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OZET

KIRIM KONGO KANAMALI ATES HASTALIGI iLE VEGF-KDR
SINYAL YOLU GENLERININ ILISKISININ ARASTIRILMASI

Laleh BAHRIKAREHMI
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egtim Enistitiisii

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali

Doktora, Temmuz/ 2021

Dog. Dr.Serbiilent YIGIT

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve reseptor kinaz insert alan igeren
reseptor (KDR) yolu, Kirim Kongo Kanamali Ates (KKKA) hastaligimin lezyonlarmin
gelismesine ve ilerlemesine neden olan anjiyogenezin yani sira enflamasyon siirecini de
tetikler. Bu calisma, toplam 51 Kirim Kongo Kanamali Ates hastasindan ve 51 saglikh
kontrolden olusan bir vaka-kontrol calismasidir. Hastalar literatiirde kabul edilen
hastalik  prognoz diizeylerinin  smiflandirilmasinda  kullanilan  kiriterler ile
tanimlanmiglar. VEGF ve KDR genlerindeki polimorfizmler, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve RFLP yontemi kullanilarak degerlendirildi. Sonu¢ olarak, bu
calisma Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi, Enfeksiyon
Hastaliklar ve Mikrobiyoloji kliniginde KKKA 6n tanisi ile yatirilarak takip ve tedavi
edilmis hastalarda KKKA gelisimi ile KDR -604T > C (rs2071559) polimorfizminin
degil, VEGF 936C > T (rs3025039) polimorfizminin iligkili oldugunu gostermistir. Ek
olarak, rs3025039'un CC dominant genotipi ve TT resesif modellerde artmig KKKA
gelisimi  riski ile iliskilendirilirken, KDR genindeki rs2071559 polimorfizmi,
vakalarimizda KKKA'ye duyarlilikla iliskili degildi.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF CRIMINAL CONGO BLEEDING
FEVER DISEASE AND VEGF-KDR SIGNAL PATH GENES

Laleh BAHRIKAREHMI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology
PhD, July/ 2021
Assoc. prof. Dr. Serbiilent YIGIT

The receptor (KDR) pathway, which includes vascular endothelial growth factor
(VEGF) and receptor kinase insert area, triggers angiogenesis as well as the
inflammatory process that contributes to the development and progression of the
Crimean-Congo Hemorrhagic Fever (CCHF) disease lesions. This study is a case-
control study of 51 Crimean-Congo Hemorrhagic Fever patients and 51 healthy
controls. The patients were identified with the criteria used in the classification of
disease prognosis levels accepted in the literature. Polymorphisms in VEGF and KDR
genes were evaluated using polymerase chain reaction (PCR) and RFLP method. As a
result, In conclusion, This study showed that the development of CCHF in patients
hospitalized and treated with a prediagnosis of CCHF in Gaziosmanpasa University
Faculty of Medicine Research Hospital, Infectious Diseases and Microbiology clinic,
was associated not with the KDR-604T > C (rs2071559) polymorphism, but with the
VEGF 936C > T (rs3025039) polymorphism. In addition, CC dominant genotype of
r$3025039 and TT recessive models were associated with an increased risk of CCHF
development, whereas the rs2071559 polymorphism in the KDR gene was not

associated with susceptibility to CCHF in our cases.
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1.GIRIS

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA) bir¢cok organ ve sistemleri etkileyen,
kanamalar ve karaciger fonksiyon bozukluklari ile karakterize, mortalite orani yliksek
olan (%30-50) zoonotik enfeksiyondur (Hiirrem, 2006). Tiirkiye’de yapilan ¢aligmalarda
takip edilen olgulardaki mortalite oran1 % 2-12 arasindadir. Enfekte olanlarda hastalik

gelisme olasiligr yaklasik %22°dir. Yani, enfekte olan her bes kisiden birinde hastalik
gelismektedir (WHO, 2008).

KKKA’ya neden olan virlis insanlara genellikle vektor olan Hyalomma ve
Amblyomma cinsi kenelerin 1sirmasi ile bulasir. Viriis, bir¢cok evcil ve yabani hayvani
enfekte etmekte ve hastalik hafif seyretmektedir. Bircok kus, virilise kars1 direngli iken,
virlisiin yayilmasinda 6nemli rol oynarlar. Hayvanlardaki hastalik enfekte kenelerin
1sirmast ile baslamaktadir. Daha ¢ok hayvancilikla ugrasanlarda, mezbaha calisanlarinda
ve kirsal kesimde yasayanlarda enfekte hayvanlarin kan ve dokular ile temas sonucu ve
stit icimi ile de bulas olabilmektedir. Nazokomiyal epidemilerin, agir klinigi olan
hastalara ait kan veya kanli sekresyonlar ile direkt temas ve hava yolu ile de

olusabilecegi belirtilmektedir (SB, 2004).

Hastalik Afrika, Giliney Dogu Avrupa ve Asya’daki bir¢ok lilkede endemik olup
Tirkiye’den ise ilk defa 2002 yilinda Tokat’tan bildirimi yapilmis ve 2013 yil1 itibariyle
yaklasik 8000 olgu ve 400 6liim saptanmistir. Tiirkiye’nin pek ¢ok ilinden bildirimler
var olmakla birlikte olgularin ¢ogunun (%95) Mart-Ekim aylar1 arasinda, Karadeniz
Bolgesinin i¢ kisimlari, Orta ve Dogu Anadolu’nun kuzey ve orta bolgelerinde

goriildiigii tespit edilmistir (SB,2004).

Klinik ani baglayan ates ve genel enfeksiyon bulgular1 ile birlikte hemorajik
belirtiler seklinde ortaya ¢ikar. Keneyle temas, kene tutunmasi, hayvanla temas, kirsal
kesimde yasama veya son iki hafta icinde kirsal alana seyahat Oykiisii gibi
epidemiyolojik ozelliklerin bulunmas1 KKKA tanisini kuvvetle diisiindiirse de kesin tan1
mikrobiyolojik incelemelerle konulur (Akinci, vd., 2013). KKKA patojenik
mekanizmasi ve siddetli ya da hafif seyreden vakalarin neden kaynaklandig1 hakkinda
fazla bilgi bulunmamaktadir. KKKA virilisiiniin ana hedefi mononiikleer hiicreler ve

vaskiiler endoteldir. KKKAV hiicre fonksiyonlarina zarar verir ve antiviral immiin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ak%C4%B1nc%C4%B1%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23663164

cevabi baslamasina sebep olur (Kaya, vd., 2014). Giincel calismalar yiliksek diizeyde
viral yiikiin varligi, kandaki inflamatuar sitokinler ve Dissemine intravaskiiler
koagulasyon (DIC)’un siddetli KKKA ile giicli ilski oldugunu gostermistir. Ayrica
viremi kontrol altina alinmadiginda Olimiin kag¢inilmaz oldugu vurgulanmaktadir

(Saksida, 2010 ;Bonetti, 2003).

Endotel, vazoaktif maddelerin sekresyonunda ve diizenlenmesinde, vaskiiler diiz
kaslarin kontraksiyon ve gevsemesinde, koagiilasyonun diizenlenmesinde, 16kosit
adhezyonunda ve maddelerin transvaskiiler difiizyonunda bir bariyer olarak gorev alan,
vaskiiler diiz kas ile damar liimeni arasinda uzanan bazal membran {izerinde yerlesmis

tek sirali yassi epitel hiicrelerden olusan bir dokudur (Douglas, 1998).

Endotel, trombositlerin adezyonuna direngli ve koagiilasyonu aktive etmeyen bir
ylizey saglar. Trombin olusumunun kontrolii, endotelin antitrombotik ve protrombotik
aktivitesinin dengelenmesinde anahtar basamaktir (Bombeli, 1997). Endotel, hemostaz
ve tromboz mekanizmasinda c¢ok oOnemlidir. Trombin iiretiminin kontrolii, endotel
hiicrelerin antikoagiilan ve prokoagiilan aktiviteyi dengelemesiyle saglanir. Normal
endotel, pihtilasmay1 Onleyici bir yiizey olustururken, hasarlandiginda veya inflamatuar

durumlarda prokoagiilan olabilir (Alcais, vd., 2010).

Endotelin bir¢cok hastaliktaki 6nemi, Vaskiiler Endotel Biiylime Faktorii (VEGF)
ve onun reseptori (KDR) yolu ile multipl sklerozda demiyelinizan lezyonlarin
gelismesine ve ilerlemesine katkida bulunan iltihaplanma siirecinin yani1 sira anjiyogenez

stirecini tetikledigi gosterilmistir (Girolamo, vd., 2014).

VEGEF, anjiyogenezde ve inflamasyonda kan damari fizyolojisinin diizenlenmesine
aracilik eden yeni damarlarin olusumunda 6nemli bir bilesendir. Yeni bir damar aginin
gelistirilmesinde veya hasar gérmiis hiicrelerde enerji talebinde bir artigla ortaya ¢ikan
plak ve beyaz maddedeki anjiyojenik reaksiyonu agiklayabilir. Anjiogenezis siireci
proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler olarak adlandirilan pozitif ve negatif
regiilatorler ile endojen olarak siki sekilde kontrol altindadir. Vaskiiler endotelyal
biilyiime faktorii (VEGF) anjiogenezisde temel proanjiogenik faktordiir (Murat, vd.,
2017).



VEGF aymi1 zamanda vaskiiler gecirgenlik faktorii olarakta bilinir. KKKA
patogenezinde ana aberasyonlarinda biri vaskiiler disfonksiyon bozuklugudur ve
hemorajiye neden olur. 2015 ve 2017 yilinda yapilan iki farkli ¢aligmada KKKA
hastalarinda VEGF serum diizeyinin istatiksel olarak anlamli artig1 saptanmistir (Enver,

vd., 2015; Wang, vd., 2007).

VEGF'ye benzer sekilde reseptorii KDR anjiyojenez ve vaskiiler onarimda 6nemli
bir rol oynar. Ayn1 zamanda VEGFR2 (KDR) olarak da adlandirilan reseptor / fetal
karaciger kinaz-1'1 igeren kinaz ek domeni, protein kodlayan bir gendir ve tip III reseptor
tirozin kinaz olarak tespit edilmistir. VEGF'nin neden oldugu endotel proliferasyonuna
KDR'nin fonksiyonu aracilik eder ve farkli sinyal yollari, endositoz, gog, tiibiiler
morfogenez ve artan nitrik oksit iiretimi ile iligkilidir. Coklu faktorler, Rab GTPaz, P2Y
piirin niikleotit reseptorii, integrin alfa-v beta-3 ve T-hiicre proteini tirozin fosfataz dahil

KDR'nin sinyallesmesini ve trafigini diizenler (Hiirrem, vd., 2010).

Enfeksiyon hastaliklarinda klinik o6zellikler ve sonucglar1 hastadan hastaya
degisiklik  goOstermektedir. Cesitli teoriler bu hetereojenitenin  6neminden
bahsetmektedir. Ancak genetik faktorler infeksiyon hastaliklarina duyarlilikta onemli bir

rol oynamaktadir (Mehrdokht, vd., 2017).

KKKA viral kanamali ates hastaliklarindan biri olup genel 6zelligi KKKA viriisii
tarafinda konak immiin cevabinin bloke edilmesidir. Viriisiin hedef hiicrelerde meydana
getirdigi degisiklik asir1  viral yiike ve konak immiin cevabmin ve endotelyal
fonksiyonlarin bozulmasmma neden olur (Bonetti, vd., 2003). Endotelyal hasar

koagulaopati ve DIC’e katkida bulunur ve hemorajiler ortaya ¢ikar (Kaya, vd., 2014).

Genetik mutasyon ve polimorfizm insanda hastaliga duyarlilik yada viral ajanlara
direnci isaret etmektedir. Ancak literatiir taramasinda KKKA hastalarinda VEGF-KDR
gen polimorfizmleri ile ilgili ¢calisma bulunmamistir. Bu caligmanin amac1t KKKA
hastalarinda VEGF-KDR genlerindeki polimorfizmi ile hastaligin prognozu arasinda bir

iliski olup olmadigini saptamaktir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Kinnm-Kongo Kanamah Atesi

Kirim-Kongo kanamali ates virlisii (KKKA), Bunyavirales ailesinde Nairoviriis
viriisleri siralamasinda yer alan negatif bir RNA viriisiidiir. KKKA ii¢ genomik segment
icerir: sirastyla niikleoprotein ve glikoproteinleri kodlayan ve RNA'ya bagimli RNA
polimerazi kodlayan biiylik bir segment (David, vd., 2018). Halsizlik, istahsizlik, kas
agrisi, bas agrisi, bulanti, kusma, ishal ve agmr vakalarda kanama gibi bulgular ile
seyrederek Oliimlere neden olabilen zoonotik karakterli bir enfeksiyon hastaligidir.
Hastalik ilk olarak Kirim'da 1944'te tanimland1 ve "Kirim kanamali atesi" olarak tanindi,
ancak virlis ilk olarak 1956'da Kongo'da izole edildi ve "Kongo viriisii" olarak
adlandirildy; iki isim 1969'da KKKA olarak birlesti (Laura, vd., 2018). KKKA'in ana
vektorii ve esas olarak Hyalomma cinsinin sert govdeli keneleridir, evcil hayvanlar ve
tavsan gibi yabani hayvanlar omurgali konakgilar biiyiik olasilikla KKKAV konakgilari
olarak gorev yaparlar, enfekte olmamis keneler viremik hayvanlarla beslenme sirasinda
veya enfekte kenelerle birlikte besleme sirasinda enfekte olur. Hyalomma vektorii
Afrika, Gliney ve Dogu Avrupa, Orta Dogu, Hindistan ve Asya'da bulunur, bu
bolgelerde KKKA vakalar1 rapor edilir; KKKAV ile tahmini 10.000 ila 15.000 insan
enfeksiyonu her yil ortaya c¢ikmaktadwr, ancak bunlarm ¢ogu subkliniktir ve
tanimamistir. KKKAV'in kapsamli cografi dagilimi ile iliskili olarak, KKKAV
cografi olarak farkl izolatlar arasinda 6nemli genetik ¢esitlilik sergiler; izolatlar, amino
asit seviyesinde niikleoprotein ve L proteininde% 5 ve glikoprotein Onciisiinde% 25'e

kadar farklilik gosterir (David, vd., 2018).
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Sekil 2. 2. KKKH kaynakli vaka ve dliimlerle ilgili 2002-2017 yillara gére veriler.
(https://slideplayer.biz.tr/slide/2482331/)
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2.2. KKKA Rezervuari ve Bulasmasi

Ixodidae (sert) keneler, su anda Afrika, Avrupa, Orta Dogu ve Asya'da kuru veya
yar1 kurak ortamlarda yaygin olarak bulunan KKKA i¢in bir rezervuar ve vektordiir.
Sigir, keci, koyun dahil ¢ok sayida yabani ve evcil hayvan, develer ve yabani tavsanlar,
enfekte keneler tarafindan isirildiktan sonra konak¢i gorevi goriirler, ancak kene-
hayvan-kene dongiisii asemptomatik oldugundan hayvan enfeksiyonlarini tespit etmek
zordur. KKKAV, kene yasam dongiisii boyunca devam eder ve omurgali konakcilar
olmadan uzun siireler boyunca enfeksiyon rezervuarlarma olanak tanir. Insanlara
bulagsma en sik, enfekte bir kenenin isirilmasindan sonra tarim iscileri arasinda ve
enfekte hayvanlarm kani1 ve dokusuna maruz kalan mezbaha veya veteriner caligsanlari
arasinda meydana gelir. Insandan insana bulagsma nadirdir, ancak enfekte hastalar veya

kontamine tibbi ekipmanla temastan kaynaklanmistir (Laura, vd., 2018).
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Sekil 2. 3. Hyalomma cinsi keneler tarafindan KKKA viriisiiniin bulasma dongii. ( Onder , 2016)
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Sekil 2. 4. Disi ve erkek Hyalomma cinsi kenelerin sirt ve karin tarafindan goriiniimii. ( Nazir , 2016)

2.3. Hastahgin Belirtileri

Hastalik 1-14 giin siirebilen kulugka doneminden sonra ates, halsizlik, listime,
titreme, kas ve bas agrisi, bulanti-kusma, ishal, ylizde ve goézlerde kizariklik, deri
dokiintiisii gibi sikayetlerle kendini gosterir Ilerleyen donemlerinde cilt kanamasi, burun
kanamasi, , dis eti kanamasi, mide-barsak kanamasi, akciger ve beyin kanamalar1

goriilebilir.

