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SIMGELER VE KISALTMALAR

ACE?2 : Anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2
ADE : Antikor bagiml gii¢lendirme
ALT > Alanin transaminaz

APC : Allphycocyanin

APTT : Aktive parsiyel tromboplastin zamani
ARDS : Akut solunum sikintis1 sendromu
ASH : Antijen sunucu hiicre

AST : Aspartat transaminaz

BKH : Beyaz kan hiicresi

CD : Cluster of differantiation

CK : Kreatin kinaz

CoV : Korona viriis

COVID-19 : Koronoviriis hastalik-19

CRP : C reaktif protein

DH : Dendritik hiicre

dk : Dakika

dl : Desilitre

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit
FITC : Flourescein isothiocyanate

Y : Gama

HCoV : Insan koronaviriis

HIV : Insan immiin yetmezlik viriisii
ICTV : 10. Viriis taksonomisi komitesi
IFN : Interferon

IL . Interldkin

LDH : Laktat dehidrojenaz

INR - International normalized ratio
MAS : Makrofaj aktivasyon sendromu
MDSC : Miyeloid tiirevli baskilayict hiicreler
MERS : Ortadogu solunum sendromu

mg - Miligram

mi : Mililitre



n| : Mikro litre

NK : Dogal 6ldiiriicii hiicre

ORF : Acik okuma cercevesi

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PD-1 : Programlanmis hiicre 6liim proteini-1
PE : Phycoerythrin

PercP : Perdinin chlorophyhill protein

PT : Protrombin zamani

RAS : Renin anjiotensin sistemi

SARS : Siddetli akut solunum sendromu
SARS-CoV-2 : Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis-2
SPSS : Statistical Package for Social Sciences
SS : Standart Sapma

Tc : Sitotoksik T hiicre

Th : Yardime1 T hiicre

Tfh : Folikiiler yardime1 T hiicre

TMPRSS2 : Serin proteaz transmembran proteaz serin 2
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COVID-19 Pnémonisi Olan Hastalarda T Hiicre Alt Gruplarimin Rolii
Hiilya OZDEMIR
immiinoloji Anabilim Dal
DOKTORA TEZI / KONYA-2024

SARS-CoV-2, kiiresel bir pandemiye yol acan ve milyonlarca vaka ile yiiz binlerce liime
neden olan yiiksek derecede bulasici bir viriistiir. Insan SARS-CoV-2 enfeksiyonu, hafiften orta diizeye
kadar olan ve kendiliginden sinirli seyir gosteren hastalarin %80'den fazlasinda klasik bir solunum
virlisii benzeri klinik seyre sahiptir. Bu durum, dogal bagisiklik yanitinin ve T- ve B-hiicre bagigikliginin
ve antiviral notralize edici antikor yanitinin tiim iyi bilinen yonlerini igerir. Viral enfeksiyon sirasinda,
yardimci T hiicreleri (Th) edinsel immiinitede 6nemli bir rol oynar. Bu ¢aligmada COVID-19 pnémonisi
olan hastalarda T hiicre alt gruplarinin arastirilmasi amaglanmistir.

Calismaya 60 COVID-19 hastasi ve 29 saglikli kontrol dahil edildi. CD4* T hiicre alt gruplari
(Thl, Th2, Thl17,Th22, CD4*Treg, CD4*Tth ve CD4*Tph) ve CD8" T hiicre alt gruplar (Tcl, Tc2,
Tcl7, Tc22, CD8*Treg, CD8*Tfh ve CD8*Tph) eksprese ettikleri ylizey reseptorlerine ve/veya hiicre
i¢i sitokin diizeylerine gore akim sitometri yontemi ile ¢alisildi. Sitometrik boncuk yontemi (CBA-
Cytometric Bead Array), serumda Interldkin-2 (IL-2), IL-4, IL-6, IL-10, Tiimdr Nekroz Faktorii (TNF),
Interferon-gama (IFN-y) ve IL-17A protein seviyelerini akimsitometrik olarak dlgmek igin kullanildi.

Agir ve hafif seyirli pndmonili hastalarda Thl, Th17.1, Th1/Th17 orami kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiiktii. Agir pnomonili hastalarda bellek CD4* T hiicreler
kontrol grubuna gore diisiiktii. T hiicre kiiltiiriinde; 1L-22" salgilayan T hiicre alt gruplart ise agir
pnomonili hastalarda kontrole kiyasla yiiksek oldugu saptandi. CBA yontemi ile; IL-17 sitokini, agir
pnomonili hastalarda kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu (p=0,036), hafif seyirli hastalarda ise
fark yoktu (p>0,005). TNF, IL-10 ve IL-6 sitokinleri, hafif seyirli ve agir pndmonili grupta kontrole
gore yliksekti (TNF: hafif seyirli ile kontrol: p=0,001, agir ve kontrol: p=0,015. IL-10: hafif seyirli ile
kontrol: p=0,001, agir ve kontrol: p=0,001. IL-6: hafif seyirli ile kontrol: p=0,027, agir ve kontrol:
p=0,012). IL-4 sitokini, agir pnomonili grupta hafif seyirli ve kontrole gore daha yiiksekti (sirasiyla,
p=0,030 ve p=0,012). IFN-y ve IL-2 sitokinlerinde ise hasta ve kontrol grubu arasinda fark yoktu
(p>0,005).

Agir ve hafif seyirli pndmonili hastalarda Th1 hiicre oraninin diisiikligii ve agir pndmonili
hastalarda bellek CD4* T hiicrelerin diisiik olmasi hastaligin seyrinde Th1 ve bellek T hiicre yanitimin
Onemli olabilecegini gostermektedir. IL-22* salgilayan T hiicre alt gruplarinin agir pnémonili hastalarda
yiiksek olmast IL-22’nin hastaligin kontrol altina alinmasindaki énemini gostermektedir. Gelecekte
hastalarin baglangi¢ ve iyilestikten sonraki T hiicre alt gruplari ve sitokinlerinin karsilastirildigi yeni
caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Sozciikler: COVID-19, T hiicre alt gruplari, Folikiiler T hiicre
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SUMMARY
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The Role of T Cell Subsets In Patients With COVID-19 Pneumonia
Hiilya OZDEMIR
Department of Immunology
PhD THESIS / KONYA-2024

SARS-CoV-2 is a highly contagious virus that has led to a global pandemic, causing millions
of cases and hundreds of thousands of deaths. Human infection with SARS-CoV-2 exhibits a clinical
course resembling a classic respiratory virus in more than 80% of patients, ranging from mild to
moderate severity and showing a self-limiting course. This condition includes all well-known aspects
of natural immune response, T-cell and B-cell immunity, and antiviral neutralizing antibody response.
During viral infection, helper T cells (Th) play a significant role in acquired immunity. This study aims
to investigate T cell subsets in patients with COVID-19 pneumonia.

In patients with severe and nonsevere pneumonia, the Thl, Thl7.1, Th1/Thl7 ratio was
statistically significantly lower compared to the control group. Memory CD4+ T cells were lower in
patients with severe pneumonia compared to the control group. In T cell culture; IL-22+ secreting T cell
subsets were found to be higher in patients with severe pneumonia compared to the control group. Using
the CBA method; the IL-17 cytokine was found to be higher in patients with severe pneumonia
compared to the control group (p=0.036), while there was no difference in patients with nonsevere
pneumonia (p>0.005). TNF, IL-10, and IL-6 cytokines were higher in both nonsevere and severe
pneumonia groups compared to the control group (TNF: nonsevere vs. control: p=0.001, severe vs.
control: p=0.015. IL-10: nonsevere vs. control: p=0.001, severe vs. control: p=0.001. IL-6: nonsevere
vs. control: p=0.027, severe vs. control: p=0.012). The IL-4 cytokine was higher in the severe
pneumonia group compared to both nonsevere pneumonia and control groups (respectively, p=0.030
and p=0.012). However, there was no difference between patient and control groups in IFN-y and 1L-2
cytokines (p>0.005).

The low ratio of Thl cells in patients with severe and nonsevere pneumonia and the low
memory CD4+ T cells in patients with severe pneumonia indicate the potential importance of Thl and
memory T cell responses in the course of the disease. The high levels of IL-22+ secreting T cell subsets
in patients with severe pneumonia indicate the importance of IL-22 in controlling the disease. Future
studies comparing T cell subsets and cytokines at the onset and after recovery of patients are needed.

Keywords: COVID-19, Follicular T cell, T cell subgroups
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1. GIRIS

Siddetli akut solunum sendromu korona viriisii 2 (SARS-CoV-2) ilk kez Aralik
2019'da Cin'in Wuhan kentinde ortaya ¢ikti. SARS-CoV-2, zoonotik hastaliklara
neden olan ve halk sagligi i¢in biiyiik bir tehdit olusturan, oldukga patojenik bir insan
koronaviriis (HCoV) tiirtidiir. SARS-CoV-2’nin, Cin disinda tiim diinyaya yayilmasi
nedeniyle, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 11 Mart 2020'de kiiresel salgin (pandemi)
olarak ilan etmistir. Tiirkiye’de ise ilk vaka 11 Mart 2020 tarihinde duyurulmustur.
Koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) olan hastalarin ¢ogunlugu iyi bir prognoza
sahip olmasina ragmen, kritik derecede hasta kisiler ve hatta oliimler gézlenmistir.
Yiiksek enfeksiyon orani ve ciddi hastalik seyri, diinya ¢apinda biiyiik giivenlik ve

sosyal kisitlama 6nlemlerine yol agmustir.

Hastaligin etkeni olan SARS-CoV-2 virlisii ile bireyin immiin sistemi
arasindaki etkilesim, COVID-19 hastaliginin ¢esitli klinik goriiniimleri ile sonuglanir.
Asemptomatik vakalardan, yogun bakim gerektiren agir pnomonili vakalara kadar
degisen farkli klinik olusumlarin altinda yatan immiinolojik mekanizmalar heniiz
yeterince aydinlatilabilmis olmadigindan hastaliga karsi etkin tedavilerin belirlenmesi
i¢in immiin sistem yanitlarini incelemek ve hastaligin patogenezini yeterince anlamak
Oonem tasimaktadir. Calismamizda, COVID-19 pnOmonisi ile yatan hastalarda
yardimc1 T hiicre (Th) ve sitotoksik T hiicre (Tc)’lerinin alt gruplarina ve iligkili
sitokinlere c¢alisilarak klinik, laboratuvar ve radyolojik bulgularla olan korelasyonu

degerlendirilmistir.
1.1. SARS-CoV-2 Viriisiiniin Ozellikleri
1.1.1. Simiflama

Genel olarak binlerce koronaviriis tiirii bilinmektedir. 10. Uluslararas1 Virus
Taksonomisi Komitesi (ICTV) raporuna dayanarak, Koronaviriisler Nidovirales
takimi, Cornidovirineae alt takimi, Coronaviridae ailesi, Orthocoronavirinae alt ailesi
(Sekil 1.1) altinda siniflandirilmaktadir. Orthocoronavirinae ise, dort cinse ayrilmistir:
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus ve Deltacoronavirus (Liu ve
ark 2021). Insanlarda enfeksiyona neden olan tiitler Alphacoronavirus ve
Betacoronavirus cinsleri igerisinde yer almaktadir. Insanlarda enfeksiyona neden olan

yedi tip CoV tiirii bulunmaktadir. Bunlardan dordii hafif hastaliklara neden olur (CoV-
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229E, CoV-NL63, CoV-OC43 ve CoV-HKUI) ve kiiresel olarak endemiktir ve
siddetli olmayan akut solunum sendromu (SARS) benzeri CoV'ler olarak
adlandirilirlar. Alphacoronavirus cinsi igerisinde HCoV-229E ve HCoV-NLG63
bulunurken, Betacoronavirus cinsi igerisinde yer alan HCoV-0OC43 ve HCoV-HKU1
viriisleri 2002 yilina kadar insanlarda enfeksiyona neden olmustur. Son 20 yilda,
salginlara ve 6liimciil insan hastaliklarina neden olabilecek yiiksek derecede patojenik,
Betacoronavirus cinsi igerisinde yer alan yeni zootonik CoV ortaya ¢ikmistir. Kasim
2002’de Ciddi Akut Solunum Sendromuna (Severe Acute Respiratory Syndrome
(SARS)) neden olan SARS-CoV salgini ortaya ¢ikmis ve virlisiin hayvanlardan
insanlara gegtigi gosterilmistir. Haziran 2012'de ise Orta Dogu Solunum Sendromuna
(Middle East Respiratory Syndrome (MERS)) neden olan MERS-CoV tanimlanmustir.
Insanlarda hastaliga neden olan son iiye ise Aralik 2019'da Cin'de ortaya ¢ikan, Ciddi
Akut Solunum Sendromuna (Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS)) neden olan
SARS-CoV-2’dir. (Tablo 1.1). SARS-CoV-2'nin neden oldugu hastaliga koronaviriis
hastaligi-2019 (COVID-19) adi verilmistir (Song ve ark 2019, Huang ve ark 2020a,
Felsenstein ve ark 2020).

Takim: Nidovirales
Alt takim: Cornidovirineac
Aile: Coronaviridae
I_ Alt aile: Orthocoronavirinae
Cins: Alphacoronavirus
. Altcins: Duvinacovirus — Tiir: HCoV-229E
| Altcins: Setracovirus  — Tiir: HCoV-NL63
- Cins: Betacoronavirus
LAltcins: Embecovirus — Tiir: HCoV-HKU1
— Tiir: Betacoronavirus 1 — Alt Tiir: HCoV-OC43
| Altcins: Merbecovirus — Tiir: MERS-CoV

L Altcins: Sarbecovirus — Tiir: SARS-CoV
— Tiir: SARS-CoV-2

L Cins: Deltacoronavirus

. Cins: Gammacoronavirus

Sekil 1.1. Koronaviriislerin siiflamasi (Liu ve ark 2021).



Tablo 1.1. insanlarda enfeksiyona neden olan Koronaviriis tiirleri (Alipoor ve ark
2021).

Isim Y1l Grup | Konak | Reseptor Hastahk
i - Aminopeptidaz N | Hafif solunum
HCoV-229E | 1966 o Insan (hAPN, CD13) yolu enfeksiyonu
HCoV-0C43 | 1967 B insan 9'-0.-aset'ﬂlenrn1$ Hafif SolunL_Jm
sialik asit yolu enfeksiyonu
2003 _ Ciddi akut
SARS-CoV Cin B Insan | ACE2/CD209L solunum sistemi
sendromu
2004 . Hafif solunum
HCOV-NL63 | \1511anda p Insapgy ACEZ yolu enfeksiyonu
2005 9-O-asetillenmi Ust solunum
HCoV-HKU1 | Hong B Insan A 3 yolu enfeksiyonu
sialik asit o .
Kong ve pndmoni
2012 Ciddi akut
MERS-CoV 3 B Insan | DPP4 solunum sistemi
Orta Dogu
sendromu
2019 Ciddi akut
SARS-CoV-2 Cin B Insan | ACE2 solunum sistemi
sendromu

1.1.2. Viriisiin Yapisi

Koronaviriisler (CoV'ler), memelileri ve diger bircok hayvani enfekte edebilen,
zarfly, tek iplikli, pozitif polariteli RNA viriisleridir. 90-120 nm ¢apindadirlar. Dis
yiizeylerinde bulunan glikoprotein yapidaki ¢ikintilar nedeniyle ta¢ anlamina gelen
corona adr verilmistir. Elektron mikroskobu altinda, viriis partikiilleri piiriizlii kiiresel
veya ¢ok yuzlii kristal sekline sahiptir. Viriislerin yiizeyinde, diken (spike)
proteininden olusan belirgin ¢ikintilar bulunmaktadir (Ye ve ark 2020). Viris
partikiiliiniin i¢inde niikleokapsid proteini igine sarilmig viral genom bulunmaktadir.
Viral genom yaklasik olarak 26,000 ila 32,000 baz ¢ifti igerir. CoV'lar bilinen en biiyiik
RNA virtisleridir. Pozitif iplikli viral RNA, 5’ ucunda bir kep yapisini ve 3’ ucunda
coklu poli(A) kuyruklarinmi igerir. Bu, mesajc1t RNA (mRNA) olarak islev gorerek
replikaz/transkriptaz ve viral yapisal proteinlerin translasyonuna izin verir.

Replikaz/transkriptaz genleri, 5’-ucun RNA dizisinin yaklasik 2/3"{inii olusturur ve iki



ortiisen acik okuma c¢ergevesinden (ORF) olusur (ORFla ve ORF1b). ORF'ler, 16
yapisal olmayan proteini kodlar. RNA dizisinin geri kalan 1/3", dort klasik viral
yapisal protein olan diken (spike (S)) protein, zarf (envelope (E)) protein, membran
(M) protein ve niikleokapsid (N) proteinini kodlar. Ayrica, bazi viral yardimci
proteinleri kodlayan genler, viral yapisal proteinlerin kodlama bolgelerine yayilmistir
(Tablo 1.2). Bu yardimci protein genlerinin kodlama bdlgeleri ve sayisi, CoV
siniflandirmasi i¢in énemli bir temel olusturur. CoV'lar; kuslar, insanlar ve bazi1 diger
omurgalilar igeren cesitli konak tiirlerini enfekte edebilirler. Bu viriisler genellikle
solunum ve bagirsak enfeksiyonlarina neden olur ve ¢esitli klinik belirtilere yol acarlar

(Brian ve Baric 2005, Peck ve ark 2015, Su ve ark 2016).

