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OZET

KIRIM KONGO KANAMALI ATESI HASTALARINDA HULC VE 7SL RNA
IFADE DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Burcu BAYYURT
Yuksek Lisans Tezi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Serdal ARSLAN
2017, 54 sayfa

Kirnm Kongo kanamali atesi (KKKA), Kirim Kongo kanamali ates virlisiiniin
(KKKAV) neden oldugu kene kaynakli bir hastaliktir. Uzun kodlama yapmayan
RNA'lar (IncRNA'lar) genellikle 200 nUkleotitten daha uzun transkriptler olarak
smiflandirilirlar.  Viral enfeksiyonlar IncRNA'lar da dahil olmak (zere hicre
transkriptomunda giiclii  degisiklikler meydana getirmektedirler. Enfekte olmus
hiicrelerde ifade olan ¢esitli IncRNA’lar viral ve konak genlerinin ekspresyonunu
duzenlemede goérev almaktadirlar. Son yillarda, bazi IncRNA'larin terap6tik hedefler ve
hastaligin ilerlemesinde prognostik belirte¢ler olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
Bu c¢alisma KKKA hastalarinda HULC ve 7SL RNA ekspresyon diizeylerinin
arastirlldigi ilk ¢alismadir. Bu amagla, 100 bireyin (60 hasta ve 40 kontrol) kan
ornekleri alind1 ve total RNA izolasyonu yapildi. Calisma popiilasyonunda HULC ve
7SL RNA ekspresyon dizeylerini belirlemek icin SYBR Green yontemi kullanilarak
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPCR) gerceklestirildi.

Hasta ve kontrol grubu karsilagtirildiginda, hastalarda HULC ekspresyon
seviyesinin artig1 istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0.04). 7SL RNA ifadesinin
hastalarda 1.88 kat azaldigi (p=0.93) gozlendi. Ayrica hastalarla karsilagtirildiginda
6lenlerde HULC un ifadesinin 100 kat arttig1 (p<0.01) ve 7SL RNA’nin ifadesinin ise
azaldig1 (1.04 kat, p=0.03) tespit edildi. Bunlara ek olarak uluslararasi normalize
edilmis oran (INR) ve protrombin zamani (PT) normal degerlerin iizerinde olan
hastalarla normal degerler arasinda olanlar karsilastirildiginda INR ve PT’si normal
degerin tizerinde olanlarda HULC ifadesinin 3 kat artmasi istatistiksel olarak 6nemli
bulundu (p=0.01 ve p=0.02, sirastyla). Klinik parametreleri normalin Uzerinde olan
O0lmiis ve hayatta kalan hastalar karsilastirildiginda 6lmiis bireylerde HULC ifadesi
artmistir. HULC,; aspartat aminotransferazi (AST) yuksek olanlarda 90 kat (p<0.01),
alanin aminotransferazi (ALT) yiksek olanlarda 80 kat (p<0.01), PT’si yiiksek
olanlarda 165 kat (p=0.01), aktive parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) ylksek
olanlarda 131 kat (p<0.01) ve laktat dehidrogenazi (LDH) yiksek olanla da 97 kat
(p<0.01) artmistir. Bulgularimiz  HULC ve 7SL RNA’nin KKKA hastaligimin
patogenezinde 6nemli olugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kirim Kongo kanamali atesi, uzun kodlamayan RNA'lar, gen
ifadesi



ABSTRACT

EVALUATION OF HULC AND 7SL RNA EXPRESSION LEVELS IN
PATIENTS WITH CRIMEAN CONGO HEMORRHAGIC FEVER

Burcu BAYYURT
MSc Thesis
Department of Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Serdal ARSLAN
2017, 54 pages

Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a tick-borne disease caused by the
Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (CCHFV). Long non-coding (IncRNAs) are
generally classified as transcripts longer than 200 nucleotides. Viral infections cause
strong changes in cell transcriptomics, including IncRNAs. The various INCRNAs
expressed in infected cells are responsible for regulating the expression of viral and host
genes. In recent years, it has been thought that some IncRNAs may be used as
therapeutic targets and prognostic markers in the progress of disease. This is the first
study to investigate HULC and 7SL RNA expression levels in CCHF patients. For this
purpose, blood samples were taken from 100 individuals (60 patients and 40 controls)
and total RNA isolation was performed. Quantitative polymerase chain reaction (qQPCR)
was performed using the SYBR Green method to determine HULC and 7SL RNA
expression levels in the study population.

When the patient and control groups were compared, the increase in HULC
expression level in the patients was statistically significant (p=0.04). 7SL RNA
expression was decreased 1.88 times (p=0.93) in patients. It was also found that the
expression of HULC was increased 100 fold (p<0.01) and 7SL RNA was decreased
(1.04 fold, p=0.03) in fatal cases when compared to patients. In addition, HULC was
increased 3 fold in patients who have higher international normalized ratio (INR) and
prothrombin time (PT) values compared with patients with normal values and these
were found statistically significant (p=0.01 and p=0.02, respectively). HULC was
increased in the fatal cases with higher clinical parameters compared with patients with
higher values. HULC expression in fatal cases with higher aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransferase (ALT), PT, active partial thromboplastin time (aPTT),
and lactate dehydrogenase (LDH) increased 90 (p<0.01), 80 (p<0.01), 165 (p=0.01),
131 (p<0.01) and 97 fold (p<0.01), respectively. Our findings show that HULC and 7SL
RNA are important in the pathogenesis of CCHF disease.

Keywords: Crimean Congo hemorrhagic fever, long non-coding RNAs, gene
expression
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1. GIRIS
1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Kirim Kongo Kanamali Atesi (KKKA), 6zellikle Tiirkiye basta olmak {izere diinyada en
yaygin goriilen ve 6lime sebep olabilen arboviral hastaliklardan biridir (Messina ve
ark., 2015). Ulkemizde bugiine kadar saptanan ilk viral kanamali ates olan KKKA
zoonotik bir enfeksiyondur (Hoogstraal, 1979).

KKKA’nin etkeni Kirim Kongo kanamali atesi virlisii (KKKAV)’diir. Bu viriisiin
replikasyonu ile immun ve vaskuler sistem oldukca zarar goérmektedir. Kanama ve ates
bulgular ile seyreden KKKA, iilkemizde 2002 yilindan itibaren 6nemli bir halk sagligi
sorunu olmaya devam etmektedir.

KKKA hastaliginin klinik seyri bireylere bagli olarak degismektedir. Bu durum
birgok viral enfeksiyonun patogenezinde rol oynayan epigenetiksel farkliliklardan
kaynaklanabilmektedir. Nitekim epigenetik mekanizmalardan uzun kodlama yapmayan
RNA (IncRNA)’larin viriis konak iliskisinde ve virlis patogenezinde etkili oldugu tespit
edilmistir. Buna dayanarak KKKA ile IncRNA’lar arasindaki herhangi bir iliskinin
bulunmasi halinde bu durumun hastaligin seyrine ve hatta tedavisine yonelik yeni
yaklagimlar getirecegi Umit edilmektedir. KKKA hastaligi son yillarda ozelikle
sonbahar ve yaz aylarinda Orta Anadolu bolgesinde 6nemli bir saglik problemi olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Tedaviye yonelik stratejiler gelistirmek hem boélge halkinin
hastaliktan korunabilmesi agisindan hem de uUlkemiz igin ekonomik bakimdan dnemli

katkilar saglayacaktir.

1.2. Arastirmanin Amaci

KKKA igin bazi tedavi yontemleri olsa da ileri diizeyde bir gelisme saglanamamustir.
Son yillarda elde edilen verilerle IncRNA’larin virlis replikasyonunda ve antiviral
cevapta onemli rol oynadigi tespit edilmistir. LncRNA’larin hastalik ilerlemesinde
prognostik belirtecler olarak kullanilabilecekleri ve tedaviye yonelik hedefler
olabilecekleri diisiiniilmektedir. Bu ¢alismada KKKA tanisi1 konmus hastalar ile bu
hastalig1 tasimayan ve herhangi bir kronik rahatsizligi bulunmayan saglikli bireylerde
HULC ve 7SL RNA seviyesine bakilacaktir. KKKA hastalig1 ile HULC ve 7SL RNA
iliskisinin incelendigi ilk c¢alisma olmasi yoniinden de 6nemlidir. Ayrica KKKA’dan

Olenler ve hayatta kalanlar, 6lenler ve saglikli bireylerde, klinik parametreleri normal ve



normalin {izerinde olan hastalar ile klinik parametreleri normalin {izerinde olan 0lmiis
ve yasayan hastalarda HULC ve 7SL RNA ekspresyon profillerinin karsilagtirilmasi

amagclarimiz arasindadir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kirnm Kongo Kanamah Atesi

Diinyada farkli bolgelerde ve yeni gorulen enfeksiyonlar olarak degerlendirilen viral
kanamali ates (VKA) enfeksiyonlari insanlarda fakli viriisler tarafindan olusturulan, ates
ve kanama ile seyreden klinik sendromlardir. VKA’lar iginde diinyada en yaygin olarak
goriileni ise KKKA’dir (Akin, 2008). KKKA, genis cografi alanlar boyunca insanlarda
agir salginlara sebep olan kene kaynakli viral bir hastaliktir (Bente ve ark., 2013).
Hastaligin yayilim alan1 Bati Cin’den baglayip Orta Dogu ve Giineydogu Avrupa ile
Afrika boyunca devam etmektedir. Tirkiye’deki goriilme sikligi ise Ozellikle son on
yilda artmis olmakla beraber, KKKA iilkemizde ilk kez 2002 yilinda tespit edilmistir
(Leblebicioglu ve ark., 2016).

KKKA’nin etkeni KKKAV’dir ve bu virls 0zellikle sert keneler vasitasiyla
hayvanlara yayilir ve hastalik belirtisi vermeden viremiye sebep olmaktadir. Insanlara
ise kene 1sirmasi ya da enfekte hayvan ve insanlarin kan, doku ve vicut sivilar ile
temas sonucu bulagmaktadir (Buttigieg ve ark., 2014).

Baslangi¢ bulgulari grip benzeri olan hastaligin ileri dereceli olgularinda viicudun
cesitli bolgelerinde kanama meydana gelmektedir. Giintimiizde ileri diizeyde tibbi
bakim ve tedavi uygulamalar1 olmasina ragmen bu enfeksiyon 6énemli oranda 6liimle
sonuglanmaktadir (Akin, 2008). Diinya’da degisik iilkelerde ortalama 6lum hizi %5 ile
%50 arasinda degisen hastaligin tedavisinde ise genel destekleyici onlemler ilk sirada

yer almak (zere ribavirin ve interferon kullanumaktadir (Ergonal, 2008).

2.1.1. KKKA’nmin Tarihsel Gelisimi

Ik kez 12. yy’da Orta Asya’da (simdiki Tacikistan) tanimlanan KKKA, idrar, diski,
disetleri, balgam, kusmuk ve karin boslugunda kanama ile karakterize edilen bir
sendromdur (Hoogstraal, 1979). Hastaliga neden olan artropodun kiigiik, sert oldugu ve
bite benzedigi bildirilmistir. Modern dénemde ise KKKA klinik olarak ilk kez 1944-



1945 yillarinda Kirim’da Nazi iggalinden yeni kurtulan koyliilere yardim eden 200
Sovyet askerinde goriilmustiir (Watts ve ark., 1988).

Hastaliga sebep olan virlis, enfekte hastalardan alman kanin farelere
intraserebral inokiilasyonu sonucu izole edilmistir (Ergonil ve Whitehouse, 2007).
Hastalik ilk kez Kirim’da ortaya ¢ikip kanama ve atesle seyrettigi i¢in Kirim kanamali
atesi (KKA) olarak tanimlanmigtir. KKA virlisii 1956’da Belgika Kongosu’nda (Zaire)
atesli bir hastadan izole edilen Kongo viriisiinden antijenik olarak ayirt edilememistir
(Simpson ve ark., 1967). Boylece Avrasya (Casals, 1969), Asya ve Afrika (Woodall ve
ark., 1967) suslarinin ortak antijenik yapisindan dolay1 viriis KKA-Kongo, daha sonra
ise KKKA adini almistir (Hoogstraal, 1979).

