonu gelisiminde etkili
olup olmadig1 arastirildi. indiiksiyon tedavisi alan hastalarla, almayan hastalar arasinda
BKYV reaktivasyonu gelisimi acisindan istatistiksel olarak anlamli fark goériilmedi (Ki-
kare testi, p=0.902)

Hastalar HLA doku uyumu agisindan iki gruba ayrildi. Doku uyum sayis1 0,1 ve 2
olanlar doku uyumu diisiik, 3, 4, 5 ve 6 olanlar doku uyumu yiiksek olarak isimlendirildi.
Doku uyum orani diisiik olan hastalarla (n =4, %40), uyumu yiiksek olan hastalar (n = 4,
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%30,8) arasinda BKV reaktivasyonu agisindan, istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (Pearson ki-kare testi, p = 0.545).

Nakilden sonraki birinci ayda BKV reaktivasyonu gelisen hastalarin ortalama
kreatinin degerleri (2.0350+0.3) ile reaktivasyon goriilmeyen hastalarin ortalama
kreatinin degerleri (1.8833+1.9) arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmadi
(Mann-Whitney U testi, p=0.711).

Nakilden sonraki iiclincii ayda BKV reaktivasyonu gelisen hastalarin ortalama
kreatinin degerleri (1.3045+0.4) ile reaktivasyon goriilmeyen hastalarin ortalama
kreatinin degerleri (1.3556+0.3) arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmadi
(Mann-Whitney U testi, p = 0.620).

Nakilden sonraki altinc1 ayda BKV reaktivasyonu gelisen hastalarin ortalama
kreatinin degerleri (1.3688+0.6) ile reaktivasyon goriilmeyen hastalarin ortalama
kreatinin degerleri (1.376+0.3) arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmadi

(Mann-Whitney U testi, p = 0.620).
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5. TARTISMA

Son altmis yilda bobrek nakli son donem bobrek yetmezligindeki hastalar icin
yasam kurtarict olmustur ve diyalize bagimli hayat stiren kronik bobrek yetmezlikli
hastalarin yasam siiresini ve kalitesini arttwrmustir (131, 132). Bobrek nakli sonrasi
alloantijenlerin immiin effektor hiicreler tarafindan taninmasi sonucu akut ve kronik
immiin reaksiyonlar ortaya ¢ikar ve gecici veya kalict organ hasar1 hatta organ kaybi
olusabilir. Son yillarda ¢ok giiclii immiin supresif ilaglarm kullanima girmesiyle HLA
doku uyumsuzluklarina ragmen, bobrek naklinde rejeksiyonlar azalmis ve greft
sagkalimi artmustir (6). Bobrek nakli sonrasinda akut rejeksiyon nedeniyle hastaneye
yatiglar azalirken, enfeksiyonlar nedeniyle yatis oranlarinda artis olmustur (133, 134).
Enfeksiyonlar i¢inde viral enfeksiyonlar en sik goriliirler ve morbidite ve mortalitenin
onemli nedenidirler. Nakil hastast virusu eksojen olarak toplumdan, kan iirtinlerinden,
nakledilen organdan alir ya da latent viruslar reaktive olur (135). BKV, bobrek nakil
hastalarinda reaktivasyon sonucu ciddi sorunlara neden olabilen bir virustur. BKV
seroprevalans: saglikli bireylerde %90’lara ulagmaktadir. Genellikle erken g¢ocukluk
doneminde gecirilen ve asemptomatik seyreden primer enfeksiyonun ardindan BKV
bobrek ve iirotelyal hiicrelerde latent olarak kalir (3, 4, 25). Immiin sistemi saglam
bireylerde %10-40 oranlarinda klinik tabloya yol agmayan gecici viriiriler goriilebilir (5,
7, 40). BKV bobrek transplant hastalarinda immiin supresyonla birlikte kendi kendini
sinirlayan reaktivasyonlara neden olabilir veya BKVN olusturabilir. BKVN nakilden
sonraki ilk yilda %1-10 oraninda goriiliir, %50-90 oraninda da allograft hasarina neden
olur. Bu hastalarmm %50-90’1inda greft kaybi gelisir (6). BKV replikasyonunun kalic1
olmasinin greft kayb1 olasiligmi arttirdigi belirtilmektedir (136). Nakil sonrasi olusan
BKYV reaktivasyonu ilk olarak viriiri seklinde gozlenir. Yiiksek diizey viriirilerin (BKV
yiikii > 7 log;o genom ekivalan (geq) / ml) yaklasik ii¢cte birinde viremi ve BKVN gelisir
(7). Geri kalan1 herhangi bir tedavi gerektirmeksizin kendi kendini sinirlar. BKVN’in
gilinlimiizde bilinen bir antiviral ilagla tedavisi bulunmamaktadir. Bilinen en etkin tedavi
yontemi immun supresyonun dozunun azaltilarak, immiin yanitin diizelmesini
saglamaktadir. Immiin yanitta diizelme ile birlikte BKV enfeksiyonunda iyilesme
goriilmektedir. Ote yandan immiin supresyonun gereginden fazla azaltilmas1 durumunda

