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GiRiS

Herpesvirus enfeksiyonlar tiim diinyada yaygin olarak gérilen viral
enfeksiyonlardir. HHV-6 ekzantem subitumun etiyolojik ajani olmakia
birlikte, g¢ocuklarda ve yetiskinlerde ¢ok degisken klinik tablolara
yolagabilmektedir.

Saghkh bireylerdeki HHV-6 enfeksiyonlari genellikle
asemptomatiktir. Yetigkin populasyondaki seropozitiflik orani, toplumiarin
sosyoekonomik diizeyi, yagam kosullari ve hijyenik aligkanliklarina gére
% 80 - 100 arasinda degismektedir. Ozellikle tlkelerin sosyo-ekonomik
durumlan ile virusun dagilimi arasinda yakin bir iligki vardir. Avrupa,
Avustralya ve Amerika' da bu oran, Afrika ve Asya gibi gelismemis

bolgelerdekine gére daha dustktir 1=l

Tam Herpes grubu viruslarda oldugu gibi, HHV-6' da potansiyel
onkojen bir virus olarak kabul edilmektedir. In vitro olarak hiicrelerde
transformasyona yol agtigi gésterilmigtir. Ancak in vivo olarak insanlardaki
onkojenitesi hakkinda deliller ¢gok azdir ve risk faktérleri tam olarak

tanimlanmamistir ® Lenfomall hastalarda yapilan serolojik caligmalarda,

bu hastalarin kanlarinda ve lenfoid dokularinda viral antijenler gdsterilmis,
diger hastaliklar ve kan dondrierine gére bu grupta daha ylksek titrede
HHV-6 antikoru saptanmigtir. Bununla birlikte insan lenfomalarinda HHV-6
virusunun énemi halen anlagilamamistir 10-14

HHV-6 izolatlar; biyolojik, immidnolojik ve molekiler &zellikleri
bakimindan varyant A ve varyant B olmak uzere iki gruba
ayfllmlg.tlr. HHV-6 B’ nin ekzantem subitum etkeni ve immin sistemi
baskilanmig bireylerde siklikla  aktif oldugu bilinmesine ragmen,
HHV-6 A’ nin bugine kadar herhangi bir hastalik ile kesin bir iligkisi

tanimlanmamistir 15-21



HHV-6, in vitro transforme edici 6zellige sahiptir. Virusun latent
enfeksiyonun reaktivasyonu sonucu gelisen lenfomalar ve diger
hastaliklarda etiyolojik bir farklilik gdsterdigi ileri stiriimektedir. Bu ylizden
saglikli kisilerde ve lenfoproliferatif bozuklugu olan olgularda HHV-6
varyantlarinin dagilimi ve varligi hakkinda daha fazla detayli bilgiye
gereksinim vardir.

Ulkemizde HHV-6 sikligi, yayginigi ve varyant dagilimi konusunda
hentz detayll bir calisma yapiimamigtir. HHV-6 virusunun daha cok
tukrikle bulagtigl yapilan caligmalarda goésterilmistir 22 - 24 Kalabalik bir
toplumda yasamamiz ve hijyenik kosullarin vyetersiz olusu HHV-6
enfeksiyonlarinin Glkemizde de fazla olacagini disiindiirmektedir.

HHV-6 virusunun tanisi igin bugline kadar pek ¢ok ydntem
kullaniimigtir.  Ozellikle serolojik yéntemler virusun epidemiyolojik
caligmalan icin oldukga yararli olmustur. Ancak bu ydntemler ile heniiz
gavenli bir varyant spesifik tani yapilamamaktadir .

Son yillarda biyomolekiler ydntemlerin devreye girmesi ile birlikte
pratik 6nem kazanan PCR ile enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda direkt
olarak enfeksiyon ajanina ait nikleik asitler goésterilebilmektedir. Ayni
zamanda PCR ile ¢ogaltilan DNA' nin, RFLP analizi ile etkene ait farkli

tirler belirlenebilmektedir 2°~%.

HHV-6 igin bu ydntemlerle yapilan degdisik ¢aligmalarda, g¢esitli
klinik érneklerde PCR ile gogaltilan HHV-6DNA' si, restriksiyon enzimleri
kullanilarak genotiplendirilmig, bu caligmalar sonucunda PCR yénteminin
tani agamasinda olduk¢a duyarli oldugu ve RFLP ydénteminin ise
genotiplendirmede yararli bir yontem olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir 28-30

Bu bilgilerden yola gikarak c¢alismamizda, c¢esitli yas gruplarindaki
saglikli bireylerde ve lenfoproliferatif bozuklugu olan kanserli hastalarda
HHV-6 virusuna karg! antikor prevalansinin IFA ydntemi ile saptanmasi ve

TG YUKSEKUG R e i kM KUKUL:
DOKDOMANTASYON MERKEZ




ayni populasyonlarda PCR-RFLP yéntemi ile HHV-6 varyant A ve B
dagiliminin belirlenmesi hedeflenmistir.




GENEL BILGILER
TARIHCE

Human herpes virus - 6, ilk defa 1986 yilinda Salahuddin ve ark.
tarafindan AIDS ve cesitli lenfoproliferatif hastalii olan olgularin periferal

kan mononikleer hiicrelerinden izole ve karakterize edilmistir 31-33

1989 yilinda Yamanishi, Ueda, Asano ve ark., bu virusu ekzantem
subitumlu gocuklarin periferal kan lenfositlerinden izole etmisler ve insan

hastaliklarinda etiyolojik bir rol oynadigini bildirmiglerdir 32,

Baslangigta yapilan sinirli genomik analiz ve morfolojik galigsmalar
sonucunda virusun B hicrelerine ftropizm gésterdigi belirlenmis
ve Human - B - lenfotropik virus ( HBLV ) olarak adlandiriimigtir.
Ancak daha sonraki detayli c¢alismalarda B hicrelerine ilaveten
T hucreleri, epitelyal hiicreler, lenfosit, monosit - makrofaj hucre dizinleri,
dislk dUzeyde de olsa megakaryositler ve beynin glia hicreleri
gibi degisik hicre tiplerinide enfekte edebildigi gériimas, diger
morfolojik - biyolojik ézelliklerine gére Human herpes virus - 6 olarak

yeniden adlandiriimistir 37-39

VIRUSUN GENEL OZELLIKLERI

HHV-6, Herpesvirideae familyasinin yeni tanimlanmig bir yesidir.
Taksonomik siniflandirmast henliz kesinlesmemekle birlikte virus,
genetik 6zellikleri bakimindan CMV ve HHV-7' nin de iginde
bulundugu Betaherpesvirinae alt familyasinin Roseolavirus genusuna
dahil edilmistir. Ancak lenfotropizmi, biyolojik ve fiziksel &zellikleri
bakimindan da Gamaherpesvirus grubundaki EBV ile de yakin benzerlik

géstermektedir 33,4041 (Tablo1).



Tablo 1: Insan Herpesviruslarinin Siniflamasi <.

42

iNSAN HERPESVIRUSLARI

Alt aile / Cins Resmi Ad Sik Kullanilan Ad Biyolojik Ozellikler
Alphaherpesvirinae
Simplexvirus | Human herpesvirus 1 | Herpes simpleks virus 1 Hizli Greme,sitolitik,
Human herpesvirus 2 | Herpes simpleks virus 2 Noronlarda latentlik
Cercopithecine Simian herpes B virusu
Herpesvirus 1
Varicellovirus | Human herpesvirus 3 | Varicella~- zoster virusu
Betaherpesvirinae
Cytomegalovirus | Human herpesvirus 5 Sitomegalovirus Yavag Ureme
Sitomegalik
tukrik bezleri ve
bébrekte latentlik
Roseolavirus | Human herpesvirus 6 Makrofaj ve
Human herpesvirus 7 lenfositlerde latentlik
Gammaherpesvirinae
Lymphocryptovirus | Human herpesvirus 4 | Epstein -Barr virusu Lenfoproliferatif,
B lenfositlerinde
latentlik

YAPI

HHV-6, morfolojik olarak Herpes virus ailesinin genel yapisal
160-200 nm
capinda ve sferik yapida olup, 162 kapsomerden meydana gelen

Ozelliklerini tasir. Zarfli, ekstraseliler HHV-6 virionlan

90-110 nm c¢apinda ikozahedral simetride bir nikleokapside sahiptir.
Nikleokapsid ve dis membran arasinda yaklagik 20-40 nm kalinhginda
tegliment adi verilen grandler bir zon vardir. Tegument diger
herpes viruslara oranla HHV-6' da daha belirgindir. En i¢ kisimda
160 -170 kb

uzunlugunda, ¢ift sarmalli lineer yapida olup, guanin-sitozin icerigi % 43

tar 374243 (sekil 1).

elektronca yogun bir kor bulunmaktadir. Viral DNA;



HHV-6, genom yapisi bakimindan herpes viruslar iginde en gok
CMV ile yakin benzerlik g&stermektedir. DNA sekanslama ve restriksiyon
haritalama yéntemleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda korunmus bir gen
bélgesinde HHV-6 ve CMV arasinda %66’ dan daha fazla, diger
herpesviruslarla ise %50' den daha az oranda aminoasid benzerligi tesbit

edilmigtir 4% .

Zarf antijenleri

; Zarf
Nﬁkleokabsid .

Sekil 1: HHV-6 virion yapist ¥'.




REPLIKASYON

Bugin, HHV-8' nin replikasyonu ile ilgili pek cok 6nemli soru
cevapsiz kalmaktadir. Yapilan ¢alismalarda virusun CD+4 T hicrelerine
tropizm gésterdigi belirtiimesine ragmen, virusun hedef hlicre Uzerinde
baglandigi reseptér heniiz tam olarak belilenememistir. HHV-6 sadece
insan hticrelerinde replike olmaktadir. In vivo olarak genis bir konakg! doku
cesidine tropizm gostermektedir. Lenf bezleri, lenfositler, makrofaj ve
monositler, bdbrek tlbller endotel htcreleri, tikrik bezleri, néron ve
oligodendrositlerin HHV-6 ile enfekte olduklari belirlenmistir. In vitro olarak,
eniyi IL-2 ile aktive edilmig taze lenfositlerde replike olmaktadir. Ancak bir
¢ok izolat HSB-2, JHAN, Molt -3 gibi devamh hiicre kulttrlerine
adapte edilmigtir. Bu hiicreler diginda virus sinir, epitel veya fibroblast
orjinli hicre kultirlerinde Uretilmigse de bu sistemler ¢ok fazla tercih

edilmemektedir 1740 .

HHV-6 replikasyonu viral glikoproteinlerin konak hiicre ylzey
reseptdrleri ile reaksiyona girmesi ile baglamaktadir. Virus zarfinin, hiicre
membrani ile kaynagmasindan sonra viral nikleokapsit hicre
sitoplazmasina girer. Daha sonra, hicre membrani ile niikleokapsitin
kaynasmasi sonucunda viral genom nikleus icine aktanlir. Genomun
transkripsiyonu ve replikasyonu nikleusta olur. DNA sekanslama ve
aminoasit analizleri ile HHV-6 genomunda DNA polimeraz, DNaz, urasil
DNA dlikozilaz, majér kapsid geni, glikoprotein H, glikoprotein L ve
glikoprotein G gibi korunmug herpes virus proteinlerini kodlayan goklu bir
gen bélgesi belirlenmigtir 4147 %2,

Viral genomun replikasyonu, virus tarafindan kodlanan DNA
polimerazin etkisiyle gerceklesir. Olusan prokapsitier bos olarak nikleus
icinde toplaniriar. Icleri DNA ile dolduktan sonra nikleer membrandan
birer zarf edinirler. Daha sonra ya ekzositoz veya hiicre lizisi yoluyla
hicreyi terk ederler. Bu tarz replikasyon, tim Herpes grubu viruslarda

aynidir 7743,



Immiin presipitasyon teknikleri ile yapilan g¢aligmalarda infekte

hlicrelerde HHV-6 spesifik 10 -30 glikoprotein tanimianmistir 17,83.54

HHV-6, CMV ile vyakin genetik benzerlik gbstermesine
ragmen CMV' de tanimlanan timidin kinaz homologlari bu virusta

gosterilmemistir 7,
HHV-6 VARYANTLARI

HHV-6 izolatlan genom vyapisi, biyolojik ve immunolojik
Ozellikleri bakimindan varyant A ve varyant B olmak Uzere iki
gruba ayrilimistir. Bu varyantlarin in vitro hicre tropizmi, T hicre
markirlarinin  ekspresyonundaki etkilerii, monoklonal antikorlar ile
gosterdikleri reaksiyonlar, restriksiyon endoniikleaz profilleri, nikleotid
sekanslari, seroepidemiyoloji ve hastaliklar ile olan birliktelikleri birbirinden
farkhidir 57,

Tum farkhliklara ragmen bu varyantlar genetik &zellikleri
bakimindan birbirleri ile yakin benzerlik gdstermektedir. Genomik
sekanslar arasinda %95 oraninda homoloji bulunmaktadir. Genel olarak
varyantlar arasindaki bu sekans benzerligi antijenik ¢apraz reaksiyonun
ylksek diizeyde olmasi ile kendini gdstermigtir. Yapilan ¢aligmalarda
varyantlara ait diger 6zellikler arasinda da %25 oraninda farklilik
gozlenmistir 58-61

