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OZET

KIRIM KONGO KANAMALI ATESTi HASTALARINDA
mMiRNA-144 VE miRNA-1908 iFADE DUZEYLERININ ARASTIRILMASI
OZLEM ALDEMIR
ENFEKSIYON HASTALIKLARI VE KLINIK MIKROBIYOLOJI ANABILIM DALI
SIVAS, 2019

Kirim-Kongo Kanamali Ates, kene kaynakli zoonotik viral bir hastaliktir.
KKKA hastalig1, viral kanamali ates sendromlar1 arasinda yer alir ve 6n planda ates,
kanama ve Kkaraciger fonksiyon bozuklugu ile seyreder. Gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan mikroRNA’lar gelisme, farklilasma, sagkalim,
apoptoz ve yaslanma gibi hiicre yasami igin gerekli birgok siiregte gorev alirlar.
Islevlerini yerine getiremediklerinde birgok hastaliga yatkinliga yol agabilirler. Bu
caligma KKKA hastalarinda miRNA-1908 ekspresyon diizeylerinin arastirildigr ilk
calismadir. Bu amagla, 60’1 hastalardan ve 40’1 kontrollerden olmak tizere toplam
100 adet kan orneginin qPCR yontemi ile miIRNA ekspresyon diizeyleri 6lgiilmiistiir.

KKKA hastalarinda kontrol grubuna gore mMIRNA-144 ekspresyon
seviyesinin 11 kat azalmis oldugu (p=0.91), miRNA-1908 ekspresyonunun ise 1.44
kat artmis oldugu gosterilmistir (p=0.87). Hastalar klinik ciddiyet diizeyine gore
hafif, orta ve agir olmak {iizere 3 gruba ayrildi. Ciddiyet gruplar1 arasinda
karsilastirilma yapildiginda; hastaligi agir/orta gecirenlerde hafif gegirenlere gore
miRNA-144 ve miRNA-1908 ekspresyonunun sirasiyla 2 ve 2.36 kat artmis oldugu
bulundu (p=0.09, p=0.37). Yasayan hastalara kiyasla 6len hastalarda miRNA-144
ekspresyonu 16.3 kat (P=0.002); miRNA-1908 ekspresyonu 14.3 kat (p=0.01)
artmistir. PT’si normal degerlerin iizerinde olan hastalarla normal degerlerde olanlar
ve 16kosit sayist normal degerin altinda olanlarla normal degerlerde olanlar
karsilastirildiginda, PT’si normal degerin {izerinde olanlarda miRNA-1908 ifadesinin
7 kat arttig1 (p<0.01), I6kosit sayisi normal degerin altinda olanlarda miRNA-144
ifade diizeylerinin 3 kat azaldigi bulunmustur (p=0.038).

Sonug¢ olarak, mMiRNA-144 ve miRNA-1908, KKKA’nin patogenezinde ve
hastaligin klinik seyrinde yol gosterici olmaya aday olabilirler.

Anahtar Kelimeler: Kirim-Kongo Kanamali Atesi, miRNA-144, miRNA-
1908, gen ifadesi



ABSTRACT
INVESTIGATION OF MiRNA-144 AND MIRNA-1908 EXPRESSION LEVELS IN
CRIMEAN-CONGO HEMORRHAGIC FEVER PATIENTS
OZLEM ALDEMIR
DEPARTMENT OF INFECTIOUS DISEASES AND CLINICAL MICROBIOLOGY
SIVAS, 2019

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) is a zoonotic viral disease
caused by a tick-borne virus. CCHF disease is one of the viral hemorrhagic fever
syndromes and its symptoms often accompanied by fever, bleeding and liver
dysfunction. Micro RNAs play an important role in the regulation of gene expression
and are involved in many processes necessary for cell life such as development,
differentiation, survival, apoptosis, and aging. Thus, dysfunction of these molecules
lead to susceptibility to many diseases. This study is the first to investigate the
expression levels of miRNA-1908 in CCHF patients. In this study, miRNA
expression levels of total 100 blood samples in which 60 CCHF patients, 40 controls
were measured by using qPCR method.

According to the control group, the expression level of miRNA-144 was
found to be 11-fold decreased in CCHF patient group (p = 0.91), whereas the raising
of expression of mMiIRNA-1908 was 1.44-fold (p = 0.87). Patients were categorized
into 3 groups as mild, moderate, and severe regarding clinical severity. The
expression of mMiRNA-144 and miRNA-1908 was found to be increased by 2 and
2.36 times, respectively (p = 0.09, p = 0.37) in moderate/severe categories comparing
to mild category. The expression of miRNA-144 and miRNA-1908 was shown to be
increased by 16.3-fold (P = 0.002) and 14.3-fold (p = 0.01), respectively in patients
who died compared to the patients who survived. Patients whose PT values above
normal had 7-fold increased levels of mMiRNA-1908 expression (p <0.01) and those
with leukocyte counts below normal had 3-fold decreased levels of miRNA-144
expression (p = 0.038) comparing to patients with normal PT and leukocyte levels,
respectively. Taken together, miRNA-144 and miRNA-1908 expression levels might
be candidates to shed light on pathogenesis and clinical course of CCHF.

Keywords: Crimean-Congo Hemorrhagic Fever, miRNA-144, miRNA 1908,

gene expression.
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1.GIRIS

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) kene kaynakli zoonotik viral bir
hastalik olup, etken Bunyavirales grubunun Nairoviridae ailesinin Orthonairovirus
genusunda smiflandirilan negatif polarite gosteren tek sarmalli bir riboniikleik asit
(RNA) virtisiidiir (1,2). KKKA hastaligi, viral kanamali ates (VKA) sendromlari
arasinda yer alir ve 6n planda ates, kanama ve karaciger fonksiyon bozuklugu ile
seyrederken infekte bireylerde farkli klinik tablolar goriilebilir (3). Bazi hastalar
asemptomatik oldugu halde bazilar1 6liimciil olabilmektedir. Bu klinik farkliligin
sebebi hentliz agikliga kavusmamistir.

Hastalik sirasinda mononiikleer fagositik hiicreler, hepatositler ve endotel
hiicreleri (EC), KKKA viriisiiniin ana hedefi olarak bilinir (4,5). Sepsiste oldugu gibi,
EC hasar1 KKKA patogenezinde onemli bir rol oynamaktadir. EC, virilis aracilt
konak kaynakli soluble faktorler veya dogrudan viral faktorler tarafindan da
hasarlanabilmektedir (6).

MikroRNA (miRNA)’lar korunmus deoksiriboniikleik asit (DNA)
bolgelerinden kodlanan, fakat translasyona ugramayan, transkripsiyonel olarak
messenger RNA (mRNA)larin 3'-¢evrilmemis bolgelerini hedefleyen 18-24
niikleotid uzunlugundaki kiigiik tek iplikli RNA molekiilleridir. Genel olarak, her
miRNA birkag yiiz hedef mRNA'ya kadar kontrol ederken, bir mRNA hedefi birden
fazla miRNA ile sinerjik regiilasyona tabi tutulabilir. Gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde Onemli diizeyde rol oynarlar (7). mMiRNA’larin gelisme,
farklilagsma, sagkalim, apoptoz ve yaslanma gibi hiicre yasami i¢in gerekli bircok
stirecte gorev aldigi, islevlerini yerine getiremediklerinde kanser basta olmak tlizere
bir¢cok hastaliga yatkinliga yol agtig1 bildirilmistir. miRNA’lar, dogal ve kazanilmis
immiin yanitta da 6nemlidirler (8). Bu nedenle viral etkenler dahil olmak iizere gesitli
infeksiyonlarda miRNA’larin patogenezde rol oynamasi miimkiindiir. Viris ile
konak arasindaki iligkiyi etkileyen miRNA’lar, hiicresel miRNA’lar ve viral
miRNA’lar olmak {izere 2 tlirde olabilir. Yapilan deneylerde viral miRNA’larin
konak hiicre genlerinin ekspresyonunu degistirdigi gibi, konak miRNA’larin da viral
genlerin ekspresyonunu degistirdigi gosterilmistir (7). Bugiine kadar, pek c¢ok
miRNA tanimlanmistir ve insanda protein kodlayan genlerin % 60'in1 diizenleyecegi

tahmin edilmektedir. Calismamizda KKKA hastalarinda, literatiirde bazi viral



hastaliklarda arastirilmis olan miRNA-1908 ve miRNA-144 ifade diizeylerinin
arastirtlmast amaglanmistir. Giiniimiize kadar KKKA hastalarinda miRNA-1908

ifade diizeyleri ¢alisilmamis olup miRNA-144 ile ilgili sadece bir ¢calisma mevcuttur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kirnm-Kongo Kanamah Atesi

2.1.1. Tanim

Kirim-Kongo kanamali ates viriisii (KKKAV) insanlarda mortal seyredebilen
kene kaynakli bir hastaligin etken ajamidir (9). KKKAYV, Bunyavirales grubunun
Nairoviridae ailesinin Orthonairovirus genusunda siniflandirilan bir RNA virisiidiir
(10). Hastaligin yayilimi ozellikle Hyalomma cinsi kenelerle olmaktadir (11,12).
KKKA, ani yiikselen ates, basagrisi, kas agrisi, halsizlik sikayetlerini takiben yiizde
ve govdede hiperemi, petesi, mukozalarda kanama ve ilerleyen donemde
intraparankimal kanamalarla ¢coklu organ disfonksiyonuna yol agan 6liimciil bir viral
enfeksiyondur (13). Hastalik, Afrika, Asya ve Avrupa'nin her yerinde sporadik
olarak ortaya ¢ikar ve yaklasitk % 30 mortalite ile sonuglanir. Bulas, kenelerin
yapigmasi, Kene ezilmesi, hastaligin akut sathasinda olan bir hasta ya da viremik

hayvanlarin doku ya da kanina temas sonrasi olur.

2.1.2. Tarihge

KKKAV ilk kez 1944-1945 wyillarinda Kirim’da, daha sonra 1956’da
Kongo’da tespit edilmig, 1969’da her iki virlisun ayni antijenik yapida oldugu
belirlenmistir (14).

Ulkemizde ilk KKKA olgulart Tokat ydresinden gelen hastalarda
tanimlanmustir. Tk kez 2002 yili May1s ayinda Cumhuriyet Universitesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi'ne Tokat yoresinden gelip, ates, gastrointestinal sistem
yakinmalari, kas agrilar1 ve kanama gibi yakinmalar ile bagvuran ve lokopeni,
trombositopeni ve karaciger enzim yiiksekligi gibi laboratuar bulgular ile yatirilip

takip edilen hastalarin bir kismina sonradan serolojik olarak KKKA tanis1 konmustur

(15).
2.1.3. Epidemiyoloji

KKKAYV, kene ile bulasan viriisler icinde en yaygin cografik dagilimi
gosterendir ve tibbi 6nemi olan Arboviriislar i¢inde Dang atesi viriisiinden sonra en

yaygin olarak goriilen viriistiir (16).



Dogu Avrupa ve Asya’daki KKKA epidemilerinin, genellikle insanlar
tarafindan olusturulan gevresel sartlara bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir. Kirim’
daki ilk epideminin, Ikinci Diinya Savas1 yillarinda kene ile infekte olmus bolgelerin
tarima acilmasi nedeniyle olustugu sanilmaktadir. Daha sonra Eski Sovyetler Birligi
ve Bulgaristan’da olan epidemiler ise ziraatgilik ve hayvanciliktaki degisimlere
baglanmistir (17).

Bindokuzyiizyetmisli yillardan 6nce olgularin gogunlugu Sovyetler Birligi
(Kirmm, Astrahan, Rostov, Ozbekistan, Kazakistan, Tacikistan), Bulgaristan, Zaire
(Kongo) ve Uganda’dan bildirilmistir (18). Giiney Afrika Cumhuriyeti, Kongo,
Moritanya, Burkina Faso, Tanzanya ve Senegal’den 1970-2000 yillar1 arasinda
ayrintili ¢alismalar sunulmus; Ortadogu tilkelerinden Irak, Pakistan, Birlesik Arap
Emirlikleri, Suudi Arabistan ve Umman’dan, ayrica Cin’den onemli sayida olgu
bildirilmistir. Ikibin yil1 itibariyle Pakistan, Iran, Senegal, Arnavutluk, Yugoslavya,
Bulgaristan, Tiirkiye, Kenya, Hindistan, Yunanistan ve Moritanya’dan da yeni
olgular bildirilmistir (19). KKKA iilkeler arasi dagilimi sekil 1’de gosterilmistir (20).

WHO tarafindan rapor
=dilen wallike vaka savis:

_ Vektor ile virolojik ve
s=rolojik kanat

B - vida 549 vaka

- = Yilda 50'den fazla
Y .

Sekil 1. KKKA iilkeler aras1 dagilimi (20)

Serolojik olarak yakin komsularimizda daha Onceden tanimlanmasina ragmen

Tiirkiye’de ilk vaka 2002 yilinda Kelkit Vadisi’nde yer alan Tokat ilinde saptanmigtir



(21). KKKA olgular ozellikle Kelkit vadisinde yogun olarak goriilmektedir (Sekil
2).

BLACK SEA

Sekil 2. Kirim Kongo Kanamali Atesi olgularinin yogun olarak goriildiigii Kelkit
Vadisi (22)
Ozellikle I¢ Anadolu Bolgesi'nde 2002-2003 yillarinda Kizilirmak

havzasindan, Tokat, Sivas ve Yozgat ilinden olmak tizere KKKA epidemisi

bildirilmigtir (23). KKKA vakalarinin ve dliimlerinin yillara gore dagilimi Sekil 3’te

gosterilmektedir.
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Sekil 3. Kirim Kongo Kanamali Atesi Vakalarinin ve Oliimlerinin Yillara Gére

Dagilimi, Tirkiye, 2008-2017 (24).



Hastalarin % 70’inde kene temasi Oykiisii bulunurken, % 30’unda evcil
hayvanlarla temas oykiisii bulunmaktadir (25). Ulusal ve uluslararasi veri tabanlari
kullanilarak yapilan giincel bir ¢calismada Tiirkiye’de 49 kiside nozokomiyal bulag
oldugu bildirilmistir (26).

Hastalik mevsimsel oOzellik gostermektedir. Eski Sovyetler Birligi’nde
Haziran ve Temmuz aylarinda olgu sayisi agisindan en yiiksek sayiya ulasilmaktadir
(27). Giiney Afrika Cumhuriyeti’'nde olgularin ¢ogu ilkbahar ve sonbaharda ortaya
cikmaktadir (28). Genel olarak hastaligin Haziran-Eyliil arasinda ortaya ¢iktigi
bildirilmektedir (29). Bununla birlikte bolgeye gore degismekte ve ocak ayinda da
goriilebilmektedir (30).

2.1.4. Etken

Kiiresel olarak ortaya ¢ikan viral enfeksiyonlar 6nemli bir halk saglig1 sorunu
teskil etmektedir. Bunyavirales grubu, ciddi insan hastaliklarina neden olan birgok
patojenik sus iceren, negatif polariteli tek iplikli RNA viriis gruplarindan biridir.
Bunyaviridae, hayvan viriislerinin en biiyiik gruplarindan biridir (31).

= Phylum: Negarnaviricota 2 subphyla
+ Subphylum: Haploviricotina 4 classes

— Subphylum: Polyploviricotina 2 classes

= Class: Elfioviricetes 1 arder

= Order: Bunyavirales 10 families

+ Family: Arenaviridae 3 genera

+ Family: Cruliviridae 1 genus

+ Family: Fimoviridae 1 genus

+ Family: Hantaviridae 4 genera
+ Family: Mypoviridae 1 genus
= Family: Nairoviridae 3 genera

= Genus: Orthonairovirus 14 species
Species: Artashat orthonairovirus
Species: Chim orthonairovirus
Species: Crimean-Congo hemorrhagic fever orthonairovirus
Species: Dera Ghazi Khan orthonairovirus
Species: Dugbe orthonairovirus
Species: Hazara orthonairovirus
Species: Hughes orthonairovirus
Speci Kasok orth irovirus

Species: Keterah orthonairovirus

Species: Nairobl sheep disease orthonairovirus

Species: Qalyub orthonairovirus

Species: Sakhalin orthonairovirus

Species: Tamdy orthonairovirus

Species: Thiafora orthonairovirus
+ Genus: Shaspivirus 1 species
+ Genus: Striwavirus 1 species

Sekil 4. Bunyavirales grubunun filogenetik agaci (32)



KKKA  virlisi, Bunyavirales grubunun, Nairovirus ailesine ait
Orthonairovirus genusunda smiflandirilan virtistiir (32). Yapilan bir ¢alismada
viriislerin ve konak¢1 kenelerin muhtemel birlikte evrimini gosteren Nairovirus ve
kene filogenezi arasinda carpici benzerlikler gosterilmistir (33).

KKKA salgmlar1 Hyalomma spp., Rhipicephalus, Ornithodoros, Boophilus,
Dermacentor ve Ixodes spp.’nin yaygin oldugu Afrika, Orta Dogu, Dogu Avrupa,
Bat1 ve Orta Asya'da belgelenmistir. Bu keneler arasinda Hyalomma spp. viriis i¢in
en 6nemli vektordiir (34).

KKKAV tek sarmalli, i¢ segmentli, negatif polariteli RNA genomu olan 80-
160 nm c¢apta zarfli bir viristir. KKKAV, S segmentiyle viral niikleokapsit
proteinini (N), M segmentiyle membran glikoprotein prekiirsorlerini (Gn ve Gce), L
segmentiyle ise RNA bagimli RNA polimeraz genini kodlar (35,36). Viriisiin
hiicreye baglanmasindan sonra virionlar sitoplazmada replike olur ve olgunlasarak
endoplazmik retikulumun golgi bolgesindeki vezikiil icine yerlesirler. Gn golgi
kompartmanina lokalize iken, Gc ise endoplazmik retikuluma lokalize olur. Niikleik
asit sekans analizlerine gore ¢ogu S segmentindeki degisikliklere, daha az oranla da

M segmentindeki degisikliklere bagl olarak § farkli genetik tiir saptanmustir.

80—160 Nnm

Sekil 5. Bunyaviriisiin gematik gosterimi (37).
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KKKAYV, ¢evre kosullarina dayanikli degildir ve konak disinda uzun siire
yasayamaz. Kanda 40°C’de 10 giin yasayabilirken, donmus tuzlu suda yillarca
hayatta kalabilir. Diisilk pH ve ultraviyole ile hizla inaktive olur. Viriis 75°C’de 5
dakikada (dk), 56°C’de 30 dk’da inaktive olur. Dezenfektanlardan % 1 hipoklorid ve
% 2 gluteraldehide duyarlidir (13). Donanimli laboratuvarlarda hiicre kiiltiirlerinde,
Trankripsiyon 1 sinyalizasyonu aktivatorii (STAT-1) hasarli farelerde ve yeni

dogmus fare beyninde iiretilebilir.

