_TC.
GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
IMMUNOLOJI ANABILIM DAL

EPSTEIN BARR ViRUS ARACILI B LENFOSIT TRANSFORMASYON
SURECINDE PERIFERIK KAN MONONUKLEER HUCRELERININ
NEOPTERIN YANITI

DOKTORA TEZI

Dr. Arzu ARAL

Tez Danigmani
Dog. Dr. Aysegul ATAK

ANKARA
Ocak 2010



_TC.
GAZi UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
IMMUNOLOJI ANABILIM DAL

EPSTEIN BARR ViRUS ARACILI B LENFOSIT TRANSFORMASYON
SURECINDE PERIFERIK KAN MONONUKLEER HUCRELERININ
NEOPTERIN YANITI

DOKTORA TEZI

Dr. Arzu ARAL

Tez Danigmani
Dog. Dr. Aysegul ATAK

Bu tez, SBAG-HD-285 (107S445) proje numarasi ile TUBITAK tarafindan
Hizl Destek Projesi kapsaminda desteklenmistir.

ANKARA
Ocak 2010



T.C.
GAZi UNIVERSITESI
Saghk Bilimleri Enstitiisii

immiinoloji Ana Bilim Dah Doktora Programi
cercevesinde yiiriititlmiis olan bu ¢calisma asagidaki jiiri tarafindan
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi : 08/02/2010

Haluk ATAOGLU Prof.Dr.Cem
Ankara Universitesi Gazi Universitesi

A. 4k

Doc.Dr.Aysegiill ATAK
Gazi Universitesi

Doc.D vhan
sazj Universitesi



ICINDEKILER

Kabul ve Onay
icindekiler

Sekiller

Tablolar

Semboller, Kisaltmalar
Onsoz

1. GIiRiS
2. GENEL BILGILER
2.1. Neopterin
2.2. Epstein Barr Virtus (EBV)
EBV’nin immiin Sistem Uzerindeki Etkileri
2.3. B95-8
2.4. Hucre Koltaru
2.5. Diger Sitokinler
2.5.1. Tumor Nekroze Edici Faktor-a
2.5.2. Interferon-y
2.5.3. interlokin-6

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Cihaz Listesi

3.2. Kullanilan Gerecg Listesi

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.4. Hazirlanan Sollsyonlar

3.5. Kullanilan Kitler

3.6. Yontemler
3.6.1. EBV Ureten B95-8 Hiicre Dizisinin Kiilt{ir{i
3.6.2. Orneklerin Toplanmasi
3.6.3. immunofloresan Yéntemi ile EBV Antikorlarinin

Tespiti

v
Vil

18
18
19
20
20
20
21
21
22

23



3.6.4. Hucre Kulttr Stpernatanlarinda Sitokin
Olgiimi
3.7. istatistiksel Analiz

4. BULGULAR

4.1. imminofloresan Yéntemi ile Saptanan EBV Antikorlari
4.2. Hiucre Kuiltir Stpernatanlarinda Neopterin Diizeyleri
4.3. Hucre Kulttr Stupernatanlarinda TNF-a Duzeyleri

4.4. Hacre Kiltr Supernatanlarinda IFN-y Dizeyleri

4.5. Hicre Kiltir Stpernatanlarinda IL-6 Dizeyleri

5. TARTISMA
6. SONUC

7. OZET

8. SUMMARY
9. KAYNAKLAR
10. EKLER

11. OZGECMIS

25
29

30
30
30
33
33
34

54
63
64
66
68
75
76



SEKILLER

Sekil 1 : 48 cukurlu hlcre kultird plaklarina dagitilan hicrelere ve
uyaranlara ait konfiglirasyon (immiinfloresan mikroskop, 40X). (s.28)

Sekil 2 : Hlcre kaltar plaklarindan alinan 6rneklerin 96 cukurlu plaklara

dagitilmasina ait konfigiirasyon (immiinfloresan mikroskop, 40X). (s.28)

Sekil 3 : Anti-VCA 1gG (+) bir serum &érneginin imminfloresan mikroskop
gorintiisii (VCA: Viral Capsid Antigen) (immiinfloresan mikroskop, 40X).
(s.36)

Sekil 4 : Anti-VCA 1gG (-) bir serum 6rneginin immunfloresan mikroskop
goruntist (VCA: Viral Capsid Antigen) (immiinfloresan mikroskop, 40X).
(s.36)

Sekil 5 : Anti-VCA IgG avidite (++++) bir serum érneginin immunfloresan
mikroskop gérintist  (VCA: Viral Capsid Antigen) (imminfloresan
mikroskop, 40X). (s.37)

Sekil 6 : Anti-EA 1gG (-) bir serum &rneginin imminfloresan mikroskop

gorintiisii (EA: Early Antigen) (immiinfloresan mikroskop, 40X). (s.37)



Sekil 7 : Anti-EBNA 1gG (-) bir serum &rneginin immunfloresan mikroskop
gorintiisi (EBNA: Epstein Barr Virus-Nuclear Antigen) (Imminfloresan
mikroskop, 40X). (s.38)

Sekil 8 : Anti-EBNA 1gG (+) bir serum 6érneginin immiinfloresan mikroskop
gorintiisi (EBNA: Epstein Barr Virus-Nuclear Antigen) (Imminfloresan
mikroskop, 40X). (s.38)

Sekil 9-a : Kontrol grubundaki hulcrelerin zamana bagli morfolojik
degisimleri (a. 24. saat, b. 1. hafta) (Inverted mikroskop, 40X). (s.39)

Sekil 9-b : Kontrol grubundaki hulcrelerin zamana bagli morfolojik
degisimleri (c. 2. hafta, Inverted mikroskop, 40X), (d. 3. hafta, Inverted
mikroskop, 20X). (s.40)

Sekil 10 : EBV virionu salgilayan B95-8 hicre supernatani ile uyarilan
gruptaki hicrelerin 24. saatteki morfolojik goérintisu (Inverted mikroskop,
40X). (s.41)

Sekil 11 : EBV virionu salgilayan B95-8 hicre supernatani ile uyarilan
gruptaki hlcrelerin 48. saatteki morfolojik gorintisu (Inverted mikroskop,
40X). (s.42)



Sekil 12 : EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre sipernatani ile uyarilan
gruptaki hlcrelerin 72. saatteki morfolojik gértntisu (Inverted mikroskop,
40X). (s.43)

Sekil 13 : EBV virionu salgilayan B95-8 hicre supernatani ile uyarilan
gruptaki hucrelerin 1. haftadaki morfolojik gérintasa (Inverted mikroskop,
40X). (s.44)

Sekil 14 : EBV virionu salgilayan B95-8 hicre supernatani ile uyarilan
gruptaki hlcrelerin 2. haftadaki morfolojik gérintisa (Inverted mikroskop,
40X). (s.45)

Sekil 15 : EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre sipernatani ile uyarilan
gruptaki hlcrelerin 3. haftadaki morfolojik gértntist (Inverted mikroskop,
40X). (s.46)

Sekil 16 : %10 FBS igeren klltir ortaminda gesitli uyaranlara bagh olarak
yukselen neopterin  dlzeylerinin  zamana bagh degisimi (PHA:
fitohemaglitinin, LPS: lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virlis) (Sonuclar

‘ortalama * standart hata’ olarak ifade edilmistir). (s.47)

Sekil 17 : %2 AB Rh(+) serum iceren klltir ortaminda gesitli uyaranlara
bagl olarak yUkselen neopterin dizeylerinin zamana bagli degisimi (PHA:
fitohemaglitinin, LPS: Lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Viriis) (Sonuclar

‘ortalama * standart hata’ olarak ifade edilmistir). (s.48)

Vi



Sekil 18 : %2 AB Rh(+) serum iceren kultir ortaminda cesitli uyaranlara
bagl olarak ylkselen neopterin dizeylerinin 0. saatte pozitif bulunan
dizeyler  cikartilarak  dOzeltildikten  sonraki  degerleri  (PHA:
fitohemaglitinin, LPS: Lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Viriis) (Sonuclar
‘ortalama * standart hata’ olarak ifade edilmistir). (s.49)

Sekil 19 : %2 AB Rh(+) serum iceren klltir ortaminda gesitli uyaranlara
bagl olarak yukselen TNF-a dizeylerinin zamana bagh degisimi (PHA:
fitohemaglitinin, LPS: lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virlis) (Sonuclar

‘ortalama * standart hata’ olarak ifade edilmistir). (s.50)

Sekil 20 : %2 AB Rh(+) serum iceren kultir ortaminda ¢esitli uyaranlara
bagl olarak ylkselen IFN-y dizeylerinin zamana baglh degisimi (PHA:
fitohemaglutinin, LPS: lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virls) (Sonuglar
‘ortalama + standart hata’ olarak ifade edilmistir). (s.51)

Sekil 21 : %2 AB Rh(+) serum igceren kiltir ortaminda EBV ile uyariimig
hicre gruplarinda IL-6 dlzeylerinin zamana bagh degisimi (Sonuglar

‘ortalama * standart hata’ olarak ifade edilmistir). (s.52)

Vi



TABLOLAR

Tablo 1 : B95-8 hicre dizisinin 6zellikleri (s.11)

Tablo 2 : Calismaya katilan saghkli géndllilerde imminofloresan yontemi
ile saptanan EBV antijenlerine karsi gelisen antikorlarin pozitiflik orani
(s.53)

Vil



SEMBOLLER / KISALTMALAR

ANOVA
CD
CMV
CSF
DNA
EA
EBNA
EBV
EIA
ELISA
FBS

g
GM-CSF
GTP

HIV

HRP
IF
IFN
[¢

IL
IM
JAK
LMP
LPS
NK
PBS

PCR
PHA
RNA
RPMI
rom
STAT

Th
T™MB
TNF
TRAF
VCA

: Analysis of Variance (Varyans analizi)

: Cluster of Differentiation (Farklilagsma kiimesi)
: Sitomegalovirts

: Koloni Stimale Edici Faktér

: DeoksiribonUkleik asit

: Early Antigen (EBV erken antijeni)

: Epstein Barr VirGs Nukleer Antijeni

: Epstein Barr Virls

: Enzyme Immunoassay

: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

: Fetal Sigir Serumu

: Gravity (Yer ¢ekimi)

: Grantlosit-Monosit Koloni Stimdile Edici Faktor
: Guanozintrifosfat

: Human Immunodeficiency Virus (Insan immiin yetmezlik

virlis)

: Horseradish Peroxidase

: immunofloresan

. interferon

: Immiinoglobulin

: interlokin

: infeksiydz mononiikleoz

: Janus kinaz

: Latent membran proteini

: Lipopolisakkarit

: Dogal élduract hucre (Natural Killer)
: Phosphate Buffered Saline (Fosfatlanmis Tampon

sollisyonu)

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Fitohemaglitinin

: RibonUkleik asit

: Royal Park Memorial Institute (culture medium)

: Revolutions Per Minute (Dakikadaki dénUs sayisl)

: Signal Transducer and Activator of Transcription (Sinyal

iletici ve transkripsiyon aktive edici)

: Yardimci T hicre (T helper)

: Tetra metil benzidin

: Tumor Nekroze Edici Faktor

: Tumor Nekroze Edici Faktdr Reseptor iligkili Faktor
: Viral Kapsid Antijeni



ONSOZz

Epstein Barr Virise (EBV) kargi gelisen immun yanit, virise
kargl gelisen notralizan antikorlarin yani sira T lenfositler ile dogal
6ldardct hicreleri de kapsayan hicresel bir savunma mekanizmasini da
icermektedir. Literatirdeki pek c¢ok calismada, interferon (IFN)-y’nin
enfeksiyon ve pek ¢ok farkli patolojik durumda organizmada artan

neopterin dizeyinin temel uyarani oldugu gdsterilmistir.

Bu projede saglikli gondllilerden alinan periferik kan
6rneklerinden mononukleer hilcreler izole edilmigtir. Hlcrelerin bir kismi
06zgul olmayan mitojen olarak fitohemaglitinin (PHA) ve lipopolisakkarit
(LPS) ile uyariimis, diger bir grup hlcrenin ise yuksek titrede transforme
edici EBV salgilama 6zelligine sahip B95-8 hiicre dizisi slpernataninda
bulunan virionlar ile transforme olmasi saglanmistir. Ardindan periferik kan
mononUkleer htcrelerinden kiltlr ortaminda elde edilen sipernatanlarda
ELISA ybntemi ile neopterin, timdér nekroze edici faktdr (TNF)-a, IFN-y ve
interlékin (IL)-6 duzeyleri dlciimuUstir. Boylece enfeksiyona bagli olarak
monositlerin erken ve ge¢ ddénemde verdikleri sitokin yaniti neopterin
dlzeyleri ile birlikte degerlendirilmigtir. In vitro ortamda EBV’ye bagh
transformasyona neopterin yanitini degerlendiren ilk calisma olmasi
nedeniyle, calismamiz literatliire ve bu konuda bundan sonra yapilacak

diger caligmalara kaynak olusturacak niteliktedir.

Bu calisma, 30.01.2008 tarihli ve B.02.1.TBT.0.06.03.02-
160-168.649 sayili karar ve SBAG-HD-285 (107S445) proje numarasi ile
TUBITAK tarafindan Hizli Destek Projesi kapsaminda desteklenmistir.



1. GIRiS

EBV’ye kargi gelisen immin yanit mekanizmalari, virlise
kargl gelisen nétralizan antikorlarin yani sira T lenfositler ile dogal
6ldirdclt hicreleri de kapsayan hicresel bir savunma mekanizmasini da
icermektedir. Enfeksiyon ve pek ¢ok farkli patolojik durumda organizmada
artan neopterin dizeyinin temel uyarani IFN-y’dir. IFN dizeyleri viral
enfeksiyonlarda artmakla birlikte; bazi c¢alismalarda saliverildikleri
hicrelerin farkliliklarina bagh olarak IFN-a ve IFN-y’nin degisik oranlarda
arttigr gosterilmistir. In vitro ortamda IFN-a’nin da neopterin Gretimini
uyardigl; ancak bunun icin gereken IFN-a dozunun, IFN-y dozunun
yaklasik 1000 kati kadar oldugu bilinmektedir.

Neopterin  dlUzeyleri, hlcresel immuin aktivitenin  bir
gOstergesi olarak kullanilabilmektedir. Viral enfeksiyonlar sirasinda artmis
neopterin dizeyi hastaligin siddeti ile dogru orantilidir; inkibasyonun
sonunda artar, virise 6zgul antikorlar belirlenebilir olmadan hemen énce
en ylUksek dizeye ulasir, serokonversiyon halinde ise azalir ve normale

doner.