da hasta rejeksiyon riski ile kars1 karsiya kalmaktadir (2).
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BKVN gelismesi durumunda hastalar genellikle renal fonksiyonda azalma disinda
herhangi bir semptom vermezler (2, 41). Tamda gecikme geri doniisiimii olmayan
bobrek hasar1 ve greft kaybina neden olabileceginden tarama yontemleriyle erken tani ve
tedavi onemlidir. BKV replikasyonunun taramasi idrarda DH’lerin arastirilmasi, plazma
ve idrarda BKV DNA kantitasyonu ile yapilmaktadir (7). DH’ler niikleer bazofilik
inkliizyonlar iceren enfekte renal tiibiiler hiicrelerdir. idrarda DH’lerin goriilmesi BKV
reaktivasyonu olabilecegini gosterir ancak saglikli bireylerde de idrarla BKV atilimi
olabileceginden, tanida sadece kantitatif sitolojik sonuclar verildiginde degerli olur.
Idrarda DH’lerin saptanmas1 6zel deneyim gerektirdiginden sadece deneyimi olan
merkezlerde yapilabilir ve polyomaviruslarin tiiriinii belirlemede yarar saglamaz (26).
Bu nedenle pek cok merkezde, ve bizim merkezimizde BKV taramasi i¢in plazma ve
idrarda kantitatif olarak BKV yiikii saptanmaktadir. 2013 yilinda Hirsch ve ark. (7)
tarafindan onerilen tarama programina gore, hastalarda 1-3 ayda bir idrar BKV diizeyleri
ile izlenmelidir. Virliri pozitif oldugunda plazma BKV diizeylerine bakilir. BKVN
gelisimi agisindan plazma viremi diizeyinin ne olmasi gerektigi konusu tartismalidir. Pek
¢ok merkez tarafindan 10* k/ml esik deger olarak almmasma ragmen, heniiz
laboratuvarlar arasi bir standardizasyon bulunmadigindan farkli laboratuvarlarda elde
edilen ayn1 degerler esit kabul edilmemelidir (42, 51, 62). Ayrica ayn1 kopya sayis1 farkli
bireylerde farkli klinik tablo ile iligkili olabilmektedir. Bugiin artik bu farkliligin
olusumunda hastanin immiin sisteminin en 6nemli etken oldugu bilinmektedir. BKV
replikasyonu ve BKV spesifik hiicresel immiinite arasindaki dengenin bozulmasi
BKVN’in patogenezinde rol oynayan ana faktordiir. Tarama ve izlemde BKV yiikiiniin
saptanmas1 BKV replikasyonunun dogru bir sekilde tanisin1 koydursa da konagin virusa
kars1 yanit1 hakkinda bilgi vermediginden, hastalarin bireysel olarak degerlendirilmesi
zordur. Bu nedenle BKYV viral yiik tayini ile birlikte BKV spesifik hiicresel immiin
yanitin 6l¢timii ve izlemi onerilmektedir (8-11, 74, 137).

Bobrek nakil hastalarinda BKV enfeksiyonunun degerlendirilmesinde hiicresel
immiin yanitin degerli olabilecegi ilk olarak Comoli ve ark. (138) tarafindan oOne
siriilmiistiir. 2003 yilinda yaymladiklar1 c¢alismada; insanlarda, sitotoksik T
lenfositlerinin, inaktive BKV ile yiiklenmis otolog dendritik hiicrelerle uyarilabildigini
gostermisler ve BKV seropozitif saglikli kontrollerden ve allograft alicilarindan izole
edilen T lenfositlerinin, kiiltiir ortaminda, ex vivo olarak, tekrarlayan bir sekilde

uyarildig1 bir yontem gelistirmisler. Hentliz BKV spesifik T hiicre yanit1 ile ilgili bilgiler
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sinirli oldugundan ve immiinojenik T hiicre epitoplar1 tanimlanmadigindan, tiim virus
lizat1 ile yapilan bu uyarim seklinin, BKV spesifik IFN-y salgilayan T hiicre sikligini
saptamak icin ELISPOT  deneyinde, dolayisiyla  hiicresel  immiinitenin
degerlendirilmesinde kullanilabilecegi one striilmiistiir. Ancak BKYV ile yiiklenmis
dendritik hiicrelerle yapilan tekrarlayan uyarimlarin naif lenfositlerde primer yanitlar: da
uyarabilecegi diistiniilerek, ayn1 arastirmacilar tarafindan periferik kandaki BKV spesifik
T lenfositlerin analiz aninda kantitatif Ol¢iimiine olanak saglayan yeni bir yontem
gelistirilmistir (9). Bu yontemde, daha onceden islem gérmemis PKMNH’leri inaktive
BKYV ile yiiklenmis dendritik hiicrelerle uyararak ELISPOT yontemi ile ¢aligsmislardir
Arastiricilar, 18 bobrek nakil hastasinin BKV spesifik immiin yanitlarini retrospektif
olarak degerlendirmislerdir. BKV seropozitif 7 saglikli kontrolde BKV spesifik IFN-y
iireten T hiicre sayis1 ortalama 151 SFU/10° hiicre (30-430) olarak bulunurken, BKV
aktif enfeksiyonu olan ve bobrek fonksiyonlar1 iy1 olan (viriiri + / viremi -) 6 hastada
BKYV spesifik lenfosit sikligi saghikli kontrollerdekinden 2 log daha diisiik (5,5 SFU/10°
hiicre, 0-9), aktif enfeksiyonu olmayan BKV seropozitif 6 bobrek alicisi (viriiri - / viremi
-) ile ayni aralikta (4 SFU/10° hiicre, 0-9) saptanmistir. BKVN tanist almus 5 hastada ise
(virtiri + / viremi +) BKV spesifik T hiicre yanit1 tan1 aninda saptanamayacak diizeyde
bulunmus, ancak 2 hastada immiin supresyonun azaltilmasi sonras1 BKV spesifik
immiinitenin tekrar yapilandigi belirtilmistir. Immiin yamittaki bu artisin, renal doku
veya plazmada viral temizlenme, idrar viral yiikiinde azalma ve renal fonksiyonun stabil
hale gelmesi ile es zamanli oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismadan elde edilen veriler
1s1¢inda, BKV’ye kars1t koruyucu immiinitenin yoklugunun aktif BKV enfeksiyonu
gelisimini ve  BKVN’ye ilerlemesini kolaylastiric1 etkisinin olabilecegi sonucuna
varilmistir.

Hammer ve ark.’nin (128) arastrmalar1 farkli sonuclar igermektedir. Uyarim
amacityla BKV’nin VP1 proteinini meydana getiren iist liste binmis peptid havuzu
(overlapping peptide pool — OPP) kullanilarak 15 bobrek nakil hastasinin BKV spesifik
CD4+ ve CD8+ T hiicre sayilar1 akis sitometrik yontemle arastirilmistir. Arastirmacilar
saptanabilir diizeyde T hiicre yanit1 olan tiim hastalarin plazma BKV yiiklerinin > 250
000 k/mL oldugunu bildirmisler ve yiiksek diizey BKV yiikiiniin BKV spesifik T hiicre
yanitt ile uyumlu oldugu sonucuna varmislardir. Bu ¢alismanm ardindan Binggeli ve
ark. (139) editore yazdiklar1 mektupta hem ELISPOT, hem de akis sitometrik yontemin
kullanildig1 8 olguluk pilot bir ¢alismada Hammer ve ark.’mn (128) elde ettikleri
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sonuclarin aksine, BKV spesifik T hiicre yaniti saptadiklari tiim hastalarin BKV
yiiklerinin < 250 000 k/mL oldugunu ve plazma BKV diizeyi ile BKV spesifik hiicresel
immiin yanit arasinda korelasyon saptamadiklarini bildirmislerdir. Uyarim amaciyla
VP1I’in yanisira LT antijeninin de kullanildigi bu calismada, immiin yanitlar
saptanabilir diizeyde olan tiim hastalarin 4-12 hafta i¢ginde BKV diizeylerinde diisme
oldugu gozlenmistir.

