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OZET

HUCRE ARACILI BIR IMMUN YANIT TAHLILI

Mevcut bevan genel olarak hiucre aracila immino yanit
verebilirligdi dlcmeye vyoénelik bir tahlil dahil olmak {zere
imminolojik temelli tani tahlilleri alani ile ilgilidir. Mevcut
beyvan, bir denedin, numunenin antijen ile inkiibasyonu esnasinda
bir indirgen oclmayan sekerin eklenmesiyle elde edilen
arttirilmis duyarlilia sahip hilcre aracili immine yanit
verebilirlik temelli clan bir antijene maruz kalma tanisini ele

alar.
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ISTEMLER

1. Hiicre aracili immiin yanit aktivitesini &lcmeye yénelik bir
yéntem olup, ©6zellidi; sdz konusu ydntemin asadidakileri
icermesidir:

{(a) bir peptid antijen ile uyarimin ardindan immin efektdr
molekiilleri Uretebilen immin hicrelerini iceren bir
numuneyi 5 ila 50 amino asit arasindan secilen bir uzunluda
sahip en az bir peptid antijen ile ve antijene yanit veren
immin hiicrelerin interferon-gama yanitini arttirabilen en
az bir indirgen olmayan seker 1le temas ettirerek bir
inkiibasyon bilesimi sunulmasi; ve

(b} en az bir immin efektdr molekilliiniin varlidinin vevya
sevivyesinin tespit edilmesinin, interfercon-gama'nin (INF-
gama) varlidinin veya seviyesinin tespit edilmesini de
igerdidi en az bir immin efektdér molekilinin varlidinin

veya seviyesinin tespit edilmesi.

2.Istem 1’e gbre vydntem olup, 6zelli§i; indirgen olmayan
sekerin, tercihen trehaloz ve sakkarozdan seg¢ilen bir indirgen

olmayan disakkarit olmasidir.

3.Tstem 1 veya 2'ye gbre yoéntem olup, ©6zellidi; inkiibasyon
bilesimindeki indirgen olmavan seker konsantrasyonunun en az

1,5 mg/ml, tercihen en az 2 mg/ml olmasidir.

4, Istemler 1 ila 3’ten birine veya daha fazlasina gdre yéntem
olup, 6zelligi; (a) asamasinda, numunenin, antijen ve indirgen
olmayan seker iceren bir bilegsim ile temas ettirilmesi wve
tercihen, =6z konusu bilegimin bir numune toplama kabinda

bulunmasidir.

5.Tstem 4’e gére ydntem olup, 6zellidi; bilesimin ek olarak bir
antikoagiilan, tercihen heparin icermesi ve numunenin bir tam

kan 6rnedi olmasidir.

70



6.Istemler 1 4ila b5'ten herhangi birine gdre yéntem olup,
6zelligi; numunenin asagidaki karakteristiklerden birine veya

daha fazlasina sahip olmasidir:

i) numune bir insan denekten alinmistir;

ii) numune, imminsiiprese wveya immun yetmezlidi clan bir
insan denekten alinmistir;

iii) numune, NK hicreleri, T-hiicreler, B-hiicreler,
dendritik hicreler, makrofajlar ve moncsitlerden olusan
gruptan segilen immiin hilcreleri igerir; ve/veva

iv) numune tam kandir.

7.Istemler 1 ila 6'dan herhangi birine goére vydntem olup,
ozelligi; antijenin asagidaki karakteristiklerden birine veya

daha fazlasina sahip olmasidir:

i) bir veya daha fazla peptid antijen olarak kullanilar,
burada bir wveva daha fazla peptid 7 ila 50 amino asit
arasindan se¢ilen bir uzunluga sahiptir;

ii) antijen, bir wveya daha fazla sentetik peptid
tarafindan sadlanir;

iiiy antijen, kir Dbirinci setin 7 1la 14 amino asit
kalintis1i uzunludundaki en az bir peptid igerdidi ve bkir
ikinci setin 15 wveya daha fazla amino asit kalintisa
uzunludgundaki en az bir peptid 1ig¢erdidi bir prectein
antijeninin tamamini veya bir kismini kapsayan en az 1iki
peptid seti tarafindan sadlanir;

iv) antijen, bir CD8* sitotoksik T-hiicresi tarafindan
taninan kir veya daha fazla peptid tarafindan sadlanir;
ve/veya

V) antijen, bir CD8* sitotoksik T-hlicresi tarafindan
taninan bir veya daha fazla peptid tarafindan sadlanir ve
burada bir veya daha fazla peptid 15 amino asitten daha az,

tercihen 7-14 amino asit arasindan segilen bir uzunluda
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sahiptir.

8.Istemler 1 ila 7'den birine veya daha fazlasina gdre yéntem

olup, o6zellidi; (a) asamasinda 1ki veya daha fazla farkl:
antijenin kullanilmasi ve/vevya (b} asamasinda iki wveya daha

fazla farkli efektér molekiiliin tespit edilmesidir.

9.Istemler 1 ila 8'den birine veya daha fazlasina gdre véntem

olup, ©6zelligi; antijenin hastalida &zgl bir antijen,

ozellikle de patojene &zgl bir antijen olmasidir.

Istemler 1 ila 9'dan birine veva daha fazlasina gdre yéntem
olup, 6zelligi; antijenin asadidaki karakteristiklerden birine

veya daha fazlasina sahip olmasidair:

i) antijen, bunlar ig¢in hiicre aracili immiin yanitin fest
edilecedi hastalik veya durum ile iliskilidir vevya bunlaran
temsilcisidir;

ii) antijen, bir hastalik durumu ile iligkili bir
vatojenden tlretilebilir ve bu nedenle patojenden tiretilen
bir antijen 1ile c¢apraz reaktiftir wveya bir kanser ile
iligkili clan timér-iliskili bir antijendir;

iii) antijen patecijene &ézgl bir antijendir ve burada patojen
bir bakteri, bir virids, bir parazit, maya veva bir
mantardir;

iv) antijen patojene &zgll bir antijendir, kaska bkir
ifadeyle bakteriye &zgi bir antijendir wve burada bakteri,
Gram poezitif ve Gram negatif mikroorganizmalardan,
Ozellikle Mycobacterium tuberculesis gibi Mycobacterium
tirleri, Staphylccoccus tlrleri, Streptoccccus tirleri,
Escherichia coli, Salmonella tiirleri, Clostridium tiirleri,
Shigella tirleri, Proteus tirleri, Bacillus tirleri,
Hemophilus tiirleri wve Borrelia tirlerinden sec¢ilebilir;

V) antijen, patojene ozgil bir antijendir, Dbagka bir

ifadeyle viriise 8zgl bir antijendir ve burada virils, Hepatit
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11.

12.

13.

B virisili ve Hepatit C wviriisi gibi Hepatit wvirisi, Herpes
viriisii, CMV viriisii ve Insan immiin yetmezlik virisiinden (HIV)
segilir; ve/veya

vi) antijen, bir virlistendir veya viriise ozgldir, tercihen
sitomegaloviris (CMV) virisindendir veya buna Ozglidir wve
antijen 7 ila 14 aminc asit kalintisi, 7 ila 13 aming asit
kalintisi wveya 8 ila 12 amino asit kalintisi uzunluduna

sahip ol an bir vevya daha fazla peptid tarafindan sadlanir.

Tstemler 1 ila 10'dan herhangi birine gdre ydntem olup,
6zelligi; patcjenik bir ajanin sebep oldugu bir enfeksiyon,
bir otoimmiin hastalik, bir kanser, inflamatuar bkir durum,
toksik bir ajana maruz kalma, terapdtik bir ajana wverilen
vanit, bkir immin yetmezlik ve bir imminosupresyondan olusan
gruptan seg¢ilen bir hastalik veya durumun varlidinin,
yokludunun, derecesinin veya evresinin izlenmesi veya

belirlenmesine yénelik olmasidir.

Istemler 1 ila 1l'den herhangil birine gdre y&ntem olup,

o6zelligi; asagidakileri icermesidir:

(a)  bir insan denekten alinan bir tam kan odrnedini 5 ila
50 aminc asit arasindan secilen bir uzunluda sahip en az
bir peptid antijen ve en az bir indirgen olmavan disakkarit,
tercihen trehaloz veya sakkaroz, i¢eren bir bilesim ile
temas ettirerek bir inkiilbasyon bilesimi sunulmasi ve
inkibasyon bilesiminin en az 2 saat boyunca inkiibe edilmesi;
ve

(b) antijen ile uyarma nedeniyle salinan IFN-gama
varlidinin veya seviyesinin Slg¢illmesi; burada tespit edilen
IFN-gama'nin varlidi veya nicelidi, insan denedin hilicre

araci1li immin yanit verebilirlik seviyesinin gdstergesidir.

Tstemler 1 ila 12'den birine veya daha fazlasina gdre yontem

olup, 6zellidi; indirgen olmayan sekerin trehaloz, mannitol,
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14.

15.

lé6.

sakkaroz ve rafinozdan sec¢ilmesi ve tercihen, indirgen olmayan

sekerin trehaloz olmasidair.

Bir numunede hilicre aracili bir immin vyaniti indiiklemeye

yonelik bir bilesim olup, ozelligi; asagidakileri

icermesidir:

a) antijenin hastalida &zgll bir antijen oldudu 5 ila 50
aminc asit arasindan segilen bir uzunluda sahip en az bir
peptid antijen;

b) antijene vyanit veren immin hiicrelerinin interferon-
gama vanitini arttirabilen en az bir indirgen olmayan seker;
ve

c) antikoagiulanin heparin cldudu en az bir antikoagilan.

Tstem 14'e gére Dbilesim olup, 6zelligi; asadidaki

karakteristiklerden birine veya daha tazlasina sahip

olmasidir:

iy 1ndirgen olmayan seker, tercihen trehaloz ve sakkarozdan
sec¢ilen bir indirgen olmavan disakkarittir;

ii) indirgen olmayan seker, trehaloz, mannitcl, sakkaroz ve
rafinozdan sec¢ilir;

iii) indirgen olmavan seker trehalozdur;

iv) antijen, Istem 7 ila 10'dan birinde veya daha fazlasinda
tanimlanan sekilde bir veya daha fazla karakteristide
sahiptir;

v) antijen, 15 amino asitten daha az, tercihen 7-14 amino
asit arasindan seg¢ilen bir uzunluda sahip bir wveya daha
fazla peptid, tercihen sentetik peptidler, tarafindan
saglanir; ve/veya

vi) bilesim, piuskiirtiilerek kurutulmus bir bilesimdir.

Bir numune toplama kabi olup, 6zellidi; Istem 14 veya 15’e

gbre olan bilesimi igermesidir.
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17. Bir denekte hiicre aracili immiin yanit aktivitesini dlcmeye
yvonelik bir kit olup, 6zelligi; 5 ila 50 amino asit arasindan
sec¢ilen bir uzunluga sahip en az bir peptid antijen, antijene
vanit veren immin hiicrelerinin interferon-gama vyanitini
arttirabilen en az bir indirgen olmayan seker, heparin, en az
bir numune toplama kabi ve interferon-gama 1ic¢in en az bir

tespit etme araci icermesidir.

18. TIstem 17'ye gore kit olup, dzellidi; numune toplama kabinin,
Tstem 16" vya gare clan numune toplama kabinin

karakteristiklerine sahip olmasidir.

19. 5 ila 50 aminco asit, tercihen 7 ila 50 amino asit arasindan
se¢ilen bir uzunluda sahip bir peptid antijene olan hicre
aracili yanit aktivitesinin dlglilmesine yénelik immiinolojik
bir tahlilde bir indirgen clmayan sekerin kullanimi olup,
o6zelligi; numunenin antijen ile inkiibasyonu esnasinda
indirgen olmayan sekerin 1ilave edilmesinin, s8z konusu
tahlilde test edilen antijene yanit veren immin hiicrelerden
interferon-gama salinimini arttirmasi ve tercihen, indirgen
olmayan seker asadidaki karakteristiklerden birine veya daha
fazlasina sahip colmasidir:

i) 1ndirgen olmayan seker bir disakkarittir;

ii) indirgen olmayan seker, trehaloz ve sakkarczdan secilir;

iii)y indirgen olmayan seker, trehaloz, mannitol, sakkaroz ve
rafinozdan secilir;

iv) indirgen olmavyvan seker trehalozdur;

v) i1ndirgen olmayvan seker, tfest edilecek numuneyi ve

antijeni ig¢eren inkilbasyon bilesiminde en az 1 mg/ml,

tercihen 2 mg/ml'lik bir konsantrasyonda kullanilir;

vi) 1lndirgen clmayan seker, ek clarak test edilecek antijeni

ve istede badli colarak bir antikocagilan iceren bir bilesim

halinde sunulur.
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HUCRE ARACILI BIR IMMUN YANIT TAHLILI

BULUSUN ALANT

Mevcut beyvan genel olarak imminolojik temelli tani tahlilleri
alani ile ilgilidir wve hilicre aracili immiino vanit verebilirligi
dlcmeye yodnelik yontemleri tarif eder. Mevcut beyan, arttirilmis
duyarliliga ve gelistirilmis depolama stabilitesine sahip hicre
aracili immin vyanit aktivitesini &l¢gmeye vdnelik vyoéntemler,

bilesimler ve kitleri ele alir.

BULUSUN GECMISI

Tmmiinolojik temelli tani tahlilleri, tip alaninda genis bir
uygulamaya sahiptir. Ozellikle, cok cesitli hastalik
durumlarinin tespit edilmesinde izlenmesinde vyardimci olan
dnemli aracglardir. Bu tidr tahlillerin etkinlidi, T-lenfositler
gibl immiin sistemi ig¢indeki bilegenlerin 6zgtullii§i ile kismen
iliskilidir. Bu &zgullide badgli olmaksizin, imminclcojik temelli
tanilar, disiik dereceli enfeksiyonlari, persistan diisik seviyeli
enfeksiyonun wvarligini tespit etmede, aktif wvevya latent
enfeksiydz hastalik durumlari olan deneklerde wveva 1mmin
yetmezlik vya da herhangl bilr imminosupresyon bigimi gdsteren
deneklerde enfeksiyonlari tespit etmede her =zaman yeterince
duyarli dedildir. Hlcre aracili bir immin yanit tahlilinin,
dzellikle antijene &zgll bir T-hliicre vanitinin tespit edilmesi
agisindan, istenilen performans karakteristikleri arasainda
duyarlilik, ézgiillik, glvenilirlik ve tekrarlanabilirlik bulunur
ve ayrica basit ve hizli bir sekilde gercgeklestirilmelidir.

Immiinolojik temelli bir tani tahlilinin mevcut bir bicimi, immiin
Sisteme ait T-hlcrelerin veya dider hicrelerin antijenler ile
uyarilmasini ve ardindan antijen ile uyarmaya vanit c¢larak

liretilen TIFN-gama wveya dider sitokinler gibi immin efektor
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mcolekiillerinin tespit edilmesini igerir. Tmmiin efektdr
molekiiller, enzim imminolojik tahlilleri, multipleks boncuk
analizi, ELISA, ELISpot ve akis sitometrisi gibi 1iyi bilinen
teknikler kullanilarak tespit edilir. Immin efektédr molekilllerin
geviyesinin wvarligyr veva seviyedeki artis ayni zamanda RNA
seviyesine badli clarak belirlenebilmektedir. Bu tir tahliller,
HSrnedin, hastalida Szgl immin yanitlari, o6zellikle de patojene
dzgll  immiln  vanitlari tespit etmede kullanislaidar. I1gili
tahliller, QuantiFERON (Tesclilli Marka; Cellestis Limited)
markasi 1ile piyvasadan temin edilebilir ve 0&rnegin patojen
enfeksiyonunu teshis etmek wveya bir hastalia karsi hiicre
aracili imminiteyi izlemek ic¢in kullanilabilmektedir.

T1gili hilcre aracila immin yvanit tahlillerinin diger
uygulamalari arasinda asilara veya immunoterapiye, Ornedin
kanser imminoterapisi, verilen  Thicresel 1immiin yanitlarin
analizini wveya izlenmesi bulunur.

Arttirilmis duvarlilida sahip 1ilgili tahlillere vyédnelik blyik
bir talep vardir. Onceden, hiicre aracili immiln yanitlari &lcmeye
yonelik yontemler, tam kan numunesi gibi bir numunenin dekstroz
gibi bir basit seker varlidinda antijen ile inkiibe edilmesiyle
gelistirilmistir (bkz. &rn. WO 2004/042396 Al). Dekstroz ve
glikoz gibi basit sekerlerin immin hiicreler aracilidiyla IFN-
gama Uretimini arttirdiir ve bdylece tahlil duyarlilidini
geligtirdidi bulunmustur. Glikoz wve dekstroz gibi basit
sekerlerin kullanilmasinin, hiicrelerin bu enerjli kaynadindan
vararlanmasina ¢lanak saglamak ve dolayisiyla antijen 1ile
inkilbasyon sirasinda sekerin eklenmesinden fayda saflamak igin
gerekli olduduna inanilmistir. Basit seker antijene ek olarak
numuneve dodrudan eklendiginde INF-vy seviyesinde Snemli artiglar
gdzlenmistir. Bununla birlikte, yéntemin performansini
basitlestirmek idicin, kullanima hazir reaktif bilesimlerinin
sunulmasi wve elle idisleme asamalarindan kag¢inilmasi tercih
edilir. Bu nedenle, antijeni ve basit sekeri iceren tek bir
bilesimin sunulmasi istenmistir. S6z konusu bilegim bir numune

toplama tipiinde sunulabilir, bdvlece numune dodrudan dodru
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konsantrasyonda antijen ve basit seker ile temas ettirilir, bu
sayede isleme hatalarindan kac¢inilir. Burada, antijen wve basit
sekeri iceren ilgili numune toplama tiplerinin oda sicaklidainda
veya yiksek sicakliklarda depolandidil zaman tahlil aktivitesinin
zaman iginde azaldidi bulunmustur. Bu belirli antijenler ile
bulunmustur. Bu nedenle, bu kit bilesenlerinin raf Omri
sinirlidir ve belirli bir depolama siresinden sonra, tahlil
sadece dlislik hassasivyet sunar veva tahlil aktivitesi tamamen
kaybolur. Bu nedenle, antijenin bir bilesimde bir basit gsekerle
uygun bir sekilde sunuldugu ilgili kitler/tahlil materyalleri,
depcolamada stabil dedildir ve dolayaisiyla tahlil duyarlaliginain
zamanla azalmasi veya hatta kaybelmasi riskini dodurur. Bu,
basit sekerin, numune toplama tlUpinde antijen ile birlikte dahil
edilmedigi, fakat antijen ile inkilbasyon 1i¢in numuneye ayri
olarak ilave edildiginde gdriilmemistir.

FP1 312 670 A1, asidik polisakkaritler, asidik
oligosakkaritler, asidik monosakkaritler ve bunlarin tuzlarindan
olusan gruptan secilen en az bir bilesigin etkili bir bilesen
olarak kullanilmasiyla antijene &zgil sitotoksik bir aktiviteye
sahip sitotoksik T hiicrelerini indikleme, slrdirme ve genisletme
yontemleri ile ilgilidir.

Xu Zhi-Jun wve dig. (Archives of Pathology and Laboratory
Medicine 1993, 117(11):1174-1177), Zimmiincsitcoclojik test ve
immiinohistokimya alana ile ilgilidir ve sitolojik
preparasyonlari depolamak i¢in bir sakarcz-magnezyum kloridr-
gliserol ¢&zeltisinin kullanilabilecedini tarif eder.

Fujita et al. (Microbioclogy and Immunoclogy 1990,34(6):523-532),
R. aurantiacus'tan bir mikoloil glikelipid, trehaloz 2,3,6'-
trimikolat (GaGM) 'nin in wvivo immino-medifive edicili aktivitesi
ile ilgilidir.

Roser {(Biopharm 1991,4(8):47=-53), dondurarak kurutma
makromolekilleri icin yeni bir ikame olarak "trehaloz kurutma"
olarak adlandirilan bir ydntem ile ilgilidir.

DATABASE WPT Hafta 200103 Thomson Scientific, Londra, GB; AN
2001-016743 & CN 1262131 A {CHANG-SHENG IND CO LTD CHANGCHUN
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CITY), tTrehalozun biyolojik preparasyonlarin koruyucusu olarak
kullanilabilecedini tarif eder. Uus 4,891,31% A, trehaloz
varliginda kurutma esnasinda denatilire etmeye karsi {iclinciil

vapllara sahip proteinler ve diJer bivelojik makromolekiillerin

korunmasi ile ilgilidir,.

WO 98/58259 Al, immiinoscrbent tahliller c¢lan ve antikorlarin
vakalandidi, O&Srnedin ELISA tahlili, immiinolojik tahlilleri
gelistirmeyvi amaclar.

EP 1 52% 536 Al, uygulandigi pir konakg¢ginin immin sisteminin
immino-uyarimi i¢in gelistirilmis bir kapasiteye sahip olan bir
immiinojenik bilesim ile ilgilidir; bilesim, sakkaroz asetat
izcbutirat (SAIB} bilesidini icerir.

WO 00/56365 Al, bir tasiyici proteine ve trehaloza badli bir
polisakkaritten olusgan en az bir antijeni igeren bir sivi asi
bilesimi ile ilgilidir.

Mevcut bulusun amaci, &nceki teknikte yver alan ydntemlere ait
dezavantajlarin en az birinin istesinden gelmektir. Ozellikle,
mevcut bulusun amaci, hiicre aracili immiin yanit verebilirlidi
dlgmeye yonelik duyvarli ve givenilir vontemler ile birlikte

depolamada stabil clan kitler ve kit bilesenleri sunmaktir.

BULUSUN OZETI

Mevcut bulusg, ekteki istemlerle tanimlanabilmektedir.
Buna uygun olarak, mevcut bulus, hicre aracili immin yanit
aktivitesini &lgmeye ydnelik bir ydntem sunmakta olup sdz konusu

yontem asadidakileri igerir:

(a) bir peptid antijen ile uyarimin ardindan immin efektdr
molekiilleri iiretebilen immiin hiicrelerini igeren bir numuneyi
5 i1la 50 amino asit arasindan sec¢ilen bir uzunluda sahip en
az bir peptid antijen 1ile wve antijene vyanit veren 1lmmin
hilicrelerin interferon-gama vanitini arttirabilen en az bkir
indirgen olmayan seker ile temas ettirerek bir inkiibasyon

bilesimi sunulmasi; ve
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(k) en az bkir immin efektdr meolekilinin wvarlidinin veya
seviyesinin tespit edilmesi; burada en az bir immin efektdr
molekiiliinlin varlidinin veya seviyesinin tespit edilmesi,
interferon-gama'nin (INF-gama) varlidinin veya seviyesinin

tespit edilmesini de igerir.

Mevcut bulus ayrica istem 1l4'e gdre bir bilegim, istem 16'ya
g&re bir numune toplama kabi, istem 17've g&re bir kit ve istem
19'a gdre bir kullanim sunar.

