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OZET

ALL-TRANS RETINOIK ASIT VE 1,25-DiHIDROKSI VITAMIN D3'ON
SARS-COV-2 HEDEF VE ARACI MOLEKULLERI UZERINE ETKIiLERININ
INCELENMESI

Ugur ARSLANYUREKLI
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez danismani: Prof. Dr. Mehmet SAHIN
Temmuz 2022, 100 sayfa

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis tip 2 (SARS-CoV-2) yeni bir koronaviriis
olup, siddetli akut solunum yolu hastaliginin (Covid-19) etkeni olan RNA
viriisiidiir. ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D ve CD147 SARS-CoV-2’nin aktivasyonu,
enfeksiyonu ve iletimi i¢in gerekli proteinlerdir. ACE2 reseptorleri akciger, bagirsak,
kalp ve bobrek gibi bircok dokuda bulunmaktadir. Endotel hiicrelerinde de ACE2
reseptorlii bulunmaktadir. SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda hiicrelerde bagta ACE2
olmak {izere diger arac1 molekiiller hastalifin seyrini belirleyebilirler. ATRA ve vD3
molekiiler etkilerini hiicre i¢inde bulunan reseptorler araciligiyla gosteren, hiicre
cekirdeginde transkripsiyonu diizenleyerek gen diizeyinde etki gosterebilen niikleer
hormon reseptorleridir. Yaptigimiz literatiir taramasinda ATRA ve vD3'lin
SARS-CoV-2 enfeksiyon mekanizmasina aracilik eden molekiil ekspresyonlar ile ilgili
bir calismaya rastlanmamuistir. Ayrica, Covid-19 hastaligina sahip hastalara bir¢cok
klinikte tedavi olarak yiiksek doz Vitamin D3 verilmektedir. Biz bu ¢aligmada niikleer
hormon reseptor ligandlari olarak ATRA ve vD3 uygulayacagimiz endotel hiicrelerinde
SARS-CoV-2 ile iligkili hiicresel molekiillerin ekspresyonlarini1 analiz edecegiz. Bu
amagla, endotel hiicrelerinde hem ATRA hem de vD3 muamelesi sonucunda ACEZ2,
TMPRSS2, TMPRSS11D, CD147, CD26, CYPA gibi hedef genlerinin ifade
degisimleri, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu arastirtlmistir. Bu genler SARS-CoV-
2’nin hedef hiicreye giris mekanizmasinin aydinlatilmasinda birer potansiyel hedef
olabilir. Ayrica hedef genlerin ifadelerindeki farkli sonuclarin analizleri, endotel
hiicrelerin gen ifade seviyesi tizerindeki etkisine dair literatiire katkida bulunacaktir.
Bunun yaninda ATRA endotel hiicrelerinde migrasyonu ve hiicre proliferasyonunu
baskilamigtir. Ayn1 zamanda vD3 endotel hiicrelerinde migrasyonu arttirmis ve hiicre
proliferasyonunu ya baskilamamis ya da etkilememistir. Bu bakimdan bulgularimiz
endotel hiicrelerinde SARS-CoV-2’nin mekanizmasinin aydinlatilmasina katki sunacak
ve COVID19 hastaligin tedavisinde literatiire katki saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: ACE2, ATRA, SARS-CoV-2, TMPRSS2, vD3



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF ALL-TRANS RETINOIC ACID AND
1,25-DIHYDROXY VITAMIN D3 ON SARS-COV-2 TARGET AND MEDIATOR
MOLECULES

Ugur ARSLANYUREKLI
Master's Thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet SAHIN
July 2020, 100 pages

Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) is a novel
coronavirus and RNA virus that is the causative agent of severe acute respiratory
disease (Covid-19). ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D and CD147 are proteins required
for the activation, infection and transmission of SARS-CoV-2. ACE2 receptors are
found in many tissues such as lungs, intestines, heart and kidneys. There is also an
ACE2 receptor in endothelial cells. During SARS-CoV-2 infection, other intermediary
molecules in the cells, especially ACE2, can determine the course of the disease. ATRA
and vD3 are nuclear hormone receptors that exert their molecular effects through
receptors located in the cell and can act at the gene level by regulating transcription in
the cell nucleus. In our literature review, there was no study on the molecular
expressions of ATRA and vD3 mediating the SARS-CoV-2 infection mechanism. In
addition, patients with Covid-19 disease are given high doses of Vitamin D3 as a
treatment in many clinics. In this study, we will analyze the expressions of cellular
molecules associated with SARS-CoV-2 in endothelial cells where we will apply ATRA
and vD3 as nuclear hormone receptor ligands. For this purpose, expression changes, cell
proliferation and migration of target genes such as ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D,
CD147, CD26, CYPA were investigated as a result of both ATRA and vD3 treatment in
endothelial cells. These genes could be potential targets for elucidating the mechanism
by which SARS-CoV-2 enters the target cell. In addition, analyses of different results in
the expression of target genes will contribute to the literature on the effect of endothelial
cells on the level of gene expression. In addition, ATRA suppressed migration and cell
proliferation in endothelial cells. It also increased migration in vD3 endothelial cells and
did not suppress or affect cell proliferation. In this respect, our findings will contribute
to the elucidation of the mechanism of SARS-CoV-2 in endothelial cells and contribute
to the literature in the treatment of COVID-19 disease.

Key words: ACE2, ATRA, SARS-CoV-2, TMPRSS2, vD3



1. GIRIS VE AMAC

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis tip 2 (SARS-CoV-2) yeni bir koronaviriis
olup siddetli akut solunum yolu hastaligmin (Covid-19) etkenidir. Bu enfeksiyon
damlaciklar aracilifiyla solunum yoluyla havadan bulagsmaktadir. Bulasma orani
oldukga yiiksektir. 2019’un aralik ayinda Cin’in Wuhan kentinde SARS-CoV-2’nin
neden oldugu bu koronaviriis hastaliginin ortaya ¢ikmasindan bu yana tiim diinyaya

halen yayilmakta ve 6liimlere neden olabilmektedir (1).

Anjiyotensin doniistiiriicti enzim 2 (ACE2), damar daraltic1 etkisi olan anjiyotensin
[I’'nin  anjiyotensin  (1-7)’ye doniismesini arttirarak kan basincinin  azalmasina
neden olur (2). ACE2 ve transmebran serin proteaz 2’nin (TMPRSS2), SARS-CoV-2
icin hedef hiicreye giris proteinleri oldugu ve yiiksek viriis baglama kapasitelerine sahip
olduklar1 bilinmektedir. SARS-CoV-2 viriisiiniin, ACE2 reseptorii araciligiyla insan
hiicrelerine baglandig1 ve ilk viral girise aracilik eden bir proteaz olan TMPRSS2
tarafindan daha da kolaylastirildigi bilinmektedir (3). Yiiksek ACE2 ve TMPRSS2
ekspresyonuna sahip hiicreler, giiclii viriis baglama kapasitesine sahiptir ve enfeksiyona
karst daha duyarhdirlar (4). Yaghlarda genclere gore ACE2 ve TMPRSS2 protein
miktarlariin arttig bildirilmistir (5). Ayrica TMPRSS11D solunum epitel hiicrelerinde
yiiksek oranda bulunur ve SARS koronaviriislerin hedef hiicrelerde yiiksek oranda
yayllmasini saglayabilir (6). Bunlara ek olarak, transmembran bir protein olan

CD147°nin de SARS-CoV-2 i¢in bir baska reseptor olabilecegi gosterilmistir (7).

1,25-dihidroksi Vitamin D3 (vD3, Kalsitriol) ve all-trans retinoik asit (ATRA) yagda
¢ozlinen vitaminlerden olup sirasiyla D ve A vitamin tiirevleridir. Molekiiler etkilerini
hiicre i¢inde bulunan reseptorler aracilifiyla gosteren aktif molekiillerdir. Niikleer
hormon reseptorleri, hiicre c¢ekirdeginde transkripsiyon faktorleri olarak islev
gormektedir. Hormonal olarak diizenlenmis hedef genlerin gen ifadesini diizenlerler.
Hormonun transkripsiyon siirecindeki rolii niikleer reseptdr islevselligini modiile etmek
ve degistirmektir. Niikleer hormon reseptor ligandlar1 olarak vD3 ve ATRA
transkripsiyonu diizenleyerek gen diizeyinde etki gosterebilmektedir. Bu ligandlarin
reseptorleri hormon yanit elementi (HRE) domeni igerirler ve bunun sayesinde ilgili

genlerin promotdr bolgelerine spesifik olarak dimerize bir sekilde baglanabilirler.



Bu ligandlarin kardiyovaskiiler sistemde spesifik bir gorevi temsil ettigi
diistiniilmemekle birlikte hiicrelerinin bu maddelere biiyiime 06zellikleri ve gen

ekspresyonundaki degisikliklerle yanit verdigi bilinmektedir (8).

SARS-CoV-2’nin neden oldugu Covid-19 sendromu, klinik gidisat1 hakkinda yeterli
deneyime sahip olunamadan ortaya ¢ikmis yeni bir klinik tehdit olup iligkili bulgular
genelde solunum sistemine aittir. Bununla birlikte, hastalarin biiyiik bir bolimiinde kalp
dokusunun hasari ile ilgili semptomlarla karsilasilmasiyla hastaligin kardiyovaskiiler
nitelikleri de dnemsenmeye baslanmistir. Covid-19 hastaligindan daha fazla etkilenen
ve en fazla mortaliteye sahip olanlarin kalp ve damar hastas1 yaslilar olmasindan dolayi
en fazla kardiyoloji uzmanlari gorev almaya baslamistir (5). ACE2 reseptorleri
bagirsak, bobrek, akciger ve kalp olmak tizere pek ¢ok dokuda yer almaktadir (9). Ayni
zamanda endotel hiicrelerinde de ACE2 reseptorii mevcuttur (10) ve virlise maruz
kaldiktan sonra endotel hiicrelerinde viriisle ilgili kalintilar goézlemlenebilir. ACE2
proteininin viriisiin  girisi esnasinda hiicrenin igerisine alinarak bdoliinmesi renin
anjiyotensin sistemine (RAS) etki ederek anjiyotensin Il artisina neden olmaktadir.
Endotel hiicresinin enfeksiyonu sonucunda meydana gelen endotelyum iltihabi,
apoptozis ve RAS kararliliginda ki arizalanma; kan akisinda azalma, 6dem ve trombofili

gibi pek ¢ok soruna neden olabilmektedir (9).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda hiicrelerde basta ACE2 olmak iizere diger aract
molekiiller hastaligin seyrini belirleyebilirler. ACE2 ve diger reseptor ve aract molekiil
ekspresyonlarint modiile edebilecek ajanlarin arastirilmas: da 6nem arz etmektedir.
Yaptigimiz literatlir taramasinda ATRA ve 1,25-dihidroksi vitamin D3'tin SARS-CoV-2
enfeksiyon mekanizmasina aracilik eden molekiil ekspresyonlar: ile ilgili bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Sunu da belirtmek gerekir ki, Covid-19 hastaligina sahip hastalara
bir¢ok klinikte tedavi olarak yiiksek doz Vitamin D3 verilmektedir. Biz bu calismada
niikleer hormon reseptor ligandlar1 olarak All-trans retinoik asit ve 1,25-dihidroksi
vitamin D3 uygulayacagimiz endotel hiicrelerinde SARS-CoV-2 ile iligkili hiicresel
molekiillerin  ekspresyonlarin1 analiz edecegiz. Ayrica, kardiyovaskiiler olarak
hipertansiyon/hipotansiyon dengesi ile iligkili bir molekiil olan ACE2 enziminin
ekspresyon seviyelerine olabilecek bir etki sonucu bu alanda da literatiire bir katki

saglanmis olacaktir.



Sonug olarak, bu ¢alismada, endotel hiicrelerinde SARS-CoV-2 patogenez mekanizmast
ile iliskili ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D, CD26, SIKLOFILIN A (CYPA) ve CD147
proteinlerinin ekspresyonlarina niikleer hormon reseptor ligandlar1 olan 1,25 dihidroksi
Vitamin D3 ve all trans retinoik asit (ATRA)’min etkisinin arastirilmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Koronaviriisiin Tanimi ve Tarihcesi

Koronaviriisler, pek ¢ok canlida oldugu gibi insanlara da bulasabilen, genom boyutu
olarak 26000 ile 32000 baz arasinda degisen, zarfli, segmentsiz, pozitif polariteli olup
diger RNA virtis ailelerinden daha biiyiik genoma sahiptirler (11). “’Korona’’ kelimesi,
bu viriisiin ylizeyinde bulunan ta¢ benzeri ¢ikintilari ifade eden “’ta¢’’ anlamina gelen

Latince kelimeden tliremistir.

Koronaviriislerin hayvanlarda solunum ve bagirsak hastaliklarina sebep oldugu 1930’lu
yillarindan giiniimiize kadar bilinmektedir (12). Ilk olarak tavuklarda agir solunum yolu
hastaligina neden olan kus enfeksiydz bronsit virlisiiniin (IBV) sebep oldugu kus
enfeksiy6z bronsiti enfeksiyonudur. Daha sonra ki yillarda bulasici gastroentrit viriisii

(TGEV) ve fare hepatit virlisii (MHV) kesfedilmistir (13).

Insanlar1 enfekte eden ilk insan Koronaviriisler (HCoV), 1960 yillarinda insan
embriyonik trakeal organ kiiltiirlerinde Tyrrell ve Bynoe tarafindan B814 adli yeni bir
virlis kesfedildi. Tanimlanan bu viriis goniillii insanlarin burun igine uygulanarak soguk
alginhigma benzer belirtiler goriilldi (14). 1966 yillarina gelindiginde Hamre ve
Procknow soguk alginligi belirtilerine benzer bulgular1 gésteren goniillii insanlardan
aldiklart &rnekleri doku kiiltiiriinde izole ederek bu viriise insan koronaviriisii 229E
(HCoV-229E) ad1 verildi (15).

B814 ve HCoV-229E gibi benzer viriisler etere duyarl olduklari i¢in bir lipit tabakayla
kapli olduklar1 anlasiliyordu. Mclintosh ve arkadaslari 1967 yilinda insan solunum
yollarindan elde ettikleri 6rnekleri izole ederek organ kiiltiiriinde gogaltilan etere duyarh
HCoV-0OC43 viriisii gozlemlemislerdir. Elektron mikroskobuyla incelenen B814,
HCoV-229E ve HCoV-OCA43 viriisleri hayvan viriisleri olan IBV, MHV ve TGEV ‘e
benzer morfolojilerdeydi (16). Bu viriislere 1975 yilinda koronaviriis adi verilerek yeni
bir cins olarak kabul edildi. Daha sonralari 1960°dan sonra bazi pozitif bilgilerin
kaybolmasindan dolay1 2002 yilinda SARS-CoV ¢ikana kadar gecen siirede bilgiler bu
sekilde sinirl kaldi (17).



Koronaviriislerin 2002 yilina kadar hafif semptomlara sahip solunum yolu hastaliklarina
sebep oldugu bilinmekteydi. Ancak 2002 yilinda meydana gelen siddetli akut solunum
sendromu (SARS), sadece soguk alginligi olarak degil daha ciddi tablolara yol agan ve
yiiksek 6liim oraniyla 6nemli bir tehdit olan yeni bir koronaviriis olarak insan hayatina

girmistir (18).

SARS salgini, ilk olarak 2002 sonlarma dogru Cin'in gilineyindeki Guangdong
vilayetinde gériilmiistiir. 11k 6nemli epidemi ise, 2003 yilinin baslarinda Guangdong’un
baskenti Guangzhou'da meydana gelmistir. 2003 Mart ayinda Singapur, Hanoi ve Hong
Kong’da ciddi zatiirre vakalari ile karsilasiimasiyla Diinya Saglik Orgiiti (DSO)
araciligiyla diinyaya ilan edilmistir (19). Viriisiin hayvansal bir kaynaktan yayildiginin
diistiniilmesi ile olas1 kaynaklar arastirilmaya baslanmistir. Guangdong yakinindaki
canli av hayvan pazarinda kiigiik memelilerin (misk kedileri) benzer viriisler tasidigi
belirlenmistir (20). Salgin Asya, Avrupa, Giiney Amerika ve Kuzey Amerika'da olmak
tizere 29 ilkede tespit edilmistir. Tim diinyada toplam 8.098 kisi enfekte olmustur.
Enfekte olanlardan 774U 6lmiis ve Olim oraninin da %7-17 arasinda oldugu

belirtilmistir (21).

SARS salginindan sonra 2003 yilinda dordiincii insan koronaviriisii olan HCoV-NL63
ates, nezle ve bronsiolit sikayetiyle hastaneye gelen 7 aylik bir bebekten alinan 6rnekten
0zel bir yontemle izole edildi. Bu viriis HCoV-229E virlisii ile daha benzer 6zellikler
gostermekteydi (22). 2004 yilinda Cin’in Shenzhen sehrinde 71 yasindaki bir erkek ates
ve balgaml Oksiiriik sikayetiyle hastaneye basvurdu. Hastadan alinan doku
orneklerinden yapilan ¢aligmalardan HCoV-HKUL adi verilen besinci yeni bir insan
koronaviriisii tanimlandi. Bu iki koronaviriisiinde tanimlanmasiyla biitiin dikkatlerin bu

viriis ailesine yonelmesine neden oldu (23).