2.4. KKKAYV Genomu ve Replikasyon Dongiisii

KKKAYV, Bunyaviridae ailesindeki Nairovirus cinsinin bir iiyesidir. KKKAV,
negatif polariteye sahip iiclii bir RNA genomu ile karakterizite edilir. Kiigiik (S), orta
(M) ve biiyltik (L) segmentlerin 51 ve 31 numarali uglarinda kodlamayan bdlgeler
(NCR'ler) mevcuttur ve. KKKAV ve bunyaviriis genomlarinin dairesel goriiniimiine
neden olurlar. Dokuz terminal niikleotid (5'-UCUCAAAGA ve 3-AGAGUUUCU)
nairoviriisler arasinda korunur ve viral promoter bolgeler olarak gdrev yapar. NCR'ler,
viral RNA'ya bagimli RNA polimerazin (RdRp veya L proteini) viral genomun

transkripsiyonunu ve / veya replikasyonunu baglamasi ve baslatmas: icin gereklidir.



Tiim NCR sekanslar1 viral segmentler arasinda farklilik gosterse de, her biri genomlarin
enkapsiilasyonunu, transkripsiyonunu, replikasyonunu ve yeni olusan viryonlara
paketlenmesini baglatabilir. Son yillarda, KKKAV'nin ii¢ segmentinin her birinin tek bir
proteini kodladigina inaniliyordu. Bununla birlikte, ikinci bir protein olan yapisal
olmayan S (NSS), segmentinde niikleoprotein (NP) genine gore ters yonde kodlanir, bu
da KKKAV'nin bir ambisens viriisii olarak kabul edilebilecegini gosterir, KKKA'deki
ambisens kodlamasi, Ortiisen kodlama bolgelerini igerir. Ambisens kodlamasi
bunyaviriisler ve arenaviriisler ile farklidir, burada viral proteinler zit yonde kodlanir ve
bir transkripsiyon sonlandirma sinyali olarak hizmet eden bir intergenik bdlge ile ayrilir.
Boyut olarak diger bunyaviriislerle karsilastirilabilir olan kiiciik S segmentinin (~ 1.6
kb) aksine, KKKAV'nin M (~ 54 kb) ve L (~ 12.1 kb) segmentleri diger
bunyaviriislerinkinden onemli 6lglide daha biiyliktiir ve sirasiyla glikoprotein dnciisiinii
(GPC) ve L proteinini kodlayan tek genlerdirler. Genom segmentleri veya viral RNA
(VRNA), genomik riboniikleoprotein kompleksleri (RNP) olusturmak i¢cin NP ve L
proteini ile kapsiillenir. Genomik RNP'ler, bir lipid zarfi ve ylizey glikoproteinleri Gn ve
Gc  elde edilerek viral partikiiller halinde paketlenir. Nairoviriislerin elektron
mikroskobu calismalari, partikiil yiizeyinden kii¢iik (<10 nm) sivri ¢ikintilara sahip, ~
90-100 nm ¢apinda nispeten esit biiyiikliikte kiiresel partikiilleri rapor etmektedir. Yiizey
glikoproteinlerinin kesin diizenlemesinin daha fazla karakterizasyonu, kriyo-elektron

mikroskobu gibi daha ayirdedici yontemleri gerektirecektir (Marko, vd., 2016).

2.5. Hiicre Girisi

KKKAV'in hiicre ylizeyine ilk baglanmasina glikoproteinler Gn ve / veya Gc
aracilik eder. Bununla birlikte, viral baglanma, igsellestirme ve flizyondaki spesifik
glikoprotein katiliminin ayrmtilar1 bilinmemektedir. Gc'yi hedefleyen monoklonal
antikorlar memeli hiicrelerinin KKKA enfeksiyonunu nétralize edebildiginden, Ge'nin
hiicresel reseptdrlere baglanmaktan sorumlu oldugundan diisiiniilmektedir. KKKA'nin
Gc'sinin de flizyona aracilik ettigi diisiiniilmektedir; KKKA'in tahmin edilen fiizyon
dongiisii, Rift Valley ates virlisii (RVFV) Gc flizyon dongiisii ile dnemli homolojiyi
paylasir. KKKA girisi i¢in gerekli hiicresel reseptorler tanimlanmamistir. KKKAV Ge
ve agirlikli olarak niikleollerde bulunan bir protein olan hiicre yiizeyi niikleolini arasinda

fonksiyonel bir etkilesim Onerilmistir. Niikleolin, solunum sinsitiyal viriisii icin bir



reseptor gorevi gorlir, Japon ensefalit virilisii i¢in bir giris faktori olarak islev goriir ve
insan immiin yetmezlik viriisiiniin (HIV) girisini artirir. Bununla birlikte, KKKAYV hiicre
baglanmast ve / veya fiizyonunda niikleolinin roliinii desteklemek icin KKKAV
enfeksiyonu baglaminda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Hiicre yiizeyine
baglandiktan sonra KKKAV, klatrin aracili bir endositoz mekanizmas1 yoluyla hiicre
icine alnir. Giris, klatrin ve klatrin gukur adaptor protein-2 kompleksi gerektirir, ancak
caveolin-1 gerektirmez. KKKAV girisi ayrica kolesterole ve diisiik pH degerine baghdir.
Endositozun ardindan KKKAV partikiilleri, Rab5'e bagl bir siirecte erken endozomlara
ve ardindan coklu vezikiiler cisimlere (MVB) tasmir. Buna karsilik, Rab7'ye bagimli
trafigin engellenmesi (erken endozomlardan ge¢ endozomlara veya MVB'den nakil),
MVRB ile enfeksiyon veya KKKAYV iliskisi iizerinde hicbir etkiye sahip degildir. Ornegin
tasima (ESCRT) yolu i¢in gerekli endozomal aymrma kompleksinin bilesenlerini
tilketerek fonksiyonel MVB'lerin olusumuna miidahale etmek, KKKAV enfeksiyon
seviyelerini diistiriir. Bu, MVB'nin muhtemelen KKKAYV zarfinin konak¢i membranlarla

birlestigi ana organel oldugunu gosterir (Marko, vd., 2016).

2.6. Transkripsiyon ve Replikasyon

Hiicre girisi ve flizyonu takiben, genomik RNP'ler sitozole salinir ve kapsiillenmis
VvRNA, viral mRNA'y1 sentezlemek icin L proteini bir sablon goérevi goriir. Hicbir
calisma nairoviriis mRNA'nmn 3' terminalini veya transkripsiyonun sonlandirilmasinda
rol oynayan unsurlar1 agiklamamistir. Bununla birlikte, ilgili bir nairoviriis olan Dugbe
viriisiiniin 5' terminal bolgesi, hiicresel mRNA'dan tiiretilen sekanslara sahip bir 7-
metilguanilat (m7G) bashg igerir. Viral mRNA sentezini baslatmak i¢in L proteininde
bulunan bir endoniikleaz alani tarafindan hiicresel mRNA'dan yakalanan m7G basliklh
primerler kullanir. KKKAV L proteini, diger L proteinlerinin endoniikleazlarinda
gosterildigi gibi, kapak yakalama aktivitesi i¢in kritik bir Mn2 + 'y1 koordine ettigi
tahmin edilen bir rezidii (D693) icerir. D693'lin mutasyona ugratilmasi, L protein
transkripsiyon aktivitesini segici olarak ortadan kaldmrir, ancak KKKAV genom
analoglarin1 kopyalama yetenegini bozmaz. Genomik RNP'lerin replikasyonu, basliksiz,
negatif anlamda VRNA ve pozitif anlamda tamamlayict RNA'nin (cRNA)
replikasyonunu ve kapsiillenmesini gerektiren bir siirectir. RNP'lerin replikasyonu

minimum diizeyde L proteini ve NP gerektirir. cRNA ve VRNA'nin kapsiillenmis



formlar1 sirasiyla antijenomik ve genomik RNP'ler olarak tanimlanir. KKKA bir negatif
sarmalli RNA viriisii oldugundan, genomik RNP'ler, baglikli mRNA'y1 sentezlemek ve
antijenomik RNA iretmek i¢in sablon olarak kullanilir. Genomik RNP'lerin
replikasyonu sirasinda, bir cRNA sentezlenir L proteini ve NP alt birimleri, antijenomik
RNP'ler elde etmek igin uzayan seritlere eklenir ve karsiliginda antijenomik RNP'lerin

cRNA'sin1, genomik RNP'leri elde etmek i¢in bir sablon kullanilir (Marko, vd., 2016).
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Sekil 2. 5. Kirim Kongo Kanamali Atesi viriisiiniin sematik gdsterimi

(https://epistemturkiye.org/kirim-kongo-kanamali-atesi-virusunu-birlikte-taniyalim)

2.7. VEGF

Anjiyogenez, vaskiilogenez ve endotel hiicre biiylimesinde aktif biiyiime
faktoriidiir. Endotel hiicre proliferasyonunu indiikler ve hiicre gociinii tesvik eder,
apoptozu inhibe eder ve kan damarlarinin gegirgenligini indiikler. FLT1 / VEGFRI ve
KDR / VEGFR?2 reseptorlerine, heparan siilfat ve heparine baglanir. NRP1 / Neuropilin-
1, izoformlar VEGF-165 ve VEGF-145'1 baglar. [zoform VEGF165B, KDR'ye baglanir
ancak asagi akis sinyal yollarmi aktive etmez, anjiyogenezi aktive etmez ve tiimor
bilyiimesini inhibe eder. Izoformlar1 VEGF189, VEGF165 ve VEGFI21 genis capta
ifade edilmektedir ancak VEGF206 ve VEGF145 izoformlar1 ekspresyonlar1 zayiftir.

VEGF121 asidiktir ve serbestce salgilanir. VEGF165 daha baziktir, heparin

baglama ozelliklerine sahiptir ve dnemli bir kismi hiicre ile iliskili kalmasma ragmen
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cogu serbestge salgilanir. VEGF189 c¢ok basittir, salgilandiktan sonra hiicre ile iliskilidir
ve heparin, heparinaz veya plazmin tarafindan ¢oziiniir bir form olarak salinabilmesine

ragmen heparin hiicre dig1 matris tarafindan baglanir (https://www.uniprot.org/).

2.7.1. VEGF geni icin protein ozellikleri
Boyut: 232 amino asit

Molekiiler kiitle: 27042 Da
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Sekil 2. 6 Genomik konumda VEGF geni
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Sekil 2. 7. VEGF Geninin hiicresel ekspreyon konumlari(https://www.uniprot.org/)

2.8. KDR

VEGFA, VEGFC ve VEGFD i¢in bir hiicre ylizeyi reseptorii gorevi goren tirozin-
protein kinazdir. Anjiyogenez, vaskiiler gelisim, vaskiiler gecirgenlik ve embriyonik
hematopoezin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynar. Endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu, hayatta kalmasini, gociinii ve farklilasmasini tesvik eder. Aktin hiicre

iskeletinin yeniden diizenlenmesini tesvik eder. izoform 2 ve izoform 3 gibi bir
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transmembran alani igermeyen izoformlar, VEGFA, VEGFC ve / veya VEGFD icin
tuzak reseptorler olarak islev gorebilir. izoform 2, serbest VEGFA ve / veya VEGFC
miktarin1 smirlayarak ve bunlarin fms benzeri tirozin kinaz-4'e (FLT4) baglanmasini
onleyerek VEGFA ve VEGFC aracili lenfanjiyogenezin negatif diizenleyicisi olarak
onemli bir rol oynar. Heterodimerler olusturarak FLT1 ve FLT4 sinyallemesini modiile
eder. Vaskiiler biiylime faktorlerinin izoform 1'e baglanmasi, birka¢ sinyalleme
kaskadinin aktivasyonuna yol acar. PLCG1'in aktivasyonu, hiicresel sinyal molekiilleri
diacilgliserol ve inositol 1,4,5-trisfosfat {iretimine ve protein kinaz C'nin aktivasyonuna
yol acar. MAPK1 / ERK2, MAPK3 / ERK1 ve MAP kinaz sinyal yolunun yani sira
AKT1 sinyal yolunun aktivasyonuna aracilik eder. Fosfatidilinozitol 3-kinazin
diizenleyici alt birimi olan PIK3R1'in fosforilasyonuna, aktin hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesine ve PTK2 / FAK1'in aktivasyonuna aracilik eder. NOS2 ve NOS3'iin
VEGFA aracili indiiksiyonu i¢in gereklidir, bu da endotel hiicreleri tarafindan sinyal
molekiilii nitrik oksit (NO) {iiretimine yol acar. Fosforilatlar PLCGI1. FYN, NCKI,
NOS3, PIK3R1, PTK2 / FAKI1 ve SRC'nin fosforilasyonunu destekler.

Bagh ligand yoklugunda inaktif bir yapida bulunur. VEGFA, VEGFC veya
VEGFD'nin baglanmasi, tirozin kalmtilar1 iizerinde otofosforilasyon ile dimerizasyona
ve aktivasyona yol acar. H2S'ye duyarl hiicre i¢i disiilfiir bagi araciligiyla hidrojen

stilfiir (H2S) seviyeleri tarafindan diizenlenebilir (https://www.uniprot.org/).

2.8.1. KDR Geni icin Protein Ozellikleri
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Sekil 2. 9. KDR Geninin hiicresel ekspresyon konumlar1 (https://www.uniprot.org/)

2.9. VEGF - KDR Sinyal Yolu Genler

Norovaskiiler bir anjiyogenez gelistirilmesi, kan damarlar1 besinleri dokulara ve
organlara tasidig1 ve katabolik iirlinleri ¢ikardigi i¢in 6nemli homeostatik rollere hizmet
eder. Bununla birlikte, kan damarlarinin kontrolsiiz biiylimesi, tiimorler ve intraokiiler
vaskiiler bozukluklar dahil olmak iizere ¢ok sayida hastalik siirecini tesvik edebilir veya
kolaylastirabilir. 70 yil O6nce, "kan damari biiylimesini uyarict faktorlerin" serbest
birakilmasi yoluyla yeni damar biiylimesini tetikleme yeteneginin, timor hiicrelerine bir
biiyime avantaji sagladigi hipotezi ileri siiriildii (Haller, vd, 2006). Aynm1 zamanda,
normal retinal damarm gelisiminden degil, proliferatif diyabetik retinopati ve diger
bozukluklarda patolojik neovaskiilarizasyondan baska bir bozukluk olabilecegi olabilir
(Sadler, vd., 2008). Judah Folkman’in "anti-anjiyogenez" kanseri ve muhtemelen diger
bozukluklar1 tedavi etmek i¢in bir strateji olabilecegi hipotezi biiyiik bir cosku yaratt1 ve
bu alana biiyiik bir destek verdi (Ergonul, 2006). Vaskiilogenez, endotelyal hiicrelerin de
novo olusumundan kan damarlariin olusumu ve yeni kan damar1 olusumu siireci olan

anjiyojenez, gelisme ve miiteakip fizyolojik homeostaz swrasinda kritiktir, ancak
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kanserlerde ve g¢esitli oftalmik hastaliklarda patojenik olabilir. Vaskiilogenez ve
anjiyogenezde Onemli olan VEGF, 25 yil 6nce tanimlanmis, izole edilmis ve
klonlanmistir (Randall, vd., 2008). VEGF esas olarak endotel hiicrelerini hedef alirken,
bu faktoriin ek hiicre tipleri lizerinde birgok etkiye sahip oldugu gosterilmistir. VEGF-B,
VEGF-C ve plasental biiytime faktorii (PIGF) dahil olmak {iizere birkac ilgili gen
olmasina ragmen, homeostaz ve hastalik sirasinda anjiyogenezin diizenlenmesindeki
anahtar rolii nedeniyle en ¢ok ilgi VEGF-A'ya odaklanmistir. VEGF, fizyolojik vaskiiler
homeostaz i¢in gerekli olmasina ragmen, farkli hiicre ve dokularda 6nemli oldugu

kanitlanmustir.

Timor biiylimesi ve metastazinin molekiiler patogenezi, ve yasa bagli makiiler
dejenerasyon (AMD), diyabetik ve hipertansif retinopati dahil olmak tizere gesitli kor
edici goz hastaliklart ile iligkilidir (Schnittler, vd., 2003). VEGF aracili patojenik etkiler,
esas olarak vaskiiler gecirgenlik ve neo-anjiyogenez iizerindeki etkilerinden
kaynaklanmaktadir. O zamandan beri bir dizi terapotik yaklasim, VEGF'nin bir veya
daha fazla izoformunu, VEGF reseptorlerini veya sinyal yollarmi hedeflemistir

(Connolly-Andersen, vd., 2007).

VEGF'nin biyolojisinin temel kesfi, 15 yildan daha kisa, nispeten kisa bir siire
icinde hedef alan terapotik kesif ve gelistirmeyi nasil bilgilendirdiginin  ve
dontstiirdiigiinlin benzersiz bir 6rnegidir. VEGF ve iliskili yolaklarm hedeflenmesi, goz
hastalig1 olan milyonlarca hastada korliigli onledi ve bir dizi farkli kanser tiiriinden

muzdarip hastalar i¢in yagam siiresinin artmasini sagladi.

