T.C.

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLER ENSTITUSU

KIRIM-KONGO KANAMALI ATEST HASTALARINDA KEMOKIN RESEPTOR

5 (CCR5) GENIi DELTA 32 MUTASYONUNUN ANALiZI

Hazirlayan

Duygu EKINCi

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dah

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman

Dog¢. Dr. Aydin RUSTEMOGLU

TOKAT - 2015



KIRIM-KONGO KANAMALI ATESI HASTALARINDA KEMOKIN
RESEPTOR 5 (CCR5) GENI DELTA32 MUTASYONUNUN ANALIZI

Tezin Kabul Edilis Tarihi: ..... / ...... —

Jiiri Uyeleri (Unvani, Adi Soyadr) imzasi

Baskan : Yrd. Dog. Dr. Serbiilent YIGIT

Uye : Dog. Dr. Aydin RUSTEMOGLU
Uye : Yrd. Dog. Dr. Akin YILMAZ A\Wl"‘é .....
|1,/ T —————— o ———
B e e

Bu tez, Gaziosmanpasa Universitesi Saglhik Bilimleri Enstitiisii Y6netim Kurulunun
........ [ovrceidoresen.. tarih ve .........say1l1 oturumunda belirlenen jiiri tarafindan kabul
edilmistir.

Enstitii Miidiirii: Dog. Dr. Hact Omer ATES




T.C.
GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Bu belge ile, bu tezdeki biitiin bilgilerin akademik kurallara ve etik ilkelere
uygun olarak toplanip sunuldugunu, bu kural ve ilkelerin geregi olarak, ¢alismada bana
ait olmayan tiim veri, diistince ve sonuclara atf yaptigimi ve kaynagini gosterdigimi

beyan ederim.

(onilonsl ZOL5)
Tezi Hazirlayan Ogrencinin
Adi1 ve Soyadi
Duygu EKINCI

Imzasi g
P

)

i1



OZET

KIRIM-KONGO KANAMALI ATESE HASTALARINDA KEMOKIN
RESEPTOR 5 (CCR5) GENI DELTA32 MUTASYONUNUN ANALIZI

Kinm-Kongo Kanamali Atesi Viriisli, Bunyaviridae ailesinden Nairovirus
grubunun alt gruplarinda yer alan, ates, ekimoz, kanama, trombositopeni ve karaciger
fonksiyon bozuklugu gibi bulgular ile seyreden akut zoonotik viral enfeksiyona yol
acan bir viriisdiir. Kinm-Kongo Kanamali Atesi (KKKA) bir akut viral kanamali
ategtir. KKKA infeksiyonunun klinik seyri ve sonucu insanlar arasinda farklilik
gostermektedir. Kesin tedavisi olmayan bu hastalifin neden bazi insanlarda mortalite,

baz insanlarda ise iyilesme ile sonuglandifina dair kesin bilgiler mevcut degildir.

Kemokin reseptdr 5 (CCR5) geni 3. kromozomda 3p. 21. 3 bolgesinde cesitli
kemokin reseptérii kodlayan bir grup genin arasindadir (3p21-3p24). CCRS delta32
(CCR5 A32), CCR5 kemokin reseptoriiniin delesyon mutasyonudur. Bu mutasyon
sonucunda dokuda ve periferik hiicrelerde CCR5’in ekspresyonunda ¢nemli azalma
goriilmektedir. CCR5 432 gen delesyonunun HIV, HBV vb. baz: viral enfeksiyonlarda

hastaliga kars: koruyucu etkisinin oldugu daha énceki caligmalarda gdsterilmistir.

Calismamizda, CCRS 432 mutasyonunun KKKA hastaliinin ortaya cikisi,

seyri ve siddeti ile iligkili olup olmadigini arastirmay1 amacladik.

Bu calismada, Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile
KKEKAV RNA’s1 pozitif bulunan 133 hastanin kan Srneklerinden elde edilen DNA’]lar
kullanilarak PZR yontemi ile CCRS A32 gen mutasyonu incelenmistir. CCR5 A32 gen
mutasyonu ¢alismasinin  sonuglarinin  yani sira, hastalarin  tedavileri sirasinda

kaydedilmis cesitli verileri ve laboratuvar degerleri istatistiksel analizde kullanilmigtir.

Ki-Kare (X?) testi kullanilarak yapilan istatistiksel analiz sonucunda, CCRS A32
gen mutasyonunun, hastalifin klinigi agir seyreden ve hafif seyreden olgular arasinda
anlamli bir farklilik gostermedigi bulunmustur (p>0.05). Klinigi agir seyreden
hastalarda CCR5/CCR5 normal homozigot bireyler igin siklik %100, klinigi hafif
seyreden hastalarda CCRS5/CCR5 432 heterozigot bireyler icin %2.08 bir siklik
saptandi. Bununla birlikte calisilan bireylerde higbir CCR5 432 homozigot birey
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saptanmamustir. CCR5 A32 gen mutasyonuna gore, klinigi agir ve hafif seyreden olgular
arasinda bazi klinik ve demografik ozellikler ile KKKA arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iliski olmadi@1 gézlenmistir.

Aguwr ve hafif hasta sayisin az olmasi bu calismayr kisitlamaktadir, Her ne
kadar CCR5 A32 mutasyonu ile KKKA hastalik seyri ve semptomlar: arasinda
istatistiksel iligki goriilememis olsa da, CCR5 A32 mutasyonunun agir hastalarda tespit
edilememesi, hastalarda tespit edilen mutasyon siklifinin literatiirde belirtilen normal
Tiirk populasyonu siklifindan daha diigiik ¢ikmasi (%1.12 hasta ve %6.20 saglikli
populasyon) bu mutasyonun ve dolayisiyla CCR5’in KKKA hastalifinin patogenezinde
ve klinik seyrinde rol oynayabilecedini diistindiirmektedir. Elde edilen bulgular daha
fazla hasta iceren Orneklemler ile yeni ¢aligmalarin yapilmasi ihtiyaci dogurmustur.
Yapilacak calismalardan elde edilecek veriler KKKA hastalifinin patogenezinde ve
prognozunda CCR5 A32 mutasyonunun rollinii ortaya gikararak hastalifin tedavisine

yardimct olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kirim-Kongo Kanamali Atesi, CCRS5, CCRS5 delta32, mutasyon,
polimorfizm.
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ABSTRACT

CHEMOKINE RECEPTOR S GENE ANALYSIS OF DELTA32 MUTATION IN
PATIENTS WiTH CRIMEAN-CONGO HEMORRHAGIC FEVER

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus (CCHFV) is one of the subgroups of
Nairovirus group's which involved to Bunyaviridae family, leads to acute zoonotic viral
infection associated with findings as fever, ecchymosis, bleeding, thrombocytopenia
and liver dysfunction. Crimean-Congo hemorrhagic fever is an acute viral hemorrhagic
fever. The clinical course and outcome of the Crimean-Congo hemorrhagic fever
infection are different in humans. The precise information about why this disease causes

death at some people, and why results by healing at some patients is unknown yet.

Chemokine receptor 5 (CCR35) gene is localized on 3p. 21. 3, in the region
among a group of genes encoding various chemokine receptors (3p.21-3p.24). CCRS
delta32 (CCR5 A32) is a deletion mutation of chemokine receptor CCR5, that decreased
expression level of CCRS in expressed cells. The protective effect of CCR5 A32 in HIV,

HBYV, and certain viral infections has been shown in previous studies.

In this study, we aimed to investigate association between CCR5 A32 mutation,

and CCHF infection outbreak, severity, and mortality.

We were investigated CCR5 A32 mutation frequency by PCR method using
DNA samples of 133 CCHF patients isolated from blood samples of patients, which
were diagnosed by detection of RNA positivity with virus specific RT-PCR. In this
study we also used, various data which recorded when patient hospitalized and some

laboratory values.

Result of statistical analysis using by Chi-square test, showed that distribution of
CCRS5 gene A32 mutation frequency between severe clinic cases and mild clinic cases
were not significantly different (p>0.05). All patients with severe clinic were detected
CCRS/CCR5 homozygous genotype, whereas in the patients with severe clinic
frequency of CCR5/CCRS A32 heterozygous individuals were found 2.08 %. However,
no homozygous CCR5432/CCR5432 individual was defected among the all individuals



which examined. Other than, no statistical significance between some clinical and

demographic characteristics for CCR5 A32 mutation frequency were found.

The limitation of this study was, relatively small size of severe and mild patients.
Although to lack of association between CCRS5 A32 mutation, and progression and
symptoms of CCHF, the allele frequency of CCR5 A32 mutation in CCHF patients were
detected lower than the normal Turkish population frequency which emphasized in the
literature (%1.12 vs %6.20). The lower CCR5 432 mutation frequency in CCHF
patients than normal population, and lack of mutation in severe patients, suggest that the
CCR5 432 mutation might have been a role in the pathogenesis of CCHF disease. These
findings have led to the need to carry out work with samples containing more patients.
The future studies may be help to treat of disease, and uncovering the role of CCR5 432

mutation in the pathogenesis and prognosis of CCHF.

Key Words: Crimean-Congo hemorrhagic fever, CCR5, CCR5 A32, mutation,
polymorphism.
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1. GIRIS ve AMAC

Enfeksiyon hastaliklar:, insanin varolusundan giiniimiize kadar gecen siirecte
diinya genelinde ¢ok 6nemli sorunlardan biri olup, insan saghgin tehdit eden, mortalite
ve morbidite orantmn artigina en biiyiik katkida bulunan saglk problemlerinden biridir.
Viral kanamali ates (VKA), insanlarda farkli viriisler tarafindan olusturulan, aniden
geligsen, atesli ve kanamali klinik bir sendromdur [1]. VKA gibi bazi enfeksiyon
hastaliklar1 hem genel populasyonda hem de diinya genelinde biiyiik korku ve merak
uyandirmaktadir. Giiniimiizde VKA olusturan viriisler; Filoviridae (Marburg viriis ve
Ebola viriis), Arenaviridae (Lassa viris, Junin, Machupo, Sabia ve Guanarito viris),
Bunyaviridae (Kirtm-Kongo Hemorajik Atesi viriisi, Rift Valley fever viriis ve
Hantaviris) ve Flaviviridae (Yellow fever virlis ve Dengue virlis) ailelerine ait RNA
(Riboniikleik asit) viriisleridir [2, 3, 4]. Bu kanamali ates viriislerinden bazilar,
insandan insana bulasabilme Ozelligini tasimalarindan dolay: toplum saglig: agisindan
Onemli sonucglar ortaya ¢ikarabilir. VKA infeksiyonlari giiniimiizdeki modern yogun

bakim tekniklerine ragmen 6nemli oranda 6liimle sonu¢lanmaktadir.

Kirim-Kongo Kanamali Atesi Viriisii (KKKAYV), Bunyaviridae ailesinden
Nairovirus grubunda yer alan, %10-60 mortalite oranina sahip, Kirim- Kongo Kanamali
Atesi (KKKA) olarak tamimlanan, insanda siddetli kanamali atesi hastalidinin etkeni
olan bir virtistiir [5]. Hastaliga ayn1 zamanda evcil ve yabani memeliler ve kuslarda da
rastlanmakla birlikte; bu hayvanlarda ¢liime sebep olmamaktadir. Bu nedenle zoonoz
bir hastahiktir [6, 7]. Cogunlukla kene 1sirif1 ile meydana gelen KKKA hastalifinin
inkiibasyon siiresi 2-9 giin arasinda degisip; bu siire viriisiin giri§ yoluna, alinan viriis
miktarina ve konafimn immiinitesine baglh olarak seyir gosterir. Inkiibasyonun
akabinde ani baslayan siddetli bas agrisi, ates ve titremeler, halsizlik, bulanfi ve kusma
goriiliir. Kanamalarin oldugu donemin hemen Oncesinde karin agrisi, tekrarlayan
kusmalar ve ciddi bel agrilari klinik olarak onemli tanisal semptomlardir. Hastalarin
bazilarinda kanama bulgulari goriiliir. Bunlar gastrointestinal ve genitoiiriner sistem, dis
eti, akcifer ve beyin kanamalaridir. Petesi ve ekimoz gibi cilt kanamalarn da
goriilebilmektedir. Oliim genellikle hastaligin ikinci haftasinda goriilmekte olup; bashica

sebepleri kanamalar, organ yetmezlikleri ve soktur. KKKA’'mn klinigi bazi olgularda



hafif seyredip hastalar kisa siirede iyilesmekte, bazilarmda ise agir seyredip 6liim ile

sonu¢lanmaktadir [8].

KKKA hastalifinin patogenezine bakildifi zaman, viriisiin Oncelikle dendritik
hiicrelerde ve diger lokal dokularda replike oldugu gériillmektedir. Daha sonra viriis
asamali olarak bolgesel lenf nodiillerine, lenf ve kan lenfositleri araciligi ile de gesitli
doku ve organlara (karacifer, dalak) yayilmaktadir, KKKA patogenezinde endotelin
rolil onemlidir. En 6nemli hedef vaskiiler endotel olup hem direkt hem de indirekt

hasarlanir [9].

Bugiine kadar ne KKKA patogenezi ne de bu hastalifin prognozunun neden bazi

hastalarda hafif bazi hastalarda agir seyrettigi tam olarak aydinlatilamamistir.

Kemokinler farkli hiicre tiplerini aktive eden ve selektif olarak onlarla iligki
icerisinde olan bir polipeptid ailesidir. Kemokinler inflamasyon, enfeksiyon, doku
hasari, allerji, kardiyovaskiiler hastaliklarda, ayrica malign tiim&r patofizyolojisinde de
gbrev alirlar. Inflamasyonda ve infeksiyonlara karsi konakgi cevabinda l6kositlerin
dokulara yerlesimi 6nemli bir basamag: olusturur [10]. Kemokinler, inflamasyonda ve
homeostazda 16kositlere ve kok hiicrelere kemotaksi yaptiran sitokinlerdir. Dendritik
hiicre islevlerinde, T hiicre farklilagsmas: ve islevlerinin saglanmasinda, efektér T hiicre
cevabinda ve inflamatuar hastaliklarda, mukozomal immiinitede ve Human
Immunodeficiency Viriis ( HIV-1) viriisiinti de igeren ¢esitli virtisler tarafindan konakci

immiin cevabini baskilayan olaylarda islev goriirler [11].

Kemokin ailesinin hiicreler iizerinde baglandiklar1 20 kadar kemokin reseptorii
tamimlanmigtir. Kemokin reseptorleri G-protein bagiml tiirde hiicre i¢i sinyal ileten
yapilardir. Kemokinlerin uygun reseptére baglanmasi sonucunda sinyal iletimi ile
uyarilan hiicreler, doku zedelenmesi, inflamasyon veya gerek goriilen bolgeye

migrasyon yapmak iizere harekete gecerler [11, 12].

CC kemokin reseptdr tip 5 (CCR5) “G-protein bagl reseptdr” (GPCR) ailesinin
bir tiyesi olup, T hiicreleri, makrofajlar ve olgunlagmamis dentritik hiicrelerin
kemokinlerle etkilesimini saglar ve bu hiicrelerin inflamasyon bolgelerine hareketini
diizenler [10]. CCR5 geni 3p2l kromozomu iizerinde yer alir ve bu gende cesitli
polimorfizmler ve mutasyonlar tamimlanmigtir. Bunlardan CCR5 A32 genetik

mutasyonu genin acik okuma cergevesi icerisinde 32 baz ciftlik (bg) delesyonla
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tanimlanmaktadir. Bu delesyon sonucu okuma cercevesinde kayma ve buna baglh olarak
erken sonlanma kodonu olugur. Hatali sentezlenen protein hiicre zarina génderilmez ve
bdylece mutasyon fonksiyonel CCRS5 eksikligi ile sonuglanir. Bu mutasyon sonucu
CCR5’in ifade edildigi hiicrelere HIV viriisiiniin girisi engellendigi gibi, kemokin
aracilikli makrofaj gocili de yavaslamaktadir. CCR5 A32 delesyonunun HIV, Hepatit C
Viriis (HCV), kardiyovaskiiler hastaliklar gibi cesitli hastaliklarla iligkisi oldugu
saptanmugtir {13, 14].

Hiitter ve arkadaglari, CCR5 A32 delesyonunun bagisiklik sistemi ve
inflamasyon tizerine olan etkilerini incelemislerdir. CCR5’in dogal islevi tam olarak
anlagilamamgtir. Bu delesyonun, T hiicrelerininin inflamasyondaki yamtlarinda bir
degisiklife neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu c¢aligmada Graft Versus Host
hastahg: gelisiminde ve immiin bagisiklik yanitinda yer alan kritik genlerin CCRS ile
iligkisine bakilmugtir. Calismada CCR5 A32 delesyonunu belirlemek icin 19 saglikli
goniillii kisilerin kemik iliginden kokenli CCD34+ hemotopoetik onciil (progenitdr)
hiicreler ¢alisilmustir. Calismalarinda 11 farkli genin global gen ekspresyonuna gore
analizlerini yapmuslardir. Yapilan global gen ekspresyonu analizlerine gore 6 genin
(LRGI, CXCR2, CCRL2, CD6, CD7, WD ve CD30L) bagigiklik yamit mekanizmasi ile
baglantili oldugu bulunmustur. Bu 6 genin ifadesi ile CCRS A32 mutasyonunun iligkili
olabilecegi tespit edilmistir. Bu verilere dayamlarak CCR5 A32 mutasyonunun farkli
gen eskpresyonlan ile iligkili ve immiin yamitlarinin olugmasinda kritik bir role sahip

oldugunu gostermislerdir [15].

Son yillarda yapilan ¢alismalarda CCR5 mutasyonu ile HCV infeksiyonu
arasindaki iligki ortaya konmugtur. Bu calismalarda mutasyon saptanan hastalarda
karaciferdeki inflamasyonun ve fibrozis derecesinin daha diisiik oldugu ve klinik seyrin

daha yavag oldugu bildirilmistir [16-18].

Rouhou ve arkadaglan tarafindan yapilan calismada 96 HCV enfeksiyonlu
Tunuslu hemodiyaliz hastasinda kemokin ve kemokin reseptorlerinin baz: degisimleri
(CCR5 A32, CCR5 (-59029) A/G (Adenin/Guanin), CCR2 (641le) incelenmistir. Bu
hastalar HCV RNA’s1 pozitif olan (n=73) ve kendilifinden viriisiin etkisinden
kurtulmus olan (n=23) iki grup seklinde ayrdmistir. Kontrol grubu ile
kargilagtirldifinda HCV ile enfekte olmug hastalarda, CCR2 (641le) ve CCRS A



allellerinin frekansinin Snemli Sl¢lide arttifs gosterilmistir. Caligma ile HCV'in direng
ve netlik kazanmasinda kemokin polimorfizminin 6nemli bir rolii oldugu belirlenmistir

[19].

Viral kanamal: ateg hastaliklarindan biri olan Dengue Hemorajik Atesi ile ilgili
olarak Oliveira-Pinto ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklan aragtirmada DENV-2 ve
DENV-3 salginlan ile gelen akut donemdeki ya da iyilesmis hastalardan prospektif
olarak inceleme yapilmustir. Akut DENV enfeksiyonunda T yardimey/T-sitotoksik tip 1
hiicreleri ile iligkili CCRS ekspresyonunun her iki CD4 ve CDS8 T hiicrelerinde anlaml
diizeyde yiiksek ifade edildigi gozlenmistir. Ayrica, Dengue atesinden dlen bireylerin
karacigerinde CCL5/RANTES ekspresyonunun baska nedenler sonucu &len hastalarin
karacigerindeki ifade diizeyinden daha fazla oldugu gézlenmistir. Bu bulgular CCR5’in

Dengue atesi enfeksiyonu ile iligkili olabilecegini gdstermistir [20].

Giinlimiizde literatiirde KKKA hastalifinin patogenezinin aydinlatilabilmesine
yardunci olabilecek ¢ok az sayida caligma bulunmaktadir. Aym zamanda hastahiZin
seyri ile gesitli gen polimorfizmleri ve mutasyonlari arasindaki baglantiy: inceleyen bazi
calismalar bulunmaktadir. Yapilan bazi calismalarda genetik degisikliklerin (mutaston
ve/veya polimorfizmler) bazi enfeksiyonlara (virlis enfeksiyonlarida dahil) yatkinlik ya
da diren¢ olusturdugu veya enfeksiyon hastaliklarinin bireyler arasinda farkli klinik

seyir gosterdigi gézlenmigtir {8, 21].

Yaptiginnz Tiirk ve Diinya literatiirli taramasinda KKKA hastalifinin
patogenezinin aydinlatilmasina yardim edecek bazi calismalar olmasina ragmen, hala
biiylik eksikliklerin oldugu gtzlenmektedir. Bu ¢alisma HIV, HCV, etyopatogenezi ve
klinik semptomlar: KKKA’ya benzer diger bir VKA olan Dengue atesi vb. hastaliklarda
etkisi oldugu gosterilen CCR5’in KKKA hastalifn ile de iligkili olabilecegi
diislincesinden yola ¢ikilarak planlanmigtir. Calismamizda KKKA patogenezinde CCRS
geni rolliniin anlasilmasina katkida bulunmanin yani sira, klinigi siddetli olan veya
oliimciil seyreden KKKA hastalarinda CCR5 A32 gen mutasyonunun bir baglantisinin
olup olmadifimin arastirilmasi amaclanmigtir. Daha Gnce benzer bir arastirmanin

yapiimamui§ olmasi bu ¢calismay1 daha degerli kilmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. KIRIM-KONGO KANAMALI ATESI

2.1.1. Kirnm-Kongo kanamall atesi ve viral kanamah ates tanim

KKKA; keneler yoluyla bulasan, Afrika, Asya, Dogu Avrupa ve Orta Dogu
olmak iizere yaklasik otuz iilkede tanimlanmus, insanlarda ciddi seyir gésterip, 6liimetil
seyredebilen viral kanamali bir infeksiyondur [22]. Virlis, Bunyaviridae ailesinin

Nairovirus alt grubuna mensuptur [22, 23, 24].