2012 yilina gelindiginde altinci insan koronaviriisii olan Orta Dogu solunum sendromu
koronaviris (MERS-CoV)’i tanimlanmistir. 13 Haziran 2012 tarihinde Suudi
Arabistan'in Cidde sehrinde 60 yasinda bir erkek ates, balgam ve nefes darligi
sikayetiyle hastaneye yatirildi. Hastanin balgamindan alinan solunum epitel hiicreleri
doku kiiltiirlinde biiyiitiilerek yeni bir koronaviriis tespit edildi. Goriilen sikayetlerin
oliimciil hastaliga neden olan SARS ‘a benzer 6zellikler gostermesi endise vericiydi ve

bu viriislerin insanlarda ne kadar ciddi rahatsizliklara neden oldugunu insanlara



hatirlatiyordu (24,25). Ikinci bir vaka ise Suudi Arabistan’a seyahat dykiisii olan bir
hastanin Londra’daki bir hastaneye yatirilmasiyla ayni viriisiin hastaliga neden oldugu
haber edilmistir (26). MERS-CoV, Orta Dogu, Giiney Asya ve Afrika'daki bircok
ilkede tek horglicli develerde saptanmistir. Viriisin - kokenleri tam olarak
anlagilamamis olsa da farkli viriis genomlarinin analizine gore, yarasalardan ortaya
ciktig1 ve daha sonra develeri enfekte ettigi diisiiniilmektedir. Toplamda, 2012°den beri
27 ilkede yayilmasi nedeniyle 6liime yol actigi bilinen 858 vaka duyurulmustur.
Hastalarin %35’ten fazlasi vefat etmistir (27).

Daha sonra 2019'un aralik ayinda Cin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi Wuhan
Sehrinde nedeni tam olarak bilinmeyen bir pndmoni salginini haber ettiler. Vakalarin
¢ogunun Huanan Deniz Uriinleri Toptan Satis Pazari ile baglantili oldugu belirtildi.
7 Ocak 2020 tarihinde Cin Hastalik ve Kontrol Merkezi, enfekte olan hastalardan ilk
olarak bir bronkoalveolar lavaj 6rneginden aldiklart alt solunum yolu 6rneklerini izole
ederek 11 Ocak 2020°de yeni viriisiin genom dizilimini ¢ikararak daha Onceki
koronaviriislere benzemeyen yeni bir koronaviriis kesfettiler. ilk zamanlar 2019-nCoV
olarak adlandirilan son koronaviriis, epideminin ilerleyen zamanlarinda SARS-CoV-2
olarak isimlendirilmis, viriisiin neden oldugu hastaliga da Koronaviriis hastaligi 2019
(COVID-19) ismi verilmistir (28,29). Hastalik 3 ay gibi kisa bir zamanda Tayland,
Japonya ve Giiney Kore basta olmak iizere 114 iilkeye yayildi ve 4000’den fazla
can aldi. 11 Mart 2020 tarihinde DSO COVID-19 salgminm bir pandemi oldugunu
duyurdu (30).

2.2. Koronaviriis Ailesi

Koronaviriisler, Coronaviridae ailesi viriislerinden olup insanlarda dahil yarasalar, misk
kedileri, develer, kopekler, domuzlar, fareler ve kuslar olmak {izere bir¢ok canli tiiriinde
tespit edilmistir (31). Giiniimiize kadar kesfedilen ¢ok sayida koronaviriisiin ve
genomlarmin dizilenmesinin sonuglar1 olarak, koronavirtiislerin gesitliligi, genomigi ve

filogenisi hakkindaki bilgiler her gegen giin artt1.

Koronavirtisler, Nidovirales order i¢indeki Coronaviridae familyasina ait Coronavirinae
sub familya biinyesinde bulunmaktadir. Coronavirinae alt ailesi, Yunan harfleri ile ifade

edilen Alfa koronaviriis (o), Beta Koronaviriis (), Gama Koronaviris (y) ve



Delta koronaviriis (8) olarak dort cinse ayrilmaktadir (32). CoV ‘lerin taksonomik

siiflandirilmasi Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Oner Nidovirales
i
|
I |
Subfamily Torovirinae Coronavirinae

STTTITLD

Sekil 2.1. CoV ‘lerin taksonomik siniflandirilmasi (33)

Bugiine kadar yedi c¢esit insan koronaviris (HCoV)’ii belirlenmis ve bunlardan iki
tanesi o cinsine dahil olan HCoV 229E ve HCoV NL63, bes tanesi de 3 cinsine dahil
olan HCoV-OC43, HCoVHKU1, SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2
virtisleridir. Sadece alfa ve beta koronaviriislerin, insan1 enfekte ettigi bilinmektedir.
v koronaviriisleri ve & koronaviriisleri kuslar1 enfekte eder, ancak bazilar1 memelileri
de enfekte edebilir (34). HKUI, NL63, OC43 ve 229E CoV’ler insanlarda
hafif semptomlara yol agarken, SARS-CoV ve MERS-CoV agir hastaliga neden
olmaktadir (41).

HCoV’larin ¢ogunun yarasa rezervuarindan tiretildigi varsayilmistir (45). CoV’lerin
filogenetik Ozellikleri incelendiginde, SARS-CoV-2’nin Betacoronaviriis cinsine ait
bat-SL-CoVZC45 ve bat-SL-CoVZXC21 ile daha yakin benzerlik ve MERS-CoV ile
daha uzak benzerlik gosterdigi saptanmistir. SARS-CoV-2’nin tiim genom dizisi; Dogu
Cin'in Zhoushan kentinde toplanan iki yarasa kaynakli SARS benzeri koronaviris;
bat-SL-CoVZC45 ve bat-SL-CoVZXC21 ile %88 benzerlikte ancak SARS-CoV’a
%79’a yakin ve MERS-CoV’a da %50’¢ yakin oranda benzerlik gostermektedir (18).
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Sekil 2.2. CoV ‘lerin bir filogenetik agac1 (43).

2.3 Genom yapisi ve kodlanan proteinler

Koronaviriisler (CoV'ler), genom boyutu olarak 26000 ile 32000 baz arasinda degisen,
zarfli, segmentsiz, pozitif polariteli olup en biiyilk genoma sahip RNA viriis
familyasidir. Genomlarinin biiylik olmasi, replikasyon esnasinda baglandigi hiicreye
olan bagimliligini azaltmaktadir. RNA viriislerinin DNA viriislerine gore replikasyon
sirasinda olusan mutasyon oranmin daha fazla oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle
klonladiklar1 baz sayisi yiikseldik¢e hata etme ihtimalleri de yiikselir ve sonug olarak
yeni bir mutasyonun olusmasina sebep olur. Olusan bu mutasyonlar virtislerin yeni

hedef hiicrelere bulagma kabiliyetini artirmaktadir (11,35)
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Sekil 2.3. Koronaviriis Elektron Mikroskobi Goriintiisii (36).

Koronaviriisler, pozitif yiiklii genomlarini1 dogrudan kalip olarak kullanarak yapisal olan
ve yapisal olmayan proteinleri kodlar. Koronaviriislerin genomlari, degisken sayida
(6-11) agik okuma gergeveleri (ORF) igerir. Tiim genom uzunlugunun yaklasik olarak
yarisindan fazlasim1 yapan ilk ORF’ler (ORFla/b) 16 tane yapisal olmayan protein
kodlamaktadir (nsp 1-16), fakat bu olay Gamakoronaviriisler de nsp-1 bulunmadigindan
dolay: farklidir. Genomun yarisindan daha azini yapan diger ORF yerlerinden, en az
dort tane yapisal protein kodlanmaktadir: niikleokapsit (N), diken-spike (S), envelope-
zarf (E) ve membran (M) proteinleri. Bunlardan baska bazi koronaviriislerde bu yapisal

proteinlerle birlikte, o viriise 6zel, Hemagliitinin Esteraz Protein (HE protein),

11



3a/b protein ve 4a/b proteini gibi yapisal ve ek proteinler kodlanir (37-38).

Koronaviriisiin sematik goriiniimii sekil 2.4.’te gosterilmistir.

K > M protein
i ; ;
p > +ss RNA

N protein

S protein
D Q E protein
o °
(o)
L ]
16 non-structure

proteins: nsp1-nsp16

Sekil 2.4. Koronaviriisiin sematik goriinimii (34).

Biitiin koronaviriislerin genom sekanslari aragtirildiginda, yapisal olmayan proteinleri
kodlayan yerlerde %58, yapisal proteinleri kodlayan yerlerde %43 paralellik gosterir.
Biitiin genom seviyesinde ise %54 degerinde paralellik gosterir. Bu degerler, yapisal
olmayan proteinlerin en ¢ok korundugunu, yapisal proteinlerin ise yeni konaklara uyum

i¢in daha fazla gesitlilik gosterdigini diisiindiirmektedir (37).
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Sekil 2.6. SARS-Cov-2 Genom Yapist (44).

Belli proteinlerin gérevleri ¢cok eskiden bilinmekte olan koronaviriislerin proteinleri baz
alinarak gosterilmektedir. Yapisal olmayan proteinler antiviral konak yanitini1 bastirmak
(nsp 1), RNA/DNA baglama aktivitesi (nsp 9), RNA bagimli RNA polimeraz (nsp 12),
helikaz (nsp 13) gibi gorevlerde bulunmaktadir. Yapisal olmayan proteinlerin biiyiik bir
kisminin viral replikasyondaki islevi belirlenmis olmakla beraber birkaginin fonksiyonu
nsp 2’de oldugu gibi hala tamamiyla bilinmemektedir. (39). Yapisal olmayan

proteinlerin gorevleri tablo 2.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. Yapisal Olmayan Proteinlerin Gorevleri (34).

Yapisal Olmayan Protein
(nonstructural protein-nsp)

Gorevi

nspl IFN sinyal inhibisyonu, hiicresel mRNA'larin bozulmasi, translasyon
inhibisyonu, hiicre dongiisii durdurma

nsp2 Bilinmiyor

nsp3 RNA baglama, interferon antagonisti (IFN), dogustan gelen
bagisiklik tepkisini bloke etme

nsp4 Cift zarl1 kesecik olusumu

nsp5 Poliprotein isleme, IFN sinyalinin inhibisyonu

nspo6 Otofagozom genislemesinin sinirlanmasi

nsp? ssRNA baglanmasi, nsp8 ve nsp12 ile kofaktor

nsp8 nsp7 ve nspl2 ile kofaktor

nsp9 sSRNA  baglanmasi, replikasyon-transkripsiyon  kompleksleri
(RTC'ler), dimerizasyon

nsp]_O nsp14 ve nsp16 igin yardimci protein

nspll Bilinmiyor

nspl2 Primere bagli RNA bagimli RNA polimeraz

nsp13 helikaz, 5’trifosfataz

nspl4d Ekzoriboniikleaz, N7- metiltransferaz

nspl5 Endoriboniikleaz

nspl6 Riboz-2’-O-metiltransferaz (RNA baghigi olusumu)
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Yapisal olan dort protein, viral yapmin tamamlanmasi, koronaviriis enfeksiyonunu
bulastirma asamalari, Vviriis replikasyonu igin gerekli olan insan hiicrelerinin sinyal
yollarinin bloke edilmesi ve viriisle miicadelede yeni ilaglar gelistirmek i¢in 6nemli yere
sahiptir (37,40). M proteini, viriiste yapisal olarak en ¢ok bulunan, yaklasik 25-30 kDa
boyutunda olan ve viriise seklini verdigi diisiiniilen proteindir. E proteini, yaklagik 8-12
kDa boyutunda olan, viriisiin salinmasin1 ve toplanmasini saglayan zar proteinidir. M
proteini ile E proteini, viral etkilesimde etkin bir géreve sahiptirler. N proteini
niikleokapsidde bulunan tek proteindir. N proteini transkripsiyonda ve patogenezde
gorev almaktadir. S proteini, koronaviriis partikiilleri iizerindeki peplomerleri olusturan
bir tip glikoproteindir. Viriisiin yiizeyindeki belirgin sivri yapiy1 olusturur. S proteini
konakginin hiicre zarma yapismasina neden olmaktadir. Viral S proteini, S1 ve S2 olan
iki bolgeden olusur. S1 bolgesi konakgei hiicre reseptoriine baglanmak i¢in kullanilirken,
S2 bolgesi membran fiizyonu i¢in kullanilir (41,42). Yapisal olan proteinlerin gorevleri

tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2.2. Yapisal Olan Proteinlerin gorevleri (37).

Yapisal Olan Protein Gorevi

S protein Hedef hiicrede reseptore baglanma
Membran flizyonu

Hedef hiicre yoneliminin belirlenmesi
ACE2 reseptoriine baglanmasi

M protein Viriyonun bigimlenmesi

N proteininin istikrar1

Interferon beta (IFN-B) yolaginin aktive olmasi
Niikleokapsit-RNA bilesigini olusturma ve siirdiirme
Viriisiin yapisinda olugan degisimler

E protein Viral parcalarin toplanmasi
Viriisiin yapisinda olusan degisimler

N protein Viriyonun bigimlenmesi
Viriisiin yapisinda olusan degisimler
interferon uyarimini engelleme

Hemagliitinin Esteraz Igerisinde Sialik asit barindiran almagclara baglanma

proteini (HE)
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2.4. Koronaviriis girisi ve replikasyonu: SARS CoV 2

Koronaviriis enfeksiyonu, viral zarfin konak hiicre zar ile etkilesimi yoluyla baslatilir.
Virionun konak hiicreye ilk baglanmasi, S proteini ve onun reseptorii arasindaki
etkilesim ile baglatilir. Bir koronaviriis S proteininin S1 bolgesindeki reseptor baglama
alanlarmin (RBD) bolgeleri viriise bagl olarak degisir. Koronaviriisiin bir konak tiirtinii
enfekte etmesi igin ilk belirleyici olan S protein-reseptor etkilesimidir (46). Birgok
a-koronaviriis, aminopeptidaz N (APN)’den reseptor olarak yararlanir. SARS-CoV ve
HCoV-NL63 viriisleri anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2 (ACE2)’yi reseptor olarak
kullanir. MERS-CoV viriisii ise insan hiicrelerine giris saglamak i¢in Dipeptidil
Peptidaz-4 (DPP4)’den yararlanir. Bilinen CoV reseptorlerinin listesi tablo 2.3.°te

gosterilmistir.

Tablo 2.3. Koronaviriis reseptorleri

Viriis reseptor kaynak

Alfa koronaviriisler

HCoV-229E APN [47]
HCoV-NL63 ACE2 [48]
TGEV APN [49]
PEDV APN [50]
Beta koronavirisler

SARS-CoV ACE2 [51]
MERS-CoV DPP4 [52]
SARS-CoV2 ACE2 [53]

APN (aminopeptidaz N), ACE2 (anjiyotensin doniistiiriicii  enzim 2), DPP4 (dipeptidil peptidaz
4), HCoV (insan koronaviriisii), TGEV (bulasic1 gastroenterit viriisii), PEDV (domuz salgin diyare
viriisii).
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SARS-CoV-2 viriisii hedeflenen hiicreye baglanmak igin en basta S proteini ile
hedeflenen hiicre istiinde olan ACE-2 proteini ile etkilesime girer ve buna ilaveten
transmembran serin proteaz (TMPRSS2)’dan da bir diger protein olarak
yararlanilir (Sekil 2.7.). Akcigerlerdeki SARS-CoV-2 hiicre aktivasyonu igin ACE2 tek
basma iliskili degildir. Virlis enfeksiyonunun aktivasyonu igin baska hiicresel
faktorlerinde gerekli oldugu tahmin edilmistir. Bu nedenle TMPRSS2 ve TMPRSS11D
SARS-CoV-2’nin aktivasyonu, enfeksiyonu ve iletimi i¢in gerekli proteinleri kodlayan
genlerdir (76). Aym1 zamanda katepsin L, SARS-CoV-2’nin S proteinini aktive ederek
TMPRSS2'den yoksun hiicrelere girisin tamamlanmasini saglayabilir. Hiicrede farkli
gorevleri olan TMPRSS2 proteininin goérevlerinden biride virlisiin hedef hiicreye
girisinde onemli olan reseptor olmasidir ve ayni zamanda Viriisiin S2 proteininin
parcalanmasini saglayarak etkin hale gelmesinde ve viral zarfin hedef hiicre zariyla
birlesmesini saglar (3,57). S proteininin alt grubu olan S1, hedef hiicre proteinine
baglandiginda yapisal birlesme gergeklesir ve S proteininin diger alt grubu olan S2
destegiyle viral zarf hedef hiicre zarfiyla birlesir (54). SARS-CoV-2'nin enfekte ettigi
insanlar1 hasta yapma giiclinii kavramak amaciyla, S proteininin reseptor baglanma alani
(RBD) arastirildiginda SARS-CoV’a gore insan ACE2'sine 10 kattan daha yiiksek
afinite ile baglandigi tahmin edilmistir (55).
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Sekil 2.7. SARS-CoV2’nin hiicreye girisi ACE2 ve proteaz TMPRSS2 aracilifiyla
olmaktadir (37).
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Viriisiin hiicreye girisinde viral membran agildiktan sonra genomik RNA hiicre iginde
ozgiir hale gelir. Biitiin replikasyon donglisii hiicre iginde tamamlanir ve viral genom bir
sablon islevi gorerek Once yapisal olmayan proteinlerin translasyonunu gerceklestirir.
Daha sonra ORF1la ve ORF1b genomik RNA ile yapilarak sirayla ppla ve pplab’ye
doniistiiriiliir. Ik olarak olusan ppla ve pplab, yapisal olmayan 16 proteine doniismek
icin proteazlarla pargalara boliiniir. Yapisal olmayan bu proteinler sablon olarak pozitif
zincirli genomik RNA’dan yararlanarak bir replikasyon/transkripsiyon bilesigi yapar.
Yapisal olmayan proteinlerin belli boliimii de olusturdugu vezikiiller ile yeni genomlari
yapacak RNA’larin transkripsiyonunu yaparken bir diger yandan da yeni viral yapisal
proteinlerin translasyonunu yapar. Transkripsiyon ile olusturulan alt genomik RNA'lar,
viral bir yap1 olusturan yapisal proteinlere doniistiiriiliir. Yapisal olan proteinlerden N
proteini endoplazmik retikulum organelinde viryonun kaynagmasi esnasinda pozitif
polariteli olan genomik RNA ile kaynasarak niikleoprotein yapisint meydana getirir.
Geriye kalan diger yapisal olan proteinlerde Endoplazmik retikulumda viryon yapisina
dahil olur. Viral biitiin yapisal proteinler Endoplazmik retikulum-Golgi ara
kompleksinde (ERGIC) virlis parcaciklart seklinde birleserek golgi cisminden
vezikiiller araciligiyla gonderilirler. Olgunlagmasini tamamlamamis pargaciklar hiicre

zarmdan ekzositozla disart atilirlar (Sekil 2.8.) (56,57).
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Sekil 2.8. Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis tip 2 (SARS-CoV-2) Yasam
Dongiisii (57).