VEGEF protein ailesi, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, Plasental Biiyiime
Faktorii (PIGF), viriis kodlu VEGF-E ve yilan zehirinden tiiretilmis VEGF-F icerir
(Chen, vd., 2008). VEGF-A, anjiyojenik siireclerin en giiclii uyaricisi ve bu nedenle ¢ok
sayida anti-kanser terapotiklerinin hedefi olan en iyi karakterize edilmis aile tiyesidir
(Lei, vd., 2001). VEGF-A, katlanmis bir yapiya monte edildiginde molekiil i¢i distilfiir
baglar1 olusturan sistein kalintilarinin merkezi diigiim motifine dayanan, proteinlerin

"Cys-loop" siiper ailesine ait olan biiyiik bir anti-paralel homodimerik peptiddir (Chen,

vd., 2007).
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VEGEF-A, endotel hiicreleri, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, trombositler,
ndtrofiller, makrofajlar ve tiim tiimorlerin yaklagik% 601 gibi birgok hiicre tipi
tarafindan salgilanir (Ergonul, vd., 2006). VEGF-A sekresyonu ayrica iskemi ve
enflamatuar uyaranlarla da indiiklenir (Onguru, vd., 2008). VEGF-A'ya hiicresel
yanitlar, esas olarak bunlarm ayni kdkenli reseptorlerine - vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii reseptorlerine (VEGFR'ler) baglanmalari ile yonlendirilir. VEGFR'ler, smif IV
reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesine aittir ve tip III RTK'lar trombosit kaynakl1 biiyiime
faktori reseptorii (PDGFR), makrofaj koloni uyarict faktor reseptorii (M-CSFR), c-KIT
ve fms benzeri tirozin kinaz 3 (FLT3) ile benzerlikler gosterir (Shibuya, 2013).

Ayr1 genler tarafindan kodlanan ii¢ VEGFR alt tipi vardir: VEGFR1 (farelerde Flt-
1) ve VEGFR2 (Flk-1; KDR) yapisal olarak benzerken VEGFR3 (Flt-4) proteolitik
olarak iglenmis bir hiicre dis1 alana sahiptir (Koch, vd., 2011).

VEGFR'ler endotelyal hiicreler, makrofajlar, hematopoetik hiicreler ve diiz kas

hiicreleri tarafindan ifade edilir.

VEGF-A izoformlarinin VEGFR1 ve VEGFR2 vyoluyla fizyolojik ve
patofizyolojik anjiyogenezi sinyallesmesini yonlendirirken, lenfanjiyogenez ise

VEGFR3 yoluyla VEGF-C / D izoformlar1 tarafindan yonlendirilir (Simons, vd., 2016).

VEGFR1, VEGFR2'den daha yiiksek bir VEGF-A afinitesine sahip olmasina
ragmen, azalmis tirozin kinaz aktivitesi gosterir ve bu nedenle biiylik 6l¢iide VEGFR2
(KDR) aktivitesini negatif olarak modiile edebilen bir tuzak reseptor olarak kabul edilir.
VEGFRI ayrica immiin hiicre farklilasmasinda rol oynasa da VEGFR1 bu incelemenin

kapsami digindadir (Cao, 2009).

VEGFR-2( KDR) iki boliimden olusur ve bunlar 7 adet immiinoglobiilin benzeri
hiicre dis1 boliimii ve tirozin kinaz etkisine sahip olan bir hiicre i¢i boliimdiir. 200-300
kDa’luk bir glikoprotein olan VEGFR-2’ye, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGFE ve
VEGF-F ligandlar1 baglanir. Ligandlar VEGFR-2’e baglanmca, endotel hiicre
proliferasyonu, migrasyon, hematopoetik kok hiicre mobilizasyonu, monosit kemotaksisi
gibi olaylar gelisir. VEGFR-2 endotel hiicrelerinin yani sira osteoblast, megakaryosit,
noron ve hematopoetik kok hiicrelerde de sentezlenir. VEGFR-2’nin de plazmada

serbest olarak dolagan ¢oziilebilir bir formu oldugu tespit edilmis, buna da sVEGFR-2
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ad1 verilmistir. Bu reseptoriin de sVEGFR-1’le benzer sekilde anjiogenezi baskiladigi
diistiniilmektedir. Endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonunda onemli rol
oynadigindan, anjiogenezin baskilanmasi gerektiginde VEGFR-2 hedef molekiil haline
gelmektedir. Deneysel skuamoz hiicreli karsinom modelinde VEGFR-2’nin bloke
edilmesiyle tiimor gelisiminde Onemli olan stromal dokunun normale dondiigi

bildirilmistir (Kol, vd., 2018).

WEGF-A WwWEGF-C

VEGF B
VEGF E VEGF D

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Fit-1) (Flk-1/KDR) (Flt-4)

Sekil 2. 10. Vaskiiler endotelyal bityiime faktorii (VEGF) ailesi iiyelerinin VEGF 1,2,-3 reseptorleri
(VEGFR) ve ile etkilesimler. (Pervin , 2015)

Damartarda
yenkden
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fonksiyonu

jn“amnwm. m

Sekil 2. 11. VEGF aracilig ile gerceklesen fizyolojik ve patolojik siiregler. (Pervin , 2015)
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2.10. VEGFR?2 Sinyali

VEGF-A izoformlari, asagi akis VEGFR2 aktivasyonunun farkli sinyal agina veya
sinyal iletimine sonuglarina sahiptir (Woolard, vd., 2009). VEGF-A izoformlarinin
VEGFR2'de benzer baglanma Ozelliklerine sahip olmasma ragmen, VEGFR2'nin
aktivasyonu karmasik, ¢ok adimli bir islemdir. Ortosterik ligand baglanma bdlgesini
baglayan VEGF-A'min yani sira, allosterik etkilesimler topografik olarak farkl
bolgelerde meydana gelebilir. VEGFR2 monomerleri arasindaki allosterik homotipik
etkilesimler Ig benzeri D4, D5 ve D7, VEGFR2 aktivasyonu i¢in gerekli ek bir adimdir ,
tasarlandig1 gibi ankirin tekrar protein inhibitorleri (DARPinler) bu etkilesimleri sterik
olarak bloke edebilir ve VEGFR2 aktivasyonunu allosterik olarak inhibe olur (Thieltges,
vd., 2018).

Ligand baglanmasi, elektron mikroskobu ile gosterilen farkli Ig benzeri alanlari
yeniden yOnlendiren VEGFR2'nin hiicre disi1 bdlgesi boyunca konformasyonel bir

biikiilmeye yol agar (Ruch, vd., 2007).

VEGF-A baglanmas1 sonu¢ olarak, fliloresan rezonans enerji transferi (FRET)
kullanilarak 6l¢iildiigiinde izoform VEGF 165a, VEGF 165b ve VEGF 121a tarafindan
indiiklenen benzer konfigiirasyonlarla transmembran helislerin dontistine yol acar(Dosch

ve Ballmer, 2010).

VEGFR2'min hiicre i¢i bolgesi daha sonra konformasyonel degisikliklere ugrar,
ATP'nin esnek N-lob yarigma baglanmasi ile N- ve C-loblarindan olusur; bu, reseptor
intrinsik kinaz aktivitesi ve C-lobdaki tirozin kalintilarmin fosforilasyonunu saglar,
ozellikle aktivasyon dongiisiinde Y1054 ve Y1059, Y951 in the kinaz ekleme alan1i ve
sirastyla Y1175 ve Y1214. Tirozin fosforilasyonu, sitoplazmik adaptor proteinlerinin
toplanmasi i¢in baglanma yerleri olusturur ve sinyal yollarmi baglatir. VEGFR2'nin akis
asagisindaki sinyal yollar1 aktivasyon sayisiz hiicresel kadere yol agar. Bunlar, PLC ve
ERK1 / 2 yoluyla ¢ogalmayi, fokal adezyon kinaz (FAK) aracili hiicre gogiinii ve
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz (PI3K) / protein kinaz B (AKT) yoluyla hiicre
hayatta kalmasmi igerir. VEGFR2 sinyalizasyonu ayrica FAK gorevlendirmesi, p38

MAPK aracilt aktin hiicre iskeleti yeniden organizasyonu ve eNOS aktivasyonu yoluyla
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vaskiiler gecirgenlige yol agar. Bu sinyal yollari, kapsamli bir karsilikli konusmaya
maruz kalr. VEGFR2 ayni1 zamanda endoplazmik retikuluma lokalize edilmis protein
fosfataz 1b (PTP1b) tarafindan defosforile edilerek VEGFR2 aktivasyonu lizerinde

uzay-zamansal trafik isleminin 6nemini vurgulamaktadir (Haj, vd., 2002).
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Sekil 2. 12. Sekil 2.12. VEGF’nin VEGFR-2’ye baglanmasindan sonra aktiflenen yolaklar (Pervin , 2015).

2.11. Patogenez

Viriis viicuda girdikten sonra retikiiloendotelyal sistemi basta olmak iizere hedef
doku ve hiicrelere tutunur, cogalir ve hasar yapmaya baslar. Karaciger en ¢ok etkilenen
organdir. Mononiikleer fagositler ve vaskiiler endotel viriisiin direkt ve indirekt hedefleri
arasindadir ve salinan sitokinler tarafindan uyarilir. Salinan proinflamatuvar sitokinleri
viriis etkisi ile beraber hedef hiicrelerde ve dokularda inflamatuvar immun yanita neden
olurlar. Interlokin 6 (IL-6) ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) gibi proinflamatuvar
sitokinlerin, agir ve dlen hastalarda anlamli olarak daha yiiksek olmasi tespit edilmis.
hastalik tanis1 alan Olen kisiler ile hayatta kalanlar ile karsilagtirildiginda damar ici
pithtilasma daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Hiicresel immun yanita bagl,
neopterin seviyesinin KKKA’l1 hastalarda arttigi, agwr klinik seyir gosteren ve Olen
hastalarda 6lmeyenlere gore anlamli derecede daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu
da KKKA’li hastalarda ciddi inflamasyona neden oldugunu gostermektedir.
Hemofagositozun da bu hastaligin patogenezinde 6nemli bir rolu oldugunu artmis

proinflamatuvar sitokinlerin uyardig1 histiyositik makrofajlar tarafindan kemik iliginde
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eritrosit ve trombositlerin fagosite edilmesin ile gosterilmektedir. KKKA viriisii ile
infekte hiicrelerin periniikleer bolgelerinde NP birikmektedir ve biriken NP, aktin
flamanlarinin azalmasina ve aktin ile etkileserek, endotel ve vaskiiler permeabilite

artigina neden olmaktadir.

CD3+, CD8+ ve T sitotoksik lenfositlerin mortal seyreden hastalarda anlamli
derecede yiiksek oldugu belirtilmistir. Viremi doneminde kanda trombosit, lokosit ve
fibrinojen degerlerinin  diisiik oldugu, alanin aminotransferaz (ALT), aspartat
aminotransferaz (AST), laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatinin kinaz (CK) enzimlerinin
ve international normalization ratio (INR) degerlerinin yiiksek oldugu, gosterilmistir.
IgG antikorlar1 serumda kantitatif olarak arttikca viriis yiikii diismektedir.Bu antikorlar

viriis i¢in nortalizan antikorlar olmasina baglidir (Hiirrem, 2009).

2.12. Kinnm-Kongo Kanamah Ates Hastahiginin Tanis1

2.12.1. Viriis izolasyonu

Viriis izolasyonu, viremi yliksek oldugunda hastaligin ilk 5 giinii boyunca BSL-4
standartlarinda olan laboratuvarlarinda yapilmalidir.Akut donemindeki hastalardan
alman kan o6rnekleri SW-13, Vero, CER, LLC-MK2 veya BHK-21 gibi ¢esitli hiicre
kiiltiirlerin kullanarak izole edilir. Hiicre kiiltiirinde KKK A viriisii izolasyonu hastaliga
kars1 bagisiklik tepkisini bir antijenik madde ile tetikledikden 1-6 giin sonra yapilir .
Viral kiiltiir yiiksek viremi diizeylerinin en yaygin oldugu semptomlarin baglamasindan
sonra erken uygulandiginda pozitiflife daha hizli ulagsma olasilig1 yiiksektir. Sitopatik
etki (CPE) genellikle goriilmez; bu nedenle viriis izolasyonu, kantitatif RT-PCR'de
titrelerin arttirilmasi veya kontroller olarak bilinen antikor pozitif serum Ornekleri
kullanilarak dolayli immiinofloresan analizi (IFA) ile dogrulanabilir. Viriis ayrica yeni
dogan farelerin beyin dokusu i¢ine inokiilasyonu ve ardindan izolasyonu ile elde
edilebilir (Anna, 2019) . Plak azaltma notralizasyon testleri, KKKA nétralizasyon
antikorlarmin seviyesini tahmin etmek i¢in uygulanabilir. 4'lincii seviye biyolojik
giivenligi olmayan laboratuvarlarda, virlise karsi serum notralizasyon aktivitesi
psodotipli bir viriis kullanilarak 6l¢tilebilir (Berber, vd., 2013 ). Anti-KKKA viriisii ile
problanan enfekte olmus hiicrelerin enzim katalizli renk gelisimine dayanan sahte plak

indirgeme notralizasyon testi antikorlar da uygulanabilir (Ackermann-Gaumann, vd.,
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2019). KKKA teshisi icin viral kiiltiir kullanmanin bir avantaji, ¢ok ¢esitli KKKAV

suslarmi tespit etme kabiliyetidir.

2.12.2. Molekiiler Yontemler

Laboratuvar teshisi esas olarak klinik 6rneklerde viral RNA'nin ters transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile saptanmasiyla saglanir. Kullanilabilecek
ornek tipleri arasinda tam kan, plazma, serum, beyin-omurilik sivisi, idrar, tikiirik,
biyopsi ve nekropsi Ornekleri bulunur. PCR testi antikorlarin iiretiminden 6nce en
basarili olanidir. KKKAV (kirim-kongo kanamali atesi viriisii) RNA tespiti i¢in yaygin
olarak kullanilmistir ve halen kullanilmaktadir Farkli viriis suslar1 gogmen kuslar veya
hayvan ticareti yoluyla tasinabileceginden genis spektrumlu bir PCR testi kullanilmas1
tercih edilir. viral yiikiin hastaligin siddeti ve sonucu ile 6nemli dlciide iliskili oldugu
diistiniildiigiinde, nicel gercek zamanli RT-PCR, hastaligin seyri i¢in yararli bir gosterge
saglayabilir. Viriis genellikle hastaligim ilk haftasinda tespit edilebilir. Pozitif sonucu olan
hastalarda, 6liimciil sonuglar1 olan vakalarm aksine virilis temizlenir (Bonney, vd., 2017).
Virlisiin tiim genom dizisini elde etmek amaciyla KKKA kiiltiir siipernatanlar1 ve
KKKA pozitif keneler iizerinde de novo next generation sequencing (NGS) kullanimi1
hakkinda raporlar vardir. WGS'lerin analizi, virlis gelisimi, rekombinasyon ve yeniden
siralama olaylar1 {izerine yapilan c¢alismalarmm temelini olusturur ve etkili teshis
araclarinin tasarlanmasini saglar . De novo NGS'nin dogrudan klinik 6rneklerde tanisal
kullanimi, yiiksek viremili vakalarda basarilidir. Amplifikasyon hedeflendiginde, viriis

diisiik konsantrasyonlarda bile tespit edilebilir (Dinger, vd., 2017).

2.12.3. Serolojik Yontemler

Serolojik testler antijenik varyasyona duyarhdir ve kanda olusan immunogolobulin
G (IgG) ,immunoglobulin M (IgM) antikorlarmn her ikisinin de serolojik olarak
gosterilmesi bu yontemin esasidir. Aktif KKKAYV enfeksiyonu, semptom baslangicindan
4-9 giin sonra, enfeksiyonun akut fazini takiben IgM veya IgG titresinde belirgin bir
artig ile tespit edilebilir; bununla birlikte, ciddi ve 6liimciil vakalar siklikla saptanabilir
bir antikor yanit1 olusturmaz. Anti-KKKA IgG'nin saptanmasi, mevcut veya ¢oziilmiis
enfeksiyonu gosterebilir ve silirveyans epidemiyolojik caligmalarinda yararli olabilir.

KKKA i¢in ELISA testi IFA veya notralizasyon testinden daha 1iyidir. Viriis
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ndtralizasyon analizleri teshis i¢cin daha az yararlidir, ¢iinkii KKKA, nispeten diisiik
seviyelerde ndtralize edici antikorlar ortaya c¢ikarir, ancak epidemiyoloji ve as1
aragtirmalar1 igin yararli olabilir. KKKAV nétralizasyonu genellikle plak indirgeme
notralizasyonu kullanilarak gerceklestirilir ve 5-7 giin i¢in de sonuglar elde edilir
(Laura, 2018). Bu testin avantaji biyogiivenlik diizeyi-4 olmayan laboratuvarlarda da

kullanilabilmesidir.