Pilot calismanin ardindan Binggeli ve ark. (11), 2007 yilinda, VP1 ve LT
antijenlerine spesifik yanit1 akis sitometri ile daha ayrintili olarak incelemisler ve bir esik
deger belirlemeye calismislardir. BKV diizeyleri artan veya sabit kalan (6nceki BKV
diizeyi > 10*k /mL ve <1.5 logo oraninda azalma olan) 17 BKV seropozitif bobrek nakli
hastasmin, dnceki BKV pozitifligi olan (n:7) veya o andaki plazma BKYV yiikiinde >1.5
logio azalma olan (n:13) bobrek nakil hastalarma gore daha diisiik oranda VP1 ve LT ye
spesifik IFN-y trettigini bulmuslardir. VP1’e spesifik IFN-y yanitinin, LT antijenine
kars1 olusan yanittan istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek ve CD4+ T
hiicreleri ile iligkili oldugu bulunurken; LT antijeninin daha ¢ok CD8+ T hiicre yanit1
olusturdugu saptanmustir. Periferik kanda BKV spesifik hiicresel immiin yanit
Ol¢timiinde VP1 antijenine spesifik olusan IFN-y yanitinin, LT antijenine gore daha
erken saptanabildigi ve daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica LT i¢in 69
SFU/10° hiicre degeri esik olarak alindiginda plazma BKV yiiklerinde > 2 log 10 azalma
olan daha fazla sayida hasta saptanabilmis ve ileride bir cut-off deger belirlenirse,
plazma BKYV yiikiiniin ve ELISPOT ile immiin yanitin tek zamanda 6l¢iilmesinin BKVN
riskini belirlemeye ve immiin supresyonu yonlendirmeye yardimci olabilecegi yorumu
yapilmistir.

BKYV spesifik hiicresel immiin yanitin, immiin supresyonun azaltilmasindan sonra
tyilestigi ve BKV’nin kandan temizlenmesi ve BKVN’in iyilesmesinin BKV spesifik
immiin yanitta artigla paralellik gosterdigi, 2008 yilinda Prosser ve ark.‘nmn (25)
arastirmalari ile dogrulanmistir. BKVN’si olan 8 hastanin LT peptid havuzu ile uyarim
yapilarak ELISPOT yontemi ile BKV spesifik immiin yanitlarini incelemisler ve
olgularm 5’inde spot sayilarinda iyilesme sonrasi 2 kattan fazla artig, 3’linde ise hafif
diizeyde artig saptamiglardir. Hafif diizeyde artis olan hastalarda; iyilesmenin ¢ok hizli
olmasindan dolayi, kanmn virustan temizlenmesinden iki hafta sonra alinan kanda, T

lenfosit yanitlarinda diisiis saptanmis olabilecegi ; LT antijeni disinda VP1 gibi diger
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antijenlere karst immiin yanit olustugu ve bu c¢alismada saptanamamis olabilecegi
yorumu yapilmistir.

Yukaridaki c¢alismalarda kullanilan VP1 ve LT antijenlerinin yani1 sira;
immiinojenik oldugu bilinen diger ii¢ BKV proteini VP2, VP3 ve st’nin de eklendigi ilk
calisma 2011 yilinda Mueller ve ark. (8) tarafindan yapilmistir. Bes BKV peptidinin her
biri ile yapilan uyarimin kullanildigi ¢ok renkli akis sitometri yontemi ile BKVN’ye
neden olan ciddi BKV enfeksiyonu 6ykiisli olan bobrek nakil hastalar: ile gegici BKV
reaktivasyonu olan veya reaktivasyon gorilmeyen ve kontrol grubunu olusturan
hastalarin hiicresel immiiniteleri tek bir zamanda yapilan analiz ile karsilagtirilmistir. Ex
vivo uyarmm sonrast BKV seropozitif tim bobrek nakil hastalarinda tiim proteinlere
spesifik T hiicre yanitinin olustugu goézlenmistir. Saptanabilir diizeyde VP3 spesifik T
hiicresi olan hasta sayismin BKVN 0Oykiisii olan bobrek nakil hastalarinda kontrol
grubuna gore daha fazla oldugu bulunmustur. Her antijene spesifik immiin yanitin tek
tek incelendigi bu caliymada; BKVN 6ykiilii hastalarda yanit saptanabilen tek antijen
VP3 olarak saptanirken (Bu gruptan iki hastada VP1’e, 5 hastada da LT e spesifik yanit
gozlenmemis), VP3’e yonelik olusan yanitin diizeyi diger proteinlere karsi olusan
yanittan daha fazla bulunmustur. Diger caligmalarla paralel olarak, BKV reaktivasyonu
olmayan saglikli kontrollerde diisiik siklikta BKV spesifik T hiicresi saptanirken, bu
hiicrelerin sikliginin 6nceki BKV enfeksiyonunun siiresi ve siddeti ile paralellik
gosterdigi bulunmustur (9, 11). Mueller ve ark. (8) ayrica; daha yiliksek oranda
koruyuculuga sahip oldugu diisiiniilen, ayn1 anda IFN-y, IL-2 ve TNF-a gibi ¢esitli
sitokinler salgilayan polifonksiyonel T hiicrelerinin varligini1 da arastirmiglar ve her iki
grupta da tim BKV proteinlerine spesifik polifonksiyonel T hiicreleri saptamislar,
saptanabilir diizeyde polifonksiyonel T hiicre yanit1 olan hastalarin gegici BKV
reaktivasyonu olan grupta BKVN 0Oykiisii olan gruba gore daha fazla oldugunu
belirtmislerdir.

Tim BKYV antijenlerinin kullanildig1 diger bir ¢alisma 2011 yilinda Chakera ve
ark. (10) tarafindan yapilmistir. BKV spesifik immiin yanitin 6l¢iimiinde, bu kez,
enfeksiyonlarda ve agilamada hiicresel immiin yanit1 izlemede basit ve tekrarlanabilirligi
yiiksek bir yontem olan ELISPOT yontemi kullanilmistir. ve Mueller ve ark. (8) ile
benzer sonuclar elde etmislerdir. BKV spesifik immiin yanit; tamamen iyilesmis BKV
enfeksiyonu olan bobrek nakil hastalarinda, BKV reaktivasyonu gelismeyen bobrek

nakil hastalar1 ve saglikli kontrollere gore daha yiiksek, heniiz iyilesmemis BKV
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reaktivasyonu olan hastalarda ise azalmig olarak bulunmustur. Her iki ¢alismanin da
sonucu olarak analizin sadece bir veya iki antijenle sinirlandirilmasiin BKV spesifik
hiicresel immiin yanit1 tiimiiyle yansitmayacabilecegi ve anlamh diizeyde BKV spesifik
immiin yanit1 olan hastalarin %60’mna yakinini saptayamayacagi bu nedenle optimum
duyarlilik elde etmek i¢in tiim antijenleri kapsayan bir analizin gerektigi belirtilmistir (8,
10).

