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1. GIRIS VE AMAC

Herpes virtsler, yaygin gbérilen hastaliklara neden olmasi
bakimindan énemli virGs aileleri arasinda yer alirlar. Bu ailenin bir Oyesi
olan Epstein-Barr Virs (EBV); bir ¢cok onkolojik hastaligin patogenezinde
rol oynamaktadir. insanlarda kansere neden olan bu viriis, molekiiler
yapisi bakimindan da ilgingtir. Teknoloji gelistikgce, gecmiste anlasiimasi
imkansiz  oldugu disUnlUlen birgcok hastaligin tanisi-patogenezin

aydinlatiimasi ginimuizde mimkin olmaktadir.

Bu tez calismasinin amaci; ¢ocukluk ¢agr malign hastaliklarindan
Ozellikle Burkitt Lenfoma, Hodgkin Lenfoma ve Lésemide (lenfoid malign
hastaliklar grubu) etyolojik ajan olabilecek timér virlslerinden EBV’nin
periferik kan 6rneklerinden saptamak i¢in yeni bir teknoloji olan “Real-Time
PCR” ile klasik PCR tekniginin karsilastiriimasi olarak belirlenmigtir. Bu
dogrultuda malign hastalikli cocuklarin perifer kanlarindan elde edilen
DNA 6rnekleriyle calisiimigtir.

Buglne kadar Ulkemizde yapilan EBV genom calismalari tGmor
dokusunda gerceklestirildiginden; periferik kan &rneginde c¢alismanin
yapillmasi ayrica énem kazanmaktadir. TUmoér dokusu haricinde hem
tlkemizde hem de literatirde bu sorunun ilk kez yanitlanacak olmasi

acisindan énemlidir.



1.1GENEL BILGILER

1.1.1 Onkojenik Virtisler ve Herpesviriis Ailesi

Onkojenik virGisler sadece hastallk ve kanser etkeni olarak degil,
hicrede transformasyona eslik eden hlicresel ve molekuler degisikliklerin
anlasiimasini saglayan model sistemler olarak da kanser arastirmalarinda
blyik énem tagimaktadirlar. insan kanserleri ile iligkili virlisler 4 ana grup
altinda toplanmaktadir. Bunlar; Papova virGsler, Herpes virGsler,
Hepadna virGsler ve RetrovirGsler'dir. RNA timor virGsleri ile ilgili
calismalar, neoplazide hiicresel onkogenlerin dnemini ortaya ¢ikarmigtir.
DNA timér virGslerinin hiicresel timér supresér genler igin de énemli rol
oynadig gosterilmistir. Herpes virUsler, yaygin gérilen hastaliklara neden
olmasi bakimindan &6nemli virls aileleri arasinda yer alirlar.
Herpes virlsler cekirdekte replike olan, kapsidli, zarfli DNA virGsleridir.
Tum omurgalilar enfekte edebilme yetenegine sahiptir (Brooks G.F. ve
ark., 1989).

Herpes virlsler; doku tropizmi, patojenite ve kuiltir kosullarindaki

davraniglarina gére (g alt aileye ayrilirlar:

- Alfaherpesvirusler (sitolitik): No&rotropik, replikasyon

dénglsu hizh, yaygin konak ve hlcre yelpazesi olan virtslerdir. Klinigi oral
Herpes olan HSV-1, Klinigi genital Herpes olan HSV-2 ve Klinigi sugicegi
ve zona olan VZV (Varisella Zoster VirGs) bu grup altinda yer almaktadir.

- Betaherpesvirisler (sitomegalik): Genom buyUkligui ve

yapisi farkli, daha yavas replike olan, glandiler hlcreler ve/veya lenfoid
doku hicrelerinden olusan ve hlcre tutulum araligi daha kisith olan
virslerdir. Klinigi retinit olan CMV (sitomegalovirls), klinigi Exanthema

subitum olan Roseola virls bu grubun Gyeleridir.



- Gammaherpesvirtisler(lenfoproliferatif):

Lenfoid doku
hicrelerinden olusur ve hicre tutulum araligi kisith olan virtslerdir. Klinigi

Alfaherpesvirlislere gbére daha yavas replike olurlar.

Kaposi’'s Sarkoma olan HHV-8 ve klinigi Mononlkleoz ve Lenfoma olan
EBV (Epstein-Barr Virlis) bu gruba ait 6rnekler olarak goésterilebilir (Tablo

1),

Tablo 1. Herpes virUslerin siniflandiriimasi

. BiYOLOJIK OZELLIKLER ORNEKLER
ALTFAMILYA GENUS 0
. . . Latent Resmi Genel
Geligim Sitopatoloji ] - .
Enfeksiyonlar Isim Isim
. . HHV-1, HSV-1,
Simpleksviris
Alphaherpesvirinae Kisa Sitolitik Néronlar HHV-2 HSV-2
Varisellaviris HHV-3 vzv
Sitomegalik Bobrekler Sitomegaloviriis HHV-5 CMV
Betaherpesvirinae Uzun Lenfo- Lenfoid - HHV-6, HHV-6,
Roseolaviriis
proliferatif Doku HHV-7 HHV-7
Lenfo- Lenfoid Lenfokriptovirlis HHV-4 EBV
Gammaherpesvirinae | Degisken . .
proliferatif Doku Radinoviris | HHV-8 | KS
1.1.2 Epstein-Barr Viris (EBV)
EBV, Lympocryptoviris genusunun bir GOyesidir. Bu virlsler,

Gammaherpesvirls ailesiyle yakin iligkili Gyelerdir. Gen organizasyonu ve
genomik yap! bakimindan birbirleriyle ayni yapidadir. EBV genomu
yaklasik 172 kb uzunlugunda cizgisel cift iplik¢ikli DNA’dan olusur ve EBV
genom bdlgeleri, genomun BamHI restriksiyon endontikleaz haritasindaki
pozisyonuna bagl olarak aciklanir.

EBV oral gegiglidir ve enfekte virls, Enfeksiyoz Mononikleoz (EMN)

hastalarinin oral sekresyonlarindan, immiunolojik olarak baskilanmis

bireylerden ve saglikli EBV seropozitif bireylerden tayin edilebilir (Yao Q.Y.



ve ark., 1985). EBV'nin tek hedef hiicresi B-lenfositlerdir. insan B-
lenfositleri EBV ile enfekte oldugunda strekli hiicre kiltirleri elde edilebilir.
Hucreler virls tarafindan 6lumsuizlestirilir. Enfeksiyonun baslamasi igin
6nce B-hiicre ylzeyinde yer alan ve ayni zamanda C3d kompleman
komponentininde reseptdri olan virls reseptdriine baglanir (CR2=CD21).
EBV, lenfositte latent dbneme girer. Bu dénemde tam bir viral replikasyon
olmaz ( Brooks G.F. ve ark., 1989).

EBV, B-hlcrelerine majoér glikoprotein gp350/220°'nin  kompleman
reseptor ile etkilesimi sonucu nifuz eder. EBV’nin B hilicrelerine girisi ayni
zamanda viral glikoproteinler olan gp25 (gL), gp42/38 ve gp85 (gH)
icermektedir. Bu kompleks EBV ve MHC classll molekilleri arasindaki
etkilesime arabuluculuk eder. Ayni zamanda MHC classll B-hlcrelerine
virls girisinde ko-reseptér olarak gdérev yapmaktadir (Knox P.G., Young
L.S. ve ark., 1995).

CD21‘in ¢apraz baglanmasi B-hiicrelerini aktive eder. Bu baglanma
olayindan sonra olusan ilk etkiler Lck aktivasyonu ve Ca*?
mobilizasyonudur. Bunu, artan mRNA sentezi, homotipik hlicre adezyonu,
blast transformasyonu, ylzey CD23 ekspresyonu ve IL-6 olusumu takip
eder. Viral genomun kapsidsiz olmasi nlkleusa transferi; Wp
promotorundan sirkilasyon ve transkripsiyonu, bdtin latent genlerin
ekspresyonunu saglayan kaskati baslatir. EBV nikleer antijeni (EBNA)
lider proteini (EBNA-LP) ve EBNA2 tayin edilen ilk proteinlerdir. Bunlar
hicre déngusunin erken G1 fazina yeterli hazirhdr yapmaktadir. EBV ile
enfekte hlcreler (EBV'), yilksek hicre yodunluguna ve B-hicre
gelisiminde basi ceken sitokinlerin Uretilmesine dayanan bir tarzdadir.
Daha sonra EBV" hiicreler daha hizli gelisen ve otokrin gelisme
mekanizmasinda daha az bagimsiz olan hdcrelere déntsarler. VirUs, in
vivo enfeksiyonu takiben, hafiza B-hlcreleri iginde latent enfeksiyon
olusturur ve bu olay latent genlerin sinirli ekspresyonu ile kendisini gbsterir
(Murray P.G. ve Young L.S., 2001).



EBV’nin  B-hlcrelerini  élumslzlestirebilme  yetenegi  oldukga
yUksektir. Virls hlcre ylzeyine tutunduktan sonra hicreler, hicre
doéngusitne girmek Gzere aktive edilir. Bu sirada bazi viral genler eksprese
olur ve hiicreler devamli ve kontrolstiz bir sekilde ¢cogalma 6zelligi kazanir.
Lineer olan EBV genomu bir halka olusturur ve c¢ogalir. Viral DNA’nin
¢ogdu, enfekte hicrelerde sirkuler epizomlar halinde varligini strdirdrken,
bazilari hiicre genomuna entegre olur. EBV ile enfekte olan B-hicreleri,
immunglobulin Gretimi gibi bazi farklilasmis fonksiyonlari disa vurur. Ayni
zamanda B-hlcre aktivasyon drlnleri de (CD23 gibi) eksprese olur.
immortalize hiicrelerde en az 10 viral gen Griininin eksprese oldugu
gosterilmigtir (Kieff E. ve ark., 1996).

Oliimsiizlesen B-hiicre populasyonundaki hiicrelerin cok azi (<%10)
viral partikilleri serbestlestirir. Latentlik duraklatilabilir ve EBV genomu,
gesitli uyaranlar sonucunda aktive olarak replikasyona baslayabilir. Bu
uyaranlar arasinda, hcrelerin in-vitro kiltGri ve kimyasal indikleyici
ajanlar yer alir. Konaga bagh degiskenler iyi anlasilabilmis degildir. Ancak
bunlar da latentlikten viral senteze gecis hizini belirlerler ( Brooks G.F. ve
ark., 1989).

1.1.3 EBYV Latent Proteinleri

Kronik virls tagstyicilarinin  periferal kan lenfositleri kdltGre
alindiginda, spontan olarak EBV’ye donlisen az miktarda EBV* B-
hicrelerin dizenli olarak gelistigi g6zlenmektedir. Bunlar lenfoblastoit
hiicre serileri (LCL) olarak bilinen 6liimstiz hicre serileridir (Rickinson A.B.
ve ark., 1984).



