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OZET

SARS-CoV-2 Enfeksiyonu ve Sonrasinda Nazofaringeal ve Orofaringeal Strtnti

Orneklerinde MRNA Ekspresyonlarinin Arastirilmasi
Caykara Peran, Burcu
Doktora Tezi, Fizyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Giiler Oztiirk

Aralik 2022

Amag: Yeni Koronavirls Hastaligi’na (COVID-19) yol agan Siddetli Akut Solunum Sendromu
Koronavirtisii 2’nin (SARS-CoV-2) konak hiicreye girisinde konagin transmembran serin
proteaz 2 (TMPRSS2) veya sistein proteazlar1 katepsin B veya L (CTSB/L) rol oynamaktadir.
Calismamizda SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda ve enfeksiyon sonrasi iyilesmis hastalarin
nazofaringeal ve orofaringeal strintli 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen

ekspresyonlarinin belirlenmesi amaclandi.

Gere¢c ve YoOntemler: Nazofaringeal ve orofaringeal sirlntl orneklerinden (n=24) RNA
izolasyonu Maxwell® RSC ile 6rnek toplama siirecini takiben 12 saat i¢cinde gergeklestirildi.
Izole edilen RNA i¢in Solis BioDyne markasina ait FIREScript RT cDNA Synthesis Mix with
Oligo (dT) ve 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (no ROX) kit kullanildi. Gen
ekspresyonlart 24T metoduyla belirlendi. SPSS22 programinda Mann Whitney U testi
kullanild1 ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil
edilen siiriintii 6rnekleri total olarak degerlendirildiginde; TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen
ekspresyon seviyeleri her iki grupta benzer bulunurken (p>0,05), ACE2’nin, SARS-CoV-2
aktif ekspresyon grubunda 4,2 kat fazla eksprese oldugu belirlendi (p<0,05). SARS-CoV-2 aktif
enfeksiyon grubunda nazofaringeal slrlintl érneklerinde orofaringeal 6rneklere gére CTSB’nin
10,4 kat arttig1 bulundu (p=0,035). ACE2'nin her iki grupta benzer oldugu, TMPRSS2 gen
ekspresyon seviyelerinin ise nazofaringeal grupta orofaringeal gruba kiyasla yaklagik 3 kat
azaldig gorildii (p=0,051). SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubunda nazofaringeal siiriintii

orneklerinde orofaringeale oranla CTSB’nin 2 kata yakin artti§i, CTSL nin ise 3 kata yakin



azaldig1 belirlendi (p>0,05). TMPRSS2 gen ekspresyon seviyelerinin ise nazofaringeal grupta
orofaringeal gruba kiyasla yaklasik 7 kata yakin azaldigi bulundu (p=0,041).

Sonuglar: ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL genlerinin aktif enfeksiyon ile enfeksiyon
sonrasinda ve alinan bolgeye gore degisen ekspresyon seviyelerine sahip oldugunu belirledik.
SARS-CoV-2’nin 6nlenmesi ve viral yiikiin azaltilmas: i¢in gelistirilen aerosol spreylerde
ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL genleri hedeflenerek viriisiin hiicreye giriginin bloke

edilebilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: SARS-CoV-2, ACE2, TMPRSS2, CTSB, CTSL



ABSTRACT

Investigation of MRNA Expressions in Nasopharyngeal and Oropharyngeal Swab
Samples in Active SARS-CoV-2 Infection and After SARS-CoV-2 Infection

Caykara Peran, Burcu
Ph. D. Thesis, Department of Physiology
Supervisor: Prof. Dr. Gliler Oztiirk
December 2022

Aim: The host transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2) or cysteine proteases cathepsin B
or L (CTSBI/L) play arole at the entry of the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2 (SARS-CoV-2) that causes the Novel Coronavirus Disease (COVID-19) into the host cell. In
our study, we aimed to determine ACE2, TMPRSS2, CTSB and CTSL gene expression
differences in nasopharyngeal and oropharyngeal swab samples from individuals who during
and after SARS-CoV-2 infection.

Material and Methods: RNA isolation from specimens in viral transport medium was performed
with Maxwell®RSC within 12 hours following nasopharyngeal and oropharyngeal swab
samples (n=24) collection. FIREScript RT cDNA Synthesis Mix with Oligo (dT) and 5x HOT
FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (no ROX) kit, ®Solis BioDyne were used for gene
expression. 224¢T method and Mann Whitney U test were used and p<0.05 was considered

statistically significant.

Results: The swab samples included in the SARS-CoV-2 active infection and SARS-CoV-2
post-infection groups are evaluated; while TMPRSS2, CTSB and CTSL gene expression levels
were similar in both groups (p>0.05), ACE2 was found 4.2 fold highly expressed in the SARS-
CoV-2 active expression group (p<0.05). In the SARS-CoV-2 active infection group, CTSB
was found to increase 10.4 fold in nasopharyngeal swab samples compared to oropharyngeal
samples (p=0.035). It was observed that ACE2 was similar in both groups, and TMPRSS2 gene
expression levels decreased approximately 3 fold in the nasopharyngeal group compared to the
oropharyngeal group (p=0.051). In nasopharyngeal swab samples, in the post-infection group,
CTSB increased approximately 2 fold and CTSL decreased approximately 3 fold compared to
oropharyngeal samples (p>0.05). It was determined that TMPRSS2 gene expression levels were



decreased approximately 7 fold in the nasopharyngeal group compared to the oropharyngeal
group (p=0.041).

Conclusions: We determined that the ACE2, TMPRSS2, CTSB and CTSL genes have varying
expression levels in active and after SARS-CoV-2 infection and according to the region taken.
We think that the entry of the virus into the cell can be blocked by targeting the ACE2,
TMPRSS2, CTSB and CTSL genes in aerosol sprays developed to prevent SARS-CoV-2 and

reduce viral load.

Keywords: SARS-CoV-2, ACE2, TMPRSS2, CTSB, CTSL
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GIRIS

Koronavirlsler (CoV) hayvanlardan insanlara bulasan ve solunum sistemi ile iliskili
hastaliklara neden olan biiytik bir viriis ailesidir. Orta Dogu Solunum Sendromu (MERS-
CoV), Siddetli Akut Solunum Sendromu (SARS-CoV) (1) ve son olarak 2020 yilinda
kiiresel bir salgin halini alan Yeni Koronaviriis Hastaligi’'na (COVID-19) yol acan
Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriisii 2 (SARS-CoV-2)’de koronaviris
ailesinin bir tiyesi olarak tanmimlanmustir. Zarfli, tek zincirli RNA virisleri olan
koronaviris’ler, yiizeylerinde yer alan ¢ikintilar sebebiyle Latince’deki “corona”, yani
“ta¢” anlamindan yola ¢ikilarak isimlendirilmislerdir (2). Cin’in Wuhan kentinden
diinyaya yayilan COVID-19 salgin1 alveoler hasar ve ilerleyici solunum yetmezligi
nedeniyle 6lime neden olabilmektedir (3). Yaklasik 5,2 giinliik bir kulugka doneminden
sonra ortaya ¢ikan SARS-CoV-2 enfeksiyonu semptomlar1 baglica ates, Oksiiriik ve
yorgunluktur, diger semptomlar ise balgam, bas agrisi, hemoptizi, ishal, dispne ve
lenfopenidir. Bilgisayarli tomografi’de ise ayrica pndmoni ve 6liime yol agan biiyiik cam
opasitesi insidansi1 gibi anormallikler bulunmustur (4). SARS-COV-2 virlsu hiicreye
girdikten sonra DNA, aminoasit ve protein ¢evrimleriyle yeni bir virQs icin gerekli olan
tiim parcalarin tiretilip bir araya getirilmesini saglamaktadir. Genomu 1-16 agik okuma
penceresi (ORFl1ab), Spike (S) proteini, Zarf (E) proteini, Membran (M) proteini ve
Niikleokapsid (N) proteine karsilik gelen 29,8 kilobazdan 29,9 kilobaza degisen niikleotid
dizilerinden olusmaktadir (5). SARS-CoV-2 viriisiiniin solunum yollarini etkilemesinin
altinda yatan nedenlerin basinda akcigerin genis ylizey alani ve savunmasizligl
gelmektedir. Ancak asil biyolojik sebep anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)

eksprese eden hicrelerin SARS-CoV-2 virlist i¢in konak olmasidir. Akcigerde ACE2



eksprese eden hucrelerin % 83'0 alveolar epitelyal tip Il hucrelerdir (AECII) ve bu
hiicreler viral istila i¢in bir rezervuar gorevi gormektedir. Ayrica ACE2 eksprese eden
AECII'nin, viral siiregler, viral yasam dongiisii, viral montaj ve viral genom replikasyonu
icin diizenleyici genler de dahil olmak iizere viral islemlerle iligkili genlere sahip oldugu
gosterilmistir. Yani ACE2 eksprese eden AECII, akcigerde koronaviral replikasyonu
kolaylastirmaktadir. ACE2 reseptorii; kalp, bobrek, endotel ve bagirsak gibi birgok
akciger dis1 dokularda da bulunmaktadir (6). SARS-CoV-2 spike (S) glikoproteini,
anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2’yi (ACE2) baglayarak viriisiin konak¢1 hiicreye
girmesini saglamaktadir. Viriis ve konak hiicre zarlarinin kaynasmasina izin veren S
proteinin geri doniisiimsiiz konformasyonel degisikliklerinde konak transmembran serin
proteaz 2 (TMPRSS2) veya sistein proteazlar1 katepsin B veya L’yi (CatB/L)
kullanilabilmektedir. TMPRSS2 ve ACEZ2’yi birlikte eksprese eden (i¢ ana hicre tipi:
akcigerde tip II pnomositler, terminal ileumdaki enterositler ve nasal goblet sekretuar
hlcreleri olarak belirtilmistir (7). Nazofaringeal/orofaringeal swab 6rneklerinden Gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile SARS-CoV-2 pozitifliginin ne kadar
stirdiigiinii arastiran bir ¢alismada; kadinlarda erkeklere oranla ortalama 2 giin daha erken
viral klirens oldugu gozlemlenmistir (8). Bir baska calismada ise ACE2 mRNA
seviyeleri, akciger kanseri hastalarinin timore komsu normal dokularinda yiikseldigi i¢cin

COVID-19 riskinin de arttig1 bildirilmistir (9).

Sonug¢ olarak c¢alismamizda SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda ve enfeksiyon
atlatildiktan sonra iyilesmis hastalardan nazofaringeal/orofaringeal swablar araciligi ile
toplanan siriinti 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen ekspresyon

farkliliklarinin belirlenmesi amag¢lanmustir.



e Enfeksiyon asamasinda ve sonraki donemde SARS-CoV-2 enfeksiyonu ile iligkili
oldugu belirlenen ACE2 disindaki bu genler olasi tedavi hedeflerinin

belirlenmesinde 6nem arz etmektedir.



1. GENEL BILGIi

1.1. KORONAVIRUSLER

Koronaviriisler (CoV) tek zincirli RNA viriislerden olusan zarfli ve zoonotik bir viriis
ailesidir. RNA polimeraz enzimi igermezler, ancak genomlarinda bu enzimi kodlarlar ve
zarf ylizeylerinde glikoproteinden uzantilarinin tag benzeri goriiniimiinden dolay1
Latince’deki “corona” kelimesinden yola ¢ikilarak ““Coronavirus™ (tagh viriis) ismini
almiglardir. Koronaviriisler ¢esitli hayvan tiirlerinde (fare, sican, tavuk, hindi, kedi,
kopek, vb.) ciddi solunum yolu hastaliklarina, kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve
norolojik hastaliklara neden olabilmektedir. Insanlarda ise soguk alginligi, bronsit,
pnomoni, siddetli akut solunum sendromu (SARS), koagiilopati, coklu organ yetmezligi
ve 6lUm gibi ciddi klinik semptolara yol acabilmektedirler. Coronaviridea ailesi baslica
dort sinifa ayrilmaktadir: Alfakoronaviris, Betakoronaviriis, Gammakoronaviris ve

Deltakoronavirus (10).

Koronavirlsler 100-160 nm ¢apinda, 27-32 kilobaz boyutunda, pozitif tek sarmalli bir
RNA genomu igerir. Genomun 5'-terminalinin (cte ikisi, genom transkripsiyonu ve
replikasyonunda gorev alan 16 yapisal olmayan proteini kodlarken, 3' terminali, zarf
glikoproteinleri spike (S), zarf (E), zar (M) ve niikleokapsid (N) dahil olmak {izere yapisal
proteinleri kodlar. Yapisal proteinleri kodlayan genlere ek olarak, tire 6zgu ve viris

replikasyonu igin gerekli yardimei genler de vardir (Sekil 1) (11).
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Sekil 1: Coronaviridea ailesine ait farkli koronaviriislerin genomlari

Rhinolophus Yarasa Koronavirtsi (HKU2), Siddetli akut solunum sendromu koronavirisi
(SARS-CoV) salgiinin orta ve geg evrelerinde enfekte olan insanlardan hTor02 susu, Enfeksiyoz
Brongit Viriisii (IBV) ve Bilbll Koronavirisi (HKU11).

Insan niifusu giin gectikge artis gdstermekte ve bu niifus, yeni cografi bolgelere dogru
yayllma egilimi gosterirken hem evcil hem de vahsi hayvanlarla yakin temasta
bulunmaktadir. Cevre kosullarindaki ve temaslardaki bu degisimler, yeni hastaliklarin
hem insanlara hem de hayvanlara ge¢mesi i¢in yeni ortamlar saglamaktadir. Kiiresel
dinyada bu hastaliklar bdlge smirlarin1 kolayca asarak diinya c¢apinda hizla yayilim
gosterebilmektedir (12). Sekil 2 baslica insan koronaviriislerinin hayvansal kékenlerini

gostermektedir (11).



Koronaviriis Dogal Konak Ara Konak

; v d HCoV-229E

: v MERS-CoV

3 . I m HCoV-0C43

:’ v SARS-CoV
 —— D ——— m

Sekil 2. Insan koronaviriislerinin hayvansal kokenleri

Siddetli akut solunum sendromu koronavirisi (SARS-CoV), yarasa SARS ile iliskili
koronavirslerin  (SARSr-CoV'ler) rekombinasyonu yoluyla ortaya c¢ikan yeni bir
koronaviriistiir. Rekombine virlis misk kedilerini ve insanlar1 enfekte etmis ve SARS
salginina neden olmadan 6nce bu konaklara adapte olmustur. Orta Dogu solunum
sendromu koronavirisi (MERS-CoV) de muhtemelen en az 30 yil 6nce yarasalardan tek
horgiiclii develere bulasmis ve o zamandan beri tek horgiiglii develerde yaygin olmustur.
HCoV-229E bagisikligr yeterli insanlarda genellikle hafif enfeksiyonlara neden olurken,
bu virlsun atas1 yakin zamanda Afrika yarasalarinda bulunmustur ve develer muhtemelen
HCoV-229E nin ara konaklaridir. Insanlarda ¢ogunlukla zararsiz olan HCoV-OC43 ise

muhtemelen kemirgenleri konak olarak kullanmaktadir (11).

1.1.1. Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronavirisu (SARS-CoV)

SARS patojeni, ilk olarak 2002 yilinin sonlarinda Cin Halk Cumhuriyeti'nin Guangdong
Eyaletinde ortaya ¢ikmis bir koronaviriistiir. Hong Kong'da 2003 baharinda, bu siddetli
pnoémoni salgin haline gelerek 29 Ulke ile bolgede 8096 vaka ve 774 6lime sebep oldu.
Hizl1 bulagsma ve yiiksek 6liim orani, SARS' etkili bir tedavinin bulunmadig: kiiresel bir

tehdit haline getirerek tedavi igin ampirik stratejilerin kullanilmasini gerektirmistir (13).
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SARS-CoV, Vero-E6 veya FRhK-4 hiicrelerinde kultirle veya ters transkriptaz polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile solunum salgilarinda, diskida, idrarda ve ayrica daha az
siklikla kanda tespit edilebilmektedir. Solunum yolu ve diskidaki SARS-CoV viral yuki
hastaligin ilk birkag¢ giiniinde diisiiktiir, ancak hastaligin 11. giinii civarinda pik yaptigi
belirlenmistir. ik 10 giin i¢inde inflamatuar infiltrat, 5dem ve hiyalin membran olusumu
ile birlikte akut faz diffuz alveolar hasar goriilmektedir. 10 giinliik hastaliktan sonra ise
artmig fibrozis, skuam6z metaplazi ve ¢ok cekirdekli dev hucreler ile organize diffliz
alveolar hasar tablosu olugsmaktadir (14). SARS-CoV enfeksiyonunda tipik olarak grip
benzeri bir halsizlik, titreme, yorgunluk ve yiiksek ates goriilmektedir. Enfekte hastalarin
Ucte ikisinde hastalik, nefes darlig1 ve alveollerde zayif oksijen degisimi ile atipik bir
pnomoniye ilerler ve bu hastalarin bircogunda sulu ishal gelismektedir. Solunum
yetmezligi ise SARS-CoV ile enfekte olanlar arasinda en yaygin 6liim nedenidir (Sekil

3) (15).
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Sekil 3. Siddetli akut solunum sendromu koronaviriisii (SARS-CoV)

Siddetli-akut-solunum sendromu koronavirisi  (SARS-CoV) genomu, 9 mRNA
transkriptinde 28 varsayilan agik okuma gercevesinden (ORF'ler) olusur. Genomun
yaklasik iicte ikisini olusturan ORFla ve ORF1b, her ikisi de biiyiikk poliproteinleri
kodlar. ORF1b proteini, ORF1a'nin okuma ¢ercevesinden -1 baz ¢ifti ribozomal gergeve
kaymasi ile tiretilir. SARS-CoV genomu spike (S), zarf (E), matris (M) ve nikleokapsid
(N) yapisal proteinlerini kodlar.



