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KIRIM-KONGO KANAMALI ATEŞİ (KKKA) OLAN HASTALARDA TROMBİN 

DÜZEYLERİNİN APOPİTOTİK BELİRTEÇLER İLE KORELASYONUNUN 

İNCELENMESİ 

 

Dr. Ahmet KAYMAZ 

Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı Uzmanlık Tezi 

 

 

Giriş ve Amaç: Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi (KKKA) son zamanlarda ülkemizde de 

sık görülen, ölümle sonuçlanabilen ciddi bir hastalıktır. Hastalık genellikle Hyalomma cinsi 

kenelerin ısırmasıyla bulaşır. Klinik ani yükselen ateş, halsizlik, miyalji, bulantı-kusma ile 

başlar, ağır vakalarda kanamalar görülür. Trombositopeni değişmez laboratuvar bulgusudur. 

Ayrıca AST, ALT, LDH, CK enzimlerinde yükseklik, PT, APTT gibi hemostaz testlerinde 

uzama görülür. KKKA’nın patogenezi tam olarak aydınlatılamamıştır. KKKA hastalarında 

apoptozis belirteçlerinden bazılarının arttığı tespit edilmiştir. Örneğin kaspaz 3, sFasL, 

Perforin gibi. Hem prokoagülan hemde anti-koagülan fonksiyon gösteren ve kısa yarı ömürlü 

bir serin proteaz olan Trombinin yüksek konsantrasyonlarda birçok hücrede apoptozisi 

uyardığı gösterilmiştir 

 

 Bizde bu çalışmamızda KKKA tanısı alan hastalarda trombin düzeylerinin apopitotik 

belirteçler ile korelasyonunu araştırmayı amaçladık. 

 

Gereç ve Yöntem: Çalışmamız KKKA tanısı alan 44 hasta ve aynı sayıdaki hasta 

grubu ile benzer yaş ve cinsiyete sahip sağlıklı erişkin gönüllülerden oluşturuldu. KKKA 

olduğu düşünülen hastaların tanıları, KKKA referans laboratuvarında (Refik Saydam 

Hıfzısıhha Enstitüsü) serolojik testler ELISA (IgM) ya da PCR testleri tarafından teyit 

edilmiştir. Hasta ve kontrol grubunda trombin, kaspaz 3 ve kaspaz 7 düzeyleri ELISA (Enzim 

bağlı immunosorbent test) ile bakıldı. Sonuçlar SPSS Versiyon 11.5 bilgisayar programında 

analiz edildi. 
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Bulgular: Yaptığımız çalışmada sağlıklı kontrol serumlarına göre KKKA tanısı alan 

hasta serumlarında trombin düzeyleri (p<0,001), Kaspaz 3 düzeyleri (p<0,001) ve Kaspaz 7 

düzeyleri (p=0.003) anlamlı yüksek bulundu. Trombin ile Kaspaz 3 arasında istatistiksel 

olarak anlamlı pozitif bir ilişki (p=001) varken Kaspaz 7 arasında anlamlı bir ilişki yoktu 

(p=0.089). Ayrıca Kaspaz 3 ile Kaspaz 7 arasında da anlamlı bir ilişki yoktu.  

 

Tartışma ve Sonuç: Çalışmamızın sonuçları daha önce yapılan bazı çalışmalara 

benzer şekilde KKKA etiyopatogenezinde ve klinik seyrinde apopitozisin rol oynayabileceği 

düşüncesini desteklemektedir. Daha önce yapılan bazı çalışmalarda trombinin yüksek 

kosantrasyonlarda kaspaz 3’ü aktive ederek trombositlerde apopitozisi uyardığı, aynı zamanda 

trombositopeninin apopitosize bağlı olabileceği belirtilmiştir. Çalışmamızda Trombin ile 

Kaspaz 3 arasında pozitif bir korelasyon (p=001) bulunması bu hastalarda trombin tarafından 

apopitozisin uyarılabileceğini görüşünü desteklemektedir. Bu hastalardaki trombin ile 

apopitozis arasındaki temel patofizyolojik ilişkiyi aydınlatabilecek daha detaylı ve kapsamlı 

çalışmaların hastalığın etiyopatogenezinde ve tedavisinde önemli ölçüde katkı yapacağını 

düşünmekteyiz. 

 

Anahtar kelimeler: KKKA, Trombin, Apopitozis, Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 
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SUMMARY 

 

 

Investigation of The Correlation Between Thrombin Levels and Pro-Apoptotic Markers 

in Crimean-Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) Patients 

 

 

Ahmet KAYMAZ, MD, 

Specialty Thesis, Deparment of Medical Biochemistry 

 

 

Introduction and aim: Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF), commonly seen 

in our country recently, is a serious disease that could be fatal. The disease is usually 

transmitted by the bite of ticks of the genus Hyalomma. Clinical symptoms of CCHF such as 

sudden fever, malaise, myalgia, nausea, vomiting are accepted as acute phase symptoms and 

bleeding is seen in severe cases. Constant Thrombocytopenia is one of the important 

laboratory findings. In addition, liver enzymes including AST, ALT, LDH, and CK are 

elevated and hemostasis tests (PT and APTT) are prolonged. The pathogenesis of CCHF is 

not fully understood. Increased profiles in some of apoptosis markers such as Caspase 3 and 

perforine in CCHF patients are reported in previous studies. Thrombin (which belongs serine 

protease family, has pro-coagulant and anti-coagulant functions, with short half-live) has been 

shown to induce apoptosis in many cells at high concentrations.  

In this present study, we aimed to investigate the correlation between apoptotic 

markers (Caspase 3 and 7) and thrombin levels in CCHF patients.  

Materials and methods: In present study, we used blood sera which were collected 

from CCHF diagnosed patients (n=44) and healthy adult volunteers with similar age and 

gender (n=44) as materials. CCHF disease was diagnosed by serological testing (ELISA, 

IgM) and confirmed by PCR in a reference laboratory (Refik Saydam Hygiene Institute). 

Serum levels of thrombin, caspase 7 and caspase 3 were measured by ELISA  tests. Statistical 

analyzes of data were done by using SPSS® for windows (version 11.5). 

Results: Compared to the healthy controls, levels of thrombin (p <0.001), Caspase 3 

(p <0.001) and caspase 7 (p = 0.003) were significantly higher in CCHF patient’ serum. There 

was a positive correlation between thrombin and caspase 3 (p=001), but not for caspase 7.  

Moreover, the correlation between caspase 3 and caspase 7 is not significant.  
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Discussion and Conclusion: Consistent with previous studies, the results of our study 

clearly supported the idea that apoptosis may play a role in etiopathogenesis and the clinical 

course in CCHF. Previous reports also indicated that high concentration of thrombin may 

induce apoptosis in thrombocytes by activating caspase 3 and thrombocytopenia could be 

associated with  apoptosis. In our study, a positive correlation between thrombin and caspase 

3 also supported previous findings. Detailed and comprehensive further studies aiming to 

solve the basic pathophysiologic relationship between thrombin and apoptosis could make a 

significant contribution to the etiopathogenesis and treatment of CCHF.  

Key words:  Crimean-Congo hemorrhagic fever, Apoptosis, Thrombin, Caspase 3 and 

Caspase 7 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi (KKKA) kenelerden insanlara bulaşan virüslerden 

kaynaklanır ve isminden de anlaşılacağı gibi sebep olduğu kanamalar nedeniyle yaşamı tehdit 

eden bir hastalıktır. KKKA, Bunyaviridae ailesinin Nairovirus türünden virüslerle meydana 

gelen, mortalite oranı %3 ile 30 arasında değişen bir hastalıktır (1, 2). 

 

Klinik tablo bazı hastalarda hafif seyrederken bazı hastalarda ölüme neden olabilecek 

kadar ağır seyredebilir. Hafif vakalarda üşüme ve titremeyle artan ateş, halsizlik, baş ve boğaz 

ağrısı, bulantı-kusma gibi semptomlar görülürken, ağır vakalarda ciddi kanamalar, bilinç 

bulanıklığı, şok gibi tablolar ve hatta ölüm görülebilir (2, 3). Kırım Kongo Kanamalı Ateşi 

Hastalığında (KKKAH) erken tanı konması ve tedavi edilmesi, hastane enfeksiyonlarına yol 

açabilmesi ve yüksek mortalite hızına sahip olması nedeniyle çok önemlidir (2, 4). 

 

KKKAH’ya neden olan virüslerin esas rezervuarı doğada bulunan kenelerdir. 

Yurdumuzda Kırım Kongo Kanamalı Ateşi Virüs’ünün (KKKAV) asıl vektörü Hyalomma 

marginatum’dur. Genellikle bodur ormanlık alanlarda yer almakla birlikte ülkemizin her 

tarafında bulunmaktadır (5, 6). İlimizde de 2012 yılında ilk KKKAH olgusu Daldal A. ve ark. 

tarafından tespit edilmiştir (7). 

 

Viral Kanamalı Ateş (VKA) içinde dünya coğrafyasında en yaygın olarak görüleni 

KKKA’dır ve 30’un üzerinde ülkede görülmüştür (2). Ülkemizde başta Tokat, Sivas, Yozgat, 

Çorum olmak üzere en çok orta anadolu bölgesinde görülmektedir. Ülkemizde serolojik 

olarak KKKA bildirimleri 2002 yılı ve sonrasında belirgin bir artış göstermektedir. KKKA 

görülen vakalar, sıklıkla tarım ve hayvancılıkla uğraşan, aktif çalışma yaşında keneye maruz 

kalma oranı yüksek olan popülasyonda yoğunlaşmaktadır. Ülkemizde görülen salgında 

vakaların çoğunluğu (83 olgu, % 90’ı) çiftçiydi ve vakaların % 60’ında ateş başlamadan önce 

bir kene ısırığı öyküsü vardı. En fazla etkilenen ikinci grubu sağlık çalışanları oluşturmaktadır 

(8-10). 
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Trombin, protrombinaz kompleks varlığında protrombinden meydana gelen, tripsin 

benzeri serin proteaz içeren,“koagülasyon faktör II”olarak da bilinen iki zincirli bir 

moleküldür (11).  

 

Prokoagülan olan trombinin antikoagülan fonksiyonu da vardır. Trombin antikoagülan 

özelliğini endoteldeki kofaktörü trombomodüline bağlanıp protein C’yi aktive ederek gösterir. 

Trombinin sitokin benzeri etkisi ve büyüme faktörü fonksiyonlarıda vardır. Bu nedenle, 

enflamasyonda, yara iyileşmesinde ve aterosklerozda da rolü olabilir (12). Ayrıca yüksek 

trombin düzeylerinin apoptozisi indüklediği yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (13, 14). 

 

Apoptozis fetal hayatta ve erişkin dokulardaki bir çok fizyolojik olayda kritik bir 

öneme sahip olduğu gibi doku homeostazının devamında da önemli bir rolü vardır (15). 

Bununla birlikte hücreler, çeşitli nedenlerle (hastalıklar, zararlı ajanlar gibi) hasara 

uğradığında ya da immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya çıkabilir (16-

18). 

 

Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi’nin patogenezi halen tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Koagülasyon faktör düzeyleri, antikoagülan protein değişiklikleri ve hastalardaki fibrinolitik 

sistem değişiklikleri sınırlı sayıdaki çalışmalarda araştırılmıştır (19-21). Orta düzeydeki 

trombinin hipokampal hücreleri ve astrositleri hipoglisemi, oksidatif stres ve beta amiloid 

toksisitesi gibi zararlı hücresel etkilerden koruduğu, yüksek düzeylerinde ise aynı hücrelerin 

stres oluşturulmamış ortamlarda hücresel ölüme yol açtığı belirtilmiştir (22). Yapılan bir 

çalışmada yüksek trombin düzeylerinin insan keratinosit hücrelerinde apoptozisi indüklediği 

belirtilmiştir (13) 

 

Bu çalışmamızda şiddetli vakalarda ölümcül olabilen, ateş ve kanamalarla seyreden 

KKKA hastalığının etyopatogenezinde ve klinik seyrinde rolü olabileceğini düşündüğümüz 

trombin ve apoptotik markırları birlikte değerlendirerek trombin-apoptozis ilişkisini 

araştırmayı amaçladık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi 

 

2.1.1. Tanımı 

 

VKA birçok virüs ile ilişkili, ateş ve kanama ile seyreden akut sistemik tutulumlu 

hastalıkları tanımlayan bir terimdir (23). KKKA Afrika, Asya, Doğu Avrupa ve Orta Doğu 

olmak üzere yaklaşık otuz ülkede tanımlanmış bir VKA infeksiyonudur (2). Kırım-Kongo 

Kanamalı Ateşi Virüsü (KKKAV), Bunyaviridae ailesinin Nairovirus türüne dahildir ve 

insanlarda %3-30 arasında mortaliteyle seyreden ciddi tablolara yol açar (24, 25). KKKA 

çoğunlukla kenelerle ve enfekte canlıların kan ve vücut sıvılarıyla temas sonucunda bulaşan 

bir hastalıktır (2).  

 

2.1.2. Tarihçe 

 

KKKA, ilk defa 1944-1945 yıllarında 2. Dünya Savaşı sırasında Kırım’da yaklaşık 

200 sovyet askerînin bölgedeki köylülere yardım ederken hastalanmaları ile görülmüş ve 

klinik bulguları ile “Kırım Kanamalı Ateşi” olarak isimlendirilmiştir. Daha sonra 1956 yılında 

ateşi yüksek bir hastanın klinik örneklerinde, o zamanlardaki adı ile “Belçika Kongosu” 

olarak bilinen hastalık etkeninin, 1969 yılında Kırım Kanamalı Ateşi ile aynı olduğu 

gösterilmiş ve bu tarihten sonra “Kırım Kanamalı Ateşi-Kongo Virüsü” olarak 

adlandırılmıştır. Daha sonraki yıllarda bugünkü adıyla yani Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi 

olarak söylenmeye başlanmıştır (2, 26). 

