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OZET
KOViD-19 ENFEKSIYONU NRF2 GEN EKSPRESYONUNU
TAKIP EDEN BiYOKIMYASAL VE FiZYOLOJiIK DEGIiSiKLiKLER

ZAHRAA WEAIM QASSIM

Karsehir Ahi Evran Universitesi
lleri Teknolojiler Anabilim Dah
Danisman Do¢. Dr MURAT CANLI
II. Damisman Dr. SABAH HASSAAIN ENAYAH

Bu ¢alisma, kan ve serum 6rneklerinde Coronaviriis'iin etkisini ve bunun biyokimyasal
ve immiinolojik parametrelerle ve yas, cinsiyet, klinik semptomlar ve kronik hastaliklar
gibi bazi faktorlerle iliskisini belirlemek amaciyla yapilmistir. Giiney Irak'ta 3 ay
boyunca (1 Mart - 1 Haziran) 100 kovid-19 hastas1 (erkek ve kadin) toplandi. Bu
calismanin sonuglar1 84 ciddi durum ve 16 kritik durum ve 60 numune Kontrolii
gosterdi. Siddetli kovid-19 hastalarinda daha yiiksek ferritin seviyeleri bulunurken,
kritik kovid-19 hastalar1 vakalarinda D-dimer seviyeleri daha yiiksekti. Kovid-19
hastalar1 i¢in kritik vakalarda CRP ve WBC daha yiiksek seviyelerdeydi. Kritik
vakalarda kovid-19 hastalarinin trombosit seviyeleri daha diisiikti. RT-PCR
incelemesi, 5-A/GTGACCNNNGC gen ekspresyon seviyelerini belirlemek i¢in Nrf2
gen ekspresyonunu gosterdi, kovid-19 ve biyokimyasal ve immiinolojik parametreler
ile ilgiliydi. Siddetli vakalarda daha yiiksek gen ekspresyonu seviyeleri belirlendi ve
cinsiyet veya yasin Nrf2 gen ekspresyon seviyeleri iizerinde higbir etkisi yoktu.
Parametre seviyeleri, kovid-19 ile enfekte oldugunda hastanin cinsiyetinden
etkilenmedi. Baz1 fizyolojik faktorlere bagl olarak trombosit seviyeleri kadinlarda daha
yuksekti. Kovid-19 hastalarinin yas gruplarinda (40-59 yas) LDH ve RBC seviyeleri 70
yas Ustii ve WBC seviyeleri daha yiiksekti. Kovid-19 hastalarinin HGB seviyeleri 70
yas ustii grupta daha diisiiktii. Gen ekspresyon seviyeleri ile ferritin, D-dimer, RBS,
CRP ve WBC seviyeleri arasinda daha yiiksek pozitif iliski vardi. Gen ekspresyon
seviyeleri ile trombositler (PLT) arasinda zayi1f bir ters iliski vardi. 160 6rnek ve Nrf2
geninin gen ekspresyonu toplandi ve tim kovid-19 hastalari ve kontrol grubu
orneklerinin parametreleri p.degerine gore analiz edildi.

Kasim 2022, 92 Sayfa

Anahtar Kelimeler: KOVID-19, Ferritin, D-dimer, Nrf2, Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR).
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ABSTRACT
MSc. THESIS
BIOCHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL CHANGES FOLLOWING
COVID-19 INFECTION AND NRF2 GENE EXPRESSION

ZAHRAA WEAIM QASSIM

Kirsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Supervisor: Assoc. Dr. MURAT CANLI

I1. Supervisor: Dr. SABAH HASSAAIN ENAYAH
This study was to determine the effect of the Coronavirus in blood and serum samples
and its association with biochemical and immunological parameters and some factors
including age, gender, clinical symptoms, and chronic diseases. 100 samples of
COVID-19 patients (male and female) were collected in southern Iraq for 3 months
(March 1 - 1 June). The results of this study showed 84 severe state and 16 critical state
and 60 samples control. Higher levels of ferritin in the severe case of COVID-19
patients were found, while D-dimer levels were higher in the critical cases of COVID-
19 patients. CRP and WBC were higher levels in critical cases for COVID-19 patients.
While the platelet levels of COVID-19 patients were lower in critical cases. RT-PCR
examination showed Nrf2 gene expression to determine gene expression levels 5'-
A/GTGACNNNGC, it was related with COVID-19 and biochemical and
immunological parameters. Higher levels of gene expression were determined in severe
cases and there was no effect of gender or age on gene expression levels Nrf2.
Parameter levels were not affected by the gender of the patient when infected with
COVID-19. While platelet levels were higher in females, due to some physiological
factors. LDH and RBC levels were higher in age groups of >70 years, and WBC were
higher levels in age groups (40-59 years) of COVID-19 patients. While the HGB levels
of COVID-19 patients were lower in the age groups >70 years. There was a higher
positive relationship between gene expression levels and ferritin, D-dimer, RBS, CRP,
and WBC levels. There was a weak inverse relationship between gene expression levels
and platelets (PLT). 160 samples and gene expression of the Nrf2 gene were collected
and parameters of all samples of COVID-19 patients and control group were analyzed
according to p.value.

November 2022, 92 Pages

Keywords: COVID-19, Ferritin, D-dimer, Nrf2, Polymerase chain reaction (PCR)



1. GIRIS

Bir dizi akut atipik solunum bozukluguna neden olan SARS-CoV-2 viriisii (kovid-19),
Cin'in Hubei Eyaleti, Wuhan'da yayildi'. Kovid-19 solunum semptomlarini, kiigiik
semptomlardan ARDS ile siddetli hipoksiye kadar oldukca ¢esitli oldugu artik iyi
bilinmektedir?. Hastalardan alinan érneklerin dizi bazli analizinden sonra viriis yeni bir
koronaviriis olarak tanimlandi. Ayrica, viral enfeksiyonun saptanmasina yardimci
olmak icin genetik dizi kullanima sunuldu®. Baslangigta, Cin'de Wuhan koronaviriisii
ile enfekte olan kisilerin, canli hayvanlarin satildigi bir deniz iiriinleri pazarini ziyaret
etmis olabilecegi veya enfekte hayvanlari veya kuslart yemis olabilecekleri
diisiiniiliiyordu. Bununla birlikte, ek inceleme, bir balik pazarimi ziyaret etme
gecmisleri olmasa bile bazi kisilerin enfekte oldugunu gosterdi, kisa siire sonra etkili
insandan insana bulagsmanim da meydana geldigi anlasildi*. Kovid-19 enfeksiyonunun
klinik spektrumu genis goriiniiyor, asemptomatik enfeksiyon, hafif iist solunum yolu
hastalig1 ve solunum yetmezIligi ve hatta 6liimle sonug¢lanan ciddi viral pndmoniyi
iceriyor ve birgok hasta Wuhan'da pnomoni ile hastaneye kaldiriliyor?. Enflamasyon,
genellikle patojenler, doku hasar1 veya dogustan gelen ve adaptif bagisikligin
aktivasyonunu iceren Kkirleticiler gibi c¢esitli uyaranlara bagli olarak doku
homeostazindaki bozukluklara kars1 yaygin bir yanittir®. Hastalarin Ferritin, CBC ve
D-dimer durumu gibi biyokimyasal belirteclerindeki degisiklikler laboratuvar onayli
koronaviriis enfeksiyonlarinda belgelendi®. Kovid-19'lu bireylerin daha fazla sayida
kovid-19 hastasinda C-reaktif protein (CRP) ve yiiksek laktat dehidrojenaz (LDH) gibi
inflamatuar belirteglerde degisiklikler oldugunu buldu’. Bilim adamlari, kovid-19'ye
neden olan viriisle savasan bir grup insan geni kesfettiler. Viral enfeksiyon yonetiminde
hangi genlerin yardimci oldugunu bilmek, arastirmacilarin hastalik siddetini etkileyen
faktorleri daha iy1 anlamalarina ve potansiyel tedavi alternatiflerini belirlemelerine
yardimc1 olabilir®, Nrf2, hiicreleri oksidatif hasardan koruyan ¢ok islevli bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bagisiklik ve iltihaplanmanin yani sira antiviral aktiviteye
dahil olan ¢ok sayida geni kodlar. Nrf2 sinyal yolu, anti-inflamatuar gen ekspresyonunu
kontrol eder ve inflamasyonun ilerlemesini &nler®. Fizyolojik ve patolojik ortamin Nrf2
seviyeleri lizerinde 6nemli bir etkisi vardir. Sonug olarak, etkili tedavi, Nrf2 yolunun
kesin olarak zamanlanmis ve hedeflenen modiilasyonunu gerektirir'®. Nrf2 sistemi,
viicudun hipergliseminin neden oldugu zarara kars1 dogal savunmasiin 6nemli bir

parcasidir.



Calisma Irak'ta yapildi, Kovid-19 hastalarina ait 6rneklerin toplanmasi ve incelenmesi,

ol¢lim parametreleri ve genetik testler yapildi.

1.1. Tezin Onemi:

Kovid-19 diinya ¢apinda yeni bir viriistiir. Viriisiin ¢alisilmasi, diinyadaki
genis yayilimi ve kiiresel bir pandemiye doniismesi agisindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Olii say1s1 artmaya devam ediyor ve ¢ok sayida iilke sosyal mesafe ve
tecrit uygulamalarina zorlandi. Hastalarin durumunun tahmini ve bunun biyokimyasal
ve immiinolojik parametreler lizerindeki etkisi. Corona viriisii tiim diinyada bir
pandemiye neden oldu ve bu durum iilkemin ve diinya {ilkelerinin ekonomik

seviyesini etkiliyor. Diinyada kovid-19 virtisii ile ilgili bir¢ok ¢aligma var.

1.2. Cahsmanin Amaci:

Bu c¢aligmada agagida belirtilen konularin cevaplarina ulagmak i¢in gerekli

veriler toplanmis ve detayli incelemleri yapilmigtir:
1. Nrf2 geninin gen ekspresyonunun incelenmesi.
2. Kovid-19 hastalarinda Nrf2 geninin koruyucu roliiniin bilinmesi.
3. Immiinolojik parametrelerin incelenmesi:
- CRP olgiimii.
- WBC'nin diferansiyel sayimi1 ¢aligmasi.
4. Biyokimyasal parametrelerin incelenmesi:
- Ferritin, D-dimer, LDH, RBS 6l¢iimii.
5. Hematolojik parametrelerin incelenmesi:

- CBC &lgiimii (RBC, HGB ve PLT)



2. LITERATUR INCELEMESI

2.1. Koronaviriis (KOVID-19)

11 Mart 2020 Diinya Saglik Orgiitii (WHO), tiim diinyaya yayilan kovid-19
hastaligina neden olan yeni koronaviriisii kiiresel salgin ilan etti. Kovid-19, Cin'in
Hubei Eyaleti, Wuhan'da bir dizi akut atipik solunum bozukluguna neden oldu. Kovid-
19, bu viriislin neden oldugu hastaliga verilen isimdir. Virlis insandan bulasabilir ve
tim diinyada pandemiler iiretmistir. Olii sayis1 artmaya devam ediyor ve bircok
hiikiimet sosyal ayrilik ve karantina énlemlerini uygulamak zorunda kaldi. Cin'de
Wuhan koronaviriisli bulagsmis kisilerin, canli hayvanlarin satildig1 bir deniz iiriinleri
pazarini ziyaret etmis olabilecegi veya enfekte hayvan veya kuslar1 yemis olabilecekleri
diistintiliiyordu. Bununla birlikte, ek inceleme, bir balik pazarini ziyaret etme ge¢misi
olmasa bile baz1 kisilerin enfekte oldugunu gosterdil!.Viriis, dksiirme, hapsirma,
solunum damlaciklar1 veya aerosollere maruz kalmis enfekte bir kisiyle yakin temas
yoluyla kisiden kisiye yayilir. Bu aerosoller burun veya agiz yoluyla solunabilir ve
insan viicuduna (akcigerler) niifuz edebilir!?. Ates, oksiiriik, bas agrisi, koku ve tat
kayb1 ve GI sisteminin genel olarak kotiilesmesi, kovid-19'un tiim semptomlaridir®.
Hastalar kabul edildiklerinde ates, kuru 6ksiiriik, yorgunluk ve bogaz agrisi sikayetleri
vardi. Hastalarin ¢ogu hafif ila orta siddette semptomlardan muzdaripti. Altta yatan bir
veya iki kronik rahatsizlig1 olan hastalarin siddetli semptomlar yasama olasilig1 daha
yliksekti. Bu kohortun akut solunum sikintis1 sendromu, sepsis veya g¢oklu organ
yetmezligi gibi yasami tehdit eden sonuglar1 yoktu®®. Yiiksek 6liim oranina ragmen,
bir¢ok kovid-19 hastast hayati tehdit eden bu durumdan kurtulabilecek. Kovid-19'dan
iyilesen hastalarin degisen derecelerde radyolojik, fonksiyonel ve psikososyal sorunlar
sergiledikleri goriilmiistiir. Kovid-19'tan iyilesen bireylerin salgindan sonra herhangi
bir klinik sonucu olacak m1? kovid-19 hastalarinin biiylik ¢ogunlugunda gogiis BT
taramalarindaki anormalliklerin taburcu olduktan 3 ay sonra devam ettigini kesfettik*,
Klinik olarak, anormal YRBT taramalar1 olan kisiler, normal gogiis YCBT skorlarina
sahip olanlardan genellikle daha yasliydi, bu da daha yaglh hastalarin gégiis radyolojik
skorlarimin daha yiliksek oldugunu gosterir. Anormal BT hastalari, normal BT
hastalarina gore daha uzun bir kulugka siiresine ve daha yiiksek bir CXR tepe puanina
sahipti®®. Kovid-19 viriisii, diger organ sistemlerini de etkilemesine ragmen 6ncelikle
solunum sistemini etkiler. Kovid-19 solunum semptomlarinin, kiiciik semptomlardan

ARDS ile siddetli hipoksiye kadar oldukca ¢esitli oldugu artik iyi bilinmektedir.
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Semptomlarin baglamasi ile ARDS'nin baglangici arasindaki siire 9 giin kadar kisaydi,
bu da solunum semptomlarmin hizla ilerleyebilecegini ima ediyordu®®. Bu hastalik
oliimciil olma potansiyeline sahiptir. Epidemiyolojik arastirmalara gore, 6liim oranlari
yasli niifusta daha yiiksek ve cocuklarda énemli 6lciide daha diisiiktiir'’. Coronaviriisler
(CoV'ler) tek sarmalli, pozitif anlamda RNA viriisleridir. Coronaviriisler, en biiyiik
genoma sahip RNA viriisleridir. Genomdaki birka¢ onemli gen, viral replikasyon,
transkripsiyon ve enfeksiydz viriis montaj1 i¢in gerekli viral proteinleri kodlar?. Viriis,
Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim 2 (ACE2) reseptorlerine baglanarak insan solunum
epitel hiicrelerini enfekte eder®. Cocuklarin burun epitellerinde yaslilara gore daha
diisiik anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2) seviyeleri vardi, bu da Kovid-19'ye
kars1 bir miktar koruma saglayabilir ve ¢ocuklar arasindaki diisiik enfeksiyon ve vaka
Olim oranlarin1 agiklayabilir. Yaslilarda ve eslik eden hastaliklari olan kisilerde
pndmoni, akut solunum sikintist1 sendromu (ARDS) ve 6liim gibi ciddi hastaliklar
ortaya cikabilir'®, Kovid-19 ayrica bulasic viriis diizeneginde gerekli olan dért yapisal
protein i¢in genler igerir: (S) basak, (E) zarf, (M) zar ve (N) niikleokapsid proteinlerin
yani1 sira on alt1 yapisal olmayan protein (nspl16). RNA genomu N proteini tarafindan
yerinde tutulurken viral zarf birlikte calisan S, E ve M proteinleri tarafindan
olusturulur'®. Spike protein, viriisiin bir konak hiicrenin zarma baglanma ve onunla
kaynagma yeteneginden sorumludur. Diger bazi genler "gruba 6zgii veya yardimci
genler" olarak adlandirilir ve bunlarin gen iirlinleri, in vitro olarak viriis biiylimesi i¢in
vazgecilmez olan ancak virlis enfeksiyonuna karst konak yanitini modiile etmede
onemli bir rol oynayabilen ve bdylece patogeneze katkida bulunabilen "aksesuar
proteinler" olarak adlandirilir. Koronaviriis genomunda bu genler arasinda
serpistirilmistir. Spike (S), reseptor baglanmasi ve membran flizyonu i¢in gerekli olan
ve konak hiicrelere girmesine izin veren biiylik trimerik kompleksler iiretir. Konak
nétralize edici antikorlar, spike proteinleri hedefler?®. Zarf (E) yalnizca eser miktarlarda
bulunur ve biiyiik olasilikla insaat kanallar1 i¢in kullanilir. Viral replikasyon igin gerekli
olmasa da viral enfeksiyon ve patojenite i¢in E proteinleri gereklidir. Viriisiin en bol
bulunan yapisal proteini Matriks/Membrandir (M). M proteinleri, 6zellikle onlarin E
proteinleri ile etkilesimleri, viral zarfin zarinin egriligi icin 6nemlidir. Niikleokapsid
(N), viral RNA genomuna baglanir ve RNA'yr bir 'ip lizerinde boncuk'
konformasyonunda tutar?! (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Kovid-19 Yapisi.

