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OZET

Yuksek Lisans Tezi

KLINIK ORNEKLERDEN EPSTEIN-BARR VIRUSUNUN MOLEKULER
CALISMASI

Hussein Jbarah Kadhim KADHIM

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
Es Danigman: Prof. Dr. Majid Noori HUMOUD

Bu ¢alismada, Kklinik 6rneklerden epstein-barr virtisiinin tanimlanmasi i¢in 60 tam kan
ve serum Ornegi test edilmistir. Alinana Orneklerden 18 ile 80 yaslar1 arasindaki
hastalarda, siddetli mononiikleoz enfeksiyonu ile ilgili semptomlar ve bulgular
gelismistir. Alman plazma Orneklerinde, Epstein - Barr virlisi, VCA-IgM,
Immunoglobulin ve EBNA-IgG igin pozitif olarak test edilirken, VCA-IgG pozitif,
EBNA-IgG ve negatif VCA-IgM i¢in serolojik parametreler yaklasik dokuz ay sonraki
denemelerde ortaya ¢ikmistir. Bu denemelerde, EBV-DNA bulmak igin polimeraz
zincir reaksiyonunu (PZR) kullanmaya karar verilmisitr. EBV reaktivasyonu sirasinda
EBV gp220 DNA'sinin (100 viral kopya) bir PZR amplifiye (saptama limiti) spesifik
fraksiyonu ile serotip devam etmistir. Tiim tam kan orneklerinde PZR pozitif sonuglar
vermistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel analiz yapilarak degerlendirilmis ve iki
Kappa parametresi arasinda bir baglanti oldugu bulunmustur (p <0,001). Tum
orneklerde EBV DNA teshisi hastalik semptomlarma dayanmaktadir. Gelecekteki
arastirmalar, gercek zamanli PZR'de virlis genlerinin mutasyon tipini belirlemek i¢in
EBV DNA'nin kullanimina isaret edebilir.
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ANAHTAR KELIMELER: Epstein — barr viriisii, VCA-IgM, herpes viriisleri, PZR



ABSTRACT

Master of Science Thesis

MOLECULAR STUDY OF EPSTEIN-BARR VIRUS FROM CLINICAL
SPECIMENS

Hussein Jbarah Kadhim KADHIM

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melda DOLARSLAN
Co-Aduvisor: Prof. Dr. Majid Noori HUMOUD

In this study, 60 whole blood and serum samples were tested for the identification of
epstein-barr virus from clinical samples. Patients aged 18 to 80 years from specimens
developed symptoms and signs of severe mononucleosis infection. In plasma samples
taken, Epstein - Barr virus tested positive for VCA-IgM, Immunoglobulin and EBNA-
IgG, while serological parameters for VCA-IgG positive, EBNA-IgG and negative
VCA-IgM emerged in trials approximately nine months later. In these trials, it was
decided to use the polymerase chain reaction (PCR) to find EBV-DNA. The serotype
persisted during EBV reactivation with a PCR amplified (limit of detection) specific
fraction of EBV gp220 DNA (100 viral copies). PCR gave positive results in all whole
blood samples. The results obtained were evaluated by performing statistical analysis
and a correlation was found between the two Kappa parameters (p <0.001). The EBV
DNA diagnosis in all samples is based on disease symptoms. Future research may point
to the use of EBV DNA to determine the mutation type of virus genes in real-time PCR.

2021, 67 pages
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1. GIRIS

Epstein - Barr viriisii adin1 Anthony Epstein ve Yvonne Barr adli bilim adamlarindan
almaktadir. Dennis Epstein, Yvonne Barr ve diger bilim adamlari, bu hastaligin
etiyolojisi ve cevresel faktorleri ile ilgili dnemli bilimsel ilerlemeler kaydetti (Burkitt
and Wright 1966). Epstein serokonversiyon Barr, BL biyopsi ile alinan BL kesitlerinden
alinan hiicre kiiltiiriinde basarili olmustur. Bu hiicrelerin elektron mikroskopisini
inceleyen Epstein and Barr, 1964'te yeni bir tur herpes virusiinin varligini ortaya
cikardi. Dogal BL hiicre dizilerinin kullanimina dayanan serolojik teknikler yoluyla
EBV, her yerde sik karsilagilmasi muhtemel bir insan virlisii olarak siniflandirild
serokonversiyon EBV reaktif serum antikorlarinin, diinya niifusunun kabaca %90'inda
tespit edilebilir oldugunu ortaya ¢ikardi. Negatif ila pozitif serokonaversiyon, virlsin
kisiye hayat1 boyunca bulastigini gosterir. Bununla birlikte, diisiik seviyelerde EBV ve
anti-EBV reaktif antikorlar1 ve T-hiicreleri ile enfekte olmus dolasimdaki hiicrelerden
gorulebilecegi gibi Konak¢mnin bagisiklik sistemi enfeksiyonu dengeleyebilir
(Rickinson and Kieff 2001). Erken cocukluk ddneminde bir enfeksiyon meydana
gelirse, EBV biiytik 6l¢lide asemptomatik kalir. Enfeksiydz mononiikleoz (IM) olarak
bilinen bir klinik tani, iyi huylu, smirlayici bir lenfoproliferatif bozukluk, genellikle Bat1
toplumlarinda ertelenmis ilk enfeksiyonun sonucu olabilir. Son c¢alismalarda, EBV'nin
farkli malignite tiirleri dahil olmak iizere ¢esitli durumlarla etiyolojik olarak baglantili
oldugu gosterilmistir (Middeldorp et al. 2003). DSO, 1997 yilinda EBV'nin insan
saglig1 alaninda 1. Smif insan kanserojen viriisii olarak kabul edildigini bildirdi (IARC

1997).



2. EVB ILE iLGILi HERPES ViRUSLERIN OZELLIiKLERI

Herpesviriis, yaklasik 100 farkli hayvan ve insan tiirlinii tanimlayan bir DNA viriisii
ailesidir. Insan herpesviriis ailesinde ii¢ alt aile vardir. Bunlar arasinda a-herpesviriis
(tip 1 ve Tip 2 herpes simplex (HSV), variselazoter viriis (VZV), B-herpesvirts (CMV)
bulunur. insan sifiliz viriisleri (HHV-6, HHV-7) (Lenfokriptoviriis ve Rhadinovir(sler)

EBV, B-herpes virusu lenfokritovirusu (Stauss and Strauss 2002).
Herpes viriislerinin temel ortak 6zellikleri su sekilde siralanabilir:

Cift sarmalli DNA'dan olusan, gesitli niikleer asit metabolizma enzimlerini kodlayan,
DNA sentezleyen, protein muamelesi ve hiicre konakgi regiilasyonundan olusan
GMG'ler (Horst et al. 2007). Bazilar1 gizli enfekte hiicrelerin yayilmasma neden olan
konakg1 hiicre enfeksiy6z hastaligina neden olma yetenegi (IARC 1997). Benzer yapi,
esas olarak simetrik bir kapakli bir protein ¢ekirdeginden, fosfoproteinin bir plazma

membran tabakasindan ve bir lipit zarfi iceren glikoproteinden olusur (Brink et al.
2003).

2.1 EBV’nin Yapisi

EBV, bir ikosahedral kapsid (Sekil 2.1) amorf bir tegument ve bir viral lipid cevreleme
ylizeyi ile ¢evrili 172 KB normal ¢ift sarmallt DNA molekiilii igeren halka benzeri bir
protein ¢ekirdeginden yapilir (Kieff 1996). Cap 120 ila 200 nm viral partikiil arasindadir
ve 25 ila 35 proteinden ve konakgiya Ozgii niikleer membrandan tiiretilmis
fosfolipitlerden olusur (Johannsen et al. 2004). Kaplamadaki en yaygin glikoproteinler,

yogunluga gore siralanmigtir (Johannsen et al. 2004):
- Gp350 ve gp220 (en yaygin)
- gH
-gB

_gM



- gp42

-gL

-gp78

- gp150
-gN
Tegument sunlar1 i¢erir (Roizman et al. 1992)
- BLRF2

- BRRF2

- BDLF2

- BKRF4

- Ana Aktin
- Kofilin

- Tubilin

- Hsp90

- Hsp70

Kapsaisinin gelisimi, viral proteaz (BVRF1) tarafindan parcalanan iskelenin (BdRF1)
cekirdegi etrafindaki matris kapsidine DNA girisi ile baslar. Kii¢ilk BFRF3 kapsid
proteini, kapside baglanan kapsid dis kabugunu kapatir. Bashgm karisimi Golgi'nin
sitoplazmik zart ile ¢evrilidir ve niikleer zardan gectikten sonra hiicresel salgi ile ayrilir

(Stauss and Strauss 2002).



Zarf
Epstein_Ba rr virilis Viral antijenerlin eklendigilazmasi

Kapsid

Polihedral kapsomer yapisinda viral protein
Enfekte B hicrelerinin sitoplazmasinda olusur
Viral kapsid antijen (VCA)

Cift sarmal DNA

Konak B hiicresinin niikleusunda replike olur
EB - niikleer antijeni (EBNA)

Early antijen

iki komponenetten olusan komplex

EA - D (Yaygin - enfekte hiicrenin nikleus ve sitoplazma)
EA - R (Kisith - sadece sitoplazma)

Sekil 2.1 Ebstein-barr virlisiiniin yapisi: (Murray and Young 2001)

2.1.1 EBV genomu ve acik okuma ¢erceveleri (Orf)

DNA molekili, dogrusal iki sarmalli bir genom igerir. EBV Konak¢1 dokuda, EBV
DNA, belki de konak¢i DNA-polimeraz mekanizmasinin her hiicre boliinmesiyle
stirekli olarak siddetlendigi kapali dairesel bir molekiildiir. EBV izolatlari, EBNA2
(Epstein-Barr nikleer antijen) ve EBNA3 peptitlerine (veya Tip A ve Tip B) gore Tip 1
ve Tip 2 olarak smiflandirilir. EBV1, Bati popiilasyonlarinda EBV2'den daha yaygin
gibi gérinmektedir, ancak Orta Afrika'da ve 6zellikle Yeni Gine'de EBV2 enfeksiyonu
yaygindir ve Alaska Esquimos EBV tip 1 ve 2'deki konakgi hiicrelerin hiicre biiylimesi
Uzerindeki etkileri, EBV1'in en verimli oldugu yerlerde farklilik gosterir (Moss et al.
1987). Her iki tip EBV ile birlikte enfeksiyon genellikle HIV ile enfekte hastalarda
tespit edilir, ancak bazen saglikli bireylerde de meydana gelebilir (Walling et al.1992).
EBV tipleri 1 ve 2, EBNA2A, 3A, 3B veya 3C arasindaki sirali varyasyon sirasiyla
%36, %10, %12 ve %19 olarak rapor edilmistir (Kieff 1996).

EBV, bircok i¢ tekrar alan1 80 ile 100 ORF ile yaklasik 170 kB'lik bir genoma sahiptir.
sadece 50-60 biraz farkli kodlama dizisi ile. Belirli bolgelerde ciddi birlesme mevcuttur

ve ORF'ler yalnizca genomun sonundaki gizli enfeksiyonda ifade edilir. Sag veya sol



transkriptte baslayan RNA bolgesi fragmani BamH1'in boyutu, ORF'leri etiketlemek
icin kullanilir. BamH]1-A, sag ¢erceve 1, BARFL'in bir 6rnegidir. (Chiang et al. 2012).

EBV sckanslar1 olarak, EBV genomu tamamen agiga ¢ikarildi ve B95.8 ve Raji (EBV
tip 1) serisine gore agirliga gore kiimelendi (Farrel 2005). B95-8 ve Raji, 0 zaman bile,
yogun in vitro iireme sirasinda meydana gelebilecek belirli genomik delesyonlar1 ve
mutasyonlar: sergiler. Yakin zamanda tiim EBV 2 genomu (AG876) (Gatherer et al.
2006) ve GD-1 susunun Cin NPC baglantili prototipi yaymlandi ve farkli EBV
izolatlarinin genomik fonksiyonlar: tiim diinyada elde edildi. Basladi: Genom, iki bitiste
kisa bir terminal yeniden doldurma (TR) ve bir i¢ tekrarlayan ardisik gruplama (IR1-4)
ile tanimlanir. Hastalik nedeniyle, dogrudan genom, son kopyalarda déngusel olarak
birlesir (Gatherer et al. 2006).

2.2 EBV’nin Biyolojik ve Genetik Ozellikleri

2.2.1 Biyolojik ozellikleri

Her yasta ve her an EBV enfeksiyonu olan bireyler yasam i¢in tasiyici olabilirler ve bu
da onlarin seropozitif olarak tanimlanmasina neden olur. EBV'in ikili tropikleri, hem
lenfoma hem de karsinom gelisimi ile iliskisinde goriildiigii gibi, B lenfositleri ve
epitelyumu ve ayrica T- / NK ve monositleri i¢eren diger hiicre tiplerini enfekte edebilir.
EBV enfeksiyonu, cesitli hiicre tiplerinde biiyiik Olgiide farkli aktivasyon yollarina
neden olur ve cesitli patojenik olaylarla iliskilidir (Srivastava et al. 1996, Savard et al.
2000, Greenspan et al. 2007).

Tiikriikk salgisinda bulunan EBV  virionlarinin testleri bademciklerden almabilir.
Bademciklerde hastalik, epitel hiicrelerinin apikal yiizeyinin aksine bademciklerin
mezarlarinda meydana gelir (Berline et al. 2003, Hudnall et al. 2005) EBV, epitel
bariyerini gecerek yiizeye bakan manto bdlgesinde submukozal olan ve daha &nce
antijjene maruz kalmamig olan B hiicrelerine girebilir. kalict EBV enfeksiyon
bolgelerinin oronasofaringeal lenfo-epitel oldugu diistiniilmektedir. Epitel htcrelerini

birincil EBV giris noktasi olarak destekleyen sinirli veri vardir. Birincil EBV



enfeksiyonu tercihen B lenfositlerinde meydana gelebilir, ¢iinkii bir B hiicresi eksikligi
olan bireyler genellikle EBV ile enfekte degildir ve virlis bu hastalarin orofaringeal
epitelinde lokal olarak bulunmaz (Faulkner et al. 1999). Bir calisma, B hiicre
tikenmesinin EBV'yi viicuttan tamamen ortadan kaldirabildigini gostermistir ve B

hiicrelerinin EBV kaliciligindaki 6nemli rolii ortaya ¢ikarilmistir (Gratama et al. 1992).

CR2 veya CD21 olarak adlandirilan tamamlayici reseptor tip 2'ye baglanma, gp350 /
220'nin hiicre enfeksiyonundan kaynaklanir. Gp350 / 220'nin yiiksek kalinligi, CD21
isaretleme kompleksinin ¢apraz baglanmasima izin vererek, hareketsiz B hicrelerinin
GO'dan G1 hucre dongiisii asamalarina ilerlemesine izin verir. MHC-II, dikkate deger
bir EBV giris reseptoriidiir. Glikoprotein gp42 enfeksiyonunun glikoprotein gHgL ile
isbirligi, enfeksiyon zarfinin ve konakg¢i hiicre tabakasinin birlesmesine neden olur
(Hutt-Fletcher and Turk 1995, Comeau et al. 1997) ve bu kompleksin gB ile etkilesimi
ile tamamlanir (Haan et al. 2001).

