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oz
Amag: Epstein-Barr viriis (EBV) ile enfekte hastalarindan
alinmis ve IL-2 ile iretilmis lenfositler ile saglikli

vericilerden alinan lenfositler arasindaki farklarin
arastirllmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: EBV ile enfekte hastalardan gelen
kan &rnekleri alindi. Oncelikle EBV hastalar1 PCR ile
belirledi daha sonra lenfositlerin fenotiplendirilmesi akim
sitometrisi ile yapildi.

Bulgular: T lenfositlerin TCRa/b, Granzyme B, CD2,
CD86 ve CD3 eksprese ettikleri fakat CD56, CD25 ve
TRAIL eksprese etmedikleri goriilmiistiir. Ozellikle EBV
PCR pozitif T lenfositlerde CD16 ve CD95-L eksprese
edilmezken, saglikli vericilerden alinan T lenfositlerde
CD16 ve CD 95-L (CD178) ekspresyonunun fazla oldugu,
CD80 ekspresyonunun ise olmadigi goriilmiistiir.

Sonuc: EBV enfeksiyonu sonucu T hiicre reseptorlerinde
farklilasmalar olmaktadir. Bu molekiiler diizeydeki
degisimlerin saptanmasi, ileriye doniikk arastirma ve
tedavi gelistirmeleri i¢in faydali olabilir.

Anahtar Kelimeler: Epstein-Barr viris (EBV), CD
markir, T hiicre

ABSTRACT

Aim: We asked whether IL-2 propagated lymphocytes
from patients with Epstein-Barr virus (EBV) disease are
different from IL-2 propagated cells of healthy donors and
our study comes through helping about vaccine produce
that use for cell therapy.

Material and Method: We took blood samples from
patients in policlinic or clinic. First we determined patient
with EBV disease by PCR and then we phenotyped of
lymphocytes by Flow cytometry.

Results : All T lymphocytes expressed TCRa/b, Granzyme
B, CD2, CD86 and CD3 but were not expressed CD56,
CD25 and TRAIL. Especially T lymphocytes that EBV
PCR positive were not expressed CD16 and CD95-L.
On the other hand T lymphocytes from healthy donors
expressed CD16 and CD 95-L but not expressed CD80.

Conclusion: As a result of infections such as EBV, CMV,
there are differences in T cell receptors.
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EBV enfeksiyonu olan hastalarda T hiicreleri

GiRiS

Epstein-Barr viriis (EBV), Burkitt tarafindan 1958
yilinda tanimlanmistir. EBV, Herpesviridae ailesinin
alt familyasina ait olan lenfokriptoviriistiir. Yiiksek
dozda immiin sistemi baskilayici terapi ya da fonk-
syonal eksiklik, oksidatif stres ya da transplant, EBV
gibi viriislerin aktivasyonunu saglayabilir. Akut en-
feksiyon ile enfeksiyoz mononiikleoz, aktivasyonu
ile lenfoprolitif hastaliklara (posttransplant lenfop-
roliferatif hastalik gibi) ve hemofagositik lenfohisti-
yozise sebep olabilir (1).

T lenfositler omurgali immun sisteminde bulunan
beyaz kan hiicreleridir. Lenfositler, viicut savunma-
sinda 6nemli ve tamamlayici rol oynarlar (2). T len-
fositler, hiicresel immiin sistemin ana hiicreleridir.
Bu hiicreler, fetusta karaciger, dalak gibi organlarda
bulunan pluripotent hematopoetik ana hiicrelerden
olusmaktadir. Embriyonik hayatta ana hiicrelerden
kaynaklanan biiylik lenfoblastik hiicreler, timusa
dogru hareket ederler. Timusta matiirasyona ugrayan
lenfositler, periferik kana ve lenfoid sisteme katilir-
lar (3). Bu calismada EBYV ile enfekte hastalarindan
almmig ve IL-2 ile {iretilmis lenfositler ile saglikli
vericilerden alinan lenfositler arasindaki farklarin
arastirilmasi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Gere¢

Kullanilan materyal Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Monoklonal antijenler

CD Antijenler | Florokrom Kaynak Klon

1.CD16 FITC Caltag 3G8
Laboratories

2.CD 80 FITC Immunotech 2331 (FUN-

1)

3.CD95-L FITC Anhlcre Alf-2.1a

(CD178)

4.CD 56 PE Becton NCAM 16.2
Dickinson

5.CD2 PE Beckman 39C1.5
Coulter

6. TRAIL PE eBiosicience RIK-2

7. TCRo/B FITC BD Biosciences | WT31

8.Gyanzyme B | PE/FITC PeliCluster/ CLB-GB11/
Alexis B18.1.

