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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali
Tibbi Mikrobiyoloji
Doktora Tezi

GBP2 VE GBP5 GEN EKSPRESYON DUZEYLERININ
COVID-19PROGNOZUNA ETKIiSi

Abdullah Yiicel BABA

Konya-2024

Aralik 2019'da Cin'in Wuhan kentinde ortaya ¢ikan ve giliniimiize kadar gecen siirede tiim diinyay1
etkileyen COVID-19, halk sagligina kars1 olugturdugu tehdide ek olarak kiiresel 6lgekte sosyoekonomik pek ¢ok
soruna yol agti. Hizla yayilan salgin milyonlarca kisinin oliimiine neden oldu. Bu anlamda salginin
epidemiyolojisinin, enfeksiyonun patojenezinin ve viral etkenin 6zelliklerinin arastirilmasi ve etkin miicadele
yontemlerinin gelistirilmesi, ilk glinden bu yana tiim diinyanin en énemli giindemini olusturmaktadir. COVID-19
patojenezi konake1 hiicreye giris, replikasyon, invazyon, dogal-edinsel bagisik yanit ve buna bagli gelisen
enflamasyon siireciyle sekillenmektedir. Bagisik yanit ve enflamasyon tablosu patojenez siirecindeki en énemli
unsurlardir. Bu baglamda bu tez kapsaminda, viral enfeksiyonlarin patojenezinde molekiiler diizeyde biyokimyasal
sinyalizasyonda etkin rol oynadig1 bilinen guanilat baglayici proteinlerin (GBP) COVID-19 patojenezindeki
muhtemel roliiniin arastirilmasi hedeflenmistir.

Bu hedef ¢ergevesinde COVID-19 klinik sinifi hafif-orta-siddetli-kritik olan hastalarda GBP2 ve GBP5
proteinlerinin gen ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Calismamiza 18-80 yas araliginda 150 COVID-19 tanisi
alan hasta ile benzer yas araliginda ve benzer ko-morbid hastaliklara sahip 50 kontrol grubu hasta dahil edilmistir.
COVID-19 tanisi alan ve farkli klinik seyir gosteren hasta gruplarinin kendi aralarinda ve kontrol grubu ile GBP2
ve GBPS5 ekspresyon diizeyleri qRT-PCR yontemiyle arastirilarak kiyaslanmistir.

Elde edilen verilere géore COVID-19 tanili farkli prognoz sergileyen hastalarda hastaligin siddetine bagl
olarak GBP2 geninin ekspresyon diizeylerinin anlaml diizeyde azaldigi goriilmistiir. Bu baglamda GBP2’nin
ekspresyon diizeylerinin patogenezde rol oynadigi tahmin edilmektedir. Diger taraftan GBPS5 ekspresyon
diizeyinde, kritik hasta grubundaki ilimli artiy disinda, gruplar arasinda anlamli bir farkliik olmadigi
gbzlemlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz veriler, GBP2’nin COVID-19’un seyrinde belirleyici bir rol aldigini
diistindiirmektedir. Bu durumun COVID-19’un teshisi ve tedavisinde GBP2 odakli yeni yontemlerin ve farkli
klinik yaklagimlarin gelistirilmesine yardimci olabilecegini dngormekteyiz. ilgili proteinlerin COVID-19'un
patogenezindeki roliinii tam olarak anlamak ve terapotik miidahale hedefleri olarak potansiyellerini kesfetmek i¢in
daha fazla aragtirmaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Covid-19, Gen ekspresyonu, Guanilat baglayici proteinler (GBP), Prognoz.
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ABSTRACT

Necmettin Erbakan University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Microbiology
Medical Microbiology
Doctoral Thesis

THE EFFECT OF GBP2 AND GBPS GENE EXPRESSION LEVELS ON COVID-
19PROGNOSIS

Abdullah Yiicel BABA

Konya-2024

COVID-19, originating in Wuhan, China in December 2019, has led to several worldwide socioeconomic
issues in addition to its public health hazard. The disease spread quickly and resulted in the deaths of millions of
people. Since the beginning, the global focus has been on studying the epidemiology, pathophysiology, features
of the virus, and developing effective strategies to control the pandemic. The pathophysiology of COVID-19 is
influenced by its entrance into the host cell, replication, invasion, the innate immune response, and subsequent
inflammation. Immune response and inflammation are crucial components in the pathogenesis process. This thesis
intends to explore the potential involvement of guanylate-binding proteins (GBP) in the pathogenesis of COVID-
19, given their established significance in biochemical signalling at the molecular level in viral infections.

The gene expression levels of GBP2 and GBPS5 proteins were analysed in patients across different clinical
classifications of COVID-19 severity. The trial comprised 200 COVID-19 patients aged 18 to 80 and 50 control
group patients with comparable age range and comorbidities. Levels of GBP2 and GBP5 expression in patient
groups with varying clinical courses of COVID-19 were compared to one other and to a control group using the
qRT-PCR technique. The results shows a substantial drop in GBP2 gene COVID 19levels in COVID-19 patients
with varying prognoses, based on illness severity. GBP2 expression levels are expected to influence the
pathogenesis process in this setting. However, there was no significant variation in GBP5 expression level between
the groups, except for a little rise in the severely sick patient group.

Our study data indicates that GBP2 is involved in the progression of COVID-19. This is expected to help
therapeutic strategies, such creating new GBP2-focused techniques for diagnosing and treating COVID-19.
Additional study is required to comprehensively grasp the function of certain proteins in COVID-19 development
and investigate their potential as targets for therapeutic intervention.

Keywords: Covid-19, Gene expression, Guanylate binding proteins (GBP), Prognosis,
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1.GIRIS VE AMAC

Aralik 2019 da Cin'in Hubei Eyaleti, Wuhan kentinde insanlar1 etkileyen yeni bir
solunum yolu hastalig1 salgini rapor edildi. Hastalik, salginin baglangicindan itibaren her yas
grubundaki insani etkiledi. Hizla yayilan hastalik Subat 2020’de SARS-CoV-2 olarak
adlandirildi. Daha sonra hastalik DSO tarafindan bu etken COVID-19 olarak tanimland.

Hastalik diinya ¢apinda hizla yayildi ve milyonlarca insanin liimiine yol acti(Ravi vd., 2022).

COVID-19’in patogenezi, viriisiin konak hiicreye girisi ve viral replikasyon, hiicresel
istila, dogal immiin yanit, inflamasyon ve edinsel immiin yanit olmak iizere bir dizi karmasik
stireci igermektedir. COVID-19 patogenezi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte
ortaya c¢ikan patolojik cevaplar degerlendirildiginde sistemin rolii her gegen giin daha iyi

anlagilmaktadir(Lamers & Haagmans, 2022).

Immun sistemin viriislere karsi birincil ve giiclii basamagimi dogal bagisiklik
olusturmaktadir. SARS-CoV-2 gibi zoonotik viriislerin bulagma sonrasi basarili bir replikasyon
stireci gegirebilmesi i¢in konaga hizli bir sekilde uyum saglamasi ve konagin dogustan gelen
bagisiklik savunmalarindan kagabilmesi gerekir(Merad vd., 2022). Genelde insan hiicrelerinin
bir virlis tarafindan enfekte olmasini takiben, etki edecekleri hiicreye baglanmada aym
reseptorlii kullanan tip-1 ve tip-2 interferon sentezi gerceklesir. Bu interferonlar 6zgiil
reseptorlerine baglandiklar hiicrede antiviral bir ortam meydana getirir(Lee vd., 2022). SARS-
CoV-2 ve diger viral patojenler konake1 hiicrelerde dogal bagisiklik elemani olan IFN ile
uyarilan genleri (ISG'ler) yukari-regiile eder ve IFN'lerin iiretimini tetikler. Bu genlerin {iriinleri
cok sayida bagisiklik islevi goriir ve viral replikasyon dongiisiiniin her adimini hedefleyebilir.
ISG'ler arasinda yer alan guanilat baglayict proteinler (GBP), ISG'ler ve guanozin
trifosfatazlarm (GTPazlar) bir alt ailesidir. Insan genomu, bu protein ailesinin yedi iiyesini
(GBP1-7) kodlar. GBP'ler interferon tip 1 ve 2 tarafindan ve SARS-CoV-2 enfeksiyonu
sirasinda diizenlenir. Dolayisiyla GBP proteinleri, replikasyon sirasinda enfeksiydz viriis
iiretimini sinirlamak i¢in hareket edebilen antiviral dogustan gelen bagisiklik tepkisinin 6nemli

unsurlaridir(D. Mesner vd., 2023).

Covid-19 hastaligimin seyri, bireysel farkliliklar ve degisken bagisik yanitlar dikkate
alindiginda; GBP’lerin bu hastaliga yakalanan bireylerdeki hastaligin patogenezi ve prognozu
izerinde kritik belirleyici faktdr olma potansiyeli yiiksek oldugu ifade edilmektedir(Ulinici vd.,

2021). Yapilan caligmalarda viral enfeksiyonlarin GBP'lerin ekspresyonunu artirict etki



gosterdigi belirtilmistir. Bununla birlikte bazi ¢alismalarda GBP'lerin, inflamatuar aktivasyonu
diizenleyici rolii oldugu ortaya konmustur(Kutsch & Coers, 2021). Mevcut ¢alismalardan elde
edilen bulgular, GBP'lerin artan ekspresyonunun, GTP hidrolizine yol a¢tigin1 gostermektedir;
dolayistyla virlis replikasyonu inhibe edilmis olur. Bu durumun ¢esitli viriislerin
replikasyonunu engelledigini goriilmektedir. Ayrica bu inhibitdr etki, viral niikleik asit
sentezinin ve viral protein translasyonunun baskilanmasina baglanabilir. Arastirmalarin
sonuclari, GBP'lerin viral enfeksiyonlara karst konak¢i savunma mekanizmasindaki
potansiyelini vurgulamaktadir (Zhao vd., 2023). Literatiirde GBP’ler ile ilgili farkli klinik
caligmalar mevcut olmasia ragmen GBP’lerin COVID-19 prognozu iizerine etkisi ile ilgili

caligma bulunmamaktadir.

Bu calismada, COVID-19 klinik olarak hafif-orta-siddetli-kritik prognoz sergileyen
hastalarda, Interferonla indiiklenebilen kisitlama faktorleri olan GBP2 ve 5'in gen ekspresyon
diizeylerine bakilacaktir. Caligmamiza 18-80 yas araliginda 150 COVID-19 tanis1 alan hasta ile
benzer yas araliginda ve benzer ko-morbid hastaliklara sahip 50 kontrol gurubu COVID-19
olmayan hasta dahil edilecektir. COVID-19 tanili hastalarin klinik semptom ve bulgular
olusturulan standart kriterler baz alinarak hafif, orta, siddetli ve kritik olarak siniflandirilacak
ve bu smiflar arasinda GBP2 ve GBP5 ekspresyon diizeyleri tanimlanarak birbirleri ve kontrol
grubu ile kiyaslanacaktir. Hasta ve kontrol grubundan alinan numuneler Real-time PCR

yontemi ile ¢aligilarak elde edilen sonugclar istatistiksel olarak ortaya konulacaktir.

Bu baglam da ¢alismamiz ile GBP2 ve 5'in gen ekspresyon diizeylerindeki degisimin
COVID-19’un seyrindeki potansiyel etkilerinin ortaya konmasinin, hastalifin teshisi ve
terapotik stratejileri i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi gibi klinik yaklasimlara yardime1

olabilecegini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Koronaviriislerin Tarihgesi

Adin1 elektron mikroskobu altinda bakildiginda yiizeylerinden ¢ikan tag benzeri sivri
uclardan alan koronaviriis, kesfedildigi donemde hayvanlar1 enfekte eden bir viriis olarak
biliniyordu(Ezzikouri vd., 2020). Koronaviriis ilk kez 1937'de, tavuklarda solunum yolu
enfeksiyonuna neden olan bir patojen olarak Beaudette ve Hudson tarafindan
tanimlandi(Fabricant, 1998). O tarihlerde heniiz kesfedilmemis pek ¢ok koronaviriisiin genelde
hayvanlarda enfeksiyona neden oldugu, yalnizca birkag¢ tiiriin insanlara da bulasabildigi
belirlenmisti. insanlarda koronaviriis enfeksiyona neden olarak tanimlanan ilk vaka 1965
yilinda Tyrrell ve Bynoe tarafindan tespit edildi. Tespit edilen bu ilk insan koronaviriisii
(HCoV), B814 olarak tanimlandi(Smith vd., 2009). Bunun ardindan, 1966'da Hamre ve
Procknow tarafindan "HCoV-229E" ve 1967 yilinda ise Mclntosh ve ark. tarafindan “HCoV-
0OC43” adin1 verdikleri yeni bir HCoV’lar tanimlandi. (Berry vd., 2015). Bununla birlikte,
Biiyiik halk sagligi problemleri olusturacak olan SARS-CoV'nin ortaya ¢ikmasina kadar
goriilen HCoV vakalari, kisith aragtirma kosullardan dolayi, daha ¢ok HCoV-229E ve HCoV-
0C43 ile sinirh kaldi(MclIntosh, 2005).

