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1. GIRIS VE AMAC

Human Herpesvirus 5 (HHV-5) olarak tanimlanan insan Sitomegaloviriis
(Cytomegalovirus:CMV), Herpesviridae ailesinin Betaherpesvirinae alt ailesinde
Cytomegalovirus cinsi igerisinde yer alir (1). Diger herpesviriislere benzer olarak
primer CMV enfeksiyonu latent enfeksiyonla sonuglanir. Latent enfeksiyon
bolgeleri; endotelyal hiicreler, monositler, lenfositler ve ¢esitli dokulardir. Bu
nedenle CMV, kan transflizyonu ve organ transplantasyonu ile bulasabilir. Organ
naklinde dondér CMV seropozitif (D+), alict seronegatif (R-) ise nakil alan hasta
primer CMV enfeksiyonu agisindan 6nemli derecede risk altindadir (2). Ozellikle
yetigkin organ nakil hastalar1 -CMV seropozitif olduklarindan dolayi- esas olarak
CMV reaktivasyonu sorunu ile karsi karsiyadirlar. Latent viriis enfeksiyonlari
transplantasyon alaninda immiinsupresif tedavi ile saglanan basariy1 olumsuz
yonde etkileyen en oOnemli faktorlerden birisidir (3). Bu nedenle nakledilen
organin reddi hatta hastanin kaybi ile sonlanabilen reaktivasyonun zamaninda
saptanmas1 son derece 6nemli ve gereklidir.

CMV enfeksiyonu tanisinda kullanilan yOntemler hiicre kiiltiiri,
histopatolojik inceleme, serolojik testler, molekiiler yontemler, CMV antijenemi
testi ve immiinolojik testler gibi genis bir yelpazede yer alir. Histopatolojik
inceleme viriisun konak hiicre sitoplazmasinda ve c¢ekirdeginde olusturdugu
inkliizyon cisimciklerinin saptanmasma dayahdir. Ozgiilliigii yiiksek ancak
duyarhilig1 diisiik olup taniy1 desteklemek i¢in diger yontemlerden de faydalanmak
gerekir. Hiicre kiiltliri, CMV tanisinda altin standart kabul edilse de gerek
prosediiriin uzun zaman almasi gerekse kullanilan hiicrelerin Omriiniin kisa
olmasi, kandaki l6kositlerin bu hiicrelere toksik etki gostermesi, donanimli
laboratuvar ve egitimli eleman gerektirmesi nedenleriyle rutin uygulamada yerini
diger tani yontemlerine birakmustir (4, 5). ELISA testleri serolojik tanmnin esas
komponentidir. Hizli, 6zgiilliigii ve duyarlihigi yiliksek testlerdir. Ayrica diisiik
fiyata ¢ok sayida 6rnek caligilabilmesi, pratik olmast ELISA yonteminin énemli
avantajlarindandir. Ancak reaktivasyonla seyreden viral enfeksiyonlar tanisinda

IgM ve IgG antikorlarinin tanisal degeri kisithidir. Organ nakil hastalarmda CMV



antikorlarmin saptanmasi, serolojik durumlarinin belirlenmesi disinda enfeksiyon
hastaliginin tanisinda yol gosterici degildir (6, 7).

CMV  pp65 proteininin immiinfloresan yontemiyle kantitatif 6l¢timiine
dayanan yontem olan CMV antijenemi testinin duyarlilig1 ve 6zgilliigii yiiksektir.
Ornek alindiktan sonra dort saat iginde c¢alisilmasi gerekliligi 6nemli bir
dezavantaj olarak goriilse de oOzellikle hasta sayist yogun organ nakil
merkezlerinde eleman alt yapisi saglandigindan yontem basar1 ile
uygulanmaktadir (8-10). Immiinsupresif hasta grubunda periferik Iokositlerin
azlig1 CMV antijenemi testinde kantitasyonun izleminde sikint1 yaratabilmektedir.
Nitekim giliniimiizde solid organ transplant hastalarinda CMV enfeksiyonunun
belirlenmesinde preemptif tedavi uygulanacak hastalarin se¢iminde ve tedavinin
monitorizasyonunda molekiiler yontemler ile viral yilikiin saptanmasi ve
kantitasyonu pratik uygulamada yerini almistir (5, 9, 10).

Konakta enfeksiyon etkeninin hastalik olusturabilmesi i¢in sadece etkenin
virulansi, miktar1 vb. 6zellikler degil, konagin 6zellikleri de son derece onemlidir.
Ozellikle immiin sistemi baskilanmis olgularda ve latent viriis enfeksiyonlarinda
konagin etkene yanit1 ya da yanitsizlig1 klinik tablonun gelismesinde anahtar rol
oynar. Hiicresel immiinite, dzellikle de hafiza CD4" ve CD8" T hiicreler bir¢ok
viral enfeksiyondan korunmada onemli rol oynar. Kronik CMV enfeksiyonunda
bu  hiicreler enfeksiyonu tamamen ortadan kaldiramasa da Onemli
komplikasyonlarin gelisimini engeller (11). T hiicre aracili immiin yanitta
CMV’ye spesifik CD4" T lenfositler, CD8" T lenfositler ve y5 T lenfositler rol
almaktadir. CD8" T lenfositler hiicresel immiinitenin en énemli elemanidir. CMV
spesifik T hiicre yanitinin diisiik olmasi replikasyon riskinin arttigini
gostermektedir (2). Hiicresel bagisikligin yeniden yapilanmasi viral hastalik
gelisimini  Onlediginden virolojik izlem yaninda immiinolojik izlem de
beraberinde yer almalidir. Organ nakil hastalarinda, etkenin 6zellikleri yani sira
konak immiin yanitinin bilinmesi enfeksiyon hastaligmmin daha erken
saptanmasimi, immiin supresif tedavinin ve enfeksiyon tedavisinin
monitdrizasyonunu saglayacaktir. Immiinolojik yontemler dedigimizde ELISPOT,
Quantiferon ve akis sitometri yontemlerinden s6z ediyoruz. Bu yontemlerin ana

hedefi hastada etkene 6zel hiicresel yanitin arastirilmasidir.



Flow (akis) sitometri (hiicre Olger), akan bir sivinin i¢indeki hiicrelerin
veya biyolojik partikiillerin fiziksel ya da kimyasal karakterlerinin 6l¢iilmesidir.
Bu teknik ile ortalama on bin hiicrenin yirmi saniyede degerlendirilmesi
miimkiindiir. Oli ve canli hiicre ayriminmn yapilabilmesi, az sayidaki hedef
hiicrenin genis hiicre populasyonu i¢inde saptanmasi ve sorting 6zelligi ile hiicre
gruplarinin ayristirilmas1 en onemli avantajlaridir. Onceleri agirlikli olarak
hematoloji ve onkolojide malignitelerin, immiinolojide primer immiin
yetmezliklerin tanisinda kullanilmis olan bu yontem ile son yillarda organ nakil
hastalarinin etkene spesifik hiicresel immiin yanitlarinin saptanmasmin klinik
validasyon c¢alismalar1 yapilmaktadir (12, 13). Akis sitometri yontemi ile hiicreleri
biiylikliik ve graniilaritelerine gore birbirinden aywrmanin yani sira
fonksiyonlarmi da 6lgmek miimkiindiir. Sitokin akis sitometri (sitokin flow
sitometri:CFC) ile antijen veya mitojen stimiilasyonu sonucunda gelisen sitokin
yanit1 olusturan hiicreler gosterilebilmekte, sayisal degerleri elde edilebilmektedir
(14). Hiicre i¢i (intraseliiler) antijenlerin tespiti giigtiir. Sitokin yanit1 arastirilirken
florokrom boyali antikorlarin hiicre icine girmesi asamasinda zorluk
yasanmaktadir. Florokrom boya eklenmesinden 6nce hiicreleri bir seri soliisyonda
fikse edip morfolojik zarara ugratmadan hiicre zarmm gecirgenliginin artirilmasi
gerekir. Sonra eklenen boyalar ile isaretleme yapilir (15).

Akdeniz Universitesi Hastanesi’nin giiclii yanlarindan birisi organ
naklinde gostermis oldugu basaridir. Bu basar1 biz laboratuvar bilim dallarina da
organ nakil hastalarinda enfeksiyon hastaliklarmin tanis1 ve izleminde evrensel-
bilimsel yaklasimlar1 takip etmek sorumlulugunu yiiklemektedir. Bu calismada,
bobrek nakli yapilmis hastalarda etkene 6zel T hiicre yanitinin monitorizasyonu-
izlemi- planlanarak; CMV’ye karsi gelisen T lenfosit yanitmin sitokin akis

sitometri yontemi ile optimizasyonu amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sitomegaloviriis
2.1.1. Tarihge

CMV’nin tarihi 1871 yilinda Ribbert’le baslamistir. Ribbert, fetus bobrek
dokusunda inkliizyon cisimcikleri iceren genis hiicreler saptamis; ilerleyen
calismalarinda karaciger ve akciger dokularinda da benzer goézlemleri yapan
Ribbert, bu hiicrelere “protozoon benzeri hiicre” adini1 vermistir. Lowenstein,
parotis bezinde de ayni hiicrelere rastlamis ve bu hiicrelerin adi ‘intraniikleer
inkliizyon igeren sitomegalik hiicreler’ olarak belirlenmistir. Von Glahn ve
Pappenheimer, genital herpesli ve herpes zosterli hastalarda inkliizyon
cisimciklerini  saptadiklarinda, bu durumun virlislerden kaynaklaniyor
olabilecegini One siirmiislerdir. “Cytomegalia” kelimesi ilk kez 1911°de
Goodpasture ve Talbert tarafindan kullamilmustir (1). Ilerleyen yillarda 1947
yilinda konjenital toksoplasma 6n tanist olan bir hastadan viriis izole edilmis ve
adina “Cytomegalovirus” denilmistir. 1960°’ta CMV’ye iliskin 3 temel bilgi
aciklanmistir: 1-Viral replikasyon sadece konagin kendi hiicrelerinde meydana
gelir. 2- CMV benzeri etkenler memelilerden izole edilir. 3- Hastalikli konakta

farkl1 hiicre ve dokularin varligi sitopatolojik inceleme ile saptanabilir (10).

2.1.2. Siiflandirma

CMV, Herpesviridae ailesinin bir tiyesidir. Zarfli, ¢ift iplikli DNA
virlisudur. Insan herpes viriisu olan sekiz viriis tanimlanmis olup hayvanlar
alemini enfekte eden 100’e yakin herpes viriis var oldugu bilinmektedir (16, 17).
“International Committee for Taxonomy of Viruses “ tarafindan insan Herpesviriis
5 (HHV-5) olarak tanimlanmustir. Insan Herpesviridae ailesinin icinde ayrica
Herpes Simplex viriis tip 1 (HSV-1) ve 2 (HSV-2), Varicella-Zoster viriis (HHV-
3), Epstein-Barr virtis (HHV-4), HHV-6, HHV-7 ve HHV-8 bulunmaktadir (18).
Herpesviriislar farkli tipte hiicreleri enfekte etme 06zellikleriyle 3 alt gruba

ayrilmiglardir:



Alfaherpesviriisler: Epitel hiicresi ve fibroblastlarda trerler. Sitopatik
etkileri 6n plandadir. Duyu ganglionlarinda latent enfeksiyona neden olurlar.
HSV-1 ve 2 bu gruptadir (7).

Gammaherpesviriisler: Lenfotrop viriislerdir. Lenfoblastoid hiicrelerde
latent kalirlar. EBV ve HHV-8 bu gruptadir (7).

Betaherpesviriisler: Tiikriik bezlerinde yerlesirler. Enfekte ettikleri hiicreyi
biiyiitmelerinden dolay1 sitomegalik hiicreler olarak adlandirilirlar. Daha az
sitopatik etkilidirler. Hiicre kiiltiirlerinde geg trerler. Salg1 bezleri, lenforetikiiler
hiicreler ve bobrekte latent kalirlar. Bu grubun tiyeleri, CMV, HHV-6 ve HHV-
7°dir (18).

2.1.3. Viriis morfolojisi ve replikasyonu

Insan herpesviriislarmmn en biiyiigii ve en genis genetik icerige sahip olan
CMV, 120-300 nm ¢apimdadir. Cift zincirli ve yaklasik 240 kbp biiyiikliigiinde
DNA igeren c¢ekirdegi, 161 kapsomerden olusan ikozahedral bir kapsidle
cevrelenmistir. En diginda fosfolipidden zengin 179 nm g¢apli bir zarf
bulunmaktadir. Kapsidle zarf arasinda kalan tegiiment kismi 20 adet matriks
proteini icermektedir. Bu matriks proteinlerinin gorevi tam olarak bilinmemekte
olup alt matriks proteini olarak bilinen ve tegiiment proteinlerinin i¢inde en bol
bulunan pp 65 (diger adiyla unique long 83 = ULS83), protein kinazlarin yaptigi
fosforilasyonun temel hedefidir. Antijenemi testinde aranan, bu proteindir. pp65
proteini ayn1 zamanda MHC-1 kisithh Tc (sitotoksik T lenfosit) lenfositler i¢in de
en onemli hedeftir. Diger major tegliment proteinlerinden virion transaktivator
proteini pp71 -ilist matriks proteinidir- UL82 geninde yer alir. Herpes kor
maturasyon proteini pp150 - genis matriks proteinidir- UL 32 geninde yer alir. En
genis tegliment proteini UL 48 geninde eksprese edilir. UL99’da bulunan pp28
proteinleridir. Fosfoprotein UL32 (p150), ppUL44 (p52), ppUL8Oa (p38) ve
ppUL57 (p130) immiinojeniktir ve serolojik yontemlerde kullanilirlar .Bunlara ek
olarak hiicresel ve viral RNA’larca kiigiik miktarlarda salman proteinler de vardir
(17-21).

Diger herpes viriisler gibi CMV de konak hiicrenin ¢ekirdeginde replike

olmakta, replikasyon sirasinda kendi DNA polimerazlarini kullanmaktadir . Viral



DNA’nm kapsid igerisine yerlesmesi hiicre ¢ekirdeginde gerceklesirken viral zarf
konak hiicre ¢ekirdek zarindan kazanilir. Viriisiin ¢ogaldigr hiicrenin igerisinde
enfektif proviriisiin olugsmas1 hemen daima degisik derecelerde hiicre harabiyeti ile
sonuclanir. Latent enfeksiyonda ise hiicre harabiyeti yoktur, genom sirkiiler
yapidadir ve viral antijenlerin tamami eksprese edilmez (18, 22, 23, 24).

Viral genom transkripsiyonu ve viral protein sentezi yani replikasyon 48-
72 saat siirer ve li¢ fazda gerceklesir (25) :

1. En erken dénem: ilk 2 saati kapsar. Cok erken proteinler (alfa) rol alir.
Ik asama viriisiin zarf glikoproteinleri ile hiicre yiizeyine tutunmasi ve
penetrasyonudur. Diger herpes viriisler gibi heparan siilfat viriis-hiicre iligkisinin
ilk agsamasinda rol alir. Ancak tutunmada heniiz tam olarak belirlenememis farkli
reseptorlerin de olaya katildig1 diisiiniilmektedir. Tutunmada beta-2 mikroglobiilin
molekiilii, hiicre yilizeyi reseptorleri ile viral glikoproteinler arasinda kopri
olusturarak rol alir. Tutunmay1 viral zarf ve hiicre zarinin fliizyonu ile gerg¢eklesen
penetrasyon izler. Kapsid agiga ¢ikar ve viral DNA’y1 ¢ekirdek zar1 porlarindan
cekirdege ulastirir. Cekirdekte konak hiicrenin RNA polimeraz 11 enzimi
kullanilarak DNA’nm transkripsiyonu gerceklesir. Ilk asamada yeni protein
sentezine gereksinim duymadan eksprese edilen en erken gen iirlinleri sentezlenir.
Bu gen iiriinleri enfeksiyonun ge¢ donemine kadar eksprese edilirler ve viral
genom lzerinde pozitif ve negatif diizenleyici etkileri vardir. En erken donem
proteinleri sentezlendikten hemen sonra sitoplazmada kiimelenirler. Sonug olarak
bu dénem gen transkripsiyonunun regiilasyonu ve hedef hiicrenin ele gegirilmesi
asamasidir (23, 24, 26, 27).

2. Erken donem (ge¢ erken donem): Yirmidort saatten Once baslar.
DNA’nin sentezi ve ayrica niikleik asit baglayan proteinlerin de sentezi bu
asamada gerc¢eklesir. Bu olaylarda pek cok transkripsiyon faktorii ve viral DNA
polimeraz rol alir (23, 24, 26, 27).

3. Geg donem: Ilk 24 satten sonraki dénemdir. Viral genom replikasyonu
basladiktan sonra yapisal protein sentezi bu asamada olur. Bunlardan
niikleokapsid proteinleri ¢ekirdekte toplanir ve viral DNA kapsid icine yerlesir.
DNA’y1 i¢ine alan niikleokapsidler ¢ekirdek zarmdan zarflarmi alarak perintikleer

sisternalara tomurcuklanirlar ve sitoplazmik vezikiiller i¢inde hiicre zarina tasimnir,



ekzositoz ile salinirlar. Ge¢ donem 72 saat sonra en lst diizeye ulasir (23, 24, 26,

27).

2.1.4. Fiziksel ve kimyasal ozellikleri

CMV labil bir virtstiir. UV 1sminda 5 dakikada, 56°C’de 30 dakikada,
diisik pH (pH<5) ve % 20’lik eter soliisyonu gibi lipid ¢oziiclilerinde 2 saatte
harap olur. Ayrica dondurma ve eritme islemleri gibi fiziksel etkenlerle de
inaktive olabilmekte, % 10’luk sodyum hipokloritle CMV’nin enfektivitesi
belirgin bir sekilde azalmaktadir. CMV ile enfekte hiicrelerin saklanmasinda sivi
azot i¢inde, % 20 fetal calf serum ve % 10 dimetilsiilfoksit ilave edilmis Eagle
besiyeri ya da % 20 dimetilsiilfoksit ile desteklenmis Eagle’n minimal essential

medium’u 6nerilmektedir (23, 28-30).

2.1.5. Epidemiyoloji

Tim diinyada yaygm olarak gorilen CMV’de bilinen tek enfeksiyon
kaynag1 insandir. CMV enfeksiyonu endemik olup sosyoekonomik kosullarla
CMV seroprevalansi ters orantilidir. Bu durumda kotii hijyen kosullar1 yaninda
toplum i¢i yakin temas da yiiksek risk faktorii olarak giindeme gelmektedir (31).
Enfeksiyon prevalansi bu nedenle lilkeler arasinda da farklilik gosterir. Avrupa,
Avustralya, Kuzey Amerika {ilkelerinde disiik, Afrika, Giineydogu Asya
iilkelerinde olduk¢a yiiksekken kimi iilkelerde erigkinlerde yiliksek oranda
seyrederken kimi iilkelerde enfeksiyon etkeninin kazanimi % 90-100 oraninda
cocukluk caginda olmaktadir. Cok eslilik, ilk cinsel iliski yas1 ve korunma
yontemlerinin kullanilmamasi gibi faktorler CMV seroprevalansini etkilemektedir
(27). Geligmis iilkelerde yenidoganlarda % 0.5- 2.5, erigkin yas grubunda ise % 50
oraninda rastlanir (10). Gelismekte olan iilkelerde eriskin yas grubunun hemen
tamam1 CMV seropozitiftir (8). Ulkemizde CMV seropozitifligi yiiksek orandadir
(32,33). Antalya ili i¢cin hayatinin ilk yilinda olan bebeklerdeki CMV
seropozitifligi % 93,3 bulunmus ve yasla birlikte bu oranin arttigi, 7. yasta pik
yaptigi (% 96,8); CMV enfeksiyonu i¢in kritik yaslarin 1. ve 7. yil oldugu
saptanmistir. Dogurganlik ¢agindaki kadinlarda seropozitivite orant % 97,4

bulunmustur. (32).



CMYV vertikal ve horizontal olarak bulasabilir ve enfeksiyonlar dogumdan
once (konjenital), dogum sirasinda (perinatal) veya dogumdan sonra (postnatal)
kazanilanlar olarak smiflandirilabilir (18). CMV, plasenta yolu, cinsel iliski, kan
transflizyonu, solid organ ve kemik iligi transplantasyonu ve viriisu ¢ikaran kisi
ile yakm iliski sonucu bulasabilir. idrar, anne siitii, gdzyasi, diski, vajinal ve
servikal sekresyonlar, kan ve semen gibi pek cok viicut sivist ile salinmasi
CMV’nin toplumda yaygin olarak goriilmesine neden olmakta, bu yolla CMV
salinimi siirekli veya tekrarlayan sekillerde goriilmektedir. Ayrica enfeksiyon
sonras1 viriisiin uzun siire etrafa sacilmasi, primer enfeksiyon sonrasinda aylarca
hatta yillarca ekstrakte edilebilmesi de yayilimii kolaylastirmaktadir (17, 27, 33).

Solid organ nakli yapilan hastalarda CMV 6nemli bir sorundur. Genellikle
ates ve halsizlikle seyreder. Laboratuvarda notropeni, trombositopeni, yiiksek
transaminaz diizeyleri saptanir (10). Bobrek nakil alicilariyla yapilan bir
calismada CMV’nin nakilden sonraki 3 ayda ve daha sonraki zamanlarda ortaya
ciktigl, en sik bulgunun ates yiiksekligi oldugu saptanmis; en Onemli risk
faktorleri ise D+/R- hastalar ve rejeksiyondan koruyucu tedaviler olarak

gosterilmistir (3).

2.1.6. Patogenez

CMV, hiicre lizisi yapmanin yaninda persistan ve latent enfeksiyonlara
neden olur. Bazi hiicrelerde proteinlerin yapilarmi etkileyip konakta hiicre
cogalmasi gibi fonksiyonlar1 bozarak ki bu durumda litik etkileri daha smirl ve
konak hiicre bazindadir; bazi hiicrelerde de fetal CMV enfeksiyonunda goriilen
merkezi sinir sistemi anomalilerinde oldugu gibi bir takim faktorlerin salinimini
etkileyip komsu hiicrelerin fonksiyonlarini engelleyerek etki gostermektedir.
Virilisiin alimmdan sonra tiikriikk bezi duktal epitel hiicreleri ve fibroblastlar
enfekte olmaktadir. Tikrik bezi tutulumu genellikle kroniktir; bebekler ve
cocuklarda siktir, yagla azalir (31, 34-37).

HSV, VZV gibi diger herpesviriisler belirli bolgelerde latent olarak kalirken
CMV c¢ok cesitli bolgelerde latent kalabilir. Latent enfeksiyon sirasinda periferik
mononiikleer hiicrelerden ya da kemik iliginden kaynaklanan mononiikleer

hiicrelerin % 0.004 - % 0.01’inde CMV viral genomu bulunur. Bu genomlar da



her enfekte hiicrede 2-13 kopya kadardwr (38). Bu latent kalinan hiicrelerin
hangileri oldugu tam olarak aydinlatilamamigsa da myeloid hiicre grubuna bagli
gibi goriinmektedirler (39). Genomik hiicre DNA’s1 monosit/makrofajlar (40),
lenfositler ile CD34" kemik iligi hiicreleri (41), immatiir dendritik hiicreler (42) ve
endotel hiicreleri (43, 44) gibi cesitli hiicre gruplarindan izole edilebilir. Bir
hiicrede CMV genomik DNA’sinin bulunmasi o hiicrede mutlaka aktif
replikasyon oldugu anlamma gelmez. Aksine replikasyondan ¢ok saglam
virionlarin fagosite edilmesine baghdir. Viriis hiicre i¢ine girebilir ama major IE
(immediate early) proteinler transkripsiyonu baskilar ve yeni viriis iiretimi
engellenir. Bu durum viral replikasyonun nerede gergeklestigine baghdir.
Diferansiye hiicreler replikasyona izin verirken diferansiye olmamus hiicreler
replikasyona izin vermez (45).

Latent enfeksiyon gelisimi ile ilgili olarak {i¢ olas1 yoldan bahsedilebilir
(46):

1.Virlis, hiicreye baglanip girdikten sonra yeni gen ekspresyonunun
olmadig1 bir alana gidiyor olabilir.

2.Viriis, hiicrede enfeksiyon gelistiriyor ama hemen engellenip latent
kalmasi saglaniyor olabilir.

3.Viriis hiicreye girdikten sonra enfeksiyonla ilgili olmayan ama latent
kalmay1 saglayan genler eksprese ediyor olabilir. Deneysel ¢aligmalarda
graniilosit-makrofaj progenitor hiicrelerdeki latensi ile ilgili genlerin CMV
genomunda major IE promoter alaninda yer aldigi gosterilmistir (47, 48). Bu
konuda saglikli seropozitif bireylerle de yapilan ¢alismalar mevcuttur. Enfekte
graniilosit-makrofaj progenitér hiicrelerde ve enfekte kemik iligi ve graniilosit
makrofaj koloni stimiile edici faktor (GMCSF) salgilayan hiicrelerde UL111.5A
geninin bir ¢esit viral IL-10"u kodladig1 saptanmistir (49). Genel kani CMV
virlisliniin gegici 6zel bir gen eksprese edip aktif enfeksiyonu durdurdugu ve
latent kaldig1 yoniindedir ve CDI14  monositlerinde ve CD34" progenitor
hiicrelerinde latent kalmak i¢in gereken viral sekanslar belirlenmistir (46, 50-53).

