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TURKCE OZET

COVID-19; Aralik 2019°da Cin/Wuhan’da ortaya ¢ikan tiim diinyay1 etkisi
altina alan pandemik hastaliktir. SARS-CoV-2, bulasicilig1 yiiksek, agir klinik
tablolara sebep olabilen enfeksiyon etkenidir. Adenozin deaminaz (ADA) o6zellikle
lenfoid dokularda bulunan, immiin sistem fonksiyonlarini etkileyebilen, ADA1 ve
ADAZ2 (CECR1) izoenzimlerine sahip bir enzimdir. ADA1 T hiicre proliferasyonunu,
ADAZ2 ise monositlerin farklilagmasini etkileyebilmektedir.

Calismamizda; 41 agir vaka, 34 hafif/orta vaka, 39 a/presemptomatik ve 6
kritik seviye yetiskin COVID-19 hastas1 ve 40 saglikli kontrol grubu dahil edilmistir.
Enzim aktivitesi Giusti ve Galanti yontemi ile ¢alisilmistir. 6 saglikli kontrolden elde
edilen PKMH ve monositler ile es-kiiltiir deneyleri yapilmistir. Eg-kiiltiir sonras1 elde
edilen siipernatanlar ve COVID-19 hasta serumlari, ELISA yontemi ile incelenerek
M1 ve M2 iliskili sitokin/kemokin profilleri ortaya konmustur.

ADA enzim aktiviteleri incelendiginde en yiiksek degeri kritik COVID-19
vakalar1 olusturmaktadir. Sitokin/kemokin ¢alismalarinda; IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-
y, GM-CSF, ROS, iNOS, arjinaz, IL-4, IL-10 ve M-CSF’de kritik ve agir vakalarda
artis gozlemledik. Hiicre kiiltlirii deneylerimizde ise; kritik, agir vakalar ve in vitro
COVID-19 grubunda, ADA2’in M2 iliskili sitokin ve kemokinlerle pozitif korelasyon
gosterdigi bulunmustur. Bunun yaninda, AHO incelemelerinde CD206" CD86" M1-
M2 miks makrofajlar COVID-19 grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Sonu¢ olarak; makrofaj polarizasyonunun ADA2 ile dogrudan baglantili
oldugu, ADAT’in ise daha diisiik katki sagladigina dair bulgular elde edilmistir. Tiim
analizlere gore, agir COVID-19 vakalarinda makrofajlarin M1°den M2’e yonelik bir
polarizasyon gosterdigi, fakat daha ¢ok M1-M2 karisik fenotipte heterojenik bir yap1
gostermekte olduguna dair kanitlar elde edilmistir. Bu durum, COVID-19’da,
ADA?2’in makrofaj polarizasyonuna etkisini ve hastalik siireciyle muhtemel iligkisini
gosterebilir.

Anahtar Kelimeler: Adenozin deaminaz, ADA1, ADA2, COVID-19
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INGILIZCE OZET

Effect of ADA2 Enzyme Levels and Activity on COVID-19 Infection Severity

COVID-19 is a pandemic disease that emerged in December 2019 in
China/Wuhan and has affected the whole world. SARS-CoV-2 is the infectious agent
responsible for severe clinical manifestations. Adenosine deaminase (ADA) is an
enzyme primarily found in lymphoid tissues and can affect immune system functions.
It has two isoforms, ADA1 and ADA2 (CECR1), which can influence T-cell
proliferation and monocyte differentiation, respectively.

In our study, we included 41 severe cases, 34 mild/moderate cases, 39
asymptomatic/pre-symptomatic cases, and 6 critical adult COVID-19 patients, as well
as 40 healthy individuals as the control group. The enzyme activity was measured
using the Giusti and Galanti method. We performed co-culture experiments using
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and monocytes isolated from 6 healthy
controls. The supernatants obtained after co-culture and COVID-19 patient sera were
analyzed using the ELISA method to determine the cytokine/chemokine profiles
associated with M1 and M2 phenotypes.

When examining ADA enzyme activities, the highest values were observed in
critical COVID-19 cases. In cytokine/chemokine studies, we observed an increase in
IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, GM-CSF, ROS, iNOS, arginase, IL-4, IL-10, and M-CSF
in critical and severe cases. In our cell culture experiments, we found that ADA2
exhibited a positive correlation with M2-associated cytokines and chemokines in
critical, severe cases, and the in vitro COVID-19 group. Additionally, in flow
cytometric analyses, CD206" CD86" M1-M2 mix macrophages were significantly
higher in the COVID-19 group.

In conclusion, our findings suggest a direct association between macrophage
polarization and ADA2, with ADA1 playing a lesser role. Based on all analyses,
macrophages in severe COVID-19 cases exhibit a polarization from M1 to M2, but
they also exhibit a mixed phenotype of M1 and M2, indicating heterogeneity. This
implies a potential relationship between ADA?2, macrophage polarization, and the
disease process in COVID-19.

Keywords: Adenosine deaminase, ADA1, ADA2, COVID-19
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1.GIRIS

COVID-19; 2019 yilinin son ayinda, Cin’in Wuhan sehrinde ortaya ciktigi
diisiiniilen pandemik hastaliktir. Bu hastalikta, etiyolojisi bilinmeyen 2003-SARS
salginina benzer vakalarin ortaya ¢iktig1 ve cesitli kronik hastaliklarin seyrini de
etkiledigi gozlemlenmistir. Nedeni anlasilamayan bu pndmoni ¢ok sayida olguya
neden olmus ve 2019-nCoV adiyla yeni koronaviriis olarak tanimlanmistir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) bu yeni koronaviriisii; koronavirus Hastali1-2019 (COVID-19)
olarak isimlendirmis ve bu hastaliga neden olan patojeni akut solunum yolu sendromu
koronaviriis-2 [acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)] olarak
Uluslararas1 Virilis Taksonomisi Komitesi tarafindan adlandirilmistir. Diinya iizerinde
6.938.353 o6liim dahil 767.364.883 dogrulanmis COVID-19 vaka ile yikici etkiler
olusturmustur [DSO, COVID-19 Giincelleme Raporu. (2023, 31 May1s)]. COVID-19,
Mart 2020°de DSO tarafindan kiiresel ¢apta pandemi olarak ilan edilmistir. Yaklagik
{ic yilin ardindan, DSO 5 May1s 2023’te COVID-19’un kiiresel acil durumun sona
erdigini bildirmistir. Viriisiin, damlacik yoluyla ve ortama salinan partikiiller ile yahut
kontamine olmus yiizeylerden saglikli kisilerin temas etmesi ile (el, agiz, burun gibi)
bulastig1 tespit edilmistir. COVID-19 hafif {ist solunum yolu enfeksiyonu bulgulariyla
baslayan, yiiksek ates, kuru Oksiiriik, yorgunluk gibi belirtilere sahip olabilen bazi
hastalarda bas agrisi, tat ve koku kaybi, ishal gibi belirtiler verebilen bir hastaliktir.
Hastalarin bir kisminda ciddi miidahaleler gerekmezken, 6zellikle kronik hastaligi
bulunan vakalarda agir klinik tablolar olusabilmekte ve yardimci suni solunum
yontemlerine gereksinim duyulabilmektedir. Hafif vakalar icin ates diistiriicii ilaclar,
bol s1v1 tiikketimi, istirahat gerekirken, agir vakalarda hastane yogun bakim sartlarinda
ciddi tedavi gerekmektedir.

Kan serumunda ve ¢cogu dokuda o6zellikle lenfoid dokularda bulunan ADA
(adenozin deaminaz), adenozinin amin molekiiliinii kopararak inozine katalizleyen bir
enzimdir. Adenozin, insanlarda immiin yanitlarin gelistirilmesinde énemli rol oynar.
Bu enzim biitiin hiicrelerde iiretilir fakat lenfositlerde daha yiiksek diizeyde eksprese
edilir. Insanda ADA1 ve ADA2 olarak adlandirilan izoenzimler, ADA gen
kompleksinin igerisinde bulunur. ADA1, ADA aktivitesinin biiyiikk bir kismini



olustursa da insan serum ve plazmasinda baskin izoenzim ADAZ2 olarak tespit
edilmistir. ADA1'in edinsel immiin sistem gelisiminde, T hiicre proliferasyonunda
onemli rolii bulunmaktadir. ADA2, yardimei T hiicrelerini ve proliferasyonunu uyarir.
Ayrica yapilan ¢alismalarda da ADA2’nin monositlerin makrofajlara farklilasmasini
indiikledigini gostermektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda ADA, T hiicre aktivasyonunun ve hiicresel
immiinitenin spesifik olmayan bir belirteci olarak kabul edilmektedir. ADA, ayni
zamanda insan dolasim sistemindeki monositlerin makrofajlara farklilagsmasi igin
gereklidir. ADA eksikligi ve ADA ekspresyonundaki artislar cesitli hastaliklara yol
acabilir. Adenozin eksikligi kalitsal bir hastaliktir. Bagisiklik sistemi hastaliklarina ve
agir kombine immiin yetmezlik sendromuna (severe combined immunodeficiency,
SCID) neden olabilir. ADA ekspresyonundaki artis ise hemolitik anemi, meme kanseri
gibi hastaliklarda rol oynayabilir. ADA izoenzimleri ADA1 ve ADA2’dir ve adenosin
‘deoksiadenosin inosin ve 2 deoksiinosinosin olarak iki niikleosidi deamine eder.
Adenosin ve 2'-deoksiadenozin, piirin metabolizmasmin ara {iriinleridir. insan
hiicrelerinde etkili molekiiller olan adenosin ve 2’deoksiadenozin’nin insan
anormalliklerinin saptanmasinda iligkili metabolizma rollerinin incelenmesinde
Oonemli goriilmektedir.

ADA enziminin, immiin sistem tizerindeki ¢arpici etkileri, bu enzimin COVID-
19 hastalarinda nasil bir rol aldiginin incelenmesi gerekliligini gostermektedir.
Literatiirde, COVID-19 ADA enzim iliskisi ve bu enzimatik aktivitenin klinik hastalik
siddetine etkisi konusunda net bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu enzimin hastalik
siirecine etkisi, enzim aktivasyonlarinin degerlendirilmesi, ayrica bu hastalarin
sitokin/kemokin deneyleri arastirilmasi énemli goriinmektedir. Biz bu diisiince ile;
ADA enziminin ve izoenzimlerinin olasi rollerini aragtirarak, siirece etkilerini

degerlendirebilmeyi amacliyoruz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Koronaviriislere Tarihsel Bakis

Yunanca ‘pan’ (biitiin) ve ‘demos’ (insanlar) tanimlar1 ile pandemi kavrami
tiiremistir (Tapisiz, & Kiykac Altinbag, 2020). Birden fazla kita yahut genis alanlara
yayilan tiim diinyay1 etkisi altina alan ¢ok sayida insani etkileyerek salgina yol acan
hastalik tanimidir. Tarihte yer alan birka¢ pandemi siirecinden bahsetmek miimkiindiir.
Cicek hastaligi, tiiberkiiloz ve 14.yy. da ¢ok sayida insanin 6liimiine yol acan veba
tarihte yer alan pandemik hastaliklardandir. Giinlimiizde ise koronaviriislerin
olusturdugu COVID-19 hastalig1 pandemi olarak kabul edilmektedir.

Koronaviriis ilk kez, Tyrrell ve Bynoe tarafindan (1965) bir kisinin burun
akintisindan virlis izole edilmesiyle iretilmistir ve bu viriis B814 olarak
adlandirilmistir (Tyrrell, & Bynoe, 1965). Bu siireci 1966 yilinda Hamre ve Procknow
tarafindan soguk alginligi olan d6grencilerin solunum yollarindan izole edilen bes yeni
ajan takip etmistir. 1967 yi1linda Almeida, & Tyrrell, bu izolatlarin, kus bronsiti viriisii
ile morfolojik olarak ayni oldugunu belirtmistir. Daha sonra viriis ile iligkili alt1 viriis
izole edilmistir. Bu ajanlarin karakteristik morfolojisini tanimlayan "koronaviriis"
olarak isimlendirilmesi 1968'de kabul edilmistir (Kahn, & McIntosh, 2005). 20. yy’da
iki insan koronaviriisii 229E (HCoV-229E) ve HCoV-0OC43 tanimlanmistir. 21 yy. da
ise yaklasik on yil arayla Siddetli akut solunum sendromu (SARS) ve Ortadogu
Solunum Sendromu koronaviriisit (MERS-CoV) ortaya ¢ikmistir (Aimrane ve ark.,
2022). SARS salgininin ardindan 2004-2005 yillarinda ise HCoV-NL63 ve HCoV-
HKUTI insan koronaviriisleri kesfedilmistir (Forni, Cagliani, Clerici, & Sironi, 2017).
Tarihler birbirine ¢ok uzak olmasa da birbiriyle iliskili CoV’larin bulunabilecegi 6ne
siiriilmiistiir (Sekil 1). Ornegin; HCoV-NL63’iin HCoV-229E ile iliskili oldugu
belirtilmistir (Graham, Donaldson, & Baric, 2013).
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Sekil 1. insan Koronaviriislerin (HCoV) Zaman Cizelgesi (Forni ve ark., 2017 den uyarlanmustir).

2.2. Koronaviriis Ailesi

Koronaviriisler 60 nm ila 140 nm ¢apinda, pozitif yiiklii RNA viriisleridir.
Orthocoronavirinae alt ailesi genotipik ve serolojik olarak alfa, beta, gamma ve delta
olmak tlizere dort cinse ayrilir.  Alfakoronaviriis ve betakoronavirlis insanlart,
gammakoronaviriis ve deltakoronaviriis hayvanlar1 enfekte etmektedir (Oztan, &
Issever, 2020).

Glinlimiizde insanda enfeksiyona neden olan HCoV229E ve HCoV-NL63
(Alfa koronavirus), HCoV-HKUI1, HCoV-OC43 (Beta koronavirus), MERS-CoV
(Middle East respiratory syndrome-Beta koronavirus) ve SARS-CoV (severe acute
respiratory syndrome-Beta koronavirus) olmak iizere yedi ayr1 koronaviriis
tanimlanmistir. Yapilan ¢alismalar SARS-CoV-2‘nin Betacoronavirus ile benzerlik
gosterdigini belirlemistir (Sekil 2). Son yirmi yilda Koronaviriisler SARS ve MERS
(Orta Dogu solunum sendromu) olmak {izere iki biiyiik pandemiye neden olmustur.
SARS-CoV ve MERS-CoV arasinda bazi benzerlikler bulunmakla birlikte klinik
olarak farkliliklar bulunmaktadir (Forni ve ark., 2017).
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Sekil 2. Koronaviriislerin Siniflandirilmasi (Malik, 2020)

2.2.1. SARS-CoV

Siddetli akut solunum sendromu (SARS), 2002 yili Kasim ayindan itibaren
Cin’in Guangdong sehrinde gdzlenmistir. ilk vakalarin, yabani av hayvani yemleri ile
temas eden hayvan iscileri oldugu ve Misk kedilerinin ara konakg1 olabilecegi 6ne
stiriilmiistiir (Yang ve ark., 2020). 2003 y1il1 subat ayinda Asya’da rapor edilen SARS-
CoV (SARS ile iligkili koronaviriis) atipik pnémoni salginina yol agan viral bir
hastaliktir. SARS kisiden kisiye yakin temas ile yayilmakta ve SARS viriisiiniin
enfekte bir kisiden (6ksiiriik-hapsirik) iiretilen damlaciklarin havaya karigmasi ile
kolay bir bulasa neden oldugu bildirilmektedir. Ayrica, damlacik yayilmasi ile
kontamine olan yiizeyler ile temas sonucunda da saghkli kisiler enfekte
olabilmektedir.

Ozetle SARS viriisii ¢ogunlukla hava yolu ile yayildig bildirilmistir.
Genellikle hafif solunum yolu semptomlari ile baglayan yiiksek ates ile seyreden bu
hastalik komsu iilkelere hizla yayilmustir. 13 Mart 2003’te Diinya Saghik Orgiitii
hastalik ile ilgili kiiresel bir uyar1 yayimlamistir. Takip eden alt1 ay igerisinde Diinya
Saghk Orgiitii (DSO), diinya capinda yaklasik 8000 SARS vakasi ve 813 oliimii
bildirmistir (Zhong ve ark., 2003).



2.2.2. MERS-CoV

Ortadogu Solunum Sendromu koronaviriisi [Middle East respiratory
syndrome coronavirus (MERS-CoV)], Haziran-2012’de Suudi Arabistan’da
gozlenmistir.  Viriisiin 6zellikle Orta Dogu’da bulunan tek horgiliclii develerden
insanlara dogrudan temas ile bulastig1 6ne siiriilmiistiir (Briese ve ark., 2014). Insanlar
arasindaki bulas ise, ¢ogunlukla enfekte kisilerle yakin temas ile gerceklestigi
belirtilmistir (Mahallawi, Khabour, Zhang, Makhdoum, & Suliman, 2018).
MERS-CoV ilk olarak Eyliil 2012°de tanimlanmis ve Haziran 2016’ya kadar 26 iilke
icerisinde viriis ihbar1 yapilmistir. Bu siiregte DSO, MERS-CoV enfeksiyonu yaklasik
1700 vaka oldugunu ve 640 kisinin yasamini kaybettigini bildirmistir. Bildirilen
vakalarin ¢ogunlugunun Suudi Arabistan Kralligi’'nda oldugu gozlenmis, bunun yani
sira Katar, Urdiin, Birlesik Arap Emirlikleri (BAE), iran, Yemen’den de vakalar
bildirilmistir. 2015-Haziran itibariyle en biliyilk MERS-CoV salgini Giiney Kore’de
ortaya ¢ikmistir (Arap Yarimadasi disindaki). MERS-CoV hastaligini agiklayabilmek
icin hayvan caligmalar1 yapilmistir. Yapilan ¢alismalarda dag gelincigi, kobay ve
farelerin MERS-CoV’a duyarli olmadig1 gozlenmistir. Ote yandan, DPP4 reseptdrii
sergileyebilen farelerin laboratuvar sartlarinda iiretilmesiyle, bu farelerin insan
akcigerindekine benzer sekilde MERS-CoV’a tepki verdigi gosterilmistir. Tavsanlarin
ise MERS-CoV’a duyarli oldugu fakat enfeksiyon ardindan histopatolojik bulgularin
olduk¢a zayif oldugu goézlenmistir. MERS-CoV patogenezi tam agiklanamamastir.
MERS-CoV enfeksiyonu genellikle SARS-CoV’a benzer sekilde, ates, Oksiiriik
solunum darligi, diyare gibi semptomlar gosterdigi belirtilmisti. MERS enfekte
kisilerin kan degerlerinde lenfopeni, lokopeni, kan kreatin yiiksekligi, laktat
dehidrojenaz yiiksekligi ve karaciger enzim seviyelerinde bozulma gozlenmistir
(Mabhallawi ve ark., 2018).

2015 MERS salgini ile ilgili 1 yil igerisinde 182 vaka tanis1 konulmus ve 33
kisinin hayatim1 kaybettigi aciklannmstir. Ulkemizde ise bir vaka bildirilmistir. Eyliil
2014’te Suudi Arabistan seyahatinde hastalia yakalanan bir erkek hasta (42 y)
Hatay’a nakil edilmis ve Ekim 2014 te hayatim kaybetmistir (inal, 2016).



2.2.3. SARS-CoV-2

SARS-CoV-2; SARSCoV ve MERS-CoV gibi betakoronaviriis cinsinde yer
almaktadir. Ayrica Nidovirales takimi, Coronaviridae ailesi, Orthocoronavirinae alt
ailesi igerisinde yer almaktadir. SARS-CoV ile SARS-CoV-2 arasindaki benzer
Ozelliklerin bulunmasi sebebiyle bu ismi almistir. SARS-CoV-2 genom dizileme
calismalarinda SARS-CoV ile yaklasik %70’lik benzerlik tagimaktadir. Diger yandan
Wuhan yakinlarinda bir eyalette Rhinolophus affinis tiirli yarasada bulunan Bat-CoV-
RaTG13 ile de oldukga yiiksek benzerlik gostermektedir. Fakat aralarindaki dizi
farkliliklar1 nedeniyle SARS-CoV-2 ile filogenetik iliski belirlenememektedir.
Metagenomik dizileme ile Manis javanica tirii pangolinlerde yapilan ¢aligmalarda
betacoronaviriislere dair bazi bulgular elde edilmistir. SARS-CoV-2 ile yaklasik %
85’lik niikleotit sekans homolojisi gostermekte oldugu belirtilmistir. Yine de 6zdeslik
konusunda kesin bir sonuca varilamamistir (Aimrane ve ark., 2022; Ye ve ark,2020).

SARS-CoV-2 yasam dongiisii Sekil 3°te sekilde kisaca 6zetlenmistir.

Viriis-Konakg¢1 Yeni viral partikiillerin
temasi ER-Golgi ekzositoz yolu ile
hiicre disma ¢ikmasi

’ "\

Spike protein-S1

A'CE~2 ) Sitoplazmada
(konake :lll‘ii;re.re_septbrii) viral par¢aciklarin
etkilesimi salinmasi

& J

Spike protein-S2 Viral RNA

yolu ile Transkripsiyon,
viral fiizyon Replikasyon,
— Translasyon

Sekil 3. SARS-CoV-2 Yagam Dongiisii (Y1lmaz, 2022’den uyarlanmistir.)



2.3. SARS-CoV-2 Yapis1 ve Genetik Materyali

Koronaviriisler, zarfli, 26 ila 32 kb uzunlugunda tek sarmal RNA (ssRNA)
viriisleridir ve RNA viriisleri i¢cerinde en uzun genoma sahiptirler (Ge ve ark., 2020).
Yaklagik 29903 niikleotitten olusan bu genomu bir niikleokapsid ¢evrelemektedir.
SARS-CoV-2 pargaciklarinin incelenmesi ile gerek ¢ap uzunlugu gerek dis ylizeyinde
olusmus cikintilar ile Coronaviridae ailesine uygun morfoloji sergilemektedir.
Koronaviriis genomu yapisal olarak; S (spike) protein, N (niikleokapsid) protein, M
(membran) protein, E (zarf) proteinden olusur (Sekil 4). Ayrica vezikiillerin
olusmasinda ve genomun replikasyonunda gorev alan yapisal olmayan proteinleri
(nonstructural proteins (nsps)) ve aksesuar proteinlerini (ORF3a, ORF6, ORF7a ve b,
ORFS8, ORF10) de kodlamaktadir. Konagin dogal yanitina karsi koyan aksesuar
proteinleri ORF3a, ORF6, ORF7a ve b, ORF8, ORF10 de kodlamaktadir (Abdiilmecit,
2020; Agacfidan, & Mese, 2020).

S glikoprotein sayesinde viriis konakg1 hiicreye rahatca giris yapabilmektedir.
Sl-amino ve S2-karboksi uclarma sahiptir. S1 birimi hiicrenin reseptorleri ile
etkilesiminde, S2 birimi ise flizyona aracilik eden bir transmembran proteindir. N
protein RNA genomuna baglanir ve niikleokapsid olusturan tek proteindir. Ayrica
hiicresel yanitta ve replikasyonda rol alir. M protein ise bu viriislerde en ¢ok bulunan
yapisal proteindir. Bir etkilesim ag1 olusturarak hiicre i¢inde partikiillerin bir araya
gelmesinde rol almaktadir. E protein ise replikasyon siirecinde ¢ok miktarda eksprese

olmaktadir ve bu proteinlerin en kii¢iik boyutlusudur (Abdiilmecit, 2020).



Diken (spike, S) proteini

Zarf (envelope,E) proteini
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Sekil 4. Koronaviriis Kesitsel Modeli (Al-Kuraishy, & Al-Gareeb, 2020)

Sekil 5. Koronaviriis Elektron Mikroskobu Goériintiisii (Agagfidan, & Mese, 2020)



2.4. COVID-19 Epidemiyoloji

COVID-19 ilk olarak Aralik 2019’da Cin-Wuhan’dan baglayip hizla yayilan
ve yaklasik iki ay icerisinde DSO tarafindan kiiresel olarak acil durum ilan edilen
pandemik bir hastaliktir. ilk vakalar Huanan deniz iiriinleri toptan satis pazari ile
baglant1 kurulmustur (Bogoch ve ark, 2020). Aralik ay1 ortalarinda bes hasta solunum
ve Oksiiriik sikayetleriyle Cin-Hubei de bir hastaneye bagvurdu (Ren ve ark., 2020). 31
Aralik 2019°da DSO Cin Ofisi tarafindan bir epidemiyolojik uyar1 yayimlandi ve
iliskilendirilen deniz pazar1 1 Ocak’ta kapatild1 (Sekil 6). Ayni siirecte siiphelenilen
59 vaka belirlenen bir hastaneye alindi. Bu vakalardan 41°inin enfekte oldugu belirtildi
(Huang ve ark, 2020). Yaklasik on giin sonra Cin disinda ilk vaka Taylan’dan
bildirildi. ABD 21 Ocak 2020’de Wuhan’dan gelen bir kisi de ilk viriis vakasini
bildirdi (Holshue ve ark, 2020). 22 Ocak 2020’de Cin’in 25 eyaletinde toplam 571
vaka bildirildi (Lu, 2020). 25 Ocak 2020 de toplam 1975 vaka 56 6liim bildirildi
(Wang, Tang, & Wei, 2020). 30 Ocak 2020’de Hindistan ilk vakasmi bildirdi
(Chowdhury, & Oommen, 2020). Subat ay1 ortalarinda Cin’in 31 eyaletinden yaklasik
1000’1 6limle sonuglanan yaklasik 52 bin vaka bildirildi (Rothan, & Byrareddy, 2020).
Kiiresel bir salgin haline gelen COVID- 19 vakalar1 katlanarak artt1. DSO 23 Temmuz
2020’de yaklasik 4 bin 6liim dahil yaklasik 190 bin vaka kaydedildigini agikladi
(Meskini ve ark., 2021). Hizla yayilan ve tiim diinyay: etkisi altina alan bu hastalik
iilkemizde de 11 Mart 2020°de gériilmiistiir (Ugras Dikmen, Kina, Ozkan, & ilhan,
2020). Ulkemizde de vaka sayilarinda artislar gézlenmistir.

Bu siirecte hastalara ait alt solunum yolu Ornekleri ile yapilan ¢alismada
betakoronaviriis oldugu goriilmiistiir. Insan hava yolu epitel hiicrelerinden izole
edilerek incelenmis ve 2019-nCoV  (2019-novel Coronavirus) olarak
adlandirilmistir.11 Subat 2020 tarihinde bu viriise, yapilan filogenetik ve taksonomik
caligmalar sonucunda SARS-CoV2 olarak adlandirilmis, hastalik ayni tarihte
“Koronaviriis hastaligi-2019 (COVID-19)” ismi ile duyurulmustur.
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8 Arabk 2019 28 Subat 2020

Wauhan-ilk vaka kayd: DSO yiiksek risk degerlendirmesi
11 Subat 2020 2 Ekim 2020
3_1A" alk 2019 ICTV (Uluslararas: Viriis Taksonomisi Komitesi) viriisi SARS-CoV-2 >34.000.000 vaka
Wuhan-ilk rapor yayimlands DSO hastaligs COVID-19 olarak adlandirds >1.000.000 6liim

Ocak Subat Mart

9 Ocak 2020 11 Mart 2020
Cin, yeni bir koronaviriis tespit edildigini duyurdu DSO, COVID-19'v bir pandemi olarak tanimladh

23 Ocak 2020
Wuhan gehri kapatildi

30 Ocak 2020
DSO, PHEIC(Uluslararasi Oneme Sahip Halk Saglig Acil Durumu)
uyarist ilan etti

Sekil 6. COVID-19 salgin1 6nemli olaylar zaman ¢izelgesi (Graham ve ark., 2013’den uyarlanmistir).

Tablo 1. Salgindan yaklasik 5 ay sonra COVID-19 vaka ve vefat bilgileri (Kartal, Balaban, & Bayraktar,
2021).

2.049.566 123.091
1.687.098 161.525
771.984 24.252
81.435 2.699
8.464 126
4.598.547 311.693
148.067 4.096
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2.5. COVID-19 Patofizyolojisi

SARS-CoV-2 konakg¢t hiicreye ACE-2 ve TMPRSS2 (transmembran serin
proteaz 2) kullanarak giris saglar. SARS COV-2 aynm1 SARS-CoV gibi ACE-2
reseptorii ile kolaylikla baglanarak fizyolojik fonsiyon saglamaktadir (Sekil 8). ACE-
2 ekspresyonu ne kadar yliksek ise viriis akciger hasarini daha kolay olusturmakta bu
hasart gittik¢e gliglendirmektedir (Gok Metin, 2020).