Tip Il pnomositler ve 6zellesmis bronsiyal epitel hiicreleri SARS-CoV ile enfekte
olmaktadir. Anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2 (ACE2) viriis i¢in reseptor gorevi
gormektedir. SARS-CoV enfeksiyonu insan brons epitel hiicrelerinde interferon
tepkisinin giiclii bir sekilde indiiklenmesini saglayabilecegi ve HCoV 229E ile influenza
HINT1 virislerinin digiik patojenitesinin aksine, SARS-CoV, solunum epitelinde belirli
sitokinlerin ve kemokinlerin salinimini tetikleyebilecegi disiiniilmektedir (16).
TMPRSS?2, hiicrelere viral girig sirasinda reseptdr baglanmasini takiben hiicre yiizeyinde
SARS-CoV S proteinini aktive eder. TMPRSS2'nin yoklugunda, SARS-CoV’un,
katepsin L'nin (CTSL) rol oynadigi endozomal bir yolla hiicreye girdigi bildirilmistir
(17). SARS-CoV’un kesin bir tedavisi olmamakla birlikte ¢esitli antiviral ilaglar ve
steroid tedavisi uygulanabilmektedir. Ayrica SARS-CoV i¢in aday olabilecek camostat
veya benzer serin proteaz inhibitorleri (18), lactoferrin (19) mirisetin ve scutellarein (20)

gibi ¢esitli ajanlara dair bilimsel arastirmalar yapilmaktadir.

1.1.2. Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronavirusi 2 (SARS-CoV-2)

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 31 Aralik 2019 tarihinde Cin’in Hubei eyaletinde yer alan
Wuhan sehrinde nedeni belirlenemeyen pnomoni olgularinin varligini rapor etti ve 7
Ocak 2020°de bu hastaligin yeni bir koronaviriisten kaynakladigini bildirdi. DSO, bu yeni
virise 2019-nCoV (2019-novel coronavirus) ismini verirken, Uluslararasi Viriis
Taksonomi Komitesi SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus-2)
olarak tanimladi ve viriisiin neden oldugu hastalik COVID-19 (coronavirus disease-
2019) olarak adlandirdi (21). Turkiye'de ilk COVID-19 teshisi konulan hasta Tiirkiye
Cumhuriyeti Saglik Bakanligi tarafindan 11 Mart 2020 tarihinde bildirildi ve 17 Mart
2020’de COVID-19 kaynakli ilk 610m meydana geldi (22).

DSO 4 Mayis 2022 verilerine gore tiim diinyada 512.607.587 COVID-19 vakasi ve
6.243.038 COVID-19 kaynakl1 6liim bildirdi (23). 3 Ocak 2020 ve 4 Mayis 2022 tarihleri
arasinda Tiirkiye’de 15.036.110 SARS-CoV-2 pozitif vaka gorulirken, 98.801 SARS-
CoV-2 kaynakl 6liim rapor edildi (24). Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Hastaliklar1
Kontrol ve Onleme Merkezi, 4 Mayis 2022 verilerine gore; Amerika Birlesik
Devletleri’nde 72.393.562 SARS-CoV-2 vakast ve 846.140 vakada ise SARS-CoV-2
kaynakl1 6liim gercgeklestigini bildirdi. Sekil 4 SARS-CoV-2 vakalarinin en sik 18-64 yas



araliginda oldugunu gosterirken, Sekil 5 SARS-CoV-2 kaynakli 6liimlerin ise 50 yas ve

tizeri vakalarda meydana geldigini gostermektedir (25).
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Sekil 4. SARS-CoV-2 vakalarinin gozledigi yas araliklari

72.393.562 vaka olmasina karsgin 71.636.603 (%98) vakanin yaslarina erisilmistir.
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Sekil 5. SARS-CoV-2 kaynakli 6liimlerin gozledigi yas araliklar

846.140 oliim olmasina karsin 845.352 (%99) vakanin yaslarina erisilmistir.
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Salgin1 durdurabilmek amaciyla as1 ve antiviral ilaglar gelistirilmesi biiyliik 6nem arz
ettigi icin bilim insanlar1 hizlica viriis izolasyonu ve karakterizasyonu saglayacak
metodolojiler gelistirdiler. Nazofaringeal ve orofaringeal siiriintii Orneklerinin viral
tasima besiyeri ile uygun sartlarda (soguk zincir veya oda sicakligi) tasinmasi gerekirken,
Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada; virlis bulasicilifini engellemek amaciyla tasima
besiyerlerinin fetal sigir serumu (FBS) icermemesi gerektigine dikkat ¢ekilmistir. SARS-
CoV-2 orneklerinin labaratuvarda ¢ogaltmak amaciyla “Yesil maymun bobrek hiicre hatti
(Vero) ve Madin-Darby sigir bobrek hiicre hatti’nin (MDBK)” kullanilabilecegini ve
viriistin %2 FBS igeren bir besiyerle ile siispanse edildiginde kolayca yayilim gosterdigini

bildirmislerdir (26).

COVID-19 hastaliginin kulugka siiresi 2 ila 14 giin arasinda degismektedir. insandan
insana dogrudan bulagma olabilecegi gibi viriisii barindiran kontamine ylizeyler veya
nesnelere dokunulmasi sonucu kisinin elinin agiz, burun ve gozlerle temasiyla SARS-
CoV-2’nin bulagabilecegi bildirilmistir. Esas olarak SARS-CoV-2, g6z, burun veya agiz
mukozasindan damlacik enfeksiyonu yoluyla bulagsmaktadir (27). SARS-CoV-2'nin viral
reseptori ACE2 proteini bobrek, testis ve mesanede eksprese edildiginden, viral RNA
COVID-19 hastalarinda birden fazla organda saptanabilmekle birlikte solunum
orneklerinden izole edilmektedir. Ancak idrarda enfeksiydz SARS-CoV-2 izolasyonu
fekal/idrar-solunum yolu ile bulasma olasiligini da gostermektedir (28). SARS-CoV-2
damlaciklarinin (¢apt 5 mikron’dan az) bozulmadan ii¢ saat kadar havada asili

kalabilecegi ve tipik olarak 2 metre’den fazla ilerleyemeyecegi bildirilmistir (29).

SARS-CoV-2 primer olarak enfekte semptomatik kisilerden bulagsa da asemptomatik
tasiyict kigilerin de enfeksiyonun bulasicilifinda katkis1 bulunmaktadir. Cesitli
caligmalarda semptom baslangicindan 1-3 giin 6nce bulastiricilik oldugu saptanmis ve
sosyal mesafenin 6nemi vurgulanmistir (30). Temel bir epidemiyolojik parametre olan ve
salginin baglangicinda enfekte olmus bir kisinin bulastiricilik dénemi boyunca neden
oldugu ortalama ikincil enfeksiyon sayisini ifade eden RO (temel iireme sayisi), SARS-
CoV-2 igin 2,43 ile 3,10 arasinda bulunmustur (31). SARS-CoV-2 vakalarinin
%89,1’inde ates, %72,2’sinde kuru Oksliriik ve %42,5’inde yorgunluk oldugu
bildirilmigtir. Agri, burun tikanikligt ve akintisi, bogaz agrisi veya diyare diger
semptomlar olarak tanimlanirken, bazi vakalarda ise hi¢ semptom goriilmemektedir.

Hastalarin yaklasik %80°1 tedaviye ihtiya¢ duymadan iyilesirken, geri kalani COVID-
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19°u agir gecirmektedir (32). Siddetli akciger tutulumu olan hastalarda, yas, diyabet,
hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik, kronik bobrek hastaligi gibi yiiksek riskli grupta
akut bobrek hasar1 da goriilmektedir ve artmis morbidite ve mortalite ile

iligskilendirilmistir (33).

SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsin gelisen immiin yanitta sitozolik RIG-1 benzeri
reseptorler ve Toll benzeri reseptorler gibi kalip tanima reseptdrlerinin viral tek zincirli
RNA (ssRNA) ile etkilesimi rol oynar. Bu aktivasyon sonrasinda transkripsiyon
faktorlerinin niikleer translokasyonu kappa B (NFkB) ve Interferon regiilator faktor 3
(IRF3) sinyal yolaklarinin aktivasyonuyla tip I/III interferonlar (IFN’ler), tiimér nekroz
faktori alfa (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1), IL-6 gibi sitokinler salgilanir. Aktif CDS8 (+)
sitotoksik T hicreleri ve B hucreleri ise SARS-CoV-2’ye kars1 kazanilmis bagisiklikta
rol oynar (34). SARS-CoV-2 enfeksiyonunu agir atlatan kisilerde immun sistemin
kontrolsuz bir enflamatuvar yanit olugturmasi anlamina gelen “sitokin firtinas1” 1L-2, IL-
7, IL-10, Graniilosit Koloni Uyaric1 Faktor, Interferon Gama, Monosit Kemotaktik
Proteini-1, TNF-a artis1 ile ger¢eklesmektedir (35). Sekil 6, SARS-CoV-2’ye karsi

gelisen adaptif immiin yanit1 géstermektedir (36).
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1.1.2.1. Siddetli akut solunum sendromu Kkoronaviriisii 2 (SARS-CoV-2) tam

yontemleri

Solunum yolu enfeksiyonlarinda rol oynayan bircok viriis, son yillarda gelistirilen
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) gibi molekiiler yontemlerle, hizl1 ve kolay bir sekilde
tespit edilebilmektedir. Respiratuvar sinsityal viriis, rinoviriis (RV), Influenza A ve B,
koronavirlsler ve adenoviriisler solunum yolu enfeksiyonlarinda en sik karsilagilan
etmenlerdir. Solunum yolu enfeksiyonlar1 genellikle soguk alginligi, bronsiyolit ve
pnomoni gibi klinik olarak sendroma gore siniflandirilmaktadirlar ve bu viriislerin cogu
benzer solunum sendromlarina neden olabilmektedir (37). SARS-CoV-2 tanist hizl
antijen test kitleri ile yapilabilmektedir. Test kitinde anti-SARS-CoV-2 monoklonal
antikoru, 6rneklemde SARS-CoV-2 varliginda antijenine baglanmakta ve antijen-antikor
kompleksi olusmaktadir. Sonug olarak floresan renk reaksiyonu olusturarak SARS-CoV-
2 varligimin 10 dakikada tanimlanabilmesine imkan saglamaktadir (38). Ancak hizl
antijen test kitlerinin spesivitesi yiiksek olsa da viral yiik azaldik¢a sensivitesi oldukca
diisiik olmaktadir; bu sebeple direkt tanida kullanilmasi tartismali bir konudur (39).
Viriisiin en ayirici tanilarindan biri nazofaringeal ve orofaringeal siiriintii 6rneginde RT-
PCR ile viriisiin genomunda yer alan bdlge veya bolgelerin varligmin tespitine
dayanmaktadir. DSO, viral zarf proteinini kodlayan E geni ve RNA’ya bagimli RNA
polimeraz (RdRp) enzim geninin RT-PCR testlerinde kullanilmasini dnermekle birlikte,
ticari olarak baska gen bolgelerini hedefleyen kitlere de ulasmak miimkiindiir. Ulkemizde
ise Tlirkiye Cumhuriyeti, Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii Mikrobiyoloji
Referans Laboratuvari’nin RT-PCR yontemi ile RdRp genini saptayan kitin %99,4
sensivite ve %99 spesifite ile SARS-CoV-2 tespiti sagladigi bildirilmistir (40). Hastaligin
baslamasini takiben ilk hafta PCR testi %67 ve antikor testleri %38 oraninda pozitif
bulurken, ikinci haftada, pozitiflik oranlart PCR igin %54, antikor testi igin ise %90 olarak
belirlenmistir. Bu oran {i¢iincii haftaya gelindiginde ise sirasiyla %45 ve %100 pozitiflik
orani elde edilmistir. SARS-CoV-2 viriisiine maruz kaldiktan sonra genellikle 7 ila 11
giin arasinda serokonversiyon gerceklesmektedir. Sonug olarak kullanilacak testin hangi
asamada kullanildig1r sonucun giivenirligi agisindan fikir vermektedir. Sekil 7 SARS-
CoV-2 virlisiiyle karsilagildiktan sonraki gilinler i¢inde viral RNA testleri ile Antikor
testlerindeki degisimi gostermektedir (41).
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Sekil 7. SARS-CoV-2 viral RNA testleri ile Antikor testlerinin zaman igindeki degisimi

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun belirleyici tanilarindan biri olarak tanimlanan bir diger
yontem ise sensivitesi oldukca yiiksek kabul edilen bilgisayarli tomografi (BT) ile toraks
gorlintiillenmesidir. En yaygin SARS-CoV-2 enfeksiyon bulgular1 arasinda buzlu opak
cam opasiteleri, vaskiiler genisleme, hava bronkogrami, kaldirim tasi bulgusu (septal

kalinlagma), brons duvar kalinlasmasi ve bronsektazi verilmektedir (42).

1.1.2.2. Siddetli akut solunum sendromu Koronaviriisii 2 (SARS-CoV-2) enfeksiyonu

tedavisinde uygulanan yontemler

Viriisiin yayilmasin1 dnlemek amaciyla maske kullanimi zorunlulugu, sokaga ¢ikma
yasaklart gibi 6nlemler alinarak SARS-CoV-2 salgininda can kaybi ve bulasma orani en
aza indirilmeye calisilmistir. Ultraviyole 1sinlarina ve 1siya duyarli olan SARS-CoV-2,
zarfli yapida oldugu i¢in eter, alkol ve klorlu dezenfektanlar gibi lipid ¢6ziiciilere karsi
hassastir. Bu sebeple ellerin sik sik yikanmasi, kisisel hijyene dikkat edilmesi, solunum
enfeksiyonu bulunan insanlarla, evcil hayvanlar ve wvahsi hayvanlarla temastan

kacinilmasi ve kalabaliktan uzak durulmasi tavsiye edilmistir (43).

COVID-19 hafif, orta ve agir olmak {izere baslica ii¢ kategoride seyretmektedir. Akciger
tutulumunun olmadigi, sadece ates, bogaz agrisi, okstlirliik gibi semptomlarin eslik ettigi
hafif seyirli, BT ile akciger tutulumunun gozlenebildigi hafif/orta viral pndmoni ve
oksijen (O2) satiirasyonlarinin %90’1n altina diistiigii icin O2 destegi gereken ve akciger

tutulumu %350’den yiiksek olan hasta grubu ile akciger tutulumunun hizh ilerledigi ve
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entlibasyon gereken, sepsis, sok, coklu organ yetmezligi gibi klinik tablonun goriildiigii
agir viral pnomoni’dir. COVID-19’un ilk dénemlerinde tedavi icin Klorokin Fosfat,
Hidroksi Klorokin, Remdesivir ve Favipravir gibi ilaglarin kullanim1 giindeme gelmistir.
COVID-19’un agir seyrinde IL-1 ve IL-6’nin yiiksek oldugu durumda sitokin firtinasini
kontrol etmek amaciyla sitokin antagonistlerinin kullanilmasi ve ayrica kritik seyirde
interferonlarin parenteral veya inhalasyon ile uygulanmasi onerilmistir. COVID-19
vakalarinda sik karsilasilan tromboemboli durumunda D-dimer diizeyine gdre heparin
profilaksisi uygulanmistir. COVID-19 hastalarinda 7. giinden sonra fibrinojen diizeyinde
diisme meydana geldiginde ise pihtilasma faktorii replasmani kanama olmadikca
yapilmamasi, major kanama durumunda ise trombosit transfiizyonu ve taze donmus
plazma verilebilecegi bildirilmistir (44). SARS-CoV-2 i¢in giivenligi ve etkinligi
kanitlanmig bir antiviral tedavi olmamasina ragmen, antiviral ilaglara hastaligin erken
evrelerinde baglanmasi 6nerilmistir. Hidroksiklorokin ve lopinavir/ritonavir, COVID-19
tedavisinde yeterince etkili bulunmamis ve kullanimlarindan vazgegcilmistir. Bir diger
antiviral ila¢ olan “Remdesivir’, agir COVID-19 hastalarinda 6nemli bir faydasi
olmamasina ragmen kullanilmaya devam edilmistir. Randomize kontrollii arastirmalar
favipiravir kullanimimin ayaktan yatislart veya COVID-19 kaynakli oSliimleri
azaltmadigii gosterilmistir. Ote yandan, belirli bir organizmanin zayiflamis veya inaktif
kisimlarindan {iretilen asilarin  gelistirilme ve uygulanma surecleri SARS-CoV-2
pandemisi nedeniyle olduk¢a hizli sonuglandirilmistir (45). Sekil 8 SARS-CoV-2 i¢in
gelistirilen as1 adaylariin acil klinik kullanim i¢in veya Temmuz 2021'e kadar Faz III
aktif denemelerinde yetkilendirilen nano 6lgekli COVID-19 asilarini ve bunlar gelistiren

ve/veya pazarlayan kurumlar1 gostermektedir (46).
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Sekil 8. COVID-19 asilar1 ve kurumlari

Pfizer/Biontech, Oxford/AstraZeneca, CoronaVac/Sinovac ve Moderna/INH asilari
SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi koruma saglamak i¢in insanlara uygulanmistir (45).
DSO verilerine gore diinyada 2 Mayis 2022 tarihi itibariyle 11.560.378.840 as1 dozu
uygulanirken (23), 4 Mayis 2022 itibariyle Tiirkiye’de toplam 147.426.248 as1 dozu
uygulanmistir (24).