Eksprese olduklari viral siklus fazina gére EBV antijenleri 3 sinifa

ayrilir.

e Latent faz antijenleri: Latent olarak enfekte olan hiicrelerde

sentezlenen antijenlerdir. EBNA ve LMP’ler bu gruba dahildir. Bu
antijenlerin ekspresyonu, EBV genomunun varligini gbsterir.
Degismeksizin eksprese olanlar sadece EBNA1 olup, EBNA1 viral
epizomlarinin - devamhligr icin gereklidir. Diger latent faz
antijenlerinin ekspresyonu, farkh hicrelerde regule edilebilir. LMP2

ekspresyonu, latentlikte reaktivasyonu engeller.

e Erken antijenler: Yapisal olmayan proteinlerdir. Bunlarin sentezi

viral DNA replikasyonuna bagdimli degildir. Bu antijenlerin

ekspresyonu, produktif viral replikasyonun basladigini gésterir.

e Gec antijenler: Viral kapsid (kapsid antijen) ve zarfin (membran

antijen) yapisal komponentleridir. Ozellikle prodiiktif viral

enfeksiyon geciren hlcrelerde uretilir (Brooks ve ark, 1989).

Lenfoblastoid  hicre  serilerindeki  her  hlcre, dairesel
ekstrakromozomal viral DNA’nin birgok kopyasina sahiptir. Bu hicreler, 6
nukleer antijen igeren birgok latent protein tasimaktadir. Bu proteinler;
EBNA 1,2,3a,3b,3c ve EBNA-LP’dir. Ayrica 3 adet latent membran protein
icerirler; bunlar LMP 1,2a ve 2b’dir (Kieff, 1996). Ayni zamanda viral
genomun BamHI-A bélgesinden transkriptler tayin edilmistir (Murray ve
Young, 2001). Latent proteinlere ek olarak, LCL’ler bol miktarda kodlama
yapmayan RNA’larin ekspresyonunu gergeklestirirler (EBER 1,2). Bu
transkriptlerin fonksiyonlari tam olarak belli olmamakla birlikte, tim latent
EBV enfeksiyonlarinda eksprese olduguna ve timérlerdeki EBV tayininde
mukemmel rol oynadigina inaniimaktadir (Murray ve Young, 2001). Farkli
EBNA’lar mRNA’lar tarafindan kodlanirlar. Bu mRNA’lar ayni uzunluktaki
primer transkriplerin farkli sekilde bdlinmelerinden olusturulurlar. Bu



transkriptler, genomun BamHI-C ve W bdlgelerinde birbirine yakin lokalize
olan 2 promotorun (Cp veya Wp) birinden eksprese olurlar. B-hiicre
enfeksiyonunda Wp’den Cp’ye bir degisiklik olusur. EBV genomunun
BamHI-N bdlgesinde sol yéne dogru LMP1, sag yéne dogru LMP2B olmak
Uzere farkli promotorlardan LMP transkriptleri eksprese olur (Speck ve
Strominger, 1989). Latent EBV gen ekspresyonunun bu paterni EBV
enfeksiyonunun “Latency IlIl (Lat [Il)” formu olarak adlandirilir. Bu
lenfoblastoid hlicre serileri ve birgok post-transplant lenfomalar igin
karakteristiktir (Murray ve Young, 2001).

EBV latentliginin en az iki bagka formu daha gdzlenmektedir. Lat |,
Burkitt's Lenfoma (BL) icin karakteristiktir. Bunda EBNA1, EBER’ler ve
BamA transkriptleri géraimustar. Lat I, EBV’ye bagh Hodgkin Hastaliginda
(HD) ve farklilasmamis Nazofarengeal Karsinoma’da (UNPC) gdzlenir.
EBER’ler, EBNA1 ve BamA transkriptleri LMP1 ve LMP2 ile birlikte
eksprese olmaktadir. Lat | ve Lat ['de EBNA1, Wp yada Cp yerine Qp
promotorundan transkribe olmaktadir (Murray ve Young, 2001).

Double-stranded DNA episome
EBMA1
EBMNA-LP
EBMNAZ

e
EBNAZGB N\

EBMNAZA

b Open reading frames for the EBV latent proteins
oriP*
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Sekil 1. Epstein-Barr Viris (EBV) genom haritasi



1.1.4 EBV Latent Proteinlerinin Fonksiyonlari

B-hicrelerinin EBV tarafindan transformasyonu, cesitli latent gen
drtnlerinin koordine hareketlerini icermektedir. Tumorlerdeki EBV gen
ekspresyonunun sinirlandinimig  modellerinin ispatiyla bu proteinlerin
fonksiyonlari daha fazla ilgi cekmeye baslamistir (Murray ve Young, 2001).

1.1.4.1 EBNAf1

EBNA1, epizomal EBV genomunun korunumu ve replikasyonu igin
gerekli olan ve DNA baglayan bir proteindir. Bu fonksiyon, EBNA1’in viral
replikasyonun plazmid orijini olan “oriP”ye baglanmasiyla kazanilmigtir
(Kieff, 1996). EBNA1 ayni zamanda Qp’nin kendi ekspresyonunu ters
ybnde ayarlamak icin asagi dogru olan iki bélgesi ile etkilesir (Nonkwelo
ve ark., 1996). EBNA 1 transkripsiyonal bir transaktivatér olarak hareket
ederek Cp ve LMP 1 promotorunu regule eder (Kieff, 1996).

EBNA1 proteini, farkli EBV izolatlarinda farkh blyUklige sahip glisin-
glisin-alanin (Gly-Gly-Ala) tekrar dizileri icerir (Kieff, 1996). Bu tekrar alani
sinirlandiriimig MHC class 1’in cis etkili inhibitdéridir ve antijen sirecini
ubik(tin-proteozom kaskadi yolu ile inhibe ederek fonksiyonu agiga cikarir
(Levitskaya ve ark., 1995). EBNA 1 olusturan peptidlerdeki hata hedef
hiicrelerde eksprese oldugunda inefektif CD8" T-hicrelerinin EBNA1

cevabl ile sonuclanir (Wilson ve ark, 1996).

Yapilan bir calismada, transgenik farelerdeki B-hlcrelerinde EBNA1
ekspresyonu B-hiicre lenfomasiyla sonuglandigi gésterilmistir. Bu da
onkogeneziste EBNA1’in direkt roll olabilecegini 6ne stirmektedir (Wilson,
Bell ve Levine, 1996).



1.1.4.2 EBNA2

EBNA2, hem hlcresel hem de viral genler icin bir transkripsiyonel
aktivatordir; LMP1 ve LMP2 kadar iyi bir sekilde CD21 ve CD23 iceren
belirli B-hlcre antijenlerinin ekspresyonununu regule eder (Kieff, 1996).
EBNA2 ayni zamanda Cp promotorunu transaktive eder. Bunu B-hlcre
enfeksiyonunda erken dénemde gézlenen Wp’nin Cp’ye dénlsiminu
indUkleyerek gerceklestirir. EBNA2, ayni zamanda bir ¢ok yerde bulunan
ve DNA baglayan bir protein olan RBP-Jk ile etkilesir (Grossman ve ark.,
1994). Ayrica c-myc onkogeni de EBNAZ2'nin transkripsiyonel hedefidir.
Bu, EBV’nin indikledigi B-hlcre proliferasyonunda énemli olan bir etkidir
(Kaiser ve ark., 1999).

1.1.4.3 EBNAS3 Ailesi

Rekombinant EBV ile vyapilan c¢aligsmalar, in vitro B-hlcre
transformasyonunda EBNASA ve EBNA3C gerekliyken, EBNA3B’nin
zorunlu olmadigini géstermistir (Robertson, 1997). EBNA3C hem hcresel
(CD 21) hem de viral (LMP1) gen ekspresyonunun regllasyonunu
inddkleyebilir (Allday ve Farrell, 1994) ve Cp promotorunu baski altinda
tutabilir (Radkov ve ark., 1997). Transformasyonu desteklemek igin
retinoblastoma proteini pRb ile etkilesebilir (Parker ve ark., 1996).
Transformasyon icin zorunlu olmasina ragmen EBNA 3B, vimentin ve
CD40’1in ekspresyonunu indiklemektedir (Silins ve Sculley, 1994). EBNA3
proteinleri RBP-Jk transkripsiyon faktérleriyle iliskide bulunurlar ve RBP-
Jk, ayni koékten gelen Jk dizileri ve EBNA2ye baglanmalarini
transaktivasyona arabuluculuk eden EBNAZ2yi baskilayarak aksatir.
Bundan dolayr EBNA2 ve EBNAS3 proteinleri, RBP-Jk aktivitesini kesin
olarak kontrol etmek amaciyla birlikte ¢cahgirlar. Bunu ayni kdkten gelen Jk
dizileri iceren hiicresel ve viral promotorlarin ekspresyonunu regile ederek

yaparlar. Son zamanlarda EBNA3C’nin, insan histon deasetilaz-1 ile
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etkilestigi  gésterilmistir. Bu enzim, Cp’nin RBP-Jk tarafindan
transkripsiyonel olarak baskilanmasina katkida bulunmaktadir (Radkov ve
ark., 1999).

1.1.4.4 EBNA-LP

EBNA-LP, her bir EBNA mRNA’larinin 6nculeri tarafindan kodlanir
ve bir miktar EBV izolati tarafindan saklanan BamHIW tekrarlar
miktarina dayanan degisik buyudklUkte bir protein kodlar. EBNA-LP in vitro
B-hicre transformasyonu igin kesin olarak gerekli olmamasina ragmen
lenfoblastoid hicre serilerinin verimli gelisebilmesi igin gereklidir (Allan ve
ark., 1992). EBNA-LP ve EBNAZ2nin primer B-hlcrelerine déntsim,
siklin D2 ekspresyonunun regilasyonu tarafindan Gg'in Gi’e déntsiminu
uyarir (Sinclair ve ark., 1994). EBNA-LP ayni zamanda EBNA2 ile
birleserek EBNA2’nin LMP1 igeren transkripsiyonel hedeflerini regiile eder
(Rickinson, 1997). EBNA-LP’nin pRb ile birlikte lenfoblastoid hcre
serilerinde lokalize oldugu goésterilmistir ve in vitro biyokimyasal ¢calismalar,
EBNA-LP’nin hem pRb hem de p53 ile iligkisi oldugunu kanitlamigtir
(Szekely ve ark., 1993). Fakat bu iligki lenfoblastoid hiicre serilerinde
dogrulanmamistir ve human papillomaviristeki (HPV) durumdan farkli
olarak kodlanan E6/E7 ve adenoviris E1 proteinlerinde EBNA-LP
ekspresyonunun pRb ve p53 kaskadlarinin regulasyonunda bir etkisi
yoktur (Wilson ve ark, 1996).

1.1.4.5 LMP1

LMP1’in fonksiyonunda en az doért adet kaskad bulunmaktadir.
Bunlar NF-kB, JNK/AP-1, p38/MAPK ve JAK/STATdir. LMP’in C-
terminalinde en az iki aktive eden bdlge bulunur. Bunlar CTAR1 ve
CTAR2'dir (C-terminal’i aktive eden bdlgeler 1 ve 2). CTAR1 membrana
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proksimal olarak lokalizedir (aminoasit 351-386) ve EBV™ B-hlicrelerinin
uzun dénem gelisimi i¢in gereklidir (Izumi ve Kieff, 1997).

