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I.Projenin Tiirkce ve Ingilizce Ad1 ve Ozetleri:

Kemik iligi Transplantasyonu Yapilan Hastalarda Sitomegalovirus
Enfeksiyonunun Saptanmasinda Farkli Molekiiler Yontemlerin
Karsilastirilmasi

OZET

KIT siirecinin bir pargas1 olan ila¢ ve 151 uygulamalar1 bagisikligin baskilanmasina
neden olmaktadir. Bundan dolayr saglikli bir bireyde belirtisiz ya da ¢ok hafif
infeksiyona neden olabilen etkenler, bagisikligi baskilanmis olan bu hastalarda ciddi
ve dliimciil infeksiyonlara yol acabilmektedir. Bu hastalarm sayisinin KIT ve diger
nedenlerle her gegcen giin artmasiyla infeksiyonlarla savagimin 6nemi de giderek

artmaktadir.

KIT sonrasinda karsilasilabilecek infeksiyonlar arasinda HCMV infeksiyonu, siklig1
nedeniyle 6zel onem tasimaktadir. KiT alicilarinda nakil sonrasinda dzellikle ilk yiiz
giin icinde HCMYV infeksiyonu sik olarak goriilmektedir. HCMV nin bu hastalarda

yol actig1 pndmoninin mortalite oran1 da yiiksektir.

KIT yapilan tiim hastalara profilaktik olarak antiviral ilag verilmesi maliyet-etki
orani agisindan uygun olmadigi gibi, antiviral ilaclarin ciddi yan etkilere sahip
olmasi nedeniyle de sakincalidir. Bundan dolay1, klinik belirtilerin ortaya ¢ikmadigi
erken donemlerde infeksiyonun saptanabilmesini saglayacak daha duyarli tam
yontemlerinin gelistirilmesi, uygun hastaya dogru zamanda antiviral tedavinin
baslanmasini saglamasi1 bakimindan onemlidir. Daha giivenilir ve hastalik gelisimi
konusunda uyarici testlere olan gereksinim nedeniyle aragtirmacilar dogrudan viriis
mRNA’sm1 saptamaya yonelmisler ve. mRNA transkripsiyonu yapan aktif viriisii,

latent olandan ayirt etmeye calismiglardir.

Caligmamizda, kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda HCMV’ nin tanisinda
rutin amagla kullanilan Hybrid Capture ile viral mRNA transkriptini saptayan
boylece yalnmzca aktif viriisii gosterdigi ileri siiriilen RT-PCR yontemlerini

kargilastirmak ve hasta grubumuzda HCMYV infeksiyonu ve klinik bulgu gdsteren



HCMV hastaligt oranlarin1 ortaya koyarak, epidemiyolojik verilere katkida
bulunmay1 amagladik. RT-PCR yonteminde hedef bolge olarak bir ge¢ gen
transkribi olan UL21.5 mRNA’ sin1 sectik.

Bu amagla Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali KIT iinitesinde
Ocak 2003-Eyliil 2004 tarihleri arasinda KiT yapilan 35 hastaya ait 178 kan 6rnegi
incelendi. Hastalarin 12’sinde (%34.,3) Hybrid Capture testiyle en az bir kan
orneginde HCMV infeksiyonu saptandi. Periferik kandan KIT uygulanan HCMV
pozitif hastalarda ortalama pozitiflesme siiresi 121,8 giin, kemik iliginden KIT
uygulanan 5 hastada ise 45,6 giin olarak bulundu. Bu degerler arasinda anlamli fark
oldugu goriildii (p= 0,05). HCMV infeksiyonu saptanan 12 hastanin 2 tanesinde (%
16,6) icinde HCMV hastalig1 tanisi konuldu. Tiim olgular icinde HCMV hastalik
siklig1 ise %35,71 olarak bulundu. RT-PCR yontemiyle 4 hastaya ait toplam 5 6rnekte
mRNA varlig1 saptandi. Hybrid Capture testini altin standart olarak  kabul
ettigimizde RT-PCR’1n duyarliligi % 33, 6zgiinliigii % 100, yanlis negatifligi % 67,
yanlis pozitifligi % 0, PPD’ 1% 100 , NPD’ 1 % 74 ve dogru siniflamasini (accuracy)
% 77 olarak bulundu. Kok hiicresi kemik iligi kaynakli olan hastalarda infeksiyon
orani periferik kan kokenli olanlara gore daha yiiksek bulunmakla birlikte bu durum
anlamli bulunmadi (p > 0,05). Ayrica hastalarinin ortalama pik degerleri agisindan
GVHD gelisen ve gelismeyen HCMYV infeksiyonlu hastalarin arasinda anlamli fark
bulunmadi (p>0,05). HCMV’nin ortalama ortaya ¢ikis siiresi arasinda GVHD gelisen
ve gelismeyen hastalar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05). Buna ek olarak
HCMYV infeksiyonu varliinda GVHD’ nin daha yiiksek oranda gelistigi saptanmakla

birlikte, bu oranlar arasinda da anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05).

ANAHTAR SOZCUKLER: Insan Sitomegaloviriisii, Hybrid Capture, RT-PCR ,
Allojenik kemik iligi transplantasyonu, mRNA,



Comparison of different laboratory methods for the detection of
cytomegalovirus infection in bone marrow transplant patients

SUMMARY

Chemotherapy and radiotherapy which are parts of the bone marrow
transplantation(BMT) procedure, are known to cause immunsupression. In this
patient population opportunistic infectious agents may cause severe or lethal
infections while making asymptomatic or mild infections in the normal host. Among
the post transplant infections, HCMV has a special importance with its high
prevalence. HCMV infection is highly seen in BMT recipients especially in the first
100 days. The mortality rate of HCMV pneumonia in this patient group is also high.

To start antiviral therapy to all BMT recipients is not suitable for cost/effective ratio
and adverse effects of these antivirals. So, developing more sensitive diagnostic
methods which are able to detect the virus in earlier periods of infection, before the
onset of clinical disease, would provide starting the therapy to the right patient in
the right time. Many researches have been oriented to the detection of viral mRNA
for the need of developing more secure and disease specific tests differentiating

active and latent viruses.