1.1.2.3. Siddetli akut solunum sendromu Koronaviriisii 2 (SARS-CoV-2)

enfeksiyonuna yatkinhk

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun agir ya da hafif atlatilmasiyla iliskili olabilecek cesitli
parametreler ve durumlar literatiirde tanimlanmigtir. Bunlardan biri D vitamini eksikligi
olup, influenza ve akut solunum sikintis1 sendromu gibi solunum yolu hastaliklariyla
iliskisi ve tedavilerinde rol oynamasi, bagisiklik sistemi elamanlarina olan modiilator gibi
etkileri D vitaminini SARS-CoV-2 iginde dikkat ¢ekici hale getirmistir. Vitamin D
seviyelerinin 30ng/mL'nin {izerine ¢ikarilmasi ve belirli bir siire vitamin D takviyesinin
COVID-19'dan korunma ve hastaligin siddetini azaltma agisindan etkili olabilecegine
dair bulgular mevcuttur (45). C vitamini uygulamasinin yogun bakimda kalis siiresini ve
mekanik ventilasyon siiresini kisalttig1 ve alfa-lipoik asitin ise diyabet hastalarini
COVID-19 enfeksiyonuna kars1 koruyabilecegi bildirilmistir (47). Hastalifin siddeti
kisiden kisiye degisebilmekte ve yas, hipertansiyon, kronik obstriiktif akciger hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kronik diger hastaliklarin varligi klinik tabloyu
ciddilestirse de, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna yatkinlikta rol oynayan nedenlerden biri
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olarak genetik mutasyonlar sayilmaktadir. Akcigerdeki ACE2 ekspresyonunun yasla
birlikte arttig1 ve yetiskin ile yasli grubunda COVID-19’un agir seyrinin altinda yatan
faktorlerden biri olabilecegi belirtilmistir (48). Biyoenformatik analizlerle 6zellikle
ACE2’nin Arg652 aktif kalintisinin kritik bir role sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir (49).
Tip III veya lambda interferonlarindan (IFNL), IFNL4 homozigot DG mutant
polimorfizmine sahip 74 yas iizeri hastalarin SARS-CoV-2 viral yuki daha yiksek
bulunmustur (50). SARS-CoV-2’nin hedef hiicrelere girisi, S1/S2 ve S2’ bolgelerinde S
proteinin bolinmesine yol agan hicresel proteazlardan TMPRSS2 ekspresyonunun
ACE2 aracili SARS-CoV-2 istilasini artirdigi ve bu nedenle, TMPRSS2 varyantlarinin
viral enfektiviteyi modiile edebilecegi varsayilmaktadir (48). Apolipoprotein E
(ApoE)’nin &4 homozigotlar1 tasiyanlarinin SARS-CoV-2 enfeksiyonunu agir gegirme
riskinin 2,3 kat artti1 belirlenmistir (51). Insan I8kosit antijenlerinin SARS-CoV-2
enfeksiyonunu ve hastaligin klinik seyrini etkileyebilecegini ve A kan grubuna sahip

bireylerinin enfeksiyon agisindan daha fazla risk altinda oldugunu gosterilmistir (52).

1.1.2.4. Siddetli akut solunum sendromu Kkoronaviriisii 2 (SARS-CoV-2) genomu

SARS-CoV-2'nin genom dizisi, bat CoV RaTG13'e %96,2 ve SARS-CoV'a %79,5 benzer
bulunmustur (53). SARS-CoV-2 genomunun 5’ ila 3’ agik okuma gerceveleri (ORF'ler):
5" UTR; ORFlab, RNA polimeraz nspl2, Helicase nsp13 ve 3'- 5’ eksoniikleaz nsp14
dahil olmak lizere yapisal olmayan 16 protein (nsp) ile yapisal olan S: ylizey spike
proteini, E: zarf proteini, M: membran proteini ve N: nlkleokapsid proteini icermektedir
(54). Sekil 9, SARS-CoV-2 viriis par¢aciginin ve genomunun sematik diyagramlarini
gostermektedir. “A” SARS-CoV-2'nin dort yapisal proteinini, “B” ise yapisal olmayan
proteinleri gostermektedir. On alt1 yapisal olmayan protein (nspl-11, 12-16) sirasiyla

ORF1a ve ORF1b tarafindan kodlanmaktadir ve alt1 yardimci protein tanimlanmigtir (55).
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Sekil 9. SARS-CoV-2 virlis pargacigl ve genomunun sematik diyagrami

Plpro: papain benzeri proteaz, 3CLPro: 3C benzeri proteinaz, RdRp: RNA'ya bagimli RNA
polimeraz, Hel: Helicase, S: Spike proteini, NTD: N-terminal alanim1 kodlar, RBD: Reseptor
baglama alani, SD1: S protein alt alan1 1, SD2: S protein alt alan1 2, FL: Fiizyon dongisu, HR1:
Heptad tekrar1 1, HR2: Heptad tekrar 2, TM: Transmembran alani. Noktali ¢izgi: Furin ve
TMPRSS?2 tarafindan S1/S2 ve S2' site boliinmesini gostermektedir (55).

SARS-CoV-2 orneklerinin dizenli olarak genomunun dizilenmesi, viral genom
mutasyonlarinin izlenmesi ve mutasyonlara kars1 tanisal testlerin performansinin gézden
gecirilmesi i¢in faydali olacaktir (56). Dahas1t mevcutta bulunan ya da gelistirilecek olan
asilarin virtise kars1 etkinliginin takibi acisindan da SARS-CoV-2 genomunun dizenli
olarak sekanslanmasi onem tasimaktadir. Diinyada, daha fazla hasta enfekte oldukca
SARS-CoV-2'nin daha fazla varyant biriktirecegi ve daha giiclii toksisiteye sahip
Oldiirticii bir tiirlin ortaya ¢ikabilecegi endiseleri mevcuttur. Bu nedenle, SARS-CoV-2
varyantlarini, hasta profillerini, cografi konumlari, semptomlar1 ve tedavi yanitlarin
izlemek ve karakterize etmek 6nemlidir. Viriisiin tanimlandig1 donemi takiben birkag ay

sonrasinda Koyama ve arkadaglar1 veritabani kullanarak 48 farkli SARS-CoV-2 genom
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dizisini incelediklerinde toplam 80 varyant tespit etmiserdir. Bunlar; 43 hatali, 21 es

anlamli, 11 kodlanmamus, 3 delesyon ve 2 kodlanmamis delesyondur. (57).

Tang ve arkadaslar1 da pandeminin ilk déonemlerinde SARS-CoV-2 viruslerini “L” tipi
(T28,144, Leucine, ~%70) ve “S” tipi (C28,144, Serine, ~%30) olmak Uzere iki ana tipe
ayrmigtir. S tipinin atasal versiyon oldugunu ve L tipinin agresif olabilecegini one
stirmiislerdir (58). SARS-CoV-2, amino asit degisiklikleri tireten niikleotid varyantlarina
dayali olarak S, G ve V alt tipleri olarakta tanimlanmistir (54). Bunlar, SARS-CoV-2
referans dizisine gore sirasiyla 28144, 23403 ve 3471 niikleotit pozisyonunda ORFS8
L84S, spike protein D614G ve nsp3 G251V degisimleri olarak tanimlanmistir. Jia ve
arkadaslar1 Fransa, Ispanya ve Amerika Birlesik Devletleri'nden alman SARS-COV-2
orneklerinin G alt tipi ve Kambogya'dan bir susun S alt tipi oldugunu tespit etmistir (59).
Dizileme ¢alismamizda IMU-SP-01, IMU-SP-02, IMU-SP-03 ve IMU-SP-04 olarak
adlandirilan dért SARS-CoV2 izolatinin birlestirilmis dizileri GeneBank’ta sirasiyla
MT560530 (60), MT560525 (61), MT605818 (62) ve MT560531 (63) erisim numaralari
araciligiyla bulunabilmektedir. SARS-CoV-2 virlisii yeni varyantlar Uretmeye devam
etmistir ve viral replikasyon sirasinda agiga ¢ikan bu mutasyonlarin ancak belli bir kismi1
viriillans etkide degisiklik yaratmaktadir. Bu varyantlardan en son adini siklikla
duydugumuz SARS-CoV-2 Omicron varyanti, S proteininde 15'1 reseptdr baglama
alaninda (RBD) bulunan 37 aminoasiti kodlayarak RBD'nin artmis afinite ile insan
ACE2'sine baglanmasini sagladig1 i¢in mevcut asilarin ve antikor bazli terapotiklerin
etkinligi hakkinda endiseleri arttirmistir (64). SARS-CoV-2 virtsinin yeni konaklarla
karsilasip gecirdigi mutasyonlarla daha dldiiriicti hal alabilecegi ya da viriilans etkisini
kaybederek hayatimizdan ¢ikacagina dair tartigsmalar siirerken bunun cevabini zaman

icinde 6grenmis olacagiz.

1.1.25. Siddetli akut solunum sendromu Kkoronaviriisi 2 (SARS-CoV-2)

enfeksiyonunun molekiiler mekanizmasi

SARS-CoV-2 viriisiinlin solunum yollarini etkilemesinin temel nedeni akcigerin genis
yiizey alani ve savunmasizligidir. Bununla birlikte, ana biyolojik neden, anjiyotensin
doniistiiriicii enzim 2 (ACE2) eksprese eden hiicrelerin SARS-CoV-2 igin bir konak

olmasi ve akcigerde ACE2 eksprese eden hiicrelerin %83'liniin alveolar epitelyal tip 11
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hiicreler (AECII) olmasidir. AECII hiicreler viral invazyon i¢in bir rezervuardir ve
akcigerde koronaviral replikasyonu kolaylastirmaktadirlar (6). SARS-CoV-2 spike (S)
glikoproteini, virisin konak hiicreye girmesine izin vermek icin ACE2’ye
baglanmaktadir. Viriis ve konak hiicre membranlarinin fiizyonunu saglayan S proteininin
geri doniisii olmayan konformasyonel degisikliklerinde konak serin proteaz TMPRSS2
veya sistein proteaz CTSB veya CTSL’yi kullanmaktadir. TMPRSS2 ve ACE2'yi birlikte
eksprese eden {i¢ ana hiicre tipi: akcigerde tip II pnomositler, terminal ileumda emici

enterositler ve nazal kadeh salgi hiicreleridir (7).

S protein-ACE2 etkilesimlerinin aracilik ettigi bir endositoz yolla konak htcrelere giren
SARS-CoV-2 viral RNA’sinda kodlu ORFla veya ORFlab, konak ribozomu tarafindan
cevrilir. Subgenomik viral mRNA'lar, viral protein translasyonu i¢in sablon gorevi goriir.
Viryonlar, endoplazmik retikulum ve golgi govdesinde toplanarak yasam dongiisiinii
tamamlamak i¢in ekzositoza tabi tutulur (65). Virionun dis yilizeyindeki S proteini, hiicre
zarina baglanmak icin konak reseptdriine veya reseptorlerine baglanmaktan sorumludur,
bunu hiicresel membran fiizyonu ve viral genomik RNA'nin hiicrelere salinmasi takip
eder. Daha sonra, konak ribozomlar1 ana proteaz (Mpro) ve papain benzeri proteaz
(PLpro) poliproteinini iiretmek ic¢in kullanilir. Bu NSP'ler, viral RNA replikasyonu ve
transkripsiyonunu baslatmak igin replikasyon ve transkripsiyon kompleksi iginde
birlesebilir. Genomik RNA ve yapisal proteinler daha sonra viryonlarda birlesir ve
ekzositoz yoluyla salinir. Sekil 10 SARS-CoV-2"nin bu yasam dongiisiinii gostermektedir
(65).
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Sekil 10. SARS-CoV-2 yasam dongiisii

ERGIC: Endoplazmik retikulum—Golgi ara bolmesi, ExoN: Eksoniikleaz, HEL: Helikaz, Mac1:
Makro etki alam 1, NendoU: Uridin spesifik endoriboniikleaz, NiRAN: Nidoviriis RNA'ya
bagimli RNA polimeraz ile iligkili niikleotidiltransferaz, NMT: Guanin-N7-metiltransferaz,
OMT: 2'-O-metiltransferaz, PL2: Papain benzeri proteaz 2, RBD: Reseptor baglama alani, RdRp:
RNA'ya bagimli RNA polimeraz, SUD: SARS'a 6zgii alan, +ss: Pozitif anlamda tek sarmalli, TM:
Transmembran, Ubl1: Ubikuitin benzeri alan 1, UTR: ¢evrilmemis bolge.

SARS-CoV-2 S proteini ~1.200 kalint1 igerir ve furin benzeri bir proteaz tarafindan
sirastyla konak hiicrelere baglanmaya ve membran flizyonuna aracilik etmekten sorumlu
olan S1 ve S2 olmak Uzere iki fonksiyonel alt birime boélindr (66). S1 alt birimi, bir
reseptor baglama alan1 (RBD) ve bir amino-terminal (N-terminal) alan1 (NTD) igerir.
RBD, her iki yaninda kisa bir sarmal ile ¢evrili bes iplikli, paralel olmayan bir B-yaprakli
cekirdege sahiptir. S2 alt birimi, dort korunmus yapisal bolge igerir: bir fiizyon peptidi,
iki heptad tekrar1 (HR1 ve HR2) ve bir transmembran bélgesi. HR1 bélgesi, S2'nin ana
sarmal sapini olustururken, HR2 bolgesi 6n fiizyon durumunda gegici olarak esnektir

(65). S1 alt birimi RBD ile ACE-2’ye baglanirken, S2 alt birimi konak hucresine ait bir
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TMPRSS2 ya da furin tarafindan pargalanarak viriisiin konak membranina fiizyonunu
saglar. Alternatif olarak, S proteinin katepsin L tarafindan parc¢alandig1 endositozla giris
mevcut olmakla birlikte giris yolu hiicre tipine 6zel olarak cesitli proteazlara baghdir.
Viral pozitif RNA sitoplazmaya salindiginda dogrudan replikaz transkriptaz kompleksi
olustugu i¢in ve yalnizca viral RNA sentezinden sorumlu oldugu i¢in bagisiklik sistemi
yanitindan kagilir (67). SARS-CoV-2, konak hcrelere girdikten sonra, E proteini viral
lizisi ve ardindan viral genom salinimini diizenler. E proteininin, endoplazmik retikulum
(ER) ve golgi organelinin zarlarina yerleserek viral birlesmede rol oynadigi bulunmustur
(68). N proteini, viral RNA genomunu koruyan ve onu bir ribonukleoprotein kompleksi
halinde paketleyen ¢ok oOnemli bir bilesendir ve riboniikleoproteinin membran
proksimalinde olabilecegini diisiiniilmektedir. N proteini ayrica konak bagisiklik

tepkisini antagonize etmede bir rol oynamaktadir (69) .

Anjiyotensin I'in anjiyotensin II’ye doniisiimiinii saglayan ACE2 bir karboksipeptidazdir.
ACE2 cogunlukla hiicre zarma baghdir ve ¢6ziiniir formu dolasimda ¢ok az bulunur.
Membrana bagli ve ¢oziiniir ACE2'nin 6nemli islevi, anjiyotensin II'nin anjiyotensini.7'ye
indirgenmesidir. Sonu¢ olarak, ACE2 reseptorleri anjiyotensin I1'nin AT1 reseptorlerine
baglanmasindan kaynaklanan vazokonstriksiyon, artmis inflamasyon ve tromboz dahil
olmak Uzere birgok zararli etkileri ortadan kaldirir. Artan anjiyotensiny.z Uretimi ayrica
G-proteinine bagli Mas reseptdrlerine baglanma yoluyla koruyucu etkileri tetiklemektedir
(70). Burun, akciger, goz, ileum, kalp, karaciger, pankreas, mesane, bobrek, beyin,
prostat, testis ve plasentada eksprese edilmektedir. SARS-CoV-2 S protein ACE2’ye
baglandiginda aktivitesi ve ekspresyonu diismektedir. Azalan ACE2 ekspresyonunun
renin-anjiyotensin sistemini bozarak anjiyotensin II'nin azalmasina ve anjiyotensin II Tip
la (ATIR) reseptor stimiilasyonuna yol acarak siddetli akut akciger hasarina neden
olabilecegi diistiniilmektedir (67). ACE2 reseptorii araciligiyla akciger hiicrelerine giren
SARS-CoV-2 diger organlara yayilabilir ve yerel bolgelerde ACE2 eksprese eden
hiicreleri enfekte ederek coklu organ hasarina neden olabilir. Sekil 11 SARS-CoV-2

kaynakli olabilecek ¢oklu organ hasarini sematize etmektedir (71).
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Sekil 11. SARS-CoV-2 enfeksiyonunda ACE-2 kaynakli ¢oklu organ hasari

ACE2 ve TMPRSS2 ekspresyon seviyelerini ve bunlarin akciger dokusundaki (on iki
dondr, 39,778 hicre) ve subsegmental brons dallarindan (dort donér, 17,521 hiicre)
tiiretilen hiicrelerde sirasiyla tek niikleus ve tek hiicre RNA dizilimi ile hiicre tipleri
arasindaki dagilima bakildiginda; TMPRSS2 her iki dokuda da giiglii bir sekilde eksprese
edilirken, subsegmental brong dallarinda ACE2’nin agirlikli olarak gecici bir salgi hiicre
tipinde eksprese edildigi bulunmustur (72). Ayrica, TMPRSS2 proteaz aktivitesini bloke
etmek, SARS-CoV-2'nin ACE2 aracili girisini bloke ettiginden enfeksiyon i¢in her iki
genin birlikte ekspresyonunun gerekli oldugu diistiniilmektedir (73). TMPRSS2, geni
insanda kromozom 21’de bulunmaktadir ve plazma zarina bagh 492 aminoasitlik bir
proteini kodlamaktadir. TMPRSS2 geni Arg255 ve Ile256 arasindaki otokatalitik
bolinmeyle olgun proteazlar olusarak zara baglanir, ancak bir kismi1 hiicre disi ortama
salinabilir. TMPRSS2, akcigerlerde, kolonda, karacigerde, bobreklerde ve pankreasta
nispeten daha diisiik diizeyde ekspresyonla, agirlikli olarak ise prostatta eksprese edilir.
Akciger kanseri hiicre hattt A549 ve prostat kanseri hiicre dizisi LnCaP'de, TMPRSS2

androjene bagimli bir sekilde eksprese edilir. TMPRSS2'nin, tiimor hiicrelerinin
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metastazinda anahtar proteazlar olan G-protein kenetli reseptor olan proteazla aktive
edilmis reseptér 2'yi (PAR-2) aktive ettigi ve PAR-2 aktivasyonunun matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve MMP-9'un upregiilasyonuna neden oldugu gésterilmistir
(74). Bu sebeple TMPRSS2, SARS-CoV-2’nin hiicreye giris ana faktorlerinden biri
olmakla birlikte kanser alaninda calisilmis konulardan da biri olarak literatlirde yer

almaktadir.

