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Solid organ transplant (SOT) alicilarinda, immiin siipresyon ve genis capl profilaksinin sagladigi
klinik iyilesmeye ragmen, insan sitomegalovirus enfeksiyonu (CMV) morbidite ve mortalitenin en 6nemli
nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir. CMV replikasyonunun kontroliinde hiicresel immiin yanit
onemli bir rol oynamaktadir. CMV'ye 6zgil T hiicre yanitinin izlemi, CMV hastaligi gelisme riski yiiksek
olan bireyleri 6nceden belirlemede kullanilabilir. Bu calismada, bobrek transplant alicilarinda, nakil dncesi
ve sonrasi, CMV'ye 6zgiil interferon (IFN)-y Ureten CD4* ve CD8* T lenfosit diizeylerinin sitokin akim
sitometri yontemiyle arastirlmasi amaclanmustir. Calismada, CMV seropozitif 21 bobrek transplant alicisi
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(14 erkek, 7 kadin; yas araligi: 18-66 yil, ortalama yas: 34.5 + 9.9) degerlendirilmis; nakilden 6nce ve
nakilden sonraki 1., 3. ve 6. aylarda olgulardan kan 6rnekleri alinmistir. CMV seropozitif saglikli bobrek
vericileri (n= 20) ise kontrol grubunu olusturmustur. Uygulanan prosediiriin ana basamaklari; tam kandan
periferik kan mononiikleer hiicrelerinin izolasyonu, érneklerin dondurulmasi ve saklanmasi, daha sonra
orneklerin ¢ozdirilmesi, CMV peptid havuzu kullanarak lenfositlerin ex vivo uyarimi, son olarak da ytizey
ve hiicre ici boyamalardan sonra CMV'ye 6zgl IFN-y tireten CD4* ve CD8* T hiicrelerinin akim sitometri
yontemiyle sayilmasidir. Hastalarda viral yiik (CMV-DNA) izlemi, ilk 3 ayda 10 glnliik aralarla, takiben
6. aya dek 3 haftada bir COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan CMV test sistemi (Roche Diagnostics, ABD)
kullanilarak yapilmistir. Hastalarin transplantasyon dncesi CMV’ye 6zgiil IFN-y Greten CD8* T hiicre sayisi
(3.53 + 4.35/ul) kontrol grubundakinden (4.52 + 5.17/ul) farkh bulunmamistir (p= 0.266). Hasta ve
kontrol grubunun CMV’ye 6zgiil CD4* T hiicre sayilari ise sirasiyla; 8.84 + 9.56/ul ve 8.23 + 11.98/pl
olarak bulunmus, aradaki fark anlamlilik diizeyinde sinirda sonug vermistir (p= 0.057). Hastalarin yasi,
cinsiyeti ve uygulanan antiviral profilaksi protokollerinin [valgansiklovir (n= 4); valasiklovir (n= 17)],
CMV'ye 6zgll hiicresel immdinite (CMV-Hi) iizerinde anlamli bir etkisi bulunmamistir (p> 0.05). Dort
hastaya uygulanan indiiksiyon tedavisinin CMV-Hi'yi etkilemedigi belirlenmistir (p> 0.05). Farkli immiin
stipresyon protokolleri uygulanan [takrolimus + mikofenolat mofetil (MMF) + steroid (n=17); siklosporin
+ MMF + steroid (n= 2); mTOR inhibitér + MMF + steroid (n= 2)] hastalarin CMV'’ye 6zgil immin
yanitlar arasinda da farkliik gozlenmemistir (p> 0.05). Tim hastalarda, CMV’ye 6zgiil CD4* T hiicre
sayisinin, nakil sonrasi 3. ayda, 1. aya gore anlamli diizeyde dusiik oldugu belirlenmis (p= 0.003), bu
durumun immiin sipresif tedavinin siresiyle iliskili oldugu dustndlmistir. Hastalardan birinde, nakil
oncesinde virusa 6zgl sitotoksik T hicrelerinin (CD8* T = %0.6) varligina ragmen, 6zgil CD4* T hiicre
yanitinin olmadigi saptanmis; bu hastada izlem sirasinda CD4* T hiicre yanitinin gelistigi (1., 3. ve 6.
aylarda sirasiyla; %71.4, %1.5 ve %0.5) ve reaktivasyonun olmadigi gériilmistir. iki hastada ise nakil
sonrasi 3. ayda CMV'ye 6zglil CD4* ve CD8" T hiicreleri saptanmamis; bunlarin birinde 6. ayda dusuk
diizeyde viremi (150 kopya/ml) ortaya ¢cikmustir. Bu hastada, nakil sonrasi 6. aydaki CMV-Hi diizeyinin
(CD4*T + CD8* T= %0.9), nakil 6ncesinden (CD4* T + CD8" T= %0.5) daha yiiksek diizeye ulastigi
izlenmis; hastada viremi kendiliginden temizlenmis ve antiviral tedavi gerekmemistir. Sonug olarak, SOT
hastalarinda transplantasyon 6ncesi ve sonrasi stiregte, viral yik izleminin yani sira, CMV’ye 6zgil T hiicre
yaniti izleminin, CMV hastaliginin kontroliinde yararli olacagi dlistinGlmstr.

