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OZET

KIRIM KONGO KANAMALI ATESI HASTALARINDA DROSHA, DICER VE
EXPORTIN-5 PROTEIN DUZEYLERININ BELIRLENMESI
Zehra DOGAN
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Damisman: Prof.Dr. Sevtap BAKIR
2018, 71 Sayfa
Kirim Kongo Kanamali Atesi hastaligi (KKKA), Kirim Kongo Kanamali Atesi
Virist (KKKAYV) olarak bilinen Bunyaviridae ailesinden Nairovirlslerin neden oldugu
bir hastaliktir. Insanlarda yiiksek 6liim oranina sahiptir. KKKAV, insanlara kenelerin
1sirmas1 ile veya enfekte hayvanlarin ya da insanlarin kan veya viicut sivilarina
dogrudan temasi sonucu bulagsmaktadir. Aniden baslayan yliksek ates, siddetli bas
agrisi, sirt ve karin agrilar seklinde belirti verir. KKKA patogenezi giiniimiizde halen

tam olarak agiklanamamaktadir.

Calismamizda hasta grubu olarak 33 KKKA hastasi, kontrol grubu olarak 35
saglikli birey secilmistir. Hasta ve kontrol grubuna ait serum Drosha, Dicer ve Exportin-
5 protein seviyelerinin belirlenmesi ve aktivitelerinin karsilastirilip, bu parametrelerin
KKKA hastaligi patogenezi, prognozu ve teshisi agisindan Oneminin saptanmasi

amagclanmustir.

Yapilan deneysel caligmanin sonucunda hasta ve kontrol grubundaki bireylere
iliskin degerler karsilastirildiginda dicer (p=0,001) yoniinden gruplar arasi fark 6nemli
bulunurken (p<0,05), drosha (p=0,160) ve exportin-5 (p=0,985) yoniinden gruplar arasi

farkin 6nemsiz oldugu saptanmistir (p>0,05).

Sonug olarak, calismamizda serum dicer’in KKKA hastaliginin teshisi ve
prognozunda yararl bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diistinmekteyiz. miRNA
biyogenezinde rol alan drosha, dicer, exportin-5’ten serum dicer’in, KKKA hastalig
patogenezi agisindan Ooneminin anlagilmasi i¢in daha kapsamli ¢alismalarin yapilarak

hastalik patogenezinin agiga kavusturulmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kirim Kongo Kanamali Atesi, Drosha, Dicer, Exportin-5



ABSTRACT

DETERMINATION OF DROSHA, DICER AND EXPORT-5 PROTEIN LEVELS
IN PATIENTS WITH CRIMEAN CONGO HEMORRHAGIC FEVER
Zehra DOGAN
Master’s Thesis, Biochemistry Department
Supervisor: Prof.Dr. Sevtap BAKIR
2018, 71 Pages

Crimean Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) is a disease that causes
Nairoviruses from the family of Bunyaviridae known as Crimean Congo Hemorrhagic
Fever Virus (CCHFV) . It has high death rate in humans. CCHFV is infected with biting
of tick or direct contact of blood or body fluids of infected animals or humans. Sudden
high fever, severe headache, back and abdominal pains are symptoms of this disease.

Pathogenesis of CCHF can still not be explained exactly at the present time.

In our study, 33 patients with CCHF as patient group, 35 healthy individual as
control group are selected.It is aimed to determinate the serum Drosha,Dicer and
Export-5 protein levels that belongs to control group and detection of importance in
terms of pathogenesis,prognosis and diagnosis of CCHF disease of these parameters by

comparing activities.

As a reasult of experimental study, when the values of the individuals in the
patient and control groups are compared, it is determined that in terms of dicer
(p=0,001) there is a significant difference between the groups (p<0,05), while the
difference between the groups in terms of drosha (p=0,160) and exportin-5 (p=0,985) is
not important (p>0,05).

Consequently,we think that serum dicer can be used as a useful biomarker in the
diagnosis and prognosis of CCHF disease in our study. By conducting more
comprehensive studies for undertsanding the importance of Drosha, Dicer, Exportin-5,
serum dicer, taking role in Mirna biogenesis, in terms of pathogenesis of CCHF, disease

pathogenesis should be clarified.

Key words: Crimean Congo Hemorrhagic Fever, Drosha, Dicer, Exportin-5
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1. GIRIS VE AMAC

Viral kanamali ates (VKA), insanlarda farkli viriisler tarafindan olusturulan, ates ve
kanama ile karakterize klinik bir tablodur. VKA olusturan virtisler Filoviridae (Marburg
virisu ve Ebola viriisu), Arenaviridae (Lassa virlst ve Junin, Machupo, Sabia ve
Guanarito virtsu), Bunyaviridae (Kirim-Kongo kanamali ates viriisii (KKKAV), Rift
Vadisi ates viriisii ve Hantaviriis) ve Flaviviridae (Sar1 humma viriisii ve Dang viriisii)
gibi RNA (Ribonukleik Asit) virusleridir [1].

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) etkeni olan KKKAYV, Bunyaviridae
familyasinin Nairovirus cinsinin {iyesi olan bir RNA viriisiidiir. Viriis, insanlarda diger
VKA’larda oldugu gibi yaygin ekimoz, gastrointestinal ve genitoiiriner kanamalar ve
karaciger fonksiyonlarinda bozulma ile ilerleyen bir akut infeksiyon hastaligini
meydana getirmektedir [2]. KKKA hastaligi, KKKAV ile enfekte olundugunda
olusmaktadir. KKKAV enfeksiyonu kene sokmasi, enfeksiyonun akut fazi sirasindaki
hasta ile temas, viremik hayvanlarin kan veya dokulari ile dogrudan temasi durumunda
olusur. Hastaligin mortalite oram1 %5-50 arasindadir. Viriisiin elde edilmesi igin
hastaligin gorildiigli bolgelerde genellikle az sayida bulunan Biyogiivenlik Seviyesi-4
(BSL-4) olan laboratuvarlara gereksinim duyulmaktadir [3-4].

Mikro RNA’lar (miRNA’lar), protein kodlamayan, endojen kiiciik RNA’larin
(small RNA) bir smifin1 olusturan RNA molekiilleridir [5]. 20-23 nikleotid
uzunlugunda tek iplik¢ikli olan miRNA’larin sayisi insanlarda iki bin civarindadir [6].
mMIRNA’larin ¢esitli biyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda 6nemli diizenleyici
roller aldig1 belirtilmistir. Bu molekiillerin hiicresel gen ifadesini transkripsiyonel ve
post transkripsiyonel diizeyde diizenledigi gosterilmistir [7]. Cesitli hiicresel
fonksiyonlarda yer alan miRNA diizensizliginin anlasilmasi, kanser ve viral hastaliklar

ile olan iligkileri de giin gegtikge net bir sekilde anlagilmaktadir [8,9].

miRNA’lar dicer ran, exportin5 gibi birgok protein ve enzimin katildig1 islemden
gecerek hiicrenin cekirdek ve sitoplazmasinda kendi Onciileri olan primer miRNA (pri-

mIiRNA) ve prekiirsdr miRNA (pre-miRNA)’lar1 meydana getirir [10-14].

Ilk sentezlenen miRNA, pri-miRNA olarak isimlendirilmistir, bircok pri-
miRNA yaklasik 700 baz uzunlugundadir ve bu yapilar RNA polimeraz 1l (RNA-pol 1)



tarafindan sentezlenmektedir [15]. Hiicre ¢ekirdeginde bulunan bir RNaz olan Drosha
ile pre-miRNA haline doniisiirler [10-12]. Hiicre ¢ekirdeginde olusan pre-miRNA’lar
Exportin-5 olarak adlandirilan molekiil tarafindan sitoplazmaya taginir [16].
Sitoplazmaya transferi gergeklesen pre-miRNA, bir RNA polimeraz 111 (RNA-pol I1I)
olan Dicer tarafindan kesilerek 20-25 niikleotidlik olgun miRNA ve onun tamamlayici

miRNA’dan meydana gelen ¢ift sarmal halini alir [17,18].

Bu calismada patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olan KKKA
hastalarinda miRNA olusumunu etkileyen serum Drosha, Dicer ve Exportin-5 protein
diizeylerinin dlgiilerek, hastaligin prognozu ve patogenezindeki éneminin incelenmesi

amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kinnm Kongo Kanamah Atesi

Yaklagik 30 tilkede rapor edilen KKKA, 6ldiiriicii, viral bir enfeksiyon hastaligidir [19].
KKKA etkeni, Bunyaviridae cinsinin Nairovirus ailesine ait olan bir RNA virtsudur
[19]. ik olarak 1944 yilinda Kirim'da goriilmiis olan KKKA, Kirim Kanamali Atesi
(KKA) olarak adlandirilmistir. Oncesinde Kongo'da goriilen hastaligin, 1969 yilinda
KKA ile aynit oldugunun anlasilmasi sonucunda bu hastalik KKKA seklinde

isimlendirilmistir [20].

KKKAV'i insanlara genellikle ya infekte kenelerin tutunmasi, temasi ya da
infekte hayvanlarin kan, doku, viicut sivilarina dogrudan temasi sonucunda bulagir.

Baska bir bulagsma sekli ise nozokomiyal bulastir [19].

Bu hastalarin biiyiik ¢ogunlugu subklinik seyreder. Akut ve sistemik bir hastalik
olan ayrica semptomatik olgusu olan KKKA'da semptomlar ani baglangichdir [21]. Bu
semptomlar; yiiksek ates, bas agrisi, halsizlik, eklem ve kas agrisi, kansiz ishal, mide

bulantis1 ve karm agrisidir [22,23].

2.1.1.Tarihge

Bilimsel olarak KKKA hastalig1 2.Diinya savasi zamaninda 1944-1945 yillar1 arasinda
Bati Kirim’da koyliilere yardim eden 200 Sovyet askerinde goriilmiistiir [24,25].
Hastaligin kene araciligi ile bulastig1 tespit edilmis ve bu hastaliga Kirim Kanamali
Atesi ismi verilmistir. Sonraki yillarda bu hastaligin Rusya, Orta Asya Cumbhuriyetleri,
Balkan iilkelerinde de goriildiigii anlagilmistir [26].

Yapilan incelemelerde viriis, Hyalomma marginatum kenelerinde, hastaligin
akut doneminde kanda goriilmiistiir. Kongo viriisii, 1956 yilinda Zaire’de bir hastadan
alman kandan izole edilmistir [26]. Simpson ve arkadaslar1 tarafindan viriis, 5’1
laboratuvar kaynakli 12 sarilikli hastanin serumlarini yenidogan farelere enjekte
etmistir. 1967 yilinda ise bu iki viriisiin ayn1 serolojik 6zellikte ve buna bagl olarak da
ayni virlis olduklarmi bildirmislerdir [19,24,25,27-29]. Bunu (zerine bu virlse
KKKAV, hastaliga ise KKKA hastalig1 ad1 verilmistir [23,24].



