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Humoral      Hücresel İmmünite 



Humoral    Hücresel İmmünite 



CMV                            BKV 



Sunum planı 

Akan hücre ölçer 

 

ELISPOT 

 

Quantiferon 

 

Crough T.Clin Microbiol 2009;22:76. 



Israeli M,et al.Transplant Immunology  2007,18:7 

Hücre içi ATP ölçümü :                              

Immuknow immün hücre fonksiyon yöntemi 

2002 FDA onayı 

Hücre içi ATP :ng / mL 



                       Kök hücre alıcılarında  

     spesifik immün yapılanmayı etkileyen faktörler   

 Hasta / donör yaşı 

 Primer hastalığı 

 Transplant tipi- kök hücre kaynağı, graft yapısı- 

 Uygulanan  protokollar 

 GVHD  / steroid kullanımı 

 HLA farklılığı derecesi 

 

 

 

 



                       Kök hücre alıcılarında  

     spesifik immün yapılanmayı etkileyen faktörler   

 Hasta / donör yaşı 

 Primer hastalığı 

 Transplant tipi- kök hücre kaynağı, graft yapısı- 

 Uygulanan  protokollar 

 GVHD  / steroid kullanımı 

 HLA farklılığı derecesi 

 

 

 

 



                       Kök hücre alıcılarında  

     spesifik immün yapılanmayı etkileyen faktörler   

 Hasta / donör yaşı 

 Primer hastalığı 

 Transplant tipi- kök hücre kaynağı, graft yapısı- 

 Uygulanan  protokollar 

 GVHD  / steroid kullanımı 

 HLA farklılığı derecesi 

 Hasta / donör serolojik durumu 

 

                D+ / R+                                          D- / R+     

      Multifonksiyonel CMV spesifik T hücre oluşturduklarından reaktivasyon, hastalık, 

mortalite kümülatif indeksi daha azdır ve daha az antiviral tedaviye gereksinim 

duyarlar. 

 

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

 

 

 



Akış sitometri (akan hücre ölçer) - hücresel bağışık yanıt izlemi- 

Akışkan sıvı içinde çözdürülen hücrelerin  

Dedektörler ile saptanarak                           

boyut ve özelliklerinin … 



Akan hücre ölçer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tetramer bazlı 

Hücre 

içi 

sitokin 

boyama 



Tetramer bazlı                        

akış sitometri 

 

Monomerik MHC 

peptid kompleksi 

TCR e düşük 

aviditeli.. 

 

Tetramerizasyon 

MHC-peptid 

kompleksinin 

aviditesini  

arttırarak  

ag spesifik T 

hücrelerinin 

saptanmasını 

sağlar   

 

Ancak ag 

spesifik T 

hücrelerinin 

tümü 

fonksiyonel 

olmayabilir. 

 

CFC ( Cytocine flow cytometry) :                           

ICS (Intracellular Cytocine Staining) :          

Sitokin akış sitometri :                                        

Hücre içi Sitokin Boyama  

 

Mononükleer hc.ler viral ag.ile uyarılır 

 

Sitokin sentezleyen özgül T lenfositler antisitokin 

antikorlar ve aktivasyon markerları kullanılarak  

hücre içi boyama sonucu gösterilirler.  

 

Fonksiyoneldir. 

 

Ozdemir E ,et al.Blood 2002, 100 : 3690. 



n :  27 HLA-A*0201+ ( R-/ D- n:6,  R-/ D+ n:3,  R+/ D- n:5, R+/ D+ n:13)  

 

1 yıl immünolojik ;  antijenemi testi….. 

CMV seronegatif, n:9 

CMV seropozitif 

 antijenemi - ,n:4 

CMV seropozitif 

 antijenemi + hst.-,n:10  

CMV seropozitif 

 antijenemi +, hst+ ,n:4 



n :  27 HLA-A*0201+ ( R-/ D- n:6,  R-/ D+ n:3,  R+/ D- n:5, R+/ D+ n:13)  

CMV pp65 ….. immündominant  NLVPMVATV peptidi 

1 yıl immünolojik ;  antijenemi testi….. 