 

Ülkemizde ise ilk kez 2002 yılında Aspartat Amino Transferaz (AST), Alanin Amino 

Transferaz (ALT), Laktat dehidrogenaz (LDH) yüksekliği, lökopeni ve trombositopenisi olan 

kanamalı ateş vakaları, Tokat başta olmak üzere Çorum, Sivas, Yozgat illeri ve civarından 

bildirilmiş ve 2003 yılında hastalığın KKKA hastalığı olduğu doğrulanmıştır (27, 28). 2013 

yılı itibariyle ülkemizde yaklaşık 8000 olgu ve 400 ölüm saptanmıştır (29). 
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2.1.3. Virüsün Yapısı ve Moleküler Biyolojisi 

 

2.1.3.1. Sınıflandırılması 

 

KKKA hastalığı virüsü Bunyavirüs ailesindendir. Bunyavirüs ailesinde 

Orthobunyavirüs, Hantavirüs, Phlebovirüs, Nairovirüs ve Tospovirüs ve Sınıflandırılamayan 

Bunyaviridae olmak üzere 6 farklı grupta 300 den fazla virüs bulunmaktadır (Tablo 1, 30). 

 

Tablo-1: Bunyaviridae ailesi (30). 

 

  

 

 

2.1.3.2. Yapısı ve Replikasyonu 

 

Nairovirüs grubunda 7 farklı serogrupta 34 virüs bulunmaktadır. Bunlar içerisinde 

KKKAV, KKKA hastalığına neden olmaktadır. Dugbe virüsünün ise koyun ve keçilerde 

primer patojen olmalarına karşın insanlarda da ateş ve trombositopeni yaptığı gözlenmiştir 

(31). 

 

Nairovirüsler dayanıksızdır ve konakçı dışında yaşamlarını sürdüremezler. Bu virüsler 

56°C’de 30 dakikada inaktive olurken, kanda 40°C’de 10 gün yaşayabilirler. Virüsler %1 

hipoklorit, %2 gluteraldehite duyarlıdır ve ultraviyole ışınları ile hızla inaktive olurlar (32). 

 

Bunyaviridae; 

1. Bunyavirus 

2. Nairovirus 
a. Crimean-Congo hemorrhagic fever virus 
b. Dera Ghazi Khan virus 
c. Dugbe virus 
d. Hughes virus 
e. Qalyub virus 
f. Sakhalin virus 
g. Thiafora virus 

3. Hantavirus 
4. Phlebovirus 
5. Tospovirus 
6. Orthobunyavirus 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&amp;id=11571&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=11592&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=11593&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=248057&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=11595&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=248052&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=248055&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=194541&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=248061&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=11598&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=11584&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=11611&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&amp;id=11572&amp;lvl=3&amp;lin=f&amp;keep=1&amp;srchmode=1&amp;unlock
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KKKV bir RNA virüsüdür ve zarf kalınlığı yaklaşık 5-7 nm (nanometre) ‘dir. Virüsün 

çapı 80-120 nm‘dir. Genomu tek zincirli, helikal ve sirküler yapıda, üç parçalı (L,M,S) ve 

negatif polariteli bir yapıya sahiptir (Şekil-1 2, 33). Yüzeyinde yaklaşık 8-10 nm uzunluğunda 

iki glikoprotein çıkıntı bulunmaktadır (Gn ve Gc). Bunlar eritrositleri hemaglütine etme 

özelliğinde olup, virionun tutunmasından ve nötralizan antikorların indüksiyonundan 

sorumludurlar (34). 

 

 

 

          Şekil-1: Bunyaviridae viriyonunun kesitsel görünümü (2) 

 

 

KKKAV genomu, Bunyaviridae ailesinin diğer üyelerinde olduğu gibi üç negatif 

polariteli Large (L), Medium (M) ve S (Small) RNA segmentinden oluşmaktadır. 

• L (Large) Segment: Viral RNA bağımlı RNA polimerazı kodlar. 

• M (Medium) Segment: İki önemli yüzey glikoproteini olan Gc ve Gn’yi kodlar. 

Bunlar virüs zarfında bulunan çıkıntı şeklinde yapılardır, konak hücreye tutunma ve hücre 

içine girişi sağlarlar. 

• S (Small) Segment: Yapısal protein olan nükleokapsit proteinini (NP) kodlar. Bu 

protein RNA segmentleri ile kompleks yaparak RNA’yı korur. Virüs polimerazı ile birlikte 

replikasyon ve viral transkripsiyonda da görev alır. 
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Small, Medium ve Large ribonükleokapsidlerinin her biri infektivite için bir virionda 

bulunmalıdır. (35). Glikoproteinlerin, hedef hücrelerin reseptör bölgelerinin tanınmasından 

sorumlu olduğu düşünülmektedir. Reseptörlere yapışan virüsler, endositoz ile içeri alınırlar ve 

replikasyon sitoplazmada meydana gelir. Virionlar endoplazmik retikulum üzerinden golgi 

bölgesinde sitoplazma içi veziküllere tomurcuklanırlar ve bunlar virüsü salmak için 

sitoplazma membranı ile birleşirler (33). 

 

2.1.3.3. Türleri ve Filogenetik ilişkiler 

 

Nükleik asit sekans analizine dayanan çalışmalarda KKKAV’nin genetik farklılıkları 

ortaya konulmuştur. M segmet analizlerine göre 8, L segment analizlerine göre 6 ve S 

segment analizlerine göre 6 türü olduğu gösterilmiştir. Türkiye’de son dönemlerde izole 

edilen virüs türleri, Güneydoğu Rusya’daki ve Kosova’daki KKKA virüsü türüne çok 

benzemektedir (33). 

 

2.1.5. Epidemiyoloji 

 

VKA içerisinde dünya coğrafyasında en yaygın olarak görüleni KKKA’dır ve 30’un 

üzerinde ülkede görülmüştür (2). Hastalık ilk kez Kırım bölgesinde 1945‘te keşfedildi ve 

günümüzde (Amerika ve Avustralya kıtaları haricinde) Orta Doğu, Asya, Güney Doğu 

Avrupa, Afrika’da da tespit edilmiştir. KKKAV kene kaynaklı olup, bu kenelerin yaygın 

dağılımı ile doğrudan ilgilidir ve geniş bir coğrafyayı etkilemektedir (36, 37). Günümüze 

kadar eski Sovyetler Birliği, Bulgaristan, Pakistan, Irak, Dubai, Kuveyt, Birleşik Arap 

Emirlikleri, Büyük Sahra’nın güneyindeki Afrika ülkeleri ve Kuzey Batı Çin’de epidemiler 

yaptığı bildirilmiştir (38). Bilinen ilk salgın 1965 yılında Çin‘de meydana gelmiştir ve % 80 

fatalite görülmüştür (39). 

 

 Ülkemizde başta Tokat, Sivas, Yozgat, Çorum olmak üzere en çok orta anadolu 

bölgesinde görülmektedir. Ülkemizde serolojik olarak KKKA bildirimleri 2002 yılı ve 

sonrasında belirgin bir artış göstermektedir. KKKA görülen vakalar, sıklıkla tarım ve 

hayvancılıkla uğraşan, aktif çalışma yaşında keneye maruz kalma oranı yüksek olan 

popülasyonda yoğunlaşmaktadır. Ülkemizde görülen salgında vakaların çoğunluğu (83 olgu, 

% 90’ı) çiftçiydi ve vakaların % 60’ında ateş başlamadan önce bir kene ısırığı öyküsü vardı.  
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En fazla etkilenen ikinci grubu sağlık çalışanları oluşturmaktadır (8-10). Sağlık Bakanlığı 

kayıtlarına göre 2002– 2009 yılları arasında 4453 vaka görülmüş, toplam ölüm sayısı 218 dir. 

(Tablo 2, 40). 

 

Tablo-2: Türkiye’de 2002-2009 yılları KKKA hastalığı vaka ve ölüm sayıları (40) 

Yıllar Vaka Sayısı Ölüm 

2002-2003 150 6 

2004 249 13 

2005 266 13 

2006 438 27 

2007 717 33 

2008 1315 63 

2009 1318 63 

TOPLAM 4453 218 

 

 

KKKA virüsünün yaygın vektörü Hyalomma genusu keneleridir. Akdeniz 

Hyalomması olarakta bilinen Hyalomma marginatum marginatum muhtemelen Avrupa’daki 

asıl KKKAV vektörüdür. Virüs insanlara hem Hyalomma kenelerinin, hem de enfekte evcil 

hayvanların doğrudan teması ile yayılır. KKKAV yayılım döngüsü başlıca keneleri, vahşi ve 

evcil hayvanları içermesi bakımından öncelikle bir zoonozdur. Sığır, koyun ve keçiler 

enfeksiyondan sonra hastalanmazlar fakat bir hafta viremik olurlar. Virüs bu periyod boyunca 

bu hayvanlar ile teması olan tarım çalışanlarına, veterinerlere ve mezbaha işçilerine 

bulaşabilir, tarım çalışanları birinci derece risk altındadır. Ayrıca virüs, enfekte ticari 

hayvanlar ile de diğer coğrafi bölgelere yayılabilir. Deneysel olarak virüs ile enfekte edilmiş 

devekuşlarında, hiçbir hastalık semptomu görülmemesine karşın virüs, kan, karaciğer, dalak 

ve böbrekten izole edilmiştir. Öncelikle hastane ortamlarında insandan insana virüsün 

yayılımı olabilir. Tarım çalışanlarından sonra ikinci olarak sağlık çalışanları da en çok risk 

altında olan kesimdir (2, 33, 41, 42). 

 

Hastalık ülkemizde özellikle mart-nisan aylarında görülmeye başlayıp mayıs, haziran, 

temmuz ve ağustos aylarında en fazla görülmektedir. Hastalığın ülkemizde erkek ve kadın 

cinsi arasında benzer oranda olduğu görülmüştür (31). 
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2.1.5. Bulaşma ve Risk Gurupları 

 

KKKAV, evcil ve yabani hayvanları kenelerin ısırması ile bulaşır ancak bu 

hayvanlarda hastalık belirtisiz seyreder. Bundan dolayı koyun, keçi, sığır gibi çiftlik 

hayvanları, kurt, tilki, gibi yabani hayvanlar, kemirici yabani hayvanlar ile keneler hastalığın 

doğadaki rezervuarlarıdır (43, 44). Ayrıca, keneler için bir diğer konak grubunu kuşlar 

oluşturmaktadır. Devekuşları dışındaki kanatlı hayvanların birçoğu enfeksiyona karşı 

dirençlidir ve yabani kuşların mevsimsel göçü virüsü kıtalar arasında taşıyabilmektedir (45). 

 

Hastalık etkenini taşıyan kene türleri içerisinde hastalığı bulaştırmada en etkin olanı 

Hyalomma cinsi kenelerdir (45). Akdeniz Hyalomması olarakta bilinen Hyalomma 

marginatum marginatum muhtemelen Avrupa’daki asıl KKKAV vektörüdür. Hyalomma 

cinsine ait olan bu keneler, küçük omurgalılardan kan emerken virüsleri alır, gelişme evreleri 

vücutlarında tamamlanan virüsleri insan veya hayvanlardan kan emerken bulaştırırlar (2). 

Hyalomma marginatumun yaşam döngüsü Şekil 2’de gösterilmiştir (46). 

 

 

 

 

             Şekil-2: Hyalomma marginatumun yaşam döngüsü (46). 
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İnsanlara hastalığın başlıca bulaşma yolları; 

Kene ile Bulaşma: Kene tutunması başlıca bulaş yoludur. Ülkemizde Başol N ve ark. 

yaptıkları bir çalışmada kene ısırması ile acil servise başvuran 251 hastanın %25.1’inde 

KKKA tanısı konmuştur Hayvanlardan kene temizlerken kenenin parçalanması, ezilmesi 

sonucu kenedeki virüs cilt bütünlüğünün bozulduğu yerlerden veya mukozal temasla insanlara 

bulaşabilir. 

Enfekte Hayvanlardan Bulaşma: Viremik dönemde enfekte hayvanların kanı ile 

temas eden insanlara bulaş mümkündür. Enfekte hayvanın enfekte dokuları ile temas sonucu 

hastalık gelişebilir. Enfektsiyon bulaşmış hayvanların yenmesi riskli değildir, çünkü virüsler 

hayvanların kesilmesinden sonra dokularda meydana gelen asidemi ile inaktive olurlar ve 

pişirilmeden etkilenirler. 

Hasta İnsandan Bulaşma: Kan ve vücut sıvıları ile temas, enfekte dokudan, mukozal 

temas, anne sütü ile bulaş ve yüksek riskli ev içi yakın temas sonucu hastalık bulaşabilir (24, 

33, 45,47). 

 

Zoonotik bir hastalık olan KKKAH için risk grupları; çiftçiler, hayvancıkla uğraşanlar, 

çobanlar, veteriner hekimler, mezbahanede çalışanlar, hasta hayvan ve kene ile teması olanlar, 

askerler ve kamp yapan insanlar yüksek risk altındadır (43). Sağlık çalışanları özellikle 

hastalarda meydana gelen kanama odaklarına müdahele esnasında enfekte olmaktadır. İnvazif 

girişim ve cerrahi operasyonlar sırasında oluşan yaralanmalar ve laboratuvar ortamındaki 

bulaşma diğer sık nedenlerdir (2). 

 

Risk altındaki en büyük grup endemik alanlarda yaşayan çiftçilerdir. Bu kişilerin çoğu 

tarım ya da hayvancılıkla uğraşmaktadır. Türkiye’de meydana gelen vakaların %90’ı çiftçidir 

(9, 44). Sağlık çalışanları en fazla etkilenen ikinci gruptur (2). Sağlık çalışanlarına hastalığın 

bulaşmasını önlemede en etkili yol hastanede üniversal infeskiyon kontrol önlemlerinin 

alınmasıdır (45). 

 

2.1.6. Patogenez 

 

KKKA patogenezi diğer VKA’lere benzemektedir (3). VKA’nın hastalıklarda 

patogenezi şekil-3’te özetlenmiştir (48). Bulaş yollarıyla vücuda giren virus deride, derialtı 

dokusunda ya da bölgesel lenf bezlerinde çoğaldıktan sonra kana geçer. Başta 

retiküloendoteliyal sistem (RES) olmak üzere pek çok organa yerleşir. Replikasyonla bu 
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organlarda çoğalır ve sekonder viremi yapar. Mononükleer fagositer sistem uyarılması, 

sitokin salınımı ve endotel hasarı ile sistemik inflamatuvar yanıt sendromu (SIRS) gelişir. 

