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reaksiyonun olmadigi ndtral miisinlerin kaybi goriilmektedir. PAS. Objektif 10X. Olgek

Sekil 4- 14. Kardiya bolgesinde asidik miisinler. A, B. Kontrol grubunda asidik miisinler
(ok) mavi goriilmektedir. C, D. SARS-CoV-2 grubunda mavi-yesil goriinlimde asidik
miisinler (ok basi) izlenmektedir. Alsiyan mavisi-Tartrazin. Objektifler: A ve C 10X, B
VE D 40X, OICEK 50 [N ....vuvviviieieiiecietee ettt s 58

Sekil 4- 15. Pilor bolgesinde asidik miisinler. A, B. Kontrol grubunda pilorik bolgede
gastrik epitel bazalinde asidik miisinler (ok basi) goriilmektedir. C, D. SARS-CoV-2
grubunda pilorik bdlgeye yakin alanlarda asidik miisinler (ok basi) daha az izlenmektedir.

Alsiyan mavisi-Tartrazin. Objektifler: A ve C 10X, B ve D 40X. Olgek 50 pm. .......... 59

Sekil 4- 16. Kontrol grubunda SARS-CoV-2 niikleokapsid immiinohistokimyasal
boyamasi. A. Fundus bezlerinde, organin geri kalan kismina benzer sekilde, SARS-CoV-
2 pozitifligi izlenmemistir. B. Yiizey epiteli boyunca immiinoreaktivite goriilmemistir.

DAB-Hematoksilen. Objektifler: A 10X, B 40X. Olgek 50 tm. .......ccocoveverrrerrerernnnne, 60

Sekil 4- 17. SARS-CoV-2 grubunda SARS-CoV-2 niikleokapsid immiinohistokimyasal
boyamasi. A, B. Mide fundus bezlerinde yiizey epitelinde SARS-CoV-2 pozitifligi
izlenmektedir. SARS-CoV-2 pozitif alanlar (ok basi) ve pozitif olmayan (asterisk) alanlar
ile boyun kismindaki parietal hiicrelerde SARS-CoV-2 pozitifligi (ok) goriilmektedir. C.
Bazale yakin yerlesimli parietal hiicrelerin tamami SARS-CoV-2 pozitif (ok)
izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektifler: A 10X, B ve C 40X. Olgek 50 pm.... 61

Sekil 4- 18. Kontrol grubunda kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasi ile gosterilen
apoptoz. Kontrol grubunda yiizey epitelinde yer yer hafif (ok) kaspaz-3 pozitifligi
izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 um. ........ccccevevrviirerenann. 62

Sekil 4- 19. SARS-CoV-2 grubunda kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasi ile
gosterilen apoptoz. SARS-CoV-2 grubunda epitel biitlinliigi korunmus alanlarda
degisken siddette kaspaz-3 pozitifligi izlenmektedir. Yiizey miikdz hiicrelerde siddetli
(ok) ve parietal hiicrelerde orta siddette (ok basi) pozitif immiinoreaktivite goriilmiistiir.
Mukozanin bazalinde yerlesim gosteren esas hiicrelerde immiinorekativite (asterisk)

goriilmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 pm. ......ccocvevivevinnnen, 63
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Sekil 4- 20. Apoptoz skorlamasi. Anlamli farklilik diizeyi (*) gosterilmektedir. Degerler
medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (* P<0.05) ......cccccoriiiiiiiiniiniiin e 64

Sekil 4- 21. Kontrol grubunda Gasdermin D immiinohistokimyasal boyamasi ile
gosterilen piroptoz. Gasdermin D ile doku genelinde immiinoreaktivite izlenmemektedir.

DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 M. ....c.cvevevieivirieeiicreieeereseee e, 65

Sekil 4- 22. SARS-CoV-2 grubunda Gasdermin D immiinohistokimyasal boyamasi ile
gosterilen piroptoz. Gasdermin D ile yapilan boyamada epitelin liimene bakan yiizde
Gasdermin D pozitifligi daha siddetliyken (ok basi), bezin i¢ kisimlarinda parietal
hiicrelerde orta siddette pozitif immiinoreaktivite (ok) goriilmektedir. Gastrik bezlerin
bazalinde esas hiicrelerde yer yer hafif Gasdermin D pozitifligi (daire) izlenmektedir.

DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 M. .....c.ovvveviriverieeiieeresieeeseesess e, 66

Sekil 4- 23. Piroptoz skorlamasi. Anlamli farklilik diizeyi (*) gosterilmektedir. Degerler
medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (* p<0.05) (GSDMD: Gasdermin D) ............ 67

Sekil 4- 24. Kontrol grubunda MLKL immiinohistokimyasal boyamasi ile gosterilen
nekroptoz. Mukoza boyunca nonspesifik hafif MLKL pozitifligi goriilmektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 40X. OIgek 50 M. .....o.cevireviicieiiieisicreiee e 68

Sekil 4- 25. SARS-CoV-2 grubunda MLKL immiinohistokimyasal boyamasi ile
gosterilen nekroptoz. Fundus bezlerinde ylizeyde ve mukozanin i¢ kisminda pozitif
immiinoreaktivite izlenmektedir. Yiizey miik6z hiicrelerinde (ok) MLKL pozitifligi
goriilmektedir. Parietal hiicrelerde (ok basi) orta-siddetli MLKL pozitifligi goriiliirken,
esas hiicrelerde (daire) immiinorekativite goriilmemektedir. DAB-Hematoksilen.
Objektif 40X, OlgeK 50 LM, ...vveieirireiicceciee ettt 69

Sekil 4- 26. Nekroptozun skorlamasi. Anlamli farklilik saptanmamaistir. Degerler medyan

ve IQR olarak ifade edilmistir. (P=0,3926)........cccccuriiiiiiiiiiiiie e 70

Sekil 4- 27. Kontrol grubunda Galektin-3 immiinohistokimyasal boyamasi. A. Bazale
yakin yerlesim gosteren hiicrelerde pozitif immiinoreaktivite izlenmektedir. B. Parietal

hiicrelerde (ok) ve esas hiicrelerde (ok basi) yer yer degisken siddette Galektin- 3
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pozitifligi goriilmiistiir. DAB-Hematoksilen. Objektifler: A 10X, B 40X. Olgek 50 pm.

Sekil 4- 28. SARS-CoV-2 grubunda Galektin-3 immiinohistokimyasal boyamasi. A.
Limene bakan tarafta immiinoreaktivite goriilmezken, bazalde hafif Galektin-3
pozitifligi izlenmistir. B. Birka¢ esas hiicre (ok basi) hafif pozitif immiinoreaktivite
gosterirken, parietal hiicrelerde (ok) pozitiflik goriilmemistir. DAB-Hematoksilen.
Objektifler: A 10X, B 40X. OIgek 50 LM, c.cveveveveeeeeeeieieieeteieteee et sese e 72

Sekil 4- 29. Galektin-3 skorlamasi. Anlamli farklilik diizeyi (*) gosterilmektedir.
Degerler medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (* p<0.05) ......ccccovriveriiiiniieerrnnnn 73

Sekil 4- 30. Kontrol grubunda parietal hiicrelerin TEM goriintiisii. Parietal hiicrelerin (P)
Okromatik niikleuslari, genislemis mitokondrileri (m) ve tiibiilovezikiiler sistemi (tv)

olusturan tiibiil yapilar1 goriilmektedir. Biiyiitme 5000X.........c.ccevviiiiiniiniienieeeee, 74

Sekil 4- 31. Kontrol grubunda esas hiicre ve entreoendokrin hiicrenin TEM goriintiisii.
Apikal sitoplazmasinda farkli boyutlardaki zimojen graniiller (asterisk) ile limene (L)
bakan esas hiicreler (E) goriilmektedir. Elektron yogun salgi graniilleri (ok basi) ile

secilebilen enteroendokrin hiicre (Ee) izlenmektedir. Biiylitme 4000X...............cceenvee. 75

Sekil 4- 32. Kontrol grubunda miikoz hiicrelerin TEM goriintiisii. Parietal hiicre (P)
etrafinda yerlesim gdsteren iki miikoz hiicre (M) goriilmektedir. Sitoplazma apikalinde

elektron gegirgen gorlinimde mukus salgisi1 (mu) izlenmektedir. Biiylitme 5000X...... 76

Sekil 4- 33. SARS-CoV-2 grubunda parietal hiicrelerin TEM goriintiisii. Solda 6kromatik
niikleusu (n) ile normal goriinlimde parietal hiicre (P1) izlenmektedir. Sagda piknotik

niikleuslu (ok) hasarl bir parietal hiicre (P2) goriilmektedir. Biiylitme 4000X............. 77

Sekil 4- 34. SARS-CoV-2 grubunda esas hiicrelerin TEM goriintiisii. Iki parietal hiicre
(P) arasinda bazal yerlesimli esas hiicreler (E) goriilmektedir. Zimojen grantiller (ok) ve

1yi gelismis graniillii endoplazmik retikulum ag1 (gER) secilmektedir. Biiylitme 4000X.
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Sekil 4- 35. SARS-CoV-2 grubunda miikdz hiicrelerin TEM goriintiisii. Apikal
sitoplazmasinda mukus salgisi (mu) ile dolu miik6z hiicreler (M) goriilmektedir. Hasarl

miik6z hiicre (ok) izlenmektedir. Bliytitme 4000X. .......ccovviiiiiiiiiiiiiiie e 79

Sekil 4- 36. SARS-CoV-2 grubunda enteroendokrin hiicrenin TEM goriintiisii.
Sitoplazmasinda ¢ok sayida elektron yogun salgi graniilleri (ok basi) igeren, endokrin

aktivitesi artmis enteroendokrin hiicre (Ee) goriilmektedir. Biiyiitme 4000X. .............. 80

Sekil 4- 37. SARS-CoV-2 grubunda diiz kas hiicresinin TEM goriintiisti. Hafif kondanse

olmus niikleusu ile hasarli kas hiicresi goriilmektedir. Biiyiitme 10000X. .................... 81

Sekil 4- 38. SARS-CoV-2 grubunda viral partikiil benzeri yapilarin TEM goriintiisii.
Parietal hiicrede membrana yakin yerlesim gosteren 70-110 nm boyutlarinda viral

partikiil benzeri yapilar (ok) izlenmektedir. Biiyiitmeler: Ust ultramikrograf 50000X, alt
Ultramikrogal 75000X. .....cceiiiiieie e iee ettt sreere e e nreenne s 82

Sekil 4- 39. SARS-CoV-2 grubunda viral partikiil benzeri yapilarin TEM goriintiisii. Ust
ultramikrografta parietal hiicrede, alt mikrografta miikéz hiicrede vezikiil i¢inde viral

partikiil benzeri yapilar izlenmektedir. Biiyiitme 40000X. .........ccccoevvviiiiniiiiiiinienn 83

Sekil 5- 1. SARS-CoV-2 ve hiicre 6liim yolaklar iliskisi. Apoptoz: Viral spike proteinin
(S) konake1 hiicre membranina tutunmasi ve viral genomun hiicre i¢ine alinmasiyla
birlikte aktiflenen NFkB yolagi, hiicrede inflamatuar sitokinlerin salinmasii ve akut
inflamatuar hiicrelerin kemotaksisini indiikleyebilir. Ayrica spike protein oliim
reseptorlerini etkileyerek hiicrede, ekstrinsik apoptoz yolagini baglatabilir. Nekroptoz:
Inflamatuar siirecin baslamasiyla hiicrelerde nekrozom kompleksleri olusur. MLKL
fosforile olarak hiicre membraninda hasar meydana getirir ve nekroptoz gergeklesebilir.
Nekroptoz sonucunda agiga ¢ikan DAMP ve PAMP’lar inflamatuar siireci besleyerek
hasar1 siddetlendirir. Piroptoz: DAMP ve PAMP’lar ile NFkB yolaginin dogrudan etkisi
inflamazom olusumu indiikleyerek kaspaz-1’i aktifler ve GSDMD porlarinin olusumu
tetiklenir. Boylelikle hiicre piroptoza gidebilir. Ayrica IL-18 gibi inflamatuar sitokin
salinimi, hasara katki saglamaktadir. Koruyucu bir etken olabilecek Galektin-3’iin SARS-

CoV-2 ile enfekte hiicrede azaldigi calismamizda gosterilmistir........coocveverveerienieiiennns 87
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SEMBOLLER/ KISALTMALAR LISTESI

ul: Mikrolitre

um: Mikrometre

nm: Nanometre

ACE2: Anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2
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OZET

SARS-CoV-2’nin K18-hACE2 Transgenik Fare Midesine Etkisinin Isik ve Elektron
Mikroskobu Diizeyinde Arastirilmasi

Giris: 2019°da pandemi baglatarak kitlesel dliimlere neden olan SARS-CoV-2’nin, ¢esitli
organlarda varligi ve yaptigi hasarlar literatiirde gosterilmistir. Bu ¢aligmada amacimiz,
viriisiin sindirim sisteminde 6zellikle mide duvarindaki etkisini aragtirmaktir.

Gere¢ ve yontem: Insan ACE2 reseptorii eksprese eden K18-hACE2 transgenik
farelerden, kontrol grubu (n=10) ve insandan izole edilmis SARS-CoV-2 inhale ettirilmis
SARS-CoV-2 (n=10) grubu olmak iizere iki grup olusturuldu. Enfeksiyon sonrasi
8.giinde, akut donemde farelerin mideleri diseksiyonla c¢ikartilarak mikroskobik
incelemeler icin tespit edildi. Parafin kesitler, histokimyasal ve immiinohistokimyasal
yontemlerle histopatolojik inceleme, apoptoz, piroptoz, nektroptoz, SARS-CoV-2 ve
Galektin-3 degerlendirmesi icin 151k mikroskobunda; epon ince Kesitler, gecirimli
elektron mikroskobunda incelenerek degerlendirildi.

Bulgular: Isik mikroskobik incelemelerde, SARS-CoV-2 grubunda mide bez epitelinde
dokiilme, doku genelinde hasar ve hasarli alanlarda notral ve asidik miisinlerin kaybi, baz1
alanlarda apoptoz ve piroptoz artisi ile Galektin-3 ekspresyonunda azalma gozlenmistir.
Nekroptoz, gruplar aras1 anlamli fark gostermemistir. Subepitelyal lenfositten zengin
hiicre infiltrasyonu ve 6dem goriilmiistiir. Tunika muskulariste longitudinal ve sirkiiler
uzanim gosteren kas gruplarinda vakuolizasyona saptanmistir. Elektron mikroskobik
incelemede, parietal hiicrelerin belirgin sekilde etkilendigi ve parietal hiicrelerin
sitoplazmasinda viriis benzeri yapilarin oldugu goriilmiistiir. Enteroendokrin hiicrelerde
aktivite artis1 saptanmistir. SARS-CoV-2 grubunda mide mukozasinda goriilen hasar,
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur (p<0,0001).

Sonuglar: SARS-CoV-2’nin mide duvarinda hasara ve hafif inflamasyona yol actig1,
ozellikle tunika mukozada bez epitelini ve parietal hiicreleri etkiledigi goriilmiistiir. Doku
hasartyla birlikte ortaya ¢ikan fonksiyon bozuklugu, asidik dengenin ve koruyucu
bariyerlerin kaybi; midede sekonder etkenlere yatkinlik olusturabilir. Galektin-3’{in bu
siirecte azalmasi; dokunun, hasara acik hale gelmesine sebep olabilir. Uzun dénem
hasarin aciga kavusturulmasi icin farkli ¢caligsmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: apoptoz, galektin-3, gastrik mukoza, mide, piroptoz, SARS-CoV-2,
transgenik fareler



ABSTRACT

Investigation of the Effect of SARS-CoV-2 on K18-hACE2 Transgenic Mice Stomach
by Light and Electron Microscopy

Objective: SARS-CoV-2 started a pandemic in 2019 and caused mass deaths. Its presence
and damages has been shown in various organs in the literature. In this study, we aimed
to investigate the effect of the virus in the digestive system, especially to the stomach
wall.

Materials and methods: Two groups were formed from human ACE2 receptor expressing
K18-hACE2 transgenic mice as control group (n=10) and SARS-CoV-2 (n=10) group
inhaled SARS-CoV-2 isolated from human. On the 8th day postinfection, the stomachs
of mice in the acute phase were dissected and fixed for microscopic examinations.
Paraffin sections were examined by histochemical and immunohistochemical methods
for histopathologic examination, apoptosis, pyroptosis, nectroptosis, SARS-CoV-2 and
Galectin-3 evaluation under light microscope and epon thin sections were examined
under transmission electron microscope.

Results: Light microscopic examinations revealed gastric glandular epithelial shedding,
widespread tissue damage and loss of neutral and acidic mucins in damaged areas,
increased apoptosis and pyroptosis in some areas and decreased galectin-3 expression in
the SARS-CoV-2 group. There was no significant difference regarding necroptosis
between the groups. Subepithelial lymphocyte-rich cell infiltration and edema were
observed. Vacuolization was detected in longitudinal and circular muscles in the tunica
muscularis. Electron microscopic examination showed that parietal cells were markedly
affected, and virus-like particles were observed in the cytoplasm of parietal cells.
Increased activity was detected in enteroendocrine cells. The gastric mucosal damage in
the SARS-CoV-2 group was found to be statistically different compared to the control
group (p<0.0001).

Conclusions: SARS-CoV-2 caused damage and mild inflammation on the gastric wall,
especially affecting the glandular epithelium and parietal cells in the tunica mucosa.
Dysfunction resulting from tissue damage, loss of gastric acidity and protective barriers
may predispose the stomach to secondary infections. The reduction of galectin-3 in this
process may cause the tissue to become vulnerable to damage. Different studies are
needed to clarify the long-term damage.

Keywords: apoptosis, galectin-3, gastric mucosa, pyroptosis, SARS-CoV-2, stomach,
transgenic mice



1. GIRIS VE AMAC

2019 yilinda tiim diinyay etkisi altina alan pandemiye SARS-CoV-2 (Siddetli Akut
Solunum Sendromu Koronaviriis 2)’nin neden oldugu bilinmektedir. Baslangi¢ta solunum
sistemi olmak iizere virlislin ¢esitli organlarda varlig1 ve yaptigi hasar gosterilmistir. Hasarin
patogenezinde viriisiin hiicre i¢ine girisinin énemli bir rol oynadig disiiniilmektedir. Viral
spike proteini, konak hiicrede ACE2 (Anjiyotensin doniistiriici enzim 2) reseptorlerine
baglanir. Bu baglanmayla ortaya ¢ikan kompleks, TMPRSS-2 (Konak tip Il transmembran serin
proteaz) enzimi araciligiyla hiicre igine giris i¢in proteolitik siireci baglatir. Tip Il alveolar epitel
hiicrelerinde yiiksek oranda olmak iizere tiim viicutta farkli lokalizasyonlarda eksprese edilen
ACE2, insanlarda SARS-CoV-2’nin hiicresel giris reseptorii olarak kabul goérmiistiir. ACE2
reseptoril insan mide dokusunda ve diger gastrointestinal organlarda farkli histolojik bolgelerde
tanimlanmustir (1-4). hAACE2 (Insan anjiyotensin déniistiiriicii enzim 2) reseptdriine sahip deney
hayvanlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada ACE2 reseptorlerinin gastrointestinal sistem
epitel hiicrelerinde yiiksek oranda bulundugu gosterilmistir (5). Bu durumda, midenin ve genel
olarak gastrointestinal sistemin viriis i¢in hedef olabilecegi aciktir. Literatiirdeki olgularda
bulanti, kusma, istah kaybi ve diyare gibi semptomlar bildirilmis ve viriisiin gastrointestinal

sistemi etkileyebildigi gosterilmistir (6, 7).

Calismamizda SARS-CoV-2 ile enfekte edilmis K18-hACE2 transgenik farelerde mide
dokusunda meydana gelen degisiklikler incelenmistir. SARS-CoV-2 ile enfekte insanlarda
mide ile iliskili semptomlara sebep olabilecek, viriisiin asidik mide pH’inda varligi ve viriis

kaynakli morfolojik degisikliklerin mekanizmalarinin arastirilmasi amaclanmistir.

Viriisilin etki mekanizmasini agiklamaya yonelik ¢esitli ¢alismalarda SARS-CoV-2 ve
programlanmis hiicre 6lim tipleri iliskilendirilmistir (8-10). Genetik olarak degisiklige
ugramis, onarilamayacak derecede hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi patolojik
durumlarda gerceklesebilen hiicre 6liimii apoptozdur (11). Edinilmis bagisiklik yanitta rol
oynayarak, ¢esitli mikroorganizmalar ve tehlike sinyalleri ile uyarilan hiicrelerde inflamatuar
kaspazlarin etkisiyle meydana gelen, hiicre membraninda porlar olustururken IL-18 (Interlokin-
1B) gibi inflamatuar sitokinlerin salinimina yol ag¢an kontrollii hiicre 6liim yolag1 piroptozdur
(12). Kaspaz bagimsiz olarak gerceklesen ve patojenler, interferonlar gibi gevresel etkenlerin
hiicre membranina ulasmastyla aktiflenen cesitli reseptorlerin uyarimi ile membranda porlar

olusturan, tehlike ve patojen iliskili molekiiler kaliplarin salinmasina sebep olarak inflamasyon



stirecini gliglendiren hiicre 6limii nekroptozdur (11). Postmortem COVID-19 (Koronaviriis-
19 hastalig1) hastalarindan ve SARS-CoV-2 enfekte hACE2 reseptoriine sahip farelerden alinan
akciger doku oOrnekleri iizerine yapilan bir ¢alismada; akcigerlerde belirgin inflamasyon
goOsterilmistir ve hiicre 6liim yolaklarindan nekroptoz ve apoptoz varligi one siiriilmistiir (13).
Calismamizda SARS-CoV-2’nin etki edebilecegi programlanmis hiicre 6liim yolag: tipleri

midede arastirilmistir.

SARS-CoV-2’ye dair vaka bildirimleri incelendiginde; akcigerde goriilebilen destriiktif
hasarin gastrointestinal sistem organlarinda daha hafif seyirli oldugu gézlenmistir. Bu durum,
koruyucu bir faktor olabilecegini diisiindiirmektedir. Hem COVID-19 ile ilgili yapilmis
caligmalarda hem de farkli hastaliklarda Galektin-3’iin proinflamatuar etkileri 6n planda
tutulmus olsa da Galektin-3’iin intraseliiler anti-apoptotik etkisi de bilinmektedir (14-16).
Calismamizda viral hasar, hiicre 6liimiiniin yaninda koruyucunun Galektin-3 olabilecegi
diisiiniilerek arastirilmistir. Diger taraftan apoptoz ve diger hiicre 6liim tiplerinin varligi, hasarl
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi adina dokunun isleyisinin bozulmadan yenilenmesi siirecine

katk1 sagliyor olabilir.