1970’lerden 6nce ¢ok sayida olgu Sovyetler Birligi, Bulgaristan ve Zaire’den
bildirilmistir. 1970 ve 2000 yillar1 arasinda Giiney Afrika Cumhuriyeti, Burkina Faso,
Kongo, Moritanya, Tanzanya, Senegal, Cin ve Orta Dogu iilkelerinde 6nemli sayida
olgu bildirilmistir. 2000 yilindan itibaren Arnavutluk, Bulgaristan, Senegal, iran,
Pakistan, Yugoslavya, Yunanistan ve Tiirkiye’de yeni salginlar ve sporadik olgular
ortaya cikmistir. Ayrica bazi c¢aligmalarda KKKAV’nin Romanya ve Yunanistan
disinda Balkan Yarimadasi’'nda endemik oldugu vurgulanmistir (Ergonul ve
Whitehouse 2007).

Kinnm Kongo Kanamali Atesi Vaka, Olum Sayilari ve
Fatalite Hizlarinin Yillara Gore Dagilimi (2002-2700%3)
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Sekil 1: Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu 2002-2013 KKKA hastalarinin mortalite hizlari
(Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu Zoonotik Hastaliklar Daire Bagkanligi. 2013 raporlari)
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2.1.2. KKKA’nmn Epidemiyolojisi

KKKA, 30’un iizerinde iilkede goriilen ve keneyle bulagan hastaliklar icinde en yaygin
cografi dagilimi gosteren Oldiiriicii bir hastaliktir (Ergonil, 2009). Hastaligin Asya-

Avrupa-Afrika ile smirli olan dagilimi Sekil 2°de gosterilmistir.

WHO tarafindan rapor
=dilen willik vaka sayist

_ Vektor ile virolojik va
szrolojik kanat

B - Yida5-49 vaka
Bl - Yida 50den fazla
> 4 -

Sekil 2: KKK A’ nin diinyadaki dagilimi (Bente ve ark., 2013)

Tiirkiye’de ise 2002 yilina kadar herhangi bir KKKA olgusu bildirilmemistir.
2003’teki bolgesel salginin ardindan, laboratuvarda dogrulanmasi sonucu hastaligin
KKKA oldugu tespit edilmistir (Karti ve ark., 2004). 2003 yilindan sonra ise iilkemizde
bircok KKKA salgini bildirilmistir. Klinik ve laboratuvar bulgulari olan ilk olgular Orta
Anadolu-Karadeniz Bolgesi’nden bildirilmistir. Hastaligin belirli bir bélgeyle sinirlt
olmasi iklim, cografi kosullar, hayvancilik sektorii ve kenelerle temas eden insan sayisi
gibi gesitli faktorlerle iliskilendirilmistir (Papa ve ark., 2015). Hastaligin Tirkiye’deki
dagilmi Sekil 3’te detayli bir sekilde gosterilmistir. KKKAV, enfekte kenelerin
1sirmasi, viremik hayvan ya da insanlara ait kan, doku ya da viicut sivilart ile temas
sonucu bulagmaktadir (Capua, 1998).

Yapilan caligmalarda hastaligin kene 1sirig1 oykiisiinlin diger bulasma yollarina
oranla daha fazla oldugu belirtilmistir (Van de Wal ve ark., 1985). Keneler hastaligin
dogadaki rezervuar1 olmakla birlikte; KKKAYV, kenelerde nesiller boyu kalmakta ve
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cogalabilmektedir (Akin, 2008). Yukarida adi gegen kenelerin Hyalomma cinsine ait
oldugu ifade edilerek (Bente ve ark. 2013) Tiirkiye’deki salginlarin ise hastaligin yaygin
oldugu bolgelerdeki en baskin tir olan Hyalomma marginatum ile bulastigi
belirlenmistir (Akin, 2008). Evcil hayvanlardan toplanan kenelerin yaklasik %47’sinin
Rhipicephalus bursa; %46’smin ise H. marginatum oldugu tespit edilerek KKKAV’nin
%9.09 oraninda R. bursa; %3.22 oraninda ise H. marginatum tiirlerinden izole edildigi
ve hastaligin bulagmasinda bu iki tiirin 6nemli rol oynadigi ileri siirtilmiistiir.
KKKA’nin 6zellikle kirsal alanda yasayan ve tarim ile hayvancilik sektoriinde aktif
olarak calisan grupta yaygin oldugu vurgulanmistir. Hastaligin mart ve ekim aylari
arasinda meydana geldigi, vakalarin yaklasik %60’min haziran ve temmuz aylarinda

rapor edildigi belirtilmistir (Papa ve ark., 2015).

Y s B ' mm | ] KKKA hastaligi gorilen alanlar
KKKA: Kinm-Kongo kanamali atesi = Kene toplanan alanlar
KKKAV: Kinm-Kongo kanamali atesi virisi KKKAV pozitif olan keneler

Sekil 3: KKKA hastaliginin Tiirkiye’deki dagilimi (Saglik Bakanligi Temel Saglik

Hizmetleri Genel Miidiirliigii)

2.1.3. KKKA’nin Patogenezi

Son yillarda VKA’lar {izerine yapilan arastirma sayisi artmasina ragmen bireyler
arasinda patogenezdeki farklilik mekanizmasi agiklanamamaktadir (Bayar, 2015)
VKA’larin ortak 6zelligi ise antiviral yanit1 baglatan hiicrelere saldirilmasi ve konagin
bagisiklik yanitinin bozulmasidir (Geisbert ve Jahrling, 2004). Nairoviruslar iginde en

patojen olan viriisin KKKAV oldugu belirtilmistir (Kirrm Kongo Kanamali Ateste



Tedavi ve Korunma. Erisim: 17.01.2017. www.dicle.edu.tr/Contents/67ed41bc-9585-
454e-8a38-1a582ch769a7.pdf). Virls vicuda girdikten sonra lenf bezlerinde

cogalmakta ve lenf yoluyla basta endotel ve karaciger olmak iizere viicuda
yayilmaktadir (Tirk Tabipleri Birligi Kirim Kongo Kanamali Atesi Bilimsel
Degerlendirme Raporu, 2010. Erigim: 17.01.2017.
https://www.ttb.org.tr/kutuphane/kirim_kongo_rpr.pdf ). Inflamasyona sebep olan

hiicreler genelde mononiikleer hiicreler ve nétrofillerdir (Doganci, 2007). Makrofajlarin
ve endotel hicrelerin etkilesimi sonucu inflamatuar siire¢ baslamakta ve sistemik
inflamatuar yanit sendromu (SIRS) tablosu ortaya ¢ikmaktadir (Geisbert ve Jahrling,
2004). Hasar, virls replikasyonu sonucu immiin ve vaskler sistemin zarar gérmesi ile
gerceklesmektedir (Schnittler ve Feldman, 2003).

KKKA’nin baglica patolojik anormallikleri vaskiiler bozukluklarla ilgili oldugu
icin bu durum hemorajik belirtilere neden olmaktadir (Ergénul, 2006). Vaskiler
fonksiyon bozuklugunun viriisiin endotel hiicreleri tizerindeki dogrudan etkisinden mi
yoksa dolasimdaki inflamatuar etkenlerden mi kaynaklandig:i hala bilinmemektedir
(Papa ve ark., 2015). Ayrica Peters ve Zaki (2002), patogenezde endotel
enfeksiyonunun en 6nemli basamak oldugunu vurgulamistir. Ayni ¢alismada, endotelin
iki tirlii hedeflendigi, bunlarin da viriisiin yonlendirdigi konak kokenli faktorlerin
endotel islev bozukluguna yol agmasi ve/veya dogrudan viriisiin endotel hiicrelerinde
cogalmasi seklinde oldugu bildirilmistir. KKKA’nin 6nemli bulgularindan birisinin de
trombositopeni oldugu ve 6zellikle 6liimciil seyreden hastalarda erken donemde siddetli
trombositopeni gozlendigi belirtilmistir (Bayar, 2015). Endotel hasarinin trombosit
agregasyonunu ve degraniulasyonunu uyarmasiyla koagiilasyon kaskadi aktive olmakta
ve bu durum hemostatik yetmezlige yol agmaktadir (Tirk Tabipleri Birligi Kirim
Kongo Kanamali Atesi Bilimsel Degerlendirme Raporu, 2010. Erisim: 18.01.2017.
https://www.ttb.org.tr/kutuphane/kirim_kongo_rpr.pdf). Buna bagli olarak hastalarda

hemorajik bulgular ortaya ¢ikmaktadir. Koagiilasyon bozuklugunun bir sonucu olarak
KKKA’nin erken ve belirgin bulgularindan olan yaygin damar i¢i pihtilasma (DIC)
meydana gelmektedir. Oliimle sonuglanan olgularda hastaligin erken safhalarindan
baslayarak DIC’in go6zlendigi bildirilmistir (Ergoniil ve ark., 2006). Aynmi1 calismada
inflamatuar sitokinlerle DIC arasinda pozitif korelasyon oldugu gézlenmistir.

Yapilan arastirmalarda 6len hastalarda interlokin (IL)’lerden IL-1, IL-6, IL-10,
IL-12 ile TNF-a (Ergonil ve ark., 2006) ve IL-8 (Swanepoel ve ark., 1989) duizeylerinin

hayatta kalan hastalara oranla daha fazla oldugu saptanmistir. Monositlerden salinan bu
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sitokinler pihtilasma yolagini aktive etmektedir. Sonugta vaskiler hasar ile damar igi
pihtilasma siddeti artmaktadir. KKKAV ile bir¢cok yonden benzerlik gosteren Ebola
virlisliniin c¢alisildig1 deney hayvanlar1 arastirmalarinda, degisen endotel fonksiyonunun
inflamatuar sitokinler, platelet agregasyonu ve degranilasyonu, I6kosit adhezyonu ve
pihtilasma yolag1 aktivasyonu gibi konak indiiklii mekanizmalardan kaynaklandig: ileri
stiriilmiistiir (Mahanty ve Bray, 2004;).

Ayrica son yillarda Tirkiye’de yapilan iki c¢alismada hiicrelerarasi ¢oziiniir
adezyon molekuli-1 (sICAM-1) ve vaskuler hiicre ¢ozinir adezyon molekili-1
(sVCAM-1) gibi vaskiiler aktivasyon serum biyobelirteclerinin 6limcul hastalarda daha
yiiksek olmak iizere KKKA hastalarinda arttigi bulunmustur (Oztiirk ve ark., 2010;
Bodur ve ark., 2010). Bir diger ¢alismada ise kiiltiire edilen insan endotel hiicrelerinin
KKKAYV ile enfekte edilmesi sonucu bu hiicrelerde ICAM-1 ve VCAM-1’in yiiksek
diizeyde ifade oldugu, IL-6 ve IL-8 salgisinin arttigi gosterilmistir (Connolly-Andersen
ve ark., 2009). Ayrica KKKAV, karaciger fonksiyon bozukluguna yol actigi igin
(Tasdelen-Figgm, 2014) hastalarda aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) artis1 enfeksiyonun degismez bulgularindandir (Swanepoel ve
ark., 1989). Bunlara ek olarak yiiksek laktat dehidrogenaz (LDH) (Akinci ve ark.,
2013), kreatin fosfokinaz (CPK), uluslararasi normalize edilmis oran (INR), aktive
parsiyel tromboplastin zamani (aPTT) ve protrombin zamani (PT) degerleri de 6lumcdl

vakalar i¢in risk faktorleri olarak degerlendirilmistir.

2.1.4. KKKA’da Klinik ve Tedavi

KKKA’nin klinik semptomlarinin belirlendigi tek konakg¢i insandir. Hastalifin seyri
inklibasyon, prehemorajik, hemorajik ve konvalesan dénem olmak tzere dort bolimde
tanimlanmaktadir (Hoogstraal, 1979).

Inkiibasyon dénemi viriisiin bulasmasiyla hastaligin gelismesi arasindaki siiredir
ve 3-7 giin olarak bildirilmistir (Swanepoel, 1989). Bu sure viral yik ve enfeksiyonun
edinilme yoluna bagli olarak degisebilmektedir. Hastalarda genellikle kene i1sirma
Oykisl bulunmaktadir.

Prehemorajik donemde grip benzeri bulgular gérilmektedir. Ani ates yiikselmesi,
bas agrisi, kas agrilar1 ve bas donmesi ile karakterize bir evredir. Belirtilere ishal ve

kusma da eslik edebilir. Bu donemin siresi 1-7 gundir (Bayar, 2015).



Hemorajik donem hizli gelisir ve kisadir (Ergondil, 2016). Kanama bulgular1 deri
ve mukozalardaki petesilerden ekimozlara kadar degisiklik gostermektedir. Burun,
mide-bagirsak sistemi, tirogenital sistem ve solunum yollar1 kanamalar1 en ¢ok goriilen
kanamalardir (Ergénul, 2006). Bazi vakalarda ise karaciger ve dalak biiyiimesi
bildirilmistir.

