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Baz1 Bor Bilesiklerinin Covid-19 Hiicre Girisinde Rolii Olan Transmembran
Serin Proteaz 2 (TMPRSS2) Uzerine Etkisinin Akciger Fibroblast

Hiicrelerinde Incelenmesi

Ogrencinin Adi: Serap Yildirak
Damismani: Prof. Dr. Mehmet Korkmaz

Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji

1.0ZET

Amac: Bor sitrat ve Bor malatin MRC-5 hiicre hatt1 {izerinde, Covid -19’un
hiicre girisinde 6nemli rolii olan TMPRSS2’ye olan ve anti-enflamatuvar yolak
tizerindeki etkilerinin incelenmesidir.

Gerec ve Yontem: Bor bilesiklerinin MRC-5 hiicre hattindaki sitotoksik etkisi
MTT yontemi ile ol¢lilmiistiir. Hiicreleri stimiile etmek i¢in TNF-a kullanilmis ve
RT-PCR ile gen ekpresyon diizeyleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen veriler Microsoft
Excel programi kullanilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: MTT analizinde kullanilan konstantrasyonlarin hi¢birinde, MRC-5
hiicrelerine, bor bilesiklerinin herhangi bir negatif veya toksik etkisi goriilmemistir.
Bor sitrat ve Bor malat TMPRSS?2, CatS, CatB IL-1f ve IL-1a gen seviyesini inhibe
etmistir. Bor malat ACE2’yi inhibe ederken, Bor sitrat ve bor malatin IL-6 ve NFxB-
pS0 gen ekpresyon seviyesini arttirdigit NFkB-p65, kB seviyesini azaltig1 goriildii.

Sonuclar: S protein aracilikli hiicre flizyonunun engellenmesinde bor malatin,
bor sitrata gore daha etkili olabilecegi anlagilmaktadir. Yeni ¢alismalar ile ACE2
inhibitoriiniin potansiyelinin degerlendirilmesi onerilir. Covid-19 pandemisi ile
miicadelede bor malat ve bor sitratin potansiyel ajanlar olabilecegi diisliniilm{istir.

Anahtar Kelimeler: Covid-19, Serin proteaz, Bor tiirevleri, anti-enflamatuvar

ajan



Investigation of the Effect of Some Boron Compounds on Transmembrane
Serine Protease 2 (TMPRSS2), Which Has a Role in Covid-19 Cell Entry, in
Lung Fibroblast Cells

Student's Name: Serap Yildirak
Adyvisor: Prof. Dr. Mehmet Korkmaz
Department: Medical Biology

2.ABSTRACT

Aim: To examine the effects of boron citrate and boron malate on the MRC-5
cell line, on TMPRSS2, which has an important role in cell entry of Covid -19, and
on the anti-inflammatory pathway.

Materials and Methods: Cytotoxic effects of boron compounds on MRC-5 cell
line were measured by MTT method. TNF-a was used to stimulate cells and gene
expression levels were measured by RT-PCR. The obtained data were evaluated
using Microsoft Excel program.

Results: There was no negative or toxic effect of boron compounds on MRC-5
cells in any of the concentrations used in the MTT analysis. Boron citrate and Bor
malate inhibited TMPRSS2, CatS, CatB IL-1f and IL-1a gene levels. Boron malate
inhibited ACE2, boron citrate and boron malate increased IL-6 and NFkB-p50 gene
expression levels and decreased NFkB-p65, kB levels.

Conslusions: It is understood that boron malate may be more effective than
boron citrate in inhibiting S protein-mediated cell fusion. It is recommended to
evaluate the potential of the ACE2 inhibitor with new studies. Boron malate and
boron citrate were thought to be potential agents in the fight against the Covid-19
pandemic.

Keywords: Covid-19, Serine protease, Boron derivatives, anti-inflammatory

agent



3.GIRIS ve AMAC

Covid-19 hastaligr pandemi ilan edilmis ve sebebinin SARS-Cov-2 viriisii
oldugu tespit edilmis ciddi bir hastaliktir (Hirano & Murakami, 2020). As1
caligmalarinin devam etmesiyle birlikte heniiz kesin bir tedavi ortaya
konulamamistir. Ayrica SARS-Cov-2 mutasyona ugramis ve ugramaya devam
etmektedir (Shi et al., 2020). Bu nedenle viriisiin hiicre i¢ine girisini ve/veya hiicre
icine girdikten sonra ortaya cikardigi etkileri ortadan kaldiracak ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Bor bilesenlerinin bazilarinin anti enflamatuvar ve immiinmadiilator
ozelliklerinin yansira serin proteaz inhibitorii oldugu da bilinmektedir (Hunt, 1998;
Naghii et al., 2011).

Calismamizda, SARS-Cov-2 hiicreye girisindeki roliinii saptamak i¢in bor
bilesiklerinin serin proteazlar ile enflamatuvar yolak ve belirtecleri {izerine etkisi iki
basamakta incelenmistir. Bu amagla, sentetik bor bileseni olan bor sitrat ve bor malat
tuzlarinin akciger fibroblast hiicre hattt olan MRC-5 iizerinde TMPRSS?2,
Anjiyotensin doniistiirlicii enzim 2 [ACE2], niikleer faktor kabba B [NF«kB], kabba
B kinaz [IkB], Cathepsin S [CATS], Cathepsin B [CATB], interlokin 18 [IL-1pB],
interlokin la [IL-la], interlokin 6 [IL-6] gen ekspresyonlarina etkisi RT-PCR

yontemi ile degerlendirilmistir.



4.GENEL BILGILER

4.1 KORONAVIRUS AILESIi ve HASTALIKLAR

Coronaviridae olarak adlandirilan koronaviriis ailesi iki alt aile, 5 cins, 23 alt
cins ve yaklasik 40 tiirden olugmaktadir. Orthocoronavirinae alt ailesine ait olan
Koronaviriisler [CoV’lar]; Alfacoronavirus [a-CoV], Betacoronavirus [B-CoV],
Gammacoronavirus [y-CoV] ve Deltacoronavirus [6-CoV] olmak {izere dort cinstir
(H. Li et al., 2020). Letovirinae ikinci alt ailedir ve iiyesi Alphaletovirustiir
(Https://talk.ictvonline.org/taxonomy, 2022). Koronaviriis alt ailesi ve iiyeleri Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1:Koronaviriis Ailesi

Orthocoronavirinae Alphacoronavirus

Betacoronavirus

Deltacoronavirus

Gammacoronavirus

Letovirinae Alphaletovirus

Coronaviridae

Koronaviriis ailesi 2 alt aile 5 cinsten olugsmaktadir.

Koronaviriis ailesi baglangicta kus, yarasa, fare, tavuk, domuz, sigir ve ineklerde
enfeksiyona sebep olurken bu konaklardan farkli hayvanlara ve insanlara ge¢mistir.
a-CoV ve B-CoV sadece memelileri enfekte ederken, y-CoV ve 6-CoV ¢ogunlukla
kuslar1 enfekte etmistir. Insanlar1 enfekte ettigi bilinen 7 adet koronaviriis tablo 2’de

gosterilmistir.



Tablo 2: insanlar1 Enfekte Eden Koronaviriisler

Insan koronaviriisii 229E [HCoV-229E]

Insan koronaviriisii OC43 [HCoV-OC43]

SARS-CoV

Insan koronaviriisit NL63 [HCoV-NL63, Haven koronaviriisii]

Insan koronaviriisii [HKU1]

MERS koronaviriisii [MERS-CoV]

Yeni koronaviriis [COVID-19]

Koronaviriis ilk defa 1937°de tavuklarda infeksiydz bronsitis [IBV] etkeni
olarak saptanmis ve izole edilmistir. 1960’larda soguk alginlig1 olan bir hastadan
nazal siiriintii ile alinip kiiltiire edilen virtise B814 ad1 verilmistir. Yeni viriisiin IBV
HCoV-229E ile aym ozellikte olup diger solunum yolu viriisleriyle benzerlik
gostermedigi tespit edilmistir. (Almeida & Tyrrell, 1967; Tyrrell & Bynoe, 1965).
Bugiin insanlar1 enfekte ettigi bilinen 7 adet koronaviriis bulunmaktadir. Bunlardan
HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, HCoV-HKU1 hafif-orta solunum yolu
semptomlarina neden olan diisiik patojeniteye sahip viriislerdir. Siddetli Akut
Solunum Yolu Sendromu [SARS CoV], Orta Dogu Solunum Yetmezligi Sendromu
[MERS-CoV] ve Siddetli Akut Solunum Yolu Sendromu -2 [SARS-CoV-2] ise ciddi
solunum yolu enfeksiyonlarina yol agarak 6liime sebep olabilen B-CoV ailesine ait

viriislerdir (Fehr & Perlman, 2015).

4.1.1 SARS-CoV

2002 yilinda siddetli akut solunum yolu sendromuna sebep olan viriis ilk olarak
Cin’de bildirilmis ve SARS-CoV olarak adlandirilmistir. Hastaligin ilk kaynaginin
vahsi hayvan satis1 gergeklestirilen pazarlardaki misk kedisi (Paguma Larvata)
oldugu diisiiniilmiistiir. Yarasalarin bir¢ok enfeksiyona kaynaklik ettigi diistintilerek
yapilan calismalarda ise Rhinolopuis yarasalarinda saptanan bat SARS-like
koronaviriis [bat-SL-CoVZC45]’tin SARS-CoV ile %92 oranda genom benzerligi
gosterdigi tespit edilmistir. Hayvandan insana ve damlacik yolu ile insandan insana
bulagsan SARS-CoV’un inkiibasyon siiresi 4-6 giin olup ve % 9-10.8’lik 6liim oranina

ulagmustir (H. Li et al., 2020; Mirae Park et al., 2020; L. F. Wang & Eaton, 2007).



4.1.2 MERS-CoV

Orta Doguda ortaya ¢ikarak solunum yetmezIligi sendromuna sebep olan viriis
MERS-CoV olarak adlandirilmistir. Ilk olarak 2012 yilinda Suudi Arabistan’da
ortaya ¢ikmis 2019’a kadar devam ederek 861 kisinin 6liimiine neden olmustur.
Vakalarin ¢ogunlugu Arap yarimadasinda goriilmiis ve tek horgiiclii deve tiirlerinin
rezervuar oldugu tespit edilmistir (Alagaili et al., 2014). MERS, SARS’a gore daha
agir ilerlemis ve ¢oklu organ yetmezligi gibi ciddi semptomlara sebep olmustur.

Oliim oran1 %35-40 olarak tespit edilmistir (Perlman & Netland, 2009).

4.2 SARS-CoV-2

Cin Wuhan Sehrinde 26 Aralik 2019°da 41 yasinda bir erkek ates, solunum
zorlugu, kuru Oksiiriik ve halsizlik sikayetleri ile hastaneye bagvurmus ve ilk etapta
hastaliga neden olan etken saptanamamistir. Yapilan arastirmada hastanin yabani
hayvan satig1 da yapilan et {iriinleri marketinde calistig1 6grenilmistir. Ayni zaman
araliginda sebebi bilinmeyen akut solunum yolu enfeksiyonlarinda hizli bir artis
goriilmiistiir. Diinya Saglk Orgiiti [DSO] 7 Ocak 2020 tarihinde yeni bir
koronaviriis tiiriiniin ortaya ¢iktigini agiklamistir. Genomik acik okuma gercevesi lab
[ORF1ab] icinde yedi kotunmus alanin aminoasit sekanslar1 Sars-CoV ile %94,6
0zdes olan bu yeni etkenin (Shi et al., 2020) yeni bir koronaviriis oldugu gdsterilmis
ve SARS-CoV-2 olarak adlandirilmistir.(F. Wu et al., 2020) SARS-CoV-2"nin sebep
oldugu hastalik ise Covid-19 olarak adlandirilmis ve kisa siirede tiim diinyaya

yayilmasinin ardindan 11 Mart 2020’de DSO tarafindan pandemi ilan edilmistir.