2.1.5. Bulas Yollan

Orthonairovirus genusunun iiyesi olan viriisler Argasid veya Ixodid keneler
araciligiyla diger canlilara bulasirlar. Bu viriislardan sadece tigiiniin, Dugbe, Nairobi
koyun virtisu ve KKKA viriisu, insanlarda hastalik etkeni olabilecegi gosterilmistir.
KKKA viriislar1 Argasid kenelerden ziyade /xodid grubu kenelerce ve bu gruptan da
ozellikle Hyalomma genusu kenelerce (Hyalomma marginatum marginatum)
bulastirilirlar (38). Keneler viriis i¢in hem rezervuar konak hem de vektér konak
roliindedir. Enfekte olan keneler viriisii tiim hayatlari boyunca tasiyabilirler. Keneler
arasinda viriisiin gegisi trans-ovarial, trans-stadial veya horizontal yolla olabilir (39).
Kenenin larva ve/veya nimf doneminde kan emdigi viremik bir konaktan viriisii
alabilmesi, gomlek degistirme donemlerinde bunu korumasi ve bundan sonraki
gelisme donemlerine tasiyabilmesi trans-stadial gegis, eriskin doneminde infekte
konaklardan kan emen bir disi kenenin viriisii alip yumurtalarina aktarabilmesi trans-
ovarial gegis olarak tanimlanmaktadir (40). Vektor kenelerin larval ve nimfal fazinn,
Gilineydogu Avrupa ve Giliney Afrika arasinda go¢ eden go¢men kuslar iizerinde
bulunabildigi gosterilmis olup, bu kuslarin viriisiin iki kita arasinda tasinmasina yol
acabildigi diistiniilmektedir (41). Tiirkiye’deki 2 vakadan izole edilen suslarin Rus ve
Kosova suglarina benzemesi hastaligin gé¢gmen kuglar vasitasi ile Tiirkiye’ye
tasindigini gostermektedir (42).

KKKAYV, sigir, kegi, koyun, tavsan, Kirpi, fare ve hatta evcil kopek dahil
birgok evcil ve vahsi omurgali hayvandan izole edilmistir (43-48). Hayvanlarda
hastalik asemptomatik seyreder ve ortalama bir hafta kadar siiren bir viremi periyodu

olmaktadir.



Viris, insanlara enfekte olmus kenelerin yapigsmasi, kene ezilmesi yoluyla
veya enfekte hayvan kanlariyla dogrudan temas ile iletilir. Kisiden kisiye bulagma,
enfekte olmus hastalarin derisine, miik6z membranlara veya viicut sivilarina
dogrudan veya dolayli olarak temas etmesi nedeniyle ortaya gikabilir (49). Viriis,
insandan insana hastane ortaminda da bulasabilir (50,51). KKKA vakalarii takip
eden saglik calisanlari igne batmasi, enfekte kan ve salgilarla temas ve cerrahi
yaralanmalar yolu ile viriisii alabilirler.

Mezbaha ¢alisanlari, kasaplar, ¢iftgiler ve ¢iftlik sahipleri, veteriner hekimler
ve saglik calisanlar yiiksek riskli meslek gruplari olarak kabul edilmektedir (11,52).
Endemik bolgede yasayanlar, endemik bolgeye seyahat edenler, ¢obanlar, mevsimsel

g0¢ sezonunda disarida uyuyanlar da risk gruplari arasindadir (53).

2.1.6. Patogenez

KKKA'nin patogenezi; enfeksiyonlarin sporadik olarak gelismesi ve tam
otopsileri yapmak i¢in gerekli imkanlarin sinirli oldugu alanlarda olmasi, Vviriisiin
cogaltilmas1 veya calisilmasi igin biyogiivenlik seviyesi 4 (BSL-4) igeren
laboratuvarlara gereksinim olmast ve mevcut hayvan modellerinin yetersizligi
sebebiyle tam olarak anlasilamamustir (54).

KKKA ilk kez 1944 yilinda tespit edildiginde, baslica patolojinin vaskiiler
disfonksiyon oldugu, kanamaya ve plazmadan interstisyel bolgeye sivi kaybina
neden oldugu gosterilmistir. Sovyet klinisyenleri, ‘organlarin ana patolojik
bulgularinin, c¢ogunlukla kilcal damarlar ve kiigiilk damarlardaki kan dolasim
bozukluklar1’ olmasi nedeniyle otopsi bulgularina dayanarak hastaligi "infeksiyoz
kapiller toksikoz" olarak tanimlamislardir (55).

Vaskiiler sisteme viral salinimdan sonra, virlis 6nce kan, karaciger ve dalakta
replike olur ve daha sonra akciger, bobrek ve beyine yayilir. Mikrovaskiiler hasar ve
hemostaz bozuklugu ile ortaya ¢ikan EC disfonksiyonu (11,56) ve bozulmus immiin
yanit, hastaligin seyrinde ve siddetinde 6nemli rol oynamaktadir (57-59). EC
aktivasyonu inflamatuar reaksiyonlar1 baslatir ve intrinsik koagiilasyon kaskadini
harekete gecirir. Sitokinlerin ve ¢oOziinlir molekiillerin agir1 salinimi vaskiiler
gecirgenligin artmasina, hipotansiyona, ¢oklu organ yetmezligine ve soka yol acar.

Intrinsik koagiilasyon kaskadinin harekete gecirilmesi dissemine intravaskiiler
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koagiilasyon (DIC) ve kanamalara neden olurken, bozulmus immiin yanit viriisiin
kontrol edilemeyen replikasyonuna yol agar (60-63). KKKA ve sepsis patogenezi
benzerdir. Her ikisinde de sitokin salimmindaki artis vaskiiler kollapsa ve soka yol
acar (64).

EC’nin fonksiyonel olarak bozulmasinin, hastaligin akut evresi sirasinda
ortaya ¢ikan dolagimdaki mediatorlere bagli olmasi muhtemeldir. Filoviriislerle
enfekte olan hiicrelerin timor nekrozis faktor alfa (TNF-o) da dahil olmak {izere EC
gecirgenligini ve biitiinliigiinii bozabilecek inflamatuar mediatorleri salgiladigr daha
once gosterilmistir (65). KKKA hastalarinda goriilen subendotelyal 6dem
muhtemelen TNF-a ile iliskilidir (66). Ek olarak, TNF-a, fizyolojik antikoagiilasyon
yolaklarin1 inhibe ederek antifibrinolitik etkilere sahiptir ve plazminojen
aktivatorlerinin iliretimi ve plazminojen aktivator inhibitorii (PAI), bu sitokin
tarafindan indiiklenir. Bu etkiler konakta DIC gelisimini kolaylastirir. Bir diger
onemli proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokin, interlokin-6 (IL-6), konakg¢idaki
pihtilagsma sisteminin aktivasyonu igin gergek mediyatordiir (67,68). Ayrica IL-6 ve
doku faktorti (TF) / aktive faktér VII kompleksi tarafindan baslatilan TF aracili
trombin olusumu, TNF-a'ya benzer sekilde DIC gelisiminde 6nemli bir role sahiptir
(69-71). Tirkiye'de hafif ve siddetli vakalar {izerine yapilan bir ¢alismada yiiksek
serum TNF-a diizeyleri ciddi hastaliga neden olurken, IL-6 Olen hastalarda
yasayanlara gore daha yiiksek bulunmustur (72).

VKA tablosunda vaskiiler hasarin giiglii bir antiinflamatuar araci olan IL-10,
monosit yiizeyinde TF ekspresyonunu inhibe ederek pihtilasmayr kontrol eder (72).
Aktive edilmis B lenfositleri ile immiinglobulin (Ig) sekresyonunun artmasi ve B
hiicrelerinin farklilagmas: yoluyla humoral bagisiklik yanitinin etkinliginde de rol
oynar (73,74). VKA’da trombositopeninin kesin nedeni heniiz kanitlanamamustir.
Bununla birlikte, IL-10 seviyesinin Ebola viriisii enfeksiyonunda trombositopeni ile
anlaml1 korelasyon gosterdigi bulunmustur (75).

Aktive edilmis T hiicreleri ve dogal o6ldiiriicii (NK) hiicreler tarafindan
salgilanan interferon gama (IFN-y), makrofaj aktivasyonu yoluyla inflamatuvar yanit
ve viral imminiteden sorumludur (76). Dogal immiinite, adaptif immiinite
gelistirilmeden once viriislere kars1 savunmanin ilk adimidir ve tip I IFN diretimi ile

karakterize edilir; bu, viriislerin erken gogalmasini ve yayilmasini sinirlamak i¢in ¢ok
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onemlidir. KKKAV, tip I IFN'ye duyarli virlislerden biridir ve IFN cevabini
geciktirir (77). Dahasi, tip I IFN reseptorii bloke edilmis farelerin KKKAYV ile
karsilagsmas1 Oliimciil bir sonu¢ ve daha yiiksek KKKAV titreleri ile sonuglanir
(78,79).

EC’ler, vaskiiler hiicre adhezyon molekiili-1 (VCAM-1) ve intraseliiler
adezyon molekiili-1 (ICAM-1) igeren ¢Oziiniir adezyon molekiillerinin
upregiilasyonu ile enfeksiyon durumunda aktive edilir. Bazi c¢aligmalar mortal
vakalarda ¢Oziinebilir adhezyon molekiillerinde belirgin bir artis oldugunu
bildirmistir (58,59). Bdylece, ICAM-1 ve VCAM-1, KKKA hastalarinda vaskiiler
hasarin ve hastaligin ciddiyetinin bir gostergesi olarak kullanilabilir. Vaskiiler
endotelyal growth faktorii (VEGF), hastalik siddetini belirlemek igin kullanilan
baska bir biyolojik belirtectir. EC’lerin spesifik mitojenik faktoriidiir ve anjiogenezis
ve permeabilitede 6nemli bir role sahiptir. Bir¢ok ¢alismada siddetli vakalarda VEGF
ve reseptoriiniin (VEGFR-1) diizeyi siddetli olmayan vakalara gore anlamli diizeyde
daha yiiksek olarak tespit edilmistir (80,59).

KKKA'da Kupffer hiicreleri, hepatik EC’ler ve hepatositler temel hedeflerdir.
Hepatositlerin nekrozu, karaciger enzimlerinin artmasina yol agar (81). Ayrica
KKKA hastaliginda, lokositlerdeki artmis miyeloperoksidaz ekspresyonu artmis
16kosit lizisine yol agabilir. Bu nedenle KKKA':' hastalarda 16kopeninin

sebeplerinden birisi de 16kositlerin lizisi olarak diistiniilebilir (82).

2.1.7. Klinik Bulgular

KKKA ciddi morbidite ve mortaliteye sahip multisistemik tutulum gésteren
bir hastaliktir. KKKAV’ye bagl olarak hastalik belirtilerinin ortaya ¢iktigi bilinen
tek konak insandir (13). Viriis ile infekte olanlarin hasta olma olasiliklar1 % 21.5tir;
baska bir ifadeyle, infekte olan her bes kisiden birinde hastalik goriilmektedir (83).
1979 yilinda Hoogstraal KKKA enfeksiyonunu inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik
ve konvelesan donemleri olmak iizere dort farkli evrede tanimlamistir. (84).

Inkiibasyon dénemi, kenenin tutunmasiyla hastalik gelismesi arasinda gecen
stiredir ve bu siire, viral yiik ve enfeksiyonun edinilme yoluna bagli olarak
degisebilirken, ortalama 3-7 giin olarak bildirilmistir. inkiibasyon siiresi kan yoluyla

gecislerde daha kisadir ve hastalik bu vakalarda daha siddetli seyreder. Hastaneye
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bagvurmadan 6nceki ortalama siire Tiirkiye’de 3.8 ile 5.5 giin arasindadir ve Birlesik
Arap Emirlikleri’nde 3.5 giin olarak bildirilmistir (13,80,85).

Inkiibasyon donemi sonrasinda 1-7 giin siiren prehemorajik donemde ani
baslayan ates, kiriklik, bas agrisi, halsizlik, asir1 duyarlilik, kollarda, bacaklarda ve
sirtta siddetli agr1 ve belirgin igtahsizlik hastalarda siklikla goriilen klinik bulgulardir.
Bazen kusma veya ishal eslik edebilir. ilk giinlerde yiiz ve gdgiiste hiperemi ve
konjunktivalarda kizariklik dikkati ¢eker. Hemorajik donem, kisadir, hizl1 gelisir ve
genellikle hastaligin 3. ve 5. gilinleri arasinda baglar. Epistaksis, hematemez, melena
veya hematiiri siktir. Bazi1 vakalarda ¢ok yaygin purpurik dokiintiiler goriilebilir.
Govde ve ekstremitelerde ekimozlar olusabilir. Genellikle hepatit goriiliir, agir
olgularda hastaligin 5. giinlinden itibaren hepatorenal sendrom ve pulmoner
yetmezlik meydana gelebilir. Hepatomegali veya splenomegali hastalarin yarisinda
tespit edilebilir. Kisilik bozukluklari, boyun agrisi, huzursuzluk gibi bulgularla
baglayan ve vakalarin % 10-25’inde ajitasyon, depresyon, komayla seyreden ciddi
santral sinir sistemi bulgular1 goriilebilir. SSS tutulumu prognozun siddetiyle
iliskilidir. Santral tutulum daha ¢ok ensefalopati seklinde goriiliirken, bu vakalarda
mortalite % 30-50’lere ulasabilir. Mortal vakalarda 6lim genellikle 5-14. giinlerde
izlenir, hemoraji, ¢coklu organ yetmezligi ve sok siklikla goriilen 6lim nedenidir.
Konvalesan donem, hastaligin baslangicindan 10-20 giin sonra ortaya ¢ikar.

Hastaligin relapsi bugiine kadar bildirilmemistir (86-90).
2.1.8. Laboratuar Bulgular:

Erken tan1 i¢in tam kan sayimi ve biyokimyasal testler dnemlidir. Tam kan
sayiminda hastalifin ilk haftasinda trombositopeninin gelisimi ile erken donemde
16kopeni goriiliir. Mortalite ile sonuglanan olgularda trombosit sayilar1 son derece
diisiik olabilir. Hemoglobin diizeyindeki diisiis ciddi organ yada bosluk kanamasi
olan agir vakalarda goriilebilir. Protrombin zamani (PT) ile aktive parsiyel
tromboplastin zaman1 (aPTT) uzamasi ve DIC gostergesi olan fibrin yikim
tirlinlerinin ve D-dimerin artmasi ile koagiilasyon anormallikleri gelisir. Progresif
hepatik tutulum, serumda karaciger ile iliskili enzimler, alanin aminotransferaz

(ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) diizeylerinin artmasina neden olur.
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Hastalarda hipotansiyon geligince artan kan iire azotu (BUN) ve kreatinin, bobrek
yetmezliginin bir 6lglistidiir (91).

Swanepoel ve ark. hastaligin baslangicinda (ilk 5 giin boyunca) dlgiilebilen ve
su bulgularin herhangi biri bulundugu taktirde hastalarin % 90'inda mortal bir sonug
ongoren klinik laboratuar kriterlerini tanimlamiglardir: Beyaz kiire sayisinin (WBC)
10 x 10° hiicre / Litre (L) veya daha fazla olmasi, platelet sayisinin 20 x 10°/ L veya
daha az olmas1, AST seviyesinin 200 Unite (U) / L veya daha fazla olmasi, ALT
seviyesinin 150 U / L veya daha fazla olmasi, APTT’nin 60 saniye veya daha uzun
olmas1 veya fibrinojen seviyeleri 110 miligram (mg) / desilitre (dL) veya altinda
olmasi (85,92).

2.1.9. Tam

Uygun maruziyet oykiisii olan bir kiside, ates, halsizlik ve diger nonspesifik
bulgular ve vaskiiler sizinti ve koagiilasyon defektlerini diisiindiiren fiziksel
bulgularm  varliginda, = KKKA'dan siiphelenilmelidir. ~ ilk  laboratuvar
degerlendirmesinde 16kopeni, trombositopeni ve serum AST ve ALT seviyelerinin
yiikselmesi siipheyi destekler (91). Klinik ve laboratuvar bulgulariyla KKKA siiphesi
bulunan olgularin tanisinda; viriisiin kan ve doku orneklerinden izolasyonu, viriis
antijeninin ve viriise karsi olusan antikorlarin serolojik olarak Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) veya Enzymeimmune assay (EIA) araciligiyla
gosterilmesi tan1 yontemi olarak kullanilmaktadir. Olusan antikorlar serolojik
yontemlerden en hizli ELISA ile saptanabilmektedir. IgM antikorlar: hastaligin 6-7.
giiniinden sonra ve IgG antikorlar1 ise hastaligin yaklasik 7-10. giiniinden sonra
serumda tespit edilebilir (13). Spesifik IgM enfeksiyondan 4 ay sonra tespit
edilemeyen seviyelere iner ancak IgG en az 5 yil boyunca tespit edilebilir seviyelerde
kalir. Son veya mevcut enfeksiyon, serokonversiyon gosterilerek veya eslestirilmis
serum Orneklerinde KKKA viriisiine karst IgG antikor titresinde dort kat ve daha
fazla bir artisin gosterilmesiyle veya IgM antibody capture — ELISA (MAC-ELISA)
yontemiyle KKKA IgM antikor pozitifliginin tek bir kan drneginde saptanmas ile
gosterilir. (93). ELISA yontemleri, immiinofloresan testler ve ndtralizasyon

testlerinden oldukca spesifik ve sensitiftir (94). Son zamanlarda, KKKAV
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enfeksiyonlarinin serolojik olarak teshisi i¢in rekombinant bir niikleoprotein temelli
IgG ELISA gelistirilmistir (95).

Viriis izolasyon c¢alismalari, genellikle BSL-4 olan yiiksek muhafaza
laboratuvarlarinda yapilmalidir. Hiicre kiiltiiriinde izolasyon, yeni dogan farelere
intrakranyal inokulasyon gibi geleneksel yontemlerden daha basit, daha hizli, ancak
daha az sensitiftir (96). Viriis, LLC-MK2, Vero, BHK-21 ve SW-13.4 gibi hiicre
dizileri kullanilarak izole edilebilir (4). Viriis izolasyonu 2-5 giin i¢inde basarilabilir,
ancak hiicre kiiltiirleri sensitif degildir ve genellikle yalnizca hastaligin ilk 5 giiniinde
karsilasilan nispeten yiiksek viremi bulgularinda tani olanagi verir. KKKAV’ nin
sitopatik etkisinin zayif olmasi veya hi¢ olmamasi nedeniyle, spesifik monoklonal
antikorlar veya molekiiler yontemler kullanilarak immiinofloresan antikor testlerle
(IFA) tan1 dogrulanmalidir (4).

KKKAYV enfeksiyonunun erken tanisi i¢in en ¢ok kullanilan yontem revers
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)‘dir. Bu yontem yiiksek seviyede
sensitif, spesifik ve hizlidir (97). Daha sensitif ve spesifik olan yeni gelistirilmis
yontem otomatize real time assaydir. Bu yontem ile kontaminasyon riski en aza
indirilmektedir (98).

RT-PCR
e —————

Viris izolasyonu
—
ELISA IgM IgG IFA

Sekil 6. KKKA Viriis /Antikor Kinetikleri (99)
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2.1.10. Tedavi

KKKA ig¢in etkili bir antiviral ilag¢ tedavisi yoktur ve destek tedavisi tedavinin
temelini olusturur (100). Teyit edilmis vakalar i¢in hospitalizasyon genellikle
gereklidir ve siddetli vakalar i¢in iyi donanimli bir yogun bakim iinitesi gereklidir ve
siddetli vakalar kan ve kan {iriinlerine kolay erisim olanagi saglayan bir iigiinci
basamak merkeze yonlendirilmelidir. Kan ve viicut sivilan i¢in gerekli kontroller,
saglik  personelinin KKKAV’ye maruziyetini  koruyarak  baslatilmalidir.
Genel destekleyici onlemler, sivi replasmani (kristaloid veya sentetik kolloid) ile agri
ve ates i¢in parasetamoldiir. Hemorajik komplikasyonlar duruma gore degerlendirilir
ve eritrosit siispansiyonu, taze donmus plazma ve/veya trombosit siispansiyonu ile
gereken replasman saglanmalidir. Hemodiyaliz ise bobrek yetmezligi, hiperkalemi,
siddetli metabolik asidoz, iiremik perikardit ve asir1 sivi yiikii olan hastalar icin
gerekebilir (100,101). Solunum yetmezligi durumunda mekanik ventilasyon saglanir
ve sekonder enfeksiyonlar antibiyotiklerle tedavi edilir (102). Tirkiye'den yapilan
son bir galisma, yliksek doz metilprednizolon, intravenéz immiinoglobiilin ve taze
donmus plazmanin bir kombinasyonunun faydali oldugunu ileri siirmiis ancak
yazarlar ¢alismaya bir kontrol grubu dahil etmemistir (103).