Bulus sahipleri, numunenin antijen 1ile inkibasyonu sirasinda
indirgen olmayan bir sekerin ilave edilmesinin, sgasirtici bir
sekilde, vanit sevivelerini arttirdidini ve bdylece dekstroz wve
glikoz gibi bir basit seker eklenmesi durumuna benzer bir sekilde
yvontemin duyarliligini da arttirdidini bulmustur. Bu beklenmedik
bir durumdu ¢inkid daha &éncesinde duyarliliktaki artisin sadece
indirgen sekerleri temsil eden basit sekerler wve dolayisiyla
monosakkaritler ile elde edilebilecedine inanilivordu. Ayrica,
sasirtici bir sekilde, indirgen olmayan seker ve antijen tek bir
bilegim halinde sunulmus olsa bile, vontemin, tahlil
materyallerinin uzun sireli depolama sireleri boyunca bile
arttirilmis duyarlilidéini koruyabildigi bulunmustur. Bu nedenle,
bulus sahipleri sasirtici bir sekilde, bir basit seker yerine
indirgen olmayan bir sekerin kullanilmasinin, tahlil
bilesenlerinin depolama stabilitesini dnemli &lciide arttirdidini
ve  ayni zamanda yanit seviyelerini de arttirdigini wve
dolayisiyla tahlil duyarlilidini arttirabildidini bulmuslardir.
Tecriye bagdli kalmaksizin, indirgen olmayan sekerin, pozitif bir
hilcre aracili immin vaniti durumunda salinan immiin efektér
molekiillerinin miktarini arttirdidaina, bbylece tahlil
duyarliliginin da arttidina inanilir. Goérlunlsge gére, immin
efektdr molekiilil firetimi artar. Bu nedenle, burada tarif edilen
sekilde indirgen olmayan bkir sekerin kullanilmasi, immin hicre
uyariminin, aksi takdirde mimkiin c¢landan daha erken tespit
edilmesinini de mimkin kilabilir. Bir hilcre aracili immin yanit

tahlilinin duyarliligini arttirma kabiliyeti ayni zamanda
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efektor molekilllerin tespit edilmesinde daha az duvarli yellarin
kullanilmasini ve daha kuc¢uk numune boyutlarinin kullanilmasini
miimkiin kilabilir. Ayrica, bu faydali etkiler, tahlil
materyallerinin uzun siireli depolanmasindan sonra da elde
edilir, bovlece tahlilin glivenilirligi wve tekrarlanabilirligi
gelistirilir,

Ayrica asadidaki yénler de agiklanir:

Birinci bir vy&ne gdre, hiicre aracili immin yanit aktivitesini
dlecmeye yonelik bir vyoéntem sunulmakta olup s6z konusu yoéntem

asagidakileri icerir:

(a) bir antijen ile uyarimin ardindan immiin efektdr
molekiilleri {iretebilen immin hiicrelerini ig¢eren bir numuneyi
en az bir antijen ile ve en az bir indirgen olmayan gseker ile
temas ettirerek bir inkiibasyon bilesimi sunulmasi, ve

(p) bir immiin efektdr molekiiliinin varlidinin veya seviyesinin

tespit edilmesi.

56z konusu yodontem, &rnedin, bir hasta gibi bir denekte hiicre
aracila immin yanit aktivitesinin Olclilmesi icin
kullanilabilmektedir. Tespit edilen immlin efektér molekiliinin
varlidi (veya yockludu) veya seviyesi, bir denedin test edilen
antijene karsi hiicre aracili bir immiin vanitini baslatma
seviyesinin vevya kapasitesinin gdstergesidir.

Ikinci bir yéne gdre, hilcre aracili bir immiin vaniti indiiklemeye
yénelik bir Dbilesim sunulmakta olup sdz konusu bkilesim

asagidakileri icgerir:

a)en az bir antijen;
b)en az bir indirgen olmayan seker; ve

c) istede badli olarak en az bir antikoagiilan.

I1gili bir bilesim, immin hiicreleri iceren numuneyi s&z konusu
bilegim 1le temas ettirerek inkiilbasyon bilesimi hazirlamak

amaciyla birinci yéne gdre olan ydntemde uygun bir gekilde



10

15

20

25

30

kullanilabilmektedir. Uciincii bir yéne gdre, ikinci vydne gdre
bilesim igeren bir numune toplama kabi sunulur. Numune toplama
kak1, birinci yone gbre clan yvontemde uygun sekilde
kullanilabilmektedir. Tercihen, numune toplama kaki, vakumlu bir
kan alma tupudir.

Dérdiincll bir yone gdre, bir denekte hiicre aracili immin yanit
aktivitesini ¢lcmeye ybnelik bir kit sunulmakta clup sbz konusu
kit en az bir antijen, en bir indirgen olmavyan seker, tercihen
Pir kan alma tipld clan en az bir numune toplama kabi ve en az
bir immiin efektdr molekillil i¢in en az bhir tespit etme araca
igerir., Birinci ydne gdre ydntemin gercgeklestirilmesi icg¢in
ilgili bir kit kullanilabilmektedir.

Besinci bir vydne gdre, mevcut beyan, hiicre aracili vyanit
aktivitesinin dlcilmesine vyodnelik 1mminolodjik bir tahlilde
indirgen olmayan bir sekerin kullanilmasi: ile 1lgili olup burada
indirgen olmayan sekerin ilave edilmesi, en az bir immin efektdr
molekiiliinliin, tercihen IFN-gama, s&z konusu tahlilde test edilen
antijene vyanit veren immlin hiicrelerden salinimini arttirair.
Mevcut uygulamanin dider amac¢lari, &zellikleri, avantajlari ve
yénleri, asagidaki ac¢iklama ve ekteki istemler sayesinde

teknikte uzman kisiler ig¢in daha anlasilir hale gelecektir.

SEKILLERIN KISA AGCIKLAMASI

Sekil 1: Bir QFN-CMV tahlilinde trehaloz ilavesinin IFN-gama

yaniti fizerindeki etkisi. (** p<0,01; *** p<0,001)

Sekil 2: Bir QFN-TB tahlilinde trehaloz ilavesinin IFN-gama

vaniti lzerindeki etkisi.

Sekil 3: Dort farkli indirgen olmayan geker, nicel QFN CMV

sonucunu arttirir.
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BULUSUN AYRINTILI ACIKLAMASI

Mevcut bulus, ekteki istemlerle tanimlanabilmektedir.

Bu tarifname boyunca, badlam aksini gerektirmedikge, "icerme”
kelimesinin veya "igerir" ya da “igeren” gibi wvaryasycnlarinin,
belirtilen bir unsur veya tam sayl veya ydntem asamasinin ya da
unsurlar veya tam sayilar veya yodntem asamalari grubunun dahil
edildigini belirttidi ancak baska herhangi bir unsur wveva tam
sayl veya yontem asamasinin ya da unsurlar veya Lam sayilar veya
yvontem asamalari grubunun dahil edilmedigini Dbelirtmedigi
anlasilacaktir.

S6z kenusu  tarifnamede kullanildigz sekilde “bir”, “bu”
ifadelerinin tekil bic¢imleri, badlam aksini acikca belirtmedidi
silrece c¢codul gdndermelerini de kapsar. Bu nedenle, &rnedin, "bir
T-hiicre" referansi, tek bir T-hiicresi ile birlikte iki veya daha
fazla T-hilcresini igerir; "bir antijen" referansi, tek bir
antijen ile birlikte iki veya daha fazla antijen icerir. Benzer
sekilde, bir "ajan", "reaktif", "molekil"® ve "bilesik"
referanslari, tek entitileri ve 56z konusu entitilerin iki veya
daha fazlasinin kombinasyonlarini icerir. "Beyan" referansai,
mevcut beyan tarafindan ele alinan tek weya birden fazla ydnil,
ve benzerini, ig¢erir. Birinci bir yéne gdre, hiicre aracili immin
vanit aktivitesini &lg¢mevyve vyonelik bir ydntem sunulmakta olup

stz konusu yontem asadidakileri icerir:

(a) bir antijen ile uyarimin ardindan immiin efektdr
molekilleri lretebilen immiin hiicrelerini iceren bir numuneyi
en az bir antijen ile ve en az bir indirgen olmayan seker ile
temas ettirerek bir inkiibasyon bilesimi sunulmasi, ve

(b) bir immiin efektér molekilliiniin varliginin veya seviyesinin

tespit edilmesi.

S&z konusu ydéntemin avantajli somut gdsterimleri ve uygulamalari
burada farif edilmigtir. Birinci y&nin bir somut gdsterimine

gbre, hilcre aracili immiin yanit aktivitesini dlc¢meye ydnelik bir
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yontem sunulmakta olup s&z konusu ydntem asadgidakileri icgerir:

(a) bir denekten alinan antijen ile uyarimin ardindan immiin
efektdr molekiilleri ilretebilen immin hicrelerini igeren bir
numuneyi en az bir antijen ile ve en az bir indirgen olmayan
seker i1ile temas ettirerek bir inkiibasyon bilesimi sunulmasi,
ve

() bir immin efektdr moleklilinin varlidinin vevya

sevivesindeki vyiikselmenin tespit edilmesi.

Tmmiin efektdr molekiiliiniin varligr (veya yokludu) veya yikselmis
seviyesi, bir denedin hilicre aracili immiin vanit wverebilirlidi
seviyesinin veya kapasitesinin gdstergesidir. Ozellikle, sd&=z
konusu yéntem, s&z konusu denedin daha &nce antijen ile wveya
test edilen antijenin temsilcisi oldugu bir antijen ile
karsilasip karsilasmadiginin belirlenmesine olanak saglar,
Boylece, denedin sdz konusu antijene karsi hilcre aracaili bir
immiin vyanit ortaya c¢ikarma kabiliyetine sahip olup olmadida
belirlenebilmektedir. Belirli somut gdsterimlerde, ayni zamanda,
hiicre aracili immin vyanit verebilirlidin nicel seviyesi de
belirlenebilmektedir. Tahlilde tespit edilen hicre aracili immin
yvanitinin bluyikliudi, belirli somut gdsterimlerde bir hastalidain
durumu, ilerlemesi ve/veya siddeti ile
iliskilendirilebilmektedir. Bu nedenle, mevcut bevan, bir
denekte hiicre aracili dimmin vyanit verebilirlidi belirlemeye
yonelik arag¢lar sunar. Tarif edilen yontem, diJerlerinin yani
sira hastaliklarin, ©ozellikle de enfeksiydz hastaliklarin,
patclojik durumlarin teshisini mUmkin kilar ve/veva destekler,
immlinokompetans seviyesinin belirlenmesine olanak sadglar ve
endocjen veya egzojen ajanlar 1le birlikte protein toksik
maddelerine karsi immin hiicre yanit verebilirliginin
dederlendirilmesine olanak sadlar. Tahlil ayrica, bkir hastalik,
enfeksiyon veya kontaminant 1ile 1liskili bir antijen gibi,
belirli bir antijene daha &nce maruz kalmis deneklerin

taranmasini veyva izlenmesini miimkin kilar. S$S&z konusu ydntemin
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diger ©Snemli uygulamalari ve faydalari daha sonra tarif
edilecektir.

Birinci yone wve bulusa gére ydntemin &zel ydntem asamalari ve
tercih edilen somut g&sterimleri Dburadan itibaren ayrintil:

olarak aciklanacaktir.

{a) asamasi

(a) asamasinda, bir antijen ile uvarimin ardindan immin efektdr
molekiilleri iretebilen immin hiicrelerini ig¢eren bhir numune, en
az bir antijen ile ve en az bir indirgen olmayan geker ile temas
ettirilir. Immin hiicreler ve/veya tam numune, ¢&érnedin, hiicre
aracili immin yvanit verebilirlidi belirlenecek bir denekten elde
edilebilmektedir.

"Denek" referansi arasinda &rnedin primatlar, ¢iftlik hayvanlar:
(&rnedin koyunlar, inekler, domuzlar, atlar, essekler, kegiler},
laboratuvar deneyi hayvanlari (6rnedin fareler, sicanlar,
tavsanlar, gine domuzlari, hamsterlar), evcil hayvanlar (&rnedin
képekler, kediler), kus tirleri (O0rnedin kimes hayvanlari, kafes
kuslari), siringenler ve amfibiyanlar dahil olmak lzere insan
veya 1nsan olmayan tlrler bulunur. Burada ag¢iklanan ydntem
arastirma, insan tibbi ile birlikte hayvancilik, veterinerlik ve
vahsi yasam uygulamalarinda uygulanabilirlige sghiptir.
Tercihen, denek bir insandir ve burada tarif edilen hiicre aracili
immin yanit ydntemi, patojenik mikroorganizmalara, virilislere ve
parazitlere yanit verebilirlidin, hastalik durumlarinin,
gelistirme olasiliginin taranmasinda veya otcoimmin durumlarin
izlenmesinde, bir denedin onkoloijik zorludga veva imminoterapive
verdidi yanitin izlenmesinde, bir hastalida karsi hilcre aracila
imminitenin izlenmesinde ve herhangl bir immin yetmezlik veya
immiinosupresyonun varligina belirlemeye yonelik taramada
kullanilir. Sonuncusu, Ornedin, c¢esitli kemoterapdtik ajanlar
dahil olmak {lzere belirli ilag¢lara bkadli o¢larak ortava
¢ikabilir. Alternatif olarak, gevregsel proteinli toksik

maddelere wve kirletici maddelere maruz kalmak, mevcut bulusa
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gére olan yéntem kullanilarak belirlenebilmektedir.

Numune, uygun bir antijen ile uyarimin ardindan immiin efektdr
molekiilleri {iretebilen immiin hiicreleri icerir. “Immiin hiicrelexr”
arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, dodal katil (NK)
hiicreleri, T-hicreler, B-hiicreler, makrofajlar ve menosgitler,
dendritik hiicreler wveya dodrudan veya dolayli antijen uyarimina
yanit olarak bir wveya daha fazla immin efektdr molekild
liretebilen herhangi bir baska immiin hiicresi dahil olmak lizere
lenfositler bulunur. Tercihen, numune lenfositleri, daha
tercihen ise T-lenfositleri icerir. “T-hiicreler” ve “T-
lenfositler” terimleri burada birbkirinin yerine kullanilir. T-
hiicreler, sunulan antijeni tanimalari durumunda gicli bir immiin
yaniti sadlayabilmektedir. T-hiicreler, test edilen antijene veya
test edilen antijenin temsilcisi o¢oldudu Dbir antijene daha
onceden maruz birakilmissa, bu antijenin spesifik bellegine
sahip T-hiicrelerin hizli bir yeniden uyarimi gergeklesir. Bu
antijene &zgll T-hiicreler, &zellikle interferon gama gibi immin
efektdr molekiillerini salgilayarak yanit verir. Interferon gama
veya salinan interferon gamava vanit olarak salinmig bir immin
efektdr molekiilli, daha sonra test edilen antijene karsi immin
yanit verebilirligin spesifik bir mark&ri olarak
dlciilebilmektedir. Bu nedenle, bir somut gdsterime gdre, numune,
T-lenfositleri, tercihen CD4* vyardimci T-hiicreleri ve/veya CDS8*
sitctoksik T-hiicreleri igerir. Tercihen, numune ayrica, karsilik
gelen uyarici hicreleri, oOzellikle test edilen antijeni T-
hilcrelere sunakilen antijen sunucu hiicreleri ig¢erir. Bununla
birlikte, uygun antijen sunucu hiicreler, inkibasyon bilesimine
ayri olarak ilave edilebilir. Sirasivla ilave edilen antijen
sunucu hiicreler (APC), dofalin vani sira vapay antijen sunucu
hilcreleri veya parcaciklari da i¢erir. Ornedin 1sinlanmis otolog
veya HLA ile eslestirilmis antijen sunucu hilicreler gibi uyarica
hilcreler, istede badli olarak inkibasyen bilesimine ayri clarak
ilave edilebilmektedir wve daha sonra antijeni T-hilicrelere
sunmaktadir, Bu somut gdsterim, &rnedin, numune bir T-hiicre

vanitini indiiklemek igin gerekli olan ilgili uyarici hlcreleri
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igcermiyorsa uygulanabilirdir. Yapay antijen sunucu  somut
gbsterimler arasinda, bunlarla Sinirlza olmamak kaydivyla,
iliskili rekombinant MHC molekiilleri veya peptidleri ve
rekombinant ortak uvyarici molekiilleri olan parcgaciklar veya
lipid vesikiller bulunur.

Tercihen, numune bir denekten alinir. Bir scomut gdsterime gbre,
numune, immin hiécreleri iceren bir vicut sivisidir veya ilgili
bir vicut sivisindan tiliretilen kismi iceren bir immiin hiicredir.
Tercih edilen bir somut gbsterime gdre, numune tam kandir. "Tam
kan" ile bir denekten alinan biiyik &lg¢ide seyreltilmemis veya
fraksiyonlara ayrilmamig kan kastedilir. Bir somut gdsterime
gdre, tam kan numunesi periferik kandir. Tam kan, hiicre aracili
immiin yanit aktivitesini belirlemek ig¢in tercih edilen wve en
uygun numune olmakla birlikte, 1immin hicreleri ic¢eren baska
numuneler de kullanilabilmektedir. Ornekler arasinda, bunlarla
sinirli olmamak kaydiyla, lenf sivisi, serebral sivi, dcku
sivisl (kemik i1ilidi veya timils sivisi gibi) ve burun ve akcider
s1visi ve bronkoalveoler lavaj dahil olmak iizere solunum sivisi
bulunur. Avyrica vukarida belirtilen numunelerin Kkisimlari veya
tiirevleri, &rnedin hicre aracili dimmin vyaniti o&lgmek dg¢in
gerekli olmayan hiicrelerden ycksun hale getirilen numuneler,
numune olarak kullanilabilir wve numune isleme 1ile elde
edilebilmektedir. Ornedin tam kan, teknikte bilinen ydntemlerle
kirmizi kan hiicreleri v /veya trombositler gibi CMI yaniti ig¢in
gerekli olmayan bilesenleri cikarmak icin isleme tabi
tutulabilir wveya beyaz kan hiicrelerini zenginlestirmek i¢in
iglenebilir. Ayrica, buffy ccat hlcreleri veya periferik kan
menenikleer hilcreleri (PBMC), teknikte bilinen yéntemlerle elde
edilebilmekte ve numune olarak kullanilabilmektedir. Bir somut
gésterime gére, kiltirlenmis immin hiicreleri numune olarak
kullanilair. Ayrica, dondurularak saklanmisg hilicreler, ©&rnedin
dondurularak saklanmis PBMC hiucreleri, denedin immiin hiicre
kaynadi ve dolayisiyla numune olarak kullanilabilmektedir.
Ornedin ¢dzilmis PBMC hiicreleri, immiin hilcreleri iceren numuneyi

salamak amacivyla killtiir ortami ile temas ettirilebilmekte olup
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sz konusu numune daha sonra, tercihen tek bir bilesim halinde
ilave edilen bir antijen ve indirgen olmayan seker ile temas
ettirilir inkilbe edilir. Bir somut gdsterime gdre, numune bir
hiicresel immlin yvanita aracilik etmek icin gerekli olan tiim immiin
hiicreleri idigerir. Bununla birlikte, vyukarida tarif edildigi
giki, uyarigi hiicrelerin, &zellikle de antijen sunucu hilgrelerin
ayri 1lave edilmesi de mevcut bulusun kapsami dahilindedir. Bir
somut gdsterime gdre, numune en az T-hilcreleri (T-lenfositleri)
ve NK hliicrelerini (NK-lenfositleri) igerir. Bir somut gdsterime
gbre, numune, numunenin antijen ve/veya indirgen olmayan seker
ile temas ettirilmesi o&ncesinde %50, %40, %30, %25, %20, %15,
%10, %5 veya %3'ten fazla seyreltilmez.

Analiz edilecek olan numune bir inkiibasyon bilesimi elde etmek
Uzere en az bir antijen ile ve en az bir indirgen olmayan seker
ile temas ettirilir.

Burada kullanildigi: sekliyle "antijen" terimi, &zellikle bir
immiin vaniti uvarma veya veniden uvarma kabilivetine sahip olan
ve Ozellikle bir hilcresel immin vaniti uyarma veya veniden uyarma
kabiliyetine sahip olan herhangi bir molekilil vevya ajani ifade
eder. Bu nedenle "antijen" terimi genis anlamda kullanilir.
Ozellikle terim, majdr histokompatibilite kompleksi (MHC} ile
baglanakilen ve bir T-hiicre reseptdriine sunulabilen wveya bir
antikor ile badglanabilen herhangi bir molek{ilii veya ajani ifade
eder. Terim ayrica &érnedin CDld veya difer CDl aile ilyveleri gibi
klasik olmayan MHC proteinleri ile baglanabilen herhangl bir
molekiilll veya ajani da ifade edebilir. Bir somut gdsterime gdre,
antijen bir immincjendir. Bir somut gdsterime gbre, antijen bir
immiinojen dedildir. Antijenler arasinda, bunlarla sinarla
olmamak kavydivla, peptidler, proteinler, haptenler, alerjenler
veya toksinler wveya herhangli bir dodal olarak olusan veya
sentetik molekill veya bunlarin parcalari bulunur. Bir somut
gbsterime gbre, antijen inaktif bir patojen veya bunun bir kismi
veya lizatidair. Bir somut gdsterime gdre, antijen, peptidler,
glikoproteinler dahil olmak iizere proteinler, karbonhidratlar,

fosfolipidler, fosfoproteinler, fosfolipoproteinler ve yukarida
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belirtilenlerin fragmanlarindan clusan gruptan secilir. Burada
kullanildidi sekliyle "peptid" terimi ayrica baglam aksini
acikga belirtmedikge polipeptidleri ve proteinleri igerir.
"Protein" terimi ayrica glikoproteinler ve fosfoproteinler gibi
nmodifiyve edilmis bigimleri de igerir. Bir somut gdsterime gore,
antijen bir wveya daha fazla tam uzunlukta veya kismi uzunlukta
peptid igerir. Bir somut gdsterime gdre, antijen bir peptid
tarafindan sadlanir. Bir somut gé&sterime gbdre, antijen olarak
kullanilan bir veya daha fazla peptid, 5 ila 100 amino asit,
tercihen 7 ila 50 amino asit arasindan seg¢ilen bir uzunluga
sahiptir. Bir somut gdsterime gdre, antijen, bir veya daha fazla
farkli tam uzunluktaki wveya kismi uzunluktaki peptidlerden
olusan bir peptid seti tarafindan sadlanir. Bir peptid seti, en
az 1ki peptid igerir ve bir somut godsterimde bir dizi ortisen
veya oOrtiismeyen peptid igerir. Tlgili bir peptit seti, dodal
olarak olusan bir protein antijeninin tim uzunludunu veya bir
kismini kapsayvabilir. Avrica, peptidlerin mutlaka O&rtiismesi
gerekmez veya tek bir amino asit veya birden fazla amino asit
ile &rtisebilir. Bir somut gdsterime godre, dcdal olarak olusan
bir peptid wveya protein antijeninin %80-100't4nid kapsayan bir
peptid seti kullanilzair.

Bir somut gdsterime gbre, antijen, bir CD8* sitotoksik T-hiicresi
tarafindan taninan en az bir peptid tarafindan sadlanir. Bu somut
gésterim igin, antijen tercihen, 15 amino asitten daha az,
tercihen 13 amino asit veya daha az, 12 amino asit veya daha az,
11 amino asit veya daha az ya da 10 amino asit veya daha az bir
uzunluda sahip en az bir peptid tarafindan saglanir. Bir CD8*
sitetoksik T-hiicresi tarafindan taninan ilgili bir peptid icin
uygun boyut araliklari arasinda 7-14 amino asit kalintisi, 7-13
amino asit kalintisi, B ila 12 amino asit kalintisi, 8-11 amino
asit kalintisi ve 8 ila 10 amino asit kalintisi bulunur. Ayrica
CD8* sitotoksik T-hiicreleri tarafindan taninan peptidleri iceren
veya bunlardan olusan bir peptid seti de kullanilabilmektedir.
S&z konusu peptidler, dogal clarak olusan bir protein antijeni

gibi bir protein antijeninin tamamini veya bir kismini
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kapsayabilir. Antijen olarak 1ilgili kisa peptidleri iceren
tahlillerin, glikoz veya dekstroz gibi basit gekerlerin
varliginda depclama esnasinda tahlil aktivitesinde Onemli bir
diislis gé&sterdidi bulunmustur. Bu, mevcut bulus ile ele alinan
indirgen olmavan sekerler kullanildiginda gorilmez. Burada,
tahlil bilesenlerinin uzun siireli depolama siiresinden sonra bile
indirgen olmayan sekerin dahil edilmesine badli olarak tahlil
duyarlilidi artmava devam eder. Bu, bir CD8* sitotoksik T-hiicresi
tarafindan taninan bir peptid antijeni ve indirgen olmayan bir
gsekeri idig¢eren bir bilesim drnedin kit bilesidi, sirasiyla
bilesen, olarak kullanildidinda Snemli bir avantajdir.

