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OZET

KIRIM-KONGO KANAMALI ATESI TANISI KONMUS HASTALARDA
INTERFERON-ALFA ve TUMOR NEKROZ FAKTOR-ALFA
GEN POLIMORFIZIMLERININ ARASTIRILMASI

Meral YILMAZ
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Izzet YELKOVAN
2011, 104 sayfa

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) bir akut viral kanamali atestir.
KKKAenfeksiyonunun klinik seyri ve sonucu insanlar arsinda farklilik géstermektedir.

Calismamizda, interferon-alfa 5 (IFN-a 5), IFN-a 10 ve tiimor nekroz faktor-alfa
(TNF-a) gen polimorfizmlerinin KKKA i¢in risk faktorii olusturup olusturmadigini,
ayrica bu polimorfizm sikliklarinin hastaligin siddeti ve 6liimciil sonucu ile iligkili olup
olmadigimi arastirmayi amagladik.

Bu calismada, 150 KKKA ve kontrol grubu olarak 170 saglikli birey incelendi.
Izole edilen DNA’lar kullanilarak, IFN-o 5 -2529 T>A, IFN-0 10 Cys20>stop T>A ve
TNF-a -308 G>A polimorfizmlerinin genoptiplemesi polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemleri ile yapilmistir.

X? testi kullanilarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda, IFN-o 5 -2529 T>A,
IFN-a 10 Cys20>stop T>A ve TNF-a -308 G>A polimorfizm dagilimlarinin hasta-
kontrol gruplari; 6len-yasayan hastalar ve agir-hafif olgular arasinda anlaml bir faklilik
gostermedigi bulunmustur (p>0.05). Bununla birlikte, IFN-a 10 TA genotipine sahip
O0len KKKA hastalarinin yasayan hastalardan 2.4 kat daha fazla riske sahip olduklari
bulunmustur (Fisher’s exact testi, p:0.07; %95 CI: 0.93-6.58). Ayrica, TNF-a -308 AA
genotipine sahip hasta grubunun kontrol grubundan 3.4 kat daha fazla riske sahip
oldugu (Fisher’s exact testi, p:0.34; %95 CI: 0.35-33.2); TNF-a -308 GA genotipine
sahip Olen KKKA hastalarinin yasayan hastalardan 2.6 kat daha fazla riske sahip
olduklart bulunmustur (Fisher’s exact testi, p:0.09; %95 CI: 0.89-7.82). Biz, TNF-a -
308 GA+AA genotipine sahip 6len KKKA hastalarinin yasayan hastalardan 2.2 kat
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daha fazla riske sahip olduklarinida bulunduk (Fisher’s exact testi, p:0.12; %95 CI:
0.78-6.66).

Agir ve Olen hasta sayisinin az olmasi bu c¢alismay1 kisitlamaktadir. Bununla
birlikte, bulgularimiz bu polimorfizmlerin KKKA hastaliginin klinik seyrinde énemli

oldugunu ileri siirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kirim-Kongo kanamali atesi, Interferon-a, timér nekroz faktor-a,

polimorfizm



ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERFERON-ALPHA AND TUMOUR NECROSIS
FACTOR-ALPHA GENES POLYMORPHISMS IN PATIENTS DIAGNOSED WITH
CRIMEAN-CONGO HEMORRHAGIC FEVER

Meral YILMAZ
PhD Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Assist. Prof. [zzet YELKOVAN
2011,104 pages

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is an acute viral hemorrhagic fever. The
clinical course and outcome of the CCHF infection are different in humans.

In our study, we aimed to investigate whether polymorphisms of interferon alpha
5 (IFN-a 5) and interferon alpha 10 (IFN-a 10) and tumour necrosis factor alpha (TNF-
o) genes are risk factors for CCHF. In addition we have also investigated whether the
frequencies of these polymorphisms were related to the severity or fatality of CCHF
disease.

In this study, 150 patients with CCHF and 170 healthy as a control group are
examined. Genotyping of IFN-a 5 -2529 T>A and IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) and
TNF-a -308 G>A polymorphisms has been performed by PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction ve Restriction Fragment Length Polymorphism) methods using isolated

DNA.

In statistical analyses using y* test, we observed that distribution of IFN-a 5 -
2529 T>A and IFN-a 10 Cys20>stop and TNF-a -308 polymorphisms between case and
control groups, fatal and non-fatal patients and severe and mild cases were not
significantly different (p>0.05). However, it has been found that individuals with [FN-a
10 TA genotype have 2.4 times more risk for in the fatal CCHF patients than non-fatal
patients (Fisher’s exact test, p:0.07; %95 CI: 0.93-6.58). In addition, it has been found
that individuals with TNF-a -308 AA genotype have 3.4 times more risk for in the
CCHF patients than control group (Fisher’s exact test, p:0.34; %95 CI: 0.35-33.2). The
individuals with TNF-a -308 GA genotype have been found to have 2.6 times more risk
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for in the fatal CCHF patients than non-fatal patients (Fisher’s exact test, p:0.09; %95
CI: 0.89-7.82). We also found that the patients with TNF-a -308 GA plus AA genotypes
have 2.2 times more risk for in the fatal CCHF patients than non-fatal patients (Fisher’s

exact test, p:0.12; %95 CI: 0.78-6.66).

The limitation of this study was having a small number of severe and fatal
patiens. Nevertheless, our findings suggest that these polymorphisms are important on

clinical course of CCHF disease.

Key words: Crimean-Congo hemorrhagic fever, interferon-a, tumour necrozis factor-a,

polymorphism
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1. GIRiS

Enfeksiyon hastaliklari, diinyada mortalite ve morbidite oranina en biiyiikk katkida
bulunan hastalik grubudur. Viral kanamali ateslerde (VKA) oldugu gibi baz1 enfeksiyon
hastaliklar1 hem genel populasyonda hem de saglik bakimi ile ilgilenen topluluklarda
biiyiilk endise ve ilgi uyandirmaktadir. Lassa, Marburg, Ebola, agents of South
American VHF, Hanta Viriis ve Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus (Kirim-
Kongo Kanamali Atesi Virlisi-KKKAV) gibi bazi énemli kanamali ates viriisleri,
insandan insana bulas yapabilme potansiyeline sahip olmalarindan dolayi, toplum
saglig1 agisindan, 6nemli sonuglar dogurabilirler (1).

KKKAYV, %10-60 mortalite oranmna sahip Kirim-Kongo Kanamali Atesi
(KKKA) olarak bilinen, insanda siddetli kanamali atesi hastaligina neden olan bir
viriistiir (2). Genellikle kene 1sir1g1 ile meydana gelen KKKA hastaliginin inkiibasyon
donemi, kene 1sirigindan sonra 2-12 giin, nozokomiyal olgularda ise 3-10 (ortalama 5-6)
giin arasindadir. Inkiibasyonu takiben ani baslayan siddetli bas agrisi, ates ve titremeler
goriiliir. Kas agrisi, bogaz agrisi, fotofobi goriilebilir. Kanamalarin goriildiigii donemin
hemen Oncesinde karin agrisi, tekrarlayan kusmalar ve ciddi bel agrilar1 klinik olarak
onemli tanisal bulgulardir. Hastaligin 3-6. giinlerinden sonra petesiyel dokiintiiler izlenir
ve genellikle burun kanamasi, hematemez ve melena da goriilebilmektedir. Oliim
genellikle hastaligin ikinci haftasinda izlenir ve ortalama 6lim orami % 10-30
arasindadir. Bununla birlikte lilkemizde takip edilen olgulardaki 6liim orani % 2-12
arasindadir (3). KKKA bazi1 hastalarda hafif seyirli olup hastalar kisa siirede
lyilesmekte, bazilarinda ise agir formda seyredip 6liim ile sonuglanmaktadir (4).

Simdiye kadar ne KKKA patogenezi ne de bu hastaligin prognozunun neden bazi
hastalarda hafif bazi hastalarda agir seyrettigi tam olarak agiklanamamustir. Elde edilen
verilerden, kandaki wviral yiik artisinin hastaligin siddeti ile uyumlu oldugu
gosterilmistir. Ayrica, antikor yanitlarin viral yiik ile yiiksek oranda ters iliski gosterdigi
de belirtilmistir. 2005 yilinda yapilan bir calismada KKKA hastalarinda, viremi kontrol

edilemediginde 6liimiin kaginilmaz oldugu gosterilmistir (4, 5).

KKKAYV, interferonlara duyarli viriisler listesine eklenen en yeni hastalik
ajanlarindan biridir. Bununla birlikte, simdiye kadar KKKA’inde dahil oldugu herhangi
bir viral kanamali ates hastaligima kars1 interferonlarin etkisi tam olarak

belirlenememistir (4). Son donemlerde Anderson ve arkadaglari, farelere wvirlis



verildikten sonra uygulanan IFN tedavisine Bunyaviriis’lerin duyarli olmamasinin
nedeninin; “neden bazi insanlarda agir hastalik tablosu gelisime egilimi vardir”
sorusunda gizli olabileceginini bildirmektedirler. Agir hastalik olgularinda, enfeksiyonla
savasta yeterli tip I interferon artis1 saglanamayabilir. Bu hastalar bir kez interferon
artisin1 saglayamadiginda, viriis replikasyonu interferonlarin uyardigi antiviral yanittan
etkilenmemekte, virlis replikasyonu engellenememekte ve viral yiik miktar1 artmaktadir
(6).

KKKA’da oncelikli patofizyolojik olaylar, endotelin hasarina bagh eritrosit ve
plazmanin dokulara sizmasi, beraberinde pihtilasma bozukluklarinin ve kanamalarin
goriilmesidir. Cesitli calismalar KKKA’da gorillen kanama ve pihtilasma
bozukluklarinin yiiksek proinflamatuar sitokin seviyelerinin dolayli etkilerinden
kaynaklanabilecegini giindeme getirmistir. Dengue ve Ebola kanamal1 ateslerine benzer
olarak diger kanamali ateslerde, proinflamatuar yanitin giicii, damar hasari ve hastaligin
siddeti arasinda bir baglant1 tespit edilmistir (4). 2005 yilinda yapilan bir ¢aligmada
KKKA hastalarinda, yiiksek seviyede viremi ve inflamatuar mediatorlerin neden oldugu
yiiksek oranda enflamasyon oliimii getirdigi bildirilmistir (4, 5). KKKA hastalarinda
giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda IL6, 10 ve 12 gibi bazi interldkinlerin yan1 sira
IFN-y ve TNF-a diizeylerinin yiiksek oldugu, 6zellikle 6len hastalarda yiliksek TNF-a
diizeyinin dikkat g¢ektigi belirtilmistir. KKKA’nin en 6nemli ve d&liimctl 6zelligi,
ozellikle TNF-a, IFN-y ve muhtemelen diger inflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-12, IL-
18) asir1 salinimi (sitokin firtinasi) ile fazla sayida maktofajin birlikte aktive olmasidir
(co-activations). Kan hiicrelerinin asir1 patolojik fagositozunun agir sitopenilere,
karaciger fonksiyon bozukluklarina yaygin damarigi pihtilasma (DIC), organ

yetmezliklerine, biiyiik kanamalara neden oldugu ve soku tetikledigi diistiniilmektedir

(7, 8,9).

Genetik faktorler, sitokin yapiminda 6nemli bir etkiye sahiptirler ve transkripsiyonu
etkileyen sitokin gen bdlgelerinde yer alan polimorfizmlerin, bireyler arasi sitokin
yapim miktarint degistirebildigi, bu degisikliklerin bagisik yanitin yetersizligine veya
gecikmesine veya asir1 sitokin salinimina neden olabilecegi bildirilmektedir. Ayrica,
sitokin gen polimorfizmlerinin ¢esitli viral enfeksiyonlarin siddetini degistirdigi de
bildirilmektedir (10, 11, 12). Inflamatuar bir genin promoter bdlgesinde oldugu

varsayilan tek niikleotid polimorfizminin, (SNP) enfeksiyona yanitta, uygun inflamatuar



aracilarin yapimint %50 artirabildigi belirtilmektedir. Ayrica, eger enfeksiyon meydana
gelmigse, agir inflamatuar komplikasyonlarin gelisme olasiligint %25 artirabilecegide
tahmin edilmektedir (13). Ayrica, yapilan bazi calismalarda genetik degisiklikerin
(mutasyon ve/veya polimorfizmler) bazi enfeksiyonlara (virilis infeksiyonlarida dahil)
yatkinlik ya da diren¢ olusturdugu ve/veya enfeksiyon hastaliklarinin bireyler arasinda

farkli klinik seyre neden oldugu bildirilmektedir (12, 13).

KKKA hastalarinda viral yiikiin kontrol altina alinmasinda tip I interferonlardan
IFN-a ve hastalik seyrinin kdétiislesmesinde TNF-a seviyelerinin énemli rol oynadigi
goz ardi edilemez. genin ekspresyonunu etkileyebilecek sitokin genlerinin promoter
bolgesinde yer alan ve/veya prematiire  protein olusumuna neden olan gen
polimorfizmlerinin sitokin seviyelerinde degisikliklere neden olabilecegi diisiincesinden
yola ¢ikarak, baz1 virlis enfeksiyonlarina karsi konagin olusturdugu immdiin yanitta genel
olarak ortaya ¢ikan ana interferon tiirlerinden IFN-a 5 (-2529 T>A polimorfizmi) ve
IFN-a 10 genleri (Cys20>stop polimorfizmi) ile bir¢ok hastaligin patogenezinde 6nemli
rol oynayan TNF-o gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesi ve klinigi siddetli olan
veya Oliimciil seyreden KKKA olgularinda normal populasyona gore bu gen
polimorfizmlerinin hastaliga yatkinlik olusturmada ve/veya hastaligin seyrinin

katiilesmesinde bir baglantisinin olup olmadigininin arastirilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Kirim-Kongo kanamal atesi

2.1.1. Kinnm-Kongo kanamal atesi ve viral kanamah ates tanim

Kirim Kongo kanamali atesi, keneler yoluyla bulasan, insanlarda ciddi seyir gosterip,
yiilksek mortaliteye neden olabilen viral kanamali bir hastaliktir. Diinyanin bazi
bolgelerinde bu hastalik bir halk sagligi problemidir (1).

Viral kanamali ates (VKA) terimi cografik olarak sinirli ¢ok sayida virtis ile iliskili
hastaligi yansitmaktadir. VKA’ler, agir klinik seyirli olabilen, modern yogun bakim
tekniklerine ragmen mortalitesi yiiksek, ates ve siddetli olgularda kanama ve sok ile
seyreden bir enfeksiyon hastaligi gurubudur. Giiniimiizde VKA olusturan en az 14 farklh
virus, dort farkl aile i¢inde siniflandirilmistir: Filaviviridae (Marburg virus ve Ebola
virus), Arenaviridae (Lassa virus, Junin virus, Machupo virus, Sabia virus ve Guanarito
virus), Bunyaviridae (Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus [KKKAV], Rift
Valley fever virus ve Hantaviruslar), Flaviviridae (Yellow Fever Virus, Dengue Virus,
Omsk hemorrhagic fever virus ve Kyasanur forest disease virus). Son yillarda
Flaviviriade ailesine mensup Alkhumra virus’unun da VKA olusturan etkenler arasinda

yer aldig1 kabul edilmektedir (3, 14).

2.1.2. Tarihgesi

12. yiizyilda Tacikistan olarak bilinen bolgede bir hekim tarafindan idrar, rektum, diseti,
kusmuk, tiikriik ve karin boslugunda kanin varligi ile bugiin KKKA oldugu diisiiniilen
kanamal1 bir hastalik tanim1 yapilmis ve bu hastalia normalde karatavuk paraziti olan
bir kene ya da bitin neden oldugu bildirilmistir (15).

Modern ¢agda, ilk olarak Kirim Kanamali Atesi (KKA) 1944-1945°de ikinci
Diinya Savasi’nda, Kirim’da yaklasik 200 enfekte olmus Sovyet askerinde klinik olarak
tanimlanmis ve modern tip biliminin dikkatini ¢ekmistir. Antibiyotik varliginda nimfal
Hyalomma marginatum kenelerinin nimf formlarinin filtre edilen siispansiyonlart ile
gontlli ve saglikli insanlara yapilan asilamadan 2 giin sonra, hafif KKA klinik seyrinin
olusmasi, hastaligin viral bir etiyolojiye sahip oldugunu ve enfeksiyonun kene ile
bulastig1 siiphesini kanitlamistir (15, 16).
1967°de, yeni dogmus beyaz fareler kullanilarak bu viriis izole edilmistir. Daha sonraki

caligmalarda, cesitli cografik bolgelerden elde edilen viral suslarimin tanimlanmalari,



siiflandirilmalart ve serolojik testler i¢cin gerekli belirtecler (antikorlar, antijenler)
tretilmistir (1, 15).

KKA’dan sorumlu bu viriisiin daha sonra 1956’da Kongo Demokratik
Cumbhuriyeti’ nde atesli bir hastadan izole edilen Congo viriisii’ne antijenik olarak
benzer oldugu gosterilmistir. Avrasyalt KKA suslarinin ve Congo virlisii’niin Asya ve
Afrikali suslarinin bu genel antijenik yapisi, bu viriisiin Crimean hemorrhagic fever-
Congo virlis olarak adlandirilmasina neden olmustur. Daha sonra bu isim Crimean-

Congo hemorrhagic fever viriis (KKKAV) olarak degistirilmistir (16).

2.1.3. Etken

KKKA hastaligina neden olan etken KKKAV 'diir. KKKAV i, Dengue Viriisii nden
sonra tibbi olarak 6nemli tiim arboviriislerin ikinci en yaygin goriilen viriis tiiriidiir (17).
Bu viiriis, Bunyaviridae ailesine ait Nairovirus cinsi igerisinde siniflandirilmaktadir.
Nairovirus genusu, 7 serogrup altinda gruplandirilan otuzdort viriisii kapsamaktadir. En
onemli serogrup, KKKAV ve Hazara virlisii’niin (insanlar i¢in patojenik oldugu

gosterilmemistir) yer aldigit KKKA grubudur (18, 19).

2.1.3.1. Viriisiin yapis1 ve molekiiler biyolojisi

KKKAV, 80-120nm biiyiikliiglinde, Nairovirus cinsinin diger tiim iiyelerine benzer
olarak, zarfl, kiiresel; ii¢ parcali, negatif polariteli, tek iplikli RNA igeren bir viristiir
(20).

Uc genom segmenti dort yapisal protein kodlamaktadir (sekil 2.1.); L (Large)
segmenti RNA-bagimli RNA polimerazi, S (Small) segmenti, niikleokapsit proteinleri
(N) ve M (Medium) segmenti glikoprotein onciiliinii kodlamaktadir. Bu onciil,
proteolitik bir boliinmeye ugrayarak Gn ve Gc olarak adlandirilan iki zarf glikoproteini

(ayn1 zamanda G1 ve G2 olarak da adlandirilmaktadirlar) meydana getirir (21, 22).



Lipid zarf Riboniikleokapsid

N-baglantili
karbohidratlar

G1 ve G2

Polimeraz

80-120 nm
Sekil: 2.1 Bir Biinyaviridae virionunun ¢apraz kesiti (Whitehouse CA. 2004) 3

RNA segmenti (Small, Medium, Large) niikleokapsid proteini ile kompleks olusturarak
riboniikleokapsid yapilar1 meydana getirirler. Bu niikleokapsidler ve RNA-bagiml
RNA polimeraz, G1 ve G2 viral glikoproteinlerini iceren bir lipid zarf igerisinde

paketlenmistir.

Dogal kene-omurgali dongiisiinde 6nemli bir rol oynayan KKKAV nin M RNA
segmentinin kodladigi Gn ve Gc glikoproteinleri, biiyiik olasilikla, omurgali ve kene
konak kullanimini, viriisiin hiicre tropizmini ve insan enfeksiyonlar siiresince virlisiin
patojenitesini etkilemektedir. Ayrica bu glikoproteinler notralize edici antikorlar i¢in de
hedef olusturmaktadirlar (23, 24).