Ulkemizde ise ilk olarak 2002 yilinda Tokat basta olmak iizere Corum, Sivas,
Yozgat illeri civarinda bildirilmistir. Vakalarda Aspartat Amino Transferaz (AST),
Alanin Amino Transferaz (ALT), Laktat Dehidrogenaz (LDH) enzimlerinin yiiksekligi,
l6kopeni ve trombositopeni goriilmiistiir. 2003 yilinda ise bu hastaligin KKKA oldugu
bildirilmistir [30,31].

2.1.2. Epidemiyoloji

KKKA viriisii kene kaynakli olup bu kenelerin yaygin dagilimi ile dogrudan iligkilidir
ve ¢ok genis cografyayi etkilemektedir. Dang atesi viriisiinden sonra hemorajik viriisler

acisindan insan sagligini etkileyen ikinci en 6nemli viriistiir [19,24,25].

Olgularin cogunlugu 1970’lerden 6nce Kirim, Astrahan, Rostov, Ozbekistan,
Kazakistan, Tacikistan, Bulgaristan, Zaire (Kongo) ve Uganda da goriilmiistiir. Giliney
Afrika Cumhuriyeti, Kongo, Moritanya, Burkina Faso, Tanzanya ve Senegal’den 1975
ile 2000 yillar1 arasinda bircok detayli sekilde ¢alisma sunulmus, Ortadogu Ulkelerinde
Irak, Pakistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Suudi Arabistan, Umman Sultanlig1 ve
Cin’den ¢ok sayida olgu rapor edilmistir [32].

Ayrica Cin’de %80 mortalite ile seyreden bir salgin belirlenmis, ancak 1965
yilindaki bu salginla ilgili detayli bilgi sunulmamustir. 2000 yili itibariyle Pakistan, Iran,
Senegal, Arnavutluk, Yugoslavya, Bulgaristan, Turkiye, Kenya ve Moritanya ile
Yunanistan’da da yeni salginlarin oldugu agiklanmistir. KKKA, Balkan Yarimadas: ile
Romanya’da endemiktir [32].

Oncelikle iilkemizde 2002 yilinmn ilkbahar ile yaz aylar1 arasinda basta Tokat,
Sivas, Corum, Amasya, Yozgat, Giimiishane, Bayburt, Erzurum, Erzincan ve gevresi
olmak iizere i¢ ve Dogu Anadolu Bolgesinin kuzeyi ile Karadeniz Bolgesi’nin giiney
kesimini kapsayan genis bir cografik alanda kene ile temas oykiisti gortilmistiir. Salgin
seklinde goriilen bu hastalik, ates ve kanama ile dikkati ¢ekmistir. 2003 yilinda ise bu
hastaligin KKKA oldugu anlagilmistir [30]. Tiirkiye’de KKKAV susglarinin, Rusya ve
Kosova suslari ile arasinda %95-98 benzerlik oldugu tespit edilmistir [33].
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Grafik 1. Ulkemizde 2002-2016 yillar1 arasinda Gériilen Toplam KKKA Vaka Sayisi ve
Oliimler [Tiirkiye Halk Saghgn Kurumu Zoonotik Hastaliklar Daire
Baskanlig1 2016 Raporlari] [34].

2.1.3. Risk Gruplan

Hastaligin gelisme riski tarim ile ilgilenenlerde, hayvancilikla ugrasanlarda (giftci,
coban, kasap, mezbaha c¢alisani, et ve et iirlinleri boliimiinde c¢alisan market is¢isi),
veterinerlerde, hasta hayvana temasi olanlarda, akut hastalara temas etme olasiligi
yiiksek olan endemik bolgelerde gorev yapan saglik personellerinde, askerlerde, kamp

yapanlarda, deri fabrikasinda ¢alisan iscilerde yuksektir [20,25,35-38].

Bulasta en Onemli rolii kene temast oynadigi icin, endemik bdlgelerde
yasayanlar bu konuda bilgilendirilmeli ve alinabilecek Onlemler Ogretilmelidir.
Kenelerin ¢ok oldugu yerden uzak durulmali, sik¢ca kene 1siriklart kontrol edilmeli ve

vicudun agikta kalan bolgelerini kapatacak kisisel korunma onlemlerinin alinmasina

dikkat edilmelidir [19,39].

2.1.4. Bulasma Yollan

KKKAYV, insanlara yaygin olarak vektér olan Hyalomma cinsi keneler ile
bulagmaktadir. Bu keneler vahsi hayvanlarda goriildiigii kadar evcil hayvanlarda da
goriilmektedir [25,32]. Epidemiyolojik olarak en 6nemli bulagsma yolu enfekte kenelerin
kan emmesiyle olur. Keneler hastaligin dogadaki asil tasiyicist ve biriktiricisi olarak

gorulmektedir. Virls kenelerde émir boyu (1-1,5 yil) hatta nesiller boyunca kalmakta



ve c¢ogalabilmektedir. Evcil ve yabani hayvanlar virlisii sadece 7-10 gun

tagtyabilmektedir [40].

KKKA insanlara kenelerin tutunmasi, enfekte hayvan ve insanlarin kan, viicut
stvilart ya da dokularina temasi sonucunda [40] ya da laboratuvarlardan bulagmaktadir
[41]. Hastanelerde nozokomiyal bulagsma onemlidir. Basta burun, agiz, dis eti, vajina,
injeksiyon bolgesinden kanamasi olan hastalarin gozlemleri sirasinda enfekte kan ile
temas sonucu infeksiyon riski %8.7, igne batmasi gibi durumlarda infeksiyon riski %33
oranindadir [19]. Laboratuvar calisanlar1 enjektor, tibbi malzemeler gibi medikal
aletlerin yetersiz sterilizasyonu, hasta kani ile korunmasiz temas sonucu virlisiin
kendilerine gecebildigi bildirilmistir [42]. insandan insana bulas hastaligin ilk 7-10 giin

stiresince olur [43].

KKKA, mezbaha g¢alisanlarina enfekte hayvanin kesimi ve sonrasinda bu etin
islenmesi sirasinda hastalik gecebilir. Kesim sonrasi kas dokusunda olusan asidemi ile
viriis inaktive oldugundan etin kendisi risk degildir ve eti alan kisilerde infeksiyon

riskinin olmadig1 varsayilmaktadir [43].

KKKA hastaliginin  yayilmasinda mevsim, iklim, sosyal hareketlilik,
sosyoekonomik kosullar, kdyden kente go¢ olmasiyla tarlalarin bos kalmasi ve bu
nedenle yabani hayvan sayisinin artigsina bagli olarak gelisen gevreyle ilgili degisiklikler
etkilidir [19,32].

2.1.5.Vektdr Keneler

Virts 6zellikle Hyalomma cinsi, Hyalomma marginatum marginatum keneleri ile
bulagmaktadir. Viriis ayrica Hyalomma anatolicum anatolicum ve Rhipicephalus cinsi

kenelerden de izole edilmistir [30].

Hyalomma ve Amblyomma cinsi viriisiin ekolojisi ve epidemiyoloji agisindan
oldukca 6nemlidir [44]. Hyalomma cinsi icerisinde yer alan keneler, tlkemizin de icinde
bulundugu genis bir cografik alana yayilmistir [22,23]. Viriis kenelerde yasamlari
stresince (1-1,5 yil) bulunabilmekte, venereal, transovaryal ve transstadial (larvadan

nimfe, nifmden eriskine) olarak yeni nesillere aktarilabilmektedir [32] (Sekil 2.1-2.2).



e ot

Sekil 2.1. Hyalomma marginatum marginatum’ Sekil 2.2. Kenelerin evrimi[45]

un yasam dongiisii [45].

Hyalomma cinsleri iki konutlu bir yasam dongiisiine sahiptir. Larva ve nimf
evreleri beslenmek i¢in 6zellikle tavsan ve kirpi gibi kiigiik yabani hayvanlarla yerden
beslenen karga, keklik, sigircik gibi kuslar1 segmektedirler. Nimf evresinde 2-3 hafta
kadar kan emerek beslenir, ardindan doymus nimf olarak topraga diiserler ve cevre
kosullarina gore 4 ile 20 giin gibi bir slirede gomlek degistirerek ag¢ erigkin kenelere
doniistirler. Bu eriskin keneler toprak ve kisa boylu bitkilerin altina gizlenerek
hayvanlarin yaydigi titresim, 1s1 ve amonyak, butirik asit, laktik asit gibi kokularla
yabani ve evcil hayvanlara ya da insan gibi kendine uygun konaga tutunurlar. Burada 9-
14 giin boyunca kan emerler ve bu sirada giftlesirler. Topraga diisen doymus disi
keneler 7000 civarinda yumurta birakip oliirler [40,46]. Yumurtadan ¢ikan larvalar ilk
konakta kan emdikten sonra nimf haline gelirler ve daha sonra ayni konak iizerinde
beslenerek veya baska bir konaga gegerek eriskin kene halini alirlar [47]. Kisin doymus
nimf veya erigkin a¢ keneler inaktif sekilde bulunurken havalarin 1sinmasiyla yine aktif

hale gelirler [40,46].

Erigkin keneler Mart ile Agustos aylar1 arasinda, larva ve nimfler ise Haziran ile
Kasim aylar1 arasinda aktif olarak kan emerler. Kis aylarimi meralardaki kemirici
yuvalarinda, ahirlardaki duvar deliklerinde, aga¢ kovuklarinda veya toprakta gegirirler

[46].



2.1.6. Viriisiin Yapisi ve Ozellikleri

KKKA hastaligimin etkeni olan KKKAV, Bunyaviridae ailesinden Nairovirus grubuna
aittir [30]. Bunyavirus’ lar, zarfli ve negatif polariteye sahip tek iplik¢ikli RNA
parcacigindan meydana gelmektedir. Viriislin sekiz farkli genetik grubu tanimlanmustir.
Ulkemizde izole edilmis olan KKKAYV izolatlar1 Giineydogu Rusya ve Kosova suslarina
benzerdir [32].