Hastalik ¢ogunlukla polimeraz zincir reaksiyonu ters transkriptaz-polimeraz zincir

reaksiyonu viral RNA'nin nazofaringeal siiriintiilerde veya Bronko-alveolar lavajda
(BAL) (RT-PCR) tespiti ile teshis edilir. Mart 2020'nin basindan bu yana, Cin digindaki

(diinya ¢apinda) vakalarim ve kovid-19 ile ilgili 6liimlerin sayis1 6onemli 6lgiide artt.

Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, Avrupa iilkeleri, Hindistan, Rusya, Iran ve diger

iilkeler en cok etkilenen iilkeler oldu. 8 Haziran 2020 itibartyla en fazla 6liimiin ABD

oldugu iilke olurken, onu Birlesik Krallik, Brezilya, italya, Ispanya, Fransa ve digerleri

izledi (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Diinya capindaki Oliim Vakalarinin Sayisin1 Gsteren grafik.

cl. China



Bu {lkelerdeki yiiksek 6liim oranlarinin kesin nedenleri heniiz bilinmiyor. Bununla
birlikte, yliksek vaka Oliim oranmni agiklamak i¢in birtakim teoriler Onerilmistir.
Ozellikle Italya ve Ispanya'da demografi, kiiltiirel davranis ve Ocak 2020'nin baslarinda
kovid-19 vakalarinin kesfedilmesinden sonra iilke ¢apinda karantina prosediirlerine
yanit verme ve uygulamadaki gecikmenin, enfeksiyonun hizla yayilmasina katkida

bulunan ana faktorler oldugu diisiiniilmektedir??. (Sekil 2.3).
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*The Case Fatality Rate (CFR) is the ratio between confirmed deaths and confirmed cases. During an outbreak of pandemic the CFR is a poor
measure of the mortality risk of the disease.

Sekil 2.3. Vaka 6liim oranin1 (CFR) gosteren grafik.

2.2. Klinik Ozellikler ve Tam
2.2.1. Ferritin

Ferritin, demir igeren bir i¢ kan proteinidir. Ferritin agir zinciri (FTH) ve ferritin
hafif zinciri (FLC), insan ferritini (FTL) olusturan iki bilesendir. Hem FTH hem de
FTL'nin ekspresyon orani, inflamatuar siire¢ tarafindan degistirilir?®. Tek bir ferritin
molekiiliinde 5000'e kadar demir atomu depolanabilir?®. Ferritin, dzellikle dogrudan
immiinosupresif ve proinflamatuar aktiviteler nedeniyle bir sitokin firtinasina neden
oldugu asir1 hiperferritinemide immiinolojik diizensizligin anahtar modiilatoriidiir®.
Hiicre i¢i ferritinin seruma ulagsma mekanizmasi bir endise kaynagidir. Hasarli hiicre i¢i
rezervlerden sizint1 hiperferritinemiye neden oldu?®. Ferritin, doku deposundan serbest
kaldiktan sonra ¢ekirdek demir igerigini kaybeder, bu da fazla miktarda serbest demir
ile sonuglanir?’. Asir1 demir veya demir yenilenmesi, cesitli viriislerin biiyiimesini

tesvik eder?®. Kovid-19 ile iliskili oliimlere sitokin firtina sendromunun



(hipersitokinemi, insanlarda ve diger hayvanlarda dogustan gelen bagisiklik sisteminin
kontrolsiiz ve asir1 proinflamatuar sinyal molekiilleri salinimma neden oldugu,
sitokinler olarak bilinen fizyolojik bir reaksiyon) eslik ettigi kesfedilmistir. sitokin
firina sendromunun hastalik siddetini etkiledigini ima etmek?®. Siddetli Kovid-19
hastalarinda serum ferritin seviyeleri daha yiiksekti ve Kovid-19'dan 6len hastalarda
hastaneye basvuru sirasinda ve hastanede kalis sirasinda ferritin seviyeleri yiiksekti®C.
Bu hastalardaki medyan serum ferritin seviyeleri hastaneye yatisinin 16. giinlinde {ist
tespit sinirini asti, bu da ferritin seviyelerinin siiresiz olarak yiikselmeye devam ettigini

gosteriyor?.

2.2.2. D-dimer

Pihtilagma siireci, trombosit aktivasyonu, adezyon ve agregasyonun yani sira
fibrin birikimi ve olgunlagsmasini icerir®!. Pihtilasma bozukluklar1 kanama, morarma ve
tromboza yol agabilen bir dizi hastaliktir®?, Pihtilasma, hem hiicresel (trombosit) hem
de proteinli (proteinler) bilesenleri (pihtilasma faktorleri) icerir®®. D-dimer seviyeleri,
yaygin damar i¢i pihtilasma, bir kan durumu ve Kovid-19 enfeksiyonunun neden
oldugu pihtilasma bozukluklar1 ig¢in bir biyobelirteg olarak kullanilir. Kovid-19 ile
hastaneye yatirilan kisilerde proteinde dort kat artig, kotii bir prognoza isaret ediyor. D-
dimer, bir kan pihtis1 fibrinoliz tarafindan parcalandiktan sonra kanda tespit edilen
kiiiik bir protein pargasi olan bir fibrinoliz {iriiniidiir®*. Kandaki D-dimer sentezine,
plazminin stabilize fibrin polimerini (faktdr XIII ile capraz bagl fibrin) pargalamasi
neden olur®. Baska bir deyisle, trombiis viicutta pihtilagma aktivitesi sonucu ortaya
cikar ve fibrinolitik aktivasyon sonucu ortadan kaldirilir. Fibrinoliz ikincil oldugundan
(trombin olusumundan dolay1), yaygm damar i¢i pthtilasmanin (DIK) bir belirtisidir®®.
Yiiksek D-dimer seviyeleri ciddiyetle iliskilendirilmistir. Viicutta ¢ok sayida trombiis
birikir ancak ortadan kaldirilmazsa, d-dimerdeki artis orta diizeyde olabilir (viicut igin
en siddetli durumu gosterir)®’. Tamisal gériintileme negatif olsa bile tromboz
(mikrotromboz) varligi beklenmekle birlikte, 6zellikle d-dimer yiksekligi olan
olgularda, sagkalim sirasinda mikrotrombozun patolojik olarak gdsterilmesi zor
olabilir. d-dimerdeki bir artisin in vivo hem pihtilasma hem de fibrinolizin
aktivasyonunu gosterdigi varsayilir®®, Kovid-19 hastalarinda, akciger hasarmin bir
sonucu olarak alveollerde ve akciger parankiminde fibrin yikim {iriinlerinin
birikmesinden dolay1 d-dimerde bir artis meydana gelir. D-dimer'in akcigerlerde lokal
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olarak olusan fibrinden olustugu i¢in akciger hasarinin siddeti ve prognozu ile iligkili
olmas1 sasirtict degildir. Kovid19 pnomonisinde goriilen akut akciger hasari, D-
dimerlerin gelismesine neden olur. Ornegin, intraalveolar fibrin birikimi, akut akciger

hasarmin ayrt edici bir 6zelligidir.
2.2.3. Laktat Dehidrojenaz (LDH)

LDH kan testleri, karaciger hastali§i ve interstisyel akciger hastaligi dahil
olmak tizere ¢esitli hastaliklarda doku hasarmi degerlendirmek igin rutin olarak
kullanilir®®. LDH'deki artis doku/hiicre &liimiinii gsterir ve Kovid-19'nin neden oldugu
pnomonide gosterildigi gibi viral enfeksiyon veya akciger hasarini diislindiiren
doku/hiicre hasarinin ortak bir gostergesi olarak kabul edilir*’. Esas olarak karaciger,
cizgili kaslar, kalp, bobrekler, akcigerler, beyin ve kirmizi kan hiicrelerinde
(eritrositler) aktiftir. Laktat dehidrojenaz, yarali hiicrelerden salinir ve kandaki
miktarinda ve aktivitesinde bir artisa neden olur. Yiiksek serum LDH aktivitesi, bu
hastalarda olumsuz bir prognostik faktordiir. Laktat dehidrojenaz, immiin aracili
akciger hasarinda vaskiiler gecirgenligin bir belirteci olabilir*’. Kandaki LDH, en
bliyiik risk altindaki kisileri tanimlayabilen bir biyobelirte¢ olabilir. Kovid-19
hastalarinda bu goriintiste giivenilir ve yararli 6lim riski gostergesini belirlemeyi

amaglayan klinik arastirmalara acilen ihtiyag vardir?..

2.2.4. Rastgele Kan Sekeri (RBS)

Kovid-19, diyabet ve hipertansiyon gibi komorbiditeleri olan yasli kisilerde daha
yaygindir ve ayrica 6liim sans1 daha yiiksektir*2. Onceki bir caligma, pankreasta kovid-
19 tespit edildiginden pankreasin koronaviriis enfeksiyonu i¢in bir hedef olabilecegini
one siirdii*®. Baska bir calisma, kovid-19'nin pankreasin endokrin sistemine zarar
verdigini bulmustur, bu da kovid-19'nin akut insiiline bagimli diyabet Mellitus'a neden
olabilecegini diisiindiirmektedir**. Enfeksiyonun glikoz, lipid ve protein metabolizmasi
dahil olmak {izere tiim viicut metabolizmasini degistirdigini hatirlamak ¢ok énemlidir®.
Diyabetik hastalarin siddeti ve mortalitesi {izerine iki ¢alisma vardir ve kotii kontrol
edilen hiperglisemisi (kan sekeri > 180 mg/dl) olan hastalarn, iyi kontrol edilen kovid-
19 hastalarina gére dnemli Olclide daha yiiksek kotii prognostik belirte¢ seviyelerine
sahip oldugunu bulmustur®®*’. Ayrica, daha 6nceki SARS ve influenza pandemik

caligmalarinda, enfekte hastalarda kontrolsiiz kan sekerinin hastalik siddeti ve 6liimle
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onemli 6lgiide iliskili oldugu bulundu*®. Hipergliseminin, 6zellikle ciddi hastalik tiirleri

olan hastalarda, hastalik sonucunun bir géstergesi oldugu bulundu®.
2.2.5. C-reaktif Protein (CRP)

CRP, inflamasyona tepki olarak seviyeleri ylikselen, kan plazmasinda bulunan
halka seklinde bir pentamerik proteindir®®. CRP, enfeksiyon savunmasima yardimci
olabilir, proinflamatuar bir araci olarak harecket edebilir ve otolog bilesenlerin fizyolojik
ve patolojik islenmesinde rol oynayabilir®t. CRP seviyeleri inflamasyonun siddeti ile
baglantilidir ve konsantrasyonlar1 yas, cinsiyet veya fiziksel durumdan etkilenmez>2.
CRP seviyeleri tamamlayiciy1 aktive edebilir ve fagositozu artirarak viicudu zararl
mikroplardan arindirabilir. CRP seviyeleri, pnomoniyi erken teshis etmek i¢in
kullanilabilir®, Siddetli pnémonisi olan hastalarda CRP seviyeleri yiikselmistir. Ciddi
akciger enfeksiyon hastaliklarini teshis etmek ve degerlendirmek igin ¢ok dnemli bir
ol¢iimdiir**. Bu calismaya gore, hastalik ilerledikge CRP seviyeleri ve en biiyiik akciger
lezyonunun ¢ap1 yiikseldi. CRP diizeylerinin akciger lezyonlari ve hastaligin siddeti ile
baglantili oldugu bulundu. Bu, CRP diizeylerinin Kovid-19'un erken evrelerinde

akciger lezyonlarini ve hastalik siddetini temsil edebilecegini gostermektedir™.

2.2.6. Beyaz Kan Hiicreleri (WBC)

Enfeksiyonlar ve hasarli hiicreler gibi zararli uyaranlara karsi bagisiklik
sisteminin tepkisi iltihaptir®®. Zararli uyaranlari ortadan kaldirarak ve iyilesme siirecini
baslatarak viicudu eski haline getirmek igin ¢alisir®’. Sonug olarak inflamasyon insan
saglig1 icin dnemli bir koruyucu mekanizmadir®, Tipik olarak, hiicresel ve molekiiler
aktiviteler ve etkilesimler, akut inflamatuar yanitlar sirasinda olasi zarari veya
enfeksiyonu verimli bir sekilde sinirlar. Bu prosediir, doku homeostazinin
restorasyonuna ve akut inflamasyonun tedavisine yardimci olur. Kontrolsiiz akut
inflamasyon ise kronik gelisebilir ve bir dizi kronik inflamatuar bozukluga yol
acabilir®®. Viicut, doku yaralanmasina tepki olarak, yarali dokulari onarmay1 hedefleyen
tepkileri indiikleyen kimyasal bir sinyal kaskadi baslatir®®. Bu sinyaller, 16kositlerin
genel dolasimdan hasarli bolgelere go¢ etmesine neden olur. Lokositler veya l6kositler
olarak da bilinen beyaz kan hiicreleri, viicudu bulasic1 hastaliklara ve yabanci davetsiz
misafirlere kars1 korumaya yardimer olan bagisiklik sistemi hiicreleridir. Tiim beyaz

kan hiicreleri, kemik iliginde multipotent hiicreler olan hematopoietik kok hiicrelerden
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olusturulur ve elde edilir®.

Bu aktive lokositler tarafindan iretilen sitokinler,
inflamatuar reaksiyonlara neden olur®2. Monositler, makrofajlar ve lenfositler gibi
bagisiklik hiicreleri, sitokinlerin ana fireticileridir. Enflamasyon, hiicreler tarafindan
16kositleri bir enfeksiyon veya yaralanma bolgesine ¢ekmek i¢in olusturulan pro- ve
anti-inflamatuar sitokinler tarafindan kolaylastirilir ve inhibe edilir®. Sitokinler
inflamasyonu diizenler ve karmasik bir etkilesim ag1 araciliiyla enfeksiyona veya
inflamasyona kars1 bagisiklik yanitin1i modiile eder. Asir1 inflamatuar sitokin tiretimi
ise doku hasarma, hemodinamik anormalliklere, organ yetmezligine ve 6liime neden
olabilir®%, Lkositoz olarak da bilinen yiiksek WBC say1s1, viicudun bir enfeksiyonla
savastigini ve kovid-19'un bir istisna olmadigin1 gosterir. Arastirmaya goére, kovid-19
icin pozitif test eden ancak hi¢bir semptomu olmayan kisilerde genellikle yiiksek WBC
sayis1, ozellikle lenfositler bulunur. Asemptomatik kovid-19 hastalarinda bulunan artan
lenfosit sayis1 anlamlidir. Bagisiklik sistemlerinin antikor iireterek ve hasarl hiicreleri
oldiirerek koronaviriisle etkili bir sekilde savastigini gosterir®. WBC sayis1 yiiksek olan
kovid-19'lu kisilerin ciddi hastalik ve &liim riski daha yiiksektir®’. Diisiik WBC
seviyeleri, ¢esitli diger ¢alismalarla iliskilendirilmistir®® veya &zellikle kovid-19'da
daha diisiik lenfosit sayilartyla artan WBC sayilari, daha ciddi hastalik ve 6liimle
baglantiliydi. Bunun nedeni, nétrofiller gibi bazit WBC formlarinin, viicut enfeksiyonla

savasirken sayilarinin artmasi ve lenfositlerin diisiik kalmas1 olabilir®.

