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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Akut Kirim Kongo Kanamah Atesi Hastalarinda mikroRNA ifadelerinin Analizi
Zekiye Cemre Demir
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii

Danisman: Prof. Dr. Aykut OZKUL

Kirnm Kongo Kanamali Atesi Virlisii (KKKAV) ile konak hiicre arasindaki iligkinin
tanimlanmasina olanak saglayacak ipuclarini elde edebilmek amaciyla miRNA ifade
profillerinin irdelenmesi 6nem arz etmektedir. Bu konuda daha 6nce yapilmis herhangi bir
calisma bulunmamasi ise mMIRNA ifade profillerinin incelenmesi sonucu elde edilen
verileri degerli kilmaktadir. Bu noktadan hareketle, KKKA hastalig1 tanis1 konmus 8 birey
ile kontrol grubunu olusturmak {izere saglikli 5 kigsiden alinan kan Orneklerinde
tanimlanmis tiim insan miRNA’nin ifade analizi gergeklestirildi. Bu amacgla s6z konusu
bireylerin beyaz kure hiicrelerinden (WBC) elde edilen RNA ile ger¢ek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu es-zamanli PZR Dizin yontemi kullanilarak bu hastalikta anlamli olarak
ifade degisikligi gosteren miRNA’lar tespit edildi. Elde edilen veriler AACt istatistiksel
yontemi kullanilarak analiz edildi. Degerlendirmeye alinan miRNA’lar analiz sonucu elde
edilen kat degisimlerine ve p degerlerine gore secildi. Secilen miRNA’lar ile yolak
zenginlestirme analizi yapildi. Elde edilen veriler 151¢inda ifade oranlarinda azalma tespit
edilen miR-146a, miR-410, miR-493 ve miR-655 ile ifade oranlarinda artig tespit edilen
miR-451, miR-486-5p miR-608 ve miR-541’in enfeksiyonun baslangic1 ve ilerlemesinde
rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Gergeklestirilen yolak zenginlestirme analizleri ise MAPK
sinyali, sitokin-sitokin etkilesim, Wnt sinyal ve endositozis gibi yolaklarin KKKA

hastaligin patogenizinde dnemli rol alabilecegini ortaya koymaktadir.
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ABSTRACT
M.Sc Thesis

Analysis of microRNA Expression Profiles in Acute Crimean Congo Hemorrhagic Fever

Patients
Zekiye Cemre DEMIR
Ankara University Health Sciences Institute

Supervisor: Prof. Dr. Aykut OZKUL

Enlightening the microRNA expression profiles is crucial to be able to identify the key
points that will likely to enlighten relationship between Crimean Congo hemorrhagic fever
virus (CCHV) and its host cell. There is not any published data about that topic which
makes the results of this study important. To do so, in this study, 13 RNA samples from 8
CCHEF patients and five control groups were compiled and processed using the real-time
PCR Array method to analyze the most abundant expressed and best identified 1066
miRNAs in human. Using real-time PCR Array method, miRNAs which show significant
fold change were selected. AACt statistics was employed for analyzing the data.
MicroRNAs were selected based on their fold change and p values, and pathway
enrichment analysis was performed accordingly. Our hypotheses are that miR-146a, miR-
410, miR-493 and miR-655 have decreased expression levels and miR-451, miR-486-5p
miR-608 and miR-541 have increased expression levels and they may have an important
roles in the devolepment of CCHFV infection. Pathway enrichment results suggest that
MAPK signaling, cytokine-cytokine interaction receptor, wnt signaling, endocytosis

pathways may have important roles in the disease pathogenesis.
2016, 60 pages

Keywords: Crimean Congo Hemorrhagic Fever, Crimean Congo Hemorrhagic Fever Virus
PCR, Real Time RT-PCR, microRNA
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1. GIRIS

Kirrm Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaligi giiniimiizde Tiirkiye’nin de iginde
bulundugu Afrika, Asya, Dogu Avrupa ve Ortadogu’da goriilen Oliimciil viral bir
enfeksiyondur. Hastalik Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis cinsine mensup olan Kirim
Kongo Kanamali atesi viriisli (KKKAV) tarafindan meydana getirilmektedir. KKKAV,
temel olarak, insanlara virlisle enfekte Hyalomma soyuna ait kenelerin isirmasi ile
bulasmaktadir. KKKAV tek sarmalli, segmentli, 90-120 nm ¢apinda ve konak hiicre
zarindan koken alan kilifli yapiya sahip olan bir RNA viriisiidiir. RNA genomu segmentli
ve negatif anlamli olup, niikleotid uzunluguna bagl olarak kiigiik (S), orta (M) ve biiyiik
(L) olarak tige ayrilmaktadir. L-RNA segmenti viral RNA polimerazi, M-RNA segmenti
Gc ve Gn glikoproteinlerini, S-RNA segmenti ise Niikleoprotein yapisini (NP)
kodlamaktadir. Ge ve Gn glikoproteinleri viriise duyarli hiicrelerin membraninda bulunan
reseptorlerin taninmasindan sorumludur. KKKA son 10 yilda ortaya koydugu mevsimsel
seyir Ozelligi ile her yil yaklasik % 5 oraninda fatalite ile seyreden bir hastalik olarak
Tiirkiye’de insan saglig1 acisindan ciddi bir risk olusturmaktadir. Diger taraftan yasanan
tim bu olumsuzluklara ek olarak, virlis enfeksiyonuna maruz kalmis ve hastaliktan magdur
bireylerde tedaviye yonelik olumlu bir gelisme heniiz bulunmamaktadir. KKKA’ nin bir
diger onemli 6zelligi ise bir ¢ok evcil hayvan tiirliniin virlis tasiyicist olmasi, bir baska
deyisle kanlarinda uzun siire (14 glin) ile ve yiiksek degerlerde viriisii bulundurmalarina
ragmen insanlarda gozlenen hastalik tablosuna benzer bir durumu sergilemiyor olmasidir.

Bu durumun ger¢ek nedeni heniiz anlagilamamaistir.

MikroRNA’lar protein kodlamayan ve protein ifadesinde duzenleyici roli bulunan RNA
molekiilleridirler. Yapilan calismalar mikroRNA’larin gen ifadelerinin diizenlenmesinde
etkin rol aldig1 ortaya konmustur. Bununla birlikte yapilan literatiir ¢aligmalarinda,
mikroRNA’larin bir ¢ok hastalikla iliskili oldugu ve baska viriislerin de hiicresel
mikroRNA ifadelerinde farklilik yaratabilecegi gézlemlenmistir. KKKAV gibi bir RNA
virisu olan ve Bunyaviridae ailesinde yer alan hantavirtslerle enfekte edilen hiicrelerde
bazi mikroRNA’larin ifadesinde degisiklige neden oldugu gosterilmis ve bu degisikliklerin

viriisiin neden oldugu zarara ilave bir etki olusturduklar1 belirlenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 MikroRNA

Yeni ¢esit kodlamayan RNA molekiillerinin kesfi, genomun nasil isledigi konusunda
oldukca 6nemli bigiler vermistir. Bu kesiflerin en 6nemlisi, mikroRNA olarak adlandirilan
ve vyaklagik 22 niikleotid uzunlugunda bulunan; kiicik ve kodlamayan = RNA
molekiillerinin belirlenmesi ile ger¢eklesmistir (1). mikroRNA’lar ¢ekirdekte, sa¢ tokasi
onciil transkriptleri seklinde kodlanirlar. Burada kodlandiktan sonra g¢esitli proteinler
araciligi ile sitoplazmaya tasinirlar. Daha sonra 6nciil miRNA transkriptleri, Dicer adi
verilen bir enzim ile Kkesilerek olgun, tek zincirli fonksiyonel molekuller haline
doniismektedir. Hayvanlarda, miRNA’lar genellikle ¢ogunlukla rastlantisal eslesme ile
hedef mRNA’larin 3’UTR bdlgesine baglanmaktadirlar. Bu baglanma sonucunda hedef
mRNA yikimi ve translasyon baskilanmasi gergeklesmektedir (2).

2.1.1 MikroRNA Fonksiyon ve Regulasyonu

MikroRNA’lar gen ifadesinin merkezinde rol oynayan onemli faktorler olarak gelisim,

farklilagim, biiyiime ve apoptoz gibi bir ¢ok hiicresel olaylarda gorev almaktadirlar (3).
2.1.2 MikroRNA’larin Kesfi

MikroRNA’lar  iizerine yapilan ilk c¢alismalar Caenorhabditis elegans ile
gergeklestirilmistir. Ik ¢alisma bu canli {izerindeki lin-4 geni ile yapilmistir. Lin-4 geninin
LIN-14 proteininin baskilanmasinda gérev aldigi bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda lin-4
geninin herhangi bir proteini kodlamadigi goriilmiistiir. Bunun yerine yaklagik 22
niikleotid uzunlugundaki bir RNA molekiilii tirettigi gdzlenmistir. Bu RNA molekiiliiniin

lin-14 ‘tin mRNA’sinin 3’°UTR bolgesine komplementer oldugu bulunmustur (4)

Lin-4 ile beraber C.elegans’ta let-7 adi verilen genin de kodlama yapmayan ve cesitli
mRNA’larin 3’UTR bélgelerine komplementer bolgeler iceren kiiglik RNA molekiillerini
olusturdugu tespit edilmistir. Let-7 ile ilgili yapilan kesfin diger 6nemli bir yani ise, let-
7’nin ¢ogu tlirde korunmus bolgelerinin bulunmasidir. Bu bilgi ile kesfi yapilan bu kiigiik
RNA molekiillerinin yani mikroRNA’larin gen ifadesinde 6énemli bir role sahip oldugu

anlagilmistir (5).



2.1.3 MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA’larin viral enfeksiyonlardaki rolini anlayabilmek igin transkripsiyonunun
nasil gerceklestigi ve nasil islendigi bilgileri 6nem arz etmektedir. Bugiine kadar
tanimlanmis hiicresel mikroRNA’larin hepsi RNA Polimeraz II enzimi tarafindan birincil
MIRNA (pri-miRNA) olarak adlandirilan uzun RNA onciilleri olarak kopyalanmaktadir.
Tek bir birincil miRNA tek basina birden fazla miRNA nin dizisini i¢erebiliyorken sadece
bir miRNA’nin dizisini de i¢erebilmektedir ve ayn1 pri-miRNA {izerinde olan miRNA’lar

genelde benzer fonksiyonlara sahip olmaktadirlar (6,7).

