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OZET

Covid-19 Hastaliginda Ferroptozis Mekanizmasinin Incelenmesi

Dr. Ezgi DENIZLI KARAKAS
Aile Hekimligi Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi

Covid-19 hastaligi ilk olarak Cin’in Hubei bolgesine bagli Wuhan kasabasinda ortaya ¢ikan
bir akut solunum yolu enfeksiyonudur. Diinyanin dort bir tarafina yayilan bu viriis yasami tehdit edici
ozellikleriyle kisa zamanda biitiin diinyay1 kasip kavurmustur. Hastaligin temel olarak ates, kuru
oOksiiriik, yorgunluk ve pndmoniye yol agan akciger tutulumu ile karakterize olan bir klinigi

mevcuttur.

Ferroptoz, 6zellikle son yillarda daha ¢ok arastirilan bir diizenlenmis hiicre 6limii bi¢imidir.
Fosfolipid glutatyon peroksidaz (GPX4) ile alakal1 yolaklar tarafindan kontrol edilen ferroptoz demir-
bagiml bir oksidatif hiicre yikim ¢esidi olarak bilinmektedir. Ferroptozun biyokimyasal isaretgileri,
hiicre i¢i serbest demir miktarindaki yiikselis ve lipid peroksidasyonudur. GPX4, lipid
hidroperoksitlerinin detoksifikasyonu yoniinde temel bir konumdadir. Glutatyon (GSH) lipid
peroksidasyonu inhibitorii olarak goérev yapan bir antioksidandir. Ayrica glutatyon peroksidaz
enzimleri tarafindan hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda rolii vardir. Hidroperoksitlerin, GPX
enzimleri tarafindan GSH kullanilarak indirgenmesi sonucunda GSSG (okside glutatyon) meydana
gelmektedir. GSH 1n, hiicreleri oksidatif stresten korumada son derece 6nemli bir rolii bulunmaktadir.
Ozet olarak ferroptozis; GPX4 aktivitesinde azalma, GSH azalmasi, GSSG ve LOOH artmasi ile

karsimiza ¢ikan bir hiicre 6liim seklidir.

Bu ¢alismada; Covid Pozitif grup, Covid Stipheli grup ve Covid Negatif grup seklinde tig
grup karsilagtirildi. Hastalarin kanlarinda GPX4, GSH, GSSG, LOOH seviyeleri bakilarak ferroptozis

mekanizmasinin covid-19 hastaligr ile iliskisi incelendi.

Calismada Covid Pozitif grubunun GPX4 diizeyi, Covid Negatif grubuna gore anlamli
sekilde diisiik ¢ikarken (p<0,001), Covid Siipheli grubuna gore de diisiiktii fakat daha az diizeyde
anlamliydi (p=0,005). Reduced GSH ve GSH/GSSG degerleri Covid Pozitif grubunda en diisiik,
Covid Negatif grubunda en yiiksek olarak bulunmustur (p<0,001). Covid Pozitif grubunda GSSG
degeri diger gruplara gore istatistiksel olarak daha yiiksek saptanmistir (p<0,001). LOOH degerleri
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Covid Pozitif grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak daha yiiksek tespit edilmistir
(p<0,001).

Bu calisma neticesinde oksidatif stresin ve ferroptozis mekanizmasinin covid-19 hastaligi
ile alakali oldugu tespit edildi. Literatiirdeki arastirmalar1 tarama sonucunda yeni kesfedilen, esi
benzeri olmayan bir mekanizmaya sahip olan bir hiicre 6liimii sekli olan ferroptozisin anlagilmasi ve
covid-19 hakkindaki net tesirini ortaya koyabilmek i¢in hasta sayisinin daha ¢ok oldugu ek

caligmalara gereksinim oldugunu degerlendirdik.

Anahtar kelimeler: Ferroptoz, SARS-CoV-2, Glutatyon peroksidaz, Lipid Peroksidasyonu,
Glutatyon



ABSTRACT
Investigation Of Ferroptosis Mechanism In Covid 19 Disease

Ezgi DENIZLI KARAKAS, MD
Specialty Thesis, Department Of Family Medicine

Covid-19 disease is an acute respiratory infection that first appeared in the town of Wuhan
in the Hubei region of China. This virus, which has spread all over the world, has taken the whole
world by storm in a short time with its life-threatening features. The disease basically has a clinic

characterized by fever, dry cough, fatigue and lung involvement leading to pneumonia.

Ferroptosis is a form of regulated cell death that has been studied more and more in recent
years. Ferroptosis, which is controlled by pathways related to the phospholipid glutathione peroxidase
(GPX4), is known as an iron-dependent type of oxidative cell destruction. Biochemical markers of
ferroptosis are increased intracellular free iron and lipid peroxidation. GPX4 is in a fundamental
position towards the detoxification of lipid hydroperoxides. Glutathione (GSH) is an antioxidant that
acts as an inhibitor of lipid peroxidation. It also has a role in the detoxification of hydrogen peroxide
by glutathione peroxidase enzymes. GSSG (oxidized glutathione) is formed as a result of the
reduction of hydroperoxides by GPX enzymes using GSH. GSH has an extremely important role in
protecting cells from oxidative stress. In summary, ferroptosis; It is a form of cell death that occurs
with a decrease in GPX4 activity, decrease in GSH, and increase in GSSG and LOOH.

In this study; Three groups, namely the Covid Positive group, the Covid Suspicious group,
and the Covid Negative group, were compared. GPX4, GSH, GSSG, LOOH levels in the blood of
the patients were examined, and the relationship between the mechanism of ferroptosis and covid-19

disease was examined.

In the study, while the GPX4 level of the Covid Positive group was significantly lower than
the Covid Negative group (p<0.001), it was also lower than the Covid Suspect group, but less
significant (p=0.005). Reduced GSH and GSH/GSSG values were found to be the lowest in the Covid
Positive group and the highest in the Covid Negative group (p<0.001). The GSSG value in the Covid
Positive group was found to be statistically higher than the other groups (p<0.001). LOOH values
were found to be statistically higher in the Covid Positive group than in the other groups (p<0.001).
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As a result of this study, it was determined that oxidative stress and ferroptosis mechanism
are related to covid-19 disease. As a result of reviewing the studies in the literature, we evaluated that
there is a need for additional studies with a larger number of patients in order to understand the newly
discovered ferroptosis, a form of cell death with a unique mechanism, and to reveal its net effect on
covid-19.

Keywords: Ferroptosis, SARS-CoV-2, Glutathione Peroxidase, Lipid Peroxidation,
Glutathione
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1. GIRIS VE AMAC

Cin'in Wuhan kasabasindan kaynaklanan Coronaviridae ailesine ait bir viriisiin neden
oldugu covid-19 hastaligi, halen diinyanin her tarafinda saptanmaktadir. Covid-19 hastalig1 temel

olarak ates, kuru oksiiriik, yorgunluk ve pnémoniye yol agan akciger tutulumu ile karakterizedir (1).

Vakalarin %5'inde yasami tehdit edici olabilir (solunum sikintisi, septik sok ve/veya ¢oklu
organ islev bozuklugu ya da yetmezligi) (2). Covid-19 hastasiyla yapilan bir¢ok ¢alismada covid-
19'lu bireylerin artmis serum ferritin seviyesi sergiledigi gozlenmistir (3). Yiiksek bir ferritin
seviyesi, covid-19'da kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (1). Covid-19'un sadece ACE2 reseptorii
ile smirli olmadigi, yiizey proteini CD147 yoluyla hiicre girisine aracilik edebilecegine dair yeni
kanitlar vardir. CD147 ylizey proteini, ¢ok sayida insan hiicre tipi lizerinde eksprese edilebilen bir
glikoproteindir (4). Kirmiz1 kan hiicreleri yiizey proteini CD147'yi daha fazla eksprese eder. Bu
nedenle covid-19 i¢in 6nemli bir hedef kan dolagimindaki eritrositlerdir. Eritrositlere viral girisin
demirin hemoglobinden ayrilmasina izin verdigini, belki de eritrositlerin oksijen tasima yetenegini

bozdugunu 6ne siiren bazi sunumlar vardir (5).

Bu teoriler giderek artan sayida literatiirde yer almaktadir. Covid-19'un bir sekilde oksijen
taginmast iizerinde bir etkisi olabilir ve etkileri ciddi hipoksik sorunlara yol agabilir. Viicut
demirinin yaklasik %701 eritrositlerde bulunur. Organizmalar igin, demiri kanda tasiyan
transferinin demir baglama kapasitesini asan demir miktarlarinda fazla demir birikimi meydana
gelir. Kandaki bagli olmayan serbest demir tehlikeli olabilir. Bu durumda, bir paradoksla karsi
karsiyayiz. Viicut hiicrenin disinda demir eksikliginden muzdaripken, tam tersine hiicrenin i¢inde
fazla demirden muzdarip olmak gercekten paradoksaldir. Belki de bu paradoksal durumdan
yararlanan firsatgr bir RNA virtisii covid-19°dur. Ciinkii RNA virtisleri milyonlarca yildir hig

durmayan tutkuyla demire ihtiya¢ duyuyor (6).

Sonunda hiicrelerin i¢inde demir birikimi bir kisir dongii haline gelir. Demirin bu asir
yiiklenmesi, ferroptozis adi verilen belirli bir hiicre 6liimiine yol agabilir (7). Bu arastirmalar sonucu
covid-19 hastaligimin son yillarda kesfedilen yeni bir hiicre 6liimii sekli olan demir birikimiyle

seyreden ferroptozis ile iligkili olabilecegi diisiincesini olusturmustur (8).

Ferroptozis; nekroz, apoptoz ve otofajiden olduk¢a farkli olan, genellikle hiicre Sliimii
sirasinda biiyiik miktarda demir birikimi ve lipid peroksidasyonu mevcut olan bir hiicre Sliimii
tirtidiir (8). Ferroptozis olusumu demire baglidir. Demir katalizli lipid hasari, ferroptoz iizerinde
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dogrudan bir nedensel etki gosterir (9). Ferroptozu indiikleyen faktorler, glutatyon peroksidazi
farkl1 yollardan dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilir, bu da antioksidan kapasitede bir
azalmaya ve hiicrelerde lipid reaktif oksijen tiirlerinin birikmesine neden olarak sonugta oksidatif
hiicre 6liimiine yol agar. Son ¢alismalarda, ferroptozun birgok hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli
bir rol aldig1 ve ilgili hastaliklarin tedavisi ve prognozunun iyilestirilmesine yonelik arastirmalarin

odak noktasi haline geldigini gérmekteyiz (10).

Bu ¢alismada covid-19 hastaliginin ferroptozis ile iligkili olabilecegini diistiniip glutatyon
peroksidaz aktivasyonu, lipit peroksidasyonu arastirmasi ve laboratuvarda demir, ferritin ve
transferrin bakilmasi sonucu covid PCR pozitif ve BT covid siipheli olan hastalar ile PCR negatif ve

BT covid silipheli olmayan hastalarda karsilastirmay: amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Koronaviriis

Covid-19 ilk basta Cin Halk Cumhuriyeti’nin Hubei bolgesine bagli Wuhan kasabasinda
ortaya ¢ikan bir akut solunum yolu enfeksiyonudur. Bulasicilik 6zelligi son derece yiiksek olan
Coronaviriis ailesinden Coronaviriis-2 (SARS- CoV-2) adli viriis neden olmaktadir. Bu hastaligin
2019 senesi iginde hizla yayilmasi ve ¢ok kisa bir zaman i¢inde neredeyse biitiin tilkeleri etkilemesi

sonucu, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 2020 mart ayinda pandemi olarak ilan edilmistir (11).
2.1.1. Coronaviridae yapisi

Coronaviridae ailesi, tek zincirli RNA’ya sahip ve pozitif polariteli, hayvanda ve insanda
enfeksiyona neden olabilen nidoviriisler siifina ait bir grup zarfli viriistiir. Caplari 80-120 nm

arasinda degismekte olup sferik veya pleomorfik sekilli olabilirler (12).

Baz1 calismalarda bu virlisiin 55 milyon yil dncesine kadar uzanan bir tarihi oldugu,
yarasalarda ve kanatl tiirlerde fazla tespit edildigi bildirilmistir. Yarasalar, Coronavirus gen havuzu
olarak iyi bir dogal rezervuardir. Betakoronavirus ve alfakoronavirus icin daha ¢ok yarasalar
rezervuar iken, avian tiirler deltakoronavirus ve gammakorona viriisler igin rezervuardir. Yarasa ve
kanatli tiirlerin ¢esitlerinin fazla olmasi ve yaygin olmasi koronaviruslere yayilma ve kendini

degistirme imkan1 vermistir (13).

"spike” glikoprotein
{S)
- Hemaglutinin Esteraz

M protein

zarf E proteini

RNA ve N proteini

Sen J, SARSColS 2 v o) protovaier? (aciordook ‘G aangvnk gurenienm g

Sekil-1: Koronaviriisiin sematik yapist



Koronaviriis (CoV) yapisal olarak Spike (S) proteini, Transmembran (M) proteini, Zarf (E)
proteini ve Niikleokapsid (N) proteini olmak iizere dort proteinden olusur. Bir¢ok koronaviriis
cesidi infeksiy6z bir virion meydana getirmek igin bu dort proteine de geresinim duyar fakat bazi

tirlerde de farkli yapida proteinlere rastlanabilmektedir (14).

S proteini koronaviriise tag yapisin1 kazandiran sivri uglart meydana getirir. Glikoprotein
yapidadir. S1 ve S2 olmak iizere iki alt birimi vardir. Viriistin hedef hiicreyi enfekte edebilmesi igin

S proteininin hiicre {izerindeki hedef reseptorlere baglanmasi gerekmektedir (15).

M proteini oteki yapisal proteinlerden sayica daha fazla miktardadir. Viral zarfin sekli
diger yapisal proteinlerle M proteininin etkilesimi ile meydana gelmektedir. Bir diger tarafta M

proteini, E proteiniyle birlikte viriis benzeri partikiillerin (VLPs) saliniminda rol almaktadir.

E proteini koronaviriis genomunun kodladigi en kiiciik yapisal proteindir. Viriisiin konak
hiicreye girisi ile gok miktarda E proteini olusmaktadir. Bu proteinin kiigiik bir boliimii viral zarfa
dahil edilmekte, biiyiik bir bolimii de hiicre i¢i membran trafigine katilmaktadir. Virionlarin

salmimin1 membranin i¢inde kalan kismi saglar (16).

N proteini koronaviriis familyasinin biitiin iiyelerinde benzer yapidadir ve niikleokapsidi
meydana getiren ana proteindir. Konagin viral enfeksiyona hiicresel cevabinda ve viral RNA'nin

replikasyonunda rol oynar (15, 17).

2.1.2. Epidemiyoloji

2019’da aralik ay1 igerisinde Cin’in Wuhan adli kasabasinda ortaya ¢ikan salgina bir
Coronavirus gesidinin sebep oldugu bulunmus, 2019-nCoV olarak bildirilen bu viriisiin ismi daha
sonra uluslararasi viriis taksonomi komitesi tarafindan SARS-CoV-2 seklinde isimlendirilmistir
(18). ilk olgu 1 Aralik 2019°da kayda gegmistir (19). insanlarda eskiden hastalik yaratmayan bu
etken 2020 Ocak ayinda yeni koronaviriis (nCoV) diye tanimlanmistir. WHO tarafindan bu viriisiin

meydana getirdigi hastaligin ad1 ise covid-19 seklinde ilan edilmistir.



2.1.3. Bulas Yollar

SARS-CoV-2 viriisiiniin ilk olarak Cin hayvan pazarinda ortaya ¢ikmasi sonucu hayvandan
bulas olasiligi iistinde durulmustur. Fakat damlacik yolu ile insandan insana bulastigi kabul

edilmistir. SARS-CoV-2 partikiillerinin havada ii¢ saate kadar kalabildigi iddia edilmistir (20).

Covid-19 enfeksiyonu bulunan bir kisiden yayilma riski bir¢cok etkene baglidir. Bu
etkenler: maruziyetin ¢esidi, maruziyetin siiresi, engelleyici oénlemlerin kullanimi ve olas1 kisisel
faktorlerdir (6rn: Solunum salgilarindaki viriis miktar1). Sekonder enfeksiyonlarin biiyiik bir
boliimiine kisisel koruyucu ekipman (maske, gozliik, siperlik) kullanilmadan ev halki temaslar

esnasinda rastlanmigtir (21).