Niikleokapsid EBV, EBV'nin B hiicresi enfeksiyonu sirasinda konakg1 ¢ekirdege iletilir.
Bundan sonra, dogrusal DNA igerigi serbest birakilir. Bu, gecikmelerle (LMP'ler)
baglantili ¢esitli niikleer (EBNA) ve zar proteinlerinin ekspresyonunu katalize eder
(Middeldorp et al. 2003, Thorley-Lawson 2005). Baslangigta Wp promotori, CD21
aktivasyonu ile indiiklenen hiicresel transkripsiyon faktorleri tarafindan aktive edilir ve
EBNA2 ve LP ekspresyonuna yol acar. Transkripsiyon faktorit EBNA2, dokuz gizli
genin tamaminin ekspresyonunu destekler. Wp promoterinden Cp promoterine gegis,
Wp CpG'nin adacik sonrasi metilasyonunun bir sonucu olarak meydana gelir ve daha
tutarl1 transkripsiyon ile sonuglanir (Lee et al. 2004). EBNA2 ayrica enfeksiyondan kisa
bir siire sonra LMP1 ekspresyonunu ydneterek biiylime programinin aktivasyonunu
indikler (latans tip 111). EBNA3A ve B'nin ekspresyonu, hiicresel faktér Rbp-Jk icin
rekabet yoluyla EBNA2'nin asagi regiilasyonunu azaltir. EBNA3C, hiicre dongusiinde
G1 ilerlemesini aktive eder. Cp transkripsiyonu EBNAL'i ifade eder ve boliinmiis
hiicrelerde EBV genomunu tutmak icin gerekli sinyalleri saglar. Aktiflestirilmis B
hiicresi asagi, EBNA2 ve 3A-C Cp'nin folikul iletim aktivasyonunu kontrol eder. Bu
nedenle EBNA2, varsayilan program (latans tipi 11I) (Thorley-Lawson 2005) olarak
bilinen LMP1 ve LMP2A gen ifadesinden bagimsiz olarak, Qp ile aktiflestirilmis



EBNA1'e gecerken uygulanir. Bu agsamada, LMP1 ve 2A, enfekte olmus B hiicresinin
harici sinyallere ihtiyag duymadan hafiza merkezi reaksiyonuna (Thorley-Lawson 2005,
Tunyaplin et al. 2003, Alexiou et al. 2004). Sistemik dolasimda, EBV ile enfekte B-
bellek hiicreleri, promoter metilasyonu ile susturulmus olan EBNAT ile aktive edilmis
Qp ve BART transkriptleri disinda tiim bastirilmis gizli genleri olusturur. Bu nedenle,
latans 1 olarak adlandirilan normal bellek B hiicrelerindeki viral genom, EBNA 1
bulundu (Hochberg et al. 2004). EBV ile enfekte B hucrelerinden turetilen in Vitro
inaktif lenfosit hatlari, ayn1 hiicre yiizey fenotipine, hiicre morfolojisine ve latent gen
ekspresyonuna sahiptir. olagan birincil B hiicresi enfeksiyonu profili (Farrell et al.
1987). B lenfosit girisinden sonra EBV'nin epitel hiicre girisini ayrintili olarak
aciklamak uygun olacaktir. Birincil enfeksiyon sirasinda, orofaringeal yiizeyin mukozal
epitelyumu, EBV viryonlar1 i¢in bir giris kapis1 olarak a ve nd sistemik enfeksiyon
sirasinda ¢ogalan EBV viryonlari i¢in bir kagis yolu olarak islev gorebilir (Berline et al.
2003). AIDS ile iliskili oral sa¢ lokoplaki (OHL), EBV'nin latent ve litik gen
ekspresyonunu birlestiren hiperplazi, verimli EBV mukus epitelini (dil) g0Osterebilir
(Abrams et al. 1985, Frangou et al. 2002). Mide adenokarsinomundan (GC) ve
nazofaringeal karsinomdan (NPC) epitelyal tiimér hiicrelerinde, degisken (NPC) ila
negatif (GC) LMP1 ekspresyonu ile gizli EBV gen ekspresyonu, varsayilan programa
benzer gérinmektedir. Son ¢alismalarda, tonsiller epitel hiicrelerinin ex-vivo eksplant
kiiltiiriinlin, orofaringeal epitel enfeksiyonunun dogal EBV-konak¢1 etkilesiminin bir

pargasi oldugunu dogruladigi goriilmektedir (Pegtel et al. 2004).

EBV, viriis salimi ve viral enfeksiyonun yayilmasi gibi mekanizmalar epitel hucreleri
icinde tam olarak aydinlatilmamistir. EVB'nin epitel hiicrelere nasil ulagtigina dair
birka¢ farkli model Onerilmistir. Bir c¢alismada aragtirmacilar, submukozal B
hiicrelerinin EVB iirettigini ve bazal oral hiicrede, polimer Ig reseptdrii araciligiyla
endositoz yoluyla EVB'ye 6zgii dimerik IgA'ya baglandigini 6ne stirmiislerdir (Sixbey
and Yao 1992). CD21 ve MHC-II ko-reseptorii normalde epitelde yoktur (Mogi 1975).
Bununla birlikte, lokal inflamasyon / enfeksiyon ataklar1 sirasinda, epitel hiicrelerinde
HLA siif II ve CD21 aktivasyonu meydana gelebilir (Holling et al. 2004). Langerhans

(LC) ve monositler gibi diger hiicre tiirlerinin, periferik kanda EVB ile enfekte restoratif



B hatirlamasi disinda oral epitel hiicrelerinde rol oynadigi bulunmustur (Flaitz et al.

2007, Greenspan et al. 2007) .

Bazi ¢aligmalar Epstein-Barr Virtisuniin polarize dil ve faringeal epitel hiicrelerini nasil
enfekte ettigine bakmis ve bunlar1 CD21'e bagli olmayan ¢esitli yollarla enfekte
edebildigini bulmustur (Berline et al. 2003). Bu yollar su sekilde siralanabilir:

*Apikal hiicresel zarin Epstein-Barr Virlisii ile enfekte B hiicreleri arasinda hiicreden

hiicreye dogrudan iletisim,

*EBV-BMREF2 zarf proteini ile kismen etkilesime giren bazolateral hiicresiz viriislerin

girisi genellikle bl ve a5 / bl integralleri arasinda bir RGD motifi igerir,

*Virlsler, desmozomlar ve bitisik epitel hiicrelere hiicre baglantilar1 yoluyla yana dogru
yayilir. Ikinci model, en sevilen in vitro modeldir (Berline et al. 2003, Baldwin et al.
2006).

*Hem apikal hem de bazolateral membrandan epitel hicrelerini elimine ederek,
viryonlar tikirik ve B hiicre bélmelerine ¢ift yonlii olarak yayilirlar. Son arastirmalar,
B hiicresiyle iliskili Epstein-Barr Virtsinin, hicreden hicreye dokunma yoluyla
dogrudan B hcrelerinden epitel hiicrelerine aktarilabilecegini kesfetti (Pegtel et al.
2004, Baldwin et al. 2006). Dimerik gHgLL kompleksi, viriisiin baglanmasina ve heniiz
bilinmeyen reseptore (gHgLR) baglanan epitelyal hiicrelere penetrasyona aracilik eder
ve Vviriis baglanmasma ve epitel hicrelerine nifuz etmesine izin vermek igin
konformasyonel degisikliklere sahip oldugu 6ne sirtlir (Greenspan et al. 2007). GHgL
icermeyen viriisiin, in vitro (AGS) bir gastrik karsinoma hiicre hattina baglanamadigi

bulunmustur (Borza et al. 2000, Chiba et al. 2000).

MHC Smif II yoluyla B hiicresine baglanmada ¢ok 6nemli bir role sahip olan Gp42,
epitel hicreleri normalde insan I16kosit antijen smif II molekiillerini eksprese
etmediginden EBV epitel girisinde 6nemli bir isleve sahip degildir (Hutt-Fletcher and
Borza 2002).



Calismalarda ortaya ¢iktig1 gibi, Gp42, tropizmin B lenfositinden epitel hiicrelere gegisi
olarak islev gorebilir (Hutt-Fletcher and Borza 2002). EBV ile enfekte B lenfositi ile
epitel hiicrelerini karsilagtiran bir caligmada, insan l6kosit antijeni II negatif epitelden
thretilen virtsin, insan lokosit antijeni Il pozitif B hicresinden turetilen EBV'ye gore
daha fazla gp42 igerdigi ortaya cikarilmig ve yine insan 16kosit antijeni sinif II negatif
epitel hiicreleri. B lenfositlerinin, insan 16kosit antijeni sinif II pozitif B lenfositlerinden
100 kat daha bulasict oldugunu ve bunun tersi mekanizmalarla birlikte oldugunu

gostermistir (Hutt-Fletcher and Borza 2002).

Epitel hiicreleri i¢in bes kat daha bulasici olanin da B hiicresinden tiiretilen viriis oldugu
gosterilmistir. Bu bulgu, bir insan Iokosit antijen smuf II pozitif virlis iireten B
hicrelerinde gp42'nin, insan Iokosit antijeni 11 negatif virtist treten epitel hicrelerine
kiyasla gp42 konsantrasyonunu azaltabilen insan 16kosit antijen sinif II bozunma yolu
icin bir hedef haline geldigini kanitlamaktadir (Hutt-Fletcher and Borza 2002). Sonug
olarak epitel hiicrelerinin viral enfeksiyonunun viriis tiretimini arttirdigini sdylemek
mimkun gorinmektedir. Epstein-Barr viriisii ile enfekte olmus bellek B hiicrelerinin
siirlama olmaksizin boliindiigii gosterildi, ancak Epstein-Barr virlistiniin (EBV), konak
kromozomlarin1 hiicre dongilisii basina bir kez kopyalayarak epizomlar olarak
korundugu gosterilmistir (Leight and Sugden 2000). Epstein-Barr virlisii epizomunun
replikasyonu, cis igin ORIP ve trans igin EBNA1 proteinleri tarafindan diizenlenir.
ORIP, EBV plazmidinin replike olmasmi ve her bir yavru hiicreye esit sekilde
ayrilmasini saglar (Lindner and Sugden 2007). EBNAL, multimerik diners olarak ORIP
proteinine baglanir ve ayrica transkripsiyon faktorleri olan AT-kancalar1 araciligiyla
kromozomlari barindirmak i¢in EBV genomunu baglar (Aiyar et al. 2004). EBNAL'in
enzimatik fonksiyonlardan yoksun olmasindan dolayi, EBV gizli replikasyonu yalnizca
hicresel DNA polimeraz aktivitelerine dayanir (Sugden and Middleton 1992, Humme et
al.2003). ORIP Proteini, sirastyla tekrarin (FR) ve ¢ift simetrinin (DS) iki 6gesi olan 16
ve 4 EBNALI igerir; Baglayici olan ORIP Proteini (Milman et al. 1985). DNA sentezi,
DS'de veya yakininda, FR'de duraklayan veya sona eren replikasyon catallari ile baslar
(Carlos et al. 1989). EBNA1 ve FR'nin etkilesimi, boliinen hiicrelerde uzun vadeli
glvenilir EBV plazmit replikasyonunu destekler ve ayrica bunda diger gizli genlerin
transkripsiyonunu arttirir (Carlos et al. 1989, Okazaki et al. 1993). Replikasyonun
baglangicinda, EBNA1 homologlari, EBV genomunu karboksi u¢ (amino asitler 451-



640) araciligiyla FR'ye ve oriP'nin DS'sine baglar (Mackey and Sugden 1999). OriP
plazmitleri, hiicresel enzimatik aktivitelerin S fazinda yar1 koruyucu olarak cogalir
(Leitch et al. 2004). Bir EBNA1 amino ayirici, konakg¢t mitotik kromozoma, A ve B'de
(A: amino asitler 33-89) (B: amino asitler 328-378) ve hiicresel proteinlerle heterosiklik
etkilesim yoluyla DNA / 2D baglanma alani yoluyla eklenir. P32 / TAP icin A ve B
alanlarinda ve EBP2 i¢in B alaninda bir iligki var gibi gérinmektedir (Avolio-Hunter et
al. 1999, Middeldorp et al. 1998, Montalvo et al. 1997). Orijin tanima kompleksi
(ORC) (Bousset et al. 2001), MCM helix kompleksi (Chaudhuri et al. 2001) diger
hlcresel faktorler, protein gibi. Bir cogalma (Chen et al. 2005) ve rekombinant telomer
faktorleri 2 (TRF2), EBNA1 tarafindan mense sahasia dahil gériinmektedir (Deng et
al. 2002). Profilleme asamasinda EBV plazmitleri, kardes kromatitlere simetrik olarak
baglanir ve plazmidi ayirmak igin sentromeri kullanir (Maruo et al. 2007, Aiyar et al.
2004). Viral dongii sekansindaki aktif roliine ek olarak, EBNAI1 bir transkriptaz
guclendirici olarak hareket eder ve proliferasyon kompleksi USP7-HAUSP / MDM2 ile
etkilesim yoluyla p53'iin kararli mimarisini bozar, ancak EBNA1'in kendisi dogrudan
neoplastik degildir, muhtemelen katkida bulunur. 6nemli 6lgiide. Tiimo6r olusumu (Soni

et al. 2008, Nguyen et al. 2005, Nilsson et al. 2004).

Birincil enfeksiyondan sonra EBV, bellek B hiicreleriyle entegre olarak genomunu yeni
konak hiicrelere ulagtirmak i¢in dzellestirilmis bir dizi yol gelistirmistir. EBV'nin bu
gizli asamasi periyodik olarak yeniden etkinlestirme asamasina geger. Bu, viral
DNA'nin amplifiye olmasma, bulasici viriisiin salinmasma ve konakg¢i hiicrelerin
6limine neden olur (Rickinson and Kieff 2001). Plazma hiicrelerinde hafiza B
hiicrelerinin yeniden aktivasyonu, farkliliklarla iligkilidir (Gross and Thorley-Lawson
2004). Az sayida (litik) genin yeniden aktivasyonu - yani kiirtaj olmaksizin - yeni viris
gelisimindeki forma veya indiiklenen sinyallere baglh olarak kismen yeniden aktif hale

getirilebilir (Gross and Thorley-Lawson 2004).

Butiratlar, nitrozamin, stres hormonlari, gama iginlamasi, iltihaplanma gibi kimyasal
etkilerin ve asir1 p53 ekspresyonu gibi ¢evresel degisikliklerin, litik dongiiyl
etkinlestirmek icin EBV'yi tetiklediginden siiphelenilmektedir (Kroemer et al. 2002,
Sajid and Bano 2016, Alfredsson et al. 2020). Diger LYtic enfeksiyon herpesviriisleri

gibi, viral genom aktivasyonu, koordine edilen ve sirayla olusan ii¢ farkli gen
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ekspresyon gazina boliinerek gerceklesir. Bu fazlar sunlardir: Lytic key igin gerekli viral

transkripsiyon faktorlerini iceren hemen erken (IE veya AE) faz.

Erken (I veya E), konakgi hiicrelerin metabolizmasini ve DNA viruslerinin fiili
replikasyonundan 6nce niikleotidlerin sentezini isleyen enzimleri igerir. Viriisiin yapisal

ve yapisal olmayan proteinler igerdigi ge¢ asama (G veya L).

Geg protein sentezi, viral DNA polimeraz inhibisyonu ile durdurulabilen yeni bir genom
virtsidar (Stuart et al. 2002, Chakravarty et al. 2018). EBV virionunun tam yapisini
ifade etmek i¢in kromozom aktivasyon adimi ayrica litik replikasyonu da igerecektir.
IE, BZLF1 ve BRLLF1 i¢in iki ana gen iiriinii, sirali litik gen ekspresyonunun fazini
baslatmak i¢in litik dongiiye gegisi kontrol eder (Rickinson and Kieff 2001).

