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ÖNSÖZ 

 

Epstein Barr Virüse (EBV) kar�ı geli�en immün yanıt, virüse 

kar�ı geli�en nötralizan antikorların yanı sıra T lenfositler ile do�al 

öldürücü hücreleri de kapsayan hücresel bir savunma mekanizmasını da 

içermektedir. Literatürdeki pek çok çalı�mada, interferon (IFN)-�’nın 

enfeksiyon ve pek çok farklı patolojik durumda organizmada artan 

neopterin düzeyinin temel uyaranı oldu�u gösterilmi�tir.  

 

Bu projede sa�lıklı gönüllülerden alınan periferik kan 

örneklerinden mononükleer hücreler izole edilmi�tir. Hücrelerin bir kısmı 

özgül olmayan mitojen olarak fitohemaglütinin (PHA) ve lipopolisakkarit 

(LPS) ile uyarılmı�, di�er bir grup hücrenin ise yüksek titrede transforme 

edici EBV salgılama özelli�ine sahip B95-8 hücre dizisi süpernatanında 

bulunan virionlar ile transforme olması sa�lanmı�tır. Ardından periferik kan 

mononükleer hücrelerinden kültür ortamında elde edilen süpernatanlarda 

ELISA yöntemi ile neopterin, tümör nekroze edici faktör (TNF)-�, IFN-� ve 

interlökin (IL)-6 düzeyleri ölçülmü�tür. Böylece enfeksiyona ba�lı olarak 

monositlerin erken ve geç dönemde verdikleri sitokin yanıtı neopterin 

düzeyleri ile birlikte de�erlendirilmi�tir. In vitro ortamda EBV’ye ba�lı 

transformasyona neopterin yanıtını de�erlendiren ilk çalı�ma olması 

nedeniyle, çalı�mamız literatüre ve bu konuda bundan sonra yapılacak 

di�er çalı�malara kaynak olu�turacak niteliktedir.  

 

  Bu çalı�ma, 30.01.2008 tarihli ve B.02.1.TBT.0.06.03.02-

160-168.649 sayılı karar ve SBAG-HD-285 (107S445) proje numarası ile 

TÜB�TAK tarafından Hızlı Destek Projesi kapsamında desteklenmi�tir.  
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1. G�R�� 

  EBV’ye kar�ı geli�en immün yanıt mekanizmaları, virüse 

kar�ı geli�en nötralizan antikorların yanı sıra T lenfositler ile do�al 

öldürücü hücreleri de kapsayan hücresel bir savunma mekanizmasını da 

içermektedir. Enfeksiyon ve pek çok farklı patolojik durumda organizmada 

artan neopterin düzeyinin temel uyaranı IFN-�’dır. IFN düzeyleri viral 

enfeksiyonlarda artmakla birlikte; bazı çalı�malarda salıverildikleri 

hücrelerin farklılıklarına ba�lı olarak IFN-� ve IFN-�’nın de�i�ik oranlarda 

arttı�ı gösterilmi�tir. In vitro ortamda IFN-�’nın da neopterin üretimini 

uyardı�ı; ancak bunun için gereken IFN-� dozunun, IFN-� dozunun 

yakla�ık 1000 katı kadar oldu�u bilinmektedir.  

 

  Neopterin düzeyleri, hücresel immün aktivitenin bir 

göstergesi olarak kullanılabilmektedir. Viral enfeksiyonlar sırasında artmı� 

neopterin düzeyi hastalı�ın �iddeti ile do�ru orantılıdır; inkübasyonun 

sonunda artar, virüse özgül antikorlar belirlenebilir olmadan hemen önce 

en yüksek düzeye ula�ır, serokonversiyon halinde ise azalır ve normale 

döner. 

 

  In vitro ortamda EBV’ye yanıt olarak salıverilen sitokinler 

erken ve geç dönemde ölçülmü� olmakla birlikte, literatürde B lenfositlerin 

EBV ile transforme olmasının ardından in vitro ortama salıverilen 

neopterini de�erlendiren bir çalı�maya rastlanmamı�tır. Bu çalı�ma ile viral 

enfeksiyonlarda arttı�ı bilinen neopterinin 3 hafta süresince periferik kan  

mononükleer hücre kültüründe zamana ba�lı olarak ne oranda yükseldi�i 

ve bunun EBV enfeksiyonuna ba�lı B hücre transformasyonu sırasında ve 

sonrasında latent enfeksiyon geli�imi açısından önemli bir yere sahip olan 

IFN-�, TNF-� ve IL-6 ile birlikteli�i de�erlendirilmi�tir.   
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2. GENEL B�LG�LER 

2.1. Neopterin  

  Neopterin, bir pürin nükleotidi olan guanozintrifosfattan 

(GTP), GTP siklohidrolaz-I aracılı�ı ile sentezlenen bir pteridin 

molekülüdür. IFN-γ, GTP siklohidrolaz-I’in ana stimülatörü olup, asıl olarak 

monosit/makrofajlardan neopterin sentezini uyarır. In vitro ortamda IFN-� 

da bu enzimi uyarmakla birlikte stimülasyon için ihtiyaç duyulan doz IFN-� 

dozunun yakla�ık 1000 katı kadardır1. Makrofaj aktivitesini indükleyen 

di�er potent maddelerin (örne�in zimosan, forbol ester, granülosit monosit-

koloni stimüle edici faktör (GM-CSF), CSF, IFN-�), neopterin 

salgılanmasını etkilemedikleri gösterilmi�tir2. Monosit/makrofajlar dı�ında 

umbilikal ven endotel hücreleri veya kültür ortamındaki böbrek epitel 

hücrelerinin de uyarılmaya ba�lı olarak neopterin salgıladıkları gösterilmi� 

olsa da, bunun makrofajlara oranla çok dü�ük düzeylerde gerçekle�ti�i 

bilinmektedir3. Bazı hastalarda yapılan çalı�malarda ise IL-2’nin T 

lenfositlerden IFN-� salgılanmasını uyararak4, GM-CSF’in5 ise, büyük 

olasılıkla monosit/makrofaj sayısını artırarak6 neopterin sentezini dolaylı 

yoldan uyardıkları bildirilmi�tir. T helper (Th)-1 tipi sitokin ailesi içinde yer 

alan IL-2’nin ve özellikle de IFN-�’nın T hücrelerinden salgılanarak 

sitotoksik T lenfosit aracılı hücresel immün yanıtı düzenlemeleri, neopterin 

düzeylerinin ölçülmesinin hücresel immün aktivitenin bir göstergesi olarak 

kullanılabilece�ini göstermi�tir6. Buna ek olarak, viral enfeksiyonlar gibi, 

hücresel immünitenin baskın oldu�u bazı hastalıklarda gösterilen artmı� 

neopterin düzeyleri de bu yargıyı desteklemektedir7. Akut bakteriyel 

enfeksiyonda orta düzeyde bir neopterin artı�ı saptanmasının nedeni, bu 

durumda Th2 tipi immün yanıtın aktive olması ve bunun sonucunda 

salgılanan IL-4, 5, 6, 9, 10 ve 13’ün hümoral immün yanıtı tetiklemeleridir8. 

Neopterin ve ürünleri, immün aktivasyona ba�lı oksidatif stres durumunda 

da artmı� oranda bulunurlar. Yapılan çalı�malar neopterin düzeylerinin 

Romatoid Artrit, �nsülin Ba�ımlı Diabetes Mellitus, Multipl Skleroz, Çölyak 
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hastalı�ı ve romatizmal ate�te de hastalı�ın �iddeti ile orantılı olarak 

yükseldi�ini göstermi�tir9.  

 

  Yapılan pek çok çalı�mada akut viral hepatit, EBV, 

sitomegalo virüs (CMV) enfeksiyonları ile kızamık, kızamıkçık, kabakulak, 

su çiçe�i ve infuenzada yüksek neopterin düzeyleri saptandı�ı 

gösterilmi�tir. Viral enfeksiyonlar sırasında artmı� olan neopterin düzeyleri, 

hastalı�ın �iddeti ile do�ru orantılıdır. Neopterin düzeyi, inkübasyon 

periyodunun sonunda, klinik semptomlar henüz ortaya çıkmadan artar, 

virüse özgül antikorlar belirlenebilir olmadan hemen önce en yüksek 

düzeye ula�ır, serokonversiyon halinde ise giderek azalır ve normale 

döner. �nsan immün yetmezlik virüsü (Human immunodeficiency virus, 

HIV) gibi bazı kronik viral enfeksiyonlarda serokonversiyon sonrasında 

azalan neopterin konsantrasyonlarının normale dönmedikleri bildirilmi�tir6. 

Neopterin düzeyleri, infeksiyonlar dı�ında, allograft alıcılarında geli�en 

immün yanıtın derecesini belirlemek, HIV ile enfekte eri�kinler ve malign 

hastalı�ı olan ki�ilerde prognozu de�erlendirmek amacıyla 

kullanılmaktadır. Ayrıca bazı nörolojik ve kardiyovasküler hastalıklarda da 

artmı� neopterin düzeylerine rastlanılmı�tır. Bu tip hastalıklarda neopterin 

düzeylerinin izlenmesi patogenezin daha iyi anla�ılmasına yardımcı 

olabilir6.  

 

  Neopterin ve TNF-�’nın sentezleri ve salgılanmaları arasında 

bazı benzerlikler bulunmaktadır. TNF-�, IFN-�’nın neopterin sentezi 

üzerindeki etkilerini artırır9, buna kar�ılık neopterin de lipopolisakkarit 

(LPS), IFN-� ya da IL-2 tarafından uyarılan periferik kan mononükleer 

hücrelerinden TNF-� salınmasını artırır10. Neopterinin hematopoetik 

hücreler dı�ında damar düz kas hücrelerinde de TNF-� gen 

ekspresyonunu ve TNF-� proteini salıverilmesini artırdı�ı gösterilmi�tir11.  
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2.2. Epstein-Barr Virüs (EBV)  

  EBV, insan B lenfositlerini latent olarak enfekte edebilen ve 

bu hücreleri transforme ederek ölümsüz kılan bir herpesvirustur12. 

Çocuklukta asemptomatik geçen EBV enfeksiyonu, adölesan dönemde 

kendi kendini sınırlayabilen bir lenfoproliferatif bir hastalık olan �nfeksiyöz 

Mononükleoz’a (IM) neden olabilmektedir13. Virüs aynı zamanda genetik, 

iatrojenik ya da enfeksiyöz bir nedenle immün yetmezli�i bulunan ki�ilerde 

Burkitt lenfoma, nazofaringeal kanser ya da immünoblastom gibi 

malignitelere de yol açabilmektedir14. Tüm dünyadaki insanların yakla�ık 

%95’inin hayatlarının herhangi bir döneminde EBV ile kar�ıla�tıkları ve 

EBV’nin yıllar boyunca persistan enfeksiyona neden olabildi�i 

bilinmektedir15.  

 

EBV’nin �mmün Sistem Üzerindeki Etkileri  

  EBV’nin immün sistem üzerindeki etkilerini incelemek için 

yapılmı� pek çok çalı�ma bulunmaktadır. Bu çalı�malardan birinde EBV’ye 

kar�ı hücrelerin verdikleri yanıt incelenmi�16; TNF-�, TNF-�, IL-2, IFN-�, 

IL-6 ve GM-CSF düzeyleri ve birbirleri ile olan ili�kileri ara�tırılmı�tır. 

Sa�lıklı gönüllülerden alınan kandan ayrı�tırılan periferik kan mononükleer 

hücrelerinden elde edilen kültür ortamında B lenfositlerin transforme 

edilmesinin ardından de�i�ik zamanlarda alınan örneklerde ve enfekte 

olmayan kontrol grubunda herhangi bir zamanda TNF-� ve -�’ya 

rastlanmamı�tır. EBV ile enfekte olan örneklerde IL-2’nin 48. saatte, IFN-

�’nın 1. haftada, IL-6’nın 2. haftada ve GM-CSF’nin ise 4. haftada 

saptanabilir düzeye ula�tı�ı gösterilmi�tir. IL-6 ve GM-CSF ise sırasıyla 2. 

ve 2 ile 4. haftalarda yüksek düzeyde saptanmı�tır. Ayrıca bu iki sitokinin 

düzeylerinin, özellikle non-aderan hücrelerin bulundu�u flasklarda 

yükseldikleri de yine bu çalı�manın sonuçları arasındadır16.  

 



 5 

  1996 yılında yayınlanan di�er bir çalı�mada ise HIV ve 

EBV ile enfekte hastalar kar�ıla�tırılmı�, CD4+ hücreler ile birlikte ba�ta  

IL-2, TNF-�, 5’-neopterin ve �-2 mikroglobulin düzeylerinin akut HIV-1 

enfeksiyonu geçiren hastalarda EBV (+) hastalara göre daha dü�ük 

oranda oldu�u gösterilmi�tir17. 1990 yılında yapılmı� olan bir çalı�mada, 

EBV’nin ölümsüz oldu�u dönemi koruması için otokrin büyüme 

faktörlerinin önem ta�ıdı�ı, çünkü EBV ile ölümsüz kılınmı� hücre 

dizilerinin hücreden yoksun süpernatanlarının otolog hücrelerin 

proliferasyonun destekledikleri ve dü�ük dansitede bile büyümelerine 

olanak verdikleri vurgulanmı�tır18. Süpernatanlardan molekül a�ırlıklarına 

göre izole edilen iki büyüme faktöründen; molekül a�ırlı�ı dü�ük olanın 

tespit edilememesine kar�ılık, yüksek molekül a�ırlıklı molekülün IL-6 

oldu�u gösterilmi�tir. 1990 yılında yapılmı� olan di�er bir çalı�mada ise in 

situ hibridizasyon analizleri uygulanarak, EBV ile transforme edilmi� 

hücrelerin yüzeylerinde, IL-6 mRNA ifadelenmesi gösterilmi�tir. Bu 

çalı�manın sonuçları da IL-6’nın EBV ile transforme olmu� B hücrelerinin 

otokrin bir büyüme faktörü olarak IL-6 salgıladıklarını desteklemektedir19.  