KKKA’mn Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onayli bir
antiviral tedavisi yoktur. Ribavirin, in vitro ve in vivo birgok virlise kars1 genis bir
antiviral aktiviteye sahip bir niikleozid analogudur. Etki mekanizmasi; indirekt
etkileri (inozin monofosfat dehidrogenaz inhibisyonu, immiinmodiilasyonu) ve direkt
etkileri (mRNA capping, RNA polimeraz inhibisyonu ve letal mutagenez) icerir
(104). Genis spektrum aktivitesi, birden fazla etki mekanizmasina atfedilebilir.
Bununla birlikte, ribavirin aliminda hiicre tipleri ve dokular arasinda degiskenlik
gozlemlenmistir Ve ribavirin direngli varyantlar tanimlanmistir (105). Yapilan bir
caligmada, ribavirinin KKKAV ile enfekte fare modelinde mortaliteyi azalttigi
gosterilmistir (106). Diger bir ¢alismada ise, ribavirinin tip | IFN reseptoriinden
yoksun olan KKKAYV ile enfekte farelerin hayatta kalma oranimi arttirmadig tespit
edilmistir (107). Mevcut bilgiler ribavirinin tartismali olmakla birlikte o6zellikle
hastaligin baslangi¢ evresinde etkili olabilecegi, kanamalar basladiktan sonra ise

etkili olmadig1 yoniindedir (108).
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Yeni ilag adaylarindan ribamidin, ribavirinden 4.5-8 kat daha az antiviral etki
gosterirken; diger ajanlardan 6-azauridin, selenazofurin ve tiazofurinin anlamli bir
antiviral etkisinin olmadig1 tespit edilmistir (108). RNA viriis inhibitorlerinden
favipiravirinin hayvan deneylerinde KKKA hastaliginin ge¢ evrelerinde bile klinik

yarar gosterdigi ileri siiriilmektedir (109).
2.1.11. Korunma Ve Onlem

Hastalig1 onlemenin en iyi yolu, virlise maruz kalmaktan kagimmak veya
maruziyet riskini en aza indirmektir. Bu ¢esitli sekillerde basarilabilir. Yiiksek riskli
mesleklerde kisiler (mezbaha galisanlari, veterinerler, ¢obanlar, vb.), virlis bulasmis
kenelere, virlis bulagsmis hayvan kani veya diger dokulara maruz kalmaktan
kagmmak igin her tiirlii 6nlemi almalidir. Ornegin, eldiven giymek ve ¢iplak cildin
kan ve diger dokulara maruz kalmasimi smirlamak, etkili pratik kontrol
onlemlerindendir. Ayn1 sekilde, stipheli KKKA hastalariyla ilgilenen saglik personeli
standart bariyer onlemleri kullanmalidir. Kene kontrolii, Hyalomma kenelerinin
yaygin oldugu diinyanin birgok bolgesinde her zaman pratik olmayabilir. Bununla
birlikte, KKKA endemik bolgelerindeki akarisid kullanimi, enfekte kenelerin
populasyonunun azaltilmasinda etkilidir. Bocek kovuculariin (dietil toluamid) cilde
uygulanmasi ve permetrin ile emdirilmis giysilerin kullanimi kene yapigmasina kars1
bir miktar koruma saglayabilir. Diger kene kaynakli hastaliklarda oldugu gibi, kisinin
viicudunun ve kiyafetlerinin kene muayenesi ve bunlarin hizli bir sekilde alinmasi
enfeksiyon riskini en aza indirebilir (4).

KKKA'ya maruz kaldiktan sonra ribavirinin maruziyet sonrasi profilaksi
degeri tartismalidir. Saglik ¢alisanlarina KKKA kaynakli hastadan igne batmas1 gibi
yiiksek riskli kontaminasyondan sonra profilaksi onerilir. Maruz kalmis kisiler i¢in
tam kan sayimi ve biyokimyasal testleri kontrol ederek giinliik takip gerekir.
Ribavirin profilaksisi genellikle iyi tolere edilir, potansiyel olarak yararlidir ve bu
nedenle perkiitan yaralanmalar gibi maruz kalma durumu bulunan saglik ¢alisanlari
i¢in tavsiye edilmelidir (110).

KKKA i¢in gegerli bir as1 bulunmamaktadir. Eski Sovyetler Birligi Rostov
bolgesinde ve Bulgaristan'da bir grup goniilliiye deneysel bir as1 verilmis ve yiiksek

antikor seviyeleri tespit edilmistir (111).
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2.2. Kodlama Yapmayan RNA’ lar

Molekiiler biyolojinin temeli, genetik bilginin DNA'dan RNA'ya ve proteine
aktarildigini ileri stirmektedir (112). Bununla birlikte, ¢alismalar, insan genomu
DNA'sinin % 75'inin RNA'ya transkribe olmasina ragmen, sadece % 3'liniin proteine
cevrildigini ortaya koymustur (113). Bu, DNA dizilerinin ¢ogunlugunun, kodlayici
olmayan RNA'lar (ncRNA'lar) olarak kopyalandigini gosterir. Bu ncRNA'lar, hem
transkripsiyon diizeyinde hem de posttranskripsiyonel diizeyde etkili olan gen
ekspresyonunun giiglii diizenleyicileri olarak ortaya ¢ikmaktadir (114).

NcRNA'lar biiyiikliiklerine gore; kiiciik interferans RNA (SIRNA), PIWI
etkilesimli RNA (piRNA), transkripsiyon baglatict RNA (tiRNA), mikroRNA
(miRNA), kiigiik niikleolar RNA (snoRNA), uzun kodlanmayan RNA (IncRNA)
olarak siniflandirilmistir. siRNA, piRNA, tiRNA, miRNA 200 niikleotidden daha
kiigtiktiir, SnoRNA'lar yaklasik 60-300 baz ¢ifti (bp) boyutundadir ve INCRNA’lar ise
200 bp'den daha uzundur (115). LncRNA'lar mRNA'lara benzer sekilde kopyalanir
ve islenir. Fonksiyonel olarak IncRNA'lar, bir hiicredeki transkripsiyonel
diizenlemeden, histon modifikasyonundan, tuzak baglama bdlgeleri olarak islev
goren diizenleyici faktorlerin transkripsiyonunu module etmeye kadar cesitli etki
mekanizmalaria sahiptir. LncRNA'larin ayn1 zamanda siinger gibi davranarak ve
boylece miRNA'larin hedef mRNA'larina baglanmasini Onleyerek miRNA'lar
diizenledigi de bilinmektedir. Gen ekspresyon profili, IncRNA'larin doku ve hiicreye
spesifik olarak eksprese edildigini ve dolayisiyla farkli patofizyolojik kosullara bagl
olarak farkli ekspresyona sahip oldugunu gosterir (116,117).

2.2.1. MikroRNA’lar (miRNA)

2.2.1.1. miRNA’larin Tarihgesi

mMiRNA'larin hikayesi, 1993 yilinda Victor Ambros ve meslektaslarinin
Caenorhabditis elegans (C. elegans) gelisiminin zamansal kontroliindeki kusurlari
arastirmak igin bir genetik tarama yapmalariyla bagladi (118). Ambros, gen lin-4’iin
(larva gelisiminin L2 fazinin kritik kontrolii i¢in bilinen bir lin-14 represorii) bir
protein kodlamadigin1 kesfetmistir (119). Bunun yerine, lin-4'in yaklagik 22 ve 61

niikleotid uzunlugunda bir ¢ift kiigiik RNA irettigini goézlemlemistir. Daha uzun
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olanin daha kisa olanin Onciisii oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica, lin-4 RNA'sinin,
antisens diizenleyici bir mekanizma Oneren, lin-14 geninin 3’ ¢evrilmemis
bolgesinde (UTR) g¢oklu bolgelere karsi antisens komplementer oldugunu da fark
etmiglerdir (118,120). Kisa lin-4 RNA, su anda miRNA olarak adlandirilan, hala
biiyiiyen miRNA ailesinin kurucu iiyesi olarak kabul edilmektedir (121).

Sadece 7 yil sonra ikinci miRNA kesfedilmistir. Ger¢ekten de, 2000 yilindan
once, nematodlar i¢inde baska tiirlerde veya diger benzer kodlayici olmayan
RNA'larda lin-4 ortologu i¢in herhangi bir kanit yoktur. Tiim bunlar, C. elegans'in
L4 evresinden eriskin evresine ge¢isini kontrol eden 21 niikleotidlik kiiciik bir
RNA'y1 kodlayan let-7'nin kesfiyle degismistir (122). Ayni zamanda let-7'nin,
hedefinin 3'-UTR'sine (lin-41 ve hbl-1) baglanarak ve translasyonunu inhibe ederek
lin-4'e benzer sekilde c¢alistigi da gosterilmistir (123,124). Ayrica, lin-4'ten farkli
olarak, bu yeni kiiciik RNA'nin, yumusakgalar, deniz kestaneleri, sinekler, fareler ve
insanlarda hizla tanimlanmis olan ortologlarla, metazoonlar boyunca evrimsel olarak
korunmus oldugu gosterilmistir (125). Lin-4 ortologlarinin daha kapsamli profil
analizinde daha sonra tanimlandigini belirtmek gerekir (125,126).

Tiirler boyunca miRNA'larin korunmasi, daha 6nce yapilan tahminlere gore
gelisimsel regulasyondaki kiigiik RNA'lar i¢in daha genel ve yaygin bir rol
onermistir. Farkli gruplar tarafindan yapilan biiyiik 6lcekli klonlama, bu kiigiik
RNA'larin, C. elegans, bitkiler ve ¢ogunlukla fareler ve insanlar kadar uzaklasan
tirlerdeki gesitliliginin ve 6neminin derecesini gostermistir (121,127-130). Artik
miRNA'larin Homosapiens, Nematod ve Drosophila'daki tiim tahmin edilen genlerin
% 1'ini olusturdugu ve bu nedenle de gen diizenleyici molekiillerin ana ailelerinden
birini olusturdugu kabul edilmektedir (131-133).

miRNA'larin kesfi ile RNA molekiiler biyolojisinin goriinen kismi biiyiik
Olclide degismistir. Yakin zamana kadar gen regulasyonunun ana mekanizmalarindan
biri hakkindaki bilgilerimizde 6nemli bir bosluk mevcuttu. miRNA'lar artik hiicre
proliferasyonu, apoptoz, diferansiasyon ve organogenez gibi hemen hemen her
biyolojik islemde biiyiikk oyuncular olarak kabul edilmektedir (134-137). Insan

genlerinin {igte birinden fazlasinin miRNA hedefleri oldugu gésterilmistir (138).
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2.2.1.2. miRNA’larin Biyogenezi

miRNA'lar, posttranskripsiyonel gen regulasyonunda 6nemli bir rol oynayan
yiiksek oranda korunan kiigiik kodlayici olmayan RNA'lardir. Hedef mRNA'lariin
tipik olarak 3'UTR'leri i¢inde (kismen) tamamlayici sekanslara baglanma ile
miRNA'lar, translasyonu represe eder veya mRNA bdliinmesini veya
degradasyonunu indiikler (139).

miRNA genleri, primer miRNA transkriptlerini (pri-miRNA'lar) tiretmek igin
RNA polimeraz Il veya bazen RNA polimeraz III ile kopyalanirlar (140). Sonug
olarak, pri-miRNA'lar uzundur ve mRNA'lar veya pre-mRNA'larda bulunanlara
benzer 5' ve 3' modifikasyonlar icerebilirler (141). Pri-miRNA’larin 5' ucunda 7
metilguanozin baghg ve 3' ucunda poli A kuyrugu bulunmaktadir (142). Pri-
miRNA'lar, niikleustaki, RNase III enzimi Drosha ve cift sarmalli RNA baglayici
protein DiGeorge sendromu kritik bolge geni 8'i (Pasha olarak da bilinen DGCRS)
igeren bir mikro islemci kompleksi ile iglenir ve islenen miRNA’lar 70-100 nt
uzunlugunda pre-miRNA’ya doniigiirler. Mirtron adi verilen bazi miRNA'larin da
Drosha gereksinimini atlayan intronlardan iretildigi gosterilmistir. Pre-miRNA'lar
daha sonra bir karyoferin olan exportin-5 ve RanGTP karsilikli transfer sistemi ile
sitoplazmaya aktarilir, burada RNAse III enzimi ailesinden olan Dicer tarafindan
islenir. Bu, 3’ ucunda 2 nt ¢ikintilart olan 20-25 nt uzunlugunda kisa ¢ift sarmalli
olgun miRNA ile sonuglanir. Bu ¢ift iplikli miRNA’larmn bir ipligi daha sonra Dicer
tarafindan bir Argonaute alt aile iiyesi iceren RNA induced silencing complex
(RISC) enzim kompleksine yiiklenir, daha sonra hedef mRNA'lar 3'UTR bdlgesini,
translasyonu represe etmek i¢in miRNA ile mRNA arasindaki kusurlu bir eslesmeyi
hedefler. Bununla birlikte, son zamanlarda miRNA'larin hedef mRNA'larin
translayonunu aktif hale getirdigi de gosterilmistir (143). Memelilerde ve
omurgasizlarda, miRNA'larin 3'UTR'leri iginde ¢oklu komplementer hedef bolgeleri
iceren mRNA'larin ekspresyonunu diizenlemeye egilimli olduklari iyi bilinmektedir.
Bununla birlikte, son bulgular miRNA'larin 5'UTR'leri, agik okuma ¢ercevesi

(ORF)’leri ve promoter bolgelerini de hedefleyebilecegini 6nermistir (144-146).
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Sekil 7. Tipik miRNA yolag1 (147)

mMiRNA biyogenezi igin tipik yol tarif edilmis olsa da, son bulgular,
miRNA'nin biyogenezindeki dogal varyasyonlarin mevcut oldugunu gdstermistir.
Birka¢ Drosha bagimsiz biyogenez mekanizmasi bildirilmistir. Mirtronlar, orijinal
olarak Drosophila melanogaster ve C. elegans (148,149)'ta tanimlanan ve
memelilerde teyit edildigi lizere, splicing bagimli miRNA'larin yeni bir sinifidir
(150-152). Tipik miRNA biyogenez yolaginin aksine, mirtronlar, kisa intronlarin dig
kenarinda kiimelenmis kiigiik eklemli komponentler olarak tanimlanmigtir. Bu
gozlemlere dayanarak, Drosha enzimiyle kesilmesinden ziyade, splicing
mekanizmasi ile pre-miRNA hairpin uglarinin tanimlanmasindan sorumludur; bu,
intronun 5’ ve 3' uglarinda komplementer sekanslar ile hairpin formasyonuna izin
verir. Olusan bu yapinin uglari insanda DBR1 enzimi ile kesilerek Exportin-5 ile
sitoplazmaya tasinir ve Dicer enzimi ile kesilerek matiir miRNA’lar olusturulur
(148,149,153).
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Intron iizerinde, kii¢iik RNA iireten hairpin formasyonunun bir ucunda bazi
mirtron benzeri lokuslarin yer aldigi agiklanmistir. Hairpin formasyonunun 5’ veya 3’
ucunda bulunan sekillenmemis uzantilarin oldugu bu yapilar, kuyruklu mirtronlar
olarak adlandirilmistir. Bu tiir lokuslarin varligi, splicing mekanizmasinin, nihai
dicing oncesinde, ilave niikleolitik isleme tabi tutulmasi gereken bir RNA ara iiriinii
olusturdugunu isaret eder. 3’ kuyruklu mirtronlarin biyogenezi, Drosophilidler
arasinda yiiksek oranda korunan mir-1017'ye gore aciklanmistir.

3" kuyruklu mirtronlarin biyogenezinde ilk basamak intronlarin splicing
yaparak hairpin formasyonunu olusturmasidir. Hairpin formasyonu Ldbr (insanda
DBR1) enziminin kesimine ugrar ve 3' ucunda 100 nt’lik bir uzant1 bulunduran 3'
kuyruklu mirtronlar1 olustururlar. Bu 3' kuyruklu mirtronlarin 3’5" ekzoniikleazlar
ile 3' ucundaki uzantilar uzaklastirilir. Exportin-5 ile sitoplazmaya tasinan bu
mirtronlar, Dicer enziminin kesimiyle matiir miRNA’lar1 olustururlar. 3' kuyruklu
mirtronlar heniiz omurgalilarda gézlenmemis olup 5' kuyruklu mirtronlar kuslarda ve

memelilerde gozlenmistir (154).
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Son zamanlarda iki mirtronun (MIRNA-1225 ve miRNA-1228) alternatif
olarak splicing gerektirmeyen yeni bir yoldan islenebilecegi gosterilmistir. Bu
splicing bagimsiz mirtron benzeri miRNA'lar, simtron olarak adlandirilir, pre-
miRNA hairpin formasyonunun terminal niikleotidlerinin hem 5’ hem de 3’ eklenme
bolgelerine karsilik geldigi  kisa intronlar iginde bulunur. Simtronlarin
biyogenezinde; Dicer, Argonaute2 (Ago2) ve DGCRS kullanilmazken, Drosha ile
yapilan komplekslerde immunopresipitat olusumu goézlenmis ve drosha varligi
kanitlanmistir.  Ancak dominant negatif Drosha varyantinin varhiginda azalma
gosterilmistir. Dicer bagimsiz yolaklar arasinda simtronlar en sik bilineni iken, pre-
miRNA-451 ve pre-transfer RNA(pre-tRNA) da bu yolagi kullanmaktadir (Sekil 9)
(155).

Dicer independent

(I) Simtrons (l) pre-miR-451 (k) pre-tRNA
Unknown \* —
splicing-independent ’:\@ i —_— tRNAseZ .
cleavage mechanism AGO-2 cleavage mature

cleavage mature miRNA

involving Drosha pre-miRNA IENA

Sekil 9. Simtron yolag: (i), Pre-miR-451 yolagi (j), PretRNA yolag1 (Dicer-
bagimsiz) (k) (155)

2.2.1.3. miRNA’larin Biyolojik Fonksiyonlari

Yaklasik 2000 insan miRNA'sinin, ifade edilen tiim genlerin yaklasik %
30'unu hedefledigine inanilmaktadir. Buna gére miRNA'lar, hiicresel homeostazda
onemli bir rol oynarlar ve tiim onemli hiicresel siireg¢ler olmasa bile, ¢cogunda yer
alirlar. Patolojik kosullar altinda, miRNA upregiile veya downregiile edilebilir ve
yapilan bir¢cok c¢alismada nedensel rollerde olabilecegi gosterilmistir (156).
miRNA’lar gelisme, organogenez, hiicre proliferasyonu, apoptozis, embriyonik kdk
hiicre differansiyasyonu, femur kemigi gelisimi, sinaptik gelisim ve elastisite, deri

differansiyasyonu, kardiyogenez, oksidatif stres, DNA onarimi, normal immiin yanit,
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insiilin sekresyonu, nérotransmitter sentezi, sirkadyan ritm ve viral replikasyon gibi
birgok biyolojik olayda kritik rol oynamaktadir (157-160).