LMPT1’in lenfositlerdeki ekspresyonu, transkripsiyon faktérii NF-kB’nin
aktivasyonu ve anti-apoptotik bir gen olan bcl-2 ve A20 geninin
ekspresyonunun denetlenmesi gibi cesitli  hlcresel degisiklikleri
indOklemektedir (Laherty ve ark., 1992; Rowe ve ark.,, 1994).
Transkripsiyon faktori NF-kB’nin aktivasyonu dogrusal olmayan hiicre
sinyalindeki LMP1’in énemindeki ilk belirtidir. Hem CTAR1, hem de
CTAR2, NF-kB'’yi bagimsiz olarak aktive edebilir (Huen ve ark., 1995).
CTAR2, NF-kB aktivasyonuna arabuluculuk yapan LMP1’in blylUk
cogunlugunun (%70-80) timoér nekrosiz faktori reseptért (TNFR) ile iligkili
6lim domain proteini (TRADD) ile etkilesimini agiklar. Geri kalan NF-kB
aktivasyonuna arabuluculuk yapan LMP?1’in  %20-30'u  CTAR1
P2*XQ?*°XT2% motifinden elde edilir. Bu motif TNF ile iliskili bircok faktérle
etkilesmektedir (Devergne ve ark., 1996).

LMP1, JNK (c-Jun N-terminal kinaz) kaskadini yalnizca CTAR2 yolu
ile aktive eder (Eliopoulos ve ark., 1999). Oysa p38/MAPK kaskadinin
aktivasyonunda hem CTAR1 hem de CTAR2 arabuluculuk etmektedir.
LMP1’in C-terminalindeki 33 baz ¢iftlik tekrara sahip prolince zengin bir
dizi Janus kinaz 3 (JAK3)'lin aktivasyonuna arabuluculuk eder (Gires ve
ark., 1999).

LMP1’in plazma membrani igindeki agregasyonu igin kritik bir
6nkosuldur ve transmembran domeynlerin instrinsik bir 6zelligi olarak
ortaya c¢ikar (Gires ve ark., 1997). LMP1, lipid vyiginlarinda
zenginlegtirilmistir ve hlcre iskeletiyle iliskidedir. Transmembran
domeynleri, LMP1’i lipid yiginlarina yénlendirmekten sorumludur, oysa
LMP1’in TRAF molekulleriyle etkilesimi LMP1’in hicre iskeletiyle iligkisi
icin énemlidir (Higuchi, lzumi ve Kieff, 2001). LMP1 ve TNFR ailesi
arasindaki en énemli fark; LMP aktive edilmis bir reseptdr olarak fonksiyon
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gobsterir ve bundan dolayi bir ekstraseliler ligantin baglanmasinda uygun
degildir. Ekstraselller ve CD2, CD4 transmebran bélimlerinden meydana
gelen kimerik molekll deneyleri ya da sinir blyime faktér reseptorl
(NGFR)’niin LMP1’in C-terminaline yapismasi, LMP isaretlenmesi sadece
kimerizmin ligant baglama ya da antikoru indikleyen agregasyonu
tarafindan ortaya cikarildigini géstermistir (Gires ve ark., 1997). Aksine,
CD40 sitoplazmik kuyrugu, LMP1’in transmembran domeynlerine ve N-
terminaline baglandiginda aktif olarak geri verilmektedir (Hatzivassiliou ve
ark., 1998).

Ginli ya da Tayvanh Farklilasmamis Nazofarengeal Karsinoma
(UNPC) hastalarindan elde edilen, LMP1 kodlayan EBV izolatlarinin
klonlanmasi ve dizilmesiyle bir ¢ok mutasyon tanimlanmistir. Bu ilk
eksonda, Xho1 restriksiyon alaninda kayba yol acan nokta mutasyonunu
iceren prototip B95.8 tlrinden kaynaklanir. Bu prototip, CTARZ2'nin
Ustiinde C-terminalinde 30 baz ciftlik bir delesyon ve ¢ok sayida nokta
mutasyonu icermektedir (Hu ve ark., 1991). Bu del LMP1 varyantlar in
vitro kosullarda artmis timérijenite géstermektedir (Li, Chang ve Liu,
1996).

Sung ve arkadaslarinin (1998) yapmis oldugu bir ¢calisma ile EBV’nin
iki soyu belirtilmistir. Bu soylar Cin 1 ve 2 olarak Giiney Cin’in endemik
bdlgelerindeki sikliga gbre bildirilmistir. Soylar sirasiyla, Xho1 polimorfizmi
ve 30 bc’lik delesyon icermektedir. Yine Japonya’'daki viral izolatlar da
karboksi terminaldeki 30 bg¢’lik delesyonun ylksek prevalansini rapor
etmislerdir (ltakura ve ark., 1996). Ulkemizde ise 69 b¢'lik bir delesyonun
sik olarak bulundugu Burkitt Lenfomali olgularda bildirilmistir (Tagyildiz ve
ark., 1998). Ayrica, Malezyal nasofarengeal karsinoma hastalarinda
LMP1’in analizi cahigsmalari gerceklestiriimis ve cifte enfeksiyonun bir kaniti
olan ylksek prevalansli 30 bc'lik delesyon ve Xhoi1 polimorfizmine
rastlanmistir (Tan ve ark., 2003).
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ilk calismalarda, delLMP1 varyantinin 6zel olarak nasofarengeal
karsinoma ile iligkili oldugu dustntlmustir. Ancak, daha sonra T-hlicre
lenfomalarinda, Hodgkin hastalarinda (HD), Enfeksiyoz MononuUkleoz
(EMN) hastalarinda ve saglikh kontrollerden elde edilen lenfoblastoid
hiicre serilerinde de tespit edilmistir. Saghkh virls tasiyicilari da bu
mutasyonlara, ayni cografi bdlgede yasayan virlsle enfekte timor
tastyicilari ile benzer siklikta sahiptirler (Khanim ve ark., 1996), fakat HIV*
HD’lerle HIV' HD ve pediatrik HD’lerle normal kontroller
karsilastirildiginda; bu delesyon cesitliliginin artan bir insidans gdsterdigi
gbrulmektedir (Santon ve Bellas, 2001).

Japonya’da vyapilan bir calismada LMP1 geninin 30 Dbg¢'lik
delesyonunun EBV ile iligkili hastaliklarin patogenezinde énemli bir faktor
olmadigi belirtiimis, EBV Tip 1’in LMP1 geninin 30 bg¢’lik delesyonu ile
birlikte Japon halkinda gérulmesinin sikga karsilagilan bir durum oldugu

gosterilmistir (Oshima ve ark., 1999).

Arjantin’de yapilan bir calismada ise saglkh bireylerdeki LMP1 30
b¢’lik delesyon sikligr arastinimis ve EBV Tip 1’in predominansi rapor
edilmistir. Ayrica bu calismayla saglkli bireylerin de c¢oklu enfeksiyon
tasiyicisi olabilecedi kanitlanmistir (Correa ve ark., 2004).

1.1.4.6 LMP2

LMP’yi kodlayan gen iki farkli proteine sahiptir: LMP2A ve LMP2B.
Bu proteinin yapilari aynidir; her ikisi de 12 transmembran domeyne ve 27
aminoasitlik sitoplazmik C-terminusuna sahiptir. Ek olarak LMP2A 119
aminoasitlik sitoplazmik N-terminal domeynine sahiptir. LMP2A, latent
olarak enfekte B-hilcrelerinin plazma membraninda parcgalar halinde
toplanir (Longnecker ve Kieff, 1990). Ne LMP2A ne de LMP2B, B-hicre
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transformasyonu igin gerekli degildir (Longnecker,2000; Fruehling ve
Longnecker, 1997).

LMP2A N-terminal domeyni, iki tanesi (Y74 ve Y85) immUno reseptdr
tirozin bazli aktivasyon motifi (ITAM) olusturan 8 tirozin ¢okeltisine sahiptir.
Fosforile edildiginde, B-hlicre reseptérinde (BCR) var olan ITAM; lenfosit
proliferasyonunda ve protein tirozin kinazlarin (PTK) src ailesinin
aktivasyonu araliginda farklilasmasinda merkezi rol oynar. LMP2A ayni
zamanda bu PTK’larin fosforilasyona ugramis ITAM’leriyle etkilesir ve bu
iliski PTK aktivitesini ters yonde regulle eder (Fruehling ve Longnecker,
1997). Bundan dolayr LMP2A ITAM, BCR’nin uyardi§i Ca*? seferberligini,
tirozin fosforilasyonunu ve B-hicrelerindeki EBV litik ddngutsindn
aktivasyonunu bloke etmekle sorumlu olarak gdsterilmektedir (Miller ve
ark., 1995).

Transgenik farelerin B-hicrelerindeki LMP2A ekspresyonu, normal
B-hicre gelisimini ortadan kaldirir. Bunu periferal lenfoid organ kolonileri
olusturmak icin immuanglobdlin negatif hiicrelere izin vererek gergeklestirir.
Bu, LMP2A’nin proliferasyonu ve BCR’nin sinyallemesinin yoklugunda
B hicrelerin hayatta kalmasini sagladigini géstermektedir (Caldwell ve
ark., 1998). Birlikte ele alindiginda bu veriler LMP2'nin, EBV latentliginin
muhafazasi igin gerekli B-hlcre gelisiminin normal programi modifiye
ettigini ve EBV litikk déngUsinin uygunsuz aktivasyonunu engelledigini
destekler.

LMP2B’nin LMP2A fonksiyonunu reglle eden hafifletici bir roll
oldugu ileri sirtlmustir (Scholle, Longnecker ve Raab-Traub, 1999).
Epitelyal hicre hattinda LMP2A’nin  adezyona bagh tirozin
fosforilasyonunu kanitlamaktadir. Bu src kinaz aktivitesinin negatif
regllatéri olan C-terminal src kinaza (Csk) arabuluculuk eden bir etkidir.

Ayrica, LMP2A epitelyal hlcreleri transforme edebilir. Bu etkiye LMP2A,
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fosfoinozitid 3-kinaz-Akt kaskadinin aktivasyonuyla bir miktar aracilik
etmektedir (Sholle, Bendt ve Raab-Traub, 2000).

1.1.5 EBV’nin Enfeksiyon Mekanizmasi

1.1.5.1 B-Hiicrelerinin EBV ile Enfeksiyonu

Bircok kanit B-hiicrelerinin  EBV’nin  devaminda rol oynadigini
ispatlamaktadir (Murray ve Young, 2001). Esasinda, uzun dénem asiklovir
tedavisi alarak virs replikasyonunu elimine etmeyi amagclayan tedavi;
orofarinksten viris salgilanmasini dnlemekte fakat B-hicrelerindeki latent
enfeksiyonu etkilememektedir. Asiklovirin etki mekanizmasi; asiklovirin
trifosfata donismesi ve daha sonra deoksiguanozinle yarisarak viral DNA
polimeraz i¢cin  viral replikasyonla rekabet etmesi seklinde
gerceklesmektedir. Tedavi kesiminde, virls tedavi Oncesi dizeyinde
orofarengeal sekresyonlarda tayin edilebilmektedir. Ayrica kemik iligi
transplantasyonundan énce ve sonra dondér-alici ¢iftindeki EBV (zerine
yapilan ¢alismalar, alici EBV’sinin soylarinin orofarinksten yok oldugunu
ve dondre yerlestigini géstermistir. Bu da kemik iligi B-hicrelerinin EBV'yi
muhafaza ettigini gdstermektedir. X’e bagli gammaglobulinemia (XLA)’ya
sahip olan hastalarin  olgun B-hiicreleri eksikti. Bunlar EBV
enfeksiyonundan korunurlar (Young, 1999).