 

  EBV ile ili�kili hastalıkların farklı formları olan akut- kendini 

sınırlayan IM, kronik aktif IM ve X-e ba�lı lenfoproliferatif sendroma 

yakalanmı� olan hastalarda yapılan bir ba�ka çalı�mada ise akut tip 

enfeksiyonu olan hastaların hemen hepsinde neopterin, IFN-� ve IL-6 

düzeylerinin yüksek oldu�u saptanmı�, di�er formlarda ise özellikle IL-6 

yüksekli�inin akut enfeksiyon kadar belirgin olmadı�ı belirtilmi�tir20. Yine 

aynı �ekilde akut EBV enfeksiyonu ile kronik yorgunluk sendromu 

arasında kar�ıla�tırma yapan di�er bir çalı�mada, akut enfeksiyon 

sırasında T lenfosit aktivasyonunu gösteren IL-2 düzeyleri ve CD8+ 

molekülleri ile monosit aktivasyonunu gösteren neopterin düzeylerinin 

arttı�ı; IL-1 �, IL-6 ve IFN-� düzeylerinde her iki durumda da herhangi bir 

de�i�iklik olmazken, IFN-� düzeylerinin enfeksiyöz mononükleozun 
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özellikle akut fazında artmı� oldu�u gösterilmi�tir21.  

 

  EBV’nin insanda depolandı�ı ba�lıca hücre tipi B 

lenfositlerdir. EBV, B lenfositlere virüsün ba�lıca glikoproteinleri olan 

gp350/220’nin kompleman reseptörü CR2/CD21 ile etkile�mesi 

sonrasında girer. Viral genomun çekirde�e transferinin ardından latent 

genlerin ekspresyonu ba�lar. EBV’nin latent fazı sırasında en az 11 gen 

eksprese olabilmektedir. Bu genlerden bazıları transformasyonda rol 

oynar. Transformasyonda görev alan proteinler EBV nükleer antijeni 

(EBNA)-2, EBNA-3 ailesi ve latent membran proteini (LMP)-1’dir. EBNA-1 

replikasyon için gereklidir, LMP-2 ise viral latentli�in sürdürülmesinde 

görev alır. In vitro ko�ullarda B lenfosit transformasyonu için gerekli 

olmayan EBNA- öncü protein (leader protein, LP), transforme B hücresinin 

uzun dönemdeki büyümesinden sorumludur22.   

 

  EBNA-1 geni DNA ba�layıcı bir proteini kodlar; bu protein 

virüsün enfekte hücre içinde replikasyonunda görev alır. Bu gen, latent 

fazın sürdürülebilmesi için gerekli oldu�undan her tip latent fazda 

bulunmaktadır. EBNA-1, ba�ta Burkitt lenfoma olmak üzere, EBV ile ili�kili 

malignitelerin viral patogenezinde de görev alır23.  

   

  EBNA-2’nin transformasyonda görev aldı�ını gösteren ilk 

çalı�malar, EBV ile enfekte Burkitt lenfoma hücre dizisi olan P3HR-1 ile 

yapılmı�tır. Bu dizide virüsün transformasyona yol açmamasının nedeni 

EBNA-2 kodlayan gen bölgelerindeki delesyondur. Böylece EBNA-2, 

transformasyonda mutlaka gerekli olmasının yanı sıra; CD23, CD21, LMP-

1 ve LMP-2’nin B lenfosit yüzeyindeki ekspresyonlarını da artırmaktadır23.  
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  EBNA-3 ailesi içerisinde 3A, 3B ve 3C olarak adlandırılan 

alt tipler bulunmaktadır. Bunlardan 3B, EBV transformasyonu için gerekli 

de�ildir. EBNA-3 proteinleri bir lösin zincir motifi ta�ırlar, bu motif pek çok 

memeli transkripsiyon faktörü ile homoloji göstermektedir, ancak bu 

proteinlerin kesin görevleri henüz net olarak tanımlanamamı�tır23.  

 

  EBNA-LP ve EBNA-2, B hücrelerinin enfekte olmasının 

ardından eksprese olan ilk proteinler olup birlikte siklin D2 sentezini aktive 

ederek B lenfositlerin hücre siklusunda G1 fazına girmelerini sa�larlar. 

BNA-LP’nin, retinoblastom proteini ve p53 tümör baskılayıcı protein ile 

aynı lokalizasyonda bulundu�u gösterilmi�tir23.  

 

  LMP-1 ise pleiotropik etkilere sahip olan; eksprese 

oldu�u hücrede yüzey moleküllerinin sentezini artıran, antiapoptotik 

proteinleri uyaran ve IL-6 ile IL-8’in sentezlerini stimüle eden transforme 

edici bir major moleküldür24. Yapılan bazı çalı�malar, LMP-1’in tümör 

nekroze edici faktör reseptörü (TNFR) süperailesinin bir üyesi olarak 

aktive oldu�unda pek çok sinyalizasyon yola�ını, liganddan ba�ımsız bir 

�ekilde tetikledi�ini, göstermektedir25,26. LMP-2’nin ise in vitro ko�ullarda B 

hücre transformasyonu için gerekli olmadı�ı gösterilmi�tir24.  

 

  Latent genlerin ekspresyonu, çe�itli dokularda 

farklıla�manın derecesine ve tümör tipine ba�lı olarak de�i�iklik 

gösterebilir. Bu bilgi viral latent fazın üç farklı �ekilde incelenmesini 

sa�lamı�tır. Her üç fazda bulunan EBV proteinleri ve bu fazların 

özelliklerini ta�ıyan tümör tipleri birbirinden farklıdır. Buna göre 1. tip latent 

faz özelli�i (latency I) gösteren Burkitt lenfomada EBNA-1 proteini 

eksprese olurken, 2. tip latent fazda EBNA-1 ile birlikte LMP-1 ve LMP-2 

proteinleri eksprese olmaktadır. Bu  latent faz paternini gösteren tümörler; 
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diferansiye olmayan nazofaringeal karsinom, Hodgkin lenfoması ve T 

hücreli lenfomadır. EBNA-1, EBNA-2, EBNA-LP, EBNA-3A/3B/3C, LMP-1 

ve LMP-2 proteinleri ise immünoblastik lenfoma ve post-transplant 

lenfomada gözlenen 3. tip latent fazda bulunurlar22.  

 

  LMP-1 ekspresyonu, primer B hücresinde EBV 

enfeksiyonu ve aktivasyonu ile ili�kili pek çok de�i�ikli�e neden olur. Bu 

de�i�iklikler arasında kümelenme (clumping), CD23, CD39, CD40 ve 

CD44 yüzey moleküllerinin ekspresyonunda artı� ile CD10 

ekspresyonunda azalma sayılabilir. Bunun yanı sıra artmı� LMP-1 

ekspresyonu bcl-2, MCL-1 ve A20 gibi anti-apoptotik proteinleri 

indükleyerek B hücrelerini apoptozise kar�ı korumaktadır. LMP-1; IL-6 ve 

IL-10 üretimini de uyararak EBV enfeksiyonuna kar�ı enflamatuvar ve 

immün  yanıtların geli�imini destekler23.  

 

  Kis ve arkada�ları27, in vitro ortamda EBV ile enfekte 

edilen ve yalnızca EBNA-1 eksprese eden Hodgkin lenfoma kaynaklı 

hücre dizisinde, CD40 ligand ve IL-4 uygulamasının ardından LMP-1’in 

indüklendi�ini göstermi�ler, bunun ardından yaptıkları di�er bir çalı�mada 

ise farklı hücre dizilerinde EBNA-2 yoklu�unda hem insan hem de EBV 

tarafından kodlanan IL-10’un da LMP-1’i indükleyebildi�ini belirtmi�lerdir. 

IL-10’un, östrojen yoklu�unda EBNA-2’nin baskılandı�ı lenfoblastoid hücre 

dizisi olan ER/EB2-5’te LMP-1’i indükledi�i, ayrıca transforme olmamı� ve 

EBNA-2’den yoksun EBV su�u olan P3HR-1’in de LMP ekspresyonunu 

indükledi�i, EBV pozitif NK lenfoma hücre dizisinde ise LMP-1 

ekspresyonunu artırdı�ı bildirilmi�tir27. Yapılan ba�ka bir çalı�mada ise 

Burkitt lenfoma hücre dizisinde ve transforme olmamı� B hücrelerinde 

EBNA-2’nin, IL-18 reseptörünün 2 ayrı zincirini indükledi�i gösterilmi�tir28.  
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  In vitro ortamda farklı hücre dizilerinden olu�an B hücre 

panelinde yapılan bir çalı�mada, hücrelerin bir kısmı faklı EBV su�ları ile 

enfekte edilmi� ya da transformasyon ile ili�kili viral genle transfeksiyon 

sa�lanmı�tır. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile yapılan 

incelemede, EBNA-2 geni defektif olan bir virus su�u ta�ıdı�ı bilinen Daudi 

hücre serisi dı�ında tüm EBV pozitif Burkitt lenfoma hücre serileri ile 

lenfoblastoid hücre serilerinde insan IL-10 mRNA’sı saptanmı�tır. Bu 

çalı�ma sonuçları, daha önceki çalı�malarda elde edilen LMP-1’in EBV 

tarafından indüklenen B lenfosit transformasyonunda görev alan hücresel 

transaktivasyonda rol oynadı�ına ili�kin bulguları desteklemektedir29. 

Eliopulos ve arkada�ları tarafından yapılan bir di�er çalı�mada da30 

karsinom hücre dizilerinde ve SV40-transforme keratinositlerde, CD40 

ligasyonuna benzer bir �ekilde LMP-1 ekspresyonu sonrasında IL-6 

olu�umunun indüklendi�i gösterilmi�tir. IL-6’nın epiteliyal hücre 

büyümesini destekledi�ini gösteren çe�itli çalı�malardan sonra, IL-6 

sekresyonunun CD40 ligasyonu ve LMP-1 ekspresyonu sırasında benzer 

�ekilde tümör nekroze edici faktör reseptör ili�kili faktör (TRAF) proteinleri 

aracılı�ı ile kontrol edilebilmesi de, normal ve transforme epiteliyal 

hücrelerin büyüme sürecinde önemli olabilece�i sonucunu 

desteklemektedir30.  

 

  Sitokinlerin hastalı�ın evresine ba�lı olarak gösterdikleri farklı 

yanıtlar, konak ile EBV aracılı lenfoblastik transformasyon süreci 

arasındaki ili�kinin pek çok farklı parametreye ba�lı oldu�unu ortaya 

koymaktadır. Sitokin salınması, akut ve kronik enfeksiyon sırasında 

de�i�ebildi�i gibi, transformasyon sürecinde de transformasyonun tipine, 

eksprese olan proteine ya da geli�en tümöre göre farklılıklar 

göstermektedir.  
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2.3. B95-8  

  B95-8; lenfoblast ve fibroblast morfolojisinde, tamarin cinsi 

maymun periferik kan lenfosit dizisidir. Yüksek titrede transforme edici 

virion �eklinde EBV salgılama özelli�ine sahiptir31.  

  

  IFN-�’nın transformasyon üzerindeki inhibe edici etkisini 

inceleyen bir çalı�mada, B95-8 hücre dizisi ile klinik olarak elde edilmi� 

EBV izolatları arasında inhibisyon açısından herhangi bir fark 

saptanmamı�tır32. Transformasyon özelli�i hücrenin elde edildi�i diziye 

ba�lı olup; B95-8 ile birlikte farklı bir seri olan P3HR-1 kullanılarak yapılan 

bir çalı�mada, virüsü salgılayan P3HR-1 dizisi, sahip oldu�u küçük bir 

delesyon nedeniyle transformasyonu sa�layamamaktadır33. Ayrıca yine 

aynı çalı�mada B95-8 ile inkübasyon sonrasında �iddetli bir IL-1 ve TNF- � 

üretimi gözlenmekte, buna kar�ılık P3HR-1 dizisinde bu etkiyle 

kar�ıla�ılmamaktadır.  
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Tablo 1 : B95-8 hücre dizisinin özellikleri34  

Profil EBV üreten maymun (tamarin) lenfosit hücre 
dizisi  

Üretildi�i kaynak Cotton-top tamarin 

Bilimsel adı Saguinas oedipus 

Vaka öyküsü Lökositler 

Sınıflama Transforme hücre  

Hazırlandı�ı doku tipi Kan 

Besiyeri %10 oranında ısı ile inaktive edilmi� fetal sı�ır 
serumu içeren RPMI1640  

Pasaj metodu Basit dilüsyon 

CO2 Konsantrasyonu %5 

Ya�am süresi  Sonsuz 

Morfoloji Lenfosit benzeri  

Özellikleri EBV ile transforme olmu� lenfosit hücre dizisi; 
hücreler EBV (herpesvirus 4) salıyor  

Tepit edilen virüs 
DNA’sı 

CMV(-), EBV(+), HHV6(-), HHV7(-), BKJ(-), 
JCV(-), ADV1(-), parvoB19(-), HBV(-), 
HTLV1(-), HTLV2(-), HIV1(-), HIV2(-)  

Özel not 

B95-8 hücre dizisi, EBV kayna�ı olarak 
kullanılmaktadır. 

 

EBV’nin insan B lenfositlerini enfekte etme 
yetene�i bilindi�inden B95-8 hücre dizisi 
Biyogüvenlik Tip 2 Laboratuvarlarda 
çalı�ılmalıdır  
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2.4. Hücre Kültürü  

  Hücre kültürü, prokaryotik ya da ökaryotik hücrelerin kontrol 

edilebilen �artlar altında üretilmesi tekni�idir. Hücre kültürü çalı�maları 

aracılı�ı ile metabolizma ile ili�kili mekanizmaların yanısıra, sinyal 

transdüksiyonu ve gen ekspresyonunun regülasyonu ile ilgili bilgilere de 

ula�abilmek mümkün hale gelmi�tir.  

 

  Bir organizmanın dokularından in vitro hücre ço�alması 

olmaksızın hazırlanan kültüre “primer kültür” denir. Kültür ortamından 

alınıp ço�altılan hücrelerden olu�an kültür ise “sekonder hücre kültürü” 

olarak tanımlanır. Bazı tümörlerden elde edilen hücreler dı�ında primer 

hücre kültürlerinin pek ço�u sınırlı bir ya�am süresine sahiptir. Belirli 

sayıdaki bölünmenin ardından hücreler ya�amayı sürdürdükleri halde, 

ya�lanarak bölünme özelliklerini kaybedebilirler. Transformasyon 

sonrasında hücreler ölümsüzlük özelli�i kazanabildikleri gibi, tümöral 

dokulardan elde edilen sürekli hücre serileri de yine ölümsüz karaktere 

sahip olabilir.  