Endotel hasarı doğrudan virüsün direkt etkisinden çok virüsün salınımının neden olduğu 

proinflamatuvar sitokinlerce oluşturulduğu düşünülmektedir  (3, 33). Endotel hasarı intrensek 

koagülasyon kaskadını aktifler, trombosit adezyon ve agregasyonunu artırır ve sonuçta 

dissemine intravasküler koagülasyon (DİK) gelişir. Multiorgan yetmezlik sendromu (MODS) 

ve yaygın kanamalar ortaya çıkar (3, 49). Ayrıca, ölen hastalarda sağ kalan hastalara göre 

serum interlökin-1 (IL-1), interlökin-6 (IL-6) ve tümör nekroz faktör-α (TNF-α) düzeylerinin 

daha fazla olduğu saptanmıştır (50).  

 

 

 

 

Şekil-3: Viral kanamalı ateş hastalıklarda patogenez (48) 

 

 

Türkiye’den bildirilen olgularda reaktif hemofagositozun (kemik iliğinde trombosit ve 

eritrositlerin fagosite edilmesi) KKKA’nın patogenezinde özellikle önemli rol oynayabileceği 

ileri sürülmüştür (44, 51, 52). 
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Kırım-Kongo Kanamalı Ateşi’nin patogenezi halen tam olarak aydınlatılamamıştır. 

Koagülasyon faktör düzeyleri, antikoagülan protein değişiklikleri ve hastalardaki fibrinolitik 

sistem değişiklikleri sınırlı sayıdaki çalışmalarda araştırılmıştır (19-21). 

 

2.1.7. Klinik Bulgular 

 

KKKA enfeksiyonunda klinik seyirde dört ana bölüm görülmektedir.  

Bunlar: inkübasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvalesan dönemdir (37). 

 

1) İnkübasyon Dönemi: Kene ısırığından sonra inkübasyon dönemi, 1-3 gün gibi kısa 

olabilir. Kan veya çiftlik hayvanı dokusu ile etkilenenlerde beş gün ve insan vakalarının 

kanına temastan sonra 5-6 gündür. Semptomların başlamasıyla hastaneye başvuru arasındaki 

süre 3,5 - 5,5 gün arasında değişmektedir. İnkübasyon dönemindeki değişikliklerin ve 

hastalığın sonuçlarının virüs soyuna veya viral doz gibi diğer faktörlere bağlı olabileceği 

varsayılmaktadır (33). 

 

2) Prehemorajik Dönem: 1-7 gün sürer ve baş ağrısı, aniden başlayan ateş (39-

41°C), baş dönmesi, miyalji ile karakterizedir. Ateş 4-5 gün kadar devam edebilir. İshal, 

bulantı ve kusma diğer bulgulardır. Prehemorajik dönemde vücut üst bölgelerinde hiperemi, 

konjonktivit görülebilir (3, 37). 

 

3) Hemorajik Dönem: 2-3 gün kadardır ve hastalığın genellikle 3. veya 5. günlerinde 

başlar. Hastaların büyük çoğunluğunda hastalık başladıktan sonraki 5-7. gün içinde kanama 

gelişir. Kanamalar deride ve müköz membranlarda görülen peteşiler ile büyük hematomlar 

arasında değişir. En sık görülen kanamalar, gastrointestinal sistemde hematemez, melena ve 

intra-abdominal kanamalar, genitoüriner sistemde hematüri ve solunum yollarında ise 

hemoptizi şeklinde olanlardır (3). Oblik kas, çekum gibi alışılmadık kanamalar da görülebilir, 

apandisiti taklit eden olgular bildirilmiştir. Kanamanın başlaması ve ateş yüksekliği arasında 

ilişki yoktur. Hastaların 1/3 ünde karaciğer ve dalak büyüklüğü bildirilmiştir (2). 

 

4) Konvalesan Dönemi: Hastalıktan kurtulabilenler için iyileşme süreci, hastalığın 

başlangıcından itibaren 15-20 gündür. Genellikle uzamış düşkünlük, bradikardi, saç 

dökülmesi, nöropati, baş ağrısı, baş dönmesi, iştahsızlık, görme bozukluğu, hafıza kaybı 

görülebilir (2). Hepatorenal yetersizlikler Güney Afrika’da bildirilmesine rağmen Türkiye’de 
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görülmemiştir (44). Hastalık geçirenlerde koruyucu bağışıklık gelişmektedir. Hastalığın 

bifazik seyri Sovyetler Birliği’nde yayınlanmış, ancak Türkiye’de görülmemiştir (2). 

 

Tablo-3: Türkiye’den bildirilen KKKA olgularında belirti ve bulgular (53) 

 

 

 

2.1.8. Laboratuar Bulguları 

 

KKKAH’da laboratuvar bulguları arasında trombositopeni enfeksiyonun değişmez 

bulgusudur. Hastalarda lökopeni, ALT, AST, LDH ve kreatinin fosfokinaz (CPK) 

yükseklikleri de görülür. Protrombin zamanı (PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zamanı 

(APTT) gibi hemostaz testleri uzamıştır. Fibrinojen düzeyi düşebilir, fibrin yıkım ürünleri 

artabilir. Tam kan sayımı ve biyokimya testleri dahil olmak üzere tüm laboratuvar testleri sağ 

kalan hastalarda yaklaşık 5-9 günde normal sınırlarına döner (54). 
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Şekil-4: KKKA’nın klinik ve laboratuvar seyri (2) 

 

 

2.1.9. Tanı 

 

2.1.9.1. Non-Spesifik Laboratuvar Testleri 

 

 Trombositopeni KKKA’nin en sık saptanan laboratuvar bulgusudur. Hastaların 

lökopenisi de vardır. AST, ALT, LDH ve CPK değerleri yükselmiştir. Hastaların bir kısmında 

PT, APTT ve INR (international normalization ratio) gibi kanama testleri uzamıştır (2, 33). 

  

 

 

 



14 

2.1.9.2. Virüs İzolasyonu 

 

 Virüsün izolasyonu veya kültürüne yönelik çalışmalar mutlaka dördüncü 

biyogüvenlik düzeyi olan laboratuvarlarda yapılmalıdır. KKKA virüsünün kültürü için 

geleneksel metod, yenidoğan fareye beyin içi veya periton içi virüs inokülasyonudur. 

İnokülasyon sonrası virüs ile hastalanan fareler 4-6 günde ölürler (55). 

 

2.1.9.3. İmmünolojik Yöntemler 

 

 KKKAV enfeksiyonunun serolojik tanısı nükleoprotein antijenine karşı immun cevap 

olarak üretilen spesifik IgM ve IgG antikorlarının tespiti esasına dayanır (2, 31). Hastalığın 

başlamasından 7 gün sonra Enzim Bağlı İmmunosorbent Test (ELISA) ve İndirekt Floresan 

Antikor (IFA) testleriyle IgM ve IgG antikorları saptanabilir (56). IgM en erken dördüncü 

günde tespit edilmiştir (57). ELISA metodu, immünofloresan yöntemler ve nötralizasyon 

antikor testlerine göre oldukça özgül ve duyarlıdır (2). 

 

2.1.9.4. Moleküler Yöntemler 

 

 Dolaşan virüs ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile 

saptanabilir (58). RT-PZR gibi moleküller temelli tanı yöntemleri, tanıya yararlı tamamlayıcı 

yöntemlerdir ve günümüzde KKKA’nin, diğer kanamalı hastalıklarda olduğu gibi, erken 

dönemde tanısı için ilk test olarak kullanılmaktadır Konvansiyonel RT-PCR yöntemindeki 

ilerleme, otomatize real-time PCR çalışmalarını geliştirmiştir. Real-time PCR çalışmasının, 

konvansiyonel PCR metoduna göre pek çok avantajları vardır. Bunlar düşük kontaminasyon 

riski, hızlılık, yüksek duyarlılık ve özgüllüktür. Saatler içinde sonuç alınabilir (33). 

 

2.1.10. Ayırıcı Tanı 

 

Ayırıcı tanı coğrafi bölgeler göre değişmekle birlikte bakteriler, virüsler ve enfeksiyon 

dışı etkenleri kapsar (Tablo 4). Akciğer tutulumu, ensefalit benzeri klinik tablolar ön planda 

değildir. Ayrıca, bu hastalarda ateş ve hastalık gelişimi ani olduğundan hastalık öyküsü 2-3 

haftayı bulan hastalarda tanıdan uzaklaşılır. Bu nedenle KKKA, sebebi bilinmeyen ateşli 

hastalıkların klasik tanımı içinde yer almaz (53). 
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    Tablo-4: Ayırıcı Tanı (53) 

Hastalık Ayırıcı tanı 

Enfeksiyonlar  

Bruselloz Pansitopeni, Wright 

aglütinasyonu Q ateşi Seroloji (ELISA veya IFAT) 

Riketsiya Weil-felix testi 

Erlihiyoz Seroloji (ELISA) 

Hanta Pulmoner veya renal tutulum, 

seroloji, PZR 

  Diğer kanamalı ateşler  

        Ebola Coğrafi bölge 

        Marburg Coğrafi bölge 

Leptospira Aglutinasyon 

Salmonella Widal testi 

Flebovirusler (Tatarcık humması) 

Enfeksiyon dışı nedenler  

Vitamin B12 eksikliği Pansitopeni ve serumda B12 

düzeyi 

Febril nötropeni Altta yatan hastalık 

İlaç yan etkileri  

               Metamizol Öykü 

 

 

2.1.11. Tedavi 

 

Destek Tedavisi: KKKA’da tedavinin temelini trombosit süspansiyonu, taze donmuş 

plazma ve eritrosit süspansiyonu gibi kan ürünleri ile destek tedavisi oluşturmaktadır (2,59). 

Hastalar, hemodinamik yönden yakın takip edilmeli, sıvı ve elektrolitler dikkatle izlenip eksik 

olan parametreler yerine konmalıdır. Kardiyotonik, vazopressörler ve sedatifler ihtiyaç 

halinde kullanılabilir (60). Olası kanama odaklarının kontrolü yapılmalı, mecbur kalınmadığı 

sürece kanama oluşturabilecek intramüsküler enjeksiyonlardan ve pıhtılaşma sistemini 

etkileyecek ilaç kullanılmasından uzak durulmalıdır (2). 

 

Antiviral İlaç Tedavisi: KKKA’da etkinliği tartışılan ve günümüzde hastalığın özgül 

tedavisinde kullanılmakta olan tek ilaç ribavirindir. Bazı in vitro çalışmalarda hücre kültürü 

ortamında ribavirinin virüs replikasyonunu durduğu tespit edilmiştir (59). Ayrıca ribavirinin 
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ölüm oranını düşürdüğüne dair birçok bildiri vardır. Ciddi KKKAH olan vakalarda oral 

ribavirin tedavisinin faydasının olmadığı, mutlaka parenteral kullanılması gerektiğini 

söyleyen araştırmacılar vardır (61). Hemolitik anemi, döküntü, kaşıntı, öksürük, uyku 

bozukluğu ve depresyon ribavirinin yan etkileridir. Gebelerde kullanımı kontrendikedir. 

Embriyotoksik ve teratojenik etkileri bulunmuştur ancak gerekli görüldüğünde erişkin dozu 

verilebilir (2, 56, 62-64).  

 

Hiperimmün Serum Tedavisi: İyileşen ve bağışıklık gelişen hastalardan elde edilen 

immün serum ile yapılan pasif immünizasyonun hastalığın erken döneminde kullanılmasının 

faydalı olabileceği izlenimleri mevcuttur (60, 65). 

 

Hastaların kan ve kan ürünleriyle parenteral temas söz konusu olduğunda profilaktik 

olarak günde dört defa 500 mg oral ribavirin 7 gün süreyle verilmesi önerilmektedir (23) ve 

temas eden kişinin en az 2 hafta süreyle ateş ve diğer belirtiler açısından izlenmesi 

gerekmektedir (65). 

 

2.1.12. Korunma ve Kontrol 

 

 KKKA hastalığını bulaştıran vektör kenelerden ve bunların yoğun yaşadığı kırsal 

alanlardan uzak durmak en önemli tedbirdir. Kene kovucu repellentler; N,N-dietil- 

metatoluamid (DEET) ve permetrin kullanılabilmektedir. Hastane personelinin bulaştan 

korunmasında universal önlemler (önlük, eldiven, maske, gözlük vs) alınmalıdır (27, 33, 66). 

 

Mümkün olduğu kadar kenelerin bulunduğu alanlardan (hayvan barınakları, piknik 

amaçlı gidilen su kenarı, otlak şeklindeki yerler, çalı çırpı ve gür ot bulunan yerler, av 

alanları, orman gibi) kaçınılması gerekmektedir. Eğer bu tür ortamlarda bulunuluyorsa çıplak 

ayakla dolaşılmamalı veya kısa giysiler giyilmemelidir (lastik çizme giyilmeli veya 

pantolonların paçaları çorap içine alınmalı), boyuna mendil veya eşarp sarılmalıdır, vücut 

belirli aralıklarla kene yönünden aranmalı; vücuda yapışmamış olanlar dikkatlice toplanılmalı, 

yapışan keneler ise ezilmeden ve kenenin ağız kısmı koparılmadan (bir pensle sağa sola 

oynatarak, çivi çıkarır gibi) alınmalıdır (67). 
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Hastaların kan, tükrük ve diğer vücut sekresyonlarına temas etmemeye dikkat 

edilmelidir. Böyle bir durum meydana geldiğinde, temas eden kişinin en az 2 hafta süreyle 

ateş ve diğer belirtiler açısından izlenmesi gerekmektedir (45). 

