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OZET

PANDEMIK SARS-COV-2 ENFEKSIYONU GECIREN HASTALARDA
MIiRNA ARASTIRILMASI
DR. GOKCE KADER ARSLAN
TIPTA UZMANLIK TEZi
KONYA, 2023

Amac: SARS-CoV-2'nin konak bagigik yanitim tetikledigi ve buna bagl olarak semptomlara neden oldugu
bilinmektedir. Ozellikle gen ekspresyonunu ve protein fonksiyonunu diizenlemede etkili miRNA'lar, viral
hastaliklarda rol almaktadir. MiRNA (miR) ekpresyonundaki degisiklikler hedef proteinlerin yapisinda ve
islevlerinde degisikliklere neden olarak hastaliklarin patogenezine katkida bulunabilmektedir. Caliymamizin amaci,
SARS-COV-2 ile enfekte hastalar1 saglikli kontrol grubuyla kargilagtirarak miR-19a-3p, miR19b-3p, miR-21,
miR-26a-5p, miR-146a, miR-let-7b-3p, MiR-155, miR-16, miR-590, miR-1307-3p serum diizeylerini 6lgerek
klinik tabloyla iliskisini belirlemektir.

Yontem: Calismaya PZR yontemi ile COVID-19 tanis1 konan 70 hasta ve herhangi bir hastaligi olmayan 30
kontrol grubunun kan 6rnekleri dahil edildi. Hastalar hafif, orta, agir olmak tiizere ii¢ gruba ayrildi. MiRNA
izolasyonu amactyla SanPrep Column MicroRNA Mini-Prep kiti (Bio Basic Inc., Toronto, Kanada) kullanildi.
Daha sonra miRNA’dan ¢cDNA elde edilmesi miRNA All-In-One ¢cDNA Synthesis kit (Applied Biological
Materials (ABM) Inc., Richmond, Kanada) ticari kiti ile gerceklestirildi. MiRNA seviye Glgtimleri ise real time
PZR kiti (ABM Inc., Richmond, Kanada) ile yapildi. Relatif ekspresyonlarin hesaplanmasinda Livak'in AACT

metodu kullamlarak 2644 degerleri hesaplandi.

Bulgular: MiR-1307-3p, miR-146, miR-26a-5p, miR-21, miR-19a-3p, MiR19b-3p, miR-let-7b-3p’nin serum
ekspresyon diizeyleri COVID-19 hastalarinda daha yiiksek tespit edildi. COVID-19 hastalarinda miR-1307-3p, miR-
146, miR-26a-5p, miR-21, miR19b-3p, miR-let-7b-3p istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). MiR-16’da asag
regiilasyon gozlendi. Hasta gruplar arasmnda miR ekspresyon diizeyleri farklilik gdsterdi.

Sonug¢: Konak-viriis etkilesimleri géz oniine alindiginda, miRNA’larin COVID-19’da hem terapotik hedef
olabilecegini hem de hastaligin patogenezini anlamaya yardimci olacagimi disiiniiyoruz. Hastaligin

patogenezinin anlasilmasinda in vivo ve in vitro deneyler ile birlikte klinik ¢alismalarinin yapilmasi 6nem arz

etmektedir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, miR-146, miR-26a-5p, miR-21, miR-let-7b-3p



ABSTRACT

MIRNA INVESTIGATION IN PATIENTS WITH PANDEMIC SARS-COV-2
INFECTION

DR. GOKCE KADER ARSLAN
THESIS OF MEDICAL SPECIALTY

KONYA 2023

Objective: It is known that SARS-CoV-2 triggers the host immune response and accordingly causes
symptoms. In particular, miRNAs that are effective in regulating gene expression and protein function play a
role in viral diseases. Changes in miRNA (miR) expression may contribute to the pathogenesis of diseases by
causing changes in the structure and functions of target proteins. The aim of our study was to compare the
patients infected with SARS-COV-2 with the healthy control group and compare miR-19a-3p, miR19b-3p,
miR-21, miR-26a-5p, MiR-146a, miR-let-7b-3p, miR-155, miR-16, miR-590, miR-1307-3p. To determine

the effect on the clinical correlation by measuring the serum levels of this miRNAs.

Methods: Blood samples of 70 patients diagnosed with COVID-19 by PCR method and 30 control groups
without any disease were included in the study. The patients were divided into three groups as mild,
moderate and severe. SanPrep Column MicroRNA Mini-Prep kit (Bio Basic Inc., Toronto, Canada) was used
for miRNA isolation. Extraction of cDNA from miRNA was performed with the commercial kit of the
miRNA All-In-One cDNA Synthesis kit (Applied Biological Materials (ABM) Inc., Richmond, Canada).
MiRNA level measurements were made with real time PCR kit (ABM Inc., Richmond, Canada). 2CAA¢D

values were calculated using Livak's AACT method to calculate the relative expressions.

Results: Serum expression levels of miR-1307-3p, miR-146, miR-26a-5p, miR-21, miR-19a-3p, miR19b-3p,
miR-let-7b-3p were higher in COVID-19 patients detected. MiR-1307-3p, miR-146, miR-26a-5p, miR-21,
miR19b-3p, miR-let-7b-3p were statistically significant in COVID-19 patients (p<0.05). Downregulation was

observed in miR-16 MiR expression levels were different between patient groups.

Conclusion: Considering host-virus interactions, we think miRNAs may be both a therapeutic target in
COVID-19 and help to understand the pathogenesis of the disease. In understanding the pathogenesis of the

disease, it is important to carry out clinical studies together with in vivo and in vitro experiments.

Keywords: COVID-19, miR-146, miR-26a-5p, miR-21, miR-let-7b-3p
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1. GIRIS VE AMAC

SARS CoV-2’nin neden oldugu COVID-19, ates, Oksiiriik, yorgunluk ve nefes
darlig1 gibi ¢esitli klinik belirtilerle seyretmektedir (Bhatraju ve ark., 2020). SARS-CoV-2,
aritmiler, akut koroner sendrom, kalp yetmezligi, miyokardiyal hasar ve vendz
tromboembolizm gibi kardiyak komplikasyonlarin yani sira akut respiratuvar distres
sendromu (ARDS), multiple organ yetmezligi, nérolojik komplikasyonlarin gelisiminde de
rol oynar (Shi ve ark., 2020; Chams ve ark., 2020). Proinflamatuvar belirteglerin akut
donemde asir1 liretimi ve kontrolsiiz salinimi olarak tanimlanan sitokin firtinasina da neden
olur. ARDS, COVID-19 hastalarinda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biridir ve esas olarak

sitokin firtinasi tarafindan tetiklenir (Montazersaheb ve ark., 2022).

MikroRNA'lar, spesifik mesaje1 RNA'lar1 hedefleyerek c¢ok sayida fizyolojik
tepkinin diizenlenmesine katilan kiiciik kodlanmayan RNA'lardir. Son ¢alismalar,
mikroRNA'lar dahil olmak {izere birka¢ negatif transkripsiyon diizenleyicisinin,
inflamatuvar ~ yanitlarin ~ baskilamada/tetiklemede ve immiinolojik homeostazin
stirdiiriilmesinde 6nemli roller oynadigini goéstermistir (Lee ve ark., 2016). Ayrica
miRNA'lar viral enfeksiyonlar, nérodejeneratif bozukluklar, metabolik hastaliklar, kronik
hastaliklar ve kanser dahil olmak tizere cesitli hastaliklarin patogenezinde ¢ok onemli bir
rol oynamaktadir (Paul ve ark.,, 2022). Viral miRNA'lar viriis replikasyonunu
kolaylastirabilir, apoptozu indiikleyebilir, sitokin firtinasina katkida bulunabilir, konake1
hiicrelerin tepkisini modiile edebilir (AbdelHamid ve ark., 2021, Li ve Zou, 2019). Aksine,
konak¢inin miRNA'lar1, ya hayatta kalmalarini saglamak i¢in viriis tarafindan hedeflenirler
ya da savunma mekanizmalarinin enfeksiyonla savasmasini saglamak igin bir konak tepkisi
olarak ya da viriislin bir hiicreye girmesine neden olduklar: i¢in enfeksiyonun bir sonucu
olarak yukari/asag: regiile edilebilirler (Barbu ve ark., 2020). Cok sayida insan miRNA's1
koronaviriislerle dogrudan etkilesime girme potansiyeli gostermistir ve miRNA'nin SARS-
CoV-2 enfeksiyonundaki roliinii agiklayan artan kanitlar ile miRNA ile hedeflenen
biyomolekiiller arasindaki etkilesimin hastalik gelisimi i¢in kritik bir 6nemi oldugu

belirtilmektedir (Zhang ve ark., 2021).

Koronaviriis-konak etkilesiminde yer alan insan miRNA'larinin tanimlanmasi
COVID-19 pandemisi nedeniyle daha 6nem kazanmistir. Calismamizin amaci SARS-
COV-2 ile enfekte hastalarda saglikli kontrol grubuyla karsilastirarak miR-19a-3p,
miR19b-3p, miR-21, miR-26a-5p, miR-146a, miR-let-7b-3p, MmiR-155, miR-16, miR-590,

1


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/microrna

miR-1307-3p serum diizeylerini incelemek ve bu miRNA’larin klinik tabloyla iliskisini

belirleyerek patogenezdeki roliiniin anlasilmasina katki ve fayda saglamaktir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. COVID-19
2.1.1. Tarihcge

Beaudette ve Hudson tarafindan 1937 yilinda tanimlanan ilk koronaviriis
enfeksiydz bronsit virlisii olup tavuk embriyosundan izole edilmistir. Ardindan 1940
yilinda fare hepatit viriisii (MHV), 1960’1 yillarda ise iki insan koronaviriisii olan insan
koronaviriisiic 229E (HCoV-229E) ve insan koronaviriisi OC43 (HCoV-OC43)
kesfedilmistir (Woo ve ark., 2009, Hasokstiz ve ark., 2020).

Kasim 2002'de, Cin'in Foshan kentinde ilk ciddi akut solunum sendromu (SARS)
vakas1 meydana gelmistir. Enfekte olan ve daha sonra seyahat eden kisiler, salgint Hong
Kong'a ve oradan da Vietnam, Kanada ve diger birkag iilkeye yaymistir. Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) Mart 2003'te, SARS'a neden olan ajani belirlemek igin bir laboratuvar ag1
kurarak SARS koronaviriisiinii (SARS-CoV) tanimlamistir. 27 {ilkedeki 774 olim ve
bildirilen toplam 8.096 vakanin ardindan salgininin sona erdigi bildirilmistir (de Wit ve
ark., 2016). Ardindan 2004 ve 2005'te HCoV-NL63 ve HCoV-HKU1'i tanimlanmistir
(Woo ve ark., 2009).

SARS-CoV'un ortaya ¢ikisindan yaklasik 10 yil sonra, Suudi Arabistan'da bir hasta
akut pnomoni ve bdbrek yetmezliginden Olmiistiir. Bu hastanin balgamindan yeni bir
koronaviriis, Orta Dogu solunum sendromu koronaviriisii (MERS-CoV) izole edilmistir (de
Wit ve ark., 2016). Ilk tespitinden bu yana yaklasik %35 &liim oran1 goriilen ve bugiine
kadar yaklasik 2500 MERS-CoV vakasi rapor edilmistir (Rabaan ve ark., 2021).

2019 yilmin son aylarinda ise Cin’in Wuhan kentinde birgok pndmoni vakasi
bildirilmistir. Pndmonili hastalardan alinan bronkoalveolar lavaj sivisindan yeni bir viriis
izole edilmistir. Uluslararas1 Viriis Taksonomi Komitesi (International Committee on
Taxonomy of Viruses [ICTV]) yeni koronaviriisii, SARS-CoV-2; DSO ise hastaligs,
koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) olarak adlandirmistir. Artan vakalarla beraber
seyahat sonrasi bircok iilkede salginin yayilmasi sebebi ile DSO 11 Mart 2020'de, kiiresel
COVID-19 salgimini pandemi olarak ilan etti (Hu ve ark., 2021).



2.1.2. Viriis Taksonomisi

Koronavirlislerin ~ mevcut smiflandirmasi Coronaviridae familyasina,
Coronavirineaee alt takimina, Nidovirales takimina ve Riboviria alemine ait 27 alt cins, bes
cins ve iki alt familyadaki 39 tiirii i¢erir. Aile siniflandirmasi, ICTV nin bir ¢alisma grubu
olan Coronaviridae Calisma Grubu tarafindan gelistirilmistir. Insan koronaviriisleri,
genotipik olarak birbirinden ayrilan Alfakoronaviriis, Betakoronaviriis, Deltakoronaviriis

ve Gamakoronaviriis olmak tizere 4 cins icerir (Kirtipal ve ark., 2020).

Alfakoronaviriisler ve betakoronaviriisler yalnizca memelileri enfekte eder.
Taksonomide HCoV-229E ve HCoV-NL63, AlphaCoV altinda yer alirken, HCoV-HKU1,
HCoV-0OC43, SARS-CoV ve MERS-CoV, BetaCoV olarak siniflandirilir (Tablo 2.1).
Gammakoronaviriisler ve deltakoronaviriisler kuslar1 enfekte etmenin yani sira bazilari

memelileri de enfekte edebilir (Woo ve ark., 2012).

Tablo 2.1. insan koronaviriisleri

Viriis Cins Alt Cins

Insan CoV-NL63 Alfakoronaviriis Setracovirus
Insan CoV-229E Alfakoronaviriis Duvinacovirus
Insan CoV-OC43 Betakoronaviriis Embecovirus
Insan CoV-HKU1 Betakoronaviriis Embecovirus
SARS-CoV Betakoronaviriis Sarbecovirus
MERS-CoV Betakoronaviriis Merbecovirus
SARS-CoV-2 Betakoronaviriis Sarbecovirus

2.1.3. Viriis Yapisi

2.1.3.1. SARS-CoV-2 Genomu

Genomu (27-32 kb), diger tiim RNA viriislerinden daha biiyiik olan tek sarmalli
pozitif polariteli bir RNA’ya sahiptir. SARS-CoV-2'nin (29,9 kb) genomik yapist farkli
sayida 13-15 (12 islevsel) ORF (Open Reading Frame) igermektedir. Tiim genom
uzunlugunun yaklasik ti¢te ikisini olusturan bu ORF'ler (6zellikle ORF1a/b), poliprotein 1a
(ppla) ve poliprotein 1ab (pplab) olmak iizere iki poliproteini kodlar. Bu proteinler yapisal
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olmayan protein (NSP)’e doniiserek 16 adet NSP'yi olusturur (Mousavizadeh ve ark.,
2021). Diger ORF’ler ise yapisal proteinler olan, niikleokapsid (N), spike (S), membran
(M) ve zarf (E) proteinlerini kodlar (Nakagawa ve ark., 2020).

2.1.3.2. Viral Proteinler

SARS-CoV-2, dort yapisal protein (S, E, M ve N) ve on alti yapisal olmayan
protein (NSP 1-16) igerir (Wang ve ark., 2020).

Yapisal Proteinler

3" ucunda yer alan ORF'ler dort yapisal proteini kodlar. S proteini konake1 hiicre
reseptorlerini tanirken, M proteinleri virionlar1 ve zarfi sekillendirir. E proteinleri ise
virionlarin bir araya gelmesinden ve salinmasindan, N proteini RNA genomunun
paketlenmesinden ve bir interferon (IFN) inhibitorii olarak virlisiin patogenezinden

sorumludur (Ravi ve ark., 2022).
S Proteini

S proteini, hem duyarli hiicrelerde reseptore baglanarak hiicre girisinden hem de
flizyondan sorumludur (Nakagawa ve ark., 2020). Bu proteinler, viral ylizeyden c¢ikinti
yaparak homotrimerik bir yap1 olusturur. S proteini, S1 ve S2 olmak {izere iki alt birimden
olugur. S1 alt birimi, N-terminal alan1 (NTD) ve reseptor baglama alani1 (Receptor Binding
Domain [RBD]) igerir. S1 alt birimi, konak¢1 hiicrelere girmek i¢in, RBD araciligiyla
konak hiicreler tizerindeki anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2 (ACE2) reseptoriinii tanir ve
konake¢1 hiicreye baglanir. S2 alt birimi ise, fiizyon peptidi (FP), konektor alan1 (CD),
heptad tekrar 1 (HR1), merkezi sarmal (CH), transmembran alan1 (TM), heptad tekrar 2
(HR2) ve sitoplazmik kuyruk (CT)’tan olusur (Walls ve ark., 2020, Wrapp ve ark., 2020).
S2 alt biriminin gorevi, virlislerin ve konakg¢1 hiicrelerin zarlarin1 kaynastirarak flizyonu

saglamaktir. HR1 ve HR2 membran fiizyonu i¢in kritik 6neme sahiptirler (Wang ve ark.,
2020).

E Proteini

Yapisal proteinlerin en kii¢iigli olan E proteini, enfekte hiicre icinde yiiksek
miktarda eksprese edilir. E proteini viriisiin tiretiminde ve olgunlagsmasinda dnemi bir role

sahiptir. Viral birlesme (assembly) ve tomurcuklanmada gorev alir (Ravi ve ark., 2022).