Konvalesan donemde, hafif ve orta dereceli klinik seyir gosteren hastalar iyilesme
safhasia girmektedir. Tamamen iyilesme stireci ise birka¢ haftayr almakta ve iyilesen
olgularda bugiine kadar hastalik kalintis1 bildirilmemistir. Oliimlerin ise ¢ogunlukla
klinik bulgularin 2. haftasinda goriildiigii ve sebebinin ise ¢oklu organ yetmezligi

oldugu ileri siiriilmiistiir (Cevik, 2004).
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Sekil 4: KKKA’nin klinik seyri (Ergonul, 2006)

KKKA tedavisi ise genellikle destek tedavisi ve antiviral tedavi olmak Gzere iKi
kisma ayrilmistir. Destek tedavisinin hastalikta esas tedavi oldugu belirtilmistir. Bu
tedavi trombosit, taze donmus plazma ve eritrosit soliisyonlarinin verilmesi ile
gerceklesir. Bununla beraber hastalarin sivi ve elektrolit dengeleri ile hematolojik
parametreleri yakindan takip edilmelidir (Tasyaran ve Ozkurt, 2004).

Ozgiil bir antiviral tedavi olmamasina karsin VKA sendromlarinda (Ergéniil,
2012) genis spektrumlu bir antiviral ajan olan ribavirinin, hiicre kiiltiirii caligsmalarinda
viriis replikasyonunu durdurdugu bildirilmistir (Tasyaran ve Ozkurt, 2004). Buna ek
olarak Dinya Saglik Orgiitii (WHO) Viral Kanamali Atesler Grubu’nun ve Avrupa

Hastaliktan Korunma ve Kontrol Merkezinin (ECDC) 6nerisine ragmen Gida ve ilag



Idaresi (FDA), KKKA’nmn tedavisinde ya da profilakside ribavirin kullanimmi ve
onerilen dozlar1 onaylamamistir (Goad ve Nuyen, 2003).
Tedavide yeni segenekler i¢in yapilan ¢alismalar ise ilaglarin taranmasi veya yeni

molekiillerin gelistirilmesi seklinde olmaktadir (Ergoniil, 2016).

2.2. Kirinm Kongo Kanamal Atesi Viriisii

KKKAYV, Bunyaviridae ailesinin Nairovirus cinsine ait olan bir Arbovirus’tur. Bu
viriisiin ¢ogunlukla sert ya da yumusak kenelerden gectigi kabul edilmistir (Burt ve ark.,
1997). Insanlarda KKKA hastaligina sebep olan viriis Hyalomma marginatum adli kene
tirtinden 1960 yilinda izole edilmistir (Se¢meer ve ark., 2010).

KKKAYV; morfolojisi, morfogenezi, replikasyon siklusu ve fizikokimyasal
ozellikleri bakimindan Bunyaviridae ailesinin tipik dyelerindendir (Donets ve ark.,
1977). Tek sarmalli, zarfli, negatif polariteli ve gogunlukla kiiresel yapida bir RNA
virGsudir. Virusin genomu 3 segmentlidir ve 4 yapisal protein kodlamaktadir. Her bir
RNA segmenti ile birlikte virise ait RNA bagimli RNA polimeraz (RbRp) da
paketlenmistir (Bkz. Sekil 5.).Biyik (L) segment L proteinini (RbRp); orta (M)
segment Gc ve Gn glikoproteinlerini ve kiclik (S) segment de nukleoproteini-
nikleokapsidi (N proteini) kodlamaktadir (Flick ve ark., 2003).

Glikoprotein
Glikoprotein / (Gn)

Genom L Segmenti

RNA-Bagimh
RNA Polimeraz

L) — _Genom M Segmenti

Niikleoprotein
(N) -

Genom S Segmetiti

Sekil 5: KKKA virionunun sematik gosterimi (Bente ve ark., 2013)



Viral glikoproteinlerin islevi duyarli hiicrelerdeki reseptorleri tanimaktir. Xiao
ve ark. (2011), hedef hiicreye baglanmada Gc¢ glikoproteininin énemli rol oynadigini
ileri sirmiisler ve hiicreye giriste gerekli olan konak nikleolin molekulini
tanimlamiglardir. Bu sayede virls, duyarli oldugu hiicreye yapistiktan sonra klatrin-
bagimli endositozla vezikiil igerisinde hiicre i¢ine alinmaktadir. Virsin hicre igine
alinma siireci, virion olusumu ve ¢ikisi konak hiicre mikrotiibiillerine baglidir (Simon
ve ark., 2009). Vezikil icindeki ortamin asitlesmesiyle glikoproteinlerin t¢ boyutlu
yapisinda degisiklikler meydana gelmekte ve viriis ile vezikiill membran birleserek
nikleokapsid sitoplazmaya ge¢mektedir. Virusin replikasyonu sitoplazmada
gerceklesmektedir (Whitehouse, 2004). Yiizey glikoproteinlerin sentezi karmasik bir
siirectir. Oncii Ge ve Gn’lerin sentezi endoplazmik retikulumda (ER) baslar,
heterodimer olarak golgiye gecerler (Shi ve ark., 2012) ve olgun bir virls partikilinin
olusumu ise golgide gergeklesir (Bente ve ark., 2013).

KKKAV’nin hiicre i¢i replikasyon dongiisii virionlarin hiicre yiizey
reseptorlerine baglanmalariyla baslamaktadir. Virionlar Klatrin-bagimli endositozla
hiicre i¢ine alinmaktadir. Endozomdaki pH’nin diismesiyle viral glikoproteinlerde
konformasyonal degisiklik meydana gelmektedir. Virionun zarfi ile endozomal
membran arasinda fiizyon gerceklesmekte ve nukleokapsid sitozole gecmektedir.
Nukleokapsid sitoplazmaya gectikten sonra RbRp tarafindan mesajct RNA (mRNA) ve
tamamlayict RNA (cRNA) tiretilmektedir. cRNA viral RNA (vRNA) iiretimi i¢in kalip
olarak kullanilirken mRNA’nin viral proteinlere translasyonu gerceklesmektedir.
VRNA, RbRp ve kapsid proteinleri yeni niikleokapsidleri olusturmak {izere birlesirler.
Olusan oncii proteinden Ge ve Gn formlari olugsmaktadir. Sonrasinda ise glikoproteinler
golgi kompleksine gecmekte ve bunlarin olgunlagsma siireci golgide gerceklesmektedir.
Sonug olarak yeni virionlar olusmaktadir. Olusan virionlar ekzositozla hiicre disina

salinmaktadir (Bkz. Sekil 6.).
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Sekil 6: KKKAV nin hiicre i¢i replikasyon dongiisii (Bente ve ark., 2013)

2.3. Kodlama Yapmayan RNA’lar

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar, genomun sadece %2’lik kisminin protein kodlayan
genlerden olustugunu gostermistir. Sinirh sayida protein kodlayan genin gelisimsel ve
fizyolojik karmasikligi agiklamada yetersiz kalabilecegi belirtilmistir (Lander ve ark.,
2001)
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Giiniimiizde ise kalitsal materyalin biiyiik bir kismmin kodlama yapmayan
RNA’lar (ncRNA’lar) olarak transkribe oldugu gozlenmistir (ENCODE Project
Consortium, 2007). Protein kodlamayan bu RNA’larin farkli birgok biyolojik siiregte
diizenleyici olarak rol aldigi vurgulanmistir ve niikleotid (nt) sayilarina gore 1) kisa
NCRNA (17-30 nt uzunlugunda), 2) orta boyuttaki ncRNA (30-200 nt uzunlugunda) ve
3) uzun ncRNA (200 nt’den daha uzun RNA’lar) seklinde ii¢c gruba ayrilmistir
(Katsarou ve ark., 2015). Kodlama yapmayan genom icinde ozellikle IncRNA’lar

zengin bir kategoridir.

Kodlama vapmayan RNA'lar

- :/ - = mBEMA la.t-tra.nalasymj
|l'r - )
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EMEP: (RNA izlenmest
rREMNAlar: Translasyvon
scaR A lar: ENA modifikasvonn

Sekil 7: NcRNA’larin siniflandirilmasi (Boon ve ark., 2016)

2.3.1. Uzun Kodlama Yapmayan RNA’lar

Baz1 aragtirmalar, insan genomunun 90.000°den fazla gen i¢erdigini ve bunun yaklagik
60.000’inin IncRNA’lardan olustugunu belirtirken; bazilart ise IncRNA genlerinin
sayisinin 200.000’¢ yaklasabilecegini ileri sirmektedir (lyer et al., 2015). LncRNA’lar
protein kodlama kapasitesine sahip olmayan fonksiyonel RNA molekilleri olarak
genellikle 200 nt’den daha uzun transkriptler seklinde siniflandiriimaktadirlar (Cech ve
Steitz, 2014).

LncRNA’larin ¢ogunlugu RNA polimeraz II tarafindan transkribe edilir; 5’
uglarinin baglikli, 3’ uglarinin poliadenillenmis olmasi ve splays mekanizmasinin
gerceklesmesi bakimmdan mRNA’lara benzemektedirler (Mercer ve Dinger, 2009). Ote
yandan mRNA’lara kiyasla IncRNA’larin dokuya 6zgiilliigii daha fazladir, daha az ifade
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olurlar ve genomda daha az korunmuslardir (Djebali ve ark., 2012). Bu da sz konusu
transkriptlerin son zamanlara kadar neden fark edilmediginin kanitidir.

LncRNA’lar, RNA’larin heterojenik sinifin1 olustururlar ve standart bir
siniflandirmasi bulunmamaktadir. Bununla birlikte IncRNA terminolojisi; IncRNA’larin
dokuya Ozgiilligiine, molekiiler fonksiyonuna ve genomik lokalizasyonuna
dayanmaktadir Genomda yerlesimlerine gore IncRNA’lar kalip zincir, karsi zincir,
intronik, genler aras1 (Bkz. Sekil 8), gen ic¢i, 5°’UTR, 3’UTR, eksonik, enhansir ve
promotor IncRNA’lar1 seklinde siniflandirilabilir (Ma ve ark., 2013).

Bugune kadar toplanan veriler INcRNA’larin birgok hiicresel siirecte rol aldigini
gostermektedir. Bazi IncRNA’lar transkribe olduktan sonra ikincil ve ti¢linciil yapilar
kazanarak diizenleyici fonksiyonlarini yerine getirmek iizere proteinlerle, DNA ve diger
RNA’larla etkilesmektedirler (Cech ve Steitz, 2014) Elde edilen bulgular, IncRNA’larin
hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi diizenlemelerde gorev aldigini
gostermektedir (Nie ve ark., 2012). Kromatin yeniden duzenleyicilerine rehberlik
ederek, DNA kivrilmasini indiikleyerek, transkripsiyonu, splaysi, translasyonu ve RNA
kararliligin1 diizenleyerek gen ifadesini kontrol eden IncRNA’larin ¢esitli ornekleri
mevcuttur (Yoon ve ark., 2012). Bununla birlikte ¢ekirdek altyapilarinin iskelesi olan,
protein tasinimini ve translasyon sonrasi modifikasyonlar1 kontrol eden IncRNA’lar da
bulunmaktadir (Wang ve ark., 2014).

Bir grup IncRNA fonksiyonunun ise hiicre homeostasisi, blyumesi ve
farklilasmasinda gerekli oldugu gosterilmistir. LncRNA’larin fonksiyonlari; genel
olarak kromatin organizasyonu, transkripsiyonel diizenleme ve transkripsiyon sonrasi
kontrol seklinde ii¢ farkli seviyede incelenebilmektedir. Organizmanin gelisimsel
sirecinde IncRNA’larin ifade diizeyi degismektedir. Fonksiyonlarinin ¢ok c¢esitlilik arz
etmesi ve dolayisiyla birgok fizyolojik suregte rol almalari bakimindan IncRNA’larin
pek cok hastalikla iliskilendirilmesi sasirtict degildir. Gunimize kadar elde edilen
bircok veri, degisen IncRNA ifadesinin metabolik hastaliklar, noérodejeneratif ve
psikiyatrik bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar ile bagisiklik sistemi fonksiyon
bozukluklarinda 6nemli rol oynadigi ileri stirilmistiir (Clark ve Blackshaw, 2014). Tim
bunlara ek olarak bir¢ok IncRNA’nin viral enfeksiyonlarda ve antiviral cevapta da rol

oynadigi belirtilmistir (Fortes ve Morris, 2016).
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Sekil 8: LncRNA’larin siiflandirilmas: (Katsarou ve ark., 2015)

2.4. Viral Enfeksiyonlarda Uzun Kodlama Yapmayan RNA’lar

Viriisler, antiviral immiin sistem ile savasmak ve replikasyonlarini artirmak i¢in birkag
strateji gelistirmistir (Horner ve Gale, 2013). Son ¢alismalar bu stratejilerden bazilarinin
IncRNA’lar vasitasiyla gergeklestigini gostermektedir. LncRNA’larin Ozellikleri ise

kisaca asagida belirtilmistir.