 

  Tek bir hücre tipi hakkında elde edilebilecek en iyi bilgi, o 

hücrenin dokudaki di�er hücre tiplerinden ayrıldıktan sonra üretilmesi ile 

sa�lanabilmektedir. Farklı hücre türlerini ayırmak için de�i�ik yöntemler 

uygulanabilir. Kültür ortamındaki hücrelerden bazıları sıvı ortamda 

üreyebildikleri gibi “adheran hücreler” olarak tanımlanan bir grup hücre de 

katı ortama tutunarak ürerler. Kültür ortamında bu hücrelerin 

büyüyebilmeleri ve bölünerek ço�alabilmeleri için mutlaka yeterli miktarda 

alan ve besiyeri bulunması gerekmektedir. Bu nedenle kültürler günlük 

olarak kontrol edilmeli, ortama düzenli olarak besiyeri eklenmeli ve ölü 

hücreler uzakla�tırılmalıdır. Kültürdeki hücreler önce “sessiz evre (lag 

fazı)” denilen bir döneme girerler. Bunun ardından yüksek metabolik 
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aktivitenin gözlendi�i “logaritmik artı� (üreme) dönemi” ba�lar. Hücreler, 

hücre sayısının sabit kaldı�ı bir dura�an evreye girdiklerinde besiyerinden 

alınmaları gerekmektedir. Yo�unlu�un arttı�ı kültür ortamlarında, hücre-

hücre temasının “kontakt inhibisyon” adı verilen bir mekanizma sonucunda 

büyümenin durmasına neden oldu�u ve aynı zamanda hücresel 

farklıla�mayı da tetikleyebildi�i bilinmektedir.   

 

  Hücre kültürü çalı�malarında en sık ya�anan problemlerin 

ba�ında kontaminasyon gelmektedir. Bu nedenle ba�arılı bir hücre kültürü 

için ortamın, kullanılan besiyerleri ve di�er maddelerin mutlaka steril 

olması gereklidir. Genellikle kontaminasyonun ba�lıca nedeni farklı 

ki�ilerce kullanılan ortak stok solüsyonlarıdır. Komplet bir kültür ortamında 

hücrelerin beslenmesi için, besi ortamına serum, L-glutamin ve tercihe 

ba�lı olarak antibiyotik eklenmesi gerekmektedir. Serum olarak en sık 

kullanılan fetal sı�ır serumudur (fetal bovine serum, FBS), bunun dı�ında 

at serumu ya da insan serumu da kullanılabilir. Kullanılan FBS’nin 

mikoplazma açısından temiz ve endotoksin miktarının dü�ük/yok oldu�u 

üretici tarafından do�rulanmı� olmalıdır. Hücre kültürlerinde önlem olarak 

antibiyotik kullanılması mutlaka gerekli olmamakla birlikte, 

kontaminasyonların önlenebilmesi açısından, özellikle tecrübesiz 

ara�tırıcılar için, önerilen bir yöntemdir. En sık kullanılan antibiyotikler 

penisilin ve streptomisindir. Primer hücre kültürürlerinde ise doku 

izolasyon tekniklerinin yarattı�ı riskler göz önünde bulundurularak rutin 

olarak antibiyotik kullanılması önerilmektedir. Özellikle primer kültür 

hücreleri ve immortalize hücreler üredikleri ortamın pH’sına kar�ı oldukça 

duyarlıdır. Besiyerleri pH indikatörü olarak sıklıkla fenol kırmızısı 

içermektedirler. Besiyerinin renginin kırmızıdan giderek mor bir renge 

dönü�mesi, kullanıcı için, var olanın yerine taze bir besiyeri hazırlamak 

gereklili�i açısından uyarıcı olmaktadır35.  
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  EBV’nin en belirgin özelliklerinden bir tanesi hücrelerde 

neden oldu�u transformasyondur. Yabancı bir DNA’nın hücre içine girerek 

konak DNA’sının bir parçası haline gelmesi ve DNA’daki genlerin 

ifadelenmesi sonucunda hücrenin de�i�ime u�raması “transformasyon” 

olarak tanımlanmaktadır36. Doku kültüründeki hücrelerin transformasyonu, 

“transfeksiyon” olarak da ifade edilmektedir.  

 

  Transforme olan hücreler di�er hücrelerden belirgin bazı 

farklılıklar göstermektedir. Transformasyona ba�lı de�i�iklikler, virüsün 

CD21 molekülü aracılı�ı ile hücreye ba�lanmasını takiben saatler 

içerisinde geli�meye ba�lar, ancak 3-4. günden sonra belirgin hale gelir. 

Aktif olarak büyüyen bir hücre kültüründe geli�en transformasyonun en 

belirgin morfolojik bulgusu, flask zemininde olu�an hücre kümeleridir 

(clumping); hücre kümeleri büyümekte olan bir hücre kültüründe çıplak 

gözle görülebilen ilk de�i�iklik olarak kabul edilmektedir. Tam bir 

transforme hücre kültürü olu�ması için 6-8 hafta kadar bir süre geçmesi 

gerekmektedir. Transforme olan hücrelerde üreme tarzındaki, hücre 

yüzeyindeki de�i�iklikler ile birlikte birtakım biyokimyasal farklıla�malar ile 

tümörogenisite ve kromozomal farklıla�maların yanısıra çe�itli morfolojik 

de�i�iklikler de meydana gelmektedir. Hücreler, temas inhibisyonunun 

kaybolması sonucunda üst üste üreyerek kalın tabakalar meydana 

getirirler. Ayrıca transforme hücrelerin katı yüzeye tutunma yetenekleri de 

azalır.  

 

2.5. Di�er Sitokinler  

2.5.1. Tümör Nekroze Edici Faktör-� 

  TNF-�, gram negatif bakteriler ve di�er enfeksiyöz ajanlara 

kar�ı geli�en akut enflamatuvar yanıttan sorumlu primer sitokindir, ayrıca 

a�ır enfeksiyonlarda görülen pek çok sistemik komplikasyonun 
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geli�mesinde de sorumludur. Ba�lıca salıverildi�i kaynak, aktive olmu� 

mononükleer fagositer hücreler olmakla birlikte TNF-�, antijen ile uyarılmı� 

T lenfositlerden, do�al öldürücü hücrelerden (natural killer, NK) ve mast 

hücrelerinden de salıverilebilir. TNF-�’nın en güçlü uyaranı LPS’dir. T 

lenfositler ve NK hücrelerinden salıverilen IFN-�, LPS ile uyarılan 

makrofajlardan TNF sentezini artırmaktadır37.  

 

  TNF-�’nın 55 kD ve 75 kD molekül a�ırlı�ında iki reseptörü 

bulunmaktadır (TNF-RI ve TNF-RII); her iki reseptör de pek çok farklı 

hücre yüzeyinde yer almaktadır. Knockout fareler ile yapılan çalı�malar, 

sitokin fonksiyonu açısından en önemli reseptörün TNF-RI oldu�unu 

ortaya koymaktadır. TNF reseptör ailesinin üyeleri gen ekspresyonunu ya 

da apoptozisi indükleyebildikleri gibi bazı aile üyeleri her ikisini de 

uyarabilmektedirler37.  

 

  TNF-�’nin temel fizyolojik fonksiyonu, enfeksiyon bölgesine 

nötrofil ve monositlerin toplanmasını sa�lamak ve bu hücreleri mikropların 

eradikasyonunu sa�lamak üzere aktive etmektir. TNF-� bu i�levleri, 

vasküler endotel hücreleri ile lökositler üzerindeki çe�itli etkileri yolu ile 

sa�lamaktadır. Bu da özellikle lokal enflamatuvar yanıt geli�imi açısından 

önem ta�ımaktadır. Dü�ük miktarlarda salıverilen TNF-�, endotel 

hücrelerinde adezyon molekülleri ile IL-1 ve kemokin üretimini tetikleyerek 

lokal inflamasyonu düzenlerken; orta miktarda TNF-� salıverilmesi beyni 

etkileyerek ate�e, karaci�erden akut faz proteinlerinin salgılanmasına ve 

kemik ili�inde lökosit üretimini tetikleyerek sistemik etkilerin ortaya 

çıkmasına yol açar. Yüksek düzeylerde salıverilen TNF-� ise ka�eksi 

geli�imini tetikler, miyokardiyal kontraktilite ile vasküler düz kas tonusunu 

inhibe eder ve karaci�erde hipoglisemiye neden olarak �ok tablosunun 

ortaya çıkmasına neden olur. TNF-� düzeylerinin ölçülebilmesi, LPS ile 
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indüklenmi� TNF-� ve di�er bazı sitokinlerin üretimi sonucunda gram 

negatif bakterilere kar�ı geli�en septik �ok sendromunda hastalı�ın 

prognozu açısından prediktif bir de�ere sahiptir37.  

 

2.5.2. �nterferon-� 

  Tip II interferon olarak da bilinen IFN-�, hem do�al hem de 

kazanılmı� immün yanıtta makrofajları aktive eden bir sitokindir. Ba�lıca 

kayna�ı CD8+ T hücreler, Th1 tipi hücreler, NK ve NKT hücreleri, �	-T 

hücreleri, B lenfositler, dendritik hücreler ve aktive makrofajlardır. IFN-�, 

CD4+ T lenfositlerin Th1 tipine farklıla�masını sa�lar. NK hücre yanıtında 

artı�a neden olan IFN-�, Th2 alt tipindeki hücreleri ise inhibe eder. Çe�itli 

hücrelerde antijen sunumunu ve opsonizasyonu tetikleyen IFN-�, makrofaj 

ve endotel hücrelerini aktive eder, CD8+ T lenfositlerin olu�umuna katkıda 

bulunur, makrofaj ve endotel hücrelerini uyarır, B hücre proliferasyonuna 

ve faklıla�masına neden olur. IFN-�, yüzey reseptörlerinde artı�a yol açar, 

nitrik oksit ve süperoksit sentezini tetikler, lenfosit ve monosit 

kemotaksisini indükler, ka�eksi olu�umuna neden olur ve antiviral etkinli�i 

artırır. IFN-�, inflamasyon sırasında makrofaj ve dendritik hücreleri aktive 

ederek, do�al ve kazanılmı� immün yanıt arasında bir köprü olu�turur38.  

 

2.5.3. �nterlökin-6 (IL-6) 

  IL-6, hem do�al hem de kazanılmı� immün yanıtta rol 

oynayan bir sitokindir. Mononükleer fagositer hücrelerden, vasküler 

endotelden, fibroblastlardan ve di�er bazı hücrelerden, mikroplara ve 

özellikle IL-1 ve TNF gibi di�er sitokinlere yanıt olarak salıverilmektedir; 

aynı zamanda bazı aktive T lenfositlerin de IL-6 sentezledikleri 

bilinmektedir. IL-6’nın fonksiyonel formu homodimer yapıdadır. IL-6 

reseptörü her biri Tip-1 sitokin reseptör ailesine dahil olan bir sitokin 

ba�layıcı protein ile sinyal iletici alt üniteden olu�ur. 130 kD’luk moleküler 
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a�ırlı�a sahip sinyal iletici alt ünite, aynı zamanda “gp130” olarak 

adlandırılır ve di�er sitokin reseptörlerinin de sinyal komponentleri 

arasında yer almaktadır. IL-6 tarafından uyarılan ba�lıca sinyal yolu JAK1 

ve STAT3 moleküllerini içermekte olup, aktivasyonu çe�itli genlerin 

transkripsiyonuna yol açmaktadır37.  

 

  IL-6 temel olarak B lenfositlerin immünoglobulin yapımını 

indükler, T lenfositleri uyararak IL-2 yapımını tetikler, hematopoetik koloni 

stimülasyonunu sa�lar, glukokortikoid sentezini artırır, osteoklast 

aktivasyonuna katkıda bulunur, keratinositlerin büyümesini uyarır, 

enfeksiyonlara kar�ı özgül olmayan direnç sa�lar. Ate� olu�umunda da rol 

oynayan IL-6, IL-1 ve TNF ile sinerjistik etkiye sahip bir sitokindir38.  