M Proteini



M proteini, 25-30 kDa'lik bir glikoproteindir. Yapisal proteinler arasinda en fazla
bulunandir ve {i¢ ayr1 transmembran bdlgeye sahiptir. Bu protein, niikleokapsid dahil
olmak iizere diger viral yapisal proteinlerle birleserek patogenezde yer alir (Yadav ve ark.,
2021). Viral zarfi olusturan M ve E proteinleri, viriis benzeri partikiillerin iiretilmesine ve

salinmasina yardime1 olur (Ravi ve ark., 2022).
N Proteini

N proteini, viriisiin dokuzuncu ORF'si tarafindan kodlanir ve 419 amino asitten
olusur. N proteini, yiliksek oranda korunur ve viriis bulasmis hiicrelerde en bol bulunan
yapisal proteinlerden biridir. N proteininin temel islevi, viral genom RNA'sin1 uzun bir
sarmal riboniikleokapsid (RNP) kompleksi halinde paketlemek ve viral genom ve
membran proteini M ile etkilesimleri yoluyla virionun birlestirilmesinde yer almaktir. Ek
olarak, koronaviriislerin N proteininin, viral yasam dongiisiinde diizenleyici bir rolii olan
IFN inhibisyonu, RNA interferans: ve apoptoz gibi konake¢1 hiicresel mekanizmalara da

dahil oldugu gosterilmistir (Bai ve ark., 2021).
Yapisal Olmayan Proteinler

Viral RNA genomunun 5'-boélgesinde yer alan genler tarafindan kodlanirlar (Ravi
ve ark., 2022). Bu proteinler, erken transkripsiyon diizenlemesini, helikaz aktivitesini,
immiinomodiilasyonu, gen transaktivasyonunu modiile ederek ve antiviral yaniti
karsilayarak viral patogenezde yer alir (Naqvi ve ark., 2020). Yapisal olmayan proteinlere

ait 6zellikler Tablo 2.2’de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Yapisal olmayan proteinlerin 6zellikleri ve gorevleri

Protein Ozellik Gorevi

NSP1 180 aa uzunlugunda RNA replikasyonuna ve islenmesine aracilik eder
Viral replikazin N-terminal tirlinii

NSP2 638 aa uzunlugunda Prohibitin 1 ve prohibitin 2 (PHB1/PHB2)’ye
Replikaz iiriinii baglanir

NSP3 1945 aa uzunlugunda NSP1, NSP2 ve NSP3'iin ppla ve lab'nin
Papain benzeri bir proteinaz salimmasindan sorumludur

NSP4 500 aa uzunlugunda Viral replikasyon-transkripsiyon kompleksi ve ER
Transmembran bolge 2'yi (TM2) membranlarinin diizenlenmesine yardimei olur
iceren membran kapsayan protein

NSP5 306 aa uzunlugunda Replikasyon esnasinda poliprotein siirecine katilir.
Proteinaz ve ana proteinaz

NSP6 290 aa uzunlugunda ER'den tiiretilen otofagozomlarin olusumunu
Transmembran alani ve ¢ift membranli vezikiilleri indiikler

NSP7 83 aa uzunlugunda NSP8 ve NSP12 ile kompleks olusturur
RNA'ya bagimli RNA polimeraz

NSP8 198 aa uzunlugunda NSP8 ve 12 ile heterodimer bir kompleks yapar



Replikaz, Multimerik RNA polimeraz

NSP9 198 aa uzunlugunda ssRNA baglayici protein olarak islev goriir.
Tek sarmalli RNA baglayic viral
protein

NSP10 139 aa uzunlugunda Viral mRNA'larin metilasyonu igin kritiktir
Biiylime faktorii benzeri ve iki ¢inko
baglayict motif iceren protein

NSP11 13 aa uzunlugunda Bilinmiyor
Nspl12'nin ilk segmentiyle ayni

NSP12 932 aa uzunlugunda Nsp7 ve Nsp8 ile birlikte viral RNA genomunun
RNA'ya bagimli RNA polimeraz replikasyonu ve transkripsiyonu igin bir replikaz

kompleksi olusturur

NSP13 932 aa uzunlugunda ATP ile baglanir ve ¢inko baglama alani ile
RNA'ya bagimli RNA polimeraz replikasyon ve transkripsiyon siirecine katilir
(Pol/RdRp), helikaz

NSP14 527 aa uzunlugunda 3'-5’ ekzoriboniikleaz ve N7-guanin metil
Redaksiyon eksoriboniikleaz alani transferaz aktivasyonu

NSP15 346 aa uzunlugunda Mn®? bagimli endoriboniikleaz aktivitesine
EndoRNAz sahiptir

NSP16 298 aa uzunlugunda 5' yapisinin metilasyonunu saglar

2'-O-riboz metiltransferaz
*Yadav ve ark., 2021‘den uyarlanmustir.

2.1.3.3. Viral Replikasyon

Viriisiin konak hiicreye ilk once baglanmasi ve tutunmasi gerekir. SARS-CoV-2 S
proteini hiicresel giris reseptorii olan ACE2’ye baglanir. Reseptdr baglanmasina ek olarak,
basta transmembran proteaz serin (TMPRSS) 2 olmak iizere, ayn1t zamanda TMPRSS4,
furin, katepsin, tripsin gibi proteazlar tarafindan S proteini, S1 ve S2 alt birimlerine
proteolitik olarak ayrilir. Bu bdliinme sonucunda, aktiflesen S2 alt birimi ile viral ve
konake¢1 lipit ¢ift katmanlar birleserek viral riboniikleoprotein kompleksi hiicre igine

salinir (Zawilska ve ark., 2021, Lamers ve Haagmans 2022).

Viral RNA genomu hiicrede serbest kaldiktan sonra pozitif polariteli RNA hiicre
igerisinde polipeptit zincirine dondstiiriiliir. SARS-CoV-2 ORFla ve ORFlab, ppla ve
pplab poliproteinlerine gevrilir. Poliproteinlerden, papain benzeri proteaz (nsp3) ve ana
proteaz (nsp5) tarafindan gercgeklestirilen proteolitik boliinme sonucunda 16 adet nsp
uretilir (Kadam ve ark., 2021). Nsp12 (RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp), kofaktor
olarak nsp7 ve nsp8 ile birlikte replikasyon-transkripsiyon kompleksi (RTC) ni olusturur.
Daha sonra nsp3, 4 ve 6, RTC’nin bir araya getirildigi ¢ift zarli vezikiiller olusturmak
tizere hiicre membraninin yeniden diizenlenmesini indiikler (Romano ve ark., 2020,
Machhi ve ark., 2020). Farkli subgenomik RNA'lar ve genomik RNA'lar RTC tarafindan
sentezlenmeye baslar. Bu amagla negatif polariteli RNA sentezlenir; bu RNA, baska bir
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pozitif RNA sarmalina kopyalama veya mRNA'nin transkripsiyonu i¢in kullanilir (Kadam
ve ark., 2021).

SARS-CoV-2 proteinlerinin translasyonu i¢in konake¢1 transfer RNA'y1 kullanir. S,
M ve E gibi zarla iliskili yapisal ve yardimer proteinlerin ¢ogu, endoplazmik retikuluma
bagli ribozomlar tarafindan sentezlenirken, N proteini dahil olmak {izere diger viral
proteinler, konak¢i hiicrelerin serbest sitozolik ribozomlar1 tarafindan sentezlenir. N
proteini, yeni sentezlenen pozitif polariteli RNA’y1 ¢evreler ve niikleokapsidi olusturur.
Virion montaj1, endoplazmik retikulum-Golgi ara bolmesi (ERGIC) bolgesinde gerceklesir.
ERGIC bolgesinde M proteini, S ve E gibi diger yapisal proteinlerle heterotipik etkilesim
yoluyla virion morfojenezini diizenler, boylece molekiiler birlesme kolaylasir. Ayrica, M
ve N protein etkilesimleri, E proteini ile birlikte zarf ile niikleokapsidin birlesmesine
aracilik eder. Molekiiler birlesme sonrasi, golgi vezikiillerinde paketlenmis olan yeni
virionlar plazma zarina tasinirlar ve sonunda ekzositoz yoluyla enfekte hiicreden digariya
saliirlar. Boylece viicudun diger bolgelerine yayilim gergeklesir (Yadav ve ark., 2021,

Zawilska ve ark., 2021).
2.1.4. Epidemiyoloji

Aralik 2019'un sonlarinda, Cin'in Hubei eyaletindeki Wuhan kentindeki birkag
saglik tesisinden, nedeni bilinmeyen pndmonili hasta kiimeleri Diinya Saglik Orgiitii
(DSO)’ne bildirildi. Hastaneye yatirildigi belgelenen ilk 27 hasta arasinda ¢ogu vaka,
epidemiyolojik olarak Wuhan sehir merkezinde bulunan Huanan Deniz Uriinleri Toptan
Satis Pazar ile baglantiliydi. 12 Ocak 2020°de viriisiin tam genom analizi yapildi. 13 Ocak
2020’de ilk importe vaka Tayland’ta goriildii (Hu ve ark., 2021).

30 Ocak'ta DSO, yeni koronaviriis salgmini uluslararasi éneme sahip bir halk
saglig1 acil durumu olarak ilan etti. 11 Subat 2020'de ise ICTV yeni koronaviriisii "SARS-
CoV-2" ve DSO hastalign "COVID-19" olarak adlandirdi. COVID-19'un diinya ¢apinda
hizla yayilmasi ile DSO 11 Mart 2020'de, kiiresel COVID-19 salgmmi pandemi olarak
bildirdi (Hu ve ark., 2021).

Kiiresel olarak, 6 Nisan 2023 tarihi itibariyle, DSO'ye bildirilen 6.893.190 6liim
dahil 762.201.169 dogrulanmis COVID-19 vakasi olmustur. Tiirkiye'de ise ayni tarihte
17.004.677 dogrulanmis COVID-19 vakasi ile birlikte 101.419 6liim bildirilmistir (WHO,
WHOI/r).



Diinya genelinde 3 Nisan 2023 tarihi itibariyle toplam 13.337.835.146 doz
as1 yapilmistir. Ulkemizde 28 Ocak 2023 tarihi itibariyle toplam 139.694.693 doz asi
uygulanmistir (WHO/tr).

2.1.4.1. Rezervuar

Yarasalar, alfakoronaviriislerin ~ve  betakoronaviriislerin ~ 6nemli  dogal
rezervuarlaridir. Cin'in Yunnan eyaletinden Rhinolophus affinis'te tespit edilen bir yarasa
koronaviriisii olan RaTG13'lin tam uzunluktaki genom dizisi, SARS-CoV-2 genom dizisi
ile %96,2 oraninda benzer bulunmustur (Zhou ve ark., 2020). Yine ayni bdlgeden
Rhinolophus malayanus yarasasinda bulunan 'RmYNO02' olarak adlandirilan yeni bir yarasa
viriisi, genom genelinde SARS-CoV-2 ile %93,3 oraninda ayni bulunmustur (Zhou ve
ark., 2020).

Yarasalarin rezervuar olmasmin yani sira bir diger rezervuar olarak diisiiniilen
yabani hayvan pangolinlerdir. Cin’e yasadisi yollarla ithal edilen Malaya pangolini ile
SARS-CoV-2 genom yapisinin yiiksek oranda benzer oldugu bildirilmistir (Xiao ve ark.,
2020).

2.1.4.2. Bulas Yollan

SARS-CoV-2'nin belirgin bulag yolu solunum yoludur. Mevcut kanitlara gore,
COVID-19 viriisii oncelikle insanlar arasinda solunum damlaciklari(>S pm) ve temas
yollariyla bulasir. Damlacik yolu ile bulagsma, solunum yolu semptomlari (6rnegin 6ksiirme
veya hapsirma) olan bir kisinin bulasict solunum damlaciklarina maruz kalacak yakinlikta

(1 m iginde) olmasi durumunda gergeklesebilir (Meyerowitz ve ark., 2021).

SARS-CoV-2 fomitler yolu ile bulasabilir, ancak bu yol damlacik veya temas
yoluyla bulasmaya gore daha az siklikta bildirilen bulas yoludur. Fekal-oral bulagsma da
SARS salgi sirasinda rapor edilmistir. Ama SARS-CoV-2 ‘nin bu yolla bulagtigina dair
yeterli kanit yoktur (Harrison ve ark., 2020).

Gebe kadinlardan fetiise transplasental gegis bildiren ¢alismalar mevcuttur. Nadiren
de olsa SARS-CoV-2’nin vertikal geg¢is ile bulasabilecegi bildirilmistir (Deniz ve Tezer
2022). Kan yolu ile ve cinsel yolla bulagma ise bildirilmemistir (Meyerowitz ve ark.,
2021).



2.1.5. Patogenez ve Iimmiin Yamt

ACE2, SARS-CoV-2 tarafindan hiicre girisi i¢in kullanilan fonksiyonel bir
reseptordiir. ACE2, akcigerde ozellikle tip 2 pndmositlerde, kalp, bobrek ve bagirsakta
eksprese edilen ve esas olarak kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili bir tip I membran
proteinidir (Jin ve ark., 2020). SARS-CoV-2 S proteini ile ACE2 reseptoriine baglandigi
zaman ACE2 reseptorlerinin sayica azalmasi ile denge ACE1 reseptorii yoniine kayar ve
ACE] tarafindan anjiyotensin-2 (AT2) iiretiminde artis meydana gelir. Artan AT2 {iretimi
potansiyel olarak pulmoner vaskiiler gecirgenligi artirir ve akciger hasarina neden olur

(Samudrala ve ark., 2020).

SARS-CoV-2’nin hiicreye girisinde ACE2 reseptorii biiyiik rol oynar. ACE2
reseptoriine tutunmayi arttiran farkli reseptorler de bulunmaktadir. Yiiksek yogunluklu
lipoproteinleri (HDL) taniyan scavanger reseptorii (SR-Bl)'niin, ACE2'ye bagimli bir
sekilde SARS-CoV-2 penetrasyonunu destekledigi gosterilmistir. Viriisiin S1 alt birimi,
viral alimi artiran kolesterol ve HDL bilesenlerine baglanir. SR-B1 bu reseptorlerle
etkilesime girdigi i¢in, SR-B1 bulunan hiicrelerin SARS-CoV-2'nin ACE2 reseptorii ile
hiicrelere daha kolay girdigi bulunmustur. SR-B1'in, insan akciger dokusunda ve ¢esitli
akciger dis1 dokularda ACE2 ile birlikte eksprese edildigi bildirilmistir (Gusev ve ark.,
2022).

SARS-CoV-2 S proteininin, Toll Like Reseptor (TLR)'lere, 6zellikle TLR4 dahil
olmak {izere membran patern tanima reseptorleri (PRR)’ne baglanma yetenegine dair
ongoriiler vardir. S proteininin TLR4'e baglandigi ve hiicre yiizeyinde ACE2
ekspresyonunu artirmak i¢in TLR4 sinyalini aktive ettigi, boylece SARS-CoV-2'nin tip Il
pnomositlere penetrasyonunun kolaylastigi varsayilmaktadir. Bu durum, hiicre yikimina,
ylizey aktif madde iretiminin bozulmasina ve akut respiratuvar distres sendromu (ARDS)

gelisimine neden olur (Gusev ve ark., 2022).

COVID-19’da bir dizi immiinolojik olay gergeklesmekte ve buna bagl semptomlar
ve klinik tablolar olugsmaktadir. Bagisiklik sistemi, dogustan gelen bagisiklik sistemi ve
adaptif bagisiklik sistemi olarak ikiye ayrilir. Adaptif ve dogustan gelen bagisiklik
sistemleri 6nemli ve gii¢lii yollarla birbirine bagli olsa da, her biri farkli gorevlere sahip

farkl1 hiicre tiplerinden olusur (Sette ve Crotty 2021).
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Dogustan gelen bagisiklik sistemi, viriislerin varligini saptamak icin ¢esitli PRR'ler
kullanir. Plazmasitoid dendritik hiicreler (pDC'ler) gibi 6zellesmis bagisiklik hiicreleri,
TLR7 aracalifiyla endozomdaki viral genomik RNA'y1 saptar. Sirasiyla ¢esitli hiicrelerde
bulunan TLR3 ve TLRS8 (miyeloid hiicre) endositozlu ¢ift sarmalli RNA'y1 (dsSRNA) veya
tek sarmallt RNA'y1 (ssRNA) tanirlar. TLR reseptorleri endozomal bdlmede bulunur ve
daha sonraki asamalarda IFN diiretimini, antijen sunumunu ve kontrolsiiz inflamasyonu
tetikler (Salvi ve ark., 2021, Merad ve ark., 2022). PRR'ler, gii¢clii IFN tepkilerini

indiiklemek i¢in sinyal kaskadlar1 yoluyla baglanir.

Ardindan, tip I IFN'lerin ve ¢ok sayida ISG'nin transkripsiyonu indiiklenir.
Hiicrenin enfeksiyona karst tepkisi, PRR tarafindan tanman viral patojenle iliskili
molekiiler (PAMP) tarafindan baslatilir. Retinoik asitle indiiklenebilir gen 1 (RIG-I) ve
melanom farklilagmasiyla iligkili protein 5 (MDAS), mitokondriyal antiviral sinyal
proteinini tetikler. Miyeloid farklilasma faktorii 88 (MyDS88), kinazlar, transkripsiyon
faktorleri, NF-kB gibi asag1 akis sinyal molekiillerinin aktivasyonu baslar. Bu durum genel
olarak yiiksek IFN-I-III {iretimi ve proinflamatuvar hiicresel stres ile sonuglanir. PRR'nin
hiicreleri ilk uyarmasinin sonucu, interferon tepkisi seklinde pozitif bir geri besleme
dongiistidiir. IFN-I-111, iki IFN-1 (IFNARL1/IFNAR2) ve IFN-III'in (IL-) hiicre igi
alanlarina dogrudan bagl olan tirozin kinaz 2 (Tyk2) ve Janus kinaz (Jak) 1 kinazlarim
iceren sinyal yollarini aktive eder (Gusev ve ark., 2022). Sonrasinda IFN yanit1 ger¢eklesir.
IFN iretimi SARS-CoV-2 ile kodlanmis proteinler tarafindan inhibe edilerek gecikmis tip-
I IFN yanit1 sergilemektedir. SARS-CoV-2 diisiik tip I ve II IFN yanitlarini indiiklemenin
yani sira interferon stimiile edici gen (ISG)'leri ve IL-1B, IL6 ve timdr nekroz faktorii
(TNF), bircok kemokin (CCL20, CXCL1/2/3/5/6 ve CXCL16)
ile bir proinflamatuvar sitokin firtinasini indiikkler (Blanco-Melo ve ark., 2020). Asir
inflamatuvar yanit ve hasar sonrasinda viicutta Ozellikle akcigerler basta olmak tizere
birgok organ etkilenerek ARDS, vaskiiler hasar, multiple organ yetmezligi gelismektedir

(Schultze ve Aschenbrenner 2021).