Halk sagligini tehdit eder boyutta olan ilk insan koronaviriisii olan SARS-CoV, 2002
yilinda Cin'in Guangdong eyaletinde ortaya ¢ikti(Ksiazek vd., 2003). Haziran 2003 itibariyla
diinya capinda toplam 8.422 SARS-CoV vakasi ve buna bagli 916 6liim rapor edildi. Buna
karsin 2003 y1l1 sonuna kadar kontrol tedbirleri sayesinde viriisiin insanlar arasindaki yayilimi
kontrol altina alindi. SARS-CoV salgimiyla birlikte, daha 6nce hafif iist solunum yolu
enfeksiyonlarma (USYE) neden oldugu bilinen koronaviriisler énemli bir kiiresel halk saglig

sorunu haline geldi(Surjit vd., 2005).

SARS-CoV epidemisinden 10 yil sonra, 2012’de, Suudi Arabistan'da Orta Dogu
solunum sendromu MERS-CoV adli oldukga patojenik baska bir CoV ortaya ¢ikti(de Groot vd.,
2013). Ates, oksiiriik ve bogaz agris1 gibi hafif semptomlarla baslayan vakalarin %20 sinden
fazlas1 akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS), ¢oklu organ yetmezligi ve oliime kadar
ilerlemekteydi.(Cui vd., 2019). 2012 ile 2021 yillar1 arasinda 27 farkl tilkeden en az 886 6liim
ve 2.574 laboratuvarca dogrulanmis MERS-CoV enfeksiyonu vakasi bildirildi( WHO, 2021a).
Mevcut veriler, hastaliktan etkilenen bdlgelerin yaygimligi, goriilen vaka sayilarindaki
yiikseklik ve meydana gelen Gliimlerden dolayr, MERS-CoV'un kiiresel salgin potansiyeli
tagidigini gostermektedir(Al-Osail & Al-Wazzah, 2017).



MERS-CoV'un etkileri devam ederken, Aralik 2019 da Cin'in Hubei Eyaleti, Wuhan
kentinde insanlar etkileyen yeni bir solunum yolu hastalig1 salgin1 rapor edildi. Bu hastaligin
klinik olarak insanlarda ates, 0ksiiriik ve solunum sikintisi gibi SARS ve MERS ile benzer
semptomlar gosterdigi rapor edildi. Hastaligin neden oldugu Kritik vakalar arasinda mekanik

ventilasyona ihtiya¢ duyan akut pnomonili kisilerin yaygin olmasi  dikkat

cekiciydi(Shahrajabian vd., 2021).

Salginin duyurulmasindan birka¢ giin sonra, bilim insanlar1 molekiiler analiz yoluyla
gecici olarak hastaliga neden olan etkenin yeni bir betakoronaviriis oldugunu tespit etti(Yao
vd., 2020). Diinya saglik 6rgiitii (DSO) tarafindan 2019-nCoV olarak adlandirilan bu hastalik,
Uluslararas: viriis taksonomi ¢alisma gurubu (ICTV) tarafindan, SARS-CoV ve MERS-CoV
ile gosterdigi genom yapisinin benzerlik gostermesinden dolayi, Subat 2020°de SARS-CoV-2
olarak adlandirildi. Ayn tarihte bu etken DSO tarafindan COVID-19 olarak tanimlandi(WHO,
2021b).

COVID-19, salginin baslangicindan itibaren her yas grubundaki insani etkiledi. Hastalik
solunum yoluyla veya enfekte damlaciklarla temas yoluyla yayiliyordu. Bazi kisilerde semptom
goriilmese de hastaligi geciren bireylerin ¢ogunda hafif ila orta derecede semptomlar
goriilmekteydi. Altta yatan hastaligi olan 60 yas {istii bireylerde 6liim riski olusturdu. COVID-
19 salgmi Diinya capinda hizla yayildi ve zamanla liim oranlari artti. DSO, salgmi Ocak
2020'nin sonuna gelindiginde uluslararas: 6nemli halk saglig1 acil durumu, Subat 2020 de ise

Pandemi olarak ilan etti(Glatter & Finkelman, 2021).

Tanimlanmasindan giiniimiize kadar gegen silirecte hizla yayilmaya devam eden
COVID-19 salgminda Agustos 2021'de 216 tilkede 198 milyondan fazla vaka ve 4,2 milyon
oliim bildirildi. DSO verilerine gére, Ocak 2024 sonu itibariyle 242 iilkede yaklasik 774 milyon
vaka ve 7 milyon 6liim kaydedildi(WHO, 2021c).

Bu dramatik veriler, insan koronaviriislerinin degisim siireci ve kiiresel etkisi hakkinda
fikir vermekte ve bu viriislerin kdkenlerini, bulag dinamiklerini ve epidemik-pandemik hale
gelme potansiyellerini anlamanin 6nemini vurgulamaktadir. Tim diinyada devam eden
arastirmalarla bu virlislerin karmagikligini daha iyi anlamak i¢in ¢aba gosterilirken, gelecekte
ortaya ¢ikabilecek ve 6nemli halk saglig: tehditleri olusturabilecek muhtemel salginlara karsi

uyanik ve hazirlikli olmak kritik 6nem tagimaktadir(W. Khan, Ahmad, vd., 2023).



2.2. Virolojik Ozellikleri
2.2.1. Siniflandirma

Koronaviriisler (CoV'ler), Nidovirales takimi i¢cinde Coronaviridae ailesinin bir parcasi
olan Orthocoronavirinae alt ailesine aittir. Bu alt aile, Uluslararasi Viriis Taksonomisi
Komitesi'ne (ICTV) gore Alfa, Beta, Delta ve Gama koronaviriisler olmak {izere dort cinse

ayrilmaktadir(Ezzikouri vd., 2020).

Alfakoronaviriis ve betakoronaviriis cinsleri yalnizca memelileri  enfekte
ederken gamakoronaviriisler ve deltakoronaviriisler genellikle kuslar1 enfekte eder. Ek olarak
gama ve deltakoronaviriisler memelileri de enfekte edebilir(Cui vd., 2019). Alfakoronaviriisler
ve betakoronaviriisler igerisinde yer alan alt1 CoV’un ise insanlarda hastaliklara neden oldugu
bilinmektedir. Bu viriislerden HCoV 229E ve NL63 tiirleri Alphacoronavirus cinsine; HCoV
0C43, HKU1, SARS-CoV ve MERS-CoV tiirleri Betacoronavirus cinsine aittir(V’kovski vd.,
2021). (Sekil 2.1) (Singh & Yi, 2021)

Deltacoronovirus /Gammacoronowh

Night heron CoV HKU19 [ Avian CoV

Wigeon CoV HKU20 ( \ BWCoV SW1
il Wt ?57

Betacoronovirus

Alphacoronovirus

SARS-CoV-2

MERS-CoV
SARS-CoV-1 ‘
HCoV-0C43
HCoV-HKU1

HCoV-NL63
HCoV-229E

RaTG13

Sekil 2.1. Insan koronaviriislerinin (HCoV'ler) filogenetik agaci(Singh & Yi, 2021)



Mevcut arastirma verilerine gore, tiim insan koronaviriislerinin hayvan kaynakli oldugu
bilinmektedir. Bunlardan yarasa kaynakli olan insan koronaviris tiirleri SARS-CoV, HCoV-
229E, HCoV-NL63, MERS-CoV ve HCoV-OC43 iken, kemirgen kaynakli olanlarin ise
muhtemelen HKU1 ve HCoV-OC43 oldugu kabul edilmektedir(Huang vd., 2013).

Insanlarda hastaliklara neden olan koronaviriisler arasinda dort insan koronaviriisii
(HCoV-229E, HCoV-0C43, HCoV-NL63 ve HKU1) endemik hastaliklarla iligkilendirilirken
SARS-CoV-2, SARS-CoV ve MERS-CoV pandemilere neden olma potansiyeline sahiptir.
Bunlara ek olarak, HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 ve HKUTI viriis tiirleri bagisiklik
sistemi giiclii bireylerde hafif {ist solunum yolu hastaliklarina neden olurken, bebeklerde, kiiciik
cocuklarda ve yasl bireylerde ciddi enfeksiyonlara neden olabilir. Buna karsilik SARS-CoV-
2, SARS-CoV ve MERS-CoV oldukca patojenik bir etki gostererek insanlarda siddetli solunum
sendromuna neden olur(Forni vd., 2017). (Tablo 2.1) (Feyzioglu B, Baba AY., 2021)

Tablo 2.1. Beta Koronoviriislerin neden oldugu pandemiler, etkenleri ve kaynaklari

Pandemi Yil Etken Viriisiin kaynag:

SARS 2002-2003 SARS- Palmiye Misk Kedisi
CoV

MERS 2012-2021 MERS- Deve
CoV

COVID-19 2019-2023 SARS- Yarasa, Pangolin*
CoV-2

*Muhtemel rezervuar, ikincil kaynak ya da kaynaklar heniiz bilinmiyor

2.2.2. SARS-CoV-2’nin morfolojisi

SARS-CoV-2, ¢ap1 80 ila 220 nm arasinda degisen, zarfli, pozitif polariteli, tek sarmalli
RNA’ya sahip viriislerdir. Dolayisiyla SARS-CoV-2 de diger koronaviriisler gibi yaklasik 30
kb'lik bir genoma sahiptir (Sekil 2.2).

SARS-CoV-2 genomu, Spike proteini (S), Zarf proteini (E), Membran proteini (M) ve
Niikleokapsid proteini(N) olmak iizere dort yapisal protein kodlamaktadir. Ayrica SARS-CoV-
2 genomunda 16's1 yapisal olmayan ve 9'u aksesuar protein dahil olmak iizere 29 proteini

kodlar(Bai vd., 2022).
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Yapisal proteinler
SARS-CoV-2’nin yapisal proteinleri S (spike), M (membrane), E (envelope) ve N

(nucleocapsid) proteinlerinden olusur.

S (spike) Proteini, virlisiin konak hiicre fiizyonuna aracilik etmede ve spesifik
reseptorleri tantyip bunlara baglanmada ¢ok 6nemli bir rol oynar. Bu siirecler, viriisiin bir
enfeksiyon baglatmasi i¢in gereklidir. S1 ve S2 alt alanlarindan olusan S proteini bir ektodomain
bolgesine sahiptir. S1, konak hiicre reseptorlerine baglanirken S2 alt birimi, viriisiin konak
hiicre ile membran fiizyonunu kolaylastirir (Walls vd., 2020). Bunula birlikte, S proteini
enfekte edilecek konak hiicreleri ve belirli organlart se¢gmenin yanmi sira antikor aracili
bagisikligr tetiklemede kritik bir role sahiptir. Bu nedenle S proteini, SARS-CoV-2
enfeksiyonuna karsi tedavi ve bagisiklik olusturmak i¢in gerekli olan viral biyogenez asamalari,

antiviral tedavilerin ve asilarin gelistirilmesinde ana hedef noktasidir(L. Wang & Xiang, 2020).

M (membrane) proteini, yapisal olarak bir merkez hidrofilik alan, bir N-terminal
hidrofobik alan ve bir C-terminal hidrofobik alan (CTD) ile karakterizedir. Bu yapilar, M
proteininin zarf i¢inde farkli fonksiyonlar1 yerine getirmesine olanak tanir(Cao vd., 2022). M
proteini niikleokapsid dahil olmak iizere diger yapisal proteinlerle birleserek viriis zarfinin
karakteristik seklini olusturur(Collins vd., 2021). M proteini ¢cogalmada gorev alir. Ayrica bazi
arastirmalarda interferon betanin (IFN-f) aktivasyonunu tetikledigi ve enfekte hiicrede apoptoz
siirecini baglattig1 da gosterilmistir(Collins vd., 2021; Neuman vd., 2011).Ek olarak baska bir

arastirma ise M proteininin virlisiin hiicrelere girmesine yardimci oldugunu ve antikor
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olusumunu 6nledigini ortaya koymustur. Bu nedenle M proteini viral patogenezdeki 6nemi

nedeniyle olas1 bir terapotik hedef olarak onerilmistir(Mohsen vd., 2020).

E (envolve) proteini, viriisiin dis kapsidini olusturan 8,4 kDa biiytikliigiinde kiigiik bir
polipeptittir(Chai vd., 2021). E proteini SARS CoV-2 patogenezinde, virlislerin
tomurcuklanmasi, toplanmasi, olgunlagmasi siireclerinde gorev alir. Bununla birlikte, viroporin
ad1 verilen bir iyon kanali olusturma yetenegine sahiptir. Bu 6zelligin viriisiin bagisiklik
sistemiyle etkilesimini modiile etmeye yardimci oldugu tahmin edilmektedir. (Xia vd., 2021).
Sonug olarak, E proteini, SARS CoV-2 patogenezinin anlagilmasinda kritik bir rol oynar ve

ayni zamanda potansiyel bir terap6tik hedef olarak kabul edilebilir(Zhou vd., 2023).

N (nucleocapsid) proteini, viral RNA genomu ile sarmal olusturup bir riboniikleoprotein
(RNP) kompleksi olusturur. Bu etkilesim, viral genomun stabilitesi ve replikasyonu i¢in ¢ok
onemlidir. (Wu vd., 2023). RNA baglayici bir element olarak N proteini, 6zellikle viral RNA
replikasyonu ve transkripsiyonuna katilimi nedeniyle potansiyel bir ila¢ hedefi olarak kabul
edilir. Ayrica N proteini, aktin filamentlerinin yeniden diizenlenmesinde ve apoptoz gibi
konakgi-patojen etkilesimlerinde rol oynar (Cong vd., 2020). Bununla birlikte N proteini, baz1
koronaviriislerde olduk¢a immiinojeniktir ve enfeksiyon sirasinda koruyucu bir bagisik yanit
ortaya c¢ikarma kapasitesine sahiptir. Arastirmalar N proteininin, virlise karsi hiicresel
bagisiklig ve tip 1 interferon salinimini inhibe eden fonksiyonunu baskilayici bir 6zellige sahip
oldugunu gostermistir(Wu vd., 2023). Sonug olarak, N proteininin bir¢ok fonksiyonunun
kapsamli bir sekilde anlagilmasi, bu proteini spesifik olarak hedeflemek ve etkili terapdtik

yaklagimlar gelistirmek agisindan 6nemlidir(Dutta vd., 2020).