KKKAV’nin zarf kalinlig1 yaklasik olarak 5-7 nm, ¢ap1 80-120 nm’dir. Genomu
tek zincirli, helikal ve sirkiiler yapida, ii¢ parcali (S, M, L) bir yapiya sahiptir (Sekil 2.3)
[24]. Viriis 4 yapisal protein sentezleyen 3 genomik yapiya sahiptir. Bu proteinler

duyarli hiicre reseptorleri vasitasiyla viriisii tanimlamaktadirlar: [48].
1. Large segment (L): RNA-bagimli RNA polimeraz (L proteini kodlanir)
2. Medium segment (M): Gn ve Gc (6nceleri G1 ve G2) glikoproteinleri kodlanir

3. Small segment (S): Nuikleokapsit proteini (N) kodlanir [48].

N-Terminal Karbonhidrat Lipid Zarf

Polimeraz (L)

Sekil 2.3. Bunyavirideae viriyonunun kesitsel gérinimu [19,49]

Yiizeyinde yaklasik 8-10 nm uzunlugunda iki glikoprotein ¢ikinti (Gn ve Gc)
bulunmaktadir [50]. Viral glikoproteinler Gn ve Gc (bu glikoproteinler poliprotein
kodlayan M segmentinin amino ve karboksi terminal ucuna yakinliklarina gore sirasiyla
Gn ve Gc olarak adlandirilir [19,51].)" lerin islevi duyarli hiicrelerdeki reseptor

bolgelerinin taninmasidir [42].



Viriis, duyarli oldugu hiicreye baglandiktan sonra endositozla vezikiil igerisinde
hiicre icine alinir, replikasyon sitoplazmada gergeklesir. Vezikiil i¢indeki ortamin
asitlesmesi ile glikoproteinlerin {i¢ boyutlu yapisinda degisiklikler meydana gelir. Viriis
ile vezikiil membraninin fiizyonu gergeklesir. Gn golgi aygitinda, Gc¢ endoplazmik

retikulum da bulunur. Sonrasinda niikleokapsit sitoplazmaya birakilir [42].

Viral RNA polimeraz ¢iplak durumdaki RNA’y1 kalip olarak kullanamazken,
konak hiicrenin mRNA’ s kullanip viral genin mRNA’ sin1 meydana getirir. Bu
mRNA”’ lar tarafindan ilgili proteinler olusur. Transkripsiyonun devaminda replikasyon
icin tam uzunlukta cRNA’ lar iretilir. cRNA’ lar kalip olarak kullanilarak
komplementer genomik RNA’ lar meydana getirilir. Ikincil mRNA’ lar proteinlere
cevrilir. M segmentinin kodladigi glikoproteinlerin translasyonu sonucunda Gc ve Gn’
nin oOnciilleri meydana getirilir. Viriisler golgi aygitinda toplanip tomurcuklanma
araciligiyla hiicre icine girer. Olusan virionlar vezikiiller icinde hiicre ylizeyine

tasinarak serbest hale gelirler [52].
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Sekil 2.4. KKKAV Replikasyonu [33]

KKKAYV, ¢evre kosullarma karst dayaniksizdir. Kanda 40°C’de 10 giin
yagsamlarin1 siirdiirebilirlerken, dondurulmus tuzlu suda yillarca hayatta kalabilirler.
Ultraviyole ve diisik pH hizli bir sekilde inaktive eder. Virlis 75°C’de 5 dakikada ve
56°C’de 30 dakika icinde inaktive olur. Dezenfektanlardan ise %1 hipoklorid ve %2
glutaraldehide kars1 duyarhdir [48].



2.1.7. Patogenez

KKKA’nin patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Hemorajik ates viriislerinde ayn
olan patojenik 6zellik antiviral cevabi baslatan hiicrelere karsi saldirmasidir. Bu sekilde
de konak¢inin immiin yanitin1 zarara ugratma yetenegine sahiptirler. Bu zarar viriis

replikasyonu ile birlikte, vaskiiler sistem ve lenfoid organ bozukluklari ile karakterizedir
[53].

KKKA’nin yaygin bir 6zelligi olan kapiller frajilite endotel enfeksiyonunu
distindiirmektedir. Endotel hasari, karakteristik dokiintii olusturabilir sonrasinda
intrensek  koagiilasyon kaskad: aktivasyonu ile trombosit agregasyonu ve
degraniilasyonunu uyararak hemostatik yetmezlige neden olabilmektedir. KKKAV
enfeksiyonunun genel bir 6zelligide trombositopenidir [19]. Giiney Afrikada yapilan
caligmada fatal seyreden vakalarin tamaminda hastaligin ilk evrelerinden itibaren
koagiilasyon sistem fonksiyonu ile ilgili anormal sonuglar elde edilmistir. Bu
calismadan elde edilen en o6nmeli sonu¢, KKKA’ da goriilen yaygin damar igi
pihtilagsmast (YDP)’nin hastalik siirecinin erken doneminde ortaya ¢ikmasi ve siirekli

olarak goriildiigiiniin fark edilmis olmasidir [24].

Tiirkiye’de yapilmis olan bir caligmada, 14 hastanin 7’sinin  KKKAV
enfeksiyonu sirasinda goriilen sitopeni ile ilgisinin olabilecegi ileri siiriilen reaktif
hemofagositoz gortlmiistiir [54]. Ayrica, 6len hastalarin sag kalan hastalara gore serum
interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve timor nekroz faktér-o (TNF-a) seviyelerinin
daha yiiksek oldugu saptanmistir [53]. Yine ayni ¢alismada proinflamatuar sitokinler ile
YDP skoru arasinda pozitif korelasyon oldugu goriilmiistiir. Hemofagositik sendromun

hastaligin seyrinde 6nemli bir role sahip oldugu agiktir (Sekil 2.5) [55,56].
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Sekil 2.5. Viral hemorajik ates hastaliklarda patogenez [57]

Karaciger enzimlerinin serum diizeylerindeki artis1 virlisiin  karacigerdeki
dogrudan sitopatik etkisine bagli olabilir. Virlis hayvan ve insanlarda, karacigerde
hepatositler ile Kupffer hiicrelerinde goriilmiistiir [58,59]. KKKAV hayvanlardardaki
deneysel enfeksiyonlarda karacigerde gosterilen virlisiin hepatotropik 6zelliginde

oldugu ve seri pargalanmalardan sonra bu 6zelligini kaybettigini gostermistir [58].

2.2. Mikro RNA

Mikro RNA (miRNA)’ lar DNA’ nin yiiksek seviyede korunan bolgelerinden kodlanan
ancak proteine translasyonu olmayan, yaklasik 18-24 niikleotid uzunlugunda olan kii¢iik
RNA molekdlleridir [60]. Bu molekdllerin hiicresel gen ekspresyonunu transkripsiyonel
ve post transkripsiyonel diizeyde diizenledigi sanilmaktadir [7]. miRNA’ lar, mRNA’
lara diisiik 6zgiilliikte baglanmasina ve yikilmasina, translasyonel baskilanmaya neden

olabilecegi i¢in gen kontroliiniin ifadesinde 6nemli géreve sahiptir [11,61].

miRNA molekiillerinin ¢esitli biyolojik olaylarda ve patolojik durumlarda
onemli diizenleyici gorevler aldigr gosterilmistir [7]. miRNA’larin; hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilagsmasi, strese karst cevap, apoptoz, immiinite ve
transkripsiyonel diizenleme gibi hemen hemen biitiin hicresel fonksiyonlarda gorev
aldiklar1 ve bu yolaklarin durdurulmasi ya da bozulmasi sonucunda da kanser olusumu

ile iliskili oldugu belirtilmektedir [62].
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2.2.1. MikroRNA’ larin Kesfi

Ik miRNA, 1993 yilinda Victor Ambros Laboratuvari’nda Lee ve ¢alisma arkadaslar:
tarafindan kesfedilmis olup, mikroRNA terimi 2001 yilindan itibaren kullanilmaya
baslanmistir [63]. Lee ve calisma arkadaslari 1993 yilinda yuvarlak solucan olan
Caenorhabditis elegans’i gen igerigi tarafindan taramislar ve lin-4 olarak adlandirdiklart
genin hicbir protein kodlamamasina ragmen 22 niikleotid uzunlugunda kiiciik bir RNA

transkribe ettigini bildirmislerdir [64].

2000 yilinda Reinhart ve arkadaslar1 C.elegans’ ta 22 niikleotid uzunlugunda let-
7 olarak adlandirilan canlinin gelisim zamanlamasini diizenleyen farkli bir miRNA daha
kesfetmislerdir. Let-7’nin insanlar1 da ic¢ine alan tiirler arasinda da korunmus oldugu
kesfedilmis olup, bu durum let-7’nin énemli bir biyolojik fonksiyona sahip oldugunu
gOstermistir [65,66]. Sonraki yillarda lin-4 ve let-7’ye benzeyen birgok kicik RNA
molekiilli, hemen hemen biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda kesfedilmis ve miRNA’lar

olarak isimlendirilmistir [65].

2.2.2. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA biyogenezinin ilk adiminda miRNA genlerinden primer miRNA (pri-
miRNA)’larin transkripsiyonu gergeklesir. Ikinci adimda pri-miRNA’lar, nikleus
icerisinde prekiirsér miRNA (pre-miRNA)’lara doniistiiriiliir. Ugiincii ve son adimda,

sitoplazma i¢inde olgun miRNA’larin olusumu gerceklesir [67].

MikroRNA’lar primer trankript (pri-miRNA) olarak genomik DNA’dan RNA
polimeraz Il enzimi araciligiyla sentezlenir [67,68]. Sentezlenmis olan pri-miRNA 3-4
kilobaz boyutunda ve 5’ cap ve poli(A) kuyruguna sahip sap ilmek yapisina sahiptir
[69]. Elde edilen pri-miRNA mikroislemci kompleks tarafindan bir sonraki basamakta
yaklasik 70 niikleotid boyutunda olan pre-miRNA formuna déniistiiriiliir. Insanlarda bu
kompleksin yapisin1 Drosha ve kofaktéri DGCR8 (DiGeorge Syndrome Critical Region
Gene 8=DiGeorge sendrom kritik bodlge gen 8) proteinleri, sineklerde ise Drosha ve
Pasha (Partner of Drosha) proteinleri olusturmaktadir [69,75]. RNaz Il ailesinin bir
uyesi olan Drosha proteini mikroislemci kompleksinde katalitik birim olarak gorev
alirken, DGCR8 RNA yapisini tanimaktadir [76]. (Sekil 2. 6)
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Sekil 2.6. Mikroislemci kompleksin pri-miRNA ile kurdugu bagin ¢izimsel gosterimi.
DROSHA yesil renk ile DGCR 8 ise mavi renk ile gosterilmistir. Siyah oklar
ayrilma bolgelerini isaret etmektedir [77].

