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OZET

KIRIM-KONGO KANAMALI ATESI (KKKA) OLAN HASTALARDA TROMBIN
DUZEYLERININ APOPITOTIK BELIRTECLER iLE KORELASYONUNUN
INCELENMESI

Dr. Ahmet KAYMAZ
Tibbi Biyokimya Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi

Giris ve Amag: Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) son zamanlarda tilkemizde de
stk goriilen, oliimle sonuglanabilen ciddi bir hastaliktir. Hastalik genellikle Hyalomma cinsi
kenelerin 1sirmasiyla bulasir. Klinik ani yiikselen ates, halsizlik, miyalji, bulanti-kusma ile
baslar, agir vakalarda kanamalar goriiliir. Trombositopeni degismez laboratuvar bulgusudur.
Ayrica AST, ALT, LDH, CK enzimlerinde yiikseklik, PT, APTT gibi hemostaz testlerinde
uzama goriiliir. KKKA’nin patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. KKKA hastalarinda
apoptozis belirteglerinden bazilarinin arttig1 tespit edilmistir. Ornegin kaspaz 3, sFasL,
Perforin gibi. Hem prokoagulan hemde anti-koagiilan fonksiyon gosteren ve kisa yart 6miirlii
bir serin proteaz olan Trombinin yiksek konsantrasyonlarda bircok hiicrede apoptozisi

uyardig1 gosterilmistir

Bizde bu ¢alismamizda KKKA tanisi alan hastalarda trombin diizeylerinin apopitotik

belirtecler ile korelasyonunu arastirmayi amagladik.

Gereg ve Yontem: Calismamiz KKKA tanisi alan 44 hasta ve ayni sayidaki hasta
grubu ile benzer yas ve cinsiyete sahip saglikli erigkin goniilliillerden olusturuldu. KKKA
oldugu diisiiniilen hastalarin tanilari, KKKA referans laboratuvarinda (Refik Saydam
Hifzisthha Enstitiisti) serolojik testler ELISA (IgM) ya da PCR testleri tarafindan teyit
edilmistir. Hasta ve kontrol grubunda trombin, kaspaz 3 ve kaspaz 7 dlzeyleri ELISA (Enzim
bagli immunosorbent test) ile bakildi. Sonuglar SPSS Versiyon 11.5 bilgisayar programinda
analiz edildi.



Bulgular: Yaptigimiz ¢alismada saglikli kontrol serumlarina gore KKKA tanisi alan
hasta serumlarinda trombin dizeyleri (p<0,001), Kaspaz 3 duzeyleri (p<0,001) ve Kaspaz 7
diizeyleri (p=0.003) anlamli yiiksek bulundu. Trombin ile Kaspaz 3 arasinda istatistiksel
olarak anlamli pozitif bir iliski (p=001) varken Kaspaz 7 arasinda anlamli bir iliski yoktu
(p=0.089). Ayrica Kaspaz 3 ile Kaspaz 7 arasinda da anlamli bir iliski yoktu.

Tartisma ve Sonug¢: Calismamizin sonuglart daha Once yapilan bazi ¢alismalara
benzer sekilde KKKA etiyopatogenezinde ve klinik seyrinde apopitozisin rol oynayabilecegi
diistincesini  desteklemektedir. Daha Once yapilan bazi ¢alismalarda trombinin yiiksek
kosantrasyonlarda kaspaz 3’1 aktive ederek trombositlerde apopitozisi uyardigi, ayni zamanda
trombositopeninin apopitosize bagli olabilecegi belirtilmistir. Calismamizda Trombin ile
Kaspaz 3 arasinda pozitif bir korelasyon (p=001) bulunmasi1 bu hastalarda trombin tarafindan
apopitozisin uyarilabilecegini goriislinii desteklemektedir. Bu hastalardaki trombin ile
apopitozis arasindaki temel patofizyolojik iliskiyi aydinlatabilecek daha detayli ve kapsamli
caligmalarin hastaligin etiyopatogenezinde ve tedavisinde onemli Olgiide katki yapacagini

diisiinmekteyiz.

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

Xl



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.

Wl



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. GIRIS VE AMAC

Kirim-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) kenelerden insanlara bulasan viriislerden
kaynaklanir ve isminden de anlagilacag: gibi sebep oldugu kanamalar nedeniyle yasami tehdit
eden bir hastaliktir. KKKA, Bunyaviridae ailesinin Nairovirus tiiriinden viriislerle meydana

gelen, mortalite oran1 %3 ile 30 arasinda degisen bir hastaliktir (1, 2).

Klinik tablo bazi hastalarda hafif seyrederken bazi hastalarda 6liime neden olabilecek
kadar agir seyredebilir. Hafif vakalarda iisiime ve titremeyle artan ates, halsizlik, bas ve bogaz
agrisi, bulanti-kusma gibi semptomlar goriiliirken, agir vakalarda ciddi kanamalar, biling
bulanikligi, sok gibi tablolar ve hatta 6liim goriilebilir (2, 3). Kirnm Kongo Kanamali Atesi
Hastaliginda (KKKAH) erken tan1 konmasi ve tedavi edilmesi, hastane enfeksiyonlarina yol

acabilmesi ve yliksek mortalite hizina sahip olmasi nedeniyle ¢ok dnemlidir (2, 4).

KKKAH’ya neden olan virlislerin esas rezervuari dogada bulunan kenelerdir.
Yurdumuzda Kirim Kongo Kanamali Atesi Viriis’tiniin (KKKAV) asil vektori Hyalomma
marginatum’dur. Genellikle bodur ormanlik alanlarda yer almakla birlikte iilkemizin her
tarafinda bulunmaktadir (5, 6). Ilimizde de 2012 yilinda ilk KKKAH olgusu Daldal A. ve ark.
tarafindan tespit edilmistir (7).

Viral Kanamali Ates (VKA) i¢inde diinya cografyasinda en yaygin olarak goriileni
KKKA’dir ve 30’un iizerinde iilkede goriilmiistiir (2). Ulkemizde basta Tokat, Sivas, Yozgat,
Corum olmak (izere en ¢ok orta anadolu bélgesinde goriilmektedir. Ulkemizde serolojik
olarak KKKA bildirimleri 2002 yil1 ve sonrasinda belirgin bir artis gostermektedir. KKKA
goriilen vakalar, siklikla tarim ve hayvancilikla ugrasan, aktif calisma yasinda keneye maruz
kalma oran yiiksek olan popiilasyonda yogunlagmaktadir. Ulkemizde goriilen salginda
vakalarin ¢cogunlugu (83 olgu, % 90°1) cift¢iydi ve vakalarin % 60’inda ates baglamadan 6nce
bir kene 1s1r181 6ykiisii vardi. En fazla etkilenen ikinci grubu saglik calisanlar1 olusturmaktadir
(8-10).



Trombin, protrombinaz kompleks varlifinda protrombinden meydana gelen, tripsin
benzeri serin proteaz igeren, koagiilasyon faktér II”olarak da bilinen iki zincirli bir
molekaldar (11).

Prokoagiilan olan trombinin antikoagiilan fonksiyonu da vardir. Trombin antikoagilan
ozelligini endoteldeki kofaktorii trombomodiiline baglanip protein C’yi aktive ederek gosterir.
Trombinin sitokin benzeri etkisi ve biiylime faktorii fonksiyonlarida vardir. Bu nedenle,
enflamasyonda, yara iyilesmesinde ve aterosklerozda da roli olabilir (12). Ayrica Yyiksek

trombin diizeylerinin apoptozisi indiikledigi yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (13, 14).

Apoptozis fetal hayatta ve eriskin dokulardaki bir ¢ok fizyolojik olayda kritik bir
oneme sahip oldugu gibi doku homeostazinin devaminda da 6nemli bir rolii vardir (15).
Bununla birlikte hiicreler, cesitli nedenlerle (hastaliklar, zararli ajanlar gibi) hasara

ugradiginda ya da immun reaksiyonlarda koruyucu bir mekanizma olarak ortaya ¢ikabilir (16-

18).

Kirim-Kongo Kanamali Atesi’nin patogenezi halen tam olarak aydmlatilamamistir.
Koagulasyon faktor dizeyleri, antikoagiilan protein degisiklikleri ve hastalardaki fibrinolitik
sistem degisiklikleri smirli sayidaki g¢alismalarda arastirilmistir (19-21). Orta duzeydeki
trombinin hipokampal hiicreleri ve astrositleri hipoglisemi, oksidatif stres ve beta amiloid
toksisitesi gibi zararl hiicresel etkilerden korudugu, yiiksek diizeylerinde ise ayni hiicrelerin
stres olusturulmamis ortamlarda hiicresel 6liime yol actigi belirtilmistir (22). Yapilan bir
caligsmada yiiksek trombin diizeylerinin insan keratinosit hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi

belirtilmistir (13)

Bu calismamizda siddetli vakalarda 6liimciil olabilen, ates ve kanamalarla seyreden
KKKA hastaliginin etyopatogenezinde ve klinik seyrinde rolii olabilecegini diisiindiigiimiiz
trombin ve apoptotik markirlar1 birlikte degerlendirerek trombin-apoptozis iliskisini

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kirnm-Kongo Kanamah Atesi

2.1.1. Tanim

VKA birgok viriis ile iligkili, ates ve kanama ile seyreden akut sistemik tutulumlu
hastaliklar1 tanimlayan bir terimdir (23). KKKA Afrika, Asya, Dogu Avrupa ve Orta Dogu
olmak tizere yaklasik otuz iilkede tanimlanmis bir VKA infeksiyonudur (2). Kirim-Kongo
Kanamali Atesi Virlisu (KKKAV), Bunyaviridae ailesinin Nairovirus turine dahildir ve
insanlarda %3-30 arasinda mortaliteyle seyreden ciddi tablolara yol agar (24, 25). KKKA
cogunlukla kenelerle ve enfekte canlilarin kan ve viicut sivilariyla temas sonucunda bulagan

bir hastaliktir (2).

2.1.2. Tarihge

KKKA, ilk defa 1944-1945 yillarinda 2. Diinya Savasi sirasinda Kirim’da yaklasik
200 sovyet askerinin bolgedeki koyliilere yardim ederken hastalanmalari ile goriilmiis ve
klinik bulgular ile “Kirim Kanamali1 Atesi” olarak isimlendirilmistir. Daha sonra 1956 yilinda
atesi yliksek bir hastanin klinik 6rneklerinde, o zamanlardaki adi ile “Bel¢ika Kongosu”
olarak bilinen hastalik etkeninin, 1969 yilinda Kirim Kanamali Atesi ile ayni oldugu
gosterilmis ve bu tarihten sonra “Kirim Kanamali Atesi-Kongo Virlisii” olarak
adlandirilmigtir. Daha sonraki yillarda bugiinkii adiyla yani Kirim-Kongo Kanamali Atesi

olarak soylenmeye baslanmistir (2, 26).

Ulkemizde ise ilk kez 2002 yilinda Aspartat Amino Transferaz (AST), Alanin Amino
Transferaz (ALT), Laktat dehidrogenaz (LDH) yiiksekligi, 16kopeni ve trombositopenisi olan
kanamal1 ates vakalari, Tokat basta olmak {lizere Corum, Sivas, Yozgat illeri ve civarindan
bildirilmis ve 2003 yilinda hastaliin KKKA hastalig1 oldugu dogrulanmistir (27, 28). 2013
yil1 itibariyle iilkemizde yaklasik 8000 olgu ve 400 6liim saptanmaistir (29).



2.1.3. Viriisiin Yapis1 ve Molekiiler Biyolojisi

2.1.3.1. Simiflandirilmasi

KKKA hastalign  viriisii  Bunyaviriis ailesindendir. Bunyaviriis  ailesinde
Orthobunyaviriis, Hantaviriis, Phleboviriis, Nairoviriis ve Tospoviriis ve Siniflandirilamayan

Bunyaviridae olmak iizere 6 farkli grupta 300 den fazla viriis bulunmaktadir (Tablo 1, 30).

Tablo-1: Bunyaviridae ailesi (30).

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

2.1.3.2. Yapisi1 ve Replikasyonu

Nairoviriis grubunda 7 farkli serogrupta 34 virlis bulunmaktadir. Bunlar igerisinde
KKKAV, KKKA hastaligina neden olmaktadir. Dugbe viriisiiniin ise koyun ve kecilerde

primer patojen olmalarina karsin insanlarda da ates ve trombositopeni yaptig1 goézlenmistir

(31).

Nairovirtiisler dayaniksizdir ve konakg1 disinda yasamlarini stirdiiremezler. Bu virlsler
56°C’de 30 dakikada inaktive olurken, kanda 40°C’de 10 giin yasayabilirler. Viriisler %1

hipoklorit, %2 gluteraldehite duyarlidir ve ultraviyole 1sinlari ile hizla inaktive olurlar (32).


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

KKKYV bir RNA viriisiidiir ve zarf kalinlig1 yaklasik 5-7 nm (nanometre) ‘dir. Viriisiin
capt 80-120 nm‘dir. Genomu tek zincirli, helikal ve sirkiiler yapida, ti¢ pargali (L,M,S) ve
negatif polariteli bir yapiya sahiptir (Sekil-1 2, 33). Yiizeyinde yaklasik 8-10 nm uzunlugunda
iki glikoprotein ¢ikinti bulunmaktadir (Gn ve Gc). Bunlar eritrositleri hemagliitine etme

ozelliginde olup, virionun tutunmasindan ve noétralizan antikorlarin indiiksiyonundan

sorumludurlar (34).

