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ONSOZ

Kanserin nedenleri arasinda yer alan viriislerin diinya c¢apinda goriilen insan tiimorlerinin
yaklasik %13-20°si ile iliskili oldugu goriilmiistiir. insan kanserlerinin yaklasik %12’si ve
gelismekte olan diinyadaki vakalarin %20’den fazlasi onkoviriis kaynaklt oldugu rapor
edilmistir. 2014 yili itibariyle, Kanser Arastirmalar1 Diinya Saglhik Orgiitii'niin Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC) kansere neden olabilecek etmenleri 5 ayr1 grupta toplamastir.
Bu gruplar igersinde ilk sirada; Epstein Barr viriisit HTLV-1 viriisii, Kaposi’s Sarkoma viriisii
yer almaktadir. Son donemlerde de Parvoviriis B19’un DNA iizerindeki transformasyonundan
kaynakli kanseri tetikledigine dair yaymnlar ¢ikmaktadir. Yapilan bu tezde kanser nedenleri
arasinda gosterilen bu viral etkenleri pediatrik kanser hastalarmin tam kan orneklerinde

arastirilmasi amaclandi.

Yiiksek lisans egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, tezimin
hazirlanmasinda desteklerini ve yardimlarini esirgemeyip sabirla destek olan degerli hocam,

tez danismanim ve Viroloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr. Ahmet Kiirsat AZKUR’a;

Yetismemde biiyilik katkilar1 ve emekleri olan yiiksek lisans egitimim siiresince, tecriibe
ve bilgileriyle bana her zaman yol gosteren laboratuvar ve tez caligmalarinda destegini

esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Meltem OZGUNER’e

Tez boyunca desteklerini esirgemeyen Mikrobiyoloji Anabilim Dali baskani Prof. Dr.
Murat YILDIRIM’a;

Pozitif kontrollerin saglanmasinda yardime1 olan Dog. Dr. Dilek AZKUR’a ve Diizen

Laboratuvarlar Grubu’na,

Yiiksek lisans egitimim siiresince laboratuvar deneyimi ile bana destek olan ve

caligmalarda biiyiik katkisi olan Viroloji Anabilim Dali Ars. Gor. Emel BIYIKLIya;

Her konuda destegini aldigim, her zaman sabir ve anlayis gostererek benim yanimda olan
ve tezi hazirlamamda biiyiik katkilar1 olan esim Uz. Bio Nihal KOKSAL’a ve beni yetistiren

aileme destekleri ve emekleri i¢in tesekkiir ederim.

Tezimi maddi olarak destekleyen Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Kordinasyon
Birimi’ne (BAP) tesekkiirii bir borg bilirim.
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OZET

Kanser giinlimiizde yayginlasan, uzun ve zorlu bir tedavi siireci olan hastaliklardir.
Kanserin sebeplerine dair bir¢ok aragtirma ve c¢alisma yapilmasina ragmen bircok kanser
tiiriinlin sebebi tam anlami ile agiklanamamustir.

Bu tezde, Ankara Cocuk Saghg: ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim ve
Arastirma hastanesinde 16semi ve lenfoma tanisi kesinlesen hasta gruplarindan tedavi oncesi
ve sonrast orneklerinde, Epstein Barr virlis (EBV), Kaposi Sarkoma iligkili herpesviriis
(KSHV), Parvoviriis B19 (HPV-19) ve Insan T-hiicre Lenfotropik viriisii tip 1 (HTLV-I)
viriislerinin varlig1 arastirildi.

Teze, dokuz hasta B cell lenfoma, alt1 hasta T cell lenfoma, sekiz hasta Hodgkin
lenfoma, on hasta 16semi ve lenfoma hastaligindan relaps olan gruplardan; olmak {izere
toplam 33 hasta alindi. Aymi hasta gruplari i¢in Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi onkoloji servisinde tani alan ve
immunsiipresyon tedavisine baslandiktan sonraki 33. giin 6rnekleri calismaya dahil edilerek
toplam 65 adet tam kan 6rnegi incelendi.

Bu tezde kullanilan 6rneklerde HTLV-1, Kaposi Sarkoma ve Parvoviriis B19 etkenleri
negatif olarak sonug verirken, 7 hastada (%10.76) EBV genomu tespit edildi. EBV pozitifligi
belirlenen hastalar akut lenfoblastik 16semi ve Hodgkin lenfoma tanist almis hastalardi.
Toplam 7 EBV pozitif hastanin 5 tanesi tedavi oncesi 6rneklerinde, 2 tanesi ise tedavi sonrasi
orneklerinde pozitif sonug verdi.

Sonug olarak, tez ¢alismasina aldigimiz 1semi ve lenfoma tanili 33 hastaya ait periferik
kan 6rneklerinde HTLV-1, Kaposi sarkoma ve Parvoviriis B19 viral etmeni tespit edilmezken
7 hasta 6rneginde EBV Real time PZR /PZR ile tespit edildi ve amplikonlar sekans analizi ile
teyit edildi. Bu tezde elde edilen izolatlarin sekans ve filogenetik analizleri sonucunda,

birbirleri ile yakinlik dereceleri belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Epstein Barr viriisii, Insan T-hiicre Lenfotropik viriisti tip 1, Kaposi

Sarkoma iligkili herpesviriis, Parvoviriis B19, PZR



SUMMARY

Cancer is a disease that is becoming widespread today and that has a long and difficult
treatment process. Despite many researches and studies on the causes of cancer, many cancers
have not been fully explained.

In present thesis, presence of Epstein-Barr virus (EBV), Kaposi's sarcoma associated
herpesvirus (KSHV), parvovirus B19 (HPV B19) and human T-cell lymphotropic virus type 1
(HTLV-1) has investigated in pre-treatment and post-treatment (day 33) blood samples taken
from patients confirmed with leukemia and lymphoma at the Ankara Children’s Health and

Disease Hematology Oncology Training and Research Hospital.

Total of 33 patients, consist of nine patients with B cell lymphoma, six patients with T cell
lymphoma, eight patients with Hodgkin lymphoma, ten patients with relapsed from leukemia
and lymphoma disease, were included. Total of 65 whole blood samples were included that
were recently diagnosed in the Ankara Children’s Health and Diseases Hematology Oncology
Training and Research Hospital.

In this thesis, HTLV-1, KSHV and Parvovirus B19 were detected as negative in patient
samples, whereas EBV was positive in seven patients (10.76%). EBV was detected as positive
in patients with acute lymphoblastic leukemia and Hodgkin lymphoma. Five out of seven
EBV-positive samples were pre-treatment and two out of seven were from the post-treatment

specimens.

As a result, HTLV-1, KSHV and Parvovirus B19 could not be detected in the peripheral
blood samples whereas EBV was detected in seven patients samples by using Real Time PCR
/PCR and amplicons confirmed by sequence analyzing. Sequence and phylogenetic analysis
from EBV-positive patients revealed that the isolates obtained from thesis were close to each

other.

Key words: Epstein-Barr virus, Human T-cell lymphotropic virus type 1, Kaposi's sarcoma
associated herpesvirus, Parvovirus B19, PCR



1. GIRIS

1.1.Tarihge

Kanser, biiyiime Ozellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir. Somatik ve genetik
hastaliklarin en sik, yaygin goriileni ve en komplike olanidir (Futreal ve ark. 2001). Kanser,
saglikli ve normal bir hiicrenin, normal hiicresel diizenleme mekanizmalarinin bozulmasi

sonucunda kontrol dis1 biiylimesi ile baslar (Chandar ve Viselli 2012).

Tarih kaydedilmeye baslandigindan giiniimiize kadar insan, hayvan ve bitkilerde kanser
vakalar1 rapor edilmistir. Kanser bulgularina isaret eden eski ¢aglara ait bazi ipuglar1 eski
misir insan mumyalarinin fosillesmis kemik tiimorleri ve eski misir yazitlaridir. Heniiz kanser
kelimesi kullanilmamisken en eski agiklamalar yaklasik MO 3000 yillarinda eski Misir’da
bulunmustur. Edwin Smith papiriisii ad1 verilen bu yazili metin, travma cerrahisi {izerine
yazilmig eski Misirda okutulan ders kitabinin bir boliimiiniin kopyasidir. Bu papiriiste gégiis
timorlii 8 olgunun daglanarak cikarildigindan ve hastalifin tedavisinin olmadigindan
bahseder. Mumyalarda osteosarkoma adi verilen kemik kanserlerine, nazofarengeal
karsinomaya ve bas boyun kanserlerindeki kafatasi deformasyonuna rastlanmistir (American

Cancer Society 2018).

Insan kanseri ile ilgili yazili kayitlar, Babil Hammurabi (MO 1750), Zhou Hanedanlig
(MO 1100-400), Cin Ayinleri ve Antik Hint Ramayana el yazmalarinda goriilmektedir (MO-
500) (Diamandopoulos 1996, Mackay ve ark. 2006).

Kanser kelimesinin kékeni Hipokratla (MO 460-370) baslar. Hipokrat yara olusturan ve
olusturmayan timdrleri tarif etmek igin  “carcinos” ve “karsinoma” terimlerini
kullanmistir. Hipokrat, kanseri, parmak gibi yayilan ¢ikintilarinin olmasindan dolay1
goriintiisiinii yengece benzeterek “carcinos” olarak kullanmistir. Romali hekim Celcus (MO
28-50) daha sonra Yunanca terimi Latinceye cevirerek “cancer” (yengeg) demistir. Bir baska

Romali hekim Galen (MS 130-200), tiimorleri tanimlamak i¢in “oncos” (Yunancada kiitle)

3



kelimesini kullanmistir. Giiniimiizde onkologlar, Hipokrat ve Celsus’un yenge¢ benzetmesini
hala kotli huylu timorleri tanimlamak i¢in kullanmaktadir. Galen’in terimi onkos ise kanser

uzmanlarina onkolog olarak verilen bir unvandir (American Cancer Society 2018).

19. yiizyilda mikroskobun gelismesi doku ile birlikte bilimsel onkoloji {izerindeki
caligmalar baglamistir. Ayni yiizyilin sonlarinda William Stewart Halsted radikal mastektomi
operasyonunu gelistirmistir (Rankin 2006). Rudolf Virchow hiicresel patoloji ¢aligmalari ile
kanser arastirmalarinin temellerini atmistir. Virchow tiimoérle iligkili olarak ‘“hiperplazi”,
“metaplazi”, “l6semi” gibi terimleri tanimlamis ve pek ¢ok bening (iyi huylu) ve malign (koti

huylu) tiimorlerin mikroskobik incelemelerini yapmigtir (Hajdu 2012).

19. yiizyilin sonlarinda, Dmitriy Ivanofsky ve Martinus Beijerinck viroloji alaninda tiitlin
bitkisinin bulasic1 patojenini kesfetmislerdir. Bulduklar1 bu patojen bakterilerden kiigiik,
filtrelerden gegebilen ve sadece canli hiicrelerde ¢ogalabilen yeni bir enfeksiyon sebebi olan
etkenleri “viriis” olarak tanimladilar. Bu sebepten bu iki arastirmaci virolojinin dnciileri

olarak gosterilmistir (Javier ve Butel 2008).

Kanserin olusumunda bakterilerden viriislere, radyasyondan kalitima, c¢evresel
faktorlerden beslenme aliskanligina ve farkli kimyasallara kadar pek ¢ok faktor etkilidir
(Williams 1992, Williams 2001). Viral ve kimyasal karsinojenler ilk defa 1915 yilinda, Tokyo
Universitesi'nde Katsusaburo Yamagiwa ve Koichi Ichikawa tarafindan laboratuvarda ilk
defa tavsan derisine komiir katrani uygulanarak hayvanlarda kanserin indiiklenmesi ile

kesfedilmistir (Yamagiwa ve Ichikawa 1917).

1907 yilinda italyan Giuseppe Ciuffo papillomaviriis olarak bilinen sigil viriisiinii
bulmustur. 1908 yilinda Danimarkali bilim adamlar1 Vilhelm Ellermann ve Olaf Bang

tavuklarda 16seminin kanatl 16semi viriis ile gelistigini kesfetmistir (Fadly ve Nair 2008).

1911 yilinda, John Hopkins Universitesi’nden Francis Peyton Rous, ilk tiimor viriisii
olarak da bilinen tavuklarda sarkoma neden olan Rous sarkom viriisiinii (RSV) tanimlamaistir.
Bu virlis ayn1 zamanda bilinen ilk RNA viriisiidiir. Bu ¢alismasindan dolayr Rous, 1968’de

Nobel ddiiliine layik goriilmiistiir (Rous 1911).



1933 yilinda Richard Shope ve E. Weston Hurst pamuk kuyruklu vahsi tavsanlarda sigil
viriisli tespit etmistir. Peyton Rous ve Joseph Beard bu viriisiin tiimdrojenik potansiyelini
gostermis ve bu virlisi pamuk kuyruklu tavsan papillomaviriis (Cottontail rabbit
papillomaviriisii;, CRPV) olarak isimlendirmislerdir. CRPV ayni zamanda bilinen ilk DNA
viriisiidiir (Shope ve Hurst 1933).

1950’1i yillarda Ingiliz cerrah Dennis Burkitt, Dogu Afrika’da calisirken simdilerde

Burkitt’s lenfoma olarak bilinen, bir ¢ocukluk ¢agi tiimoriinii tanimlamistir (Burkitt 1962).

1965 yilinda Tony Epstein, Yvonne Barr ve arkadaslar elektron mikroskobu kullanarak
Burkitt lenfoma hiicre hatlarindan yeni bir viriis olan Epstein-Barr Viriisii (EBV) izole edip
aralarindaki iliskiyi agiklamistir (Epstein ve ark. 1965, Henle ve Henle 1966). Herpesviridae
ailesi icinde yer alan Epstein-Barr viriisii, enfeksiydz mononiikleoza neden olur ve non-

Hodgkin lenfoma ve nazofarenks kanseri ile iliskilidir (Javier ve Butel 2008).

1970 yilinda Howard Temin ve David Baltimore, kendilerine 1975 yilinda Nobel ddiiliinii
getirecek olan, bir RNA tlimor viriisii olan RSV’nin replikasyonu i¢in hem DNA
replikasyonunun hem de RNA’dan DNA sentezinin olmasi gerektigini gdstermis ve tersine

transkriptaz enzimini bulmustur (Baltimore 1970, Temin ve Mizutani 1970).

RSV replikasyonu i¢in tavuklarda sarkomaya neden oldugu bilinen ve sarkoma kisaltmasi
olarak src diye isimlendirilen genin dagilimi arastirilmis ve onkogenlerin hiicresel orijinli
oldugu, kanserojen olaylarin bu hiicresel genleri aktive ederek kanser olusturdugu hipotezi
1976 yilinda Michael Bishop ve Harold Varmus tarafindan gosterilmistir (Stehelin ve ark.
1976).

1980 de Robert Gallo ve arkadaslari insan T-hiicre lenfoma hiicrelerinde diger
viriislerden farkli, ilk insan retroviriisii olan HTLV-1 kesfetmistir. 1981 yilinda ise Yorio
Hinuma, Kinya Nagata, Isao Miyoshi ve arkadaslar1 T Hiicreli Losemili (ATL) hastalardan
alinan orneklerde HTLV-1’e ait retroviral parcaciklar tespit ederek, losemiyle iliskisini

bulmuslardir (Hinuma ve ark. 1981).

1994 yilinda Yuan Chang, Patrick Moore ve arkadaslart DNA fragmanlarmi ayiran
teknolojileri kullanarak EBV’ye homolog olan Kaposi’s sarkoma herpesviriisii (KSHV) AIDS
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(Acquired Immune Deficiency Syndrome; Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu)
hastalarinin Kaposi’s sarkomlu dokularindan izole etmislerdir. Bu virlis kesfedilen ikinci

tlimorojenik insan herpesviriisiidiir (Chang ve ark. 1994).

1.2. Insan T-Hiicre Lenfotropik Viriisii Tip 1 (HTLV-1)

1.2.1. Etiyoloji

Ortervirales takiminda yer alan Retroviridae ailesi Orthoretrovirinae ve
Spumaretrovirinae alt ailelerine ayrilmaktadir. Orthoretrovirinae alt ailesi Alpharetroviriis,
Betaretroviriis, Gammaretroviriis, Deltaretroviriis, Epsilonretroviriis, Lentivirtis cinslerine
ayrilir. Spumaretrovirinae alt ailesi ise Bovispumavirus, Equispumavirus, Felispumavirus,
Prosimiispumavirus, Simiispumavirus cinslerine ayrilir. Retroviridae ailesinde pek ¢ok
hayvan patojeninin yani sira insan T-hiicre lenfotropik viriisii (HTLV) de bulunmaktadir.
Uluslararas1 Viriis Siiflandirma Komitesi’nin (ICTV) 2017 smiflandirmasina gére HTLV,
“primat T-lenfotropik virlisii” olarak isimlendirilmistir. HTLV-1, Retroviridae ailesinin
Orthoretrovirinae altailesine ait Deltaretrovirus cinsinde yer almaktadir (MacLachlan ve
Dubovi 2011, ICTV 2017). Insanlarda enfeksiyoz karaktere sahip ilk belirlenen retroviriis,
insan T-hiicre lenfotropik viriisii tip 1 (HTLV-1)’dir (MacLachlan ve Dubovi 2011, Morrison
ve ark. 2015).

Virion yaklasik 100 nm ¢apinda, zarfli ve helikal simetrilidir. HTLV virionu tekli sarmal
genomik RNA’nm iki kopyasini igerir. Konakg¢1 hiicreye viral giris ile viral RNA tersine
transkripte olur. Prolin i¢in transfer olan RNA primer olur ve konak¢1 hiicre DNA’sma viral

genom proviriis olarak giris yapar (MacLachlan ve Dubovi 2011, Knipe ve Howley 2013).

Tim retroviriisler gibi HTLV nin genom organizasyonu da 5’ ugtan 3' uca dogru gag,
pro, pol, env genlerinden olusmaktadir. Gag geni virionun igyapisal proteinlerini, pro geni

viral proteazlari, pol geni tersine transkriptazi, env geni ise virionun zarf glikoproteinlerini
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kodlar. HTLV-1 genom agiklanmasi, viral genomun 3’ ucunda yer alan 2 regiilator gen
tarafindan kontrol edilir: tax ve rex genleri. Tax ve Rex genleri, 3-LTR ve env arasinda
bulunan“pX” bolimiinde kodlanmaktadir. pX bolimii pozitif ipliginde Tax (p40Tax), Rex
(p27Rex), pl2, p13, p30 ve p21 proteinleri kodlanir ikenbu boliimiin negatif ipliginde ise
HTLV-1 b-ZIP faktorii (HBZ) kodlamaktadir (Sekil 1.1) (Furukawa ve ark. 1991, Kashanchi
ve Brady 2005, Bindhu ve ark. 2004, Koralnik ve ark. 1992a).

HTLV LTR (Long terminal repeat) bolgesi, U3, R ve U5 bolgelerine ayrilir. U3 bolgesi
Tax-1 tarafindan aktive edilen transkripsiyon i¢in gerekli olan Tax-1 yanit element-1 (TRE-1)
olarak adlandirilan {i¢ hatli 21 niikleotit tekrar1 igeren bolgedir. U3 bdlgesi ayni zamanda
mRNA’nin poliadelinasyonu ve sonlandirilmasinda sorumlu sekanslar icerir. HTLV-1 ve
HTLV-2’nin LTR’nin karsilastirilmasinda diger bdlgeleri korunmamis iken viral gen
ekspresyonu igin kritik elementler, 6rnegin 21 niikleotid tekrarlar poliadenilasyon sinyal ve
TATA kutusu, iyi korunmus olarak tespit edilmistir. R ve US bolgeleri mRNA’nin 5' ucunda
bulunur viral genomun komplementer ipligi ile kendisine 6zgii mesaj kodlar ancak HBZ bu

durumun disindadir (Cullen 1992, Currer ve ark. 2012).

HTLV-1, CD4" T hiicre tropizmine sahip ve kopya sayilarini replikasyon ile degil, konak
hiicrelerin klonal proliferasyonu ile artirir. Lenfosit immortalizasyonu veya transformasyonu
ile en ¢ok iligskili HTLV-1 proteini olan p42°dir. HTLV-1’in, env geninin amino ucundan
kodlanan, gp61, gp45 ve gp46 proteinleri, HTLV-1’in en immunojenik antijenleridir (Miller
1996, Sommerfelt 1999, Coakley ve ark. 2005, Martin ve ark. 2016).

X
pol P

S ur E28 L LTR 3

Tax

Rex

pl3

P30

Sekil 1.1. Yapisal ve yapisal olmayan genlerin haritas1 (Matsuoka ve Jeang 2011).



HTLV-1 ve HTLV-2 T hiicrelerine tropizm duyar ve bu iki viriisiin yaklasik %60

oraninda niikleotit sekans benzerlikleri vardir. Iki viriis arasindaki yiizey glikoprotein

aminoasit homolojisi %63 iken, membran proteinlerinin aminoasit homolojisi %73’tlir
(Shimotohno ve ark. 1984, Shimotohno ve ark. 1985). Hem HTLV-1 hem de HTLV-2,

hayvan modellerinde viral replikasyonda in vitro viral gen ekspresyonunun transkripsiyonel

ve posttranskripsiyonel diizenlenmesinde hiicre sinyalizasyonunda islev goren cesitli yapisal

olmayan proteinleri kodlar (Knipe ve Howley 2013). HTLV-1 ve HTLV-2 genom

organizasyonu arasindaki farklilik Sekil 1.2°de gosterilmistir.

HTLV-1 proviral DNA

.____

HTLV-2 proviral DNA

s - — |

Sekil 1.2. HTLV-1 ve HTLV-2’nin genom organizasyonu (Barbeau ve ark. 2013).

HTLV-1 tarafindan kodlanan proteinlerin en 6nemlileri arasinda Tax, Rex, P12, P30, P13

ve HTLV-1 temel 16sin zipper faktér (HBZ) bulunmaktadir. Bu proteinlerin fonksiyonlar:

Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.1.HTLV tarafindan kodlanan proteinler ve gorevleri.

Protein

Fonksiyonu

Tax

40 kDa agirliginda bir fosfoproteindir. Tax, hiicrelerin HTLV-1
immortalizasyonunda, persiste  enfeksiyonda, inflamasyonda ve
patogenezde en Oonemli rolii oynar. Tax, transkripsiyon faktorii NF-kB’yi
aktive eder, bundan dolay1 baz1 hiicresel genlerin ekspresyonunu indiikler
ve bu aktivite HTLV-1 hayat dongiisiiniin bir¢ok hali i¢in 6nemlidir. Tax,
LTR boyunca HTLV-1 transkripsiyonunu aktive eder. Ayni zamanda

hiicre dongii diizenleyicilerini, DNA tamiri ve apoptozisi de kapsayan




hiicresel yolagi etkiler (Cann ve ark. 1985, Felber ve ark. 1985, Sodroski
ve ark. 1985, Knipe ve Howley 2013, Fujii ve Matsuoka 2013, David ve
ark. 2007, Seiki ve ark. 1984, Sodroski ve ark. 1986, Zhao ve ark. 1991
Zhao ve ark. 1992, Lenzmeier ve ark. 1998).

Rex

mRNA c¢ift sarmal ile kodlanan ve 27 kDa bir protein olan Rex-1
(p27Rex) ve p21Rex’in fonksiyonu bilinmemektedir. P21Rex protein ve
MRNA HTLV-1 enfekte hiicre dizilerinde ve ATL’li hastalarin T-
hiicrelerinde eksprese edilir. Rex-1 mRNA’nin birlesmesini 6nler, mRNA
stabilitesini  artirir  ve  birlesmesi  tamamlanmamis mRNA’nin
translasyonunu artirir.  T-hiicre transformasyonuna yardim  ettigi
diistiniilmektedir. Rex-1 ayni zamanda FynB vaskiiler hiicre adezyon
molekiil-1 (VCAM-1) ve 16kosit fonksiyon baglantili antijen-3 (LFA-3)
ekspresyonunu igerir (Bai ve ark. 2012, Knipe ve Howley 2013, Nakano
ve Watanabe 2016).

P12

Endoplazmik retikulumda (ER) ve Golgi kompleksinde lokalizedir. P12
ayn1 zamanda, ER’da bulunan ve kalsiyum depolanma/salinma olaylarini
diizenleyen klaneksin (calnexin) ve kalretikulin (calreticulin) proteinlerini
baglar. P12, ER’daki serbest major doku uyumluluk kompleks (MHC)
simif 1 agir zincire (MHC I-Hc) baglanirsa viral olarak enfekte olmus
hiicrelerin immiin hafizasinda rol oynayabilir, viral olgunlasmay1 engeller
ve B2-mikroglobulin ile etkilesir ve T hiicrelerin ylizeyindeki MHC sinif |
ekspresyonunun seviyesini (ektopik olarak eksprese oldugu zaman)
dugtiriir (Koralnik ve ark. 1995, Devid 2007, Ciminale ve ark. 1997,
Michael ve ark. 2011, Johnson ve ark. 2000, Jonson ve ark. 2001, Kim ve
ark. 2003).

P30

Cift sarmal pX ORF II mRNA tarafindan kodlanir. Bu protein transfekte
hiicrelerin ¢ekirdeginde ve c¢ekirdek¢iginde lokalizedir. p30’un hiicre
proliferasyonunda ve viral ekspresyonun diizenlenmesinde birgok rolii
vardir. Cekirdekteki viral mRNA’ya etki ederek ciftli sarmal tax/rex
mRNA’nin niikleer eksportunu inhibe eder (Koralnik ve ark 19923,
Ciminale ve ark. 1997, D'Agostino ve ark. 1997, Nicot ve ark. 2004,




Silverman ve ark. 2004).

