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OZET

Dogan S. Kemokin Gen Varyantlarii COVID-19 Hastalik Siddeti Uzerine Etkisi,
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans.
Istanbul. 2022.

Tiim diinyada pandemi olarak ilan edilen COVID-19 hastaliginin progresyonu ve tedavisi
hakkinda ¢ok kapsamli arastirmalar yapilmis ancak 6zellikle virilisiin enfekte bireylerde
farkli hastalik siddetine neden olmast durumu hala tam olarak agikliga
kavusturulamamistir. Immiin profilin viriise kars1 olusturulan yanitta dnemli oldugu ve
ozellikle kemokinlerin COVID-19 hastaliginin siddet seyrini belirlemede onemli rol
oynadigi ¢alismalarda gosterilmistir.

Biz de ¢alismamiza 60 hafif, 59 siddetli, 60 kritik COVID-19 hastas1 dahil ettik. MCP-
1-A2518G, SDF-1-3’A, CCR5-delta32, CCR5-A55029G, CXCR4-C138T ve CCR2-

V641 kemokin polimorfizmlerini inceleyerek bireylerde genetik olarak belirlenen immiin
sistem hiicrelerinin viriise kars1 olusturdugu yanitlar ile gelisen hastalik siddet seyri
arasinda iliski kurmayir amacgladik. Varyasyonlarin tespiti i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR)/Sanger dizileme analizi yapildi. Calismamiz sonucunda MCP-1-
A2518G G alleli tastyicilarinin kritik hasta grubunda oldukca sik goézlendigi, GA
genotitipi hafif ve kritik hasta gruplarinda karsilastirildiginda kritik hasta grubunda
onemli derecede yliksek oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde GA genotipi siddetli hasta
grubunda hafif hasta grubuna gore daha sik goriildiigii saptanmistir. CCR2-V641 wt alleli
icin kritik ve hafif hasta grubu karsilastirildiginda wt/wt genotipinin kritik hastalarda
onemli dlgiide diisiik oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde kritik ve siddetli hasta grubu
karsilagtirildiginda 641/641 genotipinin kritik hasta grubunda anlamli derecede yiiksek
oldugu gozlenmistir. COVID-19 hastalig1 siddetiyle iliskilendirdigimiz diger kemokin

polimorfizmlerinde herhangi anlamli bir sonuca ulagamadik.

Sonug olarak calisma verilerimiz MCP-1-A2518G ve CCR2-V64I1 polimorfizmlerinin
COVID-19 hastalik siddetinin artmasiyla ile iliskili oldugunu gostermistir. Bununla
birlikte, farkli popiilasyonlarda gen ekspresyon seviyelerine odaklanarak yapilan daha
biiytlik calismalar, bu mekanizma roliiniin daha 1yi anlasilmasina yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kemokinler, COVID-19 Siddet Seyri, MCP-1, CCR2, Polimorfizm

Bu Calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 37693
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ABSTRACT

Dogan S. The Effect of Chemokine Gene Variants on COVID-19 Disease Severity,
Istanbul University Institute of Health Sciences, Department of Medical Biology. Degree.
Istanbul. 2022.

Comprehensive research has been carried out on the progression and treatment of the
COVID-19 disease, which has been declared a pandemic all over the world, but the fact
that the virus causes different disease severity in infected individuals has still not been
fully clarified. It has been shown in studies that the immune profile is important in the
response to the virus and especially chemokines play an important role in determining the
severity of the COVID-19 disease.

We included 60 mild, 59 severe and 60 critical COVID-19 patients in our study. By
examining the chemokine polymorphisms of MCP-1-A2518G, SDF-1-3'A, CCR5-
delta32, CCR5-A55029G, CXCR4-C138T and CCR2-V641, the relationship between the
responses of immune system cells against the virus and the severity of the disease that
develops in individuals. We aimed to establish Polymerase chain reaction (PCR)/Sanger
sequencing analysis was performed to detect variations. As a result of our study, it was
observed that carriers of the MCP-1-A2518G G allele were observed quite frequently in
the critically ill group, and the GA genotype was significantly higher in the critically ill
group when compared in mild and critically ill groups. Similarly, GA genotype was found
to be more common in the severe patient group than in the mild patient group. Comparing
the critical and mild patient groups for the CCR2-V641 wt allele, the wt/wt genotype was
found to be significantly lower in critically ill patients. Similarly, when the critical and
severe patient groups were compared, it was observed that the 641/641 genotype was
significantly higher in the critically ill group. We did not find any significant results in
other chemokine polymorphisms that we associate with COVID-19 disease severity.

In conclusion, our study data showed that MCP-1-A2518G and CCR2-V64l
polymorphisms are associated with increased severity of COVID-19 disease. However,
larger studies focusing on gene expression levels in different populations will help to
better understand this mechanism role.

Keywords: Chemokines, COVID-19 Severity, MCP-1, CCR2, Polymorphism

This Study was supported by Istanbul University Scientific Research Projects Unit.
Project No: 37693



1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan COVID-19 (Coronavirus Hastalig1 2019)
olarak isimlendirilen SARS-CoV-2 (Siddetli Akut Solunum Yetmezligi Sendromu-2)
enfeksiyon salgini, 11 Mart 2020°de 4000°den fazla insanin 6limiine neden olmasiyla
WHO tarafindan pandemi olarak kabul edilmistir. Yeni bir koronaviriis sebebiyle ortaya
citkan COVID-19 hastaligr ilk kez 2019’un aralik ayinda Cin’in Wuhan kentinde
goriilmiistiir. Oldukca bulasict olan bu viriis asil olarak solunum yolu enfeksiyonuna
neden olur, bununla birlikte kuru 6ksiiriik, yorgunluk, ates, nefes darligi ve kas agris1 da

goriilen hastalik semptomlaridir (1).

SARS-CoV-2, Coronavirinae alt ailesi ve betakoronavirtis cinsi igerisinde yer alan
tek iplikli, segmentsiz, pozitif polarite gosteren, zarfli pleomorfik RNA viriisleridir (2).
Basak (S), zarf (E), membran (M), niikleokapsid(N) olmak iizere 4 yapisal proteinden
olusur. SARS-CoV2'nin viral yiizeyindeki S proteini i¢in fonksiyonel bir reseptdr olarak
kabul edilen ACE-2 (Anjiyotensin doniistiiriici enzim 2), akciger epitel hiicrelerinde
yiiksek oranda eksprese edilir ve TMPRSS2(Transmembran proteaz serin
2) ile birlikte viriisiin hiicreye girigini saglar. SARS-CoV-2, ACE2 ve TMPRSS?2 yiizey
reseptOrlerine sahip hiicreleri enfekte ettiginde, viriis replikasyonuna, viriis salinmasina
ve hiicreden hasarla iligkili molekiiler paternler (DAMP) salinimina yol agar. Bunlari
endotel hiicreleri, epitel hiicreleri ve alveolar makrofajlar tanir ardindan kemokinler ve
pro-enflamatuar sitokinlerin (IL-6, IP-10, MIPla, MCP-1) sentezini tetikler. Bu
proteinler, makrofajlari, monositleri ve T hiicrelerini enflamasyon alanina yonlendirir ve
daha fazla enflamasyon yanitinin olugsmasini indiikler. Disfonksiyonel immiin yanitinda
ozellikle akciger dokusu olmak iizere ¢oklu organ hasarina neden olan asir1 sitokin

salinimiyla birlikte sitokin firtinasini baslatabilirler (3).

Inflamasyon yanitin yiikselmesine ve COVID-19 hastalarinin klinik seyrinin
siddetlenmesine sebep olan kemokinlerin (kemotaktik sitokinler), asil gorevi hiicre
trafigini diizenlemektir. Kiigiik heparin baglayici protein olan kemokinler, yapisal olarak
sitokinlerle baglantili genis bir peptid ailesi tiyesidir (60-100 amino asit). Kemokinler,
inflamasyon ve homeostasiyi saglamak icin ldkositlerin hiicresel hareketlerini

yonetmektedir. Inflamasyon siiresince kemokinlerin salimiminda énemli Slciide artis



gozlenmektedir. Inflamasyon siirecinde kandaki kemokinler, I8kositlerin dokuya

gegmesini ve inflamasyon bolgesinde yogunlasmasini ve aktiflesmesini saglar (4).

Viriisiin dokulara verdigi zararla ve asir1 inflamasyon yanitiyla artan hastalik
siddeti herhangi bir yasta saglikli kisilerde de gozlenebilir; ancak siddetli hastalik durumu
cogunlukla ileri ya veya altta yatan komorbiditesi olan yetiskinlerde goriilmektedir. Cin
Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi'nde ¢alisilan yaklasik olarak

44.500 vakanin hastalik siddeti degerlendirilmistir. Bu vakalarin:
*  %~81’inin klinik seyri hafif (hafif pndmoni veya pndmoni yok)

*  %Il4’liniin klinik seyri siddetli (6rn. Hipoksi, dispne veya 2448 saatte yapilan

goriintiilemede %50'den fazla akciger tutulumu)

*  9%5’inin klinik seyri kritik olarak (6rn. Sok, solunum yetmezligi, veya multiorgan

disfonksiyonu gibi) bildirilmistir (5).

COVID-19 hastaliginda, klinikte hastalik Siddet seyrini hafif-siddetli kritik
olarak belirleyen ve virlis enfeksiyonunun bireyler arasinda farkli immiin yanit
olusturmasina neden olabilecek genetik nedenler arastirilmaktadir (5). Yapilan
caligmalara gore bazi kemokin varyantlari (CCRS, CCL2/MCP-1, CCL5\RANTEYS)

hastaligin immiinolojisiyle ve patolojisiyle iligkili olabilmektedir.

SARS-CoV enfeksiyonu hastalariyla yapilan bir calismada, siddetli (hastaneye
yatirilmasi gereken) COVID-19 hastalar1 ve kontrol grubu karsilastirilmis, inflamatuar
yanitlarin1 6lgmek i¢in CCRS kemokin varyant analizi yapilmistir. CCRS kemokin
reseptor ekspresyonun azalmasina neden olan rs333 polimorfizminin COVID-19
hastalarinda inflamatuar yanit1 zayiflatarak, koruyucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir
(6). COVID-19 hastalariyla yapilan bagka bir ¢alismada, kemokin olan MCP-1(Monosit
Kemoatraktan-1)'in rs1024611 polimorfizmine bagli olarak, MCP-1 kemokin miktarinin
artmastyla akciger hiicrelerinde asir1 enflamasyon yanit1 sonucu organ hasari1 gézlenmistir
(7). Bu ¢alismalar bize COVID-19 hastaliginda inflamatuar yanit seviyelerini etkileyen
kemokin ve kemokin reseptorlerinin klinik olarak farkli hastalik siddetlerine neden
olabilecegini diisiindiirmiistiir ancak kemokin varyanti ve hastalik siddeti iliskisi tam

olarak aydinlatilamamastir.

Yapacagimiz caligmada literatiirde ilk kez olarak MCPI\CCL2 (rs1024611),
CCR2 (rs1799864), CCR5 (rs333, rs1799987) ve SDF-1\CXCL12 (rs1801157), CXCR4



(rs2228014) kemokin gen varyantlar1 18 yas ve listii COVID-19 hastalarinda (n=180)
incelenecektir. Bu kemokin varyantlarinin farkli inflamasyon yanitlarina sebep olma
durumu ile klinikte hafif-siddetli-kritik seyirli vakalar olusmasi arasindaki iligki
arastirilacaktir. Boylece, hastaligin molekiiler yoniiniin ve patogenezinin daha iyi
anlasilmasinda ve yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesine katki saglamasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. KORONAVIRUSLER

Koronaviriisler karakteristik olarak az sayida konakgiya sahiptirler ve bir¢cok
hayvanda hastaliga sebep olabilirler. Bulagsici gastroenterit virlisli, kedi enfeksiy6z
peritonit virlisi ve bulasict bronsit viriisii 6nemli patojen koronaviriislerdendir. Bu
viriisler hayvanlar araciligityla insanlara bulastiginda ciddi enfeksiyon hastaliklarina
neden olurlar. Koronaviriisler farkli genomik yapilarina ve konakgi ile antijenik iligkisine

bagli olarak ¢esitli gruplara ayrilmistir (8).

Memeli viriislerini kapsayan grup 1 ve grup 2 koronaviriisleridir. Insanlarda
ozellikle iist solunum yolu enfeksiyonlarinda %30 gibi onemli bir etkisi bulunan
koronaviriisler, bu iki grup igerisinde yer alirlar (6rn: HCoV-229E ve HCoV-0C43) (9).
ICTV (Uluslararast Viriis Taksonomisi Komitesi) Coronavirinae alt familyasini 4 cinse
ayirmistir. Bunlar Alfa, Beta, Gamma, Delta korona viriisleridir ve insan koronaviriisleri

de bu cinsler arasinda Alfa ve Beta i¢inde siiflandirilmistir (8).

Beta koronaviriislerinin son yillarda neden oldugu pnémoni salginlart SARS ve
MERS (Orta Dogu Solunum Sendromu)’dir. SARS-CoV salgimi ilk olarak 2002 yilinda
Cin’de ortaya ¢ikmis ve ardindan diinyaya yayilarak %11 oraninda 6liimle sonuglanan
enfeksiyonlara neden olmustur. MERS-CoV salgini ise ilk olarak 2012 yilinda Suudi
Arabistan’da baglamistir (1). Ardindan diger tilkelere yayilarak ciddi enfeksiyonlara yol
acmistir. 2014-2015 yillarinda artig gésteren MERS-CoV salgini, 2015 yil1 mayis ayinda
Suudi Arabistan’da 1016 enfekte kisi ile en yiiksek vaka sayisina ulasip 447 6lim ile %44

6liim oraniyla sonuglanmistir (10).

2.1.1. Koronaviriis Tarihcesi

Insan koronaviriislerinin tanimlanmas: ilk kez Tyrell ve Bynoel’in 1965 yilinda
B814 isimli bir virlisii kesfetmesiyle baglamistir. Bu viriis soguk alginligi olan kisilerden
alinan orneklerle elde edilen embriyonik trakeal organ kiiltiirlerinde saptanmistir (11).
Serolojik tekniklerle yapilan ¢aligmalar sonucunda insan koronaviriisleri epidemiyolojisi
ile ilgili 6nemli bilgiler elde edilmistir. Koronaviriis enfeksiyonlarimin iliman iklimli

bolgelerde kis ve ilkbahar aylarinda daha sik goriildiigi



bildirilmistir. Calisma verileri, koronaviriislerin genel olarak yetiskin soguk alginlig

vakalarina yaklasik %15 civarinda sebep oldugunu gostermistir (12).

Koronavirlis ailesinin neden oldugu semptomlar uzun siire tam olarak
saptanamadi ve yillarca sadece soguk alginligina neden olan viriisler arasinda sayildi.
2002-2003 yillarinda SARS viriisiiniin ortaya ¢ikmasiyla koronaviriis ailesi daha iyi
taninmis ve ciddi klinik bulgulara neden olabilecegi goriilmiistiir. Ayrica SARS tan sonra
2012 yilinda MERS viriistiniin de ortaya ¢ikmasiyla beraber koronaviriislerin bulas
yollar1 da daha agik hale gelmistir, hayvandan insana ve insandan insana gecebilecegi 6ne
siriilmiistiir. Cin'in Wuhan kentindeki deniz {iriinleri ve ¢esitli canli hayvan satan bir
pazarda 29 Aralik 2019 tarihinde pazar1 ziyaret eden miisterilerde ve o giin pazar yerinde
gorevli 4 kiside pndmoni bulgulart goriilmesi ile birlikte salgin siiphesi nedeniyle Cin
hiikiimeti gerekli arastirmalart yapmaya baslamistir. Ve calismalarla birlikte hastalik
nedeninin yeni bir koronaviriis tipi oldugu tespit edilmis, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 12
Ocak 2020°de, bu yeni tip viriise 2019-nCoV (2019- yeni koronaviriis) ismini vermistir.
Bu viriisiin tanimlanmasiyla birlikte tiim diinyada pandemi ilan edilmis ve hastaliga kars1

tedavi ve as1 gelistirme ¢aligmalarina baslanmistir (2).