COVID-19 patogenezinde bir¢ok hiicre yer almaktadir. Monositlerde ve akciger
makrofajlarinda NOD benzeri reseptor ailesi pyrin domain igeren protein 3 (NLRP3)’iin
yant sira kaspaz aktive edici apoptozla iliskili bir proteinin (kaspaz aktive edici ve
giiclendirici alan (CARD)) varligi gosterilmistir. Kaspaz-1 aktivasyonu ve plazma

membraninda bulunan gasdermin D por kompleksi ile birlikte piroptozis olarak bilinen
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inflamatuvar litik hiicre 6liim siireci baglar. Devam eden piroptozun sonucunda IL-1p, IL-
18 gibi sitokinler sentezlenir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunun neden oldugu parakrin
sinyallerinin, komsu hiicrelerde piroptozu indiikleyerek inflamatuvar yaniti ve hastaligin
siddetini artirabilecegi diistiniilmektedir (Rodrigues ve ark., 2021). Akciger parankimi
icinde meydana gelen inflamatuvar siireg, Oksiiriik refleksini baglatmaktan sorumlu sinir
uclarim1 uyarir. Bu nedenle, hastalar genellikle erken donemde kuru Oksiiriik ile
basvururlar. TNF-a ve IL-1p, vaskiiler gecirgenlikte ve adezyon molekiilii ekspresyonunda
artisa neden olan ve notrofiller, monositler dahil olmak iizere daha fazla bagisiklik
hiicresinin toplanmasini indiikleyen proinflamatuvar sitokinlerdir. Dokularin yiizeyindeki
adezyon proteinlerine baglanirlar ve yaralanma bolgesine gecerler. IL-8 notrofilleri toplar
ve diger kemokinler monositleri enfeksiyon bolgesine ¢eker. Damar gecirgenligindeki artis
ile s1v1 interstisyel bosluga ve alveollere sizarak interstisyel ve pulmoner 6deme neden
olur. Bu durum, nefes darligina, bozulmus oksijenasyona veya hipoksemiye yol agabilir

(Rahman ve ark., 2021).

Dogal oldiiriici (Natural killer [NK]) hiicreleri, viral olarak enfekte olmus
hiicrelerin saptanmasimi ve ortadan kaldirilmasini saglar. Bununla birlikte, siddetli
COVID-19'u hastalarda, NK hiicreleri, dontistiiricii biiylime faktorii-p (Transforming
growth factor beta [TGF-B]) sonucunda sayica azalirlar. Antiviral fonksiyonlarini bozulur

ve islevsiz hale gelirler (Merad ve ark., 2022).

Adaptif bagisiklik sistemi, ¢ogu viral enfeksiyonun kontrolii i¢in dnemlidir. Adaptif
bagisiklik sistemi B hiicreleri, CD4" T hiicreleri ve CD8" T hiicreleri olmak tiizere ii¢ temel

hiicre tipinden olusur (Sette ve Crotty 2021).

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda, lenfoid organlarda sunulan viriis hem hiimoral hem
de hiicresel bagisiklik tepkilerinin aktivasyonunu kolaylastiran T yardimci hiicrelerini
harekete gegirir (Li ve ark., 2022). CD4" T hiicreleri, yardime1 ve efektor hiicre tiplerine
farklilasarak hiicreleri toplama, dogrudan antiviral aktivitelere sahip olma ve doku
onarimini kolaylastirma gibi bir dizi 6zellige sahiptir. Virlise 6zgii CD4" T hiicreleri
genellikle Thl hiicrelerine ve T folikiiler yardimer hiicrelere farklilagir. Thl hiicreleri,
IFNy ve ilgili sitokinlerin (IL-2) tiretimi yoluyla antiviral etkiler olusturur. Th2 hiicreleri
ise IL-4 ve IL-2 uyarimiyla aktive olur. Bunun sonucunda IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 gibi

sitokinler salgilanir. Salgilanan sitokinler B hiicrelerinin farklilagsmasini uyarir. Hafiza B
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hiicreleri, noétralize edici antikor yanitinin yanmi sira uzun vadeli hiimoral bagisikligin

gelisimi i¢in kritik neme sahiptir (Sette ve Crotty 2021, Us D 2016).

B hiicreleri, IgM, IgA, IgG ve IgE gibi farkli antikorlar {ireterek viral
enfeksiyonlara kars1 hiimoral immiin yanitta gorev alir. Bu antikorlar yapilari, islevleri,
doku dagilimlari ve yar1 dmiirleri ile birbirinden ayrilir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunda I1gD
ve IgM iiretilen ilk antikor tiirleridir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda semptomlar 5.
giin civarinda bagslar ve birey enfeksiyondan yaklasik 7-8 giin sonra IgM antikorlari
iretmeye baglar. IgM antikoru, viriisiin mevcut olabilecegini veya yakin zamanda
enfeksiyon geciren bir hastayr ve viriise 0zgli bagisiklik tepkisinin bagladigini gosterir
(Long ve ark., 2020). IgG antikorlari, serumda nispeten uzun bir yar1 6mre sahiptir ve B
hiicre hafizas1 ile iliskilidir. SARS-CoV-2"ye kars1 IgG antikorlari, enfeksiyondan yaklagik
14 gilin sonra olusur. Genellikle antikorlar viriisiin N ve S proteinine karst gelisir (Li ve

ark., 2022).

Notralizan antikorlar, SARS-CoV-2 ile enfekte olmus ¢ogu insanda,
serokonversiyon ile ayni zaman diliminde hizla gelisir (Sette ve Crotty 2021). Amag,
viriisiin yapisal bilesenlerini hedef alarak viral enfeksiyonlarin hafifletilmesi veya viriisiin
enfeksiyon olusmadan tamamen bloke edilmesidir. SARS-CoV-2’de nétralizan antikorlar

virilislin S proteininde yer alan RBD bolgesini ve NTD alanini hedef alir (Li ve ark., 2022).

CD8" T hiicreleri, enfekte olmus hiicreleri oldiirme yetenekleri nedeniyle birgok
viral enfeksiyonun temizlenmesi igin kritik 6neme sahiptir. Akut COVID-19'da SARS-
CoV-2'ye 6zgii CD8' T hiicreleri, IFNy, granzim B, perforin ve CD107a gibi gii¢lii
molekiiller ile sitotoksik efektor fonksiyonlar olusturur (Sette ve Crotty 2021).

2.1.6. Klinik Ozellikler

COVID-19, asemptomatik enfeksiyondan multiple organ yetmezligi, ARDS ve
soka kadar gidebilen ¢esitli klinik durumlarla karakterizedir. Viriisiin kulucka siiresi
ortalama 1-14 giin olmakla birlikte genellikle 3-7 giindiir. SARS-CoV-2, semptom
baslangicindan birkag giin once iist solunum yolunda replike olmaya baslar (Rahman ve
ark., 2021). Ardindan hastaligin baslangicinda ates belirgin olmak {izere Oksiiriik ve
miyalji, balgam, bogaz agrisi, bas agrisi, hemoptizi ve gastrointestinal semptomlar gelisir.
Hastaligin ilerlemesi halinde nefes darligi, pnomoni, ARDS, mekanik ventilasyon

thtiyacinin olmasi ile birlikte yogun bakima yatis gerceklesebilir (Huang ve ark., 2020).
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DSO, COVID-19’un siddetine gére hastalar1 siniflandirmistir. Pnémoni ve hipoksi
belirtileri olmadan gelisen COVID-19 tanili semptomatik hastalar hafif hasta grubu, klinik
pnoémoni belirtileri (ates, 6ksiiriik, dispne) olup, oda havasinda oksijen satiirasyonu (SpO2)
> %90 olan hastalar orta hasta grubu, klinik pndmoni ve solunum hizi > 30 nefes/dk;
siddetli solunum sikintis1 veya oda havasinda SpO. < %90 agir hasta grubu olarak
simiflandirilmigtir. Kritik hasta grubu ise, bir hafta igerisinde pndmoninin ve solunum
semptomlarinin kotiilesmesi, akcigerde bilateral opasiteler ve lober veya pulmoner kollaps
ile beraber ARDS tablosunun gelismesi olarak siniflandirilmistir. ARDS hafif, orta ve
ciddi olmak iizere li¢ kisimda degerlendirilir. Ayrica bu hasta grubunda sepsis ve septik

sok tablolar1 da goriilebilir (WHO, 2020).

COVID-19’da baz1 biyokimyasal ve inflamatuvar degisiklikler meydana
gelmektedir. Lenfopeni, nétrofili, nétrofil-lenfosit oranindaki artig, trombositopeni, alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve bilirubin seviyelerinde artig, C-
reaktif protein (CRP), laktat dehidrogeneaz (LDH), kreatinin, kreatin kinaz (CK), kardiyak
troponin | ve N-terminal pro-beyin natriiiretik peptid ve D-Dimer seviyelerinde artis,
protrombin zamani (PT) uzamasi, proinflamatuvar sitokinlerin (IL-6, TNF-a) artis1 gibi
degisiklikler olusmaktadir. Bu degisikliklerden lenfopeni, notrofil-lenfosit oranindaki artis,
LDH yiiksekligi, D-Dimer artisi, sitokin seviyelerinin yiikselmesi kotii prognozla iliskili
bulunmustur (Velavan ve Meyer 2020, Chen ve ark., 2021).

COVID-19’da radyolojik olarak agirlikli olarak alt loblarda olmak iizere iki tarafls,
periferik veya arka loblarda buzlu cam opasiteleri goriiliir. Az sayida vakada ise, 6zellikle
yaslilarda olmak iizere, buzlu cam opasifikasyonlarinin lizerine binen konsolidasyonlar
bulunur. Daha sonraki hastalik evrelerinde multifokal konsolidasyonlar, kalinlagmis
interlobiiler ve intralobiiler bantlar, bronsektazi, plevral kalinlasma ve subplevral bantlar

olusur (Ramdani ve ark., 2021).

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda en sik solunum sistemi ile ilgili komplikasyonlar
gorilmektedir. Kritik hastalarda ARDS goriiliirken, COVID-19 sonras1 donemde kronik

solunum yetmezligi ve kalic1 akciger fibrozu gelismektedir (Esendagli ve ark., 2021).

Kardiyovaskiiler komplikasyonlar olarak miyokardit, akut miyokardiyal infarktiis,
aritmi, kardiyojenik arrest ve kalp yetmezligi bildirilmistir. Bir diger komplikasyon ise
vendz tromboembolik olaylarla iligkilidir (Long ve ark., 2020). COVID-19'da, tromboz
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egilimi nedeniyle hem arteriyel hem de vendz tromboz bildirilmistir. Spesifik olarak
arteriyel tromboz, serebral enfarktiis, miyokardiyal enfarktiis; vendz tromboz ise, derin ven
trombozunu (DVT) ve pulmoner tromboembolizmi (PTE) igerir. Artan D-Dimer, Von
Willebrand faktorii (VWF) ve FXIII seviyeleri, koagiilopati ile birlikte trombositopeninin
varligi sonucunda dissemine intravaskiiler koagiilapati (DIC)’ye neden olmaktadir

(Asakura ve Ogawa 2021, Zhang ve ark., 2021).

COVID-19’da yaygin olarak bas agrisi, myalji, bas donmesi, anosmi, tat kaybi
goriiliirken agir vakalarda bilissel bozukluklar, nobet, akut ensefalopati, stroke, koma gibi

ndrolojik komplikasyon goriilebilir (Sarioglu ve ark., 2023).

Immiin sistem disregiilasyonu nedeni ile artan kontrolsiiz sitokin salinimi
sonucunda sitokin firtinas1 meydana gelmektedir. Sitokin firtinasina bagl ates, adenopati,
hepatosplenomegali, anemi, karaciger fonksiyon bozuklugu ve inflamasyona sekonder
intravaskiiler pithtilasma kaskadlarinin aktivasyonu ile makrofaj aktivasyon sendromu

(MAS) gelismektedir (McGonagle ve ark., 2020).

Ayrica sitokin firtinasi, MAS ve lenfopeni dahil olmak iizere bagisiklik tepkileri
ile endotel disfonksiyonu, hiperkoagiilasyon, rabdomiyoliz ve sepsis mekanizmalari ile

akut bobrek hasar1 gelismesinde rol oynayabilir (Ahmadian ve ark., 2021).
2.1.7. Tam

Aktif COVID-19 enfeksiyonunun hizli ve dogru laboratuvar teshisi, pandemi
kontroliiniin temel taglarindan biridir. COVID-19 tanisinda rutin laboratuvarlarda, SARS-
CoV-2 antijenlerini saptama, antikor testleri ve niikleik asit amplifikasyon testleri gibi
farkli tan1 yontemleri kullanilmaktadir (Lai ve Lam 2021).

Tanida, nazofaringeal siiriintiiler, nazofaringeal aspiratlar, orofaringeal, anterior
nazal ve orta konka siiriintiileri veya bunlarin bir kombinasyonu kullanilarak iist solunum
yolu ornekleri siklikla tercih edilen 6rnek tipleridir. Bunun yani sira balgam, endotrakeal
aspirat ve brokoalveolar lavaj sivilari, kan ve digki 6rnekleri de tanida kullanilabilir.

Kullanilacak teste gore 6rnek se¢imi yapilmalidir (Lai ve Lam 2021).

COVID-19 teshisinde altin standart yontem olarak niikleik asit amplifikasyon
testleri kullanilmaktadir. SARS-CoV-2 niikleik asit tespiti i¢in yaygin olarak kullanilan

gercek zamanli ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (rRT-PZR) ve dizi analizi
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olmak tizere iki yontem vardir. Yiiksek maliyetlerin bir sonucu olarak, klinik teshiste dizi
analizinin rutin laboratuvarlarda kullanim1 sinirlidir. Genel olarak kantitatif (RT-PZR) RT-
gPZR, COVID-19'un nihai teshisi icin yiliksek Ozgiilliige sahiptir. Nikleik asit
amplifikasyon testleri, SARS-CoV-2 N, E ve S genlerini ve orfla ve orflb bolgelerini ve
RdRp’i hedefler. Bununla birlikte, testin duyarliligi, numune alma sirasindaki viral yiike,
RNA ekstraksiyon teknigine, numune alma kaynagi ve hastalik agamasina bagli olarak
degiskenlik gosterir. Yanlis pozitif sonuglar ise, numunelerin ¢apraz kontaminasyonu ile

iliskili olabilir (Mohamadian ve ark., 2021, Lai ve Lam 2021).

COVID-19 tanisinda dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP), CRISPR
teknigi, droplet dijital PZR gibi yontemlerde gelistirilmektedir (Mohamadian ve ark.,
2021).

Molekiiler yontemler, asemptomatik enfeksiyonlarda ve epidemiyolojik
calismalarda uygulanamazken serolojik testler, slirveyans ¢aligmalarinda ve as1 yanitlarini

degerlendirmek i¢in kullanilabilir (Anka ve ark., 2021).

Antijen testleri, solunum 6rneklerinde SARS-CoV-2 viral proteinlerinin varligini
tespit eder. Genellikle N proteini yaygin olarak kullanilan hedeftir. Ticari olarak temin
edilebilen kitlerin c¢ogunlugunda, burun boslugundan veya nazofarenksten alinan
numuneler kullanilir. Kan ve tiikiiriik de kullanilan 6rneklerdir. Lateral flow immunoassay
(LFIA), mikroakigkan immiinofloresans testleri ve kromatografik dijital immiinoanalizler
gibi farkli teknolojiler kullanir. Ticari kite gore oOzgillikleri ve duyarliliklart
degismektedir. Testin uygulanmasinin kolay olmasi ve 15-30 dakikada sonug verebilmesi
testin avantajlarindandir. Bu testler hasta basi testleri (POCT'ler) olarak da adlandirilirlar

(Dinnes ve ark., 2020, Lai ve Lam 2021).