Yeni koronaviriisiin diger koronaviriislerle benzerligi ve kokenini anlamak tlizere
hizla ¢aligmalar yapilmistir. Yapilan genetik analizler ile yeni koronaviriisiin SARS
CoV ile %79, MERS CoV ile %51 ve bat-SL-CoVZC45 ile %87,6-%89 oraninda
niikleotid benzerligi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica hiicre girisinde ortak
kullanilan proteinler oldugu tespit edilmistir. Spike [S] protein gen analizinde ise
CoV tiirleri ile %82,3 ve SARS-CoV ile %77,2 oraninda benzer oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yeni koronaviriisiin SARS-CoV ile benzer sekilde Anjiyotensin

dontstiiriici enzim 2 [ACE-2] reseptoriine baglandigi ve N-terminal aminoasit



diziliminin daha cok SARS-CoV ile benzerlik gosterdigi saptanmistir (Chan et al.,
2020; S. E. Park, 2020; F. Wu et al., 2020).

4.2.1 Genom ve Yapisi

Yiizeyinde c¢ubuk seklinde uzantilara sahip olan viriis latince kokenli
koronaviriis (tach viriis) adin1 almistir. Cap1 80-120 cm arasindadir ve sferik veya
polimorfik sekilde olabilir, yapist Sekil 1 A’da sematize edilmistir. Koronaviriis 26,2-
31,7 kb’lik tek zincirli, pozitif polariteli riboniikleik asit [RNA] genomu ile viriis
aileleri i¢inde en biiyik RNA genomuna sahip ailedir. Genomu Sekil 1B’de
gosterilmistir. Genom biiyiikliigiinden dolay1 konak¢i bagimliligi diistiik olsa da
pozitif polariteye sahip olmasi ile konak tarafindan direkt kalip olarak
kullanilabilmektedir (Fung & Liu, 2019).

6 ile 10 genden olusan genom yapisal ve yapisal olmayan proteinleri kodlar.
CoV’in genomunun iigte birini olusturan ORF bdlgelerinde dort ana yapisal protein
kodlanmaktadir. Bunlar; spike (S) proteini, envelope-zarf (E) proteini, membran (M)
proteini ve nucleocapsid (N) proteini seklindedir (Sekill). Baz tiirlerde 4 yapisal
proteine ek olarak, viriise 6zgii HE (Hemagliitinin esteraz) proteini, 3a/b proteini,
4a/b proteini gibi yapisal ve aksesuar proteinler de kodlanmaktadir (Perlman &
Netland, 2009; Song et al., 2019). Yapisal ve yapisal olmayan proteinler ile gorevleri
Tablo 3 de gosterilmistir.

4(E) Ja 8

S'UTR ORE2SH3a HH 5 ov) HEH I Hob (N) - 3'UTR
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Sekil 1 A. Sars-Cov-2 Hiicre Yapisi Spike (S) proteini, envelope-zarf (E)
proteini, membran (M) proteini ve nucleocapsid (N) proteini B. Sars-Cov-2
Genomu Acik okuma ¢erceveleri (ORF1a, 1b) ile yapisal-yapisal olmayan
proteinleri kodlayan alanlar (Https://Talk.Ictvonline.Org/Taxonomy, 2022)



N proteini niikleokapsidi olusturur ve ana proteindir. Yapisal olarak tiim ailede
benzerdir. Viral RNA’y1 riboniikleoprotein [RNP] komleksine paketlemede ve RNA
genomuna baglanmada islev goriir. Bazi tiirlerde N proteini ekpresyonu ile viriis
benzeri partikiillerin iiretimi artmaktadir (Ulasli et al., 2010). SARS-CoV-2 ile
enfekte olan kisilerde N proteine kars1 antikorlar tespit edilmistir (X. Liu et al., 2004).

Spike (S) protein koronaviriise tag yapisini kazandiran proteindir. Konakgiya
baglanma ve hiicre fiizyonunda rol oynar (X. Liu et al., 2004). Glikoprotein yapida
olup S1 (reseptore baglanan subunit) ve S2 (membran fiizyon subuniti) olmak iizere
2 alt iiniteden olusur (Cheng et al., 2007). N terminalde bulunan S1 alt birimi ACE-
2’ye baglanmaya aracilik ederken, C-terminal S2 alani ile viriis-konak¢t membran
fiizyonu desteklenir (Hofmann & Poéhlmann, 2004). S proteinin hiicre iizerindeki
hedef reseptorlere baglanmasiyla viral enfeksiyon gerceklesir. SARS-CoV reseptor
olarak ACE2’yi kullanirken MERS-CoV dipeptidil peptidaz-4 [DPP-4]’ii reseptor
olarak kullanmaktadir (Fung & Liu, 2019). Fakat S proteinin reseptore
baglanabilmesi i¢in Oncelikle argininler R667 ve R797 de bulunan alanlardan
kesilme gereklidir. Kesilme islemi hiicresel serin proteazlar tarafindan
gerceklestirilir. Covid-19 hiicre flizyonu sirasinda spike (S) proteinin alt birimi olan
S1’in hiicre membran reseptdriine baglanmasina ve hiicredeki proteazlar tarafindan
islenerek S1/S2 klivajina ihtiya¢ duyar. S proteinin proteazlar tarafindan islenmesi
virlisin hiicreye girisinde kritik rol oynar. TMPRSS2 (Glowacka et al., 2011;
Matsuyama et al., 2010) ve CatB/L (Simmons et al., 2005) serin proteazlarinin bu
klivaj1 gerceklestiren molekiiller oldugu bildirilmistir. Katepsin L [Cat L], Katepsin
B [Cat B], tripsin, elastaz, transmembran serin proteazlar (TMPRSS) ve faktor Xa
boliinme islemini gerceklestiren molekiillerdir. Hoffmann et al. 293T hiicreleri
(TMPRSS-) ve Caco-2 (TMPRSS+) hiicre hatlarinda SARS-CoV-2 viriis
enfeksiyonu arastirmislardir. Sonug olarak TMPRSS- hiicrelerde amoniyum klorid
(CatB/L bloker) ile muamele sonrast SARS-CoV-2 hiicre girisisin bloke oldugunu
tespit edilmistir (Hoffmann et al., 2020) . Iwata-Yoshikawa ve ark. Yaptig1 ¢calismada
TMPRSS2 yetmezligi olan farelerin akcigerinde viral kinetik zayiflamasi
gozlemlenmis ve TMPRSS2 knockout farelerde ise inflamatuar kemokin ve/veya
sitokin cevabin zayifladigint kanitlanmistir (Iwata-Yoshikawa et al., 2019). Elde
edilen bu sonuglar SARS-CoV-2’nin serin proteaz olarak TMPRRS2 ve CatB/L

kullandigini1 géstermistir.



Tablo 3 : Yapisal Olmayan ve Yapisal Koronaviriis Proteinlerin Gorevleri
(Memikoglu & Geng, 2020)

Yapisal Olmayan Protein  Gorevi
nsol hiicresel mRNA degredasyonu
p IFN sinyalinin inhibisyonu
nsp2 Bilinmiyor
nsp3 Konagin dogal bagisiklik sistemin baskilanmasi
p sitokin ekpresyonunun artis1
nsp4 membranda vezikiil olusumu
nsp5 IFN sinyalizasyonunun inhibisyonu
nspb otofagozom biiyiimesinin siirlanmasi
nsp7 nsp8 ve nspl2 ile kofaktor
nsp8 nsp7 ve nspl2 ile kofaktor
nsp9 Dimerizasyon ve RNA baglanmasi
nspl0 nspl4 ve nsp16 icin destek proteini
nspll Bilinmiyor
nspl2 RNA bagimli RNA polimeraz
nspl3 RNA hlikaz, 5'trifosfataz
nspl4 Ekzoriboniikleaz, N7metiltransferaz
nspl5 Endoriboniikleaz
— 2'-O-Mtase: MDAS tanimasindan kagmak,
p Dogal bagisikligin olumsuz yonde etkilenmesi
Yapisal Protein Gorevi
Konak Hiicrede Reseptore baglanma
S Proteini Membran Fiizyonu
Konak hiicre tropizminin blirlenmesi
ACE?2 rseptoriine baglanmasi
Viriyonun sekillenmesi
Viriis saliimi
. Niikleokapsit proteininin stabilizasyonu
M Proteini niikleokapsit-RNA kompleksi olusumuve devaminin
saglanmasi
IFN-beta yolagimin aktivasyonu
E proteini V.1r"al parcalarin biraya getirilmesi
viriis saliimi
Viriyonun Skillenmesi
N proteini viriis salinimi
IFN antagonisti
Heme'lg.lutmln Esteraz Sialik asit iceren reseptorlere tutunma
proteini




Viral zarfin sekillenmesinde goérevli M proteini hiicre zarinda yeni viral
partikiillerin olusumunu saglayarak viriisiin salinimini yonetir. Toll-like reseptor
bagimli mekanizma ile interferon beta [IFN-beta] yolagini aktive eder. Fiizyon
sirasinda konak hiicrenin membran proteinlerini viral zarftan uzak tutarak viriisiin
biitiinlesmesine destek olmaktadir.

Viral patogenezde gorevli transmembran E proteini boyut olarak CoV’un en
kiiciik bilesenidir. E proteini viriis ¢cogalmasi ve olgunlagsmasinda gorevlidir. Kii¢lik
bir kism1 virion zarfina dahil olurken biiylik kismi virlis parcalarinin bir araya
getirilmesinde rol oynar (Fak et al., 2020). Endoplazmik retikulum ve golgi arasi
bolgede veya bunlarin iizerlerinde bulunan, virionlarin serbest kaldigi hidrofobik

transmebran bolge icermektedir (Ulasli et al., 2010).

4.2.2 Hiicreye Giris ve Patogenez

Sars-CoV-2’nin konake1 hiicredeki hayat dongiisii baglanma adimai ile baslayip
sirastyla penetrasyon, biyosentez, olgunlagsma ve salinim ile devam eder. Hiicreye
giriste gorevli S proteinleri diger viriislere kiyasla bir¢ok farkli proteaz tarafindan
aktive edilmektedir. Katepsin L, tripsin, elastaz, TMPRSS ve faktor Xa boliinme
islemini gerceklestiren molekiillerdir.

Sars-Cov-2 ACE2 ve TMPRSS2’yi kullanarak endositoz ile hiicreye girer ve
penetrasyon ger¢eklesmis olur. Yasam donglisii sirastyla biyosentez, olgunlagma ve
salinim ile devam eder.

Konak hiicrede yer alan Tip 2 Transmembran Serin Proteaz [TMPRSS2],
anjiotensin doniistiiriicii enzim-2 [ACE-2] reseptoriinii boler ve ACE-2 ile etkilesime
gecen S proteini hiicreye baglanir ardindan endositoz ve membran fiizyonu yolu ile
penetrasyon gerceklesir. Spike proteinin S1 bolgesi igerisinde yer alan reseptor
baglanma domaini [RBD], SARS-CoV ve SARS-CoV-2‘de S1 bolgesi C
terminalinde bulunmaktadir. Hiicreye girisi tamamlanan virlisin RNA’s1
replikasyon icin konake¢1r niikleusuna gider. Virlis mesajc1 riboniikleik asit
[MRNA]’s1 viral proteinlerin sentezi i¢in kullanilir ve olgunlasan viriisiin salinimi
gerceklesir. SARS-CoV-2 yasam donglisli semasi sekil 2’de yer almaktadir. Sekil
2’de ayrica Sars-Cov-2 virion salinimini engelleyecek anti ajanlar ve etki edecekleri

basamaklar gosterilmistir.
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Serin proteaz ailesinin bir iiyesi olan transmembran Serin Proteazlar [TMPRSS]
solunum yolu epitel hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilir bundan dolay1 olas1 viriis-
hiicre baglantilar1 i¢in uygun konumdadir. TMPRSS, SARS-CoV-2 S proteinini
birden fazla boliinme alanindan keserek aktive ettigi boylece katepsin bagimsiz hiicre
girigine izin verdigi gosterilmistir.