Insan ACE-2 reseptérii ve SARS-CoV-2 baglantis1 gibi SARS-CoV-2 ayni
zamanda gelincik, misk kedisi, pangolin, kopek ve tavsan ACE-2’yi de tanimaktadir
(Shi ve ark, 2020; Zhao ve ark., 2020). Fazla konakg¢1 aralig1 olsa da ACE-2’nin
etkinligi ve enfeksiyon siirecine duyarliligi degisebilmektedir. Koronaviriisiin S1
birimi C-terminal ve N-terminal olarak ayrilmaktadir. Bu bolgeler farkli amino asit
bolgeleri kodlarlar. C terminal alani viriis girisinde kritik dneme sahiptir. Bu alan RBD
(receptor binding domain) olarak tanimlanir (Walls ve ark., 2020). RBM (receptor
binding motif) ACE-2 baglantisina aracilik eder. Bu baglanma asamasinda SARS-
CoV-2’deki bes alan (Y455L, L486F, N493Q, D494S ve TS01N52) SARS-CoV’dan
farklidir (Wan, Shang, Graham, Baric, & Li, 2020). SARS-CoV-2"nin RBM’sinde bir
motif alaninin insan ACE-2 ile baglantist SARS-CoV’dan daha siki oldugu
bildirilmektedir. Bu durum insan ACE-2’nin N-terminal bolgesi ile iyi bir temas
icerisinde olmasin1 saglar. SARS-CoV-2’deki bu farkli Ozellikler insan ACE-2
baglanma afinitesini arttirmaktadir (Hu, Guo, Zhou, & Zheng-Li; Shang ve ark, 2020;
Wan ve ark, 2020). Beyinde ve medulla oblongatada ¢ok miktarda ACE2
bulunmaktadir (Ozer, Ozer; & Yavuz, 2020). Arastirmalarda SARS-CoV-2’nin
akciger hasarinin yani sira, kalp hasarlarina, bobrek rahatsizliklarina da neden oldugu
gosterilmigtir. Bazi COVID-19 vakalarinda plazmada ACE-2 yiiksekligi, akciger
hasaryla iliskilendirilmistir (Liu ve ark, 2020). Oyle ki SARS-CoV-2’nin solunum
yollarindan noral yollara kadar ACE-2 proteinini kullanarak bir¢ok bolgede hasar
olusturup ¢oklu organ yetmezligine yol agabildigi belirtilmistir. Cin’de hastalarin
yaklasik %]10’unda kalp hasar1 (miyokard infarktiis veya yliksek troponin)
raporlanmistir. Hong Kong’da ise, COVID-19 gecirmis kisilerde akciger
goriintiilemelerinde hastalik sonrasinda organ hasar1 kalabildigi ve kapasitesinin

yaklasik yilizde 25 oraninda azaldig1 kaydedilmistir (G6k Metin, 2020).
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Sekil 8. SARS-COV-2 Hiicre Dongiisii (Beyerstedt, Casaro, & Rangel, 2021’den uyarlanmustir).

2.6. COVID-19 Bulas Yollar

COVID-19’un ilk olarak Wuhan’da hayvan pazarinin baslangi¢ noktasi oldugu
distiniilmiistiir. Zaman gectikce yapilan arastirmalar hastaligin insandan insana
yayildigim gostermistir. Ozellikle hasta kisiden damlacik yoluyla (hapsirma, dksiiriik,
konusma vb.) havaya sagilan partikiillerin saglikli kisiye temasi ile bulagsmakta oldugu
belirlenmistir (Ugras Dikmen ve ark., 2020). Viriisiin damlaciklarda (<¢ap1 bes mikron
olmak iizere) herhangi bir bozulma gostermedigi ve bulasicilik siirecini devam ettirdigi
gosterilmistir (Lotfi, Hamblin, & Rezaeif, 2020). Dolayli temas ile dig ortamdan
enfekte olmus ylizeylerden saglikli kisinin temasi sonucu (el, agiz, burun gibi) hastalik
bulasabilmektedir. Plastik ve celik yiizeyde bir giin boyunca viriisiin canli kalabidigi
hatta bu siirenin 3 giine kadar uzayabildigi belirlenmistir (Ugras Dikmen ve ark.,
2020).

Sagliklt kisi virlis ile karsilastiktan sonra 1-15 giin kulucka siiresi
gecirebilmektedir. Bu siirede enfekte kisi hic semptom gostermeyecegi gibi hafif ya
da agir siddette belirtiler gosterebilir. Bu durum kisinin hipertansiyon, diyabet, kalp
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rahatsizliklart gibi arka planda bilinen yahut bilinmeyen hastalik durumuna gore
degiskenlik gosterebilmektedir. Hafif vakalarda ¢ogunlukla 2 hafta icerisinde iyilesme
gozlenebilirken agir vakalarda bu durum 3-6 hafta olarak degismektedir. Hafif vakalar
icin klinik tedavi gerekmez ya da daha az tedavi gerekebilirken agir vakalarin ¢ogunda
hastane sartlar1 hatta yogun bakim sartlarina gereksinim duyulabilmektedir. Bu
hastaliga baglh kayiplar incelendiginde semptom baslama siirecinden 6liime kadar
yaklasik 2-8 haftalik bir slireg gozlemlenmektedir. Yas gruplar incelendiginde ise
yenidogandan yaslilara kadar bir¢ok yas grubunu etkileyebildigi kayitlara gecmistir.
Fakat cocuklardaki belirtilerin diger yas gruplarina goére daha hafif seyrettigi ve
hastalig1 daha kolay atlattiklar1 belirtilmistir (Gok Metin, 2020). Hastaligin bu hizl
bulas siirecinde 0Ozellikle maske kullanimi ve ortam havalandirmast O6nem
kazanmaktadir. Uygun dezenfektanlar kullanarak kisinin 6nce kendisini dolayisiyla
cevresindeki insanlar1 korumasi ve virlisiin yayilmasinin sinirlanmasi 6nem

kazanmaktadir (Lotfi ve ark., 2020).

2.7. COVID-19 Klinik Bulgular

COVID-109; virts ile karsilasmadan sonra yaklasik 15 giin igerisinde semptom
verebilen bir hastaliktir. Bu kulugka siiresi yaklagitk 4 ila 8 giin arasinda
degisebilmektedir. Hastalar bagvurularina daha ¢ok ates sikayetiyle gelmekte olup bu
durumu takiben oksiiriik sikayetleri gozlenmistir. Bazi hastalar da ise hi¢ semptom
gozlenmemistir. Ayrica kas ve kemik agrilari, halsizlik, diyare, bogaz agrist siklikla
gbzlenen diger sikayetler arasindadir (Varghese, John, Manesh, Karthik, & Abraham,
2020). Bu semptomlar daha ¢ok hafif pndmoni varliginda gézlemlenmistir. Hastaligin
agirlastigr durumlarda solunum giigliigti, dispne ve hipoksi geligsmistir.

Hastalik siddeti ile ilgili karar siirecini radyolojik bulgular primer olarak
etkilemektedir. Hafif bulgularda viriisiin akciger tutulumu yaklasik yiizde 50 olarak
belirlenirken, ciddi vakalarda akciger tutulumu hizla ilerleyerek entiibasyona ihtiyag
duyabilmektedir. Bu vakalarda solunum gii¢liigli en {ist seviyelere ulagmaktadir
(Karaca, 2020). Hastanin bagvuru esnasinda belirttigi sikayetler onemli olmakla
birlikte tedavi siirecini sekillendiren en 6nemli veri laboratuvar bulgular1 ve radyolojik

bulgulardir.
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2.7.1. Molekiiler Testler (RT-PCR)

Standart tanisal test polimeraz zincir reaksiyonu [Quantitative reverse
transcription (RT-qPCR)] kantitatif ters transkripsiyon ile ticari PCR testleri
kullanilarak SARS-CoV-2 tespitidir (Sekil 9). Nazofaringeal ve orofaringeal

stirtintiiler ile 6rnek alinir (Cascella ve ark., 2023).

RNA'nmn ¢cDNA'ya

1 Numune alimi Degerlendirme
doniistiiriilmesi 3

“ p RT-qPCR

Sekil 9. RT-PCR Test asamalari

2.7.2. Laboratuvar Bulgular:

COVID-19 vakalarinda tam kan sayimi (Complete Blood Count (CBC),
hemogram), pihtilasma faktorleri, CRP, ferritin, prokalsitonin gibi enflamasyon
parametreleri ilk arastirilan testler arasindadir. Hastalarin ¢ogunda 16kopeni gézlendigi
ayrica lenfopeni, AST ve ALT (karaciger enzim testi) yiiksekligi, LDH (laktat
dehidrogenaz) artisi, D-dimer, CRP ve ferritin degerlerindeki yiikseklik kétii prognoz
olarak kabul edilmistir (Karaca,2020; Varghese ve ark., 2020). COVID-19’a bagh
oliimler ve hastalik siddetleri degerlendirildiginde ilk ayirt edici parametrenin lenfosit
sayisi oldugu goriilmektedir. Bu yonden hemogram yaygin kullanilan laboratuvar
testlerinde ilk siray1 almaktadir (Ruan, Yang, Wang, Jiang & Song, 2020). Ayni
zamanda yapilan birka¢ calisma da artmis ndtrofil ve I6kosit seviyelerine dikkat
cekmektedir (Huang ve ark, 2020; Yuan ve ark., 2020; Wang ve ark, 2020). Yiiksek
nétrofil-lenfosit oran1 COVID-19 vakalar igin kotli prognoz gostergesi olabilecegi
bildirilmektedir (Lagunas-Rangel, 2020; Yang, Liu, Tao, & Li, 2020). CBC
incelemelerinin yani1 sira bu hastalarda siklikla aPTT ve PT degerlerinde artis
goriilmektedir. Yiiksek D-dimer seviyesi pihtilasma faktorlerindeki bu artisi,
koagiilopatiyi destekler niteliktedir.
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2.7.3. Radyolojik Bulgular

Gorlintiileme bulgulart tan1 ve tedavi siirecinde Onemli bir role sahiptir.
Akciger grafisi akciger tutulumu belirleyebilmek adina ortalama bir degere sahiptir.
Ciinkii hastaligin erken donemlerinde goriilebilen buzlu cam goriintiisii akciger grafisi
ile belirlenemeyebilmektedir (Sener Cémert, & Kiral, 2020). Ozellikle bilgisayarl
tomografi (BT) yiiksek duyarliligi sebebiyle hastaligin hafif yahut agir pndmoni ile
iliskilendirilmesinde yaygin bir tan1 yontemidir (Cascella, Rajnik, Aleem, Dulebohn,
& Napoli, 2023). COVID-19 vakalarinda siklikla bilateral tutulum goriilmektedir.
Hastaligin siddetine gore degerlendirildiginde hafif vakalarda daha ¢ok buzlu cam
opasiteleri ile karsilagilmaktadir. Bu erken donemde BT bulgular1 normal goriinebilir
fakat bu durum hastalig1 dislamaz (Sener Comert, & Kiral, 2020). Hastaligin ilerleyen
evrelerinde daha belirgin insterstisyel vaskiiler genisleme ve daha dagimik
konsolidasyonlar goriilmektedir. Bu vakalarda diizensiz lezyonlar, kama veya yelpaze

goriiniimiinde, yaygin bilateral asimetri ve sinirlarin belirsizligi goriilmektedir.

2.8. COVID-19 Tam Kriterleri

SARS-CoV-2 enfeksiyonu kisiden kisiye farkli belirtiler gosterebilmektedir.
Bazi durumlarda herhangi bir semptom goriilmezken, altta yatan farkli hastalik
durumlarinda ise daha agir belirtilerle karsimiza ¢ikabilmektedir. Bogaz agrisi, ishal,
burun tikanikligi, bulanti, bas dénmesi, kusma, anosmi (koku kaybi), ageusia (tat
kayb1) gibi bir¢ok farkli belirti karsimiza ¢ikabilir. Fakat en genel semptomlar ateg
%83-99), oksiiriik (%59-82), yorgunluk (%44-70), anoreksiya (%40-84), nefes darlig
(%31-40) ve kas agris1 (%11-35)’dur.

Salgin siirecinin iyi yOnetilebilmesi i¢in rehber yayimlamistir [COVID-19
(SARS-CoV-2 Enfeksiyonu) Rehberi, 2020; COVID-19 (SARS-CoV-2 Enfeksiyonu)
Eriskin Hasta Tedavisi, 2022; WHO, Clinical management of COVID-19].

Bu rehbere gore;
Kritik COVID-19 vakalari;
. Akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS), sepsis, septik sok, mekanik

ventilasyon veya vazopresor tedavisi gereken vakalar,
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. Radyografi, BT veya akciger ultrasonu taramalarinda bilateral opasite, yiiksek
hacim, nodiil goriinimi,

. Oksijenasyon bozukluklari [(Hafif ARDS: arteryel oksijen basinci (PaO2)>200
mmHg; Fraction of Inspired Oxygen, (FiO2)< 300 mmHg, pozitif ekspiryum sonu
basing (PEEP) veya Siirekli Pozitif Havayolu Basinci, Continuous Positive Airway
Pressure (CPAP) ile > 5cmH>0; Orta ARDS: PaO, >100 mmHg, FiO, < 200 mmHg
(PEEP ile > 5 cmH;0); Siddetli ARDS: PaO>/FiO2 < 100 mmHg (PEEP ile > 5
cmH20)].

Agir COVID-19 vakalari;

° Ates, Oksiiriik, kas/eklem agrilari, nefes darlig1 belirtileri (solunum hizi>30
nefes/dk; siddetli solunum sikintisi; veya oda havasinda SpO2 <%90)

. Radyografi, BT veya akciger ultrasonu taramalarinda bilateral yaygin pndmoni
bulgusu saptanan hastalar

Hafif/Orta COVID-19 vakalari;

° Ates, Okstiriik, kas/eklem agrilari, nefes darligi belirtileri bulunan fakat oda
havas1 SpO2 > %90 olan ciddi pnémoni belirtisi (6kstiriik veya nefes almada zorluk +
hizli nefes alma) bulunmayan

. Radyografi, BT veya akciger ultrasonu taramalarinda hafif-orta pndmoni
bulgusu olan hastalar

Komplike olmamig COVID-19 vakalart;

. Belirtilen kriterlerin bulunmadigi (viral pndmoni veya hipoksi kaniti olmayan)
COVID-19 vaka tanimim karsilayan semptomatik hastalar siniflandirilmasi ile

tanimlanmaktadir.

2.9. SARS-CoV-2 immiin Yanit

Viral enfeksiyonlar da viriis hedef hiicreye ulastiginda konak¢i1 bu viral yiikii
ortadan kaldirabilmek i¢in bir tepki olusturur. Bu immiin tepki dogal immiin yanit ve
edinsel immiin yanit olarak gerceklesir. SARS-CoV-2 hiicreye girisinde ilk olarak
patern tanima reseptdrleri (pattern recognition receptors, PRR)/Toll benzeri reseptorler
(toll-like receptors, TLR) ile taninir. Konak¢ida dogal immiin yanit RIG-I benzeri
reseptorler (RIG-I like receptor, RLR), TLR-3 ve TLR-7 gibi PRR’lerin viriisii
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tanimasindan sonra baslatilir (Demirci, Unlii, Yigin, & Zeyrek, 2020). Tek sarmalli
RNA (ssRNA) molekiiliinii tantyabilen TLR7 ve TLR8 6zellikle bronsglarda, diiz kas
dokularinda ve akcigerlerde iiretilir (Fitzgerald, & Kagan, 2020). Cift sarmalli RNA
(dsRNA) molekiiliinii taniyabilen TLR3 ise benzer sekilde akciger, alveolar ve
bronsiyel epitelde salgilanir (Alexopoulou, Holt, Medzhitov, & Flavell, 2001;
Bayrakal, & Baskin, 2020; Fitzgerald, & Kagan, 2020). TLR'ler, MyD88 olarak
bilinen bir adaptor proteini taniyabilirler (Alexopoulpu ve ark., 2001). Bu adaptor
proteine bagimh ya da bagimsiz yoldan sinyal iletimi gergeklestirebilirler. Bu sinyal
iletiminin ardindan, niikleer faktor kappa-B (nuclear factor kappa B, NFkB) ve
interferon regiilator faktdr-3 (Interferon Regiilator Faktor 3, IRF3)’iin aktive olmasiyla
sitokin tiretimi indiiklenir (Demirci ve ark., 2020).

Dogal ve edinsel immiin yanit patojenlere karsi etkin bir immiin yanit
olusturmak ve konagi savunmak i¢in koordinasyon halindedir. Dogal immiin yanit
viral enfeksiyon etkeninin taninmasi ve ortadan kaldirilmasinda ilk miidahaledir.
Cogalmay1 durdurmak, edinsel immiin yaniti uyarmak ve hiicreleri bir araya toplamak
i¢in sitokinler araciligi ile uyarim gergeklesir. Viicutta yaygin olan monositler enfeksiyon
bolgesine toplanir. T hiicrelere antijen sunumu yapabilmek i¢in makrofajlara veya
dendritik hiicrelere farklilagirlar. Uyarilmis bu hiicreler antijenleri T hiicrelere (naif)
sunarak edinsel immiin yanit1 uyarmak iizere ¢aligir. Edinsel immiin yanitta, yardimci
T hiicreleri tarafindan T-bagimli B hiicrelerinin aktive edilmesi, virlise kars1 antikorlar
iiretilmesi ve sitotoksik T hiicreleri tarafindan viriisiin 6ldiirtilmesi gerceklesir. Edinsel
immiin yanitta T hiicrelerinin rolii oldukga 6nemlidir. CD4" T hiicrelerinin B hiicresine
antikor {iretimi i¢in destegi hiicrelerin islevlerini olusturmaya yardimcidir. CD8" T
hiicreler ise enfekte hiicreyi hedef alir, 6ldiiriir ve bu sayede viral yiikiin azalmasina
yardimec1 olur. Burada viriisiin viicuda girisinden itibaren ilerleyen siirecleri
degerlendirmede T hiicrelerinin roliinii anlamak oldukg¢a degerlidir.

Bir calismada agir COVID-19 vakalarinda, hafif vakalara ve saglikh
kontrollere gore T hiicrelerde azalma kaydedilmistir (Li ve ark., 2020). Bir baska
calismada COVID-19 vakalarinda saglikli kontrollere gore daha az CD3*, CD4*, CD8*
T hiicre ve NKT hiicreler, agir vakalarda ise hafif vakalara gore CD3" T hiicreler ve
NKT hiicrelerinde azalma gézlenmistir (Guan ve ark., 2020). Literatlirdeki ¢aligmalara

bakildiginda agir ve hafif pnodmoni hastalarinda her iki T hiicresinin (CD4 ve CDS8)
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azaldig1 ve lenfopeni gézlenebilecegi bildirilmistir (Jin ve ark., 2020). Azalmis lenfosit
seviyesi COVID-19 hastalarinin hastalik siddeti ile gii¢lii sekilde iliskilidir. Fakat 2009
yilinda farkli bir pandemi de lenfopeni durumu ile 6liim orani arasindaki korelasyon
sebebiyle lenfopeni COVID-19 i¢in spesifik bir 6zellik olarak tanimlanamamaktadir
(Salimi-Jeda ve ark., 2021).

CD4" ve CD8" hiicreler immiin sistemdeki rollerine gore birden fazla gruba
ayrilir. CD4" hiicreler Th1, Th2, Th17, Th22; CD8" hiicreler ise Tcl, Tc2, Tcl7, Tc22
altgruplarmi igerir. Viral enfeksiyonlarda 6zellikle Treg hiicreler enfeksiyonun kontrol
altina alinmasi i¢in virlise ait T hiicre yanitlarinin olusumunda olduk¢a onemlidir.
Ekibimiz ile COVID-19 vakalarinda yetiskin ve c¢ocuk hastalarda bu hiicre alt
gruplarim1 analiz ettigimiz bir g¢alismamizda; cocuk hastalarda (0-12) saglikh
kontrollerine kiyasla Tc22 hiicrelerinde artis ve yetiskinlerde Th22 ve Tc22’nin
COVID-19 vakalarinda saglikli kontrollere gore arttig1 goriilmistiir (Cagan ve ark.,
2022). Bir ¢aligmada yetiskin COVID-19 vakalarinda Treg'lerin hastalik siddeti ile
artt1ig1 bildirilmistir. Baska bazi1 ¢alismalarda, CD25"#" CD127"Y hiicrelerin COVID-
19 hastalarinda arttig1 (Biasi ve ark, 2020), bir bagka ¢alisma da bu hiicre alt
gruplarinin agir vakalarda hafif vakalara kiyasla artis gézlendigini belirtmistir (Pefia
ve ark, 2021). Bir calismada, Treglerin agir vakalarda saglikli kontrollere gore olduk¢a
yiiksek artis1 dikkat ¢ekmistir (Neumann ve ark, 2020). Bu sonuglar ile ters bulgular
elde eden calismalar da bildirilmektedir. Bir calismada, COVID-19 vakalarinda
CD25"e"CD127"°Y hiicrelerde azalma oldugunu belirtirmistir (Qin ve ark, 2020). Bir
baska calismada agir ve hafif COVID-19 vakalarinda Treg alt gruplarinda yiizdesel
azalma oldugunu belirtmistir (Liu, Xu, & Lin, 2020). Ayrica bir ¢aligmada, non-Treg
(nTreg) yiizdesinin agir vakalarda saglikli kontrol grubuna gore oldukca yiiksek
oranda arttig1 ve bu hastalarda iyilesme doneminin ardindan bu hiicrelerde azalma
oldugu bildirilmigtir. Timus kaynakli Helios" Treglerin FoxP3 ile ifadesi immiin
sistemde baskilayict bir etki olusturabilir. Ekibimizin yaptig1 bir bagka calismada
Helios" FoxP3" Treg hiicrelerin COVID-19 vakalarinda saglikli gruba gore artis1 ve
ayrica bu hiicrelerin hastalik siirecinin ilerlemesine bir etken olabilecegi belirtilmistir
(Simsek ve ark., 2022). Treg polarizasyonunu TGF-f ve FoxP3 destekleyebilir, ADO-
A2A adenozin reseptorii etkilesiminin de TGF-f iiretimde artisa neden olabilir. Bu

durum, eATP'nin ADO doniisiimiinde etkili CD39 ve CD73’¢ dikkat ¢ekmektedir
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(Allard, Allard, & Stagg, 2020; Sriram, & Insel, 2021). Ekibimizin yaptig1 ¢alismada;
immiin sistem de homeostaz1 saglamak i¢cin ATP ve ADP'nin metabolizmasinda kritik
rol oynayan, asir1 immiin tepkileri 6nlemeye yardimc1i CD39 eksprese eden Treg
hiicrelerin geng hastalar arasinda yapilan analizlerinde yas ile orantili olarak diisiis
gosterdigi belirtilmistir (Simsek ve ark., 2022).

Ekibimizin yaptigi; COVID-19 hastalik siddetinde CD8" sitotoksik T lenfosit
alt gruplarin1 analiz edilen bir diger ¢alismamizda agir COVID-19 vakalarinda EM1
(efektor Memory 1) hiicrelerin azaldig, sitotoksik aktivitesi yiiksek olan CD45RA"
CCR7CD27CD28 EM3 efektor bellek hiicre alt grubunun ise artis gosterdigi tespit
edilmistir (Kizmaz ve ark., 2022).

Hiimoral immiin yanit kapsamindaki B hiicrelerin etkin yanit1 ve enfeksiyon
etkeniyle tekrar karsilasmada hizli yaniti oldukc¢a onemlidir. Hastalik etkeni ile ilk
etkilesimde bellek B hiicreler olusur ve ardindan plazma hiicreleri gelisir. Bu sekilde
hastaliga karsi uzun siireli ve giiclii bir yanit saglanir. Kendi laboratuvarimizda
COVID-19 hastalarinda B hiicre alt gruplarini analiz ettigimiz bir calismamizda, Th1,
Th17 cevaplarin siiprese eden CD24"¢"CD38"e" hiicreler hafif vakalarda saglikli
kontrollere goére artig gosterirken, agir vakalarda azalmistir. IL-10 iireten
CD24MehCD277°? hiicrelerimiz ve CD21* CD27" yiiksek proliferatif bellek B hiicreleri
saglikli kontrol grubuna gore agir pndmoni ve hafif pnémoni hastalarinda azalmis
bulundu. CD24™CD38™ matiir B hiicreler ise agir vakalarda saglikli kontrole gore
artmistir. CD24Me"CD38™¢ bellek B hiicreler hasta gruplarinda saglikli kontrole gére
daha diisiik, iyilesme déneminde hastalik anina gére artmis bulundu. CD24- CD38high
plazmablast hiicrelerinin eriskinlerde hastalik siddetinin artigina paralel olarak arttig1
saptandi. Bitkin B hiicrelerin komplike olmamis, hafif pndmonili ve agir pndmonili
hastalarda saglikli kontrole gore arttigir goriildii. Hastalik donemindeki bu artisin
iyilesmis hafif pndmoni ve agir pndmoni olgularda azaldig: saptandi (Ursavas, &

Akalin, 2021).

2.10. Makrofaj Aktivasyon Sendromu

COVID-19 enfeksiyonunda monosit/makrofaj fenotip  degisiklikleri
olusabilmektedir. Lokosit alt kiimesi olan monositler kemik iliginden kéken alir ve

makrofajlara farklilasabilirler. Mevcut viral enfeksiyonun siirlandirilmasi ve
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yayilmasinin 6nlenmesine ya da patojenin 6ldiiriilmesine etki eden bu hiicreler immiin
yanit i¢cin onemli bir etken olusturur. Yerlestikleri yere gore farkli isimlendirilen
makrofajlar; deride ‘’langerhans’’, beyinde ‘’mikroglia’’, akcigerde ’alveolar’’,
karacigerde “’kuppfer’’ hiicreleri olarak adlandirilirlar. Enflamasyon siirecinde
uyaranlar degistikce makrofaj yanitlarinda farkliliklar olusur. Makrofaj polarizasyonu
genel olarak; klasik olarak aktive edilmis makrofajlar (CAM, M1) ve alternatif olarak
aktive edilmis makrofajlar (AAM, M2) olarak adlandirilirlar. Bu makrofajlar,
morfolojik olarak farklilik gosterirler. M1 makrofajlar daha biiytik, diiz ve yuvarlak
sekile sahipken, M2 makrofajlar yumurta sekilli ya da yana uzamis sivri hiicreler
olarak goriiniim sergiler. Ayrica M2 makrofajlar; M2a, M2b, M2c ve M2d olmak iizere
4 alt gruba ayrilmaktadir (Wang ve ark., 2020). M1 ve M2 makrofajlar normal
sartlarda denge halinde bulunurlar. Herhangi bir kosul degisiminde bu durumla
savasmak yahut diizeltmek {izere farklilasirlar. M1 makrofajlar, enfeksiyon ve doku
hasart gibi durumlarda pro-enflamatuvar yanit saglar. M1 makrofajlar, pro-
enflamatuvar sitokinlerin (TNF-a, IL-1, IL-6) iiretimini artirarak enflamatuvar yaniti
saglarlar. Bu sitokinler, enflamasyonun baglatilmasinda ve diger bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonunda onemli bir rol oynar. Enfekte hiicreleri taniyarak
sitokinler ve reaktif oksijen, azot tiirleri gibi antimikrobiyal molekiiller {iretirler ve
enfeksiyonla miicadelede etkin rol oynarlar. M1 makrofajlar doku hasari1 durumunda
onarimma yardime1 rol oynasa da asir1 aktivasyonunda bu hasarin artmasina ve kronik
enflamasyona da neden olabilir. Ozetle M1 makrofajlar patolojik durumlara hizli ve
giiclii yanit vererek savunmaya yardimci bir rol izler fakat agir1 aktivasyonu otoimmiin
hastaliklar dahil kronik enflamatuvar bozukluklara da yol agabilir. M2 makrofajlar ise
immiin sistem diizenlenmesinde anti-enflamatuvar yanit saglar. IL-4 veya IL-13 gibi
sitokinlerin etkisi M2a makrofajlar1 aktive eder. M2a makrofajlar; doku iyilesmesine
yardimcidir ve enflamasyonun sona ermesine katkida bulunur. Ayrica Th2 yanitlari ile
iligkilidirler ve immiin sistemin dengelenmesinde yardimci rol alirlar. IL-1p ve
lipopolisakkart (LPS) gibi uyaricilarin etkisiyle M2b makrofajlarmin aktivasyonu
gerceklesir. Bu makrofajlar enflamasyonu baskilar ve immiin regililasyonda gorev
alirlar. IL-10 gibi anti-enflamatuar sitokinlerin etkisi ile M2c makrofajlar uyarilir. M2c
makrofajlar, doku onarimi ve immiinsiipresyonda gorev alirlar. Genel olarak M2

makrofajlar enflamasyonun kontrolii, doku onarimi ve immiin sistem dengeleme
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fonksiyonlar1 ile koruyucu bir rol alirlar. Makrofaj aktivasyon sendromu (MAS),
immiin sistemin asir1 aktivasyonuyla doku ve organlarda harabiyete neden olan yagami
tehdit eden ciddi bir durumdur. COVID-19 vakalarinda da asir1 sitokin tiretimi MAS’a
benzer klinik bulgular gosterir. COVID-19 MAS baglantili enflamasyonda MAS’a
bagl sitokin firtinasinin hastaligin gelisiminde olumsuz etki gosterdigi yapilan
caligmalarla literatiirde yer almistir (Cakir, Giirsoy, & Topguoglu, 2020).