 

  Do�al ba�ı�ıklıkta akut faz proteinlerinin sentezini tetikleyen 

IL-6, CSF’ler ile birlikte çalı�arak nötrofil üretimini artırır. Kazanılmı� 

immün yanıtta ise, IL-6 antikor üreten hücreler haline gelmi� olan B 

lenfositlerin büyümelerini tetikler. Benzer �ekilde neoplastik plazma 

hücreleri (miyelomalar) için de büyüme faktörü olarak görev yapan IL-6, 

aynı zamanda miyeloma hücrelerinden de otokrin bir büyüme faktörü 

olarak salıverilmektedir. Bunlara ek olarak IL-6, miyelomalardan köken 

alan monoklonal antikor üreten hibridoma hücrelerinin de büyümelerini 

tetiklemektedir. Ayrıca IL-6, IL-17 gibi çe�itli proenflamatuvar sitokinlerin 

üretimini artırarak ve düzenleyici T hücrelerin (Treg) aktivasyonlarını 

baskılayarak hücre aracılı immün yanıtı da düzenlemektedir37.  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Cihaz Listesi  

ELISA okuyucu (Sunrise Remote/Touch Screen, Tecan Austria GmbH, 

Grödig, Avusturya) 

ELISA yıkayıcı (Columbus Plus, Tecan, Tecan Austria GmbH, Grödig, 

Avusturya) 

Santrifüjler (3K15 ve 6K15, Sigma, Osterode am Herz, Almanya) 

Sıvı azot tankı (AirLiquid, Fransa) 

Derin dondurucu (Sanyo, MDF-U51865, Japonya) 

%5 CO2’li su ceketli inkübatör (Sanyo MCO-18AIC, Gunma-Ken, Japonya) 

Laminar akımlı güvenlik kabini (NUAIRE Biological Safety Cabinets, Class 

II A/B3, Model No: NU-425-400, Plymouth, ABD) 

Inverted mikroskop (Leica DM IL, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, 

Wetzlar, Almanya) 

Hassas terazi (Shimadzu, AY120,SPM, Japonya)  

Su banyosu (Termostatlı, ısıtmalı, rotorlu) (Heto Holten A/S OBN 18, Heto 

HMT 200, Allerod, Danimarka) 

Distile su cihazı (Millipore, Q-GardR 1 kartu�lu, Milli-QR Synthesis A 10 

TM, Molsheim, Fransa) 

Dairesel Hareketli Çalkalayıcı (Orbital shaker) (Biosan OS-20, Medical – 

Biological Research & Technologies, Litvanya) 

Yatay Çalkalayıcı (Horizantal Shaker) (Biosan, Medical–Biological Res. & 

Tech., Litvanya) 

Vorteks (Labnet International, Woodbridge, ABD) 

Microstat bilgisayar tabanlı istatistik programı 

MS Excel, Office XP 
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SPSS v.10.0 for Windows bilgisayar tabanlı istatistik programı 

 

3.2. Kullanılan Gereç Listesi  

250 mL’lik, 75 cm2; DNAse RNAse free, steril, nonpirojenik hücre kültür 

�i�eleri (Cell culture flask, CellStarR, Greiner Bio-one GmbH, 

Frickenhausen, Almanya) 

Konik tabanlı, kapaklı 50 ml’lik steril polipropilen tüp (Greiner, Bio-one 

GmbH, Almanya) 

Konik tabanlı, kapaklı 15 ml’lik steril polipropilen tüp (Greiner, Bio-one 

GmbH, Almanya) 

1,5 ml’lik eppendorf tüp (LP, SPA, �talya) 

1 ml’lik steril enjektör (Hayat Tıbbi Aletler, �stanbul, Türkiye)  

5 ml’lik steril enjektör (Hayat Tıbbi Aletler, �stanbul, Türkiye)  

10 ml’lik steril enjektör (Hayat Tıbbi Aletler, �stanbul, Türkiye)  

20 ml’lik steril enjektör (Hayat Tıbbi Aletler, �stanbul, Türkiye)  

50 ml’lik steril enjektör (Hayat Tıbbi Aletler, �stanbul, Türkiye)  

Thoma lamı (Marienfeld GmbH&Co.KG, Almanya) 

48 çukurlu hücre kültür pla�ı (Greiner bio-one CELLSTAR, TC-Plate 

No.677180, Almanya) 

96 çukurlu düz tabanlı mikroplak (Greiner Bio-one CELLSTAR, Almanya) 

0,2 µ’luk enjektör filtresi (Orange Scientific, Gyro Disc CA, Katalog No. 

1520012, Belçika) 
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3.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

Fetal sı�ır serumu (fetal bovine serum) (BiochromAG, Katalog No. S0115, 

Almanya) 

RPMI-1640 (2.0 g/l NaHCO3, stabil glutamin içeren, dü�ük endotoksinli) 

(Biochrom AG, Katalog No. FG1215, Almanya) 

%0,9 izotonik sodyum klorür (NaCl) solüsyonu (�.E.Ulagay �laç Sanayii, 

Türkiye) 

Heparin (Nevaparin, 5000 IU/ml; Mustafa Nevzat �laç Sanayii, �stanbul) 

Ficoll-Hypaque (Histopaque-1077, Sigma Aldrich Co., Katalog No. 1077-1, 

St. Louis, MO, ABD) 

Tripan mavisi (Applichem, C.I. 23850, CAS No. 72-57-1, Darmstadt, 

Almanya) 

Fitohemaglütinin (PHA-L) (Sigma Aldrich Co., Ürün No. L2769, St. Louis, 

MO, ABD) 

LPS (Sigma Aldrich Co., Ürün No. L-3755, St. Louis, MO, ABD) 

 

3.4. Hazırlanan Solüsyonlar  

PBS (phosphate buffered saline, 10mM, pH 7,4) 

 

3.5. Kullanılan Kitler  

Biochip Sequence EBV (EBV kapsid antikorlarının tespiti için 

immünofloresan kiti) Euroimmun Medizinische Labordiagnostica AG, 

Almanya) 

Neopterin ELISA kiti (96 testlik) (Katalog No. DE 65101, Demeditec 

Diagnostics GmbH, Almanya) 
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�nsan TNF-� ELISA kiti (96 testlik) (Katalog No. KHC3014, BioSource 

International Inc., ABD) 

�nsan IFN-� ELISA kiti (96 testlik) (Katalog No. KHC4021BioSource 

International Inc., ABD) 

�nsan IL-6 ELISA kiti (96 testlik) (Katalog No. KHC0061, BioSource 

International Inc., ABD) 

 

3.6. Yöntemler  

3.6.1. EBV Üreten B95-8 Hücre Dizisinin Kültürü 

  Çalı�mada EBV kayna�ı olarak kullanılan B95-8 hücre dizisi, 

Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi �mmünoloji Anabilim Dalı Ö�retim Üyesi 

Prof. Dr. Cemalettin Aybay’ın hücre bankasından temin edildi. Sıvı azot 

içinde muhafaza edilen hücre dizisi, çalı�mada kullanılmak üzere 37°C’de 

Coligan ve arkada�larının39 tanımladı�ı �ekilde çözüldü ve 15 ml PBS 

içinde 1200 rpm’de (300 x g) 10 dakika santirfüj edildi. Üstte yer alan 

süpernatan, biyo-güvenlik kabini içinde atıklar için kullanılan %10’luk 

hipoklorit dolu kaba aktarıldıktan sonra, çökeltideki (pellet) hücreler 10 ml 

PBS içinde tekrar homojenize edildi ve bir kez daha 1200 rpm’de (300 x g) 

10 dakika santirfüj edildi. Çalı�manın sonraki basamaklarında da EBV 

içeren bütün atıklar, atılmadan önce 10 dakika %10’luk hipoklorit çözeltisi 

içinde tutuldu. Üstte yer alan süpernatan -yukarıda anlatıldı�ı �ekilde- 

atıldıktan sonra, hücre pelleti daha önceden 37°C’ye getirilmi�, %10 FBS 

ile zenginle�tirilmi� 20 ml RPMI-1640 besiyeri içinde homojenize edilerek 

75 cm2’ lik hücre kültür flaskına aktarıldı. Flask 37°C, %5 CO2 

konsantrasyona ayarlanmı� su ceketli etüv içerisine konuldu. Hücrelerin 

yeterli yo�unlu�a ula�maları için kültür flaskları 3 gün boyunca etüvde 

inkübe edildi.  
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3.6.2. Örneklerin Toplanması  

  Bu çalı�ma için Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik 

Kurulu’ndan 22 Ekim 2007 tarih ve 354 sayılı karar ile izin alınmı�tır.  

 

  Çalı�manın birinci basama�ına Bilgilendirilmi� Olur Formu 

imzalamı� 20 sa�lıklı gönüllü katıldı. A�a�ıda anlatıldı�ı �ekilde EBV IgM 

açısından seronegatif oldu�u gösterilen her bir gönüllüden sa� koldan 

antecubital venden 20 ml periferik venöz kan alındı. Periferik kan 

mononükleer hücre izolasyonu40 ve transformasyon41, Coligan ve 

arkada�larının tanımladı�ı yöntem modifiye edilerek gerçekle�tirildi. Alınan 

kan örnekleri 50 ml’lik steril konik tabanlı polipropilen tüpler içerisinde 20 

ml kan, 20 ml %0,9 izotonik sodyum klorür solüsyonu (serum fizyolojik, 

SF) ve 200 µl heparin olacak �ekilde karı�tırıldı. 20 ml’lik iki ayrı enjektöre 

çekilen bu karı�ım, 7,5 ml Ficoll-Hypaque üzerine, karı�maları 

engellenerek damla damla olacak �ekilde yayıldı. 1500 rpm’de (400 x g) 

30 dakika santrifüj edildikten sonra, her iki tüpten elde edilen periferik kan 

mononükleer hücreleri (buffy coat) steril pastör pipeti ile toplanarak 10-15 

ml arasında de�i�en miktarlarda tek bir steril 50 ml’lik konik tabanlı tüpe 

aktarıldı. Elde edilen buffy coat’ın üzeri toplam 40 ml olacak �ekilde SF ile 

tamamlandıktan sonra 2000 rpm’de (800 x g) 10 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonunda süpernatan atıldı, pellet içerisindeki hücreler homojenize 

edildi ve üzerine 40 ml SF eklenerek 1800 rpm’de (700 x g) 10 dakika 

santrifüj edildi. Santrifüj sonunda üst kısım atıldı, pellet homojenize edildi 

ve üzerine 40 ml SF eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika daha santrifüj 

edildi. Elde edilen pellet 3 ml SF ile homojenize edildikten sonra hücreler 

%0,04 Tripan mavisi ile 1:1 oranında karı�tırıldıktan sonra Thoma lamında 

sayıldı. 500.000 hücre/çukur olacak �ekilde %10 FBS içeren RPMI-1640 

ile dilüe edildikten sonra 48 çukurlu hücre kültür plaklarına 10’ar µl %10 

FBS içeren RPMI-1640; SF içerisinde hazırlanmı� 1mg/ml 

konsantrasyonda PHA (final konsantrasyonu 10 
g/ml), SF içerisinde 
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hazırlanmı� 2mg/ml konsantrasyonda LPS (final konsantrasyonu 20 
g/ml) 

ile birlikte 10 ve 100 
l B95-8 süpernatanı eklenmi� çukurlar üzerine 1’er 

ml olacak �ekilde da�ıtıldı. �lgili plaklardan 0., 12., 24., 48. ve 72 saatler ile 

1., 2., ve 3. hafta toplanan örnekler 300 µl/çukur olacak �ekilde 96 çukurlu 

düz tabanlı mikroplaklara da�ıtıldı ve çalı�ma zamanına kadar -80ºC’de 

saklandı (�ekil 1, 2). 

 

  %10 FBS içeren süpernatanlar ile yapılan ön deneyler 

sonrasında, FBS’nin özgül olmadan neopterin sentezini uyardı�ı 

dü�ünülerek kültür ortamında FBS yerine AB Rh(+) insan serumu 

kullanılmasına karar verildi. Bu amaçla 42 ya�ında sa�lıklı, kan grubu AB 

Rh (+) olan bir erkek gönüllüden alınan 50 ml periferik venöz kan 

örne�inden elde edilen serum 56ºC’de inaktive edildikten sonra 0,2 µ’luk 

filtreden geçirildi ve RPMI-1640 içerisine %2 konsantrasyonda olacak 

�ekilde ilave edildi.  

 

  Dördü kadın, dördü erkek 8 sa�lıklı gönüllüden yeniden 

alınan kan örneklerinden yukarıda anlatılan �ekilde izole edilen periferik 

kan mononükleer hücreleri; bu defa kontrol grubu, PHA ile uyarılmı� grup, 

LPS ile uyarılmı� grup ve 10 µl/çukur B95-8 süpernatanı ilave edilmi� grup 

olmak üzere 48 çukurlu hücre kültür pla�ına da�ıtıldı. 0., 12., 24., 48. ve 

72 saatler ile 1., 2., ve 3. hafta toplanan hücre kültür süpernatanı örnekleri, 

300 µl/çukur olacak �ekilde 96 çukurlu düz tabanlı mikroplaklara 

da�ıtılarak çalı�ma zamanına kadar -80ºC’de saklandı. 

 

3.6.3. �mmünofloresan Yöntemi ile EBV Antikorlarının Saptanması  

  Gönüllülerden alınan kanlardan ayrılan serum örnekleri, 

öncelikle EBV kapsid antijenlerine kar�ı olu�an antikorların tespit 
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edilmesinde altın standart42 olan immünofloresan yöntemi ile 

de�erlendirildi (Biochip Sequence EBV, Euroimmun Medizinische 

Labordiagnostica AG, Almanya). Farklı EBV antijenleri ile kaplı slaytlarda 

viral kapsid antijenine (VCA) kar�ı geli�en IgG ve IgM tipi antikorların 

yanısıra ‘Early Antigen’ (EA) ve Nükleer Antijene (EBNA) kar�ı geli�en 

antikorların varlı�ı ara�tırıldı, ayrıca aynı testte anti-VCA IgG aviditesi de 

de�erlendirildi. Anti-VCA IgM varlı�ı açısından de�erlendirilecek olan 

serum örnekleri, EUROSORB ile solüsyonu 1:10 oranında dilüe edilerek 

IgG sınıfındaki antikorların ortamdan uzakla�tırılması sa�landı. BIOCHIP 

slaytı üzerindeki ilgili bölgelere 25’er 
l serum örneklerinin eklenmesinin 

ardından 1 saat inkübe edilen slayt, 1 litre distile su içerisinde çözülmü� 1 

paket PBS tuzu (pH 7,2) içerisine eklenen 2 ml Tween 20 solüsyonu ile 

yıkandı. Aviditenin de�erlendirilece�i bölgeye 20 
l üre, nükleer antijenin 

de�erlendirilece�i bölgeye 20 
l kompleman, di�er bölgelere ise 20’�er 
l 

PBS-Tween eklendi ve slaytlar 30 dakika inkübe edildi. Bu sürenin sonuda 

PBS-Tween solüsyonu ile yıkanan slaytlardaki her bir bölgeye bu defa 20 


l i�aretli antikor eklendi, 30 dakikalık inkübasyon süresinin ardından 

gömücü ortam (embedding medium) aracılı�ı ile uygun lamlar slaytlar 

üzerine kapatıldı ve görüntüler immünfloresan mikroskopta de�erlendirildi.  