Akata tarafindan EVB reaktivasyonunu incelemek i¢in kullanilan en yaygin hiicre dizisi
Burkitt lenfomadir (Takada and Ono 1989). Protein olmadan, LMP EBV, bir B-hlcresi
reseptoriine (BCR) antijen baglanmasini taklit ederek anti-Ig antikor c¢apraz bagl Ig
yuzeyi ile yeniden etkinlestirilebilir (Shimizu and Takada 1993, Grywalska ve Rolinski
2015). BCR ¢apraz baglama, fosfatidilinozitol 3-kinazi (P13K) aktive eder, ancak
uyarilmis konak hiicre transkripsiyon faktorleri yoluyla Zp ve Rp'nin transkripsiyonunu
indiikler, aninda Protein Z'yi (ZEBRA, Zta, EB1) ve Protein R'yi (Rta) kodlar. Erken
genler BZLF1 ve BRLF1 ifade edilmelidir. Burada bahsedilen transkripsiyon faktorleri
su sekilde siralanabilir: “Lyn, Syk Aktivasyonu, YY1, SP1, SP3 / C, EBP-a, SMAD,
EGR1, CREB, ATF1, ATF2 / c-jun-heterodimer” (Chang and Yang 2013, Bode et al.
2016, Kusano and lkeda et al. 2019). Tum bu proteinler, litik gen ekspresyon
kademesini baslatmak i¢in gereklidir. Ek olarak, Zta ve Rta proteinleri transkripsiyon
diizenleyicileri olarak hareket eder ve EBV litik DNA replikasyonunda yer alan erken
erken genlerin ekspresyonunu indiikler. Bu anlik genler BMRF1 ve BALF2'nin yani sira
RNA tasima ve stabilite faktorleri BMLF1 / SM igin kendi genleri, antapoptpz faktorleri
BHRF1 ve BALF1, BCL-2 homologlari ve bagisikliktan kaginma genleri BGLFS,
BNLF2a ve BARFL1 de aktive edilir. Burada BARF1'in ¢ozlndr bir CSF1 reseptori
olarak aktive edildigine dikkat edilmelidir .
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Lytic replikasyon, trans icgindeki cis ve hayati cekirdek replikasyon proteinlerinde
dinamik bir replikasyon boélgesi gerektirir (Hayward et al. 1995, Hammerschmidt ve
Sugden 2013). Birincil proliferatif proteinler arasinda viral niikleik asit polimerleri
(BALF5), rekombinant nukleik asit polimerleri faktori (BMRF1), sarmal (BBLF4),
primatlar (BSLF1), oncii baglayict protein (BBLF2/3) ve tek zincirli DNA baglayict
protein (BALF2) bulunur. Diger erken proteinler, timidin kinaz (TK, BXLF1), dUTPase
viral alt birimleri, ribonukleotid indirgeme birimleri (BORF2 ve BaRF1) gibi enzimler
olarak hareket eder ve proliferatif olmayan hiicrelerde uygun bir nikleotid substrati
saglar (Littler et al. 1986, Fleischmann et al. 2002). BNRF1, BFRF2, BFRF3, BLRF1,
BLRF2, BLRF3, BCLF 1 (Capsid Master Protein), BLLF1 zarf, BXLF2, BZLF3 ve
BKRF3 gibi Virion topluluk proteinleri, ekspresyon igin temel olarak viral DNA
sentezini gerektirir. BCLF1 gibi proteomikler ve immin modile edici ajanlar dahil
olmak Uzere gecikmis viral proteinlerin etkinligi. Konak¢1 hiicrelerden olgun EBV
virtislerinin salim mekanizmalari heniiz aydinlatilmamistir. Viral glikoproteinler,
bagisiklik tepkilerini uyarir ve EBV enfeksiyonuna karsi asilama ve immunoterapide
hedef olarak kullanilir. Onemli olarak, viral DNA sentezi ve dolayisiyla viryon iiretimi,
aktive edilmis EBV ile enfekte olmus hiicrelerin EBV BALF5 ile kodlanmis DNA
polimeraz veya bir niikleosidin spesifik izotoplarma dogrudan miidahale eden
kimyasallarla muamele edilmesiyle inhibe edilebilir. Bu nedenle, gansiklovir ve
asiklovir gibi kimyasal ajanlar, viriis replikasyonu ile baglantili hastaliklarda etkili bir
sekilde spesifik antiviral ajanlar olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla
birlikte, bir konak¢1 polimeraz kompleksi ile vekilin kaliciligr ile gizli EBV DNA'sinin,

bu faktorlerin etkisi olmadig1 unutulmamalidir .

2.2.2 EBV’nin genetik mekanizmalari

EBV enfeksiyonundaki tim gecikmeler her zaman iki rtnle ifade edilir. EBV (EBER1
ve EBER?2) ve BamH]1 sag transkriptleri, bu kiigiik kodlamayan RNA'lardir (BART'lar).
EBER ve BART metni yalnizca, heniiz net bir islevsellik saglamayan RNA bi¢iminde

mevcuttur. Kalic1 ve bol ifadesi, EBER'ler ve BART'lar i¢in 6nemli bir biyolojik roli
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belirtir. Son ¢aligmalar, BHRF1 ve BART transkriptlerinde kodlanan ti¢ EBV SMA
(miRNA) ailesi bulmustur, ancak bu ¢alismalar hala varolusun erken donemleridir

(Chien et al. 2004, Bilello et al. 2006).

EBV kodlu kiigiik RNA, gizli bulasict hiicrelerde (EBER) bulunan en yaygin viriistiir.
EcoRI J 1000 bp'de kodlanan EBV'nin bir parcasi, RNA polimeraz III transkripsiyon
EBER'leridir. Bu genler, 161 baz ¢ifti ile ayrilmis iki 167 (EBER1) ve 172 (EBER2)
cevrilmemis ve c¢evrilmemis RNA kopyasi iceren, hiicre basma 1-10 milyon
kopyalamaya kadar yukar1 diizenlenir. EBER'ler, molekiil i¢i baz eslestirme (dsRNA)
yoluyla c¢ift sarmalli RNA olusumuyla sonuc¢lanan bir kok-halka yapist olusturur.
Nispeten bol ekspresyonu nedeniyle EBER'ler, 6zellikle EBeR2'den daha ylksek
stabiliteye sahip EBER1, doku ¢rneklerinde latent EBV enfeksiyonunun saptanmasi igin
altta yaygindir (Chang et al. 1992).

Cesitli calismalar, tek bir doku 6rneginde bile, negatiften negatife genis 6l¢iide degisen
bir dlcekte EBER'in degisken ekspresyonunu gozlemlemistir; Bu, gizli pozitift EBV
hicrelerinin EBER negatif durumu igin potansiyeli gosterir (Yao et al. 2000). EBER'ler
cogunlukla c¢ekirdekte yogunlasir, ancak ayni zamanda hiicresel proteinlerin
komplekslerini olusturduklar1 sitoplazmada da bulunurlar. Bu hiicresel proteinler,
"RNA'ya (PKR) bagli bir protein kinaz, L22 ribozom proteini, antijen icermez ve RIG-1
retinoik asit uyarict gen" olarak temsil edilebilir (Clemens et al. 2004, Ahmed et al.
2014, Imaizumi et al. 2006, Iwakiri and Takada 2004). Bu hicresel proteinlerle
baglanti, temel olarak EBER'in biyolojik rolii ile ilgilidir. EBER'ler, daha sonraki bir
asamada PKR baglanmasi, fosforilasyon inhibisyonu ve anti-apoptotik protein
modulasyonu yoluyla IFN-a ile indiklenen apoptoz direncini indikler (Feng et al.
2005). IL-10 gibi hucresel buyume faktorleri, B ve 1L-9 hiicresindeki EBER'ler ve T.
Hiicrelerinde insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF) tarafindan da uyarilabilir. -1)
epitel hucrelerinde. Sitokin Uretiminin, RIG-1 sinyal aktivasyonu yoluyla EBER
tarafindan modiile edildigi gosterilmistir (Aozasa et al. 2004, Eizuru et al. 2003, Chen
et al. 2005). EBER'in hicrelerin biyimesini verimli bir sekilde doniistiirmeye yardime1

olabilecegini gosterdi. Bununla birlikte, EBER, lenfosit B'nin dolagim1 i¢in ve apoptoza
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ve sitokine kars1 bagisiklik i¢in gerekli degildir, ¢linkii LMP-1'in islevleri bu etkilerin en

giiclii olanin1 gizleyebilir.

BamH1-saga dogru transkriptler (BART'lar), NPC dokularinda baslangicta tanimlanan
ve bol miktarda eksprese edilen kodlanmamis bir poliadenilasyon rna grubu, ayni
zamanda tamamlayici iplik transkriptleri, CST'ler olarak da bilinir (Hitt et al. 1989).
BART ayrica BL, B-LCL, EBV-GC dokularinda, HD'de diisiik seviyede ve periferik B
hicrelerinde normal EBV stabilitesinde gorilir. EBV genomunun BART bdlgesinin
silinmesi, EBV'nin vitro B hiicrelerini 6liimsiizlestirme kapasitesini tehlikeye atmaz ve
EBV'ye bagh tiimorlerde BART"n tutarl bir sekilde silinmesi, hala tanimlanmamis olan
bir in vivo katki saglayabilir (Maruo et al. 2007). BART-RNA'lar1 Baglama cDNA'da
tespit edilen en az 16 eksonda kismen {ist iiste binen nispeten karmasiktir (Maruo et al.
2007). Yalnizca harici olarak ifade edilen proteinler, bu ORF'lerin biyolojik 6zelliklerini
tanimlayabilir (De Jesus et al. 2000, Weinmaster et al. 2001). Ekson 4'te (ve bazi
CST'de ekson 5'te) bulunan RPMS1'in, EBNA2'yi hedefleyen ve Notch sinyal yoluna
birincil yanit olan CBF1 ile etkilestigi bildirilmistir. A73, transfekte hicre
sitoplazmasinda eksprese edilen ekson 6 ve 7 bilesenlerinden olusur ve protein C ve src-
tirozin-sinaz sinyalini diizenleyen bir doniistiiriicii olan RACKI1 ile etkilesime girdigi
gosterilmistir (Buck et al. 1999). RK-BARFO'nun ekson 7'de Notch4'ii hiicre dis1 olarak
baglayan ligand ile etkilesime girdigi ve cekirdekte transdiiksiyonla bazi Notch4 ile
etkilesime girdigi gosterilmistir (Brink et al. 2003). Bununla birlikte, sentetik RK-
BARFO iceren formulasyonlarla in vitro transfeksiyonun bu ¢alismalarda kullanildigina
dikkat edilmelidir. Spesifik monoklonal antikor ile, BART RNA'min yerinde tespit
edilmesine ve bir antikor reaksiyonundan siiphelenilmesine ragmen, RK-BARFO0'n
gergek ekspresyonu ayni hiicrede EBV ile dliimsiizlestirilmis hiicreler tespit edilmedi,
ancak RKBARFO in vivo bulunmadi . A73 ve RPMS1 genleri icin benzer bulgular
bildirilmis ve bu da EBV ile enfekte olmus hiicrenin BART ekspresyonu icin farkl
oldugu varsayimima yol agmustir. Son aragtirmalar, BART girig bolgesinin iki farkli
menu seti iceren BART-miRNA (retebildigini bulmustur (Vervoort et al. 2003, Kusano
et al. 2004). miRNA'lar, proteinlere doniismeyen genom tarafindan kodlanan kiigiik tek
sarmalli RNA molekiillerini depolar; Aksine, gen ifadesini kontrol ederler. MiRNA'lar1
kodlayan genomik bdlgeler hiicre ¢ekirdegine kopyalanir. Yeni ortaya ¢ikan miRNA

transkriptleri baslangigta uzun onciillere (birkag kilobayt uzunlugunda) islenir ve daha
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sonra sitoplazmaya taginir ve Drosha ve Dicer adli iki enzim tarafindan sirayla kiigiik
fonksiyonel RNA'lara (yaklagik 22 niikleotit) boliiniir. MiRNA daha sonra RNA'dan
tiretilen bir RISC kompleksine entegre edilir ve hedef mRNA'y1 (mRNA'lar) bozmak
ve / veya ¢ikarmak i¢in ¢evrilmemis 3'-UTR (3'-UTR) bolgelerine baglanir. MiRNA'nin
islevleri, ya ceviriyi bastirmak, mRNA bozunmasini uyarmak ya da hedef RNA

molekdllerini 6lgmektir (Filipowicz et al. 2007).

EBV, kodlanmis miRNA'lara sahip ilk insan virtsidur (Chien et al. 2004). BHRF (3
miRNA) ve iki Cok Bolimli BART kumesi, Grup I'de 12 ve Grup Il'de 15 ve miR
BART?2, ii¢ gruba bolinmiis 23 milRNA'y1 kodlayan ayr1 bir miRNA'dir (Bilello et al.
2006, Lear et al. 1993). Tamamen dondstiiriilebilir olan 12 kB delesyon susu B95.8
EBYV, yalnizca 8 miRNA genini kodlar. Asagidakiler listelenebilir: "miR-BHRF1-1-2, -
3, miR-BART-1, -2, -3, -4 ve miR-BART5 kismen silinmistir" (Busson et al. 2006).
MiRNA'nin hedefleri tam olarak anlagilmamistir. MiR-BART2, BALF5 mRNA'nin
3'UTR'sine duyarli oldugundan, miR-BART2'nin viral Polimeraz DNA bdlunmesine
(BALF5) katildig1 onerildi (Barth et al. 2008). Bir ¢alismada (Xing and Kieff 2007),
yuksek miR-BHRF1-1, -2 ve 3 seviyeleri, Cp gudumli EBNA transkriptlerinin
intronlarinda kodlanan EBV tip III enfeksiyonunun bir 6zelligi olarak tanimlanmistir
(Bilello et al. 2006, Callegari et al. 2014). Hedef bilinmemekle birlikte, miR-BHRF'ler
Tip III bulagma enfeksiyonlarinda rol oynayacaktir. MiR-BART gruplar1 1 ve 2, EBV
ile enfekte epitel hatlarinda bulundu (Callegari et al. 2014). Baska bir ¢alismada (Liao
et al. 2007), Group miR-BART 1. Hedef LMP1 3'UTR gobsterildi ve LMP1 ifadesi
negatif olarak degistirildi. EBV, LMP1 asir1 ekspresyonu ile indiiklenen hiicre
biiyiimesi tarafindan inhibe edilebilir ve cisplatin gibi stres kaynakli kemoterapinin
programatik etkilerini giclendirir (Cheung et al. 2002, Biel et al. 2019). MiR-BART
grup 1'in CNE-EBV hiicre ¢izgisi ile transfeksiyonu, LMP1 proteininin ekspresyonunu
inhibe eder, boylece sisplatinin duyarliligini ve ayrica NF-kB aktivitesinin doza bagh

modifikasyonunu azaltir, boylece hiicre canliligini arttirir (Liao et al. 2007).

