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OZET

Cin’in Wuhan kentinde 2019 yilinda etkeni bilinmeyen pndmoni vakalari bildirilmistir. 2020
yilinda viriis genomu tanimlandiktan sonra Sars-Cov2 viriisli, Coronaviriis ailesinin 17.
iiyesi olarak tanimlanmistir. Sars-Cov2 viriisii, hiicrelerin fonksiyonlar iizerinde etkili olan
bir virtistiir. Bu durumda zarar gordiigiinii algilayan hiicre ya 6liime (programlanmis hiicre
Oliimleri) gider ya da otofaji gibi kosullar normale donene kadar kendini korumaya alir.
Fakat otofaji ¢ok fazla indiiklenirse; hiicre bu kez otofajik 6liime gider. Tez ¢alismasinin ana
hipotezinde aslinda bu iki 6nemli yolaginin karsilikli etkilesiminin 6nemi yer almaktadir.
Apopitoz ile otofaji arasindaki karsilikli etkilesime katki sagladiklar1 diisiiniilen Beclin-1
(BECN-1), Survivin (SVN), Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1a) ve Transforming Growth
Factor Beta 1 (TGF-f1)’in COVID-19 hastaliginda birlikte nasil bir etki gosterdigi heniiz
tespit edilmemistir. Bu bilgiler 1s18inda tez calismamiza konu olan otofaji ve apopitozun
kargilikli etkilesiminin COVID-19 hastaligindaki onemi arastirilmig, bu molekiillerin
hastalarin klinigine ve laboratuvar bulgularma yansimas: istatiksel dayanaklarla ele
alinmistir. Calisma sonuglarina gére pnomoni gelisen hastalarda BECN-1 (p=0,014) ve
SVN’nin (p=0,004) diizeylerinin asemptomatik hastalara gore diistikliigli tespit edilmis ve
bu diisiikliigiin anlamli bir farkta oldugu goriilmiistiir. Benzer diisiikliikler HIF-1a ve TGF-
B1°’de de bulunmustur. Bu molekiillerin sag kalimla anlamli iliskisi bulunmamisken;
komorbiditesi olan hastalarda komorbiditesi olmayan hastalara gére diizeylerinde anlaml
diisiikliikler goriilmiistiir. Sonug olarak bu ¢alisma; COVID-19 hastalarinda pndmoni gelisen
hastalara gore asemptomatik hastalarda serum BECN-1, SVN, HIF-1a ve TFG-B1
diizeylerinin anlamli artigini ilk kez ortaya koymustur.
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ABSTRACT

After cases of unknown pneumonia were reported from China, the virus genome was
identified and Sars-Cov2 virus has been shown to be the 17th member of the coronavirus
family. Viris affects the cells. In this case, the cell that senses that it has been damaged either
dies or protects itself until conditions return to normal, such as autophagy. But if autophagy
is induced too much, the cell goes into autophagic death. Our hypothesis is the importance
of the interplay of these two important pathways. It has not yet been determined how Beclin-
1 (BECN-1), Survivin (SVN), Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1a) and Transforming
Growth Factor Beta 1 (TGF-f1), which are thought to contribute to the mutual interaction
between apoptosis and autophagy in COVID-19 disease. The importance of the mutual
interaction of autophagy and apoptosis in COVID-19 disease, which is the subject of our
thesis study, and its reflection on the clinical and laboratory findings of the patients were
investigated. According to the results of the study, BECN-1 and SVN levels were found to
be lower in patients who developed pneumonia compared to asymptomatic patients and this
decrease was found to be significantly different. Similar decreases were found in HIF-1a
and TGF-B1. While these molecules were not significantly associated with survival, their
levels were significantly lower in patients with comorbidities compared to patients without
comorbidities. In conclusion, this study demonstrated for the first time that this moleculs
levels were significantly increased in asymptomatic patients compared to patients who
developed pneumonia in COVID-19 patients.
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1. GIRIS

Diinya 1800’lii yillardan bugiine bir¢ok pandemiye ve endemiye neden olan enfeksiyonlarla
miicadele etmistir. “21. yiizyil” pandemisi olarak adlandirilan Sars-Cov2 enfeksiyonu, 2019
yilinda Cin’in Wuhan kentinde ortaya ¢ikmustir. Sars-Cov2, asemptomatik bireylerin de
bulastiriciliginin yiiksek olmasiyla Sars-Cov ve Mers-Cov enfeksiyonlarina gore daha hizli
yayimistir. Sars-Cov2 viriisiiniin kendisinin mi yoksa konak immiin yanitinda ortaya
cikardigr mekanizmalarla m1 bu kadar komplikasyona neden oldugu halen arastirmalara
konu olmaktadir. Viriisiin solunum yolu hiicrelerini hedef almasindan dolay1r olusan
disregiile yanitlar, akciger kapasitesinin diismesi, pulmoner doku hasarlari, akciger

fonksiyonunda gerileme gibi ciddi akciger hasarlarini da ortaya ¢ikarmaktadir.

Sars-Cov2 viriistiniin neden oldugu enfeksiyon 6zellikle immiin hiicre profilleri lizerinde
etki gostermektedir. Ozellikle lenfopeni ve hatta lenfopeniye eslik eden CD4+ T hiicre ve
CDS8+ T hiicre dusiikliikleri, makrofaj, dendritik hiicre (DH) profilleri, COVID-19’da 6nem
arz etmektedir. Sars-Cov2 viriisiiniin hiicre olimleri {izerinde etkinligi gosterilmistir.
Ozellikle lenfopeninin ana mekanizmasinin hiicre dliimleri oldugu iizerinde durulmaktadir.
COVID-19 hastaliginda, 6zellikle apopitozun ve otofajinin 6nemli oldugu diistiniilmektedir.
Bu bilgilere bagli kalarak gelistirdigimiz bu tez ¢alismasinin ana hipotezinde aslinda bu iki
onemli yolagmin karsilikli etkilesiminin 6nemi yer almaktadir. Apopitoz ile otofaji
arasindaki karsilikli etkilesime katki sagladiklart diistiniilen Beclin-1 (BECN-1), Survivin
(SVN), Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1a) ve Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-
B1)’in COVID-19 hastaliginda birlikte nasil bir etki gosterdigi heniiz tespit edilmemistir. Bu
bilgiler 15181nda tez ¢aligmamiza konu olan otofaji ve apopitozun COVID-19 hastaligindaki

onemi arastirilmis, istatiksel dayanaklarla bu iligki ele alinmistir.

Sars-Cov2 viriisii, hiicrelerin fonksiyonlar: iizerinde etkili olan bir viriistiir. Viriisiin zarar
verdigi hiicrelerde, zarar1 en aza indirme mekanizmalar1 islemektedir. Bu durumda zarar
gordiiglinii algilayan hiicre ya 6liime (programlanmis hiicre 6liimleri) gider ya da otofaji gibi
kosullar normale donene kadar kendini korumaya alir. Fakat otofaji cok fazla indiiklenirse;
hiicre bu kez otofajik 6liime gider. Ayrica otofaji immiin yanitin giiclenmesine olanak
saglayan 6nemli bir mekanizmadir. Bu stratejilerle COVID-19 hastaliginda nasil rol aldigin1
anlamamiz icin 6zellikle otofajik yolagini1 ve molekiillerini konu alan daha ¢ok ¢alismanin

yapilmasina ihtiya¢ vardir. Otofajinin viral replikasyonunu azaltan bir mekanizma oldugu



gosterilmistir. Bu digiincelere bagli kalarak tezimizin hipotezinde, asemptomatik hasta
grubunda apopitozun indirgenmesi ve otofajinin desteklenmesi i¢in BECN-1, SVN ve HIF-
la diizeyinin artmasi; immiin modiilasyonda rol alan TGF-B1’in bu molekiillere zit yonde
etki etmesi, buna karsin pnémoni gelisen veya 6liim goriilen hastalarda BECN-1, SVN ve
HIF-1a diizeyinin azalmasi ve TGF-B1 diizeyinin artmas1 yer almaktadir. Apopitoz aslinda
pek cok viriisiin evazyon mekanizmalar1 arasindadir. Yine benzer sekilde konak immiin
savunmasinda enfekte hiicrelerin apopitoza tesvik edilmesi, enfeksiyonla bas etmede
onemlidir. Fakat konagin bu savunma stratejisini viriis kendi lehine de ¢evirmektedir ve
bdylece enfeksiyonun siddeti artmaktadir. Bu baglamda gelistirdigimiz hipotezimiz ile tez
calismamizda arastirilan molekiillerin hastaligin siddetine katkis1 hakkinda yorumlar

yapabilecektir.



2. GENEL BILGILER

Cin’in Wuhan kentinde 2019 yilinda etkeni bilinmeyen pndémoni vakalari bildirilmistir.
Daha sonra enfeksiyon ajaninin Beta Coronoviriis oldugu ve Akut Solunum Sendromuna
(acute respiratory distress syndrome (ARDS)) neden oldugu tespit edilmistir [1]. Hastaliga
Koronaviriis Hastaligi-19 (COVID-19) adi verilmistir [2]. 2020 yilinda viriis genomu
tanimlandiktan sonra Sars-Cov2 viriisii, Coronavirlis ailesinin 17. {iyesi olarak
tanimlanmistir [3]. Hastalarin ¢ogu okstirtik, orta siddette ates ve kas agrisi ile hafif semptom
gosterirken; birgogu da hig¢ belirti vermemektedir. Fakat COVID-19 hastaligi, kronik
hastaliklar1 (diyabet, hipertansiyon) olan bireylerde ciddi seyretmekte hatta mortalite nedeni
olabilmektedir [4].

Sars-Cov2 viriisii solunum epitel hiicrelerine, makrofajlara, tip 11 pnémositlere, perisitlere
ve kas hiicrelerine saldirarak, hiicre i¢ine girmektedir [5]. COVID-19 hastaliginin pnémoni
iligkili akciger hasari 6nemli klinikopatolojik 6zelligidir. Terminal doneminde ARDS
goriilmektedir [6]. Hastalarda kanda diismiis O2 saturasyonu, hayati tehdit edici hipoksi
ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica akut miyokardiyal hasar ve tromboemboli, iskemi ile karakterize
kardiyovaskiiler sistem hasar1 da goriilmektedir. Bununla birlikte, izole akciger hasari

COVID-19 dliimlerinin 6nde gelen nedeni olabilmektedir [7-11].

COVID-19’un organ/doku hasar1 sistemik inflamasyon sonucunda gelisir. Koronaviriisler
epitel hiicre hasari ve nekroz yoluyla epitel dokulara dogrudan hasar verme yetenegine
sahiptir. COVID-19'da organ/doku hasarmin ana nedeninin bagisiklik —sistemi
aktivasyonu/pertiirbasyonu oldugunu gosteren kanitlar vardir [7]. COVID-19 viriisii monosit
ve makrofajlarin ¢esitli inflamatuar sitokinlerini salgilamalarin1 indiikleyici etki

gostermektedir [4-12].

Coronoviridae alt ailesinin genetik ve antijenik [13] kriterlerine dayanarak yapilan
gruplandirilmasinda dort gruba ayrildigi  goriilmektedir Alfa-Koronaviriis, Beta-
Koronaviriis, Gamma-Koronaviriis, Delta-Koronaviriis [14]. Alfa ve Beta-Koronaviriisler
sadece memelileri enfekte etmektedirler [14]. Gamma ve Delta-Koronaviriisler ise genellikle
kuslar1 enfekte etmektekle birlikte birkag tipinin memelileri de enfekte ettigi bildirilmistir
[15]. Alfa ve Beta-Koronaviriis ailesine ait olan dort koronaviriisiin (N263, 229E, 0043 ve

HKU) genellikle insanlarda neden oldugu hastalik spektrumu basit soguk alginligindan



(%10-30) agir akut solunum sendromuna (Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS)
kadar degiskenlik gosterebilmektedir [16].

21. yiiz y1l pandemisi konulu 31 Mart 2024 itibariyle hazirlanan kiiresel rapora gore 775

milyondan fazla dogrulanmis vaka ve 7 milyondan fazla 6liim goriilmiistiir (Sekil 2.1) [17]
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Sekil 2.1. Diinya Saghk Orgiitiiniin kiiresel raporu (31.03.2024) [17]
2.1. Sars- Cov2’nin Epidemiyolojik Ozellikleri

Aralik 2019°da Diinya Saghk Orgiiti (DSO) Cin’in Wuhan sehrinde etyolojisi
bilinmeyen deniz {iriinleri satan pazarla temasli pnomoni vakasi bildirdi. 5 Ocak
2020°de DSO Cin’de goriilen etyolojisi bilinmeyen 44 pndmoni vakas1 daha yayimladh.
11 hastanin ciddi bulgular1 oldugu bildirildi. Bu bulgular yiiksek ates, dispne, akciger
radyografisinde pulmoner infiltrasyonlard: [1]. Insanda su ana kadar tespit edilmemis
yeni bir koronaviriis oldugu séylendi ve 10 Ocak 2020’de Shanghai Public Health
Clinical Center & School of Public Health bu viriisiin tiim genomik dizisini diinya ile
paylasti. Viriisiin, Sars-CoV ve Mers-Cov gibi bir zoonotik oldugu diisiiniildii. 11 Mart
2020°de Diinya Saglik Orgiitii pandemi ilan etti.

Enfekte kisilerin yaglari 4 hafta ile 90 yas ve tizeri olarak bildirilmesine ragmen ¢ocuklarda
ve bebeklerde daha az vaka bildirilmistir [18,19]. Erkekler bildirilen vakalarin %59-68'ini
temsil etmektedir [20,21]. Ancak, yasl bireyler (>75 yas) ¢ok daha yiiksek 6liim oranlarina
sahiptir [22].



2.2. Sars-Cov2 Viriisiiniin Bulas Yollar1 ve Semptomlar:

Viriisiin genellikle oksiiriik sonucu olusan damlaciklar yolu ile insandan insana bulastigi
[23], kontamine yiizeylere dokunulmasindan sonra el hijyenine dikkat edilmediginde kisinin
kendi yiiziine dokunmasi ile de bulasin oldugu bildirilmektedir. Hastalarin digkisinda viriis
partikiilii bulundugundan fekal-oral yolla bulas [24] da s6z konusu olabilmektedir. Sars-
Cov2 i¢in ¢esitli calismalarda cesitli kulugka donemleri gosterilmistir. Bununla birlikte
virlise maruziyet sonrasi semptomlarin 5.1 giin icinde ortaya ¢iktig1 (medyan deger) ve
enfekte kisilerin neredeyse tamaminin 12 giin i¢inde tiim semptomlara sahip oldugu tahmin
edilmektedir [25]. Bu durum bireylerin enfekte olduklarinin farkinda olmadan viriisii yayma
olasiligini ortaya ¢ikarmaktadir. Viriise maruz kalan her birey semptom gdstermemektedir
bu nedenle orta veya agir bireyler tanimlanabilecegi gibi asemptomatik bireyler de
tanimlanmaktadir [25]. Sars-Cov enfeksiyonlarinda viral yiik, semptomlarin baglamasindan
10 giin sonra zirve yaparken bu durumun Sars-Cov2 enfeksiyonunda 5-6 giin oldugu
bilinmektedir [25]. COVID-19 hastalarinda ARDS’nin ise semptom baslangicindan
ortalama 8-9 giin sonra gelistigi rapor edilmektedir. Sars-Cov2’nin neden oldugu viral
pnomoni ile iligkili en yaygin semptomlar ates, oksiiriik, bogaz agrisi, bas agrisi, miyalji,
yorgunluk ve nefes darligidir. Bunlarla birlikte tat ve koku kaybi, gastrointestinal
semptomlar da gorilmektedir [26,27]. Hastalik siddeti yas, cinsiyet gibi ¢esitli fakorlere
bagli olarak gelisebilirken, komorbiditenin de (diyabet, kardiyovaskiiler sorunlar veya

hipertansiyon, malinite gibi) hastaligin siddetiyle gii¢lii iligkisi vardir [28,29].

2.3. Sars-Cov2 Viriisiiniin Yapis1 ve Proteinleri

Sars-Cov2’nin iki tip yarasa orjinli agir akut solunum sendromu benzer koronaviriislerinden
bat-SL-CoVZC45 ve bat-SL-CoVZXC21 ile %88 oraninda benzer oldugu goriilmiistiir [13].
Yapisinda cesitli yapisal proteinler, yapisal olmayan proteinler ve aksesuar proteinler
bulunmaktadir. Yapisal proteinlerinden en énemlileri yaklasik 230 amino asitlik Membran
glikoproteini (M), 1300 amino asitlik Spike (S) proteini, yaklasik 100 amino asitlik zarf (E)
proteini ve 380-450 amino asitlik niikleokapsid (N) proteinidir [30].

Koronaviriislere adin1 veren S (Spike) proteini, viriis ylizeyinde ¢ikintilar olusturup, viriisiin
reseptoriine baglanmasinda ve membran fiizyonunda rol oynamaktadir. S proteini S1 ve S2

ad1 verilen iki alt birimden olusur. S proteini viriis partikiiliiniin yiizeyinde ekspresse edilen



bir proteindir. S1 alt iinitesi bir amino sonlanma bdlgesi ve bir reseptor baglanma bolgesi
(Receptor Binding Domain (RBD)) igerir [31]. RBD, hedef hiicredeki Angiotensin
Converting Enzyme (ACE2)’ye baglanir ve enfeksiyon prosesi baslar. RBD ve ACE2
etkilesimi Sars-Cov2 virionunun endositozisini tetikler ve endozomal proteazlar aktiflesir.
S2 alt iinitesinde ise fiizyon peptid bolgesi (FP) iki adet 7°1i tekrarlayan bolge iceren HR1
ve HR2 olarak adlandirilan alt {initelerinden olusur. Endozom igindeki viriisiin S1 alt tinitesi
kesilip, ayrilirken S2’nin HR1 (Heptad Repeat 1) ve HR2 bolgeleri biraraya gelerek konagin
membraniyla fiizyon olusturur [31]. Daha sonra virion konagin sitoplazmasina genetik
materyalini birakir. Sars-Cov-2 RBD’si Sars-Cov RBD’si ile %72’lik benzerlik
gostermektedir. Ancak Sars-Cov2 RBD’sinin Sars-Cov RBD’sine gore ACE2’ye baglanma
affinitesinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Viral genom konak hiicrenin
sitoplazmasina birakildiktan sonra viral proteinlerin iiretimi ve replikyon baslamaktadir.
Uretilen proteinler Endoplazmik Retikulum-Golgi ara kompartmanma (endoplasmic
reticulum-Golgi intermediate compartment (ERGIC)) gonderilerek viriis partikiili
birlestirilmekte ve endozomal kese i¢inde hiicre ylizeyine tasinarak yeni olusan viriis

partikiilleri hiicreden uzaklasmaktadir [32] (Sekil 2.2).

Sars-Cov2 virust

Endoplazmik =
Retikulum

TMPRSS2 tarafindan S proteininin
c

o
Trans-Golgi Agi

Hucrenin normal biyosentetik

Sekil 2.2. Sars-Cov2 viriisiiniin hiicreye giris ve hiicreden ¢ikis mekanizmalari [33]

ACEZ2; Renin-Anjiyotensin-Aldesteron -Sistemi (RAAS) iiyesidir. Bu enzim kan basimnci ve sivi
dengesinden sorumludur. Akcigerde 6nemli goreve sahip bu enzim vazodilitasyonu inhibe ederek,
vaskiiler permeabiliteyi artirir. ACE2’ nin gastrointestinal sistemde bagka bir goérevi ise bagirsak

ekolojisi veya lokal innate immiin yamtin regiilasyonuna etki gostermesidir. ACE2’yi ekspresse



eden ¢esitli organlar vardir ve ACE2 sirkiilasyonda da bulunmaktadir. Akciger, kalp, bobrek, beyin
hiicreleri, enterositler, keratinositler, alveolar makrofajlar ACE2 ekspresse etmektedir [11].
Canlilarin yasami boyunca ACE2 ekspresyonu degisiklikler gosterirken; hastaliklara (hipertansiyon,
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar) gore de ekspresyon diizeyi degismektedir. Fakat Sars-Cov2
enfeksiyonunun siddetiyle ACE2 ekspresyon diizeyinin korelasyonunu gosteren caligmalar halen

kesin sonuglar verememektedir [11].

M proteini, koronavirtislerin zarf proteinidir. Viral hiicre i¢i dengenin saglanmasinda rol oynar [34].
E proteini, koronaviriislerin en kii¢iik proteinidir. Viriisiin tiretiminde, maturasyonunda ve
tomurcuklanarak konak hiicreden ayrilmasinda rol alan viriilans faktordiir. Ayrica konak hiicre
inflamazomunun olusumunu da tetiklemektedir. N proteini, konak hiicrenin endoplazmik retikulum-
Golgi aygiti ¢evresinde lokalize olan viral RNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunun

diizenlenmesinde rol alan virtilans faktordiir [34].

Sars-Cov2 yaklasik 30000 bazlik RNA genomuna sahiptir. Genomunda, genomun en biiyiik
pargasini olusturan yaklasik 20000 bazlik acik okuma cergeveleri (Open Reading Frame (ORF))
olarak adlandirilan genler olusturmaktadir. ORF’lerde durdurucu kodonlar bulunmamaktadir ve 16
gen tarafindan 27 yapisal olmayan protein (non-structure protein (nsp)) kodlanmaktadir.
Koronaviriislere ait olan kaygan RNA dizisi (frame shift) sayesinde viriislere 6zgii bir okuma
mekanizmast bulunmaktadir. Ribozomda RNA polimeraz nspl’den nspl0’ a kadar durmadan
ilerlerken RNA polimeraz; RNA’min bu kaygan dizisine geldiginde durup, ancak tekrar geriye
gittiginde ilerleyebilmektedir. Bu yontemle farkl bir okuma stratejisi kullanilmaktadir. Genomun 3’
ucunda bulunan ORF3 ve ORF10 genleri spike proteinin de i¢inde bulundugu yapisal ve aksesuar
proteinleri kodlamaktadir. ORF4 geni E proteinini, ORF5 geni M proteinini, ORF9 geni ise N
proteinini kodlamaktadir [35]. 3’ ugta bulunan bu genlerin RNA okumalari 3” yonden 5° yone dogru
yani ters yonde olmaktadir ve okuma sonunda negatif polariteli bir RNA ortaya ¢ikmaktadir. Bu
negatif polariteli RNA, RNA-bagimli RNA polimeraz (RARp) enzimi sayesinde pozitif polariteli
RNA’ya doniistiirtilmesi gerekmektedir ¢iinkii insan RNA polimerazlart sadece pozitif polariteli
RNA’lar okuyarak protein tiretebilmektedir [36].

2.4. Viriis-Konak interaksiyonunun Baslangici

Alveolar epitelyal tip 2 hiicreler tim ACE2 ekspresse eden hiicrelerin %83’iinii igerir ve diger

respiratuar viriislerin 6rnegin influenzanin akcigerde neden bu kadar hasar yaptigini agiklar. Akut



akciger hasar1 innate immiin yanitla tetiklenir [38]. Alveolar endotelyal hiicreler ve makrofajlar
Pattern Recognition Receptors (PRR)’leri aracihigiyla viriise ait Pathogen-Associated Molecular
Patterns (PAMP)’lar1 tanir. Thy polarizasyonu iliskili proinflamatuar sitokin ve kemokinlerin
sentezlenmesine neden olur [38]. Uretilen Tip 1 interferonlar (IFN) ve IFN-stimiile genler immiin
sistem regiilasyonunda olduk¢a 6nemlidir. Diger innate komponentler Natural Killer (NK hiicreler),
kompleman ve koagliitinasyon sistem, dogal antikorlar, diger sitokinler Sars-Cov2 immiin yamtinda
gorev almaktadirlar. T ve B hiicrelerin rol aldig1 adaptif immiin yanit, semptomlardan yaklasik 1

hafta sonra gelismektedir [37].
2.5. Konak immiin Sisteminin Sars-Cov2 Viriisiine Cevabi

Virdisiin taninmasindan, viriise kars1 verilen immiin yanitin son asamasina kadar konaga ait pek ¢ok
molekiil ve hiicre viriis elimiinasyonu i¢in savasmaktadir. Bu savas sonunda viriise kars1 istenen
yanitin yaninda bir de istenmeyen yanitlar da ortaya ¢ikmaktadir. Sars-Cov2 enfeksiyonunda en gok
karsilagilagilan bu durum bir immiin disregiilasyon durumudur. Konak immiin yaniti hem innate

immiin yamtla hem de adaptif immiin yanitla viriise kars1 koymaya ¢alismaktadir.
2.5.1. Innate immiin yanit

Konak immiin sistemi, PRR’ler ile viriise ait PAMP’lar1 ve 6zellikle hiicresel stres veya hiicresel
hasar sonucu ortaya ¢tkan DAMP (Danger/Damage Associated Molecular Pattern)’lar1 tantyarak
immiin yaniti baglatir. PRR’ler 6zellikle Toll-like reseptorler (TLR), RIG like reseptorler (RLR),
Nod like reseptorler (NLR), C-tip lektin like reseptorler ve sitoplazmada bulunan viriise ait DNA,
RNA gibi serbest molekiilleri taniyan cGAS (cyclic GMP-AMP synthase), IFI16 (Gamma-
interferon-inducible protein 16), STING (Stimulator of interferon gene), DAI (DNA-dependent
activator of IFN-regulatory factor) gibi reseptdrlerdir. Koronaviriis enfeksiyonlarinda 6zellikle viral
ssSRNA genomunu tantyan TLR7 ve TLR8 ile viral genomunu tantyan RIG-I/MDA-5 (melanoma
differentiation-associated protein 5) 6nemlidir. Koronaviriislerin TLR7 ile taninmast; hiicre i¢inde
MYD88 (Myeloid differentiation primary response 88), MAVS (mitochondrial antiviral-signaling
protein) gibi adaptor molekiillerin aktivasyonunu ve IRF7/8 gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktiflesmesini ve bunun sonucunda da IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin, IFN-a ve
IFN-B gibi Tip 1 Interferonlarm (IFN), IFN-Ai4 gibi Tip Il Interferonlarin olusumunu
tetiklemektedir [39]. TLR7 X-linked bir gen tarafindan kodlanmaktadir ve cinsiyet farkhiligmin bu

genin ifadelenmesindeki 6nemini bildiren galigmalar bulunmaktadir. TLR7 kadimlarda daha iyi



ifadelenmektedir [40]. Bu durum COVID-19 vakalarindaki cinsiyet farkliiginin hastaligin seyri ve
siddeti lizerindeki etkisini agiklamaya yardimer olabilmektedir. NLRP3’{in (NOD-, LRR-and pyrin
domain-containing protein  3) indiikklenmesiyle de ILIP, iL-18 gibi COVID-19’un
immiinopatogenezinde 6nemli olan pro-inflamatuar sitokinlerin tiretilmesini saglayan pro-kaspazl
aktive olmaktadir. Daha sonra aktive pro-kaspazl oncii formda iiretilen IL1p, IL-18’1 aktive eden
effektor kaspaz1’e doniisiir. Bu sirada inflamasyonun diger mediyatorleri olan IL-6, timér nekrozis
faktor (TNF), prostaglandinler ve Ilokotrienlerin tiretimi tetiklenir. Aktiflestiren NLRP3

inflamazomu ayrica enfekte hiicrenin piroptozuna da neden olmaktadir [41,42].

PRR aktivasyonuyla konak hiicrede, hiicre i¢i sinyal yolaklar1 aktifleserek sitokin sentezi
yapilmastyla baglayan innate immiin yant baslar. Tip | ve Tip Ill interferonlar ile TNF-o, IL-6, iL-
1, IL-18 iiretilen 6nemli sitokinlerdir. Bu sitokinler hedef hiicrelere karsi antiviral yanitlart

baslatmakla birlikte ayn1 zamanda edinsel immiin yanitin da tetiklenmesine de neden olmaktadirlar.
2.5.2. Adaptif immiin yanit

CD4+ T hiicreleri, B hiicrelerinin antikor iiretmelerine yardimci olmakta ve diger immiin
hiicrelerinin yamtlari1 yonetmektedir. Buna karsihk CD8+ T hiicreler ise enfekte hiicreleri
oldiirerek, viral yayihmi engellemektedir. Sars-Cov2 enfeksiyonunda ise T hiicreleri bu koruyucu
yanitlarina kargin immiindisregiilasyona bagli gelisen immiinopatolojilerden de sorumludurlar. Yine
Sars-Cov ile yapilan arastirmalar 151¢inda T hiicrelerin viriise karst gelistirdigi immiin yamt
anlagilmaya calisilmugtir. Sars-Cov enfeksiyonlarinda bildirilen lenfopeniye orta ve ciddi siddette
seyreden COVID-19 hastalarindaki CD4+ T hiicre ve CD8+ T hiicre sayilarmin da disiikliigiiniin
de eslik ediyor olmasi bu iki salginda da benzer durumlarin yasandigma isaret etmektedir. Ozellikle
diisiik CD8+ T hiicre orani bildirilen yogun bakim ihtiyaci olan COVID-19 hastalarinda hastaligin
siddeti ve mortalitesi ile lenfopenin iliskisi bulunmaktadir [43-46]. IFN-I ve TNFo’nin T hiicrelerin
lenfoid organlarda alikonmasim saglayarak kana gegisini engelledikleri daha 6nceki ¢alismalarda
gosterilmistir [47,48]. Bu bilgilerle IL-6’nin Fas/FasL gibi aktivasyon indiiklii hiicre 6liimlerinin
COVID-19 hastalarmin lenfoid organlarinda gosterilmesi [49,50], lenfopeninin nedenleri arasinda

olabilmektedir.