Bir somut gésterime gdére, antijen, bir birinci setin 7 ila 14
amino asit kalintisi uzunludundaki en az bir peptid icerdidi ve
bir ikinci setin 15 wveya daha fazla amino asit kalintisa
uzunlugundaki en az bir peptid igerdidi en az iki peptid seti
tarafindan saglanmakta olup bu peptidler bir protein antijeninin
tamamini veva bilr kismini kapsar. Sdz konusu her bir set, en az
bir peptid ila bir dizi ortiisen veya Ortismeyen peptid igerir.
Numunede bulunan immin hiicreler ile test edilecek hastalik veya
durumun temsilcisi olan bir protein antijeninden tiretilmis vya
da ona karsilik gelen 7 ila 14 amino asit peptidinin ve 15 amine
asit peptidinin birlikte inkilbasyonu, daha duyarli bir tahlile
neden olur, bdylece, immin hicresi ve dzellikle Ilenfosit
uyariminin, aksi takdirde mumkin c¢landan daha erken tespit
edilmesinini mimkin kilar. Hicre aracili bir immin vyanit
tahlilinin duyarlilidini arttirma kabiliyeti, avantajli olarak
tespit sinirini azaltir ve/veya efektdr molekiilleri tespit
etmeye vonelik daha az duvarli araclarin kullanilmasina olanak
saglar. Bu nedenle, indirgen colmavan bir gekerle kombinasyon
halinde en az iki ilgili peptid setinin kullanilmasi faydalidir.
Teoriye veya etkl sekline badli kalmaksizin, iki peptid setinin,
7 1la ldmer peptidleri ve 215mer peptidleri, hem CD4* hem de CD8*
T-hiicreleri ile tespit edilmeyi mimkin kildidina inanilair. CD4*
T-hiicreleri >15 mer peptidleri tanir ve CD8' T-hiicreleri ise 7

ila 14 mer peptidleri tanir. Bu peptidler burada "CD4*
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peptidleri”™ (215 mer peptidler) veya "CD8' peptidleri”™ (7 ila 14
mer peptidler) olarak ifade edilebilir. Her bir set en az bir
peptid icerir ve bir somut gdsterimde bir dizi Ortisen peptid
igcerir. Bu nedenle, bir birinci set, 7 1ila 14 amino asit
kalintisi: uzunludundaki bir dizi &rtigsen peptid igerebilir., Bu
peptidler CD8' T-hilcreleri (CD8' peptidleri) tarafindan taninir.
Bir ikinci set, 15'ten fazla amino asit kalintisi uzunludundaki
bir dizi drtiigsen peptid icerebilir. Bu peptidler CD4* T-hiicreleri
(CD4" peptidleri) tarafindan taninir. Her iki peptid seti, bir
protein antijeninin, &rnedgin test edilecek hastalik veya durumun
temsilcisi olan dcdal olarak olusan bir protein antijenin, tim
uzunludgunu veya bir kismini kapsayabilir. Peptidlerin mutlaka
Srtiismesi gerekmez wveya tek bir amino asit veya birden fazla
amino asit ile grtisebilir. Peptidler, bir protein antijeninin
%80-100"Unl kapsayan ve bu nedenle kaplayan peptid kapstllerini
igerir. "%80-100", %80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, %2, 93, 94, 95, 926, %7, 98, 99 wveya 100 anlamina gelir. Bir
somut gdsterime gdre bir protein antijeninin tamamini veya bir
kismini kapsavan vaklasik 7 1la 14 amino asit kalintisi
uzunlugundaki bir dizi &rtisen peptid referansi, N-terminal
ucundan C-terminal ucuna ya da bunun bir kismina kadar olan bir
protein antijeninin toplamda amino asit kalintilarini kapsayan
her amino asit kalintisindan en fzzla 6 amino asit kalintisina
kadar kapsavan 7 amino asit kalintisi uzunludundan en fazla 14
amino asit kalaintisina kadar olan bir peptid anlamina gelir.
Dolayisiyla, belirli bir peptidin uzunludu x'in 7 1ila 14 arasinda
oldugu x amino asit kalaintisi uzunlufunda ise iki ardisik peptid
arasindaki oOrtisme derecesi x-1'den x-6'va kadardir. Bir somut
gdsterimde, her bir ardisik peptidin ortiismesi x-1'dir. =215
amino asit kalintisi uzunlugundaki bir dizi &rtisen peptid
ayrica, her Dbir peptidin en az 15 amino asit kalintis:
uzunludunda ya da en fazla tam protein antijen uzunludunda oldudu
bir protein antijeninin tamamini va da bir kismini kapsar. Bir
somut gdsterimde, 215 amino asit kalintisi uzunludundaki bir

peptid, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 2%, 27, 28,
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2%, 30, 31,32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,42, 43, 44,
45, 46, 47, 48, 49 veya 50 amino asit kalintisi gibi 15 ila 50
amino asittir.

Mevcut beyan, serideki her bir peptidin veya peptid setinin ayni
uzunlukta (baska Dbir ifadeyle x) bulundudu durumu igerir.
Bununla birlikte, peptid serileri veya peptid seti, bir somut
gbsterime gbre xi peptidlerinin her birinin vyaklasik 7 ila 14
amino asit kalintisi uzunludunda wveva 215 amino asit kalintisi
uzunludunda oldudu bir xi1, %2, Xj... X: peptidleri karisimi
igerebilir. CD4* ve/veya CD8' peptidler, ayri peptid havuzlarina
b&liinebilmektedir, Runlar, numuneye ayrica ilave
edilebilmektedir wvevya tercihen indirgen olmavan bir sgekerle
birlikte bir bilesime dahil edilebilmektedir. Bu bkilesim daha
sonra 1inkibasyon bilesimi hazirlamak {iizere numune ile temas
ettirilebilmektedir,

Baz1 somut gdsterimlerde, immin sisteme in vivo sunulan
antijenlerin bir vevyva daha fazla etkisini taklit eden bir veva
daha fazla antijen kullanilar. Bir somut gésterime gdre,
antijen, bir &6z antijen, bir patojenik organizmadan olan bir
antijen 1le c¢apraz reaktif olan veya bundan tlretilen bir
antijen, immin yaniti uyaran bkir metal wveya inorganik molekiil
veya tumdr-iliskili bir antijen arasindan sec¢ilir. Bir somut
g&sterime gbre, antijen, bir hastalik durumu ile iliskili bir
patojenden tiretilmistir ve bu nedenle patojenden tiretilen kir
antijen 1le ¢apraz reaktiftir veya bir kanser ile ilisgkili olan
timGr-iliskili bir antijendir veva bir toksik maddedir vya da
bundan tiretilmistir. Bir somut gdsterime gdre, numune, bunlar
icin hiicre aracili immiin vanitin test edilecedi hastalidja veya
duruma &zgi bir antijen, oSrnedin dederlendirilecek bir hastalik
veya durumla iliskili wveya bunun temsilcisi olan bir antijen,
ile temas ettirilir. Bir scmut gésterime gbre, antijen,
hastalida ozgil bir antijen, ozellikle de patojene ozgu bir
antijendir. Bazi somut gdsterimlerde, patojen, bir bakteri, bir
viriis, bir parazit veva bir mantardir. Ornekleyici bir somut

gbsterimde, antijen, bir mikobakteriumdan, bzellikle de
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Mycchacterium tuberculeosis’den olan bir antijendir. Bu nedenle,
baz1i somut gdsterimlerde, antijen tiuberkiloza (TB) &zgll bir
antijendir. Ornedin antijen, Mycobacterium tuberculcsis veya M.
avium'dan saflastirilmis bir protein tiirevi olabilmektedir. Bazi
somut gdsterimlerde, antijen, ESAT-6, CFP-10 wve TR7, sirasiyla
TB7.7 gibi mikobakteriyel proteinleri simiile eder. Baska bir
Ornekleyici somut gbsterimde, antijen, sitomegaloviriie (CMV)
gibki bir virlistendir vevya buna &zgldir.

Antijenlerin, bzellikle hastaliga ©Ozgi antijenlerin dider
6rnekleri, daha sonra tarif edilecektir,.

Fk olarak, numune, indirgen c¢lmayan bir sekerle (a} asamasinda
temas ettirilir. "Indirgen olmayan bir seker” dzellikle, Fehling
¢bzeltisi, Benedict reaktifi veya Tellens reaktifi gibi indirgen
sekerlere ydnelik bir tespit reaktifi ile reaksiyona girmeyen
bir gekeri ifade eder. Indirgen olmayan bir seker, serbest bir
indirgen ug igermez ve buna uygun olarak, serbest bir aldehit
veya serbest keton grubu icermez. Indirgen olmayvan seker
herhangi bir uzunluda sahip olabilir wve dodrusal veya dallzi
olabilir. Belirli somut gésterimlerde, indirgen clmayan seker,
en az ikl moncosakkarit birimi igerir. Bir scmut gdsterime gdre,
indirgen olmayan sekerin monosakkarit birimlerinin herhangi
birinde ve hepsinde, halka vyapisindaki oksijen atomuna komsu
olan karbon atomlari, bir hidroksil grubu icermez ve dolavyisiyla
bir anomerik hidroksil grubu da igermez. Bir somut gdsterime
gbre, indirgen olmayan oligosakkaritin monosakkarit birimlerinin
halka vyapilari bir hemiasetal veya hemiketal grup icermez. Bir
somut gdsterime gdre, indirgen olmayan seker, 10 veya daha az
mencesakkarit kirimi, daha tercihen 8 wveva daha az monosakkarit
Pirimi, & wveya daha az monosakkarit birimi, 5 wveya daha az
moncsakkarit birimi, 4 veya daha az monosakkarit birimi, 3 veya
daha az monosakkarit birimi veya 2 monosakkarit birimi igeren
kir oligosakarittir. Tercihen, indirgen olmayan seker bir
disakkarittir. Bir somut gdsterime gbdre, bir monosakkarit
biriminin indirgen ucunun kaska bir monosakkarit biriminin

indirgen ucuna badlanmasiyla monosakkarit birimleri arasainda

18



10

15

20

25

30

35

glikosidik baglar olusturulur. Indirgen olmayan sekerin tercih
edilen &rnekleri arasinda sakkarcz ve trehaloz bulunur. Ayrica,
Odrneklerle g&sterildidi gibi, mannitol wve rafinoz da indirgen
olmayan seker olarak kullanilabilir. Dolayisiyla, bir somut
g&sterime godre, 1indirgen olmayan geker, trehaloz, mannitol,
sakkaroz ve rafinozdan secilir. Orneklerle gdsterildigi gibi, bu
Srnek nitelidindeki indirgen olmayan sekerler, vanitin
biylikligiinti arttirir. Trehaloz &zellikle tercih edilir clnki
denevyler, trehalozun vanitin Dbiuyukliglind arttirdidini ve
dolayisiyla tahlil duyarliligini artirabildidini ve ayrica
trehaloz ve bir antijen iceren bir bilesimin cldukca iyi depolama
stabilitesi sergiledidini gédsterir. Orneklerle gdsterildigi
gibi, test edilen indirgen olmayan sekerler arasinda, vyaniti
arttirma etkisi trehalcz 1le en glicli olmustur. Bununla
birlikte, indirgen oclmayan seker ayrica bir monosakkarit de
olabilir, burada, &rnedin indirgen ug¢ bir baska kimyasal entiti
ile baglanir ve béylece blcke edilir. Buna uygun olarak, indirgen
olmayan seker, tlUrevine ddéniistliriilebilir. Seker tiirevlerinin
drnekleri arasinda, bir veya daha fazla hidroksil grubunun bkir
amino grubu veya bir asetilamino grubu ile ornatildigi amino
sekerler bulunur. Tercih edilen somut g&sterimlerde, indirgen
olmayan seker ornatilmaz ve &dzellikle tirevine déntstirilmez.
Bir somut gbsterime gbre, indirgen olmayan seker Dbir
poliszkkarit dedildir. Belirli somut gdsterimlerde, indirgen
olmayan seker, bir proteine, peptide veya bir lipide ya da baska
bir makromolekille badli dedildir. Bir somut gdsterime gdre,
indirgen olmayan seker, bir hiicre kiltirl ortami veya baska bir
ortam icinde bulunmaz. Bir somut gdsterime gbre, indirgen
olmayan seker bir sivi ic¢inde bulunmaz. Indirgen olmayan seker,
numuneade bulunan immiin hilcreleri tarafindan metabolik sirecte
degistirilebilirdir. Bir somut gdsterime gdre, indirgen olmayan
seker, numune ve antijen igeren inkibasyon bilesiminde uygun bir
konsantrasyonda mevcut oldudunda yeniden uyarilmis T-hiicreler
ile interfercon gama'nin saliniminl arttirabilen indirgen olmavyan

bir sekerdir.
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Numunenin antijen, indirgen olmavan seker ve istede badli olarak
katki maddeleri ile temas ettirilmesiyle bir inkilbasyon bilegimi
elde edilir. Tercihen, sz konusu bilesim, o¢da sicaklidinin
Uzerinde wve dolayisiyla vyliksek sicakliklarda inkiibe edilir.
Tercihen, inkilbasyon sicaklidi 30°C'nin 1iizerinde, tercihen
35°C'nin idzerindedir. Tnkibasyon sicaklidi ig¢in uygun araliklar
30°C ila 40°C, tercihen 35°C ila 40°C arasindadir. Buna uygun
olarak, inkilbasyon bilesimi 37°C +4/- 1°C’de inkilbe edilir.
Tercihen, inkibasyon bilegimi, immin hicrelerin antijen ile
uyariminl wve immin efektdr molekilllerinin dretimini sadlamak
igin bu gibi yiksek sicakliklarda en az 2 saat boyunca inkiibe
edilir. Inkiibasyon asamasi 2 ila 50 saat, &rnedin 2 ila 40 saat,
5 ila 30 saat, 8 ila 24 saat, 16 ila 24 saat veva 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 1o, 11, 12, 13, 14, 15, le, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27,28,29, 30, 31,32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39,40,41,42,43, 44,45, 46,47,48,49 veya 50 saat arasindaki bir
zaman aralidi olabilir. Bazi somut gdsterimlerde, inkibasyon,
bilesimi inklbe etme sliresince antijen{ler)in, indirgen olmayan
sekerin ve numunenin dagitilmasi i¢in istefe bagli bir baslangig
karistirma asamasinin ardindan, daha fazla karistirilmadan
gerceklestirilir.

Inkibasyon bilesiminde, indirgen olmayan geker, uyarimi,
sirasivyla, immiin sistem hiicrelerinin antijen tarafindan veniden
uyariminli arttirmak i¢in etkili oldudu Dbir KkKonsantrasyonda
bulunur. Bu nedenle, indirgen olmayan seker, pozitif bir
numunede, baska bir 1ifadeyle antijene karsi immiino yanit
verebilir olan bir numunede, indirgen olmayan sekerin inkiibasyon
bilesimine ilave edilmesinin, indirgen olmayan sekerin
eklenmemesivyle karsilastirildidainda, {Uretilen immin efektdr
molekiillerinin seviyesini, tercihen interferon gama, arttirdiga
bir konsantrasyonda ilave edilir. Bu nedenle, indirgen olmayan
seker, hiicre aracili bir immin yanit gésteren bir numunede daha
fazla 1immin efektdr molekilil Uretildigi ic¢in immin efektdr
molekiliniin yanit biUyikligini arttirdidr bir konsantrasyonda

ilave edilir. Tercihen, indirgen olmavan seker, immiin efektdr
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molekiildl yanitaini en az 1,1 kat, tercihen en az 1,2 kat, daha
tercihen en az 1,3 kata kadar arttirdidir bir konsantrasyonda
kullanilir. Bir somut gdsterime gbre, indirgen clmayan sesker,
numunede bulunan immin hilcrelerinin uzan streli zaman
periyotlari beoyunca ilgili bir yanita aracilik etme kabilivyetini
korur. BRir somut gésterime gdre, inkiibasyon bilesimindeki
indirgen olmayan sgeker konsantrasyonu en az 1 mg/ml, en az 1,5
mg/ml, tercihen en az 1,75 mg/ml, daha tercihen ise en az 2
mg/ml'dir. Ornek nitelidindeki araliklar arasinda, bunlarla
sinirli olmamak kaydiyla, 1 mg/ml ila 20 mg/ml, 1,5 mg/ml ila
17,5 mg/ml, 2 mg/ml ila 15 mg/ml, 3 mg/ml ila 15 mg/ml, 4 mg/ml
12,5 mg/ml wve 5 mg/ml ila 10 mg/ml bulunur. Orneklerle
gbsterildidi gibki, bu araliklar &rnedin trehaloz i¢in uygundur.
Bunlar, Orneklerle gdsterildigi gibi, sakkaroz, mannitol ve
rafinoz gibi dider indirgen clmayan sekerler ic¢in de uygundur.
Bir somut gbsterime gbdre, inklibasyon bilegimindeki indirgen
olmayan seker konsantrasyonu, 1,5 mg/ml ila 10 mg/ml aralidinda,
6rnedin 1,75 mg/ml ila 7,5 mg/ml veya 2 mg/ml ila 5 mg/ml
araliginda bulunur. Uygun konsantrasvyonlar, burada tarif edilen
Hgretileri takip eden uzman kisi tarafindan da
belirlenebilmektedir.

Bir veya daha fazla baska katki maddesi ilave edilebilmekte ve
béylece inkibasyon bilesimine dahil edilebilmektedir. Ornedin
numune bir kan &rnedi oldudunda uygun pbir antikecagiilan gibi
numune hazirlama ve/veya numune koruma i¢in gerekli veya
avantajli olan bir veya daha fazla katki maddesi ilave
edilebilmektedir. Tercihen, antikcagiilan heparindir. Katk:
maddeleri, hilcre aracili immiin vanita miidahale edebilecekleri
bir konsantrasyonda bulunmamalidir. Bir somut gdsterime gbre,
indirgen olmayan sekere ek olarak inkilbasyon bilesimine bir
basit seker ilave edilmez. Bir somut gdsterime g&re, indirgen
olmayan sekere ek olarak inkibasyon bilesimine indirgen sesker,
bdzellikle indirgen monosakkarit ilave edilmez.

Bir scmut gdsterime gdre, numune, antijen wve indirgen olmayan

seker igeren bir bilegim ile temas ettirilir. Bu somut gdsterim
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zellikle avantajlidir, c¢inkil kullanici indirgen olmavan sekeri
inkiibasyon bilesimine ayri olarak ilave etmek zorunda dedildir.
Bu tir kullanima hazir bilesimler sunmak, isleme hatalarini
onler ve zamandan tasarruf edilmesini sadlar. Istede bagdli
olarak, antijen ve indirgen c¢lmayvan seker iceren bilegsim iginde
bir seyreltici wveya ¢o&zicid bulunur. Ayrica, inkiilbasyon
bFilegimine dahil edileceklerse, s6z konusu bilesime bir wveya
daha fazla katki maddesi dahil edilebilmektedir. Katki maddeleri
hiicre aracili vanita midahale etmemelidir. Bir somut gdsterime
goére, bilesim ek olarak bir antikoagiilan, tercihen heparin
igerir. Bir somut gbsterime gdre, bilegsim bir basit seker
icermez. Bir somut gdsterime gbre, bilesim bir indirgen seker
icermez, &zellikle bir indirgen monosakkarit icermez.
Inkiibasyon bilesimini hazirlamak ic¢in, antijeni indirgen olmayan
gseker wve bkir kan G&rnedi durumunda istede Dbadli olarak bir
antikoagiilan gibi bir wveya daha fazla katk:l maddesi iceren
bilesim numune 1le temas ettirilir. Numune bilesime ilave
edilebilmekte veya tam tersi vyapilabilmektedir. Inkiibasyon
bilegiminin hazirlanmasi i¢in, numune, antijen, indirgen colmavan
seker ve tercihen (mevcut ise) ilave katki maddesi karigtiralair.
Uygun bilesim big¢imlerinin &rnekleri arasinda sivi bilesimler,
yvarli sivl bilesimler, jel benzeri bilesim ve kati bilesimler,
8zellikle kurutulmus bilesimler bulunur. Bir somut gdsterime
gbre, antijen, 1ndirgen olmayan gseker ve 1istede badli olarak
ilave bir katki maddesi ic¢eren bilesim, bir numune toplama
kabinda, tercihen bir kan alma tipll gibi bir numune tcplama
tipinde bulunur. Bu, numune, toplama sonrasinda dodrudan bilesim
ile temas ettirildigi ic¢in &zellikle uvygundur. Bir somut
gbsterime gdre, antijen, indirgen olmayan seker ve istede bagdli
olarak ilave bir katki maddesi igeren bilesim, numune toplama
kabinin i¢ kismina plskiirtilerek kurutulur. Pliskiirterek kurutma
yontemleri, &nceki teknikte 1iyi bilinir ve ku nedenle burada
ayrintili bir aciklamayva gerek yoktur.

Bir somut gdsterime gdre, numune bir denekten alinir ve indirgen

olmayan seker ve/veya antijen ile temas oncesinde &rnedin doku
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kilturu, ortam, eksipivanlar veya didJer sivi ajanlar 1ile
seyreltilmez. Bir somut gdsterime gbre, inkilbasyon bilegimi
hacimce en az %10 numune icerir. “Hacimce en az %107 terimi,
toplam inkibasyon bilesimi hacminin hacimece % 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 2&, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
4e¢, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 5¢, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, ¢4, 65, 66, &7, €8, ©%, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 8¢, 87, 88, 8%, 90, 91, 9z, 93,
94, 95, 96, 97, 98, 99 ve 100’1ik numune hacimlerini igerir.