Viral kanamali ategler (VKA) diinyanin farkli bolgelerinde farkli etkenlerin
neden oldugu, yasami tehtit eden afir hastaliklardic. VKA’lar agir klinik seyirli
olabilen, modern yogun bakim iinitelerine rafmen mortalitesi yiiksek, cogu siddetli
vakalarda kanama ve sok ile seyreden, ates ile karakterize bir infeksiyon hastaligi
grubudur [1]. Filoviridae (Marburg, Ebola viriisii), Arenaviridae (Lassa virls, Junin,
Machupo, Sabia, Guanarito viriisleri), Bunyaviridae (Kinm-Kongo kanamali ates
virlisti, Rift Vadisi atesi viriisii ve Hanta virlis) ve Flaviviridae (Yellow fever viriisii ve
Dengue viriisii) VKA etkenleridir. VKA etkeni viriislerden Lassa, Marburg, Ebola,
KKKA ajanlarimin insandan insana bulas ile 6nemli salginlar olusturdugu bilinmektedir
[2,3,4].

2.1.2. Tarihgesi

Kirnnm-Kongo kanamali atesi, tarihte ilk olarak Orta Asya’da, giiniimiizde
Tacikistan olarak bilinen bolgede 12. yiizyilda yasayan bir hekim tarafindan
tammlanmigtir. Tanima gore; idrarda, diskida, dis etlerinde, balgam, kusmuk ve karin
boslugunda kanama ile karakterize bir sendromdur [22]. Bu hastalifa normalde kara
tavuk paraziti olan bir kene ya da bitin sebep oldugu bildirilmistir [22, 25]. Hastaligin
kanamalarla 6liimciil seyretmesi nedeni ile “kara &liim” ve “kan alimi” gibi isimler

verilmistir [26].

KKKA ile ilgili ilk resmi kayitlar II. Diinya savas1 yillarinda 1944-1945 yaz
aylarinda, Bat: Kirim steplerinde ¢ogunlukla {iriin toplamaya yardim eden 200°den fazla
enfekte olmus Sovyet askerinde bir klinik antite olarak tanimlanmustir. Keneler ile

iligkisi belirlendikten sonra hastalifa Kirim Kanamali ategi ad: verilmistir [25, 27, 28].



1956 yilinda Zaire’de atesli ve kanamali bir hastadan izole edilen Kongo viriis ile
1969°da Kirim hemorajik virfislerinin aym viriis oldugunun anlasilmasi iizerine Kirim-

Kongo Kanamali Atesi Viriisii olarak yeniden adlandinlmistir [22, 23, 25, 29-31].

Elektron mikroskobik olarak virlis ilk defa 1974’de tespit edilmis ve boyutlar
100-300 nm olarak bildirmistir [25].

2.1.3. Etken

KKKA hastalifina sebep olan etken KKKAV’dir. KKKA viriisii Bunyaviridae
ailesinden Nairoviriis cinsi icerisinde yer alip, helikal kapsidli, zarfly, 3 segmentli, tek
sarmalli, negatif polariteli bir RNA virtistidiir {32, 33]. Aym aile icindeki difer cinsler
Orthobunyaviriis, Hantaviriis, Phleboviriis ve Tospoviriistiir (Sekil 2.1). Nairoviriis
genusu, 7 serogrup alunda gruplanduilan 34 viriisii barindirmaktadir [23, 26]. En
Snemli serogruplar; KKKA viriisiinii, Hazara viriisiinit (insanlar i¢in patojenik olmad:g
gosterilmig) iceren KKKA grubu, Nairobi koyun hastalifinin ve Dugbe virtislerinin yer
aldigt Nairobi koyun viriisi grubudur. KKKA viriisiinlin filogenetik analiz
calismalariyla farklh cografik bélgelerde goriilen 8 genotipi tanimlanmug, Tirkiye’den
izole edilen KKKA viriislerinin Kosova ve Gliney Bat1 Rusya tipi ile benzer filogenetik

yapida oldugu belirlenmistir [22].

Bunyaviridae

AN

Bunyavirus Hantavirus Nmmwms Phiebovirus Tospovirus

Kinm Konge Kanaznah Atesi Virist
Dera Ghazi Khan Viris Grubu
Hughes Vs Grubu

Sakhalin Vinis Grubu

Thiafora Viris Grubu

Mairobi Koyun Hastalifii Viris Grubu
Qolyzb Viris Grubu

Sekil 2.1. Bunyaviridae ailesine ait viritsler [23]



2.1.3.1. KKKA viriisiiniin molekiiler yapisi ve enfeksiyon dongiisii

Kirnnm-Kongo Kanamali Atesi Viriisi (KKKAYV), Bunyaviridae ailesinde
Nairoviriis cinsinde yer alan 80-120 nanometre (nm) biiyiikliiglinde, zarfli, negatif
polariteli, li¢ pargalr, kiiresel, RNA iceren bir virlistiir, Genellikle KKKA viriisii ve
Nairoviriislerin belirgin dzellikleri olan morfogenez, lireme siklusu ve fizikokimyasal
ozelliklerinin Bunyaviridae ailesindeki iiyeler gibi oldugu bilinmektedir. Murphy ve
arkadaglann KKKA viriisiinlin morfolojisini ilk defa yenidogan infekte farelerin

beyinlerinde tanimlamis ve Bunyaviridae ailesine benzerligini kaydetmistir [34].

KKKA viriisti dayaniksizdir ve konak¢i disinda yasayamaz. Bu virtisler kanda
40 °C’de 10 giin yasayabilirler ve 56 °C’de 30 dakikada inaktive olurlar. KKKA viriisii
dezenfektanlardan %1 hipoklorit, %2 gluteraldehite duyarlidir ve ultraviyole 1sinlari ile

hizla inaktive olur [4].

Viriistin dért yapisal protein kodlayan {ic genom segmenti mevcuttur ve bu
proteinler hassas hiicre reseptorleri aracilift ile virlisii tanimlamaktadirlar, Bu
segmentler biyiiklliklerine gore isimlendirilirler; genig segment (L), orta segment (M),
kiigiik segment (S) (Sekil 2.2) [35]. S segmenti bir niikleckapsid (N) proteini, M
segmenti iki zarf proteini; G1 ve G2 igin prekiirsor, L segmenti de RNA bagimli RNA
polimerazi kodlamaktadir [35, 36]. Viral zarf glikoproteinleri olan G1 ve G2, duyarh

hiicrelerde spesifik reseptorleri tanimada rol oynar.

KKKA viriisiiniin glikoproteinlerinin molekiiler ozellikleri son zamanlarda
calisilmugtir. KKKA viriisii infeksiyonu sirasinda olgun G1 ve G2 proteinlerinin,

virlisiin predominant yapisal glikoproteinlerini olusturdugunu belirtmislerdir [32].



Lipid zaxf

Riboniikieokapsid

N-baglantih
karbobhidratlar

Gl ve G2

Palimeraz

HBO-120 nm

Sekil 2.2, Kirim-Kongo hemorajik ates virlisii [35]

RNA segmenti (Small, Medium, Large) niikleokapsid proteini ile kompleks
yaparak riboniikleokapsid yapilar olusturur. Bu niikleokapsidler ve RNA bagimli RNA
polimeraz, Gl ve G2 viral glikoproteinlerini igeren bir lipid zarf icerisinde

paketlenmistir [35].

Viriise ait glikoproteinler, hedef hiicrelerin reseptor bélgelerinin taninmasindan
sorumludur. Hedef hiicrelerin resepttrlerini taniyarak hiicre yiizeyine baglanan viriis
endositozla hiicre i¢ine alimir. Replikasyon sitoplazmada meydana gelir. Olgunlasmus
viriisler (virionlar) endoplazmik retikulum {izerinden golgi bdlgesindeki sitoplazmik
vezikiiller i¢inde tomurcuklanirlar ve bunlar virlisii salmak igin sitoplazma membrani ile

birlesmektedir [22, 36, 37].

KKKAV’nin enfeksiyon ddngiisii 7 onemli asamada gergeklesmektedir (Sekil 2.
3). Bu agamalar:
1. Baglanma: Viral proteinlerin konake:1 reseptorleri ile etkilegimi ve baglanma.
2. Girig: Reseptor aracili endositozla konak hiicreye giris.
3. Primer Transkripsiyon: Endozomal membran viral membran fiizyonu ile endositik
vezikiillerin -asidifikasyonu sonucu kapsid soyulmasi. Konakg¢r hiicrede tireyen
primerler ve virionla iliskili polimeraz kullanimi ile genom kaliplarindan viral

komplementer RNA (cRNA), erken RNA (mRNA) tiirlerinin primer transkripsiyonu,



4. Viral Proteinlerin Translasyonu: M segment poliproteinin  kotranslasyonel
parcalanmasi ve endoplazmik retikulumdaki Ge ve Gn’nin dimerizasyonu,

5. Genom Replikasyonu: Cift sarmallt genler icin kalip islevi géren cRNA’nin sentezi,
cRINA aracilikli vRNA replikasyonu ve kapsitle ¢evrilmesi, mRNA sentezlenmesi,

6. Toplanma: Dig yapinin gelisen kisimlarindaki niikleoproteinin yerinin belirlenmesi,
dimerlesen Gn ve Gc’nin golgiye tasinmasi, glikozilasyon, modifiye edilmis konakgi
membranlarinin elde edilmesi.

7. Salinma: Plazma membram ile viriis iceren sitoplazmik vezikiillerin fiizyonu ve

olgun virionlarin salinmasi, daha seyrek olarak bazi hiicre tiplerindeki viriislerin

dogrudan konakgt hiicresinin plazma membranindan tomurcuklanarak salinimi [31, 38,

39].

1-Baglanma oo MY el 7 Gatium

inkitizyon cisimeigi

Alternalif toplanma ve
atiim

g-Toplanma

Sekil 2.3. KKKA virlistiniin enfeksiyon dongiisiiniin ana evreleri [35]



2.1.4. Vertebral rezervuarlarda yasam ve vektor olarak keneler

Keneler, Arthropoda subesi, Arachnida simifi, Acarina alt sinifi, Ixodoidae iist
familyasindan olup, Ixodidae (Sert Keneler) ve Argasidae (Yumusak Keneler) olmak

iizere iki familya adi altinda incelenmektedirler [ 40, 41].

Giiniimiizde, diinyada kabul edilen 899 (Argasidae 185 tiir, Ixodidae 713 tiir,
Nuttal-liellidae 1 tiir) kene tiirli bulunmaktadir ve bunlarin yaklasik %10’u, 200 kadar
hastalifin bulastirilmast ile iliskilidir [42-44].

Keneler diinyanin her bolgesinde goriilen kan emici arthropodlardir.
Morfolojileri diger arthropodlardan farklidir ve viicutlari tek parcadan olusur. Bu
arthropodlar 3 mm kadar boyda, kirmuzi kahverenginde, yass: ve oval parazitlerdir.
Larva doneminde 3 ¢ift, nimf ve olgun dénemlerinde 4 ¢ift bacaklidirlar. Birgok tiirde
gdz bulunmayabilir. Bu durumda gdziin bulundugu yerde is18a hassas sahalar yer

almaktadir. Ancak kenelerde isifa karsi negatif reaksiyon goriilmektedir [45, 46].

Keneler hayvanlarin kulak kepgesi icinde ve disinda, boyun altinda, karin, anal
ve perianal bdlgeler ile sut ve kuyruk iizerinde bulunurlar. Kenelerin yasamlarinda 3
dénem bulunur. Bunlar larva, nimf ve olgun ddnemlerdir. Hayatlarinin her déneminde
yagayabilmek i¢in kan emerler hatta digiler daha fazla kan emerler. Bu kenelerin
ciftlesmesi de kan emme sirasinda olup, disi keneler yumurtalarini tag, toprak ve merada
yapraklarin altina toplu ve birbirine yapisik sekilde birakirlar. Kene tiiriine gore farklilik
gostermekle beraber ortalama 3000-15000 arasinda yumurta birakirlar. Yumurtladiktan
sonra digi kene Oliir. Yumurtadan ¢ikan larva 3 ¢ift bacaklidir. Kan emip biiyiidiikce 4
cift bacakl: olan nimfe doniiglir. Kan emip biiylimesini tamamladiktan sonra genital
organlar olgunlasir ve kan emerken ciftlesirler. Ciftlesme sonrasi disi kene topraga
diisiip yumurtlama iglemini tamamiar ve bdylece yasam déngiisii devam eder [47-49].

Kenelerin ¢ogu birden fazla konakta yagam dongiistinii tamamlar ve
yagamlarinin bir ddneminde enfekte bir konaktan aldiklar: hastalik etkenini daha sonra

kan emdikleri bir bagka konaga tasiyabilirler (Sekil 2.4) [46, 47, 50].
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Sekil 2.4. Kenelerin yasam dongiisii [57]

Ixodidae ve Argasidae ailesine liye 31 kene tiiriiniin viriisiin vektorii olabilecegi
bildirildigi halde, gilinlimiizde hastalifin baslica vektdrleri Hyalomma tlirleri olarak
kabul edilmektedir. Hyalomma marginatum, Hyalomma aegyptium, Hyalomma
detritum, Hyalomma anatolicum, Hyalomma turanicum, Rhipicephalus bursa ve
Rhipicephalus sanguineus tiirlerinde KKKAV varlifn cesitli arastirmacilar tarafindan

kaydedilmigtir [55, 56].

Keneler arasinda viriis degisik yollarla aktarilir. Larva veya nimf ddneminde
patojen ile enfekte konaklardan kan emen Kkeneler aldiklari etkenleri bir sonraki

donemlerine gegirebilir (transstadial bulagma). Ayn1 sekilde bazi hastalik etkenleri disi

11



kenelerden yumurtalarina ve dolayisiyla yeni larvalara gecer (transovarial bulasma).
Bazi1 kene tiirlerinde ise erkek ve disi kenelerin ciftlesmesi sirasinda birbirini enfekte
etmesi de goriiliir (veneral bulagma). Yabani tavsanlar ve domuzlar viriisiin en énemli
memeli rezervuarlaridir. Yerden beslenen kuglar hastalik etkeninin uzak coBrafyalara
yayilmasinda dnemli rol oynamaktadir. Virlis dogada fokal olarak kenelerde ve vahsi
hayvanlarda bulunmakta, ekolojik dengenin bozulmasi insanlarda epidemilerin ortaya
cikmasiyla sonuglanmaktadir [25, 26, 57).

Kenelerin varlifinin devam edebilmesi igin; etken, duyarli omurgali konak,
vektor ve uygun cevre kosullari ve bunlann siirekliligi gereklidir. Infeksiyonun

siireklilik gdsterdigi bu alanlara girildiginde hastalik riski ile kargilasilir [25].

2.1.5. Hastahigm ve Viriisiin Epidemiyoloji ve Ekolojisi

Viral hemorajik ategler; agir klinik seyirli olabilen, mortalitesi yiiksek, ates ve
siddetli olgularda kanama ve sok ile seyreden bir enfeksiyon hastalifi grubudur. Viral
kanamali atesler igcinde diinya cofrafyasinda en yaygin olarak goriileni Kinm-Kongo
kanamali atesidir. Afrika, Balkanlar, Orta Dogu ile Asya’da 50. paralelin giineyinde
30’un tizerinde tilkede endemik olarak goriiliir (Sekil 2.5) [27, 28, 30, 35, 58].

Kirim-Kongo Kanamali Ategi viriislintin diger kenelerle bulasan viriisler gibi
cok genis bir cografi alani cevreleyen bir dagilimu vardir. Kene ile bulasan viriisler
icinde en yaygin cofrafi yayillimi goésterir ve tibbi dnemi olan Arbovirusler icinde
Dengue Atesi viriisiinden sonra en yaygin olarak gozlenen viriistlir [27, 28, 30, 34].
Bilinen ilk salgin 1965 yilinda Cin’de meydana gelmis ve %80 oraminda 8liim
goriilmiistiir [59] ancak ayrintili bilgi sunulmamigtir. 1970 yilindan onceki olgularin
cogu Sovyetler Birligi’nden (Kirim, Ozbekistan, Tacikistan, Kazakistan, Astrakhan,
Rostov) ve Bulgaristan’dan bildirilmigtir [55]. Giliney Afrika’da 1960 yilinda ciddi ve
ayrintili bir ¢calismanin yapilmasiyla ve ek olarak Kongo, Moritanya, Burkina, Faso,
Tanzanya ve Senegal’de ortaya ¢ikan olgularin bildirilmesi ile hemorajik vakalar ilk kez
tanimlanmistir. En cok vaka bildirimi yapilan Afrika iilkelerinden olan Giiney Afrika’da
1981 yilina kadar 123 KKKA vakas: belirtilmig, bu vakalardan 27°si (%22) 6liim ile

sonlanmistir [56].

Orta Dogu iilkelerinden Irak, Pakistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Suudi
Arabistan, Umman Krallii ve Cin’den ©Onemli sayida olgu bildirilmigstir. 2000°1i
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yillarda Pakistan, Iran, Senegal, Arnavutluk, Yugoslavya, Bulgaristan, Tiirkiye, Kenya
ve Moritanya’dan yeni salginlar bildirilmistir. Pakistan’da 1975, 1986, 1996, 1998,
1999, 2000 yillarinda KKKA major epidemilerinin meydana geldigi bildirilmistir. 1976-
2000 willar arasinda Pakistan Saglik Bakanlifinca bildirilen resmi kayitlara gore toplam
101 KKKA vakas: belirtilmistir ve bu vakalardan %40’nin hastalik sebebiyle 61diigii
bildirilmistir [58, 59]. Serolojik bulgular Yunanistan, Hindistan, Misir, Portekiz,
Macaristan, Fransa, Benin’den bildirilmesine ragmen olgu rapor edilmemistir. KKKA

Bulgaristan’inda bulundugu Balkanlarda, Birlesik Yugoslavya’da ve Arnavutluk’ta

endemiktir.

ticks vecler

. {2201 CCHF virdiogical or serclogical evidence and vector presence
m 5-43 CCHF cases reported per yesr
! ‘ £0 and more CCHF cases reported per year

| Al Rt

Sekil 2.5. KKKA viriistiniin cografi dagilimu [35]

Tiirkiye’de ilk kez 2002 ytliin ilkbahar ve yaz aylarmmda bagta Tokat, Sivas,
Corum, Amasya, Yozgat, Gilimiishane, Bayburt, Erzurum, Erzincan ve ¢evresi olmak
tizere I¢ ve Dogu Anadolu bolgelerinin kuzeyi ile Karadeniz bolgesinin giiney
kesimlerini icine alan genis bir cografyada kene temasi 6ykiisii olan, ates ve kanama ile
seyreden bir salgin dikkat ¢ekmis, 2003 yilinda da hastaligin KKKA oldugu belirtilmis
ve boylece KKKA hastahginmn ilkemizde taninmasi saglanmustir. Ileriki zamanlarda
Kastamonu, Bartin, Ankara, Cankiri, Bolu, Balikesir gibi illerde de olgularin

goriilmesiyle hastalifin gozlendigi alan giderek artmugtir.
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Tiirkiye’de KKKAYV ilk kez Ege bolgesinde Demir Serter ve ekibi tarafindan
arastirilmig ve serolojik olarak pozitiflik gosterilmistir [22]. Tiirkiye’de M segment
analizine gbre 2 ayr1 susun izole edildigi ve bu suslarin Kosova ve Giineydogu
Rusya’da izole edilen suslarla ayn1 oldugu rapor edilmigtir, KKKA viriisli 30 civarinda

keneden izole edilebilmigtir [24, 60].

Dogu Avrupa ve Asya’daki KKKA epidemilerinin genellikle insanlar tarafindan
olusturulan cevresel sartlara bagl olarak gelistigi diisiiniilmektedir. Kirim’daki ilk
epideminin, Ikinci Diinya Savasi yillarinda kene ile infekte olmus bolgelerin tarima
acilmast nedeniyle olustugu samlmaktadir. Daha sonra eski Sovyetler Birligi ve
Bulgaristan’da olan epidemiler ise, ziraatcilik ve hayvanciliktaki degismelere baghdir

[61, 4].

Olgularin bildirim zamanlar1 dikkate alindifinda, hastahigin mevsimsel 6zellik
gosterdifi dikkat cekmektedir. Eski Sovyetler birliinde haziran ve temmuz aylarinda
vaka sayisinin en yliksek sayiya ulastigi gozlenmistir. Giiney Afrika Cumhuriyeti’nde
olgularin ¢ogu ilkbahar ve sonbaharda gozlenmektedir. Iliman alanlarda KKKA
vakalari, kene aktivitesinin yiiksek oldugu ilkbahar ve sonbaharin baslarinda
goriilmesine ragmen tropikal ve subtropikal alanlarda bélgesel sicaklik ve nem oranina
bagli olarak cesitli mevsimsel modeller gostermektedir. Kigin ortalarinda hatta ocak
ayinda bile hastalifin ortaya qiktifi saptanmustir. Ozellikle sicak havalarda kene
populasyonunda artig oldugu, hastalifin arttifi ve sofuk havalarda ise KKKA
hastalifinin azaldif: gosterilmistir. Kuzey yarimkiirede, 1sinin baharda artmasi ile H.
marginatum, 6zellikle nisan ve mayis aylarinda aktive olmaktadir. Immatiir agamadaki

keneler de mayis ile eyliil arasinda aktive olurlar [22].

Ulkemizin cografi ve iklim yapis1 kenelerin yasamalar: igin oldukca elverisli bir
bolgedir. Son zamanlarda bu hastalifin artisinda rol oynayan etmenler arasinda iklim ve
cevre kosullarindaki degisiklikler (glinliik 5-9 °C sicaklik artig1 oldugunda enfeksiyvon
riski artmaktadir), kiiresel 1ssnmaya bagli tarim alanlarinda, bitki Ortiisiinde ve ormanlik
alanlardaki degisiklikler, vahsi hayvan populasyonundaki degisiklikler (yaban domuzu
artis1 vs), keneleri tasiyan hayvanlarin kene kontrolii yapilmadan ticaretinin yapilmasi

veya gida kontroliiniin yapumamasi gibi faktorler yer almaktadir. Ayrica gégmen kuslar
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da kenelerin {ilkeler arasinda tasinmasinda ve enfeksiyonun yayilmasinda rol

oynamaktadir.