Tablo 1.2. Koronoviriislerin yapisal proteinleri ve 6zellikleri (Ursavas ve Akalin
2021).

Protein Ozellik
S proteini Konak hiicrede reseptore baglanma, membran flizyonu, konak
b hiicre tropizminin belirlenmesi, ACE-2 reseptoriine baglanma

Viriyonun sekillenmesi, viriis salinimi, niikleokapsid proteininin

M proteini stabilizasyonu, niikleokapsid-RNA kompleksi olusumu,
interferon-beta aktivasyonu

E proteini Viral pargalarin bir araya getirilmesi, viriis salinimi

N proteini Viriyonun sekillenmesi, viriis salinimi

HE proteini Sialik asit igeren reseptorlere tutunma

1.1.3. SARS-CoV-2’nin Hiicre I¢ine Girisi

SARS-CoV-2 oksiirme ve hapsirma sirasinda  solunum damlaciklar
araciligiyla bulasir ve inhalasyonla nazal sistemden girer ve replikasyona basglar.
Bircok farkli mekanizma ile hiicre i¢ine girebilir. Bu mekanizmalardan en 6nemlisi,
anjiotensin doniistiiriicli enzim 2 (angiotenin-converting enzyme 2 (ACE2)) reseptorii
aracilif ile direk membran diflizyonudur (Wang ve ark 2020e). Viriisteki S proteini
ACE2 reseptoriine baglanir. Konak hiicredeki serin proteaz transmembran proteaz
serin 2 (TMPRSS2) enzimi viriiste bulunan S proteinini S1 ve S2 alt birimine
parcalayip, hiicresel membranla birlesmeyi, endositoz ile hiicreye girisi ve replikasyon
stirecinin baglamasini saglar. S1, konak reseptoriine viral baglanmayi kolaylastirirken,
S2 ise viriis-hiicre membran fiizyonunu saglar (Hoffman ve ark 2020). TMPRSS2'ye
ek olarak, furin, katepsin L (CTSL) ve katepsin B (CTSB) S proteinini pargalayan
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diger proteazlardir (Zhou ve ark 2015). ACE2 reseptorleri akciger, bagirsak, kalp,
bobrek gibi pek ¢cok dokuda bulunmaktadir. Fakat dogal ve edinsel immiin hiicrelerde
eksprese edilmemektedir. Viriis ve konakg1 hiicre arasindaki membran filizyonundan
sonra viral genom RNA’s1 sitoplazmaya ulasir, ardindan aksesuar ve yapisal
proteinlerin translasyonu gergeklesir. Yeni olusturulan genomik RNA, niikleokapsid
proteinleri ve zar glikoproteinleri bir araya gelir ve viral partikiil tomurcuklarin
olusturur. Son olarak, viryon igeren vezikiiller plazma zar1 ile birlesir ve viriisii serbest
birakir (Shang ve ark 2020). ACE2’nin viriis girisi sirasinda hiicre igerisine alinmasi
ve pargalanmasi renin-anjiyotensin sistemini (RAS) de etkileyerek, anjiyotensin-2
artisgina sebep olmaktadir. Endotel hiicresinin infeksiyonu neticesinde olusan
endotelyitis, apoptoz ve RAS dengesindeki bozulma; iskemi, 6dem, hiperkoagiilabilite
ve benzeri birgok duruma yol acar (Magro 2020, Varga 2020).

SARS-CoV-2’nin hiicre i¢ine girisi i¢in One siiriilen bir diger mekanizma
antikor bagimli giliglendirme (antibody-dependent enhancement (ADE))’dir. Viris
anti-S antikorlarinin varliginda yiizeyinde Fc-y-2 (CD32) reseptorii bulunan hiicrelere
antikor-viriis kompleksi seklinde girer. ADE ile monosit-makrofaj hiicrelerine giren
SARS-CoV’un, sitokin/kemokin salimimi ve hiicre apopitozu {izerine etkileri
olabilecegi diistiniilmektedir. Virlis bu yolla hiicreye girebilmesine ragmen, hiicre
icinde cogalabildigi ve sonrasinda hiicreden disariya salindigi ispatlanamamistir

(Takada ve Kawaoka 2003, Fu ve ark 2020).

SARS-CoV-2 virlisiiniin, konak hiicreleri enfekte etmek icin kulllandig1 bir
baska mekanizma ise CD147 proteinidir. T lenfositlerin yiizeyinde bulunan CD147
proteini, SARS-CoV-2'nin S proteini ile etkilesim yetenegine sahiptir (Wang ve ark
2020d, Su ve ark 2021). Ancak hiicreler, CD147'yi ACE2'ye kiyasla daha az ifade
ederler. Bu nedenle virtis, bu tiir hiicreleri enfekte etmek icin bu proteini alternatif bir
reseptor olarak kullanabilir (Radzikowska ve ark 2020, Wang ve ark 2020d). CD147,
Basigin olarak da bilinen bir transmembran glikoprotein proteindir ve bagisiklik
sistemini diizenleme, kanser, bulasici hastaliklar ve inflamasyon gibi ¢esitli patolojileri
kontrol etme konusunda ¢oklu islevlere sahiptir (Xin ve ark 2016 Guindolet ve ark
2020). Genellikle dendritik hiicrelerde (DH) ifade edilen CD209 (DC-SIGN) ve
akciger, karaciger ve bobrek hiicrelerinde ifade edilen CD209L (L-SIGN), SARS-



CoV-2 viriisiinii taniyabilen ve hiicrelere girigini kolaylagtirabilen C tipi lektin

ailesinin reseptorleridir (Brufsky ve ark 2020, Rahimi ve ark 2020).
1.2. COVID-19 immiinolojisi

1.2.1. Dogal Immiinite

Toll-benzeri reseptorler

Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler) bakterilerin, viriislerin ve funguslarin
parcaciklarini taniyan germline-kodlu hiicre ylizeyi veya sitoplazmik proteinlerin bir
ailesidir. Makrofajlar, myeloid ve plazmasitoid dendritik hiicreler ve bazi epitelyal
hiicrelerin tizerinde bulunur. Sadece patojenlerin varlifinda sinyal verme degil ayni
zamanda edinsel bagisiklik cevaplarin gelismesi i¢in 6nemli olan yardimci uyarici
molekiillerin ve efektor sitokinlerin ekspresyonunu da tetikler (Lydyard ve ark 2011)
TLR’ler viriisiin lipid, protein ve niikleik asit yapisindaki patojen iliskili molekiiler
kalip (PAMP)’lar1 tanirlar. TLR'ler tarafindan PAMP'larin taninmas, hiicre zarlarinda,
endozomlarda, lizozomlarda, endositolizozomlarda ve hiicredeki diger yerlerde de
gerceklesir (Akira ve ark 2006). Koronaviriislere ait E proteinlerinin TLR2, S
proteinlerinin TLR4, ssRNA’nin TLR7/8 ve replikasyon sirasinda ortaya ¢ikan
dsRNA’nin ise TLR3 tarafindan tanindigi diistiniilmektedir. SARS-CoV-2 S
proteininin TLR4 ile gii¢lii etkilesime girmesinin konak¢inin akcigerlerinde yogun
immiin yanita neden oldugu, olusan sitokin firtinasiyla, sekresyonlarin birikmesi ve
kan oksijenasyonunun engellenmesini gercgeklestirdigi ongoriilmektedir (Moremo-

Eutimio ve ark 2020, Brandao ve ark 2021).
Dendritik hiicreler (DH)

Dendritik hiicreler (DH), dogal bagisiklik ve edinsel bagisiklik yanitlarinda
onemli bir rol oynar. Organizmanin en gii¢lii antijen sunan hiicreleri olarak, etkili bir
sekilde T-lenfositlerin ve B-lenfositlerin aktivasyonunu uyarmak suretiyle dogal ve
edinsel bagigiklig1 birlestirirler. Olgunlasmamis DH'ler giiglii gé¢ yetenegine sahiptir.
Olgun DH'ler, bagisiklik yanitlarinin baglatilmasi, diizenlenmesi ve siirdiirtilmesinin
merkezi halkasinda etkili bir sekilde T hiicrelerini aktive edebilir. Bu nedenle, DH'lerin
olgunlagma siireci engellendiginde, bunun dogrudan sonraki edinsel bagisiklik

yanitlarinin baglatilmasini etkiledigi gozlenir (Li ve ark 2020a). Kan dolasimindaki iki



ana DH grubu vardir: plazmasitoid dendritik hiicreler (pDH'ler) ve konvansiyonel
dendritik hiicreler (cDH'ler). Her DH grubu, konumlari bakimindan farklilik gésterir
ve gesitli 6zel fonksiyonlara sahiptir (Li ve ark 2020a).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu olgunlasmamis DH’lerde olgunlasma siirecini
bozarak Tip 1 IFN sinyalizasyonu ve T hiicre yanitinin azalmasina neden olabilir.
Olgun DH’lerin SARS-CoV-2 enfeksiyonu, CD209 ve furin ekspresyonlarimi
artirarak, bu hiicrelerin enfekte olmasini daha ¢ok artirir (Ursavas ve Akalin 2021).
DH'lerin antijen sunma yeteneginin SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda azaldigindan,
yardimc1 T lenfosit aktivasyonu i¢in 6nemli olan CD80 ve CD86 yardimci uyarici
proteinler de benzer sekilde etkilenir (Zhou ve ark 2020b, Buttenschén ve Mattner
2021). Apoptoz gelisimi ile DH'lerde antijen sunumu ayni zamanda degistirilebilir
¢iinkii SARS-CoV-2, bir metabolik stres durumu olusturabilir ve hiicre Oliimiinii
indiikleyebilir (Kumar 2021). SARS-CoV-2, bagisiklik yanitindan kagma stratejisi
olarak, DH'lerin IFN-I iiretme yetenegini, STAT1 fosforilasyonunu inhibe ederek
degistirir (Yang ve ark 2020a). Onodi ve arkadaslari, DH'lerin SARS-CoV-2
enfeksiyonuna direncli oldugunu ve bu nedenle IFN-I ifadesini yapabildigini, DH'lerin
SARS-CoV-2 tarafindan aktive edilmesinin IRAK4 ve UNC93B1 molekiillerine bagli
oldugunu gostermistir. Bunlar DH'lerde ifade edilen TLR7 ve 9 gibi TLR
sinyallemesinde rol oynayan molekiillerdir (Onodi ve ark 2021). DH'ler, dolagan
¢oziinebilir IL-6 reseptorii (sIL-6R) ifadesinin gii¢lii indiikleyicileridir. Bu da kanda
serbest IL-6'yi diizenleyebilir. DH'ler, sIL-6R'min inhibitérii olan ¢6ziinebilir
glikoprotein 130 (sgp130) tizerine asir1 miktarda katkida bulunabilir. Bu dengesizlik
trans IL-6 sinyali gelismesine izin verir ve bu da COVID-19'daki inflamatuar durumu
destekleyebilir (Yousif ve ark 2021).

Monosit/Makrofajlar

Myeloid oOncii hiicrelerden farklilasan mononiikleer hiicreler, dolagimda
monositler olarak, dolasim sistemini terk edip dokulara girdikleri zaman ise makrofaj
olarak bilinirler. Makrofajlar, antimikrobiyal molekiiller iireterek, fagositoz yaparak
ve antijen sunan hiicreler (ASH) olarak iglev gorerek organizmanin bir patojene karsi
savunmasinda 6nemli bir rol oynar (Abbas ve ark 2015, Ursavas ve Akalin 2021).
Siddetli COVID-19'lu hastalarda, inflamatuar monosit kokenli makrofaj sayisi

akcigerlerde genis 6l¢iide artar (Gomez-rial ve ark 2020, Merad ve ark 2020, Wauters
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ve ark 290), anti-enflamatuar yanitlar tireten alveoler makrofajlarin popiilasyonu ise
azalir (Wauters ve ark 2020). Akciger enfeksiyonu gergeklestiginde veya inflamatuar
kosullar nedeniyle makrofaj sayisinda artis, monositlerin akcigere c¢ekilmesiyle
tetiklenir ve burada makrofajlara farklilasir (Meidaninikjeh 2021). COVID-19'da
yaygin olarak ifade edilen IL-6 ve GM-CSF, monositlerin makrofajlara
farklilasmasinda 6nemli bir rol oynar (Gomez-rial ve ark 2020). Ayrica, analizler,
COVID-19'u hastalarda, artmis sayida inflamatuar monosit ¢eken birka¢ kemokin
kodlayan genin asir1 ifadesini gostermektedir (Gustine ve ark 2021, Rabaan ve ark
2021). Kontrolsiiz makrofaj aktivasyonu ve proinflamatuar sitokinlerin yiiksek
ifadesini olusturan proliferasyon, makrofaj aktivasyon sendromu (MAS) olarak bilinir
(McGonagle ve ark 2020, Moore ve ark 2020). Bazi ¢aligsmalar, siddetli COVID-19'lu
hastalarda MAS"n abartili proinflamatuar sitokin iiretiminin pihtilagma anormallikleri
ile iligkili olabilecegini 6ne slirmiistiir (Meidaninikjeh 2021, Wauters ve ark 2021).
MAS'ta genellikle iiretilen proinflamatuar sitokinler GM-CSF, TNF-a, IL-6 ve IL-
1b'dir. Bunlar COVID-19'da yaygin olarak tespit edilen sitokinlerdir. Ayrica SARS-
CoV2 ile enfekte olan hastalarda ferritin, dimer D ve C-reaktif protein (CRP)
seviyelerinin arttigin1 gosteren diger faktorler de, MAS''n SARS-CoV?2 ile enfekte
olan hastalarda etkisinin oldugunu diisiindiirmektedir (Mehta ve ark 2020, Otsuka ve
Seino 2020 Gustine ve ark 2021). Makrofajlar ve monositler ayrica dogrudan SARS-
CoV-2 tarafindan enfekte olabilir; COVID-19 nedeniyle 6len hastalarin alveollerinde
ve akciger lenfoid dokusunda yapilan analizler, bu hiicre tipinde ACE2 reseptoriinii ve
viral partikiilleri tespit etmistir (Wang ve ark 2020a). Son calismalar, SARS-CoV-
2'nin ACE2 araciligiyla monosit kdkenli makrofajlar1 enfekte edebilecegini ancak
etkisiz replikasyona ragmen SARS-CoV-2'nin bu hiicrelerde yiiksek diizeyde sitokin
ve kemokin ifadesini uyardigini1 gézlemlemistir. Bu da tiretken bir enfeksiyon olmasa

da, makrofajlarin COVID-19 patogenezinde 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir.

Monositler ve makrofajlar genis bir islev yelpazesine sahiptir. Makrofajlar iki
fenotipte bulunabilir: iltihapl yanitlar tetikleyen M1 makrofajlar ve anti-enflamatuar
yanitlar1 tetikleyen M2 makrofajlar. Bu iki tip arasindaki dengeyi bozmak ciddi
komplikasyonlara yol agabilir (Gracia-Hernandez ve ark 2019). Yiiksek SARS-CoV-
2 viral yiikiine sahip hastalarda, viriisiin patojenezini destekleyen M1 makrofajlarin
baskin infiltrasyonu vardir (Desai ve ark 2020). Monositler, patojen kontrolii ve IL-6

gibi sitokinlerin {iretimi agisindan onemlidir. SARS-CoV-2, kan monositlerinin



aktivitesini ve miktarini artirir (Lucas ve ark 2020, Meidaninikjeh 2021, Wauters ve
ark 2021, Cizmecioglu ve ark 2022). Siddetli COVID-19'da dolagimdaki monositler,
hem iltihap hem de doku onarimina katkida bulunabilen karigik bir M1/M2 fenotipi
sergiler. Ancak bu durum COVID-19'da pulmoner komplikasyonlara neden olabilir
(Matic ve ark 2020). Genel olarak SARS-CoV-2, monosit trafigini akcigerlere tesvik
eder ve kontrolsiiz makrofaj birikimini tetikler. Bu da enfekte hastalarin siddet seviyesi
ile iliskilidir (Pence 2020). Makrofajlar, COVID-19 ile iliskili pndmoni ve ARDS'nin
gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilir (McGonagle ve ark 2020, Otsuka ve Seino
2020).

