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OZET

ASILI VE ASISIZ COVID-19 HASTALARININ
IMMUNOLOJIK PARAMETRELER ACISINDAN
KIYASLANMASI

Ogrencinin Adi: Zeynep TUNCA
Damismani: Prof. Dr. Tung AKKOC
Anabilim Dal: Biyoloji

Amag¢: Bu calismada mRNA asist olmus ve olmamis PCR pozitif COVID-19
hastalarindan alinan periferal kandan immiinfenotipleme analizi ve periferal kandan elde
edilen mononiikleer hiicrelerin immiinolojik etkinliginin in vitro ortamda arastirilmasi
amagclanmstir.

Gereg ve yontem: Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma Hastanesine basvuran
29 PCR pozitif COVID-19 hastas1 (16 asisiz ve 13 asili) caligmaya dahil edilmistir.
COVID-19 hastalarindan EDTA’]1 tiipler ile alinan periferik kandan immiinfenotipleme
analizi i¢in; CD3 ,CD4, CD8, CD45RA, CD45R0O, CD16+56, CD3+CD16+56 ve CD19
ylizey markerlar1 akim sitometri cihazi ile analiz edilmistir (n=29).COVID-19
hastalarindan heparinli tiipler ile alinan periferik kandan mononiikleer hiicre izolasyonu
gerceklestirilmistir. Mononiikleer hiicreler uyarilmadan, CD-mix ve peptivator ile
uyarilarak kiiltiir edilmistir. Kiiltiir edilen mononiikleer hiicrelerden proliferasyon ve
regiilator T hiicre analizi yapilmistir.

Bulgular ve sonuglar:Asili COVID-19 hastalarinda CD8+CD45RO+, CD16+56,
CD3+CD16+56 ve CD19+ hiicreleri asis1z gruba gore istatiksel olarak anlamli ytliksek
bulunmustur(p<0.05). Asil1 ve asisiz COVID-19 hastalarinin US, CD-mix, Peptivator ile
uyarimi sonrasinda lenfosit proliferasyonunda asili COVID-19 hastalarinda CD-mix
uyarimli hiicreler istatiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur (p<0.05). Asili ve asisiz
COVID-19 hastalarininda regiilator T hiicreleri agisindan gruplar arasinda istatiksel
olarak anlamli fark bulunmamuistir.

Bu ¢alisma Marmara Universitesi BAP Komisyonu tarafindan TYL-2022-10586 No’lu
proje ile desteklenmistir.

Anahtar Sozciikler: COVID-19, T lenfosit, proliferasyon, regiilator T hiicresi
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COMPARISON OF VACCINATED AND UNVACCINATED
COVID-19 PATIENTS IN TERMS OF IMMUNOLOGICAL
PARAMETERS

Student’s Name: Zeynep Tunca
Adyvisor: Prof. Dr. Tung AKKOC
The Department: The Department of Biology

Objective: The aim of this study was to investigate the immunophenotyping analysis of
peripheral blood obtained from PCR-positive COVID-19 patients with and without
mRNA vaccination and to investigate the immunologic activity of mononuclear cells
obtained from peripheral blood in vitro.

Materials and methods: A total of 29 PCR positive COVID-19 patients (16
unvaccinated and 13 vaccinated) admitted to Marmara University Pendik Training and
Research Hospital were included in the study. For immunophenotyping analysis, CD3,
CD4, CDS, CD45RA, CD45RO, CD16+56, CD3+CD16+56 and CD19 surface markers
were analyzed by flow cytometry in peripheral blood collected from COVID-19 patients
with EDTA tubes (n=29). Mononuclear cells were isolated from peripheral blood
obtained from COVID-19 patients with heparinized tubes. Mononuclear cells were
cultured without stimulation or stimulated with CD-mix and peptivator. Proliferation and
regulatory T cell analysis were performed from cultured mononuclear cells.

Results and conclusions:CD8+CD45RO+, CD16+56, CD3+CD16+56 and CD19+ cells
were statistically significantly higher in vaccinated COVID-19 patients compared to the
unvaccinated group (p<0.05). In lymphocyte proliferation after stimulation of vaccinated
and unvaccinated COVID-19 patients with US, CD-mix and Peptivator, CD-mix
stimulated cells were statistically significantly higher in vaccinated COVID-19 patients
(p<0.05). There was no statistically significant difference between the groups in terms of
regulatory T cells in vaccinated and unvaccinated COVID-19 patients.

This study was supported by Marmara University BAP Commission with project number
TYL-2022-10586.

Keywords: COVID-19, T lymphocyte, proliferation, regulatory T cell
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1. GIRIS/INTRODUCTION

Tarih boyunca pek ¢ok bulasict hastalik biiyiik capli salginlara neden olmus diinya
lizerinde milyonlarca insanin dlmesine yol agmustir. Insanlik mikroorganizmalarla ortak
yasami boyunca Sitma, Tiiberkiiloz, Veba, Cicek, Kolera, Lepra, Tifiis, Difteri, Sar1
humma, Frengi ve ¢esitli varyasyonlarla tekrarlayan Grip hastaliklar1 basta olmak tizere
pek cok hastalikla karsilasmis, bu hastaliklar1 aciklama modelleri ve miicadele
yontemleri gelistirmeye calismistir. Koronaviriis hastaligi (COVID-19) Cin’in Wuhan
sehri saglik birimleri ve Cin Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi tarafindan, nedeni
bilinmeyen pnomoni bildirimlerinin yapildigt Aralik 2019’dan giiniimiize hizla
yayilmistir. SARS-CoV-2 kaynakli (Siddetli Akut Solunum Sendromu Coronaviriis 2)
Koronavirlis Hastaligi, Diinya saglik orgiitii tarafindan yayilma hizi ve 6liim oram

nedeniyle 11 Mart 2020'de pandemi olarak ilan edilmistir (Ursavas ve Akalin, 2021).

Koronavirtisler (CoV) tek iplikli, pozitif polariteli RNA yapisinda genoma sahip olup ¢ap1
90-120 nm olan, zarfli viriislerdir (Ursavas ve Akalin, 2021). Viriis zar1 dort yapisal
bilesen olan; basak (S), zarf (E), zar (M) ve niikleokapsid (N) proteinini igerir. S proteini
viriisiin konaga tutunup anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2'ye baglanarak hiicre igerisine
girmesinde 6nemli rol oynar. COVID-19 hastalarinda enfeksiyon siirecinde yorgunluk,
ates, kuru ve nefes darligi, burun tikaniklig1 veya akintisi, bas agrisi, bogaz agrisi

goriildiigii bildirilmistir (Gilim ve ark., 2021).

Dogal immiin sistem patojene kars1 6zgiilliik gdstermeyen ve uyaridan dakikalar sonra
harekete gecen bir tiir erken savunma sistemidir ve COVID-19’da savunmanin ilk
adiminda 6nemli rol oynamaktadir. Dogal immiin sistem savunmasinda: makrofajlar,
notrofiller, dendritik hiicreler (DC) ve NK hiicreleri gibi hiicresel elementler, sitokinler,
kemokinler gibi ¢ozlinmiis molekiiller, C reaktif protein gibi akut faz proteinleri ve

komplemanlar 6nemli rol oynamaktadir (Giiliim ve ark., 2021).

Edinsel immiin sistem ise patojene spesifiktir ve belirli bir hazirlik evresi

gerektirmektedir (Giilim ve ark., 2021).Viral enfeksiyon ve hastaliklardan korunmada



kilit rol alan edinsel immiin sistemin yap: taslar1 T lenfositleri; CD4+ T-Helper (Th) ve
CD8+ sitotoksik T hiicreleri, B hiicreleri ve dogal dldiiriicii (NK) hiicrelerdir (Merad ve
ark., 2022). Edinsel immiin sistemin kilit rolii g6z 6niine alindiginda humoral antikor (Ab)
ve hiicre aracili bagisiklik calismalari, bagisiklik temelli tedaviler gelistirmek ve ast
tasarimi ve uygulamasini optimize etmek amaciyla bilim diinyasi tarafindan arastirilmaya

devam edilmektedir.

Biz bu ¢alisma ile Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma Hastanesine bagvuran
asilt ve agisiz COVID-19 hastalarimin vendz periferal kanindan immiinfenotip,
proliferasyon, regiilator T hiicre diizeyi gibi analizler ile iki hasta grubu arasinda

immiinolojik farkliliklar1 aragtirmay1 amacladik.

Bu amag¢ dogrultusunda mRNA asis1 olmus ve olmamis Covid 19 hastalarinda immun
parametreler cergevesinde farkliliklar ile ilgili bize fikir vermis olacaktir, calismamizin

sonuclarinin literatiire 6nemli katkida bulunmasini temenni ediyoruz.



1.1 GENEL BILGILER

1.1.1 immiin Sistem

Immiinite, biyolojik baglamda tarihsel agidan patojenlere karsi direng olarak tanimlanir;
zarar vermeyen cevresel molekiiller, timorler ve hatta degisime ugramamis konak yapi
taglarin1 kapsayan bazi enfeksiyon yapmayan maddelere kars1 tepkilerin de bagisikligin

bicimleri oldugu diisiiniilmektedir. (Abbas ve ark., 2022).

Immiin sistem, mikrop kaynakli olan veya mikrop kaynakli olmayan maddelere karsi
yanit verebildigi ve bazi kosullar altinda hastaliga neden olabildigi i¢in, immiin yanitin
daha kapsayict tanimi, tepkinin fizyolojik veya patolojik sonuglarina bakmaksizin,
mikroplara oldugu gibi yabanci olarak taninan diger molekiillere de verilen tepkidir.

(Abbas ve ark., 2022).

1.1.2 Dogal Immiin Sistem

Mikroorganizmalar1 ve 6lii hiicreleri taniyan ve yikima ugratan mekanizmalar, ilk kez
omurgasizlarda daha sonra omurgalilarda ortaya ¢ikmistir ve varligini daima siirdiirerek
organizmada islev gormektedir. Bu nedenle, bu tip konak savunmasi dogal bagisiklik ya
da dogustan bagisiklik veya dogal direng olarak bilinmektedir. Dogal bagisiklikta gorev
alan hiicreler ve molekiillerin timii dogal immiin sistemi olusturmaktadir (Abbas ve ark.,
2022).

Dogal immiin sistemin, baslica iki Onemli tepkimesi, inflamasyon ve antiviral
savunmadir. Inflamasyon, enfeksiyon veya doku hasarmin olustugu bdlgede I16kositlerin
ve plazma proteinlerinin yigilmasit ve etkinlesmelerinden ibarettir bu hiicreler ve
proteinlerle, temel olarak hiicre disi mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesini ve zedelenmis
dokularin yok edilmesini saglarlar. Hiicre i¢i viriislere karsi dogal immiin yanit,
enflamasyon olmasa dahi, viriis ile enfekte hiicreleri 6ldiiren dogal 6ldiiriicii hiicreler ve
konak hiicrede viral ¢ogalmay1 engelleyen tip I interferon (IFN) denilen sitokinler

araciligi ile gergeklesir. Dogal immiin sistem saglikli hiicrelere karsi tepki gostermezken



mikrobiyal yapilar i¢in 6zgiil yanit verecek sekilde evrimlesmislerdir (Abbas ve ark.,
2022).

Dogal immiin sistem bir enfeksiyon etkenine ya da genel olarak viicuda yabanci
molekiille daha 6nce hi¢ karsilasmamis olsa bile hemen tanir, dakikalar veya saatler
icinde ilk tepkiyi verir. Tiim bu islevler etkene 6zgii degildir, hafizas1 da yoktur. Yani o
yabanci molekiil veya mikropla daha O6nce karsilasilmis da olsa dogal bagisikligin

tepkimeleri degismez (Diniz ve ark., 2022).

Dogal bagisikligin en 6nemli komponentlerinden biri de viicuda yabanci olanin
taninmasidir. Bu tanima reseptorler araciligi ile gerceklesir (Diniz ve ark., 2022).

Dogal bagisikligi uyaran mikrobiyal molekiillere, patojenler iizerinde yer aldiklar1 ve ayn1
tip mikroorganizmalar tarafindan ortak paylasildiklar1 i¢in patojen iliskili molekiiler
orgiiler (pathogen-associated molecular patterns/PAMPs) adi verilir. Bu ortak paylasilan
mikrobiyal yapilar1 taniyan dogal bagisiklik reseptorlerine ise orgii taniyan reseptorler
(pattern recognition receptors-PRR) mikrobiyolojik patojenler veya hiicresel strese bagli
olusan molekiilleri tanimak i¢in immiin sistem tarafindan iiretilirler (Abbas ve ark.,
2022).

Dogal immiin sistem, hasar gérmiis ya da nekroze olmus konak hiicreleriden salgilanan
molekiilleri de tanirlar Bu molekiillere hasar iligkili molekiiler 6rgiiler(damage-associated
molecular patterns/DAMPs) ad1 verilir (Abbas ve ark., 2022).

Dogal immiin sistemin yapitaslar1 dogal 6ldiiriicii (natural killer) hiicreler ile makrofajlar,

monositler ve notrofiller gibi fagositoz yetenegi olan hiicrelerdir (Diniz ve ark., 2022).