2.1.6. Bulasma

Zoonotik bir hastalik clan KKKA’nin insanlara bulasmasi, enfekte kenelerin
1sirmasinin yani sira enfekte hayvanlarin kan ve dokulariyla temas sonucu olusmaktadir.
Ayrica akut hastalik donemindeki hastalarin kan ve enfekte sekresyonlan ile
mukozomal veya biitiinliigli bozulmus deri temasiylada olmaktadir [62]. En sik
karsilagilan bulas yolu enfekte kenelerin (6zellikle Hyalomma marginatum) deriye
tntunmasidir [63].

Diger kene kaynakli zoonotik ajanlar gibi, KKKA viriisii genellikle kene-
vertebrali-kene dongiisiinde dogada dolagir. KKKA viriisiiniin temel rezervuan domuz,
tavsan, fare gibi vertebrali yabani hayvanlardir, KKKA viriisii sigir, ke¢i, koyun, tavsan,
kirpi, fare, domuz gibi pek c¢ok evcil ve vahsi hayvanlardan izole edilmesine ragmen
viriisiin hayvanlarda klinik olarak hastalifa neden olduguna dair herhangi bir bulguya
rastlanmamugtir [23]. Bulasma en sik enfekte keneler tarafindan isirilma ile olusur.
Heniiz ergin olmamug Hyalomma soyuna ait keneler kii¢lik omurgalilardan kan emerken
viriisleri alir, gelisme evrelerinde muhafaza eder; ergin kene oldugunda da hayvanlardan
ve insanlardan kan emerken bulastirir [62]. Birgok evcil ve vahgi omurgali KKKA
virlisii ile enfekte olmasina ragmen, kuslar KKKAV’ye karsi direnclidir [23]. Kuslarin
gbcleri esnasinda tagmman viriisiin  kutalar arasinda yayilima neden olabilecegi
diigliniilmekle beraber kesin veri bulunamamstir. KKKAV’nin, kuslar veya kus paraziti
kenelerce tagindifina dair kesin bilgi olmamakla beraber Balkanlardan gdcen kuslarin

Tiirkiye’de 2002 yilindaki salgina sebep oldugu diisliniilmektedir [64, 65].

Omurgasiziar arasinda viriis sadece kenelerde goriilmiistiir. Virlis kenelerde
transstadial (larvadan nimfe, nimfden erigkine) veya transovarial (anneden yumurtaya)
gecmektedir, Viriis kenelerde 6miir boyu (1-1.5 yil) hatta nesiller boyu (transovarial +

transstadial gecis) kalmakta ve ¢cogalabilmektedir [66].

KKKA viriisii vertebralilardan sadece insanlarda hastalik olusturabilmektedir ve
belirtili enfeksiyonun belirtisiz enfeksiyona orami bilinmeyip %20 olarak tahmin

edilmektedir [4].

15



KKKA hastallgl, hastalardan hasta yakinlarina ve saglik calisanlarma hasta
kaniyla temas edilmesi veya nozokomiyal yolla bulagmaktadir. Nozokomiyal
epidemilerin; agir klinigi olan olgularin kan ve/veya kanli sekresyonlariyla dogrudan
temas ve hava yoluylada olusabileceZi agiktir. 1960’larda Bulgaristan’da goriilen bir
epidemide saglik calisanlari arasindaki nozokomiyal salginda mortalitenin %40’larda
oldugu bildirilmistir [67, 68, 69]. Ayrica Suudi Arabistan, Irak, Dubai, Giiney Afrika
Cumbhuriyeti ve fran’dan da nozokomiyal bulas bildirilmistir [30, 70, 71]. KKKA
viriisinin nozokomiyal bulasinda en tehlikeli durumlar gastrointestinal kanamaya
miidahale ve acil cerrahi gerekli hastalardir [72]. Hastane ¢alisanlarinda viriis ile temas
sonrasinda Amerikan CDC (Centers for disease control and prevention) orgiitii

tarafindan profilaktik tedavi verilmesi onerilmektedir [73, 74].

2.1.7. Risk faktorleri

KKKA hastalign icin risk altindaki meslekler; ciftlik caliganlari, g¢obanlar,
kasaplar, mezbaha caligsanlari, et ve et iiriinleri isleyen ya da satan market iscileri,
hayvancilik ile ugrasanlar, veterinerler, hasta hayvan ile temasi olan ve akut hastalarla
ternas olasilifl bulunan endemik bolgede gorevli saglik personeli, askerler ve kamp

yapanlar olarak sayilabilir [28, 62, 75].

2.1.8. KKKA hastaliginin patogenezi

Viral kanamali ateslerin patogenezleri benzerdir. Patogenezin anlagilmasi,
tedavinin planlanmasi icin gereklidir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara ragmen viral
kanamali ates hastaliklarinin patogenezinin 6zgiill mekanizmalart tam olarak
anlasilamamistir. KKKA’min temel patogenezi molekiiler seviyede kansik olup,
yeterince aydinlatilamamgtir. KKKA’nin patogenezinin tam olarak agiklanamamasinin
sebepleri: KKKA enfeksiyonu sporadik olarak, klinik uygulamalarin yeterli olmadig:
yerlerde olugtugu ig¢in enfeksiyondan &len olgulara tam otopsi yapimum
engellemektedir. Diger faktorler ise virlis kontroliinde biyogiivenlik diizeyi -4 olan
(Biosafety level 4=BSL-4) laboratuvarlara gereksinim olmasi ve hastalifin hayvan
modellerinin olmamasidir. Bu nedenle, KKKA patogenezi hakkindaki kisith bilgiler de
cogunlukla kan testlerinden, otopsilerden ve hastalarin karaciger biyopsilerinden elde

edilmektedir [23].
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VKA’larda hastal:Zin iyilegsmesi icin vireminin kontrol edilmesi dnemlidir. Viriis
konaga deriden kenenin kan emmesi esnasinda verildiginde deri ve deri alt1 dokulari ile
bolgesel lenf dokusundaki bolgesel replikasyonun akabinde kisa bir viremi ile karaciger,
lenfoid dokular, kaslar ve bag dokusu gibi énemli organlara yayilmaktadir. Buradaki
ikinci replikasyondan sonra ikincil viremiyi meydana getirmektedir [76, 77]. Viremi
kontrol edilemediginde Ebola kanamal: atesi, Lassa atesi ve Rift vadisi ateginde oldugu
gibi KKKA’da da olim kaginilmazdir. VKA’larda bagistklik sistemi hastalifin
iyilesmesi icin Onemlidir. KKKA hastalifinda yiiksek viremi olim ile iliskili
bulunmustur. KKKA nedeniyle 6len vakalarda ve agur olgularda bagisiklik cevabi
bozulmustur. Viriis, kontrolsiiz replikasyon ve sistemik yayilima neden olacak sekilde
immiin yamt: bloke edecek bir¢cok degisik yol kullanmaktadir [78]. Makrofajlar ve
dendritik hiicreler (DH), KKKA enfeksiyonunun her evresinde Onemli rol
oynamaktadir. Bunlar proinflamatuar sitokinler ile kemokinleri salarak adaptif immiin
yanitin baglatilmasini ve kontroliinii de etkilemektedirler [79, 80]. KKKA hastalifindan

Olen hastalarda antikor yanitimin da yetersiz oldugu bildirilmistir [81, 82].

Hemofagositik sendrom KKKA olan hastalarin %50’sinde saptanmus olup
ozellikle de ciddi kanamasi olan hastalarda gdsterilmistir [64, 83, 84]. Hemofagositik
sendrom, monosit ve makrofajlarin hiperaktivasyonu ile iligkili nadir goriilen ciddi bir
hastalik olup, kan hiicrelerinin agin tilketimiyle sitopeniye neden olmaktadir [84-86].
Oliimciil olgularda, inflamatuar mediat6tler nemli rol oynamaktadir. Interlokin—6 (IL—
6), IL-10, IL-12 ve timor nekrozis faktor-o (TNF-a) gibi sitokinlerin KKKA nedeniyle
Olen hastalarda yasayan hastalara gore istatistiksel olarak daha yliksek oldugu tespit
edilmistir [87, 88].

Yapilan caligmalarda KKKA patogenezinde antikor yanit yetersizlii ve viral
yiik diginda endotel hiicrelerin, immiin cevabin ve pihtilasma yolaginin Snemli gérevleri

oldugu aciklanmistir [86, 87].

VKA meydana getiren viriisler genel olarak cok sayida hiicre tipini enfekte
ederler. KKKA’da virlislin esas hedef hiicreleri monositler, endotel hiicreler ve
hepatositlerdir. Immiinohistokimyasal ve benzeri galismalarda KKKA tamlarinin
endotel hiicrelerinde viriis gdsterilmigtir. Patogenezde endotel enfeksiyonu en Snemli

basamaktir. Endote] iki sekilde hedeflenir:
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1) Dolayli olarak viral veya virlisiin yonlendirdigi konak kokenli faktorlerin
endotel aktivasyona ve disfonksiyona yol agmasi ve/veya

2) Dogrudan viiriisiin enfeksiyonu ve endotel hiicreleri i¢inde ¢ogalmasi [89].

Viriisiin etkisi ile salinan proinflamatuar sitokinler damar endoteli, hedef
hiicreler ve dokularda inflamatuar immiin yanita neden olur. Endotel hasar1 trombosit
agregasyonu ve degranulasyonunun stimulasyonuyla intrensek koagiilasyon kaskadini
aktive ederek hemostatik yetmezlige katkida bulunur. Gergekten de 8len olgularda
hastahifin erken evrelerinden baglayarak koagiilasyon bozuklugunun géstergeleri vardir.
Dissemine intravaskiiler koagiilasyon (DIK) hastaliin erken bulgularindan biridir. Olen
hastalarda anlamli olarak daha belirgin DIK saptanmistir [87]. Hemostazin bozulmas;
endotel hiicreleri, trombositler vefveya koagiilasyon faktérlerinin disfonksiyonu

sonucunda gelisir. DIK pek cok VKA’da one gikar.

Trombositopeni ile VKA sendromunda siklikla kargilagilir. Ozellikle &liimciil
seyreden olgularda erken donemde siddetli trombositopeni godzlenmektedir.
Trombositopeni, trombosit liretiminde azalma ya da trombosit yikim1 ve endotel hasar:
sonucu olugmaktadir. Trombositopeni, KKKA’'nin 1srarc1 dzelligidir ve trombosit
sayisimn 20.000 altinda olmast kétii prognozun bagimsiz risk faktoriidiir [90]. Kemik
iligi hipoplazisinde sekonder azalmig trombosit liretimi veya artmug trombosit tilketimi

trombositopeninin nedenidir [91].

Plazma koagiilasyon faktorlerinin azalmig olmasi ya DIK’e bagh tiiketimden ya
da karacifer hasarina bagli tiretim yetmezlifinden olmaktadir [91]. Klinik pratikte
uzamig protrombin zamani (PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zamant (aPTT)
degerleri ve yliksek international normalized ratio (INR) seviyeleri ile kendini gosterir.
Hastaligin ciddiyeti hemostatik bozukluklarin derecesiyle kuvvetli olarak iliskilidir [90,
02-94]. KKKA’da kemik ilifi incelemelerinde hematopoetik Onciil hiicrelerinin

fagositozu (hemofagositoz) ve kemik iligi hipoplazisi gdzlenmistir [62].

Kanda kompleman sisteminin aktivasyonu ile birlikte immiinkompleks olusumu
ile ilgili semptomlar bulunur ve bu sekilde kapiller yatak hasar goriip, renal ve
pulmoner yetmezlik olusabilir [83, 92]. Immiinkomplekslerin, komplemanin C3a ve

C5a fragmanlarimi aktive ederek vaskiiler hasar meydana getirdigi saptanmugtir. Bu
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fragmanlar ayn1 zamanda mast hiicreleri, bazofiller ve (rombositlerden vazoaktif
aminlerin salmimin yaparlar. C5a ayn1 zamanda monositlerden IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF
salgilanmasint saglar. Salgilanan IL-1 ve TNF ile endotel hiicrelerinden fibrinolizin
baskilanmas: igin plazminojen aktivator inhibitér (PAI) ve distan gelen (ekstrinsik)
koagiilasyon yolagin baglamasi i¢in de doku faktdrii serbest kalir. Sonugta vaskiiler
hasar ve permeabilite artisiyla damar ici koagiilasyon siddeti artar. Endotel hasari
dokiintliye sebep olabilir ve trombosit birikimi ve degraniilasyonu ile intrinsik

koagiilasyon mekanizmalarini aktive edebilir [92].

Plazma koagiilasyon faktdr sentezinin bozulmasi ise karaciger disfonksiyonunun
sonucudur. Karacifer cogu koagiilasyon faktoriiniin sentez yeridir. KKKA’da karaciger
fonksiyon bozuklugu ozellikle hastalifin ge¢ doneminde hemostazin bozulmasina
katkida bulunmaktadir [82]. Hastalikta olugsan karacifer hasarimin dogrudan viral
sitopatik etkiye bagli oidugu anlasilmaktadir [81]. KKKAV’nin temel replikasyon
bolgeleri olan karaciger ve dalakta belirli histopatolojik degisiklikler olmaktadir.
Karacigerin KKKA viriisti amplifikasyonunda &nemli bir rol listlenmesinden dolay:

hepatositler de hizl: bir sekilde yiiksek titrelere ulagir [95, 96].

Hayvan modellerinde ve otopsilerde yapilan immiinhistokimyasal ¢aligmalar;
Kupffer hiicreleri, hepatik endotelyal hiicreler ve hepatositlerde enfeksiyonu
gostermistir. Degisen derecelerde hepatoseliiler nekroz, Kupffer hiicrelerinde hiperplazi,
yagh degisiklik ve portal alanda mononiikleer infiltrasyon mikroskopik bulgulardir [81].
Genellikle hepatosit nekrozu bircok odakta, hafiften siddetliye degisen oranda, az ya da
cok inflamatuar infiltrasyon seklinde goriiliir [81, 95, 97]. Nekrotik alanlar hemoraji ile
karakterizedir ve hepatositlerin eozinofilik degisimi ve councilman cisimcikleri ile
iligkilidir [81]. Ek olarak; nekrozun geniglemesi, mortalite i¢in prognostik faktdr olan
karaciger enzimlerinin alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST)
yiikselmesiyle iligkilidir [81, 90-94, 93]. Steatoz, yagli degisiklik, hepatositte gigme,
intraseliiler 6dem ve hemoraji difer viral hemorajik ateslerde de gosterilmistir [99-

101].

Dalak, viriis icin bir difer onemli hedeftir. Dalaktaki patolojik bulgular;
karyoretik artiklar, splenosit nekrozu ve dilate siniisoidlerin eslik ettigi belirgin splenik

lenfoid apoptozistir [95, 96]. Endotelyal hiicreler de etkilenmigtir. Enfeksiyon;
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hemoraji, 6dem ve/veya inflamatuar infiltratlar olmaksizin nekrozdan olusmaktadir [78,
81, 97, 102]. Makroskopik bulgular; serozal petesilerin oldugu renksiz karaciger ve
dalaktir [100]. Diger dokulardaki farkli bulgular ise intertisyel pnomoni ve intestinal
hemorajidir, Diffiiz alveolar hasar ve intraalveolar hemoraji akcierlerde mevcuttur

[81].

2.1.9. KKKA Hastahginin Tamsi

Hastaligin morbidite ve mortalitesinin yiiksek olmasi nedeniyle hizli bir sekilde
tani konmas1 gerekmektedir. Erken tani; hem hastanin sonucu hem de nozokomiyal
enfeksiyon potansiyeli sebebiyle hastalifin daha fazla yayilimini 6nlemek agisindan
biliyiik 6nem tasir. Hastahifin erken dSnem klinik semptomlannin spesifik olmamasi
sebebiyle; hastalarin dykiilerinin alinmasi, 6zellikle KKKA yoniinden endemik bdlgede
yagama, benzer klinigi olan hastalarla veya hasta hayvanlarin kan ya da dokulariyla
temas ya da kene 1sirif1 varhigy sorgulanmalidir. Kesin tam laboratuvar bulgularinin

yardimuyla konur.

Hastalifin 6zgiil tanisinda kullanilan ydntemler: viriis izolasyonu, serolojik tani

yontemleri ve molekiiler tam ySntemleridir.

Viriis Izolasyonu: Viriisiin izolasyonu ve kiiltiiriine yonelik ¢alismalar BSL-4

standartlarinda olan laboratuvarlarda yapilmalidir. Akut donemdeki hastalardan alinan
kan ¢rneklerinin ya da kene homojenat sivilarinin yeni dogmusg fareye intrakranial (kafa

ici) veya intraperitonal (periton i¢i) inokiilasyonu ile yapilmaktadir [22, 23].

Serolojik Tami: Viriise ve viriis antijenlerine kars1 kanda olusan Immunoglobulin
M (IgM) ve Immunoglobulin G (IgG) yapisindaki antikorlarin her ikisinin de serolojik
olarak gosterilmesi esasina dayanan bir yontemdir. Hastalifin 6. giiniinden itibaren
alinan kan drneklerinde viriise kars: olusmus IgM ve IgG antikorlar: hizli bir bigimde
enzyme- linked immunoassay (ELISA) ve indirektfluoresans antikor (IFA ) yOntemi ile
saptanabilmektedir [103, 104]. ELISA, IFA’dan daha duyarli bulunmustur ve antikor

saptanmasinda en stk kullanilan tekniktir [9].

Hastalifin ortalama 7-9. giinlerinden itibaren IgM ve IgG antikorlan ortaya
cikar, ilerleyen zamanlarda ise titre artar. Mortalite erken olusabildiginden &zellikle

ciddi hastalarda yeterli antikor titresi gelismeden hastalar kaybedilebilir. Bu yiizden
20



antikor seviyeleri hastalifin ilk haftasinda yardimci olamaz. IgG antikorlar1 5 yila kadar
saptanabilecek seviyede kalabilirken, IgM antikorlani 4 ay kadar serumda tespit
edilebilir [9].

Molekiiler tan1: KKKA viriisii Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Real Time

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR) yontemleriyle saptanabilmektedir. Real Time
polimeraz zincir reaksiyonu yOntemiyle kanda viral niikleik asit aranmasi, yiiksek
spesifiklik ve duyarlilikla birlikte hizli tani1 avantaji saglamaktadir. Molekiiler
epidemiyoloji ¢aligmalarinda da basan ile kullanilmaktadir [105, 106, 107, 108]. Real
Time PZR bir saatten kisa sitrede sonug¢ verir ve konvansiyonel PZR testine kiyasla
daha yiiksek duyarlilik ve spesifiklige sahiptir [109, 110].

Ulkemizde Saglik Bakanlig: genelgesine gére KKKA’da klinik tanimlama, vaka

tanimu ve vakalara yaklagim Onerileri agagida belirtilmistir.

Klinik Tammlama:

o Sikayetler: Ates, ani baglayan bag agrisi, genel viicut agrisi, halsizlik, bulanti-kusma,
karin agrisi, ishal

o Laboratuvar bulgulan: Lokopeni, trombositopeni, karaciger enzimleri ALT, AST,

Laktat Dehidrogenaz (LDH) ve CPK degerlerinde yiikselme.

Destekleyici Bulgular:

Kanama belirtileri

e Hemorajik ya da purpurik dokiintii,
¢ Epistaksis,

e Hemoptizi,

e Melena,

e Diger hemorajik semptomlar.
Epidemiyolojik Hikaye:

s Kene 1sir131 veya kene ile temas, hayvanlarla yakin temas
e Kirsal kesimde yagama, son iki hafta i¢inde kirsal alan ziyareti
¢ Hayvan dokusu, kan: veya viicut sivilari ile yakin temas (Kasap, kesimhane

caliganlar, veteriner hekimler vb.)
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¢ Hastalarnin kan veya viicut sivilar ile temas veya laboratuvarda ¢calisma
» Hasta ¢evresinde benzer sikayeti olan baska vakalarin varlig:

Vaka Tammlar:

Stipheli vaka:

e Klinik tamimlamaya uyan ve bagka bir nedenle agiklanamayan vaka.
Olast vaka:

e Siipheli vaka tamimlamasi ile epidemiyolojik hikayeye uyan ve destekleyici
bulgulardan en az ikisinin bulundugu vaka veya bir bolgede herhangi bir nedenle
aciklanamayan birden fazla vakanmin goriilmesi halinde, destekleyici bulgular olmasa da

klinik tanimlamaya uyan vaka.
Kesin vaka:

¢ Klinik tanimlamaya uyan ve laboratuvar kriterlerinden en az birisi ile dogrulanmisg

vaka veya kesin tan1 almus bir vaka ile epidemiyolojik olarak baglantisi olan vaka.
Tam icin laboratuvar kriterleri:

» Kan, viicut s1vis1 veya doku Orneklerinden viriis izolasyonu veya virtis RNA’simn
gosterilmest

e Viriise 6zglil IgM antikoru pozitifligi

e Akut ve konvelesan donem serumlarinda viriise 6zgiil IgG titresinde > 4 kat artis

e Hastalifin tanisinda RT-PZR gibi molekiiler tan1 yontemleri de uygulanmaktadir [9,
111].