Anahtar sézciikler: Sitomegalovirus enfeksiyonu; CMV; hticresel immiin yanit; bébrek transplantasyonu;,
immdiinolojik izlem; akim sitometrisi.

ABSTRACT

In spite of the improvements in the clinical management of solid organ transplant (SOT) recipients
provided by immunosuppresion and universal prophylaxis, human cytomegalovirus (CMV) infections
continue to be one of the most leading causes of morbidity and mortality. Cell-mediated immunity specific
to CMV (CMV-CMI) plays an important role in the control of CMV replication. Therefore, monitoring of
CMV-specific T-cell response can be used to predict individuals at increased risk of CMV disease. The aim
of this study was to investigate the levels of CMV-specific interferon (IFN)-y producing CD4* and CD8*
T cells in kidney transplant recipients before and after the transplantation, by cytokine flow cytometry. A
total of 21 kidney transplant recipients (14 male, 7 female; age range: 18-66 years, mean age: 34.5 £ 9.9)
who were all CMV seropositive have been evaluated in the study. Blood samples from the patients were
obtained before and at the 1%, 3™ and 6™ months after transplantation. CMV seropositive healthy kidney
donors (n= 20) constituted the control group. The main stages of our procedure were as follows; isolation
of peripheral blood mononuclear cells from whole blood, freezing and storing of the samples, later on
thawing the samples, ex vivo stimulation of lymphocytes with pooled CMV peptides and counting CMV-
specific IFN-y producing CD4* and CD8* T cells by flow cytometry following surface and intracellular
cytokine staining. Monitoring of the viral load (CMV-DNA) was performed in 10 days intervals in the first
3 months followed by 3 week intervals until 6 months using COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan CMV test
system (Roche Diagnostics, USA). The frequencies of pretransplant CMV-specific IFN-y producing CD8*
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T cells in patient (3.53 £ 4.35/ul) and control (4.52 + 5.17/ul) groups were not statistically different (p=
0.266). The difference between the number of virus-specific CD4* T cells in patients (8.84 + 9.56/ul) and
those in the control group (8.23 £ 11.98/ul) was at the borderline of significance (p=0.057). The age and
gender of the patients and type of antiviral prophylaxis protocols [valgancyclovir (n= 4); valacyclovir (n=
17)] did not have any significant effect on CMV-CMI (p> 0.05). Similarly, induction therapy administered
to four patients did not show any effect on CMV-CMI (p> 0.05). CMV-specific immune responses of
patients who received different immunosuppression protocols [tacrolimus + mycophenolate mofetil
(MMF) + steroid (n= 17); cyclosporine + MMF + steroid (n= 2); mTOR inhibitor + MMF + steroid (n= 2)]
were not different (p> 0.05). The number of CMV-specific CD4* T cells in all patients were significantly
decreased in the 3rd month compared to the 1st month after the transplantation (p=0.003), indicating
a relationship with the period of immunosuppressive therapy. In one of the patients who did not have
CMV-specific CD4* T-cell response but had cytotoxic T-cells (CD8" T= 0.6%) before transplantation,
CD4* T-cell response have developed during monitorization (1.4%, 1.5% and 0.5% in 1st, 3rd and 6th
months, respectively), and no viral reactivation was detected. Out of the two patients who had no CD4*
and CD8* T cell response in the 3rd month, one of them developed low level viremia (150 copies/ml) in
the 6th month. In this patient the level of CMV-CMI in the 6th month (CD4*T + CD8*T= 0.9%), have
reached higher values than the values obtained before the transplantation (CD4* T + CD8* T= 0.5%). The
viremia was cleared spontaneously in this patient and no antiviral therapy was required. In conclusion,
our results suggested that pretransplant and posttransplant monitoring of CMV-specific T-cell responses
might be helpful as well as viral load in the clinical management of CMV infection in SOT patients.

Keywords: Cytomegalovirus infection; CMV; cell-mediated immunity; renal transplantation; immunologic
monitoring; flow cytometry.