CMV seropozitif 

 antijenemi -,n:4 

CMV seropozitif 

 antijenemi +, hst+ ,n:4 

CMV seropozitif 

 antijenemi +  hst.-,n:10  

CMV seronegatif, n:9 

      

Preemptif tedavi 

uygulanmasına karşın CMV 

hastalığı gelişenlerde 

 A2-NLV-spesifik CD8+ T 

hücre yanıtı saptanmadı. 

                     

Seropozitif,CMV hastalığı 

gelişmeyen olgularda (13/14) 

 A2-NLV-spesifik CD8+ T 

hücre yanıtı mevcut  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gratama J ,W et al. Blood 2010;116:1655-1662 

CMV infeksiyonunu belirlemede bir değer ? 

       İlk 65 günde  7 tetramer (+ )hücre / μl  

 

CMV immünite hızlı iyileşme :   

CMV hücresel immün yapılanmasında hızlı düzelme  

                         

 CMV hastalığından  koruyucu  (p:0.004 ) 

 

CMV immünite geç yapılanan grupta : 

  

CMV inf.gelişme riski  2.6 X  

CMVD gelişme riski    6.4 X 

Fatal komplikasyon gelişme riski 2.4 X  



n : 46 ; 

 Hücre yüzey molekülleri CD4,CD8,CD3,CD69 ;  

IFN-γ, IL-2, IL-4 sitokinler : Hücre içi sitokin boyama    

Spesifik immün yanıtın yeniden yapılanması ile viral yük azalıyor 

p.0.01 

6 hafta içerisinde  

CMV-spesifik T hücre yanıtı oluşturanlar ( CD8+T : 0.7 hücre / µl ) / İmmün yapılanması daha geç düzelenler   

 

CMV replikasyon :             % 33                               p:0.007                                                  % 89.5             

 

Spesifik immün yanıt 

Viral yük 



n : 46 ; 

 Hücre yüzey molekülleri CD4,CD8,CD3,CD69 ;  

IFN-γ, IL-2, IL-4 sitokinler : Hücre içi sitokin boyama    

6 hafta içerisinde  

CMV-spesifik T hücre yanıtı oluşturanlar   /   İmmün yapılanması daha geç düzelenler   

 

Survey     p:0. 07 

 



n : 24 ; 13 kardeş , 11 akraba olmayan donör  

Seropozitif donör alıcılarında ilk 50 günde CMV spesifik CTL tüm CD8 T lenfosit havuzunda 

% 21 ‘ ulaşmıştır. 

 

 

10 x10 6 / L üzerinde CMV spesifik CTL :   CMV hastalığından koruyucu bir değer…..  

CMV hastalığından koruyucu bir değer ? 



n : 30 ; 21 HLA uyumlu kardeş ; CMV spesifik T hücre proliferasyon test  

 

CMV-spesifik T hücre yapılanması  olan n: 17 : 

Geç CMV hastalığı gelişmedi. 

 

 

Virusa T hücre yanıtı yanıt gelişmemiş 

hastaların n:13  4 ‘ ünde  (% 30.8 ) geç CMV 

hastalığı gelişti. 

Krause H,et al.Bone Marrow Transplantation 1997;19:1111. 

     

120. Günde …. 

Virusa özel T hücre yanıtı mevcut değil ise daha sık, duyarlı taranmalı ,                                        

preemptif tedavi süresi uzatılmalı   

Geç CMV hastalığı riskinde olanları belirlemede ?  



Lozza L,et al. European J Immunology  2005,35:1795 

Monosit – 

Immatüre dendritik hücre  

kültürü 

Endoteliotropik ve dendrotropik  

CMV suşu ile inf. 