P13

ORF II'nin tekli sarmal mRNA ile kodlanan ve HTLV-1 enfekte T hiicre
dizilerinde oldugu kadar ATLL’li hastalarin kiiltiire edilmemis 16semik T
hiicrelerinde bu mRNA bulunmustur. Ektopik olarak eksprese edilir, P13
transfekte hiicrelerin mitokondrilerinde ve ¢ekirdeginde lokalize olarak
gosterilmistir. P13 ekspresyonu mitokondriyal yapiyr degistirir ve izole
edilmis mitokondrinin i¢ zar potansiyelini keser. P13, Ras onkogeni
araciligiyla hiicre canliligini kontrol eder ve in vivo viriis enfeksiyonunun
erken evresinde énemli bir biyolojik role sahiptir (Koralnik ve ark. 1992b,
D'Agostino ve ark. 1997, Ciminale ve ark. 1997, D'Agostino ve ark. 2002,
Desagher ve ark. 1993, Hiraragi ve ark. 2005, Hiraragi ve ark. 2006).

HTLV-1 temel
l16sin zipper

faktor (HBZ)

T-hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik eden ve ATL hiicrelerinde eksprese edilen
bir proteindir. Losemi olusumunda hem Tax geni hem de HBZ genlerinin
dogrudan rol aldigi bilinmektedir. HBZ siirekli ATL ile iliskide olan
onemli bir HTLV-1 genidir. HBZ mRNA transkriptleri tim ATL
hiicreleride bulunmustur ve T-hiicrelerin proliferasyonunda HBZ’nin
anahtar bir rol oynadigr gosterilmistir. Fare T-hiicrelerinde, RNA
fonksiyonu ve protein fonksiyonu arasinda ayrim yapan bir HBZ
baslangic kodon mutantinin, apoptozisi inhibe ederek ve S fazi girisini
tesvik ederek T hiicresi proliferasyonunu arttirdigt bulunmustur. HBZ
RNA’s1, apoptozu Onleyen bir kaspaz inhibitorii olan Survivin'in
transkripsiyonunu tesvik ederek apoptozu zayiflatir. HBZ proteini S fazi
girigini tegvik ederken, proinflamatuar etkileri ile apoptosisi de
destekleyebilir (Satou ve ark. 2006, Fujii ve Matsuoka 2013, Martin ve
ark. 2016).

1.2.2. Replikasyon ve Patogenez
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HTLV-1 oncelikli olarak CD4+ T hiicrelerini enfekte eder, ancak CD&8+ T hiicreleri, B
lenfositler, endotel hiicreleri, myeloid hiicreler, fibroblastlar ve diger memeli hiicreleri gibi
pek cok farkli hiicreyi enfekte etme potansiyeline sahiptir (Ho ve ark. 1984, Longo ve ark.
1984, Yoshikura ve ark. 1984). Cok farkli hiicreleri enfekte edebilme 6zelligi, HTLV-1 zarf
glikoproteinlerinin olduk¢a yaygin olarak bulunan hiicre yiizey reseptorlerine baglanma
kapasitesinden kaynaklanmaktadir. Bu ylizey reseptorleri arasinda glukoz transporter
(GLUT1), heparin sulfat proteoglikan ve ndropilin-1 (NRP-1) yer almaktadir (Manel ve ark.
2003, Jones ve ark. 2005, Ghez ve ark. 2006). HTLV-1 hiicreye tutundugunda yiizey
glikoproteini ile konake¢1 hiicre reseptdr proteinleri arasindaki reaksiyon sonucunda olusan
membran fiizyonu ile viriis hiicreye girer. Hiicreye girisi takiben, viral genomu ve viral
proteinleri iceren HTLV-1 kapsidi sitoplazmaya salinir. HTLV-1 kapsidi i¢inde iki adet viral
RNA, tersine transkriptaz, integraz ve viral proteaz bulunur. HTLV-1 RNA’s1 tersine
transkriptaz enzimi ile ¢ift iplikli DNA’ya dontstirilir (Martin ve ark. 2016). Tersine
transkripsiyon kompleksi, konak¢1 genomuna entegre olmak i¢in hiicre ¢ekirdegine gider.
HTLV-1 spesifik bir bolgeyi hedeflemeksizin konak¢i genomuna entegre olur. HTLV-1
entegrasyon bolgeleri incelendiginde, spesifik bir proviral entegrasyon bdlgesi

tanimlanamamistir (Derse ve ark. 2007, Cook ve ark. 2014).

Entegrasyon sirasinda viral DNA’nin uglarinda iki niikleotitin uzaklastirildigr ve
entegrasyon bdlgesindeki hiicresel kisa bir dizilimin duplikasyonu tespit edilmistir. Bu
duplikasyon viral DNA’nin ucuyla hiicresel DNA ucunun birlesmesini saglamaktadir. Entegre
haldeki proviriis hiicresel RNA polimeraz II enzimi tarafindan kopyalanir. HTLV-1 proviriis
LTR bolgesi RNA transkripsiyonu i¢in gerekli olan promotor ve enhancer elementleri igerir.
Viral transkripsiyonun ana yonlendiricisi olan Tax, hiicresel transkripsiyon faktorleri araciligi
ile enfeksiyonun erken sathasinda viral transkripsiyonu baslatir. Tax-yanit element-1 (Tax-
responsive element-1; TRE-1) olarak bilinen 21 baz ¢ift uzunlugundaki korunmus elementler,
siklik AMP yanit elementi baglayici proteine (cyclic AMP response element binding protein;
CREB) baglanir. Tax ayrica, transkripsiyonun baslatilmasint ve TATA baglayic1 protein
araciligryla RNA polimeraz uzamasimi saglar (Franklin ve ark. 1993, Caron ve ark. 1993,
Kashanchi ve Brady 2005, Martin ve ark. 2016).

Post-transkripsiyonel regiilator bir protein olan Rex, HTLV-1 mRNA’larmin
par¢alanmasinda ve tasmmmasinda gorevlidir. Rex proteininde bulunan aktivasyon alani

cekirdekten disar1 ¢ikma sinyali igerir ve boylece Rex cekirdek ve sitoplazma arasinda hareket
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edebilir (Hidaka ve ark. 1988, Palmeri ve ark. 1996). HTLV-1 mRNA’lar1 sitoplazmaya
ciktiginda konak¢i protein sentezini kullanarak viral proteinler olusturulur. Serbest
ribozomlarda, ikili kesilmis mRNA’lar enzimatik proteinlere, kesilmemis mRNA’lar ise
yapisal proteinlere sentezlenirler. Tek kesilmis mRNA’lar ise membrana bagli ribozomlar

tarafindan zarf proteinine sentezlenirler (Martin ve ark. 2016).

Viral partikiil olusumu, Gag proteininin sitoplazmadan plazma membranina go¢ etmesi
ile sekillenir. HTLV-1 Gag proteininin plazma membranina nasil gog¢ ettigi tam olarak
anlasilamamustir. Gag go¢ii ile baglantis1 tam kurulamamis olmasina ragmen HTLV-1 enfekte
hiicreler hiicre iskeletinin polarizasyonunu diizenleyebildigi gosterilmistir (Barnard ve ark.
2005). HTLV-1 Gag niikleokapsit proteini, HTLV-1 genomik RNA’sina baglanir. Gag-viral
genomik RNA, Gag-Gag ve Gag-plazma membrani etkilesimleri viral partikiil kurulumunda
ve tomurcuklanmasinda gereklidir (Qualley ve ark. 2010). Viral proteazlar, viral partikiiliin
salinimi sirasinda Gag ve Pol poliproteinlerini keser. Matrix proteini plazma membrani ile
yakin iligki halinde kalirken, kapsid proteini tersine transkriptaz, integraz ve viral RNA’y1
kapsayacak bir kabuk olusturur. Tomurcuklanarak hiicreden ayrilan olgun viral partikiil eger
enfeksiydz ise duyarli diger hiicreleri enfekte eder (Le Blanc ve ark. 2001, Konvalinka ve ark.

2015, Martin ve ark. 2016).

1.2.3. Epidemiyoloji ve Klinik Ozellikler

HTLV-1 yetiskin T hiicre lenfoma etiyolojik ajani olarak 1980’lerin baglarinda tarif edilmesi
ile bulunan ilk onkojenik retroviriis olmustur. Kronik myelopati ve uveitin 6zel tipi (HTLV-
uveitis) de HTLV-1 enfeksiyonuyla alakalidir (Hinuma ve ark. 1981, Mochizuki ve ark.
1994). HTLV-1 Giiney Bati Japonya’da endemiktir ve bazi bdlgelerde popiilasyonun
%10’dan fazlasim etkiler ayn1 zamanda Afrika, Karayipler, iran ve Giiney Amerika’da da
yaygindir. Bunun yaninda ¢ogu HTLV-1 prevalans ¢aligmalar1 kan donorleri, hamile kadinlar
veya endemik bolgelerde alt popiilasyonlara dayanirken taramaya girmeyen 20 milyondan
fazla insan oldugu diistiniilmektedir (Kishihara ve ark. 2001, Proietti ve ark. 2005, Hlela ve
ark. 2009).
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HTLV-1 ve ATL arasindaki etiyolojik iliski ATL’nin cografik kiimelesme gosterdigi
epidemiyolojik ¢aligmalarla desteklenmistir. HTLV-2 olarak sunulan ikinci insan retroviriisii
ilk olarak 1982°de bir l6semi hastasinin hiicre hattindan izole edilmistir, o0 donemde yapilan
caligmalar, HTLV-2 ile herhangi bir insan habis tiimoriiniin baglantisim1  heniiz

gosterememistir (Kalyanaraman ve ark. 1982).

HTLV-1 viriis hiicre iliskili tanitim1 ile anneden ¢ocuga siitle beslenmeyle, cinsel iligkiyle
veya kan ve kan {iriinleri yoluyla bulasabilir. HTLV-1’in primer hedef hiicreleri CD4+ T
hiicreleridir, ancak dendritik hiicreler, CD8+ T hiicreler ve endotelyal hiicreler gibi diger
hiicre tipleri de enfekte olabilir. Hiicreden bagimsiz virlisiin bulagiciliginin zayif oldugu ve
viriis integre olmus T hiicrelerin orami yiiksek bireylerde bile periferal kanda minimal
seviyede bulundugu diisiiniilmektedir (Hoxie ve ark. 1984, Manns ve ark. 1992, Stuver ve ark.
1993, Mueller ve ark. 1996, Hanon ve ark. 2000, Derse ve ark. 2001, Li ve ark. 2004, Jones
ve ark. 2008, Lambert ve ark. 2009).

HTLV-1; ATL, lenfoma, HTLV-1 iligkili miyelopati (HAM), tropikal spastik
parapareziye (TSP) ve iiveitise neden olmaktadir (Miller 1996, Sommerfelt 1999, Coakley ve
ark. 2005, Martins ve ark. 2012b, Donhauser ve ark. 2018). Fiziki muayene bulgularinda
belirgin deri lezyonlari, lenfodenopati ve hepatosplenomegali rapor edilmistir. Bu hastalarda
ATL hiicrelerinin olgun T-yardimeci fenotip ve girintili ¢ekirdekleri ile karakteristik bir
gorlinime sahip oldugu ve osteoklastlar sayisinin artmasi ile sik sik hiperkalsemi
gozlemlendigi goriilmektedir. HTLV-1 Giiney Japonya’da cografi bir kiimelenme
gostermektedir ve hamile kadinlarin yaklasik %6’simin HTLV-1 ile enfekte oldugu
bulunmugtur. Tropikal spastik paraparezi (TSP) ve miyelopati (HAM/TSP) ve iiveitisin de
HTLV-1 ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bronkopndmoni, artrit, polimiyozit ve diger
yangisal rahatsizliklar bu hastaliklar ile birlikte gelisebilmektedir. Ayrica, bagisiklik
sisteminin bozulmasi da, HTLV-1 enfeksiyonu ile indiiklenebilir oldugu rapor edilmistir. Su
anda diinya c¢apinda 5-10 milyon insanin enfekte oldugu diisiinilmektedir. Japonya'da,
yaklagik 2 milyon kisinin HTLV-1 tasiyicist oldugu tahmin edilmekte ve her y1l 700'den fazla
ATL vakasi teshis edilmektedir. Avustralya’daki 50 yasin iizerindeki Aborjinlerin yaklasik
yarisinin HTLV-1 ile enfekte oldugu bildirilmistir (Takatsuki 2005, Giam ve Semmes 2016,
Kupferschmidt 2018).
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1.2.4. Tam

ATL’ nin, klinik ozelliklerine gore; akut, kronik, lenfoma ve smoldering (agrisiz ve
alevsiz) olmak iizere dort formu vardir. Akut formda, hiicre sayisinda artigi, yaygin deri
lezyonlari, sistemik lenfadenopati, hepatosplenomegali goriilmektedir. Lenfoma formunda ise
sistemik lenfadenopati ile birlikte periferal kandaki atipik hiicrelerin varligi tamida
patognomiktir. Akut ve lenfoma formunda; agresif olmasi ve bu hastalarin kuvvetli
kemoterapiye direng gdstermesi prognoz agisindan kotiidiir. Kronik formda, Iokositlerin
sayisinda azalma ve bazen deri lezyonlari, lenfadenopati ve hepatosplenomegali
goriilmektedir. Smoldering form, periferal kandaki HTLV-1 proviriis entegrasyonunun
gosterildigi az sayida ATL hiicresinin varlig: ile karakterizedir. ATL’ nin en dikkat ¢ekici
ozelligi, yiiksek kalsiyum seviyesidir bu ise tanida énemlidir. ATL’de, p53 ve pl6 tiimor
stipresor genlerinde meydana gelen mutasyon ve delesyonlar teshiste gen analizi agisindan
onemlidir. HTLV-1’den kaynakli ATL i¢in teshis metotlar1 su sekilde ozetlenebilir. ATL
teshisinde T hiicre CD4+CD25+ markirlarinin agiklanma orani, lenfoid malignler, hiicre
morfolojisinde degisimler onemlidir. Smoldering (agrisiz ve alevsiz) ve kronik ATL
formlarinda, ¢ekirdegin seklindeki anormallik, akut forma gore daha azdir. Hastada HTLV-1’
e kars1 6zgiil antikorlarin varligi ve Southern blotting (veya PZR) gibi teknikler ile timor
hiicrelerindeki, HTLV-I proviriisiiniin entegrasyonu tespiti ile teshis yapilmaktadir.
(Sommerfelt 1999, Panfil ve ark. 2016, Sevik 2013, Coakley ve ark. 2005).

HTLV laboratuvar tamisinda Vestern blotlama, ELISA, agliitinasyon testi,
immiinofloresan testi ve PZR kullanilmaktadir. HTLV’nin PZR ile belirlenmesinde tax, env,
gag ve pol genlerine yonelik primerler kullanilmaktadir. HTLV-1 ve HTLV-2 i¢in yiiksek
oranda korunmus bdlge olan tax genine spesifik primerler ile amplifikasyon yapilir. Bunun
icin siklikla SK43 ve SK44 primerleri tercih edilir. Real-time PZR ile tanida tax genine
spesifik olan bu primerlere ilave olarak problar (SK45, HTLV Tax gibi) da kullanilmaktadir.
HTLV-1 ve HTLV-2’nin ayrim1 i¢in ise pol genine spesifik primerler ile 6rnekler incelenir
(Ono ve ark. 1995, Gallo ve Reitz 2010, Pripuzova ve ark. 2012, Castro ve ark. 2013).
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HTLV-1 ve HTLV-2 Ilaboratuvar testleri diinyadaki bircok iilkede organ
transplantasyonlarinda ve kan transfiizyonlarinda rutin olmustur. Anti HTLV-1/2 antikor
serolojik testleri iki ana gruba ayrilir. Serolojik tarama testleri ve dogrulayici tarama testleri
HTLV-1 antijenlerini taniyan bazi antikorlar bunlart HTLV-2’den dolay1 tanidiklarindan
serolojik tarama testleri her iki virlis enfeksiyonunu ayirmada kesin degildir. Bu nedenle
dogrulayict testler HTLV-1 ve HTLV-2 arasindaki farklari ayirmalidir (Martins ve ark.
2012a).

HTLV-1/2’nin tamisinda en ¢ok kullanilan testler arasinda; ELISA, indirekt
immiinofloresans (IFA), vestern blotlama ve polimeraz zincir reaksiyon (PZR) sayilabilir
(Ishihara ve ark. 2014). Hastadan alinan 6rnek genellikle ii¢ kez test edilir ve iki ya da iig
tekrar reaktif ise yeni bir kan &rnegi almir ve yeni 6rnek ELISA ile test edilir. ki ya da iig
tekrarda reaktivite tespit edilirse Vestern Blot test kulanilir (Martins ve ark. 2012a). Vestern
blotlama, tarama testlerinde tekrarlayan reaktivite gosteren orneklerin testinde kullanilan bir
dogrulayici testtir. Ticari testler normalde antijen olarak HTLV-1’in viral lizat1 kullanilir,
bununla birlikte HTLV-1 ve HTLV-2 rekombinant zarf proteinleri kullanilir. Viral antijenlere
reaktivite gostermiyor ise Ornek seronegatiflik gosterir; eger HTLV antijenlere 06zel
reaktiviteli ama seropozitif kriterleri tamamen karsilamiyor ise belirsizlik ve tiretici tarafindan
tanimlanan tiim antijenlere pozitif tepki veriyor ise seropozitif olarak degerlendirilir.
Reaktivite profiline bagl olarak, vestern blot testi HTLV-1 ve HTLV-2 igin tanida yeterli

olmayabilir (Kuramitsu ve ark. 2017).

HTLV dolagimda yiiksek oranda viral RNA bulundurmadigr i¢cin HTLV molekiiler
tanisinda serum ya da plazma kullanimi tanmi i¢in uygun degildir. Lenfositler i¢in HTLV
tropizmi g6z Oniine alindiginda, enfeksiyonun molekiiler tanisi i¢in biyolojiksel Srnek
secenegi kandir. Bununla birlikte potansiyel olarak enfekte hiicreler iceren farkli biyolojik
ornekleri 6zel arastirmalarda viriis identifikasyonu i¢in kullanilabilir. Su anda real-time PZR
yiiksek hassasiyeti ve spesifitesi, diisiik kontaminasyon riski, kolay uygulanabilirligi,
sonuglar1 saptamadaki hizi, HTLV-1/2 tanist i¢in dogrulayict serolojik test yerine
kullanilabilme 6zelligiyle geleneksel PZR yerine tercih edilir (Andrade ve ark. 2010, Costa ve
ark. 2011, Waters ve ark. 2011).
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1.3. Epstein-Barr Viriisii (EBV)

1.3.1. Etiyoloji

Epstein-Barr viriisii (EBV) (Human gammaherpesvirus 4; HHV-4), Herpesvirales takiminin
Herpesviridae ailesinin Gammaherpesvirinae alt ailesine ait Lymphocryptovirus cinsi altinda
yer almaktadir (ICTV 2017).

EBV olgun virionu 120-180 nm ¢apindadir. EBV virionlar1 protein kapsit ile gevrili ¢ift
iplikli, linear DNA genomu icerir. Kapsit ve zarf arasinda protein tegliiment bulunur ve burada
hiicre tropizme, konak¢i spektrumu ve reseptdr taninmasi i¢in 6nemli olan glikoproteinler
gomiiliidiir (Odumade ve ark. 2011). EBV genomu yaklagik 172 kb uzunlugunda DNA
molekiiliinden olusmaktadir. EBV genomu kisa ve uzun olarak ikiye bolen 0.5 Kb terminal
direkt tekrarlara (TRs) ve internal tekrar sekanslarina sahiptir (IRs). EBV yaklasik 80 tane
protein kodlar ancak bunlarin ¢ogu tanimlanamamuistir ve karakterize edilememistir (Arvin ve

ark. 2007). Tanimlanan proteinleri ve fonksiyonlar1 Cizelge 1.2’de gosterilmistir.

Cizelge 1.2. Latent Epstein-Barr viriisii antijenleri ve fonksiyonlari (Grywalska ve
Rolinski 2015, Kang ve Kieff 2015).
Latentlik
proteini

Gorevi

Sekans spesifik DNA baglayici proteindir ve tiim latent EBV
enfeksiyonlarinda eksprese edilir. EBV genom replikasyonu,
persistenlik  ve bdliinen hiicrelerdeki transkripsiyon i¢in
gereklidir. B Lenfositlerin immortalizasyonunda rol oynar.
EBNA-1 Mitoz sirasinda  viral episomlarin  replikasyonu ve
transkripsiyonu i¢in gereklidir. Hiicrede p53 degradagasyonunu
kolaylagtirir. EBNA-1 mikroRNA’lar1 (let-7 mikroRNAIlar)
uyararak latent EBV reaktivasyonunu engeller ve metastazi
kolaylastirir.

Hiicre transformasyonu ig¢in viral ve hiicresel gen
transkripsiyonunu  aktive eder. Hiicresel transkripsiyon
kofaktorleri ile etkilesir. EBV iligkili B-hiicre transformasyonu
icin gereklidir.

EBNA-2
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EBNA-3A

Hiicrede cMyc transkripsiyonunu baskilar ve EBNA-2
aktivasyonunun etkilerini engeller. Kemokinleri uyarir.
Hiicrenin Gl fazinda kalmasimmi saglayarak  B-hiicre
transformasyonunu kolaylastirir. Notch sinyal yolunu diizenler.

EBNA-3B

EBNA-2 ‘nin koaktivatoriidiir. B-hiicre immortalizasyonu i¢in
gerekli degildir. Viral tiimor slipresoriidiir.

EBNA-3C

Hiicre proliferasyonun artirir ve hiicrenin G1 de kalmasimi
saglar. B-hiicre immortalizasyonu i¢in gereklidir, ¢esitli hiicre
dongiisiindeki kontrol noktalarinin bozulmasini indiikler. P53’e
bagli apoptozisi bloke eder. P*” un degredasyonunu indiikler,
C-Myc’yi stabilize eder. Konak hiicrelerinde kromatin yeniden
modelleme diizenini etkiler.

EBNA-LP

EBNA-2 bagimh viral ve hiicresel gen transkripsiyonu ig¢in
transkripsiyonel  koaktivatordiir. ~Konak DNA  ‘sindaki
transkripsiyon baslangic noktalar1 ile etkilesir. P53 ve
Prbinaktive etmek icin EBNA-2 ile etkilesir. B-hiicrelerin
immortalizasyonu i¢in yardim eder.

LMP-1

EBV tarafindan kodlanan en temel onkogendir. CD40 aktif
formunu taklit eder. B-lenfositlerin transformasyonu igin
gereklidir. NF-Kb, JAK/STAT, p38 sinyal yolaklarin1 aktive
eder.

LMP-2A

EBV latent enfeksiyona yol acar, BRC sinyal yolunu bloke
eder.

LMP-2B

Antijen bagimli BCR sinyalizasyonunu engeller. B-hiicre
lenfomalarmin olugmasimi tetikler. Hiicrede farklilagsmay1
baskilar ve epitelyal hiicre yayilimini ve epitelyum hiicreler
arasindaki hareketliligi saglar.

EBER

EBV tarafindan kodlanan en yaygin kodlanmayan RNA’dir.
Koloni formasyonunu artirir ve biiyiimeyi tetikler. PKR ile
etkilesir ve apoptozisi engeller. IL-10 ve interferon (INF)
sentezini indiikler, tip I INF aktive etmek igin RIG-1 ile
baglanir. B lenfositlerin immortalizasyonu i¢in esas degildir.

BARF

Bunlarin protein {riinleri Notch sinyal yolunu modifiye
edebilir, B-lenfositlerin immortalizasyonu igin gerekli degildir.

mikroRNAlar

BART ve BHRF-1’den transkripte edilir. Hiicrelerdeki latent
kalmada etkilidir.

1.3.2. Replikasyon ve Patogenez
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EBV DNA’s1 otonom ekstrakromozomal replikasyonu destekleyen yapidadir ve bu
subgenomik DNA “oriP” (origin of replication) olarak ifade edilmektedir. oriP’de
replikasyonun baglamasi, kromozomal DNA replikasyonu ile senkronizedir ve hiicresel
replikasyon ile siirdiiriiliir. Viral EBNA-1 (Epstein-Barr Niikleik Antijen-1) proteini oriP’ye
spesifik olarak baglanir ve ardindan hiicresel replikasyon baslatilir. EBNA-1 replikasyon i¢in
gereklidir ancak tek bagina yeterli degildir. EBNA-1 gen delesyonu olan EBV’ler sadece
virisle enfekte B hiicrelerinde genellikle kromozoma entegre halde bulunur.
(Hammerschmidt ve Sugden 2013).

EBV primer olarak insan epitel hiicrelerini ve B hiicrelerini enfekte eder. EBV perifer
kanda dolasan hafiza B hiicrelerinde hayat boyu persiste ve asemptomatik enfeksiyon
olusturur. Diger herpesviriislerde oldugu gibi EBV latent ve litik dongiiler arasinda degisen
bir enfeksiyon tablosu olusturur. EBV hem nazofarenksin, tiikriikk bezlerinin ve ozellikle
parotisin epitel hiicrelerini hem de B lenfositleri enfekte etmektedir. Nazofaringeal epitelyum
hiicrelerinde viral replikasyon ve reaktivasyon, viriisiin viicutta yayilmasina ve B hiicrelerini
enfekte etmesine olanak saglar. Epitel hiicrelerinin lizisi sonucu enfeksiydz virionlarin
tikiiriige salinmasina neden olur. Enfekte orofaringeal mukozaya infiltre olan B lenfositleri
hiicrelerden ¢ikan virionlarla enfekte olur. EBV zar glikoproteini gp 350/gp220 araciligiyla
kompleman reseptorii CR2’ye (CD22) baglanir ve B hiicrelerine girer. Normalde bu
hiicrelerde tlireyemedigi i¢in hayat boyu siiren bir latentligi baslatir. Genom burada plazmid
olarak persistan kalir ve nispeten az sayida gen agiklanir (White ve Fenner 2000, Grywalska
ve Rolinski 2015, Kempkes ve Robertson 2015). Latent enfeksiyon esnasinda viriis kiiciik bir
gen grubunu eksprese eder. Bu genler; 6 adet niiklear antijen (EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, -
LP), 3 adet latent membran proteini (LMP-1, -2A, -2B), 2 adet kiigiik kodlanmayan RNA
(EBER-1 ve 2) ile BART tir (Saha ve Robertson 2011). EBV nazofarenksin, tiikriik bezlerinin
ve Ozellikle parotis bezinin epitel hiicrelerinde cogalmaktadir. Bu hiicreleri lize ederek
infeksiy6z virionlarin tiikriikk icinde salinmasina neden olur. Serolojik taramalar yaklasik
olarak biitiin ¢ocuklarin 2-3 yasina geldiklerinde infekte olduklarimi gostermektedir. Viriisiin
tiikriikte yiiksek titrede sagilmasi bu yolagin veya tiikriigiin muhtemel bulas yolu olabilecegini
gostermistir (Doymaz 2000).