Sitokin firtinast sirasinda interferon gamma (IFN-y), Tiimor Nekroz Faktor
(TNF) ve Interldkin 1, 6, 18 ve 33 (IL-1, IL-6, IL-18, IL-33) gibi ¢cok sayida sitokin
uyarisityla makrofaj aktivasyonu gerceklesir. Bu durum immiin yanitin artigina ve
coklu organ disfonksiyonuna neden olur. Bu durumun kontrol altina alinabilmesi igin
immiin sistem anti-enflamatuvar sitokinler salgilamaya baslar. Enflamasyonun
devaminda degisken uyarilara karsin makrofajlarin yanitlarinda farkliliklar meydana
gelir ve bu farkliliklar M1 makrofajlar ve M2 makrofajlar olarak adlandirilir. M1
makrofajlar i¢cin IFN-y ve TNF-a belirli sitokinlerdir. M2 makrofajlar ise anti-
enflamatuvar 6zelliktedir ve Th2 immiin yanit1 tesvik edebilir (Rostam, Reynolds,
Alexander, Gadegaard & Ghaemmaghami, 2017). Makrofajlar immiin yanitt
karsilayacak sekilde degisim sergilemektedir. Immiin yanitin enflamasyona verdigi
yanittaki bu farkliliklar hastalifin seyrini etkiler ve hafif/orta veya agir hastalik
olusumuna yol acar. MAS agisindan ayirici tami1 hastalik siirecinde Onem arz
etmektedir (Atay, 2020). SARS-CoV-2 enfeksiyonu, yogun bir enflamatuvar yaniti
tetikler ve baglhica IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y sitokinlerinin hizli1 salinimina yol
acar. Akciger hasarinin ana mekanizmast sitokinlerin etkisiyle nétrofillerin
enflamasyon alanina gelerek aktivasyonu araciligi ile gerceklesir. Yapilan
caligmalarda hafif/orta COVID-19 vakalarinda saglikli gruba kiyasla daha yiiksek
GM-CSF, IL-9, IFN-y, IL-6, IL-1B, IL-10, G-CSF, IL-7, makrofaj enflamatuvar
protein-la [Macrophage inflammatory protein (MIP-1a)], TNF-a ekspresyonu
goriilmiistiir. IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a agir vakalarda daha yiiksek ekspresyonu oldugu
belirtilmistir. Agir vakalarda IL-6/IFN-y oranindaki artis, immiinpatolojik sitokin
cevabr i¢in bir gostergedir. Akut solunum sikintist sendromu (ARDS)’nin
patofizyolojisinde ROS, NETozis, sitokin salinimi ve nétrofil aktivasyonu oldukg¢a
onemlidir (Inal, Duman, & Kurtaran, 2020). PARC (CCL18) ve TARC (CCL17)

immiin sistem hiicreleri arasi iletisimde ve hedef bolgelere gegislerinde rol alan sinyal
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molekiilleridir. PARC o6zellikle akciger dokusundan salinan, enflamasyon
durumlarinda artabilen, TARC ise T lenfositlerin aktivasyonu ile iliskilendirilen bir
kemokin molekiildiir (Frutos ve ark., 2021). TARC baz1 dokularda diisiik ifade
edilirken enflamasyon durumlarinda diizeyi artabilmekte ve CCR4 reseptoriiyle
etkilesim kurarak T lenfositleri hedef bolgelere yonlendirmektedir. (Machura ve ark.,
2011). CCL24, ozellikle eozinofillerde, bazofillerde ve T lenfositler gibi immiin sistem
hiicrelerinde ifade edilen, alerjik ve enflamatuvar durumlarda artabilen kemoatraktan
olarak ¢alisir (Ahmadi, Hassanshahi, Khorramdelazad, Zainodini, & Koochakzadeh
2016; Liacouras ve ark., 2011). immiin sistemde hiicre fonksiyonlarinda arjinaz da
gorev almaktadir. Arjinin’in ornitin ve iireye doniistiiren arjinaz enziminin iki
izoformu vardir. Arjinaz 1, karaciger ve diger bazi dokularda bulunur ve 6zellikle iire
dongiisiinde yer alir. Arjinaz 2 6zellikle bobrekte ve diger dokularda bulunur ve
hiicresel enerji metabolizmasinda gorev alir. Arjinaz NK hiicrelerde ve sitotoksik T
hiicrelerde bulunur. Aktivasyonu arjinin tiiketimine yol acar ve sitotoksisiteyi ve
hiicresel yanitlar1 etkiler. Ayrica T lenfosit proliferasyonu, sitokin liretimlerini de

etkileyebilir. (Ljubisavljevic ve ark., 2012; Yang, & Ming, 2006).

2.11. Tedavi

Ulkemizde T.C. Saglik Bakanhigi tarafindan yayimlanmis olan COVID-19
tedavi rehberine gore uygun protokoller izlenmektedir. Uygulanan tiim protokollere
gore tedavi belli ana baghklar cercevesinde gerceklesmektedir. Bireyin hastane
bagvurusu ile yapilan ayiric1 tan1 yontemlerinin ardindan vaka smiflandirilmalarina
gore tedavi yontemleri belirlenmektedir. Pnémoni saptanmayan komplike olmamis
vaka siniflandirmasinda kisiye antibiyotik tedavisi Onerilmez ve izolasyon yontemi ile
evde takip Onerilir. Pndmoni varliginda ise hastalik siddetine gore bireyler ya evde
takip halinde ya da hastane sartlarinda tedavi altina alinmaktadirlar. Salginin
baslangicinda farkli hastaliklar i¢in ruhsatlandirilmis, viriise karst etkisi belirlenen
ilaglarin kullanimi birgok iilkede kabul gormiistiir. Favipiravir, remdesivir, lopinavir-
ritonavir, hidroksiklorokin bu ilaglar arasindadir. Salginin baslangicinda kabul gorse
de ilerleyen siireglerde mevcut veriler giincellenmistir. Hidroksiklorokin ve
lopinavir/ritonavir’in etkinliginin daha az oldugu tespit edilmistir. Remdesivir’in agir

COVID-19 vakalarinda etkin oldugu, favipiravir’in ise semptom siireclerini kisalttig1
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bu sebeple hekimin uygun goérmesi halinde kullanimi 6nerilmistir (T.C. Saglik
Bakanligi, 2022).

COVID-19 tedavisi i¢in bir¢ok arastirma yapilmistir. Agir hastalar igin
ozellikle IL-1 ve IL-6 yiiksek oldugu durumlarda sitokin antagonistlerinin kullanimi
onerilmektedir (Sener, 2020). Genis bir spektrumu olan, klinikte cogunlukla hepatit
tedavisi sirasinda  kullanilan IFN-o  SARS-CoV-2 c¢ogalmasimi  baskiladigi
bildirilmektedir (Mutlu, Uygun, & Erden, 2020; Stockman, Bellamy, & Garner, 2006).

Daha Onceleri ortaya ¢ikmis olan koronaviriis salginlarinda ebola tedavisinde
kullanilan Remdesivir’in viral polimerazi baskiladig:r bildirilmistir (Agostini ve
ark.,2018; Asker, 2021; Pascarella ve ark.,2020). Daha ¢ok romatoid artrit ilac1 olarak
bilinen Anakinra IL-1 antogonistidir. Bu ilacin sitokin firtinas1 goriilen agir COVID-
19 vakalarinda giivenli bir segcenek olabilecegi belirtilmektedir. Yine romatoid artrit
hastalarinda kullanilan IL-6 reseptor antagonisti tocilizumab ve sarilumab COVID-19
hastalarinda etkili oldugu bildirilen ilaglardandir. Viral enfeksiyonlarda ve kanserde
PD-1 (programli 6liim ligandi-1) inhibitoérii olarak kullanilan pembrolizubab ve
nivolumab viral yiikii azaltabilecegi bildirilen ilaglar arasindadir (Asker, 2021).

Viriis ile temasin gergeklestigi durumlarda ilk olarak viriisiin yayilmasinm
kontrol altina alabilmek, baskilamak ya da kontrolsiiz ilerleyebilen enflamatuvar
yanitin diizenlenmesi gereklidir. Bir diger tedavi ise virlis ile temasin ardindan
iyilesmis hastalardan elde edilen immiin plazma yontemidir. Bu yontem ile amag,
viriise kars1 antikor olusturmus bireylerden elde edilen plazma ile hasta kisiye nakli ve

bu nakil sonucunda viriis nétralizasyonu saglayabilmektir (Uguz, & Eskut, 2020).

2.12. Adenozin Deaminaz (ADA)

Adenozin deaminaz (ADA, EC 3.5.4.4) piirin metabolizmasinda anahtar bir
enzimdir. Amin grubunun koparilmasiyla adenozinin inozine, 2'-deoksiadenozinin ise
2'-deoksiinosine ve amonyaga doniisiimiinii katalizleyen bir enzim olarak bilinir.

(Conway, & Cooke, 1939; Cortés ve ark., 2015)
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Inozin | + NH;

Adenozin | + H,O

+ NH;

Deoksiinozin

Deoksiadenozin | ———

Sekil 10. ADA piirin metabolizma yolunun kisa gosterimi

ADA aktivitesindeki degiskenlikler metabolik substratlarin birikimine yol
acar. Bu durum hiicresel fonksiyon iizerinde ciddi etkilerle sonuglanabilir. Genel ADA

piirin yolu asagidaki sekil 11°de gosterilmistir (Whitmore, & Gaspar, 2016).

adenozin kinaz ADA

ATP «— ADP «+— AMP «+— Adenozin —— Inozin <
ksantin oksidaz

Hipoksantin —, ksantin —, Urik asit

e

dATP —, dADP —, dAMP — Deoksiadenozin — Deoksiinozin PNP
deoksiniikleosit kinaz ADA

ksantin oksidaz

Sekil 11. ADA piirin metabolizma yolu genel gdsterimi (Whitmore, & Gaspar, 2016)
Insan genomundaki ADA, 20q13.11 kromozomunda bulunur (Riistemoglu ve

ark., 2016). ADA yapis1 8 alfa (a) periferde ve 8 beta () merkezde olmak iizere alfa-
beta kompleksinden olusan monomerik bir proteindir. Merkezinde bir ¢inko (Zn)

kofaktorii barindirir. ADA’nin atomik yapist Sekil 12°de gosterilmistir (Wilson,

Rudolph, & Quiocho, 1991).

His 5
N
Z “NH
/~<\j \ =/ His, 55
Hisy 4 N, ’
\\ f
\\\ 1 7 NH
=N----- @ ,N =
/ ! /,,
' H
1
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!
HiSn " ’_,—" H’_o NH2
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or” - \/ k
S-07 Adenosine
Aspaos

Sekil 12. ADA’nin atomik yapisi (Antonioli ve ark., 2012)
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ADA’n bir¢ok dokuda bulunmasi ve sistem igerisindeki yayginligi sebebiyle
eksikliginde metabolit yol bozulmakta ve ciddi sonuclarla karsilasilmaktadir (Ferrua,
Brigida, & Aiuti, 2010; Whitmore, & Gaspar, 2016). Adenozinin genis etkileri farkl
yolaklar iizerinden gergeklesir. Hiicre ylizeyi G-protein ve adenozin baglantisi
ardindan, adenozinin 4 alt reseptorii devreye girer. Bu reseptorlerin hepsi biiyiime ve
farklilagmalarini mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ile gerceklestirir (Demeli,
Bayrak, & Pehlivanoglu, 2022). Siklik adenozin monofosfatin (cAMP) hiicre ici
indiiksiyonu A2A ve A2B reseptorleri ile gerceklestirilirken, A1 ve A3 alt reseptorler
inhibisyonda gorev alir (Churov, & Zhulai, 2021). Hiicre i¢i adenozin, adenozin kinaz
reseptorleri (ADK) ile kontrol edilir. Hiicre dist ATP’nin AMP doniisiimiinde ise
CD39 ve CD73 etki eder. CD39 (ektoniikleosit trifosfat difosfohidrolaz-1) ve CD73
(ekto-5'- niikleotidaz) birer ektoniikleazdir. T regiilator hiicreler (Treg), dogal dldiiriicii
hiicreler (NK), B hiicreler gibi baz1 hiicreler ise her ikisini de tasiyabilirler. Ayrica
tiimor hiicrelerinde yapilan bazi ¢alismalar gdstermistir ki, adenozin seviyelerinin
artmasi, ASH aracili T hiicre aktivasyon yolunda engel olusturabilmekte ve dendritik
hiicre (DC) aktivitesini de diizenleyebilmektedir. A2BR yolunda adenozin
olusumundan makrofajlar da etkilenebilmekte ve fenotip proenflamatuvardan
antienflamatuvara gegis gosterebilmektedir. Bu sekilde etkilesim yogunlugu timor
tedavisinde, CD39-CD73-Adenozin yollarmin kullanilabilecegini gostermektedir
(Churov, & Zhulai, 2021). ADA enzimi Ilenfositlerin farklilasmasinda ve
proliferasyonunda 6nemli etkilere sahiptir. Son yillarda yapilan arastirmalarda ADA,
T hiicre aktivasyonunun ve hiicresel immiinitenin non-spesifik bir belirteci olarak
kabul edilmektedir. ADA ayni zamanda insan dolagim sistemindeki monositlerin
makrofajlara olgunlagmasi i¢in onemlidir (Zavialov ve ark., 2010). T hiicrelerde B
hiicrelere oranla daha fazladir. Bu sebeplerle ADA hiicresel immiinite i¢in 6nemli bir
aytractir (Hatipoglu ve ark., 2003). ADA eksikligi ve ADA ekspresyonundaki artiglar
cesitli hastaliklara yol agabilir. Adenozin eksikligi kalitsal bir hastaliktir. ADA
eksikligi T ve B hiicrelerde gelisim bozukluklar1 olusturabilir ve kombine immiin
yetmezlik sendromuna (SCID) neden olabilir (Sauer, Brigida, Carriglio, & Aiuti,
2012). ADA seviyelerindeki degisiklikler; tiiberkiiloz (Garcia-Zamalloa, & Taboada-
Gomez, 2012; Krenke, & Korczynski, 2010), Sistemik lupus eritematozus (Hitoglu ve
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ark., 2001; Saghiri ve ark., 2012), romatoid artrit (Zamani, Jamali, & Jamali, 2012),
koroner arter hastaligi (Tang, Ma, Dong, Liu, & Liu, 2006), multipl skleroz
(Vivekanandhan, Soundararajan, Tripathi, & Maheshwari, 2005), pankreas hastaliklar
(ibis ve ark., 2007) gibi bircok farkli hastalikta tanimlanmistir. Toksik etki
olusturabilen molekiiller adenosin ve 2’deoksiadenozin’nin insan anormalliklerinin
saptanmasinda énemli goriilmektedir (Gakis, 1996; Fox, & Kelley, 1978). insanda
ADA, optimal pH, substrat baglanma paterni ve molekiil agirliklar1 dikkate alindiginda

2 izoenzimden olusur. Bu izoenzimler ADA1 ve ADA?2 olarak isimlendirilmistir.

2.12.1. ADA1 (Adenozin deaminaz-1)

ADA izozimlerinden biri olan adenosin deaminaz-1 (ADAT1), 20ql13.12
kromozomunda bulunur ve diisiik bir molekiil agirligina sahip 41 kDa monomerdir.
ADAT1'in optimal pH'si 7-7,5 ve Km'si (michaelis sabiti) 5,2 x 10-5 M’dir (Gakis,
1996). ADA1, Adenozini deaminleyerek inosin iiretimi saglar. Boylece hiicre i¢i ve
hiicre dis1 adenosin seviyelerini diizenler (Gary ve ark., 2020). ADA1 genel bir ifadeye
sahiptir. Ozellikle lenfositler ve eritrositler olmak iizere ¢cogu dokuda bulunabilir
(Meyts, & Aksentijevich, 2018). ADA1l, ADA aktivitesinin yiiksek oranindan
sorumludur. Piirin metabolizma yolunun hem hiicre i¢i hem de CD26 yoluyla hiicre
ylizeylerine baglanabilen bir ektoenzimdir (Meyts, & Aksentijevich, 2018; Tardif ve
ark., 2019).

ADAI1, substratlar bakimindan (Ado-dAdo) ADA2’ye gore daha yiiksek
afiniteye sahiptir. Kismen homolog olan bu iki proteinin farkli yap1 ve isleve sahip
oldugu diistiniilmektedir (Schrader, Pollara, & Meuwissen., 1978). ADA1’in ilk rolii,
bu substratlarin zararh tiirevlerini yok etmek ve hiicreleri apoptozdan korumaktir.
Ayrica ADA1 T lenfositler aracili immiin yanit diizenlenmesinde 6nemli bir rol
almaktadir (Kutryb-Zajac ve ark., 2021). Yiiksek Ado seviyelerinin lenfosit
aktivasyonu iizerinde inhibe edici etkisi bildirilmektedir. Bu sekilde, kalitsal
mutasyonlar araciligryla ADA1 yoklugu SCID (siddetli kombine immiin yetmezlik)
gibi ciddi immiin yetmezlik hastaliklariyla sonu¢lanmaktadir (Hershfield, 2005).
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2.12.2. ADA2 (Adenozin deaminaz-2)

ADA2; kedigézii sendromu kritik bolge proteini 1 (Cat Eye Syndrome
Chromosome Region 1, CECR1) olarak da isimlendirilir. 22q11.1 kromozomunda
bulunur ve 59 kDa monomer ya da homodimer yapidadir. ADA2, ADA1’e gore ¢ok
daha yiiksek michaelis sabitine sahiptir (200 x 10> M) ve optimal pH'si 6,9’dur (Gakis,
1996; Meyts, & Aksentijevich, 2018). Daha 06nce bahsedilen CD26-ADAI
kompleksinde durum ADA?2 de daha farklidir. ADAL ile baglanan CD26 ADA2 ile
baglanmamaktadir (Dong ve ark., 1996; Richard ve ark., 2000). Ayrica ADA-1 CD16
monositlerine baglanirken, ADA-2’nin CD16" monositlere, notrofillere, B ve NK
hiicrelerine baglandig1 da belirtilmektedir (Kaljas ve ark., 2017). Miyeloid hiicrelerde
yiiksek oranda eksprese edilen ADA2, makrofajlar ve dendritik hiicrelere farklilasan
aktive monositlerden tiretilir (Iwaki-Egawa, Yamamoto, & Watanabe, 2006; Zavialov
ve ark., 2010). ADA-2’nin insan serumunda baskin izoenzim oldugu ve monosit-
makrofaj kokenli oldugu belirtilmektedir (Kutryb-Zajac ve ark., 2021). Enflamatuvar
yanit olusumunda miyeloid hiicreler tarafindan ADA2 salinmaktadir. Bu hastalarda
baz1 hiicre dis1 sivilarinda yliksek ADA-2 seviyeleri bulunmaktadir. ADA2
aktivitesindeki bu degisiklikler otoimmiin hastaliklar, kronik hepatit, AIDS, crohn
hastaliklarinda goriilebilmektedir (Fernandez ve ark., 2000; Iwaki-Egawa ve ark.,
2006; Niedzwicki ve ark., 1991; Sari, Taysi, Yilmaz, & Bakan, 2003; Tsuboi ve ark.,
1995; Valadbeigi, Saghiri, Ebrahimi-Rad, Khatami, & Akhbari, 2019; Valdés, San
José, Alvarez, & Valle, 1996). Genel olarak ADA2 aktivitesi iltithaplanma, hipoksi,
onkogenez gibi durumlarda daha yiiksek goriilmektedir. ADA2 eksikligi ile
karakterize DADA2 (Adenozin Deaminaz 2 Eksikligi) hastalarinda; B hiicrelerde
olusan degiskenlikler bu proteinin edinsel immiin yanittaki rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir (Caorsi, Penco, Schena, & Gattorno, 2016). Ayrica ADA2
eksikliginin M1 makrofaj polarizasyonuna yonelim ile iliskili olabilecegi bildirilmistir
(Meyts, & Aksentijevich, 2018; Watanabe ve ark., 2019).

ADA?2 aktivitesi; EHNA [eritro-9-(2-hidroksi-3-nonil)adenin] varliginda,
tADA(total-ADA) aktivitesinden ADAT1 aktivitesi ¢ikartilarak hesaplanir. EHNA;
ADAT1’e baglanan fakat ADA2’ye baglanmayan bilinen tek ADA1 inhibitoriidiir (Gao
ve ark., 2020; Schrader, Pollara, & Meuwissen, 1978).

ADA enziminin, biyolojik rollerine dair oldukca ilgi c¢ekici 6zellikleri
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bulunmaktadir. Bu bilgiler 15181nda COVID-19 hastalik siddetinde ADA enziminin ve
izoenzimlerinin roliinii aragtirmanin énem arzettigi goriilmektedir. COVID-19/ ADA
enzim iliskisi, hastalik siddetinde ADA ve izoenzimlerinin aktivasyonun arastirilmast,
bu hastalardan sitokin/kemokin profillerin incelenmesi gerekli goriilmiistiir. Ayrica
ADA’nin COVID-19 hastalik siddeti ve M1/M2 polarizasyonu iizerinde nasil bir rol
aldig1 incelenerek hastaligin immunopatogenezinde makrofajlarin potansiyel rollerine
dair literatiire katk1 sunmak amag¢lanmistir. Calismamizin, COVID-19 tani, tedavi ve

takibine yeni bakis ac¢ilar1 kazandiracagina inanmaktayiz.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalarin Secimi ve Calisma Plam

Calisma i¢in, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklari
Klinigi ve Saglik Bilimleri Universitesi Bursa Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma
Hastanesine basvuran COVID-19 hastalarindan rutin kontroller sirasinda yapilan
tetkikler i¢in alinan kanlarindan arta kalanlar kullanildi. Saglikli kontrol grubu i¢in ise
Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Kan Merkezine kan vermek iizere gelen
donorlerden kan alimi sirasinda 7 ml kan 6rnekleri alindi. Hastalara ve saglikli kontrol
grubuna ait kan ornekleri serumlar1 ayrildiktan sonra -20°C’de derin dondurucuda
saklandi. Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan onay alind1 (16.09.2020 Karar no: 2020-16/10).

Calismadaki hasta gruplari, belirtilen anabilim dallarinda tanis1 konmus kritik,
agir vaka, hafif/forta vaka ve a/presemptomatik vakalar olarak belirlendi. Ilgili
birimlere basvuran 41 agir vaka (22 erkek ve 19 kadin), 36 hafif/orta vaka (19 erkek
ve 17 kadin), 37 a/presemptomatik (17 kadin ve 20 erkek) ve 6 kritik seviye (4 erkek
ve 2 kadin) olmak iizere toplam 120 yetigkin COVID-19 hastasi ve 40 saglikli kontrol
grubu (16 erkek ve 24 kadin) olmak iizere toplam 160 kisi calismaya alindi. Hastalara
ait demografik bilgiler (yas, cinsiyet vb) kayit altina alindi. Bu tan1 ve siiflandirma
hastanin klinik semptomlarina ve laboratuvar degerlendirmelerine gore yapildi.
Oncelikle hastalarin klinik 6zellikleri degerlendirilerek enfeksiyonun yaygin belirtileri
(nefes darlig, okstiriik, ates) ve halsizlik, eklem agrilari, bas agrisi, burun akintisi, tat
ve koku kayb1 gibi diger semptomlar incelenmistir. Bu tiir semptomlarla hastanemize
basvuran kisilerin burun ve bogaz ardindan alinmis siiriintii 6rneklerinin RT-PCR
(reverse transckripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu) ¢calismasi ile pozitif sonug veren
kisiler hasta olarak degerlendirilip sinflandirmaya dahil edilmistir.

18 yas ve tlizerindeki hastalar, klinik tanis1 konulmus kritik, agir, orta/hafif vaka
ve a/presemptomatik COVID-19 hastalari, bilgilendirilmis hasta onam formu vermis
olan kisiler ve COVID-19 haricinde herhangi bir hastaligi olmayan kisiler hasta
grubunda calismaya dahil edilmistir. Saglikli kisilerden olusan kontrol grubu ise 18
yas ve lUzerindeki kan merkezine dondr adayr olarak basvuran, bilinen hastaligi

olmayan kisiler, bilgilendirilmis saglikli onam formu vermis olan kisilerdir.
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3.2. Insan ADA-1 ve ADA-2 (CECR1) Serum Diizeylerinin Saptanmasi

Hasta ve saglikli kontrol gruplarindan ADA-1 ve ADA-2 (CECR1) serum
diizeylerinin saptanmasi i¢in ticari olarak satilan kit (Sunred bio-teknoloji, Cin)
kullanilarak gergeklestirildi. Calisma i¢in bu gruplara ait serum 6rnekleri kullanildi.

Deneyler kit iireticisi ticari firmanin 6nerdigi protokol iizerinden gergeklestirildi.

A )
.
)
L}
.
»
&

Sekil 13. ADA serum diizeyi galismasi
Uygulanan deney protokolii su sekildedir:

Standart hazirlanmasi

Orijinal standart, standart diliisyon soliisyonu ile Onerilen seyreltme gradyani ile
seyreltildi.

(1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32)

. Standart kuyularina 50 uL standart 6rnekleri eklendi.

o Test kuyularina 6rneklerden 40 uL eklendi.

o Ornek kuyularina 10 uL CECR1 antikoru eklendi.

o Tiim kuyulara 50 uL streptavidin-HRP eklendi.

. 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi.

. 50 uLL chromogen solution A ve 50 uLL chromogen solution B eklendi.
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37 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

50 uL stop soliisyonu eklendi ve ardindan 450 nm de oOlgiimler kayit edildi.
(Chromate, model 4300, USA)

Standartlar ve hasta serumlar1 asagida belirtilen sekilde planlanmistir (Tablo 2, 3):
Tablo 2. Serum Diizeyi Calisma plani 1:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Standart  Standart K1 A3 All  HI H9  HI7  P7 P15 S5 S13
Standart  Standart K2 A4 Al2 H2 HI0 HI8 P8  Pl6 S6  Sl4

“ 12 12
C Standart  Standart K3 A5 AI3  H3 HIl Pl P9 P17 S7  S15

. 1/4 1/4
Standart  Standart K4 A6  Al4 H4 HI2 P2 P10 P8 S8 S16

“ 1/8 1/8
[3 Standart  Standart K5 A7 Al5 H5 HI3 P3  Pll S1 S9  S17

. 1/16 1/16
F Standart  Standart K6 A8 Al6 H6 HI4 P4 PI2  S2 S10  SI8

. 1/32 1/32
Bos Bos Al A9  A17 H7  HI5 P5 P13 S3 Si1  S19
Bos Bos A2  AI0 AI8 H8 HI6 P6 Pl4  S4 S12  S20

K: Kritik  A: Agir Pnémoni  H: Hafif Pnomoni  P: a/presemptomatik  S: Saghkh Kontrol |

Tablo 3. Serum Diizeyi Calisma plani 2:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 ) 11 12
Standart  Standart A19 ~ A27 A35 H20 H28 H36 P26 P34  S25  S33
Standart  Standart A20 A28 A36 H21 H29 P19 P27 P35  S26  S34

“ 12 12
C Standart  Standart ~A21 ~ A29 A37 H22 H30 P20 P28 P36  S27 S35

. 1/4 1/4
Standart  Standart A22  A30 A38 H23 H31 P21 P29 P37 S28  S36

n 1/8 1/8
[3 Standart  Standart A23  A31 A39 H24 H32 P22 P30 S21  S29  S37

. 1/16 1/16
F Standart  Standart A24  A32 A40 H25 H33 P23 P31 S22 S30  S38

. 1/32 1/32
Bos Bos A25 A33 A4l H26 H34 P24 P32 S23 831 839
Bos Bos A26  A34 HI9 H27 H35 P25 P33  S24 832 S840

K: Kritik  A: Agir Pnémoni  H: Hafif Pnomoni P: a/presemptomatik  S: Saghkh Kontrol
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3.3. ADA Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Hasta ve saglikli kontrol gruplarindan ADA enzim aktivitesinin 6l¢iimii i¢in
ticari olarak satilan kit (Elabscience) kullanilarak gergeklestirildi. ADA1 ve ADA2
Olctimleri ayni protokol {izerinden ilerlemistir. ADA2'ye 6zgii enzim aktivitesini
O0lcmek i¢cin ADAT1 aktivitesini inhibe eden eritro-9-(2-hidroksi-3-nonil) adenin
(EHNA) kullanildi. Serum ADAI1 aktivitesi ise total ADA aktivitesinden ADA2
aktivitesinin ¢ikarilmasiyla hesaplandi. EHNA i¢in optimizasyon deneyleri yapilmis
ve mevcut literatiir bilgileri de gz 6niinde bulundurularak 250 uM EHNA soliisyonu

kullanild1 (Sekil 14).