MIRNA dizileri RNA’nin ¢ift zincirli sag tokasi bolgesinde konumlandirilmis olabilirler.
Bu bélgeler RNAz 111 enzimi olan Drosha tarafindan tanmnirlar. Bu taninma stireci hiicrenin
cekirdeginde gergeklesir (Sekil 1). Memelilerde, Drosha enzimi DGCRS olarak bilinen bir
protein ile beraber c¢alisarak pri-miRNA’y1 keserek 70 niikleotid uzunlugunda pre-miRNA
olustururlar. Bu islemin ardindan pre-miRNA Exportin 5 yardimi ile c¢ekirdekten
sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmaya ulastiktan sonra Dicer ad1 verilen RNAz III enzimi pre-
miRNA’y1 keserek, 21-23 nikleotid uzunlugunda dubleks olusturur (8). Bu dubleks
olustuktan sonra Dicer miRNA’nin RISC olarak adlandirilan komplekse toplanmasina
araci olur ve ipliklerden biri kesilerek yikimlanir. RISC kompleksinin i¢inde bulunan
elemanlar tam olarak bilinmese de genel olarak Argonaute proteinin anahtar element
oldugu bilinmektedir. MIRNA RISC kompleksi ile birlesip miRISC yapisini
olusturmaktadir ve dubleksten hangi zincirin secilecegi dubleksin ug¢larinin kararliligina
bagli olarak gerceklesmektedir. Diger zincir ise muhtemelen Ago2 proteinin helikaz

aktivitesi ile dubleksten ¢ikarilarak yikimi gergeklestirilir (9,10).
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Sekil 2.1.1 MikroRNA biyogenezinin sematik gosterimi (11).

2.1.4 mikroRNA Hedef Bolgeleri

MikroRNA’lar bitkilerde siRNA gibi c¢alisarak, miilkemmel bir eslesme ile, hedef
RNA’lart pargalarlar. Bunun yerine hayvan modellerinde miRNA’lar hedef mRNA’lara
kismen baglanarak islevlerini tamamlarlar. Hedef diziler de kendilerini tam eslesmeden
kagmaya uygun sekilde evrimlesmiglerdir. miRNA’larin hedeflerini miikemmel olmayan
eslesmeler ile bulmalari, hedeflerin hesaplanmalarinda zorluk c¢ikarmaktadir. Bunu
kolaylastirmak i¢in ¢esitli kurallar bulunmustur. Bunlardan biri de, miRNA’daki “cekirdek
bolge” adi verilen 2-7 niikleotid arasindaki Watson-Crick baz eslesmesidir. Bu ¢ekirdek
bolge genelde miRNA hedefi igin glzel bir gosterge olmasina karsin bazi yapilarin bu
kurala uymadigi gozlenmektedir. Bu tip yapilarda ¢ekirdek boélge yerine, miRNA’nin 3’

ucuna komplementer olan bolgelerin varli§1 ya da etrafindaki ikincil yapilar bu hedefleri
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belirlemede de kullanilabilmektedir. Bu tahmin edilen mRNA hedeflerinin deneysel olarak
dogrulanmasi olduk¢a uzun zaman alabilen bir adimdir. miRNA’larin hedef proteinler

Uzerindeki etkisi deneysel olarak kontrol edilmelidir (12,13).

Bugiine kadar belirlenen miRNA hedef bdlgelerinin biiyiik bir kismimmin mRNA’larin
3’UTR bolgelerinde bulundugu gozlemlemistir. Fakat bu miRNA’larin hangi kosullarda ve
ne 6l¢iide mRNA’nin 5’UTR bolgesini hedefedigi heniiz kesinlik kazanmamis bir konudur.
Son zamanlarda yapilan biyoinformatik analizler, Drosophila’nin 3’UTR bdlgesinde
korunmus bolgeler oldugu gibi ¢ok az miktarda 5S’UTR bolgesinde hedef bolgeler
oldugunu gostermistir (14).

2.1.5 Translasyonel Baskilama

Hayvan sistemlerinde, miRNA’larin 3’UTR hedef bolgelerine baglanmalari, hedef mRNA
tarafindan kodlanan proteinin sentezinin baskilanmasi ile sonuglanir. Protein sentezinin
baskilanmasimin hangi mekanizma ile gergeklestirildigi ve bu baskilamanin protein

seviyelerine etkisi hakkinda hala tartismalar devam etmektedir.

Translasyon 3 ana asamada gergeklesmektedir; baslama, uzama ve sonlanma. Okaryotik
mRNA’lar genelde 5’ 7-metilguanozin baslik ve 3’ poly(A) kuyruk ile sentezlenmekte ve
bu iki unsurda translasyonun baglamasi i¢in gerekli iki onemli yap1 olmaktadir. eIF4F
protein kompleksi basliga baglandiktan sonra 40S ribozomal altiiniteyi bir araya
getirmektedir. Bu sirada poly(A)’ya baglanan protein PABP, elF4F ile etkilesime girerek
mRNA’nin  sirkiiler hale gelmesini ve translasyonun baslamasimi saglamaktadir.
Translasyon bagladiktan sonra AUG kodonuna gelinene kadar islem devam eder ve bu
kodona gelinince 60S ribozom altiinitesi katilir. Uzama ise, 80S ribozomun kodlama
alaninda polipeptidi kodlamasi ile devam etmektedir. Ribozom stop kodonu ile karsilasinca

da ribozom mRNA’dan ayrilir ve translasyon biter (15).

Yapilan farkli ¢alismalarda, miRNA’nin translasyonu baslama asaamasinda baskiladigi ve
ribozomun mRNA’dan ayrildig1 goriilmiistiir. Bunun disinda translasyon baslamadan da
baskilayabilmektedir. Baskilamanin mekanizmasi1 ve tam olarak nasil oldugu konusunda

ise tartigmalar devam etmektedir (2,16).



2.1.6 MikroRNA’larin Yikimi

Yapilan ilk ¢alismalarda, miRNA’nin translasyonu baskilamasinin mRNA seviyelerinde
herhangi bir etki yaratmadigi disiiniilmiistiir. Ancak daha sonra gergeklestirilen
arastirmalar mRNA kararliliginda bir takim degisiklikler oldugu ortaya koymustur. Buna
gore miRNA’larin hedef mRNA’lara baglanmasi deadenilasyona neden olmaktadir. Bunun
sonucunda da mRNA’da bulunan baslik (Cap) ¢ikar ve yikim gerceklesir. Bu da
mRNA’nin sitoplazmik p cisimcikleri ile birlesmesi ile olmaktadir(2,16). Bu sitoplazmik
cisimcikler, yikilan ve translasyonel olarak baskilanmis mRNA’larin toplandig1 yerlerdir.
Yapilan mikroskobik c¢alismalarda, p cisimciklerinin i¢inde miRISC, miRNA ve hedef
mRNA’lara rastlanmistir. Ancak miRNA baskilamasi i¢in bu p cisimciklerinin varligi
gerekli degildir. Bu da miRNA’nin hedef mRNA’ya baglanarak translayonel baskilama
yaptigin1 da ortaya koymaktadir.

Hedef mRNA seviyesinde azalmalar, hiicre genelinde yaygin olan bir durumdur. Bu da

hedef mRNA’larin mikrodizin ile belirlenmesinde yardimci olmaktadir (17).

2.1.7 MikroRNA ifadesinin Regiilasyonu

Cogu miRNA oldukea spesifik ve siki bir sekilde kontrol edilen ifade yapisi ¢izmektedir.
Bu da spesifik, belirli biyolojik siirecleri kontrol eder. Bazi miRNA’lar siirekli ifade
edilirken diger bazi miRNA yapilar1 da belirli zamanda, sadece belirli doku ve hiicrelerde
bulunarak ifade edilirler. Bu ifade profillerindeki degisikliklerin ¢esitli hastaliklara neden

olabilecegi gosterilmistir (18).

miRNA ifadesinin regililasyonu c¢ogunlukla pri-miRNA transkripsiyonu asamasinda
gerceklesmektedir. Spesifik pri-miRNA ifadelerini kontrol eden gesitli transkripsiyon
faktorleri belirlenmistir (19).

Ayrica Dicer ve Drosha’nin ve yardimer kofaktorleri olan DGCRS8 ve HIV-1 TAR RNA
binding protein (TRBP) seviyeleri memelilerde regiilasyonda 6nemli elementlerdir. Let-7
tarafindan hedeflenen Dicer mRNA’s1t miRNA biyogenezinde negatif bir geribildirim
olusturmaktadir. Bununla beraber LIN-28’in let-7 ailesinin elemanlarinin ifade edilmesini

engelledigi goriilmistiir. LIN-28 pri-let-7’nin  sonundaki daire seklindeki bolge ile



etkilesime girerek Dicer islenmesini engellemektedir. Bu da pri-let-7’nin yikimina neden
olmaktadir (8,20).

Genel olarak, miRNA kararliliginin yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Fakat durumun boyle
olmadig sartlarda ortaya ¢ikmistir. MiR-122’ye Germ Line Development 2 (GLD) enzimi

tarafindan tek 3’ adenin eklenmekte ve bu da miRNA kararliligin1 artirmaktadir (21).

2.2 VIRAL ENFEKSIYON

Viriisler, yasam dongiilerini devam ettirebilmek i¢in konakg¢1 hiicre faaliyetlerine ihtiyag
duyan zorunlu hiicre-i¢i parazitlerdir. Farkli viriisler, konak¢1 hiicre mekanizmasini ele

gecirmek igin farkli mekanizmalar gelistirmislerdir (22).
2.2.1 Viriislerin Hiicreye Girisi

Hiicreye giris ilk olarak virionun, hiicre yiizeyine yapismasini veya tutunmasini
gerektirmektedir. Bu da viral proteinlerin ve hiicre ylizeyindeki molekiiller arasindaki
0zgil etkilesim ile gergeklesmektedir. Viriis proteinlerinin ¢ok genis ¢esitte hiicre yiizeyi
molekiillerini tanima yetenekleri vardir. Bu da enfeksiyonun yonelimini etkilemekte ve
belirlemektedir. Viriislerin hiicre ylizeyini gecip, sitoplazmaya ulagmalar1 i¢in ¢esitli
mekanizmalar vardir. Bunlar arasinda; viriis ve konake¢1 arasindaki zar fiizyonu, endositoz

gibi mekanizmalar yer almaktadir (23,24).