Polimeraz (L)

Sekil-1: Bunyaviridae viriyonunun kesitsel gorinumi (2)

KKKAYV genomu, Bunyaviridae ailesinin diger {iyelerinde oldugu gibi ii¢ negatif
polariteli Large (L), Medium (M) ve S (Small) RNA segmentinden olusmaktadir.

* L (Large) Segment: Viral RNA bagimli RNA polimerazi kodlar.

« M (Medium) Segment: iki énemli yiizey glikoproteini olan Gc ve Gn’yi kodlar.
Bunlar viriis zarfinda bulunan ¢ikint1 seklinde yapilardir, konak hiicreye tutunma ve hiicre
icine girisi saglarlar.

* S (Small) Segment: Yapisal protein olan niikleokapsit proteinini (NP) kodlar. Bu
protein RNA segmentleri ile kompleks yaparak RNA’y1 korur. Viriis polimerazi ile birlikte

replikasyon ve viral transkripsiyonda da gorev alir.



Small, Medium ve Large ribonukleokapsidlerinin her biri infektivite icin bir virionda
bulunmalidir. (35). Glikoproteinlerin, hedef hiicrelerin reseptdr bolgelerinin taninmasindan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Reseptorlere yapisan viriisler, endositoz ile igeri alinirlar ve
replikasyon sitoplazmada meydana gelir. Virionlar endoplazmik retikulum Uzerinden golgi
bolgesinde sitoplazma ic¢i vezikillere tomurcuklanirlar ve bunlar viriisii salmak igin

sitoplazma membrani ile birlesirler (33).

2.1.3.3. Tiirleri ve Filogenetik iliskiler

Niikleik asit sekans analizine dayanan caligmalarda KKKAV’nin genetik farkliliklari
ortaya konulmustur. M segmet analizlerine gore 8, L segment analizlerine gbre 6 ve S
segment analizlerine gore 6 tiirii oldugu gosterilmistir. Tiirkiye’de son donemlerde izole
edilen virlis tiirleri, Gilineydogu Rusya’daki ve Kosova’daki KKKA viriisii tiirline ¢ok

benzemektedir (33).

2.1.5. Epidemiyoloji

VKA igerisinde diinya cografyasinda en yaygin olarak goriileni KKKA’dir ve 30’un
tizerinde iilkede gorlilmiistiir (2). Hastalik ilk kez Kirim bdlgesinde 1945°te kesfedildi ve
giinlimiizde (Amerika ve Avustralya kitalar1 haricinde) Orta Dogu, Asya, Giiney Dogu
Avrupa, Afrika’da da tespit edilmistir. KKKAV kene kaynakli olup, bu kenelerin yaygin
dagilimi ile dogrudan ilgilidir ve genis bir cografyay: etkilemektedir (36, 37). Gliniimiize
kadar eski Sovyetler Birligi, Bulgaristan, Pakistan, Irak, Dubai, Kuveyt, Birlesik Arap
Emirlikleri, Biiylik Sahra’nin glineyindeki Afrika tilkeleri ve Kuzey Bati Cin’de epidemiler
yaptig1 bildirilmistir (38). Bilinen ilk salgin 1965 yilinda Cin‘de meydana gelmistir ve % 80
fatalite goriilmiistiir (39).

Ulkemizde basta Tokat, Sivas, Yozgat, Corum olmak {zere en ¢ok orta anadolu
bolgesinde goriilmektedir. Ulkemizde serolojik olarak KKKA bildirimleri 2002 yili ve
sonrasinda belirgin bir artis gostermektedir. KKKA goriilen vakalar, siklikla tarim ve
hayvancilikla ugrasan, aktif calisma yasinda keneye maruz kalma orani yiiksek olan
popiilasyonda yogunlasmaktadir. Ulkemizde goriilen salginda vakalarin ¢ogunlugu (83 olgu,

% 90°1) ¢iftciydi ve vakalarin % 60’1nda ates baslamadan 6nce bir kene 1s1r1g1 dykiisii vardi.



En fazla etkilenen ikinci grubu saglik calisanlar1 olusturmaktadir (8-10). Saglik Bakanligi

kayitlaria gore 2002— 2009 yillar1 arasinda 4453 vaka goriilmis, toplam 6liim sayis1 218 dir.
(Tablo 2, 40).

Tablo-2: Tiirkiye’de 2002-2009 yillart KKK A hastalig1 vaka ve 6liim sayilari (40)

Yillar Vaka Sayisi Olim
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 viriisiiniin  yaygin vektorii Hyalomma genusu keneleridir. Akdeniz
Hyalommasi olarakta bilinen Hyalomma marginatum marginatum muhtemelen Avrupa’daki
asil KKKAV vektoriidiir. Virilis insanlara hem Hyalomma kenelerinin, hem de enfekte evcil
hayvanlarin dogrudan temasi ile yayilir. KKKAV yayilim dongiisii baslica keneleri, vahsi ve
evcil hayvanlar igermesi bakimindan oOncelikle bir zoonozdur. Sigir, koyun ve keciler
enfeksiyondan sonra hastalanmazlar fakat bir hafta viremik olurlar. Virls bu periyod boyunca
bu hayvanlar ile temasi olan tarim calisanlarina, veterinerlere ve mezbaha isgilerine
bulasabilir, tarim ¢alisanlar1 birinci derece risk altindadir. Ayrica viriis, enfekte ticari
hayvanlar ile de diger cografi bolgelere yayilabilir. Deneysel olarak viriis ile enfekte edilmis
devekuslarinda, higbir hastalik semptomu goriilmemesine karsin viriis, kan, karaciger, dalak
ve bobrekten izole edilmistir. Oncelikle hastane ortamlarinda insandan insana viriisiin
yayilimi olabilir. Tarim ¢alisanlarindan sonra ikinci olarak saglik c¢alisanlar1 da en ¢ok risk

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

Hastalik iilkemizde 6zellikle mart-nisan aylarinda goriilmeye baslayip mayis, haziran,
temmuz ve agustos aylarinda en fazla goriilmektedir. Hastaligin iilkemizde erkek ve kadin

cinsi arasinda benzer oranda oldugu goriilmiistiir (31).



2.1.5. Bulasma ve Risk Guruplarn

KKKAV, evcil ve yabani hayvanlari kenelerin 1sirmasi ile bulagir ancak bu
hayvanlarda hastalik belirtisiz seyreder. Bundan dolayr koyun, ke¢i, sigir gibi c¢iftlik
hayvanlari, kurt, tilki, gibi yabani hayvanlar, kemirici yabani hayvanlar ile keneler hastaligin
dogadaki rezervuarlaridir (43, 44). Ayrica, keneler i¢in bir diger konak grubunu kuslar
olusturmaktadir. Devekuslar1 disindaki kanatli hayvanlarin bircogu enfeksiyona karsi

direnglidir ve yabani kuslarin mevsimsel goc¢ii virlisii kitalar arasinda tasiyabilmektedir (45).

Hastalik etkenini tasiyan kene tiirleri igerisinde hastaligi bulastirmada en etkin olani
Hyalomma cinsi kenelerdir (45). Akdeniz Hyalommasi olarakta bilinen Hyalomma
marginatum marginatum muhtemelen Avrupa’daki asil KKKAV vektoridiir. Hyalomma
cinsine ait olan bu keneler, kii¢iik omurgalilardan kan emerken viriisleri alir, gelisme evreleri
viicutlarinda tamamlanan virilisleri insan veya hayvanlardan kan emerken bulastirirlar (2).

Hyalomma marginatumun yagam dongiisii Sekil 2’de gosterilmistir (46).
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Sekil-2: Hyalomma marginatumun yasam dongiisii (46).



Insanlara hastaligin baslica bulagsma yollari;

Kene ile Bulasma: Kene tutunmasi baslica bulas yoludur. Ulkemizde Basol N ve ark.
yaptiklar1 bir calismada kene isirmasi ile acil servise bagvuran 251 hastanin %25.1’inde
KKKA tanist konmustur Hayvanlardan kene temizlerken kenenin parcalanmasi, ezilmesi
sonucu kenedeki viris cilt biitiinliigiiniin bozuldugu yerlerden veya mukozal temasla insanlara
bulasabilir.

Enfekte Hayvanlardan Bulasma: Viremik donemde enfekte hayvanlarin kan ile
temas eden insanlara bulas miimkiindiir. Enfekte hayvanin enfekte dokulari ile temas sonucu
hastalik gelisebilir. Enfektsiyon bulagsmis hayvanlarin yenmesi riskli degildir, ¢linkii virtisler
hayvanlarin kesilmesinden sonra dokularda meydana gelen asidemi ile inaktive olurlar ve
pisirilmeden etkilenirler.

Hasta Insandan Bulasma: Kan ve viicut sivilari ile temas, enfekte dokudan, mukozal
temas, anne suti ile bulas ve yiiksek riskli ev i¢i yakin temas sonucu hastalik bulasabilir (24,
33, 45,47).

Zoonotik bir hastalik olan KKKAH ig¢in risk gruplari; ¢iftgiler, hayvancikla ugrasanlar,
cobanlar, veteriner hekimler, mezbahanede ¢alisanlar, hasta hayvan ve kene ile temasi olanlar,
askerler ve kamp yapan insanlar yiiksek risk altindadir (43). Saglik calisanlar1 6zellikle
hastalarda meydana gelen kanama odaklarina miidahele esnasinda enfekte olmaktadir. Invazif
girisim ve cerrahi operasyonlar sirasinda olusan yaralanmalar ve laboratuvar ortamindaki

bulagsma diger sik nedenlerdir (2).

Risk altindaki en biiyiik grup endemik alanlarda yasayan ciftgilerdir. Bu kisilerin ¢ogu
tarim ya da hayvancilikla ugragmaktadir. Tiirkiye’de meydana gelen vakalarin %901 ¢iftgidir
(9, 44). Saglik ¢alisanlar1 en fazla etkilenen ikinci gruptur (2). Saglik ¢aligsanlarina hastaligin
bulagsmasin1 onlemede en etkili yol hastanede iiniversal infeskiyon kontrol &nlemlerinin

alimmasidir (45).

2.1.6. Patogenez

KKKA patogenezi diger VKA’lere benzemektedir (3). VKA’nin hastaliklarda
patogenezi sekil-3’te Ozetlenmistir (48). Bulas yollariyla viicuda giren virus deride, derialtt
dokusunda ya da bolgesel lenf bezlerinde c¢ogaldiktan sonra kana geger. Basta

retikiloendoteliyal sistem (RES) olmak Uzere pek cok organa yerlesir. Replikasyonla bu



organlarda cogalir ve sekonder viremi yapar. Mononiikleer fagositer sistem uyarilmasi,

sitokin salinimi ve endotel hasari ile sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS) gelisir.

Endotel hasar1 dogrudan viriisiin direkt etkisinden ¢ok viriisiin saliniminin neden oldugu

proinflamatuvar sitokinlerce olusturuldugu diisiiniilmektedir (3, 33). Endotel hasar1 intrensek

koagiilasyon kaskadini aktifler, trombosit adezyon ve agregasyonunu artirir ve sonucta

dissemine intravaskiler koagiilasyon (DIK) gelisir. Multiorgan yetmezlik sendromu (MODS)

ve yaygin kanamalar ortaya ¢ikar (3, 49). Ayrica, 0len hastalarda sag kalan hastalara gore

serum interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve timor nekroz faktor-a (TNF-a) diizeylerinin

daha fazla oldugu saptanmaistir (50).
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Sekil-3: Viral kanamali ates hastaliklarda patogenez (48)

Tirkiye’den bildirilen olgularda reaktif hemofagositozun (kemik iliginde trombosit ve

eritrositlerin fagosite edilmesi) KKKA’nin patogenezinde 6zellikle 6nemli rol oynayabilecegi

ileri siirtilmiistiir (44, 51, 52).
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Kirim-Kongo Kanamali Atesi’nin patogenezi halen tam olarak aydinlatilamamistir.
Koagulasyon faktor diizeyleri, antikoaglilan protein degisiklikleri ve hastalardaki fibrinolitik

sistem degisiklikleri sinirli sayidaki ¢aligmalarda arastirilmistir (19-21).

2.1.7. Klinik Bulgular

KKKA enfeksiyonunda klinik seyirde dort ana bolim gortlmektedir.

Bunlar: inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvalesan donemdir (37).

1) Inkiibasyon Dénemi: Kene 1sirigindan sonra inkiibasyon dénemi, 1-3 giin gibi kisa
olabilir. Kan veya c¢iftlik hayvan1 dokusu ile etkilenenlerde bes giin ve insan vakalarinin
kanina temastan sonra 5-6 giindiir. Semptomlarin baglamasiyla hastaneye basvuru arasindaki
sire 3,5 - 55 gin arasinda degismektedir. Inkiibasyon dénemindeki degisikliklerin ve
hastaligin sonuglarinin virlis soyuna veya viral doz gibi diger faktorlere bagli olabilecegi

varsayilmaktadir (33).