In vitro ortamda EBV’ye yanit olarak saliverilen sitokinler
erken ve ge¢ dénemde 6lclimus olmakla birlikte, literatiirde B lenfositlerin
EBV ile transforme olmasinin ardindan in vitro ortama saliverilen
neopterini degerlendiren bir ¢galismaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma ile viral
enfeksiyonlarda arttigi bilinen neopterinin 3 hafta slresince periferik kan
mononUkleer hlicre kiltirinde zamana bagli olarak ne oranda yukseldigi
ve bunun EBV enfeksiyonuna bagli B hiicre transformasyonu sirasinda ve
sonrasinda latent enfeksiyon gelisimi agisindan énemli bir yere sahip olan
IFN-y, TNF-a ve IL-6 ile birlikteligi degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Neopterin

Neopterin, bir plrin ndkleotidi olan guanozintrifosfattan
(GTP), GTP siklohidrolaz-I araciigi ile sentezlenen bir pteridin
molekdltdir. IFN-y, GTP siklohidrolaz-I'in ana stimUlatéri olup, asil olarak
monosit/makrofajlardan neopterin sentezini uyarir. In vitro ortamda IFN-a
da bu enzimi uyarmakla birlikte stimllasyon i¢in ihtiya¢ duyulan doz IFN-y
dozunun yaklasik 1000 kati kadardir'. Makrofaj aktivitesini indikleyen
diger potent maddelerin (6rnegin zimosan, forbol ester, grandlosit monosit-
koloni stimile edici faktér (GM-CSF), CSF, IFN-B), neopterin
salgilanmasini etkilemedikleri gdsterilmistir’. Monosit/makrofajlar disinda
umbilikal ven endotel hicreleri veya kaltir ortamindaki bdbrek epitel
hiucrelerinin de uyarilmaya bagl olarak neopterin salgiladiklari gdsterilmis
olsa da, bunun makrofajlara oranla ¢ok dusik dizeylerde gerceklestigi
bilinmektedir®. Bazi hastalarda yapilan calismalarda ise IL-2’'nin T
lenfositlerden IFN-y salgilanmasini uyararak®, GM-CSF'in® ise, biyik
olasilikla monosit/makrofaj sayisini artirarak® neopterin sentezini dolayli
yoldan uyardiklarn bildirilmistir. T helper (Th)-1 tipi sitokin ailesi icinde yer
alan IL-2’'nin ve Ozellikle de IFN-y'nin T hulcrelerinden salgilanarak
sitotoksik T lenfosit aracili hicresel immun yaniti dizenlemeleri, neopterin
dlzeylerinin 6lgilmesinin hicresel immun aktivitenin bir gostergesi olarak
kullanilabilecegini gdstermistir®. Buna ek olarak, viral enfeksiyonlar gibi,
hicresel immunitenin baskin oldugu bazi hastaliklarda gdsterilen artmig
neopterin diizeyleri de bu vyarglyi desteklemektedir’. Akut bakteriyel
enfeksiyonda orta diizeyde bir neopterin artisi saptanmasinin nedeni, bu
durumda Th2 tipi immdn yanitin aktive olmasi ve bunun sonucunda
salgilanan IL-4, 5, 6, 9, 10 ve 13’in hiimoral immin yaniti tetiklemeleridir®.
Neopterin ve Urlnleri, immuUn aktivasyona bagl oksidatif stres durumunda
da artmis oranda bulunurlar. Yapilan caligmalar neopterin duzeylerinin

Romatoid Artrit, insiilin Bagimh Diabetes Mellitus, Multipl Skleroz, Célyak



hastalidi ve romatizmal ateste de hastaligin siddeti ile orantih olarak
yUkseldigini géstermistir®.

Yapilan pek c¢ok calismada akut viral hepatit, EBV,
sitomegalo virlis (CMV) enfeksiyonlari ile kizamik, kizamikgik, kabakulak,
su c¢icegi ve infuenzada ylUksek neopterin dlzeyleri saptandidi
gOsterilmistir. Viral enfeksiyonlar sirasinda artmig olan neopterin dizeyleri,
hastaligin siddeti ile dogru orantihdir. Neopterin dizeyi, inkibasyon
periyodunun sonunda, klinik semptomlar henlz ortaya cikmadan artar,
virise 0Ozgul antikorlar belirlenebilir olmadan hemen 6nce en yiUksek
dizeye ulasir, serokonversiyon halinde ise giderek azalir ve normale
doéner. insan immiin yetmezlik virlisi (Human immunodeficiency virus,
HIV) gibi bazi kronik viral enfeksiyonlarda serokonversiyon sonrasinda
azalan neopterin konsantrasyonlarinin normale dénmedikleri bildirilmistir®.
Neopterin dizeyleri, infeksiyonlar diginda, allograft alicilarinda gelisen
immadn yanitin derecesini belirlemek, HIV ile enfekte erigkinler ve malign
hastaligi olan kisilerde  prognozu degerlendirmek  amaciyla
kullaniimaktadir. Ayrica bazi nérolojik ve kardiyovaskuler hastaliklarda da
artmig neopterin dizeylerine rastlaniimigtir. Bu tip hastaliklarda neopterin
dlzeylerinin izlenmesi patogenezin daha iyi anlagiimasina yardimci

olabilir®.

Neopterin ve TNF-a’nin sentezleri ve salgilanmalar arasinda
bazi benzerlikler bulunmaktadir. TNF-a, IFN-y'nin neopterin sentezi
lizerindeki etkilerini artinr®, buna karsilik neopterin de lipopolisakkarit
(LPS), IFN-y ya da IL-2 tarafindan uyarilan periferik kan mononikleer
hiicrelerinden TNF-a salinmasini artirir’®.  Neopterinin  hematopoetik
hicreler diginda damar diz kas hdcrelerinde de TNF-a gen

ekspresyonunu ve TNF-a proteini saliverilmesini artirdi§i gésterilmistir'".



2.2. Epstein-Barr Virlis (EBV)

EBV, insan B lenfositlerini latent olarak enfekte edebilen ve
bu hiicreleri transforme ederek 6limsiiz kilan bir herpesvirustur'?.
Gocuklukta asemptomatik gecen EBV enfeksiyonu, addlesan dénemde
kendi kendini sinirlayabilen bir lenfoproliferatif bir hastalik olan infeksiy6z
Mononiikleoz'a (IM) neden olabilmektedir'®. Virlis ayni zamanda genetik,
iatrojenik ya da enfeksiy6z bir nedenle immun yetmezIigi bulunan kisilerde
Burkitt lenfoma, nazofaringeal kanser ya da immudnoblastom gibi
malignitelere de yol acabilmektedir'®. Tim diinyadaki insanlarin yaklasik
%95’'inin hayatlarinin herhangi bir déneminde EBV ile karsilastiklar ve
EBV'nin yillar boyunca persistan enfeksiyona neden olabildigi

bilinmektedir'®.

EBV'nin Immiin Sistem Uzerindeki Etkileri

EBV’nin immun sistem Uzerindeki etkilerini incelemek igin
yapilmis pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde EBV’ye
karg! hucrelerin verdikleri yanit incelenmism; TNF-a, TNF-B, IL-2, IFN-y,
IL-6 ve GM-CSF duzeyleri ve birbirleri ile olan iligkileri arastirilmigtir.
Saghkli géndlltilerden alinan kandan ayristirilan periferik kan mononikleer
hicrelerinden elde edilen kadltir ortaminda B lenfositlerin transforme
edilmesinin ardindan degisik zamanlarda alinan Orneklerde ve enfekte
olmayan kontrol grubunda herhangi bir zamanda TNF-a ve -B’ya
rastlanmamistir. EBV ile enfekte olan drneklerde IL-2’nin 48. saatte, IFN-
y'nin 1. haftada, IL-6'nin 2. haftada ve GM-CSF’nin ise 4. haftada
saptanabilir diizeye ulastigi gdsterilmistir. IL-6 ve GM-CSF ise sirasiyla 2.
ve 2 ile 4. haftalarda yUksek dizeyde saptanmistir. Ayrica bu iki sitokinin
dizeylerinin, 06zellikle non-aderan hucrelerin  bulundugu flasklarda

yUkseldikleri de yine bu calismanin sonuglari arasindadir'®.



1996 yilinda yayinlanan diger bir calismada ise HIV ve
EBV ile enfekte hastalar karsilastinimis, CD4+ hcreler ile birlikte basta
IL-2, TNF-a, 5-neopterin ve (-2 mikroglobulin dizeylerinin akut HIV-1
enfeksiyonu geciren hastalarda EBV (+) hastalara gére daha disik
oranda oldugu gésterilmistir'’. 1990 yilinda yapilmis olan bir calismada,
EBV’'nin  6lumstz oldugu dbénemi korumasi icin otokrin blylme
faktorlerinin - 6nem tasidigi, cinkd EBV ile 6limsiz kilinmis hicre
dizilerinin  hicreden yoksun sUpernatanlarinin  otolog hucrelerin
proliferasyonun destekledikleri ve disik dansitede bile blylmelerine
olanak verdikleri vurgulanmistir'®. Stipernatanlardan molekiil agirliklarina
glre izole edilen iki buyime faktdérinden; molekdl agirligi distik olanin
tespit edilememesine karsilik, yuksek molekal agirhkli molekdlin IL-6
oldugu gosterilmigtir. 1990 yilinda yapilmis olan diger bir calismada ise in
situ hibridizasyon analizleri uygulanarak, EBV ile transforme edilmig
hicrelerin  yUzeylerinde, IL-6 mRNA ifadelenmesi g0sterilmigtir. Bu
c¢alismanin sonuglari da IL-6'nin EBV ile transforme olmus B hicrelerinin
otokrin bir bilylime fakt®r(i olarak IL-6 salgiladiklarini desteklemektedir'®.

EBV ile iligkili hastaliklarin farkli formlari olan akut- kendini
sinirlayan IM, kronik aktif IM ve X-e bagh lenfoproliferatif sendroma
yakalanmis olan hastalarda yapilan bir baska calismada ise akut tip
enfeksiyonu olan hastalarin hemen hepsinde neopterin, IFN-y ve IL-6
dizeylerinin yiksek oldugu saptanmig, diger formlarda ise 6zellikle 1L-6
yuksekliginin akut enfeksiyon kadar belirgin olmadigi belirtilmistir®. Yine
ayni sekilde akut EBV enfeksiyonu ile kronik yorgunluk sendromu
arasinda karsilastirma yapan diger bir calismada, akut enfeksiyon
sirasinda T lenfosit aktivasyonunu gosteren IL-2 dizeyleri ve CD8"
molekdlleri ile monosit aktivasyonunu gdsteren neopterin dlzeylerinin
arttigi; IL-1 B, IL-6 ve IFN-a dizeylerinde her iki durumda da herhangi bir
degisiklik olmazken, IFN-y dlzeylerinin enfeksiydz mononukleozun



ozellikle akut fazinda artmis oldugu gdsterilmistir'.

EBV’nin insanda depolandigi baslica hicre tipi B
lenfositlerdir. EBV, B lenfositlere virlsin baslica glikoproteinleri olan
gp350/220’nin  kompleman reseptdéri. CR2/CD21 ile etkilesmesi
sonrasinda girer. Viral genomun c¢ekirdege transferinin ardindan latent
genlerin ekspresyonu baglar. EBV’nin latent fazi sirasinda en az 11 gen
eksprese olabilmektedir. Bu genlerden bazilari transformasyonda rol
oynar. Transformasyonda gb6rev alan proteinler EBV nUkleer antijeni
(EBNA)-2, EBNA-3 ailesi ve latent membran proteini (LMP)-1'dir. EBNA-1
replikasyon igin gereklidir, LMP-2 ise viral latentligin sUrdUrilmesinde
goérev alir. In vitro kosullarda B lenfosit transformasyonu igin gerekli
olmayan EBNA- éncu protein (leader protein, LP), transforme B hiicresinin

uzun dénemdeki bilytimesinden sorumludur®.

EBNA-1 geni DNA baglayici bir proteini kodlar; bu protein
virisliin enfekte hicre icinde replikasyonunda gérev alir. Bu gen, latent
fazin sOrddrdlebilmesi igin gerekli oldugundan her tip latent fazda
bulunmaktadir. EBNA-1, basta Burkitt lenfoma olmak Gzere, EBV ile iligkili

malignitelerin viral patogenezinde de gbrev ahr?®,

EBNA-2'nin transformasyonda goérev aldigini gésteren ilk
calismalar, EBV ile enfekte Burkitt lenfoma hicre dizisi olan P3HR-1 ile
yapiimistir. Bu dizide virlsin transformasyona yol agmamasinin nedeni
EBNA-2 kodlayan gen bdélgelerindeki delesyondur. Bdylece EBNA-2,
transformasyonda mutlaka gerekli olmasinin yani sira; CD23, CD21, LMP-
1 ve LMP-2'nin B lenfosit ylizeyindeki ekspresyonlarini da artirmaktadir®.



EBNA-3 ailesi icerisinde 3A, 3B ve 3C olarak adlandirilan
alt tipler bulunmaktadir. Bunlardan 3B, EBV transformasyonu igin gerekli
degildir. EBNA-3 proteinleri bir 16sin zincir motifi tagirlar, bu motif pek ¢cok
memeli transkripsiyon faktérd ile homoloji gdstermektedir, ancak bu

proteinlerin kesin gdrevleri heniiz net olarak tanimlanamamistir®.

EBNA-LP ve EBNA-2, B hicrelerinin enfekte olmasinin
ardindan eksprese olan ilk proteinler olup birlikte siklin D2 sentezini aktive
ederek B lenfositlerin hiicre siklusunda G1 fazina girmelerini saglarlar.
BNA-LP’nin, retinoblastom proteini ve p53 timér baskilayici protein ile

ayni lokalizasyonda bulundugu gdsterilmistir®.

LMP-1 ise pleiotropik etkilere sahip olan; eksprese
oldugu hicrede yuzey molekulllerinin sentezini artiran, antiapoptotik
proteinleri uyaran ve IL-6 ile IL-8’in sentezlerini stimlle eden transforme
edici bir major molekildir®®. Yapilan bazi calismalar, LMP-1’in timér
nekroze edici faktér reseptdéri (TNFR) sidperailesinin bir Gyesi olarak
aktive oldugunda pek cok sinyalizasyon yolagini, liganddan bagimsiz bir
sekilde tetikledigini, gdstermektedir>?°. LMP-2'nin ise in vitro kosullarda B

hiicre transformasyonu igin gerekli olmadigi gdsterilmistir®.