1.1.2.1 Epitel Bariyer

Insan viicudu ile dis cevre arasinda deri, sindirim sistemi, solunum sistemi ve genitoiiriner
sistem enfeksiyonlara karsi fiziksel ve kimyasal engeli olusturan epitel hiicrelerinden
olusan tabaka tarafindan korunmaktadir. Deri yiizeyindeki keratin ve mukozal epitel

hiicrelerden salinan, mukus mikroorganizmanin séz konusu bdlgeler ile etkilesimini,



enfekte etmesini ve epitelden viicuda girmesini engeller. Epitel hiicreleri, bakteri ve bazi
viriislerin dis membranlarini pargalayarak onlar1 dldiiren defensinler ve katelisinler gibi

antimikrobiyal peptidleri olustururlar (Abbas ve ark., 2022).

1.1.2.2 Fagosit Hiicreler

Dolasimdaki fagositik hiicrelerden ikisi, nétrofiller ve monositler, enfeksiyon bolgesine
giderek orada mikroorganizmalar1 tanir ve iclerine alarak hiicre i¢i yikim isini
gerceklestirirler.

Notrofil iiretimi, enfeksiyona yanit olarak bir¢ok hiicre tiirii tarafindan {iretilen, kemik
iliginde noétrofil dnciillerinin cogalma ve olgunlagsmalarinda rol oynayan ve koloni uyarici
faktorler olarak isimlendirilen sitokinler ile uyarilir.

Notrofiller, bakteri ve mantar enfeksiyonlar1 basta olmak {izere, bir¢cok enfekisyona karsi
ilk yanit1 veren ¢ok sayidaki hiicrelerdir ve akut inflamasyonda rol oynar. Nétrofiller,
dolasimdaki mikroorganizmalar1 yutup yok ederler ve damar disina cikip siiratle
enfeksiyon odaginin bulundugu dokuya dogru yonelerek, oradaki mikroorganizmalari
yutup ortadan kaldirirlar (Abbas ve ark., 2022).

Monositler, kanda nétrofillere oranla daha az sayida, ul’de 500 ile 1000 arasinda bulunur.
Bu hiicreler dolagimdaki ve dokulardaki mikroorganizmalar1 yutup yikima ugratirlar.
Notrofillerden farkli olarak, monositler inflamasyon sirasinda damar dis1 dokulara girip,
orada farklilagarak makrofaj adinm1 alirlar ve dokuda uzun siire yasarlar (Abbas ve ark.,
2022). Makrofajlar konak savunmasinda bazi O6nemli rolleri {istlenmislerdir:
mikroorganizmalar1 yutup sindirirler, 6lii dokular1 temizler ve doku onarim siirecini
baslatirlar ve inflamasyonu tetikleyen ve diizenleyen sitokinleri iiretirler (Abbas ve ark.,

2022).

1.1.2.3 Dentritik Hiicreler

Dendritik hiicreler, dokularda merkezi islev gérmektedir, mikroorganizmalara karsi, iki
farkli isleve hizmet eden ¢esitli sitokinler tireterek yanit verirler, enflamasyonu baslatirlar
ve edinsel immiin yaniti uyarirlar. Protein yapisindaki antijenleri yakalayarak, bu

antijenleri parcalara ayirip T hiicrelerine sunarlar. Mikroorganizmalari algilayan ve basta



T hiicreleri olmak iizere lenfositlerle isbirligi yapan dendritik hiicreler, dogal ve edinsel

yanit arasinda koprii rolil iistlenirler (Abbas ve ark., 2022).

1.1.2.4 Mast Hiicreleri

Kemik iligi kokenli ve ¢ok miktarda sitoplazmik graniil tasiyan bu hiicreler deride ve
mukozal engellerde bol miktarda bulunur. Mast hiicreleri, TLR’lere baglanan
mikroorganizma triinleri ile ya da kompleman yapitas1 araciligr ile dogal bagisiklik
kapsaminda veya antikora bagimli yoldan edinsel immiin sistemde etkilesirler. Mast
hiicre graniilleri, vazodilatasyona neden olan ve kapiler gecirgenligini artiran histamin
gibi vazoaktif aminler ya da bakterileri dldiiren ve mikrobiyal toksinleri etkisiz birakan
proteolitik enzimler icerirler. Mast hiicreleri, enflamasyonu uyaran lipid mediatorleri ve

sitokinleri de {iretir ve salgilarlar (Abbas ve ark., 2022).

1.1.2.5 Dogal Oldiiriicii Hiicreler (NK)

1970’lerin basinda kesfedilen dogal dldiiriicii hiicreler, kemik iligi kokenli, lenfoid 6ncii
hiicrelerinden (progenitorlerden) farklilagan biiylik graniiler lenfositlerdir (Kiessling ve
ark., 1975). Dogal immiin sistem ve edinsel immiin sistem arasinda koprii gorevi gérme
kapasitelerine sahiptirler (Alter ve Altfeld, 2006) NK hiicreleri , viriisle enfekte ve
kanserli hiicreleri tanima ve bu hiicrelere kars1 sitotoksisiteleri ve makrofajlari etkin kilan
sitokin, IFN-y salgilama yetenekleri ile bilinirler(Sivori, ve ark., 2019). NK hiicreleri,
kanda ve periferik lenfoid organlarda lenfositlerin %10 ’unu olusturur. Yogun sitoplazmik
graniillere sahip olan NK’lar kendilerine 6zgii ylizey antijenlerine sahiptirler, ancak
immiinoglobiilin veya T hiicre reseptorii gibi B ve T hiicrelerine 6zgii antijen
reseptorlerini tasimazlar (Abbas ve ark., 2022). Calismalar dolasimdaki NK hiicrelerinin
farkli sitokin profillerine sahip efektor NK hiicre alt gruplarina doniisebilecegini ve farkl
enflamatuvar Ozellikler kazanabilecegini desteklemektedir. CD3 antijenini eksprese
etmeyen NK hiicrelerine karsilik, CD3 antijenini ve NK hiicrelerinde bulunan
reseptorlerin ¢ogunu eksprese eden hiicreler 'NKT hiicreleri' olarak adlandirilmaktadir

(Deniz, 2007)



NK hiicrelerini etkileyen sitokinlerden iicii: interlokin-15, tip I IFN’lar ve interlokin-
12°dir. NK hiicrelerinin gelisiminde ve olgunlagmalarinda IL-15 rol oynar, tip I IFN’lar
ve IL-12 ise NK hiicrelerinin sitotoksisite yetenegini giiclendirir. NK hiicrelerinin
aktivasyonu, aktive ve inhibe eden reseptorlerin etkilesimi arasindaki dengeye baglidir.
NK hiicrelerini etkinlestiren reseptdrler, viriisler ve hiicre i¢i bakteriler ile enfekte olan
hiicreleri, DNA hasar1 ile stres olusan hiicrelerin yiizeyinde bulunan tipik ylizey
molekiillerini tanirlar.

Etkinlestiren reseptorler, hiicre i¢i mikroorganizmalar ile enfekte hiicreleri,
onarillamayacak bi¢imde hasara ugramis hiicreleri ve tiimor hiicrelerini yikima
ugratmalar1 icin NK hiicrelerini aktive ederler. En iyi tanimlanmis NK hiicre etkinlestiren
reseptorlerden biri NK2D’dir; birgok hiicresel stres mekanizmalarina yanit olarak hiicre
yiizeyinde bulunan MHC I benzeri molekiilleri tanirlar. Bir diger reseptor CDI16,
hiicrelere bagli immunoglobulin G-IgG antikorlarina 6zgiildiir. NK hiicrelerinin rol aldig1
antikora bagimli hiicresel sitotoksisite, antikor ile kaplanmis hiicrelerin taninmasi
sonucunda bu hiicrelerin 6liimii ile gerceklesir.

NK hiicrelerinin inhibitdr reseptorleri, aktivator reseptorlerin sinyal iletimini durdurur ve
saglikli hiicrelerin yiizeyinde sergilenen 6z sinif I MHC molekiilleri i¢in 6zgilindiir bu

mekanizma saglikli hiicreleri NK hiicrelerinin saldirisindan korur (Abbas ve ark., 2022).

1.1.2.6 Sitokinler

Dogal immiin sistemin hiicresel tepkilerini yonlendiren sitokinleri, mikroorganizmalara
yanit olarak dendritik hiicreler, makrofajlar, mast hiicreleri ve diger hiicreler salgilarlar.
Sitokinler bagisiklik yaniti ile enflamasyonu diizenleyen ve 16kositlerin birbiriyle ve diger

hiicreler ile iletisiminde rol alan ¢6ziinmiis proteinlerdir.

Dogal bagisiklikta, sitokinlerin baglica tiretim kaynaklari mikroorganizmalar tarafindan
uyarilan dendritik hiicreler, makrofajlar ve mast hiicreleridir ayrica epitel hiicreleri ve

diger farkli hiicre tipleri de sitokinler iiretebilir. Edinsel bagisiklikta ise sitokinlerin



baslica liretim kaynagi yardimci T lenfositleridir. Disaridan gelen uyarilar sonucunda
kiigiik miktarlarda {iretilen sitokinler hedef hiicrelerin yilizeyindeki yiiksek afiniteye
sahip reseptorlere baglanirlar. Sitokinlerin bazilar1 komsu hiicreleri etkileyerek; parakrin
etki 6zelligini sergiler bazilar tiretildigi hiicre {lizerine etki gostererek; otokrin etkiye
sahiptir. Enfeksiyona kars1 tepki veren dogal bagisiklik siirecinde bol miktarda sitokin
tiretimi saglayacak yeterli sayida dendritik hiicre ve makrofaj uyaris1 gerceklesebilir ve
bdylece salgilandiklar1 yerden uzak bolgelerde etkileri goriilebilir bu da endokrin etkiye
ornek gosterilebilir (Abbas ve ark., 2022).



Tablo 1.1: Dogal immiin sistemin baslica sitokinlerinin baz1 énemli 6zellikleri

Sitokin Temel hiicre Temel hiicresel hedefler ve biyolojik etkiler
kaynagi/kaynaklari

Makrofajlar, T hiicreleri,
Mast hiicreleri

Timor nekrozis
faktor (TNF)

Endoteliyal hiicreler: aktivasyon (enflamasyon,
koagiilasyon)

Noétrofil: aktivasyon

Bir ¢ok hiicre tipi:apoptoz

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi

Interlékin 1 (IL-1) ~ Makrofajlar, dendritik
hiicreler, endoteliyal
hiicreler, baz1 epiteliyal

hiicreler

Endoteliyal hiicreler: aktivasyon (enflamasyon,
koagiilasyon)

T hiicresi: Th17 farklilagsmasi

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi

Kemokinler Makrofajlar, dendritik
hiicreler, endoteliyal
hiicreler, T lenfositler,

fibroblastlar, plateletler

Lokositler: integrin affinitesini artirir, kemotaksis,
aktivasyon

Interlokin-12 (IL- Dendritik hiicreler,
12) makrofajlar

Dogal o6ldiiriicii (NK) hiicreler ve T hiicreler: IFN-y
dretimi, artmis sitotoksik aktivite
T hiicreleri: Th1 farklilagsmasi

Interferon-y (IFN- NK hiicreleri, T lenfositler Makrofaj aktivasyonu,Baz1 antikor yanitlarmin
Y) uyarilmasi

Tip 1 IFNler (IFN-
a, IFN-B)

IFN-a:Dendritik hiicreler,
makrofajlar

IFN-B: Fibroblastlar,
epiteliyal hiicreler

Tiim hiicreler: antiviral durum, artan MHC 1
ekspresyonu
NK hiicreleri: aktivasyon

Interlokin-10 (IL- Makrofajlar, endoteliyal
10) hiicreler, T hiicreleri

Makrofajlar, dendritik hiicreler: sitokin ve kemokin
iretiminin inhibisyonu, kostimiilatér ve sinif Il MHC
molekiil ekspresyonunda azalma

Interlokin-6 (IL-6) ~ Makrofajlar, endoteliyal

hiicreler, T hiicreleri

Karaciger: akut faz proteinleri sentezi
B hiicresi: antikor iireten hiicre proliferasyon

Interlokin-15 (IL-
15)

Interlokin-18 (IL-
18)

TGF-B

Makrofajlar ve digerleri

Makrofajlar

Birgok hiicre tipi

(Abbas ve ark., 2022).

NK hiicreleri: Proliferasyon
T hiicreleri: Proliferasyon

NK hiicreleri ve T hiicreleri: IFN-y sentezi

Enflamasyonun inhibisyonu

T hiicreleri: Th17’ye farklilagma, diizenleyici T

hiicreler



1.1.2.7. Kompleman Sistemi

Mikroorganizmalara kars1 savunmada 6nemli bir diizenegi olusturan kompleman sistemi
dolasimda ve membranda yer alan proteinlerden olusur. Kompleman proteinlerinin bir
cogu proteolitik enzimlerdir ve sistemin harekete gegcmesi bu enzimlerin birbiri ard1 sira
etkinlesmesi sonucu gergeklesir. Sistem ii¢ farkli yoldan harekete gecebilir; Alternatif
yolak, klasik yolak, lektin yolagidir. Her i kompleman yolaginin merkezi yapitasi, erken
evrede enzimlerce parcgalanarak olusturulan C3 adi verilen plazma proteinidir. C3’iin en
onemli proteolitik parcast C3b’dir, mikroplara kovalent baglarla yapisir ve mikrop
yilizeyinde diger kompleman yapitaslarinin birbirlerini ardisik olarak etkinlestirmelerini
saglayabilir. Konak savunmasinda kompleman sisteminin, opsonizasyon ve fagositoz,

inflamasyon ve hiicre lizisi olmak iizere ii¢c temel gérevi vardir (Abbas ve ark., 2022).

