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PEDIATRIK KOK HUCRE TRANSPLANTASYON

HASTALARINDA
CMYV SPESIFIiK HUCRESEL IMMUN YANITIN
IZLENMESI
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Dilek Colak?*, Meral Giiltekin?

1- Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Temel Immiinoloji Bilim Dali
2-T1p Fakiiltesi Cocuk Hematoloji- Onkoloji Bilim Dali

3-Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali

4-Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Tibbi Viroloji Bilim Dali

Akdeniz Universitesi T1ip Fakiiltesi

Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
TTU-2015-715 kod no’lu proje ile desteklenmistir.
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» CMV enfeksiyonunun patogenezi, immun sistem ve viriis arasindaki ¢ok
sayida etkilesimi igerir ....

> Latent virus enfeksiyonlarinin patogenezinde esas rol hiicresel immiin
yanittadir.



» CMV ile konak arasindaki dengenin bozulmasinda
ozellikle konak hiicresel bagisik yanitin baskilanmasi ¢ok
onemlidir.
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» Kok hiicre nakli (KHN 1 konak immiin cevabinda ana gelen
~_-ana degisiklik konak immiin sisteminin yok edilip, donor immiin
sistemiyle yeniden yapilandirilmasi ve boylece alicinin immiin yanitinin
vericinin onceki deneyimlerini yansitmasidir .

» KHN olgularinda CMV hastaliginin gelismesinde ve prognozunda,
konagin hiicresel immiin yaniti onemli rol oynar.

» Nakil sonras1 donemde, preemptif ve profilaktik tedavi yaklasimlarai......
CMV enfeksiyonu insidansi azalmastur.

» Ancak uzamis antiviral ila¢ kullanimindan kaynaklanan ge¢ baslangich
CMYV enfeksiyonu ve 1laca direngli CMV suslari sorun olarak karsimiza
cikmaya baslamistir.



» CMV-spesifik T hﬁcrﬁmlﬂﬂamgaw

viremi ve hastalik riski altinda olan hastalarin tanimlanmasina
yardimci olacaktir.

~

» Allojenik KHN uygulanan ¢ocuk hastalarin nakil sonrasit CM V-
spesifik hiicresel immiin yanitlari izlenerek, antijen spesifik T
hiicrelerinin tirtinii olan IFN-y diizeyleri ol¢lilerek CMV
enfeksiyonu gelisimi ile iliskisinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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> Akdeniz Universitesi Hastanesi Pediatrik Kok Hiicre
Transplantasyonu Unitesi’nde 16.09.2015 ve 19.04.2016
tarihleri arasinda allojenik KHN olmus 20 hasta calismaya dahil
edilmasgtir.

» Tum hastalarin nakil sonrasi 30, 45, 60, 90. glin 6rnekleri temin
edilirken, viremi gelisen hastalardan ek 6rnekler de alinmustir.
(Toplam 108 Ornek)



cre vanitinin izlemi

FLISPOT Quantiferon

> Akis sitometri
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T cells using FACS machine

Crough T.Clin Microbiol 2009;22:76-98



CMV-spesifik hiicresel immiin yanit izlemi

» Quantiferon-CMV ,QIAGEN,USA
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» HLA siirli CMV peptidleri ile ex vivo uyarilan CD8* T

lenfositler1 tarafindan sentez edilen IFN-y’nin ELISA
prensipleri ile tam kanda kantitasyonu (IU/ml) esasina dayanir.



/meron - hiicresel bagisik yanit izlemi -

> QF-CMV testi ¢esitli CMV proteinlerinden elde
edilmis 22 peptid icerir. Toplumun % 98 inden
fazlasini kapsayan cesitli HLA hablotipleri ile
sinirli olarak CD8+ spesifik T hiicrelerin
stimiilasyonu gerc¢eklesir

» FDA onayi : Yok ; CE onayh
> Test asamalar1 goreceli daha kolay ve ucuz
» Standart

> 18-24 saatte sonuc ..