GIRi$

Solid organ transplantasyon (SOT) hastalarinda, sitomegalovirus (CMV) enfeksiyonu
ve hastaligi insidansinda son yillarda azalma kaydedilmesine karsin, glinimizde hala
transplantasyon alaninda enfeksiyon ile iliskili morbidite ve 6nlenebilir mortalitenin
onemli etkenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Antiviral proflaksi ve preemptif
tedavi yaklagimlari ile saglanan basari; yiiksek mortalite, organ kaybina neden olabilen
ge¢ dénem CMV hastaligi ve gansiklovir direnci sorunlarini da beraberinde getirmistir'.
Kendisi de imminojen olan CMV’nin konak tarafindan kontroll, dogal ve edinsel bagisik
sistemin yanit verdigi kompleks bir strectir. Toll-benzeri reseptor 2 ve 4 polimorfizmi;
mannoz baglayici lektin ve fikolin 2 genlerinde tek nikleotid polimorfizmi ile CMV
hastaligi gelisimi arasinda iliski oldugu gésterilmistir®3. Dogal éldiiriicii (NK) hiicreler
de bobrek nakil hastalarinda primer veya tekrarlayan CMV enfeksiyonlarinin kontroliinde
rol oynarlar*. Hiimoral immiin yanit, primer olarak glikoprotein B, glikoprotein H ve
pentamerik glikoprotein H/gL/UL128/UL130/UL131 kompleksini hedef alan antikor
sentezi sonucunda, hiicre digi virus noétralizasyonu ile virusun kontroliine katki saglasa
da, transplantasyon laboratuvarinda CMV serolojisi, esas itibariyla alici ve vericide nakil
éncesi CMV IgG taramasi ile risk grubunun belirlenmesi amaciyla kullaniimaktadir'~.
Diger herpesviruslar ile benzer bir sekilde CMV, primer enfeksiyonun ardindan makrofaj,
notrofil, fibroblast, endotel ve epitelyal hiicreler gibi cesitli hiicrelerde yasamaya devam
eder. CMV, cesitli stratejilerle immin sistemden kactigi icin konak tarafindan yok
edilemez, ancak saglikl bireylerin bagisik sistemi virusu hastalik ve komplikasyonlar
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olugmaksizin ‘latent’ tutmayi basarir. CMV seropozitif SOT hastalarinda, nakledilen
yabancinin (doku, organ) konak tarafindan reddini 6nlemek amaciyla uygulanan immin
stpresyon tedavisi, latent virusun reaktivasyonuna ve viremiden yasami tehdit eden
invazif enfeksiyonlara uzanan bir yelpazede CMV hastaligi gelisimine neden olabilir.
CMV enfeksiyonunda konak-virus etkilesiminin konak aleyhine bozulmamasinda anahtar
mekanizma virusa 6zgiil hiicresel bagisik yanittir'-6.

Viral enfeksiyonlara karsi erken ve ge¢ donem immiin yanitta, bellek T hiicrelerinin
énemi uzun yillardir bilinmektedir’. immiin siipresyon ile baskilanmis olan CMV'ye 6zgiil
T hicre yanitinin yeniden yapilanmasi, enfeksiyonun kontroliinde ¢cok énemli olup, bu
durum kok hicre alicilarina CMV’ye 6zgiil CD8* sitotoksik T hiicre klonlarinin transfer
edildigi klinik arastirmalarda gésterilmistir®. Son 20 yilda gerek SOT, gerekse kok hiicre
aliclarinda akim sitometrisi, ELISPOT ve Quantiferon yontemleriyle hem virolojik hem de
immdunolojik izlem yapilarak, CMV enfeksiyonunun 6nlenmesi, kontrolii ve tedavisinde
daha etkin yaklasimlar hedeflenmektedir®® ', Kaynak taramamiza gére, ulagilabildigi
kadariyla, yurdumuzda klinik 6rneklerde CMV hiicresel immiinite arastirmasi daha once
yapilmamistir. Bu calismada, bobrek nakli planlanan hastalarda nakil 6ncesi ve sonrasi
1, 3 ve 6. aylarda sitokin akim sitometri yontemiyle, CMV'ye 6zgil interferon (IFN)-y
Ureten CD4* ve CD8" T lenfosit diizeylerinin arastiriimasi ve hiicresel immuin yanitlarin
degerlendirilmesi amaclanmistir.

HASTALAR ve YONTEM
Olgular

Akdeniz Universitesi Prof. Dr. Tuncer Karpuzoglu Organ Nakli Merkezi tarafindan
canl vericiden bobrek nakli planlanan 21 hastadan (Tablo I) Aralik 2012- Agustos 2013
tarihleri arasinda nakil 6ncesi (0. ay) ve sonrasi (1, 3, 6. aylar), sodyum heparinli tiiplere
5 ml veno6z kan ornekleri alindi. Hastalar ve vericiler CMV seropozitif idi (R+/D+). Kontrol
grubu olarak saglikli 20 vericiden 6rnek toplandi. Virolojik izlem protokolii uyarinca,
hastalarimizda nakil sonrasi ilk 3 ay 10 giinde bir, 6. aya kadar 3 haftada bir CMV-DNA
PCR caligildi.

Arastirma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanhgi'nin 03.01.2012/10
tarih/sayili etik kurul onayi ile gerceklestirildi ve hastalarin yazili onamlari alindi.

CMV-DNA diizeyinin kantitasyonu

Plazma orneklerinden CMV-DNA kantitasyonu icin COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan
CMV test sistemi, Uretici firmanin (Roche Diagnostics, ABD) onerileri dogrultusunda
uygulandi. Ekstraksiyon icin, manyetik partikiller kullanan silika tabanli bir yontem;
amplifikasyon ve saptama icin, CMV DNA polimeraz genini (UL54) hedef alan primer
cifti ve cift isaretli Tagman hidroliz problar kullanildi. Ayni zamanda PCR inhibitorlerinin
varligini saptamak amaciyla, ekstraksiyon karigimi icerisine eklenen internal kontrol
DNA'si, hedef amplifikasyonunda kullanilan primer cifti kullanilarak cogaltildi ve internal
kontrol DNA'sina 6zg, farkli bir hidroliz probu kullanilarak saptandi.
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Tablo I. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri

Degiskenler
Cinsiyet; Erkek/Kadin (n) 14/7
Yas ortalamasi; yas aralig (yil) 34.5+9.9; 18-66

Etiyoloji (n)

—_
N

Kronik bobrek yetmezIigi
Polikistik bobrek
Nefrotik sendrom

Kronik piyelonefrit
Vezikolretral reflii
Norojenik mesane

- a4 o N

IgA nefropatisi
Ek sistemik hastalik (n)
Hipertansiyon (HT)
DM (Diabetes mellitus) Tip 2
HL (Hiperlipidemi)
HT + DM Tip 2 + HL
HT + DM Tip 2 + Tirotoksikoz
immiin siipresyon protokolii (n)
Takrolimus + mikofenolat mofetil (MMF) + Steroid 17
Siklosporin + MMF + Steroid 2
mTOR inhibitori + MMF + Steroid 2

Monoklonal antikor ile indiiksiyon (n)

—_
N

- o o N

Uygulanan

Uygulanmayan 17
Antiviral proflaksi (3 ay) (n)

Valgansiklovir

Valasiklovir 17

CMV'ye 6zgiil IFN-y ireten CD4* ve CD8" T lenfositlerinin kantitasyonu

Yontem standardize olmadigindan ve laboratuvarimizda ilk kez calisacagimizdan,
oncelikle optimizasyon calismalari, ardindan giin ici ve giinler arasi kesinlik degerleri
ile laboratuvar validasyonu yapildiktan sonra kontrol ve hasta 6rneklerinin calisiimasina
baslandi. Yontemin ana basamaklari; tam kandan periferik kan mononiikleer hiicre
(PKMNH) izolasyonunun ardindan, lenfositlerin CMV peptidleri ile ex vivo olarak
uyarilmasi ve CMV’ye 6zgil IFN-y treten T lenfositlerinin ylizey antijenleri ve hiicre ici
sitokin boyama sonucunda akim sitometride fonksiyonel ayinm yaparak sayilmasidir®°:1°,

PKMNH izolasyonu, vendz kan ornegi alinmasini takip eden 4 saat icerisinde
gerceklestirildi ve hiicreler, stok besiyeri ile siispanse edilerek kriyoviyallere aktarildi. Once
-80°C’de, ertesi guin sivi azot tankina alinarak saklandi. Dondurulmus 6rnekler, calisilacagi
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zaman 1 ml ¢ézdlirme soliisyonu [%88:%1 L-Glutaminli RPMI 1640, %1 steril -isi ile
inaktive edilmis- fetal dana serumu (FBS), %1 Na-piruvat, %1 penisilin-streptomisin) ile
¢ozdurildukten sonra, 1 ml calisma besiyeri (%90: %1 L-Glutaminli RPMI 1640, %10
steril -is1 ile inaktive edilmis- FBS) ile suspanse edilen pellette %0.4'lik tripan mavisi
ile (Sigma Trypan blue solution %0.4, St. Louis, USA) Neubauer laminda hiicre sayimi
yapilarak 50 pl’de 3x10° hiicre olacak sekilde ihtiyac duyulan calisma besiyeri miktari
hesaplandi ve nihai hiicre izolasyonu tamamlandi'".

CMV'ye 6zgiil CD4* ve CD8* T lenfosit sayimlari icin negatif kontrol, pozitif kontrol
ve CMV peptid etiketlemesi yapilarak her bir érnek icin alti ayr falkon tiipl hazirlandi.
Tam tiplere 50 pl hiicre iceren soliisyon konarak; negatif kontrol tiiplerine 100 pl
calisma besiyeri, pozitif kontrol tiiplerine 100 pl pokeweed (GenlD Gmbh, Almanya),
CMV peptid tuplerine ise 100’er ul CMV peptid (GenlD Gmbh, Almanya), 1’er ul CD28/
CD49d (BD Fastimmune, ABD) ilave edildi. CMV peptid ve pozitif kontrol tiiplerine
inkiibasyonun 2. saati doldugunda 1.5 pl golgi stopper (BD Golgi Plug, ABD) konuldu.
Sekiz saatlik inkiibasyonun ardindan IFN-y/CD69/CD4/CD3 (BD Fastimmune, ABD; Cat.
No: 337184) veya IFN-y/CD69/CD8/CD3 (BD Fastimmune, ABD; Cat. No: 346048)
antikorlari kullanilarak boyama asamalarina gecildi. Akim sitometri (BD FACSCanto
[, ABD) cihazinda, toplam lenfositler icindeki aktive olmus CD3*CD69" T lenfositlere
ve onlarin icindeki CD4*/CD8*IFN-y T lenfositlere kapi alindi. % parent (%p) ve %
grandparent (%gp) degerleri bulundu. %gp degerleri kullanilarak es zamanh calisiimis
olan lenfosit sayilari ile oranlayarak CMV’ye 6zgiil CD4* ve CD8* T lenfositlerinin sayisal
degerlerine ulagildi® 214,

istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler PASW 18 (SPSS/IBM, Chicago, ABD) kullanilarak analiz edildi.
Parametrik test varsayimlarinin saglandigi durumlarda Student t testi, iki es arasi fark
testi, varyans analizi, parametrik test varsayimlarinin saglanmadigi durumlarda ise Mann-
Whitney U, Wilcoxon isaretli sira ve Kruskall-Wallis testleri kullanildi. Stirekli degigkenler
arasindaki iliski durumu Spearman korelasyon katsayisi, kategorik veriler ise ki-kare
anlamlilik testi ile incelendi.