Pri-miRNA’nin mikro islemci kompleksi tarafindan kesilmesi esnasinda
DGCR®&’1in tek ve ¢ift iplikli RNA molekiiliinii tanimasinin ardindan, Drosha cift iplikli
sa¢ tokasi yapidaki molekiilii keser ve 5’ucunda monofosfat, 3> ucunda 2 niikleotid

hidroksil uzantist bulunan pre-miRNA’y1 olusturur [76]. (Sekil 2. 7 [78])

Olgun miRMA Pre-miRMNA

Sitoplazma

Sekil 2.7. miRNA olusum yolaginin sematik gosterimi [78].
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Pre-miRNA molekiilii bir niikleer tasima reseptorii olan Exportin 5 (Exp-5) ve
nikleer bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli sekilde sitoplazmaya tasinir [79]. Exp-
5’in pre-miRNA’lar1 tasima gorevinin yani sira baglandigi pre-miRNA’y1 yikimdan
koruyucu etki gosterdigi 6ne stiriilmiistiir [18]. Sitoplazmada bulunan pre-miRNA’lar
bir RNaz III enzimi olan Dicer ve onunla birlikte is birligi yapan TRBP/PACT (Human
immunodeficiency virus transactivating response RNAbinding protein (trans-aktivasyon
yanmit eleman1t RNA baglayici protein-TRBP)/Protein Kinase R-activating protein
(interferon uyarici protein kinaz aktivator protein-PACT)) proteini ile kisa ¢ift zincirli
miRNA dublekslerine doniisiir. Daha sonra bu dubleks bir helikaz ile yaklagik 20
niikleotidlik olgun tek zincirli miRNA’lara doniisiir. Cift zincirlerden biri klavuz zincir

bir digeri ise yolcu (komplementer) zincir olarak adlandirilir [80]. (Sekil2.8)
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Sekil 2.8. miRNA’ larin Biyogenezi, Islenmesi ve Olgunlasmasi: Ilk olarak, niikleus
icerisindeki miRNA geninin transkripsiyonu gerceklestikten sonra sap-ilmik
yapisinda primer transkript (primiRNA) olusur. Drosha ve kofaktorii Pasha,
pri-miRNA’ y1 belirli bolgelerden keserek daha kisa yapidaki pre-miRNA’
ya donistirtrler. Pre-miRNA molekdlld, Exportin 5 ve RAN-GTP’ ye
bagimli sekilde sitoplazmaya tasinir. Pre-miRNA’ lar sitoplazmada Dicer
tarafindan kesilerek cift zincirli miRNA’ ya cevrilir. Daha sonra RISC
kompleksinde yer alan Argonaute proteini, daha kararli olan ipligi secerek
RISC kompleksine dahil eder. Tek zincirli miRNA’ y1 igeren aktif haldeki
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RISC kompleksi baz c¢iftlesme 6zelligi ile mRNA’ ya baglanarak
translasyonunun inhibisyonuna veya mRNA’ nin yikimina neden olur [81].

Olusan mMiRNA’lar (kilavuz zincir) Argonaute (AGO) ailesi proteinlerinden
olusan RISC (RNA-induced silencing complex= RNA ile uyarilmis sessizlestirme
kompleksi) ¢ok bilesenli kompleksi ile birlesir [82]. Yolcu iplik RISC kompleksinin
substratt olarak sindirilir. miRNA’lar RISC kompleksine baglandiktan sonra ya
argonaute proteinleri yardimiyla mRNA yikimina yada protein translasyonunun

baskilanmasina neden olurlar [83].

2.2.3. miRNA’larin Calisma Prensipleri

miRNA molekilleri, post-transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu kontrol ederler.
mRNA’larin 3> UTR (Untranslated Region=Translasyona Ugramayan Bolge)
bolgeleriyle baz eslesmesi yaparak bu mRNA’larin yikimina neden olur veya
translayona ugramalarim1 engellerler (Sekil 2.9). Aslinda miRNA’lar sadece hedefi
bulan ve miRISC yapisim1 hedefe yonlendiren molekiillerdir. Asill mRNA’nin
yikilmasina veya translasyonun durmasina neden olan RISC yapisint olusturan diger

proteinlerdir [84].

=5 nuikleotit kiiprii

" - ﬁlllii i —

3" tamamiayici cekirdek
hiilgesi

Sekil 2.9. miRNA ve mRNA’ nin 3" UTR Boélgesinin Baz Esglesmesi [84]

Hiicredeki bilinen mRNA’larin yaklasik %30’unun bu miRNA’larin hedefi
oldugu bilinmektedir [85]. Bu bilgiye dayanarak miRNA’larin bir¢ok hiicresel olayda
gorev aldigini sdyleyebiliriz. miRNA’lar ilk olarak gelisim ve farklilagsmadaki aldiklari
rollerle ortaya ¢ikarilmistir. Gilinlimiizde basta kanser olmak iizere bir¢ok hastaligin
gelisimi  ve ilerlemesinde miRNA’larin rollerinin oldugu yapilan c¢aligmalarda

gosterilmistir [86]
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2.2.4. miRNA’larin Fonksiyonlari

Olgun miRNA’lar, hedef genlerin ekspresyonunu azaltarak protein sentezinin
diizenlenmesine katilirlar. miRNA’lar, kendi niikleotid dizilerine komplementer hedef
genleri tanima 6zelligine sahiptir. miRNA RISC ile kompleks olusturup baz ciftlesme
ozelligi ile mRNA’ya baglanir, daha sonra protein translasyonunun inhibisyonuna

ve/veya mRNA yikimina neden olurlar [87].

miRNA, hedef mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bdlgeye
(untranslated region- UTR) veya ORF (open reading frame-agik okuma g¢ergevesi)
olarak adlandirilan bodlgeye baglanir. Baglanma pozisyonu miRNA kompleksinin
mRNA’ya nasil komplementer olduguna bagl olarak degisiklik gdsterir. Eger miRNA
mRNA’nin 3’UTR bolgesine baglanmigsa bu durum kusurlu, tam olmayan, eksik
komplementerlik gosterir ve translasyonun baskilasnmasina neden olur. ORF bolgesi
icine baglanmasi ise kusursuz olan tam komplementerligi gosterir ve mRNA’nin

Argonaute 2 (Ago2) tarafindan yikimi ile sonuglanir [88].

Ayrica, her bir miRNA’nin birden fazla mRNA’nin ifadesini diizenleyebildigi ve
mRNA’larin her birinin de birden fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi
gosterilmistir [89].

2.2.5. miRNA’larin Antiviral Savunmadaki Rolleri

Viral enfeksiyonlarda miRNA mekanizmalarinin 6nemi ile ilgili ¢esitli diisiinceler
mevcuttur. Hem konak hiicrelerin hem de viriislerin miRNA kodladiklari bilinmektedir.
Bu kii¢iik RNA yolaklari, viral enfeksiyonlar ile miicadele edebilmek i¢in konak immiin
savunma mekanizmalarinin diizenlenmesinde gorev alabilirler. Dogal ve adaptif
immdunitede gorev alan immdin hiicre popiilasyonunun gelismesi, olgunlagmasi, hayatta

kalmas1 ve fonksiyonel olmasinda diizenleyici olarak yer alabilirler [90].

miRNA’lar viral replikasyonlarin sinirlandirilmasinda gorev almaktadirlar.
Ornek olarak insan hiicre kiilttrlerinde, miR-32nin retroviriis primate foamy viriis tip-
1’in baskilanmasinda gorev aldigr gosterilmistir [91]. Benzer sekilde cesitli insan
miRNA’larinin HIV’in 3’UTR boélgesini hedefledigi; TLR3( Toll-like receptor 3 )
aktivasyonunun, monositlerde ve makrofajlardaki HIV enfeksiyonunu sinirlamak tizere

kendi ekspresyonlarmni tetikledigi de gosterilmistir [92]. Son olarak interferon-beta
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(IFN-B)’nin ¢esitli hiicresel miRNA’lar1 indiikleyerek HCV replikasyonunu etkiledigi
ve bu mekanizmanin viriise karsi interferonlarmm anti-viral etki olusturdugu

diistiniilmektedir [93].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

e ELISA okuyucusu (GF-M3000; Cin Halk Cumhuriyeti)

e ELISA mikro plak yikayicis1 (GF-W3000; Cin)

e Sabit baslikli masa {istii santrifiij (Hettich Rotina 380R; Almanya)

e Mikro santrifuj (Eppendorf 5415C; Almanya)

e Manyetik Karistirict (Niive MK 218; Tiirkiye)

e PH metre (ADWA; Romanya)

e Hassas terazi (Sartorius; Almanya)

e Derin dondurucu (Ariston; Italya)

e Buzdolab1 (Argelik ; Tiirkiye)

e Vorteks (WiseMix; Kore)

e Otomatik pipetler (Gilson; ABD)

e C(Cesitli ebatlarda erlen, beher, balon joje, cam pipet ve meziirler (Teknik cam,
Turkiye)

e Otomatik pipet uclar1 (Mavi, sar1, beyaz, Gilson; ABD)

e Ependorf tlpler (1 ml, 5 mL)

e Parafilm (BEMIS; ABD)

e Gozlik (Serian, Armamax; Birlesik Krallik )

e Eldiven (Beyaz ve Mavi ; Micro Touch Nitra Tex Nitril)

e Masa iistii 1s1tic1 (Cole Parmer)

e Tek kullanimlik laboratuar 6nliigii (non woven)

e Tek kullanimlik laboratuar tulumu (non woven)

e QGalos

o Steril jelli biyokimya tlpleri

e Santriftj Tupleri (cam 15 ml)

3.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

¢ NaOH (MERCK; Almanya)
e HCI (MERCK; Almanya)
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e Human Drosha ELISA Assay Kit (YLbiont- Katalog No: YLA3762HU)

e Human Dicer ELISA Assay Kit (YLbiont- Katalog No:YLA3763HU)

e Human Exportin-5 ELISA Assay Kit (SUNLONG BIOTECH- Katalog No:
SL2580Hu)

3.3. Hasta ve Kontrol Grubu

3.3.1. Hastalar

Bu caligmada hasta grubu, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 kliniginde KKKA 6n tanist alan, daha
sonra Ankara Hifzissihha Enstitiisti Viroloji Laboratuvarinda PCR ve ELISA yontemleri
kullanilarak kesin tani konan 17’si kadm, 16’s1 erkek olmak {izere 33 birey ile
olusturuldu. Hastalar, yas ve cinsiyetleri bakimindan herhangi bir ayrima tabi
tutulmaksizin, rast gele belirlendi. KKKA tanis1 konan bu hastalar daha sonra, Bakir ve
ark. tarafindan gelistirilen SGS (Siddet derecelendirme Skoru) skorlamasina gore kendi
icersinde diisiik ve yiiksek olmak iizere iki alt gruplara ayrildi [94]. Bu skorlama
literatire ve klinik 6neme sahip oldugu kabul edilen, mortalite ile iliskili oldugu

belirlenen birka¢ degisken kullanilarak olusturulmustur.
Hasta gruplari;
1. Diisiik ve orta derecede risk tagiyan grup (0< Diisiik < 4)

2. Yiksek derecede risk tagiyan grup (Yuksek > 5) seklinde olusturuldu.

Cizelge 3.1 SGS sistemine gore olusturulan hasta gruplariin dagilimi

Diisiik Yiksek Toplam

Hasta 25 8 33

3.3.2. Kontroller

Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesine basvuran ve
herhangi bir sistemik rahatsizligi bulunmayan, 20’si kadin 15’1 erkek olmak (zere

toplam 35 birey kontrol grubuna alindu.
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3.4. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Hasta ve kontrol grubuna dahil edilen bireyler bilgilendirilip, aydinlatilmis onam formu
okutularak imzalatildiktan sonra, her birinden 10 mL kan 6rnegi steril jelli biyokimya
tiiplerine alindi. Bu kan 6rnekleri 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
serumlar porsiyonlanarak Drosha, Dicer ve Exportin-5 dlzeylerinin belirlenmesi

amaciyla analiz giiniine kadar -40 °C’de muhafaza edildi.