Schachtner ve ark. (68) 2011 yilinda ELISPOT yontemi ile BKV spesifik
immiiniteyt BKV reaktivasyonunun farkli evrelerinde analiz ederek, kendi kendini
smirlayan BKV reaktivasyonu olan ve BKVN olan bobrek nakil hastalarmi ayirt
edebilmeyi amaglamislardir. Diger c¢aligmalarla paralel olarak BKV spesifik T
hiicrelerinin olusmasiyla BKV reaktivasyonunun veya BKVN’in iyilesmesinin korele
oldugu gosterilmis ancak kiiciik bir grup BKVN’li hastada yapisal olmayan antijenlere
karst yanit olustugu halde vireminin tamamen temizlenemedigi gozlenmistir. Bu
hastalarda virusun allograftta kalis siiresinin uzamasi sonucu BKV spesifik T
hiicrelerinin istenmeyen sitotoksik etkiye neden olabilecegi ve bu hastalarda immiin
supresyonun azaltilmasinin zararli olabilecegini belirtmislerdir. BKV antijenlerinin
tiimiiniin kullanildig1 bu 6l¢iim yonteminde yapisal VP1, VP2 ve VP3 antijenlerinin
duyarli belirtegc olduklar1 ve st ve LT antijenlerinden oOnce saptanabildigini
belirtmiglerdir.- Kendi kendini sinirlayan BKV reaktivasyonu olan bobrek nakil
hastalarmm BKV  reaktivasyonu  goriilmesinden sonra, immiin supresyon
azaltilmaksizin, 1 ay i¢inde BKV spesifik hiicresel immiinite gelistirdiklerini, BKVN’si
olan hastalarin ise 5 ay sonra VP1, VP2, VP3’e, § ay sonra da st ve LT ye spesifik T
hiicre yanit1 gelistirdiklerini gdzlemislerdir. lyilesmede ve iyilesmeden 6 ay sonrasinda
BKVN’li bobrek nakil hastalarinda kendi kendini sinirlayan BKV reaktivasyonu olan
hastalara gore daha yiliksek sayida BKV spesifik T hiicresi saptanmistir. Tan1 aninda
BKYV spesifik immiin yanit agisindan her iki grupta da bir fark goriilmemesine ragmen,
tanidan bir ay sonra immiin supresyon azaltilmadan, kendi kendini sinirlayan BKV
reaktivasyonu olan hastalarda BKV spesifik T hiicre sayisinin arttigi ve bu artisa BKV
reaktivasyonunun iyilesmesinin eslik ettigi gdzlenerek, bu veriler 15181nda, BKV spesifik
hiicresel immiinitenin BKV reaktivasyonunun ardindan 1-3 ay izlenebilecegi, BKV
spesifik T hiicre yanitinin gelismesinin kendi kendini sinirlayan BKV reaktivasyonu
acisindan 1yi bir prognostik belirleyici olabilecegi, tam tersi durumun ise BKVN’ye

ilerleme riskini belirlemede kullanilabilecek bir parametre oldugu yorumu yapilmastir.
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Trydzenskaya ve ark. (74) BKYV spesifik hiicresel immiin yanitin degerlendirilmesi
amaciyla ex vivo stimiilasyonda yeni bir yaklasimda bulunmuslardir. Daha 6nceki
calismalarda uygulanan, bes proteine spesifik immiin yanitin ayr1 ayr1 6l¢iimiiniin zaman
alic1 ve yiiksek maliyetli oldugu ve daha fazla hacimde kan gerektirdigi, ayrica tek tek
antijenlere spesifik yanitlari saptama esik degerlerinin diisiik olmasindan dolayi, ¢cogu
BKYV seropozitif saglikli dondrde BKV spesifik T hiicrelerinin saptanamayacak diizeyde
oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle, uyarimda kullanilmak iizere tiim peptidlerin bir
araya getirildigi bir peptid havuzu (MOPP) olusturulmustur. Akis sitometri yontemi ile
CD4+ ve CD8&+ T hiicre yanitlarinin degerlendirilmesinde hizli ve duyarh bir yontem
gelistirilmesinin hedeflendigi bu ¢aligmada, tek BKV antijeni ile uyarima gére MOPP ile
uyarim sonrast BKV spesifik CD4+ ve CD8+ T hiicre ile polifonksiyonel (IFN-y, IL-2,
TNF-a salgilayan) T hiicre yanitinin siddetinde artis oldugu gosterilmistir. Ayrica MOPP
ile uyarimda saptanabilir diizeyde BKV spesifik CD4+ ve CD8+ T hiicresi olan hasta
sayismin da arttig1 gozlenmis. Sonug olarak, 5 BKV antijeninin bir arada oldugu bu yeni
uyarim sekli kullanilarak akis sitometri ile BKV spesifik hiicresel immiin yanitin
Ol¢iilmesinin kolay, duyarl ve giivenilir bir yontem oldugu belirtilmistir.

Bobrek nakli sonrasi hastalarn BKV spesifik immiinitesinin prospektif olarak
izlendigi ilk calisma 2013 yilinda Schachtner ve ark. (137) tarafindan yaymlanmistir.
Reaktivasyon gelisen 12 bobrek nakil hastasi ile reaktivasyon gelismeyen 17 hastanin
sirasiyla nakilden +1 hafta, +lay, +2 ay, +3 ay, +6 ay, +9 ay, +12 ay sonra alinan
periferik kan Orneklerinin 5 BKV antijeni ile uyarimi sonrasit BKV spesifik T hiicre
yanitlar1  ELISPOT yontemi ile incelenmis, beraberinde inflamatuar yanit1
degerlendirebilmek amaciyla IFN-y inducible protein (IP-10), ¢Oziiniir interselliiler
adezyon molekiilii-1 (SICAM-1), ¢coziiniir vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (sVCAM-
1) ELISA yontemi ile ol¢iilmiis. Nakil sonrast BKV replikasyonu gelisen 12 nakil
hastasmin BKV spesifik T hiicre sayis1 1. haftada saptanamayacak veya diisiik diizeyde
iken, replikasyonun gerilemesiyle yiikselmis bulunmustur. Her iki grupta da nakil
sonrasi 1. hafta ve 1. ayda BKV spesifik T hiicre sayilarinda anlamli fark gériilmemis, 2,
3, 6,9 ve 12. aylarda yapisal BKV proteinlerine (VP1, VP2, VP3) spesifik T hiicre yanit1
reaktivasyon goriilen grupta daha fazla saptanmistir. Aktive T hiicresi, NK hiicreleri ve
monositler i¢cin kemotaktik oldugu ve viral enfeksiyonlara karst Thl yanitinin
gelisiminde gerekliligi gosterilen IP-10’un BKV replikasyonu sirasinda artis gosterdigi,

