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OZET

Insan Cytomegalovirusu (HCMV), 6zellikle immunsuprese konaklarda hastalik
olusturan bir insan patojeni olup, primer enfeksiyon sonrasi konakta persistan olarak
kalmaktadir.  Calismalar  arter ~ duvarindan ~ HCMV’nin  reaktivasyonunun
aterosklerogenezde etkili olabilecegini 6ne siirmektedir. Caligmamizda aterosklerotik
damar hastaligi (ADH) tanis1 almis olgularda CMV-IgG seropozitifligi, HCMV-DNA
varligt ve HCMV enfeksiyonu ile konak hiicrede eksprese oldugu One siiriilen
Cytomegalovirus Inducible gen 5 [cig5(viperin)] ekspresyonunun saptanmasi
amaclanmistir.

50 ADH tanist almis olgu Hasta Grubu (HG), 48 non-aterosklerotik, post-
stenotik anevrizmali olgu Hasta Kontrol Grubu (HKG), 48 kalp-damar sikayeti olmayan
olgu Saglikli Kontrol Grubu (SKG) olarak ¢alismaya alindi. Bu olgulardan alinan serum
orneklerinden ELISA yontemi ile CMV-IgG antikorunun varligr arastirildi. HG ile
HKG olgularindan alinan doku orneklerinden ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR)
yontemi ile CMV-DNA varlig1 arastirilarak, pozitif 6rneklerden cig5 gen ekspresyonu
varlig1 arastirilmistir.

ELISA yontemi ile Hasta grubu olgularinin 49 (%98)’u, HKG olgularinin 44
(%92)’1, SKG olgularmin ise 41 (%85)’i CMV-IgG pozitif bulunmustur. Gruplar
arasinda IgG antikoru yoniinden anlamli fark sadece HG ile SKG arasinda
belirlenebilmistir(p<0.05). Calisma gruplar1 arasinda yas, cinsiyet, sigara igme
aliskanliklart  temelinde CMV-IgG dagilimi  bakimindan anlamli  bir fark
belirlenememistir(p>0.05). CMV-DNA pozitif 2 (%4) bulunan olgulardan higbirinde
cigb geni varligi saptanamamustir.

Sonug olarak; CMV’nin damar duvarinda primer olarak aterosklerozu tetikleyici
mi oldugu yoksa affiniteye bagli, rastlantisal olarak mi1 burada bulundugu netlik
kazanmamistir. Sonuglarimiz CMV ile ateroskleroz arasinda anlamli bir iliski
gostermese de oOzellikle cig5 pozitif bir kontrol orneginin varlifinda bu genin
aterosklerotik dokularda ekspresyonunun arastirilmasinin CMV-ateroskleroz iliskisinde

onemli olabilecegini diisiinmekteyiz.



Xiv

Celik DG. (2012). Ateroskleroz Gelisiminde Cytomegalovirus (CMV)nin Roli ve
Cytomegalovirus Gen 5 (cig 5)/Viperin Ekspresyonunun Saptanmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Mikrobiyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, CMV, Cytomegalovirus, cig5, viperin

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 16541


http://baponlinebasvuru.istanbul.edu.tr/bap/asistant/tez.htm?id=16541
http://baponlinebasvuru.istanbul.edu.tr/bap/asistant/tez.htm?id=16541

XV

ABSTRACT

Human Cytomegalovirus (HCMV) is an human pathogen, causes diseases in immune-
suppressed hosts, remains persistently after primary infection. Studies suggested that
reactivation of HCMV could be effective in atherogenesis. In this study, we aimed to
evaluate HCMV-IgG seropositivity, presence of HCMV-DNA and expression of
Cytomegalovirus inducible gene 5 [cig5(viperin)] , that was claimed to be expressed by
host cells by CMV infection, in patients with diagnoses of atherosclerotic heart disease
(AHD).

50 cases with ADH, 48 with non-atherosclerotic, post-stenotic aneurysm and 48 without
any cardiac-vascular findings were included in this study as Patient Group (PG), Patient
Control Group (PCG) and Healty Control Group (HCG), respectively. CMV-IgG
seropositivity was investigated in the sera of these cases by ELISA method. CMV-
DNA was investigated by Polimerase Chain Reaction (PCR) method in tissue
specimens of PG and PCG cases and presence of cig5 gene expression was evaluated
from positive cases.

49 (98%) cases of PG, 44 (92%) of PCG and 41 (85%) of HCG were detected as CMV-
IgG positive by ELISA method. Statistically significant difference for IgG antibody
between groups was detected only between PG and PCG (p<0.05). No significant
difference was detected for the distribution of CMV antibody in terms of age, gender,
smoking habits between groups (p>0.05). No cigb expression was detected in CMV-
DNA positive 2 (4%) patients.

As conclusion, it is not become clear whether CMV triggers atherosclerosis primary in
vascular wall or found in this site incidentally because of affinity. Although our results
don’t show significant relationship between CMV and atherosclerosis, we suggest that
to evaluate the expression of this gene, especially with a cig5 positive control in
atherosclerotic tissues may be important to understand the CMV-atherosclerosis

relation.
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1. GIRIS VE AMAC

Herpesviridae ailesinin, betaherpesviridae alt ailesinde bulunan ve insan
herpesvirus genomlarmin en biiyiigiine sahip /nsan Cytomegalovirus (HCMV) sadece
insan hiicrelerinde replike olabilmekte ve fibroblast, epitelyal hiicreler, makrofajlar ve

diger hiicrelerde permisif 6zellik gdstermektedir(1).

Tiim diinyada yaygin olan ve her yasta insan tutabilen CMV enfeksiyonlari
genellikle asemptomatik bir seyir izlenmesine karsin, 6zellikle yeni doganlar ve immun
yetmezlikli konaklarda onemli bir patojenlik gostermektedir. Virus hayatin erken
yillarinda kazanilmakta, vertikal ve horizontal olarak bulasabilmekte, diger bireylerde
temel olarak dogumsal, oral ve cinsel temas, kan transfiizyonu ve doku-organ

transplantasyonlar gibi yollarla ge¢ebilmektedir(2).

CMV, yogun litik enfeksiyonlar olusturmak yerine kolayca persistan ve latent
enfeksiyonlar olugturmakta, ozellikle lenfositler ve l0kositlerde olmak iizere enfekte
hiicreler igerisinde tiim viicuda yayilabilmektedir. Virus, konagin kortikosteroid
kullanomi ve HIV’le enfeksiyon durumu gibi konak immunitesinin baskilanmasi
hallerinde yada transfiize ya da transplante hiicrelere allojenik uyarimla reaktive
olmaktadir. CMV enfeksiyonlarinin gerilemesinde ve kontroliinde hiicresel immun
yanitin rolil biiyiik olup, virus immun yanittan kagmak i¢in lenfositlerin ve 16kositlerin
fonksiyonunu degistirebilmektedir. Bunu 6zellikle MHC-11 ve MHC-I molekiillerinin
CD4 ve CD8 T lenfositlerinin yilizeyinde ekspresyonunu onleyerek, antijen sunumlarini

engelleme yoluyla gergeklestirmektedirler(3).

CMV enfeksiyonlari, dogumdan 6nce (konjenital), dogum sirasinda (perinatal)
ve hayatin ileri yillarinda (postnatal) enfeksiyonlar olarak goriilmektedir. Konjenital
hastaliklarin en sik saptanan etkeni CMV olup, fetal enfeksiyonlar1 inaparan olabildigi
gibi agir ve dissemine seyretmektedirler. Gebeligin son trimestrisinde dogum kanalinda
salgilanabilen virus, bebek dogum kanalindan gegerken perinatal enfeksiyonlara neden
olmaktadir. Postnatal CMV enfeksiyonlar1 ise konagin ileri yaslarda kanser hastaligi,
AIDS gibi klinik tablolara sahip olmasi ve solid organ transplantasyon gibi bir isleme

maruz kalmasi halinde siklikla goriilmektedir(3).



Kardiyolojide son yillarda yaygin olarak goriilmeye baslanan ve cok ciddi
mortalite ve morbidite nedeni olan akut koroner sendromlar fizyopatolojik olarak her
zaman aterosklerotik plak zemininde gelismektedir(4). Ateroskleroz patogenezinde
multipl etyolojik ve patogenetik risk faktorlerinin rolii oldugu ileri siiriilse de
aterosklerotik zeminli olgularin ancak yarisinda bu risk faktorlerinin goriilmesi,
aterosklerozu tetikleyen veya baslatan bir enfeksiyon ajani olabilir mi sorusunu
giindeme getirmektedir. Bununla iligkili basta Chlamydophila pneumoniae,
Helicobacter pylori gibi bakterilerle, viruslarla ilgili olarak da en sik Cytomegalovirus
tizerinde durulmaktadir. CMV-ateroskleroz iligskisinde ise son yillarda ileri siiriilen en
giincel diger bir husus ise patogenez mekanizmasinda CMV tarafindan indiiklenen gen-

5 ekspresyonunun rolidiir(5).

Biz bu c¢alismamizda; aterosklerotik zeminli ¢esitli damar hastaligi olan
olgulardan alinan serum 6rneklerinde CMV-IgG seropozitifligi ve aterosklerotik doku
orneklerinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile CMV-DNA’sin1 ve takiben DNA
pozitif olgularda CMV-inducible gen 5 (cigh) gen ekspresyonunu saptayarak
aterosklerozun etiyopatogenezinde CMV’ nin ve onunla iligkili cig5 gen ekspresyonu

roliiniin irdelenmeyi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cytomegalovirus (CMV)

2.1.1. Smiflandirma
CMV, cift iplikli DNA igeren biiyiik, zarfli viruslar1 i¢eren Herpesviridae
ailesinin bir iiyesidir. Insan herpes virusu olan sekiz virus tanimlanmis olup, hayvanlar

alemini enfekte eden 100’e yakin herpes virus varoldugu bilinmektedir(Tablo 2-1) (6,7).

Herpes viruslar ¢ok farkli tipte hiicreleri enfekte etme yetenegine sahiptirler, bu

Ozelikleri ile herpes virus ailesi 3 alt aile i¢inde siniflandirilmaktadir.

Alfaherpesviruslar; noérotrop viruslar olup epitel hiicresi ve fibroblastlarda
rahat irerler. Replikasyon dongiileri kisa siireli olup, hiicre kiiltiirlerinde belirgin
sitopatik etki olusturmakta ve siklikla duyu gangliyonlarinda latent enfeksiyon
olusturabilmektedir. /nsan Herpes simpleks tip 1,2(HSV-1,2), Varizella-zoster virus

(VZV) ve maymunlarda goriilen Herpes B virus bu grupta yer almaktadir.

Betaherpesviruslar; tiikkriik bezinin inkliizyon viruslari olup, enfekte ettikleri
hiicreyi biiyiitmektedirler, bu olaya sitomegali ad1 verilmektedir. Konak spektrumlari
cok dardir ve daha uzun replikasyon dongiileri olmasinin yani sira alfaherpesviruslara
kiyasla daha az sitopatik etki gostermekte, siklikla salgi bezlerinde, lenforetikiiler
hiicrelerde ve bobrekte latent kalmaktadirlar. Cytomegalovirus(CMV), Human Herpes

virus 6 (HHV-6), Human Herpes virus 7 (HHV-7) bu grupta yer almaktadir.

Gammabherpesviruslar; lenfotropik viruslar olup dar konak spektrumlari
(lenfoblastoid hiicreler) vardir ve bu hiicrelerde latent kalirlar. Epstein Barr virus (EBV)
ve Human Herpes Virus 8 (HHV-8) bu gruptandir(3,6-9).



Tablo 2-1. insanda enfeksiyon yapan herpes viruslar

Alt ailesi (konak seciciligine gore)

Herpes simplex tip 1 (HHV-1) Alfa herpes virus
Herpes simplex tip 2 (HHV-2) Alfa herpes virus
Varicella Zoster virusu (HHV-3) Alfa herpes virus
Epstein Barr virusu (HHV-4) Gamma herpes virus
Cytomegalovirus (HHV-5) Beta herpes virus
Human Herpes virus 6 (HHV-6) Beta herpes virus
Human Herpes virus 7 (HHV-7) Beta herpes virus

Herpes viruslar konak hiicrenin ¢ekirdeginde replike olmakta, replikasyon
sirasinda kendi DNA polimerazlarini kullanmaktadirlar. Bu viruslar kendi proteinlerini
sentezletmek ilizere konagin protein sentez aygitlarina el koymaktadirlar(7). Viral
genom transkripsiyonu ve viral protein sentezi denetimli bir sekilde asagidaki ii¢ fazda

gerceklesir:

1. Cok erken proteinler(a), gen transkripsiyonunun regiilasyonu ve

hiicrenin ele gecirilmesi i¢in 6nemli proteinler icermektedir.

2. Erken proteinler(f), pek c¢ok transkripsiyon faktori ve DNA

polimerazin da i¢inde oldugu enzimleri igermektedirler.

3. Geg¢ proteinler (y), esas olarak yapisal proteinleri igermekte, bu
proteinler ~ viral = genom  replikasyonu  bagladiktan  sonra

olusturulmaktadirlar(3).



Herpes viruslar1 diger bir ¢ok viriis ailesinden farkli kilan 6nemli 6zellikleri

bulunmaktadir:

e Latentlik ve reaktivasyon: Primer enfeksiyondan sonra virus, Klinik
orneklerde saptanamamakta ama degisik dokularda (HSV ve VZV sinir
dokusunda, EBV ve CMV lenfoid dokuda) aylarca, yillarca latent
kalmaktadir, bu nedenle reaktive olduklarinda enfeksiyoz virus yeniden

izole edilebilmektedir.

e Hiicre tranformasyonu: Her ne kadar herpes viruslarin ¢ogu in vitro
kosullarda boyle bir 6zellik gosterse de, sadece lenfotropik viruslarin
(EBV, HHV-8) klinik olarak lenfoproliferative malignitelerle iliskileri
gosterilmistir(7-9,11-13).

Herpes viruslar dis ortamda uzun siire canli kalamamaktadirlar, bu nedenle
bulastirilabilmeleri icin enfekte kisinin virus iceren viicut sivilarinin direkt olarak

duyarli kisiye inokiile edilmeleri gerekmektedir(14).

2.1.2. Tarihge

CMV, tiim yenidoganlarin %0.5 ile %2,5 ‘inde ve cinsel yolla bulasan
hastaliklar klinigine bagvuran kadinlarin yaklasik %40’1inda bulunan yaygin bir insan
patojeni olmasi, dogumsal defektlerin en sik karsilasilan viral nedeni olmasi gibi

sebeplerle 6nem kazanan bir virus olarak bilinmektedir(3).

v" 1881°de ilk olarak Ribbert bir 61ii dogum otopsisinde bobrekte protozoon

benzeri hiicreler tarif etmistir.
v’ 1982’de 25 bebekte sitomegalik inkliizyon hastaligi tanimlanmustir.
v 1956°da 6nce farede ve daha sonra insanda virus izole edilmistir.
v' 1982’de 25 bebekte sitomegalik inkliizyon hastaligi tanimlanmustir.

Baslangigta sadece konjenital enfeksiyonlarla iligkili oldugu diisiiniilen
CMV’nin ilerleyen yillarda organ transplantasyonu ve immunsupresif uygulamalarindan

sonra gelisen ciddi enfeksiyonlara da sebep oldugu goriilmiistiir. AIDS’li olgularda da



cesitli komplikasyonlara sebep olmaktadir. Ayrica son yillarda endotel hiicrelerini
enfekte ederek artrit ve hemorajilere yol acabilecegi ve ayrica aterosklerozda rol

oynayabilecegi ileri stiriilmektedir(15).

2.1.3. Virusun Morfolojisi ve Yapisi

CMV; 120-200 nm capinda insan herpesviruslarinin en biiyiigiidiir. Cift zincirli
DNA igeren cekirdegi 162 kapsomerden olusmus, ikozahedral yapida bir kapsitle
sartlmistir. Kapsid major ve mindr olmak lizere iki ana yapi1 proteini icermektedir.
Kapsidi 180 nm ¢apinda bir zarf ¢evrelemekte, bu kompleks yapidaki zarf en az 6
glikoprotein icermektedir(8,14,16).

Tegliment kismi matriks proteinlerini igermektedir, bu matriks proteinlerinin
gorevi tam olarak bilinmemekte olup, alt matriks proteini olarak bilinen pp 65
(ppULS3), protein kinazlarin yaptig1 fosforilasyonun temel hedefidir. Fosfoprotein
UL32 (p150), ppUL44 (p52), ppUL80a (p38) ve ppUL57 (p130) immunojeniktir ve
serolojik tanida katkida bulunmaktadir(15).

Viriis, yaklasik 240 kb’lik DNA ig¢ermektedir. Viral DNA 25-35 yapisal protein
ve yapisal olmayan proteinleri kodlamaktadir. DNA’nin Guanine+Cytosine (G+C)
icerigi %58’ dir(15). Diger herpesviruslardan daha fazla sayida ters dizilimli (inverted),
uzun tekrarlayan diziler icermektedir ve 208 ORF’si vardir(1).

2.1.4. Fiziksel ve kimyasal 6zellikler

CMYV labil bir viriis olup, CMV 56°C de 30 dakika, diisiik pH ( pH<5 ), ve %20’
lik eter soliisyonu gibi lipid ¢oziiciilerinde 2 saatte, UV 1s1minda 5 dakikada, dondurma
ve eritme islemleri gibi birgok fiziksel ve kimyasal etkenlerle inaktive olabilmektedir
(8,14,16). S1v1 azot igerisinde giivenle saklanabilmekte, enfekte hiicreler sivi azotta %20
dimetilsiilfoksit (DMSO) ile desteklenmis Eagle’in minimal essential medium’unda

(MEM) saklanabilmekte, %10’ luk sodyum hipoklorit CMV’nin enfektivitesini belirgin
bir sekilde azaltmaktadir(8,14,16).



2.1.5. Epidemiyoloji

Insan, CMV’nin bilinen tek enfeksiyon kaynagidir. CMV biitiin diinyada yasla
birlikte artan bir seyirde goriilmektedir. /nsan Cytomegalovirus (HCMV) enfeksiyonu
endemik olup kotii sosyoekonomik kosullarda enfeksiyon orani yiiksek olarak
goriilmektedir. Bu durumda sadece hijyen kosullart degil, toplum i¢i yakin temasta
yiiksek risk faktorii olarak giindeme gelmektedir(1,2).

Farkl1 toplumlarda enfeksiyon prevalansi degiskendir. Avrupa, Avustralya,
Kuzey Amerika iilkelerinde diisiik, Afrika, Giineydogu Asya iilkelerinde oldukca
yiiksekken kimi iilkelerde eriskinlerde yiiksek oranda seyrederken kimi iilkelerde %90-
100 oraninda ¢ocuklukta kazanilmaktadir. Bu durumda virusun cinsel iliski ve kan
transfiizyonu yolu ile gegmesi 6nem kazanmaktadir. Cok eslilik, ilk cinsel iliski yas1 ve
korunma yontemlerinin kullanilmamas1 gibi faktérler HCMV  seroprevalansini
etkilemektedir(2). Ulkemizde ise yapilan calismalarla HCMV seropozitifligi yiiksek

oranda saptanmistir(17,18).

Bilinen bulagma yollar1 plasenta yolu, cinsel iliski, kan transfiizyonu, solid organ
ve kemik iligi transplantasyonu ve virusu ¢ikaran kisi ile yakin iligkili olarak
siralanabilir. CMV; idrar, anne siitli, gozyasi, digki, vajinal ve servikal sekresyonlar, kan
ve semen gibi pek ¢ok viicut sivisi ile salinmast CMV’nin toplumda yaygin olarak
goriilmesine neden olmakta, Bu yolla CMV salinimu siirekli veya tekrarlayan sekillerde
goriilmektedir. Ayrica enfeksiyon sonrasi virusun uzun siire etrafa sagilmasi, primer
enfeksiyon sonrasinda aylarca hatta yillarca ekstrete edilebilmesi yayilimin
kolaylastirmaktadir. Tiikriik salgist ile dogrudan veya kullanilan gereglerle bulastigi
heniiz kesinlik kazanmamistir(2,14,18).