HHV-6B, ekzantem subitumun majér etiyolojik ajani olup,
aynl zamanda immin sistemi baskilanmig bireylerde siklikla
aktiftir. Bu varyant, tek gen lokusunda nikleotid sekanslarina gére
grup igerisinde %1' den daha az, gruplar arasinda ise % 2 - 4
oraninda farkh en az iki guba ayriimistir. Bu gruplar arasinda biyolojik
veya genetik ézellikler bakimindan bir farklilik olup oimadigl ise heniiz

bilinmemektedir 16,17,19, 28, 30 )

HHV-6 A, HHV-6B' ye goére toplumda daha az siklikla
gozlenmektedir ve insan hastaliklar ile olan etiyolojik iligkisi tam olarak




aydinlanmamisgtir. Bugiine kadar yapilan galismalarda HHV-6 B' den
badimsiz olarak ekzantem subitum veya diger atesli hastaliklarda hicbir

HHV-6 A izolati tanimlanmamistir 20.62,83

EPIDEMIYOLOJi

HHV-6 genis bir cografik dagilima sahip olup, tim dinyada yaygin
olarak bulunmaktadir. Dogal HHV-6 infeksiyonu tire 6zgudir ve bilinen
bir vektéri yoktur. Insan HHV-6 virusu igin tek rezervuar insandir. Virusun
insandan insana bulagma yollan henliz tam olarak aydinlanmamakia
birlikte, virus saglikh yetigkinierin tikraglnden %63-92 oraninda izole
edilmis; HHV-6 spesifik viral antijenler ve DNA, tikrik bezi ve bronsiyal
biopsi o6rneklerinde gésterilmisti. Bu durum enfeksiyonun en yaygin
sekilde yakin temas sonucu oral sekresyonlar araciigi ile bulagtigini
diisindUrmastar. Tukrik haricinde ¢ok yaygin olmasada, intrauterin veya
perinatal ve fekal-oral yollarla gegis olabilecedide yapilan ¢alismalarda
bildirilmigtir 8472 .

HHV-6 enfeksiyonlarinin insidansi yag, cografik bélge ve
sosyo-ekonomik dlzeyle yakindan iligkili bulunmustur. Yapilan
caligmalarda dusik sosyo-ekonomik sartlar ve kalabalik ortamlarda
enfeksiyonun insidans ve prevalansinin daha yiksek oldugu belirlenmigtir.
Seropozitiflik orani sosyoekonomik diizeye gére %80 - 100 olarak tesbit
edilmistir. Sosyal diizeyi dusik gruplarda enfeksiyonun erken yaglarda
kazanildigi buna karsilik 6zellikle gelismis Ulkelerde enfeksiyon yaginin
daha ileri dénemilere rastladigi bildirilmigtir.

Kangro ve ark., Ingiltere ve HongKong' da 593 serum &rnegini
degerlendirdikleri ¢alisgmada, HongKong' daki cocuklarin % 90' dan
fazlasinin Ingiltere’ dekilere gére daha erken yaglarda enfekte olduklarini
ve Ozellikle kalaballk ortamlarin virusun yayilliminda olduk¢a énemili

oldugunu gostemiglerdir .
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Degisik yas populasyonlarinda ELISA, IFA ve nétralizasyon testleri
ile yapilan caligmalarda ise seroprevalans oraninin %80' den daha fazia
oldugu gdézlenmistirr Bu caligmalar sonucunda toplumda 2 yasin
Uzerindeki insanlarin %95' inden fazlasinin HHV-6A veya HHV-6B veya

her ikisi ile seropozitif oldugu belirlenmistir 7

Yasg-spesifik olarak yapilan c¢alismalarda, kord kani ve yeni
dojan bebeklerin serumlarinda %90' dan daha fazla oranda
HHV-6 antikoru tesbit edilmigtir. Maternal antikorlarin kaybolmasi ile iligkili
olarak, yasamin ilk 4 ayi icerisinde seroprevalans ve geometrik ortalama
titrelerinde dusls gdzienmigtir % Primer enfeksiyonia birlikte antikor

titresi 4 ay - 1 yas arasinda pik dizeyine ulagmistir. Bu durum
enfeksiyonun genel olarak erken ddnemlerde kazanildigini
distndarmustur. En yOksek antikor titresi 4 yasin altindaki ¢ocuklarda
gozlenmistir. Bazi ¢alismalarda yetiskin donemde seropozitivite oraninin
dustagu ifade edilirken, bazi caligmalarda ¢ocukluk, ergenlik ve
40 yasina kadar olan dénemde stabil kaldigi, 40 yasindan sonra ise % 35

oraninda azaldi§: ifade edilmistir 2

KLINiK OZELLIKLER

HHV-6' nin ¢ok sayida klinik hastaligin patojenezinde etiyolojik bir
ajan olarak rol oynadidi ileri sGrilmustar ( Tablo 2 ). Virusun iligkili oldugu
klinik tablolar temel olarak primer ve sekonder enfeksiyon olmak Gzere

baslica iki kategoride toplanmistir 37,4279
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Tablo 2: HHV-6' nin klinik hastaliklar ile etiyolojik iligkisi 37

Hastalik Etiyolojik Iligki

Ekzantem subitum +++
Cesitli dékuntu ile seyreden ategli hastaliklar ++
Hepatit ++
immiin yetmezligi olan konakta gérilen siddetli hastalikiar ++
(pnémoni, hepatit vb. )

Malignensi ve lenfoproloferatif lezyonlar +
Kronik yorgunluk sendromu +

Diger hastahklar +

(Kikuchi hastalig: vb.)

1. PRIMER ENFEKSiYON

Primer HHV-6 enfeksiyonu, virusun ekzojen olarak kazaniimasi
sonucu seronegatif kisilerde gérulen klinik tablodur ve genellikle
asemptomatik seyirlidirr En yaygin sekilde dogumdan 3-6 ay sonra
maternal antikorlarin kaybolmasi sonucu gelisir.

Cocuklarda primer HHV-6 enfeksiyonu ile birlikte gérilen en yaygin
klinik tablo ekzantem subitumdur. Bu hastalik roseola infantum veya
6. hastalik olarakta bilinmektedir. Ekzantem subitum, HHV-6' nin etkeni
oldugu dogrulanan tek hastaliktir. Ekzantem subitumlu gocuklarda yapilan
calismalarda, bu hastalarin periferik kanlarindan siklikla HHV-6 B varyanti

izole edilmis ve serokonversiyonu gésterilmistir 80-83

Hastalik; spesifik olmayan prodrom belirtilerini takiben 40 °C* vyi
asan yUksek ates, rubelliform dékintl, yumusak damak ve uvulada
eritemli papuller (Nagayama 's spotlarn ), fontenel siskinligi, konvilztiyon,
ishal, 6ksiriik, gozkapag 6demi, servikal lenfoadenopati, periferik kanda
lenfositozis ve nétropeni ile karakterizedir.

TL Wmm@@amm KURUL
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Lenfositler, plazmositoid sitoplazmall atipik lenfoblastlardir,
nétropeni imminsipresyonu disindirecek dizeyde degildir. Hastaligin

84 -86 Bununla

genel olarak prognozu iyidir ve spontan iyilesme gdsterir
birlikte ekzantem subitum sirasinda veya sonrasinda gérilen, febril
konvulziyonlar ve nérolojik komplikasyonlardan ( ensefalomiyelit, anormal
EEG, anormal BOS analizi ve nérolojik sekellerden ) HHV-6 sorumiu
tutulmaktadir. Virusun primer enfeksiyon sonrasinda BOS' na gegerek
latent kalabilecegi ve reaktivasyon ile konvilziyonlara yol agabilecegide

ileri strllen gérugler arasindadir 87.88

Saglikli yetigkinlerde primer enfeksiyon nadir gérilir ve normal
cocukluk dénemine gére daha agir seyreder. Semptomlar genel olarak
uzamis lenfoadenopati, EBV ve CMV ile iligkisiz heterofil antijen negatif
enfeksiydz mononilkieozis benzeri sendrom ve fulminan hepatit

seklindedir 8

2 . SEKONDER ENFEKSIYON:

Sekonder enfeksiyon ya endojen olarak latent enfeksiyonun aktive
olmasi yada daha énceden imminite kazanmis kisilerde virusun ekzojen
olarak yeniden alinmasi sonucu geligen tablodur.

Vicutta latent halde bulunan virus; fizyolojik, patolojik, iyatrojenik,
gebelik, malignite, transplantasyon, imminsipresif tedavi gibi cesitli
etkenlerle tekrar aktive olabilir. Saglikl kigilerde IgM antikorlarinin siklikla
saptanmasi, bagisik bireylerde sik gérilen reaktivasyon veya virusun yeni
bir susu ile reinfeksiyonu distndirmektedir.

Sekonder enfeksiyon latent hale gelmedikge veya kazaniimig tam
bir immunite varsa 6nemli bir tablo olusturmaz. Klinik semptom ve bulgular
primer enfeksiyona gére daha hafiftir ve genellikle asemptomatiktir. Ancak
immin sistemi baskilanmis bireylerde, primer enfeksiyon gibi sekonder
enfeksiyonda da semptomatik veya agir patoloji ile seyreden klinik

hastaliklar gérilebilmektedir .
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HHV-6' nin reaktivasyon veya reenfeksiyona bagh olarak

pek ¢ok klinik tablo ile iligkili oldugu ileri strtimektedir. Kronik yorgunluk

sendromu, kronik kemik iligi supresyonu, hemofagositik sendrom 90,

pnémoni, bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda allograft reddi °* * %,

kemik iligi transplantasyonu yapilan hastalarda gérilen " graft versus host

" reaksiyonuna ikincil pnémoni 93-96

, Sjogren sendromu, Afrika tipi Burkitt
lenfoma, Kawasaki hastalidi, tiroidit, romatoid artrit, Crohn hastaligi,
Kaposi sarkomu, Gullain-Barre sendromu, multipl skleroz ve Parkinson
hastaligi gibi. pek ¢ok klinik tablo ile birliktelik gbsterdigine dair olgu
raporiari bulunmaktadir. Ancak bu hastaliklarin higbirinde etiyolojik iligki
henliz kesin olarak dogrulanmamigtir. Bu birlikteliklerin bazilarinin,
hicresel immin yetmezligin ikincil HHV-6 reaktivasyonuna bagl
olabilecegi ileri sarGimigtur 87,98

HHV-6' nin HIV enfeksiyonundaki roli henlz arastirma
safhasindadir. Her iki virusunda CD+4 T hicre lenfotropizm
gostermesi, HHV-6' nin  HIV enfeksiyonlarinin ilerlemesinde
bir kofakidr olabilecegini dusundirmastir. Son yillarda yapilan

calismalarda ise bu hastahgin ileri safhalarinda yaygin HHV-6

enfeksiyonu gésterilmigtir %1%

olan hastalarda EBV ve CMV' e benzer sekilde primer HHV-6

enfeksiyonu, latent HHV-6 reaktivasyonu ve litik HHV-6 enfeksiyonu
106,107

. Tim bunlara ilaveten, immin yetmezIigi

gbzlenmistir
HHV-6 iLE ILISKILI LENFOPROLIFERATIF HASTALIK VE LENFOMALAR

HHV-6, lenfotropik bir virus oldugu igin lenfoadenopati ile seyreden
hastaliklarda serolojik olarak kanda ve hastalikli dokularda varlig
arastinimaktadir. HHV-6 antikorlarinin yiiksek prevalansi AIDS' le iligkili
veya iligkisiz nodal Hodgkin lenfoma; AIDS ile iligkili veya iligkisiz nodal
veya ekstranodal B ve T hiicreli non-Hodgkin lenfoma; reaktif lenfadenit;
sinUs histiyozis; histiyositik nekrotizan lenfadenit ( Kikuchi hastalig );
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lenfoproliferatif hastaliklar; akut ve kronik lenfositik l6semi, Sjogren
sendrom, Hodgkin ve non - Hodgkin lenfoma, Afrika tipi Burkitt lenfoma,
akut ve kronik l6semi ve sarkodiozlu hastalarin serumlarinda tesbit
edilmigtir. Tim bunlara ragmen, gunimizde HHV-6' nin herhangi bir
kanser tablosu ile direkt iligkili oldugunu gosteren kesin deliller mevcut
degildir 198111,

T hicreli lenfoproliferatif hastalik ve lenfomalardan, nodal ve
ekstra nodal T hicreli non Hodgkin lenfoma ve anjiyoimmunoblastik
lenfoadenopati ile iligkili oldugu bildiriimektedir. T hiicre hastaliklarinda
HHV-6 enfeksiyonu veya reaktivasyonunun, hastaligi modifiye edebilecegi

ve progresyonunu hizlandirabilecedi dastntlimektedir. T  hcreli
lenfomalarda virusun patogenetik roll belirsizdir " HHV-8' nin normal

T hicrelerini enfekte ederek, T hiicre fonksiyonunu baskilayabilecegi ve
immunsGpresyona yol agabilecedi, bu yolla malign klonun hizl
blyimesine ve yayllmasina neden olabilecedi ileri strdlmektedir. Bunun
disinda yapilan galigmalarda EBV ile enfekte hucrelerin HHV-6 ile
enfeksiyonunun, EBV gen ekspresyonunu arttirdigi ve EBV
replikasyonuna yol actigi gésterilmisti. HHV-6' nin, EBV ile iligkili
lenfoproliferatif hastallk ve lenfomalarda progresyonu hizlandirarak
patogenetik bir rol oynadigi digtntimektedir .