EBV biyolojisi ve genetik malign biiyiimede mRNA EBV kodlamasinin roliinii tam

olarak anlamak i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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2.3 EBV ve Bagisikhik Sistemi

EBYV, yasami sinirlamak ve siirdiirmek i¢in bir dizi ayarlama yapan, bagisiklik sistemi
hiicrelerinde yasayan bir insan viriisiidiir. Diinya ¢apinda biiyiik bir popiilasyon, ev
sahibinin etkili bir sekilde tedavi edildigini diisiindiiren belirgin semptomlar veya
hastaliklar olmaksizin EBV ile enfekte olmustur. EBV'nin giiglii doniistiirme
kapasitesine karst koymak icin, konukcu giiclii bir bagisiklik kontrol mekanizmasi
gelistirir. Bir noktada, EBV immiin yetmezIlik zamanlarinda baskin hale gelebilir ve
viriisle iligkili hastaliklara yol acabilir. Cogu durumda bu hastaliklar, viryon
iretiminden ziyade EBV ile doniistiiriilmiis hiicrelerin replikasyonu ile iliskilidir.
Tiikiiriikte virlis tiretimi esas olarak tespit edilir. Aslinda, EBV-konagin etkilesimi viral
replikasyon, viral hiicrelerin yayilmasi ve konak izleme arasindaki 6miir boyu dinamik
dengeye baghdir (O'Reilly et al. 1998, Lotz et al. 1986).

2.3.1 Dogal bagisikhik tepkisi

Dogustan gelen bagisiklik, b ve b hicreleri ve sitokinler ile interferonlar ve ardindan
dendritik hicreler (DC) ve dogal hiicreler (NK) dahil olmak (zere bir dizi hiicre ve
hiicre tarafindan yonetilir. Enfeksiyoz Mononuclose (IM) hastalari, ancak klinik bir
semptom ortaya ciktiktan sonra tibbi yardim ararlar, bu nedenle EBV enfeksiyonlarinin
cok erken asamasina yonelik arastirmalar ¢ok siirlhidir. EBV ile enfekte olmus epitel
hiicrelerinde mono-nukleer kan hicrelerinde (PBMC'ler) B ve NK hiicreleri tarafindan

INF-a'nin ana tiretimi INF-a tarafindan 24 saat iginde gergeklestirilir (Kresina 2020).

EBYV ile enfekte olmus b hiicrelerindeki EBER'ler ve EBNA2 ve LP, IFN-a direncine
aracilik ediyor gibi goriinmektedir ve LMPI1, apoptoza karst IFN-a koruyucu gibi
gorinmektedir (Boer et al. 2016). Bundan, IFN-a tarafindan indiiklenen faktorlerin,
konake1 hiicreyi EBV enfeksiyonundan koruma konusunda sinirli bir kabiliyete sahip
oldugunu sdylemek miimkiin goriinmektedir. Bademciklerdeki NK hiicreleri, 1L-12
ireten dendritik hiicrelerin varliginda IFN-g salim1 yoluyla B hiicresi doniisiimiinii

siirlayabilir (Hislop et al. 2007). Ek olarak, NK aktivitesinin bagisiklig1 zayiflamig
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hastalarda yeterli bagisiklik korumasi saglamadigi durumlar olabilir (O'Reilly et al.
1998).

Aktivasyon i¢in uyaranlar heniiz tanimlanmamis olmasina ragmen, dendritik hiicreler,
cesitli olgunlasma asamalarma sahip EBV antibiyotiklerinin bir karisgimi ile T
hicrelerinin immiin reaktivitesinde rol oynar ve ayrica NK hiicrelerini aktive eder.
Enfeksiyonun erken evresindeki dogustan gelen bagisiklik tepkisi ¢ok Onemlidir ve
antijene Ozgli adaptif bagisiklik tepkisini indiikklemek igin gerekli sinyalleri sunar
(Elliott et al. 2001, Goodman et al. 2003).

2.3.2 Adaptif bagisiklik tepKkisi

EBV'ye verilen adaptif immiin tepkiye g¢esitli immiin hiicreler katilir. Bu hiicreler,

asagida belirtilen farkli B ve T hucreleridir.

2.3.3 CD8+ T hicre tepkisi

Bu hicreler Sitotoksik T hucreleridir (CTL) ve tumor hicreleri ve virtsler dahil olmak
Uzere endojen enfeksiyona karsi Onemli bir bagisiklik savunmasi gorevi goriir.
Proteozomlar, endojen (viral) proteinleri tedavi etmek ve saflastirmak igin kullanilir.
Antijen isleme ile baglantili olarak, elde edilen peptitler daha sonra yeni sentezlenmis
Siif I molekiillerine yiiklenen tasiyict ER liimenine (TAP1, 2) aktarildi. Smif I peptit
molekdlleri, CD8+T hiicrelerine EBV peptitinin bir CD8+T havuzunu aktive eden peptit
saglar. IFN-g {iretiminin Sl¢limii de dahil olmak {izere, bu reaksiyonun gergeklesip
gergeklesmedigini belirlemek i¢in birkag aktivasyon markorii kullanilabilir. Perforin ve
Fas-FasL aktivitesi ayrica hem tiimor hiicrelerini hem de viral hiicreleri dogrudan
oldiirmek i¢in CD8+T hiicreleri igerir. Hedef hiicreler, aksine, bagisikligin ortadan
kalkmasinit onlemek i¢in mekanizmalar gelistirebilir (Meij et al. 2002). CD8 + T
hiicreleri, EBV ile enfekte hiicre proliferasyonunu smirlamak i¢in yeterli koruma saglar.
Gizli ve litik EBV'nin neden oldugu birincil enfeksiyona yanit olarak, hizla biiyiiyen
CD8+T hiicre yaniti, EBV ile enfekte olmus B bellek hiicrelerini hizla terk ederek
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surekli ve saptanabilir enfeksiyonlara yol agar. EBV CD8 + T hiicre havuzlarmin
hafizasini genisleten yeni EBV hicreleri, dizenli reaktivasyonla retilir (Rickinson and
Moss 1997, Heller et al. 2002, Edhi et al. 2017).

Esas olarak performans veya granzimde pozitif olan ve yiksek oligoklonal aktiviteye
sahip olan CD8+T hiicreleri, IM gibi akut hastaliklar i¢in goruliir (Hanna et al. 1998).
Bagisiklik tepkisi, gizli EBV proteinleri yerine gizli EBNA3A, EBNA3B ve EBNA3C
proteinlerine yoneliktir (Steven et al. 1996). Bu aktive edilmis T hiicreleri, diisitk BCL2
ve BCLX anti-apoptotik seviyeleri ve pro-apoptotik BAX nedeniyle daha fazla uyar1
olmaksizin apoptoza bagli olarak hizla oliir (Hatton et al. 2000). Diger EBV
antijenlerine kars1 alt baskin reaktiviteler, enfeksiyondan birkag¢ ay sonra ortaya ¢ikacak
olan birincil ve bellek CD8+ T hiicre havuzu arasinda farkli spesifik ozellikler
gosterebilir (Hislop et al. 2007).

Litik fazda, CDS8 + T hiicreleri gogunlukla hemen erken (IE) proteinlere doniisiir ve L'de
en fakir olan EE'den E'ye 6nemli bir diisiis gosterir (Hislop et al. 2007). IE asamasinda,
MHC sinif I hiicre yiizeyi molekiillerinin ekspresyonu, latent faz enfeksiyonu ve TAP
antijen tasiyicisinin bozulmasi ile karsilastirildiginda yaklasik bes kat artar (Jones et al.
2002, Gomez et al. 2005). EBV litik asamasi, periyodik bllylime ve viriis bulagmasi i¢in
cok Onemliydi. Bu nedenle, immin slrveyanstan kaginmalidirlar. Caligmalar, erken
protein DNAzinin (BGLF5), mRNA'y1 kodlayan MHC sinif I molekiillerini spesifik
olarak bozdugunu ve bdylece antijen sunumuna miidahale ettigini gostermistir. CD8+
T'nin EBV epitopuna zamanla tutarli bir oran1 bu ¢aligmada goriinmektedir, ancak
bireylerde CD8+ T hiicrelerinin sayis1t 60 yasin iizerinde artmaktadir (Crough et al.
2005, Ouyang et al. 2003).

2.3.4 CD4+ T hucre tepkisi

EBV enfeksiyonunun akut asamasinda, CD+T hiicrelerinin sayisi, oldukca fazla
sayidaki EBV-reaktif CD8+ T hicrelerinden giderek daha az klonal gérinmektedir.
Bununla birlikte, birka¢ calisma, CD4+ T hiicrelerinin, CD8+ T hiicrelerinin ve

antikorlarin fonksiyonel 0retimini slrdirmeye ve ayrica EBV ile enfekte olmus
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hiicrelerin genislemesini bagimsiz olarak ortadan kaldirmaya veya sinirlamaya yardimci

olarak gostermistir (Hislop et al. 2007, Hogquist et al. 2011, Hislop et al. 2018).

CD4+ T hiicrelerinin sayis1 yavas yavas azalir ve akut enfeksiyonda stabil bir kalici
enfeksiyon durumuna ulagir (Callan et al. 2003). Primer enfeksiyondaki CD4+ T
hicreleri, bireysel litik (BMLF1l'den daha yiksek BZLF1) ve latent (EBNA3A)
(Precopio et al. 2003, Woodberry et al. 2005) kars1 yonlendirilir ve EBNA1'e kars1 daha
az reaktivite gosterir (Precopio, et al. 2003). Erken litik faz sirasinda, MHC simif II
yiizey molekiilleri latent faza kiyasla iki kez azalir, bu da CD4+ T-hucresi antijen
tanimasini sinirlar (Jones et al.2002). CD4 + T hiicreleri ayrica, viriis yapisal proteinleri
enfekte hiicrelerden salindigi i¢in DC yoluyla ¢apraz ifade ile indiiklenen BCRFI,
gp350 ve gpl110 gibi L antijenlerini de tanir (Hislop et al. 2014).

Esas olarak latent antijenlere odaklanan bellek CD4+ T huicresi EBNA1 hakim iken (C-
terminalinin yarisi), ayrica EBNA2'yi, EBNA3 ailesini ve daha az 6l¢iide LMP1 ve
LMP2'yi (N terminal-hidrofobik kisim) alt baskin olarak tanir (Blake et al. 2001). Hicre
ici antijenler; Dendritik hiicreler, CD4+ T hiicresine otofaji veya EBV antijeni sunmak
lizere tetiklenen tiimor hiicreleri tarafindan alinan virlis bulasmis hiicrelerin ¢apraz
sunumuyla bir peptit olarak Uretilebilir (Goodman et al. 2003, Munz 2012, Leung
2015). Niemann-Pick Tip C (NPC) hastalarinda, CD8+ T hiicreleri i¢in epitoplarin
tanimlanmasina paralel olarak, CD4+ T hiicrelerinin LMP1 ve LMP2'ye kiyasla agirlikli
olarak EBNAI1'" hedefledigi goriilmektedir. Bu, CD4+ T hiicrelerinin
konsantrasyonunun tiimor evresi ile iligkili oldugunu gosterir (Blake et al. 2001). BL
hiicrelerindeki MHC smif I bozuklugunda, EBNAl'e 6zgii CD4+ T hiicrelerinin,
"6ldiiriici" CD4+ T olarak bagisiklik korumasi sagladigi gosterilmistir (Nikiforow et al.
2003). EBNA2, EBNA3C, LMP2a, BHRF1, BALF4 ve BLLFI1'i taniyan CD4+ T
hicreleri, B hicre donisiimiinii de onleyebilir (Schendel et al. 2001, Houssaint et al.
2004, Adhikary et al. 2006).

2.3.5 CD4+ T duzenleyici hiicreleri

CD4+ T hiicrelerinin yaklasitk %10'u T'nin diizenleyici hiicrelerini olusturur.

Asagidakiler listelenebilir: T diizenleyici hiicreler: "BOXP3, CD4+, CD25+." Periferik
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kan ve ¢esitli timor hiicreleri de bu hiicreleri igerir. (Doherty et al. 2002, Manns et al.
2005, Albers et al. 2005, Chung et al. 2010). CD4+ T- diizenleyici hucreler, CD8+ ve
CD4+ hicrelerinin aktivasyonunu ve ¢ogalmasini baskilar ve otoreaktif T hiicrelerinin

kontroliinii saglar (Corthay 2009).

Niemann-Pick Tip C ve Huntington Hastaliklar1t gibi EBV ile iliskili malignite
dokularinda infiltre lenfositler gozlenir. Bununla birlikte, bagisiklik tepkisinin smnirlt
oldugu da gosterilmistir. Si1zan lenfositlerin ¢ogunun da T-diizenleyici hiicreler oldugu
gosterilmistir. CD4+ T hucreleri ve T hiicreleri, esit EBNA1 ve LMP1 epitoplarini tanir,
ancak bagisiklik modiilasyonu zit roller oynar (Frappier et al. 2005, Culligan et al.
2007, Lou et al. 2017).

2.3.6 Humoral bagisikhik tepkisi

B lenfositleri, T hiicrelerinin yardimiyla bir dizi antikor Uretir, bu da antijen Ureten
plazma hucreleri ve hafiza hiicreleri ile sonuglanir. Bu temastan sonra antijen, B
lenfositleri tarafindan tekrar temas ettirilir ve antimikrobiyal plazma hicrelerine
farklilagtirilir. Patojenler baglanir ve notralize edici antikor tarafindan hiicrelere
girmeleri engellenir. Buna karsilik, antikora bagl sitotoksik hiicreler, Fc ylizey bagi
antikoru ile dogrudan oOldiirme i¢cin NK Fc reseptorleri araciligiyla Fc ile daha fazla
etkilesime girer (Campbell et al. 2008, Clynes et al. 2000). Ornegin serum veya tikuriik
gibi viicut sivilarinda EBV proteinlerine kars1 acik karsi etkili ajan reaksiyonlari, EBV
ile iliskili hastaliklarin analizi i¢in kati belirtecler olarak goriiliir. Bu sekilde, viicut
stvilarinda EBV proteinlerine karst bu belirli karsi etki eden ajan reaksiyonlarinin
varlig1 ve unsurlari, dogrudan viral organik eylem ve bir antijene kars1 duyarli olmayan

cercevenin agikligi ile tanimlanir (Horst et al. 2007, Saxena et al. 2017).

Akut enfeksiydz mononiikleoz sirasinda, immiinoglobulin (IgA, IgB ve IgM) yanitlari
IE, E ve VCA proteinleri tarafindan yonlendirilir. IgA bir ay sonra tamamen
kaybolurken, IgM yanit1 ii¢ ay boyunca etkili olabilir (Bhaduri-MclIntosh et al. 2007).
EA'ya kiyasla IgGnin diistikliigii VCA'dan ¢ok daha hizlidir. IgG'nin bu diisiisili, ya

tamamen saptanamaz hale gelmekle ya da c¢ok diisiik bir kararlilik oranimna ulagmakla
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sona erer . Akut fazda IgG'nin EBNA?2 ile saptanmasinin gegici bir sonug olarak ortaya
ciktig1 bildirilmistir. Bununla birlikte, EBNAL ile etkilesim kalic1 hale gelir, bunun ana
nedeni gh350 ve 220'ye kars1 antikorlarin olusmasidir (Bhaduri-Mclintosh et al. 2007).
IgG anti EBNAL, anti-gp-350, anti-BZLF1, anti-BFRF3 ve BdRF1, asemptomatik EBV
tastyicilarinda gozlenir (Rickinson and Kieff 2001). Epitel M hicrelerinde spesifik
antijen orneklemesi, erisim i¢in bir mikrobiyal portun 6zelliklerine sahiptir. notralize
edici antikor dahil olmak {izere spesifik IgA antikor tepkileri gelistirmek i¢cin mikrobiyal
antijenlerin islendigi submukoza. Spesifik kemokin ve adhezyon molekulleri, plazma
IgA yerine sekresyon lreten mukozal B hiicresi olgunlagsmasina neden olabilir
(Macpherson et al. 2008). EBV antijenlerine karsi IgA tepkileri, kan plazmasinda
oldugu kadar tikirikte de bulunur ve NPC gibi mukozal iliskili EBV ile iligkili
hastaliklar i¢in bir teshis araci olarak goriiniir (Anson et al. 2001, Austin et al. 2002).