Baglanma ve Tip 2 Pnémosit Hiicresine Giris

« Sanjiyotensin donistirich enzim 2 'yi badlar.

— J \ _ *  Konak serin proteaz TMPRS52 viral 5'yi parcalar,
virus ve konak hiicre zarlaninin birlegimine izin verir.

|
ru

: TMPRSS 2 Onleyici | {7
.EI"IdOSltOZ ~ o~ Camostat mesilat ﬁ‘ =
; f ;"F "-. Vezikiil ve virion -
=P eS| | birlesimi I

Viral Fiizyon/Birlesim Onleyici
Klorokin, Hidroksiklorokin
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, Flzyon Translasyon

Yapisal olmayan
poliproteinler
Protecliz . 2
RMNA'ya bagimli RNA polimeraz
(RdRF) llereplikasyon Anti-Viral RARP Onleyici
——— Remdesivir, Favipiravir
e v [ P
Viral proteinler ve RNA, Golgi‘'de I Diger Onleyici [
~._ yeni bir virioon i¢cinde toplanir e I Lopinavir-ritonavir Jf"l
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y i \ RT-PCR %
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Sekil 2 SARS-CoV-2 Yasam Dongiisii
(https://www.drozdogan.com/search.php?g=covid)

Covid-19 hasta oraninda erkek-kadin orani birbirine yakin olsa da erkek hastalar
daha agir gecirmekte ve yogun bakim ihtiyaci daha fazla olmaktadir. Bu durumun
ortaya ¢cikmasinda TMPRSS2 gen promotoriiniin 15 bplik androjen yanit elementine
sahip olmas1 dolayisiyla androjen reseptorii araciligiyla upregiile edilmesinin pay1
oldugu diistiniilmektedir (Ragia & Manolopoulos, 2020).

Covid-19’un hiicreye girisinde etken olabilecegi belirtilen ikinci proteaz CatB
lizozomal proteazdir (Hoffmann et al., 2020). CatB over expresyonu bircok malignite
(beyin, akciger, prostat, gégiis ve kolorektal) ile iliskilendirilmistir. Bu yiizden CatB
kanser tedavisi i¢in bir¢ok calismada hedeflenmistir (Gondi, 2013).

Hiicreye giriste kullanilan serin proteaz ile reseptorler virlisler arasinda
degiskenlik gosterirken SARS-CoV ve SARS-CoV-2 genellikle aynt molekiilleri

kullanmaktadir. o koronaviriis ailesinin bir¢ok iiyesi aminopeptidaz N [APN]
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reseptoriinii, MERS-CoV viriisii dipeptidil peptidaz 4 [DPP4] isimli reseptorii,
SARS-CoV ve SARS-CoV-2 ACE-2’yi kullanarak konakgry1 enfekte etmektedir.
(De Wit et al., 2016; Hoffmann et al., 2020; Satija & Lal, 2007)

Renin-Anjiyotensin sisteminde [RAS] denge, zit gérev yapan ACE ve ACE-2
hormonlarinin viicuttaki orani ile saglanir. ACE’nin viicuttaki etkileri inflamasyonun
uyarilmasi, vazokontriiksiyon, fibrozis seklindedir ve durum akcigerlerde akut
solunum yolu sendromu sikintis1 (Acute respiratory distress syndrome [ARDS])’ye
dogru ilerlemektedir. ACE-2 ise Anjiotensin 2 [ang-2]’yi Anjiotensin 1-7 [Ang 1-
7]’ye doniistiirerek kan basincinda diisiis, vazodilatasyon ve inflamasyonda azalma
ile ACE’ye tam ters etkiler gosterir. ACE-2 reseptorleri ekspresyonu yiiksek
miktarda akciger, kalp, ileum, bobrek ve mesanede gerceklesmektedir. Akcigerlerde
ise en fazla tip 2 alveolar epitelyal hiicrelerde eksprese edilmektedir (M. Li et al.,
2020).

ACE-2’nin SARS-CoV-2 viral penetrasyonunun gerceklesmesinin ardindan
gerceklesen negatif feedback dongiisii ile ACE-2 gen ekspresyonunun down regiile
oldugu bildirilmistir (Kuba et al., 2005). ACE-2’nin azalmasimi takiben Ang-2
seviyesi artmaktadir. Ang-2 reseptorine [AGTRI1A] baglanan anjiyotensin,
pulmoner vaskiiler gecirgenligi arttirir ve SARS-CoV-2’ye patojenik 06zellik
kazandirir sonug olarak akciger yetmezligi tablosu siddetlenir (Nicholls & Peiris,
2005). Anjiotensin reseptor inhibitorlerinin kullanimi ile ACE-2"nin upregiile olarak
SARS-CoV-2’ye kars1 artmis duyarliliga neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Fosbgl
et al., 2020; Mancia et al., 2020).

ARDS ile bagisiklik hiicreleri ve diger hiicreler biliyiilk miktarlarda
proinflamatuar sitokin salgilar ve “sitokin firtinalar1” meydana gelir. Oliimciil
olabilen sitokin firtinalarinin genel oOzelligi: ates, solunum zorlulugu, C-reaktif
protein [CRP], ferritin, interlokin 6 [IL-6], ile diger inflamatuar gostergelerin
yiiksekligidir. Niikleer faktor kabba B [NF-kB] yolaginin hiper aktivasyonu araciligi
ile interlokin-6 [IL-6], timor nekroz faktor-alfa [TNFa] ve kemokinler dahil olmak
tizere c¢esitli pro-inflamatuar sitokinlerin indiiklenmesine yol agmaktadir. Daha sonra
makrofaj ve nétrofillerin aktivasyonunu takiben hizla akciger dokularina gog¢ ortaya
cikar. SARS-CoV-2’nin hiicreye girisi ve sitokin firtinasinin olusumu sekil 3’te
sematize edilmistir. Covid-19 hastalarinda interlokin 1B [IL-1/], interlokin 7 [IL-7],
interlokin 8 [IL-8], interlokin 9 [IL-9], interlokin 10 [IL-10] IFN-gamma, Monosit

Kemoatraktan Protein 1 [MCP-1] gibi sitokin ve kemokinlerin de miktar1 artmis
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durumdadir (Atak yiicel, 2020; Huang et al., 2020; Shi et al., 2020). Sitokin
firtinasinda miktar artan bu molekiillerin biyolojik etkileri tablo 4’te gosterilmistir.
Sars-CoV-2, T lenfositleri enfekte ederek lenfopeniye neden olur inflamatuar cevap
lenfosit apoptozisini arttirir (Fosbgl et al., 2020; Mancia et al., 2020).

Hem IL 1a hem de IL-1f reseptore baglandiktan sonra NF-kB yolag: {izerinden
inflamatuar sitokin ve endotelyal hiicrelerden TNF-a salinimini indiikler. IL-1
salinimi; ates, hiperferritinemi, vazodilatasyon, hemotopoezin baskilanmasi yani sira
sitokinler, akut faz proteinleri, adhezyon molekiilleri ve kemokinlerin salinimina
neden olur (Memikoglu & Geng, 2020). IL 1« inhibitorleri inflamasyonu durdurmak
i¢cin kullanilmaktadir. IL 1« ile NF-kB pozitif feedback dongiisii ile karsilikli olarak

indiikleyici gorev alirlar. IL-1p hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve apoptozda rol

oynar.

Tablo 4: Sitokin Firtinasinda Yer Alan Sitokinler ve Biyolojik Etkileri

IL-1 IL-& IL-10 IL-18 THNFa IFNy
-Ates -Ates -T hiieve ~Hepatik hiasar ~Ates -Ates
-Hip erferrifmemni -Anemi akiivasyonn -INEK hiicre -Kaseka -Hemof agositoz
-Sitokin K emokin -AFR artim baskalanman aktivasyonn -Hematop oezin -Hem atopoezin
salmum =T hitcre akovasyonu -Sitokin basklanman bagalanman baskalanman
-AFR arnm -Hip ertrigliseritemi salmun -Hipertrighiseritemi -Makrofa)
-Vazodilatasvon -Kardivomivopai bagalanman -NE hiicre akiivasvonu
-Hematop oezin -Kompleman -Hemof agositoz aktivasyonn -Hipoalbiininemi
basalanmasn aktivagyonu basklanman bagkilanmaz -T hiicre
-Adhezyon -Bhiicre -linimiin -Hip of ib it o e emmi aktivasyoii
molekiil salmuny prolif erasvonu ve vanim -Hipoalbiiminemi ~Yavgm damar i1
farkblasman dirzenlenmes -Transaminaz arts prhnlasma
~Yavgm damar 101
pilinlasima

gosterilmistir. (Memikoglu & Geng, 2020)

13

Sitokin firtinasinda yer alan sitokinlerin olusturdugu biyolojik

etkiler tabloda
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Sekil 3 : SARS-CoV-2 ve Sitokin Firtinasi: SARS-Cov-2’nin hiicreye girisi
sonrasinda bagisikhk sistemi cevabi olarak sitokin firtinasinin olusumu
sematize edilmistir. (https://www.drozdogan.com/search.php?q=covid)

4.2.3 Epidemiyoloji

26 Aralik 2019’da Cin Wuhan Sehrinde 41 yasinda bir erkek ates, solunum
zorlugu, kuru oksiiriik ve halsizlik sikayetleri ile hastaneye bagvurmus ve ilk etapta
hastaliga neden olan etken saptanamamistir. Artan solunum yolu enfeksiyonlarinin
dikkat cekici sekilde artis1 ve sebebi bilinmeyen akut solunum yolu sendromlarinin
arastiritlmasi ile yeni bir etken olarak SARS-CoV-2 tespit edilmistir (F. Wu et al.,
2020). DSO tarafindan 7 Ocak 2020 tarihinde yeni bir koronaviriis tiirii (novel
koronaviriis 2019-nCov) ortaya ¢iktigin1 agiklamistir. Yapilan aragtirmada ilk
vakanin yabani hayvan satisi1 da yapilan et {irlinleri marketinde calistig1 6grenilmis
SARS-CoV’a benzer sekilde SARS-CoV-2'nin de canli-yabani hayvan satisinin
yapildig1 marketle baglantili olarak viriisiin ortaya ¢iktig1 diistiniilmiistiir (X. Li et
al., 2020).

Wuhan canli hayvan pazari ile iligkilendirilmesine ragmen etkenin kaynaginin
kesin olarak belirlenmesine yonelik bircok yabani hayvani kapsayan arastirmalarin
sonucunda yeni etkenin bat-CoV ile %92,86 ve pangolin-CoV ile %90 benzerlik
tagidig1 goriilmiistiir (M. Li et al., 2020). Bu sonuglar degerlendirildiginde etkenin

tastyic1 vektor olan yarasa ile pangolinden insana gectigi sanilmaktadir. Covid-19
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salgint 30 Ocak’ta “uluslararast boyutta halk saghigi acil durumu” seklinde
simiflandirilmig, 113 iilkede vakalarin goriilmesi, yayilimi ve siddeti sebebiyle 11
Mart’ta pandemi (kiiresel salgin) olarak ilan edilmistir.