PATOGENEZ VE iMMUNITE

Yiksek seroprevalans nedeni ile yeni dogan bebeklerin ¢ogunda
HHV-6' ya kargi maternal antikorlar vardir ve bu dénemde primer

enfeksiyon nadir olarak gértlir. Maternal antikorlarin azaimasi ile birlikte

6-12 aydan itibaren primer enfeksiyon olasiiigi artar 12114

CD +4 T lenfositleri virusun predominant olarak hedef aldig
hiicreler olmasina ragmen, virusun bu hlcrelere baglandigi reseptérier
henliz tanimlanmamigtir. Ekzantem subitum ve heterofil negatif
mononikleozis gibi akut hastaliklarda direkt viral sitolizisin etkili oldugu
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disUndimektedir. Ancak virusun vicuda girdikten sonra bir viremi

olusturdugu ve bu yolla tim viicuda yayildig: bilinen gergekler arasindadir.
CMV enfeksiyonlarinda oldugu gibi, HHV-6 enfeksiyonlarinda da

patojenez yéniinden 3 énemli nokta gézéninde bulundurulmaktadir :

¢ Dolasan antikorlarin varliinda virus hiicreden hiicreye yayilabilir.

Hacreden serbestlesen virus, B mikrogloblini absorbe eder.
B2 mikroglobdlin, virusun antijenik bélgelerini maskeleyerek onu antikor

noétralizasyonundan korur.

e Virus, konakgida latent olarak kalabilir. Ozellikle monontkleer
I6kositlerde gizlenerek bébrek ve kemik iligi gibi organ ve dokularda
latent olarak kalir.

o Immunsiipresyon durumlarinda reaktive olur.

HHV-6' nin kendisininde CD+4 T lenfositlerini azaltarak CD4 / CD8
oraninda disme ve lenfosit fonksiyonlarinda bozulmaya yol agarak
imminsupresyona neden olabilecegide ileri stirlilen gérigler arasindadir.

Primer HHV-6 enfeksiyonu sirasinda, diger viral enfeksiyonlarda
oldugu gibi hiimoral imm{n cevap goérilmektedir. Vireminin kaybolmasi ile
birlikte virus spesifik nétralizan antikoriar olugsmaktadir. IgM tarl nétralizan
antikorlar klinik belirtilerin goérilmesinden sonraki 5-6 gun icinde kanda
tesbit edilebilir duzeye gelmekte, 2-3 haftada en ylksek dizeyine
ulastiktan sonra, genel olarak 2 ay iginde kaybolmakta ve reaktivasyon
sonucu yeniden ortaya ¢ikabilmektedirler. Yetigkinlerin yaklasik olarak
% 5 inin herhangi bir zamanda HHV-6 ile IgM pozitif oldugu tesbit
edilmistir. Fakat bunun tetikleyici faktérinin ne oldugu hentiz tam olarak
aydinlanmamistir. 1gG antikorlari hastaligin atesli dénemini takiben
7-10 gin sonra olugmaktadir ve yillarca tesbit edilebilir dlizeyde viicutta
kalmaktadir. Reaktivasyon durumlarinda ise bu antikorlarin diizeyleri daha
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yliksek seviyelere ulagmaktadir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda

HHV-6 enfeksiyonlarinda spesifik IgA yaniti gésteriimemistir 18,

HHV-6 enfeksiyonlarinda olusan himoral immiin cevaba ragmen
latent virusun reaktivasyonu ve tlkrikten uzun sire salinimi yuksek
antikor titreleri ile dnlenememekte hatta birbiri ile iligkili bulunmaktadir.
Dolayisiyla HHV-6 enfeksiyonlarinda hiicresel imminitenin daha buyuk
onem tasidigi dustnalmektedir. Hilcresel immunitenin  baskilandigi
durumlarda érnegin kemoterapi alanlarda, immunsipresif ve ya sitotoksik
ilag kullananlarda HHV-6 reaktivasyonu siklikla bildiriimektedir. Bébrek
transplantasyonu sonrasinda goérilen antikor ftitresindeki artig,
viremi, virusun basta kan olmak izere kemik iligi, bronkoalveolar ve oral
lavaj 6rneklerinden izole edilmesi, AIDS’li hastalarda HHV-6 ‘nin gesitli
dokulara yayimasi, HHV-6' nin hicresel bagisikligin baskisindan
kurtularak aktif hale gegtigine isaret etmektedir.

Akut ategli faz sirasinda IFN-a diizeyinde artig, ayrica periferal kan
mononiikleer hiicre kilturlerinde IL-1 B ve TNF-a gibi ¢ézundr sitokinlerin
varlgi gosterimesine ragmen, HHV-6 enfeksiyonlarinin  kontrol
altina alinmasinda hlcresel immuinitenin rolil hakkindaki pek ¢ok
soru heniiz aydinlanmamigtir. IFN-a, TNF-a ve IL-1 B gibi ¢&ztnir
faktérlerin olusturulmasi, IL-2 ekspresyonun inhibisyonu ve lenfosit,
monosit, makrofajlar ve kemik iligi preklrsér hicre populasyonlarinin
Gremelerinin slpresyonu gibi, HHV-6' nin in vitro etkileri ile in vivo

enfeksiyonun biyolojik iligkileri bugiin tanimlanmayi bekleyen konular

arasinda yer almaktadir 118,117

TANI

Primer HHV-6 enfeksiyonlan genel olarak belirtisiz veya nonspesifik
enfeksiyon bulgulari ile seyrettigi igin klinikk tani pratk &6nem
tagimamaktadir. Ayrica virus normal kosullarda seropozitif saglikl
bireylerin  tukrik, kan ve diger bir cok bdlgelerinde Ilatent olarak
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bulundugu igin, hastalardan etkenin izole edilmesi her zaman
mevcut klinik belirti ve bulgular ile birlikte degerlendiriimemektedir. Ancak
son yillarda organ transplantasyonu, AIDS ve ¢esitli malignitelerden
dolayl immunsUpresif bireylerin sayisi gittikge artmaktadir. HHV-6' nin
bu hasta gruplarinda agir klinik tablolar olusturdugu bilinmektedir.
Bu nedenle tedavi takibinin yapilmasi ve gerekli énlemlerin zamaninda
alinmasi bakimindan, hizli ve kesin tani bu asamada olduk¢a &6nem
kazanmaktadir 2.

Gunimiizde ayirici tani i¢in kullanilan laboratuvar yéntemlerini:
o Virus izolasyonu ve kultlra
e Serolojik yéntemler

o Biyomolekiler yéntemler

olmak 0zere {i¢ ana baslik altinda toplamak mumk{ndur.

VIRUS iZOLASYONU VE KULTURUO

Virus izolasyonunda kan, tukurtk, BOS, idrar, serebrospinal sivi

basta olmak Uzere gesitli vicut sivilari veya doku biyopsi &rnekleri

kullaniimaktadir '18-12°,

Klinik érmeklerden virusun izolasyonu igin kullanilan en duyarl
hicreler, gobek kord kani veya saglikli yetiskinlerden elde edilen
mitojen ( fitohemaglutinin, IL-2 ) ile uyarnimis mononikleer hicrelerdir.
Hucre kdlttrlerinde virusun Oremesi intranikleer veya intrasitoplazmik
grandllerin varligi ve hicrelerin blyldk refraktii hale gelmesi ile

karakterizedir 2" 122,

Ayrica hiicre transformasyon aktivitesi ile iligkili
olarak, hiicre kilttrlerinde transforme olmus odakiar gésterilmistir.

Primer lenfosit kiltlrlerinde izolasyon referans ydéntem olmasina
ragmen, aktif HHV-6 enfeksiyonlari igin kullamim alani sinirlidir. Ekzantem

subitumun akut fazinda virus %90' dan daha fazla oranda izole edilirken,

reaktivasyon durumlarinda ¢ok fazla basarili olmadigi gézlenmigtir 123,
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SEROLOJIK TESTLER

HHV-6 enfeksiyonlarinin tanisinda viral kiltir kesin yéntem
olmasina ragmen, sonug i¢in birkac hafta beklenilmesi gerekmektedir 2
Enfekte edilmig hicrelerde veya klinik 6rneklerde viral antijenlerin veya
genomunun gosterilmesi ise erken tani olanag sagladigi gibi kaltur
yénteminide desteklemektedir.

Serolojik yéntemler hastaligin tanisindan ziyade daha g¢ok
epidemiyolojik arastirmalarda kullaniimaktadir.

Primer HHV-6 enfeksiyonlarinda HHV-6 spesifik IgM antikorlari
5-7 gln igerisinde saptanabilir dUzeydedir, fakat codu kultir pozitif
cocuklarda saptanabilir IgM antikor yaniti herzaman gézlenememektedir.
Ayrica saglikh yetigkinlerin % 5' inde IgM antikorlarinin herhangi bir
zamanda pozitif olmasi, bu antikorlarin klinik olgularin tanisinda tek basina
yeterli olmadidini goéstermistir. HHV-6 IgG antikorlan vicutta uzun
stre kaldiklan igin daha c¢ok seropozitifligin goésteriimesi bakimindan
deger tasimaktadirlar. Ancak reaktivasyon veya reenfeksiyon
durumlarinda IgM antikorlari yeniden ortaya c¢ikmakta ve IgG antikor
diizeyinde 6énemli artiglar kaydedilmektedir. Bu nedenle, bu antikorlar
HHV-6 reaktivasyon veya reenfeksiyonlarinda énemli bir belirteg olarak
kullaniimaktadirlar "817:37:4243.77

HHV-6 enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda ;
e Enzim - linked immunosorbent assay
e Kompleman birlesmesi testi
o Notralizasyon testi
e Indirekt hemaglitinasyon testi
e Immun Floresan Antikor testi
e Radioimmunoassay
o Fotometrik partiklil aglttinasyon testi
o Westernblotting
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gibi teknikler gelistiriimigsede seroepidemiyolojik calismalarda,
daha ¢ok IFA ve ELISA yéntemleri kullaniimaktadir.
IFA yéntemin duyarlihd: ELISA testine gére daha zayif olmakla

birlikte 8zgullugu daha yiksek bulunmugtur 12412,

INDIREKT FLORESAN ANTIKOR TEKNIGi

Immiinfloresan teknikleri, mikroorganizmalarin cabuk
identifikasyonu, kanda antikorlarin saptanmasi, kanda T ve B
lenfositlerinin identifikasyonu gibi. pratik énem tagiyan birgcok alanda
basari ile kullanilan antijen-antikor tanisina dayali yéntemlerdir. Sadece
floresan mikroskoba ihtiyag gdsteren bu teknikler yllksek spesifiteye
sahiptir. Bu test, ilk izolasyonundan ginimize kadar HHV-6

enfeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak kullaniimistir 127,128

Testin temel prensibi, 6zel lamlarda fikse edilmis enfekte hiicreler
veya etkene 6zgll saflastinimig antijenlerin, hasta serumunda bulunan
antikorlarla birlestikten sonra ortama ilave edilen floresanli anti- insan
globulin ile baglanarak floresan vermesi esasina dayanmaktadir
( Sekil 2).

Bu yéntemin basarisi alinan 6rnegin kalitesine, hazirlanan

preparatin  temizligine, kullanilan antiserumun &zgulligine ve

degerlendiren kisinin tecribesine baglidir 1313

. Sonuglarin kisa slrede
alinmasi nedeni ile tercih edilmektedir. Dezavantajlan kilttr tekniklerine
gére daha az duyarli olmasi, enfekte hiicre tabakalarinin kullaniimasi ve
spesifik ndkleer floresanin nonspesifik sitoplazmik floresandan kolay

ayniimamasidir.
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Antijen

Antikor

Anti-antikor
+

fluorokrom
(konjuge)

Sekil 2 : Indirekt immunfloresan antikor teknigi.

HHV-6 ile enfekte hiicrelerde IgG molekiilierine kars
Fc reseptori tasiyan sitoplazmik inklizyonlar oldugu igin, 1gG
antikorlarinin saptanmasi sirasinda, yalnizca g¢ekirdek i¢i inkllizyonlarin
floresaninin degerlendiriimesi gerekir. Bu reseptdorler, IgG' ye non spesifik
olarak baglanirlar ve HHV-6 antikoru icermeyen serum ile yalanci pozitif
floresans verirler. Ayrica IgM antikorlarinin saptanmasi sirasinda romatoid
antikor komplekslerine bagl olarak 6zgil olmayan yalanci pozitif sonuglar
alinabilmektedir .

IFA yobnteminin, HHV-6 enfeksiyonlarinda ozellikle pediatrik
populasyonun  epidemiyolojik  caligmalarinda 6nemli  bir  yeri

34-38,73,74,97

olmustur . Test sirasinda yapilan iglemlerin pratikligi, az

TC YOKSEXKOCRETIM KURULY
KOTANTASYON

DO




miktarda hasta serumunun kullaniimasi ve kisa stirede sonug alinmasi IFA
testinin yaygin olarak kullanilabilirligini saglamigtir.