2.1.5.1. Epidemiyolojik acidan CMYV enfeksiyonlari
Konjenital Enfeksiyon

CMV konjenital hastaliklar arasinda en sik rastlanan viral etkendir. ABD’de

yenidoganlarin biiyiik bir kismi (%0.5-%2.5) oraninda goriilmekte, bebeklerin biiyiik bir



kismi1 hayatlarinin ilk aylarinda enfekte olmaktadir. Intrauterin enfeksiyonlarda énemli
bir risk faktdrii annenin primer veya rekiirren enfeksiyonudur. Annenin gebeligi
sirasinda gecirdigi primer enfeksiyon %35-50 oraninda fetusun enfeksiyonu ile
sonuclanmakta, Rekiirren enfeksiyonda ise bu oran daha diisiik olmaktadir(%0.2-2).
Primer enfeksiyon geciren annelerin cogunun bebeklerinde klinik bulgular
olugmaktadir. Bu belirtiler hepatosplenomegali, trombositopeni, petesiler, mikrosefali,
koryoretinit ve hepatit gibi klinik bulgular olarak ortaya ¢ikmaktadir. Son trimestride
olusan enfeksiyonlar ise bebekte daha az harabiyet meydana getirmekte, virusun
karaciger ve kan yapici hiicrelerdeki harabiyeti daha sinirlidir fakat nérolojik harabiyeti
kalic1 olmakta ve yasaminin ileri donemlerinde ortaya cikmaktadir. HCMV ile
konjenital olarak enfekte olmus bebeklerde olusan klinik tablodan bagimsiz olarak
kronik olarak devam etmekte, ayn1 sekilde dogum sirasinda veya neonatal donemde
enfekte olan bebeklerde de yillarca virus salgilarda bulunur ki bu da enfeksiyonun

yayilmasinda 6nem tasimaktadir(1,3).
Perinatal Enfeksiyon

Kadinlarda dogum zamaninda servikste bulunan CMV’nin gebelik sirasinda
reaktive olmaya baglamaya egilimi ile yenidogana bulasmasidir. Bebek 3-4 haftalik
olduktan sonra virusu sagmaya baslamaktadir. Yenidogana anne siitii veya
kolostrumdan da bulas olabilmektedir. Yenidogana baska bir CMV bulas yolu ise kan
transfiizyonudur. CMV’yi transflize edilen kandan alan premature bebeklerde pndmoni

ve hepatitle sonuglanan klinik tablolar goriilebilmektedir(3).
Transfiizyon ve Organ Alicilarindaki Enfeksiyonlar

HCMYV enfeksiyonu transplantasyon sonrasit donemde en sik sorun olan
enfeksiyondur. Kisinin immunsupresyon derecesi ile iliskili olarak hastalik belirtileri
ortaya g¢ikmaktadir. Seropozitif kisilerden organ alan seronegatif olgularda primer
enfeksiyon olugmakta ve klinik tablo daha agir seyretmektedir. Seropozitif alicilarda

immunsupresyon ile reaktivasyonlar ve re-enfeksiyonlar goériilmekte, bunlarda klinik



tablo daha hafif seyretmektedir. Ayrica CMV’nin kan yoluyla gecisi ¢ogunlukla
asemptomatik enfeksiyonla sonuglanmakta, eger semptomlar varsa tipik olarak
mononiikleozun semptomlarina benzemektedir(19).

Immun Baskilanmis Konakta Enfeksiyonlar

HIV ile enfekte kisilerde sadece firsat¢1 bir enfeksiyon etkeni olarak degil, HIV
enfeksiyonunun dogal gidisatin1 bozarak AIDS’e gegisi hizlandirmaktadir. Ozellikle
CD4+ hiicre sayisinin azalmast HCMV enfeksiyonu riskini arttirmakta ve bu hastalarda
HCMV her sistemi tutabilmekte, en sik gastrointestinal sistem, akciger ve merkezi sinir

sistemini(MSS) enfekte edebilmektedir, hatta MSS tutulumu AIDS hastalarina 6zgiil
oldugu bilinmektedir(1).

2.1.6. PATOGENEZ VE PATOLOJI

CMV miikkemmel bir parazit olup, yogun litik enfeksiyonlar yerine kolayca
persistan ve latent enfeksiyonlar olusturmaktadir. CMV enfeksiyonunun patogenezinin
temelini konak immun yaniti olusturmaktadir. CMYV, bazi hiicrelerde proteinlerin
yapilarini etkileyerek, konakta hiicre ¢ogalmasi gibi bazi fonksiyonlar1 bozmaktadir.
Ayrica fetal CMV enfeksiyonunda goriilen merkezi sinir sistemi (MSS) anomalilerinde
oldugu gibi bazi faktorlerin salinimini etkileyerek komsu hiicrelerin fonksiyonlarini da
engelleyebilmektedir(1).

Konjenital CMV enfeksiyonu annenin primer enfeksiyonu esnasinda veya
enfeksiyonun reaktivasyonu sonucu olugmakta, bununla beraber yenidogan hastaligi
ozellikle primer enfeksiyonla ilgili olmaktadir. Konjenital enfeksiyonun agirligini
etkileyen faktorler bilinmemekte olup, presipitan antikorlarin olusumundaki kapasite
yetersizligi ve T hiicre cevabindaki yetersizlik ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.
Cocukluk ve ergen yastaki ilk enfeksiyon genellikle T lenfosit yanit1 ile olmaktadir. Bu
da Epstein-Barr virusu ile olusan mononiikleoz sendromuna benzer bir tablo olusmasina
neden olmaktadir. Periferik kanda T lenfositlerinin aktivasyonu ile olusan atipik

lenfositler goriilmektedir(14,20).
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Transplasental gegen antikorlar virusun tutunmasini ve hiicrelere girisini
onleyerek enfeksiyonu engelleyebilirler. Hiicresel sitotoksisitenin elemani olan
antikorlar ise yeni virus salinimi olmadan hiicre lizisini uyarmaktadirlar. Bir¢cok ¢alisma
da ise CMV ile litik olmayan enfeksiyonda virusun immunsupresif etkisi oldugu
gosterilmistir. Bu virusun MHC-I agir zincirinin homologu olan pUL28 proteininin
sentezlenip hafif zincire (beta-2 mikroglobulin) baglanmasi ile olmaktadir ki bu sebeple
CMV enfekte hiicreler MHC-I ‘i eksprese edememektedirler. Buna ek olarak bu pUL28
proteini, beta-2 mikroglobulin, sekestre ederek MHC-I molekiiliiniin olgunlagsmasini
engellemekte boylece enfekte hiicreler sitotoksik T lenfositleri (CTL) tarafindan
taninmamaktadir. Bu olaylar konakta immun baskilanmaya neden oldugu gibi latent

enfeksiyonlara da zemin olusturmaktadir(1,20).

2.1.7. KLINIK BELIRTi VE BULGULAR
Geng ve eriskinlerde hastalifin kulugka siiresi 4-8 hafta olup, klinik tablolar1
konjenital CMV enfeksiyonu, eriskinlerde CMV enfeksiyonu ve immiin yetmezlikli

konakta CMV enfeksiyonu olarak ele alinabilir(21,22,23).

2.1.7.1. Konjenital CMV enfeksiyonu

Fetal infeksiyonlarda hi¢bir belirti olmayabildigi gibi agir klinik bulgular da
goriilebilmektedir. Gebeliginde CMV enfeksiyonuna yakalanan annelerin enfekte
fetiislerinin %35’inde sitomegalik inkliizyon hastaligi goriilmektedir. Sarilik, karaciger
ve dalak biiyiimesi, petesi, mikrosefali goriilebilmektedir. Intrauterin gelisme geriligi ve
prematiire dogum %30-50 arasindadir. Beyin kanamalari, konviilzyonlar, mental ve
motor gerilik ile pndmoni ve siyanoz gibi patolojik belirtiler daha az ortaya ¢ikmaktadir.
Baz1 c¢ocuklarda klinik olarak aynen konjenital toksoplasmozda oldugu gibi
koriyoretinitler olabilmektedir. Prognoz hastaligin agir seyrettigi cocuklarda iyi degildir
ve mortalite oran1 %20-30 arasinda goriilmektedir. Daha az olarak da ileri yaslarda duyu
kaybr ve kisilik bozukluklar1 olabilir. Konjenital CMV enfeksiyonlarinin ¢ogu dogumda
klinik olarak higbir belirti vermeyebilirler. Bunlarin %5-25’inde, daha sonraki yillarda

psikomotor, isitsel, gorsel ve dental anomaliler goriilebilir(14,21,22).
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2.1.7.2. Perinatal CMV enfeksiyonu

Birgok kadmin gebelik oncesi donemde CMV ile enfekte olduklarinda
gebeliklerinin son trimestrinde servikslerinde bu viruslari salgiladiklar1 bilinmektedir.
Bu durumlarda, ¢ocuk; dogum kanalindan gecerken ya da anne siitiinden ve diger
sekresyonlardan, kaninda transplasental olarak ge¢mis antikorlar bulunmasina ragmen
enfekte olabilmektedirler. Bu cocuklar yasamlarinin ilk 8-12 haftasinda idrarlarinda
virusu salgiladiklamaktadirlar. Hatta bir kismi yillarca virusu salgilamakta fakat klinik
olarak hicbir belirti gostermemektedirler. Ayrica seronegatif bebeklere kan

transflizyonlar1 ile de CMV bulasi olabilmektedir(14).

2.1.7.3. Postnatal enfeksiyonlar

Dogum sonrasinda elde edilen enfeksiyon genellikle asemptomatik olarak
seyreder. Erigkinlerde belirli bir enfeksiyon nadiren goriilmektedir. Hastalik genellikle
konak immun sistemini bozan hemolitik anemi, lenfoma, 16semi gibi hastaliklar
durumunda veya kemik iligi transplantasyonu ya da bobrek nakli yapilan kisilerde
yaygin olarak gelismektedir(21).

CMV enfeksiyonunun bir kismi enfeksiydz mononiikleoz’ a benzer bir
goriiniimde olabilir, bu tabloya “Cytomegalovirus mononukleoz” ya da “Heterofil
Negatif Mononiikleoz Sendromu” adi verilmektedir. Bu hastalik bazen kendiliginden,
bazen de kan transfiizyonlarindan sonra olusmaktadir, her yasta goriilebildigi gibi
seksiiel aktivitesi olan genglerde daha ¢ok goriilmektedir(14).

Klinik bulgular, uzamis yiiksek ates, tisiime titreme, asir1 yorgunluk ve halsizlik
ile kendini gostermektedir. Nadiren eksiidatif farenjit ve servikal lenfadenopati
goriilebilmektedir. Ampisilin alan hastalarda kizamik¢ik benzeri dokiintiiler de
olabilmekte, az da olsa interstisyel veya segmental pndmoni, miyokardit, plorit, artrit
veya ensefalit de goriilebilmektedir. Enfekte kisilerde total 16kosit sayis1 diistik, normal
ve ¢ok yiiksek de olabilmekte, belirgin bir sarilik olmasa da serum transaminazlari ve
alkalen fosfataz da genellikle orta derecede yiikselmektedir. Heterofil antikorlar yoktur.
Ayrica cryoglobulin, Romatoid Faktor (RF), soguk agliitininler ve antiniikleer antikorlar

da goriilebilir(14).
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Cogu hasta 2-6 haftada sekelsiz olarak iyilesse de virusun salinimi idrar, genital
salgilar ve tiikriik ile aylar ve yillarca devam etmektedir. Hastalik erigkinlerde ender
goriilmekle birlikte, malign hastaliklar1 olan, immunsupresif tedavi goren veya bazi
kronik hastaliklar1 olan kisilerde sekonder olarak karsimiza ¢ikabilmektedir. Bu
durumlarda pndmoni, hepatit ve hastaligin yayilmasi sik olarak goriilmektedir. Bu
hastalarda virus kaynagi onceden varolan latent enfeksiyon olmakta, ayni hastalik

tablosu organ transplantasyonlarindan sonra da goriilmektedir(8,14,16).
AIDS hastalarinda da CMV en 6nemli patojenlerden birisi olarak bilinmekte, her

zaman Ve genellikle de retinit ve dissémine hastalikla 6liime neden olmaktadir(14).

2.1.7.4. immun yetmezligin oldugu konakta CMYV enfeksiyonu

Klinik olarak genellikle uzamis ates, halsizlik, istahsizlik, yorgunluk, gece
terlemeleri, artralji veya adale agrilar1 ile baglamaktadir. Hastaligin ileri doneminde
karaciger fonksiyon testlerinde anormallikler, 16kopeni, trombositopeni ve atipik
lenfositler goriilebilmektedir. Takipne, hipoksi ve nonprodiiktif oksiiriigiin goriilmesi
akcigerlerin de tutuldugunu gdstermektedir. Bagisiklik yetmezligi olan hastalarda
gastrointestinal sistemde de CMV enfeksiyonlar1 goriilebilmekte, 6zofagus, mide, ince
ve kalin bagirsak iilserlerine, kanamalara neden olabilmektedir. Ulseratif kolit
hastalarinda eksaserbasyonlar olurken, hepatit geligir ve hatta tassiz kolesistit olustugu
bildirilmistir. Bu hastalarda meningoensefalit ve poliradikulopati goriilebilmekte,
bunlarda sagaltima erken baslanirsa iyilesme miimkiin olabilmektedir. Agir seyreden

olgularda bakteri, mantar ve protoozonlar da olaya karisabilmektedir(14,23-27).

2.1.7.5. Diger Hastaliklarla CMV Enfeksiyonu liskisi

Yapilan cesitli calismalarla Herpesviruslarin rutin klinik tablolarinin yani sira
Multipl Skleroz (MS), Kaposi Sarkoma gibi baska hastaliklara da sebep olabildikleri
gosterilmistir(28,29). CMV’nin ise kaposi sarkoma, ateroskleroz, anevrizma, koroner
arter hastalig1 gibi hastaliklara yol agtig1 diigiiniilmektedir(28-32).

2.1.8. TANI

CMV enfeksiyonlarinda klinik tani ¢ok yol gosterici degildir. Uygun klinik

orneklerden virus izolasyonu veya birer hafta ara ile alinan serumlarda antikor titre
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artis1 gosterilmesi ile tan1 daha net konmaktadir. CMV enfeksiyonu diisiiniilen kisilerde
oyki, fiziki muayene ve laboratuvar tanisi birlikte degerlendirilerek tani1 konmalidir.
Klinik orneklerde karakteristik inkliizyon igeren hiicrelerin basta idrar olmak iizere
tiikkriik, siit ve diger viicut salgilari, biyopsi ve nekropsi 6rneklerde saptanmasi anlaml

olmaktadir(14).

CMV enfeksiyonlarinin ve hastaliklarinin tanisinda kullanilan testler molekuler

testler ve molekuler olmayan testler olarak iki grupta incelenebilir(33-35).

1. Molekiiler olmayan testler
v' Histopatoloji
v Hucre kulturleri
v pp65 antijenemi testi
v

Seroloji

2. Molekiiler testler

v" Niikleik asit amplifikasyon temelli testler
v’ Kalitatif polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
v Kantitatif PZR

- Gercek zamanli PZR

- Cobas Amplicor CMV Monitor
v Nuclisens pp67 (NASBA)
v" Niikleik asit hibridizasyon testleri

- Hibrid yakalama DNA testi

2.1.8.1. Histopatolojik Tam
Bir organa lokalize CMV hastaliklarinin tammlanmasinda Wright-Giemsa,

Hematoksilen-Eosin(HE), Papanicolau (PAP) boyamalari yararli olabilmektedir.
Biyopsi materyallerinde bazofilik intraniikleer inkliizyonlar igeren tipik biiyiik hiicreler
(sitomegalik hiicreler) ve bazen de eozinofilik sitoplazmik inkliizyonlar

gorlilebilmektedir. Niikleer inkliizyonlar, niikleer membrana dogru uzanan tipik agik
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renkli bir hare ile ¢evrilmis, ¢evresi kromatinle sinirlandirilmis bir yapida olup, “baykus
g0zlinli” denilen yapiy1 olusturmaktadirlar. Histopatolojik inceleme, hizli ve basit bir
yontemdir fakat yinede ve serolojik dogrulama gerektirmektedir c¢linkii, CMV
morfolojik degisiklikler olmadan da dokular1 enfekte edebilir ve tipik sitomegalik
hiicrelerin ~ goriilmemesi CMV enfeksiyon olmadigi anlami tagimamaktadir.
Histopatolojik yontemlerin duyarliligi, histokimyasal boyama ve in situ hibridizasyon
ile arttirilabilmektedir(16).

2.1.8.2. Hiicre Kiiltiirleri

CMV tanisinda hiicre kiiltiirii ‘altin standart’ olarak kabul edilmektedir. CMV;
MRC-5 ve insan embriyosu akciger hiicrelerinde iiremekte fakat bu yontemle
sitopatolojik etki ¢ok yavas olusmaktadir (21 giin). Tanimin boyle uzun siirmesi,
donanimli laboratuar ve egitimli laboratuar teknisyeni gerektirmesi gibi sebeplerle rutin

klinik tanida kullanimlart kisitli olmaktadir(33,34).
2.1.8.3. Antijenemi testi (pp65 Testi)

CMV antijenemi testleri Kemik iligi Transplantasyonu (KIT) ve solid organ
alicilarinda ve HIV’ le enfekte bireylerde viremi saptanmasinda genis dlgiide yarar
saglamaktadir. Antijenemi testi, CMV enfeksiyonunun erken tanisi i¢in duyarli ve hizli
bir yontem olup, ciddi CMV hastalig1 riski tagtyan hastalarin rutin izlenmesinde yarar
saglayabilmektedir. Bu test immunokimyasal yontemlerle periferik kan 16kosit
niikleuslarindaki  pp65 proteinini immunflouresan ydntemle saptama esasina
dayanmakta bdylece CMV, semptomlar baslamadan oOnce saptanarak, viral yiik
saptanmasi ile birlikte asemptomatik enfeksiyondan CMV hastaligina dogru gidisin
tahmininde yarali olabilmektedir. Antijenemi testi, antiviral tedavinin etkinligini
degerlendirmede, tedavinin baslanmasinda ve MSS enfeksiyonu gelisen AIDS
hastalarinda beyin omurilik sivist (BOS)’ndaki 16kositlerde CMV arastirilmasinda
kullanilmaktadir(8,16).

Antijenemi testinde immunflouresan yontemle aranan pp65 antijeninin varligi

aktif replikasyon oldugunu gostermektedir. Bu yontem hem ayni giin sonu¢ vermekte
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hemde oOzgiillik ve duyarlilik bakiminda olduk¢a yiliksek bir yontem olarak
bilinmektedir. En 6nemli dezavantaji 6rneklerin alindiktan en fazla dort saat igerisinde
calisiimasinin gerekmesidir ¢linkii 6rneklerin ¢ogu 24 saatten daha fazla pozitif kalsa da
kantitatif antijen miktarinda diisme gozlenmistir. Ayrica l6kopenik olgularda yeterli
sonug verememesidir(36). Bu nedenle genellikle 4-7 ml kan alinmasi 6nerilmekte iken
ciddi nétropenisi olan (6rnegin mutlak nétropeni sayimi 200/mm ) hastalarda en azindan
10 ml kan alinmasi uygun olabilmektedir.

