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LENFOMALI HASTALARIN DOKULARINDA EPSTEIN-BARR ViRUS
DNA VE RNA’SININ ARASTIRILMASI*

INVESTIGATION OF EPSTEIN-BARR VIRUS DNA AND RNA IN
TISSUES OF PATIENTS WITH LYMPHOMA
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OZET: Epstein-Barr virus (EBV) ile nazofaringeal karsinoma, Burkitt lenfoma
(BL) ve immun yetmezlikli hastalarda gértlen lenfomalarin iliskisi gosterilmistir.
Hodgkin lenfoma (HL) ve diger bazi Hodgkin disi lenfoma (non-Hodgkin
lenfoma; NHL) tiplerinde de benzer iligkiler tanimlamigtir. Bu galismada, lenfoma
tanisi alan erigkin hastalarin dokularinda EBV nukleik asitlerinin gdsterilmesi
amagclanmistir. Hastanemiz Hematoloji bdélimuinde izlenen 29 lenfomal (8 HL
ve 21 NHL) olgunun formalinle tesbitlenmis parafine gémult doku &rneklerinde
(19’u lenf nodull, digerleri mide, orbita, deri, tikrik bezi, testis, ince barsak, dil
koku, kemik iligi, jinjiva dokular) in situ hibridizasyon (ISH) ile EBV tarafindan
kodlanan RNA (EBER; EBV encoded RNA) ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile EBV DNA’sI arastinimigtir. HL'li 8 olgunun 4’Gnln (%50) ve NHL'lI 21
olgunun 5’inin (%23.8) doku 6rneginde EBER, HL olgularinin 3’linde (%37.5) ve
NHL olgularinin 10’'unda (%47.6) ise DNA pozitifligi saptanmistir. Toplam olarak
degerlendirildiginde, HL olgularinin 5’inde (%62.5) ve NHL olgularinin 12’sinde
(%57.1) EBER ve/veya DNA varligi gosterilmistir. HL ve NHL gruplari arasinda
EBER ve DNA pozitifligi agisindan anlaml bir fark bulunamamistir. Sonug olarak,
HL ve NHL etiyolojisinde olasi EBV iliskisi ¢calismamizda da desteklenmistir.

Anahtar sézclkler: Hodgkin lenfoma, non-Hodgkin lenfoma, Epstein
Barr virus.

ABSTRACT: Relation between Epstein-Barr virus (EBV) and nasopharyngeal
carsinoma, Burkitt’s lymphoma, and lymphomas in immunosupressed patients
have been shown previously in different studies. The same relationship was also
shown in Hodgkin lymphoma (HL) and non-Hodgkin lymphoma (NHL) by some
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researchers. The aim of this study was to demonstrate EBV nucleic acids in
tissue sections of adult patients with lymphoma. The presence of EBV encoded
RNA (EBER) were investigated with in situ hybridization and EBV-DNA with PCR
method in 29 formalin-fixed paraffin-embedded tissue sections (19 lymph nodes,
the others being gastric, orbital, skin, salivary gland, testicle, small intestinal, tongue
root, bone marrow and gingival tissues) of 8 patients with HL and 21 patients
with NHL who were followed-up in Haematology Clinics of our university hospital.
EBER and EBV-DNA positivity rates were found as follows respectively; 50% (n: 4)
and 37.5% (n: 3) of 8 HL patients, and 23.8% (n: 5) and 47.6% (n: 10) of 21
NHL patients. In total evaluation EBER and/or EBV-DNA were positive in 5 of 8
(62.5%) HL, and 12 of 21 (57.1%) NHL tissue sections. There was no significant
difference in EBER and EBV-DNA positivity between HL and NHL groups. As a
result, our study emphasize a possible EBV related aetiology in HL and NHL.

Key words: Hodgkin lymphoma, non-Hodgkin lymphoma, Epstein Barr virus.

GIiRIS
Epstein-Barr virus (EBV), B lenfosit tropizmi olan ve toplumda sik karsilasilan
bir insan herpes virus ailesi (yesidir. insan herpes virus 4 olarak da adlandirilir.
Insandan insana siklikla orofarinks salgilari ile yakin temas, nadiren de damlacik
enfeksiyonu seklinde bulagir’. Degisik Ulkelerde eriskin yas grubunda seropozitiflik
oranlari %80-100 arasinda degismekte olup, bu oran toplumumuz icin %80-86
oranlarindadir’3,