ADA Enzim Aktivasyonu Optimizasyonu

w
(%)

=
S g
=30 & h ADA-2
@
L2 ¢
& -
3 20 g
E 15 < _ —
S
& 10
5
0 —
Total ADA (U/L) 25uM 250uM 1000uM

100uM
EHNA MIKTARI

e S35 likl1]  emm—=Saglikli2) emsCOVIDAGIR] —emmmCOVIDAGIR2

Sekil 14. EHNA optimizasyon grafigi

Ticari olarak temin edilen 1 mgr EHNA soliisyonu (Cayman chemical
company, EHNA hydrochloride) firma onerisi dogrultusunda 1 mgr i¢in 1000 ult
distile su ile karistirilarak hazirlandi. 250 uM EHNA soliisyonu hazirlamak i¢in 12 ult
distile su + 1 ult EHNA soliisyonu kullanildi. Dogru karsilastirma yapilabilmesi adina
her kit igerisinde Olgiilen hasta 6rnegi kadar ayni hastalara ait EHNA diliie soliisyon
ile kullanildi. EHNA-serum diliisyonu 19 ult hasta serumuna 1 ult 250 uM EHNA
soliisyonu eklenerek hazirlandi. Absorbans o6lgiimii 550 nm’de; Bursa Uludag
Universitesi T1p Fakiiltesi Farmakoloji Labarotuvarinda bulunan spektrometre-Biotek,
Quant, USA-kullanildi. Deneyler kit fireticisi ticari firmanin Onerdigi protokol

tizerinden gerceklestirildi.
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Uygulanan deney protokolii su sekildedir:

° Standart hazirlanmasi

1 mmol/L standart distile su ile dnerilen seyreltme gradyani ile seyreltildi.

0,0.2,0.4,0.5,0.6,0.7, 0.8, 1.0 mmol/L

. Ornek Olgiimii
1- Standart kuyu: standart kuyucuklara farkli konsantrasyonlarda 10 uL standart

eklendi

Ornek kuyu: Ornek kuyularina 10 uL numune eklendi.
2- Her kuyuya 180 uL Reaktif 1 eklendi.
3- Her kuyuya 90 uL Reaktif 2 eklendi.
4- 37 °C'de 7 dakika inkiibe edildi.
5- Mikroplak okuyucu ile 550 nm'de numune kuyularinin OD degerlerini 6lctildii
(Biotek, Quant, USA). Degerler A olarak kaydedildi.
6- 37 °C'de 10 dakika inkiibe etmeye devam edildi. Microplate okuyucu ile 550 nm'de
numune kuyularmin OD degerlerini 6lgiildii. Degerler A> olarak kaydedildi.
Standartlar ve hasta serumlari1 asagida belirtilen sekilde planlanmistir (Tablo ve tim

hasta gruplar1 ayni ¢alisma tablosu ile tekrarlanmstir.

Tablo 4. Enzim aktivitesi Calisma Plani:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

.o STD1.0 STD1.0 KI A3 HlI Pl SI KI+ A3+ H1+ P1+ S1+

l mmol/L mmol/L EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA
STD0.8 STD0.8 K2 A4 H2 P2 S2 K2+ A4+ H2+ P2+ S2+

H mmol/L mmol/L EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA
@ STD0.7 STDO0.7 K3 A5 H3 P3 S3 K3+ A5+ H3+ P3+ S3+

l mmol/L mmol/L EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA
STD0.6 STD0.6 K4 A6 H4 P4 S4 K4+ A6+ H4+ P4+ S4+

i mmol/L mmol/L EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA
2 STDO0.5 STDO05S K5 A7 HS5 P5 S5 K5+ AT+ H5+ P5+ S5+

l mmol/L mmol/L EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA
2 STD04 STD04 K6 A8 H6 P6 S6 K6+ A8+ Ho6+ P6+ S6+

l mmol/L mmol/L EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA
¢ STD02 STDO02 Al A9 H7 P7 S7 Al+ A9+ H7+ P7+ S7+

l mmol/L mmol/L EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA
H Bos Bos A2 Al H8 P8 S8 A2+ Al10+ H8+ P8+ S8+

l 0 EHNA  EHNA EHNA EHNA EHNA

| K: Kritik  A: Agir Pnomoni  H: Hafif Pnémoni  P: a/presemptomatik  S: Saghkh Kontrol |
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3.4. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Hiicre kiiltiirii deneylerine, tam kan sayiminda herhangi bir anomaliye sahip
olmayan ve hasta se¢imi boliimiinde agikca tanimlanan sekilde 6 adet saglikli goniillii

dahil edilmistir.

3.4.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin izolasyonu

Periferik kan 6rnekleri saglikli goniillillerden taze olarak antikoagiilanl tiiplere
alindi.  Sonrasinda bekletilmeden, dansite gradiyent (Ficoll-Paque, Capricorn,
Almanya) yontemiyle, 2000 RPM’da 20 dakika santriflij edilerek, mononiikleer
hiicrelere (PKMH) ayrildi. Yontem, seyreltilmis kanin Ficoll ¢ozeltisi (1.077 g/ml)

lizerine yayilmasi, ardindan santrifiij ve yitkama asamalarin1 kapsamaktadir (Sekil 15).

— Eritrositler/
Granilositler

Z — Plazma
—Kan =
Santrifiij =
e L
2500 RPM [
20 dk — —» PKMH
m— —+ Ficoll
—Ficoll v

Sekil 15. Ficoll yontemi ile PKMH izolasyonu
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Sekil 16. PKMH izolasyonu

3.4.2. Percoll Dansite Gradiyent Yontemi

Periferik kan hiicrelerinden CD14" monositlerin izolasyonu ve monositce-
zayif lenfositlerin eldesi i¢in dansite gradiyent yontemi (Percoll-Sigma, USA)
kullanildi.  izolasyonun ilk basamaginda, hiper-ozmotik ve izo-ozmotik Percoll
cozeltileri hazirlandi.  Lenfositlerin, uyarimi 48-72 saat silirdiiglinden, iki asama
birbirinden farkl giinlerde (monosit izolasyonundan 2-3 giin 6nce) yapild: (Sekil 17).

Hiper-ozmotik Percoll cozeltisi (her 50 ml ¢6zelti icin)

e 245 ml Percoll
e 20,5 ml distile su
e 5mll1,6 M NaCl
[z0-ozmotik Percoll ¢bzeltisi (her 50 ml ¢ozelti igin)
e 20,75 ml Percoll
e 2425 ml distile su
e 5mll1,5M NaCl
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Sekil 18. PKMH hiicrelerden percoll dansite gradiyent yontemi ile monositlerin ayirilmasi
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3.4.3. SARS-CoV-2 Spesifik Lenfositlerin Elde Edilmesi

PKMH’lerin izolasyonunun (B6liim 3.4.1) ardindan, hiicrelerin say1 ve canlilik
oranlar1 analiz edildi. PKMH’ler, hiper-ozmotik Percoll ¢ozeltisi lizerine yayildi.
Sonrasinda 580g’de 15 dakika santrifiij edildi. Tiiplerin alt-fazinda (yaklasik son 4ml)
olan kismi alinarak 350g’de 7 dakika ikinci kez santrifiij edildi. Bdylece PKMH’ler,
lenfositlerce zengin, monositlerden zayif hale getirildi. Elde edilen lenfositlerin sayimi
yapild.

SARS-CoV-2 mediumu hazirlanmasi asamasinda ilk olarak, AB kan grubuna

sahip 4 COVID-19 agir vakadan alinan ve viral yikii hiicre kiiltiiriine uygun sekilde
optimize edilen serum Ornekleri esit oranlarda karistirildi (sCOV). Bununla birlikte,
SARS-CoV-2 (wild type) yapisal (S, M, N, E) ve yapisal olmayan proteinlerden
kaynaklanan 9 ila 22 a.a uzunlugunda 88 peptid igeren peptid havuzu (p-COV) ticari
olarak temin edildi [PepTivator SARS-CoV-2 Select-premium grade (6 nmol)].
Elde edilen lenfositler, kuyu bas1 1x10° hiicre olarak 96-kuyucuklu plaklara, 2mM L-
glutamin, 100U/ml penisilin, 100mg/ml streptomisin ile birlikte %10 sCOV ile
zenginlestirilmis RPMI-1640 eklendi. Elde edilen 6rnekler kuyu basi 2 ul p-COV ile
uyarildi. Plaklar 20 saat (37°C ve %5 CO) inkiibe edildi. Kuyular, inkiibasyonun 20.
saatinde, medium degisimi yapilmadan, ikinci kez 2 ul p-COV ile uyarildi. Ornekler
24 saatlik ikinci bir inkiibasyona birakildi. Lenfosit aktivasyonu tayini i¢cin Akan
Hiicre Olger’de CD69 ekspresyonu incelendi. Aktivasyonu yeterli goriilmeyen 6rnek
gruplari, medium degisimi olmaksizin 24 saatlik ti¢iincii bir pCOV uyarimina tabi
tutuldu. Hiicrelerin sayimi ve canliligi icin Thoma lami1 kullanildi (Tripan Mavisi ve
Turk Soliisyonu). Canliligi %95’den az olan 6rnek gruplan ile ileri bir ¢aligma
yapilmadi. Caligmanin ileri agamasinda kullanilacak olan kontrol lenfositleri, %10
otoserum esliginde, kiiltiirin basladig1 anda ve tek seferde olmak iizere M1 kontrol
icin LPS [5 pg/ml, (Thermo Fischer, ABD)] ve M2 kontrol i¢in IL-4 [20ng/ml,
(Thermo Fischer, ABD)] ile uyarildi. Uyarimsiz lenfositlere ise (unstimiile kontrol)
herhangi bir ajan eklenmedi. Tiim kontrol lenfositleri, SARS-CoV-2-spesifik T
hiicreler ile (2-3 giin) ayni siire ve sartlarda kiiltiire alind1.

Saglikli dondrlere ait periferik kan 6rneklerinden izole edilen lenfositlerin p-
COV ile uyarimi sonrasinda T lenfositlerin aktivasyonu AHO'de degerlendirildi ve

CD69 ekspresyonu >%50 olan lenfositler es kiiltire alindi (Sekil 19).
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Sekil 19. p-COV ile uyarilmig (pCOV™) ve uyarilmamis (pCOV") T hiicrelerde CD69 aktivasyon
belirte¢inin analizi

3.4.4 CD14" Monosit izolasyonu

T hiicre kiiltiiriiniin baglatilmasindan itibaren 2-3 giin sonra monosit izolasyonu
islemlerine baslandi. ikinci kez, PKMH izolasyonu (40-50 x 10°) yapildi. Elde edilen
PKMH’ler, hiper-ozmotik Percoll ¢ozeltisi {izerine yayildi ve 580 g’de 15 dakika
santrifiij edildi. Sanrifiij sonras1 inter-faz bolgesi Pasteur pipeti yardimiyla toplandi.
Interfaz bolgesinin altinda kalan kistm monositge-zay1f lenfosit bolgesidir. Monositler
i¢cin Ornek tiipleri birlestirildi ve RPMI-1640 eklenerek, 350g’de 7 dakika santrifiije
alindi. Santrifiij sonrasi siipernatan kismi atildi ve pellet kismina RPMI-1640
eklenerek hiicre sayimi yapildi. Monositlerin platelet ve 6lii hiicrelerden ayrilmasi i¢in
ikinci bir asama uygulandi. Izole edilen monositler, izo-ozmotik Percoll ¢dzeltisi
lizerine yayilarak, 350 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi, siipernatan
atilir ve pellet kismma RPMI-1640 eklenerek 350 g’de 7 dakika ikinci bir santrifijj
edilerek monositler elde edildi. Hiicre sayimi yapildi, bunun yaninda hiicrelerin
canlilig1 (Tripan Mavisi ve Turk Soliisyonu) teyit edildi. Canlili§1 %95'den az olan

orneklerle ileri bir calisma yapilmadi. Hiicre sayiminin ardindan AHO degerlendirmesi
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yapilarak CD14 eksprese eden hiicrelerin safligi kontrol edildi (Sekil 20). Saflik orani

%85’1n altinda olan 6rnekler ile ileri bir ¢aligma yapilmadi.

Ungated Ungated Ungated
1000 — 1000 - —
60
50 8004 Monocyte
6001 = 600 =
= 4 5
a A S
400 400 Monocyte.
204
200 _@. 200
T T T T T T T 0-
0 200 400 600 800 1000 10' 10 10 10' 100 10
FS INT CD14 PE CD14 PE
Gate %Gated Gate %Gated
All 100.0 All 100.0
Monocyte  96.2 Monocyte.  96.2

Sekil 20. Percol ile monosit izolasyonu sonras1t CD14 saflik kontrolii

3.4.5. Monosit Kiiltiirii

Monositlerin safliginin ve canlilifinin teyit edilmesi iizerine, 1x10° hiicre 24-
kuyucuklu plaklara aktarildi ve 2mM L-glutamin (Lonza, Isvicre), 100U/ml penisilin,
100mg/ml streptomisin esliginde serumsuz-RPMI-1640 ile siispanse edildi. 4 saatlik
(37°C, %5 CO) kiiltiir sonunda adherent olmayan hiicreler toplandi ve sayim1 yapild.

Monositler, es-kiiltiir kosullarina hazir hale getirildi.

3.4.6 SARS-CoV-2-spesifik Lenfositler ve Naif Monositler ile Es-Kiiltiir

SARS-CoV-2-spesifik lenfositler, kontrol lenfositleri ve unstimiile lenfositler
ile naif monositler es kiiltiire alindi. Her bir lenfosit i¢in 2 adet monosit olacak sekilde
(1:2) kiiltiir dizayn edildi. Kuyu bas1 5x10° lenfosit, monosit plaklarina eklendi. Es-
kiiltiir deneylerinde karsilastirma gruplari, M1-kontrol (LPS), M2-kontrol (IL-4) ve
unstimiile gruplardan olugsmaktadir. Fitohemaglutinin (PHA, Capricorn, Almanya) ve
M-CSF (Miltenyi Biotec, Almanya) biitlin gruplarda, T hiicre proliferasyonunun
devamliligi i¢in kullanildi. SARS-CoV-2 grubunda %10 sCOV ile zenginlestirilmis
RPMI-1640, diger gruplarda ise %10 otoserum ile zenginlestirilmis RPMI-1640
kullanildi. Her bir kuyucuga, 2 mM L-glutamin, 100U/ml penisilin ve 100mg/ml

streptomisin eslik etti. Kuyucaklara 6zgii uyarimlar agsagida 6zetlenmistir.
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1.Grup- Unstimiile

- PHA (T hiicre optimal proliferasyonu) 5 pg/ml
- M-CSF (Makrofaj Biiyiime Faktorii) 40 ng/ml
2.Grup M1-Kontrol

- PHA (Phytohemagglutinin) (T hiicre optimal proliferasyonu) 5 pg/ml
- M-CSF (Makrofaj Biiytime Faktorii) 40 ng/ml

-LPS (M1-uyaric1 faktor) 5 ug/ml

3.Grup p-COV

- PHA (Phytohemagglutinin) (T hiicre optimal proliferasyonu) 5 pg/ml
- M-CSF (Makrofaj Biiyiime Faktorii) 40 ng/ml

-p-COV (SARS-CoV-2 peptid havuzu) 2 ug/ml

4.Grup M2-Kontrol

- PHA (Phytohemagglutinin) (T hiicre optimal proliferasyonu) 5 pg/ml
- M-CSF (Makrofaj Biiyiime Faktorii) 40 ng/ml
-IL-4 (M2-uyaric1 faktor) 20 ng/ml

Es-kiiltiiriin 0. giiniinde yukarida belirtilen gruplara 6zgli mitojenler ve
uyaricilar, ilgili kuyucuklara belirtilen miktarlarda eklendi. Es-kiiltiir 7-9 giin boyunca
(37°C, %5 CO») siirdiiriildii. Es-kiiltiirde, her ii¢ giinde bir besiyeri degisimi yapilmus
ve uyarimlar tekrar edildi. Makrofajlarin hiicre morfolojisi, faz-kontrast mikroskobu
(Olympus RFLT50, Japonya) ile takip edildi. Es-kiiltiir sonunda hiicreler, AHO analizi
icin nazikge toplandi. Kiiltiir siipernatanlar1 ise, ELISA analizleri icin -80°C’de

saklandi.

3.4.7. M1 ve M2 Makrofaj Polarizasyonunun Akan Hiicre Olcer Yontemiyle

Incelenmesi

SARS-CoV-2-spesifik lenfositler ile naif monositlerin es kiiltiiri sonrasinda
makrofaj polarizasyonunu AHO ile analiz edildi. Her es kiiltiir igin, biri izotipik
kontrol olmak {izere ii¢ akan hiicre 6lcer tlipii hazirlandi. Tiiplere 100 er uL hiicreler
eklendi. Birinci tiipe izotipik kontrol antikorlari, ikinci tiipe canlilik belirteci olarak
Propidium iodide, iigiincii tiipe ise makrofaj alt gruplarmin analizi icin CD45-KrO,

CD14-A700, CD80-APC, CD86-A750, CD200R-PE ve CD206-PB monoklonal
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antikorlar1 uygun miktarlarda eklendi. 15 dk oda 1sisinda, karanlikta inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda tiiplere 350 uL isoflow soliisyonu (Immunotech /
Coulter, Fransa) eklendi ve AHO'de (Novious EX, Beckman Coulter, Fransa)
degerlendirildi. Makrofaj polarizasyonu, Kaluza yazilimi1 (Beckman Coulter, Fransa)

kullanilarak analiz edildi.

3.5. Insan ADA iliskili Sitokin Diizeylerinin Saptanmasi

Calismada; kritik hasta grubundan 6 hasta, agir 14 vaka, hafif/orta 14 vaka,
a/presemptomatik 14 vaka olmak iizere toplam 48 hasta ¢aligmaya alinmigtir. Saglikli
kontrol grubundan ise 14 kisi ¢alismaya dahil edildi. Kiiltiir deneylerinde calisilan 6
sagliklt kontrol grubunun es-kiiltiir sonrasi siipernatantlar1 da eklendi. M1-iligkili
sitokinler, IL-6, IL-12, TNF-a, IL-18, IFN-y, GM-CSF ve M2-iliskili sitokinler, IL-4,
IL-10 ve M-CSF ticari ELISA kitleri (Sunred bio-teknoloji, Cin) kullanilarak ¢alisildi.
Deneyler kit {ireticisi ticari firmanin 6nerdigi protokol iizerinden gerceklestirildi.
Uygulanan deney protokolii su sekildedir:

Standart hazirlanmasi

Orijinal standart, standart diliisyon soliisyonu ile Onerilen seyreltme gradyan ile
seyreltildi.

(172, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32)

. Standart kuyularina 50 uL standart 6rnekleri eklendi.

. Test kuyularina 6rneklerden 40 uL eklendi.

. Ornek kuyularina 10 uL CECR1 antikoru eklendi.

. Tiim kuyulara 50 uL streptavidin-HRP eklendi.

o 37 °C’de 60 dk inkiibasyona birakildi.

. 50 uLL chromogen solution A ve 50 uLL chromogen solution B eklendi.

. 37 °C’de 10 dk inkibasyona birakilda.

. 50 uL stop soliisyonu eklendi ve ardindan 450 nm de Sl¢iimler kayit edildi.
(Chromate, model 4300, USA)

Standartlar ve hasta serumlar1 agagida belirtilen sekilde planlanmistir (Tablo 5):
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Tablo 5. Sitokin Calisma Plani:

1 p) 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NI STD STD Kl A3 All H5 HI3 P7 S1 S9 SP1- SP4+
I P-COV IL-4
STD% STD% K2 A4 Al2 H6 HI4 P8 S2 S10 SP2+LPS SP4-
i P-COV
@ STD% STD% K3 A5 Al3  H7 Pl P9 S3 Si1 SP2+IL-4 SP5+
I LPS
STD1/8 STD K4 A6 Al4 HS P2 10 S4 S12 SP2-P- SP5+

i 1/8 cov IL-4
51 STD STD K5 A7 HI H9 P3  PlI S5 S13 SP3+LPS SP5-
I 1/16 1/16 P-COV
F STD STD K6 A8 H2 HI0O P4 P12  S6 S14 SP3+IL-4 SP6+
I 1/32 1/32 LPS
@) Dilient Dilient Al A9 H3 HIl P5 PI3 87 SP1+ SP3- SP6+
I LPS P-COV IL-4
H Bos Bos A2 Al0 H4 HI2 P6 Pl4 S8 SP1+  SP4+LPS  SP6-P-
I IL-4 Ccov

| K: Kritik A: Agir Pni! H: Hafif Pno: P: a/presemptomatik  S: Saghkh Kontrol SP: siipernatant l

3.6. Insan ADA iliskili Kemokin Diizeylerinin Saptanmasi

Calismada; kritik hasta grubundan 6 hasta, agir 14 vaka, hafif/orta 14 vaka,
a/presemptomatik 14 vaka olmak iizere toplam 48 hasta ¢alismaya alinmigtir. Saglikli
kontrol grubundan ise 14 kisi calismaya dahil edilmistir. Kiiltiir deneylerinde ¢alisilan
6 saglikli kontrol grubunun es-kiiltiir sonrasi siipernatantlar1 da eklenmistir. M1-
iligkili kemokin ve kemokin endiikleyiciler CXCL-10, ROS, INOS ve M2-iliskili
kemokin ve kemokin endiikleyiciler CCL18, TARC (CCL17), CCL24, CXCL-9,
Arginase ticari ELISA kitleri (Sunred bio-teknoloji) kullanilarak c¢aligilmistir.
Deneyler kit iireticisi ticari firmanin 6nerdigi protokol {izerinden gergeklestirilmistir.
Uygulanan deney protokolii su sekildedir:

Standart hazirlanmasi

Orijinal standart, standart dillisyon soliisyonu ile onerilen seyreltme gradyani ile
seyreltilmistir.

(1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32)

o Standart kuyularina 50 uL standart 6rnekleri eklendi.

o Test kuyularina 6rneklerden 40 uL eklendi.
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. Ornek kuyularina 10 uL CECR1 antikoru eklendi.

. Tim kuyulara 50 uL streptavidin-HRP eklendi.

. 37 C de 60 dk inkiibasyona birakildi.

. 50 uLL chromogen solution A ve 50 uLL chromogen solution B eklendi.

o 37 C de 10 dk inkiibasyona birakildi.

o 50 uL stop soliisyonu eklendi ve ardindan 450 nm de Slgiimler kayit edildi
(Chromate, model 4300, USA).

Standartlar ve hasta serumlar1 asagida belirtilen sekilde planlanmistir (Tablo 6):

Tablo 6. Kemokin Calisma Plani:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A STD STD K1 A3 All HS H13 P7 S1 S9 SP1- SP4+
I P-COV IL-4
STD STD K2 A4 Al12 Heé H14 P8 S2 S10 SP2+LPS SP4-
H 172 172 P-COV
C STD STD K3 A5 Al3 H7 P1 P9 S3 S11 SP2+1L-4 SP5+
I 1/4 1/4 LPS
STD STD K4 A6 Al4 H8 P2 10 S4 S12 SP2-P- SP5+
i 1/8 1/8 Cov 1L-4
1g STD STD K5 A7 H1 H9 P3 P11 S5 S13 SP3+LPS SP5-
I 1/16 1/16 P-COV
F STD STD K6 A8 H2 H10 P4 P12 S6 S14 SP3+IL-4 SP6+
I 1/32 1/32 LPS
€| Diliient Diliient Al A9 H3 HI11 P5 P13 S7 SP1+ SP3- SP6+
I LPS P-COV 1L-4
H Bos Bos A2 AlO0 H4 H12 P6 P14 S8 SP1+ SP4+LPS SP6-P-
I IL-4 cov
| K: Kritik  A: Agwr Pnémoni  H: Hafif Pné: i P: a/presemptomatik  S: Saghkh Kontrol SP: siipernatant |
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3.7. istatiksel Analiz

Bu caligmada, tiim istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics Software
(Windows Version 28.0 i¢in. Armonk, NY: IBM Corp.) kullanilarak yapilmistir.
Degerlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik ¢izelgeleri) ve
analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov-Shapiro-Wilk testleri) degerlendirildi.
Veriler aksi belirtilmedigi siirece, ortalamat+ SEM olarak gosterildi. Parametrik
dagilim gosteren verilerde ¢oklu grup karsilagtirmalarinda ANOVA testi ve post-hoc
Tukey HSD testi kullanildi. Parametrik dagilima sahip olmayan gruplarda, ¢oklu grup
karsilastirmalar1 i¢in, Kruskal-Wallis testi ve post-hoc Dunn testi kullanildi.
Parametrik olmayan, ikili grup karsilastirmalarinda Mann-Whitney testi kullanildi.
Kategorik degisken verileri, ¥2 veya Fisher exact testi kullanilarak karsilastirild.
Korelasyon analizlerinde, Gaussian dagilimi temel alinarak, Pearson korelasyon testi
kullanildi. Pearson korelasyon testine gore, p<0,05 ve korelasyon katsayisi (R), O ile
0,3 arasinda ise zayif korelasyon, 0.3 ile 0.7 arasindaki degerler orta korelasyon ve 0.7
ile 1 arasindaki degerler giiclii korelasyon olarak kabul edildi. Tiim analizlerde p
<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Verilerin gorsellestirilmesinde,
GraphPad Prism (Windosw, ver.9.5.1) ve Origin Pro (Windows, ver.2023b)

programlari kullanildi.
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COVID-19 hastalarindan;

4. BULGULAR

41

agir

vaka,

36 hafif/orta vaka,

37

a/presemptomatik ve 6 kritik seviye yetiskin hasta olmak iizere toplam 120 hasta ve

40 saglikli kontrol grubu c¢aligmaya alindi. Hastalarin ve kontrol grubunun cinsiyet,

yas ortalamasi ve komobidite bilgileri tablo 7°de, vaka gruplarina ait laboratuvar

verileri tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 7. Vaka Gruplarina gére Demografik Veri Tablosu

A/Pre-

Hafif Agir Kritik Total COV-19 Saglikli p
semptomatik (n=36) (n=41) (n=6) (n=120) Kontrol degeri
(n=37) (n=40)
Cinsiyet (%) E K E K E K E K E K E K
20 17 19 17 22 19 4 2 65 55 16 24 0,938
54) 1(45,9) [(52,7) [(47,3) [(53,7) | (46,3) [(66,7) [(33,3) [(54,2) [ (45.,8) | (40) | (60)
IYas 45,40+16,5 58,1749,54 59,01+14,22 62,16+10,43 54,68+14,93 36,47+10,65 | <0,01°":
Ortalama £SD 6 @
[Komorbidite
Hipertansiyon 12,7 5(13,9) 11 (26,8) 1(16,7) 18 (15) - 0,03
%)
Diyabet (%) 38,1 4(11,1) 5(12,2) 1(16,7) 13 (10,8) 0,902
Kardiyovaskiiler 3(8,1) 3(8,3) 4(9,8) 1(16,7) 11(9,2) 0,918
hastalik (%)
[Kronik Akciger 2 (54) 2 (5,6) 5(12,2) 1(16,7) 10 (8,3) 0,568
hastalig1 (%)
Diger (%) 38,1 5(13,9) 12 (29,2) 2 (33,3) 5(18,3) 0,221
Semptomlar (ilk bagvuru)
Ates (%) 5(13,5) 9 (25,0) 25 (61,0) 4 (66,7) 43 (35,8) <0,01°"
c2,c3
Oksiiriik (%) 4(10,8) 20 (55,6) 23 (56,1) 5(83.3) 52 (43,3) <0,01%!
Solunum 4(10,8) 15 (41,7) 27 (65,9) 5(83,3) 21 (42,5) <0,01%!
sikintisi (%)
Miyalji (%) 0(0,0) 11 (30,6) 8 (19.,5) 1(16,7) 20 (16,7) 0,005
Mekanik - - 24 6 30 -
entilazyon (58.,5) (100) 25)
ihtiyac1(%)

Total COV-19: Total COVID-19
al A/presemptomatik vs Hafif, Agir ve Kritik, *?Saglikli Kontrol vs Hafif, Agir ve Kritik
b1 A/presemptomatik vs Agir, ® A/presemptomatik vs Hafif
clAgir vs Hafif, ?Agir vs A/presemptomatik, ©* Kritik vs A/presemptomatik, * Agir vs Kritik, ©> Hafif

vs Kritik
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Tablo 8.Vaka Gruplarina gore Laboratuvar Bulgular1 Veri Tablosu

Normal

Aralik
Lokosit (K/uL) 4.5-11
Nétrofil (K/uL) 2-6,9
Lenfosit (K/uL) 1.3-3,8
Trombosit (K/pL) 145- 400
Monosit (K/uL) 0.2-0.95
CRP (mg/L) <5
Prokalsitonin (ng/mL) <0.08
ALT (U/L) 9-57
AST (U/L) 13-30
Laktik asit dehidrogenaz (LDH) 125-243
(U/L)
Ferritin (ug/L) 15-260
D-dimer (ug/mL) <0.55

Total COV-19: Total COVID-19
al A/presemptomatik vs Hafif, Agir ve Kritik,
28aglikl Kontrol vs Hafif, Agir ve Kritik

A/presemptomatik

8,3
(3,2- 17.8)
56
(1.7- 14.2)
1,6
(0.8-3,4)
212
(125- 376)
0,6
(0,26- 1,15)
5,55
(2-56)
0,02
(0-0,01)

(15-168)
221
(135-692)

155
(19- 875)
04
(0,17-5,78)

b1 A/presemptomatik vs Agir, ® A/presemptomatik vs Hafif
L Agir vs Hafif, ?Agir vs A/presemptomatik, ¢ Kritik vs A/presemptomatik, * Agir vs Kritik, ° Hafif vs Kritik

Hafif

6.2
(2,9-11,9)
59
(1.7-10,4)
0,94
(0,3-3.3)
184
(62,5-309)
0,37
(0,07-0,7)
50,5
(2-178)
0,16
(0,01-0,63)
23
(10-52)
37
(19- 50)
349
(142- 677)

1341
(58- 4504)
0.8
(0,35 -3,67)

47

Agir

74
(2,6- 20,39)
6,45
(2.0-17.,5)
0,73
(0,4- 1,6)
113,55
(8,4- 342,8)
0,45
(0,04- 0,8)
149.8
(18,5-357.5)
0,44
(0.04-22,64)

(19 -211)
439,5
(214 -1739)

1414
(358 — 3068)
2,29
(0,43-39,72)

Kritik

6.2
(3,3-10,5)
5.1
(2,1-9.4)
0,79
(0,67-1,2)
129,2
(19,9-245.7)
0,23
(0,16-0,48)
78,35
(13,6-168.7)
0,68
(0,04-11,67)
19,5
(15-95)
32,5
(19-252)
520
(283-1887)

2395
(679-19,095)
1,93
(0,35-10,01)

Total COV-19

74
(2,6 -20,3)
6,1
(1,7-17,5)
13
(0,3-3,4)
184
(8,4-376)
0,45
(0,04-1,15)
46,7
(2.0-357,5)
0,07
(0-22,64)

(15-252)
391
(135- 1887)

723
(19 — 19095)

1,13
(0,17 - 39,72)

p degeri
0,694
0,444
0,02%!
0,02%!