Latent genlerin  ekspresyonu, cesitli  dokularda
farkllasmanin derecesine ve tumor tipine bagl olarak degisiklik
gOsterebilir. Bu bilgi viral latent fazin Gg¢ farkll sekilde incelenmesini
saglamigtir. Her UG¢ fazda bulunan EBV proteinleri ve bu fazlarin
Ozelliklerini tagiyan tamor tipleri birbirinden farkhdir. Buna goére 1. tip latent
faz 6zelligi (latency ) gbsteren Burkitt lenfomada EBNA-1 proteini
eksprese olurken, 2. tip latent fazda EBNA-1 ile birlikte LMP-1 ve LMP-2
proteinleri eksprese olmaktadir. Bu latent faz paternini gésteren timérler;



diferansiye olmayan nazofaringeal karsinom, Hodgkin lenfomasi ve T
hucreli lenfomadir. EBNA-1, EBNA-2, EBNA-LP, EBNA-3A/3B/3C, LMP-1
ve LMP-2 proteinleri ise immunoblastik lenfoma ve post-transplant

lenfomada gézlenen 3. tip latent fazda bulunurlar®.

LMP-1  ekspresyonu, primer B hicresinde EBV
enfeksiyonu ve aktivasyonu ile iligkili pek ¢ok degisiklige neden olur. Bu
degisiklikler arasinda kimelenme (clumping), CD23, CD39, CD40 ve
CD44 yizey molekillerinin  ekspresyonunda artis ile CD10
ekspresyonunda azalma sayilabilir. Bunun yani sira artmig LMP-1
ekspresyonu bcl-2, MCL-1 ve A20 gibi anti-apoptotik proteinleri
indUkleyerek B hicrelerini apoptozise kargi korumaktadir. LMP-1; IL-6 ve
IL-10 Uretimini de uyararak EBV enfeksiyonuna karsi enflamatuvar ve

immiin yanitlarin gelisimini destekler®.

Kis ve arkadaslan®’, in vitro ortamda EBV ile enfekte
edilen ve yalnizca EBNA-1 eksprese eden Hodgkin lenfoma kaynakili
hiicre dizisinde, CD40 ligand ve IL-4 uygulamasinin ardindan LMP-1’in
indUklendigini gdstermigler, bunun ardindan yaptiklari diger bir calismada
ise farkh hicre dizilerinde EBNA-2 yoklugunda hem insan hem de EBV
tarafindan kodlanan IL-10’'un da LMP-1’i indUkleyebildigini belirtmiglerdir.
IL-10’un, 6strojen yoklugunda EBNA-2'nin baskilandigi lenfoblastoid hiicre
dizisi olan ER/EB2-5'te LMP-1’i indUkledigi, ayrica transforme olmamis ve
EBNA-2’den yoksun EBV susu olan P3HR-1’in de LMP ekspresyonunu
indUkledigi, EBV pozitif NK lenfoma hlcre dizisinde ise LMP-1
ekspresyonunu artirdigi bildiriimistir?’. Yapilan baska bir calismada ise
Burkitt lenfoma hlicre dizisinde ve transforme olmamis B hiicrelerinde

EBNA-2'nin, IL-18 reseptériiniin 2 ayri zincirini indiikledigi gdsterilmistir®®.



In vitro ortamda farkh hicre dizilerinden olusan B hicre
panelinde yapilan bir ¢calismada, hicrelerin bir kismi fakli EBV suslari ile
enfekte edilmis ya da transformasyon ile iligkili viral genle transfeksiyon
saglanmistir. Daha sonra polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile yapilan
incelemede, EBNA-2 geni defektif olan bir virus susu tasidigi bilinen Daudi
hicre serisi disinda tim EBV pozitif Burkitt lenfoma hicre serileri ile
lenfoblastoid hucre serilerinde insan IL-10 mRNA’si saptanmistir. Bu
calisma sonuglari, daha dnceki calismalarda elde edilen LMP-1’in EBV
tarafindan indiklenen B lenfosit transformasyonunda goérev alan hicresel
transaktivasyonda rol oynadigina iliskin bulgulari desteklemektedir®®.
Eliopulos ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger calismada da®
karsinom hucre dizilerinde ve SV40-transforme keratinositlerde, CD40
ligasyonuna benzer bir sekilde LMP-1 ekspresyonu sonrasinda IL-6
olusumunun indUklendigi  gdsterilmigtir.  IL-6'nin  epiteliyal  hicre
blyUimesini destekledigini gbsteren c¢esitli ¢alismalardan sonra, IL-6
sekresyonunun CD40 ligasyonu ve LMP-1 ekspresyonu sirasinda benzer
sekilde timoér nekroze edici faktdr reseptor iligkili faktdr (TRAF) proteinleri
aracihgr ile kontrol edilebilmesi de, normal ve transforme epiteliyal
hicrelerin ~ blyime  surecinde  dnemli  olabilecedi  sonucunu

desteklemektedir®.

Sitokinlerin hastaligin evresine bagh olarak gésterdikleri farkli
yanitlar, konak ile EBV aracili lenfoblastik transformasyon slreci
arasindaki iligkinin pek c¢ok farklh parametreye baglh oldugunu ortaya
koymaktadir. Sitokin salinmasi, akut ve kronik enfeksiyon sirasinda
degisebildigi gibi, transformasyon sirecinde de transformasyonun tipine,
eksprese olan proteine ya da gelisen timére goére farkhiliklar

gbstermektedir.



2.3. B95-8

B95-8; lenfoblast ve fibroblast morfolojisinde, tamarin cinsi
maymun periferik kan lenfosit dizisidir. YUksek titrede transforme edici

virion seklinde EBV salgilama 6zelligine sahiptir®’.

IFN-a’'nin  transformasyon Gzerindeki inhibe edici etkisini
inceleyen bir calismada, B95-8 hucre dizisi ile klinik olarak elde edilmis
EBV izolatlan arasinda inhibisyon acgisindan herhangi bir fark
saptanmamistir’®. Transformasyon 6zelligi hiicrenin elde edildigi diziye
bagli olup; B95-8 ile birlikte farkh bir seri olan P3HR-1 kullanilarak yapilan
bir calismada, virist salgilayan P3HR-1 dizisi, sahip oldugu kaguk bir
delesyon nedeniyle transformasyonu saglayamamaktadir®®. Ayrica yine
ayni galismada B95-8 ile inklibasyon sonrasinda siddetli bir IL-1 ve TNF- a
dretimi  gézlenmekte, buna karsilk P3HR-1 dizisinde bu etkiyle

karsilagiimamaktadir.
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Tablo 1 : B95-8 hiicre dizisinin dzellikleri®

Profil

EBV Ureten maymun (tamarin) lenfosit hiicre
dizisi

Uretildigi kaynak

Cotton-top tamarin

Bilimsel adi

Saguinas oedipus

Vaka 6ykiisu

Lokositler

Siniflama

Transforme hiicre

Hazirlandigi doku tipi

Kan

Besiyeri

%10 oraninda 1si ile inaktive edilmis fetal sigir
serumu iceren RPMI1640

Pasaj metodu

Basit diliisyon

CO, Konsantrasyonu

%5

Yasam siiresi

Sonsuz

Morfoloji

Lenfosit benzeri

Ozellikleri

EBYV ile transforme olmus lenfosit hiicre dizisi;
hicreler EBV (herpesvirus 4) saliyor

Tepit edilen viris
DNA’sI

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

Ozel not

B95-8 hicre dizisi, EBV kaynagi olarak
kullaniimaktadir.

EBV’nin insan B lenfositlerini enfekte etme
yetenegi bilindiginden B95-8 hicre dizisi
BiyogUvenlik Tip 2 Laboratuvarlarda
cahsiimalidir
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2.4. Hicre Kultari

Hucre kultdr(, prokaryotik ya da dkaryotik hiicrelerin kontrol
edilebilen sartlar altinda Gretilmesi teknigidir. Hicre kaltiri cahsmalan
aracihgr ile metabolizma ile iligkili mekanizmalarin yanisira, sinyal
transdiksiyonu ve gen ekspresyonunun regulasyonu ile ilgili bilgilere de
ulagsabilmek mumkin hale gelmistir.

Bir organizmanin dokularindan in vitro hicre ¢ogalmasi
olmaksizin hazirlanan kiltire “primer KkaltGr” denir. Kaltir ortamindan
alinip c¢ogaltilan hicrelerden olusan kiltir ise “sekonder hicre kalttrd”
olarak tanimlanir. Bazi timdrlerden elde edilen hicreler diginda primer
hicre kadltdrlerinin pek c¢ogu sinirh bir yasam siresine sahiptir. Belirli
sayidaki bdlinmenin ardindan hicreler yasamayi surdurdikleri halde,
yaglanarak bdlunme  o6zelliklerini  kaybedebilirler.  Transformasyon
sonrasinda hucreler 6lumsuzlik 06zelligi kazanabildikleri gibi, tumoral
dokulardan elde edilen surekli hiicre serileri de yine 6lumstz karaktere
sahip olabilir.

Tek bir hdcre tipi hakkinda elde edilebilecek en iyi bilgi, o
hicrenin dokudaki diger hlcre tiplerinden ayrildiktan sonra Uretilmesi ile
saglanabilmektedir. Farkl hicre tdrlerini ayirmak igin degisik yontemler
uygulanabilir. Kaltir ortamindaki hicrelerden bazilari  sivi ortamda
ureyebildikleri gibi “adheran hicreler” olarak tanimlanan bir grup hicre de
katt ortama tutunarak drerler. Kuoltir ortaminda bu hicrelerin
blyuyebilmeleri ve bélinerek cogalabilmeleri icin mutlaka yeterli miktarda
alan ve besiyeri bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle kalttrler gunlik
olarak kontrol edilmeli, ortama dlzenli olarak besiyeri eklenmeli ve 6l
hicreler uzaklastinimahdir. KultGrdeki hicreler énce “sessiz evre (lag

fazi)” denilen bir déneme girerler. Bunun ardindan yiksek metabolik
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aktivitenin gézlendigi “logaritmik artis (Ureme) dénemi” baslar. Hcreler,
hicre sayisinin sabit kaldidi bir duragan evreye girdiklerinde besiyerinden
alinmalari gerekmektedir. Yogunlugun arttigr kaltir ortamlarinda, hicre-
hicre temasinin “kontakt inhibisyon” adi verilen bir mekanizma sonucunda
blyimenin durmasina neden oldugu ve ayni zamanda hucresel

farklilasmayi da tetikleyebildigi bilinmektedir.

Hucre koltorG g¢aligsmalarinda en sik yasanan problemlerin
basinda kontaminasyon gelmektedir. Bu nedenle basarili bir htcre kaltari
icin ortamin, kullanilan besiyerleri ve diger maddelerin mutlaka steril
olmasi gereklidir. Genellikle kontaminasyonun baslica nedeni farkh
kisilerce kullanilan ortak stok sollsyonlaridir. Komplet bir kiltir ortaminda
hucrelerin beslenmesi igin, besi ortamina serum, L-glutamin ve tercihe
bagli olarak antibiyotik eklenmesi gerekmektedir. Serum olarak en sik
kullanilan fetal sigir serumudur (fetal bovine serum, FBS), bunun diginda
at serumu ya da insan serumu da kullanilabilir. Kullanilan FBS’nin
mikoplazma agisindan temiz ve endotoksin miktarinin disik/yok oldugu
dretici tarafindan dogrulanmis olmalidir. Hiicre kultirlerinde énlem olarak
antibiyotik  kullaniimasi mutlaka  gerekli olmamakla  birlikte,
kontaminasyonlarin  dnlenebilmesi  agisindan, 06zellikle tecribesiz
arastiricilar icin, 6nerilen bir yontemdir. En sik kullanilan antibiyotikler
penisilin ve streptomisindir. Primer hidcre kdltlrirlerinde ise doku
izolasyon tekniklerinin yarattigi riskler g6z 6ninde bulundurularak rutin
olarak antibiyotik kullaniimasi &nerilmektedir. Ozellikle primer kdiltir
hicreleri ve immortalize hicreler Gredikleri ortamin pH’sina karsi oldukca
duyarlidir. Besiyerleri pH indikatéri olarak siklikla fenol kirmizisi
icermektedirler. Besiyerinin renginin kirmizidan giderek mor bir renge
dénusmesi, kullanici igin, var olanin yerine taze bir besiyeri hazirlamak
gerekliligi agisindan uyarici olmaktadir®.
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EBV’'nin en belirgin &zelliklerinden bir tanesi hucrelerde
neden oldugu transformasyondur. Yabanci bir DNA’nin hiicre igine girerek
konak DNA’sinin bir parcasi haline gelmesi ve DNA’daki genlerin
ifadelenmesi sonucunda hicrenin degisime ugramasi “transformasyon”
olarak tanimlanmaktadir®®. Doku kiltiriindeki hiicrelerin transformasyonu,

“transfeksiyon” olarak da ifade edilmektedir.

Transforme olan hicreler diger hdcrelerden belirgin bazi
farkliliklar gostermektedir. Transformasyona bagl degisiklikler, virlsun
CD21 molekllt araciligr ile hicreye baglanmasini takiben saatler
icerisinde gelismeye baglar, ancak 3-4. ginden sonra belirgin hale gelir.
Aktif olarak blytyen bir hicre kiltirinde gelisen transformasyonun en
belirgin morfolojik bulgusu, flask zemininde olusan hicre kUmeleridir
(clumping); hicre kimeleri blylimekte olan bir hicre kdltirinde ¢iplak
g6zle gorilebilen ilk degisiklik olarak kabul edilmektedir. Tam bir
transforme hiicre kiltlrl olusmasi i¢in 6-8 hafta kadar bir stire gegcmesi
gerekmektedir. Transforme olan hicrelerde Ureme tarzindaki, hucre
yUzeyindeki degisiklikler ile birlikte birtakim biyokimyasal farklilagsmalar ile
timorogenisite ve kromozomal farklilagsmalarin yanisira cesitli morfolojik
degisiklikler de meydana gelmektedir. Hlcreler, temas inhibisyonunun
kaybolmasi sonucunda Ust Uste Ureyerek kalin tabakalar meydana
getirirler. Ayrica transforme htcrelerin kati ylzeye tutunma yetenekleri de

azalir.