Kantitatif testlerde Ornek muhafazasi icin l6kosit stabilize edici maddeler
kullanilmistir. Sedimentasyonu takiben kalan eritrositler amonyum klorid ile lizise
ugratilir. Grantilositler hemositometre veya otomatik hiicre sayan cihazlarda sayilir ve
bilinen hiicrelerin saymmi (5x10* ile 5x10° arasinda, genellikle 2x10%) mikroskop lamna
yerlestirilir. Hiicreler formaldehit veya paraformaldehit ile tespit edilir ve sonra
noniyonik deterjan Nonidet P-40 ile permeabilize edilir ve sonra pp65’e karst direkt
monoklonal antikor ile boyanir(7,16). Bu islemleri ya peroksidaz isaretli sekonder
antikor ve kromojen ya da fluoresein izotiyosiyonat isaretli konjugatin hiicrelerde
inkiibasyonu takip eder. Hazirlanan preparatlar (slide) X200 veya X400 biiyiitme ile
degerlendirir. Pozitif sonuclar enfekte hiicrelerin niikleuslarmda ya homojen sari-yesil
floresan ya da koyu kahve-kirmizi kahverenginde goriiliir. Kantitatif sonuglar total
16kosit sayis1 bagina diisen antijen pozitif hiicre sayis1 olarak ifade edilir. Semptomatik
hastalar i¢in mutlak olmayan antijen degerleri veya saptama degerleri kantitatif
sonuglarin yorumlamasinda kullanilmaktadir ve hastalara gore farklilik géstermektedir.
Bu yiizden antijenemi testi hastalarin takibinde 6nemlidir(8,16,37,38).
2.1.8.4. Serolojik Yontemler

CMV infeksiyonlarinin serolojik tanisi i¢in mevcut testlerden secilen yontem
laboratuvarin bireysel ihtiyacina gore degisir. Organ alict ve vericilerinde, ciddi CMV

hastalik riski tagiryan immun supresif hastalarin durumu gézden gegirilerek primer CMV

enfeksiyon tanisi igin gereken test segilebilmektedir(16).
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EIA (Enzyme Immun Assay)

Serolojik tanida esas olarak ELISA temelli spesifik CMV-IgG ve CMV-IgM
antikorlar1 arastirilmaktadir. Yillarca EIA CMV antikorlarini saptamada biiytlik olgiide
diger klasik yontemlerin yerini almistir. EIA nin biiyiik avantaji hizli, duyarli ve 6zgiil
olmasi ve ¢ok sayida 6rnek, nispeten diisiik maliyetle ve giinliik ¢alisilabilmesidir. EIA,
hastanin bagisiklik durumunu ve antikor titresindeki anlamli artislar1 saptamak igin
oldukca faydalidir. CMV-IgG saptayan ticari kitler vardir. Kitlerin kullanim1 kolaydir
ve Uretici firmalar tarafindan detayli bir sekilde agiklanmigtir. Robot teknolojisinin
gelisimi hem otomatik hem de yar1 otomatik ticari EIA cihazlarimin ortaya ¢ikisina
neden olmustur(16). Dezavantaji kompleks viral lizatlarin kullanilmasi dolayisiyla diger
herpesviruslarla ¢apraz reaksiyon olusturabilmesidir. Immunkompetan konakta primer
CMV enfeksiyonu sirasinda, CMV-IgM ve ardindan CMV-IgG olusarak
serokonversiyon gelismekteyken reaktivasyon gibi sekonder CMV enfeksiyonu
sirasinda da CMV-IgG miktarinda 6nemli oranda artis saptanmaktadir.

Immunkompetan konaktan farkli olarak immun yetmezlikli olgulardaki akut
CMV infeksiyonlarinin tanisinda; primer infeksiyon sirasinda bazen saptanamamasi,
bazi durumlarda ise primer infeksiyondan uzun bir sure sonra bile pozitif kalmasi

nedenleri ile CMV-IgM tayininin degeri yoktur, testin duyarlilig1 diisiiktiir(39,40).

Immun Flouresan Antikor (IFA)

IFA, CMV antikorlarmi saptamak icin yaygin olarak kullanilan bir metoddur.
Indirekt IFA da, serum sulandirimlari virusla enfekte edilmis hiicrelerle inkiibe edilir ve
spesifik antijen-antikor kompleksi fluoresan izotiyosiyanat ile konjlige anti-human
antikor kullanarak tespit edilerek yapilir. Indirekt IFA’ya benzeyen bir yontem olan
Antikompleman IFA da ise farkli olarak serum Once 1sitilarak endojen kompleman
aktivasyonu ortadan kaldirilir, sonra virusla enfekte hiicrelere ekilerek inkiibe edilir.
Daha sonra kompleman eklenir bu antijen-antikor kompleksine baglanarak fluoresan
isaretli anti kompleman antikor ilave edilir ve kompleman C3’e baglanir. Hazirlanan
preparatlar fluoresan mikroskopta degerlendirilir. IFA, CMV antikorlarim kalitatif ve
kantitatif olarak tespit etmesi, pahali olmayan bir test olmasi, duyarli, kolay ve hizli
olmasi yoniinden avantajlidir. Dezavantajlar1 ise preparatin degerlendirilmesi i¢in bir
fluoresan mikroskobu ve karanlik odaya; testin degerlendirilmesi ve sonuclarin

yorumlanmasi i¢in fazla deneyimli bir ¢alisana ihtiyag olmasidir(16).
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CMV-1gM Antikorunu Saptama (Immun Capture)

CMV-IgM antikorlarin1 saptarken dikkat edilmesi gereken yanlis pozitif ve
yanlis negatif sonuglardir. RF, IgG’e karsi olusan genellikle IgM sinifinda bir
immunglobiilin olup romatolojik, vaskiilitik ve viral hastaliklarda bulunmaktadir. IgM,
RF spesifik CMV-IgG’lerle bir kompleks olusturmakta, CMV-1gG, CMV Ag’lerini
baglamakta ve nonviral IgM’ler onunla tasindigindan IgM saptarken yanlis pozitiflik
s6z konusu olabilmektedir. Bu nedenle CMV-IgM antikorlarin arastirirken RF ortadan
kaldirilmalidir. Eger ¢ok miktarda spesifik IgG antikoru varsa, CMV’e karsi olugsmus
IgM antikorlar1 yarigmali olarak tiimiiyle baglayacagindan yanls negatiflik s6z konusu
olabilmektedir. Test yapilmadan once IgM ve IgG fraksiyonlarmin ayrilmasi, hem
yanlis pozitif hem de yanlis negatiflik goriillme sikligini azaltabilmektedir(16). Bu
durumun Onlenmesi i¢in bazi basit ve hizli yontemler bulunmaktadir. Bunlar, jel
filtrasyon, afinite kromotografisi, solid faz selektif IgM absorbsiyon testleri ve anti-
insan IgG hiperimmuglobiilin, stafilokok protein A veya grup G streptokoklardan elde
edilen protein G kullanarak IgG nin ortadan kaldirilmasidir. Son dénemlerde yanlis
pozitif veya yanlis negatif sonuglardan sakinmak i¢in alternatif bir yaklasim da revers
capture solid-faz IgM testleridir(16). Bu metotta serumdaki IgM antikorlar1 yakalamak
i¢in anti-human IgM antikorlar ile kapl solid faz kullanilmakta; sonra IgG antikorlari
ve immun kompleksler yikama ile uzaklastirilmakta, daha sonra bagl IgM antikorlar1
CMYV antijenlerine maruz kalir ve enzimle konjuge edilmis ikinci antikorlar ve subsrat
ilave edilmektedir. Antijen kaynagi olarak rekombinan kokenli CMV proteinlerinin
kullanilmasi ve gelisimi de IgM performansini biiyiik dl¢lide arttirmaktadir(16).

Spesifik [gM antikorlar1 son donem gegirilmis olan veya aktif enfeksiyonun
saptanmasinda yararli olmasina ragmen, sonuglar dikkatli bir sekilde yorumlanmalidir.
IgM antikorlar plasentayr gecemedigi icin enfekte yenidogandaki tek bir pozitif sonug
tan1 koydurucudur. Ancak yenidoganda IgM iiretimi gecikebilir veya olmayabilir.
Yenidogan disinda hem primer enfeksiyonda hem de reaktivasyonda IgM antikorlari
olabileceginden ya da primer enfeksiyondan sonraki donemde IgM antikorlar1 uzun siire
serumda  bulunabileceginden dolay1 CMV-IgM antikorlarinin  arastirilmasi
onerilmemektedir. Test sonuglarinin yorumlanmasinda karisiklik olabilmekte; 6zellikle
gebe kadinlar ve immunkompromize kisilerde yeni veya aktif enfeksiyon oldugu
onceden sdylenememektedir. Yenidogandakine benzer sekilde immunkompromize

kisilerde de IgM antikor lretiminde gecikme olabilir veya anlamli antikor miktarina
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ulagilamayabilmektedir. Ayrica enfeksiydz mononiikleozlu hastalarda heterotipik IgM

yanit1 goriilebilmekte ve yanlis CMV-IgM pozitifliklerine neden olmaktadir(16).

CMV IgG Avidite Testi

CMV tanisinda diger bir¢ok enfeksiyonunun tanisinda oldugu gibi hastanin
serolojik profili onem tasir. Baz1 durumlarda virusa 6zgiil IgM ve IgG birlikte pozitif
olarak saptanabilmekte, bu halde enfeksiyonun primer veya sekonder ayiriminin
yapilmasi gerekmektedir. Virusa 06zgiil IgM antikorlart bazi re-enfeksiyonlarda,
reaktivasyonlarda, klinik veya subklinik gecirilen akut enfeksiyonlardan sonra
serokonversiyonun uzamasi gibi durumlarda pozitif olarak saptanabilmektedir. Bu gibi
hallerde primer veya sekonder enfeksiyon ayrimi i¢in Avidite testleri kullanilmaktadir.
Primer enfeksiyonlarda virusa 6zgii 1gG aviditesi diisiik iken sekonder enfeksiyonlarda
yiiksek olarak goriilmektedir. Bu ayrimin yapilmas: 6zellikle gebelik donemindeki

kadinlarda ve immun baskilanmis hastalarda 6nem kazanmaktadir(15).

Pasif Lateks Agliitinasyon Testi

Basit, hizli ve ucuz bir testtir. Viral antijenle kapli lateks partikiilleri test
edilecek serum ile siispanse edilip kisa siire inkiibe edildikten sonra CMV spesifik
antikor varlig1 yoniinden degerlendirilir. Antikor varliginda ¢iplak gozle kiimelesme ve
agliitinasyon goriiliir. Oldukc¢a duyarli ve o6zgiil bir yontem olup, hasta ve kan
dondrlerinin immun durumlarini belirlemek veya ¢ift serum 6rneginde anlamli antikor
cevabini arastirmak i¢in kullanilabilmektedir. Test 10-15 dakikada tamamlanmasi ve
ucuz olmasi bakimindan avantajlh, agliitinasyonu ayirt etmede zorluk olusu ve subjektif

olusu yoniinden dezavantajidir(16).

Diger Serolojik Testler

Kompleman fiksasyon (CF), Indirekt Hemaglutinasyon Antikor (IHA) ve
Notralizasyon testi (NT) gibi yontemler, CMV antikorlarin1 6l¢mek i¢in kullanilan diger
serolojik testlerdir. Bu testlerin bazilar1 duyarsiz ve zayif standardize edilen testler olup,
laboratuvarda yogunluga ve zaman kaybina neden olmaktadir ve giinlimiizde sinirli

sayida laboratuvarda kullanilmaktadir(16).
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Molekiiler yontemler

PCR, CMV-DNA ve mRNA’nin saptamasinda kullanilan 6nemli bir yontem
olup laboratuvarlarin kendi reaktifleri ve protokolleri ile “in house” olarak yapilabildigi
gibi bazi ticari kalitatif PCR kitleri de gelistirilmistir. Aktif CMV enfeksiyonunun tanisi
icin PZR duyarlilik ve 6zgiilliigii degerlendirilmekte, virusun latent 6zelliginden dolay1
seropozitif bireylerde aktif enfeksiyon olmasa dahi PZR pozitif sonug verebilmektedir.
Bu Kalitatif yerine kantitatif PZR testleri kullanilarak oOnlenebilmektedir. Cogaltma
islemi “immediate- early” Ag 1, glikoprotein B ve H, EcoRI D fragmani, HmdlUX
fragmani, pp65, pp67 ve major kapsid protein fragmanlarini kodlayan bolgeleri cogaltan
cesitli primer ciftleri ile gerceklestirilmektedir. Organ transplantasyonu yapilan
hastalardan, AIDS’li hastalardan ve konjenital enfeksiyonu olan yeni doganlardan
alinan ¢esitli klinik 6rneklerde, ayrica immunsupresif hastalarin surveyansmi stirdiirmek
ve antiviral ilaglarin tedavi edici etkilerini degerlendirmede 6rneklerde PZR ile CMV-
DNA saptanmigtir

CMV tanisinda PZR ile tamda hedeflenen; aktif hastalik ile asemptomatik
hastalik veya latent enfeksiyon arasinda ayirimi dogru yapabilmektir. CMV viremisi,
CMV hastaliginin en iyi gostergesi olup, periferik kan l6kositlerinde, plazma ve
serumda PZR ile CMV-DNA’s1 kalitatif olarak saptanabilmektedir. Ancak PZR son
derece duyarlidir ve semptomatik hastaligin 6nceden dogru tahmininde ve
immunkompromize hastalarda antiviral tedavinin basarisinin izlemesinde sinirli bir
degeri vardir. CMV-DNA kanda hastalik belirtileri olmadan ve semptomatik hastanin
basarili tedavisini takiben haftalarca pozitif kalabilmektedir(8,16,41-44).

Giiniimiizde kalitatif PZR ile saptanan anlamli klinik sonuglar net degildir, ama
bu yontem belli durumlarda yararli goziikmektedir. Bunlar, CMV enfeksiyonlarinin
daha az yaygin formlarinda, 6rnegin ensefalitli veya poliradikiilomiyelitli hastalarin
BOS’ unda, konjenital CMV enfeksiyonlarinda yeni doganda idrarda, dokuda, amniyon
stvisinda ve fetal serumda CMV arastirilmasinda faydalidir. Ayrica CMV retiniti olan

hastalarda ve ciddi enfeksiyon riski yliksek olan hastalarda antiviral tedavinin erken
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baslatilabilmesi i¢in de yararlhidir. Kanda kalitatif PZR ile alinan negatif bir sonug
yiiksek negatif prediktif degere sahiptir(8,16,26,42-46).

Antijenemi testine benzer sekilde CMV-DNA diizeyi, CMV hastaliginin
tahmininde ve tanisinda gereklidir. Sonug olarak kanda CMV-DNA seviyesini gésteren
cok sayida kantitatif ve semikantitatif bir¢ok yontem gelistirilmistir ve glinlimiizde
ticari yontemler mevcuttur. Bunlar hibridizasyon, konvansiyonel (klasik) PZR, RT-
PZR, branched-chain DNA teknolojisi ve Real-Time PZR gibi hedef ve sinyal
amplifikasyon metotlaridir. Bu molekiiler yontemler ile saptanan kantitatif sonuglar
antijenemi testi sonuglar ile kiyaslanabilir ve CMV enfeksiyonlarinin tanisinda kiiltiire
gore daha duyarlidir ve klinik semptomlar baslamadan 6nce kanda CMV-DNA’ sini
saptayabilmektedir. Aktif CMV hastalig1 olan AIDS’li hastalar ve organ alicilarinda
CMV-DNA diizeyinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir ve CMV-DNA kopya
sayisinda hizli artig ile semptomlar ve tedavi sirasindaki ilag basarisizli§i arasinda bir
iligki vardir. AIDS’li hastalarda periferik kan I6kositlerindeki CMV-DNA diizeyi
saptanarak semptomatik CMV retiniti gelisme riski belirlenebilir. CMV hastaligi olan
immunkompromize hastalarda plazma veya l6kositlerde CMV-DNA diizeyi, hastalik
olmayanlara gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak CMV-DNA’ s1 lokositlerde
plazmadan daha ¢ok miktardadir; bu yiizden plazmadaki CMV diizeyini saptamak CMV
hastaliginin progresyonunu ve tedavinin etkinligini degerlendirmede daha az
dogruluktadir. Antijenemi testinde oldugu gibi semptomatik hastalik i¢in mutlak CMV -
DNA seviyesi belirlenmemistir. Halen belli bir zamanda toplanan seri haldeki kan
orneklerinde bulunan DNA diizeylerindeki nispi degisiklikleri izlemek daha 6nem
tasimaktadir. Kantitatif PZR metodlar1 ile c¢esitli dokulardaki CMV-DNA miktari
saptanabilse de klinik bulgularla iliskisini degerlendirmek icin daha c¢ok calismaya
gereksinim vardir. Konjenital CMV infeksiyonun prognozu, enfekte yenidoganm
idrarindaki CMV miktan ile direkt iliskili oldugu gosterilmistir. AIDS’li hastalarda
BOS’ taki CMV miktar tayini, HIV ve diger firsat¢1 patojenlerden ziyade CMV nin
merkezi sinir sisteminde olusturdugu hastaliklar1 saptamaya yaramaktadir. Kullanilan
kantitatif testlere alternatif olarak RT-PCR testleri, yalniz aktif enfeksiyon sirasinda
eksprese edilen spesifik CMV mRNA transkriptlerini Kkalitatif g¢ogaltmak i¢in
kullanilmaktadir. Kan l6kositleri ve BOS’ da CMV’nin “en erken” ve “gec¢” pp67

MRNA ekspresyonunun izlenmesinde kullanilan ticari amplifikasyon Kkitleri ile alinan
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sonuglarin tanisal degeri vardir. CMV mRNA’y1 saptamada kullanilan yontemler
digerlerinden genellikle daha az duyarlidir ama CMV hastaliginin tanisinda yiiksek
Ozgiilliige sahiptir. Genelde CMV-DNA saptanmasi ve sayiminda kullanilan molekiiler
testler gere¢ ve yontemden dolayir birbirlerinden farklidir; bu nedenle hem kalitatif
hemde kantitatif yontemler icin kesin bir standardizasyona ihtiya¢ vardir. Cogu yontem
teknolojiye bagimli, pahali, zaman alic1 ve iyi bir deneyim gerektirir. Sonug olarak bu
testlerin klinik yarar1 onlarin dogruluguna, verimliligine, kullanim kolayligina,
maliyetine ve prediktif degerine bagli olacaktir. Bununla birlikte molekiiler yontemler
CMYV hastaliginin tahmininde, izlenmesinde, tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde,

viral direng ve ila¢ basarisizligini tanimlamada kullanilmaktadir(8,16,47-,54).

CMYV Tanisinda Diger Direkt Saptama Yontemleri

Dokular, Bronkoalveolar Lavaj (BAL), servikal sekresyonlar, kan 16kositleri ve
idrar drneklerinden direkt olarak CMV saptanmasinda eksfolyatif sitoloji, molekiiler dot
blot ve in situ hibridizasyon yontemleri kullanilmaktadir. Ancak bu yontemlerin
duyarhliklart azdir ve ¢ogu klinik laboratuvarda kullanilmamaktadir. EIA ve Dot
Immunperoxidaz yontemleri de klinik &rneklerden direkt CMV  saptamada
kullanilmaktadir(8,16).

2.1.9. TEDAVIi

CMV enfeksiyonlarinin tedavisinde Onceleri alfa interferon, transfer faktor,
asiklovir, vidarabin ve hiperimmunglobulinlerle c¢alismalar yapilmis ancak basarili
sonuclar almamamistir. Simdilerde CMV enfeksiyonlarinin tedavisinde lisans alan
gansiklovir ve cidofovir gibi antiviral ajanlar ile foscamet kullanilmaktadir. Bu fi¢
antiviral ajanda CMV-DNA’simin sentezini viral DNA polimerazi inhibe ederek etkili
olurlar. Oliimciil seyreden ve &zellikle kemik iligi transplantasyonu alicilarinda sik
gorilen CMV pnomonisinin sagaltiminda ve yine bu grup alicilarin diger CMV
hastaliklarinda basarili sonuclar elde edilmistir. Son ¢alismalarda CMV pndmonisinin
sagaltiminda gansiklovirin insan immun serumu (HIS) ile kullaniminda basarili sonuclar
bildirilmistir(14).

HIV’ de goriilen retinit ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinda gansiklovir

tedavisi ile sonuglar basarilidir. Retinit sagalttiminda rutin olarak kullanilmaktadir.
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Ancak relapslar goriildiigii i¢in idame dozda sagaltima devam edilmelidir. Ilacin
parenteral formu kullanilmalidir. Kullanim kolayli§i nedeniyle oral formlar
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir, dozaj genellikle 5mg/kg intravendz (1V) 12 saat ara ile ve
14-21 giin siire iledir. Ilacin graniilositopeni, trombositopeni, erkekte sterilite, deri
dokiintlileri ve bazi MSS belirtileri goriilebilir. Foscamet (foscamet, trisodyum
fosforoformat) ise herpes virlislerinde viral DNA polimerazi, HIV-I’"de ise revers
transkriptaz yapimini inhibe etmek suretiyle etkili olmaktadir. Bu {irlin giiniimiizde
ozellikle AIDS’ lilerde goriilen CMV retinitinin ve gansiklovire direngli CMV
enfeksiyonlarinin bir alternatifi olarak 6nerilmektedir. Bu tiir olgularda foscamet damar
i¢ci yolundan 3 hafta siire ile giinde 3 kez 60 mg/kg ve daha sonra 90mg/kg/giin olarak
verilmektedir(14,55-57).

2.1.10. KORUNMA

CMV agisindan seronegatif olan alicinin korunmasi 6zellikle yenidoganlarda ve
transplantasyonda onemlidir. Genel olarak ¢evre hijyeni ve hastanede ellerin sik sik
yikanmasi gibi Onlemler gereklidir. Kan ve kan iriinlerinin CMV yoniinden
degerlendirilmesine toplumda seroprevalans yiiksek oldugu icin sadece ¢ok Ozel
durumlarda dikkat edilebilmektedir. Transplantasyonlarda vericilerden alinan organlarin
seronegatiflerden se¢ilmesi de miimkiin olamamaktadir(14).