BULGULAR

Hasta ve kontrol grubunun CMV’ye 6zgul hiicresel immin yanit degerleri Tablo
[I'de verilmistir. Kontrol grubunda bir 6rnekte CMV’ye 6zgiil CD8" T hiicre yaniti
saptanamamistir, ancak CMV peptidleri ile CD4* T lenfosit uyarimi mevcuttur (%0.6)
(Tablo IIl). Hastalardan birinde ise nakil dncesi CMV'ye 6zgiil sitotoksik T hiicre varligina
ragmen (CD8" T= %0.4), CD4* T hiicresi saptanamamustir (Tablo ). Bu hastada nakil
sonrasi 1, 3 ve 6. aylarda CMV'ye 6zgiil CD4" T ve CD8" T hiicre ylizdeleri sirasiyla; %1.4
ve %0.3, %1.5 ve %0.3, %0.5 ve %0.1 degerlerinde saptanmustir.

Kontrol ve hasta grubu arasinda nakil 6ncesi, CMV’ye 6zgiil CD8* IFN-y T lenfosit ve
CD4*+ CD8*IFN-y T lenfosit sayilari arasinda anlamli fark saptanmamistir (Mann-Whitney
U testi, p= 0.266, p= 0.088). CD4"* IFN-y T lenfosit diizeyleri acisindan ise kontrol ve
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Tablo Il. CMV’ye 6zgiil IFN-y sentez eden CD4*T ve CD8*T lenfosit degerleri
CD4'T lenfosit CD8'T lenfosit CD4'T + CD8" T lenfosit
Ort. + SS* Ort.£SS* Ort. + SS*
Olgular (en dusiik-en yiiksek) (en diisiik-en yiiksek) (en diisiik-en yiiksek)

(n) Hicre/ul % Hiicre/pl % Hiicre/pl %
Kontrol 8.84 +£9.56 0.47 +0.34 4.52+5.17 0.26 +0.28 13.36 +13.77 0.73 £ 0.56
(20) (1.14-45.44) (0.10-1.60) (0-20.41) (0.0-1.30) (3.08-62.48) (0.20-2.30)
Hasta 8.23+11.98 0.70 + 1.50 3.53+4.35 0.23+0.22 11.76 £ 14.8 0.93 +1.60
O.ay (21) (0-41.30) (0.0-7.0) (0-19.28) (0.0-0.80) (0.82-53.02) (0.10-7.50)
Hasta 11.42+11.35 0.45+0.41 5.04+ 434 0.19+0.14 16.46 + 14.21 0.63 + 0.48
T.ay (21) (0.11-44.10) (0.10-1.40) (0-18.8) (0.0-0.60) (0.22-53.5) (0.20-1.70)
Hasta 8.0 £ 8.9 0.37 £ 0.39 5.0%5.8 0.22 +0.24 13.1+123 0.59 + 0.51
3.ay (21) (0-33.2) (0.0-1.50) (0-22.6) (0.0-1.0) (0-45.22) (0.0-1.80)
Hasta 12.1£15.7 0.60+0.65 6.4+54 0.32+0.2 18.49 +19.08 0.92 +0.79
6.ay (12) (0-59.5) (0.0-2.40) (1.92-17.6)  (0.10-0.80) (3.8-76.9) (0.20-3.10)
* Ort. + SS: Ortalama + Standart sapma.

Tablo Ill. CMV'ye 6zgiil hiicresel immtin yanit saptanamayan olgular
CD4* T lenfosit CD8" T lenfosit

Gruplar (n) saptanamayan olgular (n) saptanamayan olgular (n)
Kontrol (20) 1

Hasta 0.ay (21)
Hasta 1.ay (21)
Hasta 3.ay (21)
Hasta 6.ay (21)

_ W = =
w =

hastalarin nakil oncesi degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak sinirda bulunmustur (p=
0.057). Nakil sonrasi 3. aydaki CD4*IFN-y T lenfosit sayisinin, 1. ay CD4*IFN-y T lenfosit
sayisindan anlamli diizeyde daha duistik oldugu belirlenmistir (Wilcoxon Signed testi, p=
0.003) (Tablo I1). CD8*T hiicre degerleri farkli olmamasina karsin, CD4* T lenfositlerdeki
bu farklilik, toplam T lenfosit sayisini -CMV’de 6zgil imminiteyi- etkileyerek 3. ayda 1.
aya gore daha dustik bulunmustur (Wilcoxon Signed testi, p= 0.039) (Sekil 1,2).