EBV, periferal kanin iginde IgD" hafiza B-hlcreleri havuzunda
bulunur. Bu hicrelerde EBV gen ekspresyonu LMP2A ve muhtemelen
EBNA1 ile sinirlanmistir (Babcock ve ark., 1998). Son g¢alismalar, saghkli
tonsillerin alt kiimesinin olgunlasmamis EBV* (IgD") B-hlcreleri ihtiva
ettigini géstermektedir. Bu hicreler Lat Il eksprese eder ve aktive edilmis
fenotip gosterirler. Yani direkt olarak enfekte olmuslardir (Joseph, Babcock
ve Thorley-Lawson, 2000). Bu hlcreler muhtemelen ya virise 6zgu



sitotoksik T-lenfositler (CTL) tarafindan elimine edilmistir, ya da daha
sonra tonsilden ayrilan IgD hafiza B-hlcrelerine farkhlagsmislardir. Bu
hafiza B-htcrelerinin bir kismi mukozal lenfoid dokulardan gecerek plazma
hiicrelerine donuserek, litik dénguye girebilirler. Fakat bir kismi yine de
hiicre déngtsinde var olur ve periferal havuzu, enfekte hafiza hlcreleriyle
tekrar doldururlar (Sekil 2).

EBV gen ekspresyonunun Lat Il modeli ayni zamanda tonsiler hafiza
B-hucrelerinde ve merkezi germinal B-hlcrelerinde de tespit edilmigtir
(Babcock ve Thorley-Lawson, 2000).
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1.1.5.2 Epitelyal Hiicrelerin EBV ile Enfeksiyonu

Epitelyal hlcreler genellikle CD21 eksprese etmezler. EBV bu
dokulara baska hicresel reseptérlerden girer. Cesitli insan epitelyal
hicreleri in vitro olarak ya yiksek titre virls sdpernatantinin direkt
temasiyla ya da Burkitt's Lenfoma’daki (BL) Akata hicre hatti gibi EBV
ureten hiicrelerle karistiriimis kilttrlerle enfekte olabilir. Akata hiicre hatti,
EBV enfeksiyonunun bir modelidir ve epitelyal dokularin i¢cinde veya litik
olarak enfekte B-hlcrelerine yakin olan epitelyal dokulara asin yatkinliklari
sayesinde enfekte olabilmektedir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar;
MHC class llI'den yoksun epitelyal hiicreler tarafindan yapilan virisin (E-
EBV) ylksek seviyede gp42 icerdigini ve B-hlcrelerde yapilan virGslerle
(B-EBV) karsilastiriidiginda B-hlcreler igin daha enfektif oldugunu
gbstermistir (Murray ve Young, 2001). Bu veriler, epitelyal dokularin primer
EBV enfeksiyonunun, B-hlcrelerinin kismi tropizmini igeren virisin
dretimine rehberlik ettigini 6ne sirmektedir. Bu olay, bu bdlgedeki israrci
enfeksiyonu tespit etmeyi kolaylastirmaktadir. Epitele yakin B-hUcreleri
tarafindan Uretilen viristn bir sire sonra tikurige salinmasiyla epitelyal

hicreler daha hizli enfekte olmaktadir.

1.1.5.3 EBV’nin Patogenez ve Patolojisi

1.1.5.3.1 Enfeksiyoz Mononiikleoz (EMN)

EMN'de EBV bulasi tiklrik ile olur ve ilk enfeksiyon orofarinkste
bagslar. Viral replikasyon, farinksin epitel hiicreleri ve tikrik bezlerinde
gerceklesir. Cogu kiside, enfeksiyondan haftalar-aylar sonraya dek disik
dizeyde viris salinir. Epitel hlcrelerinde replikasyonu takiben viris, B
lenfoid hlcreleri enfekie eder ve burada latent evrede varlidini devam
ettirir. Normal bireylerde, virisle enfekte olan hiicrelerin gogu elimine edilir,

ancak az sayida enfekte lenfosit, dmur boyu varligini devam ettirir. EBV ile
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enfekte B-hucreleri immunglobulin sentezler. Siklikla sentezlenen IgA ve
IgG’dir, nadiren IgM de sentezlenir. Mononulkleoz, B hticrelerinin poliklonal
transformasyonudur. Otoantikor olusumu, hastalk igin tipiktir. Klasik
antikor, koyun eritrositlerindeki antijenlerle reaksiyon veren heterofil
antikorlardir. EBV enfeksiyonu, enfekte olmayan birgok B-hlcresinin
aktivasyonuna neden olur. Bu B-hlcreleri, otoantikorlari kaynagi olabilir.
EBV latent enfeksiyonunun reaktivasyonu muimkin olmakla beraber
nadirdir. TUkUrOkte virls duzeylerinin yikselmesiyle kendini g0sterir.
imminsipresif ilaglarla tedavi, enfeksiyonu reaktive edebilir ve bu

reaktivasyon bazen agir sonuglar dogurabilir (Oshima ve ark, 1999).

1.1.5.3.2 Burkitt Lenfoma (BL)

EBV ile iligkili timorler arasinda ilk dikkat ceken klinik ve
epidemiyolojik 6zellikleri bakimindan Burkitt Lenfomadir. BL’nin endemik
tabir edilen ya da ylUksek insidansa sahip formu Ekvatoryal Afrika ve
Papua Yeni Gine ile sinirlandiriimistir. Burada yillik insidans 100.000
cocukta yaklasik 5-10 vakadir ve Plasmodium falciparum’'un endemik
oldugu alanlar ile g¢akisir. Bunun tersine, BL'nin sporadik vakalari diinya
capinda ortaya cikar fakat daha distk sikhktadir. BL'nin endemik ve
sporadik formlari ayni zamanda EBYV ile iligkileri bakimindan da farklilk
gOstermektedir. Esasinda yuUksek indisanl bdlgelerde bulunan bitin BL
timorleri EBV' olmasina ragmen sporadik BL tlimérlerinin sadece %15’i
virls tagimaktadir. Ek olarak, endemik sitmanin disinda kalan bélgelerdeki
ortalama insidansa sahip Cezayir ve Misir gibi belirgin alanlar EBV*
timorlerinin artmis oranlariyla iligkili yiksek sayida vakaya sahiptir. BL
ayni zamanda, AIDS’in Kklinik olarak ortaya ¢ikmasindan &énce siklikla
ortaya ¢ikan HIV enfeksiyonunun bir sonucu olarak da gézlenir. Bu AIDS
ile birlikte gorilen BL vakalarinin sadece %30-40'1 EBV enfeksiyonu ile
iliskilidir. Cografik bdlgeye ya da AIDS iligkisine bakmaksizin, hemen tim
BL timérleri de; c-myc proto-onkogen bdlgesinde olan, kromozom 8’in
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uzun kolundaki kromozomal translokasyonu t(8:24) veya immdinglobulin
agir-zincir gen bélgesindeki kromozom 14’deki translokasyonudur t(8:14).
Bunlarin disinda daha az siklikta gértlen immanglobdlin hafif-zincir gen
bdlgesindeki kromozom 2 1(8:2) veya 22'de gorilen translokasyondur
t(8:22). Bu translokasyon, c¢-myc onkogeninin regile edilmemis
ekspresyonu ile sonuclanmaktadir (Murray ve Young, 2001).

Burkitt Lenfoma patogenezinde EBV’nin tam roll tespit edilmektedir.
EBV enfeksiyonunun baslangic B-hicrelerinin proliferasyonundan énce
geldigini gbsteren monoklonal EBV epizomlari virls pozitif BL
biyopsilerinde tespit edilmistir (Neri ve ark., 1991). BL’'nin germinal
merkezdeki B hucrelerinin proliferasyonunu stimile etmekle gorevli olan
endemik sitma ve kronik HIV enfeksiyonu gibi risk faktorlerinin etkisiyle
desteklenir. Bu hlicreler ayni zamanda immunglobilin genlerinin somatik
mutasyona ugramasi icin de programlanmistir. Bu ise EBV enfeksiyonu ve
germinal merkez proliferasyonunun stimilasyonu ile birlikte c-myc
translokasyonu tasiyan B-hlcrelerin jenerasyonu ve seleksiyonundan
sorumlu olabilir. Sporadik BL'deki EBV igeriginin daha 6nceki raporlarda
gbsterildiginden daha buydk oldugunu ileri strmektedirler. Bu ylzden
tamamlanmis defektif EBV genomlari; EBNA1 ekspresyonu olmaksizin,
Amerika Birlesik Devletleri’ndeki bazi sporadik BL timérlerinde tespit
edilmistir (Razzouk ve ark., 1996).

1.1.5.3.3 Farklilasmamis (Undiferansiye) Nazofarengeal Karsinoma
(NK)

EBV varligi ile timor iligkisi en iyi NK’da gdsterilmistir. EBV ve NK
arasindaki bag 1966 yilinda serolojik calismalarin 1s1g1 altinda ileri
sUrdlmastar. Daha sonra, in situ hibridizasyon ve antikomplement
immudnofloresans assay kullanilarak NK’daki timér hiicrelerinde EBV DNA

ve EBNA kompleksinin bulunmasiyla da ispat edilmistir (Murray ve Young,
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2001). NK dokularindan Southern Blot DNA hibridizasyonu, viral
genomlarin monoklonal &zelligini agiga c¢ikarmigtir. Bu 06zellik; EBV
enfeksiyonunun malignant hiicre populasyonunun klonal genislemesinden
daha 6nce var oldugunu géstermektedir (Murray ve Young, 2001).

NK, 6zellikle Cin ve Gineydogu Asya’da 100.000 vakada 20-30 gibi
bir siklhida sahiptir. Sikhk oranlarn GCinlilerde (6zellikle Giney GCinli
erkeklerde) nerede yasadiklarina bakmaksizin ylksektir. Bu genetik
Ozellik ek olarak; diete 6zgi komponentler gibi gevresel faktorlerin de
NK’nin etiyolojisinde énemli oldugu distndirmektedir. Kapsamli serolojik
veriler, yUksek siklikli alanlarda 6zellikle EBV kapsit antijeni (VCA) ve early
antijenlere 6zgl IgA antikorlari olmak Uzere ylUkselmis EBV’ye 6zgu
antikor titrelerini tanimlamistir. Bu da tani ve tedavinin etkinligini izlemek

acisindan énemini gindeme getirmistir (Murray ve Young, 2001).

1.1.5.3.4 immiin Yetersizlik Zemininde Lenfoproliferatif Hastalik

Transplant cerrahi icin iatrogenik immidnosupresyondan sonra
meydana gelen lenfoproliferasyonlar ortak olarak “post-transplant
lenfoproliferatif ~ bozukluklar (PTLD)” olarak bilinirler. X'e bagh
lenfoproliferatif sendrom ve Wiscott-Aldrich sendromu gibi belirgin
kalitilmis immidno yetersizlik sendromlarina sahip hastalarda benzer
timorler gbzlenmektedir. Bunlar sikhkla B-hicre orijinlidir ve atipik
poliklonal B-hlcre proliferasyonlarindan kdken alan lezyonlar seklinde
kendilerini  gbdstermektedirler. Bunlar genellikle immUinsipresyonun
azaltiimasi ya da durdurulmasini takiben gerilerler. Ancak bazilari agresif

monomorfik non-Hodgkin lenfomaya (NHL) dénUsebilirler.
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Solid organ naklini takiben meydana gelen ¢ogu lenfoproliferasyonlar
konakg¢l hicre kdkenlidir. Oysa kemik iligi transplantasyonundan sonra
olusanlar siklikla donér hicrelerden olugsur. Bir ¢ok timdr genellikle
gastrointestinal sistem ya da allograft organin kendisi gibi ekstranodal
lokalizasyonlarda multifokal lezyonlar olarak kendini gdsterir. PTLD
insidansi ve Kklinik bulgular, organ trasplantasyonlularla ve immin
stupresyonun devamliligi ve kullanilan ajanlarin say! ve dozajiyla farklihk
gOstermektedir. Trasplant yapilan organdaki PTLD’nin ylUksek sikligi,
nakildeki kronik antijen stimilasyonunun, bu lezyonlarin patogenezinde

6nemli olabilecegini gbsterir (Johannessen, Ashgar ve Crawford, 2000).