2.13. Molekiiler Epidemiyoloji

KKKA viriisii, GenBank'taki izolatlar arasinda S, M ve L segmentleri i¢in % 20,
% 31 ve % 22 sapma ile yiiksek derecede dizi ¢esitliligi gosterir. Viral S segmentinin bir
analizine dayanarak, viriisiin Afrika'dan Avrupa'ya, Orta Dogu'ya ve ardindan Asya'ya
uzun bir cografi yayilma geg¢misi oldugunu gosteren alt1 veya yedi viral soy
tanimlanmistir. Genom ¢esitliligi, kene icinde memeli konak¢idan daha fazla olabilir.
KKKAV'in genis dizi ¢esitliligi muhtemelen suslarin dolasim ve yeni cografi bolgelere
adaptasyonu ile arttirilan genetik yeniden diizenlenmelerden kaynaklanmaktadir (Laura,

2018).

Tirkiye 'de Saglik Bakanligi genelgesine gore Kirim-Kongo Ates hastaligmin

vaka tanmmi ve kilinik tanimlama onerileri asagida belirtilmis.

2.14. Klinik Tanimlar
1. Sikayetler: Ani baslayan bas agrisi, halsizlik , ates, genel viicut agrisi, karin

agrisi , ishal, bulanti-kusma

2. Laboratuvar bulgular: Karaciger enzimleri ALT, AST, Laktat Dehidrogenez
(LDH) , CPK, Lokopeni ve trombositopeni degerlerinde yiikselme.

3. Kanama belirtileri: Melena, Hemoptizi, Hemorajik veya purpurik dokiimii,

Epistaksis ve diger hemorajik semptomlar.

2.15. Vaka Tamimlan

Insanda KKKA hastaligmin ii¢ siniflandirilmis tanimi vardar:

1. Stipheli vaka: hastaligin ani baglamasi ates, kas agrisi, kene 1sirmasi, hemorajik
belirtiler (petesi dokiintiisii, oral mukoza ve burun kanamasi, kusma, hematiiri,

epidemiyolojik semptomlardan biri (kenelerin 1sirmasi, taze kan veya enfekte olmus
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hayvanlarin diger dokulartyla dogrudan temas, kesin veya siipheli KKKA hastasi ile
dogrudan temas, ciftlik hayvanlariyla temas etme olasilig1 bulunan kirsal bir bolgede

kalmak veya seyahat etmek).

2. Olas1 vaka: lokopeni veya Ilokositoz ile iliskili olabilecek siipheli

trombositopeni vakalari.

3. Kesin vaka: olas1 vakalar ve pozitif serolojik testler veya viriisii siipheli KKKA

olan birinden izole etmek (Majidzadeh, vd., 2011).

2.16. Risk Gruplan
1. Endemik bolgede yasayan

2. Enfekte kene veya viriis ile temas etme olasilig1 yiiksek olan insanlar
3. Enfekte hastalarla veya hastalara ait 6rnekler ile temas eden saglik ¢alisanlar1
4. Laboratuvar ¢alisanlar1

5. Hasta yakmlar1

2.17. KKKA Hastahginda Klinik

KKKA hastaliginin seyri tipik olarak inkiibasyon, prehemorajik, hemorajik ve
iyilesme donemi olmak iizere dort evrede karsimiza ¢ikmaktadir. Inkiibasyon donemi
viriisiin bulasma yoluna, viral yiikke ve konagin bagisiklik durumuna bagl olarak 3-14
giin arasinda degismektedir. Bu evrede ki degisiklikler ve hastaligin sonuglar1 viriisiin
soyuna dozu gibi diger faktorlere baghidir. Prehemorajik evrede ani baslayan ates ,
siddetli bas agrisi, lisime, yaygin kas agrisi, titreme, ishal, bulanti-kusma, ylizde ve
konjonktivalarda kizariklik, fotofobi ve makiilopapiiler dokiintii gibi sikayetlerle
baslar.Bu donem 1-7 giin arasinda siirmekte.Hemorajik donemi kisa siliren petesi,
purpura, dis eti, burun, vajina, midebagirsak, liriner sistem, akciger , beyin ve deride
yaygin kanamalar goriildiigii donemdir. Siddetli hastalarda {icte birinde karaciger ve
dalak biiylimesi goriiniir suur bozuklugu, solunum yetmezligi, ajitasyon, hepatorenal
yetmezlik, dissemine intravaskiiler koagulopati, sok ve koma geliserek oliime kadar
gidebilmektedir. Diinyada 6liim oranmi yaklasik %30’dur bazi iilkelerde bu oran %80’lere
kadar ¢ikabilmektedir ve genellikle 5-14. giinler arasinda goriilmektedir. Iyilesme

donemi hastalig1 atlatan bireylerde genellikle hastaligin baslangicindan itibaren 10-20
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giindiir ve Iyilesme siireci 2-6 hafta arasinda siirer ve hastaligin relaps1 yoktur (Onder ve

Hiiseyin, 2016).
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Sekil 2. 13. KKK Atesinin Klinik ve Laboratuvar Seyri. (Onder ve Hiiseyin, 2016).

2.18. Laboratuvar Bulgular

Trombositopeni kirim kongo kanamali ates hastaliginin 6nemli laboratuvar
bulgusudur.Hastalarda 1okopeni ve anemi gozlenir. Aspartat aminotransferaz(AST),
alanin aminotransferaz (ALT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve kreatin fosfokinaz(CPK)
enzimlerinin degerlerinde artis goriilmektedir. Protrombin zaman1 (PT), aktive parsiyel
protombin zamani (aPTT) ve diger kanama testlerinde belirgin bir slire uzamasi

goriilmektedir. Fibrinojen seviyesinde diisiis, fibrin yikim {iriinleri ise artar.

2.19. KKKA Hastahigin Tedavisi

KKKA hastaligi kendiliginden iyilesme 6zelligine sahiptir.Klinik seyri agir olan
hastalarda tedavi gerekir. Destek tedavi hastaligin tedavisinin temelini olusturur, bunun
yaninda hastanin sivi-elektrolitlerinin ve kan degerlerinin izlenmesi gerekir. Taze

donmus plazma ve trombosit siispansiyonu gerekirse agir seyri olan hastalara verilebilir

(T.C SB).

2.19.1. Destekleyici Tedavi
KKKA hastalarinin tedavisinde en 6nemli adim destek tedavisidir. Dogrulanmis

bir KKKA vakasinin destek tedavisi i¢in hastalarin vital bulgular1 ve laboratuvar
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degerleri takip edilmeli. transaminazlar, bobrek fonksiyon testleri ve pihtilasma
parametreleri cok bilgilendirici ve kritiktir. Mekanik ventilator ihtiyac olan hastalarda ve
organ yetmezligi olan hastalar 6zellikle solunum ve bobrek komplikasyonlar1 yogun
bakim gereksinimi olabilir. S1vi ikamesi, kan transfiizyonu ve taze donmus plazma ve
trombosit transflizyonlar1 gibi diger destekleyici tedaviler, endike ise miimkiin olan en
kisa siirede baslatilmalidir. Trombosit sayist 50.000 /ml 'nin cerrahi operasyonu
yapilacak hastalarda ve kanamasi olan hastalarda ve kanamasi olmayan hastalarda
10.000/ml'nin altinda ise verilmeli. Direngli trombositopenisi olan siddetli KKKA
hastalarina intravenéz immiinoglobulin (IVIG) verilmelidir. Metilprednizolonun KKKA

vakalarinda etkinligini bildiren bir ¢alisma da bulunmaktadir (Anna, vd., 2014).
2.19.2. Antiviral Tedavi

Ribavirin KKKA vakalarmin tedavisinde kullanilan tek antiviral ilactir. Heniiz tam
olarak anlagilmayan ¢esitli mekanizmalarla hareket eden genis spektrumlu sentetik bir
purin niikleozid analogudur. Ribavirin, konsantrasyona bagh bir sekilde in vivo ve in
vitro KKKA replikasyonunu inhibe eder. Insanlarda etkinligi biiyiik 6lciide klinik
gozlemlere dayanmaktadir. Bununla birlikte genel olarak ribavirinin etkinligi
tartigmalidir. Baz1 ¢alismalar, ribavirin'in hastaligin erken evresinde verildiginde etkili
oldugunu ileri slirmiistiir. Tirkiye'nin Karadeniz bolgesinde yapilan randomize
prospektif bir caligma, ribavirin verilen KKKA hastalarinda klinik ve laboratuvar
parametreleri lizerinde olumlu bir etki belirlememistir ve ribavirin ile tedavi edilen
hastalarda hastanede kalis siiresi uzamistir; mortalite oranlar1 ribavirin alan veya
almayan hastalarda benzerdi. Sistematik bir derleme ve meta-analiz, ribavirin'in KKKA
tedavisinde etkili oldugu fikrini desteklemedi, ¢iinkii ribavirin ile tedavi edilen hastalarin
sonuclari, ribavirin tedavisi almayan hastalarla karsilastirildi ve ribavirinin hayatta
kalma oranimi artirmadigi bulundu hastanede kalis siiresini kisaltmadi ve kan ve kan
iirlinleri ihtiyacini1 azaltmadi. Ribavirin alan hastalarda ilaca bagl yan etkileri bildiren
baska bir meta-analizde benzer sonuglar bildirilmistir. Ote yandan, enfeksiyonun erken
doneminde kortikosteroidler ve ribavirin ile tedavi edilen alt1 hastayr igeren bir
caligmada gosterildigi gibi kombinasyon tedavisi faydali olabilir. Flusin ve ark. ribavirin

ve kiiciik miidahaleci RNA'larin (siRNA'lar) kombinasyonunun, bir hayvan modelinde
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Hazara viriisiine kars1 sinerjik bir antiviral etki sergiledigini bildirmis, bu da tedavinin

KKKAYV i¢in de faydali olabilecegini diistindiirmiistiir (Anna, vd., 2014).
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Sekil 2. 14. Kirirm-Kongo kanamali atesinde ribavirin dzellikle erken dénemde etkilidir. (Anna,vd., 2014).

2.19.3. Yeni Antiviral flaclar

Yeni tedavi secenekleri icin yapilan caligsmalar yeni ilac adaylarindan dinamin
ailesinden interferon indiikleyen yeni tanimlanmis bir GTPaz olan MxA’nin KKKA
viral RNA replikasyonunu engelledigi belirtilmistir. Niikleokapsid bilesenleriyle

etkileserek yeni viriis parcaciklarmin tiretimini inhibe etmektedir (Onder,2016).

2.19.4. Spesifik immiinoglobulin Tedavisi

Gegmiste, baz1 KKKA hastalar1 at immiinoglobiilini ve insan iyilesme serumu ile
tedavi edilmistir. Ancak, bu yaklasimin etkinligine iliskin veriler hala smirhdir. Iyilesen
KKKA hastalarinin plazmasindan elde edilen spesifik immiinoglobulin, 06zellikle
Bulgaristan'da profilaktik ve tedavi amach olarak intramiiskiiler olarak verilmistir.
Tiirkiye'de yapilan bir ¢aligmada saglikli dondrlerden hazirlanan KKKAV
hiperimmiinoglobulin, yiiksek KKKA viral yiikii olan (108 kopya / mL) 15 hastaya
verildi. Anti-CCHF hiperimmiinoglobulin uygulamasi, 6zellikle yiiksek riskli hastalar
icin yeni bir terapotik yaklagimi temsil edebilir (Anna, vd., 2014).
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2.20. KKKA 'da Korunma

Kene kaynakli tiim hastaliklarda oldugu gibi, kisilerin kene 1siriklarindan
kaginmaya dikkat etmesi gerekir. KKKAV viremik hastalarin veya hayvanlarin, 6zellikle
ciftlik hayvanlarinin salgilar1 veya kaniyla dogrudan temastan sonra oldukca bulasici
oldugundan, hayvancilik ve mezbahalarda ¢alisan kisiler ve saglik ¢alisanlari, eldiven,
maske, maske kullanimi gibi enfeksiyon kontrol prosediirlerini takip etmelidir. koruma
icin yeterli oldugu kanitlanan onliikler ve yiiz siperleri. KKKA hastalarini yonetirken
bariyer hemsireligi ve hasta izolasyonu gereklidir (Anna, vd., 2014).Orman ve piknik
alanlar1 gibi kene yoniinden riskli alanlara gidilirken, kenelerin viicuda girmesini
engellemek icin viicudu oOrten giysiler giyilmeli.Viicuda tutunan keneyi c¢iplak elle
dokunmadan ¢ikartilmali. Enfekte kan ve viicut sivilar1 ile direct temas bulasicilik
oldukca yiiksektir ve insandan insane ge¢mesinden direct sorumludur. Tanis1 yada
stiphelenilen vakalar {i¢ boliimden olusan hasta odasi,tuvalet, degisim odasi odalara izole

edilmelidir. Kene tutunmasindan sonra, 10 giin i¢inde;

Halsizlik, Bas Agris1, Viicut Agris1, Ates, Istahsizlik, Kusma, Bulant1, ishal
sikayetlerinden herhangi birinin goriilmesi durumunda, zaman kaybetmeden en yakin

saglik kurulusuna gidilmelidir.

2.21. Temas Sonrasi Profilaksi

KKKAYV ile temas sonrasi profilaksinin esasen yiiksek riskli kisilerde yarari
tartigmalidir. Buna en iyi ornek KKKA hastalarinin kan ile kontamine igne batmasidir.
Infeksiyona maruz kalan kisi biyokimya ve kan saymmi testleri ile takip edilmelidir.
Cerrahi prosediirler esasinda eger kesici bir aletle olusan penetran yaralanma mevcut ise
20-30 saniye %70 alkol siiriilmesi ve takiben bol su ve sabunla yikanmali. Bununla
birlikte, yliksek bulagsma ve perkiitan maruz kalma riski olan saglik ¢aliganlari iizerinde
yapilan c¢aligmalar, ribavirin profilaksisinin faydali olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ribavirin'in enfeksiyonda erken uygulandiginda en iyi faydasi oldugu bilgisine
dayanarak yaralanma / maruziyetten hemen sonra baslanmasi onerilir. Bu c¢aligmalara
gore, ribavirin profilaksisi, perkiitan yaralanma gibi KKKAV'ye yiiksek risk maruziyeti
olan saglik personeline Onerilebilir. Ribavirin profilaksisi agizdan 2 g yiikleme dozu

olarak uygulanir, ardindan 4 giin 4 g / giin ve 6 giin boyunca 2 g / giin uygulanir.
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Ribavirin profilaksisi agizdan 2 g yiikleme dozu olarak uygulanir, ardindan 4 giin 4 g /
giin ve 6 giin boyunca 2 g/ glin uygulanir (Anna, vd., 2014).

2.22. KKKA'ya Kars1 Asilar

KKKA i¢in diinya c¢apinda taninan bir as1 olmamasina ragmen, Bulgaristan'da
1974'ten beri kullanilmakta olan bir as1 vardwr. Bulgar asist Sovyet Sosyalist
Cumhuriyetler Birligi'nden kaynaklandi. Bu KKKAV ile enfekte olmus yenidogan
farelerin beyin dokusundan hazirlanan inaktive edilmis bir agidir. KKKA partikiillerinin
inaktivasyonu, kloroform ve 1sil islem kombinasyonuyla saglandi. Asi, 16 yasindan
biiyiik risk gruplarinda deri altindan bircok kez yapilir. 1974 ile 1996 yillar1 arasinda,
Bulgaristan Saglik Bakanligi'na bildirilen vakalarda ani bir diisiis oldu ve 1996'dan sonra
yilda 20'den az vaka rapor edildi (Thomas Tipih ve Felicity, 2020). Bununla birlikte,
bildirilen Bulgar vakalarindaki azalma as1 etkinli§inden bagimsiz olabilir, ancak baska
faktorlerin bir iirlinii olabilir. Fare beyninden elde edilen as1 Bulgaristan'da
kullanilmasina ragmen, as1, biiyiik 6l¢iide giivenlik endiseleri ve etkinlik denemelerinin
olmamasi nedeniyle yaygm kiiresel kullanim i¢in uygun bir secenek degildir
(Hemachudha, vd., 1987). Son zamanlarda, KKKA asis1 gelisimi, korumanm immiin
bagintilar1 heniiz tanimlanmamis olsa da viral glikoproteinler ve niikleoprotein (NP)
iizerine odaklanmustir. Incelenen KKKAV proteinleri, in vitro veya in vivo olarak
iiretilen rekombinant proteinlerdir. In vitro proteinler hiicre kiiltiirlerinde iiretilir,
saflastirilir ve hayvan modellerine asilanirken, in vivo protein iiretimi, endojen protein
iretimini kolaylagtran KKKAV antijenlerini kodlayan genleri teslim etmek i¢in
kullanilan vektorlerden yararlanir. In situ antijen {iretimi arzu edilir ¢iinkii proteinler
dogal enfeksiyonlara benzer translasyon sonrast modifikasyonlar kazanir (Bins, vd.,

2013).