2.1.4. Klinik Seyir

Koronaviriis: asemptomatik hastaliktan, pndmoni ve ARDS tablosuna kadar ilerleyen genis

bir spektrumdadir. Hastaligin siddeti klinik olarak: hafif, orta, ciddi ve kritik seklinde siralanabilir
(22).

Covid-19 viriisiin bulastigi hastalar ortalama 47-56 yasindadir ve bu gurubun yaklasik
yarisini erkekler meydana getirmektedir. Ortalama inkiibasyon siiresi yaklasik 4 giindiir ve hastaliga
yakalananlarin hemen hemen %98’inde 11,5 giin i¢inde bulgular ortaya ¢ikmaktadir (23).
Baslangigta en ¢ok olusan bulgular oksiiriik, ates ve halsizlik iken daha az sayida hastada

gastrointestinal sistem bulgulari ile karsilagilmistir (22).

Diinya genelinde ¢ok sayida kisiye yayilan bu hastaligin, 6zellikle yasli hastalar ile bilinen
diyabet, hipertansiyon ve obezitesi (VKI>40) olan hastalarda daha fazla komplikasyon, morbidite
ve mortaliteye sebep oldugu goriilmektedir (22). Ayni olay daha evvel SARS ve MERS viriislerinde
de meydana gelmis, diyabeti olan kisilerde ve yaslilarda daha yiiksek bir hastaneye yatis oranina ve
6liim oraninin fazla olmasina sebep olmustur. Yapilan arastirmalarda bilhassa ek hastaligi olan yash
hastalarda daha siddetli hastalik goriildiigii ve daha fazla yogun bakim yatis1 meydana geldigi tespit
edilmistir (24).



2.1.5. Laboratuvar Bulgulari

Covid-19 tanili kisiler ile yapilan arastirmalar sonucunda bazi laboratuvar degerlerinin
kot prognoz veya mortalite ile alakali oldugu tespit edilmistir. Hastaneye yatirilan Covid-19’lu
bireyler incelendiginde bazi laboratuvar bulgularmna siklikla rastlanilmaktadir. Bu laboratuvar
bulgulari; aminotransaminaz yiiksekligi, laktat dehidrojenaz yiiksekligi, lenfosit sayisinin diistikligi
ve artmig enfeksiyoz parametrelerdir (6rn. C-reaktif protein, eritrosit sedimantasyon hizi ve

Ferritin). Lenfopeni kotii prognozu ile en fazla gosteren laboratuvar bulgusudur (23).

SARS- CoV-2’li hastalarda akcigerlere ¢cok miktarda nétrofilin gé¢ etmesi, dolasan notrofil
sayisinin fazlaligi ve lenfosit sayisinin diisiikligii olduk¢a asikardir. Bundan dolayr “nétrofil-
lenfosit oran1 (NLO) covid-19’un gidisatin1 belirlemede miihim bir parametre durumundadir.

Notrofil-lenfosit oraninin yiikselmesi ¢ogu arastirmada kotii prognozla bagdastirilmistir (25).

Koronaviriis hastaliginin trombofili ile baglantisinin olabilecegi varsayilmaktadir. D-dimer
diizeylerinin yliksek olmasinin, 6lim oraninin artmasiyla ve kotii prognoz ile baglantili oldugu
tespit edilmistir (26). Vefat eden bireylerde d-dimer, fibrin yikim irtinleri ve protrombin zamani
(PT) ve aktive parsiyel tromboplastin zaman1 (APTT) yiiksekligi tespit edilmistir. Yiiksek
mortalitenin  dissemine intravaskiiler koagiilasyon ve Kkoagiilopati ile baglantili oldugu

goziikmektedir.

Yiiksek serum ferritin ve laktat dehidrogenaz (LDH) diizeyleri kotii prognozun diger bir
belirtecidir. Siddetli gidisat gdsteren koronaviriis hastalarinda sekonder hemofagositik lenfosittik

sendrom(sHLH) ve sitokin firtinasindan dolay1 artmus ferritin diizeyleri izlenmistir.

Artmis troponin I diizeyleri kalp hasarini ortaya koyan bir parametredir ve kritik hastalarda

mortalite belirteci olarak diistiniilebilir (27).

Enfeksiyoz parametrelerden C-reaktif protein (CRP) ve prokalsitonin diizeylerinin yiiksek
olmasi da hastanin covid-19’u siddetli gecirdigini ve prognozun kotii oldugunu gostermektedir.
Cin’de bakilan 140 hastadan olusan bir arastirmada, basvuru esnasinda bireylerin %5,7’sinde
prokalsitonin yiiksekligi ve %65’inde CRP yiiksekligi tespit edilmistir. iki parametre de siddetli
sebat eden covid-19’lu bireylerde daha fazla saptanmistir (28).



2.1.6. Radyolojik Bulgularn

Bogaz siiriintiisiinden elde edilen materyalin gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) ftesti ile bakilmasi koronaviriis tanisi i¢in altin standartdir. RT-PCR’nin duyarliligi
hastaligin ilk zamanlarinda %71 olarak tespit edilmistir. Fakat buna ragmen akciger grafisinin ve

BT’nin hastaligin tani, izlem ve evrelemesinde 6nemli bir gorevi vardir (29).

Koronaviriis hastalig1 i¢in goriintiilemede en ¢ok faydalanilan radyolojik tetkikler akciger
grafisi ve toraks BT’dir. Toraks ultrasonografisinden de bazi birimlerde tani ve takip igin

faydalanilmistir.

Akciger grafisinin tan1 degeri, akciger tutulumunun ortaya ¢ikarilmasinda %30-60
bandinda seyretmektedir (30). Duyarliligi diisiik olmasi sebebiyle akciger grafisinin anormal
olmamasi SARS- CoV-2 pnomonisini ekarte ettirmez. Bunun sebebi bilhassa hastaligin ilk
evresinde akcigerde olusan buzlu cam goriiniimiiniin sinirli bir sekilde olmasi ve akciger grafisinde
goriilemeyebilmesidir (31). Akciger grafisinin BT den daha fazla tercih edilebildigi hasta grubu
cocuk ve gen¢ yas grubundaki bireylerdir. Akciger grafisinde c¢ogunlukla perifere yerlesen,
bilateral, alt ve orta bolgeleri kapsayan, diizensiz smirlara sahip nonhomojen opasite artiglari

goriiliir.

Bilgisayarli tomografi kontrastsiz ve yliksek ¢oziintirliiklii ince kesit seklinde ¢ekilmelidir.
Tipik BT goriintileri yogun bakim hastalarinda multilober ve subsegmental konsolidasyon
seklindeyken, yogun bakim ihtiyact olmayan bireylerde buzlu cam opasiteleri ve subsegmental
konsolidasyon tipik goriintiilerdir. Vakalarin biiyiik bir kisminda bilateral tutulum mevcuttur (32).
En sik radyolojik bulgunun buzlu cam opasiteleri oldugu ve 919 hastanin %88’inde tespit edilmesi

yayinlanan bir meta-analizde karsimiza ¢ikmistir (33).

Covid-19 pnomonisinin BT de gozlemlenen tipik bulgular (34):

Buzlu cam goriiniimii

Konsolidasyon

Retikiiler Patern

Arnavut Kaldirimi (Crazy Paving) Gortiniimi

Hava Bronkogrami

o ok~ w nhPF

Havayolu Degisiklikleri



7. Nodiller

Atipik Bulgular:

1. Lenfadenopati

2. Kavitasyon

3. Plevral efiizyon

4. Perikardial efiizyon

Sekil-2: Buzlu cam opasiteleri (35)

2.1.7. Covid-19 Tanisi

Gergcek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknigi sayesinde viral RNA’nin

tespit edilmesi koronaviriis i¢in kabul edilen giincel altin standart tan1 metodudur.

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligimin koronaviriis ile alakali yaymladigi ayrintili bir
tan1 ve tedavi kilavuzu bulunmaktadir. Bu kilavuza gore, alt veya iist solunum yolu 6rnekleri taniya
ulagmak i¢in RT-PCR ile ¢aligilmaktadir. Alt solunum yollarindan bronkoskopi veya trakeal aspirat
ile materyal alinamadigi zamanlarda, iist solunum yollarindan nazofaringeal yikama ile veya
orofaringeal ve nazal siiriinti ile materyal alinmalidir. RT-PCR yontemi altin standart tani

metodudur fakat buna ragmen duyarlilig1 %50-62 bandinda degismektedir (36).



Olas1 vakay: diisiindiiren ve enfeksiyonu isaret eden semptomlar1 agirlasarak sebat eden
hastalardan bakilan ilk RT-PCR testinin iist solunum yolu numunesiyle elde edilmesi ve testin
negatif olarak sonuglanmasi; koronaviriis siiphesini ekarte ettirmez. 1014 hasta ile Cin’de bir
aragtirma yapilmistir. 1014 hastanin 601’inin (%59) RT-PCR testleri pozitif, 888’inin (%88) toraks
tomografileri pozitif olarak bulunmustur. Bireylerde PCR testi ile karsilastirildiginda BT
gorlntiileri degerlendirilerek BT nin duyarliligi %97 seklinde sonuglanmistir. 413 hastanin
308’inde toraks tomografisinde tipik goriintiilerle karsilasiimasina ragmen PCR testi negatif
gelmistir. ilk asamada BT goriintiillemede Covid-19 mevcut olup PCR testi negatif gelen hastalarin
15’inde, arka arkaya bakilan PCR testlerinde pozitiflesme tespit edilmistir (37).

2.1.8. Covid-19 Tedavisi

SARS- CoV-2’nin toplumda yayilmamasini saglayacak en etkili 6nlemler sosyal mesafe,
maske, el hijyeni ve karantinadir. EK olarak daha yaygin hale gelmesini dnleyebilmek igin erken
tarama, tani, tedavi ve izolasyon sarttir. SARS- CoV-2’li bir hastanin tanisi, izolasyonu ve klinikte
bakiminin yapilmasi sirasinda uygulanmasi gereken onlemler dahil olmak {izere 6zenli bir sekilde

enfeksiyon kontrolii yapmak gibi dnleyici stratejiler planlanmalidir (38).

Tedavi etmenin ve virlisin yayilmasini engellemenin disinda hizli bir bigimde asi
calismalar1 da yapilmistir (39). 2020 senesinin sonlarinda 13 tanesi Faz 3 klinik arastirmalarda olan
60'tan fazla as1 klinik denemelere girmistirr. mRNA agilar (Moderna, Pfizer-BioNTech),
rekombinant adenoviriis vektorli asilar (Johnson Pharm, AstraZeneca, Gamaleya, Cansino) ve

inaktive asilar (Sinovac, Sinopharm) en hizli gelismelere sahip olan dikkat ¢eken asilardir (40).

2.2. Programh Hiicre Oliimii

Hiicre oOlumleri, yapisal olarak ele alindiginda ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bu gruplar
giintimiize kadar gegen siirecte, apoptoz (tipl), otofaji (tip II) ve nekroz (tip III ya da programsiz
hiicre 6limii) seklinde tanimlanmaktaydi. Apoptoz ve otofaji programli hiicre yikimi olarak
nitelendirilirken, nekroz ise programsiz bir hiicre yikim bi¢imi olarak nitelendirilmistir. Daha farkli
hiicre yikim mekanizmalarinin bulunmas: ile giiniimiiz zamaninda bu tanimlar gelismektedir.
Programli hiicre yikimlarimin en 6nemli 6rnegi apoptoz olarak bilinmektedir. Biyolojik siirecin
baslamasinin ardindan hiicre i¢inde c¢esitli molekiiler mekanizmalarin aktive olmasiyla
karakterizedir. Apoptoz esnasinda, hiicre proinflamatuvar ajanlarin ¢evreye salinimi engellemek
amaciyla komponentlerine ayrisir. Nekroz daha evvel programsiz hiicre yikim c¢esidi olarak
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bilinmekte ve bir¢ok diizenleyici aracilar ile gergeklestigi saptanmistir. Su an bir¢ok degisik
Ozellikte programli hiicre tipleri mevcuttur. Oksitoz, nekroptoz, ve ferroptoz bu programli hiicre

oliim sekilleri olarak sayilabilir.

2.2.1. Hiicre Oliim Mekanizmalari

2.2.1.1. Apoptoz

Apoptoz kaspaz-bagimli bir programli hiicre yikim ¢esididir (41). Niikleer fragmentasyon,
kromatin kondenzasyonu, sitoplazma azalmasi ve apoptotik cisim meydana gelmesi apoptozun

karakteristik yapisal 6zellikleri olarak bilinmektedir (42).

Apoptozun meydana gelmesinde, hiicre igindeki ve disindaki uyaranlar yardimci
olmaktadir (43). Hiicre dis1 etken olarak hiicre yikimini tetikleyen sitokinlerden Fas Ligand (FasL)
sayilabilir. Fas reseptorii tarafindan fark edilen sinyal, death-inducing signaling complex (DISC)
olusumuna neden olup; DISC ve Fas-associated Death Domain (FADD) ile birlikte kaspaz-8’i olaya
eklemektedir (44). Kaspaz-8’in aktive hale gelmesi, kaspaz-3, -6 ve -7’nin de aktive olmasina sebep
olarak apoptozun devamini saglamaktadir (41). Hiicre igi uyaranlar ile baslayan apoptoz
olusumunun, mitokondri dig membran gegirgenligine bagh oldugu gosterilmistir. Ote taraftan pro
ve anti-apoptotik BCL-2 protein aile iiyeleri arasinda bir etkilesim mevcuttur ve bu etkilesimin
membran istiindeki por olusumunu kontrol etmesi sebebiyle bu siiregte kritik bir konuma sahiptir
(45).

2.2.1.2. Otofaji

Otofaji, bir hiicrenin islevini yitiren gereksiz hiicresel yapilarini ve makromolekiilleri
parcaladig1 ve geri doniistiirdiigii hiice yikim bi¢imi seklinde tanimlanmaktadir. Otofaji {i¢ ana
sekilde meydana gelmektedir. Bunlar mikrootofaji, makrootofaji ve saperon aracili otofajidir.
Otofaji parcalanacak olan makromolekiil ya da hiicre bileseninin bir vezikiil igerisine gegmesiyle
meydana gelir. Sonrasinda bu vezikiiliin lizozom ile birlesmesi ile bilesen parcalanmaktadir.
Ardindan, parcalanan yapilarin kullanim1 meydana gelmektedir (46). Otofajinin; aglik adaptasyonu,
hiicre i¢i protein ve organel temizlenmesi, gelisme, antiaging, hiicre yikimi, mikroorganizmalarin
ortadan kaldirilmas1 ve tiimor baskilanmasi gibi ¢ok 6nemli bir fizyolojik ve patofizyolojik

rollerinin bulundugu birgok ¢alismaya dahil edilmistir.
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2.2.1.3. Nekroz

Nekroz ¢ogunlukla, ekstrem pH, yiiksek sicaklik veya hiicre membraninin yirtilmasina
sebebiyet veren fiziksel durumlar gibi fizyokimyasal olaylar ile meydana gelmektedir. Nekroz tip
Il hiicre 6limiidiir ve tip | ve 1l gibi diger mekanizmalarin eslik ettigi 6liim bi¢imlerine gore daha
hizli olarak ilerlemektedir (47). Nekrozda hiicrelerde otofaji ve apoptozda gozlemlenen morfolojik
olaylar goriilemezken, bazen yiiksek oksidatif stres ve hiicresel hacimde artis goriilebilmektedir.
Katepsinler gibi proteazlar nekrozun hiicresel pargalanmasinda gorev almaktayken, kaspaz

aktivasyonu ise apoptoz belirteci olarak karsimiza ¢ikmaktadir (48).

Biyokimyasal seviyede nekrozu daha iyi anlamak i¢in yapilan arastirmalarda, regiilasyon
igeren Ozellikleri mevcut olan ¢ok sayida nekrotik 6liim bigimi ile karsilagilmigtir. Bu hiicre yikimi
cesitleri otofajik ya da apoptotik faktorlere sahip olmamasma karsin nekrotik nitelikler
sergilemektedir (47, 49, 50).

Nekroptoz regiile nekroza en giizel ornek olarak bilinmektedir. Apoptoz yapma yetisi
hasarli olan hiicrelerin, disaridaki apoptoz uyaranlar ile karsilasildiginda meydana gelen bir hiicre

yikim ¢esididir (50-53).