2.1.2. SARS-CoV-2

2.1.2.1. SARS-CoV-2 Yapisi

RNA yapida, zarfl1 bir viriis olan SARS-CoV'nin 29.881 bp uzunlugunda ve 9860
amino asidi kodlayan genomunun karakterizasyonu i¢in metagenomik yeni nesil dizileme
teknigi kullanilmistir. Gen fragmanlarindan ¢esitli yapisal ve yapisal olmayan proteinler
eksprese edilir. Viriis yapisal proteinleri kodlayan S, E, M, N genleri ve yapisal olmayan

proteinleri kodlayan ORF gen bolgesine sahiptir.

S Proteini

Viriisiin konak¢1 hiicrelerindeki membran reseptdrlerine baglanmasini ve viriis-
konakg1 hiicre membrani fiizyonuna katilan S proteini, konak hiicresine viriis alimim
kolaylagtirir. S proteini konakg¢1 hiicre yonelimini belirleyen énemli bir proteindir. S
proteini temel olarak S1, S2 ilmeklerine sahiptir ve S1 proteini konak¢i membran

reseptoriine baglanirken S2 proteini membran fiizyonunu saglar.



Konak hiicre tropizmini belirleyen 6nemli viral proteindir. S proteininin S1 ve S2
ilmekleri vardir, temel olarak S1 proteini konak hiicre reseptoriine baglanmasindan, S2

proteini ise membran fiizyonundan sorumludur.

N Proteini

N proteini viriisiin niikleokapsidini olusturmasiyla beraber viral RNA’nin konakg1
hiicresinde replike ve transkribe edilmesinde gorev alir. Viral genomun baglanabilmesi
icin iki farkli bolgesi vardir. Replikasyon-transkripsiyon kompleksine genomun
baglanmasini kolaylastirmak i¢in nsp3 proteinine baglanarak viryon yapimina yardimci
olur. Ayrica N proteini konak¢inin viral enfeksiyona verdigi hiicresel bagisiklik
tepkisinde de 6nemli rol oynar. N proteini interferon agonisti olarak calisir ve viriisiin

konakg1 bagisikligindan kagmasina yardim eder.

M Proteini

M proteini viriis zarf yapisini belirler ve en fazla olan yapisal proteindir. Bu
protein diger tiim yapisal proteinlerle birlikte etkilesebilir ve koronaviriis sisteminin ana
diizenleyicisi olarak disiiniiliir. S ve M proteinlerinin etkilesimi ile S proteini ER-Golgi
ara bolgesinde (ERGIC) tutularak olusan yeni viryonlara dahil edilir ve bu protein
etkilesimi viryon birlesmesi i¢in ¢ok dnemlidir. M-N protein etkilesimi niikleokapsidi ve
viryonlarin RNA’sin1 stabilize ederek viral birlesmenin tamamlanmasinda rol oynar. M
proteini ile E proteini birlikte viral zarfi olusturur ve bu protein etkilesimi ile VLP iretimi
ve salinimi indiiklenmis olur. Ayrica konakgida TLR sinyal mekanizmasi ile IFN-beta

yolagini aktive ederek konak¢inin viriise kars1 daha duyarli olmasini saglar (2,13).

E Proteini

E proteini, viral pargalarin birlestirilmesi (assembly) siirecinde, viriis saliminda ve
hastalik patogenezinde 6nemli rol oynamasiyla beraber, hiicre i¢inde ¢esitli proteinlerle
calisarak cesitli olaylarda gorev alir. Ozellikle tomurcuklanma ile viriisiin hiicre disina

saliniminda 6nemli bir faktordiir (2).



SARS-CoV-2 Genom ve Viriis Yapisi
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Sekil 2-1: SARS-CoV-2 viriisiiniin genom ve viriis yapisi

(sekil biorender.com ile tasarlanmistir.)

2.1.2.2. SARS-CoV-2 Enfeksiyonu

Koronaviriisler de diger virlisler gibi genom replikasyonu, soy viryonlarini
cogaltmak ve belli hastaliklar1 olusturmak i¢in konakgilara ihtiyaglar1 vardir. Pozitif
kutuplu, yaklasik biiyiikligii ~30 kb olan koronaviriisler ¢ok farkli konakgilart enfekte
edebilirler (14). Genel anlamda a, B3, y ve d cinslerine ayrilan bu viriislerden a ve  cinsi
sadece memeli canlilar1 enfekte ederler. Koronaviriis o cinsinden NL63 ve 229E viriisleri
insan krup hastaligina ve soguk alginligina neden olur. Ayrica SARS-CoV ve MERS-

CoV viriisleri de koronaviriis P cinsine aittir (15,16).

Viriisiin - konak hiicrelerindeki yagam dongiisii baglanma, hiicreye giris
(penetrasyon), biyosentez, maturasyon (olgunlasma) ve salinim olmak iizere 5 adimda
gergeklesir. Viriisler konak hiicrelerinin ilgili reseptorlerine tutunduklarinda (baglanma),
penetrasyon veya endositoz aracilifiliyla konak hiicrelerine girerler. Viriis kendi igerigini
girdigi hiicreye biraktiginda, viral RNA niikleusa giderek replikasyonu baslatir. Viriis
mRNAs1, viral proteinleri olusturmak (biyosentez) i¢in gereklidir. Ardindan olgunlasma
denilen evrede yeni viral parcaciklar olusturularak viriis yapisi tamamlanir ve hiicre disina

salinmaya hazir hale getirilir (17).



SARS-CoV-2'nin S proteinine baglanan ve viriis i¢in islevsel bir reseptor olarak
tanimlanan ACE2 ekspresyonlarinin kalp, bobrek, akciger, ileum ve mesanede yiiksek
oldugu bildirilmistir. Ozellikle akciger epitel hiicrelerinde ACE2 reseptdriiniin ¢ok
yiiksek miktarda ekspresyonu oldugu belirtilmistir (18). SARS-CoV-2 ACE2’ye
baglandiginda spike proteini aktive olmak icin sirasiyla iki agsamali proteaz klevajina
ihtiya¢c duyar (19). Bu asamada birgok farkli proteaz spike proteinini pargalayarak
aktivasyonu saglayabilir. SARS-CoV-2 S1/S2 boélgesinde bulunan furin klevaj alani
(“RPPA” dizisi) bu viriise 6zgli 6nemli 6zelliklerdendir ve bu bolge TMPRSS2, katepsin
L gibi proteazlar ile pargalanabilir (20,21).
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Sekil 2-2: SARS-CoV-2 viriisiiniin konak hiicreye girisi ve yasam dongiisii

(Sekil biorender.com ile tasarlanmugtir.)

2.1.2.3. SARS-CoV-2 ve inflamasyon

SARS-CoV-2 enfeksiyonuyla birlikte hastalarda soguk alginlig1 belirtileri, coklu
organ yetmezligi ve solunum yetmezligi gibi farkli semptomlar gelisebilir. BT
(Bilgisayarli tomografi) ile enfeksiyonun karakteristik belirtisi akcigerde buzlu cam
gbriinimii klinik olarak hafif semptomlu kisilerde bile gozlenebilir (22). ACE2
reseptOriiniin akcigerde yiiksek miktarda eksprese oldugu bolge alveolar bosluktaki epitel

hiicreleridir ve viriisiin bu hiicrelere girmesiyle hiicreler zarar gérerek yok olur.



Bu sebepten akciger tahribatinin ilk evreleri solunum sisteminin distal bolgelerinde

gerceklesmektedir (23).

Solunum sisteminin ii¢ temel bileseni olan epitel hiicreler, dentritik hiicreler ve
alveolar makrofajlardir. Epitel hiicrelerin belirli kisimlarinda bulunan dentritik hiicreler
ve makrofajlar, viriisle miicadele dogal bagisiklik tepkisini olustururlar. Ardindan adaptif
bagisiklik yanitlarinin baslamasi i¢in makrofajlar ve dentritik hiicreler T hiicrelerine
antijen sunarlar. Makrofajlarin ve dentritik hiicrelerin fagositoz edebilme yetenegi
sayesinde viriis ile enfekte olmus epitel hiicreleri, dentritik hiicreler veya makrofajlar ile
fagosite edilerek T hiicrelerine antijen sunumu gergeklestirilir. Antijen sunumu ile aktive
olan CD8+ T hiicreleri viriis ile enfekte olmus hiicreleri direkt olarak 6ldiirebilir ve CD4+
T hiicreleri B hiicrelerini aktive ederek viriis spesifik antikor iiretimini indiikler (16).
SARS-CoV-2 enfeksiyonu ile erken B hiicresi yanitlart [gM ve IgA iiretimidir ancak bu
antikorlarin hastaligin progresyonunu degistirip degistirmeyecegi hala belli degildir.
Hastaligin 7-10 giinlerinde tiretilen IgG antikoru ise viriisiin eliminasyonunu saglayacak
immiin yanitlart olusturabilir (24). Ancak bu sirada, IgG antikorlarinin viriise kars1 fazla
miktarda iiretiminin agir1 sitokin salinimina neden olmasiyla birlikte hastalardaki 6liim

riskini arttirabilecegi ongdriilmiistiir (25).
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Sekil 2-3: SARS-CoV-2 viriisiiniin konaga girisi ve sonrasinda gelisen inflamatuar yamitlar

(Sekil Birorender.com ile tasarlanmstir.)
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Antikor iireten plazma hiicreleri, sitotoksik ve yardimci T hiicreleri gibi ©’immiin
efektdr’” hiicrelerden {iiretilen proinflamatuar sitokinler ve kemokinler ile viicuttaki
inflamasyon bdlgesine yoOnlendirilecek bagisiklik hiicrelerini diizenlerler. Ancak bu
proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salinimi asirt miktarda arttiginda ‘’sitokin
firtinas1’” olusabilir (26). COVID-19 hastalarinda 6zellikle serviste yatan klinik olarak
siddetli ve yogun bakim tinitesinde tedavi goren kritik seyirli hastalarda, sitokin firtinasi
sikca karsilasilan bir durumdur (27). Sitokin firtinasi uzun siire devam eden hastalarda,
bagisiklik sistemi bozulur ve kendi hiicrelerine saldirmaya baslar. Bunun devaminda da
stk¢a Akut Solunum Sikintisi Sendromu (ARDS) ve ¢oklu organ yetmezligi goriiliir.
Immiin efektor hiicrelerden salman IFNy, IFNa, IL-6, IL-1pB, IL-18, IL-12, IL-33, TGFB,
TNFa, proinflamatuar sitokinlerin ve CXCLS8, CXCL10, CXCL9, CCL2, CCL5, CCL3

kemokinlerin sitokin firtinasi durumunda asir1 miktarda yiikseldigi gdzlenmistir (26).

T yardimcr hiicresi-1(Thl) aktivasyonunu saglayan MCP-1, sitokin firtinasi
sirasinda oldukga fazla artar. Yapilan ¢aligmalara gore yogun bakim hastalarinda MCP-
1'in serumdaki miktari, yogun bakim tedavisi gerekmeyen hastalara gore artig géstermistir
(28). Bu ¢aligsmalardan yola ¢ikarak, COVID-19 hastalarinda MCP-1 diizeyinin hastalik
siddeti ile iliskili oldugu diisiiniilebilir.

2.2. COVID-19 Hastalik Siddetini Etkileyen Faktorler

COVID-19 hastalig1 semptomlari genel olarak kuru okstirtik, ates, halsizlik, eklem
agrilari, bogaz agrisi, mide bulantis1 seklinde seyreder. Ancak bazi hastalarda bu
bulgularin higbiri goriilemeyebilecegi gibi (asemptomatik), bazi hastalarda klinik
bulgular daha siddetli olabilmektedir, hasta oksijen tedavisi ihtiyaci duyabilmekte ve
ilerleyen durumlarda kritik hastalar hayatin1 kaybedebilmektedir. Son zamanlarda
COVID-19 ile ilgili yapilan calismalara gore yasli hastalarda ARDS gelistirme riskinin
onemli derecede artmis oldugu gozlenmistir (101). Cin’de hastanede tedavi géren 813
COVID-19 hastasinin dahil edildigi ¢alismada hastalarin ¢ogunlukla erkek oldugu,
hastalarin yaklasik yarisinda komorbiditenin bulundugu ve en sik komorbiditenin
hipertansiyon oldugu bildirilmistir. Bu hasta grubundan 6len hastalarin istatistigine

bakildiginda diyabet ve koroner arter oranlarinin yiiksek oldugu saptanmistir ayrica yas
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faktorti, lenfopeni, artmis ALT(Alanin Aminotransferaz), D-dimer ve ferritin

seviyelerinin de 6liim ile iligkili oldugu belirlenmistir (103).

COVID-19'a kars1 toplum bagisiklig1 kazandirilmasi igin son yillarda hiz kazanan
ast uygulamalar ile siddetli hastalik belirtilerini 0nlenmesi ve Oliim oranlarinin
azaltilmas1 hedeflenmistir. Asi ile birlikte bazi solunum yolu hastaliklarinin gelistigine
yonelik bulgular olsa da bu veriler heniiz kesinlesmemistir. Bununla birlikte efektif bir
COVID-19 agsisinin hastalikla birlikte ortaya c¢ikabilecek siddetli klinik bulgular
hafiflettigi goriisii savunulmaktadir (134).

2.3. Sitokin Firtinasi

Birgok patojene, viriislere karst olusturulan dogal ve adaptif bagisikligin
gelisirilmesinde ve diizenlenmesinde sitokin-kemokin aktivasyonu oldukca onemlidir.
Ancak viral veya bakteriyel enfeksiyon sonrasinda yiikselen sitokin ve kemokin orani
yani hipersitokinemi ile birlikte, enfeksiyon bélgesinde olusan inflamasyonun sistemik
yayilmasiyla beraber diizensiz bir hiperinflamatuar yanit olusur. Hipersitokinemide TNF
ve IL-1B gibi akut yanith sitokinlerin, IL-8 ve MCP-1 gibi kemotaktik sitokinlerin
seviyesi oldukg¢a ylikselir. Bunun sonucunda, yiiksek sitokin ve kemokin seviyeleri
sonucunda endotel disfonksiyonu, damar yapisinda hasar ve metobolik bozukluklar

meydana gelir ve ¢oklu organ sistemleri de zarar goriir.
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Sekil 2-4: SARS-CoV-2 Viriisiiyle meydana gelen Sitokin Firtinasi

1.SARS-CoV-2 viriisii akciger hiicrelerini enfekte ediyor, 2. Makrofajlar ile birlikte diger bagisiklik hiicreleri de
viriisii tespit eder ve sitokinler iiretir, 3. Sitokinler, 16kositler gibi bagisiklik hiicrelerini uyarir, daha fazla sitokin
tiretilir ve bu akciger hiicrelerine zarar veren bir inflamasyon dongiisii yaratir, 4. Fibrin olusumu yoluyla hasar

meydana gelebilir. 5.Zayiflamis kan damarlari, ekstravaskiiler sivinin sizmasina ve akciger bosluklarini doldurmasina
izin vererek solunum yetmezligine yol agar. (Sekil Birorender.com ile tasarlanmigtir).

