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OZET

Yentdr, SP. Subakut Sklerozan Panensefalit (SSPE) Hastalarinda Konagin
Immdn Yaniti. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitist, Immanoloji AD.
Doktora Tezi. Istanbul. 2006.

Anahtar Kelimeler: SSPE, interldkin-12, interldkin-10, CD46, kizamik virisa.

Bu calisma istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan T-
291 ve T-192 no.lu proje ile Beyin Arastirmalari Dernegi (BAD) 2002-Proje
Destek Odult (Roche Oduli) olarak desteklemistir.

Subakut sklerozan panensefalit (SSPE), etkeni kizamik virist (KV) olan,
merkezi sinir sisteminin nadir gbrllen persistan bir infeksiyonudur. Persistansin
sebebi bilinmemekte, bozuk bir konak immin yanitinin olasi bir mekanizma
oldugu dasindlmektedir. Yaygin olarak eksprese edilen ve komplemani inhibe
edici bir molekil olan CD46, KV igin reseptdr olarak tanimlanmistir. Ayrica CD4*
hiicrelerin CD46 ile uyarildiklarinda, yiiksek diizeyde IL-10 salgisiyla karakterize
dizenleyici bir T hiicre fenotipinin (Tr1) gelistigi bildirilmigtir.

Bu calismada 20 SSPE hastasi ve 18 cocuk kontrolin periferik kan
mononUkleer hicreleri (PKMH) anti-CD3/CD28, anti-CD3/CD46 ve anti-
CD3/CD28/CD46 ile uyarilarak proliferatif ve sitokin yanitlari degerlendirildi.
Uyari sonrasi interldkin (iL)-10, IL-2, interferon (IFN)-y, IL-12p40, IL-12p70 and
transforme edici baylime faktéri (TGF)-B dizeyleri kiltar Gst sivilarinda ELISA
ybntemiyle, proliferatif yanitlar ®H-Timidin inkorporasyonu, lenfosit ve monositler
Uzerindeki CD46 ekspresyonu ise akim sitometrisiyle 6lgildi.

PKMH’lerin proliferatif yanitlari anti-CD3/CD46 uyarisiyla SSPFE’lilerde
kontrollere gére daha disik bulundu (p=0,02). Anti-CD28 olsun ya da olmasin
Anti-CD3/CD46 uyarisiyla SSPE hastalarinda iL-12p70 (p=0,03 ve 0,03 ) ve iL-
10 salgisinin disik oldugu gériildii (p=0,01 ve 0,03). iL-12p40, iIFN-y ve TGF-B
dlzeylerinde hasta ve kontroller arasinda bir fark bulunmadi. iL-2 salgisi ise anti-
CD3/CD46 ve anti-CD3/CD28/CD46 uyarisiyla hastalarda ylUksekti (p=0,02 ve
0,04). SSPE hastalarinda CD3" lenfosit oraninda bir fark bulunmazken, CD14*
monosit oraninin SSPFE’lilerde azaldigi (p=0,01), lenfosit ve monositlerin CD46
tasima oraninin da hastalarda disik oldugu gézlendi (p=0,15 ve 0,009).

Bulgular CD46 uyarisinin SSPE hastalarinda Tr1 yéninde bir fenotipi
uyarmadigini gésterdi. KV’'nin CD46’ya baglanmasiyla monositlerde iL-12’nin
SSPE’lilerde disik diizeyde salgilandigi, bunun monositlerin azalmasi ya da
lenfosit ve monositlerde CD46 ekspresyonunun distk olmasindan
kaynaklanabilecegi disiniildi. IL-2 salgisinin SSPE’de yiiksek bulunmasi,
proinflamatuvar bir T hiicre aktivasyonuna isaret etmektedir.
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ABSTRACT

Yentur SP. Immune Response in Subacute Sclerosing Panencephalitis (SSPE).
Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Immunology. PhD
Thesis. Istanbul. 2006.

Key Words: SSPE, interleukin-12, interleukin-10, CD46, measles virus

This study was supported by The Research Support Unit of istanbul University as
the project no T-291 and T-192 and by Brain Research Society (BAD).

Subacute sclerosing panencephalitis (SSPE) is a rare, persistant virus infection
of the central nervous system caused by measles virus (MV). Defective host
immune response to MV has been proposed as a possible mechanism for the
MV persistence in the CNS. On the other hand, ubiquitously expressed
complement inhibitor CD46 molecule has been identified as a cellular receptor
for MV. Activation of CD4" cells with CD46 has been shown to induce a
regulatory T cell phenotype (Tr1) with higher production of IL-10.

In this study, we analyzed the cytokine secretion and proliferative responses of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) stimulated with anti-CD3, anti-CD28
and/or anti-CD46 from 20 SSPE patients and 18 children as controls.
Proliferation was measured by *H-Thymidine incorporation and CD46 expression
was evaluated by flow cytometric analysis. Interleukin (IL)-10, IL-2, interferon
(IFN)-y, 1L-12p40, IL-12p70 and transforming growth factor (TGF)-B levels were
determined in culture supernatants by ELISA.

Proliferative responses of PBMC stimulated with anti-CD3/CD46 were
significantly lower in SSPE patients (p=0,02). PBMC stimulated with anti-CD46,
with or without anti-CD28, produced significantly lower levels of IL12p70 (both
p=0,03) and IL-10 in SSPE patients (p=0,01 and 0,03, respectively). IL-12p40,
IFN-y and TGF-B levels did not differ between groups. IL-2 production was
increased in patients, when cells were stimulated with anti-CD3/CD46 with or
without anti-CD28 (p=0,02 and 0,04, respectively). CD3" lymphocytes did not
differ between groups, whereas CD14" monocytes were reduced in SSPE
patients (p=0,01). CD46 expression on lymphocytes and monocytes was also
down-regulated in patients (p=0,15 and p=0,009, respectively).

Our results demonstrated that activation by CD46 did not induce a regulatory Tr1
phenotype in SSPE. The lower secretion of IL-12p70 in SSPE patients may be
due to the suppression of MV infected monocytes due to a CD46-MV interaction.
The reduced number of monocytes or the lack of CD46 on infected monocytes
may account for this finding. The increased production of IL-2 in SSPE still
implicates a proinflammatory T cell activity not related to CD46.



GIRIS VE AMAG

Subakut sklerozan panensefalit (SSPE), etkeni kizamik vir(isi olan
cocukluk caginin fatal seyirli bir hastahdidir. Virls merkezi sinir sisteminde
persiste etmekte ve yillar sonra aktiflenmektedir. Persistans gelisiminden hem
viral, hem de konakla ilgili 6zellikler sorumlu tutulmaktadir. Bu ¢alismada SSPE
gelisiminde etkili olabilecegi dustnulen konakla ilgili faktérler degerlendirilmistir.
immiin yanitta rol oynayan sitokinlerin SSPE 'de olasi degisikliklerini belirlemek,
SSPE ve kontrol gruplarn arasinda farkini ortaya koymak amaglanmistir. Bu
amagla, bir dizenleyici T hicre alt grubunun uyariimasi olasiligi ele alinmig ve bu
uyarinin CD46 molekald araciligr ile gelisimi arastinimistir. Kizamik virlisl
reseptorlerinden CD46’nin sitokin salgisi ile etkili bir dizenleyici hiicre grubu
(Tr1) gelisimini uyardigi bildirilmis ve bu ¢alismada bu uyaranin SSPE’deki roll
arastirilmistir. CD46 molekilinlin hastalardaki ekspresyonui ve bu molekulindn
IL-12 salgisini baskilayici 6zelligi de incelenmistir.

SSPE’de gelisen immun yanitin 6zelliklerini belirlemek, bu hastahgin
olusum mekanizmalarini anlamamiza, immun yanitin sdrekliligin ve etkinliginin
saglanarak olasi tedavi ve hastaliktan korunma ydntemlerinin gelistiriimesine

yardimci olacaktir.



GENEL BILGILER

SUBAKUT SKLEROZAN PANENSEFALIT (SSPE)

SSPE, etkeni kizamik virlist (KV) olan progresif seyirli fatal bir nérolojik
hastaliktir. KV, MSS’de ndéronlari infekte etmekte ve uzun slreli persistan bir
infeksiyona yol agmaktadir. Virlstin hangi mekanizma ile persiste ettigi hentz
aciklanamamigtir. Dinyada SSPE prevelansinin  1/10.000, 1/300.000 ve
1/1.000.000 (9) oldugunun bildiren yaynlar vardir. Bu oran istanbul’da 2002-
2004 yillarinda 2/1.000.000 (51), Tarkiye genelinde 1975-1987 yillarinda
0,83/1.000.000 (65) ve 1997-1999 yillarinda 0,46/1.000.000 olarak bildiriimistir
(2). Hastaligin belirtileri akut infeksiyondan ortalama 8 yil sonra goérilmeye
baslamaktadir. Bu sire 9 aydan 30 yila kadar degisebilmektedir (20, 54). Erkek
cocuklarda kiz cocuklarina gére yaklasik 2,5/1 (20, 54) ya da 4/1 (14) oraninda
daha fazla gérildiugi bildirilirken, (lkemizde istanbul i¢in bu oran 2,3/1 olarak
belirlenmistir. Asillanmaya ragmen SSPE gelisme riski 0,5-1,1/1.000.000
oranindadir (51).

SSPE tanisinin konmasinda laboratuvar testleri, EEG bulgular ve klinik
bulgulardan yararlaniimaktadir. Hastalarin beyin-omurilik sivilarinda (BOS) ve
serumlarinda yiuksek oranda KV'ye 6zgul antikor tespit edilmektedir. Hastaligin
ilk agamasinda viruse 6zgul IgM ve IgA, bunu takiben IgG (¢ogunlukla IgG1 ve
IgG4) antikorlari sentezlenmektedir. IgE antikorlari da sentezlenmesine ragmen
bunlarin KV’ye 6zgll olduguna dair kanit yoktur. BOS’da KV’ye 6zgul antikorlarin
gosterilmesi, tani kriterleri arasinda yer almaktadir (5). Ayrica BOS’da ve
genellikle serumda KV’'ye &zgal oligoklonal 1gG bantlarinin varhdi da
gosterilmektedir (23, 54).

KIZAMIK VIRUSU

KV, ParamiksovirUs ailesinin Morbilliviris genusundan, yaklasik 16 kilobaz
uzunlugunda negatif sarmalli bir RNA virGstdar. KV’nin tek dogal konagi insandir
(13). KV zarfli bir virGstir; lipid igerikli ¢ift tabakali bir yapida olan zarf, konak

hicrenin plazma membranindan gelismektedir (37, 54).