Aksesuar proteinler

SARS-CoV-2 genomu, enfekte olmus bir konak¢r hiicre icinde viral cogalimi
kolaylastirmak i¢in kritik olan bir grup aksesuar proteini kodlar. Bunlar viral genomda yapisal
proteinlerin kodladig1 sekanslar arasina yerlesmis olan ORF3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8§, 9b,9c ve
10'dur(Redondo vd., 2021). (Sekil 2.3)
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SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda, farkli patojenik mekanizmalarn tetikleyen 6nemli
viriilans faktorleri olarak aksesuar proteinler dne ¢ikar. Bu proteinler, patojeniteyi artirarak ve
bagisiklik tepkilerini engelleyerek enfeksiyon siirecini etkilerler, ancak viral replikasyonda
dogrudan bir rol oynamazlar(Fang vd., 2021). Arastirmalar, bazi aksesuar proteinlerin 6zellikle
konake1 bagisiklik tepkilerinden kagmada belirli roller tistlendigini gostermistir. Bu proteinlerle
ilgili gorevlerin cogu, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF8 veya ORF9b tarafindan tip I IFN eylemine
kars1 koyma veya sitokin salgilanmasinin inhibisyonu ile ilgilidir(Zandi vd., 2022). Bunlar
ayrica, otofaji ve apoptoz (ORF3a), mitokondriyal fonksiyonun modifikasyonu (ORF3d) ve
inflamatuar yanit (ORF9b) gibi 6nemli hiicresel mekanizmalarda da rol oynar (Hurtado-

Tamayo vd., 2023).

Yapisal olmayan proteinler(nsp)

SARS-CoV-2'nin genomunda yer alan Yapisal Olmayan Proteinler (NSP) temelde viral
RNA’nin replikasyon ve transkripsiyon siireclerinde gorev almaktadirlar. Bununla birlikte,
aksesuar proteinlere benzer sekilde, konak¢inin dogal bagisiklik sisteminden kagma, konakei
hiicre mekanizmasin1 ele gegirme ve viral replikasyon i¢in uygun bir ortam saglama gibi
patojenez slireclerinde de rol alir. NSP’lerin ile ilgili bilgi tablo 2.2°de yer almaktadir(M. T.
Khan vd., 2021).



Tablo 2.2. Yapisal olmayan proteinler (nsp) islevleri

Yapisal olmayan proteinler (nsp)

Protein  islevi
NSP1 Konakg! translasyon inhibitori olarak gérev yapan ve ayni zamanda konak mRNA'larini bozan énciil
proteindir.
NSP2 Prohibitinlere (PHB1 ve PHB2) baglanir.
NSP3 NSP1, NSP2 ve NSP3'lin ppla ve 1lab'in N-terminal bélgesinden salinmasindan sorumludur.
NSP4 Viral replikasyon-transkripsiyon kompleksi ve ER Membranlarinin degistirilmesine yardimci olur.
NSP5 Olgun ve orta diizey yapisal olmayan proteinler elde etmek icin birden fazla farkl bélgeden ayrilir.
NSP6 ER'den otofagozom dretir ve ¢ift membranl kesecikleri olusturur.
NSP7 NSP8'in RNA polimeraz aktivitesini desteklemek igin NSP8 ve NSP12 ile kompleks olusturur.
NSP8 NSP12 ile heterodimerik bir kompleks olusturur.
NSP9 Helikaza baglanabilir.
NSP10 NSP16'nin 2'-O-metiltransferaz aktivitesinin aktive edilmesinde,
3'-5' ekzoribontikleolitik aktivite igin gerekli olan NSP14/NSP10 kompleksinin olusturulmasinda rol oynar.
NSP11 islevi tam olarak karakterize edilmemis olsa da mevcut bulgular viral replikasyonda
ve konakg! hiicre siireglerinin modilasyonunda rol oynayabilecegini gbstermektedir.
NSP12 Viral RNA sentezini katalize etmekten sorumlu RNA'ya bagimli RNA polimerazdir (RdRp).
Viral RNA molekillerini sentezlemek igin kofaktor gérevi goren NSP7 ve NSP8 ile bir kompleks olusturur.
NSP13 Helikaz aktivitesine sahiptir. Hem replikasyon hem de transkripsiyon siireglerinde rol oynar.
NSP14 RNA diizeltme fonksiyonuyla RNA sentezine yardimci olan 3'-5' eksoniikleaz aktivitesi géstermektedir.
NSP15 Endoriboniikleaz aktivitesi ile virlisiin replikasyon siirecinde RNA'nin bitlnlGguna korur ve viral RNA'nin
parcalanmasini énler.
NSP16 Viral RNA'nin 2'-O-metilasyonunda kritik bir rol oynar, bu da viral RNA'nin stabilitesini artirir. Ayica konak

bagisiklik tepkisinden kaginmaya yardimci olur.
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2.3. COVID-19 Patogenezi
2.3.1. Konak hiicreye giris

SARS-CoV-2'nin patogenezi, viriisiin konak hiicreye girisi ve viral replikasyon,
hiicresel istila, dogal immiin yanit, inflamasyon ve edinsel immiin yanit olmak iizere bir dizi
karmasik siireci igerir(Jin vd., 2020). SARS-CoV-2'nin belirli hiicreleri enfekte etme yetenegini
belirleyen ana faktor S proteinidir. S1 ve S2 olmak iizere iki alt birimden olusan S proteini, S1
alt birimi araciligtyla konake1 hiicre yiizeyindeki anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)

reseptoriine baglanir(Fehr & Perlman, 2015).

Hedef hiicrede S1 alt bolgesinden ACE2'ye baglandiktan sonra S proteini, S2
bolgesinden tip II transmembran serin proteaz (TMPRSS-2) enzimi tarafindan kesilir ve S1 ile
S2 iki bolgesi ayrilir. Bu boliinme, viral ve konaket lipit ¢ift katmanlarini kaynastirmak i¢in S2
alt birim trimerlerini aktive eder ve ardindan virion membran flizyonunu takiben viral genom

konakg1 hiicre sitoplazmasina girer(Lamers & Haagmans, 2022) (Sekil 2.4).

2) Cleavage of
S protein
1) SARS-CoV-2 e

1
D

3) Activation of

S2 domain
== oS 4) Fusion of viral and
B o o 3 % host membranes
)] t ] F ary o)

' e —— Activ 132|ﬂr V‘
T T Activated ¢ r

ACE2 Protease
TMPRSS2

Target cell

Sekil 2.4. SARS-CoV-2'nin S protein araciligiyla konak hiicreye baglanmasi ve fiizyon(Lamers & Haagmans,
2022)

SARS-CoV-2'nin insan hiicrelerine girmek i¢in kullandig1 6zel reseptdr, cogunlukla tip
2 alveoler epitel hiicrelerde bulunan ACE2'dir. SARS-CoV-2 ayrica, sialik asit, dipeptidil
peptidaz 4 (DPP-4) ve aminopeptidaz-N (APN) dahil olmak {izere bir¢ok reseptdrle etkilesime
girerek konake1 hiicreye baglanma yetenegine sahiptir. Bu durum koronaviriislerin zoonotik
bulas potasiyelini artirmaktadir. Bazi aragtirmalarda, diger koronaviriis tiirleriyle

karsilagtirildiginda SARS-CoV-2'nin S proteinindeki reseptdr baglanma alaninin (RBD)ilgili
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reseptOrlere daha biiyiik bir afinite gostedigi rapor edilmistir(Walls vd., 2020; L. Wang &
Xiang, 2020).

2.3.2 Viral yasam dongiisii

SARS-CoV-2 enfeksiyonu virionlarin hiicresel reseptorlere baglanmasiyla baglar. Bu,
niikleokapsitin sitoplazmaya birikmesiyle sonuglanan bir dizi olay1 baslatir ve burada viral
RNA translasyonu i¢in uygun hale gelir(V’kovski vd., 2021)(Sekil 5). Virlis RNA’s1 pozitif
polariteli oldugu i¢in sitoplazma da direkt olarak replikaz poliproteinine gevrilir. Sentezlenen
replikazda yer alan viral RNA daha sonra genomik ve subgenomik mRNA'larin
replikasyonunda sablon olarak kullanir (Ezzikouri vd., 2020). Viral RNA araciligi ile yapisal
olmayan (NSP) proteinleri kodlayan replikasyon transkripsiyon kompleksi (RTC) replikasyon
proteinleri la ve lab’y1 sentezler. Bu proteinler daha sonra yapisal olmayan proteinleri
sentezler. Aksesuar ve yapisal proteinleri kodlayan bir dizi alt genomik RNA ise RTC
tarafindan siirekli olarak ¢ogaltilir. Membrana bagl yapisal proteinler, M, S ve E endoplazmik
retikulumda (ER) ¢evrilir. Bu yapisal proteinler daha sonra endoplazmik retikulumdaki bir ara
bolmesine (ERGIC) tasinir ve burada N proteini ile birlesirler ve buradan golgiye iletilirler.
Niikleokapsidler, yeni nesil genomlarin N proteini tarafindan kapsiillenmesinden olusur ve
bunlar, membrana bagli bilesenlerle birleserek ERGIC'e tomurcuklanarak viryonlar olusturur.
Son olarak, yeni olusan viryonlar, enfekte olmus hiicrelerden, kesecikler veya Golgi keseleri
icindeki plazma zarina taginma yoluyla ekzositoza ugratilir(Artika vd., 2020; Fehr & Perlman,
2015).
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Sekil 2.5. SARS-CoV-2 viriisii ve yasam dongiisii(V’kovski vd., 2021)

Bazi koronaviriisler tarafindan enfeksiyon sirasinda, viryonlarda birlestirilmemis S
proteininin bir kismi plazma zarina ulasir. Hiicre yilizeyinde S proteini, enfekte olmus bir
hiicrenin komsu, enfekte olmamis hiicrelerle flizyonuna neden olarak biiyiik ve ¢ok ¢ekirdekli
sinsitya olusumuna yol acgabilir. Bu, enfeksiyonun yayilmasini saglar ve boylece bagisiklik

gozetiminden bir miktar kacgis saglayabilir(Kadam vd., 2021).

2.4. Konak immiin Yamt
2.4.1. Dogal immun yanit

SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karst immun yanit, bagisiklik sisteminin birden fazla
bilesenini iceren karmasik bir siirectir. Bu siiregte en Onemli bilesenler kalip tanima
reseptorleridir (PRR). PRR’lerden bagka SARS-CoV-2 tespiti icin iki farkli yol
izlenmektedir(Ezzikouri vd., 2020). Ilk olarak, plazmasitoid dendritik hiicrelerde (pDCs) toll
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benzeri reseptor 7 (TLR7) araciligiyla, diger hiicre tiplerinde ise ¢ift sarmallt RNA (dsRNA) ve
tek sarmallt RNA'y1 (ssRNA) taniyabilen TLR3 ve TLRS8 araciliiyla endozoma alinan viral
genomik RNA tespit edilir. Diger bir yol ise enfekte olmus hiicrelerin belirlenmesini icerir. Bu
siiregte viral replikasyon sirasinda olusan RIG-1 ve MDAS gibi RNA ara maddeleri, sitosolik
RNA sensorleri veya RIG-I benzeri reseptorler (RLR'ler) tarafindan taninabilir. Sonrasinda
TLR'ler ve RLR'ler devreye girer ve tip I ve tip III interferonlarin (IFN'ler) IRF3/IRF7'ye
bagimli transkripsiyonu gerceklesir. Daha sonra TLR'lerin ve RLR'ler niikleer faktoér kB'ye
(NF-kB) bagimli pro-inflamatuar sitokinler ve kemokinleri aktive eder(Merad vd., 2022).

[liml1 seyreden COVID-19 hastalarinda IFN-III (IFN-11 ve IFN-13) ve ISG'ler, siddetli
seyreden vakalarda ise IFN-12 ve tip I IFN'lerin ekspresyonunun goérece daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. IFN sentez yolaklarinda mutasyon bulunan veya otoantikorlara sahip
hastalarda, yagami tehdit eden COVID-19 hastaligina yakalanma riski fazladir. Hastaligin geg
evresinde uzun siireli IFN sekresyonu, diger sitokinlerin expresyonunu artirarak enflamasyonun
daha da siddetlenmesine neden olmaktadir. Ayrica, COVID-19’da hem kan dolagiminda hem
de akcigerlerde pDC'ler ve cDC'lerin miktarinda ©nemli diizeyde azalma tespit

edilebilmektedir(Vabret vd., 2020).