Calismamizda SARS-CoV-2 ile enfekte K18-hACE?2 farelerin mideleri histolojik olarak
incelenerek; olasi histomorfolojik degisikliklerin, hasarin ve inflamasyonun ortaya konmasi,
bunlarin hangi hiicre 6liimii mekanizmasiyla meydana geldiginin gdsterilmesi ve olasi
koruyucu faktorlerin durumu arastirilmigtir. SARS-CoV-2’nin akut donemde transgenik fare

midelerine etkisi incelenerek, insanda olabilecek patolojilere 1g1k tutulmasi amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Primitif Bagirsak ve Mide Gelisimi

Embriyolojik gelisimin dordiincti haftasinda kranial, kaudal ve lateral yonde
katlanmalar meydana gelir. Bu donemde kranial kivrilma ile merkezi sinir sistemi gelismeye
baglar ve embriyonun bas kisminin agirligi artar. Boylelikle 6ne dogru bir kivrilma meydana
gelir ve kalp, proksimalden ventrale dogru ydnlenir. ilkel agi1z boslugu yani stomodeum ortaya

cikar.

Amniyon kesesinin lateral katlanmalariyla vitellus kesesi embriyo i¢ine dogru Kivrilir,
uzar ve primitif bagirsak kanalini olusturur. Bu kanal; agi1z tarafinda orofaringeal membran ile,

kaudal ucta ise kloaka membrani ile siirlidir.

Embriyolojik koken olarak solunum sistemi ve {iirogenital sistemin bir kismi ile
benzerlikler gosteren sindirim sistemi, farkli germ yapraklarindan gelisen yapilar1 igermektedir.
Epitel ve bez yapilariin biiyiik kism1 endodermden gelisir. Endoderm, primitif bagirsak
gelisimi sirasinda pozisyona yon verir. Sindirim kanalinin kas ve bag dokusu splanknik
mezodermden gelisir. Olusacak organlari inerve eden sinirler ve pleksus yapilari ise ektoderm
kokenlidir. Ayrica stomoduem ve proktodeum epiteli de ektodermden koken almaktadir (17,
18).

Primitif bagirsak kanali, 6n, orta ve son bagirsak olmak iizere ii¢ kisimda
incelenmektedir. On, orta ve son bagirsak sinirlart ve bu bolgelerden gelisen yapilar, ilgili

kaynaktan modifiye edilerek Tablo 2-1’de 6zetlenmistir (19).



Tablo 2-1. Primitif bagirsak kisimlari ve gelisen yapilar

Primitif bagirsak kanah'

On bagirsak* Orta bagirsak** Son bagirsak***
Farinks taslagi Duodenum distali Transvers kolon 1/3 distali
Tonsilla palatina ve tiikriik bezleri | .
) Jejenum Inen kolon

parenkimasi

Alt solunum sistemi fleum Sigmoid kolon

Ozefagus Cekum Rektum

_ Apendiks

Mide ) ) Anal kanal ist 1/3 kismi
vermiformis

Duodenum (Pankreatik kanalin o
Cikan kolon Mesane epiteli

ac1ldig1 boliimiin proksimali)

Karaciger ve intrahepatik safra Transvers kolon 2/3 | . ‘
y Uretranin bir kismi
yollari proksimali

Safra kesesi ve safra yollari

Pankreas

*On bagirsak ¢olyak trunkus ile beslenir.

**(Orta bagirsak superior mezenterik arter ile beslenir.

*#*Son bagirsagin biiyilik boliimii inferior mezenterik arter ile beslenir. Kaudal bolgeyi

ise rektal arter ve internal pudendal arter besler.

'Primitif bagirsagin tamaminda vendz doniis portal ven ile saglanr.

2.1.1 Gelisimin Molekiiler Kontrolii

Primitif bagirsak ve mide gelisiminde molekiiler diizeyde farkli indiiksiyon faktorleri
rol oynamaktadir. Cesitli sinyaller ve biiylime faktorleri ilkel bagirsak kanalinin gelisimine yon
vermektedir. Yapilan caligmalarda kranial tarafta yani 6n bagirsak tarafinda Sox2 gen
ekspresyonunun ozefagus ve mide gelisiminde rol aldigi gosterilmistir (20, 21). FGF
(Fibroblast biiyiime faktorii), erken anterior-posterior eksen olusumundan sorumlu

tutulmaktadir. Primitif bagirsagin farklilasmasinin molekiiler kontrolii, Hox ve ParaHox genleri



ile SHH (Sonic Hedgehog) sinyalleri araciligiyla yiritilir (22). Gelecekteki midenin 6n
bagirsak bolgesinde nereye yerlesecegini belirleyen transkripsiyon faktorleri Hoxa-5 ve Barx-
1'dir. Bu faktorler Wnt sinyalinin inhibisyon etkisini ortadan kaldirarak etki gosterirler. Cevre
ektoderm ve mezodermden kaynaklanan FGF-4, transforme edici biliylime faktorii ailesinin
tiyeleri ve aktivinler de endoderm gelisimine katki saglar. Gastrik mezodermden kaynaklanan

FGF-10, mide bezlerinin farklilasmasinda rol oynar (19, 20, 23).

Endoderm ile splanknik mezoderm arasinda bagirsak tiipii boyunca SHH genleri
eksprese olur. SHH ekspresyonunu kontrol eden Hox genleridir ve gastrointestinal sistemde
sinirlarin  belirlenmesine ve sfinkterlerin olugsmasina dogrudan katki saglarlar. Hem
mezodermal hem de endodermal hiicrelerden salinirlar (18). SHH ile, endodermal epitelin
proliferasyonu tiim kanal boyunca saglanirken epitel ile sindirim kanali arasindaki kaslarin
farklilasmasi da gergeklesir. Bu durum, mezodermal faktorler ile FoxF proteini kontroliindedir
(18, 20). Mide ve ince bagirsak bileskesini ayirarak sfinkter gorevi goren pilorun olusumunda
mezodermden salman BMP-4 (Kemik morfogenetik protein-4) etkisinde indiiklenen
transkripsiyon faktorleri Sox-9 ve Nkx 2.5 etkilidir (23).

2.1.2 Anatomik ve Histolojik Gelisim

Mide gelisimi; bolgesel genislemeler, pozisyonel degisiklikler ve farkli molekiillerin

senteziyle birlikte histolojik 6zelliklerin olugsmasi gibi ardisik olaylar sonucunda tamamlanir.

On bagirsak basit bir tiibiiler yapida iken dérdiincii haftanin ortalarinda distal kisimda
18s1 bir genisleme ortaya ¢ikarir. Bu genisleme, yani mide taslagi, karin duvarina dorsal ve
ventral mezogastrium ile baglidir. Baglangigta orta hatta yerlesim gosteren bu genisleme,
biiyiime devam ettikge ventrodorsale dogru ilerler. iki hafta sonra primitif midenin dorsal yiizi,
ventral yiizden daha hizli biiyiiyerek agirlik yapar ve sol kenara dogru gelerek biiyiik kurvaturu

olusturur. Ventral parca da ige katlanarak sag tarafa dogru kii¢iik kurvaturu olusturur.

Gelismekte olan mide, longitudinal ekseni boyunca, saat yoniinde 90 derece rotasyona
ugrar. Bu doniis ile es zamanh olarak dort degisiklik meydana gelir: Midenin ventral kenari
yani kii¢lik kurvatur saga tasiir; midenin dorsal kenar1 yani biiyiik kurvatur sola taginir; orta
hatta yer alan kaudal u¢ saga ve yukari ¢ikarken, kranial ug sola ve asagiya iner; midenin karin

arka duvarina tutundugu yap1 dorsal mezogastrium, mideyle birlikte ilerler ve omental bursay1



meydana getirir. Midenin yaptig1 bu rotasyon ile eriskin midesinin 6n duvarini sol vagusun,

arka duvarini ise sag vagusun inerve etmesi agiklanabilmektedir (17, 19).

Midenin histolojik olarak dort tabakasi (mukoza, submukoza, muskularis ve seroza)
fetal donemde 15. hafta civarinda goriiniir haldedir. 15. haftadan doguma kadar giden siiregte
hiicre farklilasmalari, tabakalarin kalinliginda ve salgilar tlizerinde degisiklikler meydana
gelmistir. Fetal donemin 8-10. haftalarinda midede, yalanci ¢ok katli prizmatik epitel
bulunmaktadir ve mukozanin kivrilmasiyla gastrik ¢ukurcuklar meydana gelir. 15-20. haftalara
gelindiginde tek katli kiibikten prizmatik epitele dogru gecis gosterir. Bu donemde asiner bez
yapisina rastlanirken, eozinofilik goriinimlii hiicre topluluklar1 “parietal hiicreler” olarak
tanimlanmustir. Parietal hiicrelerin intrinsik faktor salgisi, 14.haftada tespit edilmesine ragmen
25. hafta civarinda belirgin bir artis gostermektedir. HCI (Hidroklorik asit) salgisinin ise
32.haftadan 6nce tespit edilmedigi bildirilmistir (24). 22. haftanin sonlarina dogru gelindiginde
mide yiizey epitelinin tek katli prizmatik sekilde oldugu net olarak goriilmektedir. Ayrica
gelisen mukozanin kivrilmasiyla olusan gastrik ¢ukurcuklarda, mukus salgilayan “miikoz
boyun hiicreleri” goézlenir. 22. haftanin devaminda miiskiiler tabaka segilmektedir ve
submukoza ile beraber biiyiiyen fetiise uygun sekilde kalinlasmistir. 24. haftaya gelinliginde
mide bez yapilarinda genislemeler ve uzamalar goriiliirken tiibiiler bezler tanimlanmistir. 28.
haftada bezlerde genislemeler ve kivrilmalar devam ederken, bazal yerlesimli, bazofilik
boyanan “esas hiicreler” goriilmeye baglanmustir (24). Farkli bir ¢alismada esas hiicrelerin 12.-
13. Haftada goriildiigi bildirilmistir (25). Biiyiiyen ve gelisen fetiis midesi, 32-34. haftalara
ulastiginda eriskin ile benzer goriiniime kavusmustur. Midedeki hiicrelerin farklilagsmasi
mezenkimal kokenli biiylime faktorleri, hormonlar ve g¢esitli transkripsiyon faktorleri
kontroliinde gerceklesir (24). Enteroendokrin hiicreler, gastrin ve somatostatin salgilayan
hiicreler 8. hafta, glukagon ve ghrelin salgilayanlar 10. hafta, serotonin salgilayanlar 11.hafta

olmak tizere igerdikleri hormona gore gelisimin farkli zamanlarinda tanimlanmislardir (26).

2.2 Insan Midesi Histolojisi

Insan midesi kardiya, fundus, korpus, antrum ve pilor olmak iizere bes anatomik
boliimde incelenmektedir. Histolojik olarak ise kardiya, fundus ve pilor olmak iizere {i¢ kisimda

incelenir ve anatomik lokalizasyon ile uyumlu, ayni isimle anilan bezlere sahiptir (27).

Mide, sindirim kanalinin genel yapisina ait 4 histolojik katmani igerir:



1. Tunika mukoza
2. Tunika submukoza
3. Tunika muskularis

4. Tunika seroza

2.2.1 Tunika Mukoza

Temelde koruma, absorbsiyon ve salgilama fonksiyonlar1 gésteren mukoza; epitel ortii
ile altindaki lamina propria ve muskularis mukoza tabakalarindan olusur. Muskularis muskoza

sindirim sistemine 6zeldir ve bu katman tunika mukoza iginde yer alan diiz kas tabakasidir (28).

Disaridan gelen maddelerin ilk temasi mukoza ile olur ve epitelin koruma islevi devreye
girer. Epitelde yer alan 6zellesmis hiicreler, salgiladiklar1 glikoprotein icerigi bakimindan
zengin mukus salgis1 ile besinlerin mide igindeki hareketi kolaylastirirken yiizey epiteli
tizerinde koruyucu bir tabaka olusturarak mideyi asidik etkiden korur. Mukoza tabakasinin
asiditesi, limene bakan kisimlarda nétr (pH 7.0) olarak 6lg¢iiliir ve gastrik gukurcuklarda daha
asidik (pH 2.0) hale gelir. Midenin kendi enzimleri tarafindan sindirilmesine karsi savunma
mekanizmasimi olusturan yiizey, bazale yakin hiicrelerden gelen bikarbonat salgist ile
desteklenmektedir (29). Koruyucu faktorlerin etkilenmesi ve bariyerin bozulmasi ile gesitli

maddeler submukozaya kadar ilerleyebilir.

Midenin liimene bakan kismi incelendiginde, makroskobik olarak diizgiin bir ylizeye
sahip olmadig1 goriiliir. Bu goériinlimden, mukoza ve submukoza tabakalarinin i¢ yiize dogru
katlanmasiyla olusan ruga kivrimlari sorumludur. Mide doldugunda kivrimlarin kaybolup
diizlesmesi, degisen hacme goére midenin sekil almasinit kolaylagtirir. Mikroskop altinda
incelendiginde de midenin liimene bakan kisimlarinda gastrik ¢gukurcuklara (foveola) rastlanir.
Yiizey epitelinin her milimetre karesinde yaklasik 90-100 foveola vardir. Her {ig-yedi basit,
dally, tiibiiler tipteki mide bezi salgilarini bir foveola tabanina bosaltir (28, 29). Mide epitelinin
sindirilmis besinlere yonelik dogrudan emilim fonksiyonu yoktur, sadece hiicre zarindan
gegebilen maddeler (su, iyon, lipitte ¢éziinen maddeler vb.) i¢in emilim s6z konusu olabilir
(27).
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Mide, ortii ve bez epitelini birlikte bulundurur. Mide ylizeyinin tamamin1 rten yiizey
epiteli, tek katli prizmatik epiteldir. Gastrik gukurcuklarin da i¢ dosemesini yapar. Mide bezleri

ise salgi1 yaparak sindirim fonksiyonunun gergeklesmesine katki saglar (30).

Epitel altinda yer alan ve bag doku destegini saglayan lamina proprianin biiytlik kismi,
fundus bolgesinde fundus bezleri ile kaplanmistir. Diger alanlarda lamina propria, kardiya ve
pilor bezleri ile kaphidir. Gastrik salgiya katki saglayan kivrimls tiibiiler yapidaki bezler, mukus
salgilar ve esas hiicre icermez (31). Lamina propriada fibroblastlara, plazma hiicrelerine,
lenfosit, makrofaj, eozinofil gibi immiin yanitta rol oynayabilecek hiicre topluluklarina ve
retikiiler lifler gibi bag doku elemanlarina yer yer rastlanir. Yaygin veya nodiiler tipte lenfoid
doku icerebilir (30).

Kardiya ve pilor bolgeleri disinda kalan genis bir ylizeyi kaplayan ve siklikla “fundus
bezleri” olarak anilan esas mide bezleri, gastrik ¢ukurcuklarin bazalinden muskularis mukozaya
dek uzanir. Giinde yaklasik iki litre olmak tizere mukus, HCI, pepsin ve intrinsik faktor igerigine

sahip salgi agiga ¢ikaran bez epiteli, 6zellesmis hiicrelerden olusmaktadir (27).

Icte dairesel, dista longitudinal uzanan cift katl mukozal kas tabakas1 gastrointestinal
sisteme &zgiidiir. I¢ katmandan gelen kas liflerinin lamina propriaya ilerlemesiyle, sentezlenmis
gastrik salgilarin liimene birakilmasina destek oldugu 6ngoriilmektedir (30). Bu tabakanin
altinda da mide mukozasini mide duvarindaki kaslara baglayan siki bag dokusu, submukoza

bulunur.

2.2.1.1 Ozellesmis Mide Hiicreleri
2.2.1.1.1 Yiizey Miikoz Hiicreleri

Yiizey miikoz hiicreleri, tek katli prizmatik ortii epiteli arasinda konumlanmig prizmatik
sekilli hiicrelerdir ve oval niikleuslar1 bazale yakin konumlanmistir. Gastrik mukus salgilar ve
yiizey miik6z hiicreleri; kardiya, fundus ve pilor olmak iizer {i¢ bolgede de ortaktir (29). Miisin
graniillerini salgilamak i¢in 6zellesmis graniilli endoplazmik retikulum ve Golgi cisimcigi
sitoplazmada bazale yakin yerlesiktir. Miisin salgisi jel benzeri yogun kivamlidir ve Periyodik
Asit-Schiff ile pozitif boyanarak midenin liimene bakan kisimlarinda, sitoplazmanin apikalinde
goriiliir. Epiteli kalin bir tabaka halinde sararak yiiksek potasyum ve bikarbonat icerigiyle asidik

kimusun verecegi hasardan mide yiizeyini korur. Inflamasyon gibi durumlarda artan
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Prostoglandin E> salgisi, bikarbonat sekresyonunu uyarirken lamina propriada genislemeye
sebep olur. Bu sayede mukoza tabakasinin kalinlig1 artmis olur ve korumaya katki saglanir (30).

Miik6z hiicreler midenin kardiya ve pilor bolgelerinde mide bezlerinde bulunan ana hiicre

tipidir (29).
2.2.1.1.2 Miik6z Boyun Hiicreleri

Miik6z boyun hiicreleri; midenin gévdesinde, fundustaki bezlerin boyun kisminda yer
yer parietal hiicre komsulugunda bulunur. Yiizey miikoz hiicreler ile benzerlik gosterse de
“cozlinebilen mukus” salgilar ve miisinojen igerigi yiizey miikoz hiicrelere kiyasla daha azdir.
Yalnizca vagal sinir uyarimi ile ger¢eklesen bu salgi, mide dinlenme halinde iken gerceklesmez.
Bu sebeple sitoplazmalar1 miisin graniilleri ile kapli degildir. Yiizey miikdz hiicrelerine kiyasla

daha kisadirlar ve yuvarlak niikleusa sahiplerdir (27, 29).
2.2.1.1.3 Esas Hiicreler

Esas hiicreler (Sef, zimojen hiicreler); protein sentezinin yogun oldugu, graniilli
endoplazmik retikulum igerigiyle bazofilik boyanma gosterirler. Midenin gévdesinde, fundus
bezlerinde yogun olarak bulunurlar. Apikal sitoplazmada yer alan salgi graniilleri asidofilik
zimojen graniillerdir. Zimojen graniiller uygun kosullar altinda aktiflesen enzim onciilleridir.
Esas hiicreler protein sindiriminden sorumlu pepsin enzimi dnciisii pepsinojeni ve etkinligi daha
az olan lipaz enzimini salgilar. Mide asidi salgilanmasina neden olan uyaranlar, ayn1 zamanda
pepsinojenlerin  salgilanmasini da tesvik eder. Pepsinojenin asidik pH altinda, parietal

hiicrelerden salinan HCl ile etkilesmesi, aktif pepsin enzimini agiga ¢ikarir (29, 30).
2.2.1.1.4 Parietal Hiicreler

Parietal hiicreler (Oksintik Hiicreler); gastrik bezlerin boyun kisminda yer alan {iggen
sekilli, biiyiik hiicrelerdir. Bazen ¢ift ¢cekirdekli olabilir, enerji gereksinimi yiiksektir ve yogun

mitokondri igerigiyle belirgin asidofilik boyanma gosterirler (28).

Parietal hiicreler aktif salgi fonksiyonu gosterir ve isleve yetisebilecek diizeyde
0zellesmis hiicre i¢i kanallar sistemine, kanalikiillere sahiptir. Kanalikiiller, mikrovillus
uzantilan igerir ve bu sayede bezin liimeni ile etkilesime agiktir. Kanalikiiller ile komsuluk
gosteren sitoplazmada vezikiil ve tiibiillerden meydana gelen tiibiilovezikiiler sistem

membranlari, H*/K* ATPaz proton pompasi igin kaynaktir ve asit salgist sirasinda aktif rol
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oynayarak hidrojen iyonlarinin kanalikiil liimeni ile sitoplazma arasinda gegisine olanak saglar.

Salgilanan hidrojen iyonlari kloriir ile birleserek HCI tiretimi gergeklesir (30).

Parietal hiicreler, HCI salgisini tetikleyen gastrin, asetilkolin M3 ve histamin Hz olmak
tizere li¢ farkli membran reseptoriine sahiptir. Mideden salinan peptit yapili gastrin hormonu,
gastrin reseptorlerini uyararak HCI salgisinin temelini olusturur. Hiicre i¢i kanalikiiler sistemde
limene atilan iyonlarin bir araya gelmesiyle salgilanan HCI, protein sindirimde hem mekanik
hem de kimyasal diizeyde rol almaktadir. Diyetle alinan proteinlerin hidrolizi ve esas hiicreler
tarafindan salgilanan pepsinojenin aktif formu olan pepsine doniisiimii i¢in gereklidir. HCI
ayrica bakteriyostatik etkilidir (30). Prostaglandinlerin HCI salgisin1 engelledigi bilinmektedir
(29). B12 vitamininin bagirsaktan emilimi i¢in glikoprotein baglantis1 gereklidir ve bu islevi

saglayan intrinsik faktor, parietal hiicreler tarafindan salinir (28).

2.2.1.1.5 G Hiicreleri

G hiicreleri olarak da anilan gastrin hiicreleri antrum boyunca bulunur. Bu endokrin
hiicreler, besinler mideye girdiginde mide iceriginin asiditesinin azalmasina yol acar ve mide
genislemesine yanit olarak asit uyarici hormon olan gastrini salgilar. Gastrin kan dolagimina
girer ve dolasimdan mide govdesinin mukozasina tasinir, burada parietal hiicrelerin dis
zarindaki reseptor bolgelerine baglanir. Olusan gastrin-reseptor kompleksi, membrana bagl
ATPaz enziminin de aktiflenmesiyle parietal hiicrelerden hidrojen iyonlarinin iiretilmesini ve

salgilanmasini saglayan reaksiyonu baslatir (29).
2.2.1.1.6 Enteroendokrin Hiicreler

Gastrointestinal epitel boyunca daginik yerlesim gosteren diffiiz néroendokrin hiicreler,
midede fundus bezlerinin bazalinde daha sik yerlesim gosterirler ve boyanma o6zellikleri
nedeniyle “enteroendokrin hiicre, enterokromaffin hiicre, argentaffin hiicre, argirofil hiicre”
olarak isimlendirilirler. Peptit yapida iiriinler salgilayan bu hiicreler, liimen ile baglantisina gore
kapali veya agik tip olarak adlandirilirlar. Her iki tip, kan yoluyla salgi tiriinlerini hedef
hiicrelere gonderir. Dogrudan liimenle baglantili acik tip enteroendokrin hiicrelerin salgisi,

parakrin etkiyle de ¢evredeki hiicrelerin faaliyetlerine etki edebilir (28, 30).

Enteroendokrin hiicreler peptid igerikli salgilar1 ile orantili gelismis grandillii
endoplazmik retikuluma ve Golgi aygitina sahiptir. Sitoplazma igeriginde yiiksek miktardaki

salg1 vezikiilleri, histokimyasal boyamalar sirasinda kaybolur ve hiicreye daha seffaf bir
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gorinim  kazandirir.  Farkli  salgi  igerikleri nedeniyle spesifik tanimlamalar
immiinohistokimyasal yontemler ve TEM (Gegirimli elektron mikroskobu) degerlendirmeleri
ile yapilmis ve 17 farkli tip belirlenmistir. Tanimlanan hiicrelerin salg: igeriklerine gastrin,
histamin, somatostain, enkefalin, bombesin, VIP (vazoaktif inhibitor peptit), serotonin ve

ghrelin 6rnek verilebilir (30).

2.2.1.1.7 Tuft hiicreleri

Kemirgenlerde sindirim sisteminde (tiikiiriik bezleri, mide, safra kesesi ve safra kanali,
ince bagirsak, ¢cekum ve kolon), solunum sisteminde (burun boslugu, trakea ve alveolar epitel),
tiretrada ve timusta tanimlanan tuft hiicresi; insanlarda trakeada, ince bagirsakta, midede ve

safra kesesinde gozlenmistir (32).