2.5. Sars-CoV-2 Hastalik Etkeni: Covid-19

Covid-19, kisa zamanda pandemiye sebep olan, belirlenen tiirlerinden kimi hafif kimi
de agir solunum yollar1 hastaliklarina sebep olan koronaviriislerin daha once
goriilmemis SARS-CoV-2 cinsiyle olusmus bir hastalik etkenidir. CO ve VI Ingilizcede
Coronaviriisten, -D harfi Ingilizcede hastalik manasinda olan -disease kelimesinden, 19

sayist ise hastaligin 2019 yilinda goriilmeye baglamasindan kaynaklanmaktadir.
2.5.1. Epidemiyolojisi

31 Aralik 2019 tarihinde Cin’in Wuhan sehrinde kaynagi tamamen bilinmeyen pnomoni
vakalar1 bildirilmis ve vakalarin cogunun Wuhan’da deniz {riinleri sehir pazari
calisanlarinda gorildigii saptanmistir (58). Vakalarda nefes darligi, ates, yorgunluk ve
akcigerlerde zatiirre ile uyumlu bulgulara rastlanmistir. Enfeksiyonun biiylik ihtimalle
hayvansal kokenli oldugu ve insanlara bir hastalik yolu ile bulagmadig1 ortaya

atilmistir (59).
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SARS CoV-2 ile BAT-CoV viriislerinin genomlart %96,3 benzerlik gosterdiginden
dolay1 en yakin konak¢inin yarasalar olabilecegi tahmin edilmektedir. Yarasa yasam
alanlar1 insanlarin yasam alanlarina yakin olmadigindan viriisiin insanlara biiyiik
ihtimalle farkli bir ara konak hayvan araciligiyla bulastigi sanilmaktadir (60). Gegmis
yillarda olan koronaviriis salginlarinda SARS CoV’da misk kedisi ve MERS CoV‘da ise
develer ara konak hayvan olarak insanlara viriisii bulastirmiglardir. COVID-19
hastalarindan izole edilen koronaviriisler ile pangolinden izole edilen koronaviriislerin
genomlarinda %99 benzerlik olmasi sebebiyle SARS CoV-2'nin ara konak hayvaninin

pangolinler olabilecegi tahmin edilmistir (61).

Cin disindaki ilk olgu 13 Ocak 2020 tarihinde Tayland iilkesinde 61 yasinda olan Cinli
bir kadinda tespit edilmistir. Daha sonraki zamanlarda vaka duyuran iilkelerin sayisi
giinden giine arttt ve subat aymin sonlarna dogru iilkelere 6zgli bulaslar meydana
¢ikmaya baslamistir. 2020 yilinin mart ay1 baslarinda Cin’de salgin hizi azalirken,
Giiney Kore, Iran ve Italya’da COVID-19 hastaligindan kaynakli 6liimlerde artislar
goriilmeye baglanmigtir. Diinyayr etkisi altina alan Covid-19’un Cin’de ortaya
¢ikmasinin ardindan tiim diinyaya yayilmasi, binlerce can kaybinin yasanmasa neden
olmustur. Bu sebeple Diinya Saglik Orgiitii (DSO) salgin1, 17 Mart 2020°de pandemi
ilan etmistir. Daha sonraki zamanlarda ise ilk olarak Avrupa kitasinda, sonrasinda ise
Kuzey Amerika kitasinda agir vaka yiikseligleri goriilmeye baslamistir. 2020 yilinin
mayis aymin bagindan itibaren salgin yayilmasini siirdiirerek neredeyse diinyadaki
biitin {ilkelerde vaka bildirimleri yapilmistir (62). Kiiresel olarak, 24 Ocak 2022
itibari ile DSO'ye bildirilen 349.641.119 onaylanmis COVID19 vakasi ve toplam
5.592.266 6liim olmustur (63).

Ulkemizde ilk COVID-19 vakasi 11 Mart 2020 tarihinde goriilmiistiir. Ilerleyen
zamanlarda tilkemizdeki vaka sayilarinda diinyada oldugu gibi artig goriilmeye
baslamistir. 14 Ocak 2022 itibari ile toplam vaka sayis1 10.339.097 ve toplam 6lim
sayist ise 84.445 olarak bildirilmistir (64).

2.5.2. Bulas yolu

Insanlarin birbirlerine bulastirmas1 sebebiyle genis lgekli bir pandemiye neden olan
SARS-CoV-2 viriisiiniin belirlenen iki temel bulastirma yolu; solunum pargaciklari ve

temastir. Solunum pargaciklari, viriisiin bulagtig1 insan oksiirdigiinde veya aksirdiginda
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meydana gelir. Oksiirme ve aksirmaya benzer solunum belirtileri olan insana
1 metreden az wuzaklikta temas edecek insanlarin enfekte olmus solunum
pargaciklarindan etkilenme riski yiiksektir. Bulagsma ayrica hasta olmus kisilerin

etrafindaki yiizeylerle iliskisi ile de olabilir (65, 66).

Havadan bulastirma yolu, yaklasik olarak boyutu 5 pum kiigiik olan pargaciklar olan
damlacik igindeki viriislerden bahsettiginden solunum pargacigr ile bulastirma
yolundan ayridir, uzun zaman havada asila bilinir ve 1 m'den ¢ok uzakliklara iletile
bilinmektedir (66).

2.5.3. Risk faktorleri

SARS-CoV-2 bulasmis hasta kisilerin %81’lik kisminda siddetli olmayan hastalik
belirtileri goriiliirken, hastalarin %14°liik kisminda agir hastalik belirtileri ve %5°1ik
kismi olan hastalardaysa kritik hastalik belirtileri (solunum yetmezligi, sok, ¢oklu organ
yetmezligi) ortaya ¢ikmaktadir. SARS-CoV-2 bulagsmus bir hastada, hastaligin siddetinin
daha c¢ok etkili olmasini belirleyen faktorler; Enfekte olan kisilerin yaslari ve
beraberinde olan hastaliklardir (67).

Siddetli hastalik ile 6liim oraniyla ilgili goriilen komorbiditeler sira ile;
- Kalp ve kan damarlar1 hastaliklar1 (%10,5)

- Seker hastaligi (%7,3)

- KOAH (%6,3)

- Yiiksek tansiyon (%6)

- Kanser

- Kronik bobrek hastaligidir.

Cocuklarda genellikle enfeksiyonun neden oldugu semptomlar daha az goriiliir ve genel
olarak hafif seyreder. Baz1 demografik 6zelliklerin de ciddi hastalikla iligkili olabilecegi
belirtilmektedir. Cin’de ki bir ¢alismada, erkeklerde 6liim oraninin daha fazla oldugu

yayinlanmstir (68).
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2.5.3.1. Hafif Siddette Hastahik

Enfekte olmus kisilerde iist solunum yolu hastalik belirtilerinden nefes darliginin
olmadig1 ve genel olarak ates, kuru oksiiriik, bogaz agris1 gibi semptomlar izlene
bilinmektedir. (37).

2.5.3.2. Orta Siddette Hastahk

Agir hastalik belirtilerinin gortilmedigi, ates, Oksiirme ve nefes almada sikint1 gibi
solunum yolu enfeksiyonu bulgulariyla goriintiillemelerde pndémoni  bulgusu
goriilebilmektedir. Cocuklarda hizli solunum orta dereceli pndémonide de ortaya
¢ikabilmektedir. COVID-19 hastalarinin takibi sirasinda ortaya ¢ikan ikincil bakteriyel
ve fungal enfeksiyonlar goriilebilmektedir (37,69).

2.5.3.3. Agir Siddette Hastalik

Agir hastalik belirtileri gdsteren hastalarda ileri derecede nefes darligi, solunum sikintist
belirtileri goriiliir. Elde edilen bulgularin sonucunda hasta olan kisiler sepsis, ARDS ve
septik sok bakimindan takibe alinmalidir (37).

2.5.3.4. Akut Solunum Sikintis1 Sendromu (ARDS)

ARDS durumu genel olarak baz1 parametreler ile birlikte degerlendirmeye alinir. Bunlar
coklu organ yetmezlikleri, ciddi solunum yetmezligi, septik sok ve sepsis gibi
parametrelerdir (37,69).

2.6. ACE2

Anjiyotensin doniistiiriici enzim 2 (ACE2), hiicre dis1 alanda karboksipeptidaz
aktivesine sahip bir transmembran proteindir. ACE homologu olup ACE ile %42
Ozdeslige sahip bir ektoenzimdir (2). S proteinleri, ACE2’ye yiiksek afinite ile
baglanir (42). SARS-CoV ve muhtemelen SARS-CoV-2’de de ACE2 reseptoriine S
proteini  baglanmasi ile ACE2 ekspresyonunun diisiisine neden oldugu
bilinmektedir. ACE2'deki diisiis anjiyotensin I (ang I)’i pargalayan bir enzim olan
anjiyotensin doniistiiriicii enzimin (ACE) artmasina neden olur. Bu nedenle artan ACE

aktivitesi, akciger hasarina yol agan ang Il ve ang II reseptor tip 1 (AT1R)’in artmasini

22



saglar (70). SARS-CoV-2’nin farkli klinik belirtiler gosteren birgok organi etkilemesi
ACE2 reseptorlerinin genis ¢apta bulunmasi ile agiklana bilinir (71).

ACE, Ang I'1 anjiyotensin II’ye (Ang II) parcalar. ACE2, Ang II ve Ang I’i pargalar.
ACE2 enzimi, damar daralmasmna yol agan Ang Il hormonunun Ang-(1-7)’ye
pargalanmasini artirarak kan basincini disiiriir. ACE2’nin Ang I1I’den Ang (1-7)
olusumu bu enzimin en temel gorevi olarak kabul edilir. Ayrica ACE2’nin Ang I'i
pargalamasiyla olusan Ang (1-9) daha az da olsa ACE ve NEP yoluyla Ang (1-7)
doniistimii saglanabilir (Sekil 2.9) (2).
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Sekil 2.9. Renin-anjiyotensin sisteminin sematik gosterimi. ACE, anjiyotensin
dontistiiriiciic.  enzim;  Ang, anjiyotensin; PCP, prolilkarboksipeptidaz; PEP,
prolilendopeptidaz; PR reseptorii, prorenin reseptorii; NEP, nétr endopeptidaz (2).

Renin anjiyotensin sistemi (RAS), hormonal olarak sivi dengesinde ve kan basincinda
modiilator rol oynayan bir sistemdir. Ang II, RAS’nin etkin bir hormonudur. Yiiksek
Ang 1l seviyeleri kalp ve bobrek fonksiyonuna zarar vermektedir. Ang (1-7) Mas
reseptoriinii baglanarak aktiflesmesini saglar ve Ang II’nin ters etkilerine yol agar. ACE
ve ACE2 farkli RAS firiinlerini zit olarak diizenleyerek tamamlayict gorevlere
sahiplerdir. Diizenleyici gorevleri RAS dengesine bagli olarak farklilik gosterebilir. Bu
nedenle, ACE2’nin RAS’in negatif bir diizenleyicisi oldugu ve ACE fonksiyonunu
dengeledigi goriilmektedir. ACE2, Ang Il oranmi diisiirerek ve Ang-(1-7) oranini
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yiikselterek ACE etkinligini engellemektedir. Bu yiizden kalp ve kan damar
hastaliklarini tedavi etmede iimit verici bir ilag gayesi olmustur (72). ACE2 reseptorleri
bagirsak, kalp, akciger ve bobrek gibi bir¢ok dokuda yer almaktadir (9). Bundan baska
ACE2 mRNA ekspresyon alanlari, beyin zari, hipotalamus, striyat ¢ekirdek ve Truncus

Encephali (beyin sap1)’de de bulunmaktadir (73).
2.7. TMPRSS2

Transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS2), insanlarda TMPRSS2 geni tarafindan
kodlanan bir transmembran proteinidir. Insan solunum yolundaki viral hedef hiicrelerin
TMPRSS2 eksprese ettigi gosterilmistir. Insanlarda TMPRSS2, iist hava yollarini,
bronslar1 ve akciger olmak iizere epitel dokularinda yaygin olarak bulunur (77). Ayrica
kornea, karaciger, bobrek ve beyinde de bulunmaktadir (78). TMPRSS2 ile S proteini,
konak¢iya bulagmasi icin viral giris ve yayillma i¢in gereklidir. TMPRSS2, CoV’lerin
S proteinlerini bolerek CoV enfeksiyonlari igin potansiyel bir hedef haline getirir.
SARS-CoV-2 yayilmasimin ayni zamanda TMPRSS2 aktivitesine de bagli oldugunu
gosterilmektedir (3,79). Benzer sekilde, yakin zamanda yapilan bir ¢aligma, SARS-
CoV-2'nin hiicresel girisinin ayn1 zamanda ACE2'ye ve TMPRSS2 bagli oldugunu
gostermektedir. insan dokularinda ACE2 ve TMPRSS2 ekspresyonlariin bilinmesi
COVID-19 hastalarinda ilgili etkilerinin bilinebilecegini gosterir. SARS-CoV-2’nin
bulagmasiyla hiicreye girisi, CoV’larin S proteini ve konak hiicrenin ACE2 enzimi ile
olur. Ayrica ACE2 ile birlikte TMPRSS2’nin viral alim i¢in S proteininin boliinmesine
neden olmasi gerekir. Bu nedenle, ACE2 ve TMPRSS2'nin birlikte ifade edilmesini
anlamak, insanlarda SARS-CoV-2 enfeksiyonu olasiligint belirleyebilir (78). ACE2 ve
TMPRSS2'nin ayni hiicrelerde eksprese edildigi durumdan farkli olarak, bu iki proteinin
ayrt hiicrelerde ekspresyonu, yalnizca ACE2 eksprese edildiginde gézlemlenenin
tizerinde bir seviyede virlis girisi goriilmedi. Bu nedenle, ACE2, TMPRSS2 igeren
bolgelere yoneldigi goriildii (4).

2.8. TMPRSS11D

Transmembran serin proteaz 11D (TMPRSS11D), insanlarda TMPRSS11D geni
tarafindan kodlanan integral membran proteinidir (6). TMPRSS11D, TMPRSS2’den S
aracili giriste daha az etkilidir (80). TMPRSS11D (HAT), cesitli biyolojik ve fizyolojik

islemlere katilan biiyiik tip II transmembran serin proteaz ailesine aittir. Solunum epitel
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hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilir ve ekspresyonu ayrica serviks, 6zofagus,
prostat, trakea ve akciger dokularinda da tespit edilmistir. SARS CoV’larin hedef
hiicrelerde yiiksek oranda yayilmasini saglayabilir (6).

2.9. CD147

CD147, hiicre membranlarinin yilizeyinde yaygin olarak bulunan Basigin ve EMMPRIN
olarak da bilinen bir transmembran glikoproteindir (81). Immiinoglobulin {ist ailesine
aittir. Cesitli faktorlerle birleserek normal fizyolojik metabolizma ve patofizyolojik
siireclerde genis capta yer alabilir. CD147, ayni hiicredeki molekiilleri, 6zellikle ayni
zardaki molekiilleri ve hiicre diginda bulunan molekiilleri tanir. CD147, gesitli timor
dokularinda ve kanserde ekspresyonu artar. CD147 sadece tiimor gelisimi ile yakindan
iliskili ~ degildir, viral enfeksiyonlarin fonksiyon diizenlemesine de katilir.
SARS-CoV-2’nin konakgi hiicreleri isgal ederken baglandigi reseptor olan ACE2'ye ek
olarak, SARS-CoV-2 S proteini CD147'ye de baglanmaktadir. Viriisten elde edilen S
protein, konakg¢1r hiicre iizerindeki ACE2 veya CD147'ye baglanarak, virlisiin diger

hiicreler arasinda viral istilasina ve yayilmasina aracilik eder (7).
2.10. CD26

CD26, Dipeptidilpeptidaz 1V (DPP4) enzimi olarak bilinen serin ekzopeptidazdir.
Insanlarda akciger, bdbrek, karaciger, bagirsak, endotel ve bagisiklik hiicreleri dahil
bir¢ok yerde bulunmaktadir. DPP4, glukozun neden oldugu pankreas insiilin salgisini
uyararak hiperglisemiyi iyilestirmek icin yeni bir terapotik yoldur. DPP4 sadece
diyabette degil ayrica endoteldeki proinflamatuar sinyal yollariyla etkilesime girebilir.
Ortaya ¢ikan kanitlar, DPP4 inhibitorlerinin vaskiiler endotel tizerinde koruyucu etkiler
uyguladigint gostermektedir. Ayrica DPP4 viral enfeksiyonlarda immiin diizenleyici

olarak da gorev yapmaktadir (142,143).
2.11.Siklofilin A (CYPA)

Siklofilin A (CYPA), Peptidylprolyl Isomerase A (PPIA) tarafindan kodlanan bir hiicre
i¢i proteindir. Bircok yerde eksprese edilmektedir ve inflamatuar uyaranlara yanit olarak
salgilanir. CYPA, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde ve endotelyal hiicrelerde
proinflamatuar ve apoptoz sinyal yollarin1 uyarmaktadir (144). CYPAmin ilk olarak

akciger kanserinde yliksek oranda eksprese edildigi bulunmustur. CYPA, akciger
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kanserinde proliferasyon, antiapoptoz, invazyon ve metastazin artmasinda rol oynar.