In our study, we aimed to compare RT-PCR targeting a replication specific mRNA
with Hybrid Capture Test and to contribute to epidemiological data by evaluating
the HCMV infection and disease rates. The target of RT-PCR was UL21.5,a late
HCMYV gene transcript.

We evaluated 178 blood samples of 35 allogeneic BMT recipients who are
transplanted in Ankara University Medical Faculty, Hematology Department, BMT
Unit. HCMV infection was detected in 12 (%34,3) patients. The mean HCMV
detection day post transplantation was 121.8 days among peripheral stem cell

recipients and 45.6 days among bone marrow recipients. The differences were found



significant (p=0.05). Among HCMV infected patients, two patients had HCMV
disease( %16,6). We found mRNA in 5 samples of 4 patients by RT-PCR.

We have found the sensitivity, specifity, wrong negativity, wrong positivity, PPD,
NPD and accuracy of RT-PCR were; %33, %100, %67, %0, %100, %74 and %77
respectively. The infection rate of bone marrow recipients was higher than peripheral
stem cell recipients but the values were not significant (p>0,05).The difference
between the mean peak values of HCMV infected GVHD (+) and (-) patients were
not significant. The difference of mean HCMV detection time between GVHD (+)

and (—) group were not significant.

I1. Amac¢ ve Kapsam
Gegtigimiz ylizyilda saglik alaninda biiyilik atilimlar goriilmiis, bilim ve teknolojiyle

birlikte gelisen tip uygulamalar ile ortalama insan Omrii uzamis, yasam kalitesi
artmis, caresiz kabul edilen hastaliklara ¢areler bulunmustur. Ne var ki bu yeni tedavi

yontemleri tibbin karsisina yepyeni sorunlar ¢ikarmistir (Stearns, 1993).

Organ ve doku nakilleri gectigimiz yiizyilda uygulanmaya baslanan yeni tedavi
yontemlerinden olup, ¢esitli hasta gruplarinda 6liim oraninin ve morbiditenin
azalmasina katkida bulunmustur. Bununla birlikte nakil siirecinin bir parcast olan
kemoterapi ve radyoterapi bagisikligin baskilanmasi gibi yeni bir sorunu giindeme

getirmistir (Stearns, 1993; Boriskin ve ark., 2002).

Saglikli bir bireyde belirtisiz ya da ¢ok hafif infeksiyona neden olabilen etkenler,
organ ya da doku nakli nedeniyle bagisiklig1 baskilanmis olan hasta gruplarinda ciddi
ve Olimciil infeksiyonlara yol acabilmektedir. Bagisiklig1 baskilanmig bireylerin
sayisinin nakil ve kemoterapi, kanser vb. nedenlerle her gecen gilin artmasiyla
infeksiyonlarla savasimin 6nemi de giderek artmaktadir (Stearns, 1993; Landolfo,

2003).

Kemik iligi transplantasyonu (KIT) da uygulanan kemoterapi ve 151n tedavisine bagl

olarak bagisikligin baskilandigi ve bu nedenle firsatg1r infeksiyonlarin sik olarak



goriildiigii bir tedavi yontemidir. KiT sonrasinda karsilasilabilecek infeksiyonlar
arasinda insan sitomegaloviriis (HCMV) infeksiyonu, sikligi nedeniyle 6zel 6nem
tasimaktadir (Apperley ve Goldman, 1988). Seropozitif ya da vericisi seropozitif
kendisi seronegatif olan KiT alicilarinda nakil sonrasinda 6zellikle ilk yiiz giin
icinde % 32-70 oraninda HCMV infeksiyonu goriilmektedir. Infeksiyon gelisen
hastalarin da % 30-40’nda interstisyel pndmoni meydana gelmektedir. HCMV nin bu
hastalarda yol actig1 pndmoninin mortalite orani ise % 50-95 arasindadir (Einsele ve

ark., 2000).

KIT yapilan tiim hastalara profilaktik olarak antiviral ilag verilmesi maliyet-etki
orani agisindan uygun olmadig1 gibi antiviral ilaglarin ciddi yan etkilere sahip olmasi
nedeniyle de sakincalidir (Einsele ve ark., 2000; Meyers ve ark., 1990). Bundan
dolayr klinik belirtilerin ortaya ¢ikmadigi erken donemlerde infeksiyonun
saptanabilmesini saglayacak daha duyarli tan1 yontemlerinin gelistirilmesi uygun
hastaya dogru zamanda antiviral tedavinin baslanmasini saglayacagi icin 6nemlidir

(Singh ve ark., 2001; Kanda ve ark., 1998; Gerna ve ark., 1999).

Viriisiin varhiginin gosterilmesi, hiicre kiiltiirii yontemlerinin yavashig ve zahmetli
olusu nedeniyle, siklikla hiicre yiizeyindeki viral antijenlerin saptanmasina dayanan
antijenemi testi ve viriis DNA’sinin gosterilmesine dayanan Polimeraz Zincir
Tepkimesi (PCR) ve hibridizasyon yontemleriyle yapilmaktadir. PCR yonteminin
gelistirilmesiyle viriisiin nicel (kantitatif) olarak gosterilmesi saglanmis, bu durum
da teste istiinliik kazandirmistir. Buna karsin aktif virlisiin yaninda latent viriis
DNA’s1 da PCR ile pozitif olarak yorumlanacag i¢in bu yontemin bazi sakincalari
bulunmaktadir. Viremik hastalarin 6nemli bir grubunda ~ HCMV hastalif
gelismemesi nedeniyle, yiiksek duyarliliga sahip bu yontemlerin higbiri tam olarak

giivenilir degildir (Gerna ve ark., 1999; Mocarski ve ark., 2001) .

Daha giivenilir ve hastalik gelisimi konusunda uyarici testlere olan gereksinim
nedeniyle arastirmacilar dogrudan viris mRNA’sin1 saptamaya yonelmislerdir.
Boylece mRNA transkripsiyonu yapan aktif viriis, latent olandan ayirt edilmeye

calisilmigtir (Boriskin ve ark., 2002).



