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GIRIS VE AMAC

Kanser hastaligr cok faktorli bir hastaliktir., Etiyolojisinde genetik, immiino-
Tojik, hormonal, metabolik, diyetsel birgok i¢ kaynakli faktér ro] alabilegegi
9ibi radyasyon, kimyasal maddeler ve viruslar gibi d1s kaynakli fakttrler de
rol alabilmektedir. Neoplastik hastaliklarin orijini ve gelisiminde viruslarin
roti oldugu konusu, buglin slirekli arastirilan alanlardan birisidir. Primat kan-
serlerinin de bulundudu bircok memeli kanserleri ile baz1 virus tiplerinin i-
Tiskisinin bulundugu bilinmektedir, fakat dodal kosullarda timdr patogenezisi
ve etiyolojisinde viruslarin rollnii direkt olarak gdstermek oldukca zordur.
Tum3r patogenezisinde ve etiyolojisinde viruslarin roli iizerinde calisilan

bir biyolojik bilim dalt haline gelen viral onkoloji (oncovirology) gelisti-
rilen bircok immUno1oj1k ve biyokimyasal metod araci11d1 ile virus - tiimor

11iskisi lizerine delil getiren konulari ortaya ¢ikarmaya calismaktadir.

Bu amag¢la viral onkoloji calismalari igin epidemiyolojik arastirmalar yap1limak-
tadir. Sadece klasik epidemiyolojik metodlarla Gzellikle insan timérlerinin vi-
ral orijini konusunun aydinlatiimasi sinirly kalmaktadir, Viral onkoloji calis-
malar1 icin elektron mikroskobu metodlar1 da gerekli inceleme kolayligini sag-
layan tekniklerdir. Viruslarla indiiklenen timtrlerin hepsinde viral partikiille-
rin goriilmemesi yiizlinden sadece elektron mikroskobu g¢alismalar1 da yeterli gel-
memektedir. Ayrica tiUmorierde yalnizca viral partikiilleri gormek de etiyolojik

agidan viruslarin etken oldufunu kanitlamaya yetmemektedir.

Viruslarla indiiklenen timtrlerde elektron mikroskobu ile gorilmeyen viral anti-



jenler, tuimor - virus iliskisi konusunda Uzerinde onemle durulan bir parametre-
dir. Bu antijenler ya virus partikillerinin komponentleridir ya da virusa ait
genetik materyalin kodlad1gi ama yapisal olmayan viral proteinlerdir. Bu anti-
Jenlerin tiimdr gelisimini ne sekilde etkiledikleri, lizerinde en ¢ok calisilan
konulardan birisidir. Tumdr dokularinda mevcut olan bu tir viral antijenlerin
variiginin saptanmasi konusunda en yaygin teknikler ise imminfloresans ydntem-

Teridir.

EBY (Epstein - Barr Virusu), varliginin kanitlandigdt giinden beri BL (Burkitt
lenfomas1) basta olmak lizere NPC (nazofarengeal karsinoma) ve diger bazi len-
foproliferatif hastaliklarin etiyolojik ajani olabilecedi konusunda dikkatle-
ri ¢ekmistir. Bu hastaliklarda yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalarla virus
ile olan ilgi gosterilebildigi gibi, timdr hlcrelerinde de viral antijenlerin
ve Ozellikle viral genomun varlidini kanitlayici EBNA {(Epstein - Barr cekirdek
antijenleri) ‘nin gésterilmesi EBV ‘nun bu tiimdr tipleri ile olan ilgisi konu-

sunda dikkat ceken durumlardir.

Bizim calismamizda da ; EBNA 'nin varligini gdstermek i¢in yaygin olarak kulla-
nilan ACIF (anti - kompleman immiinfloresans) teknigini kullanarak, lenf nodu
biyopsisi yapilan cesitli lenfomal1 ve diger lenfoproliferatif hastalid1 olan
hastalarin biyopsi hiicrelerinde, EBNA ;nin var11g1h1 incelemek, tani kriteri
olarak bu teknidi hastanemizde siirekli uygulama alanina getirmek ve lilkemizde,
ileride bu hastaliklarla ilgili olarak yapilacak etiyolojik arastirmalar ig¢in

baslangi¢ teskil etmek, amac edinilmistir.



GENEL BILGILER

Kanserin viral etiyolojisi konusundaki i1k bulgular 1908 yilinda Ellerman ve
Bang tarafindan tavuk 10semi virusu, 1911 y1linda da Rous tarafindan tavuk sar-
koma virusunun gosterilmesidir. Bu ca11;ma1ar1 1932 y1linda Shope 'nin yabani
tavsanlarin deri fibroma ve papillomalarinda, 1934 yilinda Lucké 'nin kurbaga
bobrek adenokarsinomalarinda viruslarin indiikleyici rol oynadiklarini gdsteren

calismalart izlemistir. Bittner 1936 y1linda fare meme kanseri virusunu, Gross

1951 y1linda fare 18semi virusunu tan1m1am1s1ard1r1.

GlnUmize kadar onkolojik potansiyeli Uzerinde en cok durulan DNA viruslari
Adeno viruslar, Herpes viruslar, Papova viruslari gruplarina aittirler. Onko-

Jenik potansiyesi olan RNA viruslarir ise Retro viruslar grubuna dahi]dir]er1.

Viral onkogenez mekanizmalarinin aydinlatiTmast icin DNA viruslar oldukca iyi
hode]1er olusturmaktadirlar. Bunlardan Papova viruslart ailesine ait Polyoma
virusu, SV40 (Simian virus 40) virusu, SV40 benzeri (BX ve JC viruslari) vi-
ruslar ve Papilloma viruslari onkojenik kapasiteleri in vitro ve in vivo ola-

rak en cok incelenmis virus]ard1r1—3.

Papilloma viruslart cesitli memelilerde ve insanda, deri ve mukozalarda benign
papillomalara neden o]maktadvr!ar4. S1girlarda ve tavsanlarda etkili Papilloma
virusu tiirleri, yardimci faktorlerin de eklenmesi 1ile mezensimal kokenli ma-

Tignant timor gelisimine yol acarTaré. Deri papillomalarinda virus enfeksiyo-

nundan sonra, dermal bagd dokusunun proliferasyonu baslamakta, bunu takiben



epidermisin hiperkeratinizasyonu gﬁrU]mekted1r1. Bu tabakalarda, viral kapsid
antijenleri ve virus partikiilleri elektron mikroskobu ve immiinfloresans teknik-

lerle saptanabilirler. Fakat Papilloma viruslarini hiicre kiiltiirlerinde lretmek— —
mumkiin olmad1d1 i¢in calismalar hasta materyalleri ile sinirly ka1maktad1r4.
Papillomalarin benign karakterli olanlari bir miiddet sonra konakginin immin

mekanizmalari yardimi ile kendiliginden yok 01maktad1r1-4.

Polyoma virusu ise yabani ve Taboratuvarda iiretilen fare popiilasyonlarinda yay-
gin olarak rastlanan bir virustur. Yeni dodmus farelere enjekte ediidiklerinde
cesitll tipte tlimiriere neden olurlar. Yapisal ve morfolojik olarak SV40 viru-

suna benzerlik gﬁsterir]er1.

SV40 virusu ise i1k defa polio virusu Uretiminde kullanilan Rhesus maymunu bob-
rek hiicre kiltlirlerinden izole edilmis, Afrika yesil maymun bobrek hiicrelerin-
de sitopatik etki yapti1g1 gdsterilmis bir Papova virusudur. Yeni dodmus hams-

terlerde sarkomalara neden o?maktad1r1.

Insanda BK yirusu ve JC virusu olarak bilinen ve izole edildikleri hastalarin
isimleri ile adlandirilan bu iki virus da SV 40 virusuna benzerlik gﬁsterirs.
BK virusu normalde insanda oldukca yaygindir, immin bask1 altindaki hastalarin
idrarlarinda da bol miktarda bulunmaktadir. BK viruéunun yeni dodan hamsterler-
de malign timdrler olusturdudu ve in vitro olarak hiicre kiltirlerinde (tavsan
bdbredi, maymun bdbredi, sican hiicreleri, Rhesus maymunu ve BHKZ21 hamster hiic-
relerinde) tranéfbrmasyon yaptidi gﬁsteri?mistir5. JC virusu i1k defa prog-

ressif multifokal 16koensefalopatili hastalarin beyin dokularindan elde edil-



mistirs, Bu virus da yeni dodan hamsterlerde oldukca onkojeniktir. Owl maymun-
Tarina enjekte edildiginde beyin timdrlerine neden olmaktadir. Hicre kiltiirle-
rinde transformasyon yaptid1r gosterilmemis ama JC virusunun indiik1edigi hams-
ter timorlerinden kurulan hiicre dizilerinde JC virusuna dzgii bi: timor anti-

Jjeni gﬁrU]mUstUrS.

SVA0 virusunun, Polyoma virusunun, SY40 benhzeri BK ve JC viruslarinin enfekte
ettikleri hiicrelerde imminpresipitasyon ve immiinfloresans yontemleri ile goste-
rilen ve birbirlerine benzer yapida olan timdr antijenleri bulundurduklar sap-
tanm1st1r1. Tumdr antijenleri (T antijenleri) biiyiik, kiiclk ve orta T antijenle-
ri olarak molekiil agirliklarina gore ad]and1r111r1ar1. Bunlardan bliyik T anti-
Jeninin ¢ift iplikli DNA 'ya baglanma ©zell1i§i, kiclik t antijeninin de protein
kinaz aktivitesi gbsterdigi bi]inmektedirt. Enfekte hiicreler ayrica perinikleer
U antijeni, hiicre ylizeylerinde timdre 6zgii transplantasyon antijeni (TSTA) ve
tumore 0zgl ylizey antijeni (TSSA) icerir1er1.
Adeno viruslar insanda akut solunum yolu enfeksiyonlarina sebep olan ve sik gd-
rulen viruslardandire. Insandan baska kedi, kiopek, sigir, maymun, kus gibi bir-
¢ok omurgall hayvana HzgU tiirleri de vardir. insan Adeno viruslari hamster ve
s1can fibroblast kiiltirlerinde transformasyon yaparIars. Baz1lar1 yeni dogdmus
hamsterlere enjekte edildiginde timdr olustururlar. Transformasyon gériiTen
hiicrelerde virus genomunun hepsi veya bir kisminin hiicresel DNA 'ya integre
oldudu gerlmUstUrs.'Bu hiicrelerde de 58 KD molekiil agirlidinda bir tiimsr an-
tijeni bu1unurT. Adeno viruslarin insanda yaygin olarak gorilmesine karsin,

transforme edici aktiviteleri gﬁrU]memist1r1’6.



insan ve diger bircok omurgalir hayvanda bazi malign tUm6r1er1n indiiksiyonunda,
EBY 'nun da Uye oldudu Herpes viruslari grubuna ait viruslarin roll oldugunu
destekleyen kanitlar giin gectikce artmaktadir, Herpes viruslar grubu ic¢inde
yer alan onkojenik potansiyeli olan viruslar ¢odunlukla lenfatik dokulari he-
def alirlar. Bunun yaninda [enfatik doku disinda etkili tirieri de vardir.
Herpes viruslarinin da transformasyon yapma mekanizmalari lizerinde bilgileri-

miz heniiz yeterli diizeyde dedildir, arastirmalar devam etmektedir.

Bu viruslardan Marek hastaligi virusu (MDV) kiimes hayvanlarinin sinir, icorgan-
lar, kas ve derilerini tutan bir tiir lenfomaya neden olur7‘8. Hastaltk T hiic-
relerinin tutulmas1 ile karakterizedir. Kimes hayvanlari arasinda hava yoluyla
bulasan, yatay (horizontal) gecisli bir virustur. Bir Herpes ?irusunun neden
otdudu kesin olarak ispatlanms dodal olarak bulasan bir kanser olmasinin yani-

sira, asilama ile onlenebilen ilk kanser tlrii olmasi ydnleri ile 6nem1idir7’8.