2.2.1.4. Hastaliklar ve miRNA

Son yillarda yapilan tiim genom analiz ¢alismalar1 insan genomunun yaygin
olarak binlerce diizenleyici protein kodlamayan RNA’y1 transkribe ettigini ortaya
koymustur. Bunlar igerisinde 6zellikle miRNA’lar son 20 yildir bircok biyomedikal
alanda tan1 ve tedavi stratejisi gelistirilmesinde oldukga ilgi gormiistiir. miRNA’lar
cesitli hiicresel asamalarla iliskili olan posttranskripsiyonel gen ekspresyonunun
onemli diizenleyicileridir. Bu nedenle miRNA’larda meydana gelen degisiklikler
tanimlanan bircok hastaligin patolojisi ile iliskilendirilmistir. Glinlimiize kadar,
insanda 5000’den fazla miRNA kesfedilmis ve bunlarin c¢ogu kanser, viral
hastaliklar, immiinite ile iliskili hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar gibi sik
goriilen bircok hastalikla iligkilendirilmistir. MiRNA’larin yeni nesil biyomarker ve
terapotik olma yolunda 6nemli potansiyelleri vardir (161).

Son yillarda, miRNA'larin kanser patogenezindeki roliine iliskin ¢ok sayida
rapor yaymlanmistir. Cok sayida kanser vakasinda, hem onkogenik hem de tiimor
baskilayic1 yollarda miRNA'larin katilimi gosterilmigtir. Onemli olarak, spesifik
kanser tiplerinde ayri tip miRNA'lar bildirilmistir. miRNA'larin ekspresyon paterni
ve biyogenez yolu, ilgili normal dokularla karsilastirildiginda timor 6rneklerinde
tamamen farkli tespit edilmistir. MiRNA genlerinin delesyonu, translokasyonu ve
amplifikasyonu, bir¢cok gelismis tiimoér dokusunda ve Kkiiltiire edilmis timor
hiicrelerinde yaygin olarak bulunmustur (162). Ornegin miRNA-15/16 kiimeleri,
kronik lenfositik 16semide sik¢a delesyona ugrayan ilk saptanan kanser iligkili insan
miRNA'laridir (163). Genel olarak miRNA-15/16 kiimelerinin, antiapoptotik protein
Bcl-2'nin  diizenlenmesinde yer aldigi bilinmektedir. miRNA-15/16 kiimelerinin
baskilanmasi, Bcl-2'nin anormal ekspresyonuna yol agar. Ustelik, bilinen bir
onkoprotein olan Bcl-2, tiimor hiicrelerinin bilinen 6zelliklerinden biri olan apoptoz
stirecinden kaginmalarin1 kolaylastirir (164). Caligmalar, tek bir miRNA'nin farkl
malignite tiirlerinde farkli sekilde diizenlenebilecegini bildirmistir. Ornegin miRNA-
148a, karaciger tiimor hiicrelerinde onkogenik miRNA olarak rapor edilirken, ayni

MIiRNA-148a'nin mide timorlerinde timor siipresér gen olarak davrandigi
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gdsterilmistir (165,166). Insan malignitelerinde en yaygm artis1 olan onkojenik
mMIiRNA, miRNA-21 olup, deregiilasyonu, mide, karaciger, beyin, kemik ve meme
dahil olmak tizere ¢esitli tiimorlerin gelisimi ile iliskilidir. Ayrica, akciger, kolon ve
bobrek tiimorlerinde MiRNA-21 overekspresyonu bildirilmistir (161,162). Timor
baskilayict miRNA'lar, hedef proteinlerini negatif olarak diizenleyerek ¢esitli hiicre
proliferasyon mekanizmalarinin  kontrol edilmesinde rol oynarlar. Let-7,
karsinogenez yolunda 6nemli bir rol oynadigi gozlemlenen ilk tanimlanmis timor
baskilayict miRNA'dir. Let-7 ve aile iiyelerinin siiprese edilmis ekspresyonu birkag
tiimor dokusunda belgelenmistir. Rat Iliskili Sarkom (RAS) ve Yiiksek Mobilite
Grubu AT-hook 2 (HMGA2), miRNA'larin let-7 ailesi ic¢in iyi belgelenmis
hedeflerdir. RAS overekspresyonunun, akciger kanseri gelisimiyle iliskili oldugu
bulunmustur. Bununla birlikte, miRNA'min kesfinden sonra, let-7 ve RAS'1n
ekspresyon paterninin akciger kanserinde karsilikli bir sekilde oldugu gosterilmistir

(162).

Tablo 1. Kanserde doku ve kan 6rneklerinde potansiyel miRNA markerlar1 (167).

Kanser

Doku Ornekleri
(Ekspresyon durumu T,1)

Kan Ornekleri
(Ekspresyon durumu T.4)

Meme Kanseri

Akciger kanseri

Mide kanseri

Pankreas kanzeri

Prostat kanseri

miR-21T, miR-155 T, miR-191 T,
miR-196a T,

miR-125b |, miR-221 1, let-7a |,
miR-145 |, miR-205 1

miR-21, miR-205

miR-106a T, miR-31 1

miR-452 T, miR-105 T, miR-127
T, miR-318a-2 T,

miR-187 T, miR-30a-3p T, miR-
21T, miR-155 T,

miR-221 T, miR-222 T, let-Fa T

miR-125b 1, miR-15a 1, miR-16
4, miR-184 T,
miR-146a |, miR-203 |, miR-34c
4, miR-141 1

Serum: miBR-10b T, miR-34a T, miR-
155 T, miR-21 1,

miR-106a T, miR-155 T, miR-126 4,
miR-1993 |,

miR-335 1

Tam kan: miR-195 T

Serum: miR-10b T, miR-155 T

Serum: miR-10a T, miR-22 T, miR-
100 T, miR-148b T,

miR-223 T, miR-133a T, miR-127-3p
T, miR-1 1,

miR-20a T, miR-27a T, miR-34 T, miR-
423-5p 1T

Serum: miR-21 T, miR-133 1, miR-
1%90a T

Plazma: miR-21 T, miR-155 1. miR-
196a T, miR-210 T

Serum: miR-141 T, miR-21 T, miR-
141 T.miR-221T,
miR-375 1
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mIiRNA, merkezi sinir sisteminde yiiksek oranda eksprese edilir ve beynin
gelisimi ve plastisitede 6nemli rol oynar. Son birka¢ yilda, miRNA-9, miRNA-124,
mMiRNA-132 ve miRNA-137 gibi memeli beyin dokularinda spesifik olarak eksprese
edilen birgok miRNA tanimlanmistir ve boylece ¢esitli nérodejeneratif hastaliklarda
biyomarkerlerin arastirilmasina ve yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine 151k
tutmustur (128,168).

miRNA ekspresyon paternindeki karisikliklar, norolojik bozukluklarin
etiyolojisi ve progresyonu ile iliskilendirilirken, ekspresyon diizeylerindeki artisin,
norodejeneratif progesi iyilestirdigi ve noral kok hiicreler tarafindan yonlendirilen
endojen rejeneratif programlart destekledigi gosterilmistir. Cesitli norodejeneratif
bozukluklarda ndrogenezin artmasinin, beyin hasarini iyilestirmek ve norolojik
skorlar1 iyilestirmek i¢in iyi bir tedavi stratejisi oldugu gosterilmistir. Diger yandan
norodejeneratif bozukluklarin baslangici i¢in olast bir neden olarak noérogenez
bozuklugu 6nerilmistir. Tek bir miRNA, norodejeneratif hastaliklarin tedavisi i¢in bu
molekiilleri ilging adaylar haline getirerek, hem ndrodejenerasyon hem de
nororejenerasyon/noérogenez ile iliskili bir sinyalleme agin1 kontrol edebilmektedir
(169).

Alzheimer hastaliginda miRNA-9 ekspresyonunun, neokorteksin temporal
lobunda oldugu kadar, Alzheimer hastalarinin hipokampiisiiniin CA1 bolgesinde
artmis oldugu gosterilmistir (170,171). Alzheimer hastalarinin beyin omurilik
stvisinda ve korteksinde, miRNA-124 ekspresyonunun, downregiile edildigi
kanitlanmistir. MIRNA-124 ekspresyon diizeylerinin, Parkinson fare modellerinin
substantia nigra ve orta beyninde, ayrica Huntington hastalarinin ve Huntington fare
modellerinin korteksinde azaldig1 gosterilmistir (169).

Kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimiyle miRNA’larin ekspresyon profilleri
arasindaki iliski de arastirilmistir. Kardiyak miRNA'lar (miRNA-1, miRNA-133a,
miRNA-208a/b ve miRNA-499) miyokardda bol miktarda eksprese edilir.
Kardiyogenez, kalp fonksiyonu ve kardiyak patolojilerde merkezi bir rol oynar.
mMiRNA-1 ve miRNA-133a, embriyonik kok hiicreler ve mezodermal prekiirsorlerden
kardiyak spesifik kas ailesinin olusumunu destekleyen kardiyogenezin erken
asamalarin1  baskin olarak kontrol ederken, miRNA-208 ve mMIiRNA-499’un

kardiyoblastlarin kardiyomiyositlere farklilasmasina aracilik eden ge¢ kardiyogenik
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asamalarda yer aldigi gosterilmistir. Akut miyokard infarktiisiinde, dolasimdaki
kardiyak miRNA seviyeleri, erken teshis i¢in umut verici bir belirte¢ olma yolunda
onemli Olgiide artmistir. Bu miRNA'larin kardiyospesifik kapasitesi, kok hiicre ve
kardiyak progenitor transplantlarinin rejeneratif ozelliklerini ve hayatta kalmasin
artirmak ve matur non-kardiyak hiicrelerin  kardiyomiyositlere yeniden

programlanmasini saglamak i¢in ¢ok yararhdir (172).
2.2.1.4. Viral Enfeksiyonlar ve miRNA

Viral enfeksiyonlar, hiicresel miRNA ekspresyon profili lizerinde biiyiik bir
etki yaratabilir. Cesitli RNA viriislerinin, hiicresel miRNA'lar ile dogrudan
etkilesime girdigi ve bunlarin ¢cogalma potansiyelini arttirmak i¢in bu miRNA'lar
kullanabildigi bildirilmistir.

Viral miRNA'lar i¢in tanimlanan roller ortaya ¢ikmaya basladiginda, viral
miRNA'larin hem viral hem de seliiler transkriptleri hedefleyebilecegi goriilmiistiir.
Viral miRNA'lar, diger viral faktorler gibi; latent-litik doniisiimii diizenlemek, hiicre
sagkalimimi, proliferasyonunu ve farklilasmasini destekleyerek viral replikasyonu
desteklemek ve immiin yanitt modiile etmek igin hiicresel yeniden programlamaya
dahil edilirler (173). Bugiine kadar, viral miRNA'larin tam olarak tanimlanmisg
hiicresel ~ hedefleri, Kaposi sarkom iligkili ~ herpesviriis (KSHV)
miRNA'larminkilerdir. KSHV pre-miRNA'larin1 kararli bir sekilde eksprese etmek
lizere tasarlanmig hiicrelerin gen ekspresyonunda tanimlanan trombospondin 1
(THBS1), multipl KSHV miRNA'lar1 tarafindan hedeflenmektedir. THBS1'in bir
fonksiyonu, Transforming Growth Factor-p (TGF-B)’y1 aktive ederek anjiyogenez ve
hiicre biiylimesini inhibe etmektir. THBS1 ekspresyonu, hiicre sagkalimi ve
proliferasyonunu destekleyebilen KSHV miRNA eksprese eden hiicrelerde hem
mRNA hem de protein seviyesinde azalmistir. Bu bulgular dogrultusunda Kaposi
sarkom tiimorleri diisiik THBS1 aktivitesi gosterirler (174). Epstein-Barr viriisii
(EBV), nazofaringeal karsinom (NPC), gastrik karsinom (GC) ve diger maligniteler
ile iligkili bir herpesviriistiit. EBV, fonksiyonlar1 biiyiik 6lgiide bilinmeyen
miRNA'lar1 ifade eden ilk insan viriisiidiir. EBV pozitif hiicrelerde miRNA-BART5
ve anti-miRNA-BARTS oligoniikleotid ile, stresle tetiklenen bir pro-apoptotik Bcl-2

ailesi iiyesi olan p53 upregiile edilmis modiilatér (PUMA) ifadesinin modiilasyonu
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gosterilmisgtir.  MIR-BARTS'in  ekspresyonu, NPC ve EBV-GC hiicrelerini
proapoptotik ajanlara daha az duyarli hale getirmesine ragmen, apoptoz, miRNA-
BARTS' tiiketerek veya PUMA'nin ekspresyonunu indiikleyerek tetiklenebilir.
Kisaca, bu bulgular EBV'nin konakg¢i hiicre sagkalimmi destekleyerek latent
enfeksiyonun olusumunu kolaylastirmak icin miRNA'y1 kodladigin1 gostermektedir
(175).

Viriisler, mevcut diizenleyici yollar1 kontrol etmek i¢in hiicresel miRNA'lar1
taklit edebilir veya hiicresel miRNA ifadesini etkileyebilir. Viral faktorler tarafindan
aktif olarak indiiklenen veya represe edilen hiicresel miRNA'lar ve konak yanitlari ile
degistirilen miRNA'larin arasindaki siirm tanimlanmasi zordur. Ornegin, iki
hiicresel miRNA, miRNA-17-5p ve miRNA-20a, insan immiin yetmezlik viriisi-1
(HIV-1) enfeksiyonu tarafindan baskilanir. Bu miRNA'lar, bir hiicresel histon
asetilaz olan p300/CBP-iliskili faktor (PCAF)'yi ve HIV-1 Tat transaktivatorii igin
onerilen kofaktorii hedefler. mMiIRNA-100 ve miRNA-101'in Cytomegalovirus (CMV)
baskilamasina benzer olarak, bu miRNA'larin viral faktorler tarafindan aktif olarak
inhibe edilip edilmedikleri veya bunlarin downregiilasyonunun konak cevaplarina
bagli olup olmadigr belirsizdir (173). Adenoviriis viriis iligkili RNA'lari, niikleusta
Exportin-5 i¢in hiicresel pre-miRNA'lar ile rekabet eder ve sitoplazmada Dicer
fonksiyonunu inhibe eder, bdylece miRNA biyogenezine miidahale eder (176-178).
Viriisler, kendi viral miRNA'larin1 asir1 eksprese ederek hiicresel miRNA
ekspresyonunu daha da bozabilir. Hem KSHV hem de CMV miRNA'lar1 enfeksiyon
sirasinda miRNA profilini domine eder (179,180). Ayrica viriisler, spesifik miRNA
fonksiyonunu selektif inhibe eden proteinleri veya RNA'lar1 eksprese edebilir.

Hiicresel miRNA'lar viral replikasyonu dogrudan etkileyebilir ve bazi
miRNA'lar dogrudan RNA viriisii genomlari1 hedefleyebilir (173). Hiicresel
miRNA'larin birtakim antiviral fonksiyona dahil olduklar1 bilinmektedir. Hiicresel
miRNA miRNA-101, viral enfeksiyonda rol oynayan ve Herpes Simpleks Viriis-1
(HSV-1) replikasyonunu azaltan bir hiicresel protein olan mitokondriyal adenozin
trifosfat sentaz alt tinite B’siin (ATP5B) 3’ UTR’sini hedeflemektedir. Bu nedenle,
bu miRNA-101/ATP5B aksi, HSV-1'in litik replikasyonunu onleyen ve latensine
katkida bulunabilen bir hiicresel savunma gorevi goriir. mMiRNA-23a'nin, interferon

regiilatuvar faktor 1'i (IRF1) hedefleyerek ve antiviral dogal immiin yolag:i olan
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interferon yolagini inhibe ederek HSV-1 replikasyonunu kolaylastirdigir bulunmustur.
HSV-1 enfeksiyonu ile degistirilen baska bir hiicresel miRNA miRNA-146a'dir.
HSV-1, proinflamatuar mMiRNA-146a'y1 indiikler. Bu hiicresel miRNA'nin
kompleman faktér H'yi hedefledigi ve arasidonik asit kaskadi temel elemanlarini
indiikledigi bilinmektedir (181).

CMYV enfeksiyonu, hiicresel miRNA'larda biiyiik degisikliklere neden olur.
Bu degisikliklerin sonuglar1 tam olarak anlasilmamis olsa da, viriis replikasyonunu
desteklemek igin CMV'nin, hiicresel miRNA ekspresyonunu degistirdigi
diisiiniilebilir. Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, 49 hiicresel miRNA 'nin, CMV
enfeksiyonu sirasinda farkli olarak eksprese edildigi gosterilmistir (182). Bunlardan
39'u upregiile, 10'u latent enfeksiyon sirasinda downregiile olarak tespit edilmistir.
Antiviral fonksiyona sahip oldugu bilinen birka¢ hiicresel miRNA downregiile
edilmistir. Antiviral aktivitesinin yani sira, diisiik hsa-miRNA-21'in de konjenital
CMV enfeksiyonunun neden oldugu dogum defektlerinde 6nemli bir rolii oldugu
bildirilmis (183,184) ve fetal santral sinir sisteminde CMV enfeksiyonunun
noropatogenezine katkist oldugu bulunmustur. Monosit ve makrofaj aktivasyonunu
module ettigi bilinen hsa-miRNA-124, CMV latent enfeksiyonu sirasinda upregiile
edilmistir. Makrofaj aktivasyonunu inhibe ederek, hsa-miRNA-124, CMV latent
enfeksiyonu i¢in uygun bir hiicresel ortam yaratilmasina yardimei olur (182). CMV
tarafindan deregiile edilen hiicresel miRNA'larin, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi
ve onkogenezi gibi bazi Onemli hiicresel islevlerle baglantili oldugu
distiniilmektedir.

Birkacg hiicresel miRNA, EBV enfeksiyonu sirasinda latent / litik dongiileri
modiile eder. EBV reaktivasyonu, BZLF1 viral transkriptinin ifadesi ile baslar. Bu
viral transkript, BZLF1 promotoriinii baglayan ZEB1 ve ZEB2 konak proteinleri
tarafindan bastirilmistir. ZEB1 ve ZEB2, hsa-miRNA-200 ailesinden hiicresel
miRNA'lar tarafindan hedeflenmektedir. Hsa-miRNA-200b ve hsa-miRNA-429'un
ifadesinin, ZEB proteinlerini regiile ederek EBV reaktivasyonunu indiikledigi
gosterilmistir. EBV reaktivasyonunu modiile eden bagka bir mekanizma, hiicresel
MIRNA hsa-miRNA-let-7a'y1 igerir. Viral protein Epstein-Barr Virlis Niikleer
Antijen-1 (EBNA-1), hiicresel protein Dicer seviyesini (hsa-miRNA-let-7a'nin
hedefini) azaltan hsa-miRNA-let-7a'y1 upregiile eder. Dicer EBV reaktivasyonuna
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katkida bulundugundan, EBNA-1 tarafindan hsa-miRNA-let-7a'nin indiiksiyonu
EBV latensini arttirir. Bu nedenle, EBV-mIRNA-BART®6 ile birlikte, hsa-miRNA-
let-7a, Dicerin downregiilayonunda 6nemli bir rol oynar ve EBV'yi yeniden aktive
edebilen hiicresel miRNA seviyelerini azaltarak EBV latensine katkida bulunur
(181).