Bizim ¢alismamizin amaci, KiT yapilan hastalarda énemli bir mortalite nedeni olan
HCMV’ nin tanisinda rutin amagla kullanilan Hybrid Capture yontemi ile viral
mRNA transkriptini saptayan, boylece yalnizca aktif viriisii gosterdigi ileri siiriilen
revers transkriptaz PCR (RT-PCR) yontemlerini karsilastirmak ve hasta
grubumuzda; HCMV infeksiyonu ve klinik bulgu gosteren HCMV hastaligi

oranlarini ortaya koyarak, epidemiyolojik verilere katkida bulunmaktir.

I11. Materyal ve Yontem

3.1.Hastalar ve Kan Orneklerinin Alinmasi

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali KIT Unitesinde Ocak
2003-Eyliil 2003 tarihleri arasinda KIT yapilan 35 adet hastaya ait 178 kan 6rnegi
incelendi. Calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunca onayland1 ve

her hastadan bilgilendirilmis onay alindi.

Tiim hastalardan kan 6rnekleri periyodik olarak etilendiamintetraasetikasit (EDTA)
"1 iki tiipe beser ml. olmak iizere alindi. Tiiplerden birisi ‘Hybrid Capture’ testi,

digeri ise RT-PCR i¢in kullanildi.

Kan 6rnekleri KIT iinitesinde alindiktan sonra, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na getirilerek hem Hybrid
Capture hem de RT-PCR ig¢in ayn1 giin icerisinde isleme bagslandi.

3.2.Hybrid Capture yontemiyle CMV DNA’sinin saptanmasi

Bu test kemoluminosans (bir kimyasal tepkime sonucu 1518in ortaya c¢ikmasi)
saptamaya dayanan bir niikleik asit hibridizasyon yontemidir ve iretici firmanin
yonergesi dogrultusunda uygulanmistir (Digene Manual, 2002):

1. Ornegin Hazirlanmasi: Kan 6rnegi gelir gelmez, 15 ml. steril plastik santrifiij
tipiine 10 ml % 10’luk 4°C’deki liziz tamponu konuldu, lizerine 3,5 ml
EDTA’l1 tam kan eklendi, karistirildi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi

2. Lizat 1000 x g de 15 dk ¢evrildi. Siipernatan ters cevirip dokiildii. Tiipte kalan

damlalar dipteki kat1 katmana dokunmadan steril pastor pipetiyle alindi



10.
11.
12.

13.
14.

15

16.

17.

18.

Hiicre ¢okeltisine 1,5 ml % 10’luk lizis tamponu eklendi. Pipetleme yapilarak
cozelti haline getirildi. Hibridleme tiipiine aktarilip10 dk beklenildi .

1000 x g de 10 dk santrifiij edilip sivi dokiildii. Tiipte kalan damlalar 200 pl’lik
pipetle alindi.

Beyaz hiicre ¢okeltisi vortekslendi ve daha sonra ¢alismak tlizere —20°C’ lik derin
dondurucuya konuldu.Calisma yapilacagi giin o6rnekler derin dondurucudan
cikarilarak oda sicakligina getirildi.

Denaturasyon: 75ul Sample diluent ve 50 ul denaturasyon reagent’i yalnizca
ornek tiiplerine konuldu ve vortekslendi.

Negatif ve pozitif kontrol, Standard 1, 2, 3’ den 100 pl kendi tiiplerinin dibine
konuldu,. Standard ve kontrollere 50’ser ul denaturation reagent eklenildi.
Ornekler ve standardlar 1100 rpm de 5 + 2 dk calkalayictya konuldu .Standart ve
kontrollerin koyu mor, 6érneklerin mor-yesilimsi renk aldig1 goriindii

Materyaller 25 + 5 dk. siireyle 70 = 2°C’de su banyosunda bekletildi.

Su banyosundan ornekler alinip, yeni tiiplere aktarildi

Ornekler yeniden 25+5 dk. siireyle su banyosuna konuldu.

Hibridleme: Her tiipe 50 pl prob karisimini tiipiin tam dibine gelecek sekilde
konuldu.1100 rpm £100°de 3 £ 2 dk siireyle ¢alkalandi. Kontroller ve 6rneklerin
sartya dondiigii goriildii.

Materyal Calkalayicidan alinip, su banyosunda 120 + 5 dk siireyle bekletildi
Yakalama: Su banyosundan tiipler almip 5 dakika sogumasi i¢in bekletildi.
Hibridleme tiiplerindeki sivilar, kendi numarasindaki  yakalama tiiplerine

aktarild1. Ustleri parafilmle kapatilip 1100 rpm’de 60+5 dk siireyle calkaland.

. Yakalama tiipleri ters ¢evrildi, sallanip kurutma kagidi lizerinde diplerine 2-3
kez vuruldu.
Hibridleri Saptama: Her tiipe Detection Reagent 1’den 250 pl konuldu.

Parafilmle kapatilip tiipler ileri geri capraz saga sola sallandi. Oda sicakliginda
30 + 3 dk bekletildi.

Yikama: Tiipler ters cevrilip sallandi. Yikama tamponu, her tlipe tasacak sekilde
konuldu. Sonra tlip igerigi lavaboya dokiilerek sallandi. Bu islem 5 kez
yinelendi.

Tiipler kurutma kagidinin {istiinde ters ¢evrilip 5 dk. bekletildi.



19. Her tlipe okunma sirasina gére 250 pl detection reagent 2 konuldu. Parafilmle
kapatilip, 30£3 dk stireyle oda sicakliginda bekletildi.

20. Okuma: Tiipler nemli gazli bezle 1slatilarak luminometrede okutuldu.

Testin Degerlendirilmesi ise su sekilde yapildi:

Pozitif Cut off degeri negatif kontrollerin RLU (Relative Light Unit, Goreceli Isik

Birimi) degerlerinin ortalamasinin 2 kati olarak alindi.

Isima degeri (RLU) 2> Pozitif cut off degeri olan Ornekler, pozitif olarak
degerlendirildi. RLU degeri, pozitif cut off degerinden kiiciik olup pozitif cut off
degerinin % 75’inden biiyiik esit olan 6rnekler, siipheli pozitif olarak degerlendirildi

ve bu durumda ayni1 hastaya ait bagka bir kan drnegi ile ertesi hafta test yinelendi.