SARS-CoV-2'ye kars1 antikorlarin varligi, yakin zamanda veya ge¢mis bir COVID-
19 enfeksiyonunun as1 yanitin1 gosterebilir. LFIA antikor testleri, gerceklestirmesi kolay
ve hizli olma avantajlarina sahiptir, ancak bircok testin duyarliligi disiiktiir. Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) ve kemiliiminesans immiinoassay (CLIA) ise daha
yiiksek hassasiyetlere sahiptir. SARS-CoV-2'ye karst T hiicresi tepkilerini 6lgmek igin
enzim baglantili immiinospot (ELISpot) testleri kullanilabilir. Kullanilan teste bagli olarak
IgM, 1gA, IgG veya total antikorlar saptanabilir. Ek olarak testler, saptadiklari spesifik

antikorlara gore degisir; bunlar arasinda RBD'ye kars1i antikorlar, N proteini, S
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proteini veya her ikisinde kars1 gelisen antikorlar saptanir (Ong ve ark., 2021). Genellikle
kan numunesi kullanilmaktadir. Bu testler antikor tespitine dayandiklari igin, antikor
yanitinin ortalama 14-21 giin igerisinde gergeklesmesi nedeni ile antikor testlerinin akut

hastalik tanisinda kullanilmasi 6nerilmez (Filchakova ve ark., 2022).

Bir diger antikor testi ise, notralizasyon testleridir. Bir hastanin antikorlarinin
SARS-CoV-2 enfektivitesini notralize etme ve enfeksiyonu hafifletme yetenegini 6lgen
serolojik testlerdir. COVID-19 nétralizasyon testleri, rutin laboratuvar testleri arasinda yer
almamaktadir. In vitro ortamda hiicre kiiltiiriinde iiretilen canli SARS-CoV-2 viriislerinin

kullanilmas1 nedeni ile BGS-3 laboratuvarlarda calisiimasi gerekir (Ozdemir ve Arslan

2021).
2.2. MIKRORNA (miRNA)

Bir organizmanin genetik materyali hem hiicre dokularini hem de hiicre
homeostazini1 ve dahili fonksiyonlarin1 kontrol eden diizenleyici mekanizmay1 kodlamada
merkezi bir rol oynar. Genom, DNA tarafindan kodlanmis olsa da, genomdan tiiretilen
karmasik biyolojik islemi gergeklestirebilmek igin birgok RNA kopyalanir. Bununla
birlikte, insan genomunun yalnizca %]1-2'si proteinleri kodlar. RNA’lar kodlama yapan
RNA ve kodlama yapmayan RNA (non-coding RNA-ncRNA) olarak iki grupta
smiflandirilir (Bautista-Becerril ve ark., 2021).

NcRNA'’lar, 200 niikleotitten daha kisa ve 200 niikleotitten uzun ncRNA (long
ncRNA)’lar olmak tizere iki gruba ayrilir. Kisa ncRNA, kii¢iik niikleolar RNA (snoRNA),
mikro RNA (miRNA), dairesel RNA (circRNA) olmak tizere siniflandirilir (Beermann ve
ark., 2016). MiRNA’lar 19-22 niikleotit uzunlugunda protein kodlamayan kiiciik
RNA’lardir. miRNA'lar, miR 06neki ve ardindan bir kimlik numarasi ile
adlandirilir. Ozellikle ayni diziler varsa, fazladan son ekler (harfler veya sayilar)
eklenir. miRNA onciisiiniin 3' veya 5' ucuna gore -3p ve -5p eklerinin kullanimi s6z
konusudur. Kan dahil olmak iizere tiim viicut sivilarinda bulunur ve bozulmaya karsi
oldukca direnclidirler. Siv1 tipine 6zgli miRNA'lar, ¢evre dokularla iliskili fonksiyonel
rollere sahiptir. Viicut sivilarindaki spesifik miRNA konsantrasyonlarinin ¢esitli
fizyopatolojik durumlarin saptanmasi ve izlenmesi i¢in biyobelirtecler olarak kullanilma

potansiyeline sahiptir (Weber ve ark., 2010, Narozna ve Rubi$ 2021).

2.2.1. Tarihge
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MiRNA'lar ilk olarak gelisimsel zamanlamay:1 etkileyen heterokronik mutantlar:
arastiran bir aragtirma yoluyla Caenorhabditis elegans (C. elegans)'ta genetik yaklasimla
tanimland1. Ilk rapor edilen miRNA 1993 yilinda C. elegans’in gelisim evrelerini
diizenleyen 22 niikleotid uzunlugundaki lin-4’dir (Lee ve ark., 1993). Ardindan 2000
yilinda 21 niikleotid uzunlugundaki let-7 tanimlanmustir (Pasquinelli ve ark., 2000). 1k
miRNA’larin kesfinden glinlimiize kadar farkli canlilarda binlerce miRNA bildirimi
olmustur. Bircok miRNA’nin bildirimi nedeni ile bu amagcla bir veri taban1 gelistirilmistir.
miRBase veri tabani, yayinlanmis miRNA dizilerinin ve agiklamalarmin yer aldig bir veri
tabanidir. Su ana kadar 38589 miRNA girisi olmustur ve bunlarin 2000°den fazlasi insan

genomundan bildirilmistir (Kozomara ve ark., 2019).
2.2.2. MiRNA Yap1 ve Sentezi

MiRNA'lar agirlikli olarak genomun intragenik ve intergenik bdlgelerinde
bulunur. Kodlamayan genlerden veya proteinleri kodlayan genlerin intronlarindan
kopyalanirlar. Olgun bir miRNA'nin sentezi i¢in kanonik yol, uzun primer transkriptleri
(pri-miRNA'lar) sentezleyen RNA polimeraz II ile ¢ekirdekte baslar. Pri-miRNA'lar 500
ila 3000 niikleotid uzunlugunda olup, 3' ucunda tipik bir poli-A kuyrugu ve 5' ucunda 7-
metilguanozin bagligi ile karakterize edilir. Pri-miRNA'lar, riboniikleaz III enzim ailesinin
iiyesi olan cift sarmalli RNA'ya 6zgii endoriboniikleaz (DROSHA)’a baglanir. Ardindan,
cift sarmall1 RNA'ya baglayict bir protein gorevi olan DiGeorge sendromu kritik bolge 8
(DGCRS) ile birlikte bir mikroislemci kompleksi olusur. Bu mikroislemci kompleksi, pri-
miRNA'y1 70 ila 80 niikleotit uzunlugunda bir 6ncii miRNA (pre-miRNA)'ya doniistiiriir
(Liu ve ark., 2014, Benz ve ark., 2016).

Pre-miRNA'lar, exportin-5 RanGTP'ye bagl bir mekanizma yoluyla ¢ekirdekten
sitoplazmaya aktarilir. Sitoplazmada, bir RNaz III endoniikleaz olan Dicer proteini ve
protein kinaz R aktivatorii (PACT) veya transaktivasyon yaniti RNA baglayict protein
(TRBP) yardimci faktorleri ile bir kompleks olusur. Bu kompleks, pre-miRNA’y1 isleyerek
olgun bir miRNA dubleksi olarak adlandirilan, 17-24 niikleotit uzunlugunda ¢ift sarmalli
MIRNA (ds-miRNA)’y1 olusturur. Argonaute proteini (AGO) yardimiyla, iki iplik¢ikten
biri pargalanir ve digeri (AGO'ya bagll) isleme tabi tutulur. Bireysel miRNA
duplekslerinin 5' (5p) ve 3' (3p) dizilerinden tiiretilen olgun miRNA'larin oranlar1 degisir
ve her iki zincir de bazt miRNA'lar i¢in islevseldir. Karisikligi 6nlemek igin, 5' ve 3'

uclarindan gelen olgun miRNA'lar sirasiyla -5p ve -3p son ekleriyle belirtilir. Daha sonra
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AGO bagimli miRNA zinciri, RNA kaynakli susturma kompleksine (RNA induced
silencing complex-RISC) dahil edilir. Bu yeni kompleks, hedef mRNA'nin 3' veya 5'
cevrilmemis bolge (Untranslated region-UTR)'sindeki tamamlayic1 dizilere veya kismi
tamamlayicilara baglanir. Hedef mRNA’larin; agirlikli olarak 3' UTR bolgelerine
komplementer niikleotid dizilimlerine sahip miRNA’lar, mRNA’lar1 destabilize ederek
veya yikarak ilgili genlerin susturulmasini saglarlar (Benz ve ark., 2016, Kabekkodu ve
ark., 2018, De Sousa ve ark., 2019, Matsuyama ve Suzuki 2019).
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Sekil 2.2.1. Klasik miRNA sentez yolag: (Bautista-Becerril ve ark., 2021).

Kanonik miRNA biyogenezi klasik yol olsa da, miRNA sentezi i¢in farkl alternatif
yollar mevcuttur. Birkag farklit RNA smifi yapisal ve islevsel olarak miRNA'lara benzer;
ancak, kanonik biyogenez yolundaki bir veya daha fazla adim atlarlar. Drosha ve DGCRS,
kanonik miRNA'lar1 islemek i¢in gereklidir ve bunlarin yoklugunda kanonik olmayan
(non-kanonik) miRNA'lar iretilebilir. Non-kanonik miRNA'larin biyogenezinde,
Drosha’dan ve Dicer'den bagimsiz yollar dahil olmak iizere birkag yol vardir. Iyi bilinen
bir non-kanonik yolda (mirtron), belirli dallart ayrilmis intronlar, pre-miRNA sag tokalar1
olarak islev gorebilir. Drosha/DGCR8'den bagimsiz olan mirtron yolunda, intronlar
splizomlar tarafindan lariat mirtronlarina islenir ve lariat dal ayirma enzimi tarafindan
dallara ayrilir ve ardindan pre-miRNA sa¢ tokalarina katlanirlar. Daha sonra, bu pre-
miRNA kanonik yollarla benzer formda devam etmek i¢in, exportin-5 tarafindan
sitoplazmaya aktarilir. Ve sentez sitoplazmada kanonik yola benzer sekilde devam eder

(Saliminejad ve ark., 2019). Ayrica miRNA sentezinde 3' ve 5' kuyruk mirtronlari, transfer
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RNA ve miR-451 yolag: gibi farkli bircok alternatif yolak da bulunmaktadir (Matsuyama
ve Suzuki 2019).

2.2.3. MiRNA’min Biyolojik Etkileri

Ozellikle, miRNA'lar insan genomunun yaklasik %]1'ini temsil eder, ancak tiim
protein kodlayan genlerin %60 kadarin1 diizenleyebilir ve yiizlerce mRNA'nin
transkripsiyonunu etkileyebilir. MiRNA’lar, biiylime, ¢ogalma, farklilagsma, gelisme,
metabolizma, enfeksiyon, immiinite, apoptoz, organel biyogenezi, DNA onarimi ve
kendini yenileme dahil olmak iizere hiicresel islevin her yoniinii potansiyel olarak
diizenleyebilirler. Degisen biyolojik fonksiyonlara yol acan miRNA’larin diizensizligi,
karsinojenez gibi birgok hastaligin patogenezinde rol oynar (Kabekkodu ve ark., 2018).
MiRNA'lar, antiviral savunma, onkogenez gibi c¢esitli biyolojik siire¢lerde ¢ok 6nemli bir
faktordiir. Dolasimdaki miRNA'lar, konak-patojen etkilesimlerinde 6nemli bir rol oynar ve

patojene kars1 konak tepkilerini olusturur (Auvinen 2017).

Virlisler hiicre igine girdigi zaman direkt ve indirekt etkilere yol agcabilir.
Enfeksiyondan sonra, RNA viriisii genomu, miRNA RISC kompleksinin miRNA viral 5'
UTR, 3' UTR veya kodlama boélgelerindeki tamamlayici niikleotitlere baglandigi zaman
sitoplazmaya salinir. 5' UTR'ye baglanan miRNA, RNA stabilitesine ve artmig viral
replikasyona yol acar. 3' UTR'ye miRNA baglanmasi, viral translasyonun inhibisyonuna
veya artan RNA stabilitesine ve viral translasyona yol acabilir. Indirekt etki ise, viral RNA,
PRR, TLR3, TLR7 ve RIG-I veya MDAS tarafindan taninir ve IFN sinyal kaskad1 aktive
olur. IFN-a, IFN-B ve viral replikasyonu inhibe eden ISG'lerin sayisi artar. Viral
enfeksiyon, IFN ve ISG indiiksiyonu ayrica hiicre icindeki miRNA ekspresyonunda
degisikliklere yol agabilir. Bu, viral replikasyon i¢in gerekli olan hiicresel proteinlerin yan
sira, IFN sinyal kaskadinda veya ISG ekspresyonunda ve islevinde yer alan proteinleri
yukar1 veya asagi dogru diizenler. Sonug olarak, miRNA seviyelerindeki bu viriis aracilt

degisiklikler, ya proviral ya da antiviral bir ortamla sonuglanir (Trobaugh ve ark., 2017).
2.2.4. MiRNA ve Viral Hastaliklar

Virlis ve konak¢i arasindaki etkilesimler kompleks ve karmagiktir. Hiicre ici
replikasyon dongiileri nedeniyle, virlislerin konak¢i hiicrelerde hayatta kalmak ve
cogalmak icin konake¢i tarafindan kodlanmis miRNA'lar1 kullanmalarini veya bunlardan
kacinmalarint saglayan mekanizmalari mevcuttur. Viriisler, viral mRNA'lar1 hedefleyen

hiicresel miRNA'lardan kaginabilir veya bazi anahtar proteinlerle etkilesime girerek
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miRNA yolunu bloke edebilir/bozabilir. Ayrica kendi miRNA'larin1 veya hiicresel
miRNA'lart kendi yararlarina kullanabilirler. Aksine, konak¢1 hiicrenin endojen
miRNA'lar1 da viral mRNA'lar1 hedefleyebilir. Bununla birlikte, hiicresel miRNA'lar ayni
zamanda HCV-miR-122 iliskisinde oldugu gibi viral replikasyonu artirabilir (Piedade ve
Azevedo-Pereira 2017).

Konak miRNA'lar, TLR tarafindan viriisle iliskili niikleik asidin taninmasindan
sonra dogal yanit1 diizenleyerek viral enfeksiyona etki edebilir. MiR-126'nin, pDC’lerde
TLR7 ve TLR9'un ekspresyonunu, tip I IFN aracili dogustan gelen bagisiklik tepkisi i¢in

cok dnemli olan sinyal yollarinda etkili oldugu bulunmustur (Agudo ve ark., 2013).

Konak miRNA, TLR aracili dogal immiin yanit sinyal yollarin1 diizenleyerek
influenza A viriis replikasyonunu inhibe edebilir. H7NO ile enfekte olmus Th1 hiicrelerinde
miR-let-7e, konake1 hiicrelerin bagisiklik tepkisini arttirarak hemagliitinin ekspresyonunu
azaltir ve konake1 hiicrelerin TLR4'liniin aracilik ettigi inflamatuvar cevaba katilarak
virlisiin replikasyonunu inhibe eder. Ayrica IL-1 ve IL-6'y1 hedefleyip anti-inflamatuvar
siirece katilarak asir1 inflamatuvar yanit1 onler. Ek olarak, influenza A viriis enfeksiyonu
stirecinde miR-200a, miR-29¢, miR-650, miR-206 gibi miRNA’lar TLR sinyal yolaklarini
etkileyerek, virilis replikasyonunu ve proliferasyonunu inhibe eder ve IFN ekspresyonunu
indiikler (Liao ve ark., 2021). MiR-155"in asir1 ekspresyonu ile inflamatuvar faktorlerin
ekspresyonu ve NF-kB faktoriiniin aktivasyonu artar. Sfingosin-1-fosfat reseptorii 1
(S1IPR1), miR-155'in hedefidir. SIPR1, endotel hiicrelerinde, bagisiklik hiicrelerinde,
lenfositlerde, makrofajlarda, kasta ve diger doku hiicrelerinde yaygin olarak ifade
edilir. Mir-155, S1PR1'i hedefleyerek influenza A kaynakli inflamasyonu aktif olarak
diizenler (Shen ve ark., 2020). influenza viriisii ile konak¢i arasindaki etkilesimler
sirasinda, konak¢r miRNA'lar viriis replikasyonunu dogrudan ve dolayli olarak inhibe
eder. Bununla birlikte, bazi miRNA'larin antiviral yanit yolunu negatif olarak
diizenleyebildigi, antiviral faktorlerin ekspresyonunu azaltabildigi ve influenza viriisiiniin
replikasyonunu destekledigi bildirilmistir (Liao ve ark., 2021). MiR-21-3p'nin asir
ekspresyonu, influenza viriisii ile enfekte olmus hiicrelerde viral genlerin ekspresyon
seviyelerini ve viral titrelerini 6nemli dl¢lide artirmaktadir. IFN gibi antiviral faktorlerin

ekspresyonunu 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir (Shi ve ark., 2020).

Cesitli calismalarda, Hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonu sirasinda viriis

replikasyonunun ve patogenezinin diizenlenmesinde anahtar rol oynayan birkag miRNA
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tanimlanmistir. MiR-122, HCV genomik RNA'sinin 5' UTR'sine baglanarak viral
replikasyonu ve translasyonu arttirir. MiR-130a ekspresyonu, HCV ile enfekte hastalardan
aliman karaciger biyopsisinde yukari regiile edilir ve antiviral interferon ile indiiklenebilir
trans-membran proteini hedefleyerek HCV replikasyonunu kolaylastirir; miR-130a'nin

yikimi, hepatositlerde HCV replikasyonunu inhibe eder (Pascut ve ark., 2021).

Hiicresel miRNA'lar, endojen mRNA hedeflerinin diizenlenmesi yoluyla viriis
replikasyonunu dolayli olarak arttirabilir veya azaltabilir. MiR-21'in, HCV tarafindan
indiiklenen tip I IFN iiretiminde yer alan MyD88'i ve interlokin-1 reseptorii ile iliskili
kinaz 1 (IRAK1)'1 hedefleyerek baskilanmig IFN aracili antiviral yanita neden olur,
boylece viral replikasyonu arttirir. Ayrica artan miR-21, PTEN (kromozom 10'da silinen
fosfataz ve tensin homologu) yoluyla stellat hiicrelerin aktivasyonuna neden olarak hepatik
fibrozisi tetikler. IFN ile indiiklenen miR-196 ve miR-448'in ise, viral replikasyonun
inhibisyonu i¢in HCV genomik RNA'nin core ve NS5A kodlama bolgesini dogrudan hedef
aldig1 gosterilmistir (Gupta ve ark., 2014, Oura ve ark., 2020).