3.5. Drosha Diizeyi Ol¢imi

v' Deneye baslamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi
saglandi.

v ELISA islemi i¢in; standart sulandirici tampon kullanilarak 1000, 500, 250, 125, 62.5
pg/mL Human Drosha standartlar1 hazirlandi.

v' Blank olarak se¢ilen kuyucuga; Kromojen A, Kromojen B ve stop soliisyonu eklendi.

v" Standart ¢ozelti kuyucuguna; 50 pL standart ve streptavidin-HRP eklendi.

v" Test edilecek ornek kuyucuguna; 40 puL 6rnek, 10 uL Drosha antikorlari ve 50 pL
streptavidin-HRP eklendi.

v' Plagn lizeri kapatilip hafifce salladiktan sonra 60 dakika 37 °C’ de inkiibe edildi.

v Daha sonra plak 5 kez 350 pL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak
yikandi ve kurutuldu.

v" Her kuyucuga 6nce 50 uL Kromojen A daha sonra 50 pL. Kromojen B eklendi. Ve
karistirmak i¢in nazikge salladiktan sonra 10 dakika 37 °C’ de karanlik ortamda
inkiibe edildi. Bu soliisyonlarin eklenmesiyle mavi renk olusumu gézlendi.

v" Bu siirenin sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in plak kuyucuklarinin her birine 50 pL
stop soltisyonu eklendi.

v' Mavi renkten sar1 renge donen plak, 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda her
bir kuyucugun absorbans1 ELISA okuyucusunda okutuldu.

3.5.1. Drosha Diizeylerinin Hesaplanmasi

v Hazirlanmis olan 5 farkli derisimdeki Drosha standartlarinin absorbans degeri 450
nm dalga boyunda 6l¢tld.
v’ Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” absorbans

degeri ¢ikarildi.
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v Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine karsi grafige gecirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R* degeri bulundu.
v Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden

yararlanilarak, numune derisimleri tek tek hesaplandi ve pg/mL olarak ifade edildi.

Drosha Standart Grafigi

3,5

3

/ y = 0,6578In(x) - 2,1807
" / R? = 0,9908
2 .
/ —o—Seri 1
15 / ——Log. (Seri 1)
1/
0,5

0 T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 3.1. Drosha Standart Grafigi
3.6. Dicer Duizeyi Olcumi

v Deneye baslamadan 6nce tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi
saglandi.

v ELISA islemi i¢in; standart sulandirici tampon kullanilarak 240, 120, 60, 30, 15
pg/mL Human Dicer standartlar1 hazirlandi.

v' Blank olarak se¢ilen kuyucuga; Kromojen A, Kromojen B ve stop soliisyonu eklendi.

v" Standart ¢ozelti kuyucuguna; 50 pL standart ve streptavidin-HRP eklendi.

v' Test edilecek 6rnek kuyucuguna; 40 pL 6rnek, 10 pL Dicer antikorlari ve 50 pL
streptavidin-HRP eklendi.

v' Plagn tizeri kapatilip hafifce salladiktan sonra 60 dakika 37 °C’ de inkiibe edildi.

v' Daha sonra plak 5 kez 350 pL seyreltilmis yikama tamponu ile manuel olarak
yikandi ve kurutuldu.

v" Her kuyucuga 6nce 50 uL. Kromojen A daha sonra 50 uL Kromojen B eklendi. Ve
karistirmak i¢in nazikge salladiktan sonra 10 dakika 37 °C’ de karanlik ortamda

inkiibe edildi. Bu soliisyonlarin eklenmesiyle mavi renk olusumu gézlendi.
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v" Bu siirenin sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in plak kuyucuklarinin her birine 50 pL
stop soltisyonu eklendi.

v' Mavi renkten sar1 renge donen plak, 10 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda her
bir kuyucugun absorbans1t ELISA okuyucusunda okutuldu.

3.6.1. Dicer Diizeylerinin Hesaplanmasi

v Hazirlanmis olan 5 farkli derisimdeki Dicer standartlarinin absorbans degeri 450 nm
dalga boyunda 6lculdd.

v’ Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” absorbans
degeri ¢ikarildi.

v Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine karsi grafige gecirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R? degeri bulundu.

v Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden

yararlanilarak, numune derigsimleri tek tek hesaplandi ve pg/mL olarak ifade edildi.

Dicer Standart Grafigi
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Sekil 3.2. Dicer Standart Grafigi
3.7. Exportin 5 Duzeyi Ol¢imu

v Deneye baglamadan Once tiim numune ve reaktiflerin oda sicakligina gelmesi

saglandi.
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v ELISA islemi i¢in; standart sulandirici tampon kullanilarak 3600, 2400, 1200, 600,
300 pg/mL Human Exportin 5 standartlar1 hazirlandu.

v' Blank olarak secilen kuyucuk bos birakildi.

v Ornek kuyucuklarma; 40 pL 6rnek seyreltme tamponu ve 10 pL 6rnek eklendi
( seyreltme faktoru 5°tir.).

v" Plagin tizerini kapatilip hafifce salladiktan sonra 30 dakika 37 °C” de inkiibe edildi.

v Yikama tamponu 30 kat seyreltildi.

v Inkiibasyondan sonra plagin igerisindeki soliisyon dokiiliip, ytkama soliisyonundan
ilave edilerek 5 kez yikandi.

v" Blank hari¢ her kuyuya 50 uL HRP-konjugant reaktifi eklendi.

v' Plagn lizerini kapatilip hafifce salladiktan sonra 30 dakika 37 °C’ de inkiibe edildi.

v Inkiibasyondan sonra plagin igerisindeki soliisyon dékiiliip, ytkama soliisyonundan
ilave edilerek 5 kez yikandi.

v" Her kuyuya 50 pL Kromojen A soliisyonu ve 50 uL Kromojen B soliisyonu eklendi,
hafifce calkalandi ve 37 °C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. Bu
soliisyonlarin eklenmesiyle mavi renk olusumu gozlendi.

v" Reaksiyonu sonlandirmak i¢in her kuyuya 50 pL stop soliisyonu eklendi.

v' Mavi renkten sar1 renge donen plak, 15 dakika igerisinde 450 nm dalga boyunda her

bir kuyucugun absorbans1 ELISA okuyucusunda okutuldu.

3.7.1. Exportin 5 Diizeylerinin Hesaplanmasi

v' Hazirlanmis olan 5 farkli derisimdeki Exportin 5 standartlarinin absorbans degeri
450 nm dalga boyunda o6l¢alda.

v’ Standart ve numunelere ait okunan absorbans degerlerinden “blank” absorbans
degeri ¢ikarildi.

v’ Standartlara ait absorbans degerleri derisimlerine karsi grafige gecirilerek grafigin
egimine ait denklem ve R* degeri bulundu.

v’ Standart egri denkleminden ve numunelere ait absorbans degerlerinden

yararlanilarak, numune derisimleri tek tek hesaplandi ve pg/mL olarak ifade edildi.

23



Exportin-5 Standart Grafigi
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Sekil 3.3. Exportin-5 Standart Grafigi
3.8. istatistiksel Yontem

Calismamizdan elde edilen veriler SPSS (Ver: 22. 0) programina yiiklenerek
degerlendirilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlar1 yerine
getirilemediginden (Kolmogorof-Simirnov) Man Whitney U testi ve degiskenler
arasindaki iligkileri belirlemek i¢in korelasyon analizi uygulanmis ve yanilma diizeyi

0,05 olarak alinmustir.

3.9. Arastirmanin Etik Yonu

Arastirmanin her asamasi etik ilkelere uygun olarak ydratalmostir. Uygulamaya
ge¢cmeden o©nce etik kuruldan (17.01.2017 tarihli, 2017-01/04 sayili)) (EK.1) ve
calismanin  yapilacagi  kurumdan izin  alinmistir.  Caligmaya  katilanlardan

bilgilendirilmis onam formu alinmustir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji servisinde KKKA tanisi konularak
izlenen, 17’si kadin 16’s1 erkek olmak iizere toplam 33 hasta alindi. Herhangi bir
sistemik rahatsizlig1 bulunmayan, 20’si kadin olmak {iizere toplam 35 birey de kontrol
grubunu olusturdu. Hastalar, yas ve cinsiyet yoOniinden herhangi bir ayirima tabi
tutulmaksizin, rast gele belirlendi. KKKA tanis1 konan bu hastalar daha sonra, Bakir ve
ark. [94] tarafindan gelistirilen SGS (Siddet Derecelendirme Skoru) skorlamasina gore
kendi i¢inde iki gruba ayrildi. Bu skorlamaya gore hasta grubunu olusturan bireyler 25

diisiik, 8 yiiksek derecede olmak tizere iki alt gruba ayrildi.

Hasta grubundaki bireylerin yaslar1 48,61£16,54 iken kontrol grubundaki
bireylerin yaslar1 44,11+13,17 olarak bulunmustur. Yas yoniinden gruplar arasi farklilik

Oonemsiz bulunmustur (p=0,219; p>0,05).

Hasta grubundaki bireylerin %51,5’1 kadm, %49,5’1 erkek iken kontrol
grubundaki bireylerin %57,1°1 kadin, %42,9’u erkektir. Cinsiyet yoniinden gruplar arasi
farklilik 6nemsizdir (p=0,641; p>0,05).

Tablo 4.1. Hastalarin Laboratuvar Bulgulari ile Drosha Diizeyinin Korelasyonu

Parametre | AST ALT LDH WBC | Trombosit | UzamisPT | aPTT | INR ddimer
Drosha r | 0,283 | 0,146 | 0,379* | 0,193 | -0,189 0,005 0,023 | 0,008 | 0,177
p|0,111 | 0,417 | 0,030 | 0,283 | 0,291 0,978 0,899 | 0,967 | 0,325
*p<0,05

Drosha ile AST (r=0,283), ALT (r=0,146), WBC (r=0,193), uzamisPT
(r=0,005), aPTT (r=0,023), INR (r=0,008), d-dimer (r=0,177) arasinda ayni yonli,
trombosit (r=-0,189) ile arasinda negatif yonlii iligski katsayilart bulunmustur. Bulunan
bu iliski katsayilari istatistiksel olarak onemsiz (p>0,05) ve kiigiiktiir. Drosha ile LDH
arasinda aynmi yonli r = 0,379 iligki katsayisi bulunmustur. Bu iliski katsayisi

istatistiksel olarak dnemli olmasina ragmen (p<0,05) bir iliski Sl¢iitii olarak zayiftir.