RLU degeri, pozitif cut off degerinin % 75 inin altinda olan Orneklerin, testin
saptama siirinin altinda CMV DNA’s1 igerdigi ya da hi¢ icermedigi kabul edildi ve

negatif olarak degerlendirildi.

Testteki toplam CMV DNA sayisi, testte bildirilen pg / ml degeri X 2410 formiiliine
gore hesaplandi. Kullanilan kan hacmi 3,5 ml oldugu i¢cin CMV konsantrasyonu;
testteki toplam CMV DNA sayist / 3,5 formiiliine gore, ml’ de deger olarak
hesaplandi.

3.3.RT-PCR yontemi:

3.3.1.Mononiikleer hiicrelerin elde edilmesi

Mononiikleer hiicrelerin elde edilmesi i¢in Histopaque 1119 (Sigma) kullanildi.

Islem asagida belirtilen protokole gore yapildi (Nelson ve ark., 1996).

a. EDTA’l1 5 ml kadar kan gelir gelmez 5 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) ile karistirildi.
b. 15 mI’lik plastik santrifiij tiipiine 3 ml Hitopaque 1119 konuldu.



c. Karisim 3 ml Histopaque 1119 solusyonu iizerine plastik pastor pipeti ya da
enjektorle yavasca dokiildii. 1ki ¢ozelti arasinda keskin sinir olmasina dikkat edildi.

d. Karisim 2300 rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifiij edildi ve frensiz olarak
durduruldu.

e. Ustteki mononiikleer hiicre katmani alindi1 10 ml FTS ile karistirilarak 10 dk 400 x
g’ de cevrildi. Stipernatan dokiildiikten sonra alttaki ¢okelti kismi 500 pl. FTS ile

¢oOzelti haline getirildi.

3.3.2. RNA izolasyonu

Elde edilen mononiikleer hiicrelerden RNA izolasyonu kan hiicrelerinden RNA
izolasyonu oOzelligine sahip kit (QIAMP Blood Mini Kit-Quiagen) kullanilarak
gerceklestirildi. Yontem {iretici firmanin yonergesine gore uygulandi (QIAamp RNA
Blood Mini Handbook,2002). Ozetle;

1. Elde edilmis olan ¢ozeltide monontikleer hiicreler Thoma laminda sayilarak

1 X 107 den az sayida hiicre olmast i¢in gerekirse FTS ile sulandirma yapildu.

2. Cozelti 400 x g’de +4°C’ de santrifiij edildi, siipernatan atildu.

3. Hiicre ¢okeltisinin tizerine 600 pl liziz tamponu konuldu,vortekslendi.

4. Lizat homojenizasyon kolonuna konularak 8000 rpm’de 2 dk c¢evrildi, kolon
atildi.

5. Homojenize edilen lizatin iizerine 600 pl %70 alkol eklendi, ardindan silika-jel
iceren kolona aktarildi.

6. 8000 g’ de 15 sn gevrildi, alttaki filtrat dokiildi

7. Kolonun iizerine 700 ul RW1 tuz ¢ozeltisi eklendi, 15 sn 8000 x g’ de santrifiij
edildi.

8. Filtrat atildi, alkol iceren RPE tamponundan 500 pl eklendi, 8000 x g’de 15 sn
cevrildi.

9. 500 ul RPE tamponu eklendi,20000 x g’ de 3 dk cevrildi.

10. Kolon santrifiij tiipline aktarildi, 30 pl RNAse icermeyen su kolonun iizerine
konuldu.

11. 8000 x g’ de 1 dk.santrifiij edildi.



12. Tiipe gegen RNA ¢ozeltisi —80°C” de saklandi.

Bu ydntem RNA’nin silika jel yapisinda bir zara baglanmasimi temel alir. islem
sirasinda  hiicreler lizisle parcalanir, ortamdaki RNase’ lar denatiire edilerek
etkisizlestirilir ve diger molekiillerle birlikte RNA’nin agiga ¢ikmasi saglanir. Daha
sonra ortama etanol eklenerek RNA’nin baglanma o6zelligi artirilir. Elde edilen
¢Ozelti spin kolona yiiklenerek RNA’ nin santrifiij sonras1 ortamdaki tlip i¢indeki
silika-jel yapisindaki membrana baglanmasi saglanir. Kontaminan maddeler yikama
yoluyla membrandan uzaklastirilir. Toplam RNA 30 pl RNAse icermeyen suda
coziilerek —80°C’de saklanir.

3.3.3.RNA’nin ¢cDNA’ya ¢evrimi

Elde edilen RNA, ters transkriptaz enzimi kullanilarak DNA’ya cevrilmistir. Bu
amacla ters transkriptaz enzimi ve tampon ¢d6zeltisi igeren laboratuar kiti (Revert
AidTM First Strand cDNA Synthesis Kit-Fermentas) kullanilmis ve yontem {iretici
firmanin yonergesi dogrultusunda yapilmistir (Revert AidTM First Strand cDNA
Synthesis Kit Manual, Fermentas, 2000). Ozetle;

1. RNA ¢o6zeltisi —80°C’den alinarak buz iizerine konuldu

2. Spektrofotometrede Ol¢iim yapilarak 0,1-5 pg RNA icerecek hacimde ¢ozelti
alind1

3. Uzerine 1 pl random hexamer primeri ve toplam hacmi 12 ul’ ye tamamlayacak
kadar distile su eklendi.

4. Cozelti karistirildi ve 70°C’de 5 dk bekletilerek buza konuldu, soguduktan sonra
santrifiij edildi.

5. Buz iizerinde konularak sirasiyla, 4 pl 5X tepkime tamponu, 1 pl riboniikleaz
inhibitori, 2 ul ANTP karisimi eklendi

6. Karigim santrifiij edilerek 25 °C’ de 5 dk bekletildi

7. 1wl revers transkriptaz eklenerek 25 “C’de 10 dk ardindan 42 °C’ de 60 dk ve

70°C’ de 10 dk bekletilip, buza konuldu.