2.2.2 DNA Virusleri

DNA viruslerinin genomlar1 bir niikleokapsid ile ¢evrilmistir. Hiicre sitoplazmasini bu
halde ge¢gmek zorundadirlar. Ancak yogun olan sitoplazmayr gecmek cofu zaman tek
baglarina miimkiin olmamaktadir. Bunun i¢in konak¢i hiicrenin motor proteinlerini
kullanabilmektedirler. Sitoplazmay1 gegip ¢ekirdege ulastiklarinda ise NPC (niikleer kanal
kompleksi) ile etkilesime gegerek niikleokapsidden kurtulurlar ve genomlarim
nikleoplazmaya birakirlar (24,25). Viral genomu ¢ekirdege girdigi zaman burada hiicre
mekanizmalarim1 kullanarak kendi genomunu transkripsyonunu gergeklestirir. Bunun
sonucunda da viral proteinlerin ifadesi olusur ve virlis bu sekilde konake¢i hiicrede
¢ogalmaya baglar. DNA viriisleri ¢ogunlukla, ¢ogalabilmek ve genomlarini
kopyalayabilmek icin konakg¢i hiicrenin RNA polimeraz Il enzimini kullanirlar (26).
Cekirdekte ¢cogalan ve kopyalanan DNA viriislerine istisna olarak poxvirGsleri tamamen

sitoplazmada replike olurlar (22).



2.2.3 RNA Virusleri

RNA viriisleri hiicreye giris yaptiktan sonra farkli enfeksiyon stratejileri gelistirirler.
Retroviriisler ve influenza viriisii haric ¢cogu RNA virlisleri sitoplazmada genomlarini
kopyalayip, ¢cogalirlar. RNA viriislerinin, negatif polariteli tek iplikli, pozitif polariteli tek
iplikli, ¢if iplikli ve ters transkripsiyon cesitleri vardir. Pozitif polariteli tek iplikli RNA
virisleri mRNA zinciri ile aynidir ve kendini direkt kopyalayabilmektedir. Negatif
polariteli tek iplikli RNA virlsleri ise mMRNA zincirine komplementer dizilere sahiptir.
Transkripsiyonun olmasi i¢in once pozitif polariteli yapiya dondstiiriiliir. Bundan sonra
genomunu kopyalar. Pozitif polariteye RNA bagimli RNA polimeraz (RARp) ile gevrilirler.
Cift zincirli RNA viriislerinin genomu ise sitoplazmaya birakilmadan dogrudan kapsid

icinde RARp tarafindan kopyalanir (27,28).

2.2.4 Viral Enfeksiyonlardan Etkilenen mikroRNA’lar

Yapilan c¢aligmalar sonucunda, hiicresel miRNA’larin viral enfeksiyon sonucunda
etkilendigi ortaya cikmistir. Bu da hem konak hiicre bagisiklik sistemini ve de viral
faktorleri Snemli lgiide etkileyerek hiicresel cevrede degisiklikler yaratmaktadir. Ornegin;
yapilan ¢alismalarda Epstein-Barr viruslerinin miR-146a ifadesini B hiicrelerinde arttirdig
gozlemlenmigtir. MiR-146a’nin ayn1 zamanda monositlerin, bakteriyel liposakkarit (LPS)
indiiklenmesinde de arttigi bildirilmistir. Bu noktadan hareketle miR-146a’nin LPS
tarafindan aktive edilen elementleri hedefleyerek, TNF receptor-associated factor 6
(TRAFG6), Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1 (IRAKI) ve Toll-like receptor
(TLR) sinyal yolaklari, bagisiklik sisteminin cevabini kisitlayict negatif geri bildirim
olusturdugu sdylenebilmektedir (29,30).

Onkogenik insan papillomavirusleri enfekte ettikleri hiicredeki p53 ve Rb yolaklarini
engelleyen E6 ve E7 olmak (zere 2 tane viral proteini kodlamaktadir. Dolayisiyla, bu
yolaklar1 kontrol eden hiicresel miRNA’lar da bu viriisiin enfeksiyonu ile etkilenmis
olurlar. E6, miR-34a’nin ifadesini baskilarken, p53 tarafindan kontrol edilen miRNA,
hiicre biiyiimesinde artisa neden olur. E6 ayrica miR-218’1 azaltarak laminin 5 seviyesini

arttirarak ve hiicre gogii ve tiimor olusumunu tetiklemektedir (31,32).

Insan Sitomegaloviris (nCMV) enfeksiyonunun, miR-100 ve miR-101"i baskiladig1 ve

bunun sonucunda mTOR sinyal yolaginda etkilere neden oldugunu gésterilmistir. mMTOR



yolagi, biiylime, metabolizma ve yasam gibi c¢esitli faaliyetlerde rol alir ve bir¢ok
herpesviriis tarafindan degisiklige ugratilabilmektedir. Bilinen bazt hCMV proteinlerinin
TOR yolaginda direkt degisiklikler yaptig1 da bildirilmistir (33).

Influenza virusu ile yapilan bir ¢alismada, viral enfeksiyon ile birlikte miR-485’in ifade
edilmeye basladigin1 ve bunun da -retinoic acid inducible gene-1- RIGI mRNA yikimini
hedefledigini gdstermistir. RIGI’in aktivasyonunun antiviral bagisiklik cevabini baslattig

bilgisiyle beraber, miR-485’in antiviral cevabi baskiladig1 gorilmistiir (34).

HINI influenza viriisii ile yapilan son c¢alismalarda mikroRNA’larin, viriis-konak hcre
iligkisine ve antiviral cevaba etkisini gdsteren calismalar yapilmistir. Burada da
goriilmiistir ki, miR-124-3p  gibi mikroRNA’larin ifadesinde O6nemli degisiklikler
olmustur. Bu mikroRNA ise bagisiklik sisteminde etkili rollere sahip JAK-Stat, Toll like
receptor gibi yolaklar1 hedeflemektedir. Bu da mikroRNA’larin antiviral ve antiinflamtuvar

cevapta etkili rol aldigina dair isaret olarak gosterimistir (35).

Canine influenza viriisii (CIV) ile yapilan ¢alismada da, viriis enfeksiyonu ile beraber bir
cok mikroRNA’nin ifadesinde degisiklik oldugu ve bu mikroRNA’larin biiyiik bir
bolimiiniin bagisiklik cevabini hedefleyen yolaklar etkiledigi gosterilmistir (36). Ayni
sekilde, H5N1 avian influenza viriisii ile yapilan benzer bir baska calisgmada dalak ve
bagisiklik organlarindaki mikroRNA’larin ifadelerine bakilmis ve bu iki organdaki
miRNA’larin 6nemli dl¢iide farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Bu da miRNA’larin

antiviral cevapta 6nemli role sahip olduguna isaret etmektedir (37).

2.2.5 Hiicresel MikroRNA’larin Viriisler Tarafindan Baskilanmasi

Hiicresel miRNA’larin viral faktorler tarafindan kesin olarak baskilandigin1 ya da aktive
edildigini sdylemek zordur. Iki hiicresel miRNA miR-17-5p ve miR-20a’nin HIV |
enfeksiyonu sirasinda baskilandigr tespit edilmistir. Bu iki miRNA’da bir hiicresel histon
asetilaz olan PCAF’1 hedeflemektedir (38). Tipki hCMV enfeksiyonunda oldugu gibi, bu
baskilamanin viral faktorler tarafindan mi1 oldugu yoksa konagin bagisiklik cevaba ile ilgili

mi oldugu tam olarak ortaya konulamamustir.



Adenovirus iliskili virus RNA’lar1, ¢ekirdekte Exportin 5 i¢in hiicresel pri-miRNA’lar ile
yarisarak sitoplazmada Dicer’in isleyisini engellemekte ve miRNA biyogenezine negatif

etkide bulunmaktadirlar (39,40).

Viriisler bunun haricinde kendi viral miRNA’larinin ifade ederek, global olarak hiicresel
miRNA’lar {izerinde etki yapabilmektedirler. Murin CMV (mCMV) enfeksiyonu sirasinda
sentezlenen miRNA’larinin hiicresel miRNA’lara hakim oldugu goézlemlenmistir (41).
Bununla beraber virusler, spesifik miRNA’larin fonksiyonuna etki etmek igin cesitli
protein ve RNA’lar ifade edebilirler. Buna en giizel 6rnek olarak mCMV enfeksiyonu ile
miR-27a’nin  baskilanmas1 gosterilebilir. Ilging bir sekilde miR-27a’nin fazla ifade
edilmesi ise viral titrasyonda azalmaya neden olmustur. Bu da miR-27a’nin mCMV nin
yasam dongiisiiniin bazi kisimlarinda engellemelere sebep oldugu diisiincesini ortaya
koymustur (42). Bu da bazt miRNA’larin baskilanmasinin viral replikasyonu artirdigini

ortaya koymustur.

2.3 Kirim Kongo Kanamal Atesi

Kirnm Kongo Kanamali Atesi (KKKA) orta Afrika, asya ve dogu Avrupa’da etkisini
gosteren Oliimciil viral bir hastaliktir. Kirim Kongo kanamali atesi viriisii Bunyaviridae
ailesinin Nairovirus cinsine mensup olup, hastaligin meydana geldigi iilkelere gore
degismek iizere % 3-30 civarinda 6lime sebebiyet vermektedir. Kirrm Kongo kanamali
atesi virlisii (KKKAV), keneler araciligr ile iletilen viriisler arasinda genis bir cografi
alanda en fazla etkili olan viriistiir. KKKAV’niin insanlara gecisi temel olarak enfekte
kenelerin 1sirmasi, bunun yaninda daha nadiren KKKA’ne yakalanmis hastanin sekret

velveya ekskretlerine temas suretiyle olmaktadir (43).

Genis bir cografi alandan etkisini gostermesi ve insanlar lizerinde 6liimciil hastaliga neden
olmas1 gibi sebepler Kirim Kongo kanamali atesi viriisiinii dnemli bir patojen haline

getirmigtir.
1970 yili oncesinde Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) vakalarinin daha ¢ok

Bulgaristan, eski Sovyetler Birligi ve Afrika’nin bir bdliimiinde etkisini gosterdigi

gozlemlenmistir. 1970 yili sonrasinda yeni vakalar Ortadogu’da goriilmeye baslamigtir.
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2000 yil1 ve sonrasinda ise Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu Hindistan, Pakistan, Iran ve

Kenya gibi tilkelerde de kendini gostermeye baslamistir (44).

Hastalikta ortalama 6liim oran1 % 30 olup % 70’e kadar ¢ikabilmektedir. Hastaligin siddeti
kan icindeki viriis miktar ile iliskili oldugu gosterilmistir. Hastaligin semptomlarinin
belirsizligi ve virlisiin kulugka siiresinin degiskenlik gostermesi hastaligin tanisinin

konmasinda gii¢liiklere neden olmaktadir (45).