EBV latentligi 3 grupta incelenebilmektedir. Tip I latentlikte EBNA-1 ekspresyonu

baskindir veTip I Burkitt lenfoma ile mide kanserlerinde gozlenmektedir. Tip II latentlikte
EBNA-1, LMP-1 ve LMP-2 latentlik genleri eksprese edilmektedir. Tip Il latentlik Hodgkin
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lenfoma, nazofaringeal karsinoma ve hemofagositik lenfohistiositozisin siddetli yangili
olgularinda goriilmektedir. Tip III latentlikte ise tiim latentlik antijenleri eksprese
edilmektedir. Bu tipteki latentlik, EBV enfeksiyonu iligkili transplantasyon sonrasi
lenfoproliferatif bozukluk (post-transplant lymphoproliferative disorder; PTLD) olgularinda,
AIDS-iligkili lenfomalarda ve lenfoblastoid hiicre hatlarinda goriilmektedir (Grywalska ve
Rolinski 2015).

Viriisiin in vitro olarak B-lenfositleri oliimsiizlestirdigi ve lenfositleri lenfoblastoid hiicre
dizilerine (Lymphoblastoid Cell line; LCL) doniistiirdiigii varsayilmaktadir (Pope ve ark.
1973). EBV malignant fenotipi olusturan genleri kodlar. Bu genler (EBNA-2 ve LMP-1’1
iceren) hiicresel sinyal yolaklarini aktive eder ve hiicresel oliimsiizlesmeye katkida bulunur

(Kutok ve Wang 2006).

EBV en az 44 adet miRNA kodlamaktadir. Bunlarin ¢ogunun fonksiyonu
bilinmemektedir. Ancak bu miRNA’larin hiicre proliferasyonu, latentlik regiilasyonu,

apoptozis, T-hiicre yaniti, dogal bagisiklik iizerine etkilerinin oldugu bilinmektedir (Navari ve
ark. 2018).

EBV, nazal dogal oOldiiriicii hiicre/T hiicre lenfomalari, nazofarengeal karsinoma ve
gastrik karsinomalarin etiyolojisinde yer almaktadir. Diinya genelinde gastrik karsinomalarin
yaklasik %10’u EBV pozitiftir (Cho ve ark. 2016, lizasa ve ark. 2012). Belirlenmis bir EBV
kodlu proteinlerin grubu bu kanserlerde ekspresedir ve bu hiicre proliferasyonunu uyarmaz bu
proteinler hiicre fenotipini degistirerek stromal hiicrelerde etkilesimlerini modifiye ederek ve
biiyiimeyi destekleyen lenfokinlere duyarliligini artirarak kansere katkida bulunur. Bu ayni
zamanda B-lenfositlerin yanlis farklilasmasi ile koken alan EBV tasiyan Hodgkin’s
lenfomalarinda konusudur. Bu hiicreler normal olarak apoptozise yatkindir ama EBV

tarafindan apoptozisin engellendigi kabul edilir (Siemer ve ark. 2008).

B-lenfositleri iiretmeyen latent enfeksiyonundaki EBV kodlu gen ekspresyonu, in vitro
tiretilen LCL’lerde karakterize edilmistir. Bu hiicrelerde viral genomlar episom olarak
bulunur. 1973’te tiim EBV tasiyan hiicrelerin EBV kodlu niikleer antijen ya da EBNA olarak
adlandirilan bir niikleer antijen eksprese ettigi bulunmustur (Reedman ve Klein 1973). Daha

sonra da EBNA’nin 6 proteinden olusan bir kompleks oldugu ortaya konulmus ve bunlara ek
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olarak hiicre membranina lokalize 3 ¢esit protein LMP-1, LMP-2A ve LMP-2B eksprese ettigi
anlasilmistir (Grywalska ve Rolinski 2015).

Cizelge 1.3. Latent Epstein-Barr viriisii antijenleri ve bu antijenlerin gelisen lenfoma
tiplerine olan etkileri (Grywalska ve Rolinski 2015).
Latentlik

- Gelisen Lenfoma Latentlik Tipi
proteini
Burkitt lenfoma
EBNA-1 Hodgkin lenfoma I, 11, 1l
AIDS-Baglantili lenfomalar
EBNA-2 AIDS-Baglantili lenfomalar Il
EBNA-3A AIDS-Baglantili lenfomalar Il
EBNA-3B AIDS-Baglantili lenfomalar Il
EBNA-3C AIDS-Baglantili lenfomalar 11
EBNA-LP AIDS-Baglantili lenfomalar Il
Hodgkin lenfoma, AIDS-Baglantili
lenfomalar,
LMP-1 Geggin EBV™ yaygin biiyiik B hiicre I, 1l

lenfomasi, Primer efuzyon lenfoma,
Lenfomatoid granulomatozis
LMP-2A Hodgkin lenfoma,

AIDS-Baglantili lenfomalar

Hodgkin lenfoma,

AIDS-Baglantili lenfomalar

Burkitt lenfoma,

Hodgkin lenfoma,

AIDS-Baglantili lenfomalar, Cocukluk
EBERs sistemik EBV" T hiicre, EBV" yaygin biiyiik |1, 11, 1l
B hiicre lenfomasi, Kronik infeksiyonla
iligkili yaygin biiyiik B hiicre lenfomasi,
Primer effuzyon lenfoma

Burkitt lenfoma,

BARFs Hodgkin lenfoma, I, 1, I
AIDS-Baglantili lenfomalar

LMP-2B I, 1l

EBV niikleer antijeninin (EBNA) ¢esitli lokuslarimin (EBNA2, -3A, -3B, -3C)
farkliliklarina gére EBV iki alttipe ayrilmaktadir. Tip 1 bat1 iilkelerinde ve Gilineydogu
Asya’da yogun iken Afrika’da tip 1 ve 2 esit oranda bulunmaktadir. Bu izolatlar restriksiyon
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endoniikleaz kesim motiflerine, farkli transformasyon kapasitelerine gore ayrilmaktadir

(Odumade ve ark. 2011).

EBV izolatlar1, viriis kaynakli B-hiicresi doniisiimiiniin baglatilmasinda rol aldig1
diigtintilen bir protein olan niikleer antijeni EBNA 2'yi kodlayan genomun BamHI YH
bolgesinde dizi farkliligini gosterdigi belirlenmistir. A tipi izolatlar (prototip B95-8 EBV
gibi), 82-87 kDa EBNA 2A proteinini kodlarken, B tiirii izolatlar (prototip AG876 EBV gibi),
antijenik olarak farkli bir protein olan 75 kDa EBNA 2B proteini kodlar (Rickinson ve ark.
1987).

1.3.3. Epidemiyoloji ve Klinik Ozellikler

Epstein-Barr viriis (EBV), 1958 yilinda Denis Burkitt tarafindan lenfoma kiiltiirlerinde
patolojik ve epidemiyolojik ozellikleri ile belirsiz bir varlik olarak tarif edilmistir (Burkitt
1958, Burkitt 1962). EBV en eski insan viriislerinden birisidir ve diinya ¢apinda yetiskin
bireylerin %90°1 EBV ile enfekte oldugu diisiiniilmektedir. Konake¢1 hiicresi ve immiin sistemi
ile virilis enfeksiyonu arasindaki denge sayesinde EBV, yasam boyunca persiste kalarak latent
asemptomatik enfeksiyona neden olur (Daskalogianni ve ark. 2015). EBV Diinya Saglik

Orgiitii’niin sin1flandirmasina gore Grup 1 karsinojen grubunda yer almaktadir (IARC 2018).

EBV enfeksiydoz mononiikleozis sebebidir. EBV’nin birincil etken oldugunun
diigtiniildiigli hastaliklar arasinda Hodgkin lenfoma, mide kanseri, nazofarengeal karsinom
(NPC) bulunmaktadir. Ayrica lenfoid ve epitelyal kokenli birden ¢ok malign hastaliklarin
etiyolojisinde yer aldig1 goriillmektedir (White ve Fenner 2000).

2009 yilinda Tsai ve arkadaslari tarafindan EBV litik protein olan Zta’nin da IL-13
ekspresyonunu artirarak B hiicre proliferasyonunu kolaylastirdigt ve EBV iligkili
lenfoproliferatif hastaliklarin (6rnegin Hodgkin lenfoma) patogenezine katkida bulundugu
rapor edilmistir (Tsai ve ark. 2009).HLA sinif II iizerinde sunumu ve peptit olusumu ile
ilgilidir ve bu nedenden dolay1 enfekte B-hiicrelerin dldiiriilmesinde ve sitotoksik EBV 6zel

CD4+ effektor T-hiicrelerin aktivasyonunu uyarir (Tagawa ve ark. 2016).
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EBV enfeksiyonlarinin latent ve replike formlar1 arasinda anahtar gérevi goren bir protein
olan BZLF1 f{izerinde yapilan c¢aligmalar tiikriik, PBMNC, plazmada infeksiyoz
mononiikleozis’li hastalarda real-time PZR ile viral BZLF1 ekspresyonu, hiicredeki DNA
miktari ile korele oldugu goriilmektedir (Fagin ve ark. 2017).

EBV insanlarda infeksiyoz mononiikleozis, post-transplantasyon lenfoproliferatif

bozukluk, Burkitt lenfoma ve Hodgkin lenfomaya neden olmaktadir:

Infeksiyoz Mononiikleozis: Geng ¢ocuklardaki EBV infeksiyonu asemptomatiktir veya ¢ok
hafif seyreder. Ancak, infeksiyon ergenlik donemine kadar ertelenirse genellikle sonug
infeksiydz mononiikleozistir (White ve Fenner 2000). Infeksiydz mononiikleozisin en siddetli
klinik evresinde periferal kan B hiicrelerinin %0.1-1’1 viriisii tagtyabilmektedir. Bu hastalarda
EBV ile enfekte olan B hiicreleri tip III latentlik programi ile iligkili gen ekspresyonu
sergilemektedir ve virlis tarafindan indiiklenen B hiicre ¢ogalmasi viriis ile enfekte hiicrelerin

biiylimesiyle iliskilidir (Kutok ve Wang 2006).

Genetik hastaliklar, akut primer EBV enfeksiyonunun kontroliinde immiin sistemin
roliiniin Onemine dikkat c¢ekmektedir. X-baglantili lenfoproliferatif bozukluk (X-linked
lymphoproliferative disorder; XLP), ¢cogu patojen enfeksiyonu kontrol edebilen ancak EBV
enfeksiyonuna duyarli olan geng erkeklerde goriilen nadir bir durumdur. Cogu XLP hastas1
SAP (SLAM-associated protein) veya SLAM (Signaling lymphocyte activation molecule)
geninde mutasyona sahiptir. SAP proteini, T ve NK hiicrelerinde eksprese edilir ve lenfosit
sinyal transdiiksiyon yollar1 ile immiin yanitin diizenlenmesinde etkilidir. Ancak SAP
mutasyonlarinin EBV’ye kars1 asir1 duyarliligi nasil olusturdugu heniiz tam anlasilamamistir

(Kutok ve Wang 2006, Purtilo ve ark. 1975, Nichols ve ark. 1998).

Post-transplantasyon  Lenfoproliferatif Bozukluk: EBV tasiyan  B-lenfositlerin
proliferasyonu bagisiklig1 bastirilmis organ nakli alicilarinda oldugu gibi bagisikligi zarar
goren bireylerde hayati tehdit edici bir durumdan post-transplantasyon lenfoproliferatif
bozukluga (Post-transplant lymphoproliferative disorder; PTLD) yol agabilir. EBV normalde
etkili bir immiin cevap ile kontrol edilirken, bagisikli§1 zarar géren bireylerde potansiyel
tehlikeli bir viriistiir (Klein ve ark. 2010). PTLD durumlarinda EBV-pozitif B hiicrelerinde

diger latentlik tipleri eksprese edilmesine ragmen en ¢ok tip III latentlik program genleri
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eksprese edilmektedir. LMP-1 ve EBNA-2 gibi genleri kodlayan bu tip latentlik ile hiicresel
biliylime transformasyonu saglanmaktadir (Kutok ve Wang 2006).

Burkitt Lenfoma: EBV ilk defa Afrika’nin tropikal yagmur ormanlarinda endemik olan B-
hiicre tiirevli ¢ocukluk cagi hastaligi olarak bilinen Burkitt’s lenfoma (BL) olgularindan
iiretilen hiicre hattinda goriilmiistir (Klein ve Klein 2009). Burkitt lenfomanin iki klinik
formu vardir; endemik ve sporadik. Endemik BL, gliney Sahra ¢6lii ve Papua Yeni Gine’de
goriilmektedir. Afrika’da tanis1 konulan endemik BL olgularinin %98’inde EBV enfeksiyonu
iligskisi belirlenmistir. Sporadik BL Ekvatoryal Afrika ve Papua Yeni Gine disinda goriiliir,
cogunlukla ¢ocuklart ve ergenleri etkilemektedir. BL olgularinin %30-40’mnda EBV iligkisi
belirlenmistir. BL, HIV tasiyicilarinda sporadik olgulara kiyasla 10-100 kat fazla
goriilmektedir (Kutok ve Wang 2006).

Ig/C-MYC translokasyonu bir onkogen olan C-MYC’nin esas aktivasyonuna yol acar.
Bu, hiicre proliferasyonu ile sonuglanabilir. Cogu durumda bu gergeklesmez ¢iinkii MYC
aktivasyonu hiicreleri apoptozise yatkin hale getirir (Evan ve ark. 1992). Bunu takiben
tahminlere gore; BL gelisimi B-hiicrelerin belirli bir farklilasma basamagindaki 1g/C-MYC
translokasyonu ile baglar. Aktif Ig genler ile myc’nin esas aktivasyonu apoptozise yol acar.
SAP eksikliginde apoptozis engellenir ve hiicre hayatimi siirdiiriir. MYC’nin aktivasyonu
proliferasyonu indiikler. Translokasyon ile EBV enfekte SAP pozitif hiicrelerde apoptozis
EBNA-1’in anti-apoptotik etkisi ile etkisiz hale gelebilir. Bundan dolayr EBNA-1’in
ekpresyonu ve SAP, Ig/myc translokasyon tagiyan B-hiicrelerin kaderini belirler (Evan ve ark.
1992, Nagy ve ark. 2009).

Hodgkin Lenfoma: EBV enfeksiyonu ile Hodgkin lenfomanin (HL) iliskisi viriisiin
kesfinden beri gozlenmektedir. Hodgkin lenfomanin tiim alttipleri aym1 oranda EBV
barindirmamaktadir.  Ornegin, EBV nodiiler lenfosit-predominant HL’da nadir olarak
bulunurken, karisik hiicreli HL ve lenfosit tilkenmesi olan HL olgularinda daha sik
gozlenmektedir. Nodiiler sklerozis HL olgularinda seyrek olarak (%15-20) EBV
bulunmaktadir. Lenfosit-zengin HL’da ise EBV iliskisi yoktur (Grywalska ve Rolinski 2015).
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1.3.4. Tam

EBV’nin tanisinda kisinin daha onceden enfeksiyon gecirip gecirmedigi, mevcut enfeksiyon
durumu veya EBV enfeksiyonuna duyarlt olup olmadigi incelenmektedir. Viral kapsit
antijeni, erken antijenler ve EBNA’ya karst olusmus antikorlarin varliginin belirlenmesi ile
EBV tanis1 yapilmaktadir (CDC 2018). Immiinohistokimya ve floresan antikor testi ile
dokularda EBV antijenlerinin arastirilmasi da uygulanan diger yontemler arasindadir.
Kullanilan serolojik testler arasinda immiinofloresan antikor testi, ELISA, komplement
fikzasyon testi bulunmaktadir. Vestern blotlama, in situ hibridizasyon ve viriis izolasyonu da
tan1 amaciyla kullanilabilmektedir (Hess 2004). EBV’nin molekiiler tanisinda ise PZR ve
real-time PZR kullanilmaktadir. EBV’nin EBNA-1 (Fellner ve ark. 2014, Ryan ve ark. 2004),
EBER-2 (Kleer ve ark. 2002), BamH1W, LMP1, LMP2 ve BZLF1 (Tsai ve ark. 2017, Ryan
ve ark. 2004) genlerine spesifik primerler gerek PZR gerek real-time PZR ile EBV tanisinda

kullanilmustir.

EBV tanisinda ELISA’nin daha 6nce kullanilan zahmetli immiinofloresan deneylerinin
yerini almis olmasida bu tercihi kolaylastirmaktadir. Hastaligin erken evresinde, IgM sinifi
EBYV kapsit antijeni VCA’ya kars1 olan antikorlar yiiksek titreye ulasir ve ii¢ ay gibi bir zaman
icerisinde giderek diismeye baslar. Dolayisiyla bu antikorlar primer infeksiyon i¢in iyi bir
indeks sayilmaktadir. Fakat IgM testlerinde yiiksek yalanci pozitiflik ve yalanci negatiflik
tespit edildigi icin, genetik olarak klonlanmis bir dizi EBV antijenini IgG antikorlarmin
tespitinde kullanmak ve sonug profilini degerlendirmek daha dogru bir yaklasim olacaktir.
Hastaligin baglamasindan sonraki birinci ayinda EBNA antikorlar ilk olarak ortaya ¢iktig1 ve
daha sonra persistan kaldig1 i¢in titredeki yiikselme teshiste yardimecidir (EBNA-1’e 6zgiil
antikorlarin, siddetli kronik aktif infeksiyona sahip immiinyetmezIlikli hastalarda tespit
edilmedigi bilinmektedir). Diger yandan titreleri hizla diistiigii ve asemptomatik hastalarda
bulunmadigr icin erken antijene Erken yaygin antijeni, yonelik antikorlar akut, nuksi ve
kronik aktif infeksiyonun teshis edilmesine yardimcidir. Viral kapsid antijenine yonelik 1gG
siifi antikorlar, ge¢irilmis infeksiyonun veya immiin statiiniin degerlendirilmesinde en uygun

hedeftir (Doymaz 2000).
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1.4. Kaposi Sarkoma iligkili Herpesviriis (KSHV)

1.4.1. Etiyoloji

Kaposi’s sarkoma-iligkili herpesviriis (insan herpesviriisii-8, human gammaherpesvirus 8;
HHV-8), Herpesvirales takimi, Herpesviridae ailesi Gammaherpesvirinae alt ailesinin
Rhadinovirus cinsine ait bir DNA viriisiidiir (ICTV 2017). Herpesviriis ailesinin bir iiyesi
olarak, KSHV yapis1t EBV ile benzerlik gosterir. KSHV lipit bir zarf ile ¢evrelenmis ve bir
zarla gevrili bir kapsit i¢inde paketlenmis ¢ift sarmalli linear DNA genomu bulunur. KSHV
genomu, ORF4 ve gPK8.1A gibi birkagc KSHV 06zgiin litik dongi iliskili glikoproteinlerin
yani sira gB, gH, gL, gM ve gN olarak adlandirilan bes korunmus glikoprotein kodlar. KSHV
coklu KSHV glikoproteinler ile baglant1 yoluyla 6zel hiicre tip spesifik gegit yontemini
belirleyen mevcut konake1 hiicre yiizey molekiilleri ile genis hiicre tropizmi gdstermesine
ragmen genellikle kovalent olmayan bag ile baglanan gH-GI kompleks daha sonraki KSHV
giris i¢in zorunlu iken hiicre ylizeyine viriisiin ilk tutunmasinda glikoproteinler gB, gPKS8.1A
anahtar molekiil olarak fonksiyon gosterir (Veettil ve ark. 2014, Neipel ve ark. 1998,
Chandran 2010, Wang ve ark. 2003, Hahn ve ark. 2012).

KSHV 165-170 kb biiyiikliigiinde ¢ift zincirli DNA genomuna sahiptir. Yaklasik 138-
140.5 kb uzunlugunda olan ve tiim ORF’leri(agik okuma gergeveleri, open reading frame;
ORF) ihtiva eden uzun tekli bolge (long unique repeat, LUR), genomun her iki ucundaki
terminal tekrar sekanslari ile kusatilmistir. Terminal tekrar sekanslarinin sayilart KSHV

izolatlar1 arasinda farklidir ve 16-75 kadar bdlge barindirabilirler (Wen ve Damania 2010).

1.4.2. Replikasyon ve Patogenez
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KSHV genomik DNA’s1 insanlarda ve hayvanlarda daha ¢ok B lenfositlerinde olmak {izere,
monositler, endotelyal hiicreler ve epitelyal hiicreler gibi g¢esitli hiicre tiplerinde
saptanabilmektedir (Ganem 2010, Moore ve ark. 1996). KSHV, konak hiicreye girisini ve
orada ¢ogalmasini saglayan bir¢ok yiizey molekiilii icerir. Virlis bu molekiiller aracilig ile
konak hiicrenin ylizey reseptoriine baglanarak dogrudan fiizyon yoluyla genomik materyalini
hedef hiicreye aktarir. KSHV, sentezledigi yapisal glikoproteinler (6zellikle, glikoprotein L)
aracilif1 ile konak hiicredeki heparin siilfata baglanir ve hiicre yiizeyindeki o3p1 integrini
kendi hiicre reseptorii olarak kullanir. KSHV ile integrin etkilesimi sonucunda integrin iliskili
fokal adezyon kinaz (FAK) ve fosfotidil inozitol 3-kinaz (P1-3K) yolaklar1 aktive olur. Bu
aktivasyon, hiicre sitoplazma iskeletinin olusumunda rol alan GTPaz’lar araciliiyla hiicre
iskeletinin yeniden sekillenmesine ve viral genomun konak hiicre ¢ekirdegine ilerlemesine yol
acar (Dittmer 2010, Naranatt ve ark. 2005). KSHV, viral genomun replike olarak yeni
virionlarin {retildigi litik faz ve replikasyonun sadece kisitli proteinlerde oldugu, virion
tiretiminin olmadig: latent faz olmak tizere iki farkli genetik program ile infeksiyon olusturur
(Ganem 2010).

KSHV’in replikasyonu saglayan ve yapisal proteinleri kodlayan bazi genleri insan
hiicrelerinde bulunan sitokin, kemokin ve kompleman genleri ile yapisal benzerlik i¢indedir.
KSHV’in insan hiicrelerindeki onkojenik etkisinin 6nemli 6l¢iide bu genomik benzerlikten
kaynaklandigi ileri stirtilmektedir. KSHV bes ana alt tipi bilinmektedir. Bunlardan A ve C alt
tipleri Avrupa ve Akdeniz iilkelerinde, B alt tipi Afrika iilkelerinde ve D alt tipi ise Japonya
ve Okyanusya’da sik goriilmektedir. E alt tipi ise Amerikan yerlilerinde goriilen ve en nadir
bulunan molekiiler alt tipidir (Cassar ve ark. 2010, Dilonve ark. 2013, Ceserman 2013, Jaber
ve Yuan 2013).

Latent infeksiyon sirasinda viral genom konak hiicrede ekstrakromozomal bir epizom
olarak algilanir ve viral genom ancak konak hiicrenin replikasyonu sirasinda kopyalanabilir.
Bu donemde sadece dort viral protein ve bir seri miRNA sentezlenir. Latent niikleer antijen 1
(LANA-1) (ORF73), vSiklin (ORF72), vFLIP (ORF71) ve Kaposin (K12) KSHV niin bilinen
latent faz proteinleridir. LANA-1, vSiklin ve vFLIP LTc isimli promoter kontroliinde,
Kaposin ise LTd’ nin kontroliinde replike olur. Bu dort viral protein, miRNA ile birlikte KS
iligkili tiimorlerin patogenezinde 6nemli rol oynar (Ganem 2010, Fontana ve ark. 2014,

Fiorucii ve ark. 2015).
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Giris yolu ve hiicre tropizmine gore KSHV giris reseptorleri gesitlilik gosterir. KSHV
enfeksiyonunun ilk basamaginda duyarli hiicrelerin yiizeyindeki heparan siilfat reseptorlerine
viral glikoprotein B (gB) ve K&8.1 baglanmasi ger¢eklesir. Monosit, makrofaj ve B
hiicrelerinin KSHV enfeksiyonu i¢in DC-SIGN (Dendritik cell-specific ICAM-3-grabbing
non-integrin) reseptdriinii  kullanir. Insan fibroblastlar1 ve insan endotelyal hiicreleri
tizerindeki cesitli ¢aligmalar hiicre girisi i¢in integrin a3B1, aVP3, aVBS ile viral gB
etkilesiminin gerekli oldugunu gostermistir. Endotelyal hiicrelerin i¢cine KSHV’nin giris
siireci ve asagl akim sinyali i¢cin onemli olan gH-glL dimere baglanan konake¢i hiicre
membranindaki efrin reseptdr trozin kinaz A2 (EPHAZ2) identifiye edilmistir. EPHA2 ile
baglanma KSHV’nin integrin ile baslangic iliskisini, bu EPHA2 fosforilasyonuna yol acar,
KSHYV girisine ve devam eden enfeksiyona olanak saglayan endositoz ve integrin iliskili asag
akim sinyalizasyonu devam eder (Walker ve ark. 2014, Kaleeba ve ark. 2006, Rappocciolo ve

ark. 2008, Schafer ve ark. 2015, Hahn ve ark. 2002, Campbell ve ark. 2014).

Hedeflenen hiicre tipine baglhh olarak, KSHV o&zellikle makropinositoz ve klatrin
baglantili endositoz gibi degisik endositik alim yollarmi indiikledigi rapor edilmistir.
Endotelyal hiicrelerde aktin bagimli, dinamin-bagimsiz makropinositoz iireyen KSHV
enfeksiyonu i¢in ana yol olarak tarif edilmistir. Bu olay dinamin-bagimli klatrin araciligiyla
endositoz ile gergeklesen insan fibroblastlarindaki giris yoluyla ters diiger. Tarif edilen yiizey
araciligi ile olaylarin asagi akisi, KSHV enfeksiyonu fokal adezyon kinaz (FAK)
aktivasyonuna fosforillenmis Src’ye ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) sinyaline bagli oldugu
bulunmustur (Raghu ve ark. 2009, Akula ve ark. 2003, Krishnan ve ark. 2006, Veettil ve ark.
2006, Naranatt ve ark. 2003).