2.1.9.1. Ayrict tam

Ayiricr tanida enfeksiyoz olan ve olmayan nedenler disiiniilmelidir. KKKA
ayiricl tanist ortaya ¢iktifi cografik bolgeye dayamir. Riketsiyoz, Q atesi, Brusellozis,
Leptospirozis, donek ateg, Lyme hastalifi, viral hepatit, menenjit, sepsis, meningokok
enfeksiyonu, Hantaviriis kanamal: ategi, sitma, sari humma, bobrek sendromu ile
birlikte kanamali ates, Dengue kanamali atesi, Derin vadi atesi, Lassa viriis
enfeksiyonu, Ebola, Marburg kanamali atesi ve Kyasanur Orman hastalifint igerebilir
[22,23,71, 112, 113]. KKKA ayni zamanda kemik iligi infiltrasyonunu, tifiis atesini ve
acil cerrahi girisim gerektiren intra-abdominal durumlar: da taklit edebilir [114, 115].
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2.1.10. Kétii Prognoz Kriterleri

Swanepoel ve arkadaslari, hastalifin klinik semptomlarinin baglamasindan
sonraki ilk bes giin i¢inde elde edilen bazi laboratuvar verilerine dayanarak %90 ve
izerinde mortaliteyle iligkili laboratuvar egik degerlerini tanimlamglardir. Bu
laboratuvar verilerinden en az biri varsa agir olgu, hicbiri yoksa hafif olgu olarak
tanimlanuglardir. Bu kriterler; 10.000/ml’nin iizerinde beyaz kiire (BK), 20.000/ml’nin
altinda trombosit sayisinin olmasi, AST>200 U/L, ALT>150 U/L, aktive PTT 60 saniye
ya daha uzun, ya da fibrinojen seviyesi 110 mg/dL veya diistik olmasidir. Afir seyirli
vakalarda AST ve ALT seviyeleri dikkat cekici dlctide yiiksek bulunmugtur (Tablo 2-1)
[22, 92].

Tablo 2.1. Swanepoel ve arkadaslarinin agir olgu tamimlamada kullandig1 laboratuvar

Bulgulari [92]

Kan 16kosit sayis1 (x10°/L) | > 10.000/mm’ 4.0-11.0
Kan trombosit sayis1 < 20.000/ mm’ 150-450
(x10°/L)

AST degeri (IU/L) > 200 TU/L 9-36
ALT degeri (IU/L) > 150 IU/L 10-28
aPTT (s) >60s 25.1-34.7
Fibrinojen seviyesi (pg/dl) | <110 pg/dl 200-450

Ergonill ve arkadasglarinin KKKA hastalaninda mortalite prediktorlerini
arastirdiklari calismalarinda mortalite prediktoril olarak AST ve ALT igin daha yiiksek
(AST degeri>700 U/L ve ALT degeri>900 U/L) degerlerini énermislerdir. Lokositoz

olen dort hastadan sadece birinde goriilmiistiir [94].

Konfiizyon, ense sertligi, birden fazla bolgeden kanama, uzun siiren ates, suur
bozuklugu, splenomegali, hematemez, melena, DIK, bobrek yetmezligi klinik olarak

tanimlanmis kotii prognoz kriterleridir [78, 93].
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2.1.11. KKKA Hastahginda Klinik

Insanlar KKKA hastaliginin klinik semptomlarmin belirlendigi tek konaktir,
Kirnnm-Kongo kanamal: atesi insanlarda semptom vererek klinik ve subklinik olarak,
sporadik vakalar veya salgmlar seklinde goriilebilir [22]. Insanlarda ‘enfeksiyonun
%88’ inin subklinik oldugu tahmin edilmektedir {116].

Viriistin olusturdugu hastalifin klinik tablosu; hafif, orta, ciddi-agir olmak iizere
fic formda goriilir. Hastalanin yaklasik %90’1 hafif bir klinik seyir gosterir ve
kendiliginden iyilesir. Klinik olarak; ates, halsizlik, kas agrilari, bas agrisi, istahsizlik,
bulant:, kusma bazen ishal gibi belirtiler olur, Ciddi vakalarda kanamalarin yaninda suur
degisiklikleri, ajitasyon, konviilziyon, akut respiratuar distres sendromu (ARDS),
bobrek yetmezligi, DIK tablosu, koma ve &liime kadar giden apir tablolara neden

olabilir [94].

KKKA’nin tipik seyri dort evre olarak karsimuza c¢ikmaktadir. Bu donemler;
inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve iyilesme (konvelesan) dénemleridir (Sekil 2.6)
[22]. En sik klinik bulgulari; ates, bulanti, bas agnsi, diyare, miyalji, petesiyal

dokiintiiler ve kanamadan olugur [117].

Inkiibasyon donemi: Kenenin tutulmasi ile hastalik gelismesi arasindaki

siredir. Kene 1sirigindan sonra inkiibasyon donemi, 1-3 giin gibi kisa bir siire
olabilecegi gibi, 9 giine kadar uzayabilir. Inkiibasyon dénemi viral yiik ve bulasma
sekline gore degisim gosterir. Infekte kan veya ¢iftlik hayvani dokusu ile etkilenenlerde
bes giin ve insan vakalarimin kanma temastan sonra 5-6 giindiir. Semptomlarin
baglamasiyla hastaneye bagvuru arasindaki siire 3.5-5.5 giin arasinda degismektedir.
Inkiibasyon dénemindeki degisikliklerin ve hastaligin sonuclarimin viriis soyuna veya

viral doz gibi diger faktorlere bagl olabilecegi varsayilmaktadir [23].

Prehemorajik donem: Prehemorajik donemde halsizlik, ates, makiilopapuler
dokiinti, siddetli bag agrisi, titreme, fotofobi, ani baslangichi sirt ve bel agris1 bulgular
gbzlenir [22, 23, 108, 118].

Bazi hastalarda diyare, mide bulantisi, karin agnsi ve kusma gibi
gastroenterolojik bulgular goriilebilir. Yiizde, boyunda ve g&giiste hiperemi, sklera ve

konjuktivalarda kanama gozlenebilir. Prehemorajik dénem 1-7 giin arasinda siirmekle
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beraber ortalama 3 giin devam eder [22]. Cogu zaman ilk 5 giinde saptanan ates devamli
veya aralikli gozlenebilir. Bazi KKKA hastalartnda néropsikiyatrik degisiklikler
gozlenmistir [23]. Mortaliteyi %5- %80 arasinda bildirilen yayinlar mevcuttur [22, 54,
108, 118].

Hemorajik donem: Cabuk gelisen, kisa siiren, mukoza ve deride yaygm

kanamalarin goriildiigli dénemdir, Bu dénem 2-3 giin kadardir ve genellikle hastaligin
3. ve 5. glinlerinde baglar. Hastalarin biiyiik béliimiinde hastalifin baglamasindan sonra
5-7 giin icinde ve hastanede yattiklari sirada kanama gozlenir. Kanamalar miikoz
membranlar ve derideki petesiler ile biiylik hematomlar arasinda degisir. En sik goériilen
kanamalar, dis eti kanamasi, gastrointestinal sistemden hematemez, melena seklinde
kanama, intraabdominal kanama, vajinal kanama, Uriner sistemden hematiiri, burun ve

solunum yollarindan hemoptizi seklinde olanlardir [22, 119].

Oblik kas, ¢ekum gibi nonspesifik kanamalar gozlenebildigi gibi, apandisiti
taklit eden vakalarda mevcuttur. Atesli hastada atesin derecesi ile kanama arasinda iliski
bulunamamuistir [22, 94, 115]. Hepatosplenomegali vakalarin ficte birinde bildirilmigtir
ve hepatit hastaligin seyri sirasinda gelisebilir. Hepatomegali orami Tiirkiye’de %20-40
oraninda rapor edilmistir [64, 93, 108]. Splenomegali orani ise Tiirkiye’de %14-23
oraninda bildirilmistir [23]. Beyin kanamas1 ve masif karacifer nekrozu olan vakalarda

prognoz ¢ok kotiidiir [22].

Konvelesan (ivilesme) dénem: Hastalifi atlatanlarda goriilen bu ddnem,

hastalifin baglangicindan itibaren 10-20 giindiir [22, 25, 115, 119]. Hastanede kalma
siiresinin yaklagik 9-10 gilin oldugu bildirilmektedir. Tam iyilesme siireci 2-6 hafta
stirer. Bu dénemde degisken nabiz, tasikardi, gegici sag dokiilmesi, solunum giicliigi,
kserostomi, zayif gérme, igitme ve hafiza kaybi bildirilmistir. Bir vakada hepatorenal
yetmezlik bildirilmistir [38]. Hastalik bir defa gegirildikten sonra tekrarlamaz [102,
119].
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Sekil 2.6. KKKA’nin klinik ve laboratuvar seyri [22]

2.1.11.1. Laboratuvar bulgular

Trombositopeni KKKA’nin en sik saptanan laboratuvar bulgusudur [22, 23].
Hastalarda anemi, 16kopeni veya lokositoz gozlenir. Klinik seyri agtr hastalarda eritrosit
sayisinda ve hemoglobinde de diisme gézlenir. Aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatin fosfokinaz (CPK)
degerleri artnugtir. Hastalarda protrombin zamani (PT), aktive parsiyel tromboplastin
zamanlarn (aPTT) ve INR (international normalization ratio) gibi kanama testleri
uzayabilir. Fibrinojenin degeri akut fazda artar, DIK gelisirse azalir ve fibrin yikim
iirinleri artar. Idrar tahlilinde proteiniiri ve hematiiri goriilebilir, oligiiri ve azotemi
gelisebilir. Terminal dénemde ARDS, kardiyovaskiiler kollaps, sok, hepatorengll
yetmezlik ve yaygin damar i¢i pithtilasmas: geligebilir. Hayatta kalan hastalarda tam kan
sayimu ve biyckimyasal testlerin de dahil cldugu laboratuvar testleri yaklagik 5-9 giin

icinde normal degerlerine donmektedir [22].

2.1.12. KKKA Hastalifinda Tedavi

KKKA kendiliinden iyilesen bir 6zellife sahiptir. Ancak klinik seyri orta ve
agir seyreden vakalarda tedavi gerekebilir. Kirim-Kongo kanamali ategi hastaliginin

tedavisinde ii¢ ana yaklagim s6z konusudur.
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1. Destek tedavisi: KKKA hastalifinin tedavisinde ana unsur destek tedavidir. Destek

tedavisinin ayarlanmasinda hastalarin vital bulgular: ve laboratuvar degerleri yakindan
takip edilmeli ve desteklenmelidir. Mekanik ventilator ihtiyac: olan hastalarda yogun
bakim gereksinimi olabilir. Hastalar hemodinamik yonden yakin izlenip sivi ve
elektrolitler eksik ise yerine konmalidir. Kardiyotonik, vazopressorler ve sedatifler
ihtiyac halinde kullanilabilir [118]. Solunum yetmezligi durumunda mekanik
ventilasyon destegi, bobrek yetmezligi gelistifinde de hemodiyaliz uygulanmalidir,
Ulser profilaksisi ve oral beslencmeyen hastalarda parenteral beslenme destedi

saglanmalidir,

Hematolojik parametreler yakindan takip edilmelidir ve gerektiinde trombosit
sayis1 ve pihtilasma fakttrleri yerine konulmal, masif kanama durumunda tam kan
transfiizyonu yapilmalidir. Ampirik olarak kan {iriinleri verilmez, klinik ve laboratuvar
sonuglarina gore kan {irlinti verilmelidir. Trombosit siispansiyonu transfiizyonu;
kanamas: olan hastalarda ve cerrahi operasyon yapilacaklarda, trombosit sayisi
50.000/mI’'nin altinda, kanamas: olmayan hastalarda trombosit sayist 10.000/ml’nin
altinda ise verilmelidir (1-2 U/10 kg) [118].

Taze donmus plazma (TDP, 15-20 ml/kg) fibrinojen diizeyi 100 pg/dl’nin
altinda oldugu zaman digiiniilmelidir. Taze donmug plazma yerine, fibrinojen
konsantreleri (total doz 2-3 g) veya kriyopresipitatlar (1 U/10 kg) verilebilirse de TDP,
dissemine intravaskiiler koagiilasyonda (DIK)'te eksik olan tiim koagtilasyon
faktorlerini kapsadigindan teorik olarak daha avantajlidir. Vitamin K (ardisik 2 giin, 10
mg) DIK’li hastalarda &zellikle altta yatan karaciger hastalign mevcut olanlara verilebilir
[118].

2. Antiviral Tedavi: KKKA’da etki mekanizmasi tam olarak bilinmesede giintimiizde

hastalifin 6zgiil tedavisinde kullanilan tek ilag ribavirindir. Bu enfeksiyonda RNA
viriislerine kars1 genis spektrumlu bir antiviral ajan olan ribavirinin in vitro ¢aligmalarda
hticre kiiltiirlinde virlis replikasyonunu engelledigi saptanmustir. Farelerde yapilan
deneysel bir caligmada, ribavirin tedavisinin mortaliteyi anlaml olarak azalttifi ve

yasam siiresini uzattif gosterilmigtir [ 120].
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Ribavirin yapt yOniinden guanozine benzemesi nedeniyle guanozin &n
maddelerinin sentezini bozarak viral replikasyonu engellemektedir. Ribavirin bir
guanozin analogu olup hiicre ici fosforilasyondan sonra ribavirin trifosfata doniiserek
viral transkripsiyonunun erken fazini inhibe eder. Bazi arastirmacilar oral ribavirinin
agir seyirli olgularda faydasinin olmadifini mutlaka parenteral kullanilmasini

Onermektedir [121].

Pakistan’da bir saglik merkezinde nozokomiyal yolla bulasan ve hastalik gelisen
¢ saglik calisaninda oral ribavirin tedavisi oldukca basarili olmustur ve 48 saat
sonrasinda tedavi ile klinik ve laboratuvar diizelme g6zlenmistir [122]. Ulkemizde
Elald: ve arkadaglan tarafindan yapilan ve ribavirin alan 126 hasta ile almayan 92
hastanin karsilastirildigi cok merkezli yan deneysel ¢aligmada ise ribavirinin mortalite
lizerine etkisinin olmadigi, paradoksal olarak ilk sekiz gilinde ribavirin alan hastalarda
mortalitenin daha yliksek oldugu saptanmistir. Bu durumun nedeni olarak karaciger ve
bdbrege toksik olan ribavirinin, KKKA enfeksiyonunun renal ve hepatotoksik etkilerini

potansiyalize edebilecegi lizerinde durulmustur [8, 29].

Ayrica ribavirinin ¢esitli viral enfeksiyonlarda kulamimiyla ilgili baz
calismalarda ribavirine bagli pek c¢ok yan etki ortaya ciktifn bildirilmistir. Hastalarda
hipomagnezemi, hipokalsemi, hemolitik anemi gézlenmistir [121]. In vitro olarak ilag
denemeleri faydalidir ancak yenidogan farelerden bagka hayvan modelinin olmamasi

tedaviyi gelistirme cabalarint engellemektedir.

3. Hiperimmiin _serum_tedavisi: Iyilesmis hastalardan elde edilen serum naklinin
uygulamasi yararli oldugu ileri stiriilsede, bu konuda yeterli klinik veri yoktur [22, 23].
KKKA tedavisinde hiperimmiin serum etkinligi hakkinda ilk tecriibe Eski Sovyetler
Birligindeki ¢iftcilerde goriilen salginda edinilmis ve konvelesan fazdaki hastalarin
serumlarinin akut hastalik déneminde kullanilabilecegi belirtilmistir. Vassilenko ve
arkadaglar1, Bulgaristan’da 1970°li yillardan itibaren a1 sonrasi saglikli donérlerden
elde edilen immiinglobiilinlerin tedavide kullamldigini ve bagarili sonuglar alindiFini
belirtmiglerdir. KKKA tedavisinde hiperimmiinglobulin uygulamasiun aragtirildigi
Kubar ve arkadaslarmin calismasinda, KKKA enfeksiyonu geciren saglikli donérlerden

alinan serumlardan olugturulan plazma havuzundan elde edilen hiperimmiinglobiilin,
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mortalite agisindan yliksek riskli hastalarda kullanilmis ve yiiksek riskli grupta yer alan
15 hastanin sag kalim oranlar1 %86.6 (13/15) bulunmustur [123].

2.1.13. KKKA’da Korunma Yollan

KKKA’dan korunmak icin etkili bir as1 olmadifindan, endemik alanlarda
yasayan kisilerin kendilerini korumak i¢in pratik kisisel korunma onlemleri almalari, en
6nemlisi kene ile temastan kaginmalar: hastaligin 6nlenmesinde ve kontroliinde en etkin

yoldur [23, 124, 125].

Giysilerin ve cildin diizenli olarak kene agisindan kontrolii yapilmali, kene varsa
cikarilmalidir. Keneler ¢ikanlirken, kenelerin kusmasina béylece daha fazla viriisiin
inokiilasyonuna neden olacagindan kesinlikle kimyasal madde kullanilmamalidir. Uzun
gorap, bot, uzun pantolon giyilmeli ve pantolon g¢orabin ya da botlarn igine
yerlestirilmeli, uzun kollu gomlekler giyilmeli ve g&mlegin alt kismu bele

yerlestirilmelidir [125].

Endemik alanlarda ciftlik hayvanlari ve difer hayvanlarla ugrasan kigiler,
viremik hayvan kanm ile temas riski bulunan ¢aliganlar kendilerini korumak icin
Onlemler almahidirlar. Bu 6nlemler; cilde ve giysilere repellent (boceksavar) stirmek,
cildin infekte doku ve kanla temasim1 &nlemek igin eldiven ve koruyucu giysiler

giyinmektir. Akarisidler ile kene kontrolii en etkin ve akilci uygulamadir [22, 125].

Bunyaviriis ile enfekte kan ve viicut sivilan ile direkt temas sonrasinda
bulagicilik oldukga yiiksektir. Enfekte kan ve viicut sivilar ile temas insandan insana
gecisten direkt sorumludur. KKKA epidemisi sonras1 Tiirkiye’de saglik ¢aliganlarina
hava yolu ile bulas bildirilmemigtir. El hijyeni, eldiven, nliik, yiiz- gbz koruyucu (veya
cerrahi maske ve gozliikk) kullammu gibi standart Onlemler korunmak igin yeterli
olacaktir. Ancak aerosol lireten islemler Sncesi saglik caliganlarinin N95 veya FFP2
respiratuar maske kullanmas: onerilir [9].

KKKA tanis: alan ya da siiphelenilen hastalar tuvalet, hasta odasi, degisim odasi
igeren ii¢ bolimden olugan odalarda izole edilmelidir. Hasta odasina hastaya bakim
veren saglik personeli ve refakatgi disindaki kigiler alinmamali, hastaya bakim veren
herkes izolasyon ¢nlemleri ile ilgili egitilmelidir. Hasta igin kullanilan tibbi malzeme ve

ekipman miimkiinse tek kullanimlik olmali ya da bu odaya ait olmalidir. Tekrar
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kullanilacak olan aletler uygun sekilde toplanip, miimkiinse oda igerisinde hazir
bulunmas: gereken dezenfektanlarla uygun sekilde yeniden kullanima hazir hale
getirilmelidir. Kontamine aletler Once su ve sabunla yikamp, daha sonra 1:100
konsantrasyonda hazirlanmig camasir suyu soliisyonlarinda bekletilmelidir. Viriis
yaygin kullanilan dezenfektanlarla, solventlerle ve kuru 1s1 (60 derecede 1 saat) ile
inaktive olur. Sterilizasyon gerektiren malzemeler otoklavlanabilir ya da 20 dakika

kaynatilmas1 viral hemorajik ates etkenlerini yok etmek i¢in yeterlidir [125, 126].

Tan1 amaciyla hastadan alinan kan ve doku drnekleri toplanirken ve yollanirken
iniversal korunma Onlemleri alinmalidir. Klinik ¢rneklerin referans laboratuvarlara
gonderilirken i ige ii¢ katlt bir gekilde paketlenmesi gerekir [125, 127]. Klinik &rnekler
2. sumf emniyet kabinine sahip biyogiivenlik diizeyi 3 olan laboratuvarlarda ¢alisiimali,
virlis izolasyonu ise sadece 4. derece emniyet diizeyi Ozelliklerine sahip

laboratuvarlarda yapilmalidir

Saglik calisaninin hastalarin kan ve kan diriinleriyle parenteral temasi séz konusu

oldugu durumlarda 14 giin siire ile BK sayimi ve biyokimya takibi yapilmalidir [22].

2.1.13.1. Maruziyet sonras: profilaksi

Maruziyet sonrasi profilaksi, esasen yiiksek riskli kisilerde diistiniilmelidir. Bu
gruba en iyi 6rnek, KKKA hastalarinin kam ile kontamine igne batmasidir. Infeksiyona

maruz kalan kisi tam kan sayimi ve biyokimya testleri ile takip edilmelidir [128].

Saghk calisanlar1 cerrahi prosediirler esnasinda olugabilecek penetran
yaralanmalar nedeniyle yiiksek risk altindadir. Eer delici, kesici bir aletle olugan
penetran yaralanma mevcut ise 20-30 saniye %70 alkol siiriilmesini takiben bol su ve
sabunla yikanmali ve 20-30 saniye kadar akan suyun altinda tutulmalidir. Profilaktik
ribavirin kullanim ile hastahigin Onlenebilecegine dair yayinlar mevcuttur [68, 106].
Ancak profilaktik ribavirin kullaniminin hastalifi 6nlemeyecegi, hastalifin baslamasin
geciktirecegini one siirenler de vardir [125]. Diinya Saghk Orgiitii (DSO) de KKKA'l1
hastayla temastan sonra ribavirin profilaksisini énermez ve ribavirinin bu endikasyon ile

kullanimim FDA’da onaylamanugtir [129].
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2.1.13.2. As

As1 1974 yilindan beri Bulgaristan’da yiiksek risk gruplarmda kullanilmaktadir.
Gozetim verileri; asinin kullanima girmesinden sonra bildirilmis KKKA olgularinin
sayisinda dort kat azalma gésterse de, aginin etkinlifine iliskin veri yayinlanmamugtir
[130]. Yakin zamanda, agl hazirlanmas: icin kullanilan KKKA viriisti suglari genetik
olarak belirlenmistir ve daha sonraki ¢alismalar icin temel olugturacag diistintilmektedir
[131]. Olast otoimmiin yamtlar nedeniyle sican beyni asilarimin kullanimina iligkin
endiseler mevcuttur, KKKA biiylik oranda kaynaklarim kisithi oldugu iilkelerde
bulunmaktadir ve aragtirmalar ¢ok yavastir [132].