Peptide Sequence CMV Protein HLA Restriction
1 VTEHDTLLY ppao Al
2 VLEETSVML IE-1 A2
3 HNLVPMVATY pp6s A2
4 IMREFNSYK aB A3
5 AYAQKIFKIL IE-1 A23 & A24
G OYDPVARLF ppés A24
7 DIVRIFAEL ppés A26
g TPRVTGGGAM pp6s B7
9 QIKVEVD MY IE-1 B8
10 ARVYEIKCR pp28 B27
11 CPSOEPMSIYVY pp6s B35
12 ELRRKMIYM IE-1 Bg
13 FEQPTETPP IE-2 B41
14 QEFFWD ANDI ppés B44
15 QAIRETVEL pp6s B57 &B5%
16 OMWOARLTY pp6s B52
17 PTFTSOYRIGGKL ppés A24
18 GPISGHVLK pp6s A1
19 DALPGPCI pp6s B51
20 KMOWVIGD Oy ppés B40BG0
21 CEDVPSGKL ppés B40BG0
22 TRATKMOWI pp6s Cw6({A30B13)




HCV|

Performance of the QuantiFERON-Cytomegalovirus (CMV) Assay for
Detection and Estimation of the Magnitude and Functionality of the
CMV-Specific Gamma Interferon-Producing CD8 T-Cell Response in
Allogeneic Stem Cell Transplant Recipients

Maria Angeles Clari,” Beatriz Mufioz-Cobo,? Carlos Solano,"C lsabel Benet" Elisa Costa,® Maria José Remigia,” Dayana Bravo,?
Paula Amat,” and David Navarmo™~
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TABLE 1 Detection of cytomegalovirus-specific [FN-y-producing 2 I
CD8™ T cells by ICS and the QuantiFERON-CMYV assay in whole-blood S 1 . '
specimens from allogeneic stem cell transplant recipients 2 :
No. of specimens with QuantiFERON-CMV E E '
. assay result of: = 04 ¢
Result of ICS method ! g s °
(no. of specimens) Positive Negative Indeterminate Z
o ®
Positive (55) 42 10 3 =R )
Negative (35) 1 20 14 & .
-2
Reactive

QuantiFERON — CD8 T Sitokin akis sitometri -

Uyum : % 68,8
(k=0,695; 95% confidence interval [Cl], 0.548 to 0.835)

QuantiFERON-CMV duyarlik : % 76.3



CMV peptid

"CMV Antigen" minus "Nil"  "Mitogen" minus "Nil" QF-CMV Result QF-CMV Result Interpretation
(IU/mL) (IU/mL)

<02 205 Non Reactive |Anti-CMV immunity NOT Detee

20.2 Any Reactive Anti-CMV immunity Detected
<0.2 <05 Indeterminate Result indeterminate for CMV
responsiveness

» Pozitiflik i¢in simir deger 0,2 IU/ml .......

» Hem mitojen hem de CMV tiipiinde IFNy yanit1 saptanmamasi
durumunda sonuclar indeterminate olarak tanimlanmustir.
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Viral Yik Izlemi

»> 11k ii¢ ay haftada iki, ikinci ii¢ ay haftada bir 6rnek....

» Plazma Ornekleri

» The COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan CMV Testi (Roche
Molecular Systems-ABD)

» Cobas AmpliPrep ( Roche Molecular Systems, ABD)

> Testin

» Saptama sinir1 50 kopya/ml

» Kantitasyon aralig1 150 - 10,000,000 kopya /ml’dir.
» Bu test ile tanimlanan 1 kopya/ml : 0,91 IU