<0,001*!

<0,001 !
<0,001%!
0,238
<0,001°"¢!

0’001 al,cl,c5

<0,001al,cl.c4. c5

0,001



4.1. Insan ADA-1 ve ADA-2 (CECR1) Serum Diizeylerinin Saptanmasi

Serum ADAI1 ve ADA2 diizeylerinin 6l¢iimii incelendiginde saglikli kontrol
grubu hem ADA1 hem de ADA2 de COVID-19 hastalarina gore daha yiiksek

degerlere sahipti (Tablo 21, 22).

ADA1 (ng/ml)
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Sekil 21. ADA1 Serum Miktarlar1 (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)

ADA-2 (ng/ml)
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Sekil 22. ADA2 Serum Miktarlar1 (*:istatistiksel anlami gostermektedir, p<0,005)
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4.2. ADA Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Enzim aktivite deneylerinde ADA2'ye 6zgii enzim aktivitesini dlgmek i¢in
ADAI1 aktivitesini inhibe eden eritro-9-(2-hidroksi-3-nonil) adenin (EHNA)
kullanilmistir.  Serum ADA1 aktivitesi ise total ADA aktivitesinden ADA2
aktivitesinin ¢ikarilmasiyla hesaplanmistir.

Aktivite deney sonuclarimizda; total ADA, ADA1 ve ADA?2 igin en yiiksek
degeri kritik COVID-19 vakalart olusturmaktadir. Total ADA, ADA1 ve ADA2
aktivitesi; hastalik siddetine gore anlamli derecede artis gostermektedir.

Total ADA aktivitesi agisindan; saglikli kontrol grubu, a/presemptomatik, agir
vakalar ve kritik vakalara gore anlamli derecede azalmistir. A/Presemptomatik
vakalar, hafif vakalara, agir ve kritik vakalara gore anlamli derecede azalmigtir. Hafif
vakalarda, agir ve kritik vakalara gore daha diisik aktivite bulunmustur. Agir
vakalarda ise kritik vakalara gore anlamli derecede daha diisiik aktiviteye sahiptir.

ADAL1 aktivitesi agisindan; saglikli kontrol grubu, agir vakalar ve kritik
vakalara gore anlamli derecede azalmistir. Presemptomatik vakalar, hafif, agir ve
kritik vakalara gére anlamli derecede azalmistir. Hafif vakalarda agir ve kritik vakalara
gore daha diisiik aktivite bulunmustur. Agir vakalarda ise kritik vakalara gore anlamli
derecede daha diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil 23).

ADAZ2 aktivitesi agisindan; saglikli kontrol grubu, presemptomatik, hafif, agir
ve kritik vakalara gére anlamli derecede azalmistir. Presemptomatik vakalar, agir ve
kritik vakalara gore anlamli derecede azalmistir. Agir vakalarda ise kritik vakalara

gore anlamli derecede daha diisiik aktiviteye sahiptir (Sekil 23).
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= {ADA
= ADA1
= ADA2

ADA aktivitesi (U/L™Y)
N
o
1

KR AG HAF PRE SAG KR AG HAF PRE SAG KR AG HAF PRE SAG

Sekil 23. COVID-19 Vaka Gruplari; Total ADA, ADA1 ve ADA2 Serum Enzim Aktivitesi

(*:istatistiksel anlami gostermektedir p<0,005; *: tiim gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Hafif

h
%68
AgIr

Kritik

Presemptomatik Saghkl

B %ADAl B % ADA2

Sekil 24. COVID-19 Vaka Gruplarmma gére ADA1 ve ADA2 Enzim Aktiviteleri

4.3. Akan Hiicre Olcerde M1 ve M2 Degerlendirmesi

Makrofaj alt kiimelerini tanimlamak i¢in kapilama stratejisi sekil 25°de

gosterilmistir. Debris'ler, SS-INT ve FS-INT parametreleri kullanilarak dislandi.

Sirasiyla CD45 pozitif 16kositler ve CD14 pozitif monosit/makrofajlar kapilandi.
Makrofajlar CD80, CD86, CD200R ve CD206 ekspresyonlarina gore M1-benzeri
makrofajlar (CD80'CD86"), M2-benzeri makrofajlar (CD200R*CD206") ve M1-M2
miks makrofajlar (CD86°'CD206") olarak alt kiimelere ayrildi (Sekil 25).

CD14*

M1-benzeri
makrofajlar

D86 A7S0

M2-benzeri
makrofajlar

S5 INT
CD200R PE

M1-M2 miks
makrofaj

D106 P8

Sekil 25. Akan hiicre 61¢erde makrofaj alt gruplari kapilama stratejisi.
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Hiicre kiiltiirii siipernatanlarindan CD80, CD86, CD200R, CD206 belirtecleri
ile yapilan analizlerde; M1 belirteci olarak CD80"CD86" AHO analizinde; M1 kontrol;
unstimule, p-COV ve M2 kontrole gore artig gosterirken, p-COV ise M2 kontrole gore
anlaml derecede artis gdstermistir. M2 belirteci olarak CD200R*CD206" analizinde
ise hem M2 kontrol hem de p-COV, M1 kontrol ve unstimuleye gore artig gdstermistir.
CD206" CD86" M1/M2 mix fenotipde ise p-COV diger gruplara gore anlamli derecede
artis gostermistir (Sekil 26).

CD14"* Makrofaj Kapis
CD14" Makrofaj Kapisi . . .
* * CD14™ Makrofaj Kapis
100 * 100~ i - 80 .
o * + o
+y 807 . E— 8 80 ° x %o 6o R
o N a ©Q
2 % 8 I 8
O 60 O 60 0 O o
5 o a e %o 40-
X a0 9 S a0 S E
S 5 8
o
L i:ﬁ; o % :JQ 0 ° oo R 207 " ]nE
7 oge 5 )
. - ° = b N .
T T 1 1 0 T ¥ T T Y =7 n T T
Unsti  M1K p-COV M2K Unsti  M1K p-COV M2K Unsti  M1K p-COV M2K
M1-benzeri makrofajlar M2-benzeri makrofajlar M1-M2 miks makrofajlar

Sekil 26. Hiicre kiiltiirii gruplar aras1t M1/M2 profilinin AHO analizi (*:istatistiksel anlami
gostermektedir p<0,005).

CD80'CD86'/CD200R"'CD206" (M1/M2) ve CD200R "CD206/CD80"'CD86 "
(M2/M1) analizlerine gore; unstimule ve M1 kontrolde M1/M2 orami1 daha yiiksek
iken, p-COV ve M2 kontrolde M2/M1 oraninin daha baskin oldugu bulunmustur (Sekil
27).

CD14" Makrofajlar
5-
M1/M2
ad - M2/MH
c 39
\]
o 2m
Ao I __________________
0 |. |. T T
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& & Q &
0{\ @'& @'\r

Sekil 27. Hiicre kiiltiirii sonuglarina gére M1/M2 oranlari
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Es-kiiltiir deneyleri sonrasinda MFI (mean fluorescence intensity)

analizlerinde, M1 iliskili belirte¢lerin, M1 kontrole gore daha diisiik seviyede oldugu

gortiliirken (Sekil 28), M2 iliskili belirteglerin M2 kontrole yakin seviyede oldugu

goriilmiistir (Sekil 29).

Frekans

11z Kentrol ~ Iz Kontrol
| Unsti ~ Unsti
| M1(LPS) M1 (LPS)
p-COV p-cOV
M2 (IL-4+1-CSF) M2 (IL-4+M-CSF)
<"‘
gi) \ \ N\ /
1 A a T T ]
0 5 10 16 20 6 é 1'0 15
CD80 MFI CD86 ME|
Sekil 28. Hiicre kiiltiirii sonuglarma gore M1 iligkili belirteclere ait MFI degerleri
| |z Kontrol [z. Kontrol
_ Unsti Unsti
M1 (LPS) M1 (LPS)
p-cCOV ] p-COV
M2 (IL-4+M-CSF) N2 (IL-4+M-CSF)
2 l
[
g
g
e -
\_— y 4 \
U T (] T e (LT T 1 i
0 5 10 15 20 25 30 0 2 40 60 80 100 120

CD208 MFI CD200R MFI

Sekil 29. Hiicre kiiltiirii sonuglarma gore M2 iligkili belirteclere ait MFI degerleri
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4.4. Hiicre Kiiltiirii Gruplari ile ADA ve izoenzimlerinin Aktivite
Karsilastirmasi

201

- *

5' 15— .

~— *

= = tADA
,g 10 =  ADA1
€ * = ADA2
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Sekil 30. Hiicre kiiltiirii gruplar arast ADA aktivite karsilagtirilmasi (*:istatistiksel anlami
gostermektedir p<0,005; *: tlim gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

Unstimiile M1 K
B %ADA1  EE %ADA2

%51,8 %48,2
M2 K

Sekil 31. Hiicre kiiltiirii gruplarinda ADA1 ve ADA?2 aktivite miktarlar1

%20,9

p-COV
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4.5. COVID-19 Vaka Gruplan Sitokin Diizeyleri

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile IL-6 diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar diger gruplara gore,
agir vakalar presemptomatik ve saglikli kontrol grubuna gore, hafif/orta vakalar ise

saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede artis gostermistir (Sekil 32).
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Sekil 32. COVID-19 Hasta Gruplart ve Saglikli Kontrol IL-6 Diizeyleri (*:istatistiksel anlami
gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile IL-12 diizeyleri karsilagtirildiginda; kritik vakalar agir vakalara ve

saglikli kontrole gore artis gostermistir (Sekil 33).
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Sekil 33. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol IL-12 Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1
gostermektedir, p<0,005)
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COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile TNF-a diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar presemptomatik
vakalara ve saglikli kontrole gore, agir vakalar presemptomatik ve saglikli kontrolle

gore artis gostermistir (Sekil 34).
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Sekil 34. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol TNF-a Diizeyleri (*:istatistiksel anlami
gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile IFN-y diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar diger gruplara

gore, agir vakalar ise hafif/orta ve saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede artis

gostermistir (Sekil 35).
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Sekil 35. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol IFN-y Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1
gostermektedir, p<0,005)
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COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile GM-CSF diizeyleri karsilagtirildiginda; kritik vakalar diger gruplara

gore anlamli derecede artig gostermistir (Sekil 36).
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Sekil 36. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Sagliklt Kontrol GM-CSF diizeyleri (*:istatistiksel anlami1
gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile IL-18 diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar diger gruplara gore

anlaml1 derecede artis gostermistir (Sekil 37).
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Sekil 37. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol IL-18 diizeyleri (*:istatistiksel anlami
gostermektedir, p<0,005)
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COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile IL-4 diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar ve agir vakalar,

hafif/orta, presemptomatik ve saglikli kontrol grubuna gore artis gostermistir (Sekil
38).
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Sekil 38. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol IL-4 Diizeyleri (*:istatistiksel anlami
gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile IL-10 diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar ve agir vakalar,

hafif/orta ve presemptomatik vakalara ve saglikli kontrollere gore artis gostermistir

(Sekil 39).
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Sekil 39. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol IL-10 Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1
gostermektedir, p<0,005)
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COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile M-CSF diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar hafif/orta,
presemptomatik ve saglikli kontrol grubuna gore, agir vakalar ise saglikli kontrol

grubuna gore artig gostermistir (Sekil 40).
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Sekil 40. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol M-CSF Diizeyleri (*:istatistiksel anlami
gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile arjinaz diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar diger gruplara

gore anlamli derecede artig gostermistir (Sekil 41).
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Sekil 41. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol Arjinaz Diizeyleri (*:istatistiksel anlami
gostermektedir, p<0,005)

58



4.6. COVID-19 Vaka Gruplar1 Kemokin Diizeyleri
COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli

kontrol grubu ile CXCL10 diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar diger gruplara

gore artis gostermistir (Sekil 42).
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Sekil 42. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol CXCL10 Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1
gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli

kontrol grubu ile ROS diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar ve agir vakalar

presemptomatik ve saglikli kontrol grubuna gore artis gostermistir (Sekil 43).
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Sekil 43. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol ROS Diizeyleri (*:istatistiksel anlami
gostermektedir, p<0,005)
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COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile iINOS diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar hafif/orta,
presemptomatik ve saglikli kontrol grubuna gore, agir vakalar ise saglikli kontrol

grubuna gore artig gostermistir (Sekil 44).
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Sekil 44. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol iNOS Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1
gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile PARC (CCL18) diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar diger
gruplara gore, agir vakalar ise presemptomatik vakalara ve saglikli kontrol grubuna

gore artis gostermistir (Sekil 45).
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Sekil 45. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol PARC (CCL18) Diizeyleri (*:istatistiksel
anlami gostermektedir, p<0,005)
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COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile TARC (CCL17) diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar sagliklt

kontrol grubuna gore, agir vakalar ise presemptomatik ve saglikli kontrol grubuna gore

anlaml derecede azalmistir (Sekil 46).
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Sekil 46. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol TARC (CCL17) Diizeyleri (*:istatistiksel
anlami1 gostermektedir, p<0,005)

COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile CCL24 diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar diger gruplara

gore, agir vakalar ise saglikli kontrol grubuna gore artis gostermistir (Sekil 47).

1000~ x
*
__ 800- .
€
S 600
£
S 400~ I *
—
(&}
U .
200 ,
- = [ _e
o O = g
1 1 1 1 1
S+ Oy N S &
& % N X <&
A v f\{\\o & &
S
& )
& <

Sekil 47. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol CCL24 Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1
gostermektedir, p<0,005)
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COVID-19 kritik vakalar, agir, hafif/orta, presemptomatik vakalar, saglikli
kontrol grubu ile CXCL9 diizeyleri karsilastirildiginda; kritik vakalar, hafif/orta,
presemptomatik vakalar ve saglikli kontrol grubuna gore artis géstermistir (Sekil 48).
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Sekil 48. COVID-19 Hasta Gruplar1 ve Saglikli Kontrol CXCL9 Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1
gostermektedir, p<0,005)

4.7. Es-kiiltiir Sonrasi Sitokin ve Kemokin Diizeyleri

Hiicre kiiltiirii sonras1t ELISA yontemiyle calisilan siipernatanlar, M1 ve M2

iliskili sitokin/kemokin profilleri analiz edildi.

4.7.1. Hiicre Kiiltiirii Sitokin Diizeyleri

Saglikli kontrol es-kiiltiir ¢alismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar I1L-6
diizeyleri karsilastirildiginda, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV, M1 ve M2 kontrole

gore anlamli derecede artis gostermistir (Sekil 49).
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Sekil 49. Kiiltiir Stipernatan IL-6 Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1 gostermektedir p<0,005;
*: tim gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Sagliklt kontrol es-kiiltiir calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar 1L-12

diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gore azalmistir (Sekil 50).
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Sekil 50. Kiiltiir Siipernatan IL-12 Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *: tiim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

Saglikl1 kontrol es-kiiltiir caligmalari sonrasi elde edilen silipernatanlar TNF-o

diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gore azalmistir (Sekil 51).
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Sekil 51. Kiiltiir Siipernatan TNF-a Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *: tiim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Sagliklt kontrol es-kiiltiir calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar IFN-y

diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gore azalmistir (Sekil 52).
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Sekil 52. Kiiltiir Stipernatan IFN-y Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *: tiim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

Saglikli kontrol es-kiiltlir ¢aligmalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar GM-
CSF diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV

kuyusu siipernatani ve M1 kontrole gore azalmistir (Sekil 53).
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Sekil 53. Kiiltiir Stipernatan GM-CSF Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *:
tiim gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Sagliklt kontrol es-kiiltiir caligsmalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar IL-18
diizeyleri karsilastirildiginda, M1 ve M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV
degerleri artis egilimdedir fakat istatistiksel anlam yoktur (Sekil 54).
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Sekil 54. Kiiltiir Stipernatan IL-18 Diizeyleri (*: tiim gruplarla istatistiksel anlam mevcut; p<0,005)
Sagliklt kontrol es-kiiltiir calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar 1L-4
diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gdre artmustir (Sekil 55).
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Sekil 55. Kiiltiir Stipernatan IL-4 Diizeyleri (*:istatistiksel anlami gostermektedir p<0,005; *: tiim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Sagliklt kontrol es-kiiltiir calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar IL-10
diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1
kontrole gdre artmustir (Sekil 56).
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Sekil 56. Kiiltiir Siipernatan IL-10 Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *: tiim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

Saglikli kontrol es-kiiltiir ¢alismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar M-CSF
diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gore artmistir (Sekil 57).
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ekil 57. Kiiltiir Stipernatan M-CSF Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1 gostermektedir p<0,005; *: tiim
y g
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Saglikl1 kontrol es-kiiltiir caligmalari1 sonrasi elde edilen silipernatanlar arjinaz
diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1
kontrole gore artis egilimdedir fakat istatistiksel anlam yoktur (Sekil 58).
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Sekil 58. Kiiltiir Stipernatan Arjinaz Diizeyleri (*: tiim gruplarla istatistiksel anlam mevcut, p<0,005)

4.7.2. Hiicre Kiiltiirii Kemokin Diizeyleri

Saglikli kontrol es-kiiltiir caligmalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar CXC10

diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gore azalmistir (Sekil 59).
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Sekil 59. Kiiltiir Stipernatan CXCL10 Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *:
tiim gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

67



Saglikli kontrol es-kiiltlir ¢aligmalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar ROS
diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gore azalmistir (Sekil 60).
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Sekil 60. Kiiltiir Siipernatan ROS Diizeyleri (*:istatistiksel anlami gostermektedir p<0,005; *: tim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

Saglikli kontrol es-kiiltiir ¢calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar iNOS
diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gore azalmistir (Sekil 61).
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Sekil 61. Kiiltiir Siipernatan iNOS Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *: tiim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Saglikl1 kontrol es-kiiltiir calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar PARC
(CCL18) diizeyleri karsilagtirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-
CoV’a gore artmistir (Sekil 62).
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Sekil 62. Kiiltiir Siipernatan PARC (CCL18) Diizeyleri (*:istatistiksel anlami1 gostermektedir p<0,005;
*: tim gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

Saglikli kontrol es-kiiltlir calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar TARC
(CCL17) diizeyleri karsilagtirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-
CoV’a gore artmistir (Sekil 63).
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Sekil 63. Kiiltiir Stipernatan TARC(CCL17) Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir
p<0,005; *: tiim gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Saglikl1 kontrol es-kiiltiir ¢aligmalar1 sonrasi elde edilen slipernatanlar CCL24
diizeyleri karsilastirildiginda, M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV ve M1

kontrole gdre artmustir (Sekil 64).
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Sekil 64. Kiiltiir Siipernatan CCL24 Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *: tiim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)

Saglikli kontrol es-kiiltiir calismalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar CXCL9

diizeyleri karsilastirildiginda, M1 kontrol, M2 kontrole gore artmistir (Sekil 65).
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Sekil 65. Kiiltiir Stipernatan CXCL9 Diizeyleri (*:istatistiksel anlam1 gostermektedir p<0,005; *: tim
gruplarla istatistiksel anlam mevcut)
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Saglikl1 kontrol es-kiiltlir ¢aligmalar1 sonrasi elde edilen siipernatanlar ADA2
diizeyleri karsilastirildiginda, M1 ve M2 kontrol, COVID antijeni ile uyarilan p-CoV
degerleri artis egilimdedir fakat istatistiksel anlam yoktur (Sekil 66).
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Sekil 66. Kiiltiir Siipernatan ADA2 Diizeyleri (*: tim gruplarla istatistiksel anlam mevcut; p<0,005)

4.7.3. Hiicre Kiiltiirii Sitokin/Kemokin Profillerinin ADA Aktivite Korelasyonu

CXCL9
1
cxeLto
08

GM-CSF
06

IFN-y
04
IL-6
02

IL-12
IL-18

iNOS

ROS

TNF-a

ADA1

ADA2

Sekil 67. Hiicre kiiltiirii Unstimule-M1 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 68. Hiicre kiiltiirii Unstimule-M2 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 69. Hiicre kiiltiirii M1 kontrol ve M1 iliskili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 70. Hiicre kiiltiirii M1 kontrol ve M2 iliskili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 71. Hiicre kiiltiirii pCOV ve M1 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 72. Hiicre kiiltiirii pCOV ve M2 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 73. Hiicre kiiltiirii M2 kontrol ve M1 iliskili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 74. Hiicre kiiltiiriit M2 kontrol ve M1 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu

(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
4.8.Sitokin/Kemokin profillerinin COVID-19 vaka gruplarma gore ADA

aktivite Korelasyonu
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Sekil 75. Kritik vakalarda M1 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 76. Kritik vakalarda M2 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 77. Agir vakalarda M1 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 78. Agir vakalarda M2 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 79. Hafif/orta vakalarda M1 iliskili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 80. Hafif/orta vakalarda M2 iliskili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlam1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 81. Presemptomatik vakalarda M1 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 82. Presemptomatik vakalarda M2 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 géstermektedir, p<0,005)
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Sekil 83. Saglikli kontrol M1 iligkili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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Sekil 84. Saglikli kontrol M2 iliskili sitokin ve kemokinlerin ADA aktivite korelasyonu
(*:istatistiksel anlami1 gostermektedir, p<0,005)
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4.9. COVID-19 Vaka Gruplar Laboratuvar Parametreleri Karsilastirilmasi

10+
- 3
= 1 -
3000 —_— = =
_ 3 g
= = 5] ob
vl c £
= £ # =
= 2000 . c - 5 o
]
= — P — E —
£ : 1 . °
— a
& 1000 = % L a ’
— £ — M
o T T T T 0 T T T 0 T T T T
Asemp Hafif  Afir  Kritik Asemp Hafif  Agir  Kritik Asemp Hafif Agr  Kritik
200 100— istanlam yok 100+
150 1 -
< 5 = = [
&  — S = hd
=]
E 10 —mm = 50 = 50+
= . 5 5
& — < <
N % -
o T T T T 0 T T T T 0 T T T T
Asemp Hafif  Agir  Kritik Asemp Hafif  Afir  Kritik Asemp Hafif  Afr  Kritik
1600 it ist anlam yok e ist antam yok
* 8-

=
10004
6—.
1
* 4]
500

T T T T
Asemp Hafif Agir  Kritik

LDH{U/L)
WBC (K/uL)

Tl

0

Notrofil Sayisi (K/uL)
Y
1

T T T T
Asemp Hafif Agir  Kritik

. .
20 M—m— 0gy ——— 400
= —— 5 v —1| id
3 *
= 3 P> —
¥ 1.5 < 0.6 = 300
=3 = %
@ @ =
& 1.0 5 0.4+ & 200
" -
= & g
@ @A
£ 0.5 2 0.2+ £ 100+
3 = s
=
0.0 0.0 0

T T T T T T T T T T T T
Asemp Hafif Afir  Kritik Asemp Hafif  Agr  Kritik Asemp Hafif Agr  Kritik

Sekil 85. Laboratuvar bulgular analizleri (*:istatistiksel anlami1 géstermektedir, p<0,005)



5. TARTISMA VE SONUC

COVID-19 tiim diinyay1 etkisi altina alan, bulasicilik seviyesi yiiksek,
pandemiye neden olan bir hastaliktir. SARS-CoV-2 viriisiiniin etkileri, daha 6nceki
yillarda ortaya ¢ikmis, diger koronaviriislerle karsilagtirmalari yapilmistir. Uzun
yillardir hayatimizda goriilen bu viriis cinsinin yikici etkileri, bu viriise karsi olan
immiin yanitlar {izerine bir¢cok arastirma yapilmistir. SARS-CoV-2 icin konak-viral
etkilesimleri sirasinda viral niikloekapsid yap1 konak¢1 hiicre zarinda kalir. Antijen
sunan hiicreler tarafindan lenfositlere sunum gergeklestirilir. SARS-CoV-2 yogun bir
enflamatuvar yaniti tetikler. Baslica IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y gibi sitokinlerin
hizli salimimina yol agabilir. Bu sitokinlerin hizli salinimi1 hastalarda koagiilopati,
organ fonksiyon bozukluklari gibi ciddi etkilere neden olabilmektedir. Immiin sistemin
cok yonlii karmasast agir sonuglara yol agabilmektedir.

Adenozin deaminaz (ADA) 6zellikle lenfoid dokularda bulunan, immiin sistem
gelisiminde 6nemli bir enzimdir. Serumda ve viicudun bir¢ok dokusunda yaygin
olarak bulunur. ADA ekspresyonundaki artigslar ya da eksiklikler birgok farkli
hastalikta da tanimlanmistir. Insanda ADA1 ve ADA2 (CECR1) olarak adlandirilan
izoenzimler, ADA gen kompleksi igerisinde bulunur. ADAT1 T hiicre proliferasyonunu,
ADA?2 ise monositlerin farklilagmasini etkileyebilmektedir. Ayrica ADA1 ve ADA2
immiin sistem hiicrelerine farkli sekilde baglanmaktadir. ADA1 genellikle CD26
[dipeptidil peptidaz IV (DPP4)] eksprese eden hiicrelere baglanirken, ADA2 bu
baglanmay1 proteoglikanlar veya heniiz bilinmeyen farkli reseptdrler yoluyla
gerceklestirir (Gao ve ark., 2022). immiin sistem hiicrelerini yakindan etkileyen bu
enzimin ADA1 ve ADA?2 izoenzimleri fonksiyonlar1 bakimindan 6nem arzetmektedir.
Hiicresel immiinitenin non-spesifik belirteci olabilecegi belirtilen ADA’nin farkl
hastalik siddetine sahip COVID-19 vakalarinda diizeylerini ve enzim aktivitesini
arastirmak, sitokin/kemokin profilleri incelenerek makrofaj polarizasyonundaki
etkisini ve COVID-19 patogenezindeki roliiniin degerlendirilmesi amaglanmuistir.

Bir calismada; sistemik lupus eritematozus (SLE), miyastenia gravis (MG),
ankilozan spondilit (AS), romatoid artrit (RA) gibi otoimmiin hastaliklarda total-ADA
(tADA) ve ADA2 aktivitesine bakilmigtir. Bu ¢alismaya gore; hasta grubunda tADA
ve ADA?2 aktivitesinin saglikli kontrollere gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
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ADA enzim aktivitesindeki bu artisin MAS’ 1n belirteci olabilecegi bildirilmistir (Gao,
Wang, Lin, & Dong, 2022). Baska bir ¢alismada farkli kanser tiirlerinde plazma ADA1
ve ADA?2 aktivitesi incelendiginde ADA2 aktivitesinin kanser hastalarinda daha
ylksek oldugu bulunmustur. ADA1 ve ADA2‘nin farkli gérevler alabilecegi, birbirine
z1it fonksiyonlar gosterebilecegi ve ADA2’nin kanserde koruyucu bir gorevde
olabilecegi bildirilmistir (Gao ve ark., 2022). Literatiirdeki bilgilere gore ayrica akut
lenfoblastik 16semi, akut hepatit gibi hiicresel immiinite uyarici hastaliklarda ADA1
aktivitesinin arttig1 bildirilmistir (Nakamachi ve ark., 2003; Ratech, Martiniuk, Borer,
& Rappaport, 1988).

