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DERLEME

Viral Enfeksiyonlarda T Huicre Yanitini Belirlemede Kullanilan
Bazi Flow Sitometrik Yontemler

immin Sistem, patojen mikroorganizmara kars! gesitli savunma mekanizmalari gelistirirken, viral
bir enfeksiyonda immdun yanitin esas hedefi hem virlisi hem de virUs ile enfekte konak hiicreleri
humoral ve hiicresel immin yolaklar ile yok etmektir. Viruslerin sadece hiicre iginde (endojen)
¢ogalabilmeleri ve antikorlarin da yalnizca hicre digi (eksojen) viral antijenlere karsi etkili olmasi
viral enfeksiyonlarda humoral immuin yanitin tek basina yetersiz kalmasina yol agmaktadir.
Dolayisiyla viral enfeksiyonlarla micadelede enfekte hicrelerin yok edilmesi, virls reaktivasyonun
engellenmesi gibi 6nemli roller alan CD8+ T(Cytotoxic) ve CD4+ T (T helper) hicrelerin 6nemi bir
kere daha ortaya cikmaktadir.

T hucrelerinin gegmiste antijen ile karsilasip karsilasmadig (antijen-deneyimli T hiicre) hem pre-
klinik hem de klinik ¢alismalarda ilgi duyulan ve merak uyandiran konulardan birisidir. T hucre
yanitlarini  degerlendirmek icin uygulanabilecek farkli flow sitometrik analiz yontemleri
bulunmaktadir. Bu teknikler sayesinde immun sistemin yapi ve isleyisi, virise ve virlis kaynakli
enfeksiyona karsi viicut tepkimesi ayrintili bicimde analiz edilebilmis ve konaga yabanci protein-
peptid Uzerindeki immun-epitoplarin da belirlenebilmesi ile etkin asi g¢alismalarinin yapilmasina
olanak saglamistir.

Bu derlemede, viral enfeksiyonlarda énemli rol alan CD8+ ve CD4+ T hicre yanitlarinin immdin-
fenotipini, fonksiyonunu ve antijen-spesifik miktarini degerlendirmek igin kullanilan bazi flow
sitometri tabanli analiz yontemleri hakkinda bilgi verme amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Flow Sitometri, CD4+ T hiicresi, CD8+ T hiicresi, viral enfeksiyon

Some Flow Cytometric Methods used in Determining T Cell Response in Viral
Infections

The immune system develops various defence mechanisms against pathogenic microorganisms
and the main goal of these mechanisms is to eliminate the virus and the virus-infected host cells by
humoral and cellular immune system components. The fact that viruses can only reproduce inside
the cell (endogenous) and antibodies are only effective against extracellular (exogenous) viral
antigens leads to insufficient humoral immune response alone in viral infections. Therefore, CD8+
T (Cytotoxic) and CD4+ T (T helper) cells play crucial roles in the combat against viral infections,
such as the destruction of infected cells and the prevention of virus reactivation.

The detection of T cells whether stimulated previously or not (antigen-experienced T cell) is one of
the trend topics in both pre-clinical and clinical studies. There are different flow cytometric analysis
methods that have been developed to observe T cell responses. Owing to these techniques, the
structure and functioning of the immune system, the reaction of organisms to the virus and virus-
borne infections have been comprehensively evaluated. Moreover, the determination of the
immune-epitopes on the protein-peptide foreign to the host has enabled effective vaccine studies to
be conducted.

This review dedicated to summarising main flow cytometry-based analysis methods used to
evaluate the immune-phenotype, function, and the measurement of antigen-specific CD8+ and
CDA4+ T cell response levels that play an important role in viral infections.