Leopar kurbagdasi (Rana pipiens) 'nin Lucké tlmdri olarak adlandirilan renal
adenokarsinomasinin nedeni de bir Herpes virus olan Lucké Herpes virusudur
(LHV)g. Diger onkojenik Herpes viruslarin tersine lenfoid sistem disinda et-
kili olup karsinomalar meydana getirirler. in vivo laboratuvar calismalari ile
tumor1U dokulardan izole edilen virusun sadlikli kurbagalarda renal adenokar-

sinomalara neden oldudu gdru1mektedir9.

Onkojenik Herpes viruslarinin bazilari insan disi primatlar arasinda da olduk-

¢a yaygindir. Bunlardan HVS (Herpes virus saimiri) ve HVA (Herpes virus ateles),

dogal konakgist yeni diinya maymunlari olan T lenfotropik virus1ard1r10’11.



HVS squirrel maymunlarindan {Saimiri sciureus) ve HVA spider maymunlarindan

(Ateles species} izole edilmislerdir. HVS ve HVA verildiginde cotton - topped
marmoset maymunlarinda ve owl maymunlarinda dldiiriici lenfoproliferatif hasta-
Tiklara neden olurlar. HVS ve HVA in vitro sartlarda T lenfo3itleri lzerinde

etkili olup onlari transforme etme yetenedine sahiptir]er1ﬂ’11.

Insan Herpes viruslari icinde onkejenik etkilerinden bahsedilen bir virus olan
CMV (sitomegalovirus), genito iriner sistemde ve 1okositlerde kalic1 (persistent)
veya latent enfeksiyon seklinde bulunabilen ve 0zellikle immlin bask1 altindaki
hastalarda akut tekrarlamalara neden olan bir insan Herpes virusudur12. Kolon
kanseri, prostat kanseri, servikal kanserler, Kaposi sarkomu gibi bircgok insan
kanserlerinde timor dokularina ait hiicrelerde CMV suslari, antijenleri veya

DMNA 's1 buTundugu gﬁsterilmistir12

. Uzellikle Kaposi sarkomunda ve prostat kan-
serlerinde, hastalarda CMV 'na karsi antikor cevabi ve hlicresel imminite ge-
1ismekted1r12. Hamster embriyo fibroblastiarinda ve primer insan hiicrelerinde

in vitroda insan CMV 'u ile transformasyon o1usturu1maktad1r12.

Kadinlardaki kanserlerin % 10 'unu olusturan serviks kanserleri etiyolojisinde
CMV disinda HSV (Herpes simpleks virus) tip II de diisiinilmektedir. Buna ser-

vikal kanserli hastalarin Papanicolaou yaymalarinda bu virusla hiicresel &zel-
Tikleri dedistiriimis hiicrelerin gorilmesi yol acmrst1r13. Ayrica serviks
kanserli hastalarda HSY tip II ‘ve karsi antikorhdUzey1eri yUkse]mektedir13.
Hasta dokularinda immiinfloresans calismalari ile virus anfijenlerinin gdriil-
mesine ragmen hiicrelerde viral niikleik asit oldugunu gdsteren veriler yeter-
14

sizdir ", HSV tip I ve II in vitro sartlarda hamster doku kiltliri hiicrelerini



transforme ederler. Bu hilicreler hamsterlere verildiklerinde metastaz yapan tii-

mérlere yol acmaktad1r1ar13’14.

Viruslarin timér olusumunu indiikledikleri dokularda ve in vitro sartlarda virus-
laria transforme edilen hlicrelerde viruslara ait antijenler goriilmektedir. Bu

antijenler timor olusumu sirasinda ortaya ¢ikan proteinler olarak virusa gzgul-
dUr1er15’16. Hem hlcre yiizeyinde, hem de hiicre i¢inde bulunabilen bu viral ti-
mor antijenlerinin ortaya ¢ikmasi, timdr olusan hiicrelerde genomik seviyede

meydana gelen dedisiklikler hakkinda bilgi vermeleri acisindan onemlidir. Ko-
nak¢1 immiin sistemi i¢in antijenik olan bu viral proteinlerin hicresel trans-
formasyonda rolleri oldugu dusiniilmektedir. Bu islemlerini baz1 hiicresal pro-
teinlerTe kompleksler olusturarak yerine getirdikleri hakkinda gorusler var-

dir. Bu konuda Gzellikle dikkati ceken bir protein p53 hiicresel prote1n1d1r16.

Hicresel proteinler viral proteinlerin posttransiasyonal diuzeydeki modifikas-

yonlari i¢in gerekmektedirler.

Viruslarila indiklenen timor tiplerinde rastlanan cesitli viral antijenler gibi,
bir¢ok baska tiimor tipinde de, hiicrenin transformasyonu ile ilgili olarak, de-
disen ve nedeni bilinmeyen gen ekspresyonundaki farkliliklara baglt olarak, ce-
$it11 tiplerde antijenik yapilar ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan en iyi bilinen-
Teri alfa - fetoproteinler ve karsinoembriyonik antijenler gibi onkofstal an-

tijen]erdir17

. Normalde sadece fotal hayatin belli devrelerinde ortaya cikan
bu antijenlerden alfa - fetoproteinler karaciger kanserlerinde, karsinoembri-
yonik antijenler de kolon kanserli hastalarda tekrar ortaya c¢ikmaktadirlar.

Bu antijenlerin serum dizeylerinin &l¢iitmesi klinik takipte yarar11d1r17‘18.



Onkof§tal antijenlerin rutin klinik teshislerde yararla bilgiler vermeleri gibi
etiyolojisinde viruslardan siphelenilen kanser tiirlerinde de viral antijenierin
varltiklarinin biyokimyasal ve imminolojik ysntemlerle saptanmasi tani ve teda-
vide yararli olmakta, hiicrelerin trénsformasyon nedeni vg transfaormasyon sekli
konusunda molekiiler diizeyde bilgilerimizi arttirmak icin gerekmekted1r15. Buglin
her tirll timbre ve viruslara bzgii antijenlere kars1 elde edilen monoklonal an-
tikorlardan tani, tedavi ve metastazlarin aranmasi igin yararltanmanin yollarm

arast1r11maktad1rl7.

EBY ise insanda, ilgili bulundugu timdr tipleri, transformasyon yapici etkisi
ve Gzellikle de etki ettigi hiicrelerde ortaya cikardigi EBNA (Epstein - Barr
cekirdek antijenleri) ile en cok dikkati ceken, insanda etkilj Herpes grubu

viruslardan birisi durumundadir.

EPSTEIN - BARR VIRUSUNUN OZELL1KLERt

YAPISAL IMCELEMELER tCIN KULLANILAN ViRUS KAYNAKLARI

Epstein - Barr virusunun dzelliklerini ince}emek icin cok miktarda virusa ge-
rek duyuimaktadir. Bu amacla kullanilan en iyi kaynaklar EBV Uretimi }apan U-
retken (producer) lenfoblastoid hiicre dizileridir. Burkitt lenfomali hastalar-
dan saglanan biyopsi parcalart kullanilarak virus tretimi yapan birgok lenfob-

19-21 "5y tiretken hiicrelerden saglanan vi-

Tastoid hiicre dizisi tretilmektedir
ruslarla veya enfeksiydz mononiikleozisli hastalarin bogaz‘ca]kant1 suyundan
salanan viruslarla in vitro sartlarda oTlmslizlestirilebilen ve s1n1rsiz ire-

me yetenegi kazanan pekcok B lenfoblastoid hiicre dizileri de bulunmaktadir.



Buntardan P3HR-1 hiicre dizisi Afrika Burkitt lenfomasi kikenlidir. Jijoye hiicre
dizisinin bir alt susu olarak iretilmistir. Bu hiicrelerde transformasyon kapasi-
tesi olmayan olgun virus partikiilleri salinim yap11maktad1r19. B95-8 Uretken
Tenfoblastoid hiicre dizisi de virus saglamak amac1 ile cok kullanilan bir kijl-
turdir. Marmoset maymunu Tenfosit hiicrelerinin, in vitro sartlarda enfeksiytz
mononUkTeozis]i bir hastanin bojaz calkantt suyundan alinan viruslarla trans-
forme edilmeleri sonucunda iliretilmislerdir. Devamli olarak transformasyon ka-
pasiteli EBV salinimi yapan bir hiicre dizisidirZl. Oretken hiicre dizileri i
¢inde morfolojik calismalarda virus kaynad1l olarak kullanilan hiicre dizile-
rinden bir dideri de EB hiicreleridir, Bu hiicreler de Afrika Burkitt lenfomas1
kokenli iiretken tenfohlastoid hUcrelerdir21. Uretken oTmayan {(non - producer)
EBV genomu pozitif lenfoblastoid hiicre dizileri de virus calismalari i¢in kay-
nak olmaktadir. Viral genomun latent olarak bulundugu kanitlanmis bu hiicreler-
de baz1 kimyasal maddelerin veyadEBV ‘nun 1lavesinden sonra olgun virus par-

22-25

tikiili sentezi baslamaktadir . Raji hiicre dizisi virus lretiminin bu se-

kKilde indiiklenebildigi EBY genomunu latent olarak saklayan, Afrika Burkitt

Tenfomas1 kSkenli bir dizidir®,

EPSTEIN - BARR VIRUSUNUN YAPISI VE OREMESL

EBY sekil ve kimyasal kompozisyonu ile Herpes viruslari grubuna dahildir. Cift
iplik1li dogrusal bir DNA olan niikleik asidinin iizerini 162 kapsomerden olusan,
ikozahedral simetrili bir kapsid sarar._NUk]eokapsidinin etrafini konakg

22’28. EB-3 hilicrelerinde elektron mikros-

membrantarindan alinms bir zarf Grter
kobu ile yapilan incelemelerde hiicre gekirdeginde ve sitoplazmada goriilen hek-

zagonal profilli olgunlasmamis partikiiller 75 - 80 milimikrondur. Ayn1 hiicre-

10



Terde icleri bos partikiiller yaninda, iclerinde yuzilk seklinde veya merkezi yo-
gun bolgeler seklinde kor bolgeleri gorilen olgunlasmamis partikiiller, viral
zarf ile birlikte 110 ~ 120 milimikron ¢apl1 olgun virus partikiiTTeri de bir-

9_31. Yapilan biyokimyasal analizler sonucunda EBV 'nun

arada gﬁrU]ebi]irlerz
zarf proteinlerinin Herpes simpleks virusuna benzedigi, zarf yapisinda bulunan
33 polipeptidin ortalama 28 - 290 KD molekijl agirliginda oldugu, niikleokapsid
proteinlerinin de % 40 '1nin ortalama 160 KD molekil adiriikl1 polipeptidler-

32_34. B95-8 marmoset maymunu liretken lenfoblastoid

'den olustudu saptanmistir
hiicre dizilerinden sadlanmis, EBV olgun virus partikiilTeri DNA 's1 lzerinde
kis1tlayict endoniikleaz enzimleri ile yapilan haritalama calismalart sonunda
dort ayr1 bolge gosterilmistir. Bunlar sirasiyla, 1 x 104 KD uzunlugundaki
ki1sa bolge, 2 x 103 KD uzunlugunda 3 - 10 kez tekrarlayan ic tekrar bdlgele-
ri, 8 - 87 x 104 KD uzunludundaki uzun bdlge ve 3 x 102 KD olan, 1- 10 kopya
halinde bulunabilen u¢ tekrar bﬁlge]eridir35. EBV 'nun B95-8 hiicrelerinde i-
reyen susunun yapilan sekans calismalari sonunda 172.282 baz ciftinden olusan

niikleotid dizileri belirlenmistire,

Uc bdlgelerde bulunan ve tekrarlayan bazlardan olusan kisimlar EBV DNA 's1nin
£ 1 'ini teskil ederler. Viral DNA bu boTgelerden birlesip kovalent baglar

kurarak dairesel formlar 01usturur37’38

. EBY ile transforme edilmis hiicreler-
de viral DNA 'nin epizomal DNA 'lar olarak, bu dairesel formlarda coklu kop-
yalar halinde bulundugu gdriilmektedir. Raji hiicrelerinde epizomal viral DNA
miktar1 hiicre basina 50 - 60 viral genom, enfeksiyGz mononiikleozisli hasta-
larin lenfositlerinden elde edilmis hiicre dizilerinde de 10 - 40 viral geﬁOm