COVID-19’dan iyilesen hastalarda yapilan ¢aligmalarda CD4+ T hiicrelerinin diizeyinin CD8+ T
hiicre diizeyine gore artt1g1; GranzimA, GranzimB ve perforin gibi molekiillerin ekspresyonlarmin

dustiigi gosterilmektedir [51]. Bu bilgilere dayanarak Sars-Cov2 enfeksiyonunda hastaligin
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immiinopatolojisinde sitotoksik etki gdsteren CD8+ T hiicrelerinin yogun rol oynadigi iyilesme
goriildiigiinde sitotoksik etkinin yerini CD4+ T hiicrelerine biraktigi, CD4+ T hiicrelerinin aktive
olmasi sonucunda da humoral immiin yanitin devreye girdigi hatta nétrolizan antikorlarm
iiretilebildigi, virtisle tekrar karsilasildiginda da koruyucu immiinitenin ortaya ¢ikabilecegi miimkiin

gortinmektedir [52].

Sars-Cov2 enfeksiyonlarinda tetiklenen humoral immiin yanit sonucunda ortaya ¢ikan viriis spesifik
IgM, IgG, IgA ve nétrolizan IgG yapisindaki antikorlar ve kinetikleri gosterilmistir [53]. Yapilan bir
calismada antikorlarin serokonversiyon giinleri belirtilmistir. Bu ¢alismaya gore ilk semptomdan
yaklasik 10 giin sonra IgA, ilk semptomdan 5 giin sonra ise IgM ve IgG’nin pozitif olduklar
bildirilmektedir [54]. Aym c¢alismada agir COVID-19 hastalarinda; hastah@in agir seyirli
olmayanlarina gore artmis IgA ve IgG diizeyleri rapor edilmektedir [55]. Sars-Cov2’ye karsi gelisen
humoral immiin yamtta en can alict konu hafiza B hiicre yanitinin 6mriidiir. Sars-Cov2’nin
serokonversiyonu siiphesiz etkili T hiicre yanitina baghdir. Affinite maturasyonunun, sinif
doniigitimiiniin 6nemli elemani olan T hiicrelerinin Sars-Cov2 enfeksiyonlarinda rollerini gosteren

bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
2.6. COVID-19 Laboratuvar Bulgular1 ve Prognoz

Genellikle hastaligin erken sathalarinda non-spesifik semptomlar olarak adlandirilan 6kstirtik ve ates

goriilebilmektedir. Bu durumda hastalarin hematolojik bulgulari normal seyredebilmektedir [55].

Hastalikta ortalama periferik kan 1okositleri diizeyi 4,5-11,0 x10°/L, lenfosit diizeyi 1,3-4,5 x10%/L
olarak bildirilmektedir [56,57]. Bununla birlikte siddetlenen COVID-19 hastahginda ozellikle
nétrofil sayis1 artma egilimindedir (>10 000/mm?), diismiis T lenfosit (<1500 hiicre mm®) (6zellikle
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerin diisiikliigii) hafif seyreden olgularda bile bildirilmistir [56,57].
Enfeksiyonun erken fazinda viral klarens icin iiretilen Tip 1 Interferonlar tarafindan viral
replikasyonu engellemek i¢in 6nemli belirte¢ olsa da T hiicre yorgunlugu, sitokin firtinast gibi
durumlara da neden oldugu bildirilmektedir. Enfekte hastalarin ¢ogunda (hastaligin siddetli
seyredenleri harig); CD4+ T hiicrelerinin (6zellikle Thi) yanitlarinin CD8+ T hiicreler tizerinde
baskin rol iistlendigi gosterilmistir [58]. Ayrica hastaligin hafif seyredenlerde agir seyredenlere
kiyasla effektor ve merkezi hafiza T hiicrelerinin daha iyi gelismesi ve hafiza T hiicrelerinin
olusumunun iyilesme ile korelasyonu gosterilmistir [59]. Orta ve siddetli COVID-19’da periferik T

hiicre kaybinin birgok nedeni oldugu gosterilmekte ve inflamatuar sitokin ortaminin lenfositlerin
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vaskiiler duvara dogrudan baglanmasinin énemli oldugu vurgulanmaktadir [60]. Sitokin firtinasi
COVID-19 hastaliginin laboratuvar bulgularim biiyiik dl¢lide etkilemektedir ve bazi sitokinlerin
diizeyi hastalik i¢in biyobelirte¢ olabilmektedir. IL-6 (> 40pg/ml), plazma C-reaktif protein (CRP)
(> 10 mg/ml), Prokalsitonin (PCT) (>0,5 ng/ml) ve serum Ferritinin (> 300 ng/ml)’in yiikselen
diizeyleri 6zellikle ARDS gelisimiyle iliskilendirilmistir [61,62]. IL-6’m artan diizeyi &liimle
iligkilendirilmis ve hastaneye yatis ihtiyaci olan hastalarda; yatis boyunca artan diizeyi hayatta kalma
riskiyle korele bulunmustur. Bununla birlikte serum CRP, Prokalsitonin ve Ferritinin zayif
prognostik faktorler olduklar1 gosterilmistir. Sars-Cov2 diger sistemik koagiilopatilere (DIC

(Disseminated intravascular coagulation) veya trombotik mikroanjiyopati) neden olmaktadir [63].
2.7. COVID-19’un immiinopatogenezi

COVID-19 hastalarinda goriilen lenfopeninin yasa ve komorbiteye bagl olabilecegi diisiiniilse de
immiin sistemin Sars-Cov2 enfeksiyonu boyunca baskilanmasi miimkiin olabilecegi de
distiniilmektedir. Yapilan immiinohistokimyasal analizlerde Sars-Cov2’nin, sekonder lenfoid
organlart direkt infekte ettigi ve hiicre liimlerine neden oldugu goriilmiistiir. Sars-Cov2 enfeksiyonu
lenf folikiil deplesyonu, dalak nodiil atrofisi, histiosit hiperplazisi ve lenfosit deplesyonu gibi ciddi
doku ve hiicre hasarlarma da neden olmaktadir [64]. Sars-Cov2 ile enfekte hastalarin saglikl
bireylerle karsilastirildiklarinda %80’ inde lenfopeni ve artmis nétrofil/lenfosit orani bildirilmektedir
[65]. Sars-Cov’un neden oldugu pulmoner lezyonlarin histopatolojik incelemelerinde sadece 6dem
ve inflamatuar hiicre infiltrasyonlar1 gibi non-spesifik inflamatuar yanitlar degil, ciddi alveolar
epitelyal hiicre dokiintiileri, alveolar septal genislemesi, alveolar septa hasari da gézlenmektedir [66].
(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Sars-Cov2 Immiinopatogenezi [67]

Sars-Cov  enfeksiyonlart nekrozis, infiltrasyon ve hiperplazilere neden olmaktadir.
Koronaviriislerin en patolojik etkisi pulmoner interstitiyal arteriyal duvarlarinda inflamatuar

yanitlara bagl gelisen hasarlardir [68].

Solunum yolu epitel hiicrelerinde viral replikasyon, virlise bagli piroptoza da neden
olabilmektedir. IL-1pB, piroptoza neden olan énemli bir sitokindir ve Sars-Cov2 enfeksiyonu

boyunca oldukga yogun goriilmektedir [41,42].

Sitokin Iliskili Sendromlar (cytokine release syndrome (CRS)), Kontrolsiiz sistemik inflamasyona
ve makrofaj, DH, NK, T ve B hiicrelerinin uzun siiren aktivasyonuyla karakterizedir. CRS’de,
yiiksek diizeyde TNFa, IL-1pB, IL-6, IL-12, iL-18, IL-33, IFNy gibi proinflamatuar sitokinlerin
yaminda CCL2, CCL3, CCLS5, CXCLS8, CXCL9, CXCL10 gibi kemokinlerin ytiksekligi de s6z
konusudur. Sars-Cov2’nin sistokin firtinasimin olusumuna katkis1 birkag mekanizma ile
agiklanmaktadir [69]. Sars-Cov2’de de viral proteinlerin PRR’ler ile interaksiyonu asiri immiin
yanitin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir [70,71]. Sars-Cov2’nin hiicrelere giris icin ACE2
reseptoriine ihtiyag duymast da sitokin firtinasimin ortaya c¢ikisinda 6nemli bir etken
olabilmektedir. Viriis, ACE2’ye baglandiginda endositozla hiicre i¢ine alinmaktadir. ACE2,
Anjiyotensin II'nin (AIl) sirkiilasyonda artisina neden olan bir enzimdir [72,73]. All’nin artan
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diizeyi inflamatuar siireci baglatmakta iken bu siirece PAMP-PRR interaksiyonu ve sinyal
yolaklarinin aktivasyonu da dahil olmaktadir. Kuba ve arkadaslari anjiyotensin 1l (All) reseptor
blokerlerinin Sars-Cov2 enfeksiyonunda ARDS gelisimin azaltabilecegini gostermislerdir ve bu

yolagin koronaviriis enfeksiyonundaki 6nemini vurgulamiglardir [74].

2.8. COVID-19’da Hiicre Oliimleri

Hiicre oliimii hasar gérmiis veya enfekte hiicrelerin yerine daha saglikli olanlarin gelmesi
icin ortaya c¢ikan siiregtir. Programlanmis hiicre oOliimleri ii¢ ana mekanizma ile
karakterizedir: (1) Apopitoz, (2) Piroptoz, (3) Nekroptoz. Enerji bagimli bu mekanizmalar

birgok molekiiler yolak ve diizenleyici genleri igine almaktadir [75].

2.8.1. Apopitoz

Doku homeostazisi i¢in merkezi rol oynayan apopitoz, birgok molekiiliin de katildig:
yolaklarla fizyolojik veya patolojik olaylarda rol oynamaktadir [75]. Programlanmis hiicre
oliimleri arasinda en sik goriilen 6liim mekanizmasidir. Apopitozun morfolojik degisiklikleri
hiicrenin kiiglilmesi, kromatinin yogunlagmasi ve par¢alanmasi, apopitotik cisimciklerin
olusmasi ile karakterize edilir. Aslinda apopitoz fizyolojik ve patolojik olaylarda hiicresel
dengenin korunmasi i¢in énemli bir mekanizmadir [76,77]. Intrinsik ve ekstrinsik olarak iki
yolakla aktive olmaktadir. Ekstrinsik yolagi TNF ailesi tiyeleri olan 6liim reseptorii olarak
bilinen reseptorler tetiklerken; intrinsik yolakta tetikleyici unsur mitokondriyel yolaktir [78].
Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1) ve kaspaz 9 interaksiyonuna “apopitozom”
ad1 verilmektedir ki bu kompleks kaspaz 3,6 ve 7’yi aktive etmektedir [79]. Intrinsik veya
mitokondriyel yolak ise DNA hasar1 gibi faktorlerle stimiile edilmekte ve bu durum
mitokondri membran permeabilizasyonunu etkileyerek sitokrom ¢’nin (Cyt c) sitoplazmaya
salinimina neden olmaktadir [80]. Apopitozun disregiilasyonu, g¢esitli hastaliklarla
iliskilendirilir. Viral enfeksiyon siirecinde de apopitoz goriilmektedir. Aslinda apopitoz,
enfekte hiicrelerinin 6liim mekanizmasi oldugu icin yararli bir mekanizmadir fakat viriis
evazyonunda bu mekanizmay1 kullanabilmekte ve hatta konak apopitoz mekanizmalarini
inhibe edebilmektedir. Virlis, evazyon mekanizmast olarak aslinda immiin yanit
hiicrelerinde apopitozu indiikleyerek, immiin yanittan kagmaktadir. Sonu¢ olarak viriisler
apopitoz ile oliim ve inflamatuar bir ¢evre yaratmakta ve bu durum aslinda konak ig¢in

apopitoz mekanizmasinin iki ucu keskin bigak oldugunu ortaya koymaktadir. Viriisler 6liim
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reseptorlerini ve ligandlarinin ekspresyonunu artirmaya egilimlidirler bu yolla reseptor
aracilt apopitoza hiicreyi, dokuyu, organizmayi hazirlamaktadirlar. Her viriise 06zgii
kullanilan farkli apopitotik yolak ve molekiilleri vardir [81]. Mers-Cov ise alveolar
hiicrelerin  apopitozunu indiiklemektedir. Alveolar hiicrelerin 6liimiiyle baglayan
inflamasyon yayilarak alveolar yiizeyde genis capta hasar ortaya ¢ikarmaktadir [82]. Mers-
Cov ayrica T hiicrelerini de enfekte etmektedir ve intrinsik, ekstrinsik hiicre 6liim yolaklarini
tetiklemektedir bu durum Mers-Cov enfeksiyonunda goriilen 6liim oraninin Sar-Cov ve
Sars-Cov2’ye gore daha fazla olmasinin nedenini agiklamaktadir [83]. Viriisler sadece viral
partikiilleri serbest birakmak i¢in konak hiicre apopitozunu tesvik etmekle kalmaz, bazi
durumlarda replikasyonlar1 i¢in hiicrelerin tiim olanaklarini kullanmak amaciyla cesitli
inhibisyon mekanizmalarini indiiklerler. Dolayisiyla konak hiicreler viriis replikasyonunu
durdurmak i¢in apopitozu tesvik etse de viriisler bu siireci engellemek icin 6rnegin 6lim
reseptorlerinin ortologlarini ifade ederek veya konak hiicre 6liim sinyallerini antagonize
ederek proteinlerini kodlayacak mekanizmalar gelistirirler. Elbette Sars-Cov2 viriisiiniin de

hiicre apopitozunu etkileyecek stratejileri bulunmaktadir.

Apopitoz ve Sars-Cov2

Sars-Cov2 ile enfekte hasta akciger drneklerinde ve enfekte primatlarin akciger 6rneklerinde
apopitoz belirlenmistir ve ARDS ile iligkisi agiga ¢ikarilmistir [84]. Primat ¢alismalarinda
alveolar tipl ve tip2 hiicrelerinde, vaskiiler endotel hiicrelerde, makrofajlarda ve T
hiicrelerinde intrinsik ve ekstrinsik yolaklarinin Sars-Cov2 ile tetiklendigi bildirilmistir.
Solunum epitel hiicrelerinde, vaskiiler endotel hiicrelerde SARS-Cov2 ile indiiklenen
apopitoz iizerine yapilan bir dizi ¢alisma bu ortak goriiste bulusmustur [85-88]. Sars-Cov2
hayvan modelllerinde akut bobrek enfeksiyonu sirasinda renal tiibiiler hiicrelerde de
apopitoz goriilmiistiir [89]. Immiin yanit disregiilasyonu Sars-Cov2 enfeksiyonunda birgok
patolojik olaym ortaya g¢ikmasina neden olmaktadir [90,91]. Bu olaylardan biri de
lenfopenidir. Apopitozunun lenfopeni nedeni olabilecegini gosteren iki calismada azalmis
CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde [49] FasL’in ekspresyonlarinin arttign [50] agir seyirli
hastalarda gosterilmistir. Ayn1 zamanda apopitoz iliskili kaspazlarin aktivasyonu [92]
COVID-19’un agir seyrettigi hastalarin T hiicrelerinde goriilmiistiir. Cyt ¢ saliniminin eslik
ettigi diizensiz sekiller ve tamamlanmamus kristalara sahip islevsiz mitokondri, hastalarin T

hiicrelerinde tespit edilmistir [93]. Ayrica COVID-19'un lenf nodundaki (LN'ler) B
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hiicrelerinde yilizey FasL ekspresyonu, Sars-Cov2 tarafindan indiiklenen B hiicre

apopitozunu kanitlamaktadir [94].

Yapilan ¢alismalar makrofajlar ve dendritik hiicrelerde hasarli mitokondri ve kaspaz 3
aktivasyonuna bagimli apopitozusu gdstermis ve bu hastalarda anti-IFNy yanitin etkili
oldugu vurgulanmis [95] ve IFNy indiiklii kaspaz8 aracili makrafoj hiicre &liimii
gosterilmistir [96]. Ayrica viral enfeksiyonlar sirasinda Tip 1 IFN (IFNo ve IFNP) sekrete
ettigini bildigimiz pDH’lerin [97], agir seyirli COVID-19 hastalarinda diizeyi diismektedir.

Sars-Cov2 Tarafindan Konak Apopitozunun Inhibisyonu

Sars-Cov2'nin erken asamada replikasyon igin yeterli zaman ve yer elde etmek amaciyla
eliminasyondan kag¢inmak igin apopitoz inhibisyonunu kullanacagi diisiincesi de ortaya
atilmistir. Bu baglamda yapilan ¢aligmalarda Sars-Cov2’nin, hiicre 6liim mekanizmalarinin
diizenleyici molekiilleri olan hiicresel FAAD (Fas-associated death domain protein) benzeri
IL-1 déniistiiriicii enzim inhibitdr proteininin (cFLIP) up regiilasyonuna direkt veya indirekt
olarak miidahale ettigi gosterilmistir [98]. cFLIP, Kaspaz8/10’u baskilayan bir proteindir.
Sars-Cov2 enfeksiyonunun baglangicinda miRNA-155'in  yukar1  regiilasyonunun
goriilmesinin, c-FLIP’i aktive eden forkhead transkripsiyon faktorii O 3a'nin (FoXO3a)
ekspresyonunu azalttig1 rapor edilmistir [99]. Ayrica NFKB (Nuclear Factor kappa) yolagi
tizerinden bazi apopitotik inhibitér molekiillerinin (cFLIP, XIAP ve Bcl2) iretimini de
saglamaktadir. Sars-Cov2 enfeksiyonu aninda NFKB’ nin aktive oldugu bilgisiyle [90,100]
bu molekiillerin de beraberinde tiretiliyor olmasi miimkiindiir. Ayrica Sars-Cov2’nin nsp13
ve ORF9 proteinlerinin NFK yolagiyla interaksiyon kurdugunu gosteren proteomiks
caligmas1 [101] Sars-Cov2’nin hiicrelerin  apopitoz mekanzimalarina miidahale

edebileceginin gostergesidir.

Sars-Cov2 Tarafindan Konak Apopitozunun Indiiksiyonu

Sars-Cov ORF3a'nin dnceki bulgularina benzer sekilde [102,103] Sars-Cov2 ORF3a’nin da
apopitozdan sorumlu olan ve viriis salinimini tesvik eden hiicre i¢i homeostazi bozmak igin
hiicre zarinda bir iyon kanali olusturma yetenegine sahip virioporin olarak tanimlanmaktadir
[104,105]. Baska bir ¢alisma, Sars-Cov2 ORF3a'nin ekstrinsik yolak i¢in kaspaz8'i dogrudan
kesip, aktive ederek ve BID (BH3 interacting-domain) araciligiyla intrinsik yolu aktive
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ederek, sitokrom c salimimina ve kaspaz9 aktivasyonuna yol agarak apopitozu etkili bir
sekilde indiikleyebilecegini gostermistir [106]. Hiicre hatlariyla yapilan bir ¢alismada ise
TNFa regiilasyonu ve TNFa indiiklii apopitozun ortaya ¢ikmasinda Sars-Cov2 proteini olan
ORF7b’nin etkisi gosterilmistir [107]. Ayrica yapisal protein olan E proteininin bir iyon
kanali gibi davranarak apopitozu indiikledigi [108] ve yine yapisal bir protein olan M
proteininin hem bir pro-apopitotik protein olan BOK u (Bcl-2-related ovarian killer) inhibe
ederek [109], FasL’1n hiicre yiizeyinde ekspresyonunu artirarak ekstrinsik apoppitozu tesvik
ettigi [110] gosterilmistir. Normal hiicre kosullarinda apopitoz da bir denge halindedir ve bu
denge mekanizmalarinda ¢esitli molekiiller rol oynamaktadir. Bu molekiillerden biri de
apopitoz inhibitdr ailesi tiyesi olan SVN’dir. SVN, anti-apopitotik molekiil olmasi yaninda

hiicre boliinmesinde etkilidir.

Apopitozda Survivin

BIRCS olarak da bilinen SVN, evrimsel siiregte korunmus karyotik proteinlerden birisidir.
Hiicre boliinmesinde rol almaktadir ve hiicre Sliimlerini inhibe etmektedir. Ozellikle
prolifere olan hiicrelerde ekspresse edilmektedir bu nedenle kanser hiicrelerinde iyi

tanimlanmis ve onko-terapotik yaklagimlara konu olmustur.

SVN, embriyonik ve fetal organlarda yaygin olarak ifade edilir [111]. Yetiskinlerde SVN
kemik iligi kok hiicrelerinin, timositlerin [112] olusumuna Kkatilir ve eritrositlerin
farklilagsmasinda rol oynar [113]. SVN ayrica 16kositlerin farklilasmas1 ve DH’lerin hayatta
kalmasi ve olgunlasmasi i¢in de gereklidir [114]. Organ rejenerasyonunda da rol oynar ve

epitelyal hiicre proliferasyonunu destekler (Sekil 2.4) [115].
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Sekil 2.4. SVN’nin molekiiler mekanizmalar1 [123]

SVN, apopitoz inhibitdrii protein ailesinin (IAP) en kiigiik tiyesidir. Bu proteinler hiicre
mitozunun regiilasyonunda ve apopitoz inhibisyonunda énemli bir rol oynar. 1997 yilinda
Ambrosini, insan 17. kromozomunda (q25) bulunan SVN genini klonlamistir [117]. Bu gen
147 kb uzunlugundadir ve dort ekzonu, bes intronu bulunmaktadir. Insan SVN'si 142 amino
asit iceren 16,5-kDa'lik bir proteindir. SVN iki fonksiyonel domain igerir: (1) N-
terminalinde Baculoviral IAP tekrar1 (BIR) (100 aa) (2) C-terminalinde bir a-sarmal (42 aa).
Hem BIR hem de a-helikal bolgeler mitozun regiilasyonda rol oynar. Buna karsilik, apopitoz
diizenleme bolgesi sadece BIR'i igerir [118]. SVN ¢ekirdekte, sitoplazmada, mitokondride,
eksozomlarda, hiicre zariin dis yiizeyinde ve hiicre disi matriks i¢inde bulunur. SVN'nin
coklu islevleri arasinda asetilasyon, ubikitinasyon ve ozellikle fosforilasyon da dahil olmak
tizere kapsamli posttranslasyonel modifikasyonlar yer almaktadir [118]. SVN ile aktive olan
hiicre mitozu ¢ekirdekte gerceklesir ve bu siiregc SVN'nin fosforilasyonuna baglidir. Niikleer
SVN'nin Ser20, Thr34 ve Thr48'de fosforilasyonu; mitoz boliinme, hiicre proliferasyonu ve
hiicre canlilig1 i¢in gerekli olan dogru kromozom hizalanmasimi saglar. SVN Aurora-B
kinaz, INCENP (Inner centromere protein) ve Borealin ile birlikte Thrll7'sinde

fosforillendiginde kromozomal/mikrotiibiil baglanmasini ve sitokinezi diizenler [119].

SVN’nin, 89-130. rezidiilerinin asetilasyonu SVN dimerizasyonunu ve niikleer
translokasyonuna neden olmaktadir. SVN’nin 99-142. rezidiisii ise mikrotiibiiller ile
etkilesime girmektedir. SVN’nin Lys63'teki ubikitinasyonu, mikrotiibiillerin dinamik

iliskisini kontrol ederek kromozom hizalanmasini diizenler [123].
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SVN’nin ayn1 zamanda apopitoz ile iligkili amino rezidiisii bulunmaktadir. Ser20, XIAP’ye
baglanir. Thr34 ise sitokrom c salinimini antagonize eder [121]. Tiimor olusumu igin niikkleer
SVN’nin rol aldigi ¢esitli mekanizmalar vardir. Cok sayida ¢alisma, niikleer SVN'nin kanser
hiicrelerinde goriilen kirilmis DNA c¢ift iplik¢iklerinin onarimini DNA bagimli protein kinaz
(DNA-PKCs) [122] alt birimi ve Ku70 (DNA onarim alt birim proteini) (123) ile
interaksiyon kurarak destekledigini, poli ADP-riboz polimeraz (PARP) aktivasyonunu
azaltarak DNA hasarim disiirdiigiinii [124] gOstermistir. Sonug olarak, kromozomal
aberasyonlar1 artip, SVN'yi asir1 eksprese ederek apopitozunu azaltan hiicre, timor
hiicrelerine dontisiir [125]. Kanserle iliskisi iizerinde oldukg¢a ¢aligma bulunan SVN’nin

ayrica kanser hastalarinda kemoterapiye karsi direnci artirdigi da bilinmektedir [126].

Mitokondriyal SVN ise apopitoz indiikleyici proteinlere baglanarak apopitozu inhibe eder.
Apopitozu indiikleyen iki protein, Cyt-c (sitokrom C) ve SMAC (second mitochondria-
derived activator of caspase) apopitozom kompleksinin olusumuna katilirlar [127]. Bu
durum pro-kaspaz9'u aktive eder [128]. Mitokondriyal SVN’nin Thr34'ten fosforilasyonu,
Cyt-c'nin salinimini antagonize eder. Ek olarak, Leu64,87 ve Asp70,71 fosforilasyonu ise
apopitozom kompleksinin olusumunu engeller [118,119,129]. Ayrica SVN, kaspaz bagimsiz
yolaginda AIF (apoptosis-inducing factor)’e baglanarak apopitozu inhibe eder [119].
SVN’nin Thr48'deki fosforilasyonu anti-apopitotik fonksiyonu igin kritik 6neme sahiptir
[126]. HSP90 (Heat shock protein 90) ve HSP60, SVN’nin 79-90 rezidiisiine baglanir ve
molekiiler saperonlar olarak hareket ederek SVN stabilitesini ve apopitoz inhibisyon

fonksiyonunu giiglendirir [129-131].

SVN, Adenomat6z polipozis koli proteini (APC) [132], retinoblastoma proteini (pRB, RB1
olarak da bilinir) [133], fosfataz ve tensin homologu (PTEN) ve doniistiiriicii bitytime faktori
B (TGFp) [134] tarafindan indirekt baskilanirken; forkhead box O3 (FOXO3) ve p53 (TP53
olarak da bilinir) [135] tarafindan dogrudan baskilanir.

Ayrica SVN; Hipoksi indiikleyici faktdr 1 (HIF1), niikleer faktor kB hiicreleri (NFxB),
sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon faktorlerinin aktivatorii (STAT) ve B-katenin dahil
olmak fizere birgok transkripsiyon faktorii tarafindan aktive edilir. Bununla birlikte STAT
transkripsiyonel faktor ailesi tarafindan regiile edilen IL-4 ve IL-6 gibi sitokinler, SVN’nin
ekspresyonunu indiiklemektedir [136].
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SVN, hiicreleri apopitotik ve otofajik 6liime karsi korur. Sitoplazma igindeki lokalizasyonu
SVN anti-apopitotik aktivitesi i¢in ¢ok 6nemlidir ¢iinkii SVN’nin niikleer lokalizasyonu bu
fonksiyonunu ortadan kaldirir [137], mitokondriyal yerlesimi bu aktiviteyi artirir [138].
Kaspaz aktivitesinin hem homodimerik hem de monomerik durumlarda SVN ekspresyonu
ile azaldigina siiphe olmasa da [139], diger [AP'lerin aksine SVN sadece tek bir BIR alanina
sahiptir ve fizyolojik konsantrasyonlarda kaspazlara baglanmaz. SVN ayrica apopitotik
proteaz aktive edici faktor 1'in (Apaf-1) mitokondriden salinmasini 6nleyebilir veya ikinci
mitokondriyal kaynakli kaspaz aktivatoriinii (Smac; Diablo olarak da bilinir) diger

IAP'lerden uzak tutabilir [140].

Homeostaz1 korumak i¢in, bazal diizeyde otofaji, kusurlu organelleri ve yanlis katlanmig
proteinleri uzaklastirmak icin c¢alisir. Besin tiikkenmesi gibi strese yanit olarak, kisa siireli
hayatta kalmay1 saglamak icin otofaji indiiklenir. Bununla birlikte, katabolik bir geri
doniisiim sistemi olarak asir1 otofaji nihayetinde bir hiicreyi oldiiriir, bu da kanser
baglaminda tiimor baskilayici bir siirectir. Protein kinaz B (AKT1 olarak da adlandirilir),
fosfoinozitid 3-kinaz (P13K) sinyal yolunu aktive eden [148] ve SVN ifadesini artiran sitokin
tedavisi otofajik 6liimii engelleyebilir [142].

SVN, kanser disinda, otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda da asir1 eksprese edilir.
Otoimmiin hastalikta, SVN ekspresyonu otoreaktif lenfositlerde apopitozu onler ve
otoantikorlarin ve sitokinlerin iiretimini artirir. Romatoid artrit (RA) [143,144], myastenia
gravis (MG) [145], multiple skleroz (MS) [146], sistemik lupus eritematozus (SLE) [147],
inflamatuar bagirsak hastaligi (IBD) [148] ve sistemik skleroz (SSc) [149] gibi otoimmiin
ve inflamatuar hastalikta yiiksek SVN diizeyleri tespit edilmistir.

Viral enfeksiyonlarda Survivin

Tiimoér dokularinda SVN  ekspresyonunun  onkoviriislerle iligkili  olabilecegi
diistintilmektedir. Bu baglamda yapilan c¢alismalar, meme kanseri ve nazofarengeal
sarkomlarda Epstein-Barr viriisii (EBV) ile SVN’nin iliskisini gostermektedir [150].
Papilloma viriis 16’ indiikledigi servikal kanser hastalarinda da SVN ekspresyonu
bildirilmektedir [151]. Ayrica 6nemli viral proteinlerin de SVN ekspresyonunu regiile ettigi
gosterilmektedir. Bunlar arasinda, Insan papilloma viriisii 16 E6 proteinlerini, EBV'nin

latent membran proteini-1’i (LPM-1), adenoviriis 2'nin E1B-55k proteinini saymak
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miimkiindiir [150]. Bu proteinler kismen p53 onkoproteinini pargalayarak ve kismen CDK4
ile kompleks olusumunu tesvik ederek, SVN ekspresyonunu regiile etmektedirler. HIV
virlisliniin bir aksesuar geni olan Vpr, SVN promotorunu dogrudan etkileyerek,
ekspresyonunu indiikler [152]. Kaposi sarkomu ile iliskili viriis olan insan herpes viriisii 8,
kodladig1 K7 proteini ile mitokondride SVN regiilasyonuna katilarak, anti-apopitotik etki
gosterir [153].