Key Words: Flow cytometry, CD4+ T cell, CD8+ T cell, viral infection

1.Girig

Virlslere karg! hiicresel immiin yanitta en etkili hiicreler CD8+ T hicreleridir. Bu
hicreler yalnizca tim g¢ekirdekli hiicrelerde yerlesim gbésteren major histocompatibility
complex- | (MHC-IYin sundugu antijenleri tanima 06zelligine sahiptir, dolayisiyla virlsle
enfekte olan ve bunlari sunabilen tim hicreler sitotoksik T lenfositlerin hedefi olabilirler.
Sitotoksik T lenfositleri, antijen-spesifik T hiicre reseptori (TCR) ile enfekte hucrelere
baglanir ve sitotoksik maddelerini hiicre membranina bosaltirlar. Bu maddeler, enfekte
hicrelerin apoptozisini harekete gecirerek élimine neden olurlar. Apoptozis sirasinda
aktive olan nlkleazlar, hucreyi enfekte eden viral ajanlarin nikleik asitlerini parcalar.
Bunlarin yani sira, uyarilan sitotoksik T hicreleri, salgiladiklari IFN-y ile makrofajlarin
virisleri fagosite etme guclinu de arttinrlar. CD8+ sitotoksik T hucreleri bir kez
etkinlestikten sonra virlslerin gogaldiklar hucreleri lize eder ve tim vicutta enfekte
hicreleri tanima, baglama ve 6ldirmeyi surdirirler (1, 2). Enfeksiyonun kontroliinde
CD4+ T hcrelerinin rolleri de genistir. CD4+ T hiicre fonksiyonu genel olarak; CD8+ T
hicre yanitinin gelistiriimesi, CD8+ T hiicre belleginin gelistiriimesi, miyeloid hicrelerin
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fagositik veya oksidatif patlama aktivitelerinin arttiriimasi
ve B hucre-aracili yanita yardimci olma seklinde ifade
edilebilir. Bu fonksiyonlar, T helper tip 1 (Th1) hicreleri,
T helper tip 2 (Th2) hicreleri, T helper tip 17 (Th17)
hicreleri, regulatér T (Treg) hucreleri, T folikiler helper
(Tfh) hicreleri ve sitotoksik CD4+ T hucreleri gibi alt
siniflara genis bir sekilde gruplandirilabilen CD4+ T
hiicreleri tarafindan saglanir (3). Akut viral enfeksiyon
sonrasi virise karsi gelisen spesifik T hilicre yanitinda bu
hicreler tarafindan salgilanan sitokin  profillerinde
enfeksiyon suresi boyunca énemli degisiklikler meydana
gelir (4). Bu profil degisikliginin hucre duzeyinde
Olgulmesi, sitokin Ureten hucrelerin fenotiplendiriimesine
onemli katki saglayabilmektedir. Ayrica viral vektorler ve
DNA aglilari gibi T hicre yanitini indikleyen asilarda
immuanojenite, cogu zaman sitokin bazli yaklagimlarla
degerlendiriimektedir (5, 6).

immin yanitin niteliksel ve niceliksel durumu
hakkinda veri elde edimesinde c¢esitli metotlar
gelistiriimistir. Bu metotlar, imminitenin altinda yatan
temel mekanizmalari ve klinik teghislerin tasarimi ile
uygulanacak  tedavinin  gelistiimesine  yardimci
olmaktadir.  Standart metotlar  heterojen  hicre
populasyonlardaki ortalama cevabi 6lgmektedir. Hucre
proliferasyonu, sitolitik aktivite ve sitokin ekspresyonunu
saptayan yaygin deneyler; virisler, timér hlcreleri ve
cesitli mikroorganizmalara karsi hastalik patogenezi ve
bagisiklidi hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir (7). T
hiicre belleginin devamhlidi viral enfeksiyonlarda 6nem
arz etmektedir. Bu amagla, vaccinia viriis (VV), measles
viris (MV) ve yellow fever viriis (YFV) dahil olmak izere
cesitli akut viral enfeksiyonlarda T hiicre bellegi
arastiriimistir (4).

Akim (Flow) Sitometri / Hiicre Fenotiplemesine
Dayali Testler

Sitometri, hucrelerin veya biyolojik partikullerin
fiziksel yada kimyasal 6zelliklerinin 6lgulmesidir. Flow
sitometri ise, akan bir sivinin igerisindeki hucrelerin
ozelliklerinin  incelenmesidir. Flow sitometrinin temel
prensibi; hucrelerin boyut, sekil, DNA ve RNA icerigi,
sitoplazmik granuleritesi agisindan degerlendiriimesidir.
Flow sitometrinin ¢calisma prensipleri 1870’li yillara kadar
gitse de 1969 vyillinda argon lazerinin kullaniimaya
baslanmasi ve 1980li yillarda ayirma igleminin
bulunmasi ile édnemli bir ivme kazanmis ve daha sonra
surekli olarak meydana gelen gelismelerle glinimize
kadar gelmigtir (8).