PRR sinyali ile indiiklenen dogal bagisiklik cevaplari, viral temizlige aracilik etmek i¢in
efektor hiicreleri aktive eder. Ornegin, NK hiicreleri viral olarak enfekte olmus hiicrelerin tespit
edilmesine ve ortadan kaldirilmasina katkida bulunur. Buna karsin, siddetli COVID-19
hastalarinin NK hiicrelerinde, doniistiiriicii bliylime faktorii-b’nin (TGF-b) etkisiyle, normal
serum degerlerinde diisme ve islev bozukluklart ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica bu hastalarda
alveolar makrofajlarin sayisi ciddi sekilde azalmistir (Ravi vd., 2022). IFN-I ve IFN-III aracili
antiviral savunma bozulurken, proinflamatuar sitokinler ve kemokinler énemli dl¢iide yiikselir.
Ayrica, Dahasi, kan dolagimlarinda belirgin bir yardimer T hiicresi azalmasi vardir. Dolayisiyla
efektor T hiicrelerinin aktivasyonu da agir vakalarda muhtemelen kesintiye ugramaktadir

(Ezzikouri vd., 2020).

2.4.2. Adaptif immun yanit

Antikor virlisiin yapisindaki S proteininin ACE2 reseptoriine baglanmasini 6nleyerek
SARS-CoV-2'yi nétralize eder. Antikorlar ayrica kompleman ve Fc reseptorlerine baglanarak
efektor T hiicrelerinin fonksiyonunu da desteklerler. Noétralize edici antikorlarin ¢gogunun S
proteininin reseptdr baglanma alanindaki (RBD) farkli epitoplara, ozellikle de reseptor

baglanma motifine (RBM) afinite gosterdigi bilinmektedir. Buna ek olarak, nétralize edici
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antikorlarin kiigiik bir kism1 N-terminal alanina (NTD) baglanir. Ayrica, RBM'ye 6zgii bazi
antikorlar ACE2'yi taklit edebilir ve flizyon proteinini dogrudan devre dis1 birakabilir. Bu
ozellik ilk olarak SARS-CoV'da kesfedilmistir. RBD ve NTD disindaki nétralize edici epitoplar
genellikle daha az goriilmektedir (Merad vd., 2022).

Antikor yanitin seviyesi, antijenin miktarina ve yamtin gerceklesti§i germinal
merkezdeki reaksiyonunun siiresine baglidir. Buna bagli olarak enfekte, preimmiin ve asilanmis
bireylerde antikor yanitin seviyesi genelde yliksektir. Buna karsin bagisikligi baskilanmig
ve/veya bobrek yetmezligi olan hastalarda antikor yaniti genellikle zayiftir. Bu zayif yanit
enfeksiyonun kroniklesmesine ve yeni varyantlarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Ravi

vd., 2022).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu tarafindan tetiklenen CD4+ ve CD8+ T hiicreleri, yapisal ve
yapisal olmayan proteinler dahil olmak tizere ¢esitli antijenleri hedef alir. (Vabret vd., 2020).

Daha 6nce gecirilmis SARS-CoV-2 enfeksiyonu araciligi ile olusturulan antikorlar ve
hafiza T hiicreleri, tekrar eden enfeksiyon veya asilama ile yeniden aktive edilebilir. Ayrica,
abortif enfeksiyonlarda CD4+ T hiicrelerinin SARS-CoV-2'ye karsi capraz koruma
saglayabilecegi One siirlilmiistiir. Buna ek olarak, mevsimsel koronaviriislere karsi olusmus
antikorlarin, SARS-CoV-2 ile gelismis enfeksiyonun prognozunu etkilemesi de miimkiindiir.
Dolayistyla capraz reaktif antikorlarin hastalik iizerindeki potansiyel etkisini géz Oniinde

bulundurmak énemlidir (Meskini vd., 2021; Vabret vd., 2020).

2.5. COVID-19 Klinik Bulgulari

COVID-19, enfekte kisilerin {iretti§i solunum damlaciklar1 ve aerosoller yoluyla
bulagsmaktadir. Bunula birlikte, asemptomatik veya semptom oncesi enfekte bireyler de viriisii
bulastirabilir. Yapilan arastirmalar, viriisiin solunum yolununun disinda fekal-oral yollardan ve

yiizeyler yoluyla da bulagabilecegini ortaya koymaktadir(Rando vd., 2021). (Sekil 2.6)

15



Aerosol
<5 pm diameter

W bl Airbome
Bl

>1m 1

SARS-CoV-2 / i v
Droplet
@ BeSIRION COMMS %
>5 ym diameter <lm
el ¢ °
L Direct contact

ey

% =gt &
ARG
DrOpIeA l /dlrect

RB contact Uninfected

a7 on surfaces E; L \'7
Infected Door Glass Cell Countertop
handle cup phone ?

Droplet nuclei |

B St g Fecal—oral )
_> . L . (U7 0 ‘st T e

Sekil 2.6. SARS-CoV-2 Bulasma Yollari(Harrison vd., 2020)

SARS-CoV-2 genel olarak soguk alginligi semptomlarina ve bazen gastrointestinal
tutulumalara neden olur. Zatiirre, ARDS, bobrek yetmezligi ve 6liime ilerleyebilen ciddi 'grip'
benzeri tablolar yaygin olarak goriilmektedir (Chan vd., 2020; D. Wang vd., 2020). Viriisiin
inkiibasyon siiresi ortalama 5 giindiir. Enfeksiyon genelde asemptomatiktir; semptom gdsteren
hastalarin ¢cogu hasta hafif veya orta siddette ASYE belirtileri arasinda sayilabilecek dkstirtik,
ates, bas agrisi, miyalji ve/veya ishal ile hastaneye bagvurmaktadir(Han & Yang, 2020).
Epidemiyolojik bir arastirmada, COVID-19 enfeksiyonunun en yaygin semptomlarinin ates

(%83), oksiiriik (%82) ve nefes darlig1 (%31) oldugu raporlanmistir (Chen vd., 2020).

Hastalik genellikle semptomlarin ortaya c¢ikmasindan yaklasik bir hafta sonra
siddetlenir. Enfeksiyon ilerledikce hastada ileri diizeyde hipokseminin bir sonucu olarak dispne
meydana gelir. Bununla birlikte bu durum bazi kisilerde ARDS gelismesine ve dolayisiyla
siddetli solunum yetmezligine yol acar(Rando vd., 2021). Bu tiir tablolar, interlokin-1 (IL-1),
IL-6, IL-8 ve TNF gibi pro-inflamatuar sitokinlerin asiri ekspresyonuna bagli sistemik
hiperinflamasyon ile seyretmektedir (He vd., 2006; L. Li vd., 2020). SARS-CoV-2, akciger

dokusu tizerindeki dogrudan etkilerinin yani sira, bazi bireylerde pulmoner fibrozis ve akciger
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fonksiyonunda azalma gibi sekeller birakabilmektedir.(L. Li vd., 2020). leri yas, obezite ve
erkek cinsiyeti siddetli COVID-19 gelisimi i¢in en 6nemli risk faktorleridir. Viriisiin solunum
sistemi lizerindeki etkisini anlamak, solunum sikintisini hafifletmeye ve COVID-19 hastalarina
yonelik uzun vadeli sonuglari iyilestirmeye yonelik miidahaleler gelistirmek i¢in ¢ok 6nemlidir
(Lamers & Haagmans, 2022). Hastalarda tat almada bozukluk ve anosmi siklikla bildirilmekte
olup genelikle diger semptomlardan dnce basladigi goriilmiistiir(Safiabadi Tali vd., 2021).

2.6. COVID-19’un Prognozu
COVID-19 hastaligin siddetine gore siniflandirilabilir. Ancak her kategori i¢in spesifik
kriterler klinik kilavuzlara ve ¢aligmalara gore farklilik gosterebilmektedir. Bununla birlikte

hastanin durumu zaman iginde degisebilir (Maier vd., 2021).

Hastalarda tat almada bozukluk ve anosmi de bildirilmis olup genelikle diger
semptomlardan 6nce basladigi goriilmiistiir. Ciddi olgularda ise dispne, solunum sikintisi,

takipne ve hipoksi gelismekte olup ates degiskenlik gostermektedir(Safiabadi Tali vd., 2021).
Hastaligin prognozu asagidaki gibi 6zetlenebilir (Tingbo, 2020):

Asemptomatik veya presemptomatik enfeksiyon: Niikleik asit amplifikasyon testi
(NAAT) veya antijen testi gibi virolojik bir test sonucu SARS-CoV-2 pozitif oldugu tespit

edilen ancak COVID-19'a 6zgii herhangi bir semptom gostermeyen vakalari ifade eder.

Hafif hastalik: COVID-19 ile ilgili hafif semptomlar gosteren vakalari ifade eder.
Bunlar ates, 0ksiiriik, bogaz agrisi, halsizlik, bas agrisi, kas agrisi, bulanti, kusma, ishal, tat ve
koku kaybinmi igeren bir dizi semptomdur. Bununla birlikte, klinik degerlendirme veya
goriintlileme sirasinda nefes darligi, nefes almada zorluk veya goglis goriintiilemesinde

herhangi bir anormallik olmadan orta derecede hastalik belirtileri ortaya ¢ikabilmektedir.

Orta dereceli hastalik: Klinik degerlendirme veya goriintiileme sirasinda alt solunum
yolu hastalig1 belirtileri gosteren ve deniz seviyesinde oda havasinda nabiz oksimetresi (SpO2)

ile dl¢iilen oksijen satiirasyonu >%94 olan kisiler.

Siddetli hastalik: Oksijen satlirasyonu SpO2 < %94, arteriyel kismi oksijen basincinin
solunan oksijen fraksiyonuna orani (PaO, / FiO; ) <300 mm Hg, solunum hiz1 >30 nefes/ dk

veya akciger infiltrasyonu >%350 olan vakalardir.
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Kritik hastalik: Solunum yetmezligi, septik sok ve/veya coklu organ fonksiyon
bozuklugu olan vakalar1 kapsar. Hastalarda mekanik ventilasyon gerektirecek kadar ciddi
solunum yetmezligi, yogun bakimda takip edilmesi gereken organ yetmezlikleri, sok tablosu

bulunabilir.

2.7. COVID-19 laboratuvar tam yontemleri

COVID-19 laboratuvar tam yéntemleri arasinda molekiiler ve serolojik testler yer
almaktadir (Tablo 2.3). qRT-PCR gibi molekiiler testler, numunedeki virlisiin genetik
materyalini tespit eder. Serolojik testler ise S proteini gibi antijenleri ve virlise yanit olarak
uretilen antikorlar1 tespit ederek gecirilmis enfeksiyonun tespitini saglar. Teshis
yontemlerinden, COVID-19 vakalarinin tanimlanmasi, izlenmesi, kontrol altina alinmasi ve
tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde faydalanilir (Dhamad & Abdal Rhida, 2020; Shen vd.,
2020)(Sekil 2.7).

SARS-CoV-2

N
Molecular Methods

I 1gG and IgM
Blood

. S protein
>
J lgG

Sekil 2.7. COVID-19'un molekiiler ve serolojik tespit yontemlerinin 6zeti(Dhamad & Abdal Rhida, 2020).

Serological Methods

Antijen testleri, numunede bulunan viriisteki spesifik proteinleri tespit ederek sonug

saglar. Molekiiler testlerin duyarliligi daha azdir, buna karsin acil sonuglarin gerekli oldugu
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serviler veya tarama istasyonlar1 gibi yerlerde daha avantajlidir. Ek olarak, COVID-19 testinin
erisilebilirligini ve verimliligini artirmak i¢in tiikiirik bazli testler gibi yeni, pratik teshis
yontemleri arastirilmaktadir. Erken tespit uygun tibbi miidahaleye olanak tanir, boylelikle

viriisiin yayilmasini ve mortaliteyi azaltir (Rong vd., 2022).

covib 19

Laboratuvar tani
yt’)ntemleri

Viral RNA'nIn tespiti

|

Viral proteinlerin Viral spesipik
tespiti antikorlarin tespiti
L Ag-RDTs L immunoloijk L Kultur ve Mikroskopi
Isi déngult izotermal
amplifikasyon amplifikasyon Yeni nesil sekans
yontemleri yontemleri
L RT-PCR RIEREA
TMA

NEAR
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CRISPR-Cas

Tablo 2.3. SARS-CoV-2 tespiti veya COVID-19"un tanimlanmasi i¢in kullanilan Laboratuvar tant
yontemleri(Safiabadi Tali vd., 2021)

2.7.1. Molekiiler Yontemler
PCR tabanl test yontemleri

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testleri, hedeflenen spesifik gen bdlgesini amplifiye
etmeye yonelik gelistirilen kantitatif 6l¢iim saglayan yontemlerdir. COVID-19'un bir RNA
virtisiinden kaynaklandig1 g6z dniine alindiginda, tespiti i¢in kantitatif revers-transkriptaz PCR
(qRT-PCR) yontemi kullanilmaktadir. qRT-PCR gerceklestirmek i¢in iki yontem mevcuttur.
Bu yontemlerden ilki, cDNA sentezini ve PCR amplifikasyonunu tek bir reaksiyonda birlestiren
ve deneysel hatalar1 en aza indiren tek adimli testtir. Ancak bu yaklagim, RNA dizisinin hizl
bozulmasi nedeniyle ayn1 numunenin tekrarlanan testleri i¢in uygun degildir. Diger yontem ise
ters transkripsiyonun PCR amplifikasyonundan ayri olarak gergeklestirildigi iki asamali testtir

ve bu yontem tek asamali teste gore daha duyarlidir (Ulinici vd., 2021). Buna kargin iki agamali

19



test DNA kontaminasyonu riski tasir ve daha uzun bir islem siiresi gerektirir. Giiniimiizde
ylksek 0zgilliigli ve hassasiyeti nedeniyle koronaviriis tespiti i¢in tek asamali test

kullanilmakta ve hala popiilerligini korumaktadir(Rong vd., 2022).