2) Prehemorajik Donem: 1-7 giin siirer ve bas agrisi, aniden baslayan ates (39-
41°C), bas dénmesi, miyalji ile karakterizedir. Ates 4-5 giin kadar devam edebilir. Ishal,
bulant1 ve kusma diger bulgulardir. Prehemorajik donemde viicut iist bolgelerinde hiperemi,

konjonktivit gorulebilir (3, 37).

3) Hemorajik Donem: 2-3 giin kadardir ve hastaligin genellikle 3. veya 5. giinlerinde
baglar. Hastalarin biiylik ¢cogunlugunda hastalik basladiktan sonraki 5-7. glin icinde kanama
gelisir. Kanamalar deride ve miikoz membranlarda goriilen petesiler ile biiyiikk hematomlar
arasinda degisir. En sik goriilen kanamalar, gastrointestinal sistemde hematemez, melena ve
intra-abdominal kanamalar, genitoiiriner sistemde hematiiri ve solunum yollarinda ise
hemoptizi seklinde olanlardir (3). Oblik kas, ¢cekum gibi alisilmadik kanamalar da goriilebilir,
apandisiti taklit eden olgular bildirilmistir. Kanamanin baglamas1 ve ates yiiksekligi arasinda

iliski yoktur. Hastalarin 1/3 iinde karaciger ve dalak biiyiikliigii bildirilmistir (2).

4) Konvalesan Donemi: Hastaliktan kurtulabilenler i¢in iyilesme siireci, hastaligin
baslangicindan itibaren 15-20 giindiir. Genellikle uzamis diiskiinliik, bradikardi, sag
dokiilmesi, noropati, bas agrisi, bas donmesi, istahsizlik, gorme bozuklugu, hafiza kaybi

goriilebilir (2). Hepatorenal yetersizlikler Giliney Afrika’da bildirilmesine ragmen Tiirkiye’de
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gorilmemistir (44). Hastalik gecirenlerde koruyucu bagisiklik gelismektedir. Hastaligin
bifazik seyri Sovyetler Birligi’nde yaymlanmis, ancak Tiirkiye’de goriilmemistir (2).

Tablo-3: Tiirkiye’den bildirilen KKKA olgularinda belirti ve bulgular (53)

Belirti ve Bulgular %
Bulantrkusma 80
Miyalji 70
Ateg 75
Basagns 75
Kanamalar 43
Epistaksis 40
Hematemez 26
Hematiri 16
Melena 14
Hemoptizi 8
Konjonktivada kizanklik 42
Makilopapiiler dékinti 35
Hepatomegali 35
Ishal 34
Uyl hali 20
Sanlik 10
Splenomegali 10
Lenfadenopati 15

2.1.8. Laboratuar Bulgular:

KKKAH’da laboratuvar bulgular1 arasinda trombositopeni enfeksiyonun degismez
bulgusudur. Hastalarda I6kopeni, ALT, AST, LDH ve kreatinin fosfokinaz (CPK)
yiikseklikleri de goriiliir. Protrombin zaman (PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zaman
(APTT) gibi hemostaz testleri uzamistir. Fibrinojen diizeyi diisebilir, fibrin yikim iiriinleri
artabilir. Tam kan sayim1 ve biyokimya testleri dahil olmak iizere tiim laboratuvar testleri sag

kalan hastalarda yaklasik 5-9 giinde normal sinirlarina doner (54).
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Sekil-4: KKKA’nin klinik ve laboratuvar seyri (2)

2.1.9. Tam

2.1.9.1. Non-Spesifik Laboratuvar Testleri

Trombositopeni KKKA’nin en sik saptanan laboratuvar bulgusudur. Hastalarin

l16kopenisi de vardir. AST, ALT, LDH ve CPK degerleri yiikselmistir. Hastalarin bir kisminda

PT, APTT ve INR (international normalization ratio) gibi kanama testleri uzamaistir (2, 33).
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2.1.9.2. Viriis Izolasyonu

Viriisiin  izolasyonu veya kiiltlirline yonelik caligmalar mutlaka dordiinci
biyoguvenlik duzeyi olan laboratuvarlarda yapilmalidir. KKKA viriisiiniin kiiltiirii i¢in
geleneksel metod, yenidogan fareye beyin i¢i veya periton i¢i viriis inokiilasyonudur.

Inokiilasyon sonrast viriis ile hastalanan fareler 4-6 glinde oliirler (55).

2.1.9.3. Iimmiinolojik Yontemler

KKKAYV enfeksiyonunun serolojik tanisi niikleoprotein antijenine karsi immun cevap
olarak {iretilen spesifik IgM ve IgG antikorlarinin tespiti esasina dayanir (2, 31). Hastali§in
baslamasindan 7 giin sonra Enzim Bagli Immunosorbent Test (ELISA) ve indirekt Floresan
Antikor (IFA) testleriyle IgM ve IgG antikorlar1 saptanabilir (56). IgM en erken dordiincii
giinde tespit edilmistir (57). ELISA metodu, immiinofloresan yontemler ve notralizasyon

antikor testlerine gore oldukg¢a 6zgiil ve duyarhdir (2).

2.1.9.4. Molekdler Yontemler

Dolasan viriis ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile
saptanabilir (58). RT-PZR gibi molekiiller temelli tan1 yontemleri, tantya yararli tamamlayici
yontemlerdir ve giiniimiizde KKKA’nin, diger kanamali hastaliklarda oldugu gibi, erken
donemde tanist igin ilk test olarak kullanilmaktadir Konvansiyonel RT-PCR ydntemindeki
ilerleme, otomatize real-time PCR ¢alismalarin1 gelistirmistir. Real-time PCR ¢aligsmasinin,
konvansiyonel PCR metoduna gore pek cok avantajlart vardir. Bunlar diisiik kontaminasyon

riski, hizlilik, yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliiktiir. Saatler i¢inde sonug almabilir (33).

2.1.10. Ayirict Tam

Ayirict tani cografi bolgeler gore degismekle birlikte bakteriler, viriisler ve enfeksiyon
dis1 etkenleri kapsar (Tablo 4). Akciger tutulumu, ensefalit benzeri klinik tablolar 6n planda
degildir. Ayrica, bu hastalarda ates ve hastalik gelisimi ani oldugundan hastalik oykiisii 2-3
haftayr bulan hastalarda tanidan uzaklasilir. Bu nedenle KKKA, sebebi bilinmeyen atesli

hastaliklarin klasik tanimi i¢inde yer almaz (53).
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Tablo-4: Ayirict Tani (53)

Hastalik Aywrici tant
Enfeksiyonlar
Bruselloz Pansitopeni, Wright
Q atesi Seroloji (ELISA veya IFAT)
Riketsiya Weil-felix testi
Erlihiyoz Seroloji (ELISA)
Hanta Pulmoner veya renal tutulum,
seroloji, PZR
Diger kanamali atesler
Ebola Cografi bolge
Marburg Cografi bolge
Leptospira Aglutinasyon
Salmonella Widal testi

Flebovirusler (Tatarcik hummasi)
Enfeksiyon dis1 nedenler

Vitamin B12 eksikligi Pansitopeni ve serumda B12
dizeyi
Febril nétropeni Altta yatan hastalik
Ilag yan etkileri
Metamizol Oykii
2.1.11. Tedavi

Destek Tedavisi: KKKA’da tedavinin temelini trombosit siispansiyonu, taze donmus
plazma ve eritrosit slispansiyonu gibi kan triinleri ile destek tedavisi olusturmaktadir (2,59).
Hastalar, hemodinamik yonden yakin takip edilmeli, siv1 ve elektrolitler dikkatle izlenip eksik
olan parametreler yerine konmalidir. Kardiyotonik, vazopressorler ve sedatifler ihtiyag
halinde kullanilabilir (60). Olas1 kanama odaklarinin kontrolii yapilmali, mecbur kalinmadig:
sirece kanama olusturabilecek intramiskiler enjeksiyonlardan ve pihtilagma sistemini

etkileyecek ila¢ kullanilmasindan uzak durulmalidir (2).

Antiviral Ila¢ Tedavisi: KKKA’da etkinligi tartisilan ve giiniimiizde hastaligim 6zgiil
tedavisinde kullanilmakta olan tek ilag ribavirindir. Baz1 in vitro ¢alismalarda hiicre kiiltiirii

ortaminda ribavirinin virilis replikasyonunu durdugu tespit edilmistir (59). Ayrica ribavirinin
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Olim oranmi diisiirdiigline dair bir¢cok bildiri vardir. Ciddi KKKAH olan vakalarda oral
ribavirin tedavisinin faydasinin olmadigi, mutlaka parenteral kullanilmasi gerektigini
soyleyen aragtirmacilar vardir (61). Hemolitik anemi, dokiintli, kasinti, Oksiirik, uyku
bozuklugu ve depresyon ribavirinin yan etkileridir. Gebelerde kullanimi kontrendikedir.
Embriyotoksik ve teratojenik etkileri bulunmustur ancak gerekli goriildiigiinde eriskin dozu

verilebilir (2, 56, 62-64).

Hiperimmiin Serum Tedavisi: Iyilesen ve bagisiklik gelisen hastalardan elde edilen
immiin serum ile yapilan pasif immiinizasyonun hastalifin erken déneminde kullanilmasinin

faydali olabilecegi izlenimleri mevcuttur (60, 65).

Hastalarin kan ve kan iirlinleriyle parenteral temas s6z konusu oldugunda profilaktik
olarak glinde dort defa 500 mg oral ribavirin 7 gin sireyle verilmesi dnerilmektedir (23) ve
temas eden kisinin en az 2 hafta siireyle ates ve diger belirtiler agisindan izlenmesi

gerekmektedir (65).

2.1.12. Korunma ve Kontrol

KKKA hastaligin1 bulagtiran vektor kenelerden ve bunlarin yogun yasadigi kirsal
alanlardan uzak durmak en oOnemli tedbirdir. Kene kovucu repellentler; N,N-dietil-
metatoluamid (DEET) ve permetrin kullanilabilmektedir. Hastane personelinin bulastan

korunmasinda universal dnlemler (6nliik, eldiven, maske, gozliik vs) alinmalidir (27, 33, 66).

Miimkiin oldugu kadar kenelerin bulundugu alanlardan (hayvan barmaklari, piknik
amaclh gidilen su kenari, otlak seklindeki yerler, ¢ali ¢irp1 ve giir ot bulunan yerler, av
alanlari, orman gibi) kacinilmasi gerekmektedir. Eger bu tiir ortamlarda bulunuluyorsa ¢iplak
ayakla dolagilmamali veya kisa giysiler giyilmemelidir (lastik ¢izme giyilmeli veya
pantolonlarin pacalar1 ¢orap icine alinmali), boyuna mendil veya esarp sarilmalidir, viicut
belirli araliklarla kene yoniinden aranmali; viicuda yapigmamis olanlar dikkatlice toplanilmali,
yapisan keneler ise ezilmeden ve kenenin agiz kismi koparilmadan (bir pensle saga sola

oynatarak, ¢ivi ¢ikarir gibi) alinmalidir (67).
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Hastalarin kan, tiikrik ve diger viicut sekresyonlarina temas etmemeye dikkat
edilmelidir. Boyle bir durum meydana geldiginde, temas eden kisinin en az 2 hafta siireyle

ates ve diger belirtiler agisindan izlenmesi gerekmektedir (45).

2.2. Trombin

2.2.1. Genel Ozellikleri

1872 yilinda Alexander Schmidt fibrinojeni fibrine doniistiiren bir enzimin varligi
hipotezini 6ne slrmdistiir. (68).Trombin, protrombinaz kompleks varliginda protrombinden
meydana gelen, tripsin benzeri serin proteaz igeren “koagiilasyon faktor II” olarak da bilinen
iki zincirli bir molekiildiir (11). Trombinde yapisal olarak birbirine kovalent olarak tekli
distlfit bagi ile baglanmis iki zincirden biiyiik olan B zinciri 259 aminoasit igerir; kii¢iik olan

A zinciri ise 36 aminoasit igerir (69). Trombinin aktif bolgesi B zincirindedir (70).

2.2.2. Hemostaz

Hemostaz; viicutta asir1 kan kaybimni engelleyen fizyolojik bir savunma
mekanizmasidir. Viicuttaki ¢esitli onarim ve inflamatuvar siire¢ler kanamanin durdurulmasini,
boylelikle kanin intrvaskiiler alanda kalmasini saglar. Bunun yaninda hemostaz ayrica asir
miktarda piht1 olusumunu engelleyen ve kanin akiskanligini yeniden kazandiran sistemleri de

icermektedir (71, 72).

Hemostaz kanin pihtilagmasi ile akigkanligi arasindaki hassas dengeyi korur. Saglikli
bireylerde endotel hasar1 onarilirken, diisiik diizeyde bir koagiilasyon yaniti1 olusur. Denge
bozuldugunda ise anormal veya istenmeyen koagiilasyon yada asir1 kanama ortaya ¢ikabilir

(73) (Sekil 5).
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PMihtilagma

Sekil-5: Hemostatik denge

Vaskiiler yapinin zedelenmesinden hemen sonra hemostatik siire¢ baglar. Normal bir
hemostaz, vaskiiler endotel yanit (vazokonstriiksiyon), trombotik tikag olusumu ve pihtilagma
olmak {izere 3 basamakta gelisir. Hemostatik dengenin normal olarak devam ettirilebilmesi
icin bu basamaklarin uygun bir bicimde calismasi gerekir. Vaskiiler endotel yanit ve
trombotik tikacin meydana gelmesi primer hemostaz, pihtilasma sistemi ise sekonder

hemostaz olarak tanimlanir (74, 75).