Tablo I'de belirtilen degiskenler ayri ayri degerlendirildiginde, kontrol grubu ve
hastalarin nakil oncesi CMV’ye 6zgil hiicresel immiinite degerlerinin yas ve cinsiyete
gore fark gostermedigi belirlenmistir (Korelasyon ve Mann-Whitney U testi, p> 0.05).
Farkli immin slpresyon protokollerinin CMV’ye 06zgiil hiicresel immdunite (zerine
farkl etkileri olmadigi (Kruskal-Wallis, p> 0.05); indiiksiyon tedavisi uygulanma ya da
uygulanmamasinin CMV’ye 6zgiil CD4* T ve CD8"* T lenfositlerinin yeniden yapilanmasi
Uzerine etkisi olmadigi saptanmustir.

iImmiin siipresif tedavinin 3. ayinda, iki hastamizda CMV'ye 6zgiil her iki T lenfosit
alt grubu da saptanamamistir. Bazal degerlerine baktigimizda, nakil 6ncesi CMV'ye
0zglil CD4* T ve CD8" T lenfosit degerlerinin kontrol grubuna gore daha dustk oldugu
gorulmustir. CMV'ye 6zgll hicresel immuniteleri baskilanmis olan bu hastalarin birinde
nakil sonrasi 6. ayda dustik diizeyde viremi (150 kopya/ml) saptanmis olup CMV hastalg
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Sekil 1. CMV'ye 6zgiil IFN-y sentez eden CD4*T  $ekil 2. CMV’ye 6zgiil IFN-y sentez eden CD4* +
lenfosit degerleri. CD8* T lenfosit degerleri.

gelismemistir. Hastamizin 6. aydaki CMV'ye 6zgiil hiicresel immiinite degerleri ise; CD4*
T hiicre %0.4 ve CD8*T hiicre % 0.5 olarak belirlenmistir (Sekil 3).

TARTISMA

Hiicresel immiin yanitin izleminde kullanilan yontemlerin temeli; virusa 6zgil T
lenfositleri ve fonksiyonlarinin tanimlanmasi, belirlenmesi ve hiicresel bagisikhigin en
onemli sitokinlerinden olan IFN-y yanitinin 6l¢cimiine dayanmaktadir. CMV'ye 6zgil
immiunite olciminde kullanilan test/yontemler ELISPOT, QuantiFERON ve akim
sitometrisi olup, altin standart “sitokin akim sitometri (Cytocine flow cytometry;
CFC) - hicre ici sitokin boyama (Intracellular cytokine staining; ICS)” yontemidir. ICS
yonteminde; viral peptidler ile ex vivo olarak uyarilan lenfositler, ylizey antijenleri ve hiicre
ici sitokin boyama sonucunda fonksiyonlarinin sitokin sentez asamasinda gosterilirler. Bu
yontem, viral peptid-MHC-tetramer kompleksine direkt olarak baglanan epitopa 6zgiil
T lenfosit fenotiplerinin belirlendigi tetramer bazl akig sitometrisine gore daha duyarli
ve fonksiyonel olma avantajina sahiptir'®'4. Bizim calismamizda da, SOT hastalarinda

1.0+
-~ CD4+ CD8+ IFN-y

- CD4+ IFN-y
-~ CD8+ IFN-y

e
-]
1

CMV'ye dzgiil IFN-*
T hiicre %

Aylar

Sekil 3. Diistik diizeyde viremi saptanan hastanin CMV'ye 6zgiil hiicresel immdin yanit kinetikleri.
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CMV’ye 6zgll hicresel imminitenin izleminde, CMV peptidleri ile ex vivo uyarimin
ardindan viral aktivasyonun en duyarl, 6zgul belirteclerinden olan IFN-y sentezleyen
CD4* ve CD8" T lenfositlerinin kantitasyonu amaciyla sitokin akim sitometri yontemi
kullanilmistir. Kaynak taramamiza gore, ulasilabildigi kadariyla, arastirmamiz bu alanda
yurdumuzda yapilan ilk calismadir.

ICS yontemi standardize olmadigindan, arastirmamizda oncelikle, her bir asama
icin optimizasyon calismalari ve ardindan test validasyonu gerceklestirilmistir'>'6.
Calismamizin ex vivo uyarim asamasinda, tam kanin direkt olarak ya da PKMNH izole
edilerek yapilan calismanin; orneklerin dondurulup, saklanip, ¢ozdirilerek yapilan
calismaya Ustiinligi olmadigi belirlenmistir'®. Ancak, test rutin uygulamaya girdiginde
ve érnek sayisi cok oldugunda, Motta ve arkadaslarinin'” vurguladiklari gibi, direkt olarak
tam kan uyariminin testin uygulanmasinda daha pratik oldugu yorumuna katiliyoruz.
Lenfositlerin ex vivo uyariminda, tek peptid, saflastinlmis polipeptid, peptid kokteyli
ya da virus ile enfekte hiicre lizati kullanilmaktadir. Tek peptid kullanimi durumunda,
lenfosit aktivasyonu saglanamayabilir. Viral lizat kullaniminda, ¢ok sayida CMV protein
ekspresyonu nedeniyle testin duyarliigi artmaktadir, ancak enfekte fibroblastlardan
hazirlanan lizat standardize degildir®'%'#1819 " immiinite arastirmalarinda, ex vivo
kosullarin olabildigince in vivo ortama yakin olmasi arzu edilir. Lozza ve arkadaslan?®,
endotelyotropik ve dendrotropik CMV VR1814 susu ile dendritik hicreleri enfekte
ederek olusturduklari lenfosit kltlrd ile, T lenfositlerinin uyarilma asamasinin in vivo
kosullara daha yakin olarak gerceklestirilmesini amaclamislardir. Bu cesitliliklerden dolayi,
hiicresel immiinite arastirmalar karsilastirilirken, lenfositlerin uyariimasi agamasinda
ne kullanildigi g6z oniinde tutulmalidir. Bizim calismamizda, lenfosit aktivasyonu icin
CMV peptid kokteyli; aktive olan T lenfositlerinden sentez edilen sitokinleri hiicre igi
saptayabilmek icin de, sekresyon yolagini inhibe etmek amaciyla brefeldin A?' iceren
Golgi plug kullanilmistir. T lenfosit aktivasyonu calismalarinda kullanilan mitojen cesidi
konusunda da standardizasyon yoktur. Quantiferon yontemi ile calisilan seride orneklerin
9%29.6'sinda mitojene yanit alinamamistir??. Bunun nedeni, yéntemde kullanilan peptid
kombinasyonu ile yaygin olmayan HLA tipinde olan hastalardan yanit alinamamasi ve
ICS yénteminin duyarliigi olabilir®'%'7, Bizim serimizde, pokeweed mitojenine yanit
alamadigimiz érnek olmamasi, yontemin duyarlilidi ile aciklanabilir.