Viriisiin daha 6nce de belirtildigi gibi monositler, makrofajlar, 16kositler,
lenfositler, vaskiiler endotel hiicreleri, bobrek epitel hiicresi ve tiikiirik bezi gibi

bircok hiicre grubunda latent kaldig1 diisiiniilmektedir (54). Bobreklerin uzun



sireli latent CMV enfeksiyonu, 6zellikle bobrek transplantasyonu yapilanlarda
klinik 6nem kazanmaktadir (29).

CMV ’nin latent durumdan reaktive duruma gegcmesi CMV patogenezinin en
onemli basamagidir. Reaktivasyon immiinsupresyon, enflamasyon, enfeksiyon ya
da strese bagl gelisebilmektedir (55-57). Reaktivasyon mekanizmasinda timor
nekroz faktor (TNF-a) anahtar mediator olarak rol oynamaktadwr. CMV latent
durumdayken TNF-a, TNF reseptorlerine baglanir; protein kinaz c aktive olur;
CMV c¢ok erken proteinlerinin transkripsiyonu baslar ve viriis replikasyonunu
hizl1 bir sekilde uyarilmis olur (58-60). Reaktivasyon, ayrica stres katekolaminleri
epinefrin ve norepinefrin ve yiiksek cAMP seviyelerinin IE promoter genini
aktive etmesiyle de tetiklenir (57). Benzer sekilde gesitli inflamatuvar durumlara
bagli olarak proinflamatuvar prostaglandinlerin stimiilasyonu cAMP yolag1
aracilifiyla viral replikasyona sebep olmaktadir (61).

CMV’ye kars1 normal konakta 6zgiil immiin yanit koruyucu rol oynar. Bu
grupta klinik enfeksiyon nadirdir. CMV genellikle latent kalir ve immiin sistemin
baskilandig1 durumlarda reaktive olur. CMV enfeksiyonundan korunmada hem
hiicresel hem de humoral bagisik yanitin belirli -sinirli- rolleri vardir (62).
CMV’ye kars1 gelisen bagisik yanitin belirlenmesi tedavide basariyr da

beraberinde getirecektir.

2.1.7. immiinite (Bagisikhk)

CMV enfeksiyonunun patogenezinin temelini konak immiin yanit1
olusturmaktadir. Immiin sistem hiicreleri kemik iliginin multipotent kok
hiicrelerinden kaynaklanir. Kemik iliginde giinde 1.75x10'" eritrosit, 7x10'°
I6kosit  yapilir. Myeloid kok hiicrelerden megakaryositler, eritroblastlar,
myeloblastlar ve monoblastlar gelisir. Megakaryositler trombositleri, eritroblastlar
eritrositleri, myeloblastlar bazofil, eozinofil ve nétrofilleri ve monoblastlar da
monosit ve dendritik hiicreleri meydana getirir. Immiin sistemin en 6nemli
hiicreleri olan lenfositler ise lenfoid kok hiicreden kaynaklanir. Lenfoid kok
hiicreden T lenfositler, B lenfositler, NK hiicreler gelisir (Sekil 2.1). Immiin yanut,

dogal ve kazanilmis immiin yanit bilesenlerinden olusur (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.1. Immun sistem hiicrelerinin kokenleri (63).

Innate immunity

Adaptive immunity

Sekil 2.2. Dogal ve kazanilmig immiin yanitin bilesenleri (63).

2.1.7.1. Dogal immiin (bagisik) yanit

Etkenle karsilasmca dakikalar icinde devreye girer. Ozgiil degildir. Farkli
patojenlerdeki ortak olan molekiiler yapilara karsi savasir. Bu molekiilleri PRR

(Pattern Recognition Receptors=Kalip tanimma reseptorleri) ile tanir. PRR,
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mikrobiyal bir ajam1 ya da hiicresel strese neden olan molekiilleri tanimak
amaciyla immiin sistem hiicrelerince iiretilir. TLR (Toll Like Reseptor)’ler bu
gruptadir. Dogal immiin yanit viicut bariyerleri ve hiicresel komponentlerden
olusur. Bariyerler arasinda deri, gozyasi, mide asidi sayilabilirken fagositler, kan
proteinleri (kompleman gibi), NK hiicreler de hiicresel komponenti meydana
getirir. Dogal immiin yanit CMV’ye kars1 koymada 6nemli rol oynar. Ayni
zamanda kazanilmis bagisikligin da ilk adimi1 olmasi nedeniyle 6nemlidir. CMV,
TLR iizerinden sinyal iletimini aktive eder ve dogal immiin yanit hiicrelerinden
salinan inflamatuvar sitokinler, CD80 ve CD86 gibi ko-stimulator (es uyarici)
molekiillerin salinimma neden olur. Bu maddeler kazanilmis immiin yanitin
aktivasyonunda onemlidir (64). Fare modellerinde TLRY9 ve TLR3’iin immiin
savunmada onemli rol oynadig1 kanitlanmistir (65-67). Viriis hiicreye girdiginde
dendritik hiicrelerden ve makrofajlardan saliman TNF-a ve B sinyal iletimini
baslatir ve NK hiicreler aktive olur. Deneysel fare modellerinde NK hiicrelerin
CMV ’nin ortadan kaldirilmasinda ve korunmada katkida bulundugu gosterilmistir
(68-70). Fare deneylerinde nadir de olsa NK hiicrelerin sayis1 azaldiginda
hiicrelerin CMV’ye duyarli hale geldigi gosterilmistir (71, 72). NK hiicrelerin
insanlarda CMV’ye olan etkileri heniiz derinlemesine bilinmemekle beraber renal
transplant hastalarinda yapilan arastirmalarda primer ve tekrarlayan enfeksiyonda

rolii oldugu, CMYV sonrasi tyilesmeye katkida bulundugu belirtilmistir (73-75).

2.1.7.2. Kazanilmis immiin (bagisik) yamit

Adaptif (kazanilmis) immiinite giinler-haftalar icinde devreye girer ve hafiza
ozelligi vardir. Humoral ve hiicresel immiin yanit bilesenlerinden olusur. Ana
hiicreler T ve B lenfositlerdir. Birka¢ T ya da B lenfosit prolifere olur ve klonal
ekspresyonla bir¢ok yavru hiicre olusur. Lenfosit popiilasyonu timustan tiireyenler
(Thymus-derived=T lenfositler), kemik iligi kaynaklilar (Bone-marrow-derived=B
lenfositler) ve dogal oOldiiriici (Natural Killer= NK) hiicrelerden olusur. T
lenfositler hiicresel immiiniteden, B lenfositler ise humoral immiin yanittan

sorumludur. Iki grup beraberce kazanilmis immiin yanit1 olusturur (62).
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2.1.7.2.1. Humoral immiin (bagisik) yanit

CMV enfeksiyonunun yayilimmnin ve ciddi enfeksiyon gelisiminin
onlenmesinde humoral immiin yanitin pay: biiyiiktiir (76, 77). CMV spesifik
aktikorlar CMV’den korunma saglar ve hastaligin yayilmasini ve ciddi enfeksiyon
gelisme riskini azaltir. Seropozitif annelerden dogan bebeklerde anneden gecen
antikorlarm CMV’ye kars1 koruyucu olmast ve seropozitif annelerdeki
antikorlarin fetal enfeksiyonu engellemesi CMV enfeksiyonundan korunmada
humoral yanitin 6nemli oldugunu gostermektedir (23, 34). Bunun yaninda gebelik
esnasinda primer CMV enfeksiyonu gegiren seronegatif annenin bebegi ve
hipogammaglobulinemili hasta gibi immiin yetmezlikli hastalar CMV

enfeksiyonu i¢in risk altindadir (78).

2.1.7.2.2. Hiicresel immiin (bagisik) yanit

T hiicre onciileri kemik iligindeki ortak lenfoid hematopoetik kok
hiicrelerden koken alir ve olgunlasmak tizere timusa go¢ eder. Timus, T lenfosit
gelisimi i¢in olmazsa olmaz bir primer lenfoid organdir. Timosit olarak
tanimlanan T hiicre Onciilerinden fonksiyonel T lenfositler gelismesi igin stromal
hiicreler, sitokinler ve kemokinlerle uygun ortam olusturur. 7 cell (hiicre) reseptor
(TCR : THR) geni olusumu ve timosit se¢imi antijenleri istisnasiz tanima
kapasitesine sahip olan olgun T lenfosit gelisiminde temel basamaklardir.
Farklilagsma siirecinde hiicrelerin timustaki o farkli cevrede bulunan timik antijen
sunan hiicrelerdeki antigen presenting cell : APC), peptid-MHC kompleksleriyle,
kortikal ve medullar timik epiteliyal hiicrelerle ve dendritik hiicrelerle temaslar1
ise yardimcer faktorlerdir. Bu asama sonrasinda T lenfositler antijenleri tanima ve
cesitli yiizey antijenlerin eksprese etme yetenegi kazanirlar (Cizelge 2.1) (79).
Cizelge 2.1. Timusta T hiicre se¢imi (79).

MHC baglanmasi Oto antijeni tanima Sonug

Zayif veyaeksik | - Hiicre olimii
Gic¢la |- Hiicre 6liimii
Orta Evet Hiicre olimii
Orta Hayir Tam maturasyon
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T hiicre se¢imi afinite modeliyle agiklanabilir. Buna gére THR’in, peptid-
MHC komplekslerine afiniteleri ¢ok diisiikse ya da ¢ok yiiksekse o hiicreler yok
edilir, buna negatif se¢cim denir. Bu durumu s6yle agiklamak da miimkiindiir; T
hiicreler kendileri gibi olan hiicreleri taniyip reaksiyon gelistiriyorlarsa ya da
hicbir antijeni taniyamiyorlarsa yok edilirler. Orta afiniteli ve sadece yabanci
antijenleri tantyan hiicreler ise CD4" ve CD8" T hiicrelere farklilasma asamasini
tamamlayabilir. Buna ise pozitif se¢im ad1 verilir (80, 81).

Olgunlasmis CD4" T lenfositler dalak, lenf nodlar1 ve mukoza ile iliskili
lenfoid dokular (MALT) gibi sekonder lenfoid organlara yayilir. CD4" T hiicreler,
CDS" T hiicrelerle beraber T lenfositlerin ¢ok biiyiik bir kismmi olustururlar.
Olgun T hiicreleri ya CD4 ya da CDS8 yiizey antijeni tasir. Kan ve lenfoid
dokulardaki olgun T hiicrelerin yaklasik % 65’1 CD4, %35°1 CD8 eksprese eder.
CD4" ve CDS8" T hiicrelerin yiizeylerinde bulunan CD4 ve CDS8 yiizey antijenleri
MHC molekiiliiniin non-polimorfik bolgesine baglanir. TCR kompleksi yoluyla
alman sinyallerle birlikte sinyal iletiminde rol oynar ve bdylelikle T hiicre
aktivasyonu baglatilir. T hiicre {iizerindeki reseptorler spesifik olarak APC
iizerindeki peptid-MHC kompleksini tanidigi zaman CD4 ve CDS8 yiizey
molekiilleri MHC ile etkilesime girer. CD4, MHC 1I ile CD8 ise MHC 1 ile
selektif olarak baglanir (79).

CD4" T hiicreler aktive olduktan ve efektdr alt gruplarma doniistiikten
sonra spesifik sitokinler sekrete etmek suretiyle immiin cevap olusturur. CD4" T
hiicrelerin ¢ogu sitokin ireten yardimci T hiicrelerdir ve hiicre dis1
mikroorganizmalara karsi immiin yanittan sorumludur (82). CD4" T hiicrelerin
dogal immiin yaniti, B hiicreleri, sitotoksik T hiicreleri hatta immiin olmayan
hiicreleri aktive etmek ya da immiin reaksiyonu baskilamak gibi farkl gorevleri
vardir. CD4" T hiicrelerin T helper 1 (Thl), Th2 disinda Th17, Tth (follicular
helper T cell), Trl (regulatory type 1 cells) , Th9 gibi farkli alt tipleri vardir
(Cizelge 2.2)) (79).
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izelge 2.2. CD4" T hiicrelerin farklilasmasinda rol alan sitokinler, transkripsiyon
g

faktorleri ve inhibitor transkripsiyon faktorleri (79).

(] 3

Thl: Hiicre ic¢i patojenler iizerine etkilidir. IL-12 ve IFN-y naive T
hiicrelerden Thl farklilasmasin1i saglayan ana sitokinlerdir. T-bet ana
transkripsiyon faktorii, GATA3 ise ana inhibitor transkripsiyon faktoriidiir. [FN-y,
Lenfotoksin a (Lfa) ve IL-2, Thl’in salgiladigi ana sitokinlerdir. IFN-y,
mononiikleer fagositlerin ana aktivatoriidiir (79). IL-2, sitolitik fenotipe sahip olan
CDS" T hiicrelerin gogalmasini tesvik eder (83, 84). NK hiicrelerden IFN-y
salmimmi da indiikler. T hiicre biiyiime faktorii olarak da bilinir. Ayrica CDS"
hafiza hiicrelerinin gelisimini de tesvik eder ve boylece gii¢lii bir sekonder yanit
saglanmasma katkida bulunur (85). Timus kaynakli olan dogal Treg hiicreler
yasamlarini siirdiirebilmek ve aktive olabilmek i¢in IL-2’ye ihtiya¢ duyar. IL-2,
STATS’1 aktive ederek naive hiicrelerden FOXP3 salinimini artirir ve supresif
ozellik kazanmalarini saglar (86-88). Lfa, TNF ailesinin bir iiyesidir. Otoimmiin

hastalik gelisimi ile iliskilidir (79).

Th2: Th2 diferansiasyonunda IL-4 ve IL-2 kritik role sahiptir. GATA3,
IL-4 tarafindan indiiklenen STAT6 yoluyla eksprese edilir ve Th2’nin ana
transkripsiyon faktoriidiir. GATA3 yoklugunda Th2 diferansiasyonu kesintiye
ugrar. Th2 lenfositler helmintleri de igeren hiicre dis1 parazitlere karsi immiin
yanittan ve alerji gelisiminden sorumludur. Ana sitokinleri 1L-4, IL-5, IL-9, IL-
13, IL-10 ve IL-25 ve amphiregulin’dir. Alerjik inflamasyondan 6zellikle 1L-4

sorumludur ve gorevi B lenfositlerden IgE salinimini igerir (89).
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Th17: 1L-6, IL-21, IL-23 ve TGF- Th17 diferansiasyonunda ana major
sitokinlerdir. RORyt (retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma-T) ise
ana transkripsiyon faktoriidiir. Th17 lenfositler hiicre dis1 bakteri ve mantar
enfeksiyonlarindan sorumludur. Ayrica otoimmiin hastalik olusumunda da gorev
alir. Efektor sitokinleri IL-17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22’dir. IL-6, IL-1, TNF-a
gibi proinflamatuvar sitokinler ve proinflamatuvar kemokinlerin indiiksiyonunu
yapar ve inflamasyon alanma inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisini saglar (90,
91). IL-21, Thl7 tarafindan diiretilen bir sitokin olmasmin yaninda Thl7
olusumuna katkida da bulunan bir sitokindir. Ayn1 zamanda T hiicre aktivasyonu,
B hiicrelerin plazma hiicreleri ve hafiza hiicrelerine farklilasmasi ve NK
hiicrelerin aktive edilmesi gibi yan gorevleri de vardir.IL-22 hem inflamatuvar

yanitta rol alir hem de doku koruyucu 6zelligi vardir (92, 93).

Treg: iTreg ve nTreg olmak tlizere 2 alt tiirii vardir. iTreg, periferik lenfoid
organlarda gelisimini tamamlarken nTreg, timustan olgunlasmis olarak ¢ikar. Ana
transkripsiyon faktorii FOXP3’tiir (94). TGF-B, iTreg hiicre olusumunda kritik
sitokindir. FOXP3, CD4'CD25" T hiicrelerden eksprese edilir ve iTreg soyunun
olusumunda ana faktordiir. Treg ve Trl lenfositlerin viicudun kendi antijenlerine
ve yabanci antijenlere toleransinda onemli bir rol oynar. Patojenler ortadan
kaldirildiktan sonra immiin cevabi negatif yone kaydirip immiinpatolojiden
korunma saglar (95, 96). Ana efektor sitokinleri IL-10, TGF-B ve IL-35’tir. IL-10
proinflamatuvar cevabi suprese eden gii¢lii bir inhibitor sitokindir. TGF-B ile
beraber IL-10, IgE tiretimini giiglii bir sekilde baskilar ve alerji ve inflamasyonu

azaltir (97-100).

Tfh: Lenfoid dokunun follikiiler bolgesinde bulunur. Antijen spesifik B
hiicre yanitma katkida bulunur. IL-6 ve IL-21 diferansiasyonun temel
sitokinleridir. Transkripsiyon faktorii ise STAT3 tiir. Tthl, Tth2 ve Tth10 olmak
iizere alt gruplar1 vardir. Tthl, IFN-y sekrete ederek IgG2a iiretimini; Tth2 1L-4
ile IgG1 ve IgE ; Tth10 ise IL-10 ile IgA sekresyonunu tesvik eder (101).
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Th9: 1IL-4 ve TGF-B ile naive T hiicrelerden farklilasir. IRF4 ana
transkripsiyon faktoriidiir. Bol miktarda IL-9 sekrete eder. Giiniimiizde alerjik
patolojilerin gelisiminden ve 6zellikle astimdan sorumlu tutulmaktadir (79).

CDS" smuf I T hiicreler sitotoksik T hiicrelerdir ve hiicre ici
mikroorganizmalar ile meydana gelen enfeksiyonlarin eradikasyonundan
sorumludur (102). Enfeksiyonu takiben yaklasik 6 giin i¢inde primer sitotosik
yanit baslar ve enfeksiyon bittikten sonra da sitotoksik T hiicreler kaybolur.
Enfeksiyon sirasinda gelisen hafiza hiicreleri ise kaybolmaz (memory T cells).
CTL (sitotoksik T lenfosit), virlisiin kor, zarf ve non-virion proteinlerine karsi
gelisir. Spesifik bir T hiicre yanit1 ortaya cikar. Th lenfositler CTL onciil
hiicrelerinin olusumuna katkida bulunur. CTL’ler MHCI1 ile iligkili antijenlerin
olusturdugu kompleks yapilar1 tanir ¢iinkii viriisun konak hiicrede olusturdugu
antijenik yapilar sadece MHC1 lerle hiicre ylizeyinde eksprese edilir. MHCI
molekiilleri tiim somatik hiicrelerde mevcuttur. CTL’ler perforin ve granzim gibi
sitolitik maddeler salgilayarak hedef hiicreyi yok eder. IFN-y en Onemli
sitokinidir. IFN-y salgilayarak viriisiin diger hiicrelere yayilmasimni engeller (103).
CMV replikasyonunun Onlenmesinde T hiicre aracili immiin yanit esas
mekanizmadir. Hiicresel immiin yetmezligi olan hastalarda CMV enfeksiyonunun
ciddi seyirli olmas1 da bunu desteklemektedir. T hiicre aracili immiin yanitta
CMV’ye spesifik CD4" T lenfositler, CD8" T lenfositler ve y5 T lenfositler rol
almaktadir.

CDS" T lenfositler hiicresel immiinitenin en onemli elemanidir. Fare
modellerinde oldugu gibi insanda da CMV enfeksiyonu olusumu ve gelisimini
onlemektedir (70). Bu 6zellik renal transplant hastalariyla yapilan ¢alismalarda da
gosterilmistir (104, 105). CD8" T hiicreler i¢in ana hedefi olan antijenler pUL123
(IE-1), pUL122 (IE-2) ve pUL83 (pp65)’tir.

CMV tastyan saglikli bireylerin periferik kanlarmdaki CD8" T hiicrelerinin
median deger olarak %10’u, daha yash bireylerde ise %40’tan fazlasi1 CMV
spesifiktir (106-108). CMV’nin neden bu kadar immiinojenik oldugu ve immiin
cevabin neden diger patojen ve antijenlerden daha baskin oldugu heniiz
anlasilamamistir. CMV nin bir¢ok farkli antijenik yapist olmasindan dolay1 CMV
spesifik T hiicre yanit1 oldukca cesitlidir. Bu antijenik yapilar, erken ve geg
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antijenler olmak tizere yapisal elemanlar ve pp28, pp50, ppl150 gH, gB, unique
short 2 (US2), US3, US6, US11, US16, US18 gibi immiin modiilatérlerdir (109-
111). CMV spesifik T hiicre yanitinda oligoklonal T hiicreler birikir ve naive T
hiicreler bu nedenle azalir (112, 113).

CD4" T hiicreler de CD8" T hiicreler gibi CMV kontroliinde olmazsa
olmazdir (Sekil 2.3).

IL12, IENy J |
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Sekil 2.3. CD4" T hiicrelerin farklilasmasinda rol alan ana sitokinler,

transkripsiyon faktorleri ve inhibitor transkripsiyon faktorlerinin etkilesimi (79).

Solid organ transplant hastalarinda gosterilmistir ki CMV spesifik CD4" T
hiicre yanit1 diisiikse enfeksiydz komplikasyonlar hizli bir sekilde gerceklesir
(114, 115). Benzer olarak solid organ transplantasyonu yapilan hastalarda CD8'T
hiicre yanitnin yaninda CD4" T hiicre yanitmin énemli oldugu ve CD4" T hiicre
eksikliginde uzun dénemde CD8" T hiicrelerin CMV’den korunmada yetersiz

kaldig1 gosterilmistir (78, 116, 118). Bu 6zellik benzer sekilde kok hiicre nakli
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yapilan hastalarla ilgili arastirmalarda da gdsterilmistir (119-121). Ek olarak CD8"
T hiicre etkinliginin genisleyebilmesi icin de CMV spesifik CD4" T hiicrelere
gereksinim vardir (122). Elkington ve ark. (123), CD4" T lenfositlerin sitolitik
etkilerini gostermislerdir.

Regulatuvar T hiicreler (nTreg)’in CD8" T hiicrelerle uyumlu olarak
hematopoetik kok hiicre nakli hastalarinda graft versus host hastaligindan
korunmada ve immiin diizelmeyi saglamada etkili oldugu gosterilmistir (124).

Saglikl bireylerde kandaki T hiicrelerinin % 5’inden azin1 yo T lenfositler
olusturur. Bu hiicreler yiizeylerinde ne CD4 ne de CDS8 ylizey antijeni bulundurur.
Hem fare modellerinde hem de transplantasyon yapilan hastalarda gosterilmistir
kiyd T lenfositler CMV’ye kars1 immiin yanitta rol oynamaktadir (125-127).

Sekil 2.4’te CMV ‘nin dogal ve kazanilmig immiin yanit elemanlari ile
kontrolii o6zetlenmistir. Saghikli bireylerde CMV’ye bagli primer enfeksiyon
mukozal epitelde replikasyonla bagslar (A). Miyeloid seri elemanlar1 olan
monositler ve CD34+ hiicrelere viriisiin yayillmasindan sonra viriis o hiicrelere
latent olarak yerlesir (B). Bu latent kalman hiicrelerde viral gen ekspresyonu
siirhdir ve bu durum efektor hiicrelerin viriisiin immiin partikiillerini tanimasini
engeller. Viriisle enfekte olan monositlerin makrofajlara doniistimiiyle ilerleyici
enfeksiyon baslar (C). Viriis partikiilleri ya da virlis kaynakli yogun cisimcikler
dendritik hiicreler (Dc) gibi antijen sunan hiicreler tarafindan islenir ve antijene
spesifik T hiicrelerinin uyarilmasi saglanir (D). Ek olarak toll like reseptdrleri
(TLR) yolula aktive olan Dc’ler bir takim sitokin ve kemokinler salgilayarak
dogal immiin yanit1 (6rnegin dogal oldiiriicii hiicreleri=NK) aktive ederler (D).
viriisle enfekte olan makrofajlar ayrica direkt olarak antijen spesifik T hiicreleri
uyarabilir (C). Aktive olan bu T hiicreler (CD4", CDS8", vy T hiicreler) ve NK
hiicreler enfekte hiicreleri lizise ugratir ya da IFN-y ve TNF gibi sitokinlerle
viriisiin replikasyonunu durdurur (E). Kazanilmis immiinitenin bir diger kolu olan
ve antijen sunan hiicrelerle aktive edilen B hiicreler, hiicre dis1 virlisu antikor

iligkili nétralizasyon yoluyla kontrol eder (F) (62).
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Sekil 2.4. CMV’nin dogal ve kazanilmis immiinite tarafindan kontrolii (62).