BKV replikasyonunun gerilemesiyle normal diizeylerine diistiigii gozlenmistir. Bu
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calismanin kisitliliklar: olarak hastalarin transplantasyon 6ncesi BKV spesifik immiin
yanitlarinin  bilinmemesi ve BKV replikasyonu goriilen hasta sayismin az olmasi
gosterilmistir. BKV spesifik immiinitenin izleminin BKV replikasyonu ag¢isindan iyi bir
prognostik parametre oldugu bu calismada da kanitlanmis ancak tiim bobrek nakil
hastalarinda erken donemde BKYV replikasyonu agisindan risk belirlenmesinde
kullanilabilecegine iliskin kanit elde edilmemistir.

BKYV spesifik immiin yanitin 6l¢iimiinde akis sitometri ve ELISPOT olmak tizere
iki yontem kullanilmaktadir. ELISPOT yontemi bir milyonda bir hiicreyi saptayabilen
duyarli, BKV spesifik T hiicre yanitin1 belirlemede basitligi, giivenilirligi ve yiiksek
tekrarlanabilirligi kanitlanmis bir yontemdir. ELISPOT yontemi ile en fazla iki
parametre arastirilabildiginden; BKV spesifik hiicresel immiinitenin élgtimiinde IFN-y
ireten T hiicre siklig1 arastirilmaktadir. (9, 10, 67, 68, 137). Akis sitometrik yontemle
IFN-y yanitinin yani sira lenfosit fenotipleri ve diger sitokinler hakkinda da fikir
edinilmektedir. (8, 11, 74). Binggelli ve ark. (11) akis sitometri ile VP1 antijenine kars1
yanitin daha ¢ok CD4+, LT’e spesifik yanitin ise CD8+ T hiicreler tarafindan
olusturuldugunu yaymlamiglardir. Mueller ve ark. (8) ise BKV spesifik hiicresel
immiinitede CD4+ T hiicre yanitmmin daha baskin oldugunu, gecirilen BKV
enfeksiyonunun siddetinin CD4+ T hiicre sikligi ile korelasyon gdsterdigini
belirtmislerdir. Akis sitometrik yontemle ayrica, BKV enfeksiyonunda koruyuculuk
degerinin daha yiliksek oldugu diisliniilen polifonksiyonel hiicrelerin varligi da
saptanabilmektedir (8, 74). Aym1 anda ¢ok sayida Ornegi ¢alismaya olanak verdigi,
maliyeti akis sitometrik yonteme gore daha ucuz oldugu ve IFN-y yanitinin BKV
spesifik hiicresel immiiniteyi yansittig1 diislincesiyle ¢alismamizda ELISPOT yontemini
kullanmanin uygun oldugunu diisiindiik.

ELISPOT deneyinde, uyarim amaciyla immiinojenik oldugu kanitlanan 5 BKV
antijenini de kullandik. Trydzenskaya ve ark.’nmn (74) da belirttigi gibi antijenlere
spesifik yanitlarin tek tek arastirilmasi zaman alict ve pahali olacakti. Ayrica hastalardan
alman kan miktar1 yeterli olmayabilirdi. Bu nedenle tiim antijenleri bir araya getirerek
bir peptid kokteyli olusturduk. ELISPOT deneyinde, peptidlerin her birinin
konsantrasyonu, kokteyl halinde veya tek tek kullanildiklar1 arastirmalar
degerlendirerek optimize ettik (8, 68, 69, 74). Calismamizda peptid kokteyli
kullanmamizin  bir diger nedeni, BKV spesifik hiicresel immiin yanitin

degerlendirilmesinde maksimum duyarlilik elde etmekti. Bes BKV antijeninin
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kullanildig1 ¢alismalarda; BKV reaktivasyonu oykiisii olmayan veya analiz aninda kalici
viral replikasyonu olan veya BKVN olan bobrek nakil hastalarinda BKV spesifik T
hiicrelerinin saptanamayacak diizeyde oldugu ve BKV enfeksiyonu sonrasi iyilesme
doneminde VPI1, VP2 ve VP3’e spesifik yanitin st ve LT antijenine yonelik olusan
yanittan daha once saptanabilir diizeye geldigi belirtilmistir (8, 10, 68, 137). Mueller ve
ark. (8) ciddi BKVN o6ykiisii olan ve VP3 antijenine kars1 yanit elde edilen 7 bobrek
nakil hastasmm 5’inde, LT’ye, 2’sinde VPIl’e yamit saptamamiglardir. Biz,
arastirmamizda bazi antijenlere spesifik yanitin analiz aninda heniiz olugmamis
olabilecegi nedeniyle, BKV spesifik immiin yanittaki gelismeyi saptayamama olasiligini
ortadan kaldirmay1 hedefledik ve bu nedenle, BKV spesifik immiin yanittaki iyilesmeyi
biitlinliyle yansitabilmesi amaciyla peptid kokteyli kullanmanin daha uygun olacagmi 6n
gordiik.- Peptid kokteyli ilk olarak Trydzenskaya ve ark. (74) tarafindan 2011 yilinda
akis sitometrik yontemle BKV spesifik CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini saptamada
kullanilmistir. Bizim ¢alismamiz peptid kokteyli ile uyarimm ELISPOT ydnteminde
kullanildig: ilk ¢caligmadir.