Myeloid tiirevli baskilayict hiicreler (MDSC), immature myeloid hiicrelerinin
dendritik hiicrelere ve makrofajlara diferansiyasyonunu engelleyerek, T hiicrelerine
antijen sunumunu 6nler (Goh ve ark 2013). MDSC'ler, IL-10 ve tiimé6r nekroz faktor-
alfa (TNF-a) gibi sitokinleri iireterek T hiicrelerinden interferon-gama (IFN-y)
salinimini ve antijen-spesifik T hiicrelerinin proliferasyonunu baskilarlar. MDSC'ler
ayrica. CD4" T hiicrelerinin regiilator T hiicrelere farklilasmasii indiikleyerek
bagisiklik yanitlarinin baskilanmasina katkida bulunurlar (O’Connor ve ark 2017).
Birkac c¢alisma, insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ve hepatit C viriisii de dahil
olmak tizere kronik viral hastaliklardaki MDSC'lerin, bu hastaliklarin patogenez ile
iligkili oldugunu bildirmistir (Vollbrecht ve ark 2012, Cai ve ark 2013). MDSC'lerin
ve alt gruplarinin hastalik siddeti iizerindeki rolii, COVID-19 iizerine yapilan bazi
fonksiyonel caligmalar tarafindan gosterilmistir. Bu c¢alismalarda COVID-19’lu
hastalarda MDSC hiicrelerinin arttig bildirilmistir (Agrati ve ark 2020, Sacci ve ark
2020, Kvedaraite ve ark 2021, Emsen ve ark 2022).

Notrofiller

Notrofiller, siddetli SARS-CoV-2 enfeksiyonunda baskin akciger infiltrasyonu
yapan lokositlerden biridir (Wang ve ark 2020c). COVID-19'lu hastalarin akciger
orneklerinin otopsi analizinde, akciger kapillerlerinde nétrofil infiltrasyonu tespit
edilmistir (Barnes ve ark 2020, Fox ve ark 2020). Notrofiller ayrica
mikroorganizmalari dldiiriitken DNA ve graniil iceriklerini disariya ¢ikararak, bakteri
ve mantarlarin tuzaga diisiirildiigii ve oldiirtildiigii notrofil ekstraseliiler tuzaklar
(neutrophil extacellular trap, NET) ad1 verilen ekstraseliiler iplikler olusturur. Uygun

diizenlenemediklerinde NET ler inflamasyonu, trombozu baslatir ve yayar. Notrofiller
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tarafindan salinan NET’ler COVID-19 hastalarinda organ hasarina ve mortaliteye
neden olabilmektedir. Kontrolsiiz ilerleyen siddetli COVID-19 durumlarinda,
notrofillerden gelen NET'ler ve makrofajlardan salinan IL-1p arasinda yogun bir

etkilesim oldugu diisiiniilmektedir (Barnes ve ark 2020).
Eozinofiller

Eozinofillerin farkl viral enfeksiyonlarda koruyucu etkileri olmasina ragmen,
eozinofil yanitinin SARS-CoV-2'ye karsi tam olarak anlagilamadigi bir gercektir
(Jesenak ve ark 2020). COVID-19 hastalarinin 6nemli bir kisminda eozinofil
diisiikligii goriilmektedir (Du ve ark 2020, Zhang ve ark 2020b). Ancak bu tiim
kohortlarda rapor edilmemistir (Lippi ve ark 2020). COVID-19 hastalarinda eozinofil
diisiikliiglinlin patofizyolojik mekanizmasi net degildir. Ancak artmis apoptoz, azalmis
eozinofilopoez ve kemik iliginden azalan eozinofil ¢ikisi ile iliskili olabilir (Lindsley
ve ark 2020). Doku i¢i gog artisi olasiligr diisiiktiir. Ciinkiit COVID-19 hastalarinin

pulmoner dokusunda eozinofillerin infiltrasyonu bulunmamistir (Barton ve ark 2020).
Dogal oldiiriicii (NK) hiicreler

COVID-19 hastalarindaki NK hiicre sayilariyla ilgili veriler cesitlidir. Baz1
caligmalar, COVID-19 hastalarinda NK hiicre sayilarinda saglikli kontrollerle
karsilastirildiginda fark bulunmadigini rapor etmistir (Liu ve ark 2020a, Wang ve ark
2020c). Ancak bir calisma, NK hiicre sayilarinda artis géstermis ve NK hiicrelerinin
sitokin salinim sendromunda (cytokine release syndrome (CRS)) rol oynayabilecegini
one stirmiistiir (Leng ve ark 2020). Bununla birlikte, diger ¢alismalar COVID-19
hastalarinda NK hiicre sayilarinda diisiikliik veya belirgin bir azalma bildirmistir

(Thevarajan ve ark 2020, Giamarellos-Bourboulis 2020).
Kompleman sistemi

Kompleman sistemi bakteri ve virlislere karsi korumaya aracilik eden
ardisik/sirali aktivasyon yapan birbirine bagli 20°den fazla proteinlerden olusmaktadir.
Hem dogal hem de edinsel bagisiklikta mikroorganizmalara karsi savunma gorevleri
yapar. Kompleman etkinlesmesi klasik, lektin ve alternatif yolak olmak iizere baslica
iic yolak ile olur. U¢ yolagin amaci, membran atak kompleksi (MAC veya C5b-9)

olusturmak ve konak¢1 savunmada 6nemli islevlere sahip C3a, C3b ve C5a gibi birgok
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proteinin olusumudur (Java ve ark 2020, Ng ve Powell 2021). MAC, hiicre 6liimiine
yol acan porlarin olusumunu tetikleyerek hiicre zarini degistirebilir. C3a ve CS5a,
iltihabi stireglere katkida bulunan noétrofilleri ve makrofajlar1 ¢ekebilen iki giiclii
anafilatoksindir. C3b, enfekte hiicreleri opsonize etme yetenegine sahiptir ve
patojenlerin fagositoz yoluyla temizlemesi i¢in mikrobun yiizeyinde birikir (Stenmark
ve ark 2021). SARS-CoV-2 enfekte olmus hastalarda C1q, MASP-2, C3, C3c, C3d,
C4d ve C5b-9 gibi biyobelirteglerin varligi, enfeksiyon sirasinda alternatif yol ve lektin
yolunun giiclii aktivasyonunu gosterir (Magro ve ark 2020, Ma ve ark 2021). Ma ve
ark, COVID-19 sirasinda koagiilasyon proteinleri ve endotel hasari ile iliskilendirilen
alternatif yolun bilesenlerinde artis gozlemledi (Ma ve ark 2021). SARS-CoV-2 S
proteini, hiicre yiizeyinde kompleman sisteminin alternatif yolunu dogrudan aktive
edebilir (Yu ve ark 2020). SARS-CoV-2 N proteini, mannoz baglayici lektin ile iligkili
serin proteaz 2 (MASP2) ile yogun etkilesimde bulunur ve lektin yolunu kullanarak
kompleman sistemi aktivasyonunu indiikler (Flude ve ark 2021, Bosmann 2021).
Klasik yol, COVID-19'un geg¢ evrelerinde SARS-CoV-2'ye kars: iiretilen antikorlar
tarafindan aktive edilebilir (Bosmann 2021). C5b-9 kompleksinin 6nemli Olciide
artmig diizeyleri, artmig C3a ile birlikte hastaligin siddeti ile giiclii bir sekilde
iligkilidir. C5a, reseptorii C5aR1 araciligiyla proinflamatuar sitokinlerin iiretimini
uyararak monositler ve nétrofiller gibi bagisiklik hiicrelerinin toplanmasint ve
aktivasyonunu indiikler (Carvelli ve ark 2020). Yiiksek C3 seviyeleri ile kompleman
sistemin asir1 aktivasyonu, siddetli COVID-19 ve o6liim olasiligmmin artmasi ile

iligkilidir (Cheng ve ark 2021, Sinkovits ve ark 2021).
1.2.2. Edinsel Immiinite
T hiicresi

T hiicreleri, solunum sisteminin birgok viral enfeksiyonunun erken kontrolii ve
klirensinin saglanmasinda ¢ok 6nemlidir. CD4" yardimci T hiicreleri antikor tiretimi
icin B hiicrelerine yardim eder ve diger immiin hiicrelerin cevabini yonetir, CD8"
sitotoksik T hiicreleri viral yiikii azaltmak i¢in enfekte hiicreleri oldiirtir. CD8"
sitotoksik T hiicreleri dogrudan enfekte hiicreleri notralize ederken, CD4™ T hiicreleri
B hiicrelerine humoral yanitlari baslatmada yardimci olur (Retaman-Diaz ve ark
2019). T hiicreleri, immiinolojik hafizanin gelisiminde virus-spesifik CD8" ve CD4*

T hiicreleri seklinde 6nemli bir role sahiptir (Murali-Krishna ve ark 1998, Libraty ve
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ark 2007, Ng ve ark 2016). Aslinda, SARS-CoV spesifik CD8" T hiicreleri, insanlarda
enfeksiyondan sonraki 11 yila kadar tespit edilmistir. Bu da spesifik antikorlardan daha
uzun bir siiredir (Ng ve ark 2016). SARS-CoV-2 spesifik CD8" ve CD4" T hiicreleri,
sirastyla COVID-19 iyilesen hastalarin yaklasik %70 ve %100'iinde tanimlanmistir.
CD4" T hiicreleri, S proteinine yanit vermis ve anti-SARS-CoV-2 1gG ve IgA
titrelerinin biyiikliigi ile korelasyon gostermistir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunda
lenfopeninin ardindan T hiicre alt gruplarinin kompozisyonundaki degisiklikler
SARS-CoV ve diger bazi1 viriislerle benzer sekilde bildirilmistir (Wang ve ark 2020b,
Thevarajan ve ark 2020, Xu ve ark 2020). CD4" T hiicreleri ve CD8" T hiicrelerinin
toplam sayilari, gogu COVID-19 hastasinda normal seviyelerin altinda, en siddetli
vakalarda en diisiik seviyelerde bildirilmistir. Ayrica, Treg hiicrelerinin sayis1 da
azalirken, son zamanlarda bildirilen bir hafif seyirli COVID-19 vakasinda dolasimdaki
folikiiler yardimei T (Tfh) hiicrelerinin CD4*"CXCR5ICOS™PD-1" oraninda bir artis
goriilmiistiir (Thevarajan ve ark 2020, Ucgaryilmaz ve ark 2022). SARS-CoV-2 ile
enfekte hamile kadinlarda yapilan bir ¢alismada CD3* T hiicresi (p = 0.001), CD4* T
hiicresi (p = 0.011), Treg (p = 0.001) ve Treg/Th17 orani (p = 0.001) kontrole kiyasla
daha diisiik bulunmustur (Kulhan ve ark 2023). Edinsel yanitlarin gecikmis gelisimi,
uzamis viriis temizlenmesi ile birlikte, siddetli SARS-CoV-2 enfeksiyonu vakalarinda
rapor edilmistir (Cameron ve ark 2008). SARS-CoV ve SARS-CoV-2 hastalarinda
lenfopeni mekanizmalari hala bilinmemektedir. T hiicreleri, CD147 veya muhtemelen
CD26 araciligiyla enfekte olabilir, ciinkii lenfositlerdeki ACE2 ifadesi (baz1 doku-
tirevli T hiicreleri hari¢) ¢ok diisiiktiir (Xiong ve ark 2020). Bu tiir bir enfeksiyonun
enfekte T hiicrelerinin 6lim nedeni olup olmadigi heniiz belirsizdir. CD4* T
hiicrelerinin azalmasi, lenfositlerin azalmis pulmoner toplanmasi ve nétralize edici
antikor ve sitokin tiretimi ile iliskilidir ve bu da gii¢lii bir immiin-aracili interstisyel
pnomoni ve SARS-CoV'un akcigerlerden gecikmis temizlenmesine neden olur (Chen
ve ark 2010). Ayrica, yardimct T hiicreleri, NF-kB sinyal yolunu kullanarak
proinflamatuar sitokinler tiretir (Manni ve ark 2014). IL-17 sitokinleri, monositleri ve
notrofilleri enfeksiyon alanina ¢eker, inflamasyonu aktive eder ve IL-1, IL-6, IL-8, IL-
21, TNF-B ve MCP-1 gibi diger asag1 akis sitokin ve kemokin kaskadlarini aktive eder
(Bunte ve ark 2019, Dutzan ve ark 2019).
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B hiicresi ve antikor yanitlari

B hiicrelerinin basarili bir sekilde plazma hiicrelerine doniisiimii ve antikor
iiretme yetenekleri hiimoral immiin yanit i¢in dnemlidir. Basarili bir B hiicre cevabi,
viriis ile ilk karsilagmada koruma saglamanin yani sira ikincil enfeksiyonu onlemede
Oonemli rol oynar. Enfeksiyonun akut ve iyilesme asamalarinda olusan plazma
hiicreleri, antikor salgilamaya devam ederek serolojik bellegi olustururlar. Primer
enfeksiyon sirasinda bellek B hiicreleri de olusur (Vabret ve ark 2020). insan SARS-
CoV-2 enfeksiyonu, nétralize edici antikorlarin iiretimine yol agan B ve T hiicre
bagisikligi mekanizmalarini aktive eder (Thevarajan ve ark 2020). Baslangicta B
hiicreleri, SARS-CoV-2'yi niikleokapsid protein araciligiyla tanimis gibi goriiniir, bu
da onlarin aktivasyonunu ve sonrasinda uygun CD4" T hiicreleri ile etkilesimlerini
indiikler. Antikor yaniti, COVID-19 semptomlarinin baglamasindan 4-8 giin sonra
olusur ve baslangigta IgM tarafindan domine edilir (Huang ve ark 2020a).
Baslangigtaki IgM yanitini, IgA ve ardindan IgG iiretimi takip eder (10-18 giin).
Mukozal IgA'nin gelisimi muhtemelen SARS-CoV-2 ile tekrar enfeksiyonu dnlerken,
dolasimdaki IgA, sistemik SARS-CoV-2 nétralizasyonuna ve aktif enfeksiyon
sirasinda iltihabin azalmasina katkida bulunabilir (Breedveld ve ark 2019). SARS-
CoV-2'yi nétralize etmek icin IgG yanitiin kapsami ve kalitesi kritiktir. Onceki
SARS-CoV enfeksiyonu raporlarina dayanarak, SARS-CoV-2"yi nétralize eden IgG
antikorlarmin, serumda enfeksiyondan 2-3 hafta sonra tespit edilebilecek sekilde S
proteinine 6zgii olmas1 gerektigi belirtilmistir (Tan ve ark 2004, Temperton ve ark
2005). Bu nedenle, COVID-19 hastalarinin Onlenmesi ve tedavisi i¢in insan

konvalesan serum transferi onerilmistir (Casadevall ve Pirofski 2020).
Sitokin firtinasi

SARS-CoV-2, IFN yolunu inhibe ederek bagisiklik sistemini tiiketir ve
lenfopeniye neden olur (Astuti ve Ysrafil 2020, Schett ve ark 2020). Siddetli COVID-
19'a sahip ¢ogu hastada, IL-6, IL-1B, TNF, IL-2, IL-17, G-CSF, GM-CSF ve CXCLS8,
CXCL10, CCL2, CCL3 ve CCL7 gibi kemokinler de dahil olmak iizere proinflamatuar
sitokinlerin serum diizeyleri 6nemli olgiide yiikselmistir (Cao 2020, Yang ve ark
2020b). Bu kemokinler, enflamatuvar dokulara nétrofilleri ve monositleri ¢ekerek
doku hasarmi arttirir. CCL7 ve CXCLI10 asir1 liretimi, hastalik siddeti ve 6limciil

sonuglarla iliskilidir (Yang ve ark 2020b). IL-6 bu hastalarda 6nemli Ol¢iide artar ve
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zaman i¢inde artmaya devam eder, ¢ogunlukla akcigerde birikmis makrofajlardan ve
notrofillerden tiiretilir ve sag kalanlara kiyasla 6limlerde daha yiiksektir (Chen ve ark
2020a, Gong ve ark 2020, Tay ve ark 2020). Bu anormal sitokin ve kemokin {iretimi,
kontrolsiiz inflamasyona neden olan bir sitokin firtinasi profiline neden olur. Bu da
ARDS, sepsis, sok ve doku hasari nedeniyle ¢oklu organ yetmezligini i¢erir (Cao 2020,
Coomes ve ark 2020, Li ve ark 2020b, Ye ve ark 2020).