Tiirkiye’de goriilen ilk vaka da 11 Mart olarak kaydedilmistir (T.C. Saghk
Bakanlig1, 2020). Tiim diinyada alinan tedbirlere ragmen hizla yayilan Covid-19 30
Kasim 2022 tarihine kadar Tiirkiye’de hastalig1 16,9 milyon Konfirme vaka ve 101
bin 6liime sebep olmustur. Saptanan vakalar degerlendirildiginde hastaligin tiim yas
gruplarin etkiledigini fakat en ¢ok etkilenen grubun 30 yas iizeri olup ileri yaslar ve
kronik hastaliklarin etkisiyle hastaligin daha agir ge¢irildigi bildirilmistir. Cocuk ve
genclerde ise vakalar asemptomatik ve diisiik enfeksiyon oraniyla ilerledigi
bildirilmistir. Sars-CoV-2 birden fazla mutasyon ge¢irmis ve halen ge¢irmeye devam

etmektedir. Mutasyonlar, hastaligin bulasicilik ve seyrini etkilemistir.

4.2.4 Bulasma- Vaka fatalite hiz

Temel kaynaginin yarasa oldugu diisiiniilen Sars-CoV-2 zoonotik bir ajan olup,
insanlar1 ve hayvanlar1 birlikte enfekte edebilmektedir. Solunum yollarindan
damlacik yoluyla insandan insana ve kontamine yiizeylere temas yoluyla
bulagsmaktadir. Viriisiin havada aktif olarak 3 saat, plastik-metal yiizeylerde ise
yaklasik 72 saat canli kaldig1 bildirilmistir (Hammett, 2020; H. Li et al., 2020). Diger
taraftan hasta gevrelerinden alinan hava 6rneklerinin incelendigi ¢alismada viriise
rastlanmamistir (Faridi et al., 2020). Sars-CoV-2 ilk olarak solunum
sekresyonlarinda izole edilmis daha sonra viriis RNA’s1 nazofarengeal siiriintiide,
idrarda, digkida, serumda ve tiikiiriikte gosterilmistir (S. E. Park, 2020).

Yapilan caligmalarla inkiibasyon siiresinin ortalama 5,2 giin oldugu ortaya
konmustur. Ust solunum yollarindaki viral yiikiin hastaligin ilerleyen evrelerine
kiyasla erken doneminde daha fazla oldugu tespit edilmistir. Semptomatik kisiler
disinda asemptomatik ve pre-semptomatik kisiler de solunum yollarinda viriis
tagidiklarindan bulastiric1 kabul edilmektedir. Semptomlar gelismeden 1-3 giin 6nce
pre-semptomatik kisilerden bulasma gerceklestigi tespit edilmis ve Cin’de
asemptomatik kisilerin bulastiricilik oram1 %12,6 olarak belirlenmistir (Du et al.,

2020; Q. Li et al., 2020).
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Sekil 4 : COVID-19 infeksiyonu sirasinda viral yiik dagilimi ve PCR testlerinin
pozitifligi arasindaki iliski (Bozkurt & Keles, 2021)
Viral dokiilmeler COVID-19 semptomlarinin ¢ikis déneminde pik yapmakta ve

7-14. Giinlerde diisiise gegmektedir. Nadir de olsa 14. Glinden sonra agir vakalarda
nazofarengeal siiriintii ve diski 6rneklerinde viral atilimin devam ettigi saptanmistir
(T.C. Saglik Bakanligi, 2020). Viral yiik ile semptomatik donem arasindaki iligki
sekil 4’te gosterilmistir. Cok merkezli olarak yliriitiilen ¢alismada, Agir hastalarda
nazofarengeal siiriintli ve digki Orneklerinde 37. Giine kadar viral yiik tespit
edilebilmis ve en uzun viral atilim siiresi 37 giin ortalama viral atilim siiresi 20 giin
olarak saptanmistir. Solunum yollarindan saptanan viral yikiin, hastaligin ilk
evrelerinde, ilerleyen evrelere kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir. Hastaligin agir
seyrettigi vakalarda viral yiik 60 kat daha fazladir. Viral dokiilmenin baglamasinin
ardindan 20 giin igerisinde O6liimle sonuglanan vakalarda viral dokiilmenin sona
erdigi tespit edilmistir (Zhou et al., 2020).

Hastaligin bulagtirma katsayis1 olarak tanimlanan RO [Basic reproduction
number, hastaligin bulastirma katsayisi] bulasmada onemli bir faktordir. 12
caligmali meta analizde Sars-CoV-2 i¢in R0’1n 1,44-6,49 arasinda degisken oldugu
sonucuna ulasilmistir (Y. Liu et al., 2020). Tiirkiye de ise RO degeri pandeminin
basinda 9,6 iken 45. Giinde 1.30 seklinde hesaplanmistir (Bulut & Kato, 2020). Bulas
oraninin azaltilmasi i¢in “maske, mesafe, hijyen” liclemesi ile 2 metre sosyal mesafe,
maske kullanimi1 ve el hijyeninin 6nemi siirekli olarak vurgulanmistir. Yurtdisi
seyahatleri sonrasi ve pozitif kisilerle temas sonrasi karantina uygulamasi
yapilmistir. Vaka fatalite hiz1 test sayisi, asemptomatik vakalarin yakalanabilmesi,
kronik hastalig1 olan popiilasyon ile yaslt niifus yogunlugu gibi parametrelere bagh

olarak degistiginden iilkeler arasinda farkliliklar gostermektedir. Tiirkiye’de vaka
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fatalite hiz1 %2 civarindadir ve bu oranla Avrupa ve Amerika ortalamasinin altindadir
(Bulut & Kato, 2020).

Hastaligin mortalitesi yas ile artmaktadir. Tiirkiye’de mortalite oran1 May1s 2020
itibariyle Saglik Bakanligi tarafindan %2,6 olarak bildirilmistir. Toplam vaka
sayisindan kadin erkek orani esit olsa bile yogun bakim ihtiyaci ile 6liim oraninin
erkeklerde daha fazla oldugu belirlenmistir. Bir¢ok iilkeden toplanan veriler
dogrultusunda yayinlanan raporda, erkek hastalarda mortalite oraninin daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Zoralioglu, 2020). Toplumdaki belirli oranda bireyin herhangi
bir enfeksiyon hastaligina karst bagisik hale gelmesi durumunda, tiim toplumun o
hastaliga karst korunmasi toplumsal bagisiklik diizeyi (Herd Immunity) olarak
adlandirilir. Tiirkiye icin RO 2,2 alindiginda toplumsal bagisiklik diizeyi Covid-19’da
%60 olarak hesaplanmistir (T.C. Saglik Bakanligi, 2020).

4.2.5 Prognoz ve Semptomlar

Covid-19 hastalarinda en sik goriilen semptomlar ates, oksiiriik, halsizlik, kas ve
bogaz agrist olmustur. Bas agrisi, ishal-bulanti ve burun tikanikligi, hapsirik ise
seyrek olarak goriilen semptomlardir. Siddetli tutulum gosteren hastalarda nefes
darlig1 ve gogiiste sikisma hissi de gorlilmiistiir. Ayrica hafif tutulumlu hastalar da
dahil olmak tizere koku ve tat bozukluklar1 ortaya ¢ikmistir. Sekil 5’te ortaya ¢ikan
semptomlar ve goriilme ylizdelikleri gosterilmistir. Erkek cinsiyet, 65 iistii yas, sigara
kullanimi, kronik hastaliklar 6nemli risk faktorlerini olusturmustur. Hastaligi daha
agir geciren kisilerde diyabet, hipertansiyon, kronik akciger hastaligi, iskemik kalp
rahatsizliginin hafif gecirenlere oranla daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu
kisilerde Sars-Cov-2 ile enfekte olma riskinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(T.C. Saglik Bakanligi, 2020; Zheng et al., 2020). Hastaligin seyri asemptomatik
enfeksiyon, solunum yetmezligi ve beraberinde septik sok, coklu organ yetmezligine

kadar c¢esitli klinik tablolar ortaya koyabilmektedir.
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Sekil 5: Klinik Seyri Covid-19’un klinik seyrinde ortaya cikan semptomlar ve
semptom c¢ikis oranlari gosterilmistir.
Klinik siddet ve organ tutulumlari goz Oniine alinarak hafif (%81), siddetli

(%14) ve kritik (%5) olmak tizere 3 farkli grupta siniflandirilmistir (Z. Wu &
McGoogan, 2020). Tiim olgularin yaklasik olarak %19-20’sini agir pndmoni ve
solunum yetmezligi, coklu organ yetmezligi olusturmaktadir. Hastaligin agir
seyrettigi kisilerde ARDS gelisebilmektedir (Bitnun et al., 2003). Hastalarin
%?20’den fazlasim1 olusturan asemptomatik vakalar Sars-CoV-2 ‘nin yayilimda
birincil kaynak olmustur. Asemptomatik vakalar ile semptomatik vakalarin {iist
solunum yollarinda benzer viral yiik saptanmis ve asemptomatiklerin %50 si i¢in
toraks bilgisayarli tomografi [BT] ile akciger tutulumu saptanmistir (Kronbichler et

al., 2020).

4.2.6 Laboratuvar Bulgular

Covid-19 hastalar1 i¢in tam kan sayimi1 [TKS], pithtilagsma ve fibrinoliz kaskadlar1
(PT, aPTT, D-Dimer) testleri ve inflamasyon parametleri (ESR, CRP, ferritin,
prokalsitonin) rutin olarak bakilmaktadir. Biyokimya parametrelerinin analiz
edilerek organ fonksiyonlarmnin degerlendirilmesi SARS-CoV-2 gibi ¢oklu organ
hasarina neden olabilecek bir viriis i¢in 6nemlidir.

Artmis Laktat Dehidrogenaz [LDH], Alanin Transaminaz [ALT], toplam
bilirubin diizeyi ile azalmis albiimin diizeyi ciddi Covid-19 enfeksiyonu olan
hastalarin ayirt edilmesinde kullanilan parametrelerdir (Bozkurt & Keles, 2021).
Bir¢ok vakada lenfopeni gelismis ve kotii prognoz ile iliskili bulunmustur. Anti-

inflamatuar sitokinlerin hastalik boyunca asir1 saliniminin lenfosit apoptozunu
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indiikleyerek lenfopeniye neden oldugunu gosteren c¢aligmalar mevcuttur. 138
hastanin retrospektif olarak dahil edildigi c¢alismada en belirgin laboratuvar
anomalisinin lenfopeni oldugu saptanmistir (D. Wang et al., 2020; Zoralioglu, 2020).

Notrofili, sitokin firtinast1 ve hiperinflamatuar durumun belirteci olarak
goriilmektedir. Trombositopeni siddetli enfeksiyonu olan hastalarin %57,7’sinde
tamimlanmis ve kotii prognoz igin 150*10°/L sinir deger olarak belirlenmistir.
Yiiksek notrofil-lenfosit oran1 [NLR] ve trombosit-lenfosit oran1 [PLR] Covid-19
hastalar1 icin tablonun agirlasacaginin gostergesi oldugu diisiiniilmektedir.
Inflamatuar biyomarkerlar hastaligin siddeti ile orantili ve 6nemli 6l¢iide mortalite
ile iligkili bulunmustur. Agir sekilde ilerleyen vakalarda sitokin firtinasinin multi
organ yetmezligine ilerleyebilecegi diisiiniilmektedir. CRP degeri artmis ve
hastaligin siddeti ile orantilidir. Ex olan vakalarda deger 125 mg/L olarak
saptanmistir. Sepsis ve septik sokta goriilen yiliksek prokalsitonin seviyesi organ
disfonksiyonu ile iliskilidir. COVID-19 progresyon ve siddetini gosteren

biyokimyasal ve hematolojik belirtegler Sekil 6°’da sematize edilmistir.