Cogu PTLD vakalari EBV™ tir ve gen ekspresyonunun Lat Il paternini
gOsterir (Young ve ark., 1989). Bu ylzden bir ¢cok vakada, in vitro
Olimsuizlestiriimis lenfoblastoid hiicre serilerine karsilik olarak PTLD’ler in
vivo ortaya cikarlar. Yani bunlar primer olarak EBV tarafindan
yonlendirilirler. Fakat bazen Lat | ve Lat II'de de goérulir ve PTLD’nin EBV*
T-hicreli timorler gosterilmistir. Bu EBV*® timoérler monomorfik olma

egilimindedir ve daha agrasiftirler (Nelson ve ark., 2000).

1.1.5.3.5 Hodgkin Hastaligi (HD)

1966 yilinin baslarinda MacMahon bir enfeksiyon ajaninin Hodgkin
Hastaligi (HD)'na sebep olabilecegini ileri sirmustir. Bu ajanin EBV
olabilecegine dair ilk kanit ise diger lenfoma hastalarinda EBV
antijenlerine karsi olusan ytksek antikor titrelerinin tespitidir. Ayrica bu
yUksek seviyeler HD’nin bir ka¢ yildaki gelisiminden énce gelmektedir. Ek
olarak bireylerde Enfeksiyoz Mononikleaz (EMN) ge¢migli HD’nin
gelisimindeki relatif riski 2,0 ve 5,0 arasinda sinirlandigi gdésterilmistir.
Human herpes viris 6 gibi diger herpes virlislere karsi olugsan antikor
titreleri de serumlarda artmistir. EBV Viral Kapsid Antijenine karsi olusan



22

artmis antikor titreleri, EBV’nin HD’deki patogenezdeki rolini agiklayamaz
(Murray ve Young, 2001).

EBV ile iligkii HDde viral genomlar timér hlcrelerinin
enfeksiyonunun klonal genislemeden &nce ortaya c¢iktigini gdsteren
monoklonal formda bulunurlar. EBV normal olarak HD sirasinda sirekli ve
ayni zamanda HD’nin tGmd&r dokusunun bir ¢ok yerinde de bulunmaktadir
(Nerurkar ve ark., 2000). Bulunulan cografi bélgeye ek olarak, EBV’nin HD
ile iligkisi ayni zamanda subtipe, cinsiyete, etnik kbkene ve yasa gére de
cesitlilik gdstermektedir. HD, yilda 1-3/10000 gibi nispeten digsik bir
insidansa sahip olmasina ragmen, bu tOmdér cografik olarak

sinirlandirilamamaktadir (Flavell ve Murray, 2000).

1.1.5.3.6 T-Hiicre Lenfomalari

EBV, T-hicre Lenfomalarinin bir kismi ile iliskili bulunmustur.
Ozellikle; Japon, Cinli, Perulu, Avrupali ve Amerikali hastalarda ortaya
¢lkan sinonazal T-hilcre lenfomalarinda EBV genomlari ¢ok yuUksek
sikhkta saptanmistir. Bu timorler; T-hicre antijenlerinden, Natural Killer
(NK) hiicre ekspresyonundan ve T-hicre reseptdérinin yeniden
ayarlanmasindan yoksun olan fenotipik ve genotipik Ozellikler
gostermektedirler. EBV®, T-hlcre lenfomalarinda virlisun timor
hiucrelerinin sadece %5-50’lik kisminda belirlenebilmektedir. Bu durum,
EBV enfeksiyonunun timér gelisiminin alt kiimesi olarak ortaya ¢iktigini
gbstermektedir (Niedobitek ve Young, 1997). T-hicre lenfomalarinin
niksetmesi ve ilerlemesi ile birlikte artis gosteren EBV™ timor
hicrelerindeki oranin belgelenmesi, virisin transforme olmus T-
hiicrelerine ek bir gelisim ya da yasamsal avantaj saglayabilme ihtimalini
gbstermektedir (Murray ve Young, 2001).
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EBV le iligkili T-hiicre lenfomalarinin bir codu ekstranodaldir ve
sitotoksik bir fenotipe sahiptir. Bu da bu timérlerin EBV™ hiicrelerin virlise
6zgl CTLler tarafindan oldirilmesiyle CTL’lerin EBV enfeksiyonunu
takiben meydana gelebilecegini gbstermektedir. EBV* B-hiicrelerinin
sikhkla bazi EBV" T-hiicre lenfomalarinda gérulebilmesi ve buna ek olarak
EBV* lenfositlerin aksine, bazi NK ve HD timoérlerinde de tespit
edilebilmesidir. Bu hucrelerin Lat Il fenotipi gbsterdigi belirtiimis ve bu
durumda da neoplastik T-hicrelerinin varliginin, EBV’nin indUkledigi
B-hlcre transformasyonu igin bir uyarici olabilecegdi bildirilmistir. Bundan
baska bir olasilik da, T-hlicre lenfomalarinda bulunan EBV B-hiicrelerinin
neoplastik T-hlcre gelisimine katkida bulunabilecegidir (Niedobitek ve
ark., 2000).

1.1.6  EBV ile iligkili Timérlerde Viral Gen Ekspresyonu

BL timor biyopsi hiicreleri ve erken pasaj BL hiicre hatlari, viral gen
ekspresyonunun Lat | paternini géstermektedir. Bu, diger EBNA ve LMP
proteinlerinin yoklugunda, EBER transkripsiyonu ve EBNAT’in secici
ekspresyonu ile karakterizedir. Bunu Cp ve Wp promotorlarindan ziyade
Qp promotorundan transkripsiyonla gerceklestirir. Kultirde ise; BL
hicreleri lenfoblastoid hlicre serilerinde gbézlenen multiselller agregatlarin
aksine, yayillmis hlcre 6rtist seklinde gelismektedirler. Ayrica BL
hiicreleri, CD10 (CALLA) ve CD77 (BLA)'nin ekspresyonu ile karakterize
edilen farkh hicre vylzey fenotipi gbstermektedir. Buna ragmen
lenfoblastoid hlicre serilerinde dizenli olarak yiksek dizeyde eksprese
olan adezyon molekllleri ve hicresel aktivasyon antijenlerinin

ekspresyonlari ya cok azdir ya da hic yoktur (Gregory ve ark, 1990).
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1.1.7  EBV Tipleri ve Viriis ile iligkili Tiimérler

Orijinal olarak A ve B seklinde refere edilen fakat giinimuizde Tip 1
ve 2 olarak tabir edilen iki tip EBV izolati bulunmaktadir. Bunlar EBV
genomunun c¢ogunlugunda 6zdes olmakla birlikte, EBNA-LP, EBNAZ2,
EBNA3A, EBNA3B ve EBNAS3C'yi kodlayan latent genlerin alt kiimelerinde
allelik polimorfizm gd6stermektedirler. Diger bir deyisle lokusa dayanan
%50-80 dizi homolojisine sahiptirler (Sample ve ark., 1990). Yapilan sero-
epidemiyolojik calismalar ve virls izolasyonu, Tip 1 virGs izolatlarinin
bircok Bati (lkesinde c¢ogunlukta oldugunu gb6stermektedir. Oysa
Ekvatoryal Afrika, Yeni Gine ve olasi belirgin diger bélgelerde her iki tipin

de yaygin oldugu belirtilmistir (Young ve ark., 1987).

Yapillan in vitro c¢alismalar, Tip 1 izolatlarinin B-hicre
transformasonunu gergeklestirmede Tip 2'ye gbére daha etkili oldugunu
gostermistir. Ozellikle erken pasajlarda Tip 2 virlisii tarafindan transforme
olan lenfoblastoid hiicre serileri daha yavas gelisim gdstermektedir. EBV
Tip1 ve Tip 2 arasindaki bu genel farka ek olarak ayni zamanda her viris
tipinde mindr heterojenite vardir. Bu, EBNA proteinlerinin buyudklUkleri
arasindaki varyasyonlarla cok kolay ayirt edilebilmektedir. Bu farklar,
transplant dondrlerden alicilara transplantasyonlarda ve aile igi gegislerde
viris naklinin kopyasini ¢ikarmak igin kullaniimaktadir. Bir ¢ok saghkli
birey sadece bir virls tipiyle enfekte olmasina ragmen, saghkh virls
tastyicilarinin bir béliminde ikili EBV tiplerini tasidigini géstermektedir
(Brooks ve ark., 2000). Ozellikle imminoljik olarak baskilanmis bir cok

hastada farkh EBV tipleri birlikte gérulebilmektedir.
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1.2 MOLEKULER TEKNIKLER

1.2.1 DNA Ekstraksiyonu

DNA, kan o&rnekleri ve Lenf nodu biyopsilerinden fenol/kloroform
ekstraksiyon yontemi ve etanol ¢dktlirmesi ile elde edilmistir.

1.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR); DNA’nin hedeflenen bdlgesine
6zgl DNA pargasinin, bu bdlgeyi igcine alan bir ¢ift sentetik primer
kullanilarak in vitro kosullarda ¢ogaltiimasi esasina dayanmaktadir. PCR
ile hedeflenen DNA 106-1012 adet kopyaya sahip olmaktadir. Hedef
bdlgenin PCR teknigi ile c¢ogaltilabilmesi icin tepkime karisiminda;
cogaltilmasi hedeflenen DNA 6rnegi, hedeflenen bdlgeye 6zgu-bdlgeyi
sinirlayan-bir ¢ift sentetik primer, bu DNA primerlerine baglanan ve
bunlara 3’ ucundan nukleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan yiksek
Istya dayanikh  DNA  polimeraz, sentezde kullanilacak olan
deoksinlkleotidler (dNTP’ler; A, G, C, T), polimerazin calisabilmesi icin
uygun pH ve iyon kosullarini (Mg*™) saglayan tampon karigimi
gerekmektedir (Akar, 1999).

PCR reaksiyonu ile cogaltilacak olan DNA’nin tek zincirli hale
gelebilmesi icin DNA, 90-95°C’de yaklasik 5 dakika sireyle yiksek 1siya
maruz birakilir (denatlirasyon). Sicaklik 50 ile 70°C arasinda bir degere
disUr0lir; bu sayede primerler tek zincirli hale getirilen DNA'ya
baglanabilirler. Bu primerler sentetik oligonikleotidlerdir (15-30 nikleotid
uzunlugunda) ve c¢ogaltilacak olan DNA parcasinin uclarindaki
tamamlayici dizilere 06zgul olarak bagdlanirlar (hibridizasyon). DNA
polimerazi 1siya dayanikl bir formu (Taq polimeraz) reaksiyon karigimina
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eklenir ve ortamdaki dNTP’lerin de baglanmasiyla DNA sentezi 70-75°C
arasindaki sicakliklarda gergeklesir (polimerizasyon ve cift iplikli DNA’larin
sentezi). Bu U¢ adim bir PCR ddéngtisini olusturur ve bu déngtler belirli
sayida tekrarlanir (Oner, 2002).