CMV hastaligi acisindan risk grubu olan hastalarin  proflaksisinde ve

“preemptive” tedavisinde degisik ajanlar denenmektedir(14).

2.1.10.1. Asilar

Onkojen potansiyeli konusunda kuskular bulunmaktadir. Yaygmn ve giivenilir
asilar i¢in daha biilyiik gruplarla yapilacak arastirmalara gereksinim vardir(3). Humoral
ve hiicresel immun yanit1 uyarabilen ateniie Towne asis1 olmasina karsin, koruyuculugu
yoktur. Deneme asamasinda olan, subiinit glukoprotein B ve H, pp65 matrix protein,

Canarypox rekombinant ve DNA plazmid as1 calismalar1 da vardir.
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2.1.10.2. Antiviral ajanlar

Bir c¢alismada kemik-iligi transplantasyonunda, 1500mg/m2/giin dozunda
verilen asiklovirin CMV enfeksiyonu ve hastalik insidansini disiirdiigii gozlenmistir.

Diger antivirallerle yapilan ¢aligmalar basarili olmamaistir(14).
2.1.10.3. CMYV hiperimmunglobiilin ve hiperimmun serum (CMV HIG-H1S)

Ozellikle transplantasyonda risk grubunu olusturan, vericinin seropozitif,
alicinin  seronegatif oldugu grupta antitimosit globulin (OKT3) kullanilan alicilarin
korunmasinda c¢alismalar yapilmis, sonuclar olumlu bulunmustur. Bu grupta gelisen
CMYV enfeksiyonu engellenmemekte iken asil sorunu olusturan CMV hastalig1 insidansi
diismektedir(14).

Birgok merkezde risk grubunu olusturan alicilara HIS proflaksisi rutine
sokulmustur. Dozaj konusu heniiz tartismali olup, kullanilan preparata gore
degismektedir. Onerilen kullanim zamani, transplantasyonlardan sonra 60 giin, haftada

1 defa ve 60 giinden sonra 2-3 haftada 1 defadir(14).

2.2. ATEROSKLEROZ

2.2.1.1. TANIM

Ateroskleroz (Atherosclerosis); aterom(ateroma) ve sklerotik dokulardan olusan,
kendine 6zgii etyolojik ve patogenez faktorleri bulunan bir damar patolojisidir. Arter
duvarlarinin kalinlagmasi ve sertlesmesi ile seyreden, fokal lezyonlar seklinde goriilen
ve hassas plak olarak adlandirilan ateroskleroz, aortadan epikardiyal koroner arterlere
kadar degisen biiyiikliikte sistemik arterleri etkilemektedir. Insanligin uygarlik diizeyine
paralel olarak giderek yayginlasan ve daha geng populasyonu tehdit eden aterosklerotik
kalp hastaliklarinin her zaman bulgu vermemesi ve genellikle akut koroner sendrom

olusumu ile mortalite ve morbidite oranlar1 ileri derecede yiiksektir(58-60).

2.2.2. PATOLOJIK ANATOMI
Aterosklerozda, histopatolojik olarak, birbirini takip eden donemlerde, ayni

karakterli lezyonlar meydana gelmekte, kronolojik sira ile lezyonun ilk goriilen sekli
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mukoid kalinlasma olup mikroskobik olarak endotel ve subendotelyal tabakanin 6demi
dikkati cekmektedir. Histokimyasal incelemede asid mukopolisakkaritlerin birikmesinin
vaskiiler permeabilitenin lokal olarak artmasi ile ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir.
Siirecin daha sonraki doneminde bu bdlgeye lipidler oturmakta ve intimada sarimtrak
veya sari-grimtrak yiizeyel lekeler seklinde goriilebilen bu lezyonlar ‘yagl iz’ olarak
tanimlanmaktadir. Bu iki tip lezyon reverzibl olup gerileyebilmekte veya tamamen
kaybolabilmektedir.

Patolojik olay devam ederse subendotelyal dokuda lipid infiltrasyonu olmakta ve
hiicre reaksiyonunun damarda olusmasina neden olmaktadir. Lezyonda fibroz doku
artmastyla ‘fibroz plak’ meydana gelmektedir. Daha sonra, lezyon ortasindaki yagh
doku yumusayarak ‘aterom plagi’ ortaya ¢ikmaktadir. Lipid hem intraseliiler (kopiik
hiicreleri), hem ekstraseliiler olarak birikmekte, bu lezyona kalsiyumun oturmasi,
ilserasyon, kanama ve trombusun eklenmesi durumunda ‘komplikasyonlu lezyon’

olarak kabul edilen patoloji ortaya ¢ikmaktadir(60).

2.2.3. EPIDEMIYOLOJI

Ateroskleroza bagli hastaliklarin siklik derecesi iilkelere gore degisiklik gosterir.
Sosyoekonomik bakimdan gelismis iilkelerde aterosklerotik hastaliklarin daha sik
oldugu ve daha erken yasta basladigi, gelismemis iilkelerde ise bu tip hastaliklarin daha
seyrek ortaya ¢iktigi gorilir. Bu durumun bireyin irkina bagli olmadigi, degisik
iilkelerde ¢evre sartlarinin degismesinden etkilendigi bilinmektedir. Gelismis tilkelerde
beslenme standartlarinin yliksek olmasi, sehirlesme ve kalabaliklasma dolayisi ile stres
ve ruh gerilimleri bu farki dogurmaktadir.

Beslenme sekli aterogenezde ¢ok onemlidir. Yiiksek kalorili ve sismanlamaya
yol acan bir beslenme aterosklerotik hastaliklar1 siklagtirmakta ve daha erken yaslarda
goriilmesine neden olmaktadir. Alinan besinlerdeki yag oraninin yiliksek olmasi ve
ozellikle doymus yag asidlerince zengin yaglarla beslenilmesi aterogenezi
kolaylastirmaktadir. Bu gibi hallerde kan kolesteroliiniin, beta ve pre-beta
lipoproteinlerinin yiikseldigi goriilmekte hatta igilen suyun yumusak veya sert olmasinin
veya fazla sakaroz alinmasininda etkisi olabilecegi tartisma konusu olmaktadir.

Bir ¢evre etkeni olarak stresin ve bunlarin dogurdugu ruh gerilimlerinin de
aterosklerotik hastaliklar1 siklastirdigi ve daha erkene aldigi bir gergektir. Sanayi

toplumlarinda kalabaliklasmanin artmasi ve siirtiismelerin ¢ogalmasi etkisi altinda olan
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kimselerde ve agir sorumluluk gerektiren yonetici gorev yerlerinde ¢alisanlarda
aterosklerotik hastaliklar, 6zellikle iskemik kalp hastaliklar1 sik goriilmektedir. Stres
faktorleri karsisinda organizmanin cevap verisi kisiden kisiye gore degisir. Bu farklar
kalitsal olarak belirlenmistir. Bir diger ¢evre etkeni olarak fiziksel yasam davranisinin
Oonemi tizerinde durulmaktadir. Meslegi ve huyu nedeni ile siirekli sedanter yasam
icinde olanlarda hareketli ve sportif olanlara nazaran daha ¢ok aterosklerotik hastaliklar

goriilmektedir(60).

2.2.4. PATOGENEZ

Ateroskleroz multipl etyolojik ve patogenetik faktorlerin bir arada rol oynamasi ile
ortaya ¢ikan bir hastaliktir.

Patogenezde ti¢ grup faktor séz konusudur:

a) kan biyokimyasi ile ilgili humoral faktorler

b) arter duvari ile ilgili doku histolojisi ve metabolizmasi faktorleri

c¢) hemodinamik kuvvetler ile ilgili faktorler

Bu faktorlerden bir kism1 endojen faktorlerdir ve kalitima baglidir. Diger bir kismi
ise g¢evre ile ilgili ekzojen faktorlerdir ve biitiin bu faktorler birbirini etkileyip
potansiyalize ederek sonugta aterosklerozu olusturmaktadirlar.

Yapilan incelemeler aterom plaklarindaki lipid ve lipoproteinlerin kandan geldigini
gostermistir. Kandaki lipidler ve kolesterol suda ¢oziinmeyen maddelerdir ve bunlar
globuline bagli olarak lipoproteinler seklinde kanda dolasmaktadirlar. Normal ve
biitiinltiglinli koruyan arter endotelinden daha biiyiik agregatlar arter duvarina gegemez.
Elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler endotel hiicrelerinin intima yiizeyinde
araliksiz siralandigini ve bazi yerlerde endotel hiicreleri arasinda kopriiler seklinde
baglantilarin  bulundugunu gostermislerdir. Hemodinamik faktorlere bagli cesitli
kuvvetler ve katesolaminler, histamin, serotonin ve bradikininler gibi baz1 maddeler bu
kopriilerin gevsemesine ve endotel yiizeyinde porlarin agilmasina neden olmaktadir. Iste
baslangi¢ lezyonlarin meydana gelebilmesi i¢in bu sekilde endotelin bir hasara ugramasi
ve biitlinliigiinii yitirmesi gerekmektedir(60). Giiniimiizde de kabul edilen bu ‘endotel
hasarina cevap’ hipotezine gore damar duvarinda gelisen olaylar dizisi sira ile su

sekildedir:
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1- Damar endotelinin belirli bolgelerinde olusan kronik hasar sonucunda
permeabilite ve 16kosit adezyonunda artis olmaktadir

2- Basta yiiksek kolesterol igerigi ile LDL ve VLDL olmak iizere lipoproteinler
damar duvari igerisine girmeye baglar. Giren lipoproteinler oksidasyon ile
modifiye edilmektedir.

3- Kan monositleri ve diger 16kositler endotele adezyon gosterip damar duvari
intima tabakasina girerler. Burada makrofaj ve kopiik hiicrelerine (foam cell)
doniisiirler.

4- Trombositler endotel hiicrelerine ve diger 16kositlere adezyon gosterirler.

5- Aktive olmus trombositler, makrofajlar ve endotel hiicrelerinden salinan
faktorlerle damar duvari media tabakasinda bulunan diiz kas hiicreleri intima
tabakasina dogru migrasyon gosterirler.

6- Intima tabakasinda prolifere olan diiz kas hiicreleri ve olusan hiicrelerarasi
matriks, bolgede kollajen ve proteoglikanlarin birikimine neden olur.

7- Makrofaj ve diiz kas hiicreleri i¢inde ve hiicrelerarasit matrikste yogun lipid
birikimi gozlenir. Damar liimenini daraltan plak olusumu tamamlanir(61).

Bu siirecin aciklanmasindaki ikinci goriis ise aterogenezin lipid metabolizmasi ile
ilgili oldugudur. Kolesterol ve yag yedirilen ¢esitli hayvan tiirlerinde aterom plaklarin
meydana gelmesi, kan ve doku lipidlerinin artmasi; fazla yaglh ve kolesterolli gida ile
beslenen, kan kolesterol ve lipidleri yiiksek olan kimselerde aterosklerozun daha
yaygin, daha siddetli ve daha erken ortaya ¢ikmasi; esansiyel hiperlipoproteinemiler,
diabetes mellitus, hipotiroidi, nefrotik sendromlar vb. gibi hiperkolesterolemi meydana
getiren hastaliklarda erken ateroskleroz goriilmesi, aterom plaklarda kolesterol ve
plazma lipidlerinin bulunmasi bu teoriyi ortaya c¢ikarmistir. Lipidler kanda solubl
lipoproteinler halinde bulunmaktadirlar. Kandaki bu lipoproteinler elektroforez ve
ultrasantrifiigasyonda gosterdikleri 6zelliklere gore siniflara ayrilirlar. Silomikronlar
98% lipid, 2% protein tasirlar. Lipid kism1 daha ziyade trigliseridlerdir. Postprandiyal
olarak kanda ¢ogalirlar. Seruma gozle goriilebilir laktesans verirler. Cok diistik dansiteli
lipoproteinler (VLDL) elektroforezde pre-beta lipoproteinleri meydana getirirler. Lipid
yarilarinda kolesterol, fosfolipid ve trigliseridler olup bu grupta da trigliserid seviyesi

yiiksektir. Diigiik dansiteli lipoproteinler (LDL) elektroforetik olarak beta-
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lipoproteinlerdir ve bunlarda kolesterol miktar1 en yiiksektir. Yiksek dansiteli
lipoproteinler (HDL) elektroforezde alfa-lipoprotein mobilitesi gosterirler. Bunlar
protein ve fosfolipidden zengin agregatlardir.

Esansiyel hiperlipoproteinemilerin Ila, IIb, III ve IV’cii gruplarinda ateroskleroz
daha sik goriilmektedir. Kan kolesterol seviyesi ozellikle bu gruplarda yiiksektir ve
hemen daima 300% mg’in istiindedir. Irsi olan bu hastaliklarda genotip homozigot
oldugu takdirde kan kolesterolii 700% mg’1n iistiinde ¢ikmakta ve bu gibi kimseler 15
yasindan evvel enfarktiisten olebilmektedirler. Esansiyel hiperlipoproteinemilerin bu
gruplarinda o6zellikle pre-beta ve beta-lipoproteinler yiikselmistir. Cesitli arastirmalar
aterom plaklarinda biriken lipoproteinlerin de pre-beta ve betaproteinler oldugunu
gostermistir. Biitiin bunlar gostermektedir ki aterogenezde en belli bash rolii kolesterol
ve beta ve pre-beta lipoproteinler oynamaktadir. Fakat, bu humoral faktorler yalniz
basina aterogenezin biitiin 6zelliklerini izaha yeterli degildir. Bunlar kendi baslarina
yeterli olsalardi aterosklerotik lezyonlarin biitiin arterlerde difiiz bir dagilim gostermesi
beklenirdi. Oysa bu lezyonlar lokal ve fokal karakter gostermektedirler. Olayin bu
yoniinii  agiklamada damar duvarn ile ilgili ve hemodinamik faktorler rol
oynamaktadirlar.

Arter duvarinda lokal olarak asid mukopolisakkaritlerin (AMPS) artis1 aterogenezde
onemli bir faktdr olarak kabul edilmistir. Lokal etki yapan her tiirlii fizik ve simik
travmalar (1s1, 1s1nlar, tansiyona bagli lokal gerilimler, katesolaminler ve diger vazoaktif
maddeler) bagdokusu reaksiyonu meydana getirmekte ve AMPS artmasina yol
acmaktadirlar. AMPS’in ise pre-beta ve beta lipoproteinler ile kalsiyum baglama
ozelligi vardir ve cogaldigi yerlerde bunlari baglayarak aterom plaklarina yol
agmaktadirlar.

Son senelerin arastirmalart medya diiz adele hiicrelerinin aterogenezdeki dnemine
dikkatleri ¢ekmistir. Bu hiicrelerin intimaya gecebildikleri, karakter degistirerek
kollagen ve elastik bag dokusu elemanlarin1 meydana getirebildikleri, kdpiik hiicreleri
haline gelerek lipid depo edebildikleri ve AMPS sentezi yapabildikleri gosterilmistir.

Hemodinamik faktorler aterom plaklarinin yer se¢iminde en Onemli roli
oynamaktadir. Kan basinc1 artmasinin aterogenezi kolaylastirdigi  klinik  ve
eksperimental arastirmalarla c¢oktan beri gosterilmistir. Arterlerin gidisleri boyunca
etrafimt ¢evrelen dokular degisik derecelerde desteklik gorevi yaparlar. Buna gore kan

basinci arter duvarini her noktada ayni derecede etkileyemez. Bu etkinin fazla oldugu
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yerlerde filtrasyon daha ¢ok olacaktir. Arterlerin daralma yerlerinde de yine filtrasyon
basinct yiiksektir. Diizgilin bir arter i¢cinde kan laminer bir akim gdsterir. Buna karsin
dallanma noktalarinda ve kavis yaptig1 yerlerde kan akimi girdaplar meydana getirir. Bu
yerlerde intima ve endotelin biitiinliigii bozulmaktadir. Iste bu gibi hemodinamik
faktorler aterom plaklarinin yer se¢ciminde etken olmaktadir.

Kalitim aterogenezde baslica etken olarak goziikmektedir. Ateroskleroza bagl
hastaliklar aile icinde toplanma egilimi gosterir ve kusaklar boyunca ayni tip
aterosklerotik hastalik yer alir. Bazi ailelerde serebral arterioskleroz, bazilarinda
koroner sklerozu, diger bazilarinda ise periferik arterlerin sklerozu goriiliir. Demek ki,
kalitm belli arter yataklarinin se¢iminde de rol oynamaktadir. Aterosklerotik
hastaliklarin ortaya ¢ikma yas1 da ailevi kalitsal bir egilim gosterir. Bu egilimde multipl
genetik faktorler s6z konusudur. Bunlarin kalitsal olarak belli yonde toplanmis olmasi o
aile bireyinde hangi yaslarda hangi damar yataginda ateroskleroza bagli bir hastalifin

ortaya ¢ikabilecegini saptayacaktir(60).

2.2.5. ATEROSKLEROZ OLUSTURAN RiSK FAKTORLERI

Risk faktorleri erken yaslarda (60 yasindan evvel) ateroskleroza bagli organ
hastaliklarina sebep olan cevresel ve biyolojik etkenlerdir. Bu faktorler su sekilde
siralanabilir:

1- Kalori, kolesterol ve doymus yag asitlerinden zengin beslenme: sismanlik, sigara
igme ve sedanter yasam aliskanligi bu gruba girer.

2- Endojen olan fakat ekzojen girisimlerle diizeltilebilen faktorler:
hiperkolesterolemi, hiperlipoproteinemi, hipertansiyon, hiperglisemi,
hiperiirisemi ve istirahatte hizli kalp ritmi bunlar arasindadir.

3- Organ hastaliklari ile ilgili faktorler: Hipertiroidizm, hiperkortisizm, diabetes
mellitus, nefrotik sendrom vb hastaliklar bu kategoridendir.

4- Cevresel etkenlerle diizeltilmesi miimkiin olmayan risk faktorleri: Yaglanma ve
cinsiyet bu gruptandir.

Hiperkolesterolemi, kolesterol-kalori-doymus yag asitlerince zengin beslenme,
hipertansiyon ve sigara igme major risk faktorleri olarak kabul edilmekte ve bunlar
birbirinden ve diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak aterosklerotik hastaliklar

arttirmaktadirlar. Aterosklerotik hastalik riskini en ¢ok etkileyen ve en sik rastlanan
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risk faktorleri olarak degerlendirilen bu faktorlerin ekzojen girisimlerle dnlenmeleri
miimkiindiir(60).

Genetik faktorler lipoprotein diizeylerini etkileyerek aterosklerozun olusumunda
onemli rol oynamaktadirlar(62). Lipoproteinlerin plazma diizeyleri ve metabolik
hizlari, yiizeylerinde bulunan apolipoproteinler tarafindan kontrol edilmektedir.
Apolipoproteinlerdeki genetik degisimlerin, koroner arter hastaliginin gelisiminde
bireyleraras1 farkliliklar1 belirleyen en 6nemli faktorlerden biri oldugu arastirmacilar
tarafindan gosterilmistir(63,64). Ailede erken koroner arter hastaliginin pozitif
olmasi(babada veya diger birinci derece erkek akrabada 55 yasin altinda veya
annede veya birinci derece kadin akrabada 65 yasin altinda aterosklerotik kalp
hastaligt olmasi) gelecek nesillerde koroner arter hastaligi riskini 1.3-1.6 Kkat
artmaktadir. Ateroskleroz olusumunda risk olarak cinsiyet ve yas birlikte paralellik
gostermektedir. Kadinlarda, Menapozdan sonra 10 y1l boyunca ateroskleroz gelisme
riski erkeklerle ayni oldugu belirtilmektedir(64).

Diyabetes mellitus, aterosklerotik kalp hastaligi gelisme riskini arttirmakta ve
vaskiiler komplikasyonlarda aterogenez hizlanmaktadir(65). Obesite’de major
aterosklerotik risk faktorlerinden olup abdominal obezite, obezitenin artirdig:
riskleri arttirmakta ve bel c¢evresi abdominal yag miktar1 ile korelasyon
gostermektedir. Diizenli fiziksel aktiviteninde insulin duyarliligini ve fibrinolizi
arttirdig, trigliseridleri ve kan basincini azalttigi ve ateroskleroz riskini azalttigi
goriilmiistiir(66).

Risk faktorleri arasinda giincel olarak arastirilan diger bir etkende enfeksiyon
ajanlaridir. Ilk kez Huchard tarafindan 1891°de ortaya atilan bu faktor, yillarca
cesitli arastiricilar tarafindan arastirilmis, C.pneumoniae, Herpesviruslar, H.pylori
gibi ¢esitli etkenler ile ateroskleroz arasindaki iliski ile ilgili caligmalar

yapilmistir(64-69).