1.1.3. Edinsel immiin Sistem

Mikroorganizma istilasina kars1 konak savunmasi saglayan dogal immiinitenin ardindan
olaya daha yavas katilan ve enfeksiyonlara kars1 daha 6zgiil savunma saglayan edinsel
immiinite sonradan edinilen, kazanilmis immiinite olarak da adlandirilir. Edinsel
immiinite mikroplara kars1 etkin savunmay1 saglamadan 6nce lenfositlerin ¢cogalmasi ve
farklilagmasi gereklidir. Edinsel Immiin sistem, patojenler icin oldukea farkli ve gesitlilik
gosteren reseptorleri olan lenfositler ve onlarin {irettigi antikorlardan olusur (Abbas ve
ark., 2022).

Edinsel immiin yanit, patojenin ASH yolu ile antijene o6zgii B ve T lenfositleri
ylizeyindeki 6zgiil reseptorlere baglanmasi ve ardindan B ve T hiicrelerinin aktive olmast

seklinde tanimlanabilir (Diniz ve ark., 2022).

1.1.3.1 Hiimoral immiinite

B lenfositleri kemik iliginde olgunlasir ve bu hiicreler antikor iiretebilen tek hiicre
grubudur, bu nedenle hiimoral bagisiklig1 diizenleyen hiicrelerdir. B hiicre yiizeyinde
bukunan zara bagl antikorlar, antijenleri taniyan ve hiicrenin etkinlesme islemlerini

baslatan reseptor gorevini tistlenir. Coziinilir antijenler ve mikroplar veya diger hiicreler,
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B lenfosit antijen reseptorlerine baglanabilir, bu baglanma antijene 6zgiil B hiicrelerinin

cogalmasi ve farklilagmasi ile sonlanir (Abbas ve ark., 2022).

1.1.3.2 Hiicresel immiinite

Hiicresel immiinitede T lenfositler ve makrofajlar rol alir. T hiicreleri timusta olgunlasir.
T lenfositlerinin antijen reseptorleri, antijenlerin peptid parcalarini tanir; bu peptidler
antijen-sunan hiicreler olarak tanimlanan bir grup 6zellesmis hiicrelerde bulunan ana
doku uyumluluk ( histokompatibilite) antijenleri (MHC) adi verilen 6zellesmis peptid
sunan molekiillere bagli durumdadirlar (Abbas ve ark., 2022). MHC molekiilleri HLA
(insan l6kosit antijeni) ile iliskili peptit parcalar1 seklinde patojen proteinlerinden tiiretilen
antijenleri tanimak i¢in klonal olarak degisken T hiicre reseptorlerini (TCR, T cell
receptors) kullanirlar. Bu da T hiicresinin, istilact organizmay1 kontrol etmek {izere

uyarlanmus bir dizi efektor hiicre tipine farklilagmasina yol agar (Jarjour ve ark., 2021)

T lenfositleri arasinda CD4+T hiicreleri yardimer T hiicreleri olarak tanimlanir, bu
hiicreler B lenfositlerine antikor {iretiminde yardimeci olurlar ve fagositlere yuttugu
mikroplar1 yok etmesine yardim ederler. CD8+T lenfositleri ise sitotoksik T lenfositleri
olarak adlandirilirlar, bunlar hiicre-ici mikroplar1 tasiyan hiicreleri o6ldiiriirler. T
lenfositlerinin farkli mikroplarin neden oldugu enfeksiyonlara karsi miicadelede birden
fazla islevleri vardir. T lenfositlerinin esas rolii konak hiicrelerin i¢cinde yasayan ve iireyen
mikroplarin neden oldugu enfeksiyonlara karst korumayi saglayan hiicre-aracili
immiinitedir.

Baz1 mikroplar, 6zellikle viriisler ¢ok cesitli hiicrelerin i¢inde ¢ogalma ve hiicreleri
enfekte etme yetenegindedirler ve viriislerin hiicre siklusu asamalar1 sitozol ve niikleusda
gerceklesir. Enfekte olan bu hiicrelerin dis vezikiillerindeki mikroplarin yok edilmesi i¢in
genellikle intrensek mekanizmalar1 yoktur. Hatta baz1 makrofajlarin i¢inde fagosite olan
mikroplar, sitozole kagarak vesikiiler bdlmedeki mikrobisidal mekanizmalardan
korunurlar. T hiicreleri enfekte hiicreleri 6ldiiriir, bdylece enfeksiyon kaynagini ortadan

kaldirir.
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Diizenleyici T lenfositleri immiin yaniti engelleyen veya sinirlayan islevleri yerine getiren
0zel bir alt gruptur (Abbas ve ark., 2022). Diizenleyici T (Treg) hiicreleri periferde baskin
toleransin giiclii saglayicilaridir. Treg hiicrelerinin bir¢ok hayvan hastali§i modelinde
incelenmesi, otoimmiin patogenezi 6nleme ve bagisiklik homeostazini geri kazanma, ayni
zamanda anti-timor bagisiklik tepkilerini baskilayarak kanser biiyiimesini tesvik etme
yeteneklerini ortaya ¢ikarmistir. Bu tiir bulgular Treg hiicrelerini klinik uygulamalar i¢in

umut verici bir hedef haline getirmistir (Sakaguchi ve ark., 2010).

1.1.4 Koronaviriisler ve Genel Ozellikleri

Koronavirtisler (CoV'ler), Siddetli Akut Solunum Sendromu (SARS) ve Orta Dogu
solunum sendromu (MERS) gibi her ikisi de yiiksek 6liim oranlarina sahip ve ilk kez
strastyla 2003 ve 2012'de tespit edilen, birgogu insanlarda solunum yolu hastaliklarina
neden olan genis bir viriis ailesidir. Elektron mikroskopla bakildiginda dis ylizeyinde
bulunan glikoprotein yapidaki ¢ikintilar nedeniyle ta¢ anlamina gelen ‘Corona’ adi
verilmistir. Koronaviriisler, insanlarin yani sira sigir, domuz, at, hindi, kedi, kdpek, sican,
ve fare gibi pek ¢ok hayvani da enfekte edebilen bir zoonozdur. Coronavirinae alt ailesi
icerisinde alfa, beta, delta ve gama olmak iizere dort cinsi bulunmaktadir. Insanlarda
enfeksiyona neden olan tiirler alfa ve beta cinsleri igerisinde yer almaktadir (Ursavas ve
Akalin, 2021).

Koronaviriisler hem insanlarda hemde hayvanlarda hastaliga neden olabilen Nidovirales
takimi, Coronaviridae ailesi, Coronavirinae alt ailesi igerisinde yer almaktadir.
Koronavirtisler (CoV) tek iplikli, pozitif polariteli RNA yapisinda genoma sahip olup ¢ap1
90-120 nm olan, zarfli viriislerdir (Ursavas ve Akalin, 2021). Virilis zar1 dort yapisal
bilesen olan; basak (S), zarf (E), zar (M) ve niielokapsid (N) proteinini igerir. S proteini
viriisiin konaga tutunup anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2'ye baglanarak hiicre igerisine

girmesinde 6nemli rol oynar (Giiliim ve ark., 2021). (Sekil 1.1)
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Niikleokapsit Protein (N)

Spike Protein (S)

Zarf Protein (E)

Hemaglutinin Estraz Dimer

Membran (zar) Protein (M)

ssRNA

Sekil 1.1: Koronaviriislerin yapisal organizasyonunun sematik gosterimi.
Viriis zar1 dort yapisal bilesen olan; basak (S), zarf (E), membran (zar) (M) ve niielokapsid
(N) proteinini igerir (Negi ve ark., 2023)

Order Nidovirales

\

Family Arteriviridae Coronaviridae Mesoniviridae

l\

Subfamily Orthocoronavirinae Torovirinae
Genus a-CoV p-CoV y-CoV o-CoV
Subgenus Sarbecovirus
5:“"‘ HCoV-229E SARS-CoV-2 HCoV-0C43
(human) | cov-ni63 SARS-CoV
HCoV-HKU1
MERS-CoV

Sekil 1.2: Insan koronaviriislerin siniflandiriimasi (Malik, 2020)
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Koronaviriislerin insanlarda bulunan alt tipleri (HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63
ve HKU1- CoV) cogunlukla hafif iist solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur ancak
nadiren bebeklerde, kiiciik cocuklarda ve yaslilarda siddetli enfeksiyonlara neden olabilir.
(Hasokstiz ve ark., 2020)

Alfa koronavirusler asemptomatik veya hafif semptomatik enfeksiyonlara neden olurken
beta koronavirusler siddetli enfeksiyonlara ve dliimlere neden olabilmektedir. (Velavan
ve ark., 2020).

SARS-CoV-2 salgininda yeni varyantlar sirayla ortaya ¢ikmis ve pandemi sirasinda
baskin suslar haline gelmistir.Bu varyantlar farkli ACE2 baglanma afinitesine, viriilansa,
bulagiciliga ve konakgr bagisiklik tepkilerine sahip olmuslardir. ilk olarak Giiney
Afrikada goriilen Omicron varyanti hem asilanmis hem de daha once enfekte olmus
bireylerde SARS-Cov-2’nin enfeksiyonu sonucunda olusan antikor notralizasyonundan

kacisa yardimei olan ek mutasyonlar tasimaktadir (Zhang ve ark., 2023)

1.5 COVID-19 immiinolojisi

Viral enfeksiyon sirasinda, CD4+ ve CD8+ T hiicre popiilasyonlar1 , hem dogustan gelen
bagisikligin viral replikasyonu icerme yetenegini hem de antikorlarin enfeksiyonu
Oonleme yetenegini tamamlayan immiinolojik islevler gergeklestirir (Sette ve Crotty,
2021). CD8+ T hiicreleri, kendi spesifik T hiicre reseptorlerini (TCR'ler) kullanarak, ana
histo-uyumluluk kompleksi sinift MHC smif I molekiilleri tarafindan sunulan endojen
olarak sentezlenmis viral proteinlerin islenmesinden tiiretilen viral dizilerin (epitoplar)
taninmasi yoluyla kopyalanan viriisleri barindiran konakg1 hiicre yiizeyinde hiicreleri
saptar. CD4+ T hiicreleri, viriisle enfekte olmus hiicreleri de taniyabilir ve dogrudan
parcgalayabilir, ancak bunlar esas olarak, enfekte olmamis profesyonel antijen sunan
hiicreler (esas olarak dendritik hiicreler veya diger miyeloid soy hiicreleri) ve MHC sinif
II molekiilleri tarafindan sunulur. Naif CD4+ T hiicreleri, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun
temel olarak Tth ve Th1 yardimci CD4+ T hiicrelerinin genislemesini destekledigi, farkli
gen ekspresyon programlari ile karakterize edilen 6zel alt kiimeler (Th1, Th2, Th17, Treg
ve T folikiiler yardimei [Tth] hiicreleri) halinde goriilebilmektedir (Heller ve ark, 2006).

14



1.5.1 COVID-19’da Dogal Bagisikhik

SARS-CoV’nin ¢esitli dogustan tanima ve yanit yollarini tetikledigi gosterilmistir.
Mukozal ylizeyler, mukozayla iliskili lenfoid dokular (MALT) araciligiyla viriise karst
korunmaktadir. SARS CoV-2’nin solunum yolu, oral mukoza yoluyla insan viicuduna
girdigi bilinmektedir ve mukozal I[gA muhtemelen bu fiziksel bariyeri korumada énemli
rol oynar ( Russell ve ark., 2020).

ACE 2 reseptorii, SARS-CoV-2 i¢in ana reseptordiir ve viriislin hiicreye girmesine izin
verir. Viriis bulasmis epitel hiicreleri, interferona yanit veren genlerle iligkili olan ve
saglam bir dogal bagisiklik yanitinin olusmasina izin veren interferonlar iiretir (Ziegler
ve ark., 2020).