1.3. Klinik Ozellikler

Guan ark, 1099 vaka lizerinde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda yaygin klinik
belirtilerin ates (%388,7), Oksiiriik (%67,8), yorgunluk (%38,1), balgam iiretimi
(%33,4), nefes darligi (%18,6), bogaz agrist (%13,9) ve bas agrist (%13,6) oldugunu
bulmustur (Guan ve ark 2020). Ayrica, hastalarin bir kisminda ishal (%3,8) ve kusma
(%5,0) gibi sindirim sistemine ait belirtiler goriilmiistiir. Klinik belirtiler, diger
calismalardan elde edilen verilerle uyumlu bulunmustur (Chen ve ark 2020c, Huang
ve ark 2020b, Wang ve ark 2020b). Ates ve oksiiriik baskin belirtilerdir, ist solunum
yolu belirtileri ve sindirim sistemi belirtileri nadirdir. Bu da SARS-CoV (Lee ve ark
2003), MERSCoV (Assiri ve ark 2013) ve influenza (Wang ve ark 2016) ile
karsilagtirildiginda viral tropizmdeki farklar1 gostermektedir. Yaslilar ve eslik eden
hastaliklara sahip olanlarda (6rnegin, hipertansiyon, kronik obstriiktif akciger
hastalig1, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik); hizla ARDS’ye, septik soka, diizeltmesi
zor metabolik asidoza ve pihtilasma bozukluguna ve hatta 6liime neden olmustur

(Huang ve ark 2020b).
1.4. Laboratuvar Bulgular:

COVID-19 hastalar1 i¢in laboratuvar parametrelerinin klinik 6nemi, hastaligin
siddeti, yogun bakim ihtiyacinin gelismesi ve mortalite tahminlerine iligkin genel bir bakis

saglamaktir.

Hematolojik parametre sonuglarima gore, beyaz kan hiicre sayist hastalarin
cogunda normaldir veya azalmistir. Hastalarin %72.3'linde viral enfeksiyonun temel
ozellikleri ile uyumlu olarak lenfopeni gelismistir (Liu ve ark 2020b). Siddetli
COVID-19 hastalariin WBC sayist, orta dereceli hastalara gore daha ytiksektir (Chen
ve ark 2020d). Yogun bakim {initesinde tedavi goren hastalarda periferik kan

16kositleri ve notrofilleri, daha yiiksektir ve 6liimciil vakalarda baglangigtan itibaren
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lenfositler giderek azalmaktadir (Zhou ve ark 2020a). Noétrofillerde ve nétrofil/lenfosit
oranindaki (NLR) artis, kotii prognoz gostergesi olarak kabul edilmektedir (Zhang ve
ark 2020a). Siddetli vakalarda monosit, eozinofil ve bazofil yiizdeleri keskin bir
sekilde azalmaktadir (Zhang ve ark 2020a, Qin ve ark 2020). Eozinofil sayilarinin
azalmas1 mortalite ile iliskili olup bir diger kotii prognoz gostergesidir (Yao ve ark

2020).

COVID-19 hastalarinin %36 ila %43'linde hafif trombositopeni, uzamis
protrombin zamani, (Giannis ve ark 2020) ve yiiksek D-dimer seviyeleri gibi anormal
koagiilasyon parametreleri goriilmektedir (Lippi ve Plebani 2020a). Bir meta-analizde,
yayimlanmis 4 ¢alismanin incelenmesinde, daha siddetli COVID-19 vakalarinda daha
yiiksek D-dimer seviyelerine rastlanmistir. Ayrica, trombositopeninin, daha ciddi
COVID-19 ve oliim riski artisi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Lippi ve Plebani
2020D).

Akut faz reaktanlari, insanlarda ve hayvanlarda potansiyel tani isaretleri ve
hastalik sonuglarin1 6ngéren molekiillerdir (Perez 2019). Enfeksiyoz ve enfeksiyoz
olmayan ajanlar, akut faz reaktanlarini artiran ve enfeksiyona karst ana savunma
roliinii oynayan inflamatuar bir yanit1 baglatabilir. Baglangicta SARS ve MERS
hastalarinin takibi, siddetli koronavirlis enfeksiyonlarinda tani ve prognozun
belirlenmesinde akut faz reaktanlarinin 6nemini gosterdi. SARS hastaligina sahip ¢cogu
hastanin yiiksek C-reaktif protein (CRP), alanin transaminaz (ALT), laktat
dehidrojenaz (LDH) ve kreatin kinaz seviyelerine sahip oldugu bildirilmistir. (Wang
ve ark 2004).

CRP, iyi bilinen bir inflamasyon biyobelirtectir ve COVID-19 hastalarinin
%060,7'sinde yiiksek bulunmustur. Daha yiiksek CRP seviyeleri ayrica akut solunum
sikintis1 sendromu gelisimi, daha yiliksek troponin-T seviyeleri ise siddetli COVID-19
hastalarinda gozlenen miyokard hasari ile baglantilidir (Bozkurt ve ark 2021).
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2. GEREC VE YONTEM

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 servisinde yatan 18-80
yas arasinda 60 COVID-19’lu hasta ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin yasi ile uyumlu
18-80 yas arasinda 29 saglikli kontrol alindi. Bu arastirma, Selguk Universitesi Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 2020/425 karar sayist ile 30.09.2020 tarihinde
onaylandi. Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii (BAP)

tarafindan 19102036 proje numarasi ile desteklendi.
2.1. Hasta Sec¢imi

Hasta grubuna, PCR testi pozitif ¢ikan ve COVID-19 pnomonisi ile yatan
hastalar dahil edildi. Tedavi siirecinde lenfopeni yapabilecek ila¢ kullanim1 olan, alkol
kullanimi, kronik renal hastalik, cushing sendromu, aktif malignitesi olan hastalar
calisma dis1 birakildi. Kontrol grubu, daha énce COVID-19 tanist almamis saglikli
yetiskinlerden olusturuldu. immiin yetmezligi, malignitesi, kronik bobrek ve karaciger
hastalig1 ve aktif enfeksiyonu olmayan saglikli goniilliller caligmaya alindi. Hasta ve
goniilliilerden Bilgilendirilmis Onam formu imzas1 alindi. Hastalarin ve kontrol
grubunun yasi, cinsiyeti, hastalarin basvuru anindaki demografik verileri ile klinik
geemisi, laboratuvar bulgulari, radyolojik bulgulari ve uygulanan tedaviler tibbi

kayitlardan kaydedildi.

COVID-19’1lu hastalar, Cin Ulusal Saglik Komisyonu tarafindan yayinlanan 2019
Corona Viriis Hastalig1 Rehberine (7. baski) gore siniflandirildi. Siniflandirma asagidaki

gibidir:
1. Hafif tip: goriintiilemede pndmoni olmaksizin hafif klinik semptomlar;

2. Yaygin tip: goriintiilemede pnomoni ile birlikte ates, solunum yolu ve diger

semptomlar;

3. Siddetli tip: solunum sikintisi, solunum hizi > 30 kez/dk; dinlenme durumunda, oksijen

doygunlugu < %93; PaO,/FiO, < 300mmHg;

4. Kritik tip: mekanik ventilasyon gerektiren solunum yetmezligi, sok ve Yogun bakim

tinitesi izleme ve tedavisini gerektiren diger organ yetmezligi (68).
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Calismamiza sadece pnomonisi olan hastalari dahil ettik. Hastalig hafif gecirenler
(yaygin tip) hafif seyirli grup, belirgin solunum semptomlari olan, siddetli klinik tabloya
sahip hastalar (siddetli tip) agir grup olarak isimlendirildi. Pnémonisi olmayan (hafif tip)
ve yogun bakim takibi gereken (kritik tip) kritik hastalar calisma dis1 birakildi.

2.2. Akim Sitometri Analizi

Yardimer T hiicre alt gruplart (Thl, Th2, Th17, Th22) iki farkli yontem ile
analiz edildi. Birinci yontemde kemokin reseptorlerine gore degerlendirildi. Ikinci
yontemde eksprese ettikleri yiizey reseptorlerine ve hiicre igi sitokin diizeylerine gore
floresanla isaretli monoklonal antikorlarla belirlendi. Sitotoksik T hiicre alt gruplari
(Tcl, Tc2, Tcl7, Tc22) eksprese ettikleri yiizey reseptorlerine ve hiicre igi sitokin
diizeylerine gore floresanla isaretli monoklonal antikorlarla belirlendi. Folikiiler T
hiicreler ise tagidiklar1 ylizey reseptorlerine gore belirlendi. Kullanilan monoklonal
antikorlarin boyalar1 Tablo 2.1°de, T hiicre alt gruplarinin hiicre yiizey reseptorlerine
gore smiflandirilmast Tablo 2.2°de gosterilmistir. Hiicreler 10 renkli BD FACS Aria
[T akim sitometri cihazinda (BD Biosciences, Pharmingen, San Jose, USA) okutuldu

ve FACS Diva version 6.1.3 yazilim programinda analiz edildi.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan monoklonal antikorlar ve boyalarinin listesi.

Monoklonal Antikor Boya

CD45RA APC-Cy7 (Allphycocyanin-Cy7)
CD3 FITC (Flourescein isothiocyanate)
CD4 PE (Phycoerythrin)
CD3/CD4/CD8 kombine kit | PE-Cy5/PE/FITC

CXCR3 APC

CCR4 PE-Cy7

CCR6 PercP (Perdinin chlorophyhill protein)
CXCR5 FITC

PD-1 PE-Cy7

IL-4 PE-Cy7

IL-17 APC

IFN-y APC
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Tablo 2.2. T hiicre alt gruplarinin hiicre yiizey reseptorlerine veya sitokin diizeylerine

gore degerlendirilmesi.

T hiicre alt gruplan

Monoklonal antikorlar

Total T hiicre CD3*
IFN-y* Total T hiicre CD3*IFN-y™*
IL-4" Total T hiicre CD3*IL-4"
IL-17" Total T hiicre CD3*IL-17"
IL-22" Total T hiicre CD3*IL-22*

Yardimei T hiicre CD3*CD4*

Yardimci T hiicre 1 (Thl)

CD3"CD4"IFN-y*

Yardimci T hiicre 1 (Thl)

CD3 CD4"CXCR3*CCR4"CCR6

Yardimci T hiicre 2 (Th2)

CD3*CD4"IL-4"

Yardimci T hiicre 2 (Th2)

CD3"CD4'CXCR3 CCR4"CCR6

Yardimci T hiicre 9 (Th9)

CD3"CD4"CCR4 CCR6"

Yardimci T hiicre 17 (Th17)

CD3'CD4"IL-17A"

Yardimci T hiicre 17 (Th17)

CD3"CD4"CXCR3 CCR4"CCR6*

Yardimc1 T hiicre 17.1 (Th17.1)

CD3"CD4'CXCR3*CCR4'CCR6*

Yardimer T hiicre 22 (Th22)

CD3'CD4"IL-227

CD4* T folikiiler hiicre (Tfh) CD3*CD4*PD1*CXCR5*
CD4" T periferal hiicre (Tph) CD3*CD4*PD1M"CXCR5"
Sitotoksik T hiicre CD3*CD8"

Sitotoksik T hiicre 1 (Tcl)

CD3*CD8'IFN-y*

Sitotoksik T hiicre 2 (Tc2)

CD3*CD8"IL-4*

Sitotoksik T hiicre 17

CD3'CD8'IL-17A"

Sitotoksik T hiicre 22

CD3"CD8"IL-22*

CD8" T folikiiler hiicre (Tfh)

CD3"CD8'PD1"CXCR5*

CD8" T periferal hiicre (Tph)

CD3*CD8*PD1MI"CXCR5"

2.2.1. Yiizey Boyama

Yardimci T hiicre alt gruplan (Sekil 2.1) ve folikiiler T hiicreler (Sekil 2.2)
tasidiklan yilizey reseptorlerine gére monoklonal antikorlarla ylizey boyama yapilarak

belirlendi. Yiizey boyama icin gerekli biitiin malzemeler Biolegend’dan temin edildi.
Malzemeler

Lysing soliisyonu 10x: dH20 ile 1x hazirlandu.

Cell staining buffer: Kullanima hazir.
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Yardimci T hiicre altgruplart i¢in kullanilan monoklonal antikorlar: CD3 (FITC), CD4
(PE), CD45RA (APC-Cy7), CCR4 (PE-Cy7), CXCR3 (APC) ve CCR6 (PERCP-

Cy5.5)

Folikiiler T hiicreler igin kullanilan monoklonal antikorlar: CD3 (PercP-Cy5), CD4
(APC), CD8 (Alexa flour 700), CD185 (CXCR5) (FITC), CD279 (PD-1) (PE-Cy7).
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Sekil 2.2. Folikiiler T hiicre alt gruplarinin akim sitometrik analizi.
Yontem

1. 12x75 mm’lik tliplere monoklonal antikorlar eklendi.
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2. 100 pl tam kan eklendi.

3. Karanlikta oda sicakliginda 20 dk. inkiibe edildi.

4. 2 ml lysing soliisyonu eklenerek 15 dk. oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.
5. Tipler 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirildi.

6. 2 ml cell staining buffer eklendi.

7. 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

8. 500 pl cell staining buffer eklendi ve akim sitometri cihazinda okutuldu.

2.2.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerin Ayrilmasi Ve Uyarilmasi

Yardimer T hiicre alt gruplar1 ve sitotoksik T hiicre alt gruplari eksprese
ettikleri ylizey reseptorlerine ve hiicre i¢i sitokin diizeylerine gore belirlendi (Sekil 2.3,
Sekil 2.4, Sekil 2.5 ve Sekil 2.6). Bu yontemde periferik kan mononiikleer hiicreleri
(PBMC) kullanildi. PBMC’ler lymphopure (BioLegend) ile gradyan santrifiijleme
yoluyla elde edildi. Sitokin uyarimi igin uyarict malzemeler eklenerek, CO2’li

inkibatorde 6 saat bekletildi ve akim sitometri cihazinda okutuldu.
Malzemeler

Cell staining buffer: Kullanima hazir.

Lymphopure: Kullanima hazir.

Cell activation coctail (with brefeldin A): Kullanima hazir.

ImmunoCult-XF T cell expansion medium: Kullanima hazir.

Cyto-Fast™ fix/perm solution (50 ml): Kullanima hazir.

Cyto-Fast™ perm wash solution 10X (100 ml): dH20O ile 1x hazirlandu.

Monoklonal antikorlar: CD3 (PE-Cy5) / CD4 (PE) / CD8 (FITC) kombine kit, IFN-y
(APC), IL-4 (PE/CyT), IL-17A (APC), IL-22 (APC).

Yontem

1. EDTA 11 kan 1:1 oraninda cell staining buffer ile dilue edildi.
2. Dilue edilen kana 2:1 oraninda lymphopure eklendi.

3. 2000 rpm de 30 dk. santrifiij edildi.

4. PBMC’ler ayrildu.

5. 2 ml cell staining buffer eklendi.

6. 1500 rpm de bes dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildu.
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7. Tiiplere 900 pl immunoCult-XF T cell expansion medium eklendi.

8. Hiicre yogunlugu Thoma laminda sayildi.

9. 1x108 hiicre icin 2 ul cell activation cocktail (with brefeldin A) eklendi.

10. Tiipler 37°C'de %5 CO2’li ortamda 6 saat inkiibe edildi.
11. 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildu.
12. Hiicre peletine 2.5 ml cell staining buffer eklendi, vortekslendi.
13. 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
14. Anti-human CD3(PE-Cy5)/CD4 (PE)/CD8 (FITC) Cocktail eklendi.
15. 20 dk. karanlikta inkiibe edildi.

16. 2 ml cell staining buffer eklendi.

17. 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edildi.

18. 150 pl cyto-fast™ fix/perm buffer eklendi.

19. 20 dk. oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

20. 1 ml 1X cyto-fast™ perm wash eklendi.

21. 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edildi ve slipernatant atildu.
22. 1 ml 1X cyto-fast™ perm wash eklendi.

23. 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildu.
24. Calisilacak sitokin monoklonal antikor (6rn IL-4) eklendi.
25. 20 dk. oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

26. 1 ml 1X cyto-fast™ perm wash eklendi.

27. 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildu.
28. 1 ml cell staining buffer eklendi.

29. 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edildi

30. 300 pl cell staining buffer eklendi, cihazda okutuldu.
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Sekil 2.4. T hiicre alt gruplarinin hiicre i¢i IL-4 ekspresyonunun akim sitometrik

analizi.
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Sekil 2.6. T hiicre alt gruplarinin hiicre i¢i IL-22 ekspresyonunun akim sitometrik
analizi.

2.2.3.Sitometrik boncuk yontemi (CBA) Analizi

Sitometrik boncuk yontemi (CBA), partikiile bagli immunassay yontemi
kullanilarak, ¢o6ziinebilir partikiillerin akim sitometri araciligi ile floresans
yogunlugunun saptanmasi esasina dayanir. Bu metotda her bir boncuga spesifik bir
protein baglanmakta, bunlar da ELISA plaklarindaki kaplanmis her bir kuyucuga
karsilik gelmektedir. En 6nemli avantaji 25-50 pl 6rnek hacmiyle ELISA’ya gore ¢ok

daha az 6rnekte ve daha az zamanda daha giivenilir sonuglar veren bir metot olmasidir.

BD™ CBA (Cytometric Bead Array) Insan Th1/Th2/Th17 Sitokin Kiti, bir tek
ornek icinde Interlokin-2 (I1L-2), Interlokin-4 (I1L-4), Interlokin-6 (1L-6), Interlokin-10
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(IL-10), Tiimér Nekroz Faktorii (TNF), interferon-gama (IFN-y) ve interlokin-17A
(IL-17A) protein seviyelerini 6l¢gmek igin kullanildi.