Koronaviriisiin hiicrelere girisi i¢in iki yol bulunur; "erken" giris yolunda, plazma
zarindaki konak TMPRSS2 dogrudan viral fiizyona aracilik ederken, "ge¢" veya endositik
giris yolu ise lizozomal proteaz katepsine dayanir (75). Katepsin B ve L akcigerdeki
makrofajlar, fibroblastlar ve epitel hiicreleri tarafindan {iretilen sistein proteazlaridir ve
elastolitik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir. Katepsin B ve L asidik pH'ta ¢alisir
ve proteolitik aktiviteleri notr pH'da notralize olur. Katepsin L aktivitesinin amfizemden
kaynaklanan bronkoalveolar lavaj (BAL) s1visinda yiikseldigi ve makrofajlardan katepsin
B ve S salmimmin sigara i¢imi tarafindan indiiklendigi gosterilmistir. Gergekten de,
katepsin L'nin, akcigerde bulunan baslica serin proteaz inhibitorii olan ag-antitripsini
parcaladig1 ve etkisizlestirdigi gosterilmistir (76). Reseptor aracili endositozu takiben,
reoviriis viryonu, katepsinler B, L veya S'nin aracilik ettigi kismi proteoliz ile bulasict bir
subvirion partikiiline doniistiiriiliir ve benzer etkileri SARS-CoV’da da gosterilmistir
(77). Papain benzeri bir sistein proteinaz olan katepsin L, bir preproenzim olarak
sentezlenir. Prepeptid endoplazmik retikulumda ¢ikarilir ve pro-enzim, ge¢ endozomlarin
vel/veya lizozomlarin asidik ortaminda otoaktivasyona ugrar. Olgun form, bir
endopeptidaz olarak islev gordiigli lizozomlarda depolanir. Lizozomlar i¢indeki roliine
ek olarak, katepsin L, esas olarak pro-enzim isleme ve protein olgunlasmasina dahil
olmasi nedeniyle, bir¢ok fizyolojik ve patolojik siireclerde gorev alir. Sekretuar vezikiiller
icindeki Kkatepsin L, enkefalin ve Adrenokortikotropik hormon (ACTH) dahil birkac
peptit ndrotransmitter ve hormonun iiretilmesinden sorumludur. Ayrica, katepsin L ve
diger sistein proteazlari, plazma zariin ve ekstraseliiler matriksin protein bilesenlerinin
bozunmasi yoluyla tiimor gelisimi ve ilerlemesinde rol oynadigi bulunmustur (78).
Dolasimdaki Katepsin L seviyesinin SARS-CoV-2 enfeksiyonundan sonra yiikseldigi,
hastaligin seyri ve siddeti ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Buna uygun
olarak, SARS-CoV-2 psddoviriis enfeksiyonu insan hticrelerinde in vitro ve insan ACE2

transgenik farelerinde in vivo Katepsin L ekspresyonunu artirirken, Katepsin L asiri

24



ekspresyonu insan hicrelerinde psddovirus enfeksiyonunu artirdigi bulunmustur (79).
Ayrica gelistirilmis olan COVID-19 tedavilerinde katepsin L inhibit6rlerine éncelik
verilmesi konusunda oneriler bulunmaktadir; hatta bazilar1 ABD Gida ve Ilag¢ Dairesi

(FDA) onaylhidir (80).

Katepsin B, inaktif bir proenzim olarak sentezlenir ve otokatalitik ya da diger enzimlerin
etkisiyle aktivasyona ugrar. Katepsin B hem endopeptidaz hem de ekzopeptidaz
aktivitelerine sahiptir ve tip IV kollajen, laminin ve fibronektin dahil olmak tzere hiicre
dis1 matrisin c¢esitli bilesenlerini par¢alama yetenegine sahiptir. Tiimor invazyonunda
katepsin B'nin rolii, birgok insan karsinomunda yaygin olarak gosterilmistir (81).
Hashimato ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmada; CRISPR interferans sistemi
ve ACE2 eksprese eden insan pluripotent kok hiicreleri kullanilarak SARS-CoV-2
enfeksiyonunda néropilin-1, basigin, transmembran serin proteazlar (TMPRSS'ler) ve
katepsinlerin (CTS'ler) rollerini incelendiginde; TMPRSS2 ve katepsin B'nin (CTSB)
ikiside degrede oldugunda viral yiikiin %0,036 + %0,021'e distiigii bulunmustur. CTSB
inhibitord CA-074 metil ester ve TMPRSS2 inhibitori camostat kombinasyonunda viral
yiikii %0,0078+%0,0057'ye diislirdiigi bulunmustur. Bu iki ilacin eszamanli kullanimi,
insan pluripotent kok hiicrelerinde viral yiikii %0.01'in altina diistirdiigii belirlenmistir.
Bu bulgular, TMPRSS2 ve CTSB'yi hedefleyen bilesiklerin, cinsiyetten ve SARS-CoV-
2 varyantindan bagimsiz olarak olduk¢a etkili antiviral etkiler sergiledigini

gostermektedir (82).

Sonug olarak; tez ¢alismamizda SARS-CoV-2 ile iliskileri yukarida tanimlanmis olan
ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL genlerinin ekspresyonlarini aktif enfeksiyon sirasinda
ve enfeksiyon sonrasinda hastalarin nazofaringeal ve orofaringeal surinti érneklerinde

incelemeyi amagladik.
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2. GEREC VE YONTEM

Istanbul’da yer alan, COVID-19 salgim sebebiyle pandemi hastanesi ilan edilen
Sancaktepe Sehit Profesdr ilhan Varank Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne bagvuran ve
SARS-CoV-2 pozitif oldugu molekiiler yontemlerle tespit edilmis enfeksiyon
asamasindaki 24 kisiden nazofaringeal ve orofaringeal swab ornekleri toplandi ve
“SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon” grubumuzu olusturdu. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon
grubumuzu olusturan drnekler COVID-19 semptomlarini agir olarak gosteren hastalardan
olusmaktaydi. SARS-CoV-2 pozitif oldugu molekiiler yontemlerle tespit edilmis ve
enfeksiyonu atlatmis 24 kisiden nazofaringeal ve orofaringeal swab ornekleri toplandi ve
“SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi” grubumuzu olusturdu. Ornekler SARS-CoV-2
enfeksiyonunun akut oldugu ve kapanmalarin yagsandig1 donemde toplandig: igin SARS-
CoV-2 pozitif hastalarin iyilesme sonrasi hastaneye gelerek yeni 6rnek vermeleri istenmis
olsa da hastalar tekrar SARS-CoV-2 enfeksiyonuna yakalanirim endisesi ile hastaneye
gelmek istemediklerini belirttiler. Bu sebeple “SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi” érnek

toplanan grubunu hastane calisanlari olusturdu.

Tez ¢alismamiz igin ilk olarak Tiirkiye Cumhuriyeti, Saglik Bakanligi, Saglik Hizmetleri
Genel Miidiirliigii biinyesindeki COVID-19 Bilimsel Arastirma Degerlendirme
Komisyonu’na bagvuruldu ve 2020-10-30T12 52 33 form numarasi ile ¢aligmamiza
onay verildigi bildirildi. Saglik Bakanlig1 izin onay: sonrasinda istanbul Medeniyet
Universitesi (IMU), Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yal¢mn Sehir Hastanesi Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’na bagvuru yapildi ve 18.11.2020 tarihli ve 2020/06/56 sayili
etik izin onay1 alind1. Caligsma kapsaminda kullanilan belirli sayida 6rnek (10 adet) Prof.
Dr. Sadrettin Penge’nin yiiriitiicii ve Dr. Burcu Caykara’nin arastirmaci oldugu ve etik
kurulu yine Istanbul Medeniyet Universitesi (IMU), Géztepe Prof. Dr. Siileyman Yal¢in
Sehir Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmis olan 2020/0183 sayili ve
23.03.2020 tarihli *COVID-19 viral genomu dizilenmesi’ isimli ¢alisma kapsaminda
toplanmis Orneklerden olusturuldu. Calismamizin 6rneklerinin toplandigi dénemlerde
heniiz Omicron varyant1 ¢tkmamisti. Oncesinde yaptigimiz dizileme ¢alismasinda da
SARS-CoV-2 varyantinin agirlikli olarak Avrupa’da yaygin olarak goriilen G kladi
oldugu belirlenmistir (GeneBank’ta sirasiyla MT560530 (60), MT560525 (61),
MT605818 (62) ve MT560531 (63) erisim numaralari araciliiyla bulunabilmektedir).
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2.1. KULLANILAN MALZEME ve CIHAZLAR

2.1.1. Kimyasallar

2.1.2. Kitler

Etil alkol (Merc)
Hidroklorik asit (Sigma, H1758)
Hidrojen peroksit (Sigma, 349887)

Viral tagima besiyeri

Maxwell® RSC 48 Sistemi RNA izolasyon Kiti
FIREScript RT cDNA Synthesis MIX with Oligo (dT) ve Random primers

5x HOT FIREPol EvaGreen gPCR Mix Plus (no ROX)

2.1.3. Cihazlar
e Buzdolab1 +4 °C ve -20 °C (Forma Scientific)
e Derin dondurucu -80°C (Heraeus Sepatech)
e Distile su cihazi (Millipore)
e Gii¢ kaynagi (Stratagene)
e Isiblogu (Fisher scientific model111004)
e Maxwell® RSC 48 Sistemi (Promega)

CFX Connect Real Time System (RT-PCR cihazi) (BioRad)
Masaiisti mini santrifij (Eppendorf) (Hettich)
Otomatik pipetler (Gilson) (Eppendorf)(Thermo)
T100 Thermal Cycler (PCR cihazi) (BioRad)

Sogutmali santrifiij (Heraus)

Spektrofotometre (NanoDrop 2000)
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e CCD kamera (Bilgisayar donanim1 Bio Rad)

e Laminar Flow kabin (Hepa filtreli) (Thermo, Scientific)

2.2. NAZOFARINGEAL ve OROFARINGEAL SURUNTU ORNEKLERININ
TOPLANMASI

Virolojik incelemelerde plastik sapli steril swab ekuivyon tonsiller ve posterior farinkse
kuvvetlice siirtiilerek 6rnek alinmakta ve viral tasima besiyeri igeren tiipe konulmaktadir
(83). Swab, siiriintii almak i¢in kullanilan ¢ubuk kismi plastik ve biikiilebilir 6zellikte
olan, dakron, rayon veya poliyester-fiber uglu kiiltiir ¢ubuklaridir. Kalsiyum aljinat ile
islem gormiis pamuk uglu, gubuk kismi tahtadan yapilmis olan kiiltiir gubuklarinin, bazi
virs ve molekuler testleri (PCR gibi) inhibe edici maddeler icerebildiklerinden viral
enfeksiyon tanisinda kullanilmasi 6nerilmemektedir (84). SARS-CoV-2 i¢in ayni swabin
kullanilmasi ile 6nce orofaringeal daha sonra nazoofaringeal siiriintii 6rneginin toplanip
viral tasima besiyerine konmasi tavsiye edilmektedir. Ancak biz ¢alismamizda 6rnek
alinan yerleri birbiriyle karsilastirabilmek amaciyla nazofaringeal ya da orofaringeal

stirtintii olacak bigimde topladik (83).

Viral enfeksiyonlarin kiiltiir yoluyla teshisi, uygun 6rneklerin toplanmasina, 6rneklerdeki
virtsi cevresel hasardan korumak icin uygun 6zen gosterilmesine ve viris aktivitesini
stirdliirmek icin yeterli bir tagima sisteminin kullanilmasina dayanmaktadir. Siv1 tasima
besiyerlerinden sakaroz ve broth bazli besiyerler yaygin olarak kullanilmaktadir. Viriis
stabilitesi ilizerine yapilan c¢aligmalar ¢cogu viriisiin, 1 ila 3 giinliikk bir tasima siiresine
dayandigin1 gostermektedir. Cogu durumda, viriis numunelerini +4°C’de saklamak, kuru
buz vb. kullanilarak soguk zincirle laboratuvara géndermeye gerek olmadigi bildirilmistir
(85). Amerika Birlesik Devletleri, Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezlerinin viral
tasima besiyeri hazirlanmasi i¢in standart bir prosediirii bulunmakta ve bu besiyerin viral
bitiinligii saglamasi ve taniya miidahale edebilecek kontamine edici mikroorganizmalari
bastirmasi1 gerekmektedir. Otoklavlama, filtreleme ve gama isinlarina maruz birakma
yoluyla steril edilen viral tasima besiyerlerinin farkli sicakliklarda ve siirelerde SARS-
CoV-2 viriisiinii nasil etkiledigini arastiran bir ¢calismada oda sicakliginda veya +4°C'de

saklanan numunelerin 24 saat boyunca nispeten benzer bulasici viral yiiklere sahip
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oldugunu gostermistir (86). Yani soguk zincirle tasinan ya da oda sicakligina maruz
birakilan 6rnekler 24 saat i¢in viris stabilizasyonunu benzer 6l¢iide saglamaktadir. Ancak
biz ¢alismamizda tek zincirli RNA kirilganligi sebebiyle soguk zincirle tagima, +4°C’de
saklama ve ilk 12 saat icinde RNA izolasyonunun tamamlanmasi seklinde uygulama
yaptik. Calismamizda kullanilan viral tagima besiyeri Ornegine Sekil 12°de yer

verilmistir.

Sekil 12. Calismamizda kullanilan viral tasima besiyeri 6rnegi

Siiriintli alinacak kisi oturtulur ve nazofaringeal siiriintii i¢in esnek, ince saph steril bir
swab ile damaga paralel olacak sekilde bir burun deliginden girilir. Sekresyonlarin
yeterince emilmesi i¢in birka¢ saniye bekletildikten sonra yavasg¢a ve dondiiriilerek
cikarilir ve viral tasima besiyeri igeren tiipe konur. Orofaringeal siiriintii alinacak kisi
oturtulur ve agiz i¢i ve farinks net olarak goriilecek bir sekilde aydinlatilir. Dil, bir dil
basacag: ile bastirilir ve steril ekiivyon tonsillalar {izerine dondiiriiliir. Islem sirasinda
ekiivyonun yanak i¢ kisimlarina ve dile degdirilmemesine 6zen gosterilir ve numune

alinirarak viral tasima besiyeri igeren tiipe konur (83).
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2.3. RNA iZOLASYONU

Izolasyon islemleri Istanbul Medeniyet Universitesi, Goztepe Prof. Dr. Siileyman Yalgin
Sehir Hastanesi, Molekiiler ~Mikrobiyoloji ~Laboratuvari, Koronaviriis Tani
Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Izolasyon islemi sirasinda 6nliik, n95 maske, eldiven
ve siperlik kullanilarak Flow kabin igerisinde tamamlandi. Viral tasima besiyerine
alinmis 6rneklerden RNA izolasyonu Maxwell® RSC ile 6rnek toplama siirecini takiben

12 saat icinde gerceklestirildi.

RNA izolasyon basamaklar1 asagidaki gibidir:

Ornek 6n hazirhg:

1. Ornegi iceren viral tasima besiyerinden 300 pl 1,5 ml tiip igerisine alindi.

2. Uzerine 300 pl lysis buffer eklendi.

3. Vortekslendi ve 20 dakika 56°C’de inkibe edildi.

Makine ile izolasyon asamasi:

1. Kartus numune tablasina yerlestirildi ve lizerindeki aliminyum band ¢ikarildi.
2. Kit igerigindeki eliisyon tlplerinden (0,5 ml) bir numune rafina yerlestirildi.
3. Pipet ucu Sekil 18’te 2 ile gosterilen kartusun 8. kuyucuguna yerlestirildi.
4. Eltisyon tiipiine 60 pl kit i¢erigindeki Eliisyon Tamponu eklendi.

5. Ornek hazirhig basamagindan elde edilen numunenin hepsi kartusun sekil 13’te 3 ile

gosterilen ilk kuyusuna aktarildi (87).
6. Kurulu protokollerde yer alan AS1400 programini segildi ve izolasyon baslatildi.

7. Ekstraksiyondan sonra 1 numarada gosterilen tiip tizerine numune ad1 yazildu.
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Sekil 13. Maxwell® RSC 48 sistemi kartusu

izole edilen RNA, Eva Green metoduyla calisilacagi icin RQ1 RNase-Free DNase
(Promega) enzimi ile muamele edilerek ¢ift zincirli DNA &rnekleri elimine edildi. Izole
edilen RNA safliklar1 ve miktarlart Nanodrop cihaziyla 6l¢iildii ve ¢alisma gergeklesene

kadar -80°C derin dondurucuda saklandi.

2.4. cDNA SENTEZI ve gRT-PCR

Izole edilen RNA, revers transkriptaz enzimi ile komplementer DNA’ya (cDNA) cevrildi.
Bunun i¢in Solis BioDyne markasina ait FIREScript RT cDNA Synthesis MIX with Oligo
(dT) ve Random primers tercih edildi. Tablo 1’de random primerler kullanilarak
hazirlanan her bir 6rnek i¢in gerekli icerik gosterildi. cDNA sentezi i¢in gerekli sicaklik
protokolii ise Tablo 2’de verildi. Elde edilen cDNA 0&rnekleri -20°C’de saklanarak
kullanildi.
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Tablo 1. cDNA sentezi igerigi

Malzeme  Miktar

Primer 2 ul
Enzim 1,5 ul
H20 11,5 ul
RNA 5ul

Toplam 20 pl

Tablo 2. cDNA sentezi sicaklik protokolii

Sicaklik Sure

25°C 10 dakika
37°C 30 dakika
85°C 5 dakika

cDNA sentezinden sonra Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile
olusan {irlinlin kantitatif 6l¢limii reaksiyon boyunca olusan {iriin miktariyla orantili olarak
artan floresan boya ve problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilmaktadir. Cift
zincirli DNA'ya baglanan "SYBR-Green 1" floresan boya en basit metottur. "SYBR-
Green 1" boya reaksiyon ortaminda herhangi bir ¢ift zincirli DNA bulundugunda floresan
1s1ma yapabildigi i¢in izolasyon asamasinda DNA yikimini saglayan enzim eklenmesi
onem arz etmektedir. Calismamizda mekanizmast SYBR-Green | gibi olan 5x HOT
FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (no ROX) kit kullanildi. Her gen i¢in forvard ve
reverse primerler Tablo 3’te verilmistir. Deney i¢in uygulanan protokol Tablo 4’teki

gibidir.
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Tablo 3. Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin Primer Dizileri

. o Nikleotid Baglam o oc
Gen Primer Primer dizisi Urin
say1s1 o orani
sicakhigi (bp)
i)orﬁ‘rﬁ‘erf AAACATACTGTGACCCCGCAT 21 60.00  47.62
ACE2
Reverse 199
orimer CCAAGCCTCAGCATATTGAACA 22 58.98  45.45
i)orz‘rﬁerf CCTCTAACTGGTGTGATGGCGT 22 62.31 5455
TMPRSS2 121
Eﬁ‘i’;resf TGCCAGGACTTCCTCTGAGATG 22 61.48 5455
i)orz‘rﬁerf GCTTCGATGCACGGGAACAATG 22 62.93 5455
CTSB
Reverse 132
orimer CATTGGTGTGGATGCAGATCCG 22 61.89 5455
Forvard  GAATCCTACACTCATCCTTGCTGC - 6343 5200
primer C
CTSL 152
F:)?r\i/r?wresf ACACTGCTCTC%TCCACTCTTCTT - 6376 52.00
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Tablo 4. Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Sicaklik Protokolii Icerik Protokolii
o . Primer
95°C 12 dakika 1x (10pmol) 0,6 pl
95°C 15 saniye EvaGreen 4 ul
58°C ACE2, 62°C TMPRMM2, 20 sanive H.0 10,4
62,5°C CTSB, 63,5°C CTSL y 50x 2 ul
72°C 20 saniye cDNA Sul
4°C o0 hold Toplam 20 nl

2.5. MRNA EKSPRESYON ANALIZi

ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen ekspresyon seviyeleri AACT metoduna gore
belirlendi. Applied Biosystems, Foster City, California 94404, USA’den Livak KJ ve
Schmittgen TD’ nin 2001 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada yer alan yonteme gore 2 2A¢T
seklinde hesaplandi (88).