Viriislerin SVN ile etkilesimine ek olarak, hiicre i¢i hayatta kalmalarini kolaylastiran diger
anti-apopitotik mekanizmalar1 da etkiledigini biliyoruz. Fakat SVN’nin Koronaviriis

enfeksiyonlarinda hangi yonde rol aldig1 simdiye kadar tam olarak tanimlanamamuistir.

Sars-Cov2 enfeksiyonunda Survivin

COVID-19 hastaliginda SVN’nin roliinii konu alan birka¢ calisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarin ortak noktasi agir seyirli COVID-19 hastalarinda goriilen lenfopeninin
nedeninin apopitoz oldugu ve bu hasta serumlarinda SVN diizeyinin diisiik oldugu
yoniindedir. Ayrica Kahrizi ve arkadaglar1 bir c¢alismasinda SVN sinyal yolaginin
diizenlenmesindeki bozulma uzun siireli kalp hasarina yol acabilecegini bildirmislerdir. Bu
baglamda, Sars-Cov2 'nin viral replikasyonu ve immiin kagis1 desteklemek igin, SVN
diizeylerini diisiirdiigli ve kalp hasarina kars1 koruma saglayan baslica onarici siiregleri
ortadan kaldirdig: belirtilmistir [154]. Bu bilgilere bagli kalan baska bir goriis ise uzamis
COVID-19 hastaliginda ozellikle kalp semptomlari iizerinde SVN diizeyinin etkili
olabilecegi yoniindedir [155].

Sonug olarak, COVID-19 patogenezinde SVN’nin diisiik ekspresyonunu ve XIAP'nin asagi
regiilasyonu ve kaspazlarin yukar regiilasyonu gibi ilgili hedef genlerinin diizensizligi
ortaya c¢ikmaktadir. Bu yolagin diizensizliginin lenfopeninin olast nedenlerinden biri
olabilecegi goriilmektedir. Bu baglamda, COVID-19'lu hastalarda SVN’nin asag1
regiilasyonu ile lenfositlerin apopitoza direnci arasindaki korelasyon degerlendirilmis, bu da
SVN’nin ve apopitotik yolun lenfositlerin hayatta kalmasini kontrol etmedeki roliinii
gostermistir. Bu baglamda SVN ve ilgili apopitotik yolak, agir seyreden COVID-19
hastalarinda lenfopeninin olast nedenleri arasinda olabilir; ancak bu alanda daha fazla

caligma yapilmasi1 gerekmektedir.
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HIF-1a ve Survivin

Tiimo6r mikrogevresinde gozlenen hipoksik kosullar, timor anjiyogenezi, evazyon, metastaz
ve terapotik direng gibi biyolojik siirecler igin 6nemlidir [156]. Hipoksiye yanit olarak
hiicreler, dimerik bir protein kompleksi olan HIF-lo’nin ve HIF-1f'nin, HIF-1
transkripsiyon faktorii tarafindan genleri, ifadelenir [157]. Hipoksik kosullarda HIF-1’in
ekspresyonunun artmasi, hiicresel fonksiyonlarla iligskili pek ¢ok baska genin de

ifadelenmesini indiiklemektedir [158].

HIF-1a; meme, akciger ve pankreas gibi kanser tiirlerinde kanser hiicrelerinin SVN
ekspresyonunu diizenler [159,160]. Ornegin, pankreas ve meme kanseri hiicrelerinde HIF-
lo’nin susturuldugu c¢aligmalarda SVN diizeyinin 6nemli dlglide azaldigi gosterilmistir
[161]. Daha ileri ¢alismalar, HIF-la'nin dogrudan ekspresyonu aktive etmek igin SVN
promotoruna dogrudan baglandigini bildirmistir [161]. Malign lenfoma hiicrelerinde, NF-
«kB'nin, HIF-1'in aberan aktivasyonuna aracilik ettigi ve bu NF-kB/HIF-1 aksinin da SVN
tizerinde etkisi oldugu tespit edilmistir [162]. Yapilan baska bir ¢alismada adenoid kistik
karsinoma hastalarinin doku 6rneklerinde HIF-1a ve TGF-B1 ‘in SVN ile birlikte ekspresse
edildikleri gosterilmistir. Bu hastalarda SVN’nin inhibe edilmesinin HIF-1a ve TGF-B1 ‘in
ifadesinin disiikligiine neden oldugu bildirilmistir [160].

TGF-B ve Survivin

TGF-B (Transforming growth factor beta), ili¢ izoformu olan oldukga islevsel bir sitokin
olarak bilinmektedir. Bu 3 izoform: TGF-B1, TGF-p2 ve TGF-B3’tir [163]. TGF-B,
epitelyal, hematopoetik ve noronal hiicreler gibi gesitli hiicreler tarafindan inaktif formda
tiretilmektedir [164]. TGF-p siiper ailesi sinyalizasyon diizenleyicileri gesitli fizyolojik ve
patolojik birgok olaylara aracilik yaparlar [165,166]. Hiicre i¢i TGF-f sinyalizasyonundaki
bir¢cok kritik adima Smad proteinleri aracilik eder. Bununla birlikte, Smad'dan bagimsiz

sinyal iletim yolaklari1 da TGF-B1'in biyolojik aktivitelerini kontrol ederler [167,168].

TGF-B, sinyal yolak proteinleri olan Smad2 ve Smad3; tiimdr hiicrelerinin
proliferasyonunda ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar [169]. TGF-B, aslinda
hiicre apopitozunu indiikleyerek hiicre biiytimesini engelleme kabiliyeti nedeniyle bir timor

baskilayicisidir. [170]. Son yillarda, TGF-B'nin SVN’nin 6nemli negatif diizenleyicisi
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oldugu gosterilmistir [171]. Genel olarak, TGF-p sinyal yolagi, Smad2 ve 3'e baglh bir
mekanizma araciligiyla transkripsiyonel diizeyde SVN ekspresyonunu baskilamaktadir
[171]. Ayrica Rb/E2F4 baskilayici kompleksinin Rb bileseninin TGF-f tarafindan Smad3'e
bagimli bir mekanizma aracilifiyla hipofosforilasyonuna yol agtigi ve bu baskilayic
kompleksin de SVN promotoruna baglanarak, fonksiyonunu baskiladig1 baska ¢aligmalarla

gosterilmistir [172].
2.8.2. Otofaji

Hiicreler hem fizyolojik kosullar hem de hipoksi ve besin yoksunlugu gibi stres kosullar
altinda bu degisikliklere uyum saglamaya calisirlar [173]. Bu nedenle, farkli olaylar
karsisinda farkli yolaklarla otofaji mekanizmasi diizenlenir. Otofaji, hiicrelerin istenmeyen
bu ¢evre kosullarina uyum saglayabilmeleri i¢in besinleri ve organelleri geri doniistiirebilen
bir bozunma yoludur ve hiicresel bir yolaktir [174]. Ayrica otofaji, yanlis katlanmis ve uzun
omiirlii proteinleri pargalayarak, hasarli organelleri de ortadan kaldirir [175]. Ozellikle aglik,
hatali katlanmis proteinler, hasarli organeller ve inflamasyonlar gibi ¢esitli stresler altinda
hiicre otofajiyi hemen devreye sokmaktadir [176]. Otofajik yolaklarin aktivasyonu
basladiginda c¢ift lipid tabakasindan tiiretilen ve “fagofor” olarak da bilinen izolasyon
membrant olugur. Daha sonra fagofor membrani, “otofagozom” adi verilen, hedeflenen
organeli diizenlemek i¢in uzar ve kivrilir. Otofagozom olgunlastiktan sonra sonunda bir

lizozom ile birlesir [177].

"Otofaji" ilk olarak Nobel Odiillii (1974) Belgikali Biyokimyaci "Dr. Christian de Duve"
tarafindan kesfedilmis ve tanimlanmistir [178]. "Otofaji" Yunanca "autophagos (kendini

yeme)" kelimesinden tiiretilmistir.

Otofajinin aktivasyonu sirasinda, otofaji ile iligkili bircok gen (ATG (autophagy-related
genes)) otofagozomlarin olusumu, uzamasi ve fiizyonuna katilir. Genel olarak, beslenme
stresi Oncelikle bir besin dengesizligi tarafindan tetiklenir. Otofaji, beslenme achigi ve asir1
besin stresi de dahil olmak {izere beslenme stresleri tarafindan farkli yolaklarla
indiiklenebilir. Amino asitler veya enerji acligr gibi besin maddelerinin ag¢ligi, mTOR
kompleks 1 (mTORC1) [179] veya AMPK (AMP ile aktive olan proteinkinaz) sinyal yolu
araciligiyla [180] otofaji aktivasyonunu tetikler. Bununla birlikte, besin fazlaligi, 6zellikle

yiksek glikoz konsantrasyonlari da otofajiyi indiikleyebilir. Birgok durumda otofaji,



23

hiicrelerin ve organizmalarin normal fizyolojisini koruyan temel diizenleyicidir. Ancak
otofaji, agirt aktivasyonunun bir sonucu olarak hiicre 6liimiine de neden olabilir. ""Otozis"
terimi, hiicre 6liimii sirasinda biiylik miktarda otofagozom birikimi ile karakterize edilen

otofajik hiicre 6liimiinii tanimlamaktadir [181].

Otofajik mekanizmalar

Otofajinin lizozomlarla interaksiyona girme mekanizmasima gore li¢ alt tipi vardir:
makrootofaji [182], mikrootofaji [183] ve saperon aracili otofaji [184] (Sekil 2.5). Bu ii¢ alt
tip farklt molekiiler mekanizmalarla desteklenir. Ortak noktalari, pargalamak veya bozmak
icin hedefi lizozoma ydnlendirmeleridir. Mikrootofaji, sitoplazmik materyalin lizozomal
membran araciligiyla lizozomlara sokuldugu ve parcalanmanin burada meydana geldigi
mekanizmadir. Saperon aracili otofaji (chaperone-mediated autophagy (CMA), tanimlanmis
bir pentapeptit modeli (KFERQ) igeren proteinlerin pargalanmasi i¢in saperon HSC70 ve es
saperonlar araciligtyla lizozomlara dogrudan translokasyon ile karakterize edilir.
Makrootofaji, pargalanabilir igerigi sitoplazmadan tasiyan ve par¢alanma igin lizozomlara
yonlendiren otofagozom adi verilen ¢ift membranli alt hiicresel yapilarin olusumu ile
karakterize edilir. Daha sonra hiicreler bu bozunma {irlinlerini yeniden kullanir.
Makrootofajideki kilit olay, otofagozom adi verilen ve sitoplazmanin rastgele kisimlarini
cevreleyen ve tutan ya da tek tek sitozolik bilesenleri segici olarak hedef alan yeni bir
organelin, de novo olusumudur. Baslangicta, fagofor veya membran izolasyonu olarak
adlandirilan ¢ift membranli fincan seklindeki yapilar sitozolik igerigi igine alir. Bu
membranin kaynagi kimi zaman plazma membrani, kimi zaman golgi membrani, kimi
zaman da endoplazmik retikulum membrani olabilmektedir [185]. Cift membranin
genislemesi, mikrotiibiiller tarafindan taginan otofagozomun tamamlanmasiyla sona erer.
Otofagozomun lizozom ile fiizyonu, hapsedilen igerigin par¢alanmasi i¢in bir otolizozom

olusturur.
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Sekil 2.5. Otofajinin alt tipleri [193]

Molekiiler diizeyde, makrootofaji iki ana kompleks tarafindan baslatilir: (a) UNS51 benzeri
Ser/Thr kinazlar (ULK) kompleksi ve (b) fagofor birlesme bolgesine (PAS) alinan sinif 111
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI13K) [187]. ULK kompleksi ULK1/2 ailesini ve ATG13"l igerir
[188]. Beclin-1 (BECN-1) kompleksi olarak da tanimlanan PI3K kompleksi ise Vps34, p15
(VPS15), BECN-1 (ATG6) ve Barkor’u (ATG14) igerir [189] (Sekil 2.6). BECN-1, ER
membraninda lokalize olur ve anti-apopitotik dimer Bcl-2 ve Bcl-XL tarafindan diizenlenir.
Otofaji aktive edildiginde; BECN-1, Bcl-2 kompleksinden ayrilir ve Vps34 ile koordine olur
[190]. Ardindan, toplu PI13K kompleksi, fagoforun yiizeyinde toplanir [191]. Otofagozomun
uzatilmas1 ve kapatilmasindan iki ubikitin benzeri kompleks sorumludur. ilk kompleks,
Atg7'nin (autophagy related protein 7) Atg5 ile etkilesimiyle baslatilir ve bu da Atgl2'ye
kovalent olarak baglanir [192]. Bu kompleks, fagoforu uzatan Atg5-Atgl2-Atgl6
kompleksini olusturmak i¢in Atgl6 ile etkilesime girer. Atg9 ile Atg2 ve Atgl8 arasindaki
etkilesim, Trans-Golgi Ag1 arasindaki trafikten sorumludur. Atg4B, baska bir ubikitin
benzeri komplekste, mikrotiibiille iliskili protein 1 hafif zincir 34 (LC3) ayirarak, LC3-I
olusumuna yol agar [193]. Otofajik bir sinyal tizerine LC3-I; Atg7, Atg3 ve Atgl2-Atg5-
Atgl6L multimerleri tarafindan otofagozomun bir belirteci olarak kabul edilen LC3-1I
formunun olusumu i¢in bir fosfatidiletanolamin (PE)’e konjuge edilir [194]. Daha sonra,
dynein ve diger motor proteinler mikrotiibiiller boyunca otofagozomlarin tasinmasinda rol
oynar [195]. Son olarak, SNARE proteinleri (Soluble NSF Attachment Protein Receptors)
otofagozomlarla birlesen lizozomlar iizerinde toplanir ve bu durum igeriklerin

parcalanmasina olanak saglar [196].
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Sekil 2.6. Beclin-1 kompleksi [204]

Otofajik yolaklar diizenleyici molekiilleri

Memelilerde, insiilinin yoklugu kok hiicrelerin otofajik 6liimiine neden olur [198]. IGF-
1/insiilin, mTOR 1ile birlikte otofajiyi ¢esitli diizeylerde diizenler. mMTOR, mTOR sinyaline
yukari yonde etki eden proteinler tarafindan modiile edilen, otofajinin negatif bir
diizenleyicisidir. PTEN ve TSC1/2 otofajiyi indiiklerken, Akt bunu inhibe eder [199].
mTOR'un asagi1 yonlii bir efektorii olan EF-2 (Elongation factor-2) de otofajiyi modiile eder
[200]. mTOR kompleksi 1 (MTORCI) inhibitorii, TFEB'in anahtar serin rezidiilerini
fosforile ederek transkripsiyon faktorii EB'nin (TFEB) niikleer translokasyonunu indiikler
ve bu da otofaji ve lizozomal biyogenezinde yer alan genlerin ekspresyonunu aktive eder
[201]. Tumor baskilayicisi p53, otofaji ile iligkili genlerin ekspresyonunu diizenleyerek
otofajiyi modiile eder. p53, integral bir lizozomal membran proteini olan ve otofagozomlarin
birikmesine yardimcit olan hasarla diizenlenen otofaji modiilatoriiniin  (DRAM)
ekspresyonunu indiikleyerek otofajiyi tesvik eder. p53, otofaji proteinleri Atgl, Atg8 ve
DRAM'n (damage-regulated modulator of autophagy) gen diizenleyici bélgelerini baglayan
e2fl gibi kromatin yeniden sekillendirme faktorlerinin ifadesini modiile ederek otofajiyi
diizenler [200]. Bir transkripsiyon faktorii olan FOXO, Atg8 ve Atgl2'nin ifadesini
dogrudan diizenler [202]. Hem normal biiylime hem de aclik kosullarinda Sirt1, Atg5, Atg7
ve Atg8'i asetilleyerek otofajiyi tesvik eder [203]. Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROS) de
regiilasyonda sorumludur. ROS’lar ¢ok reaktif tiirlerdir ve zararli etkileri mitokondrinin

otofajik yikim1 (mitofaji) ve diger antioksidan savunma yollar1 ile engellenir. Aslinda, ROS
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otofajinin indiiksiyonu i¢in gereklidir ve Atg4'ii aktive eder. Ayrica, hipoksi ve egzersiz gibi

cesitli stresler ROS'a bagli otofajiyi indiikler [204,205].

Otofaji tipik olarak hiicre canliligin1 artirir. Bununla birlikte, diizenlenmesindeki
degisiklikler bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. Son zamanlarda, artan
kanitlar otofajinin konak hiicrelerin viral enfeksiyondan kagmasi igin gii¢lii bir arag
oldugunu gostermistir. Otofaji, viral enfeksiyona karsi koymak, istilaci viriisleri par¢alamak
ve antijen igslemeyi ve adaptif immiin sistem tepkilerini kolaylastirmak i¢in innate immiin
sistem tarafindan aktive edilir [206]. Bununla birlikte, hepatit C, Zika, Sars-Cov ve Mers-
Cov gibi baz1 RNA viriisleri, replikasyonlari i¢in otofagozomlar1 kullanabilir [207-209].
Sars-Cov2 ile enfekte hastalar1 tedavi etmek i¢in bilinen iki otofajik inhibitdr olan klorokin
(CQ) ve hidroksiklorokin (HCQ) kullanimi, otofajinin COVID-19 patogenezindeki rolii
hakkinda sorular ortaya ¢ikarmigtir [210]. Ayrica, diger otofaji modiilatdrleri COVID-19 ile
ilgili tedaviler i¢in in vitro ve in vivo olarak aktif bir sekilde ¢alisilmaktadir. Aralikli orug
(intermittent fasting (IF)), Sars-Cov2 enfeksiyonuna karsi umut verici bir 6nleyici yaklasim
olarak dnerilmistir ¢linkii bu diyet kisitlamasi otofajiyi aktive eder ve immiin yanitin aktive

olmasina aracilik eder [211].

Otofajinin fizyolojik rolii

Immiin sistem de dahil olmak iizere hiicresel sistemlerde otofaji, genellikle koordineli ve
birbirine bagl ve kararli bir siirectir. Metabolizma ve hiicresel tasima gibi normal hiicresel
fizyolojik siireglerde de yer alir. Otofaji, gereksiz ve zararl hiicre sag kalim bilesenlerinin
secici olarak par¢alanmasindan sorumlu oldugundan, hiicre homeostazinda 6nemli oldugu
distiniilmektedir. Otofajinin adaptif ve innate immiin yanittaki islevi; mikroorganizmalarin
uzaklastirilmasi, inflamasyonun diizenlenmesi, immiin diizenleyicilerin iiretimini ve antijen
sunumunu igerir [212]. Otofaji, 6zellikle TLR sinyallerini etkileyerek ve inflamatuar
aktivasyonu atlayarak inflamasyonu kontrol eder. Ayrica endojen inflamatuar agonistlerini
uzaklastirarak ve katepsin K, lizozim, IL-6, IL-8 ve DAMP’lar gibi immiin molekiillerin
sekresyonunu etkileyerek innate immiin yanit sinyal yolaklariyla inflamasyonu diizenler.
Otofaji, T hiicre repertuarinin immiin yanita katilmasinda, maturasyonunda ve
polarizasyonunda 6nemli bir rol oynar. Bu ayni zamanda B1 hiicrelerinin ve plazma
hiicrelerinin hayatta kalmasi ve islev gérmesi igin de gereklidir [212,213]. Otofaji, MHCII

(Major histocompatibility compleks I1) antijeninin sunumuna katilir ve MHCI sunumunu da
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etkileyebilir [212]. Baslica proteostatik sistemlerden biri olan otofaji, kiimelenmis
proteinlerin ve yikilmis hiicresel organellerin uzaklastirilmasindaki rolii nedeniyle hiicreleri

proteotoksisiteden korur.

COVID-19 ve Otofaji

Otofaji, viral enfeksiyonun neden oldugu strese yanit olarak hizla aktive edilebilir.
Enfeksiyon sirasinda, spesifik yabanci viral proteinleri fagozomla almak ve daha sonra
bunlar1 otofagozomlara paketlemek ve ardindan lizozomlar tarafindan ortadan kaldirmak

icin se¢ici otofaji baslatilir bu durum i¢in “ksenofaji” terimi de kullanilir.

Viral enfeksiyon sirasinda, PRR ailesinden TLR'lerin viral PAMP’lar1 tanimasiyla baglayan
immiin yanit otofajiyi indiiklemekten sorumlu birincil mekanizmadir. TLR sinyali, MyD8&8
veya TRIF'in BECN-1 ile etkilesimini artirir ve otofajiyi tesvik etmek i¢cin BECN-1'in Bcl-
2'den ayrilmasint destekler. TLR ile indiiklenen otofaji, ubikitine bagimli bir sekilde
gerceklesen segici otofajiye (ksenofaji olarak bilinir) aittir. Virilis organizmaya girdiginde,
viral niikleokapsid ge¢ endozom veya lizozom tarafindan sitoplazmada agiga ¢ikarilmak
iizere kaplanmamustir. TLR sinyal yollari, kapsidi agilmis istilaci viriislerin spesifik dsSRNA,
ssRNA veya dsDNA's1 tarafindan aktive edilir. NF-xB, IRF3/7 ve API-1 gibi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonundan sorumlu olan TLR'ler ile MyD88 veya TRIF arasindaki
etkilesim, viriislere karsi temel immiin yamt olan IFN-I olusumunu ve proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasini tetikler ve ayrica innate immiin yanit i¢in diger molekiilleri,

hiicreleri uyarir [214,215].

Otofajinin Koronaviriis enfeksiyonundaki rolii daha 6nce 2002-2003 yillarindaki Sars-Cov
salgin1 sirasinda ortaya ¢ikmustir. Otofajinin, Koronaviriis replikasyonunda rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Bu veri fare hepatit virlisiinin (MHV) model ¢alismalarina
dayanmaktadir. Aragtirmacilar MHV'nin otofajinin ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilen
otofagozom benzeri organel (¢ift zarh vezikiiller [DMV'ler]) olusumunu indiikleyebildigini
DMV'lerdeki viral replikasyon komplekslerinin LC3 ve ATG12 gibi bir¢ok otofaji proteini
ile birlestigini bildirmislerdir [216] (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Koronaviriis enfeksiyonlarinda Otofaji [224]

ATG5’in knockout edildigi bir calismada MHV replikasyonunun diizensiz oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, otofajinin otofagozom benzeri organel (DMV) olusumunda ve
MHYV replikasyonunda 6nemli bir patofizyolojik mekanizmada rol oynayabilecegi sonucu
ortaya ¢ikmaktadir [216]. Daha sonra, ayni ¢alisma grubu Sars-Cov'larin otofaji ile iligkisini
aragtirmigtir. Neredeyse benzer bir bulgu rapor etmislerdir. Viral replikasyon anahtar
proteinlerinin otofagozom endojen LC3 ile flizyonu s6z konusudur. Bu nedenle, otofajinin

Sars-Cov replikasyonu iizerinde yakin bir kontrol rolii oldugu 6ne siirilmektedir [218].

2011 yilinda Cottam ve arkadaslar1 enfeksiyoz bronsit viriisii olarak adlandirilan bagka bir
CoV susu lizerinde ¢aligmistir. Otofajiyi indiikleyebilen bir viral replikaz proteini nsp6'y1
ortaya ¢ikarmislardir [219]. Bu ¢alisma, koronaviriislerin otofaji ile iligkili patojenik uyarici
olabilecegi iizerinde tartismistir. Bu bulgularin aksine, bagka bir ¢aligma aksi sonuglar
bildirmistir. Snijder ve arkadaslari otofajiye 6zgii proteinlerin (LC3 veya GFP-LC3) Sars-
CoV'un viral replikasyon/transkripsiyon kompleksleri ile herhangi bir fiizyonunu tespit
edememistir. Ayrica, Sars-Cov'lar ve hatta MHV viral replikasyonu i¢in gerekli olan hig¢bir
otofaji proteini tespit edilmemistir. Dolayisiyla, gozlemleri otofajinin viral replikasyon

stirecine dogrudan dahil olmadigini diistindiirmiistiir [220].

Son ¢alismalara gore ise diizensiz otofaji mekanizmasini COVID-19’un indiiklendigi 6ne
stiriilmiigtiir. Bununla birlikte, Sars-Cov2 genomu lizerinde yapilan bir analiz ¢aligmasi1 351

klinik 6rnegin sekanslarini inceleyerek, nsp6 (otofagozom olusumu iizerinde indiikleyici



29

etkisi olan bir proteindir) proteininde mutasyonlar tespit etmislerdir [221]. Bu bulgu, nsp6

ile Sars-Cov2 ‘nin otofajiyle iligkili olabilecegini ortaya koymustur.

Viral enfeksiyonla ilgili olarak endoplazmik retikulumda (ER) katlanmamis proteinlerin
birikmesine bir yanit olarak aktive edilen 6nemli bir hiicre i¢i yolak olan katlanmamis
protein yanitim1 (UPR) dikkate almak cok Onemlidir. UPR genellikle koronaviriis
enfeksiyonu sirasinda aktive olur ¢iinkii bu siire¢ viriis replikasyonunu, viral proteinlere
kaynak saglamak i¢in asir1 protein biyosentezini ve katlanmasini, DMV'lerin olusumu i¢in
ER membranimnin kullanilmasini gerektirir [222,223]. Ayrica, UPR ve otofaji birbiriyle
baglantilidir ve UPR'nin indiiksiyonu potansiyel olarak otofajiyi kolaylastirabilir veya tegvik
edebilir. Bu nedenle, Sars-Cov2 enfeksiyonu muhtemelen hiicrelerde UPR indiiksiyonu

yoluyla da otofajiyi indiikleyebilmektedir.

Ileriye doniik olarak, Sars-Cov2 enfeksiyonunda otofajinin etkisini anlamak, terapotik
yaklagimlar gelistirmek icin koronaviriis otofaji ¢aligmalarinin ge¢misini iyi analiz etmek
onemlidir. Bu analizlerden biri de, her koronaviriisiin otafaji yolaklariyla, kendine 6zgii bir
sekilde etkilesime girme olasiliginin yiiksek oldugudur. Otofajik yolag: inhibe eden klorokin
ve tlirevleri gibi terapdtikler, COVID-19 i¢in tedavi olarak onerilmistir. Bu nedenle, bu ve
diger hiicre i¢i yolaklarin Sars-Cov2 'yi nasil etkiledigini ve bu etkilesimlerde diger
koronavirtislere benzer olup olmadigini anlamak, bu ve gelecekteki koronaviriis salginlariyla
yiizlesmede 6nemlidir. Sars-Cov2 enfeksiyonu ve otofajinin karsilikli etkisine isaret eden
literatiir birikimi, COVIDI19 i¢in klinik calismalarda bulunan ilaglarin %58'inin otofaji
modiilatorleri oldugu gergegine ek olarak [224] COVID-19 ile miicadele igin otofaji alaninda

arastirma yapilmasi gerektigini vurgulamaktadir.

Otofaji’de BECN-1

Otofaji; normal hiicrelerde, hiicre bilesenlerinin doniistimiinden sorumlu oldugu bir siiregtir.
Bu siireg, fizyolojik olarak yeniden sekillenmeye maruz kalan veya bazi patolojik yollarla
zarar gdren hiicrelerde indiiklenir. Indiiklenmis otofaji, otofajik hiicre dliimii (tip II hiicre
Olimii olarak da bilinir) olarak adlandirilan ve hiicrenin kendi kendini yemesine ve
nihayetinde hiicresel 6liime yol acgan asir1 otofaji bi¢imini barindirir. Arastirmacilar,
programli hiicre O6liimiiniin bu apopitotik olmayan formunu, kanser, norodejeneratif,

kardiyovaskiiler, diyabet, karaciger hastaliklar1 ve viral enfeksiyonlar dahil olmak tizere
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bir¢ok hastalikta gelisim ve farklilagsma ve yikim sirasinda fizyolojik yeniden sekillenmenin

bir nedeni olarak tanimlamistir [225].

Otofajik yolagin anahtar diizenleyici proteini olan BECN-1 (Bcl-2-interacting proteinl),
apopitotik hiicre 6liimii yolunun diizenleyici proteinlerinin yani sira otofaji siirecinin gesitli
baglayic1 ortaklariyla etkilesime girer ve bu iki hiicre siireci arasindaki etkilesimin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar ve bu durumun g¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik
kosullarin diizenlenmesinde etkisi bulunur [226]. Bu alandaki kapsamli arastirmalar,
patolojik olarak zarar gormiis hiicrelerin hayatta kalma yanlisi olan otofajik durumdan,
apopitotik oliime gegisiyle sonuglanan ve otofajiyi inhibe etmek igin genetik ve terapotik
yaklagimlarin kullanilma olasiligini artirmistir. Bu yaklasimlar farkli kanser tiirlerinde iyi
sonuclar ortaya c¢ikarmistir. Bulgular klinik uygulamalarda c¢ok iyi bir sekilde ortaya
konmamis olsa da, sinerjik bir hiicre 6liimii bigiminin bu gelismekte olan alanin heyecan ve

umut verici bir yaklagimidir.

450 amino asit uzunlugunda olan BECN-1 proteini, 3 temel fonksiyonel domaine sahiptir.
(1) N terminal bolge (1-150 a. asit): ¢oklu fosforilasyon alanlaridir [227,228] ve Bcl-2
proteinleri ile interaksiyonun kuruldugu BH3 (Bcl-2 homology 3) domaini buradadir (2) CC
domain (174-266 a.asit); UVRAG veya ATGI14 ile interaksiyon kurar (3) BARA (B-a
autophagy-specific (BARA)) domain (266-450 a. asit) membranla interaksiyon kurar. CC

domainin son boliimii ve BARA domaini evrimsel olarak korunmuslardir.