CBA kitinde her bir sitokin i¢in 20-5000 pg/mL arasinda standartlar
bulunmaktadir. Her bir analiz 6rnegi sitokin boncuklar1 ve PE isaretli deteksiyon
boncuklar1 ile birlikte inkiibe edildikten 3 saat sonra akim sitometrik olarak
degerlendirildi. Her bir sitokinin miktar1 pg/mL cinsinden 6zel CBA programinda

(FCAP Array Software) analiz edildi.
Kit icerigi

Sitokin Yakalama Boncuklar1 (A1-A7): Her biri belirli bir yakalama boncugu
tirini igeren 80 testlik bir sise (A1-A7). Belirli yakalama boncuklari, belirgin
floresan yogunluk 6zelliklerine sahip olup en parlaktan (A1) en mat (A7) olanina kadar

dagilmistir.

Th1/Th2/Th17 PE Tespit Reaktifi (B): 50 pl/test kullanim i¢in formiile edilmis PE
ile konjuge anti-insan IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, IFN-y ve IL-17A antikorlarinin
bulundugu 80 testlik bir PE tespit reaktifi sisesi

Th1/Th2/Th17 Sitokin Standartlari (C): iki adet liyofilize rekombinant insan sitokin
proteinini i¢eren vial. Her vial, en {ist standart1 hazirlamak i¢in 2.0 mL Assay Diluent

icinde sulandirilmalidir.

Sitometri Ayar Boncuklar1 (D): Kompanzasyon ayarlarini yapmak i¢in 30 testlik bir
ayarlama boncugu sisesi, Sitometri Ayar1 Boncuklari, 50 pl/test kullanim i¢in formiile

edilmistir.

PE Pozitif Kontrol Dedektorii (E1): 50 pL/test kullanim i¢in formiile edilmis PE ile
konjuge edilmis antikor kontroliinii iceren 10 testlik bir PE pozitif kontrol dedektorii

sisesi. Bu reaktif, kompanzasyon ayarlarini yapmak i¢in kullanilir.

FITC Pozitif Kontrol Dedektorii (E2): 50 pl/test kullanim i¢in formiile edilmis FITC
ile konjuge edilmis antikor kontroliinii iceren 10 testlik bir FITC pozitif kontrol

dedektorii sisesi. Bu reaktif, kompanzasyon ayarlarini yapmak i¢in kullanilir.
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Yikama Tamponu (F): Yikama adimlar1 ve analiz i¢in yikanmis boncuklar1 yeniden
siispansiyon i¢in kullanilan protein ve deterjan iceren fosfat tamponlu tuzlu (PBS)

¢oOzeltisinin (1X) bulundugu 130 ml'lik bir sise.

Assay Diliient (G): Insan Th1/Th2/Th17 Sitokin Standartlarin1 sulandirmak ve
bilinmeyen Ornekleri seyreltmek i¢in kullanilan tamponlu protein ¢ozeltisi (1X)

bulunan 30 ml'lik bir sise.

Serum Gelistirme Tamponu (H): Serum veya plazma Orneklerini test ettigimizde
karisik Yakalama Boncuklarini seyreltmek i¢in kullanilan tamponlu protein ¢ozeltisi

(1X) bulunan 10 ml'lik bir sise.
Sitokin standartlarim1 hazirlama

1. Liyoflize standart 15 ml'lik konik polipropilen bir tiipe transfer edildi ve tiip "iist
standart" olarak etiketlendi.

2. Standart 2 ml Assay Diluent ile sulandirildi ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi.

3. 12 x 75 mm'lik tlpler; 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 ve 1:256 seklinde
etiketlendi.

4. Her bir 12 x 75 mm'lik tiipe 300 pul Assay Diliient eklendi.

5. Ust standart'tan 1:2 seyreltme tiipiine 300 pl transfer edildi ve pipetle iyice
karistirildi. 1:2 tiiplinden 1:4 tiipiine ve boyle devam ederek 1:256 tiipiine kadar 300
uL transfer ederek seri seyreltme yapildi.

6. Sadece Assay Diliient iceren 12 x 75 mm'lik bir tiip hazirland1 ve negatif kontrol
olarak etiketlendi.

Prosediir

1. Karisik Yakalama Boncuklar1 vortexlendi ve tiim test tiiplerine 50 pl eklendi.
2.Insan Th1/Th2/Th17 Sitokin Standart diliisyonlar1 50 ul' kontrol tiiplerine eklendi.
3. Her bir hasta serum 6rneginden hasta tiiplerine 50 pl eklendi.

4. Insan Th1/Th2/Th17 PE Tespit Reaktifi'nden 50 pl tiim test tiiplerine eklendi.

5. Test tiipleri karanlikta, oda sicakliginda 3 saat boyunca bekletildi.

6. Her bir test tiipiine 1 ml Yikama Tamponu eklendi ve 200g'de 5 dk santrifiij edildi.
7. Her bir test tiipiinden siipernatan dikkatlice ¢ekildi ve atildi. Boncuk pelletini

yeniden siispansiyon yapmak i¢in her bir test tiiptine 300 pl Yikama Tamponu eklendi.
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8. Akim sitometride okutuldu ve analizi yapildi.
2.3. [Istatistiksel Analiz

[statistiki analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programi
(version 21, SPSS Inc., USA) ve R Version 3.6.0 (The R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria; https://www.r-project.org) kullanilarak yapildi.

Tanimlayict istatistikler olarak minimum, maksimum, ortalama + standart sapma,
medyan ve ¢eyrekler arasi sapma verildi. Kategorik veriler siklik ve yiizde (%) olarak
ifade edilmistir. Parametrik test varsayimlarindan biri olan normallik varsayimi
Shapiro-Wilk’in normallik testi ile varyanslarin homojenligi varsayimi ise Levene testi
ile kontrol edilmistir. Varsayimlarin saglandigi durumda kontrol ve hasta grup
ortalamalar1 arasinda fark olup olmadigi Bagimsiz Iki Orneklem T testi, normallik
varsayiminin karsilanmadigi iki bagimsiz grup arasinda fark olup olmadigi Mann-
Whitney U testi ile analiz edilmistir. Normallik ve varyans homojenligi
varsayimlarinin saglandigi durumda kontrol, hafif seyirli ve agir grup ortalamalari
arasinda fark olup olmadigi tek yonlii varyans analizi (ANOVA), normallik
varsayiminin saglandigi fakat varyanslari homojenligi varsayiminin saglanmadigi
durumda ise gruplar arasindaki farklilik Welch testi ile analiz edilmistir. Normallik
varsayimini saglanmadigi durumda ise Kruskal Wallis testi kullanilmigtir. Normal
dagilmamis verilerin Korelasyonu i¢in Pearson Spearman korelasyon katsayisi
kullanmilmistir. Kategorik degiskenler arasindaki iliskinin incelenmesi amaciyla Ki-
Kare testi uygulanmustir. Istatistiksel anlamliligi gostermek icin p <0.05 alinmustir.

Sonuglar tablolar ve grafikler seklinde sunulmustur.
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3. BULGULAR
3.1. Hasta Ozellikleri

Calisma 29 kontrol (saglikli) goniillii grubu (14 kadin/15 erkek) ve 60 hasta
grubu (23 kadin/37 erkek) olmak iizere toplam 89 kisiden olugsmaktadir. Hasta grubu
kendi i¢inde hafif seyirli ve agir olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Hafif seyirli 39
(15 kadin/24 erkek) ve agir 21 (8 kadin/13 erkek) kisiden olugmaktadir. Calisma
gruplarinin demografik ve klinik bulgular1 Tablo 3.1°de sunuldu. Hasta ve kontrol

grubundaki bireylerin yas ve cinsiyet dagilimlar1 benzerdi (sirasiyla, p=0.876,

p=0,253).

Tablo 3.1. Hastalik siddetine goére calismaya dahil edilen hastalarin, demografik
ozellikleri, ek hastaliklar1 ve klinik bulgulari.

Hastalik siddetine gore

Kontrol Biitiin Hastalar Hafif seyirli Agir
Demografik ozellikler (n: 29) (n: 60) (n: 39) (n: 21)
Yas (Ort+SS) 54,4+11,4 54,0£13,2 57,1127 48,2+12,2
Cinsiyet (K/E) 14/15 23/37 15/24 8/13
Semptom varhg n (%0)
Ates 10 (16,7) 8(20,5) 2(9,5)
Oksiiriik 28 (46,7) 17 (43,6) 11 (52,4)
Nefes darlig 33 (55) 14 (35,9) 19 (90,5)
Halsizlik 26 (43,3) 19 (48,7) 7(33,3)
Bogaz agrisi 2(3,3) 2(5,1) 0(0,0)
Tat koku kayb1 2(3,3) 1(2,6) 1(4,8)
Ishal 3(5) 3(7,7) 0(0,0)
Ek hastalik n (%)
Diyabet 17 (28,3) 11 (28,2) 6 (28,6)
Hipertansiyon 11 (18,3) 7 (18,0) 4(19,1)
Kronik akciger hastalig 11 (18,3) 5(12,8) 6 (28,6)

Altmig hastanin %16,7’sinde ates, %28’ inde oksiiriik, %55’ inde nefes darligi,
%43,3’iinde halsizlik, %3,3’linde bogaz agrisi, %3,3’linde tat-koku kayb1 ve %5’inde
ishal semptomlar1 gozlendi. Buna ek olarak %28,3’linde diyabet, %18,3’linde
hipertansiyon ve %18,3’linde kronik akciger hastaligi (KAH) mevcut idi. Hastalik
siddetine gore ise hafif seyirli grupta %20,5’inde ates, %43,6’sinde Okstiriik,
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%35,9’unda nefes darligi, %48,7’sinde halsizlik, %5,1’inde bogaz agrisi, %2,6’sinda
tat-koku kayb1 ve %7,7’sinde ishal semptomlar1 gézlenirken agir grupta %9,5’inde
ates, %52,4’lUnde Okstirik, %90,5’inde nefes darligi, %33,3’linde halsizlik ve
%4,8’inde tat alma bozuklugu semptomlar1 gézlendi. Buna ek olarak hafif seyirli
grubunun %28,2’sinde diyabet, %18,0’inde hipertansiyon ve %18,3’linde KAH ek
hastaligr mevcut iken agir grubun %28,6’sinda diyabet, %19,1’inde hipertansiyon ve

%28,6’sinda KAH eslik ediyordu.
3.2. Laboratuvar Bulgulari

COVID-19’1u hastalardan elde edilen hematoloji, koagiilasyon ve kan gazi,
biyokimya ve akut faz reaktant parametreleri agisindan pnomoni siddetine gore gruplar
aras1 farklar uygun istatistiki analizlerle incelendi. Analiz sonuglar1 ve tanimlayici

istatistikler Tablo 3.3’de verildi.

Tablo 3.2°¢ gore beyaz kan hiicresi (BKH), lenfosit, nétrofil, notrofil/lenfosit
oran1 ve trombosit hematolojik tetkik parametreleri agisindan hafif seyirli ve agir hasta
grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). Ayn
sekilde protrombin zamani (PT), aktive parsiyel tromboplastin zaman1 (APTT), PT-
INR, D-dimer ve fibrinojen koagiilasyon parametreleri agisindan hafif seyirli ve agir
hasta grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05).
Buna ek olarak; pH, pO2, pCO: ve laktat kan gaz1 tetkik parametreleri agisindan hafif
seyirli ve agir hasta grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi
(p>0.05). Alanin transaminaz (ALT), aspartat transaminaz (AST), total bilirubin, iire,
kreatinin, kreatin kinaz (CK), ferritin, prokalsitonin ve troponin biyokimya tetkik ve
akut faz reaktant parametreleri agisindan hafif seyirli ve agir hasta grubu arasinda
istatistiki olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05).

Albumin (hafif seyirli: 3,6 (0,30); agir: 3,3 (0,20); p=0,006), laktat
dehidrojenaz (LDH) (hafif seyirli: 290,4+100,6; agir: 352,9+133; p=0,045) ve C
kreaktif protein (CRP) (hafif seyirli: 43,6 (36,35); agir: 74,7 (42,68); p=0,020),
parametreleri agisindan hafif seyirli ve agir hasta grubu arasindaki fark istatistiki

olarak anlamli bulundu.
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Tablo 3.2. Pnémoni siddetine gére COVID-19’Iu hastalarda laboratuvar verilerinin
karsilastirilmast.

Hastalik Normal Min.- Medyan p-
Parametreler siddetine gore Deger Maks. Ort+SS (CAS) Degeri*
Hematoloji Tetkikleri
Hafif seyirli 3,5-10,5 3,7-15,9 7,3+£2,6 6,8 (1,45)
BKH, K/uL 0,944!
s Agir 35-105 | 29-11,4 74423 7,7 (1,70)
Hafif seyirli 0,9-2,9 0,3-2,8 12,9+6,2 1,2 (0,35)
Lenfosit, K/uL 0,0552
Agir 0,9-2,9 0,3-2,1 10,1+0,5 0,9 (0,34)
Hafif seyirli 1,7-7 1,8-14,9 5,442,6 5,0 (1,60)
Notrofil, K/uL 0,478t
Agir 1,7-7 1,9-9,7 59422 6,1 (1,90)
Notrofil/Lenfosit Hafif seyirli - 0,9'21,3 5,7:‘:4,7 4,3 (2,29) 0 0962
Oram Agir - 1,9-23,3 7,645,4 5,7 (3,18) ’
Hafif seyirli | 150-450 | 44,0-361,0 | 215,7+61,9 | 207,0(36,75)
Trombosit, K/uL 0,321
Agir 150-450 | 33,4-521,0 | 236,6+98,6 | 221,0 (59,00)
Koagiilasyon Tetkikleri
Hafif seyirli 10-14 10,1-17,3 12,4+1,6 12,0 (0,90)
PT, sn 0,0572
Agir 10-14 11,0-17,2 13,0£1,5 12,8 (0,78)
Hafif seyirli 21-36 20,9-43,4 28,3+4,6 27,7 (2,70)
APTT, sn 0,4372
Agir 21-36 22,9-41,5 29,0+4,5 29,2 (2,93)
Hafif seyirli 0,8-1,3 | 0,86-1,46 1,05+0,13 1,02 (0,08)
PT-INR 0,0622
Agir 0,8-13 | 093-1,46 | 1,10+0,12 1,09 (0,07)
Hafif seyirli 0-500 108,0- 588,9+732,9 | 408,0 (208,0)
. 4220,0 )
D-dimer, ng/mL 99.0- 0,242
Agir 0-500 1660,0 645,9+437,8 | 505,5 (212,5)
. . Hafif seyirli | 200-400 2920- | 477541336 | 433,0 (81,00)
Fibronojen, 868,0 0.4832
mg/dL . ) 215,0- 480,0 '
Agir 200-400 936.0 515,5€177,7 (133,25)
Kan Gaz Tetkikleri
Hafif seyirli | 2 | 730753 | 7414005 | 7,41(0,03)
7,43 1
pH =3 0,297
Agir 7.43 7,29-7,52 7,39+0,05 7,39 (0,04)
Hafif seyirli 17-53 21,5-126,0 38,8+18,8 33,2 (9,28)
pO2, mmHg 0,8302
Agir 17-53 20,0-62,9 36,5+11,8 34,8 (10,48)
Hafif seyirli 38-55 10,2-67,9 39,4491 39,7 (5,10)
pCO2, mmHg 0,589
Agir 38-55 13,1-59,9 37,9+12,4 37,7 (6,80)
Hafif seyirli 0,3-2,0 1,10-3,40 0,68+2,17 2,10 (0,55)
Laktat 0,179
Agir 0,3-2,0 1,10-6,00 2,50+1,16 2,20 (0,75)

Min-max: minimum-maksimum, Ort+SS: Ortalamatstandart sapma, CAS: geyrekler arast sapma

*Hasta ve kontrol grubu arasindaki istatistiksel karsilastirmada normal dagilima uyan verilerde 1:
bagimsiz iki orneklem T Testi, normal dagilima uymayan verilerde ise 2: Mann-Whitney U Test
kullanildi. P<0,05 anlamli kabul edildi
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Tablo 3.2 (Devam). Pnomoni siddetine gore COVID-19’lu hastalarda laboratuvar
verilerinin karsilastirilmast.