 

2.2. Trombin 

 

2.2.1. Genel Özellikleri 

 

1872 yılında Alexander Schmidt fibrinojeni fibrine dönüştüren bir enzimin varlığı 

hipotezini öne sürmüştür. (68).Trombin, protrombinaz kompleks varlığında protrombinden 

meydana gelen, tripsin benzeri serin proteaz içeren “koagülasyon faktör II” olarak da bilinen 

iki zincirli bir moleküldür (11). Trombinde yapısal olarak birbirine kovalent olarak tekli 

disülfit bağı ile bağlanmış iki zincirden büyük olan B zinciri 259 aminoasit içerir; küçük olan 

A zinciri ise 36 aminoasit içerir (69). Trombinin aktif bölgesi B zincirindedir (70). 

 

2.2.2. Hemostaz 

 

Hemostaz; vücutta aşırı kan kaybını engelleyen fizyolojik bir savunma 

mekanizmasıdır. Vücuttaki çeşitli onarım ve inflamatuvar süreçler kanamanın durdurulmasını, 

böylelikle kanın intrvasküler alanda kalmasını sağlar. Bunun yanında hemostaz ayrıca aşırı 

miktarda pıhtı oluşumunu engelleyen ve kanın akışkanlığını yeniden kazandıran sistemleri de 

içermektedir (71, 72). 

 

Hemostaz kanın pıhtılaşması ile akışkanlığı arasındaki hassas dengeyi korur. Sağlıklı 

bireylerde endotel hasarı onarılırken, düşük düzeyde bir koagülasyon yanıtı oluşur. Denge 

bozulduğunda ise anormal veya istenmeyen koagülasyon yada aşırı kanama ortaya çıkabilir 

(73) (Şekil 5). 
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Şekil-5: Hemostatik denge  

 

 

Vasküler yapının zedelenmesinden hemen sonra hemostatik süreç başlar. Normal bir 

hemostaz, vasküler endotel yanıt (vazokonstrüksiyon), trombotik tıkaç oluşumu ve pıhtılaşma 

olmak üzere 3 basamakta gelişir. Hemostatik dengenin normal olarak devam ettirilebilmesi 

için bu basamakların uygun bir biçimde çalışması gerekir. Vasküler endotel yanıt ve 

trombotik tıkacın meydana gelmesi primer hemostaz, pıhtılaşma sistemi ise sekonder 

hemostaz olarak tanımlanır (74, 75). 

 

Damar hasarlanması ile meydana gelen mekanizmalar; 

1- Vazokonstriksiyon (Vasküler Faz) 

2- Primer Hemostaz (Trombosit Fazı) 

3- Sekonder hemostaz (Koagülasyon Fazı) 

4- Fibrinolizis 

 

2.2.2.1. Vazokonstriksiyon (Vasküler Faz) 

 

 Kan damarı travmaya maruz kaldıktan sonra, hasarlanan damar duvarında miyojenik 

spazm oluşur. Trombositlerden kaynaklanan bölgesel humoral faktörler ve sinirsel refleksler 

etkisiyle spazm meydana gelir. Küçük damarlarda vazokonstrüksiyonun büyük kısmından 

tromboksan A2 oluşumunu sağlayan trombositler sorumludur. Damar zedelenmesi büyüdükçe 

spazmın derecesi de o kadar artar ve bu oluşan spazmın etkisi dakikalar ve saatlerce sürebilir. 

Bu zaman zarfında trombotik tıkaç oluşur ve kanın pıhtılaşması gelişir (76). 
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2.2.2.2. Primer Hemostaz (Trombosit Fazı) 

 

Yaralanma yerlerinde trombotik plak oluşum sürecine primer hemostaz denir ve 

kapiller kanamanın durdurulmasında saniyeler içinde meydana gelen bu hemostatik 

mekanizma esas önceliğe sahiptir (77). 

 

Trombositler ile vasküler subendotelyal dokunun etkileşimi sunucunda, yaralanma 

alanında trombotik plak oluşur. Bu plağın oluşumu için, normal vasküler subendotel doku 

(kollajen), fonksiyonel trombositler, normal von willebrand faktör (trombositleri glikoprotein 

Ib aracılığı ile endotele bağlar) ve normal fibrinojen (trombositleri glikoprotein IIb-IIIa 

aracılığı ile birbirine bağlar) gerekir (78) (Şekil 6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil-6: Primer hemostaz (78) 

 

 

Pıhtının meydana gelmesinde 3 temel aşama vardır; 1-Trombosit adhezyonu (kollajene 

yapışma), 2-Trombosit sekresyonu ve 3-Trombosit agregasyonu. Vasküler yapının 

hasarlanmasıyla açığa çıkan kollajenden zengin subendotelyal ekstrasellüler doku, 

trombositlerin yapışması için bir zemin oluşturur. Endotelden serbestleşen von Willebrand 

faktör (vWF) hasarlanmış bölgeye trombositlerin yapışmasını (adhezyon) kolaylaştırır ve 

sağlamlaştırır. Subendoteliyal dokuya yapışarak aktifleşen trombositlerden α ve δ granüller 

ortama salınır (sekresyon) ve trombositlerin membran iç yüzeyinde bulunan fosfolipidlerle, 

agregasyon için gerekli olan GpIIb/IIIa reseptörleri açığa çıkar. Granüller tarafından 
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salgılanan tromboksan A2 (TXA2), endotelin’in başlattığı vazokonstrüksiyonun devamını 

sağlar. Yine granüllerden ortama salınan Adenozin difosfat (ADP) trombositlerin 

agregasyonunu uyarırken, kalsiyum ise faktör XII ile başlayan pıhtılaşma sistemini 

aktifleştirir. Trombosit granüllerinin salınması daha fazla trombositin ortama gelmesini 

uyararak aktive olmasını sağlar. Aktive olan trombositleri yüzeyindeki GpIIb/IIIa 

reseptörlerine fibrinojenin bağlanmasıyla trombositler arasında köprüler oluşur ve 

trombositler birbirine yapışarak birikir (agregasyon). Böylelikle endotel hasarının üzerinde 

trombotik tıkaç oluşur (72-75). 

 

2.2.2.3. Sekonder Hemostaz (Koagülasyon Fazı) 

 

Koagülasyon sisteminde bulunan faktörlerin aktive olması inaktif formdaki 

proenzimlerin aktif enzimlere dönüştüğü bir reaksiyonlar zinciridir. Her reaksiyon basamağı 

bir enzim, substrat ve kofaktörden oluşur. Reaksiyonlarda rol alan bu komponentler fosfolipid 

kompleksinde toplanır ve kalsiyum iyonuna gereksinim duyarlar. Bu nedenden dolayı tüm 

reaksiyonlar sadece etkilenen bölgede sınırlı kalır (75, 79). Faktör IV (Kalsiyum, Ca+2) 

dışında koagülasyon faktörlerinin tamamı proteindir ve bunların birçoğu inaktif proenzim 

(zimojen) olarak kanda bulunur. Faktör V (Proakselerin) ve VIII (Antihemofilik faktör) kemik 

iliğinde megakaryositler tarafından oluşturulurlar ve enzim yapısında değildirler. 

Trombositlerin aktivasyonu ile depolandıkları granüller içinden kana salınırlar. Bu faktörler 

(Faktör V ve VIII ) trombinin yapısını güçlendirir (80). Sentezlenmeleri ve fonksiyonları için 

K vitaminine gerek olan faktörler; Faktör II, VII, IX, X, protein C ve protein S’dir (81). Kan 

dolaşımında bulunmayan tek koagülasyon faktörü Faktör III (Tissue Factor-TF)’tür. Faktör III 

subendotelyal alanda bulunur ve doku faktörü olarak bilinir. 

 

Koagülasyon sistemi, pıhtılaşma faktörlerinin birbirini ardışık olarak aktive ederek 

oluşan reaksiyonlar bütünüdür. Klasik olarak koagülasyon iki yolla başlatılır; ekstrensek ve 

intrensek yol. Ekstrensek yol doku faktörü ile başlarken, intrensek yol Hageman faktör (faktör 

XII) aktivasyonu başlar. Her iki yol da sonuç olarak faktör X’u aktive eder ve ortak yol 

üzerinden stabil pıhtı oluşumunu sağlar. Koagülasyon sistemi bir çok noktada iç içe geçmiş, 

faktörlerin veya ürünlerin birbirini tetiklediği veya inhibe ettiği, aynı anda tek bir sistem 

şeklinde çalışır. Aslında koagülasyon olayı reaksiyonlar zincirinden çok bir patlama olarak 

meydana gelir. Koagülasyon sisteminin birçok noktada birbirine geçmiş yapısının olması 

sistemin daha iyi kontrol edilebilmesine imkan sağlar (71, 80, 81). (Şekil 7) 
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Şekil-7: Sekonder hemostazda ekstrensek ve intrensek yol 

 

 

 2.2.2.4. Fibrinolizis  

 

Doku hasarı koagülasyon sistemini aktive ettiği gibi fibrinolitik sistemi de aktive eder. 

Fibrinolitik sistem, biriken fibrini fizyolojik olarak ortadan kaldırılmasını sağlayan bir 

mekanizmadır. Pıhtı erimesi, plazminin fibrin üzerine olan etkisi aracılığıyla gerçekleşir. 

Fibrinolitik sistem işlevini yerine getirebilmesi için, plazminin fibrine bağlanması ve trombin 

tarafından aktive edilmiş plazmin inhibitörlerinden korunmuş olması gereklidir . Plazminojen, 

doku plazminojen aktivatörü (t-PA) veya ürokinaz plazminojen aktivatörü (u-PA) tarafından 

plazmine dönüştürüldükten sonra, fibrin ve fibrinojeni fibrin yıkım ürünlerine parçalar. 

Fibrinolitik sistem inhibitörlerinden plazminojen aktivatör inhibitörü-1 (PAI-1) ve 

plazminojen aktivatör inhibitörü-2 (PAI-2), t-PA’yı inhibe eder. Plazmin, α2 antiplazmin 

(α2AP) tarafından inaktive edilir (82) 
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Şekil-8: Fibrinolizis 

 

 

2.2.3. Trombinin Hemostazdaki Rolü 

 

Trombin geniş bir fonksiyon yelpazesine sahiptir. Primer fonksiyonu hemostatik plak 

oluşurken fibrinojenden fibrin polimerlerini oluşturmaktır. Trombin, önce fibrinojenden fibrin 

monomerleri olarak bilinen fibrinopeptid A ve B fragmanlarını koparır ve daha sonra bu 

monomerlerin birleşmesini sağlayarak fibrin polimerlerini oluşturur. Aynı zamanda Faktör 

XIII’ü( fibrin stabilize eden faktör) aktive ederek fibrin polimerlerinin çapraz bağlarının 

oluşmasını ve güçlü bir fibrin pıhtısının oluşmasını sağlar (77). 

 

 Trombin en güçlü trombosit aktivatörüdür (83). 

 

Trombinin prokoagülan etkisinin yanında antikoagülan etkisi de vardır. Endotel 

hücresindeki kofaktörü trombomodüline bağlanır ve protein C’yi aktive eder (12).  
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Trombinin ayrıca büyüme faktörü ve sitokin benzeri etkisi de vardır. Bu yüzden 

ateroskleroz, yara iyileşmesi ve enflamasyonda rolü olabilir (12). 

 

2.3. Apoptozis 

 

Apoptozis, enerjiye bağımlı olarak gerçekleşen ve organizma tarafından düzenlenen 

hücre ölüm şeklidir (15). İlk defa 1842 yılında Carl Vogt tarafından normal gelişim esnasında 

hücrelerde meydana gelen ölüm olarak tanımlanmıştır. “Programlanmış hücre ölümü” terimi 

ilk olarak 1965 yılında, “Apoptozis” terimi ise ilk defa Kerr ve arkadaşları tarafından 1972 

yılında kullanılmıştır (84). Apoptozis büyüme, gelişme ve yaşlanma sürecinde rol almaktadır. 

Ayrıca dokulardaki homeostatik dengenin korunmasında kritik bir rolü olduğu gibi, fizyolojik 

olarak fetal hayatta ve erişkin dokularda da önemli bir yeri vardır (15). Apoptozis hücrelerde 

koruyucu bir mekanizma olarak hastalıklarda, immun reaksiyonlarda veya zararlı ajanlara 

karşı ortaya çıkar (16-18).  

 

Apoptozis sonucu oluşan apopitotik hücreler bazı dokularda ve hücrelerde devamlı 

oluşmaktadırlar ve bu oluşum hayat boyunca devam etmektedir. Bu nedenle ölüm (apoptozis) 

ve yeniden yapım (mitoz) bu dokularda dinamik bir denge halinde devam eder ve buda 

dokuda homeostatik dengenin korunmasını sağlar (16). Apoptozis, erken mitokondriyal 

değişiklik, hücre büzüşmesi, kromatin yoğunlaşması, nükleer kırılma, hücre zar şişmesi, 

kaspaz aktivasyonu, fosfotidilserinin hücre zarı dış yüzeyine çıkması, çekirdek parçalanması 

ve bunun sonucunda apopitotik cisimciklerin oluşması gibi ard arda birçok morfolojik ve 

biyokimyasal değişikliklerle karakterizedir (84, 85).  

 

2.3.1. Apoptozis ile Nekroz Arasındaki Farklar  

 

Organizmada devamlı bir denge hali vardır. Bu denge halinin korunması yeni 

hücrelerin sentez edilirken, mevcut hücrelerin bir kısmının hücre ölümü ile ortadan 

kaldırılmasıyla sağlanmaktadır. ‘Apopitozis’ ve ‘Nekroz’ olmak üzere iki tip hücre ölümü 

vardır. (17, 86). Bu iki tip hücre ölümü arasındaki farklar Tablo 5’te yer almaktadır; 
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Tablo-5: Apoptozis ile nekroz arasındaki farklar (87-89) 

Histolojik Bulgular Apoptozis Nekrozis 

Hücre Hücre küçülür, tek tek hücre 

ölümleri gerçekleşir. 

Hücre şişmesi, toplu hücre 

ölümü gerçekleşir. 
Organeller Sağlamdır. Hasarlıdır. 

Enerji gereksinimi ATP’ye bağlıdır. Enerji gereksinimi yoktur. 

Hücre zarı Hücre zarı sağlamdır. Bütünlüğünü kaybeder,

 seçici geçirgenlik 

özelliği bozulur. 