Virtisler konak hiicredeki fonksiyonlara benzer molekiiler —mekanizmalari
benimsemislerdir. Bu yolla viriis, konak hiicre mekanizmalarin1 kullanabilmektedir.
Konak htcrelerde ifade olan birgok INCRNA viriisler tarafindan da ifade edilmektedir.

Viriisler hiicrede giiclii secici baski altindadir. Ozellikle RNA viriisleri bu baskidan
kurtulmak icin kodlama yapmayan RNA’lari (ncRNA’lar) kullanmaktadirlar. Bunun
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nedeni ise; IncRNA’larin kodlama yapan genlere gore mutasyonlart daha iyi tolere
etmesidir (Ulitsky ve ark., 2011).

Hicresel antiviral algilayicilara  gériinmez  olmasi  protein  faktorleri ile
karsilastirildiginda IncRNA’larin bir avantajidir.

. Yukarida isaret edildigi gibi enfeksiyona kars1 hiicresel yanit, hiicresel proteomu etkiler.
Yeni proteinlerin translasyonu protein kinaz R (PKR) aktivasyonu tarafindan bloke
edilir. LncRNA’lar bu protein karsiti ¢evreye karsit bagisiktirlar (Fortes ve Morris,
2016).

Fortes ve Morris (2016)’in ¢alismasinda gorildiigi tizere viral IncRNA’lar,
viriisiin hayatta kalma yetenegini artirma ve hiicresel antiviral atmosfere direng
gosterme gibi fonksiyonlara sahiptir. Enfekte olmus bir hiicrede hiicresel IncRNA’larin
ekspresyonu viriis tarafindan indiikklenmekte ve bu IncRNA’lar, replikasyonunu
artirmak tzere virlis tarafindan kullanilmaktadir. Benzer bir sekilde enfekte edilmis
hiicre, viral enfeksiyona karsi koyan hiicresel IncRNA’larin da ifade olmasina sebep
olur. Farkli viriislerle enfekte edilmis hticrelerdeki transkriptom analizi, enfeksiyondan

sonra ifadesi degisen viral ve hiicresel IncRNA’larin teshisine aracilik etmistir.

2.4.1. Hiicresel Uzun Kodlama Yapmayan RNA’larin Viriisle Enfekte Olmus

Hucrelerde Calisma Mekanizmalari

Enfekte ve saglikli hiicrelerin transkriptomu karsilastirildiginda 6zellikle IncRNA’larda
belirgin degisiklikler goriilmektedir. Patojenle iliskili molekiiler modellerin (PAMP)
aktivasyonu ya da interferon (IFN) tedavisi veya NF-kB vasitasiyla transkripsiyonu
indiikleyen TNFo muamelesi pek cok IncRNA’nin ifadesinde degisikliklere sebep
olmaktadir (Aune ve Spurlock, 2016). Bu IncRNA’lardan bazilarinin ifadesi viral
proteinlerin ekspresyonuna cevapta degismektedir. Ornegin; insan bagisiklik yetersizligi
virisi (HIV) ile enfeksiyon sonrasi erken evrede negatif dizenleyici faktoriin (Nef)
ekspresyonu, aktive edilmis T hiicreleri niikleer faktoriiniin (NFAT) kodlama yapmayan
baskilayicisinin  (NRON) ifadesini azaltmaktadir (Lazar ve ark., 2015). NRON,
NFAT 1n baskilayicist oldugu i¢in, NRON’un azalmis seviyesi enfeksiyon sonrasi erken
evrede HIV genlerinin NFAT ile diizenlenmis transkripsiyonuna izin vermektedir. HIV
ile enfeksiyon sonrasi ge¢ evrede benzersiz viral proteinin (Vpu) ifadesi NRON

ekspresyonunu artirmaktadir. Bu da NFAT 1n fonksiyonel yetersizligi ve viral yayilimin
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oncust  olan ge¢ evredeki HIV genlerinin transkripsiyonunun azalmasi ile
sonuglanmaktadir. Bundan dolayr HIV enfeksiyonu boyunca degisen NRON diizeyi,
transkripsiyonun diizenlenmesine aracilik etmektedir. Bu da bize enfekte hiicrelerde
INcCRNA duzeylerinin dogru degerlendirilmesinin, enfeksiyon sonrasi farkli zamanlarda
yapilmasi gerektigini gostermektedir (Fortes ve Morris, 2016). Hiicresel IncRNA’larin
ekspresyonu ayni zamanda enfeksiyonla indiiklenmis antiviral cevapta da

degisebilmektedir.

2.4.2. Viriisle Enfekte Olmus Hiicrelerde Viral Uzun Kodlama Yapmayan
RNA’lar

Viral kodlama yapmayan RNA’larin varligi yillardir bilinmektedir (Mathews, 1975;
Marx, 1972). Bunlardan bazilari; Adenovirus’lardan kokenlenen, virisle-iliskili
RNA’lar (VA RNA’lar), Epstein-Barr viriisiiniin (EBV) kodladig: kiicik RNA (EBER)
ya da kaposi sarkomu ile iligkili Herpesvirus (KSHV)’tan orijin alan poliadenillenmis
nikleer RNA (PAN RNA)’dir (Conrad, 2016). Viral kodlama yapmayan RNA’lar
polimeraz III (VA RNA’lar, EBER’ler) ya da polimeraz II (PAN RNA)
promotdrlerinden transkribe olurlar ve bazilart (PAN RNA) poliadenillenebilmektedir.
Daha sonra bazilar1 tercihen enfekte olmus hiicrelerin c¢ekirdeginde bazilart ise
sitoplazmasinda (VA RNA’lar) toplanmaktadirlar (PAN RNA, EBER’ler). Ilging bir
sekilde; baz1 viral IncRNA’lar konak hiicre mekanizmalari tarafindan olgunlagma streci
vasitasiyla islenmektedirler. Bunlardan bazilar1 ise subgenomik Flavivirus RNA’lar1
(sfRNA’lar1) veya Herpes simplex viris tip 1 (HSV-1)’den kdken alan latensi ile iligkili
transkript (LAT)’tir (Fortes ve Morris, 2016).

Viriisler sikica paketlenmis bir genoma sahiptir ve her bir viral IncRNA nin
amacina uygun bir fonksiyonu yerine getirmesi gerektigi belirtilmektedir. Pek ¢ok
hicresel proteinin viral ncRNA’lara baglandigi gosterilmistir. Bunlara 6rnek olarak
interferon (IFN) sentezinin ve sinyalinin diizenleyicileri olarak immiin cevaba katilan
proteinler ile transkripsiyon faktorleri ve kromatin modifiye edici faktorler verilebilir.
Bazi durumlarda ncRNA ile etkilesimden dolay: protein ya baglandig1 yerden ayrilir ya
da yanlis lokalize olur (Imamura ve ark., 2014). Ayrica ncRNA’ya baglaninca
destabilize olan proteinler de vardir (Manokaran ve ark., 2015). Benzer sekilde bazi
IncRNA’lar mikro RNA (miRNA)’lar1 da igeren hiicresel RNA’lara baglanmaktadirlar
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(Lee ve ark., 2015). Ornegin; miRNA’larin stabilitesini ya da fonksiyonunu hedeflemek
veya degistirmek icin spesifik faktorlere yakin lokalize olmaktadirlar. TUm bu

etkilesimler enfekte hiicrede islevsel etkilere donlismektedir.

2.4.3. Antiviral Cevabin Diizenlenmesinde IncRNA’lar

Hiicresel IncRNA’larin, enfeksiyon yoluyla indiiklendiginde antiviral cevabin siiresini
ve etkisini kontrol etmek i¢in IFN sentezini ve sinyalini ya artirdigi ya da azalttigi
gbzlemlenirken; viral IncRNA’larin antiviral cevabi azalttigi belirtilmistir (Fortes ve

Morris, 2016).

Oncelikle; viral enfeksiyonlarda antiviral cevap, PAMP’larin belirlenmesiyle
indlklenmektedir. PAMP’lar ise retinoik asitle induklenebilir gen | (RIG-1) ya da PKR
gibi sensorler tarafindan tespit edilmektedir (Arnaud ve ark., 2011). Sekil 9°da da
gorildiigli iizere RIG-I’in, mitokondriyal antiviral sinyal proteini (MAVS) ile
etkilesime gegebilmesi i¢in E3 ubikiitin ligaza (TRIM25) ihtiyaci vardir (Gack ve ark.,
2007). MAVS’lar uyarildiginda ise interferon (IFN) diizenleme faktorii (IRF) 3’tin ve
nikleer faktor kappa B (NF-kB)’nin aktivasyonuna sebep olmaktadirlar (Loo ve Gale,
2011). Daha sonra IRF3 ve NF-KB, tip | IFN’nin transkripsiyonunu indiikklemektedir.
Buna ek olarak IRF3 ve NF-KB, IFN vasitasiyla diizenlenen gen (ISG)’lerin ve
sitokinlerin transkripsiyonunu indlkleyebilmektedir. Diger taraftan PKR, bir IFN
indiikli kinazdir (Dabo ve Meurs, 2012). Aktivasyondan sonra PKR’nin anahtar
fonksiyonlarindan bir tanesi Okaryotik translasyon baslangic faktor 2a (elF2a)’nin
fosforilasyonudur. elF2a’nin fosforilasyonu ise translasyonu bloke eden bir olaydir.
Anlatilan tiim bu mekanizmalarda antiviral cevap boyunca ifadesi degisen birkag

hiicresel IncRNA’nin ve viral IncRNA’larin fonksiyonu Sekil 9°da gdsterilmistir.

Hiicresel IncRNA’nin ¢ogunun, birka¢ mekanizma ile inflamasyonu ve antiviral
gen ekspresyonunu diizenledigi goriilmektedir. Bunlardan bazilar1 interlokin 8 (IL8)
miktarini artiran ve ¢ekirdekte bol bulunan zenginlestirilmis transkript 1 (NEAT1)
(Imamura et al., 2014), genler aras1 uzun kodlama yapmayan RNA-siklooksigenaz 2
(lincRNA-COX2), Lethe, interlokin 7 reseptorii (IL7R), antiviral cevabin negatif
diizenleyicisi (NRAV) veya IFN cevabinin negatif diizenleyicisi (NRIR) dir (Ouyang ve
ark., 2014). Bu da bugiine kadar calisilan enfeksiyonla iliskili IncRNA’larin biiyik bir
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kisminin negatif regiilator olarak rol oynadigin1 ve dolayisiyla bu IncRNA’larin yangi
ve IFN yolaginin susturulmasinda anahtar fonksiyona sahip olabilecegini 6nermektedir.
Sekilde de belirtildigi tizere Lethe’nin NF-KB’yi baskiladigi, NRAV’ 1 ise tip I IFN’ler
ile muamele edilen hiicrelerde aktive edilen hiicresel proteini (MxA) ve IFN indikli
transmembran protein 3 (IFITM3)’ii baskiladigi ve yine NRIR’1n da IFITM1, ISG15,
sitidin monofosfat (CMP) kinaz1 (CMPK) ve viperin gibi ISG’leri baskiladigi; kemik
iligi hiicre antijeni 2 (BST2) IFN ile uyarilan pozitif regiilatériin (BSPR) ise diger
hlcresel IncRNA’larin aksine BST2’yi aktive ettigi goriilmektedir. Viral ncRNA’lar ise;
TLR3, RIG-I, PKR gibi bazi PAMP sensorii tarafindan tespit edilebilmekte ve bu
sayede antiviral yolagi indlkleyebilmektedir. Bu yolakta rolii olan viral IncRNA’lardan
SfRNA PR-2B’nin TRIM25 olusumunu, VA RNA’nin ve EBER’in ise PKR yolagini
inhibe ettigi belirtilmistir (Fortes ve Morris, 2016).
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Sekil 9: Antiviral yolag: diizenleyen bazi IncRNA’lar (Fortes ve Morris, 2016)

2.4.4. Hiicresel ve Viral IncRNA’larla Gen ifadesinin Diizenlenmesi

Enfekte hiicrede ifade olan birtakim IncRNA viral ve konak genlerinin ekspresyonunu

diizenlemek i¢in kullanilmaktadir. Bunu da iki sekilde gerceklestirebilir: Birisi

transkripsiyonu etkileyerek gen ekspresyonunun diizenlenmesi, digeri ise RNA

stabilitesini etkileyerek gen ekspresyonunun diizenlenmesi seklindedir.