39-42

arasindadir . EBV ile transforme edilmis hiicrelerde epizomal DNA formlari

3



disinda hiicresel DNA 'ya integre olmus viral genom da bultunmaktadir. Nikleik

- asit hibridizasyon ydntemleri ile nitroselluloz iizerinde radyoaktif isaretli
komplementer RNA (cRNA)-DNA hibridizasyonlari yaninda, klonlanmis radyoaktif__
isaretli EBV DNA 'lari kullanilarak hiicre yaymalarinda gbsterilebilen DNA-DNA
hibridizasyonlarinin yardimt ile viral genomun varligl saptanabi1mektedir43-45.
Integre viral DNA 'nin blyUk1Udlu ve integrasyon icin hiicrelerde hangi DNA bG1-
gesinin tercih edi1di§i konusunda arastirmalar stirdirilmektedir. Bu konuda ya-
p1lan bir calismada Namalwa Burkitt lenfomast hiicre dizisi hiicrelerinde dort
numaraly kromozomlarda EBY ile ilgili homolog bblgeler saptanmistir. By bol-
gelerin EBY DNA 'sinin liciincli i¢ tekrar bolgeleri ile homoTloj1i gbstefdigi gtz-
1enmistir46; Burkitt lenfomasi hiicrelerinde gtriilen 8. kromozomun 2, 4, 22 nu-
maral1l kromozomlarla yapti§i karakteristik resiprokal translokasyon ile EBY
DNA 'stinin integrasyonu arasinda bir ilgi gﬁsteri]ememistir46'50. EBV 'nun
dodal kaynagi enfeksiysz mononUk]eoziéTi hastalardir. Enfeksiy6z mononiikleo-
zis1i hastalarin bogaz ca]kqnt1 suyunda bol miktarda EBY bu]unmaktad1r51_53.
Bu nedenle bd]asmalar damlacik enfeksiyonu ile olmaktadir. Olgun virus parti-
kilTeri enfeksiyon icin lenforetikiiler sistemin B tipi Tenfositlerini tercih
eder]equ. Bu sinirlama reseptdr seviyesindedir. Virus DNA ‘si mikroenjeksi-
yonla veya transfeksiyonla aktarildidinda veya yapay (artificial) viral re-
septdrierin ilavesinden sonra cesitli tipte hiicrelerde virus replikasyonu ve

55-59 gy resept6r1eri.1énfosit gruplary iginde sa-

ekspresyonu goriiimektedir
dece B hiicrelerinde bulunmaktadir, T hiicreleri bu nedenie enfekte edilmemek-
tedir. In vitro sartlarda lretilen, EBY genomu bulunduran biitin lenfoblastoid
hiicre dizi]erin&e B hiicre ylizeyi 6zellikleri gﬁrU]mektedirGD_yU. Hedef hlicre-

lerde EBV resepttrierinin durumlar: komp1eman-resept6r1eri ile yakindan ilgi-
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Tidir. EBV enfeksiyonlari d¢in hiicre ylizeyinde 3 kompleman reseptorlierinin bu-
lunmas1 gerekmektedir. Bu durum EBV reseptdrlerinin kompleman reseptérleri ile

yakin yerlesimleri ve yapl benzerlikleri ylziinden o]maktad1r69’70

. EBV, enfekte
ettigi hlicrelerde kal1ic1 (persistent) enfeksiyon y;pmaktad1r. Latent enfeksiyon
dgnemine gecmedigi dénemlerde 1itik {productive) enfeksiyon siklusu gorilmekte-
dir., Virus Uretiminin yap1ldig1 litik enfeksiyon donemlerinde EBV 'nun repli-
kasyon siklusunu, uygun hiicre sistemi olmadi§s igin in vitro sartlarda, basin-
dan sonuna kadar izlemek zor olmaktadir. EBYV 'nun replikasyon kademelerini iz-
lemek amac1 ile virus Uretimi i¢in uyarilmis, EBV genomu pozitif lenfoblastoid
hiicre dizilerinden yararlaniimaktadir. P3HR-1 hiicrelerinden saglanan viruslarla
enfekte edilen Raji hiicrelerinde virus salinimt baslatilarak replikasyonun hem

erken hem de ge¢ fazlar iz?enebiimektedir71

. SUperenfeksiyon sirasinda yapilan
gozlemlere gdre EBV, tutundugu reseptdr bélgesinden fiizyon ile, niikleokapsid
olarak alinir. Gegis sirasinda viral zarf, hiicre membrani iginde kaybolur. Na-
diren viropeksis mekanizmalari ile hilicre membraninin iceri cokmesi seklinde
(invaginasyon) virusun sitoplazmaya girmesi mimkiindiir. Sitoplazmaya giren niik-
Teokapsidin yiki1Tmas1 sonucu ayrilan viral DNA cekirdek zari porlarindan iceri
girer ve replikasyon islemleri cekirdekte devam eder. 0lgun virus partikiille-
rinin ¢ekirdekten ¢ikmalari enfeksiyonun yedinci saatinden sonra baslamaktadir.
Elektron mikroskebik takiplerde, cekirdek membranindan, golgi ve sitoplazmik
vezikiil membranlarindan zarf alan partikiillerin yah1nda cekirdek zarinin mitoz
nedeni ile dagilmas1 sonucu ¢ekirdekten zarf alamadan ¢ikan ve hiicre membra-
nindan zarf alan olgun partikiller de goriilmektedir. Bu islemler siiresi iginde

hiicrelerde Gzellikle EA (erken antijenler) ve YCA (viral kapsid antijenleri)

bulunduju saptanmaktadir. EBV da digjer Herpes viruslarda oldugu gibi repli-
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kasyon siklusunun basinda viral DNA sentezi icin gerekli enzimlerin yapiminmi
bas]atir. Bu hiicrelerde DNAaz ve timidin kinaz enzimleri aktiviteleri yaninda
yeni viral DNA polimeraz enziminin sentezi de g@rilir 72-75. Sentezi yapilan
yeni viral DNA polimeraz, kromatografi dzellikleri, tuz hassasiyeti, sicakliga
duyarltilik ve kimyasal inhibitorlerden etkilenme gibi konularda hiicresel DNA

polimeraz enzimlerinden fark11d1r?3.

Viral DNA polimeraz konusunda dikkati ceken bir durum epizomal formlarin repli-
kasyonu konusundadir. Clinkl lretken olmayan hiicre dizilerinde viral DNA poli-
meraz aktivitesi goriilmez ve epizomal formlar hiicrenin S fazinda hiicresel DNA

polimeraz arac111§1 ile replike oluriar’2776,

EBV ILE IN ViTRO LENFOPROLIFERASYONUN INDUKLENMESt

Epstein ~ Barr virusunun en Onemli biyolojik dzelliklerinden birisi fotal kord
kan1 B hiicrelerini, seronegatif veya pozitif kisilerin dolasim kani B hiicrele-
rini in vitro sartlarda llmstizlestirerek (immortalization) devamli ireyen hiic-
re dizileri haline getirebilmesidir. Normal insan dolasim kani lenfositleri in
vitro sartlarda devamli lreyen hilicre dizileri haline getiri]ememektedir78-82.
Insan d1s1 primatlardan yeni dUnyé maymunlarinin (squirrel, cotton - top, owl,

cebus cinsi maymunlar) dolasim kan1 B lenfositleri de EBV ile transforme edilip

devamli hiicre dizileri halinde in vitro sartlara adapte o]abilmektedir]er83'85.

EBV 'NUN INSAN DISI PRIMATLARDA DENEYSEL KARSINOJENIK ETKSt

Epstein - Barr virusu owl maymunlarina ve marmoset maymunlarina inokiile edil-
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dijinde gldlrici, malignant retikiiloproliferatif hastaliklara neden olmakta-

r86-9?. Olusan timdrler monoklonal tipIidirgU. Tumgr materyallerinde EBY

88,89

d1
DNA "s1 bulunmaktadir

EPSTEIN - BARR VIRUSUNUN EPIDEMIYOLOJiS! VE ENFEKS1YONLARI

Epstein - Barr virusu hem insanda hem de diger primatlarda tnemli lenfoproli-
feratif hastaliklarin etiyolojik nedeni olarak bilinmektedir. Bugiin insanda
Burkitt Tenfomasinin, nazofarengeal karsinomanin ve enfeksiytz mononiikleozisin

etiyolojisinde rolii saptanmistir.

EPSTEIN - BARR VIRUSUNUN BURKITT LENFOMAST iLE iLiSKiSt

Epstein - Barr virusunun varligr ilk kez, Burkitt lenfomasinin etiyolojisi ko-
nusunda yapilan calismalar sirasinda ortaya ¢ikariimistir. fngiliz cerrahi
Dennis Burkitt ‘in adini alan bu malign lenfoma tiri Afrika 'da Uganda bdlge-
sihde, TkTimsel ve cografik Ozellikleri iTe malarya enfeksiyonlarinin da yay-
gin sekilde goriildugl bir bolgede, cocukluk cadinda cok rastlanan bir hastalik

92-9% . a. Epstein ve Y. M. Barr21, Burkitt lenfo-

olarak dikkati ¢cekmistir
masinin etiyolojisi konusundaki arastirmalara katkida bulunmak amaci ile

Uganda ‘'da gorilen bu 1enfoma_tﬁrﬂne ait biyopsi hlicrelerinden hicre kiltiri
calismalarint baslatmislar ve EB lenfoblastoid hiicre dizisini elde etmeyi ba-
sarmisiardir. Bu Burkitt lenfoma kiltir hUcre]er?nde yapilan elektron mikroé—
kobu incelemeleri ile de ayn1 arastirmacilar Herpes grubu viruslarina benzeyen,r

blytiklukce 110 - 115 milimikron olan ve bu boyutlart ile bilinen diger Herpes

viruslarindan daha kiiciik olan olgun virus partikiillerinin varligin rapor et-
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95. Bu viral partikiiller daha sonra kendilerini ilk kez bulan bilim

mislerdir
adamlarinin adTary ile ani1imaya baslamistir. Epstein - Barr virusunun Burkitt
Tenfomasinin etiyolojisinde etken olup olmadigt konusuhdaki sorulara cevap a-
ramak icin yapilan seroepidemiyolojik calismalarla, Burkitt lenfomasi ve kont-
rol grubu hastalarin serumlarinda, bu virus antijenlerine kars1 olusan antikar-
Tarin varli1§1 arastirilarak, Afrika 'da bu hastal1din yaygin oldudu bdTgelerde
hastalarin % 87 'sinde EBV 'na karsi olusan antikorlarin 1:160 gibi yiiksek tit-
relerde olduklar saptanm1st1r96. George Klein ve B, M. Reedman97'1n antikomp-
Teman immiinfloresans tekni@ini gelistirmeleri ile EBV 'na ait antijenlerden
¢ekirdek antijenlerinin varligi, Raji kiltiir hiicrelerinde gisteriimistir. EBNA
(Epstein - Barr cekirdek antijen]eri)‘ancak ACIF (anti - kompleman imminflo-
resans) teknidinin gelismesinden sonra saptanabilmislerdir. EBV 'nun varligina
kesin kanit olan bu antijenlerin ggsterilmesi ile seroepidemiyolojik calisma-
lar kolaylasmistir. Bu asamada Burkitt lenfomasi taze biyopsi hiicrelerinde