2.23. Biyoterorizm ve Viral Kanamalh Atesler

Amerika Birlesik Devletleri'nde Ulusal Allerji ve Enfeksiyon Hastaliklar:
Enstitiisiin'  de yapilan smiflandirmada kanamali atesler A  kategorisinde
degerlendirilmislerdir. Ancak, KKKA viriisi C kategorisinde smiflandirilmistir. C
kategorisi Oncelikli patojen olarak bilinmektedir. Kirim Kongo kanamali ates viriisii

(KKKAYV), Bunyaviridae ailesinin Nairoviriis tiirlindendir. Bunyavirus’lar, zarfli ve
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negatif polaritesi olan tek iplik¢ikli RNA pargacigindan olugmaktadirlar (Elliott, vd.,
1991). KKKAV’nin sekiz farkli genetik grubu bulunmaktadir. Tiirkiye’den izole edilen
KKKAYV izolatlar1 Giineydogu Rusya ve Kosova suslarma yakindir ve Iran’da 2002°de
goriilen salgindaki suslardan farklidir (Midilli, vd., 2007).

Hemorajik Ates Viriisleri
e Arenaviridae
» Lassa atesi
» Arjantina hemorajik atesi
» Venezuela hemorajik atesi
» Brezilya hemorajik atesi
e Bunyaviridae
» Hanta viriis RSHA
» Hanta viriis PS
» Rift vadesi atesi
» KKKA
e Flaviviridae
» Sar1 humma
» Dang hemorajik atesi
» Kyasanur orman hastaligi
e Filoviridae
» Marburg hemorajik atesi
» Ebola hemorajik atesi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Ara¢ Ve Geregler

3.1.1. Aletler ve Cihazlar

1.PCR Cihazi ( Px2 Thermo cycle)
2.Elektroforez Tank1

3.Elektroforez Gii¢ Kaynagi ( MULT-MIXER)
4 Jel Goriintiileme Sistemi (BIO RAD chemiDoc MP)
5.Bilgisayar ( Hp)

6.Hassas Terazi (METTLER TPLEDO )
7.Mikrosantrifiij (BECKMAN COULTER)
8.Vorteks

9.Mikropipet Seti

10.0Otoklav

11.Buzdolab1

12.Mikrodalga Firin

13.PCR Tiipii

14. Steril Eldiven

15.PH metre

16.Isitic1 (Biosan )

17.Sim tiip

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler
1.Agaroz (ROUTINE GRADE)

2.Primerler
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A. KDR geninin polimorfizmini tespit etmek i¢in ilgili primer ¢ifti

Polimorf Kullanilan Primerler

izm

KDR Forward primer: 5°’- CCTTCCCCTGGGACTAAGGA -3’
rs2071559 Reverse primer: 5'-AAAGTGCAGGACCCTCTTCG-3’

B. VEGF geninin polimorfizmini tespit etmek i¢in iligli primer ¢ifti

Polimorfizm Kullanilan Primerler

VEGF Forward primer: 5'-CCACACCATCACCATCGACA-3’

rs302503 Reverseprimer:5'-ACATCCAGTGAAGACACCAATA-3’
3. MgCl,

4. Taq DNA polimeraz
5. PCR Buffer

6. Marker

7. Tris Base

8. Hin 1 II rflp enzimi
9. Bsm I rflp enzimi
10. d NTP seti

11 .DNA loading

12. Etil alkol

13. Etididum Bromide
15. Borik Asit

16. Green buffer

17. Buf Tango

18. Buf G

30



3.2. Kullanlan Soliisyonlar ve Tamponlar

3.2.1. Etidiyum Bromiir soliisyonu
0.1 gr Etidyum Bromiir 10 ml distile su icerisinde bir gece boyunca manyetik
karistiricida karistirildi. Kullanilacak tiipler aliminyum folyo ile kapandi. Hazirlanan

soliisyon +4°c¢ 'de saklandu.

3.2.2. Eletroforez Tamponu
200 ml 5x TBE tamponundan almip 800 ml distile su ile seyreltilerek 1x TBE

hazirlandi.

3.2.3. Agaroz Jel (% 1.25 'lik)

1.250 gr agaroz, 100 ml 1XTBE ile erlenmayer icerisinde karistirilip mikrodalga
firmda 2 dakika 800°c 1sitildi. Hafif sogumasi beklenerek 0.4 pl Etidyum Bromiir
eklenip hizli bir sekilde iyice karistirildi ve yiikleme yapacak taraklar1 hazirlanmis olan

kasete dokiildii ve katilastiktan sonra buz dolabinda bekletildi

3.2.4. ANTP cahsma soliisyonu

100 mM Adenin, Timin, Sitozin, Guanin niikleotidlerinin her birinden 25ul
almarak ile 25 mM 'lik 100ul ANTP ara stogu hazirlanir. 25 mM ara stoktan 100ul
almarak 250 pl steril distile su ile karistirilarak totalde 350 pl ve 10 mM'lik

konsantrasyonda dNTP c¢aligma soliisyonu hazirlandi.

3.2.5. Primer stoklarinin hazirlanmasi
KDR geninin primerleri: 100pmol ana stoktan ¢aligma solsiiyonu, konsantrasyonu

10pmol olacak sekilde distile suyla 10 kat sulandirildi.

VEGF geninin primerleri: 100pmol ana stoktan calisma solsiiyonu, konsantrasyonu

10pmol olacak sekilde distile suyla 10 kat sulandird.

Son hacim hazirladiktan sonra 2 dakika santriflij yapilir ve 3 saat boyunca
manyetik karistiricida 37 °C bekletilir, beklemeden sonra tekrar 2 dakika santrifii]

yapildi.
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3.2.6. EDTA Solsiiyon hazirlamasi

18.16 gr Na, EDTAX2H ,0 80 ml distile su iserisinde manyetik karistirici ile
karigtirildi. Coziilmenin olusabilmesi i¢in 2 g NaOH karigima eklendi (pH:8 ). pH
ayarlamast HCI ile yapildi ve distile su ile 100 ml 'ye tamamlandi. Hazirlanan EDTA
soliisyonu otoklavlanip (121°C-20 dakika) oda sicakliginda saklandi.

3.2.7. SXTBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu
54 gr Trisma Base 27.5 gr Broik asit ve 20 ml EDTA 500 ml distile su igerisinde
manyetik karistirici ile karistirildi. Homojen olunca distile su ile 1 litreye tamamlanarak

¢oziildii ve ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.
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3.3. CALISMA GRUBU

3.3.1. Hasta Grubu

Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Arastrma Hastanesi, Enfeksiyon
Hastaliklar ve Kilinik Mikrobiyoloji kliniginde KKKA 6n tanisi ile yatirilarak takip ve
tedavi edilmis hastalardan KKKA kesin tanis1 konmus 51 erigkin hasta calismamiza
almmis. Kontrol grubu olarak ise hi¢bir enfeksiyon hastaligi olmayan ve daha once

KKKA tanist almamis bireyler se¢ilmistir.

3.3.2. Hasta Gruplarimin Tanimlanmasi

Hastalar Ergoniil ve arkadaslar1 ile Swanepoel ve arkadaglarinin belirledigi

hastalik tan1 kriterleri kullanilarak tanimlanmislar

Tablo 3. 1. Hastalarin AST, ALT, PLT, APTT ve PT Ortalamalari

N Minimum Maksimum ortalama Std.Sapma
AST 51 32,50 1415,00 329,2529 299,36456
ALT 51 25,10 1539,50 210,5549 243,76897
PLT 51 11,00 114,00 39,2353 21,32096
APTT 51 26,30 77,00 49,9255 13,94205
PT 51 8,80 24,40 14,3804 3,47079
Valid N (listwise) 51

3.3.3. Orneklerin Ahnmasi

Bu arastirma yardimci arastirmacist oldugum, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmis 16/KAEK/031 proje numarali
”Kirim Kongo Kanamali Atesi Hastaliginda IL 1 ve IL 6 Gen Polimorfizminin
Arastirilmast” isimli ¢alismada kullanilan hasta ve saglikli kontrol grubuna ait kanlardan
izole edilen ve -20 °c 'de derin dondurucuda saklanan DNA’lar kullanilarak yapildi.
Bahsi gecen calisma icin katilimcilar hasta onam formlarinda “Izole edilen genetik
materyalimin gelecekteki bilimsel caligmalarda da kullanilmasma izin veriyorum”

seklinde onay vererek imza atmuslardir.
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3.3.4. Arastirma Takibinde Kullanilacak Parametrelerin Listesi

1. Hasta yasi, cinsiyeti, tam kan sayimi sonuglari, INR, AST ve ALT degerleri
2. VEGF rs302503 varyantinin analizi

2. KDR 152071559 varyantinin analizi

Etik Kurul izni Ve Bilgilendirilmis Onam

Calisma Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastrmalar Etik
Kurulu tarafindan 2019/15 sayili toplantisinda goriisiilmiistiir. 24.10.2019 tarih
ve 19-KAEK-216 etik kurul proje nosuyla onaylanmistir.
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3.4. YONTEM

3.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Teknigi
PCR yapay oligoniikleotitler (primer) kullanarak in vitro ortamnda uygun kosullar
atlinda hedef bdlgenin ¢ogalmasidir. PCR sirasiyla DNA ¢ift zencirinin birbirinden
ayrilmasi (Denatiirasyon), primerlerin hedeh bdlgeye baglanmasi (Hibridasyon) ve DNA
'nin uzamasi (Polimerizasyon) asamalarindan meydana gelir. PCR da kullanilan girdiler

sirasi ile asagidaki gibidir.
Distile su: Optimum konsantrasyon degerlerinin elde edilmesi i¢in kullanilir.
Kalip DNA: Genomik DNA'lar veya herhangi bir DNA parcas1 kullanilabilir.

dNTP: Deoksiriboniikleozid trifosfat olarak adlandirilan dNTP 'ler primerden

sonra zincirin uzamasi i¢in kullanilir.

Polimerazlar: Calisan hedef dizisinin sentezini katalizlerler. Taq DNA

polimerazlar siklikla kulanilan gesitidir.

Primerler: Kalip DNA'nin sentezi i¢in basglangi¢c noktasmi olusturan sentetik

oliginiikleotitlerdir.

Tamponlar ve MgCl,: Reaksiyon esnasinda enzimin aktivitesini arttirmak icin

kullanilir.

3.4.2. VEGF ve KDR Polimorfizmlerinin Genotiplenmesi

VEGF ve KDR genlerin agiklanan varyantlarini genotiplemek i¢in PCR-RFLP
yontemini kullandik. PCR reaksiyonunda, VEGF genininde bulunan rs3025039
polimorfizminin amplifiye etmek i¢in forward [S‘CCACACCATCACCATCGACA-3]
ve reverse [S’ACATCCAGTGAAGACACCAATA- 3' ] ¢ift primerleri ve KDR
genininde bulunan 152071559 polimorfizmi icin de forward
[S'CCTTCCCCTGGGACTAAGGA-3] ve reverse
[S’AAAGTGCAGGACCCTCTTCG-3 ") kullandik. VEGF geninin PCR reaksiyonu 1
pl genomik DNA (100 ng), her primerden 0,6 pl (10 pmol), 0.7 ul Tag DNA Polimeraz,
1,2 ul ANTP mix ve 2,5 pl buffer ve 18,4 pl su igeren toplam 25 pl hacimde optimize

edilmistir.
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KDR geni i¢in 1 pl genomik DNA (100 ng), her primerden 0,6 pl (10 pmol ), 0.7
pl Tag DNA Polimeraz 1,4 pl d NTPmix ve 4 pl buffer ve 16,9 pl su iceren toplam 25
ul hacimde optimize edilmis karisim hazirladik. Amplifikasyon prosediirleri Thermo

Cycler iizerinde programla gerceklestirildi.

3.4.3. VEGF PCR

95 ° (C'de 5 dakika i¢in ilk denatiirasyon ve ardindan 45 saniye 95 ° C
denatiirasyon, 45 saniye icin 56,5 © C baglanma (annealing) ve 45 saniye i¢in 72 © C
uzama olmak tizere 33 dongii serisi uygulandi. Nihai uzatma, 72 °© C'de 5 dakika stireyle

gerceklestirildi.

3.5.4. Enzimle Kesim Asamasi

VEGF 153025039 (374 bp) PCR iiriiniinden 10 pl, 0.5 pl Hin 11II restriksiyon
enzimi , 4 pl buffer Tango , 4 pl reaksiyon buffer G ve 2 pl steril su karisimi hazirladik
sonra 37 °C'de 24 saat bekletildi ve ardindan elektroforez teknigi ile kesim {irlinlerini

goriintiilendi.

3.4.5. KDR PCR
95 °C'de 5 dakika ilk denatiirasyon i¢in ve ardindan 45 saniye 95 C denatiirasyon,
45 saniye i¢in 68 °C baglanma (annealing) ve 45 saniye icin 72 °C uzama olmak iizere

35 dongii serisi uygulandi. Nihai uzatma, 72 °C'de 5 dakika siireyle gerceklestirildi.

3.4.6. Enzimle Kesim Asamasi
KDR 152071559 (413 bp) PCR iiriiniinden 10 pl, 0.4 pl Bsml restriksiyon enzimi,
3 ul Green buffer, 5 pl reaksiyon buffer ve 2 pl steril su karigimi hazirladik sonra 37 °©

C'de 24 saat beklettik ve ardindan elektroforez teknigi ile kesim {iriinlerini goriintiiledik.
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Tablo 3. 2. KDR ve VEGF geni i¢in kullanilan PCR karisim1

PCR Birleseni KDR (ul/Tiip) VEGF (ul/Tiip)
Steril Su 16.9 ul 18.4 ul
Buffer 4 ul 25 ul
dNTPMix 1.4 ul 1.2 ul
Forward Primeri 0.6 pl 0.6 ul
Reverse Primeri 0.6 pl 0.6 pl
Taq Polimeraz 0.7 wl 0.7 wl
Genomik DNA 1 ul 1 u

Tablo 3. 3. KDR ve VEGF geni i¢in kullanilan PCR programi.

Program Tiirii Derece °C Zaman Dongii Sayisi
KDR VEGF KDR VEGF KDR VEGF

ilk Denatiirasyon 95 °C 95 °C Smin 5 min

Denatiirasyon 95 °C 95 °C 45s 45s

Beglanma 68.6 °C 56 °C 45s 45s 35 35

Uzama 72 °C 72 °C 45 s 45 s

Final Uzama 72 °C 72 °C 45 s 5 min

3.4.7. Elektroforez Teknigi

Elektroforez, DNA, RNA veya protein molekiillerini boyutlarina ve elektrik
yiiklerine gore ayrrmak i¢in kullanilan bir laboratuvar teknigidir. Ayrilacak molekiilleri
bir jel boyunca hareket ettirmek i¢in bir elektrik akimi kullanilir. Jeldeki gozenekler bir
elek gibi calisir ve kii¢iik molekiillerin biiyiik molekiillerden daha hizli hareket etmesini
saglar.Agaroz deniz suyundan ekstrakte edilen bir polisakkarittir. = %5-2

konsantrasyonlarda sulu ¢ozeltilerle ¢oziildiiglinde kat1 bir jel olusturur ve belirli
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biiyiikliikteki DNA parcas1 agaroz konsantrasymuna bagli olarak farkli hizlarda jel
icinde hareket eder. Ornek olarak %1.25 agaroz jel konsantrasyonu 300-5000 bp
araliginda DNA parcalar1 hareket eder. Elektroforez tamponu dis bir elektrik alanin
etkisi ile ylkli bir parcacigin ¢ozelti icerisinde yoOnlendirilmesidir. Ortak niikleik

asit elektroforez tamponu sunlardir: tris-asetat (TAE), tris-borat (TBE), tris-fosfat (TPE).

3.4.8. Agaroz Jelde PCR Uriinlerinin yiiriitiilmesi

0.8 ul karisim agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklendi ve DNA fragmentlerinin baz
¢ift uzunluklarmi karsilastrmak i¢cin 100-1000baz ciftlik marker DNA kullanildi.
Yiiklenen DNA 'lar 150 voltta 30 dakika yiiriitiildii ve jel goriintiileme sisteminde
goriintiilendi. Goriintiilleme sonugunda KDR bolgesinde 413 b¢ uzunlugunda tek bant
(TT), 413 bg ve 338 b¢ ve 75 b¢ uzunlugunda ii¢ bant (CT), 338 bc ve 75 beg
uzunlugunda iki band (CC) gozlendi. VEGF bdlgesinde 374 b¢ uzunlugunda tek bant
(CC), 238 b¢ ve 136 b¢ uzunlugunda iki bant (TT) ve 374 b¢ ve 238 b¢ ve 136 bg
uzunlugunda ii¢ bant (CT) gozlendi.