ADA aktivitesinin serumda artisi, kronik kulak burun bogaz (KBB)
enfeksiyonlarinda (Santosh, Renukananda, & Abhilash, 2016), tifo hastalarinda
(Mishra, Gupta, Ali, Nath, & Chandra, 1994), jiivenil idiopatik artrit de (Ziaee,
Amiran, Moradinejad, & Haghi-Ashtiani, 2013), mesane kanseri hastalarinda (Piringg¢i
ve ark., 2012), kronik lenfositik 16semi (KLL) hastalarinda (Ghaderi ve ark., 2016)
tespit edilmistir (Franco-Martinez ve ark., 2021). Genel ifadeyle baktigimizda,
adenozin degerindeki degiskenlik sonucunda bazi immiin sistem bozuklukluklar ile
karsilagilabilmektedir. ADA’nin, adenozin/deoksiadenozini, inozin/deoksiinozine
doniistimiini katalizledigi bilinmektedir. Eksik ADA aktivasyonunda, adenozinin
inozine doniistliriilememesinden dolay1 hiicre dis1 adenozin birikmesine neden olur.
Bu durum, dogal bagisiklikta olagan notrofil hiicre disi1 tuzak (NET) olusumunda artisa
ve diizensiz NETozis’ e etki etmektedir. Ayrica makrofajlarin M1 polarizasyonuna,
enflamatuvar sitokinlerin artisina yol acar (Signa ve ark., 2022). DADA?2 hastalarinin
kan 6rneklerinde ve deri biyopsilerinde proenflamatuvar sitokinlerde artis gézlenmistir
ve ADA2 eksikliginin M1 makrofaj polarizasyonuna yonelim oldugu bildirilmistir
(Contractor, Bhavsar, Joshi, Pujara, & Shukla, 2022; Meyts, & Aksentijevich, 2018).
Tiiberkiiloz plevral efiizyon (TPE) hastalarinda plevral ADA’nin ve izoenzim
aktivitelerinin arttig1t ve ADA2‘nin tADA aktivitesinin biiylik kismini olusturdugu,
ayrica hastalara tani konulmasindaki onemi belirtmektedir (Zeng ve ark., 2022).
Kronik enflamatuvar hastalig1 olan primer sjogren sendromu (pSS) hastalarinda da
serum tADA aktivitesinin saglikli kontrollere kiyasla arttig1 ve ADA’nin hastaligin
artisinda 6nemli bir etki olusturdugu bildirilmistir (Zhang ve ark., 2023). Yetiskin still
hastaliginda (AOSD) tADA aktivitesinin saglikli kontrollere gore artis gosterdigi ve
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bu hastalarda tedavi sonrasit degerlerde ADA’nin azaldigi belirtilmistir. ADA’ nin
AOSD hastalarinin tan1 ve tedavi siirecinde biyobelirteg olabilecegi de belirtilmektedir
(Xu ve ark., 2022). Immiin aracil1 hastaliklarda yapilan bir ¢calismada ADA?2 aktivitesi
ve MAS bulgulariyla karsilagtirma analizleri yapilmistir. Caligmaya gore; sistemik
juvenil idiyopatik artrit (JIA) hastalarinda saglikli kontrollere gore yiikselmis ADA2
aktivitesi tespit edilmistir. MAS belirteglerine gore yapilan analizlerde, MAS’l1 JIA
hastalarinda MAS bulgusu olmayanlara gore daha yiiksek ADA2 seviyesi
bildirilmistir. ADA2’nin yiiksek giliven araliinda MAS belirteci olarak kullanimi
onerilmistir. Ote yandan diger MAS belirtegleri incelendiginde IL-18, IFN-y, CXCL9,
ferritin ile ADA2 aktivitesi arasinda da iliski bulunmustur (Lee ve ark., 2020). Baska
bir ¢alismada hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH), lenfoma iligkili hemofagositik
sendromlu (LAHS), enfeksiyon iliskili hemofagositik sendromlu (IAHS) ve MAS’1
hastalarda serum ADA diizeyleri incelenmistir. Tiim hasta gruplarinda saglikli
kontrollere gore 6nemli derecede yiiksek ADA seviyesi goriilmiistiir (Chen ve ark.,
2015). ADA’nin SCID hastalarinda oldugu gibi islev eksikliklerinde, deoksiadenozin
zararli niikleosit olarak tanimlanmaktadir ve bu hastalarda fazla miktarlarda atilir. Bir
fare peritoneal makrofaj calismasinda, makrofaj iligkili piirin atilimi arastirilmistir.
Tek ¢ekirdekli fagositik sistem makrofajlar ADA eksikligi olan hastalarda adenosin ve
deoksiadenozin i¢in kaynak olusturdugu 6ne siiriilmiistiir (Chan, 1979).

Ote yandan, ADA aktivitesi ve konsantrasyon miktarlar1 agisindan herhangi bir
korelasyon goriilmedi. Bu durumda ADA enziminin yapisal bir degisiklik gecirmis
oldugu diisiiniilebilir. ADA aktivasyonunu arttiran bazi proteinler ve koenzimler
normalden fazla olabilir. Bu durum da ADA, substratlar1 daha hizli ve verimli islemesi
gerceklesebilir. Ayrica post-translasyonel modifikasyonlar da g6z oniline alinabilir.
Fosforilasyon gibi modifikasyonlar, ADA'min aktivitesini artirabilir ve enzimin
substratlara daha etkin bir sekilde baglanmasini saglayabilir. Ek olarak, konsantrasyon
miktarlarindaki azalma, ADA iizerinde farkli diizenleyici mekanizmalar ile
gerceklesiyor olabilir. ADA’nin, CD26 [dipeptidyl peptidaz IV, (DPP-1V)] olarak
bilinen ylizey molekiilii ile etkilesimi sonucunda, ADA substratlarina daha iyi
erisebilir ve enzim aktivitesini artirabilir. Ote yandan, ADA nin lenfosit ve ADA2’nin
monosit/makrofaj kokeni ele alindiginda, ADA konsantrasyonu azaliyor iken

aktivitenin arttyor olusu, COVID-19 vakalarinda goriilen lenfopeni ve monosit
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sayilarinda 6nemli azalmalar sonucunda mevcut enzimin Ado-dAdo doniistiirmek i¢in
daha fazla c¢alisiyor olabilir. Yine de konsantrasyon miktar1 agisindaan daha fazla ve
ek calismaya ihtiyag¢ vardir.

SLE, MAS, RA, Crohn hastalifi ve kronik hepatitli hastalarda yapilan
caligmalarda ADA?2 seviyelerinin daha yiiksek bulundugu bildirilmistir. Bu hastalarda
ADA2 eksikliginin, artmis pro-enflamatuvar sitokinlerle ve M1 ile iligkilendirilmistir
(Zoccolillo ve ark., 2021). Tiiberkiilozlu hastalarda ADA?2 ve pro-enflamatuvar sitokin
olan IFN-y diizeyleri yiiksek bulunmustur. Yapilan bir ¢calismada IFN-y ve ADA?2
arasindaki iligki kiiltiir deneylerinde incelenmistir. IFN-y’nin ADA2 diizeyini
azaltabildigi ve makrofajlarin salgiladigt ADA2’nin tADA’nin tek enzimi oldugu
gozlemlenmistir. Hiicre igerikleri analiz edildiginde tADA nin IFN-y’dan oldukca az
etkilendigi belirtilmistir (Zavialov ve ark., 2010). Baska bir ¢calismada ise; COVID-19
hastalik siddetine gore ADA aktivite karsilastirmasi yapilmistir. Bu ¢alismada, ADA
aktivitesi agir COVID-19 vakalarinda hafif COVID-19 vakalaria ve saglikli kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur. Agirlasan hastalik
siirecinde, akcigerde 6lmekte olan hiicrelerden ADA saliniminin iliskisi oldugu ve
ADA’nin bu tabloya eslik ettigi belirtilmektedir. Ayrica bu hastalarda ADA
seviyelerinin ol¢limiiniin teshis siirecindeki 6nemi de bildirilmektedir (Al Talib, 2022).
Biz de calismamizda benzer sekilde tADA aktivitesini, ADA1 ve ADA2 izoenzim
aktivitelerini hastalik siddetine gore artmis gozlemledik. ADA’nin lenfoid dokularda
yogun sekilde bulunmasi sebebiyle, enzim aktivasyonun yogun enflamatuvar sartlarda
artiyor oldugu sonucuna ulagilabilir. Kiiltiir slipernatanlarimizin ADA aktivitesi
incelendiginde, COVID-19 grubunda ADA2’nin bariz sekilde tiim gruplardan (M1-K,
M2-K, Unstimiile) daha yiiksek oldugu gozlendi. ilging sekilde ADA1’de ise kontrol
gruplarinda daha yiiksek bir aktivite s6z konusuydu. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarindan
elde edilen verilere gore, COVID-19 grubunda toplam ADA aktivitesinin, %79 unu
ADAZ2’nin olusturdugu gézlendi. Bu sonu¢ hem kritik (%72) hem de agir vakalarda
(%68) ki sartlara olduk¢a benzer oldugu izlendi. Hem in vitro olusturulan COVID-19
ortami, hem de COVID-19’un kritik ve agir vakalarindan elde edilen bu sonuglara
gore, ADA2’nin COVID-19’da hastaligin seyrine dogrudan miidahil oldugu
bulgusuna ulasilabilir.

Agir COVID-19 vakalarinda akcigerlerde ciddi enflamasyon sonucu ARDS
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gelisme riski vardir. ARDS durumunda, enflamatuvar sitokinlerin asir1 salinimi,
akciger hasarimi ve enflamasyonu artirabilir. Bu da ARDS'nin siddetini tetikleyebilir.
Yapilan ¢aligmalar ARDS patogenezinde makrofaj polarizasyonunun énemine isaret
etmektedir (Chen ve ark., 2020). ARDS’li vakalarda, o6zellikle akcigerlerde
makrofajlar olduk¢a heterojeniktir, M2 tipinde makrofajlar M1'e doniisebilir, siire¢
gelistikce M1 makrofajlar: tekrar M2 makrofajlarina doniisebilir (Huang, Xiu, Zhang,
& Zhang, 2018). Sitokin firtinasi veya hipersitokinemi, genel olarak immiin sistemin
kontrolsiiz yanitlarini ifade etmektedir. Sitokin firtinasi sirasinda, normale gore fazla
eksprese edilmis sitokinler, kemokinler, biiylime faktorleri ve immiin sistem hiicreleri
enflamasyon boélgesine girer. COVID-19’da, TNF-a ve IL-6 sitokin firtinasinda ana
sitokinler olarak tanimlanir (Kovalchuk ve ark., 2021) Hizl1 miidahale edilemediginde
organ yetmezligine ve hatta Oliimle sonuglanabilen ARDS gelisimine neden
olabilmektedir (Ragab, Eldin, Taeimah, Khattab, & Salem, 2020). Agir COVID-19
vakalarinda enflamasyonun siddetli oldugu durumlar MAS’a veya MAS’la iligkili ya
da iliskisiz sitokin firtinasi ad1 verilen ciddi durumlara yol agabilmektedir (Giirsoy ve

ark., 2021).

ARDS genel olarak IL-6, TNF-a ve IL-1 yiiksekligi ile iligskilendirilmistir.
Ayrica COVID-19 vakalarinda CCL2, IL-8, IL-17, IL-6, IL-1p, IL-2 seviyelerinde de
artis oldugu bildirilmistir (McGonagle ve ark., 2020). Cin merkezli ¢aligmalarda
tyilesmis ve kaybedilmis COVID-19 vakalar1 arasinda veri analiz caligmasi
yapilmistir. Bu ¢aligmaya gore; 6liim vakalarinda IL-6 seviyelerinde 6nemli derecede
artis goriilmiistiir (Ruan ve ark., 2020). Farkl1 bir analiz ¢aligmasinda ise agir vakalarda
daha hafif vakalara gore IL-6, IL-10 ve TNF- a seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir
(Chen ve ark., 2020). Bir calismada yogun bakim destegine ihtiya¢ duyacak diizeydeki
COVID-19 vakalarinda GM-CSF, IL-7, IL-2, TNF-a, IL-6’nin hastaligin
kotiilesmesiyle iliskili oldugu belirtilmistir. Baska bir calismada; ARDS’li COVID-19
ve COVID-19 olmayan ARDS’li hastalarin plazmalarinda bazi sitokin ol¢timleri
yapilmistir. Bu calismaya gore; ARDS’li COVID-19 grubu COVID-19 olmayan
ARDS grubuna goére CCL5, CXCL10, CXCL2, IL-10 ve GM-CSF’de artis
gbzlemlenmistir (Blot ve ark., 2020). Farkli bir ¢alismada ise IL-6 ve CXCL-10’un
onemi vurgulanirken, COVID-19 hastalik siddetinde hastaligin devami IL-6, CXCL10
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ve makrofajlarm birligiyle iligkili oldugu belirtilmistir (Coperchini, Chiovate, &
Rotondi, 2021).

Immiin sistemde enfeksiyonlara kars1 énemli bir rol alan nitrik oksit (NO),
nitrik oksit sentaz (iNOS) tarafindan ftretilir. Nitrik oksit (NO), L-arginin isimli
aminoasitten, tic farkli nitrik oksit sentaz enzimi ile {iretilir. Endotel tizerindeki
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve néronlardaki nitrik oksit sentezi néronal nitrik
oksit sentaza (nNOS) gore INOS daha fazla NO iiretebilir. Bu durum da
enfllamasyonda, hiicresel iletisimde 6nemli bir rol oynar. Napoli de yapilan bir
calismada da IL-10, IL-6 ve iNOS seviyelerinde hastalik siddetiyle artis bildirilmistir
(Gelzo ve ark., 2022). SARS-CoV-2 viriisii viicuda girdiginde immiin sistem uyarilir
ve hiicrelerden ROS tiretimi de gerceklesebilir. Enflamasyon, doku hasarlari, oksidatif
stres gibi durumlarda ROS iiretiminde artis gozlenebilir. COVID-19 enfeksiyonunda
viriisiin neden oldugu hiicresel hasar olusur ve hiicrelerin elektron akisini etkileyebilir.
Bu durumda ROS {iretimi artabilmektedir. Calismalar COVID-19 siirecinde ROS’un
immiin yanittaki 6nemli rollerine iligskin ¢alismalar mevcuttur (Camp, Bai, Gonullu,
Nayak, & Abu-Soud, 2021; Lymperaki ve ark., 2022). Immiin sistemde hiicreler aras1
iletisimde Onemli sinyal molekiillerinden olan pulmoner aktivasyon diizenleyen
kemokin [Pulmonary and activation-regulated chemokine (kemokin ligandi, PARC,
CCL18)] baz1 akciger hastaliklarinda kotii progronoz stireci ile iliskilendirilmistir
(Zong ve ark., 2021). Timis ve aktivasyon diizenleyici kemokin [thymus- and
activation-regulated chemokine (kemokin ligandi, TARC, CCL17)] ise alerjik astim,
dermatit gibi hastaliklarda aragtirilmis ve atopik dermatitli hastalarda serum TARC
konsantrasyonunda artig bildirilmistir (Machura ve ark., 2011). Alerjik ve
enflamatuvar durumlarda artabilen CCL24; alerjik astim, atopik dermatit ve
eozinofilik esofajit gibi hastaliklarda incelenmis ve bu hastalarda CCL24 diizeylerinin
arttig1 bildirilmistir (Ahmadi ve ark., 2016). Aktivasyonuyla arjinin tiiketimine yol
acan arjinaz, kardiyovaskiiler ve otoimmiin hastaliklardaki aktivite artig1 arastirma
konusu olmustur (Ljubisavljevic ve ark., 2012; Yang, & Ming, 2006).

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda monosit/makrofaj sayilarinda degisiklik
hastaligin siddetiyle iliskilendirilir (Meidaninikjeh ve ark., 2021). Ancak hangi tip ve
0zellikte makrofajlar, hastaligin siddetinde etkili olur? COVID-19 vakalarinda genel

olarak hangi tip makrofajlarin baskin olduguna dair baz1 spekiilasyonlar yapilsa da
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yeterli kanit sunulamamistir. Bazi c¢alismalarda M1 ile iliskilendirilen sitokin ve
kemokinlerin artigina bagli olarak M1 fenotipindeki makrofajlarin hastaligin
prognozunda rol alabilecegi bildirilirken (Buonaguro, Puzanov, & Ascierto, 2020;
Liao ve ark., 2020), sitokin firtinasinda siklikla gézlenen pulmoner fibrozun M2
makrofajlarla iligkili olabilecegini bildiren calismalar da bulunmaktadir (Gracia-
Hernandez, Sotomayor, & Villagra, 2020). Ancak makrofajlarin alt tiplerine dair
literatiirde ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Bir ¢alismada, akciger biyopsilerinde
M1 makrofajlarin, monositlerin ve nétrofillerin akcigerlere yogun sekilde infiltre
oldugu gosterilmistir (Desterke, Turhan, Bennaceur-Griscelli, & Griscelli, 2020). Ote
yandan, makrofajlarin COVID-19’da plastisitesine vurgu yapan bir baska calismada,
yogun makrofaj infiltrasyonunun M2’e yonelimde etkili olabilecegine dair bazi
kanitlar sunulmustur (Wang ve ark., 2020). Bir diger ¢alismada ise, COVID-19
hastalarinda periferal kan kdkenli monositlerin ekspresyon analizleri yapilmistir
(Zhang ve ark., 2021). Bu monositlerin hem M1 hem de M2 makrofajlan ile
karakterize edilen sitokinleri eksprese edebildigi gosterilmisti. ADA enzim
aktivitesinde buldugumuz bulgular, makrofajlarin COVID-19’da hastaligin siddetine
onemli 6l¢iide dahil olabilecegine dair giiclii bir perspektif sunmustur. Biz bu
calismada, COVID-19 ‘un farkli siddetlerinde ve in vitro kiiltiir ortaminda M1 ve M2
makrofajlartyla iligkilendirilen pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar 6zellikteki
sitokin ve kemokinleri inceledik. Bunun yaninda COVID-19 mikroortaminda, saglikli
monositlerin spontane olarak hangi makrofaj tipine polarize olabilecegine dair
caligmalar yrtittik.

Calismamizda M1 ile iliskilendirelebilecek pro-enflamatuvar karakterdeki,
IL-6, TNF-a, IL-12, IFN-y, GM-CSF, ROS, iNOS, sitokin ve ajanlarda kritik ve agir
vakalarda anlaml artislar gdzlemledik. ilging sekilde, M2 ile iliskilendirilebilecek,
Arjinaz, IL-4, IL-10 ve M-CSF’de kritik ve agir vakalarda daha yiiksek seviyelerde
gbzlendi. Hiicre kiiltlirii deneylerimizde ise COVID-19 grubu incelemesinde,
karsilastirdigimizda, MI-iligkili proenflamatuvar sitokin, kemokin ve diger
molekiillerin genellikle M1-kontrol grubuyla benzer profilde oldugunu gézlemledik.
Ote yandan, M2-iliskili IL-4, IL-10, TARC, PARC ve CCL24 M2-kontrolde COVID-
19 grubuna goére anlamli sekilde daha yiliksek olmasina ragmen, M 1-kontrole gore daha

yiiksek bulunmustur. Ote yandan, COVID-19 grubunda IL-6 diger gruplara gore
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anlamli derecede yiliksek bulunmustur. Kiimiilatif bir bakis agisiyla bakildig1 zaman,
in vitro COVID-19 grubu, hem pro-enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar sitokin,
kemokin ve molekiillerde M1 ve M2 kontrol arasinda kendine yer bulmustur. Bu
durum, M1 ve M2’nin her ikisinin de COVID-19’da hastaligin siddetine katkida
bulunabilecegine dair 6nemli bir kanit sunmaktadir.

Bu caligmada ve diger bazi calismalarda ADA aktivitesinin COVID-19’da
artis1 bildirilmistir (Al Talib, 2022). COVID-19’da ADA’nin makrofaj polarizyonunda
roliiniin olup olmadig1 iizerine herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu dogrultuda
yapilan, ADA izoenzimleri ile M1 ve M2 iligkili sitokin, kemokin ve diger
molekiillerin korelasyon analizlerinde ilging bulgulara ulagilmistir. Agir ve kritik
vakalarda, in vitro COVID-19 grubuna benzer fakat ayni olmayan sekilde sitokin ve
kemokin korelasyonlar1 gozlenmistir. M1-iligkili sitokin ve kemokinler, ADA2
aktivasyonuyla ters korelasyon i¢inde gozlenmistir. Yalnizca IL-6 ve TNF-0, ADA2
ile pozitif korelasyon icerisinde gozlenmistir. Kritik vakalarda da IL-6 ve TNF-aq,
ADAZ2 ile pozitif bir korelasyon gdstermesine ragmen ayni zamanda ADA1 ile de
gostermektedir.  Ote yandan ADA1 ve ADA2 in vitro olarak ters korelasyon
icerisindeyken, agir ve kritik vakalarda pozitif korelasyon gozlenmektedir. Bu durum,
kritik ve agir vakalarda, ADAI aktivasyonunun da hastalik siddetinden etkilendigini
gostermektedir. Ote yandan, ADA2 aktivasyonun IL-6 ve TNF-a istisnas1 disinda
diger M1-iliskili proenflamatuvar sitokin ve kemokinlerle ters korelasyon igerisinde
olmast ADA2’nin M2 yonlendirmesine katkida bulundugunu gostermektedir.
Destekler sekilde, M2-iliskili sitokin ve kemokinler ile korelasyonlar incelendiginde,
ADAZ2 hem in vitro COVID-19 grubunda hemde kritik COVID-19 vakalarinda M2-
iligkili sitokin ve kemokinlerle pozitif korelasyon igerisinde bulundu. Farkli olarak,
ADAL1 kritik vakalarda neredeyse biitiin M2-iliskili sitokin ve kemokinlerle ters
korelasyon igerisindeydi. Agir vakalarda da M2 acisindan benzerlik gézlenmesine
ragmen, arjinaz ve CCL24, kritik ve in vitro COVID-19 grubundan farkli olarak,
ADAZ2 ile ters korelasyon igerisindeydi. Birlikte ele alindiginda, bu sonuglara gore
makrofajlarla ADA2 dogrudan iliskilendirilebilirken, ADA1’in M1 ve M2
polarizasyonuna katkisinin diigiik oldugu bulgusuna ulasilabilir. Farkli sekilde, in vitro
COVID-19 grubunda da ADAI1, M2-iliskili ve sitokinlerle pozitif korelasyon

igerisinde bulundu. Bununa birlikte, arjinaz ve CCL24 agir vakalarda artmasina
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ragmen, ADA?2 ile ters ve ADALI ile pozitif korelasyon igerisindeydi. Bu durum, in
vitro COVID-19 ve agir COVID-19 vakalarinda, M1 ve M2 makrofajlarinin
heterojenik ve plastisitesi yiiksek bir bigimde bulundugunu gdésterebilir. Bu bulgu,
AHO analizlerimiz ile oldukga tutarl gériinmektedir. Hiicre kiiltiirii calismalarmimn
sonunda yaptigimiz AHO incelemesine gore, makrofaj popiilasyonu igerisindeki
CD80" CD86" M1- benzeri makrofajlar, COVID-19 grubunda, M1 kontrolden anlamli
derecede daha diisiik, M2-kontrolden ise anlamli derecede yiiksek bulundu. CD206"
CD200R" M2-benzeri makrofajlar incelendiginde ise, M2-kontrolle benzer bir profil
gbzlendi. AHOdeki en ilging bulgu ise, CD206" CD86" makrofajlar1 incelendiginde
gozlendi, unstimiile, M1-kontrol ve M2-kontrol grubunda istatiksel agidan herhangi
bir anlam bulunmazken, COVID-19 grubunda bu hiicreler anlamli derecede yiiksek
bulundu. Bu durum, in vitro COVID-19’da M1 ve M2 heterojenik bir popiilasyon
olduguna dair ikinci bir kanit sunmaktadir. Yapilan korelasyon ¢alismalarinda, agir ve
kritik COVID-19 gruplartyla olduk¢a benzer bir profil gosteren in vitro COVID-19
grubunda gozlenen heterojenik fenotip makrofajlarin, diger bulgularla birlikte goz
Oniine alindiginda agir ve kritik vakalarda da gozlenmesi yiiksek bir olasilik olarak
goriinmektedir. Ozellikle ADA2’nin, COVID-19’da hastalik iliskisi ve in vitro
incelemelerde gozlemledigimiz anlamli artis1, makrofaj iliskili sitokin ve kemokinlerle
anlamli korelasyonlar1 ve AHO incelemesi goz 6niinde bulunduruldugunda, makrofaj
polarizasyonuna dogrudan dahil oldugu ve hastalik prognozuyla muhtemel bir iligkisi
oldugu sonucuna ulagilabilir.

Laboratuvar bulgular1 agisindan COVID-19’da hastalik siddetinin artis1 CRP
ve ferritin degerlerinin anormal artis1 ve D-Dimer seviyelerinde yiikseklik, lenfosit
seviyelerinde degisiklikler ile iliskilendirilebilmektedir (McGonagle ve ark., 2020;
Singhal, 2020). Pihtilagsma faktorleri, karaciger fonksiyon testleri gibi laboratuvar
bulgularinda goriilen farkliliklar MAS iligkili goriilse de bu durumun altta yatan farkl
sebepleri de olabilmektedir (McGonagle ve ark., 2020). Eski koronaviriis siireclerinde
yapilan calismalarda; kan monosit ve notrofil sayilarinda artis ve ayrica IFN-y
yanitlarinda azalma bildirilmistir (Falcone ve ark., 2020). Mutlak nétrofilin lenfosit
sayisina bolinmesi ile bulunan NLR miktar1 agir COVID-19’da daha yiiksek
orandadir. Yiiksek NLR miktar1 bazi durumlar i¢in ciddi bir risk faktorii olabilmektedir

(Ragab ve ark., 2020). Bizde ¢alismamizda monosit, lenfosit ve trombosit miktarlari
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hastalik seyrinde azalirken, ferritin, prokalsitonin, CRP ve D-Dimer miktarlarinin
hastaligin agirlasmasi ile arttigmi gormekteyiz. AST ve ALT karaciger enzim
degerlerinde en yliksek grubu agir vakalar olustururken, LDH i¢in kritik hastalarda
ylksek anlam kaydedilmistir.

Sonug¢ olarak, ADA1 ve ADA2 enzim aktivitesinin, COVID-19'da hastalik
siddetiyle arttig1 gézlenmistir. M1 ve M2 iliskili sitokin, kemokin ve diger molekiiller
analiz edildiginde agir ve kritik vakalarda neredeyse tamami anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. Bunun yaninda, agir ve kritik vakalarda, M1 ve M2 iligkili sitokin ve
kemokinler ADA2 ile pozitif korelasyon icerisinde bulunmustur. Bunu destekler
nitelikte, in vitro COVID-19 grubunda M1 ve M2 iligkili sitokin ve kemokinler, ADA2
ile korelasyon igerisinde bulunmustur. Agir ve kritik COVID-19 vakalar1 ve in vitro
COVID-19 grubunun oldukc¢a benzer bir M1/M2 imzasina sahip oldugu gézlenmistir.
AHO degerlendirmelerinde, in vitro COVID-19 grubu, M1-benzeri makrofajlarda
(CD80" CD86") M1 kontrolden anlaml:i derecede diisiiktiir, M2-benzeri makrofajlarda
(CD206+ CD200R+) ise M2-kontrol grubundan istatiksel olarak farksizdir. Ilging
sekilde, M1-M2 miks makrofajlar in vitro COVID-19 grubu (CD86" CD206") hem
M1-kontrol hem de M2-kontrole gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Buna
gore, tiim analizlerimiz ele alindiginda, COVID-19 agir vakalarinda makrofajlarda
M1’den M2’e yoénelik bir polarizasyonun eslik ettigi, M1 ve M2’den farkli bir
fenotipte karisik bir popiilasyon (M1-M2) olduguna dair bulgular elde edildi. Saglikli,
presemptomatik ve hafif COVID-19 vakalar1 da diisiiniildiigiinde, agir COVID-19
vakalariin iyi prognoza donmesi ADA2 aktivitesinin diismesi ve M1-M2 makrofaj
miks fenotipinin M1’e yonelmesi ile, kotii prognoza donmesinin ise ADA2

aktivitesinin artis ve M2 fenotipine yonelmesi ile iliskili oldugunu diisiindiirmektedir.

91



6. KAYNAKLAR

Abdiilmecit, U. (2020).SARS-COV2: Genom Yapist ve Yasam Dongiisti. Yiiksek
Intisas  Universitesi  Saglik Bilimleri Dergisi, I, 8-11.Erisim Adresi:
https://dergi.yuksekihtisasuniversitesi.edu.tr/dosyal/JYIU C1S1_8-11.pdf

Agostini, M. L., Andres, E. L., Sims, A. C., Graham, R. L., Sheahan, T. P., Lu, X., ...
& Denison, M. R. (2018). Coronavirus susceptibility to the antiviral remdesivir
(GS-5734) i1s mediated by the viral polymerase and the proofreading
exoribonuclease. American Society for Microbiology, 9(2), €00221-18. DOI:
https://doi.org/10.1128/mbi0.00221-18

Ahmadi, Z., Hassanshahi, G., Khorramdelazad, H., Zainodini, N., & Koochakzadeh,
L. (2016). An overlook to the characteristics and roles played by eotaxin
network in the pathophysiology of food allergies: allergic asthma and atopic
dermatitis. Inflammation, 39, 1253-1267. DOI:
https://doi.org/10.1007/s10753-016-0303-9

Aimrane, A., Laaradia, M. A., Sereno, D., Perrin, P., Draoui, A., Bougadir, B., ... &
Kahime, K. (2022). Insight intoCOVID-19’s epidemiology, pathology, and
treatment. Heliyon, €08799. DOI:
https://doi.org/10.1016/].heliyon.2022.e08799

Al Talib, H. M. (2022). The Role of Adenosine Deaminase Levels in The Diagnosis
of COVID-19 Infection. HIV Nursing, 22(2), 3217-3220.