Orneklerle gdsterildigi gibi, (a) asamasinda indirgen olmayan
bir sekerin ilave edilmesi, sgasirtici bir sekilde, 6zellikle
interferon gama gibi immiin efektdr molekiillerinin salinimini
arttirir, boylece tahlilin duyarlilidini da arttirir. Bu etkinin
sadece Dbasit sekerler ile wve dolayisiyla monosakkaritlerin
azaltilmasiyla gergeklegtirilebilecedine inanildidi ig¢in bu etki
oldukca sasirtici olmustur. Avyrica, antijen ve indirgen olmavan
bir seker igeren Dbilesimlerin vyliksek sicakliklarda bile
geligtirilmis bir depclama stabilitesi sergiledidi bulunmustur.
Iindirgen sekerler ile gdzlemlenen, tahlil duyarlilidinin ve
kalitesinin zamanla azalabildigdi etki, indirgen clmayan sekerler
ile g&rilmez. Bu nedenle, mevcut bulus, uzun siireli depolama
siireleri boyunca tahlil performansini koruyan duyarli ve
depclamada stabil clan bir tahlilin sunulmasi ile &nceki teknige
bnemli bir katki sadglar. Mevcubt bulusa ait &Jreti, antijenin ve
indirgen o¢lmayan sekerin, depolamada stabil olan bir bilesim
halinde sunulmasina o©lanak saglar. Mevcut bulusta, indirgen
olmayan seker antijen icin stabiliz&r olarak kullanilmaz.
Antijenlerin, ¢zellikle peptid antijenlerin, depolamada ¢ok
stabil oldudu deneylerle g&sterilmigtir. Bu nedenle, antijen bir
seker yokludunda depcolanmasi durumunda tahlil performansinda bir
dislis gérilmez. Dolayisiyla, indirgen olmayan seker, ozellikle
immin efektdr molekiillerinin, o&zellikle interferon gama gibi
sitokinlerin, i{retiminin wve/veva saliniminin arttirilmasi ile

tahlil duvarlilidini arttirmak igin kullanilar.
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{b) asamasi

(b) asamasinda, Dbir immiin efektdr molekiiliniin varligi wveya
seviyesindeki vyikselme tespit edilir. Yukarida tarif edildigi
giki, bir immin efektdr molekiiliiniin varligdi (yokludu da igerir)
veya seviyesi, bir denedin test edilen antijene karsgi hilicre
aracili immin yvanit verebilirlidi sevivyesinin veva kapasitesinin
gdstergesidir. Ozellikle, sdz konusu yéntem, s&z konusu denedin
dnceden test edilmis antijenle mi yoksa tespit edilecek patojen
gikbi test edilen antijenle c¢apraz reaktivite gdsteren bir
antijen ile mi karsilasgstidini belirlenmesine olanak sadlar.
Bdylece, denedin sbz konusu antijene, sirasiyla test edilen
antijenin temsilcisi oldugu antijen, patcjen veya hastalida
karsi hiicre aracili bir immiin yvanit ortaya ¢ikarma kabiliyetine
sahip olup olmadid:r belirlenebilmektedir.

Immiin efektér molekiiliiniin tespit edilmesi, peptid veya protein
seviyesinde veya nilkleik asit seviyesinde, &zellikle immln
efektdr molekiilii mRNA ekspresyon seviyesinde meydana gelebilir.
Sonug olarak, immin efektdr molekiiliniin “varliga veya
seviyesini” tespit etme referansi, dodrudan ve delayli verileri
icerir. Ornedin, immin efektér molekiillerinin wvarlidil veya
miktari, ELISA wveya ELISpot gibi uygun tespit vyé&ntemleri
kullanilarak dodrudan belirlenebilmektedir. Ancak, bir somut
gosterimde, immin efektdr molekiiliiniin varligi veya seviyesi, RNA
ekspresyon sevivesine gdre &lgiiliir. Yiksek immliin efektdr
molekili mRNA seviyeleri, immin efektdér melekilinin @ artan
sevivelerini gdsteren dolavyli verilerdir. Bir hedef genin mRNA
ekspresyon seviyesini belirlemeye vyonelik uygun ydntemler,
dncekl teknikte iyi bilinir ve bu nedenle, herhangi bir ayrintili
aciklamaya gerek vyoktur. Buna gdre, bazi scmut gdsterimlerde,
immiin efektdr molekiillli, efektdr molekiiliine &zgl antikorlar gibi
ligantlar veya badlayici molekilller kullanilarak veya immln
efektdr molekiliini kodlayan genlerin ekspresyon seviyesinin

Slclilmesiyle tespit edilebilir.
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Tespit edilecek immiin efektdr moleklilleri, bir antijen ile hiicre
aktivasyonu, uyarma veya yeniden uyarmaya yanit olarak iretilen
bir dizi molekiiliin herhangi biri clabilir. Ayrica, birden fazla
immiin efektdr molekiilili veya test edilen antijen ile numunenin
temasi1 sonrasinda salinan bir immin efektdr molekiili paterni (b)
asamasinda tespit edilebilmektedir. Olclilecek immiin efektér
molekild, immiin hiicreleri tarafindan Uretilebilir, &zellikle T
hilcreleri, ©ozellikle CD4+* vardamci T hiicreleri wve/veya CD8*
sitotoksik T hiicreleri gibi lenfositler tarafindan
Uretilebllmektedir. Bu nedenle, baz1 somut gdsterimlerde,
yéntem, bir veya daha fazla immiin efektdr molekiiliiniin, antijenik
uyarmaya yanit olarak, idmmiin sistem hlcreleri, &zellikle T
hiicreleri, tarafindan Uretilmesine dayanir. Bununla birlikte,
immin hlcreleri, &zellikle vyeniden uyarilmis T-hilcreler 1ile
salinan IFN-gama gibi immin efektdér molekiilleri, ile salinmis
immin efektdr molekiilleri ile uyarildiklari ig¢in immiin olmayan
hiicreler, immin efektdr molekillerini, immin hiicrelerin antijen
ile uyarimaina, sirasiyla vyeniden uyarimina, vyanit olarak
salabilir. Bu immin efektdr molekillleri de ©&nemli bir bilgi
kaynagi olabilmektedir. Bu nedenle, bir somut gésterime gdre,
tespit edilecek olan immin efektdér molekiilii, antijen yeniden
uyarimina yanit olarak efektdr T hilcreleri tarafindan idretilen
aracisiz efektdr molekilll olabilir. Difer somut gdsterimlerde,
akils yonindeki bir immiin efektdr molekiililt &lciiliir. Ornedin,
immin hiicreler, o6zellikle test edilen antijen ile (yeniden)
uyarilan T-hiicreler, tarafindan {lretilen IFN-gama veya dider
araclisiz immiin efektor molekiilleri (b) asamasinda
d8lciilebilmektedir. Bununla birlikte, vukarida tarif edildigi
gibi, bu molekliller genellikle dider hiicreler tarafindan dider
immin efektdr molekilllerinin Uretimini Indikler veya arttirir.
Bu dider (akis ydnlindeki) immin efektdr molekiillerinin idretimi
de (b) asamasinda Olglilebilir. Mevcut bulus ayrica, ()
asamasinda birden fazla tipte immin efektdr molekilinin tespit
edilmesini de kapsar. Bir somut gdsterime gdre, bir immin efektér

molekiilleri paterninin wvarlidi wvevya seviyesi, (b) asamasinda,
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tek basina veya IFN-gama gibi aracisiz immiin efektdér molekilllere
ek olarak tespit edilir. Ilgili bir patern ikiden fazla, tercihen
ticten fazla farkli immiin efektdr molekiilii icerir. Ilgili bir
paterni analiz etmek, denedin immin durumu ile ilgili dederli
bilgiler sunabilmektedir. Ornedin spesifik immiin efektdr
molekiiller veya immin efektdr molekiillerin paternleri spesifik
hastaliklar ig¢in karakteristik olabilmektedir. Bir somut
g&sterime gbdre, (b) asamasinda dlclilecek immiin efektédr molekiilii,
bir lenfokin, interldkin wvevya kemckin gibi bir sitokindir. IFN-
gama gibi bir dinterferon (IFN), belirlenecek 1immin efektdr
molekiillt olarak olduk¢a faydalidir. Dider immiin efektor
molekiilleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydivyla,
interldkinler (IL), &rnedin IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 (CXCL8), IL-
10, IL-12, IL-13, IL-16 (LCF) veya IL-17, IL-la (IL-1F1l), IL-B
(ITL-1F2), TIL-1lrwa (IL-1F3), Tumdr Nekroz Faktori alfa (TNFP-w),
Déniistiiriictt Riylme Faktéri beta (TGF-B}, Graniilosit (G)-CSF veya
Graniilosit Makrofaj (GM)-CSF gibi bir Koloni Uyarici Faktér
(CSF), kompleman bilegseni b5a (Cba), Grooa (CXCL1l), slCAM-1
(CD54), IP-10 (CXCL10), I-TAC (CXCL1ll), MCP-1 (CCL2), MIF (GIF),
MIP-1a (CCL3), MIP-1p (CCL4), Serpin E1 (PAI-1), RANTES (CCL5)
veya MIG (CXCL9) gibki bir dizi sitokin bulunur. Bazi somut
gésterimlerde, mevcut beyan, (b) asamasinda tespit edilecek olan
immin efektdr molekiiliiniin, bir sitokin, kompleman sistemin kir
bilesgeni, perfcrin, defensin, katelisidin, granzim, Fas ligandai,
CD-40 ligandi, ekzotaksin, bir sitotcksin, bir kemokin veya bir
monckin oldugu yontemleri sunar. Tercih edilen somut
gbsterimlerde, (b) asamasinda tespit edilen immin efektdr
melekiildt IFN-gama’dir. Dolavisivla, tercih edilen bir somut
gbsterime gdre, mevcut bevan, bir denekte hilcre aracili bir immin
vanitin Olg¢ilmesine ydnelik bir yéntem sunmakta olup sdz konusu
yontem, bir antijen ile uyarimin ardindan IFN-gama {retebilen
immiin sistem hiicrelerini igeren s&z konusu denekten alinmigs bir
numunenin bir toplama kabina toplanmasinl, s6z konusu numunenin
bir antijen ile wve indirgen olmayan bir seker 1ile inkiibe

edilmesini ve daha sonra IFN-gama'nin varlidi veya seviyesinin
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bir denedin hiicre aracili bir immin yvanit baslatma kapasitesinin
gbstergesi oldudu bir IFN-gama seviyesinin wvarlidinin veya
seviyesindeki ylkselmenin &l¢iilmesini igerir.

Ayrica () asamasinda immin efektor molekiillerinin bir
kombinasyonu da tespit edilebilmektedir. Bu nedenle, &6zellikle
(b) asamasi, bir immin efektdr molekiillinin veya antijen ile
uyarima yanit olarak salinan ve analiz edilecek hastalik veya
durum ic¢in karakteristik olan immiin efektdr molekiillerinin,
bdzellikle sitokinlerin, kembinasyonunun  tespit edilmesini
igerir. Ayrica, bir veya daha fazla immin efektdr molekilinin
seviyeleri, tek baslarina veya baska biycmarkérler veya hastalik
indikatérleri ile kombinasvyon halinde taranabilir.

Bir somut g&sterime gdre, immlin efektdr molekiilil, immiin efektdr
molekiiliinii spesifik olarak baglayan bir ligant kullanilarak
tespit edilir. Tmmin efektdrleri badlayan ligantlar, Dbu
molekiilleri tespit etmede ve/veya miktarini &lgmede Szellikle
kullanislidir. Inkilbasyon bilesiminde bulunan hiicreler, immiin
efektdr molekiiliniin tespit edilmesinden dnce
cikarilabilmektedir. (B) asamasinda kullanilabkilen tespit
tahlillerine yonelik teknikler, teknikte Dbilinmektedir wve
drnedin radyo imminolejik tahlilleri, sandvig tahlilleri, ELISA
ve ELISpot’u igerir. Immiin efektdrleri badlayan antikorlar
ligant olarak 6zellikle kullaniglidir. “Antikorlar” referansi,
drnedin Fab fragmanlari, memelize edilmig (6rnedin hlUmanize
edilmis) antikorlar, deimminize edilmis antikorlar, rekombinant
veya sentetik antikorlar wve hibrit ve tek zincirli antikerlar
gibi efektdr melekilind spesifik olarak badlayan antiker
parcalarini icerir. Hem poliklonal hem de monoklonal antikorlar,
immiin efektér molekillleri veya bunlarain antijenik fragmanlara
ile imminizasyon yoluyla elde edilebilir wve her iki tip
immiinolojik tahlil 1i¢in de kullanilabilir. Her iki antikor
tipini elde etmeye y&nelik vyéntemler teknikte iyi bilinir.
Poliklonal antikorlar daha az tercih edilir ancak uygun bkir
laboratuvar hayvanina, hayvandan serum toplanmasi ve spesifik

serumlarin bilinen herhangi bir immiincadsorban teknikle izole
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edilmesiyle etkili bir miktarda immun efektérinin, veya bunun
antijenik kisminin, enjekte edilmesi yoluyla nispeten kolaylikla
hazirlanir. Bu ydntemle {iretilen antikorlar neredeyse her tlurli
imminolojik tahlilde kullanilabilir olsa da bunlar {irinin olasi
heterojenliginden dolayi genellikle daha az tercih edilirler.
Imminolejik bir tahlilde moncklenal antikorlarin kullanilmasi,
bunlarin biiyik miktarlarda dretilmesi ve {Urunidn homojenlidi
nedenivle &zellikle kullaniglidir. Bir &8limsiiz hilcre hatta ile
imminojenik preparasycna karsi duvarla hale getirilen
lenfositlerin kaynastirilmasiyla elde edilen moncklonal antikor
liretimine ydnelik hibridoma hiicre hatlari preparasyonu, teknikte
uzman kigilerce ivyi bilinen tekniklerle vapilabilmektedir.
Spesifik immiin efektdr molekiillerine karsi olan antikorlar da

pivasacdan temin edilebilir.

Bir somut gésterime gdre, (b) asamasi, inkibasyon bilegiminin
veya bunun bir kisminin, ornedin, hiicreden vyocksun Thale
getirilmis bir Xisminin, bir antikor-efektdr kompleksi

olusturmak ig¢in vyeterli bir siire boyunca ve kosullar altinda
tespit edilecek immin efektdr molekilliine &zgil olan bir antiker
veya bunun bir fragmani ile temas ettirilmesini ve daha sonra
stz konusu kompleksin tespit edilmesini igerir. Yukarida tarif
edildidi gibi, inkiibasyon bilesiminde bulunan hiicreler, &rnedin
saptama éncesinde santrifiigasyon yoluyla, cikarilabilir. Ornedin
numune olarak kan kullanildidainda, hiicreler inkiibasyon
sonrasinda inkiibasyon bilesiminden ayrilabilmekte wve bdylece
tespit etme Oncesinde immiln efektdr molekilllerinin {Uretimi ve
salinimi temel olarak bir plazma numunesi sunabilmektedir.

U.s. Patent No. 4,016,043, 4,424,279 ve 4,018,653
referanslarinda gdrillebilecedi gibi ¢ok g¢esitli imminolojik
tahlil teknikleri mevcuttur. Uretilen immiin efektdr
molekiillerini tespit etmeye yonelik olarak burada tarif edilen
hilcre aracili immin yanit testleriyle birlikte kullanilabilen
ilgili tahliller ayrica Ww02004/04239¢, w02008/113118,
W02010/009484 wve WO2011/075773"te tarif edilir. Avyni zamanda

Clay ve di§. "Assays for monitoring cellular immune responses to
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active immunctherapy of cancer; Clinical Cancer Research 2001;
7:1127-1135", hiicresel immin yanitlari izlemeye ydnelik cesitli
yontemler tarif eder ve dolayisiyla antijen (yeniden) uyarimina
vanit olarak Uretilen immin efektér molekilllerini tespit etmeye
yonelik uygun tahlilleri de tarif eder. Burada, &6rnedin ELISA-
temelli tahliller, ELISpot tahlilleri ve gergek zamanli
niceliksel RT-PCR 1le sitokin mRNA seviyelerinin ©&l¢imid gibi
nitkleik asit temelli tahliller tarif edilir. Istede bagl:i
olarak, RNA ekspresyon sevivesine badli olarak immin efektor
molekiil seviyesini belirlerken, elde edilen veriler &rnedgin CD8
giki kontrol geninin ekspresyonuna normalize edilebkilmektedir.
I1gili yontemler, {dretilen immin efektdr molekillerini tespit
etmek icin mevcut bulus ile birlikte kullanilabilmektedir. Bir
somut gdsterime gdre, bir immin efektdr molekiilinin varlidini
veya seviyesini tespit etmek igin bir nikleik asit temelli tahlil
kullanilir., Nikleik asitler, &zellikle RNA, &nceki fteknikte ivyi
bFilinen standart yéntemler kullanilarak inkiibasyon bilesiminden
veya bunun hlicresel kismindan izole edilebilmektedir. Tercihen,
immiin efektér molekilliinin ekspresyonunun varliga veva
yiukselmesi, amplifikasyon temelli tahliller, tercihen PCR
temelli tahliller, kullanilarak bu somut gdsterimde tespit
edilir. Izole edilmigs RNA, d&ncelikle, tespit edilecek immiin
efektdr molekiiline bzgl olan primerler ve/veya problar
kullanilarak amplifikasyon ©Oncesinde c¢DNA'va ters transkribe
edilebilmektedir. Tercihen, tespit etme niceldir. Uygun bir
yontem niceliksel gergek zamanli RT (ters transkripsiyon)
PCR'dir.

Tercihen, (b) asamzsinda  1mmiin efektdr molekiiliiniin tespit

edilmesi nicel bir tespittir.

Spesifik somut gdsterimler

Mevcut bulus ve beyana gore ydntemin spesifik ve tercih edilen
somut gdsterimleri ve burada kullanilan bilegsenler asadida tarif

edilecektir.
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Yukarida tarif edildidgi gibi, (a) asamasinda, bir veya daha fazla
ilave katki maddesi inkiibasyon bilesimine dahil edilebilir. Bir
somut gésterime gbre, dilzenleyici T-hiicrelerinin (T-reg
hiicreleri) aktivitesini modile etmek icin inkilbasyon bilesimine
bir ajan ilave edilir. Tkincisi, T-reg hiucrelerinin supresdr
fonksiyonunu inhibe etmeyi kapsar. Burada kapsanan T-reg
hiicrelerini medile eden ajanlar arasinda, bunlarla sinirl:
olmamak kavydiyla, bir CD25 ligandi, JAK]l veva TYKZ'yi kodlavyan
genetik materyale yonelik bir sens vevya antisens
oligonikleotidi, bir notrlestirici antikor, CpG igeren
oligoniikleotidler, toll-benzeri bir reseptdr (TLR) modile edici
ajan clarak islev gdren bir cligoniikleotid ve dider TLR modile
edici ajanlar bulunur. Belirli bir somut gbsterimde, T-reg
hiicreleri, aktivitesi modile edici ajan tarafindan inhibe
edilmis immin yanit supresdr hiicreleridir. Bir "CpG molekiili™,
bir CpG sekansi veya motifi igeren bir oligoniikleotid anlamina
gelir. T-reg fonksiyonu inhibitérleri veyva modilatdrleri
Srnekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, CD25'e
yonelik Dbir poliklonal veya monoklonal antikor wveva bunun bir
antijen baglayici fragmani, CD25b'e ydnelik himanize edilmig veya
deimmiinize edilmis poliklonal wveya moncklonal antikorlar veya
poliklonal wveya monckleonal antikorlarin rekombinant veya
sentetik bir formu dahil olmak lzere CD25 ligantlari bulunur.
Dider ajan &rnekleri arasinda Janus Tirozin Kinaz 1 (JAK1l) va da
Tirozin Kinaz 2'yi (TYKZ) wveya JAK1l vya da TYK2 proteinlerinin
kiiciitk molekiil inhibitérlerini kodlayan mRNA veya DNA'ya yodnelik
olan sens vya da antisens nilkleik ve molekiiller bulunur. "Kiigik
melekiller” referansi, Uluslararasi Patent Yayin No. WO
2005/118629'da tarif edildigi gibi imminoglobulin yeni antijen
reseptdrlerini (IgNAR'lar) idgerir. Yine uygun ajanlarin baska
drnekleri arasinda Toll-benzeri reseptérler (TLR'ler) ve/veya
baska mekanizmalar aracilidiyla iglev gdren CpG meolekilleri gibi
uyarici ajanlar bulunur. Bu nedenle, CpG iceren
oligoniikleotidler wve TLR modiile edici ajan olarak islev gdren

bir cligoniikleotid de mevcecut bevanin bir pargasini olusturur.
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Tek bkir tTip ajan kullanilabilir wveya T-reg hilcrelerini meodile
etmek icin iki veya daha fazla ajan tipi kullanilabilir. Ornedin,
tahlil, bir CD25 ligandi ve bir JAKL/TYK2 sens veya antisens
oligoniikleotidi; bkir CD25 ligandi ve bir TLR modile edici ajan;
bir JAKLI/TYK? sens veya antisens coligoniiklectidi wve bir TLR
modiile edici ajan; veya bir CD2% ligandi, bir JAK1/TYKZ sens
veya antisens oligonikleotidi ve bir TLR mediile edici ajani ile
gerceklestirilebilir. Alternatif olarak, sadece bir tip ajan
kullanilir. Bagka bir alternatifte, CpG ig¢eren bir
oligoniikleotid ve TLR modiile edici bir ajan kullanilir. Tlgili
T-reg modiile edici ajanlar, numuneye ve/veya inkiibasyon
bilesimine ayri olarak ilave edilebilir veva antijen ve/veya
indirgen olmayan seker iceren bilesime dahil edilebilir.

Bir somut gbsterime gbre, mevcut  bulusa gbre vontem

asagidakileri icerir:

(a) bir insan denekten alinan bir tam kan drnedini en az bir
peptid antijen ve en az bir indirgen olmayan disakkarit,
tercihen trehalocz veva sakkarcz, ig¢eren bir bilesim ile temas
ettirerek bir inkiibasyon bilesimi hazirlanmasi ve inkiitbasyon
bilesiminin en az 2 saat boyunca oda sicaklidi {istindeki
sicaklikta inkilbe edilmesi; ve

(p) IFN-gama'nin varlidinin veya sevivyesini tespit edilmesi;

burada IFN-gama'nin varlidi veya seviyesi, insan denedin hiicre
aracili immiin yanit verebilirlik seviyesinin g&stergesidir.

Tercihen, peptid antijeni, bir hastalik veya patojene dzgil bir
antijendir. Sinirlavici olmayvan patcijen drnekleri burada tarif
edilir. Bir somut gdsterime gdre, patojen bir viristir ve ydntem,
insan deneginin anti-viral hilcre aracili immiin yanit olusturma
kapasitesine sahip olup olmadidini belirlenmesine olanak saglar.
Bir somut gbsterime gdre, bu yodntem ek olarak asagidakileri

icerir:

(c) tespit edilen immin efektdr molekill sevivesinin ya da
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bundan tlretilmis bkir dederin bkir referans seviyesi 1ile

karsilastirilmaszi.

(c) asamasi, belirlenen immiin efektdr molekiil seviyesinin ya da
bundan tiretilmis bir dederin bir referans seviyesi ile
karsilastirilmasini igerir. Bu somut gdsterim, antijenin
temsilcisi oldudu bir patojen enfeksivyonunun teshisi icgin
oldukca favdalidir. Eder séz konusu denek patojen ile enfekte
ise, belirlenen 1immin efektdr molekll seviyesi wveya bundan
tiretilmig bir deder referans seviyesinin izerindedir ve eder
g6z konusu denek patojen ile enfekte defilse, belirlenen immiin
efektdr moleklll seviyesli wveya Dbundan tlretilen bir deder
referans seviyesinin altindadir. Ayni prensip, 358z konusu
denedin, antijenin temsilcisi oldudu bir patojene karsi hiicre
araciliy: bir immin yanit baslatip baslatamayvacagini belirlemek
igin de gecerlidir.