BULGULAR =
e ARl p—
HastaNo __—— 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cinsiyet K E E K K K K K K E
Yas 6 8 16 8 1:1: 10 9 7 1 14
izlem giinii (6rnek sayisi) 90(4) 238(1 90(4) 90(4) 216(6 90(4) 185(6 90(4) 90(4) 181(5)
0) ) )
Altta Yatan Hastahk TAL WAS AML SCID TAL NBL TAL TAL TAL ALL
Donor Tiirii: UK UAD UK UAD UAD UK UK UK UK UK
Kok hiicre kaynagi: KI PKH Ki KK  KI PKH Ki Ki Ki Ki
CMV Serolojisi VI A -+ -1+ +/+ -+ -1+ +/+ ++ +/+ +/+ +/+
CMV profilaksi ASK ASK ASK ASK ASK ASK ASK ASK ASK ASK
Hazirhk protokolii (KHT rejimi) MA MA MA MA MA NMA MA MA MA MA
PMNL engrafman giin 11 13 14 13 14 10 12 13 14 10
PLT engrafman giin 12 13 17 11 16 10 12 11 12 10
GVHD profilaksi MTX CSA MTX CSA CSA CSA MTX MTX MTX CSA
MMF CSA MTX MTX CSACCHA T CRA
Akut GVHD YOK VAR YOK VAR YOK YOK YOK YOK YOK VAR
Grade i 1 2
Kronik GVHD YOK VAR YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK
Smirlt KC
Yaygin
ATG tedavi VAR VAR VAR VAR VAR VAR VAR YOK YOK YOK
Steroid tedavi YOK VAR YOK VAR YOK YOK YOK YOK YOK VAR
Greft rejeksiyonu YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK
CMV viremisi YOK VAR YOK YOK VAR YOK VAR YOK YOK VAR
Oliim YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK VAR
CMV iliskili
CMV iliskisiz VAR




BULGULAR -devam- s
e AR el p—
Hasta No 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Cinsiyet K K K E E E E E E E
Yas 14 7 3 1 8 5 9 3 8 8
Izlem giinii (6rnek sayisi) 90(4) 90(4)  130(9) 90(4) 129(8) 111(9) 100(5) 90(4) 90(5)  90(5)
Altta Yatan Hastahk TAL KGH Elalesnoaatil FAA AA NBL KGH FAA TAL
Donor Tiirii: UK UK UAD UAD UAD UK UK UAD UAD Ki
Kok hiicre kaynag: Ki Ki KK KK Ki Ki PKH Ki Ki ++
CMV Serolojisi V/A +/+ +/+ -/+ -/+ +/+ -/+ +/+ +/- -/+ +/+
CMV profilaksi ASK ASK ASK  ASK ASK ASK ASK ASK ASK ASK
Hazirlik protokolii (KHT rejimi) MA MA MA MA NMA NMA MA NMA NMA MA
PMN engraftment giin 11 13 13 17 9 15 11 12 10 13
PLT engraftment giin 11 13 28 29 9 15 11 12 10 13
GVHD profilaksi CSA CSA CSA CSA MTX MTX CSA CSA CSA MTX
MTX MMF MPZ MTX CSA CSA MMF MMF CSA

Akut GVHD YOK YOK VAR YOK VAR YOK YOK YOK YOK YOK

Grade 3 3
Kronik GVHD YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK

Sinirl

Yaygin
ATG tedavi VAR VAR VAR VAR VAR VAR YOK VAR VAR VAR
Steroid tedavi YOK YOK VAR YOK VAR YOK VAR YOK YOK YOK
Greft rejeksiyonu YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK
CMV viremisi YOK YOK VAR YOK VAR VAR VAR YOK VAR VAR
Oliim YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK YOK

CMV iligkili

CMYV iliskisiz




.- Kok hiicre alicilarinda

spesifik immiin yapilanmayi etkileyen faktorler

Hasta / dondr yast

Primer hastalig1

Transplant tipi- kok hiicre kaynagi, graft yapisi-
Uygulanan protokollar

GVHD / steroid kullanimi

HLA farklilig1 derecesi

Hasta / donor serolojik durumu

Multifonksiyonel CMV spesifik T hiicre olusturduklarindan
reaktivasyon, hastalik, mortalite kiimiilatif indeksi
daha azdir
ve daha az antiviral tedaviye gereksinim duyarlar.

Luo XH,et al.J immunol Res 2014;ID :631951.