VR1814 CMV suşu 

İnfekte DC-lenfosit kültürü 

Sitokin sentezleyen CMV spesifik  

CD4+ ve CD8+ T hücresi 

    Dendritik hücre bazlı akış sitometri  



KİT hastaları Hasta 1                               Hasta 2                           Hasta3 

 

 

Lozza L,et al. European J Immunology  2005,35):1795 

Viral stimülasyon :  

DC ;  

inaktive viral Ag;  

pp65; 

 IE  

CMV spesifik CD4+ ve CD8+ hücresel bağışık yanıt kinetikleri 

 

DC bazlı akış sitometri yönteminde CMV hücresel immunitenin yeniden yapılanması daha 

duyarlı  monitorize edilebilir. 



Kontrol ve hasta grubunda -o.ay- aktivasyon sonrası ölçülen CMV IFN-γ spesifik T lenfosit sayıları 

bakımından anlamlı fark yoktur. 
 Doğan HK.Sitomegalovirus spesifik T hücre yanıtının flow sitometri yöntemi ile optimizasyonu. 

Uzmanlık Tezi 2013; Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji AD 



Doğan HK.Sitomegalovirus spesifik T hücre yanıtının flow sitometri yöntemi ile optimizasyonu. 

Uzmanlık Tezi 2013; Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji AD 

 3.ay CD4++CD8+IFN-γ T lenfosit sayısının 0. ve 1.ay CD4++CD8+IFN-γ T lenfosit sayısından daha düşük 



Doğan HK.Sitomegalovirus spesifik T hücre yanıtının flow sitometri yöntemi ile optimizasyonu. 

Uzmanlık Tezi 2013; Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji AD 

CMV DNA  

150 kopya / ml  



 Hücre İçi Sitokin boyama:ölçümü  referans yöntemdir. 

 Hücrelerin fenotipik ve fonksiyonel analizi yapılır. 

 8-10 saatte sonuç alınabilir. 

 

 Pahalı cihaz donanımı.. 

 Emek yoğun.. 

 Deneyimli lab.ekibi 

 Tüm aşamalarda standardizasyon sorunu 

Akış sitometri (akan hücre ölçer) - hücresel bağışık yanıt izlemi- 

 Tam kandan izole edilen PKMNH dondurulup saklanabilr mi? 

 Lenfositlerin mediumda ink.süresi? 

  CMV peptid kokteyl hacmi ? 

 Stimülasyon süresi ? 

 Yıkama solüsyonu? 

 Ko stimülatör ? 

 Transport inhibitör? 



ELISPOT ( Enzyme-Linked Immunospot  Assay ) 

-hücresel bağışık yanıt izlemi- 
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Solid faz üzerinde immobilize edilmiş 

 sitokin spesifik monoklonal ak. 

Ag ;  

mitojen ;  

negatif kuyucuklara örnek .. 

İnkübasyon…. 

Salınan özgül IFN-γ  

monoklonal ak.tarafından yakalanır.  

Enzimle konjuge antisitokin antikor 

Substrat ….. 

Yıkamalar….. 

                SFC ( Spot Forming Colonies )  

Spot oluşturan virusa özgül IFN- γ sentezleyen  

T hc.sayısı  / 2x 105 -106 mononükleer hücre 



               

 

   

 

 

 

 

 

 

1 SFC / 106 mononükleer hücre 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       IFN sentezleyen  

spesifik T  hc. 

saptanabilmesi için T 

hc. popülasyonunda 

özgül T 

       en az  % 0.002 

oranında olmalı : 

 

       40 özgül T / 106 

mononükleer  hücre 

Akan hücre ölçer 
ELISPOT 

Letsh A,et al.Methods 20013;31:143. 

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



BKV hücresel immün yanıt eşik değer : 7 ( 5-23) SFU / 200 000 hücre 



Hebart H, et al. Blood 2002; 99: 3830-7.   

Allojenik kök hücre hastası 20,40,50,70,80,100. günlerde ,  

CMV hücresel yanıt saptanamayan 8 hastayı 150 gün izlem… 

                     

Peptid spesifik CTL  ELISPOT / ICS yöntemleri ;  

CD4 T  ICS ile araştırılmıştır. 