Viral glikopreoteinler, duyarli hiicreler lizerinde yer alan reseptorleri tanimakla
sorumludur. Bu reseptorleri taniyarak hiicre yiizeyine tutunmay1 takiben viris,
endositozla hiicre igine girer. Replikasyon sitoplazmada meydana gelir ve virionlar
Golgi bolgesindeki sitoplazmik vezikiiller i¢cinde endoplazmik retikulum boyunca

tomurcuklanma ile olgunlagirlar (16, 18, 24, 25).

2.1.4. Vektor ve konakgilar

Ixodidae ve Argasidae ailesine bagli 31 kene tiirliniin virusun vektorii olabilecegi
bildirilmesine ragmen, giiniimiizde hastaligin bagslica vektorlerinin  Hyalomma
marginatum marginatum, Hyalomma marginatum rufipes ve Hyalomma anatolicum

anatolicum oldugu kabul edilmektedir (26, 27).



Avrupa, Asya ve Afrika’nin endemik bdlgelerinde, viral enfeksiyon, sayisiz
evcil ve vahsi omurgalilarda, antikor yapimi veya viremi olusumunun tespit edilmesiyle
belgelendirilmistir (28).

Stirtingen ve kuslarin (devekusu hari¢) biiyiikk ¢ogunlugunun enfeksiyona

direncli oldugu gosterilmistir (15, 26).

2.1.5.1. Hastahigin ve viriisiin epidemiyoloji ve ekolojisi
KKKAYV, kenelerdeki transovarial-transstadial siklus ve kene-omurgali siklusu olmak
tizere iki siklus halinde varligimmi siirdiiriir (29). Viris, cesitli ¢iftlik hayvanlarinda,
biiyiik vahsi ot oburlarda, tavsan ve kirpilerde belirtisiz enfeksiyon ve bir hafta kadar
stiren gecici bir viremi olusturmaktadir. Bununla birlikte infekte hayvanlar viremik faz
siiresince insanlara hastaligin bulasmasi i¢in tehlike olusturmaktadirlar (26, 29).
KKKAV sadece insanlarda ve yeni dogmus farelerde patojendir. Bu viriis
insanlara baslica; infekte kenelerin 1sirmasiyla, herhangi bir koruyucu olmadan enfekte
kenelerin elle ezilmesiyle, infekte hayvanlarin doku veya kanlari ile direk temas
sonucunda, infekte hayvanlarin siitliniin i¢ilmesiyle ve nozokomial yolla bulasmaktadir
(28, 30). Buna baglantili olarak, endemik alanlarda ytiksek risk gruplar1 arasinda; tarim
calisanlari, hayvancilik ile ugrasanlar, mezbaha calisanlari, kasaplar, et ve et iiriinleri
market iscileri, kirsal kesimde yasayanlar, veterinerler, hasta hayvan ile temas1 olanlar
ve endemik bolgelerde gorev yapan saglik personeli, askerler, piknik veya kamp
yapanlar ile deri fabrikasi is¢ileri yer almaktadir (3, 17, 30-32). Iliman alanlarda,
KKKA olgulari, kene aktivitesinin yiiksek oldugu, ilkbahar ve sonbaharin baslarinda
ortaya ¢ikmasina karsin tropikal ve subtropikal alanlarda bolgesel sicaklik ve nem
oranina bagl olarak ¢esitli mevsimsel modeller gosterilmektedir. Kisin ortalarinda hatta
ocak ayinda bile hastaligin goriildiigli rapor edilmistir (26, 28, 33). Cogu KKKA
vakas1 sporadik olarak goriilmesine karsin, Asya, Afrika, Ortadogu ve Dogu Avrupa’da

bircok KKKA epidemisi bildirilmistir (¢izelge 2.1) (16).



Cizelge 2.1 1945-2006 yillar1 arasinda rapor edilmis KKKA salginlar1 (16)

Cografik Vaka Oliim
Yerlesim Yillar sayist | Oram (%) Meslek grubu
Giineydogu Avrupa
Kirim 1944-1945 200 10 Ordu iyeleri
Astragan 1953-1963 104 17 Tarim isgileri
Rostov 1953-1969 323 15 Tarim isgileri
Bulgaristan 1953-1974 1105 17 Tarim iscileri ve
saglik caliganlari
1975-1996 279 11 Tarim isgileri
1997-2003 138 21 Tarim isgileri ve
saglik caliganlari
Arnavutluk 2001 7 - Tarim isgileri
Kosova 2001 18 33 Tarim isgileri
Tiirkiye 2002-2005 1103 5 Tarim isgileri ve
saglik caliganlari
Asya
Cin 1965-1994 260 21 Tarim isgileri
1997 26 24 Tarim isgileri
Kazakistan 1948-1968 75 50 Tarim isgileri
Tacikistan 1943-1970 97 23 Tarim ve laboratuar
iscileri
Pakistan 1976 14 29 Cobanlar ve saglik
calisanlari
1994 3 Bilinmiyor | Saglik ¢alisanlar
2000 9 55 Tarim ve saglik
calisanlari
Orta Dogu
Birlesik Arap 1979 6 50 Saglik ¢alisanlari
Emirlikleri 1994-1995 11 73 Tarim isgileri
Sarjah 1980 1 - Ambar memuru
Irak 1979-1980 55 64 Tarim isgileri
Suidi Arabistan 1990 7 - Tarim isgileri
Umman Sultanligr | 1995-1996 4 Bilinmiyor | Tarim is¢ileri
fran 2003 81 18 Tarim isgileri
Afrika
Zaire(Kongo) 1956 2 - Doktor
Uganda 1958-1977 12 8 Laboratuar ¢aligsanlar
Deve silriisii sahipleri
Moritanya 1983 1 - Tarim isgileri, saglik
2004 38 29 calisanlari
Bilinmiyor
Burkina Faso 1983 1 - Ciftgiler, saglik
Giliney 1981-1986 32 31 calisanlari
AfrikaCumbhuriyeti Ogrenci
Tanzanya 1986 1 - Bilinmiyor
Gilineybat1 Afrika | 1981-1986 1 - Tarim is¢isi
Kenya 2000 1 -




2.1.5.2. Turkiye’de goriilen epidemiler

Ulkemizde ilk defa 1980 yilinda Serter tarafindan Ege bolgesinde Arbovirus’lerin
mevcut durumunu gostermeyi amaglayan seroepidemiyolojik bir calismada, 1074 serum
orneginde KKKAYV 'ne kars1 hemagliitinasyon inhibisyon testinde %9.2 oraninda antikor
pozitifligi saptanmustir (34).

Tirkiye’de ilk semptomatik KKKA vakasi 2002 yilinda rapor edilmistir. 2003
yilinda, 6liimlerle birlikte seyreden, her yil bildirilen vaka sayisinda artiglarin gorildiigi
salginlar tespit edilmistir (cizelge 2. 2) (35, 36).

Ergoniil’iin calismasinda 2005 yilinda hastane calisanlar1 arasinda iki

nozokomial enfeksiyonun oldugunu rapor edilmistir (37).

Cizelge 2.2 Yillara gore Tirkiye’de goriilen KKKA salginlarinda tespit edilen hasta ve
6len birey sayis1 (36, 37)

YIL OLGU SAYISI OLEN BIREY SAYISI
2002 17 0
2003 133 6
2004 249 13
2005 266 13
2006 438 27
2007 713 33
2008 1315 63
2009 1300 62

2.1.6. Hastalik insidans1 ve mortalite orani

KKKA’ da insanlar, bugiine kadar hastaligin tanimlandigi tek konakgilardir. Infekte

olanlarin hasta olma olasiliklar1 0.215°tir, diger bir ifadeyle, infekte olan her bes kisiden

birinde hastalik gelismektedir. Bu hastaligin seyri, dort farkli sathada tanimlanmaistir:

inkiibasyon (kulucka), kanama 6ncesi, kanama ve iyilesme periodlar (28, 38, 39).
Ortalama Oliim orani %20-50 arasindadir. Bu oran %70’e¢ kadar

cikabilmektedir. Bununla birlikte iilkemizde takip edilen olgulardaki 6liim orant %2-12

arasindadir (1, 3, 16, 38, 40, 41).



2.1.7. Hastalhigin patogenezi

Son yillarda yapilan arastirmalara ragmen VKA’larda oldugu gibi KKKA’nin
patogenezine neden olan 06zgiil mekanizmalar tam olarak agiklanamamistir (42).
KKKA’nin patogenezinin yeterince agiklanamamasinin nedenleri: (i) enfeksiyon
sporadik olarak meydana gelmektedir ve bu alanlarin olanaklari tam otopsi yapimini
sinirlamaktadir, (i1) virlis kontrolii biyogiivenlik seviyesi 4 olan (Biosafety level-
4=BSL-4) laboratuarlara ihitiya¢ duymaktadir, (ii1) hastaligin hayvan modellerinin
olmamasidir. Bu sorunlardan dolayi, KKKA hakkinda eldeki sinirli bilgi, ¢ogunlukla
Tiirkiye’deki kiigiik salginlardan elde edilen materyallerin kullanilmasiyla, kan
analizleriyle ve hastalarin karaciger biyopsisinden elde edilmistir (5).

VKA’lar antiviral yanit1 baslatan hiicrelere zarar vererek, konak bagisik yaniti
hasara ugratmaktadirlar. Bu hasar, lenfoid organlarin ve damar sisteminin bozulmasi ile
birlikte virlistin dikkat ¢ekici replikasyonuyla olugsmaktadir (1). Viriis konaga deriden
kenenin kan emmesi sirasinda verildiginde deri ve derialtt dokular1 ile bolgesel lenf
dokusundaki bolgesel replikasyonu takiben kisa bir viremi ile karaciger, lenfoid
dokular, kaslar ve bag dokusu gibi Onemli organlara yayilir. Buradaki ikincil
replikasyonun ardindan ikincil viremi olusturmaktadir (42, 43). Hastaliga 6zgiil klinik
tablo bu viremi siiresince olusmaktadir. VKA’larda hastaligin iistesinden gelinmesinde
vireminin kontrol edilmesi 6nemlidir (16, 43-45). Ebola kanamal1 atesi, Lassa atesi ve
Rift Vadisi atesi’'nde oldugu gibi KKKA’da da o6liim kagmilmazdir VKA’larda
bagisiklik sistemi hastaligin iyilesme déneminde onemlidir (7, 46, 47). Ozellikle
KKKA’da yiiksek viremi 6lim ile baglantili bulunmustur (4, 44, 45). 2005 yilinda
Elaldi ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, hastaneye basvuru giiniinde 6len
hastalarin serum viriis titrelerinin yasayanlara gore anlamli olarak yiiksek oldugu, ayrica
ardigtk  Olclimlerde olen bireylerde, oldiikleri giine kadar yiiksek seyrettigi
gozlemlenmistir (4). Nitekim KKKA’da ve diger baz1 VKA’larda 6len hastalarda ve
agir olgularda bagisik yanit bozulmustur (48). Ebola viruslarinin olusturdugu VKA’da
hastaligin ikinci haftasinda hala virusa 6zgiil antikor yanit yok ise hastalik 6liimle
sonuglanmaktadir. Yine KKKA nedeniyle 6len hastalarda antikor yanitinin yetersiz
oldugu bildirilmektedir. (49, 50). Ulkemizden ve diger iilkelerden bildirilen olgu
serilerinde Olenlerde anti-KKKAV immiinoglobulin M (Ig M) ve immiinoglobulin G

(IgG) yamtinin olmadigr gosterilmistir (4, 51). Notralizan antikorlarin serumdaki
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yoklugu, wviriisiin serumdan ve dokulardan temizlenmesini engellemektedir. Bu
engellenme, yiiksek seviyede viremiye, viremi yiiksek seviyede enflamasyona ve 6liime
neden olmaktadir.

Viral yiikk ve antikor yanit yetersizliginin disinda, KKKA patogenezisinde,
endotel hiicrelerin, immiin yanitin ve pithtilasma yolagiin 6nemli rolleri oldugu ifade
edilmektedir (25, 53, 54).

KKKA’da virusun esas hedef hiicreleri monositler, endotel hiicreler ve
hepatositlerdir (25). Immiinohistokimyasal ve benzeri calismalarda KKKA olgularmin
endotel hiicrelerinde viriis gosterilmistir (54). Endotelyum direk olarak viriis araciligiyla
infekte olmaktadir ve/veya sitokinlerin salinmasiyla hasara ugrar. KKKA olgularinda
goriilen kanamalarin ya endotel hasara ya da hiicreler arasinda endotel duvarina katkida
bulunan sik1 baglanti (tight junction) alanlarinda meydana gelen bozulmaya bagli olarak
ortaya cikabildigi ifade edilmektedir. Bunun disinda, bu kanamalarin enfeksiyonun
direkt bir sonucu olup olmadigi veya virlis tarafindan tetiklenen ve konaga ait
faktorlerin endoteliyal hasara neden olup olmadig: hala netlik kazanmamistir. Bununla
birlikte, bir KKKAV epitelial hiicre hatti modelinde, ne siki baglant1 alanlarinin
bozulmasinin ne de hiicrelerde meydana gelen apoptoz veya nekrozun bu hastalikta
kanama ve pihtilasma bozukluklarina neden olmadigi gosterilmistir. Buna karsin,
yiikksek seviyede proinflamatuar sitokinlerin direk olmayan bir yolla kanama ve
pihtilasma bozukluklarina neden olabilecegi ileri siiriilmektedir (5, 41, 55).

KKKA’ da kemik iligi tablosu degiskendir. Kemik 1iligi incelemelerinde
hematopoetik onciil hiicrelerinin fagositozu (hemofagositoz) ve kemik iligi hipoplazisi
gdzlenmistir (56-58). Ulkemizdeki bir olgu serisinde KKKA’l1 olgularin %50’sinde
hemofagositoz gozlendigi ve hastalardaki sitopeniyi agiklayabilecegi ileri siirtilmiistiir
(55). Bunun disinda KKKA hastalarinda ferritin seviyesinin son derece artmis oldugu
rapor edilmistir ve bu bulgunun birincil hemafagositik lenfohistiositozisin tanilayici
kriterleri arasinda oldugu kabul edilmistir (41).

Endotel hasar1 da trombositopeninin bir nedeni olabilir (54). Plazma
koagiilasyon faktorlerinin diisiikligii ya artmis tiiketim ya da bozulmus sentezin
sonucudur. Artmis tiiketim DIC’de meydana gelir. DIC, KKKA’ nin erken ve belirgin
ozelligidir (48).
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Kanda kompleman sisteminin aktivasyonu ile birlikte immiinkompleks olugumu
ile ilgili bulgular vardir ve bu sekilde kapiller yatak hasar goriip renal ve pulmoner
yetmezlik gelisebilir (54, 58).

Immiinkomplekslerin komplemanin C3a ve C5a fragmanlarini aktive ederek
vaskiiler hasar olusturdugu bilinmektedir. Bu fragmanlar ayn1 zamanda mast hiicreleri,
bazofiller ve trombositlerden vazoaktif aminlerin salinmasini saglarlar. C5a ayni
zamanda monositlerden IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF salgilanmasini saglar. Salgilanan IL-1
ve TNF ile endotel hiicrelerinden fibrinolizin baskilanmasi i¢in plazminojen aktivator-
inhibitdr (PAI) ve distan gelen (ekstrinsik) pihtilasma yolaginin baglamasi i¢in de doku
faktorii serbestlesir. Sonugta vaskiiler hasar ve permeabilite artis1 ile damarici
pihtilagsma siddeti artar. Endotel hasar1 dokiintiiye neden olabilir ve trombosit birikimi
ve degraniilasyonu ile intrinsik koagiilasyon mekanizmalarini aktive edebilir (58).

Plazma koagiilasyon faktdr sentezinin bozulmasi ise karaciger fonksiyon
bozuklugunun sonucudur. Karaciger ¢ogu koagiilasyon faktdriiniin sentez yeridir.
KKKA’da karaciger fonksiyon bozuklugu o6zellikle hastaligin ge¢ doneminde
hemostazin bozulmasia katkida bulunmaktadir (52). Hastalikta meydana gelen
karaciger hasarinin dogrudan viral sitopatik etkiye bagli oldugu bildirilmektedir (25).

Hastaliktan Olenlerde serebral kanama, siddetli anemi, dehidratasyon ve sok,
miyokard infarktiisii, akciger 6demi ve plevral efflizyon goriilmektedir (15).

KKKA nedeniyle O6len ve bobrek yetmezligi gelisen baska bir hastada
bobreklerin  postmortem histopatolojik incelenmesinde sadece glomeriillerde orta
dereceli mezangial genisleme goriildiigii ve bobrek yetmezliginin sitokinlerin aracilik

ettigi intrarenal hemodinamik disregiilasyona bagl oldugu bildirilmektedir (52).

2.1.8. Hastaligin teshisi
Hastaligin 6zgiil tanisinda kullanilan yontemler: virilis izolasyonu, serolojik tani
yontemleri ve molekiiler tan1 yontemleridir (3).

Viriis izolasyonu genellikle, akut donemdeki hastalarin kan orneklerinin ya da
kene homojenat sivilarmin yeni dogmus fareye intrakraniyal (kafa igi) veya
intraperitonal (periton i¢i) inokiilasyonu ile yapilmaktadir (20, 33, 39, 59).

Serolojik testler, kanda olusan immunoglobulin M (IgM) ve immunglobulin G

(IgG) yapisindaki antikorlarin her ikisini de gostermeye yonelik, indirekt fluoresans
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antikor (IFA) ve enzyme-linked immunoassay (ELISA) testleri tani amaciyla
giinlimiizde kullanilmaktadir (20, 60, 61,62).
Enfeksiyonun molekiiler tanisinda, ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

(RT-PCR) ve real-time RT-PCR yontemleri kullanilmaktadir (2, 15).

2.1. 8. 1. Agir olgu tanim

Swanepoel ve arkadaglar1 (58), hastaligin klinik bulgularin baglamasindan sonraki ilk
bes giinlinde ¢izelge 2.3’de verilen laboratuar degerlerinden en az biri varsa agir olgu,
hicbiri yoksa hafif olgu olarak tanimlamis ve bu bulgulardan en az birinin varliginda
hastalarin  %90’min o6limle sonuglandigini belirtmislerdir. Lokositozis, Swanepoel
tarafindan tanimlanan kriterlerden biri olmasina ragmen, son raporlarda, 6len olgular
arasinda siklikla gézlenmemistir. Diger olgu serilerinde AST, ALT ve LDH diizeyleri

agir vakalarda anlamli olarak daha ytiksek bulunmustur (63).

Cizelge 2.3 Swanepoel ve arkadaslarinin agir olgu tanimlamada kullandig1 laboratuar

bulgular1 (58)

Degiskenler Laboratuar Bulgular1 | Referans Degeri
Kan 18kosit sayis1 (x10°/L) ~10.000/mm. 4.0-11.0
Kan trombosit sayist (x10°/L) <20.000 /mm3 150-450
AST degeri (IU/L) >200 IU/L 9-36
ALT degeri (IU/L) >150 IU/L 10-28
aPTT (s) >60 s 25.1-34.7
Fibrinojen seviyesi (pg/dl) <110 pg/dl 200-450

Ulkemizden bir ¢alismada agir olgularda AST (>700 IU/L) ve ALT (>900 IU/L)
seviyeleri daha yiiksek bulunmustur (64).

Cok degiskenli bir analizde, ALT seviyesindeki artisin 6liimiin meydana gelmesi ile
iligkili olabildigi bulunmustur (OR:1.003, CI:1.001-1.005, p:0.007). Hastaligin
ilerlemesi (agir olgu) olarak ALT deki artig, karaciger yetmezliginin gostergesi olabilir.
Ergoniil tarafindan tanimlanan bu kriterlere uygun olarak, asagidaki laboratuar

bulgularindan birine sahip hasta agir olgu olarak tanimlanmaktadir: Kan trombosit
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sayist < 20.000/mm,3 AST degeri >700 IU/L, ALT degeri >900 IU/L, aPTT >60 s,
Fibrinojen seviyesi <110 pg/dl (64).