Sitokin firtinasiyla uyumlu proinflamatuar yanit

*'WEBC, Natrofil sayis

' ‘ * Lenfosit sayisi,
* Prokalsitonin, CRP, ecsiuil sy,

Ferritin, iL-5, ESR platelet sayist

Coklu organ hasarina / yetmezligine ilerleme

AST, ALT Troponin
T ]

Monitirizasyonu

GGT CE-MB
Kreatinmn
LDH De-dimer
S BUN
Total biliribin Protrambin zamani

Sekil 6: COVID-19 progresyon ve siddetini gosteren biyokimyasal ve
hematolojik belirtecler (Memikoglu & Geng, 2020)

Hastaligin ilk evrelerinde prokalsitonin seviyesi referans aralik icerisindedir.
Tanisal degere sahip olan ferritin diizeyi sitokin firtinasina baglh olarak ¢ok fazla
yiikselmig ve kotii prognoz gostergesidir. Yiiksek ferritin seviyesi makrofajlari aktive

edecek ardindan artan proinflamatuar sitokin salgilanmasi ile organ hasarina sebep
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olan enflamasyon ortaya c¢ikacaktir. Ferritin ile IL-6 seviyesi hayatin1 kaybeden
hastalarin  klinik seyirleri boyunca yiiksek saptanmistir. ARDS’ye ilerleyen
vakalarda IL-6 seviyesi normalden 2,9 kat yiiksek bulunmustur (Bozkurt & Keles,
2021).

4.2.7 Radyolojik Bulgular

Covid-19 testi pozitif veya orta-yliksek risk grubunda olan hastalara
goriintiileme Onerilmektedir. BT bulgular1, bilateral, bazallerde ve periferde
yerlesimli buzlu cam goriinimii [BCO] olmustur. BT bulgusu ile Revers
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu [RT-PCR] yontemlerinin Covid-19 tanis1
koymada sensitivitelerinin arastirildigi 1014 hasta ile yiiriitiilen ¢alismada BT nin
%97 RT-PCR’1n %60-70 sensitive gosterdigi goriilmiistiir(Ai et al., 2020). PCR testi
pozitif ¢ikan hastalarin BT incelemeleri karsilastirildiginda, BCO (%91), periferik
dagilim (%80), vaskiiler kalinlagsma (%59), ince retikiiler opaklagsma (%56) bulgulari
goriilmiistiir (Bai et al., 2020). BCO goriintimii sekil 7°de gosterilmistir. Radyolojik
goriintiilemeler sonrasinda bt bulgularina kars1 kullanilacak 6rnek raporlama diline

ait rnek tablo 5°te gosterilmistir.

r ~

Sekil 7: COVID-19 pnomonisine ait BCO goriiniimii (Memikoglu & Geng,
2020)
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Tablo 5: Covid-19 icin onerilen raporlama dili (Memikoglu & Geng, 2020)

COVID-1¢ ET Bulgulan icin Ouerilen Raporlama Dili
COVID-19 Anklama ET Bulgulan Onerilen Raporlama Dili
poimonisi
gorintilems
smiflamasn
Tipik goriinam | COVID-1% podmonisi | Periferal. bilateral BOO* "O0OVID-19 poomonisinin sklikla bildmiler
irin sikbikla bildiritmiz, | (kensolidasyon veya “kaldinm tasy™ | goriotileme dzelliklen mevoartar. Infhaenza
dzgaling yiksek Eorimim ile birlikte veyva degil) povdmenisi ile dlag toksisitest ve bag doku
gorannilems szelliklen | Yuvarlak gekilli muitfokal BCO bastahklanyla birfikee gornlebilen organize
(kensolidasyon veya “'kaldmm tag™ | pnémeni benzer gdrumid patemine sehep
gorimimmd ile birlikte veya degil) alabilir
Tars halo t5arei ¥a da organize
poomoninin diger bulglan (hasabin
derleven donemisnnde gomilin)
Belirsiz COVID-1% poomeniz | Tipil dzelliderin slmaman VE “COVID-19 podmoniside giralebien
(indetermine) igin spesifik elmayan | aga@daldlerin varbg: girintidems ulzulan mevoumr ancak
girimim eorinnileme ozelliklen | Spesifik daphm paterni gostermeven. | bulzular nonspesifiktir ve gegitli enfeksivoz
vuvariak gekilli olmayan veya ve nonenfeksiyoz sireglerde de goralebilir
periferal olmayan, multifokal, difaz,
perihiler veya tek tamfh BCO
(konselidasyon ile birlikte veya degil)
Yuvarlak sekilli olmayan ve penferal
dafihm phstermeyen az sayids cok
kiigik BCO
Atipik girinim | COVID-1% podmonis | Tipile vera belirsiz zelliklerin “Gorineieme dzelikler COVID-E2
ifmn nadir bildirilmis va | slmaman VE asasydakilerin varbg: | prémonisi igin atpiktic veya nadiren
da hig ildinimemis BCO ohmadar izole lober veva hildinbmighr. Alematif tanafar
porannilems ozelliklen | sepmental konsolidasyon ditgimilmelidir *
Aynk kigik nodiller (senrilobiiler,
" omurcuklanmg agagT)
Eavite
Plevmal efiryon ile birlikte dizzim
meeriobiler sepral kalmlasma
Poimoni Proomoni bulgusunon | Poémoniyi digmmdinen BT ' Poimonrye saret eden BT bulzusu
apmindan negatf |olmamas budpusumum elmamasy saprammamistr (COVID-19"un erken
déneminde BT wn negatf olabilecesi akilda
mutnlmaladr}™

*BC0 =burh cam opasted

4.2.8 Tam

Covid-19 semptom ve bulgularinin diger iist solunum yolu enfeksiyonlarindan
ayirt edilmesi gereklidir. Temas 6ykiisii, klinik semptomlar, laboratuvar bulgular ile
radyolojik bulgular Covid-19 tanis1 konulmasinda 6nemli parametrelerdir. RT-PCR
yontemi ile viral RNA’nin saptanmasi Covid-19 i¢in altin standart tan1 yontemidir.
Fakat PCR testinin negatif ¢ikmasi covid-19 hastaliginin kesin olarak olmadigini
sOylemede yeterli degildir. Ciinkii PCR testi sensitivitesi %60-70 civarinda olmakla
birlikte bazi vakalarda iki-liclincii testlerde pozitiflesme de goriilmektedir. Saglik
bakanlig1 tarafindan yayimlanan rehberde alinan 6rnek miktari, 6rnegin alinmis
oldugu donem, islem prosediirlerinde ortaya ¢ikmis olabilecek sapmalar ve teknik
nedenlere bagli olarak negatif sonu¢ alinmasina sebep oldugu belirtilmistir. Covid-

19 tanis1 igin serolojik testlerde yapilmaktadir. Ancak antikor cevabinin (IgM, IgA
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ve IgG) olusmast belirli bir siireden sonra oldugundan erken donemde tani igin
kullanilmaz. Cogu hastada antikor pozitifligi belirtilerin baglamasindan 10 giin sonra

gelismektedir (T.C. Saglik Bakanligi, 2020).

4.2.9 Tedavi

Pandeminin baginda hizli tedavi rejimi olusturmak i¢in hali hazirda FDA
tarafindan sitokin salinimi sendromu tedavisinde onay almis olan Tocilizumab
kullanilmistir. Romatoid Artrit tedavisinde kullanilan Tocilizumab IL-6
reseptorlerini hedefleyen bir monoklonal antikordur. Covid-19 hastalarinda IL-6’y1
baskilamada basarili olsa da daha sonra hastanede yatan hastalarla yapilan klinik
calismada mortaliteyi veya entlibasyon oranim1 azaltmada etkisiz oldugu
gosterilmistir (Izda et al., 2021; Tanaka et al., 2014). Tocilizumab Geleneksel
oksijen tedavisi gerektiren hipoksemili yatan hastalarda kullanimi onerilmektedir
(NIH, 2021). IL-la reseptorii blokeri olarak otoinflamatuar ve periyodik ates
sendromlarinda kullanilan annakira sitokin firtinasina kars1 kullanilmis ve beklenen
sonuclar alinmistir (NIH, 2021).

Giincel tedavi olarak kullanilan ajanlardan yalnizca remdesivir hastanede yatan
hastalarda iyilesme siiresini kisalttigi gosterilmistir. Remdesivir bir adenozin
niikleotid analogudur ve RNA polimerazi inhibe ederek viral RNA sentezini
durdurur. Ebola tedavisi i¢in gelistirilmis olan ilag SARS-CoV ve MERS-CoV
tedavisinde de etkili olmustur (Zoralioglu, 2020). Antiviral tedavi ile viral krilens
tizerinde anlamli bir etki goriilmezken, hafif seyreden vakalarda durumun
agirlasmasini engelleyebilecegi one siiriilmiistiir (Z. Hu et al., 2020). Bundan dolay1
antiviral tedavinin yansira anti enflamatuvar tedavi de 6nemlidir.

Hastaligin ilerlemesinin ana nedeninin sitokin firtinasi ve birlikte ortaya ¢ikan
semptomlar oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle SARS-CoV-2 tedavisinde
kortikosteroidler ve immiinmodiilatér ilaglar yaygin olarak kullaniimaktadir.
Kortikosteroidler, bagisiklik aracili akciger hasarini modiile edebilir diisiincesiyle on
giine kadar giinde bir kez verilen 6 mg deksametazon igeren bir klinik arastirma
yapilmistir. Sunulan 6n rapora goére Deksametazon, invaziv mekanik ventilasyon
uygulanan hastalarda 28 giinliik mortaliteyi % 35 azaltirken solunum destegi
almayan hastalar i¢in bir fayda goriilmemistir (Horby et al., 2020). Hastaneye yatan
hastalarda, 72 saat i¢cinde 0,5 mg /kg prednizon esdegeri kortikosteroid tedavisi
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planlanan, calismaya dahil edilen hastalarin %33’linde baglanan ve hastalarin
%98’inin 48 saatin lizerinde kortikosteroid tedavisi aldigi bir baska calismada
sonuglar degerlendirildiginde daha diisiik mortalite ile iliskili bulunmamis diger
kortikostreoid ¢alismalarinin yiiksek doz sebebiyle mortalitede diisiise neden
olabilecegi belirtilmistir (Bartoletti et al., 2020). Ciddi hastalikta kortikosteroid
kullaniminin yan etkilerine karsi savunmada olumsuz etkilerine karsi klinikte
kortikosteroidlerin siddetli hastalik asamasindan once kullanilmasi daha uygun
goriilmektedir (Z. Hu et al., 2020).

Hiperinflamatuar yanit tedavisinde glukokortikoidlerin kullanimi pandeminin
erken donemlerinde zorunlu kalinmadig: siirece 6nerilmemekte zorunlu durumlarda
0,5-1 mg/kg dozlarmi agsmayacak prednizolon esdegeri dozda kullanilmasi
onerilmekteydi. Randomize kontrollii c¢alismalarin  verileri dogrultusunda
glukokortikoid tedavileri sagkalimi arttirmak ve hastaneye yatis siiresini kisaltmak
icin tedavi rehberlerine dahil edilmistir (T. C. Saglik Bakanlig1 Bilimsel Danigsma
Kurulu, 2020).

Klorokin/hidroksiklorikin romatizmal hastaliklar ve sitma icin kullanilan
antienflamatuvar etkileri olan ilaglardir. Sitokin salinimini baskilar boylelikle doku
hasar1 ve endotel inflamasyon engellenir. Zayif bazik 6zelligi ile asidik organellerin
ph diizeyini yiikselterek virlisiin hiicre igine girisini engeller T ve B hiicre
reseptorlerini inhibe eder, IL-1 ve IL-6 sitokin {iretimini azaltir. Ayrica ACE-2
terminal glikozilasyonu bozar bu sekilde S proteinin reseptdre tutunmasi engellenir.
Uzun dénem kullanilmasi retinal toksisite ve yiiksek doz kullanilmas: fatal aritmiler
ortaya ¢ikabilmektedir (Zoralioglu, 2020).