Hiicresel miRNA'larin bir¢ok fonksiyonu g6z Oniine alindiginda, bu
miRNA'larin  KSHV  aracili  deregiilasyonunun viral patogeneze katkida
bulunabilecegi ifade edilmistir. Hiicresel miRNA'larin deregiilasyonu, KSHV ile
iligkili kanserleri, immiin modiilasyonu ve viral replikasyon dongiisiiniin
diizenlenmesini destekleyebilir (185). Viral bir protein olan K15'in, hsa-miRNA-21
ve hsa-miRNA-31'in ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir. Bu iki miRNA,
hiicre gogii, anjiyogenez ve lenfanjiyogenezi destekler, bu da 6zellikle metastatik
stireglerde kanserin gelisiminde 6nemli bir rolu oldugunu gosterir (186). Hsa-
mMiRNA-221/hsa-miRNA-222 kiimelenmesinden gelen hiicresel miRNA'larin, KSHV
ile enfekte olmus hiicrelerde biiyiik lglide azaldigir bulunmustur. Viral gecikme ile
iligkili niikleer antijenin (LANA) ve latent KSHV’nin gen tirtinii olan Kaposin B
proteininin  (187) bu hiicresel miRNA'larin represyonuna aracilik ettigi
diistiniilmektedir, bu da hiicre gogiliniin artmasina neden olmaktadir. EK olarak,
KSHV'nin hsa-miRNA-30 b/c'yi downregiile ettigi de bulunmustur. Bu iki hiicresel
miRNA, vaskiiler gelisim ve anjiyogenezde rol alan bir protein olan Delta benzeri 4'ii
(DLL4) hedef alir (181). Tiim bu miRNA'lar daha once birka¢ kanser tiirlinde
onkogen veya timor siipresor genleri olarak tanimlanmistir (185). Bu nedenle, bu
hiicresel miRNA'larin KSHV aracili deregiilasyonu, viral onkogenezde 6nemli bir rol
oynar gibi goriinmektedir. Onemli bir hiicresel kemokin reseptérii olan CXCR4, hsa-
MiRNA-146a tarafindan hedeflenmistir. Bu hiicresel miRNA'lar, viral FLICE
inhibitor protein (VFLIP) ile niikleer faktor kappa beta (NFkB) aktivasyonuna yanit
olarak asir1 eksprese edilir (188). CXCR4'lin baskilanmasi, KSHV ile enfekte olmus
EC progenitorlerinin kan dolasimina erken salinimini saglayarak Kaposi
Sarkomonunun patogenezine katkida bulunmaktadir (188). KSHV, C/EBPy'nin
miRNA-aracili siipresyonu ile IL-6 ekspresyonunu arttitmasinin yani sira, ayni
zamanda insan kokenli IL-6y1 taklit eden bir viral IL-6'y1 da kodlar. IL-6 ve vIL-6
sirastyla hsa-miRNA-608 ve hsa-miRNA-1293 tarafindan hedeflenmistir (189). Viral
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ORF57 proteininin, IL-6 ve vIL-6 mRNA'larda baglanma bdlgeleri i¢in bu iki
hiicresel miRNA'layla yarigarak her iki MRNA'nin RISC aracili baskilanmasini
onledigi gosterilmistir (190). KSHV enfeksiyonu tizerine hiicresel miRNA'larin
ekspresyon paterni, hsa-miRNA-146a, hsa-miRNA-31 ve hsa-miRNA-132'nin
enfeksiyondan 6 saat sonra zirve yaptigini gosterirken, hsa-miRNA-193a ve hsa-
miRNA-let-7i, enfeksiyondan sonraki 72 saatte artmistir. Ek olarak upregiile hiicresel
miRNA'lardan biri olan hsa-miRNA-132'nin, p300 transkripsiyonal koaktivatorii
hedefleyerek interferon ile uyarilmis genleri represe ettigi gosterilmistir (191).

Son c¢aligmalar, Hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonu sirasinda viris
replikasyonu ve patogenezini diizenleyen, virlis-konak etkilesimlerinde Onemli
faktorler olarak birka¢ miRNA tanimlamistir. HCV enfeksiyonundaki miRNA-
122'nin roli, ilk olarak, HCV RNA yiikiinde 6nemli bir azalmaya yol agan endojen
MIRNA-122'nin sekestrasyonuyla gosterilmistir. MiIRNA-122, Ago2 ile iligkili
birlesik iki komsu bolgedeki viriis genomunun 5° UTR'sine dogrudan baglanir.
miRNA-122 molekiilii, 3’ ile komplementer niikleotidleri olan 5’ UTR HCV
RNA'sina baglanarak, niikleolitik bozunmadan 5’ terminal sekanslarin1i maskeler,
boylece HCV genomunun viral RNA stabilitesini ve ¢ogalmasini arttiracagt bir
oligomerik kompleks olusturur. Ayrica, MIRNA-122'deki spesifik internal
niikleotidlerin yani1 sira 3’ terminal niikleotidleri de HCV RNA'y1r korumak i¢in
gereklidir. HCV genomu, 3’ UTR'nin degisken bolgesinde ve digeri yapisal olmayan
protein 5B (NS5B) kodlama bolgesinde olmak {izere iki tane daha miR-122 hedef
bolgesini barindirir. Bununla birlikte, NS5B ve 3'UTR'ye miRNA-122 baglanmasi,
HCV RNA replikasyonu ve translasyonunu bozar. miRNA-122’nin yanisira,
mMiRNA-448, miRNA-196, miRNA-199a, let-7b ve miRNA-181c gibi diger
miRNA'larin, HCV genomu ile dogrudan etkilestigi rapor edilmistir. Ancak miRNA-
122°nin HCV RNA’nin 5° UTR ile 3° UTR ve NS5B kodlama bolgelerine
baglanarak replikasyon iizerindeki c¢ift yonlii etkisinden farkli olarak, bu miRNA’lar
HCV  replikasyonunu inhibe ederler. mIiRNA-448 ve miRNA-196'nin
overekspresyonu, sirasiyla HCV genomunun Core ve NSS5A kodlama bélgesini
dogrudan hedefleyerek viral replikasyonu onemli 6lgiide zayiflatmayr basarmustir.
MiRNA-199a'nin  overekspresyonu, HCV-1b veya HCV-2a genomu tasiyan
hiicrelerde HCV replikasyonunu inhibe etmistir. Let-7b'nin de HCV genomunu
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dogrudan hedefledigi ve anti-HCV aktivitesini ortaya g¢ikardigi bildirilmistir. Son
zamanlarda miRNA-181cnin HCV genomunun E1 ve NS5A bdélgelerine baglanan
yeni bir miRNA oldugu ve miRNA-181c'nin overekspresyonunun viral replikasyonu
azalttig1 gosterilmistir (192).

Hiicresel miRNA’lar direk veya dolayli olarak Hepatit B Viriisu (HBV)
replikasyonunu ve transkripsiyonunu diizenleyebilirler. Hiicresel miRNA’lar HBV
yiizey antijeni, HBV X proteini ve DNA polimerazi kodlayan mRNA’lar gibi HBV
transkriplerini hedefleyerek HBV ekspresyonunu degistirebilirler. Ayrica karaciger
transkripsiyon faktorleri, niikleer reseptorler, hemoksijenaz-1 (HO-1), DNA
metiltransferaz gibi HBV replikasyonu ve transkripsiyonunda gorevli diizenleyici
proteinleri hedefleyerek de HBV eskpresyonunu degistirebilirler (193).

C/EBP a ve B (CAAT: enhancer binding protein), hepatositlerde birlikte
eksprese edilir ve hepatosit metabolizmasinda ve proliferasyonunda rol oynar.
C/EBP, HBV Enhancer Il'yi doza bagimli bir sekilde baglayabilir ve aktive edebilir,
ayrica transkripsiyonunu aktive etmek i¢in ¢ekirdek promotoriine ve S promotdriine
baglanabilir. Wang ve ark.’nmin yaptigi bir ¢alisma, C/EBP-f'min, HBV
transkripsiyonunu downregiile edebilen miRNA-155 tarafindan negatif olarak regiile
edildigini gostermistir (194). mMiIRNA-372'nin inhibe edilmesiyle HBV genom
ekspresyonunda siklik adenozin monofosfat-yanit elemani baglayici protein (C-
AMP-CREP) ekspresyonunun azaldigi (ki bu protein viral enhancer 1 bdlgesine
baglanarak transkripsiyonu saglar) ve dolayisiyla HBV genom ekspresyonunu da
azalttigi belirlenmistir. Lu ve ark. miRNA-1'in, farnesoid X reseptor alfa (FXRA)
ekspresyonunu arttirarak HBV ¢ekirdek promoter transkripsiyon aktivitesini
artirabildigini gosterdi. Ayrca bu ¢alismada miRNA-7, miRNA-196b, miRNA-433
ve MIRNA-511'in viral polimeraz ve ylizey genindeki dizileri hedefledigi
gosterilirken; miRNA-205 ve miRNA-345’in sirasiyla HBX ve prekor genleri hedef
aldigr gosterilmistir. Bununla birlikte, bu miRNA'larin viral RNA'larin uygun
bolgelerine baglanabilmeleri durumunda, HBV proteinlerinin translasyonunu
baskilayabilecegi ve pre-genomik RNA'dan replikasyonu inhibe edebilecegi de
belirtilmistir (195).

Viral translasyonu etkileyen miRNA'lar disinda, HBV replikasyonunu
etkileyen miRNA’lar da rapor edilmistir. Qiu ve ark.’nin ¢alismasinda, HBV ile
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transfekte edilmis Huh-7 hiicrelerinde miRNA-122'nin antisens miRNA-122 ile
sessizlestirilmesi Hepatit B'nin yuzey antijeni (HBsAQ) ve Hepatit B'nin e antijeni
(HBeAg) sekresyonunu onemli Ol¢iide artirmaktadir. Tersine, diisiik endojen
MIRNA-122 ekspresyonunu igeren HBV ile transfekte edilmis HepG2 hiicrelerinde
MIRNA-122 artisi, HBsAg ve HBeAg ekspresyonunun belirgin sekilde azalmasina
sebep olmustur. MIRNA-122 etkisi i¢in baska 6nemli bir mekanizma da tespit
edilmistir. MIRNA-122 inhibitorii ayrica, hem mRNA hem de protein seviyesinde
hiicresel HO-1 ekspresyonunda artisa neden olmustur. HO-1’in, HBV kor proteinin
stabilitesini azaltabildigi, boylece hem in vitro hem de in vivo olarak HBV
covalently closed circular DNA (cccDNA) seviyelerini azaltabildigi gosterilmistir.
Genel olarak miR-122'min HBV replikasyonunu dolayli olarak HO-1 yoluyla
baskiladig1 bulunmustur. Bazi galismalarda miRNA-122'nin, HCV'nin replikasyonu
ve ekspresyonunu uyarmada rol oynadigi gosterilmistir (192), bununla birlikte,
Qiu'nun ¢alismasi, HBV replikasyonunu simirlama yetenegiyle miRNA-122'nin zit
bir fonksiyon sagladigini ileri siirmektedir (196).

Cesitli calismalarda miRNA'lar ve HIV-1 arasindaki iliski arastirilmig, HIV-1
enfeksiyonu sirasinda miRNA ekspresyon profillerindeki degisiklikler bildirilmistir
ve boylece hiicresel miRNA'larin HIV-1 hastalik progresyonu ile iligkili oldugu
gergegi desteklenmistir. Potansiyel olarak HIV-1 yardimci ve diizenleyici genlerini
hedef alan bes hiicresel miRNA (miRNA-29a, miRNA-29b, miRNA-149, miRNA-
378 ve miRNA-324-5p) ongoriilmiistiir. Deneysel ¢alismalar, hiicresel miRNA'larin,
viral RNA'lar1 dogrudan hedefleyerek HIV-1 replikasyonunu etkiledigini
gdstermistir. Ornegin, birkag bagimsiz arastirma grubu, miRNA-29a'min HIV-1 nef
genini hedefledigini ve insan hiicrelerinde HIV-1 replikasyonu ile fonksiyonel olarak
etkilestigini bildirmistir. Diger bes miRNA’nin, (mMiRNA-28, miRNA-125b, miRNA-
150, miRNA-223 ve miRNA-382), HIV-1 mRNA'larinin 3* ucunu hedefledikleri ve
istirahat cluster of differentiation 4 + T (CD4+T) hiicrelerinde proviral latense
katkida bulunduklari bildirilmistir. Hiicresel miRNA'lar ayrica, viriis replikasyonunu
veya konak savunmasini diizenleyen hiicresel anahtar faktorlerin represyonu yoluyla
HIV-1 replikasyonunu da module eder. Yapilan bir ¢alismada miRNA-155'in,
protein 32 igeren t¢lii motif (TRIM32)'nin HIV aktive edici etkilerini inhibe ederek
HIV-1 latensini gii¢lendirebilecegi gosterilmistir. Baska bir ¢alismada miRNA-17/92
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kiimesinin, PCAF ig¢in kodlanan mRNA'y1 hedefleyerek HIV-1 transkripsiyonunu ve
replikasyonunu azalttig bildirilmistir (197). Shen ve ark. Pur-a'nin translasyonunun,
HIV-1 enfeksiyonunda monositlerin differansiyasyonuna bagli duyarliliklarini
modiile eden hiicresel miRNA'lar tarafindan hedeflendigini bildirmistir (198).
Monositlerde HIV-1 enfeksiyonunu kisitlayan hiicresel miRNA'larin diger drnekleri
mMIRNA-198 ve miRNA-1236 olup, sirasiyla Cyclin T1 ve Vpr (HIV-1)-binding
protein (VprBP)'yi baskilar. Bununla birlikte, miRNA-34a, miRNA-217 ve miRNA-
132 gibi HIV-1 replikasyonunu arttiran hiicresel miRNA'lar da vardir. Tersine,

birkag HIV-1 viral miRNA, hiicresel ve viral gen ekspresyonunu da module eder.

2.2.1.5. Viral Hemorajik Ates ve miRNA

Dang atesi, Dang viriisiiniin neden oldugu sivrisinek kaynakli bir hastaliktir.
Flaviviridae ailesinin bir iiyesi olan Dang viriisii, DENV-1, DENV-2, DENV-3 ve
DENV-4 olmak tizere dort serotipe sahiptir. Bu viriis esas olarak Aedes sivrisinekleri
tarafindan iletilir. Bu hastalik siddetli hemorajik atese ve hatta 6liimciil soklara yol
acabilir. Birkag miRNA'nin Dang viriisii ve konakg1 arasindaki etkilesime katildig
bildirilmistir. Ornegin, miRNA-146a, TNF reseptor iliskili faktér 6 (TRAF6)'y1
hedefleyerek ve IFN-B iiretimini inhibe ederek DENV-2'nin, primer insan
monositleri ve THP-1 hiicrelerinde replikasyonunu kolaylastirir. Kandaki miRNA-
24-1-5p, miRNA-512-5p ve miRNA-4640-3p ekspresyonunun, yakin zamanda hafif
Dang atesinin, karaciger komplikasyonu ile seyreden hastalardan ayirt edilmesinde
yararli oldugu bildirilmistir (199). Bu 6zellik miRNA'larin Dang enfeksiyonu i¢in
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini gosterir. Xiaoxi ve ark. nin yaptigi bir
calismada, hsa-miRNA-21-5p, hsa-miRNA-146a-5p, hsa-miRNA-590-5p, hsa-
miRNA-188-5p ve hsa-miRNA-152-3p RT-PCR kullanilarak dogrulandi. miRNA-
146a’nin temel olarak dogal immiin, inflamatuar yanit ve virlis enfeksiyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, miRNA-
146a geninin promoteri, NF-x baglanma bdlgelerinin transkripsiyon faktorlerini
icerir ve lipopolisakkarit (LPS), IL-1B ve TNF-a, miRNA-146a'nin ifadesini
indiikleyebilir. Bu nedenle miRNA-146a, endotoksin toleransinin gelisimine katilir.
Viriis, ayn1 zamanda, miRNA-146a promotdriindeki NF-kB baglanma alan1 yoluyla

mMiRNA-146a ekspresyonunu indiikleyebilir. Dang viriisii enfeksiyonu, in vitro
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primer monositler ve THP-1 hiicrelerinde miIRNA-146a eckspresyonunu o6nemli
6l¢iide indiiklemistir. Bununla birlikte, Dang ile enfekte hastalarda miRNA-146a ve
serum AST/ALT arasinda negatif korelasyon gozlemlenmistir, bu da miRNA-
l46amin  karaciger inflamasyonunun gelisimine araci olabilecegini
diisindirmektedir. miRNA-21, proinflamatuar yanitin negatif regiilasyonunda ve
inflamasyonun rezolusyonunda &nemli bir rol oynar. Birgok inflamatuar uyaran,
mMIiRNA-21 indiiksiyonunu tetikleyebilir. Bu nedenle miRNA-21, enflamatuar
uyaranlart1 dengelemek icin anti-enflamatuar yanit olarak hizmet edebilir.
Enflamatuar diizenlemeye ek olarak, miRNA-21 hiicre invazivligini arttirir ve kazal
motifli reversiyon indiikleyici sistein agisindan zengin protein (RECK)'i hedefleyerek
onkomiRNA gibi davranir. Bununla birlikte, 16kositler, lenfositler ve nétrofiller
onemli Ol¢iide azalmistir, bu I6kosit, nétrofil ve lenfositlerin Dang virlisii
invazyonundan sonra hizla ekstra vaskiiler dokulara veya organlara go¢ edebilecegini
gosterir. MIRNA-590-5p, hiicre proliferasyonunu ve invazyonu artirir ve ayni
zamanda inflamatuar ve immiin yanitla da baglantilidir. miRNA-188 ve miRNA-152,
hiicre proliferasyonunun ve invazyonunun inhibisyonu ile iliskilidir. Artan miRNA-
188 ve miRNA-152, l6kositlerin, nétrofillerin veya lenfositlerin proliferasyonunu
inhibe edebilir. Bu nedenle, bu sonuglar miRNA-146a ve miRNA-21'in inflamasyon
cevabin1 diizenleyebilecegini gostermistir. miRNA-21 ve mMIRNA-590, hiicre
proliferasyonunu  destekleyebilirken, mIiRNA-188 ve miRNA-152 hiicre
proliferasyonunu inhibe edebilir. Bu miRNA'lar, inflamatuar stresin hassas
regulasyonunu ve Dang viriisleri tarafindan indiikklenen immiin yaniti igeren
karmasik bir ag olusturabilir (200).

Hantaviriisler insan EC’lerini enfekte eder, vaskiiler permeabilite defektleri,
renal sendrom ile seyreden kanamali ates ve Hantaviriis pulmoner sendrom olarak
tanimlanan iki hastaliga neden olur. Vaskiiler gecirgenlik, EC lizisinin yoklugunda
meydana gelir ve Hantaviriislerin normal EC sivi bariyeri fonksiyonlarini
degistirdigini diisiindiiriir. Hantaviriis tarafindan enfekte edilen EC'ler vaskiiler
endotelyal biiytime faktoriine (VEGF) kars1 asirt yanit olusturur ve bu, EC adherens
kavsaklarinin siv1 bariyer fonksiyonunu degistirerek, paraselliiler gecirgenligi arttirir.
Vaskiiler gegirgenlik ve VEGF’ye yonelik yanitlar, hiicresel mRNA transkripsiyonel
tepkilerini diizenleyen EC'ye 6zel miRNA'lar ile belirlenir. Cesitli EC miRNA'lari,
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anjiyogenez, biiylime faktorii ile aktive edilen yollarin veya EC sivi bariyer
fonksiyonlarini kontrol eden hiicre-hiicre etkilesimlerinin diizenlenmesi ile iligkilidir.
miRNA'lar, sitoplazmik isleme govdeleri (P govdeleri) ic¢inde olgunlasir ve
hantaviriis niikleokapsid (N) proteini RNA'y1 baglar ve P govdelerini lokalize eder,
bu da hantaviriislerin enfekte EC'lerde miRNA fonksiyonlarmi modifiye
edebilecegini gosterir (201). Andes hantaviriis enfeksiyonu, miRNA-155, miRNA-
320 ve miRNA-222 de dahil olmak iizere, anjiyogenez veya vaskiiler biitiinligiin
diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmis olan birkag miRNA'nin seviyesini
artirmistir (201). Bu miRNA'larin, vaskiiler permeabilitedeki degisikliklere katkida
bulunan, adherens baglantilarin pargalara ayrilmasini, hiicre migrasyonunu ve hiicre
morfolojisini diizenledigi bildirilmistir (201). miRNA-218'in spesifik olarak EC
reseptorii olan Robo4'in, normal VEGF diizenleyici yanitlarini inhibe ederek
anjiyogenezi arttiran bir hiicre yiizeyi reseptorii olan Robol'in ekspresyonunu
downregiile ettigi belirlenmistir. (201). Robo4 normalde EC hiperpermeabilitesi ile
sonuglanan VEGF sinyal yanitlarina karst koymak suretiyle vaskiilatiirii stabilize
eder (202,203). Tersine, artan Robol ifadesi, hiicre-hiicre adherensini azaltan ve EC
migrasyonunu arttiran heterodimerik Robol-Robo4 komplekslerinin olusumuyla
sonuglanir. Bu bulgu, Andes Hantaviriis ile enfekte EC'lerde azalmis miRNA-218
seviyelerinin Robol'i artirarak ve dolayisiyla Robo4 regulasyonunu azaltarak VEGF
aracilt gecirgenligi arttirabilecegini diisiindiirmiistiir. Benzer sekilde, miR-126,
sprouty ile ilgili EVHI1 alan1 igeren protein 1 (SPRED1)'in ekspresyonunun
represyonuyoluyla VEGF'nin neden oldugu vaskiiler gecirgenligi diizenleyen EC'ye
0zgl bir miRNA'dir. SPRED1 aktin turnoverimi indiikler ve EC'lerin paraseliiler
permeabilite artis1 ile iligkilidir. SPRED]I, testis iliskisi aktin remodelleyici kinaz 1
(TESK1)'i baglayarak ve cofilinin fosforilasyonunu bloke ederek ¢alisir. Defosforile
cofilin, aktin filamanlarin ayrilmasim artinr ve bu da VE-cadherin'in
internalizasyonuna ve bir paraseliiler sivi bariyerini koruyan adherens baglantilarin
parcalanmasina neden olur (201).