AACT=[CT (target,treated)—CT(ref,treated)]-[CT(target,untreated)—CT(ref,untreated)]

Buna gore ¢alismada hedeflenen mRNA analizi i¢in uygun referans (housekeeping) gen
Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GADPH) secildi. SARS-COV-2 ekspresyon ve

sonrasi igin gen ekspresyon analizleri QRT-PCR ile dlculd.
Her bir 6rnek icin asagidaki sekilde hesaplama yapildi.

e SARS-COV-2 aktif enfeksiyon Ct mRNA: SARS-COV-2 pozitif hastaya ait
nazofaringeal ya da orofaringeal siriintiye ait mMRNA ekspreyonu icin elde edilen
Ct degerini,

e SARS-COV-2 aktif enfeksiyon Ct GADPH: SARS-COV-2 pozitif hastaya ait
nazofaringeal ya da orofaringeal siriintlye ait referans gen ekspresyonu icin elde

edilen Ct degerini,
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e SARS-COV-2 enfeksiyon sonrasi Ct mRNA: SARS-COV-2 atlatmis ve
iyilesmis hastaya ait nazofaringeal ya da orofaringeal siirlintiiye ait MRNA
ekspreyonu i¢in elde edilen Ct degerini,

e SARS-COV-2 enfeksiyon Ct GADPH: SARS-COV-2 atlatmis ve iyilesmis
hastaya ait nazofaringeal ya da orofaringeal surintiye ait referans gen

ekspresyonu icin elde edilen Ct degerini ifade etmektedir.

ACT mRNA SARS-COV-2 aktif enfeksiyon: Hasta Ct mRNA- Hasta Ct GADPH

ACT mRNA SARS-COV-2 enfeksiyon sonrasi: Iyilesmis Ct mRNA- lyilesmis Ct
GADPH

AACT: ACT mRNA Hasta - ACT mRNA iyilesmis

Z—AACT

ACT, AACT, 2724CT degerleri ile deney ve kontrol grubu arasindaki anlatim kat degisimi
ve p degeri bulunmaktadir. Kat degisimi 22T ve p degeri 22T ile hesaplanmaktadir
(88).

2.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 22 paket programi kullanildi. Oncelikle SARS-COV-2
enfeksiyonu ve sonrasi gruplarinin ekspresyon seviyelerinin normal dagilip dagilmadigi
belirlemek amaciyla Shapiro Wilk ile veri setinin dagilimi tespit edildi. Normal dagilim
gostermedigi belirlenen verilerin analizi icin Mann Whitney U test kullanildi. Veriler

ortalamazstandart sapma seklinde ifade edildi ve p<0,05 anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

COVID-19 salgin1 sebebiyle pandemi hastanesi ilan edilen Sancaktepe Sehit Profesor
[lhan Varank Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne bagvuran ve SARS-CoV-2 pozitif oldugu
molekiiler yontemlerle tespit edilmis enfeksiyon asamasindaki 24 kisiden nazofaringeal
ve orofaringeal swab 6rnekleri toplandi ve “SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon” grubumuzu
olusturdu. SARS-CoV-2 pozitif oldugu molekiiler yontemlerle tespit edilmis ve
enfeksiyonu atlatmis 24 kisiden nazofaringeal ve orofaringeal swab drnekleri toplandi ve
“SARS-CoV-2 enfeksiyon sonras1” grubumuzu olusturdu. Alinan siiriintii 6rneklerinden
RNA materyali 12 saat i¢inde izole edildi ve calismanin gerceklestigi giine kadar -80
°C’da muhafaza edildi. Total RNA izolasyonunu takiben yapilan ger¢ek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu ile ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen ekspresyon
analizleri incelenerek SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi

grubunda yer alan 6rneklerin ekspresyon farki analiz edildi.

3.1. CALISMA GRUPLARININ DEMOGRAFIK ve KLINIK OZELLIKLERI

SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubuna dahil edilen kisilerin 13 kadin ve 11 erkekti.
Nazofaringeal siiriintii 6rnegi alinan 12 kisinin 6’s1 kadin 6’s1 erkek iken, orofaringeal
stirlintli 6rnegi alinan 12 kisinin ise 7’si kadin 5’1 erkekti. SARS-CoV-2 enfeksiyon
sonrasi grubuna dahil edilen 24 kisinin 15’1 kadin ve 9’u erkekti. Nazofaringeal siriinti
ornegi alinan 12 kisinin 5’1 kadin 7’si erkek iken, orofaringeal siirlintii 6rnegi alinan 12
kisinin ise 10’u kadin 2’si erkekti. Calismaya dahil edilen SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon
grubunun ortalama yas1 46,12+10,7, SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubun ortalama
yas1 ise 34,38+6,17 bulundu (p<0,001). SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubuna dahil
edilen kadinlarin ortalama yas1 47,62+10,47 ve erkeklerin ortalama yas1 44,36+11,8 iken,
SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruba dahil edilen kadinlarin ortalama yas1 33,4+6,08
(p<0,001) ve erkeklerin ortalama yas1 36+6,32 bulundu (p>0,05).
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3.2. GEN EKSPRESYON ANALIZi

SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplarda ACE2,
TMPRSS2, CTSB, CTSL ve GADPH gen ekspresyon analizleri gRT-PCR ile 6lguldi ve
ekspresyon seviyeleri 224°T metoduna gore hesaplandi. 24 SARS-CoV-2 aktif
enfeksiyon ve 24 SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi siiriintii drneklerinin ekspresyon
seviyelerinin dagilimlar1 Shapiro Wilk ile incelendiginde homojen olmadig: goriildii. Bu
sebeple non-parametrik bir test olan ‘Mann Whitney U test’ ile SARS-CoV-2 aktif
enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplar arasindaki ekspresyon analizi

degerlendirildi.

SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen

siriinti ~ Ornekleri  nazofaringeal ya da orofaringeal olarak ayrilmadan

degerlendirildiginde; ACE2 gen ekspresyon seviyesinin aktif enfeksyion grubunda
yaklasik 4 kat arttigi bulundu (p=0,017). TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen ekspresyon
seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05) (Tablo 5,

Sekil 14).

Tablo 5. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplarda
ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin ACT, AACT, 2724¢T ye P

degerleri
Gen | SARS-COV2ZAIT | porlifon Sonras | axcT | 2t |
ACT

ACE2 13,52+2,28 (n=15) | 15,59+1,38 (n=10) | -2,07 |42 0,017*
TMPRSS2 | 7,69+2,84 (n=20) 7,29+2,22 (n=17) 0,4 0,758 0,703
CTSB 5,47+2,85 (n=23) 5,42+2,21 (n=23) 0,05 0,966 | 0,784
CTSL 9,44+2 32 (n=11) 9,17+1,9 (n=16) 0,27 0,83 0,604
*, p<0,05
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Sekil 14’te ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL igin elde edilen gqRT-PCR sonuglarinin
SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplarinda 2 44¢T
degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir. TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen ekspresyon
seviyeleri her iki grupta benzer bulunurken (p>0,05), ACE2’nin, SARS-CoV-2 aktif
ekspresyon grubunda yliksek miktarda eksprese oldugu belirlendi (p<0,05).

GEN EKSPRESYONU KAT DEGIiSIMLERI

ACE2 TMPRSS2 CTSB CTSL

SARS-CoV-2 Aktif Enfeksiyon SARS-CoV-2 Enfeksiyon Sonrasi

Sekil 14. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrast ACE2,
TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonu

SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen
stirintli 0rnekleri nazofaringeal olarak degerlendirildiginde; ACE2 gen ekspresyon
seviyesinin aktif enfeksyion grubunda yaklasik 4 kat arttigi bulundu (p=0,032).
TMPRSS2’nin nispeten az artmis ekspresyonu bulunurken, CTSB’nin aktif enfeksiyonda
iki kattan fazla arttig1 goruldu. CTSL gen ekspresyon seviyelerinde ise iki grup arasinda
farklilik belirlenmedi (p>0,05) (Tablo 6).
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Tablo 6. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi
nazofaringeal strintl rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL
ekspresyonlarmin ACT, AACT, 2724¢T ve P degerleri

i SARS-CoV-2
Gen SARS-CoV-2 Aktif Enfeksiyon Sonras1 | AACT | 272ACT | p
Enfeksiyon ACT
ACT
ACE2 13,57+2,15 (n=10) 15,64+1,4 (n=7) -2,07 | 4,2 0,032*
TMPRSS2 | 8,44+2,33 (n=10) 8,92+0,93 (n=7) -0,48 | 1,39 0,558
CTSB 3,85%£2,01 (n=12) 5,04£2,16 (n=12) -1,19 | 2,28 0,133
CTSL 9,55+2,72 (n=8) 9,8+2,02 (n=9) 025 | 1,19 0,923
*, p<0,05

Sekil 15°te ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL icin elde edilen gqRT-PCR sonuglarinin
SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon

nazofaringeal stiriintii 6rneklerinin 2724€T degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir.

sonras1 gruplarin

Nazofaringeal strinti érneklerinde ACE2 ve CTSB’nin aktif enfeksiyonda belirgin

bigimde arttig1 bulundu.

GEN EKSPRESYONU KAT DEGIiSIMLERI

ACE2 TMPRSS2 CTSB CTSL

SARS-CoV-2 Aktif Enfeksiyon SARS-CoV-2 Enfeksiyon Sonrasi

Sekil 15. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi
nazofaringeal strlntl 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonu
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SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen
striinti.  ornekleri orofaringeal olarak degerlendirildiginde; SARS-CoV-2 aktif
enfeksiyon grubunda enfeksiyon sonrasi gruba oranla TMPRSS2’nin yaklasik iki kat ve
CTSB’nin yaklasik ii¢ kat gen ekspresyon seviyelerinde azalma goruldu (Tablo 7). ACE2
ve CTSL genlerinde SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve enfeksiyon sonrasi gruplarda say1

yetersiz oldugu i¢in istatistiksel hesaplama yapilmadi.

Tablo 7. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi
orofaringeal stirtintu 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin
ACT, AACT, 27 24CT ye P degerleri

i SARS-CoV-2
Gen SARS-CoV-2 Aktif Enfeksiyon Sonrasi  AACT 272ACT  p
Enfeksiyon ACT
ACT
ACE2 13,43%2,79 (n=5) 15,48+1,66 (n=3) -2,05 4,14 -
TMPRSS2 6,93+3,22 (n=10) 6,14+2,16 (n=10) 1,09 0,47 0,762

CTSB 7,23+2,62 (n=11) 5,83+2,28 (n=11) 14 0,38 0,2
CTSL 9,160,88 (n=3) 837151 (n=7) 079 058 -

Sekil 16’da ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL igin elde edilen gRT-PCR sonuglarinin
SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplarinda
orofaringeal surintii orneklerinin 2724CT degerlerine gore karsilastirilmas: verilmistir.
Nazofaringeal suriuntu 6rneklerinin aksine orofaringeal 6rneklerde TMPRSS2 ve CTSB
gen ckspresyonlarinin azaldigi belirlendi (p>0,05). ACE2 ve CTSL genlerinde erkek

orneklem sayis1 yetersiz oldugu i¢in istatistiksel analiz yapilmadi.
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GEN EKSPRESYONU KAT DEGIiSiMLERI

TMPRSS2 CTSB

SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi

Sekil 16. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi
orofaringeal sirlntl 6rneklerinde TMPRSS2 ve CTSB ekspresyonu

SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda kadin ve erkeklere ait nazofaringeal siiriintii
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlar1 degerlendirildiginde; her dort
genin ekspresyon seviyelerini kadinlarda arttigi bulundu (p>0,05). SARS-CoV-2 aktif
enfeksiyon nazofaringeal siiriintii grubunda kadinlarda erkeklere oranla ACE2’nin 1,5
kat, TMPRSS2’nin 4 kat, CTSB’nin yaklasik 4,5 kat (p>0,05) ve CTSL’nin iki kata yakin
miktarda gen ekspresyon seviyelerinde artig gozlendi (Tablo 8). CTSL geninde erkek

orneklem sayis1 yetersiz oldugu i¢in istatistiksel analiz yapilmadi.
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Tablo 8. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubu kadin ve erkeklere ait nazofaringeal
stirtintii 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin ACT,

AACT, 2722¢T ye P degerleri

SARS-CoV-2 Aktif ~ SARS-CoV-2 Aktif

Enfeksiyon Enfeksiyon _AACT
Gen Nazofaringeal Kadin Nazofaringeal Erkek AACT 2 P
ACT ACT
ACE2 13,29+1,77 (n=5) 13,85+2,66 (n=5) -056 151 0,754
TMPRSS2 7,62+2,58 (n=6) 9,67+1,35 (n=4) -2,056 4,14 0,136
CTSB 2,78+0,98 (n=6) 4,93£2,27 (n=6) -2,15 4,44 0,109
CTSL 9,18+1,32 (n=5) 10,15+4,65 (n=3) -097 19 -

Sekil 17°de ACE2, TMPRSS2 ve CTSB icin elde edilen gRT-PCR sonuglarinin SARS-

CoV-2 aktif enfeksiyon grubun nazofaringeal siirlintli 6rneklerinin kadin ve erkeklerde

2 2ACT degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir. CTSL gen ekpresyonu drnek sayisi

karsilastirma igin yeterli olmadigi i¢in Sekil 17°de gosterilmedi.

GEN EKSPRESYONU KAT DEGIiSiMLERI

ACE2 TMPRSS52

Kadin = Erkek

Sekil 17. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubu nazofaringeal strintu 6rneklerinde

kadin ve erkeklerde ACE2, TMPRSS2 ve CTSB ekspresyonu
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SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda kadin ve erkeklere ait orofaringeal siiriintii
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlar1 degerlendirildiginde; ACE2,
TMPRSS2 ve CTSB’nin ekspresyon seviyelerinin kadinlarda arttigir bulunurken CTSL nin
azaldig bulundu (p>0,05). Kadin erkek gruplarinda ACE2 ve CTSL 6rnek sayilar az
oldugu igin dikkate alinmasi uygun olmazken, SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon
nazofaringeal siiriintii grubunda kadinlarda erkeklere oranla TMPRSS2’nin yaklagik 13
kat, CTSB’nin ise yaklagik 2 kat ekspresyon seviyelerinde artig géruldu (p>0,05) (Tablo
9).

Tablo 9. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubu kadin ve erkeklere ait orofaringeal
stirintli 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin ACT,
AACT, 2722¢T ye P degerleri

SARS-CoV-2 Aktif ~ SARS-CoV-2 Aktif

Enfeksiyon Enfeksiyon _AACT
Gen Orofaringeal Kadin  Orofaringeal Erkek AACT 2 P
ACT ACT
ACE2 12,616+2,44 (n=4) 16,68 (n=1) -406 16,68 -
TMPRSS2 5,44+2,55 (n=6) 9,17+3,04 (n=4) -3,73 13,27 0,088
CTSB 6,8+2,52 (n=7) 7,99+2,99 (n=4) -1,19 2,28 0,45
CTSL 9,62 (n=1) 8,94+1,11 (n=2) 0,68 062 -

Sekil 18’de TMPRSS2 ve CTSB icin elde edilen gRT-PCR sonuglarinin SARS-CoV-2
aktif enfeksiyon grubun orofaringeal siiriintii 6rneklerinin kadin ve erkeklerde 2 24CT
degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir. ACE2 ve CTSL gen ekpresyonu ornek

say1si karsilastirma i¢in yeterli olmadigi i¢in Sekil 18’de gosterilmedi.
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GEN EKSPRESYONU KAT DEGiSiMLERI

TMPRS52

Kadin Erkek

Sekil 18. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubu orofaringeal siirtintii 6rneklerinde kadin
ve erkeklerde TMPRSS2 ve CTSB ekspresyonu

SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubun kadin ve erkeklere ait nazofaringeal siiriintii
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlart degerlendirildiginde; her 4
genin ekspresyon seviyelerinin kadinlarda azaldigi bulundu (p>0,05). SARS-CoV-2
enfeksiyon sonrasi grubun nazofaringeal suruntulerinde kadinlarda erkeklere oranla
CTSL’nin yaklasik 2 kat ve CTSB’nin 3 kat ekspresyon seviyelerinde azalma gorildi
(Tablo 10). ACE2 ve TMPRSS2 genlerine ait erkek ve kadin gruplarinda yeterli say1

bulunmadig: i¢in istatistiksel analiz yapilmadi.

44



Tablo 10. SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubu kadin ve erkeklere ait nazofaringeal
stirtintii 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin ACT,
AACT, 2722¢T ye P degerleri

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Enfeksiyon Sonras1 | Enfeksiyon Sonrasi _AACT
Gen Nazofaringeal Kadin | Nazofaringeal Erkek AACT | 2 P
ACT ACT
ACE2 16,11+1,33 (n=4) 15,03+1,49 (n=3) 1,08 |047 |-
TMPRSS2 | 9,17+0,56 (n=4) 8,6+1,35 (n=3) 057 067 |-
CTSB 5,98+1,33 (n=5) 4,38%2,48 (n=7) 1,6 0,33 |0,291
CTSL 10,21+2,67 (n=5) 9,28+0,84 (n=4) 0,93 0525 | 0,806

Sekil 19°da CTSB ve CTSL icin elde edilen qRT-PCR sonuglarinin SARS-CoV-2
enfeksiyon sonrasi grubun nazofaringeal siiriintii orneklerinin kadin ve erkeklerde 2 2A€T
degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir. ACE2 ve CTSL gen ekpresyonu Ornek

sayis1 karsilagtirma i¢in yeterli olmadigi i¢in Sekil 19°da gosterilmedi.