 

3.6.4. Hücre Kültür Süpernatanlarında Sitokin Ölçümü  

  37ºC’lik %5CO2 etüvünde bekletilen uyarılmı� ve 

uyarılmamı� hücre kültür süpernatanlarında 12., 24. 48. ve 72. saatlerde 

ve 1., 2., 3. haftalarda neopterin ile birlikte IFN-�, TNF-� düzeyleri ticari 

enzim immunoassay (EIA) kitleri kullanılarak ölçüldü. IL-6 düzeyleri 

neopterin sonuçlarına dayanarak EBV salgılayan B95-8 süpernatanı ile 

uyarılmı� gruplarda ve TNF-� ile IFN-�’nın belirgin �ekilde yükselmeye 

ba�ladı�ı 12. saatte hücre kültürlerinden alınan süpernatan örneklerinde 

ticari EIA kitleri ile üretici firma talimatları do�rultusunda çalı�ılarak 

ölçüldü.  
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  Neopterin ölçümü için kullanıma hazır ticari bir neopterin 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kiti kullanıldı (Neopterin 

ELISA, Demeditec Diagnostics GmbH, Almanya). Kompetitif ELISA 

yöntemi ile çalı�an bu testte, süpernatan örnekleri ve standartlar 25 


l/çukur olacak �ekilde poliklonal anti-neopterin antikoru ile kaplı pla�a 

eklendi. Örneklerin üzerine 100 
l/çukur olacak �ekilde 1:100 oranında 

neopterin-enzim diluent’i ile dilüe edilmi� neopterin-horseradish peroksidaz 

(HRP) konjugat eklendikten sonra plak ı�ıkla maruziyetinin engellenmesi 

için siyah adeziv film ile kaplandı ve oda sıcaklı�ında horizontal shaker 

üzerinde 200 rpm’de 90 dakika inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda 

plak 3 kez yıkandı ve her bir çukura 100 
l substrat (tetra metil benzidin, 

TMB) eklendi. Plak, karanlıkta ve oda sıcaklı�ında 30 dakika inkübe 

edildikten sonra, reaksiyon 100 
l/çukur asidik durdurucu solüsyonla 

durduruldu ve olu�an renk de�i�ikliklerine ba�lı optik dansiteler (OD) 450 

nm’lik filtre kullanılarak otomatik ELISA okuyucusunda spektrofotometrik 

olarak de�erlendirildi.  

 

  TNF-� ölçümü için kullanıma hazır ticari bir ELISA kiti 

kullanıldı (TNF-� ELISA, BioSource International Inc., ABD). Monoklonal 

anti-TNF-� antikoru kaplı plaklara her bir çukura 50 
l inkübasyon 

solüsyonu konulmasının ardından ilgili çukurlara 200 
l 

kalibratör/kontrol/süpernatan örne�i eklendi ve plak adeziv film ile 

kapatılarak oda sıcaklı�ında orbital shaker üzerinde (700 rpm) 2 saat 

inkübasyona bırakıldı. Bu sürenin sonunda 3 defa yıkanan pla�a 100 


l/çukur kalibratör-0 ve 50 
l/çukur anti-TNF-�-HRP konjugat eklendi ve 

oda sıcaklı�ında orbital shaker üzerinde (700 rpm) 2 saat inkübe edildi. 3 

kez yıkanan pla�a 200 
l/çukur substrat (TMB) eklendi, oda sıcaklı�ında 

ve karanlıkta 30 dakika inkübasyonun ardından reaksiyon 50 
l/çukur 

durdurucu solüsyon (H2SO4, 1,8N) eklenerek durduruldu ve olu�an renk 
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de�i�ikliklerine ba�lı optik dansiteler 450 nm’lik filtre kullanılarak otomatik 

ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak de�erlendirildi.  

 

  IFN-� ölçümü için kullanıma hazır ticari bir ELISA kiti 

kulanıldı (IFN-� ELISA, BioSource International Inc., ABD). Monoklonal 

anti-IFN-� antikoru kaplı plaklara, her bir çukura önce 50 
l 

kalibratör/kontrol/süpernatan örne�i eklendi, ardından tüm çukurlara 50 
l 

anti-IFN-�-HRP konjugat ilave edildi ve plak adeziv film ile kapatılarak oda 

sıcaklı�ında orbital shaker üzerinde (700 rpm) 2 saat inkübasyona 

bırakıldı. Bu sürenin sonunda 3 defa yıkanan pla�a 200 
l/çukur substrat 

(TMB) eklendi, oda sıcaklı�ında ve karanlıkta 15 dakika inkübasyonun 

ardından, reaksiyon 50 
l/çukur durdurucu solüsyon (H2SO4, 1,8N) 

eklenerek durduruldu ve olu�an renk de�i�ikliklerine ba�lı optik dansiteler 

450 nm’lik filtre kullanılarak otomatik ELISA okuyucusunda 

spektrofotometrik olarak de�erlendirildi. 

 

  IL-6 ölçümü için kullanıma hazır ticari bir ELISA kiti kullanıldı 

(IL-6 ELISA, BioSource International Inc., ABD). Monoklonal anti-IL-6 

antikoru kaplı plaklara, her bir çukura önce 100 
l 

kalibratör/kontrol/süpernatan örne�i eklendi, ardından tüm çukurlara 50 
l 

biotin-anti-IL-6 konjugat ilave edildi ve plak adeziv film ile kapatılarak oda 

sıcaklı�ında orbital shaker üzerinde (700 rpm) 2 saat inkübasyona 

bırakıldı. Bu sürenin sonunda 4 defa yıkanan pla�a 100 
l/çukur 

streptavidin-HRP eklenerek oda sıcaklı�ında orbital shaker üzerinde (700 

rpm) 30 dakika inkübe edildi. 4 kez yıkanan pla�a 100 
l/çukur substrat 

(TMB) eklendi, oda sıcaklı�ında ve karanlıkta 30 dakika inkübasyonun 

ardından reaksiyon 100 
l/çukur durdurucu solüsyon eklenerek durduruldu 

ve olu�an renk de�i�ikliklerine ba�lı optik dansiteler 450 nm’lik filtre 

kullanılarak otomatik ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak 
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de�erlendirildi. Konsantrasyonu 500 pg/ml’nin üzerinde çıkan çukurlardaki 

örnekler, kit içerisinden sa�lanan örnek çözücü ile 1:5 oranında dilue 

edildikten sonra optik dansiteleri yeniden okutuldu ve bulunan de�erler 

dilüsyon faktörü olan 5 ile çarpılarak gerçek konsantrasyonlar hesaplandı.  
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0. saat  12.saat  24. saat 48. saat  72.saat  1.hafta 2.hafta 3.hafta 

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol 

PHA PHA PHA PHA PHA PHA PHA PHA 

LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS 

EBV EBV EBV EBV EBV EBV EBV EBV 

        

�ekil 1 : 48 çukurlu hücre kültürü plaklarına da�ıtılan hücrelere ve uyaranlara ait 
konfigürasyon.   

 

 
0. saat 12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 1. hafta 2. hafta 3. hafta 

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol 
PHA PHA PHA PHA PHA PHA PHA PHA 
LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS 
EBV EBV EBV EBV EBV EBV EBV EBV 
        

0. saat 12. saat 24. saat 48. saat 72. saat 1. hafta 2. hafta 3. hafta 

Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol Kontrol 
PHA PHA PHA PHA PHA PHA PHA PHA 
LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS LPS 
EBV EBV EBV EBV EBV EBV EBV EBV 
        

�ekil 2 : Hücre kültür plaklarından alınan örneklerin 96 çukurlu plaklara 
da�ıtılmasına ait konfigürasyon.  
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3.7. �statistiksel Analiz  

  EIA çalı�malarının sonucunda örneklere ait neopterin ve 

sitokin miktarlarının hesaplanmasında bir bilgisayar istatistik programı olan 

Microstat kullanıldı ve konsantrasyonları bilinen standartlardan elde edilen 

OD de�erlerinden yararlanılarak örneklere ait OD de�erleri regresyon-

korelasyon analizine tabi tutularak örneklerdeki konsantrasyonlar 

hesaplandı.  

 

  Çalı�manın istatistiksel analizinde bilgisayar tabanlı bir 

istatistik programı olan SPSS (versiyon 10.0) kullanıldı. Çalı�ma 

sonucunda grup ortalamaları arasındaki fark tek yönlü multivaryans analiz 

(ANOVA) ile de�erlendirildi. De�erler arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bir fark bulunması halinde, Bonferroni düzeltmesi uygulandı ve farkın 

hangi gruplardan kaynaklandı�ı tespit edildi. Ortalamaların standart 

hataları yine SPSS ile hesaplandı ve sütun grafikler üzerinde standart hata 

çubukları ile ifade edildi. Anlamlılık de�eri olarak p<0.05 seçildi (�ekil 1-

15’te; �ekli karma�ık hale getirerek anla�ılırlı�ını bozmamak adına 

anlamlılık i�aretleri �ekil üzerine yerle�tirilmemi�tir. Bulgular metin içinde 

verilmi�tir).  
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4. BULGULAR 

4.1. �mmünofloresan Yöntemi ile Saptanan EBV antikorları  

  Çalı�maya katılmayı kabul eden sa�lıklı gönüllüler ilk olarak 

EBV antijenlerine kar�ı geli�en antikor varlı�ı açısından de�erlendirildiler. 

�mmünfloresan mikroskopi yöntemi ile yapılan de�erlendirme sonucunda, 

gönüllülerin hiçbirinin akut EBV enfeksiyonu geçirmedikleri gösterildi 

(Tablo 2): Tümünde anti-VCA IgM negatif olarak bulundu. Gönüllülerin 

tümünde anti-VCA IgG pozitifti (�ekil 3), anti-VCA (IgG)-aviditeler de daha 

önce geçirilmi� enfeksiyona i�aret etmek üzere yüksekti (�ekil 5). Üre ile 

inkübe edilen ve edilmeyen serumların floresan yo�unluklarına göre 

de�erlendirilen avidite, artan floresan yo�unlu�u ile do�ru orantılı olacak 

�ekilde 0 ile 5 arasında de�erlendirildi. Her iki serum arasındaki yo�unluk 

skoru farkı 2’den fazla ise avidite dü�ük, 2’den fazla ise yüksek olarak 

kabul edildi.) Anti-EA (IgG) 16 örnekten birinde pozitif, di�erlerinde negatif 

olarak saptanırken (�ekil 6), iki örnekte anti-EBNA (IgG) negatif (�ekil 7), 

di�er örneklerde ise pozitifti (�ekil 8).  

 

4.2. Hücre Kültür Süpernatanlarında Neopterin Düzeyleri  

  Çalı�manın birinci kısmında 20 sa�lıklı gönüllüden alınan 

periferik venöz kan örneklerinden elde edilen mononükleer hücreler 

kullanıldı. Kültür ortamında 12. saatten itibaren tek hücre katmanı 

(monolayer) olu�turarak flask zeminine tutunan hücrelerin EBV ile enfekte 

olan grubunun, 1. haftadan itibaren di�erlerinden daha belirgin hücre 

kümeleri olu�turdukları gözlendi (�ekil 9-15). Hücre kültüründe in vitro 

ortamda %10 FBS içeren RPMI içerisinde 0. saatte ölçülemeyen neopterin 

düzeyleri, kontrol grubu dahil olmak üzere her dört grupta da 1. haftadan 

sonra artarak 3. haftanın sonunda kontrol grubunda 40,41 nmol/l’ye, PHA 

ile uyarılan grupta 34,26 nmol/l’ye, LPS ile uyarılan grupta 23,03 nmol/l’ye 

ve EBV ile transforme edilen grupta 42,42 nmol/l’ye ula�tı (�ekil 16).  
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  FBS’nin hücreler üzerindeki uyarıcı etkisi nedeni ile 

hücrelerin neopterin salgılamı� olabilecekleri dü�ünülerek, 8 sa�lıklı 

gönüllüden olu�turulan ve %2 AB Rh(+) serum içeren hücre kültürlerinden 

elde edilen örneklerde de neopterin düzeyleri benzer �ekilde, dört grupta 

da zamana ba�lı artarak, 3 haftanın sonunda kontrol grubunda 40,53 

nmol/l’ye, PHA ile uyarılan grupta 63,79 nmol/l’ye, LPS ile uyarılan grupta 

48,20 nmol/l’ye ve EBV ile transforme edilen grupta 65,34 nmol/l’ye ula�tı 

(�ekil 17). Neopterin ortalamalarının istatistiksel olarak kar�ıla�tırılması 

sonucunda elde edilen farkın (p<0,05), neopterin düzeylerinin %10 FBS 

eklenmi� çalı�ma grubunda 0. saatte ölçülememesine kar�ılık; %2 AB 

Rh(+) serum eklenen çalı�ma grubunda yüksek olmasından (0. saat için 

ortalama 5,78 nmol/l) kaynaklandı�ı dü�ünüldü. EBV ile transforme edilen 

grupta belirgin neopterin artı�ının gerçekle�ti�i 1., 2. ve 3. haftaların 

ortalamaları arasındaki farkın istatistiksel açıdan anlamlı olmaması nedeni 

ile, çalı�maya AB Rh(+) serum içeren çalı�ma grubundaki hücreler ile 

devam edildi.  

 

  Ba�langıç neopterin düzeyleri, 1., 2., ve 3. hafta neopterin 

düzeyleri ile kar�ıla�tırıldı�ında kontrol grubunda 0. saat düzeylerinin her 

üç hafta sonuçlarından istatistiksel olarak anlamlı �ekilde farklı oldu�u 

(p<0,05) gösterildi. PHA ve LPS ile uyarılan grupta neopterin artı�ı 48. 

saatten itibaren anlamlı bulundu (p<0,05) ve PHA ile uyarılan grupta 48. 

saat de�eri olarak 26,61 nmol/l, LPS ile uyarılan grupta ise 17,16 nmol/l 

bulundu. Her uyaran için 0. saat ile her üç haftanın de�erleri 

kar�ıla�tırıldı�ında ortalamalar arasında istatistiksel olarak anlamlı fark 

vardı, ancak haftalar kendi aralarında de�erlendirildi�inde fark anlamlı 

de�ildi (p>0,05). Transforme edilen grupta ise giderek artan neopterin 

düzeylerinin 48. saatte ba�langıç düzeyi ile anlamlı fark yaratan 17,08 

nmol/l’ye ula�tı�ı, ayrıca istatistiksel olarak 0. saat neopterin düzeyleri ile 

1. haftada 58,27 nmol/l, 2. haftada 67,21 nmol/l ve 3. haftada 65,34 nmol/l 
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olan de�erler arasında anlamlı fark bulundu�u gösterildi (p<0,05); haftalar 

kendi içlerinde de�erlendirildiklerinde 1. hafta ile 2 ve 3. haftalar 

arasındaki fark anlamlı iken (p<0,05), 2 ve 3. haftalar arasındaki farkın 

anlamlı olmadı�ı gösterildi (p>0,05).  