Enfeksiydz mononikleozis (IM) hastaliginin etiyolojik etkeni olan EBV
ile nazofarengeal karsinoma (NC), Burkitt lenfoma (BL) ve immun yetmezlikli
hastalarda gérulen lenfomalar arasinda iliski saptanmistir*s. Fakultemizde Berber’in®
85 lenfomall olguda yaptigi bir calismada, EBV kapsid antijenine (VCA-IgG) ve
erken antijenine (EA-IgG) karsi antikor pozitifligi siraslyla %98.8 ve %25.8 olarak
bulunmustur. Bu grupta anti-EA antikorlari, Hodgkin lenfoma (HL) ve Hodgkin
disi lenfoma (non-Hodgkin lenfoma; NHL) olgularinda sirasiyla %44.4 ve %20.8
oraninda pozitiftire. BL ve NC gibi EBV ile iliskili malignitelerde, EBV ile kargilasmayi
gosteren VCA-IgG ve anti-EBNA gostergelerinin yani sira virusun reaktivasyonunu
gbsteren anti-EA da pozitiftir’. Anti-EA, serolojik reaktivasyon gostergesi olarak uzun
yillar tanida kullaniimis ancak molekuler yontemlerin yayginlagsmasi ile birlikte bu
hasta gruplarinda DNA veya RNA testleri tanida daha ¢ok 6nem kazanmistir®.

Transplantasyon sonrasi lenfoproliferatif hastalik (PTLD) gibi durumlarda,
seroloji yetersiz oldugu igin etkenin antijenlerinin veya nukleik asitlerinin dokuda
gosterilmesi daha anlamhdir. Hizli tani konmasi gereken bu hasta grubunda
Ozellikle dokuda EBV tarafindan kodlanan RNAnin (EBER) gosteriimesi tedaviyi
de yonlendirmektedir. Bu amacla kullanilan in situ hibridizasyon (ISH) yéntemi,
oldukga duyarli bir yontem olarak tanimlanmaktir®.

Bu calismada, farkli tip lenfomall EBV seropozitif hastalarin doku érneklerinde
EBER ve EBV-DNA varliginin arastinimasi amagclanmistir.
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GEREC ve YONTEM

Hastalar ve Ornekler: Calismaya, Ege Universitesi Tip Fakilltesi ic Hastaliklar
Hematoloji servis ve polikliniginde izlenen 18-74 yaslar arasindaki (yas ortalamasi:
47 yil) 29 lenfomall (8 Hodgkin ve 21 Hodgkin disi) olgu dahil edildi (Tablo I).

Olgularin ttmudnde EBV VCA-IgG pozitif, 11’inde ise EA-IgG pozitif idi. EBNA
IgG antikorlarina bakilmadi.

EBER ve EBV-DNA'nin arastinimasi i¢in olgularin formalinle tesbit edilmis
parafine gomull doku ornekleri kullanildi. Dokularin 19’u lenf nodull, 10'u diger
dokulari (mide, orbita, deri, tUkrik bezi, testis, ince barsak, dil koku, kemik ilidi,
jinjiva) icermekte idi.

Tablo I: Lenfomali Olgularin Histolojik Tanilari

Hasta Grubu (n) Lenfoma Tipi (n)
Hodgkin lenfoma (8) Mikst selller tip (4)

Noduler sklerozan tip (3)
Lenfositten fakir tip (1)

Hodgkin disi lenfoma* (21) Folikdler lenfoma (3)
Kuguk lenfositik lenfoma-B hucreli (1)
Difuz buaylk B hucre lenfomasi (9)
Mantle cell lenfoma (1)
Anaplastik buydk hdcreli lenfoma-T hucreli (2)
Lenfoblastik lenfoma-B htcreli (1)
Lenfoblastik lenfoma-T hucreli (1)
Burkitt lenfoma (2)
Burkitt benzeri lenfoma (1)

*Olgularinin 18’i B hicre ve Ugu T hucre kokenlidir.