Influenza ve arenaviriis, bunyaviriis, flaviviriis ve filoviriis tiirleri {izerinde etkili
olan favipiravir antiviral bir ajandir. RNA viriislerinde, RNA bagimli RNA
polimeraz (RdRp) enzimini inhibe eder. Covid-19 tanis1 almis 80 hasta ile yiiriitiilen
calismada favirapir ve interferon [[FN] kombinasyonunun lopinovir/ritonovir ve IFN
kombinasyonuna kiyasla daha kisa siirede viral RNA negatiflesmesi ile BT toraks
gorilintiileme bulgular1 incelendiginde daha hizli iyilesme saptanmistir.(Cai et al.,

2020)
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4.3 BOR

Insanlar ve hayvanlar icin eser element olan bor, essiz kimyasi ile yasamin her
noktasinda bulunan bir elementtir. Periyodik tabloda 5. Element olan Bor [B] ile
sembolize edilir. 3A grubu elementi olan B degisken yar1 metal 6zellikte ve yari
iletkendir. Elementel halde, kahverengi toz halinde amorf bor ve koyu renkli kristal
bor formlar1 bulunmaktadir. Borun atomik ozellikleri tablo 6’da gdsterilmistir.
Dogada oksijen-bor bilesikleri seklinde bulunur. Organizmada ise ¢ogunlukla borik

asit [BA] ile borat anyonu olarak metabolize edilir (Bakirdere et al., 2014).

Tablo 6: Borun Atomik Ozellikleri

Ozellik Deger
Atomik Capi 1,17 A
Atomik Hacmi 4,6 cm3/mol
Kristal yapis1 Rhombohedral
Elektron Konfigiirasyonu 1s? 2s%p!
Iyonik Cap1 0.23 A
Elektron Sayisi (yiiksiiz) 5

Notron Sayisi 6

Proton sayisi 5

Valans Elektronlar1 2s%p!

https://boren.tenmak.gov.tr/tr/calisma-alanlari/bor-elementi.html son erigim:
21.05.2022
4.3.1 Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Giicli bir Lewis asidi olan bor, bos bir p- orbitaline sahiptir ve elektrofiliktir.
Bos p- orbitali araciligiyla koordinat kovalent bag olusturabilir. Bu sayede bor
bilesikleri biyolojik aktiviteleri gli¢ kazanmistir. Yasamin temeli karbon ve nitrojen
elementleriyle ayni1 periyodda bulunan bor, ila¢ tasarimlarinda yiiksek potansiyele
sahiptir. Enzim kalintilarinda, karbonhidratlarda ve niikleik asitlerde bulunan
hidroksil ve amin gruplar1 gibi biyolojik niikleofillerle bir cift bag (koordinat

kovalent baglar) olusturabilir. Borun kimyasal 6zellikleri tablo 7°de 6zetlenmistir.
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Tablo 7: Borun Kimyasal Ozellikleri

Ozellik Deger

Elektokimyasal Esdeger 0,1344 g/amp-hr

Elektronegativite 2,04 Ec

Fiizyon Isis1 50,2 kJ/mol

Iyonizasyon Potansiyeli Birinci: 8,298 ikinci: 25,154 Ugiincii: 37,93
Valans Elektron potansiyeli 190 -eV

https://boren.tenmak.gov.tr/tr/calisma-alanlari/bor-elementi.html son erigim:

21.05.2022

Niikleofillerle kolaylikla bag yapmasiyla yiiksiiz trigonal yapiy1 (notr trigonal
diizlemsel sp 2'den ) anyonik tedrahedral yapiya (tetrahedral sp 3 hibridizasyonuna)
doniistiirebilir (Fernandes et al., 2019). Karbon ve nitrojen elementleri ile ayni
periyotta yer alan bor terapdtik potansiyele sahip bilesikler olusturur. Borun fiziksel

Ozellikleri tablo 8 de gosterilmistir.

Tablo 8: Borun Fiziksel Ozellikleri

Ozellik Deger

Atomik Kiitlesi 10,811

Kaynama Noktasi 4002°C

Termal Genlesme Katsayisi 0,0000083 cm/cm/°C (0°C)
Yogunluk 2,34 g/cc @ 300K
Gorliniis Sari-Kahverengi Ametal Kristal
Buharlasma Isis1 489,7kJ/mol

Erime Noktasi 2 300°C

Molar hacmi 4,68 cm’/mole

Fiziksel Durumu (20°C & 1 atm): Kat1
Buhar Basinci 0,348 Pa @ 2 300°C

https://boren.tenmak.gov.tr/tr/calisma-alanlari/bor-elementi.html son erigim:

21.05.2022
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4.3.2 Kullanim Alanlar

Bor elementinin kesfi 1808 yilinda Thenard, Gay-Lussac ve Davy tarafindan es
zamanli olarak yapilmistir (Kuru & Yarat, 2017). Cok genis bir kullanim yelpazesine
sahip olan borun kullanildig1 alanlar {ilkeler arasinda farklilik gostermektedir. Bor
kullaniminin ilk kez 4 000 y1l dnce Tibette, saglik alaninda ilk kullaniminin ise 875
yilinda Araplar tarafindan ilag yapiminda kullanilmas1 ile gerceklestigi
diistiniilmektedir (https://boren.tenmak.gov.tr/tr/calisma-alanlari/bor-elementi.html

son erigim: 21.05.2022).

Diinyada en yiiksek bor rezervi olan iilke Tiirkiye’dir. Bor rezervi yiiksek olan
diger tilkeler su sekilde siralanabilir: Rusya, Giiney Amerika ve Amerika. Diinyanin
bor iiretim kapasitesi 2017 yilinda 5,7 milyon ton olarak belirlenmistir. Kullanim
alaninin yayginlagsmasi ve ham madde kaynaklarinin tiikeniyor olmasi ile borun
onemi giderek artmaktadir. Sektorel kullanim dagilimda %47 orani ile cam
gelmektedir (MADEN, 2022) https://www.etimaden.gov.tr/dunyada-bor erisim
29.03.2022.

Matzeme
1 Ve
& Metaliri

Sekil 8: Borun Kullanim Alanlari(Kuru & Yarat, 2017)

Bor genellikle kimyasallar olarak kullanilsa da uzay teknolojisi, otomotiv,
elektronik, metaliirji, tarim, saglik-tip, nanoteknoloji, deterjan ve cam-seramik gibi
cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Son yillarda biyolojik 6nemi anlasilan borun, tip-
saglik alanindaki calismalar1 artmistir. Sekil 8’de borun kullanim alanlar

gorsellestirilmistir. Tip alaninda; osteoporoz tedavilerinde, alerjik hastaliklarda,
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psikiyatride, kemik gelisiminde ve romatoid artrit tedavisinde, menopozda, Bor
Notron Yakalama Tedavisi [Boron Neutron Capture Therapy, BNCT] ile beyin
tiimorlerinin iyilestirilmesinde, yara iyilesmesinde, antiseptik 6zelligi acisindan lens
soliisyonlarinda ve gargaralarda, yara iyilestirme yoniiyle merhemlerde kullanildigi
goriilmektedir. Amerikan Gida ve Ilac Idaresi [Food and Drug Administration, FDA]
tarafindan onayli Bortezomib multiple myelom tedavisinde kullanilmaktadir (Q. Hu

et al., 2014; WHO, 2009).

4.3.3 Bor Alimi, Metabolizmasi ve Toksik Etkileri

Igme suyu ve besinler, organizmaya bor aliminin ana kaynagidir. Temizlik ve
kozmetik driinlerini kullananlar ve iiretim tesislerinde calisanlar c¢esitli bor
bilesiklerine maruz kalmaktadir. Ayrica bor madenlerinin bulundugu boélgelerde
insanlar solunum, deriden temas seklinde de bor bilesiklerine maruz kalmaktadirlar

(Kuru & Yarat, 2017).
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Sekil 9: Bor metabolizmasi (Kuru & Yarat, 2017)

Insanlarda borun tamamina yakini (%90), genellikle borik asit olarak bagirsak
epitelyumundan emilmektedir (Aas Jansen et al., 1984). Emilen BA metabolize
edilmeden pasif difiizyon yolu ile viicut sivilarina yayilmaktadir sekil 9 da sematize
edilmistir (Korkmaz ve ark. 2010). Boratlar ise emilim sirasinda mukozal yiizeylerde
ve fizyolojik pH‘ta borik aside doniistiiriilerek metabolize edilmektedir.
Viicudumuzda ¢ogunlukla % 98,4 oraninda borik asit (B(OH)3) ve % 1,6 oraninda
borat anyonu (B(OH)-4) olarak metabolize edilir (Smallwood et al., 2010). BA
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zardan pasif difiizyonla gecerken borat 6zel borat tagiyicilari 6rnegin sodium coupled
borate co-transporter [NaBC1] ile tasinmaktadir (Meeyoung Park et al., 2005; 1. R.
Scorei, 2013).

Bobrek tarafindan kontrol edilen homeostasis mekanizma ile bor, kan ve dokuda
sabit seviyede tutulur. (Nielsen & Meacham, 2011, Korkmaz et al., 2007, Bakirdere
et al., 2014). Borun yarilanma 6mrii yaklasik 21 saattir ve biiyiik cogunlugu idrar
yolu ile atilirken %2 lik kismi1 digk1 ve ¢ok azi da ter, nefes, safra yoluyla atilmaktadir
(Khaliq et al., 2018; Samman et al., 1998). Bor bilesiklerinin metabolize edilmesi
icin bor-oksijen bagmin kirilmasinda harcanan yiiksek enerjiden dolay1 biiyiik
kisminin atildigz ileri siiriilmiistiir (Jay Murray, 1998). Giinliik alinan borun %85 nin
idrar ile atildigi hesaplanmistir ve bor alimi Olgiimleri idrardaki bor miktar
tizerinden belirlenmektedir (Korkmaz et al., 2007). Toksisite g¢aligmalarinda
kullanilan borik asit ve inorganik boratlar1 elementer bor ile karsilastirmak i¢in bor
esdeger dozlar1 molekiiler agirliklart  doniistirme faktorleri  araciligiyla
hesaplanmaktadir (WHO, 1998). Bor Yumusak dokuda birikmemesine karsin kemik
dokuda birikmektedir (Korkmaz et al., 2007). Bor sadece kemik dokuda biriktigi ve
fazlas1 viicuttan atildigi icin yiliksek dozlarda alindiginda ancak toksik etki
gosterebilir. (Draize & Kelley, 1959, Sutherland et al., 1998) Yapilan ¢esitli
caligmalarda diisiik dozlarin toksisite olusturmadig1 ancak yiiksek dozlarda toksik
etkinin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Ayrica Yiiksek dozlardaki bor bilesiginin toksik
olmasina ragmen kanserojen veya mutajen olmadig1 gosterilmistir (Fail, Patricia a;
Chapin, Robert E; Price, Catherine J; Heindeli, 1998). Sicanlarda yapilan caligmada
40 mg/L borun dalak dokusunu iyilestirebilecegi fakat 80 mg/L ve iizerindeki
dozlarda dalak dokusunu zarar verdigi ve artan konsantrasyonla birlikte hasarin
arttig1 belirtilmistir (Q. Hu et al., 2014).Viicutta birikmemesi ve diisiik toksisitesi
boru kanser tedavisinde c¢ekici bir ajan olarak diislindiirmektedir fakat
mekanizmasinin net olmamasi potansiyel kullanimini engellemektedir. (Bradke et
al., 2008, McAuley et al., 2011) Borun akut toksik etkisi ancak 15-30 gr boraks veya
2-5 gr borik asit dogrudan viicuda alinirsa ortaya ¢ikmaktadir. Kronik etkisi agisindan
giinde 3 gr. borik asit veya 5 gr boraksin etkisinin olmadigi, 5-10 gr boraksin sadece
protein metabolizmasini etkiledigi ve idrardaki azot miktarini arttirdig1 gozlenmistir