Primer enfeksiyonun ardindan KSHV aktif olarak replike olur ve yeni virlis partikiilleri
dretilir ve hiicre lizisi ile salinir. Bu asama siiresince KSHV genomu lineardir ve tiim viral
genom agiklanir. Litik gen agiklanmasi, ¢cok erken genlerin agiklanmasi ile baslar. Cok erken
genler replikasyondan bagimsiz olarak agiklanir ve ardindan erken ve ge¢ genler agiklanir. Bu
genler ise hem replikasyon icin Onemlidir hem de yapisal proteinleri kodlarlar. Latent
enfeksiyonda sadece birka¢ gen ekspresyonu olurken litik enfeksiyonda bir¢cok gen eksprese
olur ve viral replikasyon sekillenir. Litik replikasyon hipoksi, oksidatif stres veya HIV gibi
etkenlerle ko-enfeksiyon gibi durumlarda tetiklenebilir. Viriis tarafindan kodlanan replikasyon
ve transkripsiyon aktivatorii (RTA), diger litik genlerin aktivasyonunu saglar ve boylece litik

aktivasyon koordine edilir. RTA aktivasyonu sonucunda litik replikasyon siireci baslatilir.
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KSHYV ile B hiicrelerinin enfeksiyonu hayat boyu latentlik olusturur. KSHV tarafindan
kodlanan viral interlokin-6 homologu (vIL-6) latentlik siiresinde diisiik diizeyde eksprese
edilir ancak litik aktivasyon ile ekspresyon seviyesi artar. KSHV nin neden oldugu Castleman
hastaligindaki IL-6 seviyesindeki bozulmalarda vIL-6 etkisinin de oldugu diisiiniilmektedir
(Pantry ve Medveczky 2009, Wen ve Damania 2010, Bhutani 2015).

KSHV latentlik genleri ORF tarafindan kodlanir. Bunlar; ORF KI12/Kaposin,
ORF71/K13/VFLIP, ORF72/v-cyclin, ORF3/LANA, ORF K10.5/LANA-2/VIRF3 ve
mikroRNA’lardir. Genleri ve mikroRNA’lar1 iceren KSHYV latent transkriptlerin fonksiyonu
konakge1 sinyal yolaklarini bozmak ve viral persistenligi saglamaktir (Wen ve Damania 2010,
Giffin ve Damania 2014).

1.4.3. Epidemiyoloji ve Klinik Ozellikler

Kaposi sarkomu (KS) ilk defa 1872 yilinda Macar dermatolog Moritz Kaposi tarafindan
derinin idiopatik ¢oklu pigmentli sarkomu ve yasli Akdeniz erkeklerine 6zgii, nadir goériilen
agrisiz timorler olarak tanimlanmistir. KS’nin en 6nemli 6zelligi bol endotelyal hiicre
cogalmasidir ayni zamanda bagisikligir baskilanmis organ nakli hastalarinda da goriiliir ve
AIDS ile ilgili en sik goriilen kanser tiiriidiir (Moore ve Chang 2003). 1980°den beri KS’ya
bir enfeksiyoz ajanin neden oldugu diistiniilmektedir. KS AIDS hastalarinda normal kisilere
oranla 200 kat daha yatkindir ve cinsel olmayan yollardan HIV enfekte bireylerin grubundan
AIDS’l1 homosekstiel veya biseksiiellerde 10 kat daha yaygindir. KS AIDS’li hastalarda yeni
timor olusumu nedeni olarak bilinmektedir ve epidemiyolojik kanitlar KS gelisiminde cinsel

yolla bulasan faktorlerden baska HIV’de anahtar rol oynar (Talbot ve ark. 2004).

1994 yilinda Youan Chang ve Patrick Moore tarafindan, kazanilmis bagisiklik eksikligi
sendromlu (AIDS) bir hastada Kaposi’s sarkoma (KS) deri lezyonundan Kaposi’s sarkoma
iliskili herpesviriis (KSHV) tanimlanmistir (Chang ve ark. 1994). Kaposi sarkoma, AIDS
epidemisinin ilk bulgular1 arasindadir. AIDS ve Kaposi sarkoma ile iligkili ciddi morbidite ve
mortalite sonucunda pek ¢ok aragtirma yapilmis ve bunun sonucunda 1994 yilinda KSHV

tanimlanmistir (Cesarman ve ark. 1995, Soulier ve ark. 1995).
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Kaposi sarkomu (KS), genellikle deri ve mukoza yerlesimi olan lezyonlar ile karakterize
diisiik dereceli vaskiiler bir timordiir. Klasik (Avrupa) tip, endemik (Afrika) tip, AIDS iliskili
(epidemik) ve iatrojenik olmak iizere dort alt tipi tanimlanmistir. KS’da lezyonlar yama
evresi, plak evresi ve nodiil evresi olarak adlandirilan ve klinik olarak da tespit edilebilen li¢
evre gecirmektedir (Radu ve ark. 2012, Grayson ve Pantanowitz 2008, Weiss ve Goldblum
2001).

Kaposi sarkomu en sik AIDS olan kisilerde meydana gelen tiimoriidiir; AIDS hastalarinin
yaklasik %15-20sinde kaposi gelismektedir. Epidemiyolojik aragtirmalar gostermektedir ki,
AIDS iliskili kaposi sarkoma bulagici bir etiyolojiye sahiptir ve yine yapilan ¢alismalarda
kaposi sarkomanin daha c¢ok escinsel ve biseksiiel erkekler arasinda yaygin oldugu
gosterilmistir (Chang ve ark. 1994). KSHV esasen cinsel yolla bulasir. Ayni zamanda
anneden cocu@a bulasabilir. KSHV biitiin populasyonlar da yaygin degildir. Ozellikle AIDS
kaposi sarkomu Sahra altiAfrika bolgelerinde bulunmustur. KSHV kaposi sarkoma non-
hodgkin, B-hiicre, primer effiizyon lenfoma, Castleman hastalig1 gibi hastaliklarla iligkilidir,
bu hastaliklarin hepsinin ortak yonii immiin sistem yetersiz insanlarda goriilmesidir. Kaposi
sarkomu yasli erkeklerde, organ nakli hastalarinda, sitotoksik terapi alan yada immiinsiipresif
insanlarda, frank immiin yetersizlik hastaliklari, 6zellikle de AIDS hastalarinda yaygin
goriiliir. Diger HIV positif inasanlara kiyasla HIV pozitif homoseksiiel erkeklerde malignansi

yiiksektir (Kuper ve ark. 2000).

KSHV DNA sekanslar1 kan, plazma, semen ve tiikiiriik gibi ¢esitli viicut sivilarinda tespit
edilebilir. Bunun yaninda enfeksiyonun esas olarak kontamine tiikiiriik araciligi ile yayildigt
goriilmektedir (Dedicoat ve ark. 2004, Koelle ve ark. 1997). AIDS salgininin baglamasi ile
immiin yetmezlikle ilgili neoplazilerde artis olmus ve KS AIDS ile bagli en yaygin malignite
olarak kabul edilmistir. EBV aksine, KSHV yaygin bir virlis olmamasina ragmen Afrika
poplilasyonunda en ¢ok goriilen viriistiir (Chadburn ve ark. 2013, Morris 2003, Sitas ve
Newton 2001). Kaposi sarkomanin epidemiyolojik ve klinik agidan 4 formu vardir: Klasik,
Afrika (endemik), AIDS iliskili (epidemik) ve iatrojenik formlar.
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Klasik Form: Moritz Kaposi tarafindan 1872’ de Akdeniz ve dogu Avrupali erkeklerde
tanimlanan kaposi sarkoma formudur. Cogunlukla 40-70 yas grubunda goriiliir. Bu formda
lezyonlar genellikle alt ekstremitededir. Erkekler kadinlara gore 15 kat daha fazla
etkilenmektedir (Curtiss ve ark. 2016, Radu ve Pantanowitz 2013).

Afrika (endemik) Formu: Orta Afrikada goriilen kaposi sarkomanin endemik formu
1950’lerde raporlanmistir. Bu formda orta yastaki erigkin bireyler ve ¢ocuklar
etkilenmektedir. Ozellikle AIDS salginindan sonraki KS insidensi belirgin bigimde artmistir.
Cok sayida deri tiimorleri alt ekstremitelerde ve/veya lenf nodlarinda olusur (Curtiss ve ark.
2016, Radu ve Pantanowitz 2013).

AIDS Tliskili Form:1980°’li yillarin basinda AIDS hastas1 homoseksiiel erkeklerin ¢ogunda
KS sekillendigi belirlenmistir. Onceleri homoseksiiel iliskinin KS ile ilgisi oldugu diisiiniilse
de 1983 yilinda KS’nin immiin sistemi zayiflamis kisilerde ortaya ¢iktigi anlagilmigtir. AIDS
iligkili KS’nin diger formlardan en 6nemli farki, agresif olarak yayilmasi ve mukozal dokuyu

da etkileyerek i¢ organlarda fonksiyon bozulmasina ve 6liime neden olmasidir (Curtiss ve ark.

2016, Radu ve Pantanowitz 2013).

Iatrojenik Form: Bu form 1970’lerde organ nakli yapilan hastalarda ve uzun siireli
immiinosiipresyon tedavisi goren hastalarda gozlenmistir. Son zamanlarda bu forma ilskin
vakalar artmaktadir. Ornegin uzun siireli kortikosteroid tedavisi géren ve ritiiximab,
infliximab ve abatacept gibi ilaglarin uygulandig hastalarda KS gelistigi bildirilmisitir. Bu tip
hastalarda KS genellikle immiinosiipresif tedavi sonlandirildiginda kendiliginden
gerilemektedir. Organ nakli yapilan hastalarda KS gelisme olasiligi diger hastalara gore 400-
500 kat daha yiiksektir. Bu hastalardaki KS gelismesinin nedeni olarak KSHV reaktivasyonu
veya nakledilen organ araciligi ile enfeksiyon gelistigi diistiniilmektedir (Curtiss ve ark. 2016,

Radu ve Pantanowitz 2013).

KSHV insanlarda Castleman hastaligina ve primer efiizyon lenfomasina da neden
olmaktadir. Castleman hastaligi lenfoproliferatif bir hastaliktir. Multisentrik ve unisentrik
olmak tizere farkli prognozlara sahip iki klinik alt gruptan olugsmaktadir. Daha sik goriilen
hiyalin vaskiiler tip ve daha nadir goriilen plazma hiicreli tip olmak tizere iki farkl: histolojik
alt tipi bulunmaktadir. Hiyalin vaskiiler tip servikal, subklavikular, abdominal veya torakal

lenfodenopati varlig1 ile karakterizedir. Plazma hiicreli Castleman hastaliinda ise ates,
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halsizlik, kilo kaybi1 ve organomegali 6n plandadir. Tanis1 lenf nodunun histopatolojik
incelenmesi ile konulur. Sayica artmis kollajenize germinal merkez igeren lenfoid follikiiller
ile bunlarin arasinda daha ¢ok postkapiller veniillerden olusan hiperplastik endotel ile doseli
cok sayida vaskiiler yapilar gozlenir. KSHV igin seropozitivite tanida 6nemlidir. Hastalar KS
ve Non-Hodgkin Lenfoma gelisimi riski agisindan takip edilmelidir (Cesarman 2013, Sturzl
ve ark. 2001).

Primer Efiizyon Lenfomasi: Primer efiizyon lenfomasi (PEL), etiyolojisinde KSHV nin rol
oynadig1 nadir goriilen agresif bir lenfoma tirtidir. PEL, HIV iligkili Non-Hodgkin
lenfomalarin yaklasik %4’iinii olusturmaktadir. Klinik prezentasyonu genellikle plevral,
parietal ve perikardial bosluklarin en az birinde sivi birikimi ile karakterizedir. B hiicreli
lenfoma grubunda yer almasina ragmen, tiimor hiicrelerinde B hiicre iliskili antijenlerde
ekspresyon kaybi gbzlenmesi tanida 6nemlidir. PEL hastalarinda EBV ko-infeksiyonu ve
immiinosupresyon siklikla goriilebilmektedir (Cesarman 2013, Sturzl ve ark. 2001, Luan ve
ark. 2010)

1.4.4. Tam

KSHV tanisinda serolojik testlerden immiinofloresan antikor testi, immiinoblotlama ve
ELISA kullanilmaktadir. Molekiiler testlerden PZR ve real-time PZR kullanilmaktadir. PZR
icin hedeflenen genler farklilik gostermektedir. ORFK1, ORFK2, ORF26, ORFK9, ORF72,
ORF73, ORF74, K6 gibi farkli gen bolgelerine spesifik primerler ile PZR ¢alismalari
yapilmistir (Pan ve ark. 2001, Gogineni ve ark. 2013).

Kaposi sarkomu diger benign ve malign vaskiiler neoplazmlardan ve inflamatuvar bir
slirecten ayrimi yapilmasi gereken ancak 6zellikle erken evre lezyonlarda ve atipik yerlesimli
lezyonlarda tan1 agamasinda olduk¢a zorlanilan bir tiimdrdiir. KS lezyonlar farkli antijenik
profiller eksprese eden heterojen hiicrelerden olusur. Bu farkli antijenik yapilar
immiinohistokimyasal belirleyiciler olarak tani asamasinda kullanilmaktadir (Fatahzadeh

2012, Pantanowitz ve ark. 2010).
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KSHV, KS ayirici tanisinda kullanilan sensitivitesi ve spesifitesi en yiiksek
immiinohistokimyasal belirleyicidir. LANA-1 KSHV’in konak hiicre DNA’sina
baglanmasinda gorev alan bir latent faz proteinidir. KS lezyonlarinda ¢ogu hiicre latent
fazdadir. Sadece %5’ten az bir grup hiicre litik faza gecer. Bu ylizden KS lezyonlarinda
LANA-1 i¢in ¢ogu tiimor hiicresinde intraniikleer immiinoreaksiyon gozlenir. LANA-1
tliimoriin evresinden, histolojik tipinden, klinik/epidemiyolojik alt tipinden bagimsiz olarak
tim KS lezyonlarinda pozitiftir (Fisher ve ark. 2013, Pantanowitz ve ark. 2010). Faktor VIII-
rAg, CD31 ve CD34 gibi endotele 0zgiil belirleyiciler tan1 asamasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Faktor VIII-rAg kan damar1 endotelinden kdken alan benign ve “borderline”
timorlerde yliksek sensitivite ile kullanilabilir. Ancak KS tanisinda ve 6zellikle anjiosarkom
ve anaplastik KS gibi yiiksek dereceli vaskiiler timorlerin ayriminda yetersiz kalmaktadir.
CD34 wvaskiiler diferansiyasyonun iyi bir gostergesi olan, ancak vaskiiler tiimdrler icin
spesifik olmayan bir glikoproteindir. CD34 leyomyosarkom, periferik sinir kilifi timort,
epitelioid sarkom, dermatofibrosarkoma protuberans ve gastrointestinal stromal tiimdrler
tarafindan da ekprese edilebildigi i¢in endotelyal diferansiyasyon belirleyicisi olarak tek
basma kullanilmamalidir. CD31 yumusak dokunun endotelyal neoplazmlar1 i¢in daha
spesifiktir. CD34 KS’de ileri evre lezyonlarda CD31’e nazaran daha kuvvetli boyanma
gosterir (Weiss ve Goldblum 2001, Errihani ve ark. 2011, Pantanowitz ve ark. 2010). D2-40,
vaskiiler endotelde eksprese edilen bir glikoprotein olan podoplanin antijenine baglanarak etki
eder. KS lenfanjiom, hemanjioendotelyom gibi ¢esitli lenfovaskiiler neoplazmlarda D2-40
icin immiinoreaktivite goriilebildigi gibi, vaskiiler kdkenli olmayan bazi neoplazmlarda da
reaksiyon izlenebilir. Lenfatik endotelyal hyaluronan reseptor 1 pozitifligi genellikle lenfatik
damarlarda, lenf nodunda, karaciger ve dalakta goriilen endotelyal proliferasyon ile sinirlidir.
D2-40, LYVE-1’e gore daha spesifik bir lenfatik belirleyicidir. D2-40 ve LYVE-1
anjiosarkomda da pozitif reaksiyon verebilir (Pantanowitz ve ark. 2010). Vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii reseptorii 3, Prox-1 ve Bcl-2 pratikte ¢ok kullanilmamakla birlikte KS’de
pozitif reaksiyon veren diger immiinohistokimyasal belirleyicilerdir. KSHV ile infekte timor
hiicrelerinde  apoptozu  engelleyebilecek baz1  proteinlerin  ekspresyonunda  artis
gozlemlenmektedir ve Bcl-2 de bu proteinler arasinda yer alir. Bunlara ek olarak igsi hiicreli
karsinom, malign melanom, gastrointestinal stromal tiimor gibi diger neoplazmlari diglamak
icin, KS tanisinda sensitivitesi ve spesifitesi diisiik olsa da, ayirici tani igin gerekli olan S-100
protein, pansitokeratin, c-Kit (CD117) ve benzeri belirleyiciler ile immiinohistokimya

panelini genisletmek gerekmektedir. KS’nin CD34 igin siklikla, CD117 i¢in ise nadiren
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pozitif reaksiyon vermesi gastrointestinal stromal timdr ayirici tanisinda zorluklara sebep

olabilmektedir (Pantanowitz ve ark. 2010, Weiss ve Goldblum 2001).

1.5. Parvoviriis B19

1.5.1. Etiyoloji

Baslangicta serum parvoviriis-benzeri partikiil ya da insan parvoviriisii olarak adlandirilmis
olsa da bu yeni viriisiin biyokimyasal ve biyofiziksel 6zelliklerinden dolayr Parvoviridae
ailesinin bir tiyesi oldugu 1985 yilinda resmen kabul edilmis ve Uluslararasi Viriis Taksonomi
Komitesi tarafindan ailenin diger {iyeleri ile karismamasi i¢in parvoviriis B19 olarak

adlandirilmistir (ICTV 2017, Mortimer ve ark. 1983, Cohen 1995).

Parvoviriis B19, 18-26 nm biiyiikliigiinde zarfsiz ikosahedral yapili bir DNA viriistidiir.
Yap1 olarak DNA viriisleri arasinda en kii¢lik olanidir. Viral genom 5.5 kb uzunlugunda
negatif polariteli lineer, tek iplikli DNA’dir. Viral kapsid VP-1 ve VP-2 olmak iizere iKi
yapisal proteinden olusur. VP-2 kapsidin major proteinidir. Viriisiin diger bir proteini yapisal

olmayan proteindir (NS-1) ve hiicre 6liimii ile iligkilidir (Murray ve ark. 1998).

1.5.2. Replikasyon ve Patogenez

Insan parvovirus B19 (HPV-B19), eritema enfeksiyozunun etiyolojik ajanidir. Altta yatan
kronik hemolitik bozukluklara sahip bireylerde, HPV-B19 geg¢ici aplastik krizlere (TAC)
neden olur. iImmiin sistemi baskilanmis bireylerde, persistan HPV-B19, kronik saf kirmizi

hiicre aplazisi (PRCA) olarak ortaya ¢ikar. Son olarak, HPV-B19 ¢ocuklarda otoimmiin
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hemolitik aneminin (AIHA) bir nedeni olarak goriilmiistiir. HPV-B19'un hiicresel reseptoril,

eritroid Onciileri i¢in viral tropizmi agiklayan kan grubu P antijendir (Zikidou ve ark. 2018).

P antijeni, parvoviriis B19'un gozlenen tropizmi ile tutarli olarak eritroid progenitorleri
tizerinde eksprese edilir. Bununla birlikte, P antijeninin varligi, Parvoviriis B19'un tropizmini
eritroid hiicrelerine agiklamak igin yeterli degildir. P antijeni ayrica megakaryositler,
endotelyal hiicreler ve fetal miyositler ilizerinde de mevcuttur. Ancak, bu hiicre tiplerinin
higbirinin Parvoviriis B19 replikasyonu i¢in uygun olmadig1 gosterilmistir. Parvoviriis B19
genomu igeren plazmidler ile permisif ve nonpermisif hiicrelerin transfeksiyon ¢alismalari,
Parvoviris B19 icin enfekte olmayan hiicrelerde tam uzunlukta transkript iiretiminin
engellenebilecegi, sitotoksik NS1'in ekspresyonuna yol agtigini ancak kapsid transkriptlerinin
iretilmedigini gostermektedir. Alternatif olarak, tropizm, heniiz tanimlanmamis bir ikinci
reseptoriin  varhigina aracilik edebilir. Bununla birlikte, bu hiicre tipleri iizerindeki P
antijeninin ekspresyonu, transplasental enfeksiyona aracilik edebilir, eritema infeksiyozumun
dokiilmesine katkida bulunabilir veya miyokardite yol agabilir. Ayrica, P-antijen
ekspresyonunun seviyesi, viral baglanmanin etkinligi ile iliskili degildir, Parvoviriis B19'un
insan hiicrelerine verimli bir sekilde girmesi icin varsayilan bir hiicresel ko-reseptoriin

varligina iliskin daha fazla kanit saglar (Brown ve ark. 2000, Heegaard ve Brown. 2002).

1.5.3. Epidemiyoloji ve Klinik Ozellikler

Parvoviriis B19 ilk kez 1975 yilinda Ingiltere’de Cossart ve arkadaslari tarafindan
asemptomatik kan dondrlerinden alinan serum 6rneklerinin hepatit B viriisii antijeni yoniinden
arastirtlmasi sirasinda B19 kodlu ornekte tesadiifen tespit edilmistir. Daha sonra yapilan
calismalarda parvoviriis B19’un kronik hemolitik anemili hastalarda gecici aplastik kriz
cocuklarda dokiintiilii yaygin bir hastalik olan eritema infeksiyozum (EI), nonimmiin hydrops
fetalis, artropati ve immiin yetmezligi olanlarda kronik anemiye neden oldugu tespit edilmistir

(Brennand ve Cameron 2000, Kerr 2000, Bonvicini ve ark. 2017).
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Parvoviriis B19, insan kemik iliginin eritroid progenitor hiicreleri iizerinde oldukca
etkilidir. Eritropoezin gegici olarak durdurulmasina ve hematolojik bozukluklari olan ve
bagisiklik yetersizligi olan hastalarda agir komplikasyonlara sebep olmaktadir (Anderson ve
ark. 1987, Siegly ve Cassinotti 1998, Bonvicini ve ark. 2017). Goniillii vericilerde yapilan
caligmalarda eritrosit Onciillerindeki litik infeksiyonun etkisi ile hematopoezin durdugu
goriilmistlir. Normal eritroid dongiisii olan hastalarda eritrosit tiretiminin kisa siireli durmasi
anemiye neden olmamaktadir. Parvoviris B19 ile deneysel olarak enfekte edilen
goniillillerden inokiilasyondan 10 giin sonra aliman kemik iligi aspiratlarinda eritroid
hiicrelerin tim gelisme evrelerinin tam bir yoklugu goriilmiistiir. Hematolojik olarak normal
kisilerde eritrosit iiretimindeki durma klinik belirsizligini korumaktadir (Potter ve ark. 1987,

Kerr 2000, Arabzadeh ve ark. 2017).

4-6 yas grubu cocuklar infeksiyondan en ¢ok etkilenen gruptur. Cogu toplumda, antikor
prevalansi 1-5 yas grubu arasi ¢ocuklarda % 2-15, 6-9 yas grubu ¢ocuklarda % 20-40 ve 11-
19 yas grubu ¢ocuklarda % 35-60’a ulastig1 goriilmektedir. IgG pozitifliginde en biiylik artis
orani parvoviriis B19 infeksiyonunun en genel belirtisi olan eritema infeksiyozumun en ¢ok

gortildiigii okul ¢agr ¢cocuklarindadir (van Elsacker-Niele ve Kroes 1999, Brown 2000).

Cocuklarda ve ergenlerde en yaygin goriilen klinik bir tablo olan eritema infeksiyozuma
neden olur. Parvoviriis B19'un neden oldugu eritroid progenitor hiicrelerdeki hasar, 6zellikle
bagisikligi baskilanmis hastalarda agir anemiye neden olabilir. Buna ek olarak, parvoviriis
B19 enfeksiyonu digerleri arasinda ndrolojik ve miyokard enfeksiyonlar: gibi bir¢ok klinik
semptom 1ile iliskilendirilmistir. Parvoviriis B19 enfeksiyonu, genellikle ates ve dokiintii ile
iliskilidir ve birgok kez yanliglikla kizamik olarak rapor edilebilir. Parvoviriis B19, gebelerde
ise herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir ve fetusta ciddi ve hatta 6limciil komplikasyonlara

neden olabilir (Oliveira ve ark. 2017).

Parvoviriis B19 DNA’s1 insan dokularinda omiir boyu devam etmekle birlikte onu
baridiran hiicre tipi belirsizligini siirdiirmektedir. Yapilan bir ¢alismada 2-69 yas araligindaki
77 bireyden yeni ¢ikarilan tonsil dokularinin B, T ve monosit hiicrelerinde parvoviriis B19
dagilimi incelendiginde parvoviriis DNA’sinin en ¢ok B hiicrelerinde oldugu ve bunlarin
icinde 40 y1l 6nce dolasimda kaybolan bir parvoviriis B19 genotipi tespit edilmistir (Pydria
ve ark. 2017).
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Orak hiicre anemisi, herediter sferositoz, talasemi ve kazanilmis hemolitik anemi gegici
aplastik kriz ile iligkilendirilmistir. Eritrositlerin hayatta kalma siiresi kisalmis hemoliz ya da
kan kayb1 kaynakli yiiksek eritrosit dongiisii ve hemoglobin seviyesi sinirda olan hastalarda
eritrosit tretiminin kisa siireli kesilmesi kendi kendini sinirlayan, fakat ciddi derin bir
anemiye, gecici aplastik krize yol agabilir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda, parvoviriis
B19 infeksiyonu kroniklesebilir saf eritroid aplaziye neden olabilir. Bazi otoimmiin
hastaliklarda parvoviriis B19 sikliginin daha fazla olduguna dair kanitlar mevcuttur (Kerry

2000, Naides 1993, Naciute ve ark. 2017).