2.5. Diger Sitokinler

2.5.1. Timo6r Nekroze Edici Faktbr-a

TNF-a, gram negatif bakteriler ve diger enfeksiy6z ajanlara
kargl gelisen akut enflamatuvar yanittan sorumlu primer sitokindir, ayrica

agir enfeksiyonlarda gérilen pek c¢ok sistemik komplikasyonun

14



gelismesinde de sorumludur. Baglica saliverildigi kaynak, aktive olmus
mononukleer fagositer hiicreler olmakla birlikte TNF-a, antijen ile uyariimig
T lenfositlerden, dogal 6ldurtcu hicrelerden (natural killer, NK) ve mast
hicrelerinden de salverilebilir. TNF-a’'nin en gugli uyarani LPS’dir. T
lenfositler ve NK hcrelerinden saliverilen IFN-y, LPS ile uyarilan

makrofajlardan TNF sentezini artirmaktadir®’.

TNF-a’nin 55 kD ve 75 kD molekdl agirhidinda iki reseptdri
bulunmaktadir (TNF-RI ve TNF-RIl); her iki reseptdr de pek ¢ok farkl
hicre ylzeyinde yer almaktadir. Knockout fareler ile yapilan calismalar,
sitokin fonksiyonu agisindan en 6nemli reseptérin TNF-RI oldugunu
ortaya koymaktadir. TNF reseptér ailesinin Gyeleri gen ekspresyonunu ya
da apoptozisi indikleyebildikleri gibi bazi aile Uyeleri her ikisini de
uyarabilmektedirler®”.

TNF-a’'nin temel fizyolojik fonksiyonu, enfeksiyon bdlgesine
nétrofil ve monositlerin toplanmasini saglamak ve bu hiicreleri mikroplarin
eradikasyonunu saglamak Uzere aktive etmektir. TNF-a bu islevleri,
vaskuler endotel hicreleri ile |6kositler Uzerindeki cesitli etkileri yolu ile
saglamaktadir. Bu da 6zellikle lokal enflamatuvar yanit gelisimi agisindan
6nem tasimaktadir. DU0sUk miktarlarda saliveriien TNF-a, endotel
hicrelerinde adezyon molekilleri ile IL-1 ve kemokin Gretimini tetikleyerek
lokal inflamasyonu dizenlerken; orta miktarda TNF-a saliveriimesi beyni
etkileyerek atese, karacigerden akut faz proteinlerinin salgilanmasina ve
kemik iliginde I6kosit Gretimini tetikleyerek sistemik etkilerin ortaya
¢citkmasina yol agar. YUksek duzeylerde saliverilen TNF-a ise kagseksi
gelisimini tetikler, miyokardiyal kontraktilite ile vaskiler diiz kas tonusunu
inhibe eder ve karacigerde hipoglisemiye neden olarak sok tablosunun

ortaya ¢ikmasina neden olur. TNF-a dizeylerinin 6lgulebilmesi, LPS ile
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indiklenmis TNF-a ve diger bazi sitokinlerin Uretimi sonucunda gram
negatif bakterilere karsi gelisen septik sok sendromunda hastaligin
prognozu agisindan prediktif bir degere sahiptir®’.

2.5.2. interferon-y

Tip Il interferon olarak da bilinen IFN-y, hem dogal hem de
kazanilmis immun yanitta makrofajlar aktive eden bir sitokindir. Baslica
kaynagr CD8" T hicreler, Th1 tipi hlcreler, NK ve NKT hucreleri, yd-T
hucreleri, B lenfositler, dendritik hlicreler ve aktive makrofajlardir. IFN-y,
CD4" T lenfositlerin Th1 tipine farklilagsmasini saglar. NK hiicre yanitinda
artisa neden olan IFN-y, Th2 alt tipindeki hiicreleri ise inhibe eder. Cesitli
hicrelerde antijen sunumunu ve opsonizasyonu tetikleyen IFN-y, makrofaj
ve endotel hiicrelerini aktive eder, CD8" T lenfositlerin olusumuna katkida
bulunur, makrofaj ve endotel hicrelerini uyarir, B hlcre proliferasyonuna
ve faklilasmasina neden olur. IFN-y, ylzey reseptérlerinde artisa yol acar,
nitrik oksit ve sUperoksit sentezini tetikler, lenfosit ve monosit
kemotaksisini indUkler, kaseksi olusumuna neden olur ve antiviral etkinligi
artinr. IFN-y, inflamasyon sirasinda makrofaj ve dendritik hiicreleri aktive
ederek, dogal ve kazanilmig immdn yanit arasinda bir kdpri olusturur®.

2.5.3. interldkin-6 (IL-6)

IL-6, hem dogal hem de kazaniimig immin yanitta rol
oynayan bir sitokindir. Monontkleer fagositer hlcrelerden, vaskiler
endotelden, fibroblastlardan ve diger bazi hlcrelerden, mikroplara ve
Ozellikle IL-1 ve TNF gibi diger sitokinlere yanit olarak saliverilmektedir;
ayni zamanda bazi aktive T lenfositlerin de IL-6 sentezledikleri
bilinmektedir. IL-6’nin fonksiyonel formu homodimer yapidadir. IL-6
reseptéri her biri Tip-1 sitokin reseptdr ailesine dahil olan bir sitokin
baglayici protein ile sinyal iletici alt Gniteden olusur. 130 kD’luk molekuler
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agirhida sahip sinyal iletici alt dnite, ayni zamanda “gp130” olarak
adlandirihr ve diger sitokin reseptorlerinin de sinyal komponentleri
arasinda yer almaktadir. IL-6 tarafindan uyarilan basglica sinyal yolu JAK1
ve STAT3 molekillerini icermekte olup, aktivasyonu gesitli genlerin

transkripsiyonuna yol agmaktadir®’.

IL-6 temel olarak B lenfositlerin imminoglobulin yapimini
indukler, T lenfositleri uyararak IL-2 yapimini tetikler, hematopoetik koloni
stimilasyonunu saglar, glukokortikoid sentezini artinr, osteoklast
aktivasyonuna katkida bulunur, keratinositlerin  bUyUmesini uyarir,
enfeksiyonlara kargi 6zgul olmayan direng saglar. Ates olusumunda da rol
oynayan IL-6, IL-1 ve TNF ile sinerjistik etkiye sahip bir sitokindir®.

Dogal bagisikhkta akut faz proteinlerinin sentezini tetikleyen
IL-6, CSF’ler ile birlikte cahsarak nétrofil Gretimini artinr. Kazanilimig
immdn yanitta ise, IL-6 antikor Ureten hlcreler haline gelmis olan B
lenfositlerin  blyUmelerini tetikler. Benzer sekilde neoplastik plazma
hicreleri (miyelomalar) icin de blylume faktérl olarak gérev yapan IL-6,
ayni zamanda miyeloma hucrelerinden de otokrin bir blyime faktéru
olarak saliverilmektedir. Bunlara ek olarak IL-6, miyelomalardan koken
alan monoklonal antikor Ureten hibridoma hucrelerinin de bayamelerini
tetiklemektedir. Ayrica IL-6, IL-17 gibi ¢esitli proenflamatuvar sitokinlerin
dretimini artirarak ve duzenleyici T hacrelerin (Treg) aktivasyonlarini

baskilayarak hiicre aracili immiin yaniti da diizenlemektedir®”.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Cihaz Listesi

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

ELISA yikayici (Columbus Plus, Tecan, Tecan Austria GmbH, Grddig,
Avusturya)

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

Sivi azot tanki (AirLiquid, Fransa)

Derin dondurucu (Sanyo, MDF-U51865, Japonya)

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

Laminar akimli gtivenlik kabini (NUAIRE Biological Safety Cabinets, Class
[l A/B3, Model No: NU-425-400, Plymouth, ABD)

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

Wetzlar, Aimanya)
Hassas terazi (Shimadzu, AY120,SPM, Japonya)

Su banyosu (Termostatli, 1sitmali, rotorlu) (Heto Holten A/S OBN 18, Heto
HMT 200, Allerod, Danimarka)

Distile su cihazi (Millipore, Q-GardR 1 kartuslu, Milli-QR Synthesis A 10
TM, Molsheim, Fransa)

Dairesel Hareketli Galkalayici (Orbital shaker) (Biosan OS-20, Medical —
Biological Research & Technologies, Litvanya)

Yatay Calkalayici (Horizantal Shaker) (Biosan, Medical-Biological Res. &
Tech., Litvanya)

Vorteks (Labnet International, Woodbridge, ABD)
Microstat bilgisayar tabanli istatistik programi

MS Excel, Office XP
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SPSS v.10.0 for Windows bilgisayar tabanli istatistik programi

3.2. Kullanilan Gerec Listesi

250 mL'lik, 75 cm? DNAse RNAse free, steril, nonpirojenik hiicre kultiir
siseleri  (Cell culture flask, CellStarR, Greiner Bio-one GmbH,
Frickenhausen, Almanya)

Konik tabanli, kapakhh 50 mllik steril polipropilen tip (Greiner, Bio-one
GmbH, Almanya)

Konik tabanli, kapakli 15 ml’lik steril polipropilen tip (Greiner, Bio-one
GmbH, Almanya)

1,5 ml'lik eppendorf tiip (LP, SPA, italya)

1 ml'lik steril enjektér (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Trkiye)
5 ml'lik steril enjektdr (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Tirkiye)
10 ml'lik steril enjektor (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Tirkiye)
20 ml'lik steril enjektdr (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Tiirkiye)
50 ml'lik steril enjektér (Hayat Tibbi Aletler, istanbul, Tiirkiye)
Thoma lami (Marienfeld GmbH&Co.KG, Almanya)

48 cukurlu hdcre kuoltdr plagr (Greiner bio-one CELLSTAR, TC-Plate
No0.677180, Almanya)

96 ¢ukurlu diiz tabanli mikroplak (Greiner Bio-one CELLSTAR, Almanya)

0,2 Yluk enjektér filtresi (Orange Scientific, Gyro Disc CA, Katalog No.
1520012, Belcika)
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3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Fetal sigir serumu (fetal bovine serum) (BiochromAG, Katalog No. S0115,

Almanya)

RPMI-1640 (2.0 g/l NaHCO3, stabil glutamin iceren, disik endotoksinli)
(Biochrom AG, Katalog No. FG1215, Almanya)

%0,9 izotonik sodyum klorir (NaCl) soltisyonu (I.E.Ulagay llag Sanayii,
Turkiye)

Heparin (Nevaparin, 5000 IU/ml; Mustafa Nevzat ila¢ Sanayii, istanbul)

Ficoll-Hypaque (Histopaque-1077, Sigma Aldrich Co., Katalog No. 1077-1,
St. Louis, MO, ABD)

Tripan mavisi (Applichem, C.l. 23850, CAS No. 72-57-1, Darmstadt,
Almanya)

Fitohemagliitinin (PHA-L) (Sigma Aldrich Co., Uriin No. L2769, St. Louis,
MO, ABD)

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

3.4. Hazirlanan Soliisyonlar

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

3.5. Kullanilan Kitler

Biochip Sequence EBV (EBV kapsid antikorlarinin tespiti igin
immunofloresan kiti) Euroimmun Medizinische Labordiagnostica AG,
Almanya)

Neopterin ELISA kiti (96 testlik) (Katalog No. DE 65101, Demeditec
Diagnostics GmbH, Almanya)
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insan TNF-a ELISA kiti (96 testlik) (Katalog No. KHC3014, BioSource
International Inc., ABD)

insan IFN-y ELISA kiti (96 testlik) (Katalog No. KHC4021BioSource
International Inc., ABD)

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

International Inc., ABD)

3.6. Yontemler

3.6.1. EBV Ureten B95-8 Hiicre Dizisinin Kiiltiir
Calismada EBV kaynagi olarak kullanilan B95-8 hicre dizisi,

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi imminoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof. Dr. Cemalettin Aybay’in hlicre bankasindan temin edildi. Sivi azot
icinde muhafaza edilen hiicre dizisi, calismada kullaniimak Gzere 37°C’de
Coligan ve arkadaslarinin®® tanimladigi sekilde ¢éziildii ve 15 ml PBS
icinde 1200 rpm’de (300 x g) 10 dakika santirf(ij edildi. Ustte yer alan
stpernatan, biyo-glvenlik kabini icinde atiklar icin kullanilan 9%10’luk
hipoklorit dolu kaba aktarildiktan sonra, ¢okeltideki (pellet) hiicreler 10 ml
PBS icinde tekrar homojenize edildi ve bir kez daha 1200 rpm’de (300 x g)
10 dakika santirfij edildi. Galismanin sonraki basamaklarinda da EBV
iceren butln atiklar, atilmadan énce 10 dakika %10’luk hipoklorit ¢dzeltisi
icinde tutuldu. Ustte yer alan siipernatan -yukarida anlatildigi sekilde-
atildiktan sonra, hiicre pelleti daha énceden 37°C’ye getirilmis, %10 FBS
ile zenginlestiriimis 20 ml RPMI-1640 besiyeri icinde homojenize edilerek
75 cm® lik hiicre kiltir flaskina aktarildi. Flask 37°C, %5 CO:
konsantrasyona ayarlanmis su ceketli etlv igerisine konuldu. Hicrelerin
yeterli yogunluga ulasmalar icin kdltdr flasklari 3 gin boyunca etlvde
inkiibe edildi.
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3.6.2. Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma icin Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Etik
Kurulu’ndan 22 Ekim 2007 tarih ve 354 sayili karar ile izin alinmistir.