Antijen sunan hiicreler, makrofajlar ve dendritik hiicreler gibi mikroplar1 (pattern
recognition receptors) PRR’ler, ozellikle Toll benzeri reseptorler, RIG benzeri
reseptorler (RLR'ler), (NOD-like receptor family proteins) NLR ve AIM2 gibi RIGI
(retinoic acid inducible gene I-like receptors) araciligiyla tespit edilebilir. PAMP'ler ve
hasarla iligkili molekiiler modeller ile temas halinde olan PRR'ler araciligiyla piroptoz
olarak adlandirilan hiicre 6liimiine yol agan iltihaplanma olusumunu indiikleyebilir.
Koronaviriisler, PRR-aracili viral algilama ve efektor viral kontrol mekanizmalarina
miidahale eden, en 6nemlisi PAMP reseptorleri yoluyla IFN yanitlarin1 veya viral RNA
tanimay1 bloke birden fazla proteini kodlar (Li. ve ark., 2020)

SARS-CoV-2'nin, IL-6 ve TNF-a gibi diger proinflamatuar sitokinleri aktive eden IL-
1B'nin aktivasyonu ve olgunlagmasi tizerinde etkili oldugu goriilmektedir. COVID-19'un
immiinopatolojisi, IL-6 ve TNF-a'nin yiikselmesi ile karakterize edilir. Bu sitokinler,
dogustan gelen bagisikligin bir pargasi olan TLR4'{in aktivasyonunun iriinleridir. IL-1
seviyeleri, bulagict siirecin viriilansi ve ciddiyeti ile iligkilidir (Ruiz ve ark.,2020). SARS-
CoV-2'nin, IL-6 ve TNF-a gibi diger proinflamatuar sitokinleri aktive eden IL-1Bnin
aktivasyonu ve olgunlagmasi iizerinde etkili oldugu goriilmektedir. IL-1 seviyeleri,
enfeksiy0z siirecin viriilans1 ve ciddiyeti ile iligkilidir (Ruiz ve ark.,2020). IL-6, konagin
enfeksiyonlara ve doku hasarina kars1 savunmasina katkida bulunur. IL-6, hem dogal
hem de kazanilmis bagisiklik fonksiyonlarinin bir aracisi olarak islev goéren bir
pleiotropik sitokindir. SARS-CoV-2 pndmonisi olan hastalardan alinan ilk raporlar,

interlokin (IL)-6'y1 akut solunum sikintist sendromunun (ARDS) baslamasinda potansiyel
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bir patojenik faktor olarak tanimlamistir. IL-6, bagisiklik hiicresi farklilasmasinin yonii,
istilac1 patojenlere kars1 koruyucu tepkiler ve gesitli bagisiklik ve biyolojik etkilere
sahiptir (Jordan S C., 2021).

COVID-19 ile enfekte olan hastalar, IL-6 ve IL-1P salgilayan genis bir dolagimdaki
monosit popiilasyonunu barindirir, sonug olarak, COVID-19'lu hastalarda serum IL-6 ve
ayrica saglikli kontrollere kiyasla laktat dehidrogenaz seviyeleri yiikselir.

IL-6, COVID-19 hastalarinda sitokin firtinalarinin ana nedeni olmasina ragmen, COVID-
19 patolojisinde karmasik bir rol oynayan hem anti-inflamatuar hem de proinflamatuar

ozelliklere sahiptir (Jordan S C., 2021). (Sekil 3)
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Sekil 1.3: SARS-CoV-2 ye 6zgli immiin yanit

SARS-CoV-2 hava yolu ile yayilir ve ¢ogunlukla hava yolu bronsiyollerini enfekte eder.
Dendritik hiicreler viral antijeni CD4+T hiicrelerine sunar ve siddetli vakalarda daha fazla
sitokin firtinas1 baglar. Humoral immiin yanit IgG, IgM ve IgA {iretimini artirir ve diger
hiicrelere viral giris engellenir. CD8+T hiicreleri viral olarak enfekte olmus hiicreleri

oldiirmek i¢in perforin ve granzim salgilar (Inandiklioglu ve Akkoc, 2020)
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SARS-CoV-2’nin genel anti viral dogustan gelen mekanizmalari, ‘kendine kars1® ve
‘kendi kendine olmayan’ ayrimina esas olarak viral niikleik asitlerin sitozoldeki spesifik
patojen tanima reseptorleri (PRR’ler) tarafindan PAMP (Pathogen-Associated Molecular
Pattern) olarak taninmasinin aracilik ettigi tahmin edilebilir. Bu konseptin ayirt edici
ozelligi, ¢ift sarmalli RNA’y1 (dsRNA) viral ireme dongiisiiniin zorunlu bir ara maddesi
olarak algilayan RNA viriisleridir (Schlee ve ark., 2009) . Dendritik hiicreler,
makrofajlarve nétrofiller ilk savunma hatti olarak bagisiklik reaksiyonunu baslatir
sonrasinda tiiriinii ve yogunlugunu etkiler. COVID-19’dan 6len hastalardaki otopsiler,
bronkopndmoni alaninda yiiksek bir makrofaj infiltrasyonunu ortaya ¢ikarmistir (Barton
ve ark., 2020).

SARS-Cov-2 enfeksiyonunda NK hiicrelerininde gii¢lii  yanitlar olusturdugu
belirtilmistir. Sitotoksisite ve sitokin salgilanmasi dahil olmak iizere anlik NK hiicre
aktivasyonlar1  SARS-Cov-2  enfeksiyonlarna  karst  viral  replikasyonun

sinirlandirilmasina katkida bulunmustur (Hammer ve ark., 2023)

1.5.2 COVID-19’da Edinilmis bagisikhik

COVID-19’un diger viral enfeksiyonlarla benzer bir Thl tipi bagisiklik tepkisi
olusturdugu varsayilmaktadir (Chen ve Wherry, 2020). CD8+ T hiicrelerinin sayisinin
COVID-19 enfeksiyonu sirasinda azaldig: ve ciddi vakalarda bellek diizenleyici CD4+ T
hiicresi say1sinin dnemli 6l¢lide azaldig: bildirilmistir (Jiang ve ark., 2020) Bu bulgulara,
lenf diigiimlerinde CD4+ T ve CD8+ T hiicrelerinin sayisinda azalma eslik etti. COVID-
19 hastalarinda lenf diigiimleri ve dalak atrofik olarak tanimlanmistir, bu da SARS-CoV-
2’nin hiicre dejenerasyonunu giiclendirmedeki rolii vurgulamaktadir (Tabary ve ark.,
2020) CD8+ T hiicreleri ile ilgili olarak, bu hiicrelerin NKG2A, PD1 ve TIM-3
ekspresyonu gibi fonksiyonel tiikenme paternleri sergiledigi ortaya ¢ikmistir (Moon,
2020). Bununla birlikte, antiviral tedaviden sonra iyilesen NKG2a ekspresyonu
azalmistir. Bu nedenle, T hiicrelerinin antiviral tedaviden sonra fonksiyonel aktivitelerini
geri kazandiklarimi varsayilmaktadir. NKG2A’nin ekspresyonuna iliskin benzer
gbzlemler, NK hiicrelerinde de goriilmiistiir (Zheng ve ark., 2020). Hafif evrelerde
ve/veya yalnizca hafif semptomlarla gelen hastalarda, lenfosit sayisinin, siddetli hastaligi

olan hastalarla karsilastirildiginda énemli 6lgiide daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
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ayni zamanda hem T hiicresi (CD3+ hiicreleri) hem de CD8+ T hiicresi (CD3+/CD8+
hiicreleri) popiilasyonlar1 i¢in gegerlidir (Cao, 2020). Hafif ve siddetli COVID-19
vakalarinda, CD8+ T hiicre sayilar1 saglikli donorlere kiyasla azaldigi raporlanmistir.
COVID-19 hastalarinda sunulan CD8+ T hiicrelerinin, saglikli donoérlere kiyasla daha az
degraniile (azalmig CD107a eksternalizasyon) ve daha diisiik IL2, IFN y ve granzim B
seviyeleri tirettigi bulunmustur (Zheng ve ark., 2020).

Gelistirilen cogu asinin ana hedefi CD4+T hiicre yanitlarinin artisidir ve bununla birlikte
bu durum anti-SARS-CoV-2 IgG ve IgA titrelerinin biiytikligi ile iligkilendirilmistir
(Grifoni ve ark., 2020). Ayrica toplam CD4+ yanitinin M, spike ve N proteinlerine
yonlendirildigini ve her birinin digerlerinin yani sira yaygin olarak nsp3, ORF3 ve
ORF8’1 hedefleyen ek yanitlarla birlikte %11-27yi olusturdugu rapor edilmistir. (Li ve
ark., 2020)

SARS-CoV-2, diger koronaviriislere benzer sekilde, MHC smif I ve II molekiillerini
down regiile ederek antijen sunumunu kisitlar, bu da T hiicresinin aracilik ettigi bagisiklik
tepkilerini inhibe eder (Zheng ve ark., 2020)

B hiicreleri viriis enfeksiyonundan sonra notralize edici antikorlari iireterek viriisiin
konake¢1 hiicreye girmesini engelleyebilir. Bu nedenle, bu antikorlar viriis
temizlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Notralize edici antikorlar, 2 yillik takip siiresi
boyunca SARS hastalarinda tespit edilmistir (Liu ve ark., 2006) Humoral immiin yanutta,
antikorlar viriisii notralize etmek i¢in yeterli olmasa da COVID-19 enfeksiyonlarinda da
onemli bir rol oynar. Her hasta tamamen farkli hiimoral yanit kinetigine sahiptir (Guo ve
ark., 2020), hastalarin ¢ogu hastaligin baslangicindan 7 giin sonra antikor gelistirir.
Hastaligin ilk yedi giinii boyunca, COVID-19 hastalarinda viriise 6zgii antikorlarin
saptanabilirligi %40’1n altinda bulunmustur ve bu nedenle seroloji testinin kullanimi
siurlt degere sahiptir. Hastaligin baglamasindan sonraki 15. giinden itibaren IgM ve IgG

antikorlar1 sirasiyla hastalarin %94,3 ve %79,8’inde tespit edilmistir (Zhao ve ark., 2020).
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1.5.3 COVID-19’da Aktif ve Pasif Bagisikhik
1.5.3.1 COVID-19 ‘da pasif konvalesan plasma

Iyilesen kisilerden elde edilen plazma, serum veya immiinglobulin konsantrelerinin
uygulanmasinin, COVID-19 enfeksiyonunun Onlenmesinde veya tedavisinde etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Immiin plazma kullanimi, 2009-2010 HIN1 influenza
viriisii salgini, 2003 SARS-CoV-1 salgint ve 2012 MERS-CoV salgminda basari ile
uygulanmustir. immiin plazmalarin aktif viriis enfeksiyonu nedeniyle hastanede yatan
hastalara terapdtik amacla verilmesi “pasif bagisiklik transferi” olarak tanimlanabilir.
Pasif bagisiklik antikorlari, hedef organlarin hasarin1 azaltabilir ve etkili patojenleri
dogrudan nétralize edebilir hastanin iyilesmesine katki saglamasi ve enfeksiyondan
korumasi hedeflenir (Bakanligi, T. S. (2021). Kullanim1 1880’lere dayanan ve ¢esitli
salginlarda kullanilan immiin plazma SARS-CoV-2 salgini ile tekrar giindeme gelmistir.
Diger viral enfeksiyonlarda oldugu gibi COVID-19 gegiren hastalarda da virlise 6zgiil
IgM, IgG ve IgA antikorlarimin gelistigi saptanmistir (Azkur ve ark., 2020). Konvelasan
serumlar icerisinde ki noétralize edici antikor seviyesi koruyuculuk ve etkinlik acisindan
cok 6nemlidir. Bunun nedeni SARS-CoV-2 S proteini S1 kisminin RBD’de bolgesine
kars1 gelisen antikorlar baslica ndtralize edici antikorlar olarak tanimlanmaktadir, ¢linkii
direkt olarak viriisiin hiicreye tutunmasini engellemesinde rol almaktadirlar (Azkur ve

ark., 2020).

1.5.3.2 COVID-19 Asilan

COVID-19 agilar tarafindan indiiklenen noétralize edici antikorlar igin SARS-CoV-2
spike proteininin RBD'si, birincil hedeftir. RBD epitoplaria kars: spesifik IgG
antikorlari, SARS-CoV-2'nin ACE2 ile baglanmasini engelleme ve koruyucu bagisiklik
saglama potansiyeline sahiptir (Zhang ve ark., 2022)

COVID-19 i¢in birkag farkli as tiirii gelistirilmektedir. Tablo 1.3 de anlatilmaktadir.
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Tablo 1.3: Farklt SARS-CoV-2 agilarinin etkinligi ve bagisiklik tepkisi (Zhang ve ark.,
2022)

BNT162b2 mRNA *COVID-19'u d6nlemede %95 etkili
asilar «Indiiklenen IgG antikorlar1, mutasyona ugramis
RBD'ye dogal enfeksiyonla uyarilmislardan daha
yiiksek aviditeye sahiptir.

Moderna mRNA *COVID-19"u 6nlemede %94,1 etkili
asilan *Gelismis klinik degerlendirmede preklinik testler,
Thl'e ¢arpik bir a1 yanit1 gosterdi ve patolojik akciger
infiltratlar1 gdstermemistir.

AZD1222 Viral Vektor eikinci dozdan sonra, prime-boost araligi daha uzun
olanlarda (as1 etkinligi >12 haftada %81,3) kisa araya
sahip olanlara (<6 haftada as1 etkinligi %55,1) gore
etkinlik daha yiiksektir.

*Daha uzun prime-boost araligina sahip serumlarda
daha yiiksek baglayici ve notralize edici antikor
titrelerine sahiptit.