Ilging bir sekilde, litik antijenlere ve EBNA1'e kars: antikorlar kolayca tespit edilirken,
EBV tarafindan sifrelenen tiimor ile iliskili proteinler LMP1,2 ve BARF1'e humoral
yanit marjinaldir ve ¢ogu kisi hi¢ tespit edilmez. LMP1, LMP2 ve BARF1 pozitif
timorleri olan tiimor hastalarinin bile tespit ve teshiste zorluklarla karsilastigi

bildirilmistir (van Beek 2005).

2.4 EBV’nin Immiin Kacis Mekanizmasi

Diizgiin isleyen bir bagisiklik sisteminde EBV, konak¢1 hiicrede hayatta kalmak igin
cesitli stratejiler gelistirebilen bir viriistiir. Bu stratejiler, EBV'nin kagis mekanizmalari
veya immiin kagis mekanizmalar1 olarak adlandirilabilir. Bu tiir mekanizmalar, siddetli
hastalik sirasinda smnirli gen ekspresyonunu, asagi regiilasyonu ve yapiskan molekilleri

ve immiin ayricalikli dokularin viral replikasyonunu icerir (Gewurz et al. 2000).

EBV'nin bagisiklik tepkisinden ve bagisiklik sistemi kontroliinden kaginmanin en etkili
yolu, gizli rezervuari olusturan hiicrelerde gizli gen metilasyonunu destekleyerek viral
gen ekspresyonunu asagi kontrol etmektir. Boylece hiicre basina ¢ok daha az EBV

proteini bagisiklik tepkisine maruz kalir (Ambinder et al. 2012).
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Gizli enfekte hiicrelerde EBNA1 ve LMP1 en 6nemli proteinlerdir (Zhang and Coffino
2004, Barker et al. 2003). EBNAI, proteozom tarafindan antijen taninmasini 6énlemek
icin Gar alanindan yararlanir. Bdylece, MCH smif I ekspresyonunun inhibisyonu
yoluyla CD8+ T-hiicresi taninmasini Onler (Levitskaya et al. 1997). Ek olarak GAr,
cis'te mRNA cevirisini inhibe ederek EBNA1 ekspresyonunu kontrol eder ve bu nedenle
EBNAI1 ekspresyonunu sinirlar (Yin et al. 2003). Peptit tirevi ve saflastirilmig LMP1,
EBV seropozitif bireylerde enfekte periferal kan mononukleik hiicrelerine ve T hiicresi
genislemesinin bir pargasi olarak yiiksek diizeyde IL-10 Uretimine yol acar. Enfekte B
hiicrelerinin canlilig1, bu durumda T hiicresi iiretimi ve IFN-g salgilanmasi yoluyla
korunur (Barker et al. 2003). Ek olarak, LMP1, birinci transmembran alaninda korunan
bir dizi ile aktive olan T hicrelerini aktif olarak susturabilir. LMP1, ayrica
immunosupresif Ozelliklere de sahip olan eksozomlar ile birlikte lenfoid ve epitelyal
hiicrelerden iletilebilir (Middeldorp et al. 2003, Busson et al. 2006).

Litik faz sirasinda yaklasik on alt1 farkli protein {iiretilir. Cok yiiksek bir kopya sayisina
sahip olmanin yani sira, bu proteinler yiiksek oranda immiinojeniktir. Sonug olarak,
kacinilmasi gerekir (CD8 + ve CD4 + T hiicreleri). EBV, diger herpes viriisleri gibi,
litik asamada insan konagin bagisiklik tepkisinden kagmak i¢in birden fazla mekanizma
gelistirmis gibi goriinmektedir. BZLF1 ekspresyonunda, EVB latent enfeksiyonu ile
karsilastirildiginda, HLA sinif I 4-5 kattir ve HLA smif 11, 2 kat daha fazla agag: regiile
edilir (Jones et al. 2002). Ek olarak, BZLF1 gen {iriinii, konakg1 hiicrelerde INF-g ile
indiiklenen yanitlara mudahale edebilir (Morrison et al. 2001). BCRF-1, vIL100
kodlamasi, TAP-1-iliskisel TAP I ekspresyonunu diisiirebilir ve sitotoksik aktivasyonun
T-hiicresi yanitini, EBV ile enfekte olmus hiicreleri oldiirme yeteneklerinden yoksun
birakabilir (Zeidler et al. 1997). vIL-10 ayrica T hiicrelerinin monositler ve makrofajlar
tarafindan aktive edilmesini onler ve IFN-g reaksiyonlarini bloke ederek enfekte B
hicrelerinin hayatta kalmasina yardime1 olur (Suzuki et al. 1995). Ge¢ faz gp42, HLA
smif II peptid kompleksleri ile baglanir ve molekul yiizeyinde yeni bir konformasyon
olusturarak CD4+ T hiicrelerinin taninmasini engeller (Heemskerk et al. 2003, Gomez
et al. 2005). Calismalara gore, BLNF2a proteini, TAP ve ATP'yi baglayarak yilizeydeki
HLA Smif I molokular ekspresyonunu azaltmaktadir (Horst et al. 2007). Ayrica, viral
DNAz BGLF5'in, mRNA stabilitesini azaltarak konak¢i protein sentezinin kesintiye

ugramasina neden oldugu ve dolayisiyla viral peptidi CD8 + T lenfositlerine sunmak
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icin HLA smif I yiizey molekiiliinii asagi regiile ettigi c¢alismalarla da acgikca
gOsterilmistir (Schirrmann et al. 2015). BARF1 kolonilerini uyaran koloni faktord,
enfekte olmus hiicrelerden (CSF-1) dogal olarak salgilanir. Bu ayni zamanda makrofaj
aktivasyonunu da inhibe edebilir ve EBV enfeksiyonu olan B hiicrelerinde INF-a
salgilanmasini etkileyebilir. IFN-a tarafindan viral enfeksiyona erken yanit burada bir
rol oynar (Middeldorp et al. 1998, Lekstrom and Cohen 1999). Tum bu bilgilere
dayanarak, EBV tarafindan kodlanan biyolojik ve genetik fonksiyonlarm, konake¢1
bagisiklik sisteminden kagmaya ve viral varligimi siirdiirmeye katkida bulunmasi

muhtemeldir.

2.5 EBV ve Molekuler Tespiti

Kiiresel niifusun yaklasik %90'inda EBV enfeksiyonu var. Bu nedenle hastalik halini
olusturan vakalarin degerlendirilmesi ve incelenmesi 6nemlidir. EVB ile iligkili farkli
hastaliklar oldugu i¢cin EBV'nin incelenmesi 6zellikle dnemlidir. EBV'nin varligini ve
aktivitesini tespit etmek icin farkli yontemlerin varligindan bahsetmek miimkiindiir

(IARC 1997).

EBV'nin DNA'smin tespiti, doku, tiikiiriik veya dolasimdaki EBV'min varligimi
belirlemek i¢in islevsel olabilir. Southern Blot Analysis, EBV DNA amplifikasyon
teknolojilerine dayanan bir polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yaklasimidir ve en erken
ve en hizli tespit siirecidir. Southern Blot Analizi, PZR'ye kiyasla daha az hassasiyet
gosterir ve daha karmasiktir. Cilinkii bu yaklasimm hedef DNA'nin %]1'inden fazlasini
degerlendirmeye ihtiyaci vardir (IARC 1997). Bununla birlikte, bu yéntemin, timaor
DNA ozitlerinde EBV klonalitesinin saptanmasi i¢in yararli ve islevsel oldugu
belirtilmelidir (Raab-Traub 2002). Giliniimiizde, EBV kopya sayisi1 ger¢cek zamanl
olarak Olcen real-time PZR (Real Time PZR), geleneksel PZR yaklagiminin yerini
almistir (Stevens et al. 2002). Artan EBV DNA sayisi, viicut sivilarinda, lenfositlerde
veya epitel hiicrelerinde artan EBV aktivitesinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.
Gergek zamanli PZR su anda en ¢ok sevilen tani, tedavi ve risk kontrol ydntemidir
(Cariani et al. 2007). Zaman igindeki dinamik yiik degisiklikleri, tek bagina EBV DNA
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yuku yerine daha net ve daha islevsel bir hastalik gostergesi olarak gorilmektedir
(Stevens et al. 2002).

EBYV aktivitesi, DNA'nin RNA'ya transkripsiyonunda da kullanilabilen ters transkriptaz
PZR (RT-PZR) ve niikleik asit (NASBA) kullanilarak tespit edilebilir. RT-PZR, ilk
transkript RNA'dan ¢cDNA'ya kiiciik miktarlarda RNA'nin geleneksel PZR araciligiyla
saptanmasia Ve amplifiye edilmesine izin verir. Bununla birlikte, numunedeki
DNA'nin paralel varligi komplikasyonlar yaratabilir ve yalmzca boliinmiis genler
guvenilir bir sekilde incelenebilir (Stevens et al. 2005). NASBA, arka plan DNA
mevcut oldugunda bile, agiklanamayan transkripti tespit etmek icin RNA yOnteminin
amplifiye edici bir izotermidir. Bu prosedir, RT-PZR'den daha yiiksek hassasiyet ve hiz
saglar (Jordan et al. 2002, Keer and Birch 2003).

EBV ile enfekte olmus hiicreler ayrica EBV geninin iiriiniiniin ekspresyonu yoluyla
morfolojik tekniklerle tanimlanir. EBER-RISH (yerinde RNA hipotezi) doku EBV
tespiti i¢in standart altindir (Mann and Ambinder 1994). EBV pozitif olarak enfekte
olmus hiicrelerin cogunda EBER 1 ve EBER2 ekspresyonu bu yonteme dayanmaktadir.
Bugun, EBER-RISH  yaklasimi  radyoaktif ~ olmayan  etiketleme  ile
gergeklestirilmektedir; bununla birlikte, bu yontem teknik zorluklar nedeniyle engellenir
ve numune hazirlama sirasinda mRNA bozulmasina karsi hassastir, bu nedenle yanlig
negatife yol acabilir (Middeldorp et al. 2003). Ote yandan, EBV gen firiiniine kars1
monoklonal antikorlar, diger bir deyisle biyobelirtegler kullanan immdinohistokimya
yaklagimlarinin, ornegin tim timdr hiicrelerinde bulunan EBNAL (Delecluse et al.
2007) veya LMP1 (icinde ifade edilen) gibi EBER-RISH'in yerini aldigi
diistintilmektedir (¢ogu gecikme II timor) (Jiwa et al. 1993). Gizli ve litik Genlerin
tespiti, tek hiicre seviyesindeki gecikme tipinin belirlenmesine yardimci olabilir (Hirai
and Shirakata 2001). Bu teknik, 6zellikle dokunun formalin fiksasyonu ile maskelenmis
parafin segmentlerindeki epitoplar1 ortaya c¢ikarmak i¢in bir antijen geri donilisiim
tekniginin zaten gelistirilmesinden sonra, tekli veya ¢oklu EBV genetik Urlnlerinin
saptanmasi i¢in segenekler sunar (Shi et al. 1997). Seroloji, EBV hastaligi durumuna
karar vermede anahtar stratejidir; EBV antijenlerine karsi ajan reaktivitesini tahmin
ederek, temel kirliligi olan kisiler, bos kontaminasyona sahip tasiyicilar verme ortadan
kaldirilan kigiler igin alternatif bir asilama modeli ¢6ziilmiistir . Bireysel EBV

antijenine kars1 antikorlar, EBV serolojisi i¢in hala en yaygin kullanilan altin standart
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olan farkli hiicre substratlar1 iizerinde immiinofloresans testi (IFA) ile Olgulebilir
(Fachiroh 2009). Ek olarak enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA), imminoblot
saptama andrmenotralize edici antikor yontemleri kullanilir. Ayrica multipleks 1smn
teknigi (MBT), birden fazla EBV antijenine karsi antikorlarin eszamanli olarak
degerlendirilmesine izin veren, EBV serolojisini daha az emek yogun hale getiren ve

belirli bir standardizasyon saglayan yeni bir yaklasimdir (Klutts et al. 2004).

2.5.1 EBV ile ilgili hastahklar

EBV'in hem iyi huylu hem de kotii huylu hastaliklarla baglantisi, tiiriintin tek 6rnegi
bir DNA viriisiidiir. Farkli EBV latent genlerinin ekspresyonu, bu hastaliklarin farkl
patojenik yollar1 yansitan farkli latent tipler halinde gruplanabilecegini gostermektedir.
Hastaliklar iki kategoriye ayrilabilir: bagisikligi baskilanmis insanlar1 etkileyenler ve

herhangi bir bagisiklig1 baskilama belirtisi gdstermeyen kisileri etkileyenler.

2.5.2 Birincil ebv enfeksiyon

Birincil EBV enfeksiyonu 6zellikle gelismis tilkelerde ve erken yasta yaygindir. Bu
birincil EBV enfeksiyonu genellikle asemptomatiktir a ve nd klinik olarak
asemptomatik kisilere yol acar. Bununla birlikte, birincil enfeksiyondaki ergen
gecikmeleri, enfeksiydz mononiikleoz (IM), ates, bogaz agrisi, adenopati Ve
splenomegali smirlayict lenfosproliferatif bozukluga yol agabilir. CD8 + T hiicrelerinin
asir1 gelisimi tipik olarak IM semptomlarinin nedenidir (Kutok and Wang 2006).
Heterofilik antikorlar (HA), koyun, sigir ve at kirmizi kan hiicrelerine karsi IgM
antikorlarindan olusur ve erken faz IM'de rastgele EBV doniistiiriilmiis B hiicreleri
tarafindan dretilir. Bu durumun kesfi eski caglara kadar uzanmasina ragmen,
giinlimiizde hala IM tanis1 i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak diisiik duyarlilik
ve 0zgllluk ve bir y1l boyunca devam eden diisiik antikor seviyesi nedeniyle islevsel
olmadig1 diistiniilmektedir. Daha dogru teshis i¢in, IgM ve IgG'nin EA ve VCA'ya artan

tepkisi ile karakterize edilen spesifik EBV antijenine karsi antikor Ol¢limiiniin
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kullanilmasi tavsiye edilir (Henle et al. 1974). Anti-VCA IgG antikorplari yavasga artar,
ancak sert enfeksiyon siresince devam eder. Bununla birlikte, hem VCA IgM hem de
anti-EA (D) IgG antikorlari, hasta hizla iyilestiginde ve yaklasik bir yil i¢inde ¢irkin
hale geldiginde hizla azalmaktadir (Horwitz et al. 1985). IM genellikle bir veya iki ay
icinde diizelir, ancak alt1 aydan uzun siirer ve sonunda kronik aktif enfeksiyona, baska
bir deyisle kronik mononiikleoza ve yasami tehdit eden bir komplikasyona doniisebilir.
Immiinoblot analizine gére, bu hastalik EBV antijenlerine kars1 yiiksek bir IgG yaniti
gosterir ve EBNA1'e degil, IE, E ve L antijenlerine kars1 reaktivite gosterir (Fachiroh et
al. 2004). Bu durum, htcre lenfoma B ve T'ye bagh kronik bir durum olarak kabul
edilmektedir (Okano et al. 1991).