Galismanin birinci basamagina Bilgilendirilmis Olur Formu
imzalamis 20 saglkli génullh katildi. Asagida anlatildigr sekilde EBV IgM
acisindan seronegatif oldugu gésterilen her bir génilliden sad koldan
antecubital venden 20 ml periferik venéz kan alindi. Periferik kan
mononiikleer hiicre izolasyonu®® ve transformasyon*', Coligan ve
arkadaslarinin tanimladigi ydntem modifiye edilerek gergeklestirildi. Alinan
kan 6rnekleri 50 ml'lik steril konik tabanli polipropilen tlpler icerisinde 20
ml kan, 20 ml 9%0,9 izotonik sodyum klorUr solisyonu (serum fizyolojik,
SF) ve 200 pl heparin olacak sekilde karistirildi. 20 ml'lik iki ayri enjektére
cekilen bu karisim, 7,5 ml Ficoll-Hypaque Uzerine, karigmalari
engellenerek damla damla olacak gekilde yayildi. 1500 rpm’de (400 x Q)
30 dakika santrif(j edildikten sonra, her iki tipten elde edilen periferik kan
mononUkleer hicreleri (buffy coat) steril pastér pipeti ile toplanarak 10-15
ml arasinda degisen miktarlarda tek bir steril 50 ml’lik konik tabanli tlpe
aktarildi. Elde edilen buffy coafin Gzeri toplam 40 ml olacak sekilde SF ile
tamamlandiktan sonra 2000 rpm’de (800 x g) 10 dakika santrifdj edildi.
Santriflij sonunda sUpernatan atildi, pellet igerisindeki hicreler homojenize
edildi ve Gzerine 40 ml SF eklenerek 1800 rpm’de (700 x g) 10 dakika
santrifij edildi. Santrif(j sonunda Ust kisim atildi, pellet homojenize edildi
ve Uzerine 40 ml SF eklenerek 1800 rpm’de 10 dakika daha santrifQj
edildi. Elde edilen pellet 3 ml SF ile homojenize edildikten sonra hiicreler
%0,04 Tripan mavisi ile 1:1 oraninda karistirildiktan sonra Thoma laminda
sayildi. 500.000 hicre/cukur olacak sekilde %10 FBS iceren RPMI-1640
ile dilie edildikten sonra 48 cukurlu hicre kultar plaklarina 10’ar pl %10
FBS iceren RPMI-1640; SF igerisinde hazirlanmis  1mg/ml

konsantrasyonda PHA (final konsantrasyonu 10 pg/ml), SF icerisinde
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hazirlanmis 2mg/ml konsantrasyonda LPS (final konsantrasyonu 20 pg/ml)
ile birlikte 10 ve 100 pl B95-8 slUpernatani eklenmis cukurlar Gzerine 1’er
ml olacak sekilde dagitildi. Ilgili plaklardan 0., 12., 24., 48. ve 72 saatler ile
1., 2., ve 3. hafta toplanan 6érnekler 300 pl/cukur olacak sekilde 96 cukurlu
diz tabanh mikroplaklara dagitildi ve ¢alisma zamanina kadar -80°C’de
saklandi (Sekil 1, 2).

%10 FBS iceren slpernatanlar ile yapilan 6n deneyler
sonrasinda, FBS’nin 6zgll olmadan neopterin sentezini uyardig
disUnuUlerek kultir ortaminda FBS yerine AB Rh(+) insan serumu
kullanilmasina karar verildi. Bu amagcla 42 yasinda saglikh, kan grubu AB
Rh (+) olan bir erkek goénilliden alinan 50 ml periferik vendz kan
orneginden elde edilen serum 56°C’de inaktive edildikten sonra 0,2 p’luk
filtreden gecirildi ve RPMI-1640 icerisine %2 konsantrasyonda olacak
sekilde ilave edildi.

Do6rdl kadin, doérdi erkek 8 saghkli géndlliden yeniden
alinan kan oOrneklerinden yukarida anlatilan sekilde izole edilen periferik
kan mononukleer hicreleri; bu defa kontrol grubu, PHA ile uyariimis grup,
LPS ile uyarilmis grup ve 10 pl/cukur B95-8 slpernatani ilave edilmis grup
olmak Uzere 48 cukurlu hicre kultar plagina dagitildi. 0., 12., 24., 48. ve
72 saatler ile 1., 2., ve 3. hafta toplanan hicre kultir sipernatani érnekleri,
300 upl/gukur olacak sekilde 96 cukurlu diz tabanli mikroplaklara

dagitilarak calisma zamanina kadar -80°C’de saklandi.

3.6.3. Immiinofloresan Yontemi ile EBV Antikorlarinin Saptanmasi

Goénullilerden ahnan kanlardan ayrilan serum 6rnekleri,

Oncelikle EBV kapsid antijenlerine kargl olusan antikorlarin tespit
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edilmesinde altin  standart”® olan immiinofloresan yéntemi ile
degerlendirildi  (Biochip Sequence EBV, Euroimmun Medizinische
Labordiagnostica AG, Almanya). Farkli EBV antijenleri ile kapli slaytlarda
viral kapsid antijenine (VCA) karsi gelisen IgG ve IgM tipi antikorlarin
yanisira ‘Early Antigen’ (EA) ve NuUkleer Antijene (EBNA) kargi gelisen
antikorlarin varhgi arastirildi, ayrica ayni testte anti-VCA IgG aviditesi de
degerlendirildi. Anti-VCA IgM varligi agisindan degerlendirilecek olan
serum o6rnekleri, EUROSORSB ile soliisyonu 1:10 oraninda dillie edilerek
IgG sinifindaki antikorlarin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi. BIOCHIP
slayti Gzerindeki ilgili bélgelere 25’er uyl serum 6rneklerinin eklenmesinin
ardindan 1 saat inklibe edilen slayt, 1 litre distile su i¢erisinde ¢6zulmus 1
paket PBS tuzu (pH 7,2) igerisine eklenen 2 ml Tween 20 sollsyonu ile
yikandi. Aviditenin degerlendirilece@i bolgeye 20 pl Ure, nikleer antijenin
degerlendirilecegi bélgeye 20 yl kompleman, diger bélgelere ise 20’ser pl
PBS-Tween eklendi ve slaytlar 30 dakika inklibe edildi. Bu sirenin sonuda
PBS-Tween sollsyonu ile yikanan slaytlardaki her bir bélgeye bu defa 20
pl isaretli antikor eklendi, 30 dakikalik inklbasyon suresinin ardindan
gbmiclt ortam (embedding medium) aracihigr ile uygun lamlar slaytlar

Uzerine kapatildi ve gérintiler immanfloresan mikroskopta degerlendirildi.

3.6.4. Hiicre Kiiltiir Stipernatanlarinda Sitokin Olciimi

37°C’lik  %5C0O, etlvinde bekletilen uyariimis ve
uyariimamis hdcre kiltir sUpernatanlarinda 12., 24. 48. ve 72. saatlerde
ve 1., 2., 3. haftalarda neopterin ile birlikte IFN-y, TNF-a dizeyleri ticari
enzim immunoassay (EIA) Kkitleri kullanilarak 6l¢uldd. IL-6 duzeyleri
neopterin sonuglarina dayanarak EBV salgilayan B95-8 slUpernatani ile
uyariimis gruplarda ve TNF-a ile IFN-y’nin belirgin sekilde ylkselmeye
basladigi 12. saatte hicre kiltirlerinden alinan stpernatan 6rneklerinde
ticari EIA Kkitleri ile Uretici firma talimatlan dogrultusunda caligilarak
olcalda.
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Neopterin 6l¢cimu icin kullanima hazir ticari bir neopterin
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kiti kullanildi (Neopterin
ELISA, Demeditec Diagnostics GmbH, Almanya). Kompetitif ELISA
ybntemi ile calisan bu testte, sUpernatan O6rnekleri ve standartlar 25
pl/cukur olacak sekilde poliklonal anti-neopterin antikoru ile kaph plaga
eklendi. Orneklerin (izerine 100 pl/cukur olacak sekilde 1:100 oraninda
neopterin-enzim diluent’i ile dilte edilmis neopterin-horseradish peroksidaz
(HRP) konjugat eklendikten sonra plak i1gikla maruziyetinin engellenmesi
icin siyah adeziv film ile kaplandi ve oda sicakhdinda horizontal shaker
tzerinde 200 rpm’de 90 dakika inklibasyona birakildi. Bu stirenin sonunda
plak 3 kez yikandi ve her bir cukura 100 pl substrat (tetra metil benzidin,
TMB) eklendi. Plak, karanlikta ve oda sicakliginda 30 dakika inklbe
edildikten sonra, reaksiyon 100 pl/cukur asidik durdurucu sollsyonla
durduruldu ve olusan renk degisikliklerine bagli optik dansiteler (OD) 450
nm’lik filtre kullanilarak otomatik ELISA okuyucusunda spektrofotometrik
olarak degerlendirildi.

TNF-a &lcimd igin kullanima hazir ticari bir ELISA Kiti
kullanildi (TNF-a ELISA, BioSource International Inc., ABD). Monoklonal
anti-TNF-a antikoru kaph plaklara her bir cukura 50 pl inkUbasyon
solisyonu  konulmasinin  ardindan  ilgili  gukurlara 200
kalibratdr/kontrol/stpernatan &6rnegi eklendi ve plak adeziv film ile
kapatilarak oda sicakliginda orbital shaker Gzerinde (700 rpm) 2 saat
inkGbasyona birakildi. Bu siUrenin sonunda 3 defa yikanan plaga 100
pl/gukur kalibratér-0 ve 50 pl/gukur anti-TNF-a-HRP konjugat eklendi ve
oda sicakliginda orbital shaker lzerinde (700 rpm) 2 saat inkibe edildi. 3
kez yikanan plaga 200 pl/gukur substrat (TMB) eklendi, oda sicakhgdinda
ve karanlikta 30 dakika inklbasyonun ardindan reaksiyon 50 pl/gukur
durdurucu soltsyon (H.SO4, 1,8N) eklenerek durduruldu ve olusan renk
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degisikliklerine bagli optik dansiteler 450 nm’lik filtre kullanilarak otomatik
ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

IFN-y &lcimid icin kullanima hazir ticari bir ELISA Kiti
kulanildi (IFN-y ELISA, BioSource International Inc., ABD). Monoklonal
anti-IFN-y antikoru kapli plaklara, her bir c¢ukura o&nce 50 pl
kalibratdr/kontrol/stpernatan érnedi eklendi, ardindan tim cukurlara 50 pl
anti-IFN-y-HRP konjugat ilave edildi ve plak adeziv film ile kapatilarak oda
sicakliginda orbital shaker Uzerinde (700 rpm) 2 saat inkibasyona
birakildi. Bu sUrenin sonunda 3 defa yikanan plaga 200 pl/cukur substrat
(TMB) eklendi, oda sicakliginda ve karanhkta 15 dakika inkibasyonun
ardindan, reaksiyon 50 pl/cukur durdurucu sollisyon (H>SO4, 1,8N)
eklenerek durduruldu ve olusan renk degisikliklerine bagl optik dansiteler
450 nm’lik filtre  kullanilarak  otomatik ELISA  okuyucusunda
spektrofotometrik olarak degerlendirildi.

IL-6 6lcUmU icin kullanima hazir ticari bir ELISA kiti kullanildi
(IL.-6 ELISA, BioSource International Inc., ABD). Monoklonal anti-IL-6
antikoru  kapli  plaklara, her bir cukura 6nce 100 i
kalibratdr/kontrol/stpernatan érnedi eklendi, ardindan tim cukurlara 50 pl
biotin-anti-IL-6 konjugat ilave edildi ve plak adeziv film ile kapatilarak oda
sicakliginda orbital shaker Uzerinde (700 rpm) 2 saat inkibasyona
birakildi. Bu surenin sonunda 4 defa ylkanan plaga 100 pl/cukur
streptavidin-HRP eklenerek oda sicakhginda orbital shaker Gzerinde (700
rom) 30 dakika inkUbe edildi. 4 kez yikanan plaga 100 pl/cukur substrat
(TMB) eklendi, oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inklbasyonun
ardindan reaksiyon 100 pl/cukur durdurucu sollsyon eklenerek durduruldu
ve olusan renk degisikliklerine bagl optik dansiteler 450 nm’lik filtre

kullanilarak otomatik ELISA okuyucusunda spektrofotometrik olarak
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degerlendirildi. Konsantrasyonu 500 pg/ml'nin Gzerinde ¢ikan ¢ukurlardaki
Ornekler, kit igerisinden saglanan 6rnek ¢6zlcl ile 1:5 oraninda dilue
edildikten sonra optik dansiteleri yeniden okutuldu ve bulunan degerler

dilisyon faktori olan 5 ile garpilarak gergek konsantrasyonlar hesaplandi.
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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

Sekil 1 : 48 cukurlu

konfiglirasyon.

hiicre kultiria plaklarina dagitilan hiicrelere ve uyaranlara ait

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
Sekil 2 Hiicre kiiltiir plaklarindan alinan o6rneklerin 96 cukurlu plaklara

dagitilmasina ait konfiglirasyon.
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3.7. istatistiksel Analiz

EIA calismalarinin sonucunda &rneklere ait neopterin ve
sitokin miktarlarinin hesaplanmasinda bir bilgisayar istatistik programi olan
Microstat kullanildi ve konsantrasyonlari bilinen standartlardan elde edilen
OD degerlerinden yararlanilarak &érneklere ait OD degerleri regresyon-
korelasyon analizine tabi tutularak o&rneklerdeki konsantrasyonlar
hesaplandi.

Galismanin istatistiksel analizinde bilgisayar tabanli bir
istatistik programi olan SPSS (versiyon 10.0) kullanildi. Galisma
sonucunda grup ortalamalari arasindaki fark tek yonlt multivaryans analiz
(ANOVA) ile degerlendirildi. Degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmasi halinde, Bonferroni dizeltmesi uygulandi ve farkin
hangi gruplardan kaynaklandigi tespit edildi. Ortalamalarin standart
hatalari yine SPSS ile hesaplandi ve situn grafikler (zerinde standart hata
cubuklari ile ifade edildi. Anlamlilik degeri olarak p<0.05 secildi (Sekil 1-
15'te; sekli karmasik hale getirerek anlasilirigini bozmamak adina
anlamlilik igsaretleri sekil Uzerine yerlestirilmemigtir. Bulgular metin iginde

verilmistir).
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4. BULGULAR
4.1. immiinofloresan Yoéntemi ile Saptanan EBV antikorlari

Calismaya katilmayi kabul eden saglikli génullller ilk olarak
EBV antijenlerine kargi gelisen antikor varhgi agisindan degerlendirildiler.
Imminfloresan mikroskopi yéntemi ile yapilan degerlendirme sonucunda,
gonalltlerin  higbirinin  akut EBV enfeksiyonu gegirmedikleri gosterildi
(Tablo 2): Tumdnde anti-VCA IgM negatif olarak bulundu. Géndlltlerin
timinde anti-VCA IgG pozitifti (Sekil 3), anti-VCA (IgG)-aviditeler de daha
dnce gecirilmis enfeksiyona isaret etmek lzere yiiksekti (Sekil 5). Ure ile
inklbe edilen ve edilmeyen serumlarin floresan yogunluklarina gore
degerlendirilen avidite, artan floresan yogunlugu ile dogru orantili olacak
sekilde 0 ile 5 arasinda degerlendirildi. Her iki serum arasindaki yogunluk
skoru farki 2'den fazla ise avidite dusuk, 2'den fazla ise yUksek olarak
kabul edildi.) Anti-EA (IgG) 16 6rnekten birinde pozitif, digerlerinde negatif
olarak saptanirken (Sekil 6), iki 6rnekte anti-EBNA (IgG) negatif (Sekil 7),
diger 6rneklerde ise pozitifti (Sekil 8).