Sputnik V. Viral Vektor +COVID-19'a kars1 %91,6 etkilidir (ilk dozdan sonraki
21. glinden ikinci dozun alindig1 giine kadar)
*RBD'ye 6zgii IgG, 8996 geometrik ortalama titre
(GMT) ve %98,25 serokonversiyon orant ile
numunelerin %98'inde tespit edilmistir.
«Ilk asilamadan sonraki 28. giinde, asilanan tiim
katilimcilar, ilk dozun uygulandig giine kiyasla,
antijen yeniden uyarilmasi iizerine 6nemli dl¢iide daha
yiiksek IFN-y sekresyonu seviyelerine sahip
bulunmustur.
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Ad26.COV
2.5

Viral Vektor

*Orta ve siddetli hastaligin koruma diizeyi degisiklik
gostermistir: Amerika Birlesik Devletleri'nde %72;
Latin Amerika iilkelerinde %66; ve asilamadan 28 giin
sonra Gliney Aftrika'da %57.

*Aragtirilan aginin tiim cografi bolgelerde
siddetli/kritik COVID-19'u 6nlemede %85 etkili
oldugu bildirilmistir.

*Klinik 6ncesi SARS-CoV-2 yiikleme ¢aligmalarinda
diisiik dozlarda saglanan kalic1 koruma; ilk klinik
veriler, 5 x 1010 viral partikiildeki tek bir dozun
giivenli oldugunu ve miikemmel hiimoral ve hiicresel
bagisiklik tepkilerini indiikledigini gostermistir.

BBIBP
COVID-19
vaccine

Inaktif

*Sinopharm tarafinda yapilan agiklamaya gore %79
etkilidir.

*Birinci ve ikinci dozlardan sonra SARS-CoV-2
enfeksiyonunu takiben antikor konsantrasyonlarinda
keskin bir artis gdzlenmistir.

Covaxin
(BBV152)

Viral Vektor

*Faz 2 denemesinde, BBV152, faz 1 denemesine
kiyasla hiimoral ve hiicre aracili bagisiklik tepkilerini
arttird1.

CoronaVac

Inaktif Viriis

*Brezilya, sili, Endonezya, Tiirkiye gibi farkl
ilkelerde ¢oklu calisma yapilmistir:

+2. asamadaki bagisiklik tepkileri, 1. asamada
kaydedilenlerden ¢ok daha iyiydi; Hem 3 hem de 6 pg
gruplarinda %90"'n lizerinde serokonversiyon oranlari
*SARS-CoV-2'ye kars1 iyi tolere edilen ve indiiklenen
hiimoral tepkiler olusturur.

*Yasa gore kesifsel bir analizde, ikinci dozdan sonraki
28. giinde serokonversiyon oranlari, 60-64, 65-69 ve
70 yas veya daha biiylik katilimeilar i¢in 3 ve 6 ug
gruplarinda %94'in tizerindedir.

21




AD5S-nCOV Viral Vektor

*Saglikli yetiskinlerde tolere edilebilir ve
immiinojeniktir. SARS-CoV-2'ye kars1 spesifik
hiimoral tepkiler, asilamadan sonraki 28. giinde
zirveye ulast1 ve tek atistan sonra 14. giinden itibaren
hizli, spesifik T hiicresi tepkileri kaydedildi.
*Aerosolize Ad5-nCoV iyi tolere edilir ve iki doz
aerosolize Ad5-nCoV, bir doz intramiiskiiler
enjeksiyona benzer sekilde nétralize edici antikor
tepkileri ortaya cikardi. 11k intramiiskiiler
enjeksiyondan 28 giin sonra aerosolize rapel asilama,
giiclii IgG ve nétralize edici antikor tepkilerini
indiikledi.

CV2CoV Unmodified  *SARS-CoV-2 varyantlarina ve insan olmayan
RNA agsis1 primatlara karsi bellek B ve T hiicre yanitlarina kars1
daha yiiksek titrelerde baglanma ve nétralize edici
antikorlar indiiklendi.
PreS-RBD  Recombinant <RBD'nin ACE2'ye yonelik medyan inhibisyonlari
vaccine fusion (100 ng RBD: %8,6-%98,3 inhibisyon, medyan
protein inhibisyon: %16,0; 50 ng RBD: %14,4—%99,4

inhibisyon, medyan inhibisyon: %52,8)

*Serum ve mukoza sekresyonlarinda saptanabilen
erken bir IgG1 ve siirekli IgG4'ten olusan tavsanlarda
giiclii anti-RBD IgG yaniti

*Asi ile indiiklenen antikorlar, RBD'nin ACE2 ile
etkilesimini gii¢lii bir sekilde inhibe etti ve omikron
VOC'yi nétralize etme yetenegine sahipti.
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2.GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Marmara Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu’ nun 12.01.2022 tarih ve
09.2022.157 sayil1 izni ile onaylandi. COVID-19 PCR pozitif hastalardan kan temini,
Marmara Universitesi Pendik Egitim Arastirma Hastanesi Gogiis Hastaliklar
polikliniginde Koronaviriis hastalig1 sebebi ile yatan hastalardan temin edildi. Tez
calismasini deneyleri Marmara Universitesi Hastanesi Cocuk Allerji ve Immiinoloji

Laboratuvar1’ nda gerceklestirildi.
2.1 Calisma Planinin Ozeti

Bu tez calismasinda, mRNA (Biontech) asisinin COVID-19 hastalarin da immiinolojik

etkisinin arastirilmasi amaclanmistir.

Bu amacla;

1. COVID-19 hastalarindan periferik kan &rnekleri alind.

2. Periferal kan 6rneklerinden tam kan immiinfenotipleme yapildi.

3. Periferal kan 6rneklerinden PKMH izolasyonu ve serum ayrimi yapildi.

4. PKMH’ler CD-mix (CD3,CD28) ve peptivator ile kiiltiire edildi. 3 giinliik kiiltiir

sonrasinda hiicre proliferasyonu, Treg diizeylerine bakildi.

Tiim hiicre kiiltiirii calismalarinda, test edilmis steril ve tek kullanimlik hiicre kiiltiirii
malzemeleri kullanildi ve bu islemler laminar akish steril kabinde steril kosullarda
gerceklestirildi.

Bu tez calismasina dahil edilen tiim hastalara, hazirlanmis olan “Goniillii Bilgilendirme
Formu” okutuldu ve “Goniillii Onam Formu” onaylar1 alind1.

Asili ve as1 olmamis COVID-19 hastalar;, Marmara Universitesi Pendik Egitim ve
Arastirma Hastanesi Gogiis hastaliklar1 Ana Bilim Dali’na basvuran poliklinik takipli
hastalar arasindan doktor kontroliinde secildi. Hastalardan ven6z kan alimi i¢in onam

formlar1 etik kurul gerekenlerine uygun sekilde agiklama yaparak onaylatildu.
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2.2 Calismada Kullanilan Soliisyonlar

e PBS (Sigma, Cat. No. P4417)
e Penicillin/streptomycin ( Pan Bio, Cat. No. P06-07100)

e Amphotericin B (Pan Bio,Cat. No. P06-01100)

e RPMI-1640 (Biowest, Cat. No. B.L0500)

e Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest, B.S1810)

e %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu

o 9% 0,5 Tripan mavisi soliisyonu (Gibco, Grand Island, USA; 15250061)
e DMSO (ChenCruz, Cat. No. sc-358801)

e Ficoll-Paque (Diagnovum,D604)

e Anti-CD3-FITC (Beckman Coulter, Cat. No. A07746)

e Anti-CD4+-APC (Beckman Coulter, Cat. No. 10874)

e Anti-CD25-PCS5 (Beckman Coulter, Cat. No. IM2646)

e Anti-CD45RO-ECD (Beckman Coulter, Cat. No. B49192)
e PerFix-nc Reagent 1 (Beckman Coulter, PerFix-nc Kit, Cat. No. B31167)
e FoxP3 (Beckman Coulter, Cat. No. B30650)

e (D3/16+56 (BD, 342403)

e (D3/19 (BD, 342404)

e (CD3/8/45RA/RO (BD, 340574)

e PepTivator SARS-CoV-2 (130-129-712,Miltenyi Biotec)
e (D3/28 T cell aktivatdr (Stem Cell, Cat. No. 10971)

e MEM NEAA(Sigma, M7145)

e MEM Vitamins solution(Gibco, Cat. No. 11120-037)

e Kanamycin sulfate (Gibco, cat no: 15160-047 )

e [-glutamine 200 mM (Biowest ,Cat. No.B.X0550)
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2.3 Calismada Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri ve Cihazlar

e Heparinli kan alma tiipii (Yesil kapakli) (Hongyu Medical, China; 131211)
e EDTA’l kan alma tiipii (Mor kapakli)

e 48 kuyucuklu plaklar

e Thoma lam1 (Marienfeld, Germany; 06.407.10)
e %70 alkol

e 15 ml falkon

e 50 ml falkon

e 1000 ul’lik pipet ucu

e 200 ul’lik pipet ucu

e 10 ul’lik pipet ucu

e 1000 ul’ lik otomatik pipet

e 100 ul’lik otomatik pipet

e 10 ul’lik otomatik pipet

e 2.5 ml'lik Pastor pipeti

e Flow tiipii

e 1,5 ml'lik Ependorf tiipii

Kullanilan Cihazlar

e Laminar kabin (Niive, MN120)

e Su banyosu (Niive,BM 30)

e Inkiibatdr (Niive, EC160)

e Santrifiij (Niive,NF400R)

e Flow Sitometri (Beckman Coulter)

e Iinvert Mikroskop (Nikon Eclipse Ts2)
e Vorteks

25



2.4 Kullanilan soliisyonlarin hazirlanmasi

PKMH’i Dondurma Soliisyonun Hazirlanmasi

Izole edilen PKMH’leri dondurma soliisyonu igin %10 FBS ve %10 DMSO ilave edilen
RPMI 1640 besiyeri hazirlandi. DMSO igerikli besiyeri ile dondurulan PKMH’ler -
80°C de saklanda.

PKMH’i Kiiltiirleri icin Besiyeri Hazirlanmasi

PKMH?” 1 kiiltiirii i¢in %1 Penicilin streptomisin, %1 Kanamycin sulfate , %1 L-
glutamine ,%1 MEM Vitamins solution, %1 Sodium Pyruvate, %1 MEM NEAA ve

%10 FBS ilave edilen RPMI 1640 besiyeri kullanildu.

PBS soliisyonunun hazirlanmasi

200 ml distile su icerisinde 1 PBS tableti ¢ozdiiriiliip 0,22 um’lik filtreden gegirildi
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Calisma Plam

Hasta Secimi (Gruplar)
I. Agili COViD-19 Hastalan
II. Agisiz COVID-19 Hastalan

Periferal Kandan
Mononiikleer Hicre
izolasyonun Yapilmasi

Tam Kan immiinfenotip | .
Analizinin Yapilmasi

' Mononiikleer Hicre

Kiltirintn Yapiimas:
Uyanmlar: COMix/

Analizler

Peptivator

1 CD3* CD4*, CD3* CDE' T lenfositlerinin orani ‘

2. CD4" CDASRA/RO T Lenfositlerinin oram

3. CD8' CD4SRA/RO T lenfositherinin orani 37°C, %5 CO,

4. CD3/16+56 Pfl( Hiicrelerinin oran inkiibatorde 72 saat

5. CD3/19 B Hicrelesinin orani o

Kaltar

Analizler

1. Mononukleer hilcrelerin Proliferasyonu

2. CD4" CD25*ve CDASRO regalator T lenfosit
FoxP3 Analizi

3. Mononikleer Hicrelerin Apoptozu

2.5 Calisma Plam

2.5.1 COVIiD-19 Hastalarimin Belirlenmesi ve Periferal Kan Orneklerinin

Alinmasi

o COVID-19 Hastalarinin Belirlenmesi
Bu tez calismasinda, calismaya dahil edilen tiim bireylere ‘Goniilli Bilgilendirme
Formu’ okutuldu ve ‘Goniillii Onam Formu’ ile onaylar1 alindi. Bireyler T.C. Saglik
Bakanligi Marmara Universitesi Pendik Egitim Ve Arastirma Hastanesi, Gogiis
Hastaliklar1 polikliniginde Koronaviriis hastaligi sebebi ile yatan hastalar arasindan

asagidaki kriterlere gore secildi.
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2.5.2 COVID-19 hastalarinin calismaya dahil edilme ve dislanma kriterleri

Calismaya dahil edilme Kkriterleri
Asili COVID-19 hastalari igin,

e Son ag1 olma tarihi ile PCR pozitif olma tarihi arasindaki siirenin 15-90 giin
araliginda olan,

e mRNA Biontech/Pfizer (BNT-162b2) asisi ile as1 olan,

e PCR-sonucu pozitif olan,

e 18-80 yas araliginda olan hastalar secilmistir.