SARS-CoV-2 enfeksiyonuyla beraber, dendritik hiicreler ve makrofajlar,
lenfositoz (lenfosit yiiksekligi) ve sitokin salinimi ile beraber ilk immiin yanitin
olusmasin1 saglar. Ardindan, devam eden inflamatuar yanitta SARS-CoV-2
enfeksiyonuyla miicadele eden lenfositle yok edilmeye baslar. Bu sebepten ozellikle
yogun bakim tedavisine ihtiya¢ duyan kritik hastalarda, lenfosit seviyelerinin diisiik
olmasi durumuna yani lenfopeniye sik¢a rastlanabilir (29). Diger taraftan sitokin
tiretiminin diizensizlesmesiyle beraber immiin efektdr hiicreler saglikli hiicrelere ve
beklendigi tizere Once akciger hiicrelerine zarar verir. Daha sonra bobrekler, kan
damarlari, kalp ve beyin gibi organlara da zarar verebilir. Sitokin firtinasinin hasari ilk
olarak akcigerde epitel dokunun bozulmasiyla baslar. Epitel dokunun bozulmasi
sonucunda, akcigerler ve diger dokular daha fazla enfeksiyona maruz kalir (30). In vitro
ve in vivo calismalardan elde edilen kanitlara gore; enfeksiyon bolgesine toplanan T
hiicreleri ile indiiklenen kemokinlerin bagisiklik tepkisinin gidisatini belirlemede 6nemli

bir rolii oldugu bilinmektedir (31,32).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu ile pro-inflamatuar geribildirim dongiistiniin siirekli
pozitif olmasi, sitokin firtinasina neden olan sitokin ve kemokinlerin fazla miktarda
tiretilmesine neden olur. COVID-19 hastalarinan alian bronkoalveolar lavaj sivisinin
(BAL) incelenmesiyle CCL2, CXCL10, CCL3, CCL4, CCL7, IL1p, IL6, TNFa,
CXCL8, CCL20, CXCL1, CXCL3 kemokinlerinin ve sitokinlerin asir1 eksprese oldugu
bir¢ok calisma ile dogrulanmistir (33-36). Bu asir1 derecede ekspresyon orta dereceli
COVID-19 hastalarindan ziyade kritik hastalarda daha yliksek oranda gézlenmistir (36).
Ayrica Lucas ve arkadaglari COVID-19 sebebiyle 6len hastalarda, hastalifin erken
donemlerinde CCL1, CCL2, CCL4, CCL8, CCL21, CXCL9 seviyelerinin yiikseldigini
bildirmistir (37).

2.4. KEMOKINLER
Kemokinlerin kesfi 1980’lerin sonlarinda IL-8 (CXCL8) ve MCP-1 (CCL2)’nin

tanimlanmastyla baglamistir (38). Ardindan kemokinler {izerine yapilan ¢aligmalar hiz
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kazanmistir ve 1990’larin basinda monosit ve notrofil molekiillerini ¢eken bazi
kemokinler oldugu bulunmustur. Bu kesifler, inflamasyon bolgesindeki aktif hiicrelerin

artmis transkriptleri ile daha da kolaylasarak ilerlemistir (39).

Kesfedilen kemokinlerin bircogu, inflamatuar yanit sirasinda 16kosit
yonlendirmesinde 6nemli rol oynadigr i¢in inflamatuar kemokinler olarak
siniflandirilmistir. Ardindan 1990°larin ortalarinda EST (ifade Edilen Sekans Etiketi)
veritabani analizleriyle birlikte ‘ikinci tur’ kemokin belirleme g¢alismalar1 baglamistir.
Saptanan kemokinler inflamasyonu tetiklemiyor yapicit bir gorev istleniyordur. Bu
lenfositler, dentritik hiicrelerin alt gruplar1 i¢in kemotaktiktir ve gérevleri belirli organlar
ile sinirlidir. ‘ikinci tur’ kemokinlerin belirlenen islevleri, bagisiklik sisteminin isleyisi ve
organizasyonu hakkinda 6nemli ipuclar1 vermistir. Homeostatik kemokinlerin bir¢ogu,
bagisiklik sistemi organizasyonunda onemli rol oynar: lenfosit ve dendritik hiicre alt
gruplarmin  yonlendirmesinin ve lokalizasyonunun ‘ana diizenleyicileri’ olarak

belirlenmistir (40,41).

Simdiye kadar kemokinlerin islevi i¢in en ¢ok bahsedilen gorev 16kositlerin hiicre
goclinli saglamalaridir. Ancak kemokinlerin aktivitesi yalnizca bu fonksiyonla ve bu
tipleriyle sinirli degildir. Konvensiyonel Kemokin Reseptorleri (¢cCKR)’nin 16kositler
tizerindeki etkisiyle proliferasyon, farklilasma, sitokin {iretimi, degraniilason ve solunum
patlamasi gibi bir¢ok biyolojik siiregler yonetilebilir. Ayrica birka¢ kemokin direkt olarak
antimikrobiyal etkiye sahiptir. cCKR'ler, epitel hiicreleri, mezenkimal hiicreler,
endotelyal hiicreler, ndronlar ve astrositler gibi 16kosit olmayan birgok hiicre tarafindan
eksprese edilebilir ve bu hiicreler kemotaktik faktorlere ¢esitli yanitlar da tretebilir.
Bir¢cok kemokin, anjiyojenik etki gosteren farkli hiicre alt gruplariyla birlikte
anjiyogenezin diizenlenmesinde dogrudan etkiye sahiptir. Kemokinlerin o6zellikle
kemotaksi ile hiicre hareketini yonlendirdigi bilinmektedir. Baz1 durumlarda kemokinler,
hiicre gruplarimin gociinii (toplu gog¢ olarak isimlendirilebilir) yonetebilir ve hiicre

adezyonunu uyararak go¢ hareketinin durmasini saglayabilir (42).

2.4.1. Kemokinlerin Molekiiler Yapisi

Kemokinler genelllikle 7-15 kDa molekiiler agirligina sahip kiigiik protein
ailesidir. Kemokinler ve reseptdrleri immiin hiicrelerinin gogiinii ve islevlerini kontrol
eder (43). Kemokinler, yapilarindaki sistein kalintilarinin bulundugu molekiiliin N-

terminal ucundaki yerlesimine gore alt gruplara ayrilirlar (44). Beta-kemokinleri olarak
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bilinen CC kemokin genleri 17. kromozomu tarafindan kodlanir. Bu kemokinler
monositleri, bazofilleri, eozinofilleri, NK (dogal 6ldiiriicii) hiicreleri ve T lenfositlerini
indiiklerler. Alfa-kemokinleri olarak bilinen CXC ailesinde, ilk iki sistein kalintis1 arasina
giren bir amino asid molekiilii vardir. CXC kemokin genleri 4.3-5 kromozomu tarafindan
kodlanir, esasen notrofil kemotaksisini saglayan bu kemokinler, N-terminal ucunda Glu-

Leu-Arg (ELR) dizisi bulundurarak reseptor baglanabilmesini saglar (43).

2.4.2. Kemokin Reseptorleri

Kemokinler memran bagimli molekiillerdir, yapilarinda 7-transmembran
domainleri igerir ve G-proteinleri ile ¢iftler olustururlar. *’G-protein-coupled protein’’
olarak tanimlanan kemokin reseptorleri, 16kosit tizerinde eksprese olur. Kemokinler bu
hedef hiicreler lizerindeki G-protein-coupled reseptorlerine baglanarak, hiicre-i¢i sinyal

mekanizmasini baglatirlar ve hiicre goci ile hiicre aktivasyonu indiiklenmis olur (45).

Bugiine kadar tanimlanan 20 kemokin reseptorii farkl: tipteki 16kositler tizerinde
eksprese olur. Bazi kemokin reseptorleri de epitel hiicreler, endotel hiicreleri, non-
hematopoietik hiicreler, noronlar ve astrositler gibi hiicreler iizerinde eksprese
olmaktadirlar (46). Bu bulgular kemokinlerin, 16kosit kemotaksisi haricinde baska 6nemli
islevlerinin de bulundugu gostermektedir. Bir¢ok kemokin birden fazla kemokine
baglanabilse de, CC kemokin reseptorleri yalnizca CC kemokinine baglanabilir ve CXC

kemokin reseptorleri de ayn sekilde yalnizca CXC kemokinine baglanabilmektedir.

Kemokin reseptorleri, “G-protein-coupled reseptor”lerin diger iyeleri gibi
islevsel olarak fosfolipazlarla G-proteinlerine baglidir. Kemokinler ayrica 2 gesit sinyal
olusturmayan molekiillerle de etkilesime gecebilmektedir. Bunlardan ilki, eritrosit
kemokin reseptor ve DARC (Duffy antijeni kemokin reseptorii) olarak bilinmektedir.

Ikincisi ise, heparin siilfat proteoglikanlardir (47).

2.4.3. Kemokinler ve Inflamasyon

Akut inflamasyon, immiin yanitin baslamasi i¢in immiin hiicrelerin periferik
bolgelerden lenfoid organlara dogru ge¢mesi ve efektor hiicrelerin inflamasyonun oldugu
alana dogru koordineli bir sekilde gocii ile tanimlanabilen karmasik bir siirectir. immiin
hiicrelerin bu sekilde koordineli gocii, inflamasyon alanindaki hedef hiicreler {izerinde

bulunan inflamatuar kemokinlerin ve ilgili reseptorlerin indiiklenerek eksprese
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olmasimi gerektirir. Kemoatraktanlar ve immiin hiicreler arasindaki bu etkilesim bir dizi
biyokimyasal ve hiicresel diizenlenme olaylarin1 saglar (43). Inflamasyon siiresince
kemokinlerin salinmasinda 6nemli derecerde artis gozlenmektedir. Bu sirada birgok
dokuda (akciger, beyin, deri, eklem, menings, bobrek, gastrointestinal sistem, kan
damarlar1) kemokinler tespit edilmistir ve bu dokularda kemokin sentezi artigim

tetikleyen 6nemli uyaranlar IL-1, TNF-a, IL-4, IFN-y ve LPS’dir (47).

Kemokinler bilindigi {izere, inflamasyon sirasinda kemik iligi, kan ve periferik
dokular arasinda dogustan gelen immiin hiicre akisini kontrol eder. Aynit zamanda bu
stirecte, sistemik graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF) seviyelerine bagli olarak kemik
iliginde iiretilen CXCL12 kemokin ekspresyonunda azalma ve notrofillerde iiretilen
CXCR4 kemokin reseptoriinde de ayni sekilde azalma gozlenir. Aktive olmus CXCR4
reseptoriiniin CXCR2’ye gegisi ile ndtrofillerin kemik iliginden kana salinmasi indiiklenir
(43). Kemokinler bu gibi olaylarla inflamasyon siirecinin yonetilmesinde en 6nemli

faktorlerden biri olmaktadir.

Bazi viral patojenlere maruz kalma sonucu 6rnegin, SARS-CoV-2 viriisiiniin
neden oldugu COVID-19 hastalig1 sirasinda CD8+T hiicreleri, pulmoner interstisyuma
infiltre olan toplam inflamatuar hiicrelerin %80’ini olusturur ve enfekte olmus
hiicrelerden viriisiin temizlenmesinde, immiin hasarin oldugu bolgeye inflamatuar
hiicrelerin ¢agrilmasinda 6nemli bir rol oynar. T yardimct hiicreleri de NF-kB sinyal
yolagiyla proinflamatuar sitokinler iiretir. Ozellikle IL-17 sitokinleri, nétrofilleri ve
monositleri inflamasyon bolgesine yonlendirerek IL-1, 1L-8, IL-6, IL-21, TNF-B ve
MCP-1 gibi sitokin ve kemokin kaskadlarini aktive eder (48). Hastalik siirecinde 6zellikle
MCP-1, CCL5, CXCL10, CCL3 gibi kemokinlerin ve IL1B, IL6, TNFa gibi

proinflamatuar sitokinlerin artis gosterdigi bilinmektedir (26).

2.5. Monosit Kemotaktik Protein-1 (MCP-1/CCL2)

MCP-1, CCL2 geni tarafindan kodlanir. Makrofaj ve fibroblast hiicrelerinin
haricinde cesitli hiicre tiplerinde eksprese olur. MCP1, monositlerin / makrofajlarin
gbclinii ve infiltrasyonunu diizenleyen 6nemli kemokinlerden biri olmasiyla birlikte,
monositler, bellek T lenfositleri ve dogal o6ldiiriicii hiicreler gibi diger bazi immiin
hiicreler i¢cin bir kemo-cekici olarak kabul edilir (49). Bu kemokin, kan akisiyla
monositlerin vaskiiler endotelyum boyunca goc¢ etmesi, dokularin rutin immiinolojik

gbzetimi ve inflamasyona yanit i¢in gereklidir (50).
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2.5.1. MCP-1 A-2518G Polimorfizmi

MCP1’i kodlayan CCL2 geni, 17. kromozumun ql2 lokusunda 3 ekzonlu bir
gendir (51). MCP-1 A-2518G (rs102611) polimorfizmi, MCP-1 geninin promoter
bolgesinde konumlanir ve gen transkripsiyon aktivitesini arttirarak MCP-1 ekspresyon
seviyelerini up-regiile eder. BoOylece asir1 makrofaj aktivasyonuna, proinflamatuar
sitokinlerin iiretiminin artmasina neden olarak bireylerde inflamasyon sirasinda immiin-
aracili hasara ve organ disfonksiyonuna neden olabilir (52). MCP1 varyantlarinin
enfeksiyon hastaliklariyla ve inflamatuar hastaliklarla olan iliskisi ¢esitli calismalarda
gosterilmistir (53-55). X. Tu ve arkadaglarimin yaptigi c¢alismaya gore MCP1 gen
rs1024611 polimorfizminin MCP-1 kemokin miktarini arttirarak akciger hiicrelerinde
asir1 monosit ve makrofaj infiltrasyonuna sebep olmasiyla SARS-CoV'de kars1 duyarlilig

arttirdigin1 saptamistir (7).

2.6. CC Kemokin Reseptor 2 (CCR2)

CCR2 monosit hareketliliginde gorev alan bir kemokin reseptoriidiir. Hiicre ici ve
hiicre dis1 baglantisi olan yedi transmembran alandan olusur. Ligandlara baglanabilen,
Ozgilligl saglayan hiicre dis1 N-terminalinden; hiicre i¢i sinyalde rol alan hiicre i¢i C
terminal bolgelere sahiptir (56,57). CCR2 igin, CCL2 (MCP-1), CCL8 (MCP-2), CCL7
(MCP-3), CCL12 (MCP-5, sadece fare), CCL16(HCC4, yalnizca
insan), CCL13 (MCP-4) dahil olmak iizere bir¢ok kemokin ligand olarak kabul edilebilir
ancak CCL2, monosit gogiinii saglayan CCR2 sinyallemesinde en kuvvetli liganddir.
Kemokin reseptorleri i¢in ¢oklu ligandlar, immiin savunmanin yerine getirilmesinde

kemokin sistemi i¢in kompleks regiilasyon islerin halledilebilmesini saglarlar (58-60).