Damar hasarlanmasi ile meydana gelen mekanizmalar;
1- Vazokonstriksiyon (Vaskuler Faz)

2- Primer Hemostaz (Trombosit Faz1)

3- Sekonder hemostaz (Koagulasyon Fazi)

4- Fibrinolizis

2.2.2.1. Vazokonstriksiyon (Vaskuler Faz)

Kan damar1 travmaya maruz kaldiktan sonra, hasarlanan damar duvarinda miyojenik
spazm olusur. Trombositlerden kaynaklanan bolgesel humoral faktorler ve sinirsel refleksler
etkisiyle spazm meydana gelir. Klgik damarlarda vazokonstriikksiyonun biiyiik kismindan
tromboksan A2 olusumunu saglayan trombositler sorumludur. Damar zedelenmesi biiyiidiikge
spazmin derecesi de o kadar artar ve bu olugan spazmin etkisi dakikalar ve saatlerce siirebilir.

Bu zaman zarfinda trombotik tikag olusur ve kanin pihtilagsmasi gelisir (76).
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2.2.2.2. Primer Hemostaz (Trombosit Faz)

Yaralanma yerlerinde trombotik plak olusum siirecine primer hemostaz denir ve
kapiller kanamanin durdurulmasinda saniyeler i¢inde meydana gelen bu hemostatik

mekanizma esas oncelige sahiptir (77).

Trombositler ile vaskiiler subendotelyal dokunun etkilesimi sunucunda, yaralanma
alaninda trombotik plak olusur. Bu plagin olusumu i¢in, normal vaskiiler subendotel doku
(kollajen), fonksiyonel trombositler, normal von willebrand faktoér (trombositleri glikoprotein
Ib araciligi ile endotele baglar) ve normal fibrinojen (trombositleri glikoprotein IIb-llla

aracili81 ile birbirine baglar) gerekir (78) (Sekil 6)

j-_——- Vackuler endotelyal yuzey

Fibrnojen

|
& Fiacle ), of e
R

Sekil-6: Primer hemostaz (78)

Pihtinin meydana gelmesinde 3 temel asama vardir; 1-Trombosit adhezyonu (kollajene
yapisma), 2-Trombosit sekresyonu ve 3-Trombosit agregasyonu. Vaskiiler yapinin
hasarlanmasiyla ag¢iga c¢ikan kollajenden zengin subendotelyal ekstraselliiler doku,
trombositlerin yapigsmasi i¢in bir zemin olusturur. Endotelden serbestlesen von Willebrand
faktor (vVWF) hasarlanmis bolgeye trombositlerin yapismasii (adhezyon) kolaylastirir ve
saglamlastirir. Subendoteliyal dokuya yapisarak aktiflesen trombositlerden o ve & graniiller
ortama salinir (sekresyon) ve trombositlerin membran i¢ yizeyinde bulunan fosfolipidlerle,

agregasyon icin gerekli olan Gpllb/Illa reseptorleri agiga c¢ikar. Graniiller tarafindan
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salgilanan tromboksan A2 (TXAZ2), endotelin’in baglattig1 vazokonstriiksiyonun devamini
saglar. Yine graniillerden ortama salinan Adenozin difosfat (ADP) trombositlerin
agregasyonunu uyarirken, kalsiyum ise faktor XII ile baslayan pihtilagma sistemini
aktiflestirir. Trombosit graniillerinin salinmasi1 daha fazla trombositin ortama gelmesini
uyararak aktive olmasini saglar. Aktive olan trombositleri yizeyindeki Gpllb/Illa
reseptorlerine fibrinojenin baglanmasiyla trombositler arasinda kopriiler olusur ve
trombositler birbirine yapisarak birikir (agregasyon). Boylelikle endotel hasarinin iizerinde

trombotik tikag olusur (72-75).

2.2.2.3. Sekonder Hemostaz (Koagulasyon Fazr)

Koagiilasyon sisteminde bulunan faktorlerin aktive olmasi inaktif formdaki
proenzimlerin aktif enzimlere doniistligli bir reaksiyonlar zinciridir. Her reaksiyon basamagi
bir enzim, substrat ve kofaktérden olusur. Reaksiyonlarda rol alan bu komponentler fosfolipid
kompleksinde toplanir ve kalsiyum iyonuna gereksinim duyarlar. Bu nedenden dolay1 tiim
reaksiyonlar sadece etkilenen bolgede sinirlt kalir (75, 79). Faktor IV (Kalsiyum, Ca+2)
disinda koaguilasyon faktorlerinin tamami proteindir ve bunlarin bir¢ogu inaktif proenzim
(zimojen) olarak kanda bulunur. Faktor V (Proakselerin) ve VIII (Antihemofilik faktor) kemik
iliginde megakaryositler tarafindan olusturulurlar ve enzim yapisinda degildirler.
Trombositlerin aktivasyonu ile depolandiklari graniiller i¢inden kana salinirlar. Bu faktorler
(Faktor V ve VIII ) trombinin yapisini giiglendirir (80). Sentezlenmeleri ve fonksiyonlari i¢in
K vitaminine gerek olan faktorler; Faktor 11, VII, IX, X, protein C ve protein S’dir (81). Kan
dolasiminda bulunmayan tek koagiilasyon faktorii Faktor II1 (Tissue Factor-TF)’tiir. Faktor 111

subendotelyal alanda bulunur ve doku faktéri olarak bilinir.

Koagiilasyon sistemi, pihtilasma faktorlerinin birbirini ardisik olarak aktive ederek
olusan reaksiyonlar biitiintidiir. Klasik olarak koagiilasyon iki yolla baslatilir; ekstrensek ve
intrensek yol. Ekstrensek yol doku faktorii ile baglarken, intrensek yol Hageman faktor (faktor
XII) aktivasyonu baslar. Her iki yol da sonug olarak faktdr X’u aktive eder ve ortak yol
lizerinden stabil pitht1 olusumunu saglar. Koagiilasyon sistemi bir ¢ok noktada i¢ ice gecmis,
faktorlerin veya iriinlerin birbirini tetikledigi veya inhibe ettigi, ayn1 anda tek bir sistem
seklinde ¢alisir. Aslinda koagiilasyon olay1 reaksiyonlar zincirinden ¢ok bir patlama olarak
meydana gelir. Koagiilasyon sisteminin bir¢ok noktada birbirine ge¢mis yapisinin olmasi

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

2.2.2.4. Fibrinolizis

Doku hasar1 koagitilasyon sistemini aktive ettigi gibi fibrinolitik sistemi de aktive eder.
Fibrinolitik sistem, biriken fibrini fizyolojik olarak ortadan kaldirilmasini saglayan bir
mekanizmadir. Piht1 erimesi, plazminin fibrin {izerine olan etkisi araciligiyla gerceklesir.
Fibrinolitik sistem islevini yerine getirebilmesi i¢in, plazminin fibrine baglanmasi ve trombin
tarafindan aktive edilmis plazmin inhibitérlerinden korunmus olmasi gereklidir . Plazminojen,
doku plazminojen aktivatori (t-PA) veya urokinaz plazminojen aktivatori (u-PA) tarafindan
plazmine doniistiiriildiikten sonra, fibrin ve fibrinojeni fibrin yikim iirlinlerine pargalar.
Fibrinolitik sistem inhibitérlerinden plazminojen aktivatér inhibitori-1 (PAI-1) ve
plazminojen aktivator inhibitori-2 (PAI-2), t-PA’y1 inhibe eder. Plazmin, a2 antiplazmin
(a2AP) tarafindan inaktive edilir (82)
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Sekil-8: Fibrinolizis

2.2.3. Trombinin Hemostazdaki Roli

Trombin genis bir fonksiyon yelpazesine sahiptir. Primer fonksiyonu hemostatik plak
olusurken fibrinojenden fibrin polimerlerini olusturmaktir. Trombin, 6nce fibrinojenden fibrin
monomerleri olarak bilinen fibrinopeptid A ve B fragmanlarim1 koparir ve daha sonra bu
monomerlerin birlesmesini saglayarak fibrin polimerlerini olusturur. Ayni1 zamanda Faktor
XII’u( fibrin stabilize eden faktor) aktive ederek fibrin polimerlerinin ¢apraz baglarinin

olugmasini ve gii¢lii bir fibrin pihtisinin olugmasini saglar (77).
Trombin en gicli trombosit aktivatoridir (83).

Trombinin prokoagiilan etkisinin yaninda antikoagiilan etkisi de vardir. Endotel

hiicresindeki kofaktorii trombomodiiline baglanir ve protein C’yi aktive eder (12).
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Trombinin ayrica biiyiime faktorii ve sitokin benzeri etkisi de vardir. Bu yiizden

ateroskleroz, yara iyilesmesi ve enflamasyonda rolii olabilir (12).

2.3. Apoptozis

Apoptozis, enerjiye bagimli olarak gerceklesen ve organizma tarafindan diizenlenen
hiicre 6liim seklidir (15). ilk defa 1842 yilinda Carl Vogt tarafindan normal gelisim esnasinda
hiicrelerde meydana gelen 6liim olarak tanimlanmistir. “Programlanmis hiicre 6limii” terimi
ilk olarak 1965 yilinda, “Apoptozis” terimi ise ilk defa Kerr ve arkadaslar tarafindan 1972
yilinda kullanilmistir (84). Apoptozis biiyiime, gelisme ve yaslanma siirecinde rol almaktadir.
Ayrica dokulardaki homeostatik dengenin korunmasinda kritik bir rolii oldugu gibi, fizyolojik
olarak fetal hayatta ve eriskin dokularda da 6nemli bir yeri vardir (15). Apoptozis hiicrelerde
koruyucu bir mekanizma olarak hastaliklarda, immun reaksiyonlarda veya zararli ajanlara

kars1 ortaya ¢ikar (16-18).

Apoptozis sonucu olusan apopitotik hiicreler bazi1 dokularda ve hiicrelerde devamli
olusmaktadirlar ve bu olusum hayat boyunca devam etmektedir. Bu nedenle 6liim (apoptozis)
ve yeniden yapim (mitoz) bu dokularda dinamik bir denge halinde devam eder ve buda
dokuda homeostatik dengenin korunmasint saglar (16). Apoptozis, erken mitokondriyal
degisiklik, hiicre biizlismesi, kromatin yogunlagmasi, niikleer kirilma, hiicre zar sismesi,
kaspaz aktivasyonu, fosfotidilserinin hiicre zar1 dis ylizeyine ¢ikmasi, ¢ekirdek par¢alanmasi
ve bunun sonucunda apopitotik cisimciklerin olusmasi gibi ard arda birgok morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklerle karakterizedir (84, 85).

2.3.1. Apoptozis ile Nekroz Arasindaki Farklar
Organizmada devamli bir denge hali vardir. Bu denge halinin korunmasi yeni
hiicrelerin sentez edilirken, mevcut hiicrelerin bir kisminin hiicre o6liimii ile ortadan

kaldirilmasiyla saglanmaktadir. ‘Apopitozis’ ve ‘Nekroz’ olmak {iizere iki tip hiicre olimii

vardir. (17, 86). Bu iki tip hiicre 6liimii arasindaki farklar Tablo 5°te yer almaktadir;
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Tablo-5: Apoptozis ile nekroz arasindaki farklar (87-89)

Histolojik Bulgular

Hiicre

Organeller
Enerji gereksinimi
Hucre zan

Nikleus

Apoptozis

Hicre kuculur, tek tek hiicre

Olumleri gerceklesir.
Saglamdir.

ATP’yebaghdir.
Hiicre zar1 saglamdir.

Kromatin par¢alanmis
birimler halinde yada sapka

biciminde yogunlasmis,

Nekrozis

Hiicre sismesi, toplu hiicre

Olumu gerceklesir.
Hasarlidir.
Enerji gereksinimi yoktur.

Biitiinliigiinii  kaybeder,

Nekrozda kromatin, normal

dagilimimi  kaybetmistir  ve

kalin kromatin iplikleri halinde

nikleolus olup; nekrozun piknoz,
dagilmistir. karyoreksiz, karyoliz
asamalarindan biri goruldr.

Yol agan nedenler | ATP noksanligina yol | Toksinler, ciddi hipoksi,
acmayan fizyolojik ve | aglik, fiziksel ve kimyasal
patolojik durumlardir. travmalardir.

Doku reaksiyonu | Inflamasyon yoktur. Olusan | Inflamasyon vardir, ortamda
vezikiller  yapilar  komsu | dejenere  hiicre  kalintilari
hicreler ~ ve  makrofajlar | bulunur ve bunlar fagositler

tarafindan fagosite edilir. tarafindan alinir.