KV genomu yapisal olan 6 (flUzyon, hemaglitinin, matriks proteinleri,
fosfoprotein, nikleoprotein, large protein), aksesuvar 3 protein (V, C ve R
proteinleri) kodlar. Bunlardan G¢U (N, P ve L) transkripsiyonel olarak aktif
ribonUkleoproteini (RNP) olusturur. Flzyon (F) proteini virisin zarfinda yer alir.
Virls membraninin konak hicre membraniyla flzyonunda, virisin hlcreye
girisinde ve hemolizde gbrevlidir. F proteini, hemaglitinin (H) proteiniyle beraber
fuzyon kompleksini olusturarak viral patogenezde o6nemli rol oynar (13). H
proteini hiicre ylzey reseptdrlerine baglanarak KV'nin konak hiicreye girisinde
gorevlidir (58, 59). H proteini hiicre ylzey reseptdrlerine baglandiginda F-
proteininde bir konformasyonel degisliklik olur ve flizyon sireci aktiflenir (54).
Matriks (M) proteini, hicre mebraninin i¢ kisminda yer alir. Bir ucuyla viral
nukleokapsidle, diger ucuyla F ve H proteinlerinin sitoplazmik bUklimaG ile
baglantihdir (37, 59). Ayni zamanda lipid tabakanin i¢ kismiyla iliskidedir. VirUs
partiklllerinin plazma membranindan tomurcuklanmasinda énemli rol oynar (58,
54). Niukleoprotein (N) genomla siki iligki icindedir (58). Bu proteinin muhtemel
gorevi viral genomik nUkleik asidi paketlemek, korumak ve replikasyon
kompleksinin  olusumuna katilmaktir  (37). KVnin yapisi  Sekil 1’de
gOsterilmektedir.

a) N P M F H . L N
1 . :
Yapisal olmayan proteinler

b)

Fosfolipid tabaka

Genomik RNA (-)

Niikleoprotein

Matriks proteini Fosfoprotein

Hemagltinin ptoteini Polimeraz (L)

Flizyon proteini

Sekil 1: Kizamik virdsinin yapisi. KV proteinlerinin  yerlesimleri
gbsterilmektedir.



KV’nin hicreye giris icin CD46, CD150 (SLAM), Toll-benzeri reseptdr-2
(TLR-2) ve Fcy reseptor Il (FcyRIl, CD32) gibi molekdilleri kullanabilmektedir (37).
Bunlardan CD46 tim cekirdekli hiicrelerde eksprese olur, ancak CD46’ya yiksek
afinite ile baglanan ve hicreye giris igin bu moleklld kullanan KV suglan
sinirlidir. Bunlar asi suglart ve Vero hlcrelerde ¢ogalmak Gzere uyarlanmig

yabanil tip suslardir (59, 54).

KIZAMIK INFEKSiIYONU

Kizamik dinyada ¢ocuk &6lumlerinden sorumlu en énemli hastaliklardan
birisidir. Asillanmayan insanlarin %90’indan fazlasini etkilemektedir. Dinyada
2002 yilinda 30-40 milyon kizamik vakasi bildirilmis, bunlardan 777,000 vaka
6lumle sonuclanmistir. Asilama ve yetersiz beslenme gibi sorunlar nedeniyle,
gelismekte olan Ulkelerde yasayanlarin hastaliga yatkinliklari daha fazladir.
Kizamik sonucu 6limler, bu Ulkelerde gelismis Ulkelere oranla yaklagik 300 kat

fazla goéraimektedir (13).

Kizamik en yaygin ve 6lumcul 10 hastaliktan biri olarak siniflandiriimasina
ragmen, aslyla dnlenebilen en énemli hastaliklardan biri sayilir. Dinya ¢apinda
kizamik vakalar, zayiflatilmig canh agilarin yaygin olarak kullaniimasiyla beraber
dramatik olarak azalmistir (21, 58). Fakat anneden gecen antikorlarin etkisiyle,
agllama sonrasi antikor olugsamadigindan bir yasin altindaki ¢ocuklar
agllanamamaktadir. Maternal antikorlar ise c¢ocuklari yabanil tip KV
infeksiyonundan koruyamamaktadir (59). Bu nedenle gelismekte olan Ulkelerde
kizamik hastaligi hala 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir.

Kizamik infeksiyonunda akut bir hastalik gelismektedir. Kizamik
hastalarinin ¢codu iyilesmekte ve dmir boyu suren bir bagdisikhik kazanmaktadir.
Bagisikhgin gelisebilmesi icin hlcresel ve himoral immuin sistemin etkili bir
sekilde calismasi gerekmektedir (21). Virlsin yok edilmesinde ve tekrarlayan bir
infeksiyondan korunmada hlicresel immdnitenin humoral immdiniteye gére daha
onemli bir rol oynadidi dusundlmektedir. Agammaglobulinemik ¢ocuklarin KV
infeksiyonu sonrasi iyilesebilmesine ve KV’ye karsi bagisiklidin olusmasina
ragmen, T hicre anomalileri olan ¢ocuklarda agir komplikasyonlar gelismektedir.



Bu bulgu KV patogenezinde hiicresel immunitenin 6nemine isaret etmektedir (23,
47).

KV 6nce solunum yolunun epitel hicrelerini infekte etmekte ve burada
cogalmaktadir. Daha sonra doku makrofajlari ve dendritik hicreler (DH)
tarafindan lokal lenfoid dokulara tasinmaktadir. Burada replike olan KV, hicresel
viremi sonucu bircok lenfoid dokuya, deri, bébrek, gastrointestinal sistem ve
karaciger gibi organlara yayllmaktadir. Buralarda epitelyal ve endotelyal
hicrelerde, monosit ve makrofajlarda ¢ogdalmaktadir. Periferik kandaki infekte
hicrelerin cogu monositlerdir. Bunun yaninda in vitro aktivasyondan sonra T ve B
hicrelerinde ve DH’lerde de viral replikasyonun gergeklestigi bildirilmigstir. Deri
dokuntulerinden birkag gin 6nce ve dokuntu sirasinda KV'ye 6zgli RNA ve

proteinler, lenfosit ve monositlerin az bir kisminda goésterilebilmektedir (37, 59).

Kizamikta immiin Yanit

Kizamik, immin sistemin baskilandigi gosterilen ilk hastaliktir. Haftalar
veya aylar sirebilen bir immuinosiipresyonla karakterizedir (21). ilk olarak von
Pirquet tarafindan 1908 yilinda akut kizamik infeksiyonunda deri tuberkllin
testinin baskilandigi goézlenmistir (5, 39). Akut kizamik infeksiyonu gegiren
kisilerde lenfositlerde tlberkiline karsi in vitro proliferatif yanitin azaldigi
bildirilmistir. Lenfositlerin KV ile in vitro klltGrinde tuberkllin antijenine ve
mitojene karsi proliferatif yanitin baskilandigi gdsterilmis, bu baskilanmanin
KV’den kaynaklandigi distntlmustir (5). KV ile indiklenen imminostpresyon
sonucu firsatgi infeksiyonlar gelistigi takdirde, hastalik fatal seyredebilmektedir.
Kizamikta gérulen élimlerden genellikle bu ikincil infeksiyonlar sorumludur (58).

Kizamikta Hiicresel immiin Yanit

KV infeksiyonu sonrasi hicresel immunitede bazi degisiklikler meydana
gelmektedir. Kizamikta immu0n sistemin tim kompartmanlarinda bozukluk
gérilmesine ragmen, klinik olarak en dnemlilerinin hlcresel immunitede yer
aldigi ileri stirilmektedir (3). immiinosiipresyon mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanabilmis degildir. KV, T ve B hucreleri gibi immun sistemin efektor

hicrelerini etkileyerek, monosit, makrofaj, DH gibi aksesuar ve antijen sunucu



hicrelerin fonksiyonlarini degistirerek immadn yanitin gelisimini
baskilayabilmektedir (5).

KV’ye karsi gelisen dogal immin yanitin aktivasyonu ve koruyucu rolinu
acikliga kavusturmak amaciyla birgok c¢alisma yapilmistir. Kizamikta dogdal
éldirtca (NK) hicre sayisinda artis bildiren calismalar oldugu gibi, NK hlcresi ve
noétrofil aktivitesinin azaldigini gosteren calismalar da vardir (59). Dokuntanin
baslamasi edinsel immin vyanitin basladigina isaret etmektedir. Viral
replikasyonun oldugu lokal bdlgelerde mononlkleer hicre infiltrasyonu
gorulmektedir. C6zinlr T hicre yizey molekillerinden sCD4’lin plazmada (28),
sCD8 ve B2-mikroglobulinin, siL-2 reseptoriinin BOS ve serumda arttig
gbsterilmistir (43). Ayrica kizamik sonrasi komplikasyon olarak ensefalit gelisen
hastalarin BOS’larinda ¢6zintr CD8’in arttig bildirilmistir (26).

KV’ye 6zgu bir immun yanit gelismesine ragmen, akut kizamik siUresince
ve iyilesmeden haftalar sonra immun yanitta genel bir baskilanma sézkonusudur.
Belirgin bir lenfopeni, gecikmis tip asiri duyarhlik yanitinda azalma veya yanitin
tamamen kaybolmasi karakteristik bulgulardir (59). PPD (purified peptide
derivate) deri testleri pozitif olan ¢ocuklarda, kizamigin akut fazinda PPD’ye yanit
anerjiktir. Pnémoni, otitis media, bronsit gibi komplikasyonlari olan hastalarda bu
baskilanma siresi uzamakta ve déklntilerden sonra da devam etmektedir (62).
Kizamiktaki immUn baskilanmanin akut infeksiyondan 6 ay sonrasina kadar
devam edebildigi bildirilmigtir (37). KV’nin indUkledigi immuanosdpresyonun en
tipik bulgularindan birisi, infeksiyon siresince in vitro mitojen yaniti ve antijene
O6zgul immUn yanitta haftalar boyunca gbzlenen azalmadir (21, 59). Periferik kan
lenfositlerinin  KV'ye in vitro proliferatif yaniti baskilanmistir (21). KV
infeksiyonunda goérilen immunosupresyon, zayiflatiimis canh KV ile agilanan

cocuklarda da daha az siddette gorulebilmektedir (39).

Hicresel imminitedeki bu genel baskilanmaya ragmen kizamik
hastalarinda KV’ye 6zgll antikor yaniti gelismekte, virlise 6zgul IgM, IgA, IgE ve
IgG (IgG1 ve 1gG4) antikorlarn sentezlenmektedir (24).

Kizamikta Sitokin Yaniti

KV infeksiyonunda sitokin salgisi incelendiginde, infeksiyonun erken
fazinda tipik Th1 sitokinlerin salgilandigi gértlmusttr. Sitokinlerden interldkin



(IL)-2, IL-4 ve interferon (IFN)-y plazmada artmaktadir. Periferik kan mononikleer
hiicrelerinden (PKMH) spontan olarak IL-6 salgilandigi bildirilmistir (28).
Hastalidin baglangicinda gérilen yardimer tip 1 T hicre (Th1) yaniti ilerleyen
asamalarda Th2 vyanitina dénismektedir. Dokuntllerin  gérildigld hastalik
fazinda, plazmada Thi efektér sitokini olan IFN-vy artmis bulunurken (27),
ilerleyen dénemlerde Th2 belirteci olan IL-4 seviyelerinde artis, iL-2 ve IFN-y
salgisinda azalma gériimektedir (21, 28). Ozellikle dokiintiller sirasinda IFN-y
salgisinin  en yiksek dizeye ulastigi bildirilmistir (27). Kizamigin geg¢
asamalarinda Th2 yanitinin aktiflenmesi, himoral immin yanit aktivasyonunu ve

hicresel imman yanit baskilanmasini isaret etmektedir (28).