2.1.7.3. CMV’nin immiin sistemden ka¢is mekanizmalar

Hiicresel bagisiklikta MHC-I aracili CD8'T lenfositler, Natural Killer
(NK) hiicre aktivitesi ve antikora bagimli hiicresel sitotoksisite etkin rol
oynamaktadir. Viriise 6zgli T lenfosit yanitlarmin iyilesmedeki dogrudan roli
belirlenememisse de konjenital olarak enfekte bebeklerde T lenfosit yanitinin
normal olgunluga gelmesinden sonra viriis salimmin durmasi, HIV ile enfekte
olgularda da CD4" T lenfosit sayismun 50 hiicre/mm’’iin altma diistiigii
donemlerde CMV enfeksiyonu sikliginda artig goriilmesi bu yanitin 6nemini
gostermektedir. Tiim bu veriler CMV enfeksiyonunun iyilesmesinde en onemli
rolii T lenfositlerin iistlendigini gostermektedir (23, 34).

CMV’nin bagisik yanittan kagisinin temel mekanizmast MHC-1’e baglh
antijen sunumunun inhibisyonudur (128). Basarili bir immiin yanit MHC-1 ile

sitotoksik T hiicreler (Tc)’e tanitilan antijenik peptidlerin olusumuna baglidir. IE
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fazinda Tc yanit1 72 kDa’luk IE-1 transkripsiyon fa ktorii peptidlerine karsidir
(129, 130).

Matriks proteini olan pp65 kinaz aktivitesine sahiptir. Bu ozelligiyle 1E
proteinlerini fosforiller (131). Bu olay IE peptidlerinin MHC-1 yoluyla sunumunu
bloke eder ve boylece IE-1 spesifik Tc yanitinin Oniine gecilmis olur (132). Ek
olarak CMV genomunda kodlanan 5 farkli protein (US2, US3, US6, US10, US11)
MHC-1 peptid kompleksinin salmimini bloke ederek MHC-1 olusumunu hizli bir
sekilde diistiriir (133-135). MHC-1 yoluyla antijen sunumu CMV hiicreleri
tarafindan engellenir. CMV ayrica MHC-II aracili immiin yanit mekanizmasini ve
IFN-a sinyal transdiiksiyonunu engelleyerek de immiin yanittan korunmayi
basarir (136, 137, 138).

NK hiicreler, hiicre yilizeylerindeki aktivatéor ve inhibitér reseptorlerle
hedef hiicreyi tanir ve yok ederler (139). Prensipte CMV ile enfekte hiicreler NK
hiicrelerin uyguladig1 lizise karsi korunmasizdir. Ancak CMV, gelistirdigi bir
takim ydntemlerle NK hiicrelerden her zaman olmasa da kagmay1 basarmustir. Ik
yontemi MHC-1 benzeri molekiillerle NK hiicrelere tuzak kurup tanmmayi
onlemek (140), digeri ise NK aktivating reseptor NKp30’un CMV tarafindan
inhibisyonudur (141). Ikinci mekanizmada viriis MHC-I agir zincir homologu
olan bir protein (pUL18) sentezler ve bunun hafif zincire (2 mikroglobulin)
baglanmas1 ile olay gerceklesir. Sonugta CMV ile enfekte hiicreler MHC-I
eksprese edemezler. Ayrica pULI8 B2 mikroglobulini sekestre ederek MHC-I
molekiiliiniin olgunlagsmasin1 engellerler. Bu da enfekte hiicrelerin Tc lenfositler
tarafindan tanmmasini 6nler. Bu mekanizma hem immiin baskilanmaya neden

olur hem de latent enfeksiyona zemin hazirlar (23, 34).

2.1.7.4. Sitokinler

Sitokinler dogal ve kazanilmis immiin yanitta rol oynayan bir protein
ailesidir. Genellikle diisiik molekiil agirhikhidir ve tek zincirden olusur. Hiicrede
biiylime, aktivasyon, enflamasyon, doku onarimi ve fibrozis gibi 6nemli siirecleri
reglile eder. Ayn1 sitokin bir¢ok hiicre tarafindan yapilir ve her bir sitokin baska
bircok sitokin {izerinde etkili olur. Antijenik uyarima yanit olarak ya da

enflamasyon sonucu aktive olan hiicreden salinan sitokin hedef hiicredeki sitokin
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reseptoriine baglanir ve sinyal iletimi gergeklesir. Lenfositler ve immiin sistemin

diger hiicreleri fonksiyonlarini sitokin sentezleyip salgilayarak gosterir (82).

Onemli sitokinler
IL-1: Endojen pirojendir. Makrofajlardan salmnir. Th’lar1 uyararak IL-2
iiretmelerini kamgilar.

IL-2: Thy’nin sitokinidir. Hem Th, hem CTL’leri uyararak ¢ogalmalarini saglar.
IL-4 ile beraber B lenfositleri uyarir.

IL-3: Th’lar tarafindan salgilanir. Kok hiicre c¢ogalmasi ve farklilagsmasina
yardimci olur.

IL-4: Thy’lerden salinir. B lenfositlerin ¢ogalmasina ve farklilagsmasina katkida
bulunur. Hangi antikordan ne kadar sentezlenecegini yani izotip ¢evrimini saglar.
Tip 1 asir1 duyarlilik reaksiyonunda gorev alir .

IL-5: Thy’lerden salinir. Ozellikle eozinofiller iizerine etkilidir.

IL-6: Th ve makrofajlardan salgilanir. IgG antikorlarin yapimini uyarir.

IL-10: Thy’lerce salinir. IFN-y {iretimini kisitlar ve boylece Th; gelisimini inhibe
eder.

IL-12: Dendritik hiicrelerden ve aktive olmus makrofajlardan salinir. Thy
yapimini uyarir. Thy’yi inhibe eder. IFN-y yapimin1 da indiikler.

IL-13: Thy’lerden salinir. IgE’yi artirmadan havayolu asir1 duyarliligina katkida
bulunur.

IL-15: T lenfosit farklilasmasini saglar. IFN-y ve TNF-a salinimi indiikler. NK
hiicrelerinin toksik etkilerini uyarir.

IL-18: IL-12 ile beraber IFN-y’y1 uyarir.

TGF-p (transforming growth factor beta): Bu maddeyi bir¢ok fakli hiicre
sentezleyebilir. T lenfositleri, makrofajlarin, B lenfositlerin, notrofil ve NK
hiicrelerin fonksiyonunu durdurur.

Interferonlar: Viral mRNA’larin ¢evrimini inhibe eder ve hiicre igi
virlislarla savasir. a, p ve y olmak {izere 3 ¢esidi vardir. a ve B interferon dogal
immiin yanitta rol alirken, y interferon T lenfositler tarafindan tiretilir.

IFN-a: Lokositlerce salgilanir. NK hiicreleri uyarir. Antiviral etkinligi nedeniyle

viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir.
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IFN-B: Fibroblastlardan salmir. Antiviral 6zelligi IFN-a gibidir.
IFN-y: Th; ve NK hiicrelerden en ¢ok salinir. Makrofajlarin. NK hiicrelerin ve
notrofillerin fagosit yapmalarini tesvik eder. Ayni zaman da MHC 1 ve 11 sentezini

de artirarak antijen sunumunu gii¢lendirir (142, 143).

2.1.8. Klinik

Sitomegaloviriis, asemptomatik enfeksiyona neden olabilecegi gibi
hafiften siddetliye kadar degisebilen klinik tablolara yol acan semptomatik
enfeksiyonla da kendini gosterebilir. Ayrica bakteri, mantar gibi firsatci patojenler
de CMV hastaligina eslik edebilir.

Toplumun tiim kesimlerinde enfeksiyona neden olabilmektedir.
Yenidoganlarda konjenital CMV enfeksiyonu, eriskinlerde CMV enfeksiyonu ve

immiin yetmezlikli hastalarda CMV enfeksiyonu seklinde kendini gosterir.

2.1.8.1. Solid organ ahcilarinda CMYV enfeksiyonu

Kronik bobrek yetmezligi ve nihayetinde son donem bobrek yetmezligi
gelisen hastalarin tek yasam sanslar1 organ nakli ya da diyaliz tedavisidir. Bobrek
transplantasyonu yapilan hastalarda yasamsal fonksiyonlar yerine geldigi gibi,
diyaliz ile karsilastirildiginda psikolojik, sosyal, fiziksel zorluklarmm da ortadan
kalkmas1 avantajlar1 vardir. Hastalar is, 6zel ve sosyal yasamlarma daha basarili
bir sekilde uyum saglarlar. Ancak immiin supresif tedavi ile amaclandig sekilde
organin reddi Onlenirken bu kez de 6zellikle latent enfeksiyonlarin reaktivasyon
sorunu ile karsilasabiliriz. Solid organ transplantasyonu sonrasi donemde en fazla
sorun yaratan enfeksiyon etkenlerinden birisi CMV’dir. Bobrek nakli alicilarinda
CMV enfeksiyonu goriilme riski ortalama %60’tir. Risk immiin supresif tedavinin
yogun oldugu ilk ii¢ ayda en yliksektir. Ates, kirginlik, dokiintii, artralji gibi
semptomlar, yliksek transaminaz diizeyleri, notropeni ve trombositopeni gibi
bulgular goriiliir. Hastalarda pndmoni, hepatit, retinit, pankreatit, GIS lezyonlari,
myokardit, ensefalit ve periferik noropati de goriilebilir. Viremi bobrek
rejeksiyonu ve kronik allograft nefropatisine yol acabilir. Trombotik
mikroanjiyopatiye ve demiyelinizan polindropatiye de yol acabilmektedir. CMV,

transplant renal arter stenozu ve yeni diyabet gelisimi i¢in bagimsiz bir risk
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faktoriidiir. Organ nakli alicilarinda CMV tanis1 zamaninda dogru konmaz ve
tedavi edilmezse yliksek bir oranda hasta kaybedilir (144-150). Klinik yelpaze
hastanin serolojik durumuna gore degiskenlik gosterir. Seronegatif aliciya (R)(-)
/seropozitif vericiden (D)(+) organ nakli yapildiginda alicidda primer CMV
enfeksiyonu gelisir. BOyle bir serolojik durumda seronegatif alicilara riski
azaltmak icin filtre edilmis kan kullanilmalidir (151). Seropozitif alicida ise CMV
reenfeksiyon seklinde gelisir.

Transplantasyon sonrast donemde CMV ve diger viral enfeksiyonlarin
onlenmesi i¢in anti viral tedavi stratejileri uygulanmaktadir (152-153). Organ
Nakli Merkezi‘mizin protokolii de alt1 ay siire ile valgansiklovir / valasiklovir
uygulamasi seklindir. Baz1 merkezlerde ise antiviral tedavilerin yiiksek maliyeti
ve olas1 komplikasyonlar1 nedeni ile preemptif tedavi uygulanmaktadir. Bu
yaklagimim laboratuar maliyeti yiiksektir. Tedavi siiresince CMV varligr 1-2
haftada bir test edilmelidir (156). Solid organ alicilarinda “CMV hastalig1 vardir”
diyebilmek icin D+/R+ ve D-/R+ oldugu durumlarda antijenemi testinde 2x10°
hiicrede 400 ya da iizerinde pp65 (+) hiicre varligi anlamli kabul edilir (156).
Preemptif tedaviye baslama smnir1 ise pp65 (+) 100 hiicre varhigidir. Alicinin
seronegatif oldugu durumlarda ise CMV hastalig1 icin > 2 degeri ya da haftada 2
defa 1 pp65(+) PBL/2x 10° goriilmesi yiiksek riski ifade eder. Preemptif tedavinin
belirlenmesinde solid organ nakil hastalarinda tek basma antijenemi testi yeterli
degildir, viral yiik ¢alisilmalidir (146). Bizim merkezimizde solid organ alicilari

viral DNA kantitatif test ile izlenmektedir.

2.1.8.2.immiin supresif tedavinin immiin sistem iizerine etkileri

Organ nakillerinde immiin supresif tedavi ile T hiicre aktivasyonunu
onlemek, sitokinlerin yapimina ya da sitokin-reseptor iliskisiyle aktivasyon ve
klonizasyona mani olmak, endotel hiicre aktivasyonu ve antijen ekspresyonunu

onlemek amaglanmaktadir.
Kortikosteroidler, 1L-2 iiretimini baskilayarak T hiicre proliferasyonunu;

ayrica IL-1 ve IL-6 gen indiiksiyonunu ve monositlerin inflamasyon alanina

gociinii engeller (157). Antiinflamatuvar 6zellikleriyle antijen prezentasyonunu
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inhibe eder. Prostoglandin yapimina negatif etki yaparak TNF-alfa ve IFN-
gama’nin makrofaj ve transplante edilen greft iizerine etkilerinin ¢ogunu geri

cevirir (158).

Azatioprin (AZA), DNA ve RNA sentezini Onleyen piirin sentez
inhibitoriidiir. IL-2 {izerinden etkisi olmadigindan kalsindrin ihibitorleri ile

kullanilabilir (157).

Mikofenolik Asit (MFA), ikinci kusak selektif bir de-novo piirin sentez
inhibitorii olan Mikofenolat Mofetil (MMF)’in aktif formudur. Lenfosit islevi ve
proliferasyonu i¢in gerekli olan piirin metabolizmasinda, guanozin monofosfat
sentezinin hizini inhibe ederek etki gosterir (159). MMF invitro olarak T ve B
hiicre proliferasyonunu bloke eder, antikor olusumunu engeller ve sitotoksik T

hiicre olusumunu inhibe eder (160).

Kalsinorin Inhibitorleri, gen transkripsiyonunu inhibe ederek IL-2
sentezini bloke eder. Immiinsupresif etkileri sitoplazmik reseptdr proteinleri ile
birleserek kompleks bir yap1 olusturmalar1 ile olusur. Siklosporin A sitoplazmik
reseptorii Siklofilin, Takrolimus da Takrolimus-Binding Protein ile birleserek
kalsindrini inhibe eder. Kalsindrin aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii gibi
regiilator proteinleri defosforile eder. Boylece bu proteinlerin niikleer membran
gecisi kolaylasir. Kalsindrinin inhibe edilmesiyle, T hiicrelerini aktive eden
sitokin genlerinin ekspresyonu bozulurak IL-2, IL-4, IFN-y ve TNF-a vb.
sitokinlerin kalsindrin inhibisyonu ile liretimi ve lenfosit proliferasyonu azalmis

olur (161).

mTOR inhibitérleri, aktive T hiicrelerinin ¢ogalmasini diizenleyen, hiicre
ici sinyal iletim yolunun blokaji ile hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonunu onleyici
kapasiteye sahip immiinsupresan ilaglardir (162). Sirolimus, onkogenezde ve
immiin yanitta hiicre béllinmesine aracilik eden, transdiiksiyon sinyallerini uyaran,
biiylime faktoriinii engelleyerek etkisini gosteren, gii¢lii bir m-TOR inhibitoriidiir.

TOR sitozolik bir enzimdir; T ve B lenfositlerinin ¢ogalmasi ve antikor
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iiretiminde 6nemli role sahiptir. Sirolimus, FK baglayici proteine ve daha sonra bu
kompleks mTOR proteinine baglanarak mTOR aktivasyonunu engeller. Bunun
sonucunda IL-2 etkisi ile olusacak T hiicre ¢ogalmasi Onlenir. Sirolimus, lenfosit
proliferasyonunu ve farklilasmasmi baskilar. Hem kalsiyum bagimli, hem de
kalsiyum bagimli olmayan metabolik yollar1 inhibe eder ve T hiicre
proliferasyonunu tetikleyen sitokin sinyallerini bloke eder. mTOR inhibitorii
grubundan bir diger immiinsupresif olan Everolimus etkinligini T hiicre
siklusunda G1’den S fazina ge¢isin ilerlemesini onleyerek T hiicre aktivitesini
bloke ederek gosterir. Immiinsupresif etkisine ek olarak, doku tamiri i¢in gerekli

olan fibroblast biiyiime faktér (FGF)’ii inhibe eder (163-165).

Poliklonal Antikorlar; antilenfosit globulin (ALG) ve antitimosit globulin
(ATGQG), dolagimdaki lenfositlere baglanarak hiicrenin lizisine yol acar. Ayrica T

hiicre reseptorlerini maskeleyerek lenfosit fonksiyonlarini 6nler (157).

Monoklonal Antikorlar grubunda yeralan Muronomab-CD3, T lenfosit
ylizeyindeki CD3 reseptoriine karsi gelistirilmis monoklonal antikordur. OKT3,
CD3’e baglanarak T hiicresinin tiim fonksiyonlarin1 bozar. Basiliksimab ve
Daklizumab, CD25’¢ kars1 gelistirilmis monolonal antikorlardir. IL-2
reseptorlerini tasiyan aktif T lenfositlerin lizerindeki CD25 reseptdriine, spesifik
olarak yiiksek afinite ile baglanirlar. Boylece T hiicre proliferasyonu i¢in sinyal

odevini goren, IL-2’nin baglanmasini engellerler (157).

2.1.9. Tan1 yontemleri
2.1.9.1. Hiicre kiiltiirleri

CMV enfeksiyonu tanisinda altin standart olarak kabul edilir (8, 157).
CMV’nin en iyi Uredigi hiicreler insan embriyosu akciger fibroblastlaridir.
Sitopatik etkinin goriilebilmesi i¢in ortalama 21 giin (1-4 hafta) gibi uzun bir siire
gecmesi gerekmektedir (8). Bu yOntemin inokiilasyon asamasi santrifiijle
giiclendirildiginde ve replikasyon esnasinda en erken gen ekspresyonu fléresan
isaretli monoklonal antikorlar kullanilarak saptandiginda testin 6zgiilliigii % 100’e

ulasir. Bu yontem ‘shell vial’ yontemidir ve duyarlilikta degisiklik olmadan ¢ok
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kisa siirede (24-48 saat icinde) viral replikasyon gosterilebilir (10). Hiicre
kiiltiirinde kullanilan hiicrelerin 6mriiniin kisa olmasi, kandaki l6kositlerin bu
hiicrelere toksik etki gostermesi, donanimli laboratuvar ve egitimli eleman
gerektirmesi nedenleriyle hiicre kiiltlirlerinin rutin laboratuvarlarda kullanimi

smirhdir (4, 5).

2.1.9.2. Histopatolojik inceleme

Dokularda ve idrar sedimentinde lokalize CMV enfeksiyonunun
tanimlanmasinda  kullanilir.  Hematoksilen-Eozin ~ Papanicolau  boyalar1
kullanilarak intraniikleer bazofilik inkliizyonlar (baykus gozii) iceren biiyiik
hiicreler (sitomegalik hiicreler) bazen de eozinofilik sitoplazmik inkliizyonlar
goriilebilir. Hizli ve kolay bir ydntemdir. Ozgiilliigii yiiksek ancak duyarlilig
diistiktiir. Duyarliligin artirilmast igin immiinohistokimyasal yontemler ve insitu
hibridizasyon yontemleri kullanilabilir (4, 5). Ayrica serolojik olarak da taninin
desteklenmesi gerekir, ¢iinkii morfolojik degisiklik olmadan da CMV dokular1
enfekte edebilir. Tipik sitomegalik hiicrelerin goriilmemesi CMV enfeksiyonunu

dislamaz (30).

2.1.9.3. Serolojik testler

Serolojik tanida, lateks agliitinasyon testi, immiin capture testi, kompleman
fiksasyon testi, indirekt hemagliitinasyon testi gibi serolojik yontemler; esas
olarak ELISA temelli testler kullanilir. Serumda CMV’ye 6zgiil IgG ve IgM
antikorlarmin varhigr arastirilir. Hizli, 6zgiil ve duyarli, diisiik fiyata ¢ok sayida
test calisilabilmesi ELISA yOnteminin 6nemli avantajlarindandir. Ancak klinik
degeri sinirlidir. Hastanm bagisik durumunu saptamada ve antikor titre takibinde
kullanilmaktadir. Kompleks viral lizatlar kullanildigi i¢in diger herpesviriislarla
capraz reaksiyon olusabilmesi, otoantikor pozitifligi olan hastalarda yalanci
pozitiflik verebilmesi dezavantajlaridir. Immiinkompetan konakta primer
enfeksiyonda 6nce CMV-IgM, ardindan IgG pozitiflesir. Reaktivasyon ve
sekonder enfeksiyonda ise CMV-IgG miktarinda artis gozlenir. Immiin
yetmezlikli hastada akut enfeksiyonda primer enfeksiyon esnasinda bazen

saptanamamas1 bazen de uzun bir siire sonra bile pozitif kalmasi nedeniyle IgM
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tayininin pek degeri yoktur, testin duyarlilig1 diisiiktiir. CMV 1gG testi, gecirilmis
enfeksiyon tayininde, dogurganlik c¢agmdaki kadinlarin ve nakil hastalarmin
enfeksiyona duyarli olup olmadiklarini saptamada, epidemiyolojik ¢alismalarda,
serokonversiyon takibinde, avidite testlerinde kullanilir (6, 166).

Akut CMV tanisinda CMV IgM pozitifligi veya iki farkli serum 6rneginde
CMV IgG titresinin dort kat artis1 kullanilir. Bazi durumlarda spesifik CMV-IgG
ve IgM birlikte pozitif saptanabilmektedir. Enfeksiyonun primer veya sekonder
ayrimin1 yapmak icin CMV IgG avidite testi kullamilir. Avidite olgunlagmasi
normal konakta alt1 ay1 bulur. Primer enfeksiyonun ilk 3 aymnda avidite diisiik
olup, son ii¢ ayda ve sonrasinda ve sekonder enfeksiyonlarda immiinitenin
olgunlasmasina bagli olarak yiiksek aviditeli antikorlar saptanir. Immiin
yetmezlikli hastada bu siire¢ daha uzundur. Bu test siklikla gebelerdeki primer

enfeksiyonun saptanmasinda kullanilir (167).

2.1.9.4. CMV antijenemi testi

Periferik kan polimorfoniikleer l6kositler (PMNL) ve bronkoalveolar lavaj,
beyin omurilik sivis1 (BOS) (28, 30) gibi 6rneklerde CMV ’nin geg¢ proteinlerinden
olan pp65’in immiinfloresan yontemiyle kantitatif Olciimiine dayanan bir
yontemdir (9). Ayni zamanda bir alt matriks proteini olan pp65 aktif
replikasyonun gostergesidir. Duyarliligi hiicre kiiltliriinden daha yiiksektir,
enfeksiyonu daha erken donemde saptar (10). Ozgiilliigiiniin de yiiksek olmasi,
standardizasyonu tam ve ayni giinde sonu¢ verebilmesi diger olumlu
ozellikleridir. En 6nemli dezavantajlarindan biri 6rnek alindiktan sonra en fazla
dort saat icinde ¢alisilmasi gerekliligidir (7, 8) ¢linkii cogu 6rnek 24 saatten uzun
siire pozitif kalsa bile antijen sayisinda diisiis gozlenmistir (7). Bir diger
dezavantaj ise lokopenik olgularda yetersiz kalmasidir (7, 8) ve organ nakli
hastalarindaki yiiksek antijenemi diizeyi hastalik gelisimi gostergesidir (1). Ayrica

CMV hastalig1 riski tasiyan hastalarin rutin izleminde yarar saglayabilmektedir

(7).
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2.1.9.5. Molekiiler testler

CMV tanisinda polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain
reaction=PCR) hem hizli hem de yiiksek duyarlikta bir test olmasi nedeniyle
CMV enfeksiyonu tanisinda rutin laboratuarlarda siklikla kullanilmaktadir. Bu
yontemde kan, idrar, BOS, BAL, amnion sivis1 gibi 6rneklerde CMV DNA varligi
arastirilmaktadir. CMV enfeksiyonunun 6zelliklerinden dolayr -latent olmasi ve
genellikle reaktivasyonlarla seyretmesi- CMV  DNA’nin  kantitasyonu
yapilmalidir. Viral yiik miktar1 nakil hastalarinda, HIV pozitif olgularda, CMV
hastaliginin belirlenmesinde, preemptif tedavi verilecek olgularin secilmesinde ve
tedavi monitdrizasyonunda kullanilir. Immiin supresif tedavi alan transplant
hastalarinda CMV viral yiik her zaman enfeksiyon ile orantili olmayabilir (168-
169). Ciinkii virtise immiinolojik yanit kisisel farkliliklar gosterir ve boyle
durumlarda hastanin immiin yanitinin saptanmasi tani ve tedavi izleminde hasta

Ozelinde yaklagimi saglayacaktir (78).

2.1.9.6. Hiicre ici ATP olciimii

Bu yontem lenfosit stimiilasyonunun ardindan manyetik seperasyon yoluyla
ayrilan CD4" T hiicrelerin pargalanmasi sonucu agiga ¢ikan hiicre i¢i ATP’nin
luminometride Olglimii esasma dayanir. Transplant hastalarinda enfeksiyon ya da
akut rejeksiyon icin tanisal degildir. Sadece enfeksiyon/rejeksiyon riskini

belirlemede kullanilmasi 6nerilmektedir (170).