2.3. Ferroptozis

Ferroptoz, son yillarda daha ¢ok arastirilan bir diizenlenmis hiicre 6limii bigimidir (54).
Fosfolipid glutatyon peroksidaz (GPX4) ile alakali yolaklar tarafindan kontrol edilen ferroptoz
demir-bagimli bir oksidatif hiicre yikim ¢esidi olarak bilinmektedir (55-58). Ferroptoz olayi ile
meydana gelen hiicre yikiminda, otofajide gozlemlenen sitoplazmik vakuolizasyon, apoptozda
gozlemlenen kromatin kondenzasyonu ve nekroziste gézlemlenen hidrojen peroksit ile indiiklenen
morfolojik nitelikler ile karsilasilmamaktadir. Ayrica, ferroptoz yolu ile olusan hiicre yikimi,
apoptoz ve otofaji intibitorleri ile engellenememektedir (55, 59). Mitokondride gozlenen kiigiilme
ve membran yogunlugu ferroptoz esnasinda goézlemlenen en Onemli morfolojik nitelikler
arasindadir (55). Ferroptozun biyokimyasal isaretgileri, hiicre igi serbest demir miktarindaki

yiikselis ve lipid peroksidasyonudur (55, 60).
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Sekil-3: Temel ferroptoz mekanizmalari

() Temel ferroptoz regiilatorleri ve mekanizmalari. Erastin sinifi indiikleyiciler
(sulfasalazin, glutamat, sorafenib) sistem Xc- ‘yi inhibe eder ve hiicre i¢i Fe3+ miktar1 daha yogun
bir hale gelmektedir. BP, DFO, CPX ve DFOM gibi demir selatorleri aksi takdirde fenton
reaksiyonlarina neden olabilecek hiicre i¢i Fe2+ yogunlugunu azaltmaktadir. Glutatyon ve ebselen
GPX4’tin aktive ederken RSL3 sinifi indiikleyiciler GPX4’lin inhibisyonuna sebep olmaktadir.
Trolox, B-karoten, NAC, liproxstatin-1 ve ferrostatin-1 gibi inbitorler ile ROS azaltilmaz ise
ferroptoz olusmaktadir.

(b) Demir metabolizmasi. Hiicre igi Fe2+ yogunlugunun sekildeki mekanizmalar ile
artmastyla ferroptoz meydana gelmektedir.

(c) ROS metabolizmasi. ROS’un hiicre i¢i artmasi ferroptoza sebep olmaktadir. RSL3
smifi indiikleyiciler ACSL4 ve LPCATS3 iizerinden, erastin CARS iizerinden ROS olusumunu
arttirmaktadir. Yine erastin ve RSL5, VDAC2/3 iizerinden ROS’u olusturmaktadir. Zileuton 5-
LOX’u inhibisyonuna sebep olarak ve Nrf2 hedefinde bulunan genlerin transkripsiyonunu revize
ederek ferroptozu onlemektedir.

(d) MAPK yolagi. ERK, p38 ve JNK’y1, erastin ve RSL smifi indiikleyicilerin aktive
etmsesiyle ferroptoz arttirmaktadir (54).
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Ferroptozun demir selatorleri ve lipofilik antioksidanlar vasitasi ile inhibe oldugu
bilinmektedir. Bu spesifik modiilator profilinin, yalnizca oksidatif olmayan hiicre yikim modelleri
icinde degil, bununla birlikte oksidatif hiicre yikim modelleri arasinda da ferroptoza 6zel oldugu
gozlenmistir (60). Bu 06zgilinligiin sebebi, ROS meydana gelirken diger oksidatif hiicre
yikimlarindan  degisik olmasindan ve reaktif demirin lokalizasyonu ve kaynagindan
kaynaklanmaktadir. Cogunlukla ROS’un meydana gelmesini saglayan etkenler, mitokondriyal ROS
olusumuna neden olurken ferroptoz esnasinda bu olay mitokondriden bagimsiz ve lipidlerde
lokalize sekilde gozlemlenmektedir (55, 61). Ferroptotik olmayan ROS’u aktive eden etkenler,
lipofilik antioksidanlar araciligi ile baskilanamaz fakat hidrofilik antioksidanlar araciligi ile
baskilanabilmektedir (55). Ferroptozun diger oksidatif hiicre yikimlarindan farkli olmasinin sebebi
lipofilik antioksidanlar ve demir selatorleri ile baskilanabiliyor olmasidir ve ferroptozu ifade eden

en 6nemli 6zelligidir (62).

2.3.1. Ferroptoz Indiikleyicileri

Ferroptoz, ilk zamanlarda erastin isminde bir molekiil aracilig1 ile indiiklenebilen bir hiicre
olim sekli olarak bilinmektedir. Erastin molekiilii kesfedildikten sonra yapilan sentetik lethal
kimyasal taramas1 sonucu RSL3, DP110, DPI7 gibi ayn1 mekanizmaya sahip diger kiigiik molekiiller
kesfedilerek diger ferroptoz indiikleyicileri bulunmustur (63-65). Voltaj-bagimli anyon kanallarinin
bu indiikleyicilerin amaclarindan biri olarak gosterilmesi, bu molekiiller hakkinda yapilan
proteomik arastirmalar neticesinde olusmustur (60). Sonrasinda da bu molekiillerin ayrica hiicre igi
glutatyon ve sistin mekanizmasini farkli asamalarda hedef aldigi farkedilmistir. Bu indiikleyiciler
siif I ve sinif IT olmak iizere iki grupta incelenmistir. Sinif I glutatyonun meydana gelisini azaltir

ve simif I1 GPX4 fonksiyonuna engel olur.

Hiicre i¢i sistein seviyesinin ve bir sistein metaboliti olan glutatyon diizeyinin birincil
regiilatorii olan sistin glutamat antiporter, Sinif I ya da erastin sinifi ferroptoz uyaricilarinin sistem
Xc- ‘yi inhibe etmesine neden olmaktadir. Glutamat ile uyarilan eksitotoksisitede, artmis
ekstraselliiler glutamat seviyesi sistem Xc- ‘nin inhibisyonuna, glutatyon oraninda azalmaya ve
ferroptoza has lipofilik bir antioksidan olan ferrostatin ile 6nlenebilen demir bagimli oksidatif hiicre
yikimina neden olmaktadir (55). Buna ilave olarak, hiicrelerin erastin aracili ferroptozdan
kurtuldugu, fazla miktarda glutamat bulunan ortamda B-merkaptoetanol gibi indirgen maddelerin
varliginda sistinin sisteine indirgenmesi neticesinde goriilmistiir. Ayrica erastin aracili ferroptozda
bu indiiklenme bigiminin ayirict 6zelligi, hiicre igindeki glutatyon seviyesindeki azalmanin
meydana gelmesidir (58). Biitiin bu veriler ile sistem Xc- ‘nin ferroptozun meydana gelmesinde
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onemli bir katkisinin oldugu ve erastinin bu yolaga etki ettigi gozler ontine serilmistir. Sorafenib ve
sulfasalazin maddeleri de sistem Xc- iistiindeki etkileri dikkate alinarak erastin grubu indiikleyiciler

seklinde nitelendirilmistir (55, 58).

Bununla birlikte RSL3 grubu seklinde nitelendirilen sinif II indiikleyiciler ise fosfolipid
glutatyon peroksidazin (GPX4) inhibe olmasma neden olmaktadir. RSL3, GPX4’¢ baglanirken,
diger RSL3 grubu indikleyiciler enzimatik tepkimeyi oOnlemektedir (66). RSL3 grubu
indiikleyicilerin alfa-kloroamid yapilara sahip olmasi, GPX4 gibi katalitik selenosistein rezidiiler

ihtiva eden yiiksek reaktiviteye sahip selenoproteinlere baglanmalarini sagladigi diisiiniilmektedir
(67).

2.3.2. Ferroptoz Inhibitorleri

Lipid peroksidasyonuna sebebiyet veren substratlar olan g¢oklu doymamis yag agcil
fosfolipidlerin (PUFA-PL) azalmasi, demir selatorleri, lipofilik antioksidanlar ve lipid
peroksidasyon inhibitorleri, ferroptoz inhibitorleri olarak bilinmektedir. Lipid peroksidasyonunun,
ferroptotik hiicre yikimindaki roliine bakildiginda enzimatik ve non-enzimatik olan lipid
peroksidasyonunun engellenmesinin ferroptoz inhibisyonunda 6nemli bir yeri vardir. Lipid
peroksidasyon inhibitorleri iki grupta siniflandirilmaktadir, bunlar radikal tutucu antioksidanlar
(RTA) ve lipooksijenaz inhibitorleridir (68).

Lipoksijenaz inhibitorleri isleyis bigimlerine bakilarak bes ana grupta incelenmektedir.
Bunlar; aktif bolge demir atomunu inaktif sekilde tutan redoks inhibitorleri, aktif bolge demirinin
ortadan kaldirilmasiyla enzimi inaktive eden demir selatorleri, substratin baglanmasini 6nleyen,
aktif bolgeyi kaplayan rekabet¢i inhibitdrler, enzimi geri doniisiimsiiz sekilde inaktive eden
substratlar ve substrat baglama cebinden farkli bir yere baglanarak enzim aktivitesini degistiren

allosterik inhibitorlerdir (69).

Bununla birlikte zincir kiran antioksidanlar seklinde de tanimlanan radikal tutucu
antioksidanlar (RTA), otooksidasyon zincir reaksiyonunu engellemektedir. Uzun siire petrol tiirevi
tirtinlerde otooksidasyonu engellemek igin faydalanilan bu antioksidanlarin lipidler gibi biyolojik
hidrokarbonlar istiindeki koruyucu tesiri yeni bulunmustur. Ferroptozun etkli bir bigimde
inhibisyonunu yapabilen bilesikleri tanimlamak adina yapilan yiiksek c¢iktili tarama (high-
throughput screening) ¢alismalari neticesinde, liprokstatinler ve ferrostatinler kesfedilmistir. Bunlar
RTA smifi inhibitdrler baghiginda sayilmaktadir. Ilk zamanlarda isleyisleri konusunda ¢ok az sey
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bilinmesine karsin Ferrostatin-1’in (Fer-1) bir RTA olarak tesir ettigi ispat edilmistir (57). Birinci
kusak ferrostatin seklinde bilinen Fer-1’in, HT1080 hiicrelerinde erastin ve RSL3 kokenli
ferroptozu inhibe ettigi bilinmektedir (55). Liprokstatin-1’in (Lip-1), GPX4-/- hiicrelerde ROS
birikimini ve hiicre yikimini 6nledigi kesfedilmistir. Buna ilaveten, ferroptoz indiikleyiciler (6rn:

RSL3 ve erastin) ile uyarilan ferroptozu engelledigi in vitro ortamda kanitlanmistir (70).

Desferrioksiamin (DFO) gibi demir selatorlerinin, serbest haldeki Fe2+’ye baglanarak

fenton tepkimelerinin meydana gelmesini engelledigi bulunmustur.
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Sekil-4: Ferroptozun indiiklenme mekanizmasi

Siif I indiikleyiciler SLC3A2 ve SLC7A11°den olusan sistem Xc-‘nin inhibisyonunu
yaparak, glutatyon olusmasi igin lazim olan sisteine indirgenecek sistinin hiicre igine girisini

onlemektedir.

Sinif 1I ferroptoz indiikleyiciler, glutatyonu kofaktdr olarak kullanan GPX4’lin ¢aligmasini
engelleyerek organik hidroperoksitler, hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin detoksifikasyonunu
inhibe etmektedir. GPX4 aktivitesinin engellenmesi ile membrandaki lipidlerin kontrolsiiz

peroksidasyonu ferroptotik hiicre yikimina neden olmaktadir.

Vit E, Lip-1, Fer-1 ve demir selatorleri peroksidasyonu 6nlemektedir (71).
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2.3.3. Ferroptozun Molekiiler Temelleri

2.3.3.1. Lipid peroksidasyonu

GPX4’tin ferroptoz aracili hiicre olimiiniin 6nemli morfolojik hadisesi olan lipid
peroksidasyonu iizerinde ©Onemli bir roli bulunmaktadir. GPX4, lipid hidroperoksitlerinin
detoksifikasyonu yoniinde temel bir konumdadir. RSL3 smifi indiikleyicilerin direkt hedefi ve
erastin smifi indiikleyicilerin indirekt hedefi GPX4’tiir (55, 66, 72).

Lipid peroksidasyon dongiisii doymamis yaglardan hidrojenin kopmasiyla meydana gelen
lipid radikallerini ihtiva etmektedir (73). Bu lipid radikalleri perokside olup lipid peroksil
radikallerini meydana getirerek diger doymamis yaglardan hidrojenin kopmasina sebebiyet
vermektedir. Bu dongiiniin digerlerine oranla daha stabil olan son iiriinleri bile hala son derece
reaktif durumdadir. Sonrasinda lipid peroksitler, lipid oksi radikalleri ve hidroksi radikallerine

parcalanabilmektedir (74).

Lipid peroksidasyonu non-enzimatik ya da enzim bagimli olarak meydana gelebilmektedir
(75). Ferroptoz esnasinda lipid peroksidasyonun nasil bir sekilde olustugu heniiz net olarak
bilinememektedir. Lipofilik antioksidanlar, lipid radikal ara iiriinlerini baskilayarak ve lipid
peroksitlerini direkt olarak hidrojen atom transferi ile lipid alkollerine indirgeyerek ferroptotik
hiicre 6liimiinii engellemektedir. Bu antioksidanlarin, GPX4’lin lipid peroksitlerini su ve lipid
alkollerine ¢evirerek detoksifiye etmelerine benzeyen bir isleyise sahip olduklari kanitlanmigtir
(57).

2.3.3.2. Demir Metabolizmasi

Ferroptotik hiicre 6liimii demire ihtiya¢ duyan bir hiicre yikim bi¢imi olarak bilinmektedir.
Viicutta demir diizeyleri, diyetten alinan demir alimi ile sabit kalmaktadir. Ancak viicutta biriken
demirin viicut disina atilmasi i¢in spesifik bir fizyolojik mekanizma mevcut degildir. Bu sebeple yas
ilerledikge belli bagli bolgelerde demir birikimi olusmaktadir. Biriken fazla demir, Fenton
reaksiyonuna sebebiyet vererek ROS olusumu meydana gelmekte ve ferroptotik hiicre 6liimiinde
rolii bulunmaktadir (76).

Viicutta dolagimdaki transferrine bagl bicimde bulunan ferrik demir (Fe3+), transferrin
reseptorii 1 (TFR1) yolu ile hiicrelere alinmaktadir. TFR1 bir membran proteinidir. Endozomda
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bulunan Fe3+, STEAP3'lin ferrirediiktaz etkinligi ile ferr6z demir (Fe2+) haline gelmektedir. Ferroz
demir sonrasinda, SLC11A2 seklinde de isimlendirilen DMT1 vasitasiyla, endozomun iginden
sitoplazmadaki bir kararsiz demir havuzuna (LIP) aktarilmaktadir. Artan demir, ferritin agir zinciri
1 (FTHZ1) ve ferritin hafif zinciri (FTL) bulunan bir demir depolama proteini kompleksi olan ferritin
igerisinde depo edilmektedir. Demirin disar1 atilmasi, SLC11A3 seklinde de isimlendirilen bir

demir akis pompasi olan ferroportin vasitas: ile meydana gelmektedir (Sekil 2-7) (77).
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Sekil-5: Hiicresel demir metabolizmasi

Ras mutasyonlu ferroptoza duyarli hiicreler, ferroptoza direngli hiicreler ile
kiyaslandiginda; TFR1’in arttigi, FTL ve FTH1 ekspresyonunun azaldigi gozlemlenmistir. Bu
durum, artan demir alimmin ve diisiik demir depolamasinin ferroptoz esnasinda fazla miktarda
demir birikmesine yardim edebilecegini gozler Oniine sermektedir. Demir selatorleri (6rnegin,
siklopiroks olamin,, desferrioksamin mesilat, deferoksamin) aracilig1 ile fazla miktardaki demir

birikiminin azaltilmasi, erastin ile indiiklenen ferroptozun inhibisyonunu gergeklestirmektedir (55).
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IREB2 demir metabolizmasmnin en Onemli transkripsiyon faktorii konumunda
bulunmaktadir. IREB2’nin RNA interferans metodu ile baskilanmasi neticesinde demir
metabolizmasiyla alakali gen ekspresyonunun biiyiik miktarda arttigi ve bu olaym erastin kaynakli
ferroptozu engelledigi kanitlanmistir. Bu veriler, hiicrede ferroptozun uyarilmasi igin demirin

alinmasi ve yararlanilmasina gereksinim duyuldugunu ispat etmektedir (65).