4.2. Hiicre Kultir Sipernatanlarinda Neopterin Dizeyleri

Galismanin birinci kisminda 20 saglkli géndlliden alnan
periferik vendz kan &rneklerinden elde edilen mononUkleer hucreler
kullanildi.  Kdltar ortaminda 12. saatten itibaren tek hicre katmani
(monolayer) olusturarak flask zeminine tutunan hicrelerin EBV ile enfekte
olan grubunun, 1. haftadan itibaren digerlerinden daha belirgin hicre
kimeleri olusturduklari gézlendi (Sekil 9-15). Hlcre kuiltirinde in vitro
ortamda %10 FBS igeren RPMI icerisinde 0. saatte 6lgilemeyen neopterin
dizeyleri, kontrol grubu dahil olmak Uzere her doért grupta da 1. haftadan
sonra artarak 3. haftanin sonunda kontrol grubunda 40,41 nmol/l'ye, PHA
ile uyarilan grupta 34,26 nmol/I'ye, LPS ile uyarlan grupta 23,03 nmol/l'ye
ve EBV ile transforme edilen grupta 42,42 nmol/l'ye ulasti (Sekil 16).
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FBS’nin hucreler Uzerindeki uyarici etkisi nedeni ile
hicrelerin neopterin salgilamis olabilecekleri dustndlerek, 8 saghkli
goénulliden olusturulan ve %2 AB Rh(+) serum igeren hlcre kaltUrlerinden
elde edilen 6rneklerde de neopterin dizeyleri benzer sekilde, dért grupta
da zamana bagh artarak, 3 haftanin sonunda kontrol grubunda 40,53
nmol/l'ye, PHA ile uyarilan grupta 63,79 nmol/l'ye, LPS ile uyarilan grupta
48,20 nmol/l'ye ve EBV ile transforme edilen grupta 65,34 nmol/I'ye ulast
(Sekil 17). Neopterin ortalamalarinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi
sonucunda elde edilen farkin (p<0,05), neopterin dizeylerinin %10 FBS
eklenmis calisma grubunda 0. saatte &6lglilememesine karsilik; %2 AB
Rh(+) serum eklenen calisma grubunda yUksek olmasindan (0. saat igin
ortalama 5,78 nmol/l) kaynaklandigi distnuldi. EBV ile transforme edilen
grupta belirgin neopterin artisinin gerceklestigi 1., 2. ve 3. haftalarin
ortalamalari arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamh olmamasi nedeni
ile, caismaya AB Rh(+) serum iceren calisma grubundaki hicreler ile
devam edildi.

Baslangi¢c neopterin dizeyleri, 1., 2., ve 3. hafta neopterin
dlzeyleri ile karsilastirildiginda kontrol grubunda 0. saat dizeylerinin her
Uc¢ hafta sonuclarindan istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli oldugu
(p<0,05) gosterildi. PHA ve LPS ile uyarilan grupta neopterin artisi 48.
saatten itibaren anlamh bulundu (p<0,05) ve PHA ile uyarilan grupta 48.
saat degeri olarak 26,61 nmol/l, LPS ile uyarilan grupta ise 17,16 nmol/l
bulundu. Her uyaran igin 0. saat ile her G¢ haftanin degerleri
kargilastirildiginda ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamlh fark
vardi, ancak haftalar kendi aralarinda degerlendirildiginde fark anlamli
degildi (p>0,05). Transforme edilen grupta ise giderek artan neopterin
dlzeylerinin 48. saatte baslangi¢ dizeyi ile anlaml fark yaratan 17,08
nmol/l'ye ulastidi, ayrica istatistiksel olarak 0. saat neopterin dizeyleri ile
1. haftada 58,27 nmol/l, 2. haftada 67,21 nmol/l ve 3. haftada 65,34 nmol/|
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olan degerler arasinda anlamh fark bulundugu gésterildi (p<0,05); haftalar
kendi iglerinde degerlendirildiklerinde 1. hafta ile 2 ve 3. haftalar
arasindaki fark anlamli iken (p<0,05), 2 ve 3. haftalar arasindaki farkin
anlamli olmadigi gosterildi (p>0,05).

Gercgek neopterin artisini saptayabilmek ve daha acgik sekilde
gOsterebilmek Gzere yeni bir garfik (Sekil 18) hazirlandi; bu grafikte %2 AB
Rh(+) serum kullanilan ¢aligma grubunda, 0. saatte &lgulebilir olan bazal
neopterin dizeyleri, 12.saatten itibaren elde edilen degerlerden ¢ikartildi.
Bu uygulama ile; otomatik ELISA okuyucularin veri degerlendirme ve
hesaplama programlarindaki blank (koér) cukurlardaki background
(arkaplan) kirliligine ait OD degerlerinin  6rnek  degerlerinden
cikartiimasinda oldugu gibi, bir dizeltme yapilmasi saglanmis oldu.
Hazirlanan yeni grafikte hicre kaltir sOpernatanlarinda gbézlenen
neopterin artisinin ayni ortamlarda &lgtlen IFN-y artisi ile birliktelik
gosterdigi saptandi. 1, 2 ve 3. haftalar igin yapilan korelasyon analizinde
IFN-y ve neopterin dizeyleri arasinda 1. ve 3. haftada anlaml bir iligki
gbsterildi (sirasiyla p<0,001, Pearson katsayisi=0,720; p<0,05, Pearson
katsayisi=0,733), ancak 2. haftada Olcllen degerler arasinda anlamli bir
iliski saptanmadi (p>0,05). istatistiksel analiz sonrasinda ise, EBV ile
transforme edilmis olan grupta, transformasyonun oldugu 1., 2. ve 8.
haftadaki neopterin ortalamasinin diger zamanlardan anlamh olarak farkl
oldugu (p<0,05), ancak haftalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadigi belirlendi (p>0,05).

Neopterin dizeyleri her bir uyaran agisindan zamana bagh
olarak karsilastirildiginda, kontrol grubu ile diger tim gruplar arasinda tiim
zamanlarda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p<0,05). 1., 2. ve 3.

haftalarda ise EBV ile uyariimis hucrelerin salgiladigi neopterin dizeyleri
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arasindaki fark kontrol grubu ve LPS ile uyarilmig grupta istatistiksel olarak
anlamli (p<0,05), buna karsilik PHA ile uyariimis grupta anlamsiz olarak
saptandi (p>0,05).

4.3. Hicre Kultir Supernatanlarinda TNF-a Dlzeyleri

TNF-a dizeylerinin kontrol grubunda 6élcilemez duzeylerde
oldugu, buna karsiik PHA ve LPS ile uyarilan hicre gruplarinda 12.
saatten itibaren en yiksek dizeye ulastigi (sirasiyla 749,26 pg/ml ve
701,43 pg/ml), LPS iceren grupta 24. saatten, PHA igeren grupta ise 48.
saatten itibaren azaldigi gésterildi (Sekil 19). istatistiksel olarak 0. saat ile
12, 24, 48 ve 72. saatler arasinda bulunan anlamli fark, 1. haftadan sonra
anlamli degildi, yine haftalar kendi aralarinda kargilastirildiginda da
istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmedi (p>0,05). Buna karsilik EBV
iceren Kkultarlerde 72. saatten itibaren yikselmeye baslayan TNF-a
dlzeylerinin 1. haftadan itibaren ylUkselerek (386,94pg/ml) 2. haftada en
yuksek dlizeye ulastigr (397,18 pg/ml) ve 3. haftada yeniden azaldidi
saptandi (310,91 pg/ml) (Sekil 19), ancak her ¢ hafta dizeyleri kendi
aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir fark
gOsterilemedi (p>0,05). TNF-a duzeyleri, B95-8 eklenen kultlrlerde, diger
nonspesifik uyaranlarin ilave edildigi hdcre kuoltirlerinden farkli olarak,
EBV transformasyonuna bagli hicre kiimelerinin belirgin hale geldigi 1., 2.
ve 3. haftalarda bariz olarak yUkseldi, bu da transforme hicrelerin diger
hucrelerden farkli bir sitokin yanit profili ¢izdiklerini ortaya koydu.

4.4. Hicre Kultar Supernatanlarinda IFN-y Dizeyleri

Kaltdr ortaminda IFN-y dizeylerinin zamana baglh degisimi
incelendiginde, 0. saatte tespit edilemeyen IFN-y’nin zamanla arttigi, PHA

iceren grupta 72. saatte (1932,00 pg/ml), LPS igeren grupta ise 1. haftada
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maksimum duzeylerine ulastigr (681,67 pg/ml) ve daha sonra her iki
grupta da azaldigi, buna karsihk EBV ile uyarilan hicre grubunda ise 72.
saatten itibaren saptanan IFN ddzeylerinin (18,11 pg/ml) 2. haftada
maksimum degerine ulastiktan sonra (1345,46 pg/ml) 3. haftada benzer
sekilde azaldigi gdésterildi (795,50 pg/ml) (Sekil 20). TNF-a &lgiminde
g6zlenen farkli yanit profiline benzer sekilde; IFN-y dizeyleri de, B95-8
eklenen kdaltirlerde, diger nonspesifik uyaranlarin ilave edildigi htcre
kdltarlerinden farkli olarak, EBV transformasyonuna bagli hicre
kimelerinin belirgin hale geldigi 1., 2. ve 3. haftalarda bariz olarak
yUkseldi. Ortalamalar ANOVA ile karsilastiriidiginda, PHA ile uyarilan
grupta ve EBV ile transforme edilen grupta anlamli bir fark oldugu
(p<0,05), LPS ile uyarilan grupta ise farkin istatistiksel olarak anlamsiz
oldugu gosterildi (p>0,05). Bonferroni dizeltmesi ile ortalamalar tekrar
degerlendirildiginde; PHA ile uyarilan grupta 12. saatte artan IFN-y
dizeylerinin ortalamasinin 24. saatteki ortalamadan farksiz oldugu
(p>0,05), 12. saat ortalamasi ile 48. saat, 72. saat ve 1. haftalar arasinda
anlamh bir fark bulundugu (p<0,05), haftalar arasi ortalamalarin ise
birbirlerinden farksiz olduklari gésterildi (p>0,05). LPS ile uyarilan grupta
herhangi bir zamanda anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). EBV ile
uyarilan grupta 6Olctlen IFN-y dizeylerinin ise 72. saate kadar anlamli bir
fark gostermedigi (p>0,05), bu saatlerde elde edilen ortalamalarin her ¢
hafta sonunda elde edilen ortalamalardan anlamli olarak farkli oldugu
(p<0,05), buna karsilik 1., 2. ve 3. hafta degerlerinin kendi aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark tagimadiklari saptandi (p>0,05).

4.5. Hiicre Kultiir Sipernatanlarinda IL-6 Dizeyleri

EBV ile uyaniimis hicre gruplarinda oél¢ilen IL-6 dizeylerinin
zamana bagh olarak artarak 3. haftada 646,07 pg/ml'ye ulastigi saptandi

(Sekil 21). 0. saatte Olcllen ortalama IL-6 dUzeyleri, 24. saat ve
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sonrasinda dlgulen dizeylerden istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
farkli bulundu (p<0,05). 72. saatte élcllen IL-6 dlzeyi, 1. hafta sonundaki
IL-6 dizeyi ile anlamh sekilde farkhydi (p<0,05), ancak haftalar kendi
aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). 12.
saat sonunda kontrol grubu ve diger uyaranlarin eklendigi hulcre
kuyucuklarindan elde edilen sUpernatanlarda o&lgtlen IL-6 dUzeyleri
karsilastirildiginda; kontrol grubunda elde edilen ortalamanin diger tim
gruplardan farkli oldugu (p<0,05), PHA ve LPS ile uyarilan gruplar
arasinda fark bulunmadigi (p>0,05), EBV ile transforme edilen hicre
stpernatanlarinda dlctlen IL-6 dlizeyi ortalamasinin ise kontrol grubunun
yanisira LPS ve PHA ile uyanlan gruplarin ortalamalarindan istatistiksel

olarak anlamli olacak sekilde farkli oldugu saptandi (p<0,05).
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Sekil 3 : Anti-VCA IgG (+) bir serum 6érneginin immiinfloresan mikroskop gériintiisi
(VCA: Viral Capsid Antigen) (immiinfloresan mikroskop, 40x).

Sekil 4 : Anti-VCA IgG (-) bir serum 6rneginin immiinfloresan mikroskop goriintiist
(VCA: Viral Capsid Antigen) (immiinfloresan mikroskop, 40x).
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Sekil 5 : Anti-VCA IgG avidite (++++) bir serum érneginin immiinfloresan mikroskop
goriintiisii (VCA: Viral Capsid Antigen) (immiinfloresan mikroskop, 40x).

Sekil 6 : Anti-EA IgG (-) bir serum 6rneginin immiinfloresan mikroskop gérintiisi
(EA: Early Antigen) (immiinfloresan mikroskop, 40x).
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Sekil 7 : Anti-EBNA IgG (-) bir serum o6rneginin immiinfloresan mikroskop
gériintiisii (EBNA: Epstein Barr Virus-Nuclear Antigen) (immiinfloresan mikroskop,
40x).