Hastalik birbirini takip eden 4 farkli asamadan olugmaktadir: kulugka donemi, prehemoraji,
hemoraji ve nekahat fazi. Bu fazlarin siiresi ve semptomlari kisiler arasinda degiskenlik

goOsterebilmektedir (46).

2.3.1 Kirim Kongo Kanamal Atesi Viriisiiniin Molekiiler Biyolojisi

Bunyaviridae ailesine mensup virionlar ortalama 100 nm biiyiikliigiinde, zarf ile ¢evrili ve
kiresel bir yapiya sahiptir. Bu ailenin virGsleri; kiguk (S), orta (M) ve biyik (L) olmak
Uzere 3 tane negatif anlaml tek zincirli RNA (sSRNA) segmentinden olusmaktadir. Bu
RNA  segment dizilerinin terminal nikleotidleri  kendi igerisindeki dizilere
komplementerdir ve bunun sonucunda “panhandle” (tava sap1) ad1 verilen pseudo-circular
(yalanci-dairesel) yap1 meydana gelmektedir. Bu yapi genel olarak viral polimeraz igin bir

promotor bolgesi olusturmaktadir (45).

Kirim Kongo Kanamali Atesi virisinin S segmenti NP proteinini, M segmenti ise birer
zarfli glikoprotein olan Gn ve G¢ ve NSn icin Onciil poliprotein kodlamaktadir. Virion
icinde paketlenen en biylk segment olan L segmenti ise RNA-bagimli RNA polimerazi
kodlamaktadir. KKKAV’nin L segmenti yaklasik olarak 12 kb biiytikliigiindedir ve 4000
amino asit uzunlugundaki bir proteini kodlayan agik ¢erceveye (open reading frame - ORF)
sahiptir. KKKAV’nin bu segmenti ayni1 ailedeki diger virtisler ile karsilastirildiginda, diger
virtislere gore ¢ok daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda, L segmentinin dizisinin
de Bunyaviridae ailesinin diger viriislerinden oldukga farkli oldugu goézlemlenmistir.
KKKAV’nin dizileri diger negatif anlamli, tek zincirli RNA viriisleri olan arenaviriis gibi
viriislerle karsilastirildiginda, Bunyaviridae ailesine mensup viruslere gore daha cok
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Bu da KKKAV’nin Bunyaviridae disindaki diger negatif
anlamli, ssSRNA viriislerle ortak ata paylastigini desteklemektedir (47).
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L segmentinin RNA-bagimli RNA polimerazi kodladigi ve RNA replikasyonu ve mRNA
sentezinden sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu segmentin biiyiikliigiiniin ayni ailedeki
diger viriislere oranla daha biiyiik olmasi, bu arada polimeraz disinda proteinlerin de
kodlandigma isaret etmektedir. Bu bilgiden yola ¢ikilarak yapilan c¢aligmalarda, L
segmentinde “putative” ovaryen tiimor proteaz (OTU) bolgesi tanimlanmistir. Bu bolge
(OTU) sistein proteaz grubunda yer almakta ve substrat-spesifik ubikuitinlerin
proteinlerden ¢ikartilmasina katilmaktadir. Protein ubikuitinasyonu, dogustan gelen ve
edinilmis bagisiklik sisteminin aktivasyonu i¢in gereklidir. Viral polimerazin
proteinlerdeki ubikuitinleri kaldirmasi, viriistin ubikuitine bagli antiviral yolaklarimi
engellemesine yol agmaktadir. Bu da bu bolgenin viriisiin immiin sistemden kagisinda rol

oynadigini gostermektedir (48,49).

KKKAV’niin M segmenti tarafindan kodlanan glikoproteinler, virionun yiizeyinde zarfta
konumlanmiglardir. L segmentinden de anlasilacagi gibi, nairoviriislerin genom boyutlari
Bunyaviridae ailesindeki diger iiyelere gore daha fazladir. Bu yiizden de KKKA’nin M
segmentinde kodlanan glikoproteinler digerlerinden daha komplekstir. Bu nedenle olgun
glikoproteinlerinin olugmas1 i¢in, poliproteinler ¢esitli ara molekiiller ve islemlerden
gecerler. Bu ara islemleri gerceklestirebilmek igin KKKAV konakg1 hiicrenin protezlarini
kullanarak poliproteinleri oncil  preGn ve preGe yapilarina donistiiriir. Bu oncil
glikoproteinler, daha sonra birer hticresel serin endoproteazi olan SKI-1/S1P’n1 kullanarak
olgun glikoproteini olustururlar. Enfeksiy0z nitelikli virioun olusabilmesi bu olgun
glikoproteinlerin  SKI-1/S1P endoproteazlarina baghidir. KKKAV, Dugbe ve Hazara
viriislerinin enfekte edebilen virionlara dontisebilmeleri i¢in bu endoniikleazlara ihtiyaglar
varken diger Bunyaviridae ailesindeki virlslerde boyle bir gereklilik bulunmamaktadir.
Bununla beraber arenaviriislerin de glikoproteinlerin  islenmesinde  SKI-1/S1P
endoniikleazina ihtiya¢ duydugu gosterilmistir. Bu endoniikleazlarin KKKA agisindan

Onemi ise, ileride inhibitdr molekiillerin tasarlanmasinda gii¢lii bir hedef olmalaridir (50).

Gn ve G¢ glikoproteinlerinin temel gorevi, hiicre yiizey reseptorleri ile etkilisime gegerek
virlistin hiicreye girisine yardim etmektir. Bunun disinda glikoproteinler nétralizan
antikorlar icin hedef molekullerdir. Konvalesan donemi hastalardan alinan serumlarin,
virusun bu protein(ler)ine kars1 antikor i¢erdigi gosterilmistir (51). Ancak hastaliga kars1

korunma, duruma gore degisiklik gosterebilmektedir. Bertolotti-Ciarlet’in  yaptigi
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calismada (47), farelerde Gn glikoproteinini hedef alan antikorlar fareleri hastaliga bagl
6lumden korurken, in vitro yapilan ¢alismada antikorlar hastaliga kars1 korumada basarilt

olamamuislardir.

Viral niikleoprotein (NP) virtisiin S genom segmenti tarafindan kodlanir. Bu protein viral
genomunu ribontkleoprotein kapsit adi verilen kilif proteinleri ile ¢evrelenmesinde gorev
alir. Viral enfeksiyon gecirmis hasta hiicrelerinde NP proteinleri periniikleer alanda
bulunmaktadirlar. NP proteinleri aktin iplik¢ikleri ile etkilesim halinde olup, aktin
iplikciklerinin NP proteinlerini preniikleer bolgeye yonlendirdigi disiiniilmektedir. Bu
nedenledir ki, enfekte olmus hiicreleri cytochalasin D ile muamele etmek NP proteinlerinin

prenukleer bolgede lokalize olmasini engellemektedir (45).

2.3.2 KKKAV’nin Yasam Dongiisii ve Hiicreye Girisi

Kirim Kongo Kanamali Atesi virusiinin hiicreye giris mekanizmasi ayrintilariyla ve tam
olarak aydinlatilamamigtir.  Viriislerin  genel olarak hiicreye giris yOntemleri
diisiintildiiginde ve bugiine kadar yapilan birka¢ c¢alismaya bakildiginda, KKKAV niin
konake¢1 hiicrenin reseptorlerine, Virls yiizeyinde bulunan glikoproteinler araciligi ile
baglandigr ve klatrin bagimli endositoz ile hiicreye girdigi diisiiniilmektedir. Bununla
beraber Simon ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada viriistin hiicereye girisinin ortamdaki

pH’tan etkilendigi goriilmiistiir (23,52).

2.3.3 KKKAV’niin Transkripsiyon ve Replikasyonu

Negatif anlamli tek iplikli RNA virtslerinin replikasyonun gerceklesebilmesi igin negatif
anlamli RNA zincirinin pozitif mRNA’ya ¢evrilmesi gerekmektedir. Bu islem de virionun
RNA bagimli RNA polimeraz1 ile gergeklestirilmektedir. Bu doniisim de genelde

enfeksiyondan 6 saat sonra goriilmeye baglanmaktadir.

Yapilan bazi ¢alismalar KKKAV replikasyonunun mikrotiibiile ve yeteri miktarda NP
proteini bulunmasma bagimli olarak gergeklesti§ini gostermistir. NP proteinleri
replikasyonla beraber yeni sentezlenen genomu kilif i¢ine almaktadir bu yilizden viral NP

proteinleri replikasyon esnasinda periniikleer bolgede konumlanmaktadir (53,54).

13



2.4 Es Zamanh PZR Dizini

Niikleik asitlerin miktarinin belirlenmesinde kullanilan bir metod olan es-zamanli PZR
temel olarak klasik PCR yontemini baz alir. Klasik PCR yonteminden farki ise, niikleik
asitlerin amplifikasyonu gerceklesirken ayni zamanda miktar tayini yapilabilmesidir.
Niikleik asitlerinin miktarmin belirlenmesinde temel olarak 2 yontem vardir. Bunlar
floresan boya ve problarin kullanimina dayali tekniklerdir. Floresan olarak SYBR-Green
gibi ¢ift zincirli DNA’ya baglanan boyalar kullanilmaktadir. Ancak 1simalar1 gucli
olmakla beraber, ortamdaki spesifik olmayan DNA’lara da baglanma 6zelligini
bulundurmaktadir. Bu nedenle duyarli ama 6zgiil olmayan bir yontemler olarak kabul
edilmektedirler. Diger bir alternatif ise olan sekans spesifik problarin kullanimi olup bunlar

floresan boyalarin aksine 6zgtildiir.

“SYBR Green" boya DNA ¢ift iplikli oldu-
dunda DNA'ya baglanabilir.

DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrilkdiinda “SYBR
Green" boya serbest hale geger

'—*—.
©
= = o

b = o

Polimerizasyon tamamiandidinda “SYBR Green"
boya ¢ift iplikli DNA'ya baglanr ve floresan gima
yapar.

Sekil 2.4.1 SybrGreen teknigini kullanan eg-zamanli PZR prensibinin gosterimi
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Es zamanli PZR dizini gen ifadesi tayin etmede altin standart olup diger yontemlere gore
diisiik maliyetli fakat yiiksek 6zgiilliige sahiptir. Eg-zamanli PZR dizini ile ayn1 anda tek
plaka ile birgok mikroRNA’nin ifadesi tayin edilebilmektedir.
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3. GEREKCE VE AMAC

3.1 Gerekge ve Amag

Kirim Kongo kanamali atesi 6zellikle Asya, Afrika, dogu Avrupa ve Tirkiye’yi i¢ine alan
bolgede, son yillarda etkisini arttirarak insanlar tizerinde Oliimciil etki birakacak bir

hastalik haline gelmistir.