2.4. Covid-19 ve Coklu Organ Hasari

Solunum yolu enfeksiyonu ve ardindan gelen pulmoner bozulma, covid-19'un ana
Ozellikleri olsa da siddetli SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda siklikla akciger disi belirtiler de
ortaya ¢ikmaktadir (78). Kalbin, biiyiik 6l¢iide bu organda bulunan ACE2 reseptorii yoluyla SARS-
CoV-2 girisinden en ¢ok etkilenen ikinci ana organ oldugu kanitlanmistir (79). SARS-CoV-2,
perisitler yoluyla miyokard hiicrelerini istila ederek makrofaj infiltrasyonunun artmasina, kapiller
endotel hiicre islev bozukluguna ve ACE2 ekspresyonunun azalmasina neden olur (80). Siddetli
SARS-CoV-2 enfeksiyonunda gogiis agrisi, nefes darligi, senkop ve tasikardi gibi tipik
semptomlarla artan bir kardiyovaskiiler komplikasyon olusumu tespit edilmistir (19, 81, 82). Covid-
19'un kardiyak tutulumunun hafif yiikselmis kardiyak biyobelirte¢lerden akut kardiyojenik sok ve
ani kardiyak oliime kadar degisken oldugu bilinmektedir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunun neden
oldugu trombiis, akut koroner sendromlara neden olabilir (83). Kardiyojenik sokun eslik ettigi veya
etmedigi sistolik sag ve sol ventrikiil fonksiyon bozuklugu (84) ve miyoperikardit (85) de yaygindir
ve bu durum miyokardin SARS-CoV-2 tarafindan istila edilmesinden veya artmig bir inflamatuar
reaksiyondan (81) kaynaklanabildigi bilinmektedir. EK olarak, pulmoner disfonksiyondan
kaynaklanan hipoksik durumla birlikte inflamatuar sitokinlerin siirekli amplifikasyonu, ciddi
miyokardiyal hasara ve yetmezlige yol agabilen koroner kan akiginda diisiise neden olabilir (81).
Baz1 ¢alismalar sonucunda, miyokard hasarmnin yaygin oldugu ve covid-19 hastalariin 6liimciil
sonuglariyla biiyiik dlciide iliskili oldugu tespit edilmistir. Semptom baglangicindan veya hastaneye
yatis anindan itibaren daha yiiksek bir mortalite riski yarattigi ortaya konulmustur (81, 86, 87).
Ayrica, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun kardiyak doku hasarina ve fonksiyon bozukluguna sebep
oldugu gosterildiginden, 6nceden var olan kardiyovaskiiler hastaliklar da kotii prognozla

iliskilendirilmistir (23, 81, 88).

Solunum yolu ve kardiyovaskiiler komplikasyonlara ek olarak, bobrekler de SARS-CoV-
2'nin en yaygin hedefleri arasinda sayilmaktadir. Her ne kadar SARS-CoV-2 viral yiik orani en
fazla miktarda solunum yollarinda tespit edilse de farkli bobrek kompartmanlarinda, ozellikle
bobrek parankiminde, glomeriiler epitelyal, endotelyal ve tiibiiler hiicrelerde de viriis saptanmistir
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(89). Klinik olarak, en sik goriilen bobrek hasar1 akut bobrek hasaridir, ancak diger klinik ¢alismalar
reversibl bobrek hasar1 ve akut tiibiiler nekrozu da igermektedir. Akut bobrek hasarinin patogenezi
cok faktorlii olarak kabul edilir. SARS-CoV-2'nin bobregin farkli alanlarinda yaygin olarak bulunan
ACE2 yoluyla dogrudan etkilerinin yan1 sira (90), ikincil bobrek hasari ile iliskili birgok dolayli
etkisi de bulunmaktadir (91). Eskiden var olan kronik bobrek hastaligi, 6zellikle bobrek nakli
yapilmis olan yasli hastalarda ciddi covid-19 ve mortalite riskinde artis ile iliskilendirilmistir (91-
93).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu olan hastalarda farkli derecelerde karaciger hasar1 da
bildirilmistir. Genel olarak, 6zellikle siddetli covid-19'lu hastalarda ve hastaneye yatirilan covid-19
hastalarinin %2-11'inde, altta yatan bir kronik karaciger hastalig1 saptanmistir (94, 95) . Karaciger
hiicrelerinde ortalama bir ACE2 reseptorii ekspresyonu bulunsa da (96), karaciger hasarinin, SARS-
CoV-2 enfeksiyonu i¢in verilen ilaglardan mi1 kaynaklandigi, yoksa multifaktdriyel mi oldugu agik
degildir. Bununla birlikte, safra kanallarindaki kolanjiyositlerin, viral baglanmay1 ve uzun siireli
hepatik morbidite potansiyeli olan siddetli covid-19 sonrasi kolanjiyopati gelisimini
destekleyebilecek ¢ok sayida ACE2 reseptorii (97) eksprese ettigi bildirilmistir (98). Karacigerdeki
sitotoksik T hiicrelerine ve Kupffer hiicrelerine yonelik immiin tutulum veya kollateral hasar
tarafindan aktive edilen viral enfeksiyonun immiin yanitlari, karaciger hiicrelerinde viral varliga
bakilmaksizin karaciger hasarini indiikleyebilmektedir (99). Bu baglamda, siirekli notrofil sayist ve
noétrofil/lenfosit orani, koagiilasyon ve uzun siireli inflamasyona bagli fibrinoliz yolu aktivasyonu
gibi spesifik olmayan inflamatuar gostergeler, yiiksek ferritin konsantrasyonlar1 hepatik hiicrelerin
tutulumunu gostermektedir (100). Bununla birlikte, karaciger fonksiyonuna zarar vermeden
aminotransferazlarin ve sitokinlerin artmasi, sistemik viral enfeksiyonlar sirasinda genel immiin
stimiilasyon veya inflamasyonu diisiindiirmektedir (101). Ayrica kronik karaciger hastaligi olan

hastalarda covid-19, akut karaciger yetmezligini hizlandirabilmektedir (102).

Sonug olarak, gézlemsel ¢aligmalar sonucunda, SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda organ
hasarlarinin 6liimle iligkili oldugu ortaya konulmustur (86, 88, 92, 102, 103). Genel olarak, organ
hasarlarinin insidansi, hayatta kalmayan hastalarda hayatta kalanlara goére 6nemli 6l¢iide daha
yiksek bulunmustur (104-106) ve covid-19'dan bagimsiz bir mortalite i¢in risk faktorii oldugu

sonucuna varilmistir (86, 92).
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2.5. Covid-19 ve Ferroptoz

2.5.1. Covid-19 Enfeksiyonunda Demir Metabolizmasi

Demir metabolizmasiin diizensizligi (yani, artan plazma ferritin seviyeleri ve azalan
demir ve transferrin doygunluk seviyeleri) ve anemi ile covid-19 hastalarinda siklikla
karsilagilmaktadir ve ¢oklu organ hastaliklarinda ana rol oynadigi one siiriilmektedir (105, 107-
109). Ozellikle, biiyiik bir meta-analizde dogrulanmis olan gdzlemsel ¢alismalardan elde edilen
veriler, Ozellikle yasli hastalarda hemoglobin seviyesinin distiigiinii ve hastaligin eslik eden
hastaliklar1 ve siddeti ile ters orantili oldugunu gostermistir (108, 110, 111). Ek olarak, covid-19’lu
hastalarda hayatta kalmayanlarla hayatta kalanlar arasinda farkli ferritin seviyeleri rapor edilmistir,
bu da mortalitenin viral kaynakli hiperinflamasyondan kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir
(111, 112). ilging bir sekilde, covid-19 hastalarinin degismez 6zellikleri olan anemi, hipoferremi ve
hiperferritinemi, inflamasyon anemisine benzemektedir (113). Bu baglamda yapilan ¢alismalarda
covid-19'un, bu sendromlarin temel 6zelliklerinden biri olan sitokin salinimi ve hiperferritinemi ile
karakterize edilen daha genis hiperinflamatuar sendrom spektrumunun bir pargasi olabilecegi one
striilmiistiir. Sistemik immiin aktivasyonun, hiicresel demir tutulmasina ve diyette demir emiliminin
azalmasina neden oldugu iyi bilinmektedir (114). Mikrobiyal veya viral molekiillere yanit olarak,
¢oklu inflamatuar sitokinler ve 6zellikle interlokin-6 (IL-6) bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan
salinir ve sistemik demir metabolizmasini degistirmektedir (115). Viral replikasyon igin, gelismis
hiicresel metabolizma ve konakg1 hiicrelerde optimal demir seviyeleri gereklidir (116). IL-6, demir
homeostazinin ana diizenleyicisi olan karaciger hepsidin ekspresyonunu dogrudan regiile eder, bu
da demirin ferroportin (FPN) yoluyla disa aktarilmasini engellemektedir ve boylelikle hiicresel
demir sekestrasyonuna neden olmaktadir (115). IL-6 ayrica demir birikimi ile membran transferrin
reseptorii 1 (TFR1)'I uyarmaktadir (117). Ayrica, IL-6 hiicre igi ferritini arttirir, boylece hiicrelerden
demir akiginin azalmasina katkida bulunmaktadir (112). Son kanitlar, bu senaryonun, sitokin
firtinas1 ve 6zellikle IL-6 olarak adlandirilan sitokinlerde bir artis ile karakterize edilen ciddi SARS-
CoV-2 enfeksiyonu i¢in de gegerli olabilecegini gdostermektedir (118, 119). Bu baglamda klinik
caligmalar, covid-19 hastalarinda ferritinden baska dolasimdaki hepsidin diizeylerinin de arttigini ve
hastalik siddeti ile iligkili oldugunu gostermektedir (120, 121). Bu nedenle, covid-19'daki hiicresel
demir tutulmasi (108, 110) fenton reaksiyonu yoluyla fosfolipid LOOH'yi hidroksil radikallerine
doniistiiren kararsiz demir havuzundaki artisi tetiklemektedir ve ferroptozu tesvik etmektedir (55)
(Sekil 6).
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Sekil-6: Covid-19 enfeksiyonunda hiicre i¢i demir metabolizmasinin diizensizligi

Covid-19 tarafindan indiiklenen sistemik bagisiklik aktivasyonu, demir kagakeiliginda
derin degisikliklere yol acarak hiicresel demir tutulmasina neden olmaktadir. TF'ye bagh Fe3+,
hiicrelere membran TFR1 yoluyla giren ve prostat 3'iin alti transmembran epitelyal antijeninin
ferrirediiktaz aktivitesinin Fe3+'y1 Fe2+'ya indirgedigi endozomlarda lokalize olan dolasimdaki
demirin baslica seklidir. Son olarak, iki degerlikli metal iyon tasiyicisi (DMT) 1, endozomlardan
Fe2+ salarak kararsiz demir havuzunun konsantrasyonunu arttirirken, fazla demir ferritinde
depolanmaktadir. SARS-CoV-2 ile iligkili sitokinlerdeki ve Ozellikle IL-6'daki biiyiik artis,
hepsidini uyarir ve bu da ferroportini bloke ederek hiicre i¢i demir ve ferritin artisina neden
olmaktadir. Bu demir tutulmasi fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikalini (-OH) indiikleyen
kararsiz demir havuzundaki artig1 tetikler ve nihayetinde fosfolipid ¢oklu doymamis yag asidi (PL-
PUFA) peroksidasyonu yoluyla ferroptozu tesvik etmektedir.

2.5.2. Covid-19 Enfeksiyonunda GSH-GPX4 Ekseni

GSH, hiicreleri oksidatif hasardan korumak icin serbest radikallere baglanabilen bir
tripeptittir. Glisin, sistein ve glutamattan olusmaktadir. GPX4, aktif bolgeleri selenosisteinden

olusan selenoprotein ailesine ait olan bir enzimdir. GPX4, GSH'yi GSSG'ye déniistiiren ve
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sitotoksik LOOH'yi alkole doniistiiren 6nemli bir antioksidan enzim konumundadir. Ferroptoz
esnasinda, redoks-aktif demir birikimi GSH havuzunu tiiketmektedir, daha sonra GPX4'lin
aktivitesini baskilamaktadir ve basarisiz bir antioksidan tepkiye yol agmaktadir (66, 122). GSH
eksikliginin, basta HIV/AIDS olmak {izere birgok viral enfeksiyonda ve son olarak da covid-19'da
onemli bir rol oynadigi zaten bildirilmistir (123, 124). Yapilan bir ¢alismada, azalmis GSH'nin artan
ROS ve daha siddetli semptomlarla iliskili oldugu gosterilirken, daha yiiksek GSH seviyelerine
sahip hastalarda ROS'ta bir azalma ve covid-19'da daha hizli bir iyilesmenin oldugu gosterilmistir
(124). Bu sonuglar, GSH takviyesinin covid-19'da yararli bir yardimci tedavi olabilecegini
gostermektedir (125). Ayrica baska bir ¢alismada, SARS-CoV-2'nin, ayni insan selenoproteinini
eksprese eden African Green Monkey tiiriiniin bobrek hiicrelerinde belirli bir selenoprotein setinin
ekspresyonu iizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Ozellikle, SARS-CoV-2'nin ferroptozla iliskili
GPX4, DNA senteziyle iligkili tioredoksin rediiktaz ve endoplazmik retikulumda yerlesik
selenoproteinlerin mRNA ekspresyonunu 6nemli 6lciide baskiladigi bulunmustur (126). Ozetle,
simdiye kadarki mevcut veriler, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun, her ikisi de ferroptozu kolaylastiran
azalmis GSH havuzu ve GPX4 gen ekspresyonunun asagi regiilasyonu ile karakterize oldugunu

gostermektedir (55).

2.5.3. SARS-CoV-2 Enfeksiyonu Sirasinda ROS Uretimi

ROS, ferroptozda anahtar sinyaller olarak kabul edilen redoks reaksiyonlarindan
kaynaklanan oksidanlardir (127). Aerobik metabolizmanin bir yan iiriinii olarak siiperoksit anyonu,
hidroksil radikalleri, hidrojen peroksit ve tek oksijen igermektedir. ROS'un ana hiicresel kaynaklart,
hiicre zarindaki mitokondriyal metabolizma ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidazlaridir
(NOX). Siiperoksit anyonu, mitokondrinin i¢ zari tizerindeki elektron tasima zinciri tarafindan
tiretilir ve tiretim orani, mitokondriyal i¢ transmembran potansiyeline dayanmaktadir. Daha sonra,
mitokondriyal stiperoksit dismutaz (SOD) tarafindan firetilen stiperoksit anyonu ve hidrojen
peroksit, mitokondriden sitozole yayilmaktadir (128, 129). Go¢ eden siiperoksit anyonu, SOD
tarafindan daha fazla hidrojen peroksite donistiiriiliir ve sonunda fenton reaksiyonu ile hidroksil
radikaline doniistiiriilerek PUFA'lardan LOOH olusumunu tetiklemektedir (128-130). Genel olarak
viriisler, basarili bir sekilde ¢ogalabilmeleri i¢in mitokondriyal dinamiklerini net bir sekilde
degistirebilmektedir (131). Mitokondriyal DNA hasari, mitokondriyal i¢ zar potansiyelinin
modifikasyonu, mitokondri say1 ve dagilimindaki degisiklikler, antioksidan savunmayi bozma ve
oksidatif stres artig1 gibi farkli mekanizmalar suglanabilmektedir (131, 132). Mitokondrinin konak
hiicrelerinin SARS-CoV-2 viriisiinden korumak i¢in kullandigi mekanizmalar yakin zamanda
bildirilmis olsa da, viriisiin mitokondri ROS olusumunu nasil etkiledigine dair mevcut bilgiler
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stirlidir (133). Viriisiin yardimer proteinlerinden biri (134) olan open reading frame-9b (Orfob)’nin
hiicre mitokondri morfolojisini degistirdigini, mitokondriyal antiviral sinyal sistemine miidahale
ettigini, interferon (IFN) tiretimini baskiladigini ve ROS tarafindan aktive edilen hiicresel bir
makine olan otofajiyi artirdigini ortaya konulmustur. SARS-CoV-2 Orf9b ve mitokondriyal dis zar
translokasyonu (TOM70) arasinda yiiksek giivenirlikli bir protein-protein etkilesiminin varligi tespit
edilmistir (135). Daha sonra SARS-CoV-2 Orf9b'nin mitokondri zarmin yiizeyinde TOM70'e
baglandig1 ve tip I IFN yanitin1 inhibe ettigi gosterilmistir (136). Ek olarak, mitokondriye kalsiyum
transferini azaltarak TOM?70'in modifiye edilmis aktivitesinin mitokondriyal solunumu azalttigi,

hiicre biyoenerjisini etkiledigi ve ROS olusumunu indiikledigi kanitlanmustir (137) (Sekil 7).