Genel olarak miRNA'lar, hiicresel bir anti-viral savunma gorevi gorebilir veya viriis
replikasyonunu veya kaliciligin1 destekleyen hiicresel bir ortam olusturmaya yardimci
olmak i¢in virlis tarafindan kullanilabilir (Lamontagne ve ark., 2015). MiR-122,
karacigerde en cok bulunan miRNA olmasi sebebiyle hepatotropik virlislerde en sik
arastirtlan miRNA’dir. MiR-122, Hepatit B viriisii (HBV) yasam dongiisiinde antiviral bir
rol alir. MiR-122 agir1 ekspresyonunun HBV ekspresyonunu inhibe ettigini, endojen miR-
122'nin tiikenmesinin transfekte edilmis hiicrelerde HBV {iretiminin artmasina neden
oldugunu bildirilmistir (Qiu ve ark., 2010). MiR-122 HBYV ile enfekte hastalarda 6nemli
Ol¢iide yukarn regiile edilir ve Huh7 ve HepG2 hiicrelerinde HBV replikasyonunu inhibe
edebilir. Genel olarak, miR-122, HCV ve HBV'ye gore viral replikasyonu arttirabilir ve
inhibe edebilir. Baska bir deyisle, hiicresel miRNA'lar, arttirict veya baskilayic

mekanizmalarla viral yasam dongiilerini etkiler (Wei ve ark., 2013).

HBYV ile iliskili karaciger hastaliklarinda miR-148a, miR-96, miR-29c ve miR-602
gibi bazi miRNA'lar karaciger dokularinda anormal sekilde eksprese edilmistir. Bu
miRNA’lar virlis enfeksiyonu ve hastalik ilerlemesi ile iliskilidir (Fan ve Tang 2014).
MiR-602, kronik hepatitin ¢ok erken evresinden HBV’nin neden oldugu siroz ve
hepatoseliiler karsinom (HCC)’a kadar asir1 eksprese edilmektedir. HCC'de miR-602'nin

asir1 eksprese edildigi ve hedef tiimor baskilayici genin ekspresyonunun normal karacigere
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kiyasla azaldigr bulunmustur. HBV aracili HCC i¢in miR-602 erken bir teshis belirteci
olarak kullanilabilir (Yang ve ark., 2010).

HIV-1 enfeksiyonu sirasinda miRNA ekspresyon profillerindeki degisiklikler
arastirtlmistir. Baz1 caligmalar, HIV-1 yardimci ve diizenleyici genlerini hedef alarak
hiicresel miRNA'larin, viral RNA'lar1 hedefleyerek HIV-1 replikasyonunu etkiledigini
gostermistir. MiR-29a ve miR-29b'nin HIV-1 nef gen ekspresyonunu hedefledigini, bunun
sonucunda nef gen translasyonunun baskilanmasina ve ardindan viral yiikte azalmaya
neden oldugu bilinmektedir. MiR-133b, miR-138, miR-326, miR-149 ve miR-92a'nin HIV
viral replikasyonunu %40 oraninda azalttig1 gosterilmistir. MiR-326 5'UTR, miR-133b ve
miR-138 env, miR-149 gag vemiR-92a pol gen bolgelerini hedefleyerek viral

replikasyonun baskilanmasina yol acar (Chinniah ve ark., 2022).

Hiicresel miRNA'lar ayrica, virlis replikasyonunu veya konak savunmasini
diizenleyerek HIV-1 replikasyonunu da module eder. MiR-146a'nin asagi regiilasyonu,
CD4" T hiicrelerinde viral girisi tesvik eden CXCR4 ko-reseptoriiniin asir1 ekspresyonu ile
sonuglanir (Chinniah ve ark., 2022). Yapilan in vitro bir ¢alismada miRNA-155"n, {i¢li
motif iceren protein 32 (TRIM32)'nin HIV aktive edici etkilerini inhibe ederek HIV-1
latensini giiclendirebilecegi gosterilmistir (Ruelas ve ark., 2015). Ozellikle monositlerde
bulunan alt1 hiicresel miRNA'nin (miR-15a, miR-15b, miR-16, miR-20a, miR-93 ve miR-
106b), piirin agisindan zengin element baglayict protein a (Pur-a)nin baskilanmasiyla
baglantisi mevcuttur. Sonu¢ olarak, bu miRNA'larin monositlerde inhibisyonu, Pur-a

ekspresyonunu arttirarak HIV enfeksiyonunda bir artisa neden olur (Shen ve ark., 2012).

Monositlerde HIV-1 enfeksiyonunu kisitlayan miR-198'in Cyclin T1’i baskiladigi
mRNA'y1 ve protein ekspresyonunu hedefledigini ve asag regiile ettigini, bunun da daha
sonra enfekte monositlerde ve makrofajlarda  HIV'intat aracili transkripsiyonel
aktivasyonunu bozdugunu bildirmislerdir. MiR-198'in asir1 ekspresyonu, makrofajlarda
HIV replikasyonunu inhibe eder, bu da hiicre tipine 6zgii mekanizmalarin miRNA'lar

tarafindan yiiriitiilen bir etki olabilecegini diisiindiirmektedir (Sung ve Rice, 2009).
2.2.5. COVID-19 ve MiRNA

Viral enfeksiyonlarda dogrudan veya dolayli olarak enfeksiyon seyrine etki eden
dolasimdaki konak¢i miRNA'larin ¢esitliligini ve Onemini bildiren bircok c¢alisma

bulunmaktadir. Dolagimdaki miRNA'larin viral enfeksiyonda, hiicresel antiviral yanitlarda
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veya karmagik diizenleyici yollar1 diizenleyerek viriislerin replikasyonu ve yayilmasinda
onemli rollere sahip oldugu gosterilmektedir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda
diferansiyel olarak eksprese edilen konakg¢i tarafindan kodlanmis dolagimda bulunan
miRNA'lar bildirilmistir. Yapilan bir arastirmada saglikli donérler ile COVID-19
hastalariin plazmasinda dolasan miRNA'lar karsilagtirilmistir. Plazmada SARS-CoV-2 ile
enfekte hastalarda diferansiyel olarak eksprese edilen toplam sekiz miRNA tanimlanmustir;
bunlardan miR-17-5p ve miR-142-5p asag: regiile edilirken, miR-15a-5p, miR-19a-3p,
miR-19b-3p, miR-23a-3p, mMIiR-92a-3p ve mMIiR-320a yukar1 regiile edilmistir.
Enfeksiyonun erken evresinde miR-19a-3p, miR-19b-3p ve miR-92a-3p ortaya ¢ikmaya
baslamistir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunun teshisi i¢in bu miRNA’larin potansiyel
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Fayyad-Kazan ve ark., 2021). Diger
bir ¢aligmada saglikli bireyler ile siddetli COVID-19 ve influenza-ARDS hastalarindan
alman serum Orneklerinde kardiyomiyositlere 6zgii miRNA'larin  ekspresyonu
aragtirtlmistir. MiR-21, miR-155, miR-208a ve miR-499'un serum konsantrasyonlari,
COVID-19 hastalarinda saglikli bireylere kiyasla 6nemli dl¢iide artmistir. MiR-155, miR-
208a ve miR-499, COVID-19 ve influenza-ARDS hastalarini ayirt etmede net bir ayrim
gostermistir. Bulgular, COVID-19'un spesifik bir yaniti ve kardiyak tutulumu oldugunu
desteklemektedir (Garg ve ark., 2021). Ek olarak, de Gonzalo-Calvo ve arkadaslar1 yogun
bakimda yatan COVID-19 hastalarinin dolagimindaki miRNA profilini incelemistir. Kan
orneklerinde miR-16-5p, miR-92a-3p, miR-98-5p, miR-132-3p, miR-192-5p ve miR-323a-
3p’min yogun bakima yatip eks olan hastalarda baskilandig1 gosterilmistir. MiR-27a-3p,
miR-27b-3p, miR-148a-3p, miR-199a-5p ve miR-491-5p, servisteki hastalara kiyasla
yogun bakim tiinitesi hastalarinda yukari regiile edilmistir. MiR-192-5p ve miR-323a-3p,
siddetli COVID-19'un klinik fazinda, yogun bakimda hayatta kalmayanlar1 hayatta
kalanlardan aymrmistir ve diger laboratuvar parametrelerinden daha yiiksek bir mortalite
tahmininde bulundugu bildirilmistir. Dolagimdaki miRNA profillemesi, kritik COVID-19
hastalarinda riske dayali hasta smiflandirmasi i¢in yararli bir ara¢ olarak ortaya

konulmaktadir (de Gonzalo-Calvo ve ark., 2021).

Siddetli COVID-19 vakalarinda, bagisiklik sisteminin proinflamatuvar sitokinlerin
asirt salgilanmasiyla karakterize edilen SARS-CoV-2'ye hiperinflamatuar bir yanit
gelistirdigi bilinmektedir. Klinik kanitlar, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna sekonder sitokin
firtinas1 olusumunun, ciddi vakalarda hizli kétiilesme ve yliksek 6liim orani ile yakindan

iligkili oldugunu gostermektedir. Hiperinflamatuvar yanit, COVID-19'un ciddiyetinin ve
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prognozunun belirleyicisi olarak kabul edilir ve bu siire¢, dolasimdaki miRNA'larin
diizenlenmesiyle de iligkilidir (Liang ve ark., 2023). Sitokinlerin diizenlenmesindeki rolleri
ve ayrica endotel fonksiyonunu diizenleyen genetik reseptorler nedeniyle miRNA'lar ile
inflamatuvar immiin yanit arasinda yakin bir iliski vardir. Yapilan bir ¢alisma, COVID-19
hastalarinda miR-146a, miR-21 ve miR-142'nin asagi regiilasyonunun inflamatuvar siireci
destekledigini ve siddetlendirdigini gostermistir. miR-146’1n azalmasi proinflamatuvar NF-
kB yolunun ve mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz yolunun aktivasyonuna neden
olur. Ek olarak, interlokin iiretimini siddetlendiren IRAK-1, IRAK-2 ve tiimor nekroz
faktorli reseptorii ile iliskili faktor 6'nin (TRAF-6) ekspresyonunu arttirir (Tang ve ark.,
2020). miR-146a ile IL-6 dengesinin bozulmasi, proinflamatuvar sitokinlerin
modiilasyonunu  bozabilir ve hiperinflamatuvar bir durumu indiiklemek i¢in
salgilanmalarin1  kolaylastirabilir. MiR-146a'nin  asagi regiilasyonunun, yetersiz konak
antiviral yaniti ile sonuglanmasi, daha uzun siireli ve asir1 sitokin salinimi1 gostermesi ve
dokulardaki inflamatuvar hasar1 siirlayacak bir geri bildirim mekanizmasinin olmamasi
nedeniyle, siddetli COVID-19'da altta yatan faktorlerden biri olabilecegi o©ne
stiriilmiistiir (Roganovi¢ 2021). Ayrica proinflamatuvar sitokinlerin (TNF/IL-12) miR-21
birikimini arttirdigt ve makrofajlarda bir anti-inflamatuvar yanitt indiikledigi de
dogrulanmistir. Yukari regiile edilmis miR-19a/b seviyeleri, TGF-f sinyal yolu tarafindan
saglanan immiinosiipresif ve antiinflamatuvar rolii inhibe ederek COVID-19 hastalarinda
goriilen inflamatuvar firtinaya dahil olabilir. TGF- sinyal kaskadi, diizenleyici T
hiicrelerini indiikleyerek, B ve T hiicrelerinin islevini inhibe etmenin yani sira M2
makrofaj yanitin1 destekleyerek onemli bir immiinosupresif ve antiinflamatuvar rol oynar

(Fayyad-Kazan ve ark., 2021).

NLRP3, kaspaz-1'i aktive ederek dogustan gelen bagisikligr tetikler ve ardindan
inflamatuvar yanit1 indiikleyerek IL-1B ve IL-18 gibi sitokinlerin iiretimini
arttirtr. Dolagimdaki miR-223"in, NLRP3, IL-1pB, IL-18 ve kaspaz-1 dahil olmak iizere
cesitli faktorleri hedefleyerek antioksidan ve antiviral etkisinin oldugu ve inflamasyonu
kontrol altina aldigi; serum miR-223-3p'nin SARS-CoV-2'yi inhibe ettigi gosterilmistir
(Huang ve ark., 2021, Houshmandfar ve ark., 2021).

COVID-19'da olen hastalarin yayinlanan otopsi raporlari, viriistin Oncelikle
akcigerlere saldirdigin1 ve akut akciger hasarina yol a¢tigini ortaya koymaktadir. Bir fare

modelinde miR-486-5p’nin IL-1B, TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu artirarak inflamatuvar
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yanit1 arttirdig1 ve apoptozu inhibe eden OTUD7B aktivitesini inhibe ederek asir1 akciger
hasarmma neden oldugu bildirilmistir (Luo ve ark., 2020). Yapilan ¢aligmalarda,
dolasimdaki miR-486-5p ve miR-146a, COVID-19'da o6nemli oOl¢iide yukar1 regiile
edilmistir ve bunlardan dolasimdaki miR-146a, kisa vadeli mortaliteyi tahmin etmek icin
kullanilabildigi ifade edilmistir (de Gonzalo-Calvo ve ark., 2021). Aksine, COVID-19'da
diferansiyel olarak eksprese edilen bagka bir miRNA olan miR-16-5p, enfeksiyondan sonra
akciger hasarina karsi koruyucu bir mekanizma ile iliskilendirilmistir (Tang ve ark.,
2020). MiR-16-5p'nin asir1 ekspresyonu inflamasyonu azaltabilir ve fosfatidilinositol 3
kinaz (PI3K)1 dogrudan inhibe edebilir, bdylece NF-«B aktivasyonunu ve TNF-a
tretimini etkileyebilir (Zhang ve ark., 2019). SARS-CoV-2'nin bronkoalveolar kok
hiicrelerde miR-223 ekspresyonunu asagi regiile ettigi bulunmustur. MiR-223"{in
inhibisyonu, ACE2 reseptorlerini arttirir, viral replikasyonu gii¢lendirir ve ¢oklu
inflamatuvar kaskadlarin1 aktive eder. Bunun sonucunda, akciger hiicreleri siirekli yikima,
artan proinflamatuvar sitokinlere ve onarim kapasitelerinin kaybina maruz kalir. Ayrica
miR-223'in daha disiik seviyelerinin, COVID-19'un ciddi klinik belirtileriyle iligkili
oldugu bildirilmistir (Mirzaei ve ark., 2021, Demiray ve ark., 2021). MiR-21, farkli
diizenleyici yollarda rol oynayan ve neoplastik ve diger hastaliklarda dolasimda degisen
seviyelerde bol miktarda bulunan bir miRNA'dir. Ozellikle, koronaviriislerin miR-21 icin
baglanma bolgeleri bulunmaktadir. SARS-CoV-2 veya inflamatuvar veya diger etkilenen
stiregler, dolasimdaki miR-21 seviyelerini degistirebilir. Bu durum makrofajlarin alternatif
aktivasyonuna, PI3K yoluyla insan solunum yollarinin yeniden sekillenmesine, PTEN
proteininin diizenlenmesine ve diiz kas proliferasyonuna yol agar. Programlanmis hiicre
olimi reseptorii 4 (PDCD4), E-kadherin, metalloproteinaz 2, NF-kB ve IL-12'nin doku
inhibitorii gibi yolaklardaki mRNA'lar1 hedefleyerek daha ciddi hastaliklarda akcigerin
yeniden sekillenmesini arttirir (Jiang ve ark., 2019). Ek olarak, yapilan bir ¢aligmada miR-
21’in yukan regiilasyonu, ventilasyon siiresinin ve vazopresor desteginin daha uzun siire
devam edilmesi ile iligkili bulunmustur (Garg ve ark., 2021). Sonug olarak, dolasimdaki
miRNA'lar, COVID-19 siirecinde akut akciger hasarinin olusumu ve gelisimi i¢in 6nemli

molekiiler hedefler olabilir ve patogeneze dair yeni bilgiler saglayabilir.

MiR-21, Kalpteki fibroblastlarin ERK-MAP kinaz sinyal yolunu degistirerek
antiapoptotik bir etki gosterir. Boylece, miR-21’in yukar regiilasyonu, fibroblastlarin
hayatta kalmasin1 artirarak fibrozis ve hipertrofiye neden olur ve kardiyak disfonksiyon ile

sonuglanir (Kukreja ve ark., 2011). COVID-19 hastalarinda 6nemli 6l¢iide artan ve
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kardiyovaskiiler hasar ile endotelyal inflamasyon, fibroblast proliferasyonu, apoptoz ve
piroptoz ile iligkili bir diger miR, miR-155’tir. Bu degisiklikler, kalp yetmezligine yol agan
hipertrofi ve ventrikiiler disfonksiyona neden olur. COVID-19 hastalarinin %23'tinde kalp
yetmezligi gézlenmistir ve miR-155 gibi miRNA'larin katildig1 diizenleyici yollar, kalp
yetmezligi riskini artirabilir (Bautista-Becerril ve ark., 2021). Yapilan klinik bir ¢alismada
COVID-19 hastalarinda miR-21 ve miR-155’in seviyeleri yiikksek bulunmustur (Garg ve
ark., 2021).