Arastirma grubumuzun CMV seropozitif (R*/D*) olmasi nedeniyle, olgularimizin
bellek B hiicreleri mevcuttur. Buna kargin, immiin siipresif tedavide baskilanan yanit,
hicresel yanit oldugundan, nakil hastalari seropozitif olsa dahi, CMV reaktivasyonu/
hastaliginin 6nlenmesinde CMV’ye 6zgil T hiicrelerinin yeniden yapilanmasi kritik bir
Ooneme sahiptir. Nakil 6ncesi CMV'ye 6zgul T hiicrelerinin varligi, nakil sonrasi hiicresel
immiinitenin erken dénemde yapilanmasinin belirleyicisidir'®?32*, Bu nedenlerle,
hastalarin nakil dncesi risk durumlarini belirlemede sadece CMV IgG bakilmasinin yeterli
olmadigi, hicresel immdnite testleri ile alinan pozitif sonucla birlikte gercek pozitiflikten
s6z edilebilecegi belirtilmistir?>. Nakil 6ncesi CMV'ye 6zgiil IFN-y yaniti saptanmayan
SOT hastalarinda, IFN-y diizeyi > 0.2 IU/ml olan hastalara gore nakil sonrasi siirecte
CMV replikasyon riski 10 kat daha fazla bulunmustur?®. Hastalarimizin nakil éncesi
CMV'ye 6zglil hiicresel immdinitelerini degerlendirdigimizde, CMV’ye 6zgiil IFN-y sentez
eden sitotoksik T lenfosit dizeyleri kontrol grubumuzdan farkh bulunmamis ve tim
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hastalarda yanitin mevcut oldugu saptanmistir. CMV'ye 6zgiil CD4* T lenfosit degerleri
ise kontrol grubu ile kargilastirildiginda %95 anlamlilik diizeyinde p= 0.057 seklinde sinir
degerdedir ve bir hastamizda nakil 6ncesi CMV’ye 6zgll CD4* T lenfosit yaniti mevcut
degildir (Tablo | ve Il). Hastamizin nakil 6ncesi CD8* T lenfosit diizeyi %0.4 olup, nakil
sonrasi CD4" ve CD8" T lenfosit diizeyleri 1, 3 ve 6. aylar icin sirasiyla; %1.4 ve % 0.3,
%1.5 ve %0.3, %0.5 ve %0.1 olarak belirlenmistir. izlem siirecinde bu hastada CMV
reaktivasyonu saptanmamisti. CMV'ye 6zgll sitotoksik T hucreleri, CMV replikasyonu
olan konak hicreleri hedef alarak enfeksiyon kontrolinin ilk asamasinda gorev
yaparlar. Dolayisiyla, primer enfeksiyondan korunmada ve nakil sonrasi erken dénemde
sitotoksik T lenfositlerin etkin roli énemlidir. CD4* T hiicreleri ise, nakil sonrasi daha
uzun siirecte antiviral kontroliin saglanmasinda rol oynarlar®'. Sester ve arkadaslar’,
76 bobrek nakil hastasinin CMV'ye 6zglil CD4* T hiicrelerinin yogun immdin siipresyon
doneminde progresif olarak azaldigini ve ilk bir ayda CD4* T diizeyleri ile enfeksiyoz
komplikasyon gelismesi arasinda ters yonde korelasyon oldugunu belirtmislerdir. Lenfosit
aktivasyonunda endotelyotropik CMV susu ile enfekte dendritik hiicre kilturinin
kullanildigr bir calismada, CD4* T ve CD8* T lenfositleri icin 0.4 T hiicre/pl diizeyinin,
CMV enfeksiyonunu 6ngéren bir esik deger oldugu belirtilmistir?®. Bu calismada, nakil
sonrasi hiicresel immudinitenin ilk bir ayda yapilandigi hastalarda viremi kendiliginden
kaybolurken, immiinitenin gec yapilandigi grupta ise CMV hastaligi gelismistir?6.