Cizelge : Viremi gelisen olgularin 6zellikleri

Cinsiyet Hastahk \erici Kok hiicre kaynag [Transplant tiirii
n n n n n
Kadin | Erkek |Tala- [Diger |UK UAD |KI PKH KK [MA NMA
semi
Viremi Var 3 7 3 7 5 5 7 2 1 7 3
Yok 74 3 b 5 8 2 7 1 2 8 2
Toplam 10 10 8 12 13 ¥ 14 3 3 15 5

UK: uyumlu kardes ;UAD: Uyumlu akraba dis1 ;Ki: Kemik iligi ,PKH: Periferal kok hiicre KK: Kordon kani; MA: Myeloablatif ;
NMA: Nonmyeloablatif
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Cizelge : Viremi gelisen olgularin 6zellikleri-devami-

O e e 04
ATG GVHD Steroid P V/ASeroIojikduhv\
n n / n(%o)
Var Yok Var Yok Var Yok/ V+A+  |[V-A+ | v+A-
Viremi | Var 8 2 4 6 4 6 | 5(45) 563) |0
Yok 8 2 1 9 1 9 6(55) syl
Toplam 16 4 5 15 5 15 \ 11(100)  [8(100 |1 /

ATG: Anti timosit globiilin GVHD: Graft versus host hastalig

\/
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Cizelge : Viremi gelisen olgularin 6zellikleri-devami-

Ortalama = Standart

P degeri
sapma
viremisiz 82+45
0,7
yas viremili 84+35
toplam 83+39
viremisiz 13,8+5,7
pltengrafman | . . 03
5 viremili 13,7+55
gun
toplam 136+54
viremisiz 12,8+2,0
pmnl 0.4
engrafman viremili 12,0+1,9
gln
toplam 12,4+2,0




Cizelge : Viremi saptanan / saptanmayan olgularin izlem giinlerinde :

»

CM\V-spesifik TFNy diizeyleri

Nakil sonrasi

Olgu:Hlo CMV-spesifik IFNy (IU / ml)

Viremi

gelisen 30. giin 45. giin 60. giin 90.giin
1 0,01 0,32 0,2 0,17
2 IND 0,24 0,56 0,98
3 2,36 28:2 6,64 18,6
4 5,05 4,49 7,85 9,05
5 0,82 0,31 IND 2,14
6 0,01 0,71 0,34 0,68
7 3,58 4,0 3,75 0,03
8 1,13 3,19 3,1 1,01
9 0,22 0,16 0,48 0
10 0,76 IND 0,18 0,48
11 48,3 100 91 39,4
12 1,22 1,22 1,01 1,61
13 IND 0,02 0,49 0,77
14 1,59 53 29 87,6
15 IND 0,18 0,13 0,29
16 0,4 0,03 0,3 0,43
17 IND 0,51 IND 0,26
18 0 0,28 0,05 0
19 3,22 IND 45,2 5,93
20 51,2 93,2 8,55 47,9




/
Cizelge : Nakil sonrasi 30.,45.,60.,90 .giinlerde viremi saptanan /saptanmayan
olgularin CMV-spesifik IFNy diizeyleri

[zlem giinii CMV DNA Ortalama =+ standart sapma IFNy P degeri
viremisiz 6 +15,0
0,4
30. giin viremili 10+ 20,2
toplam 7,5+16,6
viremisiz 14,4+31,2
0,1
45.giin viremili 12,3+32,7
toplam 13,5+ 30,7
viremisiz 14,0+ 28,5
0,7
60. giin viremili 74+ 156
toplam 11,0+ 23,2
viremisiz 15,8+ 28,2
0,6
90. giin viremili 59+ 14,9
toplam 10,9+ 225

Rutin izlem giinlerimizdeki CMV-spesifik IFNy ortalamalarinda iki grup arasinda
istatistiksel anlaml fark yok



Wremi gelisen olgu 2 ¢ nin izlem siirecinde CMV DNA ve CMA,Lepe/sﬁk

IFNy diizevleri

Gmelcalinma hn e pn TR e R R DS TR AoV R ) M D e el g e R L o
Giin.ay 2016

KHT sonras: giin

22 26 29 33 36 40 43 47 50 54
LG D 230 455 2410 3860 11600 | 32600 | 10100 | 4790 2120 1340
(kopya / ml)
CMV-spesifik
IFNy (1U / ml) IND 0,24
Ornek alinma
2 17.12 | 21.12. | 24.12 28.12 31.12 04.01 07.01 11.01 14.01 | 18.01
Gilin.ay 2016
ST % 57 60 63 67 70 74 77 81 84 88
sonrasi gun
CMV DNA
(kopya / ml) 1020 829 156 198 478 497 2560 5360 352 6100
CMV-spesifik
IFNy (1U / ml) 0,56 2,86