2.2.6. ATEROSKLEROZ-ENFEKSIYON ILiSKIiSi

2.2.6.1. TARIHCE

Enfeksiyon etkenleri ile hastaliklar arasinda iliski her zaman arastirilmis ve
yakin zamanda peptik iilser ile Helicobacter pylori arasinda, kaposi sarkomu ile Human
herpesvirus-8 arasinda iliskiler tanimlanmistir. Ateroskleroz ile enfeksiyon ajanlari

arasindaki iliskinin arastirilmasi ise 1800’1i yillara dayanmaktadir(Tablo 2-2).
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Tablo 2-2. Ateroskleroz-enfeksiyon iligkisi

Virchow (1856) Lipid hipotezi

Huchard (1891) Cocukluk ¢ag1 enfeksiyonlar: aterosklerozun potansiyel
nedenidir.

Weisel (1906) Tifo, kizil,kizamik ile ateroskleroz iligkisi

Klotz (1906) Tifo ve streptokoklar ile ateroskleroz iligkisi

Osler (1900) Akut enfeksiyonlar sonucu ateroskleroz

Patterson (1940) MDV ve ateroskleroz

Burch (1970) Coxsakie B4 virus ve ateroskleroz

Fabricant (1980) Aterosklerozdan korunmada MDYV asisi

Ross (1980) (1970) Coxsakie B4 virus ve ateroskleroz

Fabricant (1980) Aterosklerozdan korunmada MDYV asis1

Ross (1980) Yaralanmaya yanit hipotezi

Melnick (1983) Aterosklerotik damarda Herpes simplex virus’un gosterilmesii

Hajjar (1986) MDV’li hayvanlarda degismis kolesterol mekanizmasi

Saikku (1988) Ateroskleroz ile Chlamydophyla arasindaki iliski (serolojik)

Kuo (1993) Aterosklerotik plakta Chlamydophyla’nin gésterilmesi

Huchard (1891), tek basina c¢ocukluk cagi enfeksiyonlarinin aterosklerozun
nedeni olabilecegini, ayrica Weisel ve Klotz (1906) ile birlikte ateroskleroz ile tifo, kizil
ve sepsis arasinda iliski olabilecegini tanimlamis, 1900°1i yillarda Osler ateroskleroz ile
akut enfeksiyon arasinda olasi iligkiden bahsetmistir. 1940 yilinda ise Patterson ve
Cottral ateroskleroz ile Marek hastaligi virusu (MDV) arasinda iligski oldugunu iddia
etmistir. Fabricant ve arkadaslari(70) kolesterolden zengin diyet alan tavuklarda
arteriyel lezyonlar olmadigini, fakat MDV ile enfekte tavuklarda lenfositoz ve
ateroskleroz gelistigini gostermislerdir. Enfekte kas hiicrelerinde enfekte olmayan
hiicrelere gore yiiksek diizeyde lipid oldugu ve virusun aterosklerozu hizlandirdig1 veya
aktive ettigi One siiriilmistiir. Hajjar ve ark(68) viral enfeksiyonlarin damar duvarinda
metabolik degisikliklere neden olabilecegini belirtmistir.

Cytomegalovirus ve Herpes simplex virus’'un da ateroskleroz ile iliskili

olabilecegi arastirilmis ve bu viruslar aterosklerotik damarlarda histopatolojik olarak
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(immunohistokimyasal, DNA hibridizasyon ve polimeraz zincir reaksiyonu)
gosterilmistir(69, 71, 72).

Chlamydophila pneumoniae siklikla alt ve tist solunum yolu enfeksiyonuna
neden olan intraseliiler bir patojendir. Chlamydophila ile ateroskleroz ve koroner kalp
hastaligt (KKH) arasinda neden sonu¢ iliskisi oldugu gosterilmistir(73).
Seroepidemiyolojik ¢aligmalar gostermektedir ki KKH’li olgularin ¢ogunda kronik
enfeksiyonun gdstergesi olan anti-C. pneumoniae antikorlari bulunmaktadir. Ayrica C.
pneumoniae koroner aterom plaklarinda immunohistokimyasal, elektron mikroskobu ve
molekiiler biyoloji teknikleri ile gosterilmistir(74, 75). C. pneumoniae koroner arterler

disinda karotid arter aterosklerotik plaklarinda da gosterilmistir(76).

2.2.6.2. CESITLI MIKROORGANIZMALARLA ATEROSKLEROZ ILiSKiSi
Ateroskleroz patogenezinde suglanan enfeksiyon etkenleri genellikle persistan
enfeksiyonlara neden olan hiicre i¢i patojenleridir. Aterogenezin bazi asamalarinda bu

patojenlerin etkileri oldugu ileri siiriilmiis ve bu etkilerin bazilar1 kanitlanmstir.

1- Aterosklerozu baslatan endotel hasarini olusturma: Bakteriyal endotoksinler ve

TNF-o’nin  endotel hiicrelerinde nitrik  oksit {iretimini inhibe ettigi
gosterilmistir(77). Saglikl kisilerde endotoksin ile ¢ok kisa bir temasta bile uzun
stireli endotel disfonksiyonu goriilmektedir. Basta Herpesviruslar olmak tizere
viruslarin endotel hiicrelerini enfekte edebildigi gdsterilmis ve bunun sonucunda

yine endotel disfonksiyonu gelistigi bulunmustur(78).

2- Makrofaj ve sitokinler {izerinden etki: Patogenezden de anlasilabilecegi gibi

ateroskleroz, birgok immunolojik mekanizmanin rol aldigi kronik enflamatuar
bir yanittir. Bu enflamatuar yanmitta en Onemli hiicre grubu
monosit/makrofajlardir. Enfeksiyon etkenlerinin ateroskleroz olusumundaki
rollerini arastiran bazi c¢aligmalarda aterom plaginda yer alan makrofajlarin
enfekte oldugu immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmistir. Dolayist ile
makrofaj aktivasyonunun enfeksiyona bagli oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak
monositlerin daha onceden enfekte olabilecekleri ve enfeksiyon etkenlerini

aterom plagina tagiyabilecekleri de bir olasiliktir(79).
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Lipid metabolizmasina etki: TNF-o ve IL-1 lipoprotein lipaz iiretimini inhibe

ederler. Bu nedenle kronik enfeksiyonlarda hiperlipidemi goriiliir. Ayrica
endotoksin ve muramil dipeptid (MDP) gibi bakteri iirlinleri makrofajlarda
kolesterol ester sentezini arttirirlar. Bunun sonucunda da endotel hasari

gortiliir(80).

Trombogenez lizerine etki: Trombogenezin aterom olusumu ile yakin iligkisi

bulunmaktadir. Bu mekanizmada en 6nemli rolii fibrinojen oynamaktadir(81).
Fibrinojen yliksekligi ile kardiyovaskuler patolojiler arasinda belirgin
korelasyon gosterilmistir(82). Enfeksiyonlar plazma fibrinojen, faktdr VIIIL, -
tromboglobulin, tromboksan ve anti-kardiyolipin antikor diizeylerini arttirarak,
kan vizkozitesini  yiikseltirler, trombogeneze egilim yaratirlar(83-86).
Enfeksiyonlar bununla birlikte trombosit agregasyonunu arttirarak ve

antitrombin III diizeylerini azaltarak da trombogenez egilimini arttirirlar(87).

Glintimiize kadar bir¢ok enfeksiyon etkeni ile ateroskleroz gelisimi arasinda iliski

bulundugu ileri siiriilmiisse de sadece az sayida etken igin giivenilir kanitlar elde
edilebilmistir. Bunlardan baglicalari; Chlamydophila pneumoniae, Helicobacter pylori

gibi bakteriler ve Herpesviridae ailesi, 6zellikle Cytomegalovirus’tur.

Chlamydophila pneumoniae :

C.

pneumoniae, aterosklerozla iligskisi en ¢ok arastirilan mikroorganizmalardir.

Yapilan bir¢ok seroepidemiyolojik calismada aterosklerozlu kisilerde C. pneumoniae
seropozitifliginin 6nemli derecede yiiksek oldugu gozlemlenmistir(80). Aterom
plaklarinda PCR, Immunohistokimyasal ydntemler ve elektron mikroskobisi ile C.
pneumoniae varligi gosterilmistir(88, 89). Bu bulgular 1s1ginda C. pneumoniae ile
ateroskleroz patogenezi arasindaki iligkiyi anlayabilmek i¢in ¢esitli arastirmalar

planlanmis ve yliriitiilmektedir. Giiniimiizde elde edilen sonuclar soyle 6zetlenebilir:

1- Hayvan modellerinde C. pneumoniae enfeksiyonu ile ateroskleroz
Olusturulabilmistir(90,91).
2- In vitro kosullarda C. pneumoniae’nin insan diiz kas hiicrelerini, damar

endotel hiicrelerini ve makrofajlar1 enfekte edebildigi gosterilmistir(92).
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3- Klamidyal lipopolisakkaritin (cLPS) kdpiik hiicre olusumunu arttirdig
gozlenmistir(93).

4- cLPS’nin  endotel hiicreleri ve makrofajlarda  proinflamatuar
transkripsiyon faktorii NF-kB’yi aktive ettigi gosterilmistir(94).

5- Klamidyal ‘heat shock protein 60 (cHSP60)’in LDL oksidasyonunu
arttirdig1 gézlenmistir(94).

6- cHSP60’1n makrofajlar1 ve endotel hiicrelerini aktive ettigi
gosterilmistir(94).

7- Hayvan modellerinde endotel hiicrelerinin C. Pneumoniae ile enfekte
edilmesinden sonra ‘Platelet-Derived Growth Faktér —B’ (PDGF-B)’nin
transkripsiyonel aktivasyonunda artis oldugu gézlemlenmistir(95).
FDGF-B’nin damar diiz kas hiicrelerini hipertrofiye ugratma fonksiyonu
vardir.

8- Anti-klamidyal etkili makrolid antibiyotiklerin aterosklerozlu hastalarda
endotel fonksiyonunu ve klinik tabloyu diizelttigi gosterilmistir(96,97).

Burada 6zetlenen bulgularla ateroskleroz patogenezinde 6zellikle C.
pneumoniae’nin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Fakat neden sonug iligkisi oldugunun
kesinlesmesi i¢in hala yeterli verinin bulunmadig1 ve daha fazla ¢alisma yapilmasina
ihtiya¢ oldugu da belirtilmektedir(61,92).

Helicobacter pylori:

H.pylori, peptik iilserle aterosklerotik hastaliklarin epidemiyolojik benzerlikleri
nedeni ile siiphelenilen bir etkendir(98). H.pylori seropozitifligi ile ateroskleroz
arasinda korelasyon oldugu gosterilmistir(79). Otopsi ve hastalardan ¢ikarilan
aterosklerotik damarlarda H.pylori varligi PZR ile gosterilmistir(89,99). Kiiltiir ile
izolasyonu yapilmamistir. Farelerde yapilan deneylerde Hp enfeksiyonu ile
ateroskleroz olusturulamamistir(100).

Tiirkiye’den Kocazeybek ve arkadaglarinin 2011 yilinda, 50 hastadan yaptiklar
calismada 10 aterosklerotik dokunun birinde H.pylori DNA’sin1 saptamislar ve bu
sonucla H.pylori ateroskleroz iliskisini net olarak ileri siiriilemeyecegini, genis

sayida olgu ile yeni ¢alisma yapilmasinin gerekliligini vurgulamislardir(101).
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CMV ve diger herpesviruslar

Herpesviruslar reaktivasyonlara giden latent enfeksiyon etkenleri olduklarindan
ateroskleroz gelisimi ile iliskili olabilecekleri diigiiniilmiis, 6zellikle CMV ve
Herpes simplex virus (HSV) ile ilgili arastirmalar arasinda bu iligskiyi destekler
bulgular elde edilmistir. Toplumlarda genel olarak CMV seropozitifligi,
ateroskleroz gibi yasla artar niteliktedir. Bu nedenle CMV ile ateroskleroz
arasindaki iliskiyi seroepidemiyolojik ¢aligmalarla ortaya ¢ikarmak zordur.

Herpes simplex de ateroskleroz ile iliskisi iddia edilen viruslardandir. Birkag
calismada virusun in situ hibridizasyonla ve elektron mikroskopta aterom
plaklarinda bulundugu gosterilmistir(78, 102). Herpes simplex ile enfekte hiicrelerde
biiyiik miktarda kolesterol esterlerinin biriktigi gdzlenmistir(103).

HHV-8, AIDS gelismis olgularda Kaposi sarkomu ile ateroskleroz gelisimi

beraber gozlendigi i¢in son zamanlarda suglanan etkenler arasina girmistir(103).

2.2.7. KLINIK BELIRTI BULGULAR ILE TANI

Aterosklerozun kendine 6zel bir klinik tablosu olmayip, Ilerlemis aterosklerozun
olusturdugu organ hastaliklar1 vardir. Komplikasyonlu aterom lezyonu bulundugu
arteri ¢cok daraltmakta ve hatta tikanmaktadir. Bu durumda arterin besledigi organda
iskemi veya enfarktlis meydana gelmektedir ve organa gore patoloji beyinde, kalpte,
bobrekte vb.da ortaya ¢ikabilmektedir(60).

Agr1 en erken bulgu olup, hastalik ilerledik¢e ylirliime mesafesi kisalmaktadir.
Aorta-iliak tikanikliklarinda uyluk ve kalcada femoral ve popliteal arter
tikanikliklarinda ise ayak ve baldirda siddetli, zonklayici devamli istirahat agrilart
ortaya cikmaktadir. Ozellikle geceleri gelen bu agrilarla hasta uyuyamamakta,
oturup ayagini ovalamakta veya sarkitarak agrisini azaltmaya ¢aligsmaktadir. Aslinda
bu ovalamalar ve sikmalar zaten yeterli olmayan kollateral dolagim iizerine zararh
etki yapmakta, onlarin da harabiyetine ve tikanmalarina yol agmaktadir.

Arada gelen bigak saplanir gibi keskin, gelip gecici ve siddetli agrilar ise
iskemik nevrit agrilari olup, krizler arasinda hafif bir yanma hissi de olabilir. Bu tip

agrilar diabetik hastalarda daha siktir.
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Bu agrlar diginda iskemik nevrit nedeniyle hafif parestezi ve anestezi
olusabilmekte, ayrica soguga duyarlilik, ayagin 1sinmamasi, cabuk iislime,
ekstemitelerde distrofik degisikliklerde goriilebilmektedir.

Ayrica yavas ilerleyen aterom plaklar1 ve trombuslarla terminal aorta, aort
bifurkasyonu ve ana iliak arterlerinin birlikte tikanmasi halinde ortaya c¢ikan
‘Leriche Sendromu’da aterosklerozlu olgularda goriilebilmektedir. Hastanin belinde,
kalcalarinda ve alt ekstremitelerinde agridan ve libido azalmasi, genital
hipofonksiyondan = yakinmalar  olusabilmekte, ayrica  dekiibitise = meyil

artmaktadir(104).

2.2.8. LABORATUVAR BULGULARI
Teshis icin kullanilan testler aterosklerozun organ tutulumlarini belirlemeye
yonelik olmaktadir. Bunlar Doppler ile ayak bilegi kol basing indeksi, damarlarin
Doppler ultrasonografi incelemesi, Bilgisayarli tomografik anjiografi, manyetik

rezonans anjiografi, anjiografi ve kalp icin stres testleridir(105).

2.2.8.1. Radyolojik Bulgular

Aort ve iliak arterler gibi biiyilk damarlarda direk grafilerle kalsifikasyon
goriilebilmektedir. Ayrica anjiografi, arterin durumunun ve tikanma yerinin
saptanmast ve cerrahi girisimin planlanmasi yoniinden en biiyiikk yol gosterici
yontem olmaktadir.

CT scanning ile de biiylik damarlardaki trombotik tikanmalar, anevrizmatik
genislemeler tanimlanabilmekte, elogasyon ve tortuosite gibi durumlar ayirt
edilebilmektedir.

Doppler ile ultrasonik akim hizi 6l¢lilmesi ve ayrica ultrasonik arteriografi

tikayici arter hastaliklarinin tanisinda yararli olmaktadir(104).

2.2.8.2. Biyokimyasal Bulgular
Kan plasma lipid, kolesterol, trigliserid ve iirik asit seviyelerinin tayini ve
diabetin arastirilmasi, bunlarin sonuglarma gore diyet ve tedavinin diizenlenmesi

hastaligin ilerlemesinin yavaslatilmasi agisindan yararli olmaktadir(104).
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2.2.9. ATEROSKLEROZUN ONLENMESI VE TEDAVi

Aterosklerozun tedavisinden amag, hastaligin ilerlemesinin engellenmesi ve
geriletilmesidir. Bu amagla ateroskleroz gelisiminde rol alan risk faktdrlerinin
engellenmesi yada tedavisi yapilmalidir. Ornegin kan basmcimin diisiiriilmesi,
gidalarla aliman yag ve kolesteroliin azlatilmasi, kilo kaybi, sigarasiz bir yasam,
seker hastaligi var ise kan sekerinin kontrol altina alinmasi saglanmali ve
ayrica daha aktif ve hareketli bir yasam tesvik edilmelidir(104).

Kisinin ailesinde belirli damar yataklarinda aterosklerozu olan kimseler var ise,
kan kolesterolii, lipoproteinleri ve iirik asidi yiiksekse, sisman ve bol yagl yemek
yiyen bir kisiyse, sigara aligkanligi var ise bu kisinin erken yasta aterosklerotik
organ hastaligina ugramasi 6zellikle iskemik kalp hastaligina yakalanma sans1 400%
daha fazla olmaktadir. Bu bakimdan bir veya birka¢ major risk farktorii gosteren
kimseler erken yastan itibaren primer prevantif yontemlerle tedavi altina alinmalidir.

Once diyet ayarlanmali, besin miktar1 azaltilarak kisi ideal kiloya kadar
zayiflatilmali, kolesterolce zengin besinlerle beslenmesi Onlenmelidir. Sedanter
yasam aliskanlhigindan vazgegirilmeli ve hergiin egzersiz yapmast Onerilmelidir.
Boylece kardiyovaskiiler sistemin efora dayaniklilign yiikselecek ve kollateral
dolasimin ¢ogalmasi kolaylasacaktir.

Ayrica hastalarda aterosklerozu tetikleyecek diabetes mellitus, hipertansiyon,
nefrotik sendrom gibi hastaliklar mevcut ise bunlarin tedavisi yapilmalidir(60).
Hiperkolesterolemi ve hiperlipoproteinemiye karsi ve trombositlerin aterosklerotik
lezyonlar iizerine adezyon ve agregasyonunu ve bdylece trombus olusumunu
onlemek igin ilaglara bagvurulabilir. Kullanilan baslica ilaglar yag ve kolesterol
diisiiriicti olan kolestiramin, kolestipol, gemfibrozil, statin tiirevi ilaglardir. Ayrica

kani sulandiran ilaglar aspirin, clopidogrel ve ticlopidin’dir(60, 104).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Alam

Nisan 2010-Ocak 2011 tarihleri arasinda kesitsel olarak planlanan ¢alisma, olgu-
kontrol calismas olarak yiiriitiilmiistiir. Calisma bu tarihler arasinda 1.U Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahi Anabilim Dals, 1.U Istanbul Tip Fakiiltesi Kalp Damar
Cerrahisi Anabilim Dali, Dr.Siyami Ersek Gogiis Kalp ve Damar Cerrahisi Egitim ve
Arastirma Hastanesi ve 1.U Haseki Kardiyoloji Enstitiisii ne basvuran, klinik bulgu ve
radyodiagnostik verilerle ateroskleroza bagli damar hastaligi tanisi almis hastalar ile
yapildi. Aragtirmanin laboratuvar calismalari, 1.U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Seroloji/ELISA ve Molekiiler Biyoloji laboratuvarlarinda
yapildi. Arastirmanin CMV inducible gen 5 (cig5) ile ilgili ¢aligmalar1 aragtirmaci
(DGC) ve danismanin (BK) bulundugu grup tarafindan Bur¢ Molekiiler Tan1 Merkezi’
nde yapildi.

3.2. Calisma Gruplari ve Prosediirii
Calismaya Hasta Grubu (HG), Hasta Kontrol Grubu (HKG), Saglikli Kontrol
Grubu (SKG) olmak tizere ti¢ farkli grup alindu.