BECN-1, PI3K Smif III C1 ve C2 komplekslerinde bir iskele gorevi goriir ve iligkili lipid
kinaz aktivitesini allosterik olarak diizenler. Her iki kompleks de VPS34, VPS15 ve BECN-
lolmak tizere ii¢ ¢ekirdek proteinden olusur, ancak dordiincii ¢ekirdek alt birimi ve besinci
alt birimi molekiilde farklilik gosterir. C1 kompleksin dordiincii alt birimi ATG14 tiir ve bu
kompleks otofajide 6zellikle otofagozomal ¢ift membranin olusumunda rol oynar [229-232].
ATG14, BECN-1 dahil diger C1 alt birimlerine ihtiya¢ duymaksizin, sirasiyla otofagozom-
lizozomal flizyon ve endositik trafigin faaliyetini kolaylastirmak i¢in t-SNARE kompleksi
(STX17 ve SNAP29) ve SNARE efektor proteini Snapin ile etkilesime girer [233-235]. C2
kompleksinde ise dordiincii ¢ekirdek alt birim UVRAG'dir. C2'nin rolii Cl'den farklidir
[236]. Otofajiye ek olarak, C2'nin endositik trafikte ve lizozomal aktivasyonda rol oynadig:
bildirilmektedir [236,237]. Otofagozom ve endozomlarin olusmasi i¢in C1 ve C2 ‘nin

BECN-1'e gerek duymaktadir ancak PI3K komplekslerinin tiim {iyelerinin otofagozom ve
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endozomal olgunlagsmanin sonraki adimlarini yonlendirmek i¢in mevcut olmasinin énemli

olup olmadigi tam olarak anlagilmamustir.

Otofaji, VPS34 kompleksinin aktivasyonu ile baslar. Bu kompleksin anahtar proteini ve
otofaji siirecinin anahtar diizenleyicisi BECN-1'dir. Otofajinin regiilasyonunda rol alan
oldukea fazla molekiil bulunmaktadir. BECN-1, otofaji i¢in pozitif regiilatdr bir molekiildiir.
Otofagozomal biyogenezinde rol alir. Mayada bulunan ATG6/VPS30 ilk kez kesfedilen
BECN-1 ortologudur [238,239]. Memelilerde ise yapilan ¢alismalar BECN-1’1n roliiniin
anti-apopitotik molekiil olan Bcl-2 ile iliskili bir protein olmasinin kesfiyle anlasilmasini
saglamistir [226]. BECN-1 hem otofaji hem de membran trafik islevlerini, basta vakuolar
protein ayirma ile iligkili protein 15 (VPS15), VPS34, UV radyasyon direnci ile iligkili gen
iirtiinii (UVRAG) ve otofaji ile iligkili protein 14 (ATG14) olmak iizere diger birkag proteinle
etkilesime girerek gerceklestirir. Bu proteinler, sirasiyla ATG14 veya UVRAG'nin mevcut
olup olmamasina bagli olarak iki farkli Sinif III PI3K kompleksinde (Kompleks 1 (C1) ve
Kompleks 2 (C2) olmak iizere) bir araya gelirler. Bu kompleksler i¢inde, katalitik lipid kinaz
alt birimi olan VSP34, PtdIns'in fosforilasyonundan sorumludur bu sayede efektor
proteinlerin yolak islevine katkisi yoluyla otofaji ve/veya membran trafigi islevleri

gerceklesir [240].

BECN-1 ve anti-apopitotik Bcl-2 protein ailesi arasindaki etkilesim, cesitli sinyal
yollaklarinin ve proteinlerin PI3K aktivitesini, otofajiyi ve apopitozu modiile etmek
icin her iki proteinle nasil birlesebilecegi Onemlidir. Bcl-2, BECN-1 iizerinde
"ayiric1" bir etkiye sahiptir, burada ikisi arasindaki baglanma C1 ve C2 olusumu i¢in
mevcut BECN-1 diizeylerini azaltir ve bdylece otofaji inhibe edilir [241]. Birgok
kinaz ve proteinin BECN-1 veya Bcl-2'yi hedef aldigi, baglanma afinitelerini
etkiledigi ve boylece kalp sagliginin korunmasi, nérodejenerasyon ve uzun émiirliiliik
dahil olmak iizere ¢esitli fizyolojik siirecleri etkileyecek sekilde otofajiyi tesvik ettigi
veya azalttigi kesfedilmistir. BECN-1, BH3 domaini araciligiyla Bcl-2 ailesinin
iiyelerine baglanir. Anti-apopitotik proteinler Bcl-2 ve Bcl-XL ile kompleks halinde
olan BECN-1"in bu bdlgesine karsilik gelen peptitlerin kristal yapilari, pro-apopitotik

BH3 proteinlerin baglanma durumunu yansitmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Bcl-2-BECN-1 kompleksi ve BECN-1"in kompleksteki rolii [404]

Bu etkilesim, otofaji ve apopitozun bu iki kritik hiicresel siireci arasindaki c¢apraz
etkilesiminin birincil bolgesidir; ancak, BECN-1'in Bcl-2'ye baglanma yoluyla apopitozu
etkileyip etkilemedigi tam belirgin degildir. En azindan bir ¢alisma, diger pro-apopitotik
BH3 proteinlerinin aksine, BECN-1'in Bcl-2 iizerinde ayni nétralize edici etkilere sahip

olmadigini gostermistir [242].

BECN-1 ile Bcl-2 etkilesiminde, Bcl-2 yerine yer degisikligi yapacak bagka bir protein,
otofajinin tesvik edilmesini de sagliyor olabilmektedir. Ornegin, ER transmembran proteini
VMP-1, BECN-1 ile kendi etkilesimini kolaylastirmak ve BECN-1'i otofagozomlarin
tiretildigi ER'ye lokalize etmek i¢in Bcl-2'nin yerini alir. BECN-1:Bcl-XL kompleksi de
bilinmeyen bir mekanizma araciligiryla ARF tiimor baskilayicisinin zorla ekspresyonu ile yer
degistirir [243]. Bunun aksine, BECN-1:Bcl-2 etkilesimini artiran faktorler, ¢esitli
hastaliklarda BECN-1aracili otofajiyi inhibe eder. Otofajiyi tesvik eden bir baska rekabetci
baglayic1 protein de BECN-1 tarafindan diizenlenen otofajiyi aktive edici molekiil olan
AMBRA’dir. Bazal kosullar altinda AMBRA, dynein motor kompleksi ile etkilesim yoluyla
BECN-1'i hiicre iskeletine baglar [244]. AMBRA'nin ULKl1'e bagh fosforilasyonu ile
sonuglanan otofajiyi uyarici kosullar, onu ve BECN-1'1 hiicre iskeletinden serbest birakarak
otofagozom biyogenez bolgelerine tasinmasina izin verir [244]. AMBRA, Bcl-2 tarafindan
sekestre edilebilir, ancak otofajiyi indiikleyen kosullar altinda, bunun yerine serbest birakir.
Alternatif olarak, Bcl-2'nin c-JUN N-terminal kinaz 1 (JNK1) tarafindan fosforilasyonu
BECN-1 ile etkilesimini azaltir [245]. Hem dogrudan BECN-1'e baglanan hem de hiicre dis1
sinyal diizenlenmis kinaz (ERK) yoluyla Bcl-2 fosforilasyonunu tesvik ederek, iki farkli
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mekanizma yoluyla otofajiyi indiikleyen bir baska molekiil de HMGB1 dir [246]. BECN1-
Bcl-2 etkilesiminin modiilasyonuyla otofajinin diizenlenmesi kanser veya kalp fonksiyon
bozuklugunun tedavisi ig¢in terapdtik olarak hedeflenebilir bir yol olabilecegi
diistiniilmektedir. Bcl-2 ile baglanmasi azaltilmis BECN-1"1n, hayvan deneylerinde iskelet
kasi, bobrek ve kalpte artmis otofaji ile iliskisi gosterilmistir. Yine hayvan deneylerinde
otofajinin artiginin gosterilmesi, beyinde amiloid birikiminin azalmasi [247], spontane timor
olusumunun azalmasi, kardiyak ve renal patolojilerin azalmasi [248] ve yasam siirelerinde
genel artis1 saglamistir. Otofajiyi azaltmak i¢cin BECN-1:Bcl-2 etkilesimini artiran MST1
aracili BECN-1 fosforilasyonunun sonucu olarak Bcl-2 ve Bax arasindaki etkilesim
azalmakta ve Bax aktivasyonuna bagli olarak miyokard enfarktiisii sirasinda apopitoz
uyarilmaktadir [249]. Burada BECN-1:Bcl-2 etkilesimini hedeflemek kalp yetmezliklerinde
avantajli olabilir. Bununla birlikte, artan otofajinin faydalar1 yaninda otofajiyi engellemenin
de avantajli olabilecegi durumlar vardir. Ornegin yerlesik tiimérlerde artan otofajinin; besin
eksikligi ve hipoksik ortamlarda molekiiler substratlarin saglanmasi, mitokondriyal
homeostaz1 tesvik etmesi, apopitoza karsi koruma ve epitelden mezenkimal gecis ve

metastatik siire¢ sirasinda hayatta kalmay1 saglamasi gosterilmistir [250-252].

BECN-1’in SVN ile etkilesimini gdsteren ¢alisma sayist oldukca azdir. Niu ve arkadaslari
glioblastoma hiicrelerinde BECN-1 ve SVN’nin fiziksel interaksiyonda oldugunu ve BECN-
I’in susturulmastyla SVN’nin down regiile olmasi ve hiicrelerin TRAIL-indiiklii apopitoza

ugradiklarini gostermistir [253].

Koronoviriislerde BECN-1

Otofaji yolaginda, BECN-1 proteininin etkisi 6nemlidir. Ayrica BECN-1, otofagozomun
lizozom ile fiizyonunu tesvik eder [233]. Influenza A M2, HIV ve HSV-1 dahil olmak iizere
negatif polariteli RNA viriisleri ve DNA virlislerinin proteinleri, viral replikasyonu artirmak
i¢cin otofagozomun olusumunu veya otofagozomun lizozom ile flizyonunu engellemek i¢in
BECN-1’i hedef almaktadir [254-257]. BECN-1, HSV-1 gibi hiicre i¢i patojenlerin otofajik
degradasyonunu tesvik ederken asir1 interferon iiretimini 6nleyerek cGAS ile innate immiin
yanitt negatif olarak diizenler [258]. Viral proteinlerin BECN-1 ile etkilesimi, viral
replikasyonu artirmaya ve innate immiin yanitt degistirmeye yoneliktir. Koronaviriis
proteinleri BECN-1’i ¢esitli sekillerde asagi regiile eder. Koronaviriislerin BECN-1
aktivitesini modiile etmek icin farkli stratejileri vardir. HeLa, HEK293T ve MCF-7
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hiicrelerinde otofagozom olusumunu indiikledigi bilinen HCoV-NL63’iin nsp3 proteininin
PLP2TM domaini, otofagozomlarin lizozomlarla flizyonunu engellemek i¢cin BECN-1’e
baglanir [259]. Spesifik olarak, nsp3 PLP-TM domaini, BECN-1’in STINGL1 ile kompleks
olusturmasi i¢in uygun hale getirir, bu da IFN iiretiminin uyarilmasimi dnler. BECN-1 ile
HcoV-NL63’tin PLP2TM domaini arasindaki etkilesim en iyi sekilde karakterize edilmis
olsa da, BECN-1’in diger koronaviriislerin nsp3 proteinlerinin PLP domainleriyle de iliski
kurmas1 miimkiindiir; 6rnegin, Sars-Cov ve PEDV (domuz epidemik diyare viriisiiniin)
viriislerinde, BECN-1"in siRNA ile devre dis1 birakilmasi iizerine, nsp3 proteinlerinin islev
goremedigi ve viriis replikasyonlarinin azaldigi gosterilmistir [259-261]. Diger
koronaviriisler BECN-1’1 dolayli olarak protein diizeyini diisiirerek asagi regiile edebilir.
Hiicresel E3 ubikitin ligaz SKP2, BECN-1°‘1 ubikitinlestirerek parcalanmasina neden olur.
SKP2 bu nedenle otofajinin negatif bir diizenleyicisi olarak gorev yapar. AKTI1 kinaz,
SKP2’yi fosforilasyon yoluyla aktive eder. Mers-Cov’un AKTZ’in fosforilasyonunu ve
dolayisiyla kinaz aktivitesini artirdigi bulunmustur [262]. AKTL1’in aktivasyonundaki bu
artis, SKP2’nin fosforilasyonuna ve aktivasyonuna yol agarak otofajik yolun ilerlemesini
durdurur [263]. Bu hipotez, VeroB4 hiicrelerinin Mers-Cov ile enfeksiyonu tizerine SKP2
fosforilasyonundaki artisini ve  BECN-1‘in  degradasyonundaki artisin1  destekledigi
goriisiiyle viral replikasyonu artiran bir mekanizma olarak nitelendirilmektedir [263]. Bu
nedenle Mers-Cov, BECN-1 degradasyonunu tesvik ederek konak hiicre otofajisine
miidahale eder. Bu viral enfeksiyonlar aninda BECN-1 pargalanmasi, otofagozomlarin
lizozomlarla flizyonunu engelleyerek hiicresel ¢ift membranli yapilarda bulunan viral
replikasyon komplekslerini potansiyel olarak korumaktadir [264]. Diger birgok RNA
virlistinde oldugu gibi, koronaviriislerin de viriis replikasyonunu artirmak i¢in hiicresel
otofaji yolag: ile etkilesime girdigi gosterilmistir. Konak sitoplazmasinda ER tiirevi ¢ift
membranl vezikiillerin gelisimi otofagozom gelisimine o kadar benzemektedir ki bu durum
koronaviriislerin hiicresel otofaji yolunu taklit ettigini diisiindiirmektedir. Bircok RNA
viriisii i¢in, bu ¢ift zarli vezikiiller genom replikasyon bolgeleri olarak hizmet etmekte ve
viriis kaynakli ¢ift membran vezikiillerin, koronaviriis RNA sentezinin yeri olduguna dair
kanitlar ¢aligmalarla desteklenmektedir [265]. Son g¢alismalar sayesinde otofaji ile ilgili
stireclerin Sars-Cov2 enfeksiyonunda kritik bir rol oynayabilecegi ve otofaji modiilasyonunu
hedef alan terapotik yaklasimlarin klinik iyilesmede faydali olabilecegi diisiinceleri ortaya
cikmistir [266-268]. Koronaviriis enfeksiyonu sirasinda, otofaji, viral replikasyonu
engellemek icin anti-viral bir mekanizma olarak islev gorebilir [266]. Ote yandan, bazi

virlsler otofajiyi kullanabilecegi evazyon mekanizmalari ile viral replikasyon araci olarak
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kullanmaktadir [266]. Viral enfeksiyon sirasinda katlanmamig protein yaniti (UPR),
endoplazmik retikulum (ER) stresi tarafindan aktive edilebilen kritik bir hiicre i¢i yolaktir.
Bu yolak katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin birikimine bagh olarak ortaya
cikmaktadir [267]. Aktive UPR, viral enfeksiyon sirasinda, otofajinin aktive edilmesiyle
katlanmamig proteinlerin bozunmasi, ER stresini hafifletir ve homeostazi geri kazandirir
[222]. Ayrica, UPR ve otofaji birbiriyle yakindan iliskili mekanizmalardir ve Sars-Cov2
enfeksiyonu UPR indiiksiyonu yoluyla otofajiyi aktive edebilir. BECN-1’in deregiilasyonu
kanser ve diyabetik bobrek hastaligi da dahil olmak iizere baz1 hastaliklarla
iliskilendirilmistir [270-272]. Okuyan ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada BECN-1
diizeyinin agir seyirli COVID-19 hastalarinda arttigi gosterilmis ve bu artigin viral
replikasyon tarafindan indiiklenen UPR aracili-ER stresi kaynakli olabilecegi bildirilmistir.
Ayrica COVID-19’un hastalik siddetinin Ongoriilebilmesi icin BECN-1 bir biyobelirteg
olarak hizmet edebilecegi ve BECN-1 aracili otofaji modiilasyonunun umut verici bir

yaklasim olabilecegi bildirilmistir [273].

BECN-1 ve HIF1-a

Hipoksik kosullar altinda, HIF-1a otofaji kaskadini indiikler, hasarli mitokondriyi ortadan
kaldirir ve hiicreleri apopitotik 6liimden korumak iginse reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
sinirlar [274]. Bununla birlikte, otofaji ve hipoksinin kanserde, o6zellikle de timor
progresyonundaki rolii hala tartismalidir. Son ¢alismalar, hipoksinin indiikledigi otofaji ile
iliskili gen olan BECN-1 ekspresyonunun hastaligin siddetiyle ve tedaviye yanitta 6nemli
olabilecegini gostermistir [275]. Otofajinin karsinogenezdeki rolii ¢ift taraflidir ve hiicresel
icerige baglidir. Otofaji, timdr olusumunun 1lk asamasinda engelleyici bir rol oynarken diger
taraftan otofaji, kanser hiicrelerini hiicresel stresin neden oldugu hiicre 6liimiine kars1 korur.
Bununla birlikte, hiicresel stres, kanser hiicrelerinde devam ederse, tiimor hiicresi asiri
otofaji nedeniyle Oliir [276,277]. Otofajinin tiimor baskilanmasina katkisinda otofaji
diizenleyicilerinden biri olan BECN-1'in rolii dnemlidir, tiimor baskilayici bir rolii vardir ve
ayrica gesitli tiimorlerde monoalellik olarak silinmistir [276,278]. Bu baglamda kusurlu bir
otofaji, c¢esitli tiimorlerin karsinogenezine katkida bulunabilir. Wei ve arkadaslarinin
glioblastoma multiforme’de radyoterapiye diren¢ ve tedavi basarisizliginda HIF1-a ve
BECN-1 araciligiyla otofajinin roliinii aragtirmiglardir. Hastaligin kotii prognozunda HIF1-
a’nin asirt ekspresyonunun etkisi ve HIF1-a ekspresyonunun BECN-1 aracili otofajiyi

indiikledigi gosterilmistir. Ayrica HIF1-a’nin susturuldugu hiicre hatlarinda BECN-1
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diizeyinin de diistiigii ifade edilmistir. Arastirmada HIF1-a ve BECN-1 karsilikl1 iletigimi
glioblastoma multiformde ortaya konmustur [279]. Fakat 6zellikle viral enfeksiyonlarda

hatta COVID-19 hastaliginda bu iliskiyi ortaya koyan ¢alisma bulunmamaktadir.

BECN-1 ve TGF

TGF-B, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi, apopitoz, inflamasyon, anjiyogenez, epitelyal-
mezenkimal gegis (EMT) ve tiimorigenez gibi siireglerde 6énemli roller oynar [280]. TGF-
B'nin etkileri genellikle 3 TGF-B ligand1 tarafindan kontrol edilir, latent protein kompleksleri
olarak TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 salgilanir. Bu ligandlarin reseptorlerine baglanmadan
once proteolitik bolinme ile aktive edilmesi gerekir [281]. Birgok viriisin TGF-f’nin
fonksiyonunu kendi lehine ¢evirme mekanizmalar1 vardir. Ornegin HCV Core proteinin
TGF-B tretmini indiikledigini Taniguchi ve arkadaslari gostermistir [282]. Ayrica bu
calismada, HCV ¢ekirdek anti-anjiyojenik bir faktor olan trombospondin (THBS), TGF-$3
sinyal aktivasyonunu indiikledigi gosterilmistir. HCV ROS iiretimini artirarak da TGF-f
tretimini indiiklemektedir [283]. Bununla birlikte HCV core proteini, p21 transkrispsiyon
faktoriiniin agir1 ekspresyonu yoluyla TGF-f'nin tiretimini baskilayabilmektedir [284]. HBV
X proteininin ise Lee ve arkadaglar1 tarafindan SMAD4 ile dogrudan interaksiyon kurarak
SMAD kompleksinin stabilizasyonuna ve TGF-f'nin sinyalinin olusumuna katki saglar
[285]. Insan papilloma viriisii ile ilgili yapilan calismalarda ise HPV enfeksiyonu ile servikal
dokudaki TGF-B yolaginin aktivasyonu arasindaki iliski gosterilmistir. Bu ¢alisma HPV-
pozitif servikal kanserlerde TGF-f diizeylerinin yiikseldigini bildirmistir. Bu artis1 da E6/E7
proteinlerinin TGF-B promotoruna baglanarak gerceklestirdigi bildirilmistir [286]. Influenza
A virlisii sepsisi olan hastalarda, kan TGF-f diizeyleri klinik siddet skorlar1 ile negatif
korelasyon gostermektedir [287]. Tutarli bir sekilde, TGF-p aktivitesi artan hayvan
modellerinde, hem viral titrelerde hem de pulmoner inflamasyonda azalmaya bagli olarak
oliimciil influenza enfeksiyonuna kars1 direng kazanilmaktadir [288,289]. Sars-Cov da TGF-
B sinyalini hedeflemektedir [290,291]. Sars-Cov Plpro (papain-like protease) proteininin
insanda ROS ile indiiklenen p38 MAPK araciligryla STAT3 aktivasyonu ve dogrudan TGF-
B diizeyinde artisa neden oldugu gosterilmistir [292]. Ayrica, Sars-Cov niikleokapsid (N)
proteini de SMAD3/4 kompleksinin olusumunu engelleyerek Sars-Cov ile enfekte konak
hiicrelerde TGF-p ile indiiklenen apopitozu inhibe eder [292]. Bu arada, N proteini ayrica
SMAD?3 ile etkilesime girer ve SMAD3-p300 kompleksini artirarak plazminojen aktivator
inhibitorii- 1 (PAI-1) diizeylerini artirir ve dolayisiyla doku fibrozisi indiiklenir [291]. TGF-
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B aracili immiinosupresyon viral enfeksiyona da katkida bulunabilir. Viral enfeksiyon
sirasinda yiiksek TGF-B ekspresyonu sadece IFN yanitlar;, NK fonksiyonlari ve makrofaj
aktivitesi gibi innate immiin yanitlarin1 bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda T hiicrelerinin ve
B hiicrelerinin tepkilerini de bastirir. Bu durumu kendi Iehine ¢evirmeye ¢alisan viriisler ise
TGF-B hedefli evazyon stratejileri gelistirmistir. TGF-f’nin BECN-1"e etkisini gosteren
calisma sayist azdir. Kiyono ve arkadaslarinin TGF-f indiiklii otofajide BECN-1 mRNA

ekspresyonunun arttigini géstermislerdir [293].

COVID-19 hastaliginda Otofaji ve Apopitozun etkilesimi

BECN-1 ve SVN: Otofaji hiicresel bir geri doniisiim siirecidir ve ¢ogunlukla hiicresel
homeostazi diizenleyen hayatta kalma yanlis1 bir mekanizmadir. Aksine, apopitoz genis
Olciide korunmus ve ayrintili bir programlanmis hiicre 6liimi stirecidir ve bu iki siirecin
genellikle hiicre i¢inde karsit giigler oldugu bilinmektedir. Otofajinin hiicreleri apopitozdan
koruyabilecegi konusunda hemfikir olunmasina ragmen, mekanik baglanti heniiz tam
aydinlatilamamis, silirece katilan molekiiller heniiz tam olarak tanimlanamamistir. Bu
durumun agiklaga kavusturulmasi belki de basta kanser olmak tizere pek ¢ok otoimmdiin ve
otoinflamatuar hastaliklarin ve hatta enfeksiyon hastaliklarin tedavisine yeni terapotiklerin
eklenmesine umut 15181 olabilmektedir. Fitzwalter ve arkadaslari otofajinin apopitozla
karsiliklr etkilesimini saglayan transkripsiyonel bir mekanizma tanimlamiglardir. Otofajiyi
diizenleyen transkripsiyon faktdrii FOXO3a’nin artan ekspresyonunun otofajiyi inhibe
ederek, apopitoz duyarliligina neden olmak igin pro-apopitotik BBC3/PUMA geninin
transkripsiyonunu uyardigi bu ¢alismada gosterilmistir [294]. Boylece, genomdaki tek bir
transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi aracilifiyla diizenlenen bu iki siire¢ arasindaki

baglanti, bu iki siirecin birlikte hareket ettigini gostermistir.

Brunelli ve arkadaslarinin ¢alismasi buna bir baska ornektir. Arastirmacilar PINK1'in
otofaji ve apopitoz arasindaki ¢apraz konusmadaki roliinii arastirmislardir.
Noroblastom hiicrelerinde PINK1 ve BECN-1 arasindaki etkilesimin otofagozom
olusumunu destekleyerek, apopitozun baglatilmasindan sorumlu oldugunu
gozlemlemislerdir [295]. Ayn1 aragtirmaci grup staurosporin (apopitoz uyarani) etkisi
altinda BECN-1"1n pro-apopitotik kesilmesinin bozulmasindaki roliiniin PINK1’e ait
oldugunu gostermislerdir. Ilging bir sekilde, artan otofaji fazi staurosporin ile

indiiklenen apopitozdan dnce goriilmektedir ve bununla ilgili olarak, PINK1 otofajiden
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apopitoza gegisi diizenledigi diisiiniilmektedir. PINK1 diizeyleri tedaviyi takiben
asamali olarak azalmaktadir. PINK1- BECN-1 etkilesimi bu siiregte kilit bir rol
oynayabilir, ¢linkii calismada bu molekiillerin mutantlarinin etkilesime giremedikleri

i¢in anti-apopitotik etki gostermedigi vurgulanmistir [295].

Ote yandan, otofaji ve apopitozun karsilikli etkilesiminde, Ca?* bagimli olan sinyal iletim
yollaklar1 da etkilidir [296]. Aslinda Ca®*, hiicrenin hayatta kalmasi ve biiyiimesi, nronal
gelisim ve/veya hiicre fonksiyonlariin siirdiiriilmesi dahil olmak iizere temel fizyolojik
fonksiyonlarin koordine edilmesinde kritik 6neme sahiptir. Proteinler/pompalar/Ca®*
kanallar1 ve farkli organellerde Ca?* depolanmasi arasindaki koordinasyon, hiicresel
homeostaz igin sitozolik Ca?* diizeylerinin korunmasinda kritik 6neme sahiptir. Ca?*
homeostazi, i¢ ER depolarindan Ca?* tiikkenmesi ile aktive olan SOCE (store-operated Ca2+
entry) mekanizmast ile diizenlenir. Ca?'in hiicrenin hayatta kalmasini destekleyen otofajiyi
ve programlanmis hiicre 6limi siireclerini de diizenledigi bilinmektedir. Son zamanlarda,
Ca?* iligkili olabilecegi iizerinde durulan karmasik bir lipid-lipid aginin ve lipid-protein
etkilesimlerinin, hiicre homeostazini diizenleyen c¢esitli sinyal yollaklarinin aktivasyonunu
tesvik ettiginden soz edilmektedir [297]. Bu sekilde, spesifik plazma membrani mikro
domainleri (lipid raftlar1), spesifik sinyal iletim yolaklarini (Proliferasyon, apopitoz,
farklilasma, stres yanitlar1 ve otofaji gibi hiicresel programlar) diizenleyerek hiicrelerin
kaderlerini belirlemektedir. Lipid mikrodomainleri sadece plazma membraninda degil [298],
ayni zamanda ER, Golgi aparati, endozomlar, lizozomlar dahil olmak iizere hiicre ici
organellerin membraninda da bulunur. Bu bdolgelerde, hiicre i¢i kolesterol homeostazi ve
hiicre kaderinin diizenlenmesi tizerinde 6nemli bir etkiye sahip kilit reaksiyonlar katalize
edilebilir. Mitokondri ile iligkili membranlar (MAM'lar) apopitoz, otofaji ve timor
biiylimesinin diizenlenmesinde kritik "merkezler" olarak siniflandirilmistir. Son zamanlarda,
MAM!'lar i¢inde fiziksel ve islevsel platformlar olarak bu lipid mikrodomainlerinin
varliginin kesfi, otofajik siirecin erken asamalarinin altinda yatan mekanizmalarin
aydinlatilmasina katkida bulunmustur [299]. Ozellikle, ER lipid mikrodomainlerine benzeri
mikro alan proteinlerinin, (ERLIN1 (ER lipid raft-associated protein 1) ve (ERLIN2(ER
lipid raft-associated protein 2)), MAM'larla iligki kurarak hem fizyolojik hem de patolojik
kosullar altinda mitokondri-ER etkilesimini yonlendirebilecegi ve boylece hayatta kalma ve
oliimii diizenleyebilecegi ortaya ¢cikmaktadir. Bu baglamda, Kalsiyum (Ca?") homeostazinin,
viicuttaki fizyolojik siireglerin siirdiiriilmesi i¢in gerekliligi daha da 6nem kazanmaktadir.

Ca2+'daki olumsuz degisim inflamasyon, fibrozis, bozulmus bagisiklik fonksiyonu ve



39

hizlanmig yaslanma gibi cesitli patolojik durumlarin yani sira patojenin hiicreye girisi,
apopitoz ve otofaji gibi hiicre 6liim mekanizmalarinda da 6nemlidir. ARDS, kanser, septik
sok ve COVID-19'da hipokalsemi, yaygin bir semptomdur [301]. Bu durumda hipokalsemi
hem potansiyel koruyucu hem de zararli etkilere neden olabilmektedir. Giincel arastirma
sonuglari, serum Ca?* miktarmin azalmasmin COVID-19'un agir seyri ile giiclii bir sekilde

iliskili oldugunu gostermistir [302].