2.2.7. Kirmizi Kan Hiicreleri (RBC)

RBC oksijeni viicuda dagitir ve enfeksiyon durumunda, 6zellikle sepsis
varliginda pargalandigi bilinmektedir’®. Viriis, S1 spike proteini araciligiyla RBC
CD147 ile etkilesime girerek RBC'leri enfekte edebilir’! band-3 proteininin yam sira’.
Kovid-19 hastalarmin RBC hiicre yiizeyinde, viral spike protein ve kompleman
aktivasyon tiriinleri kesfedilmistir ve bunlarin RBC reolojisini etkileyerek intravaskiiler
tromboz ve eslik eden akciger hasari ile sonuglanmasi beklenmektedir’®. Kovid-19
enfeksiyonu ile iligkili hiper pihtilasma ve inflamatuar durum, RBC'leri degistirerek
zarlarinin daha kirllgan ve daha az elastik olmasma neden olabilir’®. Kovid-19
hastalarindan kaynaklanan hasarli RBC, ¢ikarilmadan ve degistirilmeden once ii¢ aya

kadar dolasimda kalabilir ve ortalama yasam siiresi 100-120 giindiir’.
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2.2.8. Hemoglobin (HGB)

Kovid-19 patofizyolojisinde immiin-inflamatuar siireglerin rol oynadigi
bilinmesine ragmen, hemoglobin degisiklikleri, hipoksi ve demir dismetabolizmasi
onemli degiskenlerdir’®. Spike proteinler ve hiicre reseptorleri arasindaki bir baglanti
yoluyla, hemoglobinopati viral endositozdan kaynaklanacaktir. Kovid-19 hemolize
neden olur ve/veya salinan heme ile bir bilesik olusturur, bu da oksijen ve CO2
taginiminin azalmasiyla birlikte bir kusurlu hemoglobin havuzuna neden olur. Klinik-
enstriimental sonuglar, oOzellikle Kovid-19'un sonraki asamalarinda Onemli bir
fonksiyonel hemoglobin kayb1 oldugunu ortaya koymaktadir?. Bilirubin ve ferritin gibi
hemoglobinle ilgili diger gostergeler, hastaligin ilerlemesiyle birlikte adim adim
yiikselir’""’8, SARS-action CoV-2's on hemoglobin has been suggested as a possible
basic pathogenic mechanism’® kovid-19'un edinilmis bir akut porfiri oldugu teorisine
ek olarak®. Kovid-19'nin eritrosit ve kemik iligi seviyelerinde CD147 ve/veya CD26
yoluyla hemoglobine miidahale ettigi gosterilmistir; bu nedenle, onciillerin daha biiyiik
boyutu ve sitoplazmik/niikleer materyali viriis replikasyonunu ve hemoglobin ile
etkilesimi kolaylastiracagindan, kovid-19 tarafindan kemik iligi eritroblastlarina
saldirilar makuldiir. Arizal eritrositlerin acilen degistirilmesi ihtiyacinin bir sonucu
olarak, azalan hemoglobin seviyesi miyelodisplastik o6zelliklere sahip sideroblastik
benzeri bir anemi paternine yol agabilir. Olgunlasmamis hiicreler olusturuldugunda
daha biyiik olan kirmiz1 hiicre dagilim genisligi (RDW), miyelodisplazilerin iyi bir
belirtecidir. Kovid-19 ile ilgili literatiir diizenli olarak, 6len veya kritik hastalig1 olan
kisilerde ¢cok daha biiyiik olan (>yiizde 14,5) yiiksek bir RDW'den bahseder®:%2. Bagka
bir kovid-19 giris kolaylastiricisi, GRP78 reseptdrii olarak tanimlandi®. Endoplazmik
retikulumdan gelen bu 1s1 soku proteini, kemik iligi kok hiicrelerinde de bulunabilir. Bu
ekstra reseptor, hematopoietik kok hiicreler lizerinde potansiyel olarak anti-hemoglobin

viral etkisine yardimci olabilir®

. Serbest dolagimdaki heme ve ayrica birikinti
iizerindeki ferritin, endotel hiicrelerine zarar verir, bu da vaskiiler duvarin yeniden
sekillenmesine yol agarak dagmik endotelinlere neden olabilir®. Bu iki patomekanizma
belki de bunu hakli ¢ikarabilir. Anemik hipoksi, genel vazodilatasyona, ayrica
pulmoner vazokonstriksiyona ve ayrica akcigerlerin mikrovaskiilatiiriinde fibrin
iiretiminde artisa neden olur®. Ek olarak, diizensiz bir hepsidin/ferroportin etkilesimi,
diiz kas hiicresi proliferasyonunu tesvik ederek pulmoner arter hipertansiyonuna neden
olabilir®”. Viriisler, yayilmalarina yardimci olmak igin konakci hiicrelerde demir

birikintileri olusturur®. Enfeksiyon durumunda, bagisiklik sistemimiz demir
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metabolizmasini diizenlemek i¢in transferrin kullanir. Bir¢ok viriis, konak hiicrelere
erismek i¢in bu her yerde bulunan (primisteki akcigerler) reseptorleri kullanir, bu da
bunu demir metabolizmasinda hayati bir faktor haline getirir®®. Gelecekteki calisma,
transferrin reseptdriinii, demir dismetabolizmasini daha fazla agiklayacak olan Kovid-
19'nin bagka bir hedefi olarak ortaya ¢ikarabilir. Genel olarak, hiperferritinemi, diistik
hemoglobin, diisik serum demiri, trombositopeni ve anizositoz gibi kovid-19
laboratuvar sonuglari, yiikksek RDW, yiiksek laktat ve LDH ile beklenen eritrosit/kemik

iligi dismetabolizmasi ve demir diizensizligi ile makul dlgiide uyumludur®.

2.2.9. Trombosit (Trombositler)

Anormal olan PLT sayis1 dalgalanmalarinin klinik ilerleme {izerinde etkisi
olabilir ve hastanin ciddi bir duruma ilerlemesiyle baglantili olabilir®. Bir viriisle
enfeksiyon, B hiicrelerinin, PLT'lerin glikoproteinlerine baglanan pro-inflamatuar
sitokinler ve otoantikorlar olusturmasina neden olabilir. Monositler/makrofajlar ve
notrofiller, proinflamatuar sitokinler salindiginda patojenlerle karsilasmak igin
enfeksiyon bolgesine cekilir. Pihtilagma sistemi, proinflamatuar sitokinler tarafindan
uyarilabilir ve monositlerin/makrofajlarin veya noétrofillerin yiizeyinde doku
faktoriiniin agia ¢ikmasi daha sonra trombini aktive edebilir. Sonug olarak, pihtilagsma
kaskad: yayilmaya devam eder ve sonunda ¢ok sayida PLT tiiketir®. Trombositopeni,
ister erken ister ge¢ ortaya c¢iksin, hastanin hastanede kalis siiresini uzatabilir,
ventilasyon gereksinimini artirabilir ve 6liim riskini artirabilir®®. PLT sayisindaki bir
degisiklik, hastaligin nasil ilerledigi {izerinde biiyiik bir etkiye sahip olabilir: ALT
seviyesi ne kadar diisiikse, prognoz o kadar kétii ve 6liim sans1 o kadar yiiksek®, ve
trombositopeniye ek olarak artan D-dimer seviyeleri®®. Trombositler kisa bir yasam
dongiisiine sahiptir ve BM'de depolanmalari olduk¢a zayiftir, bu nedenle PLT sayisi,
hastaligin erken bir asamasinda viriis enfeksiyonuna karsi dinamik bir duyarh
parametre olarak tamtildi®. Tek suclu PLT'ler degil; 16kositler, pihtilasma siirecini
baglatan pihtilagtirict bir madde olan doku faktoriinii (TF) salgilayarak PLT
agregasyonunu tesvik edebilir®. Sonunda fibrin ve D-dimer iiretimine yol agan

pihtilagma siirecinin yay1lmasi1®.
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2.3. Nrf2 Geni

Nrf2 transkripsiyon faktorii (niikleer faktor eritroidden tiiretilen 2-benzeri 2)
insanlarda NFE2L2 geni tarafindan kodlanir®. Nrfl ile birlikte Nrf2, temel bolge 16sin
fermuar (bZIP) transkripsiyon faktorlerinin cap "n" yaka (CNC) alt ailesinin bir
iiyesidir, NF-E2 p45 alt birimi Nrf3%, Nrf2, her biri farkli bir amaca hizmet eden yedi
Nrf2-ECH homoloji alan1 (Neh1-7) igeren kromozom 2'de bulunan 605 amino asitli bir
proteindir®®. Nehl bolgesinin CNC-bZIP bolgesi, DNA baglanmasi ve Nrf2'nin
dimerizasyon ortaklarindan biri olan kii¢iik muskuloaponorotik fibrosarkom (SMaF)

100 Bu alanin amino asit dizisinin temel kismi, Nrf2

proteini ile baglanti i¢in gereklidir
islevi i¢in transkripsiyonel aktivitenin ne kadar onemli oldugunu vurgulayarak, ¢ok
cesitli tiirler arasinda biiyiik 6lgiide korunur'®. Nrf2 negatif regiilator Kelch benzeri
ECH ile iligkili protein 1 (Keap1) ile etkilesimi kolaylastiran DLG ve ETGE motifleri,
Neh2 alaninda ve Nrf2'nin her yerde bulunma ve miiteakip proteasomal bozunmasi i¢in
hedeflenen yedi lizin tortusunda bulunur'®?, C-terminal Neh3 alaninin islem aktivitesi,
Nrf2 hedef genlerinin transkripsiyonunu tetiklemek i¢in Neh4 ve Neh5S alanlari ile
birlikte calisir'®. Neh6 alani, Nrf2 stabilitesini Keapl'den bagimsiz bir sekilde
diizenleyen serin agisindan zengin bir alandir. iki korunmus peptit motifi vardir, DSGIS
ve DSAPGS, transdiiksiyon tekrar1 iceren proteini (-TrCP) tanir'®. DSGIS motifinin
glikojen sentaz kinaz-3 (Gsk-3) aracili fosforilasyonundan sonra, -TrCP Neh6 alanina
daha verimli bir sekilde baglanir ve Skp1-Cull-F-box proteini (SCF) ubikuitin ligaz
kompleksinin alimim tesvik eder ve ardindan Nrf2'nin proteazomal yikimi'®. Iki
protein arasindaki fiziksel etkilesim yoluyla, Neh7 alani, Nrf2 transkripsiyonel

aktivitesinin retinoid X reseptorii diizenlemesinde yer alir'%. (Sekil 2.4).
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Transactivation

Keap 1-binding domains RXRa binding B-TrCP binding ~ Mafl & ARE  CHD 6 binding
domain (CBP & RAC 3) domain domain binding domain domain
NH,— | Neh2 Neh 4 Neh 5 Neh 7 Neh 6 Neh 1 COOH
16’J HFG 112 134 183 201 209 316 328 388 435 562 605
20 | 317 a2 34 247 282 3
DLG  ETGE *oseis’ “Fosapes™’
B Keap1
Homaodimerization . ;
Cul3 binding domain Nrf2 binding domain
Sensor cysteines: C151 C226 C273 C288 C319 C434 G489 CE13
NH,— BTB IVR Kelch —CQOH
1 61 179 315 562 624

Sekil 2.4. Keapl ve Nrf2 yapisi.

A) Fonksiyonel Nrf2-ECH homolojisinin alanlari (Neh), (B) Fonksiyonel olan Keap1 alanlari.

2.3.1. Nrf2 Gen Fonksiyonu

Enflamatuar yanitin kritik bir diizenleyicisi olan Nrf2 artik tanimlanmistir®,
Kontrolii altindaki genler stres kaynakli hiicre 6liimiine kars1 savunma yaptigindan,
Nrf2 enfeksiyon sirasinda doku hasarmin ana diizenleyicisidir'®’. Enflamasyon,
istenmeyen uyaranlar hastaliklar, yaralanmalar veya tahris edici maddeler gibi dokular
enfekte ettiginde veya incittiginde ortaya ¢ikan karmagsik bir siirectir. Bagisiklik
hiicreleri, kan damarlar1 ve kimyasal aracilarin tiimii bu koruyucu tepkide rol oynar%,
Hiicreleri cesitli zararlardan koruyan detoksifikasyon enzimlerinin ve antioksidan
genlerin antienflamatuar etkileri, transkripsiyonel diizenleyici Nrf2 tarafindan kontrol
edilir'. Bir sitokin firtinasi, ciddi kovid-19 enfeksiyonu vakalarinda ciddi semptomlara
neden olur; bazi sitokinler proinflamatuardir, digerleri ise inflamasyonu baskilar.
Oksidatif hasar, oksidatif strese yamit olarak sitokinlerin asir1 iretilmesinden
kaynaklanir. Bu dongiiniin kirilmasi i¢in Nrf2/ARE sisteminin aktif hale getirilmesi
gerekmektedir. Kemokinler, inflamatuar hiicrelerin gé¢ etmesine yardimci olan bir
sitokin tiirtidlir. Kemoatraktanlar olarak hareket ederek agirlikli olarak ldkositleri,

monositleri, notrofilleri ve diger efektdr hiicreleri gekerler'®,
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2.3.2. Nrf2 aracih transkripsiyonel diizenleme

Oksidatif ve/veya elektrofilik strese yanit olarak, Nrf2, metabolize edici
enzimler (6rn)!*°. Nrf2 proteini, konsensiis dizisi 5'-A/GTGACNNNGC ile antioksidan
yanit elemanini (ARE) hedefleyen bZip tipi bir transkripsiyon faktoriidiir'!. Nrf2
sisteminin cesitli hayvanlarda evrimsel olarak korundugu bulunmustur'?, Nrf2
aktivasyonu ve niikleer translokasyon siirecleri karmagik goriinmektedir. Sekil 2'de
gosterildigi gibi, HO-1 indiiksiyonuna yol agan Nrf2 proteininin aktivasyonunda en az
ti¢ farkli yol yer alabilir: Keapl proteininin kritik sisteinil kalintilarinin oksidasyonu ve
birlikte Keapl ubiquitination aktivitesinin inhibisyonu (Yol A); Nrf2 proteininin
p38MAPK, PI3K, PKC ve PERK gibi protein kinazlar yoluyla fosforilasyonu (Yol (Yol
C) Homeostatik ayarlar altinda, Keap1-Cul3 kompleksi, bir ubikuitin-proteazomda
hizla yok edildigi sitoplazmada Nrf2'yi sekestre eder. Oksidatif stresi takiben,
Keapl'deki iki reaktif sistein tortusunun oksidasyonu, Keapl-Cul3 kompleksinin
aracilik ettigi Nrf2'nin yayginlagmasini inhibe ederek, Nrf2'nin sitoplazmik birikimi ve
niikleer translokasyonu ile sonuglanir. P38MAPK, PI3K, PERK ve PKC, Nrf2'yi aktive
eden B yolunda yer alir.Normal kosullar altinda, bir¢ok hedef genin kromatin yapisi1 bir
on aktivasyon durumundadir, oysa Bachl transkripsiyonu baskilar.Bachl, DNA
baglama aktivitesinde inhibe edilir ve niikleer ihracat gergeklesir hem veya hemin ona
baglandiginda indiiklenir Aktive edilmis Nrf2, promodaki ARE konsensiis dizisine
etkili bir sekilde baglanmak i¢in ¢ekirdekte kiigiik Maf niikleer proteini (MafK) ile
dimerlesir HO-1 ve g-glutamil sistein ligaz dahil Nrf2-hedef genlerinin ter bolgesi®®.
Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin niikleer birikimi, transkripsiyona ve de novo protein
sentezine bagli olan HO-1'in uyarilmasindan 6nce gelir. Nrf2, Keapl ve Cul3'tiin Nrf2
yikimina yol agan benzersiz bir ubiquitin E3 ligaz olusturdugu A yolundaki sessiz
kosullar altinda inhibe edilir. Bu ligaz kompleksinin enzimatik aktivitesi,
oksidanlar/elektrofiller tarafindan engellenir ve kompleks, Nrf2'yi parcalamada
basarisiz olur, bu da Nrf2 hedef genlerinin transkripsiyonel aktivasyonu ile

sonuglanir,

Keapl'in Cys151'inin oksidanlara/elektrofillere yanit olarak Nrf2
aktivasyonunu kolaylastirmada énemli bir islev oynadig1 diisiiniilmektedir''®. B yolu
soz konusu, antioksidan fitokimyasal karnosole yanit olarak, HO-1 ekspresyonu
PI3K/Akt yolu ve Nrf2 transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilirl 17. Daha yakin
zamanlarda, hiperisin bazli fotodinamik tedavi ile tedavi edilen kanser hiicrelerinde

HO-1'in yukar regiilasyonunun altinda yatan sinyal yollar1 ve siirecleri incelenmistir.

p38MAPK ve PI3K sinyal yollarinin HO-1 indiiksiyonunda yer aldigim1 kesfettiler.
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PERK ve PKC gibi diger protein kinazlar, hiicre tipine bagli olarak p38MAPK ve
PI3K'ya ek olarak Nrf2'yi aktive eder!'®. Maf transkripsiyon faktorii aginda, heme veya
hemin, Bachl ve Nrf2'nin dinamik degisimini yonetir. Bu dogrudan temas modeli,
Igarashi ve meslektaslar tarafindan &nerildi'!’. Bir transkripsiyon baskilayicist olan
Bachl, bir heme/hemin sensorii ve HO-1 ve globin genlerinin ekspresyonunu
diizenleyen efektordiir'®®, HO-1'in kromatin yapist normal kosullar altinda 6nceden
etkinlestirilir, ancak Bachl transkripsiyonu engeller. Bachl, heme/hemin ona
baglandiginda DNA'ya baglanmasini inhibe eder iilkenin niikleer ihracatini tesvik

etmenin yani sira'’®

. Ayrica, hem/hemin transkripsiyon faktorii Bachl'in her yerde
bulunmasia ve bozulmasima neden olur*?’. Sonuc olarak, heme/hemin, Nrf2/kiiciik
Maf heterodimerlerinin dénmesine neden olarak HO-1 ifadesi ile sonuglanir!?, (Sekil

2.5).