GEN EKSPRESYONU KAT DEGiSiMLERI

CTSB

Kadin Erkek

Sekil 19. SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubun nazofaringeal siiriintii 6rneklerinde

kadin ve erkeklerde CTSB ve CTSL ekspresyonu
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SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubun kadin ve erkeklere ait orofaringeal sirint
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlar1 degerlendirildiginde; 6rnek
say1s1 az oldugu ya da olmadig1 géze alinarak istatistiksel olarak karsilastirilma yapilmadi
(Tablo 11).

Tablo 11. SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubu kadin ve erkeklere ait orofaringeal
stirtintli 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin ACT,
AACT, 2722€T ve P degerleri

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Gon Gt Do S et g p
ACT ACT
ACE2 15,48+1,66 (n=3) 0 ; ] ]
TMPRSS2 6,04+2,31 (n=8) 6,56£1,99 (n=2) - - -
CTSB 5,74+2,39 (n=12) 6,71 (n=1) - - -
CTSL 8,37£1,52 (n=7) 0 - - -

SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda nazofaringeal ve orofaringeal suriintii drneklerinde
ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlart degerlendirildiginde; nazofaringeal
stirtintii 6rneklerinde CTSB’nin 10,4 kat arttig1 bulundu (p=0,035). ACE2 her iki grupta
benzer oldugu belirlendi (p>0,05). TMPRSS2 gen ekspresyon seviyelerinin ise
nazofaringeal grupta orofaringeal gruba kiyasla yaklasik 3 kat azaldig1 ve bu azalmanin
istatistiksel olarak sinirda anlamli oldugu gorildi (p=0,051) (Tablo 12). CTSL gen
ekspresyonu i¢in gruplarda yeterli sayida 6rnek bulunmadigindan istatistiksel analiz

yapilmadi.
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Tablo 12. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubu nazofaringeal ve orofaringeal surtintl
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin ACT, AACT, 2744¢T

ve P degerleri

SARS-CoV-2 Aktif ~ SARS-CoV-2 Aktif
Gen Enfeksiyon Enfeksiyon AACT 278ACT P
Nazofaringeal ACT  Orofaringeal ACT

ACE2 13,57+2,15 (n=10) 13,43+2,79 (n=5) 0,14 091 0,348

TMPRSS2 8,44+2,33 (n=10) 6,94+322 (n=10) 1,5 0,35 0,051
CTSB 3,85£2,01 (n=12) 7.23+262 (n=11)  -3,38 10,41 0,035
CTSL 9,55+2,72(n=8) 9,16+0,88 (n=3) 039 076 -

Sekil 20’de ACE2, TMPRSS2 ve CTSB icin elde edilen gRT-PCR sonuglarinin SARS-
CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda nazofaringeal ve orofaringeal strintiu orneklerinin
272ACT degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir. CTSL gen ekpresyonu drnek sayisi

karsilastirma igin yeterli olmadigi i¢in Sekil 20°de gosterilmedi.

GEN EKSPRESYONU KAT DEGIiSIMLERI

TMPRS52 CTSB

Mazofaringeal Orofaringeal

Sekil 20. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda nazofaringeal ve orofaringeal
sriintu orneklerinde ACE2, TMPRSS2 ve CTSB ekspresyonu
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SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubunda nazofaringeal ve orofaringeal surunti
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlari degerlendirildiginde;
nazofaringeal surlntl 6rneklerinde CTSB’nin 2 kata yakin arttigi bulundu (p>0,05).
CTSL’nin nazofaringeal grupta ekspresyon seviyelerinde 3 kata yakin bir azalma oldugu
belirlendi (p>0,05). TMPRSS2 gen ekspresyon seviyelerinin ise nazofaringeal grupta
orofaringeal gruba kiyasla yaklasik 7 kata yakin azaldigi ve bu azalmanin istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlendi (p=0,041) (Tablo 13). ACE2 gen ekspresyonu igin

gruplarda yeterli sayida 6rnek bulunmadigindan istatistiksel analiz yapilmadi.

Tablo 13. SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrast grubu nazofaringeal ve orofaringeal surinti
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlarinin ACT, AACT, 2744¢T

ve P degerleri

SARS-CoV-2 SARS-CoV-2
Gen Enfeksiyon Sonrasi1  Enfeksiyon Sonras1 AACT 274ACT P
Nazofaringeal ACT  Orofaringeal ACT

ACE2 15,64+1,4 (n=7) 1548+166 (n=3) 0,16 0,9 -
TMPRSS2  8,92+0,93 (n=7) 6,14+2,16 (n=10) 2,78 0,145 0,041*

CTSB 5,04+2,16 (n=12) 583+2,28 (n=11)  -0,79 1,73 0,241

CTSL 9,8+2,02 (n=9) 837151 (n=7) 143 037 0,509

Sekil 21’de TMPRSS2, CTSB ve CTSL i¢in elde edilen gRT-PCR sonuglarinin SARS-
CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubunda nazofaringeal ve orofaringeal siiriintii 6rneklerinin
27AACT degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir. ACE2 gen ekpresyonu 6rnek sayist

karsilastirma igin yeterli olmadigi i¢in Sekil 21’°de gdsterilmedi.
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GEN EKSPRESYONU KAT DEGiSiMLERI

TMPRS52 > CTSL

Nazofaringeal Orofaringeal

Sekil 21. SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubunda nazofaringeal ve orofaringeal
strintd 6rneklerinde TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonu
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4. TARTISMA ve SONUC

COVID-19’a yol agan ve SARS-CoV ile %79 dizi benzerligi paylasan SARS-CoV-2
genomu bir dizi yapisal proteini (zar proteini, niikleokapsid proteini, zarf proteini ve spike
glikoproteini), yapisal olmayan proteinleri (bunlarin ¢ogu viral replikasyon ve
transkripsiyon kompleksini olusturur) ve yardimci proteinleri kodlamaktadir.
Koronaviriis tropizminin ana belirleyicisi, virionlarin yiizeyinde trimerler olusturan spike
glikoproteinidir. Spike protein iki alt birimden olusur: konake¢i giris reseptorii
anjiyotensin doniistiiriici enzim 2'ye (ACE2) baglanan S1 alt birimi ve membran
flizyonuna aracilik eden S2 alt birimi. Bu iki alt birim, bir furin béliinme motifi igerir ve
S1-S2 bolgesinden ayrilir. Hedef hiicrede ACE2'ye baglandiktan sonra spike proteini, S2'
uzerinden TMPRSS2 tarafindan parcgalanir. Bu bdoliinme, viral ve konak lipid cift
katmanlarin1  birlestirmek i¢in S2 alt birim trimerlerini aktive ederek viral
riboniikleoprotein kompleksini hiicreye birakir. Viriis tarafindan kullanilabilecek baska
bir giris yolu, katepsinlerin spike proteini pargalayabildigi endozomdur, ancak bu yolun
epitel hiicrelerinde oncelikli olarak kullanilmadigi bildirilmistir (89). Koronavirislerin
hiicreye girmesiyle bagisiklik tepkileri iiretilmekle birlikte verilen cevap diisiiktiir.
Antikor ve B hiicre yanitlar1 nispeten kisa Omiirlii olmasma ve siklikla 4 yil iginde
saptanamaz hale gelmesine ragmen, T hiicre yanitlar1 17 yil sonra bile ortaya
cikabilmektedir. Ancak insan koronaviriislerine 6zgii antikorun ve hiicresel yanitlarin
yetersizligi, SARS-CoV-2'ye karst koruyucu bagisikligin da kisa omiirlii olabilecegi
endisesine yol acmistir. SARS-CoV-2 ile yeniden enfeksiyon olusabilmekle birlikte
onceden gecirilmis bir enfeksiyonun 6 ayda yaklasik %87 koruma saglayarak en az 10 ay
boyunca koruyucu oldugu varsayilmaktadir (90). Bunun yaninda, en son ¢ikan
varyantlardan biri olan Omicron varyantinin nétralize edici antikor bazli ilaglarin
cogundan kagtigi bildirilerek hiimoral bagisikligin 6nemli 6lclide etkisiz olacagi
belirtilmistir (91). COVID-19 enfeksiyonuna karsi gelistirilen asilamanin ise salgini
onlemekte 6nemli oldugu ancak yetersiz kalabilecegi de diisiiniilmektedir (92). COVID-
19 ile enfekte bireylerin ¢cogu, oksiiriikk, bogaz agrisi, ates, bas agrisi, yorgunluk, nefes
darlig1 gibi baz1 aktif semptomlarla hafifila orta derecede solunum yolu hastalig1 seklinde
gecirmekte ve herhangi bir 6zel tedavi gormeden iyilesmektedir. Altta yatan kanser,
diyabet, kardiyovaskiiler problemler ve kronik akciger hastaligi gibi hastaliklar1 olan

kisiler COVID-19'a karsi daha savunmasizdir. Ayrica, COVID-19 salgininda
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semptomatik bulagsmaya kiyasla asemptomatik bulagsmanin 6nemli bir etkiye sahip oldugu
belirtilmistir (93). SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi verilen immiin cevaplarin ve
hastalik siddetinin arka planda yatan hastalik ve yas disinda ¢esitli genetik faktorlerden
de etkilenebilecegi diisliniilmektedir. Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) bozulmus
bireylerde ACE2'nin yuksek ekspresyonunun COVID-19'da yiksek viral yiki
destekleyebilecegine dair bulgular mevcuttur. Ayrica, COVID-19 hastalarinda degisen
ACE2 ekspresyonu ve ACE2/anjiyotensin-(1-7)/mitokondriyal Ang sistemi (MAS) ile
renin-anjiyotensin sistemi (RAS) arasindaki bozulmadan kaynakli ¢oklu organ hasarlari
da tespit edilmistir. Sonug olarak, COVID-19, alveol, kardiyak mikrovaskulatiir, endotel
ve glomerulus dahil olmak tizere ACE2+ hicrelerin yikiminin eslik ettigi organa 6zgii

patogenezle akut komplikasyonlara neden olan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (94).

SARS-CoV-2 S proteini reseptér baglama alan1 (RBD), S1 alt birimi yoluyla hiicre
zarindaki insan ACE2'sine baglanir. SARS-CoV-2 RBD'nin, SARS-CoV RBD baglama
kapasitesine kiyasla ACE2'ye yaklasik 10 ila 20 kat daha yiiksek afiniteyle baglandigi
gosterilmistir (95). SARS-CoV-2’nin hiicreye giris i¢in kullandigi ACE2 ekspresyonunun
COVID-19 patogenezindeki roliiyle ilgili ¢esitli goriisler mevcuttur. ACE2
ekspresyonunun  azaltilmasinin, SARS-CoV-2 mevcut baglanma bdlgelerini
sinirlandiracagi  i¢in  viriise karst  duyarliligin = diismesine neden olacagini
diistiniilmektedir. Bunun yaninda, SARS-CoV-2’nin ACE2'ye baglanmasiyla ACE2
ekspresyonunun down regiile oldugu da savunulmaktadir. Ayrica ACE2 ekspresyonunun
cesitli farmasotik ajanlarin kullanilarak modiile edilmesinin COVID-19 tedavisinde etkili
olabilecegi diistiniilmektedir (96). Ancak ACE2 ekspresyonunu etkileyen ilaglarin (ACE
inhibitorleri (ACEl'ler), anjiyotensin reseptor blokerleri (ARB'ler), nonsteroidal
antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler) ve tiazolidindionlar COVID-19 hastalarinda
kullanilmasimin etkisini inceleyen bir caligmada ACE2 ekspresyonuna aracilik eden
farmakoterapinin COVID-19 hastalarinda etkili olabilecegine dair yeterli bilimsel kanitin

hala sunulamadigini bildirilmistir (97).

ACE2, anjiyotensin (Ang) | wve II, apelin ve noérotensini parcalayan bir
karboksipeptidazdir. ACE2 geni, insan X kromozomunda (Xp22) haritalanmigtir ve 18
ekzon icermektedir. Insan ACE2 proteini, 806 amino asitli ¢inko iceren bir
metalopeptidazdir. Renin-anjiyotensin sistemi (RAS) icinde, ACE2 vazokonstriktér ve

proliferatif peptit Ang II'nin vazodilator ve antiproliferatif Ang-(1-7)'ye degradasyonunu
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saglamaktadir. Testis, bobrek, kalp, akciger, karaciger, ince bagirsak, beyin ve plasentada
yaygin ACE2 dagilimi oldugu gésterilmistir (98). Epitel hiicrelerinde ACE2 ekspresyon
seviyesinin, COVID-19'a duyarlilig1 artiran bir faktor oldugu varsayildigi i¢in gocuklar
arasinda diisiik COVID-19 riski yetiskinlere kiyasla diisiik ACE2 ekspresyon seviyelerine
baglanmistir (99). Bu hipotezi ispatlamak i¢in yapilan bir ¢alismada COVID-19'dan 6len
hastalarin post-mortem akciger orneklerinde ve diger endikasyonlarla COVID-19
olmayan hastalardan alinan akciger drneklerinde immiinohistokimya (IHC) ile ACE2
protein ekspresyonu karsilagtirilmistir. Toplam 55, 44 COVID-19 ve 15 COVID-19
olmayan akciger kesiti kiyaslanmistir. Numune boyutundan bagimsiz olarak, COVID-19
6liim sonrasi akciger dokularinda ACE2 protein ekspresyonunun kontrollere gore dnemli
Olclide daha yliksek oldugu gosterilmistir. COVID-19 akcigerlerindeki histomorfoloji,
yaygin alveolar hasar, akut bronkopnomoni ve SARS-CoV-2 viral proteini ile akut
akciger hasar seklinde kaydedilmistir. COVID-19’da artan makrofaj infiltrasyonu ve
mikrotrombi ile iligkili olarak 6nemli 6lgiide daha yiiksek ACE2 protein ekspresyonu
gosterdigi ve bunun da hastalik siddetinde rol oynayabilecegi ileri stiriilmiistiir (100).
Saglikl kisileri, KOAH hastalarini, astim hastalarin1 ve sigara igenleri kapsayan GEO
veri havuzundan akciger dokusu, bronkoalveolar lavaj numuneleri, brons epitel hiicreleri,
kiglk hava yolu epitel hiicreleri ve SARS ile enfekte hiicrelerden olusan datalarla yapilan
bir analiz ¢alismasinda; saglikli popiilasyon ve hasta grubu arasinda ACE2 ekspresyon
farki bulunmazken, sigara igenlerde ACE2'nin yiiksek ekspresyonu goriildiigiinden uzun
stireli sigara igmenin COVID-19 igin bir risk faktoru olabilecegini bildirilmistir. SARS-
CoV ile enfekte olmus hiicrelerde ACE2 analizi, ACE2'nin sadece bir reseptdr
olmadigimi, ayni zamanda bagisiklik tepkisi, sitokin salgilanmasi ve viral genom
replikasyonu dahil olmak iizere enfeksiyon sonrasi diizenlemede de rol oynadigi
gosterilmistir (101). Bir diger calismada ise ACE2 ekspresyonunu, 30 organ/doku, 33
kanser tiirli ve 28 000'den fazla drnek iceren bazi yaygin kronik hastaliklardan elde edilen
biylk 6lcekli multi-omik veriler kullanilarak sistematik olarak incelendiginde; cinsiyet
ve yasin belirli dokular i¢in SARS-CoV-2 enfeksiyonuna duyarlilikla ile iliskili
olabilecegi bulunmustur. Li ve ark yaptig1 calismada kanser ve kronik hastaliklar olan
hastalarin, saglikl1 bireylere kiyasla daha yiiksek ACE2 ekspresyonu ifade edebilecegi ve
bunun da SARS-CoV-2 enfeksiyonunun ¢oklu organ hasarina karst daha yiiksek
duyarhiliklarina yol agabilecegini bildirmislerdir (102). Cinsiyet steroidlerinin COVID-
19 ile iliskisini gostermek amaciyla insan hava yolu diiz kas (ASM) hiicrelerinde
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erkeklere kiyasla kadinlarda onemli Slgiide daha diisiik ACE2 ekspresyonu oldugu
gosterilmistir. 24 saat boyunca Ostrojen ve testosteronla muamele edilen ASM
hiicrelerinde, testosteronun hem erkeklerde hem de kadinlarda ACE2 ekspresyonunu
6nemli Olgude upregiile ettigi, Ostrojenin ise istatiksel olarak anlamli olmasa da ACE2'yi
down regiile ettigi bulunmustur (103). Tek hicreli RNA dizilimi (ScCRNA-seq) veri
kiimeleri analizleri yoluyla, akciger, kalp, yemek borusu, bobrek, mesane ile ileumun ve
tip 1l alveolar hicreler (AT2), miyokardiyal hticreler, proksimal tiibll hucreleri, ileum ve
0zofagus epitel hiicreleri ve mesane urotelyal hiicrelerin COVID-19 enfeksiyonuna kars1
savunmasiz oldugu belirlenmistir (104). Tek hiicreli RNA-sekansi verilerini kullanilarak
saglikli karaciger dokularinda ACE2min ekspresyonu degerlendirildiginde; viriisiin
ACE2 pozitif kolanjiyositlere dogrudan baglanabilecegi farkedilmistir. COVID-19
hastalarinin ~ karaciger anormalliklerinin hepatosit hasarma degil, kolanjiosit
disfonksiyonuna ve ilag ile sistemik inflamatuar yanita bagl karaciger hasariyla iliskili
olabilecegi diislintilmiistiir (105). Yine bir bagka data analizi ¢alismasinda GTEx
veritabani kullanilarak ACE2'nin mRNA seviyesinin pankreasta akcigere gore daha
yiiksek oldugunu bulunmustur. Tek hiicreli RNA sekans1 veri seti analiz edildiginde de
ACE2'nin hem ekzokrin bezlerinde hem de adaciklarda eksprese edildigi ve COVID-
19’un pankreas hasarina yol agabilecegi ifade edilmistir (106). ACE2'nin renal tubuler
hicrelerde, Leydig hicrelerinde ve seminifer kanallardaki hiicrelerde yiiksek oranda
eksprese edilmesinin de COVID-19 hastalarinin bobrek ve testis dokusuna zarar
verebilecegi bildirilmistir. Ayrica belirli renal toksisiteye sahip antiviral ilaglarin ve
viriisiin neden olabilecegi bobrek hasarinin tespiti icin COVID-19 hastalarinda bobrek
fonksiyonlarinin ve testis lezyonu riskine karsin 6zellikle geng¢ hastalarin fertilitesinin
degerlendirilmesi Onerilmistir (107). ACE2 mRNA ve proteininin ince bagirsak
enterositlerinde yliksek oranda eksprese edildigini ortaya konmugtur. ACE2'nin sindirim
sistemindeki yuzey hicrelerde yuksek seviyede ekspresyonu, gastrointestinal
semptomlara ve inflamasyon duyarliligina yol acabilecegi ve ince bagirsagin yiizey
hlcreleri Uzerindeki ACE2 ekspresyonunun, virlsin invazyonuna ve amplifikasyonuna
ve gastrointestinal inflamasyonun aktivasyonuna aracilik edebilecegi bildirilmistir (108).
Benzer bir ¢alismada da yiiksek ACE2 ekspresyonuna sahip perisitlerin, SARS-CoV-
2'nin kalpte hedefledigi hiicre olabilecegi ortaya konmustur. Viriis enfeksiyonuna bagli
perisit hasari, kilcal endotel hiicrelerinin islev bozukluguna neden olarak mikrovaskiiler
islev bozuklugunu indiikleyebilecegi belirtilmistir. Ayrica kalp yetmezligi olan
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hastalarin, hem mRNA hem de protein seviyelerinde artan ACE2 ekspresyonu gosterdigi
ve bu hastalarin viriis tarafindan enfekte olursa daha yiiksek kalp krizi ve kritik hastalik
riskine sahip olabilecegi bildirilmistir (109). Gen ekspresyon profili ¢ikarildiginda ACE2
gen ekspresyonunun visseral ve subkutan yag dokularinda akciger dokusuna oranla daha
yiiksek oldugunu goriilmistiir. Asir1 yaglanmanin, COVID-19 hastalarinda enfeksiyon
siddetinde artisa neden olabilecek bir mekanizma ile iliskili olabilecegi diisiintilmiistiir
(110). Bir diger ¢alismada da asir1 kilolu kronik obstriiktif akciger hastaligina sahip
bireylerin, asir1 kilolu olmayanlara kiyasla artmis ACE2 ekspresyonuna sahip oldugu
gozlenmistir (111). Diyabet veya sigaraya maruz kalan iskemik beyinlerde ve damarlarda
ACE2 ekspresyonunun arttigt ve COVID-19 enfeksiyonuna karsi savunmasiz hale
gelindigi Choi ve ark tarafindan deneysel olarak gosterilmistir (112). Siddetli COVID-19
ile iliskili komorbiditeleri olan hastalardan alinan 700'den fazla akciger transkriptom
Ornegini analiz edildiginde ACE2'nin bu hastalarda kontrole kiyasla yiliksek oranda
eksprese edildigi bulunmustur (113). Nazofaringeal ACE2 ve TMPRSS2 duzeylerinin
COVID-19 hastalarinda solunum sikintis1 duyarliligi ile iligkili olup olmadigini
arastirmak igin yapilan bir ¢alismada; 213 SARS-CoV-2 RT-gPCR pozitif birey SARS-
CoV-2 enfeksiyonu boyunca oksijen destegine ihtiya¢ duyan COVID-19 hastalar1 ve
hastaligin  sadece hafif semptomlarin1 gosteren COVID-19 hastalar1  olarak
tanimlanmistir. ACE2'nin transkripsiyon seviyelerinin agir hasta grubunda hafif hasta
grubuna gore dnemli dl¢lide daha diisiik bulunurken, TMPRSS2 seviyeleri her iki grupta
da benzer oldugu goézlenmisti. TMPRSS2/ACE2 orani, COVID-19 siddetini
modellemek i¢in ACE2'den daha iyi performans gosterdigi belirlenirken, nazofaringeal
stirlintiiler bronkoalveolar lavaj ornekleriyle karsilastirildiginda, benzer ekspresyon
seviyeleri bulunmustur (114). Transmembran ve c¢oziinir ACE2 izoformlar1 ile
TMPRSS2'nin nazofaringeal 6rneklerdeki transkripsiyonu COVID-19 negatif kisilerde
COVID-19 pozitif olandan daha yiiksek bulunmustur. Ayrica SARS-CoV-2 viral RNA
yuki transmembran ACE2 transkripsiyonu ile pozitif korelasyon gosterirken, ¢ozinur
formla viral ylik arasinda negatif korelasyon oldugu tespit edilmistir. En biiylik viral RNA
yiiklerinin yiiksek transmembran ACE2 transkripsiyonu olan katilimcilarda oldugu ve
¢oziinebilir izoformun transkripsiyonunun iist solunum yollarinda yiiksek viral RNA
yiike kars1 koruma sagladigi ifade edilmistir (115). Gutiérrez-Chamorro ve arkadaslarinin
yaptig1 aragtirmada ise SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarin siiriintii ve plazmalarinda