Bugiine kadar tanimlanan ¢ogu durumda viral gen ekspresyonunun IncRNA’lar

tarafindan diizenlenmesi transkripsiyon seviyesinde gerceklesmekte ve bu da erken-gec

evre enfeksiyonu ya da latent-litik faz1 degistirebilmektedir. Ornek verecek olursak;

insan sitomegaloviris (CMV) RNA 4.9, latent evre boyunca erken transkripsiyonu

inhibe etmek icin baskilayici kompleks PRC2’ye baglanir (Noriega ve ark., 2014).
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Diger viral IncRNA’larin da kromatin ya da transkripsiyon faktorlerine baglandigi
gosterilmistir (Saayman ve ark., 2014). Ornegin; antisens HIV transkriptleri DNA
metiltransferaz 3A, EZH2 ve HDACL gibi susturucu faktorlere baglanarak HIV
ekspresyonunu baskilamaktadir. Baska bir 0Ornek verilecek olursa EBER2,
transkripsiyon faktorlerine rehberlik etmek icin DNA’nin spesifik bolgelerine lokalize
olabilmektedir (Tycowski ve ark., 2015). Bu da hiicresel IncRNA’larin yeni olusan
transkriptlerle baz eslesmesi yaparak transkripsiyon faktorlerine rehberlik edip

edemeyeceginin belirlenmesi igin ilging bir durumdur.

Konak gen ifadesinin  duzenlenmesi esas olarak transkripsiyonun
diizenlenmesiyle ger¢eklesmesine ragmen RNA stabilitesinin kontrolii de bu olayda
onemlidir. Birkag¢ hiicresel IncRNA’nin miRNA’larla etkilestigi belirtilmistir. Cogu
durumda bu IncRNA’larin miRNA’lara baglanarak ilgili miRNA’larin hedef genlerinin
ifadesinin artmasina sebep oldugu vurgulanmaktadir. Ornek olarak Hepatit B virlsi
(HBV) ile iligkili karaciger kanserinde ifadesi artan IncRNA (HULC) verilecek olursa
bu IncRNA’nin karaciger kanseri olan hastalarin karaciger hiicrelerinde ve serumlarinda
ekspresyonunun arttigi  gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak HBV enfeksiyonuna maruz
kalmis hastalarda bu IncRNA’nin kétii prognoz igin bir markir olarak rol alabilecegi
tizerinde durulmustur. Nitekim HULC, bircok insan kanseri tipinde hiicre dongiisii,
apoptoz, invazyon ve proliferasyonun dizenlenmesinde goérev alan miR-372’ye
baglanarak bu miRNA’nin, hedef genlerine baglanmasina engel olmustur (Fortes ve
Morris, 2016).

245 HULC

Karaciger kanserinde ifadesi artan IncRNA (HULC), yeni bir mRNA benzeri ncRNA
olarak karakterize edilmistir. 500 nt’lik, splays olabilen ve poliadenillenen bu IncRNA,
memeli LTR transposon 1A'ya benzemektedir. A¢ik okuma ¢ergeveleri igermez ve
higbir translasyon iiriinii saptanmamustir. HULC, sitoplazmada bulunur. ki
hepatoseliler karsinoma (HCC) hiicre hattinda siRNA aracili HULC yikiminin birkag
genin ekspresyonunu degistirdigi bilinmektedir (Panzitt ve ark., 2007).
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Sekil 10: HULC un genomik yerlesimi

(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=HUL C&keywords=hulc )

Hepatit-B viris (HBV) enfeksiyonu HCC’nin baslica sebebidir (But ve ark.,
2008). Son zamanlarda yapilan bir arastirma bazi IncRNA’larin HBV ile iligkili
HCC’de anormal bir sekilde ifade oldugunu gostermistir. Bunlardan birisi de
HULC’tur. Bu IncRNA’nin HBV ile iliskili hepatokarsinogenezde anahtar rol oynadigi
rapor edilmistir. HBV X (HBx) proteini vasitasiyla HULC’un ifadesinin arttigi rapor
edilmistir. Ifadesi artan HULC, bir tiimdr baskilayici gen olan pl8’i baskilayarak
hepatoma hiicrelerinin proliferasyonunu artirmaktadir (Du ve ark., 2012). HULC
ekspresyonu vasitasiyla mikroRNA 372 (miR-372) ifadesinin inhibisyonu karaciger
kanserinde bu IncRNA'nin upregiile olmasina yol acan otoregiilasyon dongiisiiniin bir
parcasidir.

HBV ile iliskili HCC’de, HBx’in, HULC ifadesini indiikledigi, bu sebeple de
timor baskilayict gen olan p18’in ifadesini baskiladig1 ve dolayisiyla da proliferasyonu
kolaylagtirdigr saptanmistir (Li ve ark., 2014). HCC’de ileri siiriilen HULC
mekanizmasi Sekil 11°de gosterilmistir. Protein kinaz ACB (PRKACB), CREB'in bir
aktivatorli olarak islev gormektedir. Fosforile (aktive) CREB, HULC ekspresyonunu
aktive etmek icin RNA pol Il transkripsiyon makinesinin bir pargasini olusturmaktadir
(2). HULC RNA, baskilayici fonksiyonu olan miR-372'yi etkisiz hale getirmek icin bir
molekiiler siinger gibi davranmaktadir (3). miR-372’nin baskilanmasi, PRKACB’nin

translasyonel olarak baskilanmasini azaltacagindan PRKACB seviyesi artmaktadir (4).
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Sekil 11: HULC’un upregiilasyon mekanizmasi (Gibb ve ark., 2011)

2.4.6. 7SL RNA

7SL RNA, RNA polimeraz III tarafindan transkribe olan 300 nt’lik bir RNA’dir. Sinyal
tanima partikiilii (SRP) riboniikleoprotein (SRPRNP) kompleksinin yapisal RNA
bilesenidir (Zwieb ve ark., 2005). SRP, hiicre i¢inde proteinlerin trafigini yoneten ve
onlarin salgilanmasini saglayan evrensel olarak korunmus riboniikleoproteindir (Lutcke,
1995). Memelilerde SRP9, SRP14, SRP19, SRP54, SRP68 ve SRP72 olmak Uzere 6
tane SRP proteini bulunmaktadir (Sekil 12). Bunlar 7SL Uzerinde birlesmekte ve
SRP’leri olusturmaktadirlar (Kuglstatter ve ark., 2002).
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Sekil 12: 7SL RNA dizisi (Keene ve ark., 2010)
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[k olarak kus ve fare onkojenik viriis partikiillerinde tespit edilmis, sonrasinda
ise retroviriislerin ¢ogunda paketlenmis olarak bulunmustur (Keene ve ark., 2010). Tian
ve ark. (2007) 7SL RNA’nin HIV-1 viryonlarinda, Y RNA, 7SK RNA, U6 snRNA gibi
pol III tarafindan transkribe edilen diger, cok miktarda bulunan RNA’lardan ve hiicresel
mRNA’lardan daha segici paketlendigini gostermistir. 7SL. RNA’nin, APOBEC3G
(A3G) ve APOBEC3F (A3F) gibi konak sitidin deaminazlarinin dogustan antiviral
fonksiyonunda kofaktor olarak gérev yaptigi one siiriilmiistiir. A3G’nin 7SL RNA ile
etkilestigi ve her ikisinin de viryonlarla birlestigi gosterilmistir (Wang ve ark., 2008).
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Sekil 13: 7SL RNA ve A3G’nin antiviral mekanizmasi (Strebel ve Khan, 2008)

7SL RNA baglanmasmin azaldigt A3G mutantlarinda antiviral aktivitenin
bozuldugu belirlenmistir. SRP19’un asir1 ifadesi 7SL RNA, A3G ve A3F paketlemesini
inhibe etmekte ve onlarin antiviral fonksiyonunu bozmaktadir (Wang ve ark., 2008).
Ustelik hem A3F hem de hiicresel 7SL RNA’nin viryon paketlemesi HIV-1
niikleokapsid domaininde ayni alanlarda haritalanmistir (Tian ve ark., 2007). Sekil 13°te
gosterildigi gibi A3G’nin antiviral mekanizmasinda dort farkli yol ongoriilebilir: A3G
spesifik olmayan bir sekilde paketlenmistir. A3G'nin viral Gag proteinlerine, viral ve
hiicresel RNA'lara olan duyarlili§i g6z oniine alindiginda, bu olasilik pek miimkiin

goérinmemektedir (1). A3G, RNA’dan bagimsiz bir sekilde Gag ile etkilesim yoluyla
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paketlenmektedir (2). A3G, konak¢i RNA ile etkilesime girer; oOzellikle de 7SL
RNA'nin A3G'nin kapsiillenmesine aracilik etmesi antiviral cevapta ¢ok Onemli yere
sahiptir (3). A3G viral genomik RNA ile spesifik etkilesim yoluyla paketlenmektedir
(4).

Bu ¢alisma, KKKA’l1 hastalarda HULC ve 7SL RNA diizeylerinin belirlendigi
ilk ¢calismadir. Ayrica KKKA’dan dolay1 6lenler ve hayatta kalanlar, 6lenler ve saglikli
bireylerde HULC ve 7SL RNA ekspresyon dlzeylerinin karsilagtirilmasi: amaglarimiz
arasindadir. Buna ek olarak klinik verilerle de bu genlerin ekspresyonu arasinda bir

iliski olup olmadig1 aragtirilmistir.

3. MATERYAL-METOT
3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu calismada hasta ve kontrol grubu bireylerine ait kan 6rneklerinin kullanimi i¢in
Cumhuriyet Universitesi T1ip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu (25.03.2016 tarihli, 2016-03/10 nolu karar)’ndan onay alindi. Bu kapsamda 60’1
hasta, 40’1 kontrol grubu olmak Uzere toplam 100 adet kan kullanildi. Hasta grubunu
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklari
Anabilim dali tarafindan KKKA hastaligi kesin tanis1 konmus bireyler, kontrol grubunu
ise ayni anabilim dali tarafindan klinik muayenesi sonucu KKKA hastaligi bulunmayan
saglikli bireyler olusturmustur. Kanlar tim hcreleri parcalayan ve genetik materyali
tespit eden 6zel bir sivinin oldugu RNA tiiplerine (Qiagen-PAXgene kan RNA tip),
alindigit anda konmustur. Bu tiipler sayesinde kan Ornegi iginde tiim hiicreler
parcalanmis ve genetik materyal tespit edilmistir. Kan 6rnekleri ¢calisma sirasina kadar

-80 °C’de saklandu.

3.2. RNA izolasyonu

LncRNA iceren total RNA, miRNeasy mini kit ile (QIAGEN-katalog no:217004) kit
protokoliine uygun olarak kan 6rneklerinden izole edildi. inkiibasyon asamasma kadar
yapilan tim muameleler modifiye edildi. Oncelikle ¢alisma sirasinda kullanilacak tiim
malzemeler RNaz’lar inaktiflestiren dietil pirokarbonat (DEPC) ile muamele edilmis
distile sudan gegirilerek steril edildi. Ilk olarak RNA tipiindeki 7 ml kan ornegi 4
°C’de, 5000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirilip pelletin Gzerine 4 ml
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RNaz icermeyen su eklendi, pellet ¢oziunene kadar vortekste karistirildi ve tekrar 4
°C’de, 5000 g’de 10 dk santriftj edildi. Stipernatant uzaklastirildi ve pelletin Gzerine
500 pl Tris EDTA sodyum klorur (TES) ilave edildi. Homojen bir karisim elde edilene
kadar vortekste karistirildi. Daha sonra bu karisim 2 ml’lik eppendorf tiipiine aktarildi,
uzerine 40 pl  %10’luk (sodyum dodesil sulfat) SDS, 40 pl proteinaz K eklendi,
vortekste karistirildi ve 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon asamasindan sonra her bir érnege 600 pl QIAzol liziz reaktifi
eklendi ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra 200 pl kloroform eklendi ve
kuvvetlice calkalandi, 2-3 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 4 °C’de, 12000 g’de
15 dk santrifiij edildi. Ust faz yeni bir toplama tiipiine aktarildi, Gizerine hacminin 1,5
kat1 kadar %100’liik etanol eklendi ve pipetaj yapildi. Bu karigimdan 700 pl alinip 2
ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis RNeasy mini kolona yiiklendi. Sonrasinda oda
sicakliginda 11000 g’de 15 sn santrifiij edildi ve atik dokildl. Ornegin kalan kismu ile
bu santriflij adimi tekrarlandi. Atik dokiildiikten sonra kolona 700 pul RWT tamponu
eklendi ve oda sicakliginda 11000 g’de 15 sn santrifiij edildi, atik dokiildii. Bu adimdan
sonra ise kolona 500 pl RPE tamponu eklenerek tekrar oda sicakliginda 11000 g’de 15
sn santrifiij edildi ve atik dokiildii. Ardindan tekrar 500ul RPE tamponu eklenerek oda
sicakliginda 11000 g’de 2 dk santriflij edildi. Daha sonra kolon 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipiine yerlestirildi ve 1 dk en yiiksek hizda agz1 agik sekilde santrifiij edilerek
kurutuldu. 1,5 mI’lik yeni bir tlipe yerlestirilen kolona 35 pl RNaz igermeyen su eklendi
ve oda sicakliginda 11000 g’de 1 dk santriflij edilerek RNA elde edildi. Son olarak
RNA ornekleri sonraki asamada kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandh.