2.1.14. Biyoterorizm ve Viral Kanamalh Atesler

Amerika Birlesik Devletleri’'nde Ulusal Allerji ve Enfeksiyon Hastaliklan
Enstitlisii tarafindan yapilan simiflandirmada kanamal: atesler A kategorisinde
degerlendirilmislerdir. Bu kanamali atesler, Arenaviriisler (Junin viriis, Machupo viriis,
Guanarito viriis, Lassa atesi viriisii), Bunyaviriisler (Hantaviriisler ve Rift Vadisi atesi),
Flaviviriisler (Dengue), Filoviriisler (Ebola ve Marburg) olarak belirtilmigtir. Ancak,
KKKA virlisti C kategorisinde simiflandiridmugtir. Tiim diinyada katogori C Oncelikli

patojen olarak bilinmektedir [133, 134].

Centers for Disease Control and Prevention (CDC)’nin potansiyel biyoterdrizm

listesinde KKKA, Rift Vadisi atesi ile birlikte B kategorisinde yer almaktadir [135].

Tiim Bunyaviridae viris ailesi, askeri operasyonlarda potansiyel etkili ajanlar
olarak kullanilabilirler [67]. KKKA viriisiiniin agisinin iiretilememesi, kolayca Kkiiltiire
alinabilmesi, insanlar arasinda kolay tasinabilmesi, saglik personelini yiiksek risk
alinda birakmasi, lokal epidemiler yan: swra nozokomiyal enfeksiyonlar
olusturabilmesi, onun biyolojik silah olarak kullanilabilme sansini ve Onemini

artirmaktadir [67].

2.2. KEMOKINLER

2.2.1. Kemokinlerin Tanim ve islevleri
Kemokin terimi; sitokin ve kemotaksis kelimelerinin birlesiminden tiiremis olup,

cok kiiclik molekiil agirlikli kemoatraktan regiilator proteinlerini tanimlamaktadir.
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Enflamasyonda ve enfeksiyonlara karsi konak¢i yamitinda I0kositlerin dokulara
yerlesimi 6nemli bir adimu teskil etmektedir. Patologlar 1kositlerin kandan dokuya
kapiller damar duvarindan gecerek ulagtiklarini ve enflamasyon olan dokuda
biriktiklerini biliyorlardi.“Diapedez™ olarak adlandirilan bu goglin amacinin bakteriyi
yakalamak, 6ldiirmek oldugu ve bagisiklik sistemi icin ne kadar énem tasidiim Elias
Metschinikoff bunu ortaya gikarana kadar bilinmiyordu. nterlékin-8 (IL-8)’in kesfi ile
kemokinlerin 16kosit go¢linde 6nemli bir yer tuttugu ortaya ¢ikmistir [136].

1992 yilinda I6kosit gogii, enfeksiyon hastaliklann ve enflamasyon,
anjiyogenezis, hematopoezis ve organogeneziste gérev alan bir grup sitokine

kemotaktik sitokinlerden esinlenerek “Kemokin™ ad: verilmistir [136].

Kemokinler farkli hiicre tiplerini aktive eden ve selektif olarak onlarla iligki
icerisinde olan bir polipeptid ailesidir. Kemokinler; 16kosit-endotelyal hiicre
iliskilerinde, T ve B hiicre olusumunda, enflamasyon, enfeksiyon, doku hasari, immiin
denetim, allerji, tolerans ve immiinitenin meydana gelmesinde, T-B hiicre iletisiminde
ve birincil immiin yamtin olusmasinda, kardiyovaskiiler hastaliklar ayrica malign
timor patofizyolojisinde etkin olmaktadirlar. Giinlimiize kadar yapilan c¢alismalarda
50’nin iizerinde kemokin molekiilii, 20 kadar kemokin reseptérii tanmmlanmustir [10, 11,
136].

Kemokinler, enflamasyonda ve homeostazda lokositlere ve kok hiicrelere
kemotaksi yaptiran sitokinlerdir [137]. Kemokinlerin 16kositlerle olan etkilesimi; iyon
akigi, transmembran potansiyeli, integrin aviditesi ve hiicrede sekil degisikliginin yani
sira lizozomal enzimlerin sekresyonu, siiperoksit anyonlarinin olugumu gibi birgok
hiicresel ve biyokimyasal tepkimelerin baglamasim saglar. Kemokinler; heparin
baglayan proteinlerdir ve l8kosit migrasyonunu diizenlemekte bunun yaninda
anjiyogenez ve 1okosit degraniilasyonu gibi siireclerin de gergeklesmesine yardimc
olmaktadirlar [136]. Kemokinler ayrica; dendritik hiicre fonksiyonlarinda, T hiicre
farklilagmas: ve fonksiyonlarinin saglanmasinda, efektér T hiicre cevabi ve inflamatnar
hastaliklarda, mukozal immiinitede, embriyolojik gelisimin diizenlenmesinde, lenf
organ gelisiminde, transplant rejeksiyonunda ve HIV-1 virlislinii de igeren cesitli
viriisler tarafindan konakg1 immiin cevabi baskilayan olaylarda rol oynamaktadirlar [10,

11, 136].
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2.2.2. Kemokinlerin Molekiiler Yapisi

Kemokinler 8-10 kilodalton (kDa) aguhginda, %20-70 oraninda aminoasit
dizilimlerinde homoloji gdsteren proteinlerdir. Kemokinler G-proteini ciftli reseptorler
ve yedi transmembran bd&lgeli (hidrofobik) reseptorler ailesindendir [138-140].
Yapilarinda bulunan sistein (cystein) rezidiilerinin bulundugu molekiiliin yerlesim
pozisyonlarina gére alt gruplara ayrilmaktadirlar [140].

Molekiildeki sistein (C) aminoasidinin konumuna gore; CXC, CC, XC, CX;5C ve
CX seklinde 5 alt gruba aynilirlar [141]. Tiim kemokinler; en azindan (¢ beta tabakasi
(B1-3) ve C-terminal alpha heliks yapisi agisindan benzerdir. Alfa (o) ve beta (f3)
kemokinler, yapilarinda 4 sistein bulundurmakta olup kemokinlerin en biiyiik grubunu

olusturmaktadirlar [142].

Alfa kemokinler, amino terminal ucundaki iki sistein arasinda bir amino asit
bulundugu igin CXC (Cysteine-X amino asit-Cysteine) kemokinleri olarak
adlandimmlirlar. Beta kemokinler ise ugtaki sisteinler yanyana olduklar igin CC-
kemokinler (Cysteine-Cysteine) olarak tanimlanirlar. Kemokin ailesinin hiicreler
tizerinde baglandiklarn 20 kadar kemokin reseptorii tammlanmistir. Kemokin
reseptorleri G-protein bagl tiirde hiicre ici sinyal ileten yapilardir. Kemokinlerin uygun
reseptdre baglanmasi sonucunda sinyal iletimi ile uyarilan hiicreler; doku zedelenmesi,
inflamasyon veya gerek goriilen bolgeye migrasyon yapmak lizere harekete gecerler

[11,12].

CXC kemokin ailesi olarak da bilinen alfa kemokin ailesinde N terminaline
yakin 2 sistein aminoasidi farkli bir aminoasit tarafindan ayrilmugtir. Bu kemokinin
kromozomu 4q12-21 iizerindedir. Bu grupta yalmzca SDF-loc (Stromal cell derived
factor) 10 kromozomundadir. Alfa kemokinler notrofillere etki ederken lenfositlere
kars1 etki gostermezler. CC kemokinlerde (beta kemokin) alfa kemokinlerden farkli
olarak N terminaline yakin 2 sisteini ayiran aminoasit yoktur. Beta kemokin geni 179
11.2-12 dedir. Sadece MIP-3p (Macrophage inflammatory protein) kromozomu 9°da,
MIP-30C/IMIP-3a (liver-and activation-regulated chemokine) da kromozom 2’dedir.
Beta kemokinler de kendi iginde iki alt gruba ayrilir. Monocyte chemoattractant protein
(MCP-5) ve eotaksin iceren MCP-eotaksin ailesi ve diger beta kemokinler olarak 2 alt

gruba aynlir. CC kemokinler ise genellikle notrofillere karsi etki gdstermezken;
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monosit, eozinofil, bazofil ve lenfositlere degisik derecelerde etki ederler [10, 11, 136].

C kemokin olarak adlandirilan Lenfotaktin tek sistein igerir, 1. kromozomda
1¢9.23 bolgesinde konumlanir, CX5C kemokin ise Fraktalkin veya Norotaktin olarak
adlandirilmaktadir ve geni 16, kromozomda konumlanmaktadir [136].

Alfa kemokinler N terminallerinde glutamikasit-l6sin-arjinin (Glu-Leu-Arg)
dizilimi gosterenler (ELR kemokinler) ve gdstermeyenler (non-ELR kemokinler) olarak
2 alt gruba aynliular. Glu-Leu-Arg diziliminin eksikligi nétrofillere karsi olan
etkilerinin zayif olmasina sebep olur. Bu grupta PF-4 (Platelet factor), IP-10 (Gamma
interferon inducible protein) ve MIG (Monokin induced by interferon gamma) yer alir.
PF-4'iin N terminali Glu-Leu-Arg olarak degisirse IL-8 reseptorlerine baglanabilir ve
noétrofillere kars1 giiclii etki gosterir [11]. Kemokinlerin bazilarinin hedef hiicreleri ve

biyolojik aktiviteleri tablo 2-2’de gésterilmistir [126].

Beta kemokinleri RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell
Expressed and Secreted) T memory hiicrelerinin bu kemokine en yiiksek afiniteyi
gostermesiyle birlikte; RANTES T memory hiicrelerinin, monositlerin, bazofillerin,
eozinofillerin, NK hiicrelerinin, dendritik hiicrelerin ve mast hiicrelerinin migrasyonunu

dilizenler [11].

RANTES sadece CCRS ile degil aym1 zamanda CCRI, CCR3 ve CCR4 gibi G-
proteini ile kenetli difer cesitli reseptorler ile etkileserek hiicre gogline aracilik eder.
RANTES fibroblastlar, T-lenfositler, monositler/makrofajlar ve epitelyal hiicreler
tarafindan, bir hiicresel hasar sinyali olan TNF-a veya T hiicre aktivasyonu gibi gesitli
faktorlerin uyarisindan sonra saatler icerisinde kisa siirede tiretilir. Ayrica HCV ve diger
viriisler de RANTES ekspresyonunu uyanr [10, 11, 136].
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Tablo 2.2. Kemokinler, hedef hiicreleri ve biyolojik aktiviteleri [10, 11]

CXC Kemokin

ELR

IL-§

Notrofil, T lenfosit, bazofil, endotel
hiicresi

Kemotaksis, adezyon, siiperoksit, histamin
ve graniil sahimimi, mitogenezis,
anjiogenezis

GRO-a (MGSA)

No&trofil, endotel hiicresi, melanosit

Kemotaksis, adezyon, anjiogenezis,
aktivasyon

GRO-p (MIP-2 a)

N&trofil, endotel hiicresi

Kemotaksis, adezyon, anjiogenezis,
aktivasyon

GRO-y (MIP-2 p)

Notrofil, endotel hiicresi

Kemotaksis, adezyon, anjiogenezis,
aktivasyon

ENA-78 Ntrofil Kemotaksis, aktivasyon
GCP-2 Notrofil Kemotaksis
CTPA-III Fibroblast Kemotaksis
B-Tromboglobulin Fibroblast Kemotaksis
NAP-2 Nétrofil Kemotaksis

Non-ELR

Platelet factor-4

Fibroblast, endotel hiicresi, aktive T
lenfosit

Kemotaksis, anjiogenez inhibisyonu

1pP-10 endotel hiicresi, NK hiicresi Kemotaksis, sitolitik aktivite, anjiogenez
inhibisyonu

MIG Aktive T lenfosit Kemotaksis

SDF-1a T lenfosit, CD34(+) progenitdr, B Kemotaksis
Ienfosit

CC Kemokin

MCP-1 Monosit, memory-T lenfosit, bazofil, | Kemotaksis, adezyon, siiperoksit, histamin
NXK hiicresi, hematopoietik salinim
progenitdrler, dentritik hiicre

MCP-2 Monosit, memory-T lenfosit, Lékotrien sentezi, arasidonik asit
eozinofil, bazofil, NK hiicresi aktivasyonu, histamin salinim

MCP-3 Monosit, memory-T lenfosit, Kemotaksis, aragidonik asit aktivasyonu,
eozinofil, bazofil, NK hiicresi, histamin salinimi
dentritik hiicre

MCP-4 Monosit, T lenfosit, eozinofil Kemotaksis

MIP-1a Mongsit, T lenfosit, NK hiicresi, Kemotaksis, adezyon, kollojenaz, histarmnin
bazofil, eozinofil, dentritik hiicre, ve katyonik protein salinimi, timor
hematopoietik progenitirler sitotoksisitesi

MIP-1p Monosit, T lenfosit, dentritik hiicre, Kemotaksis, adezyon, anjiogenez
hematopoietik progenitérler inhibisyonu

RANTES Memory T lenfosit, NK hijcresi, Kemotaksis, adezyon, histamin ve katyonik
bazofil, eozinofil, dentritik hiicre, protein salinim

Eotaksin Eozinofil Kemotaksis
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2.2.3. Kemokin Reseptorleri

Kemokinler; hedef hiicreler tizerindeki spesifik G-protein eslesmeli hiicre yiizey
reseptorlerine baglanarak hiicre i¢i sinyali baslatirlar, akabinde de hiicre migrasyonu ve
aktivasyonunun indiiklenmesine neden olurlar. Hiicre gdgii ve aktivasyonu igin bu
molekiillerin  hiicre {izerindeki ©Ozgiil reseptorlere baglanmasi gerekir. Kemokin
reseptorier; kemokin denilen kiiciik peptidleri baglayan hiicre yiizey proteinleridir, Tiim
kemokin reseptorleri membran bagimli molekiiller olup yapilarinda 7- transmembran
domainleri bulunmaktadir ve G-proteinleri ile ciftler olusturmaktadir. Kemokin
reseptorleri, (G-proteini eglesmis) proteinler olup lokositler ve diger bazi hiicreler
izerinde eksprese olmaktadirlar. Glniimiizde insan genomunda bilinen 23 kemokin
reseptorii tammlanmugtir [10, 141, 143].

Kemokin reseptorler, bagladiklar: kemokin ligandlarina gore simiflandirilirlar:
CC, CXC ya da her ikisi. Bazi reseptorler ligand baglama agisindan secici iken,
bazilarinin boyle bir 6zelligi yoktur. Reseptorler hematopoietik ve diger hiicrelerde
genis oranda dagilim g&stermiglerdir. Cesitli insan kemokin reseptérleri gen dizileri ve
drettikleri protein yapilarinin benzerlifine goére siniflara ayrilmugtir. Kemokin
reseptorlerinden baziarinin ligand iligkisi tablo 2-3’de gosterilmistir. CC ya da beta
kemokin reseptorler heterotrimerik GTP-baglayan protein baglantili reseptor ailesinde
bulunurlar. Reseptorlerin hiicre i¢i kisimlart hiicre sinyalinde gdrev alirken, hiicre dist
kisimlar ise kemokin baglamada rol iistlenirler. Reseptor ligand etkilesimine G-protein
baglantihi etkilesimler aracilik yapar [141, 144].

Bugiine kadar 7 tane CXC (CXCR1- CXCR7), 10 tane CC (CCRI- CCRI0)ve 1
adet de CX3C (CX3CR) kemokin reseptorii tammlanmugtir [143]. Bazi reseptérler tek
bir hiicrede yogunlasmigken (CXCRI siklikla ndtrofilde); diZer reseptorler farkli
hiicrelerde goriiliirler (CCR2 monosit, T lenfosit, NK hiicre, dendritik hiicre ve
bazofilde). CCRI ve CCR2 bzellikle monositlerde bulunurken; sadece IL-2 uyarimindan
sonra lenfositlerde belirir {10, 145].
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Tablo 2.3. Kemokin reseptdr —ligand iligkisi [10, 11, 141, 143]

[cXC Reseptor
CXCRIIL CXCL5, CXCL8, CXCL6
CXCR2 IL-8, GRO-0,, GRO-, GRO-y, NAP-2, CXCLI1, CXCL2
CXCR3 IP-10, MIG, CXCL4,CXCL9
CXCR4 SDF-1a, CXCL12
CC Resepttr
CCR1 MIP-lo, RANTES, MCP-3, CCL7, CCL5
CCR2 MCP-1, MCP-3, MCP-5, CCL8, CCL2
CCR3 Eotaksin, RANTES, MCP-2, MCP-3, MCP-4, CCL4, CCL13
CCR4 MIP-1 o, RANTES, MCP-1, TARC, CCL12, CCL22
CCRS5 MIP-1 o, MIP-1 B, RANTES, CCL14, CCL15, CCL16
CCR6 MIP-30/ LARC, CCL20
CCR7 MIP-33/ ELC, CCL19, CCL21

Bircok kemokin resepttrii birden fazla kemokinle baglanmaktaysa da CC
reseptorleri sadece CC kemokinleri, CXC reseptorleri de CXC kemokinlerini
baglamaktadir. Bu reseptor-ligand simirlilifn muhtemelen primer, sekonder ve tersiyer
yapilari benzer ancak kuaterner yapilari birbirinden farkli olan CC ve CXC
kemokinlerin yapisal farklilifindan kaynaklanmaktadir [10, 11, 136, 146].

Bazi kemokin reseptorleri de noronlar, astrositler, epitelyél hiicreler ve
endotelyal hiicreler gibi non-hematopoietik hiicreler iizerinde eksprese olmaktadirar.
Bu bilgiler kemokin sisteminin l6kosit kemotaksisi disinda diger 6nemli gérevlerinin de
bulundugunu gostermektedir {136]. Kemokinler iki tip sinyal olusturmayan molekiille
etkilesime girmektedir. Birincisi, eritrosit kemokin reseptdr ve DARC (Duffy antigen
receptor for kemokin) dir. Bu reseptdriin goérevinin CC ve CXC kemokinleri
dolasimdan uzaklastirmak oldugu diistiniilmektedir. Ikinci tipi ise heparin siilfat
proteoglikan grubu molekiillerdir. Heperan siilfat proteoglikanlar ekstraseliiler matrikste

ve endotelyal hiicre yiizeyinde kemokinleri tutar ve bdlgesel bir yogunluk farki
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olusturarak kemokin salinimina neden olur [10, 11, 136].

2.2.3.1. CC- Kemokin Reseptor 5 (CCRS5)

CCR5 yapisal geni 3. kromozomda 3p21.3 bolgesinde c¢esitli kemokin
reseptorleri kodlayan bir grup genin arasinda yer alir (3p21-3p24). CCR5 geni 352
aminoasitlik diziye sahip olup molekiiler kiitlesi 40.600 daltondur (ekil 2.7) [13, 14].

DT
)
I -
Ly g AP
AT Y s TEPNE s
i ¥ LF,
R ¢ :
ol
v Lk 5 ) 0
5 &
" 3 2 i
> 5 £
Qq;b_l . G- var W p <k
(O . )
aulL ?}? i . S e
- N Lo M
SR e W
et ok avh AT b o
ey R D
L, . L] e
R PR s
ﬁl\ N 57y ’ﬁ‘: " gt
1oy 212 he o +
4 i 9 ol
v t :
s ¥ 1
(% " LX - GG3 G
) £ 3
L
7 VOO MWLV L R
’ .
SN TN,
o T
5.
ANy, -
NN Xy <o
)

Sekil 2.7. CC kemokin reseptér 5 (CCRS) proteininin yapist ve aminoasit dizisinin
organizasyonu [13, 14]

CCRS5 proteininin aminoasit dizisi analizinde; G protein ¢iftli reseptér (GPRC)
ailesine iiye yedi tane hidrofobik aminoasit grubunun aralikli yedi transmembran (alfa
sarmalina uygun) bir yapida (yedi transmembran bolgeli reseptor ailesi tiyesi),
ckstraseliiler amino ucu ve intraseliiler karboksil ucuna sahip oldugu goriilmiigtiir [13,
147, 148].

CCRS5 dort ekzon ve iki intron bdélge icermektedir. Ekzon 2 ve ekzon 3
devamlidir, intronlar tarafindan kesilmez (Sekil 2.8) [149].
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Sekil 2.8. CCR5 geninde intron ve ekzonlar [149]
Tablo 2.4. CCR5 genine ait baz dizisi (Kaynak: NCBI)

1 CTTCAGATAG ATTATATCTG GAGTGRAGAA TCCTGCCACC TATGTATCTG GCATAGTgtg
Ekzon 1

61 agtcctcata aatgcttact ggtttgaagg gcaacaaaat agtgaacaga gtgaaaatcc

121 ccactaagat cctgggtcca gaaaaagatg ggaaacctgt ttagctecace cgtgagccca

421 ttgaaaagce ctgtgatett gtacaaatca tttgettett ggatagtaat ttettttact
481 aaaatatggg cttttgacta gatgaatgta aatgttcette tagctctgat atcctttatt
541 ctttatattt tctaacaghTﬁTCTGTGTAGTiGGGATGAGCAr ] A7 “";ACAAAATAAT
601 [CCAGTGAGAR, ADGH : : T el
661
721
781

g41 @ agtaacctcet cagetgettg gectgttagt tagcecttctga gatgagtaaa

Ekzon 3
901 agactttaca ggaaaceccat agaagacatt tggcaaacac caagtgctca tacaattatc

2641 gtaggcaatt aaaaacctat tgatgtataa aacagtttge atteca
2701 tacattcectag gactttataa aagatcactt tttatttatg cacag

2761
2821
2881 |
2941 {
3001 |
3061 {
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Tablo 2.4°{in devami

3121
3181
3301 §G TCAGTATCAA TTCTGGAAGA ATTTCCAGAC

A32 —

3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781

ORI Bélgesi
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
2921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001

g

= 0o
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CCR5 yiizey reseptoriiniin yogun olarak bulundugu hticreler:

e T hiicreleri, eozinofil, bazofil, platalet, birincil ve ikincil lenfoid organlarda,

e Lenfosit, monosit/makrofaj alt gruplar iizerinde,

o Merkezi sinir sistemindeki hiicrelerde (néronlarda, astrositlerde, dendritlerde,
mikrogliada),

e Epitelyumda, endotelyumda,

e Vaskiiler diiz kaslarda,

o Fibroblastlarda,

o FErken plasentadaki trofoblastik hiicrelerde,
o Epidernal langerhans hiicrelerinde,

o Hematopoetik kok hiicrelerde eksprese olur.