2.3.2. Apoptozis Mekanizmalar:

Apoptozis ¢esitli yollarla aktive olmaktadir. Intrensek ve ekstrensek (veya oldiiriicii
reseptor) olmak iizere temelde iki tip apoptotik yol tanimlanmistir. Apoptozisin bagka bir yolu
perforin/ granzim-A veya B (sitotoksik T lenfosit ve NK hiicreleri: perforin/granzim kaynakli

apopitozis) yolunu icermektedir (90).
2.3.2.1. Ekstrensek Yol
Hucrenin ylzeyinde bulunan Fas, Tumor nekroz faktor reseptér (TNFR), o6lim

reseptorii 5 (DR5) gibi 6lum reseptorlerine FasL, TNF-o, TNF-ilgili apoptoz indikleyici
ligand (TRAIL) gibi 6liim sinyallerinin baglanmasiyla bu reseptdrler trimerik bir yapi
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kazanirlar. Bu sekilde trimerik yap1 kazanan reseptor; adaptér molekiilleri ve prokaspazla
birleserek Olum indukleyici sinyal kompleksi (DISC) adi verilen yapiyr olusturur. Bu
birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif
kaspaz-8’in olusmasi saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak iizere 2 yolla
kaspaz-3’u aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ii aktive eder ya da Bid’i keserek dolayli
olarak instrensek mekanizmada kaspaz-9°u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii 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 diger ekstrensek yoldur. Bu yolda radyoaktivite, kemoterapotik
ilaclar gibi nedenler 6liim reseptdrleri araciligiyla sfingomyelinaz’1 aktive eder. Aktive olan
sfingomyelinazda hiicre membraninin yap1 tast olan sfingomyelini seramid’e cevirir.
Seramidten seramidaz aracilifiyla sfingozin olusur. Olusan bu sfingozin Bid yapimini

uyararak apopitozisin meydana gelmesini saglar (94).

Ozellikle mikroorganizmalar tarafindan enfekte olan hiicrelerde ve tiimér hiicrelerinde
gorilen Granzim-Perforin sistemi bir diger apopitotik yoldur. Bu yolda hedef hiicreye
baglanan sitotoksik T lenfositler perforin salinmasina neden olurlar. Perforinler ise hiicre
yiizeyinde por meydana getirir ve hiicrenin igerisinde kalsiyum (Ca*?) artisina neden olur,
Granzim B serbestlesir. Granzim B kaspazlarin aktivasyonuna sonrada DNA fragmantasyonu

ile apopitozise yol acar (94).

2.3.2.2. intrensek Yol

Hicre icerisindeki sinyallerin apoptozu uyarmasindan sonra proapopitotik bir protein
olan Bid, antiapopitotik Bcl-2‘yi inaktif hale getirirken, Bak ve Bax’in aktiflesmesini saglar.
Aktivite kazanan Bak ve Bax, mitokondri zarinda por meydana gelmesini uyarip membran
potansiyelinde degisiklige neden olur (92). Bdylece mitokondri zarindaki porlardan
Mitokondri Kaynakli Sekonder Kaspaz Aktivatorii (Smac), Kalsiyum (Ca*2), Endonukleaz-G,
Sitokrom-C (Sit-C) ve Apopitoz Indiikleyici Faktdr (AIF) salinmasini uyarir. Smac, IAF
(Inhibitér apopitotik factor)’1 inhibe eder ve apopitozu hizlandirir. IAF’1n ortamda bulunmasi
ise “kaspaz-3” ve “kaspaz-8” in aktive olmalarmi engeller. Apopitoz Indiikleyici Faktor,
nukleusa gd¢ ederek DNA’y1 pargalar. Endonukleaz-G’de DNA’y1 pargalara ayirir. Sit-C

elektron transport zincirinde, oksidatif fosforilasyona elektron tasir. Mitokondri porundan
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salinan sit-C, Apopitoz Indiikleyici Faktor-1 (APAF-1) ve ATP’nin katilimiyla sitoplazmada
“Apopitozom” adi verilen kompleksi meydana getirir (92, 95, 96). Apopitozom kaspaz-9’u
aktiflestirirken, kaspaz-9 da prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 inaktif
kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)‘1 inhibe ederek kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’1
serbestlestirir. CAD nukleusta kromatin yogunlagsmasina ve DNA’nin nukleozomal alt

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

Intrinsic pathway Extrinsic pathway

Intracellular stress :'l'l:'l‘ Lethal ligands

Bax

& . & Ay nabae
e TS~ 5id [
":' Smac i :’ - R
= C};’;f’":ec \ | Procaspase 8 U Bise
¥ # Caspase 8 uw — W Complex
’* |
Procaspase 9

@ ) Procaspase 3

5 s l’

@ =Y L e X
: Caspase 9 Caspase 3

Apoptosome

Sekil-9: Apoptozda temel molekiiler yollarin sematik gosterimi. (99)

2.3.3. Apoptozisin Diizenlenmesi
Apoptozisin duzenlenmesinde genel olarak rol alan molekuller kalsiyum, seramid,

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

oynar. Apopitotik stire¢ boyunca hiicre igine siirekli kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari;
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endonukleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regulasyonunda ve hiicre

iskeleti organizasyonunda rol alir (100).

Bcl-2 Ailesi: Bcl-2 gen ailesinin heterodimer veya homodimer formuna bagli olarak
hiicrenin apopitozise egilimli olup olmadigi anlasilir. Bel-2 gen ailesine ait Uyeler 2 gruba

ayrilir ve bu gruplarin etkileri birbirine zittir;

Proapoptotik Uyeler; Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Puma ve Noxa
Antiapoptotik Uyeler; Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1

Apoptozisde rol alan proapopitotik proteinler sitoplazma igerisinde yer alir ve AIF ile
sit-C’nin salimmmini artirmak yoluyla apopitozisi baglatirlar. Cekirdek zarinda, endoplazmik
retikulumda ve mitokondri dis membraninda bulunan antiapopitotik proteinler ise, hicre
icerisinde Ozellikle kalsiyum gibi iyonlarin miktarini olusturduklart porlar sayesinde kontrol
ederek iyon transportunu duzenlerler. Bunun yaninda prokaspaz, AIF ve sit-C salinimini

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

P53: Hiicrede DNA hasarinin meydana geldigi durumlarda bu hasrin onarimi igin
zaman kazandiran bir transkripsiyon faktoriidiir. Bunu hiicre siklusunu G1 fazinda durdurarak
gerceklestirir. Hiicre hasariin onarilamayacak kadar biiylik oldugu durumlarda ise Fas Bax,

ve Apaf-1 yapimini artirir Bel-XL ile Bcl-2’yi baskilayarak apoptozisi aktive eder (101).

C-myc: C-myc transkripsiyon duzenleyici bir faktordir. C-myc bulundugu ortamda
biiytime faktorlerinin bulunup bulunmamasina gore hiicrede proliferasyon veya apoptozis
meydana gelmesine neden olur. Protoonkogen olan c-myc hiicrede biiylimeyi uyarir. Bir
hiicrede c-myc ile birlikte gerekli blytme faktorleri yoksa hiicrenin buytumesi durur, her ikisi
de yeterince var ise hlcrede buyime meydana gelir.Bir hicrede c-myc var gerekli buyume
faktorleri yok ise apoptozis meydana gelir (102-104).

FAS (APO-1 veya CD95): Immiin sistemdeki sitotoksik T lenfositler ile dogal
Oldiirticii hiicrelerin tlizerinde yer alan reseptoriine baglanarak hiicre 6liimiine neden olur. Fas
proteininin molekiil agirhgr 43 kDa’dir ve hiicre yiizeyindeki reseptoriine baglanarak
reseptorin trimerizasyonuna neden olur. Boylelikle aktive olan reseptorler Fas-iliskili 6liim

alan1 proteini (FADD) molekiilii ile birlesir. Birlesme sonucunda, Fas reseptoriinde meydana
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gelen uyarilma ile prokaspazlar aktivite kazanir ve apoptozis baslar. TRAIL ve reseptorleri

apoptozisi ayni sekilde meydana getirebilir (92, 93).

Mitokondriyon: Kaspaz kaskadinda yer alan kaspazlarin bazilari mitokondride
inaktive edilirken, Bax ve Bcl-2 mitokondri dis membraninin permeabilitesini ayarlar.
Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis ve elektron transport zincirinde gorevli olan sit-C, apopitotik
uyarida Apaf-1’i aktive eder ve Apaf-1’i kaspazlarin aktive edildigi yer olan sitoplazmaya
salar. Mitokondriden sitoplazmaya gecen sit- C, hiicrede apopitotik yola girildigini irreversibl

bir donemin basladigini gosterir (105).

Kalsiyuam Iyonu: Kalsiyum iyonunun rol aldign olaylar dokulardaki
transglutaminazlarin  aktivasyonu, genlerin regiile edilmesi, endoniikleaz ve proteaz
aktivasyonu ile hicre iskeletinin organizasyonudur (100). Hiicreler arasi sinyal iletimi
kesildigi zaman hiicrede apoptozis gozlenir. Sinyal iletim mekanizmasinin énemli bir pargasi
olan Ca*? iyonunun baz1 hiicrelerde apoptozisi aktive ettigi ve ortamdaki Ca*2 iyonunun bloke
edildiginde ise apoptozis olusmadigi goriilmiistir. Bunun mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte Ca*?/Mg* baglantili calisan ve DNA’y1 parcalayan endoniikleaz
enziminin rol aldig ileri sirilmiistiir. Bel-2 gen 0rind olan proteinin  mitokondriyon
membraninda lokalize olmas1 onun hiicredeki Ca*? oranin1 kontrol edebilecegini gdstermistir,

clinkii mitokondriyonlar hiicredeki Ca*? depo yeridir (106).

Kaspazlar: Memeli hiicrelerinin ¢ogunda sitoplazmada inaktif proenzim formunda
bulunan kaspazlar, bir kez aktive olunca proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirerek proteaz
kaskadinin (selale tarzi reaksiyon dizisi) baglamasini saglarlar (16). Sistein proteaz ailesinden
olan kaspazlar “c-asp-ases” ismini, proteinleri “aspartik asit” yer alan bolgelerinden kesmeleri
nedeniyle almislardir. Boylelikle kaspazlar sinirli proteoliz yapar, buda hiicrede lizis olmadan
apopitotik cisimciklerin meydana gelmesine neden olur ve apopitotik morfolojinin
olusumunda rol oynar (88). Tanimlanmis 14 major kaspaz, amino asit dizilimlerindeki

benzerlige dayandirilarak iglevselliklerine gore {i¢ alt grupta siniflandirilirlar:
Baslatic1 Kaspazlar; Kaspaz 2,-8,-9,-10

Etkili (Efektor) Kaspazlar; Kaspaz 3,-6,-7
Inflamatuar Kaspazlar; Kaspaz 1,-4,-5,-11,-12,-13,-14
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Kaspaz aktivasyonu, hicre ylzey oOlim reseptorlerinin aktivasyonu veya
mitokondriyondan saliverilen sit-C’nin APAF-1'"1 indiiklemesi ve prokaspaz 9'a baglanmasi ile

gerceklesir (107).

Kaspazlar tetrapeptit motifleri aminoasit spesifitelerine gore tamir ve P4
pozisyonundaki aminoasitlere gore ii¢ spesifik gruba ayrilir. Grup 1 kaspazlar (kaspaz-1, 4, 5,
13) P4 pozisyonunda hidrofobik aminoasitleri tanirlar ve sitokinlerin maturasyonuna aracilik
ederler. Grup 2 kaspazlarin yegledikleri ayirma noktasi hiicre 6liimii sirasindaki pek ¢ok
proteinlerde go6zlenir ve bununla iliskili olarak da grup 2 kaspazlar (kaspaz-2, 3, 7)
apoptozisin major efektorleri olarak bilinirler. Grup 3 kaspazlar (kaspaz-6, 8, 9, 10) ise P4
pozisyonunda alifatik aminoasitleri tanir ve grup 2 kaspazlarin aktivasyonunda gorev alir
(108). Kaspaz inhibisyonu apopitozis inhibitor proteinleri (IAP) ailesine ait proteinler ile
gerceklesir (109).

Sitokrom ¢

Sekil-10: Kaspaz Kaskad Aktivasyonu (110).

Deneysel c¢alismalarda kaspazlarin herhangi birinin varliginin hiicresel apoptozise
neden olmasi normal sartlarda kaspazlarin sikica kontrol edilmesi gerektigini gosterir. Bir
veya daha fazla kaspaz enzim aktivasyonu kaginilmaz olarak apoptozisle sonuglanacak diger

proteazlarin aktivasyonuna yol a¢tig1 diigiiniiltir (111).
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2.3.4. Apoptozisin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Yapilan arastirmalarda; dokularda ve viicut sivilarinda apoptozun saptanmasi
fizyolojik ve patolojik slreclerin tan1 ve takibinde biiyiik onem tasimaktadir (112).

Apopitozisin tespit edilmesinde kullanilan yontemler sunlardir;

1-Morfolojik goriintileme yontemleri,

2-Immiinohistokimyasal yontemler,

3-Biyokimyasal yontemler,

4-immiinolojik yontemler

5-Molekuler biyoloji yontemleridir (113).

2.3.4.1. Morfolojik Goruntileme Ydntemleri

Isik Mikroskobu Kullanimi ( Hematoksilen veya Giemsa ile boyama): Apopitotik
hiicreler niikleus morfolojisine gore degerlendirilir. Niikleer kondansasyon ve apopitotik
cisimcikler gézlemlenebilsede 151k mikroskobu apopitotik degisikliklerin saptanmasinda gok
yeterli bir yontem degildir. Fluoresan boya (propidium iyodiir, Hoechst) kullanilarak etkinligi
arttirllabilir. Ancak apoptozdaki gec degisikliklerin saptanmasinda faydalidir (114, 115).