Proteasomal bozulma

III.I.IIIII.IIIIIIII»

Kiiciik ' Kiiciik MmRNA
/) Maf | XK ) Maf [

ARE Hemel e gene

5-TGACNNNGC
ARE

Hemi

Sekil 2.5. Nrf2'nin {i¢ farkli yolla (A, B ve C) aktivasyonu.
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2.3.3. Nrf2 geni ile inflamasyon arasindaki iliski

Enflamasyon, enfeksiyonlar, doku hasar1 veya kirleticiler gibi bir dizi uyaranin
neden oldugu doku homeostazindaki bozulmalara yanit olarak hem dogal hem de
adaptif bagisikligin aktivasyonu igin genel bir terimdir®. Enflamasyonun ana amaci,
bozulmanin kaynagini ortadan kaldirmak ve doku homeostazini yeniden saglamaktir!??,
Adaptif bagisiklik, antijene bagimlidir ve ayni antijene daha sonra maruz kalindiginda
daha etkili bir bagisiklik tepkisi olusturmaya izin veren bir immiinolojik hafiza ile
karakterize edilir. Dogustan gelen bagisiklik, fagositoz seklinde hizli bir yanit iken,
adaptif bagisiklik antijene bagimlidir ve ayn1 antijene daha sonra maruz kalindiginda
daha etkili bir bagisiklik tepkisinin kurulmasina izin veren bir immiinolojik hafiza ile
karakterize edilir. Sitokinler olarak bilinen ¢6ziiniir sinyal molekiillerinin sentezi, bu
inflamatuar yanitin bir 6zelligidir. Enflamasyon, bir dizi karmasik olayin sonucudur.
Enfeksiydz bir sinyalin tespiti ilk adimdir ve/veya hasarli dokular’?®. Bu, patojen
tarafindan eksprese edilen molekiilleri spesifik olarak saptayan patojenle iliskili
molekiiler paternler (PAMP'ler) aracilik eder. Hasarla iliskili molekiiler paternler
(DAMP'ler) olarak bilinen endojen kimyasallar, 6len hiicreleri tanir ve patern tanima
reseptorleri (PRR'ler) ile etkilesime girerek bagisiklik sistemini aktive eder.
Inflamasomlar veya transmembran Toll benzeri reseptdrler (TLR'ler), bu sinyallerin
basaril bir sekilde saptanmasina yanit olarak belirli immiinolojik sinyal yollarini aktive
ederek, aktive edilmis B'nin (NF-B) niikleer faktor kappa-hafif zincir arttiricisinin
aktivasyonu ile sonuglanir. Sonug¢ olarak, NF-B, IB'den ayrilir ve transkripsiyon
isleminin hizlandirildig1 c¢ekirdege yer degistirir. Kaskadin asagidaki asamasi,
interlokin-1-beta (IL-1), IL-6, tiimér nekroz faktor-alfa (TNF-) ve digerleri gibi
proinflamatuar sitokinlerin salmimimi igerir'?*. Bunlar daha sonra monositler ve
ndtrofiller gibi bagisiklik hiicrelerini hasar bolgesine ¢ekerek proteinler ve DNA gibi
makromolekiillere zarar veren reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin (ROS, RNS)
iiretimine yol acar. Normal sartlar altinda restorasyon, yara iyilesmesi i¢in ek notrofil
alimini 6nler ve doku homeostazini geri yiikler. Doku hasaria neden olan siirekli bir
inflamatuar yanitla, kronik "iltihap"ta hiicresel hasar tehlikesi ¢ogalir. Mast hiicreleri,
makrofajlar, monositler ve lenfositler, sitokinler, kemokinler ve prostaglandinler gibi
inflamatuar mediatorleri serbest birakir ve bu, daha fazla inflamatuar hiicreyi
yaralanma bolgesine ¢ekerek solunum patlamasina ve artan oksidatif strese neden olur.
Bunlar, tiimii enflamatuar yanitta yer alan NF-B, Mitojenle Aktive Edilmis Protein

Kinaz (MAPK) ve Janus kinaz (JAK) isaret doniistliriicii ve transkripsiyon proteini
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(JAK-STAT) sinyal yollarinin aktivatoriinii aktive eder'?®. Enflamasyon sinyalleme
kaskadlar1 ve oksidatif stres tepkileri, NF-B ve Nrf2141 gibi transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuna ihtiyag duyar. Heme oksijenaz-1 (HO-1, HMOX1, EC
1.14.99.3), oksidatif hem bozunmasinin hiz sinirlayici fazini katalize eden 32-kDa ile
indiiklenebilir bir proteindir. Heme bu siirecte ii¢ biyoaktif molekiile doniisiir: serbest
demir, karbon monoksit (CO) ve hizla bilirubine doniisen ve inflamasyon, apoptoz ve
oksidatif streste énemli bir rol oynayan biliverdin®. Nrf2, HO-1 enzimini kodlayan
HMOX1 geninin ekspresyonunu diger antioksidan proteinlerin yaptig1 gibi diizenler.
Cesitli in vitro ve in vivo testler, anti-inflamatuar etki i¢in Nrf2 aracili HO-1
ekspresyonunun 6nemini dogruladi. In vitro M-CSF-polarize makrofajlar, gen
ekspresyon profiline gore hem CD163 hem de HO-1'in tercihli ekspresyonu ile
tanimlandi. Daha fazla arastirma, kobalt protoporfirin tedavisiyle deneysel olarak
indiiklenen HO-1 aktivitesinin, M2 makrofajlarinda IL-10 salimiminin artmasiyla
sonuglandigini, bu da CD136/HO-1/IL-10 ekseninin M2-makrofaj anti-enflamatuar ve
diizenleyici islevleri diizenleyebilecegini ima etti'?®. M2 makrofajlarindaki CD206+ ve
HO-1'in anti-inflamatuar aktivitesinin diyabetle iligkili mide patolojisi ile iliskili oldugu
ortaya ¢ikti!?’. Akut pankreatitte, makrofajlarda HO-1'in hemin aracili aktivasyonu,
anti-inflamatuar etkiye katkida bulunmustur'®. COX-2, iNOS, IL-6 ve TNF-'nin
ifadesi, Parkinson hastaliginda Nrf2'yi devre dis1 biraktiktan sonra biiyiik Olgiide
art1'®®. Vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, Nrf2 aktivasyonu, COX-2 ve iNOS
ekspresyonunda bir azalma ile sonuglandi*®. Inflamatuar proteinlerin (COX-2 ve
INOS) ve inflamatuar sitokinlerin (TNF- ve IL-6) artan iiretiminin ardindan HO-1 ve
NQOL1 seviyelerinde bir artis oldugu gosterildi, Nrf2/HO-1 ekseninin inflamasyonda
rol oynayabileceg8i. Cesitli oksidatif/elektrofilik stres tiirleri, bagisiklik hiicrelerinde

131

ROS ve NO olusumunu engelleyen HO-1'1 hizla iiretebilir". Ayrica, CO ve bilirubin

gibi hem yikim iiriinleri, oksidatif stres ve inflamasyonun ¢dziilmesini hizlandirir'*2,

2.4. sitokinler

Sitokinler, hiicresel gelisim ve farklilagma, iltthaplanma ve onarim dahil olmak
iizere dogustan gelen ve uyarlanabilir bagisiklik tepkilerinin tiim yonlerinde yer alan
diisiik molekiiler agirlikli protein habercileridir (6 ila 70 KDa arasinda)!®. Hiicreler
arasi iletisim aginin kritik bilesenleridir. Hiicre tipinden bagimsiz olarak, hedef hiicre
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zarlarmin yiizeyindeki spesifik reseptorlere baglanirlar'®*. Cytokines are tiny proteins
secreted by cells that have a specific influence on cell contacts and communication.
Cytokine the general name, there are other names include lymphokine (made by
lymphocytes), monokine (made by monocytes), chemokine (cytokines with
chemotactic activities), and interleukin (made by one leukocyte and acting on other
leukocytes). Cytokines may act on the cells that secrete them (autocrine action), on

nearby cells (paracrine action), or in some instances on distant cells (endocrine action)*®
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3. MALZEMELER VE YONTEMLER

3.1 Orneklem (Hasta ve kontrol grubu)

100 hastanin tamami Dhi-Qar'daki Al-Hussain hastanesine yatirildi ve 1 Mart 1
Haziran 2021 tarihleri arasinda Kovid-19 pnémonisi teshisi kondu. Hastalarda Kovid-
19 enfeksiyonunun teshisi, solunum salgilarinin viral RNA's1 i¢in pozitif bir testle
yapildi. Bronko-alveolar lavaj, balgam, nazofaringeal siiriintii veya orofaringeal
stirlintii ile elde edilir. Her hastanin demografik bilgileri, klinik 6zellikleri (tibbi 6ykdi,
siddet ve komorbiditeler dahil) ve gogiis BT tarama sonuglar1 hastanenin tibbi kayit

sisteminden elde edildi.

Bu galigmaya, kovid-19 veya baska bir kronik hastalik oykiisii veya klinik kaniti
olmayan ve belirgin anormallikleri olmayan (60 kisiye kovid-19 bulagmadi) goriiniiste
saglikli bireyler kontrol grubu olarak dahil edildi. Kontrol grubu, saglikli bireylerden

olusan grup olup, sayilar1 30'dur ve yaslarina gore li¢ gruba ayrilmistir. Sekil (3.1)
3.1.1. Kan Orneklerinin Alinmasi (damar delinmesi):

100 hastadan damar delinmesi ile kan 6rnekleri alindi ve aseptik teknik altinda
tek kullanimlik siringa ile 60 kontrolden (bes mililitre vendz kan) alindi. Her kan 6rnegi

iki kisma ayrildi:

a- DNA ekstraksiyonu ve CBC testi icin EDTA igeren steril bir tiipe dogrudan {i¢

mililitre konuldu.

b- iki mililitre steril diizlem tiipe konularak pihtilasmasi saglandi, ardindan 4000 rpm'de
15 dakika santrifiij edilerek serum ayrildi. Serum -20°C'de dondurularak saklandi. Bu

serumlar (100 TIDM hastas1 ve 60 kontrol) asagidakileri tahmin etmek i¢in kullanildi:
1-CRP, ve D-dimer konsantrasyonu.

2-Ferritin, LDH ve RBS konsantrasyonu.
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Sekil 3.1. Calisma tasarimi gosterileri.
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3.2. Malzemeler

Calismada kullanilan ekipmanlar asagida listelenmistir (Tablo 3.1), Calismada
Kullanilan kimyasallar (Tablo 3.2) ve Calismada Kullanilan Kitler listelenmistir

(Tablo 3.3) Asagida listelenmistir.

(Tablo 3.1) Calismada kullanilan ekipmanlar agsagida listelenmistir

SSGT Tiipii (serum ayirici jel tiip), BD Vacutainer® (BD USA

EDTA Tiipii Life Science preanalitik
(Etilendiamintetraasetik asit) sistemleri)

Eppendorf Safe-Lock santrifiij Brinkmann USA
Tiipii 1.5 ml

El kutusu ambalaji Cuckoon Cin
Buzdolabi Concord Japonya
Santrifiij Hettich Almanya
Mikropipet Boeco Almanya
kulucka makinesi Memmert Almanya
Sicak plaka karistiric Labtech Kore
Kan otoanalizorii NSysmex-Kx21 Fransa
kimya Analiz Cihazi Giesse USA
Termocycler aparati (PCR) Bioneer Kore
Mini Opticon Ger¢cek Zamanh Bio-Rad USA

PCR
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(Tablo 3.2) Calismada kullanilan kimyasallar

TRIzol® Bioneer Kore
Normal tuzlu su BDH Ingiltere
Kloroform BDH Ingiltere
Etanol 95% Merck Almanya
ddH20 Bioneer Kore
DEPC su Bioneer Kore
RNaz Serbest su Bioneer Kore

(Tablo 3.3) Calismada Kullanilan Kitler listelenmistir

Say1 Kitler Sirket Ulke
1 Toplam RNA Ekstraksiyon Kiti Bioneer Kore
AccuZolTM

Trizol reaktifi 100ml
2 DNaz | enzim Kkiti Promega USA
DNaz I enzimi
10x tampon
Serbest niikleaz suyu
Reaksiyonu durdur
3 M-MLV Ters Transkriptaz Kiti Bioneer Kore

M-MLYV Ters Transkriptaz (10.000U)

5X M-MLV RTase reaksiyon tamponu
Dntp
100mM DTT

RNaz inhibitorii
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4 GoTaq® qPCR Ana Karisim Promega USA

qPCR Ana Karisimi, 2X
SYBER yesil boya, Taq DNA polimeraz

dNTP'ler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
ve 10X arabellek

5 Giesse Kitler Giesse italya

3.3 Primerler

Bu calismada kullanilan primerler, Housekeeping geni olarak GAPDH gen primeri,
hedef gen ekspresyonu olarak Nrf2 Gen primerleriydi. Bu primerler, NCBI-Gene Bank
veri taban1 ve Primer 3 plus design online kullanilarak tasarlanmigtir. Primerler,
(Bioneer firmasi, Kore) tarafindan desteklenen SYBER Green DNA baglayici boya
bazli qRT-PCR teknigi kullanilarak gen ekspresyon seviyelerinin nicelenmesinde

kullanildi.

(Tablo 3.4) Amplifikasyon gen ekspresyonu i¢in kullanilan primer dizileri

[fomr e Amen ]

NRF2 Gene F AAACGCCTGTGTTTGCCATC 123bp
R AGACAGCTTTCCCCATAATCCC
GAPDH F ATGCCCCCATGTTTGTGATG 83bp

R TCCACGATGCCAAAGTTGTC

NCBI- Referans Dizisi: Nrf2 Geni (NM_ 153312.2) ve GAPDH (NM_ 017008.4).
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3.4 Yontemler
3.4.1 Hematolojik tahlil

(RBC, WBC, HGB ve PLT) igeren hematolojik testler (CBC), sonuglarin otomatik
olarak okundugu ve yazdirildig1 Auto Hematology Analyzer (Sysmex — kx21)
kullanilarak yapilmistir.

3.4.2 Biyokimyasal Testler
3.4.2.1 Ferritin

1- Spesifik anti-insan ferritin ile kaplanmis lateks partikiilleri, ferritin igeren
numunelerle reaksiyona girdiklerinde agliitine olur. Lateks partikiillerinin
agliitinasyonu, numunedeki ferritin konsantrasyonu ile orantilidir ve tiirbidimetri ile

Olgiilebilir.

2- Taze serum, fibrin bulunan 6rnekler test edilmeden 6nce santrifiij edilmelidir.
3- Kiti bilesenleri:

(Tablo 3.3.1) Ferritin kiti bilesenleri.

Reaktif(A) Seyreltici Hacmi=40ml Glisin tamponu 20mmol/l, PH 8.5
Sodyum azid 0.95 g/I.

Reaktif(B) Lateks Hacmi=10ml Poliklonal anti-insan ferritin
antikorlar ile kaplanmis lateks
partikiilleri, PH 8.2. Sodyum azid 0.95

g/l

Kalibrator Hacmi=3ml insan ferritini

Konsantrasyon sise iizerinde
belirtilmistir.

4- Dalga boyu: 650nm

Isik yolu: 1ecm

Sicaklik: 37°C

5- Cihaz distile su ile sifira ayarlayiniz:

(Tablo 3.5.1) Ferritin pipet:
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Reaktif (A) 800 pl 800 pl

Reaktif (B) 200 pl 200 pl
Orneklem 100 ul
Kalibrator 100 pl

Karistirin ve hemen (A1) ve lateks ilavesinden 8 dakika sonra (A2) absorbansi

okundu.
Saglikli bir birey igin beklenen ferritin seviyeleri erkeklerde 30- 220 pg/l ve

kadmlarda 20- 110 pg/l.