3.4.9. istatistiksel Yontem
Istatistiksel analizi icin SPSS 16.0 paket bilgisayar programi kullanild1 ve p<0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Genotip sikliklar1 icin Hardy-Weinberg

dengesinden sapma olup olmadig Ki-kare(X?) testi ile arastirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda yardimer arastirmacisi oldugum, Tokat Gaziosmanpasa Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmis 16/KAEK/031 proje numarali
”Kirim Kongo Kanamali Atesi Hastaliginda IL 1 ve IL 6 Gen Polimorfizminin
Arastirilmast” isimli ¢alismada kullanilan 51 KKKA tanis1 almis ve 51 saglikli kontrol
grubuna ait kanlardan izole edilen DNA’lar kullandik. 51 KKKA hastasinin 311 erkek,
20°si kadin idi. Hastalarimizin yas ortalamalar1 (yil £+ St.Sapma) 16,827 idi.
Calismamizda hastaligi seyri sirasindaki AST, ALT, PLT, APTT ve PT degerleri tablo
1’deki gibiydi.

Calismamiza dahil edilen KKKA hastalarinin laboratuvar bulgular1 ait istatistik

veriler Tablo 3, 4,5 ve 6°da gdsterilmistir.

Tablo 4. 1. Hastalarin Yag Ortalamalari

N Minimum  Maksimum ortalama Std.Sapma
YAS 51 10 76 45,94 16,827
Valid N 51

(listwise)

Tablo 4. 2. Hastalarin Cinsiyet Dagilimlar

Sikhik Yiizde Secili gruptaki Toplamdali oram
orani
E 31 27,0 27,0 82,6
K 20 17,4 17,4 100,0
Toplam 115 100,0 100,0
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Tablo 4. 3. Kontrollerin Cinsiyet Dagilimlar1

Sikhik Yiizde Secili gruptaki Toplamdali oran
oran
E 27 42,2 422 64,1
K 23 35,9 35,9 100,0
Total 64 100,0 100,0

Tablo 4. 4. Kontrollerin Yas Ortalamalari

N  Minimum Maksimum Ortalama Std. Sapma
YAS 50 20 65 38,18 10,447
Valid N 50

(listwise)

4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Analizi

VEGF ve KDR genlerini in vitro ortaminda uygun kosullar atlnda PCR
uygulamasi ile  ¢ogaltilmas1 sagland1 ve ¢ok sayida kopyalar1 elde edilerek %2.5 lik
agaroz jel igerisinde 150 voltta 30 dakika yiiriittilerek UV 151k ile incelendi.
Goriintiileme sonucunda KDR bdlgesinde 413 b¢ uzunlugunda tek bant (TT), 413 bg ve
338 bg ve 75 bg uzunlugunda ii¢ bant (CT), 338 bg ve 75 b¢ uzunlugunda iki band (CC)
gozlendi. VEGF bolgesinde 374 bg uzunlugunda tek bant (CC), 238 bg ve 136 bg
uzunlugunda iki bant (TT) ve 374b¢ ve 238bc¢ ve 136b¢ uzunlugunda ii¢ bant (CT)
gozlendi. inceleme sonucunda elde edilen jel goriintiisii asagida verilmistir (Sekil 15 ve

16 ve 17 ve 18).
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Sekil 4. 1. %2.5 "lik agaroz jelde yiiriitiilen KDR geninin PCR sonrasi bant drnekleri

Sekil 4. 2. %2.5 ‘lik agaroz jelde yiiriitiillen VEGF geninin PCR sonrasi bant &rnekleri

Sekil 4. 3. %2.5 'lik agaroz jelde yiiriitiilen KDR geninin kesim sonrasi bant érnekleri

Sekil 4. 4. %2.5 ‘lik agaroz jelde yiiriitiilen VEGF geninin kesim sonrasi bant drnekleri
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4.2. Istatistiksel Bulgular

KKKA hasta gurubunda calisan O6rnekler PCR analizi ile elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde. Toplam 51 KKKA hastasinda VEGF geninde 36 ( %70.6) bireyde
genotip CC , 11 ( %21.6) hastanin genotipi CT ve 4 (%7.8) bireyde genotip TT
gozlendi. 51 KKKA hastaninda C allelinin siklig1 %81.37 iken T allelinin sikli§1 %18.62
olarak saptanmistir. VEGF geninin toplam 51 kontrol bireyden 21 (%42 ) bireyin
genptipi CC , 23 (% 46) bireyde genotip CT ve 6 (% 12) bireyde genotip TT olarak
tespit edilmigstir. C allelinin sikhig1 %65 ve T allel siklig1 % 35 olarak belirlenmistir.
KDR geninde hasta grupunda sirasiyla TT alleli 23(%45), CT alleli 19(%37.3), CC
alleli 9 (%17.6) bireyde TT alleli gozlendi, T allel siklig1 %63.72 ve C allel siklig1 %65
ve kontrollarda 22(%44) bireyde genotip TT , 21(%42) bireyin genotipi CT ve 7(%14)
bireyin genotipi CC ve T allel siklig1 %65 ve C allel siklig1 %35 saptanmistir. Hasta ve
kontrol gruplar1 karsilastirdiginda istatistiksel olarak KKKA gelisimi ile KDR -604T >
C (rs2071559) polimorfizminin degil, VEGF 936C > T (rs3025039) polimorfizminin

iligkili oldugunu gostermistir.

Tablo 4. 5. Hasta ve kontrol gruplarinda KDR gen polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslari.

Gen Hasta Kontrol P OR Exp (B) (CI195%)
n* (%) n’ (%)

KDRGen

Genotip

T/T 23 (45.1) 22 (44.0)

T/C 19 (37.3) 21 (42.0) >0.05*

C/C 9 (17.6) 7 (14.0)

T/T+T/C:C/C 42:9 43:7 >0.05* 0.761 (0.24-2.27)

T/T:T/C+C/C 23:28 22:28 >0.05* 0.104 (0.473-2.31)

Allel

T 65 (63.72) 65 (65.0) >0.05% 0.946 (0.52-1.68)

C 37 (36.27) 35 (35.0)

HWE p value 0.165 0.586

42



Tablo 4. 6. Hasta ve kontrol gruplarinda VEGF gen polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslari.

Gen Hasta Kontrol P OR Exp (B) (CI195%)
n* (%) n’ (%)

VEGF Gen

Genotip

C/C 36 (70.6) 21 (42.0)

C/T 11 (21.6) 23 (46.0) <0.05%

T/T 4 (7.8) 6 (12.0)

C/C+C/T:T/T 47:4 44:6 >0.05* 0.627 (0.14-2.44)

C/C.C/T+T/T 36:15 21:29 <0.05 3.273 (1.44-7.63)

&

Allel

C 83 (81.37) 65 (65.0) <0.05 2.821 (1.55-5.22)

T 19 (18.62) 35 (35.0) &

HWE p value 0.039 0.938
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5. TARTISMA

Viral kanamali ates hastaliklar1 ates ve kanama ile karakterize, yiiksek mortalite
orani ile seyreden akut enfeksiyondur. Bu hastaliklarin etkenleri genellikle RNA
virtisleridir. Bunyaviridae (Kirim  Kongo kanamali atesi, Hantaan hemorajik
atesi), Filoviridae (Ebola ve Marburg), Arenaviridae (Lassa atesi, Junin ve Machupo)
ve Flaviviridae (dengue, Omsk hemorajik atesi) gibi onemli viral kanamali ates etkeni
olan ajanlarlardilar.Viriisler, sinekler, keneler araciligi ile veya bazilar1 enfekte olmus

kan ve viicut sivilari ile bulasma 6zelligi tagirlar (Onder).

Son zamanlarda viral kanamali atesler arasinda KKKA 'min diinyada artis
gostermesi merak uyandirmaktadir. Kirim-Kongo kanamali ates, 6liim orani yiiksek olan
enfekte kiside hemorajik ates gelistiren kene kaynakli bir hastaliktir. KKKA, Giiney
Afrika da dahil olmak {tizere kitadaki birkac iilkeden bildirilmistir. Viriis evriminin
potansiyeli diisliniildiiglinde Yeniden smiflandirma ve konak degistirme yoluyla, viriis
hastaliklarinin izlenmesi ve siirekli aktif gdozetimi son derece 6nemlidir (Ravendra, vd,.

2020).

Son zamanlarda viral kanamali atesler arasinda KKKA'nin diinyada artis
gostermesi merak uyandirmaktadir. Yapilan arastirmalarin sonucunda Ebola kanamali
ates ile KKKA arasinda yakin benzerlik var. Bu benzerliklerden g6z Oniine almarak
olarak KKKA patogenezinin, konagm antiviral cevabimnin yeterli olmamasma bagl
olarak viral ylik miktarmin artmasi, bagisiklik dogrudan olamayan bagisiklik yanitinin
infekte dokularda dokularda hasar olusturmasinin bir sonucu olabilecegi iddia

edilmektedir (Bakir, 2004).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriingn (VEGF) diizenlenmesi, fizyolojik ve
patolojik kosullar altinda cok sayida dokuda neovaskiilarizasyon i¢in kritik dneme
sahiptir. VEGF, alternatif ekleme veya proteolitik boliinme ile olusturulan ve farkli
reseptor baglama ve matris baglama o6zellikleri ile karakterize edilen ¢oklu izoformlara
sahiptir. Bu izoformlarin, dallanmadaki farkliliklar ile belirgin bir anjiyogeneze yol

actig1 bilinmektedir (Prakash, vd., 2013).



Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) sadece anjiyogenezde degil, ayni
zamanda inflamasyonda da onemli bir rol oynamaktadir. KDR ekspresyonu, VEGF gen
transkripsiyonunun O6nemli bir indiikleyicisidir. Artmus VEGF / KDR sinyallemesi
sadece anjiyogenezi arttirmakla kalmaz, aym1 zamanda ateroskleroz , kronik

inflamasyonda ve vaskiiler onarimda da 6nemli bir rol oynar (Agnieszka, vd., 2019).

Literatlirdeki bir¢ok calismalarda VEGF ve KDR siniyal yolu genleinin ¢esitli

hastaliklar ile iliskisi kanitlanmastir.

Murat ve arkadaglarmin yaptigi calismada, Kirim-Kongo Kanamali Atesi olan tiirk
cocuklarinda artmig VEGF-A ve HIF-1a seviyeleri arastirdilar. 17 yastan daha kiigiik 30
vaka RT-PCR ve / veya ELISA i¢in bu ¢alismaya dahil edilmis ve 30 sagliklt  kisi
kontrol grupu olarak alinmistir. Hasta ve kontrol gruplarindan alinan kan 6rnekleri HIF-
la ve VEGF-A'nin serum seviyeleri ELISA ile Slglilmiistiir. Kontrol grubuna gore
KKKA hastalarinda HIF-1a ve VEGF-A seviyeleri istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir (P <0.05). Hasta grubunda HIF-la ve VEGF-A seviyeleri arasinda anlamli
pozitif korelasyon bulunmustur (P <0.01). Hastalarda ALT, AST, CK, aPTT, WBC ve
Trombosit sayisi seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekti (P <0.001).
Biyokimyasal parametrelerden AST ve CK diizeyleri ile hasta grubunda VEGF ve HIF-
la diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu (P <0.05). Arastirmanin sonucunda
HIF-1a ve VEGF-A, KKKA patogenezinde 6nemli bir rol oynadigmi bulunmustur
(Murat, vd., 2015) Bizim yapilan ¢alismamizda biitiin KKKA hastalarinda karaciger
enzim seviyelerinde 6nemli derecede artis gozlendi. Hasta yas grubumuz 10-76 yas

arasindaydi ve VEGF geninin anlamli iliskisi oldugunu gosterdik.

Mehrdokht ve arkadaslar1 2017 yilinda VEGF-KDR sinyal yolu genlerinin
Onemini Multipl Skleroz gelistirme riskinde arastirdilar. Bu ¢alismada, multipl toplam
400 hasta ve 400 saglikli kontrolden olusan bir vaka-kontrol ¢alismasidir. Katilimeilar
genotipleme i¢in norolojik muayene ve periferik kan 6rneklemesine tabi tutuldu. VEGF
ve KDR genlerindeki polimorfizmler, RFLP-PCR yontemi kullanilarak degerlendirildi.
T alleli ve TT genotipinin 6nemli Sl¢lide daha yiiksek frekansi VEGF 936C> T
(rs3025039) polimorfizmi multipl skleroz grubunda saglikli kontrol grubuna gore
bulundu (swrasiyla P = 0.01 [OR = 1.41] ve P = 0.01 [OR = 3.12]). Ek olarak VEGF



936C> T, resesif modelde hastalarla bir iliski gosterdi. Bununla birlikte, KDR -604T> C
(rs2071559) polimorfizmi, iki grup arasinda allelik veya genotip frekansmnda 6nemli bir
fark gostermedi. Birlikte ele alindiginda, mevcut ¢alismanin sonuglari, VEGF genindeki
1s3025039 Allelinin iran popiilasyonunda multipl skleroz gelisimi i¢in bir risk faktorii
olarak kabul edilebilecegini gostermektedir (Mehrdokht, vd., 2017). Bizim
calismamizda Orneklerin birey sayist bu ¢alismadan az olmasina ragmen KKKA hasta
gurubu kontrol gruplarin1 karsilagtirdigimizda KKKA gelisiminde VEGF C>T
polimorfizminin iliskili oldugu (p<0.05) ve KDR polimorfizminin anlamli iliskisi p

>0.05 olmadigimi bulduk.

Megan ve arkadaslar1 2017 yilinda ¢alismalarimnda VEGF-A165b, tiim endojen
VEGF-A ek yeri izoformlarinin bobrekten giderek azalmasiyla bir fare modelinde
proteiniiriye kars1 koruma saglamasini arastirmiglardir. Kronik bobrek hastaligi, vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii A'nin ekspresyonunda bir azalma ile giiglii bir sekilde
iligkilidir. Bununla birlikte, VEGF-A ekleme izoformlarmin bdbrek fizyolojisi ve
patolojisine katkis1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Onceki calismalar, ekleme
izoformununVEGF-A165b'in (terminal eksonda 3 birlesme bolgesinin alternatif
kullannmindan kaynaklanan) bobrek fonksiyonu i¢in koruyucu oldugunu ileri
stirmektedir. Bu ¢alismada, dortli transgenik bir modelde sunu gosteriyor: VEGF-
A165b'min asir1 ekspresyonu, podositlerden tiim VEGF-A izoformlarmin giderek
azalmas1 baglaminda proteiniirideki artisin yani swra glomeriiler su gecirgenligini
kurtarmak i¢in yeterlidir. Ultrastriiktiirel caligmalar, glomeriiler bazal membranin
kalmlastigini, podosit yarik genisliginin arttigim1 ve alt podosit alanm1 kapsami
azaltilir. VEGF-A tiikendiginde, bunlarin tiimii inVEGF-A165b asir1 ekspresorler
tarafindan kurtarilir. VEGF-A165b, glomeriiler endotelyal hiicrelerde ve glomeriiler
kilcal ¢evrede trombosit endotel hiicre adezyon molekiilii-1 ekspresyonunu eski haline
getirir. Mekanik olarak VEGF reseptor 2 ekspresyonunu artirir hem in vivo hem de in
vitro ve endotel hiicrelerinin gogiinde ve proliferasyonunda rol oynayan genleri asagi
regiile eder, aksi takdirde kanonik izoform VEGF-A165 tarafindan yukar regiile edilir.
Mevcut calismanin sonuglari, VEGF-A ekleme izoformlarinin manipiilasyonunun kronik
glomeriiler hastalikta yeni bir terapotik yol olabilecegini gostermektedi. ( Megan, vd.,

2017). Bizim g¢alismamizda VEGF-A geninin KKKA hastalig: ile iliskili oldugunu



gosterdik ve bu neden ile KKKA tedavisinde umut verici oldugunu ve klinik deneylerin

tasariminda dikkate alinmalidir.

Aubin Moutal ve arkadaslar1 2021 yilinda SARS-CoV-2 basak proteini, analjeziyi
indiiklemek icin VEGF-A / Noropilin-1 reseptor sinyalini birlikte kullanmasini
gostermisler. Bu calisma, agrida VEGF-A / NRP-1 sinyallemesinin simdiye kadar
bilinmeyen bir roliinii tanimlar ve NRP-1'in VEGF-A baglantisinin spike protein
tarafindan engellendigini ve sonug olarak iki anahtar nosiseptif voltaj kapili sodyum, ve
kalsiyum kanallarmin aktivitelerini azalttigin1 géstermektedir ve bunun sonucu agrida
bir azalma olusur. Verilerimiz SARS-CoV-2 basak veya NRP-1 inhibitorii EG00229
kullanilarak VEGF-A / NRP-1'e miidahale etmenin analjezik oldugunu gostermektedir
( Aubin Moutal, wvd., 2021). Bizim g¢alismamiz VEGF geninin (rs3025039)

polimorfizminin KKKA hastalig1 ile iligkili oldugunu gosterir.