EBER In Situ Hibridizasyon Yéntemi: Ornekler 5 pm'lik kesitler halinde
lama alindi, bir gece 56°C'da tutularak ksilen ile deparafinize edildi. Orneklerin
proteoliz islemi Proteinaz K ile yapildi. Daha sonra etanol ile dehidrate edilen
kesitlerin Uzerine iki damla floresanla isaretli konjuge peptid nukleik asit (PNA)
problari eklendi. Saptama icin ticari bir kit (PNA ISH Detection Kit, DAKO A/S,
Danimarka) kullanildi. EBER aranan test orneklerine EBER PNA probu (probe/
FITC, Dako A/S, Danimarka), pozitif kontrol olarak saptama kitinin icindeki pozitif
kontrol -hibridizasyon solUsyonundaki gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaza ydnelik
floresan isaretli prob- ve negatif kontrol probu (PNA ISH Detection Kit, DAKO
A/S, Danimarka) kullanildi. 55°C’de 90 dakika inklbasyon ve ykamadan sonra
eklenen alkalen fosfataz konjuge tavsan F(ab’) anti-FITC ile 30 dakika oda Isisinda
inkUbe edildi. Yikama islemlerinden sonra eklenen substrat (BCIP/NBT/levamisole-
endojen alkalen fosfotaz inhibitord) ile 60 dakika inkibe edildi (PNA ISH Detection
Kit, DAKO A/S, Danimarka). Kaplama sivisi ve lamelle kapatilan érnekler x400
blyutme ile 1sik mikroskobunda incelendi. Hicre igindeki lacivert/siyah boyanma
pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 1).
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»
Sekil 1: Lenf nodili dokusunda EBER pozitifligi (x400).

TUm basamaklarda eldiven kullanildi. Cam malzemeler ve distile su
RNaz'lardan arndirildi.

EBV-DNA Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): Formalinle fikse parafine gdmulu
bloklardan 10 um’lik kesitler alindl. Ksilol ile deparafinizasyon isleminden sonra alkol
ile yikanip rehidrate drneklerden proteinaz K ile DNA ekstraksiyonu yapildi. EBV
DNA genomunda 11 kez tekrarlanan 296 baz ciftlik BamHI-W bdlgesini hedefleyen
primerler ve biotin isaretli prob kullanildi. EBV pozitif primeri 5- TCG CGT TGC
TAG GCC ACC TT-3', negatif primeri 5-CTT GGA TGG CGG AGT CAG CG-3
ve probu 5-/5 Bio/ TTT ACG TAA GCC AGA CAG CAG CCA A-3' kullanildi’®2,

Digoksigenin isaretli dUTP ile amplikonlar isaretlendi. Ornekler otomatik
ISl dongu sisteminde (Thermal cycler-9600, Perkin Elmer, ABD) su protokol ile
cogaltildi: a) 94°C’de 5 dakika, b) 35 déngu sirasiyla 94°C’de 60 saniye, 60°C’'de
30 saniye, 72°C’de 60 saniye, c) 72°C’de 10 dakika.

Digoksigenin isaretli amplikonlar PCR ELISA-DIG Detection kiti (Roche
Diagnostics, Branchburg, ABD) ile saptandi. Testte biotin isaretli oligonukleotid probu
digoksigenin isaretli amplikonlarla birlesmektedir. Bu prob-amplikon hibridi streptavidin
kapl mikrogukurlarda fikse ediimektedir. Bu komplekse peroksidaz ile konjuge anti-
digoksinenin antikorlar baglanir ve ABTS kolorimetrik substrat ile gértnttlenir.

Amplikon tagsinmasinin engellenmesi icin onerilen PCR calisma kurallarina
uyuldu'®. EBV-DNA PCR testi; kantitasyonu bilinen bir pozitif kontrolle (Erasmus Tip
Merkezi, Viroloji BolumuU'nden, Prof.Dr.HGM Niesters'den saglandi) calisildiginda
5 kopya/ml'ye kadar EBV DNA'sI saptayabilmekte idi.
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Istatistiksel degerlendirmeler icin Ki kare testi kullanild.

BULGULAR

Calismaya alinan lenfomali 29 hastanin 9'unda (%31.0) EBER, 13’Gnde
(%44.8) EBV-DNA pozitifligi saptanmigtir. Orneklerden 12’sinde (%41.4) testlerden
biri ve 5'inde (%17.24) her ikisi de pozitiftir (Tablo Il ve Ill).

Tablo Il: Olgularin Serolojik ve Molekuler Test Sonuclari

Olgu No. Tani (Hacre Tipi) Anti-EA VCA IgM* EBER EBV-DNA
1, NHL** (B) + + - +
2, NHL(B) + - - -
3. NHL(B) + - + -
4, NHL(B) + + - -
5. NHL(B) + - + +
6. NHL(B) + - - +
7 NHL(B) - - - +
8. NHL(B) - - - +
9. NHL(B) - - - +

10. NHL(B) - - - -
11, NHL(B) - - + +
12. NHL(B) - - - +
13. NHL(B) - - - -
14, NHL(B) - - -

15. NHL(B) - - - -
16. NHL(B) - - +
17. NHL(B) - - - -
18. NHL(B) - - - -
19. NHL(T) + - - -
20. NHL(T) - - - +
21. NHL(T) - - + -
22, HL** + - + -
23, HL + - + -
24, HL + - - +
25. HL + - - -
26. HL - - + +
27. HL - - - -
28, HL - - - -
20. HL - - +

* Tum olgularda VCA-IgG pozitiftir.
** NHL: Hodgkin disl lenfoma, HL: Hodgkin lenfoma.