Fluoresan Mikroskobu: DNA’ya baglanan floresan boya hiicrenin kromatinini
dolayl1 olarakta hiicre g¢ekirdeginin goriiniir olmasim1 saglar. Canli ve 6l hiicre ayrimini
yapabilmek i¢in, canli veya 06lii tiim hiicreleri boyayabilen bir boya (6rn. Hoechst boyasi) ile
sadece Olii hiicreleri boyayabilen bir baska boya (6rn. propidium iyodiir) beraber kullanilir.
Kromatin kondensasyonu veya niikleus fragmentasyonu olan hiicrelerin apoptotik hiicreler

olduklarin diistindiiriir (113).

Elektron Mikroskobu: Elektron mikroskobu ile degerlendirme apoptozda en degerli
yontemdir. Hiicredeki patolojik degisimlerin gdzlemlenmesine imkan tanir. Nekroz ve
apoptozun ayirt edilmesinde altin standarttir. Erken ve ge¢ apoptotik degisiklikleri saptamak

gibi 6nemli bir avantaji1 da vardir (116).
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2.3.4.2. Immiinohistokimyasal Yontemler

Anneksin V Yontemi: Apoptozise giden hiicrelerde normalde hiicre membraninin ig
yiiziinde yer alan “fosfatidil serin” hiicre membraninin dis yiizeyine transloke olur. Dis ylize
transloke olan fosfatidil serin, ¢esitli boyalarla isaretlenmis Anneksin V kullanilarak goriiniir
hale getirilir. Anneksin V; fluoresan boya (6rnegin FITC) ile konjuge edilerek fluoresan
mikroskobunda gozlemlenebilir. Bu yontem fosfatidil serinin dis ylize translokasyonu gibi
apoptozdaki erken degisikligin saptanmasina olanak verir. Bu ydntemin dezavantaji ise
nekrotik hiicrelerinde zaman zaman isaretlenebilmesinden dolay1 spesifisitesinin diisiik

olmasidir (117, 118).

TUNEL Yoéntemi (The Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-dUTP Nick End
Labeling): Terminal deoksiriboniikleotid transferaz (TdT)’in DNA kiriklarinin 3’ ucuna
baglanmasi ve boylece DNA kiriklarinin in situ olarak taninmasini saglayan yontemdir. TdT;
biyotin veya fluoresan boya ile kompleks olusturmaktadir. Isaretlenmis uclar 151k veya
fluoresan mikroskobunda, immiinohistokimyasal olarak veya akis sitometride apoptozis

gostergesi olarak saptanabilir (119).

ISEL Yontemi (in Situ End-Labeling): TUNEL y6nteminin modifikasyonu ile
olusturulmustur. DNA kiriklarinin 3” ucu bu kez DNA polimeraz I ile isaretlenir. Bu yontem,

TUNEL yontemine gore daha az duyarlidir ve daha zaman alicidir (114)

M30 Ydntemi: Apopitotik hiicrelerde, “sitokeratin 18”in kaspaz etkisiyle ortaya ¢gikan
“antijenik bdlgesinin” immunohistokimyasal yontem ile boyanarak ortaya ¢ikarilmasi
prensibine dayanir. Bu yontem yalnizca sitokeratin 18’1 sunan dokularda (Epitelyal kaynakli

dokular gibi) kullanilabilir (113, 120).

Kaspaz-3 Yontemi: Bu yontemde yalnizca apopitotik hiicrelerde meydana gelen
“aktif kaspaz-3” (immunohistokimyasal boyama metoduyla) belirlenebilir. Calisilan dokunun
kaspaz-3’ii eksprese ettigi veya apoptozise neden olan ajanin kaspaz-3’i kirip kirmadigi

bilinmelidir (113, 121).
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2.3.4.3. Biyokimyasal Yontemler

Agaroz Jel Elektroforezi: DNA kiriklarinin agaroz jelde yiiriitiilerek olusturdugu
“ladder” goriintiisii saptanabilir. Kisitliligi ladder goriintlisliniin olusabilmesi i¢in fazla
miktarda DNA’ya gereksinim olmasidir. Dolayisiyla yontemin duyarliligi distiktiir. Ayrica

tek bir hiicrede degil, ancak hiicre popiilasyonlarinda apopitozu gosterebilir (122).

Western Blotting: Bu metot yardimiyla apoptoza 6zgii bazi proteinlerin eksprese olup
olmadiklarinin (6rn. bcl-2) ya da kirilip kirilmadiklarinin (6rn. kaspaz-3) saptanmasi
mimkundar. Sit-C’nin mitokondriye ¢ikip ¢ikmadigi da bu metodla belirlenebilir. Yalniz, sit-
C tespitinde o©nce alt-fraksiyonlama yapilarak hiicrenin mitokondriyal ve sitoplazmik
fraksiyonlar1 ayrilir. Ardindan, normalde sitoplazmik fraksiyonda bulunmasi beklenmeyen
sitokrom c¢’nin bu fraksiyonda tespit edilmesi halinde hiicrelerin apoptoza gittikleri anlagilir

(113).

Fluorometrik Yontem: Kiiltiiri yapilmis hiicrelerde kaspaz aktivitesinin tayin
edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde ilgili kaspazin antikorunun bulundugu
plaklara hiicre lizatlarinin eklenmesi ile kaspaz molekiilleri tutulur ve sonra ortama
kaspazlarin parcaladigi ve kendisine fluoresan bir madde ile isaretlenmis bir substrat ilave

edilir. Ortamdaki kaspaz aktivitesiyle orantili olarak ortaya ¢ikan fluoresansin siddeti dl¢iiliir
(123).

2.3.4.4. immunolojik Yontemler

ELISA: ELISA yontemiyle hem Kkiiltlirii yapilmis hiicre populasyonunda, hem de
plazmada DNA fragmentasyonlar1 tespit edilebilmektedir. M30 dizeyleride bu yontemle
olgulebilmektedir (113, 121).

Flow Sitometri: Diger adiyla akis sitometride, apoptozis sonucu ortaya ¢ikan hiicre
yiizey proteinlerinin “isaretlenmis antikor” kullanilarak tespit edilmesi miimkiindiir.
Apoptozisin tesbiti iki sekilde yapilir; Fluoresan bir madde olarak “Propidium iyodiir” ya da

“Anneksin V” kullanilir (115).
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2.3.4.5. Molekuler Biyoloji Yontemleri
DNA Microarrays: Bu yontemle ayni anda ve kisa bir siire icerisinde genlerin

ekspresyon derecelerinin saptanmasi miimkiindiir. BOylelikle, apopitozise spesifik olan hiicre

yiizeyindeki 6liim reseptdrleri veya kaspazlarin ekspresyon durumu degerlendirilir (124).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Demirbas Malzemeler

1. Inkiibator (redLine by BINDER®)

2. Plate Yikayici (das®)

3. ELISA Okuyucu (BIO-TEK® ELx 800)

4. (x4 °C) Buzdolab1 (Ugur®)

5. (-20°C) derin dondurucu (Ugur ®)

6. (-80°C) derin dondurucu (New Brunswick Scientific®, C54285 model)
7. Vorteks (Niive®, NM 110 model, Tirkiye)

8. Pipetler (0,5-20 pl, 0,5-100 ul, 50-200 ul, 200-1000 wl, 1-5 ml) (Brand®)
9. Multipipetler (Multimate®)

10. Pipet ucu (Beyaz, 0.1-10 pL), (Sar1, 1-200 pL), (Mavi, 100-1000 uL) (Beyaz, 1-5
1)

11. Distile su cihaz1 (Niive®)

12. Cam malzemeler (Meziir, Beher)

13. Jelsiz Bos Biyokimya Tiipii (Hema& Tube®)
14. Eppendorf tlipu

15. Petri Kab1 (Isolab®)
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3.2 Hasta Secimi

Calismamiz, 2011-2012 yillar1 arasinda Tokat Devlet Hastanesi’ne basvuran ve
KKKA tanisi alan 44 hasta ile ayn1 sayidaki hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyete sahip
saglikli erigskin goniilliilerden olusturuldu. KKKA oldugu diisiintilen hastalarin tanilari,
KKKA referans laboratuvarinda (Refik Saydam Hifzisthha Enstitiisii) serolojik testler ELISA
(IgM) ya da PCR testleri tarafindan teyit edilmistir.

3.3 Trombin Olg¢iimii

Serum Trombin seviyeleri ELISA kiti (USCN marka) kullanilarak hesaplandi. Serum
ornekleri PBS (Phosphate-buffered saline) soltisyonuyla 20 kat dilie edildi ve standart

sollisyonlar kullanici el kitapgigina gore hazirlandi.

Yontemde belirtildigi sekilde, 100’er puL standart, blank ve serum 6rnekleri Trombin’e
0zgl antikor ile kapl kuyucuklara eklendi, tlizeri plate kapatici ile ortiildii ve 2 saat boyunca
37 °C’de inkiibatorde bekletildi. Inkiibatrden ¢ikarilan plate’in her kuyucuguna 100uL
Detection Reagent A solisyonundan ilave edildi, plate kapatici ile ortiildii ve 1 saat boyunca
37 °C’de inkiibatorde bekletildi. Sonra kuyucuklar yikama soliisyonuyla 3’er defa yikandu.
Her kuyucuga 100 pL Detection Reagent B soliisyonundan ilave edildi, plate kapatici ile tizeri
ortuldu ve 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibatorde bekletildi. Daha sonra kuyucuklar yikama
solisyonuyla 5’er defa yikandi. Her kuyucuga 90 pL Substrate solusyonu eklendi, iizeri plate
kapatici ile ortiildii ve 1siktan korunacak sekilde 20 dakika boyunca 37 °C’de inkiibatorde
bekletildi. Son olarak her kuyucuga 50uL Stop solusyonu eklendi ve enzimatik aktivite
sonucu olusan renk degisimi microplate okuma cihazinda 450 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak olgtldu.

Olusan rengin siddeti serum Ornegindeki Trombin konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Trombin kit prospektiisiine gore ol¢iilebilir aralik 0.41 ng/mL(nanogram/mililitre)

ile 300 ng/mL arasinda, sensitivitesi 0,19 ng/ml olarak verilmistir.
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3.3 Kaspaz 3 Olguimil

Apopitozisin bir belirteci olan serum kaspaz 3 diizeyi ELISA kiti (CUSABIO marka)
kullanilarak hesaplandi. Standart solusyonlar kullanicit el kitap¢iginda belirtildigi gibi

hazirlandi.

Yontemde belirtildigi sekilde, standart soliisyonlar ve serum Ornekleri Kaspaz 3’e
ozgii antikor ile kapli kuyucuklara 100°er pL eklendi, {izeri plate kapatici ile Ortiildii ve 30
dakika boyunca 37 °C’de inkiibatérde bekletildi. Sonra kuyucuklar yikama soliisyonuyla 3’er
defa yikandi. Her kuyucuga 100uL. HRP-Conjugate soliisyonundan ilave edildi, Gzeri plate
kapatici ile ortiildii ve 30 dakika boyunca 37 °C’de inkiibatérde bekletildi. Daha sonra
kuyucuklar yikama soliisyonuyla 5’er defa yikandi. Her kuyucuga 90uL TMB Substrate
eklendi, iizeri plate kapatici ile ortlildii ve 1s1iktan korunacak sekilde 20 dakika boyunca 37
°C’de inkiibatdede bekletildi. Son olarak her kuyucuga 50uL Stop solusyonu eklendi ve
enzimatik aktivite sonucu olusan renk degisimi microplate okuma cihazinda 450 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak 6l¢uld.

Olusan rengin siddeti serum oOrnegindeki Kaspaz 3 konsantrasyonu ile dogru
orantihidir. Kaspaz 3 kit prospektiisiine gore Olgiilebilir aralik 0.312 ng/mL ile 20 ng/mL

arasinda, sensitivitesi 0,078 ng/ml olarak verilmistir.

3.4 Kaspaz 7 Olgumi

Apopitozisin bir diger belirteci olaran serum kaspaz 7 diizeyi ELISA kiti (USCN
marka) kullanilarak hesaplandi. Serum 6rnekleri PBS soliisyonuyla 10 kat diliie edildi ve

standart solusyonlar kullanici el kitap¢igina gore hazirlandu.

Yontemde belirtildigi sekilde, 100’er pL blank ve serum ornekleri kaspaz 7’ye 6zgii
antikor ile kapli kuyucuklara eklendi, {lizeri plate kapatici ile ortiildii ve 2 saat boyunca 37
°C’de inkiibatérde bekletildi. Inkiibatérden c¢ikarilan plate’in her kuyucuguna 100uL
Detection Reagent A soliisyonundan ilave edildi, plate kapatici ile ortiildii ve 1 saat boyunca

37 °C’de bekletildi. Sonra kuyucuklar yikama soliisyonuyla 3’er defa yikandi. Her kuyucuga
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100uL Detection Reagent B soliisyonundan ilave edildi, iizeri plate kapatici ile ortiildi ve 30
dakika boyunca 37 °C’de inkiibatérde bekletildi. Daha sonra kuyucuklar yikama soliisyonuyla
5’er defa yikandi. Her kuyucuga 90uL Substrate soliisyonu eklendi, iizeri plate kapatici ile
ortiildi ve 1s1ktan korunacak sekilde 20 dakika boyunca 37 °C’de inkiibatorde bekletildi. Son
olarak her kuyucuga 50uL Stop Solusyonu eklendi ve enzimatik aktivite sonucu olusan renk
degisimi microplate okuma cihazinda 450 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

slculdu.