Flow sitometri 151k mikroskobuna goére c¢ok daha
fazla hucreyi daha kisa bir sure icerisinde inceleme
imkani saglar. Bu teknik ile 1 saniyede 500 hiicre sayilir
ve ortalama 10000 hiicre 20 saniyede analiz edilebilir
(9). Floresansla aktive edilen flow sitometri,
immuanolojide rutin  olarak  kullanilan en  gugli
teknolojilerden biridir. Tek hiicre bazinda, hiicrelerin hem
hizh ve c¢ok parametreli analizi i¢cin hem de yuksek
oranda saflastirilmis hlcre populasyonlarinin ayriminda
olanak saglar. Bu hiicre tipleri arasinda ayrim yapma
yetenegdi, hicresel bagisiklik ve hastalik patogenezini
anlamamiz agisindan ¢ok énemlidir (10).
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Tdm hdcrelerin yuzeyinde veya hucre igerisinde
hicreye spesifik antijenler mevcuttur. Flow sitometride
hicrenin blyukltgu, hicrenin i¢ yapisi (granileritesi), ve
hiicrede incelenmek istenilen antijene ait monoklonal
antikorun floresansi Olglimektedir. Hicreler o6ncelikle
monoklonal antikorlarla inkibe edilerek antijenlere
baglanmalari saglanir. Her spesifik antikor FITC
(Fluorescein isothiocyanate), PE (Phycoerythrin), PerCP
(Peridinin  chlorophyll protein complex) gibi floresan
boyalarla isaretlendidi icin belirli antijene sahip hicrelerin
lazer 1sini ile karsilastiginda verdigi floresan sinyalleri
degerlendirerek o hicrenin hangi spesifik antijeni
tasidigi belirlenebilmektedir (11). Flow sitometri analizleri
icin hucrelerin sivi igcinde stspansiyon halinde bulunmasi
gerekir. Bu amagla kan hucreleri flow sitometride en ¢ok
incelenen hicreler olmuslardir. Solid dokular igin ise
hicreler ayristirilip hiicre slispansiyonu haline getirilerek
analizde kullanilmaktadir. Flow sitometri teknigi ile daha
¢ok rutin laboratuvarlarda I6kosit slispansiyonlarinda
analizler yapilmaktadir. Lokositlerin ayriimasi ise hicre
blyukligu ve granil yapisina gore yapilmaktadir (9, 11).

Asagida flow sitometri yOntemleri kullanilarak
CD4+ ve CD8+ T hiicre analizlerine yonelik yapilan bazi
tekniklerden bahsedilmistir.

1. Sitokin Akim Sitometrisi (Cytokine Flow
Cytometry-CFC)/ Intraselliiler Sitokin Boyama
(Intracellular Cytokine Staining-ICS)/ Yoéntemi

Kan veya periferal kan mononukleer hiicrelerin
(Peripheral blood mononuclear cells-PBMC) antijen
spesifik stimilasyonunun ardindan protein
salgilanmasinin inhibisyonu ve birikmis hucre igi
sitokinlerin ¢ok renkli akim sitometrisi ile o6lglimesi,
sitokin flow sitometrisi (CFC) veya intraselliler sitokin
boyama (ICS) olarak adlandinlir.  Uygulanan
stimllasyona bagh olarak, CD4+ veya CD8+ T hucre
cevaplarini tespit etmek icin kullanilabilen ve iyi ¢alisan
yontemlerden birisidir. ICS teknigi ile c¢oklu sitokinler
(veya kemokinler) dlgulebilir. IFN-y, IL-2, IL-4, IL-17 ve
TNF-a yaygin olarak o6lg¢llen sitokinler arasindadir
(12,13) (Sekil 1).
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Sekil 1. Sitokin flow sitometri deneylerinin metodolojik semasi
(14)