BKV enfeksiyonunun prognozunda belirleyici olabilmesi amaciyla hiicresel
immiin yanitin tek bir zamanda 6l¢timiinden ¢ok belli araliklarla ¢alisilmasi dolayisi ile
virolojik ve immiinolojik monitdrizasyon yapilmalidir.- Bobrek nakil hastalarmin, nakil
sonrast immiin yanitlarmin izlendigi ilk ve tek c¢alisma Schachtner ve ark. (137)
tarafindan 2013 yilinda yaymnlanmistir. Bu c¢alismada 29 bobrek nakil hastasinin
nakilden sonra sirasiyla 1. hafta, 1., 2., 3., 6., 9. ve 12. aylarda BKV spesifik T hiicre
sayilar1 ELISPOT yontemi ile degerlendirilmistir. Izlenen 29 hastanin 12’sinde idrarda
veya plazmada BKYV replikasyonu goriilmiis olup, viriiri ve viremi prevalanslar sirasiyla
% 41 ve % 14 olarak bulunmustur. 12 hastanin 8’inde BKV replikasyonu kisa siirede
tyilesmis, 4’tinde 6 aydan daha uzun siirmiis, bu hastalaridan ikisinde halen viremi
devam etmekte iken, birinde de ilerleyen zamanda biyopsi ile BKVN gelistigi
kanitlanmistir. Onyedi hastada izlem siiresince BKV reaktivasyonu gelismedigi, BKV
replikasyonu gelisen tiim hastalarin 1. hafta 6rneklerinde BKV spesifik T hiicre sayis1
saptanamadigr veya diisiik diizeyde oldugu belirtilmistir. Viremileri halen devam
etmekte olan 2 hastada BKV spesifik T hiicreleri izlem boyunca saptanabilecek diizeye
ulagsmamustir. Reaktivasyonun kendi kendini smirladig1 hastalarda iyilesme ile birlikte
BKYV spesifik immiin yanitin anlamli olarak yiikseldigi gozlenmistir. Replikasyon

goriilmeyen 17 hastada ise 1. haftada BKV spesifik T hiicre yanit1 diisiik veya
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saptanamayacak diizeyde bulunmustur. Her iki grubun da 1. hafta ve 1. ay BKV spesifik
T hiicre yanitlar1 arasinda anlamlh fark goriilmemis ancak 2, 3, 6, 9 ve 12. aylarda
yapisal BKV proteinlere kars1 olusan immiin yanit reaktivasyon gelisen grupta anlamli
olarak daha ytliksek bulunmustur. Bu caligmada hastalarin nakil sonras1 erken donemdeki
BKYV spesifik hiicresel immiin yanitlariin BKV reaktivasyonu agisindan yeterince bilgi
vermedigi, reaktivasyon goriilen hasta sayisinin daha fazla oldugu ve hastalarin
transplantasyon oncesindeki immiin yanitlarinin da goéz oniinde bulunduruldugu ileri
calismalara gereksinim oldugu belirtilmistir.

Bizim arastirmamuz, literatiir taramamiza gore bobrek nakil hastalarinin prospektif
olarak izlendigi ikinci ¢alismadir. Otuzbir bobrek nakil hastasi nakilden sonra 6. aya dek
izledik. Olgularin, nakil 6ncesinde ve nakilden sonraki 1., 3. ve 6. aylardaki BKV
spesifik immiin yanitlarin1 degerlendirdik. Schachtner ve ark.’m (137) calismasindan
farkli olarak biz 1. haftada, 2. ayda, 9. ayda ve 12. ayda BKYV spesifik T hiicre yanitlarini
degerlendirmedik. Izlem araligimiz daha genisti ve 6. aya dek izlem yaptik. Ayrica biz
ek olarak nakil 6ncesi immiin yanitlar1 da degerlendirmeye aldik.

Calismamizda toplam 8 hastada (% 25.8) izlem sirasinda reaktivasyon gelisti.
Ancak idrar ve plazma BKV yiikleri rutin istemlere dahil oldugundan ve tiim hastalarda
kontroller sirasinda diizenli istem yapilmadigindan, bazi hastalarin BKV spesifik immiin
yanit Olciimleriyle es zamanli BKV DNA degerleri bulunmamaktadir. Ayrica izlem
araligimiz genis oldugu i¢in kontrol aralarinda, bizim saptayamadigimiz kendi kendini
sinirlayan reaktivasyonlar1 kacirmis olabiliriz. Tiim bu nedenlerden dolay1 replikasyon
goriilen hasta sayisin1 oldugundan daha az saptamis olabiliriz.

Calismamizda 4 saglikli verici ile bir kontrol grubu olusturuldu. Bu kisilerin
seropozitif olup olmadiklar1 bilinmiyordu. BKV’nin toplumdaki %90’a varan
seroprevalanst ve ELISPOT deneyinde elde edilen spot sayilar1 gz Oniinde
bulundurularak kontrol grubunu olusturan vericilerin seropozitif olduklar1 diisiiniildii.
Kontrol grubu ile hastalarin nakil 6ncesi, immiin supresif tedaviye baslamadan 6l¢iilen
IFN-y salgilayan T hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi.

Tiim hastalarda BKV spesifik immiin yanit1 saptanabilir diizeyde bulduk. izlem
sirasinda reaktivasyon gelisen ve reaktivasyon goriilmeyen grubun nakil 6ncesi IFN-y
yanitlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gorilmemistir. Bu durum,
calismamizdaki hasta sayisinin azligindan kaynaklanabilir. izlem araligmm genis olmasi

ya da BKV DNA yiikiiniin bakilmamis olmasi nedeniyle; reaktivasyon gelismedigini
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disiindiigiimiiz grup i¢inde fark etmedigimiz reaktivasyon gelismis hastalar olabilir. Bir
diger olasilik ise her iki grup arasinda BKV spesifik T hiicre yanitlar1 arasinda fark
goriilmemesinin beklenen bir durum olmasidir. Calismamiz sirasinda BKV spesifik T
hiicre yanitlarinin ¢ok genis bir aralikta dagilim gosterdigini, bireysel farkliliklar
sergiledigini gozlemledik. Bu nedenle hastalarin tek 6l¢iim degerlerinden ¢ok immiin
yanitlarmin belirli bir zaman araliginda izlenmesinin daha yararli olacagmi diisiiniiyoruz.

Tim aylarda elde edilen ortalama spot sayilarmin diger aylarla karsilagtirmasi
yapildiginda; birinci aydaki spot sayilarmin ortalamasinin nakil oncesi, tiglincii ve altinci
aya gOre daha diisik oldugunu saptadik. Merkezimizde hastalara en yogun immiin
supresyon ilk 1 ayda uygulanmakta, 1. aydan sonra immiin supresif ilaglarin dozu
azaltilmaktadir: Ortalama spot sayilarmnin 1. ayda en diisiik olmasinin, hastalarin immiin
supresyon diizeyleri ile iliskili oldugunu diisiiniiyoruz. Immiinsiipresyonun azaldig1 3.ve
6.aylarda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da BKV spesifik immiin yanitin belirteci
olan ELISPOT spot sayilarinda artis saptadik.