Antikor tarama testleri epidemiyolojik galigmalarda kesin degerlere
sahip olmakla birlikte, klinik kullammlari simiridir. Ayrica duyarliik ve
6zglliikleri test sirasinda kullanilan reagenlere baglt olarak
degismektedir. Bu ydntemler ile HHV-6A ve HHV-6B varyantlan
arasindaki ayirim capraz reaksiyonlar nedeni ile glvenli bir sekilde
yapilamamaktadir. Ginimuizde varyant spesifik tam igin gelistiriimis
herhangi bir serolojik yéntem bulunmamaktadir.

Son yillarda teknolojik gelismelere paralel olarak HHV-6
enfeksiyonlarinin tanisinda c¢ok daha duyarli yéntemler kullanima
girmigtir. Bu amagla DNA hibridizasyonu ve PCR gibi, biyomolekiiler
yontemler pek cok laboratuvarda rutin amach testler olarak

kullanilmaktadir 228:96. 8872

PCR

PCR ,1987 yilinda Kary Mullis tarafindan tanimlanmis, in vitro DNA
cogdaltma yoéntemidir. Bu yéntem hiicre iginde gerceklesen dogal
replikasyonunun bir tp icinde taklit edilmesi esasina dayanmaktadir.
PCR ile DNA' nin gogaltilabilmesi i¢in reaksiyon karigiminda g¢ogaltilacak
olan kalip DNA; bu DNA' da ¢ogaltiimasi planlanan bélgenin iki ucundaki
DNA dizisini 6zgal olarak taniyip, ona baglanacak olan DNA primerleri;
primerlere baglanip bunlara 3' ucundan nikleotidleri ekleyerek sentez
yapacak olan DNA polimeraz, sentezde kullanilacak deoksinlkleotid
trifosfatlar; polimerazin galismasi i¢in gerekli tampon gérevi yapacak
maddeler ve tuzlar (genellikle tris ve KCl ) ve enzimin galigmasi igin
dnemli bir kofaktér olan Mg ** iyonlar gerekmektedir.

PCR lg¢ degisik sicaklikta galigan basamaklarin bir déngil halinde
tekrarlanmasi ile gerceklesir. ik basamak denatiirasyondur. 94 ° C' ye
isttilan DNA' nin iki zinciri birbirinden ayrilir. lkinci basamak birlegmedir
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(annealing) . Sicakhgin dusirtimesi ile primerler gogaltilacak bolgenin
uglarinda yer alan kendilerine 6zgll dizileri taniyarak hidrojen baglari ile
baglanirlar. Primerlerin 6zgul olarak baglanmasi igin kullanilan sicaklik
genellikle 50 ile 70 °C arasinda degigsmektedir. Uglncli basamak
polimerizasyon veya sentez asamasidir. Karigim, DNA polimerazin
calistigi optimum sicaklik olan 72 °C' ye getirildiginde, primerlere
baglanmis olan enzim molekilleri 3' ucuna kalip DNA' ya uygun
niikleotidleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu (¢ basamak bir déngliyt
olugturur ve her tekrarlanista iki primer arasinda kalan &zgul
DNA pargasinin birer kopyasi ¢ikartiimis olur (Sekil 3). Cogaltilan DNA
pargalarinin gdsterilmesi igin en yaygin olarak kullanilan yéntem, agaroz
veya poliakrilamid jel elektroforezidir. Elektroforez ile boylarina gére
ayristirilan DNA zincirleri etidyum bromdr ile boyanarak ultraviyole 1511
altinda izlenir.

PCR yontemi ile ortamda birka¢ DNA kopyas! bile olsa, hedef
gen birkac saat iginde 10° kat arttirilabilmektedir. Bu nedenle kisa
surede sonu¢ vermesi bakimindan diger tani yéntemierine
gore daha ustundir. PCR protokolleri arasindaki farklilik, degisik
primerlerin segilmesinden kaynaklanmaktadir. Dogru primerler segildiginde
duyarlihk %100 dar. PCR yoéntemi igin etkenin mutlaka canli olmasi

. 134,135,136,137
gerekmemektedir 34,135.136,137,

PCR' in en o6nemli kullanim alanlarindan birisi enfeksiyon
hastaliklarinin tanisidir. Bu yontem 6zellikle mikroskobik inceleme ile
saptanmasi ve  kulturde dOretimesi zor ya da imkansiz
mikroorganizmalarin ( viruslar, ge¢ ireyen mikobakteri gibi baz bakteri
turleri, ¢esitli mantar ve parazitlerin ) erken, duyarl ve 6zgul tanisinda son
yillarda olduk¢a dnem kazanmistir.
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1.ve 2, Stepler

Sekil 3 : Polimeraz zincir reaksiyonu.
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Gunumizde PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan DNA dizileri spesifik
enzimler araciligi ile kesilerek bu etkene ait genotiplendirmeler yapmak
mumkindar. Bu amagla kullanilan RFLP testi, ylksek yinelenebilirlik
6zelligi ve kesin sonuglari ite genotiplendirmede siklikla tercih edilen bir
yontemdir.

RESTRIKSIYON FRAGMAN UZUNLUK POLIMORFizMi ( RFLP)

Rekombinat DNA arastirmalan igin temel bir ara¢ olan restriksiyon
endonikleazlar, 6zgul baz dizilerini taniyarak cift sarmalli DNA' y1 spesifik
bélgelerinden kesen enzimlerdir. DNA' dan genin ve ya gen taglyan bir
DNA segmentinin gikariimasinda etkin ve spesifik fonksiyon gésterirler. Bu
enzimlerin molekuler biyolojide RFLP analizi , southern blot analizi ve prob
hazirlanmasi gibi bir ¢ok kullanim alanlart vardir. Restriksiyon
endontikleaz enzimler Tip I, Tip Il ve Tip lll olmak {izere baslica li¢ gruba
ayrilmistir.

Tip I ve Tip lll endonlkleazlar, DNA' da spesifik baz dizilerini
tanimalarina ragmen, kesme islemini baska baz siralarindan yapariar. Bu
nedenle bu enzimler gen mantplasyonlarinda hatalara neden oldukiar
icin tercih edilmemektedirler.

Tip Il endonlkieazlan ise tanima ve kesme ydninden daha
spesifiktirler ve molekuler biyolojik calismalarda amaca yénelik segilerek
kullaniliriar. Bunlar DNA' da kisa nikleotid dizilerini taniyarak gift iplikli
DNA' y1 6zgul bolgelerinden keserler. Tanima bélgeleri genellikle 4 - 7
nikleotidlik ikili simetri gésteren diziler olup, kesme islemi sonrasinda iki
yapiskan ug¢ meydana getirirler. Bugline kadar yapilan calismalarda

600' den fazla Tip Il restriksiyon enzimi tanimlanmisgtir 138,138,140

HHV-6 enfeksiyonlarinin tanisinda yaygin olarak kullanilan
restriksiyon enzimleri elde edildikleri mikroorganizma ve tanidiklan baz
dizilerine gbre Tablo3' de gdsterilmistir.
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Tablo 3 : Restriksiyon endonikleaz enzimleri 138,

Mikroorganizma Simge Dizi

Haemophilus influenzae Hind 1l 5...A¢AGCTT.... 3'
3...TTCGA+ A.....5

5'...G ¢ ANTC .....3'

Haemophilus influenzae Hinf |
3...CTNA «G ...... 5
5 ...T¢CGA...3
Thermus aquaticus Taq |
3...AGCeT...... 5'
5 ...G¢AATTC ....3'
Esherichia coli EcoR|

3'...CTTAA+G ...... 5'
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GEREC VE YONTEMLER
1. MATERYAL

1.1. Kullanilan Cihaz Listesi

1. DNA Thermal Cycler ( PTC- 100; MJ Research, USA)
2. Elektroforez tanki ve gi¢ kaynadi ( E714; Consort, Belgium )
3. UV transilliminatérlt bilgisayarl jel dékimentasyon sistemi
( UVP- Grabit 2.0, USA )
4. Mikrosantriftj ( DT 024; Nave, Turkiye )
5. Sogutmali santriflj ( Universal 16R, USA )
6. pH metre ( F12; Horiba, Japan )
7. Vortex ( G560E; Scientific Industries, USA )
8. Derin dondurucu ( -20 ve -70 ° C )( MDF-U5410; Sanyo, Japan )
9. Buzdolabi (+4 ° C)( T 4042; Argelik, Ttrkiye )
10. Manyetik karnigtirici ( MK 103; Navemix, Turkiye )
11.Etav ( EN 500; Nave ,Turkiye)
12. Otoklav ( MLS 3020U; Sanyo, Japan )
13. Hassas terazi ( PB 153; Mettler Toledo, Switzerland )
14. Floresan mikroskop ( BH2-RFCA; Olympus,Japan )
15. Polaroid fotograf makinesi ( C-35AD-C;Olympus,Japan )
16. Steril laminar akiml gtivenlik kabini ( Laminar hood; Biological Safety
Cabinets, Class |l Type A/B 3, Nuaire, USA)
17. Spektrofotometre ( Shimadzu UV-1201, Japan ) .
18. Otomatik pipet ( Transferpipet ) 2 ul,10 ul,200 pl, 1000 pl
( Eppendorf Reference, Germany )
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1.2. Kullanilan Gereg¢ Listesi

1. Steril pipet ucu 2 pl, 10 ul,200 pul,1000 pl
( Eppendorf Reference, Germany )
2. Eppendorf tap (1,5 ml)
( Eppendorf Reference, Germany )
3. Steril PCR ttpl (0.2 mi) ince duvarl, Rnase-Dnase free (Biozym )
4. Vacutainer jelli serum ayirma ttpt (16 x 100 mm )
( Beckton Dickinson, UK)
5. Vacutainer EDTA' I tip (16 x 100 mm )
( Beckton Dickinson, UK)
. 5 ml' lik plastik enjektor ( Tibset A.S, Tulrkiye )
7. Latex muayene eldiveni ( Altop A.$, Turkiye )

o

1.3. Kullanilan Biyolojik ve Kimyasal Maddeler

1. HHV-6 1gG IFA Kit ( V3 HHVE; Biotrin, Ireland )

2. HHV-6 Ig M IFA Kit (V17 HHV6 ; Biotrin, Ireland )

3. DNA Ptrifikasyon Kiti (MC 85200 ; Epicentre Technologies, USA )
4. RF Kiti ( Lateks Aglitinasyon; Shield, England )

5. Hind Il (ER0501; Fermentas, Lithuania)

6. Hae Ill QX 174 DNA ( D0672; Sigma, USA)

7.Tag DNA Polymerase ( Q82250N; Epicentre Technologies,USA )
8.10XPCR Buffer ( Q7260B ; Epicentre Technologies,USA )

9.25 mM MgCl, ( FB4250; Epicentre Technologies,USA )

10 .Primer 5 - 10 OD (43 baz) (Operon Technologies,USA )

11. 25 mM d NTP set (D59104; Epicentre Technologies,USA )

12. Agarose (High resolution,Ultrapure grade) ( A8455; Sigma,USA )
13. Ethidium bromide (E7637; Sigma, USA)

14. Asetik asit (A6283; Sigma ,USA )

15. Etil alkol (Sigma ; USA)
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1

N

. Isopropil alkol ( 19516; Sigma, USA )

17. Etyhlenediaminetetraasetic acid disodium dihydrate(EDTA), Titriplex 11|
(E4884; Sigma,USA)

18. Orange G (0O3756; Sigma, USA )

19. Sodyum hidroksit ( S8045; Sigma,USA )

20. Trisma-base (T 1503; Sigma, USA)

21. PCR reaksiyonu igin pozitif kontrol Dr. Toshiomi Okuno ( Osaka
Universitesi, Japonya ) tarafindan saglandi.

1.4. Kullanilan Gozelti ve Tamponlar

1. 0.5 M EDTA c¢ozeltisi (pH: 8)

186.1 gr EDTA
20 gr NaOH

Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

2. 50 x TAE ( Tris - Asetik asit- EDTA g¢dzeltisi )

242 gr Tris-baz
57,1 ml Asetik asit
100 ml 0.5 M EDTA, pH=8

Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

3. 1IXTAE
10 ml 50 x TAE
Distile su ile 500 ml ' ye tamamlanir.
4. Yiikleme tamponu

3ml gliserol
25 mg Orange G
7 ml distile suda ¢ézUlQr.
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5. Etidyum bromiir stok ¢ézeltisi

10 mg Etidyum Bromar
1 ml distile suda ¢ézalr.

6. Etidyum bromiir jel boyama gozeltisi
Etidyum bromur stok ¢ozeltisi ( 10 mg / ml) 50ul
Distile su 300ml
( Gozelti, kapakh plastik kutuda hazirlanarak oda isisinda saklandi.