Bir¢ok calisma, solunum yolu viriislerinin neden oldugu asir1 ROS iiretiminin kismen
NOX (nikotinamid adenin diniikleotid fosfat oksidaz) aktivitesinin aracilik ettigini gdstermistir
(138). NOX2'nin covid-19'da aktive oldugu ve ciddi klinik sonuglar ve trombotik olaylarla
baglantili oldugu da gosterilmektedir (139). Mevcut kanitlar, anjiyotensin 1 reseptoriine (ATIR)
baglanan anjiyotensin II'nin (Ang II) NOX aktivasyonunu kontrol ettigini gostermektedir (140,
141). Bu nedenle, SARS-CoV-2'nin neden oldugu ACE2 reseptor sayisnin azalmasi, dolagimdaki
Ang II'yi ve bunun NOX!'i tetikleyerek covid-19 siddetine gore oksidatif strese ve iltihaplanmaya
neden olan anjiotensin 1 reseptoriine (AT1R) baglanmasini artirmaktadir (142) (Sekil 7). SARS-
CoV-2 enfeksiyonu, hiicre i¢i demir tutulumu, yetersiz GSH-GPX4 ekseni ve asir1 ROS {iretimi ile
karakterizedir. Tim kosullar fenton reaksiyonu yoluyla LOOH ve hidroksil radikali olusumunu ve
nihayetinde ferroptozu tesvik etmektedir (55). Bu nedenle, bu kanita ve siddetli SARS-CoV-2
enfeksiyonundaki (143) ve diger multi sistem hastaliklarindaki (144) kanitlara dayanarak,

ferroptozisin organ hasarinin énemli bir nedeni olabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil-7: SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda ROS olusturma semasi (145)

ROS'un ana hiicresel kaynaklari, hiicre zarindaki mitokondri ve NOX'dir. 02
mitokondrinin i¢ zarinda ETC tarafindan iiretilir. Daha sonra mitokondriyal SOD2 tarafindan
tiretilen O2 ve H202 mitokondriden sitozole yayilabilir. Taginan O2, SOD tarafindan daha fazla
H202'ye doniistiiriiliir ve sonunda fenton reaksiyonu ile OH'ye doniistiiriilerek PUFA'lardan LOOH
olusumunu tetikler. Ayrica SARS-CoV-2'nin yardimci proteinlerinden biri olan Orf9b, mitokondri
zarinin yiizeyinde TOM70'e baglanarak ROS olusumunu arttirir. NOX'e gelince, SARS-CoV-2,
ACE2 reseptorlerini azaltarak dolasimdaki Ang II'yi ve bunun NOX'i tetikleyerek ROS olusumunu
artiran AT1R'ye baglanmasini arttirir (Sekil 7).

2.5.4. Potansiyel Terapotik Miidahaleler

Ferroptoz, farmakolojik olarak modiile edilebilen hiicresel mekanizmalar tarafindan
kontrol edilen diizenlenmis bir hiicre 6liimii oldugundan [106], bir¢ok calisma ferroptozu birgok
farkl1 hastalikta ve son zamanlarda da covid-19’da organ hasarini 6nlemek igin yeni bir hedef olarak
vurgulamistir (68,122,143,146,147). Ancak simdiye kadar, ferroptoz inhibisyonunun SARS-CoV-
2'nin neden oldugu organ hasarimi 6nlemede yardimci olup olmayacagi heniiz belirlenmemistir.
Bununla birlikte, lipid peroksidasyonunun hem SARS-CoV-2 enfeksiyonunda hem de ferroptozdaki
anahtar roliiniin giderek daha fazla kabul gérmesi géz oniine alindiginda (55,122), klinik ortamda

lipid peroksidasyonunu dnlemeye yonelik yaklasimlar i¢in giiclii bir potansiyel gerek¢e olusmustur
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(68, 148). Potansiyel adaylar su bilesikler olabilir: GPX4-GSH c¢ksenini giiglendiren bilesikler;
radikal tutucu antioksidan (RTA) aktivitesini indiikleyen ve/veya lipoksijenazlar1 (LOX'lar) ve
ACSL4 aktivitesini inhibe eden bilesikler; hiicresel kararsiz demir havuzunun tiikkenmesine neden

olan bilesikler.

Sonug olarak, ¢oklu organ hasar1 siklikla SARS-CoV-2 enfeksiyonunun alevlenmeleri
sirasinda ortaya ¢ikar (78) Son yillarda birkag ¢alisma, organ hasarini onlemek igin farkl
hastaliklarda ve muhtemelen covid-19'da yeni bir terapotik hedef olarak ferroptozu vurgulamistir
(8, 10). Simdiye kadar, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun neden oldugu organ hasarinin tedavisinde

ferroptoz inhibisyonunun yardimci olup olmayacagi hentiz belirlenmemistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul izni

Bu c¢alismanm Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
05.07.2021 tarihli, 13 nolu oturumda ve 18 sayili, saat 13.30 karar1 ile onayr alinmistir. Harran
Universitesi Bilimsel Arastirma Koordinatdrliigii tarafindan 05.11.2021 tarih ve 21246 protokol

numarasi ile desteklenmistir.

3.2. Calisma grubunun olusturulmasi

Bu calismadaki hasta grubu, 2019 ve 2021 senesi arasinda Harran Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Covid Poliklinigine basvuran covid-19 hastalarindan meydana gelmektedir. 30
adet pozitif, 28 adet siipheli ve 30 adet kontrol grubu olmak tizere 3 grup olusturuldu. Covid Pozitif
grup PCR testi pozitif sonuglanan hastalardan, Covid Siipheli grup PCR testi negatif olarak
sonuclanan fakat Toraks BT goriintillemesinde covid bulgulart mevcut olan hastalardan
olugsmaktadir. Covid Negatif grup olarak adlandirilan kontrol grubuna ise ek hastaligi olmayan

saglikli bireyler dahil edilmistir.

3.3. Orneklerin Hazirlanmasi

Kan ornekleri Covid-19 Siipheli, Pozitif ve Kontrol kanlari olarak toplandi. Aldigimiz
kanlarin jelli (biyokimya tiipii) tiiplere aktarilmasinin ardindan, kanlara 4000 rpm’de 10 dk santrifiij
islemi yapilarak serumlar1 elde edildi. Elde edilen serumlar, GPX4, LOOH ve GSH-GSSG
parametreleri galisilmak {izere —80 oC’de muhafaza edildi.

3.4. Kullanilan Arag ve Geregler

Calismamizda Harran Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Biyokimya AR-GE

Laboratuvarindaki cihazlar kullanilmistir.

1-Santrifiij (Hettich Universal 30 RF)
2-Spektroflorometre (Thermo Fisher Scientific, Finland)
3- Derin dondurucu -80 oC (Thermo)
4- Vorteks (Niive, NM 110 model, Tiirkiye)
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5- Otomatik biyokimya analizorii (Aeroset, USA)
6-Mikroplate Washer (BIORAD, Fransa)
7-Micr santfirtij (ISOLAB)

8-Etiiv (Memmert, Germany)
9-1000, 100, 10 pul’lik pipet makinesi (Brand marka)
10-300 ve 50 ul’lik ¢oklu pipet makinesi (Brand marka)

3.5. Glutathione Peroxidase 4 Analizi

Human Glutathione Peroxidase 4 Bioassay Technology Laboratory (BT Lab) markali bir

kitle calisilmistir (Catalog no: E6887Hu).

Reaktif Hazirlama:

1.
2.

3.

Biitiin reaktifler kullanilmadan evvel oda sicakliginda olmalidir.

Standart 24ng/ml standart stok soliisyonu elde etmek i¢in 120ul standardi (24 ng/ml)
120ul standart diluent ile diliie edilmelidir. Diliie edilmeden evvel hafif bir sekilde
karigtirllarak standardin 15 dk oturmasina izin verilmelidir. Standart stok soliisyonunu
(24ng/ml) 1: 2 standart seyreltici ile 12 ng/ml, 6 ng/ml, 3 ng/ml ve 1,5 ng/ml, 0,75
ng/ml soliisyonlar elde etmek icin seri olarak diliie ederek cift standart noktalar
hazirlanmalidir. Standart seyreltici, sifir standart (0 ng/ml) seklinde fonksiyon
gormektedir. Artan diger ¢ozeltiler -20 ° C'de dondurularak saklanmali ve sonrasinda 30
giin icerisinde kullanilmalidur.

500 ml 1x yikama tamponu olusturmak i¢in, 20 ml kadar yikama tamponu konsantresi
25x damitilmis ya da deiyonize suyla diliie edilmelidir. Konsantrede kristaller meydana

gelmigse kristaller komple ¢6ziilene dek yavas yavas karigtirilmalidir.

Testin Prensibi

1.

Biitiin standart soliisyonlari, reaktifler ve ornekler yonergelere bakarak diizenledik.
Kullanmadan evvel biitiin reaktifleri oda sicakliginda muhafaza ettik. Tahlili de oda

sicakliginda yaptik.

. Test i¢in yeterli miktarda serit tayin ettik. Seritleri kullanmak amaciyla ¢ergevelere

koyduk ve kullanilmayacagimiz seritleri 2-8 °© C'de muhafaza ettik.

. Standart kuyucuga 50 ul kadar standart ilave ettik. Standart kuyucuga antikor eklemedik

zira standart ¢6zeltide biyotinlenmis antikor mevcuttur.
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4. Numune kuyucuklarma 40 upl kadar numune ilave edilmesinden sonra numune
kuyucuklarma 10 pl kadar anti-GPX4 antikoru ilave ettik, ardindan da numune
kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50 pl streptavidin-HRP ilave ettik (bos kontrol
kuyusu degildir). Giizelce birbirleriyle karistirdik ve plakay: bir miihiirleyici ile orttiik.
37 ° C sicaklikla 60 dk kadar inkiibe ettik.

5. Sizdirmazlik maddesini ¢ikardik ve plakayr bes kere yikama tamponu araciligiyla
yikadik. Kuyucuklart her bir yikama igin 30 sn ile 60 sn siire araliginda en az 0,35 ml
yikama tamponu ile 1slattik. Otomatik yikama igin, biitiin Kuyulari aspire ettik ve bes
kere yikama tamponu ile yikadik, sonrasinda da kuyular1 yikama tamponu ile
doldurduk. Plakay: bir kagit havlu ya da farkli bir emici materyal tistiinde kuruttuk.

6. Her bir kuyucuga 50 pl kadar substrat soliisyonu A ilave ettik ve sonrasinda her bir
kuyucuga 50 ul kadar substrat soliisyonu B ekledik. Baska bir kapatici ile kaplanmig
olan plag: karanlik ortamda 37 © C sicaklikta on dk inkiibe ettik.

7. Her bir kuyuya 50ul kadar durdurma soliisyonu ekledik. Ardindan soliisyonun renginin
maviligi aninda sartya donmiistiir.

8. Durdurma soliisyonunun ilave edilmesinin ardindan on dk igerisinde 450 nm'ye
ayarlanan bir mikroplaka okuyucu vasitasiyla her bir kuyucugun optik yogunlugunu
(OD degeri) bir an once belirledik.

3.6. Lipit Hidroperoksit Diizeyi Ol¢iimii (LOOH)

Lipit hidroperoksit diizeyi, modifiye FOX2 Assay metodu vasitasiyla saptanmigtir. Bu
metotda, reaksiyon ortaminda bulunmakta olan ferréz iyonlar: lipid hidroperoksitler araciligiyla
ferrik iyona oksitlenmektedirler. Meydana gelen ferik iyon kromojenleri xylenol orange, ferrik
iyonla renkli mega kompleks molekiil olusturmakta ve sonrasinda olusan bu renkli molekiiliin
absorbansi 560 nm’de end point modda Ol¢iilmektedir. Bu 6l¢iim esnasinda kalibrator olarak taze
hazirlanmis bir t-butylhydroperoxide standardi kullanilmistir. Sonuglar pmol/gr protein seklinde

ifade edilmistir.
3.7. GSH/GSSG Analizi

Serum azaltilmis ve oksitlenmis glutatyon seviyesi (GSH ve GSSGQG), iireticinin
protokoliine gore BioVision'dan (Cat. K264, BioVision, Inc, CA, ABD) bir kit kullanilarak

Olclilmiistiir.
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Glutatyon, dokularda ve hiicrelerde oksidatif strese karsi hiicresel savunmada kritik bir rol
oynayan, hiicre i¢i diisiik molekiiler agirlikli tiyoldiir. DTNB-enzim dongiilii glutatyon deney kiti
veya Monoklorobiman bazli deney Kiti gibi ticari olarak temin edilebilen glutatyon saptama kitleri,
indirgenmis glutatyon (GSH; FW: 307) ve oksitlenmis glutatyon (GSSG; FW: 612) arasinda
neredeyse hi¢ ayrim yapmaz. BioVision'n Glutatyon Saptama Kiti, GSH, GSSG ve toplam
glutatyonu ayr1 ayr1 saptamak i¢in benzersiz, kullanigh bir arag¢ saglar. Testte OPA, GSH (GSSG
degil) ile reaksiyona girerek floresan iiretir, bdylece GSH spesifik olarak &lgiilebilir. Indirgeyici bir
ajanin eklenmesi GSSG'yi GSH'ye doniistiiriir, boylece (GSH + GSSG) belirlenebilir. GSSG'yi
spesifik olarak olgmek i¢in, GSH'yi ¢ikarmak i¢in bir GSH Sondiiriicii eklenir ve OPA ile
reaksiyonu onler (GSSG etkilenmezken). Daha sonra fazla sondiiriiciiyli yok etmek ve GSSG'yi
GSH'ye doniistiirmek icin indirgeyici ajan eklenir. Boylece, GSSG spesifik olarak ol¢iilebilir. Kit,
protein tiyol girisimini ortadan kaldirmak ve ¢ozeltideki GSH ve GSSG'yi stabilize etmek igin

benzersiz bir prosediir ve tampon formiilii saglar.

Test Protokolii:

1. Standart Egri: 990 ul Test Tamponuna 20 pg/ul standart GSH stokundan 10 pl ekledik.
0,2 pg/ul galisan standart bir ¢oziim olusturduk. 96 oyuklu bir plakaya 0, 2, 4, 6, 8, 10
ul ekledik. 0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0 pg/kuyucuk GSH firetir. Assay Buffer ile hacmi 90
ul'ye getirdik.

2. Testler i¢cin Numunelerin Hazirlanmasi: PCA'y1 ¢okeltmek ve numuneleri notralize
etmek i¢in 40 pul PCA korunmus numuneye 20 pl buz gibi soguk 6N KOH ekleyin (pH
5-10 olmalidir). 5 dakika buz iizerinde tutun, ardindan 40C'de 13.000 G'de 2 dakika
dondiirdiik. 10 pl noétralize numuneleri 96 oyuklu bir plakaya aktardik. Okumalarin
standart egri aralifinda oldugundan emin olmak i¢in numunelerinize birkag diliisyon
(6rnegin 1-10 pl) eklemeyi sectik.

A. GSH'yi Saptamak i¢in: Ornek hacmini Assay Buffer ile 90 pl'ye getirdik.

B. Total Glutatyonu Tespit Etmek i¢in: Numune kuyusunu Assay Buffer ile 80 pl'ye
getirdik. Ornek olmadan bir arka plan kontrolii yaptik. Kuyulara 10 ul indirgeyici Ajan
Karigimi ekleyin, iyice karistirip, GSSG'y1 GSH'ye doniistiirmek i¢in oda sicakliginda
10 dakika inkiibe ettik.