Bu laboratuar bulgularinin yani sira, melena, hematemez ve uyku hali de siddetli
olgu parametreleri olarak tanimlanmaktadir (64). Bu caligmalarin disinda Cevik ve
arkadaglarinin yaptig1 bir baska calismada da, viral yiik, melena, uyku hali, uzamis
aPTT (=60 s), ve trombosit sayisinin azalmasini (<20x10°1) agir olguyu tanimlayan en
onemli risk faktorleri olarak degerlendirmislerdir (45).

Bu bulgulara ek olarak, Bakir ve arkadaslar1 da splenomegali ve suur degisikliginin
kotii prognostik faktorler oldugunu belirtmislerdir (65).

Son doénemlerde, thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) aktivitesinin
azalmasi (66), NK hiicrelerinin (67) ve sitotoksik T lenfosit (CD8) sayilarinin artmast
(68), serum ferritin (69) ve neopterin (70) seviyelerinin yiikselmesi, ¢oziinebilir
urokinaz tip plazminojen aktivator reseptor (suPAR) degerinin yiiksek olmasi (71),
hyaluronik asit, ¢oziinebilir hiicrei¢ci adezyon molekiilii-1 (sICAM-1), c¢oziinebilir
damarsal hiicre adezyon molekiilii-1 (sVCAM-1) ve damarsal endotelial biiyiime
faktori-A (VEGF-A) seviyelerinin yiikselmesi (72) kotii prognoz ve 6liimciil sonucun

tespit edilmesinde kullanilabilecek parametreler olarak degerlendirilmektedir.

2.1.9. Tedavi

Watt ve arkadaslarinin 1989 yilinda yaptiklar1 bir ¢alisma ile KKKAV replikasyonunun
ribavirin tarafindan engellendiginin bulunmasi ile KKKA hastalarinda tedavi amacl
kullanilmaya baslanmistir (18). Bununla birlikte, ribavirinin etkinligi heniiz
kanitlanamamistir. Ribavirin tedavisinin, 6lim oranlarinda 6nemli bir degisiklik
yapmamasi ve viral yiik titresini degistirmemesi gibi ribavirinin bu hastalik i¢in tam

etkili bir antiviral ilag olmadigin1 gostermektedir (73, 74).

2.1.10. Korunma ve kontrol

Yiiksek patojenik 6zelligi nedeniyle KKKA virusu Amerika Birlesik Devletleri’nde
National Institute for Allergy and Infectious Diseases (NIAID) tarafindan potansiyel
biyoterdrizm ve/veya biyolojik savas ajanlari listesine alinmigtir. Bunyavirus ailesine
mensup Rift Vadisi atesi virlisi ve Hanta viriisler bu kurulusun listesinde A

kategorisinde, KKKA virusu ise C kategorisindedir (75). Virilis olduk¢a hassatir ve
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konak disinda hayatta kalma sansi disiiktiir. 56°C’de 30 dakika kuru 1s1, yaygin
dezenfektanlar, ¢oziiciiler ve ultraviyole 151g¢inda viriis hizla 6lmektedir (76). KKKA
hastaligindan korunmak ve kontrol etmek igin Diinya Saglik Orgiitii ve Hastalik Kontrol

ve Koruma Merkezi ¢esitli onerilerde bulunmaktadir (15, 77).

2.2. Sitokinler

2.2.1. Sitokinlerin tanim ve islevleri

Sitokinler, hiicreler arasi1 sinyalleri ileten, hiicresel yanita neden olan ve
mikroorganizmalara karsi baslangi¢ cevabi siiresince ¢esitli hiicre tipleri tarafindan
iretilen, immiin sistemin diizenleyicisi hormon benzeri peptitler ve glikoprotein
yapisinda aracilardir (78).

Sitokinler geg¢misi ¢ok eskiye dayanan molekiillerdir fakat detayli c¢aligmalar

1950’11 yillarda hiz kazanmis ve 1957 yilinda ilk sitokin olan interferon kesfedilmistir.

Sitokin kelimesi de ilk kez 1974 yilinda kullanilmistir (79, 80).

Sitokinler:  interlokinler, lenfokinler, —monokinler, biiylime faktorleri,
interferonlar ve kemokinlerden olusan genis bir ailedir (78). Bu aile iiyeleri, ¢ok genis
bir yelpazedeki hiicre tipleri tarafindan iretilirler. Sitokinler her ne kadar tretildikleri
yere gore isimlendirilselerde giiniimiizde genel olarak sitokin adiyla anilmaktadirlar
(81-83).

Bircgok sitokinin birden fazla biyolojik 6zelligi vardir ve bazi fonksiyonlar1 da
paylasirlar. Sitokinler, hedef hiicrelere 6zgii sitokin reseptorlerine baglanarak hiicrede
sinyal iletisimini ve ikincil mesaj tasiyici1 yolaklar1 baslatirlar. Bunun sonucunda, o
hiicrede mitotik bdliinmeye yol agan gen aktivasyonuna, biiyiime ve farklilagsmaya, go¢
ve apoptoza neden olurlar. Sitokinler, doku homeostazinda oldugu gibi enflamatuar
islemlerde de 6nemli rol oynamaktadirlar. Ates ve akut faz cevabini olusturur. Antiviral
etkinlik gosterirler. Bunun disinda, konnektif doku, cilt, sinir sistemi ve diger organlarin
somatik hiicreleri arasinda da iletisim saglarlar (81, 84).

Sitokinler genellikle diger sitokinlerin sentez ve etkilerini degistirebilirler,
genellikle uyarildiklarinda sentezlenirler, depo edilmezler, sentez ve salgilanmalar
gecici ve kisa siirelidir (81-83).

Sitokinler, bazi1 fizyolojik fonksiyonlari disinda, immiin yanitin baglamasini

saglarlar ve immiin cevabi siddetlendirmek veya baskilamak suretiyle regiile ederler. Bu
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cergeve icinde patojenlere karst direngte aracilik edecek immiin yanitin tipini ve efektor
mekanizmalarin1 da tayin ederler. Ancak asir1 sentezlendikleri takdirde, bunlarin
patolojik olaylar1 da uyarabildikleri bilinmektedir (84).

Iki sitokin birbirlerinin etkilerini ortadan kaldirabilir, arttirabilir hatta degisik bir
etki olusumuna yol acabilirler. Birbirleri ile etkilesimleri ¢ok hassas bir dengede
gerceklesmektedir (82).

Sitokinler, hedef hiicrelerin ve olayin gelisim evrelerine gore degisebilen etkiler
gosterirler yani pleotropik ve ¢cogul aktivite gosterirler (84).

Sitokinler ayni hiicre tipinde farkli etkileri indiikledikleri gibi, cesitli hiicre
tiplerine gore de farkl etkiler gosterebilmektedirler (84).

Sitokinler otokrin, parakrin ve endokrin etki gosterirler. Sitokinlerin ¢ogu in vivo
parakrin etki gosterirler. Bazi sitokinler ekstraselliiler matriks elemanlarina da
baglanabilirler (82). Lokal yanitlar sirasinda sitokin yogunlugu periferik kanda ¢ok kez
anlaml diizeylere ulagmaz. Sistemik yanit ise, sitokin setlerindeki yogunlugun, sistemik
enflamasyon sonucu kanda yiiksek diizeylere ulagmasi halidir. Bu durumun septik sok,
serebral malarya ve toksik sok gibi konak i¢in hasar olusturucu patolojilere yol

acabilecegi bilinmektedir (84).

2.2.2. Sitokinlerin siniflandirilmalar:

Sitokinlerin siniflandirilmalar1 genellikle karisiklik yaratmaktadir. Cilinkii bir sitokinin
ayn1 hiicrede bile degisik etkilere yol agabildigi gbz Oniine alinirsa sitokinleri standart
bir smiflandirma ic¢ine almak zordur. Baglica fonksiyonlarina gore 4 biiylik grupta
toplanilabilirse de pek ¢ok sitokinin birden fazla grupta yer alabilecegi

unutulmamaktadir (¢izelge 2. 4 ) (85).

Cizelge 2.4 Sitokinlerin baslica fonksiyonlarina gore gruplandirilmasi (82)

Fonksiyon Sitokin
Dogal immiinite medyatorleri TNF, IL-1, IL-6, Tip-I IFN’lar
ve kemokinler
Lenfosit aktivasyon, ¢ogalma, IL-2, IL-4, TGF-B

farklilasmasini diizenleyenler
Immiin aracili enflamasyonu diizenleyenler | IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y

Hematopoezi uyaranlar IL-3, IL-7, IL-9, IL-11
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Dogal bagisiklig1 diizenleyen sitokinler, viral enfeksiyonlara kars1 koruma
saglayan sitokinler ile bakterilere kars1 korumay1 saglamak i¢in enflamatuar

reaksiyonlar1 baglatan sitokinlerdir (86).

2.2.3. interferonlar

Interferonlar (IFN), yaklasik 500 milyon yil 6nce ilk kordalilarda var oldugu bilinen ve
ilk olarak Isaacs ve Lindenmann tarafindan 1957 yilinda antiviral bir ajan olarak
kesfedilmis, protein ve glikoprotein yapisindaki maddelerdir (87, 88). Interferonlar
dogal ve kazanilmis antiviral mekanizmalarin hem uyarilmasi ve diizenlenmesinde hem
de viral enfeksiyonlar siiresince sayisiz bagisiklik etkilesimde rol oynamaktadirlar (89).
Interferonlar, c¢esitli hiicre tipleri tarafindan yapilan, antiviral, antiproliferatif
(antitimdr) ve immunomodulator 6zellikleri de kapsayan pliotropik biyolojik islevleri
olan bir protein ailesidir (90). Bu aile 2 grup igerisinde smiflandirilmistir. Viral
interferonlar olarak bilinen tip I interferonlar bir¢ok INF-a izoformundan, tek bir IFN-3
ve IFN-g’den olugmaktadir. Tip II interferon ise immun interferon olarak bilinmektedir
ve sadece IFN-y’y1 icermektedir. Tip II interferon (IFN-y) sadece CD4 Thl, CD8
sitotoksik hiicreler ve NK hiicreleri tarfindan yapilmasina karsin, tip I interferonlar tiim
cekirdekli hiicreler tarafindan yapilmaktadir. Tip III interferonlar (IFN- A, A», A3) son
donemlerde tanimlanmiglardir (tablo 2. 5) (88, 91, 92).

Interferon grup iiyelerinin her biri farkli reseptdrlere sahiptirler fakat hiicre
icinde, asag1 bolgelerde de (downstream) yer alan sinyal molekiillerini ortak kullanarak
ayni genlerin ekspresyonunu diizenlerler. Zarf glikoproteinleri, genomik DNA, CpG
DNA, 5’-trifosfat uclari olan RNA’lar, cift zincirli RNA (dsRNA) veya tek zincirli
RNA (ssRNA) gibi viral faktorler hiicresel pattern-recognation reseptdrleri (PRR), toll-
like reseptorleri (TLR), retinoik acid-inducible gene I (RIG-I)-like resepterler (RLR) ve
nukleotid oligomerizasyon domain (NOD)-like reseptorler (NLR) ile etkilesime
girdiginde hiicre i¢i bir¢ok proteinin ekspresyonunu artirirlar. Ayrica viriisle infekte
hiicrelerin apoptozu ve viral enfeksiyonlara karsi hiicresel direncin olugsmasini uyarirlar
(89,91, 92).

IFN-o/B 300’den fazla IFN tarafindan uyarilan genlerin ekspresyonunu sekil

2.2°de gosterildigi gibi aktive ederler. Interferonlarin uyardigi proteinler arasinda;
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enzimler, transkripsiyon faktorleri, hiicre yilizey glikoproteinleri, sitokinler, kemokinler

ve fonksiyonlar1 bilinmeyen biiyiik bir grup protein yer almaktadir (5).

o)
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Sekil 2.2 Tip I IFN uyarimi, sinyal olusumu ve islevi (Weber F. 2008) (4).

[-5’trifosfat ssSRNA ve dsRNA’lar iki 6nemli viriis replikasyon {iriiniidiirler. Bu iirtinler,
hiicreigi reseptdrlerinden RIG-I, MDA-5 ve PKR’ye baglanir ve onlar1 aktif hale
gecirirler. Bu molekiillerin ¢esitli adaptér ve kinaz proteinleri iceren bir sinyal iletim
zincirini uyarmast sonucunda IRF3 ve NFxB gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu gergeklesir. Bu transkripsiyon faktorleri elbirligiyle IFN-f ve diger
sitokinlerin promotoruna baglanarak gen (genlerin) ekspresyonunu baslatirlar. II- IFN-3
tip I IFN reseptorine (IFNAR) baglanarak JAK/STAT yolag1 araciligiyla sayisiz
ISG’nin ekspresyonunu saglamaktadir. IRF-7 ¢esitli IFN alttipinin ekspresyonunu
uyararak IFN yanmiti artinr. Mx, [ISG20, OAS ve PKR antiviral aktivitesi olan
proteinlerdir.

RIG-I (retinoik acid inducible gene I[), MDA-5 (melanoma differentiatio-associated
gene 5), PKR (protein kinase R), IRF (interferon regulatory factor), NFxB (nuclear
factor kappa B ), JAK/STAT (Janus kinase/signal transducer and activator of
transcription), MxA (myxovirus resistance protein 1), ISG20 (IFN-stimulated gene 20),
OAS (oligoadenylate synthetases)
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Cizelge 2.5 Interferon aile tiyeleri (88, 91, 92)

IFN Gen Aminoasit  Molekiiler Ekspresyon
Tipler alttipleri Reseptorler lokuslari sayilari Agirhk(kDa) modeli
I IFN-a IFNAR-1/IFNAR2 9p21 165-166" 15-23 Her yerde ekspresse olur
IFN- IFNAR-1/IFNAR2 9p21 166° 15-23 Her yerde ekspresse olur
IFN-&° IFNAR-1/IFNAR2 - 170 20 Trofoblast
IFN-¢ IFNAR-1/IFNAR2 9p21 208 24 .4 Uterus, over
IFN-® IFNAR-1/TFNAR2 9p21 172° 20-23 Lokositler
IFN-x IFNAR-1/IFNAR2 9p21 180° 24.5 Epidermal keratinositlerde segici olarak
ekspresse olmaktadir.
IFN-t* IFNAR-1/IFNAR2 - 191° 20-22 Trofoblastlar
IFN-C° IFNAR-1/IFNAR2 - 161° 20 Dalak, timus, lenf nodiilii
II IFN-y' IFNGR-1/IFNGR2 12924.1 146° 34 Aktive olmus T lenfositleri, makrofaj ve NK
hiicreleri
11 IFN-A1 (IL-29) IL-28Ro/IL-10R2 19q1 200 20-33¢ Her yerde ekspresse olur
IFN- A2 (IL-28A) IL-28Ro/IL-10R2 19q1 200 22 Her yerde ekspresse olur
IFN- A3 (IL-28B) IL-28Ro/IL-10R2 19q1 196 22 Her yerde ekspresse olur

a: 1nsan

b: Sinyal peptidleri icermez
c: Sadece domuz ve biiylikbas hayvanlarda bulunur
d:Sadece kemirgenlerde bulunur

e: Sadece farelerde bulunur
f: Bir homodimer olarak hareket eder
g: Glikozilizasyon isleminden dolay1
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2.2.4. interferonlarin KKKA patogenezisinde rolii ve KKKAV’nin
interferonlardan kagma mekanizmalar

Dogal bagisik yanit, interferon salinimini kontrol eden genlerin diizenlenmesini saglar

ve tip I interferon (IFN-a ve IFN-B) salinmasini arttirarak viriislere karsi konakta ilk

savunmayi olusturur (93).

KKKAYV ile infekte hiicreler inokiilasyondan 48 saat sonra IFN salgilamaya
baslamaktadir (94). Tip I interferonlar tarafindan giiclii bir sekilde baskilanmasina
ragmen KKKAYV insanda yaptig1 yikima hala devam etmektedir. Bu viriisiin mortalite
oraninin %70’e ylikselmesinin nedeninin; ya viriisiin uyardigi interferonlarin tedavi
edici olmadig1 fakat koruyucu bir etkisi oldugu ya da, infekte hiicreler tarafindan
interferon yapiminin yetersiz oldugudur. Elde edilen son bilgiler, her iki mekanizmanin
da yer aldigim1 gostermektedir. Weber ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada daha
onceden olusturulmus bir KKKA enfeksiyonuna karsi interferonun anlamli aktivitesinin
olmadig1 gosterilmistir (4). Enfeksiyondan 1 saat sonra 1000U/ml interferon ile
hiicrelerin tedavisi etkili olmamisken, enfeksiyondan o©nce aym1 doz interferon
uygulamast KKKAV replikasyonunu anlamli olarak inhibe etmistir. Bu sonug
KKKAV’nin interferon sinyal olusumunu giiclii bir sekilde etkisiz hale getirdigini
gostermektedir. Bu virilisiin interferon sentezinin uyarilmasini ¢esitli bagimsiz
stratejilerle engelledigi goriilmektedir. Bunlardan biri; Bunyaviriislere ve diger negatif
zincirli RNA viriislerine benzer olarak KKKAYV, interferon uyarict ddRNA’nin énemli
miktarlarda iiretimini yapamaz. Ikinci strateji ise; bir 5° trifosfat ucu tasiyan viral
ssSRNA tarafindan tetiklenen 6nemli RIG-I sinyal olusum yolagi KKKAV genomu
araciligiyla aktif olmamaktadir. Rift Valley fever viriisii (RVFV) ile akraba ssRNA
genomunun bir 5 trifosfat grubu vardir ve RIG-I araciligiyla interferon uyarimim
baslatir. Oysaki KKKAV genomunun bir RIG-I-nétral 5’monofosfat grubu vardir.
Biiyiik olasilikla, genom replikasyonu siiresince KKKAYV, RIG-I aracili taninmaktan
kagcmak icin 5’ trifosfat grubunu pargalar. Bu viriisiin infekte ettigi hiicrelerin interferon
uyarimi zayiftir ve nispeten ge¢ meydana gelmektedir. Bundan dolay1r Bunyaviridae
ailesinin iiyelerinin RIG-I yolagini baskilamak icin iki kokli farkli stratejiye sahip
olduklar1 goriilmektedir (4).

* RVFYV, interferon uyarimin bu is i¢in tahsis ettigi anti-interferon faktor, yapisal

olmayan protrein (NSs) sentezleyerek baskilar.
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*  KKKAYV kendi genomundan RIG-I ligandin1 uzaklastirir (5).

Andersson ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklar: diger bir caligmada da; replike
olan KKKAV’nin (muhtemelen IRF-3 yolagiminin aktiflesmesine miidahale ederek)
daha sonra interferon yanitin1 geciktirdigi bildirilmistir. Elde edilen tiim bilgiler,
virlilans bir faktoriin varhigim1 ve bu faktoriin memeli konak igerisinde hizli viral
yayilmasina izin vermek i¢in konak savunmasini zayiflattigini ileri siirmektedir (6).
Yine bu ¢alismada, viriisiin yikict seyrine devam etmesinin interferonun, sonug¢ olarak
hiicre i¢i tasimacilik islemlerinin bir ¢esidi ile iligkili, biiyiik GTPazlarin dinamin
stiperailesine ait MxA’nin (IFN-a ve B tarafindan uyarilmaktadir ve virlis RNA’s1
hiicreye girdikten kisa bir siire i¢inde bulasici viriisiin replikasyonunu engeller) yetersiz

miktarda ve/veya ¢ok gec uyarilmasinin etken olabilecegi ileri siiriilmektedir (95).