Asisiz COVID-19 hastalar i¢in,

e Son as1 olma tarihi ile PCR pozitif olma tarihi arasindaki siirenin 90 giin ve iistii

olan,
e PCR-sonucu pozitif olan,

e 18-80 yas araliginda olan hastalar secilmistir.
Calismadan dislanma kriterleri
e PCR sonucu negatif olan,
e Immiin baskilayict veya steroid kullanmis olan bireyler calismaya dahil
edilmemistir.

o COVID-19 Hastalarindan Periferal Kan Orneklerinin Alinmasi

Goniilli onam formunu onaylayan ve calismaya dahil edilme kriterlerine uygun
hastalardan 2 mor kapakli- EDTA’l1 tiipte, 2 yesil kapakli heparinli tiipte ve 1 sar1 kapakli

tiipte kan alinmustir.
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2.5.3 Periferal Kan Orneklerden Tam Kan Immiinfenotip Markerlan ile

Boyanmasi

COVID-19 hastalarindan mor kapakli EDTA’l1 tiiplerle alinan kanlar 5 farkli flow
tipiinde CD3, CD8, CD4, CD3/8/45RA/RO, CD3/16+56, CD3/19 markerlar1 ile
boyanmistir. Deney plani su sekilde olusturulmustur.

1. tlpte: CD3/CD4/CD8

2. tupte: CD3/8/45RA/RO

3. tilpte: CD3/16+56

4. tupte: CD3/19

5. tupte: IgG Mouse

Tupler Beckman Coulter akim sitometri cihazinda okutulmustur.

2.5.4 PKMH izolasyonu

Calismaya dahil edilen bireylerin her birinden yesil kapakli heparinli tiiplere 10 ml
venoz periferal kan alindi. Heparinli tliplere alinan kanlardan asagidaki protokole gore
mononiikleer hiicre izolasyonu yapildi.

PKMH izolasyonu laminer hava akimli aseptik kabinde gerceklestirildi. Hastalardan
alman 10 ml kan 50 ml’lik steril falkon tiipe aktarildi ve iizerine 10 ml steril PBS
sollisyonu eklenerek pastor pipeti ile yavasca karistirildi. 15 ml'lik konik kapakli falkon
tiiplere 4 ml fikol soliisyonu eklendi. 15 ml’lik konik kapakli tiipte bulunan fikol
sollisyonunun iizerine birbiriyle karigmayacak ve toplam hacim 14 ml olacak sekilde
PBS ile homojenize edilmis kan pastor pipetle 45C’lik aciyla yavasga eklendi. Kan fikol
lizerine yayildiktan sonra 20 dakika 2000 rpm devirde santrifiij edildi. 20 dakika
sonrasinda yogunluklarina gdre en altta eritrositler, orta kisimda opak goriiniimlii
mononiikleer hiicreler ve iist kisimda plazma elde edildi. Orta tabakada opak gortiniimli
olan (buffy coat) mononiikleer hiicrelerin bulundugu kisim pastor pipeti ile alindi ve
steril 15 ml’lik bos falkon tiipe aktarildi. Uzerine 5 ml PBS eklendi ve pipetaj yapildi.
1500 rpm devirde 5 dakika santrifiijlendikten sonra supernatant atildi dipte kalan hiicre

pelleti cRPMI besiyeriyle 5 ml’ye tamamlandi ve pipet yardimiyla hiicreler siispanse
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soliisyonuyla siispanse edilerek 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda hiicre
siispansiyonu 1500 rpm devirde 5 dk santrifiijlendi ve santrifiij sonrasinda supernatant
atild1 dipte kalan hiicreler 1 ml C-RPMI ile siispanse edilip hiicre sayisinin belirlenmesi
icin iginden 10 pl alinip 96’11 kuyucuklu plaga aktarildi. 96’11 kuyucuklu plakta bulunan
hiicre siispansiyonun iizerine 10 pl tripan mavisi soliisyonu eklenip hiicreler pipetaj
yapilarak homojenize edildi. Bu igerikten pipetle 10 pl alinarak thoma lamina aktarildi
ve hiicre sayist belirlendi. 1 ml’deki toplam hiicre sayisi asagidaki formiile gore

belirlendi.

Toplam hiicre sayisi= AxSFx10*
A; 16 biiylik karede sayilan hiicre sayisi, SF; hiicre siispansiyonun tripan mavisi ile
seyreltme faktoriidiir. 10* ise thoma lamimim 0,1 mm3 de hiicre sayim sonucunu 1 ml’

deki sayiya doniistiirmek i¢in kullanilan sabittir.

2.5.5 Lenfositlerin proliferasyon analizi icin CFSE ile isaretlenmesi

Karboksifloresan siiksinimidil ester (CFSE), lenfositlerin in vitro ve in vivo ¢gogalmasini
gbézlemlemek ve immiin yanitin incelenmesine imkan sunan hiicre zarindan gecebilen
floresan bir boyadir. CFSE uzun 6miirlii hiicre i¢i molekiilleri yiiksek oranda floresan
boya olan karboksifloresein ile kovalent olarak etiketleme yetenegine dayanir. Her hiicre
boliinmesinin ardindan, bu fliloresan molekiillerin soy hiicrelere esit dagilimi, yavru
hiicrelerin fliioresansinin yariya inmesine neden olur.

PKMH izolasyon yontemi ile elde edilen mononiikleer hiicrelerin sayim islemi
gerceklestirildikten sonra 48°li kuyucuklu plakta kiiltiir islemi gerceklestirildi. Toplam
3X10° mononiikleer hiicre kullanildi. Her kuyucuk da 5X10 hiicre/500ul besiyeri olacak
sekilde hiicre siispansiyonu 3ml ayarlandi. 3X10° hiicre 50 ml’lik falkon tiipe aktarildi
tizerine 6 ul CFSE eklendi. 20 dakika 37°C de inkiibatorde bekletildi. 20 dk sonra 15 ml
besiyeri hiicre slispansiyonun iizerine eklenip 5 dk karanlikta oda sicakliginda bekletildi.
5 dk sonra 1500 rpm’da 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant atild1 pellet 3
ml besiyeri ile ¢oziildii. Her kuyucuk da 5X10° hiicre/500ul besiyeri olacak sekilde 6
kuyucuga kiiltiir islemi gerceklestirldi. 72 saat 37°C’de %5 CO» ortamda inkiibe edildi.
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72 saat 37°C’de %5 CO; ortamda inkiibe edilen CFSE ile boyanmig PKMH’ler flow
tiipline aktarildi. 3ml PBS ile 1500 rpm de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 500 ul
PBS eklendi ve vorteks yapildi. Tiipler Flow sitometride okutuldu.

2.5.6 Lenfositlerin Treg Analizi icin Ko-Kiiltiiriiniin yapilmasi

Treg kiiltiirii i¢in 48°1i kuyucuklu plakta 6 kuyucuga her kuyucukta 5x10° hiicre /500ul
besiyeri olacak sekilde eklendi. Uyarimsiz kiiltiirlere herhangi bir islem yapilmadi.
Uyarimli kiiltiirlere 1ul CD3/CD28 (CD-mix) T cell aktivator eklendi ve pipetaj yapildi.
Peptivator ile uyariml kiiltiirler 96’1 kuyucuklu plakta 2x10° hiicre /200ul besiyeri
olacak sekilde eklendi. Besiyerinde FBS yerine hastalarin kendi serumlar1 56°C’de 30dk
inaktive edilerek kullanildi. Besiyerinin %10’u miktarinda inaktive edilmis serum
eklendi. Kuyucuklara 4ul peptivator eklendi ve pipetaj yapildi. 72 saat 37°C’de %5 CO»
ortamda inkiibe edildi.

Hiicre kiltiir Plam

1. Kiiltiir grubu ( Lenfosit Proliferasyonu)

Uyarimsiz CD-mix uyarimh Peptivator uyarimli
CFSE isaretli CFSE isaretli CFSE isaretli
Mononiikleer Hiicreler Mononiikleer Hiicreler Mononiikleer Hiicreler

2. Kiiltiir Grubu (Treg)

Uyarimsiz CD-mix uyarimh Peptivator uyarimli

Mononiikleer Hiicreler Mononiikleer Hiicreler Mononiikleer Hiicreler

Treg analizi i¢in inkiibasyon isleminden sonra kuyucuklardan hiicre siispansiyonlar1 flow

tiipline aktarildi ve Staining Buffer eklenerek 1600 rpm de 5 dk santrifiij edildi.
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Siipernatant atildi 50ul staining buffer eklendi. 5 ul ylizey markerlari, CD45RO-
ECD(REF:B49192; Beckman Coulter),CD3-FITC (REF:A07746, Beckman Coulter),
CD25-PC5 (REF:IM2646; Beckman Coulter), CD4-APC (REF:B10874; Beckman
Coulter) eklendi. Vorteks yapildiktan sonra 20dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe
edildi. 3 ml staining buffer eklendi 500g de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1 50 ul
FBS ile pellet restispanse edildi. 2,5ul PerFix-nc Reagent 1 eklenip vorteks yapildi ve
15dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. Vorteks yapildiktan sonra 150 ul PerFix-
nc Reagent 2 eklenir tekrar vorteks yapildi. 5 ul FOXP3-A647 eklendi ve vorteks yapildi
1 saat oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. 3ml 1X PerFix-nc Reagent 3 eklenir
500g de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atilip 0.5ml PerFix-nc Reagent 3 eklendi ve

Flow sitometride okutuldu.

2.5.7 istatiksel Analiz

Veriler her grupta ortalama (Ort) + standart deviasyon (SD) (minimum-maksimum)
degerleri olarak verildi. Ikiden fazla grup verilerinin bir arada karsilastirilmas: igin
Three-way ANOVA analizi yapildi. Doniistiiriilmiis tanimlayicilar Tukey testi ve Post
Hoc testi uygulandi. 1ki grup arasindaki karsilastirma igin unpaired Student ¢ testi

kullanildi. P- degeri < 0.05 degerler anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Klinik Bulgular

Calismamiza dahil edilme kriterlerini tasiyan goniillii hastalarin klinik bulgular
asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.1: Agisiz PCR + hastalarin klinik bulgulari

Asisi1z Hasta Grubu
st I;?SBTS‘ Haﬁ:ﬁ;’ 9¢ | Lenfosit | Lenfosit | o | poiin | Dedimer Yas
No Siiresi sayist K
1 1 8 glin 1100 16,0 130 704 2,63 22
2 2B 6 giin 1700 33,9 66 345 0,22 74
3 2A 5 giin 500 11,2 83 167 8,11 69
4 2B 11 giin 1100 16,8 113 976 0,39 40
5 2A 3 giin 1400 31,7 13 191 0,09 76
6 2A 11 giin 3300 30,5 26 205 0,53 71
7 1 Ayaktan | 2500 26,8 1,19 - - 26
8 1 Ayaktan - - - - - 25
9 1 Ayaktan - - - - - 45
10 1 Ayaktan - - - - - 24
11 1 Ayaktan - - - - - 33
12 1 9 giin 1200 9,6 113 725 1,51 29
13 1 Ayaktan - - - - - 89
14 2B 10 giin 800 9,6 102 380 1,2 28
15 1 Ayaktan - - - - - 65
16 1 Ayaktan - - - - - 29

Tablo 3.2: Asili PCR + hastalarin klinik bulgular:
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Asili Hasta Grubu

No- };?3:111::( Hasls{%zg e L::yff:lit Le';/fo“it CRP | Ferritin | D-dimer | Yas
! 1 2 2000 35,6 0,6 85 0,37 23
2 2B 11 giin 800 8,8 91 185 0,92 56
3 1 Ayaktan - - - - - 21
4 1 Ayaktan - - - - - 25
5 1 Ayaktan - - - - - 25
6 1 Ayaktan - - - - - 28
7 1 Ayaktan - - - - - 24
8 1 Ayaktan - - - - - 24
9 1 Ayaktan - - - - - 30
10 1 Ayaktan - - - - - 53
11 1 Ayaktan - - - - - 29
12 1 Ayaktan - - - - - 27
13 1 Ayaktan - - - - - 56

3.2 Tam Kan immiinfenotipleme Bulgulari

GCalismamizda asili ve asisiz SARS-CoV-2 PCR pozitif hastalarin vendz kanlarindan izole

edilen PKMH’lerinde lenfosit alt gruplarina bakilmistir. Analiz edilen lenfosit alt gruplari

ve akim sitometri antikorlari asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 3.3: Lenfosit alt gruplari ve ylizey isaretleri

hiicresi

Lenfosit alt grubu Yiizey isaretleri Antikor

T Hiicresi CD3+ anti-CD3 PercP

Sitotoksik T hiicresi CD3+CD8+ anti-CD3 PercP
anti CD8 APC

Yardimec T hiicresi CD3+CD4+ anti-CD3 PercP

anti-CD4 Pe
Naive Sitotoksik T hiicresi CD&+CD45RA+ anti-CD8 APC
anti-CD45RA FITC
Memory Sitotoksik T CD8+CD45RO+ anti-CD8 APC

anti-CD45RO PE

Dogal Oldiiriicii Hiicreler
(Natural Killer-NK)

CD3-CD16+56+

anti-CD3 FITC
anti-CD16+56 PE

NKT hiicreleri CD3+CD16+56+ anti-CD3 FITC
anti-CD16+56 PE

B Hiicresi CD3-CD19+ anti-CD3 APC

anti-CD19 KO

Regiilator T hiicresi CD4+CD25+FoxP3+ anti-CD4 A700

anti-CD25 PC5
anti-FOXP3 APC

3.2.1 T hiicre alt gruplar ile ilgili bulgular

Bu calismada asili ve asisiz COVID-19 hastalarinda T hiicre alt gruplar arastirilmistir.