3.4.2.2 D-dimer

1- Numunedeki D-dimer proteinleri, lateks partikiilleri tizerine kaplanan spesifik anti-
D-dimer antikoruna baglanarak agliitinasyona neden olur. Agliitinasyonun neden
oldugu bulanikligin derecesi optik olarak 6l¢iilebilir ve numunedeki D-dimer miktari

ile orantilidir.

2- 0.109 molar (~%3.2) Na Sitratli serum numuneleri.
3- Kiti bilesenleri:

(Tablo 3.3.2) D-dimer Kiti bilesenleri.

Reaktif (A) Hacmi=20 ml Tris Tampon 100 mM, PH 8.2

Reaktif (B) Hacmi=8 ml Anti-insan D-Dimer fare monoklonal
antikor kaplh lateks partikiillerinin
siispansiyonu (%60,2)

[stege bagl D-Dimer Kalibrator- REF. 6746
D-Dimer Kontrol- REF. 6747
Reaktifler kullanima hazirdir. Kullanmadan 6nce hafifce karistirin.

4- Reaktif (A) koyun: 180 ul, numune: 37°C'de 5,3 ul ve Reaktif (B): 10 dakika
boyunca 60 pl.
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Saglikli bir birey i¢in beklenen D-dimer seviyeleri 500 ng/ml'den az (< 0,50 pg/ml).

3.4.2.3 Laktat dehidrojenaz (LDH)

1- NADH varliginda LDH, laktat ve NAD+ i¢indeki piruvati doniistiiriir. 340 nm'de

oOlgiilen birim zamanda NADH oksidasyonu, numunedeki LDH konsantrasyonu ile

orantilidir.

2- Serum, serumu hizla pihtidan ayirn.
3- Kiti bilesenleri:

(Tablo 3.3.3) LDH Kiti bilesenleri.

Reaktif (A) LDH Tampon
Hacim=10/40/80 ml Sodyum Klorit
sodyum piruvat

Reaktif (B) LDH NADH
Hacim=10/20 ml

4- Dalga boyu: 340 nm

Isik yolu: 1 cm

Sicaklik: 377°C

Ornek/Reaktif: 1/50

5- Pipet:

Calisma soliisyonu (A+B) 1000 pl
Ornek 20 pl

Karistirin, 37°C'de 1 dakika inkiibe edin.

80 mmol/I
200 mmol/I
1.6 mmol/l

2.4 mmol/I

Saglikli bir birey i¢in beklenen LDH seviyeleri 225-450 U/L.

3.4.3.4 Rastgele kan sekeri (RBS)
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1- Glikoz oksidaz (GOD), glikozu glukonik aside oksitler ve peroksidaz (POD)
varliginda 4-AAP ve fenol ile reaksiyona giren ve renk yogunlugu glikoz
konsantrasyonu ile dogru orantili olan renkli bir kompleks olusturan hidrojen peroksit

olusturur.
2- Serum, hemolizli 6rneklerden kagininldi.

3- Kiti bilesenleri:

(Tablo 3.3.4) RBS kiti bilesenleri.

Reaktif (A) GLU Tampon 100 mmol/I
Hacim=100/250/1000 ml  glikoz oksidaz 10000 U/l
POD 2000 U/
4-AAP 1 mmol/l
Fenol 10 mmol/I
Standart GLU Glikoz 100 mg/dl
Hacim=10 ml (5.56 mmol/l)

4- Dalga boyu: 510 nm
Isik yolu: 1 cm
Sicaklik: 37°C
Ornek/Reaktif: 1/100
5- Pipet:

(Tablo 3.5.2) RBS pipet.

Reaktif (A) 1000 ul 1000 ul 1000 pl
Su 10 ul
Orneklem 10 pl

Standart 10 ul
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Karistirin, 37°C'de 10 dakika inkiibe edin ve bos reaktife karsi numunenin (Ax) ve

standardin (As) absorbansini okundu.
Glikoz mg/dl=Ax/As X 100 (standart Deger).

Saglikli bir birey i¢in beklenen RBS seviyeleri 70- 105 mg/dl.

3.4.3.5 C-reaktif protein (CRP)

1- Anti-insan C-reaktif protein antikoru tarafindan duyarli hale getirilen lateks
partikiiliinii benimseyin. Lateks partikiilleri, sivi fazda numunenin C-reaktif proteini ile
reaksiyona girer ve hemen ¢oziinmeyen bir antijen-antikor kompleksi ve belirli bir
bulaniklik olusturur. Bulaniklik seviyesi, numunenin C-reaktif protein seviyesini
yansitir, ayni tedavi kalibratorii ile karsilastirildiginda, numunedeki C-reaktif protein

icerigini hesaplandi.

2- Taze Serum Ornegi, test Oncesi serumdaki fibrinojen santrifiij ile elimine edildi.
3- Reaktif Bilesimi

Reaktif 1

Tris Tamponu 20 mmol/I

Reaktif 2

Lateks parcaciklari, bir anti-insan C-reaktif protein antikoru ile kaplanmistir.
Farkl1 lot numaralarina sahip kitlerin bilesenleri birbirinin yerine kullanilamaz.

4- Reaktif hazirlama: Reaktif 1 ve reaktif 2 kullanima hazir sivi reaktiflerdir. Kabarcik

olugsmasini 6nlemek igin reaktif 2'yi hafifce sallandi.
5- Ornek hacmi 2l

Reaktif 1 hacim 320 pl

Reaktif 2 hacim 80 pl

Sicaklik 37°C

Saglikli bir birey i¢in beklenen CRP seviyeleri 10 mg/I'den.
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3.4.3 Molekiiler Calisma
3.4.3.1 Kantitatif Ters Transkripsiyon Real-Time PCR

Kantitatif Ters Transkripsiyon Real-Time PCR teknigi, bagil kantifikasyonun (gen

ekspresyonu analizi) tahmini i¢in yapildi.
3.4.3.2 Toplam RNA ekstraksiyonu

RNA, TRIzol® reaktif iireticisi (Bioneer, Kore) tarafindan agiklanan protokole gore

BLOOD'dan izole edildi:

1. 1. 250 mg doku, 1 ml TRIzol® reaktifi i¢inde bir mikro tokmak kullanilarak
homojenlestirildi.

2. Her tiipe 200ul kloroform eklendi ve 15 saniye kuvvetlice calkalandi.

3. Karisim buz iizerinde 5 dakika inkiibe edildi.

4. Daha sonra 12000 rpm'de, 4C°'de 15 dakika santrifiijlendi.

5. Siipernatant yeni bir Eppendorf tiipiine aktarildi ve 500 pl izopropanol eklendi.

6. Daha sonra tiip 4-5 kez alt iist edilerek karistirilir ve 4C°'de 10 dakika inkiibe edilir.
7. Daha sonra 12.000 rpm'de, 4C°'de 10 dakika santrifiijlendi.

8. Siipernatant atildi ve 1 ml %80 Etanol eklendi ve tekrar vorteksle karistirildi.

9. Ardindan, 12000 rpm'de, 4C°'de 5 dakika santrifiijlendi.

10. Siipernatant atild1 ve RNA peleti kurumasi i¢in havada birakildu.

11. RNA peletini ¢ozmek i¢in her numuneye 50ul DEPC su ilave edildi, daha sonra
ekstrakte edilen RNA numunesi -20°C'de tutuldu.

3.4.3.3 RNA verimi ve kalitesinin degerlendirilmesi

Ekstrakte edilen toplam RNA, Nanodrop spektrofotometre (THERMO. USA) ile
degerlendirildi ve 6l¢lim yapildi. Ekstrakte edilen RNA iizerinde iki kalite kontrolii
yapildi. Birincisi RNA miktarmi (ng/pL) belirlemek, ikincisi ise ayni Nanodrop
makinesinde 260 nm ve 280 nm'de spektrofotometrede absorbansi okuyarak RNA'nin

safligin1 asagidaki gibi belirlemektir:

1. Nanodrop yazilimin agtiktan sonra uygun uygulamay1 (Niikleik asit, RNA) se¢in.
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2. Kuru bir Chem-wipe alind1 ve 6l¢iim kaideleri birkag kez temizlendi. Ardindan 1l

ddH20O'yu alt 6l¢iim kaidesinin yiizeyine dikkatlice pipetleyin.

3. Numune alma kolu indirildi ve Nanodrop'u baslatmak i¢in Tamam'a tiklandi,
ardindan kaideler temizlendi ve RNA numunelerinin ayni eliisyon tamponu olan siyah

soliisyon olarak 1 pl uygun korleme soliisyonu eklendi.
4. Bundan sonra, kaideler temizlenir ve 6l¢tim i¢in 1ul RNA numunesi pipetlenir.

5. RNA'nin safligi, Nanodrop spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm'de absorbans
okunarak da belirlenir, bu nedenle RNA'nin absorpsiyon maksimumu 260 nm'dedir ve
260 nm ve 280 nm'de absorbans orani saflig1 degerlendirmek icin kullanilir DNA ve
RNA'dan olusur. DNA i¢in ~1.8'lik bir oran genellikle “saf” olarak kabul edilir; ~2.0
orani genellikle RNA igin "saf" olarak kabul edilir. Her iki durumda da oran 6nemli
oOlciide diistikse, 280 nm'de veya yakininda giiclii bir sekilde emen protein, fenol veya

diger kirleticilerin varligini gosterebilir.
3.4.3.4 DNaz inaktivasyonu (DNase 1) Tedavisi

Ekstrakte edilen RNA, numuneler (DNase I enzim kiti) kullanilarak elute edilmis
toplam RNA'dan eser miktarda genomik DNA'y1 ¢ikarmak i¢in DNase I enzimi ile
islendi ve promega sirketi, ABD talimatlarinda asagidaki gibi tarif edilen yonteme gore

yapildi:

(Tablo 3.5) (DNase I) Tedavisi i¢in PreMix etkilesim

Toplam RNA100ng/ pL. 10 pL

DNaz | enzimi 1 nL
10X arabellek 4 uL.
DEPC su 5 nL
Toplam 20 nLL

Daha sonra karisim 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 1ul 25mM EDTA
eklenmis ve DNaz enzim etkisinin inaktivasyonu i¢in 65C°'de 10 dakika inkiibe

edilmistir.
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1. RNA (1ul) ve Mgcl2 (1ul) ve DNase I ile 10 x reaksiyon tamponu, RNase
icermeyen (1ul) ve DEPC ile islenmis su (7ul) Eppendorf tiiplerine eklendi.

2. Karisim 37°C'de 30 dakika inkiibe edildi.
3. 1ul EDTA ilave edildi ve 65°C'de 10 dakika inkiibe edildi.

4. Her RNA &rnegine, RNA 6rneginin %20'sine esit bir hacimde DNaz Inaktivasyon
reaktifi eklendi. Tiipler, DNase Inaktivasyon Reaktifini RNA 6rnegi ile karistirmak

icin vortekslendi.

5. Tim RNA o6rnekleri, DNase inaktivasyon reaktifini yeniden siispansiyon haline
getirmek i¢in bu siire boyunca tiiplere bir veya iki kez hafif¢e vurarak 2 dakika oda

sicakliginda birakilir.

6. Tiipler, DNaz inaktivasyon reaktifinin RNA numunesi ¢ozeltisinden ayrilmasini
saglamak i¢in 1 dakika stireyle (12.000 rpm) santrifiijlendi, ardindan RNA ¢d6zeltileri
yeni Eppendorf tlipline aktarildi.

3.4.3.5 cDNA sentezi

DNase-I ile muamele edilmis RNA 6rnekleri de M-MLV Ters Transkriptaz Kiti
kullanilarak Paten ve GAPDH geni i¢in cDNA sentez adiminda kullanild: ve
asagidaki tablolardaki gibi sirket talimatlarina gore yapildi:

Tablo 3.4.3.5.1. Sentez Talimatlar1

RT ana karisimi Hacim
Toplam RNA 100ng/ul 8ul
Rastgele Heksamer astari 1pl
DEPC su 1nl
Toplam 10l

Daha sonra RNA ve primer, 65 °C'de 10 dakika denatiire edildi, ardindan hemen buz

lizerinde sogutuldu.
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Tablo 3.4.3.5.2. Sentez Talimatlari

RT ana karisimi Hacim
Adim 1 RT ana karisim 10pl
M-MLYV RTaz (200p) 1pl

5X M-MLV RTase reaksiyon 4pul
tamponu

100mM DTT 2ul
Dntp 2ul
RNaz inhibitorii 1nl
Toplam 20pl

Daha sonra tiipler bir girdaba yerlestirildi ve kisaca asag1 dogru dondii. RNA,

asagidaki termocycler kosullari altinda termocycler icinde cDNA'ya dontistiiriiliir:

(Tablo 3.6) Sicaklik ve zaman

c¢DNA sentezi (RT adimi) 42°C 1 saat

Is1 inaktivasyonu 95°C 5 dakika

(Tablo 3.7) RNA'y1 cDNA'ya doniistiirmek i¢in Ters Transkripsiyon PreMix etkilesim
Toplam RNA (100ng/pL) 10 pL
Rastgele Heksamer astar1 1 pL

DEPC SU 9 uL

Toplam 20 pL

Son olarak 6rnekler qRT-PCR gergeklestirilene kadar -20C°'de saklandi.



3.4.3.6 Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR (qPCR)
3.4.3.7 Ana karisim hazirlama

qPCR ana karisimi, Real-Time PCR sisteminde hedefin SYBER yesil boya tespiti ve
GAPDH gen amplifikasyonuna dayali GoTagq® qPCR Master Mix kiti kullanilarak

hazirlanmistir ve asagidakileri igerir:

Tablo 1 (A) Hedef genler igin -qRT-PCR Master Mix

cDNA sablon S5uL
Primerler Hedef gen —F 1 uL
Hedef gen —R 1 uL

gPCR Ana Karisim 12.5 uL
DEPC SU 5.5uL
Toplam 25 uL

Tablo 2 (B) - GAPDH temizlik geni i¢in qRT-PCR Ana Karigimi

cDNA sablon 10 uLL

Primerler GAPDH-F 2 ulL
GAPDH-R 2uL

DEPC SU 6 uL

Toplam 20 uL

Bundan sonra, yukarida bahsedilen qPCR ana karisim bilesenleri, qPCR plaka serit
tiiplerine yerlestirilir ve 3 dakika boyunca Exispin vorteks santrifiijii ile karigtirilir,
ardindan Mini Opticon Real-Time PCR sistemine yerlestirilir.
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3.4.4.8 qPCR Thermocycler kosullari
Bundan sonra, qPCR plakasi ve asagidaki termocycler protokolii yiiklendi (Tablo 3.9):

(Tablo 3.8) qPCR thermocycler kosullari.

N

On Denatiirasyon 95 °C 5 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 20 sa 45
Tavlama/Uzatma 55°C 30 sa
Algillama(Tarama)

Erime 60-95°C 0.5sa 1

Reaksiyon tamamlandiktan sonra veri analizi yapildi.
3.4.4.9 gRT-PCR'nin veri analizi

Hedef ve temizlik geni i¢in q RT-PCR'nin veri sonuglari, (Livak ve Schmittgen, 2001)
tarafindan agiklanan nispi niceleme gen ekspresyon seviyeleri (kat degisimi) (Bir

referans gen kullanan ACT Yontemi) ile asagidaki denklem kullanilarak analiz edildi:
Oran (referans/hedef) = 2CT(referans) — CT(hedef)

* CT (dongii esigi), fliioresan sinyalinin gegisi gegmesi i¢in gereken dongii sayisi
olarak tanimlanir. Esik (yani arka plan seviyesini asar). CT seviyeleri hedef miktari ile

ters orantilidir numunedeki nikleik asit.

CTs < 29, numunede bol miktarda hedef niikleik asidin gdstergesi olan gii¢lii pozitif

reaksiyonlardir.
CTs 30-37, orta miktarda hedef niikleik asidin gostergesi olan pozitif reaksiyonlardir.