Parvoviriis B19 IgG antikorlar1 hastaliga karsi hayat boyu koruma saglar ve hastaligi
geciren kigilerde eritema infeksiyozumun ya da gecici aplastik krizin tekrar1 goriilmemektedir.
Fakat diisiik seviyede parvoviriis B19 antikorlara sahip bir hastada, deneysel inokulasyonla
asemptomatik bir infeksiyonun daima reenfeksiyonu dnlemeyecegi ¢alismalarla gosterilmistir
(Anderson ve ark. 1985, Knipe ve Howley 2013). Immiin yetersizligi olan hastalarda, genel
olarak parvoviriis B19 enfeksiyonu kroniklesmektedir. Bu hastalarda, eritrosit aplazisi olusma
olasilign yiiksektir. Immiin cevabin yetersizligi nedeni ile viriise &zgii antikorlar
yapilamadigindan hastalarda persistan bir viremi olusmaktadir. Kronik HPV B19 enfeksiyonu
akut lenfoblastik 16semi, HIV enfeksiyonu, Burkit lenfoma, Wilm’s gibi magliniteler sebebi

ile immiinsiipressif ila¢ tedavisi alan hastalarda bildirilmistir (Yarkin 1999).

Talasemi Major: Insan parvoviriis B19'un eritroid progenitdr hiicrelere tropizmi nedeniyle
beta-talasemi major gibi altta yatan bir hemolitik bozuklugu olan hastalarda enfeksiyon,
yasami tehdit edebilecek gegici aplazi krizi (Transient Aplastic Crisis, TAC) olarak anilan
eritrosit olusumunun baskilanmasina neden olur. Iran'li Talasemi hastas1 olan kisilerde insan
parvovirus B19 enfeksiyonu iizerine sadece bir epidemiyolojik caligma bildirilmis olup, bu
caligmada talasemi major hastalar1 ile saglikli kisiler arasinda parvovirus B19 enfeksiyonu
prevalans: karsilastirilmistir. Aktif B19 enfeksiyonu ve talasemi arasindaki Iran iliskisi
hakkinda yeterli bilgi eksikligi, talasemi major hastalarinda aktif B19 enfeksiyonu oraninin
belirlenmesinin gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu tiir yiiksek riskli gruplarin izlenmesi,
epidemiyolojik prevalans: ve hastalik onleme tedbirleri icin gereklidir. Iran’da Eriskin
Talasemi Kliniginde, iran'li beta talasemi major hastalarinda B19 viriisii enfeksiyonu iizerine

yapilan molekiiler epidemiyolojik bir ¢aligma bulunmaktadir. Talasemi olan 150 hastanin
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6'sinda (%4) B19 DNA pozitif olarak belirlenmistir. Kan nakli siklig1 ile B19 DNA pozitifligi

arasinda anlamli bir korelasyon tespit edilememistir (Arabzadeh ve ark. 2017).

Eritema infeksiyozum: Insan parvoviriisii (HPV) B19, etnik veya cografi smirlar olmaksizin
diinya ¢apinda ¢ok yaygin olan bir viral ajandir. HPVB19 ile enfeksiyon, son evre bobrek
hastaligi, Eritema Infeksiyozum (besinci hastaligi), gecici aplastik kriz, saf kirmizi hiicre
aplazisi, immiin olmayan hidrops fetalis, glomerulopati ve anemi gibi ¢esitli klinik belirtilere

neden oldugu bilinmektedir (Furukawa ve ark. 2017).

1.5.4. Tam

Serumda HPV B19 IgM seviyeleri viremiye ait semptomlarin baslangicindan sonraki ilk {ig
giin igerisinde belirlenebilir diizeylere ulasmakta 2-3 haftada en {ist diizeye ¢ikip, 2-3 ay
stirmektedir. Bazen nadir olsa da 6 ay siirebilmektedir. HPV B19 IgM seropozitif hastalarin
biiyiik bir kisminda tiikriik 6rneklerinde de tespit edilebilir seviyededir. IgG genellikle tigiincii

haftada gelisir yillarca devam eder ve gecirilmis enfeksiyonu belirtmektedir.

HPV B19 viral antijen tespiti i¢in ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) veya
immiinofloresan testi kullanilabilmektedir. Ancak bu testler DNA testleri kadar duyarli
degildirler. HPV B19 DNA’smu tespit i¢in DNA hibridizasyon testi dot blot hibridizasyon in
situ hibridizasyon ve PZR testi kullanilmaktadir. PZR testi diger testlere gore dogruluk ve
giivenirligi yiiksektir (Al-Abdwani ve ark. 2008).

Parvoviridae ailesinde bulunan birgok otonom parvoviriisii saptamak ve miktarini
belirlemek i¢in hemagliitinasyon testleri de kullanilabilmektedir. Parvoviriis B19 da Habes
maymunu ve insan orjinli eritrositleri agliitine eder. Parvoviriis B19’un belirgin yonelimi
oldugu bilinen P grubu antijenlerle daha 6nceden kaplanmais eritrositleri kullanilir. Aktif viriis
bu antijenlerle capraz reaksiyona girerek eritrositlerin agliitine olmasina yol agar. Bu yontem
insan serumunda inhibitorlerin bulunmasindan dolayr kullanimi uygun goriilmemektedir

(Yener 2001).
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2. ONKOVIRUS KAYNAKLI COCUKLUK KANSERLERI

Diinya Saglik Orgiitii’niin ¢ocuk saglig1 ve c¢evre kapsaminda vermis oldugu verilere gore
Amerika Birlesik Devletleri’'nde 15 yasin altindaki ¢ocuklarin 6liim nedenleri arasinda ilk
sirada yaklasik %36°lik oran ile kazalar yer alirken, kanserlerin yaklasik %1211k oranla ikinci

sirada yer aldig1 goriilmektedir (WHO 2009a, Gallo ve Reitz 2010).

Uluslararast ¢ocukluk c¢agi kanser smiflandirmasina gore timorler asagidaki gibi
siiflandirilmistir:

1-Losemiler, myloproliferatif hastaliklar ve myelodisplastik hastaliklar,

2-Lenfomalar ve retikiiloendotelial neoplaziler,

3-Merkezi sinir sistemi ve diger intrakraniel intraspinal neoplaziler,

4-Noroblastoma ve diger periferal sinir hiicre tiimdrleri,

5-Retinoblastoma,

6-Renal tiimorler,

7-Karaciger tiimorleri,

8-Malingnant kemik tiimorleri,

9-Yumusak doku ve diger kemik dis1 sarkomalar (ekstraosseoz) sarkomalar,

10-Ureme hiicresi tiimérleri, trofoblastik tiimérler ve gonat neoplazileri,

11-Diger malingnant epitelyal neoplaziler ve malingnant melanomalar,

12-Diger belirsiz malingnant neoplaziler ( Steliarova-Foucher ve ark. 2005).
Bu tez kapsaminda incelenen hastalar, uluslararasi ¢ocukluk c¢ag1 kanser

siniflandirmasindaki sinif 1 ve 2 grubunda yer almakta olan akut lenfoblastik 16semi (T-cell

ve B-cell ALL), Hodgkin lenfoma ve Non-Hodgkin lenfoma hastalaridir.
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2.1. Akut Lenfoblastik Losemi

Cocukluk c¢aginda en sik goriilen kanser tiirii 16semidir. Sanayilesmis iilkelerde 15 yasin
altindaki ¢ocuklarda tanimlanan kanserlerin % 30’nu olusturmaktadir (WHO 2009b). 20 yasin
altindaki vakalarin ise % 27’sini 16semi olustururken, 16semide en sik goriileni %73 liik

oranla Akut Lenfoblastik Losemi (ALL) dir (Orkin ve ark. 2009).

Genel olarak tiim I6semi tiirlerinin insidanst 5 yas altinda yliksektir. Enfeksiyon,
radyasyon, kimyasal ilaglar, ¢evresel faktorler ve son donemde beslenmenin de eklendigi bazi
faktorler 16seminin gelismesinde etkili oldugu bildirilmektedir. Cocuklarda 16semi riskinin
artmasinda bazi zararli kimyasallarin etkili oldugu belirlenmistir. Bu kimyasallar arasinda
ozellikle benzenin ALL ile iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir (Belson ve ark. 2007). Gebelik
sirasinda veya c¢ocuklukta pestisitlere maruz kalmanin 16semi riskini artirdigi yapilan

caligmalarla gosterilmistir (Rudant ve ark. 2007, Infante-Rivard ve ark. 2007).

Akut lenfoblastik 16semi antijen ekspresyonuna ve kokenine gore ii¢ ana gruba
ayrilmaktadir: B-prekiirsor, olgun B hiicreli ve T hiicreli 16semiler. Daha nadir olarak 16semik
hiicreler lenfoid ve miyeloid yilizey antijenlerini eksprese ederlerse bu durum bifenotipik

16semi olarak tanimlanmaktadir (Orkin ve ark. 2009).

ALL tanisinda, periyodik asit-Schiff (PAS) boyama, hiper eozinofili saptanmasi,
miyeloperoksidaz testi ve immiinofenotiplendirme siklikla kullanilmaktadir. ALL’de hiicreler
PAS boyamada pozitiflik verirken myeloperoksidaz ¢ogunlukla negatiftir. Flow sitometri
kullanilarak yapilan immiinofenotiplendirme ALL tanisinda standart bir prosediir haline
gelmistir. Bu yontemle ayrica Minimal Rezidiiel Hastalik (MRD) belirlenmesi ve izlenmesi
yapilmaktadir. MRD ALL tani sonrasinda prognoz indikatorii olarak kullanilan ve tedavi
planlamasinda 6nemli olan bir parametredir (Chiaretti ve ark. 2014, Schuurhuis ve ark. 2018).
Bu degerlendirmede l6semik hiicreler tan1 aninda belirlenen hedef hiicreler kullanilarak
yapilir. Bu amagla flow sitometri kullanilacaksa l0semiye spesifik immiinfenotipler

kullanilmalidir.
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2.2. Akut losemilerde immiinofenotiplendirme

Immunolojik simflandirma: T ve B hiicrelerde normal gelisim sirasinda hiicre yiizeylerinde
ve stoplazmada farkl reseptorlerin oldugu goriilmektedir. Losemilerde kanserin hangi gelisim
basamaginda oldugunun belirlenmesi tedavi ve prognoz agisindan énemlidir. Olgun B hiicreli
ALL’de prognoz kotii iken pre-B hiicreli (erken B hiicreli ALL) ALL’de daha iyi prognoz
gozlenmektedir. Immunfenotiplendirmede flow sitometri cihazlar1 kullanilmaktadir. Flow
sitometri bulgularina gére ALL 4 grupta degerlendirilmektedir: B-prekiirsor hiicreli, olgun B

hiicreli, T hiicreli ve bifenotipik ALL olarak siniflandirilmaktadir (Silverman ve ark. 2009).

Prekiirsor B-hiicreli ALL: Cocukluk ¢agi ALL vakalarinin %80-85’1 bu grupta yer
almaktadir. Bu gruptaki hiicreler ¢ogunlukla CD19, CD22, CD79a gibi hastaliga spesifik
markerleri eksprese ederler. Ozellikle %80-90 oraninda CD10 (Comon leukocyte antigen-
CALLA) eksprese ettikleri goriilmektedir (Erkut ve Aydogdu 2007).

Olgun B-hiicreli ALL: Genellikle ¢ocukluk ¢agi ALL vakalarinin %1-2’sinde goriilmektedir.
Olgun B hiicre belirteci olan yiizey immunglobulini (kapa ve lambda zincirlerini igeren
monoklonal antikorlar) pozitif olmasi ile ayirici taniyr almaktadir. CD19, CD20, HLA-DR
gibi diger B hiicre belirteclerini tagiyabilirler (Erkut ve Aydogdu 2007).

T-hiicreli ALL: Cocukluk ¢agi ALL vakalarnin %10-151 bu gruptadir. Genellikle daha
biiyiik ¢ocuklar bu grupta yer almaktadir. T-hiicreli ALL’de genelde sitoplazmik CD3, TdT,
CD2, CDS5, CD7, CDA4, CD8 pozitifligi goriilmektedir (Erkut ve Aydogdu 2007).

Bifenotipik (Mixed-lineage) losemi: Diger iic gruptan farkli olarak lenfoid ve myeloid
antijenleri ayn1 anda eksprese eden miks l6semi tipidir. Diger gruplarin eksprese ettikleri
markerlar1 eksprese edebilirler. Sitogenetik ve kromozomal analiz ayiric1 tanmida 6nemlidir

(Erkut ve Aydogdu 2007).
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2.3. Lenfoma

Uluslararas1 ¢ocukluk c¢agi kanser siniflandirmasina gore lenfomalar iki ana gruba ayrilir:
Hodgkin lenfomalar ve Non-Hodgkin lenfomalar (Steliarova-Foucher ve ark. 2005). Tirk
Pediatrik Onkoloji Grubu pediatrik tiimor kayitlarina gore tilkemizde ¢ocuklarda lenfoma
goriilme orant %26.8 dir. Bunlarin yaklagik %17’si Non-hodgkin lenfoma iken yaklasik
%10’u Hodgkin lenfomadir (Kutluk 2006).

HL ve NHL etiyolojisinde pek c¢ok faktor etkilidir. Bu faktorler arasinda immiin
yetmezlik, genetik faktorler, ¢evresel etkenler, perinatal faktorler (dogum agirligi, annenin

yasli olmasi gibi) ve EBV enfeksiyonu yer almaktadir (Crump ve ark. 2012).

EBV enfeksiyonlar1 ile HL arasindaki iliskiyi gosteren ¢ok sayida epidemiyolojik ve
serolojik ¢aligmalar yapilmistir. HL hastalarda serumda yiiksek anti-EBV antikor titreleri
EBV'in HL'sina onciiliikk edebilecegini diistindiirmiistiir. Reed-Sternberg hiicrelerinde EBV
viral genomunun varliginin gosterilmesi bu hipotezin direkt kaniti olmustur. Tanida EBV
pozitif olan HL vakalarinda saptanan EBV susunun, relaps olan hastalarda da saptandigi

goriilmiistiir (Brouuset ve ark. 1994).

Klasik hodgkin lenfomada belirleyici hiicre tipi Reed-Sternberg hiicreleridir. Bu hiicreler
timor dokusunun sadece %1-2’lik boliimiinii olusturmaktadir. Tiimor dokusunda daha ¢ok
lenfositler, eozinofiller, fibroblast, makrofajlar ve plazma hiicrelerinden olusan miks
inflamatuar hiicreler yer almaktadir. Hodgkin lenfomanin immiinohistokimyasal bulgular
Tablo-17 verilmistir. Flow sitometri HL tanisinda kullanilmamaktadir ¢iinkii reed-strenberg
hiicreleri az sayidadir ve flow sitometri analiz i¢in ¢ok biiyiik hiicrelerdir. Ancak biyopsilerde

ayrimsal tanida kullanilabilmektedir (Weinstein ve ark. 2007).
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Cizelge 2.1 Hodgkin lenfoma ayrimsal tanisinda kulanilan immiinohistokimya markerlari

(Weinstein ve ark.2007)(++: HL hiicrelerinde pozitif olan, +/-
-/+ : HL hiicrelerinde negatif olan zayif pozitiflik verebilen, -/
hiicrelerinde eksperese olmayan markerler).

: HL hiicrelerinde pozitif ve negatif olabilen,
: HL hiicrelerinde negatif beklenen, - : HL

Hodgkin lenfoma

CD30 ++
CD15 +/-
CD20 -/+
CD79 -+
J-Chain -

BSAP +/-
BOB1 -[+
OCT.2 -[+
MUM.1 ++
BCL-6 -
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez, Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma
hastanesinde 16semi ve lenfoma tanist kesinlesen hasta gruplarindan tedavi oncesi ve tedavi
sonrasi (33. giin) kan 6rneklerinde EBV, KSHV, Parvoviriis B19 ve HTLV-1 etkenlerinin var

olup olmadiginin arastirilmasini amaglamaktadir.

Bu tez, Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma
Hastanesi 21.03.2016 tarihli ve 2016-011 karar sayili klinik arastirmalar etik kurul izni ile
yapildi.

3.1. Tez Kapsamina Alinan Hasta Gruplan

Hastalara yapilacak islemler s6zlii olarak anlatildiktan sonra, Ankara Cocuk Saghigi ve
Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Arastirmalara Katilim
Icin Aydimlatilmis Goniillii Onam Formu’nu okumalar1 ve kabul ettikleri takdirde
imzalamalar istendi. Hastalar ¢ocuk yas grubunda olduklar i¢in veli/vasisinin onami alindi.
Tez c¢alismasina, Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklart Hematoloji Onkoloji Egitim ve
Arastirma Hastanesine 2010-2017 tarihleri arasinda, ciltte Solukluk, ates, kusma asiri
yorgunluk hissi, istahsizlik asir1 kilo kaybi gibi sikayetlerle hematoloji poliklinigine bagvuran
2-16 yas arasi ¢cocuk hastalar alinmis ve tanit amaci ile alinan kan 6rneklerinden 16semi ve

lenfoma tanis1 kesinlesen hastalar dahil edildi.

Teze, 9 hasta B cell lenfoma, 6 hasta T cell lenfoma, 8 hasta Hodgkin lenfoma, 10 hasta
16semi ve lenfoma hastaligindan relaps olan gruplardan; olmak iizere toplam 33 hasta alindu.
Ayni hasta gruplari i¢in Ankara Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Hematoloji Onkoloji Egitim ve
Arastirma Hastanesi onkoloji servisinde yeni tani konan ve immunsiipresyon tedavisine
baslandiktan sonraki 33. giin ornekleri de izole edilerek tez ¢aligmasina dahil edilmesi ile

toplam 65 adet tam kan 6rnegi tez kapsamina alindu.
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Kemik iliginde blastik hiicre sayist %5’i gegtiginde veya periferde blastik hiicre
saptandiginda 16semiden siiphe edilmekle birlikte akut 16semide kemik iligi genellikle blastik
hiicrelerle tamamen dolmus durumdadir. Wright-Giemza ile boyanan lenfoblastlar diizgiin,

homojen, ¢ekirdekleri ayirt edilemeyen niikleer materyal mevcuttur.

Histokimyasal smiflama i¢in bir¢cok farkli boya kullanilmaktadir. ALL vakalarinin
yaklasik olarak %80’inde lenfoblastlar periodic acid-Schiff (PAS) ile reaksiyon verir ve
stoplazmik glikojen boyanmaktadir. Miyeloperoksidaz ve Sudan black boyalar1 ALL’de
genellikle negatiftir, myeloblastlari boyamaktadir. Bu tez ¢alismasina PAS ile boyanip ALL
pozitif kabul edilen hasta gruplar1 alindu.

3.1.1. Periyodik Asit-Schiff (PAS) Boyama

PAS boyasi periyodik asit ve schiff solisyonunun birlikte hazirlanmasi ile olusturulur.

Periyodik asit solusyonu; 1 gr periyodik asit ve 200 ml distile su ile hazirlandi.

3.1.2. Schiff Boyama

200 ml distle su kaynatildi, 1 gr bazik fuksin eklendi ve solusyon 50 °C’ye kadar sogutuldu,
sonrasinda 2 gr potasyum metabisiilfit eklenip karigtirildi. Oda sicakliginda sogumaya
birakildi ve 2 ml HCI eklenip iyice karistildiktan sonra tekrar 2 gr aktif karbon eklendi. Bir
gece oda sicakliginda karanlikta bekletildi. Ertesi giin filitre kagidi ile filitrelenip kullanima
hazir hale getirildi.

Boyama; Ksilende deparafinize olan dokular alkol serilerinden gegirilerek (%100, %96,
%75) suda yikandi. Periyodik asit (5-10 dk), akar suda yikama, Schiff’in soliisyonu (15-20
dk), akar suda yikama (5-10 dk), Hematoxylen, Alkol serileri (%75, %96, %100), Ksilol ve
kapatma isleminden sonra preparat hazir hale getirildi. Asit-Schiff boyasi ile boyanan bobrek

timorli ve hodgkin lenfomali hastanin bobrek kesit goriintiisii ve etken olan Reed-Sternberg
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hiicre goriintiisti mikroskop ile goriintiilendi (Olympus CX31-CKX41). Kesitler Sekil 3.1°de
gosterildigi gibidir.

Sekil 3.1. Pas Schiff boyasi ile boyanmis insan bobrek kesitleri (Kesit goriintiileri Ankara

Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi patoloji
laboratuvarina aittir.) (Olympus CKX 41,Almanya, 10x,40x bilylitme goriintiileridir).

3.2. B ve T hiicrelerin Flow Sitometrik Analizleri ve Boyamalar

Akut lenfoblastik Losemi maturasyon ve kokene sahip spesifik antijen ekspresyonuna gore B-
onciil, olgun B-hiicreli ve T hiicreli olmak tizere 3 gruba ayrilir. Gruplandirma hiicrelerin
eksprese ettikleri yiizey antijen markerlarna gore belirlenerek, kaluza programi ile Flow
sitometri (BD biosciences, Almanya) cihazi ile B-hiicreli ve T-hiicreli hastalarin goriintiileri
gosterildi. Sekil 3.2°de T-ALL pozitif olan hastanin eksprese ettigi ve Sekil 3.3°de ise B-ALL
pozitif grafikleri gostermektedir.

Izole edilen T ve B hiicre populasyonlarmin sayimi hemogram cihaziyla (Beckman
Coulter, Almanya) yapild1 ve karakteristik 6zelliklerini belirlemek amaciyla flow sitometride
immunfenotiplendirme yapildi. Hiicre yilizeyinde eksprese olan antijen molekiillerine spesifik
antikorlar kullanilarak tanimlama yapilmaktadir. Antikor araciligi ile antijeni gostermek i¢in
kullanilan florokromlar 15181 absorbe ederek farkli dalga boylarinda 1sin sagarlar. T hiicreler
icin kullanilan konjuge antikorlar (Beckmann Coulter, CA, ABD) ve konjuge florokromlari:
TDT-FITC  (Fluorescein  isothiocyanate), CD3-PB  (Pacific Blue), CD2-APC
(Allofikosiyanin), CD45-Kro (Krome Orange), CD38-APC, HLADR-PB, CD15-PC5
(Fikoeritrin siyanin5), CD14-PC5, CD71-PE, CD123-PE. B hiicreler igin kullanilan konjuge
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antikorlar: CD7-ECD (Fikoeritrin-Teksas Kirmizisi-x), CD19-PE, CD10-ECD, CD20-PC7,
CD38-PC7 (Fikoeritrin siyanin7), CD5-PC5, CD34-FITC.

Yiizey boyama: Yiizey boyama islemi Beckman Coulter kitleri ile gerceklestirildi. 100

ul periferik kan 6rnegi alindi, 10ul yiizey antikoru eklendi ve vorteksledi. Sonrasinda 15
dakika oda 1sinda inkiibe ettikten sonra 500 ul Lizis (OptiLyse-A11895) soliisyonu eklendi ve
vorteks islemi tekrar edildi. Ornekler 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra, 500 ul
PBS eklendi ve tekrar vorteksledi. Ornekler 5 dakika oda 1sinda bekletildikten sonra, 1500
rpm’de santrifiij (NF200, Niive, Tiirkiye) edildi, siipernatant atildi ve 500 ul PBS (100ml
distle su 0.14 M NaCl,0.0027 KCI 0.01 Phosphat buffer Ph:7,4) eklendi ve sonrasinda

analizler gerceklestirildi.

Hiicre ici boyama: Hiicre boyama islemi Beckman Coulter kitleri ile yapildi. Islem

kisaca asagida belirtilen sekilde gergeklestirildi. 100 pl periferik kan 6rnegi alindi, 10ul ylizey
antikoru eklendi ve vorteks islemi gergeklestirildi. Ornekler 15 dakika oda 1sinda inkiibe
edildi ve 100 ul reaktif 1 (IntraPrep Permeabilization Reagent 1-A07803) soliisyonu ilave
edildikten sonra vortekslendi. Ornekler 10 dakika oda 1sisinda karanlik ortamda inkiibe edildi
ve 2 ml PBS eklendi. PBS ilavesini takiben 5 dakika 1500 rpm satrifiij yapildi, slipernatant
kismi1 ayrildiktan sonra, pelletin tizerine 100 pl reaktif 2 (IntraPrep Permeabilization Reagent
2-A07803) eklendi ve vorteks tekrar edildi. Hiicre i¢i boyama i¢in 10 pl antikor ilave edildi ve
tekrar vortek islemi gerceklestirildi. Ornekler boyamanin gerceklesmesi icin 15 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi ve 1500 rpm satrifiij yapildi. Dipte kalan pelete 500 ul PBS eklendi ve
analizler gergeklestirildi.

Siispansiyon halindeki canli hiicre popiilasyonunda grafik bir gerceve ile kapilama islemi

yapildi. FSC/SSC ve CD45 grafiginde T ve B hiicrelerinin diistiigli yerler belirlendi ve flow

sitometride okuma ve analizler gerceklestirildi.
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Data Set 3:

[Ungated] FS INT £ SS

19+TALL

Data Set 3: 19=TALL
[5] CD45 Kro ¢ 55 INT

IMT

Heoo s : 9776 1003 [ B WV 48 1894%
200-] soa-]
oo — oo}
= =
P @
=7 2
400 200
200 200}
. :
o 200 00 500 L 1000 10 10" 10 Rl
FS INT CD45 Kro
Data Set 3: 19+-TALL Data Set 1z 19-TALL
- [S] CD71 PE / €D45 KD [4] €D45 KrD J CD14 PCS
'
2 g
2 =
2 2
S S
T o B o 0 Pl or o
CD71 PE CD45 Kro
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 9,776 97.7600 100.0000 AlL 9,773 97.7300 100.0000
AP~ 21 0.2100 ©0.2148 BF -~ 1,156 11.5600 11.8285
AM-+ 7,429 74.2900 75.9922 BF -+ 0 0.0000 ©.0000
AR 916 91600 9.32699 BF - 8,458 B4 5800 86.5446
AMe+ 1,410 14.1000 14,4231 BF ++ 159 1.5900 1.6269

Data Set 1: 19+TALL
[E]1 CD34 PCT / CD19 ECD

CD19 ECD

Data 5ot 1: 19+TALL

[E] CD38 APC A750 / CD19

10" wt
CD34 PCT
Gate Number %Total %Gated
All 3,252 32.5200 100.0000
AD-- 1,226 12.2600 37.6999
AO-+ 1,993 19.9300 61,2854
AQ+- 22 0.2200 0.6765
AD++ i1 0.1100  0.3383

Data Set 1: 19+TALL
- [E] CD45 KrQ / HLA DR PB

HLA DR PB

CD45 KrD
Gate Number #%Total %Gated
All 3,252 32.5200 100.0000
BG-- 116 1.1600  3.5670
BG-+ 1 0.0100 0.0308
BG+- 2,993 29.9300 92.0357
BG++ 142 1.4200 4.3665

Data Set 1: 19+TALL
- [E] CD10 FITC / CD19 ECD
1 .