EBNA '?érinfn kompleman fiksasyon ve ACIF teknikleri ile gosteriimeleri,

EBY 'nun BL 'daki etiyolojik etkisinin arastirilmasinda Gnemli bir admm olmus,
Nairobi '1i 13 hastanin 11 'inde lenf nodu biyopsilerinde timdr hiicrelerinin
EBNA pozitif reaksiyon verdigi gﬁsteriTmistirgB. Afrika Burkitt lenfomasi bi-
yepsti hiicrelerinde daha ileri bir calisma ile EBV DNA 'sq nikleik asit hib-
ridizasyon yontemleri ile gSsterilmis ve bu hiicrelerin ayni zamanda EBNA
pozitif olduklari saptanmistir. Bu biyopsilerde viral partikiillere rastlan-
mam15t1r99. BL 'min endemik oldugu Tropik Afrika }da Uganda bidlgesinde

Burkitt Tenfomast ve Burkitt lenfomasi dis1ndaki hasta]ardén altnan biyopsi-
lerde karsilastirmali olarak yapilan EBNA calismalart ile BL '13 34 hastanin

27 'sinde genom pozitif bulunmustur. Her hiicrede ortalama 39 viral genom
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gasterilmistir. Bu durum Tropik Dodu Afrika 'da gorilen her BL vakasinin % 97
oraninda genom pozitif oldudunu gdstermistir, Bolgede yaygin olarak goriilen ma-
larya enfeksiyonlari da yardimci bir faktor olarak timgr gelisimini indiklemek-
tedir. Endemik btlge ic¢inde Burkitt lenfomasi disindaki vakalar iseiEBNA nega-
tif bulunmaktadir. EBNA bu durumda BL ‘lart digerlerinden ayirici tami kriteri

100

olmaktadir ~“~. Ayni bdlgede yap11gn prosbektif seroepidemiyolojik bir calisma

sonucuna gore, 1971 - 1977 y11lary arasinda takibe alinan ve EBV yapisal anti-

~ jenlerine karsi antikor diizeyleri yliksek cocuklar, BL gelistirme riski cok o-

101

lan vakalari olusturmaktadirlar'”', Bolgede 42,000 serum calisilmis ve 1:1000

vakada BL gelismistir. Bu vakalarda calismanin baslangicinda tzellikle viral
kapsid antijenlerinin diizeyi yiiksek bulunmustur. BL gelistirme ybniinden risk
altinda bulunan cocuklarda VCA 'lTerine kars1 olusan antikoriar normal birey-

101

lere gore 30 kez yiiksektir'~'. Endemik olmayan bolgelerden Kuzey Afkika 'da

Cezayir 'de cocukluk cagr BL 'larinin % 60 'in1 olusturan ve karin bdlgesini
tutan BL 'da da EBY antikor dlizeyleri yuksektir ve biyopsilerde hiicreler ge-

nom pozitif bu]unmaktadww2

. Israil 'de de BL '11 cocuk hastalardan bir va-
kada yapilan genom arastirmasinda biyopsi hiicreleri pozitif bulunmus ve hiic-
re basina 82 genomun varligi saptanm1st1r103. Endemik bGlge disinda goriilen
sporadik EBV pozitif BL vakalari Amerika 'dan ve Avrupa 'dan bildiriimekte-
d1r104. % 10 oraninda goriilen pozitif vakalarin disinda bu BL 'Tarda biyop-
si materyali hiicrelerinde niikleik asit hibridizasyon ve ACIF teknikleri ne-

gatif sonuc vermektedir 04105
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EPSTEIN - BARR VIRUSUNUN NAZOFARENGEAL KARSINOMA fLE OLAN ILiSKiSt

Werner Henle ve Gertrude Henlelos grubunun yaptig1 bir serolojik calismada Do-
du Afrika 'da ve Cin 'de bulunan nazofarengeal karsinomali hastalarin % 84 'inde
anti - EBV antikor diizeyleri 1:160 gibi yiiksek diizeylerde bulunmustur. EBY 'nun
nazofarengeal karsinoma ile de i1gili olabilecedi konusuna bu calisma ile dik-
katler cekilmistir. Dlnyanin cesitli yerlerinde gdriilen nazofarengeal karsino-
malarda EBV 'na ait VCA 'lerine MA (membran antijenleri) 'ne ve EA 'lere ylk-
sek diizeylerde antikor cevab1 gelismektedir. Amerika 'da yapilan bir arastir-
mada bu hastalarda serum dizeylerindeki artisa paralel olarak tumdr dokula-
rinda da EBNA cekirdek antijenlerinin bulundugu gﬁrUTmUstUr1U7. Nazofarengeal
karsinomada EBNA 'nin pozitif olmas1 EBV 'nun timor etiyolojisindeki yerine

ve lenfotropik bze]?igine yent bir goris getirmistir., Nairobi '1i hastalarda
yapilan nitkleik asit hibridizasyon calismalarinda az farklilasmis nazofaren-
geal kérsinomaya ait tlmdr hiicrelerinde EBV DNA 's1 gfsterilmistir. Nazofa-
rengeal karsinoma ile EBV arasindaki iliskinin BL 'dan farkli olarak hasta-
11G1n yay1lim yeri ve goriilme sikligr ile dedismedigi anlasiImistir. Baslan-
gicta, NPC '17 hastalardan alinan biyopsilerdeki histopatolojik yapinin cok
karmasik olmas1 ve orijinal doku Grneklerinde lenfosit infiltrasyonunun var-
1131, EBV tasiyan hiicrelerin orijini konusunda belirsizlik yaratmistir. Bu
orijinal dokulardan alinan Srneklerin deney farelerinde gelistirdikleri ve
tenfosit infiltrasyonunun olmadig1 saptanan tUm6h1efden malignant epitel

hiicrelerinin EBV provirusu bulundurdugu an]as1]mxst1r108

. Bu durumda B tipi
lenfositlerin disinda nazofarenks yiizey epitelinden gelisen az farklilasmis
nazofarengeal karsinomada da EBV genomunun varligi kanitlanmistir. Gercek-

ten de EBV enfeksiyonlarinin dogal kaynagr olan enfeksiyGz mononiikleazisli
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hastalarda bodaz calkant1 suyunda goriilen viruslarin uredigi hicreler orofaren-
geal ve nazofarengeal bosluklarda yerlesik epitel hiicre popiilasyonlaridir. Bu
hiicreler EBY reseptdrii bulundururlar ve bu nedenle EBV enfeksiyonlarina hassa-

109111 ey ona 's1nin WPC 11 timbr biyopsilerindeki

Siyet gUstermektedirler
epitel tipli hlicrelerde oldudunu gésteren ve EBY DNA 's1 iceren NPC '11 hasta-
larin codrafik dagilimlarini inceleyen bir diger arastirma da Singapur, Tunus
ve Kenya '11 hastalar izerinde yapilmistir. Bu calismada da EBY DNA 'sinin e-
pitel tumdr hiicrelerinde mevcut oldugu ve dedisik cografik bolgeler arasinda

fark bulunmadig1 saptanm1st1r‘112

. Cin 'de yapilan seroepidemiyoloji calisma-
larinda da NPC '171 hastalarda EBNA antikor diizeyi ve diger yapisal antijen-
lere kar$1.ge]isen antikor dizeyleri artmaktadir. Bu artislar hastalidin de-
recesi tle ilgili bujunmaktadlr. Hastalarda hastaligin i1k evresinde erken
antijenler normal bireylere gbre (15) kat yiksektir. Hastaligin liciincl evre-

sinde EA 'lere kars1 antikor diizeyleri birden bire artmaktadir. Bu 6zellik

- NPC 'nin gelisiminin degerlendirilmesinde yararli o]maktad7r113.

EPSTEIN - BARR VIRUSUNUN ENFEKStYDZ MONONUKLEOZISLE OLAN 1LiSKiSt

G. Henle ve W. Henle!14°115

Burkitt lenfomas1 hiicre dizilerinde antijenik ya-
pilarin incelenebilmesi i¢in immiinfloresans calismalari: gelistirirlerken uy-
guladiklart indirekt immiinfloresans teknikleri ile bu hiicrelerde goriilen

EBV 'nun enfeksiydz mononilikleozis ile iliskisini orfaya ¢ikarmislardir. EBV
antijenlerine karst olusan antikorlar, enfeksiybz mononiikleozisli hastalarda
yilksek dUzey1er§edir. EBY antikor dlizeyleri ile heterofil antikor diizeyleri

115-116

arasinda da paralel sonuclar alinmaktadir . Enfeksiydz mononiikleozis

(IM), EBY 'nun sebep oldugu olduk¢a yaygin gdriilen bir enfeksiyon cesididir.
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Dojal olarak genellikle k1inik bulgu vermeden cocuklarda seyreder ve daima vi-
rusa Uzgl antijenlere karsi antikorlarin gelistigi serolojik cevapla beraber
9iz11 enfeksiyon yapar. Bu immin cevap tekrar gelisen enfeksiyonlar icin kali-
cidir. Gelismis ilkelerde populasyonun en fazla % 80 - 90 kadart enfeksiyonu
gecirmis iken, gelismekte olan Ulkelerde cocuklarin % 99.9 'y ¢ yasindan dn-

ce enfeksiyonu gecirmektedir 01-117

. EBNA ‘ne karsi enfeksiydz mononiikleozisde
antikor cevabinin yiikselmesi EBNA 'nin hastalik siiresince virusun etkiledigi
lenfositlerde sentezlendigini gdstermektedir. Bu antijenin variigr lenfosit-
Terin transformasyonu ile ilgilidir. Enfeksiydz mononiikleozisli hastalarin

6 's1 EBY ile transforme duru-

dolasim kanina ait total hiicrelerin 105 - 10
mundadir. Hastalarda gelisen antikor cevabinin siddeti bu transforme hiicre
miktarina ba§11dir ve enfeksiydz mononiikleozis1i hastalarda konakci hiicresel
immiin cevab1 ile yok edilen bu hiicrelerdeki EBNA antikor lretimini stimiile

etmektedir118—120.

EPSTEIN - BARR VIRUSU ILE ILGILt OLAN DI&ER NEOPLAZMLAR

Kroniﬁ myeloblastik 1dsemide (CML) ve kronik lenfositik 1dsemide (CLL), sar-
koidozis ve Hodgkin hastaliginda, Kaposi sarkomu vakalarinda EBV 'na karsi
antikor dlizeyleri yikselmektedir. Bu hastalarin biitiin hasta materyallerinde
EBV DNA 'sina nikleik asit hibridizasyon ydntemleri ile bakiimis ama genom

905121=122. BunTarda imminitenin azalmasi nedeni

123,124

varligl gosterilememistir
ile antikor diizeyleri yiikselmektedir . Waldeyer halkasinda yerlesik
karsinoma vakalarinda serolojik cevaplarin yaninda, hiicrelerde EBYV geno-

mu da bulunmaktadir. Bu calismalarda nikleik asit hibridizasyon yGntemleri
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ku11an1]m1st1r125. Burun boslugunun, az farkl1lasmis karsinomalarinda da EBNA
pozitif hiicreler vardir. Hastalarda EBV 'na karsi seropozitif cevaplar alin-

107

maktadir'“", Tikrik bezi timdrlerinde de bazt vakalarda biyopsi hlicrelerinde

EBY varlign gﬁsteri1mektedir126

. Immiinoblastik lenfoadenopatili iki vakada
EBY DNA 's1 nlikleik asit hibridizasyon teknikleri ile gﬁsteri]mislerd1r127.
X 'e baglt lenfoproliferatif hastaliklarda, doku transplantasyonu yapilan ve
immiin bask1layici iTa¢ kullaniminda Tenfoma olusma riski 100 kat fazladir.

Bu vakalarda EBV ile ilgili reaksiyohlar bulunmaktad1r128_141.

EPSTEIN - BARR VIRUSU tLE tLGfL: ANTIJENLER

EBY ‘'nun lretildigi, liretken hiicre dizilerine ait hiicrelerde goriilen ve immin-
floresans yﬁntem]eri ile incelenebilen EBV antijenleri MA (membran antijenle-
ri), EA (erken antijenler), EBNA (cekirdek antijenleri) ve VCA (viral kapsid

antijenleri) olmak Uzere baslica dbrt grupta incelenmektedirler (Sekil 1).