2.2.5. interferon gen ailesi
9 nolu kromozomun kisa kolunda (farelerde 4 nolu kromozomda), 400 kb’lik bir
bolgeyi iceren, 26 IFN geninden olusan tip I interferon gen kiimesinin fiziksel bir
haritas1 yapilmistir. Bu genlerin bir kism1 psddogendir (90). IFN gen kiimesi icerisinde
15 IFN geni; 1 IFN-¢ geni, ¢ogunlukla telomerik bolgede yerlesim gosteren sadece bir
IFN- B geni bulunurken en az 13 farkli gercek IFN-a geni, (baz1 psddogenlerle birlikte)
bu kromozomal bolgeye dagilmislardir. [IFN-o/p genleri intron igermezler. Buna karsin
insanlarda 12 nolu kromozomun (farelerde 10 nolu kromozom) uzun kolunda yerlesim
gosteren IFN-y {i¢ intron icermektedir (90, 96).
IFN-a genleri 2 gruba ayrilmstir:
* [FN-a 4: Protein sentezinin devam etmesine ihtiyag duymaksizin ve hizla
uyarilan, acil-erken yanit geni,
* Aralarinda IFN-a 2, IFN-a 5, IFN-a 6 ve IFN-a 8’in de yer aldigi, gecikmis

uyarida gorev alan, daha yavas sentezlenen bir grup IFN-o geni (88).

2.2.6. Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a)

TNF-a, TNF siiperailesine ait pleitropik, inflamatuar bir sitokindir. Immun yanitin
gelisiminde 6nemli bir rol oynamasi ile birlikte bu sitokinin ortaya ¢ikan fizyolojik
rolleri hakkinda gesitli tartigmalara yol acan bilgiler vardir. Ornegin; hiicre tipine gore

farkli fonksiyonlara sahip oldugu (pleitropik) ve bu dokularda farkli plazma seviyerinde
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bulundugu gibi. Ilk olarak, Carswell tarafindan 1975 yilinda farelere nakledilen
tiimorlerin nekrozuna neden olan bir serum faktorii olarak kesfedilmistir 97, 98).

TNF-a geni 6 nolu kromozomda biiyiikk doku uygunluk kompleksi simif III
icerisinde yerlesim gostermektedir. Yaklasik olarak 3,6 kb uzunlugunda olan bu gen 4
ekzon icermektedir. Bu genin {irlinii 26 kDa onciil bir protein olarak sentezlenir,
enzimatik islemlerden sonra 17 kDa’luk c¢oziinebilir bir protein olarak salinir. 157
aminoasitten olusan bu protein glikozillenmemektedir. Bu proteinin baslica reseprorleri
TNFR1 ve TNFR2dir (197, 99, 100).

Cogunlukla monosit/makrofajlar tarafindan salinmaktadir ve bir¢ok biyolojik
isleve sahiptir; hiicre ¢cogalmasi ve farklilagmasini, apopotozu, lipid metabolizmasini,
pihtilagsmayi, insiilin direncini ve endotel fonksiyonunu etkiler (98).

TNF-a ve IL-1, IL-6 ile birlikte “endojen pirojen” olarak gorev yaparlar. TNF-
a’nin en biiyiik fonksiyonu, tiimdr hiicreleri lizerine gosterdigi sitolitik aktivitedir (101).
Ayrica IL-1 ile birlikte endotelyumdaki birgok degisimden sorumludur. Antikoagiilan
mekanizmalari inhibe ederek, trombotik islemleri inhibe ederler ve bundan dolay1 vendz
tromboz, arterioskleroz, vaskiilit gibi patolojik islemlerde 6nemli rol oynarlar. TNF-a,
fagositozu ve makrofajlarda IL-1, prostoglandin E2 ve siiperoksit dismutaz sentezini
uyarir (102).

TNF-a’nin bu fonksiyonlarinin yani sira, bakteriyel ve belirli mantar, viral ve
parazitik istilacilara kars1 olusturulan immiin yanitta dnemli rolleri vardir. Lokal immiin
yanitta anahtar bir araci olarak iglev goriir. Akut faz proteini olarak goérev yapan bu
molekiil, sitokin firtinasin1 baslatir ve damarsal gegirgenligin artisina neden olur,
bdylece enfeksiyon alanina makrofaj ve notrofillerin toplanmasini saglar (103).

T helper 1 (Th 1) hiicrelerinden salinan, tip 1 sitokinler arasinda yer alan ve
proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a, infeksiyoz ve immuno-inflamatuar hastaliklarin
genis bir boliimiinde immiin yanitin temel aract molekiiliidiir. Bu sitokin bu hastaliklara
kars1 konak savunmasinda faydali bir fonksiyonu olmasina karsin bu molekiiliin kontrol
edilmeyen asir1  yapimi ayni zamanda hastalifin  patogenezine katkida
bulunabilmektedir. Ornegin; ilk donmelerde bakterinin kendisinin konag: istalasindan
sonra dolayli olarak sepsise neden olduguna inaniliyordu. Sonrasinda ise immiin yanit
sirasinda TNF-a gibi konagin kendisine ait proteinlerin sepsisi uyardigi tanimlanmstir.

Bolgesel enfeksiyonu asacak Olglide sitokin yapiminin artmasi veya enfeksiyonun
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kemik iligini tutmasi sonucunda sepsis meydana gelir. TNF-a, kanser gelisimi ve
yayillmasina da yardimci olabilir Ayrica yiiksek seviyede TNF-o’nin mortalite riskini
artirdigida saptanmistir (104).

Bakteri, viriis ve parazit kaynakli endojen ve ekzojen faktorler TNF-a ve diger
sitokinlerin yapimini1 uyarmaktadir. Bakteri hiicre duvarini olusturan lipopolisakkaritler

ozellikle TNF-a sentezinin potansiyel uyaranlaridirlar (103).

2. 2. 8. KKKA patogenezinde TNF-o’nin yeri

Sitokinler, bazi damar genisletici materyallerin yapimini, trombositlerin bir araya
toplanmasin1 ve pihtilasma proteinlerinin aktivasyonunu uyarmaktadirlar. Cesitli
calismalarda sitokinlerin kapiller permeabilite artis1 ve pihtilasma fonksiyon
bozukluklarinin kanamalara, DIC ve coklu organ yetmezliginin gelismesine katkida
bulunabildigi gdsterilmistir (5, 51, 55).

Olimciil  vakalarda, inflamatuar mediatérler muhtemelen 6nemli rol
oynamaktadirlar. Ayrica bu hastalarda sok ile birlikte fulminan seyir gozlenmektedir
(48).

Ebola, Dengeu viriis’lerine benzer diger kanamali ates viriisleri i¢in, hastaligin
siddeti, damar sizintis1 ve proinflamatuar yanitin giicii arasinda bir baglanti oldugu
bildirilmektedir. Hastaligin gelismesinde anahtar oyuncular, IL-10, IL-1, IL-6 ve TNF-
o’dir. Olen yellow fever kanamali ates hastalarinda IL-1, IL-6 ve TNF-o. seviyelerinin
yiiksek oldugu saptanmistir. Diger bir ¢alismada, Ebola viriis'i ile infekte olan ve
yasayan hastalar ile erken donem yiiksek IL-6 ve IL-1f seviyeleri arasinda bir baglanti
oldugu bulunmustur. Buna karsin, IL-10 salinimi, plazmada yiiksek IL-RA (interlokin
reseptOr antagonisti) ve neopterin seviyesi ile Olen hastalar arasinda herhangi bir
baglant1 bulunamamistir. Neopterin tiirevleri, IFN’ler tarafindan uyarilan makrofaj ve
dendritik hiicreler tarafindan yapilmaktadirlar. Neopterin, hiicre aracili bagisik yanitin
etkinligini degerlendirmek i¢in kullanislt bir aragtir (5).

Baska bir calismada da, KKKA hastalarinda ytliksek serum neoprotein diizeyi ile
6liim oran1 arasinda bir baglant1 oldugu bildirilmektedir. Neoprotein, fazla salinan IFN-
y’nin makrofajlar1 aktive etmesiyle iretildiginden dolayi, bu bulgular KKKA’nin
patogenetiginde makrofaj aktivasyonunun ve sitokin saliniminin énemli rolii oldugunu

iler1 siiren kanitlar1 desteklemektedir (51).
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KKKA hastaliginin siddeti ve sonucu iizerine etki eden faktorleri aydinlatmak
icin yapilan bir baska calismada; orta siddetli seyir gosteren hastalarda IL-10, IFN-y ve
TNF-a konsantrasyonlar: diisiik, 6len hastalarda yiiksek tespit edildiginden IL-10, IFN-
vy ve TNF-a yiiksek konsantrasyon seviyeleri ile hastaligin seyrinin kotii olmasi
arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, IFN-y ve TNF-o’nin artmis
yapimi, sitokinlerin aracilik ettigi endotel hasarini, DIC, organ yetmezligini ve soku
tetiklemektedir (8).

Ayrica Papa (105), Ergoniil (9) ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismalarda, KKKA
hastalarinda TNF-a, II-1 ve IL-6 seviyelerinin artmis oldugu saptanmistir. Bu
aragtirmacilar ayn1 zamanda, KKKA patogenezinde sitokin firtinasinin esas roliinii
vurgulayarak, 6len hastalarda hastaligin orta siddette seyir gosterdigi hastalara oranla
TNF-a ve IL-6 seviyelerinin daha yliksek oldugunu bulmuslardir. Papa ve arkadaslari
KKKA hastalik siddeti ile yliksek TNF-a seviyesi arasinda bir baglantinin oldugunu
onaylamaktadirlar. Fakat yiiksek IL-6 seviyesinin orta ve agir vakalarin her ikisinde de
bulunabildigini gostermislerdir. Bu calismada, yasayan hastalarla karsilastirildiginda
sadece olen hastalarda hem TNF-o hemde IL-6 seviyeleri yiiksektir (5, 9, 105).

Yiiksek seviyede IL-1, IL-6, IFN-y ve TNF-a gibi Thl sitokinlerinin asir
monosit  aktivasyonunu  uyardigt ve bu  aktivasyonunun  hemafagositik
lenfohistiyositozisin olast immunopatolojik mekanizmas1 olabilecegi rapor edilmistir
(58).

Ayrica 2008 yilinda yapilan bir arastirmada, Tiirkiye’deki epidemiler siiresince,
KKKA’nin en énemli ve dliimciil 6zelliginin sitokin firtinasina ek olarak viriis iligkili
hemogfagositozik sendrom oldugu goriilmiistiir. KKKA’de bu uyarici, 6zellikle TNF-a,
IFN-y ve muhtemelen diger inflamatuar sitokinlerin (IL-6, IL-12, and IL-18) asir
salmimina neden olan viriis iligkili CD4+THI1 effektor hiicre uyarimidir. Bu ters
immiinolojik yanitin sonunda, ¢ok fazla maktofajin birlikte aktive olma (co-activations)
durumu ortaya c¢ikar ve kan hiicrelerinin asir1 patolojik fagositozu agir sitopenilere,

karaciger fonksiyon bozukluklarina ve biiyiik kanamalara neden olur (106).
2.3. Polimorfizm ve tanim

Poli ve morfizmos kelimelerinden olusan polimorfizm, eski Yunanca’da “¢cok sekillilik”

anlami tasiyan bir sozciiktiir. Genetik polimorfizm, bir populasyonda, farkli allellere
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bagli olarak, genetik olarak belirlenmis iki veya daha ¢ok alternatif fenotipin
gorilmesidir (111). Polimorfizmler bir veya daha fazla bazin diziye katilmasi
(insersiyon), diziden baz eksilmesi (delesyon) veya bir bazin digeri ile yer degistirmesi
(substitiisyon) gibi bir¢cok yolla olusabilir. Polimorfizmin farkli habitatlarda adaptasyon
avantaji saglayan alellere yonelik baskidan kaynaklandigi disiiniilmektedir (112).
Populasyon genetikgilerine gore, bir gen lokusu, nadir alleller en az %1 frekansina sahip
olduklar1 ve sonugta bu alleller i¢in heterezigotlar en az %2 oraninda gorildiikleri
takdirde polimorfik olarak tanimlanirlar. Populasyon genetigi agisinda belli bir frekansa
gereksinim olmasina karsin, molekiiler biyoloji agisindan, frekansin énemi olmayip, bir
ailede dahi goriilen varyant, polimorfik adin1 almaktadir.

Polimorfizm; tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin
morfolojik 06zelliklerinde (kromozomal polimorfizm), DNA diizeyinde niikleotid

farkliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde goriilebilir.

2.3.1. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP: single nucletide polymorphism)

Insan genomunda en ¢ok goriilen polimorfizmler tek bir niikleotidin degismesi ile
meydana gelen tek niikleotid polimorfizmleridir (SNP). Ilk olarak 1980’lerde enzim
kesim bolgelerinin varligi veya yoklugunu tanimlamak amaciyla restriksiyon enzimleri
kullanilarak tanimlanmistir (112). SNP’ler, genomda yaklasik her 1000 bazda bir tane
olacak siklikla bulunur (113). Ancak SNP tanimi, tek bir niikleotidin insersiyon ya da
delesyonunu da igerir (Basit Indel Delesyonlar1). Bazi SNP’ler ise restriksiyon
bolgelerinde degisimlere yol acar (Restriksiyon Bolge Polimorfizmleri, RSP:
Restriction Side Polymorphism). Insan genomunun yaklasik %1,5’i, kodlayan DNA
dizilerini icerir ve SNP’lerin ¢ogu intron ve genler arasi (intergenik) diziler gibi

kodlama yapmayan DNA bolgelerinde meydana gelir (114).

2.3.2. Genetik polimorfizmin saptanmasinda kullamlan yontemler

Genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde; PCR (Polymerase Chain Reaction:
polimeraz zincir reaksiyonu), RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphism:
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi), VNRT (variable number of tandem

repeats: degisken ardisik tekrarlar), SSCP (single stranded conformational
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polimorphism: tek iplik¢ik yapisal cesitlilik) laboratuar yontemleri kullanilmaktadir.
Polimorfizm c¢alismalarinda elde edilen bulgular, hastaliklara yatkinligin

belirlenmesinde ve tedavinin yonlendirilmesinde 6nem tagimaktadir (112).

2.3.2.1. Resriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE), bakterial viriislerin meydana getirdigi enfeksiyonlara karsi
savunma ajanlar1 gibi islev goren prokaryotik proteinlerdir. Bu enzimin kesfine yol acan
ilk gozlemler, bazi bakteri soylarmmin “konak¢i kontroliindeki sinirlama” (host-
kontrolled restriction) olarak anilan, bakteriofaj enfeksiyonlarmma bagisikligin
gosterildigi 1950’lerin baslarinda yapilmistir. Bu enzim bakterilerde dogal olarak
bulunur ve bakteriyi yabanci DNA’lara karsi korumaktadir. Bugiline kadar 1200’{in
tizerinde enzim tamimlanmistir. Restriksiyon endoniikleazlarin ii¢ ayr1 sinifi
bulunmaktadir. Islev olarak birbirinden ¢ok az farklilik gdstermelerine ragmen, gen
klonlanmasinda, tip II restriksiyon endoniikleazlar digerlerine gore daha ¢ok tercih
edilen kesici enzimlerdir. Tip II restriksiyon endoniikleazlar genellikle 4, 5 veya 6 baz
cifti (b¢) uzunlugunda olan spesifik bir niikleotid dizisini tanir ve bu dizilerdeki
metillenmemis ¢ift-zincirli DNA molekiiliinii keser (115).

RFLP, bir restriksiyon endoniikleaz ile DNA’nin kesilmesi {izerine
dayandirilmis bir yontemdir. Genetik hastaliklarin molekiiler genetik tanisinda
kullanilan 6nemli bir yontemdir. Enzimin tanima dizisinde birkag¢ niikleotid degisimi
varsa, farkli kaynaklardan alinan DNA, bazi restriksiyon enzimlerle kesildiginde farkli
uzunlukta DNA fragmentleri meydana gelir. Bu nedenle bu metod Restriksiyon
Fragment uzunluk (Length) Polimorfizmi olarak adlandirilmaktadir. Tiim RFLP
deneyleri, bir veya daha fazla restriksiyon enzim ile DNA’y1 kesmeyi kapsar. Kesilen
DNA pargalar1 direk boyama veya otoradyografi kullanilarak jel elektroforezi
aracilifiyla biiyiikliiklerine gore ayrilir. Kiigiik fragmentler biiyiik fragmentlere oranla
jel elektroforezinde daha hizli hareket eder. Jel iizerine yiiklenecek olan, baz cifti
uzunluklar1 bilinen bir standart ile kalibrasyon egrisi yapilarak bilinmeyen DNA
parcasinin molekiiler agirligi hesaplanabilir. Bireysel DNA’lar arasindaki farkliliklarin
(polimorfizm) kaynagi, bolgeye 6zgii enzimin tanima bolgesi i¢inde meydana gelen baz
substitiisyonlar1 veya inversiyon, insersiyon ve delesyonlar gibi yeniden dizi

diizenlemeleridir. Boyle degisiklikler her bir birey i¢in karakteristik bir 6rnegi meydana
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getirir ve bu durum bireyler arasindaki genetik polimorfizmi degerlendirmemizde bize
yardimci olur. RFLP analizi ile bir enzimi kodlayan gen bolgesindeki allel polimorfizmi

tespit edilerek homozigot ve heterezigot allellerin siklig1 hesaplanabilir (116).

2.2.6. Interferon-alfa alt tiplerinin gen polimorfizmleri ve hastahklarla iliskileri
IFN-a genleri arasinda dikkate deger bir genetik polimorfizm oldugu diistintilmektedir.
RFLP analizleri yapilmis ve bu genler arasinda yiiksek derecede heterojenite oldugu
goriilmistiir. [IFN genlerinin en son kabul edilen bilimsel adlandirmaya gore en az 51
IFN-a dizi varyantinin listesi yapilmistir. Bu varyantlar normal hiicre hatt1 ve siklikla
timor hiicre hatlarindan elde edilen genomik DNA ve cDNA kiitiiphanelerinden elde
edilmistir. IFN-a gen ailesindeki farkliligin nedeni hem gen duplikasyonundan hem de
allelik varyasyondan olabilecegi goriilmektedir (90).

IFN-o genleri farkli proteinler sentezlerler ve buna bagli olarak dikkat g¢ekici
farkli aktivite profilleri ortaya cikar. Ilk calismalarda her bir IFN-a sitokin iiretiminde
bireysel farkliliklarin oldugu ve sitokin uyarimina bagli olarak, en yiiksek ve en diislik
sitokin iiretimi arasinda 6nemli farkliliklar olabildigi gosterilmistir (117).

Kanser c¢aligmalarinda genetik faktorlerin 6nemli Olglide sitokin yapimim
etkiledigi ve dogal anti inflamatuar sitokin profilinin hastalik gelisimine katkida
bulunabilecegi ifade edilmistir. Transkripsiyonu etkileyen sitokin gen bolgelerinde yer
alan polimorfizmlerin bireyler arasi sitokin yapim miktar1 degisikliklerinden bazilarinin
nedeni olabilecegi bildirilmektedir (10).

IFN-a 1 ve IFN-a 2, bazi viriis enfeksiyonlarina karsi konagin olusturdugu
yanitta genel olarak ortaya c¢ikan ana interferon tiirleridir. Otoimmiin hastaliklarin
disinda hepatit tiirlerinde, cesitli formiillerde, tercihen IFN-a 2 ile genis capl klinik
caligmalar yapilmaktadir. IFN-a 2 geninde meydana gelen mutasyonlara bagli olarak
ortaya ¢ikan ekspresyon farkliliklarinin Hepatit B Viriis enfeksiyon seyrini
etkileyebilecegi ileri stiriilmektedir (90, 117, 118).