Tablo 4.2. Hastalarin Laboratuvar Bulgular ile Dicer Diizeyinin Korelasyonu

Parametre AST | ALT LDH WBC | Trombosit | UzamigPT | aPTT INR ddimer
Dicer r 10198 | 0,148 | 0,205 | -0,135 | -0,336 -0,042 0,248 -0,041 0,227

p| 0268|0410 | 0,254 | 0,455 | 0,056 0,818 0,163 0,821 0,203
*p<0,05
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Dicer ile AST (r=0,198), ALT (r=0,148), LDH (r=0,205), aPTT (r=0,248), d-
dimer (r=0,227) arasinda ayn1 yonli, WBC (r= -0,135), trombosit (r=-0,336), uzamisPT

(r=-0,042), INR (r= -0,041) arasinda negatif yonlii iliski katsayisi bulunmustur. Bu

iliski katsayilar istatistiksel olarak 6nemsiz ve kiiciiktiir.

Tablo 4.3. Hastalarin Laboratuvar Bulgulari ile Exportin-5 Diizeyinin Korelasyonu

Parametre AST ALT LDH WBC Trombosit | UzamigPT | aPTT | INR ddimer
Exportin  r | -0,165 -0,181 -0,070 | -0,178 0,064 0,175 0,019 | 0,181 -0,091
-5 p | 0,359 0,314 0,699 0,322 0,722 0,330 0,916 | 0,314 0,615
*p<0,05

Exportin-5 ile trombosit (r=0,064), uzamisPT (r=0,330), INR (r=0,314) arasinda
ayni yonld, AST (= -0,165), ALT (r= -0,181), LDH (r= -0,070), WBC (r= -0,178), d-

dimer (r= -0,091) arasinda negatif yonli iliski katsayilar1 bulunmustur. Bu iliski

katsayilar1 6nemsiz ve kiiciiktiir.

Tablo 4.4. Hasta Grubundaki Drosha, Dicer ve Exportin-5 Korelasyon Analizi

Hasta Drosha Dicer Exportin-5
Drosha r 1 0,453(**) -0,127

p 0,008 0,480
Dicer r 0,45* 1 -0,15

p 0,008 0,419
Exportin-5 r -0,13 -0,15 1

p 0,480 0,419
*p<0,005

Hasta grubunda dicer ile drosha arasinda ayni1 yonlii r =0,45°1ik iliski katsayisi

bulunmustur. Bu iligki katsayis1 istatistiksel olarak dnemlidir (p=0,008;p<0,05). Buna

gore drosha arttiginda dicer’de artmaktadir.

Dicer ile exportin-5 arasinda negatif yonli r =

-0,15’lik iliski katsayisi

bulunmustur. Bulunan bu iligki katsayisi istatistiksel olarak oOnemsizdir (p=0,419;

p>0,05).

Drosha ile exportin-5 arasinda negatif yonli r = -0,13’lik iliski katsayisi

bulunmustur. Bulunan bu iligki katsayisi istatistiksel olarak ©Onemsizdir (p=0,480;

p>0,05).
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Tablo 4.5. Kontrol Grubundaki Drosha, Dicer ve Exportin-5 Korelasyon Analizi

Kontrol Drosha Dicer Exportin-5
Drosha r 1 -0,10 0,24

p 0,555 0,173
Dicer r -0,10 1 0,59

p 0,555 0,001
Exportin-5 r 0,23 0,59 1

p 0,173 0,000
*p<0,005

Kontrol grubunda dicer ile exportin-5 arasinda aymi yonlii r =0,59’luk iliski

katsayilar1 bulunmustur. Bulunan bu iki iliski katsayisi istatistiksel olarak onemlidir

(p=0,001; p<0,05).

Dicer ile drosha arasinda negatif yonlii r = -0,10’luk iliski katsayis1 bulunmustur.

Bu iliski istatistiksel olarak énemsizdir (p=0,555; p>0,05).

Drosha ile exportin-5 arasinda aymi yonlii r=0,24’lik bir iliski katsayisi

bulunmustur. Bu iligki istatistiksel olarak 6nemsizdir (p=0,173; p>0,05).

Tablo 4.6. Drosha, Dicer ve Exportin-5 ile Gruplardaki Bireylere iliskin Degerlerin

Karsilagtirilmasi
N | medyan | Ortanca | Minimum | Maximum | Sonug p
Dicer hasta 33 | 127.80 97,41 31.7 404 0,001*
kontrol |35 | 93.17 40,80 10.4 547
Drosha hasta 33 | 502.37 264,14 | 27.7 2798 0,160
kontrol |35 | 339.52 144,56 58.7 2102
Exportin-5  hasta 33 | 219.84 210,33 204 339 0,985
kontrol | 35 | 260.06 120,69 205 1328

Her iki gruptaki bireylere iliskin degerler karsilastirildiginda dicer yoniinden

gruplar arasi fark 6nemli bulunurken (p< 0,05), drosha ve exportin-5 yoniinden gruplar

arasi fark onemsiz bulunmustur.
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Tablo 4.7. Hasta Grubu Alt Gruplarina Gore Drosha, Dicer ve Exportin-5 Dlizeyleri

Gruplar 95% Confidence Sonug
N medyan Interval for Mean Minimum | Maximum p
Hasta  Dicer 0-4 25 | 8726 |8392 |160.89 | 317 404 0,425
diisiik
o* 8 119,07 | 7060 | 21874 | 476 296
yiksek
Drosha 0-4 25 | 20228 | 20612 | 70224 | 277 2798 0,556
diisiik
o* 8 32525 | -33.10 | 1339.05 | 485 2293
yiksek
Exportin-5 0-4 25 | 211,40 | 207.96 | 229.99 | 205 339 0,223
diisiik
ot 8 209,26 | 188.01 | 257.08 | 204 325
yuksek

p <0,05

Bulunan sonuglar istatistiksel olarak énemsizdir.
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5. TARTISMA VE SONUC

KKKA hastalig1 diinyada en yaygin olarak goriilen viral kanamali ateslerin basinda gelir
[19]. Hastalik Tiirkiye de ilk kez 2002 yilinda gériilmiistiir [95]. Oliim oran1 ortalama
%5’ tir. Hastalar genellikle virusu kene araciligiyla alirlar. Fakat infekte insanlardanda
virus bulasabilir [96]. Hastalikta mikrovaskiiler hasar ve homeostas bozulur. Kan kaybi,
septik sok ve coklu organ yetmezligi sonucu 6liim gergeklesir [97,98]. Endotel hasari
trombosit agregasyonu ve degranilasyonunu stimile eder. Bdylece homeostatik
yetmezlige katkida bulunur. Olen hastalarda IL-1, IL-6 ve TNF-a diizeylerinin sag kalan
hastalara gore daha yiiksek oldugu saptanmistir [53].

Bu calismada hasta ve kontrol grubuna ait olan ve miRNA biyogenezinde rol
alan serum drosha, dicer ve exportin-5 protein aktiviteleri karsilastirilip, bu
parametrelerin KKKA hastaliginin patogenezi, prognozu ve teshisi yoniinden onemi

arastirilmastir.

Protein kodlamayan miRNA’lar yaklagik 20-23 niikleotid uzunlugunda tek
iplikli RNA molekaludir. miRNA’lar hiicre déngisunin hemen her béliminde yer
almaktadir [99]. Bunlar hedef genin mRNA’lara diisiik ozgiilliikkte baglanmasina,
yikimina ve translasyonel inhibisyona ve gen ifadesinin kontroliinde onemli role
sahiptirler [100]. Transkribe edilen molekil primer-miRNA (pri-miRNA)’nin Drosha ve
Pasha tarafindan kesilmesi ile 6nciil molekiil olan pre-miRNA olusur. Pre-miRNA,
exportin-5 ve RAN-GTP aracilig ile niikleustan sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmada pre-
miRNA TRBP ve Dicer tarafindan kesilir ve miRNA olusur [101].

Dolasimdaki miRNA’larin sadece kanda bol miktarda bulunmasi ile degil aym
zamanda da oldukca kararli bir yap1 gostermesi nedeni ile klinikte hastaliklarin tanisi ve
prognozunda &nemli bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Ciinkii
miRNA’lar basta kan olmak iizere ¢esitli viicut sivilarinda bulunur. Oldukga

kararlidirlar [102].

Sepsiste miRNA ile yapilan c¢alismalarda hastalarda kodlanmayan RNA’larin
diizensizligi goriilmiistiir. Deneysel calismalarda JNK / NK-KB ve diger hiicresel
yolaklar kalitsal immiinite mitokondri fonksiyonu ve apoptoziste birlikte hareket

ederler. miRNA ‘larin bu hastalikta bir biyobelirte¢ olabilecegi ileri siirtilmiistiir [103].
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miRNA’lar hiicre tipinin belirlenmesi ve hiicre farklilasmasi olmak {izere pek
cok islemde rol alir. Cesitli kanserlerde bazi miRNA ‘larin onkojen bazilarinin ise
timor ilerlemesi ve metastazinda miRNA ‘nin diizenleyici oldugunu gostermektedir
[10,104]. Kanserle iligkilendirilmis genomik alanlar veya frajil bolgelerin %50 ‘sinden
fazlasinin miRNA kodlayan genlerden olusmast miRNA ‘nin kanser patogenezinde

onemli oldugunu ortaya koymustur [105].

Dicer tumor supresor gendir. Kanserlerde miRNA ‘larin anormal ekspresyonu
kismen, Dicerin degisen ekspresyon seviyeleri ile iligkili olabilecegi diisliniilmektedir
[106]. Dicer ve drosha ekspresyonu, miRNA ‘larin biyogenezine katilan diger enzimler
cesitli kanserlerde prognoz ve klinik seyir ile iliskili bulunmustur [107,108]. Dicer
mRNA’nin ve proteinin artmis ekspresyonu prostat ve Ozofagial karsinomlarda
saptanmistir. Dicer mRNA ‘nin azalarak diizenlemesi hepatoseliiler karsinomada

gozlenmistir [109-113].

Yapilan ¢alismalarda endometrium kanserinde Dicer ve Drosha gen ekspresyon
diizeyleri incelenmistir. Kanserli hastalarda ekspresyon diizeyleri daha diisiik
bulunmustur. Menopoz ve yas ile Dicer ve Drosha gen ekspresyonu arasinda bir iligki

bulunmamastir [114].