T ve NK hiicrelerinden IFN- v salgilatarak Th1 yénlenmesini saglayan iL-
12 salgisinin KV etkisiyle azalmasi, KV'nin T hicrelerini Th2 yéninde cevirdigi
hipotezini desteklemektedir. KV’nin monositleri infekte ederek bu hiicrelerden iL-
12 salgilanmasini azaltmasi immunosutpresyonun sebeplerinden biri olarak ileri
sUrtlmektedir (35). Antijen sunucu hicrelerden (ASH) DH ve Langerhans
hicrelerinin KV’'nin hem asi susuyla, hem de yabanil tip susuyla infekte
edilebildigi gosterilmistir. infekte DH’ler, CD4" T hiicrelerinin proliferasyonunu
uyaramamaktadir. KV ile infekte DH, infekte olmamis c¢ok sayida DH'de
fonksiyon kaybina sebep olabilmekte, DH’nin antijen sunucu 6&zelligi
kaybolmaktadir (29). Bagka bir calismada ise KV ile infekte DH ve T hicresinin
etkilesmesi sonucu, KV'nin DH'de replikasyonunun arttiyi ve DH’den IL-12
sentezinin azaldidi, T hucresinin ise prolifere olamadigi bildiriimistir (15).

iL-12 salgisinin baskilandigini bildiren bu bulgularin aksine Schnorr ve
arkadaslarinin ¢alismasinda ise KV’nin asi susu ve yabanil tip susuyla infekte
DH’lerde iL-12 salgisinin artigi bildiriimektedir (60).

Kizamik Komplikasyonlari

Akut kizamigin komplikasyonlari infeksiyondan hemen sonra erken
dénemde gelisebilmektedir. Genellikle solunum ve barsak yollari etkilenmekte,
en sik olarak otitis media, pndmoni, diyare ve ensefalit gelismektedir. Erken
gelisen merkezi sinir sistemi (MSS) komplikasyonlarindan akut kizamik

ensefalitinin, virisle indiklenen otoimmdn bir hastalik oldugu distnUlmektedir.



Gec gelisen komplikasyonlar arasinda ise SSPE ve MIBE (measles inclusion
body encephalitis, kizamik inkllzyon cisimcigi ensefaliti) sayilabilmektedir. Her iki
hastallk KV'nin akut infeksiyondan sonra MSS hicrelerinde persiste etmesi
sonucu gelismektedir. Hem SSPE, hem MIBE fatal seyirli hastaliklardir (59).
MIBE subakut kizamik ensefalitidir. MIBE hastalari genellikle kemoterapi
nedeniyle immun sistemleri baskilanmig I6semi veya lenfomali ¢ocuklardir. MIBE
kizamiktan sonra 6 ay iginde hastalik belirtileri baglamaktadir. Oysa SSPE’de bu
sure yillar bulmaktadir. MIBE'de kizamik Oykuleri olmayan erigkin vakalar da
bildirilmigstir (23).

SSPE GELISIMi

SSPE’de KV’nin hastalik semtomlari baslamadan énce MSS’de yerlestigi
ve burada persiste ettigi kabul edilmektedir. Fakat MSS’ye giris ve persistans
mekanizmas! hentiz acikhda kavusturulamamistir. Calismalar cogunlukla otopsi
materyalinde yapildigindan, ancak hastahdin ileri asamalarindaki durumu
gOstermekte, Dbelirtilerin  baglamasindan &6nceki asama hakkinda bilgi
vermemektedir. SSPE gelisiminde hem viral faktérlerin, hem de konakla ilgili

faktorlerin rol oynadigina dair bulgular vardir.

A. Viriisle ilgili Faktérler

a) Mutant Sus

SSPE’nin nadir gértlen bir hastallk olmasi, hastalik gelisiminden
mutasyon ya da mutasyonlarin da sorumlu olabilecegini akla getirmektedir (23).
SSPFE’lilerin beyin materyalinden elde edilen virGsler incelendiginde, bunlarin
yabanil tip virls susu oldugunu bildiren ¢alismalar yaninda (9, 20), bunun aksini
iddia eden ¢alismalar da vardir (9). Deneysel olarak zarfla iligkili genler (M, F, H)
acisindan mutant olan KV suslarinda, fizyonun etkilenmedigi, fakat virGsin
hicreyi infekte etme 6zelliginin azaldig bildiriimistir. Bu bulgu zarf proteinlerinin
6nemine isaret etmektedir (8). SSPFE’lilerin beyin materyalinden izole edilen
KV'de genellikle M proteininde bir bozukluk go6rilmektedir. M proteininde
mutasyonun dayanikli bir protein olusumunu engelledigi, mutant proteinin
proteolitik par¢calanmaya daha duyarli hale geldigi ve kolayca degrade oldugu
ileri surGlmektedir (9, 54). Cathomen ve arkadaslarinin bir ¢alismasinda M



proteinini daha distk dizeyde eksprese eden virls suslari elde edilmistir. Bu
susun hacreleri infekte etme 6zelligi azaldigindan akut patojenitesini kaybettigdi,
fakat hicre fizyonu olusturma yetenegi daha etkili oldugundan yabanil tip KV’ye
glre beyin parenkimine yerlesme 6zelliginin daha fazla oldugu ileri strtlmektedir
(7). Hirano ve arkadaglarinin galismasinda SSPE Biken susu ve bu susun éncll
olan Nagahata susunun M proteininin hlcrede farkh yerlesim gd&sterdikleri
bildirilmistir. Bu bulgu, SSPE susu M proteininin farkh olduguna dair kanit olarak
gosterilmektedir (18). SSPE hastalarindan elde edilen KV’de M geninde
mutasyon orani ylUksek gOsterilirken, H ve N genlerinde mutasyon orani M
genine gbére daha disUk bulunmustur. Bu suslarin, asi suslari olmadiklan da
bildirilmistir (32). SSPE suslarinin yabanil KV suslarinin mutantlan oldugu
olasiligr gbzardi edilmemesine ragmen, SSPE’ye sebep olan 6zgul bir KV
susunun varligr kanitlanamistir. Kai ve arkadaslari Japonya’da 1984-1993
yillarinda izole edilen KV suslarinin M geninde bulunan 7 mutasyonun, KV’nin
labotaruvar suslarindaki mutasyonlardan farkh oldugunu, fakat SSPE’deki bazi
mutasyonlarla ayni olabildigini gdstermislerdir (34). Bu bulgu mutasyonlarin

SSPE ye 6zgu olmadigina isaret edebilir.

Nitekim SSPE gelisiminde mutant bir virGsin rol almadidini bildiren
calismalar da vardir. SSPE’ye dogrudan sebep olan mutant bir virls susu
gbsteriimemis, kisiden kisiye SSPE bulastigi da bildiriimemistir (9). Bu bulgular
SSPE’de rastlanan KV mutasyonlarinin, viris MSS’ye yerlestikten sonra
gelistigini distUndirmektedir. SSPE’de virlsin farkli &zelliklerine yoénelik
arastirmalarin ortak noktasi, SSPE’nin akut infeksiyondan sonra KV persistansi

sonucu gelisgtigi ydonandedir.
b) Mutant Protein

Hastalik gelisiminden sorumlu tutulan diger bir mekanizma MSS'de M
proteini sentezi ile ilgilidir. Bu yaklasimla immuUn sistem tarafindan taninana
kadar gecgen sure icinde KV nin M proteini hizla degrade olmakta ya da M
proteinine 6zgl immunolojik bir bozukluk nedeniyle bu proteinin immun sistem
tarafindan taninamamaktadir (6, 54). SSPE hastalarinda MSS’de M proteininin
sentezlenmedigi de ileri sUrGlmuOgstir. M proteininin olmamasi nedeniyle virls
partiktllerinin hicreleri infekte etme 06zelligi kaybolmaktadir. Virls hicrede
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cogalmakta, fakat M proteini bulunmadigindan tomurcuklanma olmamakta ve
virion olusumunda bozukluk gorilmektedir (9, 54). M proteini sentezindeki
bozuklugun MSS’de bazi hiicrelerin genel bir 6zelligi oldugu da ileri strtlmektedir
(9, 38).

SSPE’de virisiin néronlari infekte etmesinden belirtilerin baglangicina
kadar gecen slre, hastadan hastaya buydk farkliliklar géstermektedir. Virlsin
beyinde infekte ettigi hicre tipi ve sayisina bagll olarak da hastahdin
gelisebilecegi ileri strilmektedir. KV’nin immadn sistem hicrelerini infekte ederek
immun yaniti degistirmesi ya da baskilamasi da olasi persistans sebeplerindendir
(9, 38).

B. Konakla ilgili Faktérler

Her ne kadar virUsle ilgili bulgular varsa da, konagin bazi 6zelliklerinin de
SSPE gelisiminde rol oynadidi distnulmektedir.

a) Kizamik Gecirme Yasi

Kizamik infeksiyonunun 2 yasindan kigUk cocuklarda geciriimesi SSPE
gelisimi icin risk faktoradir (51, 23). immin sistem heniiz tam olarak
gelismediginden, bu cocuklarda virlisl yok edecek diizeyde antikor yaniti ve
hicresel immun yanitin olusmadidi ileri strtlmektedir (14). Ayrica KV heniz
olgunlasmamis immin sistem tarafindan yok edilemediginden, bu ¢ocuklarda
KV’'de mutasyon gelisme olasihiginin daha fazla oldugu ileri sardlmastar.
Perinatal olarak KV ile infekte olan bir yenidodanda, annede higbir hastalik
belirtisinin gérilmemesine ragmen, 11. ayda SSPE gelistigi bildirilmistir. Olgun
bir immadn sistemi olan annede hastaligin gelismemesi, ayni viris susuyla infekte
olmasina ragmen immattr bir immdn sistemi olan bebekte hastalik gérilmesi,
SSPE gelisiminde virls ile konagin immiin sistemi arasindaki dengenin énemine

isaret etmektedir (69).
b) Asiya Ragmen Kizamik Gelisimi

Gocukluklarinda asilanmis olan erigkinlerde de kizamik g6raldagu
bildiriimistir. Bu nedenle ilk asilamada immunizasyon gelismeyen veya yeterli
dlzeyde antikor titresi olusmayan c¢ocuklarda ikinci bir doz asinin yapilmasinin
gerekli oldugu anlasiimistir (40). Normalde iki doz asi sonrasi bagisiklik gelisme
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orani %99'dur (51). Asilamanin basarisiz olmasi anneden ¢ocuga gecen pasif
antikorlarin varligina, asilarin saklanmasi, taginmasi ve uygulanmasi esnasinda
soguk zincirin kirlmasina ve henlz bilinmeyen diger bazi sebeplere
baglanmaktadir (40).