En ¢ok 10 jel boyamasinda kullanildiktan sonra yenilendi. )

1.5. Kullanilan Kliinik Ornekler

Calisma kapsaminda, 57 saglikh yetigkin ( 15-50 yasg) , 66 saglikli
cocuk ( 0-14 yas) ve lenfoproliferatif bozuklugu olan (I6semi,lenfoma vb. )
50 kanserli hasta olmak Uzere toplam 173 6rnek incelendi. Calisma
grubunda yer alan 0-50 yas grubu tim saglikli populasyon hematolojik
tablosu laboratuvar bulgular ile normal sinirlarda oldugu dogrulanmis
gondllh kisiler arasindan secildi. Kanserli hastalar, Saghk Bakanlig
Demetevier Onkoloji Hastanesi ve Gilhane Askeri Tip Akademesi
Hematoloji servislerinde onkolojik tanisi hematolojik, radyolojik ve

patolojik bulgular ile dogrulanmig, hasta gruplarindan segildi.
YONTEMLER
KAN ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Periferik venden 2 ml antikoagilanh ( EDTA' I ) ve 5 ml
antikoagulansiz ( EDTA' siz) kan érnegi alindi. PCR testi igin kullanilacak
olan antikoagtlanh kanlardan DNA saflagtirildiktan sonra, saflik kontrol(
yapilarak érnekler ¢aligma giiniine kadar -20 ° C' de sakland..
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IFA yéntemi ile serolojik inceleme igin alinan antikoagiilansiz kan

ornekleri ise oda sicakliginda 1-2 saat bekletildikten sonra 3000 x g ' de

10 dk santrif(ij edilerek serumlarina ayrildi. Her kisi igin ¢ift serum &érnegi

alinip, serumlar caligma ginine kadar -70° C' de saklandi.

DNA 'NIN SAFLASTIRILMASI

DNA' nin saflastiriimasi igin Epicentre Tecnologies' nin DNA

purifikasyon kiti kullanildi. Bu agamada kan &rneklerine, Uretici firmanin

tavsiyelerine uygun olarak tam kan érneklerinin lizis protokolll uygulandi.

Buna gére :

. EDTA' I tipe alinan kan érneginden, 200ul alinarak mikrosantrifij

(ependorf tip) tlpe transfer edildi.

Bunun Gzerine 600 pl eritrosit eritme ¢dzeltisi (Red Cell Lysis Solution)
ilave edildi. Tup 2-3 defa alt -Ust edilerek karistirildi. Materyalin tam
stispansiyonu igin tlipin alt kismina parmakla hafifce birka¢ defa fiske
vuruldu. )

Tlp oda sicakliginda 5 dk inkibe edildikten sonra, vortekslendi. Ayni
islem bir defa daha tekrarlandi.

4. TOp 25 sn 10000 x g' de santrifiij edildi.

5. ThpUn iginde 25 ul sivi kalacak sekilde slipernatant atild, vortekslendi.

Beyaz kan hicreleri 300ul doku ve hiicre eritme ¢ézeltisi(Tissue and
Cell Lysis Solutionu)' inde slispanse edildi

7. Tape 1l RNase A (5 ug/pl) ilave edildi ve vortekslendi.
8. 37 °C' de 30 dk inkiibe edildi.

10.

11.

Bu siire sonunda tip 3-5 dk buz iginde bekletildi.

Doku ve hicreleri eritiimis 300ul 6érnegin Gzerine, 150ul protein
presipitasyon c¢ozeltisi ( MPC Protein Precipitation Solution) ilave
edildi. 10 sn hizli bir sekilde vortexiendi.
Tap 10 dk 210,000 x g' de santrifijlendi.
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12. Slipernatant temiz bir mikrosantrifiij tipe transfer edildi ve ¢okelti atildi.

13. Supernatanta 500 pl isopropanol ilave edildikten sonra, tip en az
30-40 defa alt -Ust edilerek materyalin karigmasi saglandi.

14.4°C' de 210,000 x g' de 10 dk santrifijj edildi.

15. Cokelti DNA kaldiriimadan isopropanol dikkatli bir sekilde dékalda.

16. Tlp %75 etanolle ¢dkelti kaldirnimadan pipet vasitasi ile iki defa

calkalandi ve bu islem sonrasinda etanoliin tamami alind.

17. Tupun dip kisminda bulunan ¢okelti DNA, 35 ul TE (Tris -EDTA)
tamponu ile suspanse edildikten sonra, ¢alisma glnine kadar
-20° C 'de saklandi.

DNA MIKTARININ SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM iLE OLCULMESI

Yukarida anlatilan yéntemle ekstrakte edilen 35 pl DNA 6&rnegi
20 kat seyreltilerek spektrofotometrede miktari 6lgtiidi. DNA derisimini
belirlemek igin 260 nm dalga boyundaki optik dansitite, DNA' nin safligini
belirlemek igin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki optik dansititelerin
oranlar ( 260 / 280 ) kullanildi. Bu oranin 1.8 olmasi DNA' nin safligini,
1.8' den duslik olmasi protein kontaminasyonunu, 1.8 den ylksek olmasi
ise RNA kontaminasyonunu distndardq.

POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU
PCR KARISIMININ HAZIRLANMASI

PCR ile HHV-6 DNA' nin amplifikasyonu igin viral genom zerinde,
diger herpes viruslar ile reaksiyon vermeyen ve HHV-6 ' nin genetik
olarak degiskenlik gosteren tlrleri arasinda korunmus LTP ( Large
tegiment protein bélgesi) bdlgesinin 830 bg¢' lik bir sekansi hedef bdlge

o g 21,26,28, 61
olarak segildi K &
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Bam Hi LTP Bam HI pHC5 insert

830 bg

3’ Oligoniikleotidier

2

3l

Amplifiye edilmig Griin

830 bg

Sekil 4 : HHV-6 spesifik primer bdigeleri y

Bunun igin,
A:5-GAT CCGACG CCTACAAACAC-3'
C:5-CGGTGT CAC ACAGCATGAACT CTC -3

primer dizileri kullanild 21,28

PCR karigimi, her bir érnek igin;

o Distile su 25yl

e 10x PCR tamponu 51u

e 10 x PCR enhancer 5l

e MgCl; (256mM) 4l

o dNTP mix (10 mM) 5ul

e Her bir primer ( 20 p mol ) 0.5 ul

e Taq DNA polimeraz (5U/ul) 0.25 pl olacak sekilde haziriandi.

OGRETIM KURULL
T.C. YOKSEK!

DOKUMANTASYON
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Bu ana karigimdan thplere 45' er pl dagitildi ve her tipe 5ul érnek
DNA' siI ekienerek toplam reaksiyon hacmi 50 pl' ye tamamlandi.
Bu karnigima goére hazirlananan 6rekler ¢ogaltma igin &nceden
programlanmig 1s1 déngi ( thermo cycler ) cihazina yerlestirildi.

PCR uygulamasinin her agamasinda kontaminasyonun énlenmesi
ve toksik maddelerden korunmak amaciyla eldiven kullamidi. Tepkime
tiplerinin  DNA kontaminasyonundan korunmasi amaciyla; tepkime
karisgimlarinin ~ hazirlanmasi,6rneklerin  PCR  igin  hazirlanmasi,
amplifikasyon ve elektroforez agamalan ayr odalarda yapildi. Odalar
arasinda ara¢ gere¢ ve kimyasal ¢oézelti alig verigi yapiimadi. Deney
sirasinda tek kullanimlik pipet uglari ve tupler kullanildi. Tepkime
karigimlarinin hazirlanmasi ve érneklerin PCR igin hazirlanmasi asamalari
laminar air flow class Il kabinlerde gerceklestirildi. Calismadan énce
kabinlerin ici ve kullanilan aletler en az yarim saat ultraviyole ile isinlandi,
% 10' luk sodyum hipoklorit ve %70'lik etil alkolle silindi.

Tepkime karigimlarinin hazirlanmasi sirasindaki kontaminasyonlari
belirlemek igin, her bir amplifikasyon setinde HHV-6 DNA pozitif ve ayrica
hic DNA icermeyen negatif kontroller ( tepkime karisiminda kalip
DNA ' nin bulunmamasi ) kullaniid.

DNA AMPLIFIKASYONU

Amplifikasyon iglemi sirasinda , hedef DNA baslangigta 94 ° C' de
3 dk bekletilerek denattire edildi. Bu asamadan sonra ;

94 ° C' de 45 sn denatlirasyon
62 ° C' de 45 sn primerlerin baglanmasi

72° C' de 1.15 sn primerlerden yeni DNA zincirinin sentezlenmesi



- 34 -

olmak tizere toplam 40 déngu yapildi 21 En son asamada 72 ° C' de
4dk bekletilerek reaksiyon tamamlandi. Amplifikasyon sonrasinda
reaksiyon tUpleri degerlendirme agamasina kadar +4 ° C' de bekletildi.

Birinci amplifikasyondaki degerlendirme sonrasinda, negatif sonug
alinan érnekler icin ayni amplifikasyon islemi yeniden tekrariandi.

AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI
AGAROZ JELIN HAZIRLANMASI

Amplifikasyondan sonra amplifiye Grinlerin degerlendiriimesi igin
% 1.5' luk agaroz jel hazirlandi 2 Agaroz jel elektroforezi sirasinda
ylrutme tamponu olarak TAE tamponu kullaniidi. Agaroz bu tampon
icerisinde eritildikten sonra, 60 ° C' ye sogutularak hazirlanan yatay jel
tablasina dékildi. 5 mm kalinliginda dék(ilen agaroz Uzerine elektroforez
taragi takilarak, jelin tamamen katilagsmasi igin 30 dk beklendi. Bu siire
sonunda taragin jele zarar vermeden ¢ikartiimasi saglandi.

ELEKTROFOREZ ISLEMI

Jel, elektroforez tankina, delikli kismi katoda gelecek bigimde
yerlestirildi. Ve tampon solusyonu jelin en az 1 mm Ustlinde olacak sekilde
tankin icine eklendi. Eide edilen DNA' larin yogunluklarini arttirmak,
boyamak ve jeldeki ilerleme hizini gérmek amaci ile 10ul ¢ogaltiimig DNA
6érnegdi, 5ul yikleme tamponu ( orange G + gliserol ) ile kanigtirihp, 15pl
alinarak jele ylklendi. Tankin kapagi kapatilarak, elektrodlara dogru akim
veren gi¢ kaynagl baglandi ve hareketin anota dogru olup oimadig
kontrol edildi. Amplifiye edilen DNA érnekleri 110 volita 40 dk elektroforez
islemine tabii tutuldu.
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BOYAMA VE GORUNTULEME iSLEMI

Boyama igleminde floresan boya olan etidyum bromir kullaniidi.
Jel, 20 dk 0.5 mg / ml etidyum bromirli boyama ¢ézeltisi iginde bekletildi.
Boyama igleminden sonra jel, bilgisayarll UV transilliminatér kutusu
lizerine yerlestirildi. Ve jel iginde bulunan boyanmig DNA' lar bilgisayarl: jel
dékimantasyon sistemi araciligi ile gérantilendi.

COGALTILMIS DNA' LARIN RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZ
ENZIMLERI ILE ANALIiZi

PCR reaksiyonu sonucu pozitif érneklerin agaroz jelde gorintr
bandiarinda tiplendirme yapmak igin, restriksiyon endonikleaz enzim
analizi uygulandi. Her hastaya ait amplifikasyon Grind, Hind 1l enzimi ile

kesildi 1% 2" 28:27.98 Kasim islemi icin:

e Enzim (Hind lll) 2u
e EnzimTamponu ( 10 x) 5ul
o Amplifiye Grlin 20 ul
o Distile su 23pl

50 ul olacak sekilde hazirlanan reaksiyon karisimi, 37 ° C' de bir
gece inklbe edildi.

Kesim Uranleri igin %2' lik agaroz jel hazirlandi. 10 pl kesilmis érnekler
ve ayni hastalarin kesilmemis érnekleri 5 pl yikleme tamponu ile beraber
jeldeki kuyucuklara ylkiendi. 110 voltta 40 dk yUrGtlida. Jel etidyum
bromr ile boyandiktan sonra UV - transilliminatér ile incelendi.
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iNDIREKT IMMUNFLORESAN ANTIKOR TESTI

HHV-6 spesifik Ig G ve Ig M vyapisindaki antikorlar, Biotrin
firmasindan temin edilen HHV-6 IgG ( V3 HHV6 ) ve HHV-6 IgM
( V17 HHV6 ) IFA Kkitleri kullanilarak arastinldi. Testin tim g¢alisma
asamalarinda kit prosediriinde tanimlanan ilke ve standartlara uyuldu. IFA
testi Uretici firmanin tavsiyelerine uygun olarak agagida tanimlandig: gibi
yapildi.

IFA KiT ICERIGI VE HAZIRLANMASI

1. HHV-6 antijen substrat lamlan: 4 x 10 godelidir. HHV-6 GS susu ile
infekte HSB -2 hicreleri ile tesbit edilmigtir.

2. Pozitif kontrol: HHV-6 antikorlar igeren pozitif kontrol liyofilize halde
olup, 1/ 10dilisyonda 1 ml PBS ile sulandirildi.

3. Negatif kontrol: HHV-6 antikorlari igermeyen negatif kontrol liyofilize
halde olup, 1/ 10 dilisyonda 1 ml PBS ile sulandirildi.