CTs 38-40, minimum miktarda hedef niikleik asidin gostergesi olan zayif

reaksiyonlardir bir enfeksiyon durumunu veya ¢evresel kontaminasyonu temsil eder.
3.5 Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler, bir Pentium-4 bilgisayar1 kullanilarak (SPSS programi)
Statistical Package for Social Sciences (versiyon-21) tizerinden yapildi. Verilerin
analizleri ortalama + SD olarak ifade edildi. Calisilan her grup arasindaki
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karsilastirmalar, En Az Onemli Farklar (LSD) analizi ile yapilmistir. P<0.05
kullanilarak olasilik diizeyi kabul edildi.

e ANOVA Testi: Iki &rneklem ortalamasmin 6nemli 6lgiide farkli olup
olmadigmi karsilastirmak igin kullanilabilecek bir tekniktir. Iki gruplu durum
bir t-testi ile kapsanabileceginden, en az ti¢ grup arasindaki farklari test etmek
icin tek yonlii ANOVA kullanilir.

e Kruskal-Wallis ~ Testi:  Orneklerin ayn1  dagilimdan  kaynaklanip
kaynaklanmadigini test etmek icin parametrik olmayan bir yontemdir. Esit veya
farkl1 6rneklem biiyiikliiklerine sahip iki veya daha fazla bagimsiz numuneyi
karsilastirmak i¢in kullanilir.

e Mann-Whitney Testi: iki popiilasyondan rastgele secilen X ve Y degerleri icin
sifir hipotezinin parametrik olmayan bir testidir, X'in Y'den biiyiikk olma

olasiligi, Y'nin X'ten biiyiik olma olasiligina esittir.

Standart Sapma, bir dizi degerin varyasyon veya dagiliminin bir 6l¢iisiidiir. Diistik bir
standart sapma, degerlerin kiimenin ortalamasina (beklenen deger olarak da
adlandirilir) yakin olma egiliminde oldugunu gosterirken, yliksek bir standart sapma,
degerlerin daha genis bir araliga yayildigini1 gosterir. Bir istatistigin (6rnek ortalamasi
gibi) standart hatasi ve bir popiilasyonun veya ornegin standart sapmasi temelde ayri
fakat birbiriyle iliskili kavramlardir. Popiilasyondan sinirsiz sayida yinelenen 6rnek
almarak ve her ornek icin bir ortalama hesaplanarak kesfedilecek araglar kiimesinin
standart sapmasi, 6rnek ortalama standart hatasidir. Numune boyutuna béliinen numune
standart sapmasi, ortalamanin standart hatasini tahmin etmek i¢in kullanilir; bu,
popiilasyon standart sapmasinin numune boyutunun karekokiine boliinmesine esit olur.
Ornegin, ayn1 anketin birden fazla yapilmasi durumunda tahmin edilen ortalamanin
tahmin edilen standart sapmasi, anketin hata payr olarak sunulan standart hatasidir.
Sonug olarak, standart hata bir tahminin standart sapmasini hesaplar ve bu da tahminin
onu olusturmak i¢in kullanilan popiilasyonun belirli 6rnegine ne kadar bagli oldugunu

nicel olarak belirler.

P-degeri, Bos hipotezin dogru oldugu 6nermesi altinda, p-degeri, test bulgularinin en

azindan fiilen gézlemlenen sonug¢ kadar asir1 olma olasiliidir. Cok diistik bir p-degeri,
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sifir hipotezinin asir1 gdzlenen olay1 tahmin etmeyecegini gosterir. Istatistiksel testlerin
p-degerlerini bildirmek, bircok nicel alandaki akademik makalelerde standart bir
uygulamadir. p-degerinin yanlis kullanimi yaygindir ve kesin anlamini1 anlamak zor

oldugu i¢in metabilimde sicak bir sorun olmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma orneklerinin dagilimi

Kovid-19 hastalarindan 16's1 kritik, 84'i agir vaka olmak iizere 100'er 6rnek
toplanmis ve kontrol grubu olarak saglikli insanlardan 60 &rnek toplanarak

incelenmistir. Sekil (4.1).

Toplam ornekler

Kontrol
grubu
60

Kritik durum
16

Sekil 4.1. Orneklemlerin Calisma Gruplarina Dagilimu.

4.2. Ferritin, D-dimer, LDH ve RBS Sonuglar:

Mevcut ¢aligmanin sonuglari, kontrol grubuna kiyasla kovid-19 hastalarinda

ferritin ortalamasinda artis oldugunu gosterdi, agir vakalarda (1172.38) ve kritik

vakalarda (1169.37) oldugu gibi, kontrol grubunda ise ferritin orani (269.78) idi. Ayrica

0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar vardir.

Mevcut ¢alisma sonuglarinda, sonuglarin kritik vakalarda (2861.25) ve ciddi
vakalarda D-dimer oranini gosterdigi kontrol grubuna kiyasla hem ciddi hem de kritik
vakalarda kovid-19 hastalarinda D-dimer seviyesi yiiksekti (2717.38), kontrol
grubunda ise seviyeler normal ve bir oranda (309.78), anlamli 0.05'te yiiksek

istatistiksel farklar varda.
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LDH incelemesinin sonuglari, ciddi vakalar ve kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda kritik vakalarda yiiksek bir ortalama gosterdi ve ciddi vakalar ile
kontrol grubu arasinda da acik farklar var. LDH orani kritik vakalarda (693.00) ve agir
vakalarda (611.52) iken, kontrol grubunda LDH oran1 (180.61) idi. Istatistiksel olarak
daha yiiksek olan farklar 0.05 anlamlilik diizeyindeydi.

Rastgele kan sekeri muayenesinin mevcut sonuclari, kritik ve agir vakalar ile {i¢
caligma grubu arasinda, RBS seviyesinin sirasiyla (233.62), (189.30) ve (117.61)
oldugu kontrol grubu arasinda 6nemli farkliliklar gésterdi. (Tablo 4.1).

Ferritin, D-dimer, LDH ve RBC'de yiiksek bir standart sapma, degerlerin genis bir
araliga dagildigini gosterir. Farkli yas ve siireler i¢in numuneler toplandi, kritik ve agir
Kovid-19 hastalarinin vakalar1 aliyordu. Parametrelerin seviyeleri daha yiiksek

oldugundan standart sapma daha yiiksekti.

(Tablo 4.1) Calisma Gruplarinda Ferritin, D-dimer, LDH ve RBS Sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma

Agir durum 1172.38 288.58

Kritik durum 1169.37 302.95

Kontrol 269.78 86.27

ANOVA Sig. < 0.001**

LSD Sig. Between = NS!2, <0.00113,23, Siddetli

Two Tailed durum:?!
Kritik durum:2
Kontrol:3

Grup Cahismasina Gore D-Dimer ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma
Agir durum 2717.38 571.61
Kritik durum 2861.25 627.27
Kontrol 309.78 100.51

ANOVA Sig. < 0.001**

47



LSD Sig. Between  NS!?, <0.001%3,23, Siddetli durum:?
Two Tailed Kritik durum:2
Kontrol:3

Grup Cahsmasina Gore LDH ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma

Agir durum 611.52 113.41

Kritik durum 693.00 117.96

Kontrol 180.61 45.73

ANOVA Sig. <0.001**

LSD Sig. Between = <0.001121323 Siddetli durum:?

Two Tailed Kritik durum:?
Kontrol:3

Grup Calismasina Gore RBS'nin ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma

Agir durum 189.30 57.60

Kritik durum 233.62 53.65

Kontrol 117.61 22.56

ANOVA Sig. <0.001**

LSD Sig. Between <0.001'2,1323 Siddetli durum:!

Two Tailed Kritik durum:?
Kontrol:3

NO. Ornek Sayisi: Agir durum(84), Kritik durum(16), Kontrol(60).

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**

Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*

4.3. CRP ve WBC Sonuclan

Bu calismanin sonuglari, kontrol grubuna kiyasla kritik ve agir vakalarda C-

reaktif protein (CRP) diizeylerinde bir artis oldugunu gosterdi, ciddi vakalarda oran
(141,45) ve kritik vakalarda (155.40) kontrol grubu (5.88) derecelendirilirken bir artis
gosterdi. ), Istatistiksel olarak daha yiiksek olan farklar 0.05 anlamlilik diizeyindeydi.

Beyaz kan hiicrelerinin mevcut sonuglari, kontrol grubuyla karsilastirildiginda hem

kritik hem de ciddi vakalarda yiiksek oldugunu gdsterdi. Sonugclar, kritik vakalarda
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(14.75) ve ciddi vakalarda (13.06), kontrol grubunda (6.02) normal iginde beyaz kan
hiicrelerini gdsterdiginde, Istatistiksel olarak daha yiiksek olan farklar 0.05 anlamlilik

diizeyindeydi. (Tablo 4.2).

CRP ve WBC'de yiiksek bir standart sapma, degerlerin genis bir araliga dagildigini
gosterir. Farkli yas ve siireler icin numuneler toplandi, kritik ve agir Kovid-19
hastalarinin vakalar1 aliyordu. Parametrelerin seviyeleri daha yiiksek oldugundan

standart sapma daha yiiksekti.

(Tablo 4.2) Calisma Gruplarinda CRP ve WBC sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma

Agir durum 141.45 26.83

Kritik durum 155.40 21.00

Kontrol 5.88 1.44

ANOVA Sig. <0.001**

LSD Sig. Between 0.014%2, <0.001%3,23 Siddetlidurum:?*

Two Tailed Kritik durum:2
Kontrol:3

ANOVA Test of WBC According to Groups Study

Gruplar Ortalama Std. Sapma

Agir durum 13.06 3.83

Kritik durum 14.75 3.67

Kontrol 6.02 1.79

ANOVA Sig. < 0.001**

LSD Sig. Between NS!?, <0.001%3,23 Siddetlidurum:?!

Two Tailed Kritik durum:2
Kontrol:3

NO. Ornek Sayisi: Agir durum (84), Kritik durum(16), Kontrol(60)

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**
Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*
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4.4. RBC, HGB ve PLT Sonuclar

Bu calismalarin sonuglari, kontrol grubu (4.37) ile karsilastirildiginda, ciddi
vakalarda kirmiz1 kan hiicrelerinin diizeylerinin yiiksek oldugunu (4.70), Istatistiksel

olarak daha ytiksek olan farklar 0.05 anlamlilik diizeyindeydi.

Bu ¢alismada HGBnin sonuglari, ciddi vakalarda (12.82), kontrol grubuna
(14.01) kyasla daha diisiik, Istatistiksel olarak daha yiiksek olan farklar 0.05 anlamlilik
diizeyindeydi.

Bu ¢aligmanin sonuglarinda, kritik vakalarda trombosit orani, agir vaka ve
kontrol grubuna gore daha diisiik gosterdi. Sonuclar, kritik vakalarda (145.75) ve agir
vakalarda (162.11) trombosit oranin1 gosterirken, kontrol grubunda seviye normaldi

(232.25), yiiksek istatistiksel farklar anlamli (0.05). (Tablo 4.3).

RBC, HGB, ve PLT'de yiiksek bir standart sapma, degerlerin genis bir araliga
dagildigin1 gosterir. Farkli yas ve stireler i¢in numuneler toplandi, kritik ve agir
Kovid-19 hastalarinin vakalari aliyordu. Parametrelerin seviyeleri daha yliksek

oldugundan standart sapma daha yiiksekti.

(Tablo 4.3) Calisma Gruplarinda RBC, HGB ve PLT sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma

Agir durum 4.70 0.68

Kritik durum 4.69 0.89

Kontrol 4.37 0.70

ANOVA Sig. < 0.001**

LSD Sig. NS223 0.017%3 Siddetlidurum:*
Between Two Kritikdurum:2
Tailed Kontrol:3

Grup Cahismasina Gore HGB ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma
Agir durum 12.82 1.84

Kritik durum 13.19 1.90
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Kontrol 14.01 1.00

ANOVA Sig. < 0.001**

LSD Sig. NSt223 <0,001%3 Siddetlidurum:*
Between Two Kritikdurum:?2
Tailed Kontrol:3

Grup Calismasina Gore PLT ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma

Agir durum 162.11 28.99

Kritik durum 145.75 25.77

Kontrol 232.25 43.74

ANOVA Sig. < 0.001**

LSD Sig. NS!?, <0.00113323 Siddetlidurum:*
Between Two Kritikdurum:?
Tailed Kontrol:3

NO. Ornek Sayisi: Agir durum(84), Kritk durum(16), Kontrol(60)

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**
Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*

4.5. RT-PCR Sonuglarmma Gore Gen Yiikii

Gen amplifikasyonu, ayni genin transkripsiyon oranindaki bir artistan ziyade
kopya sayisindaki bir artis1 ifade eder. Sonuglarimiz, Nrf2 geni amplifikasyon siirecinin

28. dongiide basladigini ve 44. dongiide sona erdigini gosterdi. Sekil (4.2).

Amplification Plots

g

T
s
8
g
g
4
El
2

Sekil 4.2. RT-PCR ile gen yiikiinii gdsteren ekspresyon analizi igin egriler.
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Ornekler gen ekspresyonunu incelemek igin iig gruba ayrildi. Sekil (4.3).

Caces tarafindan gen viikiiniin basit kutu grafigi
lgen Yu.lln BE gralet

£00

200

Agir durum Kritik durum Kontrol

durum

Sekil 4.3. Grup Calismasina Gore Gen Yikii.

Mevcut calisma sonuglarinda, kritik vakalar ve kontrol gruplari ile
karsilastirildiginda, agir vakalarda covid-19 hastalarinda Nrf2 gen ekspresyon
seviyeleri yiiksekti. Sonuglar, Nrf2 gen ekspresyon oranini ciddi vakalarda (3.28) ve
kritik vakalarda (1.70) gosterirken, kontrol grubunda (1.21) yiiksek istatistiksel
farkliliklar ile anlamli (0.05) olarak bulundu. (Tablo 4.4).

(Tablo 4.4) Calisma Gruplarinda Gen Yikii sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma
Agir durum 3.28 1.93
Kritik durum 1.70 1.81
Kontrol 1.21 1.88

Kruskal-Wallis 0.002**
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Mann-Whitney Sig. Siddetlidurum:*

Between Two Tailed NS1223 (00113 Kritik durum:2
I Kontrol:3

NO. Ornek Sayisi: Agir durum(84), Kritik durum(16), Kontrol(60).

4.6. Cinsiyete Gore Tiim Parametreler Sonuclari

Calismanin sonuglarina gore, Erkek (58) ve Kadin (42) arasinda cinsiyete
yonelik Nrf2 gen ifadesi icin Mann-Whitney testinde yiiksek diizeyde anlamli fark
bulunmamistir, dolayisiyla p. degeri diizeyleri (0.05) den fazla bulunmustur.
parametreler. LDH'de (0.064) anlamli fark (>0.05) vardir, ancak PLT'de (0.025) yiiksek
anlamli farklar (0.05) vardir. (Tablo 4.5).

De yiiksek bir standart sapma, degerlerin genis bir araliga dagildigini gosterir.

(Tablo 4.5) Cinsiyetleki parametrelerin sonucu

Cinsiyete Gore Tiim Hastalarda Parametrelerin T. Testi

Parametreler Cinsiyet Sayi  Ortalama & Std. Sapma  P. value

Ferritin Erkek 58  1170.51 +£297.35 0.956
Kadin 42 1173.80 +281.51

D-Dimer Erkek 58  2693.62 + 604.50 0.346
Kadin 42  2805.00 + 544.78

LDH Erkek 58  643.03 +114.45 0.064
Kadin 42  599.04 +118.09

RBS Erkek 58  201.41 +59.00 0.321
Kadin 42  189.47 £59.07

CRP Erkek 58  142.64 +£25.59 0.644
Kadin 42  145.12+27.72

WBC Erkek 58  13.46+3.78 0.709
Kadn 42 13.16+3.95

RBC Erkek 58 4.65+0.67 0.442
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Kadin

HGB Erkek
Kadin
PLT Erkek
Kadin

42
58
42
58
42

4.76 £ 0.77
13.05+£1.70
12.65 £2.02
154.00 + 27.87
167.09 £ 29.16

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**

Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*

4.7. Cinsiyete Gore Gen Yiikii Sonuc¢lari

0.286

0.025*

Calismanin sonuglarina gore, tiim hastalarda (Erkek 58 ve Kadin 42) Nrf2 gen

ekspresyonu i¢in Mann-Whitney testinde yiiksek anlamli farklar (0.05) yoktur. (Tablo

4.6).

(Tablo 4.6) Cinsiyetleki Gen Yiikii sonucu

Cinsiyete Gore Tiim Hastalarda Gen Yiikiiniin Mann-Whitney Testi

Parametreler Cinsiyet
Gen Yiiki Erkek
Kadin

Say1

58
42

Ortalama & Std. Sapma

3.12+1.95
2.87 +£2.08

P. value

0.754

4.8. Yas Gruplarma Gore Ferritin, D-dimer, LDH ve RBC Sonuglari

Hasta Orneklerinin Dagilinm Yas Gruplarina Gére
4%
13%__ ' 21%

62%

Yas
H<40
m40-59

60-79
=70

Sekil 4.4. Hasta Orneklemlerinin Yas Gruplarina Gére Dagilimu.
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Mevcut ¢alismanin sonuglari, kovid-19 hastalarinda ve yas grubundaki ferritin

seviyeleri arasinda anlamli bir fark olmadigini gosterdi.