CFC gibi teknikler kullanilarak kronik viral
enfeksiyonlarin (HIV, HCV ve CMV gibi) akut enfeksiyon
sirasinda CD4+ ve CD8+ T hiicre yanitlarini indikledigi
acikga gorulmustir. Fonksiyonel antijen-spesifik T
hicrelerinin frekanslarinin belirlenmesi, birgok hastalik
modelinde arastirmacilarin CD4+ ve CD8+ T hicre
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yanitlarinin gicu ile immun koruma arasindaki iligkiyi
degerlendirmesine olanak saglamigtir. Ornegin, farelerin
LCMV (lymphocytic choriomeningitis virus)
enfeksiyonuna karsi glgli immun yanitt uzun sureli
hafiza ile iligkili olan gug¢li CD4+ T hucre sitokin yanitlari
ile iligkilidir (15).

GlUnimuzde ICS teknigi asilama denemeleri
sirasinda immunojenite  Olgisi olarak T hucre
reaktivitesini 6lgmede en sik kullanilan ydntemlerden
biridir. ICS’nin en buyik avantaji hiicrelerin tekli olarak
cesitli 6zelliklerinin tespit edilebilmesidir. Yéntem hucre
poptlasyonlarinin 6énceden zenginlestiriimesine gerek
kalmaksizin tam kan veya PBMC’ler (zerinde
gerceklestirilir. Ayrica yontem hizli ve az maliyetlidir. Kan
alimindan sonra yaklagik 8 saat gibi kisa slrede sonug
verebilir. ICS, HIV asi klinik ¢calismalarinda hem CD4+
hem de CD8+ T hicresi yanitlarini izlemek igin
kullanilmigtir (16). Sirivichayakul ve ark. (17) Tayland’da
yaptiklari bir faz | c¢alismasinda anti-HIV asisinin
degerlendiriimesinde ICS  testinin HIV  asisi
immunojenitesini arastirmak igin sinirli kaynaklara sahip
Ulkelerde guvenilir  bir gsekilde kullanilabilecegini
gOstermislerdir.

2. Tetramer Boyama (Tetramer Staining)

Antijen-spesifik T hicrelerinin kantitifikasyonu igin
kullanilan bir yontem de tetramer boyamadir. “MHC
tetramer boyama” olarak bilinen bu teknik, MHC-peptid
komplekslerinin floresan oligomerleri kullanilarak flow
sitometri ile antijen-spesifik T hicrelerinin analizine
dayanmaktadir. ilk olarak 1996 yilinda Altman ve ark.
tarafindan kullaniimigtir. Tetramerler T-hucre
reseptorlerini glcli bir avidite ile baglayarak, yapisina
konjuge edilmis floresan molekiilleri araciligiyla etiketli
hiicrelerin tespit edilmesini saglar (18, 19).

2.1. MHC Sinif | Tetramerleri

MHC  molekillerinin  tetramerik  kompleksleri,
ozellikle viral enfeksiyonlarda ve asilama sonrasi in vitro
olarak antijene spesifik T hiicrelerinin belilenmesinde
o6nemli bir ara¢ olarak ortaya c¢ikmistir. T hucre
fenotiplemesi, 6nceden toplam CD8 + T hicre havuzuna
goOre gercgeklestirilebilmis bir metot iken daha sonralar
MHC sinif | tetramerlerinin gelistirimesiyle birlikte rutin
olarak antijen-spesifik T hicrelerin durumunu incelemek
icin kullaniimisgtir. Bu teknigin dayandigi temel prensip,
antijen-spesifik T hucrelerin, MHC-peptid kompleksi
iceren tetramerik molekil ile direkt olarak boyanmasidir
(20, 21).