IFN-a 2 geninin promoter bolgesinde dogal olarak ortaya ¢ikan degisikliklerin
ozellikle -300 -300delAACTTT polimorfizminin genin transkripsiyonunu invitro olarak
azalttigim1 gosterilmistir. Ayrica bagka bir ¢alismada, enfeksiyon hastaliklari ile bu
polimorfizm arasindaki olas1 iligkisiyi arastirmak amaciyla ¢esitli populasyonlari

kapsayan bir ¢alisma yapilmistir (117, 119).
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Viral enfeksiyonlara yanitta ilgili diger ilgi cekici interferon altipi de IFN-a
5’dir. IFN-a 5 karaciger dokularinda sentezlenen baslica interfron alt tipi olmasina
karsin kronik hepatit C olan hastalarin karacigerinde bu interferon diizeyinin azaldigi
tespit edilmistir. IFN-a 5’in potansiyel antiviral ve antiproliferatif o6zelliklerinin
gosterildigi ¢aligmalara dayanarak kronik hepatitin tedavisinde bu gen iiriiniiniin bir rolii
olabilecegi varsayimlari ileri siiriilmektedir. Kronik hepatit C hastalarinin periferik kan
mononiiklear hiicrelerinde, IFN-a 5 ekspresyonunun diger IFN-a tiplerinden daha
yiiksek oldugu bulunmustur. Bu hiicreler Hepatit C Viriisii (HCV) igin bir kaynak olarak
islev goérmelerine karsin karacigere gore daha diisiik seviyede HCV replikasyonuna izin
vermektedirler (120, 121).

Son donemlerde yapilan bir calismada, sistemik lupus eritematozus (SLE)
hastaliginda, SLE serumu araciligiyla uyarilan normal insan periferal mononiikleer kan
hiicrelerinin (PBMC) diger viral uyaricilar tarafindan yapilan IFN-a alttiplerinden farkli
olarak baslica IFN-a 1, IFN-a 5 ve IFN-a 21 mRNA sentezledikleri bildirilmistir. IFN-a
sentezinin bu 0zel kalibinin muhtemelen toll- like reseptdrleri iizerinden iletilen
sinyalden ve sentezlendigi hiicre tipinden kaynaklandigi diisliniilmiistiir. SLE’ye
yatkinlikta tip I interferon polimorfizminin dnemli bir genetik belirte¢ olabilecegi ileri
sliriilmiis, interferon beta 1 (rs1424855, rs1424856 ve rs1051922), IFN-a 6 (rs614541
ve 1s2383187), IFN-a 19 (rs10119910), IFN-a 17 (rs9298814), IFN-a 21 (rs2939 ve
rs1053887) bolgelerinden dokuzununbu hastalik ile pozitif baglantili oldugu
goriilmistiir (118). Yine SLE ile yapilan bir ¢alismada interferon alfa alt tiplerinden
I[FN-a 1 (-1823A>G), IFN-a 2 (-3384A>G) ve IFN-a 5’in (-2529T>A) promoter
bolgelerinde yer alan bazi polimorfizmlerin genin ekspresyonuna etki eden
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini etkileyebilecegi ileri stiriilmiistiir. Bu ii¢ genin
distal promoter bolgesinde yer alan SNP’lerin tiimii, bu bdlgeye IFN-a’y1 kontrol etmek
icin, bilinen herhangi bir transkripsiyon faktoriiniin baglanmasii etkilememektedir.
Buna karsin, kodlama yapmayan varyasyonlara sahip her bir gen igerisindeki bir
haplotip blok (bu birlikteligin genin igerisindeki diger kodlama yapmayan varyasyonla
baglantili oldugu muhtemeldir) gibi IFN genlerinin sentezini etkileyebilecegi
bildirilmistir. Ayrica IFN-o genlerinde 5’ dizilerinin analizi, IFN-a promoter
bolgesinde, IRF baglanma bolgelerinden baska diger transkripsiyon faktorlerinin

baglanma bolgelerinin bulundugunu da gostermektedir (118).
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Bagka bir arastirmada, IFN-a 17 184lIle homozigot genotipinin fonksiyonel
olarak onemli olabilecegi ve Insan Papilloma Viriisiiniin (HPV) etiyolojisinde ve
servikal kansere yatkinligin belirlenmesinde 6nemli bir biyolojik belirte¢ olabilecegi
ileri stirilmiis ve 184lle allelinin servikal kanser riskini artirdigi bulunmustur. Bu
polimorfizm; genin 551. niikleotidinde timinin yerine guanin; proteinin 184.
aminoasitinde izoldsin yerine arjininin gecmesiyle meydana gelmektedir. Fakat IFN-a
genindeki bu polimorfizmin proteinin 6zgiil aktivitesinde veya protein yapim
miktarinda degisiklik yapip yapmadigi tanimlanmamaistir (10).

Ayrica, Multiple Skleroz (MS) hastalarinda IFN-a 10 (Cys20stop], ve IFN-a 17
(58stop) ve IFN-a 17 Ile184Arg polimorfizmleri incelenmistir. IFN-o 17 (58stop)
polimorfiziminde 58. aminoasitte stop kodonu olusmakta, IFN-a 10 (Cys20stop]
polimorfiziminde ise, 60. niikleotid pozisyonunda timin niikleotidinin yerine adenin
niikleotidinin ge¢mesi (transversiyon) meydana gelen polimorfizm sonucu Sau3Al
restriksiyon bolgesi olusmaktadir. Bu genin kodladigi proteinin 20. aminoasit
pozisyonundaki sisteinini kodlayan TGT {iglii kodanu TGA kodanuna degismekte ve
yeni olusan stop kodonu olusmaktadir. IFN-a 10 (Cys20stop] ve IFN-a 17 (58stop)
polimorfizmlerinde bu stop kodonlar1 sinyal peptidi igerisinde transkripsiyon
tamamlanmadan O6nce durdurmaktadirlar. Calisma sonucunda fonsiyonel olmayan IFN-
a 17 alleli tastyan hastalarin MS gelisme risk artisina sahip olduklar1 bulunmustur (96).
Alman MS hastalarin1 kapsayan bu calismada IFN-o 17 geninin 170. niikleotinin
bulundugu boélgeye fazladan bir adenin niikleotininin girmesiyle (insersiyon) cerceve
kaymasina (frame shift) neden olan yeni bir polimorfizm tanimlanmistir. Fonksiyonel
olmayan allel MS hastalarinda tespit edilirken kontrol grubunda bulunmamustir.
Homozigot fonksiyonel olmayan allel sadece bir hastada goriilmiis ve bu durumun
aciklanmasinda iki hiptez Onerilmistir: fonksiyon kazanimi ve allellik heterojenite.
Birinci hipoteze gore; IFN-a 1 ve IFN-a 2 proteinleri, 16. aminoasitten 28. aminoasite
kadar olan bolgede IFNARI1 ile direk etkilesime girmektedir. IFN-a 17 i¢inde benzer bir
reseptor baglanma bolgesi varsayilabilir fakat sinyal peptidin proteolitik
parcalanmasindan sonra, polimorfizm sonucu 30 aminoasitlik bir giidiik protein
olustugundan, proteinin 24. ve 122. aminoasitleri arasinda meydana gelen disiilfit
kopriileri olusamadigindan dolay1 bu protein dogru katlanmaz ve reseptore baglanamaz.

Bu kiint proteinin, bozulmamais (intact) proteinin baglanmasini engellemek i¢in 6zel bir
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fonksiyon kazanmast olasi degildir. Ikinci hipoteze gore; fonksiyonel olmayan IFN-a 17
geni i¢in beklenen birlesik heterozigotinin olmasi ¢ok daha olasidir ve heterozigot
hastalardaki ikinci IFN-a 17 allelinin dizilemesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ugiincii
olasilik ise, hastaligi tasiyan bir bireyde yeni bir mutasyon olmasindan dolayi, bu
polimorfizm IFN haplotipini anlatmaktadir ve bu nedenle bu allel tercihen MS hastalar1

ve yakinlarinda yayilim gosterebilmektedir (96).

2.2.9. TNF-a gen polimorfizmi ve diger hastaliklarla iliskisi

Sitokin ekspresyonu ¢ogunlukla transkripsiyonel diizeyde diizenlenmektedir. Genetik
faktorler, proinflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin yapiminda 6nemli bir etkiye
sahiptirler ve enflamasyon olaylarinda sitokin yapim miktarim1 tayin edebilirler. Bu
diisiinceden yola cikarak, TNF-a geninin promotor bdlgesinde birka¢ polimorfizm
tanimlanmistir. TNF-a promotorunda yer alan polimorfizmlerin TNF-a yapim diizeyleri
ile iligkili oldugu bulunmustur. Bunun disinda bu polimorfizmler bircok hastalikta
hastaliga yatkinligin gii¢lii bir belirleyicisi olarak tanimlanmistir (107).

LTe TNF

kb -30 -25 -20 -15 -1.0 -0.5

158+ -
POSL+ |

Sekil 2.3 TNF geni tizerindeki polimorfik bolgeler (http://genomebiology.com)

TNF-a geninin promotor bolgesine ait -1031 (rs1799964), -863 (rs1800630), -
357 (rs1800750), -308 (rs1800629), -238 (rs361525) ve kodlama bdlgelerinden ilk
intron bolgesine ait +489 polimorfizmleri ¢ok sayida arastirmaci tarafindan ¢aligilmistir
(Sekil 2.3). Genin promotor bolgesinde -238, -308 ve -376 pozisyonlarinda polimorfizm
oldugu bildirilmistir. TNF-a promotor bolgedeki bu ii¢ polimorfizmde G (Guanin)
niikleotidi A (adenin) niikleotidiyle yer degistirmektedir (104-110).

Fassmann ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada -308A alelinin yiiksek promotor

aktivitesi ve asirt TNF-a iretiminden sorumlu oldugu gosterilmistir (122). Timor
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nekroz faktér -308 promotor polimorfizminin, genin transkripsiyonel aktivitesine
etkisini arastiran bir baska calismada, A aleli varligimin genin yiiksek ifadesinden
sorumlu olabilecegi belirtilmistir (123, 124). Beyaz irkin yaklasik % 60 - %70 lik bir
kisminda yabanil TNF1 (GG) genotipinin, %30 - %40 oraninda heterozigot genotipin
(GA) ve %1.5 - %3 sikliginda da varyant TNF2 (AA) genotipinin gozlendigi rapor
edilmistir (125-127).

Yapilan caligmalarin biiylik bir boliimiinde otoimmiin hastaliklara yatkinlikta ve
serebral malarya, ilseratif kollitis, Crohn hastaligi, mukokutan6éz leishmania,
lepromatoz lepra, septik sok ve Oliimciil meningokokal hastaliklar gibi bircok
enfeksiyonel hastalik ile TNF-a -308 ve diger TNF-a gen polimorfizmlerinin iliskili
oldugu gosterilmistir (¢izelge 2.6) (108, 128-131).
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Cizelge 2.6 TNF-a gen polimorfizmleri ve enfeksiyon hastaliklari ile iligkisi (131)

Polimorfizm  Enfeksiyon Hastaliklariyla iliskileri Populasyon
rs1799964,

rs1799724,

rs1800629, . g e Kuzey
1361525, Tiiberkiiloz ile bir birliktelik bulunamamig Hindistan
rs1800630,

1s909253

rs1800629,

rs361525, Tiiberkiiloz ile bir birliktelik bulunamamis Tiirkiye
rs1800750

rs1800629, MB (multibasillar) ve PB (paucibacillar) hastalar1 arasinda haplotip ifnkahl Ve
rs361525, sikliklarinda istatistiksel farkliliklar bulunamamis B:;lﬂrl);alll

Saglikli kontrollerde GG siklig1 daha yiiksek, kontrol grubuna gore
rs1800629 clizam  hastalarinda GA/AA  genotip sikligmin  azaldigi Brezilya

bulunmustur
51800629 Zﬁ(?rﬂ/l nin (recurrent akut otitis media) daha yiiksek semptom Amerika
51800629 TNE2 a!leh“septlk' gpka ve mortaliteye yatkinlik gosterme ile giiglii Fransa
birliktelik gosterdigi bulunmustur
rs1800629, G/A  genotip sikliklarinda anlamh  farklilik
51800629 bulunamamistir. Kontrol grubuna goére MSF (Mediterranean
52430561 ’ sported fever) hastalarinda rs2430561 TT genotipi artmig IFN-  Sicilyal
gama yapimu ile birliktelik gdsterdigi ve kontrol grubuna gére MSF
hastalarinda anlamli olarak daha az siklikta oldugu bulunmustur.
51800629 K“romk HB}/ (hepatit B viriis) enfeksiyon gelisimi ile birliktelik iran
gostermedigi bulunmustur.
151799964 U¢ Populasyon arasinda 151799964, rs1800630, -572(A/C),
rs1800630’ rs1800629 ve rs361525°de TNF-o (TNF-a: timoér nekroz faktor
572 A/C)’ alfa) genotip dagiliminda farklilik olmadigi; -204 lokusunda TT Cin
51800 629’ genotipi ile karsilastirildiginda CT genotipinin SARS’a (agir akut
361525 ’ solunum sendomu) karst koruyucu bir etki ile iliskili oldugu
bulunmustur.
rs361525 ve LTA (lenfotoksin alfa) haplotipi ikincil dengue
rs361525 kanamali atesi olan hastalarda anlamli olarak arttig1 bulunmustur. Taylanth
rs1800629 G . , o -
(TNF1) TNF2’nin CM’ye (cerebral malarya) yatkinlik ile iliskili olmadig;
11800 6’29 A rs1800629 genotipleri ve allellerinin CM ve kontrol gruplari Orta sudan
(;‘NFZ) arasinda anlamli farkliligi olmadig1 bulunmustur.
rs1799964,
1s1799724, Malarya ve kontrol gruplari arasinda hem -1031 hem de -863
rs1800750, genotipleri arasinda TNF alfa diizeyinde anlamli farkliliklar Hindistan
rs1800629, goriildigi bulunmustur.
rs361525
MLC (mukokutaneus leishmania) hastalarinda anlaml olarak daha
rs1800629 yiiksek rs1800629 allel 2 genotip siklig1 gdzlemlenmistir. Venezuella
51800629 Chagas hastalig1 ile TNF-a polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski Brezilyah
bulunamamustir.
Toksoplazmik retinokoroitidis (TR) ile anlamhi bir iliski .
rs1800629 bulunamamustir. bu genotipte anlamli farklilik bulunamamastir. Brezilyal
rs1800629, rs1800629 AA genotipi OLP’ye (oral lichen planus) yatkinlik ve Taylantl:

rs361525 hastaligin siddeti {izerine etki etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan cihazlar

Masaiistii makro santrifiij (Mistral 1000 MSE)

Masaiistli mikro santrifiij (Msc Micro Centaur)

Hassas tart1 (Denver Instrumen Company)

Manyetik karistirict (BIBBY Stuart)

Vorteks (Clifton Cyclone)

PH metre (Metle Toledo MP 2200)

Mikrodalga firin1 (BEKO MD 1500)

Otomatik pipet (Accu-Jet)

Mikropipetler -10 ul, 20 pl, 200 pl ve 1000 pl- (Gilson ve Thermo)
Fanl1 ekonomik inkiibator (Gallenkamp)

Spektrofotometre (UV1800 Shimatzu)

Hot blok (Techne)

Thermal cycler (Gen Amplifikasyon PCR 9700 applied biosystems)
Elektroforez gii¢ kaynagi (EC 1000-90)

Yatay elektroferez sistemi (Whatman Biometra)

Dikey elektroferez sistemi (EC120 Mini vertical gel system)

Jel goriintiileme (Vilber lourmat photodocumentation and video graphic printer
UP-895CE)

Laminalflow kabin (Steril-Vbh)

3.2. Kullanilan plastik malzemeler

0,2 ml ve 2,0 ml Mikro santrifiij tiipleri (Axygen)

15 ml ve 50 ml Konik uglu falkon Tiipleri (LP’s)

0,5-10 pl, 1-200 pl, 100-1000 pl Mikropipet uglart (Axygen)
5 ml, 10 ml, 25 ml Plastik pipetler (LP Italiana SPA)

DNA saklama kutusu (Heathrow)

3.3. Kullanilan kimyasal maddeler

Tris baz1 (Sigma)
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* Borik asit (Merck)

 TEMED ((Applichem)

* APS (Applichem)

e Akrilamid (Merck)

* Bis akrilamid (Biomatic)

* Asetik asit (E-Merck)

 EDTA (Sigma)

*  9%96’lik Absolii Alkol (Riedel- de Haen)

*  Primer sentezleri (Heliks)

e dNTP karisimi (Fermentas)

*  MgCl;, (Fermentas)

* PCR tamponu (Fermentas)

* Tag DNA Polimeraz (Fermentas)

e Tasl (Tsp509I)Restriksiyon Endoniikleaz (Fermentas)
* B (Blue) tamponu (Fermentas)

*  Bspl43I (Sau3Al) Restriksiyon Endoniikleaz (Fermentas)
*  Bspl43I tamponu (Fermentas)

* Ncol Restriksiyon Endontikleaz (Fermentas)

e Agaroz (Prona)

* Low Melting agaroz (Prona)

* Formamid (Sigma)

* Xylene Cyanol (Sigma)

» Bromfenol Blue (Bio Basic inc.)

« Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas)
+  Gene Ruler™ 50 bp DNA Ladder (Fermentas)
e Etidyum bromiir (Applichem)

3.4. Kullanilan soliisyonlar ve tamponlar

3.4.1. TE tamponu (Tris-HCl, EDTA):

10 mM Tris-HC1 0.394 g, 1 mM Na,EDTA 0.093 g 250 ml ultra saf suda ¢ozdiiriilerek
otoklavda steril edildi.
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3.4.2. TAE tamponu: (50X TAE stok tamponu i¢in)
Tris 242 g, EDTA 100 ml 0.5 M pH: 8.0, Glasial Asetik Asit 57,2 ml, 1000 ml bidistile

su ile tamamlanarak ¢ozdiiriildii. Kullanilmak {izere oda sicakliginda birakildi.

3.4.3. %30 Akrilamid soliisyonu
29 g Akrilamid ve 1 g N,N’-metilenbisakrilamid 100 ml bidistile su igerisinde
cOzdiirtildii. Filtreden gecirilerek steril edildi. Kullanilincaya kadar koyu renkli sise

igerisinde oda sicakliginda saklandh.

3.4.4. 5X TBE tamponu
54 g Tris, 27.5 g borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA (pH: 8.0) 1 litre bidistile su igerisinde
¢Ozdiiriilerek hazirlandi.

1X TBE calisma tamponu hazirlamak i¢in; hazirlanmis olan 5X TBE

tamponundan 20ml alinip ve lizerine 80 ml bidistile su eklenerek 100 ml’ye tamamladi.

3.4.5. %10 Amonyum persiilfat
1 g amonyum persiilfat alinarak 10 ml bidistile suda ¢ozdiiriildii. Ayn1 giin igerisinde

kullanilincaya kadar +4 °C’de saklandi (APS +4 °C’de birkac¢ hafta da saklanabilir).

3.4.6. Yiikleme tamponu (Loading dye)

Formamid (%95) 9.5 ml, Xylen Cyanol (%0.5) 0.05 g, Bromfenol Blue (%0.5) 0.05 g
15 ml’lik konik falkon santriflij tiipii icerisine konularak vortekste karistirildi.
Kullanilmak iizere +4 °C’de saklandi.

3.4.7. ANTP ¢alisma soliisyonu: (2.5 mM stok cozeltisi i¢in)

100 mM Adenin, Timin, Guanin, Sitozin niikleotidlerinin her birinden 2.5 pl alinarak

90 pl ultrasaf su ile karistirilarak 2.5 mM’lik 100 ul dNTP calisma soliisyonu hazirlandi.

3.4.8. Primer stoklarimnin hazirlanmasi:
* Forward primerleri: 100 pmol/ul’lik ana stoktan c¢alisma soliisyonu,
konsantrasyonu 100ul 10 pmol olacak sekilde 90 pl distile suya 10 pl forward

primeri eklenerek hazirlandi.
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* Reverse primerleri: 100 pmol/’ul’lik stoktan galigma soliisyonu konsantrasyonu
100 pl 10 pmol olacak sekilde 90 pl distile suya 10 pl reverse primeri eklenerek

hazirlandi.