3.2.1. Hasta Grubu

Belirtilen hastanelere basvuran, klinik bulgu ve radyodiagnostik yontemler ile
ateroskleroza bagli damar hastaligi (ADH) tanisi ile opere edilmis toplam 50 olgu Hasta
Grubu (HG) olarak calismaya alindi. 50 hastanin 19’u (%38) 1.U Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahi Anabilim Dali, 3’ii (%6) 1.U istanbul Tip Fakiiltesi
Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali, 27’si (%54) Dr. Siyami Ersek Gogiis Kalp ve
Damar Cerrahisi Egitim ve Arastrma Hastanesi, 1’i (%2) L.U Haseki Kardiyoloji
Enstitiisii’'ne bagvuran hastalardan olusmaktaydi. Ayrica bu hastalardan alman
orneklerin 22’si (% 44) karotid arter, 21’1 (% 42) abdominal aort, 6’s1 (%12) asendan
aort, 1’1 (%2) femoral arterden olugmaktaydi. Calismaya alinan olgularin dagilim ve
merkezleri Tablo 3-1’de goriilmektedir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, sigara igme
aliskanliklarinin olup olmadigy, ailede kalp damar rahatsizlig1 oykiisii, total kolesterol,
trigliserid, HDL, LDL degerleri gibi bilgiler hazirlanan anket formuna alind1 (anket

form). Calisma grubuna alinan olgularin tiimii cerrahi operasyonu gerceklesen veya
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endovaskiiler girisim uygulanan hastalar idi. Bu hastalardan 1.U Tibbi Etik Kurul
yonergesi kurallarina uygun olarak, operasyon sirasinda alinan doku 6rnekleri ve rutin

tetkikler i¢in alinan kan 6rneklerinden 10ml ‘lik bir kismi1 alinarak ¢calisma yapildi.

3.2.2. Hasta Kontrol Grubu

Belirtilen tarihler arasinda Dr. Siyami Ersek Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne
basvuran 48 non-aterosklerotik, post stenotik anevrizmali olgular Hasta Kontrol Grubu
(HKG) olarak alinmistir. Hastalarin yasi, cinsiyeti, sigara i¢me aliskanliklari,
hipertansiyon, diyabet, ailede kalp damar hastaligi 6ykiisii olup olmadigi, HDL, LDL
diizeyleri ile ilgili bilgiler hazirlanan anket formuna alind1 (anket form). Bu olgular yas,
cinsiyet ve sigara igme aligkanlig1 6zelligi calisma grubu (ADH) olgular ile benzerlik
gosteren 48 kisi secilerek alindi. Hasta Kontrol Grubu olarak alinan olgularin tiimii

cerrahi operasyonu gerceklesen hastalar idi.

3.2.3. Saghkh Kontrol Grubu

I.U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Radyodiagnostik Anabilin Dali’na herhangi bir
sikayetle bagvuran kisilerden, Saglikli Kontrol Grubu (SKG) olusturmak amaci ile kalp-
damar sikayeti olmayan, yas, cinsiyet ve sigara igme aligkanligi 6zelligi ¢aligma grubu
(ADH) olgularnt ile benzerlik gosteren 48 kisi secilerek olusturuldu. Bu hastalarin

bilgileri anket formuna alindi.



Anket Form

Hasta protokol no :
Dosya no:

Hasta ad:

Cinsiyet:

Yas:

Dokunun alindigr yer :
Egitim durumu:
Meslegi:

Ekonomik durumu:

Telefon no:

Sigara igcme aligkanlig1 var mi?:

Var:
Yok:
Birakmus:
Hipertansiyon:
Diyabet:
Ailede kalp rahatsizlig:
Hiperlipidemi:
Total kolesterol:
Trigliserit:
HDL.:
LDL:

39



Tablo 3-1: Calisma Gruplar1 ve alindiklart merkezlere gore dagilimi

40

Hasta Grubu
Olgularin n=50 Hasta Saglikl1
Alindig1 : Kontrol Kontrol
Merkez AA AsAA Carotid Femoral Gruby Grubu
n % n % | n % n %

n=50 n=50
A 7 14 0 0 |11 22 1 2 0 0 0 0
B 0 0 0 0|3 6 0 0 0 0 0 0
C 14 28 6 12 | 7 14 0 0 48 100 0 0
D 0 0 0 0|1 2 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0|0 0 0 0 0 0 48 100
Toplam 21 42 6 12 | 22 44 1 2 48 100 48 100

A: Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi ABD

B: Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp ve Damar Cerrahisi ABD

C: Dr. Siyami Ersek Gogiis ve Kalp Damar Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi
D: Istanbul Universitesi Haseki Kardiyoloji Enstitiisii

E: Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Radyodiagnostik Anabilim Dali

3.3. Kanlarin ve Dokularin Toplanmasi ve Test Yontemleri

3.3.1. Calismanin Diizenlenmesi

Calismaya ii¢ gruptan rutin tetkikler i¢in alinan vendz kanlarin 10ml’lik kismi
alindi. Alinan kan o6rnekleri 3000 devirde 5 dakika siire ile santrifiij edilip, ayrilan
serumlar laboratuvar ¢alismalarina kadar -80 OC de saklandi. Ug gruba ait serumlardan
ELISA yontemi ile CMV spesifik IgG antikorlar arastirildi.

Hasta grubu ve hasta kontrol grubu olgularindan operasyon sonunda alinan
aterosklerotik doku 6rnekleri DNaz, RNaz icermeyen su bulunan steril kaplara alinarak
-80 °C’de muhafaza edildi. Alinan bu aterosklerotik doku
orneklerinde ise Nested Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile CMV-DNA

calisma yapilana kadar

varligi ve takiben CMV-DNA pozitif saptanan olgularda Cytomegalovirus gen 5
(cig5)/viperin ekspresyonu arastirildi.
Calismamuz, 1.U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik kurulunca 8749 nolu, 08.03.2011

tarihli yazi ile onaylanmustir.
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3.3.2. Kullanilan Yontemler

3.3.2.1. ELISA ile Cytomegalovirus-1gG

Testin Prensibi

Hasta serumlar ticari Cytomegalovirus ELISA 1gG (Vircell, Granada, Spain) kitleri
kullanilarak Triturus cihazi (Spain) ¢alisildi. Testin ¢alisma prensibi, Cytomegalovirus
ATCC VR-538 susuna ait antijenle kapli polistren ylizeyler ile test edilen serum
icindeki antikorlarin reaksiyonuna dayanmaktadir. Baglanmayan immunoglobulinler
yikama ile uzaklasir. Ikinci asamada anti-humanglobulin burada bulunan antijen-antikor
kompleksine baglanmaktadir ve substrat ilave edilip inkiibe edilmesi sonrasinda renk

degisimi gozlenmektedir.

Test Kitinin I¢erigi

1. Mikroplaklar : 96 Sitomegalovirus antijeni kapl kuyucuklar igerir

2. Diluent : Protein stabilizatorleri ve Proclin i¢eren, 25 ml’lik serum diliie edici

solusyondur
3. Pozitif Kontrol : 200 U/ml anti-sitomegalovirus IgG
4. Cut-off Kontrol : 10 U/ml anti-sitomegalovirus 1gG
5. Negatif Kontrol : Negatif kontrol serum
6. Konjugat : Peroksidazla isaretli 15 ml anti-human IgG

7. TMB Substrat Solusyonu : Tetrametilbenzidin(TMB) igeren 15 ml substrat

solusyonu
8. Durdurma Solusyonu : 0.5 M siilfirik asit

9. Yikama Tamponu : Tween 20 ve Proclin igeren 20 ml 20x konsantrasyonunda

fosfat tamponu
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10. Yarikantitatif Ornek Kontrolii : anti-Cytomegalovirus IgG iceren 500 pl

yarikantitatif 6rnek kontrolii
Ayirac ve Serum Orneklerinin Hazirlanmasi

v" Yikama Tamponunun Hazirlanmasi
Yikama tamponu onceden hazirlandi. 50 ml 20x konsantrasyonundaki
yikama solusyonu 1 litre olacak sekilde distile su ile karistirildi. Solusyon dilue
edilmeden 6nce 37 °C’ye getirilmeli, bir kere dilue edildikten sonra ise 2-8

°C°de saklandh.

v Serum Orneklerinin Hazirlanmasi
Venoz kan orneklerinden elde edilen serumlar, -80 OC ‘den alinarak oda

1s1sinda ¢oziildi.
Testin Yapihis1

1. Plaklar ¢ikarilmadan tiim solusyonlar oda sicakligina getirildi.
2. Tiim solusyonlar ¢alkalandi.

3. Plak iizerindeki dort kuyucuk ikisi cut-off serumu, biri negatif biri pozitif

kontrol i¢in olmak iizere ayrildi.

4. 100ul serum diluenti tiim kuyucuklara eklendi. Uzerine 5ul serum 6rnekleri,
ayirilan kuyucuklara ise 5’er pl pozitif kontrol, negatif kontrol ve cut-off
kontrol eklendi. Bu asamadan sonra plate calkalanarak, ornekler iyice

homojen hale getirildi.
5. Daha sonra 37 °C’de 45 dakika inkiibe edildi

6. Inkiibasyon bittiginde kuyucuklardaki tiim sivi bosaltildi ve bes kez

0.3ml’lik solusyon ile yikama islemine tabi tutuldu.
7. Tiim kuyucuklara 100ul IgG konjugat1 eklendi

8. 37 °C’de 30 dakika bekletildi
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9. Kuyucuklara 6.maddede belirtilen sekilde yikama iglemi tekrar uygulandi.
10. Tiim kuyucuklara 100 pl’lik substrat solusyonu eklendi

11. Oda sicakliginda 20 dakika giines 15181 almayacak sekilde inkiibe edildi.
12. 50 pl ‘lik sonlandirma solusyonu tiim kuyucuklara eklendi

13. Kuyucuklardaki renk degisimi ELX800 (Italy) cihazi ile 450nm dalga
boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Pozitif, Negatif ve Cut-off kontrolleri test ve kitin ¢aligmasin1 degerlendirmek

amaci ile uygulandi. Optik Dansite (O.D) degerleri asagidaki degerler ile kiyaslanarak

degerlendirildi.
INDEKS DEGERLENDIRME
<9 Negatif
9-11 Ara Deger
>11 Pozitif

3.3.2.2. Cytomegalovirus (CMV)-DNA

Aterosklerotik doku orneklerinden 25-50 mg’lik miktarlar kuru buz iizerinde,
steril bistiiri ile kiigiik pargalara ayrildi ve CMV-DNA izolasyonu amaciyla ticari bir
doku ekstraksiyon kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit, Roche Diagnostics

GmbH, Manheim, Germany) liretici firmanin onerileri dogrultusunda kullanildi.
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¢ DNA izolasyonu

1. 25-50mg arasinda olan doku orneklerine: 200ul Tissue Lysis Buffer ve 40ul
Proteinaz K eklendi. Karigimlar tiim gece boyunca 60°C *de inkiibe edildi.

2. Ertesi giin 200u] Binding Buffer eklenerek vortekslendi. Karisim 70°C’de 10 dakika
inkiibe edildi.

3. Uzerine 100ul isopropanol ilave edilerek iyice karistirild.

4. Orneklerin s1vi kisimlari, koleksiyon tiiplerinin {izerine konulan Spin kolonlara steril
filtreli uglar ile otomatik pipet yardimiyla aktarildi. 1 dakika siiresince 8.000 x g’de
santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonrasi spin kolon temiz bir koleksiyon tiipe aktarildi. 500ul Inhibitor
Removal Buffer ilave edildi. 1 dakika siire ile 8.000 x g’de santrifiij edildi.

6. Spin kolonlar temiz koleksiyon tiiplerine alindi 500ul Wash Buffer ilave edildi. 1
dakika siire ile 8.000 x g’de santrifijj edildi.

7. Spin Kolonlar temiz koleksiyon tiiplerine aktarildi. 500ul Wash Buffer ilave edildi.
1dk stire ile 8.000 x g’de santrifiij edildi.

8. Spin kolonlar bos olarak 10 saniye siire ile maksimum hizda (13 000 x g) tekrar
santrifiij edildi. Koleksiyon tiipleri atildi.

9. DNA’y1 toplamak amaciyla spin kolonlar temiz, steril 1.5ml’lik mikrosantrifiij
tiiplerine aktarildi. Onceden 70 °C’de 1sitilmis 200ul Elution Buffer, spin kolonlara
ilave edildi. 1 dakika siire ile 8.000 x g’de santrifiij edildi.

10. Ekstraksiyon 6rnekleri PZR islemi yapilincaya kadar -80°C’de saklandi.

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Ekstraksiyonu yapilan doku o6rneklerinde CMV-DNA’y1 arastirmak amaciyla
CMV-intermediate-early gen bolgesinden secilen primerler kullanilarak daha &nceden
Freymund ve ark(106) tarafindan tarif edilen sekilde Nested PZR yontemi
uygulandi(Tablo 3-2). PZR’1n 1. asamasinda MG1 ve MG2 primerleri kullanildi. Bu
amagla 1 pl forward primer (50 pmol/ul), 1ul revers primer (50 pmol/ul), 5 pl 10 x
reaction buffer, 3 ul 25 mM MgCl;, 1 ul dNTP, (200 mM herbiri i¢in deoksiniikleozid
trifosfat) (Fermentase®, Lithuania), 0,25 ul Tag DNA polymerase (Fermentase®,
Lithuania) ve 28,75 ul DNaz-RNaz icermeyen su i¢eren miks hazirlandi(Tablo 3-3). 10
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ul ekstraksiyon tirtinii 40l mikse eklendi. Amplifikasyon thermal cycler (MJ Research,
Inc., MA, USA)’da asagida belirtilen sartlarda yapildi: Baslangigta 2 dakika 95°C’de
denatiire edildikten sonra; 94°C’de 1 dakika, 55°C’de 1 dakika, 72°C’de 1,5 dakika
olacak sekilde 45 siklus uygulandi. Final uzatma 8 dakika 72°C’de uygulandi.
Amplifikasyonun ikinci asamasinda ise, ilk asama tirliniinden 2 pl alinarak yukardaki ile
ayni miktarlara sahip olan ve IE1, IE2 primerlerinin kullanildig1 nested PZR miksine
ilave edildi. ikinci asamadaki siklus kosullar1 su sekilde yapildi: baslangic
denaturasyonu 94°C’de 1 dakika, daha sonra 94°C’de 1 dakika, 58°C’de 1 dakika ve
72°C’de 1 dakika olarak 45 siklus uygulandi. Final uzatma 72°C’de 8 dakika olarak
yapildi. Amplifikasyon, PTC-200 Thermal Cycler’da ger¢eklestirildi (MJ Research, Inc,
MA, USA). Amplifikasyon firtinleri 10 pl/ml etidium bromiir ilave edilmis, %1.5
agaroz jelde yiiritilerek UV-15181 altinda transiliiminatorde (Mighty Bright, Hoefer
Scientific Instruments, San Francisco) goriintiilendi. Inhibitdr varligini arastirmak iizere

tiim 6rnekler beta-globulin primerleri kullanilarak ayri ayri galisildi(Tablo 3-3).

e Calhsmada Kullanilan Cozelti ve Tamponlar

v Elektroforez Tamponu- 10X TBE-(Jel ve tanklar i¢in tampon)

Trisbase......coovvvviviiiiiiiiinninnn, 108 g
Borik ASit.......cooviiiiiiii 55¢g
EDTAO0.5M,pH8.0................. 40 ml

1 litreye DEPC ile tamamlandi.

v Etidyum bromiir (EB)
10mg/ml olarak hazirlandi. Distile suda manyetik karistirici ile uzun siirede

¢Ozlinmesi saglandi. +4°Cde 1siktan uzak muhafaza edildi.

v" Yiikleme Tamponu (Loading Buffer)
Bromfenol mavisi
Griserol

Hazirlanan tampon +4°C’de sakland.
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e Jelin hazirlanmasi ve PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi

Elektroforez tamponu 10 kat sulandirildi ve igerisine %1,5 oraninda agaroz
karigtirilip tampon eritildi. 40-50 OC’ye sogutulduktan sonra i¢ine 1 pl etidium bromiir
ilave edildi. Jelin yiiksekligi 6,5 mm olacak sekilde gerekli hacimler ayarlandi. Taraklar
yerlestirildikten sonra jel dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarilip tampon ilave
edildi ve 6rnekler jele yiiklendi.

Cogaltilan PZR iiriinleri yatay agaroz jel elektroforezi ile incelendi. Uriinler
molekiiler agirlik belirteci (DNA 10bp ladder, Promega, A.B.D) ve laboratuvarimizda
daha onceden herbir virus i¢in dizi analizi yapilarak pozitif olarak belirlenen 6rneklerle
beraber jele yliklendikten sonra 100-150V’ da 20 dakika yiiriitiilmiistiir (Minnie the Gel
Cicle HE33, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco). Arastirilan her bir virusa
Ozgili biiyiikliikteki bantlar kontrollerle karsilastirilarak UV transilluminatérde (Model
Tuv 20 Owl Scientific, A.B.D) degerlendirilerek pozitif 6rneklerin fotograflar ¢ekildi
(Kodak 1D 3.5).

Tablo 3-2.Calismada kullanilan primer setleri

Primer adi Sekans (5'-3’) Uriin Boyutu (bp*)
MG1 First round forward aga gtc tgc tct cct agt gt
289
MG2 First round reverse ctatct cag acactg gctca
IE1 Second round forward  ccacce gtg gtg ccaget cc
162
IE2 Second round reverse cccget cct cct gag cac cc
Sense acacaa ctg tgt tca ctagc
Beta-globin 251
Anti-sense gegaaaatag acc aatagg clg

*hp: base pair (baz cifti)
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Tablo 3-3. PZR i¢in gerekli reaktif karigimi

PCER karisim Miktar Son konsantrasvon
DNaz- ENaz icermeven su 28,75 d -
10X Reaksivon Buffer 5 1X
MgClz (25 mM) 3 1,5 mM
dATP 200 mM
dCTP 200 mM
dGTP 1u 200 mM
dTTP 200 mM
Primer forward 1l 025 i
Primer reverse 1pd 0,25 ud
Tag DN A polimeraz 0,25 ul 06250
Toplam 40 pl
Hedef DNA 10
Toplam reaksivon hacmi S0 ul

3.3.2.3. CMYV Inducible Gen 5 /Viperin ekspresyonunun Saptanmasi

RNA izolasyonu

Doku o6rneklerinden 25-50 pg’lik miktarlar steril bisturi ile kuru buz iizerinde
kiiciik pargalara ayrildi ve RNA izolasyonu amaci ile ticari bir RNA kiti (SV Total
RNA Isolation System, Promega, Madison,WI, USA) ile iiretici firmanin Onerileri

dogrultusunda ¢aligildi.
1. Orneklere Lysis Buffer eklenerek karistirildi.
2. Ardindan 350 pl RNA dilution buffer (RDA) eklenerek 3-4 kez karistirildi.

3. 70°C’de 3 dakika tutuldu.

4. 13.000xg ‘de 10 dakika santriflij edildikten sonra lizat temiz koleksiyon

tiiptine alindi.
5. Lizata 200 pl %95 etanol eklenerek iyice karistirildi.

6. Karisim spine aktarildi ve 13.000xg’de 1 dakika c¢evrildi. Spin temiz bir

koleksiyon tiipiine aktarildi.
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600 pl onceden etanol ilave edilmis olan yikama solusyonu RNA(RWA)
eklendi, 1 dakika 13.000 xg’de ¢evrildi ve spin kolonlar temiz koleksiyon

tiiplerine aktarildi.

600 pl RNA (RWA) yikama solusyonu eklendi, 1 dakika 13000 xg’de

cevrildi, spin kolonlar temiz koleksiyon tiipiine alindu.

Tekrar 250 pl RNA (RWA) eklendi. 13.000 xg’de 2 dakika g¢evrildi. Spin

kolonlar temiz, steril, 1.5 mI’lik tiipe aktarildi.

Uzerine dnceden 70°C*de 1sitilmig 100 ul Niikleaz free su eklendi. 1 dakika
13.000xg’de ¢evrildi ve elde edilen RNA ekstraksiyonlar1 ¢alisilincaya kadar
-70 °C * de saklandk.