PCR teknigi tek veya cift iplikli DNA’yi, RNA’yi hedef olarak
kullanabilir. Bu teknik ¢ok az miktarda DNA 6rnegi ile calisma imkani da
saglayabilmektedir ve PCR teknigi ile molekiler tekniklerin kullanildigi
laboratuar tanisinda bayUk bir hiz ve kesinlik kazanilmigtir (Akar, 1999).

1.2.3 Gercek Zamanl PCR (Real Time PCR)

Gergcek zamanh PCR sistemi, polimeraz zincir reaksiyonu
sonuclarina ulasmak icin harcanan zamani azaltmaktadir. Ayrica
kullanicinin PCR Urtnlerinin amplifikasyonunu ayni zamanda, es zamanl
olarak gérintilemesine olanak saglamaktadir. Sistemin &ézellikleri, tek bir
reaksiyondan elde edilen bilginin miktarini en Ust seviyeye ¢ikarabilmek
tzere gelistiriimistir. Bu sekilde sistemi kantitatif PCR igin asirn derecede
glcli bir cihaz haline dénistirmektedir. Sistem, gen ekspresyonunun
miktarini belirleme, tek nikleotid polimorfizmlerinin tayini, yeni hastalklarin
hedeflerini belirleme gibi olanaklar saglamaktadir. Ayrica polimeraz zincir
reaksiyonunu kisa slrede tamamlamak igin yeni bir hizli 1s1 déngusi
kullanmaktadir. Cok yoénlidir. Deneyimizin esnek dizayni igin farkl
flioresan formatlarini  kullanabilir, ayni anda bircok renk tespit
edebilmektedir. PCR drlnlerini yeni erime egdrisi analiz programlari
kullanarak yeni sinirlari arastirmamiza yardimci olarak daha 6énceden
ulasilabilenin aksine daha zengin bir bilgiye sahip olabilmeye olanak
saglamaktadir. RT-PCR, dstin kopyalama yetenegi, hassasiyet ve
dinamik alan gibi performans saglamaktadir. PCR uygulamalarinda
optimum performansa ulasabilmek icin gelistiriimistir (Roche, Molecular
Biochemicals Light Cycler System).
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1.2.4 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle Kesim

PCR Urlnlerinin  incelenmesinde  farkli  molekiler teknikler
kullaniimaktadir. Bunlardan siklikla kullanilanlardan birisi, PCR Gr{nlerinin
restriksiyon endonlkleaz (RE) enzimleri ile muamele edilerek
incelenmesidir (Sambrook ve ark., 1989). Restriksiyon endonuUkleazlar, ¢ift
zincirli sarmal DNA molekullerinde 6zel nikleotid dizilerini taniyan ve
DNA’nin her iki zincirini kesen enzimlerdir. Bu enzimler DNA’ya 6zgi kisa
dizileri tanir ve ¢ift sarmalli DNA'nin her iki zincirindeki fosfodiester bagini
keserek DNA'yi iki parcaya ayirirlar. Kesme islemini tanima yerinde veya
tanima yerinin diginda baska bir 6zel dizide gerceklestiriler. Kesim

sonucunda kit ve yapiskan uclu DNA pargalari olusur (Akar, 1998).

Restriksiyon endonuUkleazlar bakterilerden izole edilirler. Bakteriye
disaridan giren bazi 6zel gen veya isaretleyicileri tasiyan genetik
materyalleri ayristirarak mutasyonlara engel olduklari ve tirlerin genetik

ybénden stabilitesini koruduklari icin bu ismi almislardir (Oner, 2002).

DNA’daki gen degisimleri, bir restriksiyon enzimi kesme bdlgesinin
yok olmasina ya da yeniden olusmasina neden oluyorsa kolaylikla
saptanabilirler. DNA, bu enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta pargalar
olusur ve analizlerde degisik pozisyonlarda gérulurler. RE kesimlemesi ile
olusturulan bu pargca uzunluklarindaki farkliliklar, kesim parcgaciklari
uzunluk polimorfizmi (RFLP=Restriction Fragment Length Polymorphism)
olarak adlandirilir (Akar, 1999).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari Anabilim Dali, Pediatrik Molekiler Genetik Bilim Dali
Laboratuarinda gergeklestiriimistir. Pediatrik yas grubundaki 44 olguya ait
érneklerin timi Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Cocuk Sagligi ve
Hastaliklari Anabilim Dal, Pediatrik Onkoloji Bilim Dal tarafindan
génderilmistir.

Bu calisma, Ankara Universitesi “Bilimsel Arastirma Projeleri”

kapsaminda desteklenmistir.

Hasta grubunda; 3’0 Hodgkin, 18’i Hodgkin digi olmak (zere 21 adet
lenfomall hasta érnegi mevcuttur. Bu 18 Hodgkin disi lenfomali hastanin
11’i Burkitt Lenfoma (BL), 7’si Burkitt Digi Lenfoma’dir.

Lésemi tanisiyla gbnderilen 8 adet hasta 6rnegi bulunmaktadir. Bu
hastalarin 4’0 akut lenfoblastik |6semi (ALL), 4’0 akut myelositer I6semi
(AML) tanisi almigtir.

Ayrica Solid timér tanisi alan 11 hasta 6rnedi mevcuttur. Bu
timorler; Néroblastom (n:1), Retinoblastom (n:3), Rabdomyosarkom (n:4),
Wilms TOmérd (n:1), Norofibromatoz Shwanoma (n:1) ve Timik

Karsinom’dur (n:1).

iki Eozinofilik Grantilom ve iki Lenfoproliferatif Hastalik tanisi almis

hastalara ait 6rnekler de calismaya dahil edilmistir.
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Calisma grubunun yas araligi 0-18’dir. Cinsiyet dagilimi ise 25 erkek
(%56,8), 19 kiz (%43,2) olarak belirlenmistir.

Bu calismada tim bireylerden ve/veya ailesinden bilgilendiriimis

onam formu imzalatilarak izin alinmistir.

2.2 Kullanilan Yontemler

2.2.1 DNA izolasyonu

2.2.1.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

Cahisma  grubunu  olusturan  hastalardan 1ml 0,5 M
Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA) (Sigma, ABD) tlp icerisine 9 ml
periferik kan 6rnedi alinmigtir. Alinan kan érnegi falkon tlp igerisinde 25
ml RBC (Red Blood Cell) Lizis solisyonu {155 mM Amonyum Kilorid
(AppliChem, Almanya); 10 mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5
mM EDTA (AppliChem, Almanya)} ile calkalanarak 20 dakika buzda
bekletilmistir. Sogutmali santrifijde (Hettich, Almanya) +4°C’de 4000
rom’de 20 dakika santriflj edildikten sonra stpernatant dokulerek, pellet
tzerine tekrar 25 ml RBC Lizis solisyonu eklenmistir. Bu islem tim
eritrositler giderilene kadar tekrarlanmistir. Dipte kalan I6kositler Gzerine
1000 pl. RBC Lizis solisyonu eklenerek, bu karigimin 800 ul'si ependorf
tiplne alinarak stok olarak saklanmigtir. Geriye kalan 200 pl'lik karigim
ependorf tiplne alinarak, Uzerine 20 pg/ml olacak sekilde Proteinaz K
enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde
%10’luk Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (Merck, Almanya), I6kosit hacminin
2,5 kati olacak sekilde nikleaz solisyonu {10 mM Trisklorid (Amresco,
ABD) pH:8; 100 mM Sodyum Klorid (Merck, Almanya), 1 mM EDTA
(AppliChem, Almanya) pH: 8} bir gece 56°C’de sicak su banyosunda
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(Kotterman, Almanya) bekletilmistir.  ikinci gin 1:1  oraninda
Fenol/Kloroform { Fenol (Merck, Almanya), Kloroform (Merck, Almanya),
izoamilalkol (Merck, Almanya) } eklenerek 10 dakika calkalanmistir. Buz
icerisinde 20 dk bekletilerek +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. iki
faza ayrilan karisimin Ost kismi bagka bir ependorf tlpine alinarak
Uzerine toplam hacmin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve
toplam hacmin 2 kati kadar 9%95’lik alkol (Tekel, Turkiye) eklenmistir.
Ependorf tipu alt-Ust edilerek DNA gorinlr hale getirildikten sonra -
20°C’de bir gece bekletilmistir. Uciincii giin +4°C 4000 rpm’de 20 dakika
santrifij edilerek DNA ¢oktUrilimUstir. Supernatant doékilerek tipe 500 pl
%70’lik alkol eklenir ve +4°C 4000 rpm’de 20 dakika santrifdj edilmistir.
Santrifij sonunda alkol dokldlmids ve tup kurutulmaya birakilmistir.
Kurutulduktan sonra tip igerisine Tris-EDTA (10 mM TrisHCI, 1 mM
EDTA) soltisyonu eklenip 37 °C’de bir gece bekletilerek DNA’nin ¢éztlmesi

saglanmistir. izole edilen DNA +4°C’de saklanmistir.

2.2.2 Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT PCR=Real
Time PCR)

Bu calismada Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT
PCR) yoéntemi kullanilarak, EBV virls genomunun amplifikasyonu
LightCycler EBV Kantifikasyon Kiti (Roche, Almanya) kullanilarak
gerceklestiriimistir. Kit, LightCycler EBV Reaksiyon karigimi “a” ve “b” den
olusan kullanima hazir ‘Hot-Start’ reaksiyon karisimini (‘Fast-Start’ Taq
polimeraz, reaksiyon tamponu ve dNTP —dTTP yerine dUTP-
karisimindan olusur.) ve EBV DNA’sina 6zgl LightCycler EBV tespit
karisimini (kullanima hazir primer ve hibridizasyon probu karisimindan
olusur.) icinde bulundurmaktadir.
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LightCycler EBV Kantifikasyon Kiti ayni zamanda standart bir
eksternal egri olusturabilmek icin kullanima hazir farkli konsantrasyonlarda

5 adet EBV DNA sollisyon standartlari seti icermektedir.

PCR reaksiyonunun sicaklik sartlari; 95°C’'de 10 dk baslangi¢
denatlrasyonu, 45 siklus 95°C’de 10 sn denatlrasyon, 55°C’de 15 sn
hibridizasyon, 72°C’de 15 sn uzama ve 40°C’de 1 dk erime egrisi olarak
gerceklestiriimistir (Roche Diagnostics, Almanya). EBV DNA standartlari
olarak tanimlanan set, eksternal bir standart egrisi olusturmak igin
kullaniimistir.  Bu, LightCycler software tarafindan otomatik olarak
yapitmistir. Bu egri, normal &rneklerin kesin kantifikasyonunun tayin
edilmesini saglamistir. PCR Urinleri, sistemde bulunan software programi
araciligiyla kantifikasyon ve erime egrileri grafikleri olarak iki ayri sekilde

gbrunttlenmis ve incelenmigtir.