3.5. Calisma grubu
3.5.1. Hasta grubu
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali’na 2010 tarihlerinde KKKA 6n tanisi
ile yatirillarak takip ve tedavi edilmis hastalardan KKKA kesin tanis1 konmus toplam
134 erigkin birey ve 2007 yilina ait 16 KKKA kesin tanili hasta DNA’s1 ¢alismaya
alimmistir (Ek-1: karar n0:2011/23). Olgu tanimlama; T.C. Saglik Bakanlig1 ve KKKA
calisma gurubu tarafindan olusturulan KKKA olgu tanimlama kriterlerine gore
yapilmistir;
1. KKKA i¢in epidemiyolojik risk faktorii hikayesi olan hastalar:
a. Kene temasi (Kene ile 1sirilma, kene kirma oykiisii) ve/veya
b. KKKA i¢in epidemik olan bolgeye seyahat veya o bodlgede yasama
oykiisii
2. Viral Kanamali Atesi diisiindiiren akut hastalik tablosu:

a. Ates (aksiller, >38 °C) ve trombositopeni (kan trombosit sayis1 <150 x

109 hiicre/L) ve/veya
b. Hemorajik manifestasyonlar (ekimoz, purpura, petesi, gastrointestinal
kanamalar, epistaksis, kan alinan viicut bolgelerinden kanamalar veya
kadinlarda adet dis1 vajinal kanamalar)
Kan ornekleri alinmadan once c¢aligma grubunda belirtilen kriterlere sahip
bireylerden, etik kurul karar1 (karar no:2010/23) ile izin alinarak hazirlanan

bilgilendirilmis olur formu imzalatilmistir (Ek-2, Ek-3 ve EK-4).

3.5.2. Kontrol grubu
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Kan Bankasina 2010 yilinda bagvuran,

* Ayni yorede bulunan,

* Yasam Ozellikleri benzer,
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* Yas ve cinsiyetleri hasta grubu ile uyumlu,

e Bilinen hepatik, renal ve pankreatik yetmezlik, gastrointestinal, akut
kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler hastalik ve hipertiroidizm 6ykiisii mevcut
olmayan, toplam 170 saglikli goniillii eriskin erkek ve kadinlar arasindan
kontrol grubu olusturulmustur.

Kan oOrnekleri alinmadan o6nce kontrol grubunda belirtilen kriterlere sahip

bireylerden, etik kurul karari ile izin alinarak hazirlanan bilgilendirilmis olur formu

imzalatilmistir (Ek-2, Ek-3 ve EK-5).

3.6. Orneklerin alinmasi

Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Hizmetleri Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 klinigine bagvuran, KKKA 6n tanili ¢alismaya alinan
hastalardan yatis1 takiben; ayrica hastanemiz Kan Bankasi’na gelen kan dondrlerinden
(kontrol grubu) gerekli form ve izin belgeleri doldurtulup imzalatildiktan sonra DNA
ekstraksiyon islemi yapilmak tizere, 4 ml periferik vendz kan alinarak -20°C’de derin

dondurucuda ¢aligma yapilincaya kadar saklanmistir.

3.7. Kan 6rneklerinden DNA eldesi
DNA ekstraksiyon kiti (Nukleo Spin Blood, Macherey-Nagel, Almanya) kullanilarak
kan 6rneklerinden total genomik DNA elde edilmistir.

e 200 pl kan, 25 pl Proteinas K (Macherey-Nagel, Almanya) (6 mg Proteinaz K ve
260 ul PB Buffer ) ve 200 pl B3 tamponu 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipline
konularak, vorteks ile 10- 20 saniye karistirildiktan sonra 70 °C’de 15 dakika
bekletilmistir.

* Her 6rnege 210 pl etanol eklenerek vorteksde 10 saniye karistirilmistir.

o Uriinler, Nucleo Spin Blood Column (NSBC)’a yiiklenerck 11000
devir/dakikada 2 dakika santrifiij edilerek lizatin tam siiziilmesi saglanmistir.

e NSBC’a 500 pl BW eklenerek 11000 devir/dakikada 1 dakika santrifii
edilmistir.

* NSBC’a 600 ul B5 eklenerek 11000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij edilmistir.

* NSBC’yi yeni tiipe alinarak 11000 devir/dakikada 1 dakika santrifiij islemi
yapilmistir.
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e 1,5 ul'lik epandorf tiipe NSBC yerlestirilmistir. Uzerine 6nceden 1sitilmis BE
tamponu 100 pl eklenerek 1 dakika oda i1sisinda bekletildikten sonra 11000
devir/dakikada 1 dakika santrijiij edilmistir. Bu islemler sonunda elde edilen

DNA c¢ozeltileri etiketlenerek -20°C’de saklanmustir.

3.8. Genotipleme

IFN-o gen ailesinde IFN-a 5 -2529 T>A ve IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) gen
polimorfizmleri ile TNF-a -308 G>A gen polimorfizm analizi i¢in PCR-RFLP yontemi
kullanilmistir. PCR amplifikasyonlar1 i¢in kullanilan PCR tepkime karisimi ¢izelge
3.1’de, PCR tepkime kosullari ¢izelge 3. 2.’de verilmektedir.

Ayrica PCR tepkimesi i¢in segilen primer dizileri, primerlerin yapigsma sicakliklar
ve elde edilen DNA fragment uzunluklar ¢izelge 3. 3’de, RFLP yonteminde kullanilan
restriksiyon enzimleri, RFLP sonrasi elde edilen fragmentlerin uzunluklar ¢izelge 3.
4’de gosterilmektedir.

Bu polimorfizmler i¢in RFLP yonteminde kullanilacak restriksiyon enzimlerinin

enzime 6zgli tamponlarin isimleri ve RE tanima bolgeleri;

IFN-a 5 -2529 T>A Polimorfizmi: IFN-a 10 Cys20>stop Polimorfizmi:
Tasl (Tsp509]) — 5°-| AATT-3’ Bsp143I (Sau3Al) — 5°- | GATC-3°
3’-TTAAT-5’ 3’- CTAG?T-5

TNF-0 -308 G>A Polimorfizmi:
Ncol — 5’-C|CATGG-3’

3-GGTAC1C-5’

3.8.1. Restriksiyon enzimleri ile yapilan tepkime karisimlarinin hazirlanmasi

Her ti¢ polimorfizm i¢in elde edilen PCR 6rneklerinden 8 pl ependorf tiiplere alinarak
tizerine 1 pl RE, 1 pl X10 RE tamponu (Tasl RE i¢in Buffer B, Bsp143I RE i¢in Buffer
Bsp1431, Ncol RE icin Buffer tango kullanildi) eklenerek toplam 10 pl tepkime karigimi
37 °C’de 16-20 saat bekletilerek RFLP yontemi uygulandi.
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Cizelge 3.1 Gen polimorfizmleri i¢in PCR tepkime karigimi1

Soliisyonlar Konsantrasyon Miktar
PCR tamponu 1X 2.5 ul
dNTP karigimi 2 mM 2.5 ul
MgCl, 25 mM 1.5ul
Forward primeri 10 pmol 1 ul
Reverse primeri 10 pmol 1 ul
Tag DNA polimeraz 5 U/ul 0.5 ul
dH,O - 15w
DNA 100 ng/pul Tul
Cizelge 3.2 Gen polimorfizmleri i¢in PCR tepkime kosullari
Gen Polimorfizm Baslangic Zincirlerin Primerlerin Zincir Son Tepkime
zincir ayrilma ayrilmasi Yapisma Sentez asamasi zincir sentez Dongiisii
asamasi asamasi asamasi asamasi
IFN-0.5 12529 T>A 94 °C—5dk 94 °C—30sn 62°C—45sn 72 °C—30sn 72 °C—5dk 35
IEN-a. 10| Cys20>stop 94 °C—5dk 94 °C—1dk 68 °C—1dk 72 °C—1dk 72 °C—5dk 28
TNF-a -308 G>A 95 °C—5dk 95°C—30sn 58 °C—30sn 72 °C—45sn 72 °C—10dk 35
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Cizelge 3.3 PCR tepkimesinde kullanilan primer dizileri, primerlerin yapisma sicakliklari ve DNA parca uzunluklari

Primer Dizileri (5°—3°) DNA Primer
Gen Polimorfizm parca yapisma
Forward Reverse uzunlugu | sicakhg
(bo) FCOR
IFN-0.5 | 2529 T>A TAAAGGACACTTCCCCCAAT | AATGGTGGGTAGGTATATGGTAGG 201 55.3 | 61.0
IFN-0. 10 Cys20>stop | GGCCCTGTCCTTTTCTTTACTT | ATCAAACTCCTCCTGGGGGAT 199 58.4 | 59.8
INF-a1.308G>A | TCCTCCCTGCTCCGATTCCG | AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 107 | 634 | 60.6
*Forward (F) ve reverse (R) primerleri i¢in yapisma sicakliklar1 gésterilmistir.
Cizelge 3.4 RFLP yonteminde kullanilan restriksiyon endoniikleazlar ve RFLP sonrasi DNA parca uzunluklar
G Polimorfizm Restriksiyon Homozigot DNA par¢a Homozigot DNA par¢a
en .. U < . <
Endoniikleaz | Dogal Tip Allel | uzunlugu (b¢) | Polimorfik Allel | uzunlugu (b¢)
IFN-a.5 22529 T>A TasI (Tsp509]) T alleli 129 +55 + 17 A alleli 184 + 17
IFN-0. 10 Cys20>stop Bspl431 Allel 1 129 + 70 Allel 2 129+ 56 + 14
(Sau3Al)
TNF-a -308 G>A Neol G alleli 87 + 20 A alleli 107
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3.9. Jel elektroforezi
PCR firtinleri i¢in %1°lik, RFLP iiriinleri i¢in %3’liikk agaroz jel ve %12.5’lik denatiire

olmayan poliakrilamid jel kullanildi.

3.9.1. Agaroz jelin hazirlanmasi:

140 ml’lik jel tankinda %1 (RFLP i¢in %3) yogunlukta agaroz jeli hazirlamak i¢in 1.4 g
(RFLP icgin; 4.2 g) agaroz tartilarak 250 ml’lik erlenmayer igine kondu. Uzerine X50
yogunlukta olan TAE tamponundan (Tris-HCL, Borik asit, EDTA) X1 (2 ml X50
yogunluktaki TAE tamponuna 98 ml bidistile su eklenerek hazirlanir) yogunlukta
hazirlanan 140 ml TAE tamponu konuldu ve mikrodalga firmminda 1sitilarak
berraklagmas1 saglandi. Berraklasan jelin el yakmayacak sicakliga diistiriilmesi i¢in
akan musluk altinda sogutuldu. Jel icerisine 5 pl etidium bromiir (EtBr) eklenerek
boyanmasi saglandi ve 140 ml’lik agaroz jel tankina dokiildii. Kuyucuk olusturmak i¢in

taraklar yerlestirildi ve jelin donmasi beklendi.

3.9.2. Agaroz jelde PCR ve RFLP iiriinlerinin kosturulmasi

6 ul PCR fiirlintine 2 pl yiikleme tamponu eklendi. Toplam 8 pl karisim kuyucuklara
yiiklendi. DNA fragmentlerinin baz ¢ifti uzunluklarini karsilastirmak i¢in 50 baz cifti
(b¢) ve 100 b¢’lik DNA belirtegleri kullanildi. 2 pl alinan belirteg 1 pl distile su ve 1 pl
yiikleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. Yiiklenen DNA’lar 100 voltta 50
dakika kosturuldu ve UV altinda gériintiilendi.

3.9.3. Denatiire olmayan poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Dikey elektroforez tankina uygun boyuttaki camlar iyice yikanip once distile su ile daha
sonrada %99 etanol ile iyice silindi. 1ki cam arasina 1 mm kalmligindaki aralik
olusturucu seritler aym hizada olacak sekilde yerlestirildi. Ust iiste kapatilan camlar
dikkatlice jel dokme c¢ercevesine yerlestirildi.

10 ml %12.5°1ik poliakrilamid jel hazirlamak icin; 4 ml %30 Akrilamid/bisakrilamid
stok soliisyonu (29:1), 3.93 ml bidistile su, 20 ml 5X TBE tamponu, 70 pl %10
Amonyum persiilfat ve 3.5 ul TEMED kullanildi. TEMED eklenmeden 6nce hazirlanan
karsimin havasi alindi. Daha sonra polimerizasyonu baslatan TEMED ilave edildi. Jel

soliisyonu hizlica, hava kabarcigr olugsmamasina dikkat edilerek iki cam arasina
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dokiildii. Tarak dikkatlice yerlestirilip, jel polimerlesmeye birakildi. Polimerizasyon i¢in
yaklagik 30-45 dakika yeterli oldu. Polimerizasyondan sonra taraklar dikkatlice
cikarildi. Kuyularda akrilamid kalintis1 kalabilecegi i¢in enjektoér yardimiyla kuyular
TBE tamponuyla yikandi. Elektroforez islemini baglatmak i¢in aparat tankin igine
yerlestirildi. Jelin alt ve {ist siirlarina temas edecek sekilde tanka 1 X TBE tamponu

eklendi.

3.9.4. Orneklerin poliakrilamid jele yiiklenmesi, yiiriitiillmesi ve boyanmasi

5 pl PCR iiriinii 1 pl 6X yiikleme tamponu ile 10 pl RE kesim {irtinleri 2 pl 6X yilikleme
tamponu ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. 120 voltta 35 dakika elektrik akimina
maruz birakilarak kosturuldu. Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra iki camin arasi
acilarak jel dikkatlice EtBr boyama soliisyonuna alindi. Yaklasik 2-5 dakika
boyandiktan sonra fazla boyanin uzaklastirilmasi i¢in saf su i¢inde yikandi. Daha sonra

jel goriintiileme cihazinda ultraviyole 151k altinda goriintiilendi.

4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Caligmamizda istatistiksel analiz, SPSS 15.0 paket bilgisayar programi kullanilarak
yapildi. Bu program kullanilarak; Independent-Samples T testi ve varyans analizi ve
Tukey HSD c¢oklu karsilastirma yontemi ile hasta ve kontrol gruplarindaki bireylerin
yas ortalamalar1 karsilastirilmus, o testi ile hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki genotip
sikliklar1 hesaplanmistir.  Ayrica %95  giivenlik  araliklarinda (CI= Confidense

Interval) Fisher exact testi ile risk oranlar1 (OR:0dds Ratio) belirlenmistir.
Hasta ve kontrol gruplarinin Hardy-Weinberg dagilimina uygunluk gosterip

gostermedigi de kontrol edilmistir.
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5. BULGULAR
5. 1. Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin demografik o6zelliklerinin
degerlendirilmesi
Calismamizda 2010 yilina ait toplam 150 KKKA kesin tanist konmus hasta ile 170
saglikli-goniilli  birey (kontrol grubu) degerlendirmeye alinmistir. 150 KKKA
hastasinin 33’1 agir, 117°si hafif olgu olarak belirlenmistir. Ayrica hastalarin 19’u
Olmiis, 131 birey saglikli olarak taburcu edilmistir.

Hasta ve kontrol grubuna ait demografik o6zellikler ¢izelge 5.1°de verilmektedir.
Yas dagilimi agisindan hasta ve kontrol grubu independent t testi ile, yasayan-dlen
hastalarin ve kontrol grubunun yas ortalamalar1 da varyans analizi (Oneway ANOVA) ve
Tukey HSD c¢oklu karsilastirma yoéntemi ile degerlendirilmistir.  Degerlendirilme
sonrasinda yas dagilimi agisindan hasta ile kontrol grubu arasinda fark bulunmazken
(p>0.05), dlen hastalarin yaslarinin yasayan hastalara ve kontrol grubuna oranla daha
biiyiik oldugu tespit edilmistir (p<0.05).

Agir olgularin yaslar1 hafif olgularla karsilagtirildiginda, sirasiyla 46.55+18,
46.16+19 olarak tespit edilmistir. Yas ortalamalar1 agisindan degerlendirildiginde iki
grup arasinda bir fark olmadigi belirlenmistir (p=0,90).

Cinsiyet dagilimi x* testi (Fisher’s Exact Testi) ile degerlendirilmis, hem hasta-
kontrol grubu arasinda, hem agir-hafif olgular, hem de 6len-yasayan hastalar arasinda
fark olmadigi tespit edilmistir (p>0.05). Yas ve cinsiyet dagilimi agisindan kontrol
grubumuz hasta grubu ile benzerdir.

Hasta grubunda yer alan bireylerin %98’1 kirsal kesimde yasamaktadir ve
hastalarin %94.7’sinde kene ile temas 0ykiisii mevcuttur.

Hasta grubunda yer alan bireyler mesleki a¢idan degerlendirildiginde kadinlarin
hepsinin ev hanimi oldugu, erkeklerin ise ¢ift¢ilik ve hayvancilikla ugrastiklari tespit

edilmistir.
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Cizelge 5.1 KKKA hastalar1 ve kontrol gurubuna ait demografik 6zelliklerinin karsilastirilmasi.

Yasayan Olen Agir Hafif Tiim Kontrol
hastalar hastalar P Olgular Olgular P hastalar grubu P
Degiskenler
(n=131) (n=19)  degeri (n=33) (n=117) degeri (n=150) (n=170) degeri
Yas (y1l)
45.14+18 54.00+18 46.55+18 46.18+19 46.26+18 43.09+10
Ortalamasi=SD
0.01 0.92 0.06
Yas Sinirlar 17-82 18-80 18-80 17-82 17-82 18-70
Cinsiyet, n(%)
Erkek 55 (42.0) 10 (52.6) 14 (42.4) 51 (43.6) 65 (43.3) 90 (52.9)
1.00
Kadin 76 (58.0) 9(474)  0.15 19 (57.6) 66 (56.4) 85 (56.7) 80 (47.1)  0.09
Risk Faktorleri, n(%)
Kentte yasama 3(2.3) 0 (0) 1(3) 2(1.7) 3(2)
1.00 0.52
Kirsalda yagsama 128 (97.7) 19 (100) 32 (97) 115 (98.3) 147 (98)
Kene temasi var 129 (98.5) 13 (68.4) 28 (84.8) 114 (97.4) 142 (94.7)
0.01 0.01
Kene temas1 yok 2(1.5) 6 (31,6) 5(15.2) 3(2.6) 8(5.3)
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Cizelge 5.2 Yasayan-Olen ve agir-hafif KKKA hastalarinda goriilen laboratuar bulgularinin ortalamalarinin karsilastirilmasi

Agir Olgular Hafif Olgular  Olen Hastalar  Yasayan Hastalar ..
Laboratuar Bulgular n=33 n=117 n=19 n=131 Tiim ;—I=als5t(z;lar Rgzegl;lils
(iist-alt deger) (iist-alt deg@er) (iist-alt deger) (iist-alt deger) (iist-alt deger)
9 5.6 2.7 5.1 3.1 34 40110
Lokosit (x10 /L U-11.
okosit (x10 /L) (0.8-27) (0.7-10) (0.7-22) (0.7-27) (0.7-27)
9 24.3 96.1 36.1 86.7 80.3 150450
Trombosit (x10 /L -
rombosit (x10 /L) (8-71) (10-231) (10-86) (8-231) (8-231)
34.8 13.9 45.4 14.6 18.5
aPTT (s) 25.1-34.7
(9.7-151) (9.4-58) (10-151) (9.4-151) (9.4-151)
1.0 1.0 1.2 1.0 1.0
INR (s)
(0.8-2.4) (0.7-1.6) (0.8-2.4) (0.7-1.6) (0.7-2.4)
868 127 585 247 290
AST (U/L) 9-36
(168-2439) (14-607) (82-1847) (14-2439) (14-2439)
286 53 188 92 104
ALT (U/L) 10-28
(42-1076) (12-193) (67-661) (12-1076) (12-1076)
o 210 260 206 314 340
Fibrinojen (pg/dl)
(46-326) (138-393) (89-299) (46-393) (46-393)
aPTT: aktif parsiyal tromboplastin zamani, INR: international normalized ratio, AST: aspartat aminotransferaz, ALT: alanin aminotransferaz.
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Agir-hafif olgu tanimlamalar1 Swanepoel, Cevik, Bakir ve arkadaslarinin cesitli
calismalarda belirledigi kriterlere gore yapilmistir (61, 42, 63). Hasta grubu ile yapilan
degerlendirme sonrasinda; 33 agir olgu olarak degerlendirilen 13 KKKA hastasinin
oldiigli, 6’smin saglikli olarak taburcu edildigi tespit edilmistir. Hafif olgu olarak
degerlendirilen 117 KKKA hastasindan ise 6 birey o6lmiis 11 birey saglikli olarak
taburcu edilmistir. Bu degerler istatistik ag¢idan olduk¢a anlamli bulunmustur
(p=0.0001). Bu verilerden yola ¢ikilarak hafif olgulara oranla agir olgularda mortalite
gelisme riskinin 12.04 (4.09-35.34) kat daha fazla oldugu bulunmustur. Bu deger
istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

Tiim KKKA hastalarinin akut dénemde elde edilen laboratuar bulgularinin
ortalama degerleri cizelge 5.2°te verilmistir. Genel olarak bakildiginda koétii prognoz
gostergelerinden biri olan 16kosit seviyesinin bazi hastalarda diisiik baz1 hastalarda ise
yiiksek oldugu tepsit edilmistir. Olen hastalarda yasayan hastalara oranla ortalama
16kosit sayist daha yiiksek bulunmustur (P<0.05). Agir-hafif olgularin se¢iminde tek
basina belirleyici bir kriter olarak degerlendirmedigimiz trombosit sayisinin, degisen
diger laboratuar bulgularinin yani sira agir olgularda ve 6len hastalarda oldukea diistik
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen degerler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.05).