Akciger kanserinin erken teshisi ve tedavisi i¢in 6nemli bir hedef olabilir (145).
2.12. Endotel Hiicresi

Endotel, kan damarlarinin i¢ boliimiinde bulunan ve birgok 6nemli modiilator rolii olan,
tabaka halinde dizili hiicrelerin bulundugu bir organdir (82). Endotel hiicreleri, tiim
kardiyovaskiiler sistemi kaplamaktadir. Endotelin, periferik damar hastaligi, felg, kalp
hastalig1, diyabet, insiilin direnci, kronik bobrek yetmezligi, tiimor biiyiimesi, metastaz,
vendz tromboz ve siddetli viral enfeksiyon hastaliklar1 dahil olmak iizere cesitli insan

hastaliklarinda kritik bir rol oynadigi goriilmektedir (83).

COVID-19 hastaliginin belirti ve semptomlarinin, karsilikli patofizyolojik yolaklar
isaret eden klinik endotel hiicrelerinin islev bozuklugunun fenotipine benzedigini
gostermektedir. Endotel hiicrelerinin islev bozuklugunun, onceki koronaviriislerin
neden oldugu enfeksiyonlar da dahil olmak {izere ¢esitli viral enfeksiyonlara aracilik
ettigine inanilmaktadir. Onceki koronaviriislerden elde edilen deneyimler, su anda
klinik oncesi ve klinik ¢alismalarda test edilen SARS-CoV-2'nin patofizyolojisindeki

endotelyal hiicrelerinin islev bozuklugunun roliine iliskin hipotezleri tetiklemistir (82).

Endotel hiicrelerinin islev bozuklugu, viral enfeksiyonlar da dahil olmak tizere ciddi
bulasici hastaliklarda pihtilasma bozukluklarina yol agar. Bu gibi durumlarda, serbest
radikaller endotelyuma zarar verir ve Nitrik Oksit (NO) sentezini engelleyerek endotel
bariyerini bozar. Bozulan endotel bariyeri toksinlerin alttaki dokulara gegmesine neden
olur. Vaskiiler sizint1, viral enfeksiyonlarda endotel hiicrelerinin islev bozuklugunun
onemli bir oOzelligidir veya dogrudan viral ataktan ya da dolayli olarak,
uyumsuz imminolojik yanitlarin aracilik ettigi asir1  endotelyal aktivasyondan
kaynaklanabilir (83).

Endoteli olusturan hiicrelerde de ACE2 reseptorii bulunmaktadir. Bu nedenle viriisle
temas sonrasi endotel hiicrelerinin sitopldzmasinda viriis pargaciklart goriilebilir. ACE2
reseptOri, viriisiin girisi esnasinda hiicre igerisine alinarak pargalanir. Bunun sonucunda
RAS etkilenerek Ang Il ¢ogalmasina neden olur. Endotel hiicresinin enfeksiyonu
sonucunda olan RAS dengesinin bozulmasi, Endotelyum iltihabi ve apoptozis; 6dem,

doku hasari, trombofili gibi pek c¢ok soruna neden olmaktadir (9). Ang (1-7)’nin,
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Ang II’nin potansiyel olarak zararli etkilerinin kars1 diizenlenmesiyle endotelde 6nemli
bir koruyucu mekanizma oynayabilecegini gostermistir (74,75). ACE2’nin endotel
hiicre aktivesini iyilestirebilecegini ve Ang (1-7)’nin endotel hiicre aktivitesinin

korunmasinda énemli bir rol oynadigi gosterilmistir (75).
2.13. D Vitamini
2.13.1. D vitaminin yapasi ve etkisi

D vitamini, kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda etkin bir vitamin olarak ilk kez
ragitizim hastaliginda tanimlanmistir. Daha sonraki yillarda D vitamini ile ilgili yapilan
calismalarla, D vitamini reseptorlerinin bulunmasiyla steroid hormonla ayni tesirde
viicutsal dengenin saglanmasinda ve bazi hastaliklarda onemli bir yerinin oldugu

bulunmustur (84).

D vitamini, ¢esitli besin kaynaklarindan elde edildigi gibi viicutta da
sentezlenebilmektedir. Vitamin D2 (ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol)
olarak gidalardan iki sekilde alinabilmektedir. D vitamini, ciltteki 7-dehidrokolestroliin
(7-DHC) mordtesi giines 1sinlariyla etkilesimi ile onciil vitamin D3 (pre-VD3) sekline
dontigiir (85). Vitamin D3 (vD3), gidalarla ya da giines 1sinlar ile deride meydana
geldikten sonra karacigerde sitokrom P450 proteinle (CYP27Al) dolanimda
olan 25-dihidroksivitamin D3’e [25(OH)VD3] donistiiriiliir. Bobrekte ise sitokrom
P450 proteinle (CYP27B1) en etkin formu olarak islev gosteren 1,25-dihidroksivitamin
D3 (1,25(0H)2VDs)’e gevrilir. Daha sonra CYP24A1 enzimi ile 1,25(0OH)2VD3 aktif
olmayan forma (kalsitroik asit) doniiserek safra ile atilir (86). Vitamin D3, bazi
organlarda (karaciger ve bobrek) sentezlenmekle birlikte immiin sistem hiicreleri ile de
sentezlenebilirler. Aktif olan T ve B hiicreler CYP24Al enzimi ile vitamin D3
tiretiminin sonuncu basamagi olan kalsitroik asit sekli olusur. Ayni sekilde makrofajlar
ve dendiritik hiicrelerde ki CYP24A1 enzimi vD3’i kalsitroik aside doniistiiriir (Sekil-
2.10) (86.87.88).
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Sekil 2.10. D vitamininin senteziyle meydana gelen ara tiriinler (86).

VD3, lenfosit, monosit ve dendiritik huicrelerinin nukleusunda bulunan vitamin D
reseptorine (VDR) baglanarak biyolojik etkinligini yerine getirir. Bu reseptore
baglanmasinin ardindan, VDR, {i¢ ana izoformu olan retinoik X reseptér (RXRa, B, y)
tiyeleri ile kompleks olusturur. Bu transkripsiyonel faktorler gerekli genlerin
transkripsiyonunu baslatan yerlerinde bulunan vitamin D yanit bolgelerine (VDRE)

baglanarak transkripsiyonel diizenlenme olusur (Sekil 2.11.) (86).
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Sekil 2.11. 1a,25-dihidroksivitamin D3 (VD3) ve All-trans retinoik asidin (ATRA)
hiicre ¢ekirdeginde bulunan reseptorleri. VDR, D vitamini reseptorii; PPAR,
peroksizom proliferator ile aktive edici reseptor; RXR, retinoik X reseptor; CRABP,
hiicresel retinoik asit baglayici protein; RAR, retinoik asit reseptor; FABPS, yag asidi-
baglayici protein 5 (86).

2.13.2. D Vitamininin immiin Diizenleyici ve Antiviral Rolii

Vitamin D’nin aktif sekli olan Kkalsitriol, kemik sagligi ve kalsiyum-fosfor
metabolizmasinin 6neminin anlagilmasindan sonra son donemlerde; paratiroid hormon
salgisini, adaptif bagisikligt ve hiicre ¢ogalmasini engeller. Ayni zamanda insiilin
salgilanmasini, dogustan gelen bagisikligi desteklemek ve hiicresel farklilagmayi
uyarmak gibi bir¢ok immiin diizenleyici olarak biyolojik etki gosterir (89). Aktif olan D
vitamini, 300’in iizerinde genin ifadesine genomik yolak araciligiyla etki yaptigi
bilinmektedir (90).

Neredeyse tiim bagisiklik hiicrelerinde; monositler, B lenfositler, T lenfositler, makro-
fajlar ve DC gibi antijen sunan hiicrelerde de VDR bulunur. VDR reseptorii dogal ve
sonradan edinilen bagisikligin diizenleyicisi olarak gorev istlenir (91). Vitamin D,
kathelesidin (LL37), defensin p4 (DEFB4, HBD2) gibi komsu makrofaj hiicrelerinde ve

diger immiin hiicrelerde antimikrobial peptidlerin ekspresyonunu arttirarak dogal
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bagisiklikta rol alirlar (92). Katelisidin antimikrobiyal peptit (CAMP/LL37),
T lenfositleri, monositler ve notrofilleri enfekte edici alanlara toplar ve enfekte olan
hiicrelerin programli hiicre 6liimiine yonlendirir. HIV-1, influenza viriisleri, rotaviriis ve
Hepatit C Viriisii (HCV) gibi degisik viriisler tizerinde kuvvetli bir antiviral etkisinin
oldugu agiklanmistir (93,94). Antimikrobiyal peptit LL37, Toll benzeri reseptdr 3
(TLR3) ile viral dsRNA (double-stranded RNA)’y1 tanir. TLR’nin aktivasyonu hiicre
igindeki viriis pargaciklarina karsi antimikrobiyal aktiviteyi ifade eder. Makrofajlar ile
eksprese edilen TLR aktivasyonu, VDR ve vitamin D-1-hidroksilaz enzim etkinligini
artirarak kathelesidin olusumuna neden olur ve Mycobacterium tuberculosisin hiicre

icinde yok edilmesini tesvik eder (92).

Vitamin D’nin degisik mekanizmalarla enfekte olan hiicrelerde otofaji ve apoptozu
artirma niteligi belirtilmistir (95). Vitamin D, dogustan gelen bagisiklik sistemi ile
kismen ikaz edilen sitokin firtinasini eksilterek hiicresel bagisikligr yiikseltir. Dogustan
gelen bagisiklik sistemi, COVID- 19'dakine benzer bakteriyel ve viral enfeksiyonlara
cevap olarak hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar sitokinleri olusturur (96). D
vitamini muamelesi ile makrofajlardan salinan proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu
diiser ve antiinflamatuar sitokinlerin ekspresyonu artar (97). D vitamini, adaptif
bagisikligin bir modiilatoriidiir; 1,25 (OH)2D3, T yardimct hiicre tip 1 (Thl) cevabi,
oncelikle IL-2 ve interferon gama (INF y) gibi enflamatuar sitokinlerin tiretimini
baskilayarak azaltir. Ayrica, 1,25 (OH)2D3, T yardimer tip 2 (Th2) hiicreleri tarafindan,
sitokin iretimini arttirip Th1 hiicrelerinin dolayli baskilanmasina yardimci olur ve

regiilator T hiicrelerin uyarilmasini arttirip enflamatuar siiregleri baskilar (98).
2.13.3. D Vitamininin Solunum Yolu Enfeksiyonlarindaki Rolii

Yapilan ¢aligmalar enfeksiyonel hastaliklarda fazla diizeylerde vitamin D’nin daha iyi
ongorii ve sonug ile ilgili oldugu belirtilmistir. Bazi g¢alismalarda ise D vitamini
eksikliginin akut solunum sistemi hastaliklar1 riskini arttirdigi bildirilmistir. Bunlar;
kronik obstriiktif akciger hastaligit (KOAH), kistik fibrozis ve interstisiyal akciger
hastaligidir. Bunlardan bagka influenza ve mikobakteriyum tiiberkiilozis enfeksiyonu
riskinide artirmaktadir. Akut solunum yolu enfeksiyonlarinda onleyici ve terapotik ajan
gibi davranan D vitaminin yararli etkileri yapilan deneylerle dogrulanmistir (99,100).

Yapilan deneyler vitamin D eksikligi ile verem yayginlig1 arasinda pozitif korelasyon
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oldugunu isaret etmektedir. ispanya’da yapilan bir deneyde, gebelikteki fazla D vitamin
seviyesiyle Dbebeklerin ilk bir yasinda solunum yolu rahatsizliklar1 daha az
goriinmektedir, ama bu ¢ocukluk dénemi astim ve hirilt1 yaygmlhigini etkilememektedir
(100). Baska bir ¢alismada fazla diizeylerde D vitamininin, bleomisin orijinli akciger
fibroz fare modelinde pulmoner fibroblast hiicreleri ile olusturulan proenflamatuar
sitokinlerin interlokin 1 beta diizeylerini diistirerek pulmoner fibrozu disiirdigi
belirtilmistir (101).

Son c¢aligmalarda, g¢esitli yaymlarda D vitaminin solunum yolu hastalik riskini
diistirmede olabilecek yararli tesirleri tizerine yogunlasildigi goriilmektedir. Vitamin D,
hastalik riskini farkli ayr1 diizeneklerle azaltabilmektedir. Bu mekanizmalardan
oncelikle kathelesidin ve defensinlerin induksiyonu ya da transkripsiyonu ile viral
cogalma hizinin ve proenflamatuar sitokin konsantrasyonlarinin diisiiriilmesi ve
antienflamatuar sitokin konsantrasyonlarmin yiikseltilmesidir. Proenflamatuar sitokin
konsantrasyonlarinin diistiriilmesi inflamasyonu, akcigerlerin hasar gormesini ve zatiirre
ilerlemesini azaltir. Calisma sonuglar1 Kalsitriolun, ACE | ve ACE Il ekspresyonunu
ayarlayarak lipopolisakkarit orijinli akciger tahribatindan onleyici sonuglara ait oldugu
bildirilmektedir (85,102).

Kayitlarda gesitli veriler olmak tizere gesitli yaymlarda D vitamini seviyesinin sepsis,
zatiirre, ARDS, kalp yetmezligi ve seker hastaligi olusma riskleriyle zit ilgilesim
gosterdigi, hava Kirliligi ve sigara kullaniciliginin vitamin D seviyelerini disiirdiigi

gosterilmektedir. (85).
2.13.4. D Vitamini ve COVID-19

Vitamin D, COVID-19 boyunca en ¢ok konusulan vitaminlerden birisi haline gelmistir.
D vitamininin soguk alginligi riskini azalttigi kanitlanmistir. D vitamininin
COVID-19’da dahil olmak fizere belli viral solunum yolu enfeksiyonlarinda faydalar
gosterdigi goz Oniine alinmasi nedeniyle COVID-19’u engellemek ve tedavi etmek igin
vitamin D alinmasi tavsiye edilmistir (103,104). D vitamininin COVID-19 ile alakali
olarak giindeme gelmesinin bir diger nedeni oncelikle T lenfositlerine verdigi cevapla
alakalidir. Bakteriyel veya viral enfeksiyon durumunda bagisiklik sistemi
antienflamatuar ve proenflamatuar sitokinler tireterek cevap verir. Bu sitokinlerin fazla

tiretilmesiyle meydana gelen sitokin firtinas1 ise COVID- 19’un siddetine baglanmakta
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ve COVID-19 orijinli 6liimlerin biiyiik sebebi oldugu belirtilmektedir (105). Bundan
bagka sistem olarak da vitamin D’nin ACE-2 ekspresyonunu g¢ogaltarak ve pulmoner
vazokonstriksiyonu diisiirerek COVID-19 siddetini hafiflete bilecegi diistintilmuistiir
(106).

Vitamin D, kis aylarinda yeterince iiretilemedigi i¢in COVID-19’a bagli 6liim oraninin
Kuzey Yarim Kiire’de Giiney Yarim Kiire’ye gére daha fazla olmasi durumu D vitamini
eksikligiyle alakali olabilecegini diisiindiirmiistiir. Avrupa’nin Kuzeyindeki iilkelerde
O0lim oraninin diisilk olmasi ise vitamin D takviyesi kullaniminin fazla olmasiyla

iliskilendirilmistir (107).

Isvigre’de yapilan bir deneyde COVID-19 hastas: olan ve olmayan toplam 107 hastadan
elde edilen veriler degerlendirilerek vitamin D seviyeleri Ol¢iilmiistiir. Bunlardan
SARS CoV-2 testi pozitif olan 27 hastanin testi pozitif olmayan 80 hastanin D vitamini
sonuglar1 karsilagtirildiginda pozitif olanlarda D vitamini seviyesinin diistigi
goriilmustiir. Ayrica 70 yasini geemis kisilerde bu farkin daha fazla oldugu bildirilmistir
(108).

Giiney Asya iilkelerinde farkli ti¢ hastanenin veri deposu taranarak, SARS-CoV-2
bulagsmasi ile ilgili 212 vakada hastaligin gidisati ile ilgili aragtirma yapilmistir.
Arastirma sonunda D vitamini desteginin, klinik sonuglara gére COVID-19 hastalarini,

serum 25 (OH)D diizeyine dayanarak tedavisine yardimci oldugu goriilmiistiir (109).

Endonezya da COVID-19 hastast olan 780 vakadan yapilan ¢alismada D vitamini

diizeyleri diisiik olan yasli ve erkeklerin 6liim oraninin fazla oldugu belirtilmistir. (110).
2.14. A VITAMINI
2.14.1. A vitaminin yapisi ve etkisi

A vitamini, ¢ok sayida ilgili bilesik icin genel bir terimdir. Genel olarak retinoidler
olarak isimlendirilir. A vitamini yasam boyunca kritik 6neme sahiptir. Ureme,
embriyonik gelisim, biiylime, hiicresel farklilasma ve cogalma, epitelyal hiicresel
biitiinliiglin korunmasi, bagisiklik fonksiyonu ve gdrme fonksiyonlarinda o6nemli

fonksiyonlara sahip bir mikro besin 6gesidir (111).
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A vitamini, provitamin A karotenoidleri olarak diyetten elde edilir. A vitamini, yumurta,
karaciger, tereyagi, siit ve giiclendirilmis tahillar gibi gidalarda uzun zincirli retinol yag
asitleri (retinil esterler) olarak, havug, 1spanak, karaldhana, balkabagi ve kabak gibi
sebzelerden provitamin A karotenoidleri (6rnegin, [-karoten, o-karoten ve

B-kriptoksantin) ya da all trans retinol formunda elde edilir (112).