4. FITC Konjugat : Liyofilize halde olup, FITC kapli anti-goat Ig G ve
IgM 2 ml PBS ile sulandinldi.

5. PBS : Tablet halde olan g¢ozelti bilesimi, 1 litre distile su ile sulandirildi
(pH:7.5).

6. Kaplama gozeltisi ( Mounting medium ): 3 ml Tris ile tamponlanmis
gliserol ( pH:8.0).

7. inaktivasyon reagent

TESTIN YAPILISI:

1. Her bir hasta serumu, pozitif ve negatif kontroller, PBS ile IgG antikorlar
icin 1 / 20 ve IgM antikorlar igin 1 / 40 dilisyonda olacak sekilde
sulandirildi. Her bir godeye 20 pl dilie hasta serumu konuldu.

2. IgM antikorlari igin hazirlanan lamlar nemli ortam olusturulmus agz:
kapakh petri kutulan iginde 37 ° C 'de 3 saat, IgG antikorlar igin
hazirlanan lamlar 37 °C 'de 30 dk inktbe edildi.
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3. Daha sonra lamlar 6zel yikama kaplarinda 10' ar ve 5' er dk olmak
(zere PBS ile iki defa yikandi.

4.Lamlar Gzeri godelere degmeyecek sekilde kurutma kagidi kapatilarak
kurutuldu.

5. Her bir godeye 40 ul konjugat konuldu .

6.Lamlar tekrar 37 °C 'de 30 dk nemli ortamda inkiibe edildi.

7.Daha sonra lamlar 6zel yikama kaplarinda 10' ar ve 5' er dk olmak Gzere
PBS ile iki defa yikandi.

8. Lamlarin Gizerine birkag damla kaplama ¢ozeltisi (mounting medium )
konuldu ve hava kabarcigi kalmayacak sekilde lamelle kapatilip,
floresans mikroskopta incelemeye hazir hale getirildi.

TESTIN OKUMA VE DEGERLENDIRILMESI:

Karanllk odada floresan mikroskopta 200-500Xblyltmede
goérintdlerin degerlendiriimesinde, floresan reaksiyonun yogunluk derecesi
temel alindi. Siyah zemin Gzerinde yesil-sari floresan renk veren hicreler
(+) , vermeyen hicreler negatif olarak kabul edildi. Floresan reaksiyonun
derecesine gore (+) hucreler :

Cok parlak +4+++
Parlak +++
Orta derecede parlak ++
Zayif +

Floresan renk géstermeyen - olarak derecelendirildi.
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Resim 2 : HHV-6 antikorlarinin IFA testi ile pozitif ( ++++ ) gérunuma.
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RF TESTi:

HHV-6 Ig M pozitif olgularda, yalanci pozitif reaksiyonlarin olup,
olmadiginin belirlenmesi amaci ile siklikla IgM yalanci pozitiflijine neden
oldugu belirtilen romatoid faktér testi yapildi. Bunun igin:

1. Lam Uzerine 1 damla hasta serumu ve 1 damla antijen ( tavsandan
elde edilen koyun eritrositlerine karsi olusmus IgM ile kapli koyun
eritrositleri) damlatilarak , bagetle karigtirildi.

2. 2 dakika bekietildi.

3. Lam 30 derece egilip,aglitinasyon reaksiyonu olup olmadigina bakildi.

Reaksiyon gorunir aglitinasyon yoksa negatif ( 8 IU / ml' nin alti),
goranir aglitinasyon varsa pozitif (8 U / ml' nin Gst) olarak kabul edildi.

Negatifligin dogrulanmasi amaci ile test slresi sonunda 1 dakika
daha beklenildi. Pozitif sonug veren érnekler tekrar degerlendirildi.

ISTATISTIK

TUm istatiksel degerlendirmeler * SPSS ( statistical packages for
social sciences) for MS Windows Release 5.0” programi ile
bilgisayarda yapildi. Saglikii gruplar arasindaki IgG ve IgM antikoriarinin
yasa ve cinsiyete goére ortalamalarinin, saglikli ve hasta gruplar arasindaki
IgG ve IgM antikor dagilimlarinin ve tiim gruplar arasindaki PCR-RFLP
sonuglarinin degerlendiriimesinde Students T, Fisher kesin ki-kare testi ve
Mann-Whitney U testleri kullanild.
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BULGULAR

Bu caligmada saglikl kisilerde ve lenfoproliferatif bozuklugu olan
kanserli hastalarda HHV-6 virusunun seroperevalansini belirlemek igin,
yaslari 6 ay -50 yas arasinda degigsen 123 saglikli birey ( 64 kadin,
59 erkek ) ve 50 lenfoproliferatif bozuklugu olan kanserli hasta
degerlendirildi.

Bu gruplarda serum &érneklerinde HHV-6 spesifik 1IgG ve IgM
antikorlarinin varhg1 IFA yéntemi ile arastiriidi. Tim ¢alisma grubunda
HHV-6 IgG ve HHV-6 IgM antikor pozitiflik oranlarn Tablo 4' te gosterildigi
gibi, sirasi ile % 87.28 ve % 24.27 olarak bulundu.

Tablo 4 : Tim c¢alisma grubunda HHV-6 IgG ve IgM antikor pozitiflik

oranlari.
HHV-6 ANTIKORLARI
GALISMA GRUPLARI IgG g
Pozitif (%) Pozitif (%)
Saglikh bireyler 93/123 75.60 28/123 22.7
Kanserli hastalar 48 / 50 96 14/ 50 28
Toplam 151/173 87.28 42 /173 24.27

Saglikh kisilerde HHV-6 1gG ve IgM antikorlarinin yas gruplarina
gore dagilimini belirlemek igin, saglikh bireyler 6-11 ay, 1-2 yas, 3-8 yas,
9-14 yas, 15-26 yas, 27-38 yas ve 39 yasin Uzerindekiler olmak Gzere
7 gruba ayrild.

Test edilen 123 serum 6rneginin 93' Ginde ( % 75.60 ), HHV-6 igG
antikoru pozitif bulundu. Pozitiflik oraninin 1-2 yas grubunda yukselmeye
bagladigi (% 63.63), 3 - 8 yas grubunda en ylksek dlzeye ulastid,
yas ilerledikge bu oraninin kademeli olarak azaldigr tesbit edildi
( Tablo 5 ). Bu antikorlarin yag gruplarina gére dagihimi istatistiksel olarak

incelendiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmedi ( p >0.05).
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Akut enfeksiyonun gdstergesi olan IgM antikorlari igin, 123 olgunun
28' inden pozitif sonu¢ alindi. HHV-6 IgM antikoru pozitif olan tim
serumlar, RF testi ile yalanci pozitiflik yoninden degerlendirildi. HHV-6
IgM antikoru pozitif olan hig bir 6rnekte RF pozitif sonug alinmadi.

6-11 ay ve 1-2 yas grubunda, HHV-6 IgM pozitiflik orani sirasi ile
% 36.36 ve %45.45 olarak bulundu. Bu oranlarin diger yas gruplarina
gbre daha ylksek oldugu gézlendi. 9-14 ve 15-26 yas grubunda IgM
pozitifik orani bakimindan sirasi ile % 27.27 ve % 10.52 oraninda
kademeli bir duslis gézlenirken, 27-38 yas grubunda %15.78 ile hafif bir
ylkselme kaydedildi 39 yas ve Uzeri olan grupta ise bu oran %10.52
olarak tesbit edildi. TUm yas gruplar arasinda IgM antikorlarinin dagilimi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi ( p >0.05 ),
( Tablo 5 ),( Sekil 5).

Tablo § : HHV-6 Ig G ve IgM antikor pozitiflik oranlarinin gesitli yas
gruplarina gére sayi ve ylzde dagilimi

HHV-6 ANTIKORLARI
YAS GRUPLARI oG oM
Pozitif (%) Pozitif (%)

6-11 ay 6/11 54.54 4/11 36.36

1-2 yag 7/11 63.63 5/11 45.45

3-8 yas 20/22 90.90 7122 31.81
9-14 yag 18722 81.81 5/22 27.27
15-26 yas 16719 78.94 2/19 10.52
27-38 yas 14719 73.68 3/19 15.78
39 yas ve Ustu 13/19 68.42 2/19 10.52

Toplam 93 / 123 75.60 28 /123 22.76
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Seropozitifik orani, tim yas gruplarinda genel olarak
degerlendirildijinde % 79.67 bulundu. En yiiksek oran % 90.90 ile 3-8 yas
grubunda gézlendi. Genel antikor prevalansinin 15-38 yas grubundan
itibaren 39 yag ddnemine kadar stabil kalip, bu dénemde disme egilimi
gosterdigi tesbit edildi ( Tablo 6 ).

Tablo 6: Cesitli yas gruplarinda HHV-6 seropozitiflik ve seronegatifiik

oranlarinin toplam sayi ve yuzde dagihmi.

HHV-6 ANTIKOR PREVALANSI
YAS 3 b
GRUPLARI Seropozitif Seronegatif
n (%) n (%)
6-11 ay 8/11 72.72 3711 27.27
1-2 yas 9/11 81.81 2/11 18. 18
3-8 yas 20/22 90.90 2/22 9.09
9-14 yas 18/22 81.81 422 18. 18
15-26 yas 15719 78.94 4/19 21.05
27-38 yas 15719 78.94 4/19 21.05
39 yas ve st 13/19 68.42 6/19 31. 57
Toplam 98/123 79.67 25/123 20.32

a: IgG veya IgM pozitif serumlar, b: IgG veya IgM negatif serumlar



Caligmaya alinan bireylerin HHV-6 IgG ve IgM antikor pozitiflik
oranlarl, ayni zamanda cinsiyet ayrimina gére deg@erlendirildi. Her iki
cinste HHV-6 IgG ve IgM antikorlari bakimindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (p > 0.05 ), ( Tablo 7, Sekil 6).

Tablo 7 : Cesitli yas gruplarinda HHV-6 1gG ve IgM antikorlarinin cinsiyete
gbére sayi ve ylzde dagilimi.

HHV-6 ANTIKORLARI
YAS GRUPLARI CiNS l9G oM
Pozitif % Pozitif %
6-11ay K 60 40
E 50 33.33
1-2yas K 66.66 42.85
E 60 50
3-8 yas K 100 33.33
E 80 30
9-14yag K 83.33 25
E 80 20
15-26 yas K 75 12.5
E 81.81 9.09
27-38 yas K 70 20
E 77.77 11.11
39 yas ve Usti K 70 10
E 66.66 11.11

Toplam 75.60 22.76
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KANSERLIi HASTALARDA HHV-6 AKTIVASYONUN SEROLOJIK
BULGULARI

Kanserli hastalarda HHV-6 aktivasyonunu ve buna bagl olarak
HHV-6' ya kargi 6zgll antikorlarin artisini saptamak amaci ile yaslan
18 - 61 yas arasinda degisen 11 NHL, 12 HL, 12 ALL, 7 MM, 6 ML,
2 KML olmak lzere toplam 50 lenfoproliferatif bozuklugu olan kanser
hasta degerlendirildi.

Degerlendirme agamasinda, yas ve cinsiyetleri ¢alisma grubuna
uyan saglikh bireyler kontrol grubu olarak kullanildi. IgM pozitif olan tim
serumlar, RF testi ile yalanci pozitiflik ydninden test edildi. Bu test ile
pozitif sonu¢ alinan 3 hastanin HHV-6 IgM antikoru negatif kabul edildi
( Tablo 8).

Tablo 8: Kanserli hastalarda HHV-6 IgG ve IgM antikorlarinin sayi ve
yuzde dagihimi.

HHV-6 ANTIKORLARI

OLGU 1gG IgM
Pozitif % Pozitif %
Saghikh Yetigkin
15-26 yas 15 /19 78.94 21/19 10.52
27-38 yas 14 /19 73.68 3719 15.78
39 yas ve Ustl 13 /19 68.42 2/ 19 10.52
Toplam 42 | 57 73.68 7157 12.28
Kanserli Hastalar
HL 12 7 12 100 4 /12 33.33
NHL 1/ 1 100 3/ 1 27.27
ALL 11 /12 91.66 4/ 12 33.33
ML 5/6 83.33 1/6 16.66
MM 717 100 217 28.57
KML 2/ 2 100 -1 2 0

Toplam 48 / 50 96 14 / 50 28
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Istatistiksel ~ olarak kontrol grubu ve hasta grubu birbiri ile
karsilagtinldiginda, IgM antikor pozitifligi bakimindan gruplar arasinda
anlamii bir fark bulunmadi. Bununla birlikte 1gG pozitifligi bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi ( p < 0.0001 ).

IgG pozitifligi yoninden hasta gruplart ve saglikh kisiler kendi
aralarinda karsilastinldiginda ise istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunmadi ( p >0.05) .

SAGLIKLI BIREYLERDE VE KANSERLi HASTALARDA PCR - RFLP
SONUCLARI iLE iLGILi BULGULAR

Bu calismada, saglikh bireyler ve kanserli hastalara ait 173 kan
6rneginde, HHV-6 DNA' nin tanisi, PCR ile yapildi. HHV-6 DNA,
incelenen 173 o6rnegin 67' sinde (+), 106' sinda (-) olarak bulundu.
Pozitifik orani, c¢alisma gruplarina gére degerlendirildijinde; Saglikh
bireylerde 123 6rnedin 44' Unin, hasta grubunda 50 érnegin 23' Unln
PCR (+) oldugu gozlendi ( Tablo 9 ).