Sinif | molekillerinin agir ve hafif zincirlerini
olusturan proteinler, peptid-MHC kompleksi olugturmak
Uzere epitop peptitlerle kaynastirilir, ardindan olusan
kompleks saflastirilarak bir enzim ile biyotinleme yapilir.
Biyotin ile isaretlenen peptid-MHC kompleksi 4:1
oraninda avidin ile karistirilarak tetramerik yapi elde
edilir. Avidin molekili bir florokrom ile konjuge edilir,
bdylece tetramerler ile etiketlenmis spesifik T hicreleri
flow sitometri ile kolayca tespit edilebilir (22) (Sekil 2).
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Sekil 2: Peptid-MHC tetramerlerinin yapisi (22)

2.2. MHC Sinif Il Tetramerleri

Antijen-spesifik CD4 hicrelerini tanimlamak igin
MHC-II tetramerlerinin sentezi ve kullanimi ile ilgili ilk
rapor 1999'da Novak ve ark. (4) tarafindan verilmigstir.
Sinif Il tetramerlerin gelistiriimesi, ¢éztnlr sinif 1l-peptid
komplekslerinin hazirlanmasindaki zorluklar, antijen-
spesifik CD4+ T hucrelerinin dustk frekansta olmasi ve
MHC-peptid kompleks molekulleri arasindaki dusik
afiniteler nedeniyle sinif | tetramerlerden daha zor
olmustur, bu nedenle problemlerin Ustesinden gelmek
icin farkl stratejiler kullanilmigtir. Birgok MHC sinif I
multimeri, insekt hucrelerinde Uuretilen rekombinant
proteinler kullanilarak yapilmistir. Bazi arastirmacilar
biotin-avidin baglanmasina dayanan tetramerlere ek
olarak, dimerler olusturmak igin sinif 1l molekullerini
immuanoglobulin  adir zincirine veya Fc kismina
baglamiglardir. Bazi arastirmacilar ise peptid-MHC
kompleksi olusturmak icin a ve B zincirlerinin
kombinasyonunda 16sin fermuari kullanmiglardir. Bu
stratejiler, antijene spesifik CD4+ T hicrelerini tespit
etmek igin kullanilan sinif Il tetramerlerinin basarili bir
sekilde Uretilmesine yol agmistir (4, 22).

insan tetramerleri, gesitli hastalik modellerindede
hem CD8+ hem de CD4+ antijene spesifik T hlcrelerini
tanimlamak icin basariyla kullanilmistir. influenza asisi
ile ilgili yapilan bir calismada asillama Oncesi ve
sonrasinda spesifik CD8+ T hucreleri 6lgmek igin M1
peptidi ile HLA-A2 tetrameri kullaniimigtir. Yine kronik
olarak Hepatit C virisi (HCV) ile enfekte olmus ve
iyilesmis hasta bireylerde HCV'ye o6zgi CD8+ T
hicrelerinin tek hiicre seviyesindeki efektér fonksiyonu
ve fenotipini arastirmak icin HCV NS3 epitopuna 6zgu
HLA-A2 tetrameri kullaniimistir (18, 23).

Antijen-spesifik CD8+ T hucrelerinin tetramer
boyamasi, ICS’ye kiyasla hassasiyet acisindan daha
fazla avantaj saglamistir. Tetramer kullaniminin
dezavantaji, sadece spesifik bir MHC-peptid ciftini
taniyan T hicrelerinin, tek bir tetramer tarafindan tespit
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edilebilmesi ve dolayisiyla antijen epitopa spesifik
olmasidir (18).

3. Aktivasyonla indiiklenmis Markir Testi
(Activation-Induced Marker Assay-AIM)

Sinif Il multimerlerinin sentezi ve kullanimi ile ilgili
zorluklara ve dolayisiyla epitopa 6zel CD4+ T hiicrelerini
tanimlama ve izole etme zorluguna bagli olarak, CD4+ T
hiicre fonksiyonunun molekiler temelinin anlasiimasi
CD8+ T hdcrelerinin gerisinde kalmistir. Dolayisiyla
antijene spesifik T hucrelerinin canli izolasyonuna izin
veren bu yontem gerekli goriimustir (7).