MiR-208 ve miR-499, kalp kasina 06zgii miRNA'lardir. miR-208,
kardiyomiyositlerde hemoglobin B agir zincirinin ekspresyonunu diizenler, artis1 kardiyak
hipertrofi ve fibrozis ile iligkilidir. MiR-499, p53, kalsinérin ve dinamin GTPaz 1 ile ilgili
sitozolik protein gibi proteinler araciligiyla hipoksi ve iskeminin neden oldugu apoptozu ve
miyokardiyal hasar1 engeller. Ek olarak, hasar veya yaralanma sonrasi onarimi
desteklemek i¢in kardiyak kok hiicrelerin yapisal ve islevsel farklilasmasindan da
sorumludur. Bu miRNA'larin degistirilmesi, COVID-19 ile bu hastalikta meydana gelen
kardiyovaskiiler komplikasyonlar arasinda gii¢lii bir iligki olabilecegini diisiindiiriir
(Bautista-Becerril ve ark., 2021). Ayrica bir fare modelinde miR-15b’in yukari
regiilasyonu daha yiiksek aritmi insidansi ile iliskilendirilmistir (Niu ve ark., 2020). MiR-
133, kardiyak fibrozis, kardiyak hipertrofi ve aritmi i¢in gerekli olan kardiyak hiicrelerin
proliferasyonuna, farklilagmasina, hayatta kalmasina, hipertrofik biiytimesine ve elektriksel
iletimine katilmaktadir (Pieri ve ark., 2023). Bildirilen bir c¢alismada dolasimdaki
miRNA'larin COVID-19 siddeti ve 28 giinliik mortalite ile iligkisi incelenmistir. Bu
¢alismanin sonuglarina gore, miyosit tiirevli miRNA olan miR-133a ve miR-208b siddetli
hastaligt olan hastalarda saptanirken, miR-133a 28 giinlik mortalite ile iliskili
bulunmustur. Ayrica, miR-133a’nin yukar1 regiilasyonu, inflamasyonun neden oldugu

miyosit hasarin1 yansitmaktadir (Gutmann ve ark., 2022).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu olan kritik hastalarin %?25'inde ozellikle altta
yatan hastalifi olanlarda akut bobrek hasar1 yiiksek mortalite oranlari ile iliskilidir.
COVID-19'da miR-29‘un azalmasi kollajen I, kollajen 111, fibrillin ve renal elastin dahil
olmak tizere hiicre dis1 matriste materyal birikimini artiran hiicreleri aktive ederek yeniden
sekillenmeyi indiikleyebilir. Bu durum glomeriiler fibrozis ve akut bobrek hasari ile
sonuglanir (Bautista-Becerril ve ark., 2021). SARS-CoV-2 enfeksiyonundaki bir diger

MIRNA, miR-18a'dir. Azalmasi, bobrek dokusunda kollajen ve fibrin olusumunu
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destekleyerek trombospondin-1 iiretimini hizlandirabilir. Ayrica miR-18a’nin, VEGF
seviyelerini azaltarak renal disfonksiyona yol agabilecegi one siiriilmiistiir (Widiasta ve
ark., 2020).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda dolasimdaki miRNA'lar 6nemli bir degisikligi
tetikleyebilir ve coklu organ komplikasyonlarinda kritik bir rol oynayabilir. Ayrica
miRNA’lar COVID-19’un ilerlemesini takip etmek icin biyobelirtegler ve terapdtik
hedefler olarak kullanilabilir (de Gonzalo-Calvo ve ark., 2021).

Bir¢ok virlise karst konake¢inin bagisiklik sisteminin diizenlenmesinde konakg1
miRNA’lar 6nemli bir rol oynamaktadir. MiRNA’larin virlis replikasyonu ve konak
savunmasi gibi gorevlerinin oldugu bilinmektedir. SARS-CoV-2 pandemik bir viriis olmasi
nedeni miRNA’larin COVID-19 patogenezindeki roliinlin anlasilmasi onemlidir. Bu
calismada, SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarda saglikli kontrol grubuyla karsilastirarak
miR-1307, miR-155, miR-146, miR-26a-5p, miR-21, miR-19a-3p, miR19b-3p, MiR-16,
miR-590, miR-let-7b-3p serum diizeylerini incelemek ve bu miRNA’larin klinik tabloyla
iligkisini belirleyerek patogenezdeki roliiniin anlasilmasina katki ve fayda saglamak

amaglandi.
3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Saglik Bakanhigi ve Necmettin Erbakan Universitesi, Meram Tip
Fakiiltesi, ila¢ ve Tibbi Cihaz dis1 Arastirmalar Etik Kurul onayi ile gerceklestirildi (Sayz:
2022/3754). Calisma Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii tarafindan 221518027 no’lu proje kapsaminda desteklendi.
3.1. Orneklerin Toplanmasi

Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji
Laboratuvarma ¢esitli boliimlerden gelen solunum yolu orneklerinden SARS-CoV-2
pozitif hastalar belirlendi. SARS-CoV-2 pozitif hastanin, es zamanli kan isteminin olup
olmadig, yas, cinsiyet ve hastanin klinik seyri Hastane Bilgi Islem Sistemi’nde kayith
veriler iizerinden tespit edildi. Hastaya ait kan Ornegi varsa hasta calismaya alindi.
Hastanin laboratuvara ulasan kan numunesinden, ¢alisilan test sonrasi arta kalan serum

ornekleri kullanildi. Serum ornekleri miRNA ekstraksiyon ve real time PZR yontemi ile
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seviye Ol¢iimleri yapilincaya kadar -80°C’ye konarak saklandi. Ayrica hastalarin klinigi
DSO kriterlerine gore hafif, orta ve agir grup olarak siniflandirildi.

Kontrol grubu, hastanemize rutin kan tetkiki i¢in gelen kisilerin laboratuvarimiza
ulasan kanlari, Hastane Bilgi Islem Sistemi’nde kayitl1 veriler iizerinden degerlendirilerek
kronik hastaligi olmayan, yakin zamanda COVID-19 veya baska bir enfeksiyon
gecirmemis kigiler arasindan secildi. Yine bu kisilerin rutin testleri sonrasi arta kalan

serum oOrnekleri ¢calismada kullanildi.

PZR yontemi ile COVID-19 tanis1 konan 70 hasta ve herhangi bir hastaligi
olmayan 30 kontrol grubunun periferik kan 6rneklerinden 10 miRNA’nin (miR-1307, miR-
155, miR-146, miR-26a-5p, miR-21, miR-19a-3p, miR19b-3p, miR-16, miR-590, miR-let-
7b-3p) gercek zamanli PZR yontemi ile seviye Olglimlerinin gergeklestirilmesi igin

numuneler ¢aligma giiniine kadar saklandi.
3.2. SARS-CoV-2 Tespiti

Nazofaringeal siiriintii alinan hastalarin ornekleri VNAT™ viral tagima besiyeri
icerisinde 2-8°C tasima kosullarinda laboratuvarimiza ulastirildi. Test, ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyon (qRT- PZR) yontemiyle galisildi. SARS-CoV-2 RNA tespiti
i¢in Bio-Speedy COVID-19 RT qPZR (Bioksen, Istanbul) kitleri ve Rotorgene Q (Qiagen,
Almanya) termal dongii cihazi kullanildi. Esik dongii sayis1 (Ct)<38 olan sigmoidal egriler
pozitif olarak degerlendirildi.

3.3. MiRNA analizi

MiRNA izolasyonu amaciyla SanPrep Column MicroRNA Mini-Prep Kiti (Bio
Basic Inc., Toronto, Kanada) kullanildi. MiRNA’dan ¢cDNA elde edilmesi miRNA All-In-
One cDNA Synthesis Kit (Applied Biological Materials (abm) Inc., Richmond, Kanada)
ticari kiti ile gergeklestirildi. MiRNA seviye Ol¢iimleri ise real time PZR kiti (Applied
Biological Materials (abm) Inc., Richmond, Kanada) ile yapildi. Bu amagla asagida yer

alan kimyasallar, cihazlar ve laboratuvar gerecleri kullanildi:
-miRNA izolasyon kiti
* miRNA ekstrakte edici

» Kloroform
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* %100 Etanol
* RPE soliisyon
* RNAaz icermeyen su
- cDNA izolasyon Kiti
* RNA
* 2X miRNA cDNA sentez siipermiks
* Enzim miks
* Niikleaz igermeyen su
- BlasTaq™ 2X qPZR Master Miks
- Abm U6 Referans Gen Primerleri
- Hedef miRNA Primerleri
- Mikrosantrifiij cihaz1
- Vorteks karistirict
- Etuv
- Mikrosantrifiij tiipleri
- Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uglari
- Spin Kolonlar
- Toplama Tiipleri
- Termal Dongii Cihaz1
- Real Time PZR (LightCycler® 96) cihazi

- Roche LightCycler® 96 Multiwell Plate (Cok kuyucuklu plak)
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3.3.1. MiRNA izolasyonu
1. 500 pl serum 6rnegi RNase bulundurmayan ependorf tiiplere aktarildi.

2. Numunenin tamamen parcalanmasi i¢in serum Orneginin iizerine 1 ml miRNA

ekstrakte edici eklendi ve oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi.

3. Serumu ii¢ faza ayirmak icin ¢ozeltiye 0.2 ml kloroform eklendi ve 30 saniye

vortekslendi. Ardindan 4 °C'de 12.000 x g'de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Elde edilen silipernatanttan 540 pl alindi ve 1.5 ml RNaz icermeyen santrifiij
tiipiine aktarildi. Uzerine %100 etanolden 180 ul eklendi ve birka¢ kez pipetleme islemi
yapilarak karistirildi.

5. Daha sonra ¢ozelti spin kolona aktarilarak agzi kapatildi. 12.000 x g'de 2 dakika
boyunca santrifiijlendi. Elde edilen 690 pl ¢ozelti 1.5 ml’lik RNaz icermeyen santrifiij

tiipline aktarildi.

6. 690 pL cozeltiye 460 ul %100 etanol eklenerek birka¢ defa pipetleme yapildi.
Karstirilan ¢ozelti yeni bir spin kolona aktarilarak 2 dakika 12.000 x g'de santrifiijlendi.

Ve akista kalan siv1 atildi.

7. Spin kolonuna 0.5 ml RPE ¢ozeltisi eklenerek 30 saniye 12.000 x g'de santrifii
edildi. Akista kalan siv1 atildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi.

8. Etanoliin tamamen uzaklagmasi igin spin kolon tekrar 12.000 x g'de 30 saniye
santrifiij edildi.

9. Spin kolon siitunu yeni bir 1.5 ml santrifiij tiipline konularak 30-50 ul RNaz
igcermeyen su eklendi. 2 dakika bekletildi. Ardindan 30 saniye boyunca 12.000 x g santrifiij
edildi. Tipte kalan ¢6zelti miRNA icermekte olup elde edilen MiRNA’lar -20°C’de

saklandi.
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Resim 1. Ug Faza Ayrilmis Serum Ornegi
3.3.2. MiRNA’lardan ¢cDNA Elde Edilmesi

1. Her bir numune igin tiim bilesenler belirtilen miktarlarda kit Onerileri

dogrultusunda hazirlandi (Tablo 3.1).

2. Total hacim 20 pl olacak sekilde kitin caligma protokoliine uygun olarak

caligildi.

3. Daha sonra hazirlanan karigima termal dongii (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Tiirkiye) cihazinda 1s1 protokolii uygulandi. Karigim 37°C'de 30 dakika, ardindan 50°C'de
15 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 85°C'de 5 dakika 1sitilarak reaksiyon durduruldu. Ve
cDNA’lar elde edildi.

-PZR asamasina gegmeden once elde edilen cDNA’larin Nanodrop ile 6l¢iimleri

yapilarak, tiim 6rnekler 100 ng olacak sekilde sulandirildi ve kullanima hazir hale getirildi.

Resim 2. Termal Dongii Cihazi
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Tablo 3.1. cDNA miks igerigi

Bilesen Miktar
2X miRNA cDNA sentez 10 ul
stipermiks

Enzim miks 2 ul
RNA 5ul
Nukleaz icermeyen su 3ul
Total hacim 20 ul

3.3.3. Real Time PZR

cDNA'’larin referans gen agisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili bolgeleri
isaretlemek amaciyla BlasTaq™ 2X qPZR Master Miks ve U6 Primer Master Miks’leri

tiretici firma onerileri dogrultusunda Tablo 3.2°de belirtilen miktarlara gore hazirlandi.

Tablo 3.2. BlasTaqg™ 2X qPZR Master Miks ve U6 Primer Master Miks I¢erigi

Bilesen Miktar
Master Miks 10 uL
Forward Primer 0.5 uL
Reverse Primer 0.5 uL
Su 4 uL

cDNA (100 ng) 5uL

Total Hacim 20 puL

Hazirlanan referans gen real time PZR miks’leri ve hedef gen real time PZR
miks’leri, uygun cDNA’lar ile LightCycler® 96 sistemine ait 96 mikro kuyucuklar
tizerinde birlestirildikten sonra tablo 3.3’te yer alan 1s1 protokolii uygulandi. Real time PZR
islemi Light Cycler96 termal dongii cihazinda gergeklestirildi. Son olarak, esik dongii (Ct)
degerleri kaydedildi.
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Tablo 3.3. PZR Is1 Protokoli

[k Denatiirasyon 95°C’de 3 dakika
(dk)

Denatiirasyon 95°C’de 15 saniye
(sn)

(Bu dongii 40 kez tekrarlandi)

Primerlerin baglanmasi ve uzamasi 60°C’de 1 dk

(anneling/ekstensiyon)

(Bu dongii 40 kez tekrarlandi)

Erime Egrisi 95°C’de 10 sn
65°C’de 1 dk
97°C’de 1 sn

Sogutma 40°C’de 1 dk

3.4. istatistiksel Analiz

Tanimlayic istatistik olarak ortalama ve standart sapma, kategorik degiskenler i¢in
frekans ve yiizde degerleri verildi. Kategorik degiskenlerin analizinde Ki kare testi
kullanildi. ACt degerlerinin analizinde t testi ya da ANOVA testi kullanildi. Relatif
ekspresyonlarin hesaplanmasinda Livak'm AACT metodu kullamldi ve 2044€D degerleri

hesapland1 (Livak ve Schmittgen 2001). Analizler R 4.2.2. programi ile yapildi. p<0.05

anlamli1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubumuz, qRT-PZR ile COVID-19 tanist konmus 70 hasta ve 30 saglikli
bireyden olusturuldu. Hasta grubu 41 (%58.57) erkek, 29 (%41.43) kadin hastadan
olugmakta olup, hastalardan 14 (%20)’ii hayatin1 kaybetmistir. Hasta grubu hafif, orta, agir
hasta olmak tizere ii¢ gruba ayrildi. Kontrol grubunda ise 15 (%50) erkek, 15 (%50) kadin
birey bulunmaktadir. Caligma gruplarina ait demografik veriler Tablo 4.1°de yer

almaktadir.