3.3. RNA Konsantrasyonunun ve Safligimin Belirlenmesi

Hasta ve kontrol grubu orneklerden RNA izolasyonu yapildiktan sonra ultraviyole-
gorundr spektroskopi (UV-VIS) cihazinda (Maestro NANO) tiim Orneklerin total RNA
konsantrasyonu (ng/pl) ve saflik derecesi (Azso/A2g0) Olculdl. Her bir érnekten 2yl

kullanildi. Ol¢iim yapildiktan sonra rnekler tekrar kullanilmak iizere -20 °C’saklandh.

3.4. Tamamlayic1 DNA (cDNA) Sentezi

Izolasyon asamasindan sonra konsantrasyonu olcllen tiim Grneklerden cDNA sentezi

icin Oncelikle her birinin RNA konsantrasyonu nikleaz igermeyen su kullanilarak 200
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ng/ul olacak sekilde esitlendi. RNA’larin ters-transkripsiyonu i¢in RT? HT First Strand
Kit (QIAGEN-330411) kullanilarak kit protokoliine uygun bir sekilde cDNA sentezi
yapildi. Bu islem genomik DNA eliminasyonu ve ters transkripsiyon olmak tzere iki
asamada gergeklestirildi.

Oncelikle kit igerisindeki tiim reaktifler kisa bir siire (10-15 sn) santrifiij edildi.
Ilk asamada; steril PCR tiiplerindeki her bir RNA 6rnegi i¢in Tablo 1°de verilen
genomik DNA eliminasyon karisimi hazirlandi. Karisim pipetaj yapilarak kisa bir siire

santriftj edildi.

Tablo 1. Genomik DNA eliminasyon karigim1

Bilesen Miktar
RNA 25 ng-5 ug
GE tamponu 2 ul
Nikleaz icermeyen su Degisken
Toplam hacim 10 pl

Tiim oOrnekler 42 °C’de 5 dk inkiibe edilerek sonrasinda en az 1 dk buzda
bekletildi. Genomik DNA eliminasyonundan sonra ikinci asamaya gecildi. Bu asamada

Tablo 2’de verilen ters transkripsiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 2. Ters transkripsiyon karigimi

Bilesen Miktar
BC4 ters transkriptaz karigimi 6 ul
Nikleaz icermeyen su 4 ul
Toplam hacim 10 pl

Genomik DNA eliminasyon karigimini igceren her bir 6rnege, hazirlanan ters
transkripsiyon karisimindan 10 pl ilave edilerek pipetaj yapildi ve 6rnekler 42 °C’de 15
dk; ardindan da 95 °C’de 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra Ornekler buza alindi ve her
birine 91 pl nikleaz icermeyen su eklendi. Tim 6rneklerin cDNA konsantrasyonu ve

safligi Olculdu.
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3.5. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR)

HULC ve 7SL RNA’nin hasta ve kontrol kanlarindaki ifade diizeylerinin belirlenmesi
icin cDNA sentezini takiben qPCR asamasina gegildi. gQPCR, oOrnekteki nukleik asit
miktarinin belirlenmesinde kullanilan bir metottur. Bu metotta amplifikasyonu gorinur
hale getiren floresan isaretli prob ya da boyalar kullanilir.

Kulanilan prob veya boyalar, ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve sinyal olusturur.
Reaksiyon boyunca olusan iiriin miktart ile dogru orantili bir sekilde artan sinyal,
ornekteki niikleik asitin niceligi hakkinda fikir verir (Glnel, 2007).

gPCR’da en fazla kullanilan boya g¢esidi SYBR Green’dir. Cogaltimin basinda
reaksiyon karigiminda ¢ift zincirli DNA molekiilii, primerler ve SYBR Green boyasi
bulunmaktadir. Serbest DNA molekiilii ¢cok az bir floresan 1s1ma yapar. Primerler
baglanip uzama basladiginda SYBR Green ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve
floresan yayilim baglar. Baslangigtaki dongii boyunca sinyal zayiftir; {irlin miktari
arttikca floresan miktar1 da hizla artar ve bu artis qPCR cihazinin ekranindan izlenebilir
(Kubista ve ark., 2006).

Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigini anlayabilmek igin
erime egrisi analizlerinin yapilmasi1 gerekmektedir. Bu analizde cihaz PCR tiplerini
yavas¢a 1sitmaya baslar. DNA’nin ¢ift zinciri birbirinden ayrilmaya basladiginda
floresan boya serbest kalir ve okunan floresan miktar1 da diiser. Her bir DNA’nin belirli
bir erime sicakligi (Tm) vardir. Tm derecesi, ¢cogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve
icerdigi GC/AT oranina baghdir. Bu yiizden Tm derecesi her Uriin i¢in 6zeldir. Spesifik
olmayan drtinlerin gogalmasi halinde ise farkli Tm dereceleri meydana gelmektedir.

Calismamizda HULC (Katalog no: LPH17802A), 7SL RNA (Katalog no:
LPH21289A) ve referans gen SF3A1 (Katalog no:PPH19231A)’e ait optimize QIAGEN
marka primerler (RT2 IncRNA gPCR primerleri) ve RT?SYBR Green gPCR Mastermix
(LOT 7540908) kullanilarak gPCR asamas, ilgili markanin protokoliine uygun olarak
gergeklestirildi. Oncelikle kullanilacak olan reaktifler kisa bir siire vortekslenip santrifij
edildi. cDNA sentezi yapilmis olan her bir deney ve kontrol grubu &rnegi igin Tablo

3’te yer alan reaksiyon ortami hazirlandi.
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Tablo 3. gPCR bilesenleri

Bilesen 1 reaksiyon basina diisen miktar
Nikleaz icermeyen su 9,5 ul

RT2 SYBR Green Mastermix 12,5 ul

cDNA 2l

RT? IncRNA gPCR primeri 1l

Toplam hacim 25 ul

Tum hasta ve kontrol Orneklerinde ekspresyonu incelenecek olan genler ve
referans gen icin Tablo 3’te verilen bilesenler her bir gPCR plaka kuyusuna toplam
hacim 25 pL olacak sekilde yiiklendi. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra plaka,
buharlagmay1 ve kontaminasyonu dnleyici seffaf yapiskan film ile kapatildi. Daha sonra
plaka LightCycler®96 (Roche) cihazina yerlestirildi ve cihaz Tablo 4’te verilen

reaksiyon kosullarina uyarlanarak program calistirildi.

Tablo 4. gPCR reaksiyon kosullar

Program Dongii sayisi Sure Sicakhk

Baslangig 1 10 dk 95 °C

inkibasyonu

2-agsamal1 45 15sn 95 °C

amplifikasyon 1dk 60 °C

Erime egrisi analizi 1 10 sn 95 °C
1dk 65 °C
1sn 97 °C

3.6. istatistiksel Analiz

Bu caligmada kullanilacak kan 6rnekleri i¢in 6rneklem biiyiikliigiiniin belirlenmesinde
yanilma diizeyi; 0=0.05, f=0.20 olarak alindiginda hasta grubuna 60, kontrol grubuna
40 kisi alinmasina karar verildi ve testin glct 0.80634 bulundu. HULC ve 7SL RNA
icin qPCR asamasi hasta ve kontrol grubu orneklerinde iki tekrar olacak sekilde

caligildi.
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gPCR sonucu elde edilen veriler "RT? Profiler PCR Array Data Analysis version

3.5"(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) yazilimina

yuklendi ve analiz, AACq metoduna goreyapildi. P degeri kontrol ve deney grubunda
caligilan her bir gen i¢in Student’s t-test temel alinarak hesaplandi. 0.05’ten kiigiik p

degerleri anlamli kabul edildi.

4 BULGULAR

Calismada KKKA Kesin teshisi konmus 60 hasta ve 40 saglikli birey kullanildi. 60
hastanin 11’1 ise hayatin1 kaybetmistir. Kontrol grubunu ise 25 (%62.5) erkek, 15
(%37.5) kadin birey olusturmustur. Kontrol grubundaki bireylerin yas ortalamasi

44.45°tir. Hasta grubuna ait demografik ve klinik veriler Tablo 5’te sunulmustur.

Tablo 5. Hasta grubuna ait demografik ve klinik veriler

Calisma grubu Birey sayisi (%)
HASTA 60
Yas ortalamasi 48.38
Erkek 35 (58.33)
Kadin 25 (41.67)
Ol 11 (18.33)
Laboratuvar verileri
AST
N(0-50) 13 (21.67)
Y (>50) 47 (78.33)
ALT
N(0-50) 23 (38.33)
Y (>50) 37 (61.67)
INR
N(0.8-1.2) 44 (73.33)
Y(>1.2) 16 (26.67)
PT
N(10.7-13) 40 (66.67)
Y(>13) 20 (33.33)
aPTT
N(22-36.9) 33 (55)
Y (>36.9) 27 (45)
LDH
N(0-248) 11 (18.33)
Y (>248) 49 (81.67)

N: Laboratuvar verileri normal degerler arasinda olan hastalar; Y: Laborratuvar verileri

normal degerlerin izerinde olan hastalar
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Tum orneklerde her bir genin ifade dizeyinin belirlenmesi igin gPCR yapild1 ve
veriler AACq metoduna gore analiz edildi. Ilk olarak, hasta ve kontrol grubunda HULC
ve 7SL RNA ifade diizeyleri karsilastirildi. Daha sonra HULC ve 7SL RNA ifade
diizeyi bakimindan KKK A’dan dolay1 6lenler ile hayatta kalanlar ve dlenler ile saglikli
kisiler karsilastirildi. Ayrica hasta grubundaki bireyler klinik verileri (AST, ALT, INR,
PT, aPTT ve LDH) agisindan normal degerler arasinda olanlar ve normal degerlerden
yiiksek olanlar olmak {izere 2’ye ayrilarak HULC ve 7SL RNA ifadeleri karsilastirildi.
Buna ek olarak klinik parametreleri normal degerlerin iizerinde olan KKKA
hastaligindan dolay1 6lenler ile hayatta kalanlarda HULC ve 7SL RNA ifade duzeyleri
incelendi.

gPCR sonucu hasta ve kontrol grubu 6érneklerinde HULC ve 7SL RNA’ya ait
amplifikasyon ve tm egrileri her bir gen i¢in Sekil 14, 15’te; HULC ve 7SL RNA’nin
SF3A1 (i¢ kontrol geni) ile birlikte yer aldig1 egriler ise Sekil 16’da gosterilmistir.
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Sekil 14: HULC’a ait amplifikasyon (solda) ve tm egrisi (sagda)

Fluorescence
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Sekil 15: 7SL RNA’ya ait amplifikasyon (solda) ve tm egrisi (sagda)
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Sekil 16: HULC, 7SL RNA ve SF3AT1’e ait amplifikasyon (solda) ve tm egrileri (sagda)

HULC ve 7SL RNA’nin kontrol grubuna gore hasta grubundaki kat degisim
grafikleri ise Sekil 17°de gosterilmistir.