Bu teknik, ICS'ye benzer bir sekilde uygulanabilir
fakat, hilcre ici sitokinleri boyamadan ziyade, PDL1,
CD25 ve OX40 dahil olmak lzere T hiicre reseptoriiyle
indUklenen hucre yuzeyi markirlari icin boyama yapilir.
Bu markirlarin farkh kombinasyonlari AIM+ T hicre
populasyonlarint  tanimlamada  kullaniimigtir.  Bu
yontemin avantaji, tim Th1, Th2, Th17, Tfh ve Treg gibi
belirli bir sitokin veya efektér molekulleri saptamasi ve
daha genis antijen-spesifik hiicre poptlasyonunu tespit
edebilmesidir. Deney baslangicta ICS ile saptanmasi zor
olan T-folikller helper hucrelerini saptamak igin
gelistiriimistir, daha sonra ise asilama ile veya
enfeksiyonla antijene maruz birakildiktan sonra CD4+ T
hicre degerlendirmesi icin de kullaniimistir. Yoéntem
ICS’den daha yilksek antijen-spesifik T hicre
seviyelerini gOstermistir (7, 24, 25). Yapilan bir
galismada (6), AIM analizlerinin hem CD4+ hem de
CD8+ T hucrelerini tespit etmek icin kullanilabilecegi
gosterilmisgtir. Calismada CD8+ AIM yanitlan ICS’ye
benzer sonug verirken, CD4+ AIM vyanitlar ise
saptanmamigtir.  Bu durumun nedeni, ICS ile
karsilastiriidiginda AIM deneylerinin daha fazla CD4+ alt
populasyonu saptamasi olarak dusunulmuistir. Yapilan
bu calisma AIM deneylerinin, tek basina ICS ile tespit
ediimesi zor olan yeni bellek T hicre vyanitlarini
saptamak igin asi ¢alismalarinda da kullanilabilecegini
gOstermistir (24). Zaunders ve ark. (26) tarafindan
gelistirilen baska bir flow sitometri galismasinda ise
antijen-spesifik CD4+ T hiicrelerini analiz etmek igin
CD25 (IL-2Ra) ve CD134/0X40 (bir TNF reseptori aile
Uyesi) reseptorlerinin ortak ekspresyonu uygulanmistir.
COVID-19 enfeksiyonu gegirmis hastalarda SARS-CoV-
2'ye spesifik CD8+ T hicrelerini 6lgmek icin AIM ve ICS
metodolajileri kullaniimigtir. CD8+ T hiicre yanitlari AIM
tarafindan vakalarin %70'inde saptanmistir (27).

4. Boncuk Temelli Akim Sitometri Yontemi
(Bead-Based Flow Cytometric Assay-Luminex ve
LegendPlex™)

Yoéntem yuksek dogruluk orani, sensitivite,
tekrarlanabilirlik, yiksek verim ve az miktarda numune
(25-50uL gibi) kullanarak birden fazla analiti 6lgme
yeteneg@i nedeniyle sitokin testlerinde en ¢ok kullanilan
analiz yontemlerinden biri olmustur. Bu tur calismalar,
mikrobeadlar Uzerinde hareketsiz hale getirilen
yakalama antikorlarini kullandigindan sandvi¢ ELISA
prensibi Gzerine inga edilmistir (28).

Luminex deneyleri, farkh floresan (kirmizi ve
kizildtesi) boyalarla boyanmis mikrometre olcekli

248

Viral Enfeksiyonlarda T Hucre Yanitini Belirlemede.....

F.U. Sag. Bil. Vet. Derg.

boncuklar  (mikrosfer)  kullanilarak  ¢oklu  sitokin
analizlerinin yapilmasina yoneliktir. Boncuklar polistiren
veya manyetik yapida olabilir. Flow sitometride bu
mikrosferlerin her birinin bir lazerle uyarilmasi sonucu
farkl dalga boylarinda 1sik yayiimaktadir. Oncelikle her
bir boncuk, yuzeyi bir yakalama antikoru (sitokin,
kemokin veya bir enfeksiyon biyo-markirina spesifik) ile
konjuge edilir. Daha sonra ilgilenilen biyolojik numune
(serum veya hucre stipernatanti) her biri farkli bir sitokin
icin spesifik olan mikrosfer karisimi ile birlestirilir ve 96
kuyucuklu bir plaka icerisinde inklbe edilir. Biyolojik
numune-mikrosfer karisimi daha sonra vyikanir ve
istenen sitokinlere 6zgl bir tespit antikoru ilave edilir. Bu
tespit antikorlari ayrica farkli floresan Ozellikteki bir
raportor boya ile konjuge edilir. Bir kez daha yikandiktan
sonra mikrosfer-sitokin-raportdér  karisimi  bir  akis
haznesinden gecirilerek tekli boncuklar bir siispansiyon
halinde analiz edilir. Cesitli mikrosfer setleri kullanarak
96 kuyucuklu bir plakanin bir kuyucugunda ayni anda
100'e kadar analit 6lgilebilmektedir (24, 28, 29).