Alexopoulou, L., Holt, A. C., & Medzhitov, R. Flavell. 2001. Recognition of double-
stranded RNA and activation of NF-«B by Toll-like receptor 3. Nature, 413,
732. DOI: https://doi.org/10.1038/35099560

Al-Kuraishy, H. M., & Al-Gareeb, A. 1. (2020). From SARS-CoV to nCoV-2019:
Ruction and argument. Archives of Clinical Infectious Diseases, 15(COVID-
19). DOI: https://doi.org/10.5812/archcid.102624

Almeida, J. D., & Tyrrell, D. A. (1967). The morphology of three previously
uncharacterized human respiratory viruses that grow in organ culture. Journal
of General Virology, 1(2), 175-178. DOI: https://doi.org/10.1099/0022-1317-
1-2-175

Antonioli, L., Colucci, R., La Motta, C., Tuccori, M., Awwad, O., Da Settimo, F., ...
& Fornai, M. (2012). Adenosine deaminase in the modulation of immune
system and its potential as a novel target for treatment of inflammatory
disorders. Current  Drug Targets, 13(6), 842-862. DOIL:
https://doi.org/10.2174/138945012800564095

Asker, S. Diinya’da ve Tiirkiye’de COVID-19’un Tedavisi. COVID-19 Giincel
Yaklasim (1.baski) i¢inde (s.1-8). Ankara: Akademisyen Kitabevi.

Atay, O. (2020). Sars-Cov-2 Immunopathogenesls And Posslble Antl-Inflammatory
Treatment Optlons. Selcuk Medical Journal, 36(3), 264-273. DOL:
https://doi.org/10.30733/std.2020.01469

Bayrakal, V. & Baskin, H., COVID-19 ve dogal immiin sistem cevabi. immiinoloji ve
COVID-19 (1.baski) i¢inde (s.1-8). Ankara: Tiirkiye Klinikleri.

Beyerstedt, S., Casaro, E. B., & Rangel, E. B. (2021). COVID-19: angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) expression and tissue susceptibility to SARS-
CoV-2 infection. European Journal of Clinical Microbiology & Infectious
Diseases, 40, 905-919. DOI: https://doi.org/10.1007/s10096-020-04138-6

Blot, M., Jacquier, M., Aho Glele, L. S., Beltramo, G., Nguyen, M., Bonniaud, P., ...

92



& Charles, P. E. (2020). CXCL10 could drive longer duration of mechanical
ventilation during COVID-19 ARDS. Critical Care, 24(1), 1-15. DOIL:
https://doi.org/10.1186/s13054-021-03559-9

Bogoch, L. I., Watts, A., Thomas-Bachli, A., Huber, C., Kraemer, M. U., & Khan, K.
(2020). Pneumonia of unknown aetiology in Wuhan, China: potential for
international spread via commercial air travel. Journal of travel medicine,
27(2), taaa008. DOI: https://doi.org/10.1093/jtm/taaa008

Briese, T., Mishra, N., Jain, K., Zalmout, I. S., Jabado, O. J., Karesh, W. B, ... &
Lipkin, W. 1 (2014). Middle East respiratory syndrome coronavirus
quasispecies that include homologues of human isolates revealed through
whole-genome analysis and virus cultured from dromedary camels in Saudi
Arabia. American Society for Microbiology, 5(3), e01146-14. DOI:
https://doi.org/10.1128/mbio.01146-14

Buonaguro, F. M., Puzanov, 1., & Ascierto, P. A. (2020). Anti-IL6R role in treatment
of COVID-19-related ARDS. Journal of Translational Medicine, 18, 1-2. DOL:
https://doi.org/10.1186/s12967-020-02333-9

Cagan, E., Tezcan, G., Simsek, A., Kizmaz, M. A., Dombaz, F., Asan, A., ... & Budak,
F. (2022). The age-dependent role of th22, tc22, and tc17 cells in the severity
of pneumonia in covid-19 immunopathogenesis. Viral immunology, 35(4),
318-327. DOI: https://doi.org/10.1089/vim.2021.0132

Camp, O. G., Bai, D., Gonullu, D. C., Nayak, N., & Abu-Soud, H. M. (2021).
Melatonin interferes with COVID-19 at several distinct ROS-related steps.
Journal  of  Inorganic  Biochemistry, 223, 111546. DOL:
https://doi.org/10.1016/].jinorgbio.2021.111546

Caorsi, R., Penco, F., Schena, F., & Gattorno, M. (2016). Monogenic polyarteritis: the
lesson of ADA2 deficiency. Pediatric Rheumatology, 14(1), 1-16.DOL:
https://doi.org/10.1186/s12969-016-0111-7

Cascella, M., Rajnik, M., Aleem, A., Dulebohn, S. C., & Di Napoli, R. (2022).
Features, evaluation, and treatment of coronavirus (COVID-19). Statpearls.

Chan, T. S. (1979). Purine excretion by mouse peritoneal macrophages lacking
adenosine deaminase activity. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 76(2), 925-929. DOI: https://doi.org/10.1073/pnas.76.2.925

Chen, G., Wy, D. L., Guo, W., Cao, Y., Huang, D., Wang, H., ... & Ning, Q. (2020).
Clinical and immunological features of severe and moderate coronavirus
disease 2019. The Journal of Clinical Investigation, 130(5), 2620-2629. DOI:
https://doi.org/10.1172/JCI137244

Chen, W., Zhang, S., Zhang, W., Yang, X., Xu, J., Qiu, H., ... & Li, J. (2015). Elevated
serum adenosine deaminase levels in secondary hemophagocytic
lymphohistiocytosis. International Journal of Laboratory Hematology, 37(4),
544-550. DOI: https://doi.org/10.1111/ij1h.12334

Chen, X., Tang, J., Shuai, W., Meng, J., Feng, J., & Han, Z. (2020). Macrophage
polarization and its role in the pathogenesis of acute lung injury/acute
respiratory distress syndrome. Inflammation Research, 69, 883-895. DOI:
https://doi.org/10.1007/s00011-020-01378-2

Chowdhury, S. D., & Oommen, A. M. (2020). Epidemiology of COVID-19. Journal
of Digestive Endoscopy, 11(01), 03-07. DOI: https://doi.org/10.1055/s-0040-
1712187

Churov, A., & Zhulai, G. (2021). Targeting adenosine and regulatory T cells in cancer

93



immunotherapy. = Human  Immunology,  82(4), 270-278.  DOLI:
https://doi.org/10.1016/;.humimm.2020.12.005

Contractor, R. A., Bhavsar, Y. D., Joshi, A. P., Pujara, N. N., Shukla, D. M.,
Contractor, R., ... & Shukla, D. (2022). A Rare Genetic Mutation Leading to a
Deficiency of Adenosine Deaminase 2 Enzyme in a Long-Standing Case of
Cutaneous Polyarteritis Nodosa: A Case Report. Cureus, 14(10). DOI:
https://doi.org/10.7759/cureus.30295

Conway, E. J., & Cooke, R. (1939). The deaminases of adenosine and adenylic acid in
blood and tissues. Biochemical Journal, 33(4), 479. DOL:
https://doi.org/10.1042/bj0330479

Coperchini, F., Chiovato, L., & Rotondi, M. (2021). Interleukin-6, CXCL10 and
infiltrating macrophages in COVID-19-related cytokine storm: not one for all
but all for one!. Frontiers in immunology, 12, 668507. DOI:
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.668507

Cortés, A., Gracia, E., Moreno, E., Mallol, J., Lluis, C., Canela, E. I., & Casado, V.
(2015). Moonlighting adenosine deaminase: a target protein for drug
development. Medicinal Research Reviews, 35(1), 85-125. DOL:
https://doi.org/10.1002/med.21324

Comert, S. S., & Kiral, N. (2020). COVID-19 Pnémonisinin Radyolojik Bulgulari.
Southern  Clinics of Istanbul Eurasia. 2020(31), 16-22. DOIL:
https://doi.org/10.14744/scie.2020.96158

Cakar, T., Giirsoy, C., & Topcuoglu, N. (2020). Yogun Bakimda COVID-19 Seyrinde
Makrofaj Aktivasyon Sendromu Gelisen Olgu: Olgu Sunumu. Turkish Journal
of Intensive Care. 2020(18), 57-60, DOI:https://doi.org/10.4274/tybd.galenos.
020.80299

De Biasi, S., Meschiari, M., Gibellini, L. et al. Marked T cell activation, senescence,
exhaustion and skewing towards TH17 in patients with COVID-19 pneumonia.
Nature Communications 11, 3434 (2020). DOI:
https://doi.org/10.1038/s41467-020-17292-4

de Frutos, L. L., Serrano-Gonzalo, 1., Menendez-Jandula, B., Franco-Garcia, E.,
Lahoz, C., Latre, P., ... & Giraldo, P. (2021). Assessment of Macrophage
Inflammatory Biomarkers and Neutrophil Extracellular Traps Associated
Proteins in COVID-19 Patients. Blood, 138, 4193. DOI:
https://doi.org/10.1182/blood-2021-148166

Demeli, M., Bayrak, S., & Pehlivanoglu, B. (2022). Adenozinin Uyku-Uyaniklik
Dongtistindeki Etkileri. Journal of Turkish Sleep Medicine, 9, 190-198. DOI:
https://doi.org/10.4274/jtsm.galenos.2022.36349

Demirci, M., Unlii, O., Yigin, A., & Yildiz Zeyrek, F. (2020). Pathogenesis of SARS-
CoV-2 and Immune Response in COVID-19. Turk Mikrobiyoloji Cemiyet
Dergisi, 50(4), 183-91. DOI: https://doi.org/10.5222/TMCD.2020.183

Desterke, C., Turhan, A. G., Bennaceur-Griscelli, A., & Griscelli, F. (2020). PPARy
cistrome repression during activation of lung monocyte-macrophages in severe
COVID-19. Iscience, 23(10), 101611. DOI:
https://doi.org/10.1016/].i5¢i.2020.101611

Dikmen, A. U, Mediha, K. I. N. A., Ozkan, S., & ilhan, M. N. (2020). COVID-19
epidemiyolojisi: Pandemiden ne o6grendik. Journal of Biotechnology and
Strategic Health Research, 4, 29-36. DOI:
https://doi.org/10.34084/bshr. 715153

94



Dong, R. P., Kameoka, J., Hegen, M., Tanaka, T., Xu, Y., Schlossman, S. F., &
Morimoto, C. (1996). Characterization of adenosine deaminase binding to
human CD26 on T cells and its biologic role in immune response. Journal of
Immunology  (Baltimore, Md.: 1950), 156(4), 1349-1355. DOI
https://doi.org/10.4049/jimmunol.156.4.1349

Falcone, C., Caracciolo, M., Correale, P., Macheda, S., Vadala, E. G., La Scala, S., ...
& De Lorenzo, A. (2020). Can adenosine fight COVID-19 acute respiratory
distress syndrome? Journal of Clinical Medicine, 9(9), 3045. DOI:
https://doi.org/10.3390/;cm9093045

Fernandez, E., Rodrigo, L., Riestra, S., Garcia, S., Gutiérrez, F., & Ocio, G. (2000).
Adenosine deaminase isoenzymes and neopterin in liver cirrhosis. Journal of
Clinical Gastroenterology, 30(2), 181-186. DOI:
https://doi.org/1097/00004836-200003000-0001 1

Ferrua, F., Brigida, 1., & Aiuti, A. (2010). Update on gene therapy for adenosine
deaminase-deficient severe combined immunodeficiency. Current Opinion in
Allergy  and  Clinical ~ Immunology, 10(6),  551-556. DOIL:
https://doi.org/10.1097/ACIL.0b013e32833fea85

Fitzgerald, K. A., & Kagan, J. C. (2020). Toll-like receptors and the control of
immunity. Cell, 180(6), 1044-1066. DOI:
https://doi.org/10.1016/].cell.2020.02.041

Forni, D., Cagliani, R., Clerici, M., & Sironi, M. (2017). Molecular evolution of human
coronavirus genomes. Trends in Microbiology, 25(1), 35-48. DOI:
https://doi.org/10.1016/].tim.2016.09.001

Fox, I. H., & Kelley, W. N. (1978). The role of adenosine and 2'-deoxyadenosine in
mammalian cells. Annual Review of Biochemistry, 47(1), 655-686. DOI:
https://doi.org/10.1146/annurev.bi.47.070178.003255

Franco-Martinez, L., Tecles, F., Torres-Cantero, A., Bernal, E., San Lazaro, I.,
Alcaraz, M. J., ... & Ceron, J. J. (2021). Analytical validation of an automated
assay for the measurement of adenosine deaminase (ADA) and its isoenzymes
in saliva and a pilot evaluation of their changes in patients with SARS-CoV-2
infection. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (CCLM), 59(9), 1592-
1599. DOLI: https://doi.org/10.1515/cclm-2021-0324

Gakis, C. (1996). Adenosine deaminase (ADA) isoenzymes ADA1 and ADA2:
diagnostic and biological role. European Respiratory Journal, 9(4), 632-633.
DOI: https://doi.org/10.1183/09031936.96.09040632

Galvan-Penia, S., Leon, J., Chowdhary, K., Michelson, D. A., Vijaykumar, B., Yang,
L., ... & Benoist, C. (2021). Profound Treg perturbations correlate with
COVID-19 severity. Proceedings of the National Academy of Sciences,
118(37),e2111315118. DOI: https://doi.org/10.1073/pnas.2111315118

Gao, Z. W, Li, R. C., Wang, H. P., Ma, H. H,, Zhang, H. Z., Lin, F., & Dong, K.
(2020). Diagnostic value of serum adenosine deaminase and its isoenzymes for
autoimmune liver disease. Hepatitis Monthly, 20(1). 1-6 DOL:
https://doi.org/10.5812/hepatmon.98811

Gao, Z. W., Wang, X., Lin, F., & Dong, K. (2022). Total adenosine deaminase highly
correlated with adenosine deaminase 2 activity in serum. Annals of the
Rheumatic Diseases, 81(2), ¢30-e30. DOIL:
http://dx.doi.org/10.1136/annrheumdis-2020-217007

Gao,Z. W., Yang, L., Liu, C., Wang, X., Guo, W. T., Zhang, H. Z., & Dong, K. (2022).

95



Distinct Roles of Adenosine Deaminase Isoenzymes ADA1 and ADA2: A Pan-
Cancer Analysis. Frontiers in Immunology, 13 (903461), 1-12. DOI:
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2022.903461

Garcia-Zamalloa, A., & Taboada-Gomez, J. (2012). Diagnostic accuracy of adenosine
deaminase and lymphocyte proportion in pleural fluid for tuberculous pleurisy
in different prevalence scenarios. PloS One, 7(6), €38729. DOI:
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0038729

Gary, E., O'Connor, M., Chakhtoura, M., Tardif, V., Kumova, O. K., Malherbe, D. C.,
... & Haddad, E. K. (2020). Adenosine deaminase-1 enhances germinal center
formation and functional antibody responses to HIV-1 Envelope DNA and
protein vaccines. Vaccine, 38(22), 3821-3831. DOIL:
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2020.03.047

Ge, H., Wang, X., Yuan, X., Xiao, G., Wang, C., Deng, T., ... & Xiao, X. (2020). The
epidemiology and clinical information about COVID-19. European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases, 39, 1011-1019. DOL:
https://doi.org/10.1007/s10096-020-03874-z

Gelzo, M., Scialo, F., Cacciapuoti, S., Pinchera, B., De Rosa, A., Cernera, G., ... &
Castaldo, G. (2022). Inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS): Why a Different
Production in COVID-19 Patients of the Two Waves?. Viruses, 14(3), 534.
DOI: https://doi.org/10.3390/v14030534

Ghaderi, B., Amini, S., Maroofi, F., Jalali, C., Javanmardi, M., Roshani, D., & Abdi,
M. (2016). Adenosine deaminase activity in chronic lymphocytic leukemia and
healthy subjects. Iranian Journal of Cancer Prevention, 9(3). DOL
https://doi.org/10.17795/ijcp-5069

Gracia-Hernandez, M., Sotomayor, E. M., & Villagra, A. (2020). Targeting
macrophages as a therapeutic option in coronavirus disease 2019. Frontiers in
Pharmacology, 11, 577571. DOI: https://doi.org/10.3389/fphar.2020.577571

Graham, R., Donaldson, E. & Baric, R. A decade after SARS: strategies for controlling
emerging coronaviruses. Nature Reviews Microbiology, 11, 836—848 (2013).
DOI: https://doi.org/10.1038/nrmicro3143

Guan, J., Wei, X., Qin, S., Liu, X, Jiang, Y., Chen, Y., ... & Lin, X. (2020). Continuous
tracking of COVID-19 patients' immune status. [Infernational
Immunopharmacology, 89, 107034. DOI:
https://doi.org/10.1016/].intimp.2020.107034

Giirsoy, B., Siirmeli, C. D., Alkan, M., Satici, C., Altunok, E. S., Kamat, S., ... & Borii,
A. (2021). Cytokine storm in severe COVID-19 pneumonia. Journal of
Medical Virology, 93(9), 5474-5480. DOI: https://doi.org/10.1002/jmv.27068

Hatipoglu, K., Yiiksekol, 1., Ozkan, M., Balkan, A., Tozkoparan, E., Bedirhan, I, ... &
Demirci, N. (2003). Tiberkiiloz Tamisinda Serum Adenozin Deaminaz
Olgiimiiniin Onemi. Giilhane Tip Dergisi (GTD), 45(2), 165-168. Erisim
Adresi: https://cms.galenos.com.tr/Uploads/Article 32613/GMJ-45-165-
En.pdf

Hershfield, M. S. (2005). New insights into adenosine-receptor-mediated
immunosuppression and the role of adenosine in causing the
immunodeficiency associated with adenosine deaminase deficiency. European
Journal of Immunology, 35(1), 25-30. DOL:
https://doi.org/10.1002/€7i1.200425738

Hitoglou, S., Hatzistilianou, M., Gougoustamou, D., Athanassiadou, F., Kotsis, A., &

96



Catriu, D. (2001). Adenosine deaminase activity and its isoenzyme pattern in
patients with juvenile rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus.
Clinical Rheumatology, 20, 411-416. DOI:
https://doi.org/10.1007/s100670170005

Holshue, M. L., DeBolt, C., Lindquist, S., Lofy, K. H., Wiesman, J., Bruce, H., ... &
Pillai, S. K. (2020). First case of 2019 novel coronavirus in the United States.
New  England Journal of Medicine, 382(10), 929-936. DOL:
https://doi.org/10.1056/NEJM0a2001191

Hu, B., Guo, H., Zhou, P., & Shi, Z. L. (2021). Characteristics of SARS-CoV-2 and
COVID-19. Nature Reviews Microbiology, 19(3), 141-154. DOI:
https://doi.org/10.1038/s41579-022-00711-2

Huang, C., Wang, Y., Li, X., Ren, L., Zhao, J., Hu, Y., ... & Cao, B. (2020). Clinical
features of patients infected with 2019 novel coronavirus in Wuhan, China. The
Lancet, 395(10223), 497-506. DOI: https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(20)30183-5

Huang, X., Xiu, H., Zhang, S., & Zhang, G. (2018). The role of macrophages in the
pathogenesis of ALI/ARDS. Mediators of Inflammation, 2018(126493), 1-8.
DOI: https://doi.org/10.1155/2018/1264913

Iwaki-Egawa, S., Yamamoto, T., & Watanabe, Y. (2006). Human plasma adenosine
deaminase 2 is secreted by activated monocytes. 387(3), 319-321 DOIL:
https://doi.org/10.1515/BC.2006.042

Inal, S. (2016). Middle east respiratory syndrome-coronavirus (mers-cov)
enfeksiyonu:  Ortadogu  solunum  yetmezligi  sendromu-koronaviriis
enfeksiyonu. Okmeydani T Dergisi, 32, 37-45. DOIL:
https://doi.org/10.5222/0td.2016.037

Inal, A. S., Duman, Z. G., & Kurtaran, B. (2020). SARS-CoV-2 Mikrobiyoloji ve
Patogenez. Arsiv Kaynak Tarama Dergisi, 29(Ozel Say1), 11-23.

Jin, Y., Yang, H., Ji, W., Wu, W., Chen, S., Zhang, W., & Duan, G. (2020). Virology,
epidemiology, pathogenesis, and control of COVID-19. Viruses, 12(4), 372.
DOI: https://doi.org/10.3390/v12040372

Kahn, J. S., & MclIntosh, K. (2005). History and recent advances in coronavirus
discovery. The Pediatric Infectious Disease Journal, 24(11), S223-S227. DOI:
https://doi.org/10.1097/01.inf.0000188166.17324.60

Kaljas, Y., Liu, C., Skaldin, M., Wu, C., Zhou, Q., Lu, Y., ... & Zavialov, A. V. (2017).
Human adenosine deaminases ADA1 and ADA?2 bind to different subsets of
immune cells. Cellular and Molecular Life Sciences, 74, 555-570. DOL:
https://doi.org/10.1007/s00018-016-2357-0

Karaca, B. (2020). Eriskin yas grubunda Covid-19 klinik bulgulari. Journal of
Biotechnology and Strategic Health Research, 4, 85-90. DOI:
https://doi.org/10.34084/bshr.724904

Kartal, E., Balaban, M. E., & Bayraktar, B. (2021). Kiirese]l COVID-19 Salgininin
Diinyada ve Tiirkiye’de Degisen Durumu ve Kiimeleme Analizi. Journal of
Istanbul Faculty of Medicine, 84(1), 9-19. DOI:
https://doi.org/10.26650/IUITFD.2020.0077

Kizmaz, M. A., Simsek, A., Bozkurt, T., Cagan, E., Dombaz, F., Tezcan, G., ... &
Budak, F. (2023). Effector memory T cell subset CD45RA— CCR7— CD27—
CD28— EM3 increases in direct proportion to the disease severity of COVID-
19. Scandinavian ~ journal  of  immunology, 97(1), e13217. DOL:

97



https://doi.org/10.1111/sji.13217

Kovalchuk, A., Wang, B., Li, D., Rodriguez-Juarez, R., llnytskyy, S., Kovalchuk, 1.,
& Kovalchuk, O. (2021). Fighting the storm: could novel anti-TNFa and anti-
IL-6 C. sativa cultivars tame cytokine storm in COVID-19?. Aging (Albany
NY), 13(2), 1571. DOI: https://doi.org/10.18632/aging.202500

Kokli, S., Yilmaz, F. M., Basar, O., Yilmaz, G., Yiiksel, O., Yildrim, E., & Oztiirk, Z.
A. (2007). Serum adenosine deaminase levels in pancreatic diseases.
Pancreatology, 7(5-6), 526-530. DOI: https://doi.org/10.18632/aging.202500

Krenke, R., & Korczynski, P. (2010). Use of pleural fluid levels of adenosine
deaminase and interferon gamma in the diagnosis of tuberculous pleuritis.
Current Opinion in Pulmonary Medicine, 16(4), 367-375. DOL
https://doi.org/10.1097/MCP.0b013e32833a7154

Kutryb-Zajac, B., Harasim, G., Jedrzejewska, A., Krol, O., Braczko, A., Jablonska, P.,
... & Smolenski, R. T. (2021). Macrophage-derived adenosine deaminase 2
correlates with m2 macrophage phenotype in triple negative breast cancer.
International Journal of Molecular Sciences, 22(7), 3764. DOI:
https://doi.org/10.3390/ijms22073764

Lagunas-Rangel, F. A. (2020). Neutrophil-to-lymphocyte ratio and lymphocyte-to-C-
reactive protein ratio in patients with severe coronavirus disease 2019
(COVID-19): a meta-analysis. Journal of Medical Virology, 92(10), 1733.
DOI: https://doi.org/10.1002/jmv.25819

Lee, P. Y., Schulert, G. S., Canna, S. W., Huang, Y., Sundel, J., Li, Y., ... & Nigrovic,
P. A. (2020). Adenosine deaminase 2 as a biomarker of macrophage activation
syndrome in systemic juvenile idiopathic arthritis. Annals of the Rheumatic
Diseases, 79(2), 225-231. DOI: https://doi.org/10.1136/annrheumdis-2019-
216030

Li, M., Guo, W., Dong, Y., Wang, X., Dai, D., Liu, X., ... & Hu, D. (2020). Elevated
exhaustion levels of NK and CD8" T cells as indicators for progression and
prognosis of COVID-19 disease. Frontiers in immunology, 11, 580237. DOL:
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.580237

Liacouras, C. A., Furuta, G. T., Hirano, 1., Atkins, D., Attwood, S. E., Bonis, P. A., ...
& Aceves, S. S. (2011). Eosinophilic esophagitis: updated consensus
recommendations for children and adults. Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 128(1), 3-20. DOI: https://doi.org/10.1016/j.jaci.2011.02.040

Liao, M., Liu, Y., Yuan, J. et al. Single-cell landscape of bronchoalveolar immune
cells in patients with COVID-19. Nature Medicine, 26, 842—844 (2020). DOI:
https://doi.org/10.1038/s41591-020-0901-9

Liu, L., Xu, L., & Lin, C. (2020). T cell response in patients with COVID-19. Blood
Science, 2(03), 76-78. DOI: https://doi.org/10.1097/BS9.0000000000000050

Liu, Y., Yan, L. M., Wan, L., Xiang, T. X., Le, A., Liu, J. M., ... & Zhang, W. (2020).
Viral dynamics in mild and severe cases of COVID-19. The Lancet Infectious
Diseases,  20(6), 656-657. DOI: https://doi.org/10.1016/S1473-
3099(20)30232-2

Ljubisavljevic, S., Stojanovic, 1., Pavlovic, R., Sokolovic, D., Pavlovic, D., Cvetkovic,
T., & Stevanovic, 1. (2012). Modulation of nitric oxide synthase by arginase
and methylated arginines during the acute phase of experimental multiple
sclerosis. Journal of the Neurological Sciences, 318(1-2), 106-111. DOI:
https://doi.org/10.1016/].jns.2012.03.015

98



Lotfi, M., Hamblin, M. R., & Rezaei, N. (2020). COVID-19: Transmission,
prevention, and potential therapeutic opportunities. Clinica chimica acta, 508,
254-266. DOI: https://doi.org/10.1016/j.cca.2020.05.044

Lu, H. (2020). Drug treatment options for the 2019-new coronavirus (2019-nCoV).
Bioscience Trends, 14(1), 69-71. DOI: https://doi.org/10.5582/bst.2020.01020

Lymperaki, E., Kazeli, K., Variti, G., Gerothanasi, M., Gkinoudis, A., Tsamesidis, 1.,
& Vagdatli, E. (2022). Potential Role of Certain Biomarkers Such as Vitamin
B12, ROS, Albumin, as Early Predictors for Prognosis of COVID-19
Outcomes. Medicines, 9(6), 36. DOIL:
https://doi.org/10.3390/medicines9060036

Machura, E., Rusek-Zychma, M., Jachimowicz, M., Wrzask, M., Mazur, B., &
Kasperska-Zajac, A. (2012). Serum TARC and CTACK concentrations in
children with atopic dermatitis, allergic asthma, and urticaria. Pediatric Allergy
and Immunology, 23(3), 278-284. DOI: https://doi.org/10.1111/.1399-
3038.2011.01225.x

Mahallawi, W. H., Khabour, O. F., Zhang, Q., Makhdoum, H. M., & Suliman, B. A.
(2018). MERS-CoV infection in humans is associated with a pro-inflammatory
Thl and Thl7 cytokine profile. Cytokine, 104, 8-13. DOI:
https://doi.org/10.1016/].cyt0.2018.01.025

Malik, Y. A. (2020). Properties of coronavirus and SARS-CoV-2. The Malaysian
Jjournal of pathology, 42(1), 3-11. Erisim Adresi:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32342926/

McGonagle, D., Sharif, K., O'Regan, A., & Bridgewood, C. (2020). The role of
cytokines including interleukin-6 in COVID-19 induced pneumonia and
macrophage activation syndrome-like disease. Autoimmunity reviews, 19(6),
102537. DOI: https://doi.org/10.1016/j.autrev.2020.102537

Meidaninikjeh, S., Sabouni, N., Marzouni, H. Z., Bengar, S., Khalili, A., & Jafari, R.
(2021). Monocytes and macrophages in COVID-19: Friends and foes. Life
sciences, 269, 119010. DOI: https://doi.org/10.1016/].1fs.2020.119010