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda ¢oziinilir fonksiyonel ACE2 saliniminin arttigi, ancak
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enfeksiyon seyri sirasinda ACE2 gen ekspresyonuna paralel olarak hizla azaldig
belirlenmistir. Benzer sekilde, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu da indiikledigi ve bu degisikliklerin viral yiik ile pozitif korelasyon

gosterdigi belirlenmistir (116).

SARS-CoV-2 pozitif hastalarin nazofaringeal ve orofaringeal bolgedeki viral yiikleri
yansitan RdRp, N ve E genlerinin Ct degeri, hayatin1 kaybedenlerde hayatta kalanlara
kiyasla onemli Olgiide daha diisiik bulunmustur. Ayrica hayatin1 kaybedenlerin
%20,7'sinin baglangi¢ Ct'leri 20'nin altinda oldugu belirlenirken, hayatta kalanlarin
sadece %5,3"linde Ct degerinin 20’nin altinda oldugu gézlenmistir. Bu sebeple belirlenen
yiiksek viral yiikiin mortalite igin bagimsiz bir risk faktorii oldugu diistinilmistiir (117).
Nazofaringeal ve orofaringeal swab 6rneklerini karsilastiran bir ¢alismada; nazofaringeal
srtinti 6rneklerinin SARS-CoV-2 saptama oraninin (%46,7’ye %10) ve duyarliliginin
orofaringeale oranla daha yliksek oldugu belirlenmistir. Dahasi, nazofarinksten alinan
orneklerde SARS-CoV-2’nin orofarinks 6rneklerine gore daha uzun siire saptanabildigi
belirlenmistir (sirasiyla 25 ve 20,5 giin). Sonu¢ olarak viral yiikii izlemek amaciyla
nazofaringeal 6rneklemenin daha uygun olduguna kanaat getirilmistir (118). Saglk
calisanlari ile yapilan bir ¢alismada, nazofaringeal ve nazofaringeal ile orofaringeal
stirlintiintin birlikte alindig1 iki 6rnek grubunda yapilan bir ¢alismada; SARS-CoV-2
tespiti icin qRT-PCR analizi gergeklestirildiginde nazofaringeal 6rneklerin Ct degerinin
(medyan Ct: 19) kombine sirlntl (nazofaringeal ve orofaringeal stirinttl) (medyan Ct:
21) ornegine gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu belirlenmistir. Nazofaringeal
stirlintii 6rneginin kombine siiriintii drnegine gore daha hassas olmasina karsin yine de
benzer hassasiyet degerlerine sahip oldugu ve kombine siiriintii 6rneklerinin yine de iyi
bir alternatif oldugu vurgulanmistir (119). Bu bilgilere karsin, bir solunum yolu olarak
agzin kullanim1 ve COVID-19’da yasanan tat kaybi, agiz kurulugu ve mukozal lezyonlar
gibi belirtiler orofarinksinde SARS-CoV-2’de 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.
Insan minér tiikiiriik bezleri ve dis eti 6rneklerinde yapilan RNA dizileme ¢alismasinda
da SARS-CoV-2’nin hiicreye girisine aracilik eden ACE2 oral epitel hiicresinde yiiksek
miktarda gosterilirken, TMPRSS’ nin tiikiiriikk bezlerinde daha ¢ok eksprese oldugu,
endozomal proteazlar olan CTSB ve CTSL nin ise hiicre tipleri arasinda yaygin bicimde
eksprese edildigi bulunmustur. Ayrica SARS-CoV-2 ile enfekte olmus bireylerden alinan
tikariok, ACE2 ve TMPRSS2 ekspresyonuna sahip ve SARS-CoV-2 ile enfekte epitel

55



hicreleri barindirdig: tespit edilmistir. Dahasi, asemptomatik bireylerden alinan hiicre
iceren ve icermeyen tiikiiriik fraksiyonlarinin ex vivo olarak SARS-CoV-2'yi ilettigi
belirlenmistir. Nazofaringeal siirlintii ile eslestirilen tiikiiriik 6rneklerinde ayrica tat kaybi
dahil olmak tzere COVID-19 semptomlariyla viral yiik arasinda iliski bulunmus ve
lyilesen asemptomatik bireylerin tiikiirliklerinde IgG antikorlar1 varligi gosterilmistir. Bu
sebeple oral kavitenin SARS-CoV-2 enfeksiyonu i¢in 6nemi yadsinamaz bir gergektir ve
tikdrik SARS-CoV-2’nin potansiyel bulasma yollarindan biridir (120). Endozomal
proteazlar olan CTSB ve CTSL, epitel boyunca genis ekspresyon paternleri sergiledigi ve
mindr tlkirik bezlerinde oral kavite mukozasindan daha yiiksek ekspresyona sahip
oldugu bildirilmekle birlikte; 6zellikle kanal epitel hiicrelerinde ACE2 ve TMPRSS2 ile
beraber eksprese olduklar1 gosterilmistir. Ayrica, mindr tiikiiriik bezlerindeki ekspresyon
seviyelerinin gastrointestinal ve solunum yollarindakine benzer oldugu bildirilmistir
(121). ACE2 ve TMPRSS2’nin oral, faringeal, siniizonazal insan mukozasinda ve
olfaktor bolgede, 6zellikle sustentakiler néral olmayan ve noral kék hiicrelerde eksprese
edildigi belirlenmistir. ACE2, bazal, apikal, kadeh, mindr tukdrik ve endotel
hiicrelerinde, TMPRSS?2 ise kadeh ve apikal solunum hiicrelerinde bulunmustur (122).
ACE2 ve TMPRSS2'nin oral mukozal dokularindaki varligi immiinohistokimya boyama,
gRT-PCR ve western blot ile incelendiginde de, her iki proteinin agiz dokularinin epitel
hiicrelerinde birlikte eksprese edilebildigi gosterilmistir. Ekspresyon seviyelerinin yasl
grupta geng gruptakilere gore nispeten daha yiiksek oldugu ve erkek oral epitel
hiicrelerinin daha yiiksek diizeyde TMPRSS2 eksprese ettigi bulunmustur (123). Bu
sonu¢ oral mukozanin SARS-CoV-2 viriisiine karsi duyarliligint gozler Oniine
sermektedir. TMPRSS2 ekspresyonu ayni zamana akciger kanserinde immiin hiicre
infiltrasyonu ile iligkili bulunmustur ve SARS-CoV ile enfekte olmus hiicrelerde
TMPRSS2 ekspresyonunun belirgin  sekilde azaldigi tespit edilmistir (124).
Calismamizda SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda nazofaringeal ve orofaringeal
siriinti.  0rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlari
degerlendirildiginde; nazofaringeal stiriintii 6rneklerinde CTSB’nin 10,4 kat arttigi
bulundu (p=0,035). ACE2 her iki grupta benzer bulunurken, TMPRSS2 gen ekspresyon
seviyelerinin ise nazofaringeal grupta orofaringeal gruba kiyasla yaklasik 3 kat azaldig1
ve bu azalmanin istatistiksel olarak sinirda anlamli oldugu belirlendi (p=0,051). SARS-
CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubunda nazofaringeal ve orofaringeal siiriintii 6rneklerinde
ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlar1 degerlendirildiginde; nazofaringeal
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striintii O6rneklerinde CTSB’nin 2 kata yakin arttigi bulundu (p>0,05). CTSL’nin
nazofaringeal grupta ekspresyon seviyelerinde 3 kata yakin bir azalma oldugu belirlendi
(p>0,05). TMPRSS2 gen ekspresyon seviyelerinin ise nazofaringeal grupta orofaringeal
gruba kiyasla yaklasik 7 kata yakin azaldig1 ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p=0,041). Aktif enfeksiyon asamasinda nazofaringeal Orneklerde
orofarinkse gére CTSB ekspresyonundaki istatistiksel olarak anlamli artis SARS-CoV-2
tarafindan CTSB aracili hiicrsel girisi asil olarak orofarinkste yer alan hiicreler Gizerinden
gergeklestirilebilecegi ve hatta hastalarda siddetli oksiiriige bagl aspirasyon durumlari
mevcut ise daha alt solunum yolundaki hiicrelere giriste de kullanabilecegi fikrini
dogurmaktadir. Ciinkii enfeksiyon sonrasi iyilesme fazindaki hastalarda CTSB
nazofarinkste yine artmis olmakla birlikte gen ekspresyon kat farki 2 ile sinirli kalmistir.
TMPRSS2 ekspresyonu ise aktif enfeksiyon grubunda nazofarinkste orofarinkse gére 3
kat azaldigin1 gorditk. SARS-CoV-2’nin konak hiicreye giriste en bilindik yolaginda yer
alan bu genin aktif enfeksiyonda down regiile olmast beklenen bir durumdur. Ancak
enfeksiyon sonrasi nazofarinkste orofarinkse oranla TMPRSS2 istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde 7 kat daha diisik bulunmustur. Bu durum iyilesmis hastalarin
orofaringeal Orneklemde bulunan hiicrelerinin daha hizli normale doénmesi ya da
nazofarinks ile orofarinks arasindaki normal gen ekspresyon farkinin yiiksek olmasiyla
aciklanabilecegi gibi; nazofarinksin viral rezervuar oldugu giéze alindiginda ve 6rnekleme
olarak daha 1yi bir bolge oldugu varsayildigi i¢in gecikmis viral klirense bagli olarak gen

ekspresyonu daha diisiik gozleniyor olabilir.

TMPRSS2 ekspresyon seviyeleri 30 normal insan dokusuna ait verilerin analiz edildigi
bir ¢alismada, bu dokularda kadin ve erkek arasinda veya gen¢ ve yasli popiilasyon
arasinda onemli Ol¢iide benzer bulunmustur. SARS-CoV-2 ile enfekte hastalardan alinan
nazofaringeal siirlintiilerdeki TMPRSS2 ekspresyon seviyelerinin erkekler ve kadinlar
arasinda veya daha geng¢ ve yasli hastalar arasinda benzerlik gosterdigi tespit edilirken,
SARS-CoV-2 ile enfekte olanlarda, saglikli bireylere ve diger viral akut solunum yolu
hastaliklar1 olan hastalara gore dnemli 6l¢iide diisiik TMPRSS2 ekspresyon seviyeleri
bulunmustur (125). Pena ve arkadaslarinin nazofaringeal swab Orneklerinde yaptigi
calismada immiinositokimyasal tekniklerle epitel hiicrelerinde ACE2 ekspresyonu
olmadigimi, TMPRSS2, skuamoz hiicrelerde zayif bir graniiler reaktivite gosterdigini

tespit etmistir. 24 SARS-CoV-2-negatif ve 24 SARS-CoV-2-pozitif numunenin Western
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blot analizinde her iki grupta da ACE2 ekspresyonunun olmadigini gosterilirken,
TMPRSS2’nin her iki grupta da bulundugu ve negatif SARS-CoV-2 grubunda biraz daha
yiiksek yogunlukta oldugu bulunmustur (126). SARS-CoV-2 pozitif belirlenen
hastalardan ilk gtin ve 3 guin sonra ikinci bir kere daha olmak tizere nazofaringeal surinti
orneklerinde ACE2 aktivitesine bakildiginda; SARS-CoV-2 pozitif numunelerde daha
yiiksek bir aktivite egilimi gézlemlenmesine ragmen, negatif deneklere kiyasla anlamli
seviyede farklilik belirlenememistir. Ik giin ve 3. giindeki ACE2 aktivitesi
kiyaslandiginda, ilk numuneden 6nemli 6lgiide diisiik bir ACE2 aktivitesi belirlenirken
bunun viriisiin hiicreye girisine bagl olarak ACE2 yikilimi ve salimindan kaynaklandigi,
sonrasinda ise islevin hemen geri kazanilmadig fikrine ulagmislardir. Ayni numunelerde
TMPRSS?2 ekspresyonu incelendiginde 6nemli bir fark belirlenmezken, enfekte olmamais
kontrollere kiyasla enfekte kisilerde ACE2 ve TMPRSS2 ekspresyonunun istatistiksel
olarak anlamli bigimde azalmis oldugu bulunmustur (127). ACE2 ve TMPRSS2, SARS-
CoV-2’nin hiicreye girisinde gorev aldigr i¢in viriise kars1 duyarlilig etkileyebilecegi
goriisti dikkate alindiginda sigara igen ve igmeyen kisilerde bu genlerin ekspresyon
verileri de arastirilmistir. Voinsky ve arkadasi 21 hig sigara igmemis ve 52 mevcut sigara
icicisinden bronkoskopi fircalamalar1 yoluyla elde edilen brons epitel hiicrelerinde ACE2
ve TMPRSS2'nin benzer mRNA ekspresyon seviyelerine sahip oldugunu belirlemislerdir
(128). Bir diger calismada ise ACE2 ve TMPRSS2 sigara igenlerin hava yollarinda
upregiile oldugu bulunmustur. Astimlilarda, ACE2 nazal epitelde down regiile olma
egilimindeyken, TMPRSS2 bronslarda upregiile olarak tespit edilmistir (129). Italya’da
yiiriitiilen bir diger ¢aligmada ise toplamda 63 nazofaringeal ve orofaringeal siiriintii
ormeginde ACE2 basta olmak {izere c¢esitli genlerin ekspresyon analizi
gergeklestirilmistir. Bu orneklerin 35’1 COVID-19 semptomlarina iken (kuru oksiirtik,
ates ve nefes darligl) ve SARS-CoV-2 pozitif test sonucuna sahip, 28’i SARS-CoV-2
pozitif hastalarla temasi olan ancak tani testiyle negatif siiriintii 6rneklerinden olusmustur.
ACE2 gen ekspresyonunun COVID-19 pozitif grubun nazofaringeal ve orofaringeal
surlntulerinde yiiksek seviyede oldugu bulunmustur. Ancak analizi yapilan bir diger gen
olan TMPRSS2’nin ekspresyon seviyelerinin iki grupta da benzer oldugu belirlenmistir
(130). Bir diger ¢aligmada ise SARS-CoV-2'ye maruz kalan ailelerdeki cocuklardan ve
yetigkin aile iiyelerinden alinan nazofaringeal siiriintii 6rneklerinde (n=234) ACE2 ve
TMPRSS2'nin transkript diizeylerini karsilastirildiginda yalnizca ACE2’nin ekspresyon
seviyelerinin yetigkinlerde ¢ocuklara gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir (n=129
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yetiskin ve 105 ¢ocuk). Ayni yas gruplarindaki SARS-CoV-2 pozitif ve SARS-CoV-2
negatif hastalarda ise iki genin ekspresyonu benzer bulunmustur. Ancak, bir veya daha
fazla SARS-CoV-2 pozitif yetiskin aile tiyesine sahip SARS-CoV-2 pozitif ¢cocuklarda
SARS-CoV-2 negatif cocuklara gore her iki genin ekspresyonu 6nemli 6lglide daha
yiiksek bulunmustur (131). Bizim ¢alismamizda ise SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve
SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen siiriintli 6rnekleri nazofaringeal ya
da orofaringeal olarak ayrilmadan total olarak degerlendirildigimizde; ACE2 gen
ekspresyon seviyesinin aktif enfeksyion grubunda yaklasik 4 kat arttigi bulundu
(p=0,017). TMPRSS2, CTSB ve CTSL gen ekspresyon seviyelerinde ise istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-
CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen siiriintii 6rnekleri nazofaringeal olarak
degerlendirildiginde; ACE2 gen ekspresyon seviyesinin aktif enfeksyion grubunda
yaklagik 4 kat arttig1 bulundu (p=0,032). TMPRSS2’nin nispeten az artmis ekspresyonu
bulunurken istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenmedi (p>0,05). SARS-CoV-2
aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen siiriintii
ornekleri orofaringeal olarak degerlendirildiginde ise ACE2 gen ekspresyon seviyesinin
yine benzer sekilde aktif enfeksiyon grubunda yaklasik 4 kat arttigi bulundu (p>0,05).
SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda enfeksiyon sonrasi gruba oranla TMPRSS2’nin
yaklasik iki kat gen ekspresyon seviyelerinde azalma gdézlendi (p>0,05). SARS-CoV-2
aktif enfeksiyon drneklem grubumuzu olusturan kisiler enfeksiyonu agir gegirdikleri i¢in
enfeksiyon oncesinde de ACE2’nin ekspresyonunun yiiksek olabilecegini ve bu sebeple