Ebola viriisii (EBOV), ciddi hastaliga ve yiiksek 6liim oranlarina neden olan
viral hemorajik atesin patojenidir. Bu yiiksek 6liim, spesifik antiviral tedavisinin
bulunmamasi ve asisinin olmamastyla iliskilidir. Bu durum EBOV'u, 6nemli bir halk

saglig1 patojeni yapar. Bugiine kadar, hsa-miRNA-122-5p, rhesus makaklarda EBOV
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enfeksiyonunun biyobelirleyicisi olarak rapor edilen tek miRNA'dir. Bu miRNA,
antikoagiilan ile tedavi edilmis EBOV ile enfekte sag kalanlara kiyasla mortal
seyredenlerde daha yiiksek seviyelerde saptanmustir (204). Yapilan bir ¢alismada,
insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVECs), EBOV glikoprotein eksprese eden
adenoviriis ile enfekte edilmis ve RNA-seq28 kullanilarak enfeksiyon sonrasi 3-24
saatler arasinda farkli olarak eksprese edilen 18 miRNA tanimlanmistir. Bunlardan,
enfekte olmus hiicrelerde up regiile edilen miRNA-1246, miRNA-196b-5p ve

mMiRNA-320a'nin inhibisyonunun hiicre 6liimiinii 6nleyebilecegi kesfedilmistir (205).
2.2.1.6. miRNA-144

mMiRNA-144 gen lokusu, miRNA-451 ile kiimelenmistir ve insan Kromozomu
17q11 fizerinde bulunur. Hem miRNA-451 hem de miRNA-144'in eritroid
homeostazinda rol oynadigi gosterilmistir (206).

mMiRNA-144, aktif tiiberkiiloz (TBC) hastalarinda asir1 eksprese edilen
mikroRNA'lardan biridir (8). TBCin erken evresinde 6nemli olan makrofaj
hiicreleri, TBC enfeksiyonu siirecinde spesifik miRNA reaksiyonlari olusturabilir ve
mIRNA, TBC hastalarinin kaninda saptanabilir. miRNA ekspresyon profili, aktif
TBC'nin patofizyolojisi hakkinda yararl bilgiler saglayabilir ve TBC'nin tam1 ve
prognozunun belirlenmesinde kullanilabilir. mMiRNA'larin balgam ve serum
seviyelerindeki degisiklikleri TBC enfeksiyonunun erken saptanmasi i¢in non-
invaziv biyobelirte¢ler olarak kullanim potansiyeli olusturur (207). Wang ve ark.
MiRNA-144'tin aktif TBC hastalarinda saglikli kontrollerle karsilastirildiginda
upregiile edildigini bulmuslardir, bu da miRNA-144'tin TBC enfeksiyonunda rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (208). Liu ve ark. miRNA-144"{in iki major anti-
TBC immiin faktor; IFN-y ve TNF-a iiretimini ve T hiicrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigini, ayrica miRNA-144"in otofaji ile iligkili gen Atgda'nin ekspresyonunu
dogrudan engelledigini ve M. tuberculosis enfeksiyonundaki otofaji siirecinin
regiilasyonuna katildigini1 gostermistir (8).

MiRNA ekspresyon mikrodizilerinin kapsamli bir meta-analizini iceren timor
incelemeleri, mMiRNA-144'in akciger kanseri, prostat kanseri ve hepatoseliiler
karsinomda azaldigini ve bunun insanlarda kansere bagli yeni bir miRNA

olabilecegini gostermistir (209). Yapilan bir ¢alismada, miRNA-144 rektum kanseri
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ile karakterize edilmis, rektal kanserde miRNA-144"in roliinii belirlemek i¢in, rektal
dokudan kaynaklanan rektal karsinom hiicreleri olarak SW837 ve SW1463 hiicreleri
secilmistir. Sonuglar, rektal karsinom hiicrelerinde miRNA-144 ekspresyonunun
onemli Ol¢iide azaldigini ve miRNA-144'tin asir1 ekspresyonunun, bir onkogen
olarak islev goren ve invazyon, migrasyon ve metastaz gibi genis bir fonksiyon
yelpazesine sahip olan Rho-associated coiled-coil containing protein kinase 1
(ROCK1) ’i hedefleyerek in vitro olarak SW837 ve SW1463 hiicrelerinin canliligini,
migrasyon ve proliferasyonunu baskiladigini gostermistir (209).

Yapilan bir miRNA mikrodizi analizi, miRNA-144 ekspresyonunun, servikal
kanser ve lenf nodu metastazi olan hastalarda, lenf nodu metastazi olmayan
hastalarla kiyaslandiginda, anlamli 6lglide azaldigimi gostermistir. Servikal kanser
hiicrelerinde VEGF A ve C, miRNA-144'in hedefi olarak tanimlanmistir. mMiRNA-
144'in, VEGF A ve C mRNA'larinin 3> UTR'lerine dogrudan baglanma yoluyla
VEGF A ve Chin eckspresyonunu inhibe ettigi ve bdylece serviks kanseri
hiicrelerinin proliferasyonu ve metastazinda bir timor siipresér gorevi gordiigi
gosterilmistir. Bu bulgular, miRNA-144'in downregiilasyonunun VEGF A ve C
ekspresyonunun inhibisyonu kaybiyla kanser hiicrelerinin anormal biliylimesine ve
metastazina katkida bulunabilecegini gostermistir (210).

miRNA-144, hem normal hem de malign hematopoetik hiicrelerde ve
dokularda bulunmasinin yanisira beyinde de genis bir ekspresyona sahiptir. Birgok
calisma, miRNA-144'in duygudurum dengeleyici tedavisinde, stres yanitinda ve
yaslililk  hastaliklarmma yanmitta rol oynadigini  géstermistir.  Duygudurum
diizenleyicileri lityum ve valproat ile uzun stireli tedavi, duygudurum diizenine dahil
olan beyin bolgelerinden biri olan sican hipokampiisinde miRNA-144
ekspresyonunu onemli 6lgiide upregiile eder. miRNA-144 tarafindan hedeflenen
sinyal yolaklari; protein kinaz C (PKC), Wnt/Beta-katenin ve fosfataz and tensin
homolog (PTEN) yollarini igerir. Bunlardan bazilarinin depresyon gelisimine dabhil
oldugu gosterilmistir. EK olarak, miRNA-144"in insanlarin yaslanan beyninde seletif
olarak upregiile edildigi ve noroprotektif fonksiyonlara sahip oldugu belirtilmistir.
mMiRNA-144 insan hiicrelerinde ataksin 1 ekspresyonunu inhibe edebilir ve ataksin
1’in bipolar bozukluk, sizofreni ve major depresif bozukluk gibi ruhsal bozukluklarla

iligkili oldugu gosterilmistir. Stresin depresyon i¢in 6nemli bir risk faktdrii oldugu
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bilinmektedir. Bir calismada, dolasimdaki miRNA-144 diizeyi stres ile degiskenlik
gostermistir. Dolagimdaki artan miRNA-144 seviyesinin, beyindeki miRNA-144
ekspresyonundaki degisiklikleri yansitabilecegi ve bunun da depresyonun ilerlemesi
ile iligkili olabilecegi varsayilmistir (211).

Demir ve arkadaslarinin calismasinda, KKKA hasta grubu ve kontrol
grubunda miRNA ekspresyon profilleri degerlendirilmis olup miRNA-144 degeri
hasta grubunda 26.59 kat upregiile olarak diizenlenmistir. miRNA-144 dahil upregiile
olan bu genler immiin hiicre aktivasyonu, hiicresel adezyon, sinyal iletim

fonksiyonlart ile iligkilidir (212).
2.2.1.7. miRNA-1908

Ik olarak 2008 yilinda kesfedilen miRNA-1908, diferansiye olmamis insan
embriyonik kok hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir (213). miRNA-1908'in
insan olgun adipositlerinde yiiksek oranda eksprese oldugu ve normal adipositlerin
diferansiasyon ve proliferasyonunun yanisira ¢oklu sitokinlerin diizenlenmesinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Son zamanlarda miRNA-1908'in, kordoma ve melanoma
hiicre proliferasyonu ve metastazinin diizenlenmesinde rol oynadigi bulunmustur.
Yapilan bir ¢alismada, miRNA-1908 ekspresyonunun, SK-MES-1, A549 ve NCI-
H460 dahil olmak fizere insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC)
hiicre dizilerinde o6nemli o6lgiide downregiile edildigini ve bunun, NSCLC'nin
ilerlemesi tizerinde siipresor bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (214).

miRNA-1908'in, PTEN ekspresyonunu diizenleyerek onkogen olarak hareket
ettigi, osteosarkomda bir risk faktorii oldugu bulunmustur. Yuan ve ark.’nin yaptigi
bir ¢calismada miRNA-1908'in PTEN'i hedefledigi, PTEN'in azalmis ekspresyonuna
ve in vitro osteosarkom hiicrelerinin go¢ ve proliferasyonunda artisa neden oldugu
gosterilmistir. Osteosarkom hiicrelerinde miRNA-1908 overekspresyonu, artmis
hiicre proliferasyonu ve in vitro invazyon ile iligkilidir. Buna karsilik, endojen
MiRNA-1908'1  susturmak, osteosarkom hiicrelerinin  proliferasyonunu  ve
invazyonunu belirgin bir sekilde ortadan kaldirmistir (215).

Glioblastoma hiicrelerinde, miRNA-1908'in  overekspresyonu, hiicre
proliferasyonunu ve in vitro invazyonu gii¢lii bir sekilde desteklemektedir. Tersine,

endojen miRNA-1908'in inhibisyonu, glioblastoma hiicrelerinin proliferasyonunu ve
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invazyonunu belirgin bi¢cimde ortadan kaldirir. Molekiiler diizeyde, hem
AKT/FOX0O3a hem de AKT/mTOR vyollari, PTEN ekspresyonunu baskilayarak,
MIiRNA-1908 aracili glioblastoma hiicrelerinin malign fenotipine katkida bulunur.
Yiiksek miRNA-1908 ekspresyonu ve diisik PTEN ekspresyonu ile glioblastoma
tiimorlerinin malign 6zellikleri arasinda yakin korelasyon mevcuttur (216).
mMIiRNA-1908, TGF-p mRNA degisikliklerine ters olarak renal fibrozis
stirecinde kademeli olarak azalan bir ekspresyon gostermistir. MiRNA-1908'in
overekspresyonunun, primer bobrek interstisyel hiicrelerinde TGF-, —sma ve —mad
iliskili protein (SMAD) 2/3 ve matriks metalloproteinaz 2 (MMP-2)'nin

ekspresyonunu siiprese ettigi gosterilmistir (217).
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3-MATERYAL-METOD

3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu calismada hasta ve kontrol grubunu olusturan kisilere ait alinmis kan drneklerinin
kullanim1 igin Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (19.04.2017 tarihli, 2017-04/03 nolu karar)’ndan
onay alindi. Calismamizda 60’1 hasta, 40’1 kontrol grubu olmak iizere toplam 100
adet kan &rnegi kullanildi. Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
tarafindan serolojik ve virolojik olarak KKK A hastalig1 tanis1 konmus bireyler, hasta
grubunu olustururken, yas ve cinsiyet agisindan hasta grubu ile benzer olan ve
bilinen herhangi bir hastaligi olmayan, saglikli goniillii bireyler kontrol grubu olarak
calismaya alindi. Hastalar, Bakir ve arkadaslarinin tanimladig kriterlere (karaciger
fonksiyon testleri, LDH, 16kosit sayisi, hepatomegali, organ yetmezligi, kanama, ileri
yas ve DIC skoru) gore klinik ciddiyet agisindan gruplandirildi (218). Buna gore
hastalar hafif, orta ve agir klinik ciddiyet seklinde 3 gruba ayrildi. Orta siddet
grubunu olusturan hasta sayilarinin az olmasi nedeniyle bu gruptaki hastalar agir
siddet grubuna dahil edildi. Kanlar alindigi andan itibaren tiim hiicreleri parcalayan
ve RNA’y1 koruyan, igerisinde 6zel bir stabilizasyon soliisyonunun (tetradecyl
trimethyl-ammonium oxalate and tartaric acid) bulundugu RNA tiiplerine (PAX gene
kan RNA tiipii)) konulmustur. Bu tiipe alinan kan o6rnegi igindeki tiim hiicreler
parcalanmis ve RNA tespit edilmistir. Hasta ve saglikli kisilerden alinan kan

ornekleri ¢calismanin yapilacag: giine kadar -80 °C’de saklandi.
3.2. RNA izolasyonu

MiRNA igeren total RNA, miRNeasy mini kit kullanilarak (QIAGEN-katalog
n0:217004) kit protokoliine uygun sekilde kan drneklerinden izole edildi. Oncelikle
calisma boyunca kullanilacak biitlin malzemeler RNaz’lar1 inaktiflestiren dietil
pirokarbonat (DEPC) ilave edilmis distile su ile yikanarak steril edildi. RNA
tiptindeki 7 mililitre (ml) kan 6rnegi 4°C’de, 5000 g’de 10 dk boyunca santrifiij
edildi. Siipernatant uzaklastirilip pelletin iizerine 4 ml RNaz igermeyen su eklendi,

pellet ¢oziinene kadar vortekste karistirildiktan sonra tekrar 4 °C’de, 5000 g’de 10 dk
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boyunca santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pelletin {izerine 500
mikrolitre (ul) Tris EDTA sodyum kloriir (TES) ilave edildi ve vortekste karistirildi.
Ardindan bu karistm 2 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi. Uzerine %10’luk 40 pl
sodyum dodesil siilfat, 40 ul proteinaz K eklendi. Vortekste karistirildiktan sonra
37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. 37°C’de 1 gece inkiibasyonun ardindan her
bir 6rnege 600 ul QI Azol liziz reaktifi eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi.
Daha sonra 200 ul kloroform eklendi ve calkalandi. Iki dk oda sicakliginda
bekletildikten sonra 4 °C’de, 12000 g’de 15 dk boyunca santrifiij edildi. Ust faz yeni
bir toplama tiipiine aktarildi, iizerine hacminin 1.5 kat1 kadar % 100’lik etanol
eklendi ve pipetaj yapildi. Elde edilen karisimdan 700 ul alinip 2 ml’lik toplama
tiipline yerlestirilmis RNeasy mini kolona yiiklendi. Sonrasinda oda sicakliginda
11000 g’de 15 sn boyunca santrifiij edildi ve atik dokiildii. Ornegin kalan kismu ile
bu santrifiij islemi tekrar edildi. Atik dokildiikten sonra kolona 700 pul RWT
tamponu eklendi. Oda sicakliginda 11000 g’de 15 sn boyunca santrifiij edildi, atik
dokiildii. Bu basamakdan sonra kolona 500 pl RPE tamponu eklenerek tekrar oda
sicakliginda 11000 g’de 15 sn boyunca santrifiij edildi ve atik dokiildii. Ardindan
yine 500 pl RPE tamponu eklenerek oda sicakliginda 11000 g’de 2 dk boyunca
santrifiij edildi. Daha sonra kolon 2 ml’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 1
dk boyunca en yiiksek hizda agzi acik sekilde santrifiij edilerek kurumasi saglandi.
1.5 mI’lik yeni bir tiipe yerlestirilen kolona 35 pl RNaz igermeyen su eklendi ve oda
sicakliginda 11000 g’de 1 dk santrifiij edilerek RNA elde edildi. Son olarak RNA

ornekleri sonraki agamada kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

3.3. RNA Konsantrasyonunun ve Safliginin Belirlenmesi

Hasta ve kontrol grubu numunelerinden RNA izolasyonu yapildiktan sonra,
ultraviyole-goriiniir spektroskopi (UV-VIS) cihazinda (Maestro NANO) biitiin
orneklerin total RNA konsantrasyonu (ng/ul) ve saflik derecesi (A260/A280)
olgiildii. Ol¢iim yapilmasmin ardindan RNA 6rnekleri tekrar kullanilmak {izere -20
°C’de saklandi.
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3.4. Tamamlayic1 DNA (cDNA) Sentezi

Izolasyon basamagmndan sonra konsantrasyonu belirlenen tiim orneklerden
cDNA sentezi i¢in Oncelikle her birinin RNA konsantrasyonu niikleaz icermeyen su
kullanilarak 200 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. RNA’larin revers transkripsiyonu
icin miScript Il RT Kit (Qiagen-218161) kullanilarak cDNA sentezi, kit protokoliine
uygun olacak sekilde yapildi. Ornekler ilk olarak 37°C’de 1 saat, sonrasinda ise
95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Kullanilan bilesenler Tablo 2’de yer almaktadir.

Tablo 2.Revers transkripsiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar
RNA Degisken
Tampon 4 ul
Niikleik karigimi 2 ul
Revers transkriptaz karigimi 2 ul
Niikleaz igermeyen su Degisken
Toplam hacim 20 ul

cDNA sentezinden sonra tiim drnekler niikleaz igermeyen su ile 11 kat seyreltildi ve

kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) asamasina kadar -20°C’de saklandi.
3.5. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu

mMiRNA-144 ve miRNA-1908’in hasta ve kontrol kanlarindaki ifade
diizeylerinin belirlenmesi i¢gin ¢cDNA sentez asamasindan sonra qPCR asamasina
gecildi. qPCR, ornekteki niikleik asit miktarinin belirlenmesinde kullanilan bir
yontem olup, bu yontemde amplifikasyonu goriiniir hale getiren floresan isaretli prob
ya da boyalar kullanilir. Calismamizda miRNA-144, miRNA-1908 ve referans gen,
RNU6’ya ait optimize Qiagen marka primerler (miScript primer assay) ve miScript
SYBR Green PCR Kit (Qiagen-218073) kullanilarak qPCR asamasi, ilgili markanin
protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. cDNA sentezi yapilmis olan her bir deney
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ve kontrol grubu Ornegi igin reaksiyon ortami Tablo 3’te belirtildigi sekliyle

hazirlandi.