Mevcut ¢caligmanin sonuglari, kovid-19 hastalarinda ve yas gruplarinda D-dimer

seviyeleri arasinda anlamli bir fark olmadigini gosterdi.

LDH incelemesinin mevcut sonuglari, 70 yas iistii (710.30) yas grubunda, diger
yas gruplartyla (<40, 40-59 ve 60-79) karsilastirlldiginda, yiiksek diizeyde LDH
gosterdi. Istatistiksel olarak anlamli farklar yoktur (0.05).

Rastgele kan sekeri muayenesinin mevcut sonuglari, yas grubunda (>70 yas)
baska bir yas grubuna (<40, 40-59, 60-79 yas) kiyasla yiiksek diizeyde RBS gosterdi.
Istatistiksel olarak onemli farkliliklar yoktur (Tablo 4.7).

Ferritin, D-dimer, LDH, ve RBS'de yiiksek bir standart sapma, degerlerin genis bir
araliga dagildigini gosterir. Farkli yas ve siireler i¢in numuneler toplandi, Kritik ve
agir Kovid-19 hastalarinin vakalari aliyordu. Parametrelerin seviyeleri daha ytiksek

oldugundan standart sapma daha yiiksekti.

(Tablo 4.7) Yas grubunda Ferritin, D-dimer, LDH ve RBS sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma

<40 Yas 1262.50 242.53

40-59 Yas 1136.19 284.20

60-69 Yas 1178.87 295.62

> 70 Yas 1168.46 303.22

ANOVA Sig. 0.865

LSD Sig. Between = NS!? 18 142324 34 <40:1, 40-

Two Tailed 59:2
60-79:3,

>70:4
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Yas Gruplarina Gore D-Dimer ANOVA Testi

Gruplar
<40 Yas
40-59 Yas
60-69 Yas

> 70 Yas
ANOVA Sig.

LSD Sig. Between
Two Tailed

Yas Gruplarina Gore LDH ANOVA Testi

Gruplar
<40 Yas
40-59 Yas
60-69 Yas

> 70 Yas
ANOVA Sig.

LSD Sig. Between
Two Tailed

Yas Gruplarina Gore RBS ANOVA Testi

Gruplar
<40 Yas
40-59 Yas
60-69 Yas
>70 Yas
ANOVA Sig.

LSD Sig. Between
Two Tailed

Ortalama
2875.00
2701.66
2725.32
2833.46
0.880

121314232434
NSL2 131423243,

Ortalama

600.00

589.61

620.00

710.30

0.026*

NS12 1323 (.00214,
0.003%#,0.0113#

Ortalama
179.50

175.23

199.58

220.61

0.144
N81,2’1,3’ 2,3,3,4,

0.004'4,0.0324
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Std. Sapma
327.82
610.58
563.52
702.35

<40:1, 40-
59:2
60-79:3,
>70:4

Std. Sapma
78.41
134.21
114.70
70.32

<40:1 , 40-
59:2
60-79:3,
>70:4

Std. Sapma
51.10
60.24
60.70
41.82

<40:1, 40-
59:2



60-79:3 ,
>70:4

No. Ornek Sayisi: <40(4), 40-59(21), 60-79(62), >79(13)

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**
Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*

4.9. Yas Gruplarina Gore CRP ve WBC Sonuclari

Mevcut ¢alismanin  sonuglari, kovid-19 hastalarinda C-reaktif protein
seviyelerinde yas grubuyla (<40, 40-59, 60-79, >70 y1l) karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik olmadigini gosterdi.

Bu calismanin sonuglari, yas grubunda (40-59 yas), yas gruplar1 (60-79 yas) ve
(>70 yas) ile karsilastirildiginda 6nemli farkliliklar (0.05) gostermistir. (Tablo 4.8).

CRP ve WBC'de yiiksek bir standart sapma, degerlerin genis bir araliga dagildiginm
gosterir. Farkli yas ve siireler icin numuneler toplandi, kritik ve agir Kovid-19
hastalarinin vakalar1 aliyordu. Parametrelerin seviyeleri daha yiiksek oldugundan

standart sapma daha yiiksekti.

(Tablo 4.8) Yas grubunda CPR ve WBC sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma

<40 Yas 145.22 22.36

40-59 Yas 140.32 29.53

60-69 Yas 143.62 26.08

> 70 Yas 148.94 25.73

ANOVA Sig. 0.837

LSD Sig. Between =~ NS12 18 1423 24 34 <40:1, 40-

Two Tailed 59:2
60-79:3,

>70:4
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Yas Gruplarina Gére WBC ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma

<40 Yas 13.53 5.02

40-59 Yas 11.57 3.98

60-69 Yas 13.51 3.79

> 70 Yas 15.31 2.46

ANOVA Sig. 0.044*

LSD Sig. Between =~ NS'2/13 1434 <40:1, 40-
. -2

Two Tailed 0.04323, 0.0062* o |

>70:4

NO. Ornek Sayisi: <40(4), 40-59(21), 60-79(62), >79(13)

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**
Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*

4.10. Yas Gruplarina Géore RBC, HGB ve PLT Sonuglar

Bu calismada, sonuglar, yas gruplariyla karsilastirildiginda, Kirmizi kan

hiicrelerinin seviyelerinde anlamli bir farklilik (0.05) olmadigin1 gostermistir.

Bu calisma sonuglari, yas grubu (<40 yas) ve yas grubu (40-59 yas) arasindaki
kovid-19 hastalarinin HGB diizeylerinde, yas gruplari (>70 yas) ile karsilastirildiginda
anlaml1 farkliliklar (0.05) gostermistir.

Bu ¢alisgmanin sonuglari, kovid-19 hastalarinda yas grubu ile karsilastirildiginda
trombosit diizeylerinin anlaml bir farklilik gostermedigini gostermistir (0.05). (Tablo
4.9).

RBC, HGB, ve PLT'de yiiksek bir standart sapma, degerlerin genis bir aralia
dagildigin1 gosterir. Farkli yas ve siireler icin numuneler topland, kritik ve agir Kovid-
19 hastalarinin vakalar1 aliyordu. Parametrelerin seviyeleri daha yiiksek oldugundan

standart sapma daha ytiksekti.

58



(Tablo 4.9) Yas grubunda RBC, HGB ve PLT sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma

<40 Yas 4.50 0.51

40-59 Yas 4.73 0.64

60-69 Yas 4.68 0.70

> 70 Yas 4.75 0.95

ANOVA Sig. 0.934

LSD Sig. Between =~ NS12,1314 232434 <40:1, 40-

Two Tailed 59:2
60-79:3,
>70:4

Yas Gruplarina Gore HGB ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma

<40 Yas 13.77 0.88

40-59 Yas 13.63 1.86

60-69 Yas 12.50 1.89

> 70 Yas 11.98 0.96

ANOVA Sig. 0.016*

LSD Sig. Between ~ NS1.2132324 <40:1, 40-
. -2

Two Tailed 0.013%4, 0.02124 23:79:3 |

>70:4

Yas Gruplarina Gére PLT ANOVA Testi

Gruplar Ortalama Std. Sapma

<40 Yas 158.75 38.07

40-59 Yas 159.66 31.64

60-69 Yas 161.33 29.14

> 70 Yas 150.69 22.15

ANOVA Sig. 0.700
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LSD Sig. Between =~ NS12/1314 232434 <40:1, 40-

Two Tailed 59:2
60-79:3,
>70:4

NO. Ornek Sayst: <40(4), 40-59(21), 60-79(62), >79(13)

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**
Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*

4.11. Yas Gruplarina Gore Gen Yiikii Sonuclari

Mevcut ¢alismanin sonuglar1, Nrf2 gen ekspresyon orani ile kovid-19 hastalarinin

yas gruplari arasinda anlamli bir fark (0.05) olmadigini1 gostermistir. (Tablo 4.10).

(Tablo 4.10) Yas grubunda Gen Yiikii sonucu

Gruplar Ortalama Std. Sapma

< 40 Yas 2.10 2.32

40-59 Yas 2.77 2.27

60-69 Yas 3.56 2.10

> 70 Yas 2.27 1.21

Kruskal-Wallis 0.857

Mann-Whitney Sig. N2 I8 A ) A4 B <40:1, 40-

Between Two Tailed 59:2
60-79:3,
>70:4

NO. Ornek Sayisi: <40(2), 40-59(8), 60-79(19), >79(9)

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**
Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*
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4.12. Cahismadaki Tiim Parametreler Arasindaki Pearson Korelasyonu

Tablo (4.11), mevcut ¢alismadaki parametre oranlari arasindaki korelasyon

seviyesini gostermektedir.

Mevcut g¢aligmanin sonuglari, bazi kriterler arasinda, ferritin orami ile Nrf2 gen
ekspresyon orani arasinda orta derecede pozitif bir korelasyonun (0.619) oldugu, D-
dimer ve trombositler arasindaki iliskinin zayif oldugu, istatistiksel olarak oldukga
anlamli birgok iliski oldugunu gostermistir. Ters iliski (0.304), ancak bir yanda ferritin
ve D-dimer ile diger yanda HGB arasindaki iliski, ¢ok zayif bir ters iligkidir. Sonuglar
ayrica RBS, D-dimer, LDH ve CRP seviyeleri arasinda pozitif iligkiler oldugunu, HGB
ile RBC sayist arasinda ise ters iliskiler oldugunu gostermistir. Tablo (4.11), farkh
istatistiksel anlamlilik diizeyleriyle bu iligkilerin daha fazlasini1 géstermektedir. PLT ve
(WBC ve gen yiikii) arasindaki iliski zayifken, PLT ve LDH arasindaki iliski ters orta
idi. WBC ile gen yiikii arasindaki iligski pozitif olarak giiglitydii, RBS ile gen yiikii
arasindaki iligki orta derecede pozititken, CPR ile D-dimer arasindaki iligki pozitif
olarak gii¢liiydii.
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(Tablo 4.11) Calismadaki Tiim Parametreler Arasi Pearson Korelasyonu

Calismadaki Tiim Parametreler Arasindaki Pearson Korelasyonu
Parametre Ferritin [Dimer |LDH CRP RBS WBC RBC HGB PLT Gen yukii
Ferritin Pearson Correlation | 1 0.763"™ [0.176 0.389" |0.157 0.349" |0.446™ |-0.251-" [-0.073- |0.619™
Sig. (2-tailed) 0.000 0.080 0.000 0.120 0.000 0.000 0.012 0.469 0.000
. Pearson Correlation 1 0.334™ |0.738™ |0.263™ |0.399"™ |0.638™ |-0.256-" |-0.304-" |0.648™
DI atailed) 0.001 |0.000 |0.008 |0.000 |0.000 |0.010 |0.002  |0.000
Pearson Correlation 1 0.382" |0.491™ |0.264" |0.211" |-0.038- [-0.619-" |0.251
LDH Sig. (2-tailed) 0.000 0.000 0.008 |0.035 0.708 0.000 0.129
Pearson Correlation 1 0.446™ |0.430™ |0.671" |-0.118- [-0.454-" |0.669"
CRP Sig. (2-tailed) 0.000 0.000 0.000 0.243 0.000 0.000
Pearson Correlation 1 0.266™ |0.309" |-0.142- [-0.357-" |0.573™
RBS Sig. (2-tailed) 0.007 10.002 0.159 0.000 0.000
Pearson Correlation 1 0.358™ |0.130 -0.216-* |0.701™
WBC Sig. (2-tailed) 0.000 0.196 |0.031 0.000
Pearson Correlation 1 0.131 -0.233-* |0.476™
RBC Sig. (2-tailed) 0.195 0.019 0.003
Pearson Correlation 1 -0.006- -0.320-
HGB
Sig. (2-tailed) 0.954 0.050
Pearson Correlation 1 -0.387-"
PLT Sig. (2-tailed) 0.016

Korelasyon 0,01 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.**
Korelasyon 0,05 diizeyinde (2-kuyruklu) Onemlidir.*
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamiz, kovid-19 hastalar1 i¢in ferritin diizeylerinin yiikseldigini ve kovid-
19 siddeti p<0,001 ile arttigin1 gosterdi (Tablo 4.1). Ferritin diizeylerinin hastanin
cinsiyetinden (Tablo 4.5) ve yasindan (Tablo 4.7) etkilenmedigini saptadik. Viral
enfeksiyonlar sirasinda, kandaki ferritin seviyesi ylikselir ve viral replikasyonun bir
isareti olarak hizmet edebilir'®. Siddetli kovid-19 hastalarinda, sitokin firtinasi ve
sHLHmin neden oldugu yiiksek ferritin seviyeleri de kaydedilmistir!*. Birgok
inflamatuar sitokin, hepatositleri, Kupffer hiicrelerini ve makrofajlar ferritin tiretmeye
yonlendiren kovid-19'daki sitokin firtiasi sirasinda hizla olusturulur!®®. Sasirtic1 bir
sekilde, ferritin sadece asir1 inflamasyondan kaynaklanmaz, ayni zamanda T-hiicresi
immiinoglobulin ve miisin alan1 2'ye (TIM-2) baglanarak ve ¢esitli pro-inflamatuar
mediatorlerin  gelisimini tesvik ederek buna katkida bulunur?®®. Ek olarak, bazi
aragtirmalar, ferritin H zincirinin, makrofajlardan inflamatuar sitokinlerin salinimin
uyardigimi ortaya koydu. Ayrica bir¢ok calismaninsonu¢ calismamizi destekledigi
bulunmustur!®¥", daha agir kosullara sahip bireylerin ferritin diizeyleri, daha az ciddi
kosullara sahip olanlardan ¢ok daha yiiksektir (%95, p<0,001). Meta-regresyonda yas
ve cinsiyetin fark edilebilir bir etkisi olmamistir (p=0,007)'%*. Siddetli olmayan
hastalardaki seviye ile karsilastirildiginda, siddetli hastalardaki ferritin seviyesi oldukg¢a
yiiksekti (%95, p<0,001)**’. D-dimer testi sonuglarinda kritik ve siddetli kovid-19
hastalarinda p<0,001 (Tablo 4.1) D-dimer seviyesinin yiikseldigini, cinsiyetin (Tablo
4.5) ve yasin (Tablo 4.7) etkisinin olmadigin1 saptadik. Akut siddetli solunum
sendromu, hemostatik sistem, koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) enfeksiyonunun bir
sonucu olarak islevsiz hale gelebilir ve bu da sepsiste siklikla goriilen hiper pihtilagma
durumuna neden olabilir'®, Daha yiiksek bir 6liim oran1 ve siddetli kovid-19, yiiksek
bir D-dimer ile baglantilidir (%77, p<0,001)8413%140 Yas ve cinsiyetin yiiksek D-dimer
seviyeleri iizerinde fark edilebilir bir etkisi yoktu (p>0.05)41%. Yiiksek D-dimer
degerlerine sahip olan kovid-19'lu bireylerin ciddi hastalik gelistirme ve Olme
olasiliginin daha yiiksek oldugu (%95, p<0,001), cinsiyetin etkisinin olmadig:
kesfedildi*. Kritik ve agir vakalarda kovid-19 hastalarinin LDH seviyeleri p<0,001
artt1 (Tablo 4.1), erkeklerde kadinlara gore artis (Tablo 4.5) ve >70 yas grubunda artis
daha fazlaydi (Tablo 4.7). Viicut akut hipoksiye veya inflamasyona maruz kaldiginda
serum LDH seviyesi onemli dlgiide artacaktir. SARS-Cov-2 enfeksiyonunun neden

oldugu kovid-19 viriisii, gogunlukla akcigerleri oldugu kadar diger doku ve organlari
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da etkileyerek**! organ hasari, trombojenez, iltihaplanma ve hipoksiye neden olur.
Ayrica, Li ve arkadaslarmi ¢alismasi**? serum LDH P degerinin hala 0,05'ten diisiik
oldugu sonucumuzu destekledigi bulunmustur, bu da artan serum LDH'sinin (%95,
p=0,012) kovid-19 siddeti ve LDH'in sagkalim etkisi i¢in ayri bir risk faktorii
oldugunu gostermektedir. (%95, p=0,0019) LDH, hastalarin hayatta gecirdikleri siire
lizerinde nemli bir etkiye sahipti*?. Kritik ve agir vakalarda (Tablo 4.1) ve 70 yas iistii
gruplarda (Tablo 4.7) kovid-19 hastalarinin RBS seviyeleri artarken cinsiyetin etkisi
bulunamadi (Tablo 4.5). Artan kovid-19 insidans1 ve siddeti diyabet ile iligkilidir.
Deneysel veriler, diyabetin hiicrelere viral girisi ve enfeksiyona kars1 inflamatuar yaniti

etkiledigi hipotezini desteklemektedir. Kovid-19 ile enfekte hastalarda kan sekeri

143 144,145,146

diizeylerinin yakindan izlenmesi gerekir Bazi calismalarda oldugu gibi,
ciddi ve kritik durumlarda, RBS seviyeleri yiikseldi. 70 yas {izeri kovid-19 hastalarinda
yiiksek iken, cinsiyetin herhangi bir etkisine rastlamadik. Kritik ve agir vakalarda
kovid-19 hastalarinda artan CRP seviyeleri p<0,001 (Tablo 4.2) olup cinsiyetin (Tablo
4.5) ve yasin (Tablo 4.8) anlamli olarak etkilemedigi bulunmustur. Enflamasyonla
aktive olan hepatositler hizla CRP iiretir. Cok sayida prokaryotik ve dkaryotik patojene
baglanarak klasik yol**’ ile kompleman aktivasyonunu saglar. immiinolojik aktivasyon,
lenfosit istilasi, bagisiklik molekiilii tiiketimi ve bir iltihap salginin1 gosterir. Ayrica,
mevcut arastirmanin bulgularina gore, ¢alismalarm?#4°, koronaviriis enfeksiyonu olan
kisilerin kanlarinda 6nemli diizeyde CRP oldugu yoniindeki sonucumuzu destekledigi
bulunmustur. Bu farkin istatistiksel olarak anlaml1 oldugu belirlendi (p=0,0018). CRP
seviyeleri her iki cinsiyette de benzerdi (kadin 23.06 mg/L ve erkek 21.69 mg/L),
kadinlarda hafif bir artis vardi ancak istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0.371).