8. Elde edilen cDNA —20°C’ de sakland.



Bu yontemde random hekzamer primerleri ile RNA dizisi lizerindeki 6zgiin olmayan
noktalardan ¢cDNA sentezi baslatilarak tiim RNA’nin kalip olarak kullanilmasi

saglanmstir.

3.3.4. ¢cDNA varhginin dogrulanmasi

Revers Transkripsiyon basamagindan sonra elde edilen 6rneklerdeki c¢DNA varligi
onceden tanimlandigi bi¢cimde gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz primerleri
kullanilarak PCR ile dogrulandi (Mizuno ve ark., 2001). Bu basamakta kullanilan
primer dizileri su sekildeydi:

a.5’- TTCCCGTTCAGCTCAGGATGACCTTGCCC-3’ ve
b. 5’- AAGGCTGAGAACGAAGCTTGTCATCAAT-3".

Reaksiyon 10 mM Tris HCI, 50mM KCI, 1.5 mM MgCI2 ve 0,5 U Taq polimeraz
(Fermentas) varliginda gergeklestirildi.

Termal dongii kosullar su sekildeydi: 94°C’de 5 dk, 26 dongii boyunca 94°C 30 sn,
55°C 30 sn, 72°C 60 sn ve sonra 72°C 10 dk.

Elde edilen PCR iiriinii Thermal Cycler’dan ¢ikarilarak (Techne) 3.7. basamakta
tanimlandig1 gibi agaroz jelde yiirtitiilerek, 500 bp’lik amplikon varligina bakildi.

3.3.5.Nested PCR

PCR’1n 6zgiinliigiinii artirmak i¢in gelistirilmis olan bu yontemde, ayni bolge icin
iki ¢ift primer kullamlir. Tk primer ciftinin ¢ogalttig1 iiriine ikinci reaksiyonda diger
primer ¢ifti baglanarak daha kisa bir PCR {iriinii olusturur. Boylece ilk reaksiyonda

yanliglikla ¢ogaltilan bolgenin ikinci reaksiyonda elenmesi saglanir.

Bu caligmada nested PCR i¢in kullanilan hedef, CMV nin ge¢ genlerinden birisine

ait bir bolgedir. Bu bolge viriis genomunun UL parcasinin 27080. bazindan baslar



27277. bazina dek uzanir. Bu gen bolgesi hiicre icindeki kosullarda transkribe
olduktan sonra 83 bp uzunlugunda bulunan intron dilimlenme (splicing) islemi ile
transkriptten ¢ikarilir. Bu islemden gegtikten sonra olusan transkript islevsel halini
almistir. Iste bu genin dilimlenmemis uzunlugu 258 bp iken, dilimlenmis kesilmis
kismi1 175 bp uzunlugundadir. Burada dilimlenmemis ve dilimlenmis bdlgeyi ayirt
edecek sekilde gelistirilen dis ve i¢ primer dizileri kullanilarak nested PCR daha 6nce

bildirildigi bi¢imde uygulandi (Nelson ve ark. 1996). Buna gore primer dizileri :

SLGI1: 5’-CTATGGATCTTGAGCTTACT-3’
SLG2: 5°-TCGCTGCCATCTCCGTCTGT-3’
SLG3:5’-GTGACCTTGACGGTGGCTTT-3"
SLG4 5’-CGTCATACTCCCCGGAGTAA-3’ seklindeydi.

50 pl tepkime hacminde ger¢eklesen her iki PCR asamasinin da dongii kosullar1 su
sekilde yapildi: 94°C 1 dk, 55°C 2 dk, 72°C 3 dk’ lik 30 dongii ardindan 72°C 7 dk’
lik son uzatma asamasi. Termal dongiiler 10 mM Tris HCI, 50mM KCl, 1,5 mM
MgCl, ve 0,5 U Taq polimeraz (Fermentas) varliginda gergeklestirildi. Ilk asamanin
PCR iiriiniinden 1 pl ikinci asamanin tepkime karigimina eklendi. Her 6rnek iki kez

calismaya alind1.

3.7.Elektroforez

%?2’lik agaroz jel hazirlandi. Jelin kati hal almasimi takiben elektroforez tankina
(Blue Marine 100, Boehringer Ingelheim Bioproducts) yerlestirildi ve elde edilen
kuyucuklara 15 pl DNA, yilikleme tamponuyla (6 X agarose gel loading dye,
Amresco) karistirilarak yerlestirildi. 200V’da 10 dakika boyunca PCR firiinleri jel
boyunca elektroforez tankinda yiiriitiildii. Karsilagtirma amaciyla molekiiler agirlik
belirleyicisi (Fermentas Gene RulerTM 50bp DNA ladder) kullamldi. Ureticinin
yonergesi dogrultusunda hazirlanan molekiiler agirlik belirleyici ¢ozeltisi jele
yiiklendi (Fermentas Gene RulerTM 50bp DNA ladder Manual, 2000). Elektroforez
sonrast markirin olusturdugu bantlar sirasiyla su bp’leri gostermekteydi: 50-100-150-

200-250-300-400-500-600-700-800-900-1031. Bunun disinda steril su negatif



kontrol olarak kullanildi. Jelin boyanmasi {iretici firmanin tanimladigr bigcimde
gerceklestirildi (SYBR Green I Nucleic Acid Gel Stain, Roche, 1999). Ardindan jel
tanktan alinarak, Tris Borat EDTA (TBE) tamponu i¢inde 10.000 kat sulandirilmig
olan SYBR green I boyasi (Roche) jeli kaplayacak kadar jelin iistiine dokiildii ve
aluminyum folyoyla karanlik ortam saglanarak 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bu sekilde boyanan jel 254 nm.’lik UV transluminator cihazinda (Vilber Lournet)
incelendi. Hedef bolgeye ait RNA varligi 175 bp uzunluguna denk gelen noktada bir

bant olarak goriildii.