CCR2’nin monositler ve makrofajlar iizerindeki CCL2 ile baglanmasi, PI3K
kaskadinin, Ras'in ve lamellipodyum ¢ikintisinin (Muhtemel) aktivasyonu ile
kemotaksiye ve monosit, makrofaj go¢iiniin indiiklenmesiyle birlikte inflamatuar yanitin
olugmasint sagladig1 bilinmektedir (61). CCR2’nin terminal karboksi kuyrugunda
bulunan amino asit sayisi farkina gore bu reseptoriin CCR2A (360 aminoasit) ve CCR2B
(374 aminoasit) seklinde 2 izoformu vardir. CCR2A’nin biiyiik bdliimii sitoplazmadadir,
CCR2B ise hiicre yiizeyinde konumlanmistir. CCR2B monosit hiicrelerinde baskin
izoform olarak kabul edilir. Monositlerin makrofajlara farklilasmasiyla CCR2A ve
CCR2B seviyeleri azalmaktadir (51).
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2.6.1. CCR2 V64l Polimorfizmi

CCR2 bir¢ok polimorfik bolgelere sahiptir. En kapsamli incelenen polimorfizm,
3. kromozomun 2. ¢kzonun’da, CCR2 geninin 190. pozisyonundaki G’nin A’ya
doniigiimiine neden olan analizdir. Bu niikleotidlerdeki farklilik sonucu olusacak olan
proteinin transmembran bolgesindeki valin-64 (V) 1z616sin (I)’ e (V641) doniiserek

fonksiyonel olmayan, mutant bir protein olusmus olur (62).

Bu polimorfizm ile CCR2A izoformunun gen ekspresyonun arttig1 ve yar1 dmriinii
uzadig tespit edilmistir (63). Adaptif immiinetedeki gorevine ek olarak CCR2- V64l
varyanti, CCRS promotdr mutasyonu ile baglantili bir sekilde HIV hastalig1 siirecini
yavaglatir ve ayrica ¢aligmalar, meme kanserine karsi onemli bir koruma faktorii

olabilecegini gostermistir (64-66).

2.7. CC Kemokin Reseptor 5 (CCR5)

CCRS5 geni, 3. kromozom kisa kolunda 21. bdlgede bulunur. G proteinine bagl
reseptor benzeri yedi transmembran protein oldugu disiiniiliir ve CCRS geni beta
kemokin reseptor ailesinin bir tiyesi olan CCRS5 reseptdriinii kodlar. CCRS, inflamasyonu
indiiklemekle ve inflamasyonun oldugu bélgeye 16kosit saglamakla gorevlidir. Monosit,
makrofaj, B hiicresi ve T hiicrelerinin yilizeyinde bulunan CCRS, kemokinler icin bir
reseptdr gorevi goriir (67). Ayrica CCRS, basta HIV (insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii)
olmak {izere makrofaj-tropik viriisiin konakg1 hiicreleri enfekte edebilmesi i¢in 6nemli bir
reseptor oldugu bilinmektedir. Bu genin mutant alellerinden bazilar1 HIV enfeksiyonuna

kars1 direng gostermesi ile iliskilendirilmistir (68).

Bu reseptoriin ligandlar1 olarak monosit kemoatraktan protein 2 (MCP-2),
makrofaj enflamatuar protein 1 alfa (MIP-1 alfa), makrofaj enflamatuar protein 1 beta
(MIP-1 beta) gosterilmstir. Ayrica bu genin ekspresyonu, bir promiyeloblastik hiicre
hattinda da saptanmistir, bu da bu proteinin, graniilosit cogalmasinda ve farklilagsmasinda

rolii olabilecegini diistindiirmistiir (67).

2.7.1. CCRS5 Delta32 ve CCR5 -2459G/A Polimorfizmleri
CCR5A32 polimorfizminde, CCR-5 allelinden 32 baz cifti silinmesi anlamsiz
mutasyona neden olur ve olugsan premature bir stop kodonu nedeniyle daha kisa bir protein

sentezlenir. Bu protein kesikli, hiicre yiizeyinde saptanamayan, inflamatuar
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yanitta iglevsiz bir reseptordiir. CCR5 HIV-1 enfeksiyonunda hiicre girisi i¢in kullanilan
kemokin koreseptorleri arasinda en Onemli olanlarindan biridir. CCRS genindeki bu
mutasyon sebebiyle tartismalar olsa da; 6zellikle homozigot allel CCR5A32 delesyonu
HIV-1 enfeksiyonuna kars1 koruma sagladigi gosterilmistir (69). Gomez ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada siddetli COVID-19 hastalar1 ve kontrol grubu karsilastirilmais,
elde edilen verilere gore hasta grubunda CCR5A32 polimorfizmine 6nemli Ol¢lide az
rastlanilmistir. Bu sebepten bu polimorfizmin SARS-CoV-2'ye karsi koruyucu etkisi
olabilecegi diislintilmektedir (6).

CCRS gen promotdriinde SNP’leri (tek niikleotid polimorfizmleri) inceleyen in
vitro ¢alismalarla, genin —2459 konumundaki niikleotidde A (adenin) baz1 igeren allellerin
(numaralandirilma, niikleotid 59029°daki baglangic metiyonine gore yapilmistir.
GenBank erisim numarast U95626); G (guanin) igeren niikleotide sahip allellere gore
daha yiiksek seviyede CCRS promotor etkinligi gosterdigi bildirilmistir (70,71). Bununla
birlikte bu caligmalar, HIV enfeksiyonu olan ve bu polimorfizm i¢in A alleli homozigot
(-2459A/A) hastalarin, G alleli homozigot (-2459G/G) hastalara gére AIDS (Kazanilmig
Bagisiklik Yetersizligi Sendromu) hastaligi siirecinin daha hizli ilerledigine dair

sonuglarla birlikte daha da desteklenmistir (70,72-74).

2.8. Stromal Hiicre Kaynakh Faktor-1 (SDF-1)

CXCLI12 olarak da bilinen ayrica en ¢ok caligma yapilan kemokinlerden biri
stromal hiicre kaynakli faktéor 1 alfadir (SDF-la). Alternatif ug¢ birlestirme
mekanizmasiyla beraber eklenen mRNA’lar ile bu proteinin ii¢ farkli protein izoformu
bulunmaktadir: SDF-1o, SDF-1B ve SDF-1y. Ozellikle néron hiicrelerinde SDF-1a
sentezlenmektedir. Yapilan ¢ogu arastirma da SDF-1a’y1 ¢alismistir. 67 amino aside
sahip bu kemokinin baglarda yalnizca CXCR4 reseptorii i¢in efektif oldugu
zannediliyordu. Ancak son zamanlarda CXCL12 i¢in bagka bir reseptor olarak tanimlanan

CXCR7 bulunmustur.

CXCL12’nin CXCR4 reseptoriine baglanmasi immiin sistemde hiicre sagkalima,
hiicre i¢i kalsiyum artis1, hiicre proliferasyonu, kemotaksis, gen transkripsiyonu ile ilgili
sinyal yolaklarini indiikleyerek hiicre i¢i sinyalleri baglatir. CXCR4 kemokini hemapoetik
kok hiicreler, epitelyal ve endotelyal hiicreler, lenfositler ve kanser hiicreleri gibi farklh
hiicre ¢esitlerinde eksprese edilir. CXCR4/CXCL12 ligand-reseptor baglantisi ile

anjiyogenez, metastaz ve hiicre hayatta kalma olaylar1 kontrol
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edilmektedir. Ayrica CXCL12, immiin sistemdeki gérevlerinin haricinde merkezi sinir

sisteminde Onemli roller tstlenir.

2.8.1. SDF1-3’ A Polimorfizmi

SDF-1 geni, 10 kb wuzunlugundadir ve 10qll.1 kromozomunda
konumlanmaktadir. Burada bulunan énemli bir polimorfizm G801A (rs1801157), SDF-
1 geninin 3’UTR (¢evrilmemis bolge)’sinde bulunan 801. baz ¢iftinde gunanin bazinin
adenin ile yer degismesi sonucu meydana gelir (75). Bununla birlikte bu degisim, SDF
tiretiminin yukar1 dogru diizenlenmesine (76) ve dolayisiyla CXCR4 ifadesinin asagi
dogru diizenlenmesine neden olur (77). HIV ile ilgili Taylandli kadinlarla yapilan bir
calismada SDF1-3'A polimorfizminde artis gosteren SDF1 kemokininin CXCR4
reseptoriine baglanmada HIV-1 ile rekabet ettigi ve enfeksiyonu inhibe ettigi goriilmiistiir

(78).

2.9. CXC Kemokin Reseptor 4 (CXCR4)

Periferik kan hiicrelerinden 16kositlerde ilk kez tanimlanan CXCR4(79), epitelyal,
endotelyal, lenfosit hiicrelerinde, hematopoietik kok hiicrelerde ve kanser hiicreleri gibi
birgok hiicre ¢esitlerinde yiiksek diizeyde ekspresyonu olan 7- transmembran G-protein
bagl bir reseptordiir (80). CXCR4, bagisiklik yanitlarinda, kan hiicrelerinin yapiminda
(hematopoez) gibi 1yi bilinen islevlerine (81) ek olarak; nérogenez (82), kardiyogenez
(83), vaskiiler formasyon (84) ve germ hiicresi gelisimi siireci (85) gibi daha bir¢ok

fizyolojik olaylarda dnemli bir gorev iistlenmistir.

CXCR4 ligand1 olan CXCL12, CXCR4-CXCR?7 heterodimerlerine baglanarak
cesitli sinyallesmelerin aktivasyonunu saglarken bazi sinyalleri de inhibe edebilir.
Boylece proliferasyon, hiicre go¢ii ve hiicrelerin hayatta kalma siireglerinde gorev alir

(80).

2.9.1. CXCR4 C138T Polimorfizmi

CXCR4 geni 2q2 kromozomu iizerinde bulunur. Buradaki 138. Kodonda sitozin
ile timinin yer degistirmesiyle meydana gelen SNP sonucu rs2228014 (C/T) polimorfizmi
olusur (86).

Bu polimorfizm sonucu CXCR4 genindeki ekspresyonda herhangi bir degisiklik
olmasa da Kishima ve arkadaglarinin yaptig1 ¢calismaya gére meme kanserinin olustugu

mikrogevrede bu protein ekspresyonunun artis gosterdigi bildirilmistir (87). Ve daha
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bircok ¢aligmada bu polimorfizmin kanser ve kalp hastaliklariyla iliskisi dogrulanmistir
(88,89).

2.10. KEMOKINLER VE HASTALIK SIDDETI

Kemokinler bagisiklik siirecinde kemotaksis, lenfoid organ gelisimi
diizenlenmesi, T hiicresi farklilasmasi ve metastaz olaylarinda oldugu gibi bir¢ok stiregte
gorev alirlar. Kemokinler bagisiklik mekanizmasinin diizenlenmesinde énemli gorevler
tistlenir ve yapilarinda meydana gelen bazi degisiklikler bagisiklik yanitlarinin
degismesine neden olabilir. Bu durum bazi hastaliklara karsi koruyucu olsa da birgok
hastalikta inflamasyon yanitlarinin diizensizlesmesine ve hastalik siddetinin artmasina
neden olur. Viral hastaliklar g6z 6ntine alindiginda, viral replikasyon seviyeleri ve konak
bagisik tepkisi hastalik siddetini belirleyen etmenler arasinda gosterilmistir (90,91).
Konak bagisiklik tepkisinin diizenlenmesinde bir¢ok immiin hiicrenin inflamasyon
bolgesinde organizasyonu saglayan kemokinlerin, kandaki seviyeleri hastalik durumunu

etkilemektedir.

Kenelerden bulasan, yiiksek ates ve trombositopeniye neden olan hastalik etmeni
SFTSV (Trombositopeni ile Siddetli Ates Sendrom Viriisii) viriisii, enfekte ettigi
hastalarda asemptomatik durumdan ¢ok siddetli hastaliga kadar degisebilen klinik tabloya
sahiptir. Bu hastalik siddetini etkileyen etmenler arasinda kanda artmis olan kemokin
miktar1 6nemli bir yer tutar. CXC10 kemokin miktarinin hastaligin siddetini etkileyen bir

faktor oldugu calismalarda gosterilmistir (92).

Diger bir viral hastalik etmeni olan RSV (Respiratuvar Sinsitiyal Viriis), 6zellikle
bebeklerde ve yashilarda sik rastlanilan, bronsiyolit ve pndomoni gibi solunum yolu
hastaliklarina neden olur. Enfeksiyonla beraber artan sitokin ve kemokin miktarinin
akcigerlerde mukus birikmesine ve bununla beraber akciger fonksiyon bozukluklarina
neden oldugu belirtilmistir. CCR4, CXCR3, CCL17 ve CXC10 kemokin miktarinin
siddetli hastalarda artis gosterdigi bildirilmistir (93).

Son zamanlarda bir¢ok c¢alisma ile beraber COVID-19 hastaligi ve hastaligin
siddetini belirleyen etmenler arastirilmaktadir. Bu konuda bagisiklik hiicresi yanitlar1 ve
0zellikle kemokin miktar1 belirleyici unsurlar arasindadir. Bu kemokinlerden CXCLS,
CCL2,CXCL9, CCL7,CXCL10, CCL20, CCL3 ve CX3CLI1 seviyeleri hastaligin seyrini
belirlemede rol oynayan 6nemli faktorlerden oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(94,95).
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Yapacagimiz bu c¢alismada COVID-19 hastalarinda (n=180) MCPI\CCL2
(rs1024611), CCR2 (rs1799864), CCR5 (rs333, rs1799987) ve SDF-1\CXCL12
(rs1801157), CXCR4 (rs222014) kemokin gen varyantlar1 incelenecektir. Klinik agidan
hafif, siddetli ve kritik hastalarda bu kemokinler arastirilarak hastalik siddeti ilizerinde

varyantlarin etkisi analiz edilecektir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplar:

Bu ¢alisma 2020-2021 yillar arasinda Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi
T1ibbi Biyoloji AD’da ve Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Arastirma Hastanesinde
gerceklestirilmistir. Calismaya COVID-19 hasta grubu olarak Kanuni Sultan Siileyman
Egitim ve Arastirma Hastanesi COVID-19 poliklinigi takipli 60 hasta, Enfeksiyon
Hastaliklar1 COVID-19 Servisi takipli 59 hasta ve Anestezi ve Reanimasyon Yogun
Bakim Unitesi takipli 60 hasta dahil edilmistir.

Calisma igin Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan
23.02.2021 tarihli 2021/04 sayili etik kurul onay1 alindi. Calisma igin hafif-giddetli- riskli
Klinik seyirli COVID-19 hastalarindan 6 ml kan 6rnegi (EDTA’li mor tiipe) alindi.
Calismaya dahil edilen tiim hastalara ¢alisma ile ilgili bilgi verildi ve imzali onamlar1
alindi. Alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve
Arastirma Hastanesi COVID-19 Laboratuvarinda gerceklestirildi ve DNA’lar Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda uygun kosullarda (-
20°C’de) muhafaza edildi. Hastalara ait demografik ve klinik veriler hasta takip ve

gontlli takip formlarina kaydedildi.