Otofaji ve apopitoz arasindaki karsilikli etkilesim, multiple romatizmal hastaliklar da dahil
olmak tizere birgok hastaligin patolojisinde gosterilmistir. Otofaji ve apopitoz arasindaki
denge romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus ve Sjogren sendromunun patogenezinde
rol oynayabilir [300]. Hem otofaji hem de apopitoz homeostazi koruyan mekanizmalar viral
enfeksiyonlarda da &nemli roller oynarlar. Onceki calismalar viriisle enfekte olmus
hiicrelerde otofaji ve apopitoz yolaklarinin karmasik bir sekilde olustugunu géstermistir. Bu
caligmalara gore enfeksiyonun erken everesinde apopitozun ge¢ indiiklendigi ya da otofaji
indiiksiyonunu apopitozu inhibe ettigi ya da viral replikasyon ve otofaji inhibisyonun
apopitozusu tesvik ettigi gosterilmistir. Ayrica bazi viral enfeksiyonlariin otofaji bozuklugu
olan hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini ve apopitozu aktive edebilecegi de

gosterilmistir.

Otofaji ile apopitoz tamamen ayri siiregler degildir, bu iki hiicre siirecini ayni siireklilik
olarak disiinmek gerektigi c¢alismalarla gosterilmektedir. Bazi durumlarda, otofajik
membranlar veya otofaji ile ilgili proteinler apopitozu veya nekroptozu aktive
edebilmektedir. Bu nedenle, hiicre 6liimleri hastalik siirecinde veya enfeksiyon aninda etkili
immiin yanitin yani sira ayni zamanda hiicrelerin kaderini belirlemede de birbirleriyle
oldukga baglantilidir. Otofaji ve apopitoz arasindaki denge, Klasik apopitoz ve otofaji ile

iliskili molekiilleri i¢eren molekiiler etkilesimler tarafindan diizenlenmektedir [303,304].

COVID-19’da Diger Molekiillerin Roli HIF1-a ve COVID-19

COVID-19 cogu hastada hafif seyretmekle birlikte, hastaligin siddetinin belirleyici
ozelligi, genellikle akciger hasariyla orantisiz olan sistemik diisiik oksijen
diizeyleridir (hipoksemi). Bu derin hipokseminin Sars-Cov2'nin konakg¢i hiicreleri
enfekte etme yetenegini degistirebilecegini gosteren kanitlar vardir. Hipoksinin,

Epstein-Barr viriisiiniin replikasyonunu artiran [304,305] ancak HIV ve influenza
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enfeksiyonunu baskilayan bir durum oldugu yani viriis replikasyonunu diizenledigi
bildirilmistir [307,308]. Hipoksi sinyali ile viral enfeksiyon arasindaki etkilesimin
aslinda viriisiin konaga girisine 6zgili oldugunu ve hem konak hiicreye hem de viral
tiire bagli degisiklik gosterdigi bildirilmektedir. Ayrica, hipoksinin akciger pulmoner
arter diiz kas hiicrelerinde (PASMC'ler), hematopoietik kok hiicre dnciillerinde ve
hepatokarsinom hiicrelerinde [309] ACE2 ekspresyonunu indiikledigi veya bazi
durumlarda baskiladigi gosterilmistir. Diisiik oksijenin hem ACE2 ekspresyonu hem
de Sars-Cov2 replikasyonu iizerindeki etkilerinin hiicreye bagli olmasi muhtemel
oldugundan Wing ve arkadaslar1 hipoksik durumda Sars-Cov2’nin akciger epitelyal
hiicrelerine girisinin ve replikasyonunun degisimlerini gostermislerdir [316]. HIF-1a
aynit zamanda glikoliz ve inflamatuar yanitta dnemli bir aktivatdérdiir, bu da HIF-

la'nin COVID-19 patogenezi tizerindeki etkilerine isaret etmektedir [310,311].

Memeli hiicreleri, oksijene bagimli ve bagimsiz stres sinyalleri tarafindan diizenlenen HIF-
la veya HIF-2a alt birimlerinden olusan, heterodimerik bir transkripsiyon faktorii olan
hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF) tarafindan diizenlenen bir transkripsiyonel yanit
yoluyla diisiik oksijene uyum saglar. Oksijen bol oldugunda, yeni sentezlenen HIF1-a alt
birimleri HIF prolil-hidroksilaz domain (PHD) enzimleri tarafindan hizla hidroksile edilir
ve poliubikitinasyon ve proteazomal degradasyon i¢in hedeflenir. Buna karsilik, oksijen
sinirl oldugunda, HIF1-q alt birimleri ¢ekirdege translokasyon yapar, HIF-1 ile dimerize
olur ve hiicre metabolizmasi, proliferasyon ve immiin diizenlemede yer alan genlerin
transkripsiyonunu aktive eder [312,313]. Hipoksinin veya HIF aktivasyonunun akciger
epitel hiicrelerindeki Sars-Cov2 yasam dongiisiinii nasil etkiledigini tanimlamak, hastaligin

patogenezi hakkindaki bilgilerimiz igin oldukga yararl olacaktir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. COVID-19’da HIF1-o’nin rolii [314]

Ozellikle renal anemi tedavisinde kullanilan ilaglarin (Cin'de ve Japonya'da kullamlan Roxadustat
ve ayrica Japonya'da kullanilan Daprodustat [314,315]) Sars-Cov2 enfeksiyonlarindaki rolleri
arastirilmustir [316]. Bu baglamda Wing ve arkadaslar hiicre hatlarinda yaptiklar1 galigmalarinda
ACE?2 ekspresyonundaki HIF'a bagli Sars-Cov2'nin naif hedef hiicrelere girisini simirlayacagini
diistinerek, Roxadustat ile muamele ettikleri Sars-Cov2 ile enfekte ettikleri hiicrelerde ACE2
ekspresyonunun diistiigiinii HIF sinyal yolaginda rol alan 6zellikle HIF prolyl hydroxylase 3 genini

aktive ederek, gostermislerdir.

Arastirmacilar HIF-1a'nin ACE2'yi diizenlemedeki rolityle tutarli olarak Sars-Cov2’nin hiicrelere
girigini baskiladigini rapor etmislerdir [316]. Codo ve arkadaslarinin yaptigi cahismada ise
monositlerin HIF prolil hidroksilaz inhibitorii BAY 85-3934 (Molidustat) ile muamelesinin Sars-
Cov2 RNA diizeylerini, HIF-1a 'ya bagimli bir sekilde artirdigini gosterilmistir [317]. Bu sonug
Wing ve arkadaglarinin ¢alismasiyla gelismektedir ve bu durumun hiicre tiplerine 6zgii farkliliklarla
ilgili olabilecegi vurgulanmaktadir. Bu nedenle Sars-Cov2 baskilamasiin HIF-1a 'ya bagh
mekanizmalarim karakterize etmek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir; bu mekanizmalar viral
RNA replikasyonu ve/veya stabilitesi icin gerekli konak faktorlerinin HIF-1a regiilasyonuna
katkilarimin ortaya ¢ikarilmastyla daha iyi anlasilacaktir.

COVID-19 transkriptom ¢aligmalarinda Sars-Cov2, konak immiin yanitini, metabolik yolaklari,
hiicre 6liimiinii, hiicre dongiisiinii, viral yanitlar1 ve apopitotik siiregleri nasil degistirdigi
gosterilmektedir [317]. Bu ¢alismalara gore de hem HIF'in oksijen yolu ile diizenlenmesi hem de

HIF-1a sinyal yolagim, COVID-19 hastalariimn periferik kan hiicrelerinde disregiile oldugu
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gosterilmistir. Ayrica, klinik Omeklerin analizleri ¢alismalarinda, HIF-loo ve inflamatuar
sitokinlerin ekspresyonlarinin COVID-19 hastalarinda saglikli bireylere kiyasla belirgin sekilde
ortaya ¢iktigini, geng hastalara kiyasla yasl hastalarda 6nemli 6l¢iide provoke oldugunu ve geng
saglikli bireylere kiyasla yash saglikli bireylerde de yiikseldigi gdsterilmistir [318]. Onceki
calisgmalar COVID-19 mortalitesinin yas arttikga katlanarak arttigim bildirmektedir [319]. Bu
verilere gore de yash hastalarda ortaya ¢ikan HIF-la ve asir1 inflamatuar yanitlarin hastalik
siddetine ve dliime yol agabilecegi ortaya ¢ikmaktadir. Sars-Cov2 ile enfekte Caco2 hiicrelerinde
HIF-1a ile birlikte artan IL-1p, IL-6 ve IFN-B diizeyleri gdsterilmistir [320]. Tian ve arkadaslarmin
yaptiklart ¢alismada ise Sars-Cov2 Orf3a proteininin (6nceki c¢alismalarda hiicre Oliimiine,
lizozomal hasara ve hiicre apopitozuna neden oldugunu gosterilmis [318]), HIF-1a ve
proinflamatuar sitokinlerin aktivasyonlarmda rol oynadigi bulunmustur. Ote yandan hipoksi,
niikleer faktor kB ve MIP1a araciligiyla HIF-1a lizerinden nétrofil apopitozunu azaltmaktadir. Bu
nedenle, HIF-1a aktivasyonunun ARDS'de nétrofil apopitozunun bozulmasinda rol oynadigi da
distintilmektedir [321].

TGE-B ve COVID-19

TGF-f’nin immiin sistem hiicrelerinin gelisimini, farklilasmasini, tolerans indiiksiyonunu ve
homeostazini etkiledigi bilinmektedir. Buna gore, TGF-f'min farkli hiicrelerdeki pleiotropik
etkilerinin dengesi, immiin yanit veya tolerans olusumuna katkida bulunur. Hem immiinosupresif
hem de pro-inflamatuar etkileri tegvik eden paradoksal ikili roliiyle TGF-f, immiinolojik dengenin
korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir [322,323]. TGF-B1 ise, immiin sistem regiilasyonunda rol oynayan
baslica TGF-f izoformudur [324]. Artan TGF-B1 sinyali, T hiicreleri, dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreler
ve dendritik hiicreler gibi efektor hiicrelerinin dogrudan inhibisyonu yoluyla konak¢i immiin
yanitimin baskilanmasimi saglar. Bu etki, Treg hiicrelerinin aktivasyonu ile de giiglendirilir [325].
Pleiotropik etkili TGF-B1 ve &zellikle yiiksek IL-6 aktivitesi ile immiin hiicreleri uyarabilir ve
ozellikle Th17 yolag: iizerinden inflamasyonu yonlendirebilir [326]. TGF-p1 ve iL-6, Thl7
hiicrelerinin indiiksiyonunu ve proinflamatuar IL-17 salgilanmasim saglar. Th17 yolag aktivasyonu
doku fibrozisine de katkida bulunabilir [327]. Ayrca, iL-17 giiclii bir notrofil kemokinidir ve
COVID-19 hastalarinin kaninda mutlak nétrofil sayisinin, nétrofil yiizdesinin degisimi ve notrofil:
lenfosit orammin artmasi, hastaligin siddetiyle iliskilendirilmistir [328]. TGF-f'min ¢ok sayida
hastaligin patogenezinde rol aldig1 bilinse de COVID-19 hastaliginin seyri ve siddetindeki rolii her
gecen giin daha da belirginlesmektedir. ARDS'li hastalarda, TGF-1'in enfeksiyonun erken
evresinde akcigerlerde ve plazmada biriktigi [329-331] ve TGF-f’'nin bu baglamda
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Zivancevic-Simonovic ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢aligmada oldugu gibi COVID-19 hastaliginin
siddetiyle iligkisi olan trombostopeniye katkisi arastirilmigtir. Arastirma bulgularina goére ise TGF-
Bl'in diisiik serum degerleri, COVID-19'un siddetiyle iliskilendirilmistir [332]. Alkolik olmayan
yagl karaciger hastah@ (NAFLD (Non-alcoholic fatty liver disease)) bulunan COVID-19
hastalarmda TGF-Bl'in roliinii tespit etmek igin yapilan baska bir calismada ise TGF-$1
konsantrasyonunun hastaligin siddeti ve komplikasyonlarinin (ileri solunum destegi ihtiyact,
YBU'ye (yogun bakim {initesi) kabul, iyilesme siiresi, nozokomiyal enfeksiyon gelisimi ve mortalite)
gelisimini 6ngdrmede 1yi bir ayirt edici dogruluk gdstermis ve sonug olarak; TGF-f1, NAFLD
hastalarinda COVID-19 siddetini ve olumsuz sonuglari 6ngdrmek igin etkili bir biyobelirteg
olabilecegi vurgulanmustir [333]. Viral enfeksiyonlarin da dahil oldugu enfeksiyon aninda, TGF-f1
aktivasyonu pihtilagsmay1 artirabilmekte ve immiin disregiilasyona neden olarak, doku fibrozuna
kadar giden siireci yonlendirebilmektedir [334]. Immiin hiicrelerde TGF-B sinyalinin diizensizligi ve
mikrovaskiiler hasar alanlarinda lokalizasyonu COVID-19 hastaliginda da gosterilmis ve hastaligin
siddetli stirecinde siklikla goriilen ARDS ve cilt mikro trombozuna katkisi bildirilmistir [335].
Trombositlerde ve mikrovaskiiler trombiis igindeki diger hiicrelerde yiliksek TGF-f1
konsantrasyonunun gosterilmesi; TGF-f1’in pihtilagma kaskadimi aktive etme, immiin sistem
yolaklarim diizensizlestirme ve pro-fibrotik Ozelliklerin ortaya cikisina katkida bulunduguna
kamittirlar [336].

Apopitoz ile otofaji arasindaki karsihikli iletisime katki sagladiklari gdsterilen bu molekiillerin
COVID-19 hastaliginda birlikte nasil bir etki gosterdigi heniiz tespit edilmemistir. Bu bilgiler
1s18inda tez calismamiza konu olan otofaji ve apopitozun karsilikli konusmasinda BECN-1 ve
SVN’nin katkist, bu etkilesime TGF-f1 ve HIF-lo’nmn etkisini aragtirmay1, yorumlar yapmay1
amagcladik. Asemptomatik ve pndmoni gelisen COVID-19 hastalar arasinda karsilagtirma yapmak
amactyla gelistirdigimiz tezimizin hipotezi Sekil 2.10°da gosterilmistir.
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Sekil 2.10. Calisma hipotezi
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismast; ¢aligma gruplarinin belirlenmesi, 6rneklerin toplanmasi ve ELISA
yontemi ile ¢alismaya dahil edilen molekiillerin belirlenmesi basamaklarindan

olusmaktadir.

3.1. Calisma Gruplar

Tez cahismasina, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklart ve Klinik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali tarafindan Nisan-Mayis 2020 tarihleri arasinda ayaktan
poliklinik sartlarinda ya da izolasyon servislerinde yatarak izlenen kesin COVID-19 tanisi
alan; 45 Asemptomatik, 45 Pnomonisi olan hasta dahil edilmistir. Calismada COVID-19 igin

kesin vaka tanimina uyan 18 yasindan biiyiik hastalar bulunmaktadir.

Hastalarin kesin vaka tanimlar1 T.C Saglik Bakanligi COVID-19 ulusal rehberi vaka ve vaka

yonetimi rehberi dogrultusunda olusturulmustur.

Calismaya Sars-Cov2 PCR pozitifligi saptanan 90 hastaya ait serum ornekleri dahil
edilmistir. Calisma igin etik kurul onay1 25.12.2023 tarihli 1046 nolu karar ile alinmistir.

Hastalar klinik ve radyolojik bulgularina gore 2 grupta toplanmistir;

1. Asemptomatik COVID-19
2. COVID-19 pnoémonisi

3.2. Serum Orneklerinin Toplanmasi

Calismaya dahil edilen hastalardan yatis aninda rutin alinan kan 6rnekleri ile birlikte jelli
biyokimya tiipiine vendz kan 6rnegi alinmis, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji
Rutin Laboratuvari’na getirilmis, saglik bakanligi rehberi onerileri dogrultusunda uygun
kisisel koruyucu ekipman kullanilarak, oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra, 3000 rpm
hizda 15 dakika santrifiij edilerek serumlar1 ayristirtlmistir. Serumlar 2 ml’lik kriyovial

tiiplere aktarilarak c¢aligma giiniine kadar laboratuvarda -80°C dolapta dondurularak
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saklanmigtir. Calisma gilinli uygun ¢ozdiirme protokollerine bagli kalarak, serum 6rnekleri

¢cOzdiirilmiistiir.

3.3. ELISA Yontemi ile Serum BECN-1, SVN, TGF-p1 ve HIF-1a Diizeylerinin
Belirlenmesi

ELISA Test Kiti: Human BECN-1, SVN, TGF-B1 ve HIF-1a double-antibody Sandwich
ELISA, labelled with biotin and combined with Streptavidin-HRP (SunRed)

Kit icerigi,

¢ Aliiminyum folyo igerisinde antijen olarak rekombinant insan BECN-1, SVN, TGF-$1
ve HIF-1o molekiilleriyle kapli mikrokuyucuk dizilmis stripler (1 plak — 12 well+8 strip,
4x12)

e 1 sise (6 ml) Str-HRP (Horseradish peroxidaz)- konjugat

e 0,5 ml standart soliisyonu (200 ng/ml)

e 3 ml Standart diliient

e 20 ml 30x yikama sollisyonu

e 1 ‘er ml Biotin- BECN-1, Biotin- SVN, Biotin- TGFp, Biotin- HIF-1a. monoklonal
antikor (moAb)

e 6 ml Kromojen A soliisyonu

e 6 ml Kromojen B soliisyonu

e 6 ml Durdurma (stop) soliisyonu

e  Yapigkan bant (seal foiler) (plaklari kapatmak igin)

BECN-1, SVN, TGF-B1 ve HIF-1a molekiillerini serum oOrneklerinde belirlemek igin

edinilen ELISA kitlerinin ¢alisma protokolleri ve igerikleri aynidir (sadece MoAb’lar ayr1).

3.4. Test Protokolii

Serum Ornekleri -80°C’de bulunduklar1 dolaptan ¢ikarilarak uygun ¢oziinme kurallarina
bagh kalarak cozdiiriilmiistiir; ELISA Kiti kullanilarak serum BECN-1, SVN, TGF-B1 ve

HIF-1a varlig1 ve diizeyleri belirlenmistir.
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450/620 nm’de ELISA okuyucu cihazda dansite Ol¢ililmiistiir, sonrasinda bilgisayar
ortaminda konsantrasyonu bilinen standartlarin OD degerleriyle grafik (standart curve)
olusturulmustur. Grafik denklemine goére OD’si ELISA okuyucuda elde edilen 6rneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplanmaistir.

3.5. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

e Derin dondurucu (-80-C) — Sanyo/Ultra low, Kanada
e Distile su cihazi

e Vortex cihazi- Heidolph/ REAX top, Almanya

e Otomatik pipet

e ELISA plak yikayict — Tecan Hydro FLEX, Isvigre
e (Calkalayici inkiibator

e ELISA plak okuyucu — BioTek Synergy HT, ABD
e Kiriyo vial (2 ml) — GREINER

e Eppendorf tiip (1.5 ml)- GREINER

e Falcon tiipii (15 ml)- GREINER

e Falcon tiipii (50 ml)- GREINER

e  Steril pipet ucu (10-200 ul)- GREINER

e  Steril pipet ucu (200-1000 ul)- GREINER

e  Sivi aktarim kabi- Isolab, Tiirkiye

3.6. istatiksel Analiz

Calismamizda Istatistik ve grafik analizleri i¢in GraphPad Prism 9 ve IBM SPSS Statistics,
version 22.0 (IBM Corp., Armonk, N.Y., ABD) kullanilmistir. Tez ¢alismasindan elde edilen
veriler degerlendirilerek Sars-Cov2 Enfeksiyonunda Otofaji ve Apopitozun Karsilikli
iligkisinin 6neminin analizi, gruplara ayirdigimiz COVID-19 hastalarinda BECN-1, SVN,
TGF-f1 ve HIF-la molekiillerinin istatistiksel farkliligin 6nemlilik derecesi ile
yorumlanmigtir. Hasta gruplandirmas1 ii¢ bashk altinda yapilmistir. Tani  grubu:
asemptomatik ve pnomoni gelisen hastalardan; komorbidite grubu: komorbiditesi olan ve
olmayan hastalardan; sag kalim grubunu ise mortalite goriilen ve gériilmeyen hastalardan
olusmustur. Istatistik analizlerin dncesinde Skewness-Kurtosis’e gore normalite testleri

yapilip, +1.5 ve -1.5 degerleri arasinda olanlarin normal dagildigi kabul edilmistir [337].
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Calismamizin degerlerinin normal dagilmadig goriildiigi i¢in ikili kargilagtirmalar Mann-
Whitney testi kullanilarak, ikiden fazla karsilagtirmalar i¢in Kruskal-Wallis nonparametrik
ANOVA testi ile yapilmistir. Hastalarin kategorik degerleri say1 ve yiizde olarak ifade
edilmistir. Degerler, ortalama ve standart sapma (SD) veya medyan degerler ve Q1-Q3'lik
ceyreklikler arasi aralik (IQR) olarak sunulmustur. Giiven aralig1t %95 diizeyine goére p

degeri <0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edilmistir.

Tekli varyant analizlerinde istatistiksel olarak anlamli bulunan degiskenler lojistik regresyon
analizi ile yeniden degerlendirilmis; demografik, klinik ve laboratuvar parametrelerinin
analizi sonrasinda %95 giiven araligi i¢in p degeri <0,05 oldugunda pnomoni, mortalite ve

komorbidite i¢in bagimsiz risk faktorii olarak tanimlanmustir.

Kaplan Meier Analizi ile de calismamizda yer alan dort molekiiliin sag kalima etkisi test

edilmis ve sag kalim egrileri ¢izilmistir.

Ikili degiskenler arasindaki iliskiler (korelasyon) ise Spearman’s korelasyon analizi ile

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Calismamizda, dahil edilme kosullarin1 saglayan 45 asemptomatik, 45 COVID-19
pnémonisi goriilen, toplamda 90 hasta yer almaktadir. Hasta gruplari arasinda BECN-1,
SVN, TGF-B1 ve HIF-1a molekiillerinin varlig1 aragtirilmig, hastalarda ayrica demografik,
klinik ve laboratuvar bulgularinin dagilimlan ile bu molekiillerin varliginin bu iki hasta
grubu arasinda karsilagtirmasi yapilmis, agir hastalik, mortalite ve COVID-19 hastaliginin

kritik laboratuvar bulgulariyla olan iliskileri analiz edilmistir.

Dahil edilen hastalarin (Cizelge 4.1) ortalama yasi 47 (min-max; 21-86) iken; hasta
gruplarina gore dagilimda ise asempomatik hastalarin ortalama yas1 36 (min-max; 21-55),
pnoémoni goriillen hastalarin ortalama yasi 57 (min-max; 21-86) olarak saptanmustir.
Hastalardan mortalite goriilenlerde ise ortalama yas 70 (min-max; 56-85)’dir. Komorbiditesi
olan hastalarin yas ortalamasi 60 (min-max; 32-86) iken; komorbiditesi olmayanlarin yas
ortalamast 39 (min-max; 21-76) olarak bulunmustur. Dahil edilen hastalarin yaslari
dekadlara gore gruplandirildiginda; %17’si (15) 18-29 yas, %281 (25) 30-39 yas, %20’si
(18) 40-49 yas, %9’u (8) 50-59 yas, %11°1 (10) 60-69 yas, %11°i (10) 70-79 yas ve %4’
(4) 80-89 yastir.

Hastalarin %51°1 (46) kadin, %49’u (44) erkektir. Hasta gruplarina gore ise asempomatik
hastalarin %62’si (28) kadin, %38’i (17) erkek iken; pnomoni goriilen hastalarin %60°1 (27),

komorbiditesi olan hastalarm %62’si erkektir.

Hastalarin %13’tinde (12) mortalite goriilmiistiir. Mortalite goriilen vakalarin yaslarinin
dekadlara gore analizlerinde ise %17’sinin 50-59 yas, %42’sinin 60-69 yas, %24’ {iniin 70-
79 yas ve %17°sinin 80-89 yas oldugu goriilmiistiir. Komorbiditesi olanlarin oran1 %39 (35)
iken; en az iki komorbiditesi olanlarin oran1 %22’ (20) dir. Hastalarin eslik eden hastalik
oykiilerinin oranina bakacak olursak; %12’sinde Tip 1 Diyabet, %20’sinde Hipertansiyon,
%?2’sinde KOAH, %6’sinda Astim, %8’inde Sigara oykiisii, %09 unda Malinite ve %4 linde
Kronik Bobrek Hastaliklari bulunmaktadir
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Cizelge 4.1. Calismaya dahil edilen hastalarin demografik bilgileri

Ortalama Yas (min:max) 47 (21-86)

Cinsiyet n %
Kadin 46 51
Erkek 44 49

Komorbidite 35 39

Tam Gruplan

Asemptomatik 45 50
Pnémoni 45 50
Mortalite 12 13

4.2. Laboratuvar Bulgularinin Degerlendirilmesi

Cizelge 4.2°de calismaya dahil edilen tiim hastalarin laboratuvar bulgular1 verilmistir.
Degerler normal dagilim goéstermedigi icin medyan degerleri verilmistir. Ayrica tant
gruplari, komorbidite gruplari ve sag kalim gruplarinda goériilen degisen kan hiicre diizeyleri
ve grubun kendi i¢inde birbirleriyle anlamlilik iliskileri (p degeri) Cizelge 4.3’te ortaya

konmustur.

Cizelge 4.2. Calismaya dahil edilen hastalarin laboratuvar bulgulari

N (%) MEDYAN IQR Q1-Q3 ORTALAMA STD.
SAPMA

FiBRINOJEN 74 (82) 342,5 218 284,5-502,5 413,9 169,6
D-DIMER 81 (90) 0,32 0,79 0,2-1,0 1,03 2,1
CRP 84 (93) 6,1 62,38 2,7-62,1 39,9 58,8
SISTATIN C 70 (78) 0,8 0,3 0,7-1,0 0,9 0,3
FERRITIN 81 (90) 58 252 15-266 339,7 779,3
TOTAL C3 58 (64) 108 31,6 92,4-124,0 109,9 21,2
TOTAL C4 58 (64) 20,8 7.9 18,2-26,1 25,0 11,7
CK 80 (89) 114 98 75-172,5 178,6 223,6
LDH 87 (97) 211 126 179-305 297,7 311,8
TROPONIN 84 (93) 5,0 5,10 4,9-10,0 61,4 294,1
PROKLASITONIN 86 (96) 0,03 0,13 0,02-0,16 0,6 4,7

KALSIiYUM 80 (89) 9,3 1,10 8,7-9,8 9,1 0,7
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Cizelge 4.3. Gruplandirilan hastalarin degisen kan hiicre diizeyleri

\ TANI GRUBU KOMORBIDIiTE GRUBU SAG KALIM GRUBU
ASEMPTOMATIK PNOMOI\] P KOMORBIDITESI KOMORBIDITESI P MO&ITALII’E MO__RI‘ﬁ&LITE P
HASTALAR GELISEN Degeri OLMAYAN OLAN HASTALAR  Degeri | GORULMEYEN GORULEN Degeri
HASTALAR HASTALAR HASTALAR HASTALAR
HASTA SAYISI (N) 45 45 55 35 78 12
WBC (X10E3UL) 6,94 6,81 0,762 6,60 7.60 0,175 6,80 8,15 0,280
(MEDYAN)
LENFOSIT SAYISI 1,79 1,18 0,000* 1,70 1,30 0,008* 1,60 1,03 0,001%
(X10.E3/UL)
(MEDYAN)
NOTROFIL SAYISI 432 4,14 0,890 4,10 4,70 0,169 4,74 427 0,236
(X10.E3/UL)
(MEDYAN)
NOTROFIL/LENFOSIT 2,0 335 0,001% 2,10 3,40 0,031% 3,50 2,0 0,001
ORANI
MONOSIT SAYISI 0,50 0,51 0,593 0,50 0,60 0,008* 0,50 0,48 0,574
(X10E3/UL)
(MEDYAN)
EOZINOFIL SAYISI 0.1 0,0 0,004* 0,10 0,00 0,397 0,10 0,00 0,210
(X10.E9/L)
(MEDYAN)
BAZOFIL SAYISI 0,04 0,02 0,000* 0,00 0,00 0,402 0,03 0,01 0,182
(X10.E3/11L)
(MEDYAN)
TROMBOSIT SAYISI 265 236 0,590 265 238 0,099 264 2415 0,194
(X10.E3/UL)
(MEDYAN)
*p<0.05

Tan1 gruplarina gbre analizini yaptigimiz kan hiicrelerinden asemptomatik ve pndmoni
gelisen hastalar arasinda lenfosit sayisinin anlamli farklilik gosterdigi bulunmustur

(p<0,001) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Tan1 gruplarina gore asemptomatik hastalar ve pndmoni gelisen hastalar arasinda
lenfosit sayisinin degisimi ve anlamlilik analizi

Notrofil/ lenfosit oraninin ise asemptomatik ve pndmoni gelisen hastalar arasinda anlaml

farklilik gosterdigi bulunmustur (p<0,001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Tani gruplarina gore asemptomatik hastalar ve pndmoni gelisen hastalar arasinda
notrofil/lenfosit oraninin degisimi ve anlamlilik analizi

Tan1 gruplarina gbre analizini yaptigimiz kan hiicrelerinden asemptomatik ve pndémoni
gelisen hastalar arasinda bazofil sayisinin anlamli farklilik gdsterdigi bulunmustur.

(p<0,001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Tan1 gruplarina gére asemptomatik hastalar ve pndmoni gelisen hastalar arasinda
bazofil sayisinin degisimi ve anlamlilik analizi

Eozinofil sayisinin ise asemptomatik ve pndomoni gelisen hastalar arasinda anlamli farklilik

gosterdigi bulunmustur (p=0,004) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Tani gruplarina gore asemptomatik hastalar ve pnémoni gelisen hastalar arasinda
eozinofil sayisinin degisimi ve anlamlilik analizi

Sag kalim gruplarina gore analizini yaptigimiz hastalardan mortalite goriilen ve mortalite
goriilmeyenler arasinda lenfosit sayisinin anlamli farklilik gosterdigi bulunmustur.