Meskini, M., Rami, M. R., Maroofi, P., Ghosh, S., Siadat, S. D., & Sheikhpour, M.
(2021). An overview on the epidemiology and immunology of COVID-
19. Journal of Infection and Public Health, 14(10), 1284-1298. DOI:
https://doi.org/10.1016/].jiph.2021.07.021

METIN, Z. G. (2020). COVID-19 hastaliginin fizyopatolojisi ve holistik hemsirelik
yaklasimi. Hacettepe Universitesi Hemsirelik Fakiiltesi Dergisi, 7(Ozel Sayn),
15-24. DOI: https://doi.org/10.31125/hunhemsire.775658

Meyts, 1., Aksentijevich, I. Deficiency of Adenosine Deaminase 2 (DADA2): Updates
on the Phenotype, Genetics, Pathogenesis, and Treatment. Journal of Clinical
Immunology 38, 569-578 (2018). DOI: https://doi.org/10.1007/s10875-018-
0525-8

Mishra, O. P., Gupta, B. L., Ali, Z., Nath, G., & Chandra, L. (1994). Adenosine
deaminase activity in typhoid fever. Indian pediatrics, 31, 1379-1379. Erigim
Adresi: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/7896337/

Mustafa, U. G. U. Z., & ESKUT, B. (2020). Covid 19 enfeksiyon tedavisi. Medical
Research Reports, 3(Ozel Say1), 17-31. Erisim Adresi:
https://dergipark.org.tr/en/download/article-file/1224034

MUTLU, O., UYGUN, 1., & ERDEN, F. (2020). Koronaviriis hastaligi (COVID-19)
tedavisinde kullanilan ilaglar. Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi,

99



6(3), 167-173. DOI: https://doi.org/10.30934/kusbed.761170

Nakamachi, Y., Koshiba, M., Nakazawa, T., Hatachi, S., Saura, R., Kurosaka, M., ...
& Kumagai, S. (2003). Specific increase in enzymatic activity of adenosine
deaminase 1 in rheumatoid synovial fibroblasts. Arthritis & Rheumatism,
48(3), 668-674. DOI: https://doi.org/10.1002/art.10956

Neumann, J., Prezzemolo, T., Vanderbeke, L., Roca, C. P., Gerbaux, M., Janssens, S.,
... & Yserbyt, J. (2020). Increased IL-10-producing regulatory T cells are
characteristic of severe cases of COVID-19. Clinical & Translational
Immunology, 9(11), e1204. DOI: https://doi.org/10.1002/cti2.1204

Niedzwicki, J. G., Kouttab, N. M., Mayer, K. H., Carpenter, C. C., Parks Jr, R. E.,
Abushanab, E., & Abernethy, D. R. (1991). Plasma adenosine deaminase2: a
marker for human immunodeficiency virus infection. J4IDS Journal of
Acquired Immune Deficiency Syndromes, 4(2), 178-182. FErisim Adresi:
https://journals.lww.com/jaids/abstract/1991/02000/plasma_adenosine_deami
nase2__a_marker for human.12.aspx

Ogzer, F., Ozer, C., & Yavuz, H. (2020). COVID-19 ve Odyovestibiiler Sistem. Kulak
Burun Bogaz ve Bas Boyun Cerrahisi, 28(2), 56-60. DOL
https://doi.org/10.24179/kbbbbc.2020-77087

Oztan, G., & Issever, H. (2020). Yeni Koronaviriisiin (Covid-19) Molekiiler Yapis1 ve
Genomik Karakterizasyonu. Saglik Bilimlerinde Ileri Arastirmalar Dergisi,
3(2), 61-71. DOI: https://doi.org/10.26650/jarhs2020-726533

Pascarella, G., Strumia, A., Piliego, C., Bruno, F., Del Buono, R., Costa, F., ... & Agro,
F. E. (2020). COVID-19 diagnosis and management: a comprehensive review.
Journal of  Internal Medicine, 288(2), 192-206. DOI:
https://doi.org/10.1111/joim.13091

Piringg¢i, N., Gegit, 1., Glines, M., Yiiksel, M. B., Kaba, M., Tanik, S., ... & Aslan, M.
(2012). Serum adenosine deaminase, catalase and carbonic anhydrase activities
in patients with bladder cancer. Clinics, 67, 1443-1446. DOL:
https://doi.org/10.6061/clinics/2012(12)15

Qin, C., Zhou, L., Hu, Z., Zhang, S., Yang, S., Tao, Y., ... & Tian, D. S. (2020).
Dysregulation of immune response in patients with coronavirus 2019 (COVID-
19) in Wuhan, China. Clinical Infectious Diseases, 71(15), 762-768. DOI:
https://doi.org/10.1093/cid/ciaa248

Ragab, D., Salah Eldin, H., Taeimah, M., Khattab, R., & Salem, R. (2020). The
COVID-19 cytokine storm; what we know so far. Frontiers in immunology,
1446. DOI: https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.01446

Ratech, H., Martiniuk, F., Borer, W. Z., & Rappaport, H. (1988). Differential
expression of adenosine deaminase isozymes in acute leukemia. Blood, 72(5),
1627-1632. DOI: https://doi.org/10.1182/blood.V72.5.1627.1627

Ren, L. L., Wang, Y. M., Wu, Z. Q., Xiang, Z. C., Guo, L., Xu, T., ... & Wang, J. W.
(2020). Identification of a novel coronavirus causing severe pneumonia in
human: a descriptive study. Chinese medical journal, 133(09), 1015-1024.
DOI: https://doi.org/10.1097/CM9.0000000000000722.

Richard, E., Arredondo-Vega, F. X., Santisteban, I., Kelly, S. J., Patel, D. D., &
Hershfield, M. S. (2000). The binding site of human adenosine deaminase for
CD26/Dipeptidyl peptidase IV: the Argl42GIn mutation impairs binding to
cd26 but does not cause immune deficiency. The Journal of Experimental
Medicine, 192(9), 1223-1236. DOL: https://doi.org/10.1084/jem.192.9.1223

100



Rostam, H. M., Reynolds, P. M., Alexander, M. R., Gadegaard, N., &
Ghaemmaghami, A. M. (2017). Image based machine learning for
identification of macrophage subsets. Scientific Reports, 7(1), 1-11. DOLI:
https://doi.org/10.1038/s41598-017-03780-z

Rothan, H. A., & Byrareddy, S. N. (2020). The epidemiology and pathogenesis of
coronavirus disease (COVID-19) outbreak. Journal of Autoimmunity, 109,
102433. DOL: https://doi.org/10.1016/j.jaut.2020.102433

Ruan, Q., Yang, K., Wang, W. et al. Clinical predictors of mortality due to COVID-
19 based on an analysis of data of 150 patients from Wuhan, China. Intensive
Care Medicine 46, 846848 (2020). DOI: https://doi.org/10.1007/s00134-020-
05991-x

Rustemoglu, A., Cumurcu, B. E., Nursal, A. F., Balkan, M., Uzun, M., & Yigit, S.
(2016). Adenosine Deaminase Gene G22a Polymorphism as a Risk Factor for
Schizophrenia in Turkish Population/Tiirk Populasyonunda Sizofreni Hastaligi
I¢in Bir Risk Faktorii Olarak Adenozin Deaminaz Geni G22a Polimorfizmi.
Dicle Tip Dergisi, 43(2), 218. DOI:
https://doi.org/10.5798/diclemedj.0921.2016.02.0670

Saghiri, R., Ghashghai, N., Movaseghi, S. et al. Serum adenosine deaminase activity
in patients with systemic lupus erythematosus: a study based on ADAI and
ADA2 isoenzymes pattern. Rheumatology International 32, 1633—-1638
(2012). DOI: https://doi.org/10.1007/s00296-011-1836-8

Salimi-Jeda, A., Abbassi, S., Mousavizadeh, A., Esghaie, M., Bokharaei-Salim, F.,
Jeddi, F., ... & Abdoli, A. (2021). SARS-CoV-2: Current trends in emerging
variants, pathogenesis, immune responses, potential therapeutic, and vaccine
development strategies. International Immunopharmacology, 101, 108232.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.intimp.2021.108232

Santosh, U. P., Renukananda, G. S., & Abhilash, S. (2016). Role of adenosine
deaminase in common chronic ENT infections. Journal of Clinical and
Diagnostic Research: JCDR, 10(3), MCO1. DOIL:
https://doi.org/10.7860/JCDR/2016/18452.7347

Sari, R. A., Taysi, S., Yilmaz, O., & Bakan, N. (2003). Correlation of serum levels of
adenosine deaminase activity and its isoenzymes with disease activity in
rheumatoid arthritis. Clinical and Experimental Rheumatology, 21(1), 87-90.
Erisim Adresi: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12673895/

Sauer, A. V., Brigida, 1., Carriglio, N., & Aiuti, A. (2012). Autoimmune dysregulation
and purine metabolism in adenosine deaminase deficiency. Frontiers in
Immunology, 3, 265. DOI: https://doi.org/10.3389/fimmu.2012.00265

Schrader, W. P., Pollara, B., & Meuwissen, H. J. (1978). Characterization of the
residual adenosine deaminating activity in the spleen of a patient with
combined immunodeficiency disease and adenosine deaminase deficiency.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 75(1), 446-450. DOI:
https://doi.org/10.1073/pnas.75.1.446

Sevim, M. E. S. E., & Agacfidan, A. (2020). Coronavirus: genel Ozellikler ve giincel
Yaklasim. Saglik Bilimlerinde Ileri Arastirmalar Dergisi, 3(S1), 14-23. DOI:
https://doi.org/10.26650/JARHS2020-S1-0002

Shang, J., Ye, G., Shi, K. et al. Structural basis of receptor recognition by SARS-CoV-
2. Nature 581, 221-224 (2020). DOI: https://doi.org/10.1038/s41586-020-

2179-y

101



Shi, J., Wen, Z., Zhong, G., Yang, H., Wang, C., Huang, B., ... & Bu, Z. (2020).
Susceptibility of ferrets, cats, dogs, and other domesticated animals to SARS—
coronavirus 2. Science, 368(6494), 1016-1020. DOI:
https://doi.org/10.1126/science.abb7015

Signa, S., Bertoni, A., Penco, F., Caorsi, R., Cafaro, A., Cangemi, G., ... & Schena, F.
(2022). Adenosine deaminase 2 deficiency (DADA2): a crosstalk between
innate and adaptive immunity. Frontiers in Immunology, 13. DOI:
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.935957

Simsek, A., Kizmaz, M. A., Cagan, E., Dombaz, F., Tezcan, G., Asan, A., ... & Budak,
F. (2022). Assessment of CD39 expression in regulatory T-cell subsets by
disease severity in adult and juvenile COVID-19 cases. Journal of Medical
Virology, 94(5), 2089-2101. DOI: https://doi.org/10.1002/jmv.27593

Singhal, T. A Review of Coronavirus Disease-2019 (COVID-19). The Indian Journal
of Pediatrics 87, 281-286 (2020). DOI: https://doi.org/10.1007/s12098-020-
03263-6

Sriram, K., & Insel, P. A. (2021). Inflammation and thrombosis in COVID-19
pathophysiology: proteinase-activated and purinergic receptors as drivers and
candidate therapeutic targets. Physiological Reviews, 101(2), 545-567. DOI:
https://doi.org/10.1152/physrev.00035.2020

Stockman, L. J., Bellamy, R., & Garner, P. (2006). SARS: systematic review of
treatment effects. PLoS medicine, 3(9), e343. DOI:
https://doi.org/10.1371/journal.pmed.0030343

Sener, A. (2020). COVID-19 (SARS Cov-2) Tedavisi. Journal of Biotechnology and
Strategic Health Research, 4, 97-104. DOI:
https://doi.org/10.34084/bshr.721426

T.C Saglik Bakanligi, Halk Sagligi Genel Miidiirliigii’nlin yayimladigi (COVID-19
(SARS-CoV-2 Enfeksiyonu) Eriskin Hasta Tedavisi, 2022. Erisim Adresi:
https://covid19.saglik.gov.tr/Eklenti/43095/0/covid19rehberieriskinhastayoneti
mivetedavi-12042022pdf.pdf

T.C Saghk Bakanhigi, Halk Sagligi Genel Miidiirligi’'niin yaymladigr (COVID-19
Enfeksiyonu Genel Bilgiler, Epidemiyolojisi, Tan1 ve Tedavi Rehberi, Ekim
2020. Erisim Adresi: https://covid19.saglik.gov.tr/Eklenti/39551/0/covid-
19rehberigenelbilgilerepidemiyolojivetanipdf.pdf

Tang, R., Ma, C., Dong, J., Liu, X., & Liu, X. (2006). Does adenosine deaminase play
a key role in coronary artery disease. Medical Hypotheses, 67(2),371-374. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.mehy.2006.01.038

Tapisiz, O. L. & Kiykac Altinbas, S. (2020). Mikroorganizmalar mavi gezegende bizden
cok Once vardi: Pandemiler tarihi . Tiirk Kadin Saghg: ve Neonatoloji Dergisi ,
2 (2) , 53-69 . Retrieved from
https://dergipark.org.tr/en/pub/etlikzubeyde/issue/54965/753715

Tardif, V., Muir, R., Cubas, R. et al. Adenosine deaminase-1 delineates human follicular
helper T cell function and is altered with HIV. Nature Communications 10, 823
(2019). DOI: https://doi.org/10.1038/s41467-019-08801-1

Tsuboi, ., Sagawa, K., Shichijo, S., Yokoyama, M. M., Ou, D. W., & Wiederhold, M.
D. (1995). Adenosine deaminase isoenzyme levels in patients with human T-cell
lymphotropic virus type 1 and human immunodeficiency virus type 1 infections.
Clinical Diagnostic Laboratory Immunology, 2(5), 626-630. DOI:
https://doi.org/10.1128/cdli.2.5.626-630.1995

102



Tyrrell, D. A. J., & Bynoe, M. L. (1965). Cultivation of a novel type of common-cold
virus in organ cultures. British Medical Journal, 1(5448), 1467. DOI:
https://doi.org/10.1136/bmj.1.5448.1467

Ursavas A., & Akalin H. (Ed.). (2021). COVID-19. Bursa: Medyay Yayinlari

Valadbeigi, S., Saghiri, R., Ebrahimi-Rad, M., Khatami, S., & Akhbari, H. (2019).
Adenosine deaminase activity and HLA-DRB as diagnostic markers for
rheumatoid arthritis. Current Rheumatology Reviews, 15(1), 44-49. DOI:
https://doi.org/10.2174/1573397114666180406101239

Valdes, L., San Jose, E., Alvarez, D., & Valle, J. M. (1996). Adenosine deaminase
(ADA) isoenzyme analysis in pleural effusions: diagnostic role, and relevance
to the origin of increased ADA in tuberculous pleurisy. European Respiratory
Journal, 9(4), 747-751. DOI: https://doi.org/10.1183/09031936.96.09040747

Varghese, G. M., John, R., Manesh, A., Karthik, R., & Abraham, O. C. (2020). Clinical
management of COVID-19. The Indian Journal of Medical Research, 151(5),
401. DOL: https://doi.org/10.4103/ijmr.IJMR_957 20

Vivekanandhan, S., Soundararajan, C.C., Tripathi, M. et al. Adenosine Deaminase and
5'Nucleotidase Activities in Peripheral Blood T Cells of Multiple Sclerosis
Patients.  Neurochemical  Research 30, 453-456 (2005). DOI:
https://doi.org/10.1007/s11064-005-2680-6

Walls, A. C., Park, Y. J., Tortorici, M. A., Wall, A., McGuire, A. T., & Veesler, D.
(2020). Structure, function, and antigenicity of the SARS-CoV-2 spike
glycoprotein. Cell, 181(2), 281-292. DOIL:
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.058

Wan, Y., Shang, J., Graham, R., Baric, R. S., & Li, F. (2020). Receptor recognition by
the novel coronavirus from Wuhan: an analysis based on decade-long structural
studies of SARS coronavirus. Journal of virology, 94(7), e00127-20. DOL:
https://doi.org/10.1128/jvi.00127-20

Wang, C., Xie, J., Zhao, L., Fei, X., Zhang, H., Tan, Y., ... & Bian, X. W. (2020).
Alveolar macrophage dysfunction and cytokine storm in the pathogenesis of
two severe COVID-19 patients. EBio Medicine, 57, 102833. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2020.102833

Wang, D., Hu, B., Hu, C., Zhu, F., Liu, X., Zhang, J., ... & Peng, Z. (2020). Clinical
characteristics of 138 hospitalized patients with 2019 novel coronavirus—
infected pneumonia in Wuhan, China. Jama, 323(11), 1061-1069. DOI:
https://doi.org/10.1001/jama.2020.1585

Wang, W., Tang, J., & Wei, F. (2020). Updated understanding of the outbreak of 2019
novel coronavirus (2019-nCoV) in Wuhan, China. Journal of Medical
Virology, 92(4), 441-447. DOL: https://doi.org/10.1002/jmv.25689

Wang, Y., Zhao, M., Liu, S. et al. Macrophage-derived extracellular vesicles: diverse
mediators of pathology and therapeutics in multiple diseases. Cell Death &
Disease 11, 924 (2020). DOI: https://doi.org/10.1038/s41419-020-03127-z

Watanabe, N., Gao, S., Kajigaya, S., Diamond, C., Alemu, L., Ombrello, A., & Young,
N. S. (2019). Analysis of deficiency of adenosine deaminase 2 pathogenesis
based on single cell RNA sequencing of monocytes. Blood, 134, 2317. DOL:
https://doi.org/10.1002/JLB.3H10220-119RR

Whitmore, K. V., & Gaspar, H. B. (2016). Adenosine deaminase deficiency—more than
just an immunodeficiency. Frontiers in Immunology, 7, 314. DOI:
https://doi.org/10.3389/fimmu.2016.00314

103



WHO, Clinical management of COVID-19, 2020

Wilson, D. K., Rudolph, F. B., & Quiocho, F. A. (1991). Atomic structure of adenosine
deaminase complexed with a transition-state analog: understanding catalysis and
immunodeficiency mutations. Science, 252(5010), 1278-1284. DOI:
https://doi.org/10.1126/science.1925539

World Health Organization coronavirus disease dashboard, COVID-19 Giincelleme
Raporu. (2023,21 Mayis). Erisim Adresi: https://covid19.who.int/

Xu, Z., Geng, L., Guo, L. et al. Increased serum adenosine deaminase activity in patients
with adult-onset Still's disease. BMC Immunology 23, 4 (2022). DOL:
https://doi.org/10.1186/s12865-022-00477-5

Yang, A. P, Liu, J. P., Tao, W. Q., & Li, H. M. (2020). The diagnostic and predictive
role of NLR, d-NLR and PLR in COVID-19 patients. International
Immunopharmacology, 84, 106504. DOL:
https://doi.org/10.1016/].intimp.2020.106504

Yang, Y., Peng, F., Wang, R., Guan, K., Jiang, T., Xu, G., ... & Chang, C. (2020). The
deadly coronaviruses: The 2003 SARS pandemic and the 2020 novel
coronavirus epidemic in China. Journal of Autoimmunity, 109, 102434. DOI:
https://doi.org/10.1016/].jaut.2020.102434

Yang, Z., & Ming, X. F. (2006). Endothelial arginase: a new target in atherosclerosis.
Current Hypertension Reports, 8(1), 54-59. DOIL:
https://doi.org/10.1007/s11906-006-0041-8

Ye,Z.W., Yuan, S., Yuen, K. S., Fung, S. Y., Chan, C. P., & Jin, D. Y. (2020). Zoonotic
origins of human coronaviruses. International Journal of Biological Sciences,
16(10), 1686. DOI: https://doi.org/10.7150/ijbs.45472

Yilmaz, Y. (2022). Yogun bakimda yatan COVID-19 hastalarinda akut bdbrek
yetmezligi insidanst ve COVID-19 hastaligimin  siddetiyle iligkisi.
[Yayimlanmamis Tipta uzmanlik tezi, T.C. Saglik Bilimleri Universitesi, Ankara
Sehir Hastanesi, Anesteziyoloji ve reanimasyon klinigi] Erisim adresi:
https://tez.yok.gov.tr/Ulusal TezMerkezi/tezSorguSonucYeni.jsp

Yuan, J., Zou, R., Zeng, L. et al. The correlation between viral clearance and
biochemical outcomes of 94 COVID-19 infected discharged patients.
Inflammation Research 69, 599-606 (2020). DOIL:
https://doi.org/10.1007/s00011-020-01342-0

Zamani, B., Jamali, R. & Jamali, A. Serum adenosine deaminase may predict disease
activity in rheumatoid arthritis. Rheumatology International 32, 1967-1975
(2012). DOI: https://doi.org/10.1007/s00296-011-1912-0

Zavialov, A. V., Gracia, E., Glaichenhaus, N., Franco, R., Zavialov, A. V., & Lauvau,
G. (2010). Human adenosine deaminase 2 induces differentiation of monocytes
into macrophages and stimulates proliferation of T helper cells and
macrophages. Journal of Leukocyte Biology, 88(2), 279-290. DOIL:
https://doi.org/10.1189/j1b.1109764

Zeng, T., Ling, B., Hu, X., Wang, S., Qiao, W., Gao, L., ... & Li, D. (2022). The Value
of Adenosine Deaminase 2 in the Detection of Tuberculous Pleural Effusion: A
Meta-Analysis and Systematic Review. Canadian Respiratory Journal, 2022.
DOI: https://doi.org/10.1155/2022/7078652

Zhang, D., Guo, R., Lei, L., Liu, H., Wang, Y., Wang, Y., ... & Hu, J. (2021). Frontline
Science: COVID-19 infection induces readily detectable morphologic and
inflammation-related phenotypic changes in peripheral blood monocytes.

104



Journal of Leukocyte Biology, 109(1), 13-22. DOL:
https://doi.org/10.1002/JLB.4HI10720-470R

Zhang, H., Ye, H., Xu, Z., Dong, K., Wang, Y., Geng, L., & Wang, S. (2023).
Correlation of serum adenosine deaminase activity with disease activity in
patients with primary Sjogren's syndrome. Immunology Letters. DOL:
https://doi.org/10.1016/].imlet.2023.04.010

Zhao, X., Chen, D., Szabla, R., Zheng, M., Li, G., Du, P., ... & Lin, H. (2020). Broad
and differential animal angiotensin-converting enzyme 2 receptor usage by
SARS-CoV-2. Journal of Virology, 94(18), ¢€00940-20. DOL:
https://doi.org/10.1128/jvi.00940-20

Zhong, N. S., Zheng, B. J., Li, Y. M., Poon, L. L. M., Xie, Z. H., Chan, K. H., ... &
Guan, Y. (2003). Epidemiology and cause of severe acute respiratory
syndrome (SARS) in Guangdong, People's Republic of China, in February,
2003. The Lancet,362(9393), 1353-1358. DOI: https://doi.org/10.1016/S0140-
6736(03)14630-2

Ziaee, V., Amiran, A., Moradinejad, M. H., & Haghi-Ashtiani, M. T. (2013).
Evaluation of serum adenosine deaminase changes before and after treatment
in patients with systemic lupus erythematosus, Henoch-Schonlein purpura and
juvenile idiopathic arthritis. Annals of Paediatric Rheumatology, 2(1), 21.
DOI: https://doi.org/10.5455/apr.021820131558

Zoccolillo, M., Brigida, I., Barzaghi, F., Scala, S., Herndndez, R. J., Basso-Ricci, L.,
... & Mortellaro, A. (2021). Lentiviral correction of enzymatic activity restrains
macrophage inflammation in adenosine deaminase 2 deficiency. Blood
Advances, 5(16), 3174-3187. DOI:
https://doi.org/10.1182/bloodadvances.2020003811

Zong, M., Zheng, L., Zhou, H., Lu, L., He, L., Wu, X., ... & Liu, Z. (2021). TGF-p and
CCLI18 as Indicators for Predicting and Monitoring the Development of
Pulmonary Fibrosis in Patients with COVID-19. Research Square. Preprint
(v.2). DOL: https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-97834/v2

105



ACE-2
ADA
ADA1
ADA2
ADO
ARDS
AST
ALT
AOSD
aPTT
BT
cAMP
CBC
CCL
CCR4
CECR1

7.SIMGELER VE KISALTMALAR

:anjiyotensin doniistiiriicii enzim II (angiotensin converting enzyme-2)
:adenozin deaminaz

: adenozin deaminaz 1

: adenozin deaminaz 2

: adenozin

: akut solunum sikintis1 sendromu (acute respiratory distress syndrome)
: aspartat transaminaz

: alanin transaminaz

: yetiskin still hastalig1 (adult-onset still's disease)

: aktif parsiyel tromboplastin zamani testi

: bilgisayarl tomografi

: Siklik adenozin monofosfat

: tam kan sayimi1 (complete blood count)

: kemokin ligand1

:kemokin reseptdri tip 4

: kedi gbzii sendromu kritik bolge proteini 1 (Cat eye syndrome critical

region protein 1)

CD26
CPAP
Pressure)
CRP
CXCL
dAdo
DC

DSO
DPP4
dsRNA
EHNA
ELISA
eNOS
FiO2
GM-CSF

G-CSF

HCoV
HLH
IAHS
IFN-y
IL
IRF3
iNOS
JIA
kDa
Km
LAHS

: cluster of differentiation 26
:Siirekli  Pozitif Havayolu Basinct (Continuous Positive Airway

: C-reaktif protein

: kemokin ligand1

: deoksiadenozin (deoxyadenosine)

: dendritik hiicre

: Diinya Saglik Orgiitii

: dipeptidil peptidaz-4

: ¢ift sarmallt RNA (double-stranded RNA)

: eritro-9-(2-hidroksi-3-nonil)

: enzim bagli immiinosorbent analizi

: endotelyal nitrik oksit sentaz

: alinan havanin oksijen yiizdesi (fraction of inspired oxygen)
: graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor (granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)

:graniilosit koloni uyarict faktoér (granulocyte colony-stimulating
factor)

: insan koronaviriisii (human coronavirus)

:hemofagositik lenfohistiyositoz

: enfeksiyon iliskili hemofagositik sendromlu

:interferon gamma

: interlokin

: interferon regiilator faktor-3

: nitrik oksit sentaz

: jiivenil idiyopatik artrit

: kilodalton

: michaelis sabiti

: lenfoma iligkili hemofagositik sendrom
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LDH
MAS
MAPK

: laktat dehidrogenaz
: makrofaj aktivasyon sendromu
: mitojen aktive edici protein kinaz (mitogen-activated protein kinase)

MERS-CoV: Ortadogu Solunum Sendromu koronaviriisii (Middle East respiratory

MIP-1a
Ml
NFkB
NK
NLR
nNOS
NO:
PARC

Pa0O:
PBMC

PEEP
PD-1
PKMH
PRR

PSS

PT

RA

RLR
receptors)
RBD
RBM
RNA
ROS
RT-qPCR
tADA
TARC

Th

TLR
TMPRSS2
TNF

TPE

SARS-CoV

syndrome)
: makrofaj enflamatuvar protein-1a (macrophage inflammatory protein)
: mililitre

: niikleer faktor kappa-B

: dogal oldiiriicii hiicre (natural killer)

: notrofil lenfosit orani

: ndronal nitrik oksit sentaz

nitrik oksit

: pulmoner aktivasyon diizenleyen kemokin [Pulmonary and activation-
regulated chemokine (kemokin ligandi, CCL18)]

: arteryel oksijen basinci
:periferik  kan monontikleer
mononuclear cell)

: pozitif ekspiryum sonu basing
: programli 6liim ligandi-1

: periferik kan mononiikleer hiicre
: patern tanima reseptorleri

: primer sjogren sendromu
:protrombin zamani

: romatoid artrit
:RIG-I benzeri

hiicre, PKMH (peripheral blood

reseptorler (retinoic acid-inducible gene-I-like
: reseptor baglanma alani (receptor binding domain)

: reseptOr baglanma motifi (receptor binding motif)

: riboniikleikasit

: reaktif oksijen tiirleri

: polimeraz zincir reaksiyonu (Quantitative reverse transcription)

: total-adenozin deaminaz

: tiimiis ve aktivasyon diizenleyici kemokin [thymus- and activation-
regulated chemokine (kemokin ligandi, CCL17)]

: yardimei T hiicre (T helper)

: toll benzeri reseptorler (toll like receptor)

: transmembran serin proteaz 2

: timor nekroz faktor

: tiiberkiiloz plevral efiizyon

:siddetli  akut solunum yolu sendromu (severe acute respiratory
syndrome)

SARS-CoV-2 : akut solunum yolu sendromu koronaviriis-2 (acute respiratory

SCID

SLE
ssRNA
Zn

syndrome coronavirus 2)
:kombine immiin  yetmezlik
immunodeficiency)

: sistemik lupus eritematozus

: tek sarmal RNA (single-strand RNA)
: ¢cinko

sendromu (Severe combined
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WHO : Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
pm : mikrometre
pl : mikrolitre
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Etik Kurul Karari EK-1 (Devam)
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ARASTIRMANIN ACIK ADI |ADA2 Enzim Diizeyleri ve Aktivitesinin, COVID-19 Enfeksiyon Siddeti
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