 

  Gerçek neopterin artı�ını saptayabilmek ve daha açık �ekilde 

gösterebilmek üzere yeni bir garfik (�ekil 18) hazırlandı; bu grafikte %2 AB 

Rh(+) serum kullanılan çalı�ma grubunda, 0. saatte ölçülebilir olan bazal 

neopterin düzeyleri, 12.saatten itibaren elde edilen de�erlerden çıkartıldı. 

Bu uygulama ile; otomatik ELISA okuyucuların veri de�erlendirme ve 

hesaplama programlarındaki blank (kör) çukurlardaki background 

(arkaplan) kirlili�ine ait OD de�erlerinin örnek de�erlerinden 

çıkartılmasında oldu�u gibi, bir düzeltme yapılması sa�lanmı� oldu. 

Hazırlanan yeni grafikte hücre kültür süpernatanlarında gözlenen 

neopterin artı�ının aynı ortamlarda ölçülen IFN-� artı�ı ile birliktelik 

gösterdi�i saptandı. 1, 2 ve 3. haftalar için yapılan korelasyon analizinde 

IFN-� ve neopterin düzeyleri arasında 1. ve 3. haftada anlamlı bir ili�ki 

gösterildi (sırasıyla p<0,001, Pearson katsayısı=0,720; p<0,05, Pearson 

katsayısı=0,733), ancak 2. haftada ölçülen de�erler arasında anlamlı bir 

ili�ki saptanmadı (p>0,05). �statistiksel analiz sonrasında ise, EBV ile 

transforme edilmi� olan grupta, transformasyonun oldu�u 1., 2. ve 3. 

haftadaki neopterin ortalamasının di�er zamanlardan anlamlı olarak farklı 

oldu�u (p<0,05), ancak haftalar arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olmadı�ı belirlendi (p>0,05).  

 

  Neopterin düzeyleri her bir uyaran açısından zamana ba�lı 

olarak kar�ıla�tırıldı�ında, kontrol grubu ile di�er tüm gruplar arasında tüm 

zamanlarda istatistiksel olarak anlamlı fark saptandı (p<0,05). 1., 2. ve 3. 

haftalarda ise EBV ile uyarılmı� hücrelerin salgıladı�ı neopterin düzeyleri 
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arasındaki fark kontrol grubu ve LPS ile uyarılmı� grupta istatistiksel olarak 

anlamlı (p<0,05), buna kar�ılık PHA ile uyarılmı� grupta anlamsız olarak 

saptandı (p>0,05). 

 

4.3. Hücre Kültür Süpernatanlarında TNF-� Düzeyleri  

  TNF-� düzeylerinin kontrol grubunda ölçülemez düzeylerde 

oldu�u, buna kar�ılık PHA ve LPS ile uyarılan hücre gruplarında 12. 

saatten itibaren en yüksek düzeye ula�tı�ı (sırasıyla 749,26 pg/ml ve 

701,43 pg/ml), LPS içeren grupta 24. saatten, PHA içeren grupta ise 48. 

saatten itibaren azaldı�ı gösterildi (�ekil 19). �statistiksel olarak 0. saat ile 

12, 24, 48 ve 72. saatler arasında bulunan anlamlı fark, 1. haftadan sonra 

anlamlı de�ildi, yine haftalar kendi aralarında kar�ıla�tırıldı�ında da 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi (p>0,05). Buna kar�ılık EBV 

içeren kültürlerde 72. saatten itibaren yükselmeye ba�layan TNF-� 

düzeylerinin 1. haftadan itibaren yükselerek (386,94pg/ml) 2. haftada en 

yüksek düzeye ula�tı�ı (397,18 pg/ml) ve 3. haftada yeniden azaldı�ı 

saptandı (310,91 pg/ml) (�ekil 19), ancak her üç hafta düzeyleri kendi 

aralarında kar�ıla�tırıldı�ında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

gösterilemedi (p>0,05). TNF-� düzeyleri, B95-8 eklenen kültürlerde, di�er 

nonspesifik uyaranların ilave edildi�i hücre kültürlerinden farklı olarak, 

EBV transformasyonuna ba�lı hücre kümelerinin belirgin hale geldi�i 1., 2. 

ve 3. haftalarda bariz olarak yükseldi, bu da transforme hücrelerin di�er 

hücrelerden farklı bir sitokin yanıt profili çizdiklerini ortaya koydu.  

 

4.4. Hücre Kültür Süpernatanlarında IFN-� Düzeyleri  

  Kültür ortamında IFN-� düzeylerinin zamana ba�lı de�i�imi 

incelendi�inde, 0. saatte tespit edilemeyen IFN-�’nın zamanla arttı�ı, PHA 

içeren grupta 72. saatte (1932,00 pg/ml), LPS içeren grupta ise 1. haftada 
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maksimum düzeylerine ula�tı�ı (681,67 pg/ml) ve daha sonra her iki 

grupta da azaldı�ı, buna kar�ılık EBV ile uyarılan hücre grubunda ise 72. 

saatten itibaren saptanan IFN düzeylerinin (18,11 pg/ml) 2. haftada 

maksimum de�erine ula�tıktan sonra (1345,46 pg/ml) 3. haftada benzer 

�ekilde azaldı�ı gösterildi (795,50 pg/ml) (�ekil 20). TNF-� ölçümünde 

gözlenen farklı yanıt profiline benzer �ekilde; IFN-� düzeyleri de, B95-8 

eklenen kültürlerde, di�er nonspesifik uyaranların ilave edildi�i hücre 

kültürlerinden farklı olarak, EBV transformasyonuna ba�lı hücre 

kümelerinin belirgin hale geldi�i 1., 2. ve 3. haftalarda bariz olarak 

yükseldi. Ortalamalar ANOVA ile kar�ıla�tırıldı�ında, PHA ile uyarılan 

grupta ve EBV ile transforme edilen grupta anlamlı bir fark oldu�u 

(p<0,05), LPS ile uyarılan grupta ise farkın istatistiksel olarak anlamsız 

oldu�u gösterildi (p>0,05). Bonferroni düzeltmesi ile ortalamalar tekrar 

de�erlendirildi�inde; PHA ile uyarılan grupta 12. saatte artan IFN-� 

düzeylerinin ortalamasının 24. saatteki ortalamadan farksız oldu�u 

(p>0,05), 12. saat ortalaması ile 48. saat, 72. saat ve 1. haftalar arasında 

anlamlı bir fark bulundu�u (p<0,05), haftalar arası ortalamaların ise 

birbirlerinden farksız oldukları gösterildi (p>0,05). LPS ile uyarılan grupta 

herhangi bir zamanda anlamlı bir fark saptanmadı (p>0,05). EBV ile 

uyarılan grupta ölçülen IFN-� düzeylerinin ise 72. saate kadar anlamlı bir 

fark göstermedi�i (p>0,05), bu saatlerde elde edilen ortalamaların her üç 

hafta sonunda elde edilen ortalamalardan anlamlı olarak farklı oldu�u 

(p<0,05), buna kar�ılık 1., 2. ve 3. hafta de�erlerinin kendi aralarında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark ta�ımadıkları saptandı (p>0,05).  

 

4.5. Hücre Kültür Süpernatanlarında IL-6 Düzeyleri  

  EBV ile uyarılmı� hücre gruplarında ölçülen IL-6 düzeylerinin 

zamana ba�lı olarak artarak 3. haftada 646,07 pg/ml’ye ula�tı�ı saptandı 

(�ekil 21). 0. saatte ölçülen ortalama IL-6 düzeyleri, 24. saat ve 
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sonrasında ölçülen düzeylerden istatistiksel olarak anlamlı olacak �ekilde 

farklı bulundu (p<0,05). 72. saatte ölçülen IL-6 düzeyi, 1. hafta sonundaki 

IL-6 düzeyi ile anlamlı �ekilde farklıydı (p<0,05), ancak haftalar kendi 

aralarında kar�ıla�tırıldı�ında anlamlı bir fark saptanmadı (p>0,05). 12. 

saat sonunda kontrol grubu ve di�er uyaranların eklendi�i hücre 

kuyucuklarından elde edilen süpernatanlarda ölçülen IL-6 düzeyleri 

kar�ıla�tırıldı�ında; kontrol grubunda elde edilen ortalamanın di�er tüm 

gruplardan farklı oldu�u (p<0,05), PHA ve LPS ile uyarılan gruplar 

arasında fark bulunmadı�ı (p>0,05), EBV ile transforme edilen hücre 

süpernatanlarında ölçülen IL-6 düzeyi ortalamasının ise kontrol grubunun 

yanısıra LPS ve PHA ile uyarılan grupların ortalamalarından istatistiksel 

olarak anlamlı olacak �ekilde farklı oldu�u saptandı (p<0,05).  
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�ekil 3 : Anti-VCA IgG (+) bir serum örne�inin immünfloresan mikroskop görüntüsü 

(VCA: Viral Capsid Antigen) (�mmünfloresan mikroskop, 40x). 

 

�ekil 4 : Anti-VCA IgG (-) bir serum örne�inin immünfloresan mikroskop görüntüsü 

(VCA: Viral Capsid Antigen) (�mmünfloresan mikroskop, 40x). 
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�ekil 5 : Anti-VCA IgG avidite (++++) bir serum örne�inin immünfloresan mikroskop 

görüntüsü (VCA: Viral Capsid Antigen) (�mmünfloresan mikroskop, 40x). 

 

�ekil 6 : Anti-EA IgG (-) bir serum örne�inin immünfloresan mikroskop görüntüsü 

(EA: Early Antigen) (�mmünfloresan mikroskop, 40x). 
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�ekil 7 : Anti-EBNA IgG (-) bir serum örne�inin immünfloresan mikroskop 

görüntüsü (EBNA: Epstein Barr Virus-Nuclear Antigen) (�mmünfloresan mikroskop, 

40x). 

 

�ekil 8 : Anti-EBNA IgG (+) bir serum örne�inin immünfloresan mikroskop 

görüntüsü (EBNA: Epstein Barr Virus-Nuclear Antigen) (�mmünfloresan mikroskop, 

40x). 
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a)    

b)  
 

�ekil 9-a : Kontrol grubundaki hücrelerin zamana ba�lı morfolojik de�i�imleri  

(a. 24. saat, b. 1. hafta) (Inverted mikroskop, 40X).  
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c)    

d)  
 

�ekil 9-b. Kontrol grubundaki hücrelerin zamana ba�lı morfolojik de�i�imleri  

(c. 2. hafta, inverted mikroskop, 40X), (d. 3. hafta, inverted mikroskop, 20X).  
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�ekil 10: EBV virionu salgılayan B95-8 hücre süpernatanı ile uyarılan gruptaki 

hücrelerin 24. saatteki morfolojik görüntüsü (Inverted mikroskop, 40X).  
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�ekil 11 : EBV virionu salgılayan B95-8 hücre süpernatanı ile uyarılan gruptaki 

hücrelerin 48. saatteki morfolojik görüntüsü (Inverted mikroskop, 40X).  
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�ekil 12 : EBV virionu salgılayan B95-8 hücre süpernatanı ile uyarılan gruptaki 

hücrelerin 72. saatteki morfolojik görüntüsü (Inverted mikroskop, 40X).  
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�ekil 13 : EBV virionu salgılayan B95-8 hücre süpernatanı ile uyarılan gruptaki 

hücrelerin 1. haftadaki morfolojik görüntüsü (Inverted mikroskop, 40X).  
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�ekil 14 : EBV virionu salgılayan B95-8 hücre süpernatanı ile uyarılan gruptaki 

hücrelerin 2. haftadaki morfolojik görüntüsü (Inverted mikroskop, 40X).  
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�ekil 15 : EBV virionu salgılayan B95-8 hücre süpernatanı ile uyarılan gruptaki 

hücrelerin 3. haftadaki morfolojik görüntüsü (Inverted mikroskop, 40X).   
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�ekil 16 : %10 FBS içeren kültür ortamında çe�itli uyaranlara ba�lı olarak yükselen 

neopterin düzeylerinin zamana ba�lı de�i�imi (PHA: fitohemaglütinin, LPS: 

lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virüs) (Sonuçlar ‘ortalama ± standart hata’ 

olarak ifade edilmi�tir).  
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�ekil 17 : %2 AB Rh(+) serum içeren kültür ortamında çe�itli uyaranlara ba�lı olarak 

yükselen neopterin düzeylerinin zamana ba�lı de�i�imi (PHA: fitohemaglütinin, 

LPS: Lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virüs) (Sonuçlar ‘ortalama ± standart 

hata’ olarak ifade edilmi�tir).  
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�ekil 18 : %2 AB Rh(+) serum içeren kültür ortamında çe�itli uyaranlara ba�lı olarak 

yükselen neopterin düzeylerinin 0. saatte pozitif bulunan düzeyler çıkartılarak 

düzeltildikten sonraki de�erleri (PHA: fitohemaglütinin, LPS: Lipopolisakkarit, EBV: 

Epstein Barr Virüs) (Sonuçlar ‘ortalama ± standart hata’ olarak ifade edilmi�tir). 
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�ekil 19 : %2 AB Rh(+) serum içeren kültür ortamında çe�itli uyaranlara ba�lı olarak 

yükselen TNF-� düzeylerinin zamana ba�lı de�i�imi (PHA: fitohemaglütinin, LPS: 

lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virüs) (Sonuçlar ‘ortalama ± standart hata’ 

olarak ifade edilmi�tir).  
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�ekil 20 : %2 AB Rh(+) serum içeren kültür ortamında çe�itli uyaranlara ba�lı olarak 

yükselen IFN-� düzeylerinin zamana ba�lı de�i�imi (PHA: fitohemaglütinin, LPS: 

lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virüs) (Sonuçlar ‘ortalama ± standart hata’ 

olarak ifade edilmi�tir).  
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�ekil 21 : %2 AB Rh(+) serum içeren kültür ortamında EBV ile uyarılmı� hücre 

gruplarında IL-6 düzeylerinin zamana ba�lı de�i�imi (Sonuçlar ‘ortalama ± standart 

hata’ olarak ifade edilmi�tir). 
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Tablo 2 : Çalı�maya katılan sa�lıklı gönüllülerde immünofloresan yöntemi ile 

saptanan EBV antijenlerine kar�ı geli�en antikorların pozitiflik oranı 

POZ�T�FL�K DERECELER�  

Hasta 
No Anti-VCA 

(IgG) 
Anti-VCA 

(IgG) -  
avidite 

Anti-VCA 
(IgM) 

Anti-EA 
(IgG) 

Anti- 
EBNA 
(IgG) 

1 ++++ ++++ - - ++++ 

2 ++++ +++ - - +++ 

3 +++ ++ - - +++ 

4 ++++ ++++ - + - 

5 ++++ ++++ - - ++++ 

6 ++++ ++++ - - ++ 

7 +++++ +++++ - - +++ 

8 +++++ +++++ - - +++ 

9 +++ +++ - - + 

10 ++++ ++++ - - ++ 

11 ++++ ++++ - - ++++ 

12 ++++ +++ - - +++ 

13 ++++ +++ - - +++ 

14 ++++ +++ - - +++ 

15 ++++ ++++ - - ++++ 

16 ++++ ++++ - - - 
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5. TARTI�MA 

  Literatürde periferik kan mononükleer hücrelerinin EBV’ye 

kar�ı verdi�i neopterin yanıtını in vitro ko�ullarda inceleyen bir çalı�maya 

rastlanılmamı�tır. In vivo ortamda ise EBV’nin, özellikle kronik dönemde, 

çe�itli maligniteler de dahil olmak üzere ciddi patolojilere yol açtı�ı 

bilinmektedir. Bu nedenle, çalı�mamızda hücre kültürlerinin 3 haftaya 

kadar uzatılmı� bir süre içinde incelenmi� olmaları, kronik dönemde virüse 

kar�ı geli�en yanıtı de�erlendirmek açısından önem ta�ımaktadır.  