aktif enfeksiyon grubunda ACE2’nin upregule olarak bulundugunu diisiinmekteyiz.

The Human Protein Atlas'tan elde edilen mRNA verilerine dayanan bir analizde; SARS-
CoV-2’nin hiicreye girisine aracilik eden genlerin akciger, ince bagirsak, tonsil, tiikiiriik
bezleri ve cigneme mukozasinda (dil) farkli seviyelerde eksprese edildigi ortaya
konmustur. ACE2 ve TMPRSS2’nin ekspresyon seviyeleri normalize edildiginde en
yiiksek ekspresyon seviyeleri (sirasiyla 122 ve 75,6 kat) ince bagirsakta gosterilirken,
ACE2’nin tiikiirik bezleri, ¢igneme mukozasi, akciger ve tonsillerde genellikle diistik
seviyede eksprese oldugu belirtilmistir (sirasiyla, 1,1, 0,5, 0,8 ve 0,2). TMPRSS2
ekspresyon seviyeleri normalize edildiginde ise ekspresyon seviyesinin yliksek oldugu
belirlenmistir (Tikiirlik bezleri: 52,3, ¢igneme mukozasi: 3,9, akciger: 20,7 ve tonsiller:

10,2). CTSL ve CTSB gen ekspresyonlari ise tiikiiriik bezleri, ¢cigneme mukozasi, akciger,
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tonsiller ve ince barsakta normalize edildiginde en az 9 kat artis oldugu gosterilmistir
(CTSL ve CTSB sirastyla; Tiikiiriik bezleri: 22 vs 63,7, ¢igneme mukozasi: 9,4 vs 25,9,
akciger: 53,1 vs 94,3, tonsiller: 10,1 vs 38,4 ve ince barsak: 12 vs 51,2) (132).
Nazofaringeal swab 6rneklerinde yapilan analizde ise CTSL ve diger katepsinlerin ¢esitli
epitelyal ve miyeloid hiicre tiplerinde bulundugu gosterilmistir (133). SARS-CoV-2-
pozitif (n=403) ve negatif hastalarda (n=50) yapilmis bir ¢alismada elde edilen bulgulara
gore SARS-CoV-2 vakalari, negatif vakalara kiyasla daha yiiksek ACE2'ye, ancak daha
diisiik TMPRSS2, ve CTSB ekspresyonuna sahip oldugu, CTSL gen ekspresyonunun ise
benzer oldugu bildirilmistir. Ayrica COVID-19 hastalarinin yasi ile ACE2 ekspresyonu
arasinda negatif bir iliski oldugu belirlenmistir. Aragtirmacilarin yaptiklari bu ¢aligmada
ACE2 ve CTSL ile SARS-CoV-2 viral yiikii arasinda pozitif korelasyon bulunmustur
(134). CTSL’nin siddetli COVID-19 hastalarinin brokoalveolar lavaj orneklerinin
makrofaj ve monositlerinde upregiile edildigi ve bu sebeple hastalifi agir geciren
hastalarda asir1 inflamatuar yanitin olusumuna katkida bulunabilecegi daha hizli bir viral
giris saglayabilecegi varsayillmistir. Brokoalveolar lavaj Orneklerinde natural killer,
CD4+ T ve CD8+ Bellek T hiicrelerinde, CTSL’nin COVID-19’u hafif geciren hastalarda
down regiile, siddetli geciren hastalarda ise upregiile oldugu bulunmustur. Ayrica
CTSB’nin de benzer ekspresyon paterni gosterdigi bildirilmistir (135). Calismamizda
SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen
siriinti  Ornekleri  nazofaringeal ya da orofaringeal olarak ayrilmadan
degerlendirildiginde; CTSB ve CTSL gen ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-
2 enfeksiyon sonrasi gruplara dahil edilen siirlintii ornekleri orofaringeal olarak
degerlendirildiginde ise SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda enfeksiyon sonrasi
gruba oranla CTSB’nin yaklasik ii¢ kat gen ekspresyon seviyelerinde azalma gozlendi
(p>0,05). Bugularimiz Bizzotto ve arkadaglarinin CTSB gen ekspresyonu bulgulariyla
uyumlu oldugu gorillmiistlr (134). SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon ve SARS-CoV-2
enfeksiyon sonrasit gruplara dahil edilen siiriintii Ornekleri nazofaringeal olarak
degerlendirildiginde; aktif enfeksiyon grubunda CTSB’nin iki kattan fazla arttig
gOzlenirken CTSL gen ekspresyon seviyelerinde ise iki grup arasinda farklilik
belirlenmedi (p>0,05).
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Bes Avrupa iilkesinden (Fransa, Italya, Ispanya, Isvigre ve Almanya) elde edilen veriler,
erkeklerin yogun bakim tinitesine kabul edilme olasiliginin kadinlara gore %50 daha fazla
oldugu ve erkek:kadin vaka 6liim oraninin 1,7 ila 1,8 arasinda degistigi belirlenmistir.
Erkek 6lim orani tiim yas gruplarinda benzer bulunmustur ve 227219 dogrulanmis
COVID-19 vakasindan elde edilen verilerle en yiiksek vaka 6lim oranini orta yasl
erkeklerde oldugu ifade edilmistir. Erkeklerde bulunan Y kromozomu esas olarak
cinsiyete 6zgii genleri kodlarken, 6zellikle viral enfeksiyonlara karsi hem dogustan gelen
hem de adaptif bagisiklik tepkilerinde anahtar rol oynayan bir¢cok gen, X kromozomu
uzerinde mevcuttur. Erkeklerin tek bir X kromozomuna sahip oldugu goz oOniine
alindiginda; X ile ilgili bir gen mutasyonuna sahip olursa bunun etkilerini gosterirken,
kadinlar iki X kromozu sayesinde bu mutasyonlardan korunabilmektedir. SARS-CoV-2
iligkili genlerden ACE2 ekspresyonunun bir dizi dokuda her iki cinsiyette de benzer
oldugu bildirilirken, plazma ACE2 konsantrasyonlarinin erkeklerde kadinlara gore daha
yiiksek oldugu ifade edilmistir. TMPRSS2'nin ise transkripsiyonunun promotor ve
androjenik ligandlarinda bir androjen reseptorii baglama elemani tarafindan diizenlendigi
ve erkeklerde daha yliksek oranda eksprese edildiginden, bu genin erkeklerde COVID-19
siddetinin artmasina katkida bulunabilecegi diisiiniilmiistiir (136). Erkeklerde ve yasla
birlikte cok silli hicrelerde hem ACE2 hem de TMPRSS2'nin upregulasyonu
bulunmustur ve bu iki genin birlikte ekspresyonunun SARS-CoV-2 nazal viral
rezervuarini agiklamaya katkida bulunacagina vurgu yapilmistir (137). Calismamizda
SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda kadin ve erkeklere ait nazofaringeal slrlntu
orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlart degerlendirildiginde;
genlerin ekspresyon seviyelerinin kadinlarda arttigi bulundu (p>0,05). SARS-CoV-2
aktif enfeksiyon nazofaringeal siiriintli grubunda kadinlarda erkeklere oranla ACE2’nin
1,5 kat, TMPRSS2’nin 4 kat, CTSB’nin ise yaklasik 4,5 kat arttig1 goézlendi (p>0,05).
CTSL ekspresyonu ise Ornek sayisinin azligi sebebiyle istatistiksel olarak
degerlendirilemedi. SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon grubunda kadin ve erkeklere ait
orofaringeal siriintii 6rneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlari
degerlendirildiginde; TMPRSS2 ve CTSB’nin ekspresyon seviyelerinin kadinlarda arttig1
bulundu (p>0,05). Kadin erkek gruplarinda ACE2 ve CTSL 6rnek sayilari az oldugu i¢in
istatistiksel analiz yapilamazken, SARS-CoV-2 aktif enfeksiyon nazofaringeal strint
grubunda kadinlarda erkeklere oranla TMPRSS2’nin yaklasik 13 kat, CTSB’nin ise
yaklasik 2 kat ekspresyon seviyelerinde artis gézlendi (p>0,05). Aktif enfeksiyon fazinda
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SARS-CoV-2’nin konak hiicreye girisine aracilik eden bu genlerin viriisle beraber
endozoma katilmasi sebebiyle down regiile oldugu bilindigi i¢in kadinlarda
ekspresyonlarinin erkeklere oranla artmis olmasi, erkeklerde SARS-CoV-2 virlsinin
hiicreye girisinde bu genlerin daha fazla kullanilmis olmas1 ve belki daha yiiksek viral
yiik ile iliskili olabilecegi gibi kadinlarda bu genlerin goreceli olarak daha fazla eksprese
edilmesiyle de iliskili olabilir. Ancak bulgularimizda SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi
grubun kadin ve erkeklere ait nazofaringeal suriinti drneklerinde ACE2, TMPRSS2,
CTSB ve CTSL ekspresyonlari degerlendirildiginde; kadinlarda erkeklere oranla
CTSL’nin yaklasik 2 kat ve CTSB’nin 3 kat ekspresyon seviyelerinde azalma gozlendi
(p>0,05). SARS-CoV-2 enfeksiyon sonrasi grubun kadin ve erkeklere ait orofaringeal
siriinti  orneklerinde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL ekspresyonlari
degerlendirildiginde; orneklem yoklugu ya da azligi sebebiyle istatistiksel analiz
gerceklestirilemedi. Buda tezimizin sinirliliklarindan birini olugturmaktadir. SARS-CoV-
2 enfeksiyonu atlatildiktan ve viral klirens saglandiktan sonra gen ekspresyonlarin
normale dondiikleri varsayilacak olursa kadinlarda enfeksiyon sonrast bu genlerin
erkeklere gore bu kadar baskilandigi diisiiniildiigiinde erkeklerde ACE2, TMPRSS2 ve
CTSB’nin SARS-CoV-2’nin nazofaringeal ve orofaringeal (ve hatta CTSL’nin) konak
hiicrelere girisine aracilik ederek ekspresyonlarinin down regiile olabilecegi sonucunu

dogurmaktadir.

SARS-CoV-2 viral yizey spike glikoproteininin (S-protein) burun ve agiz boslugunda
ACE2’ye baglandig1 i¢in hem spike protein hem de ACE2 reseptorii, anti-SARS-CoV-2
ilaclart gelistirmek igin terapotik hedeflerden biri olarak tanimlanmistir. Mevcutta burun
spreyi soliisyonlarinda kullanilan 16 biyoaktif bileseninin arastirildigi bir ¢alismada;
siklesonid, levokabastin ve triamsinolon asetonid olmak lizere ii¢ biyoaktif bilesenin
SARS-CoV-2 spike ve insan ACE2 reseptor proteinlerine karst miikemmel baglanma
afiniteleri oldugu bulunmustur (138). Bir diger hedefler olan TMPRSS2 ve Furin igin
yapilan arastirmada kararli bir polimer ve siispansiyon ajanlari ile birlikte reseptor-ligand
ile kaplanmis nano-sprey stispansiyon (fito-farmakolojik ajanlar) uygulamasinin 6zellikle
hafif ila orta siddette semptomlar1 kontrol etmek icin yararli olabilecegi 6ne stirtilmiistiir
(139). Baglant1 haritas1 analiziyle CTSB veya CTSL genlerinin upregiilasyonuna veya
down regiilasyonuna yol agan 100'den fazla bilesik tanimlanmustir. Ozellikle, kalp

yetmezligi i¢in kullanilan kardiyak glikozitler proscillaridin ve digoksin hem CTSB hem
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de CTSL ekspresyonunda azalmaya yol agtigi (yaklasik 4 ila 8 kat) bildirilmistir (7).
CTSB ve CTSL ckspresyonlarinin down regiile edilmesini saglayacak potansiyel
bilesikler incelendiginde amantadin'in en iyi inhibitérlerden biri oldugu bulunmustur.
Amantadinin M2 iyon kanali proteinini bloke ederek diisiik mikromolar konsantrasyonda
influenza A replikasyonunu inhibe ettigi bildirilmis ve influenza tedavsinde kullanilan bir
ilag olarak onay almistir (140). Bu ve benzeri bilesiklerin oral ya da bogaz spreylerinde
kullanilarak SARS-CoV-2 basta olmak {izere solunum yolu viriislerinin hiicreleri enfekte
etme yollar1 bloke edilebilir. Bu yontemler invazif olmadigi i¢in hastalar agisindan
uygulanmas1 ve kullanimi olduk¢a konforlu alternatifler olmakla birlikte lokal
uygulanabilmeleri ve nispeten sistematik dolasima katilmamalar1 da bu ilaglarin diger
etkilerinin 6nlenmesi agisindan Ar-Ge yapilabilecek potansiyel tedavi metodlarindan biri

olarak umut vadetmektedir.

Bulgularimiz ACE2’nin SARS-CoV-2 ekspresyonunda ki énemini bir kez daha gozler
Oniine sermekle birlikte, TMPRSS2, CTSB ve CTSL’nin farkli siirtintii 6rneklerinde
farkli ekspresyon seviyeleri; nazofarinks ya da orofarinkste yer alan hiicrelerin bu genleri
eksprese etme durumuna ya da 6rneklemin alinma yontemi ile 6rneklem sayisinin azligi
gibi nedenlere bagli olarak degisiklik gostermis olabilir. Elde ettigimiz veriler ve
literatiirden yola ¢ikarak SARS-CoV-2’nin konak hiicreye girisinde rol oynayan reseptor
degredasyonuna bagli olarak erkeklerde daha down regiile bulunmasi, erkeklerin
kadinlara oranla daha ¢ok viral replikasyona ve viral yiike sahip olabilecegi ¢ikarimi
yapmamiza neden olmustur. Burun, insan viicudunda viral enfeksiyon, replikasyon ve
bulagmanin ilk bélgesi olmakla birlikte bunu agiz takip etmektedir. Asilamalara ek olarak
burun ya da agizdan solunan terapotikler COVID-19 yo6netimi icin umut verici bir
alternatif olabilir. Bulgularimizin daha fazla sayida 6rnek ile dogrulanarak benzer
sonuglarin elde edilmesi durumunda SARS-CoV-2’nin 6nlenmesi ve viral yukin
azaltilmasi i¢in gelistirilen nazal/oral spreylerde ACE2, TMPRSS2, CTSB ve CTSL
genleri hedefleyen ajanlarin kullanilarak SARS-CoV-2 viriisiiniin hiicreye girisi bloke
edilebilir. Molekiiler tabanli bu uygulamalarin basarili olmasi diger solunum yolu
viriislerinde de benzer uygulamalarin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Bu yontemlerin
invazif olmamasi ve hastalar tarafindan kolayca uygulanabilmesi de bu yaklasimin daha
cazip hale gelmesine olanak saglayabilir. Nazal/oral fizyoloji, fizyolojik modifikasyonlar,

bireyler aras1 varyasyon ve mukosiliyer klirens gibi faktorler (141) disiiniildiigiinde bu
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alanda daha ileri galigmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Aktif enfeksiyonda ve enfeksiyon
sonras1 gruplarda nazofarinks ve orofarinks orneklemlerinde 6zellikle TMPRSS2 ve
CTSB genlerinin biiylik 6lgiide degisen ekspresyon paternleri nazal/oral spreylerde
kullanilacak farmasotiklerde farkli formulasyonlara gidilmesi gerektigine isaret
etmektedir. Burun spreylerinde ACE2 ve TMPRSS?2 inhibitorleri kullanilabilecegi gibi,
Ozellikle bogaz spreylerinde ACE2, TMPRSS2 ve CTSB inhibitorlerinin

kombinasyonlarinin da uygulanmasi dikkate alinabilir.
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