Nükleus Kromatin parçalanmış 

birimler halinde yada şapka 

biçiminde y o ğ u n l a ş m ı ş ,  

n ü k l e o l u s  

d a ğ ı l m ı ş t ı r .  

Nekrozda kromatin, normal 

dağılımını kaybetmiştir ve 

kalın kromatin iplikleri halinde 

olup; nekrozun piknoz, 

karyoreksiz, karyoliz 

aşamalarından biri görülür. 

Yol açan nedenler ATP noksanlığına yol 

açmayan fizyolojik ve 

patolojik durumlardır. 

Toksinler, ciddi hipoksi, 

açlık, fiziksel ve kimyasal 

travmalardır. 

Doku reaksiyonu İnflamasyon yoktur. Oluşan 

veziküler yapılar komşu 

hücreler ve makrofajlar 

tarafından fagosite edilir. 

İnflamasyon vardır, ortamda 

dejenere hücre kalıntıları 

bulunur ve bunlar fagositler 

tarafından alınır. 

 

 

2.3.2. Apoptozis Mekanizmaları  

 

Apoptozis çeşitli yollarla aktive olmaktadır. İntrensek ve ekstrensek (veya öldürücü 

reseptör) olmak üzere temelde iki tip apoptotik yol tanımlanmıştır. Apoptozisin başka bir yolu 

perforin/ granzim-A veya B (sitotoksik T lenfosit ve NK hücreleri: perforin/granzim kaynaklı 

apopitozis) yolunu içermektedir (90). 

 

2.3.2.1. Ekstrensek Yol  

 

Hücrenin yüzeyinde bulunan Fas, Tümör nekroz faktör reseptör (TNFR), ölüm 

reseptörü 5 (DR5) gibi ölüm reseptörlerine FasL, TNF-α, TNF-ilgili apoptoz indükleyici 

ligand (TRAİL) gibi ölüm sinyallerinin bağlanmasıyla bu reseptörler trimerik bir yapı 
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kazanırlar. Bu şekilde trimerik yapı kazanan reseptör; adaptör molekülleri ve prokaspazla 

birleşerek ölüm indükleyici sinyal kompleksi (DISC) adı verilen yapıyı oluşturur. Bu 

birleşmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kısa kolları kesilerek aktif 

kaspaz-8’in oluşması sağlanır. Aktif kaspaz-8 doğrudan ve dolaylı olmak üzere 2 yolla 

kaspaz-3’ü aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ü aktive eder ya da Bid’i keserek dolaylı 

olarak instrensek mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ü aktive eder. Her 2 

yolla da aktive olan kaspaz-3 yine Kaspaz aktive edici DNaz (CAD) aktivasyonu ile DNA 

fragmantasyonuna neden olur (91-93). 

 

Sfingolipid yolu bir diğer ekstrensek yoldur. Bu yolda radyoaktivite, kemoterapotik 

ilaçlar gibi nedenler ölüm reseptörleri aracılığıyla sfingomyelinaz’ı aktive eder. Aktive olan 

sfingomyelinazda hücre membranının yapı taşı olan sfingomyelini seramid’e çevirir. 

Seramidten seramidaz aracılığıyla  sfingozin oluşur. Oluşan bu sfingozin Bid yapımını 

uyararak apopitozisin meydana gelmesini sağlar (94). 

 

Özellikle mikroorganizmalar tarafından enfekte olan hücrelerde ve tümör hücrelerinde 

görülen Granzim-Perforin sistemi bir diğer apopitotik yoldur. Bu yolda hedef  hücreye 

bağlanan sitotoksik T lenfositler perforin salınmasına neden olurlar. Perforinler ise hücre 

yüzeyinde por meydana getirir ve hücrenin içerisinde kalsiyum (Ca+2) artışına neden olur, 

Granzim B serbestleşir. Granzim B kaspazların aktivasyonuna sonrada DNA fragmantasyonu 

ile apopitozise yol açar (94). 

 

2.3.2.2. İntrensek Yol  

 

Hücre içerisindeki sinyallerin apoptozu uyarmasından sonra proapopitotik bir protein 

olan Bid, antiapopitotik Bcl-2‘yi inaktif hale getirirken, Bak ve Bax’ın aktifleşmesini sağlar. 

Aktivite kazanan Bak ve Bax, mitokondri zarında por meydana gelmesini uyarıp membran 

potansiyelinde değişikliğe neden olur (92). Böylece mitokondri zarındaki porlardan 

Mitokondri Kaynaklı Sekonder Kaspaz Aktivatörü (Smac), Kalsiyum (Ca+2), Endonukleaz-G, 

Sitokrom-C (Sit-C) ve Apopitoz İndükleyici Faktör (AIF) salınmasını uyarır. Smac, IAF 

(İnhibitör apopitotik factor)’ı inhibe eder ve apopitozu hızlandırır. IAF’ın ortamda bulunması 

ise “kaspaz-3” ve “kaspaz-8” in aktive olmalarını engeller. Apopitoz İndükleyici Faktör, 

nukleusa göç ederek DNA’yı parçalar. Endonukleaz-G’de DNA’yı parçalara ayırır. Sit-C 

elektron transport zincirinde, oksidatif fosforilasyona elektron taşır. Mitokondri porundan 
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salınan sit-C, Apopitoz İndükleyici Faktör-1 (APAF-1) ve ATP’nin katılımıyla sitoplazmada 

“Apopitozom” adı verilen kompleksi meydana getirir (92, 95, 96). Apopitozom kaspaz-9’u 

aktifleştirirken, kaspaz-9 da prokaspaz-3’ü aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 inaktif 

kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)‘ı inhibe ederek kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’ı 

serbestleştirir. CAD nukleusta kromatin yoğunlaşmasına ve DNA’nın nukleozomal alt 

birimler halinde fragmante olmasına neden olur (91, 97, 98) 

 

 

 

Şekil-9: Apoptozda temel moleküler yolların şematik gösterimi. (99) 

 

 

2.3.3. Apoptozisin Düzenlenmesi  

 

Apoptozisin düzenlenmesinde genel olarak rol alan moleküller kalsiyum, seramid, 

Bcl-2 ailesi gibi moleküller, p53, kaspazlar, sit-C gibi proteinler ve mitokondriyonlar rol 

oynar. Apopitotik süreç boyunca hücre içine sürekli kalsiyum girişi olur. Kalsiyum iyonları; 
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endonükleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve hücre 

iskeleti organizasyonunda rol alır (100). 

 

Bcl-2 Ailesi: Bcl-2 gen ailesinin heterodimer veya homodimer formuna bağlı olarak 

hücrenin apopitozise eğilimli olup olmadığı anlaşılır. Bcl-2 gen ailesine ait üyeler 2 gruba 

ayrılır ve bu grupların etkileri birbirine zıttır; 

 

Proapoptotik üyeler; Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa 

Antiapoptotik üyeler; Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 

 

Apoptozisde rol alan proapopitotik proteinler sitoplazma içerisinde yer alır ve AIF ile 

sit-C’nin salınımını artırmak yoluyla apopitozisi başlatırlar. Çekirdek zarında, endoplazmik 

retikulumda ve mitokondri dış membranında bulunan antiapopitotik proteinler ise, hücre 

içerisinde özellikle kalsiyum gibi iyonların miktarını oluşturdukları porlar sayesinde kontrol 

ederek iyon transportunu düzenlerler. Bunun yanında prokaspaz, AIF ve sit-C salınımını 

durdurarak apoptozisi inaktive ederler (91, 92, 95). 

 

P53: Hücrede DNA hasarının meydana geldiği durumlarda bu hasrın onarımı için 

zaman kazandıran bir transkripsiyon faktörüdür. Bunu hücre siklusunu G1 fazında durdurarak 

gerçekleştirir. Hücre hasarının onarılamayacak kadar büyük olduğu durumlarda ise Fas Bax, 

ve Apaf-1 yapımını artırır Bcl-xL ile Bcl-2’yi baskılayarak apoptozisi aktive eder (101). 

 

C-myc: C-myc transkripsiyon düzenleyici bir faktördür. C-myc bulunduğu ortamda 

büyüme faktörlerinin bulunup bulunmamasına göre hücrede proliferasyon veya apoptozis 

meydana gelmesine neden olur. Protoonkogen olan c-myc hücrede büyümeyi uyarır. Bir 

hücrede c-myc ile birlikte gerekli büyüme faktörleri yoksa hücrenin büyümesi durur, her ikisi 

de yeterince var ise hücrede büyüme meydana gelir.Bir hücrede c-myc var gerekli büyüme 

faktörleri yok ise apoptozis meydana gelir (102-104). 

 

FAS (APO-1 veya CD95): İmmün sistemdeki sitotoksik T lenfositler ile doğal 

öldürücü hücrelerin üzerinde yer alan reseptörüne bağlanarak hücre ölümüne neden olur. Fas 

proteininin molekül ağırlığı 43 kDa’dır ve hücre yüzeyindeki reseptörüne bağlanarak 

reseptörün trimerizasyonuna neden olur. Böylelikle aktive olan reseptörler Fas-ilişkili ölüm 

alanı proteini (FADD) molekülü ile birleşir. Birleşme sonucunda, Fas reseptöründe meydana 
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gelen uyarılma ile prokaspazlar aktivite kazanır ve apoptozis başlar. TRAİL ve reseptörleri 

apoptozisi aynı şekilde meydana getirebilir (92, 93). 

 

Mitokondriyon: Kaspaz kaskadında yer alan kaspazların bazıları mitokondride 

inaktive edilirken, Bax ve Bcl-2 mitokondri dış membranının permeabilitesini ayarlar. 

Mitokondri iç zarında yerleşmiş ve elektron transport zincirinde görevli olan sit-C, apopitotik 

uyarıda Apaf-1’i aktive eder ve Apaf-1’i kaspazların aktive edildiği yer olan sitoplazmaya 

salar. Mitokondriden sitoplazmaya geçen sit- C, hücrede apopitotik yola girildiğini irreversibl 

bir dönemin başladığını gösterir (105). 

 

Kalsiyum İyonu: Kalsiyum iyonunun rol aldığı olaylar dokulardaki 

transglutaminazların aktivasyonu, genlerin regüle edilmesi, endonükleaz ve proteaz 

aktivasyonu ile hücre iskeletinin organizasyonudur (100). Hücreler arası sinyal iletimi 

kesildiği zaman hücrede apoptozis gözlenir. Sinyal iletim mekanizmasının önemli bir parçası 

olan Ca+2 iyonunun bazı hücrelerde apoptozisi aktive ettiği ve ortamdaki Ca+2 iyonunun bloke 

edildiğinde ise apoptozis oluşmadığı görülmüştür. Bunun mekanizması tam olarak 

bilinmemekle birlikte Ca+2/Mg+2 bağlantılı çalışan ve DNA’yı parçalayan endonükleaz 

enziminin rol aldığı ileri sürülmüştür. Bcl-2 gen ürünü olan proteinin mitokondriyon 

membranında lokalize olması onun hücredeki Ca+2 oranını kontrol edebileceğini göstermiştir, 

çünkü mitokondriyonlar hücredeki Ca+2 depo yeridir (106). 

 

Kaspazlar: Memeli hücrelerinin çoğunda sitoplazmada inaktif proenzim formunda 

bulunan kaspazlar, bir kez aktive olunca proteolitik olarak birbirlerini aktifleştirerek proteaz 

kaskadının (şelale tarzı reaksiyon dizisi) başlamasını sağlarlar (16). Sistein proteaz ailesinden 

olan kaspazlar “c-asp-ases” ismini, proteinleri “aspartik asit” yer alan bölgelerinden kesmeleri 

nedeniyle almışlardır. Böylelikle kaspazlar sınırlı proteoliz yapar, buda hücrede lizis olmadan 

apopitotik cisimciklerin meydana gelmesine neden olur ve apopitotik morfolojinin 

oluşumunda rol oynar (88). Tanımlanmış 14 major kaspaz, amino asit dizilimlerindeki 

benzerliğe dayandırılarak işlevselliklerine göre üç alt grupta sınıflandırılırlar: 

 

Başlatıcı Kaspazlar; Kaspaz 2,-8,-9,-10 

Etkili (Efektör) Kaspazlar; Kaspaz 3,-6,-7 

İnflamatuar Kaspazlar; Kaspaz 1,-4,-5,-11,-12,-13,-14 
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Kaspaz aktivasyonu, hücre yüzey ölüm reseptörlerinin aktivasyonu veya 

mitokondriyondan salıverilen sit-C’nin APAF-1'i indüklemesi ve prokaspaz 9'a bağlanması ile 

gerçekleşir (107). 

 

Kaspazlar tetrapeptit motifleri aminoasit spesifitelerine göre tanır ve P4 

pozisyonundaki aminoasitlere göre üç spesifik gruba ayrılır. Grup 1 kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5, 

13) P4 pozisyonunda hidrofobik aminoasitleri tanırlar ve sitokinlerin maturasyonuna aracılık 

ederler. Grup 2 kaspazların yeğledikleri ayırma noktası hücre ölümü sırasındaki pek çok 

proteinlerde gözlenir ve bununla ilişkili olarak da grup 2 kaspazlar (kaspaz-2, 3, 7) 

apoptozisin major efektörleri olarak bilinirler. Grup 3 kaspazlar (kaspaz-6, 8, 9, 10) ise P4 

pozisyonunda alifatik aminoasitleri tanır ve grup 2 kaspazların aktivasyonunda görev alır 

(108). Kaspaz inhibisyonu apopitozis inhibitor proteinleri (IAP) ailesine ait proteinler ile 

gerçekleşir (109). 

 

 

 

Şekil-10: Kaspaz Kaskad Aktivasyonu (110). 

 

 

Deneysel çalışmalarda kaspazların herhangi birinin varlığının hücresel apoptozise 

neden olması normal şartlarda kaspazların sıkıca kontrol edilmesi gerektiğini gösterir. Bir 

veya daha fazla kaspaz enzim aktivasyonu kaçınılmaz olarak apoptozisle sonuçlanacak diğer 

proteazların aktivasyonuna yol açtığı düşünülür (111). 
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2.3.4. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanılan Yöntemler 

 

Yapılan araştırmalarda; dokularda ve vücut sıvılarında apoptozun saptanması 

fizyolojik ve patolojik süreçlerin tanı ve takibinde büyük önem taşımaktadır (112). 