Bir somut gdsterime gdre, numune en az iki fraksiyena ayvrilir ve
(a) asamasinda, bir vyanit numunesi olusturmak {izere numunenin
birinci fraksiyeonu bir antijen ve indirgen olmayan bir sekerle
temas ettirilir wve burada negatif kontrol (n1l) numunesi
olusturmak lizere numunenin ikinci fraksiyonu inaktif bir ¢dzelti
ile temas ettirilir. Bu somut gdsterimin (b} asamasinda, immin
efektdr molekiilinin wvarlidi veva seviyesi 1iki fraksivyonda
belirlenir. (c) asamasinda, numunenin antijene badimli immin
efektdr molekiilil yaniti, negatif kontrol numunesinde belirlenen
immin efektdr molekilil seviyesinin, yanit numunesinde belirlenen
immin efektdr molekill seviyesinden g¢ikarilmasiyla belirlenir.
Antijene badimli immiin efektdr molekill wvaniti wvevya bundan
tilretilen bir deder daha sonra bir referans seviyesi 1ile
karsilagtairalar, bdéylece denegin daha ©&énce antijen 1le
karsilasip karsilasmadiginin belirlenmesine vardimci olur.
Béylece, 6rnedin, denedin antijene karsi imminolcjik reaktivite
olusturup olusturmadidi, bir hastalida vyakalanma riski tasiyip
tasimadigr ve/veva bir patojen ile enfeksiyona vatkin olup

olmadidir belirlenebilmektedir.
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Istede bagli olarak, yéntem ayrica, numunenin en az iic fraksiyona
bdliinmesini wve bir pozitif kontrol numunesi olusturmak {lizere
numunenin  {iglincli fraksiyonunun mitojen gibi bir T-hiicre
aktivatdérli ile inkiibe edilmesini igerebilir. Burada, immin
hicreleri &rnedin U4g¢ ayri popllasyonda inkibe edilebilir:
negatif kontrol numunesi (&rnedin salin), antijen ile uyarilmis
vanit numunesi ve pozitif kontrol numunesi (drnedin bir T-hilcre
aktivatori, Srnedin fitohemaglutinin gibi bir mitojen
kullanilarak). Dolayisivla, bir somut gdsterime gdre, numune en
az ¢ fraksiyona bolinir. (a) asamasinda, bir yanit numunesi
olusturmak izere numunenin birinci fraksiyonu bir antijen wve
indirgen olmayan bir sekerle temas ettirilir, negatif kontrol
numunesi olusturmak {izere numunenin ikinci fraksivyonu inaktif
bir c¢&zelti 1ile temas ettirilir ve pozitif kontrol numunesi
olusturmak i{zere numunenin dg¢uncid fraksiyonu (érnedin bir
mitcojen igeren) uyarici bir ¢dzelti ile temas ettirilir. Bu somut
gdsterimin (b} asamasinda, immiin efektdr molekiiliinin wvarligi
veya seviyesi ii¢ fraksiyonda belirlenir. (c) asamasinda, vyanit
numunesinin antijene badimli immin efektdr molekildl vanita,
negatif kontrel numunesinde belirlenen immin efektdr molekiil
seviyesinin, yanit numunesinde belirlenen immiin efektdr molekiil
seviyesinden c¢ikarilmasiyla ve antijene badimli immin efektdr
molekild vanitinin wveya bundan tliretilen Dbir dederin bir
referans seviyesi 1le karsilastirilmasi ile belirlenir; pozitif
kontrol numunesinin Immin efektdr molekiili vyaniti, negatif
kontrol numunesinde belirlenen immiin efektor molekil
seviyesinin, ©pozitif kontrol numunesinde belirlenen immin
efektdr molekill sevivesinden c¢ikarilmasiyla ve ortaya cikan
immiin efektdr vanitinin bir referans seviyesi veya bundan
turetilen bir deder ile kargilastirilmasi ile belirlenir.
Boylece, denedin &nceden test edilmis antijen wveya buna gapraz
reaktivite gdsteren bir antijen ile karsilasip karsilasmadigi ve
delayisiyla antijene karsi dimminolojik reaktivite {retip
liretmedigi belirlenebilmektedir. Bu, &rnedin denedin aktif,

vakin gecmig veya latent bir enfeksiyona sahip olup olmadidinin
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va da denedin tedaviye vanit verip vermedidinin, bir enfeksiyon
veya hastalik geligtirip gelistirmeyecedinin vya da 1immin
sisteminin siiprese edilip edilmedidinin belirlenmesinde &nemli
bir vyardim saglar. Ornedin, antijene bagimli immiin efektdr
molekilld vyaniti, referans seviyesinin ilzerinde ise, sonug,
pozitif olarak dederlendirilebilmektedir, bkaska bir ifadeyle
denek, sdz konusu antijene karsi hicre aracili bir vyanit
verebilmektedir. Antijene baimli immin efektdr molekiilll vyvaniti
referans seviyesinin altinda ise ve pozitif kontrol badimli
immin efektdr yaniti referans seviyesinin izerinde ise, sonug
negatif olarak dederlendirilebilmektedir, baska kir ifadeyle
denek, s&éz konusu antijene karsi hiicre aracili bir vanit
verememektedir.

Mevcut bulusta pozitif kontrol olarak kullanilabilen mitojenler,

teknikte uzman kisilerce bilinen tim mitojenleri kapsar ve

bunlarla sinirli: olmamak kaydiyla fitohemaglutinin (PHA),
konkanavalin A (cond) lipopolisakkarit (LPS) ve pokeweed
mitojeni {PWM) icerir. Pozitif bkir kontrol sadlamsk icin

kullanilabilen mitojenlerin vani sira dider immin uyarici
drnekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, R848 gibi
kimyasal bilesikler bulunur.

Yukarida tarif edildidi gibi, bazi somut gdsterimlerde,
numunenin, antijenin ve indirgen olmayan sekerin birlikte inkiibe
edildigi kap, aynili zamanda numunevyi denekten toplamak ig¢in de
kullanilan toplama kabidir. Uygun numune boyutlarini saglamalara
kaosuluyla ¢ok sayida farkli uygun kaptan herhangi Dbiri
kullanilabilir. Bazi somut gdsterimlerde, kap, bir denekten kan
gibi 6rnedin toplanmasini kolaylastirmak icin bir vakum iceren
bir tiptiir. Ilgili vakumlu kan alma tipleri, &nceki teknikte ivyi
bilinir wve bu nedenle burada ayraintili bir agiklamaya gerek
yoktur. Dider somut gdsterimlerde, kap bir kapiler tiiptir. Bazi
somut gésterimlerde, kapiler aksiyon ile c¢ildin yluzeyinden kan
toplamak icin kapiler bir tuap kullanilair. Bazi somutb
gésterimlerde, numune, bir denekten alinarak en az bir antijen,

en az bir indirgen c¢lmayan sgeker ve en az bir antikoagiilan,
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tercihen heparin iceren bir toplama kabina veya bir antijen, bir
indirgen olmayan seker ve bir antikoagiilanin, tercihen heparin,
daha sonra ilave edildidi bir toplama kabina toplanir. Bazi somut
gésterimlerde, kan, bir idneleme cihazi gibi bir kapiler numune
zlma cihaz1 kullanilarak numunelenir ve kan, heparinize edilmis
bir toplama kabi ig¢ine toplanir ve daha sonra antijen ve indirgen
olmayan seker 1ile birlikte inkiibzsyeon ic¢in uygun bir kaba
aktarilir. Tercihen, antijen, indirgen olmavan seker ve istede
bagli olarak antikecagiilan, vukarida tarif edildidi gibi tek bkir
bilesim halinde sunulur. Bazi somubt gdsterimlerde, bir denekten
alinan tam kan, antijen, indirgen olmayan seker ve istede badli
olarak antikocagiilan icgeren bir kaba toplanir. DiJer somut
gbsterimlerde, antijen, indirgen olmavan seker ve/veya
antikoagiilan, toplama sonrasinda tam kan ornedine ilave edilir.
Mevcut bulus, patejenlere, 6zellikle M, tubsrculosis gibi
mikobakterilere maruz kalma durumunun taranmasinda oldukca
faydalidir. Bu nedenle, mevcut tarifname, bir denekte hlucre
aracili immiln yanit aktivitesini dl¢meye ydnelik bir ydntemi ele
azlmakta olup =6z konusu ydntem, bir antijen ile uyarimin ardindan
immin efektér molekilleri uUretebilen immiin hilcrelerini iceren
bir numunenin tiberkilloza &zgll bir antijen ile wve 1indirgen
olmayan bir seker ile temas ettirilmesini igerir. Antijen olarak
kullanilan peptid(ler}, M. tuberculosis'in bir protein
antijeninin tamamini veya bir kisminl kapsavabilir. Inkilbasyonun
ardindan, 1Immin hiicreleri tarafindan tUretilen bir immin efektdr
molektliniin, tercihen interferon gama'nin, seviyesi
belirlenmekte olup burada immin efektér molekiilinin seviyesi, M.
tuberculosis'e karsgi denedin  hiicre aracili immiine vanit
verebilirlik seviyesinin gdstergesidir.

ESAT-6, M. tuberculosis'in alti kDa'lik erken salgilayici bir
antijenik  hedefidir. ESAT-¢ proteini (erken salgilanmisg
antijenik hedef 6}, M. tuberculosis kisa surell kultur
filtratlarindan saflastirilan Snemli bir salgilanmis antijendir.
Burada atif vapilan ESAT-6, CFP-10 (kiiltir filtrat proteini 10)

ve 85B, hiicre lizatindan ve saflastirmadan rekombinant
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tekniklerle elde edilebilmekte wveya sentetik peptidler olarak
tiretilebilmektedir. Ornedin ESAT6, Statens Serum Institute'den
(SSI, Kopenhag Danimarka) bir rekombinant protein clarak elde
edilebilmektedir. M. Tuberculcosis i¢in uygun clan dier hedef
protein antijenleri arasinda TB7.7 wve TB37.6 bulunur. CFPIC
ayrica ESAT-6-benzeri protein eesxB ve salgilanmis antijenik
protein MTSA-10 clarak bilinir.

Tiiberkillin veya PPD (saflastirilmis protein tlrevi), valnizca M.
tuberculosis genomu i¢inde Dbulunan (RD-I bélgesinde) genler
tarafindan kodlanan ve BCG'de (Calmette et Guerin Bacillus)
bulunmayan ESAT-6'dan (erken salgilanmis antijenik hedef 6),
CFP-10'dan (kiiltir filtrat proteini 10) wve TB7.7'den farklidir.
PPD'den farklidir c¢linkd PPD, Ornedin BCG alt suslari 1ile ve
patojenikligi diusiik veya hic olmavan birkag tiberkiiloz olmavan
mikobakteriyel tir ile paylasilan diJer antijenleri de icerir.
Bir somut gésterime gdre, PDD antijen co¢larak kullanilir,
Spesifik olarazk burada kullanildidir seklivle Saflastirilmis
Protein Tiirevi (PPD vevya tilberkiilin} terimi, tire &zgll olmayan
molekillerin Dbir ctkeltisidir. PPD vevya CLikerkilin, M.
tuberculesis wveya M. avium gibl bagka mikobakterilerin bir
karisimindan proteinlerin c¢ikarilmasiyla elde edilir. PPD,
BCG'ye karsi veya M. tuberculosis'e karsi {iretilen hicresel
imminitenin wveya Thl wvanitinin wvarlidginin test edilmesinde
yaygin olarak kullanilir. Ornedin, Dbiiyiik bir Master Batch,
Connaught Tuberculin'den (CT68) hazirlanan Connaught
Laboratories Limited'e ait TubersolB'den elde edilebilmekte veya
Statens Serum Institute (S$$SI, Kopenhag Danimarka)'den elde
edilen RT23 formunda elde edilebilmektedir.

Tercihen, antijen, Mycobacterium tuberculosis'den olan CFP1O,
ESAT-6, TB7.7 ve TB37.6'dan secilir.

Bir somut gbdsterime gdre, antijen, bu protein antijenlerine
karsilik gelen ve/veya bunlara capraz reaktivite g&steren
peptidler tarafindan sadlanir.

Bir somut gdsterimde, numune, vyukarida ayrintili olarak tarif

edilen sekilde, CD4" ve CD8' peptidlerinin bir kombinasyonu ile
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temas ettirilir. Yukaridaki beyana atifta bulunmaktavyiz.

Immiin sistem hiicreleri, denekten kan alinmasinin ardindan
uzatilan siire sonrasinda tam kanda hiicre aracili bir immiin yaniti
baslatma kapasitesini kaybeder wve miidahale olmaksizin kan
alimindan 24 saat sonra yvanitlar genellikle ciddi gekilde azalir
veya yok clur. Mevcut bulusta is glicliniin ve &zel ekipmanlara
duyulan ihtivyvacin azaltilmasi, doktor ofisleri, klinikler,
avakta tedavi tesisleri ve veteriner klinikleri veva ciftlikler
gibi bakim noktalarinda gergeklegtirilecek olan antijenler ile
hilcre aracili dimmin yanit uyarimina olanak saglar. Antijen
uyarimil tamamlandidinda, taze wve aktif hiicrelere artik gerek
duyulmaz. Antijen ile uyarma nedenivle salinan IFN-gama ve dider
sitokinler veya 1mmiin efektdr molekiiller, plazma gibi hiicre
ig¢ermeyen veya  hicreden vyoksun hale getirilmis sivilarda
stabildir ve bu nedenle, numune, baska bir enfeksiyédz hastalik
veya baska bir hastalik teshisi ig¢in kullanilan standart plazma
veya serum numunelerine benzer sgekildeki o6zel kosullar veya
hizla zaman gereksinimleri olmadan saklanabilmekte veva
nakledilebilmektedir. Bu nedenle, gergek =alinmis immiin efektér
molekiillerinin tespit edilmesi tercih edilir. Bununla birlikte,
inkiibasycn bilesiminde veya tam inkilbasyon bilesiminde bulunan
hilcreler, immin efektdér molekilintin wvarlidi veya seviyesinin
immiin efektér molekilinin RNA skspresyon seviyesine badli olarak
belirlenmesi durumunda RNA ekspresyon paternini stabilize eden
reaktifleri igeren bir nikleik asit stabilize edici bilegsim ile
inkilbasyeon sonrasinda temas ettirilebilmektedir. Birgok
stabilize edici bilesim piyasadan temin edilebilir. Ornedin
PrefnalytiX, kandaki RNA gen ekspresyon profilinin hemen
stabilizasyonuna vyénelik reaktifler igeren bilesimler sunar.
Tlgili bilesimler, inkilbasyon bilesiminde bulunan hiicrelerin RNA
gen ekspresyon profilini stabilize etmek ig¢in de
kullanilabilmektedir. I1lgili stabilizasyon bilesimi, gen
indiksiyonu ve transkript degradasyonu 1ile RNA profilinde
defigiklik riski olmadan oda sicaklidinda tasima ve depclamavya

olanak saglar (bkz. Srnegin US 6,617,170, us 7,270,953,
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Kruhoffer ve dig., 2007). Ilgili bilesimler PAXgene Blcocod RNA

Tubes adi altinda satilair.

Uygulamalar, hastaliklar ve durumlar

Kullanimlari, hastaliklari ve durumlari idigeren sinirlayici
olmayan uygulamalar, asadida tarif edilecektir. Buradan
anlasilacadil gibi, bulusa gdre olan yéntem ile birlikte burada
tarif edilen bilesimler ve kitler, tip ve tani alaninda yaygin
sekilde kullanilabilmektedir wve drnedin, hastalarin hiicre
araciliy vanit verebilirlidini analiz etmek ig¢in uygun olan in
vitro tahlillerde kullanilabilmektedir. Ayrica, bulusa gdre olan
yontem ile birlikte burada tarif edilen bilesimler we kitler,
drnedin uyarim ic¢in kanser imminoterapdtikleri gibi ajanlarin
kabiliyetini test etmede ve boylece hiicre aracili Immiiniteyi
arttirmada dederli analitik araglardar.

Burada ele alinan yé&ntem, &rnedin, patojenik bir ajanin sebep
oldudu bir enfeksiyon, bir otolimmiin hastalik, kanser,
inflamatuar bir ajana maruz kalma, bir ilaca maruz kalma, toksik
proteinli bir ajana maruz kalma ve bir hastalik durumunun veya
farmasétik ajanlarain indikledigi immiin yetmezlik veya
imminosupresyen ¢gibi bir denekte bir hastalik veya durumun
varlidini veya vyoklufunu veva derecesini veya evresini tespit
etmeyl mimkin kilar. Hicre aracili imminiteyi hatasiz ve duvyarli
bir sekilde #dlgebilme kabiliyeti, &rnedin, bir denedin bir
mikroorganizma, virils veya parazit gibi bir patojenik ajanin
sebep oldudu bir enfeksiyona yanit verme, bir otoimmin yanit
baslatma, bir asiva veva imminoterapdtide vanit verme, kansere
veya diger onkolojik durumlara karsi koruma, inflamatuar bir
durumu tespit etme wveya bir denedin berilyum veya ¢evresel
ajanlar gibi toksik bir ajana maruz kalmasini veya duyarlilidaini
tespit etme vyetenedini dederlendirmek ag¢isindan OSnemlidir.
Burada tarif edilen tahlil, immino vyanit verebilirlidin erken
ve/veya daha duyarli bir sekilde tespit edilmesini saglar.

Burada tarif edilen tahlil ayrica, immincsupresyona vyol acan
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hastalik durumlarinin tespitini veva 1ilag¢larin indikledidi
immiinosupresyonun tespit edilmesini sadlar. Sonug¢ olarak, burada
ele alinan sekilde "bir denekte hilicre aracili bir immiin yanitin
Hlciilmesi™, tip alaninda pek c¢ok vararli uygulamalara sahiptir
ve sinirlayicil olmayan kullanimlar ve uygulama daha sconra tarif
edilecektir.

Ornedin burada tarif edilen vyéntem, enfeksiydéz wve otoimmiin
hastaliklarin immiin tanisi icin, imminokompetansa vonelik bir
markér olarak ve bunun vani sira inflamatuar hastaliklar,
alerjenler, kanser, imminoterapdtiklerin etkisi i¢in bir markér
olarak ve toksik ajanlara yonelik markér olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica, vydntem genellikle (bir asinin
etkinliginin bir olglsii de dahil olmak {izere) endojen ve/veya
egzcjen antijenlere colan T-hiicre vanitlarinin tespit edilmesinde
faydalidair.

Hiicre temelli, fonksiyonel immiin yanit tahlilleri ayrica immiin
vanitlari etkileyen agilarin, imminoterapdtiklerin ve
biyolojilerin gelistirilmesinde etkililik markdrleri olarak
kabul gormistir. Tahliller, akademik ortamlarda, ilag
ortamlarinda ve asilarin ve biyolojilerin arastirilmasinda ve
gelistirilmesinde kullanilabilmektedir. Immiin hicrelerinin
fonksiyonel kapasitesinin dederlendirilmesi, ¢esitli hastalik
durumlarini ve bunlara vonelik terapétik stratejilerin
etkililigini anlamada cok dnemlidir. Immiin hiicreler, &rnedin HIV
gibl infeksiytz hastaliklarda, &nleme veya tedaviden sorumludur
va da, ©rnedin otoimmiin hastalik durumlarinda, hastalik
durumunun kendisinden sorumludur. Oz antijene &zgll reaktivite,
mevcut bulusa gbre olan ydntem kullanilarak multipl skleroz gibi
Pir otoimmin hastaliktan muzdarip hastalarda dlciilebilmektedir.
Mevcut bulus, bu amag¢lar i¢in vararli c¢lan tahliller sunar.

Su anda klinik g¢alismalarda ¢ok sayida kanser immUnoterapi
stratejisi test edilmektedir. Klinik etkililik bu yaklasimlarain
nihai testi o¢lmasina radmen, Dbu maddelerin uzun ve karmasik
geligim yolu, basari igin en olasi adaylarin ara mark&rler clarak

immiinoledik yanitlarini dederlendirmeyi gerektirir. Bu, T-hiicre
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aracili, antijene ozgl 1immin vanitlarini dedru bkir sekilde
tespit eden wve miktarini belirleyen tahlillere olan ihtiyac:
vurgulamistir. Ornedin, timdr gerilemesine neden olmasi
beklenmeyen, fakat yine de hastalik lizerinde vyararli bir etkiye
sahip olmasi beklenen 1ilgili Imminoterapdtik maddeler ig¢in,
varsayllan aktivite sekline gdre bir Dbiyolojik markédriin
sec¢ilmesi gerekir. Imminoterapi icin, bdyle bir markdr, bir veya
daha fazla imminolojik tahlil ile tespit edilebilir olan timér
antijene &zgl immin vanitin uyarilmasidir. Burada, tercihen
dogrudan sitoliz i¢in bir tetikleyici o¢larak bir timor
hiicresinin yilizeyi lizerindeki MHC molekiilleri tarafindan sunulan
timdr peptidlerini dodrudan taniyan CD8' sitotoksik T-hiicrelerin
ve sitotoksik T hiicre olusumuna yol acan CD4*T vyardimci T-
hiicrelerin, Hzellikle de T vardimci tip 1 yvanitlarin,
fonksiyonunu dederlendiren analizler kullanilir. Mevcut bulus,
duyarliligr ve glivenilirlidi nedeniyle bu amag¢ igin yararli olan
tahliller sunar. Bu nedenle, burada tarif edilen vydntem, kitler
ve bilegimler, 6rnedin bir kanser immliinoterapdtik gibi
farmasétik bir ajanin, hlcre aracili imminiteyi arttirabilip
arttiramayvacagini analiz etmek igin kullanilabilmektedir. Bu,
mevcut, drnedin standartlastirilmisg, immidn hiicreler kullanilarak
drnedin genel Dbir seviyede test edilebilmektedir (&rnekler
vukarida tarif edilir) va da drnedin bir kanser immiinoterapdtik
gibki spesifik imminoterapétidin sdz konusu hastada hlicre aracila
imminiteyi arttirabilip arttiramayacadini analiz etmek icin
bireysel bkir hastada test edilebilir. Bu tahlil, bir hastanin
bir imminoterapdtik ile yapilan tedaviden fayda gorip
g&rmedidini analiz etmek icin klinik gelisimin wvani sira daha
sonraki terapétik ortam icgin de &dnemlidir. Immiinoterapétik
drnekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, T-
hiicrelerin, d&zellikle sitotoksik T-hiicrelerin, aktivitesini
arttiran terapdtik antikorlar gibi biyolojiler Lkulunur. Etki
sekli, hucre aracila imminitenin uyarilmasi/artmasi ile
sonug¢glandidil veya sonuclanmasi beklendidi slrece uygulanabilir

dedildir. Ornedin, aktivite, immiin hiticrelerin dodrudan
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uyarilmasiyla veya sdz konusu T-hilcrelerin aktivitesini clumsuz
etkileyen 1inhibe edici mekanizmalarin azaltilmasiyla vya da
kapatilmasivyla, bdylece hiicre aracili immiinitenin dolayli olarak
uyarilmasiyla/arttirilmasivla arttirilabilmektedir. Kanser
imminoterapdtik antikoru Ipilimumab buna bir ornektir.

Ayrica, mevcut bulusa gdre ydntem, bir hastadaki bir hastalik
veya durumun varligdini, vyokludunu, derecesini veya evresini
tespit etmek icin kullanilabilmekte olup burada mevcut bulusa
gére clan yontem kullanilarak tespit edilen 1immin efektdr
molekiilinin wvarligdlr veya seviyesi, Thastalik wveya durumun
gbstergesidir.

Avrica, mevcut bulugsa gdre yoéntem, bir ajanin veva bir hastalik
durumunun, bir denekte i1mminosupresyonu indiikledidinin veya
bununla iliskili oldudunun belirlenmesi icin kullanilabilmekte
olup burada mevcut bulusa gdre olan ydntem kullanilarak tespit
edilen immin efektdr molekiiliiniin varlidir veya seviyesi, ajanin
indikledidi wveya hastalik durumunun indiltkledidi wveya bununla
iliskili olan imminosupresyon boyutunun gdstergesidir.