(p<0,001) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sag kalim gruplarina gore analizini yapilan kan hiicrelerinden mortalite goriilen
ve goriilmeyen hastalar arasinda lenfosit sayisinin degisimi ve anlamlilik analizi

Sag kalim gruplarina gore analizini yaptigimiz hastalardan mortalite goriilen ve mortalite
goriilmeyenler arasinda notrofil/lenfosit oraninin anlaml farklilik gosterdigi bulunmustur.

(p<0,001) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Sag kalim gruplarina gore analizini yapilan kan hiicrelerinden mortalite goriilen
ve goriilmeyen hastalar arasinda notrofil/lenfosit oraninin degisimi ve anlamlilik
analizi

Hastalarin eslik eden hastalik dykiilerinin olmasina (komorbidite) ve olmamasina gore
yaptigimiz analizinde ise bu iki grup arasinda lenfosit sayisinin anlamli farklilik gosterdigi

bulunmustur (p=0,008) (Sekil 4.7).

*
= 5. |
g °
Q [ ]
o 4+
X
? 3 Y
> o
! ®
on 2+
E .ig3g:i
wn
o 1- . .
L o '3 o
Z °
H 0 T .I
KOMORBIDITESI KOMORBIDITESI
OLAN OLMAYAN
KOMORBIDITE

Sekil 4.7. Hastalarin eslik eden hastalik dykiilerinin olmasina (komorbidite) ve olmamasina
gore yapilan analizde lenfosit sayisinin degisimi ve anlamlilik analizi

Hastalarin eslik eden hastalik Oykiilerinin olmasina (komorbidite) ve olmamasina gore
yaptigimiz analizinde ise bu iki grup arasinda nétrofil/ lenfosit oraninin anlamli farklilik

gosterdigi bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Hastalarin eslik eden hastalik dykiilerinin olmasina (komorbidite) ve olmamasina
gore yapilan analizde nétrofil/lenfosit oraninin degisimi ve anlamlilik analizi

Hastalarin eglik eden hastalik dykiilerinin olmasina (komorbidite) ve olmamasina gore
yaptigimiz analizinde ise bu iki grup arasinda monosit sayisinin anlamli farklilik gosterdigi

bulunmustur (p=0,008) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Hastalarin eslik eden hastalik Oykiilerinin olmasmna (komorbidite) ve
olmamasina gore yapilan analizde monosit sayisinin degisimi ve anlamlilik
analizi

Tan1 grubuna, sag kalima ve komorbiditeye gore gruplandirdigimiz hastalarin laboratuvar

bulgular1 ve anlamlilik iliskileri Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Tan1 Grubu, Komorbidite ve Sag kalim hasta gruplarinin laboratuvar bulgulari
ve anlamlilik iliskileri

TANI GRUBU KOMORBIDITE (Ek hastalik) SAGKALIM
ASEMPTOMATIK PNOMONI p DEGERI _ . »

(medyan) (medyan) VAR (medyan) YOK(medyan) pDEGERI | EX (medyan) SAG (medyan) pDEGERI
FIBRINOJEN* 298.0 4570 0,000 454 328 0,30 554 329 0,004
D-DIMER* 0.23 1.0 0,000 1 0.26 0,001 2,26 0,26 0,000
CRP* 32 56.1 0,000 383 3.48 0,000 75.9 4.83 0,000
SISTATIN C* 0.77 1.06 0,000 1,06 0,78 0,000 1.4 0.8 0,012
FERRITIN® 24.0 257.0 0,000 247 31 0,000 1350,5 34 0,000
TOTAL C3* 103.5 113.5 0,034 108 108 0874 120 108 0,034
TOTAL C4 205 24.2 0,137 243 20,5 0,162 20.8 20,2 0,137
CK* 98.0 129.0 0,029 125.5 108 0,169 203 112 0,029
LDH* 188.0 279,0 0,000 241.5 201 0,051 314 206 0,004
TROPONIN* 4.9 10,0 0,000 14,5 4.9 0,000 7.9 5,0 0,029
PROKALSITONIN® 0,0 0.1 0,000 0.1 0,03 0,000 0.49 0,03 0,000
KALSIYUM 9.7 8.8 0,000 9.3 9.4 0,002 8.2 9.4 0,000

* p<0,05

Tan1 grubunda yapilan analize gore pndmoni gelisimi ile Fibrinojen yiiksekliginin (p<0,001)
(Sekil 4.10), D-Dimer yiiksekliginin (p<0,001) (Sekil 4.11), CRP yiiksekliginin (p<0,001)
(Sekil 4.12), Sistatin C yiiksekliginin (p<0,001) (Sekil 4.13), Ferritin yiiksekliginin
(p<0,001) (Sekil 4.14), CK yiiksekliginin (p=0,028) (Sekil 4.15), Troponin yiiksekliginin
(p<0,001) (Sekil 4.16) ve Prokalsitonin yiiksekliginin (p<0,001) (Sekil 4.17); Ca®* diizeyinin
diisiikliigiintin (hipokalsemi) (p<0,001) (Sekil 4.18) anlaml1 iliskisi tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. Tan1 grubuna gore laboratuvar bulgularmdan Fibrinojen yiiksekliginin
anlamlilik iligkisi
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Sekil 4.11. Tam grubuna gore laboratuvar bulgularindan D-Dimer yiiksekliginin anlamlilik

iliskisi
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Sekil 4.12. Tan1 grubuna gore laboratuvar bulgularindan CRP yiiksekliginin anlamlilik
iligkisi
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Sekil 4.13. Tani grubuna gore laboratuvar bulgularindan Sistatin C yiiksekliginin anlamlilik
iliskisi
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Sekil 4.14. Tan1 grubuna gore laboratuvar bulgularindan Ferritin yiiksekliginin anlamlilik

iligkisi
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Sekil 4.15. Tan1 grubuna gore laboratuvar bulgularindan CK yiiksekliginin anlamlilik
iliskisi
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Sekil 4.16. Tan1 grubuna gore laboratuvar bulgularindan Troponin yiiksekliginin anlamlilik

iliskisi
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Sekil 4.17. Tan1 grubuna gore laboratuvar bulgularindan Prokalsitonin yiiksekliginin
anlamlilik iligkisi
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Sekil 4.18. Tan1 grubuna gore laboratuvar bulgularindan Kalsiyum diistikliigiintin anlamlilik
iliskisi
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Yine benzer sekilde mortalite gelisimi ile D-Dimer (p<0,001) (Sekil 4.19), CRP (p<0,001)
(Sekil 4.20), Sistatin (p<0,05) (Sekil 4.21), Ferritin CRP (p<0,001) (Sekil 4.22),
Prokalsitonin CRP (p<0,001) (Sekil 4.23) yiiksekliginin; Ca?" diizeyinin diisiikliigiiniin CRP
(p<0,001) (Sekil 4.24) anlaml iliskisi gortilmistiir.
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Sekil 4.19. Sag kalima gore laboratuvar bulgularindan D-Dimer yiiksekliginin anlamlilik

iligkisi
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Sekil 4.20. Sag kalima gore laboratuvar bulgularindan CRP yiiksekliginin anlamlilik iligkisi
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Sekil 4.21. Sag kalima gore laboratuvar bulgularmdan Sistatin C yiiksekliginin anlamlilik

iliskisi
* 3k 2k 2k
6000 —
=
=
= 4000 -
£
=
=
(' —
o 2000
Ll
L
0 T o
EX SAG
SURVIVAL

Sekil 4.22. Sag kalima gore laboratuvar bulgularindan Ferritin yiiksekliginin anlamlilik
iligkisi
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Sekil 4.20. Sag kalima goére laboratuvar bulgularindan Prokalsitonin yiiksekliginin
anlamlilik iligkisi
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Sekil 4.21. Sag kalima gore laboratuvar bulgularindan Kalsiyum disiikliigiiniin anlamlilik
iliskisi

Hastalarin komorbiditesine gére yapilan gruplandirmasinda ise komorbiditesi olanlarda D-
Dimer (p<0,001) (Sekil 4.25), CRP (p<0,001) (Sekil 4.26), Sistatin C (p<0,001) (Sekil 4.27),
Ferritin (p<0,001) (Sekil 4.28), Troponin (p<0,001) (Sekil 4.29) ve Prokalsitonin (p<0,001)
(Sekil 4.30) diizeylerinin yiiksekliginin yaninda Ca?* diisiikliigiiniin (p<0,001) (Sekil 4.31)

anlamli oldugu gortilmiistiir.
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Sekil 4.22. Komorbiditeye gore

anlamlilik iligkisi

laboratuvar

bulgularindan D-Dimer yiiksekliginin
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Sekil 4.23. Komorbiditeye gore laboratuvar bulgularindan CRP yiiksekliginin anlamlilik

iliskisi
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Sekil 4.24. Komorbiditeye gore laboratuvar bulgularindan Sistatin C yiiksekliginin

anlamlilik iligkisi
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Sekil 4.25. Komorbiditeye gore laboratuvar bulgularindan Ferritin yiiksekliginin anlamlilik

iligkisi
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Sekil 4.26. Komorbiditeye gore laboratuvar bulgularindan Troponin yiiksekliginin
anlamlilik iligkisi
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Sekil 4.27. Komorbiditeye gore laboratuvar bulgularindan Prokalsitonin yiiksekliginin

anlamlilik iligkisi
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Sekil 4.28. Komorbiditeye goére laboratuvar bulgularindan Kalsiyum disiikligiiniin
anlamlilik iligkisi

4.3. Apopitoz ve Otofaji Belirteclerinin Degerlendirilmesi

Calismamizin hipotezinde yer alan otofaji ve apopitoz belirteglerinden Beclin-1’in (BECN-
1) medyan degeri 40 ng/ml; Q1-Q3 degerleri 30-75 ng/ml, Survivin’in (SVN) medyan degeri
140 pg/L; Q1-Q3 degerleri 105-312 pg/L iken; HIF-1a medyan degeri 50 pg/ml; Q1-Q3
degerleri 36-137 pg/ml, TGF-f1 medyan degeri 271 ng/ml; Q1-Q3 degerleri 210-617 ng/ml
olarak bulunmustur. Bu belirteglerin tani1 grubu, komorbidite ve sag kalimla anlamlilik

iliskileri Cizelge 4. 5’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.5. Tam1 Grubu, Komorbidite ve sag kalim hasta gruplarinin apopitoz ve otofaji
belirtecleri ile anlamlilik iliskileri

TANI GRUBU KOMORBIDITE (Ek hastalik) SAGKALIM GRUBU
GRUBU

ASEMPTOMATIE PROMONI p DEGERI . . o . -

{medyan) (medyan) VAR (medyan) YOK({medyaw) pDEGERI | EX (medyan) SAG (medyan) pDEGERI

Becinl  (BECN-I) 51 34 0,014% 40 41 0,032% 34 40 0,185
(ng/m)

Survixin, (SVN) (pgL) 173 121 0,004% 140 154 0,002% 107 140 0,069

HIFlq (pg/ml) 113 30 0,001* 50 51 0,033+ 39 50 0,001

TGFp1(ng/ml) 408 234 0,000+ m 294 0,004+ 238 m 0,221
* p<0,05

Analiz sonuglarina goére pnomoni gelisen hastalarda BECN-1 (p=0,014) ve SVN’nin
(p=0,004) diizeylerinin asemptomatik hastalara gore disikligl tespit edilmis ve bu
diistikliiglin anlamli bir farkta oldugu goriilmistiir (Sekil 4.33). Benzer diisiikliikler HIF-1a
ve TGF-B1°de de bulunmustur. Bu molekiillerin sag kalimla anlamli iliskisi bulunmamisken;
komorbiditesi olan hastalarda komorbiditesi olmayan hastalara gére diizeylerinde anlaml
disiiklikler gériilmistiir. Komorbidite ve pnomoninin birlikte goriildiigii hastalarda BECN-
1 (p=0,272), SVN (p=0,073), HIF-1a (p=0,156), TGF-B1 (p=0,126) diizeylerinde anlaml

bir fark bulunamamustir.

Kan hiicre profillerinin ve laboratuvar bulgularinin, laboratuvar referans degerlerine gore
gruplandirdigimiz ve apopitotik, otofajik belirtegleri ile iligkisini bulmaya ¢alistigimiz analiz
sonuglarimizdan laboratuvar bulgulariyla olan iliski Cizelge 4.6°da sunulmustur. Ozellikle
laboratuvar bulgulariyla iligkiler saptanmistir fakat ayni iliski kan hiicre profillerinde
goriilmemistir. Ancak lenfosit diisiikliigii ile TGF-B1 arasindaki iliski anlamlidir. (p=0,024)
Lenfosit disiikliigiinde, normal lenfosit diizeyine gore TGF-B1 yaklasik 1,5 kat diistiktiir.
TGF-B1 diizeyinin hastalarin trombosit sayilariyla pozitif korelasyonu COVID-19
hastalarinda gosterilse [332] de ¢alismamizda trombosit sayisi ve TGF-B1 diizeyi arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik gozlenmemistir (p=0,0932) (Sekil 4.32). Calismamizda
notrofil diizeyinin diisiikligi ile HIF-1a arasinda anlamli iliski bulunmaktadir (p<0,05).
Notrofil sayisi diisiik hastalarda HIF-1o diizeyi de diisiiktiir. Eozinofil sayis1 diisiik
hastalarda ise TGF-B1 (p=0,033) ve HIF-1a (p=0,044) disiikliiklerinin anlamli oldugu

saptanmuistir.
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Sekil 4.29. Trombosit sayisi (medyan) ve TGF-B1 diizeyi arasindaki anlamlilik iligkisi

Laboratuvar referans degerlerine gore gruplandirilan laboratuvar bulgularimin BECN-1,
SVN, HIF-1a ve TGF-B1 ile iliskisine baktigimizda ise bu molekiillerin 6zellikle Fibrinojen,
D-Dimer, CRP, Total Kompleman 4 (C4), CK, LDH, hs-Troponin, Prokalsitonin ve
Kalsiyum (Ca?*) ile aralarinda anlamli iliskiler goriilmiistiir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Laboratuvar referans degerlerine gore gruplandirilan laboratuvar bulgularinin
BECN-1, SVN, HIF-1a ve TGF-f1 ile iliskisi

oamp | ""Ga0 | (pamy | TCERORmD
. degeri P degeri P degeri

<200 mg/dL- DUSUK

FIBRINOJEN 200-400 mg/dL- NORMAL 0,085 0,001* 0,000% 0,001*
>400mg/DI- YUKSEK

. 0-0,5 pg/ml- NORMAL

D-DIMER 505 pgjml YOKSEK 0,041* 0,066 0,041% 0,097
0-5 mg/L- NORMAL

CRP 55 o/ YOKSER 0,014* 0,000% 0,000% 0,001*
<0,53 mg/L- DUSUK

SISTATIN C 0,53-1,01 mg/L- NORMAL 0,352 0,354 0,079 0,499
>1,01- YOKSEK
79-152 mg/dL- NORMAL

TOTAL C3 <79 mgldL YOKSEK 0,901 1,000 0,902 0,433
<16 mg/dL- DUSUK

TOTAL C4 16-38 mg/dL- NORMAL 0,413 0,051 0,035* 0,299
>16 mg/dL- YUKSEK
0-145 U/L- NORMAL

cK ST SRS 0,005* 0,694 0,355 0,764
0-247 U/L- NORMAL

LDH T U i 0,083 0,000% 0,000% 0,015*

. 0-14 ng/L- NORMAL

hs- TROPONIN 14 g/l YOKSEK 0,018* 0,004* 0,003* 0,017*
<0 ng/ml- DUSUK

PROKALSITONIN | 0.1-0,5 ng/ml- NORMAL 0,017* 0,000% 0,000% 0,006*
>0,5 ng/ml- YUKSEK
< 8,8 mg/dL- DUSUK

KALSIYUM 8,8-10,6 mg/dL- NORMAL 0,054* 0,012* 0,019* 0,018*
>10,6 mg/dL- YUKSEK

Calismamizin bulgularma gore, tan1 gruplarinda ve komorbidite gruplarinda bulunan
hastalarda BECN-1, SVN, HIF-1a ve TGF-B1 diizeylerindeki degisimlerin anlamli oldugu
fakat ayn1 anlamliligin sag kalim grubunda bulunmadig: saptanmustir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.30. BECN-1, SVN, HIF-1a ve TGF-B1’in tan1 grubuna gore anlamlilik iligkisi

4.4. BECN-1, SVN, HIF-1a ve TGF-p1’in Sag kalima etkisi

Kaplan-Meier yontemi kullanilarak yapilan sag kalim analizinde ¢alismamiza dahil edilen
apopitoz inhibitoriiniin ve otofaji regiilatoriiniin sag kalima etkisi %95 giiven araliginda
degerlendirilmistir. Degerlendirme i¢in bu molekiillerin medyan degerleri temel alinarak
istatistiksel anlamlilik aranmistir. Calismaya dahil edilen molekiillerin sag kalima etkisi

istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.31. Kaplan-Meier Sag kalim egrileri

BECN-1"in medyan degerine (<40 ng/ml) gore degeri diisiik olan hastalarin %80’inde 90
glin sag kalim goriiliirken, degeri medyan degerine gore yiiksek olanlarin (>40 ng/ml)

%93,3’linde 150 giin sag kalim tespit edilmistir. Fakat aralarinda istatistiksel anlamlilik

bulunmamaktadir (Log Rank p=0,063).

SVN’nin medyan degerine (<140 Pg/L) gore degeri diisiik olan hastalarin %13’iinde 60 giin
sag kalim goriilirken, degeri medyan degerine gore yiiksek olanlarin (>140 Pg/L) %25’inde
30 giin sag kalim tespit edilmistir. Fakat aralarinda istatistiksel anlamlilik bulunmamaktadir

(Log Rank p=0,557).

4.5. Risk Faktorleri

Tan1 grubu, sag kalim ve komorbidite temel alinarak yaptigimiz gruplandirmalarda kan
hiicre profiline ve laboratuvar bulgularina ¢alismamiza dahil ettigimiz molekiillerin lojistik

regresyon analizleri yapilarak risk faktorleri belirlenmistir. Tim lojistik regresyon
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analizlerinde uyum iyiligi (Hosmer Lemeshow testi) 0,05 ten biiyiikk bulunmustur. Bu durum
hipotezimizle ortaya ¢ikan istatistiksel sonuglarin uyumunu gostermektedir. Asemptomatik
ve pnémoni hastalarinda, komorbiditesi olan ve olmayan hastalarda, mortalite goriilen ve
goriilmeyen hastalarda calismamiza dahil edilen bu dort molekiil bagimsiz risk faktori
olarak saptanmamustir. Benzer sonug kan hiicre profillerinde de goriilmiis olup; CRP (OR:
0,05; p<0,05), Troponin (OR: 0,01; p<0,05) ve Prokalsitonin (OR: 0,29; p<0,05)
yiiksekliginde TGF-B1; CK yiiksekliginde ise BECN-1 (OR: 6,89; p<0,05) bagimsiz risk

faktorii olarak saptanmustir. Risk faktor analiz sonuglar1 Cizelge 4.7’de sunulmustur.



Cizelge 4.7. Gruplarda ve laboratuvar bulgularinda lojistik regresyon analizi ile BECN-1, SVN, HIF-1a ve TGF-B1 nin risk faktorleri

BECN1 SVN HIF-1¢ TGF-p
B WALD | p OR 95%CI B WALD | p OR 95%CI B WALD | p OR 95%CI B WALD | p OR 95%CI
(exP(B) ILOW [P (exP(B) | LOW TP (exP(B) | LOW TP (exP(B) | LOW TP
Tam Grubu 0,88 | 2,50 011 | 241 081 1719 144 | 2,61 0,10 | 4,24 0,73 | 2446 | - 0,61 0,26 | 0,50 015 | 1,69 - 383 0,05 | 0,17 003 | 1,0
0.68 1.2
Komorbidite 027/025 [o61]132 [o044]394 [- [059 [o043]058 [o015[225 [o21]01 Jo75]123 [033]456 [- [079 [013]030 [065]145
0,53 1,18
Sag Kalim - 132 Jo2s]038 [o07[197 [- o6 |o042[044 [006[328 [062]044 [os50[186 [o030[ 11541027078 [037[277 [029]2659
0,96 0,80
Lenfopeni 051070 [o40|166 [os0[548 [- [078 [o0s8[065 [014[304 [- Jo031 [os57]067 [o16]268 [199]429 [038]735 | 1114847
042 039
Nétropeni - o057 Jost|o7s Jo77[740 |- [149 [o082]071 [o038[1353]185]136 |017[639 [o0g4[ono1|- [145 [o082]072 [o42]1245
027 033 032
FihrinojenT 017054 [ost|118 [o028[50 [o045[023 [o062]158 [o024[1014]- TJo94 [o033]049 [o11[205 [- [418 [o41[013 [019]091
0,71 2,02
D-Dimer 104268 [010[282 [o081]980 [105]164 [020]28 [o057[1425]- [o04 [o08a]087 [o24[316 [- [213 [014]029 [005] 152
0,13 1,12
CRPT 059 (000 [093|106 [028(392 (047029 [058)160 |029(876 |048]000 |094]104 [024]|446 |- |865 [000]005 |000]037
2,93
FERRITIN ‘I‘ 025|011 [073]128 [029]55 [135]194 [016/38 [057]|2621]191]262 |o010|678 |067/[6865|191]262 [0,12]002 |000] 045
K 193692 [o000] 680 |1632001]031(012 [071]|136 [024]749 [057([054 [o045][170 [o039[804 |- |09 [076|076 |012]435
027
LDH T - Joes |o4r]os0 [o018]203 [039]027 [o0s59]148 [033[657 |- [030 [o58[069 [o019]253 [- [333 [068]020 [003] 0112
0,50 0,36 1,56
TROPONIN # [105]196 [o16]288 [o065]1268]079]060 [040]221 [034]1442]051]000 [094]105 [o022[450 [- [420 [003]010 [001]088
224
PRDICLASiTO.\ﬂ\T- 071 [039]0490 [009254 |083]055 [045)231 [o025]2105[000]000 [100]100 [018]556 [- [725 [000]020 [000]038
0,70 355
HIPOKALSEMI [020]010 [o074[123 [o035]422 [076]000 [092]107 [022]524 |- [o09 [o032]049 [o12[201 [- o098 [032]042 [007]232
0,69 0.86

[
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Ikili iliskiler ise Spearman’s korelasyon analizi ile belirlenmistir ve korelasyon

katsayilarinin anlami Dancey ve Reidy (2004)’ ye gore belirlenmistir [403]. Yaptigimiz
analize gore BECN-1, SVN, HIF-1a ve TGF-B1’in; D-Dimer, Fibrinojen, Proklasitonin,

CRP, Total C4, CK, LDH, Troponin diisiikliigii ile negatif korelasyonu tespit edilmistir.

Ayrica bu molekiillerle negatif korelasyon, tani tipine gore gruplandirdigimiz hasta

gruplarinda da goriilmiistiir. Pozitif korelasyon ise bu molekiillerle Ca?* diisiikliigii

(hipokalsemi) arasinda gozlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. BECN-1, SVN, HIF-1a ve TGF-B1’in laboratuvar bulgulartyla korelasyon

analizi

BECN-1 (ng/ml) SVN (pg/L) HIF-1a (pg/ml) TGFp1(ng/ml)

(p) P degeri (p) P degeri (p) P degeri (p) P degeri
FIBRINOJEN | - -0,386 0,001 -0,379 0,001 -0,435 0,000
D-DIMER -0,2290,041 | - -0,2290,041 | -
CRP -0,282 0,013 -0,446 0,000 - 0,343 0,000 0,549 0,001
TOTALC4 | | - -0,2400,035 | = -
CK -0,361 0,006 | @ - | e e
LbH | -0,282 0,008 - 0,263 0,000 -0,394 0,000
hs- TROPONIN -0,182 0,018 -0,242 0,002 -0,274 0,011 -0,277 0,012
PROKALSITONIN | -0,282 0,017 -0,446 0,000 - 0,343 0,004 -0,549 0,006
KALSIYUM 0,186 0,054 0,255 0,012 0,301 0,005 0,368 0,018

(p): rho
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5. TARTISMA

2019 yilindan bu yana acil saglik sorunu ilan edilen COVID -19 pandemisi yaklasik
800 milyon insan1 etkilemistir. Viriise maruz kalanlarin kimisi hastalig1 hi¢ semptom
gostermeden atlatirken; kimisi ates, miyalji, tat ve koku kaybimin goriildiigi orta
siddette atlatmaktadir. Agir seyreden hastalarda ARDS’ye giden tablolarla
karsilasilmistir. Bildirilen vakalarin arasinda 7 milyondan fazla mortalite goriilmiistiir.
Sars-Cov ve Mers-Cov enfeksiyonlarina gore yiiksek bulastiricilik oranina sahip Sars-
Cov2 viriisiiniin neden oldugu enfeksiyon global hal almistir. Cin’in Wuhan kentinden
bildirilen ilk vakalarda pnomoni 6ne c¢ikmistir. Vaka sayilarinin artmasiyla da
enfeksiyonun 6zellikle viriisiin hiicreye giris anahtari olan ACE2 reseptoriinii ekspresse
etme oraninin yiksek oldugu akciger hiicrelerinde 6nemli oldugu ortaya konmustur.
Sars-Cov2 viriisi makrofajlar, lenfositler, notrofiller basta olmak iizere immiin
hiicreleri disinda; beyin, bobrek, kalp, karaciger, merkezi sinir sistemi, gastrointestinal
sistem hiicrelerini de etkilemektedir. Bu nedenle de viriisiin ¢oklu organ yetmezlik
etkeni oldugu diisiiniilmektedir. Sars-Cov2 virlisi immiin disregiilasyonla giden
enfeksiyona neden olmaktadir. iImmiin sistem iizerinde yarattig1 bu disregiilasyon,
ozellikle sitokin firtinasi araciligiyla ortaya ¢ikmaktadir. Sars-Cov2 tek sarmalli RNA
viristidiir. Viriise ait spike proteini sayesinde ACE2 ile interaksiyon kuran viris,
endositozla konak hiicresi i¢ine alinir. Genetik materyalini konak hiicresi sitoplamasina
birakan viriis icin replikasyon ve viral proteinlerin iiretimi baglamaktadir. Uretilen
proteinler Endoplazmik Retikulum-Golgi ara kompartmanina (endoplasmic reticulum-
Golgi intermediate compartment (ERGIC)) goénderilerek  virlis  partikiilii
birlestirilmekte ve endozomal kese i¢inde hiicre yiizeyine taginarak yeni olusan viriis
partikiilleri hiicreden uzaklasmaktadir. Kendini ¢ogaltmak ic¢in c¢esitli stratejiler
kullanan viriis; immiin sistem hiicre, molekiil ve yolaklarini etkilemektedir. Viriisiin
hem evazyon hem de kendini ¢ogaltma, hayatta kalma stratejilerini igeren bilgiler her
gecen giin ortaya ¢ikmaktadir. Oyle ki DSO’niin 2019 yilinin Mart ayinda pandemi ilan
etmesinden 6 ay sonra COVID-19 hastalig1 ve Sars-Cov2 viriisii ile iligkili Web of
Science ve Scopus'ta 23.634 makalenin indekslendigi gosterilmistir. Bu say1 2021
Subat’inda 87 000’e ¢ikmistir [338]. Yayinlar arasinda Sars-Cov2 ve hiicre 6liimleri
ilgi ¢ekmektedir. Hiicre 6liim yolaklarinin, COVID-19 hastalig1 siirecinde iki yonlii
(korunma-hasar goérme) davrandigir distiniilmektedir. Bu yolaklardan 6zellikle

apopitoz, piroptoz ve nekroptoz ve de otofajik 6lim COVID-19 hastaliginda arastirma
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konusu olmuslardir. Birlikte ele alindiginda, Sars-Cov2 cesitli mekanizmalar yoluyla
hiicre apopitozunu ve otofajisini diizenleyebilir. Apopitoz ve otofajinin iki ucu keskin
bir kili¢ oldugu sonucuna varmak zor degildir. Bu iki hiicre siireci mekanizmalar1 bir
yandan, replikatif araglardaki azalma yoluyla viriislerin yayilmasini dogrudan
onleyebilirken; 6te yandan doku yikimina, viriis yayilimina, sitokin firtinasina ve
yetersiz bagisiklik tepkisine yol acabilirler. Sars-Cov2, enfeksiyonun farkl
zamanlarinda apopitoz ve otofajiyi kendine hizmet edecek sekilde ustaca manipiile
edebilir. Bu nedenle, apopitoz ve otofajinin ne zaman inhibe edilecegine veya
uyarilacagina hastalarin tedavisi esnasinda dikkatle karar verilmelidir. Bu yollar
hedefleyen inhibitdrler ve agonistlerin yardimiyla, daha ileri aragtirmalarla Sars-Cov2
enfeksiyonunun bilinmeyenleri aydinlatilabilir. Buna ek olarak, tek hiicre sekanslama,
proteomik ve metabolomik ve uzamsal omik gibi yiiksek verimli yontemler, COVID-
19'daki yeni yolaklarin ve farkli hiicre 6liimii ve otofaji yolaklari arasindaki karsilikli
iletisiminin kesfini kolaylastirabilir. Ciinkii Sars-Cov2 varyantlari nedeniyle degisen
stratejiler ile hiicre 6limi ve otofaji yolaklar1 arasindaki iliskiyi anlamak i¢in daha
hassas gozlemlere ihtiya¢ vardir. Hiicre 6liimii ve otofajinin dnemli rolleri g6z Oniine
alindiginda, ¢esitli terapdtik stratejiler arastirilmis ve klinik ¢aligmalarda uygulamaya

konulmustur, ancak sonuclar halen tartisilmaktadir.