Pozitif orneklerde gen ekspresyonu RNA ekstraksiyon drnekleri cDNA’ya
cevrildikten sonra Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
yontemi ile aragtirldi(Sekil 3-1).
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Primerin mRMNA Uzerinde uzatilmas
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Sekil 3-1. Gen ekspresyonu asamalari

e CcDNA Sentezi

Izole edilen RNA &rnekleri ticari Revert Aid First Strand cDNA sentez kiti
(Fermentas, Katalog No: K1622) kullanilarak cDNA’ya donistiirtildi. Her bir
reaksiyon igin 1 pg RNA ve 1ul random hekzamer primeri kullanildi. 1k olarak
RNA’nin yapisinda bulunabilecek olan katlanmalarin agilmasi i¢in 65 °C’de 10dk.
inkiibe edilen 6rneklere daha sonra 4 pl 5X reaksiyon tamponu, 2 pl 10mM dNTP
karisimi, 1 pl RNaz inhibitér enzimi ve 1 pl revers transkritaz enzimi eklendi.
Ornekler 25 °C’de 5 dk. 42 °C’de 1 saat, 70 °C’de 5dk. inkiibe edildi.

e Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Niikleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren floresans
sinyalin Olgiilmesiyle kisa siirede, kantitatif olarak sonu¢ alinan PZR yontemidir.
Yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda floresans veren SYBR Green I adli boya
kullanilarak, amplifikasyona bagli DNA artis1 ve ortaya ¢ikan floresans dl¢iilmektedir.
Primerin baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green miktar1 artmakta ve buna bagl
olarak yayilan floresans miktarinda artis gozlenmektedir. Ger¢ek zamanli RT-PZR

analizi Light Cycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) cihazi ve SYBR
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Green miksi (Roche Diagnostics) kullanilarak gergeklestirildi. Bu amagla kullanilan
Cig5 (viperin) ve GAPDH genlerine 06zgiin primer kullamld:i (Tablo 3-4) (107).
GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) geni internal kontrol olarak kullanildi.
Reaksiyon miksi 10 ul SYBR Green miksi, 6 pl distile su, 2 pl primer (10 pmol herbiri)
ve 2 ul cDNA i¢ermektedir. Hazirlanan miks asagidaki PZR programinda calistirildi: 95
°C de 7 dk ilk denaturasyon, 40 siklus 95 °C 10 sn, 60 °C 10sn, 72 °C 10 sn, ve cihazda

bulunan melting curve programi ile sonlandirildu.

Tablo 3-4. Real-Time PCR’da kullanilan primerler

Primer Adi  Sekans

GAPDH-f Tgcaccaccaactgcttage
GAPDH-r Ggcatggactgttggtcatgag
Cig5-1f tcaaaagct gaggaggtggt
Cigs-1r Gttccgtcatgtcctcttce
Cigh-2F Tcaaaagctgaggaggtggt

Cigh-2R Tccacaattctcaccctcaa

3.3.2.4. istatistiksel Yontemler

Calismada elde edilen veriler SPSS 16.0 istatistik programinda degerlendirildi.
Verilerin degerlendirilmesinde Ki-kare yontemi kullanildi. p<0.05 anlamli deger olarak

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Demografik Verilerinin Degerlendirilmesi

Calismamiz 22 karotid arter, 21 abdominal aort, 6 asendan aort ve 1 femoral
arterden olusan toplam 50 Hasta Grubu (HG), 48 Hasta Kontrol Grubu (HKG) ve 48
Saglikli Kontrol Grubu (SKG) olmak tizere toplam 146 olgu ile yapilmistir. Caligma

gruplarinin hasta sayilari, yas ortalamalari, cinsiyet ve sigara igme 6zellikleri Tablo 4-

1°de goriilmektedir.
Hasta grubu ile hasta kontrol grubu ve saglikli kontrol grubu olgulari yas

ortalamast ve cinsiyet dagilimi ve Sigara i¢me aliskanligi yoniinden birbirine

benzemekteydi (p>0.05).

Tablo 4-1: Calisma gruplarinin demografik verileri

Yas Cinsiyet
Cahsma Ortalamasi(1) (2)

Gruplann | N (minimum- Kadin Erkek Icen Icmeyen veya

maksimum) birakmig

n % n % n % n %
Hasta

Grubu 50 59.6(41-75) 10 20 40 80 |15 28 35 72
(HG)
Hasta
Kontrol

Grubu 48 58.7(41-75) 10 208 38 79.2 19 395 29 60.5
(HKG)
Saghklh

Kontrol 48 60.2(43-70) 13 27 35 73 18 37.5 30 62.5
Grubu
(SKG)

1. HGXHKG p>0.05
HG X SKG p>0.05
2. HGXHKG p>0.05
HG X SKG p>0.05
3. HGXHKG p>0.05
HG X SKG p>0.05
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4.2. Cahisma Gruplari Olgularinin Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

Calisma gruplarinin ELISA ve PZR sonuglar1 ile bu olgularin yas, cinsiyet,
dokularin anatomik boélgeleri ve sigara igme aliskanliklar1 Tablo 4-2, 4-3, 4-4’de

gosterilmistir.



Tablo 4-2. Hasta Grubu olgularinin Demografik Verileri, ELIZA, PCR ve cig5 Sonuglari

AD- iNQi ANATOMIK SIGARA cig5/viperin

HASTANO | ¢ Juan YAS | CINSIYET BOLGE ALISKANLIG! CMV-IgG Sonucu CMV-DNA Sgonu Slan
1 H.C 60 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
2 M.D 68 Erkek Karotid Var Pozitif Negatif Yapilimadi
3 AT 56 Erkek Abdominal Aort | Var Pozitif POZITIF Negatif

4 K.Y 68 Erkek Abdominal Aort | Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
5 M.G 71 Kadin Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
6 K.C 68 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
7 H.Y 58 Kadin Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
8 CA 65 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
9 iU 55 Erkek Abdominal Aort | Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
10 F.Y 61 Kadin Carotid Var Pozitif Negatif Yapilmadi
11 Y.G 57 Erkek Abdominal Aort | Var Pozitif Negatif Yapilmadi
12 F.i 51 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
13 AK 55 Erkek Karotid Birakmis Pozitif Negatif Yapilimadi
14 S.K 55 Erkek Karotid Birakmig Pozitif Negatif Yapilmadi
15 F.F 59 Kadin Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
16 M.S 57 Erkek Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
17 N.S 55 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
18 2z 49 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilimadi
19 O.E 60 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilimadi
20 H.M 55 Kadin Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
21 T.C 52 Erkek Karotid Var Pozitif Negatif Yapilmadi
22 M.B 57 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
23 M.L 50 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
24 AY.K 68 Erkek Karotid Var Pozitif Negatif Yapilmadi
25 M.D 67 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
26 M.G 74 Kadin Abdominal Aort | Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
27 N.T 62 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
28 S.Y 58 Kadin Abdominal Aort | Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
29 VN.K 50 Erkek Femoral Var Pozitif Negatif Yapilmadi
30 0.S 62 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
31 M.A 51 Erkek Abdominal Aort | Var Pozitif Negatif Yapilmadi
32 E.K 59 Erkek Karotid Var Pozitif Negatif Yapilmadi
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HASTANO | YAS |CINSIYET ANATOMIK SIGARA CMV-IgG Sonucu CMV-DNA cigsiviperin
SOYAD BOLGE ALISKANLIGI Sonuglan

33 M.S 41 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
34 R.Y 57 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
35 AA 59 Erkek Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapiimadi
36 T.A 73 Erkek Karotid Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
37 R.O 50 Erkek Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
38 M.A 57 Erkek Abdominal Aort Yok Negatif Negatif Yapilmadi
39 H.B 67 Erkek Karotid Var Pozitif Negatif Yapilmadi
40 H.Y 65 Erkek Karotid Var Pozitif Negatif Yapilmadi
41 S.0 75 Erkek Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
42 S.D 60 Erkek Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
43 N.E 73 Kadin Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
44 M.C 58 Erkek Abdominal Aort Birakmig Pozitif Negatif Yapiimadi
45 M. 61 Kadin Abdominal Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
46 Y.0 64 Erkek Abdominal Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
a7 S.A 56 Erkek Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
48 Y.G 62 Kadin Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
49 SA.O 54 Erkek Abdominal Aort | Yok Pozitif POZITIF Negatif

50 HS.H 55 Erkek Abdominal Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi




Tablo 4-3. Hasta Kontrol Grubu Olgularinin Demografik Verileri, ELIZA, PCR ve cig5 Sonuglari
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AD- i ANATOMIK SIGARA cig5/viperin
HASTANO | ¢ uan YAS |CINSIYET BOLGE ALISKANLIG! CMV-IgG Sonucu CMV-DNA Sgonugla"
1 S.A 54 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
2 K.K 54 Erkek Asendan Aort Yok Negatif Negatif Yapilmadi
3 H.Y 63 Kadin Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
4 L.G 47 Kadin Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
5 S.Y 67 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
6 K.K 41 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilimadi
7 E.U 41 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
8 R.O 75 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
9 R.T 67 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
10 M.B 53 Erkek Abdominal Aort | Yok Negatif Negatif Yapilmadi
11 M.S 47 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
12 AS 66 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
13 R.G 62 Erkek Abdominal Aort | Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
14 S.M 75 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
15 R.Y 47 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
16 T.G 62 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilimadi
17 H.K 58 Erkek Abdominal Aort | Var Pozitif Negatif Yapilmadi
18 S.A 59 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
19 M.T 51 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
20 AB 44 Erkek Abdominal Aort | Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
21 AY 58 Erkek Abdominal Aort | Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
22 R.E 75 Kadin Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
23 A.D 59 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
24 u.s 58 Erkek Asendan Aort Birakmig Pozitif Negatif Yapilimadi
25 N.T 62 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
26 N.D 69 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
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AD- iNQi ANATOMIK SIGARA cig5/viperin
HASTANO | oou o YAS | CINSIYET BOLGE ALISKANLIG! CMV-IgG Sonucu CMV-DNA Sgonu gla"
27 HC.C 66 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
28 E.S 51 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
29 M.A 50 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
30 M.D 58 Kadin Asendan Aort Yok Negatif Negatif Yapilmadi
31 H.E 54 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
32 A.O 59 Kadin Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
33 R.T 51 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
34 S.G 66 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
35 SY 57 Kadin Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
36 H.E 49 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
37 S.A 70 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
38 AA 61 Erkek Asendan Aort Var Negatif Negatif Yapilmadi
39 S.G 54 Kadin Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
40 A.C 56 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
41 FS.B 68 Kadin Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
42 M.D 72 Kadin Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
43 E.Y 68 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
44 M.A 55 Kadin Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
45 H.S 61 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilmadi
46 zU 59 Erkek Asendan Aort Yok Pozitif Negatif Yapilmadi
47 s.0 53 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilimadi
48 B.E 67 Erkek Asendan Aort Var Pozitif Negatif Yapilimadi




Tablo 4-4. Saglikli kontrol grubu olgularinin demografik verileri, ELISA sonuglari

N Qi SIGARA
HASTA NO AD-SOYAD YAS CINSIYET ALISKANLIGI CMV-1gG Sonucu
1 G.0 53 Kadin yok Pozitif
2 C.D 69 Erkek var Pozitif
3 D.D 68 Erkek birakmis Pozitif
4 N.E 67 Erkek yok Pozitif
5 M.O 47 Erkek var Pozitif
6 OM 70 Erkek var Pozitif
7 N.A 45 Kadin yok Pozitif
8 M.Y 69 Kadin var Pozitif
9 MS.K 59 Erkek birakmis Pozitif
10 C.K 67 Erkek birakmis Pozitif
11 AC 68 Erkek yok Pozitif
12 R.B 62 Erkek birakmis Pozitif
13 A.K 59 Erkek birakmis Pozitif
14 Y.T 65 Erkek yok Pozitif
15 S.C 59 Erkek birakmis Pozitif
16 M.K 62 Erkek birakmis Pozitif
17 AK 74 Erkek yok Negatif
18 R.B 47 Erkek yok Pozitif
19 R.A 64 Erkek birakmis Pozitif
20 i.C 53 Erkek birakmig Pozitif
21 R.A 45 Erkek yok Pozitif
22 M.Y 70 Erkek yok Pozitif
23 E.B 65 Erkek birakmis Pozitif
24 P.A 70 Kadin birakmig Negatif
25 M.D 57 Kadin yok Pozitif
26 T.A 56 Kadin var Pozitif
27 S.U 70 Kadin yok Negatif
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N Qi SIGARA
HASTA NO AD-SOYAD YAS CINSIYET ALISKANLIGI CMV-1gG Sonucu
28 H.K 45 Erkek var Pozitif
29 N.T 54 Erkek var Pozitif
30 C.G 62 Erkek var Pozitif
31 F.O 56 Kadin var Pozitif
32 M.K 60 Erkek yok Pozitif
33 E.K 66 Erkek var Pozitif
34 A.G 69 Erkek var Pozitif
35 M.Y 43 Erkek var Pozitif
36 Y.D 65 Erkek var Pozitif
37 H.Z 55 Erkek var Negatif
38 S.G 62 Erkek yok Pozitif
39 iN.C 53 Erkek birakmig Pozitif
40 i.0 58 Erkek birakmig Negatif
41 N.K 56 Kadin yok Pozitif
42 N.E 60 Kadin var Pozitif
43 N.K 54 Kadin yok Pozitif
44 AT 64 Erkek var Negatif
45 L.K 62 Kadin yok Pozitif
46 Y.U 59 Kadin birakmis Pozitif
47 M.D 70 Erkek var Negatif
48 E.Y 56 Erkek var Pozitif

58



Calisma gruplarinin CMV-IgG yoniinden pozitifliklerinin dagilimi incelendiginde; Hasta
grubu olgularinin 49 (%98)’u, HKG olgularinin 44 (%92)’ti , SKG olgularinin ise 41 (%85)’1
pozitif bulunmustur. Hasta grubu kendi i¢inde incelendiginde AA’dan alinan olgularin 20
(%40)’s1, AsA’dan alinan olgularin 6(%12)’s1, Karotid arterden alinan olgularin 22 (%44)’1,
femoral arterden alinan olgularin ise 1 (%100)’i CMV-IgG pozitif olarak bulunmustur. Hasta
grubu ile diger gruplar CMV-IgG antikoru bakimindan karsilastirildiginda sadece Hasta Grubu ile
Saglikli Kontrol Grubu arasinda anlamli bir fark saptanmistir(p<0.05), (Tablo 4-5).

Tablo 4-5. Calisma gruplarinin CMV-IgG pozitifligi yoniinden karsilastiriimasi

Hasta Grubu Hasta Kontrol | Saghkh
(n:50) Grubu (n:50) Kontrol Grubu
- (n:50)
CMV-IgG | AA* AsA** Carotid Femoral  Toplam
sonuglar: | n (%) |n | (%) |n (%) |n [ (%) n % N (%) n | (%)
IgG(+) 20 40 6 |12 22 44 1 |2 49 98 44 92 41 | 85
IgG(-) 1 2 0 |0 0 0 0 |0 1 2 4 8 7 15

1. HG x HKG p>0.05

2. HG x SKG %95 OR: 8,366 (0,988-70,818), X2 5,712 p<0.05
*Abdominal Aort

**Asendan Aort

Calisgma gruplar1 cinsiyete gore CMV-IgG pozitifliginin  dagilimi  bakimindan
incelendiginde; HG olgularinin 40(%80)’1 erkek olup bunlardan 39 (%97.5) ‘unun CMV-IgG
pozitif oldugu, 10 kadin olgunun ise tamaminin CMV-IgG pozitif oldugu goriilmistir. HKG
olgularinin 38(%79)’1 erkek olup bunlarin 35 (%92)’t CMV-IgG pozitif iken 10 (%21) kadin
olgunun 9 (%90)’u CMV-IgG pozitif saptanmistir. SKG olgularinin ise 35 (%73)’1 erkek olup
bunlardan 30 (%86)’u, 13 (%27) kadin olgunun ise 11 (%85)’i CMV-IgG yoniinden pozitif olarak
saptanmistir. Calisma gruplar1 cinsiyete gore CMV-IgG pozitifliginin dagilimi yoniinden

karsilagtirildiginda; aralarinda istatistiki olarak anlamli bir fark saptanmadi(p>0.05),(Tablo 4-6).
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Tablo 4-6. Calisma gruplariin cinsiyete gére CMV-IgG pozitifligi yoniinden karsilastirilmasi

Hasta Grubu Hasta Kontrol Grubu Saghkh Kontrol Grubu
Cinsiyet | 196 (+) 19G (-) | Toplam | 19G (+) IgG (-) | Toplam | 1gG (+) | IgG(-) | Toplam

n % |n % n % ([n % n % |n % |[n %|n %|n %
Erkek |39 9751 25|40 8 |35 73 |3 6 |38 79 |30 62|5 10|35 73
Kadm |10 100 (O O |10 20 |9 19 |1 2 |10 21 |11 23|2 4 |13 27
Toplam (49 98 |1 2 |50 100|44 92 |4 8 |48 100|41 85|7 14|48 100
Erkek: HG x HKG p>0.05

HG x SKG p>0.05

Kadm:

HG x HKG p>0.05

HG x SKG p>0.05

CMV-IgG sonuglar yas gruplarina gore dagilimi incelendiginde; 41-52 yas araliginda
HG’da bulunan 8 (%16) olgunun, HKG ve SKG’larinda bulunan sirasiyla 11 (%23) ve 8 (%17)

olgunun tamami1 CMV-IgG pozitif saptanmistir. Olgularin en biiylik ¢ogunlugunu olusturan 53-64
yas grubunda HG’ndaki 29 (%58) olgunun 28 (%97)’1, HKG’ndaki 23 (%48) olgunun 19 (%83)’u
, SKG’ndaki 26 (%54) olgunun ise 23 (%88)’l IgG pozitiftir. 65-76 yas grup aralifinda ise
HG’nda bulunan 13 (%26) olgu ile ve HKG’ndaki 14 olgunun tamami CMV-IgG pozitif iken
SKG’ndaki 14 (%29) olgunun 10 (%72)’u pozitif bulunmustur. CMV-IgG pozitifligi bakimindan

yas gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir(p>0.05) (Tablo 4-7).




Tablo 4-7. Calisma gruplarinin
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yas gruplarma goére CMV-IgG pozitifligi bakimindan

karsilastirilmasi

Yas Hasta Grubu Hasta Kontrol Grubu Saghkh Kontrol Grubu
Gruplan FaEty™ T1gG(-) | Toplam | 1gG(+) IgG(-) | Toplam | 1gG(+) | 1gG(-) | Toplam
n % (n % 'n % n % |(n % |n %[N % |n % |n %
41-52 |8 160 0|8 16|11 23 |0 O |11 23 |8 17 0 O |8 17
53-64 28 56 |1 2 |29 5819 40 |4 8 |23 48 |23 48 |3 6 |26 54
65-76 13 26 |0 0 |13 26|14 29 |0 O |14 29 |10 21 |4 8 |14 29

1. HGxHKG p>0.05

HG x SKG  p>0.05

2. HGxHKG p>0.05

HG x SKG  p>0.05

3. HGxHKG p>0.05

HG x SKG  p>0.05

Caligmaya alman gruplardaki CMV-IgG pozitifliginin sigara igme aliskanlifina gore
dagilimi irdelendiginde, HG’ daki sigara kullanan 15 (%30) olgunun tamami CMV-IgG pozitif
iken sigara kullanmayan veya birakmis 35 (%70) olgunun 34 (% 97)’i IgG pozitif bulunmustur.
HKG’ndaki sigara kullanim1 olan 19 (%39.6) hastadan 18 (%94.7)’1, sigara kullanim1 olmayan
veya birakmis 29 (%60.4) olgunun 26 (%89.6)’st CMV-IgG pozitif saptanmistir. SKG’ndaki 18
(%37.5) sigara kullanan olgunun ise 15 (%83.3)’i, kullanmayan veya birakmis 30 (%62.5)
olgunun ise 26 (%86.7)’st CMV-IgG pozitif bulunmustur. Caligma gruplari arasinda sigara igme
temelinde CMV-IgG pozitifliginin dagilimi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmemistir(p>0.05).

Tablo 4.8. Calisma gruplarinin sigara icme aligkanligi yoniinden CMV-IgG seropozitifliginin

dagilimi
Sigara Hasta Grubu Hasta Kontrol Grubu Saghikh Kontrol Grubu
Alskanhg 19G(*) | 1gG() | Toplam | 1gG(+) IgG(-) | Toplam | IgG(+) IgG(-) | Toplam
n % (n % [n %|{n % |n % |n % (n % |n % |n %
Var 15 300 O |15 30|18 375|1 21|19 396 |15 312 |3 6.3 |18 375
Yok 34 68|1 2 |35 70|26 542 |3 62|29 60426 5424 83 |30 625
/Birakmig
Toplam 49 98 |1 2 |50100 |44 91.7|4 83|48 100 |41 854 |7 14.6 |48 100
Sigara igen: HG x HKG p>0.05 Sigara icemeyen: HG x HKG p>0.05

HG x SKG p>0.05

HG x SKG p>0.05
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4.3. Nested PZR Sonuclari

Nested PZR uygulanan HG ve HKG’na ait 98 6rnekten Hasta Grubu’na ait iki 6rnek (3 ve
49 nolu hastalara ait 6rnekler) CMV-DNA agisindan pozitif bulundu. 162bp’lik PZR iiriinleri elde
edildi. CMV-DNA pozitif hasta 6rnekleri jel elektroforezinde pozitif ve negatif kontroller ile

eszamanl yiiriitiildii. Jel UV transilluminatordeki fotografi gosterilmistir.