Karaciger bozuklugunun gostergesi olan AST; ALT degerlerinin de o6len
hastalarda daha yiiksek oldugu tespit edilmis ve bu degerlerin istatislik agidan anlamli
oldugu goriilmiistiir (p=0.001).

KKKA hastalarinda, kanama-pihtilasma bozuklugu belirtecleri arasinda yer alan
diisiik trombosit sayisi, INR ve aPTT siirelerinin uzamasi ve diisiik fibrinojen miktari
Olen ve yasayan hastalar arasinda yapilan karsilastirmada net olarak goriilebilmektedir.
Bu laboratuar bulgularinin istatistiksel olarak degerlendirmesi yapildiginda; hem agir-
hafif olgular hem de dlen-yasayan hastalar arasinda anlamli olarak farkli oldugu tespit
edilmistir (p<0.05).

Tiim KKKA hastalar1 kanama bulgusu yoniinden degerlendirildiginde 59
(%39.3) hastada kanama (ekimoz, petesi, melena vb) oldugu, 91 (%60.7) hastada
kanama bulgusu olmadigi belirlenmistir. 33 agir olgudan 19’unda (%57.6), 19 dlen
hastanin 13’linde (%68.4) kanama bulgusu oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
sonugclar istatistik acidan degerlendirildiginde, hem agir-hafif olgular (p=0.02) hem de
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Olen-yasayan hastalar (p=0.01) arasinda laboratuar degerleri ile paralel olarak kanama

bulgusu yoniinden anlamli bir fark oldugu goriilmektedir.

5.2. PCR ve RFLP iiriinlerin genotiplerinin degerlendirmesi

5.2.1. IFN-a 5 -2529 T>A polimorfizmi

Hasta ve kontrol grubunda yer alan bireylerin tam kanlarindan DNA ekstraksiyon kiti
kullanilarak elde ettigimiz DNA’lar kullanilarak yapilan PCR sonrast 201 bg
biiyiikliigiinde bir DNA pargas1 elde edilmistir. Elde edilen PCR iiriiniinde, Tsp 5091
restriksiyon enziminin iki tanima boélgesi vardir. Homozigot TT dogal genotipinde; RE
ile muamele edildiginde, PCR iirlinii iki bolgeden kesilerek 129+55+17 bg
uzunluklarinda DNA pargalar elde edilmistir. IFN-a 5 -2529 T>A polimorfizminde T
niikleotidinin yerini A niikleotidinin almasi sonucunda Tsp 5091 restriksiyon enziminin
bir tanima bolgesi ortadan kalkmakta ve bu RE enzimi 201 bg’lik DNA pargasini sadece
bir bolgeden kesmektedir. Sonugta AA polimorfik genotipi i¢in 184+17 beg
uzunluklarinda iki DNA pargas1 elde edilir. Heterozigot TA genotipinde ise
184+129+55+17 bg uzunluklarinda DNA pargalar1 elde edilmistir (sekil 5.1).

5. 2. 2. IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) polimorfizmi

Calisma grubunda yer alan bireylerin DNA’lar kullanilarak yapilan PCR sonrasi 199 bg
blyiikliglinde bir DNA parcas1 elde edilmistir. Bsp 1431 (Sau 3AI) RE’nin PCR
tirtiniinde bir tanima bolgesi vardir. DNA pargast Bsp 1431 (Sau 3Al) restriksiyon
enzimi ile muamele edildiginde 199 bg¢’lik DNA parcast bir bolgeden kesilerek
homozigot allel 1 (TT) dogal tip genotipi i¢in 129+70 b¢ uzunluklarinda DNA pargalari
elde edilmigtir. [FN-a 10 Cys20>stop polimorfizminde (60. niikleotid) T niikleotidinin
yerini A niikleotisinin almas1 sonucunda 70 b¢ uzunlugundaki DNA pargasi igerisinde
bir tane daha Bsp 1431 RE’nin tanima bdlgesi olustugundan polimorfik allel 2 (AA) igin
129+56+14 b¢ uzunluklarinda DNA parcalari elde edilmistir. Heterozigot TA genotipi
icin 129+70+56+14 b¢ uzunluklarinda DNA parcalari elde edilmistir (sekil 5.1 ve sekil
5.2).
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Sekil 5.1 IFN-a 5 -2529 T>A, IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) ve TNF-a 308G>A gen
polimorfizmlerinin PCR ve RFLP iirlinleri agaroz jel iizerinde gdsterimi.
1-4: IFN-a 5 -2529 T>A gen polimorfizmi [1-PCR firiinii (201 bg), 2-homozigot dogal tip TT
alleli (129+55+17 bg), 3-heterozigot TA alleli (184+129+55+17 bg), 4-homozigot polimorfik
AA alleli (184+17 bg)]; 6-9: IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) gen polimorfizmi [6-PCR
irini (199 bg), 7-homozigot dogal tip TT alleli (129+70 bg), 8-heterozigot TA alleli
(129+70+56+14 bg), 9-homozigot polimorfik AA alleli (129+56+14 bg)];

11-14: TNF-0 -308G>A gen polimorfizmi [11-PCR iiriinii (107 bg), 12-homozigot dogal tip GG
alleli (87+20), 13-heterozigot GA alleli (107+87+20), 14-homozigot polimorfik AA alleli (107
be)]; 5,10, 15: Negatif kontroller; M;ve Ms: Marker (50b¢ DNA leader), M,: Marker (pUC19).

5. 2. 3. TNF-a -308G>A polimorfizmi

TNF-a geninin promoter bolgesinin ¢ogaltilabilmesi i¢in hazirlanan primerler
kullanilarak yapilan PCR sonrasi 107 bg biiyiikliigiinde bir DNA parcasi elde edilmistir.
Bu PCR fiiriiniinde Ncol RE’nin bir tanima boélgesi vardir. Ncol RE ile muamele
edildiginde homozigot GG dogal tip genotipinde PCR iiriinii bir bolgeden kesilerek
87+20 b¢ uzunluklarinda DNA parcalart elde edilmistir. TNF-o -308 G>A
polimorfizminde G niikleotidinin yerini A niikleotidinin almasi sonucunda Ncol
restriksiyon enziminin tanima bolgesi ortadan kalkmistir. Bundan dolayi, AA
polimorfik allel i¢cin 107 b¢ uzunluklugunda tek bir DNA parcasi elde edilmistir.
Heterozigot GA genotipi i¢in ise 107+87+20 bg¢ uzunluklarinda DNA parcalar1 elde
edilmistir (sekil 5.1 ve sekil 5.2).
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Sekil 5.2 IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) ve TNF-a -308G>A gen polimorfizmlerinin
PCR ve RFLP iiriinleri denatiire olmayan poliakrilamid jel {izerinde gosterimi.
1-4: IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) gen polimorfizmi [1-PCR iiriinii (199 bg), 2-homozigot dogal
tip TT alleli (129+70 bg), 3-heterozigot TA alleli (129+70+56+14 bg), 4-homozigot polimorfik
AA alleli (129+56+14 bg)]; 5-8: TNF-a -308G>A gen polimorfizmi [5-PCR f{iriinii (107 bg), 6-
homozigot dogal tip GG alleli (87+20), 7-heterozigot GA alleli (107+87+20), 8-homozigot
polimorfik AA alleli (107 bg)]; M;: Marker (pUC19), M,: Marker (100b¢ DNA leader).

5.3. Genotip dagilimlarimin istatistiksel degerlendirmesi ve risk oranlarimn
belirlenmesi

5.3.1. IFN-a 5 -2529 T>A polimorfizmi i¢in;

IFN-a 5 -2529 T>A polimorfizmi agisindan degerlendirilen hasta grubunda TT, TA ve
AA genetiplerinin sikliklar1 5 testi ile hesaplanmis ve sirasiyla; 0.76, 23 ve 0.07 olarak
tespit edilmistir. Elde edilen degerlerin Hardy-Weinberg esitligine uyum gosterdigi
tespit edilmistir (3°=0.93, p=0.33). Kontrol grubunda bu genotiplerin sikliklar1 ise
sirasiyla;  0.72, 0.23 ve 0.03°diir. Bu degeler de Hardy-Weinberg esitligi ile uyum
gostermektedir (y2=1.43, p=0.23).

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklart ve OR degerleri tablo
5.3.’de verilmistir. IFN-a 5 -2529 T>A polimorfizmi TT, TA ve AA genotiplerinin
dagilimi agisindan hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda her iki grup arasinda
anlamli bir fark bulunmadig tespit edilmistir (x*=3.08, p=0.21). TT+TA ve AA
genotiplerinin dagilimi agisindan da gruplar karsilastirildiginda anlamli bir fark

bulunmadig belirlenmistir (Fisher’s Exact testi, p=0.12).
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Yasayan ve dlen hasta grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri tablo
5.4.°de verilmistir. Bu polimorfizm i¢in yasayan ve Olen hasta gruplarinda yer alan
genotiplerin frekanslarinin Hardy-Weinberg esitligine uyum gosterip gostermedigi
degerlendirildiginde elde edilen sonuglarin bu esitlik ile uyumlu oldugu belirlenmistir
(strastyla x*=0.60, p=0.43 ve y*=0.43, p=0.50).

Yasayan ve olen hastalarin TT, TA, AA genotip frekanslari sirasiyla: 0.76, 0.22
ve 0.08; 0.73, 0.26 ve 0°dir. Olen hastalar arasinda AA genotipi tespit edilememistir. Bu
gruptaki hastalar [FN-a 5 -2529 T>A polimorfizmi TT, TA ve AA genotiplerinin
dagilimi agisindan karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadig:
goriilmiistiir  (x’=0.24, p=0.88). Ayrica bu iki grup arasmmda TT+TA ve AA
genotiplerinin dagilimi agisindan da anlamli bir fark yoktur (Fisher’s Exact testi,
p=1.00).

IFN-o0 5 -2529 T>A polimorfizmi genotip dagilimi ile ilgili yapilan
degerlendirme sonucunda agir ve hafif olgulara ait genotip dagiliminin Hardy Weinberg
esitligi’ne uyumlu oldugu tespit edilmistir (sirasiyla y°=1.05, p=0.30 ve y*=0.25,
p=0.61). Agir ve hafif olgularada TT, TA ve AA genotip sikliklar1 tablo 5.5’de
verilmistir. TT, TA, AA ve TT+TA, AA genotiplerinin dagilim1 agisindan agir ve hafif
olgular karsilastirildiginda anlamh bir fark olmadig belirlenmistir (sirastyla y°=1.384,
p=0.50 ve Fisher’s Exact testi, p=1,00).

T ve A allel sikliklar1 hem hasta-kontrol hem yasayan-6len hasta gruplart hem
de agir-hafif olgular arasinda karsilagtirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark
olmadig1 bulunmustur (Fisher exact testi, p>0,05).

Hasta-kontrol, yasayan-0len hasta gruplar1 ve agr-hafif olgular arasinda genotip
ve allel dagilimlarinin karsilastirilmasi sonucunda %95 giivenlik aralifinda elde edilen
OR (odds ratio) degerleri tablo 5.3, 5.4 ve 5.5°de verilmistir. Bu veriler dogrultusunda
ikili gruplar arasinda anlamli bir OR degerinin bulunmadig tespit edilmistir (p>0.05).
Ayrica olen hastalar ve agir olgular arasinda homozigot AA genotipini tagiyan bireyler
tespit edilemediginden bu genotipin diger genotiplere oranla tasidigi risk oram1 (OR

degeri) belirlenememistir.

5.3.2. IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) polimorfizmi i¢in;
Kontrol grubunda yer alan homozigot allel 1 (TT) dogal tip, heterozigot (TA) ve
homozigot allel 2 (AA) polimorfik genotiplerinin frekanslar1 sirasiyla 0.65, 0.28 ve
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0.05; hasta grubunda 0.64, 0.32 ve 0.03 seklindedir. Yasayan ve Olen hastalarda 0.66,
0.29, 0.03 ve 0.47, 0.52, 0; agir ve hafif olgularda sirasiyla 0.63, 0.36, 0 ve 0.64, 0.31,
0.04 seklindedir. Olen hastalar ve agir olgular arasinda AA genotipi tespit
edilememistir. Hasta- kontrol grubunda, dlen-yasayan hastalar ve agir-hafif olgular
arasinda bu polimorfizmde goézlenen genotip frekanslar karsilastirildiginda gruplarin
Hardy-Weinberg Esitligine uyumlu oldugu belirlenmistir. %> ve p degerleri sirasiyla
soyledir: hasta grubunda y*=0.17, p=0.67, kontrol grubunda y’=1.35, p=0.24; Slen
hastalarda y’=2.42, p=0.11), yasayan hastalarda »*=0.05, p=0.81; agir olgularda
¥*=1.62, p=0.20, hafif olgularda y*=0.02, p=0.87.

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri tablo
5.3.’de verilmistir. I[FN-a 10 Cys20>stop (T>A) polimorfizmi genotip dagilimi
acisindan hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir
fark bulunmadigi (p>0.05) tespit edilmistir (y*=1.12, p=0.56).

Allel dagilimi agisindan da bu iki grup karsilagtirildiginda elde edilen veriler
dogrultusunda hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadig gosterilmistir
(Fisher’Exact testi, p=1.00).

Agir ve hafif olgular IFN-a 10 Cys20>stop (T>A) polimorfizmi TT, TA ve AA
genotip dagilimi agisindan degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark
olmadig tespit edilmistir (y*=1.58, p=0.45). Her iki olgu allel dagilimi agisindan da
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamaistir (Fisher’s Exact testi, p= 0.86).

Hasta-kontrol (tablo 5.3) ve agir-hafif olgu gruplar (tablo 5.4) arasinda genotip
ve allel dagilimi karsilastirildiginda anlamli bir risk orani tespit edilmemistir (Fisher’s
Exact testi, p>0.05).

Yasayan ve dlen hasta grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri tablo
5.4.°de verilmistir. Yasayan ve 6len hastalar bu polimorfizmde goriilen homozigot allel
1 (TT) dogal tip, heterozigot (TA), homozigot allel 2 polimorfik genotip (AA)
dagilimlar agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadig
belirlenmistir (x2=4.32, p=0.11). Ayrica bu gruplar allel dagilimi agisindan
karsilastirildiginda da yasayan ve 6len hastalar arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir
(Fisher’s Exact testi, p=0.27).

OR degerleri karsilastirildiginda heterozigot genotipi tasiyan bireylerin
homozigot allel 1 (TT) dogal genotipi tasiyan bireylere oranla 2.4 kat daha fazla riske
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sahip olduklar1 tespit edilmistir, fakat bu deger istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir (p>0.05). Yine A allelini tasiyan bireylerin T allelini tasiyan bireylere
oranla 1.6 kat daha fazla riske sahip olduklari, buna karsin bu oranin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 tespit edilmistir (Fisher’s Exact testi, p=0.27).

Olen hastalar ve agir olgularda homozigot allel 2 polimorfik genotipi tespit
edilememistir. Buna bagli olarak, diger genotiplerle karsilastirildiginda bu genotipin

ongoriilen risk orani belirlenememistir.

5.3.3. TNF-a -308G>A polimorfizmi i¢in;

TNF-a -308G>A polimorfizmi agisindan degerlendirilen hasta grubunda GG, GA, AA
ve GG+GA genotiplerinin frekanslar1 sirasiyla; 0.81, 0.16, 0.02 ve 0.18 olarak tespit
edilmistir. Elde edilen degerler Hardy-Weinberg esitligine uyum gdstermektedir
(¢’=1.51, p=0.21). Kontrol grubunda bu genotiplerin frekanslari ise sirasiyla; 0.81,
0.17, 0.06 ve 0.18’dir. Bu degeler de Hardy-Weinberg esitligi ile uyum gostermektedir
(x*=0.21, p=0.64).

Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri tablo
5.3.de verilmistir. TNF-a -308G>A polimorfizmi genotip dagilimi agisindan hasta ve
kontrol grubu karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadig:
tespit edilmistir (x’=1.31, p=0.51).

Ayrica hasta ve kontrol gruplar1 arasinda homozigot AA genotipini tasiyan
bireylerin homozigot GG dogal tip genotipini tasiyan bireylere oranla yaklasik olarak
3.4 kat daha fazla riske sahip olduklar: tespit edilmis fakat p degeri dikkate alindiginda
bu degerin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu belirlenmistir (Fisher’s Exact testi,
p=0.34).

Allel frekans dagilimi hasta ve kontrol gruplari arasinda karsilastirildiginda iki
grup arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

Bu polimorfizm i¢in, yasayan ve 6len hasta gruplarinin genotip frekanslarinin
Hardy-Weinberg esitligine uyum gosterip gostermedigi degerlendirildiginde elde edilen
sonuglarm bu esitlik ile uyumlu oldugu belirlenmistir (sirasiyla ¥*=3.34, p=0.06 ve
¥*=0.66, p=0.41). Yasayan ve 6len hastalarin GG, GA, AA, GG+GA genotip sikliklari
strastyla: 0.83, 0.14, 0.02 ve 0,16; 0.68, 0.31, 0 ve 0.31°dir. Olen hastalar arasinda AA

genotipi tespit edilememistir.
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Yasayan ve Olen hasta grubuna ait genotip, allel frekanslar1 ve OR degerleri
tablo 5.4.’de verilmistir. Yasayan ve dlen hastalar TNF-a -308G>A polimorfizmi
genotip dagilimi agisindan karsilagtirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir fark
bulunmadigs tespit edilmistir (x*=3.78, p=0.15).

Yasayan ve Olen hasta gruplart arasinda G ve A allelinin frekans dagilimi
karsilastirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadigi belirlenmistir
(Fisher’s Exact testi, p=0.25).

Bu gruplar arasinda heterozigot GA ve GA+AA genotiplerini tasiyan bireylerin
GG genotipini tagiyan bireylere oranla sirasiyla 2.6 ve 2.3 kat daha fazla riske sahip
olduklar1 tespit edilmis fakat p>0.05 oldugundan bu degerlerin anlamsiz oldugu
goriilmiistiir (Fisher’s Exact testi, sirastyla p:0.09 ve 0.12). Olen hastalar arasinda AA
genotipini tasiyan birey tespit edilemediginden bu genotipin GG genotipine oranla
tasidigi risk miktar1 hesaplanamamuistir.