Virlislin hizla yayilmasina karsin, hastaligin insan viicudunda ilerleyisi ve patogenezi
hakkinda bir¢ok bilinmez bulunmaktadir. Ayn1 zamanda ayni viriisiin hayvanlar iizerinde
herhangi 6liimciil bir etki birakmazken insanlar tizerinde 6lime kadar goturebilecek etkiler
birakmasi temelindeki hiicresel mekanizmalarin biiylik boliimii de bu bilinmezler arasinda

yer almaktadir.

mikroRNA’lar son yillarda gen regiilasyonu iizerinde etkin rol oynadigi gosterilen 20-22
niikleotid uzunlugundaki protein kodlamayan RNA molekiilleridir. Bugiine kadar yapilan
calismalar mikroRNA’larin hiicre dongiisiinden, cogalmasina kadar bir¢ok hiicresel olayda

diizenleyici rol aldiklar1 gosterilmistir.

Tipki KKKAV gibi bir RNA viriisii olan HIV, HCV, Andes virus gibi virusler tzerinde
yapilan c¢aligmalar mikroRNA’larin, RNA viriis enfeksiyonunda etkili rollere sahip

oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Bu tez calismasi, KKKAV’niin insanlar disinda memelilerde zarara yol agmazken,
insanlarda 6liime sebebiyet vermesinden ve hastaligin patogenezine dair bir¢ok bilinmezin
bulunmasindan yola ¢ikarak KKKAV ile konak hiicre arasindaki iligkinin tanimlanmasina
olanak saglayacak ipuglarini elde edebilmek amaciyla miRNA ifade profillerinin

irdelenmesini amaglamaktadir.

Hipotez: Saglikli ve akut Kirnm Kongo Kanamali Atesi hastalarinin  mikroRNA
ifadelerinin analizi sonucu segilen belirli mikroRNA’lar ve bunlarla iliskili hicresel
yolaklar virlis — konak¢1 etkilesimine ve dolayisiyla hastaligin  patogenezine ait

bilinmezlerin sorgulanmasinda uygun hedefler olacaklardir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

4.1.1 Akut Kirim Kongo Kanamah Atesi Hasta Kanlan

Proje kapsaminda, 01-Ekim 2014 tarihli ve 309/2014 karar no’lu etik kurulu onay1 (EK 1)
ile Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden alinan 5 tane saglikli ve 8 tane
akut Kirnrm Kongo Kanamali Atesi hastaligi tanisi konulmus hastalarin tam kanlari

kullanilmustir.

4.1.2 Kitler

Alman kan orneklerinden lenfositleri elde etmek i¢in Biocoll (Biochrom, Almanya)
ayristirma soliisyonu kullanildi. Elde edile lenfosit hiicrelerinden total RNA ise Qiazol
(Qiagen, 79306) kullanilarak elde edildi. Izolasyonu gergeklestirilen total RNA’larin
cDNA sentezi miScript Il RT (Qiagen, 218160) kiti kullanilarak yapildi. cDNA’lar Human
miRNome PCR Array (Qiagen , MIHS 3126Z) kullanilarak miRNA profil analizi
gerceklestirildi. Hastaliga ait viral yiik tespiti icin Quantitect probe based OneStep Rt-PCR
(Qiagen, Almanya) kiti kullanildi.

4.2 YoOntem
Uygulanan yontem asagida siralanmistir;

- Hasta ve saglikli kontrol birey kanlarindan lenfosit izolasyonu

- Lenfosit hiicrelerinden total RNA izolasyonu

- Elde edilen RNA’larin jel elektroforezi ile kalite tayini

- Kaliteli oldugu tespit edilen RNA 6rneklerinin es zamanli polimeraz zincir
reaksiyonunun gergeklestirilmesi

- KKKA viral ylk tespiti

- Biyoinformatik analiz ile hedef mRNA’larin belirlenmesi ve yolak analizlerinin

yapilmas.

Uygulama
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4.2.1 Akut Kirnm Kongo Kanamal Atesi Hastalar1 ve Kontrol Grubu
Kanlarindan Periferal Lenfositlerin Elde Edilmesi:

Sekiz adet KKKA hastas1 ve 5 adet saglikli bireye ait heparinize kanlardan lenfositlerin
izole edilmesi siireci Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali Yiiksek Biyogiivenlik
Laboratuvarinda (BSL-3) gerceklestirildi. Kan 6rneklerinden s6z konusu hicreleri izole
etmek i¢in Biocoll (Biochrom, Almanya) ayristirma soliisyonu kullanildi. Bunun igin bitun
kan Orneklerine esit hacimde olacak sekilde Biocoll ayristirma soliisyonu eklendi. Bu
sekilde iizerine ayristirma soliisyonu eklenmis karistm 1200 g’de 20 dakika siire ile
santriftj edildi. Santrifiij asamasindan sonra fazlara ayrilmis olan karigimdan, orta faz,
lenfositler toplandi. Toplanan lenfositlerin zerine hicre kiltird  medyumu olan
Dulbecco’s Minimum Essential Medium (DMEM) eklenip 1200 g’de 15 dakika santrifiij
edilmek suretiyle yapilan yikama islemi, 2 kere tekrarlandi. Yikama isleminden sonra

hiicreler kullanilana kadar -80°C’de saklandi.

4.2.2 Periferal Lenfosit Hiicrelerinden Total RNA izolasyonu ve Jel

Elektroforezi ile Kalite Kontroli:

Hasta ve kontrol gruplarina ait toplam 13 adet kandan elde edilen periferal lenfositlerin
uzerine 700 pl Qiazol solisyonundan (Qiagen, Kat No: 79306) eklendi. Hicrelerin
patlamasinin ve dagilimmin iyi yapilabilmesi i¢in pipetaj yapildi. Hiicreler Qiazol’un
icinde ¢Ozuindukten sonra tizerine 200 pl kloroform (Sigma, C2432) eklendi. Karisim iyice
ve sertge karigtirildiktan sonra 5 dakika siire ile oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 25
dakika siire ile 12.000 g’de ve +4°C’de santrifiij edildi. Bu asamadan sonra 3 farkli faz
olusumu gozlendi. Burada en (st tabaka RNA, orta faz DNA, pembe olan en alt faz ise
organik fazdir. En iist fazdaki RNA orta fazda bulunan DNA’ya degmeyecek sekilde,
yaklasik 300-400 pl, alind1 ve RNase icermeyen farkli bir tiipe konuldu. Uzerine 500 pl
isopropanol (Sigma, 19516) ilave edildi ve pipetaj yapildi. Ornek 10 dakika boyunca oda
sicakliginda bekletildi ve ardindan 12.000 g’de 25 dakika sureyle santrifij edildi. Santrifuj
islemini takiben isopropanol pellete zarar vermeden alindi ve pelletin iizerine % 70 ‘lik
soguk etil alkolden 1 ml eklenip, 5 dakika boyunca 12.000 g’de santrifiij etmek suretiyle
yikama islemi gergeklestirildi. Bu islem 2 kere tekrarlandi. Etil alkol pellete zarar

vermeden alind1 ve pelletin Uzerinde kalan etil alkol kalintis1t 5 dakika oda sicakliginda
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bekletilerek uguruldu. Pellet Gizerine 12 pul RNAz’dan arindirilmig ultra saf su eklemek

suretiyle pellet ¢ozildu.

Elde edilen tim o&rnekler Nanodrop (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak RNA
konsantrasyonlarinin tespiti amaciyla 6lgiime tabi tutuldu. Konsantrasyonlar 6lgildikten
sonra elde edilen RNA’lar % 2’lik agaroz jelde 90 V’da 30 dakika ydrattldi. Agaroz jel
0,5 M, pH8 TBE tamponu kullanilarak hazirlandi.

4.2.3 Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Dizini

4.2.3.1 cDNA Sentezi

Es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirmek icin izolasyonu gergeklestirilen
RNA’lardan oncelikli olarak tamamlayict DNA (cDNA) sentezlendi. Kullanilan kit
protokoliine gore; elde edilen total RNA’larin igindeki mRNA’larin 3’ucunda bulunan
polyA kuyrugu, cDNA sentezi i¢in baslangic noktasin1 olusturmaktadir. Ancak
mikroRNA’larda polyA kuyrugu bulunmamaktadir. Bu nedenle, cDNA sentezinde bu
baslangi¢ noktasini olusturup, primerin baglanmasina olanak saglamak amaciyla
mikroRNA’larin 3’ ucuna polyA polimeraz ile polyA kuyrugu igeren bir iiniversal dizi
eklendi. Bu tniversal dizinine uygun olan oligo-dT primerleri ile cDNA sentezi yapildi. Bu
islemde miScript Il RT (Qiagen) kiti kullanildu.

Final reaksiyon karistminda RNA miktar1 240 ng olacak sekilde, asagidaki tabloda
verildigi gibi cDNA reaksiyon karigimi hazirlandi.
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Cizelge 4.1 cDNA sentezi reaksiyon karigimiu.

Reaktif Miktar (ul)
5X miScript HiSpec Buffer 4

10X miScript Nucleics mix 2

RNAZz icermeyen su Degisken
miScript RT mix 2

Kalip RNA Degisken
TOPLAM 20

Tabloda belirtilen karisim kalip RNA ve su eklenmeden hazirlanmistir. Her reaksiyon
tiipline final konsantrasyon 240 ng olacak sekilde su ve kalip RNA’dan eklendi. Nazikce
karistirildiktan sonra, kisaca santrifuj edildi. Bundan sonra tupler thermal cycler
kullanilarak 37°C’de 60 dakika ve takiben 95°C’de 5 dakika inkubasyona birakildi. Bu
islemden sonra her reaksiyon tiipiine 310 ul RNAz icermeyen su eklenerek toplamda 330
Ml olacak sekilde es-zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda her bir plakada 100 pl

kullanilmak Gzere seyreltildi.

4.2.3.2 Es-zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA sentezi gergeklestirilen ve su ile seyreltilen ornekler Polimeraz Zincir Reaksiyonu
karisimi ile hazirlandiktan sonra 384 kuyulu, her kuyunun igerisinde farkli bir
mikroRNA’y1 hedef alan primer bulunduran plaka icine 10 pl olacak sekilde dagitildi.
MIRNA PZR Dizini i¢in reaksiyon karigimi1 Cizelge 4.2°de sunuldugu sekilde hazirlandi.

Cizelge 4.2 miRNA PZR Dizin reaksiyon karigimi.