gRT-PCR, COVID-19'un teshisi i¢in olduk¢a hassas ve spesifik bir yOntemdir.
Uygulama, nazofaringeal siirlintii Orneginin alinmasi ile baslar. Numuneden RNA
ekstraksiyonu gerceklestirilir ve cDNA asamasina gecilir. ¢cDNA asamasindan Ters
transkripsiyonla RNA dan tamamlayici DNA ya doniistiiriilir. Bu ¢cDNA, virlis genomunu
hedef alan spesifik primerler kullanilarak PCR amplifikasyonuna tabi tutulur. Floresan boyalar
veya problar kullanilarak amplifikasyon siirecinin gercek zamanli izlenmesi, numunedeki viral
yiikiin dl¢lilmesine olanak tanir (Sekil 2.8). Viral RNA miktar1, dongii esigi (CT) degerleri ile
ters orantilidir. Dolayistyla sonuglar diisiik CT degerlerinin daha yiiksek viral yiikii gosterdigi

mantigina dayanmaktadir (Safa vd., 2010; Ulinici vd., 2021).
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Sekil 2.8. RT-PCR analizi(Safiabadi Tali vd., 2021) .
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CRISPR tabanl testler

CRISPR tabanli testler, COVID-19 tanist i¢in qRT-PCR’a gore daha hizli, basit ve
uygun fiyath bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Bu testler metodolojik olarak niikleik asit
ekstraksiyonu, hedef amplifikasyonu, CRISPR tabanli sinyal iiretimi ve tespitini igerir. Yiiksek
hassasiyet ve 6zgiilliikk sunarak alternatif yontemler arasinda 6n plana ¢ikmaktadir (Safiabadi
Tali vd., 2021)(SEKIL 2.9). Yontemin dezavantaji 10 nM'in altindaki konsantrasyonlarda

viriisleri tespit edememesidir (Butiuc-Keul vd., 2022).
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Sekil 2.9. Viral RNA tespiti igin CRISPR-Cas teknolojisinin ¢alima prensibi (Safiabadi Tali vd., 2021)

Bu testler bir¢ok hastaligin teshisinde gereken ihtiyaci karsilama potansiyeline sahip

olup, gelecek i¢in umut verici bir teknoloji olarak goriilmektedir(Butiuc-Keul vd., 2022).

Yeni nesil gen dizilimi (NGS)

NGS, bir numunedeki tam genom dizilimini tanimlamak i¢in 6zel ekipman gerektiren
karmagik bir teknolojidir. NGS genel olarak, klinik drneklerden elde edilen SARS-CoV-2"nin
genomik dizisini anlamak, COVID-19 pandemisinin odak noktalarini ortaya ¢ikarmaya, bulas
yollarini belirlemeye, patogenez nedenlerini agiklamaya ve varyantlarin zaman iginde nasil
gelistigini izlemeye yardimci olur (Bloom vd., 2020).
NGS teknolojisi 1970'lerde  gelistirilen Sanger dizilemesinin modifikasyonlarina
dayanmaktadir (Bhoyar vd., 2021). Bu teknolojiyle belirli teknikleri kullanarak dogrudan klinik
orneklerden yiiksek kalitede diziler kolayca elde edilebilir. NGS'de kullanilan teknolojiler
arasinda sentez yoluyla dizileme, ligasyon yoluyla dizileme ve iyon yar1 iletken dizileme (6rn.

nano-gozenek dizileme) yer alir (Safiabadi Tali vd., 2021)(Sekil 2.10).
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Next-generation sequencing
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Sekil 2.10. SARS-CoV-2'nin tanimlanmasi i¢in dizileme teknikleri. (A) Sanger dizilimi. (B) Sentez yoluyla yeni
nesil siralama (NGS). (C) Nanopor dizilimi(Safiabadi Tali vd., 2021).

NGS, hizli ve kapsamli genom analizi sunarak COVID-19"'un tespitinde giderek daha
cok oOnem kazanmaktadir. Numunedeki viral RNA'nin en kiiciik farkliliklarinin bile
tanimlanmasina olanak sagladigi i¢in, SARS-CoV-2’nin yeni varyantlarinin izlenmesi ve
bunlarin bulagma, viriilans ve asilama etkinligi {izerindeki etkilerinin anlasilmasi igin
kullanilmaktadir. Bu baglamda NGS Delta, Omicron ve Alpha dahil olmak {izere SARS-CoV-
2 varyantlarinin tespit edilmesinde etkili olmus ve halk sagligina énemli katkilar yapmigstir.
Diger taraftan, NGS giiclii bir tan1 araci olmasma ragmen oO6zel ekipman, deneyim ve
biyoinformatik analiz gerektirir ve bulgularin yorumlanmasi qRT-PCR'den daha uzun siirer. Bu
sinirlamalara ragmen teknoloji ilerledikce NGS, hem COVID-19 gibi kiiresel salginla
miicadelede hem de baska patojenlerle miicadelede giderek daha islevsel hale gelmektedir

(Rong vd., 2022).
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2.7.2. Serolojik yontemler
Viral antikor tespiti

Serolojik testler, hastalarin SARS-CoV-2'ye karsi nasil antikor iirettiginin anlagilmasini
saglar. Bu testler immiinoglobulin IgA, IgM, IgG veya toplam antikoru tespit edebilir (Ernst
vd., 2021).

Serolojik testler, serum, plazma veya tam kan gibi kan 6rneklerinde SARS-CoV-2'ye
yonelik antikorlari tespit eder. SARS-CoV-2'ye kars1 antikor yanit 1 ila 2 hafta stirdiigii i¢in,
hastaligin erken evrelerinde viriisiin teshisinde serolojik testlerin verimli olmadigi rapor
edilmistir. Ancak immun yanit i¢in yeterli siire gectikten sonra bu testlerin islevselligi

artmaktadir (Ulinici vd., 2021).

Serolojik testlerde genellikle SARS-CoV-2'ye 6zgii antikorlari tespit etmek igin N
proteini ve S proteinin S1 bileseninin RBD alaninin rekombinant antijenleri kullanilir(Chau vd.,

2020).

SARS-CoV-2 serolojik testlerinde siklikla IgM ve IgG arastirilir, ancak IgA tespiti daha
az yaygindir. IgA ve IgM, SARS-CoV-2'ye karst serolojik olarak bazi avantajlar
gosterebilmektedir. Ancak kan ve tiikiiriikte IgA ve IgM'nin IgG'ye gore daha hizli bir sekilde
azalmasi kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Cesitli ortamlarda veya hasta gruplarinda serolojik
reaksiyonlarin kapsamli bir sekilde anlasilmasi i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir.
Bununla birlikte IgA, IgM ve IgG'nin SARS-CoV-2'ye karsi nétralizan etkiye sahip oldugu
aciktir. Antikor tespitinde kullanilan en yaygin teknikler, ELISA'lar ve CLIA'lardir. Hizli sonug
verebilen LFIA'lar da kullanilmaktadir. Ancak zaman iginde gelisen notralize edici antikorlarin

derecesini degerlendirmek i¢in aragtirmalar devam etmektedir (Rotondo vd., 2022).

Antijen tespiti

SARS-CoV-2’yi tespit etmek amaciyla enfeksiyona yanit olarak iiretilen antikorlarin
tespit edilmesinin yani sira, enfeksiyonun varligini dogrulamak icin viral antijenlerinin
dogrudan tespiti de bir secenektir. Antijenler, T ve B lenfositlerin yiizeyindeki antijen
reseptorleri tarafindan spesifik olarak tanman, antikor iiretimini ve hiicre aracili immiin

yanitlar1 indiikleyebilen molekiillerdir(Ernst vd., 2021)

Antijen tespit yontemleri, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun erken asamalarinda aktif

replike olan viriisleri tespit etmek i¢in kullanilir. NAAT'lerin aksine, antijen tespiti SARS-CoV-

23



2 proteinlerinin tanimlanmasima dayanmaktadir. Antijen bazli testler, enzime bagh
immiinosorbent analizleri (ELISA'lar) veya kemiliiminesans immiinolojik analizler (CLIA'lar)
gibi enzim immiinolojik testi (EIA) teknolojileri kullanilarak yar1 otomatik veya otomatik
cihazlarda gerceklestirilebilir. Bununla birlikte bugiine kadarki ¢ogu antijen saptamasi,
LFIA'lar ayn1 zamanda yanal akisli immiinokromatografik gibi taginabilir cihazlar kullanilarak,

kullanim1 kolay ve hizli testlerle ger¢eklestirilmektedir (WHO, 2020).
2.8. Gualinat Baglayic1 Poteinler (GBP)

Dogal bagisiklik sistemi enfeksiyona karsi birincil savunma hattidir. Omurgalilardaki
0zel kalip tanima reseptorleri (PRR'ler), patojenle iligkili molekiiler kaliplar1 (PAMP'ler) tespit
eder. Daha sonra spesifik adaptor proteinleri, kinazlar1 aktive ederek ve aktive edilmis
transkripsiyon faktorlerinin ¢ekirdege hareketini kolaylastirarak sinyal yollarini baslatir. Bu
siire¢ interferonlar (IFN), inflamatuar sitokinler ve kemokinler gibi ¢6ziiniir aracilarin iiretimine
yol agar. IFN tarafindan uyarilmis bir hiicre, IFNAR'a baglanir ve JAK-STAT sinyal yolunu
tetikleyerek bir¢ok interferonla uyarilan genin (ISG'ler) ekspresyonununa yol acar. Bu efektor
kimyasallar viriisiin yasam dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda hedefleyebilir. Ayrica konagin
proliferatif, immiinolojik ve inflamatuar yollarini da etkileyebilir (Ezzikouri vd., 2020; Merad

vd., 2022).

Guanilat baglayici proteinler (GBP'ler), patojen enfeksiyonuna yanit olarak indiiklenen
immiin GTPazlardir. Bu proteinler tiimor nekrozundan antimikrobiyal islevlere kadar ¢ok
sayida fizyolojik role sahiptir. Ornegin bazi calismalarda bakteri/patogen vakuoliiniin
parcalanmas1 ve inflamazomun aktivasyonundaki mekanik rolleri tanimlanirken, viral
enfeksiyonlardaki islevleri de ortaya ¢ikmaktadir. GBP'lerin viriis enfeksiyonlarindaki rolii,
viral RNA/protein sentezinin engellenmesi, viral zarf glikoproteininin islenmesinin bloke
edilmesi ve viral proteinin degradasyon ic¢in hedeflenmesi gibi ¢esitli fonksiyonlari

icermektedir (Kutsch & Coers, 2021).

2.8.1. GBP yapis1 ve hiicresel lokalizasyon
GBP yapisi

GBPler oncelikle protistlerde ve bitkilerde tanimlanmistir. Giiniimiize kadar 32 takson
arasinda 132 korunmus GBP geni tanimlannustir. insanlarda hepsi tek bir kromozom kiimesi
icinde yedi GBP (hGBP-1'den 7'ye kadar) bulunmaktadir (Kirkby vd., 2023; Kutsch & Coers,
2021).
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GBP’ler, okaryotik hiicrelerde ¢ok ¢esitli hiicre ici patojenlere karst koruma saglayan
bagisiklik proteinlerinin bir siiper ailesini olusturur. Bu proteinler interferon IFN gama (IFN-y)

tarafindan indiiklenen bir GTPaz ailesinin iiyesidir. (Kutsch & Coers, 2021).

Daha once yapilan ¢alismalarda, GBP'lerin baslangicta dogustan gelen bagisikligin
temel unsurlar1 oldugu belirtilirken daha sonra, insanlar, fareler ve zebra baliklar1 ilizerinde
yapilan aragtirmalar, GBP'lerinin enflamasyonu ve mikrobiyal enfeksiyonlar1 kontrol ettigini
ortaya koymustur. Bu nedenle, GBP'lerin temel islevi hiicre otonom konak savunma
mekanizmalarini yiiriitmektir. Bu durum inflamatuar yanit1 kolaylastirarak GBP’lerin hiicrenin

dogal bagisik yanitina katki sundugunu ortaya koymaktadir(Kirkby vd., 2023).

GBP’ler, bir orta (MD) alana bagli bir N-terminal Biiyikk GTPaz (LG) alan1 ve
izoprenilasyona ugrayan bir CaaX motifi barindiran bir C-terminal GTPaz efektor (GED) alani
olmak iizere ii¢ ana alandan olusur (Sekil 2.11). GBP'ler Izoprenilasyon 6ncesi sitozol veya
cekirdekte esit olarak lokalize olur. Dimerizasyon ve CaaX bolgesinden gergeklesen
izoprenilasyon iizerine GBP'ler golgi, vezikiil benzeri organeller ve plazma membrani gibi

farkli hiicresel organellere lokalize olur ve farkli fizyolojik islevler yerine getirir(Meunier vd.,

2015).
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Sekil 2.11. GBP Yapisi1 ve Hiicresel Lokalizasyon.
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Hiicresel lokalizasyon
GBP'ler, akciger, karaciger, bobrek, sindirim sistemi, beyin ve cilt dahil olmak {izere

cesitli dokularda bulunur. Hiicre i¢indeki dagilimi su sekildedir(Kutsch & Coers, 2021):

* GBPI, yaygin veya graniiler bir dagilim sergiler. Ayrica hem plazma zarinda hem de

sitoplazmada bulunabilir.
* GBP2 ve GBP4 sitoplazma ve ¢ekirdek boyunca genis bir sekilde dagilmistir.
* GBP3 sitoplazma da lokalize olmustur.
*  GBP5 periniikleer bolgede lokalize olmustur.
*  GBP6 ve GBP7 agirlikli olarak sirasiyla orofaringeal kanal ve karacigerde bulunur.