Firga, soliter kemoreseptor, mikrovilloz, fibrilovezikiiler ve kaveolar hiicreler gibi
cesitli isimler altinda tanimlanan tuft hiicrelerinin sekli; kesit diizlemine bagli olarak armut, fig1,
sise ve kadeh seklinde olabilmektedir. Hiicre iskeleti sitokeratin-18 ve nérofilamentler gibi ara
filamentleri igerir (33). Tuft hiicrelerinin en karakteristik ozellikleri, kiint ve uzun ylizey
mikrovilluslari ile apikal sitoplazmadaki ¢ok sayida vezikiildiir. Hiicrelerin apikal ¢evresinde
baglant1 kompleksi mevcuttur. Yiizey mikrovilluslari (200-300 nm genisliginde; 500-1200 nm
uzunlugunda) kalin, parmak benzeridir ve distal ugta kiinttiir. Mikrovilluslarin distal ucundan
uzanan mikrofilamentler, supraniikleer sitoplazmaya dek uzanir. Mikrotiibiiller, supraniikleer
sitoplazmada hiicrenin uzun eksenine paraleldir ve belirgin tiibiilovezikiiler bir ag olusturur.
Tuft hiicrelerinde sitoplazma boyunca dagilmis bol miktarda glikojen partikiilleri, lizozom
benzeri cisimler, bir veya daha fazla belirgin Golgi cisimcigi ve supraniikleer bolgede yerlesmis
peroksizomlar bulunmaktadir. Orta sayida var olan mitokondriler; mikrotiibiiller ve
tiibiilovezikiiler sistem ile tonofibril demetleri arasinda, hiicrenin uzun eksenine paralel olarak
yer alir. Graniillii endoplazmik retikulum az geligmistir. Liimene bakan tarafta endositozda rol

oynayan bir¢ok kaveola mevcuttur (34).

Cok sayida morfolojik ¢alismaya ragmen, tuft hiicrelerinin islevleri hala belirsizdir.

Kemoresepsiyon igin hiicresel ve molekiiler diizeyde gorevli oldugu diisiiniilmektedir (34).

2.2.1.1.8 Kok Hiicreler

Gastrik bez yapisinin isthmus kisimlarinda yer alir. Bu bolgede kok hiicreler sayica

cogalabilir veya farklilasip diger hiicrelere doniisebilir. Kok hiicrelerden koken alarak 60-90
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giin araliginda esas ve enteroendokrin hiicreler yenilenirken, parietal hiicrelerde bu siire 150-
200 giin kadardir. Miik6z boyun hiicrelerinin dmrii yaklasik bir hafta iken yiizey miikoz

hiicrelerinde bu siire ¢ok daha kisadir (29).

2.2.2 Tunika Submukoza

Diizensiz sik1 bag dokusu yapisinda olmakla beraber genis lenf ve kan damarlari igerir.
Ayrica submukozal (Meissner) pleksusu olusturan ganglion hiicreleri buraya yerlesmistir.
Dogrudan tunika muskulariste ve submukozada yer alan kaslarin otonomik inervasyonundan

sorumludur (30).

2.2.3 Tunika Muskularis

Ug katmanli yogun diiz kas tabakasi igte oblik, ortada sirkiiler ve dista longitudinal
uzanir. Yer yer ti¢ katmana rastlanmasa da fonksiyona gore 6zellesme s6z konusudur. Sirkiiler
kas tabakasinin pilorda, kimus iceriginin duodenuma iletilmesine yardimer sfinkter gorevi
gordiigii bilinmektedir. Kas tabakalar1 arasinda inervasyondan sorumlu myenterik (Auerbach)

pleksusu yer almaktadir (30).

2.2.4 Tunika Seroza

Midenin en dis katmani olan seroza, tek kath yassi epitel formundaki mezotelden ve
epitel alt1 bag dokusundan meydana gelir. Kan ve lenf damarlari agisindan zengin bir bolgedir.

Sinir dallanmalari, sindirim kanali duvarina dek serozada yol alir. Adipoz doku en dista yer alir

(30).

2.3 Fare Midesi Histolojisi

Fare midesi, insandan farkli olarak iki kisimdan olugmaktadir. Kismi depo gorevi géren
nonglandiiler kisim olarak adlandirilan 6n mide ve bez yapisini iginde bulundurarak parenkimal

doku ozelligi gosteren glandiiler kisimdan olusmaktadir (Sekil 2-1). Glandiiler kisim sirasiyla
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kardiya, fundus, antrum ve pilor olmak {izere dort boliimde incelenir. Histolojik agidan tiim

vertebralilarda oldugu gibi mukoza, submukoza, muskularis ve seroza katmanlarina sahiptir.

Tunika mukoza epitel, lamina propria ve muskularis mukozadan olusur. Mukoza,
glandiiler ve nonglandiiler olarak belirgin ayrim1 olan, makroskobik olarak da gozle goriiliir iki
farkl1 histolojik ozellik sergilemektedir. Ozefagus bitiminden kardiyaya uzanan béliim,
nonglandiiler kisim olarak degerlendirilir ve 6n mide olarak adlandirilir. Midenin yaklasik 2/3
on kismini kaplar ve alinan besinlerin kismi siireli depolanmasindan sorumludur (35).
Nonglandiiler mukoza, iistte keratinlesmis yaklasik 5 kattan olusan ¢ok katli yass1 epitel ile

orttlidir. Lamina propria ve muskularis mukoza ile devam eder.

Midenin glandiiler-nonglandiiler bileskesinde kalin keratinize ¢ok katl1 yass1 epitelin
olusturdugu bir smir goze c¢arpmaktadir (Sekil 2-1). Plikat siir veya Z ¢izgisi olarak
adlandirilan gecis bolgesi, insanlardaki gastroozefagial bileske ile benzerlik gostermektedir
(36). Plikat sinir ile gozle goriiliir sekilde ayrilabilen ve pilora dek uzanan kisim, glandiiler

mukoza ile ortiliidiir (35, 37). Bu boliim farelerde midenin parenkimasini olusturmaktadir.

Glandiiler mukoza plikat sinira bitisik kardiya ile baslar. Kardiya bolgesi graniil
icermeyen mukoza hiicreleri ile kaplidir. Kardiyadan sonra sirasiyla, fundus, antrum ve pilor
gelir. Fundus bezleri ve antrumdaki bezler basit, diiz, tiibiiler tiptedir. Bu bolgedeki gastrik
cukurcuklar insana kiyasla daha diiz goriinse de miikz boyun hiicreleri, parietal hiicreler ve
esas hiicreleri barindirir. Pilora gelindiginde ise sadece miikdz hiicreler izlenmektedir.
Glandiiler mukozanin tamami tek kath prizmatik epitel ile ortiiliidir ve bezlerin boyun
kisimlarinda kok hiicre onciillerine rastlanirken bazal kisimlara dogru endokrin hiicreler

goriilebilmektedir (35, 37).

Submukoza destek elemanlarmi ve submukozal pleksusu icermektedir. Tunika
muskularis tabakasinda icte sirkiiler ve dista longitudinal uzanim gosteren iki katmanl kas
tabakas1 bulunmaktadir. Myenterik pleksus da tunika muskulariste yerlesmistir. Tunika seroza
mezotel ile doselidir ve ¢esitli bag dokusu elemanlari ile sinir, kan damarlar1 ve lenfatikleri

barindirir (38).
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Ozefagus  f—ouu___

Duodenum

On mide
(Nonglandiiler mukoza)

: Plikat sinir
(Z gizgisi)

Glandiiler mukoza

Sekil 2- 1. Fare midesinin sematik gosterimi. On midede keratinlesmis ¢ok katl1 yass1 epitel

izlenmektedir. Z ¢izgisi, mide i¢inde, keratinlesmis ¢ok katli yass1 epitelden tek katli prizmatik

epitel gecisinde goriilmektedir. Glandiiler mukozada bez yapilar1 parenkimay1 olusturmaktir.

Hematoksilen-Eozin. Objektif 10X. Olgek 50 pm.

Tablo 2-2. insan ve fare midesinin morfolojik ve histolojik karsilastirmasi

Insan mide dokusu
=  On mide yoktur.
* Tamami glandiiler mukozadir.
Morfoloji = Kardiya, fundus, korpus, antrum
ve pilor olmak tizere 5 kisimda
incelenir.
Tunika mukoza, submukoza,
muskularis ve seroza tabakalarini
Histoloji
= QGastrodzefagial bileskede ¢ok kath
yassi epitelden prizmatik epitele

gecis gozlenir.

Fare mide dokusu

=  On mide (2/3 kismi kaplayan)
vardir.

* Glandiiler mukoza kardiya,
fundus, antrum ve pilor olmak
izere 4 kisimda incelenir.

Tunika mukoza, submukoza,

muskularis ve seroza tabakalarini

igerir.

*  On mide mukozasini, 6zefagusa
benzer sekilde, keratinlesmis ¢ok

katli yasst epitel doser.
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» Mukozanin tamami tek kath * Midenin i¢indeki Z ¢izgisinde
prizmatik epitel ile doselidir. keratinlesmis ¢ok katli yassi
epitelden tek katli prizmatik
epitele gegis gbzlenir.
* Midenin son 1/3 kismint
olusturan glandiiler mukozay: tek

katli prizmatik epitel orter.

Tunika muskularis icten disa oblik, Tunika muskularis icte sirkiiler, dista
sirkiiler ve longutudinal uzanan ti¢ longitudinal uzanan iki katmanl: kas
katmanli kas tabakasidir. tabakasidir.

2.4 Koronaviriisler

Zarfli ve tek zincirli RNA viriisleri grubunda yer alan Koronaviriis ailesi; alfa, beta, delta
ve gama Koronaviriisler olmak tizere 4 alt tipte incelenebilir. Farkli derecelerde patojenite ve
immiinite ile kendilerini gosterebilirler. SARS (Siddetli Akut Solunum Sendromu) ile 2002
yilinda tanimlanan SARS-CoV (Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriisii) ve MERS
(Orta Dogu Solunum Sendromu) ile 2012 yilinda ortaya ¢ikan MERS-CoV (Orta Dogu
Solunum Sendromu Koronaviriisii) beta koronaviriis ailesinde yer almaktadir. SARS-CoV ve
MERS-CoV, farkli sistemleri etkiliyor olsa da oncelikli olarak solunum sisteminde 6liimciil
seyreden pnomonilere yol agmaktadir (5, 39). 2019 yilinda ortaya ¢ikan ve SARS-CoV ile
benzerligi nedeniyle etkeni SARS-CoV-2 olarak tanimlanan; ates, Oksiiriikk, nefes darlig
semptomlari ile akut solunum sikintis1 sendromuna ilerleyebilen COVID-19, pandemi haline

gelmistir (5).

Semptomlar ve laboratuvar degerlendirmeleri agisindan SARS, MERS ve COVID-19
arasinda belirgin farkliliklar olmadig1 bildirilmis ve lenfopeni, her ii¢ enfeksiyonda da
hastaligin  habercisi olarak belirlenmistir.  Siklikla damlacik yoluyla bulastiklar
diisiiniilmektedir. Oncelikli solunum sistemi etkileniminin yaninda, b&brek ve karaciger
fonksiyonlarinda bozulma, sok, gastrointestinal sistem etkilenimiyle birlikte sivi elektrolit
dengesizligi ve c¢oklu organ yetmezligi, her {ii¢ viral enfeksiyonda benzer sekilde
goriilebilmektedir. Ancak in vitro ¢aligsmalar; viral etkenlerin yayilim hizi, reseptor kullanimi

ve konak yanit1 dikkate alindiinda, patogenezlerde farklilik olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Ormegin; SARS-CoV-2’nin viral yiikii, hastaneye basvuru sirasinda en yiiksektir, yani
semptomlarin basladig1 ilk birkag giin i¢indedir. Bu durum SARS-CoV’da 10 giin iken, MERS-
CoV’da iki haftadir (39). Ortaya ¢ikan semptomlar benzer olsa da gergeklesme paternleri ve

stireleri farklilik géstermektedir.

2.4.1 SARS-CoV-2

2.4.1.1 Viral Yapisal Proteinler ve SARS-CoV-2’nin Konakg¢1 Hiicreye Girisi

SARS-CoV-2; zarfli, tek sarmalli pozitif RNA igeren, bir p koronaviristiir. Viral
partikiiller oval veya yuvarlak olup sivri ug¢ludur (40). Virisiin boyutunun farkli ¢aplarda 60-
140 nm veya 70-110 nm olabilecegi gosterilmistir (41, 42).

SARS-CoV ile %79, MERS-CoV ile %50 yapisal benzerlik gosteren SARS-CoV-2,
29903 niikleotid iceren genoma sahiptir. Kendisine ait protein yapilarini kodlayabilmektedir.
Yapisal proteinler membran proteini, niikleokapsid proteini, zarf proteini ve spike proteinidir.
Yapisal proteinler, konakgiya ait hiicre membrani ile bir kompleks olusturur ve viral genetik
materyal olan RNA’y1 i¢inde bulunduran zarfli bir viriis partikiilii haline gelerek tiim viicutta
yayilir. Replikasyon i¢in sart olmayan ancak konak¢1 bagisiklik yanitin1 engelleyebilen birkag
aksesuar proteini de viriisiin kendisi kodlayabilmektedir (39, 43).

Niikleokapsid proteini, viral RNA’ya bagl olarak bulunur ve viral replikasyonda
dogrudan rol oynamaktadir. Membran proteini, viral yapinin dengelenmesinde rol oynar ve
hiicrede viral pargaciklarin yenilenmesine katki saglar. Zarf proteini, viral parcaciklarin
birlestirilmesinde gorev alir ve SARS-CoV-2’nin tomurcuklanmasi ve serbestlestirilmesi
asamalarinda viriisiin viicutta yayilmasindan sorumlu oldugu, viral yiikii olusturdugu

diistintilmektedir (39, 44).

Yapisal spike proteini, HIV’in (Insan immiin yetmezlik viriisii) gp120 proteini gibi
hiicre yiizeyi reseptorlerini taniyarak, viriisiin hiicrelere girmesini saglar (40). Spike proteininin
S1 alt birimi, konak hiicrelerine giris i¢in kullanilan ACE2’ye dogrudan baglanir. Konakg1
hiicre membranmna tutunmay: ve membranla kaynasmayi saglayan S2 alt birimidir. Viriis
konakg1 hiicre ile temas ettiginde S1 ve S2 alt birimleri birbirinden ayrilir. Hedef hiicrede
ACE2’ye baglanma sonrasi, bir transmembran serin proteaz olan TMPRSS2, spike proteini S2

alt birimini pargalar. Bu pargalanma sayesinde S2 alt birimine ait trimerler aktiflenir ve virlis-
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konak¢1 lipid membran katmanlari kaynasmaya baslar. Fiizyon i¢in; S2 membrana girer,
ardindan S2'de iki heptad tekrari birlesir ve birlikte antiparalel alt1 sarmal bir demet olusturur.
Demet olusumu, hiicresel ve viral membranlarin birleserek viral genomun sitoplazmaya

salinmasina zemin hazirlar (45).

Viriisiin konake1 hiicre i¢ine girisine aracilik eden bir diger mekanizma katepsin L’dir.
Katepsin L ile endozomlarda viriise ait spike proteini aktiflenir ve TMPRSS2 bulunmayan
hiicrelere giris gergeklesir. Aktiflenen enzimler ile viriise ait riboniikleoprotein kompleksi hiicre
icine salmir (43, 46). Virisiin konakg1 hiicreye fiizyonu ve RNA genomunun hiicre igine

alinmasi, literatiirde bu sekilde agiklanmaktadir.

Viriisiin konak hiicreye fiizyonu ile viral genom, endoplazmik retikuluma ait replikazi
hedef alir ve meydana getirdigi replikasyon bolgesi ile kendi yapisal proteinlerini sentezlemeye
baslar (46). Viral RNA-Niikleokapsid protein kompleksi, spike, membran ve zarf proteinleri ile
ERGIC’e (Endoplazmik retikulum- Golgi ara bolmesi) girer ve tamamen yeni bir SARS-CoV-
2 fdiretir. Yeni fretilen SARS-CoV-2, ekzositoz yoluyla konakg¢i hiicreden salindigi
diistintilmektedir (47). Bunun yan1 sira enfekte deneklerde hiicre iginde serbest viriis veya viriis
benzeri partikiillere rastlanabilmektedir (48). Ayn1 zamanda, hedef hiicreler pargalanir veya

sinsityum olusturur ve diger lezyonlar meydana gelir (39).
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Sekil 2- 2. SARS-CoV-2 yapisal proteinlerini ve konakei hiicre tutunmasini gésteren sema.
Viral spike proteininin S1 alt birimi konak hiicrelerine giriste ACE2’ye dogrudan baglanir.
Virlis konakgr hiicre ile temas ettiginde S1 ve S2 alt birimleri birbirinden ayrilir. ACE2’ye
tutunma sonrast TMPRSS2, S2 alt birimini pargalar. Bu pargalanma ile S2 alt birimi aktiflenir

ve viriis-konake¢1 kaynasmasi baslar.

2.4.1.2 SARS-CoV-2’nin Konake1 Hiicreler Uzerine EtKisi

SARS-CoV-2, tipik bir viral patojen gibi invazyon ve replikasyon ile baslayan viremi
fazindan geger ve hiicresel hasar ortaya ¢ikarir. Konak¢ida meydana gelen diizensiz immiin
yanitla birlikte akut faz reaksiyonu baglar ve zamanla azalan viral yiik, iyilesme fazin1 gosterir.
[lk kritik asamadan sonra, inflamatuar yanit kademeli olarak ¢dziiliir, hasarli organ zamanla
iyilesir ancak kronik kritik hastalik, kalic1 inflamasyon, immiinsupresyon ve katabolizma siireci

de ortaya ¢ikabilmektedir (39).

SARS-CoV-2 ile enfeksiyonda en yiiksek viral yiikiin erken evrede oldugu
bilinmektedir. Zamanla azalan viral yiike ragmen agir seyreden olgular, immiinolojik yanitin
baslamasiyla iliskilendirilmistir. Onemli &lgiide yiikselmis sitokin seviyeleri de patolojinin
immiin kaynakli oldugunu diisiindiirmektedir. Yapilan ¢alismalarda, agir seyirli olgulara dair

en ¢ok kabul edilen goriis; diizensiz ve siddetli bagisiklik yanitinin yogun bir inflamasyona
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sebep oldugu yoniindedir. Ayrica dolasima karisan viriis, diger organlara yayilimda etkilidir
(39, 40).

SARS-CoV-2’nin viicuda girmesi ve hiicre hasar siirecinde, konakgi hiicreye girisinin
rol oynadig1 ve esas hedefinin ACE2 oldugu bilinmektedir. ACE2 resept6rii tagiyan transgenik
fareler ile reseptor tasimayan transgenik fareler karsilastirildiginda; akcigerlerde viral
replikasyon ve interstisyel pnomoni gibi organ patolojileri ile kilo kayb1 ve hayvanlarin 6limii
gibi genel durum belirteglerinin, ACE2 reseptorii tasiyan farelerde gozlendigi bildirilmistir
(49). Viriisiin hiicre igine girisini saglayan ACE2 reseptoriiniin dagilimi, viicudun hangi
kisimlarinin viriisten etkilenebilecegini gosterebilir. Tek hiicreli RNA dizileme teknolojisi
kullanilarak yapilan bir ¢alismada akcigerdeki nétrofillerin, monositlerin, B ve T hiicreleri gibi
farkli bagisiklik hiicrelerinin, alveolar tip I ve tip II hiicrelerinin yiiksek seviyede ACE2
eksprese ettigi gosterilmistir. Gastrointestinal sistemde 6zofagus, mide, ileum ve kolon da
ACE2-pozitif hiicrelere sahiptir. Bagirsaklarin muskularis mukozasinda ve tunika
muskularisinde yer alan diiz kas hiicreleri ile enterositler ACE2 pozitiftir. Bobregin proksimal
tiibiil hiicreleri, karacigerin hepatositleri ve dalaktaki cesitli hiicreler ACE2 ekspresyonu
gosterir. Endotel hiicreleri ile damar duvarinda yer alan diiz kas hiicreleri, nazal mukozadaki
destek hiicreleri ve trombositler, eritrositler, dendritik hiicreler ve dogal oldiiriicii hiicreler
olmak tiizere kemik iligi ve kan hiicrelerinin timii ACE2 pozitiftir. Makrofajlar, akut
bagisiklikta etkili olmalarinin yani sira ACE2-pozitif hiicrelerle siklikla etkilestikleri igin
SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda 6nemli rol oynamaktadir (1, 4, 45). Bu durumda tiim viicut
SARS-CoV-2 i¢in acik bir hedeftir. Ayrica, ylizey plazma rezonans analizinden elde edilen
sonuglara gore; SARS-CoV-2’nin spike proteini, ACE2'ye kars1 SARS-CoV'unkinden 10-20
kat daha fazla afiniteye sahiptir. Bu da SARS-CoV-2 yayilma potansiyelinin daha yiiksek
oldugunu agiklamaktadir (47).

Viral giris sonras1 anjiyotensin II'deki yiikselmeler ve ACE2 ekspresyonundaki azalma,
NF«kB (Niikleer faktor kappa beta) aktivasyonu yoluyla reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna
katkida bulunur. Inflamatuar genlerin ekspresyonu TNF-o (Tiimér nekroz faktérii alfa), IL-1,
IL-6, G-CSF (Graniilosit koloni uyaric1 faktér), IP10 (interferon vy ile indiiklenen protein 10) ve
monosit kemoatraktan protein-1 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinmasina yol agar (40).
Dolagimda var olan interferonlar, JAK-STAT1/2 sinyal yolagini aktifler ve parakrin etki
sayesinde viriisle savasacak genlerin sentezi baslatilir (43). GM-CSF (Graniilosit makrofaj
koloni uyarici faktor), CD14+ hiicreleri, CD16+ hiicreleri ve monositleri aktive ederek IL-6

gibi inflamatuar sitokinlerin daha fazla salinmasina neden olur (40). Sitokin dalgalanmasi,
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serbest nitroz oksit ve artmis endotelin-1 seviyeleri, reaktif trombositoz; akut hipoksik
degisikliklere neden olan ve pulmoner damarlara yerlesen emboliye sebep olabilir. Ayrica
endotel disfonksiyonuna katkida bulunabilir. Oksijen eksikligine bagli hipoksi ile
indiiklenebilir faktorlerin aktivasyonu, anjiyogenezin kompanzasyon i¢in devreye girmesi,
fibrinojen seviyesinin yiikselmesi ve pihtilasma faktorlerinin tiiketimi gergeklesir. Ayrica
plazminojen aktivator inhibitorii-1 seviyeleri, perfiizyon eksikligine ve pulmoner disfonksiyona

neden olan fibrin tiikkenmesinin azalmasina yol agar (50).

Yapilan ¢alismalarda makrofaj inflamatuar protein-la, CRP (C-reaktif protein), D-
dimer ve ferritin seviyelerinin enfeksiyonun erken déneminde yiikseldigi ve prognozu
ongormede kullanilabilecegi yoniinde goriisler mevcuttur (39). Serum IL-6, IL-8 ve TNF
diizeylerinin sagkalim hakkinda bilgi sagladigi bilinmektedir (43). Bu durumda artmis sitokin

seviyelerinin COVID-19 seyrinde 6nemli oldugu sdylenebilir.