Viriis enfeksiyonu esnasinda gozlenen miRNA ekspresyon degisiklikleri, konak
hiicre miRNA’lar1 dahil olmak iizere viriisiin replikasyonunu diizenlemede etkilidirler.
MIiRNA’larin olusumunu diizenleyen genlerdeki degisikliklerin viral patogenez veya
insan patojenlerine karst konak hiicrenin immiin yanitinin belirlenmesinde etkili

olabilecegi varsayilmaktadir [115].

Ura S. ve ark. tarafindan, enfeksiyonla alakali miRNA ekspresyonunun HBV ve
HCYV enfeksiyonu ile diizenlenip diizenlenmedigini belirlemek i¢in; karaciger dokulari
arasindaki miRNA ekspresyon degisiklikleri ile enfeksiyona neden olan HBV ve
HCV’nin kiiltiirlenmis  hiicre modellerinden (Huh7.5 hiicrelerinde klonlarinin
cogaltilmasi ile yapilmistir) elde edilen miRNA ekspresyonlar1 arasindaki degisiklikleri
aragtirmak amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Calismada hepatit B virlsi (HBV) ile
iliskili hepatoselliiler karsinom (HCC) olan 12 hasta ve hepatit C viriisii (HCV) ile
iligkili HCC'si olan 14 hastadan elde edilen karaciger dokularinda, RT-PCR kullanilarak

188 miRNA’nin ekspresyonu Olgiilmiistiir. Gen transfeksiyonundan 48 saat sonra
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Huh7.5 hicrelerinden RNA ekstrakte edilmis ve hiicrelerde miRNA ekspresyon 6rnegi
karaciger dokularindaki miRNA ekspresyonlar1 ile karsilagtirilmistir. HBV ve HCV
gruplarinin karaciger dokular1 arasindaki miRNA ifadesi ile HBV ve HCV klonlan ile
transfekte edilen Huh7.5 hiicreleri arasindaki miRNA ekspresyonundaki farkliliklar
arasinda gii¢lii bir korelasyon bulunmustur (r = 0.73, P = 0.0006) [116]. Calismadan
elde edilen veriler 15181nda, miRNA'lar tarafindan hedeflenen genlerin yol analizi, HCV
grubunda azalan bir ekspresyon gosteren 13 miRNA'nin, immiin yanit, antijen sunumu,
hiicre dongusl, proteazom ve lipit metabolizmasi ile ilgili genleri diizenledigini
belirlemistir. HBV grubunda azalmis bir ifadeyi gosteren 6 miRNA, hiicre 6liimii, DNA
hasar1, rekombinasyon ve transkripsiyon sinyalleri ile ilgili genleri diizenledigi

sonucuna varilmistir [117].

Oksiiz Z. ve arkadaslar tarafindan serum miRNA’larin ( miR-30c-5p, miR-223-
3p, miR-302c-3p ve miR-17-5p) ekspresyon profilleri, HCV-pozitif siroz ve HCC’nin
erken teshisi i¢in invaziv olmayan biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilmayacagini
arastirmak amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Bu calismada, 64’ hasta (26 CHC, 30
HCV-pozitif siroz ve 8 HCV-pozitif HCC) ve 28’i kontrol grubuna ait olan plazma
ornekleri kullanilmis olup 58 miRNAnin ekspresyon profili qRT-PCR’da incelenmistir.
CHC grubu ile kontrol grubu arasinda miR-30a-5p, miR-30c-5p, miR-206 ve miR-
302c-3p ekspresyon profillerinin karsilagtirilmasi sonucunda bu miRNA’larin 6nemli
Olciide regiile olmadigr (p<0,05) bulunmustur. Bu karsilagtirmadan elde edilen sonugta,
miR-206’nin 3.66 kat asagi regiile edildigi (p=0,03524) goriilmiistiir [118]. Meme
kanseri, akciger kanseri gibi bircok kanser tiirlinde regiile olmadigi goriilen bu
miRNA’nin [119], yapilan calismayla karsilastirildiginda 6nem arz ettigi ifade
edilmistir. Yine bu c¢alismanin diger hasta grubu olan HCV-pozitif sirozlu hasta
grubunda miR-30c-5p, miR-223-3p, MiR-302c-3p, MiR-17-5p, miR-130a-3p, miR-93-
5p ve miR-302c-5p ekspresyon profilleri kontrol grubu ile karsilastirilmis ve sonucun
regiile olmadig1 goriilmiistiir [118]. MiR-30c ekspresyon seviyesinin yapilan bir¢ok
calismada yukar regiile edildigi goriilmiis olup [120,121], bu ¢alismada da miR-30c-
Sp’nin ekspresyon profil degeri 6.40 kat yukarn regiile edildigi (p=0.00005649)
saptanmistir. Elde edilen bu bulgunun HCV-pozitif siroz i¢in yeni bir arastirma konusu

olabilecegi yorumu yapilmistir [118].
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Yapilan bu ¢alismanin HCV-pozitif siroz ve HCV-pozitif HCC grubunda miR-
17-5p ekspresyon seviyesinde artig gozlenmistir. Bu miRNA’nin HCV-pozitif siroz
grubunda 2.18 kat yukari regiile (p=0,01369) iken HCV-pozitif HCC grubunda 2.18
yukar1t regiile edildigi (p=0,01561) saptanmis olup [118], yaymnlanan baska bir
calismada miR-17-5p’nin yeni bir biyobelirte¢ olarak rapor edildigi ifade edilmistir
[122]. Bu veriler, bu iki degisik kronik viral karaciger enfeksiyonu uyaranin HCC’nin
gelistirdigi ayn1 yollarla olabilece§i yorumu yapilmistir. Sonug olarak bu miRNA’larin
invaziv olmayan biyobelirte¢ olarak kullanilarak ve HCC’nin erken déneminde ve siroz
asamasinda kan alma gibi basit 6rnekleme prosediirii ile kullanilabilecegi belirtilmistir.
Gelecekte bu miRNA’larin HCV-pozitif siroz ve HCV-pozitif HCC hasta gruplarinda
daha kapsamli bir sekilde incelenmesi gerektigi ifade edilmistir [118].

Vasilescu C. ve arkadaglar tarafindan KKKA hastaligiyla hayli benzer klinik
tabloya sahip sepsis hastalarinda bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu arastirmada erken
evre sepsisli hastalar1 saglikli kontrollerden ayiran miRNA’lar1 tanimlamak; ayrica
miRNA ekspresyonlarinin Ardisik Organ Yetmezlik Degerlendirme (SOFA) skoruyla
degerlendirilen siddet ile aralarinda iliski olup olmadigini belirlemek amaciyla
yapilmistir. Bu ¢aligmada, 17 sepsis hastasindan 24 (ortalama yas + standart sapma
(SD) =554+ 17.13 yil; 9 kadin, 8 erkek) ve 32 saglikli kontrolden 32 (yas ortalamasi +
SD =49.2 + 20.12 y; 9 kadin, 23 erkek; yas degisimi i¢in p = 0.267; cinsiyet i¢in p =
0.081) periferik lokosit ve/veya plazma ornekleri alinmistir. Sepsis hastalarinin
10’undan hem periferal kan lokositleri hem de plazmalari, 7’sinden ise iki zaman
noktasinda sadece plazma Ornekleri (yogun bakim iinitesine giristen 1 ve 7 giin sonra)
ve bu 7 hastadan sadece birinden 7.giin plazma 6rnegi alinmistir. Kontrol grubuna ait
olan 12 saglikli bireyden hem periferal kan l6kositleri hem de plazmalari, diger 10
saglikli bireyden ise sadece plazma Ornegi almmistir. Hasta grubu ile kontrol grubu
arasinda, periferal kan lokositlerinde mikrodizi ile genom ¢apinda profilleme yapilarak
miRNA ekspresyon profilleri karsilastirilmis [123], miR-486 ve miR-182’nin asir1
eksprese oldugu ayrica miR-150 ve miR-342-5p’nin ise asag1 regiile oldugu
saptanmistir  [124]. Sepsis esnasinda diizenleyici mekanizmalarin bozulmasi,
inflamasyonun kontroliini kaybetmesine ve sonucta derin immiinosupresyona ve konak
hasaria sebep olabilmektedir [125,126]. Sepsis hastalarinda diizensiz olan ve immiin

yanitta 6nemli rol oynayan IL-10 (interlokin-10) ve TNF-o’nin (tiimor nekroz faktorii-
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alfa) [127,128], miR-150 ile olas1 etkilesim bdlgelerini agiklamak igin ek bir hedef
tahmin programi (RNA22) kullanarak kontrol edilmistir. miRNA tespitinin
gerceklestirildigi ayn1 plazma ornekleri kullanilarak pro-inflamatuar TNF-o ile anti-
inflamatuar IL-10 ve IL-18 (interlokin-18) dlzeylerini tayin etmek icin ELISA yontemi
uygulanmistir. Hasta ile kontrol gruplar1 arasinda ekspresyon diizeylerinde anlaml fark
bulunmus (sirasiyla p=0.026; p=6.0E-04 ve p=6.8E-04) ve bu seviyelerin hasta ile
kontrol gruplarinda miR-150’nin plazma seviyeleri ile korele oldugu belirtilmistir.

Bulgularin klinik 6nem arz ettigi ifade edilmistir [123].

Yukaridaki ¢alismalar dikkate alindiginda miRNA’larin basta kanser ve
enfeksiyon hastaliklar1 olmak iizere bir¢ok hastalikta diizenleyici rol oynadigi
goriilmektedir. Bu diizenleyici kodlanmayan RNA’lar pek ¢ok hastaligin tedavi ve

biyobelirteci olarak kullanilabilir.

RNA interferans (RNAi), ¢ift zincirli RNA (dsRNA) hiicreye girdigi zaman
tamamlayict mRNA dizisinin par¢alanmasina neden olan transkripsiyon sonrasi gen
susturma mekanizmasidir [129]. Bu mekanizma dogal bir siire¢ olup, canh
organizmadaki biyolojik fonksiyonu, viriis kalittm materyali ve transpozonlar gibi

hareketli genetik ogelerin yayilmasma karst genomu koruyarak hiicresel savunmada

gorev almaktadir [130-133].

Literatiir incelendiginde KKKA hastaliginda yapilmis benzer bir calisma
bulunamamistir. Ancak Shihua Lu ve arkadaslari 2004’te, replikasyonu esnasinda
onemli diizeylerde dsRNA fdrettikleri bilinen adenoviriislerde [134] yaptiklar
calismada, adenoviral VAl kodlayict olmayan RNA’nin, ifadenin fizyolojik
seviyelerinde RNAi’yi inhibe edebilecegi konusunda deliller ileri siirmiistiir. Ve
calisma, VA1l RNA tarafindan inhibe olan miRNA yada siRNA’da biyogenezis
adimlarinin  analizi, yalmiz VA1l hareketi, hiicresel exportin-5 nikleer eksport
faktorliniin sinirlt bir havuzu igin (rekabet ederek) yarigma ile pre-miRNA yada
siRNA’nin giiclii bir inhibitorii olarak degil, ayn1 zamanda 6zellikle in vitro dicer
bagladigini ve dicer asir1 oldugu zaman bir pre-miRNA iiretiminin inhibe oldugunun

gosterildigi ifade edilmistir [135].