2.1.9.7. Iimmiinolojik tam

Ozellikle latent viral enfeksiyonlarm kontroliinde temel mekanizma
kazanilmis-6zgiil hiicresel bagisik yanittir. CMV enfeksiyonunda da klinik
yelpazenin belirlenmeside kazanilmis 6zgiil hiicresel immiin yanit en 6nemli
faktordiir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda hiicresel bagisikligin yeniden
yapilanmast viral hastalik gelisimini 6nlediginden virolojik izlem yaninda
immiinolojik izlem de rutinde yer almalidir. CMV enfeksiyonu kontroliinde CD4",
CDS" ve v8 T lenfositler rol alir. T hiicrelerin tanimlanmas1 ve/veya fonksiyon ve

ozgilliikklerinin belirlenmesini saglayan T hiicre bazli immiinolojik ydntemler
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(akis sitometri, ELISPOT, Quantiferon) gelistirilmistir ( Sekil 2.5 ) (62, 78, 171,
172).

2.1.9.7.1. ELISPOT

ELISPOT (enzyme-linked immiinospot assay) yonteminde, IFN-y
sentezleyen 0zgiil T hiicreleri arastirlir. Mononiikleer hiicreler sentetik peptid
veya antijen lizatlarla uyarilir, antihuman IFN-y ile kaplanir ve ELISA esaslaria
uygun olarak ¢alisilip 6zgiil spot olusturan IFN-y sentezleyen T hiicreleri sayilir.

Sonu¢ “Spot Forming Colonies” (SFC) / 100.000 mononiikleer hiicre olarak
verilir (62, 171).

-

% ThF-a peoduting 'I-nli\

MiPla Fay Thif-a 1l

Sekil 2.5. CMV hiicresel immiinite yontemleri (172 ).
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2.1.9.7.2. Quantiferon

Tam kan, CMV’yi uyaran peptid epitoplarina maruz birakilarak T hiicreler
uyarilir ve sentezlenen IFN-y ELISA yontemiyle ol¢iiliir. Kantitatif sonug verilir.
IFN-y CMV spesifik T hiicrelerin fonksiyonlarini belirten bir sitokindir ve CMV
hastaliginin gelisme riskini belirlemede kullanilir. CMV peptidleri HLA smif 1
haplotipleri iceren CD8" T lenfositleri hedef alinarak hazirlanmustir. Uretilen
peptidler toplumun biiylik ¢cogunlugunu kapsayacak sekilde hazirlanmistir (62,
171, 172).

2.1.9.7.3. Flow (akis) sitometri

Akis sitometri, hiicresel yanit arastirmalarinda en c¢ok kullanilan
yontemlerdendir. Bu yOntemin prototip ¢alismalar1 1924°te Andrew Moldovan
tarafindan baglatilmistir. Hareket halinde olan bir akiskanin i¢inden gegirilen
hiicre veya partikiillerin 6zelliklerinin 6l¢iilmesi esasina dayanir. Hiicreler lazer
1518 Oniinden gegerken 151k cesitli dalga boylarinda kirilir ve hiicrelerin
verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyaller hiicrenin biiytkliik,
graniilarite gibi fiziksel Ozelliklerine ve hiicreye baglanan ¢esitli florokromlara
gore farklilik gosterir. Bu yontemle hiicre ya da partikiiliin immiinfenotipi, DNA
icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canliligi gibi c¢esitli
ozellikleri hakkinda bilgi toplanabilir (173).

Akis sitometrinin bilesenleri; akiskanlar, lazer optikler, elektronik
dedektorler, analog dijital gevrimcilerdir (Sekil 2.6).

Akiskan sivi i¢inde ¢ozdiiriilen hiicreler cihaza verilir. Optik kisim lazer
15181 yayar ve 1s1n1 birkag hiicre ¢apinin olusturdugu demet lizerine odaklar. Lazer
kaynagindan ¢ikan 151k demeti tiip icinden gecen hiicreler / partikiiller tarafindan
farkl dalga boylarinda kesilir. Kirilan lazer 15181 ve hiicreler tarafindan yayilan
floresan 15181 bir araya getirilip optik filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga

boylarna gore ayrilip analog sinyallere doniistiirtiliir (82, 174, 175).
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Sekil 2.6. Akis sitometri genel calisma prensibi (173).
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Bundan sonraki son asama fotodedektorlerle algilanan parametrelerin
histogramlara yansitilmasidir. Akis sitometride dort adet fotodedektor kullanilir:
Forward Angle Light Scatter = FALS: 6nden sacilim1 gosterir, Right Angle Light
Scatter = RALS: yandan sacilimi gosterir, yesil (green) floresan ve kirmizi
(orange) floresan. FALS hiicre boyutunu, RALS ise i¢ yapiy1 yani graniilariteyi
gosterir. FALS/RALS histogramu ile siispansiyon igindeki farkli popiilasyonlar
birbirinden ayrilabilir. Multiparametrik analizde iki veya daha fazla renkli
immiinfloresan kullanilir. Bunlar genellikle yesil floresan veren FITC (fluorescein
isothiocyanate) ve kirmizi fluoresan veren PE (phycoerytrine)’dir. Bu sayede
ornegin CD4" ve CD8" T lenfositler gibi farkli parametreler kolay ve dogru bir
sekilde aynm1 anda degerlendirilebilir. FALS/RALS histograminda hiicre
popiilasyonu segilirken gate (kapi)) alma yontemleri kullanilwr. Gate ile

popiilasyon monitdrde kutucuk, oval ya da poligonal sekilde isaretlenir (82).
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Peptid-MHC 1 tetramerleriyle T hiicreleri akis sitometride dogrudan
saptanir. Sitokin Akis Sitometri (CFC) yonteminde ise mononiikleer hiicreler
sentetik CMV peptid epitoplar1 ile uyarilir ve hiicre i¢i sitokin boyamas ile
sitokin sentezleyen CMV spesifik T lenfositler fonksiyonlarmin son asamasi
olan sitokin sentez asamasinda gosterilebilir. Bu amaca yonelik olarak CFC’de
antisitokin antikorlar ve aktivasyon markerlar1 kullanilir. Spesifik antijenler
kullanildiginda bu yontemle ¢ok nadir saptanabilen antijen spesifik T hiicrelerin
varlig1 ve yogunlugu belirlenebilir (67, 176).

CFC’de ilk adim, ex vivo aktivasyon asamasidir. Yaklasik 6 saat siiren
protein ya da peptid antijenlerle ya da mitojenlerle gerceklestirilen kisa bir
donemdir. Bu siire sonunda hiicreler genellikle EDTA ile muamele edilir ve hiicre
aktivasyonu durdurulur. Daha sonra fiksasyon ve ardindan permeabilizasyon
islemleri gerceklestirilir. Hiicreler genellikle formaldehit bazli buffer ile fikse
edilir. Permeabilizasyon islemi i¢in ise deterjan bazli buffer kullanilir. En son
olarak floresan bazli boyalarla boyamanin ardindan elde edilen hiicreler akis
sitometri cihazinda sayilir (172, 176-179).

Intraseliiler antijenleri saptamak igin permeabilizasyon islemi yapmak
uzun yillardan beri yapilagelen bir yontem olmasina ragmen sitokinler gibi sekrete
edilen molekiiller i¢in bu yontem heniiz 14-15 yillik bir gegmise sahiptir. Sitokin
salmimini engelleyen monensin ve brefeldin A gibi molekiiller kullanilarak hiicre
ici sitokin sayimi yapilabilmektedir (179-183). Bu molekiiller golgi yapisini
etkileyerek yeni sentezlenmis olan sitokinlerin hiicre disma verilmesini engeller.
Bu yontemle periferal kan mononiikleer hiicrelerdeki (PKMNH) ya da tam
kandaki antijen spesifik T hiicrelerin kantitasyonu yapilabilir. Ayrica viral,
bakteriyel, otoimmun antijenler, tiimdr antijenleri ve mitojenlere karsi yanit
saptanabilir (177, 184, 185).

Permeabilizasyon = gerektirmeyen  sitokin  Ol¢iim  yOntemleri  de
gelistirilmistir. Bu yOntemler canli hiicreleri saptamayi saglar. Cok duyarl
boyama teknikleriyle hiicre yiizeyine sunulan IFN-y ve IL-10 gibi belli bash
sitokinleri boyama yontemi bunlardan biridir (184). Bir digeri ise kegilerin

immiinizasyonu ile elde edilen hiicre yiizey antijenlerine karsi olusmus antikorlari
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kullanarak hiicre yiizeyindeki sitokinleri yakalayip floresan boyalarla saptama
yontemidir (185).
Sekil 2.7°de CMV spesifik hiicresel immiinite arastirilmasinda yontem

asamalar1 Ozetlenmistir. Hiicre stimiilasyonu direkt olarak Ornekten (tam kan)

yapilmistir.
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Sekil 2.7. CMV spesifik hiicresel immiinite yontem agsamalar1 (178).
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3. ARACLAR ve YONTEM

3.1. Olgular ve Kontrol Grubu

Calismamizda, CMV seropozitif (CMV IgG antikoru pozitif) eriskin,
bobrek nakil hastalarinda transplantasyon Oncesi ve sonrast CMV spesifik
hiicresel immiin yanitlarinin sitokin akis sitometri yontemi ile arastirilmasi
amaclanmistir. Hiicresel immiin yanit parametreleri olarak CMV spesifik IFN vy
iireten CD4" T lenfosit, CD8" T lenfosit ve total T lenfosit sayilar1 ¢alisilmustir.

Aralik 2012- Agustos 2013 tarihleri arasinda Akdeniz Universitesi Organ
Nakli Merkezi tarafindan canli vericiden bobrek nakli planlanan yirmi bir
hastadan bobrek nakli 6ncesi (0.ay) ve nakil sonrasi 1., 3. ve 6. aylarda toplam
dorder kez ornek alinmasi planlanmustir. Prospektif arastirma siirecinde on iki
hastanin planlanan tiim 6rnekleri alinmis ancak dokuz hastanin transplantasyon
sonrast 6.ay Orneklerini almak i¢in projemizin siiresi yeterli olamamistur.
Hastalarm (n:21; 7 K, 14 E) yas grubu 18-66 olup yas ortalamasi 34,5 £ 9,9 *dur.
Kontrol grubu olarak Akdeniz Universitesi Organ Nakli Merkezi’nde bobrek nakli
planlanan hastalarin saglhikli, CMV seropozitif vericilerinden (n:20; 10 E, 10 K)
ornek alinmigtir. Kontrol grubunun yas ortalamasi 44,5 + 11,7 (24-66 Y)’dir.

Hastalarm klinik 6zellikleri Cizelge 3.1.°de belirtilmistir.

Optimizasyon c¢alismalarinda, CMV seropozitif saglikli kisi, CMV
seropozitif hasta (transplantasyon Oncesi ve sonrasi), transplantasyon sonrasi
klinik ve laboratuvar bulgular1 ile tan1 konmus CMV enfeksiyon hastasindan
alman ornekler kullanilmistir. Testin validasyonunda intra ve inter assay
calismalar, CMV seropozitif saglikli iki goniilliiden alinan 6rnekler ile yapilmustir.

Yontemin optimizasyon ve validasyon ¢alismalar1 uzun bir siire¢ (Eyliil
2012- Mayis 2013) aldi. Bu nedenle s6z konusu zaman diliminde aldigimiz
orneklerden PKMNH izolasyonu yaptik ve dondurduk. Validasyon ¢alismasi
ardindan 6rnekleri stoktan ¢ikarip ¢cozdiirerek arastirmamizi tamamladik.

Calismamizin etik kurul onayr Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurul Bagkanlig: tarafindan 03.01.2012/10 tarih ve no’su ile verilmistir. Hastalara

kan almadan 6nce arastirmanin amaci anlatilmis ve yazili onam alimmastir.
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Cizelge 3.1. Bobrek nakil alicilarinin klinik 6zellikleri.

Degiskenler n

KBY* 14

Nefrotik sendrom 1

Vezikoiiretral reflii 1

IgA nefropatisi 1

HT** 12

HL***%* 1

HT+DM Tip2+Tirotoksikoz 1

BEK VY *%%%% 2

Immiin supresyon protokolii

[\

Siklosporin+MMF+Steroid

Monoklonal antikor ile indiiksiyon

Uygulanmayan 17

Valgansiklovir 4

*KBY: Kronik bdbrek yetmezligi, **HT: Hipertansiyon, ***DM Tip2: Insiilin bagimli olmayan
diyabetes mellitus, ****HL: Hiperlipidemi,*****BKV: BK viriis, MMF: Mikofenolat mofetil
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Hastalarda nakil Oncesi donemde ve  kontrol grubunda Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvart1 Mikrobiyoloji Birimi tarafindan
saptanmis olan olan CMV IgG antikor titreleri IMMULITE CMV IgG, Malvern,
USA) Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3‘te gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Hastalarin -nakil 6ncesi- CMV IgG titreleri -n:21-.

Hasta CMYV IgG Hasta CMYV IgG Hasta CMV IgG

no (aU/ml) no (aU/ml) no (aU/ml)
H3 18.4 H15 10.9 H29 24.4
H4 18.3 H17 11.1 H31 32.3
H9 12.0 H20 16.0 H32 14.2
H10 20.7 H21 6.72 H34 10.4
H11 15.7 H22 24.1 H37 16.2
H12 24.3 H26 12.3 H38 15.5
H14 8.84 H27 6.17 H39 11.5

Cizelge 3.3. Kontrol grubunun CMV IgG titreleri -n:20-.

CMV CMV CMV CMV
IgG IgG IgG IgG
(aU/ml) (aU/ml) (aU/ml) (aU/ml)
V4 14,9 V13 19,1 v22 11,8 V32 10,9
V9 13,6 Vid 21,4 V26 7,41 V34 9,47
V10 10,4 Vis 11,9 V27 2,63 V37 114
Vil 14 V17 17,8 V29 8,19 V38 15,1
Vi2 11,6 V20 16,4 V31l 4,98 V39 16,4
3.2. Yontem

Yontemimizin ana basamaklari, tam kandan periferik kan mononiikleer
hiicre (PKMNH) izolasyonu ardindan lenfositlerin CMV peptidleri ile ex vivo
olarak uyarilmast ve CMV spesifik IFN-y iireten T lenfositlerinin ylizey
antijenleri ve hiicre i¢i sitokin boyama sonucunda akis sitometride fonksiyonel
ayirmm yaparak sayilmasidir. Hiicresel immiinite caligmalar1 heniiz standardize

degildir. Klinik validasyonlar1 tamamlanmamistir. Bu nedenle biz Once
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optimizasyon c¢aligmalari, ardindan validasyon ve nihayetinde hasta Orneklerini
calistik.

‘Klinik olgularda CMV hiicresel immiinite’, bizim bilgilerimize gére daha
once yurdumuzda ¢alisilmamistir. Bu nedenle cihaz ve malzemeleri de tiim
ayrmtilar1 ile yazmay1 uygun gordiik.

Ornekler : Yesil kapakli Na heparinli tiiplere 5 ml venéz kan 6rnegi

alimmustir.

3.2.1. Cihaz ve malzemeler
e Steril Falkon tiipii -15 ml-
e Steril Falkon tiipii -50 ml-
e PCR tiipti -200 pl-
e Steril Plastik pastor pipeti
e Steril PBS (phosphate buffered saline) , (ArgeneNE,Verniolle, France)
e Fikol (Sigma Histopaque-1077, St.Louis, USA)
e NF 800 santriftij (Niive A.S. Ankara, Tiirkiye, r=9,5mm)
e 37°C % 5-10 CO’li etiiv
e Neubauer lam1 (0,0025 mm®, Marinfeld, Germany)
e Kriyovial - 2 ml,- (Greiner bio-one, Frickenhausen, Germany)
e Tripan mavisi (Sigma Trypan blue solution %0,4, St. Louis, USA)
e RPMI (Invitrogen, GIBCO RPMI 1640+L-Glutamin, New York, USA)
e FBS (: Fetal Bovine Serum), (PAA, Pasching, Austria)
e DMSO (: dimethyl sulphoxide) (SIGMA, Germany)
e Gentamisin 160 mg ampul
e Na-Pyruvate (Invitrogen, GIBCO Sodium Pyruvate, New York, USA)
e Penisilin-Streptomisin 10 000 U / ml
o CMV peptid (GenID Gmbh, Germany )
e Pokeweed (GenID Gmbh, Germany)
e Golgi stoper (BD Golgi Plug, USA)
e (D28/CD49d (BD FastImmiine, USA)
e FACS Lysing soliisyon (BD,USA.Cat. No. 349202)
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FACS permeabilizing solution 2 (BD,USA.Cat. No. 340973)
IFN-y/CD69/CD4/CD3 (BD Fastlmmiine, USA. Cat. No:337184)
IFN-y/CD69/CD8/CD3 (BD Fastlmmiine, USA. Cat. No:346048)
Flow sitometri cthaz1 (BD FACSCanto II)

CellWASH (BD, USA. Cat. No: 349524)

Paraformaldehit (SIGMA, Paraform-Aldehyde, St.Louis,USA.)

Paraformaldehit toz halinde bulunmaktadir. 100 mL PBS i¢inde 2 gr sekilde
cozdiirtliir (% 2) ve +4°C’de bekletilir (soguk kullanilmalidir). Kullanimda

son konsantrasyon % 1 olmalidir.

3.2.2. Optimizasyon ¢calismalar

Literatlirde yontem agiklamalarinda bazi asamalarda farkliliklar vardir (2,

104, 118, 178, 187-198). Biz yontem optimizasyonunda asagidaki parametreleri

degerlendirdik.

Tam kandan izole edilen PKMNH dondurup saklayabilir, sonra ¢alisabilir
miyiz?

Lenfositleri stimiilasyon 6ncesi mediumda inkiibe edelim mi?

Mediumda bekleme siiresi ne olmali? 2 saat?

CMYV peptid kokteyl miktar1 ne olmali? 25 pl, 50 ul,100 pl, 200 pl?
Stimulasyon siiresi ne olmali? 6 saat ya da 8§ saat?

Yikama soliisyonu ne olmali? Cell wash? Facs permeabilization soliisyon
27

Ko stimiilator hangisi olmali ? Concanavalin A? Pokeweed ?

Transport inhibitér (golgi plug :Brefeldin A) diliisyonu ne olmali?

S6z konusu degiskenleri ayr1 ayri calisip, yontemi asagida ayrintilari

verdigimiz sekilde optimize ettik.

3.2.2.1. Periferik kan mononiikleer hiicrelerin izolasyonu

Hiicresel immiinite arastirmalarinda, EDTA’l tiip fonksiyonel yontemler

icin uygun olmadigindan Na heparinli tiip kullanilir. Heparinli tiiplere alinan tam
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kan Orneklerinden PKMNH izolasyonu biyogiivenlik kabini igerisinde, steril

kosullarda kan alinmasi takip eden 4 saat igerisinde gerceklestirildi. Ornekler, bu

siire igerisinde oda 1s1sinda olmalidir.

I.

2
3.
4

9]

10.

Her heparinli tiip i¢in 3 adet 15 mI’lik falkon tiipii etiketlendi.

. Heparinli tiip on iki kez yavasca alt-list edildi ve falkon tiipiine aktarildi.

Uzerine kan hacminin yaris1 kadar (2.5-3 ml) steril PBSeklendi.

. Baska bir falkon tiipe 4 ml fikol soliisyonu eklendi. Kan-PBS karisimi

birkag kez alt-list edildikten sonra fikoliin {izerine tabakalandirild.

1800 rpm’de 30 dk santrifiij edildi.

Fikoliin iizerindeki bulutsu tabaka (1.5-2 ml) plastik pastor pipeti ile
toplanarak baska bir falkon tiipe aktarildi. Uzerine 12 ml ¢izgisine kadar
PBS eklendi.

2500 rpm’de 10 dk cevrildi.

Santrifiij sonras1 dipte goriilen pelletin iizerindeki siipernatan dokiilerek
falkon tiipii kalin pecete tabakasmin lizerine ters kapatildi.

Dipte kalan pellet 1000 pl soguk stok mediumu ile siispanse edildi ve
kriyoviallere aktarildi.

Stok medium ( stok besiyeri)

% 1 L Glutaminli RPMI 1640 % 69
Steril -1s1 ile inaktive edilmig- FBS % 20
DMSO % 10
Gentamisin % 1

Kriyovialler dondurma kabima konarak -80°C’de saklandi. Ertesi giin
kriyovialler dondurucudan almarak sivi azot tankina yerlestirildi.
Orneklerin  dondurulmasindaki amag; &rneklerin biriktirilip topluca

calisilmasiydi.

3.2.2.2.Dondurulmus 6rneklerin ¢oziilmesi

Oncelikle ¢dzdiirme ve hiicreleri canlandirma asamalarmda kullanilacak

olan soliisyonlar hazirlandi. Bu asamalarda thawing (¢c6zdiirme) medium ve assay

medium kullanild.
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Thawing medium (¢6zdiirme soliisyonu)
% 1 L Glutaminli RPMI 1640 % 88
Steril -1s1 ile inaktive edilmis- FBS % 10
Na -Pyruvate % 1
Penisilin-Streptomisin %1
Assay medium ( calisma besiyeri)
% 1 L Glutaminli RPMI 1640 % 90
Steril -1s1 ile inaktive edilmis- FBS % 10

Bu soliisyonlar su banyosunda 37°C’de tutuldu. Ileriki asamalarda

kullanilacak olan CMV peptid ve pozitif kontrol olarak kullanilacak olan

Pokeweed buz kabmin i¢gine alinarak ¢éziinmeye birakildi. Her 6rnek igin 2 tane

15ml’lik falkon kullanild.

I.
2.

Azot tankindan ¢ikarilan 6rnekler hemen 37°C’deki su banyosuna alindi.
Kriyoviallerde bulunan 6rnek 1 ml thawing medium ile ¢dzdiiriildi. Bu
islem 1-2 dakika icerisinde ve ¢ok nazik yapilmalidir ¢iinkii DMSO’ya
maruz kalmig olan hiicreler c¢ok kirilgandir. Amag hiicre kayb1
yasanmamasidir. Ardindan 8 ml thawing medium bulunan falkona
aktarildi.

Bu karisim 37°C etiivde 2 saat dinlendirildi.

Iki saat sonunda 1200 rpm’de 7 dk gevrildi.

Stipernatan dokiildii ve pellet 1 ml ¢ozdiirme mediumu ile tekrar
¢ozdiiriildii. Uzerine 9 ml ¢dzdiirme mediumu eklenerek yine 1200
rpm’de 7 dk ¢evrildi ve siipernatan dokiildii.

1 ml assay medium ile hiicreler ¢oziildii.

3.2.2.3. Mikroskopta PKMNH sayim

Assay medium (1 ml) ile siispanse edilen pellette hiicre sayimi1 yapildi.

. 10 pl % 0.4°liik tripan mavisi ile hiicrelerin bulundugu soliisyondan 10 pl

almarak PCR tiipii icinde karistirildi ve 4 dk beklendi.

. Karigimdan 10 pl alinarak neubauer lamma kondu.
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3. Her 16 kiiciik kareli toplam 4 alan sayildi. Renksiz hiicreler canli, mavi
hiicreler olii olarak degerlendirildi. Canli hiicreler 6lii hiicrelerin %90°1 ve

daha fazlasi ise isleme devam edildi.

4. Sayilan hiicreler 4’e boliindii ve ‘n x 10* x 2¢ formiilii ile ml’deki hiicre

sayist hesaplandu.

5. Bizim calismamizda 50 pl’de 3 x 10° hiicre olmasi gerekiyordu. Bu

amacla ;

“3x10° hiicre , 50 pl’de bulunuyorsa n x 10* x 2 hiicre ka¢ pl’de bulunur*

denklemi ile hiicrelerimizi hangi hacimde ¢6zmemiz gerektigi hesaplandi.
6. Daha once Iml’de ¢0zdiiglimiiz hiicrelerin iizerine 4 ml daha assay

medium

eklendi ve 2500 rpm’de 10 dk cevrildi. Siipernatan dokiildi. Pellet

denklem

sonunda ¢ikan hacimde assay medium ile siispanse edildi.

3.2.2.4. T hiicrelerinde yiizey ve hiicre ici sitokin boyama

Her 6rnek i¢cin 15 ml’lik falkon tiipleri etiketlendi (Sekil 3.1). Her bir hasta
ve kontrol érnegi icin alt1 adet tiip isaretlendi. Dolaysi ile rnegin CD4 " lenfosit
saymmi i¢in test tlipii ve internal kontrol olarak bir pozitif bir negatif kontrol tiipti

calisidi.
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Her hastanin transplantasyon dncesi, transplantasyon sonrasi 1. ay, 3. ay ve
6. ay kanlar1 ayn1 gilin ¢aligildi.

Kontrol grubunda her 6rnek icin birer tane CD4 ve CD8 pozitif kontrol,
birer tane CD4 ve CDS8 negatif kontrol, birer tane CD4 ve CD8 CMV peptid
tiipleri etiketlendi.

1. Uyarilmamus tiiplere (negatif kontrol), hiicre i¢eren soliisyondan 50 pl ve
100 pl assay medium kondu.

2. Pozitif kontrol (Pokeweed ) tiiplerine 50 pl hiicre iceren soliisyondan ve
100 pl pokeweed ve inkiibasyonun 2. saati dolunca 1.5 pl golgi stoper (1
ml’de 1 pl olacak sekilde) kondu.