ECD
108
we ]
(=1
S 2
"-' o
= a
=1 o
o
T T T T

10° 1ot ot 10t w0t 0 10t 1w

CD38 APC AT50 CD10 FITC
Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 3,252 32.5200 100.0000 All 3,252 32.5200 100.0000
AW-- 243 2.4300 7.4723 AN-- 1,187 11.8700 36.5006
AW+ 69 0.6900 2.1218 AN-+ 1,987 19.8700 61.1009
AW+ 966  9.6600 29.7048 AM+- 12 0.1200 0.3690
AW=+ 1,974 19.7400 60.7011 A++ 66 0.6600 2.0295

Data Set 1: 19+TALL Data Set 2: 19+TALL
[E] CD45 KrO / CD123 PE . [E]MPO FITC / CD33 PE
"B JBIe+
1

g B
2 7
8 8

t T T T T

10° 10! it 10 10 10 10t 1w

CD45 Kr0 MPO FITC

Gate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 3,252 32.5200 100.0000 All 3,814 38.1400 100.0000
BH-- 81 0.8100 2.4908 BI-- 3,133 31.3300 82.1447
BH-+ 0 0.0000 0.0000 Bl-+ 567 5.6700 14.8663
BH+- 3,105 31.0500 95.4797 Bl+- 19 01900 0.4982
BH++ 66 0.6600 2.0295 Bl++ 95 0.9500 2.4908
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Data Set 2: 19+TALL
[E] MPO FITC / CD15 PC5
BJ++

CD15 PC5

]

t T
10 0 107

MPO FITC
Gate Number %Total %Gated
All 3,814 38.1400 100.0000
BJ-- 3,708 37.0800 97.2208
BJ-+ 17 01700  0.4457
BJ+- 69 0.6900 1.8091
BJ++ 20 0.2000 0.5244

Data Set 4: 19+TALL
[E] CD45 KrO / CD3 PB

BM-+| [BM++

CD3 PB

Data Set 4: 19+TALL

[E]
1 CCO22 FITC / c CD79A PE
TBK-+] B+ [

7]

0 10
cCD22 FITC
Gate Number %Total %Gated
All 4,535 45.3500 100.0000

BK-- 3,776 37.7600 83.2635
BK-+ 748 7.4B00 16.4939
BK+- 8 0.0800 0.1764
BK++ 3 0.0300 0.0662

Data Set 5: 19+TALL
[E] TDT FITC / CDZ APC

CD2 APC

10° 13‘ 10° 10

CD45 Kro
Gate Number %Total %Gated
All 4,535 45.3500 100.0000
BM-- 0 0.0000 0.0000
BM-+ 0 0.0000 0.0000

BM+- 1,025 10.2500 22.6020
BM++ 3,510 35.1000 77.3980

Bl

BN

Data Set 4: 19+TALL

[E]
sCD22 PC7 / sCD79A PCS
BL++

wy
=
&
F
3
w BL+-
oo e e
sCD22 PC7
Gate Number %Total %Gated
All 4,535 45.3500 100.0000
BL-- 4,321 43.2100 95.2811
BL-+ 71 0.7100 1.5656
BL+- 120 1.2000 Z2.6461
BL++ 23 0.2300 0.5072

Data 5et 5: 19+TALL
[E] CD20 PE / CD13 PE

B0+ [BO+r

50|

o o in 10¢

TOT FITC
Gate Number %Total %Gated
All 4,456 44.5600 100.0000

BH-- 851  B8.5100 19.0978
BH-+ 3,587 35.8700 B80.4982
B+ & 0.0800 0.1795
Blls+ 10 0.1000 0.2244

T T
1 10 10 10

CD20 PB
Gate Number %Total %Gated
All 4,456 44.5600 100.0000

BO-- 4,038 40.3800 90.61%94
BO-+ 372 37200 B.3483
BO+- 43 0.4300 0.9650
BO++ 3 0.0300 0.0673

Sekil 3.2.T-cell ALL flow sitometri goriintiisit CD14(-), CD45(+), CD71(+), GPA(-),

MPO(-), HLA-DR(+), CD38(-), CD2(+), CD15(-) (Ankara ¢ocuk sagligi ve hastaliklari
hematoloji onkoloji egitim ve arastirma hastanesi flow sitometri laboratuvari, BD biosciences,
Almanya).
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DataSet 2: CD13 ABERAN B ALL

Data Set 2: CD13 ABERAN B ALL
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AN++ 22 0.2200 0.3815 AQ++ 4 0.0400 0.06%1

49



Data Set 5: CD13 ABERAN B
ALL

Data Set 5: CD13 ABERANB
ALL
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AD-. 66 0.6600 1.0428 AQ- 6,274 627400 99.1310 AR-- 42 0.4200 0.6728
AP-+ 2 0.0200 0.0316 AQ-+ 0 0.0000 0.0000 AR-+ 27 0.2700 0.4325
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Gate Mumber %Total %Gated ©ate Number %Total %Gated Gate Number %Total %Gated
All 6,243 62.4300 100.0000 All 6,243 62.4300 100.0000 All 6,243 62.4300 100.0000
AS-- 49 0.4900 0.7849 AT-- 573 5.7300 9.1783  AU-- 7 0.0700 0.1121
AS-+ 215 2.1500 3.4439 AT-+ 4,005 40.0500 64.1519  AU-+ 0 0.0000 0.0000
AS+- 465 4.6500 7.4483  AT+- 45 0.4500 0.7208  AU+- 478 4.7800 7.6566
AS++ 5,514 55.1400 8B.3229  AT++ 1,620 16.2000 25.9491 AU++ 5758 57.5800 92.2313

Sekil 3.3. B-cell ALL Flow sitometri goriintiisii. CD15(-), CD19(+), CD45(+), CD10(+),
CD34(+), CD38(+), CDCD7(-), CD20(+), CD5(-) (Ankara g¢ocuk sagligi ve hastaliklart
hematoloji onkoloji egitim ve arastirma hastanesi flow sitometri laboratuvari, BD biosciences,
Almanya).

Merkezimizde ¢ocuk yastaki ALL hastalarmin tedavisinde TURK ALL-BFM (Berlin-
Franfurt-Munih) 2000 kemoterapi protokolii kullanildi (Orkin ve ark. 2009). Bu protokolde
ilk bir hafta sadece steroid tedavisi verilmekte ve tedavinin 8. giiniinde steroid tedavisine
yanitin degerlendirilmesi amaci ile periferik kanda mutlak blast sayisina bakildi. Kemoterapi
protokolunun 1. haftasindan itibaren vinkristin, L-asparaginaz, daunorubisin ve intraketal
metotreksat da tedaviye eklendi. Indiiksiyon tedavisi 33. giinde tamamlandi. Indiiksiyon
tedavisi bitiminde 33. giinde hasta kemik iligi aspirasyonu ile degerlendirildi. Yapilan bu
tezde tedavinin baglamadan 6nceki 6rnegi 0. giin ve tedavi bitimindeki 6rnegi 33. giin olarak

alinip teze dahil edildi.
Tez kapsamina alinan hasta gruplari ve tanilar1 asagidaki Cizelge 3.1°de gosterildigi

sekildedir. Tedavi Oncesi ve sonrasi olmak iizere 65 tam kan Orneginden viral etkenler

arastirildi.
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Cizelge 3.1. Tez kapsaminda incelenen hastalar, tanilar1 ve alinan 6rneklerin niteligi

ORNEK NO | HASTAiSiM | TANI ALINAN ORNEK

1 K.U TCELL ALL TEDAVI ONCESI

2 AS TCELL ALL TEDAVI ONCESI

3 S.i TCELL ALL TEDAVIi ONCESI

4 E.G TCELL ALL TEDAVI ONCESI

5 F.C.K TCELL ALL TEDAVIi ONCESI

6 E.CD TCELL ALL TEDAVI ONCESI

7 K.U TCELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
8 AS TCELL ALL TEDAVIi SONRASI 33.GUN
9 S.d TCELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
10 E.G TCELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
11 F.C.K TCELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
12 E.CD TCELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
13 B.D TCELL ALL KONTROL

14 T.C BCELL ALL TEDAVI ONCESI

15 AK B CELL ALL TEDAVI ONCESI

16 0O.F.B B CELL ALL TEDAVI ONCESI

17 M.E.C B CELL ALL TEDAVI ONCESI

18 ON.T B CELL ALL TEDAVI ONCESI

19 K.AB B CELL ALL TEDAVIi ONCESI

20 E.G B CELL ALL TEDAVI ONCESI

21 AA B CELL ALL TEDAVIi ONCESI

22 UA B CELL ALL TEDAVI ONCESI

23 T.C B CELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
24 AK BCELL ALL TEDAVIi SONRASI 33.GUN
25 0O.F.B B CELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
26 M.E.C B CELL ALL TEDAVi SONRASI 33.GUN
27 ON.T B CELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
28 K.A.B B CELL ALL TEDAVi SONRASI 33.GUN
29 E.G BCELL ALL TEDAVIi SONRASI 33.GUN
30 AA B CELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
31 UA B CELL ALL TEDAVI SONRASI 33.GUN
32 B.B HODGKIN LENFOMA TEDAVi ONCESI

33 ALD HODGKIN LENFOMA TEDAVI ONCESI

34 CA HODGKIN LENFOMA TEDAVi ONCESI

35 H.E.Y HODGKIN LENFOMA TEDAVI ONCESI

36 AC HODGKIN LENFOMA TEDAVI ONCESI

37 N.A HODGKIN LENFOMA TEDAVIi ONCESI

38 B.C HODGKIN LENFOMA TEDAVI ONCESI

39 M.M.B HODGKIN LENFOMA TEDAVI ONCESI

40 B.B HODGKIN LENFOMA TEDAVIi SONRASI 33.GUN
41 A.LD HODGKIN LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
42 CA HODGKIN LENFOMA TEDAVIi SONRASI 33.GUN
43 H.EY HODGKIN LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
44 A.C HODGKIN LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
45 N.A HODGKIN LENFOMA TEDAVIi SONRASI 33.GUN
46 B.C HODGKIN LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
47 M.M.B HODGKIN LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
48 CK RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVi ONCESI

49 YA RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI ONCESI

50 N.S RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVIi ONCESI

51 M.S RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI ONCESI

52 0.AS RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI ONCESI

53 D.M.D RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVi ONCESI

54 E.CD RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI ONCESI

55 M.R.A RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI ONCESI

56 EA RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVi ONCESI

57 CK RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
58 Y.A RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVIi SONRASI 33.GUN
59 N.S RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
60 M.S RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
61 0.A.S RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVIi SONRASI 33.GUN
62 D.M.D RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
63 E.C.D RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVIi SONRASI 33.GUN
64 M.R.A RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVi SONRASI 33.GUN
65 EA RELAPS LOSEMI,LENFOMA TEDAVI SONRASI 33.GUN
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3.3. Orneklerin izolasyonu ve saklanmasi

Ankara Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesine;
solukluk, ates, kusma vb. sikayetlerle hematoloji poliklinigine basvuran ve tani amaci ile
alman periferik kan Orneklerinden ALL (Akut Lenfoblastik Losemi), H.L (Hodgkin
Lenfoma), Nonhodgkin Lenfoma (N.H.L), Aplastik Anemi (A.A) gibi hastaliklarda tanisi
kesinlesen hastalardan, hasta veya 18 yas iistii hasta yakin1 onami alinarak hastadan 1 adet
DNA izole etmek i¢in EDTA’ll tiip Ornegi alindi. Hastalarin tedavi siirecini takiben
kemoterapi bitimi 33. giin 6rnekleri de tedavi Oncesinde oldugu gibi izolasyon amaci ile

saklandi.

3.4. DNA izolasyonu

Izole edilen drneklerden DNA izolasyon islemi PureLink Genomic DNA Mini Kit (K182002,
Invitrogen, Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak yapildi. Bunun i¢in kisaca,
tam kan orneginden 200 ul, 20 pl proteinaz K ve 20 pl RNaz A santrifiij tiipiine alindi.
Karisim hafifge vortekslendi (V1 plus, Boeco, Almanya) ve oda 1sisinda 2 dakika bekletildi.
Ardindan karisima 200 pl lizis soliisyonu ilave edildikten sonra vortekslendi ve tiipler
55°C’de 10 dakika su banyosunda (BM15, Niive, Tiirkiye) bekletildi. Orneklere 200 ul %100
etanolden ilave edildi ve vortekslendi. Hazirlanan lizat piirifikasyon kolonuna transfer edildi.
Tiipler 1 dakika 10,000xg’de santrifiij (5417R, Eppendorf, Hamburg, Almanya) edildi.
Santrifiij sonrasinda toplama tiipii i¢indeki sivi ile birlikte atildi. Kolon yeni bir toplama
tiipiine yerlestirildi. Kolonun igine 500 pl yikama soliisyonu 1° den ilave edildi ve 1 dakika
10,000 xg’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii i¢indeki sivi1 ile birlikte atildi.
Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. Kolonun i¢ine 500 pl yikama soliisyonu 2’den
ilave edildi. 3 dk 13,000xg’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda toplama tiipii
uzaklastirildi. Kolon steril 1.5 ml santrifiij tiipline yerlestirildi. 200 pl eliisyon buffer kolona
ilave edildi ve 1-2 dk oda 1sisinda bekletildi. Sonrasinda 1 dk 10,000xg’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi tlipte toplanan DNA 6rnekleri daha sonraki PZR analizleri i¢in -20°C derin

dondurucuda saklandi. Gerekli oldugu durumlarda DNA izolasyonu igin GeneJET genomik
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DNA npiirifikasyon kiti (K0722, Thermo Scientific, Massachusetts, Amerika Birlesik

Devletleri) de tireticinin belirttigi sekilde kullanilda.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Bu tezde arastirilan viriislerin hedef genlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer ciftleri ¢izelge-
3’de belirtildi. Ornekler, housekeeping gen olarak GAPDH primerleri (Cizelge 3.2)
kullanilarak amplifiye edildi. Tiim viral etkenler i¢in PZR karisim1 ve kondisyonlar1 optimize
edildi. Bunun i¢in 5 pl DNA 6rnegi alinip, 10 pmol primer, 1.25 mM dNTP, 5X PZR buffer,
50 mM MgCl,, 2.5 U Taq DNA polimeraz kullanilarak karisim toplam 50 pl olarak
hazirlandi. PZR siklus kondisyonu 95°C’de 2 dakika denatiirasyon, 32 siklus: 95°C’de 30
saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 10 dakika son uzama basamagi
seklinde gerceklestirildi.

Bu tezde kullanilan primerler ve ilgili viriislerin hedef genlerini ¢ogaltmak i¢in literatiirde

belirtilen primerler asagidaki tablodaki gibidir.

Cizelge 3.2. Tezde arastirilan viriislerin hedeflenen genleri ve spesifik primer sekanslari. (F;
Forward, R; Reverse)

Primer sekansi Gen Uriin (bp) Kaynak
Kaposi [F: 5-GGTGATGTTCTGAGTACATAGCGG-3' |ORF73 143 be Lallemand
sarkoma R:5-CCGAGGACGAAATGGAAGTG-3' ve ark. 2000
viriis
Epstein- |F: 5-TGGAGCCTGACCTGTGATCGT-3' EBNA1 1293 bg Kubota ve
Barr R: 5-TAGGCCATTTCCAGGTCCTGTA-3' ark. 2008
viriisii
primer-1
Epstein- |F: 5-AGAAGGGGAGCGTGTGTTGT-3' EBNA3C |153 b¢ (EBV | Tamer 2006,
Barr R: 5-GGCTCGTTTTTGACGTCGGC-3' tipl) Jin ve ark.
virisii 2010
primer-2 246 b¢ (EBV

tip2)

Epstein- |F: 5-CCTTAGGAGGAACAAGTCCC-3' Gp220 239 bg Telenti  ve
Barr R: 5-GGCTGGTGTCACCTGTGTTA-3' ark. 1990
virtisii
primer-3
Insan F: 5-CCACTATGAAAACTGGGCAATA-3' NS1 154 bg Toppinen ve
parvovir |R: 5'-GCTGCTTTCACTGAGTTCTTCA-3' ark. 2015
is B19
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HTLV-1 [F:5-CCCTACAATCCAACCAGCTCAG-3' Pol 668 bg Mahzounieh
R: 5-TGGAGTAACTTACTAGGTTAG-3' ve ark. 2015

Insan F: 5'-AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT-3’ GAPDH 204 bg Ito ve

GAPDH [R:5'-CCCCACTTGATTTTGGAGGGA-3’ ark.2007

Polimeraz zincir reaksiyonu igin 5 ul DNA 6rnegi alinip, 10 pmol primer, 1.25 mM
dNTP, 5X PZR buffer, 50 mM MgCl,, 2.5 U Taq DNA polimeraz kullanilarak karisim toplam
50 ul olarak hazirlandi. PZR optimizasyonunda siklus sayis1 annealing gibi degerler optimize

edildi.

HTLV-1 tanisi i¢in Pol gen bolgesi hedef alindi. Tez galigmasinda arastirilan viriislerin
hedef genlerini ¢ogaltmak icin Forward ve reverse primer giftleri kullanildi, hedef {iriin
biiytikliigli 668 bp olarak belirlendi. PZR karigimi igin 5 pl DNA 6rnegi alimip, 10 pmol
primer, 1.25 mM dNTP, 5X PZR buffer, 50 mM MgCl,, 25 U Tag DNA polimeraz
kullanilarak karisim toplam 50 pl olarak hazirlandi. PZR siklus kondiisyonu 95°C’de 2
dakika, 36 siklus 95°C’de 20 saniye, 58°C’de 20 saniye, 72°C’de 20 saniye ve 72°C’de 10

dakika ilave uzama basamagi seklinde gerceklestirildi.

Epstein-Barr (EBV) i¢in 3 farkli primer kullanildi. EBV primer-1, EBNA-1 gen bdlgesini
cogaltmak i¢in kullanild1 ve hedef gen iirlin biiyiikliigii 293 bp olarak belirlendi. Bunun i¢in 5
ul DNA 6rnegi alinip, 10 pmol primer, 1.25 mM dNTP, 5X PZR buffer, 50 mM MgCl,, 2.5 U
Taq DNA polimeraz kullanilarak karigim toplam 50 pl olarak hazirlandi. PZR siklus
kondiisyonu 95°C’de 2 dakika, 40 siklus 95°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30
saniye ve 72°C’de 10 dakika ilave uzama basamagi seklinde gergeklestirildi.

EBV primer-2, EBNA3C gen bolgesini ¢ogaltmak icin kullanildi ve bu primer igin
optimizasyon yapildi. EBV primer-2 ile ¢ogaltilan {irtinler EBV tip 1 i¢in 153 bg, EBV tip 2
icin ise 246 bg olarak hesaplandi. Bunun icin 5 ul DNA 6rnegi alinip, 10 pmol primer, 1.25
mM dNTP, 5X PZR buffer, 50 mM MgCl,, 2.5 U Taq DNA polimeraz kullanilarak karigsim
toplam 50 ul olarak hazirlandi. PZR siklus kondiisyonu 95°C’de 3 dakika, 40 siklus 95°C’de
30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 5 dakika ilave uzama basamag:
seklinde gerceklestirildi.
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EBV primer-3, gp220 gen bdlgesini g¢ogaltmak i¢in kullanildi ve bu primer igin
optimizasyon yapildi. EBV primer-3 ile ¢ogaltilan {irinler 239 bg¢ olarak hesaplandi. Bunun
icin 5 ul DNA 6rnegi alinip, 10 pmol primer, 1.25 mM dNTP, 5X PZR buffer, 50 mM MgCls,,
2.5 U Taq DNA polimeraz kullanilarak karisim toplam 50 ul olarak hazirlandi. PZR siklus
kondiisyonu 95°C’de 3 dakika, 40 siklus 95°C’de 20 saniye, 59°C’de 20 saniye, 72°C’de 20
saniye ve 72°C’de 5 dakika ilave uzama basamagi seklinde gerceklestirildi.

Kaposi’sarkoma (HHV-8) ORF73 gen bélgesi hedef alindi. Bu tez c¢alismasinda
arastirilan viriislerin hedef genlerini cogaltmak icin Forward ve reverse primer c¢iftleri
kullanildr iiriin bliytikligii 143 bp olarak belirlendi. 5 pl DNA 6rnegi alinip, 10 pmol primer,
1.25 mM dNTP, 5X PZR buffer, 50 mM MqgCl,, 2.5 U Taq DNA polimeraz kullanilarak
karigim toplam 50 pl olarak hazirlandi. PZR siklus kondiisyonu 95°C’de 3 dakika, 40 siklus
95°C’de 30 saniye, 54°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 5 dakika ilave uzama
basamagi seklinde gergeklestirildi.

Insan Parvoviriis B19 igin, NS1 gen bolgesi hedef alindi. Bu tezde arastirilan viriislerin
hedef genlerini ¢ogaltmak Forward ve reverse primer ciftleri kullanilmistir hedef {iriin
biiytikliigii 154 bp olarak belirlendi. 5 pl DNA 6rnegi alinip, 10 pmol primer, 1.25 mM dNTP,
5X PZR buffer, 50 mM MgCl,, 2.5 U Taq DNA polimeraz kullanilarak karigim toplam 50 pl
olarak hazirlandi. PZR siklus kondiisyonu 95°C’de 2 dakika, 35 siklus 95°C’de 30 saniye,
53°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye ve 72°C’de 10 dakika ilave uzama basamag: seklinde
gergeklestirildi.

3.6. Cogaltilan PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

Agaroz jel hazirlanirken tris base’den (Sigma) 121 g alinarak 28.55 ml asetik asit (Merck)
icerisine konuldu. Uzerine 0.5M pH 8.0 EDTA ¢bozeltisinden 50 ml ilave edildi. Sonrasinda
400 ml distile su (dH,0) eklenerek 50X TAE hazirlandi. Agaroz jel hazirlanmasi sirasinda 1X
olacak sekilde seyreltildi. PZR {iriiniinii goriintiilemek i¢in % 1’lik agaroz jel hazirlandi.
Agaroz jelin hazirlanmasi sirasinda 1 g agaroz (443666A, VWR, Pensilvanya, Amerika
Birlesik Devletleri), hassas terazide (BLC-500, Boeco, Almanya) tartildi. Bir erlenmayer
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icerisinde 100 ml 1X TAE ile ¢ozdiiriildii. Coziinmenin hizli ger¢eklesmesi i¢in mikrodalga
firm (MD 554 intellowave, Argelik, Tiirkiye) kullanildi. Agarozun 1sis1 yaklasik 50°C ye
diistiikten sonra eriyige 0.5 pg/ml oraninda ethidium bromide (Vivantis) ilave edilerek
sogutuldu. Cogaltilan RT-PZR ve PZR ornekleri 6X yiikleme tamponu (Thermo Scientific,
Massachusetts, ABD) ile jele yiiklendi. Elektroforez islemi, elektroforez tanki (Sub-Cell GT,
Biorad, Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri) ve gii¢ kaynagi (MP-250 V, Cleaver
Scientific, Warwickshire, Ingiltere) kullamlarak 125 volt (V) akimda 50 dakikada
gerceklestirildi. Agaroz jelde UV 1sik kaynagi (Illuminyx, Nyxtechnik, Amerika Birlesik
Devletleri) kullanilarak PZR iiriinlerine ait hedef bantlar goriintiilendi (Azkur ve ark. 2013).

3.7. Real-time PZR

Real-time PZR, 5 ul DNA, 10 ul 2X SYBR Green master mix, 0.5pmol forward ve revers
primerler ve su karisimi toplam 20 ul olacak sekilde kuruldu. Reaksiyonlar kurulduktan sonra
pleytler S2096 rotoru kullanilarak santrifiij (Allegra X-30R, Beckman Coulter, Kaliforniya,
Amerika Birlesik Devletleri) edildi. Reaksiyonlar LightCycler 96 (Roche, Mannheim,
Almanya) cihazinda gergeklestirildi. Her bir viral etken i¢in optimize edilen reaksiyon
kosullart Cizelge 3.3’de verildi. Tiim reaksiyonlarda toplam 38 siklus amplifikasyon yapildi.
Amplifikasyon sonrasinda LightCycler 96 software 1.1 kullanilarak drneklerin Cq degerleri,
amplifikasyon egrileri ve erime sicaklik analizleri (melting curve analyze) degerlendirildi.
Real-time PZR analizleri sonucunda elde edilen tiim tirtinler %1.5 agaroz jele yiiklenerek teyit

amagli olarak goriintiilendi.