Hastalik Normal . Medyan p-
Parametreler siddetine gore Deger Min.-Max. Ort£SS (CAS) Degeri®
Biyokimya Tetkikleri ve Akut faz reaktantlari
Hafif seyirli 0-50 9,0-84,0 32,1418,9 | 27,0 (11,00)
ALT, U/L 0,6252
Agir 0-50 10,0-114,0 | 37,9+27,1 | 36,0 (15,50)
Hafif seyirli 0-50 2,0-71,0 33,9+15,8 31,0 (12,50)
AST, U/L 0,1872
Agir 0-50 20,0-91,0 | 40,5+17,8 | 34,0 (13,75)
Hafif seyirli | 35-5,2 2,4-43 3,620,4 3,6 (0,30)
Albumin, g/dL 0,0062
Agir 3,5-5,2 2,0-39 3,30,4 3,3(0,20)
Total bilirubin Hafif seyirli 0,22-1,4 0,24-1,18 0,55+0,24 0,55 (0,15) )
, 0,849
mg/dL Agir 022-14 | 020-1,07 | 053:026 | 0,47 (0,14)
. Hafif seyirli 17-43 13,0-950 | 37,1174 | 350 (11,50)
Ure, mg/dL 0,810?
Agir 17-43 20,0-98,0 | 41,6+24,1 | 30,0 (16,50)
Kreatinin Hafif seyirli | 0,67-1,2 | 058156 | 0,96+0,29 0,91 (0,17) )
' 0,757
mg/dL Agr 067-12 | 041-302 | 099:0,57 | 0,86 (0,16)
Hafif seyirli | 34-171 | 31,0-553,0 | 135,5+137,7 | 81,0 (51,50)
CK, U/L 0,2242
Agir 34-171 | 28,0-456,0 | 147,2+108,7 | 112,0 (72,75)
Hafif seyirli | 126-222 | 21,0-586,0 | 290,4+100,6 | 294,0 (60,00)
LDH, U/L 0,045!
Agir 126-222 | 48,0-654,0 | 352,9+133,2 | 331,0 (85,50)
Hafifseyirli | oupy | 50-10040 | 266.4:260.5 (117946600)
Ferritin, ng/mL 23 9 251’ 5 0,1902
Agir 3362 16,9-849,8 | 331,5+245,7 (180,18)
Hafif seyirli 0-8 2,5-281,0 | 59,6+59,6 | 43,6 (36,35)
CRP, mg/L 0,0202
Agir 0-8 8,9-333,0 | 102,4+85,9 | 74,7 (42,68)
Prokalsitonin Hafif seyirli 0-05 0,02-074 | 0,13+0,14 0,06 (0,07) ,
' 0,136
ng/mL Agr 0-0,5 0,05-0,63 0,15+0,14 0,09 (0,06)
Troponin | Hafif seyirli 0-17,5 2,3-41,8 7,4+8.5 3,4 (2,40) 0087
ng/L Agir 0-17,5 2,3-22,5 8,26,0 6,4 (2,90) '

Min-max: minimum-maksimum, Ort+SS: Ortalama=standart sapma, CAS: ¢eyrekler arasi sapma

*Hasta ve kontrol grubu arasindaki istatistiksel karsilastirmada normal dagilima uyan verilerde 1:
bagimsiz iki orneklem T Testi, normal dagilima uymayan verilerde ise 2: Mann-Whitney U Test
kullanildi. p<0,05 anlaml kabul edildi.

3.3. Yardime1 T hiicre Alt Gruplan

COVID-19’1u hastalardan elde edilen T hiicre alt gruplart agisindan pnémoni
siddetine ve kontrol grubuna gore gruplar aras1 farklar uygun istatistiki analizlerle

incelendi. Analiz sonuglar1 ve tanimlayici istatistikler Tablo 3.4°de verildi.
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Tablo 3.3’e gore, CD3" total T hiicre, CD3"CD4" yardime1 T hiicre, CD3*CD8"
sitotoksik T hiicre, CD4/CD8 orani, Th2, Th17, Th1/Th2 orani, CD4" Tfh, CD4" Tph,
CD8* Tfh, CD8" Tph T hiicre alt gruplar1 agisindan kontrol, hafif seyirli ve agir hasta
grubu arasinda istatistiki olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05).

Diger T hiicre alt gruplar1 agisindan kontrol, hafif seyirli ve agir hasta grubu
arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulundu. Thl (hafif seyirli: 7,70 (2,74); agur:
6,65 (2,72); kontrol: 10,97 (3,46); p=0,001), Th1/Th17 (hafif seyirli: 0,81 (0,46); agir:
0,70 (0,25); kontrol: 1,36 (0,60); p=0,003), memory CD4 (hafif seyirli: 64,0 (8,55);
agir: 56,90 (8,90); kontrol: 72,9 (11,13); p=0,003), CD3*IL-22 (hafif seyirli: 0,40
(0,40); agur: 0,55 (0,50); kontrol: 0,20 (0,19); p=0,015), CD4"IL-22 (hafif seyirli: 0,60
(0,30); agir: 0,90 (0,65); kontrol: 0,40 (0,15); p=0,013) ve CD8"IL-22 (hafif seyirli:
0,30 (0,27); agmr: 0,25 (0,32); kontrol: 0,15 (0,09); p=0,027)
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Tablo 3.3. Pnomoni siddetine gére COVID-19’lu hastalar ile kontrol grubunun T
hiicre alt gruplarinin karsilastiriimasi.

Parametreler Hasml'gkﬁsrlddeﬁne Min.-Max. Ort+SS I\?étiyse;n p-Degeri*

Hafif seyirli 33,1-84,6 67,7+12,6 72,1 (5,95)

CDi’;ﬁTC 2?' T Agir 28,4-79,3 62,9+13,5 66,4 (11,03) 0,061
Kontrol 62,9-83,4 72,7453 71,8 (3,05)
CD3'CD4* Hafif seyirli 19,0-57,6 38.4+10,1 40,4 (7,70)

Yardumer T Agur 19,7-56,5 36,749,7 37,1 (6,83) 0,1342
Hiicre Kontrol 23,6-58,3 418576 41,5 (4,80)
CD3'CD8" Hafif seyirli 8,4-46,0 29,1+10,6 27,0 (9,20)

Sitotoksik T Agir 8,8-41,7 25,9492 25,1 (7,55) 0,1652
Hiicre Kontrol 15,8-47,3 30.6+7.4 31,1 (4,70)
Hafif seyirli 0,43-5,10 1,58+0,92 1,32 (0,55)

Cg‘i/a b8 Agir 0,74-3,65 1.6240.80 1,35 (0,48) 0,909
Kontrol 0,50-3,69 1,5120,68 1,40 (0,32)
Hafif seyirli 1,77-20,14 8,77:£4.29 7,70 2,74)

Thi Agir 1,49-14,20 7,0043 32 6,65 (2,72) 0,001
Kontrol 4,31-26,47 12,33+5,64 10,97 (3,46)
Hafif seyirli 2,59-15,95 7,70+3 33 6,96 (2,33)

The Agur 3,96-15,47 7,6943,17 7,34 (2,50) 0,204
Kontrol 3,75-17,14 8,79+3 32 7,73 (L57)
Hafif seyirli 3,22-23,90 10,834,37 10,05 (2,92)

Th17 Agur 5,32-24,52 10,40+4,39 9,28 (2,34) 0,2292
Kontrol 4,69-16,68 9214251 9,12 (1,63)
Hafif seyirli 1,74-37,08 13,06+8,12 11,56 (4,39)

Thi7.1 Agur 14,6-15,69 8,15+4,17 7,95 (2,95) 0,0012>
Kontrol 3,08-30,79 14,5326,89 13,86 (5,48)
Hafif seyirli 0,15-5,51 1,4321,08 1,20 (0,67)

Tglrg THTZ Agir 0,13-2,38 1.08£0.68 0,80 (0,58) 0,140
Kontrol 0,50-4,62 1,64+1,05 1,39 (0,64)
Hafif seyirli 0,11-3,49 1,040,78 0,81 (0,46)

Trz)li I:l” Agir 0,06-2,21 0,79£0,50 0,70 (0,25) 0,003%
Kontrol 0,39-3,72 1,4920,88 1,36 (0,60)
Hafif seyirli 39,2-92,0 65,5413,5 64,0 (8,55)

Mggjry Agir 39,8-83,9 57,45+12,51 56,90 (8,90) 0,003
Kontrol 45,6-93,0 70,6£12,5 72,9 (11,13)

a: hafif seyirli & kontrol p=0.006, agir & kontrol p=0.001
b: hafif seyirli & kontrol p=0.009, agir & kontrol p=0.001
c: hafif seyirli & kontrol p=0.044, agir & kontrol p=0.005
d: agir & kontrol p=0.002
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Tablo 3.3 (Devam). Pnémoni siddetine gore COVID-19’lu hastalar ile kontrol
grubunun T hiicre alt gruplarinin karsilagtirilmasi.

Hastahik siddetine Medyan

Parametreler abre Min.-Max. Ort+SS (CAS) p-Degeri*

Hafif seyirli 1,20-9,20 3,99+1,74 3,90 (1,10)

CD4*Tfh Agir 2,30-10,80 4,68+2,12 4,20 (1,30) 0,537
Kontrol 1,10-6,50 4,08+1,27 4,00 (0,73)
Hafif seyirli 0,30-2,80 1,17+0,56 1,00 (0,45)

CD4*Tph Agir 0,40-2,90 1,21+0,59 1,10 (0,40) 0,639
Kontrol 0,40-2,70 1,37+0,68 1,20 (0,55)
Hafif seyirli 0,20-4,20 1,39+£1,03 1,20 (0,55)

CD8*Tfh Agir 0,30-3,30 1,27+0,80 1,10 (0,33) 0,391
Kontrol 0,40-3,60 1,45-0,68 1,30 (0,45)
Hafif seyirli 0,4-5,90 2,09+1,28 1,80 (0,70)

CD8*Tph Agir 0,40-4,10 1,97+0,92 1,90 (0,50) 0,378!
Kontrol 0,80-4,90 2,36+1,13 2,10 (0,73)

Min-max: minimum-maksimum, Ort+SS: Ortalama=standart sapma, CAS: ¢eyrekler arasi sapma

*Hasta ve kontrol grubu arasindaki istatistiksel karsilastirmada normal dagilima uyan verilerde 1:
bagimsiz iki orneklem T Testi, normal dagilima uymayan verilerde ise 2: Mann-Whitney U Test
kullanildi. p<0,05 anlaml kabul edildi.

3.4. Hiicre Ici Sitokin Diizeylerine Gore T Hiicre Alt Gruplar

COVID-19’1u hastalardan hiicre kiiltiirii sonucu elde edilen sitokinler agisindan
T hiicre alt gruplarinda pnémoni siddetine gore gruplar aras1 farklar uygun istatistiki

analizlerle incelendi. Analiz sonuglar1 ve tanimlayici istatistikler Tablo 3.3de verildi.

Tablo 3.4’¢ gore, CD3*IFN-y, CD4'IFN-y, CD8'IFN-y, CD3*IL-4,
CD4"IL-4, CD8*IL-4, CD3*IL-17, CD4"IL-17, CD8'IL-17 T hiicre alt gruplar
acisindan kontrol, hafif seyirli ve agir hasta grubu arasinda istatistiki olarak anlaml
bir farklilik tespit edilmedi (p>0.05). Diger T hiicre alt gruplar1 acgisindan kontrol,
hafif seyirli ve agir hasta grubu arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulundu.
CD3"IL-22 (hafif seyirli: 0,40 (0,40); agir: 0,55 (0,50); kontrol: 0,20 (0,19); p=0,015),
CD471L-22 (hafif seyirli: 0,60 (0,30); agir: 0,90 (0,65); kontrol: 0,40 (0,15); p=0,013)
ve CD8'IL-22 (hafif seyirli: 0,30 (0,27); agir: 0,25 (0,32); kontrol: 0,15 (0,09);
p=0,027)
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Tablo 3.4. Pnémoni siddetine gére COVID-19’1u hastalar ile kontrol grubunun T
hiicre alt gruplarinin salgiladiklar sitokinlerin karsilagtirilmasi.

Parametreler Hasml'gkﬁsrlddeﬁne Min.-Max. Ort+SS l\zléiyse;n p-Degeri*
Hafif seyirli 5,50-45,60 22,14+10,79 21,55 (7,94)
CD3*IFN-y Agir 7,80-4,10 22,89+11,12 20,95 (6,27) 0,964
Kontrol 5,70-42,40 22,1749,15 18,95 (7,48)
Hafif seyirli 2,90-45,60 17,06+9,54 15,55 (6,03)
CD4*IFN-y Agir 5,50-29,70 14,98+7,24 13,95 (6,08) 0,634
Kontrol 3,90-30,70 15,7046,69 13,90 (4,78)
Hafif seyirli 6,90-69,00 33,83+16,88 30,55 (13,37)
CD8*IFN-y Agir 13,00-77,30 37,39+17,63 32,90 (12,24) 0,443
Kontrol 17,90-78,20 39,01£15,84 36,95 (12,48)
Hafif seyirli 0,70-7,700 2,89+1,59 2,35 (1,07)
CD3*IL-4 Agir 1,10-9,30 3,5142,40 2,60 (1,8) 0,415?
Kontrol 0,80-6,20 2,56+1,43 2,05 (0,92)
Hafif seyirli 0,80-7,60 3,43+1,65 3,20 (1,02)
CD4*IL-4 Agir 1,50-7,10 3,59+1,75 3,05 (1,29) 0,2512
Kontrol 1,00-7,40 2,84+1,45 2,45 (1,05)
Hafif seyirli 0,60-9,30 3,11+2,40 2,10 (1,6)
CD8*IL-4 Agir 0,70-13,80 3,76+3,88 2,30 (1,69) 0,980?
Kontrol 0,70-8,70 2924225 2,15 (0,95)
Hafif seyirli 0,10-3,00 0,89+0,77 0,60 (0,50)
CD3*IL-17 Agir 0,10-2,30 0,83+0,60 0,80 (0,44) 0,5022
Kontrol 0,20-2,20 0,65+0,51 0,45 (0,25)
Hafif seyirli 0,20-3,60 1,33+0,99 0,95 (0,77)
CD4*IL-17 Agir 0,10-4,40 1,36+0,99 1,20 (0,62) 0,0822
Kontrol 0,20-2,60 0,86+0,60 0,70 (0,30)
Hafif seyirli 0,10-1,80 0,59+0,42 0,40 (0,25)
CD8*IL-17 Agir 0,10-2,20 0,81+0,63 0,60 (0,58) 0,309?
Kontrol 0,10-1,80 0,49+0,36 0,40 (0,19)
Hafif seyirli 0,00-1,50 0,54+0,42 0,40 (0,40)
CD3*IL-22 Agir 0,10-2,00 0,73+0,59 0,55 (0,50) 0,015%
Kontrol 0,00-0,90 0,29+0,22 0,20 (0,19)
Hafif seyirli 0,10-1,50 0,72+0,41 0,60 (0,30)
CD4*1L-22 Agir 0,10-3,00 1,03+0,79 0,90 (0,65) 0,013%
Kontrol 0,20-1,10 0,49+0,26 0,40 (0,15)
Hafif seyirli 0,00-1,50 0,38+0,33 0,30 (0,27)
CD8*IL-22 Agir 0,00-1,20 0,41+0,37 0,25 (0,32) 0,027%
Kontrol 0,00-0,40 0,19+0,11 0,15 (0,09)

Min-max: minimum-maksimum, Ort£SS: Ortalamatstandart sapma, CAS: ¢eyrekler arast sapma
*Hasta ve kontrol grubu arasindaki istatistiksel karsilastirmada normal dagilima uyan verilerde 1:
bagimsiz iki orneklem T Testi, normal dagilima uymayan verilerde ise 2: Mann-Whitney U Test

kullanildi. p<0,05 anlamli kabul edildi.

a: agir & kontrol p=0.027
b: agir & kontrol p=0.018

c: hafif seyirli & kontrol p=0.003
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3.5. CBA Yontemi ile Serumda Belirlenen Sitokinler

IL-17 sitokini, agir pndmonili hastalarda kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulundu (p=0,036), hafif seyirli hastalarda ise kontrole gore fark yoktu (p>0,005).
TNF, IL-10 ve IL-6 sitokinleri, hafif seyirli ve agir pnomonili grupta kontrole gore
yiiksekti (TNF: hafif seyirli ile kontrol: p=0,001, agir ve kontrol: p=0,015. IL-10: hafif
seyirli ile kontrol: p=0,001, agir ve kontrol: p=0,001. IL-6: hafif seyirli ile kontrol:
p=0,027, agir ve kontrol: p=0,012). IL-4 sitokini, agir pndmonili grupta hafif seyirli
ve kontrole gore daha yiiksekti (sirasiyla, p=0,030 ve p=0,012), hafif seyirli ile kontrol
grubu arasinda fark yoktu (p>0,005). IFN-y ve IL-2 sitokinlerinde ise hasta ve kontrol
grubu arasinda fark yoktu (p>0,005).

3.6. Laboratuvar Bulgular1 ve T Hiicre Alt Gruplar1 Arasindaki Korelasyon

Hematoloji tetkik parametreleri ile T hiicre alt gruplar1 arasindaki iliski
aragtirildiginda CD3'CD4" yardimeir T hiicre ile notrofil/lenfosit orani arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve negatif bir iligki saptandi (Spearman’in rho=-0.282,

p=0.029) (Tablo 3.5).