Viriis enfeksiyonunda GBP'ler

Cesitli viral enfeksiyonlar GBP'lerin ekspresyonunu giiclii bir sekilde indiikler.
GBP'lerin bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlar sirasindaki antimikrobiyal islevleri, daha ¢ok
bakterileri ve inflamatuar bdlgeleri hedeflemektedir. Ayrica, bu proteinlerin viral
enfeksiyonlardaki rolleri ile ilgili yapilan c¢aligmalar da mevcuttur. Mevcut aragtirmalar
kapsaminda asagida, viriis merkezli temel GBP calismalarin1 genis bir islevsel gruplandirma
altinda 6zetlenmistir(Chhabra & Kalia, 2023) (Tablo 2.4). Bu c¢alismalarin ¢ogu insan ve fare
GBP'lerine odaklanmigtir. Ayrica domuz, Tupaia belangeri chinensis (Cin agac faresi) gibi

diger canlilar iizerine yapilan birka¢ ¢calismanin raporu mevcuttur ( Praefcke, 2018).
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Tablo 2.4. Viriis enfeksiyonlarinda GBP'lerin rolii(Chhabra & Kalia, 2023)

GBP

Yerlesim

Viriis

Konak

Etki sekli

GBP1

Sitoplazma ve

Plazma zari

VSV, EMCV

insan
Cin agag faresi

IFN aracili antiviral yanit
VSV genomik
transkripsiyon
inhibisyonu

HSV-1

Cin agag faresi

Otofaji induiksiyonu

HCV

insan

GTPaz aktivitesine bagli
antiviral yanit

HEV

insan

Kapsid proteininin
lizozomal kompartmana
hedeflenmesi

KSHV

insan

Aktin filamet
olusumunu bozar.

CSFV

insan

Domuz

Replikasyonun erken
evresinin GTPaz
aktivitesine bagl
inhibisyonu

Gbp1

Sitoplazma ve

Hiicre zari

DENV

Fare

KSHV viryonlarinin
nikleer ihracini su
sekilde engeller

GBP2

Sitoplazma ve
Cekirdek

VSV

Fare

GTP baglanma
modelinden bagimsiz
antiviral yanit

EMCV

Fare

GTP baglanma modeline
bagli antiviral yanit

MNV

Fare

GTPaz aktivitesi igin
gerekli olan Arg48 ve
Lys51 araciligiyla
antiviral etki

GBP3

Sitoplazma

IAV

insan

Viral RNA polimeraz
aktivitesini inhibe
ederek GTP baglanma
aktivitesine bagl
antiviral yanit

GBP5

Perintikleer bolge ve
Golgi aygiti

IAV

insan

IFN sinyalizasyonunu
aktive eder ve
proinflamatuvar
sitokinlerin Gretimi

RSV

insan

RSV SH proteininin agiri
salgilanmasina bagli
hatali virls Gretimi

HIV-1

insan

Viral zarf
glikoproteininin (Env)
islenmesine ve virion
entegrasyonuna
mudahale eder.

GBP2,

GBP5

Golgi aygiti

HIV, ZIKV, MLV, MaV, insan

Kizamik, IAV, RABV, EBLV-

1, HERV, SARS-CoV-2 Fare

FURIN proteazin
proteolitik  aktivitesini
inhibe eder, boylece viral
glikoproteinin

olgunlagmasini ve

islenmesini baskilar.
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GBP'lerin interferon ve inflamatuar aktivasyonda rolii

GBP'ler, cesitli hiicre i¢i sinyal yollariin aktivasyonuna yol agan patojen vakuoliinii
veya bakterileri spesifik olarak hedefleme yetenegine sahiptir. Bu, NLRP3 ve AIM2
inflamatuarlarinin yan1 sira kaspaz-11'in uyarilmasini igerir ve bu durum kaspaz-1'e bagh
piroptozun indiiklenmesiyle sonuglanir. Piroptoz, hiicre i¢i patojenleri ortadan kaldirmaya
yarayan, programlanmis hiicre 6liimiiniin olduk¢a inflamatuar bir seklidir. Bununla birlikte bu
sireg,  enfeksiyon  etkenlerine  karst  proinflamatuar  sitokinlerin  salinmasini

kolaylastirir(Meunier vd., 2015; Shenoy vd., 2012).

GBP'lerin virlis enfeksiyonunda interferon ve inflamatuar aktivasyonun diizenleyici
rolii, yapilan bazi calismalarda ortaya konmustur. Ornegin Fare makrofaj RAW hiicrelerinde
Gbpl'in susturulmasini igeren bir ¢alismada, DENV vyiiklerinde bir artis, NF-kB
aktivasyonunda bir bozulma, IFNP ve IL6 salgilanmasinda ise bir azalma oldugu rapor

edilmistir (Pan vd., 2012).

Baska bir calismada GBP1 ve GBP2 ekspresyon seviyelerinin, ciddi Dang hummasi
hastalarinin plazma numunelerinde azaldigi bulunmustur. Bu durum, GBP1 ve GBP2’nin
ekspresyon diizeylerinin hastalik patogenezindeki 6nemine isaret etmektedir (Mariappan vd.,
2023). Ayrica bagka bir ¢aligmada benzer sekilde, GBP5'in asir1 ekspresyonunun sirasiyla, IAV
viriisiiniin replikasyonunu kisitladig1, influenza hastalarinda ise IFN ve NF-kB sinyal yolunun

aktive edildigi rapor edilmistir(Feng vd., 2017).

Bu bulgular, GBP'lerin interferon-inflamatuar ekseni aktive etmede ¢ok 6nemli bir rol
oynayabilecegini gostermistir. Bununla birlikte yapilan ¢alismalarin sonuglart GBP'lerin viral
enfeksiyonlara karst  bagisiklik  yanit mekanizmalarimin  anlagilmasinin =~ dnemini

gostermektedir(Shenoy vd., 2012).

GBP'lerin GTPaz aktivitesine bagh antiviral rolleri

GBP'lerin viral enfeksiyonlarda GTPaz aktivitesine bagli olarak gergeklesen antiviral
rolii yapilan arastirmalar sonucu ortaya konulmustur (Sekil 2.12). Bu c¢aligmalar i¢inde en
kapsamli olan1t GBP1’in etkileri iizerine yapilmistir. GBP1’lerin bu arastirmalarda ortaya
konulan etkileri su sekildedir (Chhabra & Kalia, 2023): GBP1’in GTPaz aktivitesi, dimer
olusturma yetenegi ve virlis kaynakli bagisiklik yanit sonucu viriislerin replikasyonunu
kisitlamasi bi¢ciminde etki gdsterir. Hiicre hatlarin iizerinde yapilan ¢alismalarda GBP1'in asir1

ekspresyonunun, Influenza A viriisii (IAV), klasik domuz atesi viriisii (CSFV), domuz {ireme
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ve solunum sendromu viriisii (PRRSV), Sap hastaligi viriisii (FMDV), Vesikiiler stomatit viriisii
(VSV), Ensefalomiyokardit viriisii (EMCV), Hepatit C viriisii (HCV), Dang viriisii (DENV)
gibi RNA viriislerinin replikasyonunu azalttig1 bildirilmistir. (Naschberger vd., 2006; Ostler
vd., 2014)

Yapilan bir ¢calismada GBP2’nin, GTP baglama ve hidroliz aktivitesi yoluyla EMCV ve
Murine Norovirus (MNV)nin replikasyonunu anti-VSV aktivitesi gdstermeksizin inhibe ettigi
bildirilmistir. Ayrica GBP2 ve GBPS5 hiicresel proteaz FURIN'in aktivitesini inhibe ederek
viriisiin hem olgunlasmasini hem de olgun viryon partikiiliiniin islenmesi bozdugu da
belirtilmistir (Mariappan vd., 2023). GBP5 RSV’nin SH (kii¢iik hidrofobik) protein miktarini
azaltarak replikasyonunu engelledigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda GBP5, HIV-1(insan
bagisiklik yetmezlik viriisii tip 1)’in zarf glikoprotein (Env) replikasyonunu ve islenmesini ve
olgun viryon partikiiliine dahil edilmesini engelleyerek HIV-1 enfektivitesini de kisitladigi
gosterilmistir(Feng vd., 2017).

GBP3, viral polimeraz kompleksinin aktivitesini inhibe ederek IAV enfeksiyonunu
baskilar. GBP3 ayrica [FNy tarafindan indiiksiyon {izerine, LC3 ve interferon ile indiiklenebilir
GTPazlar, MNV'nin replikasyon kompleksi ile etkilesime girerek replikasyonunu inhibe
eder(Nordmann vd., 2012).
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Sekil 2.12. GBP'lerin GTPaz aktivitesine bagl antiviral rolleri
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Mevcut c¢aligmalardan elde edilen bulgular, GBP'lerin artan ekspresyonunun, GTP'nin
baglanmasina ve hidrolizine yol agtigini gostermektedir. Bu durumun ¢esitli viriislerin
replikasyonunu engelledigini goriilmektedir. Ayrica bu inhibitdr etki, viral niikleik asit
sentezinin ve viral protein translasyonunun baskilanmasina baglanabilir. Arastirmalarin
sonuclari, GBP'lerin viral enfeksiyonlara karst konak¢i savunma mekanizmasindaki

potansiyelini vurgulamaktadir. (Zhao vd., 2023)

GBP2 ve GBPS antiviral mekanizmas

HIV-1 ve diger retroviriislere karsi antiviral 6zellikleriyle bilinen bir protein olan
GBP5'in, Env’in glikozilasyon siirecini hedefleyerek viral replikasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir. Spesifik olarak, Golgi lokalize GBPS5, Env glikoproteini gp120min N-bagh
glikozilasyonunu engelleyerek yiizey ekspresyonunun ve viriis enfektivitesinin azalmasina yol

actig1 belirtilmistir(Hotter vd., 2017).

Daha sonraki arastirmalar, GBP2 ve GBP5'in ayrica Golgi'de yerlesik proteaz furinin
aktivitesine miidahale ettigini, dolayisiyla Env glikoproteinlerinin HIV-1 virionlarma dahil
edilmesini baskiladigini ortaya ¢ikardi. GBP2 ve GBP5'in devre dist birakilmasinin bulasici
HIV-1 verimini arttirdig1 gézlemlendi. Bununla birlikte GBP5'in devre dig1 birakilmasinin ise
kizamik, IAV ve ZIKV replikasyonunu arttirdigi bulundu. Ek olarak GBP2 ve GBP5, Marburg

ve murin 16semi viriislerine karsi viral enfektivitenin azaldigini gosterdi (Braun vd., 2019).

COVID-19 salgint sirasinda yapilan bir aragtirmada, GBP2 ve GBP5'in, furin aracili
spike protein boliinmesini bozarak erken nesil SARS-CoV-2 suslart Wuhan-Hu-1 ve VIC'nin
neden oldugu enfeksiyonu dnemli 6l¢iide 6nledigi gosterilmistir. Bununla birlikte SARS-CoV-
2'nin Alfa ve Delta suslari, GBP aracili inhibisyondan kagacak mekanizmalar gelistirdigi rapor
edilmistir(D. Mesner vd., 2023).GBPS5 ayrica RSV SH proteininin mikro partikiillere hiicre dis1
sallmmminin  arttirilmasiyla da iliskilendirilerek virlis replikasyonunun kisitlanmasiyla
iligkilendirilmistir. Bu bulgular, Golgi'de lokalize GBP2 ve GBP5'in ¢esitli viral proteinleri
modiile etmede ve virionlarin olusumunu engellemedeki kritik roliinii vurgulamaktadir(Kirkby

vd., 2023).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Hasta secimi

Bu calismaya, Kasim 2020 ile Subat 2021 tarihleri arasinda Meram Tip Fakiiltesi
Hastanesine bagvuran ve SARS-CoV-2 qRT-PCR sonucu pozitif olarak tespit edilen 18-80 yas
araliginda 150 hasta dahil edildi. Bu ¢alismanin kontrol grubunu, COVID-19 tanis1 alan hasta
ile benzer yas araliginda ve benzer ko-morbid hastaliklara sahip SARS-CoV-2 RT-PCR testi
negatif olan 50 yetigkin olusturuldu. Klinik klavuzlarda COVID-19 tanili hastalarin klinik
semptom ve bulgular1 baz alinarak hafif, orta, siddetli ve kritik olarak siniflandirilmaktadir

(Tingbo, 2020). Calisma grubumuz bu sekilde siniflandirilmis hastalardan elde edilmis tam kan

numunelerini igermektedir.

3.1.2. Arag ve gerecler

Kullanilan cihazlar ve laboratuvar araglart

Santrifiij (Sigma k-15-1, Almanya)

Etliv (Niive EN 500, Tiirkiye)

-20 °C Derin dondurucu (Ugur Derin Dondurucu, Tiirkiye)

-80 °C Derin dondurucu (Jouan, Danimarka)

+4 °C Sogutucu (Bosch, Almanya)

1, 5 mI’lik kapakli ependorf tiip (Isolab, Almanya)

Otomatik ayarlanabilir pipetler (Eppendorf, Almanya)

qRT-PCR (LightCycler96, Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)

Distile su cihaz1 (Milli pore, Fransa)

Kullanmilan kimyasallar

Total mRNA izolasyon kiti - Sanprep column microRNA miniprep kit-SK8811
(Biobasic- New York, ABD)

cDNA izolasyon kiti - OneScript Plus cDNA Synthesis Kit -G236 (Abm,
Richmond, Canada

mRNA gPCR mastermix - BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix-G291 (Empirical
Bioscience, Waltham, ABD)

Referans Gen Primerleri

Hedef RNA Primerleri

31



3.2. YONTEM

Hasta gruplarinin kendi aralarinda ve kontrol grubu ile GBP2 ve GBPS5 ekspresyon
diizeylerinin kiyaslanmasi amaglanmistir. Bu amagla hasta ve kontrol grubundan alinan
numunelerde qRT-PCR yo6ntemi ile GBP2 ve GBPS5 gen ekspresyon diizeyleri arastirtlmigtir.
Deneysel siire¢ genel olarak RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve hedef gen ekspresyon

diizeylerinin kantitatif olarak analizini icermektedir.