Enfeksiyon sirasinda sitokinlerin plazma seviyelerinde artis, immiin yanitta rol oynayan
hiicrelerin bagigiklik yanitlarini etkiler (43). SARS-CoV-2 ile enfekte vakalarin bagisiklik
yanit1 incelendiginde, B ve T hiicreleri ile viriisiin viicuda girer girmez ortadan kaldirilmasinda
ve iyilesmede rol oynayan nétralizan antikor titrelerinin dogru orantili oldugu bulunmus ve bu
durumda her iki hiicre tipinin de immiin yanitta rol oynadig1 gosterilmistir. Ayrica, CD4/CD8
T lenfosit oraninda belirgin diisiis gozlenirken, aktivasyonda artis saptanmistir. Lenfopeninin
altinda yatan mekanizmalar i¢in, hematopoetik dokunun etkilenmesi veya viral partikiillerin
dogrudan hiicre hasar1 etkisi oldugu tahmin edilmektedir. Thl7 ve sitotoksik CD8 T
lenfositlerin sayica artigi, inflamatuar yanitin arttiginin gostergesidir (39). Viral replikasyonun
artist i1le dogru orantili, viral kalintilarin dogrudan asetilkolin reseptorleri ile etkilesimi
artmaktadir. Bu durumda kolinerjik reseptorler iizerinden etki eden anti-inflamatuar yolun

baskilanmasi da patogenezde rol alabilir (39).

2.4.1.3 SARS-CoV-2’nin Organ Etkisi

SARS-CoV-2 viicuda girdikten sonra ndtralizan antikor durumuna gore notralize edilir
veya hiicrelerde ACE2 reseptorii araciligiyla konake¢r hiicrelere girerek replike olur. Genel
viicuda giris yolunun inhalasyon oldugu diistintildiigii i¢in; SARS-CoV-2 ilk solunum sistemini

tutmaktadir.
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Akcigerlerin histopatolojik incelemesinde, interstisyel pndmoni ve diffiiz alveolar hasar
gosterilmistir. Interstisyel ve intraalveolar ddem, hiyalin membranlar, mikrovaskiiler tromboz,
kapiller konjesyon ve tip 2 pnomositlerde reaktif hiicre hiperplazisi gézlenmistir (51). Ayrica
SARS-CoV-2 pozitifligi immiinohistokimyasal olarak tip 1 ve tip 2 pnOmositlerde
gosterilmistir (52). Cogu akcigerde interstisyel l6kositlerin, 6zellikle de lenfositlerin azlig1
goriiliirken, makrofajlarda artis goriilmistiir. Baz1 vakalarda bronkopndmoni, pulmoner emboli

ve alveolar hemoraji izlenmistir (51).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda akciger disinda, kalp ve bobrek basta olmak tizere
multisistemik etkilenim s6z konusudur. Ayrica endotel disfonksiyonuyla birlikte pihtilagsma

bozuklugu oldugu gosterilmistir (43).

Kalbin histopatolojik incelemesinde, kardiyomiyositlerde SARS-CoV-2 partikiilleri
RNA sekanslama, immiinohistokimya ve elektron mikroskobu ile tanimlamistir (53). Dogrudan
viral invazyonun neden oldugu miyokardiyal hasar tam olarak anlasilamamistir ancak
kardiyomiyositlerde sarkomer hasari ve miyofibril kaybi gosterilmistir (54). Yapilan
caligmalarda, elektrolit bozukluklar1 ve Ca?*/Kalmodulin bagimli protein kinaz 2'nin
oksidasyonunun SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda goriilen aritmilerden sorumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir. Buna ek olarak, SARS-CoV-2 tarafindan tetiklenen hipoksemi ve solunum
fonksiyon bozuklugu da kalbin kasilma fonksiyonunu etkileyebilir. IL-6 iiretimindeki asiri
artts, VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii) ekspresyonunun artmasina, damar
gecirgenliginin  bozulmasina ve kardiyak tamponada ilerleyebilecek efiizyona neden

olabilmektedir (40, 50).

Bobregin histopatolojik incelemesinde, akut tiibiiler hasar ve yaygin damar igi
pihtilasma saptanmistir. TEM ile yapilan incelemelerde podositlerin, endotel hiicrelerinin ve
proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinin belirgin aktivasyonu gozlenmistir. Podositlerde ve
proksimal tiibiil epitel hiicrelerinde elektron yogun graniillere sahip viriis benzeri partikiiller
(70-110 nm) tespit edilmistir (51). Podositlerin etkilenimiyle filtrasyon bariyeri hasar
alabilmektedir ve proksimal tiibiil epitel hiicrelerinin hasari ile emilim fonksiyonu
etkilenebilmektedir. Ayrica bdbrekler, hipoksiye olduk¢a duyarlidir ve hipoksi sonucunda
aldosteron retansiyonu artar. Bu durum sivi tutulumunu artirarak altta yatan bobrek hasarini
kotiilestirmektedir. Zamanla artan intraglomeriiler basing, filtrasyon bariyerine zarar verir.
Tibiiler fibroblastlar, onarim igin NFxB ve ETS proto-onkogeni 1 gibi mediyatorleri salgilar

ancak tiibiiler atrofi, inflamasyon ve fibrozis ile sonu¢lanan hasarin siddeti giderek artar (50).
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SARS-CoV-2 enfekte bireylerde meydana gelen pihtilasma aktivasyonu, endotel
disfonksiyonu ile agiklanmaya ¢alisilmistir. Dogrudan endotelin enfekte olmasi ile pihtilasma
kaskad1 aktiflenir. Baslangicta akcigerde olmak fiizere tiim organlarda mikrosirkiilasyon
bozularak tromboza sebep olur ve organ disfonksiyonu ortaya gikabilir. SARS-CoV-2 ile
enfekte transgenik fareler ile yapilan bir ¢alismada; perivaskiiler inflamasyon, alveolar 6dem
ve hemorajinin eslik ettigi interstisyel pnomoni ile trombosit aktivasyonu gosterilmistir.
Endotel hiicre biitlinliigliniin bozulmasiyla birlikte vaskiiler gegirgenlikte artis ve pulmoner
tromboz bildirilmistir (55). SARS-CoV-2’nin uzun doénem etkilerinin arastirildigi bir
calismada, viral partikiillere rastlanmis ve tireme sisteminde endotel disfonksiyonu ile
iliskilendirilmis bozukluklar bildirilmistir (56).

SARS-CoV-2’nin ndrolojik hasara neden olabilecegi mekanizma i¢in ACE2 reseptorleri
ile iliskili dogrudan hasar diisiiniilmektedir. Ayrica, akcigerde alveolar gaz degisim bolgesinde
kisitlanma sebebiyle merkezi sinir sisteminde hipoksi ortaya ¢ikar. Beyindeki mitokondrilerde
anaerobik metabolizma ve asit metabolitlerinin asir1 birikimi nedeniyle; hiicrelerin sismesi,

interstisyel 6dem, serebral kan akisinin engellenmesi, iskemi ve tikaniklik ¢ikabilir (40).

Gastrointestinal sistem de SARS-CoV-2’nin potansiyel hedefindedir. ACE2'nin
COVID-19'da sindirim organi hasarimi tetikleyen bir faktér oldugu on goriilmektedir.
Insanlarda karacigerde, 6zefagusta, midede, ince bagirsak ve kolonda ACE2 proteininin
ekspresyonu bilinmektedir (3, 57-59). Bu durum, SARS-CoV-2'nin ACE2 araciligiyla sindirim
sistemine girisi igin bir yol olabilecegini diisiindiirmektedir. Insanlarda biyopsi ornekleri
incelendiginde; mide, duodenum ve rektum epitelinde viral RNA ve niikleokapsid proteini
immiinfloresan yontemle tespit edilmistir (57). Diskidaki viral RNA’nin, solunum testleri ile es
zamanli pozitif oldugu (1-12 giin); solunum testleri negatif ¢iktiktan sonra bile uzun siire tespit
edilebilir kaldig1 (ortanca siire 22 giin) gosterilmistir (57, 60, 61). SARS-CoV-2 RNA'nin
varlig1, alternatif bir enfeksiyon yolu olarak potansiyel fekal-oral bulasmaya isaret edebilir.
Gastrointestinal sistemdeki yiliksek viskoziteli mukus, viral RNA ve viriis partikiillerini
koruyarak viriisiin enfektivitesini korumasina yardime1 olabilir ve viriis, daha sonra digkilama

yoluyla atilabilir. Bu durum, SARS-CoV-2'nin fekal-oral bulagsmasini desteklemektedir (62).

Gastrointestinal semptomlar, solunum semptomlarmin baslangicindan once ortaya
cikabilir. Bagirsak epiteli eksojen patojenlerle dogrudan temas halindedir ve SARS-CoV-2 ile
enfekte yabani hayvanlarin tiikketilmesinden sonra, ince bagirsak epitel hiicrelerinin viriisten ilk

etkilenen hiicreler oldugu ve ishalin, enfeksiyona dair 6nemli bir isaret olabilecegi tahmin
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edilmektedir (40). Literatirde SARS-CoV-2 enfekte bireylerde ilk belirti olarak ishalin
bildirildigi vakalar da mevcuttur. Hastaneye yatis sirasinda sadece gastrointestinal semptomlari
olan dokuz hastadan besinde, 2-5 giin i¢inde tipik semptomlar gelistigi ve SARS-CoV-2 pozitif
hastalarin yarisindan fazlasinda ilk belirtilerin bulanti, kusma ve ishal oldugu bildirilmistir (45,

63). Goriilen bu semptomlar, dokudaki hasar ve fonksiyonel bozukluklar kaynaklidir.

SARS-CoV-2 tarafindan indiiklenen inflamatuar yanit, gastrointestinal kanalin
dogrudan hasar goérmesine, emici enterositlerin tahrip olmasina, potansiyel olarak
malabsorpsiyona, enterik sinir sisteminin etkilenimiyle bagirsak sekresyonunda bozulmaya yol
acabilir (50). Ayrica inflamatuar kosullar, gastrointestinal sistemdeki ¢ok katmanli bariyer
sistemini bozarak bagirsak epitelinde ACE2 ekspresyonunu artirir. Bu da SARS-CoV-2'nin
bagirsak epitel hiicrelerine girisini arttirir (62). Hiperinflamasyon ve diizensiz immiin yanit,
sitokin artisina yol agarak yaygin hasara ve paralitik ileus ve hemorajik kolit gibi ciddi

komplikasyonlara neden olabilir.

2.5 Hiicre Oliim Yolaklar:

Hiicrenin fiziksel veya kimyasal bir etken aracilig ile hasara ugramasi sonucu gelisen
hiicre 6liimii, programlanmis hiicre 6limidiir. Embriyonik gelisimden hiicrelerin bagisiklik
yanitina kadar birgok fizyolojik siiregte hiicre Olimii rol oynamaktadir. Makrofajlar ve
notrofiller gibi fagositoz yapan bagisiklik hiicreleri; bakteri, mantar ve parazitleri hedef alir.
Birgok patojen, konakei hiicreleri istila ederek fagositler ve diger hiicre i¢i savunma hatlari
tarafindan tespit edilmekten kaginir. Enfekte hiicrenin varligini siirdiirmesi konakgiy: tehdit
eder ve ¢oziim, enfekte hiicrenin 6ldiiriilmesidir. Enfekte hiicrelerin dldiiriilmesi, hiicre i¢i ya
da hiicre dis1 mekanizmalarla gergeklestirilebilir. Hiicrenin kendisi, tehlikeye girmis durumunu
tespit edebilirse; apoptoz, nekroptoz ve piroptoz gibi programli hiicre i¢i 6liim mekanizmalarini
aktive edebilir. Birgok hiicre i¢i patojen, programli hiicre dliimiinden kagar veya bunu engeller.
Son savunma hatti, enfekte hiicrelerin hiicre dis1 apoptozunu indiikleyebilen dogal 6ldiirticii
hiicreler ve sitotoksik T lenfositler gibi, dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemindeki
sitotoksik hiicrelerdir (64).

Her giin milyarlarca hiicre 6liir ve fagositler tarafindan uzaklastirilir. Ancak enfeksiyon,
kronik inflamasyon ve doku hasari gibi durumlarda ¢ok sayida hiicrenin aniden 6lmesi ve

birikmesi halinde bu sistem zorlanabilir. Ani ve kontrolsiiz hiicre 6liimii, hiicre dis1 bosluga
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bliyilk miktarda hiicresel icerik salinimma neden olur. Salinan molekiiller, DAMP’lar
(Tehlikeyle iliskili molekiiler kalip) gibi, hasar sinyalleri olarak islev goriir. Hiicre dis1 alanda
DAMP'larin varligi, tehdidi ortadan kaldirmak ve doku onarimini tesvik etmek icin fagositleri
ve diger bagisiklik hiicrelerini harekete gegiren giliclii bir bagisiklik yanit1 ortaya ¢ikartir.
Enfeksiyon sirasinda PAMP'larin (Patojenle iliskili molekiiler kalip) varligi, enfeksiyonu
kontrol etmek icin spesifik antimikrobiyal bagisiklik tepkilerini diizenler. Hiicreler bagisiklik

yanitlarini uyarlamak igin 6liimlerini diizenleyebilirler (11).

Geri doniisii olmayan hiicre hasar1 ve patolojik siireglere bagl hiicre 6liimii, nekroz
olarak adlandirilir. Hiicre organellerinin sismesi, plazma membraninin yirtilmast, sitoplazmada
vakuolizasyon ve nihayetinde hiicrenin parcalanmasi ve hiicre i¢i igerigin ¢evre dokuya
dokiilerek doku hasarma yol agmasiyla sonuglanan kontrolsiiz bir hiicre dliimiidiir. Apoptoz
gibi programli hiicre 6liimiiniin aksine nekroz, hiicre disindan gelen zararli uyaran nedeniyle
meydana gelir ve hemen her zaman inflamatuar yanitlarla iligkilidir. Tipik olarak nekroz,
kaspaz aktivasyonu veya normal gelisim ile iliskili degildir ve hasar veya patolojiye yanit olarak
hiicre 6liimiine sebep olur. Nekroz, piroptoz ve nekroptoz gibi programli hiicre 6liim yolaklari

ile yakindan iligkilidir (65).

Programlanmis hiicre 6liimii apoptotik ve apoptotik olmayan seklinde temelde ikiye
ayrilir. Apoptotik olmayan programli hiicre 6liimleri vakuolizasyonla seyreden otofaji, entoz,
paraptoz; mitokondri iliskili mitoptoz, partanatoz; demir metabolizmasi ile baglantili ferroptoz;
immiin sistem etkisiyle gergeklesen piroptoz ve diger dis etkenlere gore gerceklesen nekroptoz

olarak siralanabilir (12).

2.5.1 Apoptoz

Apoptoz, enzim aktivasyonuyla hiicrenin kendi niikkleer DNA’sinin ve c¢esitli
sitoplazmik proteinlerinin yikimma neden olan, hiicrenin programli oliimii olarak
tanimlanmaktadir. Apoptotik hiicrelerin temel karakteristigi hiicrenin biizismesi (piknoz),
membran tomurcuklanmasi, apoptotik cisimciklerin olusumu, DNA fragmantasyonu ve

kromatin kondenzasyonudur (12).

Dokularin gereksinim duyulmayan kisimlarinin uzaklastirilmasi, bdlgede istenen sabit

hiicre sayisinin korunmasi, embriyogenez sirasinda siirekli hiicre dongilisii ve doku
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rejenerasyonunun Ozellikle gerekli oldugu dogum sonrasinda, doku olusumunun gergeklesmesi
adma fizyolojik durumlarda olabilecegi gibi; genetik olarak degisiklige ugramus,
onarilamayacak derecede hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi gibi patolojik durumlarda
gergeklesebilen hiicre 6liimiidiir. Apoptotik hiicrelerin plazma membrani saglam kalir ve 6len
hiicrenin parcalar1 disar1 ¢ikamaz. Bdylece, makrofajlarin apoptotik hiicreleri hizla ortadan

kaldirmasiyla inflamatuar yanit meydana gelmez (11).

Apoptoz, sistein bagimli aspartat spesifik proteaz ailesinin bir iiyesi olan “kaspaz”
enzimlerin  aktivasyonuyla  diizenlenir. = Apoptoz  tetiklenmesinden membran
tomurcuklanmasimna, DNA fragmantasyonundan fosfolipid asimetrisinin bozulmasina kadar
siirecin tamaminda kaspaz enzimleri rol almaktadir. Apoptozun temeli; Bcl-2 (B hiicreli
lenfoma-2) ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin sentezi ve yikimi ile baslatic
kaspazlar (kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10) ve efektor kaspazlar (kaspaz-3, kaspaz -6 ve
kaspaz-7) arasindaki dengeyle diizenlenir. Mitokondriden sitokrom ¢ salinimi, siiregte 6nemli
rol oynar (11). Farkli mekanizmalar ile aktiflenen ve ¢esitli molekiillerin gorev aldigi intrinsik

ve ekstirinsik yolak mevcuttur.
2.5.1.1 intrinsik Yolak

Intrinsik  (Mitokondriyal) apoptoz yolag:; cesitli g¢evresel faktdrler, bilyiime
faktorlerinin azalmasi, DNA hasari, reaktif oksijen radikallerinin artmasi, elektrolit taginiminda
bozulma, mitojenik stimiilasyon artig1 gibi hiicre i¢i dengenin bozuldugu durumlarda

tetiklenebilmektedir (66).

Apoptozun intrinsik yolu mitokondri aracihigi ile gergeklesir. Mitokondrilerde apoptoz
stirecini baglatabilen sitokrom c proteini ve endojen apoptoz inhibitorlerini nétralize eden
proteinler yer almaktadir. Hiicrenin 6lmesini veya yasamaya devam etmesini belirleyen temel
olay mitokondriyal gecirgenliktir. Mitokondriyal membranlar gecirgen hale geldiginde,
sitokrom c sitoplazmaya sizarak kaspaz aktivasyonunu ve apoptotik hiicre 6limiinii tetikler (8).
Baslangicta mitokondriyal kanallar agilir ve membranlar arasi mitokondri boslugundan
yaklasik 40 farkli protein salinir. Sitokrom c, sitoplazmaya gegerek adaptor APAF-1 (Apoptotik
proteaz aktive edici faktor-1) proteinine baglanir. ATP bagimli konformasyonel degisim
gergeklesir ve bu olusuma pro-kaspaz-9 eklenir, apoptozom adi verilen kompleksler olusur.
Boylelikle kaspaz-9 aktiflesir ve ardindan pro-kaspaz-3’i aktiflestirerek intrinsik yolak

tizerinden apoptoz tamamlanir (66).
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Mitokondriyal gecirgenligin ve intrinsik apoptozun denetleyicisi; prototipi Bcl-2 olan,
mitokondri digs membraninda yerlesik protein ailesidir. Bu proteinlerin sentezinin kontroliinde,
DNA hasarina ilk yanit veren transkripsiyon faktorii p53 yer almaktadir. Saglikli hiicreler
biiytime faktorlerinin yani sira yasam sinyallerini aldik¢a anti-apoptotik Bcl-2’yi ve Bcel-xL’yi
sentezler. Bu proteinler membranda por olusturabilen Bax ve Bak proteinlerini antagonize
ederek pro-apoptotik molekiillerin mitokondriyal ¢ikisini sinirlar ve boylelikle mitokondriyal

membranlarin biitliinliigli korunmus olur (11).

Hiicreler, biiyltime faktorleri ve yasam sinyalleri eksikliginde, DNA’ya zarar verecek
etkenlerle karsilastiklarinda veya hatali katlanmis proteinlerin asir1 birikimi sonucunda ¢ok
sayida sensor aktiflestirir. Bu sensorlere Bel-2 ailesinin korunmus domainlerinden tiglinciisiinii
icerdikleri i¢in BH3 (Bcl-2-benzeri domain-3) proteinleri denir. BH3 proteinleri pro-apoptotik
Bax ve Bak proteinlerini aktifler. Bu proteinler dimerize olarak mitokondri membranina girer
ve sitokrom c gibi mitokondriyal proteinlerin sitozole gecebilecegi kanallar olusturur. Diger
taraftan BH3 proteinleri, anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL molekiillerini inhibe ederek
mitokondriyal proteinlerin sitozole gegisini hizlandirir. Sitokrom c, ¢esitli kofaktorlerle kaspaz-
9’u aktifler. Mitokondriden sitozole gegen diger proteinler, kaspaz antagonistlerini bloke
ederek apoptozun fizyolojik inhibitorleri gibi gérev yapar. Tim bu etkilesimlerin sonucu;
niikleer pargalanmaya ve apoptotik cisimlerin olusumuna yol agan kaspaz kaskadi

aktivasyonudur (67).
2.5.1.2 Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik apoptoz yolagi, kendi kendini aktiflemis lenfositlerin ortadan kaldirilmasinda
ve aktiflenmis sitotoksik T lenfositler tarafindan hedef hiicrelerin 6ldiiriilmesinde gorev alir.
Hiicre dis1 bir sinyalin veya ligandin plazma membranindaki reseptoriine baglanmas: ile
aktiflenen bu yolakta, birgok hiicrenin yiizeyinde “6liim reseptorleri” adi verilen ve apoptozu
indiikleyen molekiiller gérev almaktadir. Bu sebeple “plazma membran reseptor aracili yolak”
olarak da isimlendirilir. Oliim reseptdrlerinin ¢ogu TNF reseptdr ailesinin iiyesidir ve hiicre
oliimii sirasinda sitoplazmada diger proteinlerle etkilesime girmelerini saglayan “6liim bolgesi”

icerirler. TNFR1 ve Fas (CD95), 6liim reseptorlerinin prototipidir.

FasL (Fas Ligandi), aktive edilmis T lenfositlerde eksprese edilen bir membran
proteinidir. Bu T hiicreleri, Fas eksprese eden hedefleri tanidiginda; Fas molekiilleri, FasL ile

baglanir. Bununla birlikte 6liim bolgesi, adaptor proteinlere baglanir. Bu baglanma ile kaspaz-
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8 bolgede aktiflenir ve diger kaspaz enzimlerinin zincirleme reaksiyonlar1 gergeklesir. Aktive
kaspaz-8, dogrudan apoptoza yol agan pro-kaspaz-3, 6 ve 7'yi pargalayarak kaspaz-3, 6 ve 7'yi
aktive eder. Kaspaz-3'iin aktivasyonu, kaspaz-3 tarafindan boliindiikten sonra aktif hale gelen
ve DNA iizerinde dogrudan onarim etkili olan enzim PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) gibi
proteinleri aktive eder. Mitokondriyal membran ¢esitli hiicre i¢i ve dis1 uyaranlardan
kaynaklanan hasardan sonra daha gegirgen hale gelir ve sitokrom c'nin i¢ ve dig mitokondriyal
membranlar arasindaki sitoplazmaya salinmasina izin verir. Sitokrom ¢, APAF1’e baglanarak
pro-kaspaz-9'u toplar ve pargalar. Sitokrom ¢, APAF1 ve aktive kaspaz-9 apoptozomu olusturur

ve bu da kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7'yi aktive eder.