                     
CMV spesifik CD8 ve CD4 yeniden yapılanması 

ile     vireminin temizlenmesi korele bulunmuştur. 

 

 
                     

14 / 19 hasta : ort.90.(35-234)  günde CMV -spesifik CTL  :                    0.14-60.6 hücre / µl 

11 / 18 hasta : ort.90.(35-180)günde CMV-spesifik CD4 T lenfositleri : 0.64-18.97 hücre / µl  

CD8 T 

CD4 T 

p< .0001 

p< .0045 

CMV hücresel bağışık yanıtın yeniden yapılanması / düzelmesi ile vireminin sonlanması arasında anlamlı 

ilişki var. 



Hebart H, et al. Blood 2002; 99: 3830-7.   

                                                 Geç CMV hastalığı olanlarda :  

ilk 3 aylık süre içerisinde CMV-protein spesifik T hücresi saptanmadı. 

CD8 T 

CD4 T 





BKVN gelişmeyen reaktivasyon hastalarında BKV  DNA düzeyleri ile spot sayıları arasında negatif 

korelasyon 

BKV DNA 

spot 



BKVN gelişmeyen reaktivasyon hastalarında BKV  DNA düzeyleri ile spot sayıları arasında negatif 

korelasyon   

BKVN gelişen olguda negatif korelasyon yok.  



Allojenik kök hücre nakil hastalarında hemorajik sistit gelişimi-                                                          

immün dominant BKV peptid ? 

Hemorajik sistit n : 5 ;  kontrol grubu n: 25  
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Hastaların  % 71 

Kontrol grubunun % 28 ‘ inde.. 

 

Allojenik kök hücre nakil hastalarında hemorajik sistit gelişimi-                                                       

immün dominant BKV peptid ? 

Hemorajik sistit n : 7;  kontrol grubu n: 25  

BKV peptid VP1 p108 ile  

stimüle edilmiş IFN- γ sentezleyen CD8 T hc.  



Allojenik kök hücre nakil hastalarında hemorajik sistit gelişimi- immün dominant BKV peptid ? 

BKV peptid VP1 p108 ; 

 nakil sonrası  HS gelişiminde   

immünolojik mekanizmada önemli bir 

rolü vardır . 

Gelecekte anti viral immünoterapide 

önemli bir hedef olabilir. 



CMV hastalığını öngörmede doğal ya da kazanılmış bağışık yanıtın hangi aktörü 

immünolojik bir belirteç ?    



n : 38 ;  

LPA , ELISPOT, Akım sitometri , kazanılmış ve doğal  bağışık yanıt… 

Clin Infect Dis 2009 ;49:1777-1783. 



n : 38 ;  

Clin Infect Dis 2009 ;49:1777-1783. 

İlk 180 günde CMV-LPA yanıtı 

alınanlarda viremi riski daha az ve 

viremisi var ise vireminin 

temizlenmesi daha hızlı..  

 

 

İlk 45 günde NK yapılanmasında 

düzelme CMV viremi gelişiminin 

önlenmesinde önemlidir. 
 

   



Bir milyon PKMNH ‘ de sitokin sentezleyen tek lenfosit yakalanabilir. 

 

Çok sayıda örnek bir arada çalışılabilir. 24- 48 saatte sonuç alınır. 

 

Farklı sitokinler aynı deneyde çalışılabilir. 

 

Tekrarlanabilir. 

 

Ucuz, kolay… 

 

Standardizasyon sorunu  

 

ELISPOT- hücresel bağışık yanıt izlemi- 

BKV antijenleri ? Kapsid proteinleri; erken proteinler, miks kokteyl..  

 

Okuma aşamasında spotların büyüklük ve yoğunlukları ?  

 

Eşik değerler ? 