IV. Analiz ve Bulgular

Hastalarin Ozellikleri:

Calismaya yaslar1 19 ile 47 arasinda (yas ortalamasi 35), 18’1 kadin, 17’si erkek
olmak {izere toplam 35 allojenik KIT hastasi alind1. Bu hastalarin k&k hiicre kaynagi
23’linde (% 65,7) periferik kan,12’sinde (% 34,3) ise kemik iligi idi. Kan kokenli
kok hiicre alan hastalarin 12°si kadin (% 52,2) 11°1 (% 47,8) erkekti.

Hastalarin tanilari ise su sekildeydi: akut myeloblastik 16semi (AML, n:17), kronik
myelositer 16semi (KML, n:9), myelodisplastik sendrom (MDS, n:2), Hodgin
hastaligi (HH, n:3), non-Hodgin lenfoma (NHL, n:1), renal hiicreli karsinom (RCC,
n:1), multiple myelom (MM, n:1), meme kanseri (n:1) idi. AML’li hastalar % 48,6
ile en biiyiik grubu olusturmaktaydi. Bu grubun ardindan % 25,7 ile KML grubu
gelmekteydi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1:KIT hastalarinin tanilari

Hastahik Hasta sayisi(n=35), (% )
AML 17 (% 48,6 )

KML 9 (% 25,7)

MDS 2(%5,7)

HH 3(%8.,5)

NHL 1(%2,8)




RCC 1(%2.,8)

MM 1(%2,8)

Meme Kanseri 1(%2,8)

Hastalarin tlimiinde nakil dncesi CMV IgG pozitif ve IgM negatif idi. Vericilerin ise

hepsinde IgM negatif, yalnizca bir hastaninki disinda IgG pozitif idi.

Hastalarin 8’1 (% 22,9) calisma sirasinda 6ldii. Bu hastalarin 6 ‘st CMV negatif 2’si
ise CMV pozitif hastalar olup, tiimiiniin kok hiicre kaynag periferik kandi. iki
hastanin 6liim nedeni CMV pndmonisi iken, diger 6liim nedenleri; GVHD, sepsis,

trombotik trombositopenik purpura ve primer hastaligin rekiirensi idi.

Digene Hybrid Capture Testi Sonuc¢lari:

35 hastaya ait 178 kan &rnegi ¢alisildi. Allojenik KiT hastalarina ait drneklerin 113’ii

kan kokenli , 65°1 ise kemik iligi kdkenli transplant hastalarina aitti.

35 hastanin 12’sinde (% 34,3) Hybrid Capture testiyle en az bir kan 6rneginde CMV
infeksiyonu saptandi. Pozitif 6rnek sayisi her bir infeksiyonlu hasta i¢in 1 ile 5

arasinda degisti

Nakil tiirtine gore bakildiginda 23 periferik kan nakilli hastanin 7°sinde (% 30,4) ve
12 kemik iligi kokenli nakil hastasinin 5’inde (% 41,7) CMV infeksiyonu saptandi.
Kemik iligi kaynakli kok hiicre alan hastalarda infeksiyon orani daha yiiksek
bulunmakla birlikte bu durum Fisher’s Exact Test ile anlamli bulunmadi (p > 0,005).

(Tablo 4.2.a).

Tablo 4.2.a: Kok hiicre kokenine gore CMV infeksiyonu siklig

Periferik Kemik iligi | Toplam
Kan

CMV 7(%30,4) | 5(%41,7) 12




infeksiyonu

()

CMV
infeksiyonu | 16 (% 69,6 ) | 7(% 58,3) 23
)

Toplam 23 12 35

CMV infeksiyonu saptanmayan 23 hastanin 8’inde en az bir Ornekte siipheli
pozitiflik saptandi. Genel olarak baktigimizda 152 negatif, 26 siipheli pozitif ve 26
pozitif 6rnek oldugu goriildi. CMV infeksiyonu saptanan hastalar preemptive

gansiklovir tedavisi aldilar.

Toplam 12 CMV infeksiyonlu hastada, ilk pozitif degerlerin transplantasyon sonrasi
ortalama 90 gilinde ortaya ¢iktig1 saptandi (en erken 15 en ge¢ 220 giin). 12 hastanin
besinde 100. giinden sonra, ikisinde 30. giinden énce CMV infeksiyonunun ortaya

ciktig1 goriildii. Bu iki hastanin da nakil dokusu kemik iligiydi.

[lk CMV pozitifliginin nakil sonras1 ¢ikis siiresinin kan ve kemik iligi kokenli
allojenik KIT’ de fark edip etmediginin incelenmesi sonucunda, kandan allojenik ilik
alan 7 hastada ortalama pozitiflesme siiresi 121,8 giin (en az 32 en ¢ok 220 giin),
kemik iliginden doku alan 5 hastada ise ortalama 45,6 giin .(en az 15 en ¢ok 120 giin)
olarak saptandi. Bu degerler Mann-Whitney U testi ile degerlendirildiginde anlamli
fark oldugu goriildii (p=0,05).

Viriis titreleri tiim hastalar i¢in 0 ile 830 pg /ml arasinda degismekteydi. CMV
infeksiyonlu hastalarda pik viriis titresi 15-830 pg /ml arasindaydi ve ortalamalari

263,5 pg /ml bulundu.

Nakil kaynagi ile viriis yiikii pik degerleri incelendiginde, ortalama pik degerleri kan
kokenli 7 hastada 305,5 pg/ml, kemik iligi kokenli 5 hastada ise 204 pg/ml olarak



bulundu. Mann-Whitney U testi ile bu degerler arasinda anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05),(Tablo 4.2.b).

Tablo 4.2.b: Nakil dokusu tipine gore pozitiflesme giinleri ve viriis pik degerleri
arasindaki farklar

Periferik Kan Kemik iligi
Ort pozitiflesme siiresi (giin) 121,8 45,6
Ort viriis ytiki pikleri (pg/ml) 305,5 204

CMV infeksiyonlu GVHD gelisen 8 hastanin ortalama pik degeri 369,12 pg/ml iken,
GVHD bulunmayan 4 hastanin pik degeri ise ortalama 52,25 pg/ml bulundu.
Bununla birlikte bu fark Mann-Whitney U testi ile anlamli bulunmadi (p>0,05).