Mevcut uygulamanin bir yoénid, mevcut bulusa gdre olan ydntem
kullanilarak belirli bir antijene olan yanit verebilirligin
dlclilmesi ile bir denedin  hiicre aracila immiin yanit
verebilirligini gosteren yontemleri igerir. Bir somut
g&sterimde, tam kan, zenginlestirilmis bir bevaz kan hlcresi
fraksiyonu vevyva bronkcalveoler lavaj gibi bir numune, bkelirli
bir hastalia (6rnedin otolmmiin hastalik, patojenik bir ajanin
sebep oldugdu bir enfeksiyonun neden c¢ldudu bir hastalik wveya
toksik bir ajana maruz kalma) sahip veya bu hastalida yakalanma
siiphesi tasiyan bkir denekten alinabilir wve immiin vanit
verebilirlik, mevcut bkulusa ait ydntem kullanilarak, &rnedin
antijen ile uyarima yanit olarak efektdér T-hiicrelerden (&rnedin
CD4* T-hlicreleri ve/veya CD8* sitotoksik T-hiicreleri) salinan
immin efektdr molekillerinin tespit edilmesi ile olg¢ulir.
Mevcut bulusa ait ydntem, bir patojenik ajanin sebep cldudu bir
enfeksiyon, bir otoimmiin hastalik, kanser wveva bir inflamatuar

durum gibi bir denekteki hastalik wveva durumun derecesi veva
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evresl dahil olmak 1uUzere bir hastalik wveya durumun tespit
edilmesinde ve/veya izlenmesinde olduk¢ca faydalidir. Dider
durumlar, berilyum gibi tcksik ajanlara maruz kalmayi igerir.
Mevcut bulusa ait tahlil, terapdtik protokollerin izlenmesinde
de faydalidar.

Test edilen antijene vyanit c¢larak iiretilen immin efektdr
moleklinin varlidir veya seviyesi, denedin hiicre aracili yanit
verebilirlik seviyesinin bir gdstergesidir. Ozellikle, vanit
verebilirlik seviyesi, bir patojenik ajanin sebep oldudu bir
enfeksiyon, bir otoimmiin hastalik, bir kanser, bir inflamatuar
durum ve bir toksik maddeye maruz kalmayil igeren listeden segilen
bFir hastalik wveya durumun wvarlidinin veya vokludunun veva
derecesinin veya evresinin gb&stergesidir. Ozellikle, immin
efektdr molekiiliniin varlidi veya seviyesi, test edilen antijenin
temsilcisi oldugu bir hastalik wveya durumun varligini,
yokludunu, derecesini wveya evresini gdsterir.

Yoéntem avrica bir denekteki bir hastalik wveya durum ig¢in bir
terapdtik protokole wverilen bir vyanitin izlenmesi 1ig¢in de
kullanilabilir. Uretilen immiin efektdr molekiliiniin varlidgi,
seviyesi veya paterni, terapdtik proteokolin etkililiginin
gbstergesi olabilir.

Mevcut bulusa ait yontem ayrica bir "tahlil"™ olarak da ifade
edilebilir. Yéntem, ex vive bir yéntemdir. Burada tarif edilen
tahlil, diderlerinin vyvani sira, bir denedin genel immin vanit
verebilirligini degerlendirmede faydalidir wveya bir otoimmin
hastalik, ¢&élyak hastalidi, kanser veya bir patojenik organizma
veya ajanin sebep oldudu enfeksiyon, toksik bir ajana veya ilaca
maruz kalma ve bir hastalik durumunun veva terapdtik bir ajanin
indiikledidi immin yetmezlik veya immilnosiUpresyon durumlari gibi
spesifik hastalik durumlarina karsi yanit verebilirligin tespit
edilmesinde faydalidir.

Bir somut goésterimde, denek bir insandir ve hicre aracili immin
yvanit tahlili, patojenik mikroorganizmalara, virislere ve
parazitlere vyanit verebilirlidin, gelistirme olasilidinin

taranmasinda, bir otoimmiin durumun, Coblyak hastalidinin,
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izlenmesi, bir denedin onkolojik zorluda verdigi vanitin
izlenmesi ve herhangi bir immin yetmezlik veya imminosupresyonun
varlidini belirlemeye yodnelik taramada kullanilir. Sonuncusu,
drnedin, cesitli kemoterapdtik ajanlar dahil olmak lizere belirli
ilaglara bagliy: olarak ortaya g¢ikabilir. Alternatif olarak,
cevregsel toksik maddelere wve kirletici maddelere maruz kalma
durumu test edilebilmektedir. Bir somut g&sterimde,
immiinosupresycena vol acan hastalik durumlari arasinda kronik
enfeksiyon ve kanser bulunur. Immincsupresyona yol acabilecek
diger hastalik durumlari arasinda inflamatuar hastalik durumlari
yer alir. Imminosupresyona yol agabilen 1ilag¢lar arasinda
romatoid artrit, kanser wve inflamatuar badirsak hastalidina
tedavi etmede kullanilan ilaclar veya organ nakli ile badlantila
olarak verilen ilaclar yer alir.

Bir somut godsterimde, burada tarif edilen y&ntem, tilberkiiloz
siiphesi tasiyan deneklerin (érnedin aktif, latent veya vyakin
gecmis TB enfeksivonu) ve dzellikle, &rnedin immiinosuprese edici
ilac¢ kullanan (baska bir ifadeyle monocklonal antikor tedavisi
(anti-CD20 antikorlar:i (Ornedgin Rituximab®) veya TNF-alfa
bloklayici tedavi (8rnedin Remicade®, Enbrel®, Humira®)))} veya
steroid kullanan veya kanser kemoterapisi alan hastalarda veya
immiinosuprese edici durumlardan (drnedin HIV enfeksiyonu,
kanser, IDDM wvevya insiiline badimli olmayan divyabet (NIDDM),
oteimmin durumlar, vanlis beslenme, vaglilik, intravendz ilag
kullanimi (IVDU) wveya kalitsal immiin beozukluklar) muzdarip olan
hastalarda ve yakin bir ddnemde enfekte edilmis bkireylerde,
latentten aktif tiberkiiloza ilerlemenin artan riskini tasiyan
hastalarin tanisinda vevya izlenmesinde vardimca oclarak
kullanilabilir.

Bir somut gdsterimde, burada tarif edilen y&ntem, enfeksiyonlar
veya dider hastalik durumlarai tanisi konmus olan deneklerin
izlenmesi ig¢in kullanilabilir. Bu, ©6rnedin, bir tedavinin
sonlandirilmasil esnasinda ve sonrasinda, o6rnedin enfeksivyonun
olas1 nilksetmesini izlemek ve tahmin etmek suretiyle tedavinin

etkililigini deferlendirmeye yardimci olabilir.
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Bir somut gdsterime gdre, y&éntem, sdz konusu denedin, antijenin
temsilcisi oldudu bir patojene karsi hiicre aracili bir immin
yanit baslatip baslatamayacadini belirlemeye yodneliktir.
Patojenik veya infeksiyoz ajanlar arasinda  bakteriler,
parazitler ve virusler bulunur. Bakteri &rnekleri arasainda
Mycobacterium tirleri, Staphyloccoccus tirleri, Streptococcus
tirleri, Escherichia coli, Salmonella tlrleri, Clostridium
tiirleri, Shigella tirleri, Proteus tlrleri, Baciilus tiirleri,
Hemophilus tlurleri, Borrelia tirleri gibi Gram pozitif ve Gram
negatif mikrocrganizmalar bulunur. Tiberkiiloz (TB) gibi M.
Tuberculosis enfeksiyonundan kaynaklanan durumlarin yani sira
Mycobacterium tuberculosis dzellikle kullanisli bir hedeftir.
Virils o&rnekleri arasinda Hepatit viriisi (Hepatit B wvirisii wve
Hepatit C wviriisil), Herpes virilsi ve CMV virisi ve Insan immin
vetmezlik wvirtsii (HIV) 1ile birlikte bunlardan kaynaklanan
hastaliklar vyer alir. Parazitler arasinda Plasmodium tirleri,
sackiran, karacider parazitleri ve benzerleri bulunur. DifJer
patojenik ajanlar arasinda mayalar wve mantarlar gibi &karyotik
hilcreler bulunur. Bu infeksiyoz entitilere maruz kalan
deneklerde olasi veya gergek hilcre aracili yanit verebilirligi
degerlendirmek genellikle dnemlidir. Mevcut beyana ait ydntem
ayni zamanda hastalik siirecinin derecesini veya evresini tespit
etmenin yani sira bu enfeksiyonlarin varlaigini veya vokludunu
tespit etmek ic¢in de kullanilabilir.
Yéntem ayrica, ilgili hastaliga vyakalanma riski tasiyan
kisilerde belirli hastaliklara ve/veya enfeksiy&z ajanlara karsi
hicre aracila immin seviyesini izlemek icin de
kullanilabilmektedir. Organ nakli hastalari gibi immin sistemi
siiprese hastalardaki CMV enfeksiyonu buna bir ©&rnektir. CMV
enfeksiyonlaraz, bzellikle transplantasyondan sonra,
immiinosupresyonun komplikasyonu olarak siklikla cortaya g¢ikar ve
nakil alicilarinda morbidite ve mortaliteye ©6nemli o&lglide
katkida bulunur. Nakledilen organin reddedilmesini dnlemek igin
kullanilan mevcut imminsiipresif tedaviler, T-lenfositleri wve

dolayisiyla hiicre aracili dimmin vanitlar {dzerinde zararli
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etkilere sahiptir, bu da nakil sonrasi viral enfeksivyonlara
karsi artan duyarlilida neden olur. T-hiicre fonksiyonunun ve CMV
replikasyonunun suprese edilmesinin O&nemi, CD8* CMV'ye OSzgll
sitotoksik T-lenfositlerin (CTL'ler) viridsle iliskili patojeneze
karsi koruyabilecedi gercediyle de vurgulanir. HIV ile enfekte
hastalar, immiinosuprese hastalarin bir baska 6rnegidir. Mevcut
bulusa ait yéntem, immin fonksiyonu kaybki, CMV hastalidi gibi
bir hastalidin gelisimi ile iliskili olabilecedi icin, d1ilgili
bir hastalidi gelistirme riski tasivan kisilerde drnedin anti-
CMV imminite gibi hastalik imminitesi seviyesini seri c¢larak
izlemek ic¢in kullanilabilmektedir, Tercihen, interferon gama,
ilgili bir testte efektdr molekill olarak belirlenir. Nakil
alicisinin immin durumu, nakil alicilarinda CMV'nin (yeniden)
aktivasyonunu etkileyebilmektedir. Ornedin CMV'ye odzgl bir
antijenin indikledigi gi¢li bir interferon gama vaniti, hastanin
giclii bir hilcre aracili yaniti ve dolayisiyla viriisten korunmasi
nedeniyle CMV hastalidinin azalmig bir riskini gésterir. Minimal
bir interferon gama vyaniti, va g¢ok diisiik hiicre aracila Lkir
immiinite var cldudundan vyva da hig¢ olmadidindan kir CMV hastaliga
riskine igsaret eder. Veriler, pozitif bir CMV testine sahip olan
hastalarin, anti-viral profilaksinin kesilmesinden sonra negatif
testli hastalardan daha s1k ve daha uzun sure CMV
hastaliklarindan arinmis oldugunu g&sterir. Bu nedenle,
profilaksinin sonunda CMV'ye hiicresel bir immin vyaniti olan
hastalarin, tespit edilebilir bir immin yaniti olmayanlara gdre
CMV hastalidina yakalanma riski dnemli ol¢iide daha disiiktiir. Bu
nedenle, mevcut bulusa gbre olan yéntem, nakil alicilarinda gecg
baslangicli CMV hastalidinin gelisimini ©&ngdrebilir wve Dbu
nedenle hasta vdnetiminde ¢ok faydalidair.

Denek alternatif olarak (dlyak hastalidi, otoimmin diyabet,
alopesi areata, ankilozan spendilit, antifosfoelipid sendromu,
otcolmmin Addison hastalidi multipl sklercz, otoimmin kobrek isti
bezi hastalidi, otoimmin hemolitik anemi, otoimmiin hepatit,
otoimmiin coforit ve orsit, Behcget hastaligi, biilléz pemfigoid,

kardivyomivopati, cdlyak sprue-dermatit, kronik vorgunluk
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sendromu ({CFIDSY}, kronik inflamatuar demiyelinizan, kronik
inflamatuar polindropati, Churg-Strauss sendromu, sikatrisyel
pemfigoid, c¢rest sendromu, soduk aglutinin hastaligi, Crohn
hastalidi, dermatitis herpetiformis, diskoid lupus, esansiyel
karigsik kriyoglcbulinemi, fibromiyalji, glcmerilonefrit, Grave
hastaligi, Guillain-Barre, Hashimoto tiroiditi, idiopatik
pulmoner fibrozis, idiopatik trombositopeni purpura (ITP), IgA
nefropati, insiline badimli divabet (Tip 1I), liken planus,
lupus, Meniere hastalidgi, karisik bagd dokusu hastalidi, multipl
skleroz, miyastenia gravis, miyokardit, pemfigus vulgaris,
pernisiydz anemi, poliarteritis nodosa, polikondrit,
poliglankiler sendromlar, polimivalijiya romatika, polimivyozit ve
dermatomiyozit, primer agammaglobulinemi, primer bilivyer siroz,
psoriyazis, Raynaud fencmeni, Reiter sendromu, rcematizmal ates,
romatoid artrit, sarkoidoz, skleroderma, Sjogren sendromu, kati
insan sendromu, sistemik lupus eritematozus, Takayasu arteriti,
temporal arterit/dev hiicreli arterit, ilseratif kolit, uveit,
vaskillit, wvitiligeo wve inflamatuar badirsak hastalidi arasindan
segilen bir hastalik durumuna sahip olabilir vevya bu hastaliklar
i¢in test edilebilir. Denek alternatif olarak kansere sahip
olabilir wveya kanser 1i¢in test edilebilir. Kanser tedavisi
ayrica hlcre aracili imminiteye de bir miktar badimlidir ve
kanserin kendisi veya kanseri tedavi etmede kullanilan ilaclar
immiinosupresycna neden olabilmektedir. Burada ele alinan
kanserler sunlari i¢erir: bu hilicreleri 6zel ve farkli hiicrelere
herhangi bir sekilde farklilastirmadan kontrolsiiz hilcreli bkiiylime
(6rnedin timdr clusumu) ile karakterize edilen bir grup hastalik
ve bozukluk. Bu tlir hastaliklar ve rahatsizliklar arasinda ABL1
protoonkogen, AIDS ile 1lgili kanserler, akustik néroma, akut
lenfositik l&semi, akut miyeloid l&ésemi, adenokistik karsinom,
adrenokortikal kanser, agnojenik miyelcid metaplazi, =zalopesi,
alveolar vyumusak kisim sarkomu, anal kanser, anjiyosarkom,
aplastik anemi, astrositom, ataksi-telenjiektazi, bazal hilicreli
karsinom (deri), mesane kanseri, kemik kanserleri, bkadirsak

kanseri, beyin sapi gliomu, beyin ve CNS timdrleri, meme kanseri,
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CNS timdrleri, karsinoid timdrler, serviks kanseri, c¢ocukluk
¢agil beyin timbrleri, c¢ocukluk ¢adi kanseri, c¢ocukluk c¢ada
1ldsemisi, c¢ocukluk c¢adi vyumusak doku sarkomu, kondrosarkom,
koryokarsinom, kronik lenfositik lésemi, kronik miyeloid 1&semi,
kolorektal kanserler, kutanocez T hiicre lenfomasi,
dermatofibrosarkom-protuberans, desmoplastik-kiiclik-yuvarlak
hiicreli timdr, duktal karsinom, endokrin kanserler, endometrival
kanser, ependimom, dzofagus kanseri, Ewing sarkomu, ekstra-
hepatik safra kanali kanseri, gdz kanseri, gbz: melanom,
retinoblastom, yvumurtalik  tiapl kanseri, fankoni anemisi,
fibrosarkom, safra kesesi kanseri, mide kanseri,
gastrointestinal kanserler, gastrointestinal-karsinoid-timér,
genitoliriner kanserler, germ hiicreli tlimdrler, gestasyonel-
trofoklastik hastalik, gliyom, jinekolejik kanserler,
hematolojik maliniteler, sagakl1i hicreli l&semi, bas wve boyun
kanseri, hepatoselliller kanser, kalitsal meme kanseri,
histivositoz, Hodgkin hastalida, insan papilloma wvirtsi,
hidatidiform mol, hiperkalsemi, hipofarinks kanseri, intrackiller
melanom, islet hilicre kanseri, Kaposi sarkomu, bébrek kanseri,
Langerhan hiicre histiositozisi, larinks kanseri, leyomiyosarkom,
lédsemi, Li-Fraumeni sendromu, dudak  kanseri, liposarkom,
karacier kanseri, akciger kanseri, lenfoédem, lenfoma, Hodgkin
lenfomasi, Hodgkin colmayan lenfoma, erkek meme kanseri, malign
bébrek vumusak doku timdri, medillloblastom, melanom, merkel
hiicre kanseri, mezotelyoma, metastatik kanser, adiz kanseri,
multipl endokrin neoplazi, mikozis fungoides, miyelodisplastik
sendromlar, miyelom, miyeloproliferatif bozukluklar, nazal
kanser, nazofarenks kanseri, nefroblastom, ndrokblastom,
nércfibromatozis, nijmegen Kkirik sendromu, melanom digsi cilt
kanseri, kiigiik hiicreli olmayan akcider kanseri (NSCLC), okiller
kanserler, &zofagus kanseri, oral kavite kanseri, orofarenks
kanseri, osteosarkom, ostomi over kanseri, pankreas kanseri,
paranazal kanser, paratireoid kanseri, parotis bezi kanseri,
penis kanseri, periferik ndroektodermal fimdrler, Thipofiz

kanseri, polisitemi wvera, prostat kanseri, nadir kanserler wve
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iliskili bozukluklar, renal hicreli karsinom, retinoklastom,
rabdomiyosarkom, Rothmund-Thomson sendromu, tikiurik bezi
kanseri, sarkom, schwannom, Sezary sendromu, cilt kanseri, kiiclk
hiicreli akcider kanseri (SCLC), ince bafirsak kanseri, yumusak
doku sarkcmu, spinal kord timérleri, skuamdz hicreli karsinom
(deri), mide kanseri, sinovyal sarkom, testis kanseri, timus
kanseri, tircid kanseri, transizyonel hiicreli kanser (mesane),
transizyonel hilcreli kanser (renal-pelvis-/-lireter),
trofoblastik kanser, uretral kanser, uUriner sistem kanseri,
droplakinler, uterus sarkomu, uterus kanseri, wvajinal kanser,
vulva kanseri, Waldenstrom makroglobulinemisi ve Wilms timori
bulunur.

Denek alternatif olarak bir protein toksik maddesine maruz
birakilabilir veya maruz kalma durumu i¢in test edilebilir.
Tespit etmeye ve/veya izlemeye yénelik olarak burada ele alinan
otoimmiln hastaliklar arasinda diderlerinin yani sira alopesi
areata, ankilozan spondilit, antifosfolipid sendromu, otoimmin
Addison hastalidi multipl skleroz, otoimmiin bdbrek Ustil bezi

hastaligi, otoimmin hemolitik anemi, ctoimmiin hepatit, otoimmiln

ooforit ve orsit, Behgeat hastaliga, billéz penfigoid,
kardiyomiyopati, colyak sprue-dermatit, kronik yorgunluk
sendromu (CFIDSY}, kronik inflamatuar demiyelinizan, kronik

inflamatuar polindropati, Churg-Strauss sendromu, sikatrisyel
pemfigoid, c¢rest sendromu, soduk aglutinin hastalidi, Crohn
hastalidi, dermatitis herpetiformis, diskoid lupus, esansiyel
karisik kriyoglobulinemi, fibromiyalji, glcmeriilonefrit, Grave
hastaligi, Guillain-Barre, Hashimoto tireoiditi, idiopatik
pulmoner fibrozis, idiopatik trombositopeni purpura (ITP), IgA
nefropati, insiline badimli divabet (Tip I}, liken planus,
lupus, Menliere hastalidi, karisik bag dokusu hastalidi, multipl
skleroz, miyastenia gravis, miyokardit, pemfigus wvulgaris,
pernisiyoz anemi, poliarteritis nodosa, polikondrit,
poliglankiller sendromlar, polimiyaljivya romatika, polimiyozit ve
dermatomiyozit, primer agammaglobulinemi, primer biliyer siroz,

pscorivazis, Raynaud fencomeni, Reiter sendromu, romatizmal ates,
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romatoid artrit, sarkoidoz, sklerocderma, Sjogren sendromu, kati
insan sendromu, sistemik lupus eritematozus, Takavasu arteriti,
temporal arterit/dev hilicreli arterit, iilseratif kolit, uveit,
vaskiilit ve vitiligo bulunur.

Ele alinan dider hastalik durumlari arasinda imminosupresyona
yol acgabildikleri ig¢in inflamatuar hastalik durumlari bulunur,
Mevcut Dbeyanda ele &zlinan inflamatuar hastalik durumlar:
drnekleri arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, hasar
veya hastaliktan etkilenen dokulari korumaya yoénelik olan
kizariklik, sisme, agdri ve belirli alanlarda 1s1 hissi yaniti
ile sonuglanan hastaliklar ve bozukluklar bulunur. Mevcut beyana
ait yoéntemlerin kullanilmasivyla tedavi edilebilen inflamatuar
hastaliklar arasinda, bunlarla sinirli olmamak kaydiyla, akne,
anjina, artrit, aspirasycn pndmonisi, hastalik, amplyem,
gastroenterit, inflamasyon, bagirsak gribi, NEC, nekrotizan
enterokolit, pelvik inflamatuar hastalik, farenjit, PID,
plérezi, girtlak iltihabi, kizariklik, rubor, bofaz adrisi, mide
gribi wve idrar vyelu enfeksiyonlara, kronik inflamatuar
demiyelinizan polinéropati, kronik inflamatuar demiyelinizan
poliradikiilondropati, kronik inflamatuar demiyelinizan
polindropati, kronik inflamatuar demiyelinizan
poliradikilonéropati bulunur. Insan disi uygulamalar ac¢isindan,
mevcut bevyan, atlardsa EIPH'vyi ve hayvanlarda Tazmanya
Canavarindzaki yiz TUmdrid hastalidi gibi cesitli durumlarai tespit
etmeyi kapsar.

Yukaridaki ydnlerde, antijen, patojenik ajandan tilretilebilir,
hastalik durumu veya kanser ile iliskili olabilir veya bir toksik
madde olabilir. Alternatif clarak, enfeksivon, hastalik durumu,
kanser vevya toksik madde, hiicre aracila imminitevi
baskilayabilir, bu durumda denedin onceden maruz birakildid:
herhangi bir antijen kullanilabilir.

Agiklamada ve birinci ydne gdre ydnteme ait olan istemlerde tarif
edilen odzellikle avantajli somut gdsterimler asadida yeniden
tarif edilir. Birinci yone gdre, mevcut beyan hicre aracili immiin

vanit aktivitesini &lcmeye yonelik bir ydntem sunmakta olup sdz
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konusu ydntem asafidakileri igerir:

(a) bir antijen ile uyarimin ardindan immiin efektdr
molekiilleri Uretebilen immin hiicrelerini ic¢eren bir numuneyi
en az bir antijen ile ve en az bir indirgen olmayan geker ile
temas ettirerek bir inkibasyon bilesimi sunulmasi, ve

(b) en az bir immin efektdr meclekiilinin wvarlidinin veya

sevivezsinin tesgpit edilmesi.