VIRAL KAPSID ANTIJENLER:

EBY viral kapsid antijenleri iretken lenfoblastoid hiicre dizilerinde immiin-
floresans yﬁnteﬁ]erie gdsterilen i1k EBY antijenidir114. VCA viral genomun,
enfekte hiicrelerdeki gec UrUn1erindendir. Raji hiicrelerinin, P3HR-1 virusu
ile sliperenfeksiyonundan sonra, bu hiicrelerde baslayan viral replikasyonun

son devresinde ortaya c1kmaktad1r1ar142

. Biyokimyasal analizlerle en biiyiik
kapsid .proteinin 160 KD molekiil agirliklt oldugu saptanm1$t1r34. Primer EBV
enfeksiyonlarinda, VCA 'lere kars1 gelisen antikorlar bireyin hayat1 boyunca

kalicidir ve anti - VCA IgG 'lerin diizeyi 1:10 ile 1:160 arasinda degismek-
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tedir 14,

MEMBRAN ANTIJENLERL

ﬁembran antijenleri slispansiyon kiiltlir hiicrelerinde tireyen biitiin genom pozitif
Tenfoblastoid hiicre dizilerindeki hiicrelerde, direkt veya indirekt immiinflore-

sans tekniklerle gosterilmektedirler. Erken membran antijenleri ve ge¢ membran
antijenleri olarak iki ayri grup halinde tretilirler. EMA (erken membran anti-
jenleri) viral genomun erken devre iirlinlerindendirler ve virus DNA 's1nin sen-
tezinden dnce ortaya cikarlar., LMA (gec membran antijenleri) viral genomun geg
devre UriinTerindendirler ve viral DNA sentezinden sonra ortaya c1kar1ar143’144

145

Membran antijenleri olgun virusun zarf yapisinda yer alirlar '°. Aktif olarak

belirir. Bu antijenlerin yapilan biyokimyasal analizlerle yaklasik 340 KD,

250 KD, 160 KD ve 70 KD molekiil agirliklarinda olduklari saptanm1st1r146"150.

ERKEN ANTIJENLER

EBY erken antijenleri, VCA 'Teri pozitif olan bltilin virus iretken hicrelerde
vardir. Daha cok. siiperenfeksiyondan sonra 1itik siklusa giren ve virus lire-

151. Erken antijenlerin D (diffuse) ve

timine baslayan hiicrelerin iriniidiir
R (restricted) bilesenleri olmak lzere iki ayr1 bileseni vardir. Bu bile-

senler arasinda imminfloresan boyama ve metanol fiksasyonu konularinda fark-
T111klar bulunur. Erken antijenlerin D bileseni hem niikleusta hem de sitop-
lazmada bulunur. Metanol ile fiksasyona dayaniklidir. R bileseni ise sadece

151

sitoplazmada bulunur ve metanolde denatiire olur °'. Erken antijenler viral
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genomun erken trinlerinden olup, viral DNA sentezinden Once ortaya C1kar1ar152.

Erken antijenlerin ortaya ¢ikmalari ile 1itik siklusa ge¢ildigi anlastImakta-
dir. Saglam virus tagiyacilarin da EA 'lere karsi gelisen antikor dizeyleri
1:20 gibi dusik diizeylerdedir. EnfeksiyGz mononiikleozisli hastalarda D kompo-
nentine kars1 gelisen antikorlar, hastaliktan sonra hastalarin % 85 'inde kay-

163,154

bolur . Nazofarengeal karsinomali hastalarda, hastalidin son evresinde

hem D bilesenine hem de R bilesenine kars1 olan antikor diizeyleri artmakta-

1r145. Anti-D ve anti-R antikorlarinin ortaya ¢ikis1 EBV kalici enfeksiyo-

d
nunun, aktive olarak bir ileri evreye gectigini gdstermektedir. EA 'lerin
takibi bu nedenle hastaliklarin gelisimi konusunda fikir verici yonde ol-

maktadir.

LYDMA ANTIJENLERI

LYDMA (Lymphocyte detected membran antigens) olarak adlandirilan antijen komp-
leks1 Tatent siklusun goriildigi hiicrelerde EBNA disindaki tek EBY genomu iirii-

155. Biyokimyasal yapis1 heniiz belirlenememis olan LYDMA 'nin varl1g1 an-

nlidiir
cak sitotoksisite testleri ile gﬁsterilebi1mektedir155’156. Latent enfeksiyon

boyunca bu antijenin fonksiyonunun ne oldudu bilinmemektedir.

EPSTEIN - BARR VIRUSU CEKIRDEK ANTIJENLER?

EBNA (Epstein - Barr cekirdek antijenleri) ilk keéz Reedman ve Klein®/

nin
uyguladiklar: ACIF (anti - kompleman imminfloresans) teknigi ile gfsteril-
mistir. Bu testle EBV genomu pozitif bir¢ok hiicre dizisinde karakteristik

cekirdek floresansi saptanmis, EBV genomu bulundurmayan dizi hiicrelerinde
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ayni test negatif sonug vermistir158. EBNA, taze BL biyopsi hiicrelerinde,

NPC ‘11 hastalarin biyopsilerinden alinan epitel tipli hiicrelerde ve enfeksi-
yGz mononiikTeozis1i hastalarin dolasim kanindaki B hlicrelerinde bulunan

EBV 'na ait ¢ekirdek antijenidir159—162. EBNA 'nin viral genomun iriini oldugu-
na kanit olarak, EBY genomu bulunduran her hiicrede EBY DNA kopyalarinin say1-
51 1le niikleusta yerlesik EBNA miktari arasindaki dogrusal iliski gosterilmek-

163,164

tedir . Ayrica klonlanmis EBNA geni transferleri ile EBV genomuy negatif

hiicrelerde EBNA ekspresyonu gﬁrU]mektedir165

. EBNA 'nin fonksiyonu konusundaki
arastirmalar devam etmektedir, EBY ile enfekte hiicrelerde virus tarafindan
sentezlenen bir irtin O]arék B hiicrelerinin transformasyonunda ve blast formu-
na doniisTerinde diizenleyici rol oynamakta, latent enfeksiyona gecis ic¢in 6-

nemli bir yeri oldugu distiniimektedir 8

. EBNA antijeni ¢ift ip1ikli DNA mo-
lekifllerine yiiksek afinite ile baglanma 6zelligdi gostermekte ve bu dzelligi
ile Raji hiicreleri metafaz kromozomlarinda EBNA pozitif reaksiyon alinmak-

‘tad1r167

. EBNA 'nin hiicre DNA 's1 ile olan bu yakin iliskisi onun regiilasyon
ve malign transformasyondaki etkisini destekleyen ozelliklerindendir, Yapilan
biyokimyasal calismalarla 6zellikleri arastirilan EBNA 'nin molekil agirlig
ve biyokimyasal yapisi konularinda saflastirma calismalarindan farkl1 sonug-
lar alinmistir. Bu sonuclara gdre Matsuo ve arkadas]ar1168 100, 70 ve 50 kilo-
daltonluk alt birimlerden olusan iicli bir kompleks yapis1 One slrmiislerdir.
Luka169 ve arkadasiar1 48 kilodaltonluk dért alt birimden olusan 170 - 200

KD *Tuk bir tetramer yapis1 saptamislardir. Scu)]éy170 ve arkadaslarinin da-
ha sonra yaptiklari bir calisma sonucuna gSre EBNA 'nin iki ayri antijen ol-

dugu ve bunlarim da molekiil agirliklarinin 65 ve 70 kilodalton olarak sap-

tand1g1 bildiriimistir. tlerleyen tekniklerle, EBV genomunun, niikleer anti-
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jenlere ait Bam - HIK parcasinin ekspresyonuna bakilarak gercekten de iki ayri
antijenin sentezi gﬁsteri]ebi]mistir171. Bu iki ayrt antijenik yapidan M olarak
isimlendirilen antijen Raji hlicrelerinde kromozomlara bagli olmadan cekirdekte
bulunmakta, K antijeni de metafaz kromozomlarina baglanmaktadir. Primer EBY en-
feksiyonlarinda EBNA 'ne karsi gelisen IgG diizeyi 1:10 iTe 1:160 arasinda de-

'gismektedir116’118.
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Sekil

1

EBNA > Mitoz

J/\ EMA > Mitoz
I\A/(R,/D) |

Yiral DNA sentezi

l

VCA, LMA

!

EBY 'u salinim

: Uretken (productive) viral siklus sirasinda immiinfloresans

tekniklerle incelenebilen EBV ile ilgili antijenler.
EBNA, Epstein - Barr cekirdek antijenleri; EMA, erken
membran antijenleri; R ve D, erken antijenlerin bilesen-

Teri; EA, erken antijenler; LMA, gec membran antijenleri.
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MATERYAL VE METOD
TESTTE KULLANILAN HOCRELER

LENF NODU BiYOPSILERT

Teste a11nanrhUcre]er, Hacettepe Cocuk Hastanesi Onkoloji B&1imi ‘nden ve
Hacettepe Hastanesi Dahiliye B&limi 'nden Tenf nodu biyopsisi i¢in ameliyata
gonderilen 19 hastanin biyopsi parcalarindan elde edildi. Ameliyattan hemen
sonra steril petri kabi ic¢inde Cocuk Hastanesi Patoloji Laboratuvari 'na gdtii-
rilen parcalarin bir kismi patoloji calismalar: icin formole alinirken, bir
kismi da Taboratuvarimiza getirildi. Bekletilmeden % 10 fotal dana serumlu
(Gibco, Europe) RPMI - 1640 (Sigma Chemical Company) besi ortami icine a11nan-
taze dokudan ayrilan hiicrelerden, klinik tan1, patoloji sonucu ile dogrulan-
madan hiicre yaymalar1 hazirlandt ve ACIF (anti - kompleman immuhfloresans)

testi ile EBNA (Epstein - Barr cekirdek antijenleri) 'ne bakildi.

HOCRE DfZILER: (CELL LINE)

Uygulanan anti - kompleman imminfloresans tekniginde kontrol olarak EBV lire-
timi olmayan {non - producer) iki Tenfoblastoid hiicre dizisi kullamiTmistir.
Bunlar pozitif kontrol olarak EBV genomu yonlinden pozitif bir hiicre dizisi
olan Afrika Burkitt lenfomasi kékenli Raji hiicreleri ve negatif hiicre kont-
rolu olarak da EBY genomu ybniinden negatif bir hiicre dizisi olan, Amerika
Burkitt lenfomasi kiokenli Ramos hicreleridir. Kontrol hiicreTer ftalya 'dan,
Roma Oniversitesi Viroloji Laboratuvarindan, Dr. Giovanni Rocchi tarafindan

sagianmistir.
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KONTROL HOCRE DiZfLERININ KOLTUR SARTLARI

tki Tenfoblostoid hiicre dizisi de (Raji ve Ramos) slispansiyon hiicre kiiltiri ola-
rak Uretildiler. Kiiltlir kabi olarak polystrene doku kiiltiir kaplar: {Cornlng,
‘New York, U.S.A.) ve cam kiltiir siseleri (Kimax, U.S.A.) kullanild1. Hiicre bes-
lemelerinde pH:7.4 olan, 100i/ml penisilin G potasyum ve 100mcg/ml streptomisin
sulfat {Difco Laboratories, Detroit, Michigan, U.S.A.) diceren % 20 fotal dana
serumlu, steril RPMI - 1640 besi ortami kullanildi. Ortamin pH s1 aside kay-
dikca besi ortami tazelendi. Beslemeler sirasinda hiicreler steril santrifiij
tiplerine aktarildiiar. 1000 RPM ‘de 10 dakika santrifiij edildiler (Damon/

[EC, K tipi santrifiij). Ostte kalan besi ortami atildi. Hiicreler taze besi
ortam1 ig¢inde kiiltir kaplarina aktarildilar. Hiicre sayisi yaklasik 1 x 106/m1
oldudunda pasaj yapildi. Pasajlardan dnce ve sonra hiicrelerin canlil1§1 ve
say1s1 tripan mavisi (Trypan blue) ile boyanarak kontrol edildi: Tripan mavisi

canlilik testi asagdida belirtilen sekilde uygulandi:

Stok bova sollisyonlari:
- Tripan mavisi: % 0.2 {(w / v), distile suda hazirlandi.