Calismamizda apopitoz ve otofajinin COVID-19 hastaliginda karsilikl1 etkilesimi ile
ilgili bilgilere katki saglayacagini diisiindiigiimiiz otofajik yolagin dnemli elemani
BECN-1 ve apopitoz inhibitérii SVN yer almaktadir. Ayrica bu iki molekiile katkisi
oldugunu diistindiigiimiiz hipoksi kosullarinda sentezi artan ve COVID-19 hastaliginin
siddetiyle daha oOnceki g¢aligmalarda iliskilendirilmis HIF-la ve yine COVID-19
hastaliginda oOnemli bir biyobelirteg oldugu gosterilen [332] ve oOnemli bir
immiinomodiilatér molekiil olan TGF-B1 c¢alismaya dahil edilmistir. Arastirmamiza
dahil edilen hasta gruplari ise asemptomatik ve pndmonisi olan hastalardir. Bu
hastalarin demografik bilgileri, klinik bilgileri, laboratuvar bulgular1 hem kendi
aralarinda karsilastirilmis hem de calistigimiz bu dort molekiiliin bu bilgilere katkilar

istatistiksel hesaplamalarla arastirilmistir.

Aslinda hastalarda ilk disregiilasyon, kan hiicre sayilarinda ortaya ¢ikan
degisikliklerdir. Lenfopeni ¢ogu hastada belirgin bir bulgu iken, bazi ¢alismalarda

nétrofil sayisinda artis da bildirilmistir. Ozellikle, toplam ldkosit sayisi, hastalar
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arasinda farklilik gostermekte iken; lenfopeni veya noétrofilinin baskinligi dnemlidir.
Birlikte ele alindiginda, hafif trombositopeniye eslik eden azalmis lenfositler, COVID-
19 hastalarinin tam kan sayiminda dikkat ¢eken en yaygin anormal bulgular
arasindadir. Hastalarda 16kositoz, lenfopeni yaninda notrofil/lenfosit oraninin artis1 da
goriilmektedir [65]. Bu ilk bulgular COVID-19 ile ilgili ¢aligmalarin hem hiicre hem
de molekiiler diizeyde yapilmas1 gerektigini ortaya koymaktadir. Qin ve arkadaglarinin
452 COVID-19 hastasiyla yaptig1 calismanin 286’sin1 ciddi olgular olusturmustur.
Ciddi olgularda yiiksek 16kosit sayisi, diisiik lenfosit sayis1 ve yiiksek notrofil-lenfosit
orani goriilmiistiir [339]. 41 hastanin dahil edildigi bir ¢alismada ise yogun bakim
ihtiyac1t olan, mortalite goriilen agir seyirli COVID-19 hastalarinda lenfopeninin ve
notrofilinin karakteristik oldugu bildirilmistir [53]. 85 COVID-19 mortalitesi giiriilen
hastalarin analizinde; %77,6’sinda lenfopeni, %41’inde ise trombopeni gdzlenmistir
[340]. COVID-19 hastalarinda eozinofilinin goériilmesi hastaneye yatis ihtiyacinin
ortaya ¢ikmasi arasinda korelasyon vardir [341,342]. Eozinofili gelisen olgularin
%82’sinde mortalitenin goriildigi bildirilmistir [342]. Lucas ve arkadaslarinin artan
monosit, diisiik dansiteli ndtrofil (LDN) ve eozinofilinin hastaligin siddetiyle iliskisini
gostermislerdir [343]. Baska bir calisma ise bazofil ve eozinofil diizeylerindeki artisin,
hastaligin siddetiyle iligkisini ve hatta iki hiicre grubunun hastaligin agir seyri boyunca
baskin hiicreler oldugunu ve immiinopatolojiye katkilar1 olabilecegini bildirmistir
[344]. Akcigerde infiltre olmus hiicre grubu 6zellikle monositler ve makrofajlardir.
COVID-19 hasta akciger otopsi g¢aligmalarinda monositlerin, makrofajlarin yaygin
alveolar hasarla iligkisi gosterilmis hatta ¢ok cekirdekli dev hiicrelerin de varligi
bildirilmistir [39]. Monosit regiilasyonunda ve gociinde sorumlu TNF, IL-6 ve CCL2,
COVID-19 hastalarinin plazmalarinda saglikli kontrollere gore yiiksek diizeyde oldugu
tespit edilmistir [345]. Giamarellus-Bourboulis ve arkadaslar1 agir seyirli COVID-19
vakalarinda immiin pertiirbasyonunu 2 gruba ayirmustir. ilk grupta IL-6 tarafindan
ortaya c¢ikan immiin disregiilasyon; digerinde ise IL-1P ile ortaya ¢ikan immiin
disregiilasyondur. Yiiksek IL-6 diizeyi, CD14+ monositleri azaltmakta, CD4+ T hiicre
lenfopenisine neden olmaktadir [346]. Calismamiza dahil edilen hastalar arasinda tani
grubuna gore yaptigimiz analizde hiicre grubu olarak sadece lenfosit sayisinin (p<0,05)
ve nétrofil/lenfosit oraninin (p<0,05), eozinofil (p<0,05) ve bazofil hiicre sayisinin
(p<0,05) anlamli bir sekilde one ¢iktigin1 gordiilk. Lenfosit sayisi asemptomatik
bireylerde yiiksek iken; ndotrofil/lenfosit oraninin yiiksekligi pndmoni gelisen hasta

gruplarindaydi. Bu yiikseklik yaklasik 2 katti. Pnomoni gelisen hastalarda eozinofil ve
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bazofil hiicre sayis1 asemptomatik bireylere gore diisiiktii. Lenfosit sayis1 ve notrofil/
lenfosit oran1 sag kalim grubunda, tani grubu sonuclariyla benzerdi. Sag kalim
grubunda eozinofil ve bazofil hiicre sayilar1 arasinda fark yoktu. Komorbiditesi olan ve
olmayan hasta gruplandirmasinda da benzer sonuglar goriiliirken; eozinofil ve bazofil
hiicre sayilarinda anlamli fark olmadigi, sadece monosit hiicre sayisinda anlamli
farklilik oldugu goriildii. Komorbiditesi olan hastalarda olmayanlara gére monosit
hiicre sayisinda yaklasik 1,5 kat yiikseklik vardi. BECN-1, SVN, HIF-1a ve TFG-f1’in
hiicre grubuyla iliskilerine baktigimizda sadece TFG-B1’in lenfosit sayisinin (p=0,024)

ve eozinofil sayisinin diistikligii (p=0,033) ile anlaml1 iliskisi goriildii.

Yayimlanan arastirmalarda COVID-19'un klinik o6zelliklerini ve goriintiilleme
bulgularinin yaninda anormal laboratuvar bulgularinin tanisal ve prognostik degeri de
oldukca 6nemlidir. COVID-19 hastalar1 i¢in istenen baslica rutin testler arasinda tam
kan sayimi, koagiilasyon ve fibrinolizis kaskadlarin1 (PT, aPTT ve D-Dimerler) ve
inflamasyonla ilgili parametreleri (ESR, CRP, Ferritin ve Prokalsitonin) arastiran
testler yer almaktadir. Viriisiin kalp, karaciger ve bobrekler gibi bir¢ok hayati organi
ciddi sekilde bozma potansiyeli nedeniyle, biyokimyasal faktorlerin analiz edilmesi,
klinisyenlerin bu organlarin islevsel faaliyetlerini degerlendirmeleri i¢in uygun bir
yoldur. COVID-19 hastalarinda yiiksek Protrombin (PT) ve D-Dimer degerleri daha
koti bir prognozun gdostergesi olabilmektedir. Tang ve arkadaglar1 mortalite goriilen
COVID-19 hastalar: ile sag kalim gosterenler arasinda yaygin damar i¢i pthtilagma
(DIC) agisindan koagiilopati goriilme oraninda anlamli bir fark oldugunu bildirmistir
(%71,4'e karst %0,6) [347]. Bir meta-analiz sonuglar1 ise PT ve aktive parsiyel
tromboplastin zamani (aPTT) ortalamalarinin agir seyirli hastalarda daha yiiksek
oldugunu ortaya koysa da, ortalama degerleri agir seyretmeyen hastalara kiyasla
yiksekliklerinin anlamli olmadigin1 ortaya koymustur [348]. Bu bilgilerle benzer
olarak ¢alismamizda tani1 gruplarina gére (p=0,158) ve komorbidite durumuna goére
(p=0,598) gruplandirdigimiz hastalarimizda aPTT diizeyinin anlamli fark
gostermedigi; sadece sag kalimda anlamli fark (p=0,007) gosterdigi bulunmustur.
Mortalite goriilen hastalarda goriilmeyenlere oranla yaklagik 1,2 kat artmis aPTT

gorilmistiir.

Ote yandan, agir seyirli COVID-19 hastalarinda D-Dimerin ortalama degeri agir

olmayan hastalardan anlamli derecede yiiksektir ve bu da D-Dimerin yiikselmesinin
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hastaligin olumsuz bir klinik tabloya dogru ilerlemesini gostermektedir [12]. COVID-
19°da kotii prognozu 6ngdérmek i¢cin D-Dimerin cutoff degeri 0,4 pg/mL olarak
onerilmektedir [347]. Calismamizin D-Dimer medyan degeri 0,32 pg/ml’dir.
Calismamiza dahil ettigimiz hastalardan olusturulan gruplar arasinda D-Dimer
diizeyinin pnémoni goriilen (p<0,05), komorbiditesi olan (p<0,05) ve mortalite goriilen
(p<0,05) hastalarda anlamli artis gosterdigi tespit edilmistir. HIF-1a ve otofaji belirteci
olan BECN-1 ile aralarinda anlamli iliski goriilmiistiir. D-Dimer diizeyinin artisiyla,
BECN-1 (spearman’s rho (p): -0,229) ve HIF-1a (spearman’s rho (p): -0,229) zayif
korelasyon gostermektedir. Ozetle ¢alismamizda D-Dimer diizeyi arttikga, BECN-1ve
HIF-1a diizeyinin distiigii tespit edilmistir. Buradan D-Dimer yiiksekliginin koti
prognoz etkisine BECN-1 ve HIF-la diizeyinin disiikligiinin eslik ettigini
sOyleyebiliriz. Hipotezimizde de belirttigimiz gibi bu sonuglara dayanarak otofajik ve
anti-apopitotik belirteglerin disikligic COVID-19 hastaliginin agir seyrine etki
edebilmektedir.

Cok sayida ¢alisma COVID-19 hastalarinda dolasimdaki Fibrinojen diizeylerinin daha
yiiksek oldugunu gostermistir [349]. Fibrinojen diizeylerini inceleyen 35 g¢alismanin
meta-analizi, agir seyirli COVID-19 hastalarinda agir seyirli olmayan hastalara gore
dolasimdaki Fibrinojenin énemli 6l¢lide arttigini ortaya koymustur [350,351]. Ayrica,
calismalar dolasimdaki Fibrinojen diizeyi ile COVID-19'dan kaynaklanan trombotik
komplikasyonlarin genel insidansi arasinda istatistiksel olarak anlamli, pozitif bir iligki
tespit etmistir. Bu iliskinin bir Ornegi, ekstrakorporeal membran oksijenasyonu
(ECMO) gerektiren COVID-19 akciger hastaligi olan hastalardir. Bu hastalarda ECMO
kullanan COVID-19 olmayan hastalara kiyasla ¢ok daha yiiksek oranda vendz
tromboembolik olaylar gelismektedir [352,353]. COVID-19 hastalarinda, dolagimdaki
yliksek Fibrinojen muhtemelen sadece tromboz riskinin bir biyobelirteci degil, ayni
zamanda tromboembolik olaylara katkida bulunan 6nemli bir faktordiir. Calismamizda
tiim hastalarin Fibrinojen medyan degeri 342,5 mg/dL’dir. Calismamiza dahil ettigimiz
hastalardan olusturulan gruplar arasinda Fibrinojen diizeyinin pndmoni goriilen
(p<0,05) ve mortalite goriilen (p<0,05) hastalarda anlamli artis gosterdigi tespit
edilmistir. HIF-1a, TGF-B1 ve apopitoz inhibitor belirteci olan SVN ile aralarinda
anlamli iliski goriilmistiir. Fibrinojen diizeyi arttik¢a; SVN, HIF-1a ve TGF-B1
diizeyinin distiigii tespit edilmistir. Buradan Fibrinojen yiiksekliginin kotii prognoza

etkisine; SVN, HIF-1a ve TGF-B1 diizeyinin disiikliigiiniin eslik ettigini soyleyebiliriz.
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Fakat bu molekiiller lojistik regresyon analizine gore Fibrinojen yiiksekligi ig¢in
bagimsiz risk faktorii degildirler (Cizelge 7). Fibrinojen diizeyinin artisiyla, SVN
(spearman’s rho (p): -0,386), HIF-1a (spearman’s rho (p):-0,379) orta dereceli
korelasyon, TFG-B1 ise (spearman’s rho (p): -0,435) gii¢lii korelasyon gostermektedir.
Hipotezimizde de belirttigimiz gibi bu sonug¢lara dayanarak apopitotik inhibitor
belirteglerinin disiikliigii, COVID-19 hastaliginda, apopitozun tetiklenerek hastaligin
agir seyretmesine bunun yanisira asemptomatik bireylerde apopitotik inhibitor
belirtecinin yiiksek olmasinin kotii prognoz belirteglerinin yiikselmesine engel oldugu

disiiniilebilir.

Eritrosit sedimantasyon hizt (ESR), C-reaktif protein (CRP) ve Prokalsitonin
COVID19 hastalarinin serumlarinda farkli degerlerde de olsa artmaktadir. 13 agir
seyirli COVID-19 hastasinin sonuglarini bildiren bir ¢alismada, artmis Prokalsitonin
degerleri YBU (yogun bakim nitesi) hastalarinda YBU ihtiyaci olmayan hastalara
kiyasla sirasiyla %25 ve %0 olarak bulunmustur [12]. Calismamiza dahil ettigimiz tim
hastalarda medyan Prokalsitonin diizeyi 0,03 mg/dL’dir. Prokalsitonin diizeyinin
calismamizin tim hasta gruplariyla anlamli iligkisi gortilmiistiir. Pndmonisi olan,
mortalite goriilen ve komorbiditesi olan hastalarda Prokalsitonin anlamli artig
gostermistir.  Calismamiz  molekiillerinden  hepsiyle anlamli iligkisi olan
Prokalsitoninin diizeyi arttikga BECN-1, SVN, HIF-1o ve TFG-B1’in diizeyleri
diismiistiir. Bu baglamda kotii prognoz belirteci Prokalsitoninin ¢aligmamiza dahil
ettigimiz molekiillerle negatif korelasyonu goriilmektedir. Prokalsitoninin diizeyinin
artisiyla, BECN-1 zayif korelasyon (spearman’s rho (p): -0,282) gosterirken; HIF-1a
(spearman’s rho (p):- 0,343) orta dereceli korelasyon, SVN (spearman’s rho (p): -

0,446) ve TFG-B1(spearman’s rho (p): -0,549) ise gii¢lii korelasyon géstermektedir.

CRP'nin tanisal degeri Prokalsitoninden daha istiindiir ve CRP'nin hastaligin
ilerlemesini dngdrmede potansiyel olarak daha degerli olabilecegini belirtmek gerekir
[354]. Calismamiza dahil ettigimiz tim hastalarda medyan CRP diizeyi 6,1 mg/L’dir.
CRP diizeyinin ¢alisgmamizin tiim hasta gruplariyla anlamli iliskisi gortilmiistiir.
Pndmonisi olan, mortalite goriilen ve komorbiditesi olan hastalarda CRP diizeyinin
artist anlamlhidir. Calismamiz molekiillerinden hepsiyle anlamli iliskisi olan CRP
diizeyi arttikga; BECN-1, SVN, HIF-1la ve TFG-B1’in diizeyleri diigmiistiir. Bu

baglamda COVID-19'un agir seyri ve gelisimi agisindan 6nemli bir isaret olabilecegi
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distiniilen CRP diizeyinin, calismamiza dahil ettigimiz molekiillerle negatif
korelasyonu goriilmektedir. CRP diizeyinin artisiyla, BECN-1 zayif korelasyon
(spearman’s rho (p): 0,216) gosterirken; SVN (spearman’s rho (p): 0,302) ve HIF-1a
(spearman’s rho (p): 0,387) orta dereceli, TFG-B1(spearman’s rho (p): 0,435) ise giiglii

korelasyon gostermektedir.

Ferritin sentezi, “reaktif oksijen tiirleri (ROS)” tarafindan diizenlenir. Bir “akut faz
reaktan1” olan serum Ferritini, viicuttaki hem kronik hem de akut inflamatuar siirecin
derecesini yansitir. Ancak hiperferritineminin inflamasyonun bir sonucu mu yoksa
aracist mi1 oldugu konusunda belirsizlik vardir [355,356]. Yiiksek Ferritin diizeyi,
aktive olmus bir monosit-makrofaj sistemine isaret eder. Monositler ve makrofajlarda
Ferritin sentezi, hem transkripsiyonel hem de translasyonel diizeyde sitokin
durumundaki degisikliklere duyarlidir [355]. Ferritinin agir zinciri, makrofajin immiin
uyaranlara (0rnegin sitokin profili) verdigi yanitlart modiile eder ve M1-M2
polarizasyonu tesvik eder [357]. Ferritin ve lenfosit fonksiyonu arasinda dogrudan
etkilesim de bilinmektedir [356]. COVID-19 hastaliginda ortaya ¢ikan sitokin
firtinasinin, immiin hiicrelerin disregiilasyonlarinin Ferritin artisina neden oldugu
distintilmektedir. Bu baglamda 54 COVID-19 hastasinin dahil edildigi bir ¢alismada,
49 hastada (%90,7) referans araliginin ist sinirinin iizerinde Ferritin diizeyleri tespit
edilmis ve hs-CRP diistiik¢e Ferritin diizeylerinin de diistiigli, ancak hs-CRP normale
dondiikten sonra en az 5 gilin boyunca iist referans araligindan onemli o&lgilide
yiiksekligin devam ettigi gosterilmistir [348]. Ferritin 6l¢iimiiniin bu nedenle COVID-
19'da tanisal amaglarla kullanilabilecegi diisiiniilmektedir [358]. Bu dogrultuda,
hemodiyaliz hastalarinda Ferritinin tarandigi bir baska calismanin sonuglari ise
COVID-19 hastalarinin viral enfeksiyondan sonra Ferritin diizeylerinin arttigin1 ortaya
koymustur [348]. Cogu COVID-19 hastasinda hastalik donemi boyunca Ferritin
diizeyinin sabit kaldig1 veya yavasca azaldigi da gosterilmistir [348]. Calismamiza
dahil ettigimiz tiim hastalarda medyan Ferritin diizeyi 58 ng/ml’dir. Ferritin diizeyinin
calismamizin tiim hasta gruplariyla anlamli iliskisi goriilmiigtiir. Pndmonisi olan,
mortalite goriilen ve komorbiditesi olan hastalarda Ferritin anlamli artis géstermistir.
Fakat calisgmamizin molekiillerinin hepsi ile ferrritin diizeyinin aralarinda anlamli iliski
bulunamamistir. Ferroptozun otofaji ile iliskili olmadig1 gosterilse de, ferroptotik
yanitta artan otofaji yaygin olarak gozlenmektedir [359]. Otofaji, hiicreleri ¢evresel

stresten korumada adaptif bir rol oynarken, bircok durumda ferroptozu tesvik
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edebilmektedir [360]. BECN-1, rapamisin kinazin mekanik hedefi (MTOR) ve bir
lizozomal proteaz olan katepsin B (CTSB) gibi otofaji diizenleyicileri, lipid
peroksidasyonunu etkileyerek ferroptotik hiicre 6liimiine katkida bulunur [361,362].
Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda, apopitoz ve otofaji karsilikli iletisiminde roli
olabilecegini diisiindiiglimiiz molekiillerle Ferritin diizeyi arasinda anlamli iliskisi

gosterilememistir.

Sars-Cov2 viriisii, merkezi kompleman proteini olan C3"in proteolitik béliinmesinde
rol alan ti¢ farkli kompleman aktivasyon yolaginin hepsini tetikleyebilir [363]. C3
aracili yolaklar, COVID-19 patolojisini siddetlendirmektedir [364]. Ayrica, COVID-
19 ile hastaneye yatis ihtiyaci duyan hastalarda sistemik kompleman aktivasyonu
goriilmekte, C3 ve C5’in yiiksek diizeyi her zaman daha kétii prognoz ve hastalik
siddeti ile iliskilendirilmektedir [364]. COVID-19'da kompleman sisteminin
hiperaktivasyonu, nétrofil kaynakli immiinotromboz, endotel hiicre hasari; kan-organ
disfonksiyonuna yol agan anormal inflamatuar yanit ve ARDS’ye neden olabilmektedir
[363]. Baska bir ¢alismada ise ilging olarak COVID-19'un hafif seyrettigi hastalarda
daha yiiksek C3 ve C4 kompleman diizeyleri goriiliirken; hastaligin siddetli
seyredenlerinde daha diisiik diizeylerde olduklar1 gosterilmistir [365]. Bu durumu
arastirmacilar, immiin komplekslerin olusumuna bagli olarak kompleman tiiketiminin
ortaya ¢iktigin1 soyleyerek aciklamaktadirlar. Bu baglamda calismamizda medyan
Total C3 ve medyan Total C4 sirasiyla 108 mg/dL ve 20,8 mg/dL’dir. Calismamiz i¢in
kategorize edilen hasta gruplarina gore sadece Total C3 diizeyi anlamli farklilik
gostermektedir. Total C4’te boyle bir anlamlilik yoktur. Mortalite gelisen ve pndmoni
goriilen hastalarda total C3 diizeyi yiiksek bulunmustur. Bu durum literatiir bilgilerinin
bir kismi ile benzerlik gostermektedir. Calismamiz molekiillerinden sadece HIF-1a ile
total C4’{in anlaml1 iliskisi goriilmistir (p=0,035). C4 diizeyi arttik¢a HIF-1a diizeyi
dismiistir ve C4 diizeyinin artistyla, HIF-la (spearman’s rho (p):-0,240) zayif
korelasyon gostermektedir. HIF-1a’in  kompleman sisteminin aktivasyonunun

modiilasyonunda rol aldig1 da baska bir ¢calismada gosterilmistir [366].

Glomeriiler filtrasyon hizinin bir belirteci olan Sistatin C, diisiik molekiil agirlikli bir
proteindir [367-369]. Inflamasyon sirasinda salinan farkli sitokinlerin Sistatin C'yi
kodlayan geni diizenledigi [369] ve inflamatuar hastaliklarin yonetiminde prognostik

oldugu bilinmektedir [370]. Benzer sekilde, COVID-19 hastalarinin serum Sistatin C
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diizeyi yiiksek oldugu ve COVID-19 enfeksiyonu ile iligkili inflamatuar siireci
yansittig1 gdsterilmistir [371]. Sistatin C'nin ayrica tiimér nekroz faktorii-a, 1L-12, IL-
10 ve nitrik oksit (NO) gibi ¢ok sayida inflamatuar sitokinin salinimini1 da modiile ettigi
bilinmektedir [372]. Calismamizda medyan sistatin C 0,8 mg/L’dir. Pnomonisi olan
(p<0,05), mortalite goriilen (p=0,012) ve komorbiditesi olan (p<0,05) hastalarda
Sistatin C’nin artis1 anlamlidir. Calismamiz molekiilleriyle Sistatin C diizeyi arasinda

anlaml iliskisi gosterilememistir.

Kreatin Kinaz (CK), kas mebrani disfonksiyonu ve/veya dogrudan kas yikimi sirasinda
kaslardan salinmaktadir [373]. COVID-19 hastalarinin %11-51'i arasinda kas agrilari
ve kas yorgunlugu goriilmektedir [4,374]. Calismamiza dahil ettigimiz ve semptom
goriilen hastalarimizin sadece %8 ‘inde (7) kas agrist goriilmiistir. CK, COVID-19
hastalik siirecinin gidisatini tahmin etmede klinik 6neme sahiptir [374]. Yapilan
caligmalarda COVID-19 hastalarinin %9-33'tinde artmis CK diizeyi bildirilmistir [375].
Calismamiza dahil edilen tiim hastalarin medyan CK diizeyi 114 U/L olarak
bulunmustur. CK’nin pndémoni gelisen (p=0,012) ve mortalite goriilen (p=0,012)
hastalarda artis1 anlamlidir. CK diizeyi ile komorbidite arasinda iliski anlamli
bulunmamuistir. Calismamiz molekiillerinden sadece BECN-1 ile CK diizeyinin anlamli
iliskisi goriilmiistiir. CK diizeyi arttikca BECN-1 diizeyi diismiistiir. CK ile BECN-1’in
negatif korelasyonu doku hasari arttikca otofajinin yerini apopitoza biraktiginin
gostergesi olabilir. CK diizeyinin artisiyla, BECN-1 (spearman’s rho (p): -0,361)
arasinda orta dereceli korelasyon goriilmektedir. Bununla birlikte BECN-1’in CK ile
olan bu iliskisi ¢alismamiz hipotezini de desteklemektedir. CK, kardiyak hastaliklarda
da artis gostermektedir. Bu baglamda 6zellikle uzamis COVID-19 semptomlarinda
onemli yeri olan kardiyak problemlerle, BECN-1 diizeyleri arasinda iliskinin 6nemli

olabilecegi diislincesi de ortaya ¢ikmaktadir.

Biyokimyasal parametrelerde 6zellikle, laktat dehidrojenaz (LDH) diizeyinde artis
COVID-19 hastalarinda en sik goriilen anormal laboratuvar bulgular1 arasindadir.
LDH, enerji iiretiminde rol oynayan hiicre i¢i bir enzimdir. Bu enzimin kandaki
konsantrasyonunda artis, doku hasar1 ve hiicre dliimii, hipoksi (solunum yetmezligi
sirasinda), hematopoetik ve lenfatik sistem hastaliklar1t veya akciger, pankreas
enfeksiyonu ile iliskisi gosterilmistir. Bir¢ok agir seyirli COVID-19 hastasinda, hiicre

hasarinin yani sira bozulmus kan akis1 ve oksijen yetersizligine bagl olabilecek LDH
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aktivitesinde bir artis gdzlenmistir [376]. Sars-Cov2 ataginin birincil bolgesinin alt
solunum yolu oldugunun bilinmesi ve LDH'nin akciger hasarinin énemli bir belirteci
olmasi, bu enzim diizeyinin COVID-19 hastalarinin ¢ogunda neden yiikseldigini en
azindan kismen agiklayabilmektedir [377]. Calismamiza dahil edilen tiim hastalarin
medyan LDH diizeyi 211 U/L olarak bulunmustur. Pndmonisi olan (p<0,05), mortalite
goriilen (p=0,05) ve komorbiditesi olan (p<0,05) hastalarda LDH diizeyi artis1
anlamhidir. HIF-1a, TGF-B1 ve apopitoz inhibitor belirteci olan SVN ile aralarinda
anlaml iliski goriilmiistiir. LDH diizeyi arttik¢a; SVN, HIF-1a ve TGF-B1 diizeyinin
distiigi tespit edilmistir. LDH diizeyinin artisiyla, SVN (spearman’s rho (p): -0,282),
HIF-1a (spearman’s rho (p):- 0,263) zayif korelasyon, TFG-B1 ise (spearman’s rho (p):
-0,394) orta dereceli korelasyon gostermektedir. Buradan LDH yiiksekliginin koti
prognozuna SVN, HIF-la ve TGF-f1 diizeyinin disiikliigiiniin eslik ettigini
sOyleyebiliriz. Hipotezimizde de belirttigimiz gibi bu sonucglara dayanarak apopitotik
inhibitor belirteglerinin diisiikligii, COVID-19 hastaliginda, apopitozun tetiklenerek
hastaligin agir seyretmesine bunun yanisira asemptomatik bireylerde apopitotik
inhibitor belirtecinin yiiksek olmasinin otofajiyi desteklemek adina kotii prognoz

belirteclerinin yiikselmesine engel oldugu diisiiniilebilir.

COVID-19 hastaliginda kardiyak tutulum yaygindir. Son kanitlar, agir seyirli COVID-
19 hastalarinda artmis Troponin diizeylerinin [378] kardiyovaskiiler hastalik, kritik
hastalik [379] ve 6lim [380] olasiliginin artmasiyla iliskili oldugunu gostermektedir
[381,382]. Agir seyirli miyokardiyal hasar belirtileri yaygin olan 2.700 COVID-19
hastasinda, Troponin konsantrasyonunda yiikselmenin goriildiigii bildirilmistir [383].
Mevcut bilgiler géz online alindiginda, diisiik diizeyli Troponin degisikliklerinin de
ilerleyen donemde kardiyovaskiiler hastalik riskinde artisla iligkili oldugu
gosterilmistir [384]. Calismamiza dahil edilen tiim hastalarin medyan Troponin diizeyi
5,0 ng/L olarak bulunmustur. Troponin diizeyinin ¢alismamizin tiim hasta gruplariyla
anlamli iliskisi goriilmiistiir. Pndmonisi olan (p<0,05), mortalite goriilen (p=0,029) ve
komorbiditesi olan (p<0,05) hastalarda Troponin anlamli artis gdstermistir.
Calismamiz molekiillerinden hepsiyle anlamli iligkisi olan Troponin diizeyi arttikga
BECN-1, SVN, HIF-1a ve TFG-B1’in diizeyleri diigmiistiir. Bu baglamda COVID-
19'un agir seyri ve kardiyak hastaliklarin gelisimi agisindan Onemli bir isaret
olabilecegi diisiiniilen Troponin diizeyinin, ¢alisgmamiza dahil ettigimiz molekiillerle

negatif korelasyonu gosterilmistir. Troponin diizeyinin artisiyla, BECN-1 (spearman’s
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rho (p): -0,182), SVN (spearman’s rho (p): -0,242), HIF-1a (spearman’s rho (p): -
0,274) ve TFG-B1(spearman’s rho (p): -0,277) zayif korelasyon gostermektedirler.