3.2. Gerecler

3.2.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Santrifiij Heraus (Niive)
Spektrofotometre (Thermo scientific)
Mini Santrifiij (Heraeus)

Vortex (Nuve 110)

Derin dondurucu (-20° C), (Argelik)
Buzdolabi (+4° C), (Argelik)

PCR cihazi (Sensoquest Labcycler)
Hassas Terazi (Weightlab wl-3002)

Otomatik Pipet (10,100 ve 1000ul’lik) Ependorf
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3.2.2. Kullamlan Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

Mikrosantrifiij tiipleri, 2 ve 1,5 ml (Axygen)

50 ml steril falkon tlip (Axygen)

Pipet uglart (10 pl, 20 ul, 100 pl, 200 ul, 1000 pl) (Axygen)
99% etil alkol (Sigma)

Invitrogene® DNA Ekstraksiyon Kiti

GML ExoSAP

ABI Prism Big Dye™ terminator Sekans Kiti

3.3. Yontemler
3.3.1. Tam Kandan DNA izolasyonu

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
. Invitrogene® DNA Ekstraksiyon Kiti (Lizis soliisyonu, Yikama
soliisyonu I, Yikama soliisyonu II, Proteinase K, RNAase A, Elution Buffer)

. Mikrosantrifiij tipleri, 2 ve 1,5 ml
. Mikrosantrifuj — Mikro 120 Hettich
. Vorteks

. Su banyosu

. +4°C/ -20 °C buzdolabi1

. Nanodrop Spektrofotometre

Soliisyonlarin Hazirlanisi

. Yikama soliisyonu I’e 11 mL %96 etanol eklendi
. Yikama soliisyonu II’ 44 mL %96 etanol eklendi
Protokol

1) 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 200 ul kan konuldu. Uzerine 20 ul
Proteinaz K ve 20 pul RNAaz A eklenerek 10 saniye vortekslendi. 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi.
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2) Inkiibasyondan sonra, tiipe 200 pl Lizis soliisyonu eklendi ve 30 saniye
vortekslendi, ardindan su banyosunda 55 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3) Inkiibasyondan sonra tiipe 200 pl ethanol eklenir ve 5 sn vortexlenir.

4) 640 pl karisim spin kolona yiiklendi. 10000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Alt stv1 atild1 ve kolonu yeni bir tlipe yerlestirildi.

5) 500 pl yikama soliisyonu I kolona eklendi. 10000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi. Siviy1 igeren alt tlip atild1 ve kolon yeni bir tiipe yerlestirildi.

6) 500 pl yikama soliisyonu II kolona eklendi. 15000 g’de 3 dakika santrifiij
edildi. Siviy1 igeren alt tiip atildu.

7) Kolon steril 1,5 ml mikrosantrifiij tiipe aktarilirdi. Kolonun tam ortasina
70 ul Eliisyon buffer eklendi ve oda sicakliginda 1 dakika bekletildi.

8) Kaolon 1 dakika boyunca 15000 g’de santrifiijlendi. Sonug olarak alt
stvida DNA elde edildi.

3.3.2. DNA Saflik ve Konsantrasyonlarimn Olgiilmesi

Tiim izole edilmis DNA konsantrasyonlar1 nanospektrofotometrede dlgiildii (260

ve 280 nm’lerde) ve A260/280 nm 1.8-2.0 arasinda olan DNA’lar saf olarak kabul edildi.

DNA konsantrasyonlar1 hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi.

DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayisi (100) x A260 x 50

3.3.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

PCR MIX

Primer Mix

GC soliisyonu

Su

Tag DNA polimeraz

PCR tiipleri

Pipet ucu (10 pl, 100 pl ve 1000 pl)
Otomatik Pipet (10 pl, 100 pl ve 1000 pl)

PCR Thermal Cycler (Sensoquest Labcycler)



Primerlerin Hazirlanmasi
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SNP aranan bolgenin disini kapsayacak sekilde uygun uzunluklarda Forward (F)

ve Reverse (R) primerler tasarland1 (Tablo 3.1). Bu primerler ile izole edilen DNA’lar

PCR yontemi ile ¢ogaltildi

Tablo 3-1: PCR primerleri

Amplikon
Lokus PCR primer Dizini (5°-3°) SNP Primer boyu  boyutu
(b¢)
rs1024611-F ACTTCTCTCACGCCAGCACT
rs1024611-SNP 20bg 170
rs1024611-R  GAAAGTGACTTGGCCTTTGC
rs1801157-F CTGGGCAAAGCCTAGTGAAG
rs1801157-SNP 20bg 209
rs1801157-R  AGAACGTGGAGGATGTGGAG
rs333-F TGTTTGCGTCTCTCCCAG
CACAGCCCTGTGCCTCTT rs333SNP 185 33hg
rs333-R
rs1799987-F ATTGGGTGGTGAGCATCTGT
rs1799987-SNP 20bg 209b¢
rs1799987-R  CAAGATCACAGGGCTTTTCAA
rs2228014-F CCGTGGCAAACTGGTACTTT 20bg 188bg
rs2228014-SNP
rs2228014-R  GACGCCAACATAGACCACCT
rs1799864-F CGGTGCTCCCTGTCATAAAT 20b¢ 244b
rs1799864-SNP ¢
rs1799864-R CCCAAAGACCCACTCATTTG

Liyofilize halde alinan PCR primerler {izerine saf su eklenerek (Tablo 3.2) 400

ul’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi (Tablo 3.2).



Tablo 3-2: PCR Primer hazirlama

Uriin miktar
rs1024611 F+R 80 pl + 80 pl
rs1801157 F+R 80 ul + 80 pl

rs333 F+R 80 ul + 80 ul

rs1799987 F+R 80 pl + 80 pl

rs2228014 F+R 80 pul + 80 ul

rs1799864 F+R 80 pl + 80 pl
Su 320 ul

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR master mixin (karisim) hazirlanmasi igin gerekli kimyasallar Tablo 3.3’te

verilmistir.

Tablo 3-3: PCR Master Mix

PCR bilesenleri Miktar
PCR Mix 10 pl
Primer Mix 1l
GC Buffer 2 ul
Su 4 ul
DNA (20ng) 2 ul

Tag.polimeraz 0,2 ul
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PCR master mix hazirlandiktan sonra asagida verilen siire ve sicakliklarda PCR

reaksiyonu PCR cihazinda (Thermal Cycler) gergeklestirilmistir (Tablo 3.4).

Tablo 3-4: PCR parametreleri

Sicakhk Zaman (35 dongii)
95°C 10dk.
95°C 30sn.
60°C 1dk.
72°C 30sn.
72°C 7dk.

3.3.4. CCRS delta32 icin Agaroz Jel Elektroforez Asamasi
Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Agaroz (Genaxxon)

Etidyum Bromiir (10 mg/ml) (Biomatik)
ddH20 (WISENT)

1X Tris-Borik asit-Etilen diamin tetra asetat (TBE) Tamponu
DNA marker (100bp, Genaxxon)

6X DNA Loading Dye Buffer (Genaxxon)
Hassas terazi (Weightlab)

Cam Erlenmeyer (100ml,500ml)
Mikrodalga firin (Inoksan)

UV transilluminator (Maestrogen)
Elektroforez (LABNET)
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Kimyasallarin Hazirlamis:

e 10 gram etidyum bromiir tartilarak steril ddH20 ile 10 militreye tamamlandi.

e X TBE tamponu 10X TBE (WISENT)’den 10 ml ve 90 ml dH20O karistirilarak
elde edilir.

Protokol

100 ml 1X TBE igerisine hassas terazide olgiilen 3 gr agaroz eklenerek karistirilir.
Bu karisim mikrodalga firinda 20-30 saniye isitilip tekrar karistirilir, sivi tamamen
homojen oldugunda sogumasi i¢in beklenir. Yeterince soguyan karigima 10 pl etidyum
bromiir eklenir tekrar karisitirilir ardindan tarak yerlestirilmis jel kiivetine dokiliir
sogumasi ve jel formunu almasi beklenir. Bu sirada elektroforez diizenegine dokiilmek
tizere 1X TBE, ddH20 ve etidyum bromiir karistirilarak bir tampon hazirlanir. Soguyan
jelden tarak cikarilarak elektroforez diizenegine kuyucuklar negatif kutbuna gelecek
sekilde yerlestirilir. Jelin ilk kuyucuguna DNA Marker eklenir ardindan 1 pul 6X DNA
Loading Dye Buffer ve 5 ul DNA 06rnekleri karistirilarak sirayla kuyucuklara eklenir.
Elektroforez cihaz1 110 V, 50-70 mA, 45 dakika seklinde ayarlanarak jelde yiirlitme

islemi yapilir.

3.3.5. Elektroforez Sonuclarinin Degerlendirilmesi ve Genotiplerin Belirlenmesi

Elektroforez ile yiiriitme tamamlandiktan sonra CCRS gen lokusuna ait bantlar
UV altinda goriintiilenip ve genotipleme yapilmistir. I alleli 234 bp, D alleli 201 ve 33 bp
da bant vermektedir (Sekil 3-1).

50 bp marker nmnimomoun 1 o unn i

Sekil 3-1: CCR5 delta32 genotiplerinin %3’liik agaroz jeldeki goriintiisii
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3.3.6. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PCR amplifikasyonundan sonra floresan isaretli baglanmamis ddNTP’leri etkisiz
hale getirmek i¢in PCR {iriinii-ExoSAP karisim1 hazirlandi. 5 pL. PCR iirilinii iizerine 3
uL GML ExoSAP eklendi. Karisitm PCR cihazi (Thermal Cycler) i¢ine konularak;
37°C’de 30 dakika, 80°C’de 15 dakika sicaklikta inkiibe edildi.

3.3.7. Sanger Sekans (Dizi Analizi) Yontemi

Sanger sekans yontemi DNA fragmentinin baz dizisini belirleyen, zincir
sonlandirma reaksiyonu olarak bilinen gold standart yontemidir. Bu yontemde, hedef
DNA bir¢ok kez kopyalanmakta ve niikleotidler floresan bir boya ile isaretlenmektedir.
Analiz icin DNA molekiilleri 4 ayr tiipe eklenir ve niikleotidler restriksyon enzimleri ile
parcalanir (kirilir). Kirilmis olan DNA pargasinin pozisyonuna gore (5’-pozisyonu)
floresan isaretli ve boylar1 birbirinden farkli DNA fragmanlar elde edilir. Elde edilen
DNA dizileri jel elektroforez yardimiyla biiyiikliikklerine gore ayrilirarak floresan isaretli

farkli renklerle isaretlenip okunmaktadir (Sekil 3.2).

Reaktifler @ Primer kalip diziye yapigir ve zincir @ ddNTP baglanir ve zincir uzamasi
uzamasi baglar son bulur
Kalip DNA T
L
T T T O © L ©
ddATP ddTTP ddGTP ddCTP o o gy / F
” T
® ©© 6 ©0 L
G ««6 < N
Polimeraz dNTP Primer \ i / l ddNTP zincir uzamasini durdurur
3 Tiyr T [T, o
(3) Floresanla DNA srnekleri (@) Kapiler jel elekiroforezi ve () sekans analizi
isaretlenir floresan 1gima tespiti
: GACTAGTCTG
DNA &rnegi
L] ‘I 1 Niikleotid 10
T - =
T Lazer
- X

Sekil 3-2: Sanger sekans yontemi agamalari

(Sekil Birorender.com ile tasarlanmistir.)



3.3.7.1. Sanger Sekans PCR
Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

+ Applied Biosystems ™ BigDye® Terminator Sekans Kiti (BigDye Terminator
Mix, 5X sekans Buffer)

* PCR tiipleri

* Pipetucu (10 ul, 100 ul)

* Otomatik Pipet (10 pl, 100 ul)

* 96 kuyucuklu PCR Plate

* PCR Thermal Cycler
Primerlerin Hazirlanmasi

Sanger sekans PCR’1 i¢in gerekli liyoflize haldeki rs1024611, rs1801157,
rs1799987, 1rs2228014 ve rs1799864 gen varyantalarina 6zgii Forward (F) ve Reverse

(R) primerler Tablo 3.5’te gosterilen sekilde sulandirilarak hazirlandi.

Tablo 3-5: Sanger Sekans PCR primer hazirlama tablosu

Uriin Miktar Su
rs1024611 —F 20 wl 380 pl
rs1024611- R 20 pl 380 pl
rs1801157 -F 20 pl 380 pl
rs1801157 -R 20 pl 380 pl
rs1799987 -F 20 pl 380 pl
rs1799987- R 20wl 380 pl
rs2228014 -F 20wl 380 pl
rs2228014 -R 20 ul 380 pl
rs1799864 -F 20wl 380 pl

rs1799864 -R 20 pl 380 pl
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Sanger Sekans PCR Reaksiyonu

Iceriginde her baz degisimi i¢in farkli floresan boyali ddNTP bulunan BigDye®
Terminator Sekans Kiti kullanildi (Tablo 3.6).

Tablo 3-6: ABI Prism Big Dye™ terminator kitindeki floresan isaretli ddNTP’ler

ddNTP Boya Sinyal rengi
A dR6G Yesil
C dTAMRA™ Siyah
G drR110 Mavi
T(U) dROX™ Kirmizi

Sekans probe karigimi ve reaksiyonu igin gerekli malzemeler Tablo 3.6°da
verilmistir. Sekans reaksiyonu gereken malzemeler Tablo 3.7°de verilen miktarlarda 96

kuyucuklu PCR plate’ine konuldu.

Tablo 3-7: Sanger Sekans PCR Reaksiyonu bilesenleri

PCR bilesenleri Miktar
BigDye Terminator Mix 1 pL
5X sekans Buffer 2 uL
Forward veya Reverse primer 2 uL
Su 3ul
ExoSAP iiriinii 2 uL

Toplam 10 uL
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Hazirlanan sekans reaksiyon karisimi Tablo 3.8’de belirtilen program
kullanilarak PCR cihazina konuldu.

Tablo 3-8: Sanger Sekans PCR parametreleri

Sicakhk Siire

96° C 1 dk.

96° C 10 sn

50°C 5sn 25 dongii
60° C 4 dk.

4°C sonsuz

3.3.7.2. Sekans Uriinlerinin Sefadeks ile Saflastiriimasi
Sekans PCR reaksiyonu sonrasi elde edilen iirlinler asagidaki protokole gore

sefadeks karisim ile saflastirildi.

1) 13,5 ml suya 1,5 gr. Sefadeks eklendi. Karisim vortekslendi ve homojen hale

gelene kadar karistirildi
2) Karisim 30 dk. +4 derecede buzdolapta bekletildi
3) Calismadan 5dk. 6nce oda sicakligina ¢ikartildi
4) 700 pL Sefadeks karisimi kolona konuldu, 1700 rpm’de 2 dk. santrifiij edildi
5 Alttaki siv1 atildi ve 6rnekler yiiklendi

6) 4700 rpm’de 2dk. daha santrifuj edildi ve tiiplerin altindaki saklama kolanlarina

saflastirilmis 6rnek toplandi.
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3.3.7.3. Saflastirilan Sekans Uriinlerinin Kapiller Elektroforezi
Sefadeks ile saflastirilan PCR iiriinleri kapiller elektroforez islemi icin ABI 3130
x] Genetik Analizér cihazina yerlestirildi ve DNA dizi analizi yapildi. Dizi analiz

cihaziin spesifik 6zellikleri Tablo 3.9°da gdsterilmistir.