Bir somut gdsterime gdre, indirgen olmayan seker, tercihen
trehaloz ve sakkarozdan segilen bir indirgen olmayan
disakkarittir. Inkibasyon bilesimindeki indirgen olmayan seker
konsantrasyonu bir somut gésterime gdre en az 1,5 mg/ml, tercihen
en az 2 mg/ml'dir. Inkibasyon bilesimindeki indirgen olmayan
seker konsantrasyonu ig¢in uygun araliklar ayni zamanda vyukarida
tarif edilmistir ve yukaridaki bheyana atifta bulunulmusgstur.
Bir somut gédsterime gére, indirgen olmayan sgeker, trehalogz,
mannitol, sakkaroz ve rafinczdan secilir. Orneklerle
gbsterildidi gibi, bu indirgen olmayan sekerler, vanit
seviyelerini arttirir. Trehaloz dzellikle tercih edilir, c¢inki
burada, yanit seviyesindeki en blyik artis gdzlenmistir. Ayrica,
arttirma etkisi depolama sirasinda korunabilir.
Bir somut gb&sterime gbre, (a2) asamasinda, numune, antijen ve
indirgen olmavan gseker icgeren bir bilesim ile temas ettirilir.
Numunenin bir tam kan ornedi oldudu bir somut gdsterime gbre,
bilesim ek clarak bir antikoagiilan, tercihen heparin igerir. Bir
somut gdsterime gdre, antijen, indirgen olmayan seker ve istede
bagli olarak bir antikoagilan iceren kilesim, numune toplama
kakbinda bulunur. Burada tarif edildidi gibi, bu numune toplama
kabi, 9rnedin vakumlu bir kan alma kabi clabilmektedir. Bir scmut
gdsterime gbre, bilesim, pluskiirtiilerek kurutulmus bir
bilesimdir. Uygun somut gdsterimler burada tarif edilmistir.
Bir somut gésterime gére, numune asagidaki karakteristiklerden
birine wveya daha fazlasina sahiptir:

i) numune bir insan denekten alinmistair;
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ii) numune, imminsiprese veya immun yvetmezlidi olan bir insan
denekten alinmistair;

iii) numune, NK hiicreleri, T-hlicreler, B-hiicreler, dendritik
hilcreler, makrofajlar ve moncsitlerden colusan gruptan secilen
immin hiicreleri igerir; ve/veya

iv) numune tam kandir,

Bir scmut g&sterime gdre, antijen, peptidler, glikoproteinler,
fosfoproteinler wve  fosfolipoproteinler dahil olmak {lzere
proteinler, karbonhidratlar, fosfolipidler ve yukarida
belirtilenlerin fragmanlarindan olusan gruptan seg¢ilir ve
tercihen bir veya daha fazla peptid tarafindan sadlanir.

Bir somut gdsterime gdre, (a) asamasinda iki wveya daha fazla
farkli antijen kullanilir ve/veya (b) asamasinda iki veya daha
fazla farkli efektdr molekill tespit edilir,

Bir scmut gdsterime gdre, 5 ila 100 amino asit veya 7 ila 50
amino asit arasindan secgilen bir uzunluga sahip bir vevya daha
fazla peptid, antijen olarak kullanilir. Avantajli bir somut
gb&sterime gdre, antijen, bir CD8" sitcotoksik T-hiicresi tarafindan
taninan bir veya daha fazla peptid tarafindan saglanir.
Tercihen, bu somut gdsterimde, antijen, 15 amino asitten daha
az, tercihen 7-14 amino asit arasindan seg¢ilen bkir uzunluda sahip
bir wveya daha fazla peptid tarafindan sadlanair. I1gili
peptidlere ait ayrintilar yukarida tarif edilmigstir ve
yukaridaki beyana atifta bulunulmustur.

Bir somut gdsterime gbdre, antijen, bir birinci setin 7 ila 14
amino asit kalintisi uzunlugdundaki en az bir peptid icerdidi ve
bir ikinci sgetin 15 wveva daha fazla amino asit kalaintisi
uzunludundaki en az bir peptid icerdidi en az 1iki peptid seti
tarafindan sadlanmakta olup bu peptidler bir protein antijeninin
tamamini vevya bir kismini kapsar. Ilgili peptid setlerine ait
ayrintilar yukarida tarif edilmistir ve yukaridaki beyana atifta
bulunulmustur.

Avantajli bir somut gdsterime gdre, antijen, bir veya daha fazla

sentetik peptid tarafindan sadlanir. Peptid(ler)e ait ayrintilar
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yukarida tarif edilmistir ve ilgili agilklamaya atifta
bulunulmustur.

Bir somut gfsterime gdre, numune, bunlar ic¢in hicre aracili immiln
yvanitin test edilecedi hastalik veya durum ile iliskili wveya
bunlarin temsilcisgi c¢lan bir antijen ile temas ettirilir.
Avantajli bir somut gdsterime gdre, antijen, hastalida dzgl bir
antijen, &zellikle de patojene &zgll bir antijendir. Ornedin,
antijen, bkir hastalik durumu ile 1iliskili bir patojenden
tiiretilebilir ve bu nedenle patocjenden tiretilen bir antijen ile
capraz reaktiftir wveya bir kanser ile dilisgkili olan tTumdr-
iliskili bir antijendir. Yukarida tarif edildigi gibi, patcjen,
bir bakteri, bir virits, bir parazit, maya veya bir mantar
olabilir. Sinirlayica olmayan Srnekler asagids tarif
edilecektir. Crnedin, bakteri, Gram pozitif ve Gram negatif
mikroorganizmalardan, &zellikle Mycobacterium tuberculosis gibi
Mycobacterium tlrleri, Staphylococcus tirleri, Streptcococcus
tirleri, FEscherichia coli, Salmonella tirleri, Clostridium
tirleri, Shigellia tiirleri, Proteus tlrleri, Bacillius tiirleri,
Hemophilus tirleri wve Borrelia tilrlerinden secgilebilir. Viris,
Hepatit B virisii ve Hepatit C virist gibi Hepatit virisii, Herpes
viriisii, CMV virisii ve Insan immiin yetmezlik viriisiinden (HIV)
secgilebilir. Parazit, Plasmodium tiirleri, sacgkiran ve karacider
parazitlerinden secilebilir.

Bir somut gdsterime gdre, antijen, bir virlstendir veya viriise
Hzglidir, tercihen sitomegaloviriis (CMV) virisindendir veya buna
dzgidir. Tercihen, s6z konusu antijen, 7 1ila 14 amino asit
kalintisi, 7 ila 13 amino asit kalintisi veya 8 ila 12 amino
agit kalintisi uzunluguna sahip olan bir veva daha fazla peptid
tarafindan saglanir. Yukarida tarif edildidi gibi, bir veya daha
fazla peptid, sentetik peptid de olabilir.

Bir somut gdsterime gbre, (b) asamasinda tespit edilen immin
efektdr molekill asafidaki karakteristiklerden birine veya daha

fazlasina sahiptir:

i) bir sitokindir:
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ii) bir kemokindir;

iii) antijen 1le hiicre aktivasyonu, uyarim veya yeniden
uyarima yanit olarak idiretilir;

iv) interferonlar, interldékinler (IL), Tumdr Nekroz Faktori
alfa (TNF-o), Donistiirici Bliylime Faktdrid beta (TGF-B),
Granilosit (G)-CSF veya Granlilosit Makrofaj (GM)-CSF gibi bir
Koloni Uyaricai Faktdr (CSE), kompleman bilegeni 5a (Cha),
Groa (CXCL1l), slCAM-1 (CD54), IP-10 (CXCL10}, I-TAC (CXCL1l),
MCP-1 (CCL2), MIF (GIF), MIP-la (CCL3), MIP-13 (CCL4), Serpin
E1 (PAT-1), RANTES {(CCL5) veya MIG'den (CXCL9) olusan gruptan
secilir; ve/veya

v) immin efektdr molekiildl IFN-gama'dir.

Yéntemin bir somut gdsterimine gdre, bir immin efektdr
molekiilinin wvarliglr veya seviyesi, immin efektdr molekiiline
badli olarak belirlenir veya immin efektdr molekiiliinlin RNA
ekspresyon seviyesine badli clarak belirlenir. Uygun somut
gbsterimler yukarida tarif edilmistir.

Bir somut gdsterime gore, yukaridaki somut gdsterimlerin
herhangi birine g&re yodntem, patojenik bir ajanin sebep oldugu
bir enfeksiyon, bir otoimmiin hastalik, bkir kanser, inflamatuar
bir durum, toksik bir ajana maruz kalma, terapdtik bir ajana
verilen vyanit, bir immin yetmezlik ve bir immiinosupresvyondan
olusan gruptan secilen bir hastalik wveya durumun varlidinin,
yokludunun, derecesinin veya evresinin izlenmesi veya
belirlenmesine y&neliktir. Tercihen, hilicre aracili immiln yanit
biyukligtu, bir hastalik durumunun evresi, ilerlemesi ve/veya
siddeti ile iliskilidir. Bir somut g&sterime gbre, vukaridaki
somut gdsterimlerin herhangi birine g&re ydntem, bir hastalidin,
bir enfeksiyonun ve/veya tedaviye, Ozellikle Immilnoterapi veva
immiinosupresif ajanlarla yapilan bir tedaviye, verilen vanitain
tespit edilmesine veya izlenmesine ydneliktir.

Bir somut gésterime gbre, vyukaridaki somut gdsterimlerden

herhangi birine g&re ydntem asadidakileri icerir:
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(a) bir insan denekten alinan kir tam kan &érnedini en az bkir
peptid antijen wve en az bir indirgen olmayan diszkkarit,
tercihen trehaloz veya sakkaroz, i¢eren bir bilesim ile temas
ettirerek bir inkilbasyon bilesimi sunulmasi ve inkiilbasyon
bilegiminin en az 2 saat boyunca inkiibe edilmesi; wve

(b} antijen ile uyarma nedeniyle salinan IFN-gama varliginin

veya seviyesinin &6l¢ilmesi;

burada tespit edilen IFN-gama’nin varlidi veya nicelidi,
insan denedin  hilcre aracili immin vyanit verebilirlik
seviyesinin gstergesidir.

Bir somut gdsterime gbre, yukaridaki somut gdsterimlerden

herhangl birine gdre ydntem asadidakileri icerir:

(¢) belirlenen immin efektdr molekill seviyesinin ya da bundan
tiiretilmis bir dederin bir referans seviyesi ile

karsilastirilmaszi.

Mevcut beyan ayrica bir patcjenik enfeksivyona, bir otoimmin
bozukluda wveya kansere veya bdyle bir durum veya bozuklugun
gelistirilmesi ig¢in bir edilime sahip olan bir denedin tedavi
yéntemini sunmakta olup s&z konusu yéntem, immin efektdr
molekilinin belirlenmis varlidil veyva sevivesinin, durumun vevya
bozuklugun wvarlidinin, vokludunun, derecesinin veya evresinin
géstergesi olan denedin hicre aracili vyanit wverebilirlik
seviyesinin g&stergesi oldudgu bkirinci ytne gdre hiicre aracili
vanit aktivitesini &lgcmeye ydnelik ydntemin gergeklestirilmesini
ve daha sonra durumun yva da bozukludun tedavi edilmesini icgerir.
Birinci vdne gdre olan vydnteme ait ayrintilar vyukarida tarif

edilmistir ve yukaridaki beyana atifta bulunulmugtur.

Bilegimler, kitler ve kullanimlar

Tstem 14, bir numunede hiicre aracili bir immiin yaniti indiiklemeye

yonelik asadidakileri iceren bir bilesimi tanimlar:
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a)antijenin hastalida &zgl bir antijen oldudu 5 ila 50 amino
asit arasindan secg¢ilen bir uzunludas sahip en az bir peptid
antijen;

b)antijene vyanit veren immin hiicrelerinin interferon-gama
vanitini arttirabilen en az bir indirgen olmayan seker; ve

c)antikoagilanin heparin oldudu en az bir antikoagilan.

Ayni zamanda bir numunede hiicre aracili bkir 1immin vyaniti
indiiklemeyse yénelik asagidakileri idg¢eren bir bilegsim de

agiklanmigtir:

a)en az bir izole edilmis antijen;
byen az bir indirgen olmayan seker;

c)istede bagli olarak en az bir antikoagllan.

Bilesim, bilesim bkicimi, uygun antijenler, indirgen olmayan
sekerler wve antikoaglilanlar ile ilgili ayraintilar, y&ntem ile
birlikte vyukarida tarif edilmistir ve vyukaridaki bevyana atifta
bulunulmustur. Bu bilesim O6rnedin birinci y&ne gdre olan
yontemde kullanilabilmektedir. Boyle bkir bilesim kullanilarak
aznaliz edilebilen kullanimlar/amag¢lar, hastaliklar ve durumlar
dahil olmak {zere uygun uygulamalar ve buna uygun olarak s&z
konusu bilesimin uygun kullanimlari vukarida ayrintili olarak
tarif edilmistir ve vyukaridaki beyana atifta bulunulmustur.
Bilesim yukarida tarif edilen yéntemler, uygulamalar ve
kullanimlarda kullanilmak igin ©&zellikle uygundur. Bir somut
g&sterime gbre, bilesim bkir basit seker igermez. Bir somut
gbsterime gdre, bilesim bir indirgen seker igermez. Tercihen,
bilesim yari sivi, Jjel benzeri veya kati bir bilesimdir. Tercihen
kurutulmus bir bilegimdir. Bir somut gdsterime gdre, bilesim,
puskiirtilerek kurutulmus bir bilesimdir.

Sinirlayici olmavyan, avantajli somut gdsterimler asadida yeniden
tarif edilmistir:

Indirgen olmayan seker, vyukarida tarif edildidi gibi, birinci
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yone gdre clan ydntem 1ile badlantili karakteristiklere sahip
olabilir wve burada da gecgerli olan ilgili ac¢iklamaya atifta
bulunulur. Yukarida tarif edildidi gibi, indirgen olmayan seker
antijen ig¢in stabilizdér olarak kullanilmaz, fakat vyanit
seviyesini arttirmak ig¢in kullanilir. Orneklerde gdsterildigi
gibi, trehaloz, mannitol, sakkarcz ve rafinoz gibi indirgen
olmayan gekerler vanit sevivyelerini arttairar. Bir somut
g&sterime gdre, indirgen clmayan seker bir indirgen olmayan
disakkarittir. Indirgen olmayan disakkarit, fLrehaloz ve
sakkarozdan se¢ilir. Tkinci yéne gére bilesimdeki indirgen
olmayan seker konsantrasyonu, bir somut gdsterime gdre, sbz
konusu bilegim, istenen numune miktari ile temas ettirildidinde,
ortaya c¢ikan inklUbasyon bilesimi, en az 1,5 mg/ml, tercihen en
az 2 mg/ml’lik bir konsantrasyonda indirgen olmayan gseker
icerecek sekildedir. TInkilbasyon bilesimindeki indirgen olmayan
gseker konsantrasyconu igin uygun araliklar ayni zamanda birinci
yvone gdre olan yoéntem ile birlikte yukarida tarif edilmigtir wve
yukaridaki beyana atifta bulunulmustur. Uygun ve tercih edilen
numune materyalleri de birincil yvdne gdre olan ydntem ile birlikte
yukarida tarif edilmistir ve vukaridaki beyana atifta
bulunulmustur. Bir somut gdsterime gdre, numune asadidaki

karakteristiklerden birine veya daha fazlasina sahiptir:

i) numune bir insan denekten alinmistir;

ii) numune, Imminslprese veya immin yetmezlidi olan bir insan
denekten alinmistir;

iii) numune, NK hiicreleri, T-hlcreler, B-hiicreler, dendritik
hiicreler, makrcofajlar ve monositlerden clusgsan gruptan secilen
immiin hiicreleri igerir; ve/veva

iv) numune tam kandir.

Bir somut gdsterime gdre, bilesimde bulunan antijen, peptidler,
glikoproteinler, fosfoproteinler ve fosfolipoproteinler dahil
olmak f{izere proteinler, karbonhidratlar, fosfolipidler ve

yukarida belirtilenlerin fragmanlarindan olusan gruptan secilir
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ve Tercihen bir veya daha fazla peptid tarafindan sadlanir.

Bir somut gdsterime gdre, bilesim 1iki veya daha fazla farkl:
antijen icerir.

Bir somut gdsterime gdre, bilesim, antijen olarak, bir veva daha
fazla peptidin 5 ila 100 amino asit wveya 7 1ila 50 zmino asit
arasindan seg¢ilen bir uzunluda sahip oldudu bir veya daha fazla
peptid icerir. Avantajli bir somut gdsterime gdre, bilegim,
antijen clarak, bir CD8* sitotoksik T-hiicresi tarafindan taninan
bir veya daha fazla peptid igerir. Tercihen, bu somut gdsterimde,
antijen, 15 amino asitten daha az, tercihen 7-14 amino asit
arasindan seg¢ilen bir uzunluda sahip bir veya daha fazla peptid
tarafindan sadlanir. Ilgili peptidlere ait ayrintilar, birinci
ydne gdre olan ydntem ile birlikte yukarida tarif edilmistir ve
vukaridaki bevyana atifta bulunulmustur.

Bir somut gdsterime gdre, bilesim, bir birinci setin 7 ila 14
amino asit kalintisi uzunludundaki en az bir peptid icerdidi ve
bPir ikinci setin 15 wveva daha fazla amino asit kalintisa
uzunludundakl en az bir peptid igerdidi bir protein antijeninin
tamaminili vevya bir kismini kapsavan en az 1iki peptid seti
tarafindan sadlanan bir antijen icerir. Ilgili peptid setlerine
ait ayrintilar, birinci ydne gdre olan yéntem 1ile birlikte
yvukarida tarif edilmistir ve yukaridaki beyana atifta
bulunulmustur.

Avantajli bir somut gdsterime gdre, bilesim, bir veva daha fazla
sentetik peptid tarafindan saglanan bir antijen igerir.
Peptid(ler)e ait ayrintilar yukarida tarif edilmistir ve ilgili
aciklamaya atifta bulunulmustur. Bir somut gbdsterime gére,
bilegsim, bunlar ig¢in hiicre aracili immiin vanitin test edilecedi
hastalik veya durum ile iligkili wvevya bunlarin temsilcisi oclan
bir antijen igerir.

Avantajli bir somut gdsterime gdre, bilesimde bulunan antijen,
hastalida ozgil bir antijen, ozellikle de patojene ozgu bir
antijendir. Ornedin, antijen, bir hastalik durumu ile iliskili
bir patojenden tiiretilebilir ve bu nedenle patojenden tiretilen

bir antijen ile capraz reaktiftir wveya bir kanser ile iliskili
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olan tim6r-iliskili bir antijendir. Yukarida tarif edildigi
gibi, patojen, bir bakteri, bir virts, bir parazit, maya veya
bir mantar olabilir. Sinirlayici clmayan &rnekler asadida tarif
edilecektir. Ornedin, bakteri, Gram pozitif wve Gram negatif
mikroorganizmalardan, &zellikle Mycobacterium tuberculosgsis gibi
Mycobacterium tirleri, Staphyloccoccus tirleri, Streptococcus
tirleri, Escherichia coli, Sailmonella tiurleri, Clostridium
tiirleri, Shigella tirleri, Proteus tlrleri, Baciilus tiirleri,
Hemcophilus tirleri wve Borrelia tiurlerinden secilebilir. Viris,
Hepatit B vir(sil ve Hepatit C viris gibi Hepatit virisil, Herpes
viriisi, CMV viriisii ve Insan immiin yetmezlik wviriisiinden (HIV)
secgilebilir. Parazit, Plasmodium tirleri, sackiran ve karacider
parazitlerinden secilebilir.

Bir somut gdsterime gdre, bilesim, sitomegaloviris (CMV} gibki,
bir wvirilisten olan veya viruse &zgil olan bir antijen igerir.
Tercihen, sd&z konusu antijen, 7 ila 14 aminc asit kalintisi, 7
ila 132 amino asit kalintisi veya 8§ ila 12 amino asit kalintis:
uzunluduna sahip olan bir veya daha fazla peptid tarafindan
saglanir. Yukaridza tarif edildigi gibi, bir wveya daha fazla
peptid, sentetik peptid de olabilir.

Bilesim, bir numune toplama kabinda bulunabilmektedir, wvakumlu
bir kan alma kabi gibi bu tir kabin uygun ve avantajli somut
g&sterimleri burada tarif edilir wve ilgili acgiklamaya atifta
bulunulur.

Ayrica, en az bir izole edilmis antijen, en az bir Iindirgen
olmayan seker, antijen 1ile wuyarimin ardindan immin efektdr
molekilleri liretebilen immiin hicreler, tercihen T-lenfositler ve
istede badli clarak en az bir antikoaglilan iceren bir inkiibasyon
Pilesimi de sunulur. Tercihen, inkilbasyon bilesimi bir tam kan
Odrnedinden hazirlanmigtir ve bu nedenle bkir tam kan &rnegi
igerir. Bir somut gdsterime gb&re, inkilbasyon bilesimi, ikinci
yone gbre olan bir bilesimin bir numune ile temas ettirilmesi
ile hazirlanmistir. Uygun ve tercih edilen numune materyalleri,
birinci vydne gdre olan ydntem ile birlikte vyukarida tarif

edilmistir wve vyukaridaki beyana atifta bulunulmustur. Bir somut
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gdsterime gdre, numune asadidaki karakteristiklerden birine veya

daha fazlasina sahiptir:

i) numune bir insan denekten alinmistir;

ii) numune, imminsiprese veya immin yetmezligdi olan bir insan
denekten alinmistir;

iii) numune, NK hiicreleri, T-hilicreler, B-hiicreler, dendritik
hilicreler, makrcofajlar ve monositlerden clugan gruptan secilen
immin hiicreleri icerir; ve/veya

iv) numune tam kandir,

Tercihen, inkikasyon bilesimi, ikinci vyoéne gdre olan bir
bilesimin, bir Szneden alinan, tercihen bir insandan alinan, bir
tam kan érnedi ile temas ettirilmesiyle elde edilir. Ikinci ydne
gére olan bilesim, inkilbasyon bilesimi, bilesimin hazirlanmasi,
uygun antijenler, indirgen olmayan sekerler ve antikcagiilanlar
ile ilgili detaylar, mevcut beyana gdre olan yéntem ve ikinci
yone gdre olan bilesim ile birlikte yukarida tarif edilmistir ve
yvukaridaki bevyana atifta bulunulmustur. Antikoaglilan tercihen
heparindir. Bir somut gé&sterime gdre, inkibasyon bilesimi, en az
1,5 mg/ml, tercihen en az 2 mg/ml'lik bir konsantrasyonda
indirgen olmayan seker igerir. Inkibasyon bilesimindeki indirgen
olmayan seker konsantrasyonu ic¢in uygun araliklar ayni zamanda
birinci voéne gdre olan vydntem 1le Dbirlikte vukarida tarif
edilmistir ve yukaridaki bevyana atifta bulunulmustur. Bir somut
gbsterime gdre, 1indirgen olmayan seker, trehaloz, mannitol,
sakkaroz ve rafinozdan sec¢ilir. Yukarida tarif edildidi gibi,
avantajli bir somut gbdsterime gbre, indirgen olmayan seker,
tercihen trehaloz ve sakkarczdan seg¢ilen bpir indirgen olmavan
disakkarittir.

Ayni zamanda asadidakileri igeren ilgili bir bilesimi igeren bir
numune toplama kabi, o6zellikle bir oOrnek toplama tipidl de

aciklanmistir:

ajen az bir izole edilmig antijen;
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byen az bir indirgen olmayan gseker;

c)istede bagli olarak en az bir antikoagiilan.