Oliim reseptérii DAI (Intrasitoplazmik RNA/DNA ligands) sitoplazmada lokalizedir ve
dogrudan DNA veya RNA’ya baglanir. Bu reseptorii eksprese eden hiicrelerin, viriisler ve
bakteriler gibi mikroorganizmalar tarafindan uyarilmasiyla, eksojen niikleik asitlerin taninmasi

saglanir. Boylece patojenin uzaklastirilmast i¢in hiicrelerin apoptozu indiiklenir (68).

Apoptotik hiicrelerin kendi fagositozlarini indiiklemelerinin yaninda inflamasyonu
siirladig ve ¢evredeki doku hasarinin onarimina yonelik ¢esitli metabolitlerin salinimindan
sorumlu olduklart diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, apoptotik lenfositlerin ve
makrofajlarin hiicre membran biitiinliigiinii koruduklarin1 ve es zamanli olarak 6zgiin
inflamasyon baskilayici metabolitleri sentezlediklerini agiga ¢ikarmistir. Metabolit
sentezindeki temel mekanizmanin panneksin-1 kanallarinin kaspaz-1 ile iligkili olarak
acilmasiyla aktiflendigi diistintilmektedir. Metabolitlerin salinimiyla birlikte; ¢evre hiicrelerde
gen transkripsiyonlarinin indiiklenmesi ve yeniden diizenleme yoluyla inflamasyonun
baskilanarak hiicre ¢ogalmasinin tetiklendigi gosterilmistir. Bu siire¢ doku onarimini da

desteklemektedir (69).

Apoptozun ekstrinsik ve intrinsik aktivasyon yollari bagimsiz olarak mevcut degildir.
Aktive kaspaz-8, BH3-etkilesim alanini pargalar ve tBID’1 (par¢alanmis BH3-etkilesim alani)
olusturur. tBID mitokondriyal hasara ve sitokrom ¢ salinimima neden olarak intrinsik apoptoz
yolunu tetikler. Kaspaz-8, bir¢ok hiicre tipinde Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik Bid iiyesini
aktifleyerek mitokondriyal apoptoz yolagini besler (68). Her iki yolda da kaspaz-9 ve kaspaz-
8 aktive edildikten sonra boliiniir ve ¢ok sayida hedefi parcalayan ek kaspazlar1 aktive eder.
Aktive olan kaspazlarin hedefi etkilemesiyle, DNA’y1 ve niikleer proteinleri parcalayan niikleaz
enzimleri de aktiflenir. Cekirdek matriksinin ve hiicre iskeletinin diger bilesenlerinin yikimina

neden olan kaspazlar, apoptozun karakteristik hiicresel par¢calanmasini gergeklestirir (12, 67).
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Hiicre proteinlerinden ve kaspaz antagonisti olarak islev géren FLIP (Kaspaz-8 inhibitor
protein), 6liim reseptoriiniin kaspaz tarafindan aktiflenmesini onler. Bazi viriislerin FLIP

tirettigi ve boylece viriisle enfekte hiicreleri canli tutabildigi gosterilmistir (70).

2.5.2 Piroptoz

Edinilmis bagisiklik yanitta rol oynayan, ¢esitli mikroorganizmalar ve tehlike sinyalleri
ile uyarilan hiicrelerde inflamatuar kaspazlarin etkisiyle inflamasyonun bagladigi kontrollii
hiicre 6lim yolagi piroptozdur. “Gasdermin aracili programlanmis hiicre 6lim yolagi” olarak
da bilinmektedir (12). Piroptozun morfolojik 6zellikleri arasinda kromatin kiimelenmesi, hiicre

membraninda por olusumu Ve gecirgenliginin artis1 ile seyreden hiicre sigsmesi sayilabilir (11).

Piroptoz; tehlikeye giren hiicreyi ortadan kaldirarak, ayni zamanda inflamatuar bir yanit
ortaya ¢ikararak hiicre i¢i enfeksiyona karsi savunma saglayabilir. Piroptozun hiicre igi
patojenlere kars1 etkisi; inflamazomlar tarafindan patojenin tespit edilmesi, membranda porlar
meydana gelmesi ve por kaynakli hiicre i¢i tuzak olarak adlandirilan 6zellesmis bir alanda
patojenlerin sikistirilmasiyla patojenlerin yayiliminin smirlandiriimasidir. Ayrica hasarla
iliskili molekiiller (DAMP-PAMP) ve eikosanoidler dahil olmak iizere ndétrofil

kemoatraktanlarinin sentezini artirir (64).

Piroptoz, sitozolik kontaminasyonu tespit eden inflamazomlar tarafindan
baglatilmaktadir. IL-1 reseptorii ve TNFR gibi toll benzeri veya sitokin reseptorlerinin
etkilesimi, NFxB sinyalini ve inflamazom kompleksi alt birimlerinin transkripsiyonunu tetikler.
Inflamazom, sitozolik bir uyarana yanit olarak oligomerize olan ve sensor proteini (NLR [Losin
bakimindan zengin niikleotid baglayici alan], AIM2 [Absent in Melanoma 2] ve Pirin gibi)
iceren bagisiklik sensorleridir. Birgok durumda adaptér proteinler de inflamazoma dahil edilir.
Inflamazomlar ¢ok sayida patojene karsi savunma saglarken anormal sekilde aktive olmalart

halinde immiinpatolojilere ve sepsise yol agar.

Piroptozun mekanizmasinda Gasdermin D’nin bdliinmesi ile tetiklenen kaspaz-1 ve
kaspaz-11 aktivasyonu rol oynamaktadir. Gasdermin D, bagisiklik hiicrelerinde ve bagirsak
epitel hiicrelerinde sentezlenmektedir. Insanlarda Gasdermin D, birbirleri ile bagli C-terminal
alan ve N-terminal alandan olusur. N-terminal alan, dogrudan bir gasdermin gézenegi olusturur

ve gozenek olusturucu bolge olarak adlandirilir. Piroptotik gozenek olusturma aktivitesi ise C-



31

terminal alani tarafindan kontrol altinda tutulur. Aktivasyon tizerine, kaspaz-11/4/5 ile C-
terminal alan, N-terminal alandan ayrilir. Serbest kalan N-terminal alan, daha sonra hiicre
membranina entegre olur ve burada oligomerleserek yaklasik 10-15 nm ¢apinda membranda
sisme ve membran yirtilmasina neden olan biiyiikk gézenekler olusturur. Gasdermin D, N-
terminal alan i¢inde kaspaz-3 tarafindan boliinebilir, bu durumda N-terminal alan inaktive olur
ve boylece kaspaz-3 apoptozu baslattiginda piroptoz Onlenir. Piroptoz sirasinda kaspaz-1,
membran yirtilmasindan once olgun sitokinleri olusturmak igin IL-18 ve IL-18'i pargalar. IL-
163 ve IL-18 sitozole sinirh proteinlerdir. Gasdermin gézeneginin 10-15 nm'lik ¢api, IL-16"nin
(4,5 nm) ve IL-18'"in (5,0 nm) ge¢isine izin verir. Bu sitokinlerin lizis dncesinde hiicrelerden
salindig1 da bilinmektedir. Gasdermin gozenegi daha biiyiilk molekiilleri sinirlayacak kadar
kiiciiktiir; 25-30 nm ¢apindaki ribozomlar ve daha biiyiik organeller gozeneklerden gecemez
(64).

Gasdermin D gbzenegi, kardiyolipin veya fosforile bas gruplari igeren lipozomlara karsi
yiiksek afiniteye sahipken; fosfatidilinositol trifosfat ve fosfatidilserin i¢in daha diisiik bir
afiniteye  sahiptir. Gasdermin D, yiiksiiz fosfatidilinositolii, fosfatidilkolini  ve
fosfatidiletanolamini baglamaz. Fosfatidilinositol fosfat tiirleri ve fosfatidil serin, plazma
membraninin sitozolik yapragi ile sinirli oldugundan, Gasdermin D sadece sitozolik yiizden
porlar olusturabilir. Boylece hiicre, komsulugundaki hiicrelerden kaynaklanan Gasdermin
D'den korunmus olur. Kardiyolipin, i¢ mitokondriyal membranin ve bakteriyel membranlarin

bir bilesenidir ancak Gasdermin D'nin mitokondrinin i¢ membranina etkisi belirsizdir (64).

Gasdermin D porunun agik olmasi, plazma membraninin normal gegirgenlik bariyerini
kirar. Normalde sitozolde diisiik konsantrasyonda sodyum ve yiiksek konsantrasyonda
potasyum bulunurken ekstraseliiler sivida tam tersidir. Plazma membraninda bir gdzenek
acildiginda, konsantrasyon gradienti ve elektriksel gradient bozulur. Baslangigta hiicre digina
minimum net potasyum akisi ile sonuglanir. Buna karsilik, sodyum hiicre i¢ine cekilir ve
beraberinde su getirerek hiicre hacminin artmasina neden olur. Eger az sayida gasdermin poru
mevcutsa, hiicre hacmini azaltmak i¢in; iyonlar1 ve beraberinde suyu, kanallar ile atmaya
caligir. Gasdermin gozenekleri hiicrelerin telafi edici kapasitesini agan sayida ise, hiicre hacmi
giderek artar. Hacim, membran kapasitesini astiginda; plazma membrani biiyiik sivi dolu
balonlar halinde kortikal hiicre iskeletinden ayrilir. Bu balonlar morfoloji ve bilesim agisindan
apoptotik bleblerden farklidir. Kisa bir siire sonra, ¢oziinebilir sitozolik igerigi serbest birakan
bir membran yirtilmast olayr meydana gelir. Bu yirtilma LDH (Laktat dehidrogenaz) gibi

¢oziinebilir proteinleri hemen dagitacak kadar biiytiktiir, ancak organeller korunur. Yirtiima
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olayindan sonra ozmotik basincin esitlendigi ve daha fazla hacim artisinin olmadigi

diistintilmektedir (64).
Piroptoz iki farkli yolak {izerinden gergeklesebilmektedir:

Kanonik yol olarak adlandirilan ve dogrudan kaspaz-1 iliskili piroptoz, gesitli
mikroorganizmalar ile enfekte olmus konak hiicreleri etkilemektedir ve inflamasyonun temel
sorumlusudur (9). Bu yolagin ana diizenleyicisi NLR ailesinden NLRP3 (NLR ailesi, pirin alani
iceren-3)’tiir. NLRP3, DNA reseptorii AIM2 ve Pirin reseptorii; PAMP ve DAMP gibi hiicre
ici etmenleri tespit ederek inflamazomlart meydana getirir (68). Inflamazomlarin aktiflenmesi
icin K* ¢ikisi, Ca?* sinyali, reaktif oksijen radikalleri, mitokondriyal islev bozuklugu ve
lizozomal yirtilma gibi ikincil olaylar gereklidir. Aktiflenen inflamazomlar, kaspaz-1’i
dimerizasyona ugratir ve 1L-18, IL-18 gibi inflamatuar sitokinler ortaya g¢ikar. Diger taraftan
kaspaz-1 aktivasyonuyla Gasdermin D oligomerize olarak hiicre membranina Kkilitlenir ve
membranda porlarin agilmasina sebep olur. Hiicre igi potasyum dengesi bozulur ve geri

doniigsiiz hiicre 6liim siireci baglar (67).

Kanonik olmayan yolakta ise ana tetikleyici olarak Gram negatif bakterilere ait olan
lipopolisakkaritler rol oynamaktadir ve kaspaz-11, Gram negatif bakterilerin etkinliginden
sorumludur. Dogrudan kaspaz-4, kaspas-5 ve kaspaz-11 ile etkilesen lipopolisakkaritler;
Gasdermin D’nin N-terminal peptidini ayirarak hiicre membranina yerlesmesini ve porlar

olusturmasin tetikler (9, 71).

Piroptoz, enfekte olmus hiicrelerin dogrudan ortadan kaldirilmasini saglarken olen
konak hiicrelerin sitoplazmik igeriklerini de serbestlestirir. Boylelikle inflamasyon kaskadi
tetiklenir. Lokal inflamasyonla birlikte immiinite aktiflenir ve patojen, viicuttan uzaklastiriimig

olur (71).

Gasdermin E de piroptozda rol oynamaktadir. TNF ve olim reseptorleri tarafindan
aktiflenen kaspaz-8 ve sitokrom c salinimiyla aktiflenen kaspaz-9, kaspaz-3’u aktifleyerek
apoptozu gergeklestirir. Apoptoz igin aktiflesen kaspaz-3, Gasdermin E’nin N-terminal
peptidini ayirarak hiicre membraninda porlarin olusumunu tetikler ve piroptoz yolagini baslatir

(9).

Apoptoz hiicreleri apoptotik cisimlere doniistiiriirken, piroptoz hiicreleri hiicre igi

tuzaklara doniistiiriir. Piroptozu tanimlayan membran yirtilmasi olay1 ¢dziinebilir sitozolik
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icerigi hemen dagitir. Bununla birlikte, gézenekli olmasina ragmen plazma membrani biiyiik
Olgiide saglam kalir, boylece organeller ve canli hiicre i¢i bakteriler iceride sikisip kalir.
Apoptotik cisimler tipik olarak makrofajlar tarafindan yok edilir. Buna karsilik, piroptozda

olusan por kaynakli hiicre i¢i tuzaklar, nétrofiller tarafindan ortadan kaldirilir (64).

2.5.3 Nekroptoz

Diizenli gerceklesen nekroz seklinde tanimlanan nekroptoz; kaspaz bagimsiz
gerceklesen, inflamasyonla sonuglanan programlanmis hiicre 6liimiidiir ve temelde TNFR1’in
aktive olmasi sonucu meydana gelir. Hiicrede sisme ve plazma membraninda yirtilma
olusturmasi sebebiyle morfolojik 6zellikler bakimindan nekroz ile benzerlik gosterse de hiicre
oliim reseptorleri ile diizenlenmesi apoptoza yakinlik gosterir (11, 72). Karakteristikleri olarak
hiicre sismesi, sitoplazmada graniilasyonda artis, mitokondriyal membran ge¢irgenligi,
membran biitlinliigii kayb1 ve hiicresel igerikle birlikte inflamatuar ajanlarin disar1 ¢ikmasi
sayilabilir (12, 67). Nekroptozun inflamatuar mediyatorlerin salinmasiyla tetiklendigi ve
norodejenerasyon bigimlerinde, iskemi ve enfeksiyonun neden oldugu hiicre 6limlerinde rol

aldig1 bilinmektedir (65).

Diizensiz nekrozun aksine, nekroptoz daha fizyolojik ve programlanmig bir nekroptotik
olim tirtidiir ve apoptoz ile birkag temel siireci paylasir (65). Nekroptoz, hiicre i¢i veya hiicre
dis1 gesitli faktorler tarafindan tetiklenmektedir. Patojenler, interferonlar gibi ¢evresel
etkenlerin hiicre membranina ulagmasiyla aktiflenen TNFRI1, 6liim reseptorleri (Fas/FasL),
TLR4 ve TLR3 (Toll benzeri reseptdr 3 ve 4), IFN-I (interferon tip 1) ve TNF-o iiretimini
indiikleyerek nekroptoza yonlendiren retinoik asitle indiiklenebilir gen-1 ve STING (Interferon
genlerinin uyaricis1) gibi sitozolik niikleik asit reseptorlerinin; transdiiksiyon yoluyla gerekli
sinyali hiicre i¢ine tagimasi, bu yolagi baglatir. Hiicreye ulagan 6liim reseptdrlerine ait sinyaller
ile RIPK3 (Reseptor-etkilesimli Serin-Treonin Kinaz 3)’in fosforilasyonu gerceklesir ve
beraberinde RIPK1 de aktiflenir. RIPK1 ve RIPK3 birlikteliginde bir kompleks olusur. Bu
kompleks MLKL (Psodokinaz karma soy kinaz etki alan1 benzeri) ile bir araya gelerek serin-
treonin aminoasitlerini fosforile eder ve nekrozomu olusturur (67). Nekrozomlar, hiicre
membraninin i¢ kismina gog¢ eder. Diger taraftan nekrozom olusumu ile NFkB sinyal yolag:
indiiklenerek inflamatuar sitokinlerin, DAMP'larin ve PAMP'larin salinimi gergeklesir ve

proinflamatuar siire¢ baslamis olur. MLKL nin kendisi, pozitif yilikii ile membrandaki negatif
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yiiklii fosfotidilinozitol ile etkilesir ve hiicre membraninda porlar olusturur. Bu durumda
membran biitiinliigli ve hiicre i¢i kalsiyum dengesi bozulmaya baslar ve geri doniissiiz hiicre

oliimii gergeklesir (11, 72).

Eksojen maddeler tarafindan aktive edildiginde, apoptoz veya nekroptozun hangisinin
meydana geleceginin belirleyicisi RIPK3 ve kaspaz 8’dir. Kaspaz-8'in mikroorganizmalar veya
farmakolojik ajanlar ile dogrudan inhibisyonu, nekroptozu baslatabilmektedir. Ciinkdi;
RIPK1’in aktivasyonu i¢in, kaspaz-8 inhibisyonu gereklidir (11). Hiicreler RIPK3'ii eksprese

ediyor ve kaspaz-8 inhibe oluyorsa nekroptoz gergeklesir (8).

Nekroptoz, patojenlerle savasmak i¢in cok 6nemli bir konak savunma mekanizmasidir.
Enfekte hiicrelerde viral klirens, DAMP’larin salinmasiyla inflamatuar bir ortam yaratilmasi ve
enfeksiyonla dogrudan miicadelede bagisiklik sistemi hiicrelerini ve sitokinleri/kemokinleri
toplamak i¢in kullanilabilir. Buna karsilik viriisler, konak¢1 programli hiicre 6liimiinii etkisiz
hale getirmek i¢in, cogunlukla apoptoz yolunu bloke ettigi bilinen farkli stratejiler gelistirmistir.
Bu durumda, nekroptoz yolaginin aktivasyonu; konagi kurtarabilir ve enfeksiyonla savasabilir
konumda tutar (8). Bununla birlikte, ¢esitli viriislerin nekroptotik hiicre 6liimiinden kagmak i¢in
RIPK1/RIPK3 kompleks olusumunu inhibe ettigi bilinmektedir (11). Bazi viriisler (Orn;
Poxviriisler) kaspaz-1 ve kaspaz-8'i inhibe eden serpinler kodlar. Serpinler, apoptozu
engelleyebilir, ancak nekroptozu indiiklemek i¢in dogal bir dnciil sinyali saglar (8). Nekroptoz,

patojenlerle miicadelede 6nemini korumaktadir.

2.5.4 SARS-CoV-2 ve Hiicre Oliim Yolaklar Tliskisi

Hiicre 6liimii, saglikl1 hiicrelerin islevlerini gerceklestirebilmeleri i¢in daha iyi bir ortam
olusturmak iizere; hasarli veya enfekte hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglayan bir siirectir
(8). SARS-CoV-2 ile enfekte hiicrelerin viicuttan uzaklastirilmasinda; apoptoz, piroptoz ve

nekroptozun rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (13).

Cesitli galigmalar SARS-CoV-2 enfeksiyonunun akciger epitel hiicreleri, bagisiklik
hiicreleri ve endotel hiicreleri de dahil olmak iizere farkli hiicre tiplerinde apoptozu
indiikleyebildigini gostermektedir. SARS-CoV-2’nin lenfoid hiicrelerde CD95 iizerinden
apoptozu indiikleyerek lenfopeniye sebep oldugu yoniinde goriisler mevcuttur. Ayrica,

enfeksiyon sirasinda ortaya c¢ikan sitokin firtinasi da lenfositlerin  apoptozunu
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indiikleyebilmektedir (8). SARS-CoV-2'de ve SARS-CoV’da bulunan ve viriis salinimina katk1
saglayan ORF3a, iyon kanali olarak islev goren bir viroporindir. Cesitli hiicre hatlar1 tizerinde
yapilan deneyler; ORF3a'nin, Bcl-2'yi etkilemeden kaspaz-8'in boliinmesini ve aktivasyonunu
indiikledigini ortaya koymustur. Bu da ORF3a'nin apoptozu, ekstrinsik yolak iizerinden
indiikledigini diistindiirmektedir (8). Ayrica viriisiin spike proteininin, apoptozun merkezi bir
diizenleyicisi olan kaspaz-3 yolunu aktive ederek apoptozu tetikledigi gosterilmistir (73).
Calismalar apoptozun, enfekte hiicreleri ortadan kaldirdigi ve viral yayilmay1 6nledigi i¢in;

SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi koruyucu bir mekanizma olabilecegini 6ne siirmektedir
(74).

Piroptoz, inflamazomlar tarafindan baslatilan, proinflamatuar sitokinlerin porlar
araciligryla salinabildigi programlanmis hiicre oOlimidir. Literatiirde, SARS-CoV-2
enfeksiyonunda piroptozun goriildiigiine dair kanitlar mevcuttur. SARS-CoV-2 ile enfekte
olmus kardiyomiyositlerde viral spike proteininin, NLRP3 inflamazomunu aktifleyerek
piroptotik hiicre olimiine yol agtigi gosterilmistir (75). Ayrica SARS-CoV-2 enfeksiyonu
sirasinda gozlenen piroptoz aktivasyonu, hayati tehdit edebilen sitokin firtinast sendromuna yol

acabilir ve piroptoz sirasinda olusan NLRP3’lin prognozu gosterdigi diistiniilmiistiir (76, 77).

Nekroptoz, hiicreler apoptoz geciremediginde ortaya c¢ikan, inflamasyona ve hiicre
hasarina neden olabilen programlanmis hiicre 6limidiir. Cesitli ¢alismalar SARS-CoV-2’nin
akciger epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve bagisiklik hiicreleri de dahil olmak {izere farkl
hiicre tiplerinde nekroptozu indiikleyebildigini géstermistir (78, 79). SARS-CoV-2 enfeksiyonu
sonrasinda Calu-3 hiicrelerinde, fosforile MLKL nin membran1 boyunca arttigi gézlenmistir ve
SARS-CoV-2 enfekte hiicrelerin ultraviyole isinlari kullanilarak inaktive edilmesiyle viriis

replikasyonunun ve MLKL'nin fosforilasyonunun engellendigi bildirilmistir (8).

Bu hiicre 6liim yollar1 arasindaki iligki karmasiktir ve aralarindaki etkilesimin SARS-
CoV-2 patogenezi iizerinde dnemli etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, nekroptozun
aktivasyonu, NLRP3 inflamazomunu aktive edebilen ve piroptozu tetikleyebilen DAMP'larin
salinmasina yol acabilir (80). Enfekte hiicrelerin 6liimiiyle birlikte daha fazla PAMP ve DAMP
salimim1 gergeklesir. Makrofajlarin ve nétrofillerin bu bolgeye kemotaksisiyle proinflamatuar
sitokin sentezi baslar. Bu, COVID-19'un siddetine katkida bulunabilecek kendi kendini

potansiyalize eden bir inflamatuar siirece ve hiicre 6liimii dongiisiine yol agabilir (81).
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2.6 Galektin-3 Proteini

Galektin ailesi; hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adhezyonu, bagisiklik yaniti, inflamasyon
slireci, timor gelisimi, noral dejenerasyon, yara iyilesmesi gibi oldukga farkli siireglerde rol
oynayan B-galaktozit baglayici lektinlerdir (82, 83). Galektinler, esas olarak hiicre i¢inde
yerlesim gostermektedir ve hiicre disinda matriks glikanlarina baglanarak, hiicre i¢inde
sitozoldeki ve niikleustaki proteinlerle etkileserek sinyal iletimi gibi 6nemli siireclerde gorev
alabilirler. Memelilerde bugiine kadar 15 farkli galektin tipi tanimlanmistir. Dokuya 6zgii
dagilim gosterebilen alt tipleri vardir. Galektinlerin tiimii, karbonhidrat baglanmasindan
sorumlu 130 aminoasitlik korunmus karbonhidrat tanima alani igerirler ve glikokonjugatlara

baglanma afinitesi gosterirler (82).