Reaktif Miktar (ul)
2X Quantitect SYBR Green PCR Master

. 2050
Mix
10X miScript Universal Primer 410
RNAz igermeyen su 1540
Kalip cDNA 100

Mikro RNA PZR dizin reaksiyon karigimi hazirlanip 384 kuyulu plakaya dagitildiktan
sonra uzeri kit iginde saglanan seffaf bant ile kapatildi. Sonrasinda 1000 g ve 15°C’ de 1
dakika boyunca santrifiij edildi. LightCycler480 (Roche, Almanya) cihazi kullanilarak
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amplifikasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Bu amagla kullanilan termal déngu protokoli
asagida sunuldu;

95°C’de 10 dakika On denatiirasyon

45 kez (siklus) tekrarlamak tzere

94°C’de 15 sn Denatlirasyon

55°C’de 30 sn Primer baglanmasi (Okuma)

70°C’de 30 sn Uzama

Yesil filtre ile okumalar her siklusun primer baglanmas1 basamaginda gergeklestirildi.

4.2.4 Veri Analizi

4.2.4.1 Es-Zamanh PZR Dizin Analizi

LightCycler480 cihazinda gergeklestirilen es-zamanli PZR c¢alismasinin sonuglart Cp
(crossing-point) degeri olarak elde edildi. Elde edilen Cp degerlerinin analizi igin

“http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php” adresinden ulasilabilen

miScript miRNA PCR Array veri analizi programi kullanildi. Elde edilen Cp degerleri
AACt metodu ile analiz edildi.

Her plaka (array) i¢inde c¢esitli miktarda, RNA’nin kalitesini ve es-zamanli PZR dizin
calismasinin basarili olup olmadigini kontrol eden primerler bulunmaktadir. Her ¢alisma
sonunda bu primerlerin Ct""¢ degerlerinin kontrolii yapildi. Kit protokoliine gére bu
degerin 19-21 arasinda olmasi gerekmektedir. Bununla beraber ¢alismada herhangi bir
inhibitdr etkisi olup olmadigini kontrol etmek icin reverse transcription kontrolii

gerceklestirildi. Burada da ACt degerlerinin 7°den kiiglik olmas1 gerekmektedir.

Kontrol islemi yapildiktan sonra her miRNA i¢in ACt degeri hesaplandi. Daha sonra AACt

degeri hesaplanmak suretiyle 242t ile kat degisim hesab1 gerceklestirildi.

MikroRNA’larin ifade seviyelerini karsilastirabilmek amacityla “Student t-test”
istatistiksel metodu kullanildi.
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4.2.4.2 MikroRNA Hedef Genlerinin Belirlenmesi ve Yolak Analizi

Es-zamanli PZR dizin ¢alismasi sonucunda elde edilen verilerden en ¢ok kat degisimini
gosteren miRNA’lar p degerine ve kat degisimine gore secildi. Segilen miRNA’lar igin
hedef genlerin belirlemesi “mirWalk” biyoinformatik veritabani (http://www.umm.uni-
heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/) ile gergeklestirildi. Oncelikli olarak bu veri tabaninda
bulunan deneyler ile validasyonu yapilmis hedef genler alindi. Valide olmus hedef geni
olmayan mikroRNA’lar i¢in veritabanin tahmini hedef genleri kullanildi. Belirlenen gen
listeleri “Diana” veritabanina (http://diana.imis.athena-

innovation.gr/DianaTools/index.php) yiiklenerek yolak zenginlestirme analizi yapildi.

4.3. KKKA Viral Yuk Tayini

Bu amagla dogrulanmis KKKA hastalarindan (n=8) alinan kan érneklerindeki lenfositlerde
miRNA analizi yapildig1 andaki viral yiik tespit edildi. Islem KKKAV S segmenti (N
protein kodlayan) dizeyinde ve mutlak kantitasyon yontemine uygun olarak Real Time
RT-PCR islemi ile yapildi. Arastirma kapsaminda kullanilan kantitasyon sistemi Veteriner
Fakiiltesi Viroloji anabilim dalinda gelistirilmis olup, her teste kopya sayis1 bilinen 3 DNA
standartinin dahil edilmesiyle gerceklestirilmektedir. Bu kapsamda KKKA hastalarina ait
lenfosit Orneklerindeki viral yiikiin tespiti amaciyla testlere dahil edilen standart
yogunluklar1 10, 100 ve 1000 kopya/mL olarak kararlastirildi.

Viral RNA ticari olarak elde edilen Cador Viral nikleik asit izolasyon Kiti (Qiagen,
Almanya) ile hasta kanlarina ait plazmadan gergeklestirildi. Elde edilen RNA
orneklerindeki RNA konsantrasyonu NanoDrop ile dlculdi ve her érnekten toplam 50 ng
RNA reaksiyona dahil edildi. Tek basamakli RT-PZR ticari olarak saglanan bir kit
yardimiyla gerceklestirildi. Bu amacla hidroliz problariyla kullanilmak iizere tasarlanan
ticari kit (Rotor Gene Probe RT-PCR Kit, Qiagen, Kat. N0:204574, Almanya) ile dnerilen
protokolde bazi degisiklikler yapilarak Cizelge 4.3 ’de tarif edilen karisim toplam 25 pL
olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon Cizelge 4.4’de gosterilen 1s1 degerleri, zaman ve

dongdleri ile Real Time PCR cihazinda (Rotor Gene Q, Qiagen, Almanya) gergeklestirildi.
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Cizelge 4.3 Real Time PCR igin reaksiyon karisimi bilesenleri.

Reaktif Miktar Son Konsantrasyon
2X Rotor-Gene Probe PCR Master Mix 12,5uL 1X

Primer —Forward 0,8uL 0,3 uM
Primer —Reverse 0,8uL 0,3 uM

Probe 0,4pL 0,15uM
Rotor-Gene RT Mix 0,25puL

RNaze icermeyen su Degisken

Kalip RNA/Standart DNA Degisken 50ng
Toplam 25uL

Cizelge 4.4 Real Time RT-PCR isleminde kullanilan 1s1 degerleri, zaman ve dongiileri.

islem Zaman | Is1 Degeri Dongii Sayisi
Revers Transkripsiyon 10 dk 50°C 1

PCR baslangi¢ aktivasyonu | 5 dk 95°C 1
Denaturasyon 5sn 95°C 40
Baglanma/Uzama/Okuma 10sn 57°C
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5. BULGULAR

5.1 KKKA Hastalarindan ve Kontrol Grubu Kanlarindan Periferal Lenfositlerin
Elde Edilmesi

KKKA hastalarindan ve saglikli kisilerden kontrol grubu olarak alinan kanlardan Biocoll
(Biochrom, Almanya) ile lenfosit hiicreleri elde edildi. Ornek kanlar1 Biocoll ayristirma
soliisyonu ile muamele edildikten sonra fazlara ayrildi. Bunlardan bulanik goéziiken faz
lenfositleri i¢eren fazdir. Kan 6rneklerinin bu islem sonrasinda fazlara ayrilmig O6rnek

goriintiisii Sekil 5.1.1°de sunuldu.

Plazma {

Lenfosit{

Biocoll {

Eritrosit {

Sekil 5.1.1 Arastirmada kullanilan kan 6rneklerinden lenfosit fraksiyonunun Biocoll ile
ayrilmasi.

5.2 RNA Kalitesi

Hasta kanlar1 6rneklerinden elde edilen RNA’lar oncelikli olarak konsantrasyonlarini,
safliklarin1 ve miktarlarin1 belirlemek amaciyla spektrofotometre ile Ol¢lilmiistiir.

Konsantrasyon sonuglar1 Cizelge 5.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.5 izole edilen RNA 6rneklerinin spektrofotometre dlgiim degerleri.

Omek Adi1 | Konsatrasyon | Azsorso | A230/260
(ng/ul)
BY 78,9 1,88 1,75
EK 45,3 1,96 1,83
ND 52,4 2,01 2,12
OE 64,2 2,04 2,08
LK 32,6 1,73 1,89
HL 35,4 1,84 1,95
AC 44,8 1,82 1,94
MY 55,9 1,78 1,97
Kontrol 1 | 39,2 1,72 1,82
Kontrol 2 | 72,1 1,89 1,87
Kontrol 3 | 35,4 1,99 1,85
Kontrol 4 | 45,6 1,81 1,89
Kontrol 5 | 52,7 1,72 1,99

Konsantrasyonlar1 Olgiilen RNA’larin biitlinliglinii, DNA kontaminasyonunu kontrol

etmek amaciyla, RNA’lar %2’lik agaroz jelde 30 dk yiiriitiilmiistiir. RNA’larda herhangi

bir genomik DNA kontaminasyonuna ya da RNA degredasyonuna rastlanmamustir. Elde

edilen jellerin temsili gortintiisii Sekil 5.2.1°deki gibidir.

285

185

Sekil 5.2.1 Lenfositlerden izole edilen RNA’larin % 2 Agaroz jel’deki goriintiisii
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5.3 Es Zamanh PZR Dizin Sonuclar:

Elde edilen her bir RNA 6rneginden 240 ng olacak sekilde cDNA sentezi miScript Il RT
(Qiagen) kiti kullanilarak yapildi. ¢cDNA’lar ile Light Cycler 480 (Roche, Almanya)
cihazinda gergeklestirilen es-zamanli PZR dizin ¢alismasi sonunda elde edilen sonuglardan
bir tanesi 6rnek olarak Sekil 5.3.1’de verildi.
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Sﬁil 5.3.1 Es zamanl PZR dizin ¢alismasi sonucunun bir 6rnegi.

5.4 KKKAYV Viral Yiik Tespiti Sonuglari

Calisma kapsamina alinan 8 adet KKKA hastasina ait kan drneklerinde tespit edilen viral
gRNA vyiiklerinin 8,59x10% ile 7,95x10° arasinda dagilim gosterdigi saptandi. Calismada
kan Ornekleri kullanilan hastalarin hepsinin hastalik tabosunu atlatarak iyilestigi bilgisi
edinildi. Lenfosit 6rneklerine ait real time RT-PCR Ct degerleri ile RNA yiikii (Yiik=10C

0425xCt +15.726) Cjzelge 5.2’de sunuldu
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Cizelge 4.6 Arastirma kapsamina alinan KKKA hastaligi tanis1 konan 8 kisiye ait viral
gRNA yiikleri.