Sekil 8 : Anti-EBNA IgG (+) bir serum o6rneginin immiinfloresan mikroskop
goriintiisii (EBNA: Epstein Barr Virus-Nuclear Antigen) (immiinfloresan mikroskop,
40x).
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b)

Sekil 9-a : Kontrol grubundaki hiicrelerin zamana baglh morfolojik degisimleri

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

Sekil 9-b. Kontrol grubundaki hiicrelerin zamana bagh morfolojik degisimleri

(c. 2. hafta, inverted mikroskop, 40X), (d. 3. hafta, inverted mikroskop, 20X).
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Sekil 10: EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre siipernatani ile uyarilan gruptaki

hiicrelerin 24. saatteki morfolojik goriintisii (Inverted mikroskop, 40X).
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Sekil 11 : EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre siipernatani ile uyarilan gruptaki

hiicrelerin 48. saatteki morfolojik goriintisii (Inverted mikroskop, 40X).
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Sekil 12 : EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre siipernatani ile uyarilan gruptaki

hiicrelerin 72. saatteki morfolojik goriintisii (Inverted mikroskop, 40X).
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Sekil 13 : EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre siipernatani ile uyarilan gruptaki

hiicrelerin 1. haftadaki morfolojik goriintisu (Inverted mikroskop, 40X).
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Sekil 14 : EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre siipernatani ile uyarilan gruptaki

hiicrelerin 2. haftadaki morfolojik gértintiisii (Inverted mikroskop, 40X).
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Sekil 15 : EBV virionu salgilayan B95-8 hiicre siipernatani ile uyarilan gruptaki

hiicrelerin 3. haftadaki morfolojik goriintisi (Inverted mikroskop, 40X).
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Sekil 16 : %10 FBS igeren kiiltiir ortaminda ¢esitli uyaranlara bagh olarak yiikselen

neopterin diizeylerinin zamana bagh degisimi

(PHA: fitohemagliitinin, LPS:

lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Virlis) (Sonuglar ‘ortalama + standart hata’

olarak ifade edilmistir).
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Sekil 17 : %2 AB Rh(+) serum iceren kiiltiir ortaminda cesitli uyaranlara bagl olarak
yiikselen neopterin dlizeylerinin zamana bagh degisimi (PHA: fitohemagliitinin,
LPS: Lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Viriis) (Sonuclar ‘ortalama * standart

hata’ olarak ifade edilmistir).
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Sekil 18 : %2 AB Rh(+) serum iceren kiiltiir ortaminda cesitli uyaranlara bagl olarak
yikselen neopterin diizeylerinin 0. saatte pozitif bulunan diizeyler cikartilarak
dizeltildikten sonraki degerleri (PHA: fitohemagliitinin, LPS: Lipopolisakkarit, EBV:
Epstein Barr Viriis) (Sonuglar ‘ortalama * standart hata’ olarak ifade edilmistir).
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Sekil 19 : %2 AB Rh(+) serum iceren kiiltiir ortaminda cesitli uyaranlara bagl olarak

yiikselen TNF-a dlizeylerinin zamana bagh degisimi (PHA: fitohemaglitinin, LPS:

lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Viriis) (Sonuclar ‘ortalama * standart hata’

olarak ifade edilmistir).
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Sekil 20 : %2 AB Rh(+) serum igeren kiiltiir ortaminda gesitli uyaranlara bagh olarak
yiikselen IFN-y diizeylerinin zamana bagh degisimi (PHA: fitohemaglitinin, LPS:
lipopolisakkarit, EBV: Epstein Barr Viriis) (Sonuglar ‘ortalama * standart hata’
olarak ifade edilmistir).
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Sekil 21 : %2 AB Rh(+) serum iceren kiltiir ortaminda EBYV ile uyarilmig hiicre
gruplarinda IL-6 diizeylerinin zamana bagh degisimi (Sonuglar ‘ortalama % standart

hata’ olarak ifade edilmistir).
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Tablo 2 : Caligmaya katilan saglkl goniilliillerde immiinofloresan yontemi ile

saptanan EBV antijenlerine karsi geligsen antikorlarin pozitiflik orani

POZITIFLIK DERECELERI

gf:“a Anti-VCA | Anti-VCA | Anti-VCA | Anti-EA | Anti-

IgG) dgG) - (IgM) (IgG) EBNA

avidite (IgG)

1 ++++ ++++ - - ++++
2 ++++ +++ - - +++
3 +++ ++ - - +++
4 ++++ ++++ - + -
5 ++++ ++++ - - ++++
6 ++++ ++++ - - ++
7 +++++ +H+++ - - +++
8 +++++ +H+++ - - +++
9 +++ +++ - - +
10 ++++ ++++ - - ++
11 ++++ ++++ - - ++++
12 ++++ +++ - - +++
13 ++++ +++ - - +++
14 ++++ +++ - - +++
15 ++++ ++++ - - ++++
16 ++++ ++++ - - -
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5. TARTISMA

Literatlrde periferik kan mononuUkleer hicrelerinin EBV’ye
karsi verdigi neopterin yanitini in vitro kosullarda inceleyen bir ¢calismaya
rastlanilmamistir. /n vivo ortamda ise EBV’nin, 6zellikle kronik dénemde,
cesitli maligniteler de dahil olmak Uzere ciddi patolojilere yol actig
bilinmektedir. Bu nedenle, calismamizda htcre kadltdrlerinin 3 haftaya
kadar uzatilmis bir slre icinde incelenmis olmalari, kronik ddnemde virlise

karg! gelisen yaniti degerlendirmek acisindan énem tasimaktadir.

EBV'nin en belirgin Ozelliklerinden birisi hicrelerde neden
oldugu transformasyondur. Hulcre transformasyonlarini gdstermek
amaciyla, kdltir ortaminda fokus formasyonu, agara bagimsizlik ve serum
gereksiniminde azalma degerlendirilebilir43. Bunlarin diginda hucrelerin
mikroskop altindaki goérUntuleri kullanilarak da transformasyon gelisimi
izlenebilmektedir. Zerbini ve arkadaslari yaptiklari bir calismada**, EBV’nin
in vitro ortamda kordon kanindan elde edilen B lenfositlerin tGminu
enfekte edip edemediklerini incelemigler, bu amagla enfeksiyonun
ardindan 2. gunde induklenen EBNA duzeylerini degerlendirmiglerdir.
EBNA lenfosit enfeksiyonundan sonraki 10-25. saatlerde belirir ve bunu
takiben yaklagik 40. saatte hicresel DNA sentezinin uyariimasinin
ardindan hlcre blylimesi gerceklesmeye baslar. Sonu¢ olarak bu
calismada daha énce erigkin B lenfositlerde elde edilen sonuglara benzer
sekilde®, kordon kani hiicrelerinde de B lenfositlerin bilylik cogunlugunun
EBV ile enfekte olduklari belirtilmistir*.

B lenfositlerin EBV ile in vitro enfeksiyonunun, B
lenfoblastoid hicre serilerinin (Lymphoblastoid Cell Line, LCL) olusumuna
neden oldudu bilinmektedir*®. T hiicrelerinin fiziksel olarak uzaklastirildigi
veya fonksiyonel olarak inaktive edildikleri ortamda B lenfositlerin
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transformasyonu daha verimli olarak gerceklesmektedir.
Transformasyonun LCL proliferasyonu ile degerlendirildigi bir calismada,
EBV ile transforme olan hcrelerin ilk 12 glinde hem giderek blylyen
capta kumeler olusturduklart hem de granularitelerinin  arttigi
gosteriimistir®. Bizim calismamizda da 12. saatten itibaren tek hiicre
katmani (monolayer) olusturarak flask zeminine tutunan hicrelerin EBV ile
enfekte olan grubunun 1. haftadan itibaren digerlerinden daha belirgin
hicre kimeleri olusturduklari gézlenmistir (Sekil 1-11). Sitokin yanitlan
karsilastirildiginda da EBV ile enfekte edilen hicre kultarlerinin diger
6zgin olmayan uyaranlara gbre farkli karakterde yanitlar gbésterdikleri

saptanmisgtir.

Bir T hicre aktivasyon belirteci olarak kabul edilen
neopterinin 6zellikle viral enfeksiyonlara ve malignitelere bagh artis
gbsterdigi bilinmektedir®. Bizim calismamizda baslangicta %10 FBS iceren
hucre kalturh kullaniimig, yapilan élgimlerde kontrol grubu da dahil olmak
Uzere dort grupta da neopterin miktarinin uyarandan bagimsiz, ancak
zamana bagimh bir sekilde arttigi bulunmustur (Sekil 12). Bunun
sonucunda artisin FBS’den kaynaklanmis olabilecegi dustnUllerek
neopterin élciml, %10 FBS yerine %2 AB Rh(+) serum kullanarak tekrar
edilmistir. Ancak 6lgiimler sonucunda %10 FBS ve %2 AB Rh (+) serum
(Sekil 13) arasinda neopterin dlzeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli herhangi bir fark saptanmamasi Uzerine deneylere AB Rh (+)
serum kullanilan ¢alisma grubu ile devam edilmigtir. Literatirde, periferik
kan mononuUkleer hlcre kiltirQ ile yapilan pek cok calismada besiyerine
FBS eklenmistir'®'®474®  Whittingham ve arkadaslarinin  1993'te
yayinladiklari bir calismada da'®, FBS ve AB Rh (+) serum kullanarak
yapilan 6n deneylerde sitokin yanitlar agisindan herhangi bir fark
saptanmadigi ve bu nedenle calismaya FBS ile devam edildigi

belirtilmigtir.
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Galismamizda, kontrol grubunda FBS’li grup ile AB Rh (+)
serum kullanilan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
tespit edilmistir (p<0,05). Cesitli uyaranlara bagli olarak yikseldigi bilinen
neopterin, saglikl insanlarin serumlarinda da bir miktar bulunabilmekte ve
Istyla inaktive olmamaktadir. Bu da AB Rh (+) serum ekledigimiz ¢calisma
grubunda kontrol grubu da dahil olmak Gzere 0. saatte saptadigimiz bir
miktar neopterin varligini agiklamaktadir (Sekil 13). Burada anlamli olarak
bulunan istatistiksel farkin, ilerleyen haftalarda artan neopterin dizeyi ile
degil, baslangicta pozitif olan neopterin miktari ile iligkili oldugu Bonferroni

dizeltmeli tek ydnll varyans analizi ile de dogrulanmistir.

Gergek neopterin artisini saptayabilmek tzere %2 AB Rh(+)
serum kullanilan c¢alisma grubunda, 0. saatte &lgllebilir olan bazal
neopterin dizeylerinin, 12.saatten itibaren elde edilen degerlerden
cikartiimasi seklinde yapilan dizeltme sonrasinda (Sekil 18); 1., 2. ve 3.
haftalar arasinda anlamh bir fark bulunmamasi, var olan neopterin
artisinin zamana baglh olarak gerceklestigini ortaya koymustur. Dizeltme
6ncesinde 1. hafta neopterin dizeyleri ile 2. ve 3. hafta degerleri arasinda
anlamh bir fark saptanmig, ancak dizeltme sonrasinda, TNF-a ve IFN-y
sonugclarina benzer sekilde, haftalar arasindaki fark ortadan kalkmigtir. Bu
da EBV ile transforme olan hicrelerin her Ug¢ sitokin icin benzer, ancak
transforme olmayan htcrelere gore farkli bir yanit gelistirdiklerini ortaya
koymustur. Transforme olan ve olmayan her U¢ grupta gelisen neopterin
yaniti, farkli uyaranlara karsi degisiklik géstermedigi halde zamana bagh
olarak degismistir. Bu da kultir sdresi icinde neopterin dizeylerini

etkileyen farkh bir faktor olabilecegini akla getirmektedir.

Hucre kultdrleri in vivo ortamda c¢esgitli molekller yolaklarin

isleyisleri hakkinda yol gosterici bilgiler vermekle birlikte, bu ortamdaki
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hicrelerin  ¢ok c¢esitli acgilardan organizmadaki hicrelerden farkli
davranabilmeleri bir dezavantaj olusturmaktadir*®.  Primer hiicre
kiltarlerinin diger bir dezavantaji da “kdltir soku” adi verilen kavramdir.
izolasyonun ardindan yabanci bir ortama aktarilan hiicrelerin yaklagik %1-
10’'unun canliliklarini  sUrdurebildikleri, geri kalaninin ise izolasyon
prosedlirindn yarattigl stres ve yabanci bir ortama uyum saglayamamak
nedenleri ile 6ldikleri bildirilmistir™®. Kiiltir soku, hiicreleri cesitli yollar
araciligi ile uyarabilmektedir; bu yollarin basinda oksidatif stres
gelmektedir. Oksidatif stres, hilicre icerisindeki reaktif oksijen Urtnleri ile
antioksidan mekanizmalar arasindaki dengesizligi tanimlamaktadir.
Yapilan bazi calismalarda bu drlnlerin toksik etkiler olusturduklarini,
ancak hacrelerin reaktif oksijen metabolitlerine (ROS) verecegdi yanitin
hiicre tipine ve ROS miktarina gére degistigi gdsterilmistir®®. Hicrelerin
ROS aracili hasara gosterdikleri direng, hicrelerin kdltdr ortamina
saglamis olduklart  uyum ile dogru orantih olarak degisiklik
gdstermektedir.

Yapilan ¢aligmalar neopterinin sadece bir T hlicre aktivasyon
belirteci olmadigini, dizeylerinin hlcresel savunma mekanizmalarina ait
gesitli fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarin aktivasyonu ile de
arttigini ortaya koymaktadir. Savunma reaksiyonlari sirasinda monosit
makrofaj aktivasyonunun artmasi, reaktif oksijen ve nitrojen artnlerinin
(ROS/RNS) dretimini tetiklemektedir. Bu asamada neopterinin bir etkisi
ROS ve RNS'’nin hasar verici patojenlere kargl olan sitotoksik etkilerini
artirmak seklindedir. Aktive monosit/makrofajlardan saliverilen neopterin
miktari, bu hiicrelerce (retilen hidrojen peroksid ile dogru orantihidir'.
THP-1 hcrelerinde neopterinin hicre i¢i kalsiyum dizeylerini artirmasi,
reaktif Grlnlerin Gretiminde neopterinin dogrudan bir roll oldugunu ortaya
koymaktadir’'. indirgenmemis bir pteridin molekiilii olan neopterin, serbest

radikaller icin bir “¢dpcl” (scavenger) olmamakla birlikte, ksantinoksidazin
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nonkompetitif bir inhibitéri olarak gbérev yapmakta ve diger taraftan
hidrojen  peroksid ile  kloraminin  etkilerini  artirarak  onlarin
mikroorganizmalar zerindeki toksik etkilerine katkida bulunmaktadir®?.
7,8 dihidroneopterinin bir “¢cdpcl” olarak gbrev yapmasina Kkarsilik,
neopterinin  HxO,, HOCI ve peroksinitritler gibi c¢esitli potent reaktif
moleklllerin  dUzeylerini artirmasi, neopterinin  “aktive makrofajlarin
sitotoksik  etkilerini  dlzenleyen endojen bir regulatér” olarak
tanimlanmasina neden olmustur®®. Bizim calismamizda hicre kaltar
ortamina, ilerleyen dbnemde  besiyeri  eklenmemis, hicreler
pasajlanmamistir. Bu nedenle 6zellikle 1. haftadan sonra gerceklesen
neopterin artiginin, hicrelerin yagsamakta olduklar giderek artan oksidatif

strese bagh olabilecegi diistinilmektedir.