- 5X solusyonu : % 4.25 NaCl (w / v), distile suda hazirlandi.

CANLILIK TESTININ YAPILISI

Boyama sirasinda stok solusyonlar (% 4,25 'lik NaCl: % 0.2 tripan mavisi)
1:4 oraninda karistirildi. Bu karisim hlicre siispansiyonuna 1:1 (hiicre siis-
pansiyonu:tripan mavisi son solusyonu) oraninda ilave edildi. Sayimlar bu
son siispansiyon i¢in Hemositometre yardimi ile yap1ldi. Boya alan hiicreler

olu olarak degerlendirildi. Hiicre sayilari lic dakika icinde tesbit edildi.
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Canly hiicre sayi1s1 ve ylizdesi:
Canl1 hiicre sayis1 / ml : ortalama canli hiicre sayisi x 104/m] X 1/sulandirim

canl1 hiicreler ,
% canl1 hicreler = x 100
canli hiicreler + 61U hiicreler

formilleri ile hesapland1.'Can1111g1n % 70 'in altinda oldudu goriilen kiiltir-
lerde 61ii hiicreler Ficoll - Hypaque (Histopaque, Sigma Chemical Company)
gradienti ile uzaklastirildi. Histopaque lzerine alinan hicreler (1:4, Ficoll-
Hypaque:hiicre siispansiyonu) 1640 RPM 'de 20 dakika santrifiij edildiler. Ara
fazdaki canl1 hiicreler yeni ortam icine alinip 20 dakika 1000 RPM 'de bir kez
yikandilar ve daha sonra kiiltir kaplarina aktarilarak inkiibasyon icin % 5 002

iceren etiive birakildilar. Kimelesen hiicreleri ayrrmak i¢in kiiltlr siseleri

ginde ki kez calkaland1.

HOCRE YAYMALARININ HAZIRLANMASI

Lenf nodu biyopsilerinden aTinan doku parcalari % 10 fétal dana serumlu RPMI -
1640 besi ortam1 i¢inde calkalanarak yikandilar. Eritrositlérin bu sekilde ka-
baca uzaklastirilmasindan sonra, kapsiil artiklari ve nekrozlu kisimlar da ma-
kas veya bistliri yardim1 ile dokudan ayrildilar. Hicreleri ayirmak icin kulla-
nilan elekler (pirinc telden yapiimis, por alanlari 6.2 x 10'5 sz) lizerinde,
mekanik hareket]er]e (siirtme) hiicreler, yine petfi kabindaki besi ortami icine
dokiildiler. Bu hiicreler bekletilmeden konik dereceli santrifij tiiplerine akta-
rilarak, 1ki kez % 10 fotal dana serumiu RPMI - 1640 i¢inde, iki kez de denge-

11 tuz soTusyonunda (% 0.8NaCl, % D.O14CaC12, % 0.04KC1, % 0.02MgS0,, 7H,0

4> 27
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% 0.06KH2P04, % D.UBNaZHPO4, Ph:6.9) yikandilar. Yikama is]emjeri 10 'ar da-
kika 1000 RPM 'de yapildi. Yikamalar sonunda hiicrelere canlilik testi uygulan-
d1. Canl111@1n ortalama % 40 - 50 arasinda oldudu biyopsi hiicreleri fiksasyona
alindi. Hiicre sayim sdnunda belirlenen miktardan, 2 - 4 x 106/m1 hiicre fiksas-
yon ig¢in ayrildi, Bu miktar hiicre lizerine ince uclu pastor pipeti ile 4 damla
fotal dana serumu ilave edildi. Uzeri hipotonik solusyon ile (30 mM gliserol,
1.0 mN_CaC12, 0.8 mN MgC1, Ph:7, steril) bir ml 'ye tamamlandi. ince uclu pas-
tdr pipeti yardimi ile birka¢ kez hafifce pipetlenen hiicreler lamlar iizerine
damlatildy. Lamlar fiksasyondan once % 70 'lik alkol ile iyice silinip kuru-
land1. Past@r pipetinin ucundaki damlalardan her Tama bir damla olacak sekilde
dagrtim yap1ldi. Lamlar lzerinde olusan sivi bombelik pipet yardim ile tekrar
geri cekildi. Daha sonra yaymalarin kurumasi icin oda sicakli1ginda 30 - 60
dakika beklendi. tyice kuruyan preparaf!ar hemen -20°C 'deki aseton : metil
alkol (2:1) karisiminda 5 dakika fiksedildiler. Fiksasyondan sonra biitlin

preparatlar -50°C ‘e kaldirildilar.

TESTTE KULLANILAN SERUMLAR

Testte EBV antikorlari negatif ve pozitif serumlar kullanildi. Baslangicta
Stockholm Karolinska Enstitiisii 'nden Dr. George Klein tarafindan gonderilen
serumlarTah(EBNA antikor dizeyi 1/80 olan pozitif serum (K. FALK), kompTeman
kaynag1 olarak da kullanilan negatif serum (I. ERNBERG) ve FITC (Fluorescein
isothiocyanate) bagl1 anti-C3 insan serumu (Datopatts) calisildi. Testin
devaminda EBNA antikor titresi 1/40 olarak tesbit edilen sadlam bir denekten
donor olarak yérar]an11d1. Negatif serum temini i¢in H. U. Cocuk Hastanesi

Ortopedi B@llmii 'nde yatan 1 - 3 yas grubu cocuklardan serum alindi.
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EBNA antikoru negatif olanlar neqatif serum ve kompleman kaynadil olarak kulla-
nildi. Anti - kompleman serum olarak, FITC badl1 anti-C3 Tiyofilize tavsan
serumundan (Behring) yararlanildi. Liyofilize serum distile suda ¢dzildiikten
sonra klciik miktar]a;da -50% 'de donduruldu, kullanilacadr zaman PBS (fosfat
tampon solusyonu : 8.5 g NaCl, 8.63 g NazHP04.2H20, 2.48 g KH2P04/1t pH:7.2)
ile 1:10 oraninda sulandirildi. Dider serumlar da daha dnce formili verilen
BSS ile 1:10 oraninda sulandirilip kullanildi. Pozitif ve negatif serumlara
inaktivasyon yapilmadi. Bir aydan fazla donmus halde saklanan FITC bagia
anti-C3 serumlar1 sulandirildiktan sonra 1000 RPM 'de 5 dakika santrifiij

edilerek kullanildilar.

ANTT - KOMPLEMAN 1MMUNFLORESANS TEKNi&i

Anti - kompleman immiinfloresans ile EBV cekirdek antijen]erinin'(EBNA) goste-
rilmesi icin her testte pozitif kontrol hiicre preparatlarindan, negatif kont-
rol hiicre preparatlarindan ve lenf nodu biyopsi hUcreApreparatlar1ndan Ucér
preparat calismaya alindi. Bltiin gruplarda pozitif serum, negatif serum ve
BSS (dengeli tuz solusyonu) boyanmalarina bakildi. Preparatlara serumlar,

asagidaki sira izlenerek uygulandi:

Pozitif hiicre preparatlari (RAJI hiicreleri) lizerine:
1} Pozitif serum + Negatif serum (kompleman) + FITC - anti kompleman serum
2) Negatif serum + MNegatif serum (kompleman) + FITC - anti kompTeman serum

3) BSS + Negatif serum (kompleman) + FITC - anti kompleman serum

Negatif hiicre preparatlari (RAMOS hiicreleri) lzerine:

1) Pozitif serum + Negatif serum (kompleman) + FITC - anti kompleman serum
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2)
3)

Lenf nodu biyopsi preparattari lizerine: 7

1)
2)
3)

FITC

-5

Negatif serum + Negatif serum (kompleman) anti kompleman serum

8SS + Negatif serum (kompleman) + FITC - anti kompleman serum

Pozitif serum + Negatif serum (kompleman) + FITC - anti kompTeman serum

Negatif serum + Negatif serum (kompleman) + FITC

+

anti kompleman serum

BSS + Negatif serum (kompleman) + FITC - anti kompleman serum

EBNA BOYANMASI tSLEMLER?

1)

I¢inde pH 6.9 olan BSS (dengeli tuz solusyonu) bulunan bir beherin (1 1t)
i¢ ceperine tutturulan preparatlar 10 dakika magnetik karistirici yardim

ile yikands.

Preparatlardaki fazla BSS 'ler kurutma kadidi ile alindi. Hiicreler kurumadan

- 1Tk serumlar ilave edildi (pozitif serumlar, negatif serumlar, BSS). Her

5)

preparata ince uclu pastir pipeti ile iki damla serum ilave edildi. Pipetin

diizgiin ucu ile serumlar, lam ytizeyinde hiicrelerin tzerine yvayildr.
Preparatlar 37°C 'de bir saat nemli kutuda inkiibasyona birakilds.

Preparatlar i¢ kez BSS ile i1k yikamada oldugu gibi 30 dakika boyunca y1-
kand1lar. Her 10 dakikada bir BSS degistirildi.

Kompleman ilavesi: BSS fazlas1 alinan preparatlara ince uclu pastdr pipeti
ile ikiser damla negatif serum damlatildi. Serﬁmlar, pipetin diizgiin ucu

ile Tam ylizeyine yayi1ldi.

Kompleman inkiibasyonu: tki ayr1 siire denendi.
a) Nemli kutuda, 4°C 'de bir gece inkiibasyon.

b) Nemli kutuda, 37°C 'de bir saat inklibasyon.
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7)

8)

10)
11)

12)

13)

14)

15)

Onceki yikamalarda oldugu gibi lic kez BSS ile hiitiin preparatlar yikandi.

FITC baglh anti - kompleman immin serum ilavesi: BSS fazlas1 alinan pre-

paratlara pastdr pipeti ile ikiser damla FITC bagls anti - kompleman

£l

serum ilave edildi. Serum yine diizgiin bir sekilde yayildi.
Nemli kutuda 37°C 'de bir saat inkiibasyona birakildi.

BSS ile l¢ kez ayn1 sekilde yikama yapildi.

Distile su ile 10 dakika yikama yapildr.

Evans mavisi ile boyama: Konsantrasyonu 100mg/1t olan Evans mavisi ile

biitin preparatlar 5 dakika boyandi.
son kez biitiin preparatiar iic defa BSS ile yikand1.

Preparatlar kurulandi ve lzerlerine 1:1 oraninda BSS:gliserol (pH:7)

damlat1l1ip Tamel kapatildi. Lamellerin kenari oje ile kapland1.

Buzdolabinda (4°C) bekletilen preparatiar, transmitted Tight floresan mik-
roskobunda (0lympus, Japan) ve epi - floresan mikroskobunda (Carl Zeiss,
W. Germany), immersiyon yagi ile 40X ve 100¥ buyutmelerde incelendi, fo-

tograflari gekildi.
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BULGULAR

Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Onkoloji BOTUmU ve Hacettepe Hastanesi
Dahiliye BOluml 'niin 20/1/1984 ve 15/2/1985 tarihleri arasinda lenf nodu
biyopsisi yapilan hastalarinin taze biyopsi materyalleri kullanilarak
hazirlanan ve saklanan preparatlari ACIF (anti - kompleman immiinfloresans)
teknigi ile EBNA (Epstein - Barr cekirdek antijenleri) yoniinden incelenmis-
Terdir. Incelenen 19 vakadan dordii EBNA pozitif olarak dederiendirilmistir
(Tablo 1). Pozitif olarak degerlendirilen vakalardan birisi (vaka 3) Pediatrik
Onkoloji Bolimi 'niin pleomorfik adenomali bir hastasidir. tkinci bir pozitif
vaka {vaka 13) Dahiliye Bolimii tarafindan Burkitt lenfomas1 olarak izlenen bir
hastasidir, Oclincii pozitif vaka (vaka 14) Pediatrik OnkoToji BolUmi 'niin
hazofarengeal karsinomali ve lenfoepitelioma metastazi bulunan bir hastasidir,
DOrdincti pozitif vaka (vaka 15) yine Pediatrik Onkoloji Bolumii 'niin Burkitt
Tenfomas1 tanisi1 koydugu ve takibe ald1§1 bir hastasidir. Diger 15 vaka EBNA
negatif olarak deferlendirilmistir. Bunlardan Pediatrik Onkoloji Bolimii 'niin
Burkitt lenfoma tanist ile takibe ald1d1 bir-vaka da (vaka 7) negatiftir.
Negatif vakalardan diger bes tanesi Hodgkin lenfomali, bes tanesi de cesitli
tipte Tenfomasi olan hastalardir. Negatif olarak degerlendirilen dort vakadan da
tUcli reaktif follikliTer hiperplazili, biri de tUberkU]oz lenfadenopatili bir
hastadir. Her vaka, kontrol olarak kullanilan ve EBNA pozitif reaksiyon veren
Raji hicreleri ve EBNA negatif reaksiyon veren Ramos hiicreleri ile karsilasti-
rilarak dederlendirilmistir. Pozitif kontrollerde, hiicrenin ¢cekirdek bolgesinde
oldukca par?ak,_kum tanecikleri gbrintiisii veren yesil floresans goriilmektedir.