 

  EBV’nin en belirgin özelliklerinden birisi hücrelerde neden 

oldu�u transformasyondur. Hücre transformasyonlarını göstermek 

amacıyla, kültür ortamında fokus formasyonu, agara ba�ımsızlık ve serum 

gereksiniminde azalma de�erlendirilebilir43. Bunların dı�ında hücrelerin 

mikroskop altındaki görüntüleri kullanılarak da transformasyon geli�imi 

izlenebilmektedir. Zerbini ve arkada�ları yaptıkları bir çalı�mada44, EBV’nin 

in vitro ortamda kordon kanından elde edilen B lenfositlerin tümünü 

enfekte edip edemediklerini incelemi�ler, bu amaçla enfeksiyonun 

ardından 2. günde indüklenen EBNA düzeylerini de�erlendirmi�lerdir. 

EBNA lenfosit enfeksiyonundan sonraki 10-25. saatlerde belirir ve bunu 

takiben yakla�ık 40. saatte hücresel DNA sentezinin uyarılmasının 

ardından hücre büyümesi gerçekle�meye ba�lar. Sonuç olarak bu 

çalı�mada daha önce eri�kin B lenfositlerde elde edilen sonuçlara benzer 

�ekilde45, kordon kanı hücrelerinde de B lenfositlerin büyük ço�unlu�unun 

EBV ile enfekte oldukları belirtilmi�tir44.  

 

  B lenfositlerin EBV ile in vitro enfeksiyonunun, B 

lenfoblastoid hücre serilerinin (Lymphoblastoid Cell Line, LCL) olu�umuna 

neden oldu�u bilinmektedir46. T hücrelerinin fiziksel olarak uzakla�tırıldı�ı 

veya fonksiyonel olarak inaktive edildikleri ortamda B lenfositlerin 
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transformasyonu daha verimli olarak gerçekle�mektedir. 

Transformasyonun LCL proliferasyonu ile de�erlendirildi�i bir çalı�mada, 

EBV ile transforme olan hücrelerin ilk 12 günde hem giderek büyüyen 

çapta kümeler olu�turdukları hem de granülaritelerinin arttı�ı 

gösterilmi�tir46. Bizim çalı�mamızda da 12. saatten itibaren tek hücre 

katmanı (monolayer) olu�turarak flask zeminine tutunan hücrelerin EBV ile 

enfekte olan grubunun 1. haftadan itibaren di�erlerinden daha belirgin 

hücre kümeleri olu�turdukları gözlenmi�tir (�ekil 1-11). Sitokin yanıtları 

kar�ıla�tırıldı�ında da EBV ile enfekte edilen hücre kültürlerinin di�er 

özgün olmayan uyaranlara göre farklı karakterde yanıtlar gösterdikleri 

saptanmı�tır.  

 

  Bir T hücre aktivasyon belirteci olarak kabul edilen 

neopterinin özellikle viral enfeksiyonlara ve malignitelere ba�lı artı� 

gösterdi�i bilinmektedir6. Bizim çalı�mamızda ba�langıçta %10 FBS içeren 

hücre kültürü kullanılmı�, yapılan ölçümlerde kontrol grubu da dahil olmak 

üzere dört grupta da neopterin miktarının uyarandan ba�ımsız, ancak 

zamana ba�ımlı bir �ekilde arttı�ı bulunmu�tur (�ekil 12). Bunun 

sonucunda artı�ın FBS’den kaynaklanmı� olabilece�i dü�ünülerek 

neopterin ölçümü, %10 FBS yerine %2 AB Rh(+) serum kullanarak tekrar 

edilmi�tir. Ancak ölçümler sonucunda %10 FBS ve %2 AB Rh (+) serum 

(�ekil 13) arasında neopterin düzeyleri açısından istatistiksel olarak 

anlamlı herhangi bir fark saptanmaması üzerine deneylere AB Rh (+) 

serum kullanılan çalı�ma grubu ile devam edilmi�tir. Literatürde, periferik 

kan mononükleer hücre kültürü ile yapılan pek çok çalı�mada besiyerine 

FBS eklenmi�tir18,19,47,48. Whittingham ve arkada�larının 1993’te 

yayınladıkları bir çalı�mada da16, FBS ve AB Rh (+) serum kullanarak 

yapılan ön deneylerde sitokin yanıtları açısından herhangi bir fark 

saptanmadı�ı ve bu nedenle çalı�maya FBS ile devam edildi�i 

belirtilmi�tir.  
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  Çalı�mamızda, kontrol grubunda FBS’li grup ile AB Rh (+) 

serum kullanılan grup arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark oldu�u 

tespit edilmi�tir (p<0,05). Çe�itli uyaranlara ba�lı olarak yükseldi�i bilinen 

neopterin, sa�lıklı insanların serumlarında da bir miktar bulunabilmekte ve 

ısıyla inaktive olmamaktadır. Bu da AB Rh (+) serum ekledi�imiz çalı�ma 

grubunda kontrol grubu da dahil olmak üzere 0. saatte saptadı�ımız bir 

miktar neopterin varlı�ını açıklamaktadır (�ekil 13). Burada anlamlı olarak 

bulunan istatistiksel farkın, ilerleyen haftalarda artan neopterin düzeyi ile 

de�il, ba�langıçta pozitif olan neopterin miktarı ile ili�kili oldu�u Bonferroni 

düzeltmeli tek yönlü varyans analizi ile de do�rulanmı�tır.  

 

  Gerçek neopterin artı�ını saptayabilmek üzere %2 AB Rh(+) 

serum kullanılan çalı�ma grubunda, 0. saatte ölçülebilir olan bazal 

neopterin düzeylerinin, 12.saatten itibaren elde edilen de�erlerden 

çıkartılması �eklinde yapılan düzeltme sonrasında (�ekil 18); 1., 2. ve 3. 

haftalar arasında anlamlı bir fark bulunmaması, var olan neopterin 

artı�ının zamana ba�lı olarak gerçekle�ti�ini ortaya koymu�tur. Düzeltme 

öncesinde 1. hafta neopterin düzeyleri ile 2. ve 3. hafta de�erleri arasında 

anlamlı bir fark saptanmı�, ancak düzeltme sonrasında, TNF-� ve IFN-� 

sonuçlarına benzer �ekilde, haftalar arasındaki fark ortadan kalkmı�tır. Bu 

da EBV ile transforme olan hücrelerin her üç sitokin için benzer, ancak 

transforme olmayan hücrelere göre farklı bir yanıt geli�tirdiklerini ortaya 

koymu�tur. Transforme olan ve olmayan her üç grupta geli�en neopterin 

yanıtı, farklı uyaranlara kar�ı de�i�iklik göstermedi�i halde zamana ba�lı 

olarak de�i�mi�tir. Bu da kültür süresi içinde neopterin düzeylerini 

etkileyen farklı bir faktör olabilece�ini akla getirmektedir.  

 

  Hücre kültürleri in vivo ortamda çe�itli moleküler yolakların 

i�leyi�leri hakkında yol gösterici bilgiler vermekle birlikte, bu ortamdaki 
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hücrelerin çok çe�itli açılardan organizmadaki hücrelerden farklı 

davranabilmeleri bir dezavantaj olu�turmaktadır49. Primer hücre 

kültürlerinin di�er bir dezavantajı da “kültür �oku” adı verilen kavramdır. 

�zolasyonun ardından yabancı bir ortama aktarılan hücrelerin yakla�ık %1-

10’unun canlılıklarını sürdürebildikleri, geri kalanının ise izolasyon 

prosedürünün yarattı�ı stres ve yabancı bir ortama uyum sa�layamamak 

nedenleri ile öldükleri bildirilmi�tir50. Kültür �oku, hücreleri çe�itli yollar 

aracılı�ı ile uyarabilmektedir; bu yolların ba�ında oksidatif stres 

gelmektedir. Oksidatif stres, hücre içerisindeki reaktif oksijen ürünleri ile 

antioksidan mekanizmalar arasındaki dengesizli�i tanımlamaktadır. 

Yapılan bazı çalı�malarda bu ürünlerin toksik etkiler olu�turduklarını, 

ancak hücrelerin reaktif oksijen metabolitlerine (ROS) verece�i yanıtın 

hücre tipine ve ROS miktarına göre de�i�ti�i gösterilmi�tir49. Hücrelerin 

ROS aracılı hasara gösterdikleri direnç, hücrelerin kültür ortamına 

sa�lamı� oldukları uyum ile do�ru orantılı olarak de�i�iklik 

göstermektedir49.  

 

  Yapılan çalı�malar neopterinin sadece bir T hücre aktivasyon 

belirteci olmadı�ını, düzeylerinin hücresel savunma mekanizmalarına ait 

çe�itli fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmaların aktivasyonu ile de 

arttı�ını ortaya koymaktadır. Savunma reaksiyonları sırasında monosit 

makrofaj aktivasyonunun artması, reaktif oksijen ve nitrojen ürünlerinin 

(ROS/RNS) üretimini tetiklemektedir. Bu a�amada neopterinin bir etkisi 

ROS ve RNS’nin hasar verici patojenlere kar�ı olan sitotoksik etkilerini 

artırmak �eklindedir. Aktive monosit/makrofajlardan salıverilen neopterin 

miktarı, bu hücrelerce üretilen hidrojen peroksid ile do�ru orantılıdır11. 

THP-1 hücrelerinde neopterinin hücre içi kalsiyum düzeylerini artırması, 

reaktif ürünlerin üretiminde neopterinin do�rudan bir rolü oldu�unu ortaya 

koymaktadır51. �ndirgenmemi� bir pteridin molekülü olan neopterin, serbest 

radikaller için bir “çöpçü” (scavenger) olmamakla birlikte, ksantinoksidazın 
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nonkompetitif bir inhibitörü olarak görev yapmakta ve di�er taraftan 

hidrojen peroksid ile kloraminin etkilerini artırarak onların 

mikroorganizmalar üzerindeki toksik etkilerine katkıda bulunmaktadır52.  

7,8 dihidroneopterinin bir “çöpçü” olarak görev yapmasına kar�ılık, 

neopterinin H2O2, HOCl ve peroksinitritler gibi çe�itli potent reaktif 

moleküllerin düzeylerini artırması, neopterinin “aktive makrofajların 

sitotoksik etkilerini düzenleyen endojen bir regülatör” olarak 

tanımlanmasına neden olmu�tur53. Bizim çalı�mamızda hücre kültür 

ortamına, ilerleyen dönemde besiyeri eklenmemi�, hücreler 

pasajlanmamı�tır. Bu nedenle özellikle 1. haftadan sonra gerçekle�en 

neopterin artı�ının, hücrelerin ya�amakta oldukları giderek artan oksidatif 

strese ba�lı olabilece�i dü�ünülmektedir.  

 

  Schuster ve arkada�ları20; EBV’nin neden oldu�u akut IM, 

kronik IM ve X’e ba�lı lenfoproliferatif sendromu olan üç ayrı grupta 

yaptıkları bir çalı�mada, akut enfeksiyon geçirmekte olan çocukların 

tümünde neopterin ve IFN-� düzeylerinin yükseldi�ini göstermi�ler, bunun 

da büyüyen EBV ile enfekte B lenfosit havuzuna kar�ı aktive olan T 

lenfosit yanıtının bir göstergesi oldu�unu belirtmi�lerdir. Buna kar�ılık akut 

dönemde yüksek düzeylerde saptanan IL-6’nın kronik dönemde ölçülebilir 

düzeyin altına iniyor olması, hücresel immün yanıtın ilerleyen dönemlerde 

ölümsüz B lenfositleri elimine etti�ini ortaya koymaktadır. Yine aynı 

çalı�mada, akut dönemde yüksek olan neopterin düzeyleri, kronik IM’li 

çocukların bir tanesinde ölçülebilir düzeyin üzerinde, di�er ikisinde ise 

altında olarak tespit edilmi�tir. Neopterin düzeyi artmı� çocukta aynı 

zamanda IFN-� düzeyinin de di�er iki çocu�a göre oldukça yüksek olması, 

artan neopterin düzeyinin kronik dönemdeki transformasyona de�il, 

indirekt olarak IFN-�’nın neopterin üzerindeki sitmüle edici etkisine ba�lı 

olabilece�ini ifade etmektedir. Yine bu çalı�maya göre, XLP’li dört çocukta 

neopterin düzeylerinin IFN-� ile do�ru orantılı olarak yüksek olması, buna 
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kar�ılık transformasyonun bir göstergesi olan IL-6’nın ise ölçülebilir 

düzeylerin altında olması, neopterinin en potent aktivatörü olan IFN-� ile 

olan ili�kisini açıklamaktadır. Bizim çalı�mamızda hücre kültürünün 3. 

haftasında hala yüksek olan IL-6 düzeyleri saptanmı�tır. Bu da 3 haftanın 

kronik enfeksiyonu tanımlayabilme açısından yetersiz bir süre olabilece�ini 

dü�ündürmektedir. Buna kar�ılık oksidatif strese ba�lı gerçekle�en hücre 

ölümüne hücre tipinin de etki etti�i varsayıldı�ında, ortamdaki T 

lenfositlerin bundan öncelikli olarak etkilendikleri ve monosit/makrofaj 

aktivitesine ra�men hücresel immün yanıtın ortadan kalktı�ı ve buna ba�lı 

olarak IL-6 düzeylerinin azalmadı�ı dü�ünülebilir.  