Cizelge 3.3.Viral etkenlerin real-time PZR i¢in optimize edilen reaksiyon kosullari. (*, EBV
primer-1; ** EBV primer-2; *** EBV primer-3 i¢in kullanilan protokollerdir)

Viriis Preinkiibasyon | 3-basamaklh amplifikasyon Erime (melting)

KSHV 95°C 10 dk 95°C 10's,54°C 10s,72°C 10s | 95°C 10's, 65°C 60's,97°C 1 s
Parvoviriis B19 | 95°C 10 dk 95°C 10s,53°C 10s,72°C 10s | 95°C 10's, 65°C 60's, 97°C 1 s
EBV" " 95°C 10 dk 95°C 10's,53°C 10'5,72°C 10s | 95°C 10’5, 65°C 60's,97°C 1's
EBV" 95°C 10 dk 95°C 10's,59°C 10's,72°C 10s | 95°C 10’5, 65°C 60's,97°C 1's
HTLV 95°C 10 dk 95°C 105,54°C 105, 72°C 10s | 95°C 10's, 65°C 60 's, 97°C 1's
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3.8. Klonlama

EBV gp220 geni TA Cloning kit (K2040, Invitrogen, Kaliforniya, ABD) kullanilarak
klonlandi. Oncelikle taze PZR iiriinleri EBV primer-3 ile Taq polimeraz kullanilarak
amplifiye edildi. PZR firtinlerinin ligasyonu pCR2.1 klonlama vektorii icine ligaz enzimi
araciligiyla yapildi. Bunun i¢in 2 ul taze PZR iiriinii, 2 ul 5X T4 DNA Ligase Reaction
Buffer, 2 ul pCR 2.1 vektorii, 1 pul ExpressLink T4 DNA Ligaz ve 3 ul distile su ile reaksiyon
kuruldu ve 15 dakika oda 1sisinda bekletildi.

Ligasyonu tamamlanan vektér kompetent E.coli icerisine transforme edildi. Bunun igin
her ligasyon reaksiyonundan 2ul alinip kompetent hiicre viyaline aktarildi hafifce ¢alkalandi.
Viyaller 30 dakika boyunca buz iginde bekletildi. Ardindan viyaller 30 saniye boyunca
calkalama olmaksizin 42°C su banyosunda tutuldu ve pesinden hemen buz i¢ine konuldu. Her
viyalin i¢ine 250 pl S.O.C. medyumdan ilave edildi. Viyaller 1 saat boyunca 225 rpm hizda
calkalanarak 37°C’de inkiibe edildi. Her viyalden 200 pl alinarak 100 pg/ml ampisilin iceren
LB agara ekim yapildi. Agarlar 37°C’de gece boyunca inkiibasyona birakildi.

Miniprep Oncesinde kolonilerin EBV gp220 genini tasiyip tagimadigini belirlemek igin
PZR tarama deneyleri yapildi. Ampisilinli kat1 besiyerinde iireyen kolonilerin istenilen
rekombinant plazmidler olup olmadigimi belirlemek i¢in Oncelikle kolonilere steril kiirdan
degdirilip, koloniler numaralandirilmis bagka bir ampisilinli kati besiyerine ekildi. Daha
onceden hazirlanan 2 pl 25 mM MgCly, 2 pl 10X PZR buffer, 3 pl 1,25 mM dNTP, 4 pl 10
pmol/ul M genine 6zgii primerler ve 4 pl dH20 igeren karisima besiyerindeki koloni kiirdan
vasitasiyla ilave edilip 95°C’de 10 dakika tutuldu. Buradan mikrosantrifiij tiipleri kisa siireli
santrifilij edildikten sonra icerisinde 0,3 1U Taq polimeraz bulunan 5 ul dH,O eklendi. Tiipler
95°C’da 5 dakika, 94°C’da 1 dakika, 59°C’da 1 dakika, 72°C’da 1 dakika 25 siklus PZR
tarama uygulandi. PZR firilinleri % 1,5’lik agaroz jelde yiiriitiildiikkten sonra UV 151k altinda
goriintiilendi. PZR tarama sonuglarina gore rekombinant plazmidleri igerdigi belirlenen
kolonilerden plazmid DNA’lar1 plasmid izolasyon kiti kullanilarak izole edildi (Azkur ve ark.
2003, Tonbak ve ark. 2003).
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3.9. Plasmid izolasyonu

EBV gp220 geni klonlanmis olan E.coli bakteri LB sivi besi yerine ekildi ve c¢alkalamali
inkiibatorde (Edmund Buhler, Almanya) gece boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin
PureLink HiPure Plasmid Midiprep kit (K210005, Invitrogen, Kaliforniya, ABD) kullanilarak
plasmid DNA’s1 izole edildi. Bunun igin ilk olarak kolon 10 ml equilibration buffer ile
muamele edildi. LB besi yerinde iiretilen bakteriler 4,000 xg’de 10 dk santrifiij edildi ve
stipernatant uzaklastirildi. Pellet, RNaz A iceren 4 ml resuspension buffer ile siispanse edildi
ve iyice karigtirildiktan sonra 5 dk oda 1sisinda bekletildi. Karigima 4 ml precipitation buffer
ilave edildi ve karistirildi. Ornekler 12,000 xg’de 10 dk santrifiij edildi. Siipernatant alinarak
kolona aktarildi ve kolondan yercekiminin etkisiyle tamamen ge¢mesi i¢in beklendi. Kolon
iki defa 10 ml wash buffer ile yikandi. Kolonun altina 15 ml steril tiip yerlestirildi ve kolona 5
ml elution buffer ilave edildi. Soliisyonun tiipe ge¢mesi i¢in beklendi. Kolondan tiipe gegen
DNA’nin presipitasyonu i¢in tiipe 3.5 ml izopropanol ilave edildi ve iyice karistirildi. Tiipler
12,000 xg’de 30 dk 4°C’de santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirild1 ve 3 ml %70’lik etanol
pellete ilave edildi. Tip 12,000xg’de 5 dk 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra pellet 10 dk oda 1sisinda kurumaya birakildi. Elde edilen plasmid
DNA’s1 200 pl TE buffer ile siispanse edildi ve -20°C’de muhafaza edildi.

3.10. Sekanslama

EBV klonlanan pozitif plazmidler ve PCR fiiriinleri, Izgelab A.S. ve Refgen Gen
Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti. laboratuvarlarina hizmet alim1 yolu ile sekans analizi
icin gonderildi. Sekanslama islemi s6z konusu laboratuvarlarda EBV primer-3 kullanilarak

cift yonlii olarak yapildi. Sekans sonuglart MEGA7 programi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. PZR Bulgular

Orneklerden DNA izolasyonu yapildiktan sonra PZR optimizasyonunda siklus sayis
annealing gibi degerler optimize edildi. GAPDH i¢in kurulan PZR sonucunda tiim izole
edilen 6rnekler housekeeping gen yoniinden pozitif olarak tespit edildi (Sekil 4.1) ve DNA

izolasyonu asamasinin basari ile tamamlandigi teyit edildi.

204 be p

R _ R _BR_ B

M 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 NK

Sy S ©0 ©F £09 e09 GE G e

Sekil 4.1. Orneklerin insan GAPDH (204 bg) i¢in kurulan PZR iiriinlerinin agaroz jel
elekroforez sonrasi goriintiileri. M: DNA marker (304125, Bioron, Almanya); 1-65: tezde
incelenen tam kan DNA 6rnekleri; NK: PZR negatif kontrol steril dH2O.
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41.1. EBV

Orneklerde EBV taramasi 3 farkli primer ile yapildi (Cizelge 3.2). ilk kullanilan primer ile
(EBV primer-1) pozitif kontrol drnegi de dahil tiim ornekler negatif sonug verdi. Ardindan
EBV primer-2 ile caligmalara devam edildi ancak bu primer ile amplifiye olan iiriiniin
bliyiikliigi beklenen iirtin biiylikliiglinden farkli olmasi nedeniyle analizler i¢in farkli bir
primer ¢ifti segildi. Bunun tizerine EBV primer-3 ile ¢alismalara devam edildi. EBV primer-3
ile yapilan deneyler sonucunda 7 6rnekte EBV pozitifligi kaydedildi. Toplam 7 adet olan 10,
13, 21, 34, 54, 57 ve 59 numarali 6rnekler EBV pozitif olarak kaydedildi. Pozitiflik goriilen
hastalardan 10 ve 59 numarali 6rnekler ALL tanisi ile tedavi alan ve tedavisinin 33.giin 6rnegi
iken, tedavi almayan hasta grubundan 13, 21, 34, 54 ve 57 numarali 6rneklerde pozitiflik
belirlendi. Bu hastalardan 13, 21, 54 numarali 6rnekler ALL tanis1 konan hastalar iken, 34 ve

57 nolu 6rneklerin ait oldugu hastalarda ise Hodgkin lenfoma tanisi vardi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 NK M

246 b »

M 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 NK M




M 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 NK PK PK M

€8 oa o9 o

50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 NK PK PK M

il | B

e
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Sekil 4.2. EBV igin primer-2 ile kurulan PZR fiirlinlerinin (246 bg) agaroz jel elekroforez
sonrast goriintiileri. M: DNA marker (304125, Bioron, Almanya); 1-65: tezde incelenen tam
kan DNA o6rnekleri; PK: EBV pozitif kontrolleri; NK: PZR negatif kontrol steril dH,O.

4.1.2. Parvoviriis B19

Parvoviriis B19 i¢in PZR kosullar1 optimizasyonu i¢in pozitif kontrol 6rnegi ile gradient PZR
sonucunda primerin optimal ¢alisma 1sis1 ve kosullar belirlendi. Optimizasyonun ardindan
calismaya dahil edilen 65 6rnek Parvoviriis B19 ydniinden PZR ile tarandi. Incelenen hicbir

ornekte Parvoviriis B19 yoniinden pozitiflige rastlanilmadi (Sekil 4.3).

2 3 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 PK NK M

154 be P

M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 PK NK M
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M 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 PK NK M

M 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 PK NK M
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Sekil 4.3. Parvoviriis B19 i¢in kurulan PZR iriinlerinin (154 bg) agaroz jel elekroforez
sonrast gorilintiileri. M: DNA marker (304125, Bioron, Almanya); 1-65: tezde incelenen tam
kan DNA ornekleri; PK: Parvoviriis B19 pozitif kontrolii; NK: PZR negatif kontrol steril
dH0.

41.3. HTLV-1

HTLV-1 icin PZR kosullar1 optimizasyonu i¢in primerin optimal ¢alisma 1s1s1 ve kosullar
belirlendi. Optimizasyonun ardindan ¢alismaya dahil edilen 65 6rnek HTLV-1 yoniinden PZR

ile tarand1. Incelenen hicbir 6rnekte HTLV-1 yéniinden pozitiflige rastlaniimadi.

4.1.4. Kaposi Sarkoma iliskili Herpesviriis

KSHV i¢in PZR kosullar1 optimizasyonu i¢in primerin optimal calisma 1sis1 ve kosullar
belirlendi. Optimizasyonun ardindan ¢alismaya dahil edilen 65 6rnek KSHV y6niinden PZR

ile tarand. Incelenen higbir 6rnekte KSHV yoniinden pozitiflige rastlaniimadi.

4.2. Real-Time PZR Bulgular:
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PZR sonrasinda tezde arastirilan tiim viriisler i¢in real-time PZR kuruldu. PZR ile uyumlu
olarak tiim 6rnekler HTLV-1, Parvoviriis B19 ve KSHV i¢in negatif sonu¢ verdi. EBV igin
ise PZR’de oldugu gibi her 3 primer de denendi. EBV primer-1 ile kurulan real-time PZR
sonuglarina ait amplifikasyon egrisinde (Sekil 4.4) iiriinlerin amplifiye oldugu belirlendi.
Ancak bu triinlerin erime analizi yapildiginda ve Tm degerleri incelendiginde (Sekil 4.5) ve
tiim {irlinler agaroz jele yliklendiginde olusan iirlinlerin hedef iirlin biiyiikliiglinden farkl

oldugu belirlendi.
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Sekil 4.4. EBV primer-1 ile kurulan real-time PZR amplifikasyon egrisi grafigi.
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Sekil 4.5. EBV primer-1 ile kurulan real-time PZR Tm grafigi.

EBV igin ikinci olarak denenen primer-2 ile yapilan real-time PZR sonrasinda yine
amplifikasyon egrisinde (Sekil 4.6) pozitiflikler goriildii. Erime analizi grafigi (Sekil4.7)
incelendiginde ve iriinler agaroz jelde goriintiilendiginde ise, olusan iriinlerin hedef {iriin

biiyiikliigiinden farkli olduklar1 belirlendi.
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Sekil 4.6. EBV primer-2 ile kurulan real-time PZR amplifikasyon egrisi grafigi.
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Sekil 4.7. EBV primer-2 ile kurulan real-time PZR Tm grafigi.

EBV primer-1 ve primer-2 ile hedeflenen iiriinlerin g¢ogaltilmasinda basarili sonug
alinamadig1 i¢in segilen primer-3 ile real-time PZR kuruldu. EBV primer-3 ile yapilan real-
time PZR sonucunda amplifikasyon egrisi (Sekil 4.8) ve erime analizi (Sekil 4.9) grafikleri
incelendiginde triinlerin amplifikasyonlarmin etkin bi¢imde gerceklestigi belirlendi. Real-
time PZR sonrasinda olusan iiriinler agaroz jele yiiklendiginde hedef {iriin biiytlikliiglinde

bantlarin olustugu goriildii. EBV i¢in primer-3 ile basarili sonug elde edildi.
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Sekil 4.8. EBV primer-3 ile kurulan real-time PZR amplifikasyon egrisi grafigi.
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Sekil 4.9. EBV primer-3 ile kurulan real-time PZR Tm grafigi.

4.3. Klonlama ve Sekans Analizi

Tez kapsaminda incelenen 4 viral etken arasinda sadece EBV yoniinden pozitiflik belirlendi.
EBV primer-3 ile amplifiye edilen driinlerin klonlamas: basart ile yapildi. Klonlama

sonucunda olusan koloniler ampisilinli LB agarda gozlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. EBV klonlanan E.coli kolonilerinin ampisilinli LB agardaki goriintiisii.

LB agarda olusan E.coli kolonilerinden EBV primer-3 ile yapilan PZR tarama sonucunda

(Sekil 4.11) klonlamasi basari ile yapilan koloniler segildi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M
=
= &)
239be P - --'-4-. : -. : P
™~ = v -

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

239 b B - . ; '-‘r '
. ] -

Sekil 4.11. Kolonilerin EBV primer-3 ile yapilan PZR tarama agaroz jel goriintiisii. M:
marker, 1-30: koloniler.

PZR taramada pozitifligi belirlenen E.coli kolonileri LB besi yerinde iretildi ve ileriki
caligmalarda kullanilmak tizere stoklari yapilarak -80°C derin dondurucuya kaldirildi. Bu
E.coli stoklarindan yapilan plasmid izolasyonu sonrasinda elde edilen plasmid DNA’lar ile

real-time PZR kuruldu ve pozitiflik teyit edildi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. izolasyon sonrasinda elde edilen plasmidlerin real-time PZR amplifikasyon egri

grafigi.

EBV klonlanan pozitif plazmidler ve PZR friinlerinin sekans analizleri basari ile
tamamlandi. Sekans verileri MEGA7 programi ile analiz edildi ve filogenetik yakinliklar

belirlendi (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Cizelge 4.1).

MG298928.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_JC_VID41_BWA_complete_genome 19,720,120,0 41 40 39 41 35 39 40 39 41 35 39 40 40 40 41 37 29 28 29
Turkiye_2 49,8 19,4 11,0 19,6 19,2 19,6 19,6 19,7 19,6 19,6 19,5 19,6 19,6 19,7 19,7 19,7 19,7 19,7 19,6 19,6 19,6 19,6
Turkiye 3 52,4 50,3 19,3 19,8 20,4 20,2 20,2 20,1 20,2 20,3 19,7 20,2 20,1 20,1 20,1 20,1 20,1 20,1 20,3 20,2 20,2 20,2
Turkiye_4 53,4 16,7 49,2 20,1 20,1 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,1 20,0 20,1 20,0 20,0 20,0 20,0 20,3 20,0 20,0 20,0 20,0
MG298927.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_JC_VID14_BWA_complete_genome 16,1 49,5 52,7 53,6 41 40 37 40 41 40 38 39 39 41 39 43 42 41 42 37 39 40
MG298926.1_Human irus_4_isolate_JC_039_BWA_complete_genome 15,5 47,1 53,0 54,1 16,0 41 31 40 37 39 40 25 39 40 35 42 42 39 40 41 40 37
MG298925.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_JC_027_BWA_complete_genome 15,5 51,1 52,9 52,7 15,5 15,9 36 41 38 22 40 38 37 38 43 43 45 39 41 43 40 43

MG298924.1_Human, x
MG298923.1_Human_gammaherpeswvirus_:

isolate_IMS_Saliva_90_BWA_complete_genome 16,3 51,1 52,9 52,7 14,5 12,1 13,9 41 35 36 39 37 39 43 43 42 39 40 41 39 39 39
isolate_IMS_Saliva_81_BWA_complete_genome 13,9 49,8 52,4 53,4 15,8 15,6 16,4 16,1 41 41 40 38 41 34 40 42 40 41 34 37 37 36

MG298922.1_Human _4_isolate_IMS_Saliva_5_BWA_complete_genome 15,2 51,1 52,9 52,7 15,8 14,3 14,7 13,7 16,1 38 41 37 39 40 40 41 39 42 41 43 43 41
MG298921.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_IMS_Saliva_216_BWA_complete_genome 15,5 52,0 53,4 53,4 15,5 15,5 8,0 14,3 16,1 15,3 21 37 39 41 42 44 43 40 41 41 41 41
MG298920.1_Human irus_4_isolate_IMS_Saliva_187_BWA_complete_genome 15,3 49,2 52,9 53,6 14,9 15,9 15,8 15,8 15,8 16,2 7,5 41 40 43 43 40 42 40 42 39 39 39
MG298919.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_IMS_Saliva_155 BWA_complete_genome 15,9 51,1 52,9 52,7 15,3 9,8 14,7 14,5 14,8 14,7 14,7 15,8 39 39 38 41 42 40 40 42 38 39
MG298918.1 Human, irus_4_isolate GK_LY91_BWA_complete_genome 14,0 49,5 52,4 53,6 15,4 15,3 14,7 15,3 16,1 15,5 15,4 15,8 15,4 39 38 43 39 39 44 35 36 37
MG298917.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_DF_Tonsil_T156_BWA_complete_genome 15,5 49,8 52,4 53,4 16,2 15,8 14,8 16,9 13,5 15,5 15,9 16,9 15,3 15,2 4,0 42 41 41 36 41 40 42
KX674067.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_YCCEL1_complete_genome 15,8 49,8 52,4 53,4 15,5 13,8 16,8 16,6 15,8 15,5 16,3 16,5 15,0 15,0 15,9 42 41 42 42 38 39 40
KX674066.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_SNU-719_complete_genome 15,7 49,8 52,4 53,4 16,8 16,5 17,0 16,3 16,3 16,2 17,0 15,5 16,0 16,8 16,5 16,3 36 43 42 39 39 40
KX674065.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_GDGC2_complete_genome 15,5 49,8 52,4 53,4 16,8 16,4 17,4 15,6 15,7 15,5 16,7 16,3 16,7 15,2 16,1 16,0 14,3 41 42 40 40 40
KX674064.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_GDGC1_complete_genome 16,0 51,1 53,6 53,1 16,3 15,4 15,2 15,6 16,2 16,3 15,8 15,9 15,7 15,3 16,0 16,4 16,8 16,2 42 40 40 40
MG021312.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_ AG876-GC1_complete_genome 14,6 51,1 53,4 52,9 16,4 15,6 16,1 16,1 13,6 15,9 16,0 16,8 15,5 17,2 14,3 16,4 16,5 16,3 16,4 3,7 36 36
MG021310.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_Mutu-GC3_complete_genome 11,5 51,1 52,9 52,7 14,7 15,9 16,5 15,2 14,7 16,3 16,1 15,6 16,5 13,6 16,1 15,1 15,5 15,7 15,7 14,5 19 20
MG021311.1_Human_gammaherpesvrus_4_isolate_Mutu-GC4_complete_genome 11,251,1 52,9 52,7 15,4 15,6 15,7 15,3 14,6 16,4 15,9 15,2 15,1 14,4 15,8 15,5 15,5 15,8 15,7 14,2 6,7 17
MG021308.1_Human_gammaherpesvirus_4_isolate_Mutu-GC1_complete_genome 11,5 51,1 52,9 52,7 15,6 14,5 16,9 15,4 14,1 15,9 16,3 15,3 15,3 14,5 16,3 15,7 15,6 15,5 158 14,1 7,1 54

Sekil 4.13. Tez ¢alismasindan elde edilen sekanslarin diger sekanslar ile olan filogenetik
yakinliklari. Sekanslar arasi baz yer degistirmelerinin sayist gosterilmistir. Standart hata
tahminleri diyagonal {izerinde belirtilmistir. Analizler Maximum Composite Likelihood
yontemi kullanilarak yapilmistir (Tamura ve ark. 2004). Analizler 23 niikleotit sekansini
icermektedir. Tiim belirsiz pozisyonlar her sekans ciftinden uzaklastirilmistir. Son veri setinde
toplam 172764 pozisyon mevcuttur. Evrimsel analizler MEGA7 kullanilarak yapilmistir
(Kumar ve ark. 2016).
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14 M5298923.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 81 BWA complete genome
4 M5288917 .1 Human gammaherpesvirus 4 izolate DF Tansil T156 BYWA complete genome
KHE7A0BE. 1 Human gammaherpesvirus 4 isolate SNU-719 complete genome
er 14 K¥E74065.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate GDGC2 complete genome

39 — MG288925.1 Hurman gammaherpesvirus 4 isolate JC VID4A1 BWA complete genome
1l |ETA067.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate YCCELT complete genome

) L ME298918.1 Hurnan gammaherpesvirus 4 isolate GK LY BWA complete genome
MiZ288926.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate JC 039 BYWA complete genome

a6 ME298927 .1 Human gammaherpesvirus 4 isolate JCVIDT4 BWA complete genorme
o |: Mi5298920.1 Hurnan gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 187 BWWA complete genome
sl 27 ——————— K¥674064 .1 Human gammaherpesvirus 4 isolate GDGCT complete genome
= Turkiye 3
. Emrk\ye 2
7z Turkiye 4

ME298921.7 Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 216 BWA complete genome

— M5298924.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 90 BWA complete genome
8L MG295922.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 5 BYWA complete genome

— ME298925.7 Human gammaherpesvirus 4 isolate JC 027 BWA, complete genaome
10 L M3021308.1 Humnan gamrmaherpesvirus 4 isolate Mutu-GC1 complete genome

10 MG258919.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate IMS Saliva 155 BWWA complete genome
ME021312.7 Human gammaherpesvirus 4 isolate AGETE-GCT complete genome

0 \_|: MG021310.1 Humnan gamrriaherpesvirus 4 isolate Mutu-GC3 complete genome

3 MG021311.1 Human gammaherpesvirus 4 isolate Mutu-GC4 complete genome
Sekil 4.14. EBV pozitif olan 3 6rnegin sekans analizi sonrasinda yapilan filogenetik analiz
sonucu. Evrimsel tarih, Tamura-Nei modeline dayanan Maksimum Olasilik (Maximum
Likelihood ) yontemi kullanilarak sonug¢landirilmaktadir (Tamura ve Nei 1993). 500
kopyadan elde edilen bootstrap konsensiis agaci, analiz edilen sinifin evrimsel tarihini temsil
etmek i¢in alinmaktadir (Felsenstein 1985). %50’den daha az olan bootstrap tekrarlari ile
cogaltilan boliimlere karsilik gelen dallar daraltilmaktadir. Iligkili smiflarm  birlikte
gruplandirildigr bootstrap testte, tekrar agaglarinin yiizdeleri dallarin yaninda belirtilmistir
(Felsenstein 1985). Deneye dayali arama igin ilk agac/agaglar, Maksimum Kompozit
Likelihood (MCL) yaklagimi kullanilarak tahmin edilen bir ¢ift mesafeli matrisine Neighbor-
Join ve BioNJ algoritmalarin1 uygulayarak ve daha sonra, {ist log olabilirlik degeriyle
topolojiyi secerek otomatik olarak elde edilmistir. Analiz 23 niikleotit sekansini igermektedir.
Bosluklar1 ve eksik veriyi igeren tiim pozisyonlar elimine edilmektedir. Son veri setinde
toplam 203 pozisyon bulunmaktadir. Evrimsel analizler MEGA7 programinda
olusturulmaktadir (Kumar ve ark. 2016).

Cizelge 4.1. Bu tez calismasindan elde edilen izolatlarin birbirleri ile olan benzerlik yiizde
matrisleri. Matriksler Clustal Omega 2.1 ile olusturulmustur.

Turkiye 3 | Turkiye_2 Turkiye 4
Turkiye_3 100.00 93.60 91.90
Turkiye 2 | 93.60 100.00 98.03
Turkiye_ 4 | 91.90 98.03 100.00
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5. TARTISMA ve SONUC

Retroviriisler insanlar da dahil olmak tlizere pek ¢ok hayvan tiiriinii enfekte edebilmektedir.
Viriisiin tipine ve konakgiya gore retrovirlisler c¢esitli kanserlere, immiinosupresif veya
immiin-aracili hastaliklara neden olmaktadir. Retroviriisler énemli bir enzim olan reverse
transkriptazin  1970’lerin ortalarinda Howard Temin ve David Baltimore tarafindan
bulunmasiyla bu ismi almislardir. Ancak retroviriislerle iliskili hastaliklar bundan ¢ok daha
once tanimlanmistir (MacLachlan ve Dubovi 2011). insan T-hiicre lenfotropik viriisii tip 1
(Human T-lymphotropic virus-1; HTLV-1; primate-lymphotropic virus-1) tanimlanan ilk
insan retroviriisiidiir. 1980°de Robert Gallo tarafindan insan T-hiicre l6semi hiicrelerinden
izole edilmistir ve bundan bagimsiz olarak Japonya’da Mitsuaki Yoshida izole etmistir

(Poiesz ve ark. 1981, Yoshida ve ark. 1982).