Galektinlerin hiicre yiizeyinde spesifik reseptorleri yoktur ancak biyolojik rollerini
hiicre tipine gore niikleer, sitoplazmik veya ekstraseliiler konumlanmasi belirler. Spesifik bir
reseptorii olmamasi1 ve farkli baglantilar kurabilmesi sebebiyle viicutta cesitli roller
tistlenebilirler. Uygun kosullar altinda her galektin, hiicre membraninda 6zellikli oligosakkarit
yapisi igeren bir yiizeye veya hiicre dis1 matriks proteinlerine dogrudan baglanabilir. Galektin
ailesi, endoplazmik retikulum ve Golgi kompleksi araciligiyla salgilanabilir olmalart ile hiicre
disinda fonksiyon gosterebilirler (82, 84). Hiicre iginde Oncelikle sitoplazmada, bazi
durumlarda niikleusta lokalize olurlar. Hiicre i¢i fonksiyonlarini karbonhidrat baglamadan,

dogrudan hiicre i¢i ligandlarla etkileserek, sinyal iletimi yoluyla gerceklestirirler (82).

Literatiirde Galektin-3’iin 6zelliklerine ve fonksiyonlarina dair diger galektinlere
kiyasla daha genis bilgi yer almaktadir. Galektin-3 ekspresyonu en fazla akcigerdedir, ikinci
sirada gastrointestinal sistem yer almaktadir. Gastrointestinal sistemde Ozefagus, mide,
duodenum, ileum ve kolon epitel hiicrelerinde hiicre i¢inde ve hiicre ylizeyinde gosterilmistir.

Stromal ekspresyon ise yalnizca kolon epitelinde tespit edilmistir (77).

Galektin-3 ¢ok degerlikli karbonhidrat gruplarina baglanarak pentamerler olusturur ve
bu sayede lektin ve baska ¢ok degerlikli glikokonjugatlardan olusan diizenli diziler meydana
getirerek transmembran sinyal olaylarini baslatabilir (83). Galektin-3’iin hiicre i¢i fonksiyon
gosterebilmesi igin, serin6 ve serin12 kalintilarinda fosforilasyon gergeklestirmelidir (82).
Hiicre dis1 matriks proteinleri ile dogrudan temas kurabilen Galektin-3, sitozolden salinarak
bazal membran lamininine ve monosit veya makrofaj yiizeyindeki ozgiin integrinlere

baglanabilir. Bu sayede hiicrelerin ekstraseliiler matriks ile etkilesimine izin verirken hiicreler
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aras1 adhezyonu giiglendirmektedir (82, 84).

Insanlarda Galektin-3 seviyesi, monositler makrofajlara farklilastikca yiikselmektedir
(85). Farkli bagisiklik hiicrelerinde sentezi degiskenlik gosterebilmektedir. Normalde T
lenfositlerde Galektin-3 bulunmazken, HTLV-1 (Insan T-lenfotropik viriis tip 1) ve HIV viral
etkenleriyle karsilasma durumunda aktiflesen anti-CD3 veya ConA’nin indiiklemesiyle CD4+
ve CD8+ T lenfositlerden ekspresyonu artar. Paraziter enfeksiyonlar sirasinda makrofajlarda ve

B lenfositlerde de ekspresyonu artmistir (85).

Galektin-3’{in inflamasyon siirecinde etkili oldugu bilinmektedir. Galektin-3 eksikligi
olan farelerde mast hiicrelerinde IgE (immiinglobulin E) aracili yanitta azalma goézlenmistir.
Peritonit modeli olusturuldugunda, Galektin-3 eksikligi olan farelerde daha diisiik diizeyde
16kositer infiltrasyona rastlanmistir (82).

Galektin-3’tin endojen varlig1 veya enfeksiyon durumlarinda pozitif geri besleme ile
sentezinin artmasi, inflamasyon siirecine dogrudan miidahale etmektedir. Bagisiklik
hiicrelerinin farklilagsmasmi ve matiirasyonunu etkilemektedir. Mast hiicreleri, nétrofiller,
monositler ve T hiicreleri gibi lenfoid ve miyeloid hiicreleri aktive ederek siiperoksit anyon
tretimi ve IL-1, IL-2 ve IL-8 gibi sitokin iiretimini tetikledigi bilinmektedir. Rekombinant
Galektin-3’iin insan monositleri ve makrofajlarmin gogiinii indiikklemede bir kemokin gibi islev
gorebilecegi yoniinde ¢aligmalar mevcuttur ancak sorumlu reseptorler heniiz belirlenmemistir
(86).

Yara iyilesmesi ve re-epitelizasyon iizerine yapilan bir aragtirmada Galektin-3 eksikligi
olan farelerde kornea dokular1 incelenmis ve re-epitelizasyonda belirgin yavaslama
goriilmiistiir. Ayrica eksojen Galektin-3 kullanimi ile Galektin-3 bulunduran farelerde yara
iyilesmesi hizlanmis; ancak Galektin-3 igermeyen farelerde herhangi bir degisiklik olmamistir
(87). Bu durumda Galektin-3’iin yara iyilesmesinde rol oynadig1 kabul edilirken, bu siireci

hangi mekanizma ile diizenlendigi heniiz agiklanmamastir.

2.6.1 Galektin-3’iin Hiicre Oliim Yolaklar ile iliskisi

Galektin-3’tin farkli hiicresel mekanizmalarda rol oynadigi bilinmektedir ve o6lim

yolaklar iizerindeki etkisi arastirilmaya devam etmektedir. Hem apoptozun diizenleyicisi hem
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de nekrozun bir araci olarak hiicre 6liim yollarinda rol oynadigi gosterilmistir. Galektin-3'iin

cesitli hiicre tiplerinde ve farkli kosullar altinda apoptozu modiile ettigi gosterilmistir (88).

Galektin-3’tin p53 geni tarafindan baskilandig1 bilinmektedir ve baskilandigi durumda
hiicrede apoptotik aktivitede belirgin artis gosterilmistir. Galektin-3’iin anti-apoptotik etkisinin
sitozolde konumlanmasiyla gergeklestigi bildirilmistir. Hiicrede apoptotik uyar1 varliginda
serin6’nin fosforilasyonu gerceklesmektedir ve bu durum Galektin-3’iin niikleustan sitozole
translokasyonu ile sonuglanir. Hiicre i¢i Galektin-3 varliginin apoptoza diren¢ kazandirdigi
diistiniilmektedir (83, 89). Anti-apoptotik etkinin arastirildig1 bir ¢alismada Galektin-3’i olan
ve olmayan farelerde peritoneal makrofajlar incelenmistir. Lipopolisakkarit ve IFN-y tarafindan
indiiklenen ekstrinsik apoptoz yolagina kars1 Galektin-3 eksikligi olan farelerin daha duyarli
oldugu bulunmustur (82). Galektin-3’iin Bcl-2'ye baglanarak anti-apoptotik islevi inhibe ettigi
ve apoptozu indiikledigi, asir1 ekspresyonu halinde ise pro-apoptotik protein Bax'a baglanarak
apoptozu azalttigi bildirilmistir (90, 91). Ayrica T hiicrelerinde ve nétrofillerde apoptozu
indiikledigi bir baska ¢aligmada gosterilmistir. Cikan sonuglar dogrultusunda eksojen Galektin-
3’tin apoptozu indiikledigi ve endojen Galektin-3’iin anti-apoptotik etkinlik gdsterdigi
diistintilmektedir (86).

H5N1 viriisii ile enfekte edilmis farelerin akcigerlerinin incelendigi arastirmada,
Galektin-3 eksikligi olan grupta daha diisiik IL-18 ve NLRP3 inflamazom seviyeleri saptanmig
ve Galektin-3’iin inflamasyonu ve piroptozu destekledigi bildirilmistir (92). Ayrica Galektin-
3’tin lipopolisakkarit glikanlarina baglanarak kanonik olmayan yolakta inflamazom

aktivasyonuyla piroptozu indiikledigi gosterilmistir (93).

Galektin-3’tin nekroptozdaki roliinii belirlemek igin yapilan bir ¢calismada; Galektin-3
eksikligi olan grupta RIPK1, RIPK3 ve MLKL seviyeleri degerlendirilmistir. Bu molekiiller,
Galektin-3 eksikligi olan grupta daha fazla bulunmustur ve Galektin-3’iin anti-nekroptotik

ozelligi vurgulanmistir (94).

2.6.2 Galektin-3’iin SARS-CoV-2 ile iliskisi

Galektin-3; inflamasyon, bagisiklik ve hiicre 6lim yollar1 dahil olmak iizere gesitli
fizyolojik ve patolojik siireglerde rol oynayan cok islevli bir proteindir. Proinflamatuar

transkripsiyon faktorii NF-kB’yi aktifledigi ve IL-6 ile TNF-o salinimimni uyardigi
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bilinmektedir. COVID-19 sirasinda goézlenen gastrointestinal semptomlar, Galektin-3’iin

patogenezde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (95).

Galektin-3'iin makrofajlar ve nétrofiller gibi inflamatuar hiicrelerin aktivasyonunu
arttirarak proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salinmasina yol agtig1 ve SARS-CoV-2
nedenli sitokin firtinasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir (96, 97). Ek olarak, Galektin-3,
trombositlerin ve pihtilasmanin aktivasyonu yoluyla SARS-CoV-2 etkisiyle gozlenen endotel

disfonksiyonuna ve tromboza katkida bulunabilir (98).

SARS-CoV-2’ye ait viral S1 proteini, insan Galektin-3’ii ile molekiiler yap1 agisindan
olduk¢a benzerlik gostermektedir. Galektin-3 inhibitorlerinin terapotik kullanimi ile SARS-
CoV-2’nin baglanmasiin teorik olarak bozulacagi yoniinde gorlisler mevcuttur. Ayrica
Galektin-3 inhibisyonu ile IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar mediyatdrlerin saliniminda azalma ve
antiinflamatuar 1L-10 diizeylerinde artis gosterilmistir (95). SARS-CoV-2 ile enfekte bireyler
tizerinde yapilan bir ¢alismada; agir seyreden olgularda Galektin-3 seviyelerinin, hafif
seyirlilere gore dnemli 6l¢iide yiiksek oldugu bildirilmistir. Galektin-3 seviyeleri ile inflamatuar
belirtegler, semptomlarin siddeti ve mortalite arasinda dogru orantili bir iliski bulunmustur (97,
99, 100). SARS-CoV-2 ile enfeksiyon durumunda gézlenen stresle iligkili artmis Galektin-3
seviyelerinin, fibroblastlardaki TGF- (Transforme edici biiyiime faktorii beta) reseptorlerini
indiikleyerek dokuda fibrozisi tetikledigi disiiniilmektedir. Galektin-3 aracili bu mekanizma;

akciger, karaciger, bobrek ve kalpte gosterilmistir (14, 15).

Farkli ¢aligmalar Galektin-3'iin bagisiklik tepkisini diizenleyerek ve doku onarimini
tesvik ederek SARS-CoV-2 ile enfeksiyona karsi koruyucu bir role sahip olabilecegini 6ne
stirmiistiir. Galektin-3'in asir1 bagisiklik tepkisini baskilayabilen ve doku hasarini 6nleyebilen

diizenleyici T hiicrelerini, farklilasma yolunda yonlendirdigi gosterilmistir (96, 101).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Viriis izolasyonu ve Hayvan Deneyi Uygulamalar1

SARS-CoV-2 ile enfekte COVID-19 hastasindan alinan solunum sistemi 6rneginden
viriis izole edilmis (Alfa varyant) ve asi1 gelistirme calismasi kapsaminda Vero CCI-81
hiicrelerinde ¢ogaltilmigtir (102). K18-hACE?2 fareler, kontrol (h=10) ve SARS-CoV-2 enfekte
(n=10) olmak ftizere iki gruba ayrilmistir. SARS-CoV-2 grubuna, biyogiivenlik diizeyi-3
kabinde intranazal 5x10° TCID50/50p1 canli viriis uygulanmustir. Viriis uygulamasindan 7 giin
sonra, 8.giinde deney hayvanlari sakrifiye edilmistir. Nekropsi esnasinda mide dokular1 alinmis
ve 1s1k mikroskobu takibi i¢in formaldehit, elektron mikroskobu takibi i¢in glutaraldehit
fiksatiflerinde tutulmustur. Sonrasinda calismamiz icin kullanilmistir. Kogak Farma Ilac ve
Kimya San. A.S. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan ¢alismamiz i¢in etik kurul izni
alinmigtir. (Karar no:2022-2) (“SARS-CoV-2’nin K18-hACE2 Transgenik Fare Midesine
Etkisinin Isik ve Elektron Mikroskobu Diizeyinde Arastirilmasi” baslikli ¢calismada toplam 20
adet olmak tizere, 10 adet herhangi bir ajanla enfekte edilmemis kontrol grubu ve 10 adet
SARS-CoV-2 aktif viriis ile enfekte K18-hACE2 transgenik farelerin [Jackson Lab, ABD]; yeni
hayvan sakrifikasyonu olmadan, daha dénce 37258 ID numaral1 projede etik kurul izni alinmis
ve sakrifiye edilmis, 151k mikroskobu takibi i¢in formaldehit, elektron mikroskobu takibi icin
glutaraldehit fiksatiflerindeki farelerden kullanilmasi icin I.U. Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii’ne resmi dilekge verilmis olup; yeni ¢alismaya uygun etik kurul izni alinmasi
halinde, caligmanin gergeklestirilmesi ve desteklenmesi uygun goriilmiistiir.) Daha 6nceki
calismanin dokular1 kullanildig1 i¢in, verilen virlis dozuna gore Olen deney hayvanlari,

caligmaya dahil edilmemistir.

3.2 Isik Mikroskobik inceleme

Dokularin takibi, Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Isik Mikroskobu
Laboratuvarinda manuel (elde takip) olarak yapildi. Isik mikroskobu ile incelenecek mide doku
ornekleri parafin kasetlere yerlestirildi ve etiketlendi. %10 nétral tamponlu formalin pH 7.0
icinde en az 24 saat tespit edildi. Sirasiyla doku takip protokoliine uygun sekilde %70 Etanol
ile 1 saat, %90 Etanol ile 1 saat, %96 Etanol ile 1 saat (2 kez), %100 Etanol ile 1 saat (2 kez),
toluen ile 151k kaynagi altinda kontrolli seffaflandirma yapilarak, parafinde 4 saat bekletildi.
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Kesit ylizeyine uygun olacak sekilde gomme islemi tamamlandi ve parafin blok haline getirilen
doku oOrnekleri, 1s1k mikroskobu laboratuvarindaki Rotary Mikrotom (Leica RM2255,
Almanya) ile 4 pm kalinliginda kesildi. Doku kesitleri histokimyasal boyama i¢in rodajli
lamlara, immiinohistokimyasal boyama i¢in pozitif sarjli lamlara (Lam SuperFrost, Menzel
Glaser, Thermo Scientific, ABD) alind.

3.2.1 Histokimyasal Boyama

4 pm kalinhigindaki doku kesitleri tiim histokimyasal boyama islemleri dncesinde;
56°C’deki etiivde en az 1 saat bekletildi ve deparafinizasyon isleminin tamamlanmasi igin
toluene alindi. Kesitler, sirastyla azalan alkol serisinden (%100, %96, %90, %70) gegirildikten

sonra distile suya indirildi ve histokimyasal boyama islemleri baslatildi.

Tiim histokimyasal boyamalar; boyanma paterni, hiicrelerin ayirt edilmesi, morfolojik
yapt ve hasar agisindan 11k mikroskobu altinda degerlendirildi. Degerlendirmeler insan
midesine benzerligi ve parenkimal doku oOzelligi gosterdigi icin, fare midesinin glandiiler
tarafinda yapildi. Gortintiilemeler Zeiss Primostar 3 fotomikroskobu (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Almanya) ile 4X, 10X ve 40X objektifte fotograflandi. Boyamalarin gruplar arasi

karsilastirilmasi ve skorlanmasi, ¢ift kor sekilde iki arastirmaci tarafindan yapildi.

3.2.2.1 Hematoksilen-Eozin

Dokudaki hiicresel yapilarin, dokunun genel yapisinin ve morfolojisinin

degerlendirilmesi i¢in yapilan temel boyamada hematoksilen ve eozin kullanildu.

Toz halindeki hematoksilen, absolu alkolde (%100) ¢ozdiiriildiikten sonra 1lik distile su
ile karistirild1 ve potasyum alum eklendi. Daha sonra kaynama noktasina getirilen karigima
sodyum iyodat eklendi ve sogutuldu. Cozeltinin sogumasiyla asetik asit eklenerek, Harris

hematoksilen kullanima hazir hale getirildi.

Distile suya indirilmis kesitler olgunlasmis Harris hematoksilen boyasinda 5 dakika
bekletildi. Niikleer boyanmanin 151k mikroskobu altinda gézlemlenmesinin ardindan ¢esme
suyuna alinan dokular, cesme suyu altinda 15 dakika yikandi. Daha sonra eozin boyasinda 1
dakika bekletildi. Distile suya alinan doku kesitleri dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla yiikselen
alkol serisinden (%70, %90, %96, %100) gecirildi ve toluene alindi. 30 dakika toluende
bekleyen dokular, Entellan (Merck KGaA, Almanya) kullanilarak uygun boyutta lamel
secilerek kapatildi.
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Gastrik hasarin histopatolojik degerlendirmesi i¢in literatiirdeki puanlama sistemi
modifiye edilerek kontrol ve SARS-CoV-2 grubu karsilastirildi (103-105). Epitel
dejenerasyonu, hemoraji veya fokal nekroz, glandiiler hiicre morfolojisinde bozulma,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve kas tabakasi hasar1 olmak {iizere 5 kriter iizerinden
degerlendirme yapildi. Skorlama, iki histolog tarafindan ¢ift kor olarak yapildi. Puanlama, her
bir kriter i¢in 0-3 araliginda (hasar yok, hafif, orta, agir) olup toplam en diisiik 0 iken en yiiksek
15 olarak belirlendi.

3.2.2.2 Periyodik Asit-Schiff

Mide dokusundaki ndtral miisinlerin gosterilmesi ve degerlendirilmesi igin PAS

(Periyodik Asit-Schiff) boyamasi yapildi.

Toz halde bulunan periyodik asit, distile su i¢inde ¢ozdiiriilerek 1/100 derisimde
periyodik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Schiff reaktifi i¢in, kaynatilmis distile su icinde bazik fuksin
¢ozdiiriildii. Olusan ¢ozelti 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra potasyum metabisiilfit (K2S2O0s)
eklendi. Oda sicakligina gelince konsantre HCI eklenip karistirildi ve ardindan aktif komiir
ilavesiyle karanlikta gece boyunca bekletildi. Ertesi giin filtre kagidi kullanilarak siiziilen

cozelti kullanima hazir hale getirildi.

Distile suya indirilmis kesitler, periyodik asit ¢ozeltisinde 5 dakika bekletildi. Ardindan
distile su ile yikama yapildi ve Schiff reaktifinde +4°C’de 15 dakika bekletildi. Cesme suyunda
10 dakika yikama yapildi. Harris hematoksilen kullanilarak ¢ekirdek boyanmasi saglandiktan
sonra ¢cesme suyunda yikanan dokular dehidratasyon islemi i¢in sirasiyla yiikselen alkol
serisinden (%70, %90, %96, %100) gecirildi ve toluene alindi. 30 dakika toluende bekleyen
dokular, Entellan kullanilarak uygun boyutta lamel segilerek kapatildi.

3.2.2.3 Alsiyan mavisi-Tartrazin

Mide dokusundaki asidik miisinlerin gosterilmesi ve degerlendirilmesi igin Alsiyan

mavisi-Tartrazin boyamasi yapildi.

Toz halinde bulunan Alsiyan mavisi, distile su iginde ¢ozdiiriildii ve filtre edilerek
kullanildi. Toz halinde bulunan Tartrazin %1 asetik asit iceren distile suda c¢ozdiiriilerek

kullanima hazir hale getirildi.

Distile suya indirilmis kesitler potasyum permanganat ve siilfirik asit ile 5 dakika okside

edildikten sonra sodyum metabisiilfit ile agartildi. Ardindan ¢gesme suyunda 5 dakika boyunca
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bekletildi. 30 dakika Alsiyan mavisi soliisyonunda tutulan doku kesitleri, distile suda ¢alkalama
sonrast ¢esme suyunda 5 dakika bekletildi. Niikleus boyanmasit Harris hematoksilen ile
saglandiktan sonra asit-alkol (%96 etil alkol ile hazirlanmig %1’lik HCI soliisyonu) ile
farklilagtirma islemi uygulandi. Cesme suyunda 5 dakika bekletilen doku kesitleri distile suda
calkalandiktan sonra 30 saniye tartrazin sollisyonu ile muamele edildi. Distile suda yikanan
preparatlar hizlica %95 ve %100 alkolden gegirilerek toluene alindi. 30 dakika sonra Entellan

kullanilarak uygun boyutta lamel segilerek kapatildi.

3.2.2 immiinohistokimyasal Boyama

Pozitif sarjli lam tizerine alinan 3 um kalinligindaki kesitler, 56°C’deki etiivde 1 saat
bekletildi. 30’ar dakika olacak sekilde iki kez toluenden gecirildi. Deparafinizasyon iglemi
tamamlandiktan sonra her biri 5 dakika olacak sekilde azalan alkol serisinden (%100, %96,
%90, %70) gegirilen doku kesitleri distile suya indirildi ve sonrasinda dokuda var olan
peroksidaz aktivitesini baskilamak igin %3 hidrojen peroksit-metanol soliisyonunda 10 dakika
karanlikta bekletildi. Sonra, PBS (Fosfat tamponlu salin) (Distile suda NazHPO4, NaH2PO4 -
H20, NaCl ve KCl tuzlarinin ¢6ziinmesi ile elde edilen ¢ozelti, pH 7.4) ile yikandi. Antijen geri
kazanim1 icin, formalin fiksasyonu ile maskelenen antijenik bdlgelerin aciga c¢ikarilmasi
amaciyla doku ornekleri sitrat tamponu (pH 6.0) i¢cinde, mikrodalga kullanilarak yiiksek glicte
3 kez kaynatildi ve inkiibe edildi. Daha sonra, PBS ile yikandi. Nonspesifik baglanmay1
onlemek i¢in bloklama soliisyonu (Ultra V Block, TA-125-UB, UltraVision™ Large Volume
Detection System) ile 10 dakika uygulandi. Primer antikor uygulamasi gece boyunca +4 °C’de
yapildi. Sonra, PBS ile yikandi. Antijenin iki agamada indirekt olarak isaretlenebilmesi i¢in
ikincil bir antikor kullanilarak (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, TP-125-BN, UltraVision™
Large Volume Detection System) 10 dakika bekletildi. Daha sonra, PBS ile yikandi. Antijen-
antikor baglanmasini gorsellestirmek i¢in Streptavidin Peroksidaz (TS-125-HR, UltraVision™
Large Volume Detection System) soliisyonunda 10 dakika bekletilerek primer ve sekonder
antikorlara enzim etiketleri eklendi. Sonrasinda PBS ile yikandi. Kromojen olarak 3,3’-
diaminobenzidin (DAB) (DAB Chromogen & Substrate system, LAB VISION, TA-125-HD)
kullanildi. Daha sonra, distile su ile ¢alkalandi. Hematoksilen i¢inde 1 dakika bekletilerek karsit
boyama tamamlandi ve mikroskop altinda kontrol edildi. Sonra, ¢cesme suyunda calkalandi.