Ek olarak; CCR5 geninin immiin sistem elemanlarindan T yardimc: hiicrelerin

aktivasyon mekanizmasi ile de iligkili oldugu bilinmektedir [150-152].
2.2.4. Enfeksiyon Hastaliklarinda Kemokinlerin Rolii

Kemokin reseptorleri iki Oonemli insan patojeni i¢in koreseptor tasir. HIV;
lenfosit ve makrofajlardaki CXCR4 ve CCR5 kemokin reseptorlerine, Plasmodium (P1)
ise vivax eritrositler {izerindeki DARC kemokin reseptdriine baglanir. Bu reseptorler
hiicreye girise aracilik ederek viral tropizmi belirler. HIV baslangicta virionu saran
glikoprotein gp 120/41 ile en azindan 2 hiicresel reseptér (CD4 molekiilii ve kemokin
reseptorti) ile iletisime girer. HIV-1'in makrofaj tropik susu (M-tropik sus) CCRS
kemokin resptdriinii kullanir. T tropik sus ise; T hiicrede bulunan CXCR4 reseptériine,
az bir kismu da CCRS5'e baglanir. RANTES, MIP-1a ve MIP-1b CCR5 resepttriiyle
etkilesime girerek HIV-1’in M ve T tropik suslarinin hiicreye girigine engel olurlar.
CCRS5 geninde 32 baz ¢ift delesyonu icin homozigot olan bireyler HIV-1 enfeksiyonuna
direncli olurken, heterozigot olan bireylerde ise hastalik ilerleyici seyretmez ve firsatgi
enfeksiyonlara kargt koruyucudur. Ayrica koreseptér olarak nadiren kullanilan
CCR2’deki allellik varyanti ve SDF-1 beta geninde de mutasyonu olan kisilerde
AIDS’in ilerlemesi gecikmistir. CCR2 mutasyonu CCR5 promotor mutasyonu ile
birlikte olabilir; bu durumda enfeksiyona karsi koruyucudur [153, 154, 155].

Bunlarin yami stra, tiiberkiilozlu hastalarin akcigerlerinde muhtemel bronko
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alveoler makrofajlardan salinan kemokinler goriilmiistiir. Bakteriyel menenjitte monosit
ve notrofiller dokuya gecerken, viral menenjitte bu hiicrelerin yerini monosit ve

lenfositler alir. Bakteriyel menenjitte; IL-8, GRO-alfa, MCP-1, MIP-1

alfa ve IP-10 gibi kemokinler artnus olup, bu artis mononiikleer hiicre miktar ile
iligkilidir [153, 156].

Bu arastirmalar bize kemokinlerin bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlara

kars1 konak direncinde dnemli bir rol Gistlendigini kamitlamaktadir.
2.2.5. Polimorfizm ve Tanimi

Poli ve morfizmos kelimelerinden olusan polimorfizm, eski Yunanca’da ¢ok
sekillilik anlamina gelmektedir. Polimorfizm, herhangi bir populasyonda bir olgu ile
ilgili (fenotipik, biyokimyasal, genetik vb.) iki veya daha fazla varyasyonun bulunmasi
durumudur. Polimorfizm; tiim birey diizeyinde (fenotip), proteinlerin ve kan grubu
bilesiklerinin varyant formlarinda (biyokimyasal polimorfizm), kromozomlarin
morfolojik ozelliklerinde (kromozomal polimorfizm), DNA diizeyinde niikleotid

farliliklar1 (DNA polimorfizmi) seklinde olusabilir [157, 158].

Genetik polimorfizm; bir gen veya DNA bolgesinde birden fazla varyasyonun,
yani allelin bulunmasi olgusudur. Polimorfizmlere bir veya daha fazla bazin diziye
katilmas: (insersiyon), diziden baz eksilmesi (delesyon) veya bir bazin digeri ile yer
degistirmesi (substitlisyon) gibi bir ¢ok neden yol acabilir. Polimorfizmin farkli
habitatlarda adaptasyon imkani saglayan allellere yonelik baskidan dolay: ortaya ¢iktig:
distiniilmektedir. Bir degisikligin polimorfizm olarak adlandirilmas: icin bir hastalik
nedeni olmamast ve populasyondaki sikliginin %1°den daha fazla olmas: gerekir [157,
158].

2.2.5.1. CCR5 A32 Mutasyonu

Bazi bireylerin CCR5 geninde gozlenen polimorfizmler enfeksiyonun ve
hastalifin seyrini belirlerler. Literatiirdeki bir¢ok ¢alismada, CCRS5 geninde goriilen
farkli polimorfizmlerin HIV/AIDS ile iliskisi belirlenmistir [159, 160].

CCR5 geninde tammlanmig mutasyonlardan 32 baz ¢iftlik bir kayiptan
kaynaklanan A32 delesyonu, HIV’e diren¢ saglama konusundaki en Onemli
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mutasyondur. Yapilan bir ¢alismada, HIV-1 pozitif olduklar saptanan kisilerle, higbir
koruma 6nlemi almadan birgok kez cinsel iliskiye girmis fakat hastaliga yakalanmamms
iki kisi calisgilmustir. Aragtirmacilar ¢alisilan bu iki kisinin CCR5 genlerinin kodlama
bélgesinde 32 baz ciftlik bir delesyon agisindan homozigot olduklarini saptamuslardir
[14]. Delesyon nedeniyle, kodlanan protein oldukca kisa ve fonksiyonsuzdur. Aym
mutant alleli bagka bir calisma grubu da bu arastirmacilardan bagimsiz olarak
bulmuslardir [144].

CCRS5 yapisal geninin kodlama bdlgesindeki yaygin genetik varyant, bas kismu
kesilmis bir protein olusturmak icin agik okuma cercevesi degisen 32 baz ciftinin
(CCR5 A32) delesyonunu kapsar. Ikinci eksternal ilmek kodlayan acik okuma
cergevesinde (ORF) olugan bu eksilme, 185. amino asitte stop kodon ve 3. ekstraseliiler
bélgede bir cerceve kaymasina yol acar. Bu durumda hficre zarinda yer almayan
tamamen fonksiyonsuz bir protein kodlanir ve reseptdr ekspresyonu engellenmis olur.
Bu protein, mutasyon agisindan homozigot bireylerde hiicre yiizeyine yerlesemez.
Kusurlu olan CCR5 A32 gen iiriinli endoplazmik retikulumda yabanil tip CCRS igeren
oligomerler seklinde olabilir ve bundan dolayn CCR5/A32 heterozigotlarda hiicre
yiizeylerindeki CCR5’in %50’den fazlasim1 kaybetmesi miimkiindiir. A32 delesyonu,
HIV-1 enfeksiyonu icin &énemli olan yardimei reseptdr aktivitesinin yok olmasina neden
olur ve bu durumda HIV-1 enfeksiyonuna karsi bir direng olusur. CCR5 A32
mutasyonunun homozigot goriildiigii kisilerde herhangi bir immiinolojik ve biyolojik

degisim ya da klinik bir belirti saptanmamugtir [13, 14].

Birgok arastirmada CCR5 geni cesitli hastalik gruplanyla iligkilendirilmeye
calipllmigtir. CCRS5 geninin romatoid artrite, vitiligoya, multiple sklerozis, iltihapl
bagirsak hastaliklarina, Alzheimer’da da beyin lezyonlarindaki mikroglial hiicrelere,
HIV-1 ensefalitine, astima, sedef hastalifina, bakteriyel menenjite, damar tikanikligina,
metastatik melanomaya, renal transplantasyon reddine, parkinsona, g&giis kanserine,
hipertansiyona, bruselloza, orak hiicre anemisine ve Chagas hastalifina kargi direng
olugturup olusturmadig: aragtirilmgtir [149, 161-168]. Ayrica CCRS5 A32 genotipindeki
kisilerin non- Hodgkin’s B hiicre habis ve AIDS ile iliskili lenfoma tiimérlerine, HIV-1
ve HIV-2 enfeksiyonuna, Hepatit C, yetigkin sitomegaloviriis (CMV), HIV-1 hastalik
gelisimi, koroner arter hastaliklari, pediatrik astim, Crohn’s hastaliklarina karst direncli

olduklar1 yapilan aragtirmalarda saptanmustir [167].
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Hiitter ve arkadaglari, CCR5 A32 delesyonun bagisiklik sistemi ve inflamasyon
lizerine olan etkilerini incelemislerdir. CCR5’in dogal islevi tam olarak
anlasilamarmstir. Bu delesyonun T hiicrelerininin inflamasyondaki yanitlarinda bir
degisiklife neden oldugu tahmin edilmektedir. Bu caligmada Graft Versus Host
hastalif1 gelisiminde ve immiin bagisiklik yanitinda yer alan kritik genlerin CCRS ile
iligkisine bakilmustir. Caligmada CCR5 A32 delesyonunu belirlemek icin 19 saglikhi
goniillit kisilerin kemik ilifinden kokenli CCD34+ hemotopoetik &nciil (progenitor)
hiicreler calistlmugtir. Calismalarinda 11 farkli genin global gen ekspresyonuna gére
analizlerini yaprmuslardir. Yapilan global gen ekspresyonu analizlerine gbre 6 genin
(LRGI, CXCR2, CCRL2, CD6, CD7, WD ve CD30L) bagisiklik yanit mekanizmasi ile
baglantili oldugu bulunmugtur, Bu 6 genin ifadesi ile CCR5 A32 mutasyonunun iligkili
olabilecegi tespit edilmistir. Bu verilere dayanilarak CCR5 A32 mutasyonunun farkla
gen eskpresyonlar ile iliskili ve immiin yanitlarinin olugmasinda kritik bir role sahip

oldugunu gostermislerdir [15].

Rouhou ve arkadaslan tarafindan yapilan ¢calismada HCV enfeksiyonlu Tunuslu
hemodiyaliz hastalarinda kemokin ve kemokin reseptorlerinin  polimorfizmi
incelenmistir (CCR5 A32, CCR5(-59029) A/G (Adenin/Guanin), CCR2 (64Ile). Bu
hastalar HCV RNA’s1 pozitif olan (n=73) ve kendilifinden viriisiin etkisinden
kurtulmus olan (n=23) iki grup seklinde aymlmistir. Kontrol grubu ile
karsilastinildiginda HCV ile enfekte olmus hastalarda, CCR2 (64lle) ve CCR5 A
allellerinin frekansinin Snemli ol¢tide arttigi gosterilmistir. Calisma ile HCV’nin direng
ve netlik kazanmasinda kemokin polimorfizminin énemli bir rolii oldugu belirlenmistir

[19].

Literatiirde incelenebildigi kadar ile daha dnce KKKA hastaliginin CCR5 gen
mutasyonu ile iliskisini inceleyen herhangi bir yayin bulunamamistir. Bu ¢alismada
CCR5 geninin viral enfeksiyonlardaki onemi ve ayrica CCR5 A32 mutasyonunun
KKKAV gibi bir RNA viriisti olan HIV’nin klirensi ile yiiksek iliskisi gz Oniine
alinarak KKKA hastalifinin klinigi ve prognozu ile CCR5 gen mutasyonu arasinda bir

iliski olup olmadig: degerlendirilmek istenmisgtir.
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3.  GEREC ve YONTEM

3.1. CALISMADA KULLANILAN ARAC ve GERECLER

3.1.1. Aletler ve Cihazlar

PZR Cihazi (Termal Cycler) (Techne, TC 4000, TC 412)
Elektroforez Tanki (Cleaver Scientific, MSCHOICE)
Elektroforez Gii¢ Kayna@: (Thermo Scientific, EC 300 x L)
Jel Goriintiileme Sistemi (QUANTUM-ST4, 1000/20M- 09200806)
Bilgisayar (Exper, Intelcore2)
Manyetik Karigtirici (Velp Scientifica, F20520162)
Mikrodalga Firin (Argelik Intellowave, MD 554)
Hassas Terazi (Kern, ABJ 220-4M)
Mikrosantriftij (Mikro 120, Hettich Zentrifugen D- 78 532n)

. Vorteks (Velp Scientifica; F20220176)

. Mikropipet Seti (Thermo Scientific }

. Ettiv (Memmert, Beschickung-Loading 100- 800 )

. Otoklav (HMC Hirayama, HV-25L)

. Buzdolabi (Vestel, BZP-L3302W)

. pH metre (IHANNA, 507702)

R T o N

e e e e e T
[ T =)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific, Lot: 00143211 )
2. 10x PCR Buffer (Invitrogen, Lot: YD1BB1b)

3. Primerler CCR5 (A32) F (Invitrogen)

CCR5 (A32) R (Invitrogen)

Agaroz (Invitrogen, Lot: 0000230689)

MgClz (Invitrogen, Lot: yd6B1a)

pUC mix marker (Femantas Lot: 00052038)

Loading dye Buffer Blue (Solis Biodyne, Lot: 0LB0054)
100 mM dNTP set (Sigma- Aldnch, Lot: 040M6042)

. Trisma Base (Amresco, Lot: 1621726)

10. Borik Asit (Amresco, Lot: 111110625)

R A s
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11. EDTA (Amresco, Lot: 3228B038)
12. Ethidium Bromide (Serva, 090107)
13. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel-de Haen, Lot: 70440 UN 1823)

3.1.3. Kullanilan Soliisyonlar ve Tamponlar
3.1.3.1. EDTA Soliisyonu (0.5 M)} hazirlamsi

18.16 g Na,EDTAX2H,0O 80 ml distile su igerisinde manyetik karstiric ile
karigtirildi. Coziilmenin clugabilmesi icin 2.0 g NaOH karisma eklendi (pH: 8.0 olacak).
pH ayarlamasi HCI ile yapildi ve 100 ml'ye tamamlandi (distile su ile). Hazirlanan
EDTA soliisyonu, otoklavlanmip oda sicaklifinda saklandi.

3.1.3.2. SXTBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu

54 g Trisma Base, 27.5 g Borik Asit ve 20 ml EDTA 500 ml distile su igerisinde
manyetik karistiricr ile karistinldi. Homojen olunca distile su ile 1 litreye tamamlanarak

coziildi. Cozelti oda isisinda saklandi.
3.1.3.3. Etidyum Bromiir soliisyonu (10mg/ml)

0.1 g Etidyum Bromiir 10 ml distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik
kanigtiricida kanstirildi. Kullanilacak tiipler aliiminyum folyo ile kaplandi. Hazirlanan

soliisyon +4 °C’de saklandi.
3.1.3.4. Elektroforez yiiriitme tamponu

5XTBE tamponundan distile su ile seyreltilerek 1XTBE hazirlandi.
3.1.3.5. %2.5’lik agaroz jel (100 ml)

2.5 g agaroz, 100 ml 1XTBE ile erlenmayer icerisinde karnistirilip mikrodalga
firinda 1.5 dakika 1sitildi. Hafif sofumasi beklenerek (yaklasik 60 °C) 3ul Etidyum
Bromiir (10 mg/ml) eklenip hizli bir gekilde iyice karistirildi ve yilikleme yapilacak

taraklar1 hazirlanmis olan kasete dokiildii.
3.1.3.6. ANTP cahisma soliisyonu: (5 mM stok cozeltisi icin)

100 mM Adenin, Timin, Guanin, Sitozin niikleotidlerinin her birinden 25 pl
aliarak 25 mM’lik 100 pl ANTP ara stogu hazirlanir. 25 mM ara stoktan 50 ul alinarak
200 pl distile su ile karigtirllarak 5 mM'lik dNTP ¢alisma soliisyonu hazirlanir.
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3.1.3.7. Primer stoklarmn hazirlanmasi

Forward primeri: 200 pmol ana stoktan galisma soliisyonu, konsantrasyonu 20

pmol/pl olacak sekilde 180 pl distile suya 20 pl forward primeri eklenerek son hacim
200 pl olacak sekilde hazirlands.

Reverse primeri: 200 pmol ana stoktan calisma soliisyonu, konsantrasyonu 20

pmol/pl olacak sekilde 180 pl distile suya 20 ul reverse primeri eklenerek son hacim
200 pl olacak sekilde hazirlandi.

3.2. CALISMA GRUBU

3.2.1. Hasta Grubu

Gaziosmanpaga Universitesi Tip Fakiiltesi, Saghk Hizmetleri Uygulama ve
Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji klinigine Temmuz
2013-Agustos 2014 tarihleri arasinda KKKA oOn tanisi ile yatirilarak takip ve tedavi
edilmis hastalardan KKKA kesin tanist konmus 133 eriskin hasta calismamiza
alinmigtir. Kanlan Tiirkiye Halk Sagligi Referans Viroloji laboratuvarina gonderilen ve
RT-PZR yotntemi ile KKKA viriis RNA’s1 pozitif bulunan hastalar kesin KKKA olarak

kabul edilmisgtir.
3.2.2. Cahsma Gruplarinin Tanimlanmasi

Hastalar klinik prognozu agir ve hafif seyredenler seklinde 2 gruba ayrildigi
gibi, Ergoniil ve arkadaslar: ile Swanepoel ve arkadaglarinin kétii prognoz kriterlerini
belirttifi caligmalarindaki gibi (AST>700, ALT>900 U/L, aktive PTT 60 saniye veya
daha uzun, trombosit sayis1 20.000/ml veya daha altinda) ciddi pronoza sahip olanlar ve
olmayanlar seklinde de 2 gruba ayrilmistir. Hastaligin prognozu ile belirlenen bu 4
kritere bakilarak hastalar; hastalifin siddetine gore agir ve hafif seyredenler seklinde
ayrilmigtir. Bu 4 kriterden {igli parametredeki degerlere gére yliksek ve trombosit sayis:

20.000/ml alt1 ise agir, degil ise hafif seyreden seklinde ayrilmigtir (Tablo 3-1).
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Tablo 3.1. Swanepoel ve Ergdniil’lin ¢aligmalarinda belirledikleri hastalik prognoz

diizeylerinin siniflandirilmasinda kullanilan kriterler [92, 94]

<20.000 >20.000
>900 <900
>700 <700
>60 <60
pozitif pozitif

3.2.3. Etik Kurul Izni ve Bilgilendirilmis Onam

Arastirmaya katilan tlim bireylere arastirma ile ilgili ayrintili bilgi verilmis ve
onam formu kan Ornegi alinmadan Once imzalatimustir. Calisma Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Etik Kurulu tarafindan
2013-15 sayil toplantisinda goriigiilmiigtiir. 08/07/2013 tarih ve 13-KAEK-170 proje

nosuyla onaylanmustir.

3.2.4. Orneklerin alinmasi

Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 klinigine basvuran, KKKA ©6n tamli caligmaya alinan
hastalardan yatig: takiben gerekli form ve izin belgeleri doldurulup imzalandiktan sonra
DNA (Deoksiriboniikleit asit) ekstraksiyon islemi yapilmak iizere, rutin tetkikler
sirasinda alinan kanlardan arta kalan kisimlar -20 °C’de derin dondurucuda galigma

yapilincaya kadar saklanmigtr.
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33. YONTEM

3.3.1. Genomik DNA Izolasyonu

Bu caligmada, Gaziosmanpasa Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Enfeksiyon Hataliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji klinigine KKKA ¢n tanisi ile birbiri ard:
sira yatan ve kesin KKKA tanisi almig olan hastalardan rutin tetkikler sirasinda alinan
kanlardan arta kalan kisimlar kullamilarak, hizmet alimi kapsaminda biyogiivenlik
kabini olan biyomedikal bir girket tarafindan Atlas Biyoteknoloji firmas: aracilifiyla

DNA izolasyonu yapilmustir.

3.3.2. DNA’mn Kalitatif Tayini

2 g agaroz 100 ml 1XTBE icerisinde kaynatilarak ¢ozlindii, 60 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra 3 ul EtBr (10 mg/ml) eklendi. Sivi haldeki jel, taraklar
yerlegtirilmis olan agaroz jel elekiroforez kabina dokiilerek donmaya birakildi. 1-2 pl
DNA, toplam hacim 4 pl olacak sekilde 10X yiikleme tamponu ile karigtinlarak jele
yiiklendi. Ornekler 1XTBE tamponu icerisinde, 120 voltta (V) 15 dakika yiiriitiildiikten

sonra jel, UV altinda incelendi ve genomik DNA’nin kalitesi analiz edildi.

3.3.3. DNA’nm Kantitatif Tayini
Cift =zincirli DNA preparasyonlarinin  yaklasgik saflign 260/280 nm’deki
absorbanslarin oraniyla (A260/A280) belirlemek miimkiindiir.

Saf cift zincirli DNA icin A260/A280 =1.8’dir. Saf RNA’'ninki 2 civarinda,
proteininki de 1’den kiiciiktiir. DNA’larin derisimleri, 260 nm dalga boyunda okunan
OD degerinin, sulandirma katsayisi ve DNA katsayis: ile ¢arpilmasi sonucu pg/ml

cinsinden belirlendi.
DNA (ug/ml) = A260 X Sulandirma orani X 50 (katsay1)

3.4. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PZR) TEKNIGi

Polimeraz Zincir Reaksiyounu (PZR), yapay oligonikieotitler kullanilarak,
uygun kosullar altinda in vitro ortamda hedef bélgenin gogaltilmasidir. Diger bir ifade
ile DNA replikasyonunun in vitro ortamda gerceklesmesidir. PZR dongiisii sirasiyla,
DNA ¢ift zincirinin 1siyla birbirinden aynlmasi (94 °C  Denatiirasyon),

oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmas: (Hibridasyon 55-60 °C) ve zincirin yeni
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cift zincirli DNA’lar olusturacak sekilde uzamasi (Polimerizasyon 72 °C) agamalarindan
meydana gelir. PZR karisimi igin kullanilan malzemeler sunlardir:

Kalip DNA: Genomik DNA'’lar, plazmid, faj DNA’s1 ya da herhangi bir DNA
par¢asi kullanilabilir.