CMV’nin ortalama ortaya ¢ikis siiresi GVHD (+) hastalarda 76,8 giin iken, GVHD
(-)’ lerde 116,5 giin idi. Bu oran farklari da Mann-Whitney U testi ile anlamh
bulunmadi (p>0,05),(Tablo 4.2.c).

Tablo 4.2.c: GVHD varliginda ve yoklugunda viriis pozitiflik siiresi ve pik degeri
farklar1

GVHD(+) GVHD(-)
Ort pozitiflesme siiresi (giin) 76,8 116,5
Ort viriis ytikii pikleri (pg/ml) 369,12 52,25

CMV infeksiyonu saptanan 12 hasta icinde CMV hastalig1 tanist konulanlar 2 idi (%
16,6). Tiim olgular icinde CMV hastalik siklig1 ise % 5,71 olarak bulundu. CMV
hastalig1 tanisi alan 5 ve 7 numarali 2 hastada da pnomoni tanis1 konuldu ve bu
hastalar calisma sirasinda kaybedildi. GVHD tanis1 da alan 7 numarali hastada
gastroenterit ve ates bulgulari da bulunmaktaydi. Bu hasta GVHD nedeniyle
kaybedildi. Bes numarali hasta ise GVHD ve CMV pnémonisi nedeniyle 61dii.

Bes numarali hastanin ilk pozitif degeri 53 pg/ml, ardisik haftalardaki sonuglari ise

sirasiyla 228 ve 1550 pg/ml idi. Sonraki haftada hastanin viris titresi siipheli pozitif



oldu ve ertesi hafta sifira indi. Bu hasta ise pnémoni ve akut GVHD tanisini ald1 ve

nakil sonrasi 3. ayda kaybedildi.

Yedi numarali hastanin pozitif degerleri ise 168,162, 697, 54 pg/ml olarak bulunmus,
ertesi hafta silipheli pozitif sonu¢ alinmis ve sonraki hafta negatif sonug elde
edilmistir. Bu hasta klinik olarak pndémoni, ates ve gastroenterit bulgularim

gostermis, akut GVHD tanisini almis ve nakil sonrasi 4. ayda kaybedilmistir.

On iki CMV pozitif hastanin onu ise klinik olarak CMV hastaligi bulgusu

gostermemistir.

Vericisi CMV seronegatif olan tek hastanin alinan 9 kan 6rneginin ikisinde siipheli
pozitif sonu¢ bulunmasi disginda herhangi bir laboratuvar ya da klinik bulguya

rastlanilmamistir.

Toplam 35 hastanin 18’1 (% 52,9) akut GVHD tanis1 aldi. CMV infeksiyonu gosteren
12 hastanin 8’inde (% 66,7) ve CMV infeksiyonu bulunmayan 23 hastanin ise
10’unda (% 43,4) akut GVHD gelisti. CMV infeksiyonu varliginda GVHD’ nin daha
yiiksek oranda gelistigi saptanmakla birlikte bu oranlar arasinda Pearson testiyle

anlamli bir farklilik bulunmamastir (p > 0,005), (Tablo 4.2.d).

Tablo 4.2.d: Akut GVHD gelisimi ile CMV arasindaki iliski

akut GVHD(+) akut GVHD(-) Toplam
CMV (+) 8 (%66,7) 4 (%33.3) 12
CMV(-) 10 (9%43.,4) 13 (9%56,6) 23
Toplam 18(%52,9) 17(% 47,1) 35

Revers transkriptaz PCR sonuglar

RT-PCR yontemiyle 35 hastaya ait toplam 178 kan ornegi incelendi. Sonugta 4
hastaya ait toplam 5 6rnekte mRNA varlig1 saptandi



Bu 6rneklerin biri disinda (8 no’lu hasta) hepsinde ayn1 anda Hybrid Capture testinde

de pozitiflik saptandi. Negatif olan 6rnek ise bir sonraki hafta Hybrid Capture testi

ile pozitiflesti (29 pg/ml).

Ayni 6rnekte hem RT-PCR hem de Hybrid Capture ile pozitiflik saptanan 3 hasta 1,5

ve 9 numaral hastalardi. iki pozitif 6rnegin elde edildigi 5 numarali hasta ayni

zamanda CMV hastalig1 klinigi gostermekteydi. Bu Orneklerin saptandigi giinkii
CMV DNA diizeyleri ise 228 ve 1550 pg/ml idi Pozitif bulunan diger iki hasta

herhangi bir klinik bulgu gostermediler. Bu hastalarin 6rneklerinin viral ytlikii Hybrid

Capture ile sirasiyla 383 ve 830 pg/ml bulundu. (Tablo 4.3.a).

Tablo 4.3.a: CMV infeksiyonlu hastalarin 6zellikleri

Hastalar

CMVpik
degeri

cmv
hastaligi

Oliim

akutGVHD

RT-
PCR(+)

Hybrid
Capture

42

383

149

18

830

20

697

OINO|OA|BR|WIN|—~

29

830

121

28

15

4+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ +]+

Hybrid Capture testini altin standart olarak

kabul ettigimizde RT-PCR’in

duyarliligin1 % 33, 6zgiinliigiinii % 100, yanlis negatifligini % 67, yanlis pozitifligini
% 0, PPD’ ni % 100 , NPD’ ni % 74 ve dogru simiflamasini (accuracy) % 77 olarak
bulduk (Tablo 4.3.b).




Tablo 4.3.b: RT-PCR’1n istatistik degerlendirilmesi

Duyarlik %33
Ozgiinliik %100
Yanlis Negatiflik %67
Yanlis Pozitiflik %0

PPD %100
NPD %74
Dogru Siniflama(accuracy) %77

V. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Hematoloji Bilim Dali’ nda KIiT
uygulanan hastalarda HCMV infeksiyonu oranlar1 degerlendirilmis ve Hybrid
Capture yontemi ile RT-PCR yontemi tanida kullanilabilirlik agisindan
karsilastirilmistir. Allojenik 35 KIT hastasina ait 178 kan 6rneginin (113’1 kan, 65’
ise kemik iligi kokenli transplant hastalarina ait) ¢alisilmasi ile elde edilen sonuglar

asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Otuz bes hastanin 12’sinde (%34,3) Hybrid Capture testiyle en az bir kan
orneginde HCMV infeksiyonu saptanmistir. Pozitif 6rnek sayis1 her bir infeksiyonlu

hasta icin 1 ile 5 arasinda degismektedir.