9.CD86 FITC BD Biosciences | 92014

10.CD3 FITC Dako UCHT1

11.CD25 FITC/PE Becton 2A3
Dickinson

Sitokin antijenler

Antijen Florokrom | Kaynak

1.1L-2 FITC Caltag Laboratories

Yas Cinsiyet

100

50 “H
[ |

(]
Yas
Kadin #8287 W kadin #9078 M kadin #6428
M Erkek #9077 m Erkek #9076 m Erkek #8926

Sekil 1. Yas-cinsiyet tablosu

Kan ornekleri

Kan &rnekleri Almanya Ulm Universitesi’nde iz-
lenen hastalardan alindi. Hasta kanlar1 numaralan-
dirilarak calismaya alinmistir. Ornekler igin kurum
onay1 alinmustir.

Saglikl vericiler; #8287, #9078, #9077 EBV hasta-
lar1; #9076, #8926, #6428 olarak kodlandi. Yas ve
cinsiyete gore; #8287 kadimn, 52; #9078 kadn, 40;
#9077 erkek, 25; #9076 erkek, 61; #8926 erkek, 63;
#6428 kadin, 74 olarak belirlendi (Sekil 1).

Yontem

1. T hiicre kiiltiiriinde tiretim

Insan periferal kan mononiiklear hiicreleri Ficoll-
density gradient ile elde edilir ve santrifuj edilir.
Hiicreler RPMI 1640 medium i¢inde kiiltiir edilir ve
10% FCS ile 103 IU/ml of rhIL-2 ilave edilir. 7 giin
kiiltiirde birakalir.

2.1. Akim Sitometrisi (FACS)

Akim sitometrisi ya da FACS hiicreleri biiytiklik-
lerine, yilizey Ozelliklerine ve yapisal bilesenlerine
gore tanimlar. Hiicreler antikor kullanilarak isaret-
lenir ve bunlar hiicresel yapilara baglanirlar. Bu an-
tikor her iki florasanla da boyanmistir. Bununla be-
raber hiicreler 61ii hiicrelerle de isaretlenebilir. Akim
sitometrisinde hiicreler tabakadan gegerler ve lazer
tarafindan tesbit edilir. Is18in kirilimi sonucu hiic-
reler biliylikliikligi, floresan1 ve graniiletisine gore
belirlenir.

Sekil 2. Aktif olmayan Lenfositler ve IL-2 ile in vitro kilttr
edilmis aktif lenfositler (d+42)
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Tablo 2. T lenfosit

FITC PE

Mause 192G2a Mause IgG1
CD16 CD56

CD80 CD2

CD86 CD25
Perforin Granzyme B
CD95-L TRAIL
TCRo/B CcD3

2.1. Hiicre Yiizey Antijenlerinin Akim Sitometrisi
ile Belirlenmesi

Hiicreler PBS ile yikanir ve 850 rpm de 5 dk. santri-
fuj edilir. Supernatant alindiktan sonra 20 pl normal
rabbit serum (NRS) eklenir. Her tlipe 20 pl hiicre siis-
pansiyonu ve 5 pl florokrom konjugat reagent eklenir
(Tablo 2). Hiicreler buzda ve karanlik ortamda 30 dk.
inkiibe edilir.Hiicreler iki defa Perm Wash Buffer ya
da FACS buffer ile yikanir ve 50 pl hiicrefix ile fikse
edilir ve 4 °C de saklanir.