All-trans-retinol, karacigerde yer alan ito hiicrelerinde depolanmak icin retinil
esterlerlerine doniistiiriiliir. SDR (kisa zincirli dehidrojenaz/rediiktaz) ya da ADH (alkol
dehidrojenaz) enzimleri yardimiyla All-trans-retinol veya B-karoten all-trans-retinal’a
doniistir. Olusan All-trans-retinal bir diger form olan all-trans-retinoik aside (ATRA)
donitismek igin retinal dehidrojenaz (RALDH) enzimini kullanir. Retinoik asit, retinoik
asit reseptoriine (RAR) baglanarak bagisiklik hiicrelerine etki eder. Retinoik asit
karacigerde ve diger dokularda CYP26 enzimi tarafindan parcalanarak safra ve idrarla

atilir. (Sekil 2.12) (86,113).
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Sekil 2.12. A vitamininin senteziyle meydana gelen ara tiriinler (86).

ATRA, RAR ailesinin 3 gesit formu olan o (alfa), B (beta) ve y (gama)’ya hiicre
cekirdeginde baglanarak RXR proteini ile heterodimer bir yapt meydana gelir.
Bu olusan heterodimer yapi1 daha sonra hedef genlerin promotdr bolgelerinde
yer alan retinoik asit yanit elementine (RARE) baglanarak transkripsiyonel diizenlenme
meydana gelir. RXR proteini, bir diger niikleer reseptorler olan peroksizom
proliferatoriiyle aktive olan reseptor (PPAR) ile de heterodimer yapabilir (Sekil 2.11).
(86,114).

ATRA, direk PPAR ile baglanarak da RXR heterodimerizasyonu ile baglant1 yapabilir.
RAR veya PPARJ yoluyla sinyallesme meydana gelip gelmedigi hiicresel retinoik asit
baglayict proteinlerin (CRABP'lerin) yag asidi baglayici protein 5 (FABP5’e) oranina
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baglidir. CRABP oraninin FABP5’e oranina gore yiiksek olmasi ile ATRA formunun
RAR’a baglanmasi desteklenir. Gergeklesen desteklenme neticesinde hiicrelerdeki
gelisme engellenerek apoptoz meydana gelir. Ya da CRABP oraninin FABP5’¢ oranina
gore diisiik olmasi ile ATRA formunun PPAR’a baglanmasi desteklenerek canlilik
korunur (Sekil 2.11) (86).

2.14.2. A Vitamininin Immiin Diizenleyici ve Antiviral rolii

A vitamini, bagisiklik sisteminde gorev iistlenerek bagisiklik sisteminin biiyiimesine
neden olan anti-enfektif vitamin olarak da taninmaktadir. Ayni1 zamanda A Vitamini
cesitli enfeksiyonel hastaliklar iyilestirmede tedavi edici bir reaksiyon gostermektedir.
A vitamini dogal bagisiklik sisteminde bulunan hiicrelerin gelisiminde ve gorevlerinin
diizenlenmesinde etkin gorevler ustlenmistir (115). A vitamini, ¢esitli hiicrelerin
(makrofaj, NK ve T hiicreleri) miktarin1 ve islevini arttirmaktadir. Ayni zamanda
notrofillerin matiirasyonunu hizlandirmakta ve B hiicrelerinin iglevini diizeltmektedir
(116). Bunlarin yani sira yapilan deneylerde bagisiklik sisteminin iglevinin A vitamini
ile diizenlenmesinin viral enfeksiyon hastaliklarinda enfeksiyonun ¢esidine gore

hastalik halini ve 6liim oran1 diisiirdiigii bildirilmistir (117).

Literatlir taramasinda A vitamininin kizamik, sitma, diyare, tiiberkiiloz, HIV ve akut
solunum yolu viriislerine benzer farkli viriisler hakkinda verimi arastirilmigtir
(118,119). A vitamini aliminin, noroviriis, influenza, hepatit B viriisii (HBV), kizamik
ve sitomegaloviriis gibi bir¢ok virlisiin ¢ogalmasinda direkt azaltict roliiniin oldugu

saptanmustir (120,121).

A vitamini yetersizligi, RSV viriisiiyle ilgili enfeksiyonlarin c¢ogalmasiyla alakali
oldugu gorilmiistiir. Bundan bagka, A vitamini destegi verilen ¢ocuklarda kizamik ve
zatiirre enfeksiyonuyla alakali 6lim oraninda biiyiikk bir diigiis gérilmiistiir (122).
Kizamik viriisiinin  ¢ogalmasim1  onleyen retinoidlerin  etkili oldugu sistem,
saglikli hiicrelerin dogustan gelen bagisiklik reaksiyonunu arttirmas: ile ifade
edilmektedir (123).

ATRA, mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) sinyal yolunu uyarmak igin
notrofillerin niikleusunda RAR iistiinde etki gosterir. Gergeklesen bu etkiyle, nétrofil

hiicre dis1 tuzaklarin1 ve hiicresel toksiteyi yiikselterek ¢oklu tiimor hiicrelerinin etkin
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bir bi¢imde oSldiiriilmesine neden olur (115). Bu sebeple, ATRA’nin dogal bagisiklik
yapisini farklilagsmasinda, olgunlagsmasinda ve fonksiyonunun diizenlenmesinde etkili
olmaktadir. Retinoik asitler ¢esitli yollar1 (sitotoksik, fagositoz) aktif ederek NK-T
hiicrelerinin aktivasyonuyla patojen saldirisina cevap vermektedir (115,124). Bu
durumla alakali olarak, A vitamini diisiikliigiiniin notrofillerin, makrofajlarn T ve B
lenfositlerin inhibe edilmis isleviyle ilgili oldugu bildirilmistir (124). Bundan sebeple,
retinoidlerin salgilanmay1 tesvik ettigi ve IFN-1’in reaksiyonunu kuvvetlendirdigini

isaret eden bulgular yer almaktadir (121).
2.14.3. A Vitamininin Solunum Yolu Enfeksiyonlarinda Rolii

Solunum yolu enfeksiyonlari diinya ¢apinda etkin bir morbidite ve mortalite sebebidir.
A Vitamini eksikligi, diinyadaki en yaygin beslenme ile ilgili saglik sorunlarindan biri
olup bebeklerde ve kiigiik ¢ocuklarda ciddi solunum yolu enfeksiyonlarinin gelisiminde
onemli bir risk faktoriidiir. Subklinik seviyelerde bile A Vitamini eksikligi, solunum

yolu hastaliklarinin insidansinin ve ciddiyetinin artmasiyla iliskilendirilmistir (125,126).

Yapilan bazi g¢alismalarda solunum yolu hastaliginin genel beslenme durumundan
ziyade A vitamini durumuyla daha yakindan iliskili oldugu tespit edilmistir. (129).
A vitamini eksikligi, siliyer epitel hiicrelerinin skuamoz epitel ile degistirildigi solunum
epitelinin skuamdz metaplazisine neden olmaktadir. Ayn1 zamanda bu durum mukus
tiretiminde bir azalmaya neden olur. Bunlar patojenlerin yayilma riskini artirabilecek
nedenlerdendir (125). A vitamini durumunun mukozal bagisiklik sistemi ve solunum
yolu viral enfeksiyonuna diren¢ iizerinde 6nemli bir etkisi oldugunu gostermektedir
(125).

Bulgulara gore oOzellikle solunum yolu enfeksiyonlari, g¢ocuklarda karacigerde
depolanan A Vitamini depolarinin tiikenmesiyle iligskilendirilmistir (127). Plazma A
vitamini diizeyi diisiik kisilerde tekrarlayan solunum yolu enfeksiyonlari daha sik
goriilmektedir ve bu gelismekte olan tlkelerdeki temel saglik sorunlarindan birini
olusturmaktadir. Bunlara ilaveten, bulasict hastaliklar ve o&zellikle solunum yolu
sirasinda, plazma retinol seviyeleri diiserek enfeksiyona karsi artan bir duyarlilig
uyarmaktadir (128). Bu nedenle gelismekte olan iilkelerde bebeklere A vitamini
takviyesi yapilir ve genellikle takviyelerin faydali oldugu ve solunum yolu

enfeksiyonlarini azalttigi kabul edilmektedir (130).
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Yapilan bir diger deneyde A vitamini yetersizliginin diinya genelinde 6nemli akut alt
solunum yolu enfeksiyonlarinin basta gelen sebebi olan RSV viriis enfeksiyonunun

ilerlemesinde ciddi bir risk faktorii haline geldigi belirlenmistir (131).
2.14.4. A Vitamini ve COVID-19

A vitamininin tiim koronaviriis ¢esitleri hakkinda olan reaksiyonu deney hayvanlariyla
yapilan birtakim incelemelerle arastirilmistir. A vitamini bakimindan eksik bir gida
tilketen tavuklarin, koronaviriis ¢esitlerinden olan IBV viriisii ile enfekte edilmesi
neticesinde A vitamini bakimindan yeterli gida tiikketen tavuklara karsi IBV viriis

enfeksiyonunu daha siddetli gecirdikleri yayinlanmistir (132).

COVID-19 hastalar, tipik olarak retinol tilkenmesi ve bozulmus retinoid sinyallemesi
nedeniyle gelisen A vitamini eksikligine benzeyen birden fazla belirti ve bulgu gosterir.
Ornegin, COVID-19'un baz1 laboratuvar ve radyolojik goriintiileme bulgulari, klinik
gozlemleri ve semptomlar1 A vitamini eksikligi ile benzerlik gostermektedir. Bagisiklik
sistemi, merkezi sinir sistemi ve gozlerdeki degisiklikler ve ozellikle koku ve tat
bozuklugu gibi bu belirti ve semptomlarin ¢ogu A vitamini eksikliginde de cok

yaygindir (133,135)

Bagisiklik, solunum, merkezi sinir sistemi, kardiyovaskiiler, sindirim sistemleri, bobrek,
bobrekiistii bezi, koku, tat, isitme, gorme ve denge bozukluklari ile ilgili bir¢cok
COVID-19 belirtisi retinoid sinyal bozukluklar1 ile iliskilidir (133.134,137). RALDH
enzim aktivitesi, ATRA sentezi, RA reseptorleri ve CYP450 enzimleri gibi RA
metabolizmasinda 6nemli olan enzimler ve molekiller, ciddi COVID-19 hastalarinda
onemli Ol¢iide etkilenen ve hasar goéren organ sistemlerinde yiiksek oranda bulundugu
gibi hemen hemen tiim organ sistemlerinde de bulunmaktadir. RA sinyal bozukluklart,
COVID-19'da goriilenlere benzer yaygin ve siddetli semptomlara ve belirtilere neden
olabilir (136,137). Bu nedenle A vitaminin COVID-19 salginm iyilestirmede ve
akciger enfeksiyonunu engellemek igin timit verici bir yontem olabilecegi belirtilmistir
(138).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 GERECLER
3.1.1 Hiicre Hatt1

Tez g¢aligmasinda insan gobek kordonu veni endotel hiicresi (human umblical vein

endothelial cell; HUVEC) kullanilmistir.

3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

e -20 °C Buzdolab1 (Argelik)

e -80 °C Buzdolab1 (Niive)

e Class Il type biological safety cabinets (Nuaire, USA)
e COg inkiibator (Thermo Scientific, USA)

e Floresans mikroskobu (Olympus U-RFL-T)

e Isik mikroskobu (Leica, USA)

e Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
e PCR cihazi (Sensoquest, Germany)

e RT-PCR Rotor-Gene cihazi Q (Qiagen, Germany)

e Sogutmali santrifiij (Thermo Scientific, USA)

e Spectrophotometer ND-1000 (Nanodrop, USA)

e Su banyosu (Memmert)

e Vorteks ve Mini santrifiij (Eppendorf)

3.1.3. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

e BrightGreen 2X gqPCR Kiti (Abm, Katalog no: MasterMix-S)

e Calcitriol (Cayman, Katalog No:71820)

e DMEM- Dulbecco's Modified Eagle Medium (Sigma, Katalog no: RNBH8958)
e DMSO- Dimetil siilfoksit (Sigma, Katalog no: PHR1309)

e EBM- Endothelial Basal Medium (Lonza, Katalog no: CC-3121)
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e EGM- Endothelial Growth Medium (Cell, Katalog No: 211-500)
o FBS- FetalBovine Serum (Serox, Katalog no: SRX181H-500)

e HCI (Sigma, Katalog no: K21218914)

e MTT (Sigma, Katalog no:M5655)

e Onescript cDNA Synthesis Kit (Abm, Katalog no: G234)

e Retinoic Acid (Sigma Katalog No: SLCB4143)

¢ RNA izolasyon Kiti (Bio Basic, Katalog no:BS1361)

e RPMI 1640 (Biowest, Katalog No: MS000C1009)

e Tripsin (Thermofisher, Katalog N0:25.200.056)

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii ve Asamalar

Calismamizda ticari firmadan alarak kullandigimiz HUVEC (insan gobek kordonu ven
endotel hiicreleri) hiicreleri ile ilgili arastirma Gaziantep Universitesi Tibbi Biyoloji

Ana Bilim Dal1 laboratuvarinda yer alan hiicre kiiltiirli laboratuvarinda yapilmistir.
3.2.1.1. Sterilizasyon Asamasi

Calismaya baslanmadan Once laminar kabin, %70’lik etil alkol ve 45 dk UV 1s1ik
kullanilarak sterilizasyonu saglanmistir. Kullanilacak malzemeler %70’lik etil alkolle

temizlenerek laminar kabin igerisine alinmistir.

3.2.1.2 Besiyerinin Hazirlanmasi1 Asamasi

Hiicreleri kiiltiir kaplarinda biyiitmek ic¢in gerekli olan besiyeri igin kullanilan
malzemeler kullanilmadan 6nce su banyosunun iginde (yaklastk 10 dak) 37°C’ye
1s1tilda.
Besiyeri i¢in kullanilan maddelerin miktarlar1 ve oranlart:

e 50 ml %10 FBS

e 5ml %1 Penicillin/Streptomycin (Antibiyotik)

e 5ml %1 L-Glutamine

e 500mlI DMEM-F12/RPMI 1640

e 500 ml EBM
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3.2.1.3 Hiicrelerin c¢oziilmesi asamasi

Dondurulmus hiicreler sivi azot tankindan cikarildiktan sonra 37°C’de c¢ozdiiriilerek
laminar kabin igerisinde DMEM/RPMI 1640 besiyerine hiicreler eklendikten sonra
1200 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiiriildii ve slipernatant atildi.

Coktiiriilen hiicreler hafifce el yardimi ile vurularak homojenize edilerek 5ml
DMEM-F12/RPMI 1640 besiyeri eklenen 25 cm?lik flaska eklenerek kiiltiire edildi.
Flaskin kapagi hafif agik olacak sekilde 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemli ortam olan
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Her 12 saatte bir kontrol edilerek her iki giinde bir

mediumlar1 degistirilmistir.

Hiicreler 25 cm?’lik flaskin yiizeyinin tiimiinii kapladiktan sonra flask igindeki besiyeri
atilarak flask yiizeyine tutunmus haldeki hiicreler 2 ml HBSS ile yikandiktan sonra
HBSS ortamdan uzaklastirilmistir. Daha sonra 1ml tripsin-EDTA eklenerek yaklasik
2-3 dk inkiibatorde bekletilerek mikroskop altinda flask yiizeyine yapismis haldeki
hiicrelerin ayrilip ayrilmadiklarina bakilmistir. Mikroskop altinda flaskin yilizeyinden

hiicrelerin kalkmas1 gozlendikten sonra besiyeri eklenerek falkon tiipe alinmstir.

Hiicreler falkon tiipe aktarildiktan sonra 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek
coktiirildii ve siipernatant atildi. Coktiiriilen hiicreler hafifce el yardimi ile vurularak
homojenize edilerek 10-12 ml besiyeri eklenerek 75 cm?’lik flaska aktarildi. 37°C’de
%5 CO2 ve %95 nemli ortam olan inkiibatérde hiicrelerin %75-80 doluluk oranina
ulasarak cogalmasi i¢in inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi tamamlandiktan

sonra gerekli plaklara deney gruplarini olusturmak i¢in hiicre ekimi yapilmaistir.
3.2.1.4. Hiicre EKimi Asamasi

Hiicreler 75 cm2’lik flasklarda %80-90 oraninda g¢ogalinca, tripsin muamelesiyle

kaldirilip 6 kuyucuklu petrilere 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir.
3.2.2. All-trans retinoik asit (ATRA) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Araci firmadan toz seklinde alinan 50 mg ATRA, laminar kabin igerisinde hafif karanlik
ortamda tizerine konsantrasyonu 132,8 mM olacak sekilde 1250 ul DMSO eklenerek
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stok ¢ozelti olusturuldu. Olusan stok ¢ozelti daha sonra kullanilmak iizere alikotlanarak
-80°C’ye kaldirildi.