A i 1712 | 2112, | 2412 | 2812 | 3112 | 0401 | 07.01 | 1201 | 1401 | 1801
Giin.ay 2016

KHT
sonrasi giin
CMV DNA
(kopya / ml)

CMV-spesifik
IFNy (1U / ml) 0,56 2,86

57 60 63 67 70 74 77 81 84 88

1020 829 156 198 478 497 2560 5360 352 6100

Ornek alinma
Giin.ay 2016
KHT
sonrasi giin
CMV DNA
(kopya / ml)

CMV-spesifik
IFNy (IU / ml)

21.01 25.01 28.01 01.02 08.02 11.02 15.02 18.02 22.02 25.02

91 95 98 102 109 112 116 119 123 126

687 1490 1040 225 3400 510 4110 9190 6010 | 10700

0,98 25.01 28.01 01.02 08.02 11.02 0,69
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Viremili hastalarin viral yiik ve CMV-spesifik IFNy degisimi her hasta icin farkl 6zellikte...



Cizelge: Viremi gelisen olgularim viremi baslangicinda

CMV-spesifik hiicresel immiin yanit yapilanmasi

CMV-spesifik IFNy
Chly Yaniti olan n: 5 Yanit1 olmayan n: 6
CMV DNA (kopya / ml)
- Ofk 2460 + 2000,7 42191,6 + 48429,5
(min.-maks.) ( 640-5890) (5650-127000
Viremi siiresi (giin)

Ort. 17:07E:10:1 81,7 + 60,6

(min.-maks.) (2-30) (25-170)

Iki grubun viremi siireleri ve viral yikleri arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05).



Viremi baslangicinda
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CMV spesifik IFNy yaniti

1. Olanlar
p <0.05

2.0lmayanlar
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CMV spesifik IFNy yaniti

1. Olanlar
p <0.05

2.0lmayanlar



Journal of Medical Virology 82:433-440 (2010)

Ex Vivo Monitoring of Human
Cytomegalovirus-Specific CD8" T-Cell Responses
Using the QuantiFERON"-CMYV Assay in Allogeneic
Hematopoietic Stem Cell Transplant Recipients
Attending an Irish Hospital

T. Fleming, 12.J. Dunne,? and B. C 1'nwli:y12"“=

Allojenik kok hiicre n: 43 D/ R*n:18, D*/ R* n:17, D*/ R n:8 ; hematolojik kanser n:29

Izlem : Nakil sonrast ilk 100 giin haftada bir (CMV DNA PCR + ise haftada 2 , tek + CMV DNA : Preemptif tedavi

Yiiksek risk grubunda ort.48 giin sonra CMV enf.

Yiksek ve orta risk grubunda CMV DNA saptandiginda CMV spesifik IFN- y mevcut degil.

Ge¢ CMYV hastalig1 gelisenlerde CMV spesifik immiinite yapilanmasi / iyilesmesi / diizelmesinde gecikme mevcut.

Akraba olmayandan nakil yapilanlarda kardesten yapilanlara gére CMV spesifik immiin yanitta gecikme ( ort.200 ve 58
giin)



— Sonuc

» KHN yapilan ¢ocuk hastalarda CMV enfeksiyonu gelistiginde,
viremi baslangicinda CMV-spesifik IFNy yanit1 saptananlarda
viremi diizeyi ve siiresi daha azdr.

» CMV hiicresel immiin yanit izleminde Quantiferon-CMV testi
uygulamasi kolay bir testdir.

» KHN hastalarinda CMYV hastaliginin dnlenmesi ve tedavisinde,
diger risk faktorleri yani sira, hiicresel immiinitenin de
arastirilmasi ve 1zlenmesi tani ve tedavi algoritmalarinin kisiye
0zel olarak degerlendirilmesini saglayacaktir.

Transplantation. 2013 Aug 27;96(4):333-80. doi: 101087/ TP.0b01 323182947254

Updated international consensus guidelines on the management of cytomegalovirus in solid-organ
transplantation.

Kotton CN', Kumar D, Caliendo AM, Asberg A, Chou S, Danziger-lsakov L, Humar A; Transplantation Society International ChY Consensus Group.