C. GSSG'yi Saptamak icin: Ornek kuyu hacmini Assay Buffer ile 70 pl'ye getirdik. Ornek
olmadan bir arka plan kontrolii yaptik. 10 pl GSH Quencher ekleyip, iyice karistirip ve
GSH'yi sondiirmek i¢in oda sicakliginda 10 dakika inkiibe ettik. Daha sonra fazla GSH
Sondiiriicilyii yok etmek ve GSSG'yi GSH'ye doniistiirmek igin 10 pl Indirgeyici Ajan
Karigimi ekledik.
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3. Standart ve numune kuyularma 10 pl OPA Probu ekledik, iyice karistirip, oda
sicakliginda 40 dakika inkiibe ettik. Ex/Em = 340/420 nm ile donatilmis bir floresan
plaka okuyucusunda ornekleri ve standartlar1 okuduk. Plaka okuyucu ayarlarini,
glutatyon olmadan arka plan okumasi yaklasik 50-150 RFU olacak sekilde ayarlamanizi
oneririz.

4. Ornek okumalardan arka plan okumasim ¢ikardik. RFU ve GSH standardinin grafigini
cizdik. Her numunede glutatyon miktarini elde etmek i¢in numune okumalarini standart

egriye uyguladik.

3.8. istatistiksel Yontem

Verilerin analizi esnasinda SPSS 22,0 istatistik paket programi kullanilmistir.
Degerlendirme sonuglarinin tanimlayict istatistikleri; kategorik degiskenler i¢cin say1 ve ylizde,
sayisal degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, ortanca, minimum, maksimum seklinde
verilmistir. Gruplarin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi araciligyla
belirlenmistir. Bagimsiz 2 grup arasinda sayisal degiskenler karsilastirilirken; normal dagilim
kosulu saglanmadiginda Mann Whitney U testinden yararlanilmistir. Bagimsiz 3 ya da daha fazla
sayida grup karsilastirilirken normal dagilim kosulu olustugunda ANOVA testinden, olusmadiginda
ise Kruskal Wallis testinden yararlanilmistir. ANOVA testinde 6nemli farkliliklarin goériilmesi
durumunda varyanslarin homojenligine bakilmig; homojen olmasi halinde Tukey, homojen
olmamasi halinde Tamhane testi kullanilmistir. Kruskal Wallis Testinde 6nemli farkliliklarin
goriilmesi durumunda Post hoc karsilastirmalar ise Bonferroni ile test edilmistir. Niteliksel verilerin
karsilagtirilmasinda ki-kare testi kullanilmistir. Korelasyon testi olarak normal dagilim sarti
geldiginde Pearson, normal dagilim sartt meydana gelmediginde Spearman testinden
faydalanilmistir. Ferroptozis belirteglerinin hastaligt ongérmede tanisal karar verdiriciligi ROC

egrisi analizi ile incelenmistir. Istatistiki alfa anlamlilik diizeyi p<0,05 seklinde kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya katilan 88 kisinin 50°si (%56,8) kadin, 381 (%43,2) erkektir. Katilimcilarin yas
ortalamasi 51,2+16,7’dir (Min: 19-Maks: 88). Sigara kullanimi sorgulanan 73 kisinin 20’si (%27,4)
sigara kullanmaktadir. Calismadaki katilimcilarin 30’u (%34,1) covid PCR testi pozitif olan hasta;
28’1 (%31,8) covid PCR testi negatif fakat toraks BT goriintiilemesi covid ile uyumlu olan siipheli
hasta ve 30’u (%34,1) covid negatif olan saglikli bireylerden olusmaktadir.

Katilimcilarin  tanimlayict  6zelliklerinin  gruplar aras1 karsilastirilmasi Tablo 1°de
gosterilmistir. Covid Pozitif grubundaki hastalar ile Covid Siipheli grubundaki hastalarin yas
ortalamalari; Covid Negatif grubundaki kisilerden istatistiki olarak oOnemli Olglide yiiksektir
(swrastyla p=0,027; p<0,001). Cinsiyet ve sigara kullanimi agisindan gruplar karsilastirildiginda

onemli bir fark saptanmamuistir (p>0,05).

Tablo-1: Katilimcilarin Tanimlayici Ozelliklerinin Gruplar Arasi Karsilastiriimasi

Covid Pozitif Covid Siipheli | Covid Negatif p
Grup Grup Grup
Yas, Ort£SS <0,001*
Medyan (Min- 52,53+16,99 60,32+15,70 41,3+11,67 p1-8=0,027

Maks) 56 (19-88) 64,5 (20-80) 445 (20-60) P23=<0,001
Cinsiyet, n (%) 0,394**

Kadin 16 (53,3) 14 (50,0) 20 (66,7)

Erkek 14 (46,7) 14 (50,0) 10 (33,3)
Sigara, n (%) 0,495**

Evet 6 (20,0) 9(32,1) 5 (33,3)

Hayir 24 (80,0) 19 (67.9) 10 (66,7)
* Kruskal Wallis Testi, **Ki-kare testi

Calismaya katilan 88 kisinin biyokimya, hemogram ve ferroptozis belirteci

parametrelerinin degerleri Tablo 2°de 6zetlenmistir.
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Tablo-2: Katilimcilarin biyokimya, hemogram ve ferroptozis belirteci parametre degerleri

Parametre Ort£SS Medyan (Min-Maks)
Biyokimya
Demir 43,05+35,93 33,5 (1-142)
Transferrin 205,19+56,69 199,5 (108-399)
Ferritin 245,11+357,48 136,65 (1,8-2664,7)
CRP 4,71+5,67 2,57 (0,05-22,8)
D-Dimer 1,144+2,01 0,40 (0,12-13,73)
Fibrinojen 402,15+168,16 338,75 (187-802)
AST 58,25+75,38 36,5 (12-503)
ALT 32,33+38,41 22 (9-334)
Albiimin 4,03+0,44 4,10 (2,60-5,20)
LDH 317,68+202,90 257,50 (114-1427)
Hemogram
WBC 7,48+3,41 6,93 (1,53-27,80)
WVF 0,98+0,02 0,98 (0,86-1,00)
NEU 5,12+3,32 4,49 (0,53-26,3)
LYM 1,64+0,92 1,51 (0,36-6,63)
MONO 0,54+0,23 0,51 (0,11-1,22)
EOS 0,10+0,15 0,05 (0-1,06)
BASO 0,02+0,02 0,01 (0-0,09)
PLT 254,97+85,08 242 (19,40-513)
Ferroptozis Belirtegleri
GPX-4 2,38+1,49 1,96 (0,62-10,56)
LOOH (umol/g) 2,27+0,97 2,34 (0,11-3,86)
REDUCED GSH 39,54+15,11 39,55 (1,35-72,80)
(ng/mg)
GSSG 5,67+1,82 5,26 (1,83-11,11)
Total (GSH+GSSG) 45,21+14,08 44,27 (7,77-76,14)
GSH/GSSG 8,49+6,03 7,35 (0,21-39,55)

Arastirma grubunun biyokimyasal degerlerinin gruplar arasi karsilastirilmasi Tablo 3’te

gosterilmistir. Covid Pozitif ile Covid Siipheli grubundaki hastalarda demir, transferrin, albiimin

parametreleri Covid Negatif grubundaki kisilere gore istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiikken;

ferritin, CRP, D-dimer, fibrinojen, ALT ve LDH parametreleri 6nemli diizeyde yiiksektir (p<0,05).

AST degerleri Covid Negatif grubundaki kisilerde 6lgtilmemis olup, diger 2 grup arasinda istatistiki

fark bulunamamistir (p=0,463).
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Tablo-3: Arastirma Grubunun Biyokimyasal Degerlerinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

Covid Pozitif Grup

Covid Siipheli Grup

Covid Negatif Grup

(n=30) (n=28) (n=30)
Ort+SS Ort+SS Ort+SS p
Medyan (Min-Maks) | Medyan (Min-Maks) | Medyan (Min-Maks)
<0,001*
Demir 21,83+23,16 30,86+23,57 75,63+33,34 P1=<0,001
14 (1-95) 25,5 (1-85) 71,5 (19-142) P?2=<0,001
<0,001*
Transferrin 187,93+48,31 179,39+49,70 246,53+47,85 P3=<0,001
184 (128-380) 171 (108-364) 239,5 (136-399) P23=<0,001
<0,001*
Ferritin 260,77+201,53 419,64+543,68 66,56+70,13 P13=<0,001
220,15 (11,7-795,5) | 223,95 (2,6-2664,7) 31 (1,8-231) P#3=<0,001
<0,001*
CRP 7,51+5,54 6,19+6,26 0,52+0,89 P1-8=<0,001
6,57 (0,12-20,81) 3,71 (0,05-22,8) 0,29 (0,05-3,94) P?3=<0,001
<0,001*
D-Dimer 1,09+0,95 2,26+3,26 0,26+0,09 P13=<0,001
0,74 (0,25-4,08) 0,99 (0,19-13,73) 0,24 (0,12-0,42) P?3=<0,001
<0,001**
Fibrinojen 484,28+149,67 478,56+172,51 261,83+50,60 P3=<0,001
483,46 (228,6- 474 (207-802) 259 (187-361) P?3=<0,001
746,53)
0,463***
AST 51,93+45,37 68,32+105,05
41 (12-235) 32 (15-503)
0,004*
ALT 35,33+23,21 39,46+59.91 21,96+17,37 P1-3=0,004
27 (9-96) 26 (9-334) 16,5 (9-78) P?3=0,043
<0,001**
Alblimin 3,91+0,46 3,86+0,38 4,37+0,26 P1-3=<0,001
3,9 (2,6-4,7) 3,9 (2,9-4,6) 4,4 (3,9-5,2) P?3=<0,001
<0,001*
LDH 382,97+184,50 361,85+248,44 191,64+82,92 P3=<0,001
387 (167-1167) 302 (170-1427) 172 (114-554) P#3=<0,001

* Kruskal Wallis Testi, *ANOVA testi, ***Mann-Whitney U testi

Arastirma grubunun biyokimyasal parametrelerinin grafiksel gosterimi Grafik 1-10 olarak

sunulmustur.
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Grafik-1: Arastirma Gruplarinin Demir Seviyeleri

400,04 [&]
*
*

300,01
=
m —
e
w
(I8
w
E 200,01
|—

1000 o

0 T T T
per + bt pozitif per - |, bt pozitif por -, bt -
GRUP

Grafik-2: Arastirma Gruplarinin Transferrin Seviyeleri
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Grafik-3: Arastirma Gruplarinin Ferritin Seviyeleri
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Grafik-4: Arastirma Gruplarinin CRP Seviyeleri
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Grafik-5: Arastirma Gruplarinin D-Dimer Seviyeleri
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Grafik-6: Arastirma Gruplarinin Fibrinojen Seviyeleri
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Grafik-7: Arasgtirma Gruplarinin ALT Seviyeleri
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Grafik-8: Arastirma Gruplarinin AST Seviyeleri
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Grafik-9: Arastirma Gruplarinin Albiimin Seviyeleri
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Grafik-10: Arastirma Gruplarmin LDH Seviyeleri

Arastirma grubunun hemogram degerlerinin gruplar arasit karsilastirilmasi Tablo 4’te
gosterilmistir. Ug grup arasinda ldkosit, WVF, nétrofil ve trombosit acisindan istatistiki olarak

onemli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05). Lenfosit ve bazofil degerleri Covid Negatif grubunda
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diger gruplara gore istatistiksel olarak 6nemli bir diizeyde yiiksek bulunmustur (p<0,001). Monosit
degerleri, Covid Pozitif grubundaki hastalarda Covid Negatif grubundaki kisilere gore daha
distiktiir (p=0,043). Eozinofil degerleri ise Covid Pozitif grubundaki hastalarda en diisiik; Covid
Negatif grubundaki kisilerde en yiiksek saptanmistir (p<0,001).

Tablo-4: Arastirma Grubunun Hemogram Degerlerinin Gruplar Arasi1 Karsilastirilmasi

Covid Pozitif Covid Siipheli Covid Negatif
Grup (n=30) Grup (n=28) Grup (n=30)
Ort£SS Ort£SS Ort+SS p
Medyan (Min- Medyan (Min- Medyan (Min-
Maks) Maks) Maks)
WBC 6,92+2,83 8,45+4,91 7,11+1,48 0,582*
6,53 (1,53-13,10) 7,57 (3,32-27,80) 6,86 (4,07-9,35)
WVF 0,98+0,01 0,98+0,03 -2 0,096**
0,98 (0,94-1,00) 0,99 (0,86-1,00)
NEU 5,02+2,58 6,29+4,80 4,03+1,25 0,115*
4,70 (0,53-9,66) 5,53 (1,81-26,3) 4,04 (1,27-6,23)
<0,001*
LYM 1,36+1,17 1,36+0,67 2,2340,45 P1¥=<0,001
1,17 (0,36-6,63) 1,30 (0,39-3,49) 2,18 (1,05-3,10) P223=<0,001
0,043***
MONO 0,45+0,21 0,57+0,28 0,60+0,17 P1-2=0,021
0,41 (0,17-0,97) 0,49 (0,11-1,22) 0,56 (0,31-0,97)
<0,001*
EOS 0,04+0,07 0,10+0,20 0,18+0,12 P2=0,043
0,01 (0-0,33) 0,06 (0-1,06) 0,17 (0-0,44) P3=<0,001
P?3=0,008
<0,001*
BASO 0,01+0,01 0,01+0,02 0,04+0,03 P3=<0,001
0,01 (0-0,07) 0 (0-0,09) 0,04 (0-0,09) P?3=<0,001
<0,072***
PLT 227,79+£83,07 227,61£105,29 261,67+£52,20
219 (19,40-480) 251,5 (110-513) 257 (176-380)

* Kruskal Wallis Testi, **Mann Whitney U testi, ***ANOVA testi

Calisma grubunun ferroptozis belirteclerinin gruplar arasi karsilastirmasi Tablo 5’te
gosterilmistir. Covid Pozitif grubundaki hastalarda GPX-4 degeri diger gruplara oranla istatistiki
olarak daha diisiik, GSSG degeri diger gruplara oranla istatistiksel olarak daha yiiksek saptanmistir
(p<0,001). Reduced GSH ve GSH/GSSG degerleri Covid Pozitif grubundaki hastalarda en diisiik,
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Covid Negatif grubundaki hastalarda en yiiksek olarak tespit edilmistir (p<0,001). LOOH degerleri
Covid Pozitif grubundaki hastalarda diger gruplara gore istatistiki olarak daha yiiksek tespit
edilmistir (p<0,001). Total (GSH+GSSG) degerleri ise Covid Pozitif grubundaki hastalarda diger
gruplara oranla istatistiki olarak daha diisiik tespit edilmistir (p<0,001).

Tablo-5: Calisma Grubunun Ferroptozis Belirteglerinin Gruplar Arasi Karsilastirmasi

Covid Pozitif Covid Siipheli Covid Negatif
Grup (n=30) Grup (n=28) Grup (n=30)
Ort£SS Ort£SS Ort+SS p
Medyan (Min- Medyan (Min- Medyan (Min-
Maks) Maks) Maks)
<0,001*
GPX-4 1,63+0,55 2,25+0,78 3,25+2.11 P-2= 0,005
1,54 (0,62-3,11) 1,98 (1,27-4,48) 2,50 (1,22-10,56) P13=<0,001
<0,001**
LOOH (umol/g) 3,23+0,40 2,20+0,71 1,38+0,66 P12=<0,001
3,24 (2,20-3,86) 2,31 (1,12-3,34) 1,19 (0,11-2,54) P1-8=<0,001
P?3=<0,001
<0,001*
REDUCED GSH 24.78+5,54 39,90+4,70 53,96+13,91 P12=<0,001
(ng/mg) 25,30 (7,58-35,39) | 40,70 (26,99-47,46) | 55,42 (1,35-72,80) P3=<0,001
P%3=0,004
<0,001*
GSSG 7,31£1,45 5,15+1,43 4,52+1,24 P12=<0,001
7,35(2,99-11,11) 5,00 (3,04-8,18) 4,64 (1,83-7,01) P3=<0,001
<0,001**
Total 32,09+5,79 45,05+4,78 58,47+13,40 P12=<0,001
(GSH+GSSG) 32,16 (15,88-42,76) | 45,77 (31,98-52,38) | 59,88 (7,77-76,15) P3=<0,001
P?3=<0,001
<0,001*
GSH/GSSG 3,55+1,19 8,37+2,68 13,55+7,03 P12=<0,001
3,39 (0,91-7,35) 8,06 (4,35-13,88) 12,29 (0,21-39,55) P3=<0,001
P3=0,040

*Kruskal Wallis Testi, *ANOVA testi

Caligma gruplarmin Ferroptozis belirteci degerlerinin  biyokimya parametreleri ile
korelasyon diizeyleri Tablo 6’da verilmistir. GPX-4 demir ile pozitif yonde, orta diizeyde; transferin
ile pozitif yonde, zayif diizeyde; CRP, D-dimer, fibrinojen, LDH ile negatif yonde, orta diizeyde
koreledir. LOOH demir ve transferrin ile negatif yonde, orta diizeyde; albiimin ile negatif diizeyde,
zayif diizeyde; ferritin, CRP, D-dimer, fibrinojen, ALT ve LDH ile pozitif yonde, orta diizeyde
koreledir. Reduced GSH demir ve transferrin ile pozitif yonde, orta diizeyde; albiimin ile pozitif
diizeyde, zayif diizeyde; ferritin, CRP, D-dimer, fibrinojen ve LDH ile negatif yonde, orta diizeyde;
ALT ile negatif yonde, zayif diizeyde koreledir. GSSG demir ve transferrin ile negatif yonde, orta
diizeyde; albiimin ile negatif diizeyde, zayif diizeyde; ferritin, CRP, D-dimer, fibrinojen ve LDH ile
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pozitif yonde, orta diizeyde; ALT ile pozitif yonde, zayif diizeyde koreledir. Total (GSH+GSSG)
demir ve transferrin ile pozitif yonde, orta diizeyde; albiimin ile pozitif diizeyde, zayif diizeyde;
ferritin, CRP, D-dimer, fibrinojen ve LDH ile negatif yonde, orta diizeyde; ALT ile negatif yonde,
zayif diizeyde koreledir. GSH/GSSG demir, transferrin ve alblimin ile pozitif yonde, orta diizeyde;
ferritin, CRP, D-dimer, fibrinojen, ALT ve LDH ile negatif yonde, orta diizeyde koreledir.