Hicre sitoplazmas1 Evans mavisinin UV 151§1nda metakromazi gostermesi sonucu
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kirmiza1 olarak izlenmistir (Fotograf 1-4). Negatif kontrollerde, hiicrenin

cekirdekleri daha koyu olmak lizere bltiin hiicreler Evans mavisi nedeni ile

kirmizi renkte goriilmektedirler. Bu preparatlarda hic floresans boyanmaya

rastlanmamaktadir (Fotodraf 5-8). Kontrol pozitif preparatlarda, fik8asyon

sirasinda dlen ve cekirdek yapisi bozulan hiicreler literatiirde de belirtil-

digi gibi floresan boya almamaktadirlar (Fotodraf 2).

VAKA

VAKA

VAKA

VAKA

YAKA

: M. C., 1497241 protokol numaralir, 17 yasinda bayan hasfa Tiiberkiloz

(TB) lenfadenit graniilomattz iTtihap tanistv almistir. Sad, submandi-
bular lenf nodu ¢ikarilan hastanin biyopsi hiicreleri, EBNA yoniinden

negatiftir.

: Ko T., 1600225 protokol numarali, 3 yasinda erkek hasta, non - Hodgkin

tenfoma tani1s1 almistir. Laparatomi materyalinde ACIF testi uyqulan-

mis ve EBNA yonlinden negatif olarak dederlendirilmistir.

: Y. D., 1604716 protokol numaraii, 16 yasinda bayan hasta mikst

selliiler tip pleomorfik adenoma tanisi almistir. Sol submandibular
blgeden biyopsi yapiIlmistir. ACIF testi sonunda hiicrelerde parlak

floresans gozlenmistir (Fotograf 9-10).

: G. D., 1604485 protokol numarall, 4 yasinda bayan hasta Tenfadenopati

tanist a1m1$t1r. Reaktif follikiler hiperplazi olarak dederlendirilen

bu vakada sol servikal lenf nodu.hUcreTeri EBNA yOninden negatiftir.

: H. E., 1404405 protokol numarali, 17 yasinda erkek hasta lenfositten

yoksun, histiyositten zengin Hodgkin lenfoma tanisi almistir. Sol
aksiller lenf nodu hiicrelerinde ACIF testi sonunda EBNA negatif

reaksiyon saptanmistir,
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Fotograf 1 : Raji hiicreleri, EBV-pozitif serum, kompleman, FITC-
antiC3 ve Evans mavisi ile 1s1k mikroskobu gdriintii-
s. €, Cekirdek. Objektif biiylitmesi 100X.

Fotodraf 2 : Raji hiicrelerinde pozitif reaksiyon, EBV-pozitif serum,
kompleman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile floresan
mikroskobu goriintiisii. ¢, yesil floresan boyanms ce-
kirdekler. Objektif biiylitmesi 100YX.




Fotograt 3 : Raji hiicrelerinde pozitif reaksiyon, EBV-pozitif serum,
kompleman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile floresan mik-
roskobu gorintisi. ¢, Cekirdek. Objektif bliylitmesi 100X.

Fotograf 4 : Raji hiicrelerinde pozitif reaksiyon, EBV-pozitif serum,
kompleman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile floresan
mikroskobu gorilintisi. Objektif biliylitmesi 40X.



Fotograf 5 : Ramos hlicreleri, EBV-pozitif serum, kompleman, FITC-
antiC3 ve Evans mavisi ile 151k mikroskobu gdriintiisii.
G, Cekirdek. Objektif biiyiitmesi 100X,

Fotograf 6 : Ramos hiicrelerinde negatif reaksiyon, EBY-pozitif se-
rum, kompleman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile flare-
san mikroskobu goriintiisii. Objektif biiyiitmesi 100X.




Fotograf 7 : Raji hiicrelerinde negatif reaksiyon, EBV-negatif se-
rum, kompleman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile flo-
resan mikroskobu gorintiisi. Objektif buyiitmesi 100X,

Fotograf 8 : Ramos hiicrelerinde negatif reaksiyon, EBV-pozitif se-
rum, kompleman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile flo-
resan mikroskobu goruntlisii. Objektif blyiitmesi 40X,




Fotograf 9, 10 :

Pleomorfik adenoma biyopsi hiicrelerinde (vaka 3)
pozitif reaksiyon, EBV-pozitif serum, kompleman,
FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile floresan mikros-

kobu gbriintisii. Objektif biiylitmesi 100X.
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VAKA 6
VAKA 7
VAKA 8
VAKA G
VAKA 10
VAKA 11
VAKA 12

: M. A., 1066926 protokol numarali, 5 yasinda erkek hasta Hodgkin len-

foma (mikst selliiler tip) tanis1 almistir. Biyopsi sol servikal bgl-
geden yapilmistir, Bu biyopsi hiicreleri EBNA yiniinden negatif olarak

dederiendirilmistir.

: E. A., 1614498 protokol numarali, 14 yasinda bayan hasta Burkitt

Tenfomast tanist almistir. Karin s1visi hiicrelerinde yapilan ACIF

testi negatif sonug¢ vermistir.

¢ S. F., 1623512 protokol numarali, 5 yasinda bayan hasta Hodgkin

lenfoma tanis1 almistir. Sol servikal béT1geden, cevre yumusak dokusu
ve lenf nodu biyopsisi yap1Tmistir. Bu hiicreler EBNA yontinden nega-

tif olarak dederlendirilmistir.

K. B., 1629373 protokol numarali, 5 yasinda erkek hasta lenfoblastik
lenfoma tanis1 almistir. Sol aksillar lenf nodu biyopsi hiicrelerinde

ACIF testi, EBNA yOniinden negatif olarak dederlendirilmistir.

: G. 0., 1627225 protokol numarali, 4 yasinda bayan hastada yuvarlak

hiicreli malign tumdr gelismistir, Boyundan alinan kitle materyalinde

ACIF testi sonunda EBNA ytniinden negatif dederlendirme yapilmistir.

t F. Y., 1631051 protokol numarali, 4 yasinda bayan hasta lenfosit

azl1g1 ile giden Hodgkin Tenfoma tanisi almistir. Sad servikal lenf
nodu hiicreleri ile ¢calisiTmistir. EBNA yoniinden negatif olarak de-

gerlendirilen bir vakadir.

: E. €., 1630816 protokol numarali, 15 yasinda erkek hasta reaktif

follikiler hiperplazi tanis1 almistir. Sol servikal lenf nodu
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Fotodraf 11

¢ Reaktif Tenf nodu biyopsisi hiicreleri (vaka 12), EBV-

pozitif serum, kompleman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi
ile 131k mikroskobu goriintusi. ¢, Cekirdek. Objektif
biyutmesi 40X%.

Fotograf 12 :

Reaktif lenf nodu biyopsisi hiicrelerinde (vaka 12), ne-
gatif reaksiyon, EBV-pozitif serum, kompleman, FITC-
antiC3 ve Evans mavisi ile floresan mikroskobu gbriin-
tusii. Objektif biiylitmesi 40X.
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Fotograf 13, 14 : Burkitt Tenfomasi biyopsi hiicrelerinde (vaka 13)
zay1f pozitif floresans. EBV-pozitif serum, komp-
Teman, FITC-antiC3 ve Evans mavisi ile floresan
mikroskobu g@riintlisi, C, Cekirdek. Objektif bij-
yiitmesi 100X.
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VAKA 18 :

VAKA 19 :

epitelioma metastaz1 biyopsi hiicrelerinde EBNA negatif reaksiyon

alinmstar,

F. Sa., 1649368 protoko! numarali, 15 yasinda bayan hastaya yapilan
biyopsi sonucu, sag boyun lenf nodlarina, reaktif lenf nodu tanisi

veriimistir. EBNA yOniinden negatiftir.

A. 0. A., 1628568 protokol numarali, 17 yasinda erkek hastada diffiiz,
az diferansiye, lenfositer tip malign lenfoma gorilmistiir. EBNA yo-

ninden negatif olarak dederiendirilen bir vakadir.
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TARTISMA

ACIF {anti - kompleman immiinfloresans) teknigi, ilk kez Reedman ve K]einQZt&ra-
findan Raji hiicrelerinden yararlanilarak cesitli lenfomaly hastalardaki EBV
antikor diizeylerini saptamak ;cin uygulanmistir. Bu uygulama dider indirekt
floresans metodlarindan farkl1l olarak, kompleman ilavesi ile etkisi arttirilan

bir floresans yﬁntemidir97

. Bu hassasiyet nedeni ile de daha @nce tesbit edil-
memis olan ve 6zellikle iretken olmayan lenfoblastoid hiicrelerde bulunan ce-
kirdek antijenlerinin (EBNA) saptanmasi mimkin olmustur. Cekirdek antijenlerin
saptanmas1 ile EBV 'nun, gizli enfeksiyon yapti§1 hiicrelerde de gisterilmesi
saglanmistir. EBNA, EBY genomu bulunduran her hiicre tlrinde mevcut olan bir
antijendir. Bu nedenle EBNA ‘'nin gdsteriimesi viral genomun varligina kanit
teskil etmektedir. Viral genomun varlidini gdstermenin ACIF tekniginin disin-
da buglin pratikte uygulanir haie getirilen baska teknik]erirde vardir., Nikleik
asit hibridizasyon metodlari1 bu amacta uygulanan en hassas ybntem1erdir43'45.
Buglin uygulanabilirligi gdsteriimis, AMDI ve AFNB tekniklerinden stz edil-
mektedir. AFNB (acid fixed nuclear binding) tekniginde biyopsi materya1in-
den hazirlanan Gzitler ku11an11makta ve EBNA 'nin DNA badli kolonlarda go-

159. AMDI (amplified direct immiinflorescence} tes-

riilmesi saglanmaktadir
tinde ACIF testinden farkli olarak insan serumlari disinda, anti - insan
tavsan serumlari ile daha etkili floresan boyanma ©zelligdi rapor edilmis-
tirl/2. |