Hasta Adi (Cinsiyet) Ct g:;g;:\/\r; L%RNA Yk
BY (&) 30,15 1,21x10°
EK (9) 22,07 7,95 x10°
ND (9) 27,82 8,69x10°
OE (3) 32,41 0,9x10?
LK (&) 23,66 5,4 x10°
HL (3) 24,21 4,05 x10°
AC (9) 26,44 1,01 x10°
MY () 31,37 8,59 x10?
Std1 34,42 1x10!
Std2 32,26 1x10?
Std3 30,30 1x10°

5.5 KKKAY ile Anlamh Kat Degisimi Gosteren MikroRNA’larin Belirlenmesi

Es zamanli PZR dizini gergeklestirildikten sonra elde edilen sonuglarla AACt yontemi
kullanilarak kat degisimleri hesaplandi. mikroRNA’lara ait 384 kuyulu plakayr ve her
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kuyuda bulunan miRNA’larin kat degisimlerini 3 boyutlu olarak gosteren grafik Sekil
5.5.1°de verildi.

100,00

10,00

w

KAT DEGIiSiMIi

Sekil 5.5.1 KKKA hastalarindaki mikroRNA’larin ifade analizini 3 boyutlu plaka

duizeninde gostermektedir.
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Cizelge 4.7 Anlamli olarak ifadesinde azalma ve artis goriilen mikroRNA’larin kat
degisimini gostermektedir.
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Es zamanli PZR dizini sonucunda anlamli degisim gosteren mikroRNA’larin 0rnek listesi
Cizelge 5.5’te gosterildi. Bu noktada, arastirma geneli itibariyla yapilan degerlendirmeler

sonrasinda p degeri ve kat degisimi gz Oniine alinarak, kat degisimi 5’in iizerinde olan ve

p degeri 0,05 ten kiiciik olan miRNA’lar dikkate alindi.
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Cizelge 4.8 PZR dizini sonucunda kontrol 6rneklerine kiyasla anlamli pozitif kat degisimi

gosteren ilk 10 miRNA’nin 6rnek listesi.

) Kat

MIRNA Degisimi p Degeri
hsa-miR-144 26,59 0,011098
hsa-miR-451 19,47 0,031344
hsa-miR-486-5p | 14,67 0,039374
hsa-miR-608 10,03 0,016851
hsa-miR-363 7,89 0,013248
hsa-miR-31 1,7 0,022737
hsa-miR-32 7,42 0,003247
hsa-miR-575 7,08 0,03057

hsa-miR-632 6,88 0,009908
hsa-miR-541 6,02 0,000099

Cizelge 4.9 PZR dizini sonucunda kontrol 6rneklerine kiyasla anlamli negatif kat degisimi
gosteren miRNA’larin 6rnek listesi

mMiRNA Kat Degisimi | p Degeri
miR-493 | -24,83 0,017173
miR-889 | -14,67 0,034318
miR-655 | -13,21 0,045184
miR-656 | -13,13 0,041351
miR-26a-1 | -12,59 0,017993
miR-154 | -8,51 0,001482
miR-335 | -6,01 0,01501
miR-1197 | -5,73 0,042193
miR-146a | -4,8 0,0001
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5.5.1 Hedef Genlerin Belirlenmesi ve Yolak Analizlerinin Gergeklestirilmesi

P degeri ve kat degisim oranlari géz Oniine alinarak segilen miRNA’larin hedefledigi
genlerin tespit edilmesinde miRWalk veri tabani kullanildi. Burada éncelikli olarak secilen
miRNA’ya ait deneyler ile dogrulanmis hedef genler belirlendi. Dogrulanmis geni
bulunmayan miRNA’lar i¢in ise yine miRWalk veri tabaninin tahmini hedef gen belirleme
programi kullanilarak olast aday genler secilmeye calisildi. Tahmini hedef genler, her gen
icin miRWalk veritabani1 tarafindan belirlenen p degerlerinin 0.01 den kucuk olanlari
arasindan secildi. Elde edilen miRNA’lardan artis gosteren miR-451, miR-486, miR-608,
miR-363, miR-31, miR-32, miR-575, miR-632, miR-541 ve miR-549’un orta hedef
genlerinin drnek listesi gizelge 5.6’da sunuldu.

Bundan sonra, elde edilen gen listeleri ile Diana veri tabaninda KEGG yolak analizi araci
kullanilarak yolak zenginlestirme analizi gergeklestirildi. Ifadesinde artis gdsteren
miRNA’lar ile azalma gosteren miRNA’larin her iki grup icin ortak genleri kullanilarak
yolak zenginlestirme analizi yapilmistir. Yapilan analizin 6rnek sonug tablosu cizelge
5.7°de gosterildi.

Cizelge 4.10.ifadesinde artis gdsteren miR-451, miR-486, miR-608, miR-363, miR31,
miR-32, miR-575’in miRWalk veritabanindan elde edilen 6rnek ortak hedef gen listesi

Gen Sembolii | Gen Semboli2 | Gen Semboli3
HAT1 C160rfo0 MED19
NUMB RASGEF1A NSFL1C
TTC21B MMP9 GOLGAS8A
LPHN3 GPR108 SPSB2
UBEZ2H DDX39B ILF2
MYOG SAMD4B ADCY4
ACADL CDSN SATB2
CREB5 FAM118A HHAT
SMEK?2 HAO?2 ADIPOQ
PTTGLIP WHSC1 MCM2
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Cizelge 4.11 Ifadesinde azalma goriilen miRNA’larin hedef gen listelerinden yapilan

yolak zenginlestirme analizi sonuglar1

KEGG Yolaklar Gen #| MiRNA #
TGF-beta sinyal yolagi 38 9

Hepatit B 55 21
HTLV-I enfeksiyonu 86 21

Fokal Adhezyon 78 20

Aktin sitoskleton regulasyonu | 73 18

Tight junction 51 18
PI3K-Akt sinyal yolag1 113 |20

ER’da protein islenmesi 61 15

Kanser yolaklari 131 |21

Cizelge 4.12 ifadesinde artis goriilen miRNA’larin ortak hedef gen listelerinden yapilan

yolak zenginlestirme analizi sonuglari

KEGG Yolaklari Gen # | MIRNA #
Whnt sinyal yolagi 57 7

MAPK sinyal yolagi 91 20

Insiilin sinyal yolag 48 17
JAK-STAT sinyal yolag: | 51 19
Kemokin sinyal yolagi 59 18
Endositoz 73 20

Kanser yolaklar1 131 21

Belirlenen miRNA’lar ile bu miRNA’larin

en c¢ok hangi

yolaklar

Uzerinde

yogunlastiklarini tespit etmek i¢in yapilan sekil 5.5.2°deki dendrogram’da gosterildi.
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Sekil 5.5.2 miRNA’lar ve rol aldiklar1 yolaklar1 gésteren dendrogram.

Yapilan yolak zenginlestirme analizi sonucunda se¢ilen miRNA’larin en ¢ok TGF-f sinyal
yolagini hedefledigi tespit edildi. TGF-f’nin KEGG yolagi ve bu yolakta gorev alan genler
Sekil 5.5.3’te gosterildi.
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6. TARTISMA

Bu tez calismasinda Kirim Kongo kanamali atesi hastalarindaki mikroRNA ifade
profillerinin analizi yapildi. Bu analizin yapilabilmesi i¢in PZR Dizin metodu es-zamanl
PZR ile gergeklestirildi. Elde edilen sonuclardan biyoinformatik analizler araciligi ile

anlaml veriler elde edilmeye calisildi

mikroRNA’larin gen regiilasyonunda kritik rol oynadigi, diger RNA viriisleri ile yapilan
calismalarda da mikroRNA’larin viriis enfeksiyonlarinda 6énemli rollere sahip oldugu ve
Kirim Kongo kanamali atesi hastaliginda daha o6nce bdyle bir calismanin yapilmamis
oldugu bilgisinden yola ¢ikilarak KKKA’de mikroRNA ifade diizeyleri arastirilmaya
baslandi. Ifade diizeylerini tespit etmek igin ise altin standart olan es-zamanli PZR yontemi

kullanildi.

Bugune kadar KKKA’de herhangi bir mikroRNA ¢alismas1 yapilmamistir. Ancak KKKAV
gibi birer RNA viriisii olan ve ayni familyaya ait olan hantaviriislere baktigimizda,
mikroRNA ile yapilan ¢alismalar gormekteyiz (55) . Bununla beraber yine bir RNA virisi
olan HCV, HIV gibi viriislerde yapilan bir ¢ok c¢aligmada mikroRNA’larn viriis
enfeksiyonunda ve hastalik patogenezinde 6nemli rol oynadig1 ortaya kondu. Buradan yola

cikarak da KKK A’da da mikroRNA’larin rolii arastirilmaya baglandi.

Arastirmanin deney asamasinda PCR Array i¢in kitin 6nerdigi baslangic RNA miktar1 250
-500 ng idi. Ancak caligmada 240 ng kullanildi. Bu genel olarak sonuglar {izerinde ¢ok
blyuk etkide bulunmamakla beraber bazi mikroRNA’larin ifade analizinde yetersiz kald1.

Aragtirma sonucunda elde edilen veriler dncelikle AACt metodu kullanilarak anlamli bir
sekilde artis ve azalig gosteren mikroRNA’lar tespit edilip ardindan her biri i¢in hedef
genler belirlendi. Elde edilen gen listeleri ile yolak zenginlestirme analizleri yapildi ve

KKKA hastaliginin patogenezinde rol oynayabilecek birtakim yolaklar belirlendi.
Oncelikli olarak es-zamanli PZR dizin sonuglarindan anlamli degisiklik gosteren
mikroRNA’lar belirlendi. Bu asamada p degeri ve kat degisimleri goz Oniine alinarak

anlaml olarak ifadesinde artis ve azalan gosteren miRNA’lar secildi. Kat degisimi 2 ve
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lizerinde olan ¢ok fazla sayida mikroRNA oldugu i¢cin bu deger 5 olarak segildi.
mikroRNA’lar p degeri 0,05’ten kiiciik olup kat degisimi 5’ten yiiksek olanlar seklinde
siral1 bir liste haline getirildi. Buradan hem kat degisimi yiiksek olup hem p degeri 0,05’in
altinda olanlar secildi. Bu filtreleme sonucunda toplamda 106 mikroRNA’nin anlamlh

olarak azalig veya artig gosterdigi belirlendi.