HTLV-1 ve ATL arasindaki etiyolojik iliski ATL’nin cografik kiimelesme gosterdigi
epidemiyolojik ¢aligmalarla desteklenmistir. HTLV-2 olarak sunulan ikinci insan retroviriisii
ilk olarak 1982’de bir 16semi hastasinin hiicre hattindan izole edilmistir (Kalyanaraman ve
ark. 1982). Yapilan ¢aligmalar, HTLV-2 ile herhangi bir insan habis tiimdriiniin baglantisini
heniiz gdsterememistir. HTLV-1 ayn1 zamanda HTLV-1’in temel 16sin zipper faktér (HBZ)
olarak adlandirilan; T-hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik eden ve ATL hiicrelerinde eksprese
edilen bir proteini kodlar (Satou ve ark. 2006). Veriler gostermektedir ki hem Tax geni hem

de HBZ genleri 16semi olusumunda dogrudan rol almaktadir (Fujii ve Matsuoka 2013).

HTLV-1 Giiney Bat1 Japonya’da endemiktir ve bazi bolgelerde popiilasyonun %10’dan
fazlasim etkiler ayn1 zamanda asag1 Sahra Afrika, Karayipler, Iran ve Giiney Amerika’da
yaygindir. Bunun yaninda ¢ogu HTLV -1 prevalans ¢alismalar1 kan donoérleri, hamile kadinlar
veya endemik bolgelerde alt popiilasyonlara dayanirken taramaya girmeyen 20 milyondan
fazla insan oldugu diisiiniilmektedir. Elli yasin iizerindeki Avustralya Aborijinlerinin yaklagik
%50’sinin HTLV-1 ile enfekte oldugu bildirilmistir (Kupferschmidt 2018, Kishihara ve ark.
2001, Proietti ve ark. 2005, Hlela ve ark. 2009).

Yaptigimiz ¢alismada HTLV-1 viral etkenin tespit icin HTLV-1 (Cizelge 3.2) primerleri
kullanildi ve Pol gen bolgesi hedeflendi (Mahzounieh ve ark. 2015). Farkli literatiirlerde
HTLV’nin PZR ile belirlenmesinde tax, env, gag ve pol genlerine yonelik farkli primerler
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kullanilmaktadir. HTLV-1 ve HTLV-2 i¢in yiiksek oranda korunmus bodlge olan tax genine
spesifik primerler ile amplifikasyon yapildigi goriilmektedir. Baz1 arastiricilar ise HTLV-1’in
genom tespiti i¢cin Tax geni hedef bolgesine 6zgiil SK43 ve SK44 primerleri tercih etmistir.
Real-time PCR ile tanidatax genine 6zgiil olan bu primerlere ilave olarak problar (SK45,
HTLV tax Tmgibi) da kullanilmaktadir. HTLV-1 ve HTLV-2’nin ayrimi i¢in ise pol genine
Ozgiil primerler ile ornekler incelenir (Schiipbach ve Gallo 2000, Pripuzova ve ark. 2012,
Castro ve ark. 2013). Yapilan bu tez ¢alismasinda farkli gen bolgeleri ve farkli primerler ile

deneylerin tekrarlanmasini amaglamaktayiz.

Pirayeshfard ve arkadaslari (2018) Iran’da bulunan HIV-1 ve talasemi pozitif olan
hastalarda HTLV-1 varligin1 arastirmiglardir. Kontrol olarak 2200 dondrden aldiklar1 kan ile
100 adet HIV-1 ve talasemi pozitif hastadan aldiklar1 kan1 ELISA ile incelemisler ve genomik
DNA izolasyonu yapmislardir. Tax ve LTR bdlgelerine 6zgiil primerler kullanarak 6rnekleri
nested PZR ile incelemislerdir. HIV pozitif hastalarin %5°1, talasemi pozitif hastalarin %8’i ve
kontrol grubu olarak kullandiklar1 kanlarin ise %0.05’nin de HTLV-1 pozitifligi saptamiglardir.
Becherer ve arkadaslar1 (2018) ise HTLV-1 tanisinda loop-mediated isothermal amplification
(LAMP) testinin kullanilmasini 6nermislerdir. Bu tez de nested PZR kullanilmamis ve sinirh
ornekleme ile calisilmistir. Tiim diinyada yaklasik 10 milyon HTLV-1 ile infekte kisi oldugu
rapor edilmektedir. Virlis bu hastalarin yaklasik %5’inde yetiskin T hiicre (Adult T) hiicre
16semi/lenfomaya neden olmaktadir. Avrupa’da Hollanda Antiller'inde HTLV-1 seroprevalansi
%?2 olarak saptanmistir. Japonya ise HTLV-1 prevalansinda diinyada en yiiksek enfeksiyoz
sikligimin gorildigi tilke olarak bilinmektedir (van Tienen ve ark. 2018, Nosaka ve ark. 2017).

HTLV-1 tasinmasinda kan nakli ve anneden bebegin beslenmesinde siit 6nemli rol
oynamaktadir. Japonya’da yapilan bir calismada HTLV pozitif annelerden beslenen ¢ocuklarda
ilk 12 ay igerisinde % 15.7 oraninda pozitiflik saptandig1 rapor edilmistir. Bu tezde secilen
cocuk grubunda ise HTLV-1 saptanmamustir. Fakat iilkemizde HTLV-1’in rapor edilmemesi
ve tezde sadece 65 hastanin taramada kullanilmasi epidemiyolojik bir ¢aligmadaki giliven

aralig1 i¢in son derece diisiiktiir (Percher ve ark. 2016).

Retroviriisler, insanda ciddi hastalik tablolar1 meydana getirdikleri ve yeryiiziine giderek
yayilma egilimleri nedeniyle, tip diinyasinin iizerinde 6énemle durdugu viriislerdir. Ulkemizde
retroviriislerle yapilmis yeterli say1 ve biiyiikliikte calisma mevcut degildir, 6zellikle HTLV-1

yayginligi bilinmemektedir. Bu tez c¢alismasmda losemi ve lenfoma tanisi kesinlesen 33
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pediatrik hastaya ait tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi 6rnekleri arastirilmis, viral bir etkene
rastlanilamamistir. Bu oranlar endemik bir bolge olarak tanimlanmayan tilkemiz i¢in oldukga
dar kapsaml1 bir arastirma olarak degerlendirilmektedir. Ulkemiz icin HTLV-1’e yonelik ¢ok

merkezli ve biiylik 6l¢ekli prevalans ¢alismalarina gereksinim duyulmaktadir.

Epstein Barr viriisiiniin Burkit lenfoma, Hodgkin lenfoma ve 16semi ile olan iliskisi 1970’11
yillardan beri lizerinde ¢alisma yapilan bir konudur. Epstein Barr viriisiiniin HL patogenezinde
rolii oldugu serolojik, epidemiyolojik ve molekiiler ¢alismalarla gosterilmistir (Brouuset ve
ark. 1994). Afrika’da tanis1 konulan endemik BL olgularmin %98’inde EBV enfeksiyonu
iligkisi belirlenmistir. Sporadik BL. Ekvatoryal Afrika ve Papua Yeni Gine disinda goriiliir ve
cogunlukla ¢ocuklar1 ve ergenleri etkilemektedir. BL olgularinin %30-40’inda EBV iliskisi
belirlenmistir. BL, HIV tasiyicilarinda sporadik olgulara kiyasla 10-100 kat fazla
goriilmektedir (Kutok ve Wang 2006).

EBV primer enfeksiyondan sonra B lenfositlerde latent olarak dmiir boyu siiren persistan
enfeksiyonlar olusturabildiginden EBV ile iliskili hastaliklarin tanisinda rutin laboratuvar
testleri yetersiz kalmaktadir. Dolayisiyla bu hastaliklarin tanisinda ve patogenezinin
arastirilmasinda viral yiikiin belirlenmesi 6nem arz etmektedir. EBV ile iliskili hastaliklarin
tanisinda rutin laboratuvar testleri yetersiz kalabilmektedir. Bu hastaliklarin tanisi, takibi ve
patogenezinin arastirtlmasi igin viral yiikiin belirlenmesi 6nem tasir. Molekiiler teknolojideki
gelismeler EBV genomunun hizli ve dogru olarak dl¢limiine olanak saglamaktadir. Ancak
viral ylikiin saptanabilecegi en uygun ornek tiirii EBV ile iliskili hastaliga gore degismektedir.
Ayrica laboratuvarlar arasinda ornek tiirii, EBV saptama teknigi, viral yiik degerleri arasinda
ortak bir fikir birligi olusmamistir. PZR, EBV ile iligkili hastaliklarin tam1 ve takibinde
kullanilan hizli ve giivenilir bir yontem olmakla birlikte uluslararasi karsilagtirmali ¢aligmalar
icin standardize edilmelidir (Kimura ve ark. 2008). EBV’nin EBNA-1 (Fellner ve ark. 2014,
Ryan ve ark. 2004), EBER-2 (Kleer ve ark. 2002), BamH1W, LMP1, LMP2 ve BZLF1 (Ryan
ve ark. 2004) genlerine 6zgiil primerler kullanilarak EBV tanis1 PZR ve/veya real-time PZR
ile yapilabilmektedir. Bu tezde EBV i¢in kullanilan ilk primer ile EBNA1 gen bolgesi
hedeflenirken (Kubota ve ark. 2008), ikinci primerle ise EBNA3C gen bolgesi hedeflendi
(Tamer 2006, Jin ve ark. 2010) (Cizelge 3.2). Kullanilan bu primerlerle yapilan deneylerden
EBV etkenine rastlanamadi ve {iglincii primer olarak EBV primer-3 kullanildi ve bununla
Gp220 gen bolgesi hedeflendi (Telenti ve ark. 1990). EBV primer-3 ile siirdiiriilen ¢alismalar

neticesinde toplam 7 drnekte pozitiflik belirlendi. Tiim bu sonuglar, EBV tespitinde hastaligin
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tipinin ve c¢ogaltilmak istenen gen bdlgesine uygun primerlerin kullanilmasinin ne denli

onemli oldugunu gosterdi.

Yeni tan1 asamasinda ve immiinsiliprese hasta popiilasyonunda belirli bir zaman diliminde
ortaya ¢ikmasi muhtemel EBV enfeksiyonlariin tanisinda, rutinde kullanilan testlerin etkinligi
ve sonuglarimin dogrulugu tartigmalidir. Bu tezde, 2010-2017 tarihleri arasinda Ankara Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Hematoloji Onkoloji Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne bagvuran ve
tanis1 kesinlesen hastalardan elde edilen ve -80°C’de dondurularak saklanan materyaller
kullanilmistir. Literatiirde viral yiikiin belirlenmesinde materyal saklama kosullari, saklama

stiresi ve bunlarin viral yiik tizerine etkisine dair fazla bilgi bulunmamaktadir.

Tez caligmasina dahil edilen hasta gruplarindan pozitiflik gortilen 10, 13, 21, 54 ve 59
numaral1 ornekler ALL, 34 ve 57 numarali 6rnekler ise HL tanis1 konulmus hastalardi. ALL
hastalarindan 10 ve 59 numarali 6rnekler, hastadan tedavinin 33. giiniinde toplandi ve EBV
yoniinden pozitif bulundu. Oysaki bu hastalarin tedavi oncesine ait numunelerinde EBV
saptanmadi. EBV pozitif olarak belirlenen 13, 21 ve 54 numarali ALL hastalar1 ile 34 ve 57
numarali HL hastalarinin 6rnekleri ise tedavi oncesinde (0. giin) toplanan 6rneklerdi. Bu
sonuclar dahilinde EBV’nin, immunosiiprese pediatrik hastalarda pozitif olabilecegi gibi

tedavi almayan yeni tanili hastalarda da pozitiflik verebilecegi goriildii.

Immiinokompetan ve immunosiiprese kisilerde farkli tedavi stratejilerini gerektirdigi igin-
EBV enfeksiyonlarinin tanisinda uygun ydntemlerin se¢imi énem arz eder. Immiinosiiprese
hastalarda tedavi zamani stratejiktir. EBV antijenin erken saptayan tanilar, tedavinin
izlenmesine olanak saglayan metod olarak tercih edilmelidir. Ancak boylece etkin bir tedavi
gerceklestirilebilir. Bu amagla EBV veya EBV DNA’si1 saptayabilen direkt tan1 yontemleri
de kullanilmaktadir. Immiinkompetan kisilerde ise EBV enfeksiyonu tamisinda serolojik
profilin belirlenmesi onemlidir. Tanida genellikle serolojik testlerden yararlanilan bu grupta,
EBV serolojisi biiyiik oranda degiskenlik gostermekle birlikte, sonuglart yorumlamak zordur
(Karadag Geggel 2011 ve Hess 2004).

Sehgal ve arkadaslarmin (2010) Hindistan’daki ALL tanili pediatrik hastalarda yaptig
caligmada hastalarin kanlarinda PZR ile EBV taramasi yapilmistir. Calisma sonuglarina gore
incelenen 25 6rnegin § tanesinde EBV genomu saptanmis ve EBV pozitiflik oran1 %32 olarak

hesaplanmistir. Sehgal ve arkadaslarinin (2010) kullandig1 primerler BamHI1-W bolgesine
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0zgiil iken bu tezde kullanilan ve basarili olan primer ise Gp220 bolgesine 6zgiildii. Bu tezde
incelenen pediatrik hasta kanlarindaki EBV pozitifligi %10.76 bulundu. Diinyadaki ve
iilkemizdeki diger arastirmacilarin elde ettikleri sonuglar ile bu tezden elde edilen sonuglarin
pozitiflik oranlar1 arasindaki farklar kullanilan yonteme, se¢ilen gen bolgesine ve incelenen
klinik 6rnegin tipine gore farklilik gosterebilmektedir. Bazi c¢alismalar, PZR ile vestern
blotlama arasinda teshiste farklilik olabilecegini de gdstermistir. Ornegin bir calismada PZR
ile %32 oraninda EBV pozitifligi belirlenirken aynm1 6rnekler vestern blotlama ile analiz

edildiginde EBV pozitifligi %20 olarak bulunmustur (Sehgal ve ark. 2010).

Ulkemizde yapilan bir calismada 56 tonsil dokusunda EBV, Parvoviriis B19,
sitomegaloviriis, herpes simpleks viriis, adenoviriis, BK virlis varligi real-time PZR ile
arastirtlmis ve bu viral etkenlerin arasinda en sik goriilenin %53.6’lik oranla EBV oldugu
belirlenmistir (Sahiner ve ark. 2014). Ayn1 calismada bazi hastalarda EBV ile Parvoviriis B19
ko-enfeksiyonu da saptanmistir. Ancak bu tez kapsaminda incelenen hastalarin higbirinde ko-

enfeksiyon belirlenmedi.

EBV’nin neden oldugu bir diger klinik tablo da nazofarengeal karsinomadir. Ulkemizdeki
retrospektifbir ¢alisma ile nazofarengeal karsinoma hastalarinin 6rnekleri immunohistokimya
ve in situ hibridizasyon ile incelendiginde 82 6rnegin 72’sinin (%87) EBV pozitif oldugu
belirlenmistir (Tatlt Dogan ve ark. 2016). Bu baglamda EBV pozitifliginin yiiksek ¢ikmasinda

analiz edilen drnegin ve aragtirma kapsamina alinan hastaligin 6nemli oldugu goriilmektedir.

Sudan’da Ahmed ve arkadaslarinin (2012) yaptig1 calismada pediatrik lenfoid ve myeloid
16semi hastalarinin tam kan ornekleri EBV yoniinden PZR ile LMP1 gen bolgesine 6zgiil
primerler ile incelenmistir. Hastalarin %36.3’linde EBV pozitifligi belirlenmistir. ALL
hastalarinin %42.6’s1, AML hastalarinin %33.3’i ve kronik myeloid 16semi hastalarinin %9’u
EBYV yoniinden pozitif bulunmustur. Cin’de yapilan benzer bir ¢alismada ise ALL hastalarinin
%40.9’u, AML hastalarinin %25.3’1 ve saglikli kontrollerin %5.4’ti EBV yoniinden pozitif
bulunmustur. ALL hasta gruplar1 kendi i¢inde incelendiginde ise, B hiicre ALL hastalarinin
%44.9 oraninda, T hiicre ALL hastalarinin %8.3 oraninda EBV yodniinden pozitif oldugu
belirlenmistir (Guan ve ark. 2017). Bu tez kapsaminda arastirilan ve EBV pozitif olan hastalar
ise ALL ve HL tanis1 konulmus hastalardi. Bu bilgiler dahilinde, arastirmaya alinan hastalarin
tanisinin farkli olmasinin da EBV varligimmin genis kapsamda incelenmesi igin énemli bir

nokta olarak goriildii.
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Yetiskin ve pediatrik Hodgkin lenfoma hastalarinin dokulart immunohistokimya ve in situ
hibridizasyon ile incelendiginde yetigkinlerin %31’inde ve pediatrik hastalarin %55’inde EBV
pozitif bulunmustur (De Matteo ve ark. 2003). Tezde incelenen Ornekler ise tamamen
pediatrik hastalara aitti, bu nedenle farkli yas gruplarindaki EBV varliginin kiyaslanmasi i¢in

iilkemizde daha genis ¢apta ¢alismalarin yapilmasi gerekliligi fark edildi.

KSHV DNA sekanslar1 kan, plazma, semen ve tiikiiriik gibi ¢esitli viicut sivilarinda tespit
edilebilir. Bunun yaninda enfeksiyonun esas olarak kontamine tiikiiriikk aracilig ile yayildig
goriilmektedir. KSHV aktive olmus B-hiicreler, endotelyal hiicreler, monositler (makrofajlar

ve dendritik hiicreleri kapsar) (Dedicoatve ark. 2004, Koelle ve ark. 1997).

Klasik KS'nin var oldugu Akdeniz popiilasyonlarinda ve c¢ocukluk c¢agi KS'nin oldugu
Sahra alt1 Afrika'da, KSHV'nin tiikiiriik yoluyla anne-¢cocuga bulagmasi bulagsma yolunun en
olast yoludur. HIV bulasmis escinsel erkeklerde, bulasma riskinin cinsel partner sayisiyla
iliskili oldugu durumlarda, muhtemelen en olast bulagsma yolunun da tiikiirik ile
gerceklesmesi olasidir. Bu epidemiyolojik iliskiler, KSHV'nin primer oral tiirevli epitelyal
hiicrelerde in vitro replike olabilecegi gozlemiyle uyumludur. Kan transfiizyonu veya
nakledilen organlar tarafindan KSHV iletimi belgelendirilmis olsa da, maliyet-yarar
analizlerine dayanan ¢ogu iilke henliz KSHV enfeksiyonu icin kan veya organ dondrlerini

diizenli olarak taramaz (Mesri ve ark. 2010).

KSHV tanisinda serolojik testlerden immiinofloresan antikor testi, immiinoblotlama ve
ELISA kullanilmaktadir. Molekiiler testlerden PZR ve real-time PZR kullanilmaktadir. PZR
icin hedeflenen genler farklilik gdstermektedir. ORFK1, ORFK2, ORF26, ORFK9, ORF72,
ORF74, K6 gibi farkli gen bolgelerine spesifik primerler ile PZR ¢alismalar1 yapilmistir (Pan
ve ark. 2001, Gogineni ve ark. 2013). Bu tezde, Cizelge 3.2°de gosterilen primerler
kullanilmig ve ORF73 gen bolgesi hedeflenmistir (Lallemand ve ark. 2000).

KSHV basta cinsel yol olmak iizere tiikriik ve yakin temas ile bulasabilmektedir. Ayrica
cok nadiren de olsa kan ve kan iiriinleri, organ transplantasyonu ile bulas1 da bildirilmektedir
(Dedicoat ve ark. 2004). KSHV diger herpesvirtisler gibi dokularda latent olarak kaldigindan,

iatrojenik immunstipresyon gibi viicut direncinin azaldigir durumlarda reaktive olarak gesitli
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klinik durumlara yol agabilir. Bu sebeple kazanilmis immiinyetmezlik sendromlu (AIDS)
hastalar ve organ transplantasyonu yapilan hastalar KSHV infeksiyonu agisindan risk
altindadir. AIDS'I1 hastalarda ve transplant alicilarinda transplantasyon sonrasi en sik goriilen
tiimor Kaposi sarkom’dur. Organ transplant alicilarda KSHV ile ilgili yapilan aragtirmalarda
siklikla Kaposi sarkom olgulari incelenmistir. Son zamanlarda KSHYV ile Kaposi sarkomu
arasindaki iligki net olarak ortaya konulduktan sonra arastirmacilar transplant alicilarinin
KSHYV seroprevalansini inceleyen arastirmalara yonelmislerdir. Kaposi sarkomu'nun endemik
olarak goriildiigii bolgeler ile KSHV seroprevalansinin yiiksek oldugu bolgelerde transplant
alicilarda Kaposi sarkomu daha sik ortaya ¢ikmaktadir. Simdiye kadar Tiirkiye'de Kaposi
sarkomlu olgular hari¢ toplumda transplant alicilarda ve immiinsiiprese 16semi ve lenfoma
tanili hastalarda HHV-8 seroprevalansi ile ilgili bir ¢alisma yapilmamistir. Yapilan bu tezde
33 pediatrik 16semi ve lenfoma tanist konmus hastalarin tedavi 6ncesi 6rnekleri ile tedaviyi
takiben immiinsiiprese olduklar1 33. giin drneklerinde KSHV viral etmeni arastirilmis ve

sonuclar negatif olarak tespit edilmistir.

Insan parvoviriis B19 viral yiikiin belirlenmesi igin ELISA veya immunfloresan testi
kullanilabilir. Ancak bu testler DNA testleri kadar duyarli degildir. PZR testi diger testlere
gore son derece Ozgiildiir ve duyarli bir yontemdir. PZR ile viriis dalakta, kemik iliginde,
degisik fetal organlarda ve amniyon sivisinda tesbit edilebilmektedir (Heegaard ve Brown
2002, Doymaz 2000).

Parvoviriis B19, insanlarda kiiresel ve yaygin bir enfeksiyoz patojendir. Parvoviriis B19'a
kars1 yoneltilen IgG antikorlarinin prevalansi 1 ila 5 yas arasindaki ¢cocuklarda % 2-15, 6-19
yas arasi c¢ocuklarda %15-60, yetiskinlerde %30-60 ve geriatrik popiilasyonda %85'ten
fazladir. Dogurganlik c¢agindaki kadinlar, yillik %1.5'uk bir sero doniisiim oranini
gostermektedir. Genel popililasyonda antikor yaygin olmasina ragmen, viremi veya viral
DNA'min varlig1 nadirdir. Parvoviriis B19 serolojisi ve viremi ile ilgili pek ¢cok caligmanin
aksine, saglikli bireylerin Parvoviriis B19 DNA'sinin varligi hakkindaki bilgiler sinirlidir. Bir
caligmada 45 (%9) saglikli kemik iligi vericisinin 4'iinde Parvoviriis B19 DNA's1 bulunmus ve
bir digerinde 13 kemik vericisinin kemik iliginde Parvoviriis B19 DNA's1 olduguna dair bir

kanit bulunamamistir (Heegaard ve Brown. 2002).
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Immiin eksikligi olanlarda kronik parvoviriis B19 enfeksiyonunu ve viral yiikii géstermek
0zgiil antikorlarin ge¢ olusmasindan dolayi zor olabilir veya hi¢ gosterilemeyebilir. Hastaligin
tanisinda kemik iligi materyali kullanmak viral yiikiin tespiti agisindan daha dogru olacaktir.
Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda, kemik iligi yetersizligi nedeniyle nétralize edici bir
antikor yanit1 olusturamayan Parvoviriis B19 enfeksiyonu, kronik anemiye neden oldugu gibi
akut lenfatik 16semi (ALL), akut miyeloid 16semi (AML), kronik miyeloid 16semi (KML),
Burkitt lenfomasi1 (BL), Wilms tiimorii (WT), kombine immun yetmezlik sendromu (SCID)
gibi hastaliklar1 yakalanma oranini artiran viral bir etken oldugu bilinmektedir (Heegaard ve

Brown 2002).

Insan parvoviriis B19, DNA yapisinda, replikasyon igin eritroid nciil hiicreleri secen bir
viriistiir. Eritema infeksiyozuma, kronik hemolitik anemisi olanlarda aplastik krizlere, immiin
eksikligi olanlarda kronik enfeksiyona sebep olabilir ayrica immiin olmayan hidrops fetalisin
etiyolojisinde yer almaktadir. Human parvovirus B19'un klinik genisligi icerisinde birgok
calismanin yiriitildiigi alan Aplastik anemili hasta grubudur. Bu tez ¢alismasinda pediatrik
33 hasta grubunun tedavi oncesi ve sonrasi 6rnekleri incelendi. Bu tez dahil edilen 65 6rnek

icin parvovirlis B19 viral etmeni arastirildi ve pozitiflige rastlanilmadi.

Ulkemizde kanser tamli cocuklarda parvoviriis B19 viral etmenine dair ¢alisma
bulunmamaktadir. Genel olarak literatiirde bu oran yetigkinlerde %40-65 arasinda
degismektedir (Yarkin 1999, Murray ve ark. 1998). Cek Cumhuriyeti’nde yapilan bir
caligmada 15 yas tistli populasyonda %53,3- %57,7 arasinda pozitiflik saptanmistir (Sodja ve
ark. 1995). Bu tezde ise 16semi ve lenfoma hastalarina ait tam kan ornekleri kullanildi.
Losemi ve lenfoma tanili hastalar immunsiiprese hastalar oldugundan viral etken tespiti
olduk¢a zordur. Bu tezde aplastik anemi ve talasemi hastalar1 ile tekrari durumunda

parvoviriis B19 tespit edilebilecegi diistiniildii.

Sonug olarak bu tez ile pediatrik 33 hastaya ait toplam 65 tam kan 6rneginde HTLV-1,
Kaposi Sarkoma Herpesvirlis, Parvoviriis B19 ve Epstein-Barr viriis viral etkenleri arastirildi.
HTLV-1, Kaposi sarkoma herpesviriis ve parvoviriis B19 yoniinden tiim o6rnekler negatif
olarak tespit edildi. Sadece 6rneklerin 7 tanesinde Epstein-Barr viriis hem PZR hem de real-
time PZR ile pozitif olarak saptandi. Pozitif 6rneklerin sekans ve filogenetik analizleri
sonucunda, elde edilen izolatlarin farkli oldugu tespit edildi. Kanser ile EBV iligkisi ¢oguk

hastalarda gosterilmek ile birlikte daha detayli caligmalara ihtiya¢ duyuldugu belirtildi.
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