Tablo 3. gPCR bilesenleri

Bilesen 1 reaksiyon basina diisen miktar
Niikleaz igermeyen su 2,5ul

SYBR Green PCR karigimi 12,5 pul

cDNA Sul

miScript primer assay 2,5l

miScript evrensel primer 2,5ul

Toplam hacim 25 pul

Tim hasta ve kontrol 6rneklerinde ekspresyon diizeyleri incelenecek olan
genler ve referans gen i¢in Tablo 2’de verilen bilesenler her bir qPCR plaka
kuyusuna toplam hacim 25 pL olacak sekilde yiiklendi. Yiikleme isleminin ardindan
plaka, seffaf yapiskan film ile buharlasmayi ve kontaminasyonu oOnlemek igin
kapatildi. Daha sonra plaka LightCycler®96 (Roche) cihazina yerlestirildi. Cihaz

Tablo 4’te verilen reaksiyon sartlarina ayarlanarak program baslatildi.

Tablo 4. gPCR reaksiyon kosullari

Dongii sayis1 Siire Sicakhik
Program
Baslangi¢ inkiibasyonu 1 15dk 95 °C
3-asamal1 amplifikasyon 40 15sn 94°C
30 sn 55°C
30 sn 70°C
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3.6. istatistiksel Analiz

Bu calismada kan 6rnekleri i¢in a=0.05 p=0.20 ve R=1.3 olarak alindiginda
hasta grubuna 60, kontrol grubuna 40 kisi alinmasma karar verildi. Testin giicii
P=0.80634 bulundu.

QPCR sonuglar1 "GeneGlobe Data Analysis Center’a” (Veri Analiz Merkezi)
(https://www.giagen.com/de/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-

overview-page/) yiiklendi ve analiz AACq yontemine gore yapildi. P degeri kontrol

ve deney grubunda c¢alisilan her bir gen igin Student’s t-test temel alinarak

hesaplandi. 0.05’ten kiiciik p degerleri anlamli kabul edildi.


https://www.qiagen.com/de/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page/
https://www.qiagen.com/de/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-overview-page/
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4-BULGULAR

Calismamiz serolojik ve virolojik olarak KKKA tanisi konmus 60 KKKA
hastasi ve 40 saglikli bireyden olusturulmustur. Hasta grubunda 35 (% 58.33) erkek,
25 (% 41.67) kadin birey bulunmakta olup, hastalardan 11’1 hayatin1 kaybetmistir.
Kontrol grubunda 25 (% 62.5) erkek, 15 (% 37.5) kadin birey bulunmaktadir.
Calisma grubuna ait demografik veriler Tablo 5’te sunulmustur. Hasta grubu ve
kontrol grubu arasinda yas ve cinsiyet agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik

tespit edilmemistir.

Tablo 5. Calisma grubuna ait demografik veriler

Hasta grubu Kontrol grubu p degeri
Birey Sayisi, n (%) | 60 (100.00) 40 (100.00)
Yas Ortalamasu, yi/ 0.065
48.38+12.4 44.45+11.8
Cinsiyet, n (%) 0.896
25 (% 41.66) 15 (% 37.50)
Kadin
Erkek 35 (% 58.33) 25 (% 62.50)
Olen Kisi, n (%) 11 (% 18.33) -




Calismamizdaki KKKA hastalarina ait klinik ve laboratuvar veriler Tablo 6’da

gosterilmistir.

Tablo 6. Hasta grubuna ait klinik ve laboratuvar veriler
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Parametre Sonu¢ Hasta Sayisi, n (%)

Lokosit sayisi® 4000-11000 10 (% 16.67)
<4000 50 (% 83.33)
Alanin aminotranferaz® 0-50 23 (% 38.33)
>50 37 (% 61.67)
Protrombin zamani® 10.7-13 40 (% 66.67)
>13 20 (% 33.33)

Platelet sayis1 150000-400000 2 (% 5.00)
<150000 58 (% 95.00)
Siddet® Hafif (0-5) 37 (% 61.67)
Agir/Orta (6-16) 23 (% 38.33)

3Lokosit sayis1: Normal degeri 4000-11000 10%/pL
bAlanin aminotransferaz: Normal degeri 0-50 U/L
“Protrombin zamani: Normal aralig1 10.7-13 sn

dPlatelet sayisi: Normal araligi 150000-400000 10%/uL

Siddet skorlamasi: Bakir ve arkadaslarinin tanimladigi kriterlere goére (217)

belirlenmistir.

Tim 6rneklerde her bir genin ifade diizeyinin belirlenmesi i¢in gPCR yapildi

ve veriler AACq metoduna gére analiz edildi. ilk olarak, hasta ve kontrol grubunda
mMIRNA-1908 ve miRNA-144 ifade diizeyleri karsilastirildi. Ardindan KKKA

hastalarindan hastaligi agir/orta gegiren ve hastaligi hafif ge¢iren hastalarda miRNA-

1908 ve miRNA-144 ifade diizeyleri karsilastirildi. Ayrica hasta grubundaki bireyler
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laboratuvar veriler (WBC, ALT, PT, PLT ) agisindan normal degerler arasinda
olanlar ve normal deger araligina gore yiiksek ya da diisiik olanlar olmak iizere 2’ye
ayrilarak miRNA-1908 ve miRNA-144 ifadeleri karsilastirildi.

gPCR sonucu hasta ve kontrol grubu orneklerinde miRNA-144 ve miRNA-
1908’e ait amplifikasyon ve tm egrileri her bir gen i¢in Sekil 10, 11°de gosterilmistir.

Fluorescencs

000 400 8O0 1200 600 2000 2400 800 3200 3600 4000 66,00 6900 7200 7500 7800 BLO0 8400 8700 000 9300 9.0
(ydle Temperature

Sekil 10. miRNA-144’¢ ait amplifikasyon (solda) ve tm egrisi (sagda)

Fluorescence

00400 8O0 1200 R00 2000 00 2800 3200 K00 4000 6600 6900 7200 7500 TR0 BLOD 8400 700 9000 %00 %R0
(ycle Temperature

Sekil 11. miRNA-1908’¢ ait amplifikasyon (solda) ve tm egrisi (sagda)
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qPCR sonucu hasta ve kontrol grubu 6rneklerinde miRNA-144, miRNA-1908
ve i¢ kontrol geni RNUG6’ya ait amplifikasyon ve tm egrileri Sekil 12°da

gosterilmistir.

Fluaoresceroce:
—dFFdT

L1 1 1 MO0 6B00 7200 600 GO0 B0 BBOD G200 %60
(yck Temperatre

Sekil 12. miRNA-144, miRNA-1908 ve i¢ kontrol geni RNU6’ya ait amplifikasyon

(solda) ve tm egrisi (sagda)

AACq analiz sonucuna gore kontrol grubu oOrnekleri ile karsilastirildiginda
KKKA hastalarinda miRNA-144’{in ifadesi 11 kat azalmis ve bu azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmamustir (p=0.91). miRNA-1908 ekspresyonu ise 1.44 kat
artmis olup istatiksel olarak anlamli degildir (p=0.87). Hastalig1 agir/orta gegiren ve
hastaligi hafif geciren bireylerde miRNA-144 ve miRNA-1908 ifade diizeyleri
karsilastirildiginda ise hastaligi agir/orta geciren bireylerde miRNA-144 ifadesi 2 kat
(p= 0.09), miRNA-1908 ifadesi 2.36 kat (p=0.37) artmustir. Calismamizda
hastaliktan dolay1 Olenler ile hayatta kalanlar arasinda da miRNA-144 ve miRNA-
1908 ifade diizeyleri karsilastirilmis olup, o©len bireylerde miRNA-144’iin
ekspresyon diizeyi 16.3 kat artmigken (p=0.002), miRNA-1908’in ifade diizeyi 14.3
kat artmistir (p=0.01) ve bu iki diizeydeki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu

tespit edilmistir. Hastaliktan dolayr Olenler ve kontrol grubu kiyaslandiginda
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6lenlerde miRNA-144 seviyesinin ayn seviyelerde dlgiildiigii (p=0.051) ve miRNA-
1908 seviyesinin 13.8 kat arttig1 (p=0.09) gozlenmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Hasta-kontrol, agir/orta-hafif, 6len-yasayan hasta ve 6len hasta-kontrol

gruplarinda miRNA-144 ve miRNA-1908 ifade diizeylerinin karsilastirilmasi

Grup Gen Kat Kat p
degisimi regiilasyonu degeri
Hasta-Kontrol
miRNA-144 0.09 -11.11 0.911
miRNA-1908 1.44 1.44 0.872
Agir/Orta-Hafif
hasta
miRNA-144 2.05 2.05 0.095
miRNA-1908 2.36 2,36 0.376
Olen-Yasayan
Hasta
miRNA-144 16.38 16.38 0.002
miRNA-1908 14.31 14.31 0.010
Olen Hasta-
Kontrol
miRNA-144 1.00 1.00 0.051
miRNA-1908 13.82 13.82 0.090

(Kat degisimi: Karsilagtirtlan gruplar arasindaki kat degisimi; p<0,05 degeri farklilik

acisindan 6nemli kabul edilmistir).

Ayrica KKKA hastalarinin bazi laboratuvar degerleri ile (WBC, ALT, PT ve
PLT sayis1) miRNA-144 ve miRNA-1908 ifade diizeyi arasindaki iliski istatistiksel
acidan arastirtlmistir. Laboratuvar verileri normal degerlerin {izerinde veya altinda
olan hastalar ile normal degerler arasinda olan hastalar karsilastirildiginda;, WBC
degeri normal degerin altinda olanlarda miRNA-144 ifade diizeyleri yaklasik 3 kat
azalmistir ve bu azalma istatiksel olarak anlamhidir (p=0.038). Calismada lokosit

degeri normal degerin iizerinde olan hasta tespit edilmemistir. PT degeri normal
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degerin tizerinde olanlarda miRNA-1908 degeri yaklasik 7 kat artmistir ve bu artis
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.01). Platelet sayis1 normal degerler araliginda olan

iki hasta oldugundan p degeri hesaplanamamustir (Tablo 8).

Tablo 8. Laboratuvar parametreleri normal degerlerin disinda olan hastalar ile

normal olan hastalarda miRNA-144 ve mIiRNA-1908 ifade diizeylerinin

karsilastirilmast
Parametre Gen Kat degisimi | Kat regiilasyonu | p degeri
Lokosit sayis1
miRNA-144 0.29 -3.40 0.038
miRNA-1908 0.76 -1.30 0.392
Alanin
aminotransferaz
miRNA-144 1.58 1.58 0.438
miRNA-1908 2.64 2.64 0.324
Protrombin
zamani
miRNA-144 4.67 4.67 0.076
miRNA-1908 7.28 7.28 <0.01
Platelet sayisi
miRNA-144 5.12 5.12 -
miRNA-1908 2.37 2.37 -

(Kat degisimi: Karsilastirilan gruplar arasindaki kat degisimi; p<0,05 degeri farklilik

acisindan onemli kabul edilmistir).
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5-TARTISMA

KKKA, Bunyavirales grubunun Nairoviridae ailesinin QOrthonairovirus
genusunun bir iiyesi olan bir viriisiin neden oldugu kene kaynakli bir hastaliktir.
KKKAYV negatif polarite gosteren tek sarmalli bir RNA viriisiidiir ve yayilimi
ozellikle Hyalomma cinsi kenelerle olmaktadir (2,11). KKKA ilk olarak 1940'larin
ortalarinda Kirim Yarimadasi'ndaki tarim iscileri arasinda biiyilik bir salgin sirasinda
taninmustir (14). Hastalik Afrika, Asya ve Avrupa’nin ¢ogu Yyerinde sporadik olarak
ortaya ¢ikmakta ve yaklasik % 30 &liim oraniyla sonuglanmaktadir. Ulkemizde ise
ilk olarak 2002 yilinda rapor edilen KKKA, Kelkit Vadisi ve kirsal kesimlerde
yasayan insanlar i¢in onemli bir halk saghg: sorunudur (11,21,22). Kisa bir
inkiibasyon siiresinden sonra, KKKA ani baglayan yliksek ates, titreme, siddetli bag
agrisi, bag donmesi, sirt ve karin agrisi ile karakterizedir. Ek olarak mide bulantisi,
kusma, ishal, noropsikiyatrik ve kardiyovaskiiler degisiklikler goriilebilir. Hastalig
siddetli gegiren bireylerde, petesiden organ kanamalarina kadar degisen hemorajik
bulgular gelisir. KKKA baz1 bireylerde hafif seyrederken bazi bireylerde agir
seyretmekte hatta 6liimlere neden olmaktadir. Hastaligin bireyler arasindaki bu klinik
farkliliginin sebebi bilinmememektedir. Bu farkliliklar bir¢ok viral enfeksiyonun
patogenezinde rol oynayan epigenetik farkliliklar nedeniyle olabilir (219). Viral
genotip farkliliklari, klinik sonuglar1 etkilese de, konak genetik farkliliklari da
prognozda rol oynar (220). KKKAV'nin genetik degiskenligi, hastaliga karsi
savagsmak i¢in yeni tani testlerine ve uygun terapotik ajanlara ihtiya¢ duyulmasina
neden olur. Son yillarda, KKKAV’nin molekiiler tespitindeki, 6zellikle de RT-
PCR’mn klintk ve kene Orneklerinde kullanimindaki Onemli ilerlemeler, hem
hastaligin hem de molekiiler epidemiyoloji ¢alismalarinin hizli tespitine olanak
saglamustir (11).

Giliniimiizde kalitsal materyalin biiylik bir kisminin ncRNA’lar olarak
transkribe oldugu gozlenmistir. Tiim protein kodlayan genler genomun yaklasik %
2’sini olusturur (117). miRNA’lar genomun protein kodlamayan bolimiinde yer
alirlar ve hiicre dongiisiiniin hemen hemen her boéliimiinde yer almaktadirlar.
mIiRNA, gen ekspresyonunu post-transkripsiyonel diizeyde baz ¢ifti ile ger¢eklestirir.
DNA’dan transkripsiyonu yapilan ancak proteine cevirisi yapilamayan genler

tarafindan kodlanan miRNA’lar, hedef genin MRNA’sina diisiik 06zgiilliikte
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baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden olabilecegi igin
gen ifadesinin kontrolinde Onemli role sahiptir (221). miRNA’lar gelisme,
organogenez, hiicre proliferasyonu, apoptozis, embriyonik kok hiicre
differansiyasyonu, femur kemigi gelisimi, sinaptik gelisim ve elastisite, deri
differansiyasyonu, kardiyogenez, oksidatif stres, DNA onarimi, normal immiin yanit,
insiilin sekresyonu, norotransmitter sentezi, sirkadyan ritm ve viral replikasyon gibi
birgok biyolojik olaylarda kritik rol oynamaktadir (157-160). Giiniimiize kadar,
insanda 5000’den fazla miRNA kesfedilmistir ve miRNA’larin yeni nesil biyomarker
ve terapotik olma yolunda 6nemli potansiyelleri vardir (161).

KKKA hastaliginin epigenetik temelinin anlasilmasina ve yeni tedavi
alternatiflerine katkida bulunmak i¢in ¢alismamizda KKKA hastalar1 ve kontrol
grubu arasinda miRNA-144 ve miRNA-1908 ekspresyon seviyelerini degerlendirdik.
Yaptigimiz ¢alisgmada, KKKA hastalarinda miRNA-1908 ifadesinin kontrol grubuna
kiyasla 1.44 kat artmis oldugunu saptadik (p=0.87). Ayrica hastalig1 agir/orta gegiren
hastalarda hafif seyirli olanlara kiyasla miRNA-1908 ifadesinin 2.36 kat arttigini
tespit ettik (p=0.37). KKKAV’nin en 6nemli hedef dokularindan birisi karacigerdir.
Ozellikle de siddetli vakalar hepatomegali ve organ yetmezligi gibi klinik bulgularla
iliskilendirilmistir (218). HBV infeksiyonunda da miRNA-1908'in upregiile oldugu
gosterilmistir. Ornegin Kohno ve arkadaslarmim yaptig1 ¢alismada miRNA-1908'in
fare ve insan HBV infeksiyonunda, karacigerde upregiile olarak diizenlendigi
gosterilmistir (222). Ayn1 ¢alismada, kronik hepatit B, kronik hepatit C veya alkolik
karaciger fonksiyon bozuklugu olan hastalardan elde edilen karaciger dokusu
orneklerinde miRNA-1908 ekspresyon seviyeleri karsilagtirildiginda, kronik hepatit
B'li karaciger dokularinda, diger karaciger hastaliklarina sahip olanlardan anlaml
Olglide daha yiiksek tespit edilmistir. Bahsedilen c¢alismada mMIRNA-1908
upregulasyonunun sinyal yolaklar1 {izerindeki etkisini analiz etmek i¢in yolak
analizleri yapilmis, giivenilirligini arttirmak igin dort prediktif arag (miRWalk,
TargetScan, miRanda ve miRDB) kullanilmistir. Yapilan analizlere gore sitokin ve
kemokin sinyal yolaklarinin aracilik ettigi inflamasyon, anjiogenez, integrin sinyal
yolagi, Wnt sinyal yolagi, epidermal growth faktér (EGF), platelet kaynakli biiylime
faktorit (PDGF), VEGF, fibroblast biiyiime faktorii (FGF), endotelin sinyal
yolaklari, Ras yolagi miRNA-1908’in hedef yolaklar1 olarak degerlendirilebilir
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denilmis ancak karakteristik bir yolak tespit edilememistir (222). Demir ve
arkadaglarmin ¢aligmasinda KKKA hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda
106 adet farkli eksprese edilmis miRNA tanimlanmistir, 19 miRNA’da 5 kattan daha
fazla upregiilasyon veya downregiilasyon tanimlanmistir. Bu miRNA’lar, sitokin
ekspresyonu, adezyon molekiillerinin sekresyonu, dogal immiin yanittan viral kagis
gibi mekanizmalarla iligkili olabilir. Yolak analizleri TNF- a, TGF-, MAPK, WNT
ve norotrofin yolaklarinin hastaligin patogenezine katilimini ortaya koymustur (212).

Swanepoel ve ark.’min tanimladigi hastaligin baglangicinda (ilk 5 giin
boyunca) Olgiilebilen ve mortaliteyi Oongéren laboratuvar parametreleri arasinda
beyaz kiire sayisi, platelet sayisi, AST, ALT degerleri, APTT ve fibrinojen diizeyleri
mevcuttur (85). Calismamizda ALT’si, PT’si normal degerlerin {izerinde olan
hastalarda MiRNA-1908 seviyelerinin sirasiyla 2.64 ve 7.28 kat artmis oldugunu
gozlemledik (p=0.32 ve p<0.01, sirasiyla). TNF-a, birgok inflamatuvar yolakta ilk
tanimlanan proinflamatuar sitokindir. TNF-o’nin NFxf sinyalini etkinlestirdigi
bilinmektedir. NFxp, cesitli biyolojik siireglerde, 6zellikle immiin yanitlarda ve
inflamasyonda potansiyel olarak belirleyici bir role sahip olan yaygin olarak ifade
edilen bir transkripsiyon faktoriidiir. miIRNA-1908 promotoriinde iki potansiyel
NF«p baglanma bolgesi oldugu gosterilmis ve miRNA-1908 ifadesinin NF«kf sinyal
yolagindan etkilendigi test edilmistir. Kuang ve ark.’nin yaptig1 calismada; sirasiyla
TNF-a (NFkB aktivatori) ve JSH-23 (NFxp inhibitorii) kullanarak insan
preadipositlerinde miRNA-1908 ekspresyonu incelenmistir. JSH-23 verilen insan
preadipositlerinde  miRNA-1908'in ifadesinde 1.7 kat artis, TNF-a verilen
preadipositlerde miRNA-1908 ifadesinde 0.2 kat azalma tespit edilmistir. Bu
sonuglar, TNF-a ve NF«B'nin insan preadipositlerinde miRNA-1908 ekspresyonunu
sinirlayabildigini gostermistir (223). Bu ¢alismayla karsilastirildiginda, ¢alismamizda
TNF-0 diizeyine bakilmamis olmakla birlikte ciddi seyirli hastalarda yiiksek
seyrettigi goz oniinde bulunduruldugunda, ¢alismamizdaki KKKA hastalig1 agir/orta
seyreden, ALT ve PT gibi laboratuvar degerleri normalden daha fazla olan, kéti
prognozlu hastalarda miRNA-1908 diizeyinin de artmis olmasi nedeniyle, miRNA-
1908’1in birden ¢ok faktdrden etkilendigi diistiniilebilir.