Olusan rengin siddeti serum Ornegindeki Trombin konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Trombin kit prospektiisiine gore Olgiilebilir aralik 0.156 ng/mL ile 10 ng/mL

arasinda, sensitivitesi 0,056 ng/ml olarak verilmistir.

3.5 istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Versiyon 11.5
(SPSS® Inc. Chicago, IL, United States of America (USA) ) bilgisayar programi kullanilarak
gerceklestirildi. Gruplardaki verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi.
Gruplarin ortalamalari arasindaki farkin 6nemi Student’s t testi ile karsilastirildi. Parametreler
arasindaki iliski Pearson korelasyon analizi ile arastirildi. Istatiksel anlamlilik p<0.05

diizeyinde degerlendirildi.
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4.BULGULAR

Calismamiza KKKA tanis1 alan 44 hasta ile saglikli, hasta grubu ile benzer yas ve
cinsiyete sahip eriskin goniillillerden olusan 44 kisilik kontrol grubu dahil edildi. Yaptigimiz
ELISA ¢alismalarinin istatistiksel analizinde saglikli kontrol serumlarina gére KKKA tanisi
alan hasta serumlarinda trombin diizeyleri (p<0,001), Kaspaz 3 diizeyleri (p<0,001) ve
Kaspaz 7 diizeyleri (p=0.003) anlaml1 yiiksek bulundu (Tablo-6).

Tablo-6: Hasta ve Kontrol gruplarinin Trombin, Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 diizeyleri

KKKA Kontrol p
Trombin 2017,5+567,6 1550,6+337,9 <0,001
(ng/mL)
Kaspaz 3 2,2+0,7 1,4+0,4 <0,001
(ng/mL)
Kaspaz 7 3,1+1 2,5+0,8 0,003
(ng/mL)
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Sekil-11: Hasta ve kontrol gruplarinda Trombin diizeyleri

Hasta ve kontrol gruplarindaki trombin diizeylerine bakildiginda KKKA tanisi alan
grupta trombin diizeyi saglikli kisilere gore belirgin olarak yiiksek ve istatistiksel olarak

anlamli bulundu (p<0.001) (Sekil-11).

Apopitotik belirtecler olan Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 nin istatiksel analizinde, saglikli
kisilere gore; KKKA tanis1 alan grupta Kaspaz 3 diizeyinde daha belirgin olmak {izere her iki
apoptotik belirte¢ de istatistiksel olarak anlamli ve yiiksek bulundu. (Kaspaz 3 p<0.001,
Kaspaz 7 p=0.003) (Sekil-12, Sekil-13).
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Sekil-12: Hasta ve kontrol gruplarinda Kaspaz 3 diizeyleri
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Sekil-13: Hasta ve kontrol gruplarinda Kaspaz 7 diizeyleri
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Yaptigimiz calismada Trombin diizeyleri ile Kaspaz 3 diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli pozitif bir iliski (p=001) varken Kaspaz 7 diizeyleri arasinda anlamli bir iligki
yoktur (p=0.089). Ayrica Kaspaz 3 ile Kaspaz 7 arasinda da anlamli bir iliski yoktur
(p=0.559) (Tablo-7).

Tablo-7: Trombin, Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 diizeyleri arasindaki korelasyon tablosu

KASPAZ 3 KASPAZ 7
TROMBIN r 356 182
p 001 089
KASPAZ 3 r 063
p 559
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S5.TARTISMA VE SONUC

KKKA Bunyaviridea ailesi Nairovirus tiirlinden olan viriisiin neden oldugu, mortalite
orani %5 ile 30 arasinda degisen oOliimciil bir hastaliktir (1). Hafif vakalarda iisiime ve
titremeyle artan ates, halsizlik, bas ve bogaz agrisi, bulanti-kusma gibi semptomlar
goriliirken, agir vakalarda ciddi kanamalar, biling bulanikligi, sok gibi agir tablolar ve hatta
Oliim goriilebilir. Genellikle klinik tablo hafif olmakla birlikte hastalarin az bir kisminda
kanama bulgulari mevcuttur. Bunlar dis eti kanamalari, gastrointestinal ve genitolriner
sistem, akcier ve beyin kanamalaridir (2,3). Trombositopeni ve/veya DIK nedeniyle
meydana gelen kanama KKKAH’in o6nemli bir komplikasyonudur (4). Laboratuvar
degerlerinde, 16kopeni ve trombositopeni dikkati cekmektedir. PT, aPTT ve diger pihtilasma
testlerinde de belirgin bozukluklar gortlebilmektedir (6). Yas, erkek cinsiyet, yiiksek ALT
AST, WBC, aPTT degerleri, trombosit diizeyleri ve izlem sirasinda bu degerlerde azalma kotii
prognoz gostergesidir(125). Ayrica KKKAH olan ¢ocuklarda, artan istirahat kalp hizi (> 96
bpm) siddetli hastalik i¢in bagimsiz risk faktorii olarak bulunmus (126) ve sifir (0) kan grubu
KKKA’l ¢cocuklarin kanamaya daha yatkin oldugu gosterilmistir (127).

KKKA ilk kez 1944 te tamimlandiginda, ilk major patolojik bulgusu vaskiler
disfonksiyondu ve hemoraji ile plazma sivisinin intestinal aralifa gécii de bunun sonuglartydi.
Sovyet uzmanlar ise otopsi bulgularina dayanarak esas olarak kapiller ve kii¢clik damarlara
bagli organlardaki patolojik siirecin kan dolasimi dagilimi kaynakli oldugu i¢in hastaligi
“infeksiyoz kapiller toksikoz’’ olarak degerlendirmislerdir (128). O zamandan bu yana
KKKA hastalarinda hastaligin erken evrelerinde anormal koagtilasyon parametreleri
olusmakta ve siddetli hastalikta DIK tablosu olusabilmektedir. Ancak vaskiler
disfonksiyonun direk olarak viral endotelyum hasarmma m1 bagli yoksa indirek olarak

sirkiilatuar proinflamatuar mediatdrlere mi bagl olarak gerceklestigi bilinmemektedir (129).

Diger hemorajik ates vakalarinda oldugu gibi, KKKA’ nin prognoz ve patogenezisinde
lenfositler, monosit-makrofaj aktivasyonu, asir1 sitokin salgilanmasi, interferonlarin
geciktirilmis indiiksiyonu, zayif antikor cevabi, dendritik hiicrelerin kismi aktivasyonu,

apoptozis ve hemafagositoz temel rollerinin oldugu soylenmektedir (50, 129-131).
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Hastaligin patogenezi ile ilgili yapilan diger bazi ¢alismalar ise sunlardir:

1997°de 12 vaka iizerinde yapilan bir ¢alismada KKKA viriisiiniin direk olarak insan
damarlarin1 infekte edebildigi viral RNA ve antijenlerinin mononukleer fagositlerde,

hepatositlerde ve endotelyal hiicrelerde saptanmasiyla gosterilmistir (129, 132).

Kosova’da yapilan genis kapsamli bir ¢alismada Sliimciil bir sekilde infekte olan
KKKA hastalarinda interferon gama (IFN-y), TNF-a ve IL-10 diizeyleri yiiksek bulunmustur
(133); Benzer sekilde Arnavutluk’ta hastaliktan dolay1r dlen bir hastada da serum TNF-q,
Soluble timor nekrozis faktdr reseptori (STNF-R), IL-6, ve IL-10 duzeyleri yuksek
bulunmustur. (134). Laboratuvar c¢alismalarina bagli bu klinik gozlemler KKKA viriisiiniin
insan monosit tiirevi dendritik hiicrelerinde c¢ogalip proinflamatuar sitokinlerin salinimina

neden oldugu belirtilmistir. (135).

Bowick ve ark. KKKA viriisii ile enfekte edilmis fareler {izerinde yaptiklar1 ¢calismada;
farelerin serumunda 16kopeni, trombositopeni ve artmig ALT diizeyi gézlemlemisledir.
Hepatik enfeksiyon sonucu genis karacagier nekrozu ile birlikte dalakta yiiksek serum viral
replikasyonuna eslik eden lenfosit diisiikliigii gozlenmistir. Insanlardakine benzer sekilde
enfekte fare serumlarinda yiiksek IL-6, IL-10 ve TNF-o diizeyleri saptanmistir. Farelerde
hastaligin son donemlerinde normal farelere gore artmus interferon (IFN) duzeyleri
belirlenmis bu artisin erken donemde viral yayilmanin Onlenmesi amaciyla olabilecegi
belirtilmistir. (136). Ergoniil ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada KKKA tanisi almis
hastalarin serumlarinda patogenezde sitokinlerin énemli rolii oldugunu destekleyen TNF-a,

IL-1 ve IL-6’ nin artmis seviyeleri bulunmustur (50).

Baz1 bakteriyel ve viral hastaliklarda oksidatif stresin arttig1 rapor edilmistir.(137,138).
Duygu F ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada viral hepatit-B hastalarinda total oksidatif seviye
(TOS), lipid peroksidasyonu (LOOH), oksidatif stres indeksi (OSI) ve katalaz (CAT) gibi
oksidatif stres belirteglerinin arttig1 total antioksidan seviye (TAS), siilfidril ve seruloplazmin
gibi antioksidan durum belirteclerinin azaldigi gosterilmistir (139). VKA hastaliklarindan
olan Dengue viriis enfeksiyonunun patogenezi ile artmis oksidatif stresin iligkili olabilecegi
yapilan bir ¢caligma ile gosterilmistir (140). Aydin H. ve ark. yaptig1 ¢alismada ise KKKAH
olan ¢ocuk ve erigkin hasta gruplarinda TOS, OSI ve LOOH gibi oksidatif stres belirte¢lerinin

kontrol grubuna gore arttigin1 bulmuslardir (141).
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KKKA’nin patogenezi tam olarak aydinlatilmis olmamasina ragmen EBOLA viriisii
ile benzerlik gosterdigi bilinmektedir. VKA viriislerinin ortak patolojik 6zellikleri anti-viral
cevabr baglatan hiicrelere saldirarak, onlarin iglevlerini bozup konagmn bagisiklik yanitini
etkisiz hale getirmeleridir (5). KKKA gibi VKA hastaligi olan EBOLA hemorajik atesinde,
intravaskiiler alanda ve lenfoid organlarda bulunan lenfositlerde bir ¢ok konakg¢i-kaynakli

patojenik mekanizma ile yogun apopltozis oldugu gosterilmistir (142, 143).

Apoptozis fizyolojik veya patolojik uyaranlara sekonder olarak gergeklesen genetik
kontrol altinda olan programlanmis hiicre olimidir. Apoptoz temel olarak iki yolla
baglatilmaktadir; 1-) Hiicre disindan tetiklenen, pozitif (TNF a varligi) ya da negatif (bliyiime
faktorii yoklugu) ekstrensek yol. 2-) Hiicre i¢inde DNA hasari, endoplazmik retikulum stresi
ya da mitokondriden tetiklenen intrensek yol (144). Apoptozisin baska bir yolu perforin/
granzim-A veya B yolunu icermektedir (90). Apoptozisin mekanizmasi gergek anlamda tam
olarak aciklanamamasina ragmen, ister hiicre i¢i, isterse hiicre dist mekanizmayla baglamis
olsun, apoptozis ile baglanti kurulan en 6nemli olay kaspazlarin aktivasyonudur (16,145,146).
Kaspazlar inaktif prekiirsor olarak hiicre sitoplazmasinda bulunurlar ve ¢ogu proapoptotiktir

(147, 148).

Viriisler yagamlarini siirdiirmek i¢in enfeksiyona karsi bir savunma mekanizmasi olan
konake1 hiicre apoptozisini inhibe etme yetenegi kazanmistir. Aksine, viriisler viral yayilma
veya enfekte olmamis bagisiklik hiicreleri Oldiirmek igin apopitozisi uyarabilir (149).
KKKAYV enfeksiyonun erken doneminde kaspaz aktivasyonunu baskilar ve enfekte olmamis
bagisiklik hiicreleri apopitozis ile dldiirmek i¢in konakgida hiicresel pro-apoptotik molekdlleri
indtkler (150). Barnwal B. ve arkadaslart KKKAV’nin yapisal olmayan proteininin (NSS),
kaspaz-3 ve kaspaz-7 aktivasyonu ile poli ADP riboz polimeraz (PARP) bdliinmesini

indiikledigini gostermislerdir (151).

KKKA viriisi Bunyaviridae ailesindendir ve bu ailedeki diger bazi 6nemli viriislerin
benzer sekilde apoptozisi uyardig belirtilmistir (152). Rift Valley Atesi viriisii Bunyaviridae
ailesinin tiyelerindedir ve enfeksiyon sirasinda apoptozis indiiksiyonunu uyarir (153). Son
donemlerde yine Bunyaviridae ailesi Uyelerinden Oropuche virlsunin sitopatik etkiler

gosterdigi ve viral protein sentezine bagli olarak intrinsik apoptotik yolagi uyardigr ve
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programli hiicre o6liimiine neden oldugu gosterilmistir (154). Hantaviriis niikelokapsid
proteininin (N) NF-kB (Nuclear Factor kappa B) araciligiyla apoptozisi diizenledigi
gosterilmistir (155).