Bu iki grup arasinda A allelini tagiyan bireylerin G allelini tagiyan bireylere
oranla yaklasik olarak 1,8 kat riske sahip olduklar1 belirlenmis, buna karsin bu degerin
anlaml bir deger tasimadig tespit edilmistir (Fisher’s Exact testi, p=0.25)

Agir ve hafif olgular TNF-a -308G>A polimorfizmi genotip ve allel dagilimi
acisindan karsilagtirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir
(strastyla x*=1.31, p=0.85 ve Fisher’s Exact testi p=0.64). Ayrica bu gruplarin genotip
dagilimlar1 degerlendirildiginde Hardy-Weinberg esitligine uygun oldugu bulunmustur
(strastyla x*=0.70, p=0.39 ve x*=0.82, p=0.36).

Agir ve hafif olgulara ait genotip, allel frekanslar1 ve OR degerleri tablo 5.5.’de
verilmistir. Bu tablodaki veriler degerlendirildiginde agir olgular ile hafif olgular
arasinda AA genotipininin GG genotipini tasiyanlara oranla 1.8 kat daha fazla riske
sahip oldugu fakat bu degerin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur

(p>0.05).
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Cizelge 5.3 Hasta ve kontrol grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri

Scl;lfllll l(zltiilll)‘l Kontrol Grubu Hasta Grubu I" ) . OR
N) (%) N) (%) Degeri (%95 CI)

IFN-a 5 -2529 T>A
TT 124 72,9 114 76,0 1
TA 40 23,5 35 23,3 0,89 0,95 (0,56-1,60)
AA 6 3,50 1 0,70 0,12 0,18 (0,02-1,52)
TT + TA 164 96,5 149 99,3 1
Allel Sikhiklar:
T 288 84,7 263 87,7 1
A 52 15,3 37 12,3 0,30 0,77 (0,49-1,22)
IFN-a 10 Cys20>stop (T>A)
Allel 1 112 65,9 96 64,0 1
Heterozigot 49 28,8 49 32,7 0,54 1,16 (0,72-1,88)
Allel 2 9 5,30 5 3,30 0,58 0,64 (0,21-2,00)
Allel Sikhiklar:
Allel 1 (T) 273 80,3 241 80,3 1
Allel 2 (A) 67 19,7 59 19,7 1 0,99 (0,67-1,47)
TNF-a -308G>A
GG 139 81,8 122 81,3 1
GA 30 17,6 25 16,7 0,88 0,94 (0,53-1,70)
AA 1 0,60 3 2,00 0,34 3,41 (0,35-33,2)
GG 139 53,1 122 46,9 1
GA+AA 31 18,2 28 18,7 1 1,02 (0,58-1,81)
Allel Sikhiklar:
G 308 90,6 269 89,7 1
A 32 9,40 31 10,3 0,79 1,10 (0,65-1,86)
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Cizelge 5.4 Yasayan ve olen hasta grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri

Genotip Yasayan Olen P OR
Sikliklari Hastalar Hastalar Degeri (%95 CI)
™) (%) ™) (%)

IFN-a 5 -2529 T>A

TT 100 76,3 14 73,3 1

TA 30 22,9 5 26,3 0,77 1,19 (0,39-3,57)
AA 1 0,80 0 0

TT+TA 130 99,2 19 100

Allel Sikhiklar:

T 230 87,8 33 86,8 1

A 32 12,2 5 13,2 0,79 1,08 (0,39-2,99)

IFN-a 10 Cys20>stop (T>A)

Allel 1 87 66,4 9 47,4 1
Heterozigot 39 29,8 10 52,6 0,07 2,47 (0,93-6,58)
Allel 2 5 3,80 0 0

Allel Sikhiklar:

Allel 1 (T) 213 81,3 28 73,7 1

Allel 2 (A) 49 18,7 10 26,3 0,27 1,55 (0,70-3,40)

TNF-a -308G>A

GG 109 83,2 13 68,4 1

GA 19 14,5 6 31,6 0,09 2,64 (0,89-7,82)
AA 3 2,3 0 0

GA+AA 22 16,8 6 31,6 0,12 2,28 (0,78-6,66)
Allel Sikhiklar:

G 237 90,5 32 84,2 1

A 25 9,5 6 15,8 0,25 1,77 (0,67-4,66)
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Cizelge 5.5 Agir ve hafif olgu grubuna ait genotip, allel sikliklar1 ve OR degerleri

. Agir Hafif
S(l;lfll: l(:ltzlull)q Olg%llar Olgular Degeri (%;)SR Cl)

™) (Y0) ™) (Y0)
IFN-a 5 -2529 T>A
TT 23 69,7 91 71,8 1
TA 10 30,3 25 21,4 0,001 0,12 (0,05-0,28)
AA 0 0 1 0,90
TT + TA 33 100 116 99,1
Allel Sikhiklar:
T 56 84,8 207 88,5 1
A 10 15,2 27 11,5 0,40 1,36 (0,62-2,99)
IFN-a 10 Cys20>stop (T>A)
Allel 1 21 63,6 75 64,1 1
Heterozigot 12 36,4 37 31,6 0,83 1,16 (0,51-2,60)
Allel 2 0 0 5 4,30
Allel Sikhiklar:
Allel 1 (T) 54 81,8 187 79,9 1
Allel 2 (A) 12 18,2 47 20,1 0,86 0,88 (0,43-1,78)
TNF-a -308G>A
GG 26 78,8 96 82,1 1
GA 6 18,2 19 16,2 0,79 1,16 (0,42-3,21)
AA 1 3,00 2 1,70 0,52 1,84 (0,16-21,1)
GA+AA 7 21,2 21 17,9 0,62  1,23(0,47-3,21)
Allel Sikhiklar:
G 58 87,9 211 90,2 1
A 8 12,1 73 9,80 0,64 1,26 (0,53-2,97)
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6. TARTISMA

Viral kanamali ateslerin (VKA) ortak noktasi, hastaliga neden olan etiyolojik ajanin
konagin bagisik yanitin1 engellenmesidir. Bunu, konakta antiviral yaniti baslatan
hiicreleri hedefleyip kendi amaci dogrultusunda kullanarak yapmaktadir. VHF
viriislerinin hedefledigi hiicrelerde yaptig1 degisiklikler, viral yiikiin kars1 konulmaz bir
orana ulagsmasina, konakta bagisiklik yanitin ve endotelin fonksiyonel bozukluklarina
yol agmaktadir (8).

KKKA hastaligi, %13-50 arasinda oliim oranina sahip akut viral kanamali bir
hastaliktir (34). Bu giine kadar KKKA patogenezinin esas mekanizmasi tam olarak
aciklanamamistir. KKKA patogenezisinde in vivo ve in vitro bagisitk yanitin rolii
hakkinda su ana kadar elde edilen bilgiler ¢ok azdir. Viriis izolasyonu ic¢in oldukca
faydali olan yeni dogmus fare modelinin disinda elde edilebilir bir hayvan modelinin
olmamasi varolan bilgilerin ¢ogaltilmasini engellemektedir (65). Buna karsin yapilan
arastirmalar sonucunda Ebola kanamali atesi (EHF) ile KKKA arasindaki yakin
benzerliklerden yola ¢ikarak KKKA patogenezinin, konagin antiviral yanitinin yetersiz
olmasina ve/veya gecikmesine bagli olarak viral yiik miktarinin artmasi, konak bagisik
yanitin dolayli etkilerinin (sitokinlerin asir1 yapiminin-sitokin firtinas1) enfekte
dokularda hasara neden olmasinin bir sonucu olabilecegi ileri siiriilmektedir (1, 8, 16,
38).

Klinigi siddetli olan veya oOliimciil seyreden KKKA hastalarinda normal
populasyona gore IFN-oo ve TNF-a polimorfizmlerinin hastaliga yatkinlik
olusturmasinda ve/veya hastalik seyrinin degigsmesinde ve hastalik seyrinin 6lim ile
sonuclanmasinda bir baglantisinin  olup olmadigimmi arastirmayr amagcladigimiz
calismamizda, ilk olarak, hasta grubunda yer alan bireylerin demografik 6zellikleri
degerlendirilmis, risk faktorlerinin karsilastirilmasi yapilmaistir.

Hastalarimizin yas ortalamasi 46.26£18 (17-82 yas arasi) olmasina karsin 6len
hastalarda (54,00+18) yasayan hastalara (45.14+18) oranla yas ortalamasi daha ytiksek
bulunmustur. KKKA’nin herhangi bir yas gurubuna 6zgili olmadig ¢esitli calismalarda
gosterilmistir (31, 131) fakat ortalama 30-40’lL1 yaslardaki bireylerde diger yaslara
oranla KKKA daha fazla goriildigii dikkati ¢ekmektedir (34, 132-134). Literatiirler,
KKKA vakalarinin daha ¢ok bu yaslarda dagilim gostermesinin nedenini kene

populasyonuna maruz kalan ve aktif olarak calisan kesimin bu yas gruplarinda
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olmasindan kaynaklandigini bildirmektedir (135). 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada,
bizim c¢alismamizla uyumlu olarak, 6len hastalarin yas ortalamasinin yasayan hastalara
oranla anlamli olarak daha biiyiikk oldugu bulunmustur ve ileri yasin o6lim riskini
artirabildigi ileri stirtilmiistiir (136).

Ileri yasin disinda; Kadanali ve arkadaslarinin hastalarin %58,2’sini kadinlarin
olusturdugu KKKA hastalarinda yaptigr bir calismada, c¢if¢ilik, hayvancilik, kirsal
alanda yasama ve kene 1sir1g1 dykiisiiniin risk faktorii olusturdugu belirlenmistir (144).
Rapor edilmis KKKA vakalar1 arasinda erkek kadin oram1 hayvanlar ile temasi
gerektiren mesleklerdeki cinsiyet dagilimini yansitmaktadir (28). Ayrica {ilkeler
arasinda, kadinlarin tarimsal ¢aligmalara katilma oranina baglh olarak kadin ve erkek
orani farklilik gosterebilir (39). Tiirkiye’de bu oran hemen hemen esittir. Ulkemizde
kadinlar cifteilik ve hayvancilikla erkeklere destek verdiklerinden kene ve ciftlik
hayvanlarina siklikla maruz kalmaktadirlar. Ulkemizde 2003 yilindaki salginda
olgularin % 90’1 ¢ift¢i oldugu; 2004-2007 yillar1 arasinda meydana gelen salginlardan
degerlendirmeye alinan hastalarin %36.4 hasta evhanimi, %34.1 hastanin ise ¢ift¢idir
oldugu bulunmustur (49, 51, 65, 138). Tiim bu ifadelerle uyumlu olarak, calismamizda
yer alan hasta grubunun %56’s1n1 kadinlarin %43 liniin erkeklerin olusturdugu; ayrica
kadinlarin hepsinin evhanimi, erkekler ise ¢ift¢ilik ve hayvancilikla ugrastiklar
gorilmistir.

Tirkiye’de 2003 yilindaki salginda hastalarin % 60’inda (51, 65, 138), 2004-
2007 yillar1 arasindaki salginlarda ise hastalarin %68.9’unda kene 1sirig1 veya kene
temast, %61,7’sinde yakin hayvan temasi: oldugu ve bu hastalarin %90.3’i kirsal
kesimde yasadigi tespit edilmistir (49). Bunun disinda, Sivas ve Tokat bolgesinde tespit
edilen KKKA hastalar1 arasinda yapilan bir ¢alismada, Tiirkiye’de KKKA hastalarinin
%40-60’1 arasinda kene 1sir1g1 Sykiisii rapor edilmistir ve toplam kene 1sirigr sikligi
%62 olarak tespit edilmistir. Bu g¢alismada, KKKAV’niin seroprevalansinin kirsal
kesimde yasayan bireylerde kentte yasayan bireylere oranla daha yiiksek olduguda
belirtilmistir (140,141). Oysa Iran’da hayvan ticaretinin yapildigi marketlerin biiyiik
kentlerin varoslarinda bulunmasindan dolayr bu iilkede kirsal kesimde yasayanlara
oranla kentte yasayan insanlarda KKKAYV 'nin serumdaki varliginin (seroprevelansinin)
daha yiiksek oldugu bulunmustur (139). Tirkiye’de ve yoremizde yapilan caligmalarda

elde edilen verilerle benzer olarak ¢alisma grubunmuzdaki hastalarin tamamina yakinm
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(%98) kirsal kesimde yagamaktadir. 142 hastanin (%94.6) kene ile temas Oykiisii varken
8 hastada kene Oykiisii bulunmamaktadir. Bu 8 hasta kirsal bolgede yasamakta, ¢ift¢ilik
ve hayvancilikla ugrasmaktadirlar. Kene temas Oykiisii olmadigr halde KKKA hastasi
olmasini agiklar nitelikte bir ¢alisma 2009 yilinda Kaya Kili¢ ve arkadaslar1 tarfindan
yapilmistir. Bu arastirmacilar Ankara’da kene Oykiisii olmayan, endemik bdlgeden
gelmeyen ve enfekte iirlinlerle temasi bulunmayan iki hasta tespit etmislerdir. Bu
hastalardan birinin ¢iftlik hayvanlariyla temas ettigi digerinin de c¢iftcilik yaptigi
belirlenmistir (142).

KKKA tanili hastalarda baslica laboratuar bulgular1 arasinda trombositopeni,
16kopeni ve artmig transamilaz (AST ve ALT) seviyeleri yer almaktadir. Bu bulgular
hastaligin patogenezi ve prognozu ile birebir iligkilidir. Tiirkiye’de KKKA hastalarinda
trombositopeni (%93,2) en yaygin laboratuar bulgusudur, bunu 16kopeni (%88,9) (akut
donemde 16kositoz goriilmektedir) ve artmis transamilaz (AST ve ALT) seviyeleri
(%385,9) izlemektedir (49).

Ergoniil ve arkadaslarimin yaptiklari bir arastirmada degerlendirdikleri tim
KKKA hastalarinda, trombositopeni ve AST, ALT, laktik dehidrogenaz (LDH) ve
kreatinin fosfokinaz (CPK) seviyelerinin arttigini tespit etmislerdir. 35 hastanin 30’unu
(%86) agir olgu olarak tanimlamislardir. Bu ¢alismada AST/ALT seviyelerinin hafif
olgulara oranla agir olgularda daha yiiksek oldugu ve bu verilerin istatistiksel olarak
anlamli oldugu tespit edilmistir. LDH ve CPK seviyelerinin de agir olgularda daha
yiiksek oldugu belirlenmis fakat bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(138). Ayrica Swanepoel ve arkadaslar1 (58) tarafindan 16kositoz 6liimciil sonugla ilgili
bir kriter olarak degerlendirilmesine karsin bagka bir arastirmada sadece bir 6len, 9
yasayan hastada l6kositoz goriilmiistiir. 35 hastada elde edilen patolojik laboratuar
bulgularinin ortalamalar1; trombosit seviyesi/mmS: 26,000 (3500-108,000), lokosit
sayisy/mm’: 1740 (150-4000), AST (U/L): 1050 (65-7150), ALT (U/L): 383 (79-1385),
aPTT (s): 45 (25-74) olarak tespit edilmistir (138). Bizde Swanepoel ve arkadaslarinin
agir olgu tamimlama kriterlerine gore tanimladigimiz agir olgularda (n=33) hafif
olgulara (n=117) oranla l6kosit, AST, ALT degerlerinin ¢ok daha yiiksek (hemen
hemen iki kat); trombosit degerinin de ¢ok daha diisiik oldugunu bulduk. Ayrica aPTT
stiresi diger hastalara oranla agir olgularda ¢ok uzamistir. Tiim bu degerler istatistiksel

acidan oldukca anlamli bulunmustur (tablo 5.2). Bu degerler Ergoniil ve arkadaslarinin
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yaptig1 calismada elde edilen degerlerle uyumludur. Ayrica, yapilan degerlendirme
sonucunda, calisamamizda Glen hastalarda lokosit seviyesi yasayan hastalara oranla
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.

Yine Tasdelen-Fiskin, Tanyel (136), Cevik ve arkadaslarinin (45) 6liimciil risk
faktorlerinin arastirilmasi amaclh yaptiklar1 ¢aligmalarda, ortalama trombosit sayisinin
yasayan hastalara oranla Olen hastalarda anlamli olarak daha diisiik oldugunu
bulunmustur. Ayrica 6len hastalarda AST ve ALT, LDH ve CPK seviyelerinin ¢ok daha
yiiksek; PT ve aPTT siirelerinin uzamis oldugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismalarda,
diisiik trombosit sayisi, artmig AST, ALT, CPK ve LDH seviyeleri ve uzamig PT, aPTT,
INR siirelerinin, ilerlemis yasin ve saglik kuruluslarina ge¢ basvuru yapilmasinin kotii
KKKA seyrinin erken belirtecleri olabilecegini ileri siiriilmektedir. (45, 136). Bu
caligmadaki verilerle uyumlu olarak, bizim ¢alismamizda, 6len hastalarda AST, ALT
degerleri yasayanlara oranla olduk¢a yiiksek, trombosit miktar1 oldukca diisiik
bulunmustur. aPTT siiresi 6len hastalarda ortalama 45,4 s (10-151), fibrinojen 206 ng/dl
(89-299), INR 1,2 s (0,8-2,4) olarak tespit edilmistir.

Yine Yilmaz ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 bir baska ¢alismada da
(143) bizim elde etigimiz sonuglar1 desteklemektedir. Bu ¢alismada ¢ok degiskenli bir
analiz yapmak i¢in, agir hastalarda spesifik laboratuar parametrelerinin en uygun
tanilayict esik degerleri kullanilmis (trombosit: 90,000, hemoglobin: 13.5 g/dL, PT:
13.1's, aPTT: 34 s, INR: 1, AST: 117 U/L, ALT: 71 U/L, AST/ALT: 1.62, LDH: 508
U/L, CK: 267 U/L ve CRP: 0.59 mg/dL) ve bu bulgularin hastalik prognozunun
kotiilesme riskini ne oranda artirdiklart belirlenmistir. KKKA’nin agir olgularinda
trombosit ve hemoglobinin yukarida belirtilen esit degerine sahip olmasi risk oranini,
sirastyla, 2.59 ve 3.93 kat artiririrken, yukarda belirtilen INR, AST ve CPK esit
degerlerine sahip olmasinin, sirastyla, 2.95, 2.92 ve 3.47 kat artirdig tespit edilmistir
(143).

Yapilan baz1 calismalarda KKKA vakalarinda 6liim olayinin; yiiksek viral yiik
(44, 50, 116), agir olgularda uyku hali, melena, hematemez, trombositopeni ve uzamis
aPTT zamani, DIC (16, 58), kafaici kanama, ciddi karaciger nekrozu ve geri-
dontisiimsiiz sok 1ile iligkili olabilecegi ifade edilmektedir (45, 65). Mardani ve
arkadaslari, Cevik ve arkadaslar1 6len hastalarda, kanama bulgu sikligin1 sirasiyla, %85

ve %81.8 olarak tespit etmislerdir (1, 45). Ozellikle, mide-barsak ve sinir sisteminde
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meydana gelen kanamalarin hastaligin kotii prognozu ile baglantili oldugu bildirilmistir
(51).

Yine Hatipoglu ve arkadaglarinin 2010 yilinda yaptiklar1 bir baska calismada,
yukarida belirtilen laboratuar bulgularina ek olarak kanama ve biling kayb1 oranlarinin
Olen hastalarda daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu calismada; ishal, melena,
hematemaz, hematiiri, yilkksek AST ve LDH diizeyleri, uzamis aPTT olan hastalarin
yiiksek 6liim riskine sahip olabilecekleri ileri siiriilmiistiir (144). Bu sonuclara benzer
olarak (1, 45, 144) bizim ¢alismamizdaki hastalarin %39’unda, agir olgularin %57 sinde
Olen hastalarin %68,4’iinde kanama bulgusu (ekimoz, petesi, melena vb.) tespit
edilmistir. Elde edilen bu ylizdeler patolojik laboratuar degerleri ile (trombosit, aPTT,
INR, fibrinojen) anlamli olarak baglantilidir. Ayrica bizim elde ettigimiz sonuglar,
Bakir ve arkadaslar1 (65), Ongorii ve arkadaslarinin (55) KKKA hastalarinda pihtilasma
bozuklugu parametreleri ile 6liim oran1 arasinda