3.2.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda hazir kit kullanilarak
gerceklestirildi. Kisaca, hasta ve kontrol grubundan alinan her bir tam kan 6rnegi 1,5 ml, RNaz
icermeyen santrifiij tlipiine 0,5 ml antikoagiilasyon ajanmi1 eklendi. Oda sicakliginda 2 dk
bekletilen tiipler 10.000 x g'de santrifiijlenip siipernatan atildi. Daha sonra 0,5 ml USS eklenen
tiipler ters cevrilirek karistirlmigtir. Karistirilan tiip yine oda sicakliginda 2 dk 10.000 x g'de
santrifiijlenerek stipernatant atildi. Siipernantant atildiktan sonra 1 ml miRNAExtractor ekleyip,
tekrar ters ¢evrilerek karistirildi. Oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edilen numuneler 0.2 ml
kloroform eklenerek 30 saniye boyunca vortekslendi. Vortekslenen 6rnek 4°C'de 10 dakika
boyunca 12.000 g'de santrifiijlendi. Santrifiij isleminden sonra numunenin 3 faza ayrildigi
gdzlemlendi. Ustteki RNA igeren renksiz faz (yaklasik 540 pl) yeni bir santrifiij tiipiine aktarilip
absolii etanol eklenerek pipetaj yapildi. Daha sonra Spin kolon TR’ye aktarilip, 12.000 g'de 2
dk santrifiijlenip siiziintii kism1 atildi. Spin kolona 0,5 ml RPE soliisyonu ekleyip, 12.000 g'de
30 saniye santrifiijlenip tekrar siiziinti kismi atildi. Daha sonra 5. adim bir kez daha
tekrarlanmigtir. Elde edilen 6rnek 12.000 g'de 30 saniye boyunca santrifiijlendi. Daha sonra
kolon yeni bir tiipe yerlestirilip iizerine 30-50 ul USS eklenerek 2 dakika bekletilmis ve 30
saniye boyunca 12.000 g'de santrifiijlendi. Elde edilen RNA ¢6zeltisi -80°C'de muhafaza edildi.

3.2.2. cDNA eldesi

cDNA eldesinde OneScript Plus ¢cDNA sentez kiti kullanildi (Tablo 3.1). Uretici
firmanin Onerileri dogrultusunda tiim 6rnekler icin termal dongii sartlar1 belirlendi. Sirasiyla
50-55°C'de 15 dk inkiibasyon, 85°C'de 5 dk inkiibasyon ve sogutma dongiisiiyle cDNA
sentezini gergeklestirildi. Uygulanan protokol sonrasinda elde edilen ¢cDNA’lar -20°C’de

muhafaza edildi.
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Tablo 3.1. OneScript Plus cDNA sentez kit bilegenleri

Bilesenler Ornek basina hacim (pl)
5X RT Bufter 4 uL
dNTP 1 uL
Primers 1 ul
Toral RNA or poly(A) + mRNA Degisken ( 1 ng- 2pL/rxn)
OnerScript Plus RTase 1 puL
Nuklease- free HO 20 pL ye kadar

3.3.3 Gen ekspresyonunun belirlenmesi

GBP2 ve GBP5 geninin mRNA diizeyinde ekspresyonunun tespiti i¢in qRT-PCR analizi
yapildi. Bunun i¢in hazirlanan 6n karisimda BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix-G291 (Empirical
Bioscience, Waltham, ABD) kullanildi (Tablo 3.2). Kullanilan primer dizileri (Tablo 3.3) ve bu

primelerin 6zellikleri (Tablo 3.4) verilmistir.

Tablo 3.2. GBP2 ve GBPS proteinlerinin gen ekspresyon diizeyi dl¢iimii icin PCR bilesenleri

Bilesenler Ornek basina hacim (ul)
BlasTag™ 2X qPCR MasterMix 10 ul
F-primer 0,6 ul
R-primer 0,6 ul
ddH>O 3,8 ul
cDNA 5ul
Toplam Hacim 21ul

Tablo 3.3. GBP2 ve GBPS geninin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilan primer dizileri

Primer Forward Revers
GBP2 CATCACTCCTGCCAAGTGGT ACAGATCATGCAGCCTCCAC
GBP5 CATCACTCCTGCCAAGTGGT ACAGATCATGCAGCCTCCAC
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Tablo 3.4. GBP2 ve GBPS5 genlerine ait primerlerin 6zellikleri

Primer Ad1 Uriin boyutu (bg) Tm (°C) % GC Primer Uzunlugu
GBP2 F 59,96 55.00 20
129
R 60,11 55.00 20
GBP5 175 F 59,87 47.62 21
R 59,96 50.00 20

Her o6rnege ait elde edilen cDNA, Tablo 3.5’te verilen bilesimleri igeren karigimla
birlikte tiiplere eklendi. GBP2 ve GBPS5 ekspresyon diizeyinin dl¢iilebilmesi i¢in Tablo 3.6’da

verilen kosullar saglantiktan sonra qRT-PCR reaksiyonu kuruldu.

Tablo 3.5. GBP2 ekspresyon diizeyinin dl¢iildiigii gRT-PCR kosullari

Sicaklik Stire Dongii
Denaturasyon 95°C 180 sn
Amplifikasyon 95°C 10 sn.
59°C 30 sn 45
72 °C 5sn
Erime Egrisi 95°C 10 sn
65 °C 60 sn
97 °C
Soguma 37°C 30 sn

Tablo 3.6. GBPS ifade diizeyinin 6l¢iildiigii qRT-PCR ayarlar

Sicaklik Stire Dongii
Denaturasyon 95°C 180 sn
Amplifikasyon 95°C 10 sn.
Bu dongii 45 kez saglanir. (45 57°C 30 sn 45
cycle, Ramp-rite 1,6°C/sn, 75 oc 5 sn
saniyedeki 1s1 degisimi)
Erime Egrisi 95°C 10 sn
65 °C 60 sn
97 °C
Soguma 37°C 30 sn
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3.3.4 Verilerin analizi

Her hasta 6rnegi igin referans ve hedef Ct degerleri hesaplandi. Elde edilen Ct degerleri
kullanilarak goreceli fold change analizi yapildi. Ekspresyon diizeyleri arasindaki grup
farklarinin istatistiksel analizi i¢in Graphpad Prism 9 Yazilim programi tercih edildi. GBP2 ve
GBPS5 proteinleri icin her biri kendi iginde farkli hasta gruplar1 arasinda yapilan analizlerde
prognoza ait bagimsiz drneklem tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yontemi kullanilarak
hesaplandi. Analiz edilen tiim degerler i¢in p <0.05 degeri anlamli kabul edildi. Daha sonra

elde edilen veriler tablo halinde ifade edildi.
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4.BULGULAR

Caligmaya klinik kilavuzlar dogrultusunda COVID-19 tanili hastalarin klinik semptom
ve bulgular1 baz alinarak hafif, orta, siddetli ve kritik olarak siniflandirilan 150 COVID-19
olgusu (76 kadin, 74 erkek) ve COVID-19 olmayan 50 kontrol dahil edildi.

COVID-19 tanili farkli prognoza sahip hasta guruplarindan alinan kan orneklerinde
GBP2 geninin mRNA diizeyinde ekspresyonu i¢in qRT-PCR analizi yapildi. GBP2 ce GBP5
geninin qRT-PCR sonuglari, birinci adim Ct degeri dl¢iildii. Bu iki hedef gene ait CT verileri
GAPDH geni ile normalize edildi ve kat degisiminin hesaplanmasi igin 2-42¢t (Tablo 4.1)

formiili kullanildi.

4.1. GBP2 Bulgulan

GBP2 geninin mRNA ekspresyon diizeyi acisindan hasta guruplarina gore istatistiksel
olarak (p=0,001) anlaml1 bir dagilim sergiledi. GBP2 geninin ekspresyon diizeyi hafif, orta,
agir ve kritik hasta gruplart arasinda karsilastirildiginda, ekspresyon diizeyinin hastaligin

siddetiyle ters orantili (Tablo 4.1, Sekil 4.1) oldugu gézlemlendi.

GBP2 ekspresyon diizeyi ile hastaligin siddeti arasinda korelasyon oldugu goriildii.
COVID-19 tanili farkli prognoz sergileyen hastalarda GBP2 geninin ekspresyon diizeyleri

arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi.

Tablo 4.1. Referans gen GAPDH'ye gére GBP2 geninin ekspresyonundaki kat degisimi

Hasta GAPDH GBP2Ct DCt(Avg. GBP2- DDCt (Avg. DCt-  Normalized GBP2 mRNA
Guruplar1  Ct Avg. GAPDH) Avg. DCt control +  expression relative to
SD) control 224 €T+ SD (min,

max)

Kontrol 22.81 30.08 7,27 0 1

Hafif 23,20 28,22 5,02 -2,25 4,76

Orta 23,55 29,37 5,32 -1,95 3,86

Agir 23,26 29,08 5,82 -1,45 2,73

Kritik 23,23 31,10 7,87 0,6 0,66

Toplam 23.30 29.40 6,1 -1,17 2,25

Hasta

GBP 2 Mean SD

Kontrol 1,00 0,453959

Hafif 4,76 0,805402

Orta 3,86 0,927376

Agir 2,73 0,650211

Kritik 0,6 0,325459
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Kontrol Hafif Orta Agir Kritik

Sekil 4.1. GBP2 ekspresyon diizeyinin farkli prognoz gruplarindaki dagilimi

4.2. GBPS Bulgulan

Hafif, orta, agir ve kritik hasta gruplari arasinda karsilastirildiginda GBP5 geninin
ekspresyon diizeyinin farkli oranlara sahip (Tablo 4.2, Sekil 4.2) oldugu gozlemlendi. Sadece
kritik hasta grubunda GBP5 geninin ekspresyon diizeyinin 1liml1 bir artis oldugu goriildii.

Tablo 4.2. Referans gen GAPDH'ye gére GBPS geninin ekspresyonundaki kat degisimi

Hasta GAPDH GBP5 DCt (Avg. GBP5- DDCt (Avg. DCt-  Normalized GBPS mRNA

Guruplart  Ct Ct Avg. GAPDH) Avg. DCt control + expression relative to
SD) control 224€T £+ SD (min,

max)

Kontrol 22.81 37.31 14.50 0 1

Hafif 23,20 37,62 14,42 -0,08 1,06

Orta 23,55 37,84 14,29 -0,21 1,16

Agir 23,26 37,40 14,14 -0,36 1,28

Kritik 23,23 37,30 14,07 -0,43 1,35

Toplam 23.30 37.55 14,25 -0.25 1.19

Hasta

GBP5 Mean SD

Kontrol 1,00 0,453959

Hafif 1,06 0,365772

Orta 1,16 0,511557

Agir 1,28 0,800459

Kritik 1,35 0,204867

38



Ekspresyon dizeyi

GBP5S

2,0 ~

*
1,5
1,0 w
0,5 f
0,0

Kontrol Hafif Orta Agir Kritik

Sekil 4.2. GBPS5 ekspresyon diizeyinin farkli prognoz gruplarindaki dagilimi
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S.TARTISMA

COVID-19, salginin baglangicindan itibaren her yas grubundaki insani etkiledi. Enfekte
olan ¢ogu kiside hafif ila orta derecede semptomlar goriilmekte olmasina karsin altta yatan
hastalig1 olan 60 yas iistii bireylerde 6liim riski olusturdu. Hastalik diinya ¢apinda hizla yayildi
ve milyonlarca insanin dliimiine yol acti. Bu dramatik durum, etkenin genomik ve morfolojik
ozelliklerini, hastaliin patogenezini ve bulas dinamiklerini ayrintili sekilde ortaya ¢ikararak
etkili agilarin ve ilaglarin gelistirilmesini zorunlu kildigindan tiim diinyada bu baglamda yogun

calisilmalar yapildi(W. Khan, Khan, vd., 2023)

COVID-19’in patogenezi, viriisiin konak hiicreye girisi ve viral replikasyon, hiicresel
istila, dogal immiin yanit, inflamasyon ve edinsel immiin yanit olmak iizere bir dizi karmagik
stireci igermektedir(Lee vd., 2022). COVID-19 patogenezinde hala aydinlatilamamis pek ¢ok
kisim vardir. Bunlarin basinda immiin sistemin patojenezdeki rolii gelmektedir(Ezzikouri vd.,

2020)

Dogal antiviral yanitin giliglii ve en 6nemli komponentlerinden olan interferonlar,
interferonla uyarilan geni (ISG) up-regiile etmektedir. Bu genlerin {iriinlerinin pek ¢ok islevi
bulunmaktadir ve esas olarak viral replikasyon dongiisiiniin her adiminda yer alirlar. Bu ISG’ler
arasinda guanilat baglayici proteinler (GBP) bas1 ¢eker. GBP'ler, antijenik molekiillere yanit
olarak indiiklenen immiin GTPaz’lardir. Covid-19 hastaliginin seyri, bireysel farkliliklar ve
degisken immiin-dinamikler dikkate alindiginda; GBP’lerin bu hastaliga yakalanan
bireylerdeki hastaligin patogenez ve prognozunda rol alan kritik bir faktér oldugu
anlagilmaktadir (Ulinici vd., 2021). Yapilan ¢alismalarda viral enfeksiyonlarin GBP'lerin
ekspresyonunu artirici etki gosterdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, inflamatuar aktivasyonu
diizenleyici rolii oldugu da ortaya konmustur (Kutsch & Coers, 2021). Literatiirde GBP’ler ile
ilgili viral enfeksiyonlar ya da daha farkli alanlarda klinik ¢aligmalar mevcut olmasina ragmen
GBP’lerin COVID-19 prognozu iizerine etkisi ile ilgili bir ¢calisma bulunmamaktadir. Bu
calisgmamizda COVID-19 hastalarindaki GBP2 ve GBP5’in ekspresyon diizeylerinin prognoza

etkilerini incelenmistir.