S.M.M. Casseb ve arkadaglari tarafindan Dang virlisu serotip-4 (DENV-4)
enfeksiyonu ile enfekte olmus insan A-549 hicrelerinde drosha, DGCR8 ve dicer
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ekspresyon seviyeleri arastirilmigtir. Bu c¢alisma kapsaminda DENV-4 ile enfekte
edilmis A-549 hiicreleri 5 giin boyunca giinliik olarak toplanmig ve viral yiki 6lgmek
icin RNA ekstrakte edilmistir. DENV-4 enfeksiyonunun, enfeksiyondan 3 giin sonra en
yiiksek viral yiikli gosterdigi bulunmustur. Drosha, DGCRS ve dicer negatif kontrollerle
karsilagtirildiginda DENV-4 enfeksiyonu sirasinda ekspresyonda azalma gosterilmistir
[136].

Sullivan (2008), HBV gibi cift zincirli RNA viruslerinde dicer ve drosha
mRNA'larinin ifadelerinin benzer oldugunu ve ayn1t miRNA gruplarini diizenledikleri

gibi benzer ozellikler gosterdiklerini bildirmistir [137] .

Kakumani ve arkadaslar1 yapmis olduklari bir ¢alismada, DENV2 (Dang virtsi
serotip-2) suslarini kullanarak kiiglik RNA'larin, konakg1 tarafindan viral enfeksiyonlara
yanit olarak hiicresel gen ekspresyonunu kontrol etmek i¢in kullanildigini gostermistir.
Bu arastirmacilar ayrica drosha, dicer, Argol (Argounat 1) ve Argo2 (Argounat 2)'nin,
DENV2 enfeksiyonu sirasinda baskilanmasinin, viral replikasyonda bir artisa yol
actigin1 ve RNAi'nin bu patojene karsi hiicresel tepkilerde 6nemli rol oynayabildigini

gostermistir [138].

Drosha ve dicer gen ekspresyonunu ve RNA metabolizmasinin temel
asamalarini dogrudan diizenleyerek miRNA'dan bagimsiz fonksiyonlar sergilerler [139].
Yapilan bir ¢calismada drosha’nin DGCRS ve exportin-5 pre-miRNA’sin1 sitoplazmaya
aktarmas1 dicer olgunlagma siirecini tamamlayacagini, bu nedenle bu faktorlerin
miRNA olgunlasma siirecinin bilesenleri oldugu yorumu yapilmistir [140]. Bizim
calismamizdan elde edilen sonugta ise drosha ile dicer arasinda bir iliskinin oldugu (p=

0,008; p<0,05) saptanmugtir.

Calismamizin sonucunda hasta grubu ve kontrol grubundaki bireylere iliskin
degerler karsilastirilmistir. Her iki gruptaki bireylere iliskin degerler karsilastirildiginda
dicer yoniinden gruplar arasi fark 6nemli bulunurken (p=0,001; p< 0,05), drosha
(p=0,160) ve exportin-5 (p=0,985) yoniinden gruplar arasi fark 6nemsiz bulunmustur
(p>0,05). Sitoplazmada gorev alan dicer enzimi diizeyinin anlamh bir sekilde artmis

olmasi, sitoplazmada viral kaynakli dSRNA varligini1 gosteriyor olabilir.

dsRNA’lar bir RNaz 11l enzimi olan dicer tarafindan sitoplazmada siRNA olarak

adlandirilan ~ 21-23  niikleotid  uzunlugunda  kii¢iikk  engelleyici RNA’lara
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parcalanmaktadir [68,141]. Dicer enzimi ayn1 zamanda daha sonraki adimda bu oncii
molekdllerin RISC kompleksine baglanmasinda da 6énemli rol oynamaktadir [142,143].
Bu baglanma ile mRNA’nin yikimi gerceklesmektedir [131,144]. Bizim ¢alismamizda
da bu mekanizmaya benzer bir durum sdz konusu olabilir. Bu durumun daha net

aciklanabilmesi i¢in g¢alismamiza benzer ve daha kapsamli destek ¢aligmalarin

yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Imza:

e

Not: Etik kurul bagkani, imzasvun yer almadigt her sayfaya imza atmaldr.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN AGIK ADI

Kirnm Kongo Kanamali Ates Hastahginda Drosha, Dicer, Exportin-5
Protein Diizeylerinin Belirlenmesi

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

Yrd. Dog. Dr. Mahmut Ekici Cocuk Saglhigi ve Hastaliklan | Cumburiyet Universitesi | ERJ | KO |EO |HE |ERE | HO /i 'A@/
. o Sivas Halk Sagligs g < ' i
Uzm. Dr. Levent Saglam Aile Hekimi Mildirliga ER | kKO |EO |H ER |u(d M
Uzm. Dr. Hisseyin Saygin Uroloji Sivas Numune Hastanesi | ER] | KO |EO |HK | ER HE—$5
o
Arag. Gor. Emine Ozdamar Avukat Cumhuriyet Universitesi | ECJ | KK |EQO |HE |ER |[HDO
Ofret. Melih Arslan Stnif Ogretmeni Emekli ER (kKO |EO |HR |EX |[n0O #—

*:Toplantida Bulunma

Etik Kurul Bagkaninin

Unvani/Adi/Soyadi: Prof. Dr. Emin Ye

Imza:

/ v Gilltekin

Tevsrr ol

Not: Etik kurul bagk

yer
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Ek 2. Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bilgilendirilmis Olur Formu

C.U. KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
BILGILENDIRILMIiS OLUR FORMU

Saymn Katilimet,

Bu katilacagiiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi “Kirim
Kongo Kanamali Atesi Hastalarinda ( Bu hastalik keneler tarafindan taginan Nairoviriis
isimli bir mikrobiyal etken tarafindan neden olunan ates, cilt i¢i ve diger alanlarda
kanama gibi bulgular ile seyreden hayvan kaynakli bir enfeksiyondur ve son yillarda
tedavideki gelismelere ragmen 6liim oranlar1 hala ytiksektir.)Drosha, Dicer ve Expotin-
5 Protein (miRNA’lar hiicre i¢in olduk¢a 6nemli olan bir¢ok yolda gorev alirlar ve
bundan dolayi, islevlerini yerine getiremediklerinde ¢esitli hastaliklara yatkinlik

olusturabilirler.) Duzeylerinin Belirlenmesi’ dir.

Bu arastirma ile, KKKA hastalarinda drosha / dicer / exportin-5 protein
diizeylerinin incelenmesi, hastalifin seyri hakkinda tahmini ve iyilesme sansi olup
olmadigi, hastaligin kaynagi ve gelismesi sirasinda vlcutta meydana gelen degisiklikler
bitininin 6neminin incelenmesi amaglanmaktadir. Ayrica caligilacak yontem ve
degiskenlerin  ¢esitliliginin ~ birbiri ile baglanti kurma olanag saglayacagi

diistiniilmektedir.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi1 6neriyoruz. Ancak hemen sdyleyelim ki bu
aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim goniilliilik esasina
dayalidir. Kararmmizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu

bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu aragtirmada yer almaniz i¢in bir defa gelmeniz yeterli olup, arastirmada sizin

gibi gonalluler yer alacaktir. Calisma 24 ay strecektir.

Bu aragtirmay1 yapmak istememizin nedeni, Kirirm Kongo Kanamali Atesi gibi
tehlikeli ve hala 6liim riskinin yiiksek oldugu bu hastaligin altinda yatan sebepleri
biyokimyasal yonden incelemek ve uluslararas: bilim dalinda yazilmis olan yazilara

katkida bulunmaktir. Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama
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Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigi ve Biyokimya Anabilim Dali tarafindan

gerceklestirilecek bu calismaya katiliminiz arastirmanin basarisi i¢in dnemlidir.

Bu arastirma ile ilgili olarak sizden beklenen, istenen tahlilleri yaptirmak,
arastiricinin  sorularina uygun ve dogru cevap vermek ve sonuglarini zamaninda
arastiriciya ulastirmaktir. Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar s6z konusu
degildir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Prof. Dr. Sevtap BAKIR veya onun
gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular
kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu ¢alismaya
alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda bu c¢aligmay1 yapabilmek icin kolunuzdan 5
ml kadar kan almamiz gerekmektedir. Alinan kanda biyokimyasal parametrelerin
(Drosha , Dicer, Exportin-5 Protein) gibi maddelerin miktar1 dlgiilecektir. Ayrica yas,

cinsiyet, kilo, dogum tarihi gibi bilgilerinizde kayit altina alinacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: 1-) Igne batmasina bagh olarak az
bir ac1 duyabilirsiniz. 2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin

uzamasi riski vardir.

Aragtirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu
durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler
almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger
rahatsizliklarimiz i¢in ,05319230670 numarali telefondan arastirmaciniz Zehra

DOGAN’a basvurabilirsiniz.

Ayrica bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim
hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir
licret istenmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununuzun ortaya
cikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahale sizden ficret talep edilmeden ve sosyal

giivenceniz kullanilmadan saglanacaktir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.

Arastirict  bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan tedavi semasinin
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gereklerini yerine getirmemeniz, caligma programini aksatmaniz veya tedavinin
etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Aragtirmanin sonuglar
bilimsel amagcla kullanilacaktir, ¢alismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan
cikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amacla

kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz

de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.
Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan once goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve s6zlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular
aragtirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla
anlamis bulunmaktayim. Caligmaya katilmay: isteyip istemedigime karar vermem i¢in
bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitiiciisiine yetki
veriyor ve soz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini higbir zorlama

ve bask1 olmaksizin goniillii olarak kabul ediyorum.
Bu formun imzal1 bir kopyas1 bana verilecektir.
Gonullundn,
Adi-Soyadr:
Adresi:
Tel.-Faks:
Tarih ve Imza:
Agiklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadi: Zehra DOGAN
Gorevi: Yiiksek Lisans Ogrencisi

Adresi: Cumhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya A.D.
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Tel.-Faks: 05319230670
Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus

gorevlisinin/goriisme taniginin,
Adi-Soyadi: Seyit Ali BUYUKTUNA
Gorevi: Dr. Ogretim Uyesi
Adresi: Cumhuriyet Universitesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Klinigi

Tel.-Faks: 05053869882

Tarih ve Imza:
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Ad-Soyad

Dogum Yeri ve Tarihi
Medeni Hali
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Egitim Bilgileri

Lise

Universite
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