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait demografik veriler

Degisken  Kontrol, n=30*  Hafif, n=20! Orta, n = 25? Agir, n = 25! p?
Yas 36.03+8.89 40.05+18.33 65.60+8.13 66.88+11.72 <0.001
Cinsiyet 0.003

Erkek  15.00 (50.00%)  5.00 (25.00%)  17.00 (68.00%)  19.00 (76.00%)
Kadin  15.00 (50.00%)  15.00 (75.00%)  8.00 (32.00%)  6.00 (24.00%)

Mean+SD; n (%)

20ne-way ANOVA, Pearson's Chi-squared test

Belirlenen referans genlerin ve hedef mikroRNA’larin Ct degerleri ile ACT
degerleri hesaplandi. Hasta ve kontrol grubu ile 10 farkli miRNA’nin diizeyleri istatistiksel
olarak karsilastirildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Hasta ve kontrol grubu miRNA degerlerinin karsilastiriimasi

Degisken Kontrol, n= 30! Hasta, n = 70! p?
miR-1307 12.00£1.17 11.38+0.94 0.014
miR-155 15.77£2.11 15.53+1.57 0.6
miR-146 13.2842.18 12.14£1.21 0.011
miR-26a-5p 14.91£1.78 13.38+1.55 <0.001
miR-21 19.314+5.39 15.44+1.90 <0.001
miR-19b-3p 11.98+1.88 11.40+1.61 0.15
miR-19a-3p 11.71+1.89 10.42+1.14 0.001
miR-16 10.30+0.97 10.46+2.03 0.6
miR-590 13.94+1.70 13.85+1.66 0.8
miR-let7b-3p 16.71+1.38 14.32+1.62 <0.001
Mean+SD

AWelch Two Sample t-test

Daha sonra COVID-19 hastalarindan, hastaligi hafif, orta ve agir geciren hastalar
ile on miRNA’nin ifade diizeyleri karsilastirildi (Tablo 4.3). Ve kontrol grubu ile hafif, orta

ve agir hasta gruplar karsilagtirilarak ACT degerlerine ait istatistiksel veriler Tablo 4.4’te
belirtildi.
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Tablo 4.3. Hastalik siddetine gore gruplarin miRNA degerlerinin karsilagtirilmasi

Degisken Hafif, n = 20? Orta, n = 25! Agir, n= 25! p?
miR-1307 11.44£1.23 11.57+£0.87 11.14+£0.71 0.069
miR-155 15.38+0.95 15.08+1.56 16.10+1.84 0.063
miR-146 11.96+1.49 12.19+1.14 12.24+1.06 0.7
miR-26-5p 13.16£1.47 13.03+£1.91 13.91£1.06 0.10
miR-21 15.30+1.87 15.74+£2.33 15.25+1.43 0.6
miR-19b-3p 11.46+1.00 11.18+2.36 11.57£1.02 0.7
miR-19a-3p 10.38+1.11 10.02+1.30 10.85+0.84 0.032
miR-16 10.88+0.74 10.13£1.13 10.47+3.14 0.5
miR-590 13.63+1.52 14.37+1.49 13.52+1.87 0.2
miR-let7b-3p 14.73+1.59 13.90+£1.91 14.41+1.24 0.2

Mean+SD; n (%)

20ne-way ANOVA; Pearson's Chi-squared test; Fisher's exact test; Kruskal-Wallis rank sum test
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Tablo 4.4. Kontrol grubu ile her hasta grubunun karsilastiriimasi

Degisken Kontrol, n =30 Hafif, n=20' Orta, n=25' Agr, n= 25! p?
miR-1307 12.00£1.17 11.44£1.23 11.57+£0.87 11.14+£0.71 0.020
miR-155 15.7742.11 15.384+0.95 15.08£1.56  16.10+1.84 0.2
miR-146 13.28+2.18 11.96+1.49 12.19+1.14 12.24+1.06  0.013

miR-26a-5p 14.91+1.78 13.16=1.47 13.03£1.91 13.91£1.06 <0.001
miR-21 19.31+£5.39 15.30+1.87 15.74£2.33 15.25+1.43 <0.001
miR-19b-3p 11.98+1.88 11.46+1.00 11.1842.36  11.57+1.02 0.4
miR-19a-3p 11.71+1.89 10.38+1.11 10.02+1.30 10.85+0.84  <0.001
miR-16 10.30+0.97 10.88+0.74 10.13£1.13 10.47+3.14 0.6
miR-590 13.94+1.70 13.63+1.52 14.37+1.49 13.52+1.87 0.3

miR-let7b-3p 16.71+£1.38 14.73+1.59 13.90+1.91 14.41+1.24 <0.001

Mean+SD; n (%)

20One-way ANOVA; Pearson's Chi-squared test

Ardindan 224€T degerleri analiz edildi. Ve bu degerlere gore hasta ve kontrol grubu
arasindaki miRNA ekspresyon diizeyleri ve farkliliklar1 belirlenerek miRNA’larin
ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve Tablo 4.5’te verildi. MiRNA’larin ekspresyon
diizeylerindeki farkliliklar ise Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

Tablo 4.5. Hasta ve kontrol grubu miRNA ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi

Grup mMiRNA Normalizasyon Kalibrasyon Relatif
Ekspresyon
Hasta miR-1307 11.380 -0.617 1.534
Kontrol miR-1307 11.997 0.000 1.000
Hasta miR-155 15.530 -0.238 1.180
Kontrol miR-155 15.768 0.000 1.000
Hasta miR-146 12.141 -1.138 2.200
Kontrol miR-146 13.279 0.000 1.000
Hasta miR-26a-5p 13.385 -1.529 2.885
Kontrol miR-26a-5p 14,913 0.000 1.000
Hasta miR-21 15.442 -3.868 14.601
Kontrol miR-21 19.310 0.000 1.000
Hasta miR-19b-3p 11.398 -0.578 1.493
Kontrol miR-19b-3p 11.976 0.000 1.000
Hasta miR-19a-3p 10.423 -1.290 2.445
Kontrol miR-19a-3p 11.713 0.000 1.000
Hasta miR-16 10.465 0.169 0.890
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Kontrol miR-16 10.296 0.000 1.000

Hasta miR-590 13.854 -0.086 1.061
Kontrol miR-590 13.939 0.000 1.000
Hasta miR-let-7b-3p 14.320 -2.391 5.245
Kontrol miR-let-7b-3p 16.711 0.000 1.000
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Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubu miRNA’larinin ekspresyon diizeyindeki farkliliklar

Calismanin bir sonraki adimi olarak hafif, orta ve agir klinige sahip COVID-19
hastalar1 kontrol grubu ile kiyaslanarak miRNA ekspresyon diizeyleri karsilastirildi ve

veriler Tablo 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.6. Kontrol grubu ile COVID-19 hasta gruplarinin miRNA ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi
Grup miRNA Normalizasyon Kalibrasyon Relatif
Ekspresyon
Hafif miR-1307 11.443 -0.554 1.468
Orta miR-1307 11.574 -0.423 1.341
Agir miR-1307 11.136 -0.861 1.817
Kontrol miR-1307 11.997 0.000 1.000
Hafif miR-155 15.381 -0.387 1.308
Orta miR-155 15.083 -0.685 1.607
Agir miR-155 16.095 0.327 0.797
Kontrol miR-155 15.768 0.000 1.000
Hafif miR-146 11.956 -1.323 2.501
Orta miR-146 12.190 -1.089 2.127
Agir miR-146 12.240 -1.038 2.054
Kontrol miR-146 13.279 0.000 1.000
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Hafif miR-26a-5p 13.165 -1.748 3.360
Orta miR-26a-5p 13.032 -1.881 3.684
Agir miR-26a-5p 13.913 -1.001 2.001
Kontrol miR-26a-5p 14.913 0.000 1.000
Hafif miR-21 15.300 -4.010 16.111
Orta miR-21 15.743 -3.567 11.853
Agir miR-21 15.255 -4.055 16.624
Kontrol miR-21 19.310 0.000 1.000
Hafif miR-19b-3p 11.460 -0.515 1.429
Orta miR-19b-3p 11.177 -0.799 1.740
Agir miR-19b-3p 11.569 -0.407 1.326
Kontrol miR-19b-3p 11.976 0.000 1.000
Hafif miR-19a-3p 10.385 -1.328 2.510
Orta miR-19a-3p 10.022 -1.691 3.229
Agir miR-19a-3p 10.854 -0.859 1.814
Kontrol miR-19a-3p 11.713 0.000 1.000
Hafif miR-16 10.876 0.580 0.669
Orta miR-16 10.134 -0.162 1.119
Agir miR-16 10.466 0.171 0.888
Kontrol miR-16 10.296 0.000 1.000
Hafif miR-590 13.631 -0.308 1.238
Orta miR-590 14.366 0.426 0.744
Agir miR-590 13.520 -0.419 1.337
Kontrol miR-590 13.939 0.000 1.000
Hafif miR-let-7b-3p 14.735 -1.976 3.934
Orta miR-let-7b-3p 13.897 -2.814 7.031
Agir miR-let-7b-3p 14.411 -2.300 4.925
Kontrol miR-let-7b-3p 16.711 0.000 1.000

MiR-1307-3p, miR-146, miR-26a-5p, miR-21, miR-19a-3p, MmiR19b-3p, miR-let-

7b-3p’nin serum ekspresyon diizeyleri COVID-19 hastalarinda daha yiiksek tespit edildi.

MiR-16’da azalmis ekspresyon seviyesi gozlendi. MiR-155 ve miR-590 ekspresyon

seviyesi

COVID-19 hastalarinda

kontrol

grubuna gore degiskenlik gostermedi.
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5. TARTISMA

SARS-CoV-2, énemli morbidite ve mortalite ile iligkili bir pandemi olan COVID-
19'un nedenidir. COVID-19 i¢in tanisal biyobelirteglerin ve terapotik hedeflerin
gelistirilmesine katkida bulunabilecek alternatifler arastirilmaktadir. MiRNA’lar, hem
dogal hem de kazanilmis bagisiklikta bagisiklik hiicrelerinin farklilasmasini, gelisimini ve
aktivasyonunu diizenleyen ¢esitli biyolojik stireclerde kilit oyunculardir (Guterres ve ark.,
2020). Konak miRNA'lar viral gen ekspresyonunu baskilayarak viral replikasyonun
azalmasina neden olur; bu viral baski, viral gecikmeye katki saglayabilir (Piedade ve
Azevedo-Pereira 2017). Ayrica miRNA’lar COVID-19’da gergeklesen komplikasyonlara
katki saglayabilir, inflamatuvar cevapta da rol oynayarak enfeksiyonu arttirabilir veya

sinirlandirabilir.

Calismamizda COVID-19 hastalarinda miR-1307'nin ekspresyon seviyesi kontrol
grubuna goére yukart regiile idi. MiR-1307-3p ve miR-1307'nin daha Once akciger
dokusuyla iliskili miRNA'lardan biri oldugu gosterilmistir. Yenidoganlarda akciger
gelisiminde 6zellikle 6nemli bir hedef olarak bildirilmistir (Herrera-Rivero ve ark., 2018).
Mir-1307 ekspresyonu insan kardiyak ve perikardiyak yagdan tiiretilmis mezenkimal kok
hiicrelerde aspirine yanit olarak arasidonik asit metabolizmasi ile iliskilendirilmistir (Ruan
ve ark., 2020). Ayrica, miR-1307-3p dahil olmak iizere birkac miRNA'nin, TGF-f gibi
inflamatuvar tepkilerde yer aldigi gosterilmistir. TGF-B ailesi, diger islevlerin yani sira
alveolarizasyonu onemli Olciide sekillendirerek ve hiicre disi matriks bilesimini ve doku
homeostazin1 kontrol ederek dogum oOncesi ve sonrasi akciger gelisiminde kritik roller
oynar. TGF-B sinyali bu nedenle hem pulmoner hem de kardiyovaskiiler hastaliklarla giiclii
bir sekilde baglantilidir. miR-1307’nin akcigerdeki rolii nedeni ile SARS-CoV-2 ile
enfekte hastalarda oksijen bagimliligi, acil mekanik ventilasyon ihtiyaci ve artan pulmoner
enfeksiyon riski gibi kalict sorunlar ile iliskisi olabilir (Arisan ve ark., 2020). Yapilan bir
biyoinformatik analizde konak¢i miR-1307’nin SARS-CoV-2 igin baglanma bolgeleri
icerdigi bildirilmistir (Imperatore ve ark., 2022). MiR-1307-3p'nin artan ifadesi, SARS-
CoV-2 replikasyonunda bir azalmaya yol acar. MiR-1307-3p, apoptozu indiiklemek ve
proliferasyonu inhibe etmek i¢in BCL2 gibi anti-apoptotik proteinleri etkileyebilir. EK
olarak, hiicre dongiisii proliferasyonunu dnlemek igin PI3K yolunu inhibe edebilir (Balmeh
ve ark., 2020). Arisan ve arkadaslarinin yaptigr in vitro bir ¢alismada SARS-CoV-2 ile

enfekte Vero hiicrelerinde miR-1307'nin baskilanmasinin viral enfeksiyonun sitotoksik
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etkilerini 6nledigi bildirilmistir (Arisan ve ark., 2022). Calismamizda miR-1307’nin hasta
gruplar1 arasinda agir grupta daha fazla eksprese oldugunu bulundu. Konak-viriis
etkilesimleri géz Oniine alindiginda, bu miRNA’nin COVID-19°da hem terapotik bir hedef

olarak hem de hastaligin ciddiyetini tahmin etmek i¢in kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.

Cesitli viriis enfeksiyonlarinda 6nemli bir diizenleyici olan miRNA-155, bir¢cok
biyolojik siirecin diizenlenmesinde rol oynar. Esas olarak JAKs-STAT'lari, TLR ve NF-kB
sinyal yolunu diizenler. MiRNA-155’in makrofajlarda NF-xB sinyal yolunu uyardigi ve
TNF-0 ve IL-6 iiretimini indiikledigi gosterilmistir. Serum miR-155, sitokin sinyal
baskilayict protein 1 (SOCS1)’i hedefleyerek ve Janus kinaz 2/sinyal doniistiiriiciiyli ve
transkripsiyon 3 aktivatoriinii (JAK2/STAT3) sinyal yolunu inhibe ederek inflamasyonu
diizenler, bu da dolagimdaki miR-155'in ¢ok Onemli bir rol oynayabilecegini gosterir.
Ayrica viral replikasyon ve antiviral yanita da katilir (Jiang ve ark., 2019). COVID-19
hastalarinda yapilan bir calismada miR-155’in serum seviyesinin yukari regiile oldugu
bildirilmistir (Garg ve ark., 2021). COVID-19°da yapilan bagka ¢aligmada ise serum miR-
155’in azaldig1 ve hastaligin klinik seyri ile iliskili olabilecegi bildirilmistir (Kassif-Lerner
ve ark., 2022). Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasindaki ekspresyon seviyesi
farklilig1 az olmakla birlikte agir hasta grubunda miR-155’in seviyesinin azaldigini tespit
ettik. Bu calisma, miR-155 ile ilgili yapilmis calismalara gore daha genis hasta grubu
icermektedir ve agir COVID-19 hastalarinda serum seviyesinin  azaldigimi

dogrulamaktadir.

Viriislere kars1 konake¢inin dogustan gelen bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde
konak¢t miRNA 6nemli bir rol oynar. Inflamasyonu modiile eden miR-146a, bir viriise
kars1 bagisiklik reaksiyonu tarafindan indiiklenen ilk miRNA'lar arasindadir. Ayrica, son
analizler, miR-146'nin SARS-CoV-2 genomunu hedefleyebildigini gdstermektedir
(Roganovi¢  2021). Bu miRNA, proinflamatuvar sitokinlerin iretiminin negatif
regiilasyonunda 6nemli bir rol oynar, bdylece inflamatuvar yanitin siddetini modiile eder.
MiR-146a, bagisiklik hiicrelerinin proliferasyonunu diizenlemede ve inflamatuvar yanitlar
inhibe etmede kritik bir role sahiptir. MiR-146 seviyeleri, TLR kaynakli hiicre i¢i sinyaline
gore yukar1 veya asagi dogru diizenlenir. TLR3, miR-146 seviyesini yukari regiile eden
PI3K-JNK ve NF-kB sinyal yollarini aktive eder. TLR2 sinyali, proinflamatuvar sitokinler
ve kemokinler iireterek inflamatuvar yanitlar1 artiran IRAK1-TRAF6, NFkB yolunu aktive
eder. MiR-146a'nin aktivasyonu, IRAK1 ve TRAF6'y1 inhibe ederek proinflamatuar
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sitokinleri azaltir (Lee ve ark., 2016). MiR-146a, IRAK1 ve TRAF6'y1 hedefleyerek dogal
oldirticii hiicrelerde (NK hiicreleri) IFN-y, iiretimini negatif olarak diizenler ve ardindan
NF-kB sinyal kaskadi inhibisyonu yapar (Wang ve ark., 2018). Ayrica miR-146a,
TRAF6'y1 hedefleyerek enfekte makrofajlarda nitrik oksit (NO) iiretimini azaltir ve bu
mekanizma araciligiyla hiicre i¢i konak savunmasini azaltir. Artan miR-146a ekspresyonu,
TNF-0, IL-1p gibi proinflamatuvar sitokinlerin indiiklenmesini azaltir ve IL-6, IRAK-1 ve
TRAF-6’y1 hedefleyerek anti-inflamatuvar bir etki gosterir (Testa ve ark., 2017). MiR-
146'min inflamasyonu ve NK hiicre degraniilasyonunu azaltmadaki rolii, ¢esitli patolojik
durumlarda ve diger viral enfeksiyonlarda degisebilir. Karotis aterosklerozu olan
hastalarda miR-146a'nin ekspresyon seviyelerinin periferik kanda yiikseldigi gosterilmistir
(Huang ve ark., 2020). Gebe kadinlarda yapilan bir ¢alismada, COVID-19 hastalarinda
miR-146 seviyesi yukari regiile bulunmustur. MiR-146'nin artisinin, dokularda
inflamatuvar hasar1 sinirlayarak ve NK'ya bagl sitotoksisiteyi negatif olarak diizenleyerek
siddetli COVID-19'un kontroliine katkida bulunabilecegi diisliniilmektedir (Saulle ve ark.,
2021). On sekiz COVID-19 hastasi ve on bes saglikli bireyin dahil edildigi bir ¢alismada
miR-146 ekspresyon seviyesinin COVID-19’da saglikli gruba gére hasta grubunda 2,8 kat
yiikksek oldugu bildirilmistir (Donyavi ve ark., 2021). Bir baska calismada ise, hafif
COVID-19 hastalarinda saglikli katilimcilara gore 2,3 kat daha fazla miR-146 ve siddetli
hastalarda 1,9 kat daha fazla miR-146 ekspresyonu bildirilmistir (Kassif-Lerner ve ark.,
2022). Calismamizda serum miR-146 seviyeleri hasta grubunda daha yiiksek seviyede
tespit edildi. Bu durum miR-146’nin inflamasyonu smirlamasi ile agiklanabilir. SARS-
CoV-2’nin konak bagisikligindan kagmak i¢in miR-146’nin yukari regiilasyonuna neden
olabilecegini de olasi sebepler icerisindedir. Ancak bu konuda daha fazla ¢calismaya ihtiyag
vardir. Calismamizda miR-146, hafif ve orta hasta gruplarinda agir hasta grubuna gore,
daha yiiksek seviyede eksprese edilmesine ragmen hasta gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilhik yoktu. Literatiirdeki diger c¢aligmalar degerlendirildiginde
COVID-19’da hastalik siddeti i¢cin miR-146’nin degisken diizeylerde eksprese edildigi

goriilmektedir.