2.2, Sitoplazmik Antijenlerin Akim Sitometrisi ile
Belirlenmesi

Hiicreler PBS (Gibco) ile yikanir ve 850 rpm de 5
dk. santrifyj edilir. Supernatant alindiktan sonra 150
ul Citofix eklenir ve 20 dk. buz tizerinde inkiibasyo-

Kontrol (EBV PCR -)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 00

(0 1 IUZ 3
Mouse [gG1FITC

CD80- 9078 IL-2 hiicre line (d+7)
(d+7) EBV PCR -

a0

Counts

o
TR T T AT
Mhouze [gG1 FITC

CD86+ (diisiik) 9078 IL-2 hiicre line (d+7)

(d+7) EBV PCR -

na birakilir. inkiibasyondan sonra 2 defa 10 ul Perm
Wash Buffer ile yikanir ve 850 rpm de 5 dk. santrifuj
edilir. Supernatant alindiktan sonra 20 pl normal rab-
bit serum (NRS) eklenir. Her tiipe 20 ul hiicre siis-
pansiyonu ve 5 pl florokrom konjugat reagent eklenir
(Tablo 1). Hiicreler buzda ve karanlik ortamda 30 dk.
inkiibe edilir. Hiicreler iki defa Perm Wash Buffer ya
da FACS buffer ile yikanir ve 50 ul hiicrefix ile fikse
edilir ve 4 °C de saklanir.

2.3. Etik Durum

Kurum izni alinmistr.

BULGULAR

Oncelikle EBV hastalar1 PCR ile belirlendi, daha
sonra lenfositlerin fenotiplendirilmesi akim sito-
metrisi ile yapildi. EBV PCR pozitif T lenfositlerde
CD16 ve CD95-L eksprese edilmezken (Sekil 1),
diger yandan saglikli vericilerden alinan T lenfosit-
lerde CD16 ve CD 95-L (CD178) ekspresyonunun
fazla oldugu, CD80 ekspresyonunun ise olmadigi
goriilmistiir (Sekil 3).

EBV PCR - hiicre kiiltiirlerinde CD25, CD56 ve
TRAIL ekspresyonu yoktur, EBV PCR + lerde ise
CD16 ve CD95L ekspresyonu yoktur. Diger yandan
sagliklt donorlardan alinan T lenfositler CD16 ve
CD95L eksprese ederken CD80 eksprese etmezler.

EBYV hastas1 (EBV PCR +)

Counts
0 10 20 30 40 S0 60 70 80 @0

Mouse g1 FITC

CD80+ 6428 IL-2 hiicre line
EBV PCR +

7

Counts
0 10 20 30 40 50 60 7O &0 90
Sabiteiss st beeedinee Ll

]
i 1

0 0!

10 10 10? u
hause lg@1 FITG

10

CD86+ 6428 IL-2 hiicre line
EBV PCR +

sekil 3. Isaretlenmis T hiicresinin flow sitometrik analizi. Bu semada IL-2 de Uretilmis T hiicrelerinin saglhkh donorlarla