Literatiirde KKKA hastalarinda apopitozis ile ilgili az g¢alisma yer almaktadir.

Bunlardan bazilar1 sunlardir:

Rodrigues R. ve ark. yaptig1 bir ¢alismada karaciger hiicrelerinde KKKAV-kaynakli
apoptozisin mitokondriyal yolu i¢erdigi gosterilmistir (156).

Gliven AS ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada apopitotik belirtegler olan serum
perforin, kaspaz-3 ve sFasL diizeyleri saglikli kontrol grubuna gore ciddi ve ciddi olmayan
KKKA hasta gruplarinda énemli 6l¢lide daha yiiksek oldugu tespit edilmis ancak ciddi ve
ciddi olmayan KKKA hasta gruplar1 arasinda, bu apoptotik belirtegler acisindan anlamli bir
fark bulunamamistir. Ek olarak yine ayni ¢aligmada diger bir apopitozis belirteci olan M30
diizeyleri ile tiim gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (157). Bu ¢alismanin

sonuclari1 bizim ¢alismamizi desteklemektedir.

Karlberg ve ark. yaptigi in vitro bir ¢alismaya gére KKKAV kaynakli apopitozis
kaspaz-3 aktivasyonuna bagli olabilecegini ileri slirmiiglerdir. Ayrica, niikleokapsid
proteininin kaspaz-3 bagimli boliinmesi litik KKKAV enfeksiyonuna karst konak¢i savunma
mekanizmasini gosterebilir (158). Giiven AS ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismanin
sonuclarina gore, apoptotik yollardan perforin igeren sitolitik kesecikler, kaspaz kaskadi ve

Fas-FasL aracili etkilesimlerin KKKA patogenezinde aktif oldugu bulunmustur(157).

Calismamizda KKKA’l1 hasta serumlarinda apopitotik belirte¢ olarak Kaspaz 3 ve
Kaspaz 7 diizeylerine bakild1 ve daha Oce belirttigimiz calismalardaki KKKA hastalarinda
artmig apoptozis diizeyine benzer sekilde (28,29) bizim calismamizda da hasta serumlarinda
ki Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli ve yiiksek
bulundu (Kaspaz 3 p<0.001, Kaspaz 7 p=0,003).
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Daha onceki c¢alismalarda VKA olan hantavirus enkesiyonunun akut doneminde
trombin liretiminin arttig1 bildirilmesine ragmen KKKAH etyopatogenezisinde trombinin roli
iizerine yapilan herhangi bir arastirmaya rastlamadik (159). Trombin, diger adiyla aktif faktor
2 (F Ila), kisa yar1-Omiirlii bir serin proteazdir, heparin-antitrombin yolu tarafindan hizlica
inaktive edilir. Trombinin en belirgin roli primer hemostazda PAR1 ve PAR4 (Proteinaz
aktive eden reseptor) reseptorleri ile trombosit aktivasyonu ve sekonder hemostazda

fibrinojen ve faktor 13 aktivasyonu ile stabil trombosit ve fibrin tikaclari olusturmaktir (9).

Koagulan etkiye zit olarak trombin, anti-koagulan etki ve mekanizmaya da sahip bir
biyomolekildir. Trombinin bu antikoagilan etkisi ise Protein C aktivasyonu Uzerinden
gerceklesmektedir (10). Trombomodulin, trombinin protein C’yi aktivasyonu sirasinda
kofaktor olarak rol oynar. Trombin-trombomodulin kompleksi karaciger tarafindan sentez
edilen protein C’yi, aktive Protein C (APC) sekline dontstiiriir ve daha sonra da APC,
onceden aktive olmus faktor V ve VIII (Va, VIlIla)’i etkisiz hale getirir. Gerek karaciger ve
gereksede endotelde sentez edilen protein S, bu reaksiyonda kofaktor olarak rol oynar (160).
APC antikoagiilan aktivitesine ek olarak Plazminojen Aktivatér Inhibitér-1 (PAI-1)
inaktivasyonu ile fibrinolizi artirir (161). Ayrica trombin endotel hiicrelerinden doku tipi
plazminojen aktvator (t-PA) salinmasini da arttirir (162). Sakamoto T ve ark. akut miyokard
infarktiisii olan kisilerde APC’nin PAI-1 inhibisyonu ve tromboliz artirici etkisi oldugunu
gostermislerdir (163). Onguru P.ve ark. yaptiklart bir ¢alismada Protein C ve protein S
diizeylerinin KKKA hastalarinin 6nemli bir boliimiinde normalden daha diisiik oldugunu
bulmuslardir. Yine ayni calisma ile Oztiirk B. ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarda non-fatal ve fatal
KKKA hasta gruplar1 arasinda Protein C ve Protein S seviyeleri i¢in anlamli bir fark
bulunmamustir (21, 164). Bizim ¢aligmamizda trombin diizeyleri KKKA hastalarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.001). Fakat protein C ve
Protein S diizeylerine bakamadigimizdan dolay: hastalarimizdaki degisimlerini goremedik.
Dolayisiyla trombinin boyle bir antikoagiilan etkisinin de KKKA hastalarinda meydana gelen
kanama diatezlerinde rolii olup olmadig1 hususunda yorum yapamiyoruz, ama bunu ileri bir
caligmayla daha detayli bir sekilde aydinlatmay1 diistinmekteyiz. Ayrica yapilacak bu ileri
caligmada ayni hastalarda trombini farkli yonleriyle ele alarak hangi biyokimyasal ve
biyofiziksel Ozelliklerinin KKKA hastalarinda goriilen hematolojik tablodan daha fazla

sorumlu oldugu hususuna 151k tutacaktir.
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Zain ve ark. tiimor hiicrelerinde trombinin konsantrasyon bagimli bimodal etkileri
oldugunu gostermislerdir; diisiik trombin konsantrasyonlari, kanser hiicrelerinin biiyiimesini
gelistirmis, yiiksek konsantrasyonlari ise biiylimeyi bozmus ve apopitozisi indiiklemistir
(165). Gugerell A. ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada yiiksek trombin konsantrasyonlu fibrin
pihtis1 bulunan insan keratinosit hiicre kilturinde apopitozisin belirlenmesinde kaspaz 3 ve
kaspaz 7 diizeyleri dl¢iilmiis, diisiik ve orta diizeyde trombin konsantrasyonlu gruba gore daha
yiiksek bulunmustur. (13). Bizde ¢aligmamizda KKKA hastalarinda yiiksek bulunan trombin
seviyelerinin yine bu hastalarda yiliksek buldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 7 arasinda
korelasyon olup olmadigini inceledik. Bulgularimiza gore trombinin kaspaz 3 (r=0,35
p=0,001) ile pozitif korelasyon gosterdigini, kaspaz 7 (r=0,18 p=0,89) ile korelasyon
gostermedigini tespit ettik.

S. Sami KARTI “Trombositopeni KKKA vakalarinin en tipik laboratuvar bulgusudur,
mortalitesi yiiksek vakalarda daha ilk giinlerde trombosit sayilar1 20x10° /L’ nin altma inebilir,
bazilarinda ise baslangicta hafif diisiik bir trombosit sayis1 varken birinci hafta sonuna dogru
say1 ¢cok daha fazla azalir. Hastaligin baslangicinda ¢ok diisiik trombosit seviyesinin olmasi
kotii prognoz isaretidir ve hastaligin seyri esnasinda ciddi kanamalar gelisebilir. Kanamalarin
nedeninin multifaktoriyel oldugu disiiniilmektedir. Bu hastalarda kanama nedeni olarak
endotel hasarinin da rol oynadig: diisiiniilebilir. Trombositopeni ve 16kopeninin nedeni kesin

olarak bilinmemektedir” seklinde ifade etmektedir (166).

Son zamanlarda trombinin cekirdekli hiicrelerde apoptozisi modiile edebildigi
gosterilmistir  (167).  Cekirdeksiz  trombositlerde apoptozisin  trombosit agonistleri,
antitrombotik antikorlar ve yliksek kesme gerilimleri (hem de kan bankaciligi kosullarinda
saklanan trombositlerde) ile uyarilarak olustugu kabul edilmistir. Trombin klasik trombosit
aktivasyonu fonksiyonuna ek olarak Fosfotidilserin maruziyeti, Kaspaz 3 aktivasyonu ve
Mitokondriyal i¢ membran potansiyel (A¥m) depolarizasyonunun indtklenmesi ile
trombositte apoptozisi baslatir (168-173). Bu nedenle kanin pihtilasmasi sirasinda
trombositler ¢cok diisiik veya ¢ok yiiksek trombin diizeylerine maruz kalabilir ve trombin

trombosit aktivasyonu ve apoptozisi gibi farkl bir etkiye sahip olabilir(174).
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Leytin ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada trombositlerin farkli dozlarda trombinle
uyarilmastyla; diisiik dozlarda trombosit aktivasyonu, yiiksek dozlarda ise apoptozis oldugunu
bulmuslardir (174). Trombin ve proteaz aktive edici reseptorler arasindaki etkilesim trombosit
apoptozisinin eksternal yolunu tetikleyen mekanizma olabilir, buda artmis trombin tiretimi ile
ilskili hastaliklarda (sepsis, DIK gibi) trombositopeni patofizyolojisine katkida bulunabilir
(172). Giiven AS ve ark. KKKA’li ¢cocuk hastalarda Kaspaz-3’iin PT, INR, aPTT, Ddimer,
AST, ALT, LDH ve CRP ile pozitif korelasyon gdsterdigini, ancak trombosit ve trigliserid ile
negatif korelasyon gosterdigini bulmuslardir (157). Bu da kaspaz 3 ile trombositopeni

arasinda bir iligki olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak yaptigimiz ¢alisma KKKA olan hastalarda trombin, kaspaz 3 ve kaspaz 7
diizeylerinin arttigin1 gosterdi. Apopitotik belirteglerden Kaspaz 3 ve Kaspaz 7 diizeylerinin
yiiksek olmasi nedeniyle bu hastaligin patogenezinde ve klinik seyrinde kaspaz kaskadinin
dolayisiyla apoptozisin kritik bir dneme sahip olabilecegi kanaatine vardik. Apopitotik
yollarin tamaminin degerlendirildigi daha kapsamli c¢alismalarin yapilmasi hastaligin

patogenezi hakkinda aydinlatici olacaktir.

KKKA hastalarindaki primer patofizyolojik kanit eritrosit ve plazmanin vaskiiler
alandan dokulara sizmasi olarak goriilmektedir Ancak bunun altinda yatan temel neden halen
tam olarak aydinlatilamamistir. Calismamizda artmis kaspas 3 ve kaspaz 7 diizeylerine
bakarak ve yiiksek trombin dilizeylerinin de apoptozisi arttirabildigi g6z Onilinde
bulunduruldugunda indiikklenmis apoptozisin KKKA viriisii nedeniyle olusan bu hasar

iizerinde etkisi oldugu sdylenebilir

Caligmamizdan elde ettigimiz bulgularimiz ve literatiir 151831nda KKKA hastalarinda
kanamanin muhtemel nedenleri olarak; yaygin damar i¢i pihtilasma, trombositopeni ve
endotel hasar1 sayilabilir (1,4). Fakat tiim hastalarda ayni etyolojik faktorlerin ayni oranda
etkili olup olmadig1 bilinmemektedir. Kesin olarak sunu ifade edebiliriz ki bu hastalarin
hepsinde az ya da ¢ok oranda trombositopeni gorilmektedir, fakat halen trombositopeninin
nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Calismamizda bu konuya kismen de olsa 151k tutmaya

calisttk. Bunun i¢in trombositler iizerinde 6nemli bir uyarict etkiye sahip olan trombin
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dizeyleri ile apopitotik markirlar1 degerlendirmeyi hedefledik. Hastalarimizda trombin
diizeylerini yiiksek bulmamiza ragmen trombosit diizeyleri KKKA hastalarinda beklenildigi
sekilde dusiiktii. Trombinin trombosit uyarici etkisine ragmen trombosit sayisinin neden
disik oldugu heniiz a¢iklia kavusmamistir. Calismamizda apopitotik markirlari
degerlendirerek bu konuyu aydinlatmaya galistik ve apopitotik belirte¢lerden kaspaz 3 ve 7’ i
her ikisini de yiiksek bulduk. Ozellikle trombin ile kaspaz 3 diizeyleri arasinda anlamli pozitif
korelasyon bulunmasi, KKKA hastalarinin en tipik laboratuvar bulgusu olan
trombositopeninin  gelisiminde nedenlerden birininde trombinin tetikledigi trombosit
apoptozisinin olabilecegi kanaatine vardik. Ayrica yine bu hastalarda yaygin olarak
karsilasilan kanama diatezlerinde artmis trombin diizeylerinin ne olgiide etkili oldugunu ve
ozellikle de hangi fonksiyonel 6zelliklerin daha etkin rol oynadigini bilmiyoruz. Ama anlaml
oranda yliksek bulunan trombinin c¢ok fonksiyonel roliiniin KKKA hastalarinin
etiyopatogenezinde etkili oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak bu hipotezimizin dogrulanmasi ve
elde ettigimiz bulgularimizin teyit edilebilmesi i¢in daha detayli ve ileri in vitro ve in vivo

caligmalara gereksinim oldugunu diisiinmekteyiz.
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