2.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

2.2.3.1 EBNA3C geni, 95 be.lik Delesyon Bélgesi Amplifikasyonu

Tim ornekler klasik PCR ybéntemi kullanilarak ayrica ¢ogaltiimistir.
Bu ydntem ayni zamanda, EBV* bulunan érneklerin tiplendiriimesi icin de
uygulanmigtir. Bu yéntem kullanilarak ¢ogaltilan bdélgeler Tip 1 igin 153,
Tip 2 icin 246 bg. uzunlugundadir. Cogdaltmak istedigimiz bdlgeyi
sinirlamak igin kullanilan primer dizisi asagidaki gibidir. EBNA 3C geni i¢in
kullanilan primer seti: F: 5AGAAGGGGAGCGTGTGTTGT &
R: 5 GGCTCGTTTTTGACGTCGGC 3’ seklindedir.



32

Dizi 1. EBNA 3C geninin PCR ile ¢ogaltilan 246 bg¢’lik bdlim(. Primerler koyu
olarak belirtilmistir.

aagaagcacagagcacccctgaaaggccgggcccticcaaacaaccatcagagcccgtggageccgecca
cacaaccccagcggggaggtcaacggtgattctccacgaaccacctcgagagcccgaagctgtttccttcaag
cctcegecaccaccticccggaggaqaaqggggadgcdtgtgttgtatatgacgatgatatcatagaggtgattg
atgttgaaaccaccgaagaggagacgacgtcaatgcaaagacagcctccgetcgggcaacaaccgcccce
ccccgtgatttctaccgggagtgcecatgtettccagtcacacggatccatcagtaacacagccaagtaagecac
atcggaaacctcaagacggatttcaacgttcaggccqacqtcaaaaacqgagccatgcctcccccagtgagt

ccttctgacgetgggcectecttccaccaggcectegtgtcatggegcectecttccaccgggcectegtgtcatggegac
tccttccaccgggectegtgacatggegectecticcaccgggectegtgacatggegectecttccaccgggect
cgtgacatggcgcctc

Reaksiyonun  gerceklesebilmesi  igcin  gerekli olan PCR
komponenetleri; son konsantrasyon 2mM olacak sekilde, dATP, dGTP,
dTTP, dCTP (Fermentas, Litvanya), 1 Unite Taq DNA Polimeraz
(Fermentas, Litvanya), 25mM MgCl,, %10 konsantrasyon DMSO ile son
hacim 50ul olacak sekilde deiyonize su (ddH2O) ile tamamlanarak

polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirilmigstir.

Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlari; 94°C’de 1 dk baslangic
denatlrasyonu, 13 siklus boyunca 94°C’de 30 sn denatlrasyon, 56°C’de
30 sn hibridizasyon, 72°C’de 30 sn uzama, 13 siklus boyunca 94°C’de 30
sn denatirasyon, 55°C’de 30 sn hibridizasyon, 72°C’de 30 sn uzama, 13
siklus boyunca 94°C’de 30 sn denatlrasyon, 54°C’de 30 sn hibridizasyon,
72°C’de 30 sn uzama ve 72°C’de 10 dk son uzama olarak belirlenmistir

(Biometra,Almanya).
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2.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi ile PCR Uriinlerinin incelenmesi

Agaroz (Applichem, Almanya), EBNA-3C geninin PCR drUnleri igin
1,5 g/75 ml (%2) olacak sekilde tartilir. Uzerine 1X TBE (Tris-HCI, Borik
Asit, EDTA) soliisyonu eklenir. 1X TBE solisyonu 5X TBE sollsyonundan
su ile 1/5 oraninda seyreltilerek hazirlanir. 5X TBE sollisyonu, Trisma®
(Sigma, ABD) 549, Borik Asit (Applichem, Almanya) 27,59, 0,5M EDTA
(Sigma, ABD) 20ml ahlnip, tim hacim deiyonize su ile (ddH2O) 1 litreye
tamamlanarak hazirlanir. Agaroz istenilen ylzdede hazirlandiktan sonra
mikrodalga firinda (Argelik, Turkiye) kaynatilir. icine (%0,5’lik stoktan) 2ul
Etidyum Bromide (Sigma, ABD) ilave edilerek iyice karistirildiktan sonra jel
tabagina (Owl Scientific, ABD) dékulir. Agarozun donmasi igin yaklasik 30
dk beklenir. PCR Urinlrinin 1/5’i (yaklasik 10pl) jele ydklenir. Ayrica, PCR
drGnlerinin  degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki
dogru bdlgeyi cogdalttigini gérebilmek icin marker (®X174 DNA/Hinfl
Marker, 10 Fermentas, Litvanya) PCR drUnleriyle birlikte 5ul olarak
yUklenir. 75-100V akimda 20-30 dk ydratalir (Biometra, Almanya)
ultraviole 1sikta (Spectroline, ABD) incelenir ve Image Analyser (Alpha
Imager, ABD) programinda fotograflanir (Sekil 3).

M 1 2 3 4 5 6 7

«— 246 bg
= 153 bg

Sekil 3: EBNAS3C geninin PCR ile ¢cogdaltiimasi sonucu olugsan 153 ve 246 bg¢’lik
PCR drind

M: ®X174 DNA/Hinfl Marker

1-2-3-5-7. sira: EBV Tip1 bireyler (153 bg)

4-6. sira: EBV Tip2 bireyler (246 bg)
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2.25 PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleriyle
Muamelesi

2.2.5.1 EBNA3C Tip Tayininin BamHI Enzimi ile Netlestiriimesi

PCR sonrasi elde edilen 153-246 bg¢’lik drinlerin agaroz jelde
reaksiyonun y(ridigl tespit edildikten sonra BamHI (5°GJGATCC3)
restriksiyon endonikleaz enzimi (Biolabs, ABD) ile kesilerek 3C tip tayini
icin kesinlestirilir.

2.2.6.2 Calismanin Akis Semasi

Calismanin baslangi¢c asamasindan itibaren akis semasi su sekilde

belirlenmisgtir.

Perferik Kan Ornegi

DNA izolasyonu
|

Gercek Zamanh PCR EBNA-3C PCR

BamHlI ile kesim

Tiplendirme
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3. BULGULAR

Pediatrik Onkoloji Bilim Dal’ndan gelen toplam 44 olguda gercek
zamanli PCR EBNA3C 93 bc¢’lik ve LMP1 30 b¢'lik delesyon bdlgesi PCR

yéntemi ile arastiriimigtir.

Calisma grubuna dahil olan toplam 44 adet hastanin gercek zamanli
PCR ybdntemi ile EBV(+) sonucuna sahip birey sayisi 19'dur (%43,18).
EBNASC ile yapilan deneylerde ise 7 olguda sonugc elde edlimistir (%15,9)
(Tablo 2).

EBNASC Tip 1’e sahip 3 (%15,7), EBNA3C Tip 2’ye sahip 3 (%15,7)
ve her iki EBV Tip’ine de sahip 1 (%5,3) birey bulunmustur; tipi
belirlenemeyen birey sayisi ise 12’dir (%63,2) (Tablo 2).

Labaratuarimizda calisilmis olan Orneklerin LightCycler ve klasik
PCR sonuglari; EBV Tip'ine sahip hastalar ve bunlarin tanilari Tablo 2’de

gOsterilmisgtir.

2 Burkitt Lenfomali ve 1 akut myelositer 16semili hastada EBNA3C
Tip 1; non-Hodgkin lenfoma, Hodgkin lenfoma ve rabdomyosarkomlu birer
hastada ise EBNA 3C Tip 2 bulunmustur. Lenfoproliferatif hastalikl bir
olguda ise EBV’nin her iki tipini de rastlanmistir.



Tablo 2: Calismamizda yer alan pediatrik onkoloji olgularinin bulgulari ve
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tanilari
Ornekler Light Cycler Tiplendirme Tani
Sonuclari
1. Ornek + Tip 1 BL
2. Ornek + Tip 1 BL
3. Ornek + Tip 1 AML
4. Ornek + Tip 2 NHL
5. Ornek + Tip 2 HL
6. Ornek + Tip 2 RMS
2 Brmek . Tip 142 Lenfoproliferatif
Hastalik
8. Ornek + - BL
9. Ornek + - BL
10. Ornek + - BL
11. Ornek + - NHL
12. Ornek + - HL
13. Ornek + - HL
14. Ornek + - ALL
15. Ornek + - RMS
16. Ornek + - Retinoblastom
17. Ornek + - N&roblastom
18. Ornek Lenfoproliferatif
* - Hastalik
19. Ornek Norofibromatozi
* ) Shwanoma
20. Ornek - - BL
21. Ornek - - BL
22. Ornek - - BL
23. Ornek - - BL
24. Ornek - - BL
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Ornekler Light Cycler Tiplendirme Tani
Sonuclari
25. Ornek - - BL
26. Ornek - - NHL
27. Ornek - - NHL
28. Ornek - - NHL
29. Ornek - - NHL
30. Ornek - - NHL
31. Ornek - - ALL
32. Ornek - - ALL
33. Ornek - - ALL
34. Ornek - - AML
35. Ornek - - AML
36. Ornek - - AML
37. Ornek - - RMS
38. Ornek - - RMS
39. Ornek - - Retinoblastom
40. Ornek - - Retinoblastom
41. Ornek - - Eozinofilik Granilom
42. Ornek - - Eozinofilik Grantlom
43. Ornek - - Willms Timar(
44. Ornek - - Timik Karsinom
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Sekil 4: Gergek zamanh PCR ve EBNA3C PCR ile elde edlien
EBV sonuclari

Olgular

N

EBV(+) (n:19) EBV(-) (n:25)

O\

Tip(+) Tip tayini yapilamayan (n:12)
a)Tip | (n:3)
b)Tip Il (n:3)
c)Tip I+l (n:1)
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4. TARTISMA

EBV, insan B lenfositlerinde latent enfeksiyona neden olan ve bu
hicreleri transforme ederek in vitro sinirsiz blylime yetenegdi kazanmasina
neden olan bir insan herpes virisudir. Latent enfeksiyon siresince, viral
gen ekspresyonu, (EBV nlkleer antijeni) EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A,
EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-LP olmak lzere 6 adet nikleer protein ve
LMP (latent membran protein) olmak Uzere bir integral membran proteini
ile siirhdir. Bu proteinlerin ekspresyonu, EBV genomunun varligini

gosterir (Sample ve Kieff, 1990).

COrijinal olarak A ve B seklinde refere edilen fakat glinimuizde Tip 1
ve 2 olarak tabir edilen iki tip EBV izolati bulunmaktadir. Bunlar EBV
genomunun c¢ogunlugunda &6zdes olmakla birlikte, EBNA-LP, EBNA2,
EBNA3A, EBNA3B ve EBNASC'yi kodlayan latent genlerin alt kiimelerinde
allelik polimorfizm gdstermektedirler. Diger bir deyisle lokusa dayanan
%50-80 dizi homolojisine sahiptirler (Sample ve ark., 1990). Yapilan sero-
epidemiyolojik calismalar ve virls izolasyonu, Tip 1 virls izolatlarinin
bircok Bati {lkesinde c¢ogunlukta oldugunu g6stermektedir. Oysa
Ekvatoryal Afrika, Yeni Gine ve olasi belirgin diger bélgelerde her iki tipin
de yaygin oldugu belirtilmistir (Young ve ark., 1987).