1.1
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0.9
0.8
Kat degisimi '
0.6
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04
0.3
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01
0.0

Kontrol grubu Hasta grubu

mHULC m 751 RNA

Sekil 17: HULC ve 7SL RNA genlerinin hasta grubundaki kat degisimleri

KKKA hastalarinda HULC un ifadesi 1.10 kat artmis ve bu artig istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0.04). 7SL RNA’nin ifadesi ise hasta grubunda yaklasik
2 kat azalmistir (p=0.93).

KKKA hastaligindan dolay1 6lenler ve hayatta kalan hastalara ait clustergram ise

Sekil 18’de gosterilmistir.
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Sekil 18: KKKA’dan dolay1 6len ve hayatta kalan hasta bireylere ait clustergram (min:
Gen ifadesinin en diisiik oldugu nokta; avg: Gen ifadesinin ortalama degeri;

max: Gen ifadesinin en yiiksek oldugu nokta )

KKKAYV ile enfekte hastalarla karsilagirildiginda hastaliktan dolay1 6lenlerde
HULC ekspresyon seviyesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01).

Tablo 6. Hasta-kontrol, 6len-hayatta kalan ve 6len-kontrol gruplarinda HULC ve 7SL
RNA ifade diizeylerinin karsilastirilmasi

Grup Gen Kat degisimi %95 CI P degeri
Total hasta-kontrol
HULC 1.10 (0.16, 2.05) 0.04
7SL RNA 0.53 (0.10,0.97) 0.93
Erkek
HULC 1,11 (0.06, 2.16) 0,15
7SL RNA 0,65 (0.14,1.18) 0,72
Kadin
HULC 1,76 (0.00001, 4.27) 0,17
7SL RNA 0,62 (0.04, 1.22) 0,66
Olen-hasta
HULC 100,68 (0.00001,239.52) p<0.01
7SL RNA 0,95 (0.00001, 2.57) 0,03
Olen-kontrol
HULC 52,44 (0.00001,122.24) p<0.01
7SL RNA 0,50 (10.00001, 1.33) 0,20

(Kat degisimi: Kontrol grubuna goére hasta grubundaki kat artisi; %95 CI: %95 gliven
araligi; P degeri: Anlamlilik seviyesi)
AACq analiz sonucuna gore kontrol grubu ornekleri ile karsilastirildiginda

KKKA hastalarinda HULC un ifadesi 1.10 kat artmis ve bu artis istatistiksel olarak
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anlamli bulunmustur (p=0.04). 7SL RNA ekspresyonu ise hasta grubunda yaklasik 2 kat
azalmistir (p=0.93).

Hastaliktan dolay1 6lenler ile hayatta kalanlar arasinda HULC ve 7SL RNA ifade
duzeyleri karsilastirildiginda ise 6len bireylerde HULC’ un ifadesi istatistiksel anlamli
olarak artmistir (100 kat, p<0.01). 7SL RNA’nin azalan ifadesi istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (1.04 kat, p=0.03). Saglikli bireyler ile karsilastirildiginda ise
Olenlerde HULC’un ckspresyonu artmistir ve bu artig istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur (p<0.01). Cinsiyet a¢isindan analiz edildiginde ise hem erkeklerde hem de
kadinlarda HULC’un ifadesinin arttigi; 7SL RNA’ninkinin ise azaldig1 tespit edildi.
Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda kadinlarda HULC erkeklere gore daha fazla,
7SL RNA ise daha az ifadelenmistir ( Bkz. Tablo 6).

Tablo 7. Klinik parametreleri normal olan hastalar ile normal degerlerin iizerinde olan

hastalarda HULC ve 7SL RNA ifade duzeylerinin karsilastiriimasi

Parametre Gen Kat degisimi % 95 CI P degeri
AST

HULC 1,72 (0.00001, 4.03) 0,38

7SL RNA 0,78 (0.14,1.42) 0,67
ALT

HULC 1,45 (0.00001, 3.21) 0,20

7SL RNA 0,76 (0.18,1.34) 0,48
INR

HULC 3,34 (0.00001, 9.68) 0,01

7SL RNA 0,51 (0.00001, 1.52) 0,12
PT

HULC 3,02 (0.00001, 8.08) 0,02

7SL RNA 0,67 (0.00001, 1.78) 0,18
aPTT

HULC 2,15 (0.00001, 5.24) 0,10

7SL RNA 0,46 (0.00001, 1.08) 0,36
LDH

HULC 1,17 (0.00001, 2.88) 0,55

7SL RNA 0,57 (0.06, 1.10) 0,77
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Ayrica literatiirde KKKA tanist ve hatta mortalite ile iligkili klinik parametreler
de (AST, ALT, LDH, INR, aPTT ve PT) hasta grubunda HULC ve 7SL RNA’nin ifade
duzeyleri bakimindan degerlendirilmistir (Bkz. Tablo 7). Klinik verileri normalin
Uzerinde olan hastalar ile normal degerler arasinda olan hastalar karsilastirildiginda,
INR ve PT degerleri normalin tizerinde olanlarda HULC un ifadesi 3 kat artmistir ve bu
artig istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p=0.01 ve p=0.02, sirasiyla). 7SL RNA

ifadesi ise klinik verileri normalin tizerinde olan hastalarda azalmastir.

Tablo 8. Klinik parametreleri normal degerlerin tzerindeki 6lmiis bireyler ile enfekte

olmus hayatta kalan bireylerde HULC ve 7SL RNA ifade diizeylerinin karsilagtirilmasi

Olu-Hasta
Kat degisimi P degeri

AST

HULC 89,84 p<0.01

7SL RNA 0.89 0.06
ALT

HULC 80.29 p<0.01

7SL RNA 1.16 0.07
INR

HULC 151.63 0.05

7SL RNA 2.96 0.32
PT

HULC 165.33 0.01

7SL RNA 2.43 0.26
aPTT

HULC 130.84 p<0.01

7SL RNA 0.89 0.14
LDH

HULC 96.82 p<0.01

7SL RNA 0.95 0.05

AST, ALT, PT, aPTT ve LDH’1 normal degerlerin Uzerindeki 6len bireylerde
HULC ifadesindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Olenlerde HULC
ekspresyonu; AST’si yiiksek olanlarda 90 kat (p<0.01), ALT’si yiiksek olanlarda 80 kat
(p<0.01), PT’si yiiksek olanlarda 165 kat (p=0.01), aPTT’si yiiksek olanlarda 131 kat
(p<0.01) ve LDH’1 yiiksek olanlarda 97 kat (p<0.01) artmistir (Bkz. Tablo 8).
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5. TARTISMA-SONUC

Calismamiz KKKA hastalarinda HULC ve 7SL RNA genlerinin ifade diizeylerinin
incelendigi ilk arastirmadir. Giinlimiize kadar KKKA hastalig1 {izerine pek ¢ok ¢alisma
yapilmis olmakla beraber hastaligin epigenetiksel yonii ile ilgili arastirmalar siirh
sayidadir.

KKKA; kanama ve ates bulgular ile seyreden 6liimciil viral bir hastaliktir. Son
yillarda yapilan ¢alismalar (Bente ve ark., 2013; Papa ve ark., 2015) hastaligin Afrika,
Avrupa ve Asya’da oOnemli bir halk sagligt sorunu oldugunu vurgulamaktadir.
Tirkiye’de ise ozellikle yaz ve sonbahar aylarinda Orta Anadolu bélgesinde ortaya
¢ikan bir epidemi olarak dikkat cekmektedir. Hastaligin belirli bir bolgede goriilmesi ise
Papa ve ark. (2015) tarafindan iklimsel degisikliklere, cografik kosullara, hayvancilik
sektoriine ve kenelerle temasta bulunan insan sayisi gibi bir¢ok faktdre dayandirilmistir.
Hyalomma cinsi kenelerle tasinan ve hastaligin etkeni olan KKKAV’nin muazzam bir
genetik degiskenlige sahip olmasi hastalikla miicadelede yeni tanisal testlere ve uygun
terapdtik ajanlara ihtiya¢ oldugu sonucunu dogurmaktadir. Bununla birlikte lkemizde
saptanan virls suslart benzer olmasina ragmen olgular arasindaki klinik farkliligin
nedeni tam olarak agiklanamamaktadir (Midilli ve ark., 2007). S6z konusu farkliligin
sebebinin, viriislerin antiviral immiin sistemle savagsmak tizere gelistirdikleri stratejiler
olabilecegi belirtilmistir (Horner ve Gale, 2013). Son zamanlardaki aragtirmalar bu
stratejilerden birinin de ncRNA’lar vasitasiyla gergeklestigini gostermistir.

LncRNA’larmn tercih edilmesinin sebebi, bu RNA’lardan pek ¢ogunun konagin
antiviral cevabinda pozitif ya da negatif duzenleyiciler olarak goérev yapmasidir.
Gilinlimiizde, enfekte hiicrelerdeki IncRNA’lar ve fonksiyonlar: ile ilgili bilgi sinirlidir.
Bu alanda yapilan her yeni arastirmanin, viral enfeksiyonlarda farkli tedavi
yontemlerinin gelistirilmesine ve yeni hiicresel yolaklarin tanimlanmasina katkida
bulunabilecegi savunulmaktadir (Fortes ve Morris, 2016). Papa ve ark. (2015), viral
enfeksiyonlarla miicadele etmek i¢in gesitli terapotiklerin gelistirilmesine odaklanilmasi
gerektigini  belirterek, gelecekte arastirma Oncelikleri icin  bir yol haritas:
olusturmuslardir.

KKKA hastaliginin epigenetik temelinin incelenmesine katkida bulunmak igin
bu calismada HULC ve 7SL RNA genlerinin ifade diizeylerini arastirdik. Yiksek

organizasyonlu canlilarin ¢ogunlugunda transkripsiyona ugrayan genomun biiylik bir
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kism1 ncRNA’lardan olusmaktadir. 2016°da yaymlanan GENCODE 26’ya gore 23.355
ncRNA geni, bunun da 15.787’sinin IncRNA geni oldugu tespit edilmistir. LncRNA’lar
hastaliklarda patofizyolojik siireclerin diizenlenmesinde g6z ardi edilemez islevlere
sahiptir (Boon ve ark., 2016). Bu durum, IncRNA’larin tedaviye yonelik hedef
olabilecegi kanisini gli¢lendirmektedir.

HULC, karacigerde ifadesi ¢ok yiiksek olan (GeneCards-25.05.2017) mRNA
benzeri bir IncRNA’dir. Ayrica HULC, HCC’ye o6zgi gen kituphanesinde ilk
tanimlanan IncRNA’dir (Panzitt ve ark., 2007). HULC’un karaciger kanseri hastalarinin
tiimor dokularinda ve plazmalarinda yiiksek diizeyde ifade edildigi bildirilmistir (Xie ve
ark, 2013). KKKAV’nin en 6nemli hedef dokularindan birisinin karaciger oldugu
bilinmektedir. Ozellikle de siddetli vakalar karaciger bilyiimesi ve organ yetmezligi gibi
klinik bulgularla iligkilendirilmistir (Bakir ve ark., 2012). HULC’un karacigerdeki
ifadesi 6nemli oldugundan, biz de ¢alismamizda bu IncRNA’nin ekspresyonunu
inceledik. Hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda KKKA hastalarinda HULC
ifadesinin istatistiksel olarak anlamli ve 1.10 kat arttigin1 gozlemledik (p=0.04). Xie ve
ark. (2013), HBV (-) ve HBV (+) toplam 30 HCC hastasinin tiimér dokulari ile 20
saglikli bireyin karaciger dokularindaki HULC ifadesini karsilastirmiglardir. HULC un
HCC dokularinda belirgin seviyede artis gosterdigi bildirilmistir (p<0.01). Ayni
calismada HBV (+) ve HBV (-) HCC hastalarinda da bu IncRNA ifadesi karsilastiriimis
ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Tiimor dokularinda
HULC ifadesinin HBV (+) durumu ile pozitif korelasyon gosterdigi sonucuna
vartlmistir (p<0.01). Elde edilen bulgulara dayanarak kronik HBV enfeksiyonunun
HCC’nin baslica nedeni oldugu ve multifonksiyonel bir onkoprotein olan HBX’in ise
HCC gelisiminde 6nemli rol oynadigi vurgulanmistir. Bu protein araciligi ile HULC
ifadesinin artmas1 HBV enfeksiyonu ile bu INCRNA arasindaki iliskinin arastirilmasina
on ayak olmustur.