Tablo 3-9: ABI 3130 xl Genetik Analizor cihaz 6zellikleri

Parametre POP-7 ile yapilan yiiriitme

Polimer POP-7TM

Applied Biosystems 3XXX/3XXXxI Running
Running Buffer
Buffer with EDTA

Capillary Array 36sm

Run File RapidSeq36_POP7_1

Mobility KB_3XXX_POP7_BDTv3.mob
Basecaller KB.bcp

3.3.8. Sekans Sonuclarinin Degerlendirilmesi ve Genotiplerin Belirlenmesi

Sekans cihazindaki kapiller elektroforez sonlandiginda elde edilen DNA dizi
analizi sonuglar1 GeneMapper Software (Thermo Fisher Sci.) programi kullanilarak
kromotogram verisi haline getirildi. DNA kromotogram verileri sekanslanan DNA
dizisini her bir niikleotide 6zgii floresan boyalarin (Tablo 3.6) etkisi ile olusan farklh
renkteki pikler (A: Yesil, C: Siyah, G: Mavi, T: Kirmiz1) halinde gdstermektedir. DNA
tiriinleri F ve R primerler kullanilarak her iki yonden (5° ve 3) dizilendi. Sonuglar her iki
yondeki diziyi de degerlendirerek belirlendi. Ornekler istenilen gen varyantma ait SNP
bolgesinde okunan niikleotide ait pikin rengine, sayisina ve uzunluguna bakilarak
homozigot ya da heterozigot olarak degerlendirildi (Sekil 3.4). Heterozigot olan
orneklerde farkli renklerde iki pik olustugu goriildii.
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rs1024611 -SNP (A/G): C alleli: Mavi pik, T alleli: Kirmuz1 pik

rs1801157 -SNP (G/A): G Aleli Siyah pik, A alleli: Yesil pik
rs1799987 —SNP (A/C): A alleli: Yesil pik, C alleli: Mavi pik
rs2228014 —SNP (C/T): C alleli: Mavi pik, T alleli: Kirmiz1 pik

rs1799864 —SNP (G/A): G alleli: Siyah pik, A alleli: Yesil pik

MCP-1 rs1024611 gen varyantinin bir COVID-19 vakasina ait heterozigot ve

homozigot genotiplerinin Sanger kromatogram goriintiileri asagida Sekil 3.3 ve Sekil
3.4’de verilmistir.
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Sekil 3-3: COVID-19 vakasina ait heterozigot (GA) genotipli MCP-1 rs1024611 gen
varyanti Sanger kromatogram goriintiisii.

G alleli: siyah, A alleli: yesil
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Sekil 3-4: COVID-19 vakasina ait homozigot (AA) genotipli MCP-1 rs1024611 gen
varyanti1 Sanger kromatogram goriintiisii.

A alleli: yesil

CCR2 151799864 gen varyantinin bir COVID-19 vakasina ait heterozigot ve

homozigot genotiplerinin Sanger kromatogram goriintiileri asagida Sekil 3.5 ve Sekil

3.6’de verilmistir.
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Sekil 3-5: COVID-19 vakasina ait homozigot (GG) genotipli CCR2 rs1799864 gen varyanti
Sanger kromatogram goriintiisii.

G alleli: siyah
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Sekil 3-6: COVID-19 vakasina ait heterozigot (GA) genotipli CCR2 rs1799864 gen

varyanti1 Sanger kromatogram goriintiisii.
G alleli: siyah, A alleli: yesil

CCRS 1799987 gen varyantinin bir COVID-19 vakasina ait heterozigot ve

homozigot genotiplerinin Sanger kromatogram goriintiileri agsagida Sekil 3.7 ve Sekil

3.8’de verilmistir.

Sekil 3-7: COVID-19 vakasina ait homozigot (AA) genotipli CCRS rs1799987 gen varyanti
Sanger kromatogram goriintiisii.

A alleli: yesil
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Sekil 3-8: COVID-19 vakasina ait heterozigot (GA) genotipli CCRS rs1799987 gen
varyanti1 Sanger kromatogram goriintiisii.

A alleli: yesil, G alleli: siyah

SDF-1 rs1801157 gen varyantimin bir COVID-19 vakasina ait heterozigot ve
homozigot genotiplerinin Sanger kromatogram goriintiileri agagida Sekil 3.9 ve Sekil

3.10°de verilmistir.
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Sekil 3-9: COVID-19 vakasina ait homozigot (GG) genotipli SDF-1 rs1801157 gen varyanti
Sanger kromatogram goriintiisii.

G alleli: siyah
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Sekil 3-10: COVID-19 vakasina ait heterozigot (GA) genotipli SDF-1 rs1801157 gen
varyanti1 Sanger kromatogram goriintiisii.

G alleli: siyah, A alleli: yesil

CXCR4 152228014 gen varyantinin bir COVID-19 vakasina ait heterozigot ve
homozigot genotiplerinin Sanger kromatogram goriintiileri asagida Sekil 3.11 ve Sekil

3.12°de verilmistir.

e bbb s b bbb o b oo BB o boadbe Dallb ool v
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Sekil 3-11: COVID-19 vakasina ait homozigot (CC) genotipli CXCR4 rs2228014 gen
varyanti Sanger kromatogram goriintiisii.

C alleli: mavi
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Sekil 3-12: COVID-19 vakasina ait heterozigot (CT) genotipli CXCR4 rs2228014 gen
varyanti Sanger kromatogram goriintiisii.

C alleli: mavi, T alleli: kirmizi

3.3.9. VERILERIN ISTATISTIKSEL ANALIZi

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri Statistic Packet of Social Science
(SPSS 21.0) yazilim programi kullanilarak yapilmistir. Tanimlayici analizler ve
tanimlayict istatistik yontemleri kullanilmigtir. Verilerin istatistiksel analizinde stirekli
veriler normallik dagilimi1 i¢in Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak test edildi. Normal
dagilimda olan verilerin ortalama + standart sapmalart kullanildi. Gruplar arasi
karsilagtirmalar One-Way Anova ile yapildi. Normal dagilimda olmayan veriler i¢in
medyan kullanild1. Hastalar i¢inde veri gruplarinin olusturulmasinda normal dagilima
uygun olmayan verilerin grup arasi sayisal karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi
kullanilmigtir. Hasta gruplarinda kategorik verilerin degerlendirilmesinde Ki-kare ve

Fisher’in kesin testi kullanildi. P degerleri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler
Calismamizda COVID-19 hasta grubu %54,7 erkeklerden ve 39,7 kadinlardan

olusmakta, hastalarin yaslar1 18-91 arasinda olup, ortalama yas 52,9+14,1°dir. COVID-
19 hastalarindan klinik olarak hafif hasta grubunun %56,6’s1 kadin, %43,3’1 erkektir, yas
araligi 21-75 arasinda olup, ortalama yas 46 + 13,8’dir. Siddetli hasta grubunun

%44,1°1 kadin, %55,9’u erkektir, yas araligt 18-77 arasinda degismekte ve yas
ortalamalar1 53.1 + 13.3’diir. Kritik hasta grubunun %35°1 kadin, %65°1 erkektir, yas

araligi 28-91 arasinda degismekte ve ortalama yaglar1 59,5 + 15,1 olarak hesaplanmuistir.

Calismaya dahil edilmis tiim hasta gruplarinin yas, cinsiyet ve as1 durumuna gore

ylizde ve ortalama+standart sapma degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4-1: COVID-19 Hasta Gruplarinda Yas, Cinsiyet ortalamalari ve Ast durumu

Veriler Toplam Hafif Siddetli Kritik p Deger i
(n=179) (n=60) (n=59) (n=60)

Haf. vs Sid. p:0.038*

Yas (Ortalama+SH,yil) 52.9 + 14.1 46 +13.8 53.1+£13.3 595+15.1 Haf. vsKrit.p:0.0001*
Sid.vs Krit. p:0.023*

CINSIYET

Kadin, n(%) 7139,7% 34 56,6% 26 441%  2135% Haf. vs Sid.p>0.05

Erkek, n(%) 98 54,7% 26 433% 33 559% 3965% Haf. vs Krit.p >0.05
Sid. vs Krit. p >0.05

ASI

As1 olmus, n(%) 18 10,1% 0 0.0% 10 16,6% 813,3% Haf. vs Sid. p<0.001*

As1 olmamus, n(%) 161 89,9% 60 100.0% 49 83,1% 5286,6%  Haf. vs Krit p=0.0061*

Sid. vs. Krit. p>0.05

COVID-19 hastalari arasinda hafif, siddetli ve kritik hasta gruplar1 komorbiditeler
acisindan karsilastirildiginda; hiperkolesterol i¢in hafif ve siddetli hasta gruplar
karsilastirmasinda anlamli sonu¢ elde edilmistir (p:0,027). Sindirim sistemleri
hastaliklarinda siddetli ve kritik hasta grubu karsilagtirmasinda anlamli sonug elde
edilmistir (p:0,019). Diger hastaliklar agisindan hasta gruplar1 arasindaki karsilagtirmada
herhangi bir anlamli sonug elde edilememistir(p>0,05). Calismaya dahil edilmis tiim hasta

gruplarinin komorbidite degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.



Tablo 4-2: COVID-19 Hasta Gruplarinin Komorbidite oranlari

41

Veriler Toplam Hafif Siddetli Kritik p Degeri
(n=179) (n=60) (n=59) (n=60)
Komorbidite
Var, n(%) 124 693% 38 633% 46 77.9% 40 66,6% Haf. vs Sid. p>0,05
Yok, n(%) 55 30,7% 22 36,6% 13 22,1% 20 33,3% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Diyabet 46 25,7% 11 18,3% 203,9%  1525% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Hipertansiyon 46 25,7% 11 18,3% 1933,2% 16 26,6% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid p=0,027*
Hiperkolesterol 8 4,5% 00,0% 58,5% 35,0% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid.p>0,05
Kronik Solunum 20 11,2% 4 6,6% 58,5% 11 18,3% Haf. vs Krit. p>0,05
Yolu Hastaliklar: Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Kalp Hastahklar 14 7,8% 23,3% 35,1% 9 15% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Bobrek Yetmezligi 15 8,4% 35,0% 351% 9 15% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Benign Prostat 10 5,6% 1 1,6% 35,1% 6 10% Haf. vs Krit. p>0,05
Hiperplazisi Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Kanser 10 5,6% 4 6,6% 5 8,5% 11,6% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Norolojik Hastahiklar 26 14,5% 9 16,6% 11 18,6% 6 10% Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Sindirim Sistemi 30 16,7% 813,3% 16 27,1% 6 10% Haf. vs Krit. p>0,05

Hastaliklar1

Sid.vs Krit.p=0,019*

COVID-19 hastalar1 arasinda hafif, siddetli ve kritik hasta gruplar1 kan tahlili

sonuglart agisindan karsilastirildiginda D-dimer, lenfosit, CRP, ferritin degerleri igin

istatistiksel olarak anlamli sonug elde edilmistir (p<0,05). Ancak hemoglobin, l6kosit ve

trombosit degerleri anlamli bir sonu¢ elde edilememistir (p>0,05). Calismaya dahil

edilmis tiim hasta gruplarinin kan tahlili degerleri Tablo 4.3’de verilmistir.
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Tablo 4-3: COVID-19 Hasta Gruplarinin Kan tahlili degerleri ve oranlari

Parametreler

Hafif

Siddetli Kritik p Degeri
median (IQR) (n=60) (n=59) (n=60)
Haf. vs Sid. p<0,001*
D-dimer (ug/mL) 0,6+0,6 0,9+0,9 9,7+12,7 Haf. vs Krit. p<0,05*
Sid.vs Krit. p<0,001*
Hemoglobin (gr/dL) 13,2+1,9 13+2 12,2422 p:0,05
Haf. vs Sid. p<0,001*
Lenfosit (x10° /L) 2,2+3,6 1,3£0,8 0,8+0,4 Haf. vs Krit. p<0,05*
Sid.vs Krit. p<0,001*
Lokosit (x10° /L) 6,7+3,1 7,543,3 13,247 p:0,05
Haf. vs Sid. p>0,05
Trombosit (x10° /L) 229+112 250+110 245+117,4 Haf. vs Krit. p>0,05
Sid.vs Krit. p>0,05
Haf. vs Sid. p <0,001*
CRP (mg/L) 34,4+40,7 63,6£58,2 132,3+107,9 Haf. vs Krit. p<0,05*
Sid.vs Krit. p<0,001*
Haf. vs Sid. p<0,001*
Ferritin (mg/mL) 23442152 607,6+622.,9 1272,7£1675,1  Haf. vs Krit. p<0,001*

Sid.vs Krit. p<0,001*

4.2. Kemokin Gen Varyantlarina Ait Veriler

MCP-1-A2518G (rs1024611) polimorfizminde klinik agidan hafif-siddetli-kritik

COVID-19 hasta gruplari karsilastirildiginda, hasta genotipleri (p<0.0001) ve allelleri

(p:0.003) istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik géstermistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4-4: COVID-19 hasta gruplarinda MCP-1-A2518G genotip ve allel dagihimlar:

MCP-1-A2518G GENOTIPLERI HAFIF SIDDETLI KRITIK
N:60 N:59 N:60

AA 36(%660) 22(%37,2) 14(%623,3)

AG 24(%40) 37(%62,7) 46(%76,7)

GG 0(%0) 0(%0) 0(%0)

ALLELLER

A 96(%680) 81(%68,6) 74(%61,7)

G 24(%20) 37(%31,4) 46(%638,3)

CCR2-V64I1 (rs1799864) genotip oranlari agisindan, COVID-19 kritik hasta ve
hafif hasta grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda 6nemli derecede fark tespit
edilmistir(p:0.032). Ayni sekilde allelik agidan da kritik hasta ve hafif hasta grubu
arasinda anlamli bir fark vardir (p=0.034) (Tablo 4.5).

Tablo 4-5: COVID-19 hasta gruplarinda CCR2-V64I genotip dagihimlar

CCR2-V641 GENOTIPLERIi HAFIF SIDDETLI KRITIK
N:60 N:59 N:60
WT/WT 46(%76,7) 47(%79,6) 35(%58,3)
WT/641 11(%018,3) 12(%620,3) 20(%33,3)
641/641 3(%05) 0(%60) 5(%8,3)
ALLELLER
WT 103(%85,8)  106(%89,8)  90(%75)
64l 17(%14,2) 12(%610,2) 30(%25)

Hafif-siddetli-kritik hasta gruplan karsilastirildiginda CCRS5-delta32 (rs333)
polimorfizmi genotip ve allelleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamaistir (p<0,05) (Tablo 4.6)
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Tablo 4-6: COVID-19 hasta gruplarinda CCR5-DELTA32 genotip dagilimlari

CCR5-DELTA32 GENOTIPLERI HAFIF SIDDETLI KRITIK

N:60 N:59 N:60

I 55(%91,7) 57(%96,6) 55(%91,7)

ID 5(%8,3) 2(%3,4) 5(%8,3)
DD 0(%0) 0(%0) 0(%0)
ALLELLER

I 115(%95,8)  116(%98,3)  115(%95,8)
D 5(%4,2) 2(%1,7) 5(%4,2)

CCR5-A55029G  (1799987) polimorfizminde COVID-19 hasta gruplari

karsilastirildiginda genotip ve allel dagilimlart yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir

farka rastlanilamamistir (p<<0,05) (Tablo 4.7).

Tablo 4-7: COVID-19 hasta gruplarinda CCR5-A55029G genotip dagilimlari

CCR5-A55029G GENOTIPLERI HAFIF SIDDETLI KRITIK
N:60 N:59 N:60

AA 12(%20) 6(%610,2) 12(%20)
AG 26(%43,3) 33(%55,9) 28(%46,7)
GG 22(%36,7) 20(%33,9) 20(%33,3)
ALLELLER

A 50(%41,7) 45(%38,1) 52(%43,3)
G 70(%58,3) 73(%59,3) 68(%056,7)

COVID-19 hasta gruplart arasinda yapilan Kkarsilastirmada SDF-1-3’A
(rs1801157) genotipi ve allel dagilimlarinda 6nemli bir fark bulunamamistir(p<0,05)
(Tablo 4.8).
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Tablo 4-8: COVID-19 hasta gruplarinda SDF-1-3’A genotip dagilimlar:

SDF-1-3’A GENOTIPLERI HAFIF SIDDETLI KRITIiK
N:60 N:59 N:60
GG 33(%55) 29(%49,2) 32(%53,3)
GA 25(%41,7) 25(%42,4) 25(%41,7)
AA 2(%3,3) 5(%8,5) 3(%5)
ALLELLER
G 91(%75,8) 83(%70,3) 89(%74,2)
A 29(%24,2) 35(%629,7) 31(%625,8)

COVID-19 hastalar1 hafif-siddetli-kritik hasta gruplar1 karsilastirildiginda
CXCR4-C138T (rs2228014) genotip ve allellerde istatistiksel olarak anlamli bir farka
rastlanilmamistir (p>0,05) (Tablo 4.9).