Apopitozisin tespit edilmesinde kullanılan yöntemler şunlardır; 

1-Morfolojik görüntüleme yöntemleri, 

2-İmmünohistokimyasal yöntemler,  

3-Biyokimyasal yöntemler,  

4-İmmünolojik yöntemler  

5-Moleküler biyoloji yöntemleridir (113). 

 

2.3.4.1. Morfolojik Görüntüleme Yöntemleri  

 

Işık Mikroskobu Kullanımı ( Hematoksilen veya Giemsa ile boyama): Apopitotik 

hücreler nükleus morfolojisine göre değerlendirilir. Nükleer kondansasyon ve apopitotik 

cisimcikler gözlemlenebilsede ışık mikroskobu apopitotik değişikliklerin saptanmasında çok 

yeterli bir yöntem değildir. Fluoresan boya (propidium iyodür, Hoechst) kullanılarak etkinliği 

arttırılabilir. Ancak apoptozdaki geç değişikliklerin saptanmasında faydalıdır (114, 115). 

 

Fluoresan Mikroskobu: DNA’ya bağlanan floresan boya hücrenin kromatinini 

dolaylı olarakta hücre çekirdeğinin görünür olmasını sağlar. Canlı ve ölü hücre ayrımını 

yapabilmek için, canlı veya ölü tüm hücreleri boyayabilen bir boya (örn. Hoechst boyası) ile 

sadece ölü hücreleri boyayabilen bir başka boya (örn. propidium iyodür) beraber kullanılır. 

Kromatin kondensasyonu veya nükleus fragmentasyonu olan hücrelerin apoptotik hücreler 

olduklarını düşündürür (113).  

 

Elektron Mikroskobu: Elektron mikroskobu ile değerlendirme apoptozda en değerli 

yöntemdir. Hücredeki patolojik değişimlerin gözlemlenmesine imkân tanır. Nekroz ve 

apoptozun ayırt edilmesinde altın standarttır. Erken ve geç apoptotik değişiklikleri saptamak 

gibi önemli bir avantajı da vardır (116). 
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2.3.4.2. İmmünohistokimyasal Yöntemler 

 

Anneksin V Yöntemi: Apoptozise giden hücrelerde normalde hücre membranının iç 

yüzünde yer alan “fosfatidil serin” hücre membranının dış yüzeyine transloke olur. Dış yüze 

transloke olan fosfatidil serin, çeşitli boyalarla işaretlenmiş Anneksin V kullanılarak görünür 

hale getirilir. Anneksin V; fluoresan boya (örneğin FITC) ile konjuge edilerek fluoresan 

mikroskobunda gözlemlenebilir. Bu yöntem fosfatidil serinin dış yüze translokasyonu gibi 

apoptozdaki erken değişikliğin saptanmasına olanak verir. Bu yöntemin dezavantajı ise 

nekrotik hücrelerinde zaman zaman işaretlenebilmesinden dolayı spesifisitesinin düşük 

olmasıdır (117, 118). 

 

TUNEL Yöntemi (The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-dUTP Nick End 

Labeling): Terminal deoksiribonükleotid transferaz (TdT)’ın DNA kırıklarının 3’ ucuna 

bağlanması ve böylece DNA kırıklarının in situ olarak tanınmasını sağlayan yöntemdir. TdT; 

biyotin veya fluoresan boya ile kompleks oluşturmaktadır. İşaretlenmiş uçlar ışık veya 

fluoresan mikroskobunda, immünohistokimyasal olarak veya akış sitometride apoptozis 

göstergesi olarak saptanabilir (119). 

 

ISEL Yöntemi (İn Situ End-Labeling): TUNEL yönteminin modifikasyonu ile 

oluşturulmuştur. DNA kırıklarının 3’ ucu bu kez DNA polimeraz I ile işaretlenir. Bu yöntem, 

TUNEL yöntemine göre daha az duyarlıdır ve daha zaman alıcıdır (114) 

 

M30 Yöntemi: Apopitotik hücrelerde, “sitokeratin 18”in kaspaz etkisiyle ortaya çıkan 

“antijenik bölgesinin” immunohistokimyasal yöntem ile boyanarak ortaya çıkarılması 

prensibine dayanır. Bu yöntem yalnızca sitokeratin 18’i sunan dokularda (Epitelyal kaynaklı 

dokular gibi) kullanılabilir (113, 120).  

 

Kaspaz-3 Yöntemi: Bu yöntemde yalnızca apopitotik hücrelerde meydana gelen 

“aktif kaspaz-3” (immunohistokimyasal boyama metoduyla) belirlenebilir. Çalışılan dokunun 

kaspaz-3’ü eksprese ettiği veya apoptozise neden olan ajanın kaspaz-3’ü kırıp kırmadığı 

bilinmelidir (113, 121). 
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2.3.4.3. Biyokimyasal Yöntemler 

 

Agaroz Jel Elektroforezi: DNA kırıklarının agaroz jelde yürütülerek oluşturduğu 

“ladder” görüntüsü saptanabilir. Kısıtlılığı ladder görüntüsünün oluşabilmesi için fazla 

miktarda DNA’ya gereksinim olmasıdır. Dolayısıyla yöntemin duyarlılığı düşüktür. Ayrıca 

tek bir hücrede değil, ancak hücre popülasyonlarında apopitozu gösterebilir (122). 

 

Western Blotting: Bu metot yardımıyla apoptoza özgü bazı proteinlerin eksprese olup 

olmadıklarının (örn. bcl-2) ya da kırılıp kırılmadıklarının (örn. kaspaz-3) saptanması 

mümkündür. Sit-C’nin mitokondriye çıkıp çıkmadığı da bu metodla belirlenebilir. Yalnız, sit-

C tespitinde önce alt-fraksiyonlama yapılarak hücrenin mitokondriyal ve sitoplazmik 

fraksiyonları ayrılır. Ardından, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunması beklenmeyen 

sitokrom c’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hücrelerin apoptoza gittikleri anlaşılır 

(113). 

 

Fluorometrik Yöntem: Kültürü yapılmış hücrelerde kaspaz aktivitesinin tayin 

edilmesinde kullanılan bir yöntemdir. Bu yöntemde ilgili kaspazın antikorunun bulunduğu 

plaklara hücre lizatlarının eklenmesi ile kaspaz molekülleri tutulur ve sonra ortama 

kaspazların parçaladığı ve kendisine fluoresan bir madde ile işaretlenmiş bir substrat ilave 

edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantılı olarak ortaya çıkan fluoresansın şiddeti ölçülür 

(123). 

 

2.3.4.4. İmmunolojik Yöntemler  

 

ELISA: ELISA yöntemiyle hem kültürü yapılmış hücre populasyonunda, hem de 

plazmada DNA fragmentasyonları tespit edilebilmektedir. M30 düzeyleride bu yöntemle 

ölçülebilmektedir (113, 121). 

 

Flow Sitometri: Diğer adıyla akış sitometride, apoptozis sonucu ortaya çıkan hücre 

yüzey proteinlerinin “işaretlenmiş antikor” kullanılarak tespit edilmesi mümkündür. 

Apoptozisin tesbiti iki şekilde yapılır; Fluoresan bir madde olarak “Propidium iyodür” ya da 

“Anneksin V” kullanılır (115). 
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2.3.4.5. Moleküler Biyoloji Yöntemleri 

 

DNA Microarrays: Bu yöntemle aynı anda ve kısa bir süre içerisinde genlerin 

ekspresyon derecelerinin saptanması mümkündür. Böylelikle, apopitozise spesifik olan hücre 

yüzeyindeki ölüm reseptörleri veya kaspazların ekspresyon durumu değerlendirilir (124). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Demirbaş Malzemeler 

 

1. İnkübatör (redLine by BINDER®) 

2. Plate Yıkayıcı (das®) 

3. ELISA Okuyucu (BIO-TEK® ELx 800) 

4. (±4 ºC) Buzdolabı (Uğur®) 

5. (-20ºC) derin dondurucu (Uğur ®) 

6. (-80ºC) derin dondurucu (New Brunswick Scientific®, C54285 model) 

7. Vorteks (Nüve®, NM 110 model, Türkiye) 

8. Pipetler (0,5-20 μl, 0,5-100 μl, 50-200 μl, 200-1000 μl, 1-5 ml) (Brand®) 

9. Multipipetler (Multimate®) 

10. Pipet ucu (Beyaz, 0.1-10 μL), (Sarı, 1-200 μL), (Mavi, 100-1000 μL) (Beyaz, 1-5 

μL) 

11. Distile su cihazı (Nüve®) 

12. Cam malzemeler (Mezür, Beher) 

13. Jelsiz Boş Biyokimya Tüpü (Hema&Tube®) 

14. Eppendorf tüpü 

15. Petri Kabı (Isolab®) 
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3.2 Hasta Seçimi 

 

Çalışmamız, 2011-2012 yılları arasında Tokat Devlet Hastanesi’ne başvuran ve 

KKKA tanısı alan 44 hasta ile aynı sayıdaki hasta grubu ile benzer yaş ve cinsiyete sahip 

sağlıklı erişkin gönüllülerden oluşturuldu. KKKA olduğu düşünülen hastaların tanıları, 

KKKA referans laboratuvarında (Refik Saydam Hıfzısıhha Enstitüsü) serolojik testler ELISA 

(IgM) ya da PCR testleri tarafından teyit edilmiştir.  

 

3.3 Trombin Ölçümü 

 

Serum Trombin seviyeleri ELISA kiti (USCN marka) kullanılarak hesaplandı. Serum 

örnekleri PBS (Phosphate-buffered saline) solüsyonuyla 20 kat dilüe edildi ve standart 

solüsyonlar kullanıcı el kitapçığına göre hazırlandı.  

Yöntemde belirtildiği şekilde, 100’er μL standart, blank ve serum örnekleri Trombin’e 

özgü antikor ile kaplı kuyucuklara eklendi, üzeri plate kapatıcı ile örtüldü ve 2 saat boyunca 

37 °C’de inkübatörde bekletildi. İnkübatörden çıkarılan plate’in her kuyucuğuna 100μL 

Detection Reagent A solüsyonundan ilave edildi, plate kapatıcı ile örtüldü ve 1 saat boyunca 

37 °C’de inkübatörde bekletildi. Sonra kuyucuklar yıkama solüsyonuyla 3’er defa yıkandı. 

Her kuyucuğa 100 μL Detection Reagent B solüsyonundan ilave edildi, plate kapatıcı ile üzeri 

örtüldü ve 30 dakika boyunca 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Daha sonra kuyucuklar yıkama 

solüsyonuyla 5’er defa yıkandı. Her kuyucuğa 90 μL Substrate solusyonu eklendi, üzeri plate 

kapatıcı ile örtüldü ve ışıktan korunacak şekilde 20 dakika boyunca 37 °C’de inkübatörde 

bekletildi. Son olarak her kuyucuğa 50μL Stop solusyonu eklendi ve enzimatik aktivite 

sonucu oluşan renk değişimi microplate okuma cihazında 450 nm dalga boyunda 

spektrofotometrik olarak ölçüldü. 

Oluşan rengin şiddeti serum örneğindeki Trombin konsantrasyonu ile doğru 

orantılıdır. Trombin kit prospektüsüne göre ölçülebilir aralık 0.41 ng/mL(nanogram/mililitre) 

ile 300 ng/mL arasında, sensitivitesi 0,19 ng/ml olarak verilmiştir. 
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3.3 Kaspaz 3 Ölçümü 

 

Apopitozisin bir belirteci olan serum kaspaz 3 düzeyi ELISA kiti (CUSABİO marka) 

kullanılarak hesaplandı. Standart solusyonlar kullanıcı el kitapçığında belirtildiği gibi 

hazırlandı.  

Yöntemde belirtildiği şekilde, standart solüsyonlar ve serum örnekleri Kaspaz 3’e 

özgü antikor ile kaplı kuyucuklara 100’er μL eklendi, üzeri plate kapatıcı ile örtüldü ve 30 

dakika boyunca 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Sonra kuyucuklar yıkama solüsyonuyla 3’er 

defa yıkandı. Her kuyucuğa 100μL HRP-Conjugate solüsyonundan ilave edildi, üzeri plate 

kapatıcı ile örtüldü ve 30 dakika boyunca 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Daha sonra 

kuyucuklar yıkama solüsyonuyla 5’er defa yıkandı. Her kuyucuğa 90μL TMB Substrate 

eklendi, üzeri plate kapatıcı ile örtüldü ve ışıktan korunacak şekilde 20 dakika boyunca 37 

°C’de inkübatöede bekletildi. Son olarak her kuyucuğa 50μL Stop solusyonu eklendi ve 

enzimatik aktivite sonucu oluşan renk değişimi microplate okuma cihazında 450 nm dalga 

boyunda spektrofotometrik olarak ölçüldü.  

Oluşan rengin şiddeti serum örneğindeki Kaspaz 3 konsantrasyonu ile doğru 

orantılıdır. Kaspaz 3 kit prospektüsüne göre ölçülebilir aralık 0.312 ng/mL ile 20 ng/mL 

arasında, sensitivitesi 0,078 ng/ml olarak verilmiştir. 

 

3.4 Kaspaz 7 Ölçümü 

 

Apopitozisin bir diğer belirteci olaran serum kaspaz 7 düzeyi ELISA kiti (USCN 

marka) kullanılarak hesaplandı. Serum örnekleri PBS solüsyonuyla 10 kat dilüe edildi ve 

standart solusyonlar kullanıcı el kitapçığına göre hazırlandı.  