3. CMV Peptid tiiplerine, 50’ser ul hiicre iceren soliisyondan ve 100’er pl
CMYV peptid, 1’er pl CD28/CD49d ve inkiibasyonun 2. saati dolunca 1.5
ul golgi stopper kondu.

Tipler hazirlandiktan sonra 37°C’lik etiive kaldirildi. Tiplerin kapaklar1
gevsek olacak sekilde 8 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 asamalarda
biyogiivenlik kabini disina ¢ikilmasinda sakinca olmadigi i¢in boyama asamasi

giivenlik kabini disinda yapildi.

Megatifkontrol Pozitif kontrol CMV paptid

™
] - am v ] = den
Gnce,

1

3.

B.
aylar

Sekil 3.1. Falkon tiiplerinin etiketlenmesi.

Boyama basamaklar

1. Inkiibe olan hiicreler 1500 rpm’de 7 dk ¢evrildi.
Stipernatan dokiiliip 500 pl 1x FACS Lysing soliisyon eklendi ve 10 dk oda
isisinda  bekletildi. (Siipernatan dokiidiikten sonra her defasinda tiip kurutma

kagidinin iizerine ters kapatilarak fazla sivinin da dokiilmesi saglandi).
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2. 10 dk sonunda iistiine 500 pl 1x permeabilizing solution 2 eklenip 2000
rpm’de 7 dk ¢evrildi. Bu islem 2. defa tekrarlandi.

3. Siipernatan dokiiliip pellet 500 pl 1x permeabilizing solution 2 ile siispanse
edildi ve 10 dk oda 1sisinda bekletildi.

4. 10 dk sonunda 2500 rpm’de 10 dk ¢evrildi.

5. Siipernatan dokiildiikten sonra 100 pl 1x permeabilizing solution 2 ile pellet
sispanse edildi. Her tiipe 20’ser ul IFN-y/CD69/CD4/CD3 veya IFN-
v/CD69/CD8/CD3 antikorlar1 eklendi. Oda 1sisinda karanlik ortamda 30 dk
bekletildi.

6. 30 dk sonunda iistiine 500 pl cellWASH eklenip 2500 rpm’de 10 dk ¢evrildi.
Stipernatan dokiildii. Pellet 500 pl cellwash ile siispanse edilip flow sitometri
cthazinda analiz edildi. Ertesi giin analiz edilecekse 500 pl cellwash ile
cozdiirillen hiicrelerin iizerine ayni1 hacimde % 2’lik paraformaldehit eklenip

+4°C’de karanlik ortamda saklandi.

3.2.2.5. CMV spesifik T hiicrelerinin akis sitometride saptanmasi

Akis  sitometri cihazinda, toplam lenfositler igindeki aktive olmus
CD3'CD69" T lenfositlere ve onlarin icindeki CD4"/CDS'IFN-y T lenfositlere
kap1 alind1. % parent (% p) ve % grand parent (% gp) degerleri bulundu.

Ornegin; CD4'/CD8 TFN-y T lenfositler igin % p CD3'CD69" T lenfositler
icindeki CD4'/CDS'IFN-y T lenfosit oranmni; CD4'/CD8 ' IFN-y T lenfositler i¢in
% gp ise toplam lenfositler i¢indeki CD4'/CDS8'IFN-y T lenfosit oranm1 gosterir
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Akis sitometri analiz basamaklari.

A) Hiicreler okutulurken  FSC-A (Forward Scatter=Forward Angle Side
Scatter=FALS) ve SSC-A (Side Scatter=Right Angle Side Scatter=RALS)
ozelliklerine gore lenfositler tizerine kap1 alind1.

B) CD3 ve CD69 eksprese eden T hiicreleri tizerine ikinci bir kap1 alind.

C) Aktive olmus T hiicreleri CD4" (veya CDS8") IFN-y hiicreler iizerine kap1
alindi.

D) Baslangigtan son asamaya kadar alinan kapilar1 ve hiicrelerin analizini gosterir.

E) % p ve % gp degerlendirildi.

Daha sonra % gp degerlerini kullanarak sayisal veriye ulastik. Hastadan es
zamanlt olarak calisilmig olan hemogram testinde Olgiilen lenfosit sayist ile
oranlayarak

“(CD4"CDS8'IFN-y T lenfosit % gp degeri) x (Lenfosit sayis1)/ 100 ”

formiiliiyle
¢ CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayis1 / pul ¢
degerlerini hesapladik.
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3.2.3. Validasyon calismalan

Intra-assay (giin igi) ve inter-assay (giinler arasi) kesinlik degerlerini
saptamay1 amacladik. Her iki validasyon g¢alismasi i¢in beser ornek calismayi
planladigimizdan yeterli lenfosit sayisina ulasabilmek i¢in saglikly CMV
seropozitif 32Y iki goniilliiden ikiser adet 5 cc tam kan ornegi aldik. Giin ici
kesinlik degeri i¢cin bes ‘replikatif’ 6rnegi ayni giin tiim asamalar1 ayn1 zamanda,;
giinler aras1 kesinlik degeri i¢in ise bes replikatif 6rnegi arka arkaya bes ayri

giinde ¢alistik (199-201).

3.2.4. Istatiksel degerlendirmeler

Istatistikler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Ababilim
Dali tarafindan yapilmistir. Kontrol grubundan ve hasta grubundan (nakil
oncesinde, nakilden sonraki 1.ay, 3.ay ve 6.aylarda) alinan tam kan 6rneklerinde
ex vivo stimiilasyon sonucu elde edilen CMV spesifik IFNy sekrete eden CD4",
CDS" ve toplam T lenfosit sayilar1 ana degisken olarak kabul edilmistir. Yapilan
istatistikler, degerlerin bu degiskenlerle karsilastirilmasi temeline dayanmaktadir.

Veriler PASW 18 (SPSS/IBM, Chicago, IL, USA) kullanilarak analiz
edildi. Orneklemi tanimlamak icin frekans dagilimi, ortalama (mean), standart
sapma (SS), ortanca (median) gibi tanimlayici istatistikler kullanildi. Parametrik
test varsayimlarmin saglandigi durumlarda bagimsiz iki grup ortalamalarmin farki
“Student t testi”, bagimh iki grup ortalamalarinin farki “iki es arasi fark testi”,
ikiden fazla grup arasi fark ise “varyans analizi” ile arastirildi. Parametrik test
varsayimlarmin saglanmadigi durumlarda ise bu testlerin parametrik olmayan
alternatifleri, “Mann-Whitney U”, “Wilcoxon isaretli sira” ve “Kruskall Wallis”
testleri1 kullanildi. Ayrica stirekli degiskenler arasindaki iliski durumu da
Spearman korelasyon katsayis1 kullanilarak analiz edildi. Kategorik veriler ise

“ki-kare anlamlilik testi” ile incelendi.

Analizlerde farkliliklarin belirlenmesi i¢in % 95 anlamlilik diizeyi (ya da

0=0.05 hata pay1) kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Validasyon

Calismamizda uyguladigimiz intra assay ve inter assay validasyon
testlerinin sonuglar1 sirasiyla ¢izelge 4.1. ve cizelge 4.2.’de; istatistiksel degerleri

Cizelge 4.3.’te verilmistir.

Cizelge 4.1. Intra-assay validasyon calismas1 sonuglari.

Ornekno Lenfosit CD4 " IFN- y CD8" IFN- y CD4'+CDS8"
bin / pl Tlenfosit / pl ~ Tlenfosit / pl ~ IFN- y Tlenfosit

/ul
intral 1,95 7,8 5,75 13,55
intra2 1,95 7,8 5,75 13,55
intra3 1,95 7,8 5,75 13,55
intra4 1,95 9,75 5,75 15,5
intra5s 1,95 7,8 7,8 15,6
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Cizelge 4.2. Inter-assay validasyon calismas1 sonuglari.

Ornekno Lenfosit CD4 "IFN-y" CD8" IFN- y* CD4"+CDS8"
bin / pl Tlenfosit / pl ~ Tlenfosit / pl  IFN- T

Tlenfosit / pl

interl 2,19 6,57 6,57 13,14

inter2 2,18 8,72 6,54 15,26

inter3 2,23 8,92 6,69 15,61

interd 2,25 9 6,75 15,75

inters 2,27 9,08 4,54 13,62

Cizelge 4.3. Validasyon ¢alisma sonuglarmin ortalama, satandart sapma ve CV

degerleri.
Lenfosit | CD4'TFN-y" | CDS'IFN-y" | CD4 +CD8§"
Test bin/ pl T lenfosit / pl | T lenfosit / pl | IFN-y"
T lenfosit / pl
Intra Ortalama | 1,95 8,19 6,16 14,35
assay (£SS*) (0) (0,87) (0,92) (1,1)
CV** 0 10,65 14,88 7,64
Inter Ortalama | 2,22 8,46 6,22 14,68
assay (£SS) 0,38 (1,06) (0,94) (1,21)
(Y 1,73 12,58 1,21 8,23

*SS : standart sapma **CV : varyasyon katsayis1

4.2. Kontrol Grubu ve Hastalar
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Kontrol grubunun lenfosit sayilari, CMV spesifik IFN-y iireten CD4",
CDS" ve CD4'+ CDS8" T lenfosit sayis1 ve yiizde degerleri Cizelge 4.4.’te

verilmistir.

Cizelge 4.4. CMV spesifik hiicresel immiinite degerleri —kontrol grubu-.

No |Lenfosit | CD4" | CD8" |CD4+ |CD4" |CD8 |CD4'+
bin/pl | IFN-y" | IFN-y" | CD8" |IFN-y" | IFN-y" | CD§’
n:20 The. % | The. % | IFN-y" | The./ul | T he./ul | IFN-y" T
T he. % hc. / ul
V4 0,88 0,7 0,4 1,1 6,16 3,52 9,68
Vo | 1,14 0,1 0,3 0,4 1,14 3,42 4,56
V10 | 2,47 0,6 0,2 0,8 14,82 | 4,94 19,76
V1l | 1,66 0,3 0,2 0,5 4,98 3,32 8,3
V12 | 2,15 0,3 0,1 0,4 6,45 2,15 8,6
V13 | 1,08 0,2 0,1 0,3 2,16 1,08 3,24
V14 | 1,56 0,3 0,1 0,4 4,68 1,56 6,24
V15 | 2,31 0,4 0,3 0,7 9,24 6,93 16,17
V17 | 2,84 1,6 0,6 2,2 4544 | 17,04 |62,48
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V20 | 1,57 1 1,3 2,3 15,7 20,41 36,11
V22 | 1,21 0,3 0,4 0,7 3,63 4,84 8,47
V26 | 1,56 0,4 0,1 0,5 6,24 1,56 7,8
V27 | 1,04 0,6 0 0,6 6,24 0 6,24
V29 | 2,84 0,4 0,1 0,5 11,36 2,84 14,2
V31l | 1,54 0,1 0,1 0,2 1,54 1,54 3,08
V32 | 1,33 0,4 0,1 0,5 5,32 1,33 6,65
V34 | 1,98 0,6 0,1 0,7 11,88 1,98 13,86
V37 | 1,98 0,5 0,2 0,7 9,9 3,96 13,86
V38 | 1,9 0,4 0,3 0,7 7,6 5,7 13,3
V39 | 1,17 0,2 0,2 0,4 2,34 2,3 4,68

Cizelge 4.5., 4.6, 4.7. ve 4.8.de bobrek transplantasyon (tx)
hastalarinin nakil 6ncesi, nakil sonras1 1.ay, 3.ay ve 6.ay lenfosit sayilari, CMV
spesifik IFN-y iireten CD4", CD8" ve CD4'+CD8" T lenfosit sayis1 ve yiizde
degerleri gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Tx hastalarinda CMV spesifik hiicresel immiinite degerleri -0.ay-.

No | Lenfosit | CD4" | CD8" |CD4'+ |CD4" |CD8  |CD4'+
bin/ul | IFN-y" | IFN-y" | CD8" |IFN-y" | IFN- vy | CD§"

n:21 The. % | The. % | IFN- y" | The./ ul | The./ pl | IFN-y"
The. The.
% /ul

H3 | 1,46 0,2 0,2 0,4 2,92 2,92 5,84
H4 |0,59 7 0,5 7,5 41,3 2,95 4425
H9 | 1,08 0,2 0,2 0,4 2,16 2,16 4,32
H10 | 1,44 0 0,4 0,4 0 5,76 5,76
HIl |2,25 0,2 0,3 0,5 4,5 6,75 11,25
H12 | 0,81 0,5 0,1 0,6 4,05 0,81 4,86
H14 | 1,85 0,9 0,3 1,2 16,65 | 5,55 222
H15 | 1,21 0,3 0,7 1 3,63 8,47 12,1
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H17 | 1,59 0,2 0 0,2 3,18 0 3,18
H20 | 241 1,4 0,8 2,2 33,74 19,28 53,02
H21 | 0,93 0,6 0,3 0,9 5,58 2,79 8,37
H22 | 1,35 0,4 0 0,4 5.4 0 5.4
H26 | 1,54 0,1 0,1 0,2 1,54 1,54 3,08
H27 | 0,52 0,1 0,1 0,2 0,52 0,52 1,04
H29 | 1,64 0,1 0 0,1 1,64 0 1,64
H31 | 1,56 0,2 0,1 0,3 3,12 1,56 4,68
H32 | 2,05 0,2 0,1 0,3 4,1 2,05 6,15
H34 | 0,41 0,2 0 0,2 0,82 0 0,82
H37 | 2,03 0,1 0,1 0,2 2,03 2,03 4,06
H38 | 1,56 0,3 0,2 0,5 4,68 3,12 7,8
H39 | 1,96 1,6 0,3 1,9 31,36 5,88 37,24

Cizelge 4.6. Tx hastalarinda CMV spesifik hiicresel immiinite degerleri -1.ay-.

No | Lenfosit | CD4" CDS8" CD4'+ | CD4" CD8" CD4 '+
bin/pl IFN-y" | IFN-y" | CD8" |IFN-y" |IFN-y' | CDS8"
n:21 The. % | The.% | IFN-y" | The./ pl | The/ pl | IFN-y
The. The. /ul
%
H3 | 4,43 0,1 0,1 0,2 4,43 4,43 8,86
H4 | 1,31 0,7 0,2 0,9 9,17 2,62 11,79
H9 | 1,8 1,2 0 1,2 21,6 0 21,6
H10 | 3,15 1,4 0,3 1,7 441 9,45 53,55
H1l | 4,21 0,4 0,1 0,5 16,84 | 421 21,05
HI12 | 2,07 0,7 0,2 0,9 14,49 | 4,14 18,63
H14 | 2,74 0,9 0,2 1,1 24,66 | 5,48 30,14
H15 | 2,92 0,4 0,4 0,8 11,68 11,68 | 23,36
H17 | 2,85 0,2 0,1 0,3 5,7 2,85 8,55
H20 | 3,13 1,1 0,6 1,7 34,43 18,78 53,21
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H21 | 1,82 0,7 0,2 0,9 12,74 3,64 16,38
H22 | 4,09 0,1 0,1 0,2 4,09 4,09 8,18
H26 | 241 0,2 0,1 0,3 4,82 2,41 7,23
H27 | 1,58 0,2 0,1 0,3 3,16 1,58 4,74
H29 | 0,11 0,1 0,1 0,2 0,11 0,11 0,22
H31 | 3,21 0,1 0,1 0,2 3,21 3,21 6,42
H32 | 2,81 0,2 0,1 0,3 5,62 2,81 8,43
H34 | 1,57 0,3 0,3 0,6 4,71 4,71 9,42
H37 | 5,09 0,1 0,1 0,2 5,09 5,09 10,18
H38 | 3,89 0,1 0,1 0,2 3,89 3,89 7,78
H39 | 2,67 0,2 0,4 0,6 5,34 10,68 16,02

Cizelge 4.7. Tx hastalarinda CMV spesifik hiicresel immiinite degerleri -3.ay-.

No | Lenfosit |CD4" |CD8 |CD4'+ |CD4 *|CD8 |CD4'+
bin/ul IFN-y" |IFN-y" |CD8" |IFN-y" [IFN-y" | CDS§"
n:21 The. % | The. % | IFN-y" | The./ pl | The./ pl | IFN-y"
The. % The./ ul
H3 |[3,14 0,1 0,1 0,2 3,14 3,14 6,28
H4 |1,26 0,6 0,2 0,8 7,56 2,52 10,08
HY |1 0,6 0,1 0,7 6 1 7
H10 |2.21 1,5 0,3 1,8 33,15 | 6,63 39,78
Hil |34 0,5 0,2 0,7 17 6,8 23,8
HI2 | 1,71 0,6 0,2 0,8 1026 | 3,42 13,68
H14 | 2,39 0,8 0,1 0,9 19,12 |2,39 21,51
H15 | 2,52 0,3 0,4 0,7 7,56 10,08 | 17,64
H17 | 2,36 0,4 0,3 0,7 9,44 7,08 16,52
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H20 | 2,66 1 0,7 1,7 26,6 18,62 45,22
H21 | 1,41 0,5 0,4 0,9 7,05 5,64 12,69
H22 | 2,79 0,2 0,1 0,3 5,58 2,79 8,37
H26 | 2,04 0,1 0,1 0,2 2,04 2,04 4,08
H27 | 0,94 0 0 0 0 0 0
H29 | 3,36 0,1 0,1 0,2 3,65 3,65 7,3
H31 | 2,84 0 0 0 0 0 0
H32 | 1,73 0,1 0,1 0,2 1,73 1,73 3,46
H34 | 1,44 0 0,2 0,2 0 2,88 2,88
H37 | 3,65 0,1 0 0,1 3,65 0 3,65
H38 | 2,72 0,1 0,1 0,2 2,72 2,72 5,44
H39 | 2,26 0,1 1 1,1 2,26 22,6 24,86

Cizelge 4.8. Tx hastalarinda CMV spesifik hiicresel immiinite degerleri -6.ay-.

No |Lenfosit |CD4" |CDS8 |CD4'+ |CD4" |CD8 |CD4'+
bin/ul IFN-y" |IFN-y" |CD8" |IFN-y" |[IFN-y" | CDS§"

n:12 The.% | The.% | IFN-y" | The./ pl | The./ pl | IFN-y"

The.% The. / ul

H10 |2,22 0,5 0,1 0,6 11,1 2,22 13,32
Hil |34 0,3 0,1 0,4 10,2 3,4 13,6
HI2 | 1,44 0,9 0,4 1,3 1296 | 5,76 18,72
H17 | 1,9 0,5 0,4 0,9 9,5 7,6 17,1
H20 | 2,48 2,4 0,7 3,1 59,52 [ 17,36 | 76,88
H21 | 1,34 0,8 0,3 1,1 10,72 | 4,02 14,74
H22 |22 0 0,8 0,8 0 17,6 17,6
H26 | 1,68 0,9 0,3 1,2 1512 | 5,04 20,16
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H27 | 1,22 0,4 0,5 0,9 4,88 6,1 10,98

H29 | 1,92 0,1 0,1 0,2 1,92 1,92 3,84
H32 | 2,56 0,1 0,1 0,2 2,56 2,56 5,12
H37 | 3,28 0,2 0,1 0,3 6,56 3,28 9,84

Hasta grubunun lenfosit sayilarinin aylara gore dagilimi Sekil 4.1.°de
gosterilmistir.
Hastanin 3.ay pl’deki lenfosit sayis1 1. aydan anlamli derecede diisiik bulunmustur
(Paired samples test p=0,0047).
3.ay ile 6.ay periferik kan lenfosit sayisi arasinda anlamli fark bulunmamistir.

(p=0,191)

W 0.3y lenfosit
W 1.3y lenfosit

W 3 ay lenfosit

W 5.2y lenfosit

H3 H4 HS H10H11H12H14H15H17HZ0H21H22H26H2TVH2ZESH31H32H34H3THIBH3S

Sekil 4.1. Tx hastalarinin lenfosit sayilar1 (bin/ul)

Hastalarimiza, Akdeniz Universitesi Organ Nakli Merkezi’miz tarafindan

uygulanan immiin supresyon protokolleri Cizelge 4.9.’da gdosterilmistir.

Cizelge 4.9. Immiin supresyon protokolleri

Immiin supresyon flaclar n
protokolii
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Protokol 1 Takrolimus +MMF +Steroid 17

Protokol 2 Siklosporin +MMF+ Steroid 2

Protokol 3 mTOR inhibitéri +MMF +Steroid 2

Immiin supresyon tedavisinin yanmnda endikasyon dogdugu durumlarda
hastalara indiiksiyon tedavisi de uygulanmaktadir. Bu amacla nakilden 2 saat 6nce ve
nakilden sonraki 4. saatte Basiliximab kullanilmaktadir. Calismamizda 4 hastaya
indiiksiyon tedavisi uygulanmistir. 17 hasta indiiksiyon tedavisi almamastir.

Hastalarimn CMV spesifik CD4" IFN-y, CDS8" IFN-y ve CD4' + CDS8"
IFN-y T lenfosit sayilarinin 0, 1, 3 ve 6. aylardaki degerleri Sekil 4.2.’de her bir
hasta i¢in ayr1 ayr1 grafikler olarak gosterilmistir. Hasta numaralari, cinsiyet ve
yas Ozellikleri, uygulanan immiin supresyon protokolleri ve indiiksiyon tedavileri
sag iist kosede yer almaktadir.