MIRNA-1908’in hastaliklarin patogenezinde hangi yolaklari kullandigina

yonelik yapilan g¢aligmalar mevcuttur. MIRNA-1908'in asir1 ekspresyonu, insan
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primer bobrek interstisyel hiicrelerinde TGF-f1, SMAD 2/3 ve MMP-2
ekspresyonlarini  sliprese etmigtir. Renal fibrozis, miRNA-1908 adenoviriis
vektoriiniin enjekte edildigi farelerde, enjekte edilmeyenlere kiyasla anlamli 6l¢iide
azalmistir. MIRNA-1908, TGF-B1'i hedef alarak bobrek fibrozisini engelleyebilir
(217). Yapilan bir hayvan deneyinde benzer sekilde miRNA-1908'in, miyokard
enfarktiisii smir bolgesinde miyokard fibrozisini, TGF-f1 ve Smad 2/3
ekspresyonlarini inhibe edebilecegi ve miyokard enfarktiisiinden sonra kalp
fonksiyonunu iyilestirebildigi bulunmustur (224).

KKKA’da endotel hasar1 hastaligin patogenezinde anahtar bir faktordiir.
TGF-B, hasarli endotel onariminda gérevli mediatorlerden biridir. Bu hemen hemen
tiim hiicrelerden salinan bir polipeptittir ve hiicresel olaylarin diizenlenmesi, epitel
formasyonu, inflamasyon, koagiilasyon ve kollajen sentezi igin 6nemlidir. Yilmaz ve
ark.’nin yaptig1 calismada KKKA hastalarinda serum TGF-f diizeylerinin prognostik
Oneminin belirlenmesi amaglanmig, kanamanin var oldugu KKKA hastalarinda
kanama olmayanlara gore istatiksel olarak anlamli bir sekilde TGF-B diizeylerinin
diisiik oldugu tespit edilmistir (225). Bizim ¢alismamizda hastalardaki TGF-8
diizeyine bakilmadi ancak miRNA-1908 ekspresyonundaki artig ile TGF-$ diizeyi
arasinda bir iligki olabilir. Bu konu ayr1 bir ¢aligma konusu olarak arastirilabilir.

Proteinlerin ve organellerin bozulmasini veya hiicresel strese bagli hiicre
Olimiinii indiikleyen apoptozis, c¢esitli hastaliklarin patofizyolojisinde Onemlidir.
mMiRNA-1908'in hiicre proliferasyonunu, anti-apoptozis ve SPRY4 / RAF1 eksenini
diizenleyerek glioma hastalarinin daha kisa sagkalim siireleri ile korele oldugunu
gosteren bir calismada, MIRNA-1908’in bir pro-apoptoz protein olan Bax
ekspresyonunu azaltarak U251 hiicrelerinin anti-apoptoz yetenegini arttirdig1
gosterilmistir (226). Calismamizda artan mMiRNA-1908 ekspresyon seviyesinin
KKKAH’da antiapoptotik etkisinin olup olmadiginin arastirilmasi, bu hastaligin
patogenezinin anlasilmasina katki saglayabilir.

Yapilan  bagska  bir ¢aligmada, glioblastomada  miRNA-1908'in
ekspresyonunun fonksiyonu ve mekanizmasi arastirilmis, miRNA-1908'in PTEN
ekspresyonunu diizenleyerek onkogen olarak etki ettigi, glioblastomada risk faktorii
oldugu bulunmustur. Glioblastoma hiicrelerinde, miRNA-1908'in asir1 ekspresyonu,

hiicre proliferasyonunu ve in vitro invazyonunu kuvvetli bir sekilde uyarmustir.
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Molekiiler diizeyde, hem AKT / FOXO3a hem de AKT / mTOR yolaklar,
muhtemelen PTEN ekspresyonunu baskilayarak, miRNA-1908 kaynakli malign tipte
glioblastoma hiicrelerine katkida bulunur (216). miRNA-1908’in diisiik ekspresyonu,
over kanserli hastalarda kotli prognoz i¢in bir belirteg olarak degerlendirilmistir
(227), oysa yapilan baska bir calismada artan miRNA-1908 ekspresyonunun,
osteosarkomda kotii prognoz ile iliskili oldugu tespit edilmistir (228). Calismamizda
KKKA’ya bagh 6len hasta grubu ile yasayan hasta grubu karsilastrildiginda, 6len
hasta grubunda miRNA-1908 ekspresyon seviyesinde 14.3 kat artis oldugu
gdsterilmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.01). Olen hasta grubu
ile kontrol grubu Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmamig
olmasina ragmen 6len hasta grubunda miRNA-1908 ekspresyon seviyesinde 13.8 kat
artig gosterilmistir (p=0.09). Calismamizda elde ettigimiz bu sonug, MiIRNA-1908’in
KKKAH igin potansiyel yeni bir prognostik belirteg olabilecegini diisiindirmektedir.

Calismamizda KKKA hastalarinda ekspresyon seviyesini arastirdigimiz diger
bir miRNA, miRNA-144’tiir. Yaptigimiz analizlerde kontrol grubuna kiyasla KKKA
hastalarinda miRNA-144 ifadesinin yaklastk 11 kat azaldigi tespit edilmistir
(p=0,91). Yapilan bir¢ok ¢alismada, miRNA-144 ekspresyonunun, kolanjiokarsinom,
kolorektal kanser, mesane kanseri ve tiroid kanseri dahil olmak {izere cesitli
kanserlerde azaldigi, kanser proliferasyonu ve metastaz1 ile ters iliskili oldugu
gosterilmistir. KKKAV’nin en énemli hedef dokularindan birisi karacigerdir. Yu ve
ark.’nin yaptig1 ¢alisgmada hepatoseliiler karsinom (HCC)’de miRNA-144 seviyeleri
incelenmis, HCC hiicrelerinde ¢alismamizla benzer sekilde miRNA-144
ekspresyonunun azaldigi saptanmustir. (229). Baska bir ¢alismada, miRNA-144'{in
kismen E2F3'i hedefleyerek HCC hiicrelerinin biiyiimesini ve hareketliligini
baskilayabilecegi gosterilmis olsa da, miRNA-144'tin HCC'deki rolii hakkindaki
bilgiler hala sinirlidir (230). Yu ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, miRNA-144'in
HCC hiicre proliferasyonunu ve invazyonunu baskiladigi gosterilmistir (229). Yu ve
arkadaslarinin ¢alismasinda hepatositlerin biiylimesinde rol alan TGF beta yolaginda
SMADA4'in anahtar bir rol oynadigi belirtilmis ve HCC hastalarinda SMADA4'{in
MIRNA-144'in yeni ve dogrudan hedefi oldugu bildirilmistir. Ayrica miRNA-144
upregiilasyonunun indiiklenmis kanser hiicresi apoptozunu artirabilecegi de

belirtilmistir (229). Yapilan diger bir ¢alismada, KKKAV 'nin, KKKAYV replikasyon
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dongiisiiniin erken evrelerinde apoptozis mekanizmalarindan kaspaz aktivasyonunu
baskiladigin1 ve bunun da enfeksiyon olusumuna yardimer olabilecegi gosterilmistir
(231). Calismamizda hastalardaki miRNA-144 ekspresyonunun kontrol grubuna
kiyasla azalmis oldugu gortildi. miRNA-144’{in apoptozis lizerine olan etkisi goz
onitinde bulundurulursa, KKKA hastalarindaki azalmis miRNA-144 ekspresyonunun
hastalik sirasinda antiapopitotik etkisinin olabilecegi diiiiniilebilir.

Genellikle, immiin baskilanmanin aktif TBC gelisiminde 6nemli bir rol
oynayabilecegine inanilir. TBC'ye kars1 koruyucu bagisiklik esas olarak CD4 + T
hiicrelerine ve CD8 + T hiicrelerine baghidir. CD8 + T hiicreleri, enfekte hiicrelere
kars1 sitotoksik etkiye sahiptir ve sitokinler de iiretebilir. Genellikle, IFN-y ve TNF-a
gibi Th-1 hiicreleri tarafindan iretilen sitokinlerin korunma igin merkezi olduguna
inanilmaktadir. Enfekte makrofajin sitokinler tarafindan aktive edilmesi,
mikobakteriyel replikasyonun kisitlanmasmma ve konak¢i  hiicrelerde M.
tuberculosis'in 6ldiiriilmesine neden olur. MIRNA-144, aktif TBC hastalarinda asir1
eksprese edilen mikroRNA'lardan biridir. Bir calismada yazarlar, miRNA-144'tin
IFN-y, TNF-a sekresyonunu ve T hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu inhibe
edebilecegini bildirmislerdir (8). TNF-a, KKKA hastaliginin seyrinde onemli bir
sitokindir. miR144’{in KKKA hastalarinda da ¢ok sayida diizenleyici fonksiyona
sahip olabilecegi gibi, TNF-a dahil sitokin iiretiminin modiilasyonuna ve bu sayede
immiin sistem {izerine etkisinin 0lmas1 miimkiindiir.

Glioblastoma (GBM), yiiksek morbiditesi olan en yaygin malign beyin
timorlerinden biridir. Malign GBM hastalarinin ¢ogunun CMYV ile enfekte oldugu
bildirilmistir. Betaherpes viriis alt ailesine ait CMV, bir dizi proteini kodlayan yaygin
bir patojendir. Bu proteinlerden biri, tiim glioblastomalarda ve disiik dereceli
gliomalarin % 82'sinde saptanan CMV intermediate earlyl (IE1) proteinidir. IE1’in
topoizomeraz 1l alfa (TOP2A) ekspresyonunu arttirdigi bildirilmekle beraber
TOP2A'nin CMV negatif gliomaya kiyasla CMV pozitif gliomada yiiksek oranda
eksprese edildigi gosterilmistir. TOP2A, miRNA-144 i¢in dogrudan bir hedef gendir.
TOP2A, glioma hiicrelerinin proliferasyonunu ve migrasyonunu destekler. Song ve
ark. miRNA-144’tin CMV pozitif glioma dokularinda ve CMV ile enfekte olmus
glioma hiicre dizilerinde kontrol dokularinda oldugundan daha diisiik bir ekspresyon

seviyesine sahip oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢calismada miRNA-144 ekspresyonu
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azalmisken, TOP2A ekspresyonunun ise arttigi saptanmistir (232). Bu sonug
calismamizda KKKAYV ile enfekte olmus hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
azalmis miRNA-144 ekspresyon seviyesiyle benzerlik gostermektedir. Bu gozlemler,
virlisler dahil olmak {izere patojenlerin cesitli faktorleri hedef alarak potansiyel
hiicresel transkripsiyonu ¢oklu seviyelerde degistirebilecegini akla getirmektedir.
Hastalig1 agir/orta gegiren ve hastaligi hafif gegiren hastalarda miRNA-144
ifade diizeyleri karsilastirildiginda ise hastaligi agir/orta gegiren bireylerde miRNA-
144 ifadesinin 2.05 kat arttig1 tespit edilmistir (p=0.09). Calismamizda ALT’si ve
PT’si normal degerlerin iizerinde olan hastalarda, normal degerlerde olan hastalara
gore miRNA-144 seviyelerinin sirastyla 1.58 ve 4.67 kat artmis oldugunu
gozlemledik (p=0.43 ve p=0.07, sirasiyla). MIRNA-144'tin akciger epitel
hiicrelerinde influenza viriis replikasyonunu arttirdigi mekanizmay1 agiklamak igin,
influenza ile enfekte olmus yaban tip ve miRNA-144 asir1 eksprese eden hiicrelerin
transkripsiyonel profilleri karsilastiriimig, miRNA-144"in ekspresyonu, doku kiiltiirii
(TC-1) hiicrelerinde 48 genin ekspresyonunu anlamli sekilde azaltirken, 9 genin
ekspresyonunu 2 kat artirmistir. Benzer sekilde akciger alveoler epitelyal tip 1
(LET1) hiicreleri transkripsiyon profilini etkilemistir. Ozellikle dikkat c¢eken
MIRNA-144’lin asir1 eksprese oldugu hiicrelerde istatiksel olarak anlamli diizeyde
antiviral ve interferon yanitlariyla iligkili genlerin baskilanmis ifadesidir. miRNA-
144 baz1 antiviral efektorler Rsad2, 1fi203, Mpa2l, Oas2, Trim30 ve transkripsiyon
faktorii IRF7'nin azalmig ekspresyonuna sebep olurken, benzersiz bir antiviral gen alt
kiimesinin transkripsiyonel diizenlemesinde rol oynayan IRF3, IRF1 veya lIrakl
seviyelerini azaltmamistir. MiIRNA-144'tin bu antiviral gen grubunun ekspresyonu
tizerindeki baskilayict etkisi, ektopik olarak miRNA-144't eksprese eden LETI
akciger epitelyal hiicrelerinde dogrulanmistir. miRNA-144 tarafindan diizenlenen
transkripsiyonel agin diizenlenmesinde IRF7’nin merkezi bir rol oynadigi
diistinilmiistir. mMiIRNA-144'in regiile ettigi genlerin ¢ogunlugunun cis regiilatuvar
elemanlar1 i¢inde IRF7 baglayici motifler oldugu goriilmiistiir. Daha 6nce, IRF7nin
epitelyal yiizeylerde influenza viriisiine karsi tip I ve tip III IFN'ye bagh antiviral
yanitlarin diizenlenmesinde baskin bir rol oynadigi gosterilmistir (233-236). miRNA-
144 eksprese eden hiicrelerde IRF7 mRNA seviyelerinin azalmasi, IRF7 ve miRNA-
144 arasinda dogrudan bir etkilesimden kaynaklanmamaktadir. miRNA-144, IRF7
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ile birlesen TRAF6’y1 (viral enfeksiyonda tip I interferon yanitlari i¢in kritik olan bir
E3 ubikuitin ligazidir) direkt olarak regiile eder (237). TRAF6, IRF7 ile birlestikten
sonra ¢esitli kinazlarla fosforilasyonuna izin veren K63'e bagl ubikinasyona aracilik
ederek transkripsiyonel aktiviteyi arttirir (238-240). Rosenberger ve arkadaslar
influenza infekte hiicre dizilerinde miRNA-144'iin konak¢inin antiviral yanitini
negatif yonde etkiledigini bulmuslardir (241). Yazarlar miRNA-144"tin TRAF6-IRF7
yolunu zayiflatarak, hiicresel antiviral transkripsiyonel ortami degistirdigini ve
boylece antiviral cevabi azalttigini gostermislerdir (241). Bizim c¢alismamizda
KKKA hastaligin1 agir/orta gegiren olgularda hafif gecirenlere kiyasla miRNA-144
ekspresyonu daha fazla bulundu. Rosenberger ve arkadaslarinin galismasinda
bildirildigi gibi, KKKA hastalarinda da miRNA-144'in TRAF6 ve IRF7 yolunu
zayiflatarak konagin antiviral yanitini zayiflatmasi miimkiindiir (241).

Hiicrelerdeki HIV-1 enfeksiyonu ile iligkili gen ekspresyon paterni, baslica
diizensiz antiviral aktivite, inflamatuar yanit ve hastaligin ilerlemesine yol acan
konak genetigi ve dis faktorler tarafindan kontrol edilir. Viriis replikasyonu konagin
hiicresel mekanizmasina bagl oldugu gibi, yiiksek viral yiik hiicre hasarin1 ve gen
modiilasyonunu arttirirken, diisiik viral yilik veya saptanamayan viral yiik latenside ve
immiin kontroliin saglanmasinda rol oynar (242). HIV-1 hastalik ilerlemesinde yer
alan bircok konak¢i  hiicresel faktoriin, hastalik gelisimi sirasinda gen
ekspresyonunun miRNA diizenlemesi yoluyla modiile edilebilecegi gosterilmistir.
HIV-1 ile enfekte hastalarda dogal ve inflamatuar faktorleri hedef aldigi bilinen
miRNA'larin (miR-19b, 146a, 615-3p, 382, 34a, 144 ve 155) yiiksek viral yiike
sahip periferik monosit kan hiicrelerinde artmis oldugu ve etkisini bir¢gok enflamatuar
faktor ve sitokini (CXCLS5, CCL2, CCL8, CXCL10, CCL7, IL1a, IL-1B, IL6 ve IL8)
onemli ol¢lide artirarak diizenlendigi gosterilmistir (241). Bu sonuglar miRNA-144
de dahil olmak iizere miRNA profilinin HIV-1 kaynakli konak hiicresel islev
bozuklugunun erken bir gostergesi olabilecegine dair kanit saglar. Calismamizda
olen hasta grubu ve yasayan hasta grubu karsilastirilmis olup 6len hasta grubunda
MIRNA-144 ekspresyon seviyesinin 16.3 kat arttigi gosterilmistir (p=0.002).
Istatiksel olarak anlamli olan bu sonu¢ ve KKKA patogenezinde énemli rol oynadig
bildirilen artmug IL-6 diizeyi g6z oOniinde bulunduruldugunda, miRNA-144’{in

sitokinler tizerinden etki gosterebilecegi disiiniilebilir. KKKAV ile enfekte
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hastalardaki viral yiik seviyesinin miRNA-144 seviyesini etkileme potansiyeli de
arastirilmaya deger konulardandir. Demir ve arkadaslarinin ¢alismasinda KKKA
hastalarinda miRNA-144 de dahil olmak tlizere miRNA profilleri ile viriis yukii
arasinda herhangi iliski tespit edilememistir ancak bu gézlemler daha genis viral yiik
araligina sahip daha biiyiik kohortlarla yapilan baska ¢alismalarla dogrulanmalidir
(212).

Sonug olarak, kontrol grubuyla karsilastirildiginda hasta kan orneklerinde
miRNA-144 ekspresyon seviyesi 11 (p= 0.91) kat azalmisken, miRNA-1908
ekspresyon seviyesi 1.44 (p= 0.87) kat artmistir. Calismamizda agir/orta—hafif, 6len
hasta-yasayan hasta, 6len hasta-kontrol gruplari arasindaki karsilastirmalarda her iki
miRNA seviyesinde artis tespit edilmistir. Hastalig1 agir/orta seyreden bireylerde
hafif seyreden bireylere gére miRNA-144 ifade diizeyi 2 kat, miRNA-1908, 2.36 kat
artmistir (p= 0.09 ve p= 037, swrasiyla). Yasayan hasta bireyler ile
karsilagtirildiginda miRNA-144 (16.3 kat, p= 0.002) ve miRNA-1908 (14.3 kat, p=
0.01) ifadelerinin 6len hasta grubunda arttig1 ve istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur. Ayrica WBC’si normal degerin altinda olan hastalarda miRNA-144
ifade diizeyindeki azalma (p= 0.03) ve PT’si normal degerin iizerinde olan hastalarda
mMIiRNA-1908 ifade diizeyindeki artma (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. KKKA hastaliginin patogenezinde hem miRNA-144 hem de miRNA-
1908’in 6nemli biyobelirtegler olabilecegi ve bu miRNA’larin prognozu belirleme
potansiyelinin yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma KKKA hastalarinda
2 farkli miRNA diizeyi konusunda literatiire yeni bir bilgi saglamaktadir. Ayrica
KKKA hastalarinda miRNA'lar konusunda yapilacak baska calismalar i¢in bir

kaynak olabilecektir.
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