Yasa gore istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur'4®

. Baska bir arastirmada, siddetli
kovid-19'Iu hastalarin daha yiiksek CRP diizeylerine sahip oldugu ve akut solunum
sikintist sendromu yasadigi (%85, p<0,001), yas ve cinsiyetin birbirleri lizerinde fark

edilebilir bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir'*®

. Kovid-19 hastalarinin kritik ve agir
vakalarinda (Tablo 4.2), ozellikle 40-59 yas grubunda WBC seviyeleri yiikselmistir
(Tablo 4.8), cinsiyet etkisine rastlamadik (Tablo 4.5). Bir solunum viriisii veya
miiteakip bakteriyel enfeksiyon tarafindan olusturulan solunum sisteminin akut

inflamasyonu, siddetli hipoksemi (artmis WBC say1lar1)*>°

ile gliclii bir sekilde iliskili
oldugundan, ciddi akciger hasar1 ve sonug olarak devam eden hipoksemi i¢in mekanik
olarak dayandirilabilir. Hastaligin erken evresinde bu inflamatuar yanitin azaltilmasinin

oksijenasyonu artirip artirmadigi ve belki de sagkalimi artirip artirmadigi
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bilinmemektedir.}48151152 By calismaya gore, koronaviriis enfeksiyonu olanlarin
kanlarinda (44.7 109/L) saglikli gruba (49.4 109/L) gore daha yiiksek miktarda WBC
vardi. Bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0,0018), WBC'nin ise kadinlarda
(47,9 109/L) erkeklere (35,3 109/L) gore anlamli olarak arttig1 (p=0,048), yas etkisine
dair hicbir kanit olmadig1 goriilmiistiir®1®!. Arastirmamiza gore, agir hastalarin beyaz
kan hiicresi sayilari, daha az ciddi hastalardan daha yiiksek olma egilimindeydi (%95,
P 0,001)'*2. Calismamizin sonuglarinda, siddetli olgularda RBC diizeylerinin kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugunu saptadik p<0,001(Tablo 4.3) ve cinsiyet (Tablo
4.5) ve yas (Tablo 4.9) etkisi bulamadik. Kovid-19 hastalarina transfiize edilen kan
bilesenlerinin ¢ogunlugunu kirmizi kan hiicreleri olusturuyordu. Salgin yayildikga,
kovid-19'lu bireylere daha fazla kan transfiizyonu yapildi, bu da ne kadar hasta
olduklarinin bir yansimasi olabilir. Siddetli hastaligin bir dizi semptomu, transfiizyonla
onemli dlgiide iliskiliydi*®. Calismamizin sonuglari, <0,001 kontrol grubuna kiyasla
agir vakalarda daha diisiik bir hemoglobin diizeyi gosterdi (Tablo 4.3). Yas (Tablo 4.9)
yas gruplarinda (<40 yas, 40-59 yas) >70 ile karsilastirildiginda hemoglobin diizeyleri
tizerinde bir etkiye sahipti. Cinsiyet icin herhangi bir etki bulamadik (Tablo 4.5).
Hiperferritinemi olarak bilinen akut faz reaksiyonu, doktorlar tarafindan terapétik yanit
icin bir belirte¢ olarak kullanilan kritik bir reaksiyondur. Hiperferritineminin
inflamatuar hastaliklarda arttigi bilinmektedir. Bununla birlikte, son arastirmalar,
dolagimdaki ytiksek ferritin diizeylerinin yalnizca akut faz yamitinin bir isareti
olmadigini, ayn1 zamanda bir inflamatuar sitokin firtinasinin olusumu i¢in ¢ok 6nemli
olabilecegini gostermektedir?®. Kovid-19'un ciddi &rnekleri, siklikla yiiksek ferritin
seviyelerine veya muhtemelen bir sitokin firtinasina bagli olan makrofaj aktivasyon
sendromuna benzeyen bir klinik profile sahiptir. Ferritinin H-zinciri, kovid-19
hastalarinda goriildiigii gibi, makrofajlar1 daha fazla inflamatuar sitokin salmaya tesvik
etmek igin ok 6nemli olabilir'®®, Demir metabolizmasmin dogustan gelen bagisiklik
sisteminin istilact mikroplarla savasmasina yardimci olma islevi, yiiksek ferritin
seviyeleri i¢in baska bir aciklama olabilir. Viral enfeksiyonlara yanit olarak, dogustan
gelen bagisiklik sistemi, demir metabolizmasi {lizerindeki kontrolii diizenler. Viral

¢ogalma?8:8

icin konakg1 hiicrelerin igindeki optimum demir seviyeleri ve gelismis
hiicresel metabolizma gereklidir. Enfeksiyonun akut fazi sirasinda viriisiin ¢cok fazla
cogalmasini onlemek i¢in, dogustan gelen bagisiklik sistemi, demirin biyoyararlanimini
azaltarak yamit verecektir. Demir homeostazinin ana diizenleyicisi ve karaciger

kaynakli bir demir hormonu olan hepsidin, bu kosullar altinda artabilir ve demiri
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hiicrelerden disari tasiyan tastyici ferroportinin aktivitesini bloke edebilir. Bu, diyetten
emilen demir miktarin1 azaltacak ve hiicresel demir sekestrasyonu ile sonuglanacaktir
(yani, esas olarak hepatositlerde, enterositlerde ve makrofajlarda)?®. Demir aracili
serbest radikal hasarini 6nlemek igin demiri depolayan ve sekestre eden sitozolik
ferritin, hiicre i¢i demir sekestrasyonundaki artisa yanit olarak yukar1 regiile
edilecektir?®. Akut faz yanitinda goriilen serum demir konsantrasyonlarindaki belirgin
diisiis ve serum ferritin konsantrasyonlarindaki artis, demirin makrofajlarda ferritin
icinde daha fazla tutulmasi ve depolanmasindan kaynaklanir'>*. Nihai sonug, eritropoez
icin demir mevcudiyetini azaltacak ve bu da aneminin koétiilesmesine neden olacaktir.
Bu calisma vardigimiz sonucu destekler nitelikteydi °1%°, Hemoglobin seviyeleri ciddi
vakalarda daha diisiiktli [heterojenite i¢in yiizde 95 P-degeri 0,001]. Anemik kovid-19
hastalarmnin higbiri belirgin biyolojik hemoliz géstermedi®®®. Calismamizin sonuglar
kovid-19 hastalariin kritik vakalarinda trombosit diizeyinde diisiis p<0,001 (Tablo
4.3), trombosit diizeylerinin 6zellikle kadinlarda daha yiiksek oldugunu (Tablo 4.5)
gosterdi ve yas gruplarinda herhangi bir etki bulamadik. (Tablo 4.9). SARS-CoV-2'nin
trombosit sentezi, trombositlerin otoimmiin yikimi veya artan trombosit tiiketimi
tizerindeki dogrudan etkisi, trombositopeninin birka¢ olast nedenidir. Sekonder
hemofagositik lenfohistiyositozun neden oldugu makrofajlarin artan proliferasyonu ve
aktivasyonu, inflamatuar sitokinlerde bir artisa neden olur. Bu sitokin firtinasinin
hematopoietik progenitérlere zarar verdigi ve trombosit olusumunu azalttigi
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diigiiniilmektedir=". Kovid-19 hastalarinda trombosit say1si hafif ve ciddi enfeksiyonlar

arasinda degismektedir. Hafif semptomlar1 olan hastalarda trombosit sayis1 biraz daha
yiiksekken, siddetli kovid-19 enfeksiyonlar1 trombositopeni ile karakterizedir'®®,
Menstriiasyon dahil fizyolojik degiskenler nedeniyle her iki cinsiyette de kadinlarda
trombosit sayisi erkeklere gore daha yiiksek bulundu. Bu ¢alisma®®%1% destegi, kovid-
19 enfeksiyonu olan hastalarin trombositopeni oldugunda kotii sonuglara sahip
olduklarma dair bulgularimiz®®°dir. Yas ve cinsiyet iki grup arasinda anlamli farklilik
gostermedi. Baska bir ¢alismada®®®, trombotik bozuklugu olan bireylerde vaka 6liim
orani daha fazladir (p 0.05). Durumun ciddiyetinin de PLT ile uyumlu oldugu gozlendi.
Calismamizin sonuglar1 ciddi durumdaki kovid-19 hastalarinda Nrf2 gen ekspresyon
diizeylerinin daha yiiksek oldugunu gdosterdi (Tablo 4.4) ve Nrf2 gen ekspresyon hizi
ile cinsiyet (Tablo 4.6) veya yas gruplar1 (Tablo 4.10) arasinda herhangi bir etki
bulunmadi. doku iyilesmesini, transkripsiyon faktoriiniin (Nrf2) aktivasyonunu

desteklemeye ek olarak, inflamasyonu azaltmaya ve hiicresel redoks ve protein
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homeostazin1 geri kazanmaya yardimci oldu.Nrf2'nin ana negatif diizenleyicisi olan
Kelch benzeri ECH-iliskili protein 1'i (KEAP1) hedefleyen farmakolojik
indiikleyiciler, Nrf2'nin aktif hale gelmesine neden olabilir'® Ayrica birgok

calismanin'®%163

, sonug¢ ¢alismamizin gosterdigini destekledigi bulundu, bu nedenle,
Nrf2 aktivatorlerinin kovid-19'%'yi iyilestirmek ve hafifletmek icin yararli terapétikler
olabilecegini Onerdik.Nrf2 adli temel bir protein, baskilamadan sorumludur. Anti-
inflamatuar rol oynayan genlerden biri Sirtuinler Nrf2'yi deasetile ettiginden, dogrudan
bir baglantiya sahiptirler.SIRT eksikligi, Nrf2 ekspresyonunun inhibe edildigini ve bu
nedenle hiicre oksidatif strese ve iltihaplanmaya karst korunmaz. Bu nedenle, kovid-19
semptomlarini azaltmada etkili olup olmadiklarini gérmek i¢cin Nrf2 aktivatorlerinin
ve/veya SIRT aktivatorlerinin test edilmesini 6nerdik. Bu bulgular, solunum yolu viral
enfeksiyonlarina karsi artan duyarlilik ile Nrf2 ekspresyonunun azalmasi arasinda giiglii

bir iliski oldugunu gostermistir'®®

. Calismamizin bulgulari, ferritin seviyeleri ile Nrf2
gen ekspresyon seviyeleri arasinda orta derecede pozitif bir iliski oldugunu ortaya
koydu (Tablo 4.11). Ferritin ad1 verilen bir akut faz proteini, birgok inflamatuar yanit
tiiriinden sonra siklikla artar'®*. inflamatuar siire¢, doku hasarindan kisa bir siire sonra
meydana gelen bir dizi fizyolojik ve metabolik degisiklik ile karakterize edilir®®,
Niikleer faktor-E2 ile iligkili faktor 2'nin (Nrf2) baglandigi ve transkripsiyonu baslattigi
antioksidan yanit eleman1 (ARE), oksidatif stres sirasinda ferritin gibi antioksidan
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genlerin transkripsiyonel aktivasyonunda yer alir->°. Bunlar, ¢alismamizin sonuglarini

destekleyen caligmalardir'®’

, asir1 miktarda kararsiz demir, biyomolekiillere zarar
verebilecek oksijen tiirevli serbest radikallerin iretimini tesvik eder. Nrf2
transkripsiyon faktorii, demir metabolizmasiyla ilgili bir dizi geni kontrol eder ve
oksidatif ve elektrofilik strese tepki verebilir. Ote yandan ferritin ile HGB arasinda ¢ok
zayif bir ters iliski vardi (-0.251). Bunlar, ¢aligmamizin sonuglarini destekleyen

calismalardirt68169

, ¢iinkii ferritin seviyeleri yliksek oldugunda demir salinir ve diisiik
hemoglobin konsantrasyonlari ortaya ¢ikar. D-dimer ve trombosit diizeyleri arasindaki
iliskinin sonuglar ise tersine zayifti. Artan fibrinolizin ikincil oldugu (trombin iiretimi
nedeniyle), aslinda yayilmis intravaskiiler pihtilagmanin bir isareti oldugu ve plazma
D-dimerlerinin yiikselmesinin bir koagiilopatinin (DIK) varlifma isaret ettigi
varsayllmistir'®. Bir kan pihtis1 olustugunda, artan veya azalan iiretimin bir sonucu
olarak trombosit seviyeleri diiser. Bu ¢alismalar ¢alismamizin  sonuglarini

desteklemektedir® 1™, kovid-19'da trombotik problemler ve koagiilopati yaygidir.

Yiikselmis D-dimer seviyeleri, ancak ilk basta sadece hafif anormal protrombin zamant
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ve trombosit sayilar1 gosteriliyor. Bununla birlikte, D-dimer ve hemoglobin arasindaki
baglant1 nispeten zayiftir (-0.256) ve D-dimer seviyeleri yiiksek oldugunda ve bir kan
pihtist olustugunda, hemoglobin seviyeleri diisiiktiir. Bu arastirma, SARS-CoV-2'nin
inflamatuar belirteclerde artisa neden oldugu ve bunun da kirmizi kan hiicrelerinin yok
edilmesi ve eritrojenezin azalmasi nedeniyle anemiye yol agtigi yoniindeki
bulgularimizi dogrulamaktadir'’2. Sonuglarimiz, 16kosit seviyeleri (WBC) ve Nrf2 gen
ekspresyonunun degeri arasinda gii¢lii bir pozitif iliski oldugunu gosterdi, ayrica birgok
calismanin sonu¢ calismamizi destekledigi bulundu, strateji, redoks ve protein
homeostazin1 geri yiikleyerek saglam sitoproteksiyon sagliyor, inflamasyonun

¢oziilmesini tesvik ediyor ve onarmmi kolaylastirma®:173,

Onceki sonuglara dayanarak, bu calisma asagidaki sonuca varmaktadir:

1. Kovid-19 hastalarinin siddet seviyeleri, 6rnegin kronik hastalik gibi hastanin yas1

ve tibbi ge¢cmisinden etkilendi.
2. Kronik hastalig1 olan yaslilarda hastali§in siddeti artmaktadir.

3. Bazilar1 cinsiyet ve yastan etkilenen Covid-19 hastalarinin biyokimyasal

parametrelerinde bir degisiklik tespit ettik.
4. Kritik durumlarda, ferritin ve d-dimer seviyeleri 6nemli dl¢iide daha yiiksekti.

5. Kovid-19 hastalarinin CRP ve WBC bagisiklik parametrelerinde, bazilari agir
vakalarda daha yiiksek, bazilari ise cinsiyet ve yastan etkilenen bir degisiklik tespit
ettik.

6. Agir vakalarda kovid-19 hastalarinda Nrf2 gen ekspresyonu seviyeleri yiiksekti.

7. Agir kovid-19 hastalarinda Nrf2 seviyeleri, hasarli hiicrelerin onarimi tlizerinde

calismak i¢in artirildi.

8. Cinsiyetin veya yasin Nrf2 seviyeleri lizerinde hi¢bir etkisi bulunamadi.
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