c) Antikor Sentezi Bozuklugu

immiin sistemde bir bozukluk ya da yetersizlik gosteriimedigi halde bazi
cocuklarda KV’nin her antijenine kargi antikor sentezi olmamaktadir (14). SSPE
hastalarinda H ve F proteinlerine kargi ylksek titrede antikor varhgi
gbsterilmesine ragmen, M proteinine karsi antikor yanitinin olusmadigini bildiren
calismalar vardir. Bu proteine karsi antikor yaniti gelismediginde viris yok
edilemedigi ve MSS’de persiste ettigi distnilmektedir (9, 54). Ancak Dhib-Jalbut
ve arkadaslarinin bir c¢alismasinda M proteinine kargi antikor yaniti SSPE
hastalarinda kontrollere gére BOS ve serumda yilksek bulunmustur. Hastalarda
BOS ve serumda N proteinine karsi da antikor bulunmasina ragmen, bunlarin

dizeyi M proteinine karsi gelisen antikorlardan daha dugtktar (11).
d) Hiicresel immiin Yanit Bozuklugu

Bu konuda yapilan tek calismada toplam 4 hasta degerlendiriimis ve
KV’'nin M, F, H ve N proteinlerine kargi gelisen lenfoproliferatif yanitin SSPE
hastalarinda kontrollerden farkli olmadigi ileri sOralmastar (11). Ancak bu
calismada sitokin  6lgimleri  yapiimamistir. Immin sistem hiicrelerinin
infeksiyonuyla immuan yanitin degismesi veya baskilanmasi nedeniyle virtsin
persiste etme olasiligi ve MSS’de infekte olan hucre tipi ya da sayisina bagli
olarak SSPE gelisme riski, virGsle ilgili faktdrler olabilecegi gibi konakla ilgili
Ozellikler de olabilir (9, 38).

e) Genetik Yatkinhk

Kizamik gegirenlerin SSPE’ye yatkinhdi genetik farklihklara dayanabilir.
Japonya’da SSPE hastalarinda yapilan bir ¢alismada IL-4 geninin promoter
bolgesinde gdsterilen ve IL-4 sentezinde artisa neden olan bir polimorfizmin (-
589T) SSPE icin genetik bir yatkiniga sebep oldugu ileri siriilmektedir. iL-4
yuksekligi nedeniyle Th2 yanitinin uzun sureli baskin kaldigi, bu nedenle virisin

yok edilemedigi ve MSS’de persiste ettigi bu ¢calismada ileri sirilmektedir (31).
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HLA genlerinin KV ile iligkisini gésteren ¢alismalar da vardir. HLA sinif | ve
sinif Il genleri, kizamik asisi sonrasina antikor yanitinin gelismesiyle iligkili
bulunmustur. Asilamaya yanit vermeyen kisilerin HLA-DRB1*13 alelini daha az
sikhkta tasidiklari gosterilmistir. Farkli HLA alellerinin varligi ya da yokluguna
gore kisilerin kizamik asisina farkli yanit verdikleri ya da antikor yanitinin
gelismedigi bildirilmistir (53). Buna benzer olarak SSPE’lilerde HLA alelleriyle
iliski oldugunu ileri stren ¢aligmalar vardir. SSPE’de C4A (55), HLA-A2 ve HLA-
A29 (33) ile iligski gbsterilmistir. Bu bulgularin aksine HLA-A, B ve C, HLA-DR ve
HLA-DQ antijenlerinin SSPE ile iligkili bulmayan ¢alismalar da vardir (10, 17).

IFN-o/B (tip | IFN) tarafindan indiiklenen anti-viral etkili MxA proteini de
SSPE agisindan incelenen bir molekdldir. Bu protein aralarinda KV’'nin de
oldugu tek sarmalli RNA virUslerinin replikasyonunu inhibe eder. MxA proteininin
promoter boélgesinde tespit edilen bir tek nlkleotid polimorfizminin (-88 G / T)
Japonya’da SSPE’ye yatkinlik sagladidi bildirilmistir (64). Baska bir ¢calismada
SSPE beyin materyalinde MxA proteini ekspresyonu incelenmis ve normal beyin
materyaliyle kargilastinimigtir. KV antijeni pozitif lezyonlarin ¢evresinde MxA
ekspresyonunun yiksek oldugu ve MxA'nin esas olarak astrositlerin
sitoplazmasinda gdsterildigi bildirilmistir. KV antijeninin oldukca fazla dizeyde
bulundugu lezyon merkezinde ise MxA ekspresyonu ya distk dizeydedir, ya da
hic yoktur. Lezyonlardan uzak olan bdlgelerde ve normal beyin materyalinde MxA
bulunmamisgtir. Bu bulgu, KV infeksiyonunun baslangicinda hiicrelerin tip | IFN
salgiladiklarini, bu sekilde etraflarinda MxA salgilayan hicrelerden koruyucu bir
bariyer olusturduklarini disidndirmektedir. BOylece MxA proteini bir yandan
KV’nin diger hucreleri infekte etmesini yavaslatirken, diger yandan KV
persistansina katkida bulundugu ileri surdlmektedir (49).

f) MSS’nin Lokal Ozelligi

SSPE’ye 6zel olmamakla birlikte MSS’nin lokal 6zelligi de hastalik geligimi
acisindan bir risk faktéraddr. KV'nin MSS’ye hangi mekanizma ile girdigi
sorusuna ise henliz bir yanit bulunamamigtir. SSPE’'de MSS’de KV-RNA’sInin
varligi goésterilmesine ragmen, hastalik belirtilerinin baslamasindan énce virlisin
MSS’nin hangi hilcrelerinde persiste ettigi tam olarak acikhda kavusmamistir.

Diger dokularla kargilastiriidiginda MSS ve néronal doku immun aktivasyonun
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sinirl - oldugu bir bélgedir. KV buraya yerlestikten sonra canliligini
surddrebilmekte, persistans igin yalnizca dusuk dizeyde bir gen ekspresyonuna
ve replikasyona ihtiyag duymaktadir. Bu sekilde MSS’de immln sistemden
saklanabilmesi diger organlardan daha kolay olabilir (20, 54).

d) Sosyo-Ekonomik Durum

Hastalik gelisimi icin diguk sosyo-ekonomik durum, blylk ailelerde ve
kirsal bélgelerde yasama diger risk faktérlerindendir (51, 23). SSPE kirsal
bdlgelerde daha fazla gérildiginden, hastalikdan ikincil bir infeksiyéz ajanin
sorumlu olabilecegi de dastuntlmistir (23). Immim sistemin gelisiminin
etkilenmesi, yetersiz hijyen ve beslenme sartlari nedeniyle kizamik gecgirme
riskinin fazla olmasi, bazi ¢ocuklarin hig asi olmamasinin SSPE’ye yatkinlk
saglayabilme olasiligi vardir.

SSPE Patolojisi, immiin Yanit ve Sitokin Salgisi

SSPE yaygin beyin lezyonlari ve inflamatuar hicrelerin  doku
infiltrasyonuyla karakterize bir hastaliktir (48). Virls MSS ’de yillarca sessiz
kaldiktan sonra aktiflendiginde néron ve glia hicrelerine saldirir. Akson ve
miyelin yapilari etkilenir. Ilk belirtiler serebral kortekste néron ve glianin
inflamasyonu nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir (14). Patolojik dedisiklikler hem ak
maddede, hem gri maddede goérllmektedir. Gliozis 6nemli bir bulgudur; gliozisi
nekroz ve serebral atrofiyle beraber néron kaybi takip etmektedir. Subkortikal ak
madde tutulumu, inflamatuar demiyelinizasyonun basladiginin isaretidir.
SSPE’nin en 6nemli patolojik 6zelliklerinden biri intrantkleer viral inkllzyon
cisimciklerinin varligidir. Bunlar 6&zellikle ndéron ve oligodendrogliada yer
almaktadir. Hasarin en fazla goéruldigu boélgelerde inklizyon cisimcikleri de daha
fazla bulunmaktadir. Oligodendroglialarin infeksiyonuyla yaygin demiyelinizasyon
gelismekte ve bu bdlgelerde lipid yukli makrofajlar bulunmaktadir. Hastaligin ge¢
asamalarinda oligodendrosit ve astrositlerin harabiyeti sonucu agir ndérolojik
bozukluklarin géraldigu ve hastaligin fatal seyirli olarak ilerledigi gértlmektedir.
(1, 14, 20, 46, 54). KV antijeninin genel olarak endotelyal hiicrelerde, daha nadir

olarak da bazi noron, glia ve lenfositlerde eksprese oldugu bildirilmistir (1, 23).

SSPE lezyonlarinda yaygin parenkimal ve perivaskiler lenfosit ve
makrofaj infiltrasyonu goérlimektedir. Perivaskuler bdlgelerde agirhkli olarak T
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hicreleri ve MHC sinif Il pozitif hicreler goésterilmistir. MHC sinif 1l pozitif
hicrelerin endotelyal ve glial hiicreler oldugu bildirilmistir. Parenkimal lezyonlarda
B hicreleri, makrofajlar, CD4* ve CD8" T lenfositleri gorlilmektedir (1, 20, 46). B
lenfositlerin genig perivaskuler bdlgelerde de yer aldigi, bu hlcrelerin daha uzun
ve yavas seyirli hastalik patogeneziyle iligkili oldugu bildirilmektedir (1). MHC
sinif Il pozitif hicreler tim parenkim boyunca yaygin bir dagilim gdéstermektedir.
Hem parenkimde, hem perivaskier bélgelerde CD4" hiicreler, CD8" hiicrelerden
daha fazla bulunmaktadir. Bu bulgu SSPE patolojisinde CD4" hiicrelerin énemli
rolii olabilecegini distindirmektedir (46). Hastalarda periferik kanda CD3*/HLA-
DR* aktif T hiicreleri ve CD3" T hicrelerin oraninin azaldigi, CD8" T hiicre ve
CD16"CD56" NK hicrelerin oraninin ise hafif dizeyde arttigi bildirilen diger
bulgulardandir (63).

SSPE’de KV ’ye 6zgul antikorlarin serum ve BOS ’daki varligi, humoral
immun yanitin gelistigini géstermektedir (23). Ayrica KV'ye karsi lenfoproliferatif
yanitin gelistigi, fakat KV’'ye &zgll sitotoksik T lenfositlerinin gelisemedigi
bildirilmistir (12). Aysun ve arkadaglarinin ¢alismasinda erken agamadaki SSPE
hastalarinda tim lenfosit ve T lenfositleri orani ve gecikmis tip asin duyarhlik
yanitiyla Ol¢ilen hicresel immin yanitin bozulmadigi, fakat ge¢ asamadaki
hastalarda yanitin baskilandigi goésterilmistir (4). SSPE hastalarinin beyin
dokularn incelendiginde 06zellikle endotelyal ve glial hicrelerde timér nekroz
faktér (TNF)-o. ve IFN-ynin varhg gérilmektedir (1, 20). TNF-o salgilayan
hiicreler morfolojilerine gore reaktif astrositler olarak degerlendiriimistir. IFN-y
salgilayan hiicrelerin ise makrofajlar oldugu diisiintlmistir. Disik diizeyde iL-1
ve IL-2 salgilayan hiicreler de gosterilmigtir (58).