Polimerazlar: dNTP’ler (serbest niikleotidler) kullanilarak calisilan hedef
dizisinin sentezini katalizlerler. Cesitli tiirleri olsada siklikla Thermus aquaticus’tan
elde edilen Tag DNA polimerazlar kullanilir.

Primerler: Kalip DNA'nin sentezi icin baglangic noktasini olusturan genellikle
18-25 niikleotit uzunlugundaki sentetik oligoniikleotitlerdir.

dNTP: Deoksiriboniikleozid trifosfat olarak adlandirilan dNTP’ler (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) primerden sonra zincirin uzamasi igin kullanilir.

Tamponlar ve MgCl,. Reaksiyon esnasinda enzimin aktivitesini arttirmak igin
kullanilir.

dH,O (distile su): Optimum konsantrasyon degerlerinin elde edilmesi i¢in

kullamlir [169, 170].

3.5. ELEKTROFOREZ TEKNIiGi

Sulu bir c¢ozelti icinde, siispanse ya da cOziinmis kiiciik elektrik yiikld
parcaciklarin, uygulanan bir elektrik alaninin etkisi ile goi¢ etmesi siirecine elektroforez
denir. Agaroz, deniz yosunundan iretilen bir polisakkarittir. %0.5-2 arasindaki
konsantrasyonlarda sulu ¢tzeltilerle ¢oziildliftinde kat1 bir jel olusturur. Elektroforez
icin kullamlan agaroz, bakteriyel kiiltlir plaklar: yapmada kullanilan agarin saflagtirilmuis
formudur [171].

3.6. CCR5 A32 GEN MUTASYONUNUN ANALIZI
CCR5 gen mutasyonunun belirflenmesi igin kullamilan primerler, PZR

karisimlart ve amplifikasyon sicakliklart agagida verilmigtir.

3.6.1. CCR5 A32 Gen Mutasyonu
CCR35 geninin A32 bdlgesindeki delesyonu belirlemek igin yapilan PZR’lerde,
hedef gen bolgelerine 6zgiin olarak kullanilan primerler, PZR kanisimlar: ve ¢ogalma

sicaklan sirasiyla Tablo 3-2, Tablo 3-3 ve Tablo 3-4’te gosterilmektedir.
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Tablo 3.2. CCRS5 geninin A32 bélgesindeki mutasyonun analizinde kullanilan primerler

| S'CTCCCAGGAATCATCTTTACC-3"
TS TCATTTCGACACCGAAGCAG 3

Tablo 3.3, CCRS5 geni A32 bolgesindeki mutasyonun belirlenmesinde kullanilan PZR
karigimi.

| Steril bidistile Su 15.3 ul

| PZR tamponu 2.5 ul

| MgCl, (50 mM) 2 ul

dNTP Mix (5 mM) 1ul

Forward primeri CCR5 (A32) F

1pl
20 pmol/ul)
Reverse primeri CCR5 (A32) R
1l
20 pmol/pl)
Taq Polimeraz (5 u/pl) 0.2l
Genomik DNA 2ul
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Tablo 3.4. CCR5 geni A32 boblgesindeki mutasyonun belirlenmesinde kullanilan PZR
programi

11k Denatiirasyon 96°C 5dk -
Denatlirasyon 94°C 30 sn

Baglanma 56°C 30 sn 35
Uzama 72°C 30 sn

Final uzama 72°C 7 dk

CCRS geni A32 bolgesindeki mutasyonu PZR yontemi ile belirlemek amaciyla
Tablo 3-3’de verilen PZR kangimi Tablo 3-4’teki CCR5 geni A32 bdlgesinin
mutasyonunun belirlenmesinde kullanilan PZR programina gore ¢ogaltildi. Bir PZR
tiiplinde bulunan 23’er pl’lik karisimin igerisine 2 pul DNA ilave edilerek toplam hacim

25 pl yapildi.

3.6.2. Agaroz Jelde PZR Uriinlerinin Kosturulmas

10 pl PZR driiniine 1 pl yiikleme tamponu eklendi ve toplam 11 pl karisim
agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendi. DNA fragmentlerinin baz ¢ifti uzunluklarim
karsilastirmak i¢in pUC mix marker DNA belirteci kullanildi. 1 pl alinan belirteg 1 ut
yikleme tamponu ile kanstinlarak jele yiiklendi. Yiiklenen DNA’lar 135 voltta 30
dakika kogturuldu ve UV altinda goriintiilendi. Gortintiileme sonucunda CCR5/CCRS
genotipindeki bireylerde 204 b¢. uzunlugunda tek bant, CCR5/CCR5 A32 genotipindeki
bireylerde ise 204 bg. ve 172 be. uzunlugunda iki bant gézlendi.

3.7. ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Caliymamizda istatistiksel analizler igin SPSS 16.0 paket bilgisayar program
kullanildt ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tespit edilen
genotip sikliklart icin Hardy-Weinberg dengesinden sapma olup olmadig Ki-kare (xz)

testi ile aragtirildi.
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4. BULGULAR

4.1. CALISMA GRUBUNDA YER ALAN HASTALARIN DEMOGRAFIK ve
KLINIK BULGULARI

Calismamizda Temmuz 2013-Agustos 2014 wyillarina ait KKKA kesin tamsi
konmus toplam 133 hasta degerlendirmeye alinmistir. 133 KKKA hastasmin 51°i
(%38.35) kadin, 82’si (%61.65) erkek idi. Hastalarimizin yag ortalamasi (yil + St.
Sapma) 50.41 + 18.43 idi. 133 KKKA hastasinin 61°i (%45.86) agir, 72’si (%54.14)
hafif olgu olarak belirlenmistir. Ayrica takip sonucu hastalarm 122°si (%91.73) saglikit
olarak taburcu edilirken, 11°1 (%8.27) ex olmustur. Bu veriler Tablo 4-1’de

gosterilmigtir (N: Hasta sayis1).

Tablo 4.1. Calismaya dahil edilen KKKA hastalarinin demografik ve laboratuvar
bulgularina ait istatistik veriler

82 61.65
51 38.35
61 45.86
72 54.14
51 38.35
82 61.65
10 7.52
123 92.48
30 22.56
103 77.44
22 16.54
111 83.46
11 8.27
122 91.73
50.41 = 18.43
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242

Calismanuzda hastalifin seyri swrasindaki trombosit, aPTT, AST ve ALT degerlerine
gbre ciddi kabul edilen (trombosit <20.000/ml, aPTT>60 sn, AST>700 U/L ve
ALT>900 U/L) hasta sayis1 61 (%45.86) iken ciddi klinigi olmayan hastalarin sayisinin
ise 72 (%54.14) oldugu goriilmiistiir,

Calismaya dahil edilen KKKA hastalarinin  demografik ve laboratuvar

bulgularina ait istatistik veriler Tablo 4-1’de gosterilmistir.

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizi

CCRS5 geninin lizerindeki 32 baz ciftlik delesyonu kapsayan bdlgenin Tablo 3-
3’de verilen PZR karnisimina ve Tablo 3-4’de verilen PZR programina gore ¢ok sayida
kopyasi elde edilerek %2.5’lik agaroz jel icerisinde 135 voltta 30 dakika yiiriitiillerek
UV 1sik ile incelendi. CCR5 geninin izerindeki 32 baz ¢iftlik (bg.) delesyonunu
kapsayan bd&lgenin PZR ile amplifikasyonu sonucunda CCRS5/CCRS5 genotipindeki
bireylerde 204 bg. uzunlugunda tek bant, CCR5/CCR5 A32 genotipindeki bireylerde ise
204 bg. ve 172 bg. uzunlugunda iki bant gozlendi. Inceleme sonucunda elde edilen

goriintli Sekil 4-1’de verilmistir.

CCRSCCRS CCRSCORSARL

/

204
172

Sekil 4.1. %2.5’lik Agaroz jelde kosturulan homozigot genotipe (CCR5+/CCR5+) sahip

ve mutant genotipi (CCR5+/432) iceren bazi heterezigot bant 6renkeleri

4.3. Istatistiksel Bulgular

Hastaligin seyrindeki agir-hafif olgu tamimlamalart Ergdniil ve Swanepoel’in
cesitli caligmalarda belirledigi ciddiyet kriterlerine gore yapiumustir. KKKA hasta
grubunda ¢ahigilan 6rneklerin PZR analizi ile elde edilen sonuglan degerlendirildiginde,

KKKA’L agir hasta ve hafif hasta grubunda CCR5 geni (A32 delesyonu) mutasyonunun
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genotip ve allel dagilim sikliklari verilmistir. Hastalifin seyrinde agir ve hafif olgu
grubu CCRS5 geni A32 mutasyonu yoniinden karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin olmadi@: saptand: (p>0.05). KKKA’l1 agir ve hafif olgu gruplarinin
CCR5 geni mutasyonunda genotip dagilimlarinin Hardy-Weinberg dengesinden sapma
gostermedidi tespit edilmistir (p>0.05) (Tablo 4-2’de gosterilmistir). (NN: CCR5/CCRS,
ND: CCR5/CCR5 A32)

Tablo 4.2. Agir ve hafif olgu gruplarinda CCR5 geni mutasyonunun genotip ve allel
sikliklari

61(%100) | 0 122 (%100) 0

69 (%95.83) | 3 (%4.17) 141 3 (%2.08)

(%97.92)

0.249 0.252

N: Normal, D: Delesyon

Toplam 133 KKKA hastasindan 130 (%97.74) bireyin genotipi NN olarak
gozlenirken 3 (%2.25) hastamn genotipi ND olarak gozlendi. 133 KKKA hastasinda N
allelinin siklif1 (%98.87) iken, D allelinin siklig1 (%1.12) olarak belirlenmigtir.

KKKA hastalarindan 72 hafif olgudan 69’unun (%95.83) genotipi NN tespit
edilirken, 3’linlin genotipi (%4.17) ND olarak tespit edilmigtir. 61 agir olguda ise,
hastalarin tamaminda NN genotipi gozlenirken, hicbirinde ND genotipine
rastlanmamugtir. Agir ve hafif olgular karsilastinldifinda, hafif olgularda D allelinin
siklig1 (%2.08) iken, agir olgularda D alleline rastlanmamigtir. Hasta sayisinin azlifi
nedeni ile iki grup arasinda allel siklif1 acisindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski

saptanamamustir (p=0.252). (Tablo 4-2).
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Tablo 4.3. AST degeri 700 iistii ve 700 alt1 olan KKKA hastalatinda CCR3 geni

mutasyonunun genotip ve allel sikliklari

|30 (%100) 0 60 (%100) |
1799 (%97.06) | 3 (%2.94) 201 3 (%147) |
: (%98.53)

1.000 1.000

AST degeri 700 iistiinde olan 30 KKKA hastasinda NN genotip dagilim (%100)
iken, hi¢birinde ND genotipi saptanmarnustir. AST degeri 700 iistiinde olan 30 KKKA
hastasinda N allelinin sikhign (%100) iken, D allelinin siklifz (%0) olarak tespit

edilmisgtir.

AST degeri 700 altinda olan 103 hastamn 99’unda (%97.96) NN genotipi
gozlenirken, 3’linde (%2.94) ND genotipi gézlenmistir. 103 KKKA hastasimin N allel
dagiiim (%98.53) olarak tespit edilirken, 3 (%1.47) hastanin D alleline sahip oldugu

Saptanmustir.
Karaciger bozuklugunun gostergesi olan AST degeri 700 iistii ve 700 altindaki

KKKA hastalarinin CCRS geni A32 mutasyonu yoniinden karsilastirildifinda aralarnda
istatistiksel olarak anlaml bir iliski olmadi goriilmektedir (p=1). (Tablo 4-3).

YAST: Aspartat aminotransferaz
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Tablo 4.4. ALT degeri 900 iisti ve 900 alt1 olan KKKA hastalarinda CCRS geni
mutasyonunun genotip ve allel sikhiklar

10 (%100) 0 20 (%100) 0
120 3 (%2.44) 243 3 (%1.22)
(%97.56) (%98.78)
1.000 1.000

ALT degeri 900 iistiinde olan 10 KKKA hastasinda NN genotip dagilimi (%100)
iken, hicbirinde ND genotipine rastlanmamgtir. ALT degeri 900 {stiinde olan 10
KKKA hastasinda N allelinin siklig1 (%100) iken, D allelinin sikl1ig1 (%0) olarak tespit
edilmigtir.

ALT degeri 900 altinda olan 123 hastanin 120’sinde (%97.56) NN genotipi
gozlenirken, 3 (%2.44) hastada ND genotipi gozlenmistir. 123 KKKA hastasinin N allel
dagilim (%98.78) olarak tespit edilirken, 3’iiniin (%1.22) D alleline sahip oldugu

saptanmigtir.

Karaciger bozuklugunun diger bir gostergesi olan ALT degeri 900 iisti ve 900
alt1 olan KKKA hastalar1 CCRS geni A32 mutasyonu ydniinden karsilastinldifinda D
allelinin hastalipin seyrinde direng olusturabilecegi diistintilirken, istatistiksel olarak
anlamh bir farkin olmadif gﬁrﬁlméktedir (p=1) (Tablo 4- 4).

2ALT: Alanin aminotransferaz
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Tablo 4.5. PLT degeri 20.000 iistii ve 20.000 alt: olan KKKA hastalarinda CCR5 gen
mutasyonunun genotip ve allel sikliklari

51 (%100) 0 102 (%100) 0

79 (%96.34) | 3 (%3.66) 161 3(%1.83)
(%98.17)

0.285 0.288

KKKA hastalarinda, kanama pihtilasma bozuklugu belirtecleri arasinda yer alan
trombosit sayis1 PLT degeri 20.000 alt1 ve 20.000 iistii olan KKKA hastalarinda CCR5

geni A32 mutasyonunun genotip dagilimi Tablo 4- 5°de gOsterilmistir.

PLT degeri 20.000 alt1 olan 51 KKKA hastasinda genotip NN olarak tespit edildi
fakat higbir hastada ND genotipi gozlenmedi. PLT degeri 20.000 alt1 olan 51 hastanin

tamamunda N alleli sikligi (% 100) olarak bulunurken, D alleline rastlanmadi.

PLT degeri 20.000 iistii olan 82 KKKA hastasindan 79’unun (%96.34) genotipi
NN olarak gozlenirken, 3 (%3.66) hastada ND genotipi gozlendi. PLT degeri 20.000
iistii olan 82 hastanin N alleli siklif1 (%98.17) olarak bulunurken, D alleli (%1.83)

olarak tespit edilmisgtir.

CCR5 A32 mutasyonu PLT degeri 20.000 alt1 ve 20.000 iistii olan KKKA
hastalarinda  genotip  (p=0.285) ve allel (p=0.288) frekanslart acisindan
karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlaml: bir iliski saptanamamustir (Tablo 4-5).

3Plt: Platelet
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Tablo 4.6. aPTT siiresi 60 saniye iistli ve 60 saniye alt1 olan KKKA hastalarinda CCRS

gen mutasyonunun genotip ve allel sikliklar

22 (%100) 44 (%100) 0
108 3 (%2.70) 219 3 (%1.35)
(%97.30) (%98.65)
1.000 1.000

aPTT degeri 60 sn tistli olan 22 KKKA hastasinda genotip NN olarak tespit
edildi fakat hicbir hastada ND genotipi gozlenmedi. aPTT degeri 60 sn {stli olan 22

hastanin tamarminda N alleli siklig1 (%100) olarak bulunurken, D alleline rastlanmadi.

aPTT degeri 60 sn alt1 olan 111 KKKA hastasindan 108’inde (%97.30) genotip
NN olarak gozlenirken 3 (%2.70) hastada ND genotipi gizlendi. aPTT degeri 60 sn alti
olan 111 hastarun N alleli sikl1g1 (%98.65) olarak bulunurken, D alleli siklig1 (%1.35)

olarak tespit edilmistir.

KKKA hastalarinda, kanama pihtilasma bozuklugu belirtegleri arasinda yer alan
aPTT siiresinde ise N ve D allel sikliklarinin hem aPTT siiresi 60 saniye alt1 hem de 60
saniye Ustii olan KKKA hastalarinda CCR5 geni A32 mutasyonu karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir (p=1) (Tablo 4-6).

*aPTT: aktif parsiyal tromboplastin zamani
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Tablo 4.7. Ex olan ve yasayan KKKA hastalarinda CCR5 gen mutasyonunun genotip ve
allel sikliklar:

11 (%100) 0 22 (%100) 0
119 3 (%2.46) 241 3 (%1.23)
(%97.54) (%98.77)
1.000 1.000

Yasayan ve Glen hasta gruplarina ait genotip ve allel sikliklar tablo 4-7°de

verilmigtir. Bu mutasyon igin yagayan ve ex olan hasta gruplarinda yer alan genotiplerin

frekanslarinin istatistiksel olarak uyumlu olmad:81 belirlenmistir (p=1).

KKKA hastalarindan ex olan 11 hastanmin tamaminda NN genotipi gdzlenirken,

hicbirinde ND genotipi tespit edilmemistir. EX olan 11 hastada N alleli siklig1 (%100)

olarak saptanmis olup, D alleli bulunmamustir.

Sifa olan 122 hastanin 119’unda (%97.54) genotip olarak NN saptanirken, 3
(%2.46) hastada ND genotipi tespit edilmigtir. Sifa olan 122 KKKA hastasinda N alleli
(%98.17) olarak bulunurken, D alleli (%1.23) bulunmustur. Istatistiksel olarak anlamlx

bir iliski olmamasina ragmen D allelinin gifa olan hastalarda hastalifin seyrini

iyilestirdigi diisiinilmektedir (Tablo 4-7).

60




5. TARTISMA ve SONUC

Viral kanamali atesler; ates ve kanama ile karakterize, yiiksek mortalite orani
ile seyreden akut enfeksiyon hastaliklandir. VKA etkeni olan ajanlar, birbirine
benzerlik gosteren, farkli virtis gruplarina dahil olan ve insanlarda sistemik olarak
seyreden, ©liimciil hastalik olusturan enfeksiyon ajanlaridir [1]. Onemli VKA etkeni
olan ajanlar; Ebola ve Marburg virisler, Lassa virlis, KKKA viriisii, Dengue viriis ve
Sar1 Humma viriisiidiir [2, 3, 4]. VKA etkenlerinin ortak noktasi, hastalik etkeni olan
ctiyolojik ajanlarin konakta antiviral cevabi baslatacak hiicrelere saldirarak bu
hiicrelerin islevlerini bozmasi ve konagm bagisik yamtimi engellemesidir. Bunu da,
konakta antiviral cevabi baglatacak hiicreleri hedefleyip kendi amacina kullanarak
gergeklestirir. VKA viriislerinin hedefledigi hiicrelerde yaptiga degisiklikler viral yiikiin
yilksek bir seviyeye ulasmasina, konakta bafisiklik yanitin ve endotelin islevsel

bozukluklarina neden olmaktadir [2, 3, 4].

Son zamanlarda VKA’lar arasinda KKKA’ nin diinyada giderek artis gdstermesi
sebebi ile hastalik merak uyandirmaktadir. KKKA, Bunyaviridae ailesi icerisinde yer
alan Nairovirus genusundan viriislerin etken oldugu, siddetli bir seyir gdsteren ve
oldukca yiiksek mortalite orani olan viral hemorajik bir hastaliktir, [5, 6, 7]. KKKA’ nin
patogenezi ile ilgili arastirmalarin son yillarda artmaya basladif goriilmekteysede bu
konudaki veriler yeterli olmayip, patogenezin temel mekanizmas: tam olarak
aciklanamamugtir. Yapilan calismalar neticesinde Ebola kanamali atesi ile KKKA
arasindaki yakin benzerliklerden referans alarak KKKA patogenezinin, konagin
antiviral cevabinin yeterli olmamasina ve/veya gecikmesine bagli olarak viral yiik
miktarinin artmasi, konak bagisik yanitin dogrudan olmayan etkilerinin (sitokinlerin
asir1 yapimunin) infekte dokularda hasar olusturmasinin bir sonucu olabilecegi iddia

edilmektedir [2, 3, 4].

Kemokinler ¢esitli hiicre tiplerini aktif hale getiren, farkli 16kosit subtipleri icin
kemoatraktan olarak davranan ve yapisal olarak onlarla iligkili olan kiigiik (8-10 kDa)
bir polipeptid ailesidir. Kemokinlerin ana fonksiyonu; inflamasyonda lokosit
toplanmasi, lenfoid ve diger dokularda hiicrelerin normal anatomik organizasyonudur.
Inflamasyonda ve enfeksiyonlara karsi konakci cevabinda l6kositlerin dokulara

yerlesimi Onemli bir basamagi olusturmaktadir. Lokositleri inflamatuar bolgelere ¢eken
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kemotaktik sitokinler olan kemokinlerin intrahepatik inflamasyon gelisiminde dnemli
iglevleri vardir. Kemokin reseptorleri G-protein bagiml tiirde hiicre i¢i sinyal ileten
yapilardir. Kemokinlerin uygun reseptdre baglanmasi sonucunda sinyal iletimi ile
uyarilan hiicreler doku zedelenmesi, inflamasyon veya gerek goriillen bélgeye

migrasyon yapmak iizere harekete gecerler [10, 11, 12, 136].

CCR5 geni 3. kromozomda 3p21.3 bolgesinde c¢esitli kemokin reseptorleri
kodlayan bir grup genin arasindadir. CCRS5 A32, CCRS5 kemokin reseptoriiniin delesyon
mutasyonudur. Bu mutasyon sonucunda dokuda ve periferik hiicrelerde CCR5’in
ekspresyonunda Onemli azalma gortilmektedir [10, 136]. Literatiirdeki calismalarda
CCRS5 heterozigot mutasyonundan tiiretilmis CD3 pozitif T hiicrelerinin CCR5%in
ekspresyonunu ve ligandlara cevabim azaltifi gosterilmigtir. Yapilan caligmalarda
CCR5 mutasyonu ve ekspresyonunun karacifer inflamasyonunun modiilasyonunda
islevi olabilecegi bildirilmistir [157]. Woitas ve arkadaslar1 CCRS mutasyon siklifinin
HCV’li hastalarda normal populasyondan daha yiiksek oldugunu ve bunun da
enfeksiyonun konak savunmasini etkiledigini bildirmiglerdir [158]. Buna kargin
Promrat ve arkadaglart CCRS mutasyonunun, HCV enfeksiyonuna yatkinlik ve siklii

arasinda korelasyon olmadigini bildirmislerdir. [157].