KKKAV’niin konak¢1 hiicreye girmesiyle beraber goézlenen ilk patofizyolojik olay
eritrositlerin ve plazmanin dokulara dogru sizmaya baslamasidir. Bu sizintinin sebebi hala
tam olarak bilinmemekle beraber iki muhtemel agiklamanin iizerinde durulmaktadir. Ilk
olarak proinflamatuvar sitokinlerin rolii izerinde durulmaktadir. Buna bagli olarak Dengue
viriisii ile yapilan bir ¢alismada, TNF-a’nin endotel hiicrelerin yikiminda rol oynadigi
gosterilmistir (56). Baska bir ¢alismada ise bu sitokinlerin KKKA ile iliskili olup hastaligin
potansiyel biyomarkeri olabilecegi gosterilmistir (57). Yaptigimiz miRNA hedef belirleme
analizleri sonucunda, birer sitokin olan IL-8, IRAK1 ve NFxB’nin hsa-miR-146a
tarafindan hedeflendigi goriildi. Bununla beraber PCR dizin sonucunda da hsa-miR-
146a’nin ifadesinde Onemli oranda azalma gozlendi. Analiz sonuglarindan yola ¢ikarak,
miR-146a’nin ifadesindeki azalis bu sitokinlerin daha etkin rol oynamasiyla beraber

endotel hiicre yikimina katkida bulunabilecegi diisiintilmektedir.

Yapilan c¢esitli calismalar sonucunda miR-493 ifadesinin kolon kanserinde azalma
gosterdigi ve temel hedef genlerinden olan MKK7’nin ve gene hedef genlerinden biri olan
E2F1’in tiimor hiicrelerinin metastazini engelledigi ortaya ¢ikt1 (58,59). Bunun yaninda
KKKAYV gibi bir RNA virtsu olan HCV enfeksiyonu ile yapilan ¢alismada hsa-miR-493

ifadesinin azaldig1 gosterilmistir (60).

mMiR-493’tin hedefledigi genlerin ve rol aldigi yolaklarin analizi yapildiginda, yer aldigi
yolaklardan bir tanesinin musin, O-glikan biyosentezi oldugu goriildii. Musin, O- glikanlar
genel olarak hiicre yiizeyini koruyan yapilardir. Bununla beraber KKKAV glikoproteinleri
ile yapilan ¢aligmalarda da gorilmiistiir ki, M segmentinde bulunan amino terminaldeki
glikoproteinlerde glikolizlenmis miisin alanlar1 bulunmakta ve bu da viriise cesitli yiizeye
sahip hiicrelere temas edebilmesini saglamaktadir (51). Yapilan ¢alismada hsa-miR-493’iin
ifadesinde 24,83 kat oraninda azalma oldugu ve 0,017 p degerine sahip oldugu goriildii..

Bu da viriis enfeksiyonu ile beraber konakei hiicre ylizeyi Gzerinde bulunan musin, O-
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glikan biyosenteziyle alakali aksakliklar olabilecegi ve bu yolak iizerinden hsa-miR-493
ifadesinde azalma oldugu ya da olabilecegi diisiiniilmektedir.

Akciger adenokarsinomlari ile yapilan bir ¢alismada hsa-miR-655"in ifadesine bakilmustir.
Buna gore bu mikroRNA’nin ifadesinin artmasi PTEN aktivitesini diisiirerek TGFf
yolaginin diizenlenmesine etki etmektedir (61). KKKAYV tasiyan hastalar iizerinde yapilan
ifade analizinde ise miR-655’in ifadesinde anlaml1 ve 6nemli bir oranda azalis goriildi. Bu
miRNA ile yapilan yolak analizlerine ve hedef genlerine bakildig1 zaman 6zellikle TGFf3
sinyal yolagi ve primer bagisiklik yetersizliginde rol aldigi goriilmektedir. Daha Once
yapilan ¢alismalar da g6z oniine alindiginda; hsa-miR-655"in KKK A’da viriis enfeksiyonu
ile beraber ifadesinde azalma olup bagisiklik sisteminin zayiflamasina yol agacak

reglilasyonlar gergeklestirdigi ve bu sebep ile hastaligin ilerledigi tahminini yapabiliriz.

Hsa-miR-451 KKKA enfeksiyonunda en c¢ok ifadesi artan mikroRNA olarak saptandi.
Influenza A viriisii ile enfekte olmus hiicrelerde miR-451 ifadesinin arttig1 ve bu artisin
dendritik hiicrelerin sitokin cevabinda etkili oldugu goriildii. (62). Bununla beraber yapilan
bagka bir ¢alismada miR-451’in eritrositleri oksidanlardan koruyan yolaklarda gorev aldigi
gosterildi (63). Bu verilerden yola ¢ikarak KKKA enfeksiyonunda miR-451’in ifadesinin
artis gostermesi, hastaligin dendritik hiicreler iizerinde etki gosterdigine isaret etmektedir.

Mir-410 KKKAYV ile ayni aileden gene bir Hantaviriis olan Andes viriis ile yapilan
caligsmada, enfeksiyon ile birlikte ifadesinde degisiklige ugradig: goriildi (55). Mir-410’un
hedefledigi genler ve hiicre i¢indeki rolii ile yapilan ¢alismada ise bu mikroRNA’nin daha
cok sekresyonun diizenlenmesinde gorev aldigi ortaya kondu (64). KKKAYV ile yaptigimiz
ifade analizi caligmasinda da bu miRNA’nin ifadesinde azalma oldugu gézlemlendi. Biitiin
bu bilgilerden yola ¢ikarak bu azalmanin KKKAV enfeksiyonunu takiben hiicrede
ekstraseliiler matriks salgilarinin sekresyonunda cesitli degisikliklere neden olabilecegini

diistinmekteyiz.

KKKAV’niin L segmentinde bulunan OTU (ovarion tumor domain) proteaz bdlgesi
bulunmaktadir. Bu bolge deubikitasyona neden olan sistein proteazlari barindirmaktadir.
Bu proteazlar, proteinlerin {izerinde bulunan ubikitinlerin hidrolize olmasina neden olarak
proteinlerin proteazamol olarak yikimlarina yol agmaktadirlar. Bununla beraber protein

ubikitasyonunun bagisiklik sisteminin enfeksiyonlara karsi cevabi igin gerekli &geler
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oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla bu bolgede kodlanan proteazlarin, ubikitasyon hidrolizi
ile antiviral yolaklar1 engelleyip viriisiin bagisiklik sisteminden kagmasina yardimci oldugu
bilinmektedir (45).MiR-146a’nin sitokin reseptdr genlerini hedeflenmesiyle beraber,

virilislin bagisiklik sisteminden kagisinda gorev alabilecegi sonucu ¢ikmaktadir.

6.1 MAPK Sinyal Yolag:

MAPK sinyal yolagi, hiicre yiizeyindeki reseptorler ile baslayan ve gekirdekteki DNA ile
son bulan bir sinyal iletim agidir. Reseptdrlerin hiicre yiizeyine baglanmasi ile baglar ve en
sonunda sinyal hiicredeki DNA’ya iletilir. Burada iletilen sinyal ile sonu¢ olarak protein

ifadelerinde degisiklik meydana gelerek hiicrede degisiklik meydana gelir.

MAPK sinyal yolagmin KKKA’de etkili oldugunu daha once herhangi bir calisma
gostermemistir. Ancak HIV gibi bircok RNA virlisliniin viral enfeksiyon ve
replikasyonunu kontrol etmek amaciyla MAPK yolagimi hedef aldigi, MAPK sinyal
yolagiin engellenmesi ile HIV-1 enfeksiyonunun down-regiilasyonuna sebep oldugu
yapilan ¢aligmalarda gosterildi (65). MAPK sinyal yolaginin yapilan yolak zenginlestirme
analizleri ile hastalikta etkin rol aldigi muhtemel yolaklardan biri oldugu bilgisinden yola
cikarak KKKAV’niin de bu yolagi virlis replikasyonunu kontrol etmek igin

kullanabilecegini sdyleyebiliriz.
6.2 TGF-B Sinyal Yolag:

TGF-p sinyal yolaginda temel olarak PP2A, P15, LTBP1 ve IFNA genleri hedeflenmistir.
Bu yolak icerisinde P15’in hiicrenin G1 evresinde duraksamasinda gorev almaktadir. Diger
genlerde hicrede biyime, apoptozis gibi olaylarda etkindir. Buradan yola c¢ikarak, bu
yolaktaki bu genlerin KKKA’da hedeflenmesinin viriis replikasyonunun aktivasyonunda

gorev alabilecegi diistiniilmektedir.

6.3 Wnt Sinyal Yolag:

Whnt sinyal yolagi genel olarak proteinlerin hiicre disindan hiicre i¢ine dogru geg¢isini igeren
yolaktir. Yapilan ¢alismalar bu yolagin kanser, diyabet, proliferasyon ve hiicre gocli gibi

olaylarda rol aldiginm1 gosterdi. Bu yolak daha 6nce KKKA’da tanimlanmamistir. Ancak
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WNT/CNNTTI ile yapilan ¢alismalar bu yolagin ayni1 zamanda antiviral bagisiklik cevabini
negatif yonde diizenledigini gostermistir (66). Buradan yola ¢ikarak, KKKAYV enfeksiyonu
ile birlikte bu yolagin aktif hale getirerek hiicrenin virlise karst cevabini zayiflattigini

sOyleyebiliriz.
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Sekil 6.3.1 Wnt Sinyal Yolak Analizi.
6.4 Endositoz Sinyal Yolag:

KKKA virtisi hiicreye kaladrin ve dinamin-2 aracili endositosis ile girmektedir. Hucre
yiizeyindeki niikleolin reseptoriine baslandiktan sonra endositik vesikil icinde hiicre
sitoplazmasina alinmaktadir. Son yillarda yapilan arasgtirmalarda sitoplazmada sekillenen
fonksiyonel mikrotiibiillerin de hiicrede enfeksiyonun gelismesinde 6nemli rol oynadiklari
gosterilmistir (67—69). Diger taraftan hiicresel miR-146a’nin dendritic microtubule-
associated protein 1B (MAP1B) translasyonu inhibe ettigi ve endositozisi baskiladigi
ortaya konulmustur (67). Bu noktadan hareketle, calismamizda miR-146a ifadesinin
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azaldigmin tespiti, duyarl hiicreler tarafindan virlis aliminin artmasina neden olabilecegi

seklinde yorumlandi.
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7. SONUC

Yapilan c¢aligma sonucunda Kirim Kongo kanamali atesi hastaligmmin patogenezini
aydinlatmada bir adim atilmistir. Calisma sonucunda miR-493, miR-451, miR-655 miR-
146a ve miR-410 en basta olmak iizere Kirim Kongo kanamali atesi hastaligi gelisiminde

ve prognozunda yaklasik 20 mikroRNA’nin rol oynayabilecegi ortaya konuldu.
Bu mikroRNA’larin hedefledikleri aday genler ile yapilan analiz sonuglarinda ise TGF-f

sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi, endositozis gibi viriis konake1 iligkisine dair énemli

ipuglari verecek yolaklarin 6ne ¢iktig1 gosterildi.
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