Yöntemde belirtildiği şekilde, 100’er μL blank ve serum örnekleri kaspaz 7’ye özgü 

antikor ile kaplı kuyucuklara eklendi, üzeri plate kapatıcı ile örtüldü ve 2 saat boyunca 37 

°C’de inkübatörde bekletildi. İnkübatörden çıkarılan plate’in her kuyucuğuna 100μL 

Detection Reagent A solüsyonundan ilave edildi, plate kapatıcı ile örtüldü ve 1 saat boyunca 

37 °C’de bekletildi. Sonra kuyucuklar yıkama solüsyonuyla 3’er defa yıkandı. Her kuyucuğa 
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100μL Detection Reagent B solüsyonundan  ilave edildi, üzeri plate kapatıcı ile örtüldü ve 30 

dakika boyunca 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Daha sonra kuyucuklar yıkama solüsyonuyla 

5’er defa yıkandı.  Her kuyucuğa 90μL Substrate solüsyonu eklendi, üzeri plate kapatıcı ile 

örtüldü ve ışıktan korunacak şekilde 20 dakika boyunca 37 °C’de inkübatörde bekletildi. Son 

olarak her kuyucuğa 50μL Stop Solusyonu eklendi ve enzimatik aktivite sonucu oluşan renk 

değişimi microplate okuma cihazında 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak 

ölçüldü.  

Oluşan rengin şiddeti serum örneğindeki Trombin konsantrasyonu ile doğru 

orantılıdır. Trombin kit prospektüsüne göre ölçülebilir aralık 0.156 ng/mL ile 10 ng/mL 

arasında, sensitivitesi 0,056 ng/ml olarak verilmiştir. 

 

3.5 İstatistiksel Analizler 

 

İstatistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Versiyon 11.5 

(SPSS® Inc. Chicago, IL, United States of America (USA) ) bilgisayar programı kullanılarak 

gerçekleştirildi. Gruplardaki verilerin dağılımı Kolmogorov-Smirnov testi ile değerlendirildi. 

Grupların ortalamaları arasındaki farkın önemi Student’s t testi ile karşılaştırıldı. Parametreler 

arasındaki ilişki Pearson korelasyon analizi ile araştırıldı. İstatiksel anlamlılık p<0.05 

düzeyinde değerlendirildi. 
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4.BULGULAR 

 

Çalışmamıza KKKA tanısı alan 44 hasta ile sağlıklı, hasta grubu ile benzer yaş ve 

cinsiyete sahip erişkin gönüllülerden oluşan 44 kişilik kontrol grubu dahil edildi. Yaptığımız 

ELISA çalışmalarının istatistiksel analizinde sağlıklı kontrol serumlarına göre KKKA tanısı 

alan hasta serumlarında trombin düzeyleri (p<0,001), Kaspaz 3 düzeyleri (p<0,001) ve 

Kaspaz 7 düzeyleri (p=0.003) anlamlı yüksek bulundu (Tablo-6). 

 

Tablo-6: Hasta ve Kontrol gruplarının Trombin, Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 düzeyleri 

  

KKKA 

 

Kontrol 

 

p 

Trombin 

(ng/mL) 

2017,5±567,6 1550,6±337,9 <0,001 

Kaspaz 3 

(ng/mL) 

2,2±0,7 1,4±0,4 <0,001 

Kaspaz 7 

(ng/mL) 

3,1±1 2,5±0,8 0,003 
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Şekil-11: Hasta ve kontrol gruplarında Trombin düzeyleri 

 

Hasta ve kontrol gruplarındaki trombin düzeylerine bakıldığında KKKA tanısı alan 

grupta trombin düzeyi sağlıklı kişilere göre belirgin olarak yüksek ve istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0.001) (Şekil-11).  

 

Apopitotik belirteçler olan Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 nin istatiksel analizinde, sağlıklı 

kişilere göre; KKKA tanısı alan grupta Kaspaz 3 düzeyinde daha belirgin olmak üzere her iki 

apoptotik belirteç de istatistiksel olarak anlamlı ve yüksek bulundu. (Kaspaz 3 p<0.001, 

Kaspaz 7 p=0.003) (Şekil-12, Şekil-13). 
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Şekil-12: Hasta ve kontrol gruplarında Kaspaz 3 düzeyleri 

 

 

Şekil-13: Hasta ve kontrol gruplarında Kaspaz 7 düzeyleri 
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Yaptığımız çalışmada Trombin düzeyleri ile Kaspaz 3 düzeyleri arasında istatistiksel 

olarak anlamlı pozitif bir ilişki (p=001) varken Kaspaz 7 düzeyleri arasında anlamlı bir ilişki 

yoktur (p=0.089). Ayrıca Kaspaz 3 ile Kaspaz 7 arasında da anlamlı bir ilişki yoktur 

(p=0.559) (Tablo-7). 

 

Tablo-7: Trombin, Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 düzeyleri arasındaki korelasyon tablosu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

KASPAZ 3 

 

KASPAZ 7 

 

TROMBİN r ,356 ,182 

  p ,001 ,089 

KASPAZ 3 r  ,063 

  p  ,559 
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

KKKA Bunyaviridea ailesi Nairovirus türünden olan virüsün neden olduğu, mortalite 

oranı %5 ile 30 arasında değişen ölümcül bir hastalıktır (1). Hafif vakalarda üşüme ve 

titremeyle artan ateş, halsizlik, baş ve boğaz ağrısı, bulantı-kusma gibi semptomlar 

görülürken, ağır vakalarda ciddi kanamalar, bilinç bulanıklığı, şok gibi ağır tablolar ve hatta 

ölüm görülebilir. Genellikle klinik tablo hafif olmakla birlikte hastaların az bir kısmında 

kanama bulguları mevcuttur. Bunlar diş eti kanamaları, gastrointestinal ve genitoüriner 

sistem, akciğer ve beyin kanamalarıdır (2,3). Trombositopeni ve/veya DİK nedeniyle 

meydana gelen kanama KKKAH’ın önemli bir komplikasyonudur (4). Laboratuvar 

değerlerinde, lökopeni ve trombositopeni dikkati çekmektedir. PT, aPTT ve diğer pıhtılaşma 

testlerinde de belirgin bozukluklar görülebilmektedir (6). Yaş, erkek cinsiyet, yüksek ALT 

AST, WBC, aPTT değerleri, trombosit düzeyleri ve izlem sırasında bu değerlerde azalma kötü 

prognoz göstergesidir(125). Ayrıca KKKAH olan çocuklarda, artan istirahat kalp hızı (> 96 

bpm) şiddetli hastalık için bağımsız risk faktörü olarak bulunmuş (126) ve sıfır (0) kan grubu 

KKKA’lı çocukların kanamaya daha yatkın olduğu gösterilmiştir (127).  

 

KKKA ilk kez 1944 te tanımlandığında, ilk majör patolojik bulgusu vasküler 

disfonksiyondu ve hemoraji ile plazma sıvısının intestinal aralığa göçü de bunun sonuçlarıydı. 

Sovyet uzmanlar ise otopsi bulgularına dayanarak esas olarak kapiller ve küçük damarlara 

bağlı organlardaki patolojik sürecin kan dolaşımı dağılımı kaynaklı olduğu için hastalığı 

“infeksiyoz kapiller toksikoz’’ olarak değerlendirmişlerdir (128). O zamandan bu yana 

KKKA hastalarında hastalığın erken evrelerinde anormal koagülasyon parametreleri 

oluşmakta ve şiddetli hastalıkta DİK tablosu oluşabilmektedir. Ancak vasküler 

disfonksiyonun direk olarak viral endotelyum hasarına mı bağlı yoksa indirek olarak 

sirkülatuar proinflamatuar mediatörlere mi bağlı olarak gerçekleştiği bilinmemektedir (129). 

 

Diğer hemorajik ateş vakalarında olduğu gibi, KKKA’ nın prognoz ve patogenezisinde 

lenfositler, monosit-makrofaj aktivasyonu, aşırı sitokin salgılanması, interferonların 

geciktirilmiş indüksiyonu, zayıf antikor cevabı, dendritik hücrelerin kısmi aktivasyonu, 

apoptozis ve hemafagositoz temel rollerinin olduğu söylenmektedir (50, 129-131).  
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Hastalığın patogenezi ile ilgili yapılan diğer bazı çalışmalar ise şunlardır:  

 

1997’de 12 vaka üzerinde yapılan bir çalışmada KKKA virüsünün direk olarak insan 

damarlarını infekte edebildiği viral RNA ve antijenlerinin mononükleer fagositlerde, 

hepatositlerde ve endotelyal hücrelerde saptanmasıyla gösterilmiştir (129, 132). 

 

Kosova’da yapılan geniş kapsamlı bir çalışmada ölümcül bir şekilde infekte olan 

KKKA hastalarında interferon gama (IFN-γ), TNF-α ve IL-10 düzeyleri yüksek bulunmuştur 

(133); Benzer şekilde Arnavutluk’ta hastalıktan dolayı ölen bir hastada da serum TNF-α, 

Soluble tümör nekrozis faktör reseptörü (sTNF-R), IL-6, ve IL-10 düzeyleri yüksek 

bulunmuştur. (134). Laboratuvar çalışmalarına bağlı bu klinik gözlemler KKKA virüsünün 

insan monosit türevi dendritik hücrelerinde çoğalıp proinflamatuar sitokinlerin salınımına 

neden olduğu belirtilmiştir. (135). 

 

Bowick ve ark. KKKA virüsü ile enfekte edilmiş fareler üzerinde yaptıkları çalışmada; 

farelerin serumunda lökopeni, trombositopeni ve artmış ALT düzeyi gözlemlemişledir. 

Hepatik enfeksiyon sonucu geniş karacağier nekrozu ile birlikte dalakta yüksek serum viral 

replikasyonuna eşlik eden lenfosit düşüklüğü gözlenmiştir. İnsanlardakine benzer şekilde 

enfekte fare serumlarında yüksek IL-6, IL-10 ve TNF-α düzeyleri saptanmıştır. Farelerde 

hastalığın son dönemlerinde normal farelere göre artmış interferon (IFN) düzeyleri 

belirlenmiş bu artışın erken dönemde viral yayılmanın önlenmesi amacıyla olabileceği 

belirtilmiştir. (136). Ergönül ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada KKKA tanısı almış 

hastaların serumlarında patogenezde sitokinlerin önemli rolü olduğunu destekleyen TNF-α, 

IL-1 ve IL-6’ nin artmış seviyeleri bulunmuştur (50). 

 

Bazı bakteriyel ve viral hastalıklarda oksidatif stresin arttığı rapor edilmiştir.(137,138). 

Duygu F ve ark. yaptığı bir çalışmada viral hepatit-B hastalarında total oksidatif seviye 

(TOS), lipid peroksidasyonu (LOOH), oksidatif stres indeksi (OSI) ve katalaz (CAT) gibi 

oksidatif stres belirteçlerinin arttığı total antioksidan seviye (TAS), sülfidril ve seruloplazmin 

gibi antioksidan durum belirteçlerinin azaldığı gösterilmiştir (139). VKA hastalıklarından 

olan Dengue virüs enfeksiyonunun patogenezi ile artmış oksidatif stresin ilişkili olabileceği 

yapılan bir çalışma ile gösterilmiştir (140). Aydın H. ve ark. yaptığı çalışmada ise KKKAH 

olan çocuk ve erişkin hasta gruplarında TOS, OSI ve LOOH gibi oksidatif stres belirteçlerinin 

kontrol grubuna göre arttığını bulmuşlardır (141). 
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KKKA’nın patogenezi tam olarak aydınlatılmış olmamasına rağmen EBOLA virüsü 

ile benzerlik gösterdiği bilinmektedir. VKA virüslerinin ortak patolojik özellikleri anti-viral 

cevabı başlatan hücrelere saldırarak, onların işlevlerini bozup konağın bağışıklık yanıtını 

etkisiz hale getirmeleridir (5). KKKA gibi VKA hastalığı olan EBOLA hemorajik ateşinde, 

intravasküler alanda ve lenfoid organlarda bulunan lenfositlerde bir çok konakçı-kaynaklı 

patojenik mekanizma ile yoğun apopİtozis olduğu gösterilmiştir (142, 143). 

 

Apoptozis fizyolojik veya patolojik uyaranlara sekonder olarak gerçekleşen genetik 

kontrol altında olan programlanmış hücre ölümüdür. Apoptoz temel olarak iki yolla 

başlatılmaktadır; 1-) Hücre dışından tetiklenen, pozitif (TNF α varlığı) ya da negatif (büyüme 

faktörü yokluğu) ekstrensek yol. 2-) Hücre içinde DNA hasarı, endoplazmik retikulum stresi 

ya da mitokondriden tetiklenen intrensek yol (144). Apoptozisin başka bir yolu perforin/ 

granzim-A veya B yolunu içermektedir (90). Apoptozisin mekanizması gerçek anlamda tam 

olarak açıklanamamasına rağmen, ister hücre içi, isterse hücre dışı mekanizmayla başlamış 

olsun, apoptozis ile bağlantı kurulan en önemli olay kaspazların aktivasyonudur (16,145,146). 

Kaspazlar inaktif prekürsör olarak hücre sitoplazmasında bulunurlar ve çoğu proapoptotiktir 

(147, 148).  

 

Virüsler yaşamlarını sürdürmek için enfeksiyona karşı bir savunma mekanizması olan 

konakçı hücre apoptozisini inhibe etme yeteneği kazanmıştır. Aksine, virüsler viral yayılma 

veya enfekte olmamış bağışıklık hücreleri öldürmek için apopitozisi uyarabilir (149). 

KKKAV enfeksiyonun erken döneminde kaspaz aktivasyonunu baskılar ve enfekte olmamış 

bağışıklık hücreleri apopitozis ile öldürmek için konakçıda hücresel pro-apoptotik molekülleri 

indükler (150). Barnwal B. ve arkadaşları KKKAV’nin yapısal olmayan proteininin (NSs), 

kaspaz-3 ve kaspaz-7 aktivasyonu ile poli ADP riboz polimeraz (PARP) bölünmesini 

indüklediğini göstermişlerdir (151). 