ACIF teknigi ise amacina uygun olarak pratikte uygulanmasi daha kolay bir

yontemdir. Fazla vakit almamaktadir. Fakat bazen uygulama sirasinda meydana
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gelecek gliclikleri onlemek her zaman mimkiin olmamaktadir. Bu giiclikler &zellik-
le hiicrelerin hazirlanmasi1 sirasinda ortaya c¢ikan glicliklerdir. Bu sebeple
testten teste, hatta her testte hiicreden hiicreye EBNA boyanmasi acisindan fark-
T1l1klar o]maktad1r97. Hiicrelerin hazirlanmasi donemlerinden ilki vaymalarin
kuruma devresidir, Bu kademede en az yarim saat kuruma sliresinin verilmesi ge-

rekmektedir158’173

. Cekirdek icindeki antijenin disarm kacmas1 icin bu devre
¢ok uygundur. Hiicrelerin bozulmadan kurumalari saglanmalidir. Calismamizda
preparatlarin oda sicakliginda yarim saat veya daha fazla bir siire iginde
kendiliginden kurumasi saglanmistir. Fiksasyon sirasinda da hiicrelerin bo-
zulmast EBNA 'nin etkinliginin aza]has1 sonucunu dodurmaktadir. Testte fik-
sasyon materyali olan aseton:metil alkol (2:1) karisimi bu amagla en uygunu
d?arak secilmistir, Hazirlanmis preparatiarin EBNA 'nin bozulmadan sakla-
nabilmesi i¢in en az -20%C 'de bekletilmeleri gerekmektedir. Preparatlarin
-70°%C 'de boyama yapiltincaya kadar aylarca saklanmalari mimkiindiir. Bu calis-
mada da hiicrelerin 4 - 6 ay -50°C 'de sakl1 kalmalar: EBNA reaksiyonlarini
etkilememistir. Bu durum kontrol hiicreleri icin de ayni sekilde uygulanmis
ve her doku, aynt1 zamanda fikse edilen kontrol preparatlarindaki EBNA po-
zisyonuna gore dederiendirilmistir, Calisma materyalinin biyopsi hiicreleri
olmast bhir dider glcligl dodurmaktadir. Hiicrelerin caniil1d1 bu asamada &-
nemlidir. Canl111din1 kaybetmis ya da canlil1k orani azalmis hilicreMrde ya-
pilan fiksasyonlarda EBNA gbsterilememektedir ve EBNA pozitif hiicre oran:

97,158

dusmektedir . Bu nedenle hiicrelerin canl111g§1n1 son fiksasyon kademe-

-----

ter1i oldugunda Ficoll - Hypaque gradienti uygulanarak fikse edilecek hiic-

reler 61U hiicrelerden ayrilmaya calisilmistir. Canliligdin son fiksasyon
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kademesinde % 50 'nin altina dismemesine dikkat ediimistir. Biyopsi materyalle-
rinde bir diger giclik de heterojen hlicre populasyonlari ile calisma.zorunlulu-
dudur. Dokulardan ayrilan cesitli tipte hicreler i¢inde EBNA pozitif olabile-
cek hiicrelerin oranini saptamak mimkiin olmamistir. Dokudan ayrilan hiicre mikta-
r1 bu konuda sinirlama getirmekte ve heterojenligin Gniine gecilememektedir.
Yine her hiicrede meveut genom sayisina bagli olarak da dokudan dokuya flore-

sansin parlakligir yoninden farklar meydana ge]mekted1r97’158’173.

Teknigin uygulanis1 sirasinda kullanilan serumlarin tazelidi de pozitif re-
aksiyonlar i¢in onem tasimaktadir. Uzellikle kompleman serumunun ve floresan
antikonlarinin taze kullanmilmast gerekmektedir. Sulandirilmis serumlari tek-
rar kullanmak basarisiz olmaktadir. Calismamizda kompleman inktbasyonu dc¢in
iki ayr1 slre denenmis, bir gece 4% 'de inkiibasyon uygulamasi, daha iyi
kompleman birlesmesi icin uygun goriilmis ise de 37°C 'de bir saatlik uygu-
lama ile aralarinda fark bulunmamistir. Pozitif serumlarda EBNA antikor di-
zeyinin yiksek olmas1 gerekmemektedir. EBNA antikor dizeyi 1/40-1/80 olan
serumlar ¢alisma icin uygundur. ACIF testi sirasinda kontroller, nan-spesifik
baglanma oTup oTmadidtin1 anfamak icin her preparatta ayri boyamalarla ince-
1enm131erdir..Kontro1 hicre gruplarinin pozitif, negatif, BSS ile floresan
boyanmalarina bakilmis, ayrica vaka hiicrelerine de pozitif serum disinda
hegatif serum ile floresan boyama yapilarak, non-spesifik reaksiyon alup

olmadidi kontrol edilmistir.

Calismamizda kullanilan hasta materyalleri teknide uygun olarak fikse edil-

mister ve EBNA sonuclart daha sonra patoloji sonuclari ile karsilastiril-
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mislardir. i1k iki vaka haric¢, blitin biyopsi hiicrelerinde canl111k kontrolleri
yapiimistir. Canlilik ylzdeleri Tablo - 1 'deki gibidir. Dederlendirme so0nug-
lar1 literatiire uygunluk gostermektedir., Pozitif olarak kabul ettigimiz bir BL
vakasinda (vaka 13) EBNA y@nlinden yapilan dederlendirmede giicliik cekilmistir.
Bu vakada fiksasyon Oncesinde hiicreler +4°%C 'de bir gece beklemislerdir. Bu du-
rum canlil1gin % 30 'a dismesine neden olmustur. VYakanin negatif kontrolleri
ile pozitif boyama yapilan preparatlari arasinda gorilen fark nedeni ile po-
zitif deferlendirme yap1lmistir. Hem canlilik yiizdesinin diisiik olmasi hem de
hiicreTerde bulunan genom miktarina badli oTarak zayif bir pozitif reaksiyon
1zlendigi dUsiiniilmektedir (Fotograf 13-14). Pozitif reaksiyon alinan ikinci
Burkitt lenfomas1 (vaka 15) bir ¢ocuk hastadir. Kemik 11131 tutulumu basla-
d131 i¢in bu hiicrelerden calisma yapilms ve pozitif reaksiyon gdsteren hiic-
reler saptanmistir. Hicrelerin kiimelesme yaptiklari preparatlarda negatif
kontrollerde griiTmeyen, pozitif reaksiyon veren hiicreler saptanmistir
(Fotograf 17-18). Negatif sonu¢ alinan bir diger BL '11 hastada da (vaka 7)
karin sivisi hiicreleri fiksasyon i¢cin temin edilebilmistir. Histopaque
gradienti de yapilan bu hiicreler icinde EBNA pozitif hiicreye rastlanma-
mistir. Bu duruma heterojen hiicre populasyonu ile calismanin neden oldudu
disiiniiTmektedir. Burkitt lenfomasi en cok Dodu Afrika 'da ve Yeni Gine 'de
(New Guinea) gbriilen bir lenfoma tiriidiir. Bu bolgede rastlanan vakalar

% 90 'in lzerinde EBY ile ilgili olarak cekirdek antijenleri bulundurmakta-

90. Yeni Gine 'de ve Bat1 Afrika 'da endemik btlge disinda histolojik

olarak BL tanisi alan sporadik BL vakalarina rastlanmaktad1r174'176.

dirlar
Bu
vakaTarin EBY ile olan ilgileri farkliliklar gdstermektedir. Afrika form-

larinin disinda Amerika ‘da ve diger bélgelerde goriilen Burkitt lenfomas
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14’176. Bu durumda BL vaka-

vakalarinda EBY ile il1gili bulunanlar % 10 kadardir
larin1 EBY ile i1gi1i bulunanlar ve EBYV ile ilgisi olmayan BL 'lar olarak ince-
lemek gerekmektedir. Calismamizda yer alan ve pozitif olarak dederlendirdigimiz

BL vakalarinin bu ag¢idan Gnemli olduklari diistniilmektedir.

Nazofarengeal karsinoma ile i1gili olarak yapilan calismalarda da bu hastali§in
EBV ile olan ilgisi, diinyanin cesitli bolgelerinden bildirilen, hem seroepide-
miyoJojik olarak hem de EBY genomunun varligi yoniinden pozitif vakalar ile gos-

teri]mektedir1?7

. Literatiire uygun olarak bizim ¢alismamizda da nazofarengeal
karsinomali bir hastanin {vaka 14) lenfoepitelioma metastazina ait hiicreler-
de de EBNA pozitif reaksiyon saptanmistir. Metastaz yapan hiicrelerin karakte-
rine bagli olarak bu biyopsi hiicrelerinde EBNA pozitif reaksiyon gdzlenmig-

tir (Fotogdraf 15-16).

EBNA pozitif olarak deferlendirilen ve literatiirde de az rastlanan bir durum,
pleomorfik adenoma vakasinda gozlenmistir (vaka 3). Bu konuda A. K. Saemundsen

126. Grdnland

ve arkadaslarinin yaptiklar: calisma tek ornek olarak saptanmistir
Eskimolar '1 arasinda tﬁkrUk bezi tiimbrleri yiksek siklikla gorilmektedir, Oc
hastada yapilan niikleik asit hibridizasyon calismast sirasinda bir vakada ge-

nom varlig1 bildirilmistir 20

. Normal girisi ve primer enfeksiyon yaptidi yer
orofarenks olan EBY 'nun, normal tlikriik bezlerinde ve 6zellikle parotis tiikriik
bezinde yerlesmesi ve ¢odalmasi mimkiin gﬁru1mektédir. Bu dokularin matign tii-
mérierinde de EBV genomunun ve EBNA 'Terin bulunmasi, etiyolojik ajan olarak
tikrlUk bezi tiumdrlerinde de EBVY 'nun roli oldudunu diistindlirmektedir. Bu calis-

mada da patoloji sonucu pleomorfik adenoma olarak bildirilen vakamizda, hiicre-
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lerde kuvvetle EBNA pozitif reaksiyon alinmistir (Fotodraf 9-10).

Negatif sonuc alinan vakalarin Hodgkin lenfoma tanisi ile dederlendirilen-
lerinde, biyopsi hiicrelerinde EBNA 'lerin gorillmemesi yapilan baska calis-
malarla da uygunluk gdstermektedir. Hodgkin lenfomada hastalarda EBY 'ne
kars1 immiin cevap gelismekle beraber tiimor hiicrelerinde genom varlidina

rast]anmamaktadlr%’121'124

. Dider negatif bulgu veren vakalar da EBY ile
i1gili olmayan timdrler olarak deferlendirilmislerdir. Lenfadenoma grubu
reaktif hiperplaziler de EBV genomunun bulunmamast ile testin dodruludu

acisindan kontrol vakalar olarak calisma protokoliine dahil edilmislerdir.

Bu dederlendirmelere gore, calismamizda uyguladigimiz ACIF tekniginin,
tilkemiz sartlarinda cesitli lenfoma ve lenfoproliferatif hastaliklarda
EBV ‘nun etiyolojik acgidan durumu konusunda ileride yapilacak calisma-

larda yararl1 bilgiler verecek nitelikte oTdudu gbrisiine variimistir,
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OZET

Calismamizda, Hacettepe Hastanesi Dahiliye Bolumii ve Hacettepe Cocuk Hastanesi
Onkoloji BolumiU 'nlin lenf nodu biyopsisi yapilan 19 hastasina ait taze biyopsi
materyallerinde ACIF (anti-kompleman imminfloresans) teknidi ile EBNA (Epstein-
Barr cekirdek antijenleri) arastirilmistir. Kontrol olarak EBNA pozitif, iiret-

ken olmayan Raji hiicre dizisi ve EBNA negatif Ramos hiicre dizisi kullaniImistir.

Vakalarimizdan dordii EBNA pozitif olarak deferlendirilmistir. Bunlardan iki ta-
nesi BL tanis1 alan hastalardir. Dider iki vakanin birisi Tenfoepitelioma metas-
tazi olan bir NPC (nazofarengeal karsinoma) hastasi, dideri de Pleomorfik adeno-
ma tanisi alan bir hastadir. Negatif olarak dederlendirilen vakalarin besi

Hodgkin lenfomalil, besi de cesitii tipte Tenfomal: hasta1ard1r.rUc reaktif fol-
Tikiler hiperplazi, bir tiiberkiiloz Tenfadenopati ve bir de BL (Burkitt lenfoma-

s1) hastas1 negatif olarak degerlendirilen dider vakalari olusturmaktadir.
Bu dederlendirmelere gore Ulkemizde EBY (Epstein-Barr virusu) 'nun lenfoma eti-

yolaojisindeki yeri konusunda yapirlacak calismalarda ACIF tekniginden yararla-

nilmasinin uygun oldudu goriisiine variimistir,
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