Hastalarimizin izleminde CMV hastalig1 gelisen olgu olmamistir. Bir

hastamizda (H27) distik diizeyde viremi (CMV DNA<I50 kopya/ml)

saptanmistir.
c H3
% 10
g 24Y,E
B ~
z3 - Prot.2
L@ 5
X ,
"5 o CD4+CD8+IFN-y
akF o \4 CD8+IFN-y
>
0.a CD4+IFN-y
?, y l.ay
6.ay
O.ay l.ay 3.ay 6.ay
B CD4+IFN-y 2,92 4,43 3,14
B CD8+IFN-y 2,92 4,43 3,14
CD4+CD8+IFN-y 5,84 8,86 6,28




H4

§ 60 37Y,K
e
£ Prot.1
>3 20
z2s
=3 20
X € CD4+CD8+FN-y
T2 0 CD8+FN-y
o
- 0.ay CDA+FN-y
b= 1ay 3.ay
& ’ 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

B CD4+FN-y 41,3 9,17 7,56

B CD8+IFN-y 2,95 2,62 2,52

® CD4+CD8+IFN-y| 44,25 11,79 10,08

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. Hastalarm CMYV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve CD4 +CD8 IFN-
v T lenfosit sayilar1 (/ ul)

s - ——
2 — 20Y, K
= 50
z>
=3
€ CD4+CD8+IFN-y
z f 0 CD8+IFN-y
2 CD4+IFN-y
> l.ay 33
g e 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
M CD4+FN-y 2,16 21,6 6
M CD8+IFN-y 2,16 0
¥ CD4+CD8+IFN-y 4,32 21,6 7
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H10

' 46Y, E
! - Prot.1+Ind.
CDA4+CD8+IFN-y
CD8+FN-y
0.ay 1.ay 5 D4+IFN-y

B
o

CMYV spesifik IFN-y iireten
T lenfosit/ul
N
o

0
C
oy 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CD4+IFN-y 0 44,1 33,15 11,1
B CD8+IFN-y 5,76 9,45 6,63 2,22
= CD4+CD8+IFN-y 5,76 53,55 39,78 13,32

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayilar1 (/ pl)

c 30
g 21Y,E
S _ 20 Prot.2
=
zy
w3 10
= CD4+CD8+FN-y
"~§ 3 0 CD8+FN-y
-
& CD4+IFN-y
2 Ay 3.ay
5 ’ 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CD4+IFN-y 4,5 16,84 17 10,2
B CD8+IFN-y 6,75 4,21 6,8 3,4
W CD4+CD8+IFN-y 11,25 21,05 23,8 13,6
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, H12
3 20
g 5 40y, E
> % Prot.1
E % 10
£EE ° CDA4+CD8+HFN-y
'g- f CD8+IFN-y
= 0.ay 1.3 CD4+IFN-y
g Y 3.y
6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

B CD4+IFN-y 4,05 14,49 10,26 12,96

M CD8+IFN-y 0,81 4,14 3,42 5,76

1 CD4+CD8+IFN-y 4,86 18,63 13,68 18,72

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:Indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayilar1 (/ pl)

T H14
® 36y, E
3% - Prot.1
LG
g % CDA+CD8+FN-y
:,.,_: 0 CD8+IFN-y
E 0.ay 1ay oy CD4+IFN-y
© ’ 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

B CD4+IFN-y 16,65 24,66 19,12

M CD8+IFN-y 5,55 5,48 2,39

W CD4+CD8+FNy| 222 30,14 21,51
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=
2 30
>3 20 Prot.1+Ind.
z=
=3 10
z% CD4+CD8+FN-y
E 2 0 CD8+FN-y
- i CD4+FN-y
2 sl 3.ay
v 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
M CD4+IFN-y 3,63 11,68 7,56
M CD8+FN-y 8,47 11,68 10,08
M CD4+CD8+FN-y 12,1 23,36 17,64

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (Igerik i¢in Cizelge 4.2.6.).
+ind.:indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayilar1 (/ pl)

H17
31Y, K
Prot.1

[l
o

[y
o

CD4+CD8+IFN-y

T lenfosit/ul

CMYV spesifik IFN-y lireten

0 CD8+IFN-y
CD4+FN-
1.ay 32 ¥
<Y 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CD4+IFN-y 3,18 5,7 9,44 9,5
B CD8+IFN-y 0 2,85 7,08 7,6
1 CD4+CD8+IFN-y 3,18 8,55 16,52 17,1
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- 100 H20
5 49Y, K
=1
>3 5o Prot.3
zs
]
= < CD4+CD8+FN-y
'g 2 0 CD8+|FN-y
[
& CD4+FN-y
2 Lay 3.ay
E ’ 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CD4+IFN-y 33,74 34,43 26,6 59,52
B CD8+IFN-y 19,28 18,78 18,62 17,36
1 CD4+CD8+IFN-y 53,02 53,21 45,22 76,88

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayilar1 ( / pl)

=
5 H21
1=
‘g_ % 39Y,E
=2 -
& g .1+Ind.
T8 10 Prot.1+ind
€5
e CD4+CD8+IFN-y
3 0 CD8+FN-y
ke CDA+|FN-
g 0.2y lay 3a ¥
aed 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CDA+IFN-y 5,58 12,74 7,05 10,72
B CD8+IFN-y 2,79 3,64 5,64 4,02
1 CD4+CD8+IFN-y 8,37 16,38 12,69 14,74
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H22
g 20 18Y, K
=1-;_ = i Prot.1
z3s
z ..g CDA4+CD8+IFN-y
o O CD8+IFN-y
§ - CD4+IFN-y
E 1.ay 3.ay
5 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CDA+IFN-y 54 4,09 5,58 0
B CD8+FN-y 0 4,09 2,79 17,6
1 CD4+CD8+IFN-y 5,4 8,18 8,37 17,6

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CD8'TFN-y T lenfosit sayilar1 ( / pl)

: —
Q
§ 40 34Y, K
_
Y Prot.1
-
g :_é 20
] CD4+CD8+IFN-y
E f 0 CD8+IFN-y
@ CD4+IFN-y
% 1l.ay 32
o <y 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CD4+IFN-y 1,54 4,82 2,04 15,12
M CD8+IFN-y 1,54 2,41 2,04 5,04
M CD4+CD8+IFN-y 3,08 7,23 4,08 20,16
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=
‘3 15 H27
=3
- 34Y,E
zE 10 Prot.1
- O
o
& & 5
i = CD4+CD8+FN-y
; 0 CD8+FN-y
CD4+FN-
g Lay 3.a '
aed 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
B CD4+IFN-y 0,52 3,16 0 4,88
B CD8+IFN-y 0,52 1,58 0 6,1
1 CD4+CD8+IFN-y 1,04 4,74 0 10,98

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CDS8'TFN-y T lenfosit sayilar1 ( / pl)

g H29
£ 10
5 54Y, K
-
re : Prot.1
]
x 2
£35 CD4+CD8+FN-y
gF o CD8+IFN-y
>
CD4+IFN-
3 1.ay - e
<Y 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay
W CD4+FN-y 1,64 0,11 3,65 1,92
W CD8+FN-y 0 0,11 3,65 1,92
W CD4+CD8+FN-y| 1,64 0,22 7.3 3,84
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£ H31
‘E 10
5 37Y,E
z % Prot.1
=7 3
x 2
£ E CD4+CD8+IFN-y
U
E— oo CD8+FN-y
CD4+FN-y
8
6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

B CD4+FN-y 3,12 3,21 0

B CD8+IFN-y 1,56 3,21 0

1 CD4+CD8+IFN-y 4,68 6,42 0

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CD8'TFN-y T lenfosit sayilar1 ( / pl)

i 4 H32
5 44Y, E
»Z ;
ze Prot.1+Ind.
£& °
=t
73 CD4+CD8+IFN-y
gk 9 CD8+IFN-y
=
s CD4+FN-y
v
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

M CD4+FN-y 4,1 5,62 1,73 2,56

mCD8+FN-y 2,05 2,81 1,73 2,56

¥ CD4+CD8+IFN-y 6,15 8,43 3,46 5,12
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5 10 H34
@
= 24Y, E
% 3 s Prot.3
38 CD4+CD8+FN-y
= £
73 0 CD8+FN-y
|
& CD4+IFN-y
> l.ay 3a
g H 6.ay
0.ay 1.ay 3.y 6.ay

M CD4+FN-y 0,82 4,71 0

M CD8+FN-y 0 4,71 2,88

¥ CD4+CD8+FN-y 0,82 9,42 2,88

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:Indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayilar1 ( / pl)

% & H37
5_ 28Y, E
=L s
zz 1 Prot.1
; [=]
=t 5
72 CDA4+CD8+IFN-y
E‘ 0 CD8+FN-y
g i CDA4+FN-y
<y 3.ay
6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

W CD4+IFN-y 2,03 5,09 3,65 6,56

m CD8+IFN-y 2,03 5,09 0 3,28

W CD4+CD8+FN-y| 4,06 10,18 3,65 9,84
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=
g H38
o 10
=]
= 44Y, E
zZE Prot.1
= g o
o
£5
i CD4+CD8+FN-y
E' 0 CD8+IFN-y
; CD4+FN-
g O.ay 1.ay 3oy Y
’ 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

B CD4+IFN-y 4,68 3,89 2,72

= CD8+IFN-y 3,12 3,89 2,72

1 CD4+CD8+IFN-y 7,8 7,78 5,44

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (igerik icin Cizelge 4.2.6.).
+ind.:Indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CD8'IFN-y T lenfosit sayilar1 ( / pl)

—————
c H39
g 40
2 B 38Y, K
>3,
23 2 Prot.1
=5
£ E CD4+CD8+FN-y
g 0 CD8+IFN-y
w
CD4+IFN-
E O:ay 1.ay 32 ey
(=] -ay 6.ay
0.ay 1.ay 3.ay 6.ay

B CD4+IFN-y 31,36 5,34 2,26

® CD8+FN-y 5,88 10,68 22,6

W CD4+CD8+FN-y| 37,24 16,02 24,86

Prot.1:Protokol 1, Prot.2:Protokol 2, Prot.3:Protokol 3 (Igerik i¢in Cizelge 4.2.6.).
+ind.:Indiiksiyon tedavisi alan hastalar.

Sekil 4.2. (Devam) Hastalarim CMV spesifik CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve
CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayilar1 ( / pl)
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CMV spesifik IFN-y salinimi yapan CD4" ve CDS8" ve CD4+CD8" T

lenfosit sayilarinin (/ul) ortalama (mean) ve ortanca (median) degerleri kontrol

grubu i¢in Cizelge 4.10.’da, hasta grubu i¢in Cizelge 4.11.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.10. CMV spesifik hiicresel immiinite istatistiksel verileri -kontrol

grubu- n:20
CMV spesifik T (/ul) Ortalama (£SS¥) Ortanca
(en diisiik;en yiiksek)
CD4'TFN-y 8,84 (9,56) 6,24 (1,14 5 45,44)
CDS'IFN-y 4,52 (5,17) 3,08 (0;2041)

CD4"+CDS8 TFN-y

13,36 (13,77)

8,53 (3,08 ; 62,48)

*SS : standart sapma

Cizelge 4.11. CMV spesifik hiicresel immiinite istatistiksel verileri -tx grubu-

n:21*
CMV spesifik T / pl Ortalama (£SS*%*) Ortanca
(en diisiik;en yiiksek)
0.ay CD4+IFN-y 8,23 (11,98) 3,63 (0;41,3)
0.ay CD8+IFN-y 3,53 (4,35) 2,16 (0; 19,28)
0.ay CD4++CD8+IFN-y 11,76 (14,8) 5,76 (0,82 ; 53,02)

1.ay CD4+IFN-y
l.ay CD8+IFN-y
1l.ay CD4++CD8+IFN-y

3.ay CD4+IFN-y
3.ay CDS8+IFN-y

3.ay CD4++CDS8+IFN-y

6*.ay CD4+IFN-y

11,42 (11,35)
5,04 (4,34)
16,46 (14,21)

8 (8,9)
5(5,8)

13,1 (12,3)

12,1 (15,7)

5,62 (0,11 ; 44,1)
4,09 (0; 18,8)
10,18 (0,22 ; 53,5)

5,58 (0 ; 33,2)
2,88 (0; 22,6)

8,37 (0 ; 45,2)

9,85 (0; 59,5)
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6*.ay CDS+IFN-y 6,4 (5,4) 4,53(0; 17,6)
6*.ay CD4++CD8+IFN- 12,3 (17) 14,17 (3,8 ; 76,9)
¥

* Post tx 6.ayda 12 hastanin 6rnegi calisilabilmistir. **SS:standart sapma

Kontrol grubunun ve hastalarin nakil dncesi, nakil sonras1 1 ,3 , 6.aylarda
CMV spesifik CD4'TFN-y, CD8'IFN-y, CD4 +CD8'IFN-y T lenfositlerinin
dagilimi Sekil 4.3.’te grafikler olarak gdsterilmistir.

50 + 25 70
45 ¥ P
40 - 20 - #®
35 - ¢ > 50
z
Z’-" 30 ;‘ 15 £ 40
=25 = 8 .
2 & ¥ 30
S 20 - 8 10 oA
a
15 ¢ @ * © 2 ¢
10 & 5 &g 0 *
o I
° 0‘0 ‘:
0 L o 0
0 20 40 0 20 40 0 20 40
Kontrol n:20 Kontrol n:20 Kontrol n:20
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Sekil 4.3. (Devam) Kontrol ve hastalarin CMV spesifik IFN-y iireten T hiicreleri

Kontrol grubu ile hastalarin nakil oncesi periferik kan lenfosit sayilari,
CD4'IFN-y, CD8'IFN-y ve CD4 +CDS'IFN-y T lenfosit degerleri arasindaki
iliski Mann-Whitney U testi ile arastirildi. Hicbir grup arasinda anlamli fark
saptanmadi. p degerleri asagida verilmistir.

Kontrol grubunun ve hastalarin 0.ay lenfosit sayilar1 arasinda anlamli fark
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,139).

Kontrol grubu ile hastalarin 0.ay CD4'IFN-y T lenfosit sayilar1 arasinda anlamli
fark saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,057).

Kontrol grubu ile hastalarin 0.ay CD8'IFN-y T lenfosit sayilar1 arasinda anlamli
fark saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,266).

Kontrol grubu ile hastalarm 0.ay CD4" +CD8'IFN-y T lenfosit sayilar1 arasinda
anlaml fark saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,088).

Hastalarin CMV spesifik IFN-y sentezleyen T lenfosit sayilar1 arasindaki
iligki non parametrik testlerden Wilcoxon Signed testi ile degerlendirildi.
3.ay CD4'TFN-y T lenfosit sayisinmn 1.ay CD4 IFN-y T lenfosit sayisindan daha
diisiik oldugu goriildii (Wilcoxon Signed testi p=0,003).
3.ay CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayismin 1.ay CD4'+CD8'IFN-y degerinden
anlamli olarak diisiik oldugu goriildii ( Wilcoxon Signed testi p=0,039).
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3.ay CD4'IFN-y T lenfosit sayisi ile 6.ay CD4 TFN-y T lenfosit sayis1 arasinda
anlaml fark saptanmadi (Wilcoxon Signed testi p=0,295)

1.ay C8'IFN-y ile 3.ay CDS8'IFN-y T lenfosit arasmda anlamli fark bulunmadi
(Wilcoxon Signed testi p=0,375).

3.ay C8'IFN-y ile 6.ay CD8'IFN-y T lenfosit arasinda anlamli fark bulunmadi
(Wilcoxon Signed testi p=0,218).

3.ay CD4+CDS8'IFN-y ile 6.ay CD4'+CDS8'IFN-y T lenfosit arasinda anlaml
fark bulunmadi1 (Wilcoxon Signed testi p=0,351).

Hasta grubumuz CMV seropozitif bireylerden olugsmaktadir. CMV IgG
antikor titrelerinin IFN-y" T lenfositler iizerine etkisi olup olmadigini gérebilmek
icin Korelasyon testi uygulandi. Gruplar arasinda anlamali bir iligski bulunamad:.
Nakil éncesi CMV IgG antikor titreleri ile CD4" IFN-y T lenfositler arasinda
anlamli iligki bulunmamistir (Korelasyon testi p=0,84).

Nakil éncesi CMV IgG antikor titreleri ile CD8" IFN-y T lenfositler arasinda
anlamli iligki bulunmamaistir (Korelasyon testi p=0,66).

Nakil éncesi CMV IgG antikor titreleri ile CD4" +CD8" IFN-y T lenfositler
arasinda anlaml iliski bulunmamistir (Korelasyon testi p=0,902).

Immiin supresyon protokollerinin periferik kandaki lenfosit sayilar;, CD4"
IFN-y, CD8" IFN-y ve CD4'+ CD8'IFN-y T lenfosit sayilari ile arasindaki iliski
nonparametrik testlerden Kruskal Wallis testi ile arastirildi. Anlamli fark
bulunamadi.

Immiin supresyon protokolleri ile 0.ayda periferik kandaki lenfosit sayis1 arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,628).

Immiin supresyon protokolleri ile 0.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,85).

Immiin supresyon protokolleri ile 0.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda
anlamli iliski saptanmadi (Kruskal Wallis p=881).

Immiin supresyon protokolleri ile 0.ay CD4'+ CD8" IFN-y T lenfosit sayis1
arasinda anlaml iliski saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,177).

Immiin supresyon protokolleri ile 1.ayda periferik kandaki lenfosit sayis1 arasinda

anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,177).
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Immiin supresyon protokolleri ile 1.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayisi arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,822).

Immiin supresyon protokolleri ile 1.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayisi arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,181).

Immiin supresyon protokolleri ile 1.ay CD4'+ CD8" IFN-y T lenfosit sayis1
arasinda anlaml iliski saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,568).

Immiin supresyon protokolleri ile 3.ayda periferik kandaki lenfosit sayis1 arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,196).

Immiin supresyon protokolleri ile 3.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,89).

Immiin supresyon protokolleri ile 3.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,353).

Immiin supresyon protokolleri ile 3.ay CD4'+ CD8" IFN-y T lenfosit sayis1
arasinda anlaml iliski saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,854).

Immiin supresyon protokolleri ile 6.ayda periferik kandaki lenfosit sayis1 arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,177).

Immiin supresyon protokolleri ile 6.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,85).

Immiin supresyon protokolleri ile 6.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayisi arasinda
anlaml iligki saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,881).

Immiin supresyon protokolleri ile 6.ay CD4'+ CD8" IFN-y T lenfosit sayis1
arasinda anlaml iliski saptanmadi (Kruskal Wallis p=0,866).

Hastalara uygulanan indiiksiyon tedavisinin CMV spesifik [FN-y {ireten T
lenfosit sayilar1 iizerinde etkisi olup olmadiginin analizi i¢in nonparametrik
testlerden Mann-Whitney U testi calisildi. Gruplarm hicbirinde anlamli iliski
saptanmadi.

Indiiksiyon tedavisi ile 0.ay periferik kan lenfosit sayis1 arasinda anlaml iligki
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,72).

Indiiksiyon tedavisi ile 0.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,858).

Indiiksiyon tedavisi ile 0.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,178).
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Indiiksiyon tedavisi ile 0.ay CD4" +CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki saptanmadi1 (Mann-Whitney U testi p=0,72).
Indiiksiyon tedavisi ile 1.ay periferik kan lenfosit sayis1 arasinda anlaml iligki
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,929).
Indiiksiyon tedavisi ile 1.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,128).
Indiiksiyon tedavisi ile 1.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,42).
Indiiksiyon tedavisi ile 1.ay CD4" +CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki saptanmadi1 (Mann-Whitney U testi p=0,152).
Indiiksiyon tedavisi ile 3.ay periferik kan lenfosit sayis1 arasinda anlaml iligki
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,324).
Indiiksiyon tedavisi ile 3.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,446).
Indiiksiyon tedavisi ile 3.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlaml iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,324).
Indiiksiyon tedavisi ile 3.ay CD4" +CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki saptanmad1 (Mann-Whitney U testi p=0,42).
Indiiksiyon tedavisi ile 6.ay periferik kan lenfosit sayis1 arasinda anlamli iligki
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,817).
Indiiksiyon tedavisi ile 6.ay CD4" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,42).
Indiiksiyon tedavisi ile 6.ay CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlaml iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U testi p=0,926).
Indiiksiyon tedavisi ile 6.ay CD4" +CD8" IFN-y T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki saptanmadi1 (Mann-Whitney U testi p=0,852).

CMV spesifik IFN-y tiretimi ile hastalarin yaslar1 arasindaki iligkiyi
saptamak i¢in korelasyon testi yapildi. Anlamli iliski bulunamadi.
Hastalarin yaslar1 ile 0.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,82).
Hastalarin yaslar1 ile 0.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,64).
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Hastalarin yaslar1 ile 0.ay CD4" +CD8" IFN-y' T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki bulunamadi (Korelasyon testi p=0,68).
Hastalarin yaslar1 ile 1.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,737).
Hastalarin yaslar1 ile 1.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,9).
Hastalarin yaslar1 ile 1.ay CD4" +CD8" IFN-y' T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki bulunamadi (Korelasyon testi p=0,987).
Hastalarin yaslar1 ile 3.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,58).
Hastalarin yaslar1 ile 3.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,391).
Hastalarin yaslar1 ile 3.ay CD4" +CD8" IFN-y' T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki bulunamadi (Korelasyon testi p=0,375).
Hastalarin yaslar1 ile 6.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,096).
Hastalarin yaslar1 ile 6.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli iliski
bulunamadi (Korelasyon testi p=0,832).
Hastalarm yaslar1 ile 6.ay CD4™ +CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki bulunamadi (Korelasyon testi p=0,517).

CMV spesifik IFN-y iiretimi ile hastalarin cinsiyetleri Mann Whitney U
testi ile karsilastirildi. Gruplar arasinda anlamli iliski bulunmadi.
Hastalarm cinsiyetleri ile 0.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,63).
Hastalarm cinsiyetleri ile 0.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,39).
Hastalarm cinsiyetleri ile 0.ay CD4" +CD8" IFN-y" T lenfosit sayisi arasinda
anlaml iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,73).
Hastalarm cinsiyetleri ile 1.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=1).
Hastalarm cinsiyetleri ile 1.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli

iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,052).
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Hastalarm cinsiyetleri ile 1.ay CD4" +CD8" IFN-y" T lenfosit sayisi arasinda
anlaml iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,502).

Hastalarm cinsiyetleri ile 3.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,411).

Hastalarm cinsiyetleri ile 3.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,823).

Hastalarm cinsiyetleri ile 3.ay CD4" +CD8" IFN-y" T lenfosit sayisi arasinda
anlaml iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,601).

Hastalarm cinsiyetleri ile 6.ay CD4" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,608).

Hastalarm cinsiyetleri ile 6.ay CD8" IFN-y" T lenfosit sayis1 arasinda anlamli
iligki goriilmedi (Mann Whitney U testi p=0,14).

Hastalarm cinsiyetleri ile 6.ay CD4" +CD8" IFN-y" T lenfosit sayisi arasinda
anlamli iliski gériilmedi (Mann Whitney U testi p=0,14).
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5. TARTISMA

Konak mikroorganizma karsilasmasinda, enfeksiyondan hafif ya da ciddi
seyirli enfeksiyon hastaligma hatta konagin kaybmna kadar gidebilen siirecin
sonucunu, mikroorganizmanin ozellikleri, viriilansi, patojenitesi kadar kisinin
bagisik yamt1 da belirlemektedir. Ozellikle immiin supresif hasta grubunda
hastanin bagisik yanit mekanizmalar1 6n plandadir. Normal konakta hastali§a
neden olmayan mikroorganizmanin bagisik yanit1 baskilanmis olanlarda
enfeksiyon hastaligina neden olmasmin temel nedeni de hastanin etkene karsi

savasabilme yeteneginin azalmis olmasidir (102, 103).

Organ nakli, tip biliminin biiylik basar1 sagladig: alanlardan birisidir. Gerek
cerrahi alanda olan ilerlemeler gerekse yeni kuvvetli immiin supresif ilaglarin
kullanim alanma girmesi ile transplantasyon tibbinda biiyiik ilerlemeler
kaydedilmistir. Immiin supresif tedavi, hastanin kendisine ‘yabanc1’ doku ya da
organ1 reddetmesini Onlerken beraberinde oOzellikle latent enfeksiyonlarin
reaktivasyonu riskini de getirmektedir. Bu nedenledir ki klinikte organ nakil
hastalarinin laboratuvar izleminde daha duyarli ydontemler ile normal konaklardan
farkli izlem algoritmalar1 olusturulmustur. Son yillarda 6zellikle molekiiler tani
yontemi alaninda saglanan ivme, bu grup hastanin enfeksiyon hastaliklar:
acisindan basarili bir sekilde izlemini saglamis ve klinik laboratuvarlar hasta
yasam siiresinin artmasinda onemli katkilarda bulunmustur (1, 3, 4, 5, 8, 9, 10).
Laboratuvar tibbi, etkene yonelik tani testlerinde 6nemli geligmeler saglarken son
yirmi yilda transplant hastalarinda hiicresel immiiniteye yonelik arastirmalar da
yogunluk kazanmistir. Ciinkii bu grup hastada oOzellikle latent virlis
enfeksiyonlarinin kontroliinde, klinik yelpazenin belirlenmesinde esas mekanizma
kazanilmis-6zgiin (spesifik) hiicresel bagigik yanittir (124, 187, 188, 193).

Bagisiklik sisteminde sorunu olmayan, saglikli bireylerde genellikle
asemptomatik seyreden CMV, nadiren ates, miyalji, faren;jit, servikal LAP, hafif-
orta derecede hepatit, splenomegali bulgular1 ile enfeksiyoz mononiikleoz benzeri
tabloya neden olabilir. Idrar ve solunum sekresyonlar: ile hem horizontal hem de
vertikal bulas sonucunda genel olarak ¢ocukluk yas grubunda kazanilan primer

CMV enfeksiyonu, ikinci ivmesini cinsel yolla bulas sonucunda geng
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yetigkinlerde yapar. Latent viriisler ‘misafirlik® kavramimi bilmez. CMV primer
enfeksiyon sonrasi konagi terk etmez, ¢esitli hiicre ve dokularda ““sessiz-sedasiz”
yasamini slrdiirir. Organ nakli gibi immiin sistemin baskilandigi durumlarda,
CMV reaktive olur, ¢ogalmaya baslar ve hastalik tablosu gelisebilir (57-61, 70,
73). CMV replikasyonunun immiinolojik kontroliinde NK hiicreleri, B hiicresi,
makrofajlar gibi cok sayida hiicre yer almaktadir. Ancak basrol CD4" ve CD8" T
hiicrelerine aittir (2, 187, 188, 194, 195, 202). CMV viral yiik her zaman hastalik
ile dogrusal bir iliski gostermeyebilir. CMV DNA saptanamayan bazi hastalarda
da CMV hastalig1 gelisebilmektedir. Bunun agiklamasi konagin immiin yanitinda
saklidir (169). Transplantasyon hasta grubunda, CMV hastaliginin gelisiminde,
CMV spesifik T hiicre immiinitesi bagimsiz bir risk faktoriidiir (203, 204).

CMV enfeksiyonuna 6zel hiicresel yanitin dlgiimii i¢in T-hiicre bazli
yontemler gelistirilmistir. Burada amaclanan, etkene 06zel aktive olmus T
hiicrelerinin tanimlanmasi1 ve/veya fonksiyonlarinin belirlenmesidir. Lenfositlerin
ex vivo olarak virlis antijenleri ile uyarilmasi sonucunda aktive olan T
lenfositlerinin ve fonksiyonlarmin belirlenmesinde ¢esitli metadolojik yaklagimlar
vardwr (62, 171, 172). Biz bu arastirmamizda, bobrek nakli yapilan hastalarimizda
CMV spesifik immiin yanit parametrelerini belirlemeyi amagladik. S6z konusu
parametreler olarak, CMV peptidleri ile lenfositlerin stimiilasyonu ardindan viral
aktivasyonun en duyarli belirteglerinden olan IFN-y iireten CD4" ve CD8 T
lenfosit gruplarmni calistik. Yontem olarak sitokin akis sitometri ile calistik.
Hiicresel immiinite testleri arastirma laboratuvarlarindan heniiz klinik
laboratuvarlara gec¢is yapamamustir. Laboratuvar ve klinik validasyonlari
tamamlanmamistir. Kaynak tarama sonuglarimiza gore, yurdumuzda klinik
orneklerde CMV hiicresel immiinite arastirmasi daha once yapilmamistir.