 

  EBV enfeksiyonu geçiren hastalarda IFN-� ve neopterin 

düzeylerinin ölçüldü�ü bir çalı�mada, hem neopterin hem de IFN-� 

düzeylerinin akut, kendini sınırlayan enfeksiyöz mononükleoz geçiren 

çocuklarda erken dönemde arttı�ı, bunun da büyüyen EBV ile ölümsüz B 

lenfosit havuzuna kar�ı geli�en bir yanıt oldu�u belirtilmektedir20. In vitro 

ortamda yapılan di�er bir çalı�mada ise IFN-� düzeylerinin enfeksiyonun 

3. gününden itibaren ölçülebilir düzeylere ula�tı�ı, 5. ile 8. günler arasında 

ise en yüksek seviyelerde oldu�u gösterilmi�tir48. Yine bu çalı�mada 

enfeksiyonun ardından salıverilen IFN-�’nın ba�lıca kayna�ının T 

lenfositler oldu�u, monositlerin ve NK hücrelerinin bu dönemde buna direkt 

olarak katkıda bulunmadıkları belirtilmi�tir48. Di�er pek çok enfeksiyonda T 

lenfositler hem IFN-� hem de IFN-� için kaynak hücre iken, EBV 

enfeksiyonunun ardından T lenfositlerin sadece IFN-� üretimine katkıda 

bulundukları bildirilmektedir. Bunun temel nedeni olarak EBV’nin yalnızca 

B lenfositleri enfekte etti�i bildirilse de, sonraki yıllarda yapılan çalı�malar 

EBV’nin B lenfositlerin yanısıra immatür kortikal timositler ile NK 

hücrelerini de enfekte etti�ini ortaya koymaktadır54. De�i�ken sayıda T 

lenfositin CD21 eksprese etti�i bilinmekle birlikte, EBV’nin T lenfosit ve NK 

enfeksiyonu için hangi mekanizmayı kullandı�ı henüz tam olarak açıklı�a 
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kavu�mamı�tır. T lenfositlerin siklosporin A kullanılarak ortamdan elimine 

edildi�i bir çalı�mada EBV aracılı B lenfosit transformasyonunun daha 

ba�arılı oldu�unu gösteren çalı�malar bulunmakla birlikte46, bizim 

çalı�mamızda B lenfosit transformasyonuna kar�ı geli�en di�er sitokin 

yanıtları da incelendi�inden B lenfosit izolasyonu yapılmamı�tır. 

Whittingham ve arkada�larının bir çalı�masında16, IFN-� düzeylerinin 

hücrelerin EBV ile enfekte edilmelerinin ardından 1. haftada yükselerek 26 

± 35 U/ml’ye ula�tı�ı, daha sonra ise giderek azaldı�ı gösterilmi�tir. Bizim 

çalı�mamızda ise IFN-� düzeyleri 1. haftada tespit edilebilir düzeyde 

artmı� 2. haftanın sonunda maksimum düzeylere ula�mı�, 3. haftadan 

itibaren ise giderek azalmaya ba�lamı�tır. Nonspesifik uyaran olarak 

kullanılan PHA-L’nin bir T hücre mitojeni olması, buna kar�ılık di�er 

uyaran olan LPS’nin primer olarak B lenfositleri uyarması nedeniyle IFN-� 

düzeyleri PHA ile uyarılan grupta belirgin olarak daha yüksektir.  

 

  IL-6’nın EBV ile transforme olmu� B hücrelerinin otokrin bir 

büyüme faktörü olarak IL-6 salgılattı�ını destekleyen bulgulara19 benzer 

�ekilde, bizim çalı�mamızda da IL-6 düzeylerinin EBV ile uyarılmı� 

gruplarda 12. haftadan itibaren yükseldi�i; bunun yanı sıra özgül olmayan 

uyaranların kullanıldı�ı kültürlerde IL-6’nın belirgin artı� gösterdi�i; aynı 

kültürlerde kontrol grubunda 12. saatte alınan örneklerde de IL-6’nın 

negatif oldu�u, buna kar�ılık PHA ve LPS ile uyarım sonucunda 

pozitifle�ti�i gösterilmi�tir (�ekil 16). Whittingham ve arkada�larının 

çalı�masında16 ise enfekte hücre kültürlerinde IL-6 düzeyleri; 48. saatte 83 

± 195 U/ml olarak bulunmu�, 2. haftanın sonunda maksimum düzey olan 

250 ± 149 U/ml düzeyine ula�mı�, 3. haftadan itibaren ise azalmaya 

ba�lamı�tır.  
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  In vitro bir çalı�mada EBV ile enfekte olan ve olmayan 

kültürlerde herhangi bir zamanda ölçülebilir TNF-� düzeylerine 

rastlanmadı�ı belirtilmi�tir16. Bu çalı�mada EBV’nin TNF-� üzerinde direkt 

inhibitör bir etkiye sahip olabilece�i, ancak EBV’nin TNF-� ile sinerjistik 

etki gösteren IL-1� üzerinde böyle bir etkisi olmadı�ı bildirilmi�tir. Di�er bir 

çalı�mada ise EBV ile enfekte hücre kültürlerinde 48. saatte TNF-� 

düzeylerinin ölçülemez düzeyde oldu�u gösterilmi�, bunun nedeni olarak 

da EBV’nin TNF-� üzerinde gen transkripsiyonu düzeyindeki inhibitör etkisi 

vurgulanmı�tır55. Bizim çalı�mamızda TNF-� düzeylerinin EBV ile enfekte 

grupta 72. saatten itibaren yükseldi�i, 1., 2., ve 3. haftalar arasında bir fark 

saptanmamakla birlikte 3. haftada bir miktar azaldı�ı gösterilmi�tir (�ekil 

14). Jochems ve arkada�larının56 in vitro EBV ile transforme edilen B 

lenfositlerin büyüme ve Ig üretimlerini optimize etmek amacıyla yaptıkları 

bir ara�tırmada, altı farklı monoklonal EBV B hücre dizisinden olu�an bir 

panel kullanılmı�tır. Bu çalı�manın sonucunda farklı hücre dizileri ile 

transforme edilen hücrelerden salıverilen sitokinlerin ve benzer �ekilde bu 

hücrelerin ortama eklenen sitokinlere gösterdikleri yanıtların farklı oldu�u 

belirtilmi�tir56. Bizim çalı�mamızdan farklı olarak Whittingham ve 

arkada�larının yayınladıkları çalı�mada16, transforme edici hücre dizisi 

olarak QIMR-WIL lenfoblastoid hücre dizisi kullanılmı�tır. �ki çalı�ma 

arasında TNF-� düzeylerinde gözlenen farklılık, kullanılan transforme edici 

hücre dizilerinin farklılı�ından ileri gelebilece�i dü�ünülmü�tür. TNF-� 

düzeyleri, nonspesifik uyaran olarak kullanılan LPS ve PHA-L’ye yanıt 

olarak belirgin düzeyde artmı�, 12. saatte en yüksek düzeye ula�mı�, 

daha sonra azalarak 3. haftanın sonunda en dü�ük de�erlere gelmi�tir. 

Proenflamatuvar sitokinler olarak bilinen IFN-�, TNF-� ve IL-6’nın oksidatif 

strese kar�ı bir cevap olarak yükseldi�i yapılan in vitro ve in vivo 

çalı�malarda gösterilmi�tir. Hem IFN-�’nın hem de TNF-� belirli bir süre 

sonrasında azalıyor olmasının nedenleri arasında sitokin salıverilmesine 

neden olan uyarının sürekli olmaması, ortamda zamanla ölü hücrelerin 
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birikmesi ve sitokinlerin protein yapılarından kaynaklanan kısa yarı 

ömürleri sayılabilir. 
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6. SONUÇ 

  Sonuç olarak; bu çalı�mada neopterin düzeylerinin, EBV 

transformasyonundan ba�ımsız olarak, özgül olmayan uyaranlara verilen 

yanıta benzer bir �ekilde, zamana ba�ımlı olarak yükseldi�i görülmü�tür.  

Bunun nedeninin hızlı bir �ekilde üremeye devam eden hücrelerin kültür 

ortamında yetersiz besiyeri ve ortam nedeni ile girdikleri oksidatif stres ve 

ya�adıkları kültür �oku oldu�u dü�ünüldü�ünden, ilerleyen dönemde 

logaritmik fazda üretilen hücrelerde aynı deneyin tekrarlanması 

planlanabilir. Bu sonuçlara dayanarak neopterinin, EBV’ye ba�lı 

geli�ebilecek kanserler öncesinde transformasyonu de�erlendirmek amacı 

ile de�il, ancak daha çok virüse kar�ı geli�en akut yanıtların 

de�erlendirilmesinde kullanılabilecek bir belirteç oldu�u öne sürülebilir.  
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7. ÖZET 

Epstein Barr Virüs Aracılı B Lenfosit Transformasyon Sürecinde 

Periferik Kan Mononükleer Hücrelerinin Neopterin Yanıtı 

 

Amaç: Epstein-Barr Virüs (EBV), insan B lenfositlerini latent olarak 

enfekte edebilen, transformasyon yetene�ine sahip bir herpesvirustur. 

Çocuklukta asemptomatik geçen enfeksiyon, adölesanlarda �nfeksiyöz 

Mononükleoz’a (IM) neden olabilmekte; immün yetmezli�i bulunan 

ki�ilerde ise çe�itli malignitelere yol açabilmektedir. Dünyadaki insanların 

yakla�ık %95’i hayatlarının herhangi bir döneminde EBV ile 

kar�ıla�maktadır. Bu çalı�mada hücresel immün aktivitenin bir göstergesi 

olarak kullanılabilen neopterinin in vitro EBV transformasyonu ile ili�kisi ve 

buna e�lik eden sitokin cevaplarının de�erlendirilmesi amaçlanmı�tır. 

Metod: Sa�lıklı gönüllülerden alınan periferik venöz kandan izole edilen 

mononükleer hücrelerin, kültür ortamında virion salgıladı�ı bilinen B95-8 

hücre kültür süpernatanı eklenerek, EBV ile transforme edilmesinin 

ardından elde edilen kültür süpernatanlarında, neopterin ile buna e�lik 

eden IFN-�, IL-6 ve TNF- � düzeyleri ELISA aracılı�ı ile ölçülmü�tür. 

Bulgular: Çalı�ma sonunda neopterin yanıtının EBV 

transformasyonundan ba�ımsız bir �ekilde, zaman ba�ımlı olarak arttı�ı 

gösterilmi�tir. Buna kar�ılık EBV içeren kültürlerde 72. saatten itibaren 

yükselmeye ba�layan TNF- � düzeylerinin 1. haftada en yüksek düzeye 

ula�tı�ı ve 3. haftada yeniden azaldı�ı saptanmı�, ancak bu haftaların 

düzeyleri kendi aralarında kar�ıla�tırıldı�ında istatistiksel olarak anlamlı bir 

fark bulunmamı�tır. EBV ile uyarılan hücre grubunda 1. haftadan itibaren 

saptanan IFN- � düzeylerinin 3. haftada benzer �ekilde azaldı�ı 

gösterilmi�tir. EBV ile uyarılmı� hücre gruplarında ölçülen IL-6 düzeylerinin 

zamana ba�lı olarak artarak 3. haftada en yüksek düzeye ula�tı�ı 

saptanmı�tır. 
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Sonuç: Bu bulgulara dayanarak; uyarandan ba�ımsız, zamana ba�ımlı 

artan neopterinin, EBV’ye ba�lı geli�ebilecek kanserler öncesinde 

transformasyonu de�erlendirmek amacıyla de�il, daha çok virüse kar�ı 

geli�en akut yanıtın de�erlendirilmesinde kullanılabilecek bir belirteç 

oldu�u öne sürülebilir. 

Anahtar Kelimeler: EBV, in vitro, neopterin, IFN-�, IL-6, TNF-�, B lenfosit. 
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8. SUMMARY 

The Neopterin Response of Peripheral Blood Mononuclear Cells to in 

vitro EBV Transformation Process of B Lymphocytes  

 

Objective: Epstein Barr Virus (EBV) is a human herpesvirus, which infects 

human B lymphocytes latently and immortalizes the cells due to 

transformation. EBV infection is asymptomatic in childhood while it may 

cause a self-limiting lymphoproliferative disorder called infectious 

mononucleosis (IM) in adolescence. More than 95% of world population 

has been infected with EBV. In this study it has been aimed to show the 

interaction between in vitro EBV transformation and neopterin which is a 

marker for cellular immune activity and accompanying different cytokine 

responses. 

Method: In order to analyze the influences with neopterin release and 

other cytokines, mononuclear cells have been isolated from peripheral 

blood samples of healthy donors and transformed via EBV. Neopterin, 

IFN-�, TNF- � and IL-6 levels have been measured with EIA kits in culture 

supernatants. 

Results: Neopterin levels have increased dependent on time and 

independent from EBV transformation. In EBV transformed cell culture 

TNF-� level increased beginning from the 72nd hour and reached to their 

peaks at the 1st week and decreased again at the 3rd week; however there 

were no significant differences among the levels between three weeks. 

Similar to TNF �, IFN-� levels also increased at the 1st week and started to 

decrease at the 3rd week. IL-6 reached to its maximum levels at the 3rd 

week. 

Conclusion: According to these results, neopterin levels which increased 

dependent on time and independent from EBV transformation may be a 
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helpful marker for evaluating the acute response to viral infection, but not 

for B lymphocyte transformation. 

Keywords: EBV, in vitro, neopterin, IFN-�, IL-6, TNF-�, B lymphocyte. 
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