Koagiilasyon parametreleri ile T hiicre alt gruplari arasindaki iliski
aragtirildiginda CD3*CD8" sitotoksik T hiicre ile PT-INR arasinda istatistiksel olarak
anlamli ve pozitif bir iliski saptanirken (Spearman’in rh0=0.300, p=0.020), CD4/CD8
orani ile PT-INR arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iligki saptandi
(Spearman’in rho=-0.312, p=0.015). Thlile PT, APT ve PT-INR arasinda istatistiksel
olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptandi (Spearman’in rho=0,439, p<0,0001,;
Spearman’in rho=0,267, p=0.039; Spearman’in rho=0,443, p=0.001). Th17.1 ile D-
dimer arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptand1 (Spearman’in
rho=0.271, p=0.036). Th1/Th2 orani ile PT ve PT-INR arasinda istatistiksel olarak
anlamli ve pozitif bir iligki saptandi (Spearman’in rho=0,296, p=0,022; Spearman’in
rho=0,298, p=0.021). Th1/Th17 orani ile PT ve PT-INR arasinda istatistiksel olarak
anlamli ve pozitif bir iliski saptandi1 (Spearman’in rho=0,348, p=0,006; Spearman’in
rho=0,351, p=0.006) (Tablo 3.6).

Kan gazi parametreleri ile T hiicre alt gruplar1 arasindaki iliski arastirildiginda
CD3"CD4" yardimci T hiicre ile laktat arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif
bir iligki saptandi (Spearman’in rho=0.304, p=0.018). CD3"CD8" sitotoksik T hiicre
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ile pCO: arasinda istatistiksel olarak anlamli ve negatif bir iliski saptandi (Spearman’in

rho=-0.272, p=0.035). CD4"*IL-17 ile pO. arasinda istatistiksel olarak anlamli ve

pozitif bir iliski saptand1 (Spearman’in rho=0.274, p=0.034) (Tablo 3.7).

Tablo 3.5. Hematoloji parametreleri ile T hiicre alt gruplari arasindaki iligki.

Notrofil/
BKH Lenfosit Nétrofil Lenfosit Trombosit
T hiicre alt gruplar Orani
rho rho rho rho rho

CD3"* Total T Hiicre -0,069 -0,002 -0,063 -0,051 0,091
CD3'CD4* Yardimer T Hiicre | -0,159 0,233 0202 | 0o | o
CD3*CD8"* Sitotoksik T Hiicre -0,014 -0,183 0,036 0,114 -0,035
CD4/CD8 Oram -0,089 0,217 -0,132 -0,198 0,071
Thi 0,112 -0,103 0,128 0,081 -0,099
Th2 -0,003 0,149 -0,060 -0,128 -0,122
Thi7 -0,012 0,031 -0,016 -0,009 -0,077
Thi7.1 0,012 -0,161 0,046 0,069 0,022
Th1/Th2 Oram 0,101 -0,105 0,127 0,089 0,040
Th1/Th17 Oram 0,127 -0,054 0,138 0,055 0,000
Memory CD4 -0,023 -0,043 -0,032 -0,027 -0,013
CD4*Tth 0,133 0,047 0,111 0,053 -0,048
CD4*Tph -0,148 -0,093 0,065 0,151 -0,121
CD8'Tth 0,034 -0,101 -0,121 0,000 0,010
CD8*Tph -0,001 -0,208 0,041 0,170 -0,138
CD3*IFN-y -0,083 0,076 -0,098 -0,121 0,108
CD4*IFN-y -0,119 0,138 -0,161 -0,188 0,022
CD8*IFN-y -0,126 0,056 -0,116 -0,15 -0,061
CD3*IL-4 -0,089 -0,086 -0,071 0,050 0,044
CD4*IL-4 -0,090 -0,084 -0,072 0,038 -0,048
CD8*IL-4 -0,063 -0,027 -0,060 -0,009 0,091
CD3*IL-17 -0,115 0,015 -0,131 -0,087 0,066
CD4*IL-17 -0,143 -0,046 -0,143 -0,064 0,029
CD8*IL-17 0,092 0,125 0,093 0,000 0,055
CD3*IL-22 -0,096 0,000 -0,082 -0,047 0,097
CD4*IL-22 -0,145 -0,093 -0,112 0,002 0,092
CD8*IL-22 -0,076 -0,081 -0,018 0,085 -0,014

rho: Spearman korelasyon katsayisi kullanilmustir.
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Tablo 3.6. Koagiilasyon parametreleri ile T hiicre alt gruplar1 arasindaki iliski.

PT APTT PT-INR D-dimer
T hiicre alt gruplar
rho rho rho rho
CD3* Total T Hiicre 0,168 0,172 0,162 0,139
CD3*CD4* Yardimci T Hiicre -0,150 -0,085 -0,153 -0,053
CD3*CD8* Sitotoksik T Hiicre 0,306 0,241 0_’300 0,170
p=0,020
-0,312
CD4/CD8 Oram -0,314 -0,202 = -0,127
p=0,015
0,439 0,267 0,443
Thi p=0,000 p=0,039 p=0,001 0,170
Th2 0,028 0,016 0,028 -0,024
Th17 -0,074 0,060 -0,073 0,032
0,271
Thil7.1 0,002 0,042 0,003 0=0,036
0,296 0,298
Th1/Th2 Oram 0=0022 0,164 0=0,021 0,117
0,348 0,351
Th1/Th17 Orani p=0,006 0,143 p=0,006 0,096
Memory CD4 0,054 0,188 0,057 0,224
CD4*Tfh 0,064 0,003 0,061 -0,081
CD4*Tph -0,151 -0,118 -0,157 0,148
CD8*Tfh 0,100 0,020 0,104 0,233
CD8*Tph 0,057 -0,035 0,049 0,065
CD3*IFN-y 0,035 0,165 0,053 0,053
CD4*IFN-y 0,023 0,168 0,042 0,040
CD8*IFN-y 0,210 0,178 0,220 -0,078
CD3*IL-4 -0,066 0,080 -0,068 0,008
CD4*IL-4 -0,068 0,111 -0,071 0,007
CD8*IL-4 -0,059 0,068 -0,062 -0,057
CD3*IL-17 -0,075 0,177 -0,068 0,127
CD4*IL-17 -0,123 0,043 -0,119 0,118
CD8*IL-17 -0,122 0,020 -0,119 0,096
CD3*IL-22 -0,011 0,078 -0,013 0,184
CD4*IL-22 0,108 -0,040 0,106 0,162
CD8*IL-22 -0,103 -0,042 -0,104 0,129

rho: Spearman korelasyon katsayisi kullanilmistir.
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Tablo 3.7. Kan gazi parametreleri ile T hiicre alt gruplari arasindaki iligki.

pH pO2 pCO:2 Laktat
T hiicre alt gruplan
rho/r rho/r rho/r rho/r
CD3*Total T Hiicre -0,012? 0,1302 -0,2372 0,126
CD3*CD4* Yardimer T Hiicre -0,1341 0,2202 -0,0682 p(l(g),OOAfS
CD3*CD8" Sitotoksik T Hiicre 0,054t 0,036 pgozgéi; 10,1217
CD4/CD8 Oram -0,0862 0,0622 0,1502 0,2492
Thl 0,2092 -0,0742 -0,0232 0,0722
Th2 -0,0702 0,0892 0,0152 -0,0112
Thi7 -0,0872 -0,1532 0,0552 -0,2332
Thl7.1 0,1862 0,1862 -0,1992 -0,1662
Th1/Th2 Oram 0,1792 -0,0542 -0,0432 0,114?
Th1/Th17 Oram 0,1982 0,05222 -0,0612 0,160?
Memory CD4 0,178¢ 0,0472 -0,140? -0,174?
CD4*Tfh -0,1412 -0,0172 0,140? -0,1272
CD4*Tph 0,016 0,0682 -0,1062 0,2362
CD8*Tfh 0,0872 0,1652 -0,0472 -0,0182
CD8*Tph 0,1382 0,0842 -0,1372 -0,0542
CD3*IFN-y -0,069! 0,0622 0,0902 -0,0012
CD4*IFN-y -0,0042 0,0902 0,0122 -0,0912
CD8*IFN-y -0,039! 0,0052 0,1772 -0,0752
CD3*IL-4 0,1532 0,0052 -0,1452 -0,1342
CD4*IL-4 0,030? 0,0172 -0,1142 -0,0882
CD8*IL-4 0,000? 0,0622 -0,090? -0,0722
CD3*IL-17 -0,0312 0,1562 -0,0192 -0,020?
CD4*IL-17 0,0202 p(2§,70432 . 0,1072 10,0822
CD8*IL-17 -0,1242 0,219? -0,1332 -0,1262
CD3*IL-22 -0,0072 0,1852 -0,1052 -0,0632
CD4*IL-22 0,2272 0,2132 -0,1542 -0,0652
CD8*IL-22 0,0312 -0,0522 -0,2182 -0,213?

1: r: Pearson korelasyon katsayisi, 2: rho: Spearman korelasyon katsayisi



Biyokimya ve akut faz reaktant parametreleri ile T hiicre alt gruplari arasindaki
iliski arastirildiginda CD3" total T hiicre ile CRP arasinda istatistiksel olarak anlamli
ve pozitif bir iliski saptandi (Spearman’in rho=0.274, p=0.034). CD3*CD4"* Yardimci1
T Hiicre ile ALT arasinda istatistiksel olarak anlamli ve negatif bir iliski saptandi
(Spearman’in rho=-0.304, p=0.018). CD3*CD8" sitotoksik T hiicre ile ALT arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve negatif bir iliski saptanirken, iire arasinda arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptandi (Spearman’in rho=-0.285,
p=0.027; Spearman’in rho=-0.285, p=0.027). CD4/CD8 orami ile ALT arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve negatif bir iligki saptanirken, albumin arasinda arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptandi (Spearman’in rho=-0.342,
p=0.007; Spearman’mn rho=0.260, p=0.045). Thl ile kreatinin ve CRP arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iligski saptandi (Spearman’in rho=0.267,
p=0.039; Spearman’in rho=0.287, p=0.026). Th17.1 orani ile troponin I arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptandi (Spearman’in rho=0.281,
p=0.030). Th1l/ Th2 orani ile Kreatinin ve CRP arasinda istatistiksel olarak anlamli ve
pozitif bir iliski saptandi1 (Spearman’in rho=0.271, p=0.036; Spearman’in rho=0.269,
p=0.038 ). Th1/ Th17 orani ile CRP arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir
iligki saptandi (Spearman’in rho=0.255, p=0.049). Memory CD4 ile ALT arasinda
istatistiksel olarak anlamli ve negatif bir iliski saptandi (Spearman’in rho=-0.313,
p=0.015). CD8* Tfh ile ALT arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iligki
saptandi (Spearman’in rho=0.271, p=0.036). CD8" Tph ile iire arasinda istatistiksel
olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptand1 (Spearman’in rho=0.288, p=0.026). CD4"
IFN-y ile ALT arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptandi
(Spearman’in rho=0.301, p=0.019). CD8" IFN-y ile ALT ve iire arasinda istatistiksel
olarak anlamli ve negatif bir iligki saptandi (Spearman’in rho=-0.264, p=0.041;
Spearman’in rho=-0.318, p=0.013). CD3*IL-17 ile ALT ve AST arasinda istatistiksel
olarak anlamli ve negatif bir iligki saptandi (Spearman’in rho=-0.317, p=0,014;
Spearman’in rho=-0.276, p=0,033). CD4"IL-17 ile ALT arasinda istatistiksel olarak
anlamli ve negatif bir iliski saptand1 (Spearman’in rho=-0.318, p=0,013). CD8"IL-17
ile ferritin arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif bir iliski saptandi
(Spearman’in rh0=0.335, p=0,009). CD3*IL-22 ile ALT ve AST arasinda istatistiksel
olarak anlamli ve negatif bir iliski saptandi (Spearman’in rho=-0.424, p=0,001,
Spearman’in rho=-0.310, p=0,016). CD4"IL-22 ile ALT arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 ve negatif bir iligki saptandi (Spearman’in rho=-0.353, p=0,006) (Tablo 3.8).
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Tablo 3.8. Biyokimya ve akut faz reaktant parametreleri ile T hiicre alt gruplari

arasindaki iliski.

ALT AST Albumin Ure Kreatinin CK LDH
T hiicre alt gruplar
rho/r rho/r rho/r rho/r rho/r rho/r rho/r
CD3* Total T Hiicre | -0,0442 | -00702 | -0039 | 01862 | 01922 | 0010 | -00342
+ + _ 2
CD3'CD4" YardimaT | 0304 | 1500 | (4552 | 01732 | -0064 | -0,017% | -0,026"
Hiicre P=0,018
CD3°CD8" _Sitotoksik | -0,2852 ; .| 02852 ; , )
o8 Cr ooy | 01922 | 0232 | MO | 023 0074 | 0,025
20342 o | 0.260° ) , ; ;
CD4/CD8 Oram o7 | 0225 | MU | 0251 | 06t | 0087 | 0012
2
Thi 02072 | 01092 | -02162 | o662 | 9267 01182 | 01122
p=0,039
Th2 00422 | 00122 | 00322 | -0150° | -01562 | 01522 | -0,0362
Thi7 00232 | 00622 | -00022 | -0029° | -00012 | 0126° | 0,025
Thi71 00392 | 00872 | -0208 | 01912 | 0185 | 0029° | 02012
2
Th1/Th2 Oran: 0063 | 0108 | -oug | 0120 | D | 00002 | 0098
Th1/Th17 Oram 01212 | 00402 | -01422 | 00822 | 02362 | 0023 | 00012
_ 2
Memory CD4 Pg’gﬁS 00152 | -00592 | 0143 | 01222 | 00432 | -0,015
CD4*Tth -0,0662 | -0,0882 | -0,036? | 00212 | -00812 | -01712 | -0,1432
CD4*Tph 00462 | 00862 | -01252 | 02562 | 0079 | -00212 | 0243
2
CD8"Tih o ooss | 00 | 023% | 008% | 00217 | 0055 | 0164
2
CD8*Tph 00452 | -01522 | -0,251° pZS%SZG 00962 | 0075 | 01242
CD3*IFN-y 02132 | -01782 | 0065 | -0143° | -01742 | -00822 | -0,168
- 2
CD4*IFN-y pggg%ﬂ 01662 | 00262 | -01532 | -01442 | -0,0492 | -0,2257
- 20,2647 ; .| 0318 ; ; )
CD8*IFN-y pooos | 0475 | ooar | DU | 0281 | 0020 | 026
CD3*IL-4 0189 | -01512 | 01162 | 00112 | 00322 | -0,0072 | -0,0462
CD4*IL-4 01712 | -00452 | 00652 | 00242 | 00142 | -01222 | -0,0012
CDS8*IL-4 01472 | -02162 | 00872 | 00732 | 0088 | -0038 | 0,035
" 03172 | 02767 s L o | o | oo ;
CD3*IL-17 Soooi4 | poooss | 007 0,084 0,079 0,221 | 0,028
_ 2
CDA*IL-17 0.318° 1 goa2 | .00842 | 00282 | -00682 | -0,1742 | 0,0552
p=0,013
CD8*IL-17 0018 | -01482 | -00502 | 01382 | 00312 | -02422 | 0,107
- 04242 | 03107 ; ; 5 ; 5
CD3*IL-22 o000t | pooots | 0109 | 0026 | 0016 | 0144 | -0020
- 2
CDA*IL-22 0353 1 51692 | -00692 | -0,1652 | -0,412 | -0,010% | 0,0062
p=0,006
CD8*IL-22 00192 | 00992 | 00552 | 00942 | 0179 | -0,0102 | 0243

1: r: Pearson korelasyon katsayisi, 2:

rho: Spearman korelasyon katsayisi
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Tablo 3.8 (Devam). Biyokimya ve akut faz reaktant parametreleri ile T hiicre alt

gruplart arasindaki iliski.