(Moseman, 1994). 18 ile 20 g arasinda bir yetiskin dozunun o6liimciil oldugu
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gosterilmesine ragmen, bor sebebiyle Oliim nadir goriilmektedir ve hatta bazi

yetiskinler 80-297 g boru tolere edebilmektedir (von Burg, 1992)

4.3.4. insan Saghg icin Bor Alim Miktar1 ve Kaynag

Bor dogada genellikle borat formunda bulunmaktadir. yer kabugunda,
atmosferde, denizde, toprakta, kdmiirde, yeralt1 ve yeriistii sularinda yiiksek oranda
bulunmaktadir (Rainey et al., 1999). 1980 yilindan 1996 yilina kadar eser element
olarak tanimlanan bor, 1996’de DSO tarafindan “insan saglig1 igin olasi elementler”
sinifina dahil edilmistir (WHO, 1998). insanda borun ana kaynag: su ve besinlerdir.
Besinlerden alinan borun %35°1 meyveler tarafindan karsilanir. Meyve, sebze, tohum
ve kuruyemisler seker-borat bilesiklerini igerir. Dogal besinlerle alinan bor miktari
tilkelere ve cinsiyetlere gore degigsmektedir. Ayrica gevre yoluyla da bora maruziyet
s6z konusu olabilmektedir. Fakat bor wviicutta birikmedigi i¢in uzun yillar
maruziyetin  olmast  direk toksik etki olusturan bir etmen olarak
degerlendirilmemektedir.(Korkmaz et al., 2007)

WHO tarafindan giinliik giivenli bor aliminin 1-13 mg arasinda olabilecegi ve
giinliik alimin 28 mg/gilin degerini asmamasi gerektigi onerilmektedir (Nielsen &
Meacham, 2011) Ayrica “i¢gme suyu parametre isbirligi” kapsaminda DSO, 1 mg/L
olan i¢gme suyu bor konsantrasyonunu 2,4 mg/L’ye ylikseltmistir Ayrica bor i¢in
gozlenebilir en diislik olumsuz etki diizeyi [LOEL] 13,3 mg/giin ve herhangi bir yan
etki izlenmeyen diizey [NOAEL] ise 9,6 mg/giin olarak hesaplanmistir(Caroli et al.,
1994; Romero-Aguilar et al., 2019; WHO, 2009)

Gilinliik giivenli bor alim miktarina meyve, sebze, findik ve baklagillerin
tiikketimi iceren diyetle ulasilabilir (Nielsen & Meacham, 2011). Gida endiistrisinde
farkli bigcimlerde bor igerigi kullanilmaktadir. Gida destegi olarak bor igeren bazi
tiriinler su sekildedir; bor sitrat formunu igeren ‘‘Calcium Magnesium Plus Boron™’
(Solgar, ABD, New Jersey) ve sodyum borat seklinde ‘‘Boron’’ (Holland&Barrett,
Nuneaton, United Kingdom) (Kuru & Yarat, 2017)

Eti Maden isletmeleri %99 saflikta borik asit liretmekte ve kapsiil haline
getirerek insan kullanimina sunabilmektedir. European Food Safety Authority
[EFSA] erigkin insanlarda borik asit alimini 10mg /giin seklinde tanimlamistir. Gida
Tarim Orman Bakanlig1 da ayni miktar1 besin destek iiriinii olarak tanimlamistir.

1994 yilinda besin destek iiriinii olarak patentlenen bor sitrat formunun 2014 de
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patentli korumasi bitmistir. Ulusal bor Enstitiisii tarafindan iiretime hazir hale
getirilen  Bor  sitrat  i¢in  izin  bagvurulart  bakanliga  yapilmistir

(http://www.etimaden.gov.tr/saglik).

4.3.5. Borun Hiicresel Fonksiyonlar1 ve Insan Saghg Uzerinde Etkileri

Yapilan caligmalar, bor elementinin organizmada bir¢ok 6nemli goreve sahip
oldugunu disiindiirmektedir. Enzim aktivitesinin  diizenlenmesi, insiilin
metabolizmasi ve aktivitesi, bagisiklik sistemi, kemik ve dis yapisi, tiroit hormon
metabolizmasi borun rol aldig1 alanlardandir. (Korkmaz, 2020)

Bor elementinin, proteoglikan, kolajen ve proteinlerin salinimini arttirir ve
ekstraseliiler matriksin sentezini etkiler. Ayrica kolajen sentezi ve TNF-a salinimin
uyarir (M. Benderdour et al., 2000; M. Benderdour et al., 1997). Bu bulgular
dezenfektan ve antiseptik Ozelligi bilinen borun yara iyilesmesinde de etkin rol
aldigin1 gostermektedir. BA’in doza bagli olarak HS-2 hiicre hattinda yara iyilesmesi
hizint arttirdigr gosterilmistir. %3’liikk BA soliisyonuyla tedavinin, derin yaralarin
iyilesmesini 6nemli derecede arttirmistir (Cao et al., 2008; Tepedelen et al., 2016,
Erbaykent ve ark. 2016, Cao ve ark. 2008). Yara iyilesmesi ve doku onariminda
onemli rol aldig1 gosterilmesinin ardindan yapilan ¢alismada bor uygulamasi ile
miyokardiyal fibroz ve apoptozda belirgin azalma tespit edilmistir.(Blech et al.,
1990; Bouchareb et al., 2020)

Bor ve magnezyum iligskisine dayanan birka¢ calisma vardir. Bor Mg’nin
kemikte emilimini artirir ve bor eksikligiyle birlikte Mg eksikligi de goriilmektedir.
Yapilan bir calismada hareketsiz kadinlara verilen bor takviyesinin serumda Mg
konsantrasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Meacham et al., 1995; Nielsen et al.,
1987). Borun magnezyum tiizerindeki etkileri géz dniine alindiginda kardiyovaskiiler
sistem iizerinde de etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir. 2015 de Rogoveanu ve ark.
yaptig1 caligmada 112 mg Kalsiyum Fruktoborat [CFB] ve plasebo uygulamasi
yapilmis ve uygulama dncesi ve sonrasinda kan glikoz seviyesi, lipit profili ve bazi
enflamatuvar belirtegler degerlendirilmistir. Kardiyovaskiiler sistem i¢in olumlu
sonuglar elde edilmesinin yaninda, LDL-kolesterol, trigliseritler, toplam kolesterol,
IL-1p, IL-6 ve CRP seviyelerinin diistiigli goriilmiistiir (Rogoveanu et al., 2015).

Bor kadinlarda menopoz sonrasi steroid hormonlarin diizenlenmesinde gorev

alir ve antioksidan ozellige sahiptir (Korkmaz, 2011; Miiezzinoglu et al., 2011)
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Steroid hormon metabolizmasini arastiran ayni ¢aligmada ayrica vitamin D, kalsiyum
ve magnezyum ile iliskili oldugu ortaya konulmustur. Magnezyum ve kalsiyum
metabolizmasinda yer almasindan dolay1 romatoid artirit ve osteoartrit tedavisinde
de kullanilmaktadir. Ciinkii bor eksikliginde osteoporoz ve osteoartrit riskinin attigi
gosterilmistir. (Nielsen et al., 1987; Nielsen & Shuler, 1992)

Bor alimimin sperm iizerinde olumsuz etkileri oldugu one siiriilmiistiir Fakat
yiiksek bor maruziyetinde (14,45 + 6,57 mg/giin) kalan bireylerde, kana gore seminal
sivida daha yiiksek seviyede bor miktar1 tespit edilmis ancak bu birikimin herhangi
bir yan etkisi olmadig1 gozlenmistir (Duydu et al., 2011).

Bor ¢esitli kanser tiirleri {izerinde koruyucu ve tedavi edici etkiler
gostermektedir. Borun kanser tiirleri izerindeki etkileri epidemiyolojik ¢caligsmalar ve
hayvan calismalariyla incelenmistir ve borun anti kanserojen 6zellikte olabilecegi
gosterilmistir. Kadinlarda bor alim1 ve akciger kanseri arasinda ters bir iliski oldugu
bildirilmis diisiik diizeyde bor alan kadinlar ve hormon replasman tedavisini [HRT]
kullanmayan kisilerdeki akciger kanseri oranlarin 6nemli derecede artis gosterdigi
saptanmigstir (Mahabir et al., 2008).

BA uygulamasi yapilan DU145 hiicrelerinde adezyon, migrasyon ve metastaz
yetenekleri azalmis ve F-aktin degisiklikleri ile metastatik potansiyeli azalmigtir
(Barranco & Eckhert, 2006). Bor hiicre i¢i D3-vitamini konsantrasyonunu arttirarak,
apoptozu indiikler ve metastazi inhibe eder. Bir boronik asit tiirevi olan fenilboronik
asit [PBA] in vivo da prostat ve meme kanseri hiicrelerinin migrasyonunu azaltmigtir
(I. R. Scorei, 2013). D vitamini ile prostat kanseri gelisimini yavaslatma
potansiyeline sahiptir. DU-145 hiicre hattinda borik asidin uygulanmasiyla hiicre
biliylimesinin tamamen inhibe edildigi goriilmiistiir (Barranco & Eckhert, 2006). Yine
DU-145 prostat kanseri hiicre hatt1 tizerinde disodyum pentaborat dekahidratin hiicre
biiylimesini inhibe ettigi ve apoptozu indiikledigi gosterilmistir ( Korkmaz et al.,
2014). Kanser tedavisinde kullanilan bor tlirevleri ve kimyasal yapilar sekil 10’da
sematize edilmistir.

Borik asitin Fokal Adhezyon Kinaz [FAK] degisikliklerine neden olarak meme
ve prostat kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi diisiiniilmektedir. FAK
kanser hiicrelerinde yiiksek seviyede eksprese edilmekte ve hiicre gocii, anjiyogenez,
enflamasyon ve yara iyilesmesinde rol oynamaktadir. BA uygulanan kanser

hiicrelerinde FAK fosforilasyonu 4 kat azalis gostermis ve kaspaz-3 aktivitesi

31



artmistir. Bu durum BA’nin kanser hiicrelerinde apoptotik etkiyi artirdigin

gostermektedir (Nielsen & Meacham, 2011).
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Sekil 10: Kanser tedavisinde kullanilan bor tiirevleri ve yapilar1 (Romero-
Aguilar et al., 2019)

4.3.6. Bor ve Serin Proteaz Iliskisi

Serin proteazlar (kimotripsin, katepsin, elestaz, hepsin gibi) hidrolazlarin bir alt
sinifidir ve aktif I6kositler tarafindan salinan en 6nemli proteolitik enzimlerdir.
Salinan reaktif oksijen tiirlerinin yani sira bu enzimler bag doku yapilarini, membran
bilesenlerini ve ¢Oziiniir proteinleri proteoliziz ile parcalayarak enflamasyon yaniti
artirmaktadirlar. Dolayisiyla bor, enflamasyon siirecinde artan enzimatik aktiviteleri
azaltacak bir represyon sinyali olarak fonksiyon goOstermekte ve enflamatuvar
hastaliklara yakalanma riskini azaltmaktadir (Hunt ve ark. 1999).

Hunt, borun enzimatik aktiviteyi geri doniislimlii olarak inhibe ederek
diizenleyebilecegini O6ne slirmiistiir (Hunt, 1998). Suzuki birlestirme reaksiyonlari
i¢in yapi tas1 ve/veya ara madde olarak gorev yapan boronik asitler, serin proteazlar
gibi hidrolitik enzimleri inhibe ederler. Aktif serin kalintis1 hidroksil yan zinciri ile
kompleks olusturur. Olusturulan yan zincir tetrahedral ara maddeyi taklit eder ve

aktif serin-histidin kalintilar1 ile kovalent eklentiler olusturur. Serin proteazlarin
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olagan inhibisyon mekanizmasinin bu sekilde oldugu diisiiniilmektedir (Fernandes et
al., 2019; Hall, 2006).