Seropozitif SOT hastalarinda latent viral reaktivasyon acisindan en 6nemli risk faktord,
immiin siipresyonun yogunlugudur'?. “immiin siipresyon protokollerinin farkliliklari
hiicresel immiinite Gizerine etkili midir?” sorusuna yanit aradigimizda, farkh protokollerin
CMV immdiinitesi Gzerindeki etkisi 1, 3 ve 6. aylarda ayri ayr degerlendirilmis ve farklilik
saptanmamustir. indiiksiyon tedavisi alan (n= 4) ve almayan (n= 17) hastalarimizin CMV
hiicresel immiinite degerlerinde de bir fark tespit edilmemistir. immiin siipresyonun
yogun oldugu ilk ¢ ay sonunda ise, hastalarimizin CMV’ye 6zgil hiicresel immin
yanitlart CD4* T lenfosit diizeyinde azalma ile sonuglanmistir. CD8* T lenfositlerde ise
birinci aya gore bir farkllik gézlenmemistir. Bu degerlendirme toplam T lenfositleri icin
yapildiginda da, nakil sonrasi lictincii ayda CMV’ye 6zgil T hiicre yanitinin baskilandigi
belirlenmistir (Sekil 1, 2).

SOT hastalarinda CMV hastaligi insidansinin son yillarda azalmasinin en 6nemli
nedenlerinden birisi, CMV reaktivasyonunun basarili antiviral profilaksi uygulamalari ile
kontrol altina alinmasidir?’. Antiviral profilaksinin hiicresel immiinite (izerine olumsuz
etkisi belirlenmemistir?®. Arastirmamizda, valasiklovir ya da valgansiklovir profilaksisi
alan hasta gruplari karsilastirildiginda, CMV’ye 6zgil hicresel immunite tzerine farkli
etkilerinin olmadigini saptanmistir. Yogun immdin slipresyonun azalmasiyla es zamanli
profilaksi de tamamlanmaktadir. Bu donemde hiicresel immiin yapilanmanin derecesi,
ge¢ CMV hastaligi icin belirleyici bir degerdir. Kumar ve arkadaslari??, Quantiferon
yontemiyle izledikleri 108 SOT hastasinin %64.8’inde, profilaksi bitiminde CMV'ye 6zgiil
immun yapilanmanin saglanamadigini bildirmisler; bu grupta CMV hastaligi gelisme
oraninin (%22.9), CMV'ye 6zgil hiicresel immdunite saptanan hastalara (%5.3) gore
daha ytiksek oldugunu rapor etmislerdir.

Transplantasyon sonrasi altinci ayda dislk viremi saptanan hastamizin, Ggiincli ayda
CMV'ye 6zgiil T hiicre yanitinin olmadigi, buna karsin altinci ayda s6z konusu degerlerin
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onceki aylardan da daha yiiksek oldugu dikkati cekmistir (Sekil 3). Bu hastada, hiicresel
immin yanitin distik oldugu dénemde reaktivasyonun oldugu ve bellek hiicrelerinin
yanitt sonucunda CMV replikasyonunun sinirh kaldigi dustintimusttr. Chierrgin ve
arkadaslari?®, asemptomatik CMV viremisi olan hastalarin CD4* T lenfosit yanitinin,
semptomatik hastalara gére daha iyi oldugunu vurgulamislardir. Radha ve arkadaslar’'3
da, seropozitif bobrek transplantasyon hastalarinda CMV enfeksiyonu gelistiginde, CD8*
T lenfosit yanitinin saghkli kontrollerden daha iyi oldugunu saptamislar ve seropozitif
hastalarin viral replikasyonu 6nlemeye calistiklari yorumunu yapmislardir.

Bizim dustik viremi saptanan olgumuzun Uglincl ayda hiicresel yanitinin olmamasi,
reaktivasyon riskinin belirteci olabilir. Diger taraftan, nakil sonrasi altinci ayda T hiicre
yanitinin iyi olmasi da hastaligin gelisimini &nleyen bir faktérdiir. Bunde ve arkadaslari'®,
SOT hastalarinda CMV |E-1’e 6zgiil CD8* T hiicre sayisinin, nakil sonrasi herhangi bir
zamanda %0.4 Uzerinde olmasinin, CMV enfeksiyonundan korunmada esik deger
oldugunu bildirmislerdir. Viral bagisikigin tekrar yapilanmasinda, enfeksiyon/hastalgi
én gorecek ‘esik degerler’ kok hiicre ve SOT alicilarinda farklilik géstermektedir®. Sonug
olarak, bobrek nakli yapilan hastalarin CMV enfeksiyonu acisindan izleminde, sadece
virus yukid degil, konagin hiicresel immiin yaniti da degerlendirilmelidir. Bu alandaki
verilerin artmasi sonucunda, profilaksi ve antiviral tedavi yaklasimlarinda, viral ylkiin yani
sira CMV’ye 6zgul T hiicre yanitinin da dikkate alindig protokoller belirlenecektir.
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