CMV-DNA ve CMV-IgG sonuglar pozitif saptanan Asendan Aort Anevrizmasi tanisi almig
olan 3 no’lu olgu (E.T) 56 yasinda erkek olup sigara igme aligkanligi bulunmamakta idi. Hastanin
Oykiisiine bakildiginda herhangi hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemiye rastlanmazken, ailesinde
kalp rahatsizligi Oykiisii bulunmaktaydi. Diger CMV-DNA ve CMV-IgG pozitif saptanan
Abdominal Aort Anevrizma tanili 49 no’lu olgu (SA.O) ise 54 yasinda erkek olup sigara igme
aligkanlhigi bulunmamaktaydi. Hastada diyabet, ailede kalp rahatsizligi Oykiisii bulunmazken

hipertansiyon ve hiperlipidemi mevcuttu.

300
200
100

Sekil 4-1. Pozitif olgularin PZR {riinleri

"SM: Size marker, PK: Pozitif kontrol, NK: Negatf kontrol
1- 3 nolu pozitif hasta émegi (E.T) 4- 7 noh1 negatif hasta Smegi (HY)
2- 4 nolu negatif hasta Smedi (KY) 5- 17 nolu negatif hasta kontrol grubu &megi

g . (HK)
3- 49 nolu pozitif hasta dmegi (SA.O)
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4.4. Cytomegalovirus Gen5 (cig5)/Viperin Ekstraksiyonunun Sonuclari

4.4.1. Gercek Zamanh PZR (Real-Time PCR) Sonug¢lar:
Negatif kontrol olarak CMV-DNA c¢aligmasi ile negatif olarak saptanan iki hasta grubuna ait

olgu ile iki hasta kontrol grubuna ait olgu [4 nolu hasta 6rnegi, 7 nolu hasta 6rnegi , 17 nolu hasta
ornegi (k17) ve 39 nolu hasta 6rnegi (k39)] ve CMV pozitif (3 ve 49 nolu hasta 6rnekleri)
olgulardan izole edilen RNA o6rnekleri cDNA’ya gevrildikten sonra RT-PCR analizi ile kalitesi
test edildi (sekil 4-2). cDNA’ya c¢evrilen tiim orneklerden GAPDH primerleri ile basarili bir
amplifikasyon elde edildi. cig5 primerleri ile yapilan tekrarlar sonucunda higbir Grnekte
amplifikasyon gbzlenmedi (sekil 4-2). Bu tekrarlar;

(1) farkli primer baglanma sicakliklarmnim (55-62 °C) denenmesi,

(2) farklt miktarda cDNA miktarinin kullanilmasi,

(3) cig5 genine 6zgii iki farkll primer dizisinin siparis edilip kullanilmasini igermektedir.

Tiim 6rnekler GAPDH primeri ile amplifiye olmustur. Ornekler cig5 primeri ile iiriin
vermemistir. Agaroz gel elektroforez yontemi ile RT-PCR sonucu elde edilen iiriinlerin beklenen
urun olup olmadigi arastirildi(sekil 4-2). Bu ¢alismalar sonucunda amplifikasyon gézlenmemesi

test edilen CMV pozitif iki vakada (3 ve 49 nolu hasta 6rnekleri) Cig5 geni saptanmadi(Sekil 4-3).
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Amplification Curves
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Sekil 4-2. cDNA orneklerinden Cig5 (viperin) ve GAPDH primerleri ile yapilan RT-PCR analizi sonucu.

12 3 456 78 9 10

Cig5

el B GAPDH

Sekil 4-3. RT-PCR sonucu elde edilen orneklerin agaroz (%2°lik) gel elektroforez yontemiyle incelenmesi.

Kuyular sirayla; 1- size marker (100 bp 6- 6rnek 3-1

ladder, Fermentas)

2- ornek 4; 7- 6rnek 3-2;
3- 6rnek 19; 8- 6rnek 49-1
4- 5rnek k17 9- 6rnek 49-2

5- 6rnek k39 10- negatif miks kontrol (su).
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5. TARTISMA

Ateroskleroz; miyokard enfarktiis, kronik koroner arter hastaligi ve iskemik inme gibi
komplikasyonlara sebep olan, damarlarin kronik enflamatuar hastaligi olarak tanimlanan ve
olimlere yol acan bir patolojidir(108). Aterosklerozun potansiyel patolojik mekanizmasi hala tam
olarak agiklanamamakta, Ozellikle Hipertansiyon, hiperkolesterolemi, sigara kullanimi,
hiperlipidemi, diyabet, genetik faktorler gibi bilinen belli bash risk faktorlerinin 6nemli rol
oynadiklar1 bilinmektedir. Bunlarin yanisira C.pneumoniae, H.pylori, bazi Herpesviruslar gibi
enfeksiyon ajanlarinin damar dokusunda enflamatuar yaniti tetikleyici etki yaparak aterosklerotik
patolojinin gelismesinde etkili olabilecegini ileri siiren ¢aligmalarin sayisinda son yillarda artis
g6zlenmistir(109,110,111).

Aterosklerozla iliskili en ¢ok iistiinde ¢alisilan viruslardan olan insan CMV (HCMV) &zellikle
immunsuprese konaklarda hastalik olusturan 6nemli bir insan patojeni olup, olduk¢a kompleks bir
virus olarak primer enfeksiyon sonrasi konakta persistan olarak kalmaktadir. Yapilan ¢aligmalar
arter duvariin HCMV i¢in latent bir enfeksiyon alani olabilecegini ve virusun bu alandaki
reaktivasyonunun ateroskleroz gelisiminde etkili olabilecegini 6ne siirse de heniiz bu virusun
aterosklerozu primer olarak mi1 baslattigt yoksa affiniteye bagli olarak var olan lezyona mi
tutunuyor oldugu bir netlik kazanamamistir(110,111). Aterosklerotik gelisimin ilk olarak endotel
hiicrelerinin hasar1 veya disfonksiyonu ile gelistigi, daha sonra vaskiiler duvarin permabilitesinin
artmasi ile makrofaj, monosit ve trombositlerin endotele adhezyonun arttigi ve bununla birlikte
diiz kas hiicrelerinin migrasyonu, proliferasyonu, ekstraseliiler matriks proteinlerinin salinimi gibi
olaylar ile intimal incelmenin meydana gelmesi ile aterosklerotik siirecin basladig ileri
siirlilmektedir. Bu silirecin baglamasinda anahtar adim ise immun yanit mekanizmalar1 ve
iirlinlerinin etkinligi olup,6zellikle monosit ve T lenfositlerin intimada toplanarak kiimelesmesidir.
Lokositlerin  migrasyonu damar duvarinda monosit ve T lenfositlerin artigin1  saglayan
kemoatraktant sitokin ve kemokinlerin regulasyonu sonucu olmakta, epitel hiicreler enfekte
olduktan sonra sitokinlerin artmasi, lokositlerin epitele baglanmasina sebep olmaktadir.
Monositlerin  latent HCMV’nin arter duvarina transfer olmasim sagladigi diislintilmekte ve
boylece virusun aktive ettigi immunolojik ve enflamatuar reaksiyonun intimanin hasarini arttirdigi
ve yeni intimanin formasyonuna neden oldugu ileri siiriilmektedir(112-114).

20. ylizyilin baglarinda William Osler ilk defa aterosklerotik olgularda mikroorganizmalarin

bir risk faktorii olabilecegini belirttiginden beri, ¢esitli mikroorganizmalar {lizerinde molekiiler,
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immunohistokimyasal, serolojik, hayvan modeli temelli ¢alismalar yapilmistir (110,113).
Ateroskleroz gelisimi ile iligkisi {izerinde yillardir durulan HCMV ile ilgili ¢ok sayida
immunolojik ve molekiiler ¢alisgmalar mevcuttur. Chiu ve ark(115), 1997’de 76 karotid arter
stenozlu olguda yaptiklar1 c¢alismada 50 (%65.8) hastada seropozitiflik bulmus, fakat kontrol
olgularinda da CMV antikorunu benzer titrede saptayarak, anlamli bir farkin olmadigini
belirtmislerdir. 2003 yilinda Chen ve ark(116) yaptiklar1 ¢aligmada 75 aterosklerotik damar
hastaligi olan olgunun 66 (%88)’sinda, 22 kontrol olgusunun 17 (%77.3)’sinde CMV-IgG
pozitifligi saptamiglar ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigim
bildirmislerdir. Watt ve ark(110), 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 16 hastada %50 oraninda,
Miiller ve ark(117) 2005 yilinda 109 internal karotid arter stenozlu hastadan olusan ¢alismada
%72.5 oraninda CMV-IgG seropozitifligi saptamislardir. Gredmark-Russ ve ark(118) ise 2009
yilinda 22 aterosklerotik temelli abdominal aort anevrizmali olgudan 10’unun serumundan 9
(%90)’unda CMV-IgG pozitifligi tespit etmislerdir. Ulkemizde farkli calisma gruplariyla yapilan
aragtirmalarda CMV seroprevalansinin yiiksek oranlar1 géz oniine alinirsa, bizim ¢alismamizda da
beklendigi gibi 50 olguluk hasta grubunun 49 (%98)’u CMV-IgG pozitif saptanmistir. Diger
gruplarla karsilastirildiginda hasta grubu ile hasta kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
gbézlenmezken (p>0.05), saglikli kontrol grubu ile hasta grubu arasinda CMV-IgG seropozitifligi
orani yoniinden anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Her ne kadar bizim sonuglarimiz HG ve
SKG arasinda seropozitiflik yoniinden anlamli bir fark oldugunu gosterse de; CMV
seropozitifliginin toplumda yliksek oranda saptandigi, HG yada HKGlarii benzer oranda enfekte
ettigi belirtilmistir.

Calisgmamizda CMV-IgG pozitifliginin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde ¢alisma gruplari
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Yaptigimiz literatiir arastirmasinda CMV-1gG
seropozitifligi ile cinsiyet arasinda sinirli sayida yayina ulasilabilmistir. Mayr ve ark(119)’nin
2000 yilinda karotid ve femoral aterosklerozlu olgularda yaptiklar1 calismada erkeklere gore
kadinlarda istatistiki olarak ileri derecede yliksek oranda CMV seropozitifligin oldugunu
saptamiglardir (p<0.001). Zhu ve ark(120) ise ateroskleroz temelli koroner arter hastaligi olan
olgularda CMV-IgG seropozitifliginin erkeklerde kadinlara gore ileri derecede anlamli olarak
yiiksek bulundugunu bildirmislerdir (p<0.001). Goriildiigii lizere cinsiyet ile ilgili az sayida
yapilan calismalarda CMV-IgG seropozitifliginin  dagilimi ¢alismalara gore farklilik
gostermektedir.

Calismamizda CMV-IgG seropozitifliginin yas gruplarina gore dagilimi incelendiginde; yas

gruplar1 arasinda CMV-IgG pozitifliginin dagilimi1 bakimindan istatistiki olarak anlamli bir fark
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bulunamamistir (p>0.05). Bizim sonug¢larimizdan farkli olarak Mayr ve ark(119) ve yine benzer
olarak Zhu ve ark(120), CMV-IgG seropozitiflik orammnin ileri yas ile birlikte arttigin
saptamislardir (p<0.001).

Literatiir taramasinda aterosklerotik zeminli damar hastaligi olup, sigara icen ve igmeyen
gruplarda CMV-IgG seropozitifliginin, hasta kontrol grubu olarak post-stenotik olgular ile saglikli
kontrol grubu olgularinin karsilastirmasina dayali ayrintili bir arastirma igeren bir yayin disinda
veri bulunamamistir. 2000 yilinda Mayr ve ark(119) yaptiklari tek ¢alismada, sigara i¢gme ile
birlikte CMV seropozitiflik kombinasyonu ateroskleroz gelisiminde anlamli bir roliiniin
olmadigini belirtmislerdir. Buna karsin; 2007 yilinda Betjes ve ark(121) Hollanda’da yaptiklari
calismada aterosklerotik zeminli renal arter hastaligi olan 408 kisi ile yaptiklar1 ¢calismada, sigara
icme ve CMV seropozitifliginin aterosklerotik zeminli hastalik olusumundaki rolleri multivaryant
regresyon analizi ile ayr1 ayr1 degerlendirilmis, sigara igmenin Odds ratio’nun (OR) 2.2, CMV
seropozitifliginin  OR’sinin 2.7 oldugunu bildirmislerdir. Goriildiigii {izere ateroskleroz
gelisiminde sigara icme ve CMV seropozitifligi birlikteliginin roliine iligskin prospektif yeni, genis
serili ¢aligmalara gereksinim oldugu goriilmektedir.

Calismamizda Hasta Grubuna ait aterosklerotik doku 6rneklerinden 2 (%4)’sinde CMV-DNA
pozitifligi bulunmus, Hasta Kontrol Grubunda ise CMV-DNA saptanamamistir. Bizim
calismamiza benzer olarak Watt ve ark(110), 16 aterosklerotik zeminli karotid arter dokusu,
Miiller ve ark(117) 53 karotid plakta yaptiklari ¢aligmada hi¢bir doku 6rneginde CMV-DNA
saptayamamusglardir. Yine Ibrahim ve ark(122) 2005 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, 46 koroner 2
karotid arterden aldiklar1 aterosklerotik doku orneklerinde %10 CMV-DNA pozitifligi
saptamiglar, buna karsin non-aterosklerotik doku orneklerinde ise CMV-DNA bulamadiklarini ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini belirtmislerdir. Ulkemizden Kilig ve
ark(123) 2006’da yaptiklar1 bir ¢alismada koroner, karotid ve abdominal arterlerden alinan
aterosklerotik doku orneklerinin %37.9’unda, non-aterosklerotik doku o6rneklerinin %32.7’sinde
CMV-DNA pozitifligi bulmus, aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadigini
belirtmislerdir.

Bizim ve belirtilen diger uluslararasi ve ulusal anlamli bulunmayan verilerin aksine, Chiu ve
ark(115), calismalarinda 76 karotid arterden aldiklar1 aterosklerotik hasta doku orneginin 27
(%35.5)’sinde CMV DNA’y1 pozitif bulurken, 20 olguluk kontrol grubunda CMV-DNA
bulamamiglardir. Chen ve ark(116) 75 aterosklerotik doku &rnegi ile yaptiklart ve CMV’nin ¢ok
erken (CE) ve ge¢(G) gen bolgelerini hedefleyen ¢alismalarinda, CE gen bolgesinden %13.3, gec

gen bolgesinden %58.7 oraninda pozitiflik saptarlarken, kontrol grubu olgularinda ise sirasiyla %0
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ve %4.5 oraninda pozitiflik saptamislar, calisma ve kontrol grubu olgular1 arasinda anlami bir
farkin oldugunu bildirmislerdir. Yine benzer sekilde Wenli ve ark(124) 2001°deki ¢alismalarinda,
30 aterosklerotik karotid arter dokusunun 26 (%86.7)’sinda CMV DNA saptarken, aterosklerotik
olmayan kontrol olgularinda 30 dokudan 2 (%6.7)’sinde pozitiflik bularak oldukc¢a anlamli bir
fark saptamislardir. Yi ve ark(125) ise 2008’deki ¢alismalarinda 35 karotid arter dokusunun 21
(%60)’inde CMV-DNA’y1 saptayarak kontrol grubuna gore oldukc¢a anlamli bir pozitifligin
oldugunu belirtmislerdir (p<0.05).

Aterosklerotik doku 6rneklerinde CMV-DNA varligina iliskin, her ne kadar bazi uluslararasi
calismalarda CMV-DNA saptanamamis olsa da, yine bizim calismamizda sadece iki olguda
CMV-DNA bulunabilmigse de pek ¢ok uluslararasi g¢alismada aterosklerotik doku 6rneklerinde
CMV-DNA varliginin istatistiksel olarak yiliksek oranlarda bulunmasi; CMV’nin ateroskleroz
gelisiminde sekonder olarak dokuya affinitesinden ziyade primer ajan olarak ateroskleroz
etyopatogenezinde rolii olabilecegine iliskin iddialar1 gliclendirdigini diisiinmekteyiz.

Aterosklerozun bir enflamatuar siire¢ oldugu bildirilmekte ise de olayr baslatan mekanizma
hala net olarak anlagilamamistir. Bu enflamatuar siirecin baslamasinda etkili oldugu 6ne siiriilen
CMV’nin etki mekanizmasin1 arastirmak amaci ile direk olarak insan Cytomegalovirusu
tarafindan indiikte edilen IFN araciligi ile eksprese olan bir antiviral protein olan Cig5(viperin)
tizerinde tek c¢alisma bulunmusg(126), diger bir ¢alisma da cig5’in JC virusu ile iliskisidir(127).
HCMV nin, fibroblastlarda cig5 (viperin) sentezini indiikte ettigi, hatta HCMV enfeksiyonundan
once fibroblastlarda eksprese oldugunda ise viruse karsi direng sagladigi bildirilmistir(126).
Uluslararasi diizeyde virolojik, immunolojik ve molekiiler yontemleri igeren tek seri olgulu
calismanin sahibi olan Olofsson ve ark(5) yaptiklar1 ¢aligmada, insan ve hayvanlarda
aterosklerozda viperin ekspresyonunu tespit etmisler, Renal ve karotid arterlerden alinan doku
orneklerinde yaptiklar1 calismada aterosklerotik lezyonlarda normal arterlere gore 3.8 kat daha
fazla cig5 (viperin) mRNA diizeyi saptayarak anlamli bir sonug elde etmislerdir. Bu ¢alismada
ayn1 zamanda vaskiiler hiicrelerin endotelyumda CMV enfeksiyonunun kuvvetli aktivatorligii ve
enflamatuar siirecin stimiilasyonu ile aterosklerotik arterlerde cig5 (viperin) eksprese edildigi ileri
stirilse de aterosklerotik cig5’in CMV’ye baglanabilecegi gibi lezyonlardaki aktif bir immun
yanitin da rol oynayabilecegi belirtilmistir. Bundan dolay1 arastirmada aterosklerotik cig5’in
mikrobiyal mekanizmasi ile ilgili karar verebilmek icin yeni ve seri olgulu ¢alismalara gereksinim
oldugunu vurgulamislardir. Biz de CMV-DNA pozitif saptadigimiz iki olguda cig5 (viperin)
ekspresyonuna iligskin cig5 primerlar1 ile yapilan Ger¢ek Zamanli PZR ¢aligmasinda cig5

ekspresyonunu saptayamadik. Bu durum cig5 geninin bu dokularda eksprese olmamasindan ya da
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tespit edilemeyecek kadar az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak g¢alismada kullanilan
primerlarin ¢alistigini test edebilecek cig5 pozitif bir kontroliimiiziin olmamasi nedeni ile, yapilan
literatiir taramas1 sonucunda bulunan cig5 geni ile ¢alisma yapan arastirma gruplarindan temin
edilebilecek bir pozitif kontrolle tekrarlanmasi gerektigini diisiinmekteyiz.

Sonu¢ olarak; HCMV’nin damar duvarinda latent bir enfeksiyon olusturmasi ve buradan
reaktive olarak meydana getirdigi hasarla enflamatuar bir siirecin olusmasina ve ateroskleroz
gelisimin baslamasina sebep olabilecegini 6ne siiren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bunun yani sira
bu diisiince ile ¢eliskili sonuclar bulan ¢alismalara da rastlanmaktadir. CMV’nin damar duvarinda
primer olarak aterosklerozu tetikleyici mi yoksa affiniteye bagli olarak rastlantisal olarak nmu
burada bulundugu heniiz bir netlik kazanmamistir.Her ne kadar bizim sonuglarimiz CMV ile
ateroskleroz arasinda anlaml bir iliskiyi gdsteriyor olmasa da bu konu ile ilgili yeni ¢aligmalara
gereksinim vardir. Ozellikle cig5 pozitif bir kontrol drneginin varliginda bu genin aterosklerotik
dokularda eksprese olup olmadiginin arastirilmasinin CMV -ateroskleroz iliskisi yoniinden énemli

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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