Beyin dokusunda T hicre alt gruplarinin ve proinflamatuar sitokinlerin
varligi, SSPE’deki ilerleyici doku hasarinin, immin sistemdeki bir aktivasyondan
kaynaklandigi hipotezini desteklemektedir (20). Hara ve arkadaslarinin
calismasinda SSPE hastalari ve saglkli kontrollerin PKMH ’leri canli kizamik
asisi ile uyarilarak sitokin yaniti degerlendirilmistir. IL-2, iL-12, IL-4 ve IL-10
salgisinda fark bulunmamig, IFN-y'nin azaldigi gosterilmistir. IFN-y salgisinin
hastalik slresi ve siddetini de etkiledigi bildirilmistir (16). SSPE hastalarinda
PKMH’lerde konkanavalin-A uyarisi ile iL-1 ve fitohemaglitinin (PHA) uyarisi ile
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IL-2 salgisi élguldiigiinde, yiksek dizeyde iL-1, diisik diizeyde iL-2 salgisi
gOsterilmistir (6).

SSPE’de yandas bir T hicre yaniti ve sitokinlerin de MSS’deki hasarda
etkili olabileceginden yola ¢ikarak miyelin antijenleri, antijene 6zgul yaniti olarak
KV asisi, bellek antijeni (PPD) ve 1si soku proteini aB-kristaline kargi gelisen
immun yanitt SSPE hastalarinda degerlendirdigimizde, miyelin bazik protein
(MBP), miyelin oligodendrosit glikoprotein (MOG), aB-kristalin ve kizamik asisina
karsi proliferatif yanit SSPE hastalari ve saglkli kontroller arasinda farkli
bulunmadi. Spontan ve PPD’ye karsi gelisen proliferatif yanitin ise SSPE’lilerde
daha diisik oldugu goriildi. Spontan sitokin salgisina bakildiginda, iL-10
dizeyinin SSPFE’lilerde ylksek oldugu ve farkin anlamliliga yakin oldugu
go6zlendi. SSPE hastalarinda IL-12 salgisi MBP’ye yanitta diisiik bulunmasina
ragmen bu fark anlamliiga ulasmak iken, kizamik asisina yanit olarak
SSPElilerde disukti. iL-10 ve iIFN-y salgisinda gruplar arasinda fark yoktu. PPD
uyarisindan sonra ise iL-12, iL-10 ve IFN-y salgisinda SSPE grubunda azalma
saptandi (67). Bu bulgular SSPE’de myelin antijenlerine kargl yandas bir Th1
immun yanitinin gelismedigine ve MSS’nin SSPE’de otoimman bir yanitin hedefi
olmadigina isaret etmektedir.

SSPE’de MSS Yaniti

SSPE hastalarinin  BOS’lari incelendiginde iL-1o. diizeyinin arttig,
plazmada ise normal seviyede bulundugu (63), IL-1B ve ¢dzinir adezyon
molekll-1’in (sICAM-1) arttig1 bildirilmigtir (44). Baska bir ¢calismada SSPE’de
BOS’da iL-10 salgisi gésterilmis, IL-4 salgisi bulunmamis, sadece bir hastada
IFN-y salgisi tespit edilmistir (45). Ichiyama ve arkadaslari ise SSPE’de serumda
ve BOS'da IL-6 ve ayrica serumda IL-10 dizeyinin saglkli kontrollere ve
infeksiy6z olmayan afebril nérolojik hasta kontrollere gore arttigini bildirmislerdir
(30).

Yakin zamanda yaptigimiz bir ¢alismada yapilan bir ¢calismada 60 SSPE
hastasi, infeksiydz veya inflamatuar bir norolojik (IN) hastaidi olan ve
noninflamatuar nérolojik (NIN) bir hastaligi olan kisilerin BOS ve serumlarinda iL-
12, IL-10, IL-4, iL-17, iL-18, IFN-a ve IFN-y, CXCL8 (IL-8), CXCL10 (IP-10),
CCL2 (MCP-1) ve CCL5 (RANTES) olgtimistir. IL-12 (p40+p70) dizeyi
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SSPE’de BOS ve serumda IN ve NIN gruplarindan daha ylksek bulunurken,
ayrica incelenen iL-12 p70 alt Unitesinde bir fark bulunmadi ve artigin iL-12 p40
alt Gnitesinden kaynaklandigi indirekt olarak gosterildi. iL-10 dizeyleri ise
SSPE’de BOS'da NIN grubundan daha ylksek bulundu. iFN-y salgisi SSPE’de
BOS ve serumda IN grubundan daha disUk dlzeyde salgilanmasina ragmen
anlamhihga erigmedi. Ayni gruplarda kemokin dizeyleri incelendiginde SSPE’'de
BOS'da CXCL-10 dlzeyi NIN grubundan, serumda CXCL-8 IN ve NIN
gruplarindan yuksek bulundu. BOS ve serumda CCL2, BOS'da CXCL-8 ve
CCL5, serumda CXCL-10 salgilan diizeylerinde gruplar arasinda fark gortlmedi
(57). BOS ve serumda bir IL-12 artigi olmasina ragmen, artan alt (initenin p40
olma olasiligi nedeniyle, bu artisin etkili bir Th1 cevabi olusturmada yeterli

olmadigi dastnulmektedir (57).

C. Kizamik Virus Reseptoru Olarak CD46

CD46 (membran kofaktér protein), kompleman aktivasyonunu duzenleyici
bir hiicre yiizey molekilidir. insanda tim gekirdekli hiicrelerde eksprese olan
57-67 kilodaltonluk bir tip | transmembran glikoproteinidir. Kompleman
faktorlerine baglanarak hiicreyi kompleman aracili lizisten korumaktadir (13).

CD46 KV'nin Edmonston ve Halle suslari icin reseptér islevi gérdigint
tanimlanan ilk molekdldir. Dokulara 6zgu olarak farkh izoformlari vardir (54, 59).
CD46’nin insan ve farelerde ¢6ézinlir ve membrana bagl formlari gésterilmistir.
Molekll yapisi 4 kisa tekrarlayan diziden (short consensus repeat, SCR), serin-
treonin-prolin aminoasitlerinden zengin bir bdlgeden, bir transmembran bélge ve
sitoplazmik kuyruktan olusmaktadir (13). KV’nin H proteini CD46’nin SRC1 ve
SRC2 Dbodlgelerine  baglanirken, dogal ligandlart olan  kompleman
komponentlerinden C3b ve C4b, SCR2, SRC3 ve SRC4 bdlgelerine
baglanmaktadir (35, 56, 59), (Sekil 2). SSPE'de CD46 ile iliskili bir mekanizma
arayigl ile CD46 molekulinde KV baglanma bdlgelerinin dizi analizi yapildiginda,
SSPE hastalarinda baglanma bdlgelerinde anlamli olabilecek degisiklikler
bulunmamis, SSPE gelisiminde konak faktérleri arasinda CD46 genindeki

degisikliklerin rol oynamadigi ileri straimugstr (38).
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Sekil 2: KV’nin CD46 baglanma bdlgesi. Dhiman’dan uyarlandi (7).

CD46’ya patojen ya da kompleman baglanmasi dogal ve edinsel immin
yanit arasinda molekiiler bir baglanti olusturmaktadir. infeksiyonlara karsi dogal
immun yanitin gelismesi hem hizli bir savunma mekanizmasini tetiklemekte, hem
de edinsel immudn yanitin gelisimini etkilemektedir. CD46, KV antijenlerinin HLA
sinif | ve Il molekilleriyle sunumunu arttirmaktadir (56). CD46’nin normal gorevi
konak hucreleri kompleman aracili lizisten korumaktir. KV’'nin H proteinini
baglandiktan sonra, CD46 hucre igine alinmakta ve hicre ylzeyinde
ekspresyonu azalmaktadir. KV baglanmasi sonucu hilcre ylzeyinde CD46
azaldiginda, lenfositlerin in vitro aktiflenmis kompleman aracili lizise duyarlihgi
artmaktadir. Bdylece duyarli hulcreler lize edilir ve virisin c¢ogalarak diger
hicreleri infekte etmesi engellenir (13, 59). Bu yolla, KV’nin konak hicre
ylzeyinde vyer alan CD46ya baglanmasiyla antiviral immin yanit
tetiklenmektedir. KV’'nin CD46’ya baglanarak iL-12 sentezini dogrudan azalttigs,
bu sekilde hicresel immun yanitin baskilanmasinda énemli bir roll oldugu ileri
surdlmektedir (13, 35, 59).

MSS’de CD46 ekspresyonu incelendiginde néron ve oligodendrositlerde
CD46 gosterilirken, astrositlerde CD46 ekspresyonunun zayif oldugu bildirilmigstir
(42). SSPE’li beyin materyalinde lezyonlar disinda KV’nin  bulunmadig
bdlgelerde, normal beyin materyali ile benzer bir CD46 dagilimi gdsterilmistir.
Oysa lezyonlarda KV varligi gésterilen hiicrelerde CD46 ekpresyonu goértilmemis,
KV infeksiyonu sonrasinda néral hicrelerde CD46 ekspresyonunun azaldigi ya
da olmadigi ileri strdlmugtar (42, 48).
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Tdm bunlardan bagimsiz olarak CD46'nin immuUnoregulatér bir molekul
olduguna dair yakin zamanda yayinlanmis bir c¢alisma vardir. Kemper ve
arkadaslarinin calismasinda CD4" T hiicreleri anti-CD3, anti-CD28 ve anti-CD46
ile uyarildiklarinda, CD46 uyarisinin yilksek IL-10 salgisi ile karakterize Tr1
benzeri dizenleyici T hlcrelerinin ortaya ¢ikmasina neden oldugu gériimustir.
Bu hdcrelerin, farkl bir dizenleyici T hlcre alt grubu olabilecegi ve T hicre
yanitinin bu yolla IL-10 aracili olarak baskilandigi ileri siiriiimektedir (36).

Bu verilere dayanilarak SSPE’de immun yanit farkhligini ortaya koymak,
hastalik gelisiminin anlasiimasi icin énemlidir. Bu amagla ¢alismamizda SSPE’de
CD46 uyarisiyla gelisen immidn yaniti proliferatif yanit, sitokin yaniti ve
dizenleyici T hdcreleri agisindan arastirdik ve kontrollerle kargilastirarak
inceledik.
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GEREC VE YONTEM

1. Calisma Grubu
Dondrler SSPE hastalari ve cocuk kontrollerden (CK) secildi. CD46

uyarisi ile yapilan testler ve akim sitometrisi deneyleri icin, kismen 6rttisen farkli
deney gruplart kullanildi. Dondrlerden alinabilen kan, dolayisiyla da elde

edilebilen hicre miktari az oldugundan, her deney her dondrde yapilamadi.