Hastalarm 6 aylk izlem siiresince immiin yanitlarindaki degisiklikler
incelendiginde bireysel farkliliklar gosterdigini gozlemledik (Sekil 4.3, sekil 4.4).
Reaktivasyon gelisen hastalarda reaktivasyon aninda genellikle BKV spesifik immiin
yanitta diisiis meydana gelirken, BKV yiikiindeki azalma ile immiin yanitin artiginin
paralellik gosterdigi izlenmistir.

Izlem hastasi olmayan ancak bobrek nakli sonrasi yedinci ayda BKV
reaktivasyonu saptanan bir olguyuda arastrmamiz siirecinde c¢alistik. Olgunun
reaktivasyon sonrasi 2.hafta, 1.ay, 2.ay ve 4.aylarda BKV spesifik T hiicre yanitini
degerlendirdik. Hastanmn 2. hafta, 1. ay ve 2. ay plazma BKV yiiklerinde diisiis
goriiliirken, BKV spesifik immiin yanitta artisin eslik etmedigi, tersine immiin yanitta da
diisiis gerceklestigi gdzlenmistir. Ikinci aydan sonra hastanm plazma BKV yiikii tekrar
yiikselmis ancak beraberinde immiin yanitin da artmaya baslamis oldugu goriilmiistiir. 4.
ayda immiin yanitta artis devam etmis ve plazma BKV yiikii azalmistir. Hastanin halen
BKYV reaktivasyonu devam etmektedir. Bu hastada reaktivasyonun seyri, sadece BKV
DNA yikiiniin arastirilmasimnin, hastada enfeksiyonun klinigi ile ilgili yeterli bilgi
vermeyecegini gostermektedir. Bazi BKVN olan hastalarda virusun allografita kalis
stiresinin uzamasi sonucu BKV spesifik T hiicrelerinin allografita istenmeyen sitotoksik
etkiye neden olabilecegi, bu hastalarda immiin supresyonun azaltilmasinin zararh

olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (138). Immiin supresyonun dozu nakil sonras1 standart
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sekliyle azaltilmaya devam edilen bu hastada benzer durumun s6z konusu olabilecegi ve
bu gibi hastalarda BKV DNA vyiikii ile birlikte BKV spesifik hiicresel immiin yanitin
degerlendirilmesinin, BKV reaktivasyonunun prognozu hakkinda fikir vermesinin yani
stra, tedavinin diizenlenmesi ve takibinde de yardimc1 olacagini vurguluyoruz.

Calismamizda hastalarin cinsiyetleri, yaslari, indiiksiyon tedavisi alip almamalar1
ve doku uyumlar1 ele alindiginda reaktivasyon acisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmemistir. Bu durum Schachtner ve ark.’in (137) yaptiklar1 ve hasta
sayilarmin benzer oldugu calismanin sonuglar1 ile benzerlik gostermektedir.

Calismamizda; hastalarin tiimiinde BKV antijenlerine spesifik immiin yanit
saptadik. Bes BKV antijeninin bir araya getirilmesiyle olusturulan peptid kokteyli ile
uyarim yapilarak uygulanan ELISPOT yonteminin hastalarin BKV spesifik immiin yanit
Olciimiinde kullanilabilecek, giivenilir ve kolay uygulanabilir bir yontem oldugunu ve
organ nakli yapilan merkezlerde laboratuvarlarin s6z konusu ydntemi uygulamalari
gerektigini diisliniiyoruz.

Hastalarimizin BKV spesifik T hiicre sayilar1 bireysel farkliliklar gdsterdiginden;
BKYV replikasyonu agisindan risk altinda olan hastalarin sadece nakil dncesi hiicresel
immiin yamitlarina bakilarak belirlenebilecegine iliskin veri elde edilmedi. Izlemleri
boyunca hastalarin genellikle BKV spesifik immiin yanitlarmin reaktivasyon aninda
diistiigii, immiin yanitta artigin viral yiikte azalma ile korele oldugu goriildii.

Organ nakil merkezlerinde bobrek nakil hastalarinin idrar ve kanda BKV DNA
yiikleri ile birlikte, BKV spesifik immiin yanitlarmin, ELISPOT yontemi ile,
reaktivasyon gelistikten sonra daha sik olmak iizere, belirli araliklarla izlenmesi, BKVN
gelisimini  Onleyecektir. BKV  spesifik hiicresel immiinitenin izlemi, BKV
reaktivasyonunun prognozu ile ilgili 6n tahminde bulunmamiza, 6zellikle reaktivasyon
sonrast hiicresel immiin yanitin olmamas1 veya azalmasi gibi yiiksek riskli durumlari
saptayarak reaktivasyondan BKVN’ye progresyon gosterebilecek hastalar1 saptamada
yararli olmaktadir. Ayrica bu yontemle yapilan dlgtimlerin BKVN’li hastalarda immiin
supresif tedavi dozlarini1 ayarlamada rehber olabilecektir. Bu sekilde BKVN’in kontrolii
icin yeterli sayidda BKV spesifik T hiicre olusumunu saglamak {izere immiin
supresyonun optimal diizeyde azaltilmasi ve greftin korunmasi i¢in immiin supresyonun
uygun diizeyde kalmasi saglanmis olacaktir. Elde edilen veriler 1s1§1nda maliyet etkin bir
immiinolojik izlem protokolii gelistirilmesi uygun olacaktir. Nakil oncesi elde edilen

immiinolojik yanitlarn BKV reaktivasyonu acisindan risk belirlemede yeri olup
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olmadigmi anlamak i¢in ise daha fazla sayida hasta serileri ile yapilacak ¢alismalara

ithtiya¢ bulunmaktadir.
6. SONUCLAR

1. Transplant hastalarinda BKV enfeksiyonunun degerlendirilmesinde virolojik

yani sira immiinolojik izlem gereklidir.

2. BKV spesifik IFN-y yanit1 6l¢iimiinde kullanilan yontemlerden biri olan
ELISPOT yonteminde, BKV antijenini bir araya getirerek olusturulan peptid
kokteyli kullandik. Literatlir taramamiza gore, peptid kokteyli kullanarak
ELISPOT yontemi ile BKV spesifik hiicresel immiin yanitin arastirildig ilk
calismay1 gergeklestirdik.

3. BKYV hiicresel immiinitenin izleminde arastirmamizda kullandigimiz ELISPOT

yonteminin kolay uygulanabilir, giivenilir bir yontem oldugunu saptadik.