Schuster ve arkadaslan®; EBV’nin neden oldugu akut IM,
kronik IM ve X'e bagh lenfoproliferatif sendromu olan G¢ ayri grupta
yaptiklari bir calismada, akut enfeksiyon gegirmekte olan c¢ocuklarin
timinde neopterin ve IFN-y dizeylerinin yUkseldigini gostermisler, bunun
da blylyen EBV ile enfekte B lenfosit havuzuna karsi aktive olan T
lenfosit yanitinin bir géstergesi oldugunu belirtmiglerdir. Buna karsilik akut
dénemde yuksek dizeylerde saptanan IL-6’nin kronik dénemde 6lclebilir
dlzeyin altina iniyor olmasi, hicresel immun yanitin ilerleyen dénemlerde
0limstz B lenfositleri elimine ettigini ortaya koymaktadir. Yine ayni
calismada, akut donemde yuUksek olan neopterin dizeyleri, kronik IMli
cocuklarin bir tanesinde olculebilir dizeyin UGzerinde, diger ikisinde ise
altinda olarak tespit edilmigtir. Neopterin dizeyi artmis g¢ocukta ayni
zamanda IFN-y dizeyinin de diger iki cocuga gére oldukca yiksek olmasi,
artan neopterin duzeyinin kronik dénemdeki transformasyona degil,
indirekt olarak IFN-y’nin neopterin Gzerindeki sitmile edici etkisine bagli
olabilecegini ifade etmektedir. Yine bu calismaya goére, XLP’li d6rt cocukta

neopterin dizeylerinin IFN-y ile dogru orantili olarak yiksek olmasi, buna
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karsilik transformasyonun bir géstergesi olan IL-6'nin ise Ol¢Ulebilir
dlzeylerin altinda olmasi, neopterinin en potent aktivatéri olan IFN-y ile
olan iligkisini agiklamaktadir. Bizim c¢alismamizda hucre kiltGrinin 3.
haftasinda hala yiksek olan IL-6 duzeyleri saptanmistir. Bu da 3 haftanin
kronik enfeksiyonu tanimlayabilme ag¢isindan yetersiz bir sire olabilecegini
disundirmektedir. Buna karsilik oksidatif strese bagli gerceklesen hicre
6limline hicre tipinin de etki ettigi varsayildiginda, ortamdaki T
lenfositlerin bundan &ncelikli olarak etkilendikleri ve monosit/makrofaj
aktivitesine ragmen hicresel immun yanitin ortadan kalktigi ve buna bagl

olarak IL-6 dlizeylerinin azalmadigi disandlebilir.

EBV enfeksiyonu gegiren hastalarda IFN-y ve neopterin
dlzeylerinin o6lculdigu bir calismada, hem neopterin hem de IFN-y
dizeylerinin akut, kendini sinirlayan enfeksiy6z mononikleoz gegiren
cocuklarda erken dénemde arttigi, bunun da bliylyen EBV ile élimsiz B
lenfosit havuzuna karsi gelisen bir yanit oldugu belirtiimektedir®®. In vitro
ortamda yapilan diger bir calismada ise IFN-y dizeylerinin enfeksiyonun
3. ginunden itibaren Ol¢llebilir dizeylere ulastigi, 5. ile 8. glnler arasinda
ise en yiiksek seviyelerde oldugu gésterilmistir*®. Yine bu calismada
enfeksiyonun ardindan saliverilen IFN-y’'nin baglica kaynaginin T
lenfositler oldugu, monositlerin ve NK htcrelerinin bu dénemde buna direkt
olarak katkida bulunmadiklari belirtilmistir®®. Diger pek cok enfeksiyonda T
lenfositler hem IFN-a hem de IFN-y i¢cin kaynak hlcre iken, EBV
enfeksiyonunun ardindan T lenfositlerin sadece IFN-y Gretimine katkida
bulunduklari bildirilmektedir. Bunun temel nedeni olarak EBV'nin yalnizca
B lenfositleri enfekte ettigi bildirilse de, sonraki yillarda yapilan ¢calismalar
EBV'nin B lenfositlerin yanisira immatdr kortikal timositler ile NK
hiicrelerini de enfekte ettigini ortaya koymaktadir®. Degisken sayida T
lenfositin CD21 eksprese ettigi bilinmekle birlikte, EBV’nin T lenfosit ve NK
enfeksiyonu i¢in hangi mekanizmayi kullandigi hentiz tam olarak agikhga
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kavusmamistir. T lenfositlerin siklosporin A kullanilarak ortamdan elimine
edildigi bir calismada EBV aracili B lenfosit transformasyonunun daha
basarili oldujunu gdsteren calismalar bulunmakla birlikte®®, bizim
calismamizda B lenfosit transformasyonuna karsi gelisen diger sitokin
yanitlari da incelendiginden B lenfosit izolasyonu yapilmamigtir.
Whittingham ve arkadaslarinin bir gallgma3|nda16, IFN-y ddzeylerinin
hicrelerin EBV ile enfekte edilmelerinin ardindan 1. haftada ytkselerek 26
+ 35 U/ml’'ye ulastigl, daha sonra ise giderek azaldidi gosterilmigtir. Bizim
calismamizda ise IFN-y dizeyleri 1. haftada tespit edilebilir dizeyde
artmig 2. haftanin sonunda maksimum dizeylere ulasmis, 3. haftadan
itibaren ise giderek azalmaya baglamistir. Nonspesifik uyaran olarak
kullanilan PHA-L'nin bir T hicre mitojeni olmasi, buna karsilik diger
uyaran olan LPS’nin primer olarak B lenfositleri uyarmasi nedeniyle IFN-y

dizeyleri PHA ile uyarilan grupta belirgin olarak daha yUksektir.

IL-6’nin EBV ile transforme olmus B hucrelerinin otokrin bir
biyime faktdri olarak IL-6 salgilattigini destekleyen bulgulara™® benzer
sekilde, bizim c¢alismamizda da IL-6 duzeylerinin EBV ile uyariimig
gruplarda 12. haftadan itibaren yUkseldigi; bunun yani sira 6zgul olmayan
uyaranlarin kullanildigr kdltrlerde IL-6'nin belirgin artis gdsterdigi; ayni
kaltarlerde kontrol grubunda 12. saatte alinan 6rneklerde de IL-6'nin
negatif oldugu, buna karsihk PHA ve LPS ile uyarim sonucunda
pozitiflestigi gOsterilmistir (Sekil 16). Whittingham ve arkadaslarinin
calismasinda'® ise enfekte hiicre killtirlerinde IL-6 diizeyleri; 48. saatte 83
+ 195 U/ml olarak bulunmus, 2. haftanin sonunda maksimum dizey olan
250 + 149 U/ml dizeyine ulasmis, 3. haftadan itibaren ise azalmaya

baglamigtir.
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In vitro bir ¢calismada EBV ile enfekte olan ve olmayan
kiltirlerde herhangi bir zamanda Olgllebilir TNF-a duzeylerine
rastlanmadig belirtilmistir'®. Bu calismada EBV’nin TNF-a {izerinde direkt
inhibitér bir etkiye sahip olabilecegi, ancak EBV’'nin TNF-a ile sinerjistik
etki gésteren IL-1B Gzerinde bdyle bir etkisi olmadigi bildirilmigtir. Diger bir
calismada ise EBV ile enfekte hicre kaltirlerinde 48. saatte TNF-a
dizeylerinin 6lcilemez diuzeyde oldugu gdésterilmis, bunun nedeni olarak
da EBV’nin TNF-a Uzerinde gen transkripsiyonu dizeyindeki inhibitér etkisi
vurgulanmistir’®. Bizim calismamizda TNF-a diizeylerinin EBV ile enfekte
grupta 72. saatten itibaren yUkseldidi, 1., 2., ve 3. haftalar arasinda bir fark
saptanmamakla birlikte 3. haftada bir miktar azaldigi gosterilmistir (Sekil
14). Jochems ve arkadaslarinin® in vitro EBV ile transforme edilen B
lenfositlerin biyime ve lg Uretimlerini optimize etmek amaciyla yaptiklari
bir arastirmada, alti farkli monoklonal EBV B hiicre dizisinden olusan bir
panel kullanilmigtir. Bu calismanin sonucunda farkli hlcre dizileri ile
transforme edilen hicrelerden saliverilen sitokinlerin ve benzer sekilde bu
hucrelerin ortama eklenen sitokinlere gosterdikleri yanitlarin farkli oldugu
belirtilmistir®®. Bizim calismamizdan farkhh olarak Whittingham ve
arkadaslarinin yayinladiklari calismada'®, transforme edici hiicre dizisi
olarak QIMR-WIL lenfoblastoid hiicre dizisi kullanilmigtir. ki calisma
arasinda TNF-a dizeylerinde gbzlenen farkllik, kullanilan transforme edici
hicre dizilerinin farklihgindan ileri gelebilecedi duastntlmastir. TNF-a
dlzeyleri, nonspesifik uyaran olarak kullanilan LPS ve PHA-L’ye yanit
olarak belirgin dizeyde artmis, 12. saatte en ylksek dizeye ulasmis,
daha sonra azalarak 3. haftanin sonunda en dusUk degerlere gelmigtir.
Proenflamatuvar sitokinler olarak bilinen IFN-y, TNF-a ve IL-6’'nin oksidatif
strese karsi bir cevap olarak yUkseldigi yapilan in vitro ve in vivo
calismalarda gosterilmigtir. Hem IFN-y’nin hem de TNF-a belirli bir stre
sonrasinda azaliyor olmasinin nedenleri arasinda sitokin saliveriimesine

neden olan uyarinin sirekli olmamasi, ortamda zamanla 6l0 hiicrelerin
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birikmesi ve sitokinlerin protein yapilarindan kaynaklanan kisa vyari

Omuirleri sayilabilir.
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6. SONUC

Sonug¢ olarak; bu ¢alismada neopterin diizeylerinin, EBV
transformasyonundan bagimsiz olarak, 6zgul olmayan uyaranlara verilen
yanita benzer bir sekilde, zamana bagdimh olarak yUkseldigi gérilmustar.
Bunun nedeninin hizli bir sekilde Gremeye devam eden hucrelerin kaltar
ortaminda yetersiz besiyeri ve ortam nedeni ile girdikleri oksidatif stres ve
yasadiklari kdltir soku oldugu distnudldiginden, ilerleyen dénemde
logaritmik fazda (retilen hicrelerde ayni deneyin tekrarlanmasi
planlanabilir. Bu sonuglara dayanarak neopterinin, EBV’ye bagli
gelisebilecek kanserler éncesinde transformasyonu degerlendirmek amaci
ile degdil, ancak daha c¢ok virlse kargl gelisen akut yanitlarin

degerlendiriimesinde kullanilabilecek bir belirte¢ oldugu éne surdlebilir.
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7. OZET

Epstein Barr Viris Aracili B Lenfosit Transformasyon Sirecinde
Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinin Neopterin Yaniti

Amag: Epstein-Barr Viris (EBV), insan B lenfositlerini latent olarak
enfekte edebilen, transformasyon yetenegine sahip bir herpesvirustur.
Cocuklukta asemptomatik gecen enfeksiyon, adélesanlarda infeksiydz
Mononlkleoz’a (IM) neden olabilmekte; immin yetmezIligi bulunan
kisilerde ise cesitli malignitelere yol agabilmektedir. Diinyadaki insanlarin
yaklagik %95’i hayatlarinin herhangi bir ddneminde EBV ile
karsilasmaktadir. Bu ¢alismada hicresel immun aktivitenin bir géstergesi
olarak kullanilabilen neopterinin in vitro EBV transformasyonu ile iligkisi ve
buna eslik eden sitokin cevaplarinin degerlendiriimesi amaglanmistir.

Metod: Saglikli gondllilerden alinan periferik venéz kandan izole edilen
mononukleer hicrelerin, kdltir ortaminda virion salgiladigi bilinen B95-8
hicre KkOltir sOpernatani eklenerek, EBV ile transforme edilmesinin
ardindan elde edilen kultiir sipernatanlarinda, neopterin ile buna eslik
eden IFN-y, IL-6 ve TNF- a dizeyleri ELISA aracihgi ile élctiimUstr.

Bulgular: Galisma sonunda neopterin yanitinin EBV
transformasyonundan bagimsiz bir sekilde, zaman bagiml olarak arttig
gbsterilmistir. Buna karsilik EBV iceren kiltlrlerde 72. saatten itibaren
yUkselmeye baslayan TNF- a dlzeylerinin 1. haftada en ylUksek dizeye
ulastigr ve 3. haftada yeniden azaldi§i saptanmig, ancak bu haftalarin
dlzeyleri kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir
fark bulunmamistir. EBV ile uyarilan hiicre grubunda 1. haftadan itibaren
saptanan IFN- y dlzeylerinin 3. haftada benzer gsekilde azaldig
gbsterilmistir. EBV ile uyarilmig hiicre gruplarinda olgilen IL-6 dUzeylerinin
zamana bagl olarak artarak 3. haftada en ylUksek dizeye ulastig

saptanmistir.
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Sonug: Bu bulgulara dayanarak; uyarandan bagimsiz, zamana bagimh
artan neopterinin, EBV’ye bagli gelisebilecek kanserler 6ncesinde
transformasyonu degerlendirmek amaciyla degil, daha ¢ok virise karsi
gelisen akut yanitin degerlendiriimesinde kullanilabilecek bir belirte¢
oldugu éne surdlebilir.

Anahtar Kelimeler: EBV, in vitro, neopterin, IFN-y, IL-6, TNF-a, 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-y, TNF- a 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-a level increased beginning from the 72" hour and reached to their
peaks at the 15 week and decreased again at the 3™ week; however there
were no significant differences among the levels between three weeks.
Similar to TNF a, IFN-y levels also increased at the 1 week and started to
decrease at the 3™ week. IL-6 reached to its maximum levels at the 3™

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-y, IL-6, TNF-a, B lymphocyte.
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