Proliferasyon ve sitokin testlerinde incelenen dondrler, toplam 20 kisiden
olusan SSPE hasta grubu (8 kiz, 12 erkek g¢ocugu) ve 18 kisiden olusan CK
grubundan (8 kiz, 10 erkek ¢cocugu) olustu. Yas ortalamasi hastalarda 7,8 + 4,7

yas, kontrollerde 9,8 + 3,7 yas olarak hesaplandi.

Akim sitometrisi deneylerinde ise 22 SSPE hastasi (6 kiz, 16 erkek
cocugu) ve 21 CK dondre yer verildi (8 kiz, 13 erkek cocugu). Hastalarin yas
ortalamasi 8,5 + 3,2 yas iken, CK grubunda 7,7 + 3,4 yas idi.

SSPE tani kriterleri olarak hastalarda BOS ve serumda KV'ye 6zgul
yUksek antikor pozitifligi, klinik bulgular, tipik EEG bulgulari, BOS’da oligoklonal
IgG bantlarinin pozitifligi degerlendirildi. Laboratuvarimiza rutin tetkik amaciyla
gonderilen hastalar, hasta bilgilendirme formu velilerine okutulup yazili onay
alindiktan sonra calismaya dahil edildi. I.U. istanbul Tip Fakultesinden Etik Kurul
onayi alindi. Her donérden EDTA’I tiplere 5-10 ml kan alindi.

2. Proliferasyon ve Sitokin Olciim Deneyleri

SSPE hastalarinda sitokin yanitini incelemek amaciyla yapilan
deneylerde anti-CD3 (Diaclone), anti-CD28 (Ancell), anti-CD46 (C. Kemper
hediyesi) ve bunlarin izotipi ile ayni olan kontrol anti-IgG1 (Diaclone) monoklonal
antikorlari kullanildi. DUz tabanli 96-kuyuluk steril kilttr plaklari (Nunc) antikorlar
ile anti-CD3/CD28, anti-CD3/CD46, anti-CD3/CD28/CD46 ve anti-IgG; izotip

kombinasyonlarinda kaplandi. Her kombinasyon i¢in dérder kuyu kullanildi.
Antikor kapl plaklar gece boyu +4°C’de inkilibe edildi. Periferik kandan
fikol gradyani yontemi ile mononuUkleer hlcreler izole edildi. Bunun igin EDTA’I

kan tUpleri 3000 rpm’de 10 dakika cevrilerek I6kositleri iceren interfazdan 1-2 ml
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toplandi. Bu iglem iki kez yapildi. Toplanan interfaz 1:1 oraninda PBS (phosphate
buffered saline) ile sulandirildi ve fikol histopaque-1077 (Biochrome) Uzerine
yayilarak 3000 rom’de 25 dakika cevrildi. Ayrilan PKMH’ler toplanarak 2 kez PBS
ile yikandi, buz i¢inde bekletildi ve tripan mavisi (Gibco) ile boyanarak canl hiicre
sayis| tespit edildi. Hlcreler, her kuyuya 200000 hiicre gelecek sekilde 150 ul
medyum icinde ekildi ve 37°C’de %5 COli ortamda inkibe edildi. Kualtlr
medyumu RPMI-1640 (Sigma) iginde %10 AB insan serumu (Sigma), 2mM L-
Glutamin (Gibco) ve 10000 1U/ml/10000 mg/ml penisilin / streptomisinden (Gibco)
olusmaktaydi. Kiltiriin 72. saatinde her kuyudan 120 ul Ust sivi toplandi ve -
80°C’de saklandi. Kuyulara 80 ul taze medyum eklendi. Hiicreler 1uCi ®H-Timidin
ile isaretlendi, ertesi gin harmanlandi ve B-sayacinda sayildi. Uyar verilen
kuyularin ortalamasi, uyari verilmeyen kuyularin ortalamasina bdlinerek
stimiilasyon indeksleri (Si) hesaplandi. Toplanan st sivilarda uyarilmig iL-10
(Biosource), iL-2 (Biosource), IFN-y (Biosource), iL-12p40 (Beckton Dickinson),
iL-12p70 (Beckton Dickinson) ve TGF-B (Biosource) diizeyleri ELISA ile élgiilerek

degerlendirildi.

3. Akim Sitometrisi Deneyleri

Lenfosit ve monositler Gzerinde CD46 ekspresyon dizeyini belirlemek
amaciyla, fluoresan isaretli monoklonal antikorlardan yararlanildi. Lenfositleri
gostermek icin APC isaretli anti-CD3 (Dako), monositler icin FITC isaretli anti-
CD14 (Dako), CD46 icin PE isaretli anti-CD46 (Ancell) kullanildi. Test tiplerine
konan antikorlar Gzerine 100 er ul EDTA’h kan eklendi. Tipler oda sicakliginda
20 dakika inkibe edildikten sonra, 20 dakika da 2,5 ml lizis solisyonunda
bekletildi ve eritrositlerin lize olmasi saglandi. Daha sonra tipler 1500 rpm’de 10
dakika santrifdj edildi. Yikama iglemi icin tUplerideki Ust sivilar dokildikten sonra
Uzerlerine 2 ml PBS eklenerek tekrar 1500 rpm’de 10 dakika santrif(j edildi.
Yikama iglemi 2 kez yapildiktan sonra tiplere 0,5 ml FACS izoton (Beckton
Dickinson) ve 0,5 ml %2’lik paraformaldehit sollisyonu (Sigma) eklendi. Hicreler
en ge¢ bir gun icinde sayilip degerlendirildi (FACScalibur, Beckton Dickinson).
Bu amagla lenfosit ve monositler igin ayri kapilar alindi ve her tipte kapi iginde

5000 hlcre sayildi. CD46 molekilind tasiyan ve tasimayan hicre oranlari
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belirlendi. Ayrica CD46'’yi1 tasiyan hilicreler, CD46’y1 diisik ya da ylksek oranda
tasima oranlarina gore iki gruba ayrilarak ayrica degerlendirildi.
Deneylerde kullanilan malzeme ve cihazlarin listesi Tablo 4’de verilmistir.

4. istatistiksel Degerlendirme
Proliferasyon, CD46 uyarisiyla sitokin salgisi ve CD46 ekspresyon
deneylerinde gruplar arasi kargilastirmalar non-parametrik Mann-Whitney-U testi
uygulanarak yapildi. Sonuglar medyan degerleri olarak bildirildi. Hasta ve
kontrollerin yaslari, ortalama ve standart sapma olarak gésterildi. istatistiksel

anlamhhk, p degerinin 0,05’den kiglk olmasi olarak tanimlandi.
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BULGULAR

1. SSPE Hastalarinda anti-CD46 Uyarisi Sonrasi immiin Yanit

a. Anti-CD46 Uyarisi Sonrasi Proliferatif Yanit

Bu deney grubunda ¢ giinlik proliferasyon testlerinden elde edilen Si
degerleri karsilastirildi. Sekil 3'de gorildigu gibi tim uyaran kombinasyonlarinda
SSPE grubunda Si degerleri kontrollere gére disiik bulundu. Ancak istatistiksel
olarak anlamh farklilik anti-CD3/CD46 uyarisi ile gézlendi: SSPE grubunda CK
grubuna gore Si degerleri dislkti (Si = 4,0 ve 18,5; p = 0,02). Anti-CD3/CD28
ve anti-CD3/CD28/CD46 uyarisina verilen yanitlarin SSPFE’lilerde disik
olmasina ragmen, farkin anlamlilk diizeyine erigemedigi gorildi (SI = 5,7 ve
30,6; p = 0,054 ile 4,8 ve 30,5, p = 0,11) (Sekil 3 ve 4).

*p=0,02
32
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CD3/CD28/CD46

CD3/CD46

CD3/CD28

Sekil 3: SSPE hastalann ve CK grubu arasinda proliferasyon yaniti
karsilastirmasi. Sonuglar stimiilasyon indekslerinin (SI) medyan degeri
olarak verildi.
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Sekil 4: SSPE hastalari ve CK grubunda proliferatif yaniti.

b. Anti-CD46 Uyarisi Sonrasi Sitokin Yaniti

SSPE hastalarinda CD46 uyarisi sonrasi sitokin yanitini incelemek
amaciyla yapilan deneylerde toplanan (st sivilarda iL-10, iIL-12p70, iL-12p40,
IL-2, IFN-y, ve TGF-B dlizeyleri ELISA ydntemi ile 6lclildi. Bu grup deneyde 20
SSPE hastasi ve 18 CK degerlendirildi. SSPE ve CK gruplarinin sitokin salgi
sonuglari Tablo 1’de toplu olarak gdsterilmistir.

Anti-CD3/CD46 ile uyarilan PKMH’lerde, ek olarak anti-CD28 ile uyarilsin
ya da uyarilmasin, SSPE hastalarinda CK grubuna gére daha diisiik diizeyde iL-
10 ve IL-12p70 salgilandigi gériildii. Anti-CD3/CD46 uyarisi SSPE hastalarinda
IL-10 salgisinin medyan degeri 0,2 pg/ml iken, CK grubunda 7,0 pg/ml olarak
bulundu (p = 0,03). Uyari, anti-CD3/CD28/CD46 kombinasyonunda verildiginde
iL-10 salgisinin medyan degeri SSPE’lilerde 1,7 pg/ml, CK grubunda 16,0 pg/ml
olarak hesaplandi ve SSPE hastalarinda daha digik oldugu goérulda (p = 0,01).
Anti-CD3/CD28 uyarisi ile de SSPE de iL-10 salgisi diisiik gdzlenirken, anlamli
bir fark olmadigi bulundu (1,3 ve 5,9 pg/ml). iL-10 salgisinin sonuglari Sekil 5 ve

6’da gosterilmigtir.
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*p=0,03
*p=0,01

iL-10 (pg/ml)

CD3/CD28/CD46
CD3/CD46

CD3/CD28

Sekil 5: SSPE ve CK gruplarinda anti-CD46 uyarisiyla iL-10 salgisi
karsilastirmasi. Sonuclar medyan degeri olarak verildi.

200
180 | A
160 P
~— 140 1
£ 1201 A
g 100 | A
E 80 |
—_ 60 i
40 ; X A A
20 V'S
0 i
CK SSPE CK SSPE CK
SSPE
\ & CD3/CD28 x CD3/CD46 A CD3/CD28/CD46 \

Sekil 6: SSPE ve CK gruplarinda anti-CD46 uyarisiyla iL-10 salgisi.