Preparatlar, %96 ve %100 alkolde hizlica dehidre edildi ve toluen ile muamele edildi.

Son olarak, preparatlar kromojene uygun kapatici kullanilarak (Entellan) lamellerle

kapatild1 ve karanlikta sakland.
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Antikorlara yonelik boyanma paterni, hiicrelerin ayirt edilmesi, spesifik hasarin
incelenmesi 151k mikroskobu altinda gergeklestirildi. Gortintiilemeler Zeiss Primostar 3
fotomikroskobu (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Almanya) ile 4X, 10X ve 40X objektifte
fotograflandi. Boyamalarin gruplar arasi karsilagtirilmasi, iki arastirmaci tarafindan c¢ift kor

olarak yapildi.
3.2.2.1 Primer Antikor Uygulamasi

3.2.2.1.1 SARS-CoV-2

Monoklonal Anti-SARS-CoV-2 niikleokapsid protein antikoru (ab271180, [EPR24334-
118], Abcam, ABD), mide dokusunda viriisiin tespit edilmesi i¢in ile 1:100 diliisyonda gece
boyunca +4 °C’de bekletildi.
3.2.1.1.2 Apoptoz

Monoklonal boliinmiis-kaspaz-3 antikoru (NB100-56708, [31A1067], Novus
Biologicals, ABD), apoptoz hiicre 6liim yolaginin tespiti i¢in 14 pg/ml diliisyonda gece
boyunca +4 °C’de bekletildi.
3.2.1.1.3 Piroptoz

Poliklonal Gasdermin D antikoru (PA5-116815, Invitrogen, ABD), piroptoz hiicre 61iim
yolaginin tespiti igin 14 pg/ml diliisyonda gece boyunca +4 °C’de bekletildi.
3.2.1.1.4 Nekroptoz

Monoklonal MLKL (p Ser345) antikoru (NBP2-66953, Novus Biologicals, ABD),
nekroptoz hiicre 6liim yolagmin tespiti i¢in 14 ug/ml diliisyonda gece boyunca +4 °C’de
bekletildi.

3.2.1.1.5 Galektin-3

Monoklonal Galektin-3 antikoru, midedeki Galektin-3 proteinin tespiti i¢in 12 pg/ml
diliisyonda gece boyunca +4 °C’de bekletilmistir. (NB300-538, [A3A12], Novus Biologicals,
ABD)

3.3 Elektron Mikroskobik inceleme

1 mm? biiyiikliigiindeki mide doku ornekleri, %2,5 gluteraldehit ile hazirlanmus

fiksatifte 4 saat siireyle +4°C’de bekletildi. Doku takibine baslamadan 6nce 6rnekler, fosfat
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tamponlu salin ¢ozeltisine alindi. +4°C’de %]1’lik osmik asitle 1 saat siireyle sekonder
fiksasyonu yapilan doku 6rnekleri, PBS ile yikandi. Ardindan +4°C’de %1°lik uranil asetatta 1
saat bekletildi. PBS ile tekrar yikandi. Oda isisinda karistirilarak, sirasiyla yiikselen alkol
serisinden (%70, %90, %96, %100) gecirildi ve 10 dk siireyle ge¢is maddesi olan propilen
oksitte bekledildi. Daha sonra gesitli oranlarda (1:1, 1:3) propilen oksit epon (Epon 812, Sigma
Aldrich, ABD) karigimlarinda 1’er saat bekletildi. Saf eponda 1 saat bekleme sonrasi kapsiillere
gomme islemi uygulandi. Doku 6rnegi igeren kapsiiller 60°C etiive konarak 18 saatte polimerize
edildi. Polimerlesen ve blok haline getirilen doku Orneklerinde, blok trim cihaz1 (Leica, EM
TRIM2, Almanya) kullanilarak, kesit yiizeyi agildi. Elmas bigak ile ultramikrotom (Leica, EM
UC7, Almanya) kullanilarak ince (60-90 nm kalinliginda) kesitler alindi. Su havuzuna alinan
kesitler, formvar kapli bakir gridler lizerine aktarilip kapali petriler i¢inde kurutuldu. Dokular
TEM (Jem 1011, JEOL, ABD) ile inceleme icin hazir hale getirildi. inceleme sirasinda kontrol
ve SARS-CoV-2 grubu arasindaki karsilastirma, iki arastirmaci tarafindan gozlemsel olarak

yapildi. Hiicrelerin genel morfolojisi ve hiicre i¢i meydana gelen degisiklikler incelendi.

3.4 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz igin Istanbul Universitesi lisansli programi Graphpad Prism 10.0.2
(GraphPad Software, San Diego, ABD) kullanildi. Verilerin dagilimi Kolmogorov-Smirnov
testi ile kontrol edildi. Toplam gastrik hasar, yiizey epiteli hasari, birlikte degerlendirilen
hemoraji veya fokal nekroz varligi, glandiiler hiicre morfolojisinde bozulma, inflamatuar hiicre
infiltrasyonu ve kas hasar1 skorlamalarinda; apoptoz, piroptoz, nekroptoz ve Galektin-3’iin
semikantitatif skorlamalarinda, normal dagilim gostermeyen verilere Mann-Whitney U testi
uygulandi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Normal dagilim gostermeyen
veri gruplart medyan ve IQR (geyrekler agikligi) olarak ifade edildi ve karsilastirmalar

Whiskers-Tukey grafikleri ile gosterildi.

3.5 Sematik Tasarim

Sekil 2-1, Sekil 2-2 ve Sekil 5-1 gorsel tasarim aracis1 Biorender (Toronto, Kanada) ile
tcretsiz slirim dahilinde hazirlandi. Agik kaynak olarak kullanilabilen Sekil 2-1, ilgili
kaynaktan modifiye edildi (106).
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4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait Hematoksilen-Eozin boyali preparatlar incelendiginde, glandiiler
ve nonglandiiler olmak tizere her iki mukoza tabakasi ayirt edilebilmistir. Glandiiler tarafta
biitiinliigii korunmus tek katli prizmatik epitel ile gastrik bezlerle dolu mukozada, parietal
hiicreler ve esas hiicreler izlenmistir. Lamina propriada bag doku elemanlarma rastlanmistir.
Ayrica muskularis mukoza normal olarak gozlenmistir. Glandiiler ve nonglandiiler mukoza
gecisinde plika sinir1 (Z ¢izgisi) goriilmiistiir. Nonglandiiler mukozada keratinlesmis ¢ok katli
yasst epitel gozlenmistir. Submukoza ile tunika muskularis olagan goriinimde izlenmistir
(Sekil 4-1, Sekil 4-2, Sekil 4-3).

SARS-CoV-2 grubu incelendiginde, nonglandiiler mukoza biitiinliigliniin korunmus
oldugu ancak glandiiler mukozada hasar varligi gozlenmistir. Gastrik yiizey epitelinde yer yer
dokiilme gortlmiustiir (Sekil 4-4). Epitel hasari arttik¢a doku biitiinliiglinde de kay1p izlenmistir
ve interstisyumda genisleme gozlenmistir (Sekil 4-5). Epitel biitiinliigii korunsa da dokunun
genelinde hasar goriiliirken, limene yakin alanlarda konjesyonlu damarlara ve hidropik
dejenerasyon gozlenen hiicrelere rastlanmistir (Sekil 4-6, Sekil 4-7). Liimene bakan yiizde
piknotik niiveli hiicreler goriilmiistiir (Sekil 4-8). SARS-CoV-2 grubunda ek olarak, 6rnekler
arasinda degisken seviyelerde olmak tizere subepitelyal lenfositik hiicre infiltrasyonu ve 6dem
gozlenirken, yer yer serbest eritrositlere rastlanmistir (Sekil 4-9). Kas dokuda sitoplazmada

vakuolizasyon gorilmiistiir (Sekil 4-10).
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Sekil 4- 1. Kontrol grubunda genel histolojik yap1. On mideye ait nonglandiiler mukoza (ng)
ve midenin glandiiler mukozas1 (gl) izlenmektedir. Submukoza ve tunika muskularis olagan
goriiniimdedir. Z ¢izgisi (Z) secilmektedir ve glandiiler mukozada gastrik ¢ukurcuklar ile bez

yapilar1 izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 4X. Olgek 200 pm.

Sekil 4- 2. Kontrol grubunda yiizey epiteli. Fareye ait, insandan farkli olarak, 6n midenin
keratinize olmus ¢ok katli yassi epiteli (asterisk) ve glandiiler mukozanin tek katli prizmatik

yiizey epiteli (ok) normal gériiniimdedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 3. Kontrol grubunda fundus bezleri. A. Yiizey miikoz hiicreleri (asterisk) liimene

bakan tarafta izlenmektedir. B. Gastrik bezlerin boyun kisminda eozinofilik sitoplazmal:
parietal hiicreler (ok) ve bazale yakin yerlesim gosteren esas hiicre toplulugu (ok basi)

goriilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektifler: A 10X, B 40X. Olgek 50 pm.
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Sekil 4- 4. SARS-CoV-2 grubunda epitelde dokiilme. SARS-CoV-2 grubunda kardiya
bolgesinde yiizey epitelinde (p) dokiilme (asterisk) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin.
Objektif 40X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 5. SARS-CoV-2 grubunda glandiiler hiicre morfolojisinde bozulma. Fundus
bezlerinde glandiiler hiicreler arasi alanda genisleme ve O6dem (asterisk) izlenmektedir.
Glandiiler hiicrelerde sitoplazmik vakuoller (ok basi) goriilmektedir. Hematoksilen-Eozin.
Objektif 40X. Olgek 50 pm.

Sekil 4- 6. SARS-CoV-2 grubunda doku hasari. A. Epitel biitiinligiiniin korundugu

gortiliirken, yer yer hasarli alanlara (asterisk) rastlanmigtir. B. Liimene yakin kisimlarda
damarda konjesyon (ok) ve hidropik dejenerasyon goézlenen glandiiler hiicreler (ok basi)
izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektifler: A 10X, B 40X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 7. SARS-CoV-2 grubunda doku hasari. A. Epitel dokunun tamaminda hasar
izlenmektedir. Liimene bakan yiizey epitelinde biitiinliigiin bozuldugu (ok bas1) goriilmektedir.
B. Gastrik bezlerin bazalindeki hiicrelerin sitoplazmalarinda belirgin olmak {izere dokunun
tamaminda vakuolizasyon (ok) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Obijektifler: 10X, 40X.
Olgek: 50 um.
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Sekil 4- 8. SARS-CoV-2 grubunda doku hasari. Epitel biitiinliigliniin korundugu goriiliirken

piknotik niiveli hiicreler (0k) izlenmektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 9. SARS-CoV-2 grubunda inflamasyon. Subepitelyal alanda lenfositten zengin

hiicre infiltrasyonu (asterisk) ve 6dem goriilmektedir. Hematoksilen-Eozin. Objektif 40X.
Olgek 50 um.
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Sekil 4- 10. SARS-CoV-2 grubunda kas hasari. Tunika muskulariste longitudinal ve sirkiiler
uzanim gosteren kas hiicrelerinde vakuolizasyon (ok) goriilmektedir. Hematoksilen-Eozin.
Objektif 40X. Olgek 50 pm.

Histopatolojik hasarin skorlamasi yapildiginda, her degerlendirme kriterine gére veriler
incelenmis ve normal dagilim gostermemistir. Toplam gastrik hasar skoru, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkli bulunmustur (p<0,0001) ve SARS-CoV-2 grubunda hasar,
kontrol grubuna gore yiiksektir. Yiizey epiteli hasar1 degerlendirmesinde istatistiksel anlamli
fark bulunmamistir (p=0.22) ancak mikroskobik degerlendirmede SARS-CoV-2 grubunda
epitel hasar1 daha genis yiizey boyunca izlenmistir. Hemoraji veya fokal nekroz varligi
skorlamada birlikte degerlendirilmis olup, SARS-CoV-2 grubunda yiiksektir (p<0,0001). Her
iki grup arasinda glandiiler hiicre morfolojisinde bozulma, anlamli fark gostermistir
(p<0,0001). Inflamatuar hiicre infiltrasyonu SARS-CoV-2 grubunda daha yiiksektir
(p=0,0008). Kas hasari karsilastirildiginda, hasarin SARS-CoV-2 grubunda daha fazla oldugu
gorilmustir (p=0,008) (Sekil 4-11). Histopatolojik hasar skorlamalar1 Tablo 4- 1’de

sunulmustur.
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Sekil 4- 11. Histopatolojik hasarn istatistiksel degerlendirmesi. Anlamli farklilik diizeyleri
(*) gosterilmektedir. Degerler medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (* p<0.05, ** p<0.008,
*** n<0.0008, **** p<0.0001)

Tablo 4- 1. Histopatolojik hasar skorlamalari

. Glandiiler hiicre . .
- L . Hemoraji veya fokal e, Inflamatuar hiicre
Istatistiksel Toplam skor Epitel hasar1 - morfolojisinde o Kas hasar
_ nekroz infiltrasyonu
degerler bozulma -
Kontrol | SARS-CoV-2 | Kontrol | SARS-CoV-2 | Kontrol | SARS-CoV-2 | Kontrol | SARS-CoV-2 | Kontrol | SARS-CoV-2 | Kontrol | SARS-CoV-2
Minimum 2 9 0 0 0 1 0 1 0 2 0 1
Birinci ceyrek 3 10 0,25 2 0 2 0 1,5 1 2 0 1
Medyan 4 11 2 2 1 2 0 2 1 3 1 2
Ugiinct geyrek 6 13 2,75 3 1,75 3 0 3 2,75 3 1,75 3
Maksimum 8 15 3 3 2 3 2 3 3 3 3 3
IQR. 6 6 3 3 2 2 2 2 3 1 3 2
Ortalama 4,533 116 1,563 2.059 09375 2412 0,125 2.059 1.5 2,706 0.9375 1,882
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Kontrol grubuna ait nétral miisinlerin boyanma paterni incelendiginde, epitel
devamliligi ile uyumlu belirgin PAS pozitif reaksiyon gdsteren alanlar saptanmistir. SARS-
CoV-2 grubuna ait doku 6rneklerinde epitel biitiinliigliniin bozulmasiyla birlikte PAS pozitif
reaksiyon kaybi gozlenmistir (Sekil 4-12, Sekil 4-13).

Asidik miisinler degerlendirildiginde, her iki grupta da kardiya bolgesinde asidik

miisinlere rastlanmistir (Sekil 4-14). Kontrol grubunda pilorda, esas hiicre topluluklarinin

arasinda asidik miisinler goriilirken, SARS-CoV-2 grubunda pilorik bolgede asidik miisinler
daha az izlenmektedir (Sekil 4-15).

Sekil 4- 12. Kontrol grubunda nétral miisinler. Epitel biitiinliigiiniin korundugu ve liimene
bakan yiizey boyunca, apikal sitoplazmada devamli PAS pozitif reaksiyon izlenmektedir. PAS.
Objektif 10X. Olgek 50 pum.
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Sekil 4- 13. SARS-CoV-2 grubunda nétral miisinler. SARS-CoV-2 grubunda epitel
hasarinin oldugu bolgelerde (asterisk), notral misinlerin kaybi nedeniyle PAS pozitif

reaksiyonun olmadig1 nétral miisinlerin kaybi gériilmektedir. PAS. Objektif 10X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 14. Kardiya boélgesinde asidik miisinler. A, B. Kontrol grubunda asidik miisinler

(ok) mavi goriilmektedir. C, D. SARS-CoV-2 grubunda mavi-yesil goriiniimde asidik miisinler

(ok bas1) izlenmektedir. Alsiyan mavisi-Tartrazin. Objektifler: A ve C 10X, B ve D 40X. Olgek
50 pm.
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Sekil 4- 15. Pilor bolgesinde asidik miisinler. A, B. Kontrol grubunda pilorik bolgede gastrik

epitel bazalinde asidik miisinler (ok basi) goriilmektedir. C, D. SARS-CoV-2 grubunda pilorik
bolgeye yakin alanlarda asidik miisinler (ok basi) daha az izlenmektedir. Alsiyan mavisi-
Tartrazin. Objektifler: A ve C 10X, B ve D 40X. Olgek 50 um.

4.2 Tmmiinohistokimyasal Bulgular

4.2.1 SARS-CoV-2

Viral niikleokapsid immiinohistokimyasal boyamasi, SARS-CoV-2 grubuna ait mide
dokusunda SARS-CoV-2 i¢in karakteristik par¢ali boyanma paterninde, parietal hiicreler daha
belirgin olmak iizere tiim yiizey epiteli boyunca SARS-CoV-2 pozitif immiinoreaktivite
goriilmistiir. (Sekil 4-16, Sekil 4-17).
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Sekil 4- 16. Kontrol grubunda SARS-CoV-2 niikleokapsid immiinohistokimyasal

boyamasi. A. Fundus bezlerinde, organin geri kalan kismina benzer sekilde, SARS-CoV-2
pozitifligi izlenmemistir. B. Yiizey epiteli boyunca immiinoreaktivite goriilmemistir. DAB-
Hematoksilen. Objektifler: A 10X, B 40X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 17. SARS-CoV-2 grubunda SARS-CoV-2 niikleokapsid immiinohistokimyasal
boyamasi. A, B. Mide fundus bezlerinde yiizey epitelinde SARS-CoV-2 pozitifligi
izlenmektedir. SARS-CoV-2 pozitif alanlar (ok bas1) ve pozitif olmayan (asterisk) alanlar ile
boyun kismindaki parietal hiicrelerde SARS-CoV-2 pozitifligi (ok) goriilmektedir. C. Bazale
yakin yerlesimli parietal hiicrelerin tamami SARS-CoV-2 pozitif (ok) izlenmektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektifler: A 10X, B ve C 40X. Olgek 50 pm.
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4.2.2 Apoptoz

Apoptozun immiinohistokimyasal degerlendirmesinde; kontrol grubunda yiizey
epitelinde ayrisma olan alanlarda hafif kaspaz-3 pozitifligi gozlenirken, SARS-CoV-2
grubunda gastrik mukoza boyunca orta ve siddetli pozitif immiinorekativite izlenmistir (Sekil
4-18, Sekil 4-19). Kaspaz-3, semikantitatif degerlendirilmistir. Veriler normal dagilim
gostermemektir. Apoptoz agisindan gruplar arasi karsilastirmada istatistiksel anlamli fark
saptanmistir ve SARS-CoV-2 grubunda apoptozun daha fazla oldugu goriilmiistiir (p=0,0279)
(Sekil 4-20).

Sekil 4- 18. Kontrol grubunda kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasi ile gosterilen

apoptoz. Kontrol grubunda yiizey epitelinde yer yer hafif (ok) kaspaz-3 pozitifligi
izlenmektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 pm.
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Sekil 4- 19. SARS-CoV-2 grubunda kaspaz-3 immiinohistokimyasal boyamasi ile

gosterilen apoptoz. SARS-CoV-2 grubunda epitel biitiinliigii korunmus alanlarda degisken
siddette kaspaz-3 pozitifligi izlenmektedir. Yiizey miik6z hiicrelerde siddetli (0k) ve parietal
hiicrelerde orta siddette (ok basi) pozitif immiinoreaktivite goriilmiistiir. Mukozanin bazalinde
yerlesim gosteren esas hiicrelerde immiinorekativite (asterisk) goriilmemektedir. DAB-

Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 pm.
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Sekil 4- 20. Apoptoz skorlamasi. Anlamli farklilik diizeyi (*) gosterilmektedir. Degerler
medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (* p<0.05)

4.2.3 Piroptoz

Piroptozun immiinohistokimyasal degerlendirmesinde, kontrol grubunda Gasdermin D
ile immiinoreaktivite goriilmemistir. SARS-CoV-2 grubunda epitel yiizeyinde yogun olmak
tizere gastrik mukozanin i¢ kisimlarina uzanan, degisken siddette Gasdermin D pozitifligi
gorilmistiir (Sekil 4-21, Sekil 4-22). Gasdermin D semikantitatif degerlendirilmistir. Veriler
normal dagilim gostermemektir. Piroptoz agisindan gruplar arasi karsilastirmada istatistiksel
anlamli fark saptanmistir ve SARS-CoV-2 grubunda piroptozun daha fazla oldugu goériilmiistiir
(p=0,0265) (Sekil 4-23).
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Sekil 4- 22. SARS-CoV-2 grubunda Gasdermin D immiinohistokimyasal boyamasi ile

gosterilen piroptoz. Gasdermin D ile yapilan boyamada epitelin liimene bakan yiizde
Gasdermin D pozitifligi daha siddetliyken (ok basi), bezin i¢ kisimlarinda parietal hiicrelerde
orta siddette pozitif immiinoreaktivite (ok) goriilmektedir. Gastrik bezlerin bazalinde esas
hiicrelerde yer yer hafif Gasdermin D pozitifligi (daire) izlenmektedir. DAB-Hematoksilen.
Objektif 40X. Olgek 50 pm.
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Sekil 4- 23. Piroptoz skorlamasi. Anlaml farklilik diizeyi (*) gosterilmektedir. Degerler
medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (* p<0.05) (GSDMD: Gasdermin D)

4.2.4 Nekroptoz

Nekroptozun immiinohistokimyasal degerlendirmesinde; kontrol grubunda genel olarak
immiinoreaktivite goriilmezken birka¢ ornekte nadiren hafif MLKL pozitifligi izlenmistir.
SARS-CoV-2 grubunda yiizey epitelinde ve parietal hiicrelerde, birkag 6rnekte nadiren hafif de
olsa, genel olarak orta ve siddetli MLKL pozitif immiinoreaktivite gozlenmistir (Sekil 4-24,
Sekil 4-25). MLKL semikantitatif degerlendirilmistir. Veriler normal dagilim géstermemistir.