Luminex, fizyolojik ve  patolojik  hastalik
sureglerinde sitokinlerin degerlendiriimesi ve analiz
edilmesinde 6nemli bir aragtir (29). Alhetheel ve ark. (30)
luminex yardimiyla MERS-CoV ile enfekte 49 hastada
Th1/Th2 dizeylerini ortaya koymak igin IFN-y, IL-12, IL-
2, IL-10, IL-13, IL-4 ve IL-5 plazma sitokin seviyelerini
Olgmustir. Hepatit B ile kronik olarak enfekte hastalarda
serum HBV pregenomik RNA'nin Th1 ve Th2 ile
korelasyonunu arastiran bir ¢alismada (31) sitokin
analizlerinin yapilmasinda, Rubbo ve ark. (32) tarafindan
yapilan bir caismada HIV-1 ve HSV (Herpes Simplex
Virus) ile ko-enfekte bireyler ile HIV-1 ile enfekte olmayip
HSV ile enfekte bireyler arasindaki T hicre yanitlarinin
karsilastirimasinda, Ebola virls enfeksiyonunun (EBOV)
patofizyolojisini anlamak ve hastallk mekanizmasi
hakkinda énemli biyobelirtegleri (T hiicre, sitokin vb.)
ortaya koymak igin yapilan baska bir calismada (33)
luminex metodu kullaniimigtir.

Luminex teknolojisi, klinik 6ncesi ve klinik
galismalarinda asilama ile indiklenen sitokin
proteinlerinin arastiriimasinda da kullaniimistir. Groot ve
ark. (34) VZV asilama sonrasi Th1, Th2, Th17, Treg ve
sitotoksik T huicre yanitlar (IL-10, IL-12, IL-13, IL-17,
TNFa, IP-10, Granzyme B) igin kullanmigtir. H5N1 (5),
HIV-1 (35), EBOV (36) gibi viral asi ¢alismalarinda da
kullaniimistir.

BioLegendin LegendPlex™ testi (37), iki temel
antikor arasinda bir analitin yakalandigi sandvi¢ temelli
immunoassay ile ayni temel prensipleri kullanan boncuk
temelli bir immino-assay yontemidir.

LegendPlex testinin prensibi Luminex’e benzerdir.
Bir analit-spesifik antikora konjuge edilmis farkli
dizeylerde APC floresan igeren boncuk kullanilir. Ayni
zamanda bir numunenin saptanmasi i¢in biyotin
yakalama antikoru ve strepdavidin-PE reaktifi kullanilr.
iki farkli biyiikliikte boncuk kullanilarak farkli analitler
renk ve boyut bazinda ayirt edilebilir. Luminex
platformuna kiyasla daha az sayida analit tespit
edilebilmektedir (24) (Sekil 3).
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Sekil 3. LEGENDplexTM prensibi (37)

Dengue viris enfeksiyonu sirasinda Toll-like
receptor 2'nin bir rol oynayip oynamadigini arastiran bir
calismada enflamatuar sitokin ekspresyonu
LEGENDplex™ ile analiz edilmistir (38). Farklilasmis
epitel  hicrelerinin  Respiratory  Syncytial ~ Virus
enfeksiyonuna kargi antiviral yanitini degerlendiren bir
calismada (39), enfeksiyondan sonraki 1, 2 ve 3.
glnlerde bazi sitokin seviyeleri LegendPlex antivirlis
yanit paneli kullanilarak odl¢limuastir. Baska bir
calismada (40), Bati Nil Virisi enfeksiyonunda
kapsamli bir antiviral sitokin panelini (6zellikle T lenfosit
yaniti ile ilgili olanlar) olusturmak igin bu ydntem
kullanilmigtir.
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Sonug
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