Po-Chu Lee ve arkadaslar1 2019°da calreticulin, mide kanseri hiicrelerinde
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii-A mRNA stabilitesini diizenlemesini ¢aligmiglardir.
Kalretikiilin (CRT) ve vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-A (VEGF-A), anjiyogenez
icin ¢ok Onemlidir ve mide kanserinde c¢oklu habis davranislara aracilik eder. Bu
calismada, mide kanseri hastalarinda CRT'nin VEGF-A ile pozitif korelasyon
gosterdigini bildirdiler. Ayrica, hem CRT hem de VEGF-A'nin yiiksek ifadeleri,
patolojik evre ile belirgin bir sekilde iligkilidir, hastala ilerleme ve kotii prognoz. Bu
nedenle, CRT'nin mide kanserinde VEGF-A'y1 etkiledigi mekanizmay1 aydinlatmaya
calistilar. ilk olarak, CRT'nin yok edilmesinin, iki mide kanseri hiicre ¢izgisinde, AGS
ve MKN45'te VEGF-A mRNA stabilitesini azalttigina dair yeni bulguyu gosterdiler.
AU-Zengin elementin (ARE) VEGF-A mRNA stabilitesinin korunmasinda 6nemli bir
rol oynadigma inanilmaktadir. Lusiferaz raportdr deneyi, CRT'nin yok edilmesinin,
VEGF-A ARE dizisi ile renilla lusiferaz aktivitesini 6nemli dl¢iide azalttigini gdsterir.
Ek olarak, RNA baglama / elektroforetik hareketlilik kayma deneyinden elde edilen
rekabet sonuglari, CRT'nin ARE'ye baglanarak VEGF-A mRNA ile bir RNA-protein
kompleksi olusturdugunu gosterir. Ek olarak, insan umbilikal ven endotelyal
hiicrelerinin (HUVEC) proliferasyon orani, CRT nakavt hiicrelerinden gelen kosullu
ortam ile tedavi edildiginde 6nemli Sl¢lide azaldi; bu eksojen VEGF-A rekombinant

protein tarafindan kurtarildi. Sonuglari, CRT'nin VEGF-A mRNA'y1 stabilize etmek i¢in



VEGF-A ARE baglayic1 protein komplekslerinde yer aldigini ve bdylece mide
kanserinin anjiyogenezini ve ilerlemesini tesvik ettigini gdstermektedir. ( Po-Chu Lee,
vd., 2019). Bizim ¢alismada ise KKKA hastalarinda VEGF polimorfizminin anlamli bir
sekilde iliskili oldugu bulundu.

Yueshui ve ekip arkadaglar1 yaptiklar1 calismada yag dokusunda vaskiiler endotel
biiyiime faktorii A'nin gegici asir1 ifadesi, sempatik sinir sisteminin aktivasyonu yoluyla
enerji harcamasini tesvik etmesini 2018 yilinda calisdilar. Yagdan tiiretilen vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii A (VEGF-A), obez yag pedlerinde fonksiyonel kan damar1
olusumunu uyarir ve bu da yag dokusunun saglikli genislemesini kolaylastirir. Sempatik
sinir sistemi aktivasyonunun siiregteki roliinii arastirdilar. Bununla birlikte, siireci
yoneten ayrintili mekanizma (lar) biiyiik Ol¢lide bilinmemektedir. Bu amacla, yiiksek
yaglh diyet (HFD) beslemesi sirasinda kisa bir siire i¢in adipoz dokuya 6zgli doksisiklin
(Dox) ile indiiklenebilir transgenik fare modelinde VEGF-A'nin asir1 ekspresyonunu
indiiklediler. Yag dokusunda VEGF-A'nin lokal olarak asir1 ekspresyonunun, Dox
indiiksiyonundan sonra lipolizi ve kahverengilesmeyi uyardigni buldular. Tirozin
hidroksilaza (TH) karsi immiinofloresan boyama, transgenik farelerin adipoz dokusunda
daha yiiksek seviyelerde sempatik innervasyon gosterdi. Artmis bir norepinefrin (NE)
seviyesine yanit olarak, 3-adrenoseptor ekspresyonu 6nemli dlgiide yukari regiile edildi
ve asagl akig protein kinaz A (PKA) yolu, tiim PKA substratlarinin gelismis
fosforilasyonuyla gosterildigi gibi aktive edildi, 6zellikle adipositlerdeki hormona
duyarh lipaz (HSL). Sonug¢ olarak, yag dokusu artan lipoliz, esmerlesme ve enerji
harcamas1 sergilemistir. Onemli olarak, bu etkilerin tiimii, 3-adrenoseptor antagonisti
SR59230A ile tedavi iizerine kaldirilmistir. Toplu olarak, bu sonuglar, gegici asir1 ifade
VEGF-An'n sempatik sinir sistemini aktive ettigini ve dolayisiyla yag dokusunda lipoliz
ve kahverengilesmeyi tesvik ettigini gosterir ( Yueshui, vd., 2018). Bizim ¢alismamiz ise

VEGF-A geninin varyantmi KKKA ile iliskili oldugunu gosterdik.

Xiaofeng ve arkadaslar1 caligmalarinda ANLN ve KDR arasindaki etkilesimlere
iliskin genetik kanitlar saglayarak ve kanser hiicresi yasami / 6liimii ile anjiyogenez /
metastaz gecisleri arasindaki dnemli roliinii aragtirdilar. Tek niikleotid polimorfizmleri

(SNP'ler), prognostik potansiyele sahip memeli hiicrelerinde en yaygmn genetik



varyasyondur. Anilin - aktin baglayici proteinin (ANLN), hiicre yasami / Olimi

kontroliinde kritik olan PI3K / PTEN sinyallemesinde rol oynadig: tespit edilmistir ve
kinaz eklenti alan reseptorii (KDR), kanser anjiyogenez / metastaz anahtarma aracilik
eden bir anahtar reseptorii kodlamaktadir. Karsinojenezde iki kritik gegisi temsil eden
PI3K / PTEN ve KDR sinyalizasyonu arasindaki i¢sel baglantilarin bilgisi, mevcut
calismaytr ANLN ve KDR arasindaki potansiyel sinerjinin meme kanseri sonucu
iizerindeki etkilerini arastirmaya ve genetik seviye. KDR ve ANLN'den gelen SNP'lerin
hayatta kalma iligkileri, ikili etkilesim hayatta kalma analizi, kantitatif 6zellik lokus
analizi, yol zenginlestirme analizi ve ag yapist yoluyla degerlendirildi ve ANLN ile
KDR arasindaki etkilesimler in vitro olarak dogrulandi. ANLN'de her iki nadir
homozigotun da oldugu bulundu: rs12535394

ve KDR: rs11133360 SNP ¢ifti, olumlu gdgiis kanserinin hayatta kalmasinin
prognostigidir ve kanser durumu kontroliinde bagisiklik tepkisinin 6nemli rollerini
destekler. Bu ¢alisma, ANLN ve KDR arasindaki etkilesimlere iliskin genetik kanitlar
saglayarak ve kanser hiicresi yasami / Oliimii ile anjiyogenez / metastaz gecisleri
arasindaki sinerjiyi karsinojenez sirasinda yonlendirmede immiin yanitin 6nemli roliinii
One siirerek meme kanseri prognozuna ve terapotik tasarima katkida bulunur ( Xiaofeng,

vd., 2019).

Agnieszka ve arkadaslari Kinaz insert alan iceren reseptor (KDR)
polimorfizmlerini ve protein seviyelerini Romatoid Artrit (RA) duyarlilig1 ve ciddiyeti
ile iliskili olarak 2019 yilinda arastirdilar. 641 RA hastasi ve 340 kontrol (HC),
rs1870377 KDR varyant1 i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)-kisitlama parga
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) yontemi ve rs2305948 ve rs2071559 KDR tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) icin TagMan SNP genotipleme testi ile incelendi . KDR serum
seviyeleri, enzime bagli immiinosorbent testi (ELISA) ile belirlendi. Rs1870377 KDR
varyanti, kodominant (p = 0,02, OR = 1,76,% 95 CI = 1,09-2,85) ve resesif modeller (p
= 0,019, OR = 1,53,% 95 CI = 1,07-2,20) altinda RA ile iliski gostermistir. KDR
r$2305948, dominant modelde RA ile iliskilendirildi (p = 0.005, OR = 1.38,% 95 CI =
1.10-1.73). Kodominant modelde, rs2071559 TC ve GG genotiplerinin sikligt RA
hastalarinda kontrollere goére daha diisiiktii (p <0,001, OR = 0,51,% 95 CI = 0,37-0,69



ve p = 0,002, OR = 0,57,% 95 CI = 0,39-0,81). KDR rs2071559 T ve rs2305948 A
allelleri RA ile iliskilendirildi. KDR rs2305948SNP, Hastalik Aktivite Skoru (DAS) -28
skoru (p <0.001), Gorsel Analog Skala (VAS) skoru (p <0.001), sismis eklem sayis1 (p
<0.001), CRP ortalama degeri (p < 0.001). Mevcut sonuglar, RA'nin ciddiyetinde KDR
genetik varyantlarinin roliine 151k tutmaktadir ( Agnieszka, vd., 2019). Biz calismamizda
RFLP-PCR yontemi kullanarak KDR TT, TC, CC genotiplerinde, T ve C allellerind
hasta ve kontrol gruplarinda anlam1 fark bulamamadik ve KKKA ile iligkisi olmadigin1

gosterdik

Bir diger calismada 6zofagus skuamdz hiicreli karsinomun tedavisinde KDR ve
proteazom inhibitdrlerini hedeflemenin potansiyel roliinii Ling ve arkadaslar1 2020
yilinda arastirdilar. Ozofagus skuamoz hiicreli karsinom (ESCC), Cin'deki en agresif
kanser tiirlerinden biridir. Son yillarda, ESCC dahil olmak iizere ¢esitli kanser genomik
tiirlerinde ilerleme kaydedilmistir. Bununla birlikte, ESCC'nin genomik varyasyonunun
klinik onemi kotii tanimlanmis kalir. Bu c¢alismada, 469 ESCC vakasindan alinan
genomik dizileme verileri analiz edilmis ve potansiyel Druggable Genom Etkilesim
Veritabanindaki (DGIdb) terapotik hedefler tarandi. ESCC'nin bortezomib (proteazomu
hedefleyen spesifik bir inhibitor) ile tedavi edilmesi, 5 ESCC hiicre ¢izgisinin
cogalmasini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi ve bortezomib uygulamasi, SCID farelerinde
onemli tiimor ksenogreft gerilemesine yol acan bir dizi potansiyel terapotik hedef gen ve
yol tanimlandi. Ayrica, DGIdb tarafindan entegre edilen 6 kaynagin tiimiinden ilag
onerileri alan ve ESCC'de 6nemli bir amplifikasyon barindiran kinaz eklenti alan alicilar
(KDR), ¢inko parmak proteini 750'nin (ZNF750) asagi akis hedefi olabilecegi de
belirlendi. ZNF750 bir transkripsiyon faktorii olarak hareket eder ve dnceki bagimsiz
caligmalarla ESCC'de siklikla inaktive edici mutasyonlar: barindirdigi gosterilmistir.
Mevcut calismada, KDR, ZNF750'nin devrilmesi lizerine yukari regiile edildi ve
ZNF750min kurtaridmasi da KDR'nin 6nemli 6l¢iide restorasyonuna yol agti. Kararli
ZNF750-knockdown KYSE150'de KDR devrildi ve KYSE140 ESCC hiicreleri, ZNF750
knockdown ile indiiklenen hiicre biiylimesi, koloni olusumu, istila ve gociin tesvikini
onemli Olglide zayiflatti. Diger deneyler, giicli bir KDR inhibitérii olan apatinib
tedavisinin, hiicre proliferasyonu ve istilasinin derin inhibisyonuna neden oldugunu

buldu. Toplu olarak, bu ¢alisma ESCC'de potansiyel terapdtik hedefler olarak genomik



degisiklikler i¢in i¢gorii sagladi ve ESCC'de proteazomu hedefleyen bir terapdtik strateji
olasiligin1 destekledi. Mevcut sonuglar ayrica KDR'min hedeflenmesinin, sadece KDR
varyant vakalarinda degil, ayni zamanda ZNF750 mutasyonlar1 ve silmeleri olan
kisilerde de ESCC'yi tedavi etmenin etkili bir yolu olabilecegini ileri siirdii (Ling, vd.,
2020).

Vaskiiler biitiinliigiin korunmasinda vaskiiler endotel biiyiime faktor (VEGF-A) ve
reseptorii (VEGFR1) ve anjiyopoietin-2 (Ang-2) ve reseptorii (Tie-2) cok Onemli
aracilardir. Enver Sancakdar ve arkadaslar1 2015 yilinda Ang-2 ve VEGF ile bunlarin
reseptorleri Tie-2 ve VEGFR1'in KKKA enfeksiyonu ile iligkisini incelemislerdi. Tie-2,
Ang-2, VEGF-A ve VEGFR1 serum seviyeleri onemli Ol¢iide kontrol grubu ile
karsilastirildiginda KKKA hastalarinda artmistir. Ayrica, serum Tie-2, Ang-2, VEGF ve
VEGFRI1 diizeylerinin siddetli grupta, siddetli olmayan ve kontrol gruplarma gore
anlaml derecede yiiksek oldugunu bulmuslardi (sirasiyla P < 0.05 ve P < 0.001). Tie-2,
Ang-2, VEGF-A ve VEGFRI1 seviyeleri siddetli olmayan grupta kontrol grubuna gore
anlamli derecede (p< 0.05) yiiksekti ( Enver Sancakdar). Biz c¢alismamizda VEGF
geninin varyantint KKKA hastaligiyla iligskisini gosterdik.

Biz bu ¢alismada VEGF genindeki rs3025039 polimorfizminin ve KDR genindeki
152071559 polimorfizminin iliskisini KKKA hastalig1 ile 51 saglikli kontrol igeren 51
hasta iceren bir ¢alismada test ettik. Hastalarin ve kontrollerin yas1 10 ve 76 arasinda
degismekteydi. KKKA hastalar1 ve kontrol gruplar1 arasinda hem rs3025039 hem de
rs2071559 i¢in genotip dagilimi, Hardy Weinberg dengesi (df = 1, P> 0.05) ile uyum
icindeydi. P degerleri rs3025039 ve rs2071559 i¢in hastalarda p<0.05 kontrolda p<0.05
oldu. VEGF geni i¢in, rs3025039'un CC genotipinin dagilim1 hasta ve kontrol vakararin
arasmda 6nemli 6lgiide farkliydi. Ote yandan, KDR rs2071559 polimorfizmi, KKKA'li
vakalarda hastalik riski ile iligkili degildi.

VEGF ve KDR genlerindeki anjiyojenik yolunda Onemli rollar1 gdz Oniine
alindigmda VEGF / KDR polimorfizmlerin, KKKA'ye yatkinliga katkida bulunacagini

varsaydik.

Bu amacla, VEGF geninin 3’ ¢evrilmemis bolgesinde bulunan (rs3025039)
polimorfizminin ve KDR geninin yukar1 akis bolgesindeki (rs2071559) polimorfizminin



KKKA'm gelisme riski ve molekiiler temeli ile iligkili olup olmadigini arastirdik. Cok
sayida calisma, ¢esitli hastaliklarda polimorfizmler ile VEGF geninin ekspresyon
seviyesi arasinda bir iliski oldugunu bildirmistir 6rnek olarak Murat ve arkadaslar1 2015
yilinda VEGF-A geminin KKKA patogenezinde rol oynadigini gdstermis bagka bir
calismada 2017 ‘"de VEGFgeni MS hastaligi i¢in bir risk oldugu saptanmis, 2019 yilinda
KDR geminin meme kanseri patogenezinde rolii gosterilmis ancak sonuclar etnik
gruplar arasinda tutarsizdir. Bu calisma, KKKA hastalar1 ve kontrol bireyleri arasinda
VEGF genindeki rs3025039 polimorfizminin C allelinde 6nemli bir fark oldugunu
ortaya koymustur. Ek olarak, rs3025039'un CC homozigot genotipi, hem ko-dominant
hem de resesif modellerde artmis KKKA gelisimi riski ile iliskilendirilirken, KDR
genindeki rs2071559 polimorfizmi, vakalarimizda KKKA'ye duyarlilikla iliskili degildi.
Bildigimiz kadariyla bu, VEGF (rs3025039) polimorfizminin KKKA hastaliginda
duyarlilig: ile iliskili olduguna dair kanit saglayan ilk rapordur. VEGF polimorfizminin,
sadece anjiyogenez mekanizmasinda degil, KKKA hastaligimgn cesitli yonlerinde de
onemli bir rol oynadig1 diistiniilmektedir. Anjiyogenez rolii gibi VEGF ile ilgili diger
fonksiyonlar1 degistirebilir. Meme kanseri, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri, renal
hiicreli karsinom ve diffiiz biiylik B hiicreli lenfoma dahil olmak {izere farkl kanserlerde
nedensel bir role sahiptir ve kanser olusumunda VEGF-KDR sinyal yolunun 6nemini
gosterir. Onceki raporlar, KDR fonksiyonundaki diizensizligin, anormal vaskiiler
onarim, VEGF'nin azalmis anti-apoptotik spesifikasyonlari ve bozulmus endotel hiicre
sagkalimi veya hasar1 olarak goriinebilen vaskiiler disfonksiyonla iligkili olabilecegini
gostermistir. Arastirma gruplari arasindaki sonuglardaki bu tutarsizliklar, gen ifadesi ile
diizenleme arasinda bir denge kurmanin karmasikligini basitge yansitiyor olabilir.
Vaskiiler sistem gelisiminin erken asamalarmda KDR'nin dengeli ekspresyonu ve VEGF
ile uygun etkilesiminin 6nemli oldugu bildirildiginden, VEGF-KDR yolunun ve bunun
KKKA ile iliskisinin diizenlenmesinde yer alan farkli adimlarda KDR islevini

arastirmak i¢in ek arastirmalara ihtiyag¢ vardir.