3.2.3. 1,25-dihidroksivitamin D3 (Kalsitriol) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Araci firmadan toz seklinde alinan 50 mg Kalsitriol, laminar kabin igerisinde iizerine
konsantrasyonu 12x10* uM olacak sekilde 1 ml saf etanol eklenerek stok ¢ozelti
olusturuldu ve olusan stok ¢ozelti daha sonra kullanilmak {izere alikotlanarak -80°C’de

muhafaza edildi.
3.2.4. Hiicreden RNA izolasyonu

6 kuyucuklu petrilere ekimi gerceklestirilen HUVEC hiicre hattinin besiyerine
DMSO/Etanol ile seyreltilmis ATRA ve Kalsitriol belirlenen konsantrasyonlarda
eklenerek deney gruplari olusturuldu. ATRA ve Kalsitriol uygulanacak gruplar kendi
icinde 24 ve 48 saat olacak sekilde ayarlandi. 24 ve 48 saatlik her grup kendi iginde 8
gruba ayrildi.

All-trans retinoik asit (ATRA) ve Kalsitriolun hiicrelere uygulanmast:

Gruplar:
Grup 1: 24 saatlik uygulama gruplart,

ATRA 24 saatlik uygulama grubu;

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 0,1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

3. Grup: 0,5 uM ATRA uygulanacak hiicreler

4. Grup: 1 pM ATRA uygulanacak hiicreler

Kalsitriol 24 saatlik uygulama gruplart;

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 1 nM Kkalsitriol uygulanacak hiicreler

3. Grup: 5 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

4. Grup: 10 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler
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Grup 2: 48 saatlik uygulama gruplart,
ATRA 48 saatlik uygulama gruplari,

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 0,1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

3. Grup: 0,5 uM ATRA uygulanacak hiicreler

4. Grup: 1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

Kalsitriol 48 saatlik uygulama gruplari;

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 1 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

3. Grup: 5 nM Kkalsitriol uygulanacak hiicreler

4. Grup: 10 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

ATRA ve Kalsitriol uygulanan gruplardaki hiicreler 37°C’de %5 CO2 ve %95 nemli

ortam olan inkiibatorde inkiibasyona birakildi.

24 saat ve 48 saat sonunda olusturulan bu 16 gruptan RNA izolasyonu ig¢in, Biobasic
RNA izolasyon kiti kullanilarak yapildi. Kitin is akis semas1 temel alinarak RNA izole
edildi.

RNA izole protokolii asagidaki gibi uygulanmistir:

1. Hiicreler, ATRA ve Kkalsitriol muamele ile istenilen siirenin sonunda (24 saat veya 48
saat sonra) tripsin muamelesiyle kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 15 ml’lik falkonlara
eklenerek 400 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

2. Santrifiij sonrasinda siipernatant atildi ve {izerine 450 pl RLT eklendi ve pipetaj
yapildi.

3. Uzerine 1X (225 pl) etanol eklendi ve ters cevrilerek karistirildi.

4. Olusan tiim stispansiyon filtreli tiipe konulup, oda sicakliginda 12000 g’de 30 saniye
santrifiijlenir. Alttaki tiipte biriken s1v1 uzaklagtirilir.

5. Filtreli kisma 500 pl Buffer RW Soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 12000 g’de

30 saniye santrifiijlenir. Alttaki tiipte biriken s1vi uzaklastirilir.
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6. Filtreli kisma 500 pl RPE Soliisyonu eklendi ve oda sicakliginda 12000 g’de 30
saniye santrifiijlenir.

7. Alttaki tiipte biriken s1v1 uzaklastirilir ve tekrar higbir sey eklenmeden 12000 g’de 30
saniye santrifiijlenir.

8. Kolonlar yeni 1,5 ml’lik toplama tiiplerine koyuldu.

9. 1,5 mI’lik falkon tiipiine alinan kolonun filtreli kismindan 50 pl RNase bulunmayan
su eklenerek 2 dk oda sicakliginda inkiibasyona alindi.

10. 12000 g’de 30 saniye santrifiij yapilarak total RNA elde edilmistir.

11. Elde edilen RNA’lardan Sl¢liimii yapilmak tizere 2 pl alindi ve geri kalan kisim

-80°C ‘de saklanmak iizere kaldirildi.

3.2.5. izole RNA’nin Miktar ve Kalite Tayini

RNA izolasyonu sonucu elde edilen RNA orneklerinin miktar ve Kkalitesinin
belirlenmesi amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi. Bunun i¢in NanoDrop

ND-1000 Spectrophotometer cihazi kullanilarak 6l¢iim yapildi.
3.2.6. Izole RNA’dan ¢cDNA Eldesi

Izole edilerek elde edilen RNA 6rneklerinden cDNA elde etmek icin OneScript® Plus
cDNA Sentez kiti kullanildi. Tepkimeye girecek RNA’lar esit konsantrasyonlara
ayarlandi. Kitin is akis semasi tablo 3.1. temel alinarak ¢cDNA elde etme islemi

gerceklestirildi.

Tablo 3.1. cDNA sentezinde gerekli komponentlerin miktarlar:

Bilesenler miktar (ul)
5x RT Buffer 4 ul
dNTP 1l
Primers 1ul
OneScript Plus RTase 1 ul
Total RNA 13 ul
Toplam 20 ul
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Belirtilen miktarlarda karisimlar ile hazirlanan numuneler Sensquest PCR cihazinda

Tablo 3.2.’de gosterilen reaksiyon sartlariyla RT-PCR tepkimesi yapilmustir.

Tablo 3.2. cDNA sentezi reaksiyon sartlari.

Asama Sicaklik (°C) Siire(dk)
Inkiibasyon 25 10
Enzim aktivasyonu 50 30
Enzim

inaktivasyonu 85 )

Elde edilen ¢cDNA ornekleri, 5ul miktarinda esit miktarlarda dagitilacak sekilde 0,2
ml’lik PCR tiiplerine koyularak -80 °C’de kaldirilmistir.

3.2.7. Primerlerin Secimi ve Dizaym

Primerlerin se¢imi ve dizayni yapilirken genin ifade seviyesini anlamak i¢in kodlanan
bolgelerin herhangi bir bolgesinde planlanabilmektedir. Primerler, NCBI veri deposu
kullanilarak planlanmigtir  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/). Segilen
genler icin primerler ticari olarak temin edilmistir. Tasarimi yapilarak kullanilacak
primerlerin ileri ve geri primer dizilimleri tablo 3.3.’de gosterilmistir. Referans gen

olarak beta aktin geni secilmistir.
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Tablo 3.3. Hedef genlerimiz i¢in dizayn edilen primer dizilimleri.

* F: Forward “ileri” primer, R: Reverse “geri” primer

Gen ismi Simgesi Primer dizisi
ACTB-F CATGTACGTTGCTATCCAGGC
Actin Beta
ACTB-R CTCCTTAATGTCACGCACGAT
Anjiyotensin donistiiriicli
. ACE2-F TCCATTGGTCTTCTGTCACCCG
enzim 2
ACE2-R AGACCATCCACCTCCACTTCTC
Transmembrane serine
TMPRSS2-F CCTCTAACTGGTGTGATGGCGT
protease 2
TMPRSS2-R TGCCAGGACTTCCTCTGAGATG
Transmembraneserine A GGAGCCATCTTGTCTGGAATGC
protease 11D
TMPRSS11D-R AACCAAAGCCGCCGTGAGTCTT
Emmprin CD147-F GGCTGTGAAGTCGTCAGAACAC

ACCTGCTCTCGGAGCCGTTCA

CD147--R
CD26-F AAAGGCACCTGGGAAGTCATCG
DipeptidilpeptidazlV (DPP4)
CD26-R CAGCTCACAACTGAGGCATGTC
GGCAAATGCTGGACCCAACACA
Cyclophilin A CYPA A-F
CYPA AR TGCTGGTCTTGCCATTCCTGGA

3.2.8. Real Time Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyon1 (RT-qPCR)

HUVEC’lerin gen anlatim1 farkliliklarinin belirlenmesi i¢in segilen genlerin primerleri,

cDNA’lar kullanarak RT-gPCR’da ¢ogaltildi. Bunun igin ticari olarak temin edilen
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BrightGreen 2x qPCR Kiti kullanildi. Calisma tablo 3.4. gosterilen miktarlarda karisim
yapilarak Rotor Gene Real -Time PCR cihazinda ¢alisilmistir.

Tablo 3.4. RT-qPCR gerekli komponentlerin miktarlar:

Bilesenler miktar (pul)
BrightGreen Mastermix 5ul
fleri primer (10 pM) 0,25 pl
Geri primer (10 uM) 0,25 ul
Rnaz/Dnaz igermeyen su 3,5ul
cDNA (50 ng) 1ul
Toplam 10 pl

gRT-PCR tepkime kosullari tablo 3.5. gosterilen kosullarda gergeklestirilmistir.
Tablo 3.5. gRT-PCR reaksiyon sartlar1

Sicaklik (°C) Siire(sn) Dongii Sayis1
Enzim aktivasyonu 95 300
Denaturasyon 95 15}> 40 dongii
Primer 60 60

baglanmasi/uzama

Calisma sonunda qRT-PCR ¢alismast ile elde edilen Ct degerleri kullanilarak beta aktin
genine ait Ct degerlerine gore istatistiksel analizler gergeklestirilmistir. qRT-PCR ile
elde edilen gen ekspresyon seviyelerinin istatistiksel analiz yapilirken 2/22¢t (fold
change-katli degisim) formiilii kullanilmistir. Ct (cycle threshold), gRT-PCR

deneylerinde Floresan degerlerinin esik degerini gectigi noktaya verilen isimdir.

ACt = Hedef Gen- Referans Gen
IN-AACt — DA (Ornek ACt (Gen)- Kontrol ACt (referans gen)
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3.2.9. Hiicre Proliferasyonu Deneyi (MTT deneyi)

MTT 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir, hiicre canliligi miktari
hakkinda fikir veren olii hiicre miktar1 hakkinda fikir vermeyen kolorimetrik olgiime

dayal1 bir analiz yontemidir.

MTT ticari olarak toz formunda satict firmadan temin edildi. MTT deneyi ¢alismasi

asagidaki asamalar seklinde yapildi. Bu ¢alisma 3 kez tekrarlandi.

1. Calisma, 24 ve 48 saat olmak tizere iki grup olacak sekilde iki ayr1 96 kuyucuklu
petrinin 8 kuyucuguna 5x10* /kuyucuk hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi.

2. Hiicreler ¢ogalip %60-70 doluluk oranina ulastiginda besiyeri uzaklastirilip FBS
icermeyen eklendi.

3. Yaklasik 5-6 saat inkiibasyondan sonra 24 saatlik ve 48 saatlik gruplardaki hiicrelere

daha once belirlenen konsantrasyonlarda ATRA ve kalsitriol ilaglari muamelesi yapildi.

Gruplar:
Grup 1: 24 saatlik uygulama gruplari

ATRA 24 saatlik uygulama gruplart;

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 0,1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

3. Grup: 0,5 uM ATRA uygulanacak hiicreler

4. Grup: 1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

Kalsitriol 24 saatlik uygulama gruplari;

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 1 nM Kkalsitriol uygulanacak hiicreler

3. Grup: 5 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

4. Grup: 10 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler
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Grup 2: 48 saatlik uygulama gruplari

ATRA 48 saatlik uygulama gruplart;

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 0,1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

3. Grup: 0,5 uM ATRA uygulanacak hiicreler

4. Grup: 1 pM ATRA uygulanacak hiicreler

Kalsitriol 48 saatlik uygulama gruplari;

1. Grup: Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2. Grup: 1 nM Kkalsitriol uygulanacak hiicreler
3. Grup: 5 nM Kkalsitriol uygulanacak hiicreler

4. Grup: 10 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

MTT tozu HBSS ile 5 mg/ml olacak sekildi sulandirilarak stok soliisyonu hazirlandi.
500 pl asidik izopropanolda 0.04 M olacak sekilde HCI hazirlandi.

Hiicreler yaklagik 24. ve 48. saatlik inkiibasyondan sonra HBSS ile yikandi.

MTT stok soliisyonu ¢ikarilarak 1/10 oraninda HBSS ile sulandirildi.

© N o g b

Sulandirtlan MTT ¢aligma soliisyonundan her kuyuya 150 pl eklenip 37 °C’de

hiicreler mavi renge doniislip kristal form olusana kadar yaklasik 2-3 saat inkiibe

edilmistir.

9. Inkiibasyon sonunda inkiibatrden alman hiicrelerden MTT ¢alisma soliisyonu
uzaklastirildi.

10. Daha sonra her kuyuya 160 pl asidik izopropanol eklenerek yeterli miktarda pipetaj
yapildi.

11. Ornekler Kuyulardan almarak 1,5 mI’lik ependorflara alind1 ve 2 dakika 13.000
rpm’de santrifiij yapildi.

12. Santrifiij sonunda siipernatant bolimden 250 pl cekilerek 24 kuyucuklu o6lgiim
kaplarina aktarildi.

13. 24 kuyulu 6l¢iim kaplart 570 nm dalga boyunda MultiscanTM GO Microplate

Spectrophotometer cihazina koyularak okutuldu.

48



3.2.10. Migrasyon (Yara lyilesmesi)

Hiicre migrasyonu, hiicre gocilinii laboratuvar ortaminda 6l¢mek igin kullanilan bir
metotdur. Tam olarak hiicre tabakasina bir ¢izik c¢ekilerek olusturulan boslugun
kapanma zamanmin izlenmesi deneyidir. Agilan yaralarin iyilesme siirecini takip
edebilmek icin belirli zamanlarda mikroskop altinda goriintiiler alinir ve yaranin

iyilesme siireci takip edilerek goriintiiler karsilastirilir.

12 kuyucuklu petrilere ekilen hiicreler %100 doluluga ulastiktan sonra kuyucuklarin
tam ortasindan 1000 pl’lik pipet ucu yardimiyla dik bir ¢izgi ¢ekilerek bosluk

olusturuldu.

1. Cizgi ¢ekildikten sonra kalkan hiicreler medium ile ortamdan uzaklastirildi.

2. Onceden belirlenen konsantrasyonlarda ATRA ve Kalsitriol ilag muamelesi yapildi.

1. Kontrol, %0.01 DMSO uygulanacak hiicreler
2.0,1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

3. 0,5 uM ATRA uygulanacak hiicreler

4. 1 uM ATRA uygulanacak hiicreler

5. 1 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

6. 5 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

7

. 10 nM Kalsitriol uygulanacak hiicreler

3. Belirli zaman araliklarinda mikroskop altinda goriintiiler alinarak yaranin iyilesme
stireci takip edilerek goriintiiler karsilastirildi.

4. Cekilen goriintiiler Image J programi kullanilarak analiz yapildi. Acilan bosluklar
program ile olgiilerek aralarindaki yara iyilesme siiresindeki farklar saptandi. Yara
iyilesme siiresindeki farkliliklar belirlenerek gecen zamana gore sonuglar

degerlendirildi.
3.2.11. istatistiksel Degerlendirmeler

Calismadan elde edilen tiim verilerin istatiksel analizi i¢in GraphPad Prism 7.02
programi kullanilarak analiz edilmistir. Birbirinden bagimsiz 3 deney tekrarinin

hesaplanmasiyla elde edilen verilerin ortalama ve standart sapma (SD) degerleri
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tanimlayici istatistiklerden Column Statistics ile yapildi. MTT sonuglari, gen ifade
diizeylerinin  degerlendirilmesi Vve yara iyilesmesi sonuglarinin gruplar arasi
karsilagtirilmasinda, student t-test ve one-way ANOVA c¢oklu karsilastirma testi
kullanildi. Gruplar arasindaki karsilastirmalar i¢in p<0.05’ten kii¢iik degerler anlamli

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Proliferasyonu Deney Sonucu

Hiicre proliferasyon deney c¢aligmasi sonunda HUVEC hiicre hattinda ATRA ve
kalsitriol muamelesi yapilmayan kontrol grubu, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM
konsantrasyonlarinda uygulanan ATRA ve 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda

uygulanan kalsitriol muamelesi yapilan deney gruplari olusturuldu.

Belirli konsantrasyonlarda uygulanan (0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM) ATRA’nin 24 saatlik
stirede kontrole gore hiicre proliferasyonunu baskiladigini gostermistir. ATRA ilacinin
48 saatlik stirede kontrole gore 0,1 uM ve 0,5 uM dozlarda uygulanan hiicrelerin
proliferasyonunu ne baskilamis ne de artirmistir. 1 pM doz uygulanan hiicrelerin

proliferasyonunun baskilandigi goriilmustiir (Sekil 4.1.).

Hiicre Proliferasyonu
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Sekil 4.1. 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM konsantrasyonlarinda uygulanan ATRA nin hiicrelerin
proliferasyon yiizdesine etkisi.
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Kalsitriol ilacinin 24 saatlik siirelerde kontrole gére 1 nM ve 5 nM dozlarda uygulanan
hiicrelerin proliferasyonunu ne baskilamis ne de artirmistir. 10 nM doz uygulanan
kalsitriolun hiicrelerin proliferasyonu arttirdigi gosterilmistir. 48 saatlik siirede
kalsitriolun kontrole gére 1 nM dozunun hiicre proliferasyonunu arttirdigi, 5 ve 10 nM

dozlarin ise hiicrenin proliferasyonunu ne baskilamis ne de artirmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan 1,25 dihidroksi Vitamin
D3’ilin hiicrelerin proliferasyon yiizdesine etkisi.

4.2. Yara lyilesme Deneyi Sonucu

Yara iyilesme deneyi ¢alismast icin ATRA ve Kalsitriol muamelesi yapilmayan kontrol
grubu, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM konsantrasyonlarinda uygulanan ATRA ve 1 nM, 5 nM,
10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan Kkalsitriol muamelesi yapilan deney gruplarina

ayrildi.