Nekroptoz agisindan gruplar arasi karsilastirmada istatistiksel anlamli fark saptanmamistir

(p=0,3926) (Sekil 4-26).
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Sekil 4- 24. Kontrol grubunda MLKL immiinohistokimyasal boyamasi ile gosterilen
nekroptoz. Mukoza boyunca nonspesifik hafif MLKL pozitifligi goriilmektedir. DAB-
Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 25. SARS-CoV-2 grubunda MLKL immiinohistokimyasal boyamasi ile gosterilen
nekroptoz. Fundus bezlerinde yiizeyde ve mukozanin i¢ kisminda pozitif immiinoreaktivite
izlenmektedir. Yiizey miikoz hiicrelerinde (ok) MLKL pozitifligi goriilmektedir. Parietal
hiicrelerde (ok bas1) orta-siddetli MLKL pozitifligi goriiliirken, esas hiicrelerde (daire)
immiinorekativite goriilmemektedir. DAB-Hematoksilen. Objektif 40X. Olgek 50 um.
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Sekil 4- 26. Nekroptozun skorlamasi. Anlamli farklilik saptanmamuistir. Degerler medyan ve

IQR olarak ifade edilmistir. (p=0,3926)

4.2.5 Galektin-3

Galektin-3 pozitifligi; kontrol grubunda bazale yakin yerlesimli esas hiicrelerde siddetli,
parietal hiicrelerde orta siddetli goriilmiistiir. SARS-CoV-2 grubunda nadiren esas hiicrelerde
hafif pozitif immiinoreaktivite go6zlenirken, parietal hiicrelerde Galektin-3 pozitifligi
goriilmemistir (Sekil 4-27, Sekil 4-28). Galektin-3 semikantitatif degerlendirilmistir. Veriler
normal dagilim gostermemektir. Gruplar aras1 karsilastirmada istatistiksel anlamli fark
saptanmigtir ve Galektin-3’tin kontrol grubunda, SARS-CoV-2 grubuna kiyasla daha fazla
oldugu goriilmiistiir (p=0,0211) (Sekil 4-29).
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Sekil 4- 27. Kontrol grubunda Galektin-3 immiinohistokimyasal boyamasi. A. Bazale
yakin yerlesim gosteren hiicrelerde pozitif immiinoreaktivite izlenmektedir. B. Parietal
hiicrelerde (ok) ve esas hiicrelerde (ok basi) yer yer degisken siddette Galektin- 3 pozitifligi
goriilmiistiir. DAB-Hematoksilen. Objektifler: A 10X, B 40X. Olgek 50 pm.
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Sekil 4- 28. SARS-CoV-2 grubunda Galektin-3 immiinohistokimyasal boyamasi. A.
Limene bakan tarafta immiinoreaktivite goriilmezken, bazalde hafif Galektin-3 pozitifligi
izlenmistir. B. Birkag esas hiicre (ok basi) hafif pozitif immiinoreaktivite gosterirken, parietal
hiicrelerde (ok) pozitiflik goriillmemistir. DAB-Hematoksilen. Objektifler: A 10X, B 40X.
Olgek 50 pm.
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Sekil 4- 29. Galektin-3 skorlamasi. Anlaml farklilik diizeyi (¥) gosterilmektedir. Degerler
medyan ve IQR olarak ifade edilmistir. (* p<0.05)

4.3 Elektron Mikroskobik Bulgular
Her iki grupta glandiiler mukozanin ultrastriiktiirel yapisi incelenmistir.

Kontrol grubunda parietal hiicrelerde bol sayida genislemis mitokondriler ve intakt
goriinimdeki hiicre membranina dek uzanan tiibiilovezikiiler sistem goriilmiistiir (Sekil 4-30).
Esas hiicrelerin apikalinde zimojen graniiller ve iyi gelismis graniillii endoplazmik retikulum
ag1 izlenmistir. Elektron yogun boyanan salgi graniilleri ile enteroendokrin hiicreler
goriilmiistiir (Sekil 4-31). Miikoz hiicrelerde, elektron gegirgen goriinlimde mukus izlenmistir
(Sekil 4-32).

SARS-CoV-2 grubunda, piknotik niiveli birkag parietal hiicre goriilmistiir (Sekil 4-33).
Esas hiicrelerde belirgin hasar goriilmemistir (Sekil 4-34). Hasarli miikéz hiicrelere
rastlanmistir (Sekil 4-35). Enteroendokrin hiicrelerde sayica artmis elektron yogun salgi
graniilleri izlenmistir (Sekil 4-36). Hafif kondanse olmus niikleusu ile hasarli kas hiicresi
goriilmiistiir (Sekil 4-37). Parietal hiicrelerin hiicre membranina yakin kisimlarinda 70-110 nm
boyutlarinda bol sayida vezikiil i¢inde veya serbest olmak iizere viral partikiil benzeri yapilara

rastlanmistir (Sekil 4-38, Sekil 4-39).
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Sekil 4- 30. Kontrol grubunda parietal hiicrelerin TEM goriintii

. Parietal hiicrelerin (P)
okromatik niikleuslar1, genislemis mitokondrileri (m) ve tiibiilovezikiiler sistemi (tv) olusturan

tiibiil yapilar1 gortilmektedir. Biiylitme 5000X.
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Sekil 4- 31. Kontrol grubunda esas hiicre ve entreoendokrin hiicrenin TEM goriintiisii.

Apikal sitoplazmasinda farkli boyutlardaki zimojen grantiller (asterisk) ile limene (L) bakan
esas hiicreler (E) goriilmektedir. Elektron yogun salgi graniilleri (ok basi) ile segilebilen

enteroendokrin hiicre (Ee) izlenmektedir. Biiyiitme 4000X.
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Sekil 4- 32. Kontrol grubunda miikéz hiicrelerin TEM goriintiisii. Parietal hiicre (P)
etrafinda yerlesim gdsteren iki miikdz hiicre (M) goriilmektedir. Sitoplazma apikalinde elektron

gecirgen goriinlimde mukus salgis1 (mu) izlenmektedir. Biiyiitme 5000X.
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Sekil 4- 33. SARS-CoV-2 grubunda parietal hiicrelerin TEM goriintiisii. Solda 6kromatik

niikleusu (n) ile normal goriiniimde parietal hiicre (P1) izlenmektedir. Sagda piknotik niikleuslu

(oK) hasarli bir parietal hiicre (P2) goriillmektedir. Biiyiitme 4000X.
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Sekil 4- 34. SARS-CoV-2 grubunda esas hiicrelerin TEM goriintiisii. Iki parietal hiicre (P)

arasinda bazal yerlesimli esas hiicreler (E) goriilmektedir. Zimojen graniiller (0k) ve iyi

gelismis graniillii endoplazmik retikulum ag1 (gER) secilmektedir. Biiyiitme 4000X.
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Sekil 4- 35. SARS-CoV-2 grubunda miikéz hiicrelerin TEM goriintiisii. Apikal

sitoplazmasinda mukus salgis1 (mu) ile dolu miik6z hiicreler (M) goriilmektedir. Hasarli miik6z

hiicre (0K) izlenmektedir. Biiyiitme 4000X.
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Sekil 4- 36. SARS-CoV-2 grubunda enteroendokrin hiicrenin TEM goriintiisii.

Sitoplazmasinda ¢ok sayida elektron yogun salgi graniilleri (ok basi) igeren, endokrin aktivitesi

artmis enteroendokrin hiicre (Ee) goriilmektedir. Biiylitme 4000X.
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Sekil 4- 37. SARS-CoV-2 grubunda diiz kas hiicresinin TEM goriintiisii. Hafif kondanse

olmus niikleusu ile hasarli kas hiicresi goriilmektedir. Biiyiitme 10000X.
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Sekil 4- 38. SARS-CoV-2 grubunda viral partikiil benzeri yapilarin TEM goriintiisii.
Parietal hiicrede membrana yakin yerlesim gosteren 70-110 nm boyutlarinda viral partikiil
benzeri yapilar (0K) izlenmektedir. Biiyiitmeler: Ust ultramikrograf 50000X, alt ultramikrogaf
75000X.
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Sekil 4- 39. SARS-CoV-2 grubunda viral partikiil benzeri yapilarin TEM gériintiisii. Ust
ultramikrografta parietal hiicrede, alt mikrografta miikdz hiicrede vezikiil i¢inde viral partikiil

benzeri yapilar izlenmektedir. Biiytitme 40000X.



84

5. TARTISMA

SARS-CoV-2'nin neden oldugu farkli sistemlere ait etkiler, literatiirde arastirilmaya
devam edilen bir konudur (107). Calismamizda, SARS-CoV-2'nin mide dokusunda meydana
getirdigi akut histopatolojik degisiklikler incelenmistir. Elde ettigimiz bulgular, SARS-CoV-
2'nin midede apoptoz, piroptoz, ¢esitli koruyucu faktorlerin kayb1 ve inflamasyon ile seyreden

yapisal ve ince yapisal doku hasarina yol agtigini gostermistir.

SARS-CoV-2’nin siklikla damlacik ve temas yoluyla bulastigi bilinmektedir. Bu
sebeple; ¢alismamizda K18-hACE2 farelere viriis inhalasyonla bulastirilarak enfeksiyon
olusturulmustur. Viriis, postenfeksiyoz 8. giinde midede 151k mikroskobu ve TEM ile tespit
edilmis ve etkileri histopatolojik olarak goézlenmistir. Ayrica COVID-19 vakalarinda gbzlenen
diyare, karin agris1 ve kusma gibi semptomlar, hastaligin bulaginda fekal-oral yolun da etkili
olabilecegini diisiindirmektedir ve literatiirde, intragastrik yolla SARS-CoV-2 uygulanan
hACE?2 farelerin akcigerlerinde de viral RNA ve spike proteininin varligi solunum sisteminde

gosterilmistir (5, 57).

Calismamizin gastrik mukoza incelemelerinde; SARS-CoV-2 grubunda mukozal
biitlinliiglin bozuldugu goriilmiis ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda, gastrik mukozada
daha yiiksek hasar skoru tespit edilmistir. Bu bulgular, viriisiin mide dokusunda inflamatuar bir
yanit olusturdugunu ve dokuda yaygin hasara neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
calismamizda, SARS-CoV-2'nin mide dokusuna etkisiyle ilgili olarak, literatiirden farkli
sekilde, o6zellikle parietal hiicrelerin hasar aldigi goriilmiistiir. Esas hiicrelerin sitoplazmada
parietal hiicrelere kiyasla daha yiiksek ACE2 eksprese ettigi bilinmektedir ve SARS-CoV-2’nin
midedeki hedefinin esas hiicreler olmasi beklenmektedir (2). Ancak ¢alismamizda; SARS-
CoV-2 niikleokapsid pozitifligi, fundus bezlerinde yiizey epitelinde ve parietal hiicrelerde
gosterilmistir. Caligmamizin 151k mikroskobik incelemeleri ile uyumlu, SARS-CoV-2 grubuna
ait gecirimli elektron mikroskobik incelemelerde viral partikiillerin parietal hiicrelerde
goriilmesi, hiicresel etkilenimin parietal hiicrelerde, diger gastrik hiicrelere kiyasla belirgin
olmasi; virlisiin 6zellikle parietal hiicrelerde hasar olusturmasi ve mide hiicrelerinin farkli
yenilenme siireleri ile aciklanabilir. Parietal hiicrelerde 150-200 giin, esas ve enteroendokrin
hiicrelerde 60-90 giin, miikoz boyun hiicrelerde yaklasik bir hafta siiren rejenerasyon
gozlenmektedir (27). Parietal hiicrelerin yenilenme siiresinin diger hiicrelere kiyasla daha uzun
olmasi; bu hiicrelerin, virlise daha uzun slire maruz kalacagimi ve maruziyetin yol actigi

hasardan daha fazla etkilenebilecegini diisiindiirmektedir. Parietal hiicrelerin fonksiyonu goz
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oniinde bulunduruldugunda, bu hiicrelerin viriisten etkilenmesi ¢esitli sonuglara yol agabilir.
Parietal hiicreler tarafindan {retilen HCI, 150-160 mmol/L arasinda degisen bir
konsantrasyonda bulunur ve mide ortamina diisiik bir pH (1.0-2.0) verir. Parietal hiicreler ve
HCI, diyet proteininin sindirimini, inaktif pepsinojeni aktif pepsin enzimine doniistiirerek
baslatmaktadir. Ayn1 zamanda HCI bakteriostatiktir ve besin ile mideye ulasan bakterilerin
cogunu yok edebilmektedir (30). Parietal hiicrelerin, SARS-CoV-2 etkiyle hasarlanarak
fonksiyonunun etkilenmesi; pepsinojenin aktiflenememesi ve protein sindirimi bozulmasiyla
sonuglanabilir. Boylece calismamiz, literatiirde bildirilmis dispeptik sikayetlere parietal
hiicrelerdeki siddetli etkilenme ile agiklik getirebilmektedir (108, 109). Ayrica uzun donemde
intrinsik faktor salgisinin bozulmasiyla, megaloblastik anemi vakalarinin artabilecegi hipotezi

de gelecekte diisiiniilebilir.

Calismamizda kontrol grubunda midenin yiizey epitelinin, kendi asit ortamina karsi
koruyucu olan miisinleri salgiladigi gosterilmistir. SARS-CoV-2 grubunda nétral miisinler,
saglam epitel boyunca gozlenirken; epitel biitiinliigii bozuldugunda nétral miisinlerde kayip
oldugu gosterilmistir. Ayrica saglikli insanlarda fundus ve korpusta, kemirgenlerde kardiyada
ve pilorda asidik miisinler beklenmektedir (110, 111). Kemirgenlerde pilorda olmasi gereken
asidik misinlere, ¢alismamizda SARS-CoV-2 grubunda oldukga az rastlanmustir. Notral ve
asidik miisinlerin kaybi, mide bariyerinin bozularak dokunun zarar gérmesine sebep olabilir.
Bu durum hem sindirim fonksiyonun bozulmasi hem de sekonder enfeksiyonlara yatkinlik ile

sonuclanabilir.

Histopatolojik incelemelerde, SARS-CoV-2 grubuna ait mide dokularinda
inflamasyonun ve 6demin az oldugu gozlenmistir. SARS-CoV-2 grubunda bazi 6rneklerde
lenfositten zengin hiicre infiltrasyonuna rastlanirken, bazi Orneklerde inflamasyon
izlenmemigtir. Elde ettigimiz bu bulgu, klinikte asemptomatik seyreden SARS-CoV-2
vakalarini agiklayabilmektedir. Midede goriilen patolojilerin; bez epitelindeki hiicrelerin hasari

ve hiicre 6liimii kaynakli olabilecegini diistindiirmektedir.

Calismamizda goézlenen enteroendokrin hiicrelerin aktivitesindeki artis da fonksiyon
degisikliginin bir gdstergesi olabilir. Bazi 6rneklerde goriilen kas hiicrelerindeki hafif hasar ve
sitoplazmik vakuolizasyon, midedeki etkilerin daha genis diigiiniilmesi gerektigine isaret

etmektedir.
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Mide, normal fonksiyonu dahilinde yiiksek konsantrasyonda aside ve ¢esitli endojen ve
eksojen zararli ajanlara maruz kalmaktadir. Bu nedenle mukozas: siirekli yenilenmektedir.
Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii, mide mukozasinin fizyolojik hiicresel dongiisiinde yer
alan iki temel parcadir (72). SARS-CoV-2 etkisiyle gozlenen organlardaki ciddi hasarin
sorumlusunun indiiklenmis hiicre o6liimii olabilecegi disiiniilmelidir. Hiicre 6lim yollar
viicudun bagisiklik tepkisinin de bir pargasidir ve viriislerle savagmaya yardimci olur. Bazi
bireylerin viriisten digerlerine gore daha ciddi sekilde etkilendigini, SARS-CoV-2 tarafindan
indiiklenen hiicre 6liim yollar1 ile agiklayan c¢alismalar bulunmaktadir (81). Ayrica genetik
yatkinligin olmast da hiicre Oliim yollarimin daha siddetli aktivasyonunu miimkiin
kilabilmektedir (81). SARS-CoV-2 ve programlanmis hiicre 6liimii yollart arasindaki iliskinin
karmasik oldugu distiniilmektedir. Calismamizda SARS-CoV-2’nin kontrol mideler ile
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli olarak apoptozda ve piroptozda artisa yol agtigini,
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte gozlemsel olarak az sayida midede de nekroptozu
indiikleyebilecegini gosterdik. Viriisiin sebep oldugu konak hiicrelerde apoptoz ve piroptoz
artisinin; SARS-CoV-2’nin hiicre hasari ve dolayli olarak neden oldugu inflamasyon ile iligkili

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Apoptoz incelendiginde, calismamizda SARS-CoV-2 grubunda goriilen siddetli kaspaz-
3 pozitifligi, hem SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda hasarli epitelin yenilenmesine katki
saglayacak fizyolojik apoptozun hem de salinan sitokinlerin 6liim reseptorlerini uyarmasi ile

gerceklesen ekstrinsik apoptozun birlikte gergeklesebilmesi ile agiklanabilir.

Piroptozun patojenlerle enfekte olmus hiicrelerde goriilebilen bir hiicre 6liimii ¢esidi
oldugu bilinmektedir (64). Calismamizda SARS-CoV-2 grubunda Gasdermin D ile gosterilen
piroptozun pozitif oldugu bolgeler ile SARS-CoV-2’nin pozitif boyandigi alanlarin uyumlu

oldugunun goriilmesi, viriisiin etkiledigi hiicrelerde piroptozun goriilmesi ile iliskilendirilebilir.

Nekroptoz, artmis sitokin seviyeleri ve hiicre 6lim reseptorlerinin uyarimi ile
gerceklesen bagska bir hiicre oliimii ¢esididir ve viriis kaynakli hasar ve salinan inflamatuar
mediyatorlerin etkisiyle gerceklesebilecegi one siiriilebilir. Ancak ¢alismamizda istatistiksel
acidan anlamli fark bulunmamasi, asemptomatik enfekte deneklerde sitokin seviyelerinin

nispeten diisiik olmasiyla iliskili nekroptozun daha az goriilebilecegi ile agiklanabilir.

Bu hiicre 6liim yollari, COVID-19'un siddetine katkida bulunmanin yan1 sira, SARS-
CoV-2 enfeksiyonuna kars1 konake1 bagigiklik yanitini da etkileyebilir (Sekil 5-1).
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Sekil 5- 1. SARS-CoV-2 ve hiicre dliim yolaklan iliskisi. Apoptoz: Viral spike proteinin (S)
konak¢1 hiicre membranina tutunmasi ve viral genomun hiicre i¢ine alinmasiyla birlikte
aktiflenen NFxB yolagi, hiicrede inflamatuar sitokinlerin salinmasin1 ve akut inflamatuar
hiicrelerin kemotaksisini indiikleyebilir. Ayrica spike protein 6liim reseptorlerini etkileyerek
hiicrede, ekstrinsik apoptoz yolagini baslatabilir. Nekroptoz: Inflamatuar siirecin baslamasiyla
hiicrelerde nekrozom kompleksleri olusur. MLKL fosforile olarak hiicre membraninda hasar
meydana getirir ve nekroptoz gergeklesebilir. Nekroptoz sonucunda agiga ¢ikan DAMP ve
PAMP’lar inflamatuar siireci besleyerek hasari siddetlendirir. Piroptoz: DAMP ve PAMP’lar
ile NFxB yolagiin dogrudan etkisi inflamazom olusumu indiikleyerek kaspaz-1’1 aktifler ve
GSDMD porlarinin olusumu tetiklenir. Boylelikle hiicre piroptoza gidebilir. Ayrica IL-18 gibi
inflamatuar sitokin salinimi, hasara katki saglamaktadir. Koruyucu bir etken olabilecek

Galektin-3’tiin SARS-CoV-2 ile enfekte hiicrede azaldigi calismamizda gosterilmistir.

SARS-CoV-2 ile enfekte vakalarda Galektin-3 seviyeleri enfeksiyon siddeti ve
mortalite ile iliskilendirilmistir (99). Galektin-3, hiicre 6liimiine kars1 koruyucu veya tetikleyici
olabilecek, farkli yolaklar iizerinden etkili bir proteindir (16). Calismamizda mide dokusunda
Galektin-3 varlig1 ve enfeksiyona karsi fonksiyonu iizerine incelemeler yapilmistir. Kontrol

grubunda Galektin-3 esas hiicrelerde siddetli pozitif immiinoreaktivite gostermistir. SARS-
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CoV-2 grubunda ise Galektin-3 pozitifligi hafiftir. Bu durum, enfeksiyon sirasinda Galektin-3
ekspresyonun azalmasiyla birlikte hiicre 6liimiine ve hasara Karsi koruyucu mekanizmanin
ortadan kalkabilecegini diistindiirmektedir. Literatiirde Galektin-3’tin intraseliiler anti-
apoptotik etkisi bildirilmistir (16). Ancak ¢alismamizda Galektin-3’iin saglikli midede esas
hiicrelerde olmasi, viral maruziyetle azalmasi ve viral hasarin da parietal hiicrelerde olmasi;
mide dokusundaki koruyucu etkinin ekstraseliiler mekanizmalar ile yiritildigi
diistintilmektedir. Galektin-3 ekspresyonunda azalmanin hiicresel 6liim mekanizmalarini

tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamiz, SARS-CoV-2'nin mide dokusunda apoptoz ve piroptoz gibi hiicresel 6lim
mekanizmalarini tetikleyebilecegini ve bu durumun, histopatolojik degisikliklerde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Calismamizda gosterdigimiz doku hasarinin ve olasi
mekanizmalarin fonksiyonel bozuklukla devam edebilecegi (6rnegin; gastrik pH dengesinin
bozulmasi) ve daha uzun siireli viral maruziyetin yaninda H. pylori (Helikobakter pilori) gibi
sekonder bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik olusturabilecegi ihtimal, g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Altta yatan komorbidite varhiginda, ornegin gastrik hasar veya
enfeksiyonlarm da SARS-CoV-2’nin  mide etkilenimine zemin hazirlayabilecegi
diisiiniilmelidir. Her iki durum birlikte degerlendirildiginde, yakin donemde akut gastrit, uzun
donemde kronik gastrit ve intestinal metaplazi gibi prekanserdz lezyonlar, hastanin tibbi
oykiisiine ve komorbiditelerine gore ortaya ¢ikabilir. Calismamizda K18-hACE2 farelerin
kullanilmasi, komorbiditenin olmamasi ve insan ACE2 reseptorlerine sahip fareler olmalari
acisindan bir avantajdir. Ancak kilo kayb1 ve aktivite azalmasi gibi genel durum belirtegleri
disinda, farelerde SARS-CoV-2’ye dair semptomatik degerlendirme yapilamamaktadir (112).
Bu nedenle histopatolojik bulgular, literatiirdeki vaka c¢aligmalarinin  semptomatik
bulgularindan yararlanarak bu bdliimde tartisilmistir. Ayrica ¢galismamizda viriisiin akut donem
etkileri incelenmistir. Hem postenfeksiyoz donemde midedeki etkiler hem de olasi sekonder

enfeksiyonlarin uzun donem etkileri gelecek arastirmalarin konusu olabilir.

Sonug olarak; ¢alismamizda SARS-CoV-2 enfeksiyonunun mide dokusunda meydana
getirdigi hiicresel ve histopatolojik degisiklikler incelenmis, apoptozu ve piroptozu tetikledigi
gosterilmigtir. Virlisiin kolokalizasyonu diisiintildiiglinde, viral yiikiin yiiksek oldugu ve
sistemik sitokin yanitinin daha siddetli oldugu vakalarda hasarin da artabilecegi 6ngoriilebilir.
Ayn1 zamanda ylizey epitelinin dokiilmesi ve parietal hiicrelerin yogun etkilenmesinin, mide
dokusunda koruyucu tabakanin azalmasina neden olabilecegi goriilmiistiir. Galektin-3

diizeyindeki degisikliklerin, viriise kars1 savunmanin zayiflamasina yol agabilecegi 6nerilebilir.
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Bu calisma, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun mideye etkisinin anlasilmasi ve potansiyel uzun
vadeli etkileri i¢in g6z Oniinde bulundurulmasi gereken Onemli veriler sunmaktadir.
Gelecekteki arastirmalar, bu bulgularin klinik sonuglarint daha iyi anlamak ve tedavi

stratejilerini gelistirmek i¢in daha fazla bilgi saglayabilir.
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