2. Genel olarak baktigimizda 152 negatif, 26 silipheli pozitif ve 26 pozitif 6rnek

oldugu goriilmektedir.

3. Periferik kan nakilli 23 hastanin 7’sinde (% 30,4) ve 12 kemik iligi kokenli nakil
hastasinin 5’inde (% 41,7) HCMV infeksiyonu saptanmistir. Kemik iligi kaynakl
kok hiicre alan hastalarda infeksiyon orami daha yiiksek bulunmakla birlikte bu

durum Fisher’s Exact Test ile anlamli bulunmamustir (p > 0,05).



4. Toplam 12 HCMV infeksiyonlu hastada, ilk pozitif degerlerin transplantasyon

sonrast ortalama 90 gilinde ortaya ¢iktig1 saptanmistir (en erken 15 en geg¢ 220 giin).

5. Kandan allojenik ilik alan 7 hastada ortalama pozitiflesme siiresi 121,8 giin (en az
32 en ¢ok 220 giin), kemik iliginden doku alan 5 hastada ise 45,6 giin (en az 15 en
cok 120 giin) olarak saptanmigtir. Bu degerler Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildiginde anlamli fark oldugu goriilmiistiir (p=0,05).

6. Viriis titreleri tim hastalar i¢in 0 ile 830 pg/ml arasinda degismektedir. HCMV
infeksiyonlu hastalarda pik viriis titresi 15-830 pg/ml arasindaydi ve ortalamalari

263,5 pg/ml bulunmustur.

7. Nakil kaynag: ile viriis ylikii pik degerleri incelendiginde, kan kokenli 7 hastada
305,5 pg/ml, kemik iligi kokenli 5 hastada ise ortalama pik degerleri 204 pg/ml

olarak bulunmustur. Mann-Whitney U testi ile bu degerler arasinda anlamli bir fark

bulunmamastir (p> 0,05).

8. HCMYV infeksiyonu saptanan 12 hastanin 2 tanesinde (%16,6) HCMV hastaligi
tanis1 konulmustur. Tiim olgular icinde HCMV hastalik sikligi ise %5,71 olarak

bulunmustur.

9. Toplam 35 hastanin 18’1 (% 52,9) akut GVHD tanis1 almigtir. HCMV infeksiyonu
gosteren 12 hastanin 8’inde (% 66,7) ve HCMYV infeksiyonu bulunmayan 23 hastanin
ise 10’unda (% 43,4) akut GVHD gelismistir. HCMV infeksiyonu varliginda GVHD’
nin daha yiiksek oranda gelistigi saptanmakla birlikte bu oranlar arasinda Pearson

testiyle anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p> 0,05).

10. RT-PCR yontemiyle 35 hastaya ait toplam 178 kan Ornegi incelenmis ve 4

hastaya ait toplam 5 drnekte mRNA varlig1 saptanmaistir.



11. Hibrid Capture testini altin standart kabul ettigimizde, RT-PCR’in duyarlilig
% 33, dzgiinliigii % 100, yanlis negatifligi % 67, yanlis pozitifligi % 0, PPD % 100 ,
NPD % 74 ve dogru siniflamasi (accuracy) % 77 bulunmustur.

Sonug olarak, calismamizda kullandigimiz UL21.5 gen transkribi yiiksek 6zgiinliigii
ve PPD’i ile kullanima girebilecek bir test adayidir. Ancak duyarliginin diisiik olmasi
bu testi siirlamaktadir. Testin yonteminin gelistirilmesi, nicel sonug verebilecek
hale getirilmesi, ayrica basta ge¢ gen transkriptleri olmak {izere degisik gen
transkriplerinin denenmesinin siirdiiriilmesi, bu testin daha kullanigh hale gelmesini
saglayabilecektir. Dolayisiyla, bu konuda yeni c¢alismalara gereksinim

bulunmaktadir.
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VII. Ekler

a) Mali Bilanco ve Aciklamalari

Tarihi 100 (200 (300 400 500 |600 Diger |Toplam
0 0 0 0 0 0 0

16/06/2003 0 0 0 5,133,000,000 0 0 0

01/07/2003 0 0 0 3,540,000,000 0 0 0

01/08/2003 0 0 0 3,988,400,000 0 0 0

19/11/2003 0 0 0 244,673,000 0 0 0

11/12/2003 0 0 0 2,183,000,000 0 0 0

Gider Top 0 0 0 15,089,073,000 0 0 0 15,089,073,000
Gelir Top 0 0 0 20,035,000,000 0 2,950,000,000 0 22,985,000,000
Kalan 0 0 0 4,945,927,000 0 2,950,000,000 0 7,895,927,000

b) Makine ve Teghizatin Konumu ve ilerideki Kullanimina Dair
Aciklamalar (BAP Demirbas numaralari dahil )

Proje kapsaminda alinmis olan UV transliiminator cihazi molekiiler
tan1 laboratuvarimizda bulunmakta olup,jelin cyber green boyasiyla
boyanip, DNA bantlarinin goriiniir hale getirilmesinde kullanilmistir.
Bundan sonraki ¢calismalarimizda da cihaz ayni amagla
kullanilacaktir.

c¢) Teknik ve Bilimsel Ayrintilar (varsa Kesim III'de yer almayan
analiz ayrintilar)

d) Sunumlar (bildiriler ve teknik raporlar)



e) Yaymlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler

1. KEMIK ILiGI TRANSPLANTASYONUHASTALARINDA INSAN
SITOMEGALOVIRUS INFEKSIYONU TANISINDA FARKLI
MOLEKULER YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI
UZMANLIK TEZI: Dr.Arif Suphi ORSAL

TEZ DANISMANI: Prof. Dr. T Murat Ozsan

ANKARA-2003

2. Caligsma verileri yaym amaciyla diizenlenmektedir.