12 kuyucuklu petrilere ekilen hiicreler %100 doluluga ulastiktan sonra kuyucuklarin
tam ortasindan 1000 pl’lik pipet ucu yardimiyla dik bir ¢izgi c¢ekilerek
bosluk acildi. Acilan bu bosluklarin dolmast belirli araliklarla mikroskop altinda
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takibe alindi. Belirli saat Araliklar1 (0. ve 48. saat) sonunda mikroskop goriintiileri
alindi (Sekil 4.3. ve sekil 4.4.). Alman gorintilerde ATRA’nin uygulanan
konsantrasyonlarinin kontrole gore hiicre migrasyonunu baskiladigini gozlemledik.
0,5 uM ve 1 uM dozlar arasinda anlamlilik bulunmamistir (Sekil 4.5.). Ayn1 zamanda
belirli dozlarda uygulanan kalsitriolun hiicre migrasyonunu artirdigr gozlendi. Ayrica,

kalsitriolun konsantrasyon artisina bagli olarak da hiicre migrasyonunu arttirdigini
gozlemledik (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.3.ATRA muamele Oncesi agilan bosluk A)Kontrol B) 0,1 uM C)0,5 uM D) 1uM
ATRA’nm migrasyona etkisi. E) kontrol F) 0,1 uM G) 0,5 pM G) 1 pM
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Sekil 4.4.Kalsitriol muamele 6ncesi agilan bosluk A)Kontrol B)1 nM C)5 nM D)10 nM.
Kalsitriolun migrasyona etkisi. E) kontrol F) 1 nM G) 5 nM G) 10 nM

55



Migrasyon
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Sekil 4.5. Belirli konsantrasyonlarda ATRA uygulanan hiicrelerin piksel olarak
migrasyon araligi.
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Sekil 4.6. Belirli konsantrasyonlarda kalsitriol uygulanan hiicrelerin piksel olarak
migrasyon araligi.
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4.3. Goreceli Gen Ekspresyon Diizeyleri

ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D, CD147, CD26 ve CYPA genlerinin ekspresyon
diizeylerindeki degisimi incelemek amaciyla, 6 kuyucuklu petri kaplarinda 24 ve 48
saatlik olmak tiizere iki ana grup ayarlandi. Belirlenen iki ana grup altinda, ATRA ve
kalsitriol muamelesi yapilmayan kontrol grubu, 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM
konsantrasyonlarinda uygulanan ATRA ve 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda
uygulanan kalsitriol muamelesi yapilan deney gruplar1 olusturuldu. Elde edilen total
RNA’lardan ticari kitler ile cDNA’lar elde edilmistir. Elde edilen cDNA’lar kullanilarak
gRT-PCR cihazinda genlerin ekspresyon diizeyleri tarandi.

4.3.1. HUVEC Hiicre Hattina ATRA Muamelesi Sonrast ACE2 Geninin Gen ifade

Analizi

HUVEC hiicre hattina 0,1 pM, 0,5 pM, 1 puM konsantrasyonlarinda uygulanan
ATRA’nin ACE2 gen ifade diizeyi karsilagtirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gére ACE2 gen ifade diizeyinde anlamli olarak artislar gézlenmistir.
Ayrica ATRA’nin konsantrasyon artigina bagli olarak da ACE2 gen ifade diizeyinde
istatistiksel olarak artislar bulunmustur (Sekil 4.7.).

Diger grup olan 48 saatlik deney grubunda, belirli konsantrasyonlarda ATRA ile
muamele edilen hiicrelerde kontrole gére ACE2 gen ifade seviyesinde anlamli artiglar
goriilmistiir. Diger taraftan ATRA ’nin konsantrasyon artigina bagli olarak da ACE2 gen
ifade diizeyinde artiglar olmustur (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.7. 24 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast ACE2 gen ekspresyon
diizeyleri. (* ve ***: ATRA uygulanan gruplarin kontrole goére anlamliligini
gostermektedir, sirasiyla p<0.05 ve p<0.001)
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Sekil 4.8. 48 Saatlik ATRA muamelesi sonrast ACE2 geninin ekspresyonu tizerindeki
etkileri. (** ve ***. ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini
gostermektedir, sirasiyla p<0.01 ve p<0.001)
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4.3.2. HUVEC Hiicre Hattina ATRA Muamelesi Sonras1 TPPRSS2 Geninin Gen
ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 0,1 pM, 0,5 puM, 1 puM konsantrasyonlarinda uygulanan
ATRA’nin TMPRSS2 gen ifade diizeyi karsilastirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole goére TMPRSS2 gen ifade diizeyinde anlamli olarak disiisler
gozlenmistir. Ayrica ATRA’nin konsantrasyon artigsina bagli olarak da TMPRSS2 gen
ifade diizeyinde istatistiksel olarak diistisler bulunmustur (Sekil 4.9.).

24 saatlik deney grubunda 0,1 uM ve 0,5 uM konsantrasyonlarda uygulanan ATRA
muamelesi karsilastirilmasinda hiicrelerde gen ifade diizeyi anlamli bulunmamistir

(Sekil 4.9.).

48 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore TMPRSS2 gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler tespit
edilmistir. Ayrica ATRA’nin konsantrasyon artisina bagli olarak da TMPRSS2 gen
ifade diizeyinde istatistiksel olarak diistisler goriilmistiir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.9. 24 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast TMPRSS2 gen
ekspresyon diizeyleri. (*, ** ve *** ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore
anlamliligimi gostermektedir, sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)
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Sekil 4.10. 48 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast TMPRSS2 gen
ekspresyon diizeyleri. (*, ** ve ***. ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore
anlamliliginmi gostermektedir, sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)

4.3.3. HUVEC Hiicre Hattina ATRA Muamelesi Sonras1 TPPRSS11D Geninin
Gen ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 0,1 uM, 0,5 uM, 1 puM konsantrasyonlarinda uygulanan
ATRA’nin TMPRSS11D gen ifade diizeyi karsilastirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore TMPRSS11D gen ifade diizeyinde istatistiksel olarak diisiisler
gozlenmistir. Ote yandan ATRA’nin konsantrasyon artigina bagl olarak da

TMPRSS11D gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler olmustur (Sekil 4.11.).

Diger grup olan 48 saatlik deney grubunda, belirli konsantrasyonlarda ATRA ile
muamele edilen hiicrelerde kontrole gore TMPRSS11D gen ifade diizeyinde anlamli
olarak diistisler bulunmustur. Ayrica ATRA’nin konsantrasyon artisina bagli olarak da
TMPRSS11D gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler gortldi (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.11. 24 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrasi TMPRSS11D gen
ekspresyon diizeyleri. (*, ** ve ***: ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore
anlamliligini gostermektedir, sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)
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Sekil 4.12. 48 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast TMPRSS11D gen
ekspresyon diizeyleri. (*, ** ve *** ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore
anlamliligini gostermektedir, sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)
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4.3.4. HUVEC Hiicre Hattina ATRA Muamelesi Sonrast CD147 Geninin Gen ifade
Analizi

HUVEC hiicre hattina 0,1 puM, 0,5 uM, 1 uM konsantrasyonlarinda uygulanan
ATRA’nin CD147 gen ifade diizeyi karsilastirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CD147 gen ifade diizeyinde anlamli olarak diistisler tespit
edilmistir. Ayrica ATRA’nin konsantrasyon artisina bagli olarak da CD147 gen ifade
diizeyinde istatistiksel disiisler goriildi (Sekil 4.13.).

48 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CD147 gen ifade diizeyinde anlamli olarak dusiisler
gozlenmistir. Ayrica ATRA’nin konsantrasyon artigsina bagli olarak da CD147 gen ifade
diizeyinde istatistiksel diisiisler tespit edilmistir (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.13. 24 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrasi CD147 gen ekspresyon
diizeyleri. (** ve ***: ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini
gostermektedir, sirastyla p<0.01 ve p<0.001)
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Sekil 4.14. 48 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast CD147 gen ekspresyon
diizeyleri. (* ve *** ATRA wuygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligim
gostermektedir, sirastyla p<0.05 ve p<0.001)

4.3.5. HUVEC Hiicre Hattina ATRA Muamelesi Sonras1 CD26 Geninin Gen ifade

Analizi

HUVEC hiicre hattina 0,1 pM, 0,5 uM, 1 uM konsantrasyonlarinda uygulanan
ATRA’nin CD26 gen ifade diizeyi karsilagtirilmisgtir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CD26 gen ifade diizeyinde istatistiksel artiglar goriilmiistiir.
0,1 uM konsantrasyonunda 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlara gore daha fazla gen
ifade seviyesinde artis olmustur (Sekil 4.15.).

24 saatlik deney grubunda 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarda uygulanan ATRA
muamelesinin karsilastirilmasit sonucunda hiicrelerde gen ifade diizeyr anlamlh

bulunmamistir (Sekil 4.15.).

48 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen

hiicrelerde kontrole gore CD26 gen ifade diizeyinde anlamli olarak artislar gézlenmistir.
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Diger taraftan ATRA’nin konsantrasyon artisina bagli olarak da CD26 gen ifade
diizeyinde istatistiksel olarak artiglar olmustur (Sekil 4.16.).

48 saatlik deney grubunda 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarda uygulanan ATRA

muamelesinde hiicrelerde gen ifade diizeyi anlamli bulunmamaistir (Sekil 4.16.).
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Sekil 4.15. 24 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast CD26 gen ekspresyon
diizeyleri. (***: ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligin1 gostermektedir,
p<0.001)
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Sekil 4.16. 48 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast CD26 gen ekspresyon
diizeyleri. (*, ** ve ***: ATRA uygulanan gruplarin kontrole goére anlamliligini
gostermektedir, sirasiyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)

4.3.6. HUVEC Hiicre Hattina ATRA Muamelesi Sonras1 CYPA Geninin Gen ifade

Analizi

HUVEC hiicre hattina 0,1 puM, 0,5 puM, 1 uM konsantrasyonlarinda uygulanan
ATRA’nin CYPA gen ifade diizeyi karsilagtirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CYPA gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler olmustur.
Bununla birlikte ATRA’nin konsantrasyon artisina bagh olarak da CYPA gen ifade
diizeyinde anlamli olarak diisiisler gézlendi (Sekil 4.17.).

24 saatlik deney grubunda 0,5 uM ve 0,1 uM konsantrasyonlarda uygulanan ATRA
muamelesi karsilagtirilmas:  sonucunda hiicrelerde gen ifade diizeyi anlamh

bulunmamistir Sekil 4.17.).

48 saatlik deney grubunda 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarda ATRA ile muamele

edilen hiicrelerde kontrole gore CYPA gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler
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gozlenmistir. 0,1 uM konsantrasyonlarda ATRA ile muamele edilen hiicrelerde kontrole

gore CYPA gen ifade diizeyi anlamli goriilmemistir (Sekil 4.18.).

Ayn1 zamanda 0,5 pM ve 1 pM konsantrasyonlari birbirlerine karsi gen ifade
diizeylerinde herhangi bir anlamlilik tespit edilmemistir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.17. 24 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrasit CYPA gen ekspresyon
diizeyleri. (*, ** ve ***: ATRA uygulanan gruplarin kontrole goére anlamliligini
gostermektedir, sirasiyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)
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Sekil 4.18. 48 Saatlik deney grubuna ATRA muamelesi sonrast CYPA gen ekspresyon

diizeyleri. (***: ATRA uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini gostermektedir,
p<0.001)

4.3.7. HUVEC Hiicre Hattina Kalsitriol Muamelesi Sonras1t ACE2 Geninin Gen
ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan Kalsitriolun
ACE2 gen ifade diizeyi karsilastirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda Kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore ACE2 gen ifade diizeyinde anlamli olarak artiglar goriillmiistiir.
flaveten Kkalsitriolun konsantrasyon artisina bagli olarak da ACE2 gen ifade diizeyinde
istatistiksel olarak artislar bulunmustur (Sekil 4.19.).

24 saatlik deney grubunda 1 nM ve 5 nM konsantrasyonlarin birbirlerine kars1 gen ifade

diizeylerinde herhangi bir anlamlilik gériilmemistir (Sekil 4.19.).

Bir diger grup olan 48 saatlik deney grubunda, belirli konsantrasyonlarda Kalsitriol ile

muamele edilen hiicrelerde kontrole gére ACE2 gen ifade diizeyinde anlamli artiglar
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tespit edilmistir. Ayrica kalsitriolun konsantrasyon artigina bagli olarak da ACE2 gen
ifade diizeyinde anlamli olarak artiglar olmustur (Sekil 4.20.).

48 saatlik deney grubunda 1 nM ve 5 nM konsantrasyonlarin birbirlerine karsi gen ifade

diizeylerinde herhangi bir anlamlilik gériilmemistir (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.19. 24 Saatlik deney grubuna Kkalsitriol muamelesi sonrasi ACE2 gen
ekspresyon diizeyleri. (*, ** ve ***: Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole goére
anlamliligimi gostermektedir, sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)
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Sekil 4.20. 48 Saatlik deney grubuna kalsitriol muamelesi sonrasi ACE2 gen
ekspresyon diizeyleri. (*, ** ve ***: Kkalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gore
anlamliligini gostermektedir, sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)

4.3.8. HUVEC Hiicre Hattina Kalsitriol Muamelesi Sonras1t TMPRSS2 Geninin
Gen ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan kalsitriolun
TMPRSS2 gen ifade diizeyi karsilastiriimastir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole goére TMPRSS2 gen ifade diizeyinde anlamli olarak disiisler
goriilmistiir. Ayrica kalsitriolun konsantrasyon artisina bagl olarak da TMPRSS2 gen

ifade diizeyinde istatistiksel olarak azalmalar olmustur (Sekil 4.21.).

24 saatlik deney grubunda 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarinin birbirlerine karst gen

ifade diizeylerinde herhangi bir anlamlilik bulunmamistir (Sekil 4.21.).

48 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele edilen

hiicrelerde kontrole gore TMPRSS2 gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler tespit
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edilmistir. Ayrica kalsitriolun konsantrasyon artigina bagl olarak da TMPRSS2 gen
ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler olmustur (Sekil 4.22.).

48 saatlik deney grubunda 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarinin birbirlerine karsi gen

ifade diizeylerinde herhangi bir anlamlilik goriilmemistir (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.21. 24 Saatlik deney grubuna kalsitriol muamelesi sonrast TMPRSS2 gen
ekspresyon diizeyleri. (* ve ***: Kkalsitriol uygulanan gruplarin kontrole goére
anlamliligini géstermektedir, sirastyla p<0.05 ve p<0.001)
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Sekil 4.22. 48 Saatlik deney grubuna Kalsitriol muamelesi sonrast TMPRSS2 gen
ekspresyon diizeyleri. (***: Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gére anlamliligini
gostermektedir, p<0.001)

4.3.9. HUVEC Hiicre Hattina Kalsitriol Muamelesi Sonrast TMPRSS11D Geninin
Gen ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan kalsitriolun
TMPRSS11D gen ifade diizeyi karsilagtirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore TMPRSS11D gen ifade diizeyinde istatistiksel bir sekilde
diisiisler gozlenmistir. Ote yandan Kalsitriolun konsantrasyon artisina bagh olarak da
TMPRSS11D gen ifade diizeyinde anlamli olarak azalmalar olmustur (Sekil 4.23).

48 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gére TMPRSS11D gen ifade diizeyinde anlamli olarak azalislar
gozlenmistir. Ayrica Kalsitriol konsantrasyon artisina bagli olarak da TMPRSS11D gen
ifade diizeyinde anlaml olarak diistisler oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.24.).
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Sekil 4.23. 24 Saatlik deney grubuna Kkalsitriol muamelesi sonrasi TMPRSS11D gen
ekspresyon diizeyleri. (***: Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini
gostermektedir, p<0.001)
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Sekil 4.24. 48 Saatlik deney grubuna kalsitriol muamelesi sonrast TMPRSS11D gen
ekspresyon diizeyleri. (***: Kalsitriol uygulanan gruplarm kontrole gore anlamliligini
gostermektedir, p<0.001)
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4.3.10. HUVEC Hiicre Hattina Kalsitriol Muamelesi Sonras1 CD147 Geninin Gen
ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan kalsitriolun
CD147 gen ifade diizeyi karsilastirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CD147 gen ifade diizeyinde anlamli olarak diistisler oldugu
bulunmustur. Diger taraftan kalsitriolun konsantrasyon artisina bagh olarak da CD147
gen ifade diizeyinde istatistiksel olarak disiisler gozlendi (Sekil 4.25.).

24 saatlik deney grubunun 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarmin birbirlerine karsi gen

ifade diizeylerinde herhangi bir anlamlilik tespit edilmemistir (Sekil 4.25.).

48 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gére CD147 gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiisler
goriilmistiir. Bununla birlikte kalsitriolun konsantrasyon artisina bagli olarak da CD147

gen ifade diizeyinde anlamli olarak diistisler olmustur (Sekil 4.26.).

48 saatlik deney grubunda 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarinin birbirlerine kars1 gen

ifade diizeylerinde herhangi bir anlamlilik bulunmamistir (Sekil 4.26.).
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Sekil 4.25. 24 Saatlik deney grubuna Kalsitriol muamelesi sonrast CD147 gen
ekspresyon diizeyleri. (***: Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gére anlamliligini
gostermektedir, p<0.001)
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Sekil 4.26. 48 Saatlik deney grubuna Kalsitriol muamelesi sonrast CD147 gen
ekspresyon diizeyleri. (** ve ***. Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gore
anlamliligini géstermektedir, sirastyla p<0.01 ve p<0.001)
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4.3.11. HUVEC Hiicre Hattina Kalsitriol Muamelesi Sonras1 CD26 Geninin Gen
ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan kalsitriolun
CD26 gen ifade diizeyi karsilagtirilmistir.