Gruplar arasinda iL-12p70 dizeyi karsilastirildiginda, anti-CD3/CD46
uyarisiyla iL-12p70 salgisi SSPE grubunda 1,1 pg/ml ve CK grubunda 3,8 pg/ml
(p= 0,03) olarak bulunurken, anti-CD3/CD28/CD46 uyarisiyla SSPE hastalarinda
1,4 pg/ml ve CK grubunda 4,6 pg/ml (p = 0,03) oldugu gosterildi. Yine anti-
CD3/CD28 uyarisiyla gruplar arasinda anlamli bir fark gdésterilmedi (Sekil 7 ve 8).
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*p=0,03
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IL-12p70 (pg/ml)

CD3/CD28/CD46

CD3/CD46

CD3/CD28

Sekil 7: Anti-CD46 uyarisiyla SSPE hastalari ve CK grubunda iL-
12p70 salgisi. Sonuglar medyan degeri olarak verildi.
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Sekil 8: Anti-CD46 uyarisiyla SSPE hastalari ve CK grubunda iL-
12p70 salgisi.

SSPE hastalari IL-2 salgisi agisindan CK grubuyla karsilastirildiginda
hem anti-CD3/CD46 (medyan = 0,0 pg/ml), hem anti-CD3/CD28/CD46 (medyan
= 0,0 pg/ml) uyarisinda iL-2 salgisinin SSPE hastalarinda daha yiksek oldugu
gorildi (p = 0,04 ve p = 0,02). Anti-CD3/CD28 uyarisiyla iL-2 salgisinda bir fark
gorilmedi. IL-2 salgisi sonuglari Sekil 9 ve 10’da gosterilmistir.



26

iL-2 SALGISI

0,8

0,6

pg/ml

0,4

CD3/CD28/CD46

0,2
CD3/CD46

0.0 CDB/CDR8

Sekil 9: Anti-CD46 uyarisiyla SSPE ve CK gruplarinda iL-2 salgisi
karsilastirmasi. Sonucglar medyan degeri olarak verildi.
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Sekil 10: Anti-CD46 uyarisiyla SSPE ve CK gruplarinda iL-2 salgisi.

Hem SSPE, hem CK gruplarinda uyari sonrasi PKMH’lerin iL-12p40, iFN-
vy ve TGF-B salgl dizeyleri karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamh bir fark

olmadigi goéruldd. Bu sitokinlerin gruplar arasindaki kargilastirmasi Sekil 11 ve
12'de gOsterilmigtir.
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Sekil 12: Anti-CD46 uyarisiyla SSPE ve CK gruplarinda IL-12p40, IFN-y ve TGF-

B salgisi.



29

Tablo 1: SSPE hastalari ve CK grubunda anti-CD46 uyarisiyla sitokin salgisi. Sonuclar medyan degeri olarak verildi. Parantez

icinde, 6lcllen en en alt ve en Ust degerler gdsterildi.

iL-10 iL-12p70 iL-2
SSPE CK p SSPE CK p SSPE CK p
1,3 5,9 10,0 28,0 0,0 0,0
CD3/CD28 (0,0-147,7)  (0,0-50,0) (0,0-200,0)  (0,0-81,0) (0,0-147,3)  (0,0-12,7)
0,2 7,0 10,5 37,5 0,0 0,0
CD3/CD46 (0,0-36,6)  (0,0-40,5) 0,03 | (0,0-193,0) (0,0-294,0) 0,03 | (0,0-1074,2)  (0,0-66,2) 0,04
1,7 16,0 13,5 46,0 0,0 0,0
CD3/CD28/CD46| (0,0-188,7) (0,0-124,1) 0,01 | (0,0-146,0) (0,0-136,0) 0,03 | (0,0-124,1) (0,0-0,0) 0,02
N 20 14 20 16 20 16
iL-12p40 IFN-y TGF-B
SSPE CK SSPE CK SSPE CK
0,0 0,0 3,0 68,5 0,0 284,0
CD3/CD28 (0,0-401,0)  (0,0-191,4) (0,0-17569,0) (0,0-10374,0) (0,0-1707,0) (0,0-5152,0)
0,6 0,0 1,5 57,5 284,0 157,0
CD3/CD46 (0,0-562,5)  (0,0-1258,9) (0,0-2014,0) (0,0-14613,0) (0,0-2367,0) (0,0-4545,0)
16,1 38,4 3,5 61,0 146,5 97,0
CD3/CD28/CD46 | (0,0-537,6)  (0,0-903,6) (0,0-23191,0) (0,0-18107,0) (0,0-1486,0) (0,0-4545,0)
N 20 16 20 16 16 12
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2. CD3" Lenfosit ve CD14* Monositlerde CD46 Ekspresyonu

Periferik kan hiicrelerinde CD3" lenfositler ve CD14" monositlerde, olasi
KV reseptdrl olarak CD46 tasiyan hicrelerin orani, akim sitometrisi yéntemiyle
degerlendirildi. Toplam CD3+ lenfositlerin orani SSPE hastalarinda % 63,1 ve
CK grubunda %65,1 bulundu ve gruplar arasinda bir fark gérilmedi (Sekil 13)
SSPE hastalarinda CD3" lenfositlerin CD46 molekllind tasima orani CK grubu
ile karsilastirildiginda, CD3*CD46" hiicrelerin orani SSPE grubunda disik
bulundu (%43,0 ve %55,5; p = 0,02). Sekil 14'de iki grubun karsilastiriimasi
gbsterilmektedir.

100

751

CD3+ Lenfosit (%)
3

25+

SSPE CK

Sekil 13: SSPE hastalar ve CG grubunda toplam CD3" lenfosit orani.

Gruplarda CD14" monositlerin toplam orani degerlendirildiginde
SSPE’liler monositlerin orani CK grubundan daha disik bulundu (%64,7 ve
%78,0), (Sekil 15). SSPE hastalari ve CK grubunda CD14" monositlerin CD46
molekdlinl tasima orani incelendiginde, hastalarda CD14"CD46" monositlerin
orani CK grubundan daha distk bulundu (%57,9 ve %76,5; p = 0,009). SSPE
ve CK gruplarinin CD46 tasiyan CD14" monosit oranlari Sekil 16°da
gbsterilmektedir.
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Sekil 14: SSPE hastalari ve CK grubunda CD3"CD46" lenfosit orani.
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Sekil 15: SSPE ve GG gruplarinda toplam CD14" monosit orani.
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Sekil 16: SSPE hastalar ve CK grubunda CD14"CD46" monosit orani.

Lenfosit ve monositler Uzerinde toplam CD46 tasima oranlari
degerlendirildikten sonra, CD46’y1 ylksek ve alcak diizeyde tasiyan lenfosit ve
monositler ayri gruplar olarak incelendi. Tasidiklari CD46’nin yogunluguna gére
CD3" lenfositlerde CD46 molekdliini yiksek ya da dislk tasiyan hiicrelerin
oranina bakildiginda, SSPE hastalari ve CK grubu arasinda bir fark gérilmedi.
Tablo 2’de her iki grubun sonuglari medyan degeri olarak verilmistir.

Tablo 2: CD3*CD46%5% ve CD3*CD46Y"* |enfosit oranlari (Parantez icinde
en dislk ve en yiksek degerler verilmigtir).

CD3*CD46%ustk CD3*CD46Y!ksek
SSPE 41,9 (17,8-87,7) 34,3 (3,0-72,1)
CK 43,3 (20,6 - 85,8) 39,3 (4,0-72,2)
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Ayni inceleme CD14" monositlerde yapildiginda, CD46 molekdlini
dlisUk ya da yUksek dlzeyde tasiyan hicreler, SSPE hastalari ve CK grubunda
farkh bulunmadi. Tablo 3'de her iki grubun sonuclari medyan degeri olarak

verilmigtir.

Tablo 3: CD14*CD46%%% ve CD14*CD46""** monosit oranlari (Parantez
icinde en dUsUk ve en yiksek degerler verilmistir).

CD14*CD46%1s CD14*CD46Y"ksek
SSPE 471 (17,0 —96,0) 63,6 (27,8-92, 4)
CK 32,6 (11,0-89,9) 77,8 (10,0 - 86,9)

CD46 tasiyan hlcre oranlari yaninda toplam CD46 ylzey molekill
miktarini belirlemek igin ayrica CD3*CD46" ve CD14*CD46" hiicrelerdeki CD46
toplam yogunlugu degerlendirildi. Bu amagla CD46 ekspresyonu yogunluguna
g6re hacreler gruplandi ve her grubun icerdigi hlicre sayisi o grubun ortalama
floresan miktarina gére hesaplandi ve gruplarin sonuglari toplandi:

Yiksek grup (CD46 tasiyan hiicre sayisi X Ortalama fluoresan yogunlugu)
+
DlsUk grup (CD46 tasiyan hicre sayisi X Ortalama fluoresan yogunlugu)

Elde edilen degerler hasta ve kontrollerde karsilastirildiginda, gruplar
arasinda CD46 molekilinin toplam miktari agisindan fark anlamliliga
ulasmadi, ancak sekil 17 ve 18 ’'de gorildigi gibi, hastalarda toplam CD46
ekspresyonu da azalmis idi.

Sekil 19 ve 20’de lenfosit ve monositlerde CD46 ekspresyonuna birer
ornek verilmistir.
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Sekil 17: SSPE hastalari ve CK grubunda lenfositlerde toplam CD46 miktari.
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Sekil 18: SSPE ve CK gruplarinda monositlerde toplam CD46 miktari.
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Sekil 19: Lenfositlerde CD46 ekspresyonu.
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Sekil 20: Monositlerde CD46 ekspresyonu.
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Tablo 4: Deneylerde kullanilan malzeme ve cihazlarin listesi.

Malzeme

Marka

Anti-lgG1 antikoru (izotip kontrol()

Anti-CD3 antikoru
Anti-CD28 antikoru
Anti-CD46 antikoru

Kaltar plagr (96-kuyulu, diz tabanl)

Fikol-1077

Tripan mavisi

RPMI-1640 medyum

insan AB serumu

L-glutamin
Penisilin/Streptomisin
*H-Timidin

IL-10 ELISA Kiti

IL-2 ELISA Kiti

IFN-y ELISA kiti

IL-12p40 ELISA kit

IL-12p70 ELISA kit

TGF-B ELISA Kiti

APC isaretli anti-CD3 antikoru
FITC isaretli anti-CD14 antikoru
PE isaretli anti-CD46 antikoru
FACS izoton

Diaclone

Diaclone

Ancell

C.Kemper hediyesi
Nunc

Biochrom

Gibco

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
ARC-American Radiolabeled Chemicals
Biosource
Biosource
Biosource
Beckton Dickinson
Beckton Dickinson
Biosource

Dako

Dako

Ancell

Beckton Dickinson

Cihaz

Marka

B-sintilasyon sayaci
ELISA okuyucusu

Akim sitometrisi cihazi

Packard B-scintillation Counter
u-Quant, Bio-Tek Instruments
FACScalibur, Beckton Dickinson
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TARTISMA

Bu calismada SSPE hastalarinda KV reseptdrlerinden biri olarak
tanimlanan CD46 ile uyariya yanit olarak PKMH’lerde proliferasyon ve sitokin
salgisi incelendi, gelisen yanitin kontrollere gére farki degerlendirildi. CD46
molekUlinin SSPE hastalarinda lenfosit ve monositlerdeki ekspresyonu
kontrollerle karsilastiriidi. Bu yolla SSPE hastalarinda CD46 uyarisiyla gelisen

olasi duzenleyici T hucreleri incelenip, kontrollere gore farki arastirildi.