Hodgkin lenfomali olgularin %50’sinde (4/8) EBER, %37.5’'inde (3/8) ise
EBV-DNA pozitif olarak bulunmus (Tablo ), mikst selller tipte olan olgularin
%75'inde (3/4) ve lenfositten fakir olan bir olguda EBER pozitifligi izlenmistir.
NHL grubunda ise EBER ve EBV-DNA pozitiflik oranlari sirasiyla %23.8 (5/21)
ve %47.6 (10/21) olarak saptanmistir (Tablo II).
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Tablo IlI: Olgularin Dokuda EBER ve DNA Sonuglari

EBV-DNA Pozitif EBER Pozitif Toplam
Olgular Say! (%) Sayi (%) Sayi (%)
HL (n: 8) 3 (37.5) 4 (50.0) 7 (87.5)*
NHL (n: 21) 10 (47.6) 5 (23.8) 15 (71.4)*
Toplam (n: 29) 13 (44.8) 9 (31.0) 22 (75.8)

*HL'll 7 olgunun ikisinde ve NHL'll 15 olgunun Gglinde hem EBER hem EBV-DNA pozitifligi saptanmistir.

B hucre kdkenli 18 NHL olgusunun 4’'Unde (%22.2) EBER, 9'unda (%50)
EBV-DNA ve 10’'unda EBER ve/veya EBV-DNA (%55.6) pozitifligi mevcuttur. T
htcre kokenli 3 NHL olgusunun ise birinde EBER, birinde EBV-DNA saptanmis,
istatistiksel analizde HL ve NHL gruplar arasinda EBER ve EBV-DNA pozitifligi
acisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.01).

EBV-EA IgG pozitif 11 olgunun 4’Gnde (%36.4), negatif 18 olgunun ise 5'inde
(%27.8) EBER pozitifligi bulunmus ve bu iki grup arasinda EBER ve EBV-DNA
pozitifligi agisindan anlamli bir iliski saptanmamistir (p>0.01).

EBV-DNA testimizin 5 kopya/ml'ye kadar BamHI-W bdlgesini iceren plazmidi
saptamasi bu protokol icin bildirilen duyarlilik ile (10 kopya/ml) uyumludur™.