Ferritin CRP Prokalsitonin Troponin |
T hiicre alt gruplan
rho rho rho rho

CD3"* Total T Hiicre 0,065 pgég‘; . 0,171 0,166
CD3*CD4" Yardimei T Hiicre -0,029 0,062 -0,106 -0,110
CD3*CD8" Sitotoksik T Hiicre 0,147 0,254 0,226 0,253
CD4/CD8 Oram -0,092 -0,132 0,227 0,221
Thi 0,015 pgé%és 0,152 0,103
Th2 -0,115 -0,101 0,076 0,120
Thi7 -0,098 -0,054 0,142 0,010
Thi7.1 0,149 0,193 0,169 oo 030
Th1/Th2 Oram 0,117 = 0% 0,062 0114
Th1/Th17 Oram 0,101 ol 0,030 0,061
Memory CD4 -0,031 0,191 0,194 0,044
CD4*Tth -0,093 0,012 0,007 0,021
CD4*Tph 0,183 0,204 0,045 0,051
CD8*Tth -0,150 0,110 0,014 -0,024
CD8*Tph 0,186 0,142 0,039 0,159
CD3*IFN-y -0,217 -0,075 -0,149 -0,057
CD4*IFN-y -0,248 -0,064 -0,091 -0,098
CD8*IFN-y -0,194 -0,070 0,229 0,156
CD3*IL-4 0,004 -0,046 0,006 0,074
CD4*IL-4 0,016 0,029 0,053 0,102
CD8*IL-4 0,063 -0,064 0,069 0,168
CD3*IL-17 -0,079 -0,101 0,218 0,074
CD4*IL-17 -0,138 -0,134 0,176 0,042
CD8*IL-17 120090 0,040 0,042 0,010
CD3*IL-22 -0,083 0,036 0,162 0,023
CD4*IL-22 -0,201 0,121 0,115 0,080
CD8*IL-22 0,240 0,151 0,007 0,017

rho: Spearman korelasyon katsayisi kullanilmustir.
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Sekil 3.1. CD4" Yardimci T hiicre ve CD8" sitotoksik T hiicreleri ile laboratuvar

parametreleri arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 3.2. Thl, Th17.1 ve CD4"IL-17 hiicreleri ile laboratuvar parametreleri arasindaki
korelasyon grafigi.
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada 60 COVID-19 pnémonili hasta ve 29 saglikli kontrolde CD4" ve
CD8* T hiicre alt gruplar eksprese ettikleri yiizey reseptorlerine ve/veya hiicre igi
sitokin diizeylerine gore akim sitometri yontemi ile belirlendi. Hasta ve kontrol
grubunda total T hiicre, yardimei T hiicre, Th2, Th17, Th22, CD4" folikiiler T hiicre,
CD4" periferik T hiicre, sitotoksik T hiicre, CD8" folikiiler T hiicre, CD8" periferik T
hiicre alt gruplar1 agisindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi. IFN-y, 11-17 ve Il-4
salgilayan T hiicre alt gruplar1 agisinda da hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark yoktu. Agir ve hafif seyirli pndmonili hastalarda Th1, Th17.1, Th1/Th17 oran
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde diisiiktii. Agir pnomonili
hastalarda memory CD4" T hiicreler kontrol grubuna gore diisiiktii. IL-22" salgilayan
T hiicre alt gruplar ise agir pndmonili hastalarda kontrole kiyasla yiiksek oldugu

saptandi.

Viral enfeksiyonlara yanit, dogal ve edinilmis bagisiklik sisteminin
aktivasyonu ile birlikte gerceklesir. Cesitli viral enfeksiyonlara karsi en etkili yanit,
ozellikle T hiicre aktivasyonu olan hiicresel bagisiklik yanitinin aktivasyonudur (Ganji
ve ark 2020). CD8+ sitotoksik T hiicreleri (Tc), perforin, granzim ve interferonlar
(IFN'ler) dahil bir dizi molekiil salgilayarak virlisleri viicuttan uzaklastirabilir
(Mescher ve ark 2006). CD4 yardimci T hiicreleri (Th) ayrica sitotoksik T hiicrelerine
ve B hiicrelerine yardimci olarak viral enfeksiyonun ortadan kaldirilmasina yardimci
olur (Zhu ve ark 2009).

SARS-CoV-2 spesifik CD4™ T hiicreleri, 6zellikle kritik durumdaki hastalarda
IFN-y, TNF-a ve IL-2 iireten baskin bir Th1 yanitini sergiliyor olmasina ragmen Th2
ve Th17 yanitlarina 6zgii sitokinler de tespit edilmistir. COVID-19 seyri sirasinda
dolasan Tth hiicre yanit1 yaygin olarak gozlenmektedir. Bu hiicreler B lenfositleri
antikor iiretimi i¢in uyarabilme yetenegine sahiptir. Ancak, sitotoksik 6zelliklere sahip
Tth hiicrelerindeki bir artig, edinsel bagisikligin azalmis aktivitesine etki edebilecegi
icin B hiicreleri i¢in zararli olabilir. SARS-CoV enfeksiyonunda hafif-orta siddetli
grupta giiclii bir Th1l hiicre yanit1 ve daha yiiksek diizeyde noétralize edici antikorlar
gozlemlenirken, 6liimciil grupta daha yiiksek diizeyde Th2 sitokinleri (IL-4, IL-5, IL-
10) tespit edilmistir. Mevcut kanitlar, Thl yanitinin SARS-CoV ve MERS-CoV'yi
basarili bir sekilde kontrol etmek i¢in kritik oldugunu ve bu durumun SARS-CoV-2
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icin de Onemli olabilecegini gostermektedir (Li ve ark 2008). Calismamizda Thl
oraninin hem hafif seyirli hem de agir pndmonili hastalarda kontrole kiyasla diisiik
oldugu bulunmustur. Th17.1 oraninin ise, agir pndmonili hastalarda, hafif seyirli
hastalar ve kontrole kiyasla hada diisiik oldugu gozlenmistir. Th1/Th17 oran1 da
COVID-19 hastalarinda diisiik bulunmustur. Th1 yanitlar1 hastaligin ilk evresindeki
viral enfeksiyonun kontrol altina alinmasinda ¢ok 6nemlidir. (Aleebrahim Dehcordi
ve ark 2022). Hastalarimizda pnémoni gelisiminde ve hastaligin ilerlemesinde Thl
yanit yetersizliginin ve T hiicre alt gruplarindaki dengesizligin sorumlu oldugunu

gostermektedir.

Naif ve memory T hiicreleri arasindaki denge, enfeksiyonun kontrolii i¢in
onemlidir. Naif T hiicreleri, sitokin {iiretimi yoluyla yeni, donceden taninmamis
enfeksiyona karsi savunmadan sorumludur. Ote yandan, memory T hiicreleri antijen-
spesifik bagisiklik yanitlarini tesvik eder. Naif T hiicreleri lehine dengeyi bozma, agir
iltihaplanmay1 kuvvetlice destekleyebilir. Diger yandan, hafiza T hiicrelerinin
azalmasi, COVID-19 niiksiine katkida bulunabilir. Bu durum COVID-19'un bazi
iyilesen vakalarinda bildirilmistir (Chen ve ark 2020a, Qin ve ark 2020, Yuan ve ark
2020). Calismamizda literatiirle benzer sekilde agir pnomonili COVID-19 hastalari

kontrolle karsilastirildiginda memory hiicre sayisi énemli dl¢ilide diisiik bulunmustur.

COVID-19 enfeksiyonu sirasinda tespit edilen sitokinlerin ve kemokinlerin
biiyiik liretimi, "sitokin firtinas1" olarak adlandirilan, yaygin ve kontrolsiiz gdzlenen
doku hasarindan baslica sorumlu olan durumdur. Sitokin firtinasi, sitokin salinim
sendromu (CRS) ile benzerlik gosterir ve plazma sizintisi, vaskiiler gecirgenlik ve
yaygin damar pihtilasmasiyla sonuglanir (Bhaskar ve ark 2020). Calismamizda Th
hiicrelerinin kiiltiir ortaminda salgiladiklari sitokinler agisindan (IFN-y, IL-4 ve IL-17)
COVID-19 pndmonisi olan olan hastalar ile kontrol grubu arasinda bir fark

gbzlenmedi.

Th17 hiicreleri IL-17 {iretimi ile karakterizedir. Bu hiicreler ayn1 zamanda IL-
22'yi, Thl veya Th2 hiicrelerinden 6nemli Ol¢lide daha yiiksek miktarlarda ifade
ederler. IL-22, IL-10 ailesinin bir {iyesidir. Etkilerini, akciger, cilt, bagirsak, karaciger,
pankreas ve bobrek gibi hematopoietik olmayan hiicre hatlar1 tarafindan ifade edilen
IL-22 reseptor kompleksi araciligiyla gerceklestirir. IL-17 ve IL-22, epitelyal hiicreler

tizerinde sinerjik bir etkiye sahiptirler ve bunun sonucunda antimikrobiyal peptitlerin
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iretimini uyarirlar, bu da enfeksiyonlara karsi koruyucudur. Bununla birlikte, her iki
interleukin'in iiretimi kontrol edilmezse, her ikisi de ARDS patolojisine katkida
bulunabilir (Mostafa ve ark 2022). Mostafa ve ark’nin yaptig1 calismada COVID-19’lu
cocuk hastalarin serum IL-22 diizeylerinin kontrole kiyasla arttig1r bulunmustur. Biz
de calismamizda benzer sekilde IL-22 salgilayan hiicrelerin agir pndmonili hastalarda

hastalarda kontrole kiyasla daha yiiksek oldugunu gosterdik.

Bastug ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢alismada YBU grubu
hastalarinda daha yiiksek iire, kreatinin, AST, LDH, INR, fibrinojen, CRP, ferritin, D-
dimer diizeylerinin yani sira lenfositler, hemoglobin, hematokrit, toplam protein ve
albiimin diisiik seyretmistir (Bastug ve ark 2020). Cesitli ¢alismalarda COVID-19
hastalarina siklikla alblimin azalmasinin eslik ettigini ve siddetli hastalarda serum
albiimin seviyesinin hafif hastalardan daha diisiik oldugu gosterilmistir. Calismamizda
agir seyirli grupta hafif gruba gére alblimin seviyesinin daha diisiik oldugu, LDH ve
CRP’nin ise daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Calismamizda diger biyokimyasal

veriler acisindan hafif ve agir seyirli hasta grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

Agir COVID-19’u olan hastalarda asir1 inflamatuvar sitokin tretimi (IL-1p,
TNF-a IL-6, IL-10) sonucu sitokin salinim sendromu ve bunun en siddetli formu olan
sitokin firtinasi goriilebilmektedir. Cok sayida ¢aligmada sitokin firtinasinin COVID19
hastalarinin kétiilesmesinde etkili oldugu belirtilmistir. NF-kB yolu, tip | interferon
yolag1 ve inflamazom aktivasyonu sonucu proinflamatuvar sitokinlerin genlerindeki
aktiflesmeyle sitokinler sentezlenir ve salgilanir. SARS-CoV-2 infeksiyonu sirasinda
once IL-1pB, IL-1RA, IL-7, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-a gibi sitokinlerin diizeyi artar
(Chatterjee ve ark 2020, Li ve ark 2020b). Calismamizda CBA yo6ntemi ile serumda
calistigimiz; IL-17 sitokini, agir pndmonili hastalarda kontrol grubuna goére daha
yiiksek bulundu (p=0,036), hafif seyirli hastalarda ise fark yoktu (p>0,005). TNF, IL-
10 ve IL-6 sitokinleri, hafif seyirli ve agir pnémonili grupta kontrole gore yiiksekti
(TNF: hafif seyirli ile kontrol: p=0,001, agir ve kontrol: p=0,015. IL-10: hafif seyirli
ile kontrol: p=0,001, agir ve kontrol: p=0,001. IL-6: hafif seyirli ile kontrol: p=0,027,
agir ve kontrol: p=0,012). IL-4 sitokini, agir pndmonili grupta hafif seyirli ve kontrole
gore daha yiiksekti (sirasiyla, p=0,030 ve p=0,012). IFN-y ve IL-2 sitokinlerinde ise
hasta ve kontrol grubu arasinda fark yoktu (p>0,005).

52



5. SONUC VE ONERILER

SARS-CoV-2 enfeksiyonu, klinik hastalik sunumunda genis bir spektruma
sahiptir. Bu spektrum, semptomsuzdan 6liimciil olana kadar uzanmaktadir. Notralize
edici antikor yanitlari, semptomatik ve siddetli enfeksiyona karsi koruma ile
iligkilidirken, T hiicre yanitinin hastaligin ¢ézlinmesine veya ilerlemesine katkisi hala
belirsizdir. Yeni ortaya cikan varyantlar kismen antikor yanitlarindan kagma
kapasitesine sahip olduklar1 i¢in, bireysel T hiicre alt gruplarmin hastalik sonucuna
katkisin1 tanimlamak, gelecek nesil COVID-19 asilarinin gelistirilmesine bilgi

saglamak i¢in 6nemlidir. Bu ¢aligmadan elde edilen bulgular dogrultusunda;

Agir ve hafif seyirli pndmonili hastalarda Th1, Th17.1, Th1/Th17 orani kontrol

grubuna kiyasla diisiik bulunmustur.

Agir pnomonili hastalarda memory CD4" T hiicreler kontrol grubuna goére

diisiik olmasi hastaliin seyrinde bu hiicrelerin 6nemli olabilecegini gostermektedir.

IL-22" salgilayan T hiicre alt gruplarinin agir pndmonili hastalarda kontrole

kiyasla yliksek olmasi IL-22’nin 6nemini gostermektedir.

CBA yontemi ile; IL-17 sitokini, agir pndmonili hastalarda kontrol grubuna
gore daha yiiksek bulundu. TNF, IL-10 ve IL-6 sitokinleri, hafif seyirli ve agir
pnomonili grupta kontrole gore yliksekti. IL-4 sitokini, agir pndmonili grupta hafif
seyirli ve kontrole gore daha yiiksekti. IFN-y ve IL-2 sitokinlerinde ise hasta ve kontrol

grubu arasinda fark yoktu.

Hastalarin baslangigtaki ve 1iyilestikten sonraki T hiicre alt gruplar1 ve

sitkonleri karsilastirilmalidir.

Calismamizin, yalnizca yetiskinleri igermesi, hastalik siddeti yiiksek ve agir
hastalar ile kontrol grubunun az olmasi ve maddi kisitlilik nedeniyle NK ve B

hiicrelerinin ¢alisilamamasi gibi ¢esitli sinirlamari vardir.
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Giris-Amag: SARS-CoV-2 enfeksiyonunun klinik formlari asemptomatik enfeksiyondan, hafif st solunum
yolu hastaligi, solunum yetmezligine neden olan ciddi viral pnomoni, sepsis, coklu organ yetmezligi ve
hatta oliime kadar giden genis bir spektrum icerir. En sik rastlanan klinik semptomlar ates, okstirik,
bogaz agrisi, bas agrisi, yorgunluk, kas agrisi ve nefes darligidir. Ancak tiim bu semptomlarin hastaliga
spesifik olmamasi ve hastaligin hizla agir pnémoniye ilerleyebilmesi sebebiyle tani testlerine ihtiyac
duyulmaktadir. Yardimci T (Th) hiicre alt gruplarindaki dengesizligin COVID-19’un patogenezine katkida
bulundugu ileri srilmektedir. Bu calismada Th hicre alt gruplarinin, COVID-19 pnémonisi olan hastalar-
daki rolindn arastirilmasi amaclandi.

Gerec ve Yontem: Bu calismaya PCR testi pozitifligi ile dogrulanan 60 COVID-19’lu hasta ile 30 saglikli
kontrol dahil edildi. Total T hiicre (CD3+), yardimci T hiicre (CD3+CD4+), sitotoksik T hiicre (CD3+CD8+) ile
Th alt gruplari olan Th1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR4-CCR6-), Th2 (CD3+CD4+CXCR3-CCR4+CCR6-), Th17 (CD3+C-
D4+CXCR3-CCR4+CCR6+) ve Th17.1 (CD3+CD4+CXCR3+CCR4-CCR6+) ve memory Th (CD3+CD4+CD45RA-)
oranlari akim sitometri yontemi ile belirlendi.

Bulgular: COVID-19 hastalarinda yardimci T hiicre (hasta: 37.8+9.9 ve kontrol: 41.847.6), Th1 (hasta: 8.2+4.0
ve kontrol: 12.345.6), Th17.1 (hasta: 11.3+7.4 ve kontrol: 14.5+6.9) ve memory Th (hasta: 62.7+13.6 ve kontrol:
70.6+12.5), hiicrelerinin ylzdeleri ile Th1/Th17 orani (hasta: 0.9+0.7 ve kontrol: 1.5+0.9) kontrol grubuna
kiyasla daha diisUkti ve istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Hasta ve kontrol grubunda total T hicre,
sitotoksik T hicre, Th2 ve Th17 hiicre yizdeleri acisindan fark yoktu (p>0.05).

Tartisma-Sonuc: Calismamizda COVID-19 hastalarinda Th, Th1, Th17.1 ve memory Th hiicreleri kontrole
kiyasla azalmistir. T hiicreleri, solunum sistemindeki bircok viral enfeksiyonun kontroliinde ¢ok énemli-
dir. Dlzensiz T hiicre cevaplari COVID-19 hastalarindaki hastalik siddetini artirir. Th17.7’in siddetli SARS-
CoV-2 enfeksiyonu sirasinda sekonder doku hasarina neden olabilecegi disuntlmektedir. Calismamiz,
SARS-CoV-2’nin T lenfositler Uzerinde etkili oldugunu ve COVID-19 hastalarinda immdin patolojiye sebep
olabilecegini distndlrmektedir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, Th1, Th2, Th17, Th17.1
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