Kalsiyum ¢ok yonlii bir hiicre i¢i habercisidir. Hiicre farklilasmasi, boliinmesi ve hiicre
o0limii gibi karmasik hiicresel mekanizmalarda yer alir [385]. Dinlenme ve saglikli
kosullarda sitoplazma ve mitokondri kalsiyum diizeyi hiicre disi ortama kiyasla
yaklasik 20.000 kat daha diisiik diizeyde tutulur [386-388]. Ekstrinsik stresorler veya
membran depolarizasyonu veya hiicre dis1 sinyal molekiilleri gibi hiicre uyaranlari
sitoplazmik kalsiyumu gegici olarak artirmaya yardimci olabilmektedirler [386-388].
Sitoplazmik kalsiyumdaki gecici bir artig sirasinda, mitokondri kalsiyumu bir sinyal
olarak kullanir bu sinyal sayesinde ROS diizenlenmesi i¢in elektron tasima zinciri
uyarilir [386,389]. Bununla birlikte; hiicre hasar1, oksidatif stres veya inflamasyon gibi
siddetli ekstrinsik stresorler, asir1 sitozolik kalsiyuma neden olur [390]. Mitokondride
asir1 kalsiyum birikmesi, mitokondriyal bilesenlerin dolagima sizmasina neden olarak
kontrolsiiz otofaji ve ek hiicre hasarlarini ortaya ¢ikarir [391]. Bu etki daha da fazla
kalsiyum akisina neden olarak kalsiyumla aktive olan kalpainler ve kaspaz proteinleri
tarafindan hiicre apopitozunu saglar [390]. Hiicre hasari aracili kalsiyum akiginin yani
sira, mitokondriyal islev bozuklugu da hiicre i¢i kalsiyumun diizeyinin artigina
sitozolik kalsiyum konsantrasyonlarin1 kalsiyum-ATP-az pompalar: tarafindan diisiik
tutarak neden olabilmektedir [389]. Iyonize hipokalsemi YBU'ye kabul edilen hastalar
arasinda ¢ok yaygin gibi goriinse de tetani, nobetler, QT'de uzama, Kkardiyak
disfonksiyonlar gibi diisiik kalsiyum diizeylerine bagl klasik semptomlar i¢in de
tanimlanir [392]. Arastirmacilar diisiik iyonize kalsiyum degerlerinde vaskiiler tonus
ve sol ventrikiil fonksiyonunun azaldigini géstermislerdir [393]. Prospektif bir ¢galisma
ise polindropatisi/miyopatisi olan hastalarda uzun siireli hipokalseminin ortaya
ciktigint bildirmistir [393]. Bu durumda COVID-19 hastaliginda hipokalsemi merak
uyandirmistir ve ilk vaka Italya’da Sars-Cov2 ile enfekte, tiroidektomili bir hastada
siddetli akut hipokalseminin goriildiigii rapor edilmistir [394]. Ilging bir sekilde, 2003-
2016 yillarinda SARS-Cov ve Ebola salginlarina odaklanan ¢alismalar, hipokalseminin
salgindan etkilenen hastalarda oldukg¢a yaygin bir biyokimyasal anormallik oldugunu
bildirmistir [395]. Booth ve arkadaslar1 kisa donem hastane yatis1 ihtiyaci olan 144
Sars-Cov  hastasinin  klinik sonuglarinda  hipoklaseminin  6nemli oldugunu
gostermislerdir [396]. Hastaneye yatis ihtiyaci olanlarda tespit edilen medyan kalsiyum

degeri 8.52 mg/dL olarak gosterilmis ve hastalarin %60'inda hipokalsemi saptanmistir.
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COVID-19 hastalar1 verilerine gore ise hipokalsemi, 8,8 mg/dL alt1 olarak belirlenmis
ve hipokalsemi prevalansinin % 62,6 ile %74,7 arasinda degistigini bildirmistir [396].
Bagka bir ¢alisma ise hipokalsemi prevalansinin % 80'den fazla oldugunu bildirmistir
[397,398]. Calismamiza dahil edilen tiim hastalarin medyan kalsiyum diizeyi 9,3 mg/dL
olarak bulunmustur. Hastalarimizdan olusturulan gruplar arasinda Ca®* diizeyinin
pndémoni goriilen (p<0,05), komorbiditesi olan (p<0,05) ve mortalite goriilen (p<0,05)
hastalarda anlamli diisiis (hipoklasemi) gosterdigi tespit edilmistir. Calismamiz
molekiillerinden hepsiyle anlamli iliskisi olan Ca?* diizeyi diistiikge BECN-1, SVN,
HIF-1a ve TFG-Bl’in diizeylerinin de diistiigii goriilmiis ve aralarinda pozitif
korelasyon oldugu tespit edilmistir. Ca®* diizeyinin diisiisiiyle, BECN-1 zayif
korelasyon (spearman’s rho (p): 0,186) gosterirken; SVN (spearman’s rho (p): 0,255),
HIF-1a (spearman’s rho (p): 0,301) ve TFG-B1(spearman’s rho (p): 0,368) ise orta
dereceli korelasyon gostermektedirler. Bu baglamda BECN-1 ve SVN diistikliigiiniin
goriildiigii pndmonisi olan hastalarda Ca?* diizeyinin diisiikliigiiniin de bu duruma eslik
etmesi bu hastalarda apopitozun tesvik edildigine bir gosterge olabilmektedir ve bu
durumun agir seyirli hastalarda olduk¢a 6nemli oldugu ¢ikarimini yapmak miimkiin
olabilmektedir. Fakat ¢calismamiza dahil edilen molekiiller, hipokalsemi i¢in bagimsiz

risk faktorii olarak tespit edilememistir.

Calismamizin bulgularina gore, calisma hipotezimizle ¢elisen sonu¢ TGF-B1°dir.
Hipotezimizi biiyiik oranda dogrulayan ¢alismamizda tan1 gruplarinda ve komorbidite
gruplarinin  hastalarinda BECN-1, SVN, HIF-la ve TGF-f1 diizeylerindeki
degisimlerin anlamli oldugu (Sekil 4.33) fakat ayni anlamliligin sag kalim grubunda
bulunmadigir saptanmistir. Bu bulgular 1s1§inda BECN-1 ve SVN’nin sinerjistik
etkisinin olabilecegi, bu sinerjistik etkinin molekiillerin diizeylerinin yiiksekligine
bagli olarak COVID-19 hastaliginin siddetiyle negatif korelasyon gdsterdigi yorumu
yapilabilir.

Mevcut kanitlar Sars-Cov2'ye karst otofaji mekanizmalarinin viriisle miicadele
stratejilerinin bir pargasi olabilecegini Ongoérmektedir [221]. Bununla birlikte,
otofajinin COVID-19'daki kesin rolii belirsizligini korumaktadir. Tez ¢aliygmamizda
otofaji belirteci olan BECN-1'in COVID-19 hastaligindaki roliinii biyokimyasal
parametreler ve klinik belirtilerle iliskisini irdeleyerek ortaya koymaya calistik.

Calismamizda BECN-1"in serumdaki diizeyi agir seyirli (pndmoni gelisen) hastalarda,
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asemptomatik hastalara gore onemli Olgiide diisiiktiir. Bu durum hastaligin agir
seyrinde apopitozun tetiklendigini diisiindiirebilir. Onceki ¢alismalar viral
enfeksiyonlar esnasinda otofajinin, viral enfeksiyonlara karsi koyabilmek igin
indiiklenebilecegini ortaya koymustur. Bu sayede otafaji bir anti-viral mekanizma gibi
davranarak ve immdiin hiicrelerinin hayatta kalmasina, viral replikasyonun 6nlenmesine
aracilik etmektedir. Ayrica, viral enfeksiyon ve replikasyon, ER'de hatali katlanmis
veya katlanmamis proteinlerin birikmesine yol agarak da otofajiyi indiiklemektedir.
Sars-Cov2 enfeksiyonu muhtemelen hastalarda otofaji mekanizmalarini bu yolla da
tetikleyebilmektedir. Simdiye kadar yapilan birkag ¢alisma COVID-19'da ¢esitli otofaji
belirteglerini incelemistir. BECN-1'in serum diizeyinin saglikli kontrollere gore
artisinin - gosterilmesinin yaninda, kan mononiikleer hiicrelerinde LC3 mRNA
ekspresyonu ve LC3-I/II doniisiimii COVID-19'da saglikli kontrollere gore azalmistir
[399]. Ote yandan, in vitro olarak 24 saat inkiibe edilen kan mononiikleer hiicrelerinde
hem LC3-11 hem de p62 diizeylerinin ve dalak makrofajlarinda p62 protein birikiminin
COVID-19 hastalarinda arttig1 gosterilmistir [400,401]. Otofajinin anti-inflamatuar
rolii ile tutarli olarak, dalak makrofajlarinin veya kan l6kositlerinin baskilanmasi,
siddetli COVID-19'da hiperinflamasyon ile iliskilendirilmistir [400,401]. Ayrica,
iilkemizden Okuyan ve arkadaslarinin yaptigi bir calisma, BECN-1’in saglikli
kontrollere gore hasta serum diizeylerindeki artisinin COVID-19'un siddetiyle iligkisini
gostermistir [273]. Bu baglamda elde ettigimiz verilerimiz, Okuyan ve arkadaslarinin
tespitlerinin aksine, artmig BECN-1 diizeylerinin BECN1-aracili otofaji uyarimina
neden olabilecegi ve bu durumun COVID-19 hastaliginda anti-viral etkiler
gosterebilecegi, hastaligin iyi klinigi ve iyi seyiri ile iliskili olabilecegini ortaya
koymaya yardimct olmaktadir fakat siiphesiz ki daha fazla ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
Dikkat edilmesi gereken ana nokta Okuyan ve arkadaslarinin COVID-19 hastalarinda
BECN-1 artisini, saglikli kontrollere gore gostermis olmasidir. Biz ¢alismamizda ise
BECN-1’i COVID-19 hastaliginin asemptomatik ve pnomoni gelisen hasta gruplari

arasinda degerlendirdik. Caligmamiza saglikli grup dahil edilememistir.

Survivin (SVN), apopitoz inhibitorii (IAP) ailesine aittir. Apopitoz yolaklarindaki diger
pro- veya anti-apopitotik faktorler arasinda Bcl-2 ailesi, kaspazlar, X'e bagli apopitoz
inhibitorleri (XIAP) yer alir. Survivin, XIAP ve kaspazlar, lenfositlerde apopitozu
aktive ederek COVID-19 patogenezinde ve oOzellikle lenfopenide rol

oynayabilmektedir. Sars-Cov2'nin viral replikasyonunu, yayilimmni veya immiin
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evazyonunu desteklemek i¢in survivin diizeylerini diisiirdiigii ve hatta kalp hasarina
kars1 koruma saglayan ana onarici siiregleri ortadan kaldirdigi belirtilmistir [155].
Ayrica, COVID-19 hastalarinda kontrol grubuna gore; kaspaz-8, kaspaz-3, sFasL ve
kaspazlar tarafindan kesilmis sitokeratin 18 [154]’in kan konsantrasyonlarinin artisi
gosterilmistir. Ancak, COVID-19 hastalarinda bu apopitotoik belirtecler ile otofajik
belirteglerin birlikte analiz edildigi veri bulunmamaktadir. Bu baglamda ¢alismamizda
pnomoni gelisen, komorbiditesi olan ve mortalite goriilen hasta gruplarinda SVN
diizeyi anlamli olarak diisiiktiir. Bu diistikliige BECN-1, HIF-1a ve TFG-B1’in
distkligi de eslik etmektedir. Calismamizda lenfopeni ile SVN diizeyi arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir fakat lenfopenik hastalarda SVN
diizeyinin lenfosit sayisi normal olanlara gore diisiik oldugu tespit edilmistir (1,4 kat

diisiik).

Sars-Cov2 N proteininin, SMAD3'lii dogrudan aktive ederek TGF- gen ekspresyonunu
artirdigr [302] gosterilmistir. COVID-19 hastalarinda erken donem TGFB serum
diizeyleri hastaligin siddetini, 6liim oranini1 ve deksametazon gibi tedavilere yaniti
ongordiigi bildirilmistir [329-331]. Agir seyirli COVID-19 hastalarinda TGF-§
diizeyleri, hafif seyirlilerde veya orta siddette seyreden COVID-19 hastalarina gore
anlamli derecede yiiksek oldugunu bildiren c¢alisma bulunmaktadir [332]. Ayni
calismaya gore agir seyirli COVID-19 nedeniyle 6len hastalarin TGF-f diizeyleri
iyilesen hastalara kiyasla dnemli dl¢iide daha yiiksek bulunmustur. Ayrica TGF-f'nin,
deksametazon tedavisi alan agir seyirli hastalarda tedavi almayan hastalara gére 6nemli
Olgiide azaldig1 gosterilmistir. Calismamiza dahil edilen tiim hastalarin medyan TGF-
B1 diizeyi 271 ng/ml olarak bulunmustur. Hastalarimizdan olusturulan gruplar arasinda
TGF-B1 diizeyinin sadece pndmoni goriilen (p<0,05) hastalarda anlamli diisiis
gosterdigi tespit edilmistir. Oyle ki Zivancevic-Simonovic arkadaslar1 yaptiklar
calismada TGF-B1 diizeyinin degisiminin hastalarin trombosit dilizeyine gore
degistigini vurgulamislardir ve aralarinda pozitif korelasyon oldugunu géstermislerdir.
Calismamizda diisiik, normal ve yiiksek trombosit diizeyine gore gruplandirdigimiz
hastalarimiz arasinda bu sekilde anlamli bir iliski gézlenmemistir (p=0,0932) (Sekil
4.32). Trombositlerde ve mikrovaskiiler trombiis igindeki hiicrelerde yiiksek TGF-f1
konsantrasyonunun gosterilmesi; TGF-B1°in pihtilasma kaskadini aktive etme, immiin
sistem yolaklarini diizensizlestirme ve pro-fibrotik 6zelliklerin ortaya ¢ikisina katkida

bulunduguna kanittir. Calismamizda yer alan pndomoni gelisen hastalarin sadece
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%?2’sinde; asemptomatik hastalarimizin sadece %7’sinde trombosit sayisi yiiksek
bulunmustur. Hastalarimizin ¢ogunda trombosit sayist normal araliklardadir. Bu
nedenle TGF-B1’in diizeyinin trombosit sayisina gore degistigini ¢alismamizda
soylememiz miimkiin gériinmemektedir. Fakat calismamiza dahil edilen hastalarimizda
TGF-B1’in otofajiyi destekler rol istlendigi yorumunu yapmak miimkiin olabilmektedir
¢linkii COVID-19 hastaliginin asemptomatik seyrettigi hastalarda anlamli artisi

gorilmistiir.

Derin hipoksinin  Sars-Cov2'nin konakg¢1 hiicreleri enfekte etme yetenegini
degistirebilecegini gosteren kanitlar vardir. Hipoksinin, Epstein-Barr virlisiiniin
replikasyonunu artiran ancak HIV ve influenza enfeksiyonunu baskilayan bir durum
oldugu yani viriis replikasyonunu diizenledigi bildirilmistir. Diisiik oksijenin hem
ACE2 ekspresyonu hem de Sars-Cov2 replikasyonu tizerindeki etkilerini konu alan
Wing ve arkadaslar1 hipoksik durumda Sars-Cov2’nin akciger epitelyal hiicrelerine
girisinin ve replikasyonunun degisimlerini gostermislerdir [316]. Hem HIF'in oksijen
yolu ile diizenlenmesi hem de HIF-la sinyal yolaginin, COVID-19 hastalarinin
periferik kan hiicrelerinde disregiile oldugu gosterilmistir. Klinik 6rneklerin analizleri
calismalarinda, HIF-la ve inflamatuar sitokinlerin ekspresyonlarinin COVID-19
hastalarinda saglikli bireylere kiyasla belirgin sekilde ortaya ciktigi bildirilmistir.
Calismamiza dahil edilen tim hastalarin HIF-1o medyan degeri 50 pg/ml’dir. HIF-
la'nmin  COVID-19 hastaliginin  patogenezi iizerindeki etkisini gOstermeyi
amagladigimiz ¢alismamizda pnémoni gelisen, komorbiditesi olan ve mortalite goriilen
hastalarda diizeyinin distigi gorilmistir. Tanm1 ve komorbidite grubuna gore
siniflandirdigimiz hasta gruplarimiz arasinda da HIF-1a diizeyinin anlamli fark
gosterdigi tespit edilmistir. Pankreas ve meme kanseri hiicrelerinde HIF-la’nin
susturuldugu ¢alismalarda SVN diizeyinin 6nemli 6l¢iide azaldigi gosterilmistir [159].
Daha ileri ¢aligmalar, HIF-1a'nin dogrudan ekspresyonunu aktive etmek i¢in SVN
promotoruna baglandigini bildirmistir [161]. Bununla birlikte HIF1-a’nin susturuldugu
hiicre hatlarinda BECN-1 diizeyinin de diistiigli ifade edilmistir. Bu veriler 15181nda
COVID-19 hastaligindaki rollerini merak ettigimiz bu molekiillerin pndmoni goriilen
hastalarda diisiikligi bu ¢alisma ile ortaya konmustur. Calisma hipotezimizde de
ongordigiimiiz gibi otofajinin indiikklenmesi i¢in BECN-1, SVN yiiksekligine HIF1-
a’nin yiksekligi de eslik etmistir ve bu durum hastaligin iyi prognozuna katki

saglamigtir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tiim bu bilgiler 15131nda COVID-19 hastaliginin seyrine ve siddetine apopitoz ve otofajinin
karsilikli etkilesiminin bir yansimasinin oOlabilecegini diisiindiigiimiiz ¢aligmamizda,
pnomoni gelisen hastalarda 6zellikle BECN-1 ve SVN’nin sinerjik etki gosterdigi; HIF-
la’nin ve TGF-B1’in ise bu sinerjik etkiye ayni yonde katki sagladigi sonuglar1 ortaya
cikmistir. Elbette otofajinin ve apopitozun karsilikli iliskisini ortaya koyacak daha ¢ok
calismaya ve Ozellikle de yolak ¢alismasma gerek duyulmaktadir. Ozellikle proteomiks,
transkriptom caligmalariyla sekillenmesi s6z konusu olabilecek bu yolak ortakliliklar1 veya
karsilikli etkilesim hastaliklarin tek diizeyde degil bir¢cok yonii ile ele alinmasina ve etkili
tedavilerin ortaya ¢ikmasina imkan sunacaktir. Caligmamizda elde ettigimiz bilgiler sadece
hastalarin klinik, demografik ve laboratuvar bulgulariyla bu molekiillerin literatiir esliginde
karsilastirilmast temeline dayanmaktadir. Bu sonuglar diyagnostik amacli degil sadece
ongoriide bulunabilmek i¢indir. Ayrica elde edilen bilgilerin karsilastirilmasi hasta gruplari
arasinda yapilmistir. Belki de saglikli gruba gore yapilacak karsilastirmalar daha farkli
sonuglar elde etmemizi saglayacaktir ancak bu durum -daha fazla ¢alisma grubu eklemek-
calismamizin  kisitlamasidir. Oncelikle calismamiza dahil ettigimiz hastalar icin bu
molekiillerin cutoff degerleri sagliklt grup olmadig i¢in tespit edilememistir. Ayrica veri
setlerinin dagiliminin normal olmamasi, degerlerin sadece medyan olarak verilmesine neden

olmus, istatistiksel anlamliliklar medyan degerlerine gore tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak bu c¢alisma; serum BECN-1, SVN, HIF-1la ve TFG-B1 diizeylerinin
birlikteliginin, pnomoni gelisen COVID-19 hastalarina gore asemptomatik COVID-19
hastalarinda anlamli artisin1 ilk kez ortaya koymustur. Ayrica bu molekiiller; COVID-19
hastalarinin hematolojik, pihtilagsma, inflamatuar ve biyokimyasal parametreleri ve klinik
siddet ile iliskilendirilmistir. Sonu¢larimiz bu molekiilllerin COVID-19'un hastalik siddetini
tahmin etmek i¢in bir biyobelirteg olarak hizmet edebilecegini ve BECN-1 aracili otofaji ve
SVN aracili apopitoz modiilasyonunun COVID-19'un klinik sonuglarini iyilestirmek igin
umut verici bir degere sahip olabilecegini gosterebilmektedir. Daha da O6nemlisi,
sonuglarimiz  COVID-19'un  patogenezinde otofaji ~mekanizmalarinin, apopitoz
mekanizmalarinin  potansiyel Onemini vurgulamaktadir, yorum yapabilmeye olanak
saglamaktadir. Ancak, bu molekiillerin apopitoz ve otofaji arasindaki karsilikli iligkisine
katkilarini ve de bu katkinin COVID-19'un patogenezine, seyrine etkisini arastiran hem daha

fazla ¢alisgmaya hem de daha fazla orneklem grubuna ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica bu
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calisma sonuglarmin yonlendirmesiyle, bu molekiillerin uzamis COVID-19 hastaligina
etkisi de arastirilabilir. Ozellikle uzamis COVID-19 hastaliginda ortaya ¢ikan yorgunluk,
nefes darligi, bilissel bozukluk / beyin sisi, efor sonrasi halsizlik, hafiza sorunlari, kas-iskelet
agris1 / spazmlar, oksiiriik, uyku bozukluklari, tasikardi / carpinti, koku / tat algisinda
degisiklik, bas agris1, gogiis agris1 ve depresyon gibi semptomlara [402] etkisini arastirmak

ve bu semptomlarin ortaya ¢ikmasindaki roliinii belirlemek 6nemli olabilir.
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o GAZI UNIVERSITEST
“GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR”
iCIN BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Arashirma Projesinin Adi: SARS COV-2 ENFEKSIYONUNDA OTOFAJI VE APOPITOZ
ILISKiSININ ARASTIRILMASI

Sorumlu Arastiricmim Adi: Dr. Fesul Karakug

Diger Aragtimicalarmn Adi: Senem Kogak, Dr. Melek Yaman Dr. Nihan Qgitklji, Dr. Cigdem Erol, Dr.
Emin Umit Bafnagk, Dr. Nazh Elif Eugen, Dr. Hasan Selouk Qzger, Dr. Tegim Yildiz, Dr. Esin Senol

Desteklevici (varsg): ------

“SARS CoV-2 Enfekaiyonunda Otofaji ve Apppitez, Diskisinin Aragtuwlmaz” 5wl by, caligmada yer
m&mmmm Bummwmw@s COVID-19

gizlendisl dinemde, basommus, oldugmnz, Gaz Umversitesi Tup. Fakiiltesi, Enfelnon,
b@@@dﬂm&m@ﬂm Dalinda tam, tadayl, mrelems ve arastioma icin almmus ve saklanms olan serum
dmeklernz, lle “Covidl9 Seyrinde Interferon-Alfa Otoantikorlarmum, Roli” baglich arastirmada
(Bok ko, 17.02.2021, Sayr, 114) semum gmeZinizn. Mrelewmest ve ssinimas (S8 00am, veluis

Delnga, Dr. Resal Karakus sonuuluey, stmdady

Cahsmanim amaci nedir; benden baska kac kisi bu cahsmaya katlacak?

Bu galiymanm amae1 Covid-19 vakalannda gézlensn viieuttald bagiziklik hitcreleri tarafindan firetilen
ve hastalifin seyrinde rol oynayan baz maddelerin hastalizm giddeti fizerine etbisinin araghrilmasdir.
Bu aragtirma sonunda hastahign seyri konusunda sahip olunan bilgt artacak ve hastalizm tam ve tedavisi
kenusunda ilerleme saglanabileceltir. Bu ¢alismada sizin digimzda 89 kisi daha olacalkdtr.

Bu cahymaya katilmah myyum?

Bu caliymada ver alip almamalk: tamamen size baghdir. Su anda bu formu imzalasamz bile istediginiz
herhangi bir zzmanda bir neden gdgermeksizm cahgmayr birakmaldta dzgiipsiiniiz. Eger kanlmak
istemer iseniz veva cabizmadan avrihirsangz, doltorumuz tarafindan sizin icin en wysum tedavi plam
uygulanacaktir. Ay gekilde cabigmay: yiriten doktor galigmaya devam etmenizin sizin igin yararh
olmayacagna karar verebilir ve sizi galigma dig birakabilir, bu dumemda da sizin igin en uygun tedavi
segileceldr.

Bu caliymaya katihrsam beni ne bekliyor?
Bu baglik altmda agaZidaka bilgiler ver almalidir:
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Sizden kan veya bagka bir biyolojik Smek alimmayacaktr. Daha dneeld aragtimada vermig eldufunuz
kan SmeZinin serumn kullamlaczltr ve Coyid sirasmdz baz maddelerin dilzeyinin nasil degigtigi
aragtirilacalir.

Cahzmanm riskleri ve rahatsizhklan var madpr?
1 Calsmann bathangl bir sk boluumamalkdadr.,
. Aragtimadan dolay sdreneiniz olasy bir zararda gerekli her Hirliy tbbi ginisim tarafiomzdan,
vaplacaktic: bu konndakl fim harcalamalar da tarafimizdan karsilanacaktic

Cahsmada yer almamm yararlari nelerdir?

Aragtrma senucunda araghnlan belirtegler ile bu hastzhklara karg bagigikhk sistemninm verdiZi teplaler
ve vilcutta clugturdugu etkiler, hastahFim ilerlemesinin dnlenmesi, hastaya gerekli tedavilerin veterli ve
zamanmda uygulanabilmesi, hastalifm sevrinm bilinmesi gibi gok yvaplii faydal hilziler edinilecek ve
bu hzstalizm birey ve toplom fizenindela olumsuz etkilen azalhlabilecekdir.

Bu calizmava katilmamm maliveti nedir?
Cahymaya katlmalla parasal vilk altna gimeyeceksiniz ve size de herhangi bir Gdeme
vapilmayacaktr.

Kigisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Caliyma doktorunuz kigizel bilgilerinizi, aragtrmays ve istatiksel anzlizlen viritmek igin kullanacaktir
anecak kimlik bilgilermiz gizli tutulacaktr. Valmezca gerefi halinde, sizinle ilgihi bilgilen etk kurullar
va da resmi makamlar incelevebilir. Caliymamn zonunda, kendi sonuclarmzla ilzili bilgi istemeye
hakkmz vardir. Cabyma sonuglan galigma bitiminde tibbi literatiirde vaymlanabileceltir ancak
kmliFiniz agklanmayacaktr.

Daha fazla bilgi icin kime bagvorabilirim?
Caligma ile ilgili ek bilgive gereksmiminiz oldufunuzda agafidald kigi ile litfen iletigime geginiz.

ADT : Prof. Dr. Fesul KARAKUS ) o
GOREVI - Gazi Upiversitesi Tip Fakdiltesi, Immimoloji Anabilim Dah Ogr. Uyest
TELEFON

{Katlimermin/Hastanin Bepant)

GUTF Immimoloji Anabilim dalnda, Dr. Resul KARAKUS tarafindan tibbi bir aragtrma yapilacag
belirtilerek bu araghmma ile ilgih yukandalkd bilgiler bana aktanldr ve gl metni cludum. Bu
hilzilerden sonra béyle bir arastirmaya “katilimer” olarask davet edildim.

Arastrmayz katilmam komusunda zorlayion bir dawvramgla karplagrmg deglim. Eger kahilmay
reddedersem, bu durumun tibki bakimima ve helom ile olan thikime herhangi bir zarar zetimeyvecefing
de biltyorum. Projenin viriitilmes: swrasmmda herhangi bir neden gdstenmeden arastimmadan
gekilebilinim. (dncak aragtrmacilar: zor durumda brakmaomak ipin avaptrmadon gekilecegimi
Spceden, bildirmemim wygun olacagmun bilincindeyim). Avnca tibbl durumuma herhangi bir zarar
verilmemesl koguluyla araghirmmae: tarafindan araghrma digi da tutulahilirim.

Arastyma igin vapilacak harcamalarla ilgil herhangi bir parasal sorumluluk altma gimivonomm. Bana
da bir ddeme yapilmayacaktir.
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Aragturmadan elde edilen benimle ilgili kigizel bilgilern gizlilifinm konmacaZm biliyorum.

Arastrma uygulamasmdan kaynaklaman nedenlerle meydana gelebilecel: herthang bir saghk
sorunumun ortzya qikanas: halimde, her tirlii tibbi mildzhalenin saZlanacag konnsunda gerelh giivence
verildi. (Bu tibhi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir vilk altma gimevecedmm).

va dair her firli sorum karjisinda. herhemsi bir saatte, Dr. Resul KARAKUS, Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi, Immiinoloji ve no’ln telefondan arayabilecegimi bilivorm.
Bana yapilan tiim agiklamalan aynntlanyla anlamg bulunmaktayim. Bu kogullarla sz konusu klintk
araghrmaya kendi nzamla hig bir bask ve zorlama glmaksizm, sonillilik icerisinde kanlmay: kabul

edryorum.
Tmzali bu form kigdmm bir kopyas: bana verilecektir.

Katthme
Ady, soyadi-
Adres:

Tel:

Imza:

Tarih:

Giriigme tamg),
Ady, soyadi-
Adres:

Tel:

Imeza:

Tarth:

Katlhmae ile giriizen hekim

Adi soyady, ypyan: Prof. Dr. Besul Karakug

Adres: Gazi Universitzsl Tip Faldiltesi Immimoloql Anabilim Dal, Begevler, Ankara.
Tel:

Imza:

Tarih:

AYDINLATMA ve KATILIMCININ BEYANI KESINLIKLE BIRBIRLERININ DEVAMI
SEKLINDE OLACAKTIE. AYEI AYRI SAYFALARDA YER ATMAVACAKTIR
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