Tablo 4-9: COVID-19 hasta gruplarinda CXCR4-C138T genotip dagilimlari

CXCR4-C138T GENOTIPLERI HAFIF SIDDETLI KRITIK
N:60 N:59 N:60
cc 53(%88,3) 50(%84,7) 44(%73,3)
CT 7(%11,7) 9(%15,3) 16(%626,7)
TT 0(%60) 0(%60) 0(%60)
ALLELLER
C 113(%94,2)  109(%92,4)  104(%86,7)
T 7(%5,8) 9(%7,6) 16(%613,3)

MCP-1-A2518G GA genotipi hafif ve kritik hasta gruplarinda karsilastirildiginda,
kritik hasta grubunda 6nemli derecede yiiksek oldugu ve hastalik riskini arttirabilecegi
sonucuna varilmistir (p<0.0001, OR:4.929, %95CI:2.239-10.866). Benzer sekilde GA
genotipi siddetli hasta grubunda hafif hasta grubuna gore daha sik goriilmiistiir ve boylece

bu allelin hastalik siddetini arttirdigina dair veriler ¢ogalmistir
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(p:0.021, OR=2.523, %95CI:1.205-5.280) ancak GA genotipi i¢in siddetli ve kritik hasta
gruplari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0,05). G
alleli i¢in kritik ve hafif hasta grubu arasinda yapilan karsilastirmada G allelinin kritik
hasta grubunda 6nemli 6l¢ilide yiiksek oldugu ve hastalik siddetinin artmasi yoniinde etkili
oldugu tespit edilmistir (p:0.003; %95CI:1.393-4.438, OR:2.486). Ancak G alleli igin
kritik-siddetli ve siddetli-hafif hasta gruplari arasindaki karsilastirmada anlamli bir sonug
elde edilememistir (p>0,05).

CCR2-V641 wt/wt genotipi i¢in kritik ve hafif hasta grubu karsilastirildiginda
wt/wt genotipinin kritik hastalarda 6nemli 6l¢iide diisiik oldugu goriilmiistiir (p:0.032,
OR:1.314, %95CI: 1.018-1.697). Benzer sekilde kritik ve siddetli hasta grubu
karsilastirildiginda 641/641 genotipinin kritik hasta grubunda anlamli derecede yiiksek
oldugu (p:0.023, OR: 0.917, %95CI: 0.849-0.989) bdylece bu genotipin hastalik siddetini
arttirabilecegi ve wt/wt genotipinin anlamli derecede diisiik oldugu dolayisiyla hastaliga

kars1 koruma saglayabilecegi saptanmugtir (p:0.012, OR: 2.049, %95CI:1.139- 3.635).

Ayrica alleller bakimindan yapilan karsilagtirmada kritik hasta grubundaki 641
alleli hafif hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek gdzlenmistir (p:
0.034, OR: 2.020, %95CI: 1.045-3.903). Kritik ve siddetli hasta grubu karsilastirildiginda
da benzer sekilde kritik hastalarda 641 alleline siddetli hastalara gore daha sik
rastanilmistir (p:0.003, OR:2.944, %95CI:1.424-6.087). Boylece 641 allelinin hastalik
siddetini arttirdig1 tespit edilmistir.
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5 TARTISMA

SARS-CoV-2 viriis yiiklii damlaciklarin konaklar tarafindan solunmasiyla
bulasabildigi gibi capraz-bulas yoluyla kontamine olmus yiizeylere temas sonrasinda
burun, ag1z ve goze dokunmak ile de bulasabilir (96). Bulas sonrasi hastalik siirecinde
degisik semptomlar goriilebilir ve birgok farkli organ ve sistem etkilenebilir. COVID-19
hastaliginin progresyonu viriis varyanti, viral replikasyon seviyeleri ve 6nemli dl¢iide

konak bagisikligina bagh olarak degiskenlik gosterebilir (97).

COVID-19 hastalig1 gelisiminde olduk¢a Onemli bir payr bulunan konak
bagisiklig1, bireylerin diyabet, kalp hastaligi, bobrek hastaliklar gibi herhangi bir
komorbiditesinin olup olmadigina, as1 olup olmadigina ve yasina baglh olarak farklilik
gosterebilir. Yaglanmayla beraber bagisiklik sisteminde iki ana degisim meydana gelir.
Bunlardan birincisi olan immiin-yaslanma ile birlikte patojen tanima sistemi, pro-
inflamatuar sinyal olusturma ve patojen eliminasyonu siirecleri diizensizlesmeye baslar.
Bir digeri de “’inflamm-aging’’ olarak tanimlanir ve bu durum asir1 aktif ancak etkisiz bir
bagisiklik sistemine neden olur (98). Bu bilgilerden yola ¢ikarak, yasli COVID-19
hastalariin viriis ile karsilasan hiicrelerinde pro-inflamatuar sinyallerin ge¢ veya yetersiz
olugmasi sonucunda enfeksiyonun ilerlemesi ve asir1 aktif durumda olabilen bagisiklik

yanitlari ile de yasl hastalarda sik rastlanilan sitokin firtinast durumu agiklanabilir (99).

Konak bagisikliginin hastalik seyri iizerindeki etkileri arastirmak amaciyla
yapilan son calismalarda viral hasara ek olarak metabolik bozukluklar ve kontrolsiiz
inflamasyonun COVID-19 hastaliginin siddetli seyirde ilerlemesine neden olabilecegi
ileri stiriilmiistiir (100). Buradan yola ¢ikilarak C-reaktif protein (CRP), D-dimer, ferritin,
notrofil-lenfosit oranmin yiiksek olmasi (101-103) ve artmis inflamatuar sitokin ve
kemokin seviyeleri gibi inflamatuar belirteglerin artmis seviyeleri siddetli COVID-19
hastaligiyla iligkilendirilmistir (28).

Sitokinlerin SARS-CoV-2 ile miicadeledeki rolii ve hastalik ilerleyisindeki
olumlu ve olumsuz etkileri birgok calismada arastirilmistir. Kontrollii ilerleyen
inflamatuar yanitlarda viral eliminasyon i¢in olduk¢a dnemli olan bu kii¢lik molekiiller,
inflamasyonda kontrolsiiz ve asir1 artig gosterdiginde sitokin salinimi sendromu (CRS) ile

benzer “sitokin firtinas1’’n1 meydana getirebilir. Bu durum sonucunda bir¢ok doku
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ve organ hasar1t meydana gelebilir. Sitokin firtinasin1 6nlemek amaciyla FDA (ABD Gida
ve Ilag Dairesi) onayli “Tocilizumab, Leronlimab’’ gibi sitokin, sitokin reseptdr ve
kemokin, kemokin reseptdr inhibitdr ilaglarinin kullanilmasinin artmis inflamatuar

yanitin dengelenmesinde etkili oldugu gézlenmistir (104,105).

Kemokinlerin bolgesel ve sistemik olarak indiiklenmesi viral pndmoni olusum
siireciyle ve hastalik siddeti ile iligkilendirilmistir. Baz1 ¢alismalarda, 6zellikle belirli
kemokinlerin ve kemokin reseptorlerinin hastaligin ilerleyis siirecinde dnemli rolii oldugu

gosterilmistir (106,107).

Viriis enfeksiyonu sonrasinda immiin hiicrelerin, sitokin ve kemokin gibi sinyal
molekiilleri aracilifiyla enfeksiyon bolgesine yonlendirilip toplanmasiyla viriis
eliminasyonu saglanmis olur. Ancak enfeksiyon esnasinda IFN’lerin saliniminin
gecikmesiyle virlise karst olusturulacak immiin yanitlar da gecikir. Bununla beraber,
sitokin ve kemokin miktarindaki hizli yiikselis noétrofiller ve monositler gibi birgok
immiin hiicreleri indiikleyerek inflamatuar hiicrelerin akciger epiteline ve dokularina asir1
infiltrasyonuna neden olur. Bu artmis infiltrasyon sonucu akciger dokusunda gecirgenlik
bozulur bdylece akciger hasari, pnomoni meydana gelir. MERS ve SARS
enfeksiyonlarinda hastalik siirecinin temelinde, enfekte olmus hiicrelerin asir1 tepkisi yer

almaktadir (108,106).

Kemokin aktivasyonunun COVID-19 hastalik patogenezine olan etkisi ¢esitli
caligmalarda incelenmistir. Birgok kemokin arastirilmis ve bilim insanlar1 tarafindan
kemokinlerin bu hastalikla olan iliskisini dogrulayan sonuglar ortaya konmustur. Bu
calismalara 6rnek olarak, Yang et al. %58’1 erkek olan COVID-19 hastalarin1 orta-
siddetli-kritik olmak tizere 3 gruba ayirmustir, inceledigi gruplarda CXCL10/IP-10 ve
MCP-3 kemokin miktarlarini kritik hasta grubunda en yiiksek ve onun ardindan siddetli
hasta grubunda yiiksek olarak dlgmiislerdir (109). Zhou et al. ise ¢alismasinda CXCL17
kemokininin SARS-CoV-2 enfeksiyonu sonrasinda bazi hastalarda yiiksek oranda
sentezlendigini, dentritik hiicrelerin ve monositlerin akcigerde asir1 birikmesine neden

olarak hastalarda pndmoni olusumunda 6nemli bir yeri oldugunu savunmaktadir (33).

Ayrica yapilan bir diger ¢alismada COVID-19 hastalarinin ve kontrol grubunun
BAL sivis1 ve Periferal Kan Mononiikleer Hiicre (PBMC) 6rnekleri karsilastirilmistir.
Analize gore CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1A, CCL4/MIP1B, CXCL1, CXCL2, CXCLS6,
CXCL8 ve CXCL10/IP-10 kemokin ekspresyonlarinin COVID-19 hastalarinin BALF
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orneklerinde kontrole kiyasla 6nemli dlgiide arttig1 gozlenmistir. Buna ek olarak, CCR2
ve CCRS5 kemokin reseptorii seviyelerinin de yiiksek oldugu godzlenmistir. Bununla
beraber bu veriler, enfeksiyonun neden oldugu sitokin-kemokin miktarindaki artigin
hastalik siddetiyle iliskili olarak sitokin firtinasina neden olabilecegini gostermektedir

(110).

Kemokin ekspresyonunun artmasina hem viral hem de konak kaynakli faktorler
neden olabilir. Konak kaynakli faktorler arasindan konak genetiginin hastalik
progresyonu iizerindeki etkisi bir¢ok calismaya konu olmus ancak bu konu hala tam
olarak aydinlatilamamistir. Ornek olarak; Ingiltere’de 2,244 kritik COVID-19 hastasiyla
birlikte yapilan Transkriptom Capinda Iliskilendirme Calismasi (TWAS)’nda hastalarin
tam kan 6rneklerinde ve akciger dokusunda Ekspresyon Nicel Ozellik Lokus (eQTL)
analizi yapilmistir. Analiz sonucunda akciger dokusunda CCR2, CCR3 ve CXCR6
kemokinlerini kodlayan gen ekspresyonlart ve COVID-19 hastalik siddeti arasinda
onemli bir iligkinin oldugu bildirilmistir (111).

CCL2(MCP-1) A-2518G polimorfizmi, CCL2 gen ekspresyonun artmasina
boylelikle Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) ve Inflamatuar Bagirsak Hastalig1 (IBH)
gibi inflamuar hastaliklarda inflamatuar mekanizmasin fazlaca indiiklenmesine neden
olur (112,113). Brown ve ark. bu polimorfizmin SLE hastalig: ile iliskisini incelerken
Kafkasyali ve Afrika-Amerikan hasta ve kontrol grubuyla ¢alismistir. CCL-2 A-2518G
genotipinin Afrika-Amerika grubu i¢in herhangi bir risk teskil etmedigini ancak bu
polimorfizmin Kafkasya grubu SLE hastalarinda daha fazla rastlanildigini ve hastalik

riski olusturabilecegini belirtmislerdir.

Bu varyantin SARS virlis enfeksiyonu ile iligskisini konu alan c¢aligmalar da
yapilmistir. Smatti ve ark. tarafindan kapsamli bir sekilde yapilan ¢oklu-populasyonda
genetik varyant analizinde Avrupali, Afrikali ve Dogu Asyali toplumlarda SARS-CoV- 2
viriisiine kars1 duyarlilikla ve hastalik siddetiyle iliskilendirilebilecek 10 gen, 74 SNP
incelenmistir. CCL2 risk varyanti (G, rs1024611) ozellikle Dogu Asya grubunda
digerlerine kiyasla yiiksek oranda goriilmiisken, Katar grubunda diisiik oldugu gibi Afrika
grubunda da en diisiik yiizdede kaydedilmistir (114). Hong Kong’da 495 Cinli SARS
vakasiyla yapilan bir ¢alismada ise bu CCL2 varyantinin SARS enfeksiyonuna kars1
yatkinlikla iligkilendirilemedigi sonucuna varmislardir (115) Biz de bu ¢alismada CCL2
A-2518G polimorfizminin siddetli ve kritik hastalarda hastalig1 hafif gegirenlere
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nazaran oldukga sik rastlanildigina ve bdylece hastalik icin risk varyanti olabilecegini

belirledik.