Quantiferon - hücresel bağışık yanıt izlemi - 

 IGRA : Interferon Gamma Release Assay 

 

 CMV peptidleri ile ex  vivo uyarılan CD8+ T lenfositleri tarafından sentez edilen  

IFN-ɣ’nın ELISA prensipleri ile tam kanda kantitasyonu (IU/ml)  

 

 

 

 



Quantiferon - hücresel bağışık yanıt izlemi - 

QF-CMV  CMV proteinlerinin CD8+ spesifik 

epitoplarını simüle eden , toplumun % 98 inden 

fazlasını kapsayan çeşitli HLA alellerinden CMV 

proteinlerinden elde edilmiş 22 peptid içerir.  

 

FDA onayı : Yok ; AB ‘ de onaylı 

 

Test aşamaları göreceli daha kolay ve ucuz 

 

Standart 

 

18-24 saatte sonuç .. 

 

 

 

 



Quantiferon - CMV- 

"CMV Antigen" minus "Nil" "Mitogen" minus "Nil"

(IU/mL) (IU/mL) 

 <  0.2 ≥  0.5 Non Reactive Anti-CMV immunity NOT Detected 

≥  0.2 Any Reactive Anti-CMV immunity Detected 

< 0.2 < 0.5 Indeterminate Result indeterminate for CMV 

responsiveness 

QF-CMV Result QF-CMV Result  Interpretation 

271 örnek , sonuçların % 32 ‘ si ‘ indeterminate ‘ 

  

90 örnek , sonuçların % 20 ‘ si ‘ indeterminate ‘  

Fleming T, et al.J Med Virol 2010;82:433.   

  

Clari MA,et al.CVI 2012;19:791.  

  



Akan hücre ölçer ELISPOT 

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

Quantiferon 
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QuantiFERON-CMV 

CMV DNA - 

CMV DNA + 

  

Abate D , et al; J Clin Microbiol,  2013, 51: 2501-2507 

QuantiFERON-CMV ve ELISPOT korelasyonu :p < 0.037 

Testlerin HCMV DNA ile korelasyonu: p < 0.017 



n : 23  

QuantiFERON-CMV  duyarlık : % 76.3 

QuantiFERON – CD8 T Sitokin akış sitometri  Uyum : % 68,8  

(k=0,695; 95% confidence interval [CI], 0.548 to 0.835) 



QuantiFERON-CMV  duyarlık : % 76.3 

 

Eşik değer 0.1 IU / ml : duyarlık : % 81.8 



Ac,böbrek tx n:55 ( 44 : seropozitif ) 

 

Seropozitiflerin %68 i reaktif  ( >0.2 IU / mL ) 

 

Non reaktiflerin yarısında CMV replikasyonu …. 

Reaktiflerin %13 ünde CMV replikasyonu…. 

 

Tx öncesi CMV CD 8+ IFN-γ  <0.2 IU / mL ise reaktivasyon riski 10 kez fazla 



•108  SOT hasta ,% 68 seropozitif  

 

•Proflaksi tamamlandıktan sonra ..… 

 

•38  Hastada IFN-γ  :≥ 0.1 IU / mL   

 

•Saptanabilir yanıtı olan  hastaların  sadece 2 sinde  ( % 5.3 )                                                              

CMV hastalığı gelişti 

 

•CMV spesifik IFN-γ saptanmayan grupta                                                                                          

CMV hastalığı gelişme : % 22. 9   

      Kumar D,et al.Am J Transplant 2009 ;9:1214. 



      Lisboa LF et al., Transplantation 2012, 93: 195. 



Allojenik kök hücre n: 43  D-/ R+ n:18,  D+/ R+ n:17,   D+/ R- n:8   ; hematolojik kanser n:29 

                     

İzlem : Nakil sonrası ilk 100 gün  haftada bir ( CMV DNA PCR + ise haftada 2 , tek + CMV DNA : Preemptif tedavi 

                     

Yüksek risk grubunda ort.48 gün sonra CMV enf. 