Numune toplama kabinda bulunan bilegsim, tercihen ikinci yo&ne
gére olan Dbilegimdir. Bilegim, uygun antijenler, indirgen
olmayan sekerler ve antikoaglilanlar ile ilgili ayrantilar,
yukarida tarif edilmigtir ve yukaraidaki beyana atifta
bulunulmustur. Bu numune toplama kabi &érnedin birinci vdne gbre
olan yoéntemde kullanilabilmektedir. Boéyle bir numune toplama
kaba kullanilarak analiz edilebilen kullanimlar/amaclar,
hastaliklar wve durumlar dahil olmak Uzere uygun uygulamalar
yvukarida ayvrintili olarak tarif edilmistir ve vyukaridakil bevana
atifta bulunulmustur. Uclincil ySne gdre olan numune toplama kabi
yukarida tarif edilen yéntemler, uygulamalar ve kullanimlarda
kullanilmak ig¢in &zellikle uygundur. Tercihen, bilesim tercihen
vakumlu bir kan alma tipili clan kabin i¢ kismina pliskiirtiiliir.
Mevcut beyvana ait yé&ntemde bu tiir kullanima hazir toplama kaplari
kullanilarak, yontemin kosullari optimize edilir wve standardize
edilir ve isleme basitlegtirilir.

Bulusa gére ydntem tercihen, ydntem asamalarinin yirttilmesi
ig¢in gerekli materyalleri sunan bir kit kullanilarak
gerceklestirilir. B&yle bir kit tercihen, y&ntemin optimize
edilmis kosullar altinda gerceklestirilmesini ve bdylece farkla
numunelerden veya hastalar va da farkli uygulavyicilar tarafindan
elde edilen sonu¢larin  birbiriyle karsilastirilabilmesini
sagdlayan standardize edilmis materyal igerir. Dolayisiyla,
dérdiinci bir ydnde, mevcut bulus, bir denekte hiicre aracili immiin
vanit aktivitesini &lcmevye vyénelik bir kit sunmakta olup sdz
konusu kit en az bir antijen, en bir indirgen olmavyan seker, en
az bir numune tcoplama kabi ve en az bir immin efektdr molekiili
i¢in en az bir tespit etme araci igerir.

Istem 17, bir denekte hiicre aracili immiin yvanit aktivitesini
Slcemeye yvoénelik bir kiti tanimlamakta clup sz konusu kit 5 ila
50 aminc asit arasindan seg¢ilen bir uzunluda sahip en az bir

peptid antijen, antijene vanit wveren immiin hiicrelerinin
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interferon—-gama vanitini arttirabilen en az bir indirgen olmavan
seker, heparin, en az bir numune toplama kabi ve interferon-gama
i¢in en az bir tespit etme araci igerir.

Tercihen, antijen ve indirgen olmayan seker tek bir bilesim
halinde sunulur. Bu amac¢la, ikinci vydne gdbre olan bilesgsim
kullanilabilmektedir ve s6z konusu bilesimin ayrintilari igin
yukaridaki beyana atifta bulunulur. Bilesim, antijen ve indirgen
olmayan seker ile ilgili ayraintilar, ydntem ve mevcut bulusa
gére c¢lan bilesim ile birlikte vukarida tarif edilmistir ve
yukaridaki beyana atifta bulunulmustur. Bir somut gdsterime
gbre, kit, antijen ve indirgen olmayan seker igeren bilegsimi
iceren bir kan alma tipl gibi bkir numune toplama kabini icerir.
Tercihen, bilesim ek olarak heparin gibi bir antikoagiilan
igerir. Tarif edildidi gibi, numune toplama kabinda bulunan
bilesim, ikinci yéne gére olan bilesim olabilmektedir., Tercihen,
tespit araci isaretli bir antikor gibi bir immiino tespit
reaktifidir. Bununla birlikte, mRNA ekspresyon seviyesinin
tespit edilmesine dayanan tahliller ic¢in, tespit araci, tespit
edilecek immiin efektdr molekiiliine ozgll olan primerler ve/veva
problar tarafindan saglanabilmektedir. Uygun deneyler ve tespit
araclari teknikte uzman kigilerce bhilinir wve ayrica yukarida
tarif edilmistir.

Baska Dbir vydne gbre, mevcut beyan, hiicre aracili vyanit
zgktivitesinin dlcg¢lilmesine ydnelik imminolojik bir tahlilde bir
indirgen olmayan sekerin kullanilmasi ile 1lgili olup burada
numunenin antijen ile inkilbasyonu esnasinda indirgen olmayan
sekerin ilave edilmesi, s6z konusu tahlilde test edilen antijene
vanit veren immiin hiicrelerden bir immiin efektdr moelekiiliiniin
salinimini arttirir.

Istem 19, 5 ila 50 amine asit, tercihen 7 ila 50 amino asit
arasindan seg¢ilen bir uzunluda sahip bir peptid antijene olan
hucre aracila vanit aktivitesinin Olgilmesine yonelik
immiinolojik bir tahlilde bir indirgen clmayan sekerin
kullanimini tanimlamakta olup burada numunenin antijen ile

inkiibasyonu esnasinda indirgen olmayan sekerin ilave edilmesi,
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stz konusu tahlilde test edilen antijene vyanit veren immin
hiicrelerden interfercon-gama salinimini arttirir wve burada
tercihen, indirgen olmayan seker asadidaki karakteristiklerden

birine veya daha fazlasina sahiptir:

i) indirgen olmayan seker bir disakkarittir;

ii) indirgen olmayan seker, trehaloz ve sakkarozdan secilir;

iii) indirgen olmayan seker, trehaloz, mannitel, sakkaroz ve

rafinozdan secilir;

iv) indirgen olmayan seker trehalozdur;

v) indirgen olmayan seker, test edilecek numuneyi ve antijeni
igeren inkiibasyon bkilegiminde en az 1 mg/ml, tercihen 2

mg/ml'lik bir konsantrasyonda kullanilir;

vi) indirgen olmayan seker, ek olarak test edilecek antijeni
ve istede badgli olarak bir antikecagiilan iceren bir bilesim

halinde sunulur.

Indirgen olmayan seker, tercih edilen konsantrasyonlar,
immiinolojik tahlil wve ftTip alanindaki uygulamalar, uygun ve
tercih edilen antijenler, immin efekbtdr molekiilleri ve immin
hiicreler ile 1ilgili ayrintilar, mevcut bulusa gdre olan ydntem
ile birlikte yukarida tarif edilmistir ve vyukaridaki bkeyana
atifta bulunulmustur. Indirgeyici olmavan seker asadidaki

karakteristiklerden birine veya daha fazlasina sahip olabilir:

i) indirgen olmayan seker bir disakkarittir;

ii) indirgen olmayan seker, trehaloz ve sakkarozdan secilir;
iii) indirgen olmayan seker, test edilecek numuneyi ve
antijeni ig¢eren inkibasyon bilesiminde en az 1 mg/ml, tercihen

2 mg/ml'lik bir konsantrasyonda kullanilir; ve/veya
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iv) indirgen olmayan seker, ek olarak test edilecek antijeni
ve 1istede bagli olarak bir antikoagilan iceren bir bilesim

halinde sunulur.

Bir somut gosterime gdre, indirgen olmayan seker, trehaloz,
manniteol, sakkaroz ve rafinczdan secgilir,

Burada tarif edildidi gibi indirgen clmayan bir sekerin, ornedin
trehalozun, hiicre aracili immiiniteyi belirlemek vevya izlemek
icin bir tahlilde kullanilmasi édnemli avantajlara sahiptir.
Yukarida tarif edildigi gibi, tercihen indirgen olmayan seker,
numune ile temas eden tek bir bilesim halinde antijen ile
birlikte sunulur. Bir somut gdsterime gdre, inklibasyon igin
indirgen seker eklenmez ve/veya indirgen olmayan seker ve
antijen ig¢eren bilesim i¢inde bulunmaz. Yukarida tarif edildigi
gibi, indirgen olmayan seker antijen 1i¢in stabilizér olarak
kullanilmaz. Avantajli bir somut gdsterime gdre, antijen, bir
CD8" sitotoksik T-hilicresi tarafindan taninan bir veva daha fazla
peptid, tercihen sentetik peptidler, tarafindan sadlanir.
Tercihen, bu somut gdsterimde, antijen, 15 amino asitten daha
az, tercihen 7-14 amino asit arasindan segilen bir uzunluga sahip
bir wveya daha fazla peptid, tercihen sentetik peptidler,
tarafindan sadlanir.

Baska Dbir vydne gbre, mevcut beyan, hiicre aracili vyanit
zktivitesinin &6lc¢lilmesine vydnelik bir tahlilde ikinci ydne gdre
bilesimin, uc¢lncli yéne gbdre bir numune toplama kabinin ve/veya
dérdiincil yéne gdre bir kitin kullanimi ile ilgilidir. Uygun ve
tercih edilen kullanimlar wve uygulamalar ile ilgili ayraintilar
yvukarida tarif edilmistir ve vukaridaki bevyana atifta
bulunulmustur. Bir somut gdsterime gdre, tahlil, patojenik bir
ajanin sebep oldugu bir enfeksiyon, bir otoimmiin hastalik, bir
kanser, inflamatuar bir durum, toksik bir ajana maruz kalma,
terapdtik bir ajana verilen vyanit, bir immin yetmezlik ve bir
imminosupresyendan c¢lusan gruptan secilen bir hastalik veya
durumun wvarliginin, vyokludunun, derecesinin wveya evresinin

izlenmesi wveya belirlenmesine ydneliktir. Bir somut gdsterime
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gbre, tahlil, bir hastalidain, bir enfeksivonun ve/veya tedavive,
Hzellikle immiinoterapl veya immiinosupresif ajanlarla vyapilan bir
tedaviye, verilen yanitin tespit edilmesine veya izlenmesine
yéneliktir. Bir somut gdsterime gdre, ikinci y&ne gbre
bilegimin, Uglnci ydne gbére bir numune toplama kabinin ve/veva
dérdincii yone gdre bir kit, yukarida ve istemlerde ayrintili
olarak tarif edilen birinci ydne gdre clan ydntemde kullanilar.
Burada tarif edilen savisal araliklar, aralidi tanimlavan
sayillari kapsar. Burada sunulan bagliklar, bir bitin olarak
tarifnameye referansla mevcut beyanin ¢esgitli yodnlerinin veya
somut  gdsterimlerinin gsinirlamalari degdgildir. Bir somut
gdsterime gdre, ydntemler durumunda bkelirli asamalari icerdigi
seklinde veya &rnedin bilesimler, c¢dzeltiler ve/veya karisimlar
durumunda belirli bilesenleri icerdidi seklinde tarif edilen
konu, 1lgili asamalari veya bilesenleri ig¢eren konuyu 1fade
eder. Burada tarif edilen tercih edilen somut gdsterimlerin
secgilmesi wve Dbirlestirilmesi tercih edilir wve tercih edilen
somut gdsterimlerin ilgili bir kombinasyonundan kaynaklanan
spesifik konu ayni zamanda mevcut bevana da aittir.

Mevcut bulus simdi asadidaki sinirlayici olmayan &rneklerle
ayrintili sekilde aciklanacaktir., Hak iddiasinda bulunulan bulus

ile ilgili olmayan éSrnekler yalnizca aciklama amac¢lidir.

ORNEKLER

Ornek 1: Trehalozun Epstein-Barr viriis tahlili duyarlilidina

etkisi

Epstein-Barr virisinden olan model antijen EBNA-l1l'e verilen
vanitlary O6l¢mek igin  QuantiFERON teknolojisini  kullanan
arastirmalar, inkilbasyon karisimina indirgen olmayan sekerlerin
ilave edilmesiyle indiklenen tahlil duyarlilidindaki artislara
deferlendirmek icin gerceklestirilmistir. Kisacasi, bir kan alma
tipline, arti/eksi bir trehaleoz ¢édzeltisinin 3 konsantrasyonuna

(0,5, 1,0 wveya 2,0 mg/ml trehaloz) EBNA-1 peptidleri ilave
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edilmistir. Anti-EBV hicresel immiin yvanitlari 9olcgen QuantTiFERON

tahlili, lireticinin talimatlarina uygun olarak
gerceklestirilmistir. IFN-gama vaniti, trehaloz
konsantrasyonuna badla olarak belirlenmis ve

kargsilastirilmigtir. Artan trehaloz konsantrasyonu ile IFN-gama
yvanitinda bir artis gdzlenmistir. Bu test tahlilinde en iyi
sonucu 2 mg/ml’lik bir trehaloz konsantrasyonu sunmustur. Bu
calismalar, trehaloz gibi bir indirgen olmavan sekerin, tam kan
tahliline ilave edilmesinin, hilicre a&aracili bir immin vanit
tahlilinde IFN-gama yanitinda onemli bir artisa yol actigini
gésterir. Indirgen olmayan sekerin ilave edilmesiyle indiiklenen
IFN-gama vanitindakili artisa badli olarak, tahlilin duyarliligd:

arttirailair.

Ornek 2: Onceki teknik tahlilinin depolama stabilitesi

Bu drnekte, CMV'ye karsi hilcre aracili bir immin vyanit testi
gerceklestirilmis ve deney bilesenlerinin depolama stabilitesi
znaliz edilmistir. Antijen olarak, sitomegaloviriis ile i1liskili
antijenlerden, 8-12 amino asit uzunludunda sentetik peptidler
kullanilmistir. CMV ile 1iliskili sentetik peptidler, bir basit
seker (glikoz) igeren c¢ézelti iginde formille edilmis ve bir kan
alma tipinin ig¢ine plskirtilmis ve kurutulmustur. Bu nedenle,
antijen wve basit sgeker, bir bilegsimde bulunmustur. EKan alma
tiapinde bulunan s&z konusu bilesimin stabilite testi, tahlil
aktivitesinin, oda sicaklidinda depclanan zamanla birlikte
azaldidini gostermistir. Ayrica, CMV cihazinin tahlil
aktivitesi, antijen ve glikoz igeren pliskirtillerek kurutulmus
Pilesimi igeren kan alma cihazi, 3 haftadan (21 giin) daha uzun
bir siire boyunca 55°C'de depolandidinda vyok olmustur. Bu
nedenle, 1ilgili Dbilesimler ve buna badla olarak, ilgili
bilesimleri igeren toplama tiupleri, eksik depolama stabilitesi
nedeniyle kullanima hazir kit Dkilesenleri olarak kullanilmak
igin uygun olmamigstir. Glikozun bilegimden g¢ikarilmasi, tahlil

stabilitesini wve islevini geri getirmistir. Bu nedenle, basit
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sekeri antijen 1le birlikte bir bilesime dahil etmek mumkin
olmamistir. Bunun yerine, tahlil duyarlilidini arttirmak ig¢in,

inkiibasyon bilesiminin hazirlanmasi esnasinda numuneye ayril
olarak basit seker ilave edilmesi gerekmistir.

Bunun aksine, burada ele alindigil gibi antijen ve bir indirgen
olmayan seker igeren bilesimler, uzun siireli depcolama siireleri
boyunca artan tahlil duyarlilidini da koruyabilir.

Bu sonuclar ayrica diJer deneylerle de dedrulanmistir. Glikoz
igeren veva glikoz icermeyen CMV tupleri, uc hafta boyunca 4°C,
22°C, 37°C ve 55°C'de depoclanmistir ve daha sonra 4 reaktif
vericiden ve 1 reaktif olmayan vericiden alinan kan &rnekleri
i1le test edilmistir. Tablo 1, reaktif wvericiler ile elde edilen
Belirtilen sicakliklarda,

ortalama sonu¢lari gdsterir. glikoz

iceren CMV tupleri, 4°C ya da 22°C'de depolanan tuplerden daha
az reaktiftir ve CMV tiplerini hazirlamak ic¢in kullanilan sivi
gbre vyanitlarda belirgin bir

formillasyona (referans standart)

azalma gdsterir. Aksine, glikoz icermeven tlipler reaktiflikte

bir kavip gdstermemistir.

Tablo 1: Depclama esnasinda glikozun etkisi.

farki gosterilmistir (ortalama IU/ml)

Retansiyona o¢lan kat

55°C 37°C 22°C 4°c
Glikoz iceren CMV|0, 58 0,75 1,48 1,34
tipleri
Glikoz igermeyen CMV|

0,97 0,91 1,01 1,21
tipleri
Ornek 3: Bir QFN-CMV tiipiinde trehaloz ilavesinin IFN-gama

yanitina etkisi

CuantiFERON (QFN) CMV, Sitomegaloviriis'ten tiretilen antijenlere

karsi y&neltilmis bir T-hilcre immin hafizasini izleyen CE

tescilli bir tahlildir. QFN-CMV kan tipleri, interferon gama

(IFN—-gama) Uretmek icin CD8' T-hiicrelerini spesifik olarak aktive
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etmek lzere tasarlanmis peptidleri icerir. Bu tipler, herhangi
bir seker molekiilll ilave edilmeden, sadece peptid wve heparin
igerir.

Bu deney, indirgen olmayan seker, trehaloz, QFN-CMV tiplerine
ilave edildiginde IFN-gama yaniti Uzerindeki etkiyi arastirmaya
amaclamistir,

QFN-CMV kan alma tuplerine 0, 1, 5 veya 10 mg/ml’lik trehaloz
(su icinde) cbzeltisi ilave edilmistir. Bilinen bir anti-CMV T-
hiicre yanitina sahip 17 sadlikli vericiden alinan 1 ml kan, daha
sonra dort tilpin her birine ilave edilmistir wve ek olarak bir
Nil tiipi ve bkir Mitojen tiipli kontrol clarak c¢alaistirilmistir.
QFN tahlili daha sonra kullanma talimatina uygun olarak
gerceklestirilmistir. Tim dederlerden Nil deferi cikartilmistir.
IU/ml seklindeki IFN-gama seviyeleri, bir 'kat dedisim' birimi
olusturmak, yanit  bluylukliginde vericiler-arasi wvaryasyonu
kontrol etmek igin ilgili QFN-CMV 4+ 0 mg/ml trehaloza (islenmemis
kontrol) karsi normalize edilmistir. Trehaloz taratfindan
spesifik olmayan IFN-gama indiksiyonuna karsi Kkontrole tespit
edilebilir bir anti-CMV immin vaniti olmayan saglikli vericiler
dahil edilmistir.

Trehalozun 1ilave edilmesi, IFN-gama'nin ortalama seviyesinde
konsantrasyona badli bir artisa neden olmustur (kat dedisimi
IFN-gama olarak eksprese edilene kargi eslenmis islenmemis
kontrol). 5 ve 10 mg/ml trehaloz eklenmesiyle etkide &nemli bir
artis gdzlenmistir; Dunn ¢oklu karsilastirma testi ile Friedman
testi, Sonuglar Sekil 1'de g&sterilmistir. CMV-negatif kontrol
vericilerinde IFN-gama'nin énceki seviyesinde dnemli bir artis
g&zlenmemistir (veriler gdsterilmemistir).

Bir QFN tahliline trehaloz ilave edilmesi, &nceki IFN-gama
seviyesini spesifik olarak arttirmaksizin kan alma tuplinde
bulunan spesifik antijen{ler)e vyanit olarak {iiretilen IFN-gama

seviyesini dnemli &lcglde artirir.
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Ornek 4: Bir QFN-TB tiijpiinde trehaloz ilavesinin IFN-gama

yanitina etkisi

QuantiFERON (QFN) tahlili gibi peptide &zgll hiicresel imminiteyi
degerlendiren bir tahlile indirgen olmayan geker trehalozun
ilave edilmesinin testin niceliksel sonucunu arttirdidina dair
gézlemi dofrulamak icin, QFN tipleri bir indirgen olmayan seker
ilavesi ile liretilmistir. QFN kan alma tiipleri, Mycocbacterium
tuberculesis (MTB) antijenleri ESAT-0 ve CFP-10'dan herhangi bir
seker 1lavesi olmadan wveya 1indirgen olmayan gseker trehaloz
ilavesi 1le Dbirlikte sentetik peptidler igerecek gekilde
Uretilmistir.

QuantiFERON Gold In Tube tahlili kullanilarak dodrulanmis 20
denekten alinan MTB enfeksiveonu kanitina sahip tam kan, mevcut
QuantiFERON platform teknolojisi kullanilarak, bununla birlikte,
yukarida tarif edilen bir indirgen olmayan seker (Trehaloz) ile
va da olmaksizain (sekersiz) iretilen modifive QFN TB antijen
tiipleri kullanilarak test edilmigtir. Tahlil, mevcut bir tahlil
olan QFT Gold kullanma talimatina uygun olarak
gerceklestirilmistir. Bu eglestirilmisg klinik analizde,
indirgevyici olmayan sekerin, trehalozun, TB antijen tipine dahil
edilmesi, Sekil 2'de gdsterildidi gibi tahlilin (P = 0,0005)
niceliksel vyanitini Snemli dlclide arttirmistir. Tliplerden elde
edilen dederler (y-ekseni) Log déniUstlirilmilz IFN-gama 1U/ml
degerleri olarak g®sterilmistir (¢ikartilan nil tiupl degerler
ile birlikte). Iki kohort arasindaki istatistiksel ©&nemi
géstermek igin ikili tek kuyruklu t testi yvapilmistir. Sonucglar,
trehaloz ilavesinin, TB enfeksivonu olan kisilerde gésterildigi

gibi, interferon gama yanitini arttirdidini acgikca gdsterir.

Ornek 5: Farklai indirgen olmayan sekerlerin ilave edilmesi,

nicel INF-gama yanitini artairair

Gozlemlenen arttirma etkisi, ilave indirgen olmayan sekerler ile

de gdsterilmigtir. Bu deneyde, QFN CMV antijen tiplerine wve
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karsilik gelen bir Nil tipine dért farkli indirgen clmayan seker
ilave edilmigtir. 2 mg/ml'lik nihai bir kan konsantrasyonuna
ulasmak ig¢in, 5 wvericiden alinan tam kana PBS icindeki karsilik
gelen bir sakkarcz, trehaloz, mannitol wve rafinoz c¢dzeltisi
ilave edilmistir. Dolayisiyla, bir QFN tahlili, QFN CMV tipleri
kullanilarak bir indirgen olmayan sekerin (sakkaroz, trehaloz,
mannitol wveya rafinoz) ilave edilmesi ile bkirlikte vya da
olmaksizin (N/S) 5 vericiden alinan kan iizerinde
gerceklestirilmigtir. Tahlil, mevcut bir tahlil olan QFN
kullanma talimatina uygun olarak gergeklestirilmistir. Sonuglar
Sekil 3'te gdsterilmigtir. X ekseni (bkz. Sekil 3} test edilen
durumlari gésterir. Onceki (ilgili sekerin ilave edilmesi ile
birlikte/olmaksizin Nil tiiplerinden elde edilen deder), karsilik
gelen CMV tilpinden ve hesaplanan ilave olmavan tip (v ekseni)
iizerinden IFN-gama degerindeki (1U/ml) artis yizdesinden
c¢ikartilmigtir. Sonuglar, niceliksel TFN-gama (1U/ml) dederi ile
lclilen sekilde CMV antijenlerine olan artan bir vanitin,
indirgen olmayan dért sekerin timl ile gdzlendidini gdsterir. Bu
nedenle, test edilmis indirgen olmayan tTum sekerler, INF-gama
yaniti lizerinde faydali bir etkiye sahip olmustur. Trehaloz ile
en ylksek artis gdrilmistir, bunu mannitol, sakkaroz ve rafinoz

izlemistir.
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Trehaloz konsantrasyonunun QFN-CMV yaniti uzerindeki etkisi
(degerler CMV yanitina normalize edilmigtir) [n=17]
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