Kemper ve arkadaslarinin (36) bulgularina gére CD46 dlzenleyici bir
mekanizmada yer alarak Tr1 fenotipinde hiicreleri uyarmakta idi. Bu fenotipte
CD46 uyarisiyla hiicrelerin yiiksek diizeyde iL-10, orta diizeyde IFN-y, TGF-B,
ve IL-12p40, disiik diizeyde iL-2 salgiladigi gorilmis, iL-4'Un ise hig
salgilanmadigi bildirilmigtir. Bizim ¢alismamizda yer verdigimiz kontrollerde ise
CD46 uyarisiyla iL-10 salgisi yiiksek bulunmadi. iL-10 salgisinin ancak CD28'’in
kostimiilator etkisiyle arttigi gozlenirken, IL-2 ve I[FN-y salgisindaki uyari
bildirilen bulgularla uyumlu idi. TGF-B salgisinda ise CD46 uyarisiyla bir fark
g6zlenmedi. Oysa adi gegen calismada CD46 etkisiyle TGF-f salgisi artmis
bulunmustur  (36). iL-12p40 salgisi ayni calismada her uyaran
kombinasyonunda salgilanirken, bizim ¢alismamizda CD46’ya bagimli olarak
degil, ancak es zamanli CD28 kostimulasyonuyla uyarilabildi. Diger ¢alismadan
farkl olarak bu calismada IL-12'nin diizenleyici alt birimi p40 yaninda biyolojik
aktif molekili de inceledigimizde, IL-12p70 salgisinin CD46 uyarisiyla arttigi
goruldi. Bu sonuglar Kemper ve arkadagslarinin CD46 ile gelistirdikleri yliksek
IL-10 salgisi ile karakterize Tr1 hiicrelerinin indiiklenmedigini distindirmektedir.
CD46 uyarisinin dizenleyici bir sitokin salgisina yol agmasi ile ilgili bulgular
oldukga sinirlidir ve CD46’nin diizenleyici rolli heniiz agikliga kavusturulmaya

calisiimaktadir.

SSPE hastalarinda ise, yaninda CD28 uyarisi olsa da, olmasa da CD46
uyarisiyla in vitro IL-10 salgisinin kontrol grubuna gére diisiik oldugu gorildi.
CD3/CD28 uyarisiyla da iL-10 salgisi hastalarda diisik bulunmasina ragmen,
bu azalma anlamliia erismedi. Bu bulgu CD46 aracili iL-10 indUksiyonunun
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SSPE’de kontroller gibi gelismedigini gdstermis ve CD46‘nin SSPE’de roliinl

disunddrmustar.

SSPE’de proinflamatuar olarak aktif olan iL-12p70 salgisi da
kontrollere gére zayif uyarilabildi. Bu in vitro zayif IL-12p70 salgisi hastalarda
CD46’y1 iceren tim wuyari kombinasyonlarinda gb6zlenirken, CD3/CD28
uyarisiyla iL-12p70 salgisindaki farkin anlamhliga ulasmadigi gérildiigi.
CD3/CD28 uyarisiyla iL-12p70 salgisinda anlamli  bir baskilanmanin
g6zlenmemesi, SSPE’'de CD3 dzerinden uyari mekanizmasinda bir fark
olmadigini dastindirmektedir. Dogal ve edinsel bagisiklik arasinda bir baglanti
molekdilii olan IL-12, T ve NK hiicrelerinden IFN-y salgisini uyarmasi nedeniyle
Th1 yanitinin gelisiminde gerekli bir sitokindir. ASH’ler olan monosit, makrofaj
ve DH’ler in vivo IL-12 salgilayan hiicrelerdir. Bu hiicreler ayni zamanda KV’nin
primer hedefidir (3, 35). Monositlerin KV ile infeksiyonu sonucu iL-12p40 ve p70
salgisinin azaldigi Atabani ve arkadaglarinin caligmasinda bildirilmistir (3). Karp
ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise iL-12’'nin yani sira, iL-12’nin bir inhibitdri
olan iL-10'da da azalma gosterilmistir. Bu bulguya dayanarak KV ve CD46
arasindaki dogrudan bir etkilesim nedeniyle IL-12 sentezinin dogrudan
azaltilarak hicresel imminitenin baskilandigi ileri stralmastir (35). Yine ayni
¢alismada KV ile infekte monositlerin sitokin profilleri, anti-CD46 uyarisi verilen
monositlerinkiyle ayni bulunmustur (35). Ayrica IL-10 ve iL-12'de gbsterilen
baskilanmanin KV susuna bagimli olmadigi bildiriimistir. Bu durumda olasi
SSPE suslarinin CD46’ya baglanma olasiligi varsa, hedef hicreler olan
ASH’lerden iL-12 sentezinin baskilanabilecedi disinilebilir.

SSPE’de lenfosit ve monosit oranlari incelendiginde, CD3" lenfosit orani
farkli bulunmaz iken, CD14" monosit oraninin azalmis oldugu goéruldi. SSPE’de
IL-12 salgisindaki azalmanin bir sebebi de monosit oraninin dislk bulunmasi
olabilir. Olasi diger bir mekanizma hiicre ylizeyinde ekspresyonu disik bulunan
CD46  molekdllerinin -~ Tr1 ydnindeki uyarisinin  yeterli  bir  yanit
gelistirememesidir.

SSPE hastalarinin CD3" T lenfositleri ve CD14" monositlerinin CD46
tasima oranlarinin kontrollere gére daha disik bulunmasi, KV’'nin CD46’ya
baglandigina ve hicreleri infekte ettigine isaret edebilir. KV-CD46 etkilesmesi

sonucu, CD46 hucre igine alinip hilcre ylizeyindeki ekspresyonu azaliyor
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olabilir. Nitekim McQuaid ve arkadaslari (42) ile Ogata ve arkadaslarinin (48)
calismalari bu dislinceyi destekler niteliktedir. Her iki calismada da SSPE’li
beyin materyalinde lezyonlar disinda normal bir CD46 ekspresyonu
gosterilirken, lezyonlarda KV ile infekte hilicrelerde CD46 ekpresyonu
gérulmemistir. SSPE’de CD46 ekspresyonunun mu azaldigi, yoksa KV’nin
baglanmasiyla CD46’nin hiicre i¢cine mi alindigi arastirilacaktir.

Galismamizda SSPE hastalarinda CD3/CD46 uyarisiyla proliferatif
yanitta bir azalma goéruldi. CD3/CD28 uyarisiyla da SSPE’de proliferasyonda
disUs gérilmesine ragmen, bu bulgu anlamlilik diizeyine erismedi. CD3/CD28
uyarisiyla SSPE’de proliferasyonun baskilanmasi, 6nceki c¢alismamizda
bildirdigimiz PPD uyarisiyla ve spontan gelisen proliferatif yanittaki baskilanma
(67) ile uyumlu bulundu.

SSPE’de, kizamikta gosterildigi gibi, immin yanitta bir dizenlenme
bozuklugu oldugunun bulgular vardir. Hastalarin BOS ve serumlarinda KV’ye
6zgul antikor ve oligoklonal bantlarin gdésterilmesi, humoral immun yanitin
gelistigini gdstermektedir. Onceki calismamizda SSPE’de PPD uyarisiyla IFN-y
salgisinda gérilen azalma (67), bu calismamizda da tim uyar
kombinasyonlarinda goésterilmis, fakat anlamhliga ulagsamamistir. Bu bulgu
SSPE’de IFN-y salgisinda genel bir baskilanmanin oldugunu distndardr. iL-10
ve IL-12'nin ise SSPE’de dlislik diizeyde sentezlenmesi, Th2 yanitinin baskin
olmamasina ragmen etkili bir Th1 yanitinin gelismedigini distndurdr. Th1
yonlenmesini saglayan iL-12 salgisinin baskilanmasi, Th1 yanitinin en énemli
sitokini olan IFN-y salgisini da etkiledigi ve Th1/Th2 sitokin dengesinin

bozuldugdu ileri strdlebilir.

Bulgularimizdan biri de tim uyari kombinasyonlariyla SSPE hastalarinda
IL-2 salgisinin artmig olmasidir. iL-2 salgisinda da CD3/CD28 uyarisiyla
gorilen artma, anlamlilik diizeyine erigmemistir. SSPE’de IL-2 salgisinda artigin
gosterilmesi genel bir T hicre aktivasyonuna ve inflamatuvar bir yanitin
gelistigine isaret etmektedir. Fakat bu yanitin KV'yi yok etmede yetersiz kaldigi

disUnilmektedir.

Galismanin yontemi ile ilgili sinirhliklar da vardir. CD46 uyari icin Kemper
ve arkadaslarinin calismasinda (36) ayristirilmis CD4™ T hicrelerin kullaniimis
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olmasina ragmen, biz calismamizda hasta ve kontrollerin PKMH’lerini, CD4"
hicrelerini ayirmadan kullandik. Hacre ayrimi icin yeterli miktarda kan
alinamadigindan bu yéntemin degistirilerek uygulanmasi farkh bulgularin nedeni
olabilir.

CD46 ile uyarilan Tr1 hicrelerinden farkli dizenleyici T hicre alt
gruplarinin SSPE hastalarinda kontrollere gére farkliigi olasihigi bu ¢alismada
ele ainmamistir. Ancak CD4*CD25" dlizenleyici hiicre islevleri de arastirilacak,
CD4" ve CD8" T hiicre alt gruplarini olusturan farkli diizenleyici T hiicre tipleri
de incelenecektir.

Tdm sonuclar deg@erlendirildiginde, SSPE’de gelisen yanitin virist yok
etmede yetersiz kaldigi ileri strllebilir. SSPE suslarinin, KV reseptért olarak
tanimlanan CD46 molekultnd kullandiklarr yéninde stpheler olmasina ragmen,
CD46’nin KV ile etkilesmesi sonucu baskilayici tipte veya Th2 ydninde bir
immadn yanitin gelisebilecegi ya da vyetersiz bir Th1 yanitinin olustugu
distnulebilir. SSPE’'de, CD46’nin yani sira hastalik gelisiminden sorumlu

olabilecegdi disunudlen diger olasi reseptorler de incelenmelidir.

SSPE’de gelisen immidn yanitin 6zelliklerini belirlemek, bu hastaligin
gelisme mekanizmalarini anlamamiza, immuan yanitin strekliligi ve etkinliginin
saglanarak olasi tedavi yontemlerinin gelistiriimesine yardimci olacaktir. Diger
olasi KV reseptérlerini ve SSPE gelisimindeki rollerini de incelemek, hastalik
patogenezinin anlasiimasina katkida bulunabilir.
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