TARTISMA

Degisik Ulkelerde Hogkin lenfoma ile EBV arasindaki iliskinin, hasta dokularinda
viral nUkleik asit ve viral protein testleri ile arastinldigi calismalarda %20 ile %100
arasinda degisen oranlar bildiriimektedir'*2. Cok genis bir aralikta yer alan bu
oranlarin, sosyoekonomik ve cografi farkliliklar goésterdigi izlenmektedir. Gelismis
Ulkelerde %30-50 arasinda verilen oranlar, gelismekte olan ulkelerde %70-100e
ulasmaktadirt'#+16, Bizim calismamizda HL tanisi almis sekiz hastanin besinde
(%62.5) EBER ve/veya EBV-DNA pozitifligi belirlenmistir. Bu iligki Hindistan,
Kenya ve Suudi Arabistan gibi Ulkelerden daha dusuk olup, Meksika, Hong
Kong, Japonya, Cin ve italya gibi tlkelere benzerdir. HL alt tiplerinden mikst
seluler tipte dort olgumuzun Gctnde (%75) saptadigimiz EBER pozitifligi bir cok
arastirmacinin bildirdigi oranlara (%58-100) benzerdir*#1%1720 HL alt gruplarinda
EBV iligkisi, mikst seller tip ve lenfositten fakir olan tiplerde %90’a varan oranlarda,
noduler sklerozan tipte %30 civarinda ve lenfosit dominant tipte ise nadir olarak
bildirilmektedir®. Lenfositten fakir olan HL'da EBV ile iliski %83-100 oranlarinda
bildirilmigtir+14182021 - Calisma grubumuzda lenfositten fakir bir HL olgusunda
EBER pozitifligi bulunmustur. Calismamizda HL'lI olgularda saptanan %62.5'lik
EBV nikleik asit pozitiflik orani; Ozdil ve arkadaslannin?? Trakya'da EBER ISH
yontemiyle yaptiklar ¢alismada bildirdigi oran (%68.2) ve Kaya ve arkadaslarinin®
Kuzeydogu Anadolu’da LMP-1'i arastirdiklan ¢alismalarinda bildirdigi oran (%75)
ile uyumludur. Olgularimizin yarisini olusturan mikst selUler alt tipinde %75 olarak
saptadigimiz EBV iligkisi, s6z edilen bu galismalarda sirasiyla %75 ve %100
olarak verilmektedir??23,
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Cok farkl histolojik alt tiplerin yer aldigi NHL tanili olgulanimizda EBER
ve/veya EBV-DNA pozitiflik orani %57.1 (12/21) olarak belirlenmis ve HL ile NHL
gruplari arasinda EBER ve DNA pozitifligi agisindan anlamli bir fark bulunamamistir
(p>0.01). NHL’li hastalanmizdan yaygin badyuk B hdcreli lenfoma tanisi almis
dokuz olgunun besinde (%55.6) EBER ve/veya EBV-DNA pozitif olup, bunlardan
sadece birisinde her iki test de pozitif sonug vermigtir. Endemik Burkitt lenfomasi
ile EBV arasindaki iligki %90'in Uzerinde oldugu halde, sporadik ve AIDS ile iligkili
Burkitt lenfomada bu oranlar %15-85’e dismektedir. NHL'nin diger alt tipleriyle
ilgili galismalarda, farkli gruplar ve cografi bolgelerde %11.4 ile %100 arasinda
degisen farkli sonuclar bildirimektedir*2+2, talya’da yapilan bir calismada, difiz B
hucreli lenforna gurubunda EBV-DNA pozitifligi %72.7 olarak bulunmus ve folikuler
lenfoma grubunda bu oranin %40 oldugu ifade edilmistir?®. T hicre lenfomalarinin
EBV ile iliskisi yine farkli alt gruplara bagl olarak %40-100 arasinda degismektedir*.
CGalismamizda, NHL olgu grubunda da EBV ile olasi bir iliski dtstnulebilir, ancak
saglikl bir degerlendirme ve karsilastirma igin daha genis sayida NHL alt tiplerine
ait olgu gruplar ile, farkl bolgelerden ve ayni yontemlerin kullanildigi calismalarin
yaplimasina gerek vardrr.

Akut EBV enfeksiyonu olan hastalarin yaklasik %30-70’'inde ortaya ¢ikan anti-EA
antikorlari, akut enfeksiyon sirasinda yukselmekte ve 6-12 ay icinde kaybolmaktadir.
Buna karsin yuksek anti-EA duzeyleri lenfomali hastalarda saptanabilmektedir”.
Calismamizda, anti-EA pozitif olgularda %36.4 (4/11), negatif olgularda ise %27.8
(5/18) oraninda EBER ve/veya EBV-DNA pozitifligi belirlenmis ve aradaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum, primer enfeksiyon disinda bu
tip hasta gruplarinda (PTLD dahil) indirek bir tani yontemi olan serolojinin yararli
olmadigini desteklemektedir. Ayrica antikor testlerinin HIV/AIDS'li olgularda goérulen
lenfoproliferatif hastaliklarin tanisinda da yeri kisithdir. Bu olgu gruplarinda molekuler
yontemlerle viral ndkleik asitlerin gosteriimesi daha anlamli olmaktadir.

Bilindigi gibi, bir etkenin bir hastalikla iliskisinin kesin olarak belirlenmesi; bu
etkenin bu hastaya ait dokulardan izole edilmesi, bu izolatlarin verildigi kiside de
ayni hastaligi olusturmasi ve saglikl kisilerin dokularinda bu etkenin olmadiginin
gosteriimesine dayanmaktadir. Ancak farkli lenfoma tipleri ile EBV arasindaki iligkinin
bu tip calismalarda kanitlanmasi mimkin degildir. Calismamizda saglikli bireylerden
doku 6rnegi saglanamadigi icin saglikli doku kontrol grubu olusturulamamistir.
Literatirdeki saglikli bireylere ait EBV nukleik asit calismalan genellikle periferik
kan hucrelerinde arastinimistir'®?7,

Sonug olarak, HL ve NHL etiyolojisinde sorgulanan ve cografi bolgelere gore
farklilik gosteren EBV nukleik asit varliginin, yoremizdeki lenfomall hasta dokularinda
da gosterilmis olmasi, olasi bir iliskiyi disundirmesi agisindan yarar saglayabilir.

TESEKKUR

Calismamiz icin kantitasyonu bilinen pozitif EBV-DNA 6rnegini saglayan Dog.
Dr. Arzu Sayiner ve Prof. Dr. HGM Niesters’e tesekkur ederiz.
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