Ferroptozis belirteci degerlerinin hemogram parametreleriyle korelasyonlar:1 Tablo 7’de
gosterilmistir. GPX-4 lenfosit ve eozinofil ile pozitif yonde, zayif diizeyde koreledir. LOOH
lenfosit, eozinofil ve bazofil ile negatif yonde, orta diizeyde koreledir. Reduced GSH lenfosit,
eozinofil, bazofil ve trombosit ile pozitif yonde, orta diizeyde koreledir. GSSG WVF, bazofil ve
trombosit ile negatif yonde, zayif diizeyde; lenfosit, monosit ve eozinofil ile negatif yonde, orta
diizeyde koreledir. Total (GSH+GSSG) lenfosit, eozinofil ve bazofil ile pozitif yonde, orta diizeyde;
trombosit ile pozitif yonde, zayif diizeyde koreledir. GSH/GSSG lenfosit, eozinofil ve bazofil ile
pozitif yonde, orta diizeyde; WVF ve trombosit ile pozitif yonde, zayif diizeyde koreledir.
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Tablo-6: Ferroptozis Belirteci Degerlerinin Biyokimya Parametreleriyle Korelasyonu

Demir Transferri Ferritin CRP D-Dimer | Fibrinojen AST ALT Albiimin LDH
n

GPX4 r=0,390 r=0281 | r=-0,205 | r=-0,356 | r=-0,400 | r=-0,371 |r=-0,112 | r=-0,171 | r=0,156 | r=-0,335

p=<0,001 | p=0,008 | p=0,056 | p=0,001 | p=<0,001 | p=0,001 | p=0,431 | p=0,115 | p=0,156 | p= 0,002
LOOH r=-0,532 | r=-0,338 | r=0,372 r= 0,527 r=0,372 r=0451 | r=0,006 | r=0,309 |r=-0,291 | r=0,413
(nmol/g) p=<0,001 | p=0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=0,001 | p=<0,001 | p=0,966 | p=0,004 | p=0,007 | p=<0,001
REDUCED r=0,526 r=0,38 | r=-0,350 | r=-0,553 | r=-0,462 | r=-0,420 | r=-0,135| r=-0,296 | r=0,286 | r=-0,559
GSH (ng/mg) | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=0,339 | p=0,006 | p=0,008 | p=<0,001
GSSG r=-0,394 | r=-0,324 | r=0,322 r= 0,491 r=0,331 r=0,383 | r=0,036 | r=0,274 | r=-0,278 | r=0,434

p=<0,001 | p=0,002 | p=0,002 | p=<0,001 | p=0,002 | p=<0,001 | p=0,798 | p=0,011 | p=0,010 | p=<0,001
Total r=0,515 r=0,383 | r=-0,347 | r=-0,534 | r=-0,449 | r=-0,402 |r=-0,132 | r=-0,296 | r=0,271 | r=-0,562
(GSH+GSSG) | p=<0,001 | p=<0,001 | p=0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=0,353 | p=0,006 | p=0,013 | p=<0,001
GSH/GSSG r=0,477 r=0,398 | r=-0,374 | r=-0,576 | r=-0,426 | r=-0,442 |r=-0,101 | r=-0,325 | r=0,334 | r=-0,518

p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=<0,001 | p=0,478 | p=<0,001 | p= 0,002 | p=<0,001
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Tablo-7: Ferroptozis Belirteci Degerlerinin Hemogram Parametreleriyle Korelasyonu

WBC WVF NEU LYM MONO EOS BASO PLT
GPX-4 r=-0,059 r=0,167 r=-0,152 r=0,233 r=0,159 r= 0,280 r= 0,097 r=0,078
p= 0,590 p= 0,232 p= 0,164 p= 0,032 p= 0,145 p= 0,010 p=0,377 p= 0,478
LOOH r=-0,033 r=-0,232 r=0,116 r=-0,377 r=-0,207 r=-0,454 r=-0,299 r=-0,068
(umol/g) p= 0,763 p= 0,094 p= 0,292 p=<0,001 p= 0,057 p=<0,001 p= 0,005 p= 0,533
REDUCED r=0,108 r=0,229 r=-0,039 r= 0,444 r= 0,187 r=0,510 r= 0,360 r= 0,287
GSH (ng/mg) p= 0,327 p= 0,099 p= 0,725 p=<0,001 p= 0,086 p=<0,001 p= 0,001 p= 0,008
GSSG r=-0,016 r=-0,273 r= 0,095 r=-0,388 r=-0,359 r=-0,515 r=-0,225 r=-0,221
p= 0,887 p= 0,048 p= 0,386 p=<0,001 p= 0,001 p=<0,001 p= 0,039 p= 0,042
Total r=0,098 r=0,170 r=-0,044 r=10,427 r=0,153 r=10,489 r=0,350 r=0,278
(GSH+GSSG) p=0,371 p= 0,223 p= 0,688 p=<0,001 p= 0,163 p=<0,001 p= 0,001 p= 0,010
GSH/GSSG r= 0,068 r=0,288 r=-0,065 r=0,434 r= 0,295 r= 0,533 r= 0,305 r=0,270
p= 0,537 p= 0,037 p= 0,554 p=<0,001 p= 0,006 p=<0,001 p= 0,004 p= 0,012
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Ferroptozis belirteglerinin hastaligit 6ngérmede tanisal karar verdiriciligi ROC egrisi

analizi ile incelenmis ve Tablo 8’de sunulmustur. Tiim belirtecler igin egri altinda kalan alan (AUC)

istatistiksel olarak onemlidir. GPX-4 i¢in belirlenen cut-off 2,18; looh i¢in belirlenen cut-off 2,02;
reduced GSH i¢in belirlenen cut-off 41,62; GSSG i¢in belirlenen cut-off 5,09; total (GSH+GSSG)

i¢in belirlenen cut-off 52,40 ve GSH/GSSG ig¢in belirlenen cut-off 9,66 olmustur.

Tablo-8: Ferroptozis Belirteglerinin Hastaligi Ongérmede Tamisal Karar Verdiriciligi

AUC %95 Giiven p Belirlenen | Spesifisite | Sensitivite
Aralig1 Cut-off

GPX-4 0,748 0,640-0,856 <0,001 2,18 %79,3 %60,0
LOOH 0,899 0,838-0,960 <0,001 2,02 %79,3 %380,0
(umol/g)
REDUCED 0,922 0,846-0,999 <0,001 41,62 %84,5 %86,7
GSH (ng/mg)
GSSG 0,784 0,690-0,878 <0,001 5,09 %70,7 %76,7
Total 0,920 0,843-0,997 <0,001 52,40 %?200,0 %83,3
(GSH+GSSG)
GSH/GSSG 0,882 0,799-0,964 <0,001 9,66 %89,7 %83,3

Ferroptozis belirteclerinin ROC analizi grafikleri Sekil 11-16 olarak dzetlenmistir.
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Grafik-11: GPX-4 belirtecinin ROC analizi egrisi
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Grafik-12: LOOH belirtecinin ROC analizi egrisi
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Grafik-13: Reduced GSH belirtecinin ROC analizi egrisi
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Grafik-14: GSSG belirtecinin ROC analizi egrisi
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Grafik-15: Total (GSH+GSSG) belirtecinin ROC analizi egrisi
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5. TARTISMA

Cin'in Wuhan kasabasindan kaynaklanan Coronaviridae ailesine ait bir virlisiin neden
oldugu ve halen diinyanin her tarafinda saptanan covid-19 hastaliginin bir sekilde oksijen taginmasi
tizerinde bir etkisi olabilmekte ve etkileri ciddi hipoksik sorunlara yol agabilmektedir. Viicut
demirinin yaklasik %70'i eritrositlerde bulunmaktadir. Organizmalar i¢in, demiri kanda tasiyan
transferinin demir baglama kapasitesini asan demir miktarlarinda fazla demir birikimi meydana
gelmektedir. Kandaki bagli olmayan serbest demir tehlikeli olabilmektedir. Bu durumda, bir
paradoksla kars1 karsiya bulunmaktayiz. Viicut hiicrenin disinda demir eksikliginden muzdaripken,
tam tersine hiicrenin i¢inde fazla demirden muzdarip olmak gergekten paradoksaldir. Belki de bu
paradoksal durumdan yararlanan firsatgi bir RNA virlisii covid-19’dur. Ciinkii RNA viriisleri
milyonlarca yildir hi¢ durmayan tutkuyla demire ihtiyag duymaktadir (6). Sonunda hiicrelerin i¢inde
demir birikimi bir kisir dongii haline gelmektedir. Demirin bu asir1 yiikklenmesi, ferroptozis adi
verilen belirli bir hiicre 6liimiine yol agabilmektedir (7). Arastirmalar sonucu covid-19 hastaliginin
son yillarda kesfedilen yeni bir hiicre 6limii sekli olan demir birikimiyle seyreden ferroptozis ile

iliskili olabilecegi diisiincesi olusmaktadir (8).

Corrado Lodigiani ve ekibinin covid-19’lu hastalarla yaptigi bir arastirmada sigara
kullanim1 yogun bakim {iinitesinde yatan 61 hastanin 3’iinde (%4,9), yogun bakim iinitesinde
yatmayan diger 327 hastanin 42’sinde (%12,8) ve toplam 388 hastanin 45’inde (%11,6) mevcuttu
(149). Bu aragtirmada ise sigara kullanimi sorgulanan 88 hastanin yaklasik tigte biri sigara
kullanmakta idi. Sigara kullanim1 agisindan ¢alisma gruplar1 arasinda istatistik agidan anlamli bir
farklilik yoktu (p=0.495).

Chaolin Huang ve ekibinin yaptigi bir aragtirmada hastalarin bagvuru sirasindaki kan
sayimlarinda 40 hastanin 10 tanesinde (%25) 16kopeni ve 41 hastanin 26’sinda (%63) lenfopeni
saptanmistir (19). Nanshan Chen ve ekibinin yaptigi bir arastirmada basvuru sirasinda, 16kositler
dokuz (%9) hastada normal araligin altinda ve 24 (%?24) hastada normal araligin iizerindeydi. 38
(%38) hastada normal araligin {izerinde nétrofil vardi. Lenfositler birgok hastada normal araligin
altindaydi (23). Wei Jie Guan ve ekibinin yaptig1 bir arastirmada bagvuru esnasinda hastalarin
%83,2'sinde lenfositopeni ve %33,7'sinde 16kopeni saptanmistir (150). Chaomin Wu ve ekibinin
aragtirmasinda ise hastalarin yarisindan fazlasinda (64.0%) lenfositopeni vardi. Hastalarin yaklagik
ticte birinde (%34,5) notrofili vardi. Hastalarin yaklagik dortte birinde (%23,4%) 16kositoz vardi
(151). Bu arastirmada ise her 3 grubun 16kosit diizeyleri incelenmis olup ii¢ grup arasinda 16kosit ve

notrofil agisindan istatistik agisindan anlamli bulunan bir farklilik yoktu (p>0,05). Covid Negatif
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Grubun lenfosit degerleri, Covid Pozitif ve Covid Siipheli Grubun lenfosit degerlerine gore
istatistiksel olarak onemli diizeyde yiiksek bulunmustu. Ortalama I6kosit, lenfosit ve notrofil

diizeyleri normal araliktaydi.

Nanshan Chen ve ekibinin yaptigi arastirmada basvuru sirasinda trombositler 12 (%12)
hastada normal araligin altinda ve dordiinde (%4) normal araligin iizerindeydi (23). Wei Jie Guan
ve ekibinin yaptig1 arastirmada %36,2'sinde trombositopeni saptanmistir (150). Bu g¢alismada ise
ortalama trombosit diizeyleri normal sinirlardaydi ve her i{i¢ grup arasinda trombosit diizeyleri

acisindan istatistiksel anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05).

Wei Jie Guan ve ekibinin arastirmasinda hastalarin ¢ogunda yiiksek C-reaktif protein
seviyeleri vardi (150). Chaomin Wu ve ekibinin aragtirmasinda 194 hastanin 166's1 (%85,6) yiiksek
hassasiyetli C-reaktif protein artisi mevcut bulunmustur (151). Qiurong Ruan ve ekibinin yiiriittigii
68 oliim vakas1 (68/150, %45) ve 82 taburcu vakasi (82/150, %S55) iizerinde geriye doniik ¢ok
merkezli bir calismada C-reaktif protein (CRP) degerlerinde onemli farkliliklar oldugunu
gostermislerdir (112). Benzer sekilde bu ¢alismada da Covid Pozitif gruptaki hastalar ile Covid
Stipheli gruptaki hastalarda CRP diizeyleri Covid Negatif gruptaki bireylere kiyasla 6nemli oranda
yiiksek tespit edilmisti (p<0,05).

Chaolin Huang ve ekibinin yaptig1 arastirmada yogun bakim hastalarinda basvuru sirasinda
D-dimer diizeyi (medyan D-dimer diizeyi 2,4 mg/L) yogun bakim {initesinde olmayan hastalardan
(medyan D-dimer diizeyi 0,5 mg/L], p=0,0042) daha yiiksek saptanmistir (19). Wei Jie Guan ve
ekibinin aragtirmasinda hastalarin ¢ogunda yiiksek C-reaktif protein seviyeleri tespit edilmis
olmasina ragmen d -dimer diizeylerinde yiikselme daha az yaygindi (150). Fei Zhou ve ekibinin
covid-19 hastalarinin mortalitesi igin klinik seyir ve risk faktorlerini belirlemek amaciyla yaptigi
retrospektif bir kohort ¢alismasinda D-dimer degeri 172 hastanin 55’inde (%32) <0.5, 45’inde
(%26)>0.5 ila <1 arasinda, 72’si (%42) >1 seklinde saptanmistir (88). Corrado Lodigiani ve
ekibinin Italya'nin Milano kentinde bir akademik hastaneye basvuran covid-19 hastalarinda vendz
ve arteriyel tromboembolik komplikasyonlar1 inceleyen bir arastirmasinda covid-19'un inflamatuar
ve prokoagiilan durumunu yansitan, hayatta kalmayanlarda hizla artan D-dimer seviyeleri
gozlenmistir (149). Bu c¢alismada ise Covid Pozitif ve Covid Siipheli grubun D-dimer diizeyleri
Covid Negatif Gruba gére onemli diizeyde yiiksek bulunmustu (p<0,05).