Calismamiz kapsaminda COVID-19 hastalarindan alinan periferal kanlarindan 0. giinde

akim sitometri cihazinda CD3, CD4, CD45RA, CD45RO markerlar1 analiz edilmistir.

Asisiz COVID-19 hastalarinda CD4/CDS hiicre orani ortalama 2.1 (0.8), asilt COVID-

19 hastalarinda CD4/CD8 hiicre orani ortalama 2.0 (+0.7) bulunmustur.

Asisiz COVID-19 hastalarinda CD3+ T hiicresi , yardimcr T hiicresi ve sitotoksik T

hiicresinin yiizdesinin ortalamasi ile (91.4 £5.7,47.4 £8.37 ve 25.9 £9.95) asili COVID-

19 hastalarinin hiicre yiizdelerinin ortalamasi (90.6 +£6.69, 45.8 £9.44 ve 24.5 +5.43) ile

karsilastirildiginda i farklilik goriilmemistir (p>0.05).
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3.2.1.1 Asih COVID-19 PCR+ hastalarinda Sitotoksik Bellek T hiicre orani yiitksek
bulundu

Bu calismamizda yardimci T hiicresi ve sitotoksik T hiicresinin naif ve bellek hiicre
yiizdelerinin oranlar karsilagtirilmastir.

Asisiz COVID-19 hastalarinda yardimci naif ve bellek hiicrelerinin yiizdelerinin
oranlarinin ortalamasi 33.8 (£10.99) ve 52.4 (£9.87) asili COVID-19 hastalarinda ise 36.4
(£11.02) ve 49.6 (£12.98) bulunmustur. Asili ve asisiz hasta grubunda naif ve bellek
hiicreleri arasinda olarak anlamli farklilik bulunmamastir (p>0.05).

Asisiz COVID-19 hastalarinda sitotoksik naif ve bellek hiicrelerinin yiizdelerinin
oranlarinin ortalamasi (61.0 £16.42 ve 23.8 ss14.67) asili COVID-19 hastalarinda ise
(51.2 £14.3 ve 38.1 £11.58) bulunmustur. Asili COVID-19 hastalarinda sitotoksik bellek
T hiicresi anlamli yliksek bulunmustur (p<0.05).

A 1 v: 74,71%[Be+: 1,37%
. 4
=
'E 10%
L } 'A"_" 3
2"
(@] &
i o e
Lenfosit Kapist CD3+CD8+ 10f s
T 0y = = 1
; i B--: 2,73% B+-: 21,20%
N | ‘co8: 23,89% S I
o 300 10° 2
4 CD45RO PE
5 600
%
<

SSINT

CD8 APC

14 53,27% |G 0,68%

100 o 45,50 S e
CD3 PerCP 5wl
g i Y
O R .
i 3,048 [C-: 42,80%
\(7" 117‘ 11)1 10°
CD45RO PE
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Sekil 3.1: Lenfosit kapilama stratejisi ve CD3", yardimc1 T hiicreleri, sitotoksik T
hiicreleri, naive ve bellek T hiicrelerinin oranlari. A) Asisiz PCR+ COVID-19 hastalarinin
yardimci T hiicreleri ve sitotoksik T hiicrelerinden segilen naive ve bellek T hiicrelerinin
akim sitometri analizi gosterilmistir. B) Asili PCR+ COVID-19 hastalarinin yardimer T
hiicreleri ve sitotoksik T hiicrelerinden segilen naive ve bellek T hiicrelerinin akim
sitometri analizi gosterilmistir. C) Istatiksel verilere gére asili COVID-19 hastalarinin
sitotoksik bellek T lenfosit oranlari (CD8"CD45RO") asisiz COVID-19 hastalarina gore
anlaml ytiksektir *(p<0.05).
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Tablo 3.4: Asili ve Asisiz PCR + COVID-19 hastalarinin T hiicresi alt gruplarinin hiicre

yiizdeleri

Shapiro-Wilk

Hasta Grubu N Ortalama SD W p
CD3+ As1s1zZPCR+ 14 91.4 5.77 0.856 0.027
Asih PCR+ 10 90.6 6.96 0.762 0.005
CD4+ As1s1zPCR+ 15 47.4 8.37 0.960 0.687
Asih PCR+ 10 45.8 9.44 0.920 0.353
CD8+ As1s1zPCR+ 15 25.9 9.95 0.910 0.135
Asih PCR+ 11 24.5 5.43 0.704 <.001
CD4+CD45RA+ As151zZPCR+ 15 33.8 10.99 0.961 0.703
Asih PCR+ 11 36.4 11.02 0.882 0.112
CD4+CD45RO+ As151zZPCR+ 14 52.4 9.87 0.946 0.495
Asih PCR+ 11 49.6 12.98 0.920 0.321
CD8+CD45RA+ As151zZPCR+ 14 61.0 21.55 0.895 0.095
Asith PCR+ 11 51.2 14.30 0.981 0.970
CD8+CD45RO+ As151zZPCR+ 13 23.8 14.67 0.895 0.114
Asith PCR+ 10 38.1 11.58 0.967 0.858
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3.2.2 Dogal oldiiriicii (NK) ile ilgili bulgular

Bu ¢alismada asili ve agisiz COVID-19 hastalarinda NK ve NKT hiicrelerinin yilizde orani
arastirilmistir.  Calismamiz kapsaminda COVID-19 hastalarindan alinan periferal

kanlarmndan 0. giinde akim sitometri cihazinda CD3 FITC, CD16+56 PE markerlari analiz

edilmistir.

Asili COVID-19 hastalarinda CD16+56 ve CD3+CD16+56 hiicre yiizdeleri 12.51(£7.83)
ve 8.32(£2.19) ile asisiz COVID-19 hastalarinin CD16+56 ve CD3+CD16+56 hiicre
yiizdeleri 6.77 (£3.78) ve 5.65 (£2.16) ile olarak anlaml1 yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Lenfosit Kapisi CD3+CD16+56
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Sekil 3.2. Lenfosit kapilama stratejisi ve (NK) CD16+56, (NKT) CD3+CD16+56
hiicrelerinin oran1 A)Asili ve asisiz COVID-19 hastalariin NK ve NKT hiicrelerinin
akim sitometri analizi. B) Istatiksel verilere gore asili COVID-19 hastalarinin NK ve
NKT hiicreleri asisiz COVID-19 hastalariin NK ve NKT hiicrelerine gore anlamli
yiiksek bulunmustur *p<0.05, **p<0.05.

Tablo 3.5: Asili ve Asisiz COVID-19 hastalarinin NK ve NKT hiicre yiizdeleri

Shapiro-Wilk

Hasta grubu N Ortalama SD w P
CD16+CD56+ Asis1Z 13 6.77 3.78 0.863 0.042

Asih 10 12.51 7.83 0.702 <.001
CD3+CD16+56 Asis1Z 13 5.65 2.16 0.962 0.781

Asih 8 8.32 2.19 0.818 0.044
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3.2.3 B lenfositleri ile ilgili bulgular

Bu calismada asili ve asisiz COVID-19 hastalarinda B lenfositlerinin yiizde orani
arastirilmistir.  Calismamiz kapsaminda COVID-19 hastalarindan alinan periferal
kanlarindan 0. giinde akim sitometri cihazinda CD3 FITC, CD19 KO markerlar analiz
edilmistir.

Asisiz COVID-19 hastalarinda CD3-CD19+ hiicre ortalamas1 5.18(%2.88) ile asili

COVID-19 hastalarinin CD3-CD19+ hiicre ortalamasi 9.61°den (+2.78) anlam1 diisiik
bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 3.3. Lenfosit kapilama stratejisi ve B Lenfositlerinin orani. A) Asili ve asisiz
COVID-19 hastalarinin B Lenfositlerinin akim sitometri analizleri. B) Istatiksel verilere
gore asilt COVID-19 hastalarinin B lenfosit oranlar1 Asisiz COVID-19 hastalarinin B

lenfosit oranlarindan anlamli yiiksek bulunmustur *p<0.05.

Tablo 3.6: Asili ve asisiz COVID-19 hastalarinin B lenfositlerinin yiizdeleri

Shapiro-Wilk

Hasta grubu N Ortalama Medyan SD W P
CD19 As1s1ZPCR+
13 5.18 4.97 2.88 0.973 0.925
Asili PCR+
9 9.61 9.04 2.78 0.839 0.057
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3.3 Asili ve asisiz COVID-19 hastalarinda lenfosit proliferasyonuna ait bulgular

Bu ¢alismada mRNA asisinin COVID-19 hastalarina ait mononiikleer hiicrelerin
proliferasyonu Tlizerine etkisi arastirilmaktadir. CFSE ile boyanan mononiikleer
hiicrelerin bir grubu uyarilmadan kiiltiir edildi (US) diger gruplar ise CD-mix, Peptivator
ile uyarilarak kiiltiir edildi. inkiibasyon sonrasinda toplanan mononiikleer hiicreler flow
sitometri ile okutuldu. Elde edilen verilere gore asisiz COVID-19 hastalarinin US
kiiltiirleri (0.54 +£0.35) ile asili COVID-19 hastalarinin US mononiikleer hiicre
kiiltiirlerinin (0.6 +0.74) proliferasyonunda anlamli bir degisiklik olmadi (p>0,05).
Asisiz COVID-19 hastalariin CD-mix kiiltiirleri (17.7 +18.5) asih COVID-19
hastalarinin CD-mix mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin (44.37 £20.57) proliferasyonuna
gore anlaml diigiik bulunmaktadir (p<0,05). Asisiz COVID-19 hastalariin Peptivator
ile uyarilmus kiltiirleri (19.24 +25.2) asih COVID-19 hastalarinin Peptivator ile
uyarilmis mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin (37.63 £26.5) proliferasyonuna gore

aralarinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05).(Sekil 3.4)
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Sekil 3.4: Asili ve asisiz PCR+ hastalarina ait lenfosit proliferasyonu. A) Asili ve asisiz
PCR+ hastalarindan elde edilen PKMH’lerin uyarilmamis (US), CD-mix uyarimli ve
peptivator ile uyarimli hiicrelerin akim sitometri analizleri gosterilmistir. CFSE ile
isaretlenen PKMH’ler histogramda sola dogru prolifere olan hiicrelerin oranim
gostermektedir. B) CD-mix uyarimli lenfosit proliferasyonu asii COVID-19
hastalarinda asisiz hasta grubuna goére anlamli yiiksek bulunmaktadir (* p<0,05).C)As1li
ve asisiz PCR+ hastalarindan elde edilen PKMH’lerin uyarilmamig (US), CD-mix

uyarimli ve peptivator ile uyarimli lenfosit proliferasyonun karsilastirilmasi.
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Tablo 3.7: Asili ve agisiz COVID-19 hastalarinin mononiikleer hiicrelerinin
proliferasyon oranlari

Shapiro-Wilk

Hasta grubu Deney N  Ortalama SD \u4 p
Grubu
As1s1izZPCR+ US 7 0.536 0.349 0.920 0.469
CD-mix 6 17.698 18.461 0.750 0.020
Pep 6 19.243 25.170 0.711 0.008
Asith PCR+ US 7 0.599 0.738 0.808 0.049
CD-mix 6 44.370 20.566 0.919 0.498
Pep 7 37.634 26.540 0.878 0.220

3.4 Asili ve asisiz COVID-19 hastalarinda CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator T
hiicre oranin1 ve CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicrelerine ait bulgular

Bu calismada asili ve asisiz COVID-19 hastalarina ait regiilator hiicreleri ve bellek T
hiicreleri arastirilmaktadir. COVID-19 hastalarinin vendz kanindan elde edilen PKMH
ler uyarilmadan (US) ve CD-mix, Peptivator ile uyarilarak kiiltiir edildi. 72 saat
inkiibasyon siirecinin ardindan mononiikleer hiicreler akim sitometri cihazinda okutuldu.
Elde edilen verilere gore asisiz COVID-19 hastalarin US (3.15 +£0.7) kiiltiir edilen
CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator T hiicreleri agili COVID-19 hastalarinin US (4.59
+2.48) kiltlirleri arasinda anlamli fark goriilmemistir(p>0.05). Asisiz COVID-19
hastalarin CD-mix (6.73 +2.0) kiiltiir edilen CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilatér T
hiicreleri ile asili COVID-19 hastalarin CD-mix (8.9 +5.4) kiiltiirleri arasinda anlamli
fark goriilmemistir(p>0.05) Asisiz COVID-19 hastalarinin peptivator uyarimh (9.4
+2.7) kiiltiir edilen CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator T hiicreleri ile asilt COVID-19
hastalarinin peptivator uyarimh kiiltiirleri (7.1 £2.8) arasinda istatiksel agidan anlamli

fark goriillmemistir(p>0.05)