EBV enfeksiyonu, bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde dogrudan ¢esitli hastaliklara
yol acabilir. Altta yatan genetik nedenlere bagli olarak bu hastaliklar degisiklik gosterir.
EBV ile enfekte hastaliklara baglh hastaliklar arasinda lenfosifal enfeksiyonlar, lenfoma,
oral sa¢li 16koplaki, AIDS ile iligkili lenfoma, immiinosupresyon ve lenfoproliferatif
hastaliklar yer alir (Fachiroh 2009, Middeldorp et al. 2003, Hopwood and Crawford
2000).

2.5.3 Bagisiklik sisteminin baskilanmasiyla iliskili hastahklar

2.5.3.1 Oral kilh l6koplaki

Oral 16koplaki (OHL), genellikle dilin yan tarafinda beyaz proliferatif, hiperkeratotik,
skuamdz mukozal epitel hiicre lezyonu ile karakterize, bagisiklik sistemi baskilanmig
bagisiklik sendromu olan oral 16koplaki (AIDS) olan kisilerde iyi huylu bir hastaliktir.
EBV partikilleri, yizeyel epitelde bol miktarda bulunur ve EBV'nin epitel hiicresini
enfekte etme kabiliyetini dogrular (Abrams et al. 1985). Aslinda OHL, latent proteinin
ve Ozellikle LMP1 proteininin virls Ureten hiicrenin biyumesini ve hayatta kalmasini
sagladig1 latent ve litik enfeksiyonun bir kombinasyonudur (Webster-Cyriaque et al.

2000). Normal EBV tastyicilart dilde yalnizca sporadik EBV replikasyonuna sahip
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oldugundan (Frangou et al. 2002), HIV kaynakli immiinosupresyonun dilde EBV litik
aktivasyonunu nasil uyardigi hala tam olarak ag¢iklanmamistir. Bazi ¢alismalar
monositlerin ve dendritik hicrelerin OHL patogenezinde rol oynadigini gostermistir
(Greenspan et al. 2007).

2.5.3.2 AIDS ile iligkili lenfoma

AIDS ile iliskili lenfomalar (ARL), germinal merkezden veya post-folikiler B
hiicrelerinden tiiretilen heterolog B lenfositik tlimorlerdir. Bu lenfomalar sunlar igerir.
Diffuiz masif B hicreli lenfomalar, Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfomalar (HL ve MHL),
BL benzeri lenfomalar ve primer efiizyon lenfomalari, merkezi sinir sistemini etkileyen
lenfomalardir. Primer Eflizyon Lenfomalari, degisen EBV enfeksiyonu seviyeleri ile
baglantilidir. EBV, Merkezi Sinir Sistemi lenfomalarinimn goriildiigl tiim durumlarda
kullanilmistir. Yaygin ve biylk B hiicreli NHL ve HL vakalarinin yarisindan fazlasinin
EBYV ile iliskili oldugu, BL ve BL benzeri lenfomalarin yarisindan daha azinin EBV ile
iliskili oldugu gosterilmistir (Kutok and Wang 2006 ).

HIV tasiyicilarindaki kronik antijenik stimiilasyonun, lenfogenezdeki artan sikligin
temeli olabilecegi diisiiniilmektedir. OHL disinda, bagisiklik sistemi baskilanmis EBV
ile iliskili lenfoproliferatif hastaliklarin ¢ogu, fark edilmeden birakilirsa ve tedavi

edilmezse, sonraki asamalarda lenfomaya neden olur (Kutok and Wang 2006).

2.5.3.3 Posttransplant lenfoproliferatif hastahk

Transplantasyon sonrasi lenfoproliferatif hastalik (PTLD), EBV pozitif B hiicrelerinin
proliferasyonunun neden oldugu agresif bir hastaliktir ve immdinosupresyon igin ilac
tedavisinin bir sonucu olarak olduk¢a kolay hale gelir. EBV, kati organ nakli
alicilarinda tipik dondér kokenidir, ancak aymi sey kemik iligi nakli alicilar i¢in de

gecerlidir (Swinnen 2000). Birincil EBV enfeksiyonu ¢ogu soruna neden olur. Bu

27



nedenle, nakilden 6nce dondrde ve alicida EBV serostatinin saptanmasi 6nemlidir
(Starzl et al. 1984). Ornegin, Siklosporin A immiinosupresif bir ilag¢ olarak ilk kez
kullanildiginda yiiksek bir PTLD insidansi bulundu ve ila¢ dozu azaltildiginda bu
durumda bir azalma kaydedildi (Starzl et al.1984, Beveridge et al. 1984) . Daha yakin
zamanlarda, tam kan fraksiyonundan EBV-DNA viral yukinin o6lgimi, benzer
semptomlara sahip akut hiicre reddinden kaynaklanan PTLD'yi belirlemek ve ayrica
PTLD taramasi i¢in kullanilmistir (Stevenns et al. 2001). Erken evre PTLD igin dizenli
tarama, zamaninda miidahale saglar ve Olimcil komplikasyonlari 6nleyebilir
(Greenberg 2005).

2.5.3.4 Bagisikhik problemi olmayan Kisilerde ebv’nin neden oldugu hastahiklar

Bagisiklik sisteminde herhangi bir sorunu olmayan, yani bagisiklik sistemi baskilanmis
veya bagisikligr yeterli olan kisilerde EBV'nin neden oldugu bir dizi istenmeyen durum
goriiliir. Bunlarin baginda EBV kaynakli kanserler gelmektedir. Bu hastaliklar; "Burkitt
Lenfoma (BL), Hodgkin lenfoma (HL), Non-lenfoma Hodgkin (NHL), B hiicresi, T
hiicresi ve NK hiicresi NHL, Gastrik (mide) adenokarsinom (GC) ve Nazofarengeal (st
farenks) karsinomu (NPC)" sayilabilecek kanserlerden bazilaridir (Middeldorp et al.
2003). Bu hastaliklarda birincil EBV enfeksiyonu, hastaliklarin klinik tanisindan yillar
once ortaya cikar. Ayrica bireyin biyolojisinin, yasam tarzinin ve gevresinin de bu

hastaliklarin gelisiminde rol oynayacagi unutulmamahidir (Middeldorp et al. 2003).

2.5.3.5 Burkitt lenfoma

BL, genellikle "yildizl1 gokylizii manzaras1" olarak tanimlanan c¢oklu makrofajlarin
Olusumu ile karakterizedir. BL genellikle Afrikanmin Ekvator kusagi {iizerindeki
bolgelerinde ve Papua Yeni Gine'nin endemik sitma tasiyan topraklarinda goriliir.
BL'nin klinik gelistirilmesinden 6nce VCA ve EBV enfeksiyonuna karsi artan IgG
reaktivitesi arasinda %95'lik bir korelasyon oldugu kesfedilmistir (Magrath et al. 1992,
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De-Thé 1982). EBV yalnizca sessiz durumda bulunur ve kodlanmamis EBER'leri ve
EBNAL'i ifade eder.

BL karakteristik olarak, 8 numarali kromozomun q24 bandinda bulunan c-myc
onkogeninin kromozomal translokasyonlarmi ve 14 numarali kromozomun q32
bandinda veya 2 numarali ve 22 numarali kromozomdaki hafif zincir lokusundaki
lokalize edilmis Ig agir zincir lokusunu gosterir (Dalla-Favera et al. 1987). Kromozomal
translokasyon, genin yeniden duzenlenmesi veya sitmaya bagl B hiicresi aktivasyonu
tizerine sinif degisimi sirasinda tetiklenebilir. BL'nin karakteristik belirtecleri olan
CD10 veCD77, BL'yi germinal merkez B hicresi olarak gosterir vekronik sitma
genislemesi sirasinda genisler (Pagano et al. 2004). Dahasi, sitma parazitleri tizerindeki
bir ylzey proteininin, B hicrelerini spesifik olarak aktive ettigi vedestekleyici bir
fonksiyonun varligini dogruladig: gosterilmistir (Chéne et al. 2007). Endemik olmayan
bolgelerde BL yaklasik yiiz kat daha az goriilmekte ve bu bdlgelerde c-myc ve Ig
translokasyonu goriilmesine ragmen farkli kurulus noktalarinda enfeksiyon olusumu
tetiklenmektedir. Ayrica bu bolgelerde enfeksiyon daha ¢ok ileri yaslarda
gorulmektedir. Bu nedenle EBV ve BL iliskisi orami %20'lere kadar diismektedir
(Magrath et al. 1992).

2.5.3.6 Hodgkin lenfoma

Hodgkin Lenfoma (HL), tiimor kiitlesinin %]1'inden azini olusturan ve post-germinal
merkez B hiicrelerinden geldigi diisiiniilen Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS) hucrelerinin

varligr ile tanimlanir. EBV mevcut oldugunda, HRS hiicrelerinde bulunan klonal bir

virtstir (Kutok and Wang 2006).
Klasik HL tice ayrilir (Glaser et al. 1997):
noduler sklerozan
- Karisik hiicresel

Zayif lenfosit
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Klasik HL'nin alt tipleri arasinda, yukarida bahsedilen {igii sirasiyla %20, %70 ve %100
EBYV ile iliskilidir (Glaser et al. 1997). HL vakalarinin neredeyse %100'U, 6zellikle az
geligmis tilkelerde ve HIV virlisii tagtyicilarinda EBV enfeksiyonu ile iliskilidir. Ayrica
IM hastalik Sykiisiiniin HL riskini artirdig1 bildirilmektedir. Anormal EBV antikor
yanitlari, klinisyenlerin EBV'nin hastaliktaki karmasik roliiyle esitledigi, hastaligin
baslangicindan 6nce ortaya ¢ikar (Mueller et al. 1989).

2.5.3.7 Lenfoepitelyoma benzeri karsinoma

Karsinom benzeri lenfoepitelioma (LELC/LEBK) ¢ok sayida karakteristik lenfosit i¢erir
ve timus, larinks, tonsiller, tiikriikk bezleri, akcigerler, deri, uterin, serviks, mesane ve
mide gibi farkli bdlgelerde tanimlanmustir. farklilasmamis nazofaringeal karsinom. On
bagirsak kaynakli tiimdrlerin diinyadaki bazi popiilasyonlarda endemik oldugu da
unutulmamalidir. Yakin zamanda yapilan biiyiikk bir sero-epidemiyolojik ¢aligma,
gastro-intestinal sistemi kaplayan lenfomalarin, bu tiimérler biiyiik 6l¢iide EBV negatif
olmasina ragmen, eslestirilmis kontrollere gore anormal EBV antikor tepkileri ile daha
fazla iligkili oldugunu bulmustur (Lanier et al. 1991, Wong et al. 1995, Kutok and
Wang 2006).

2.5.3.8 Gastrtik (mide) karsinoma

Cografi kokene bakilmaksizin diinya ¢apindaki mide kanseri (GC) vakalarinin yiizde
10'u EBV ile iliskilidir (Shekitka et al. 1990, Shibata et al. 1991). GC, her tiir i¢in farkli
EBYV iligki oranlar1 ile ii¢ alt gruba ayrilir: Goreceli olarak nadir lenfoepitelit, mide
adenokarsinomlarinin %80', baska bir yerde belirtilmemis ve giidiik karsinomlarinin

%35'1 EBV ile iliskilidir (Takad 2000, Musler et al. 1998).

EBYV pozitif GC vakalari, lokalizasyon, yas, cinsiyet, immiinolojik 6zellikler ve prognoz
acisindan helikobakter ile iliskili GC'den farklidir (Hausen et al. 2004, Berkhof et al.
2006). EBV enfeksiyonlar1 genellikle giidiik karsinomlar1 ile iliskilidir. EBV'nin
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nedensel islevi heniiz tam olarak kurulmamistir. Ote yandan EBV, EBV pozitif GC
olaylarinda klonalite gosterir (Shibata and Weiss 1992). EBV ile iligkili diger
malignitelerden farkli bir gecikme paterni nedeniyle, BARF1 olas1 bir alternatif viral
doniistiirme faktorii olarak tanimlanmistir (Craanen et al. 2000). EBV pozitif GC
vakalarmin klinik teshisinden 6nce bile EBV'ye yiiksek bir antikor tepkisi kesfedilmistir
(Hayashi et al. 1994, Hildesheim et al. 1995, Koriyama et al. 2000). EBV pozitif GC
vakalar1 ¢ok iyi bir prognoza sahiptir ve Helicobacter pylori ile iliskili EBV negatif GC
vakalarma kiyasla genellikle farkli bir yer gozlenir (Hausen et al. 2004).

2.5.3.9 Ekstranodal Nk/T hcreli lenfoma

Hem Extranodal NK hem de T hiicre lenfomalar1 (ENK/T) agresif malignitelerdir ve
siklikla burun ve paranazal bolgeyi etkiler. Histolojik goriiniim, salatalik benzeri uzun
cekirdek gorinumudur (Jaffe 1996). Bu tiimor Giineydogu Asya'da daha yaygindir ve
bu bdlgede gozlenen kronik aktif EBV enfeksiyonlarinin daha yiiksek sikligiyla iliskili
oldugu disiiniilmektedir. Bu malignite, patolojik olarak nazal tip ve agresif lenfoma /
I6semi olarak siniflandirilir. NK ve T lenfoma parafine gomuili doku érneklerinin CD3
boyamasinda tanisal zorluk, kriyostat boliminde (Chan et al. 1996). Nazal tip EBER-
RISH boyamasi pozitif sonug verir. EBV viral yiikii, hastalik durumunu (Au et al.
2004), hayatta kalmay1 (Hsieh et al. 2007) tahmin etmek i¢in yararli bir aragtir, ancak
prognostik bir gosterge olarak ¢ok islevsel degildir (Suwiwat et al. 2007). Giineydogu
Asya'da kronik olarak aktif EBV enfeksiyonu daha yaygindir ve hemofagositik
sendromla, siklikla NK / T hiicreli lenfoma ile baglantilidir (Imashuku 2007).

2.5.4 EBV ile iliskili diger hastahklar

EBV ile B disindaki hiicrelerden ve mukozal epitelyal hiicrelerden kaynaklanan diger
malign hastaliklar arasindaki iliski, PZR veya tiimdr hiicrelerinin boyanmasina dayali
olarak tanimlanabilir. Diiz kas hiicresi leiomyomu ve leiomyosarkom, HIV virlsu ile

enfekte olan pediyatrik hastalarda veya organ nakli hastalarinda EBER boyamasinda
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%90 pozitif sonug verir ve kanda yuksek EBV DNA kopyasi gosterir (Jenson et al.
1995, Pollock et al. 1997, Alashari et al. 1995).

EBV ile iliskili hepatoseliiler karsinomlarda (HCC) ve meme adenokarsinomlarinda
bildirilen diger calisma sonuclarinin birbiriyle tutarsiz oldugu bildirilmistir. Bu
baglamda yapilan bir ¢alismada, HCC 6rnekleri incelenmis ve EBV iliskisi %37 olarak
bulunmustur (Sugawara et al. 1999). Ancak baska bir ¢alismada EBV ile HCC arasinda
bir iliski olmadigi bildirilmistir (Junying et al. 2003). EBV ile iliskili gogiis
adenokarsinomunun pozitif boyanmasi, EBNAI1 antikoru ile hiicresel proteinler
arasindaki ¢apraz reaktiviteye baghdir ve yanlis bir pozitif sonuca yol agar (Bonnet et
al. 1999, Murray 2006). Bununla birlikte, gégiis adenokarsinomunda kiiglik bir EBER
pozitif boyanma yuzdesi de bildirilmistir (Labrecque et al. 1995, McCall et al. 2001).
Bazi sonuclarin, duktal epitelyal gogiis hiicrelerinde yaygin bir EBV enfeksiyonu ile
iliskili oldugu diistiniilmektedir (Hutt-Fletcher et al. 2003).