Nanshan Chen ve ekibinin 99 hasta ile yaptigi bir arastirmada alanin aminotransferaz
(ALT) diizeyleri hastalarin %28’inde normal araligin iizerinde, aspartat aminotransferaz (AST)
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diizeyleri ise hastalarin %35’inde normal araligin {iizerinde saptanmistir. Calismada laktat
dehidrojenaz (LDH) diizeyleri de hastalarin %75’ inde normal araligin {istiindedir (23). Chaomin
Wu ve ekibinin aragtirmasinda bazi hastalarda yiliksek aspartat aminotransferaz (AST; 59/198
[29.8%]) ve alanin aminotransferaz (ALT; 43/198 [21.7%] ile karaciger hasar1 goriilmiistiir.
Hastalarin ¢ogunda yiiksek miyokardiyal indeksler mevcuttu: 198 hastanin 135'inde (%68,2)
yiikselmis laktat dehidrojenaz (LDH) vardi (151). Zhenyu Fan ve ekibinin yaptig1 bir arastirmada
covid-19’1u hastalarda yiikksek ALT (n = 27; 41-115 U/L), AST (n = 32; 37-107 U/L) dahil olmak
lizere basvuru sirasinda anormal karaciger fonksiyon testleri olan 55 hasta (%37,2) vardi. Baslangig
karaciger fonksiyon testleri normal olan 45 hastanin %48,4'iinde, kabulden ortalama 7 giin sonra
karaciger fonksiyonel anormalligi gelistigi saptanmistir. Calismada LDH diizeyleri total hasta
grubunda 224.5 (193-283.8), karaciger fonksiyon testleri bozuk olan hastalarda 257 (227-369),
karaciger fonksiyon testleri normal olan hastalarda 207 (186-243) olarak saptanmistir (p<0.0001).
Anormal karaciger fonksiyonu olan hastalarda, normal karaciger fonksiyonu olan hastalara gore
LDH'min daha yiiksek oldugunu belirtmekte fayda vardir. Ayrica c¢aligmada solunum
yetmezliginden Olen hastada yiikksek LDH diizeyi saptanmis olup ARDS icin bagimsiz bir risk
faktorii olarak goriilebilir. LDH'min covid-19 i¢in erken alarm ozelligi olarak kullanilip
kullanilamayacagi i¢in daha fazla analiz gerekmektedir (152). Heshui Shi ve ekibinin covid-19
pnomonisi olan 81 hastadan alinan radyolojik bulgular1 tanimlayan bir c¢alismada alanin
aminotransferaz diizeyleri 46.2 U/L (SS 29.5), aspartat aminotransferaz diizeyleri 40.8 U/L (SS
17.9) seklinde saptanmistir (153). Bu ¢alismada Covid Pozitif grup ile Covid Stipheli grubun ALT
ve LDH parametreleri Covid Negatif grubuna gore istatistiki olarak Onemli oranda yiiksek
saptanmigti (p<0,05). AST degerleri Covid Negatif grubundaki ALT diizeylerinin normal

sonuglanmasindan dolay1 6l¢iilmemis olup, diger 2 grup arasinda istatistiki fark yoktu (p=0,463).

Qiurong Ruan ve ekibinin covid-19’lu hastalarla yiiriittiigii 68 6liim vakasi (68/150, %45)
ve 82 taburcu vakasi (82/150, %55) iizerinde geriye doniik cok merkezli bir ¢alismada laboratuvar
sonuglarina bakildiginda albiimin degerlerinde 6nemli farkliliklar oldugu gézlemlenmistir (112). Bu
aragtirmada ise albiimin parametreleri Covid Pozitif ile Covid Siipheli grubunda; Covid Negatif

grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli diizeyde diisiik saptanmisti.

Heshui Shi ve ekibinin yaptig1 bir calismada fibrinojen diizeyleri 1.5 g/L olarak
saptanmistir (153). Bu c¢alismada ise Covid Pozitif ile Covid Siipheli grubunda fibrinojen
parametresi Covid Negatif grubuna gore istatistik agisindan 6nemli oranda yiiksek tespit edilmisti
(p<0,05).
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Rosa Bellmann-Weiler ve ekibinin yaptig1 covid-19 enfeksiyonu olan hastaneye yatirilan
259 hastadan olusan arastirmada, 64 hastada (%24,7) basvuru sirasinda anemi vardi. Ozellikle,
serum demir konsantrasyonu ve transferrin (Tf), anemik deneklerde 6nemli 6l¢iide daha diisiikken,
ferritin seviyelerinin farkli olmadig1 saptanmigtir. Anemisi olan hastalarin yilizdesinin hastanede
yatis sirasinda giderek arttigi tespit edilmistir (yatisin 7. giiniinde %68.8) (108). Kang Zhao ve
ekibinin serum demirinin covid-19'un ciddiyetini ve mortalitesini tahmin etmedeki roliinii
degerlendirdigi bir arastirmada 50 hastanin 45'inde (%90) anormal derecede diisiik serum demir
seviyeleri (<7.8 pmol/L) vardi. Azalan serum demir seviyesi, covid-19'un hafiften siddetli ve kritik
hastaliga gecisini ongorebilmektedir. Kritik grupta tedaviden sonra serum demir diizeyi daha diisiik
olan yedi (%53,8) hastanin 6ldiigii saptanmistir. Covid-19'dan kurtulanlar ve hayatta kalmayanlar
arasinda tedavi sonrasi serum demir seviyelerinde onemli bir farklilik mevcuttur (110). Benzer
sekilde bu arastirmada da Covid Pozitif ile Covid Siipheli grubunda demir ve transferrin
parametreleri Covid Negatif grubuyla kiyaslandiginda istatistiki agidan 6nemli oranda diisiik tespit
edilmisti (p<0,001).

Cin'in Vuhan kentinde dogrulanmis 150 covid-19 vakasinin yer aldigi ¢ok merkezli,
retrospektif bir c¢alismadan oOlimle ilgili tahminler, yiiksek ferritini igeriyordu (hayatta
kalmayanlarda ortalama 1297.6 ng/ml ve hayatta kalanlarda 614.0 ng/ml; p<0,0001) (112). Nanshan
Chen ve ekibinin covid-19’lu hastalarla yaptig1 arastirmada ¢ogu hastada serum ferritini normal
araligin ilizerinde saptanmistir (23). Bu ¢alismada da ferritin diizeyleri Covid Pozitif ile Covid

Stipheli grubunda Covid Negatif grubuna kiyasla istatistiki olarak 6nemli oranda yiiksekti (p<0,05).

Son calismalarda, ferroptozun bir¢ok hastaligin ortaya ¢ikmasinda énemli bir rol aldigr ve
ilgili hastaliklarin tedavisi ve prognozunun iyilestirilmesine yonelik arastirmalarin odak noktasi
haline geldigini gormekteyiz. Alexander Seiler ve ekibinin yaptigi bir c¢alismada farelerin
embriyonik fibroblast hiicrelerinde GPX4’iin indiiklenmesinin inhibisyonu sonucunda apoptoz
indiikleyici faktdr ve Alox15 igeren nekroz benzeri 6zelliklere sahip bir hiicre 6liimiiniin ortaya
ciktig1 saptanmistir (154). Friedmann ve ekibinin fareler {izerinde yaptig1 bir ¢alismada GPX4’ iin
indiiklenmesi sonucunda lipid oksidasyonunun neden oldugu akut bobrek yetmezligi tablosunun ve
renal tiibiiler nekozun 6nlendigi saptanmistir (70). Sha W ve ekibinin ferroptozis mekanizmasini ve
tip 2 DM iizerindeki roliinii inceledigi bir ¢alismada ferroptozun hiicre i¢i demir birikimine ve
demire bagimli olarak lipid peroksitlerin birikimine yol agtigr saptanmistir. GPX4 aktivitesinin
baskilanmasi, lipid peroksitlerin birikimine yol agan ana sebeptir. Yapilan calismalarda pankreas 3
hiicrelerinin siiperoksit dismutaz, GSH peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimleri diisiik
diizeyde icerdigi ve bu ylizden ROS birikimine ve oksidatif strese daha duyarli olduklari
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saptanmistir. ROS birikiminin, ferroptozu tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir (155). Afrika yesil
maymun bobrek (Vero) hiicrelerini enfekte etmek igin hastadan tiiretilen SARS-CoV2'yi kullanan
temel bir calisma ve GPX4 ekspresyonunun mRNA seviyelerinde onemli Olclide azaldigini
bulmustur, bu da SARS-CoV-2 ile ferroptoz arasindaki iligskiyi diisiindiirmektedir (126). Bu
calismalar1 destekler sekilde Covid Pozitif grubunda GPX4 degeri diger gruplarla kiyaslandiginda
istatistiki olarak daha diisiik saptanmisti. Covid Siipheli grubunun GPX4 degeri ise Covid Negatif
grubuna gore daha diisiik, Covid Pozitif grubuna gore daha yiiksek bulunmustu. LOOH degerleri
Covid Pozitif grubunda diger gruplarla kiyaslandiginda istatistik agisindan daha yiiksek saptanmisti
(p<0,001). Covid-19’lu hastalarda GPX4 aktivitesinin diisiikliigii ve LOOH diizeyi yiiksekliginin,

oksidatif stres sonucu meydana gelen ferroptozis mekanizmasina bagl oldugunu diisiinmekteyiz.

Glutatyon (GSH); viicut sivilarinda ve dokularda bulunan, serbest radikal temizleyici ve
lipid peroksidasyonu inhibitorii olarak gérev yapan bir antioksidandir. Ayrica glutatyon peroksidaz
enzimleri tarafindan hidrojen peroksitin detoksifikasyonunda rolii vardir. Hidroperoksitlerin, GPX
enzimleri tarafindan GSH kullanilarak indirgenmesi sonucunda GSSG (okside glutatyon) meydana
gelmektedir. Ozet olarak GSH’1n, hiicreleri oksidatif stresten korumada son derece dnemli bir rolii
bulunmaktadir (156). Parkinson hastalarinda glutatyon sisteminin arastirildig1 bir calismada; redoks
fonksiyon bozuklugu ve noro-oksidatif stresin hastaligin olusumunda 6nemli oldugu, oksidatif stres
varliginda GSH diizeyi ve GSH/GSSG oraninin azalarak mitokondriyal disfonksiyona ve
nihayetinde Parkinson hastaliginda goriilen ndrodejeneratif siireclere sebep oldugu saptanmistir
(157). Kanser hiicrelerinde glutatyon sentezinin arastirildig bir ¢alismada; GSH’ in yalnizca redoks
tepkimeleri degil proliferasyon, hiicre farklilasmasi ve hiicre 6limi ile de ilgili oldugu tespit
edilmistir. Birgok aragtirmada, GSH ve GSH/GSSG oranindaki degisikliklerin tiimor gelisimini ve
timor hiicrelerinde canliligi diizenledigi ve bu mekanizmalarin ferroptozis ile alakali oldugu
karsimiza ¢ikmaktadir (158). Owen JB ve ekibinin okside glutatyon/ rediikte glutatyon oranina
baktig1 bir arastirmada GSH/GSSG oraninin hiicresel saglikla bir iliskisi oldugu, Alzheimer ve
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarda GSH/GSSG oraninin azaldigi tespit edilmistir.
Patolojik dokularda GSH/GSSG oraninin 6l¢iilmesinin, hiicresel redoks potansiyelini belirlemede
ve terapotik etkinligin degerlendirilmesinde oldukga 6nemli oldugu saptanmistir (156). Paolisso ve
ekibinin plazma GSH/GSSG oraninin, tip 2 DM tanili hastalarda ve saglikli kontrol grubunda
glukoz homeostazi iizerine etkisini inceledigi bir ¢alismada hastalara GSH infiizyonu yapilmis ve
infiizyon sonrasi insiilin sekresyonu degisikligi ile GSH/GSSG orani incelenmistir. Her iki grupta
GSH infiizyonu sonrasi; glukoza karst  hiicre yanitinin, insiilin sekresyonunun, GSH/GSSG
oraninin ve glukoz atiliminin arttig1 tespit edilmistir. Yapilan korelasyon analizi sonucunda plazma
GSH/GSSG orani ile 6zellikle diyabetik hastalarda glukoz homeostazi arasinda iliski oldugu tespit
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edilmistir (p<0,01) (159). Richard 1. Horowitz ve ekibi tarafindan yapilan, 2020 yilinda covid-19
pnémonisi sonucu meydana gelen nefes darligit mevcut iki hastada yiiksek doz oral ve/veya IV
glutatyon tedavisinin etkilerininin arastirildigi bir ¢calisma mevcuttur. Yazarlar covid-19 pnémonisi
ile iligkili nefes darliginin giderilmesinde glutatyon tedavisinin etkinligini bildirmektedirler (124).

Biz de ¢alismamizda covid-19 olusumunda ferroptozis mekanizmasinin etkisini inceledik.

Bu calismada gruplar arasinda en diisiik rediikte GSH degerlerini, Covid Pozitif grup
olusturmaktaydi. Covid Negatif grubunda ise rediikte GSH en yiiksek olarak saptanmis ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmustu (p<0,001). Covid-19’lu hastalarda GSH diizeyi
diisiikliigiiniin, lipid peroksitlerin birikimine yanit olarak GPX4 tarafindan tiiketildigini ve oksidatif
strese bagli oldugunu diisiindiirmektedir. Daha onceki calismalar1 destekler nitelikte olan bu
bulgularin covid-19 hastalarinda glutatyon tedavisinin basarili olabilecegi ve daha sonra yapilacak
olan farkli galigsmalara 1s1k tutacagi kanaatindeyiz. Calismada Covid Pozitif grubunun GSSG diizeyi
ortalamasi diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel agidan daha yiiksek saptanmist1 (p<0,001).
Covid-19’lu hastalarda GSSG diizeyi yiiksekliginin, GPX4’ iin rediikte glutatyonu okside
glutatyona indirgeme reaksiyonu sonucunda meydana geldigini ve bu mekanizmanin ferroptozis ile
alakali oldugunu diisiindiik. Covid Pozitif grubunun total GSH+GSSG diizeyi ortalamasi diger
gruplarla kiyaslandiginda istatistiki olarak daha diisiik tespit edilmisti (p<0,001). Ayni sekilde
covid-19’1u hastalarda total GSH+GSSG diizeyi disiikliigiinii, oksidatif strese ve bu oksidatif stres
sonucunda ferroptozisin harekete gecerek hiicre Oliimiine sebep olabilecegini diisiindiik. Bu
caligmada Covid Pozitif grubunun GSH/GSSG oran1 ortalamasi, Covid Siipheli ve Covid Negatif
grubuna gore belirgin diisiiktii ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001). Covid Stipheli grubunun
GSH/GSSG orani ortalamasi, Covid Negatif grubuna kiyasla diisiiktii ve istatistiki agidan daha az
anlamliydi (p=0,040).

Bu c¢alismanin bir smirlamasi1 vardi. Covid Pozitif ile Covid Siipheli grubun yas
ortalamalari; Covid Negatif grubundan istatistiki olarak o6nemli diizeyde yiiksekti (sirasiyla
p=0,027; p<0,001). Calisgmada Covid Negatif grubuna dahil edilen ek hastaligi olmayan saglikli
bireylerin yas olarak covid-19’lu hastalardan daha diisiik olmasi, saglikli ve ek hastalig1r olmayan

yiiksek yasta bireylere ulasmakta giicliik ¢cektigimizden kaynaklanmaktadir.
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6. SONUC

Son yillarda birgok arastirmaci tarafindan incelenen, diizenlenmis bir hiicre 6liimii olan
ferroptozis mekanizmasini ve oksidatif stres diizeylerini Covid Pozitif, Covid Siipheli ve Covid
Negatif gruplarinda inceledigimiz ¢alismamizda; covid-19 hastaligi ile GPX4 aktivitesi,
GSH/GSSG ve LOOH diizeyleri arasinda anlamli bir iliski bulundu. Covid-19’Iu hastalarda GPX4
aktivitesi ve GSH diizeyinde azalma, GSSG ve lipid peroksitlerin birikimi gézlendi. Timorli
hiicrelerin gelisimi ve norodejeneratif hastaliklar hakkindaki tesirleri ispat edilmis olan,
antincoplastik ilaglarin iretiminde {Ustiinde durulan ferroptozis mekanizmasinin covid-19
hastaliginin gelisiminde de etkili oldugu saptandi. Literatiirde covid-19 ve ferroptozis iliskisini
kapsayan az sayida ¢alisma mevcuttur. Bizim ¢alismamizda ferroptozis ile ilgili unsurlarin covid-19
hastaligiin tedavisinde timit verici oldugunu diisiinmekteyiz. Yeni kesfedilen, esi olmayan bir
mekanizmaya sahip olan, non-apoptotik ve programli bir hiicre 6limii sekli olan ferroptozisin
anlasilmasi ve covid-19 istiindeki net tesirini ortaya koyabilmek igin hasta sayisinin daha ¢ok

oldugu ek ¢alismalara gereksinim vardir.
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