Literatiirdeki birgok ¢alismada, CCR5 geninde goriilen farkli polimorfizmlerin
HIV/AIDS ile iligkisi belirlenmistir [159, 160]. CCR5 geninde tanimlanmig
polimorfizmlerden 32 baz ¢iftlik bir kayiptan kaynaklanan A32 delesyonu, HIV’e
diren¢ saglama konusundaki en dnemli mutasyondur, Delesyon nedeniyle, kodlanan
protein oldukea kisa ve fonksiyonsuzdur. CCR5 A32 icin homozigot olan bireyler hiicre

yiizeyinde hic reseptor bulundurmazlar ve HIV’e direnglidirler [14].

Desgrangesve arkadaglari 2001 yilinda Giiney Amerika Sili populasyonunda
CCR5 A32 allel frekansini aragtirmaglardir. HIV-1 enfekteli 63 birey ve enfekte olmayan
62 bireyle yaptiklari ¢alisma sonucunda CCRS5 A32 homozigot birey hig bulunmazken,
iki grup arasinda gozlenen heterozigot ylizdesi (~%2.4) arasinda belirgin bir fark
olmadifini saptamiglardir [172].

Oliveira-Pinto ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklar: aragtirmada, DENV-2 ve
DENV-3 salgimnlan: ile gelen akut donemdeki ya da iyilesmis hastalardan prospektif
olarak inceleme yapilmigtir. Akut DENV enfeksiyonunda T yardimci/T-sitotoksik tip 1
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hiicreleri ile iligkili CCRS5 ekspresyonunun her iki CD4 ve CD8 T hiicrelerinde anlaml:
diizeyde yiiksek ifade edildigi gdzlenmistir. Ayrica, Dengue atesinden Olen bireylerin
karacigerinde CCL5/RANTES ekspresyonunun bagka nedenler sonucu &len hastalarin
karacigerindeki ifade diizeyinden daha fazla oldufu gézlenmistir. Bu bulgular CCR5’in

Dengue atesi enfeksiyonu ile iligkili olabilecegini gostermistir [20].

Bu bulgular 1513inda c¢aligmamizda HIV, HCV, hedef hiicreleri, dokulari,
patogenezi ve klinik semptomlar1 benzer olan, diger bir VKA etkeni Dengue atesi vb.
hastahiklar da etkisi oldugu gosterilen CCR5’in ve CCRS5 A32 gen mutasyonunun
KKKA hastaligindaki etkisinin incelenmesi planlanmigtir. Calismamizda KKKA
patogenezinde CCRS5 geninin roliiniin anlagilmasina katkida bulunmanin yam sira,
hastalifin siddeti ile bir baglantisimin olup olmadifinin arastirilmas: amaglannusgtir.
Daha Once benzer bir arastirmamn yapilmamis olmas: bu calismayr daha degerli
kilmaktadir. Calismamizda, ilk olarak ¢alisma grubunda yer alan bireylerin demografik

ve klinik 6zellikleri degerlendirilmistir.

Hastalarimizin yas ortalamasi (yul = St. Sapma) 5041 = 18.43 olarak
bulunmugtur. KKKA’nin herhangi bir yag grubuna tzel olmadigi farkli ¢aligmalarda
bildirilmistir fakat ortalama 30-40’l1 yaglardaki kisilerde diger yaslara oranla KKKA
daha fazla goriildiigli dikkat cekmektedir. Literatiirler, KKKA olgularinin daha fazla bu
yaslarda dagilim gostermesinin sebebini kene populasyonuna maruz kalan ve aktif
olarak ¢alisan bireylerin bu yas gruplarinda yer almasindan dolayr kaynaklandigin ifade
etmektedir. Yine yapilan bir arastirmada, 6len olgularin yag ortalamasinin hayatta kalan
olgulara oranla anlamli olarak daha biiyiik oldugu saptanmustir ve ileri yasin o6liim

riskini arttirabildigi 6ne siiriilmtistiir [90, 92].

Duygu ve arkadaglarinin yaptifi caligmada, tiim KKKA tanisi alan hastalarda
yag ortalamasinin 47.11 yil oldugu ve &len hastalarin yaslarinin daha ileri oldugu
gbzlenmigstir [173]. Bizim c¢alismamizda da tim hastalarin yas ortalamasi Duygu ve

arkadaglarinin vaka serisindeki hastalarin yag ortalamasina ¢ok yakindir (50.41 yil).

Literatlirdeki bir ¢alismada vakalarin %58.2’sini kadinlarin olusturdugu KKKA
hastalarinda ciftcilik, hayvancilik, kirsal kesimde yasama ve kene 1sir181 6ykiisiiniin risk
etkeni olugturdugu saptanmustir [110]. Bildirilen KKKA olgulan arasinda erkek kadin

orani hayvanlar ile temas1 gerektiren mesleklerdeki cinsiyet dagilimim yansitmaktadir.
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Ulkeler arasinda, kadin ve erkek orani, kadimlarin tarimsal ¢aligmalara katilma oramyla
iliskili olarak farklilik gosterebilir [124]. Ulkemizde bu oran hemen hemen esittir.
Yaptigimiz calismada ise yer alan hastalarin %61.65’ini erkeklerin, %38.35’ini

kadinlarin olusturdugu gortilmiistiir.

Literatiirde KKKA hastalifi icin %80’lere varan cesitli Slim oranlan
bildirilmigtir. Cevik ve arkadaglarinin yaptifi caligmada Oliim oram1 %15.9 olarak
belirlenmigtir [90]. Duygu ve arkadaglarinmn galigmasinda oOliim orami %5 olarak
gozlenmigtir [173]. Bizim calismamuzdaki 6lim orant %8.27 olarak saptanmusgtir.
Tiirkiye ortalamasindan (%5) yiiksektir [174]. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglhk Bakanlig1
tarafindan bildirilen 6liim oram birinci, ikinci ve liglince basamak saglik hizmetlerinde
tedavi edilen tiim KKKA olgularini kapsar. Gaziosmanpasa Universitesi enfeksiyon
hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji A.D KKKA hastalifinda bolge hastanesi ve ficlincii
basamak bir saghk kurulusu oldugu igin daha komplike ve siddetli olgular gevre
hastanelerden merkezimize sevk edilmektedir, Bu yiizden caligmamizda saptanan

yiiksek 6liim oranmi1 muhtemelen daha ciddi olgularin kabul edilmesine baglidir.

KKKA hastalarinda en sik goriilen laboratuvar bulgulars; trombositopeni,
16kopeni ve artmug transamilaz (AST ve ALT) seviyeleri olarak belirlenmistir [92, 94].
Bu bulgular hastaligin patogenezi ve prognozu ile birebir iliskilidir. Ulkemizde KKKA
hastalarinda trombositopeni (%93.2) en sik goriilen laboratuvar bulgusudur, bunu
Iokopeni (%88.9) (akut dénende 16kositoz goriilmektedir) ve artrig transamilaz (AST
ve ALT) seviyeleri izlemektedir [92].

KKKA hastalarinda trombositopeni ve serum karaciger enzim seviyelerinde
artmalar en dnemli laboratuvar dzelliklerindendir. Yapilan bir aragtirmada biitiin KKKA
hastalarinda trombositopeni ve AST, ALT seviyelerinin yiikseldigini tespit etmislerdir.
35 hatanin 30’unu (%86) agir olgu olarak tanimlamislardir {108). Bizim ¢alismamizda
ise 133 hastanin 61°1 (%45.86) agir ofgu olarak tanimlanrustir. Bu galismada AST/ALT
seviyelerinin hafif olgulara oranla agir olgularda daha yiiksek oldugu ve bu bulgularin
istatistiksel olarak anlamli oldufu saptanmugtir [108]. Bizim c¢alismamizda
orneklemdeki agir olgulu birey sayisinin az olmasi sebebiyle agir olgularda AST 700
{istli (%22.56), AST 700 alt1 (%77.44) ve ALT 900 istti (%7.52), ALT 900 alt1 ise
(%92.48) olarak tespit edilmistir. Tablo 4-1’de gOsterilmistir.
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KKKA klinik seyri hastalar arasinda hafif seyirliden agir seyirliye hatta éliimle
sonu¢lanmaya kadar farklilik gostermektedir. VKA’larda birgok faktor hastalik seyrini
etkilemektedir. Yapilan bazi arastirmalarda, farkli Dengue Virlis serotiplerin ve
genotiplerin hastaligin siddetini etkiledigi saptanmustir, Ulkemizde 8 farkli cografik
sahadan hastalarla yapilan bir aragtirmada viriis suslarimin benzer gruplar oldugu
belirtilmigtir. Aynu viriis suglarinin hastalarda nasil asemptomatikten mortaliteye kadar
farkl1 klinik seyir izledigi hentiz netlesmemistir. 2008’de Cevik ve arkadaglarinin
calismasinda hastalik siiresince, biyolojik degiskenlerin hastaliin siddetinin tahmin

edilmesine yardimci olabilecegini ileri stirmiiglerdir [90].

Baz: hiicrelerde bulunan ve bir kemokin reseptorii olan CCR5’in birgok viral
enfeksiyonda Snemli rol oynadig: bilinmektedir (20, 159, 160, 172]. CCRS geni
iizerinde cesitli polimorfizmler ve mutasyonlar tanimlannmustir. Bunlardan CCRS5 A32
genetik mutasyonu genin agik okuma cercevesi igerisinde 32 baz ¢iftlik (bg) delesyonla
tamimlanmaktadir [13, 14]. CCR5 A32 allelinin frekans: diinyadaki populasyonlar
arasinda farklilik g8stermektedir. Ornek olarak A32 frekansi [zlanda’da 0.147, Rusya’da
(Moskova’da) 0.122, Almanya’da (Mulheim’de) 0.106, Fransa’da (Lille’de) 0.108,
Italya’da (Milano’da) 0.086 olarak tespit edilmistir [175].

Lucotte’nin Tiirkiye’de Ankara sehrinde 117 bireyde CCRS5 A32 allel frekansim
aragtirdigr caligmada 104 hastada CCR5/CCRS genotipi, 13 hastada CCR5/CCR5 A32
genotipi tespit edilirken, hicbir hastada 432/432 genotipine rastlanmamustir. 432 allel
frekansimi %6.2 olarak tespit etmistir [175].

Cabsmamizda CCR5 A32’nin KKKA hastalarinda genotip frekans: gikartilmig
CCRS5 allelinin mutant formu igeren heterozigot diizeyi ve mutant allel sikligi
belirlenmistir. 133 KKKA hastasimin 130°unda (%97.74) CCRS5/CCRS genotipi, 3
(%2.25) hastada da CCRS/CCR5 A32 genotipi saptanmugtir. Herhangi bir mutant
A32/432 genotipi saptanmamugtir. N alleli frekansi 133 hastada (0.9774 ) iken, D
allelinin frekans: (0.0117) olarak tespit edildi (Tablo4-2). Genel populasyona gore
bizim sonuclarimizda A32 allel frekansi (%1.12) diigiiktlir fakat A32 allelinin sadece
hastalig1 hafif seyreden hastalarda goriilmesi A32 mutasyonunun KKKA hastalifina
kargi bir diren¢ olusturdugunu gostermektedir. Agir ve hafif hasta sayisininin az olmasi

sebebiyle A32 allel frekans: agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmadi
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(p=0.252). Her ne kadar istatistiksel anlam bulamasakta, agir hastalarda A32
mutasyonunun tespit edilmemesi bu mutasyonun hastalik seyri Uzerinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Istatistiksel iliskinin tespit edilememesinin sebebi
orneklemimizin gorece daha az olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Bunun yani sira
bizim c¢aligmamizda kontrol grubu kullanmamis olsakta daha o©nceki Tiirkiye
populasyonunda tespit edilen A32 mutasyon sikliklariyla (0.062) [175]
karsilastirdifinuzda, hem total (0.0117) hem agwr (0.0) veya hafif (0.0208 ) KKKA
hasta gruplari arasinda A32 mutasyonunun daha disiik bulunmasi bu Ongoriilerimizi

destekler niteliktedir.

2000 yilinda Papa ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada 240 HIV-1 pozitif ve
128 HIV-1 negatif birey ile calisilmasi sonucunda, CCR5 432 allel frekansi %5.2
bulunmusgtur. Ayni ¢alismada yapilan gruplama ile HIV negatif bireylerde bir adet
homozigot CCR5 4 32 genotip bulunurken, negatif grupta yer alan bireylerin seropozitif
olanlara gore iki kat daha fazla frekansa sahip oldugu ve dolayisiyla heterozigot

genotiplerin HIV enfeksiyonuna kars: kismi bir koruma sagladig saptanmustir [176].

Bizim ¢ahsmamuzda 133 KKKA hastasinda 130 (%97.74) hastada CCR5/CRR5
genotipi bulunurken, sadece 3 (%2.25) hastada CCRY/CCR5 A32 genotipi saptannugtir.
Hicbir hastada homozigot CCRS 432 genotipine rastlanmanustir. 133 KKKA hastasinda
N allel fekans: 0.9887 iken, D allel frekans: 0.0117 olarak tespit edildi. 133 KKKA
hastasindan 61 agir olgunun tamamunda CCRS/CRRS5 genotipi bulundu. 72 hafif
olgudan 69’unda (%95,83) CCRS5/CRRS genotipi, 3’linde (%4.17) CCR5/CCRS5 A32
genotipi saptandi. CCR5 432 allel frekansi hafif olgularda 0.0208 olarak belirlenmigtir
(Tablo 4-2). Istatistiksel olarak anlamli bir iliski belirlenmemistir (p=0252). Istatistiksel
anlam belirlemesekte, agir hastalarda A32 mutasyonunun saptanmamas: bu mutasyonun

hastalik seyri iizerinde etkili olabilecegini diiglindlirmektedir.

Marques ve arkadaglar1 2015°de yaptiklar: ¢alismada Dengue viriisti (DENV-2)
enfeksiyonunda CC kemokin reseptérii CCR5’in roliinii arastirmuslardir. In vitro
calismalar CCR5’in insan ve fare makrofajlarinda DENV-2 replikasyonu igin gerekli bir
ana faktér oldugunu gGstermistir. DENV-2 enfeksiyonu CCRS ligandlarinin
ekspresyonunu indiikkler. CCRS5 antogonisti ile yapilan aragtirmalar sonucunda

antogonist kullaniminin makrofajlar icinde DENV-2 pozitif sarmalli {(+) RNA miktarin
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azalttifn gozlenmistir. Bu calismada DENV-2 enfeksiyonuna bagisikligi olan bir fare
modeli kullanarak, hedef organlarda viral yiikiin en az 100 kat azaltilmasi ve hastalik
siddetinde 6nemli bir azalma gostermesi sonucu farelerde oliimciil enfeksiyona direngli
CCRS5-/- fareler bulunmustur, Arastirmacifarin elde ettikleri sonuglar CCRS5’'in DENV-
2 replikasyonu ve enfeksiyonu gelisimi icin gerekli bir ana faktdr oldugu ve CCRS-/-
farelerin bu enfeksiyona direncli oldugunu gostermektedir [177]. CCR5 ekspresyonunun
Dengue patogenezinde Onemli bir rol oynadifi agikca ortadadir. Calismanuzdaki
sonuclarda CCRS ekspresyonunu Snemli 6lgiide etkileyen A32 mutasyonunun KKKA
hastalarinda diisiik {rekansta bulunmasi ve mutasyonu tasiyan hastalarin hastaligi hafif

atlatmast bu ¢alismayla uyumludur.

Calismamizda incelenen 133 KKKA hastasinda, hastalifin seyri ve laboratuvar
bulgularina bagl olarak agir ve hafif seyreden hasta gruplari karsilagtirilmig, bunun yam
sira bu gruplamada kullanilan laboratuvar bulgularinin (ALT, AST, trombosit sayisi,
aPTT) agirlik seviyelerine gore ve ex durumuna gbre gruplar olusturularak karsilastirma
yapilmustir, 72 bafif olgunun 69’unda (%95.83) mutasyona rastlanmamisken, 3’iinde
(%4.17) delesyonlu allel tespit edilmistir. Agir olgularin tamaminda (61) CCRS A32
mutasyonu tespit edilmemistir (Tablo 4-2). Her ne kadar agir ve hafif olgular arasinda
istatistiksel agidan anlambh bir iliski tespit edilemesede (p=0.252) CCR5 A32 allelinin
sadece hafif olgularda rastlanmas: ve sikhiginin genel populasyon siklifindan diisiik
olmast bu mutasyonun hastaliun siddeti ile de iligkili olabilecegini akla getirmektedir.
Bu dngoriiyli destekleyen diger bulgular ise hem tek tek hastaligin siddetini belirlemede
kullanilan laboratuvar verileri bakimindan agir grupta yer alan hastalarda hem de ex
olan hastalarda bu mutasyonun bulunmamasidir. Tim karsilastirilan gruplar
bakimindan, muhtemelen gruplarda yer alan Ornek saylarmin azli@i nedeni ile

istatistiksel acidan bir fark tespit edilememisgtir (p>0.05).

AST degeri 700 st olan 30 KKKA hastasimin hicbirinde mutasyona
ratlanmamugtir, AST deZeri 700 altinda olan 103 KKKA hastasindan 99°unda (%97.06)
CCR5/CCR5 genotipi tespit edilirken, 3’tinde (%2.94) CCR5/CCR5 A32 genotipi
gozlenmistir. AST degeri 700 altinda olan hastalarda CCRS allel frekansi 0.9583 olarak
saptanirken, CCRS A32 allel frekansi 0.0147 olarak bulundu (Tablo 4-3).
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ALT degeri 900 iistii olan 10 KKKA hastasimin hicbirinde A32 mutasyonu
gozlenmemigtir. ALT degeri 900 altinda olan 123 KKKA hastasinin 120’sinde
(%97.56) homozigot CCR5 genotipi saptanirken, 3 (%2.44) hastada heterozigot genotip
tespit edildi. ALT degeri 900 altinda olan KKKA hastalarinda CCRS allel frekans:
0.9878 olarak saptanirken, A32 allel frekans: 0.0122 olarak tespit edilmistir (Tablo 4-4).

PLT degeri 20.000 alt1 olan 51 KKKA hastasinin tamaminda CCR5/CCR5
genotipi bulundu. PLT deferi 20.000 iistii olan 82 KKKA hastasindan 79’unda
(%96.34) CCR5/CCRS genotipi bulunurken, 3’iinde (%3.66) CCR5/CCRS5 A32 genotipi
bulundu. PLT degeri 20.000 istii olan KKKA hastalarinda CCRS allel frekansi 0.9817
olarak bulunurken, A32 allel frekansi 0.0183 olarak bulundu (Tablo 4-5).

aPTT degeri 60 sn Ustii olan 22 KKKA hastasinin tamarminda homozigot CCRS
genotipi tespit edildi. aPTT degeri 60 sn altinda olan 111 KKKA hastasindan 108’inde
(%97.30) homozigot CCR5 genotipi saptanirken, 3’linde (%2.70) heterozigot genotip
bulundu. aPTT degeri 60 sn alt1 olan 111 hastada CCR5 allel frekans: 0.9865 olarak
bulunurken, A32 allel frekansi1 0.0135 olarak bulundu (Tablo 4-6).

Ex olan 11 KKKA hastasinin tamami homozigot CCRS genotipine sahiptir. Sifa
olan 122 KKKA hastasindan 119°u (%97.54) homozigot CCR5 genotipine sahipken,
3’1 (%2.46) heterozigot genotipe sahiptir. $ifa olan 119 KKKA hastasinda CCR5 allel
frekans: 0.9827 olarak tespit edilirken, CCR5 A32 allel frekans1 0.0123 olarak tespit
edildi (Tablo 4-7).

Calismamizdaki sonuclarda mutasyon saptanmayan hasta grubunda serum ALT
ve AST degerleri mutasyonlu grupla karsilastiriidiginda yiiksek degerler bulundu fakat
aradaki fark anlamli degildi. Istatistiksel agidan bu fark anlamli olmasada mutasyonun
ALT ve AST diizeylerini azalttigi goriildii. Mutasyonun inflamasyona etkisi sonucu

ALT ve AST diizeyleri de diigiik goriilmektedir, Ayni iliski aPTT iginde diisiiniilebilir,

Sonug olarak, ¢alismamuzda test edilen Kirnnm-Kongo kanamali atesi hastalarinda
CCR5 432 mutant allelinin varli@1 ile bu hastalik arasinda bir iligki kurmanin zor oldugu
goziikmektedir. Caligmamizdaki Kirim-Kongo kanamalt atesi hastalarimn diisiik sayida
olmasi nedeniyle mutant allel ve bu hastalik arasinda dogrudan ve dolayli bir baglanti
kurmak giictiir. Lakin CCR5 A32 allelt bulunduran hastalara klinigi hafif seyreden

olgularda rastlanmasi sebebiyle bu mutasyonun KKKA hastalifina direng
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olusturabilecegini diisiindiirmektedir. Tiirk ve Diinya literatiiriinde CCR5 A32 gen
mutasyonu ile KKKA hastalif1 arasindaki iligkiyi inceleyen herhangi bir caligmanin
olmamas1 sonuglarimizin dnemini arttirmaktadir. Ayrica bu hastalikta daha fazla hasta
iceren Orneklemler tzerinde polimorfizm calismalari yapilmasina ihtiyac dogmustur.
Yapilacak calismalar, KKKA hastalifinin patogenezinde ve prognozunda CCR5 A32
mutasyonunun ve diger polimorfizlerin roliinii ortaya cikararak hastalifm tedavisine

yardimci olabilir.
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