EBV'nin ayrica Sjogren (SS) Sendromu, SLE ve MS dahil olmak Gzere otoimmiin
bozukluklarin baslangici ile iliskili oldugu goriilmektedir, ancak patogenetik hentliz tam

olarak aydinlatilmamistir. Sonuglar (Harley et al. 2006, Harley and James 2006).

2.5.4.1 Nazofarenks karsinom

Farklilagmamis nazofaringeal karsinomda (NPC'ler) EBV her zaman tespit edilmistir.
NPC biyopsilerinde ifade edilen bazit EBV genlerinin saptanmasiyla, EBV latent tip II
ve NPC arasindaki iliski dogrulanmistir. Bu genler "EBERIler, EBNA1, LMP1, LMP2A
ve BARF1" olarak siralanabilir (Bouguermouh et al. 2000, Sadler et al. 1992). Litik faz
antijeni genellikle diisiik BZLF1 ekspresyonu dusunda tiimor dokusunda tespit edilmez.
Bu, NPV'deki cesitli erken ve geg¢ litik faz antijenlerinin yan1 sira EBNAl'e karsi
yiksek antikor tepkileriyle c¢eligir. Bunlar, epitel alti bolgelerdeki aktif viral
replikasyonun bir gostergesi olarak ve ayrica tiimor icindeki farklilasan epitel
hiicrelerine yanit olarak degerlendirilebilir ve ardindan EBV litik dongiisiinii baglatir

(Chen et al. 1998).
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NPC hastalarinda EBV antijenlerine kars1 antikor profili yasa bagli olarak
degismektedir. Yapilan bir ¢alismada NPC antikor profilinin EBV antijenlerine karsi
ileri yasa bagl olarak daha kisith IgG ve IgA motifi gosterdigi ortaya konmustur
(Karray et al. 2005).

Dahasi, EBV DNA's1 ¢cok az farklilagmis ve farklilasmamis NPC'de yiiksek ila diistik
insidansl alanlarda bulundu ve skuamdz tip I hiicrelerde saptanmadi. "NPC WHO tip
I", yiliksek insidansli endami ve daha az tutarli bulgulardaki EBV DNA vakalarinin
yuzde 1'inden daha azini olusturmaktadir (Raab-Traub 2002).

EBYV ile iliskisini desteklemek igin premalign abrazyonlar EBV limaninin nazofaringeal
epitelinde yer alir. Bu, enfeksiyonun, klonal genomu igeren viriis-pozitif timorlerle
karsinojenezin erken bir asamasinda meydana gelebilecegi yoniinde bir éneriye yol acar
(Gulley 2001). Klonalite, her bir DNA molekiilii igin EBV'nin genomunun ¢esitli sayida
son asama tekrarlar1 (TR'ler) ile ¢cevrelenmis olmas1 gercegine dayanmaktadir. Hiicreler
tek bir viral DNA i¢inde oldugunda, bir terminal tekrar alani (TR) tarafindan stabil bir
hlicre igi ekstrakromozomal epizom olusturulur. EBV DNA, her tiimér hiicresinde ayni
TR'ye sahiptir, bu da NPC tiimériiniin ayni1 orijinal enfekte hiicreden tiiretildigini
gosterir (Raab-Traub 2002). Anlagsmalarin EBV ve NPC enfeksiyonu arasinda
diizenlendigi bildiriliyor. Enfekte olmayan vakalarda, EBV enfeksiyonunun daha hizli
blylme, daha az varyasyon ve daha fazla NPC metastazi ile baglantili oldugu bulgusu
bunu desteklemektedir. Bu bulgular (Tsai et al. 1998). EBV enfeksiyonu bazen yiksek
dereceli NPC'de gorilir, ancak diisiik dereceli displastik epitelde goriillmez, NPC'ye
ilerleme sirasinda EBV'den once belirli genetik degisiklikler goriiliir. EBV latent gen
ekspresyonu, kisa siire dnce normal bademcik epitel eksplantlarinda dogrulanmistir
(Pegtel et al. 2004, Gonzélez-Lucano et al. 2019). EBV, kimyasal olarak hasar gérmiis
epitel hiicrelerine hayatta kalma sinyalleri saglayarak kanser olusumunu hizlandirabilir
(Middeldorp et al. 2003). Sonug¢ olarak, NPC patogenezinde EBV enfeksiyonu artik
erken ve gerekli bir olay olabilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Hastalarin Se¢cimi

Genel olarak Thi Qar'daki Al-Shatra Egitim Hastanesinden toplam 60 klinik 6rnek

secilmistir . Deney grubundaki hastalarda asagidaki 6zellikler not edildi:

= 18 yasindan 80 yasina kadar olanlar
= Calismanin sonuglarii etkileyen farkli bir hastalik bulunmamaktadir.

» (Caligmanin sonuglarini etkileyen ilag dis1 kullanim

Calismanin sonuclarini etkileyecek standart veya deneysel bir tedavi yoktur. Bulasici
Hastaliklar Poliklinigi'ndeki doktorlar EBV tasiyicisindan onay istedi. Hasta
orneklemesinden Once hastalara ¢alisma hakkinda yazili ve s6zIi bilgi verildi ve hastane

etik kurulu ve bashekimden onay alind1.
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3.1.2 Malzemeler

Calismada kullanilan ekipmanlar ve aletler Cizelge 3.1’de sunulmaktadir.

Cizelge 3.1 Bu ¢alismada kullanilan genel laboratuvar ekipmani ve aleti

1 Otoklav Japonya Haramaya

2 Sogutma santrifuji ABD PrismR

3 Derin dondurucu Almanya GFL

4 Tek kullanimlik siringalar (5 mL) Suriye Medical jet

5 Damitma aparati Almanya GFL

6 EDTA tiip (5 mL) Urdiin AFCO

7 Mikroplak okuyucu ve yikayict ABD Biotech

8 Eppendorf tip (1,5 mL) Cin Biotech

9 Hood Kore Labtech

10 | Yatay jel elektroforezi (agaroz) Japonya Autto

11 | Hot plate Ingiltere Grant

12 | Jel tip (2,5 mL) Urdin AFCOVAC

13 | Incubator Almanya Fisher Scient

14 | Mikropipetler (5 -50uL), (2-20puL), | Almanya Slamed
(20-200pL), (100-1000pL)

15 | PZR termocycler Kore Bioneer

16 | Fotograf dokiimantasyonu Japonya E-Graph

17 | Spektrometre Avusturya Varian

18 | Tarama diisiisii Almanya Analytikjena

19 | Hassas denge Almanya Sartorius

20 | Firin Cin Binder

21 | Vortex (electronik) Ingiltere Clever

22 | UV transilliminator Japonya E-Graph

23 | Su banyosu Almanya GFL
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3.2 Yontem

3.2.1 Kan toplam

Kontrol ve EBV hastalarindan kan alind1 (5 mL) ve iki tiipe béliindii. Ilk EDTA kapl
toplama siseleri, molekiiler analiz gergeklestirilinceye kadar -20°C'de dondurucuda
saklandi. Serumu tespit etmek i¢in ikinci tam kan drnegi steril tiip ve kapaklara alindi.
Daha sonra, pihtinin oda sicakliginda (18-15 ° C) yaklasik 1 saat boyunca bozulmamasi
icin toplanmalar1 bosaltildi. Tiipler yaklasik 1000xg'de 10 dakika santrifiij edildi. Serum
uc parcaya pipetlendi ve analiz tamamlanana kadar -20°C'de saklandi.

3.2.2 Genomik DNA izolasyonu protokolleri

EDTA tilplinde ve pihtilasma Onleyici DNA taze, tam kan saflagtirma yoluyla
toplanmistir; PZR dahil olmak iizere daha sonra DNA manipiilasyonu i¢in hi¢bir zararli
etki bulunmadi. Pithtilagma Onleyici, kan 6rneklerini 2-8°C'de iki aya kadar saklamak

mumkindir, ancak artan saklama stiresi ile DNA {iretimi azalmaktadir.

1- 900 pL hcre liziz solusyonu (1 ila 300 uL numune boyutu i¢in) 1,5 ml'lik dar bir
steril tiipe uygulanir.

2- Kan tiipiinii iyice karisana kadar calkalayin. Kan daha sonra kataliz soliisyonu tiipiine

aktarilacaktir.

3- Oda sicakliginda 2-3 kez 10 dakika inkiibe edildikten sonra kirmizi kan hiicrelerinin

analizi i¢in oda sicakliginda 300 Maikarolter'de 20 saniye siireyle numuneden ¢ikarildi.
4- Siipernatant ¢ikarildi ve goriinen beyaz graniilii bozmadan biiyiik bir miktar1 atildu.
5- Beyaz kan hiicreleri askiya alinana kadar tiipti kuvvetlice donduriin (10-15 saniye).

6- Askiya alinmig hiicrelerle (300 pL numune hacmi ile 300 pL) cekirdeklenme
gOzeltisi ektedir. Beyaz kan hicresi analizi igin ¢Ozelti 5-6 kez kurutuldu.

Karstirlldiktan sonra hiicreler goriinliyorsa, c¢ozelti yapigkan bir ¢ozelti haline
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getirilebilir. Daha sonra cozelti, kiimeler parcalanana kadar 37 ° C'de inkibe edilir.
Kiimelerin 1 saat iginde hala goriiniir oldugu yerlerde, ilave ¢ekirdeklenme ¢ozeltisi

eklenmistir, inkiibasyon tekrarlanir (300 uL numune hacmi i¢in 100 pL).

7- Niikleer analizor, 2 ila 5 kat karistirilarak 1,5 I'lik (300 I numune hacmi) bir RNase
cozeltisi ile desteklendi. Karigim, 15 dakika boyunca 37 ° F'de oda sicakligina kadar

sogutuldu.

8- Nukleer analizdrlere ek olarak, protein ¢okeltme ¢ozeltisi (300 uL numune hacmi
icin 100 pL) 10-20 saniye kuvvetli bir sekilde takas edildi. Girdap, goriniir kiigiik

protein kimelerine sahipti.

9- Siipernatant, oda sicakliginda 300 pL izopropanol iceren temiz bir 1,5 mL santrif(j

tiplne tagmmustir.

10- Cozelti, DNA iplikgikleri gibi beyaz ipliklerden gorsel bir kiitle olusturacak sekilde
dikkatlice karistirildi.

11- Ornek oda sicakliginda 13000 - 16000 pL/g'de santrifij edildi. Kigik beyaz bir
kitle DNA olarak kabul edildi.

12- Ustteki kisim siiziildii ve DNA, oda sicakliginda yiizde 70 etanol iceren bir numune
hacmi ile ilave edildi. DNA peletlerini yikamak igin tiip birka¢ kez ters g¢evrildi ve

Mikrosantrifiij tiipliniin yanlar1 12 adimda oldugu gibi santrifiijlendi.

13- Pasteur pull-up veya seri pipet ucu, genetik olarak etanol i¢ine solunmustur. Bu
sekilde DNA pelleti gevsetilir. Peletlerin pipetin i¢ine ¢ekilmemesine dikkat edildi. Bu
tiip, kuru havali temiz bir kagitla yaklagik 10-15 dakika aktarildi.

14- Tiipe DNA eslik eder (300 mikronluk numune hacmi i¢in 100 mikron). DNA'y1
kurutmak icin yaklasik bir saat boyunca sicaklikta 650C'ye bir degisiklik kullanilir.
Cozeltiyi 4 ° C'lik bir oda sicakliginda alternatif olarak gece boyunca inkilibe ederek
DNA rehidre edildi.

15- 2-8 Santigrat derece DNA'y1 saklayin.
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3.2.3 Agaroz jel elektroforezi

Ekstrakte edilen DNA'nin varligin1 dogrulamak icin bir agaroz jel elektroforezi

uygulandi.

3.2.3.1 Agaroz jel hazirlama ve dokim

1. Birsilindire 10 mL 10 X TBE (Tris Borat EDTA) alinarak 90 mL distal su ilave
edilerek 1X TBE tamponundan (100) elde edilir.

2. 2-100 mL %1,5 agaroz soliisyonu hazirlamak i¢in, 1,5 g agaroz tartilmis ve 1X
TBE tamponuna eklenmistir.

3. (Cozelti, agaroz tamamen ¢Ozilene kadar bir mikrodalga kullanilarak (2 dakika)
kaynama noktasina kadar 1sitilarak ¢oziindiirtildi.

4. Cozelti, 50 ° C'lik bir sicaklikta sogumaya birakildi.

100 mL agaroz jele 5 ul giivenli kirmizi miktar1 eklenmistir.

6. Agaroz solisyonu jel tepsisine dokildi. Cok fazla hava kabarcigi olusmamasi
icin dikkatlice dokiin. Ayrica, tepsinin tiim alt kisminin kapatildigindan emin
olun. Herhangi bir hava kabarcig1 bir pipetle ¢ikarildi.

7. Jel aparatinin, agaroz jel oda sicakliginda 10 dakika katilasana kadar
dokunulmadan beklemesi saglandi.

8. Sabitlenen tarak nazik¢e cikarildi ve jel tepsisi jel tankina yerlestirildi.
Kuyucuklarin dibinin yirtilmasimi 6nlemek i¢in, taragi nazikge kipirdatarak
disleri jelden kurtarin. Tarakin bir tarafini hafifce kaldirin, sonra diger tarafini.

9. Tank, jel yilizeyinde 2 mm'ye ulasincaya kadar 1X TBE tamponu ile
doldurulmustur.
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3.2.3.2 DNA yiukleme ve elektroforez

DNA'dan 5 uL'lik bir miktar alindi ve 2 uL DNA yiikleme boyasi (bromofenol mavisi
ve ksilen siyanol) ile karistirildi. Numune dikkatli bir sekilde agaroz jelin ayri
kuyucuklarma yiiklendi ve ardindan 2 saat boyunca 70 volt / cm?de elektrik giicii acildi.
Daha sonra DNA, negatif elektrottan (katot) pozitif elektrota (anot) tasindi. Jeldeki
DNA bantlari, bir UV transilliiminator kullanilarak gorsellestirildi.