Hiicresel immiinite akis sitometri arastirmalari, kompleks ve dinamik
yontemlerdir. Cok az sayida hiicrenin aktivasyon {riiniinii saptayabiliyor olmamiz
testin duyarligmi artirmaktadir. Ex vivo lenfosit stimiilasyonu, hiicre yiizeyi
ekspresyonu, aktivasyon belirtegleri, hiicre i¢ci boyama ya da fonksiyonel
yontemlerin ayr1 ayr1 tim asamalarinda heniiz standardize olmamis farkl
yaklagimlar vardir. Hasta Ornekleri alindiginda direkt olarak tam kandan

stimiilasyon yapilabilecegi gibi, tam kandan PKMNH izole edilerek stimiilasyon
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yapilabilir ya da PKMNH dondurulup saklanabilir (186, 191, 193, 198, 199).
Motta ve ark. (178), tam kandan direkt olarak stimiilasyonunun testin
uygulanmasinda daha pratik oldugunu vurgulamaktadirlar. Biz optimizasyon
calismalarinda direkt tam kan stimiilasyonu ya da PHMNH izolasyonu ardindan
hemen calismanin, 6rnekleri dondurup saklayip daha sonra ¢oziindiirme ardindan
calisilmasina {istiinliigli olmadigini gordiik. Tam kan 6rneginin 4 saat icerisinde
isleme konmasi ve testin diger optimizasyon arastirmalarmi da tamamlamamiz
gerektiginden, prospektif olan arastrmamizda bu siire¢ icerisinde elde ettigimiz
ornekleri dondurduk ve validasyon c¢aligmalarini tamamladiktan sonra calistik.

Lenfositlerin ex vivo stimiilasyonunda, tek peptid, purifiye polipeptid,
peptid havuzu ya da viriis ile enfekte hiicre lizat1 kullanilmaktadir. Peptidin amino
asit sekans Ozellikleri ve uzunlugu, immiin yanit sekli tiizerine etkilidir.
Immiinodominant peptid, T hiicrelerini stimiile etme yeteneginde epitoplar
icermelidir. Tek peptid kullanim1 durumunda, baz1 HLA tipleri devre dis1 kalabilir
ve test sonucunda lenfosit aktivasyonu saglanamayabilir. Viral lizat kullaniminda
testin duyarligi, ¢ok sayida CMV protein ekspresyonu nedeni ile artacaktir ancak
lizat enfekte fibroblastlardan hazirlandigindan standardizasyon sorunu vardir
(178, 190, 196). Bu nedenle, hiicresel immiinite ¢alisirken lenfosit stimiilasyon
amaciyla ne kullanildiginin tanimlanmasi uygun olacaktir. Biz, arastirmamizda
peptid kokteyli (peptid mix) ile ¢calistik.

Test protokoliinde yer alan ‘transport inhibitér® kullaniminin amaci,
stimiilasyon sonucu aktive olan T lenfositlerinden sitokinlerin hiicre digmna
salinimin1 6nlemektir. Bunun i¢cin monensin, brefeldin A kullanilmaktadir (178,
179, 180, 181, 197). Arastrmamizda kullandigimiz Golgi plug, brefeldin A
icermektedir.

Y ontemimizde, sitokin sentez eden hiicrelerin saptanmasi amaci ile Anti-
Hu-IFN-y/CD69/CD4/CD3  ve IFNy/CD69/CD8/CD3 (BD  Fastlmmiine)
kullandik. Bu kitte yer alan CD69, tip II Lectin membran reseptoriidiir.
Transmembranal yerlesimlidir. T, B ve NK hiicre yilizeylerinde bulunur. Hiicreler
dinlenme halindeyken bu molekiil cok az eksprese edilirken hiicre aktive
oldugunda ekspresyonu birden artar. Akis sitometride hiicre aktivasyon belirteci

ozelligi nedeni ile kullanilmaktadir (11, 14, 186).
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Yontemde belirttigimiz diger degiskenleri de c¢alistiktan sonra, testin
validasyon c¢aligmalarina basladik. Bu asamalar; literatiir taramasi, reaktiflerin
secimi (antikor, fiksatif, permeabilize ve lize edici soliisyon sec¢imleri vb.), 6rnek
toplama kriterlerinin belirlenmesi ile testin uygulanabilirliginin saptanmasidir.
Metod validasyonu ile ilgili parametreleri belirledik. Genel anlamda metod
validasyonu parametreleri; kararlilik (stability), 6zgiinliik (specificity), secicilik
(selectivity), kesinlik (precision), tekrarlanabilirilik (repeatability), ara-
tekrarlanabilirlik (intermediate repeatability), tekrar retilebilirlik
(reproducibility), dogruluk (accuracy), dogrusallik (linearity), 6l¢iim aralig1 (assay
range), tayin limiti (limit of detection), 6l¢lim limiti (limit of quantitation) ve
saglamlik (robustness) olarak tanimlanabilir. Her yontemin 6zel dogasi geregi
validasyon caligmasmin saymis oldugumuz tiim bu parametreleri karsilamasi
miimkiin degildir. Nitekim hiicresel immiinite testlerinin validasyonunda tiim
parametreler degerlendirilmemektedir. Ornegin, testimizin validasyonunda
sonuglarin gercek degere yakinligini gosteren analitik bir iglem olan “dogruluk”
parametresini ifade edemedik. Ciinkii dogruluk, yontemde elde edilmis olan test
sonuclarinin gercek analit degerine yakinligidir ve dogruluk ¢alismasi yeni metod
ile daha oOnce dogruluk calismalar1 yapilan altin standart bir yOntemin
karsilastirilmasi yapilarak veya sertifikali referans madde kullanilarak yapilabilir.
Hiicresel immiinite yontemlerinin validasyonunda precision (kesinlik) parametresi
one ¢cikmaktadir. Kesinlik, ayn1 sartlarda ve ayni1 yontemle elde edilen sonugclarin,
birbirini takip eden Olglimleri arasindaki yakinligin derecesini, diger bir deyisle
Olglimlerin  tekrarlanabilirligini  gdstermek i¢in kullanilir. Konvansiyonel
immiinolojik yontemlere gore cok daha kompleks olan, cok asamalar1 olan ve az
karsilagilan antijenlere karst T hiicre yanitin1 bile saptayabilen s6z konusu
yontemlerin duyarligi ¢ok yiiksektir. Bu nedenle bu yontemler ile glivenilir veri
elde etmek i¢in tekrarlanabilirligi iyi olmalidir (186, 199, 200, 201). CD4 TFN-y
T, CD8'IFN-y T ve CD4 +CDS8'IFN-y T lenfosit sayilarmi saptayacagimiz testin
validasyonu i¢in intra-assay (gilin i¢i) ve inter-assay (glinler arasi) caligmalar
yaptik. Testlerimizin CV degerleri; inta-assay testte sirasi ile % 10,65, % 14,88 ve
% 7,64; Inter-assay testte % 12,58, % 1,21 ve % 8,23’tiir (Cizelge 4.1. ve Cizelge
4.2.). Degerler olmast gerektigi gibi % 15’ten daha disiiktiir ve bu degerler
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testimizin  ‘tekrarlanabilir’ligini  gdstermektedir. Testimizin tekrarlanabilir
oldugunu saptadiktan sonra klinik 6rnekleri ¢alismaya basladik.

Testlerin internal kontroliinde, pozitif kontrol (mitojen ile stimiilasyon) ve
negatif kontrol (stimiile edilmemis Ornek) kullamildi. T lenfosit aktivasyonu
calismalarinda, stimiilator olarak phytohemaggliitinin, Conconovalin A,
Staphylococcus Enterotoksin B ya da Pokeweed kullanilmaktadir (72, 114, 174,
175, 176, 177). Bizim kullandigimiz Pokeweed, Phytolacca americana
bitkisinden elde edilen bir mitojendir.

Mitojen kullandigimiz pozitif kontrol tiipiindeki Ornekte lenfosit
stimiilasyonu olmaz ise bu pre-analitik siiregte hatadan kaynaklaniyor olabilir.
Ayrica hastada yogun immiin supresyon sonucu ¢ok diisiik lenfosit olasilig1 da bir
etken olabilir. Bu durum hiicresel immiinite yonteminin antijen c¢esitliligi ve
ozgilligii ile de iliskili olabilir. Kumar ve ark. (188) 108 transplantasyon
hastasinin CMV immiinite degerlerini Quantiferon yontemi ile arastirdiklarinda,
% 30’unda mitojen stimiilasyonuna yanit alamadiklarmi belirtmislerdir. Bunun
nedeni, Quantiferon CMV testinde kullanilan peptid kombinasyonunu ile yaygin
olmayan HLA tipinde olan hastalardan yanit almamamasidir (172). Bizim
calismamizda mitojene yanit alamadigimiz 6rnek olmadi. Dolayisi ile CD4 TFN-y
T ya da CD8'IFN-y T saptayamadigimiz ornekleri ‘pre-analitik bir hata olarak
degerlendirmedik.

Negatif kontrol Ornegi ile yontemin 0&zellikle boyama ve yikama
asamalarinin kalite kontrolii yapilmaktadir. Negatif kontrol 6rneginde saptanacak
yalanci pozitifligin nedeni, spesifik olmayan boyanmalardir. Bu durumda test

tekrar calisilmalidir ( Sekil 5.1.) (186).
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Sekil 5.1. Negatif (A), test 6rnegi (B) ve pozitif (C) kontroller ile alinan sonuglar
(104).

CMV spesifik CD4'T ve CD8'T hiicrelerinin multifonksiyonel yanit1, viral
enfeksiyonun etkin kontrolii anlamma gelir. IFN-y siklikla CD8" T lenfositler,
CD4'T lenfositlerin alt gruplar1 olan Th; ve Thy ve NK hiicrelerin aktivasyonlar1
ile iretilir. IFN-y, antitimoér ve antiviral aktiviteli multifonksiyonel
immiinomodiilatordiir. Iimmiin ve enflamatuvar siireglerin diizenlenmesinde gorev
alan bir sitokindir. Ayrica monositlerin farklilasmasinda ve fonksiyonlarinda da
gorev alir. Dolayis1 ile CD4'TFN-y T ve CDS8'IFN-y T hiicreleri hiicresel bagisik
yanitin fonksiyonel imzalaridir (178).

Aragtrmamizin temel amact CMV hiicresel immiinitenin sitokin akig
sitometri ile Olglim yOontemini optimize ve valide etmek oldugundan, primer
enfeksiyonu gecirip hafiza hiicreleri mevcut olanlarda ¢aligmay1 planladik. Bu
nedenle optimizasyon ve validasyon c¢alismalarmi CMV IgG (+) (CMV
seropozitif) oldugunu bildigimiz 6rnekler ile gergeklestirdik. Hasta grubumuz ve
vericilerimizin timii CMV Ig G (+) idi (:D+/R+). Seropozitif bireylerde CMV
antijenlerine ex vivo yanit bakildiginda, lenfosit proliferasyonunun olmasi
beklenen bir bulgudur. CMV antikor titresi ile hiicresel immiin yanit sayisal
degerleri arasinda anlaml iliski saptamadik (Cizelge 3.2. ve 3.3.) (Alcilar icin
sirasiyla p=0,084, p=0,066, p=0,902. Vericilericlerimizin tiimii i¢in p>0,05).

CMV ile daha onceden karsilasmis olan kontrol grubunun ve alicilarin
nakil dncesi CMV spesifik CD4 TFN-y T, CD8'IFN-y ve CD4 +CDS'IFN-y" T
lenfosit say1 degerleri karsilastirildiginda fark olmadigini belirledik (Cizelge 4.4
ve Cizelge 4.5.). Hiicresel bagisik yanit elemanlarmm CMV spesifik IFN-y

yanitlarinda cinsiyet ve yas faktoriiniin bir etken olup olmadigmi inceledigimizde,
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gerek kontrol gerekse hasta grubunda bir fark olmadigini saptadik (Bulgular 4.2.
bolimde verilmistir).

Viral enfeksiyonlarmm erken ve ge¢ donem bagisik yanitinda hafiza T
hiicrelerinin 6nemi uzun yillardir bilinmektedir. Quinnan ve ark. (205), 198011
yillarin basinda CMV spesifik sitotoksik T hiicre yanit1 ile CMV enfeksiyonundan
korunma arasinda korelasyon oldugunu gostermislerdir. Seropozitif alicilarda
CMV enfeksiyonu gecirme riski, seronegatiflere gore daha azdir. Ozellikle
transplantasyon sonrasi profilaksi uygulayan merkezlerde CMV enfeksiyonu
sorunu ¢ok azalmistir. Ancak bu grup hasta icin gegc CMV enfeksiyonu sorunu ve
ila¢ yan etkileri goz oniinde bulundurulmas: gereken noktalardir. Harvala ve ark.
(192), genis bir seride (2006-2009 yillar1 arasinda 224 bobrek, 204 KC nakil
hastast), transplantasyon sonrasi ilk birinci yil igcerisinde CMV hastalig1 gelismesi
ile mortalite iliskisini degerlendirmislerdir. Bobrek ve KC nakil hastalarmin
serolojileri: % 23 ve % 28° 1 D+/R+; % 19 ve % 26° s1 D-/R+; digerleri D-/R-
olup sadece seronegatif alicilara profilaksi (ilk 100 giin valgansiklovir)
uygulanmistir. Seropozitif alicilar preemptif yaklasim ile izlenmistir. CMV
enfeksiyonu gelisen seropozitif bobrek transplant alicilarinda mortalite orani (%
30), CMV enfeksiyonu gegirmeyenlere gore (% 2.6) anlamli derecede (p=0.0245)
yiiksek bulunmustur. Karaciger transplantasyonu yapilan ve CMV enfeksiyonu
geciren hastalarin da % 42.8” i kaybedilmistir. Diger taraftan, ‘CMV immiin yanit
sus spesifiktir ve o susa kars1 gelismis CMV bagisik yanit farkli suslara karsi
koruyucu olmayabilir’ bilgisi ile seropozitif hastalar1 degerlendirilirken
reaktivasyon yani sira, reenfeksiyon riski de dikkate almmalidir. Dolayisi ile
ozellikle seropozitif -profilaksi uygulanmayan- hastalarin etkene yonelik testler
yani sira immiin yanitlarinin dikkatle izlenmesi; geleneksel tani yontemlerine ek
yeni ‘bio marker’ larin klinik uygulamaya girmesi 6nerilmektedir. CMV immiinite
testlerinin uygulanmasi asagidaki sorulara yanit bulmamizda yardimci olacaktir
(172).

1- Transplantasyon sonrasi anti viral profilaksi alan hastalarda ge¢ donem
CMYV enfeksiyonu riski nedir?

2- Digstik diizeyde viremisi olan hastalarda vireminin kendiliginden

diizelmesi ya da hastalik gelisme riski nedir?

81



3- CMV hastalig1 tedavisi tamamlandiktan sonra tekrarlayan viremi riski
nedir?

Transplantasyon hastalarinda CMV  spesifik  hiicresel immiinite
arastirmalar1 Cizelge 5.1.°de 6zet olarak verilmistir (2, 78, 104, 114, 115, 118,
187, 188, 189, 191, 202, 206, 207, 208, 209, 210, 211, 212, 213).

Cizelge 5.1. Transplantasyon hastalarinda CMV spesifik hiicresel immiinite

arastirmalari

Kaynak Hasta (n) Cahsma Yontem Bulgular
(Yaymm yilna CMV protokolii

gore serolojisi

siralanmastir)

Sester M ve Bobrek tx Pre-tx, Viral lizat ~ CD4" T hiicre say
ark. n:76 post tx ile stim./ CMV viral yiik ile
2001 (114) R + %100 2,6,12.aylar CFC ters orantili




Cizelge 5.1. (Devam) Transplantasyon hastalarinda CMV spesifik hiicresel

immiinite arastirmalari

Kaynak Hasta (n) Calisma Yontem Bulgular
(Yaymmythna  CMV protokolii

gore serolojisi

siralanmstir)

Sester U ve Solid organtx  Post tx 6.ay Viral lizat ile Diisiik diizey
ark. n:96 stim. CMYV sp. CD4"
2005 (115) R + %100 CFC T, viremi ile

orantili
En diisik T
hiicre yanit1 AC

tx lerde

Gerna ve ark. Post op 6.aya CMV infekte Viremiden
2006 (118) Solid organtx ~ kadar immatiir korunmada
n:38 aylik,sonra 9.ve  dendritik hc. ile  belirleyici cut
R+ %100 12.ay stim. CFC off: 0.4 hiicre
/ul




Cizelge 5.1. (Devam). Transplantasyon hastalarinda CMV spesifik hiicresel

immiinite arastirmalari

Kaynak Hasta (n) Cahsma
(Yaymmythna CMV protokolii
gore serolojisi

siralanmstir)

Yontem

Bulgular

Eid ve ark. Bobrek Ik 3 ay 2
2010 (191) n:44 haftada bir,
D+/R+ % 68 sonra 4-6.ve

D+/R-% 32 12.ay

Viral lizat, R+ lerde 1

p65 ve IE-1  viremi,

ile stim. R - lerdeCD4 *
CFC ve CD8" yanit

anlamli degil

Lee ve ark. Bobrek tx A*02NLV

2011 (213) n:40 A*24QYD ile
HLA-A2 boyama
HLA-A24

HLA peptid A*02NLV

tetramer pentamer

Ile izlem daha
iyi

Ama CMV riski

tanimlanamadi




Cizelge 5.1. (Devam). Transplantasyon hastalarinda CMV spesifik hiicresel

immiinite arastirmalar1

Kaynak Hasta (n) Calisma Yontem Bulgular
(Yaymmythna CMV protokolii
gore serolojisi

siralanmistir )

Lisboa ve ark.  Solid organ tx Pozotif sonucu

2012 (207) n: 37 Viremi Quantiferon olanlarda
D+/R+ % 87 baslangicinda viremi spontan
D+/R-% 13 diizeldi

Gratamave  KI flk 28-100 giin ~ Tetramer CDS' T
ark n:83 2 haftada bir akis sitometri 7 hiicre/ ul az
2012 (209) R+%100 Sonra 2-4 ise
haftada bir,1 y1l CMV enf
riski

Shabir ve ark. SOT Retrospekrif Tetramer CDS8" T yaniti
2013(212) n: 569 degerlendirme akig sitometri D-/R+
D+/R+
gruplarda farkli




Hiicresel yanitin arastirilmasinda en yaygimn kullanilan yontemlerden biri,
peptid-MHC sinif 1 tetramerleri ile CMV spesifik CD8" T lenfositlerinin akis
sitometride saptandigi tetramer bazli flow sitometri yontemdir. Bu teknigin temeli,
antijene 6zglin T lenfositlerinin, MHC-peptid kompleksi-tetramerik molekiil ile
dogrudan boyanmasidir. Gratama ve ark (202), 2001 yilinda kok hiicre alicilarinda
tetramer CD8" T hiicre sayisinm 10 hiicre/ul iizerinde olmasi durumunda CMV
hastaligia kars1 koruyucu hiicresel immiiniteden s6z edilebilecegini bildirmistir.
Ayn1 merkez 2010 yilinda yayinladig1 arastirmada (209), 83 kok hiicre alicisinda
transplantasyon sonrast CMV spesifik CD8" T lenfosit yanitmi bir y1l izlediklerini
ve post transplant ilk 65 giin icerisinde CMV spesifik CD8" T lenfosit sayismin 7
hiicre/ul’den az olmasi durumunda, bu degerin CMV ile iliskili komplikasyon
gelismesini belirledigini yaymlamistir. Hiicresel immiinitenin daha ge¢ gelistigi
grupta, hiicresel immiinitesi gelismis hastalara géore CMV enfeksiyonu gelisme
riski 2.6 kez, CMV hastalig1 gelisme riski 6.4 kez, fatal komplikasyon gelisme
riski ise 2.4 kez daha fazla bulunmustur.

Tetramer bazli akis sitometri, HLA spesifiktir ve kullanilan MHC peptid-
tetramer paneli yanit1 belirlemede yeterli olmayabilir. Nitekim, Lee ve ark (213),
MHC spesifik tetramer flow sitometri yontemi ile saptanan CD8" T lenfosit
yanitinin transplantasyon hastalarinda CMV enfeksiyonu riskini belirlemede
yeterli olmadigini belirtmislerdir. Sitokin akis sitometri metadolojisinde, T
lenfositleri, fonksiyonlarmin son asamasinda -sitokin sentez asamasi-
gosterildiginden daha duyarh ve 6zgiildiir. Mononiikleer hiicreler sentetik CMV
peptid epitoplar1 ya da viral lizat ile uyarildiktan sonra sitokin sentezleyen CMV
spesifik T lenfositleri hiicre i¢i sitokin boyamasi ile gosterilir ve sayisal deger
olarak ifade edilir (Sekil 5.1 ve Sekil 3.2.). Ozdemir ve ark. (210) tetramer ve
sitokin akis sitometri yontemlerini karsilastirdiklarinda, CMV hiicresel bagisik

yanitin degerlendirilmesinde CFC yontemini iistiin bulmuslardir.
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Sekil 5.2. CMV hiicresel immiinite arastirma yontemleri (62).

Biz arastirmamizda hiicre ici sitokin boyama ydntemini kullandik. Bu
yontemin de hiicre aktivasyonu asamalarmda farkliliklar vardir. Immiinite
arastirmalarinda ex vivo olarak, olabildigince in vivo kosullara yakin ortam
olusturmak amaglanir. Bu amagla Lozza ve ark. (214) tarafindan gelistirilen
teknikte, endoteliotropik ve dendrotropik CMV VRI1814 susu ile olusturulan
immatiir dendritik hiicre enfeksiyonu ardindan enfekte hiicreler ile lenfosit kiiltiirti
sonrast sitokin sentezleyen CD4" ve CD8" T hiicreleri saptanmaktadir. Bu sekilde
T lenfositlerinin ex vivo olarak uyarilmasi, in vivo kosullara daha yakin olarak
gerceklestirilmektedir.

Bunde ve ark. (189), standart aminoasitlere ek olarak CMV IE-1 ve pp65
proteinlerini iceren peptid karigimlarimi  karsilastrmislar ve transplantasyon
sonras1 ilk bir ay icerinde herhangi bir zamanda IE-1 spesifik IFN-y'CD8" T
hiicresi % 0.4 tzeri ise CMV hstalig1 gelismedigini saptamiglardir. CMV
hastaligindan korunmada IE-1 spesifik CD8" T hiicre yanitnm izlenmesinin

degerli oldugunu vurgulamiglardir. Diger arastirmalarda ise pp-65 spesifik T
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hiicre yanitsizliginin -daha az olmasmin- CMV hastalig1 gelisiminde bagimsiz bir
risk faktori oldugu belirtilmistir (114, 115, 117, 204).

Hastalarimizin total lenfosit sayilar1 3.ayda anlamli bir sekilde azalmisti
(p=0,0047). 3. ve 6. ay degerleri arasinda fark goézlenmedi (p=0,191). Yogun
immiin supresyonun beklenen bu etkisi, CMV spesifik hiicresel immiin yanit
iizerine nasildi (Cizelge 4.5-4.8)? CD4 IFN-y T lenfositler icin yapilan analizde;
3.ay degerinin l.aydan diisiik oldugu (p=0,003), 3.ay ile 6.ay arasinda fark
olmadig1 (p=0,434) saptandi. CD4 +CD8" IFN-y agisindan degerlendirdigimizde
de 3.ay degerinin l.aydan daha diisiik oldugunu gordiik (p=0,039). Dolayis1 ile
immiin supresyon, hasta grubumuzun 3. ayda CMV spesifik CD4 TFN-y T lenfosit
ve buna bagli olarak da CD4" + CD8" IFN-y T lenfosit sayilarinda azalmaya neden
olmustur. “Immiin supresyon protokollerinin farkliliklar1 hiicresel immiinite
iizerine etkili midir?” sorusuna yanit aradigimizda (Cizelge 4.9. ve Sekil 4.2.)
farkli protokollerin CMV immiinitesi tizerinde bir farka neden olmadigini saptadik
(ttim degiskenler i¢in p>0,05).

Bizim ¢alisma grubumuzda tiim hastalara profilaksi uygulanmisti. Synder
ve ark. (215) proflaksi uygulanmayan ve valgansiklovir proflaksisi alan akciger
nakil hastalarinda pp65 ve IE-1 CMV peptidleri kullanarak her iki grupta CMV
spesifik sitokin iiretimini arastirdiklarinda, sitokin sentez eden CD8" T hiicre
popiilasyonunda fark saptamamislardir. Dort hastamiz indiiksiyon tedavisi almust1.
Indiiksiyon tedavisi alan ve almayan hastalarirmizin CMV hiicresel immiinite
degerlerinde bir fark saptamadik ( Sekil 4.2.)