Tablo 9 : Saglikl bireylerde ve kanserli hastalarda PCR sonuglari.

PCR
OLGU . -
Pozitif % Negatif %
Saghkl Cocuk 25/66 37.87 41/66 62.13
Saglikh Yetiskin 19 /57 33.33 38/57 66.67
Onkoloji 23/50 46 27 150 54
Toplam 67 /173 38.72 106 /173 61.28

PCR yontemi ile amplifiye edilen &rneklerin, HHV-6 DNA
bakiminda (+) veya (-) olarak degerlendirmesi, agaroz jel elektroforezi ile

yapildl.
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Agaroz jel elektroforezinde, 830 bg' lik bir bolgede bir bantin
godzlenmesi PCR (+), 830 bg¢' lik bir bdlgede bir bantin gbézlenmemesi ise
PCR ( - ) olarak degerlendirildi ( Resim 3 ).

M 1 2 3 4 5 6 7

1078 M-X174 Hae 1ll MV
872 1- Pozitif kontrol
603 2- Negatif kontrol
3,5,6- HHV-6 DNA (-)
310 érnekler
4,7- HHV-6 DNA (+)
118 | drnekler
b¢

Resim 3 : Klinik érneklerde HHV-6 DNA 'nin amplifikasyonu.

PCR POZIiTiF ORNEKLERDE RFLP ANALizi ILE VARYANT
DAGILIMININ BELIRLENMESI

PCR yoéntemiyle HHV-6 (+) olan érneklerde HHV-6 varyantlarini
belirlemek igin : HHV-6 LTP kodlayan genin 830 b¢' lik bolgesinde
spesifik kesim yeri olan, Hind Il restriksiyon endoniikleaz enzimi
kullaniimistir.Bu enzimin kesim yerine ait palindromik bélgedeki niikleotid

dizileri ve kesim yerleri sdyledir:

| | ATTGAAATTGTGATCGTAGTTCATAAAAACTTGGAATGAGG

Il | ATTGAAATTGTGATCGTAGTTCATAAAA |ina 1] GCTTGGAATAGG

Sekil 7 : Varyant A ( SIE susu ) ve varyant B ( HST susu )' dan amplifiye
edilen HHV-6 DNA' larin kismi niikleotid sekansiari.

I: SIE susu' na ait sekanslar Il: HST susu' na ait sekanslar
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PCR (+) olan toplam 67 o6rnek Hind Ili, enzimi ile kesildi.
830 bg¢'lik bolge, izolatlarin bir kisminda ile 610 bg¢ ve 220 bg olmak tizere

2 fragmente ayriidi. Diger bir grup izolatta ise Hind Ill ile herhangi

bir kesim bolgesi ayirt edilmedi. Literattre gére, Hind Il ile kesilen izolatlar

varyant B, kesilmeyen izolatlar varyant A olarak kabul edildi

28

(Resim 4 ), (Sekil 7).

HHV-6 GENOMU

10 Kb
¢ 141 Kbg 10 Kbg

TR 7\ TR

Hind Il kesim bdlgesi iceren LTP bélgesi

5' 3
830 b¢ PCR urtnt
Hind 1l ¢
Varyant B
610 bg 220 bg
Varyant A
830 b¢

Sekil 8 :

HHV-6 spesifik 830 bg'lik PCR triinanin Hind Il enzimi ile
kesilmesi.
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M 1 2 3
1078
872 M- $X174 Hae lll MV
1- HHV-6 DNA pozitif kontrol
603 2- Hindlll enzimi ile kesilmig
amplifiye Grin
3 - Hind lll enzimi ile kesilmemis
310 amplifiye arlin
118
bg

Resim 4 : PCR pozitif 6rneklerin Hind Il enzimi ile kesimi.

Saghklh bireylerde ve lenfoproliferatif hastaligi olan kanserli
hastalarda PCR pozitif érneklerin Hindlll enzimi ile kesim sonrasindaki
varyant dagilimi Tablo 10' da gésterilmistir.

RFLP analizi sonucunda tim caligma gruplarinda varyant B
% 74.62 oranla varyant A ( % 25.37 ) ya gbre daha fazla siklikla tesbit
edildi. Calismada saglkh cocuk ve yetigkinler arasinda varyant tiri
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi ( p > 0.05).

Saglikl yetigkin populasyon ve kanserli hastalar birbiri ile
karsilasgtirildiginda, her iki grupta varyant B tirinin daha yaygin oldugu
gbzlendi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamilt bir fark gézlenmedi.
( p>0.05).

Calismamizda 6rnek sayisi az oldugu igin, kanserli hasta gruplar
arasinda istatistiksel karsilastirma yapilamadi.
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Tablo 10 : Saglikh bireylerde ve kanserli hastalarda HHV-6 varyant
dagiimu.

HHV-6 VARYANTLARI

OLGU HHV-6 DNA A B
Pozitif % Pozitif % Pozitif %

Saghkh Cocuk 25/66 37.8 6/25 24 19/25 76
Saglikli Yetigkin 19/57 33.3 4/19 21.05 16719 78.94

Toplam 44 /123 35.77 10/44 22.72 34/44 77.27
Kanserli Hastalar

HL 6/12 50 2/6 33 4/6 66.66
NHL 7711 63.6 2/7 28.57 5/7 71.42
ALL 5/12 41.6 2/5 40 3/5 60
ML 1/6 16.6 -1 - 1/1 100
MM 417 57.2 1/4 25 3/4 75
KML -12 0 - -

Toplam 23/50 46 7/ 23 30.43 16 /23 69.56

Genel Toplam 67/173 38.72 17167 25.37 50/67 74.62
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TARTISMA

Tim dinyada yaygin olarak bulunan HHV-6; cografi, etnik ve
hijyenik kosullara, bireyin immin durumuna ve yasina bagl olarak
prevalansi gittikge artan enfeksiyonlar olusturmaktadir. Saglikli
bireylerdeki seropozitiflik orani, populasyondan populasyona degismekle
beraber %80-100 arasindadir. Ulkelerin sosyoekonomik durumlari ile
virusun dagilimi arasinda yakin bir iligki vardir.Ekonomik ve hijyenik
kosullan yetersiz olan toplumlarda enfeksiyonun daha yaygin oldugu
goézlenmistir. Awvustralya, Avrupa ve Kuzey Amerika' da bu oran, Afrika
ve Guneydogu Asya gibi gelismemis bélgelerdekine gére daha dlsuk

duzeydedir 7> 7% 70128

Ranger ve ark. 1991 yilinda Afrika, Amerika ve Avrupa kitalarini
icine alacak sekilde 11 farkh Ulkede, saglikhi yetiskin populasyon ve
hamile kadinlardan topladiklari 550 serum érneginde HHV-6 1gG antikor
prevalansini IFA testi ile degerlendirmigler; seropozitifik oranini
Morokko' da % 20, Sub - Saharan Afrika' da %60-90, Ekvator' da %92,
Martinuque' de %50, Fransa' da %76 olarak bulmuslardir ®,

Japonyada saglikli gocuk ve yetigkinlerde yapilan benzer bir
calismada ise 325 serum orneginde IgG antikor prevalans: IFA testi ile
butln yas gruplarinda % 85 -100 olarak bulunmustur. Bu oran Amerika' da
%72.5 - 80, Ingiltere' de %44 - 90, Almanya' da % 52 - 80 olarak
bildirilmigtir °.

Yurdumuzda HHV-6 enfeksiyonlarinin seroprevalansi ile iligkili
henliz detayll bir ¢alisma yapiimamistir. Bu nedenle toplumumuzda
HHV-6 antikor bulunma sikligini ve yaslara gére dagilimini arastirmak igin
sunulan c¢alisma planlanmistir. 123 saglikhh bireyden toplanan serum
orneklerinde yapilan bu calismada 1gG ve IgM antikorlari IFA testiyle
degerlendiriimis, HHV-6 IgG ve IgM antikor pozitifik orani sirasi ile
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% 75.60 ve %2276, genel seropozitivite orani % 79.67 olarak
bulunmustur.

HHV-6 enfeksiyonlan ile ilgili, bir ¢ok UGlkeden cesitli arastincilar
gerek seroepidemiyolojik olarak gerekse immunsUpresyonu olan riskli
gruplarda HHV-6 antikor dizeylerini arastiran g¢alismalar yapmislardir.
Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde, dogumdan sonra maternal
antikorlarin kaybolmasini takiben primer enfeksiyonun 6.aydan itibaren
kazanildi§i, 1 - 3 yasina kadar olan dénemde c¢ocuklarin blyik bir
cogunlugunun enfekte oldugu ve enfeksiyonun genel olarak erken
cocukluk déneminde kazanildigi gergcedi ortaya ¢ikaridmigtir. Yetigkin
populasyonlarda antikor prevalansi ile ilgili yapilan bazi ¢aligsmalarda yasa
bagl olarak antikor seropozitifliinde dusls kaydedilirken, bazilarinda
anlaml bir fark bulunmamistir.

Calismamizda HHV-6 IgG ve IgM antikor pozitiflik orant yas
gruplarina gére degerlendiriimig, 0-6 ay yas grubu anneden gegen
maternal antikorlar nedeni ile caligma kapsamina alinmamigtir. 6 - 11 ay
yas grubunda, HHV-6 IgG ve IgM antikor pozitifik oranlarn %54.54 ve
% 36.36 olarak bulunmustur.lgG antikorlari icin saptanan bu deger yas
gruplari igerisindeki en dislik orandir. Literatlrlere gére bu ddnem,
maternal antikorlarin azalmasi veya kaybolmasini takiben  primer

1,2, 4,75

enfeksiyonunun yeni kazanildigi dénemdir . 1-2 yas grubunda,

HHV-6 IgG ve IgM antikor pozitiflik oranlari sirasi ile % 63.63 ve %45.45
olarak bulunmustur. IgM antikor oranlarinin, diger yas gruplarina gére bu
yas gruplarinda ylksek dizeyde olmasi, primer enfeksiyonun bu dénemde
kazaniimaya bagladig olasihigini glglendirmektedir.

3-8 yas grubu genel olarak ¢ocuklarin kalabalik ortamlarla
temaslarinin artti§) dénem olup, calismamizda HHV-6 1gG orani %90.80
ile yas gruplar icinde saptanan en yiiksek orandir. Bununia birlikte bu yas
grubunda HHV-6 IgM ( % 31.81 ) antikor duzeyinde hafif bir digls
kaydedilmistir. Bu degerler primer HHV-6 enfeksiyonunun, 3 - 8 vyas
grubuna kadar olan dénemde yodun bir sekilde kazanildigini
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gbstermektedir. HHV-6 I1gG antikor pozitiflik orani, 9-14 yas grubundan
( % 81.81 ) itibaren sonraki yas gruplarinda kademeli olarak azalmistir.
Benzer gekilde HHV-6 IgM antikorlarinda da kademeli dustis gézlenirken,
27-38 yas grubunda % 15.78 ile hafif bir ylkselme kaydedilmistir. Bu
durum bu yas grubunda reenfeksiyon veya reaktivasyon olasihgini
dUstundarmastdr.

Cesitli yas gruplarindan elde edilen tGm bulgular, diger tlkelerde
oldugu gibi, Glkemizde de HHV-68 enfeksiyonlarinin oldukga yaygin
oldugunu ve enfeksiyonun c¢ogunlukla erken cocukluk déneminde
kazanildigini agik¢a géstermektedir.

Bulgularimiz , HHV-6 enfeksiyonlarinin yas gruplarina gére bagimli

4

bir dagilim gosterdigini vurgulayan Levy 1., Okuno 2., Asano .,

75

Yanagi 5., Brown ve ark. nin yaptikiari ¢alismalar ile de uyumlu

bulunmustur .

Calismamizda kadinlar ve erkekler arasinda HHV-6 seropozitivitesi
yéninden tim yas gruplarinda anlamh bir fark gézlenmemistir. Bu durum
HHV-6 enfeksiyonlarinin yayillminda cinsiyetin 6énemli olmadigini
distndirmektedir. Briggs ve arkadaslarninin 93 serum érnegini IFA tesiti
ile degerlendirdikleri caligsmalarinda seropozitivite oranini, erkeklerde
24 | 52 (%486), kadinlarda 25 / 41( % 61) olarak bulmuslardir. Bu
calismada cinsiyetler arasinda seropozitivite yéniinden istatistiksel olarak
anlamli bir fark kaydedilmemistir ® Bizim calismamizda da kadinlar ve
erkekler arasinda seropozitivite yéninden benzer sonuclar alinmistir.