24 saatlik deney grubunda belirli konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CD26 gen ifade diizeyinde istatistiksel sekilde diisiisler
gbzlenmistir. Diger yandan Kalsitriolun konsantrasyon artisina bagli olarak da CD26

gen ifade diizeyinde anlamli olarak diistisler goriildi (Sekil 4.27.).

24 saatlik deney grubunda 1 nM ve 5 nM konsantrasyonlarinin birbirlerine karsi gen

ifade diizeylerinde herhangi bir anlamlilik bulunmamuistir (Sekil 4.27.).

48 saatlik deney grubunda 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarda kalsitriol ile muamele
edilen hiicrelerde kontrole gére CD26 gen ifade diizeyinde istatistiksel olarak diistisler
olmustur (Sekil 4.28).

48 saatlik deney grubunda 1 nM konsantrasyonunun Kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CD26 gen ifade diizeyinde herhangi bir anlamlilik tespit
edilmemistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.27. 24 Saatlik deney grubuna kalsitriol muamelesi sonras1t CD26 gen ekspresyon
diizeyleri. (** ve ***:. Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini
gostermektedir, sirastyla p<0.01 ve p<0.001)
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Sekil 4.28. 48 Saatlik deney grubuna kalsitriol muamelesi sonras1t CD26 gen ekspresyon
diizeyleri. (** ve ***. Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gore anlamliligini
gostermektedir, sirasiyla p<0.01 ve p<0.001)
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4.3.12. HUVEC Hiicre Hattina Kalsitriol Muamelesi Sonras1 CYPA Geninin Gen
ifade Analizi

HUVEC hiicre hattina 1 nM, 5 nM, 10 nM konsantrasyonlarinda uygulanan kalsitriolun
CYPA gen ifade diizeyi karsilastirilmistir.

24 saatlik deney grubunda 10 nM konsantrasyon Kalsitriol ile muamele edilen
hiicrelerde kontrole gore CYPA gen ifade diizeyinde anlamli olarak diisiis gézlenmistir.
1 nM ve 5 nM kontrole géore CYPA gen ifade diizeyinde herhangi bir anlamlilik
goriilmemistir (Sekil 4.29.).

24 saatlik deney grubunun 1 nM, 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarinin birbirlerine

kiyasla gen ifade diizeylerinde herhangi bir anlamlilik bulunmamistir (Sekil 4.29.).

48 saatlik deney grubunda 1 nM, 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarda kalsitriol ile
muamele edilen hiicrelerde kontrole gore CYPA gen ifade diizeyinde istatistiksel olarak

distisler gozlenmistir (Sekil 4.30.).

48 saatlik deney grubunda 1 nM ve 5 nM konsantrasyonlarinin birbirlerine karsi gen

ifade diizeylerinde herhangi bir anlamlilik tespit edilmemistir (Sekil 4.30.).

77



2,00 1

p— o ot ot
Y Ry - o
[ S [=a) =]
(—] [—] (—] (—]

Goreceli Gen Ekspresyon Diizeyi

CYPA

Kontrol

Sekil 4.29. 24 Saatlik deney grubuna Kalsitriol muamelesi sonrasi CYPA gen
ekspresyon diizeyleri. (*: Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gére anlamliligini

gostermektedir, sirasiyla p<0.05)
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Sekil 4.30. 48 Saatlik deney grubuna Kkalsitriol muamelesi sonrast CYPA gen
ekspresyon diizeyleri. (*, ** ve ***. Kalsitriol uygulanan gruplarin kontrole gore
anlamliligini gostermektedir, sirastyla p<0.05, p<0.01 ve p<0.001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis tip 2 (SARS-CoV-2) yeni ortaya ¢ikan
koronaviriis olup siddetli akut solunum yolu hastaligimin (Covid-19) etkenidir.
Salgindan daha ¢ok etkilenen ve mortalitesi daha fazla olan topluluk, kardiyovaskiiler
hastaliklar1 bulunan yaslilar olmustur (1,5).

Anjiyotensin dontistiiriicii enzim 2 (ACE2), transmebran serin proteaz 2 (TMPRSS2),
transmebran serin proteaz 11D (TMPRSS11D) ve CD147 SARS-CoV-2 i¢in hedef
hiicreye giris proteinleri oldugu gosterilmistir (3,6,7). ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D
ve CD147 gibi araci molekiiller COVID-19 hastaligin seyrini belirleyebilirler. Bu

nedenle aract molekiillerle yapilacak calismalarin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Endotel hiicreleri, biitiin kardiyovaskiiler sistemi kaplayan bir organdir. Kalp, kronik
bobrek yetmezligi gibi birgok hastalikta oldugu gibi viriislerden kaynaklanan
enfeksiyon hastaliklarinda da 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Bugiine kadar Ki
tim koronaviriislerden elde edilen bulgularin endotel hiicrelerin islev bozukluguna

benzer bulgular gosterdigi bildirilmistir (82,83).

Niikleer hormon reseptor ligandlart olan 1,25 dihidroksi Vitamin D3(Kkalsitriol) ve all
trans retinoik asit (ATRA) sirasiyla D ve A vitamin tiirevleridir. Yapilan bir¢cok
caligmada D vitamininin enfeksiyon hastaliklari ile ters orantili olarak hastalik riskini
arttirdigl veya azalttigi bildirilmigtir (99,100). A vitamini takviyesiyle ilgili yapilan
caligmalarda A vitamininin bazi1 viriislerin c¢ogalmasini azaltti§i veya durdurdugu

gosterilmistir (120,121).

Yaptigimiz ¢alismada, Endotel hiicrelerinde SARS-CoV-2 patogenez mekanizmasi ile
iligkili se¢tigimiz genler olan ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D, CD147, Siklofilin A
(CYPA), CD26 proteinlerinin ekspresyonlarina niikleer hormon reseptor ligandlari olan
1,25 dihidroksi Vitamin D3 ve all trans retinoik asit (ATRA)’nin etkisini arastirdik.
Yapilan calisma sonucunda elde edilen veriler 1s18inda literatiire bir katki saglanmis

olacaktir.
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ACE2, pandemi boyunca koronaviriislerin S proteinleri araciligiyla hedef hiicreye
girmek i¢in kullandig1 en ¢ok 6ne ¢ikan reseptor olmustur. ACE2 reseptoriine S proteini
baglanmasi ACE2’nin disiisiine neden oldugu bilinmektedir. Bunun sonucunda
ACE2'deki diisiis anjiyotensin doniistiiriicti enzimin (ACE) artmasina neden olmaktadir.
ACE2‘ye zit ¢alisan ACE’nin artan miktari, damar daraltict olan anjiyotensin II (Ang
II)’nin artmas1 saglamaktadir. ACE’nin bir dengeleyicisi olan ACE2 Ang II'nin
anjiyotensin (1-7)’ye pargalanmasini hizlandirarak kan basincinmi disiiriir (2, 42, 70).
Yue Hui Zhang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada ACE2 ve Ang (1-7)’nin endotel hiicre
fonksiyonunu korudugu ve inflamatuar yaniti inhibe ederek erken aterosklerozu
onledigi bildirilmistir (75). Yaptigimiz ¢alismada HUVEC hiicre hattina ATRA ve
kalsitriol muamelesi ile ACE2 gen ekspresyon diizeylerini arastirdik. HUVEC lere 24
saat ve 48 saatlik gruplarda ATRA’nin uygulanan tiim konsantrasyonlarinin muamelesi
sonucunda ACE2 geninin ekspresyonu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olarak
artmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.8). Aym1 zamanda HUVEC’lere 24 saat ve 48 saatlik
gruplarda kalsitriolun uygulanan tiim konsantrasyonlarinin muamelesi sonucunda ACE2
geninin ekspresyonunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olarak arttirmistir
(Sekil 4.19, Sekil 4.20). Calismamizda ATRA ve Kkalsitriolun ACE2 geninin
ekspresyonunu arttirmast SARS CoV-2‘nin girisi i¢in olumsuz gibi goziikse de
endotelin koruyuculugu i¢in olumlu bir sonugtur. Artan ACE2 miktar1t ACE etkinligini
engellemektedir. Bu yilizden kalp ve kan damar hastaliklarini tedavi etmede {imit verici

bir ilag gayesi olmustur.

Yaptigimiz literatiir taramasinda endotel hiicrelerinde ATRA ve Kalsitriolun
TMPRSS2, TMPRSS11D, CD147, Siklofilin A (CYPA) genlerinin ekspresyonuyla

ilgili yaptigimiz ¢alismaya benzer ¢alismaya rastlanilmamaistir.

TMPRSS2, insanlarda TMPRSS2 geni tarafindan kodlanan bir transmembran
proteinidir. TMPRSS2, koronaviriislerin hedef hiicreye giris i¢in gerekli olan bir diger
reseptordiir. Yapilan bir arastirmada, SARS-CoV-2'nin hiicresel girisinin ACE2 de
oldugu gibi TMPRSS2’ye de bagli oldugunu gostermektedir (77, 78). Francesca
Benedetti ve Ark. yaptiklari ¢alismada HUVEC hiicrelerinde TMPRRS2’nin mRNA
ekspresyon seviyelerinin diisiik oldugunu gostermislerdir (139). ATRA muamelesi
uygulanan 24 saat ve 48 saatlik gruplarda TMPRSS2 geninin ekspresyonu kontrole gore
istatistiksel bir sekilde anlamli olarak dismiistiir. 24 saatlik gruplarda ATRA’nin
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0,1 uM ve 0,5 uM konsantrasyonlar1 birbirleri ile anlamli goriilmemistir. (Sekil 4.9,
Sekil 4.10.). Kalsitriol muamelesi uygulanan 24 saat ve 48 saatlik gruplarda TMPRSS2
geninin ekspresyonu kontrole gore azalmistir. Tum gruplarda 5 nM ve 10 nM

konsantrasyonlar arasinda anlamlilik gériilmemistir (Sekil 4.21, Sekil 4.22).

TMPRSS11D, ¢esitli biyolojik ve fizyolojik islemlerde gorev alan integral membran
proteinidir. TMPRSS11D, TMPRSS2’ye gore viral giriste daha az etkili bir reseptordiir.
Solunum epitel hiicrelerinde yiiksek oranda bulunmaktadir. Bu nedenle viral yayilimin
artmasinda etkili olabilir (6, 80). Mai Kishimoto ve Ark. yaptiklar1 calismada
TMPRSS11D’nin hiicrelere viral girisi ve ardindan SARS-CoV-2 replikasyonunu
kolaylastirdigin1 gostermislerdir (140). 24 ve 48 saatlik gruplara uyguladigimiz ATRA
ve Kkalsitriol muamelesi sonucunda TMPRSS11D gen ekspresyonunda azalmalar
gorlilmiistiir. Ayrica konsantrasyon artist ile dogru orantili olarak azalmistir

(Sekil 4.11-12, Sekil 4.23-24).

CD147, bir transmembran glikoproteindir. CD147, timor dokularinda, kanserde ve
viral enfeksiyonlarda ekspresyonu artmaktadir. Virlisiin yayilmasinda etkili olan bir
diger reseptdr olan CDI147 virlisiin diger hiicreler arasinda viral istilasina ve
yayilmasina aracilik eder (7). Yaptigimiz ¢alismada tiim gruplarda ATRA ve kalsitriol
ile muamele edilen hiicrelerde konsantrasyon artisiyla dogru orantili olarak CD147
geninin ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli diisiisler oldugunu gosterdik

(Sekil 4.13-14, Sekil 4.25-26).

CD26, Dipeptidilpeptidaz 1V (DPP4) enzimi olarak bilinen serin ekzopeptidazdir.
Insanlarda akciger, bdbrek, karaciger, bagirsak, endotel ve bagisiklik hiicreleri dahil
birgok yerde bulunmaktadir. DPP4 glukozun neden oldugu pankreas insiilin salgisin
uyararak hiperglisemiyi iyilestirmek i¢in yeni bir terapotik yoldur. DPP4 sadece
diyabette degil ayrica endoteldeki proinflamatuar sinyal yollariyla etkilesime girebilir.
Ortaya ¢ikan kanitlar, DPP4 inhibitorlerinin vaskiiler endotel iizerinde koruyucu etkiler
uyguladigini gostermektedir. Ayrica DPP4 viral enfeksiyonlarda immiin diizenleyici
olarakta gorev yapmaktadir (141,142). ATRA verdigimiz HUVEC hiicre hatlarinda tiim
gruplarda CD26 gen ekspresyonlarinda artis olmustur. 24 saatlik grupta 0,1 puM
konsantrasyonunun 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlara gore daha fazla gen eksprese
ettigi  gorulmustiir (Sekil 4.15, Sekil 4.16). Kalsitriol verdigimiz HUVEC hiicre
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hatlarinda 24 saatlik grupta konsantrasyon artisina bagli olarak kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli azalmalar olmustur. Diger yandan 48 saatlik deney grubunda
kontrole goére 5 nM ve 10 nM konsantrasyonlarda anlamli azalmalar gortilmustiir. 48
saatlik deney grubunda kontrole gére 1 nM konsantrasyonunda anlamli artis veya

azalma gortilmemistir (Sekil 4.27, Sekil 4.28).

CYPA, birgok yerde eksprese edilen hiicre i¢i proteindir. Endotelyal hiicrelerde
proinflamatuar ve apoptoz sinyal yollarin1 uyardigi bildirilmistir (143,144). ATRA
verdigimiz 24 saatlik grupta CYPA gen ekspresyonu azalmistir. 48 saatlik deney
grubunda 0,5 uM ve 1 uM konsantrasyonlarda gen ekspresyon seviyesinde azalmalar
goriilmiistiir. 48 saatlik deney grubunda 0,1 pM konsantrasyonunda anlamli
bulunmamustir (Sekil 4.17, Sekil 4.18). Kalsitriol ile muamele edilen HUVEC’de 24
saatlik grupta 10 nM konsantrasyonda azalma gorilitken 1 nM ve 5 nM
konsantrasyonda herhangi bir anlamhilik gorilmedi. 48 saatlik grupta tiim
konsantrasyonlarda anlamli olarak azalma olmustur (Sekil 4.29, Sekil 4.30). CYPA ile

ilgili galigmalarin artmasi terapétik ilaglar i¢in yeni bir hedef olabilir.

Literatiirdeki ¢alismada, ATRA’nin endotelyal hiicre proliferasyonunu ve migrasyonu
inhibe etmedigi belirtilmistir (145). Yapilan bir diger calismada Kkalsitriol hormonunun
endotel hiicre proliferasyonunu azalttigi veya etkilemedigi bildirilmistir (146).
Pamela Pittarella ve Ark. kalsitriol hormonunun nitrik oksit (NO)'e bagli olarak
HUVEC migrasyonunu indiikledigini bildirmislerdir (147). Yaptigimiz c¢alismada
endotel hiicre proliferasyonuna ve migrasyonuna ATRA ve Kalsitriolun etkilerini
inceledik. Yaptigimiz migrasyon deneyinde agtiimiz bosluklarin  kapanma
kapasitelerini 6l¢tiikk. Deney sonunda ATRA’nin hiicre migrasyonunu baskiladigini
gozlemledik (Sekil 4.3. ve Sekil 4.5.). Ayn1 zamanda kalsitriolun hiicre migrasyonunu
artirdig1 gozlendi. Ayrica kalsitriolun doza bagli olarak migrasyonu artirdigini gosterdik
(Sekil 4.4. ve Sekil 4.6.).

Hiicre proliferasyonu i¢in MTT yontemini kullandigimiz ¢alismamizda, ATRA
muamelesi yapilan hiicrelerin 24 saatlik grupta kontrole gore hiicre proliferasyonunun
baskilandigi sonucuna varilmistir. 48 saatlik grupta 1 pM doz uygulanan hiicrelerin
proliferasyonunu baskiladigr goriilmiistiir. 0,1 pM, 0,5 uM dozlarda herhangi bir
anlamlilik goriilmemistir (Sekil 4.1.).
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Ayrica, 48 saatlik grupta kalsitriol muamelesi yapilan hiicrelerde sadece 1 nM doz
uygulanan hiicrelerin proliferasyonunu arttirdigi gortilmistiir. 24 saatlik grupta sadece

10 nM doz uygulanan hiicrelerin proliferasyonunu arttirdigi goriilmiistiir (Sekil 4.2.).

Sonug olarak, endotel hiicrelerinde hem ATRA hem de Kkalsitriol muamelesi sonucunda
ACE2, TMPRSS2, TMPRSS11D, CD147, CD26, CYPA gibi hedef genlerinin ifade
degisimleri, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu arastirilmistir. Bu genler SARS-CoV-
2’nin hedef hiicreye giris mekanizmasmin aydinlatilmasinda birer potansiyel hedef
olabilir. Ayrica hedef genlerin ifadelerindeki farkli sonug¢larin analizleri, endotel

hiicrelerin gen ifade seviyesi lizerindeki etkisine dair literatiire katkida bulunacaktir.

Calismamizda elde ettigimiz TMPRSS2, TMPRSS11D, CD147, CD26, CYPA geninin
ifade diizeyindeki azalmalar endotelin koruyuculugu ve SARS CoV-2 viriisiiniin girigini
engellemek icin olumlu bir sonugtur. Bununla ilgili daha fazla ileri calismalara ihtiyag

vardir.

Bu bakimdan bulgularimiz endotel hiicrelerinde SARS-CoV-2’nin mekanizmanin
aydinlatilmasina katki sunacak ve COVID19 hastaligin tedavisinde literatiire katki

saglayacaktir.
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