4. Hastalarin nakil 6ncesi ve sonrasi1 1, 3 ve 6. aylardaki O6rneklerinde BKV

spesifik IFN-y yanit1 saptanabilir diizeyde idi.

5. BKV spesifik IFN-y diizeyi, immiin supresyonun en yogun oldugu 1. ayda en
diisiik diizeyde bulundu.

6. Izlem sirasinda sekiz hastada BKV reaktivasyonu saptandi.
7. Hasta grubumuzda BKVN g6zlenmedi.

8. BKYV spesifik immiin yanitin bireysel farkliliklar sergilemesinden dolayr tek
Ol¢tim degerlerinden ¢ok belirli bir zaman araliginda yapilan izlem degerlerinin

gerekli oldugu sonucuna vardik.
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7. OZET

RENAL TRANSPLANT HASTALARINDA BKYV SPESIFiK IMMUN
YANITIN ELISPOT YONTEMI iLE OLCULMESI

BKYV, bobrek nakil hastalarinda geri doniisii olmayan allograft hasarina neden
olabilen en sik viral etkenlerden biridir. BKV seroprevalansi saglikli bireylerde %90’lara
ulagmaktadir. Asemptomatik seyreden ve genellikle erken cocukluk doneminde gegirilen
primer enfeksiyonun ardindan BKV bobrek ve iirotelyal hiicrelerde latent olarak kalir.
Immiin sistemi saglam bireylerin %10-40’1nda reaktivasyon ve asemptomatik viriiriler
gortilebilir. BKV bobrek transplant hastalarinda immiin supresyonla birlikte kendi
kendini sinirlayan reaktivasyonlara neden olabilir veya BKVN olusturabilir. BKVN
nakilden sonraki ilk yilda hastalarm %1-10’unda goriiliir ve bu hastalarin %50-90’inda
greft kaybina neden olur.

Calismamizda Prof. Dr. Tuncer Karpuzoglu Organ Nakli Enstitiisiinde bobrek
nakli yapilan 31 olgudan nakilden 6nce ve nakli takiben +1 ay, +3 ay ve +6 ay sonra kan
ornekleri alindiktan sonra PKMN izole edildi ve saklandi. PKMN’de BKV spesifik T
hiicre sikligi ELISPOT yontemi kullanilarak arastirildi. Hastalarin plazma veya idrar
BKV wviral yiik tayinleri gercek zamanli PZR ile 6lciildii. Nakilden sonra 7. ayda
reaktivasyon gelisen bir hasta da calismaya dahil edildi ve reaktivasyon sonrasi toplam 4
kez BKYV spesifik T hiicre yanitlar1 6l¢iildii.

Calismaya dahil edilen hastalarm tiim 6rneklerinde BKV spesifik T hiicre yanit1
Olgtilebilir diizeyde bulundu. Kontrol grubunun ortalama spot sayilari ile hastalarin
transplantasyon oncesi elde edilen spot sayilari arasinda anlamli fark saptanmadi.
Hastalarin BKV spesifik immiin yanitlar1 karsilastirildiginda, yanitin  immiin
supresyonun en yogun oldugu 1. ayda en diisiik oldugu saptandi. izlem sirasinda
reaktivasyon gelisen hastalarla; reaktivasyon gelismeyen hastalarin nakil 6ncesi spot
sayilar1 arasinda fark gozlenmedi. Izlem siiresince 8 hastada reaktivasyon gelisti.
Reaktivasyon gelisen ve BKV DNA’lar1 2 ve 3 kez bakilan 2 hastada reaktivasyon
zamaninda BKYV spesifik T hiicre yanitinin diistiigii ve immiin yanitta artisin BKV viral
yiikiinde azalma veya temizlenme ile uyumlu oldugu gézlendi.

Sonug olarak, bobrek nakil hastalarinda idrar veya kanda BKV DNA yiikleri ile es
zamanlt olarak, BKV spesifik immiin yanitin ELISPOT yontemi kullanilarak
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izlenmesinin, BKV reaktivasyonunun prognozu ile ilgili 6n bilgi verebilece§i boylece
BKVN gelisiminin Onlenebilecegi ve tedavi swrasinda immiin yanitta olusan

degisikliklerin degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: BKV, Bobrek Nakli, Hiicresel immiinite, ELISPOT.
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8. ABSTRACT

MEASURING OF BKYV SPECIFIC IMMUNE RESPONSE BY ELISPOT
METHOD IN RENAL TRANSPLANT PATIENTS

BKYV is one of the most frequent viral agents causing irreversible allograft failure
in kidney translant patients. The seroprevalence of BKV reaches up to 90% in healthy
population. After primary infection which is asymptomatic and occurs generally in early
childhood, BKV remains latent in renal and urothelial cells. In 10-40% of
immunocompetent individuals, reactivation and asymptomatic viruria can be seen. In
renal transplant patients, BKV can cause self limited BKV reactivation or BK virus
nephritis. After renal transplantation, BKV nephritis occurs in 1-10% of patients and
leads to graft loss in 50-90% of them.

In our study, after blood samples from 31 cases who had renal transplantation in
Prof. Dr. Tuncer Karpuzoglu Organ Nakli Enstitiisii were collected before
transplantation and +1, +3, +6 months following transplantation, peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated and cryopreserved. In PBMC, BKV specific T
cell frequency was analyzed bu using ELISPOT method. Plazma or urine viral loads of
patients were measured by real time PCR. A patient who developed reactivation 7
months after transplantation was included in the study and BKV specific T cell
responses were measured 4 times in total after reactivation.

All the samples from patients included in the study had detectable levels of BKV
specific T cell response. Mean spot numbers obtained from the patients prior to
transplantation were not significantly different from the mean spot numbers of the
control group. When BKV specific immune responses of patiens were compared, it was
found that immune response was lowest in the first month in which immune suppression
was highest. No difference was observed in the pretransplantation spot numbers between
the the patients who developed reactivation and who did not have reactivation during the
monitorization. Eight patients developed reactivation during monitorization. In the two
patients who had reactivation, with 2 and 3 BKV DNA results each, it was observed that
BKYV specific T cell immunity decreased during reactivation and increase in the immune

response was correlated with the decrease or clearance of BKV viral load.
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In conclusion, it is thought that monitorization of BKV specific immune response
by using ELISPOT method, with detection of plasma or urine BKV DNA viral loads in
renal transplant patients, can give us predictive information about prognosis of BKV
reactivation, hence leading to prevention of BKVN development and evaluation of

changes in immune responses during therapy.

Key words: BKV, Renal Transplantation, Cellular Immunity, ELISPOT.
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