3.2.4 Polimeraz zincirleme reaksiyonu

PZR, hacmi 50-1 ve genomik DNA konsantrasyonu 20-I (1 g genomik DNA) olan
toplam kan 6rneklerinde gerceklestirildi. Ornekler ayrica 100 mL olan 20 pL DNA
(belirlenmemis DNA konsantrasyonu) igerebilir. Tris'e. DNA, DNA Taq polimeraz
unitesi 2,5 (Invitrogen, ABD), DNTP 200 *M (ABD). MgCI2 1,5 ™; gp 220 0,4 *™ her
biri EBVgp1 - 5- TGG GG GAG CAA TGT TA - 3've 5'- CCT TAG GAA CAA GTC
CC -3'; hidroklorik asit ve KCI 500 ™: gp1 - 5'- TGG GG GAG CAA TGT TA -3 ve
5- CCT TAG GAA CAA GTC CC -3' (MWG Biotech tarafindan iiretilmistir).
Ornekler, 50 pl steril bir mineral yag ile saglandi. ilk bes dakikalik dereceli 95 °C
zaman adimi. Daha sonra 95 ° C'de 30 saniyenin 401 ¢evrilir. Daha sonra 57 ~ C'de 30
s'lik bir hizda ve ardindan bir dakikalik bir siirede 72 ° C'lik bir hizda dondiiriiliirler.
Son 5 dakikalik uzatma 72°C'lik bir amplifikasyon hizinda sona erdi. Bir elektrikli
cihazda %?2 etidiyumbromid iceren agaroz jelde, PZR drinleri (239 bp) belirlendi. EBV
GP220 gen kodlamasi, 100 viral kopya limitine yiikseltildi. Ayn1 zamanda biiyiittildii.
Her testte, insan genomik veya serum DNA's1 yerine enfekte olmayan bir kisinin steril
sular1 veya DNA's1, viral kiiltiirlerin negatif kontrol ve pozitiflik nobeti olarak test
edildi.
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3.2.5 Immiinolojik tahliller

3.2.5.1 VCA'ya kars1 IgG antikorlarimin 6l¢iimii

IgG ELISA Pozitif VCA antikoru >20 AU/mL ve pozitif VCA-IgM, ELISA ile tespit
edildi. IgG, ELISA (Sanofi Diagnostics Pasteur, Fransa) tarafindan EBNA ile
tanimlanmigtir. Sert EBV enfeksiyonlar1 (IgM, IgG, gii¢lii ancak negatif IgG-EBNA
enfeksiyonu; EBV, Post-Hard EBV enfeksiyonu (1gG, pozitif ve negatif IgG-EBNA'dan
VcA'ya)); Kisisel olarak olumsuz olan EBV, iireticinin talimatlarina gore baska bir
yerde acgiklanan diger protokollere ek olarak (li¢ serum belirteci igin negatif)

kiimelenmistir.

3.2.5.2 Tahlil prosediri

1. Seyreltilmis standart ve numuneler ilgili kuyucuklara eklenmistir. Kuyular folyo ile

kapatildi. 37°C'de (60 dakika) 1 saat inkiibasyon.
2. Kuyucuk igerigi emilir ve U¢ kez 300 pL yikama soliisyonu ile yikanir.

3. Toplam 100 bdliici IgG antikor konjugati alinmis ve iyice dagitilmistir. Bunlar
ortmek i¢in Folyo kullanilmigtir. Bir sicaklikta (20-25 ° C) 30 dakika inkube edildi.

4. TMB'nin (100 litre) substratum soliisyonu ¢ikarildi ve tim kuyucuklarda 15 dakikaya
kadar bir sicaklikta (20-25 °C) inkiibe edildi.

5. 100 uL'lik bir miktar durdurma ¢ozeltisi eklendi. Kulugka sirasinda Mavi rengin

gelisimi gergeklesti. Daha sonra sartya dondii.

6. Durdurma ¢ozeltisinin eklenmesinden sonra, numune absorbansi 30 dakika 450

nm'de hesaplandi.
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3.2.6 Viriis IgM antikorlarinin dl¢iilmesi

3.2.6.1 Testin ilkeleri

Viriise kars1 IgM antikorlarmin kantitatif hesaplamasi ELISA teknigine dayanmaktadir.
Saflagtirllmis virlis antijeni, virlis IgM spesifik antikoru eklenerek yiizey iizerine
kaplanir. Anti-organik antijen kompleksine baglanan anti-insan, anti-kas kontrolli
enzim (HRP), tim baglanmamis materyalleri temizlemek i¢in kullanilir. Fazla enzim
konjugati, mavi bir reaksiyon {iriinii veren kromejenik substrat eklenerek (TMB)
yikanir. Karmasik gorsellestirildi. Uretilen renk yogunlugu, drneklenen IgM antikor
miktar1 ile orantilidir. Hidroklorik asit ile reaksiyonu artiri. Sar1 rengin gelismesine yol

acan uretir. Sonugclar, 450 nm'de emilimde bir mikro-kuyu okuyucu tarafindan bulunur.

3.3 Istatistiksel Analiz

Ortalama = SD (zerinden veriler analiz edildi. Ogrenci testinde degiskenlerin
ortalamasindaki farkliliklar incelenmistir. Grup basina 96 kisinin biiyiikliigliniin, birden
fazla formatta 0: 14'ten yuzde 80 ve yiizde 5 farklilik (Delta) oldugu tahmin edildi,
gruplar arasindaki siklik yiizde 80'dir. Farklar, hastalarda alelik frekanslar1 saptamak
icin Fisher'in kesin testi kullanilarak degerlendirildi. Hiicre gézlemlerinin sayist nerede.
T-testlerinin ¢oklu karsilastirmalari, P <0,05'in 6nemli oldugu diistiniilerek, gézlenen
allel sayisiyla P degerlerini diizeltmistir. %95 (CI) guven araligi beklentilerini,
tanimlanan GD-genotip-tiim iliskili iliskinin bir &lciisii olarak kullanm. Ile2 testi
kullanilarak Hardy-Weinberg dengesi bulundu. GD ile iliskili bagimsiz faktorleri
aragtirin, SPSS v16 kullanilarak ¢oklu lojistik regresyon teknikleri yapildi. 0 yazilim.
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4. BULGULAR

4.1 Cahsma Katihmcilarinin Klinik Ozellikleri

Cizelge, hastalarin ve kontrol vakalarinin klinik 6zelliklerini gostermektedir (Cizelge
4.1). Ortalama yas, menars (y1l) ve ortalama viicut kitle indeksi (BMI) (kg/m?), hastalar

ve kontrol grubu arasinda anlaml bir farklilik géstermedi. P> 0,05

Cizelge 4.1 Hasta ve kontroliin demografik verileri

OZELLIKLER CASES KONTROL P DEGER
(ORTALAMA (ORTALAMA
+SD) +SD)
Ortalama yas (y1l) 66,23+4,76 66,89+5,22 p>0,05
VCA'ya Kkarsi IgG | 25,3524 5,20+1,4 0,0001
antikorlar
Virils IgM 21,2+2,64 4,66+1,3 0,0001

Baslangicta, 5 yasinda, sert enfeksiydz mononiikleozun ilk turu sirasinda, ¢ocukta
VCA-IgM ve IgG pozitif sonuglar1 vardi. Her iki EBNA-IgG negatifti. iki ay sonra,
VCA-IgM saptanamaz hale geldi ve bu arada VCA-IgG pozitif kaldi. EBNA-1gG bu
zamanda {iretime basladi. Bu serotip (VCA-IgG pozitif, EBNA-1gG ve VCAIgM
negatif) klinik ataklar sirasinda 6 aya kadar korunmustur. Bu, EBV yeniden
aktivasyonunun bir sinirlamasini gosterir. Diger bir deyisle, EBV enfeksiyonu veya akut
enfeksiyondan sonra serum tasiyici profili, EBV aktivasyonunu izlemek i¢in serolojik
parametreler kullanildiginda, periferik kan lokositlerinden izole edilen 24 DNA 6rnegi
EBV DNA i¢in pozitif iken 24 serum orneginden sadece 12'si pozitifti. EBV DNA'nin
pozitif sonuglart Sekil 4.2, baz1i PZR sonuglarint gosterir. Cogu durumda, PZR igin
kullanilan pozitif serum 6rnegi, bu nedenle asiklovir ile tedaviye baslamaya karsilik
gelir ve yasami tehdit eden bir nobet meydana gelmeden Once hastaneye
kaldirilmalisiniz. 25 numarali serum 6rnegi, uzun stireli kritik hastanede kalis siiresine

kargilik gelir. Ayn1 zamanda gézlerde EBV-DNA ve periferik beyaz kan hicreleri ve
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serum Ornekleri de tespit edildi (sulu mizah). Aksine, 20 EBV DNA 06rnegi negatifti.
Serum oOrnekleri poliklinik takibi sirasinda veya antibiyotik ve antiviral tedavinin
sonunda almir. Cogu durumda hasta sagliklidir. Cizelge 4.1, 6 aylik takip siiresi
boyunca alinan Kklinik Ozellikleri, laboratuvar verilerini ve tedavi oOnlemlerini

Ozetlemektedir.

4.2 Molekuler Deneyler

4.2.1 Genomik dna'nin izolasyonu

Ekstrakte edilen DNA, elektroforez ve etidyum bromiir ile boyandiktan sonra 60-500
nanogram/mL DNA konsantrasyon dizisi ile agaroz jele yiiklendi. Izole edilen, standart
sekans i¢in aynt DNA konumuna aktarilacaktir. Tek bir serit, DNA fragmantasyonunun
olmadigin1 gosteren higbir iz birakmayan tanimlanmis bir serittir. 60 ng / L'lik nihai
konsantrasyon, DNA safligi, 260 ve 280 nm'de dlcumler emilerek ve 260/280 nm orani
hesaplanarak belirlendi. Oran 1,8 idi ve molekiiler tan1 i¢in kullanilan DNA icin gerekli

aralik. Sonraki 1,7-2,0 araliginda.

4.2.2 EBV-DNA'nin amplifikasyonu

Bu calismada, EBV 220'nin secilmis bir boliimiinde 100 viral kopyay1 tespit edebilen
unlu bir kantitatif olmayan PZR protokolii ile serum 6rneklerinde EBV-DNA tespiti ve
EBV reaktivitesi arasindaki baglantiy1 aragtirmay1 amagladik. Gene. (Sekil 4-2)1'de bir
dizi PZR etkisi dogrulanmustir.
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Sekil 4.2 Hastanin lenf diigiimii kiimelerinin tam kan ve serum orneklerinden EBV-
DNA amplifikasyonu. Serit 1: molekiiler agirlik isaret¢isi 100 bp merdiven (Invitrogen);
serit 2: negatif kontrol (DNA yerine steril su); serit 3: tam kandan DNA'ya karsilik
gelen pozitif 6rnek

4.2.3 Hastalarda ve kontrol gruplarinda ebv-dna prevalansi

Cizelgede gosterilen EBV-DNA frekanslar1 (Cizelge 4.3). EBV-DNA her iki grupta
daha yiiksek frekans erigim istatistiksel anlamlilig1 ile bulundu (p = 1,6 *10-12), hasta
grubunun %66,0'1, kontrol gruplarinda frekans %24,0 tek oran1 4,60 idi EF ile = 0,45 ve
(%95 ClI: 2,83-6,78).

EBV-DNA sadece yatan hasta gruplarinda mevcuttu ve siklig1 %2,0 olan tek oran 12,40
idi. Bu yliiksek tek oran, viriisii tasiyan bireyde viriisiin bulunmadigi kisilerde allel

sikligina gore hastada gelisme sikliginin 13 kat daha fazla oldugunu géstermektedir.
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Cizelge 4.3 Hastalarda ve kontrollerde gozlemlenen sayilar ve yiizde frekanslar1 EBV-

DNA
GEN HASTALAR| KONTROLLER| GARIP |EFor [P %095 C.1
ORAN | PF
EBV- %66 %24 4,60 0,45 1,6 *107| 2,83-
DNA 12 6,78
Not: EF: Etiyolojik fraksiyon, PF:Onleyici kesir,:Fisher'in kesin olasihig1, C.l:Giiven aralig1
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu calisma, tim kan Orneklerinden ekstrakte edilen 60 DNA o6rneginde pozitif bir
amplifikasyon gosterdi. Hastalar kronik enfeksiyonlara sahip oldugundan ve
immuinosupresyonu izlediklerinden, bu sonuglar makul. Bu hasta grubunda etkili EBV
klirensi norm degildir (PIETTI, RD). Bagisiklig1 baskilanmig hastalarda (Stevenns et al.
2002) EBV aktivitesi ile LLP baslangic1 arasindaki iligkiyi degerlendirin. Diger
aragtirmalar, miikkemmel EBV-DNA ile serum 6rneklerindeki bozukluk ilgisi arasinda
bir iliski oldugunu teshis etti. Bununla birlikte, baz1 yazarlar, serumun bilimsel bir
model oldugunu, bunun ger¢ek zamanl polimeraz zincir yanitinda bir asamada test i¢in
istenmeyen ve farkli kantitatif teknikler oldugunu belirtmislerdir (Shao et al. 2004).
DNA EBV gebelik testidir, cilinkii viriisle iligkili hiicrelerin varligin1 yok sayar ve
kontrol dis1 mobiliiler liziz, invaziv olmayan sonuglara veya asir1 degerli DNA yikiine
neden olabilir (Wagner et al. 2002). Ancak c¢alismalar, EBV DNA'nin tiim kan
orneklerinde ortaya ¢iktigini gostermistir. 24 serum Orneginden yaklagik 12'si sozlesme
kapsaminda belirlendi. Hastane epileptik nobetlerden alinan numunelerin PZR testi
sonuglart pozitif olmasia ragmen, negatif PZR sonuglarinin ¢ogu klinik olarak stabil
pediyatrik vakalarla uyumluydu (Wagner et al. 2002). PZR ile serum 6rneklerinde EBV
hastalig1 aktivitesi i¢in Kappa testi (deger 0) (bu calismada hastaneye yatis ve

antiretroviral tedavi gerektiren gosterilmistir) (Zingg et al. 1999).

Bu calismada saglanan veriler yalnizca, bagisikligi baskilanmis kronik olarak enfekte
hastalarin kriz gecirdigi tek klinik calismada analiz edilmistir. Bunun yerine, bir serum
orneginde (hiicresiz) polimeraz zincir reaksiyonu EBV DNA tespit edildiginde, bunun
hizli ve ucuz bir sekilde tespit edilebilecegini belirttiler (Smatti et al. 2018). (EBV
virtisii) 100 kopya. Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RTP) veya kantitatif
amplifikasyon yontemleri olmadan, mikrogram basina insan DNA viriislerinin sayisi,
kronik immiin yetmezligi olan hastalarda hastalik aktivitesi igin bir isaret olarak
kullanilabilir. Sonuglar, EBV DNA testi ile hastane semptomlarmin ve hastaligin
ilerlemesinin  operasyonlarin  gdsterdigi gibi O6nemli dlclide iligkili oldugunu

gostermektedir.
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Tiim 6rneklerde EBV DNA teshisi hastalik semptomlarina dayanmaktadir. Gelecekteki
arastirmalar, gercek zamanli PZR'de virls genlerinin mutasyon tipini belirlemek igin
EBV DNA'nin kullanimina isaret edebilir. Cocuklukta EBV'ye yakalanan diinya
nifusunun genellikle herhangi bir semptomu yoktur. EBV, mononikleoz olarak kendini
gosterir. Lenfoproliferatif bir durum olan enfekte Bati niifusu buna egilimlidir. Hodgkin
hastalig1 anlayisimizdaki ilerlemelere ragmen, EBV'nin rolii hakkinda cok az sey
bilinmektedir. EBV, gamma herpesviriis ailesinden bir lenfosit virtsidir. EBV,
Ozellikle lenfatik sistemde birgok hastaliktan sorumlu olabilir. Bu nedenle EBV'yi teshis
etmek ve teshis etmek onemlidir. EBV'nin molekiiler teshisi, patojenik EBV'nin etkili
kontroli, profilaksi veya EBV varliginin tespiti ve tedavi sirecinin yonetimi igin

gereklidir.

EBV'nin molekiiler teshisi i¢in su anda gesitli yontemler mevcuttur. En hizli ve en
verimli olani, PZR tabanli bir yontem olan EBV niikleik asit amplifikasyon tekniklerine

dayanan guney blot analizidir.
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