Yiksek HULC ifadesi HCC hastalarmin kan hiicrelerinde (Panzitt ve ark., 2007)
ve plazmalarinda tespit edilmistir. Bu IncRNA’nin hastaligin tanisinda umut verici yeni
bir biyobelirteg olabilecegi gliindeme gelmistir (Xie ve ark., 2013). Bizim caligmamizda
ise tim kanda HULC ifadesi incelenmistir. Nitekim KKKAYV, immiin cevabi bloke
etmek ve replikasyonunu artirmak i¢in lenfositler gibi bagisiklik yanitta yer alan
hlcreleri hedef almaktadir (Akinci ve ark., 2013).

KKKA’nin seyri bireyden bireye farklilhik gostermektedir. Bazi bireyler

enfeksiyondan sonra hastaneye hi¢ ugramadan hastaligi atlatabilirken bazilar1 ise
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hastaligir siddetli gecgirmekte ve hatta 6lmektedir. HBV ile iliskili HCC’de tumor
dokulari, doku farklilasmas1 durumuna gore derece I, 11, 111 ve IV olmak (izere 4 grupta
incelenmistir. Hastaligin en ciddi seyrettigi III ve IV. derecedeki tiimor dokularinda
HULC un ¢ok daha fazla ifade oldugu sonucuna varilmistir (p<0.01). Bu durum, HULC
seviyesindeki artigin hastaligin ilerlemesinin gostergesi olabilecegini giiglendirmektedir
(Xie ve ark., 2013). Calismamizda Olenler ve hayatta kalanlar karsilagtirildiginda
6lenlerde HULC’un ifade diizeyindeki artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.01). Sonug olarak bulgularimiz, HULC’un KKKA’da kotii prognozla iliskili
olabilecegini gostermektedir.

7SL RNA enfekte olmus konagin antiviral fonksiyonunda rol almaktadir (Wang
ve ark., 2007). 7SL RNA’nin azalmasi immiin cevapta rol alan konak sitidin
deaminazlarinin gorevlerini yerine getirememesiyle iliskilendirilmektedir. Insan sitidin
deaminazlart RNA’y1 ya da DNA’y1 modifiye etmektedirler. Bu proteinlerden A3G, ters
transkripsiyon sirasinda sitozinin urasile deaminasyonunu indukler (Suspene ve ark.,
2004). Bu mekanizma ile A3G ve A3F’nin viral DNA olusumunu ve birikimini azalttig
bildirilmistir (Luo ve ark., 2007). A3G, 7SL RNA’y1 da kapsayan polimeraz III tiirevli
RNA’larla etkilesmektedir. Nitekim 7SL RNA, antiviral cevapta A3G’iin kofaktori
olarak gorev yapmaktadir. Bu IncRNA ifadesinin azalmasi sonucu ise A3G’nin viriis
paketleme fonksiyonunun ve antiviral mekanizmanin bozuldugu ileri siiriilmiistiir.
KKKA hastaligi sonucu o6len bireylerde 7SL RNA’nin ifade diizeyinin diismesi
calismamizda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 7SL RNA, A3G ve A3F
proteinleri ile yapilan ¢alismalarin (Wang ve ark., 2007) sonuglar1 bulgularimizla
tutarlilik gostermektedir.

Hiicre i¢i 7SL RNA'larin ¢ogunlugu, SRPRNP komplekslerinin olusumunda yer
almaktadir. Bu kompleksler 7SL RNA'nin ve 6 adet SRP proteininin (SRP72, SRP6S,
SRP54, SRP19, SRP14 ve SRP9) her birinin bir kopyasini igerir (Egea ve ark., 2005).
Serbest 7SL RNA, antiviral surecte rol almak tzere HIV-1 virionlar igine paketlenir
(Onafuwa-Nuga ve ark., 2006). Ozellikle SRP19'un SRPRNP kompleksinin olusumunu
destekledigi gosterilmistir (Egea ve ark., 2005). SRP19, 7SL RNA'ya baglanir ve bu
InNcRNA'da konformasyonel degisikliklere neden olabilir (Menichelli ve ark., 2007).
Dolayisiyla, SRP19'un 7SL RNA'ya baglanmasinin, 7SL RNA'nin A3G’ii tanimasina
engel oldugu bildirilmistir. Wang ve ark. (2007)’lari, SRP19 proteinlerinin asir1
ifadesinin yani sira SRP54 veya SRP9/14’{in de A3G ve 7SL RNA arasindaki etkilesimi

azalttig1 sonucuna varmistir. Sonug¢ olarak, SRP19'un veya diger SRP proteinlerinin
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agir1 ifadesinin A3G’nin antiviral aktivitesini azalttigr vurgulanmistir. Nitekim virtsle
enfekte olan hiicrelere fazladan 7SL RNA verildiginde, bu durumun tam tersine
doniistiigli  belirtilmistir. Sonu¢ olarak, 7SL RNA {izerine yapilan arastirmalar
bulgularimiz1 desteklemektedir. Nitekim biz de ¢alismamizda hasta bireylerde 7SL
RNA ifadesinin azaldigi dlenlerde ise bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
sonucuna vardik.

Glinimiize kadar yapilan arastirmalarda AST, ALT, LDH, PT, aPTT, INR gibi
birka¢ klinik verinin prognostik kriterler oldugu bildirilmistir (Swanepoel ve ark.,
1989). Bakir ve ark. (2012), hastalik siddet skorlama sistemi olusturmuslardir. Olimciil
vakalar arasinda ortalama PT (p<0.001), aPTT (p=0.001) ve INR (p<0.001)’nin daha
uzun oldugu; ortalama ALT (p<0.001), AST (p<0.001), LDH (p <0.001), CPK
(p=0.004) diizeylerinin ise daha yiksek oldugu bildirilmistir.

Calismamizda ise PT’si uzun ve INR’si normal degerlerin iizerinde olan
hastalarda HULC ifadesinin 3 kat arttigin1 gézlemledik (p=0.02 ve p=0.01, sirasiyla).
Bu durum klinik parametrelerin hastalifin seyrinde 6nemli bir belirte¢ oldugunu
gostermektedir. Ayrica bu parametrelerin KKKA hastaliginda rolii olan IncRNA’larin
ifade seviyesini de etkileyebilecegi giindeme gelmektedir. Hasta ve kontrol grubundaki
HULC ve 7SL RNA ifade diizeyleri cinsiyete gore analiz edildiginde ise kadinlarin
KKKA hastaliginda daha duyarli oldugu soOylenebilir. Buna ek olarak Klinik
parametreleri normal degerin ilizerindeki Glen bireyler ve hastalar karsilagtirildiginda
Olen bireylerde HULC ekspresyonunundaki artis istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(p<0.01). Bu durum normalin {istiindeki klinik veriler ile HULC seviyesindeki artis
arasinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hastalarda ve o6lenlerde
HULC’un ekspresyonundaki artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p=0.04 ve p<0.01, sirasiyla). Hasta bireyler ile karsilastirildiginda 7SL RNA ifadesinin
Olenlerde azaldig1 ve istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (p=0.03). Ayrica
INR ve PT’si normal degerlerin iizerinde olan hastalarda HULC’un ifadesi artmistir
(p=0.01 ve p=0.02, sirastyla). Buna ek olarak klinik parametreleri normal degerlerin
tizerinde olan 6lmiis bireylerde HULC artmistir ve bu artiglar istatistiksel olarak anlaml
bulnmustur. KKKA hastaliginin patogenezinde hem HULC hem de 7SL RNA’nin
6nemli biyobelirtecler oldugu ve bu InCRNA’larin terapdtik hedef olma potansiyelinin

yuksek olabilecegi diisiiniilmektedir.
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GENETIK CALISMALAR ICiN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR
FORMU

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ Il

Bu galismaya katilmak lizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu galismada yer
almay: kabul etmeden 6nce ¢alismanin ne amagla yapilmak istendigini anlamaniz ve
kararinizi bu bilgilendirme sonrasi 6zgiirce vermeniz gerekmektedir. Size ozel
hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz, sorulariniza agik
yanitlar isteyiniz.

Kirim kongo kanamali atesi hastaliginin seyrini etkileyen genetik (kalitimsal)
nedenleri bulmak {izere yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi "Kirim
Kongo Kanamali Atesi Hastalarinda HULC ve 7SL RNA Ifade Diizeylerinin
Arastirilmasi” dir.

Bu aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik
esasina dayalidir. Kararinizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklart Anabilim
Dali’nda bu hastalik ile ilgili bir arastirma gerceklestirilecektir. Arastirmada kani
kullanilacak goniillii sayis1 100°diir. Aragtirmanin tahmini tamamlanma siiresi 1 yildir.
Bu calismada daha onceki ¢alisma i¢in alinmis olup, geriye kalan kan orneginizden
genetik materyal, RNA elde edilecektir. Sonucta elde edilen RNA ile hastalik arasindaki
iliski incelenecektir.

Eger bu arastirmada onceki calismadan kalan kan o6rneginizin kullanilmasini
kabul ederseniz bu kayitlar hastaligin seyrinin bilinmesine yardimci olacaktir ve
kimliginiz belirtilmeden bilimsel nitelikte yaymlarda kullanilabilecektir. Bu amaglarin
disinda bu kayitlar kullanilmayacak ve bagkalarina verilmeyecektir.

Bu ¢alismada daha once alinmis olan kaninizin kullanilmasi i¢in sizden herhangi
bir licret istenmeyecektir. Size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Arastirma sirasinda
sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, tarafiniza derhal bildirilecektir.

Yapilacak genetik testin getirecegi olast yararlar: BoOyle bir analiz, ilgili
genetik hastaligin seyrinin Ogrenilmesinde yararli olacaktir. Su anda bu calismanin
hemen size bir fayda olarak doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastalikta
gelinen noktanin temelinde yatan nedenlerin Ogrenilmesi, ileride bu hastaliktan
etkilenecek bireylere fayda saglayacaktir.

Bu ¢alismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen
istege baglidir. Yine ¢alismanin herhangi bir agsamasinda onayinizi ¢ekme hakkina da
sahipsiniz. Eger 0rneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu isteginizden once
tiretilmis her tiirlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak ama daha fazla analiz
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yapilmayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin sonunda 6rnegin imha edilmesinden
arastirict sorumludur.

Daha 6nce alinmis olan kan 6rneginizin kullanimi bu olur formunda tanimlanan
aragtirma ile simirli olacaktir. Eger bu 6rnegi bu olur formunda tanimlanmayan bagska
test/amaglar i¢in kullanmak istersek, once FEtik Kurul’a onay verilmesi igin
basvurulacaktir. Eger yeni ¢alisma onaylanacak olursa sizden bagka bir bilgilendirilmis
olur formu imzalamaniz istenecektir.

Veya

Bu bilimsel arastirma sirasinda kan orneklerinin tamami kullanilmayip bir boliimii
benzeri arastirmalarda kullanilmak iizere saklanabilir. Liitfen asagidaki se¢eneklerden
size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

( ) Kan, DNA ve RNA orneklerinin sadece bu ¢aligmayla ilgili olarak kullanilmasini
istiyorum. Caligma bitiminde kalan drneklerin uygun sekilde yok edilmesini istiyorum.
fleride yapilmas olasi diger galismalar icin onay vermiyorum.

( ) Kan, DNA ve RNA 6rnekleri bu ¢alismada kullanildigr gibi gelecekteki hastaligimla
ilgili diger bilimsel calismalarda kullanilabilir. Ancak kalan 6rneklerimin hastaligim
disindaki bagka bir aragtirmada kullanilmasini uygun bulmuyorum.

( ) Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin yalnizca Onerilen c¢alisma i¢in kullanimini
onayliyorum; ileri caligmalar igin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek
istiyorum.

( ) Tarafimdan alinan kodlanmis Ornegin, arastirma konusuyla baglantili diger
caligmalarda kullanimint  onayliyorum, ancak farkli c¢alismalar icin tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

( ) Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin 6nerilen ¢alisma i¢in kullanimini onayliyorum
ve gelecekte de her tlrli genetik ¢alismada anonim (kimligim ile baglantisiz) olarak
kullanilmasini onayliyorum.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Saymm Prof. Dr. Mehmet Bakir (Do¢. Dr. Aynur Engin) tarafindan Cumbhuriyet
Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda tibbi bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.

Arastirmada sirasinda hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine
bliylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve
bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi
konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yiiriitilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in aragtirmadan

51



cekilecegimi Onceden bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim. Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima
belli bir diisiinme siiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “daha Onceden
alinmis olan kan 6rnegimin kullanilmas1” kararmi aldim. Bu konuda yapilan daveti
biylk bir memnuniyet ve gonallulik icerisinde kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 ve tarihli bir kopyas1 bana verildi.
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