 

Yüksek ve orta risk grubunda CMV DNA saptandığında CMV spesifik IFN- ɣ mevcut değil. 

 

Geç CMV hastalığı gelişenlerde CMV spesifik immünite yapılanması / iyileşmesi / düzelmesinde gecikme 

mevcut. 

 

Akraba olmayandan nakil yapılanlarda kardeşten yapılanlara göre CMV spesifik immün yanıtta gecikme     

( ort.200 ve 58 gün) 

   



n : 26      Quantiferon CMV : Nakil öncesi ve ayda bir ; viral yük :   

                     

Seropozitif alıcıların nakil öncesi CMV hücresel immünite : > 10 IU / ml 

 

CMVI > 1IU / ml n: 9  :CMV reaktivasyonu gelişmedi, ya da düşük viral yük …tedavi gereksinimi olmadı. 

 

CMVI  yapılanması olmayan  grupta  n: 8 : Yüksek viral yük ; 1 i hasta  

 

Kord kan alıcısında ( n:3)  3 aylık süreçte CMV immünitesinde yapılanma / düzelme gerçekleşmedi.1 yıl 

sonra ancak 1 hastada 0.67 IU / ml.   



Sitokin salınım testlerinin duyarlığını arttırma 

amacı ile …. 

 

Sağlıklı kişilerde n: 397 

 

CMV peptid, nativ lizat, rekombinant ag. ler…. 

 

Test protokoluna.TLR agonistleri eklendi 

 

En iyi sitokin yanıtı : Sentetik pp65 ve nativ CMV 

lizatı ile alınmıştır. 

 

En iyi ko stimülanlar    



n : 20      30, 45 , 60, 90. günlerde, ….. 

Quantiferon CMV - hücresel bağışık yanıt izlemi- 

 24-48 saatte sonuç alınır.  

 Duyarlık : % 76 

 Standart 

 Kolay 

 Ekipman gereksinimi çok az 

 

 3 ayrı tüpte tam kan gereksinimi vardır. 

 T hücrelerinin fenotipik analizi yapılamaz. 

 CMV inf. ve hastalığını öngörmede değeri ?  

 CMV hastalığı tedavisi tamamlandıktan sonra tekrarlayan viremi riski ? 

 Geç dönem CMV enfeksiyonu riski ? 

 Düşük düzeyde viremisi olan hastalarda vireminin kendiliğinden düzelmesi ya da hastalık gelişme riski ? 

 



Viral yük izlemi ile birlikte…. tamamlayıcı bir testtir. 

Kişinin viral etkene karşı immün yanıt kapasitesini belirler. 

Risk gruplarını belirlemede önemli bilgiler verir. 

 

İmmün yanıt kinetikleri 

Viral patogeneze ilişkin bilgiler artacaktır. 

 

Proflaksinin süresi ile ilgili yeni değerlendirmeler yapılacaktır.  

Preemptif – tedavi algoritmaları  yeniden değerlendirilecektir. 

 Bağışık yanıtı yapılanmış olanlarda daha kısa süre: İlaç toksik etkilerinde ,                                                            

maliyette azalma , ilaç direnci gelişmesinde azalma  

Anti viral direnç önlenmesi stratejilerinde yer alacaktır. 

 

Edinsel T hücre naklinden yararlanacakların belirlenmesi 

Hafıza hücresel immün yanıtı canlandıracak olan CMV aşı çalışmalarında yol gösterici olacaktır. 

 

Hücresel  bağışık yanıtın yeniden yapılanmasının  izlemi 



Kök hücre nakil hastalarında                                                         
viral özgül hücresel bağışık yanıtın izlemi 

tanı,tedavi algoritmalarında gelişmelere neden olacaktır.  
 



Kök hücre nakil hastalarında                                                         
viral özgül hücresel bağışık yanıtın izlemi 

tanı,tedavi algoritmalarında gelişmelere neden olacaktır.  
Geniş klinik araştırmalara gereksinim vardır.    
 