Bir hastamizda (H27) ( Sekil 4.2.), 6. ayda diisik CMV DNA pozitifligi
(<150 kopya/ml) saptandi. Klinik yakinma ve bulgular mevcut degildi. Hiicresel
immiinite degerlerine baktigimizda 3. ayda CMV CD4" T ve CD8" T yanitinin
olmadigi, buna karsin 6. ayda s6z konusu degerlerin onceki aylardan daha yiiksek
oldugu dikkat cekici idi. Hastamizin anti viral profaksi almasi yani sira, hiicresel
immiin yanitmin diisik oldugu donemde reaktivasyon oldugu ve hafiza
hiicrelerinin yanit1 sonucunda CMV replikasyonunun sinirli kaldigi yorumunu
yapiyoruz. Chierrgin ve ark. (216), asemptomatk CMV viremisi olan hastalarin
CD4" T lenfosit yamtinin semptomatik hastalara gore daha iyi oldugunu,

transplantasyon sonrast 6. ayda CD4" T yamtinn CMV replikasyonundan
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korunmada 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Radha ve ark. (104), seropozitif
bobrek transplantasyon hastalarmda CMV enfeksiyonu gelistisinde CDS8™ T
lenfosit yanitin1 saglikli kontrolden daha iyi oldugunu bulmuslar ve bunun
aciklamasini ‘seropozitif hastalarin viral replikasyonu Onlemeye caligsmalart’®
olarak yapmuslardir. Saglikli kontrollede ise CMV spesifik CD4" T lenfosit daha
fazla bulunmustur. izledikleri 3 seropozitif CMV hastas1 (yeterli immiin yanit
mevcut) tedaviye yanit vermis ve viremi bir hafta igerisinde diizelmistir.

Viral hiicresel yanit1 prospektif olarak izleminin amaci alicilarda CMV
hastalig1 gelismeden hemen once, bu konuda alarm verecek cut off: esik degerini
belirlemektir. Gerna ve ark. (78), esik deger olarak hem CD4" hem CD8" T
lenfositleri i¢in 0.4 T hiicre /ul degerini belirlemislerdir. Gratama ve ark. (202),
kok hiicre alicilarini izlediklerinde CMV spesifik CDS'T lenfosit sayis1 0.2-1 x
107 iizeri ise hastalarm CMV gegirmedigini saptayarak 1 x 10’ ve iizerinde
CMV’ye o6zgil CDS8'T lenfosit varhgmin CMV hastaligima karsi koruyucu
oldugunu rapor etmislerdir. Bizim diisiik viremi saptanan olgumuzun 3. ayda
hiicresel yanitinin olmamasi, reaktivasyon riskinin belirteci olabilir. Profilakside
olmas: replikasyonu dnlemistir. Ote yandan hafiza T hiicre yamitinin iyi olmasi da
(6. ay degerleri) replikasyon ve enfeksiyon hastaligmin gelisimini 6nleyen diger
faktordiir. D+/R- hasta grubunun tersine bu grup hastalarda (R+) immiinolojik
hafiza mevcuttur. CMV spesifik hafiza hiicrelerinin yogun immiin supresyon
siirecinde yeniden yapilanmasi ya da yapilanamamast CMV reaktivasyonun
baslamasmin belirtecidir (2, 78). Bunde ve ark. (189), solid organ transplant
hastalarmda CMV IE-1 spesifik CD8" T hiicre sayismm % 0.4’iin iizerinde
olmasmin CMV enfeksiyonundan korunmada esik deger oldugunu bildirmislerdir.
Dikkatten kagmamasi gereken bir nokta da seropozitif hasta grubunda CMV
enfeksiyonu vericinin de seropozitif oldugu durumlarda (D+/R+) reaktivasyon
yani sira reenfeksiyon seklinde de seyredebileceginden CMV hiicresel immiinite
arastrmalarinda her bir serolojik durum farkliligmin ayr1 ayri1 arastirilmasi

gerekliligidir (212).

Transplantasyon grubunda anti viral tedaviye yanitin degerlendirilmesinde

hiicresel immiinite izlemi yol gosterici olacaktir. Tedaviye yanitsizligin nedeni
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anti viral direng olabilecegi gibi hiicresel immiin yanitin basarili bir sekilde
yeniden yapilanamamas: da olabilir. Nitekim, Radha ve ark. (104), CMV
enfeksiyonu gelisen seronegatif ii¢ hastay1 tedavi ettiklerinde iki hastada tedaviye
hizla yanit almislar ancak bir hastada tedaviye yanitsizlik s6z konusu olunca
gansiklovir direnci arastirmislar ve UL97 gen mutasyonu saptamislardir. Hiicresel
immiin yanit parametreleri degerlendirildiginde tedaviye yanit alman iki hastada
CD4" ve CD8" T lenfosit yanitinim iyi oldugunu, buna karsin {iiincii hastalarmda
CDS8" T lenfosit yanitinmn olmadigmi saptamislardir. Bu durumda tedavi de anti
viralden 6zgiill CMV IgG tedavisine degismis ve klinik iyilesme saglanmstir.
Dolayis1 ile hiicresel immiinitenin izlemi tedavinin yOnlendirilmesini de
saglayacaktir.

Hiicresel immiinite arastirmalarinda kullanilan bir diger yontem olan
ELISPOT yonteminde (Sekil 5.2.), IFN-y sentez eden ozgiill T hiicreleri
arastirilmaktadir. Bizim yontemimize benzer sekilde, hasta lenfositleri ex vivo
uyarilmakta, antthuman IFN-y ile kaplandiktan sonra ELISA esaslar1 ¢ercevesinde
calisilarak 6zgiil spot olusturan IFN-y sentezleyen T hiicre sayisi, belli sayida
(genellikle 200.000) mononiikleer hiicrede ‘spot forming colonies’ (SFC) olarak
verilmektedir (171, 172). Sitokin akis sitometride prolifere olan hiicrelerin
goriinlimii yan1 swra T hiicrelerinin fenotiplemesi yapilmasi, ELISPOT’a gore
avantaj saglamaktadir (210, 217).

Abate ve ark. (206), seropozitif ve seronegatif, profilaksi ya da preemptif
tedavi uygulanan solid organ alicisini transplant 6ncesi ve 30., 60., 90., 180., 360.
glinlerde CMV viral yiikk ile birlikte ELISPOT testi ile izlemislerdir.
Transplantasyonun birinci yilinda CMV spesifik T hiicre yanitinm1 ortalama
‘171 SFC/200.000 lenfosit’ bulurken bu saymin transplant Oncesi ‘326
SFC/200.000 lenfosit” oldugunu dolayis1 ile antiviral T hiicre yanitinin
transplantasyon oncesi diizeye gelebilmesi i¢in bir yildan fazla zamana gereksinim
oldugunu vurgulamiglardir. Seronegatif alicilarda ise profilaksi siirecinde T hiicre
yanit1 saptanamamistir. Bir baska arastirmada, transplantasyon oncesi CMV
spesifik IFN-y saptanamayan hastalarin yarisinda CMV replikasyonu gelisirken
IFN-y diizeyi 0.2 IU/ml {izerinde olan hastalarin sadece % 13.3’ iinde CMV
replikasyonu saptanmustir (211).
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Quantiferon testinde de tiim kan, CMV stimule eden peptid epitoplari ile
muamele edilerek T lenfositleri uyarilir ve bu kez sentez edilen IFN-y ELISA
metodolojisi ile kantite edilir (171, 207, 211) ( Sekil 5.2.). Kumar ve ark.(188 ),
solid organ transplant hastalarini post-transplant 0, 1, 2, 3. aylarda CMV hiicresel
immiinite ag¢isindan Quantiferon-CMV testi ile izlemisler ve saptanabilir
interferon-gama (cut-off: 0.1 IU / ml) yanit1 olan hastalarin % 5.3’tinde CMV
hastalig1 gelistigini, bu oranm interferon-gama saptanamayan grupta % 22.9
oldugunu belirtmislerdir.

Akis sitometrinin duyarlilik 6zelligi, c¢ok farkli antijenlere karsi
olusturulabilen hiicresel yanitin saptanmasma olanak saglamaktadir. CMV asi1
calismalarmda CMV glikoprotein B’ye karst CD4" T hiicre yamit1 akis sitometri
yontemi ile arastirilmaktadir (218). Dolayisi ile laboratuvarimizda bu yontem ile
calistyor olmamiz ve egitim alan kisi sayisinin artmasi bizlerin diger alanlarda da

arastirma yapabilmemize olanak saglayacaktir.

Akis  sitometri viral enfeksiyonlarm  tanmisinda  heniiz  klinik
laboratuvarlarda yerini almamistir. YOntemin ayri ayri tiim transplantasyon
gruplarinda, farkl serolojik profillerde ve yaslarda genis seriler halinde klinik
validasyon c¢alismalar1 yapilmalhdir (208). YOntemin maliyet hesabinda,
transplantasyon  hastasmin  tiimden  degerlendirmesi  géz  Oniinde
bulundurulmalidir.  Preemptif strateji uygulayan merkezlerde, hiicresel
immiinitenin izlemi sonucunda, viral yilik test sayis1 azalacak; profilaksi
uygulayan merkezlerde ise anti viral profilaksi maliyeti ve ilag yan etkileri
azalacaktir. Profilaksi uygulanan hastalar i¢in profilaksi bitiminden bir yila kadar
ayda bir immiinolojik degerlendirme Onerilmektedir. CMV hiicresel immiin yanit
testlerinin CMV hastalig1 tedavi sonrasi riski belirlemede de yeri vardir. Antiviral
tedavi bitiminde ve sonra lic ayda bir izlem oOnerilmektedir. Hiicresel yanit
calisildiginda anlamli-yeterli T hiicre yaniti alinamiyor ise sekonder profilaksi
uygulanmali ve dikkatle izlenmelidir. Yeterli hiicresel yanit saptandi ise tedavi
zamaninda sonlandirilmakta ve yogun bir sekilde hiicresel immiinite izlemine
devam edilmesine gerek kalmamaktadir (172).

Profilaksi ve preemptif tedaviler CMV enfeksiyonundan korunmada en

onemli kose taslaridir. CMV immiinolojik izlem, enfeksiyon i¢in tanisal bir test
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olmayip transplantasyon sonrast1 CMV enfeksiyon gelisimini Ongdérmede
kullanilacak bir yontemdir. Unutulmamalidir ki immiinolojik izlem, viral yiik
testinin yerine gecen tanisal bir test degildir. Viremi ve hastalik riski altindaki
hastalar1 belirlemek amaciyla ¢aligilir. Bu alanda arastirmalarin artmasi, preemptif
yaklasgim protokolleri ve profilaktik tedavi siirelerinin yeniden go6zden

gecirilmesini saglayacaktir.

92



6. SONUCLAR

Sitokin akis sitometri yontemi ile CMV spesifik CD4TFN-y T ve
CDS'TFN-y T lenfosit testlerinin optimizasyon ve validasyon

calismalarini tamamladik.

Kontrol ve hasta grubunda (0.ay) aktivasyon sonrasi 6l¢iilen CMV IFN-y

spesifik T lenfosit sayilar1 bakimidan anlaml fark yoktur.

Kontrol ve hasta grubu (0.ay) arasinda nakil 6ncesi CMV IgG degerleri

bakimindan anlamh fark yoktur.

Hastalarin izleminde, 3.ay CD4'IFN-y T lenfosit sayisinin 1l.ay
CD4'TFN-y T lenfosit sayisindan daha diisiik oldugunu saptadik.

Hastalarin izleminde, 3.ay CD4 +CD8'IFN-y T lenfosit sayisinmn 1.ay
CD4"+CDS8'IFN-y T lenfosit sayisindan daha diisiik oldugunu saptadik.

Immiinsupresyon protokolleri ile periferik kandaki lenfosit sayilari,
CD4" IFN-y, CD8" IFN-y ve CD4'+ CDS8'IFN-y T lenfosit sayilar1

arasinda anlaml iliski saptanmadi.

Hastalara uygulanan indiiksiyon tedavisinin CMV spesifik IFN-y {ireten T

lenfosit sayilar1 tizerinde etkisi olmadig1 goriildii.

CMV spesitik IFN-y iiretimi ile hastalarin yaslar1 arasinda iliski

saptanmadi.

CMV spesifik IFN-y iiretimi ile hastalarin cinsiyetleri arasinda anlamli

bir iligki saptanmadi.
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7. OZET

SITOMEGALOVIRUS SPESIiFiK T HUCRE YANITININ FLOW
SITOMETRI YONTEMI iLE OPTIMIiZASYONU

Human Herpesvirus 5 (HHV-5) olarak tanimlanan insan Sitomegaloviriis
(Cytomegalovirus:CMV), Herpesviridae ailesinin Betaherpesvirinae alt ailesinde
Cytomegalovirus cinsi igerisinde yer alir. CMV, primer enfeksiyondan sonra
endotelyal hiicreler, lokositler ve cesitli dokularda latent enfeksiyonlara neden
olur. Organ naklinde verict CMV seropozitif (D+), alic1 seronegatif (R-) ise nakil
alan hastalarda primer CMV enfeksiyonu; CMV seropozitif alicilarda ise CMV
reaktivasyonu ve reenfeksiyon gelisme riski yiiksektir. Latent virlis
enfeksiyonlar1 transplantasyon alaninda immiin supresif tedavi ile saglanan
basartyr olumsuz yonde etkileyen en oOnemli faktorlerdendir. Bu nedenle
nakledilen organin reddi hatta hastanin kaybi ile sonlanabilen CMV enfeksiyon
hastaliginin zamaninda saptanmas1 son derece 6nemli ve gereklidir.

CMV enfeksiyonu tamisinda hiicre kiiltlirii, histopatolojik inceleme,
serolojik testler, molekiiler yontemler, CMV antijenemi testi ve immiinolojik
testler gibi genis bir yelpazeye yayilan testler kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirt,
CMV tanisinda altin standart kabul edilse de gliniimiizde yerini daha hizli sonug
veren daha az emek ve is giicii gerektiren testlere birakmistir. Nitekim giintimiizde
solid organ transplant hastalarinda CMV enfeksiyonunun belirlenmesinde
preemptif tedavi uygulanacak hastalarin se¢iminde ve tedavinin izleminde
molekiiler yontemler ile viral yiikiin saptanmasi ve kantitasyonu  pratik
uygulamada yerini almistir.

Ozellikle immiin sistemi baskilanmis olgularda ve latent viriis
enfeksiyonlarinda konagin etkene yaniti ya da yanitsizligi klinik tablonun
belirlenmesinde anahtar rol oynar. Viral enfeksiyonlardan korunmada o6zellikle
hiicresel bagisiklik yanitmin 6nemi biiyiiktir ve hafiza CD4" ve CD8 T
lenfositler hiicresel immiinitenin fonksiyonel imzalaridir. Organ nakil
hastalarinda, etkenin Ozellikleri yani swra konak immiin yanitinin bilinmesi,

enfeksiyon hastaliginin daha erken saptanmasini, immiin supresif tedavinin ve
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enfeksiyon tedavisinin monitorizasyonunu saglayacaktir. Hiicresel anti-viral
immiinite en yaygim olarak ELISPOT, Quantiferon ve akis sitometri yontemleri ile
calisilmaktadir. Arastirmamizda kullandigimiz sitokin akis sitometri yontemi ile
hiicreleri  biiyilikliik ve graniilaritelerine gore birbirinden aymrmanin yani sira
fonksiyonlarmi da 6lgmek miimkiindiir.

Akdeniz Universitesi Hastanesi’nin giiclii yanlarindan birisi organ
naklinde gostermis oldugu basaridir. Bu basar1 biz laboratuvar bilim dallarina da
organ nakil hastalarinda enfeksiyon hastaliklarinin tanisi ve izleminde evrensel-
bilimsel yaklasimlar1 takip etmek  sorumlulugunu yiiklemektedir. Biz de
sorumlulugumuzun bilinci ile laboratuvarimizda organ nakil hastalarinda viriis
spesifik hiicresel yanit arastirmalarina baglamig bulunuyoruz. Arastirmamizda,
bobrek nakli yapilmis hastalarda CMV’ye spesifik T hiicre yanitin1 sitokin akis
sitometri yontemi ile optimizasyon ve validasyonunu ve ardindan klinik olgularin
hiicresel immiin yanitlarinin monitdrizasyonunu planladik.

Bu amacgla Aralik 2012-Agustos 2013 tarihleri arasinda Akdeniz
Universitesi Organ Nakli Merkezi tarafindan canli vericiden bdbrek nakli
planlanan, yaslar1 18-66 yil arasi degisen yirmi bir (7 K=kadmn, 14 E=erkek)
hastadan bobrek nakli 6ncesi (0.ay) ve nakil sonrasi 1., 3. ve 6. aylarda toplam
dorder kez ornek aldik. Prospektif arastirma siirecinde on iki hastanin planlanan
tim Ornekleri alinmis ancak dokuz hastanin transplantasyon sonrasi 6.ay
orneklerini almak i¢in projemizin siiresi yeterli olamamistir. Kontrol grubu olarak
bobrek nakli planlanan hastalarin saglikli, CMV seropozitif vericilerinden (24-66
yil, 10 E ,10 K) 6rnek alinmistir.

Calismamizin optimizasyon ve validasyon testlerinin tamamlanmasinin
ardindan hastalarimizin ve kontrol grubumuzun testlerini ¢alistik. Yontemimizin
ana basamaklari,, tam kandan periferik kan mononiikleer hiicre (PKMNH)
izolasyonu, dondurulup saklanmasi, ¢6ziilmesi, ardindan lenfositlerin CMV
peptidleri ile ex vivo olarak uyarilmasi ve CMV spesifik IFN-y iireten T
lenfositlerinin  yiizey antijenleri ve hiicre i¢i sitokin boyama sonucunda akis
sitometride fonksiyonel aymrim yaparak sayilmasidir. Elde edilen ana bulgular
IFN-y iireten CMV spesifik CD4" , CD8" ve toplam (CD4'+CD8") T lenfosit

yiizdeleridir. Hastanin periferal kanlarindaki lenfosit sayilariyla bu degerler
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oranlanarak periferal kanlarinda bulunan CMV spesifik IFN-y iireten T lenfosit
sayis1 hesaplanmistir ve degerlendirmeler bu sayilar iizerinden yapilmistir.

Tiim hastalar ve kontrol grubu i¢in yapilan testler tamamlandiktan sonra
elde edilen bulgular degerlendirildiginde nakilden sonraki 3.ayda ol¢iilen periferal
kan lenfositlerinin 1.ay degerlerinden anlamli oranda diisiik oldugu goriilmiistiir.
CMV spesifik CD4" 1.aydan da 3.aya (p=0,003) dogru anlamli oranda azalma
gozterdigi; diger gruplar arasinda anlamli fark olmadigi saptanmistir. CMV
spesifik CD4" +CD8" T lenfosit 3.ay degerinin l.aya gore anlamli oranda
(p=0,039) azaldig1 belirlenmistir.

Hastalarin nakil dncesinde test edilen CMV IgG degerlerinin, yaslarmin,
cinsiyetlerinin, hastalara uygulanan immiin supresyon ve indiiksiyon tedavilerinin
IFN-y salinim1 yapan CMV spesifik T lenfositler lizerinde anlamli etkilerinin
olmadig1 goriilmiistiir. 6.ay 6rneginde diisiik diizeyde viremi saptanan olgumuzun
3.aymda CMV hiicresel immiin yanitinin olmadigi, 6 ayda ise yliksek diizeyde
CMV spesifik IFN-y salimiminin mevcut oldugu izlenmistir.

Sonug olarak biz bu caligma ile hastanemizde ve Tiirkiye’de ilk defa
uygulanan, flow sitometrik yontem ile bobrek nakli hastalarinda CMV spesifik T
hiicre kantitasyonu yaptik. Optimizasyon ve validasyon ¢alismalarimiz sonucunda
gordiik ki alti aylik dondurulma siiresinde wviriis spesifik T hiicre yanit1
kantitasyonu olumsuz etkilenmemektedir. Bu c¢alisma sadece solid organ
transplantasyonu degil kemik iligi transplantasyonu alaninda da yapilacak olan

daha genis kapsamli ¢alismalara oncii olacaktir.

Anahtar sozciikler: CMV spesifik T lenfosit, Flow sitometri, IFN-y, Solid organ

transplantasyonu, Validasyon.
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8. ABSTRACT

OPTIMIZATION OF CYTOMEGALOVIRUS SPECIFIiC T CELL
RESPONSE VIA FLOW CYTOMETRY

Human Herpesvirus 5 (HHV-5) which is defined as the human
Cytomegalovirus (CMV) is located in Herpesviridae family of the
Betaherpesvirinae genus of the Cytomegalovirus species. After the primary
infection, CMV causes latent infections in endothelial cells, leukocytes and
various tissues. In organ transplantation, if donor is CMV seropositive (D+) and
the recipient is seronegative (R-), the risk of the primary CMV infection is high in
transplant patients and the risk of CMV reactivation and re-infection is high in
CMV-seropositive recipients. Latent virus infections are the most important
factors that adversely affect the success which is provided by immunosuppressive
therapy in transplant. For this reason, timely detection of CMV infection disease
which causes the loss of the transplanted organ rejection and even patients is
extremely important and required.

The cell culture, histopathological examination, serological tests,
molecular methods, CMV antigenemia test and immunological tests are used in a
wide range in the diagnosis of CMV infection. Although cell culture that is
considered the gold standard in the diagnosis of CMV gave place to more rapid
and less labor-intensive tests. Thus in the present day, detection of viral load and
quantity with molecular methods has taken place in determination of CMV
infection in solid organ transplant patients, the selection of patients to be applied
in determining the preemptive treatment and follow-up of the treatment.

Especially in immunosuppresive patients and latent virus infections, the
presence of host response or absence of host response play a key role in
determining the clinical condition. The cellular immune response has especially a
great function in the prevention of viral infections, and memory CD4" and CD8"
T lymphocytes are the functional signatures of cellular immunity. In organ
transplant patients, the properties of the agent as well as the characteristic of host

immune response will provide early detection of infectious disease, monitoring of
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immunosuppressive therapy and the treatment of the infection. Cellular immunity
tests are studied by ELISPOT, Quantiferon and flow cytometry methods. It 1s
possible to evaluate the cells according to size and granularity as well as measure
functions by cytokine flow cytometry method which is used in our study.

One of the strengths of the Mediterranean University Hospital is the
success in organ transplantation. This success also gives a responsibility to the
laboratory sciences to follow universal-scientific approach in the diagnosis and
follow-up of infectious diseases in organ transplant patients. With a sense of
responsibility, we have begun viral-specific cellular response research in organ
transplant patients in our laboratory. In our study, we have planned the
optimization and validation of CMV-specific T-cell response in renal transplant
patients with cytokine flow cytometry method and then planned the monitoring of
cellular immune responses of clinical cases.

To this end, totally for four times we have taken samples before kidney
transplantation (0. month), and post-transplant 1st , 3rd and 6th months from
twenty-one patients between the ages of 18 and 66 years whom were planned by
Mediterranean University Organ Transplantation Center for live-donor kidney
transplantation between dates December 2012 - August 2013. During prospective
research process all planned samples were collected from twelve patients but we
were unable to collect post-transplant 6. months samples from nine patients since.
As a control group, healthy CMV-seropositive kidney donors (24 to 66 years, 10
males, 10 females) were used.

After completing the optimization and validation process we have studied
the tests of patient and control groups.

The main stages of our procedure are, isolation of peripheral blood
mononuclear cells from whole blood (PBMC), freezing and storing the samples,
thawing samples, ex vivo stimulation of lymphocytes with CMV peptides and
counting by flow cytometry after functional seperation as a result of CMV-
specific IFN-y-producing T cell surface antigens and intracellular cytokine
staining staining. Main findings obtained from the flow cytometry is IFN-y-
producing CMV-specific CD4", CD8" and total (CD4" + CD8") T-lymphocyte

percentages. These values and the patient's peripheral blood lymphocyte numbers
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were proportioned and so CMV-specific [IFN-y-producing T-lymphocyte number
was calculated in peripheral blood and evaluations were made via these numbers.

According to obtained findings after completing all tests for patient and
control groups, we showed that post-transplant 3rd month peripheral blood
lymphocyte values were significantly lower than post-transplant 1st month
peripheral blood lymphocyte values. CMV-specific CD4" lymphocytes were
significantly decreased (p=0,003) in post-transplant 3rd month compared to post-
transplant 1st month, and no significant difference was observed between other
groups. Third month CMV-specific CD4'+CD8" T lymphocytes were
significantly decreased (p=0,039) compared to 1st month value.

Patients CMV IgG values before transplantation, age, gender,
immunosuppressive and induction therapies administered to patients did not have
any significant effect on IFN-y secreting CMV-specific T-lymphocytes. We
observed that the one case whom had low level of viremia in the 6th month
sample had no cellular immune response to CMV and had high level of CMV-
specific IFN-y secretion in six months.

In conclusion, with this study, the first time in our hospital and Turkey, we
quantitated CMV specific T cells in kidney transplant patients through cytokine
Flow cytometry. Our optimisation and validation experiments showed that
freezing and storing samples up to six months does not have any quantitative
effect on the virus specific T cells. The results of this study will lead to more
comphrensive studies in not only solid organ but also in bone marrow
transplantation patients.

Key words: CMV specific T lymphocyte, Flow cytometry, IFN-y, Solid tissue

transplantation, Validation.
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