karsilastirilmasi yapilmistir.
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Kontrol (EBV PCR -) EBV hastasi (EBV PCR +)
I O O EEE
hhouse lgGza PE Mause lgGla FE
TRAIL- 8287 IL-2 hiicre line (d+7) TRAIL- 9076 IL-2 hiicre line
(d+7) EBV PCR - EBV PCR +
T R
Dmu 101 mz 10'3 104 DIUU 1V‘#I\JLJSE\Q(ZEWFITC 3 104
Mouze g3t FITC
TCR o/B + 8287 IL-2 hiicre line (d+7) TCR o/B + 8926 IL-2
hiicre line (d+7) EBVPCR- EBVPCR+
IMouse\IgUéWF\TC i 104 ' ' Mﬂuse\lgﬁ‘F\TC '
CD80- 9078 IL-2 hiicre line (d+7) CD80+ 6428 IL-2 hiicre line
(d+7) EBV PCR - EBV PCR +
[=] g
o 2]
: |
5 ::—m|
= ;;nu w w1t
1|:|I:I 101 1|:|2 103 1|:|q Mouse I9G1FITC
Mauze lgG1 FITC
CD86+ (diistik) 9078 IL-2 hiicre line (d+7) CD86+ 6428 IL-2 hiicre line
(d+7) EBV PCR - EBV PCR +
100 1Ull\ouse1lgf§2aPé03 104 ? M:use‘IgGZaPE ’
TRAIL- 8287 IL-2 hucre line (d+7) TRAIL- 9076 IL-2 hiicre line
(d+7) EBV PCR - EBV PCR +
Sekil 3. (devami)
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Kontrol (EBV PCR -) EBYV hastas1 (EBV PCR +)
i :
100 mrl'ouse 1Ign(231 F\Tf1.‘03 104 o Mwse}gué‘lF\TC b i
TCR o/ + 8287 IL-2 hiicre line (d+7) TCR o/ + 8926 IL-2
hiicre line (d+7) EBVPCR- EBVPCR+
gg M1 v gzi l—w_|
I T T IO e
house lgG2a FE
CD2+ 9078 IL-2 hiicre line (d+7) CD2+ 6428 IL-2 hiicre line
(d+7) EBV PCR - EBV PCR +
1’ ol Wu:;[;égﬂm 2 10 Mouse \‘QOGWF\TC
CD 95-L + 8287 IL-2 hiicre line (d+7) CD 95-L - 8926 IL-2 hiicre line
(d+7) EBV PCR - EBV PCR +
G
i 10 10? 10° 10 ;_0 “%"’"{; ;
CD56- 8287 IL-2 hiicre line (d+7) CD56- 9076 IL-2 hiicre line
(d+7) EBV PCR - EBV PCR +
Sekil 3. (devami)
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EBV enfeksiyonu olan hastalarda T hiicreleri

TARTISMA

Caligmamizin ana bulgusu, T lenfositlerin TCRa/b,
Granzyme B, CD2, CD86 ve CD3 eksprese ettikleri
fakat CD56, CD25 ve TRAIL eksprese etmedikleri
goriilmiistiir. Ozellikle EBV PCR pozitif T lenfosit-
lerde CD16 ve CD95L eksprese edilmezken, saglikl
vericilerden alinan T lenfositlerde CD16 ve CD 95L
(CD178) ekspresyonunun fazla oldugu, CD80 eks-
presyonunun ise olmadig1 goriilmiistiir.

Literatiire bakildiginda EBV ile genetik degisimler
igerisinde CD95 6nemli aragtirma alani bulmustur.
Ozellikle primer EBV enfeksiyonunun erken evrele-
rinde viriise kars1 spesifik CDS sitotoksik T hiicrele-
rinde dramatik oligoklonal artis dikkati cekmektedir
(4,5). T hiicrelerinde iki temel molekiiler mekanizma
dikkati cekmektedir. Bunlar perforin temelli ve Fas
temelli mekanizmalardir (6). CD95 geni (FAS) NF-
kB, STAT-1 ve/veya p53 genlerince kodlanmaktadir.
CD95’in konagin immun yanitinda temel rolii oyna-
dig1 uzun vadede B hiicre iizerinde hiicre dliimiinii
engelleyerek lenforproliferatif hastaliklara neden
oldugu diisiiniilmektedir (7). Yapilan bir ¢caligmada
CDB80 ve CD86 kostimiilatorlerinin EBV tarafindan
indiiklendigi, Fas/FasL yolagiyla EBV nin transfor-
me ettigi lenfoblastoid hiicrelerin apoptozuna neden
oldugu gosterilmistir (8). Bu molekiiler yolaklarin
incelenmesi ileri arastirma ve tedaviler igin yol gos-
terici olabilir.

Calismamizin kisith yanlari bulunmaktadir. Once-
likle 6rneklem sayimiz diisiiktiir. Bu konuda daha
genis kapsamli, biiylik 6rneklemli, invitro ve in vivo
caligmalarin yapilmasimin katkisinin biiyiik olacagi-
n1 diisliniiyoruz.

SONUC

EBV enfeksiyonu sonucu T hiicre reseptorlerinde
farklilagmalar olmaktadir. Bu molekiiler diizeydeki
degisimlerin saptanmasi, ileriye doniik arastirma ve
tedavi gelistirmeleri i¢in faydali olabilir.
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