CCL2 ile beraber bircok kemokinin reseptorii olabilen CCR2, immiin hiicrelerin
sinyal mekanizmalarinda gorev alir ve viral enfeksiyonlara kars1 bagisiklik yanitlarinda
onemli rol oynar. CCR2-V64I polimorfizmi sonucu olusan mutant proteinin CCR2
biyolojik aktivitesini degistirerek bazi hastaliklarda 6nemli rol oynayabilecegi
bilinmektedir. E. Yeregui ve ark. 2 yil boyunca ART (Antiretroviral tedavi) tedavisi alan
ve sonunda HIV viriisiinii baskilayabilen 502 HIV hastasiyla yaptig1 calismada, immiin
iyilesmenin prognostik isaretlerini belirlemeyi amaclamistir. Caligma sonunda ise immiin
yanit vermeyen (INR) hastalarda saptanan CCR2 rs1799864 814 ekspresyonunun
plazmadaki RANTES(CCLS5) konsantrasyonunu etkileyebilecegi  bildirilmistir.
Boylelikle bu varyantin, HIV hastalarinda kemokinlerin reseptore baglanma potansiyelini

etkileyerek viriise karsi olusturulan immiin yanitlar1 farklilastirabilecegi 6ne siiriilmiistiir

(116)

Ingiltere’de 208 yogun bakim servisinden 2.244 kritik COVID-19 hastasiyla
yapilan GWAS (Genom Capinda iliskilendirme Caligmalar1) c¢alismalarinda, bu
enfeksiyonda kritik rol oynayan cesitli gen bolgeleri saptanmgtir. Ozellikle 3p21.31
lokusunda bulunan CCR2 ve CCRS dahil olmak iizere bilinen 17 protein kodlayan gen,
COVID-19 hastalik riskiyle bagdastirilan varyantlar1 igermektedir. GWAS sonucuyla
birlikte yapilan TWAS analiziyle birlikte incelenen varyantlarin CCR2 ile birlikte birkag
kemokin reseptoriiniin daha ekspresyonunu etkiledigi belirlenmistir. Bunlarin iginde
CCR2 ekspresyonu, bu hastalik i¢in tanimlanan risk varyantlar1 iligkileri arasinda en
giiclii baglantiy1 gostermektedir. Bu hastalarin dolagim sistemindeki monositlerinde
artmis CCR2 ekspresyonunun yani sira BAL sivilarinda da agir1 artmig CCL2 seviyesi
gozlenmis ve bu durum CCR2 ekspresyonu yapan monositlerin asir1 infiltrasyonuyla
beraber akciger inflamasyonunun siddetlenebilecegi hipotezini desteklemektedir
(111,117). Yaptigimiz bu c¢alismada biz de CCR2-V641 polimorfizmini {i¢ hasta
grubumuzda karsilastirmasini yaptik. Sonug¢ olarak hafif hastalarda wt/wt genotipine
kritik hastalara gore daha sik rastlanildig1 ve siddetli hastalarda kritik hastalara gére wt/wt
genotipinin daha fazla; 641/641 genotipinin ise daha az rastlanilir oldugu bdylece bu

polimorfizmin COVID-19 hastaligi igin risk faktorii olabilecegini bulmus olduk.
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CCRS5, birgok kemokin i¢in reseptor olmasinin yam sira viral enfeksiyonlarda
virlisler i¢in reseptor gordiigii ve hastalik progresyonunda etkili oldugu bilinmektedir.
Ozellikle CCR5A32 varyantiin gesitli viral hastaliklarla olan iliskisi yapilan ¢alismalarla
belirlenmektedir. HIV virlistiniin konak CD4+ T hiicresine girisinde 6nemli bir ko-
reseptor olan CCRS, A32 varyantiyla birlikte bu reseptoriin hiicre yiizeyinde az veya hig
sentezlenmemesi sonucu HIV viiriisiine karsi 6nemli bir koruma sagladigi birgok
calismada gosterilmistir (118). Ayrica Batt Nil Viriisii (BNV) ile CCR5A32’nin hastalik
yatkinlig1 ve hastalik siireciyle ilgili yapilan arastirmalar sonucu farkli bulgular elde
edilmesine ragmen; giiglii populasyonla yapilan bir ¢alismada homozigot A32 varyantinin
semptomatik BNV gelisme riskinin artisiyla dogrudan bir baglantist oldugu gosterilmistir
(119). Benzer sekilde Inflluenza A alt grubu HIN1 viriisii ile CCR5A32 varyanti iliskisi
icin farkli goriisler bulunmakla birlikte, bu varyantin Ispanyollarda HIN1 icin hastalik
siddetini arttirdig1 hatta 6liimle sonuglanan vakalarla 6nemli iliskisinin bulunduguna dair
caligmalar yapilmistir (120,121). Son yillarda COVID-19 iizerine yapilan ¢aligmalarda da
stkca CCR5A32 incelenmistir. Ispanya’da CCR5’in hastalik siddeti iizerindeki etkisinin
tespit edilmesi amaciyla 353l yogun bakim tedavisi gormekte olan toplamda 801
hastanede yatist bulunan COVID-19 hastasiyla calisilmistir. A32 varyantinin kontrol
grubunda hastalara kiyasla daha yiiksek oranda g6zlendigi ve benzer sekilde bu varyantin
yogun bakim ihtiyaci bulunmayan kisilerde yogun bakim ihtiyaci olan kisilere gore daha
yuksek oranda gézlenmistir (122). Hubacek ve ark. yaptig1 calismada CCR5A32 varyant
sikligini tespit etmek amaciyla
386 Cek COVID-19 hasta grubu ile 2,404 Cek kontrol grubu karsilastirilmistir.
Hastalardan 164l asemptomatik, 252’si semptomatik olarak belirlenmis ve analiz
sonuglarina gore A32 varyant orani asemptomatik hasta grubunda, semptomatik hasta
grubuna kiyasla onemli derece yliksek gozlenmistir (123). Bu calismalara gore
CCR5A32’in COVID-19'a kars1 tam koruma saglamasa da siddetli hastalik semptomlari
riskini azaltabilecegini sdyleyebiliriz. Ancak diger taraftan Cantalupo ve ark. italya’da
hastanede yatan COVID-19 hastalariyla italyan kontrol grubunu kiyaslamis, WES (Tiim
Ekzom Dizileme) ve GWAS analiz sonuglarinda A32 varyanti icin iki grup arasinda
anlamli bir fark saptamamistir (124). Diger yandan Almanya’da klinik bulgularina
ulasabildikleri 4758 COVID-19 vakasinda asemptomatik, solunum yolu enfeksiyonu

bulunan semptomatik ve solunum ihtiyaciyla hastanede tedavi goéren hasta gruplarini
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CCR5A32 varyant oraninin saptanmasi amaciyla karsilastirma yapilmistir. Calisma

sonunda hasta gruplar1 arasinda anlamli bir fark gézlenememistir (125).

CCRS5 —2459G/A (rs1799987) varyanti ile birlikte CCRS ekspresyonu seviyesinde
farklilik meydana gelir ve bdylece bu polimofizmi bazi hastaliklarla 6zellikle viriis
enfeksiyonlariyla iliskilendiren ¢alismalar yapilmistir. HIV ile yapilan calismalarda
2459G varyantinin CCRS ekspresyon seviyesini azalttigindan virlis yayilim hizini da
azalttigr belirtilmistir (126). Bir diger viral calismada da benzer sekilde 2459G
varyantinin RSV- baglantili bronsiolit ile iliskili olabilecegi saptanmistir (127). Bizim
calismamizda ise bahsedilen CCRS5 polimorfizmleri ile COVID-19 hasta gruplari arasinda

hem genotip agisindan hem de allellik acisindan anlamli bir sonug elde edilememistir.

CXCR4 kemokininin kemokin reseptorii SDF-1(CXCL12) kemokinini baglayabilir ve bu
etkilesimle beraber pre-B hiicresi biiylimesinin indiiklenmesi, lenf diigiimlerine yerlesimi

ve gelisimi saglandigi bilinmektedir (128,129)

CXCL12 G801A polimorfizmiyle beraber artan kemokin miktarinin bazi otoimmiin
hastaliklarla da iligkisini saptamak amaciyla ¢alismalar yapilmigtir. Wu ve ark. 422 SLE
hastasinda inceledigi bu polimorfizmde G/G allellerinin hastalarda 151k hassasiyetini,
bobrek hasarini ve niikleozomlara karsi iiretilen antikor miktarin arttirabilecegini ayrica
aynmi genotipli saglikli kontrollerle karsilastirildiginda G/G allellerinin CXCL12a
miktarini da arttirdig1 gortilmiistiir. Sonug olarak bu polimorfizmin G/G genotipinin SLE

hastalig1 i¢in risk olusturabilecegini 6ne siirmiislerdir (130).

CXCR4’tin HIV viriisii igin ko-reseptor olmasindan dolay1 Petersen ve ark. Afrika grubu
257 HIV-1 seropozitif hastada CXCL12 G801A polimorfizmi ve CXR4 i¢in mutasyon
taramas1 yapmislardir. Calisma sonucunda G801 A mutasyonunun HIV-1 enfeksiyonu
riskini arttirabilecegi savunulurken; incelenen CXCR4 C138T varyantiyla bu enfeksiyon

arasinda herhangi bir iliski kurulamamistir (131).

CXCR4 kemokin reseptoriiniin 6zellikle CXCL12 ligandiyla birlikte birgok kanser
arastirmalarinda da yer aldigi bilinmektedir. Meme kanseri arastirmasinda Tayvanli
kadinlarla yapilan ¢alismada CXCL12 baglantili genler incelenmistir ve rs2228014-
1801157 (CXCR4-CXCL12) gen kombinasyonlarinda CC-GG genotiplerinin kanser
riskini azalttigi sonucuna ulagmiglardir (132). Benzer sekilde 466 AML (Akut
Lenfoblastik Losemi) hastasiyla yapilan calismada CXCR4 ekspresyonunun ve
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CXCL12 G801A polimorfizminin hastaliktaki risk faktorii ve metastazindaki roli
incelenmistir. AML hastalarinda CXCR4 152228014 polimorfizminin olduk¢a yaygin
goriilmesiyle birlikte CXCL12 rs1801157 polimorfizmi i¢in saglikli bireylerle yapilan

karsilastirmada 6nemli bir fark bulunamamistir (133).

Biz de bu polimorfizmleri COVID-19 hastalarinda ilk olarak inceledik. Yaptigimiz
calismada klinik olarak hafif, siddetli ve kritik COVID-19 hastalar1 arasindaki kemokine
bagl hastalik siddeti karsilastirmasinda CCR5-Delta32, CCR5-2459G/A, SDF-1-3’A ve
CXCR4-C138T kemokin ve kemokin reseptorii varyantlari icin istatistiksel olarak

anlaml1 bir sonug elde edilememistir.

Calisma sonucunda ilk kez COVID-19 hastaligi i¢in belirlenen klinik olarak hafif, siddetli
ve Kkritik hasta grubunda incelenen MCP-1-A2518G gen polimorfizminin Tiirk
toplumunda hastaligin agir seyretmesi yoniinde risk faktorii oldugu belirlenmistir. Ayrica
CCR2-V641 gen polimorfizminde ise Ozellikle hafif-kritik ve siddetli-kritik hasta
COVID-19 hasta grubu arasinda yapilan karsilastirmada bu polimorfizmin allelik a¢idan
hastalik siddetini arttirabilecegi yoniinde istatistiksel sonug¢ elde edilmistir. COVID-19
hastaliginda gelisen cesitli klinik bulgularin hem c¢evresel hem de kalitsal sebepleri
arastirllmis ancak nedenleri hala tam olarak belirlenememistir. Konakta olusan
inflamatuar yanitlara bagl olarak hastalik siddet seyrinin 6nemli dlclide degistiginin
belirlenmistir. Bu inflamatuar yanitlarin farklilagsmasina neden olan genetik faktorlerin
saptanmasi, COVID-19 hastaligi semptomlarinin hafifletilmesine veya hastaligin
onlenmesine yonelik cesitli tedavi yOntemlerinin gelistirilmesi acisindan faydal

olacaktir.
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FORMLAR

18 YAS VE USTU GONULLU BILGILENDIRILMiS OLUR FORMU

“KEMOKIN GEN VARYANTLARININ COVID-19 HASTALIK SIDDETI
UZERINE ETKISI” adh calisma, genetik bir arastirmadir. Koronaviriis hastaligi
ve ona neden olabilecek siireclerle ilgili bir calismadir. Bu ¢alismada PCR testi
pozitif Covid-19 hastalarinda, olusan farkh inflamatuar yamtlar sonucunda,
klinikte hafif-siddetli-kritik vakalarimm goézlenmesine neden olabilecek kemokin
varyantlar1 incelenerek hastalik acisindan riskli bireyleri belirlemede fayda
saglayacagin diisiindiigiimiiz kemokin gen varyantlari taranacaktir. Boylece bu gen
polimorfizmlerinin hastahigin siddetini etkilemedeki degeri belirlenerek hastaligin
genetigini aydinlatmak, hastali@in gelisim siirecini tammlamaya yardimci olmak ve
hastali@in etiyolojisi icin yeni belirleyicilerin gelistirilmesine katki saglamak

hedeflenmektedir.

Hasta grubu, 18 yas ve iizeri bireylerden olusacaktir. Bu ¢alisma icin sizden
bir kereye mahsus olarak iki tiip kan alinacaktir. Alinacak olan bu kan materyali
laboratuvarimizda cahsilacaktir, baska bir arastirmada kullanilmayacaktir ve
yurtdist gonderimi olmayacaktir. Bu calismada ahnan kandan once Istanbul
Universitesi Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi TUSEB
Covid-19 PCR Tam Merkezi Laboratuvari’nda DNA elde edilecek. Ardindan
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi, Temel Bilimler Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Laboratuvarlarinda calisma protokoliine uygun sekilde genetik analizlere tabi
tutulacaktir. Aym zamanda kan 6rneklerinden elde edilecek serumdan ise protein
diizeylerine bakilacaktir. Bu arastirma neticesinde genlerdeki olas1 degisimler

belirlenecek ve koronaviriis hastaligl genetigine 151k tutulacaktir.

Arastirmada yer alacagimiz ongoriilen siire maksimum 7 ay olacaktr.
Arastirmaya katilmasi beklenen katilhmci sayisi 180 hasta bireydir. Bu arastirma ile
ilgili sizin herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir. Arastirma boyunca
sizden bir maddi katki talebi olmayacaktir. Bagh oldugunuz saghk kurumuna
(SGK) herhangi bir iicret odetilmeyecektir. Calismadan ayrildigimz takdirde
tedavinizde bir aksama olmayacaktir. Arastirmada yer almak tamamen sizin

isteginize bagh olup arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz. Reddetmeniz
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halinde yararimza engel ya da cezai bir durum ortaya ¢cikmayacaktir. izleyiciler,
yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar size ait tibbi bilgilere
ulasilabilecek ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir. Siz, bu bilgilendirilmis olur
formunu imzalamakla bunu kabul etmis olacaksimiz. Ayrica sizinle ilgili kayitlar da
gizli tutulacaktir. Arastirma esnasinda sizi ilgilendirecek bir bilgi s6z konusu
oldugunda size derhal haber verilecektir. Yiiriimekte olan calismalarin genel
sonuclar1 hakkinda Dog. Dr. Selcuk DASDEMIR’den bilgi alabilir ve bu doktora 0

212 4142000 numaradan 31207 nolu i¢ hat telefon numarasindan ulasabilirsiniz.

“KEMOKIN GEN VARYANTLARININ COVID-19 HASTALIK SIDDETI
UZERINE ETKIiSi” baghkh ¢cahsmayla ilgili, goniilliiye verilmesi gereken bilgileri
iceren metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu
kosullarda genetik/biyolojik incelemeler yapilmak iizere kendi rizamla, hicbir baski
ve zorlama olmaksizin istedigim zaman gerekgeli veya gerekcesiz olarak projeden
ayrilabilecegimi bilerek kan vermeyi, dolayisi ile ad1 gecen bilimsel projeye destek

veriyorum.

Adi-Soyadi: imzasi:

Agciklamalar1 yapan/ornegi alan arastirmacinin:

Adi-Soyadi: imzasi:

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden kurulus

gorevlisinin

Adi-soyadi: imzas:
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Bilimsel Aragtirma Bagvurusu
1 mesaj
Bilimsel Aragtirma Bagvurusu <portal@saglik.gov.tr> 28 Kasim 2020 15:°0

Yanitlama Adcesic nereply@portal saglik.gov.ir
Aict: egn.seydanur@gmall.com

Sayin ilgili,

Bilimsel Aragtirma Platformuna yapmis oldugunuz basvuru dederlendirilmistir,
Cegerlendirme Sonucu asagidaki gibidir.

Onay Durumu : Bu ¢alismayr yapmaniz Bakanligimizca uygun gérilmistar.
Arastirmanizin gerektirdigi diger tim stregleri (etik kurul, faz cahgmasi .diger izinler
vb.) tamamlamaniz gerekmektedir.

Aciklama ;

Form Adi: Seydanur DOGAN -2020-11-26T16_58 21

Basvuru Formu icin tiklayiniz,

Bagvuru Formunuzu https:/ibilimselarastirma.saglik.gov.tr/ adresinden
gortntileyehilirsiniz.

Ilginiz ve katkilarimizdan dolay! tesekkiir ederiz.

T.C. Saglk Bakanhgi

Saglik Hizmetleri Genel Midurlugi

Not: Bu ileti Bilimsel Arastirmanizin Degerlendirilmesinin tamamlanmasi nedeniyle
sistem tarafindan otomatik génderilmistir. Litfen bu iletiyi cevaplamayiniz.
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