 

KKKA virüsü Bunyaviridae ailesindendir ve bu ailedeki diğer bazı önemli virüslerin 

benzer şekilde apoptozisi uyardığı belirtilmiştir (152). Rift Valley Ateşi virüsü Bunyaviridae 

ailesinin üyelerindedir ve enfeksiyon sırasında apoptozis indüksiyonunu uyarır (153). Son 

dönemlerde yine Bunyaviridae ailesi üyelerinden Oropuche virüsünün sitopatik etkiler 

gösterdiği ve viral protein sentezine bağlı olarak intrinsik apoptotik yolağı uyardığı ve 
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programlı hücre ölümüne neden olduğu gösterilmiştir (154). Hantavirüs nükelokapsid 

proteininin (N) NF-κB (Nuclear Factor kappa B) aracılığıyla apoptozisi düzenlediği 

gösterilmiştir (155). 

 

Literatürde KKKA hastalarında apopitozis ile ilgili az çalışma yer almaktadır. 

Bunlardan bazıları şunlardır: 

Rodrigues R. ve ark. yaptığı bir çalışmada karaciğer hücrelerinde KKKAV-kaynaklı 

apoptozisin mitokondriyal yolu içerdiği gösterilmiştir (156).  

 

Güven AS ve ark. yapmış olduğu bir çalışmada apopitotik belirteçler olan serum 

perforin, kaspaz-3 ve sFasL düzeyleri sağlıklı kontrol grubuna göre ciddi ve ciddi olmayan 

KKKA hasta gruplarında önemli ölçüde daha yüksek olduğu tespit edilmiş ancak ciddi ve 

ciddi olmayan KKKA hasta grupları arasında, bu apoptotik belirteçler açısından anlamlı bir 

fark bulunamamıştır. Ek olarak yine aynı çalışmada diğer bir apopitozis belirteci olan M30 

düzeyleri ile tüm gruplar arasında anlamlı bir fark bulunamamıştır (157). Bu çalışmanın 

sonuçları bizim çalışmamızı desteklemektedir. 

 

Karlberg ve ark. yaptığı in vitro bir çalışmaya göre KKKAV kaynaklı apopitozis 

kaspaz-3 aktivasyonuna bağlı olabileceğini ileri sürmüşlerdir. Ayrıca, nükleokapsid 

proteininin kaspaz-3 bağımlı bölünmesi litik KKKAV enfeksiyonuna karşı konakçı savunma 

mekanizmasını gösterebilir (158). Güven AS ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmanın 

sonuçlarına göre, apoptotik yollardan perforin içeren sitolitik kesecikler, kaspaz kaskadı ve 

Fas-FasL aracılı etkileşimlerin KKKA patogenezinde aktif olduğu bulunmuştur(157).  

 

 Çalışmamızda KKKA’lı hasta serumlarında apopitotik belirteç olarak Kaspaz 3 ve 

Kaspaz 7 düzeylerine bakıldı ve daha öce belirttiğimiz çalışmalardaki KKKA hastalarında 

artmış apoptozis düzeyine benzer şekilde (28,29) bizim çalışmamızda da hasta serumlarında 

ki Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 düzeyleri kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı ve yüksek 

bulundu (Kaspaz 3 p<0.001, Kaspaz 7 p=0,003). 
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Daha önceki çalışmalarda VKA olan hantavirus enkesiyonunun akut döneminde 

trombin üretiminin arttığı bildirilmesine rağmen KKKAH etyopatogenezisinde trombinin rolü 

üzerine yapılan herhangi bir araştırmaya rastlamadık (159). Trombin, diğer adıyla aktif faktör 

2 (F IIa), kısa yarı-ömürlü bir serin proteazdır, heparin-antitrombin yolu tarafından hızlıca 

inaktive edilir. Trombinin en belirgin rolü primer hemostazda PAR1 ve PAR4 (Proteinaz 

aktive eden reseptör) reseptörleri ile trombosit aktivasyonu ve sekonder hemostazda 

fibrinojen ve faktör 13 aktivasyonu ile stabil trombosit ve fibrin tıkaçları oluşturmaktır (9).  

 

Koagülan etkiye zıt olarak trombin, anti-koagülan etki ve mekanizmaya da sahip bir 

biyomoleküldür. Trombinin bu antikoagülan etkisi ise Protein C aktivasyonu üzerinden 

gerçekleşmektedir (10). Trombomodulin, trombinin protein C’yi aktivasyonu sırasında 

kofaktör olarak rol oynar. Trombin-trombomodulin kompleksi karaciğer tarafından sentez 

edilen protein C’yi, aktive Protein C (APC) şekline dönüştürür ve daha sonra da APC, 

önceden aktive olmuş faktör V ve VIII (Va, VIIIa)’i etkisiz hale getirir. Gerek karaciğer ve 

gereksede endotelde sentez edilen protein S, bu reaksiyonda kofaktör olarak rol oynar (160). 

APC antikoagülan aktivitesine ek olarak Plazminojen Aktivatör İnhibitör-1 (PAI-1) 

inaktivasyonu ile fibrinolizi artırır (161). Ayrıca trombin endotel hücrelerinden doku tipi 

plazminojen aktvatör (t-PA) salınmasını da arttırır (162). Sakamoto T ve ark. akut miyokard 

infarktüsü olan kişilerde APC’nin PAI-1 inhibisyonu ve tromboliz artırıcı etkisi olduğunu 

göstermişlerdir (163). Onguru P.ve ark. yaptıkları bir çalışmada Protein C ve protein S 

düzeylerinin KKKA hastalarının önemli bir bölümünde normalden daha düşük olduğunu 

bulmuşlardır. Yine aynı çalışma ile Öztürk B. ve ark. yaptıkları çalışmalarda non-fatal ve fatal 

KKKA hasta grupları arasında Protein C ve Protein S seviyeleri için anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (21, 164). Bizim çalışmamızda trombin düzeyleri KKKA hastalarında kontrol 

grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı yüksek bulundu (p<0.001). Fakat protein C ve 

Protein S düzeylerine bakamadığımızdan dolayı hastalarımızdaki değişimlerini göremedik. 

Dolayısıyla trombinin böyle bir antikoagülan etkisinin de KKKA hastalarında meydana gelen 

kanama diatezlerinde rolü olup olmadığı hususunda yorum yapamıyoruz, ama bunu ileri bir 

çalışmayla daha detaylı bir şekilde aydınlatmayı düşünmekteyiz. Ayrıca yapılacak bu ileri 

çalışmada aynı hastalarda trombini farklı yönleriyle ele alarak hangi biyokimyasal ve 

biyofiziksel özelliklerinin KKKA hastalarında görülen hematolojik tablodan daha fazla 

sorumlu olduğu hususuna ışık tutacaktır. 
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Zain ve ark. tümör hücrelerinde trombinin konsantrasyon bağımlı bimodal etkileri 

olduğunu göstermişlerdir; düşük trombin konsantrasyonları, kanser hücrelerinin büyümesini 

geliştirmiş, yüksek konsantrasyonları ise büyümeyi bozmuş ve apopitozisi indüklemiştir 

(165). Gugerell A. ve ark. yaptıkları bir çalışmada yüksek trombin konsantrasyonlu fibrin 

pıhtısı bulunan insan keratinosit hücre kültüründe apopitozisin belirlenmesinde kaspaz 3 ve 

kaspaz 7 düzeyleri ölçülmüş, düşük ve orta düzeyde trombin konsantrasyonlu gruba göre daha 

yüksek bulunmuştur. (13). Bizde çalışmamızda KKKA hastalarında yüksek bulunan trombin 

seviyelerinin yine bu hastalarda yüksek bulduğumuz kaspaz 3 ve kaspaz 7 arasında 

korelasyon olup olmadığını inceledik. Bulgularımıza göre trombinin kaspaz 3 (r=0,35 

p=0,001) ile pozitif korelasyon gösterdiğini, kaspaz 7 (r=0,18 p=0,89) ile korelasyon 

göstermediğini tespit ettik. 

 

S. Sami KARTI “Trombositopeni KKKA vakalarının en tipik laboratuvar bulgusudur, 

mortalitesi yüksek vakalarda daha ilk günlerde trombosit sayıları 20x109 /L’nin altına inebilir, 

bazılarında ise başlangıçta hafif düşük bir trombosit sayısı varken birinci hafta sonuna doğru 

sayı çok daha fazla azalır. Hastalığın başlangıcında çok düşük trombosit seviyesinin olması 

kötü prognoz işaretidir ve hastalığın seyri esnasında ciddi kanamalar gelişebilir. Kanamaların 

nedeninin multifaktöriyel olduğu düşünülmektedir. Bu hastalarda kanama nedeni olarak 

endotel hasarının da rol oynadığı düşünülebilir. Trombositopeni ve lökopeninin nedeni kesin 

olarak bilinmemektedir” şeklinde ifade etmektedir (166). 

 

Son zamanlarda trombinin çekirdekli hücrelerde apoptozisi modüle edebildiği 

gösterilmiştir (167). Çekirdeksiz trombositlerde apoptozisin trombosit agonistleri, 

antitrombotik antikorlar ve yüksek kesme gerilimleri (hem de kan bankacılığı koşullarında 

saklanan trombositlerde) ile uyarılarak oluştuğu kabul edilmiştir. Trombin klasik trombosit 

aktivasyonu fonksiyonuna ek olarak Fosfotidilserin maruziyeti, Kaspaz 3 aktivasyonu ve 

Mitokondriyal iç membran potansiyel (ΔΨm) depolarizasyonunun indüklenmesi ile 

trombositte apoptozisi başlatır (168-173). Bu nedenle kanın pıhtılaşması sırasında 

trombositler çok düşük veya çok yüksek trombin düzeylerine maruz kalabilir ve trombin 

trombosit aktivasyonu ve apoptozisi gibi farklı bir etkiye sahip olabilir(174). 
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Leytin ve ark. yaptıkları bir çalışmada trombositlerin farklı dozlarda trombinle 

uyarılmasıyla; düşük dozlarda trombosit aktivasyonu, yüksek dozlarda ise apoptozis olduğunu 

bulmuşlardır (174). Trombin ve proteaz aktive edici reseptörler arasındaki etkileşim trombosit 

apoptozisinin eksternal yolunu tetikleyen mekanizma olabilir, buda artmış trombin üretimi ile 

ilşkili hastalıklarda (sepsis, DİK gibi) trombositopeni patofizyolojisine katkıda bulunabilir 

(172). Güven AS ve ark. KKKA’li çocuk hastalarda Kaspaz-3’ün PT, INR, aPTT, Ddimer, 

AST, ALT, LDH ve CRP ile pozitif korelasyon gösterdiğini, ancak trombosit ve trigliserid ile 

negatif korelasyon gösterdiğini bulmuşlardır (157). Bu da kaspaz 3 ile trombositopeni 

arasında bir ilişki olabileceğini düşündürmektedir. 

 

Sonuç olarak yaptığımız çalışma KKKA olan hastalarda trombin, kaspaz 3 ve kaspaz 7 

düzeylerinin arttığını gösterdi. Apopitotik belirteçlerden Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 düzeylerinin 

yüksek olması nedeniyle bu hastalığın patogenezinde ve klinik seyrinde kaspaz kaskadının 

dolayısıyla apoptozisin kritik bir öneme sahip olabileceği kanaatine vardık. Apopitotik 

yolların tamamının değerlendirildiği daha kapsamlı çalışmaların yapılması hastalığın 

patogenezi hakkında aydınlatıcı olacaktır. 

 

KKKA hastalarındaki primer patofizyolojik kanıt eritrosit ve plazmanın vasküler 

alandan dokulara sızması olarak görülmektedir Ancak bunun altında yatan temel neden halen 

tam olarak aydınlatılamamıştır. Çalışmamızda artmış kaspas 3 ve kaspaz 7 düzeylerine 

bakarak ve yüksek trombin düzeylerinin de apoptozisi arttırabildiği göz önünde 

bulundurulduğunda indüklenmiş apoptozisin KKKA virüsü nedeniyle oluşan bu hasar 

üzerinde etkisi olduğu söylenebilir 

 

Çalışmamızdan elde ettiğimiz bulgularımız ve literatür ışığında KKKA hastalarında 

kanamanın muhtemel nedenleri olarak; yaygın damar içi pıhtılaşma, trombositopeni ve 

endotel hasarı sayılabilir (1,4). Fakat tüm hastalarda aynı etyolojik faktörlerin aynı oranda 

etkili olup olmadığı bilinmemektedir. Kesin olarak şunu ifade edebiliriz ki bu hastaların 

hepsinde az ya da çok oranda trombositopeni görülmektedir, fakat halen trombositopeninin 

nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Çalışmamızda bu konuya kısmen de olsa ışık tutmaya 

çalıştık. Bunun için trombositler üzerinde önemli bir uyarıcı etkiye sahip olan trombin 
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düzeyleri ile apopitotik markırları değerlendirmeyi hedefledik. Hastalarımızda trombin 

düzeylerini yüksek bulmamıza rağmen trombosit düzeyleri KKKA hastalarında beklenildiği 

şekilde düşüktü. Trombinin trombosit uyarıcı etkisine rağmen trombosit sayısının neden 

düşük olduğu henüz açıklığa kavuşmamıştır. Çalışmamızda apopitotik markırları 

değerlendirerek bu konuyu aydınlatmaya çalıştık ve apopitotik belirteçlerden kaspaz 3 ve 7’ i 

her ikisini de yüksek bulduk. Özellikle trombin ile kaspaz 3 düzeyleri arasında anlamlı pozitif 

korelasyon bulunması, KKKA hastalarının en tipik laboratuvar bulgusu olan 

trombositopeninin gelişiminde nedenlerden birininde trombinin tetiklediği trombosit 

apoptozisinin olabileceği kanaatine vardık. Ayrıca yine bu hastalarda yaygın olarak 

karşılaşılan kanama diatezlerinde artmış trombin düzeylerinin ne olçüde etkili olduğunu ve 

özellikle de hangi fonksiyonel özelliklerin daha etkin rol oynadığını bilmiyoruz. Ama anlamlı 

oranda yüksek bulunan trombinin çok fonksiyonel rolünün KKKA hastalarının 

etiyopatogenezinde etkili olduğunu düşünmekteyiz. Ancak bu hipotezimizin doğrulanması ve 

elde ettiğimiz bulgularımızın teyit edilebilmesi için daha detaylı ve ileri in vitro ve in vivo 

çalışmalara gereksinim olduğunu düşünmekteyiz.  
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