Yapilan in vitro c¢alhsmalar, Tip 1 izolatlarinin B-hilcre
transformasonunu gergeklestirmede Tip 2’ye gbre daha etkili oldugunu
gostermistir. Ozellikle erken pasajlarda Tip 2 virlist tarafindan transforme
olan lenfoblastoid hiicre serileri daha yavas gelisim g6stermektedir. EBV
Tip1 ve Tip 2 arasindaki bu genel farka ek olarak ayni zamanda her virlis
tipinde mindr heterojenite vardir. Bu, EBNA proteinlerinin buytklUkleri
arasindaki varyasyonlarla cok kolay ayirt edilebilmektedir. Bu farklar,
transplant dondrlerden alicilara transplantasyonlarda ve aile igi gegislerde
virls naklinin kopyasini g¢ikarmak igin kullaniimaktadir. Bir ¢ok saglikli

birey sadece bir virGs tipiyle enfekte olmasina ragmen, saglkh virls
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tastyicilarinin bir béliminde ikili EBV tiplerini tasidigini géstermektedir
(Brooks ve ark., 2000). Ozellikle imminoljik olarak baskilanmis bir cok

hastada farkh EBV tipleri birlikte gérulebilmektedir.

Sample ve arkadaslar, AG876 EBV-2 EBNA-3 kodlayici bdlgesinin
DNA dizisini belirlemis ve EBV-1 ile EBV-2 izolatlarinin EBNA-3
genlerindeki farkhhdin bulunmasi i¢in bilinen B95-8 EBV-1 EBNA-3
sekanslari ile karsilastiriimistir. B95-8 ve AG876 EBV izolatlarinin EBNA-
3A, -3B ve -3C genleri icin sirasiyla 90 ve %84, 88 ve %80, 81 ve %72
oraninda niUkleotid ve aminoasit benzerligine sahip oldugunu

gbstermislerdir (Sample ve ark., 1990).

Bu calismada; 44 pediatrik maligniteli olgunun periferik kan
orneklerinde EBV genomu gercek zamanlh PCR ve EBNAS3C geninin 95
bc.lik delesyon bdlgesi PCR yontemiyle periferik kan 6rneginden
calisilarak, ayni zamanda tiplendirmede de kullaniimigtir.

44 bireylik hasta grubunda; yas arahdi 0-18 olan, 3’0 Hodgkin, 18’i
Hodgkin disi olmak Uzere 21 adet lenfomali hasta mevcuttur. Lésemi
tanisiyla klinigimize gelen 8 adet hasta bulunmaktadir. Bu hastalarin 4’0
ALL, 4’0 AML tanisi almistir. Solid timér tanisi alan 11 hastanin yani sira
2 adet Eozinofilik Grantilom ve 2 adet Lenfoproliferatif Hastalik tanisi

almis hastalar ile calisma grubumuz olusturulmustur.

Real Time PCR ile 44 olgunun 19'u pozitif olarak bulunmus, bu
olgulardan 7 tanesinde EBNA3C PCR ile Tip1’e sahip 3 (%15,7), Tip2'ye
sahip 3 (%15,7) ve her iki EBV Tipi'ne de sahip 1 (%5,3) birey
bulunmustur. EBNA3C Tip 1’e, 2 Burkitt Lenfomali ve 1 akut myelositer
I6semili hastada; Tip 2'ye, non-Hodgkin lenfoma, Hodgkin lenfoma ve
rabdomyosarkomlu birer hastada, EBV’nin her ki tipine ise
Lenfoproliferatif hastalikli bir olguda rastlanmigtir.
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Bu calisma, Real Time PCR ile yapilan ve EBNA3C PCR ile
karsilastirilan ilk calismadir. Calisma sonucunda periferik kan érneginden
EBV genomunun belirlenmesinde Real Time PCR, EBNA3C PCR
teknigine gbre daha duyarlidir. Ancak daha duyarh hale getirilebilmesi igin

Isi-zaman faktérlerinde denemelerin yapilmasi gereklidir.

Goldschmidts ve ark. HIV-SSS lenfomada EBV tip2’nin daha fazla
oldugunu ve bunun da immin yetmezlikle iligkili olabilecegini ileri
strmuslerdir (Goldschmidts ve ark., 1992). Turk BL’li hastalarda Cavdar ve
ark. bir olguda EBV tip 2 saptamiglar ve bu tipin bulunmasinin immun
yetmezlikle iligkisi olabilecegini ileri sirmuUglerdir (Cavdar ve ark., 1993).
Bu calilsmada ise, 4 hastada tip 2 EBV bulunmustur (HD, NHL, RMS ve
lenfoproliferatif sendromu). Bu olgularin sosyoekonomik diizeyi ve diger
tip-1’leri tasiyan hastalarla karsilastiriimalan yani sira EBV tiplemesiyle
klinik bulgular arasinda iligski kurulmasi uygun olacaktir.

EBV-iligkili hastaligi bulunan Japonlar’da, LMP-1 geninin ve EBV’nin
TipA ve TipB olmak Uzere iki major tipinin analizi yapiimis ve hastalarin
cogunda, hastaligi tasisin ya da tasimasin, EBV ile birlikte 30 baz ciftlik
delesyonu ve LMP-1 geninde pek c¢ok nokta mutasyonunu tasidigi
belirlenmigtir. Fakat, EBV Tip A ile birlikte gérilen LMP-1 genindeki 30 baz
ciftlik delesyonun EBV-iliskili hastalikla baglantili olmayip, Asya toplumuna
6zgl oldugu sonucuna varmislardir (Oshima ve ark., 1999).

BL’li olgularin 5'i (+); 6 olgu ise (-) olarak bulunmustur. Cavdar ve
ark. ile Tagyildiz ve ark. yapmis olduklari BL calismalarindan farkhligin
nedeni bu ¢alismanin periferik kan érneklerinden yapilirken; daha énceki
calismalarin timoér dokusu Uzerinde yapiimasina bagh olabilir (Cavdar ve
ark., 1992; Tacyildiz ve ark., 1998).
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iki calismada 10-15 yil dnceki hasta grubuna dayanmaktadir. BL'de
sosyoekonomik dizeyin yikselmesiyle EBV pozitifligi azalmaktadir. Bu iki
g6ris, BLli olgularin klinik bulgularla desteklenmesi veya ekarte edilmesini
gerekmektedir.

Lenfoproliferatif hastalik tanisiyla gelen hastada iki tipin birlikte

olmasi, klinige yansimasi acisindan énem kazanmaktadir.

AML ve RMS’de belirlenmesi, periferik kandaki EBV genomunun
pozitifligine bagldir. Ancak diger EBV genomunun pozitifligi beklenen
hastalarda negatif olarak elde edilmesi, RT-PCR’In yénteminin yeterince
gUcli olmamasina bagh olabilir. Yéntemin isi-zaman etkenlerinin kontrol

edilmesi gerekmektedir.

RT-PCR, Ustin kopyalama yetenegi, hassasiyet ve dinamik alan gibi
performans saglamaktadir. Bu c¢alisma ile bu analizin Real-Time PCR’la

yapilacak olmasi da rutin incelemelerin 6zgunliginG arttirabilecektir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

1. RT-PCR, EBNA 3C’ye g6re daha duyarli olarak gérilmektedir.

2. Bu calismada EBV (+) olmasi beklenen BL hasta grubunda
beklenenden daha az pozitifligi olmasi bu ¢alismanin periferik kan
O6rneginden yapiliyor olmasina, daha énceki ¢alismalarin timor
hicrelerinden yapiityor olmasina bagl olabilir.

3. Tip 1 ve Tip 2 saptanan hastalarin klinik bulgularinin dékiimuyle ilging

sonuclara varilabilir.



44

OZET

“EPSTEIN-BARR VIRUS (EBV)” GENOMUNUN PERIFERIK KANDAN
PCR ve REAL-TIME PCR iLE GOSTERILMESIi VE TiPLENDIRILMESi

EBV, insan B lenfositlerinde latent enfeksiyona neden olan ve bu hicreleri
transforme ederek in vitro sinirsiz blylime yetenegi kazanmasina neden olan bir
insan herpes virlisidir. Latent enfeksiyon sidresince, viral gen ekspresyonu,
(EBV nikleer antijeni) EBNA-1, EBNA-2, EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-
LP olmak Uzere 6 adet nikleer protein ve LMP (latent membran protein) olmak
Uzere bir integral membran proteini ile sinirhidir. Bu proteinlerin ekspresyonu,
EBV genomunun varhgini gésterir. Bu ¢alismada; 44 pediatrik maligniteli olgunun
periferik kan érneklerinde EBV genomu gergcek zamanl PCR ve EBNA3C geninin
95 be¢'lik delesyon bdlgesi PCR yontemiyle calisiimistir ve ayni zamanda
tiplendirmede de kullaniimistir.

Bu calismada, hasta grubumuzda; yas araligi 0-18 olan, 3’G Hodgkin, 18’i
Hodgkin disi olmak Uzere 21 adet lenfomali hasta mevcuttur. Calisma
sonucunda; gercek zamanli PCR ile EBV (+) oldugu bulunmustur. Hastalarda
delesyon dagilimina bakildiginda, EBNA3C Tip1’e sahip 3 (%15,7) EBNA3C
Tip2'ye sahip 3 (%15,7) ve her iki EBV Tip'ine de sahip 1 (%5,3) birey
bulunmustur. EBNA 3C ile tipi belirlenemeyen 6rnek sayisi ise 12'dir (%63,2).
RT-PCR, EBNA 3C’ye gére daha duyarh oldugu gértlmektedir. EBV (+) olmasi
beklenen BL hasta grubunda beklenenden daha az pozitifligin olmasi, diger
calismalarin aksine bu calismanin periferik kan érnedinden yapiliyor olmasina
bagli olabilir. Daha spesifik sonuglar ic¢in, daha genis bir hasta grubuyla
calisiimalidir.

Anahtar sozcukler: EBV, EBNA-3C, LMP-1, RT-PCR
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SUMMARY

Epstein-Barr Virus (EBV)” Genom Typing Detecting With Real Time
PCR at the Peripheral Blood Mono-Nuclear Cells of Children With
Malignant Disease

Epstein-Barr virus (EBV) is a human herpes virus that establishes latent infection
in human B lymphocytes and growth-transforms these cells so that they can
proliferate indefinitely in vitro. Viral gene expression during latent infection is
limited to six nuclear proteins (EBV nuclear antigen) EBNA-1, EBNA-2, EBNA-
3A, EBNA-3B, EBNA-3C, EBNA-LP and one integral membrane protein, latent
membrane protein (LMP) (Sample and Kieff., 1990). The expression of these
antigenes show the existence of EBV genome. In this study, Real-time PCR and
95-bp deletion in the EBNA3C gene methods were used for the detection of EBV
genome in peripheral blood cells of 44 children with malignant disease and the
datas from EBNA3C deletion analyze were used to define the types of EBV.

In our study of the 44 patients, there was 21 lymphoma patients, with 3
Hodgkin and 18 non-Hodgkin’s disease age range was between 0-18. 19 of the
samples were EBV(+) with RT-PCR. However only 7 of them were EBV (+) by
EBNA-3C PCR. Of these 3 patients with EBNA3C Type1 (15,7%), 3 patients with
EBNA3C Type2 (15,7%) and 1 patients with both Type 1 and Type 2 (5,3%).
EBNA3C PCR method was not able to detect EBV in 12 samples (63,2%).
RT-PCR seems more spesific than EBNA3C PCR. EBV positivity difference
between previous studies and this study probably lies on the fact that this study
performed with peripheral blood samples, hence the others with cancer tissue.

Key Words: EBV, EBNA-3C, LMP-1, RT-PCR
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