GBP’lerin tiimor nekrozundan antimikrobiyal iglevlere kadar ¢ok sayida fizyolojik role
sahip oldugu yapilan galismalarda gosterilmistir. Ornegin bir arastirmada (Kutsch & Coers,
2021) patogen vakuoliiniin pargalanmasi ve inflamazomun aktivasyonunda mekanik rolleri

oldugu tespit edilmistir. GBP'lerin viriis enfeksiyonunda interferon ve inflamatuar
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aktivasyonun diizenleyici roliine iligkin, fare makrofaj RAW hiicrelerinde Gbpl'in
susturulmasini igeren bir ¢alismada, DENV yiiklerinde artis, NF-xB aktivasyonunda bir
bozulma, IFNP ve IL6 salgilanmasinda ise azalma oldugu rapor edilmistir(Chhabra vd., 2022).
Bagka bir ¢alismada ciddi Dang hummas1 hastalarin plazma numunelerinde Gbpl ve GBP2
ekspresyon seviyelerinin azaldigr bulunmustur. Dolayisiyla GBP1 ve GBP2’nin ekspresyon
diizeylerinin Dang hummas1 patogenezindeki 6nemi vurgulanmigtir (Mariappan vd., 2023).
Ayrica baska bir calismada benzer sekilde, GBP5'in asir1 ekspresyonunun sirasiyla, IAV
viriisliniin replikasyonunu kisitladigi, influenza hastalarinda ise IFN ve NF-kB sinyal yolunun

aktive edildigi rapor edilmistir(Pan vd., 2012)

GBP'ler viral enfeksiyonlarda viral RNA/protein sentezinin engellenmesi, viral zarf
glikoproteininin iglenmesinin bloke edilmesi ve viral proteinin degradasyon i¢in hedeflenmesi
gibi ¢esitli roller tistlenmektedir (Kutsch & Coers, 2021). GBP'lerin antiviral roliine iligkin
Chhabra ve Kalia tarafindan yapilan kapsamli bir arastirmada GBP1’in GTPaz aktivitesi, dimer
olusturma yetenegi ve virlis kaynakli bagisiklik yanit sonucu viriislerin replikasyonunu
kisitladigt tespit edilmistir(Zou vd., 2017) Bununla birlikte yapilan baska bir calisma da ise
GBP1'in asir1 ekspresyonunun, Influenza A viriisii (IAV), klasik domuz atesi viriisii (CSFV),
domuz tireme ve solunum sendromu viriisii (PRRSV), Sap hastaligi viriisii (FMDV), Vesikiiler
stomatit viriisii (VSV), Ensefalomiyokardit viriisii (EMCV), Hepatit C viriisii (HCV), Dang
viriisii (DENV) gibi RNA viriislerinin replikasyonunu azalttig1 bildirilmistir(Ostler vd., 2014).
Nordmann ve arkadaglari tarafindan 2012 de GBP3 ile ilgili yapilan bir ¢aligma da ise, protenin
viral polimeraz kompleksinin aktivitesini inhibe ederek IAV enfeksiyonunu baskiladig:
bildirilmistir. GBP3 ayrica IFNy aracili indiiksiyonu takiben LC3 ve interferon ile
indiiklenebilir GTPaz’larin Murine Norovirus (MNV) replikasyon kompleksi ile etkilegsime

girerek viriisiin replikasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir (Nordmann et al., 2012).

GBP'lerin viral replikasyon iizerindeki Onleyici etkileri oldugu yapilan ¢alismalarla
ortaya konmaktadir (Kirkby vd., 2023). Bu verilerle birlikte GBP’lerin viriisiin enfektivitesi
icin gerekli olan zarf proteinlerinin furin aracili islenmesi gibi 6nemli viral siirecleri etkiledigini
gostermistir(D. ;Ann-K. R. Mesner vd., 2019). Arastirmamiza konu olan GBP2 ve GBP5’e dair
yapilan bazi caligmalarda, bu iki proteinin viral enfeksiyonun prognozunda anahtar rol
oynandig1 vurgulanmaktadir(D. Mesner vd., 2023)Braun ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calisma da GBP2 ve GBPS5 hiicresel proteaz FURIN'in aktivitesini inhibe ederek viriisiin hem

olgunlagsmasini hem de olgun viryon partikiiliiniin islenmesini bozdugu belirtilmistir(Braun vd.,
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2019). Bagka bir calismada ise GBP5'in, Env’in glikozilasyon siirecini hedefleyerek viral
replikasyonu inhibe ettigi gosterilmistir(Krapp vd., 2016). Ayrica GBP5’in Golgide lokalize
oldugu, Env glikoproteini gpl120'min N-bagh glikozilasyonunu engelleyerek yiizey
ekspresyonunun ve viriis enfektivitesinin azalmasina yol actig1 Li ve arkadaslarinin yaptiklar

caligma da rapor edilmistir (Z. Li vd., 2020)

COVID-19 salgmi sirasinda yapilan bir arastirmada ise, GBP2 ve GBP5'in, furin aracil
spike protein boliinmesini bozarak erken nesil SARS-CoV-2 suslart Wuhan-Hu-1 ve VIC'nin
neden oldugu enfeksiyonu dnemli 6l¢iide 6nledigi gosterilmistir. Bununla birlikte SARS-CoV-
2'nin Alfa ve Delta suslari, GBP aracili inhibisyondan kagacak mekanizmalar gelistirdigi rapor
edilmistir (D. Mesner vd., 2023)GBPS ayrica RSV SH proteininin mikro partikiillere hiicre dis1
sallmmminin  arttirilmasiyla da iliskilendirilerek virlis replikasyonunun kisitlanmasiyla
iliskilendirilmistir (Z. Li vd., 2020). Bu bulgular, golgide lokalize GBP2 ve GBP5'in ¢esitli
viral proteinleri modiile etmede ve virionlarin olusumunu engellemedeki kritik roliinii

vurgulamaktadir (Kirkby et al., 2023).

Yapilan caligmalar viral enfeksiyonlara karsi bagisiklik yanit mekanizmalarinda
GBP'lerin iistlendigi roliin anlagilmasinin 6nemini gostermektedir. Bizim ¢alismamizda GBP2
ekspresyon diizeyi ile klinik prognozun siddeti arasinda korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Ekspresyon en az kritik hastalarda gozlemlenirken hastalik siddetinin azalmasiyla dogru
orantili olarak gen ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir. Bu verilerle birlikte COVID-19
tanil1 farkli prognoz sergileyen hastalarda GBP2 geninin ekspresyon diizeyleri arasinda anlaml
bir fark oldugu tespit edilmistir. Ortaya ¢ikan sonuca gore GBP2’nin ekspresyon diizeylerinin
COVID-19’un patogenezinde rol oynadigi tahmin edilmektedir. Dolayisiyla ¢alismamiz, GBP
2’nin COVID-19enfeksiyonuna karsi konakgi direncine katkida bulunabilecegini ortaya
koymaktadir. Caligmamiza konu olan diger bir protein olan GBP5’in, hafif, orta, agir ve kritik
hasta gruplari arasinda karsilastirildiginda, kritik hasta grubundaki ilimli artis disinda

ekspresyon diizeylerinde anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir.

Calisimiz da ortaya ¢ikan bulgular, GBP2 ve 5'in gen ekspresyon diizeylerindeki
degisimin COVID-19’un seyrindeki potansiyel etkilerini ortaya konmaktadir. Bu durumun
COVID-19’un teshisi ve tedavisinde yeni yontemlerin gelistirilmesi gibi klinik yaklagimlara
yardimci olabilecegi ongoriilmektedir. Ilgili proteinlerin COVID-19'un patogenezindeki roliinii

tam olarak anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonug¢

Calismamizda GBP2 ve GBP5 gen ekspresyon diizeylerinin COVID-19prognozuna
etkisi aragtirdik. Bu ¢alismaya, COVID-19 tanili 150 hasta ve benzer ko-morbid hastaliklara
sahip COVID-19 testi negatif olan 50 yetiskin olusturmugtur. COVID-19 tanil1 hastalarin klinik
semptom ve bulgulari baz alinarak hafif, orta, siddetli ve kritik olarak siniflandirilmistir. Hasta
gruplarinin kendi aralarinda ve kontrol grubu ile GBP2 ve GBP5 ekspresyon diizeylerinin
kiyaslanmasi yapilmistir. GBP2 geninin mRNA ekspresyon diizeyi agisindan hasta guruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli bir dagilim sergiledigi tespit edilmistir. GBP2 geninin
ekspresyon diizeyi hafif hastalarda en fazla ekspe, orta, agir ve kritik hasta gruplar1 arasinda
karsilagtirildiginda, ekspresyon diizeyinin hastaligin klinik prognozunun siddetiyle dogru
orantili oldugu gozlemlenmistir. Hafif, orta, agir ve kritik hasta gruplarn arasinda
karsilagtirildiginda GBPS geninin ekspresyon diizeyinin farkli oranlara sahip oldugu tespit
edilmistir. Sadece kritik hasta grubunda GBP5 geninin ekspresyon diizeyinin iliml bir artig

oldugu goriilmiistiir.

6.2. Oneriler

Arastirmamizda analiz ettigimiz 6rnekler hatalardan tek zamanl olarak ve hastada n
hastaya degisecek bi¢cimde enfeksiyonun farkli evrelerinden elde edilmistir ve enfeksiyon
siirecini tam olarak gozlemleyebilecek ¢oklu dlgiimler icermemektedir. Bu durum GBP’lerin
enfeksiyon siiresince oynadiklari roliin tam olarak agiklanabilmesi acgisindan arastirmamizin

kisitlayici yonii olarak degerlendirilmistir.

GBP2 ve GBP5’in gen ekspresyon diizeyindeki farkliliklardan dolayr bu genlerin
COVID-19 prognozu lizerinde etkisi olabilecegine dair kuvvetli ipuclari elde edilmistir.
Calismamiz ile GBP2 ve GBP5’in gen ekspresyon diizeylerinde ortaya ¢ikarilan fotograf ile bu
proteinlerin COVID-19’un seyrindeki potansiyel etkisi ortaya ¢ikarildig diisiiniilmektedir. Bu
yeni bilgiler 1s181nda, sadece Covid-19 i¢in degil diger viral enfeksiyonlar i¢cin de yeni bir
perspektifin ¢ikacagini iimit etmekteyiz. Ayrica, COVID-19 ve benzeri viral hastaliklar i¢in bu
proteinlerin COVID-19'un patogenezindeki roliinii tam olarak anlamak, hastaligin teshisi ve
terapotik stratejileri i¢cin yeni yontemlerin gelistirilmesi i¢in daha fazla arasgtirmaya ihtiyag

vardir.
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8. EKLER

8.1. EK 1 Etik Kurul Karari

T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
ILAC VE TIBBI CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETIK KURUL KARARI

Toplant: Sayis1:162

Toplant: Tarihi: 21 Ekim 2022

Kmmmm%( 11517)N.E.U, Meram Tip Fakilltesi Temel Tip Bilimleri Boliimi Tibbi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Oyesi Prof. Dr. Bahadir FEYZIOGLU nun “GBP2 ve GBPS gen
ckspresyon diizeylerinin COVID 19 prognozuna etkisi” baghkli doktora tez caligmas: ile ilgili
14.10.2022 tarihli dilekgesi ve ekleri gorilsiildd, Abdullah Yiicel BABA min doktora tez galigmasimn
N.E.0. Meram Tip Fakoltesi Temel Tip Bilimleri Boluma Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Bahadir FEYZIOGLU nun sorumlulugunda biitge desteginin saglandigina dair belgenin
llag ve Tibbi Cihaz Dist Aragtirmalar Etik Kuruluna sunuldukian sonra ¢aligmanin baglamasinin uygun
olduguna oybirligi ile karar verilmistir.
Not: Caligma ile ilgili gerekli izinlerin alinmasi ve yasal sorumluluk aragirmacilara aittir.
Sorumlu Aragtirmact: Prof, Dr. Bahadir FEYZIOGLU
Yardime:r Arastirmaci: Abdullah Yiicel BABA

ASLIGIBIDIR =
21.10.2022

Prof. Dr. Saim ACIKGOZOGLU
iflag ve Tibbi Cihaz Dis: Arastirmalar Etik Kurul Bagkan:
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