6. SONUC VE ONERI

Sonug olarak, bu ¢alisma Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma
Hastanesi, Enfeksiyon Hastaliklar ve Mikrobiyoloji kliniginde KKKA 6n tanist ile
yatirilarak takip ve tedavi edilmis hastalarda KKKA gelisimi ile KDR -604T > C
(rs2071559) polimorfizminin degil, VEGF 936C > T (rs3025039) polimorfizminin
iligkili oldugunu gostermistir.

Bu calismaya nispeten ¢ok sayida katilimci kaydettik ve calismamizin sonuglari

VEGF 153025039 varyantinin KKKA ile iliskisi oldugunun ilk kanitin1 sagladik.

VEGF'nin aracilik ettigi inflamasyon, bu genin modilator islevi KKKA
tedavisinde umut verici sonuglar sunabileceginden, KKKA'li hastalarda klinik
deneylerin tasariminda dikkate alinmalidir. Bu iliski hasta sayilar1 arttirilarak ve VEGF

ekspresyon ¢aligsmalar1 yapilarak ¢ikan sonuglar esiginde analiz edilmelidir.
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Ek-2. Hasta Bilgilendirilmis 6niillii Olur Formu (BGOF)

BILGILENDIRILMIi$ GONULLU OLUR FORMU
Arastirmacinin/Hekimin Aciklamas:

Bilgemizde sik goritlen ve genellikle kene isirmas; ile bulagan Kinm Kongo K It Atesi hastaliginda herhangi bir
genetik yukmhk olup olmadiginin aragtinlmasi amaayla bir bilimsel arag yapmay: planlamaktayiz. Yap planl
aragtirmamn ismi “Kinm Kongo K I Atesi Iiginda IL 1 ve IL 6 Gen Pohmorﬁmnni.n Arasunlmusx " dir.

Kinm Kongo Kanamah Atesi Hsstallgl tanssi konan ve klinik takibi yapilan b lar {izerinde uygul k olan bu
¢ahsmaya, ubbi durumunuz bu kogullara uydugu igin sizi de davct edryomz Ancak hemen belirtilmelidir ki arastirmaya katilip
katilmamak gonallalik esasina dayalidir. Bu bilimsel gal karanim htr iradeniz ile vermelisiniz. Bu karar
verirken hig kimse tarafindan size telkin ve baskida bulunulamaz.

Karannmizdan once s6z konusu bilimse] aragtirma ve bu aragtirmays katil kabul iz dur da yapilacak

islemler hakkinda sizi bilgilendinmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra bu bilimse| arag va
formu imzalaymiz.

Bilimsel ¢calisma hakkinda bilgiler

A ya davet edilmenizin nedeni, 18 yas ve {izerinde, Kirun Kongo kanamali Atesi Hastalifi tamisi konmug bir
birey olmanizdir, Bu aragtirma Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Enfeksiyon Hastahklan Anabilim Dal, ve Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali igbirligi ile gergeklestirilecektir,

Bu aragtirmada aragtinlacak olan Kinm Kongo Kanamali Atesi (KKKA) birgok organ ve sistemleri etkileyen,
kanamalar ve karaciger fonksiyon bozukiuklan ile karakterize, 6liim orani yiiksek olan (%30-50) bir enfeksiyondur. Tirkiye’de
yapilan ¢aligmalarda takip edilen olgulardaki 8l¢m oran: % 2-12 arasindadir. Kirim Kongo Kanaml Atesi hastaligina neden olan viris
ile kargilagmag bireylerde hastalik gelisme olasilif yaklagik %22"dir. Yani, enfekte olan her beg Kisiden birinde hastalik gelismektedir.

Klinik ani baslayan ates ve genel enfeksiyon bulgulan iie birlikte kanamalar seklinde ortaya gikar. Keneyle temas,
kene tutunmasi, hayvanla temas, kirsal kesimde yasama veya son iki hafta i¢inde kirsal alana seyahat oyknsﬁ glhl q'ndcml)nkulk
ozelliklerin bulunmast Kinm Kongo Kanamh Atesi hastalif tanisum kuvvetle dagindirse de kesin tant mikrot
konulur. Kinm Kongo Kanamh Atesi hastahinin nasil gergeklestigi, bazi vakalann dltimle sonuglanirken baz vakalnnn neden daha
hafif klinikle gecuildngi bilinmemektedir. Bu konuyla ilgili elde edilecek bllgller Kinm Kongo Kanamlt Atesi hastalify olusmadan
dnce tedbir alinabil ya da hastahfin tedavisinde daha baganh olmak i¢in yararh olacaktr, Bu ¢alismanin amact Kinm Kongo
Kanamh Atesi hastaligimin genetik yatkmhginin olup ofmadifim arastinp bu konuyla ilgili tedbir ve tedavide faydali olabilecek yeni
bilgilere ulagmakier.

Caligma icin sizden kan alinacak nu?*
Hayir.

Eger aragtirmay: kabul ederseniz sizden 58z konusu galigma igin ilave kan al kur. Bu cal a davet edilmenize neden
olan tibbi durumunuz nedeniyle sizden rutin tetkik iglemleri nedeniyle al k ya da al olan kandan artan kalan miktar tizerinde
36z k lizler gergeklestirileccktir, Highir sekilde sizden bilimsel ¢alima icin kan al yacaktir.

*Caligma, kan lizerinde analiz gerektiren bir ¢aliyma degil ise bu kismi onam formundan ¢ikartinz

{4 i aligmalart icin aciklama**

Tibbi durumunuz nedeniyle yapilmastni énerdigimiz gen polimorfizm analizi igin sizden daha dnceden alinmig olan ya
da tbbi durumunuz nedeniyle rutin poliklinik kontrollerinizde sizden al k olan kan lerinden artan miktar ozerinde
analizler gergeklestirileccktir, Bu analizler igin sizden kesinlikle ilave, rutin disi bir kan alma islemi olmayacaktir. Yukanda
belirtildigi gibi rutin tetkik knpsalmnda almmw ya da al k olan kan lerinden genetik materyaliniz izole edilecek ve bu
maleryal naermdc 56z} k Soz } genetik materyal uzun streler igin uygun kogullarda saklanabilir ve

keeki bilimsel ¢ I u;m de “ullamlabi . lzole edilen genetik materyalinizin bu gal lecekieki bilimsel
¢aligmalar igin de kullanilabil sizin verecefiniz onaya baghdir.
ma kapsamunda bilinmesi gereken durumlar ve a rmacilar ile gonilliilerin uymas: gereken

kurallar
Ar katl dur d
Sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir.

I

2. Cabgmaya katildiBimz igin size ek bir ddeme yapiimayacakur.

3. Hekim ile aranizda kalmas: gereken size ait bilgilerin gizliligine bytk dzen ve sayg: gosterilecektir.

4. Aragtrma sonuglanimin egitim ve bilimsel amaglarla kullanim: sirasinda kigisel bilgileriniz gok: biytik bir hassasiyetle
korunacakur.

5. Qaligma ia meydanz gelebilecek liniz ile ilgili ve difer olumsuzluklarin sorumlugu arastirmacilara aittir.

Aragtirmanin adt Kinm Kongo Kanamali Atesi Hastabinda IL 1 ve IL 6 Gen Polimorfizminin

Aragtinlmas: 2

Araytirma sorumiusu :¥rd. DSo¢.Dr Umut S. Say Coskun

Tarik O

dmza s
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AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Arastirmacinm/Hekimin Aciklamasi
Kirrm Kongo Kanamali Atesi (KKKA) hastaliinin prognozunda rolii olabilecegi diisiiniilen aday 2 farkh

polimorfizmin analizinin yapilmasi ve bu polimorfizmlerle ile KKKA hastaliginin olusumu arasindaki iliskinin toplumumuzda
tespit edebilmek amaciyla bir bilimsel arastirma yapmay1 planlamaktayiz. Yapilmas: planlan arastirmanin ismi “Kirim Kongo
Kanamali Atesi Hastaliginda IL 1 ve IL 6 Gen Polimorfizminin Arastirilmas1” dir.

Kirmm Kongo Kanamali Atesi tanis1 konan ve bu nedenle klinik takibi yapilan hastalar {izerinde uygulanacak olan
bu ¢alismaya, tibbi durumunuz bu kosullara Kontrol grubu olarak uydugu i¢in sizi de davet ediyoruz. Ancak hemen belirtilmelidir
ki arastirmaya katihp katilmamak goniilliilik esasina dayahidir. Bu bilimsel galismaya katilma kararini tamamen hiir iradeniz ile
vermelisiniz. Bu karar verirken hi¢ kimse tarafindan size telkin ve baskida bulunulamaz.

Kararinizdan dnce s6z konusu bilimsel arastirma ve bu arastirmaya katilmay1 kabul etmeniz durumunda yapilacak
islemler hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra bu bilimsel arastirmaya katilmak isterseniz
formu imzalaymiz.

Bilimsel calisma hakkinda bilgiler

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni, Kirnm Kongo Kanamali Atesi tanisi konmamis ve Kontrol grubu igin
uygun bir birey olmamzdir. Bu arastirma Mikrbiyoloji Anabilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dali isbirligi ile
gergeklestirilecektir.

Bu aragtirmada KKKA olusumunda rolil olabilecegi diisiiniilen 2 farkhi gende toplam 3 farkhi polimorfizm
arastirilacaktir. Bu amagla tasarlanan bu projede rutin tetkikler igin vereceginiz kanlardan DNA izolasyonu yapilacakur. Elde
edilen DNA’lardan IL1Ra ve IL-6 genlerinizdeki polimorfik genotipler belirlenecektir. KKKA tanis1 almig bireylerin genotipleri
belirlenecek ve bu genotipler, ile KKKA olusumu arasinda bir iliski olup olmadig: saptanacaktir. Bu sonuglar KKKA olusumu ve
tedavisinde izlenecek olan strateji ve ydntemlerin gelistirilmesine 151k tutacaktir.

Calisma icin sizden kan alinacak mi?*

Hayr.
Eger arastirmay: kabul ederseniz sizden s6z konusu ¢alisma i¢in ilave kan alinmayacakur. Bu ¢aligmaya davet edilmenize
neden olan tibbi durumunuz nedeniyle sizden rutin tetkik islemleri nedeniyle alinacak ya da alinmis olan kandan artan kalan
miktar tizerinde stz konusu analizler gergeklestirilecektir. Higbir sekilde sizden bilimsel ¢galima i¢in kan alinmayacaktir.

*Calisma, kan tizerinde analiz gerektiren bir calisma degil ise bu kismi onam formundan ¢ikartiniz

Gen polimorfizm calismalar: icin aciklama**

Tibbi durumunuz nedeniyle yapilmasim 6nerdigimiz gen polimorfizm analizi igin sizden daha Snceden alinmis
olan ya da uibbi durumunuz nedeniyle rutin poliklinik kontrollerinizde sizden alinacak olan kan numunelerinden artan miktar
tizerinde analizler gergeklestirilecektir. Bu analizler i¢in sizden kesinlikle ilave. rutin disi1 bir kan alma islemi olmayacaktir.
Yukarida belirtildigi gibi rutin tetkik kapsaminda alinmis ya da alinacak olan kan numunelerinden genetik materyaliniz izole
edilecek ve bu materyal lizerinde s6z konusu analizler yapilacaktir. S6z konusu genetik materyal uzun siireler i¢in uygun
kosullarda saklanabilir ve gelecekteki bilimsel ¢calismalar i¢in de kullanilabilir. izole edilen genetik materyalinizin bu ¢alisma
disinda gelecekteki bilimsel ¢alismalar i¢in de kullanilabilmesi tamamen sizin vereceginiz onaya baghdir.

**Caliyma gen polimorfizm ¢alismasi ise bu kisim onam formunda olmalidir. Degilse bu boliimii ¢ctkartiniz

Calisma kapsaminda bilinmesi gereken durumlar ve arastirmacilar ile goniilliilerin uymast gereken kurallar

Arastirmaya katilmaniz durumunda:
Sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir.

L.

2. Qahgmaya katildigimiz i¢in size ek bir ddeme yapilmayacaktir.

3. Hekim ile aramizda kalmasi gereken size ait bilgilerin gizliligine biiyiik 6zen ve sayg: gosterilecektir.

4. Arasurma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgileriniz ¢ok bilyiik bir hassasiyetle
korunacaktir.

5. Qahgma sirasinda meydana gelebilecek sagliniz ile ilgili ve diger olumsuzluklarin sorumlugu arastirmacilara aittir.

6. Goniilli olarak katildiginiz ¢alismanin herhangi bir asamasinda arastirmadan ayrnilabilirsiniz. Ancak ayrilmadan 6nce
arastirmacilara bu durumu bildirmeniz énemlidir.

Arasturmarun ads : Kinm Kongo Kanamali Atesi Hastaliginda IL 1 ve IL 6 Gen

Polimorfizminin Arastiriimasi

Arastirma sorumiusu :Yrd.Dog¢. Dr. Umut Safiye Say Coskun

Tarih k2

imza
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7. Caligmaya kanlmayi kabul etmemeniz durumunda tedavinizde ve klinik izlemlerinizde highir degigiklik olmayacak, her
zaman oldugu gibi aynt 0zen ve ihtimam ile hastaligmizin tedavisi sGrdrtlecektir.

Katilimeinn (Gonalth) / Hastanin Beyan

Sayin Dr Umut Safiye Say Cogkun tarafindan, Gaziosmanpasa Oniversitesi Tip Fak0ltesi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dal isbirligi le bir aragtrma yaplacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukandaki bilgiler
tarafima aktarilds. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastimaya “katilimer” olarak davet edildim.

Eger bu aragtirmaya Katilirsam, hekim ile aramda kalmas) gereken, bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma
sirasinda da bllyk 6zen ve sayg) gosterilecegi, arastirma sonuglarmin eitim ve bilimsel amaglarla kullanims sirasinda Kigisel
bilgilerimin ihtimamla korunacag kesin ve net bir sekilde belirtilmigtir.

Aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Benden herhangi
bir Gcret talep edilmeyecedi ve bana da herhangi bir ddeme yapilmayacagi net ve kesin bir sekilde ifade edilmigtir.

Projenin yorittimesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden aragtirmadan ekilme hakkina sahip oldugum
bildirilmigtir. Ancak arasurmacilan zor durumda birakmamak icin aragtirmadan cekilecegimi onceden bildirmemin uygin
olacaginin da bilincindeyim, Aynca ubbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi koguluyla aragtrmaci tarafindan aragtirma
dist tutulabilirio,

Ister dogrudan, ister dolayl olsun, arastirma stirecinde aragtirma ile ilgili ortaya gikabilecek saglik durumuyla ilgili
olumsuzluklarda sorumluluk aragtirmacilara ait olup parasal bir yik altina girmeyecegim.

Aragtirma sirasinda aragtirma ile ilgili bir saghk sorunu ile kargilastigimda; gnin herhangi bir saatinde Dr, Umut
Safiye Say Cogkun' 8 0505 5410856 numarali telefonlardan ulagarak danigabilecegimi biliyorum,

Bu aragrmaya Katimak zorunda degilim ve Katiimayabilirim. Arastrmaya Katlmam Konusunda zorlayici
herhangi bir davranigla kargilagmis degilim, Eger kanlmay reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime
herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan 10m agiklamalan aynntlanyla snlamiy bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir doginme sOresi
sonunda adi gegen bu aragiirma projesinde “kathmei” (gon0li0) olarak yer alma karanni tamamen hir iradem ile almig
bulunuyorum. Bu konuda yapilan daveti bityOk bir memnuniyet ve gonallak icerisinde kabul ediyorum.

lzole edilen genetik materyalimin gelecekteki bilimsel galigmalarda da kullanilmasina onay ., 4.8/ 7 v~

Kanlmer *........" kumt “verlyorum" ya da “vermiyorum" seklinde kendisi, vasisi veya gorigme tamGmn el yazis fle yazimas
suretiyle yanilavacak ve yanina paraf atlacaktir. Not; Caligma gen polimorfizm ¢aligmasi degil ise bu kutayu ve icindeki
agiklamayi formu bastirmadan dnce kaldirintz.

Tarh 2.3 /21 1E
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