MiR-26, kalbe 6zgli olmamakla birlikte viicutta en ¢ok kardiyovaskiiler sistemde
bulunmaktadir. MiR-26a-5p, kardiyak miyosit biyolojisinde kardiyak hipertrofi, oksidatif
stres ve atriyal fibrilasyon gibi durumlarda gérev alir (I¢li ve ark., 2014). In vitro ve in
vivo bir kardiyak iskemi/reperfiizyon (I/R) yaralanma modelinde miR-26a-5p'nin

miyokardiyal I/R hasarindaki ekspresyonu Ol¢iilmiistiir. Ayrica, miR-26a-5p’nin artmis
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ekspresyonu, PI3K/AKT sinyal yolunu aktiflestirmektedir. PI3K/AKT sinyal yolunun
aktiflesmesi ile PTEN ekspresyonu inhibe olmakta ve apoptoz inhibe edilmektedir. MiR-
26a-5p'nin bu yolakla kardiyomiyositler iizerinde koruyucu etkisi oldugu tahmin edilmistir
(Xing ve ark., 2020). Baska bir fare deney modelinde ise, miR-26a-5p'nin kardiyak
hipertrofisi olan farelerde asagi regiile edildigi ve miR-26a-5p'min agir1 ekspresyonunun,
hipertrofik kalp belirtilerini tersine ¢evirdigi bildirilmistir (Shi ve ark., 2021).
Calismamizda COVID-19 hastalarinda miR-26a-5p serum seviyesi 2.8 kat daha yliksek
diizeyde eksprese edildigi bulundu. MiR-26a-5p’in kardiyoprotektif etkileri gz Oniine
alindiginda, bu miRNA’nin COVID-19°da kalbi koruma yoniinde diizenlendigi
diistiniilmektedir. Ek olarak agir COVID-19 hastalarinda kardiyak komplikasyonlarin
goriildiigli bilinmektedir. Calismamizda agir hasta grubunda diger gruplara gére miR-26a-

5p'nin daha diisiik seviyede tespit edilmesi de bu durumu destekler niteliktedir.

Literatiirde COVID-19 hastalarinda miR-26a-5p’in arastirildig1 az sayida calisma
mevcuttur. Park ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alisma 17 konak¢t miRNA'nin, SARS-CoV-
2 genomunun nadiren mutasyona ugramis ve korunmus 3' UTR dizileriyle etkilesime
girebildigini ortaya ¢ikarmugtir. Bunlar arasinda en onemli sekilde yukari regiile edilen
miRNA'lar miR-26a-5p, miR-92a-3p, miR-23a-3p, mMiR-103a-3p ve miR-181a-5p
olmustur. Bu miRNA’larin proinflamatuvar yanitlarin baskilanmasi ve viral replikasyonun
inhibisyonu ile ilgili oldugu tahmin edilmektedir (Park., ve ark., 2021). COVID-19
hastalarinin post-mortem akciger biyopsilerinin incelendigi bir ¢aligmada ise, akciger
dokularinda miR-26a-5p’nin kontrol grubuna gore asagi regiile edildigi gosterilmistir
(Centa ve ark., 2021). Calismamizin bu konuda literatiirdeki eksikligi giderecegini

diistinmekteyiz.

MiR-21, birgok memeli hiicre tipinde mikroRNA ailesinin en yliksek diizeyde ifade
edilen tiyelerinden biridir. Ekspresyonu solid tiimdrler, kalp yaralanmasi ve doku hasari
dahil olmak {iizere bir¢ok durumda artar (Sheedy 2015). MiR-21 ayrica CCL20'yi (CC
motifli kemokin ligand1 20) ve MYC'yi (bir regiilatdr genler ve proto-onkogenler ailesi)
dogrudan hedefler, asir1 ekspresyonu T-hiicresi aktivasyonunu tesvik eder (Maranini ve
ark., 2022). MiR-21, kardiyak fibroblastlarda ERK-MAP kinaz sinyal yolunu diizenleyerek
kardiyak yap: ve islevi diizenler. Interstisyel fibrozis ve kardiyak disfonksiyonun &nciisii
olarak hareket eder. Yukar regiilasyonu, fibrozis ve hipertrofiye neden olarak kardiyak

islev bozukluguna neden olan fibroblastlarin hayatta kalmasini kolaylagtirir (Thum ve ark.,
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2008). Nersisyan ve arkadaslar1 viral genoma dogrudan baglanma yoluyla tiim insan
koronavirislerini potansiyel olarak diizenleyen miR-21-3p, miR-195-5p, miR-16-5p, miR-
3065-5p, miR-424-5p ve miR-421 dahil altt miRNA'y1 tanitmislardir. MiR-21-3p'nin insan
koronaviriis RNA'larina baglama ve SARS-CoV-2 tarafindan indiiklenen enfeksiyon
sirasinda fare akcigerlerinde dramatik bir sekilde yukari regiile edilme olasilig1 en yiiksek
olan miR oldugunu bildirmiglerdir (Nersisyan ve ark., 2020). MiR-21, IL-1 reseptor 1'in 3'-
UTR'sine baglanarak negatif olarak diizenler (Zhang ve ark., 2020). Yapilan bir ¢alisma,
COVID-19’da miR-125b, miR-138, miR-199a ve miR-21 ekspresyonunu TNF-a , IL-1 ve
IL-6'daki artigla iliskilendirmistir (Fani ve ark., 2021). Farkli bir klinik ¢alismada miR-
21’in yukarn regiilasyonu, kronik miyokardiyal hasar ve inflamasyonun bir gostergesi
olabilecegi ifade edilmistir (Garg ve ark., 2021). Alt1 siddetli ve alt1 orta klinige sahip
COVID-19 hastalarinda yapilan bir ¢alismada azalan miR-146a-5p, miR-21-5p seviyesinin
muhtemelen siddetli COVID-19'un biyobelirtegleri olabilecegi one siiriilmiistiir (Tang ve
ark., 2020). Calisgmamizda miR-21’in serum seviyesinde 14.6 kat artis gézlendi. MiR-21,
SARS-CoV-2 enfeksiyonunda tanisal olabilir. Agir COVID-19 hastalarinda miR-21 artmis
serum seviyesi, kardiyak hasarla; hafif hasta grubunda ise T hiicre aktivasyonu ile
iligkilendirilebilir. Ancak hasta gruplar1 arasindaki ekspresyon farkliliklar1 nedeni ile bu

konuda daha detayl ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir.

Onkojenik mMiRNA olarak tanimlansa da miR-19 ailesinin de normal doku
gelisiminin ~ diizenlenmesinde 6nemli roller oynadigi bulunmustur. MiR-19 ailesi
seviyesinin  hassas  kontroli, doku homeostazini ve  organizmalarin  normal
gelisimini korumak i¢in gereklidir. MiR-19'un kalp, damar ve néronlarin gelisimi ve
hastaliklarinda fonksiyonel mekanizmalari mevcuttur (Li ve ark., 2019). Ozellikle miR-
19a, astimli hastalarin T hiicrelerinde yukari regiile edilir ve PTEN'in dogrudan
hedeflenmesiyle TH2 sitokin {iretimini ve hava yolunda inflamatuvar sinyali
destekler (Simpson ve ark., 2014). MiR-19a'nin siddetli astimda TGF-f reseptor 2 sinyali
yoluyla bronsiyal epitel hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigr bildirilmistir (Haj-Salem
ve ark., 2015). MiR-19a’nin artmis ekspresyonu pulmoner arteriyel diiz kas hiicrelerinde
PTEN’i inhibe ederek PI3K/AKT sinyal yolu ile pulmoner arteriyel diiz kas
hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu ve go¢iinii arttirmistir (Zhao ve ark., 2019). MiR-19b,
Bcl2 benzeri 11 genini hedefleyerek Bcl-2-etkilesimli hiicre oliimii aracisi proteinini
azaltarak iskemiye bagl kalp yetmezligini tersine cevirir ve kardiyomiyosit apoptozunu

inhibe eder (Yang ve ark., 2019). Otuz iic COVID-19 hastasinda yapilan miR ¢alismasinda
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SARS-CoV-2 enfeksiyonunun teshisi i¢in plazma miR-19a-3p, miR-19b-3p ve miR-92a-
3p potansiyel biyobelirtegler olarak arastirilmistir. Artmis serum miR-19a/b seviyeleri,
TGF-B sinyal yolu tarafindan saglanan immiinosiipresif ve antiinflamatuvar rolii inhibe
ederek COVID-19 hastalarinda goriilen inflamasyona katkida bulunabilir (Fayyad-Kazan
ve ark., 2021). Bu galismada COVID-19 hastalarinda serum miR-19a-3p, miR-19b-3p
seviyelerinde yukari regiilasyon tespit edildi. Hasta gruplar1 arasinda farkliliklar olmasi
nedeni ile hastalik siniflamasi i¢in bu miRNA’larin kullanilamayacagin1 ancak COVID-19
i¢in biyobelirte¢ olacagini diisliniiyoriiz. Bu miRNA’lar farkli hastaliklarda bildirilmesine
ragmen viral hastaliklarla iligkisini agiklayan ¢alismalar mevcut degildir. COVID-19’da bu

mMIiRNA’larin daha fazla arastirilmasi faydali olacaktir.

MiR-16, inflamasyon ve programlanmis hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde gorev
alir. MiR-16'nin ateroskleroz, akut akciger hasari ve sepsiste antiinflamatuvar etkileri
oldugu bilinmektedir. Ayrica, antiviral tepkiler i¢in kritik olan T hiicrelerinin hayatta
kalmasi, farklilasmasi ve ¢ogalmasi iizerinde degisikliklere neden olur (Eyileten ve ark.,
2022). Lacedonia ve arkadaglarinin idiopatik pulmoner fibrozis hastalarinin serumunda
miR-16 diizeylerinde bir azalma bildirmistir (Lacedonia ve ark., 2021). Kalp yetmezligi ile
ilgili yapilan bir meta-analizde diisiik miR-16-5p ve miR-27a seviyeleri ekspresyonu olan
hastalarda sagkalimin azaldigi gosterilmistir (Yang ve ark., 2021). Yapilan bir
biyoinformatik analizde miR-16’nin SARS-CoV-2-konak etkilesiminden sorumlu genleri
hedefleme yetenegini ortaya c¢ikarmistir (Jafarinejad-Farsangi ve ark., 2020). Bir diger
biyoinformatik analizde ise ACE2 ile ilgili baglantilar1 etkileme yetenegi olabilecegi 6ne
stiriilmistiir (Wicik ve ark., 2020). Eyileten ve arkadaslarinin yaptig1 analizde COVID-19
hastalarinda miR-16 ekspresyonu ile mortalite arasinda bir korelasyon bulunmamakla
birlikte hastanede daha uzun siire kalan bireylerde anlamli olarak daha diisiik bulunmustur
(Eyileten ve ark., 2022). Bu caligmada miR-16, COVID-19 hastalarinda daha diisiik
ekspresyona sahipti. De Gonzalo-Calvo ve arkadaslarinin yogun bakim iinitesinde yatan
36 ve serviste yatan 43 COVID-19 hastasinin kan 6rneklerinde miR-16 seviyesinin servis
hastalarinda yliksek, yogun bakim hastalarinda diisiik seviyede oldugu bildirilmistir (de
Gonzalo-Calvo ve ark., 2021). Calismamizda hasta gruplarinda miR-16 ekspresyon
diizeyinde farkliliklar mevcuttur. Bu nedenle miR-16’nin hastaligin siddeti hakkinda bize

on fikir veremeyecegi kanisina varildi.
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MiR-590-3p, dkaryotik translasyon baslatma faktorii 4H geninin intronunda yer
alan bir gen tarafindan kodlanan, yakin zamanda tanimlanmis bir miRNA'dir. Son
caligmalar, miR-590-3p'nin miyokard hasar olusumuna katkida bulundugunu
gostermistir. Ornegin, miR-590-3p, miyokardin inflamatuvar kaynakli hasarin1 hafifletmek
icin NF-kB sinyal yolunu hedef alabilir. MiR-590-3p kardiyak fibroblastlarin kollajen
sentezini,  ¢ogalmasmi,  go¢lini  diizenlemektedir. ~ Ayrica, = miR-590-3p'nin
kardiyomiyositlerin proliferasyonunu destekledigi ve apoptozu inhibe ettigi bulunmustur
(Liu ve ark., 2020). MiR-590-3p’nin kalp tizerinde farkli etkileri bulunmaktadir. SARS-
CoV-2 spike proteini ile transfekte edilmis hiicrelerde, miR-148a ve miR-590 gibi
miRNA'larla yiiklii eksozomlar salinarak santral sinir sistemi hasarinin gelisebilecegi one
strilmistir (Mishra ve Banerjea, 2021). COVID-19 patogenezinde miR-590 deneysel
calismalarda arastirilmis olup yapilan klinik ¢alismamizda COVID-19 hastalarinda miR-
590 ekspresyon seviyesinde degisiklik gdzlenmedi.

MiR-Let-7b-3p’nin birkag yolak iizerinden etkileri oldugu bildirilmistir. TNF
tizerinden dogrudan veya IL-1 sekresyonunun uyarilmasiyla dolayli olarak atese neden
olabilir; kaseksinin indiiksiyonunda yer alir. Belirli kosullar altinda, hiicre
proliferasyonunu uyarabilir ve hiicre farklilasmasini indiikleyebilir. Diizenleyici T-hiicresi
(Treg) islevini bozabilir. TGF-B araciligiyla akciger fibrozisine katkida bulunabilir. NFKB-
1 genini hedefleyerek NF-kappa-B yolag: ile inflamasyon, bagisiklik, farklilasma, hiicre
biiylimesi, tiimor olusumu ve apoptoz lizerinde etkilere sahiptir (Maranini ve ark., 2022).
MiR-16, miR-21, let-7b, let-7e ve miR-146a'min COVID-19 hastalarinin akciger
dokusunda diferansiyel olarak eksprese edilen genleri (6rn. STAT1,CCND1 ve CXCL-
10) hedefleyebilecegi iddia edilmistir. Bu genler sitokin sentezinde yer alan sinyal
yolaklarina katilmaktadir (Jafarinejad-Farsangi ve ark., 2020). Bir biyoinformatik analizde,
let-7'nin S ve M proteinlerini hedefleyerek SARS-CoV-2 replikasyonunu baskiladigi
dogrulanmistir. Ayni ¢alismada let-7, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a ve VEGF-a dahil olmak
lizere birgok sitokin ve kemokinin ekspresyonunu inhibe ederek c¢oklu inflamatuvar
faktorlerin ekspresyonunu baskilayabilir (Xie ve ark., 2021). Daha Once let-7¢’nin

influenza viriisliniin viral replikasyonunu baskiladig: bildirilmistir (Liao ve ark., 2021).

Donyavi ve arkadaglari, COVID-19 hastaliginin akut fazinda let-7b-3p'nin
ekspresyon seviyesinin akut COVID-19 sonrasi doneme gore anlamli derecede yiiksek

oldugunu gozlemlemislerdir (Donyavi ve ark., 2021). Calismamizda COVID-19
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hastalarinda let-7b-3p'nin ekspresyon seviyesi bes kat artis gosterdi. Hasta gruplari
arasinda ise ekspresyon diizeyinde farkliliklar olup istatistiksel olarak fark bulunmadi. Bu
calisma COVID-19 hastalarinda let-7b-3p'nin arttigin1 bildiren ¢alismalardan biridir. Let-
7b-3p'nin inflamasyonu ve viral replikasyonu baskilamasi olasidir. Ancak bu konuda daha

fazla g¢aligmaya ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Literatirde miRNA’larin viral enfeksiyonlarda rol oynadigmma dair c¢aligmalar
bulunmasina karsin pandemik SARS-CoV-2 enfeksiyonu esnasinda eksprese edilen konak
miRNA’lara dair yeterli calisma bulunmamaktadir. Yapilan calismalarin bir kismui
biyoinformatik analizlere veya hayvan deneylerine dayanmaktadir. Bu ¢alisma, 6zellikle
COVID-19’da inflamatuvar yanitta anormal miRNA ekspresyon paternlerine odaklandi.
Calismamiz bolgemizden bildirilen ilk ¢alisma olup, iilkemizden bildirilen ¢alismalarin ise
ilklerindendir. SARS-CoV-2'yve kars1 bagisiklik tepkisini yoOnlendiren potansiyel
miRNA'larin  aragtirlmasina ve SARS-CoV-2’nin neden oldugu klinik tablolarin
mekanizmalarinin  agiklanmasina fayda saglayacaktir. Calismamizda arastirdigimiz
miRNA’lardan miR-26a-5p’in ve miR-21’in birbirine zit etkili oldugu tespit edildi. MiR-
26a-5p’nin kardiyoprotektif etkileri s6z konusu iken miR-21’in kardiyak hasarla iliskili
olmasi dikkat c¢ekicidir.

MiRNA’larin COVID-19 patogenezinde farkli rollerde yer almakta oldugunu
gormekteyiz.  MiRNA’lar  viral  replikasyonun  baskilanmasindan,  hastaligin
komplikasyonlarina kadar bir¢gok mekanizma da goérev almaktadir. SARS-CoV-2
viriisiiniin neden oldugu COVID-19 hastaliginin patogenezini anlayabilmemiz i¢in yeni
caligmalara ihtiya¢ vardir. MiRNA’lar COVID-19 i¢in tanisal biyobelirte¢ ve terapotik
hedef olabilirler. Caligmamizda degisen miRNA ekspresyon diizeyleri tespit edildi.
Hastaligin patogenezinin anlagilmasinda in vivo ve in vitro deneyler ile birlikte klinik

calismalarinin yapilmasi 6nem arz etmektedir.
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