Elde edilen verilere gore asisiz COVID-19 hastalarmin  US kiiltiir edilen
CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicreleri 1,71 (+0,9) ile asihi COVID-19
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hastalarimin US kiiltiirleri 2,27 (£1,2) ile aralarinda istatiksel olarak anlamli fark
goriilmedi (p>0,05). Asisiz COVID-19 hastalarinin  CD-mix ile Kkiiltiir edilen
CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicreleri 2,84 (x1,4) ile asih COVID-19
hastalarinin CD-mix kiiltiirii 2,55’den (£2,16) ile istatiksel agidan anlaml fark goriilmedi
(p>0,05). Asisiz COVID-19  hastalarimin =~ Peptivator  ile  kiiltiir  edilen
CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicre ortalamasi 5,53 (£2,8) ile asili COVID-
19 hastalarinin Peptivator kiilttirii 4,13°den (£2,16) ile anlamli fark goriilmedi (p>0,05).
(Sekil 3.5)
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Sekil 3.5. Asili ve asisiz PCR+ hastalaria ait CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilatér T
hiicresi ve CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicre oranlari. A) Asisiz PCR+
hastalarindan elde edilen mononiikleer hiicrelerin uyarilmamis (US), CD-mix uyarimli ve
peptivatdr ile uyarimli hiicrelerin akim sitometri analizleri gosterilmistir. CD3 FITC, CD4
A700, CD25ECD, CD45RO ve FoxP3 APC ile isaretlenen T lenfositlerinin kapilama
stratejisi gosterilmistir. B) Asili PCR+ hastalarindan elde edilen mononiikleer hiicrelerin
uyarilmamis (US), CD-mix uyarimli ve peptivator ile uyarimli hiicrelerin akim sitometri
analizleri gosterilmistir. CD3, CD4,CD25, CD45 ve FoxP3 ile isaretlenen T
lenfositlerinin kapilama stratejisi gosterilmistir. C) CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator
T lenfositlerinin asisiz ve asili PCR+ hastalarindaki karsilagtirilmasi. D)
CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator T lenfositlerinin deney gruplar1 arasindaki
karsilastirilmasi.  E)  CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T lenfositlerinin

ortalamalarinin  asisiz ve asili  PCR+ hastalarindaki  karsilagtirilmas:  F)
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CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T lenfositlerinin ortalamalarinin deney gruplari

arasindaki karsilastirilmasi

Tablo 3.8: Asili ve asisiz COVID 19 hastalarinin CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator
T hiicre yiizdeleri ve CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicre yiizdeleri

Shapiro-Wilk

Hasta Grubu Deney N Ortalama SD W P
Grubu
CD25+FoxP3+ AsisizPCR+ US 4 3.15 0.704 0.987 0.943
CD-mix 5 6.73 1.958 0.922 0.544
Peptivator 5 9.39 2.719 0.883 0.324
Asih PCR+ US 5 4.59 2.478 0.832 0.143
CD-mix 5 8.94 5.352 0.931 0.601
Peptivator 5 7.05 2.800 0.774 0.049
CD45RO+FoxP3+ Asisiz PCR+ US 4 1.71 0.913 0.844 0.209
CD-mix 5 2.84 1.441 0.923 0.550
Peptivator 5 5.53 2.801 0.990 0.981
Asih PCR+ US 5 2.27 1.221 0.948 0.722
CD-mix 5 2.55 2.164 0.886 0.336
Peptivator 5 4.13 2.451 0.877 0.296
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4.TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada mRNA asis1 olmus ve olmamig COVID-19 hastalarindan alinan vendz
periferal kandan immiinfenotipleme analizi ve vendz periferal kandan elde edilen
mononiikleer hiicrelerin immiinolojik etkinliginin in vitro ortamda arastirilmasi

amagclanmstir.

Calisma kapsaminda COVID-19 hastalarindan alinan peripheral kandan immiinolojik
analizler yapilmistir. EDTA’]1 kan tiipii ile alinan periferal kan ile immiinfenotipleme
analizleri yapilmistir. Heparinli kan tlipli ile alinan periferal kandan mononiikleer
hiicreler izole edilerek uyarimli ve uyarimsiz kiiltiir siirecinin ardindan akim sitometri
cihaz1 ile analiz edilmistir. Calismamizda COVID-19 hastalar1 PCR testi pozitif
olmadan 90 giin ve daha fazla siire 6nce as1 olanlar asisiz grup kabul edilmistir, 90

giinden daha kisa siire Once as1 olanlar ise asili grup olarak kabul edilmistir.

COVID-19 hastalarinda gelisen lenfopeni, eozinopeni hastaligin patolojisi ve siddetinin
derecesi ile iliskilendirilen 6nemli belirtegler olarak goriilmektedir (Azkur, 2020) Hafif
evrelerde veya hafif semptomlarla hastaneye bagvuran hastalarda lenfosit sayisinin
siddetli evrelerde gelen hastalara gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Cao, 2020).
Viral enfeksiyon sirasinda immiinolojik islevlerde rol oynayan , CD4+ ve CD8+ T
lenfosit popiilasyonlari , hem dogustan gelen bagisikligin viral replikasyonu icerme
yetenegini hem de antikorlarin enfeksiyonu 6nleme yetenegini gdstermektedir. (Sette ve
Crotty, 2021). COVID-19 hastalarinda immiinfenotipleme calismas1 yapan Giiliim ve
arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada hastaneye bagvuran 18-71 yas araliinda rastgele secilen 54
hastadan elde edilen veriler CD3+ T-lenfosit %73,96 +7,96, CD4+T-lenfosit
%45.06+£10.22, CD8+ T lenfosit %25.72+8.58, CD4/CD8 oram1 1.89+0.85, CD19
%9.82+4.45, CD56 % 14.38+6.28 olarak rapor etmislerdir (Giiliim ve ark. 2021).
Yaman ve arkadaslarinin 220 saglikli bireyde yaptig1 ¢alismaya goére CD3+ T lenfosit
%72.7£8.44, CD4+ T lenfosit %47.37+9.1, CD8 T lenfosit %28.99+5.99, CD4/CD8 orani
1.68+0.43, CD19 %10.96+4.44, CD56 %7.03+3.26 olarak rapor etmislerdir (Yaman ve
ark., 2005).
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Bu calismada agili (n=11) ve asisiz (n=15) COVID-19 hastalarinda CD3+, CD4+ ve
CD8+ T hiicrelerinde istatiksel olarak anlamli1 farklilik gériilmemistir (p>0.05). CD3+
T lenfositleri hem agisiz COVID-19 hastalarinda %91.4+5.77 hem de asili COVID-19
hastalarinda %90.6+6.96 Yaman ve arkadaglarinin saglikli bireylerde yaptigi calismaya
gore yliksek bulunmustur. CD4+ T lenfositleri asisiz COVID-19 hastalarinda % 47.4
+8.37 ve asilt COVID-19 hastalarinda % 45.8 + 9.44 ile saglikli bireylerin CD4+ T
lenfosit yiizdelerine yakin degere sahip oldugu goriilmiistiir. CD8+ T lenfositleri asisiz
COVID-19 hastalarinda %25.9+9.95 ve asili COVID-19 hastalarinda %24.5 + 5.43 ile
saglikli bireylerle yapilan ¢alismaya gore yakin degerlere sahip oldugu goriilmiistiir.
Asisiz COVID-19 hastalarinda CD4/CD8 hiicre orani 2.1+ 0.8 ve asili COVID-19
hastalarinda CD4/CDS hiicre oran1 2.0+0.7 ile saglikl bireylerle yapilan ¢alismaya gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Bao ve arkadaslariin yaptig1 calismada COVID-19 hastaliginda  agir klinik tablo
sergileyen hastalarda dogal oOldiiricii hiicreler ve B lenfositlerinde azalma
goriilmiistiir, bu ¢alismada asili COVID-19 hastalarinin dogal oldiiriicii hiicreleri %
12.51(£7.83) ve B lenfositleri %9.61 (£2.78) ile asisiz COVID-19 hastalarinin CD16

+56 hiicre %6.77 (£3.78) ve CD19 hiicrelerine %5.18(+2.88) gére  istatiksel acgidan
daha yiiksek oldugunu gozlemledik (p<0.05).

Qin ve arkadaslarinin 452 COVID-19 hasta da yaptig1 calismada CD3+CD4+CD45RA
+40.7£13.3, CD3+CD4+CD45RO+ 59.3 £13.3 seklinde raporlanmistir.
Bellek T hiicreleri, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna veya  asilamaya karsi daha
hizl1 yanitlar tesvik edebilir ve notralize edici antikorlarin olusumunu arttirarak bu  tiir
capraz reaktif hiicreleri tasiyan bireylere fayda sagladigi bildirilmistir (Jarjour ve
ark., 2021). Bu c¢alismada ise asisiz  COVID-19 hastalarinda (n=15) CD3+CD4
+CD45RA+ T hiicreleri 33.8+10.99 asili COVID-19 hastalarinin (n=11) CD3+CD4
+CD45RA+ T hiicreleri 36.4+11.02 ile diisiik bulunmustur, iki hasta grubu arasinda
istatiksel acidan anlamli fark goriilmemistir (p>0.05).

Asisiz COVID-19 hastalarinda CD3+CD4+CD45RO+ T hiicreleri 52.4 +£9.87 ile
asili COVID-19 hastalarinin ~ CD3+CD4+CD45RO+ T hiicreleri 49.6+12.98 ile
yiksek bulunmustur, iki hasta grubu arasinda istatiksel agidan anlamh fark
gorilmemistir (p>0.05).

Asisiz COVID-19 hastalarinda CD3+CD8+CD45RA+ T hiicreleri 61.0£21.55 ile  asili
COVID-19 hastalarinda CD3+CD8+CD45RA+ T hiicreleri 51.2+14.3 ile yiiksek

52



bulunmustur, iki hasta grubu arasinda istatiksel ag¢idan anlamhi  fark
goriilmemistir(p>0.05).
Asili COVID-19 hastalarinda (n=13) CD3+CD8+CD45RO+ hiicreleri asisiz (n=10)

gruba gore istatiksel agidan anlaml yiiksek bulunmustur (p<0.05).

Ortiz ve arkadaglarinin yaptig1 calismaya gére SARS-COV-2 viriisiine ait 250 ng/mL S,
N ve 25 nM P protein ile kiiltiir edilen saglikli bireylerden alinan mononiikleer hiicre
proliferasyon yeteneginin diisiik oldugu goriilmiistiir (Ortiz ve ark., 2020). Bu ¢alismada
asisiz COVID-19 hastalarinin (n=6) CD-mix kiiltiirleri (17.7 +18.5) asili COVID-19
hastalarinin  (n=6) CD-mix mononiikleer hiicre kiiltlirlerinin (44.37 £20.57)
proliferasyonuna gore istatiksel agidan anlamli diisiikk bulunmaktadir (p<0,05). Asisiz
COVID-19 hastalarinin Peptivator ile uyarilmis kiiltiirleri (19.24 £25.2) asili COVID-19
hastalarinin Peptivator ile uyarilmis mononiikleer hiicre kiiltiirlerinin (37.63 £26.5)
proliferasyonuna gore daha diisiik goriildii, aralarinda istatiksel olarak anlamli fark

bulunmadi (p>0,05).

Qin ve arkadaslarinin 452 COVID-19 hastasinda yaptig1 ¢calismada regiilator T hiicreleri
4.1£1.2, naive regiilator T hiicreleri 1.0+0.5 olarak raporlanmistir. Bu ¢alismada elde
edilen verilere gore asisiz COVID-19 hastalarin  (n=4) US kiiltir edilen
CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator T hiicreleri 3.15 0.7 asili (n=5) COVID-19
hastalarmin US kiiltiirleri 4.59 +£2.48 ile daha diisiiktiir, iki hasta grubu arasinda istatiksel
acidan anlaml fark goriillmemistir(p>0.05). Asisiz COVID-19 hastalarin CD-mix kiiltiir
edilen CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator T hiicreleri yiizdeleri 6.73 £2.0 ile asili
COVID-19 hastalarin CD-mix kiiltiirlerine 8.9 +5.4 ile gore daha diisiiktiir, iki hasta
grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark goériilmemistir(p>0.05) Asisiz COVID-19
hastalarmin peptivatér uyarimh kiiltiir edilen CD3+CD4+CD25+FoxP3+ regiilator T
hiicrelerinin yiizdeleri 9.4+2.7 ile asii COVID-19 hastalarinin peptivatér uyarimli
kiiltiirleri 7.1 +£2.8 ile iki hasta grubu arasinda istatiksel ag¢idan anlamli fark

goriilmemistir(p>0.05)
Elde edilen verilere gore agsisiz COVID-19 hastalarmin  US kiiltiir edilen

CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicrelerinin yiizdeleri 1.71+0.9 ile asili
COVID-19 hastalarinin US kiiltiirlerinin hiicre yiizdeleri 2.27 +1.2 ‘den daha diisiik
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bulunmustur, aralarinda istatiksel agidan anlamli fark goriilmemistir (p>0,05). Asisiz
COVID-19 hastalarinin CD-mix ile kiiltiir edilen CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek
T hiicreleri 2,84 +1,4 ile asili COVID-19 hastalarinin CD-mix kiiltiirti 2,55 +2,16 ile
istatiksel agidan anlaml fark goriilmemistir (p>0,05). Asisiz COVID-19 hastalarinin
Peptivator ile kiiltiir edilen CD3+CD4+CD45RO+FoxP3+ bellek T hiicre ortalamasi
5,5342,8 ile asili COVID-19 hastalarinin Peptivator kiiltirti 4,13+2,16 ile istatiksel

olarak anlaml fark goriilmemistir (p>0,05).
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