Tim herpes grubu viruslarda oldugu gibi, HHV-6' da
genellikle asemptomatik olarak konaga girdikten sonra, &zellikle
CD+4 T lenfositlerine afinitesi nedeniyle bu hiicrelerde gogalmakta ve
baylk bir olasilikla yine ayni hiicrelerde latent olarak kalmaktadir.
HHV-6, in vitro olarak hicrelerde transformasyona yol agtidi igin diger
herpesviruslar gibi, potensiyel bir onkojen virus oldugu kabul edilmektedir.
Ancak in vivo olarak insanlardaki onkojenitesi hakkindaki deliller olduk¢a
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azdir ve risk faktérleri tam olarak tanimianmamigtir. Buna karsilik, kanserli
hastalar pek ¢ok yoldan HHV-6 ile infekte olabilirier. Kan ve organ nakli,
HHV-6 icin bir enfeksiyon nedeni olabilecedi gibi, gerek dogal gerekse
kullanilan kemoterapétiklerin ve radyoterapinin yol agtigi immuinsupresyon
sonucunda olusan HHV-6 reaktivasyonlarininda ikinci bir enfeksiyon

kaynagini olusturabilecegi digtintimektedir 9. 97

Kanserli hastalarda kemoterapi uygulamasi ile birlikte ortaya ¢ikan
imminstpresyon, geneliikle viicutta latent halde bulunan etkenlerin aktive
olmasina neden olmaktadir. Bu sekilde geligen enfeksiyonlarda
asil antikor cevabi olan IgG natlurindeki antikorlar ani olarak
yiukselmektedir. Buna karsilik her bir reenfeksiyon ve reaktivasyonda
geligen IgM cevabi, ilk kargilagmalardaki dizeylerde olup,lineer bir artig

" . 7,8,89,91,125
gbstermemektedir 8,89, 9 .

Malignitelerin etiyolojisinde HHV-6' nin roli ile ilgili olarak, en gok
HL Gzerinde calistimigtir. HL' |i hastalarda diger hastaliklar ve kan
donérlerine gére daha yiksek seroprevalans ve antikor titresi
gosterilmigtir. Viral antijenler ve DNA nekrotize lenfoadenopati ve diger
lenfatik hastaligi olan hastalarin lenf nodlarinda ve kanlarinda tesbit
edilmistir 11,14, 21,31, 33, 97,102, 109 111

Bu bilgilerin 151g1 altinda, biz de ¢alismamizda kemoterapi alan veya
kemoterapisi tamamlanmis olan 50 kanserli hastadan ( 11 NHL, 12 HL,
12 ALL, 7 MM, 6 ML, 2 KML ) alinan serum o&rneklerinde HHV-6
enfeksiyonunu, IFA testi ile arastirmayi planladik. Calismamizdan elde
edilen sonuglar, kontrol grubu ile karsilagtinldiginda, kontrol grubunda
% 73.68 IgG ve % 12.28 IgM poxzitifligi saptandi. Hasta grubunda ise bu
oranlar sirasi ile % 96 ve %28 olarak bulundu. HHV-6 IgG pozitiflik
oraninin tim hasta gruplarinda ytksek siklikta oldugu géziendi. Ayrica bu
gruplarda HHV-6 IgM antikorlarida kontrol grubuna gére daha fazla oldugu
belirlendi. Hasta gruplar arasinda hastalik tariine gére HHV-6 IgG ve
IgM pozitifligi ydninden anlamii bir fark saptanmadi.
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Epidemiyolojik calismalarda, serolojik testlerin 6nemli bir yeri
olmasina ragmen bu yéntemler ile hentz tir ayrnimini saglayacak givenli
bir test gelistiriimemigtir. Son yillarda kullanima giren PCR yéntemi ile
HHV-6 DNA; saghkli populasyon, ekzantem subitumlu ¢ocuklar ve gesitli
immunsQprese bireylerin biopsi, tikrik ve periferal kan lenfositlerinde
siklikla tesbit edilmis ve RFLP yéntemi ile etkenin tri ( HHV-6 A ve ya
HHV-6 B ) duyarl bir sekilde belirlenmistir 2.

Cone ve ark. 20 saglikli bireyin tkrik ve periferal kan mononikleer
hiicrelerinde nested PCR ile HHV-6 DNA' sini aragtirmislar her iki

materyalde % 95 oraninda PCR pozitif sonug almiglardir 24 Aberle ve ark.

tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada ise 44 saglikli yetigkinin tikrik ve
periferal kan mononukleer hiicrelerinde ayni yéntem ile HHV-6 DNA sirasi
ile % 9545 ve % 63.63 oraninda pozitif bulunmustur. Varyant analizi

sonucunda ise tim  &6rneklerde % 99 oraninda varyant B tirl yaygin

olarak gézlenmistir 24

Calismamizda saglikh bireylerde PCR sonuglan gézénine
alindiginda, periferal kan mononukleer hiicrelerinde HHV-6 DNA pozitiflik
orani % 35.77 olarak bulunmustur. Saptadigimiz bu oran,diger literatirlere
gbre duslk dlzeydedir.Bunun nedeni nested PCR yénteminin bizim
yontemimize gére daha duyarli olmasidir. PCR ile HHV-6 DNA pozitif
orneklerde, RFLP yéntemi ile yapilan varyant analizi sonucunda ise
varyant B ( % 74.62 )' nin, varyant A ( % 25.37 )' ya gére daha yaygin
oldugu gézlenmistir. .

Kanserli hastalarda HHV-6 reaktivasyonu, serolojik ydntemilerin
yanisira hastalarin klinik o6rneklerinde virusa ait nokleik asitlerin
saptanmasi ile de gbsterilebilmektedir.

in situ hibridizasyon yéntemi ile yapilan bir ¢alismada, HHV-6
sekanslari HL ve NHL' li bir ka¢ olguda %5 -%18 siklikla gosterilmistir.
Ancak yine de HL ve NHL gelisiminde HHV-6 , tek basina yeterli bir

neden olarak gdsterilmemistir.
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Calismamizda incelenen 50 kanserli hastanin 23' tinde ( % 46 )
HHV-6 DNA pozitif bulunmustur. En yilksek pozitivite %63.6 ile NHL
olgularinda saptanmistir. Diger hasta gruplarinda bu oran; HL % 50,
ALL %416, ML % 16.6 ve MM %57.2 olarak tespit edilmistir. 2 KML
hastasindan ise negatif sonu¢ alinmistir. Calismamizda hasta gruplarinin
sayisl az oldugu igin aralarinda istatistiksel kargilastirma yapilamamistir.
Bu nedenle hastalarin ve hastaligin turtine gére HHV-6 enfeksiyonlarinin
durumu hakkinda kesin bir kaniya varilamamistir. Ancak, cgalisti§imiz
hasta sayisi az olmasina ragmen, 6zellikle NHL, HL ve ALL olgularinda
saptanan degerler, seroloji sonuglari ile birlikte yorumlandiginda, HHV-6
1gG ( NHL %100, HL %100, ALL % 91.66 ) ve HHV-6 IgM ( NHL %27.27,
HL %33.33, ALL % 33.33 ) dizeylerinin yuksek olmast, kontrol grubu ile
hasta grubu arasinda genel seropozitifik ve PCR pozitiflik orani
bakimindan anlamli bir fark bulunmasi, hastalarda HHV-6 reaktivasyonu
oldugunu agikga gostermektedir.

Tim calisma gruplarimizda, RFLP sonuglari genel olarak
degerlendirildiginde, HHV-6 varyant B % 74.62, varyant A tart % 25.37
siklikta bulunmustur. Bu sonuglara gére diger ¢alismalar ile uyumlu olarak,
toplumumuzda varyant B tarinin varyant A' ya gére daha yaygin olarak
bulundugunu séylemek mumkunddr.
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SONUG

Toplumlarda yaygin olarak bulunan ve onkojenik potensiyeli
oldugu dusunilen HHV-6 virusu oldukga genis bir arastirma konusu
olusturmaktadir. Sunulan ¢alismamiz bu konu ile ilgili ik ve o6ncli bir
calismadir. Calishigimiz populasyon sayl olarak kiagik bir grubu
kapsamasina ragmen ve IFA teknigi kullanilarak elde edilen seroloji
sonuglar, her ne kadar kalitatif olarak degeriendiriimis olsa da saglikh
bireyler ve kanserli hastalarda serum HHV-6 IgG ve IgM antikor
prevalansi ile ilgili genel fikir edinilmistir. Saptadigimiz genel antikor
pozitifik orami ( % 79.67 ), bu virusun toplumumuzda da yaygin
olarak bulundugunu gdstermektedir. Ancak, Turkiyede' ki saglkh
populasyonun gergcek seropozitifik oranini  6grenebilmek igin, tum
cografik bolgeleri iceren genis kapsamli arastirmalara gereksinim vardir.
PCR sonuglarinin seroloji sonuglart ile uyumiu bulunmasi PCR' in HHV-6
enfeksiyonlarini belirlemede givenilir bir test olacagini géstermektedir.
PCR ile koordineli olarak tum c¢alisma populasyonda RFLP testi ile
saptanan HHV-6 varyant A ( % 25.37 ) ve HHV-6 varyant B ( %74.62 )
tarleri, bu testin HHV-6 varyantlarini belirlemede oldukg¢a duyarh oldugunu
gOstermistir.

mc. v%smccmm KUROLY
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OZET

Human herpes virus-6 (HHV-6) insanlarda exantem subitumun
etiyolojik ajani olmakla birlikte, immin sistemi etkileyen bir kofaktér olmasi
nedeni ile son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir.Saglkli yetiskinlerde
seroprevalansi %80-100 arasinda olup, enfeksiyon yasamin ilk yillarinda
kazaniimaktadir. HHV-6 izolatlari; biyolojik, imminolojik ve molekiler
6zellikleri bakimindan varyant A ve varyant B olmak Gzere iki gruba
ayrilmigtir.Bu varyantlarin farkh populasyon ve hasta gruplarinda
dagiliminin farkli olmasi, virusun toplumdaki varligina ilaveten varyant
tarininde belirlenmesini gerekli kilmaktadir.Ulkemizde HHV-6 sikigi ve
varyant dagihmi konusunda ¢alisma bulunmamaktadir. HHV-6 virusunun
daha cok tlkrikle bulastigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Kalabalik
bir toplumda yasamamiz ve hijyenik kosullarin yetersiz olusu HHV-6
enfeksiyonlarinin Glkemizde de fazla olacagini duaslindirmektedir.
Bu amacla toplumumuzda, cesitli yas gruplarinda saghkl bireylerde
ve lenfoproliferatif bozuklugu olan olgularda HHV-6 virusuna karsi
antikor prevalansinin I[FA yontemi ile saptanmasi ve ayni populasyonlarda
PCR-RFLP yontemi ile HHV-6 varyant A ve B dagiiminin belirlenmesi
hedeflendi .Calismada yaslar 6ay - 50 yas arasinda degisen 123 saglikli
birey ve 50 lenfoproliferatif bozuklugu olan kanserli hasta
degerlendirmeye alindi. Tum ¢alisma populasyonlarinda, genel
seropozitivite orani % 79.67 olarak bulundu. Sadlikli populasyonda cesitli
yag gruplarina goére yapilan incelemede, HHV-6 IgG % 75.60 ve
HHV-6 IgM % 22.76 olarak bulundu. Kanserli hastalarda ise HHV-6 IgG
ve HHV-6 IgM oranlar sirasi ile % 96 ve % 28 olarak tesbit edildi. Her iki
gruptaki PCR sonuglan gézoénine alindiginda saglikli bireylerde HHV-6
pozitifik orani %.35.77 iken kanserli hastalarda %46 idi. RFLP ile
yapilan varyant dagilimi gézoénine alindiginda ise sadlikli bireylerde ve
lenfoproliferatif bozuklugu olan hastalarda varyant B’ nin varyant A' ya
gore daha yaygin oldugu gézlendi.
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SUMMARY

Human herpes virus-6 ( HHV-6) is an etiological agent of exanthem
subitum at human, however as it is a co factor effecting the immune
system,it has recently gained quite importance. At healthy adults, the
seroprevalance is 80-100 % and infection is taken during the early period
of life. The isolates of HHV-6 were seperated into two groups; variant A
and variant B with respect to their biological, immunological and molecular
properties.

It is necessary to determine the variant type of the virus in addition
to its presence in the community as the distrubution of these variants are
different in various populations and patient groups.There is no study on
HHV-6 frequency and variant distrubution in our country at all. HHV-6 virus
was shown in investigations to be transmitted more often by spittle. As we
live in a crowded populations and hygienic conditions are insufficient in our
country, it is considered that HHV-6 infectious would be very frequent.
For this reason, it was aimed to determine the antibody prevalence
againist HHV-6 virus in different age groups of healthy populations and in
lymphoproliferative disorders patients by IFA and HHV-6 variant A and B
distrubition in the same population by PCR-RFLP method.

In this study 123 healthy people and 50 patients with cancer who
have lymphoproliferative defect at ages varying between 6 months- 50
years were evaluated.General seropositivity ratio in all studied populations
was found as 79.67% .In an research at healthy population according to
age groups,HHV-6 IgG was determined as 75.60% and 22.76% .

HHV-6 1gG and HHV-6 IgM ratios at patients with cancer were
designated as 96 % and 28 % respectively.When PCR results of both
groups were considered,it was found out that HHV-6 positivity ratio was
35.77% at healthy individuals and 46 % at patients with cancer. When
variant distrubution determined by RFLP was considered, variant B was
examined to be more common than variant A at both healthy individuals
and patients with lymphoprolifeferative disorders.
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