Bor bilesiklerinin biyolojik aktivitesi gii¢lii lewis asidi olup bos p orbitali ile
niikleofillerle ¢ift bag kurabilmesinden gelmektedir (Fernandes et al., 2019). Boronik
esterler, serin / treonin proteazlar tarafindan katalize edilen reaksiyonlarda ara iiriin
olarak davranirlar. Borun ge¢is durumu analoglar1 olusturarak ve NAD veya FAD
icin rekabet sonucu aktivitelerini tersine g¢evrilebilme 6zelliginden dolayi, serin
proteazlar veya oksidorediiktazlar i¢in inhibe edici oOzellikte olabilecegi
diisiiniilmektedir (Devirian & Volpe, 2003). Kettner & Shenvi tarafindan
Kimotripsin ve subthilaivsien serin proteazlarin aromatik boronik asitler tarafindan
inhibe edildigi gosterilmistir (Kettner & Shenvi, 1984).

Yeni sentezlenen bor bilesiklerinin iyi huylu prostat biiyiimesinde anti-
proliferatif ve anti-enflamatuvar etkileri arastirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bazi bor
bilesiklerinin, serin proteaz inhibisyonu (Hepsin/TMPRSS1, PRSSS ile Cathepsin
S/CatS) ve NF-kB yolaginin inaktivasyonu araciliiyla IL-8 ve IL-6 gibi sitokinlerin
salinimini1 ve dolayisiyla enflamasyonu engelleyerek prostat hiperplazisi ve prostat
iltthabr  gibi hastaliklarin  tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir (Naghii et al., 2011). Ayrica baz1 bor bilesenlerinin prostat kanser
hiicrelerinde TMPRSS1 gibi serin proteazlari inhibe ettigi bildirilmistir. Bir bagka
bor bilesigi olan kalsiyum fruktoborat (CaFB) takviye iiriin olarak 216 g boyutunda
5,6 mg bor tiikketimine es degerde iiretilmis ve piyasada bulunmaktadir (Hunter et al.,
2019). Kalsiyum fruktoborat veya sodyum tetraboratin plasebo grupla
karsilastirildigi calismada 60 giin siireyle romatoid artrit hastalarina destekleyici
tedavi uygulanmistir. Bor bilesenlerini kullanan her iki grupta plasebo grubuna gore
enflamatuvar yanitin anlamli diizeyde azaldigt ve agrilarinin hafifledigi
gbzlemlenmistir (Hussain et al., 2017). Borun enflamatuvar hastaliklarda diizenleyici
rol oynadig1 ve anti-enflamatuvar etki gosterdigi cesitli calismalarda gosterilmistir.
Bor sican artrit modelinde 2mg/kg/giin doz uygulandiginda elde edilen sonuglar

borun antienflamatuvar 6zelligini desteklemektedir (Romero-Aguilar et al., 2019).

4.3.7 Bor Esterleri

Hayvan ¢alismalarinda viicuda alinan borun hidrolize edilerek ince bagirsakta

borik aside doniistiigli ve ¢ogunun metabolize olmadan 6nce idrarla hizla atildig:
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goriilmiistiir. Kemik ve dalak gibi viicut dokularinda kiiciik bir miktar rol oynayabilir
(da Silva, F.J., Williams, 1991; Hunt, 1998; Murray, F.J., 1995). Bor, genellikle
cesitli besinleri birlestiren vitamin D, kalsiyum, magnezyum, soya izoflavonlari,
kondroitin siilfat, glukozamin, kurkumin, boswellia, jelatin, ipriflavon gibi
takviyelerde bulunur. Kemik iligi yerine dokularda birikme gibi nedenlerle bilinen
bor takviyesi formlar1 (borik asit, boraks vb.) bir siire sonra sorgulanmaya baslandu.
Bor esterleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Literatiirde son zamanlarda yapilan
caligmalar bu eksikligi gidermeye c¢alismaktadir ((Kose et al.,, 2011; Kose &
Zimreoglu-Karan, 2012; Zumreoglu-Karan & Kose, 2015).

Sitrik asit karboksilik asittir ve renksiz, kokusuz organik bilesiktir. Hiicre ici
metabolizmanin ana substratlarindan biri olan sitratin seviyesi kanda stabildir.
(Mycielska et al., 2015) Sitrat viicutta asit-baz dengesini diizenler (Perut et al., 2020),
bobrekte yeni tas olusumunu azaltir ve tas stabilitesi lizerine etkilidir (Heilberg &
Goldfarb, 2013), mtDNA iliskili hastaliklarda destekleyici tedavi olarak kullanilir
(Phillips R, Hanchanale VS, Myatt A, Somani B, Nabi G, 2015; Thorburn et al.,
2021).

Dikarboksilik asit olan malik asit, bir ¢esit meyve asididir. Hayvanlar ile yapilan
toksisite caligmalarinda toksik olmadigr goriilmiistiir. FDA tarafindan ilerlemis renal
hiicreli karsinom ve gastrointestinal stromal tiimorlerin tedavisinde onaylanan
Sunitinib malat ¢ok hedefli tirozin kinaz inhibitoriidiir (Andersen, 2001). Bir diger
malat tiirevi olan Kalsiyum sitrat malat (CCM) bdbrek tasi riskini arttirmadan ¢ocuk
ve ergenlerde kalsiyum tutulmasini ve kemik birikimini kolaylastirir (Motzer et al.,

2006).

4.3.8 Sentez

Borik asit, birden fazla hidroksil grubu (bunlardan biri asidik) (cis-diol) iceren
bilesikler veya selat sistemine miidahale etmeyen sterik bir konumda bir karboksil
grubu iceren ve tetrahedral anyonik ester kompleks yapilar1 olusturan bir esterlesme
reaksiyonu verir (Boeseken, 1949; Shao et al., 2001; Tepedelen et al., 2017; Zittle
C., 1951). Bu bilesiklerle kismi esterlestirme, mono-selat (1: 1 kompleks) veya bis-
selat (1: 2 kompleks) yapilar olusturabilir (Militaru et al., 2013). Kompleklesme
reaksiyonu basitge, borik asidin sulu ortamda ¢6ziinmesi sonucu olusan B(OH)4

anyonunun —OH gruplari ile cis-diol pozisyonundaki organik ligandin —OH gruplar1
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arasindaki esterlegsme reaksiyonu ile su elimine edilmesine dayanir. Bor merkezinin
negatif yiikii nedeniyle bu anyonik ester yapilarini stabilize etmek i¢in karsi iyon

olarak metal katyonlar kullanilir (Kose et al., 2010, 2014).

o OH
-H,0 H,0 O OH
o o/\ H0 NN
H
X HO\(é)/O . 2 OB +4H,0
Na| & —» Na / AN
ng TOH o o7 o
OU (1) HO O
N H,0 HO (@]
( HO (e} H,0 2 (qu)B

Sekil 11: Bor-sitrat diester (Eq. 2) ve bor-malat diester (Eq. 3) sodyum
tuzlarinin sentez reaksiyonlari
A. Bor Diester Malik Asit Sodyum Tuzu C8H12B010Na Ma:284¢

B.Bor Sitrat Diester Sodyum Tuzu C12H12BO14Na Ma:414,01g

Bor tiirevlerinin insan sagligindaki rolii glin gectik¢e aydinlanmaktadir. Serin
proteaz aktivitesi bulunan borun sitrik asit ve malik asit ile bir arada sentezlendiginde
Sars-Cov-2 tizerindeki etkileri merak uyandirmistir. Yeni sentezlenen bor malat (Bor
Diester Malik Asit Sodyum tuzu, sekil 11A) ve bor sitrat (bor sitrat diester sodyum

tuzu, sekil 11B) bu baglamda incelenmistir.
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S.

GEREC VE YONTEM

5.1. GEREC

5.1.1 Hiicre Dizisi

MRC-5 akciger fibroblast hiicre hatt1 kullanilmastir.

5.1.2 Kimyasal Maddeler

Tripan mavisi soliisyonu (SIGMA, T-6146)
RPMI-1640 (GIBCO, 52400-025)
Tripsin-EDTA (GIBCO 3103382)

Fetal Bovine Serum (FBS), Biowest, S1810-500

5.1.3. Malzemeler

1-10, 20-200 ve 100-1000 pl otomatik pipetler (Brand)
1,5-2 ml Eppendorf tiipler (Isolab)

1-10, 20-200 ve 100-1000 pl mikropipet ucu (VERTEX)
Steril cam pipetler (ISOLAB)

Hiicre kiiltiirii plate, 96 kuyucuklu (Sarstedt , Almanya)
Hiicre kiiltiirii plate, 6 kuyucuklu (Sarstedt , Almanya)
Doku kiiltiirii kab1 100x20mm (Sarstedt , Almanya)
Doku kiiltiirii kab1 60%15mm (Sarstedt , Almanya)
Doku kiiltiirii kab1 35%10mm (Sarstedt , Almanya)
Filtreli pipet ucu, steril (5ml), Ratiolab, 3105011

Kryo tiip Steril, 1 ml, Clearline, N40.3677

Filtreli pipet ucu, steril, 10uL, Ratiolab, 1760010
Filtreli pipet ucu, steril, 100uL, Ratiolab, 1760200
Filtreli pipet ucu steril, 1000uL, Ratiolab, 1761000
Pasteur Pipeti, steril, 1000ad/kutu, tek tek steril, FL Medica
Enjektor Filitre 0,22, 50ad/kt, Sarstedt, 83.1826
Santrifiij tiipti steril 15mL, Sarstedt, 62.554.502
Santrifiij tiipti steril S0mL, Sarstedt, 62.547.254
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5.1.4. Aygitlar

e I giivenlik kabini (Esco)

e CO2'l inkiibator (Esco)

¢ Floresan ekli invorted 151k mikroskobu (Leica DMIL)
e Sogutmali santrifiij (Sigma- B6916)

e Ultrasaf su cihazi(ELGA PURELAB Q)

¢ pH metre METTLER TOLEDO)

e Manyetik karistirict (M TOPS)

e ETUV (NUVE)

¢ Nitrojen tanki ve aktarma tinitesi (Chart, MVE, Cleveland)
e Subanyosu (NUVE BATH)

e Vakum pompasi(VACUUM PUMP)

e Vortex (Dragonlab MX-S )

e Hassas Terazi (SARTORIUS)

e Sonikator (Bandelin Sonopuls UW 2070)

e Sogutmali santrifiij, (SIGMA, B6916)

e Santrifiij (Eppendorf, centrifuge, 5415 D)

e Blok 1sitict (WEALTEC HB-2)

e Microplate Reader (Biotek FLx800)

e Hemositometre (Neubauer)

e (alkalayici (Biosan Shaker-Rocker MR-12)
e +4° buzdolab1 (ARCELIK)

e -20° derin dondurucu (ARCELIK)

e -86° derin dondurucu (NEW BRUNSWICK)

52 YONTEM

Deneyler ve ¢alismalar Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji

Anabilim Dal1 Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
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5.2.1. Sterilizasyon

Plastik, cam ve bazi sivi malzemeler (PBS ve dH:0) 121°C’de 45 dakika
otoklavlandi. Otoklavlamaya uygun olmayan sivi maddeler 0,22 um por c¢apinda
mikrobiyolojik filtrelerden gecirilerek sterile edildi. Hiicre Kkiiltiirii kabini
kullanimdan 6nce ve sonra ultraviyole 151k ile sterile edildi ve %70 alkol ile silindi.
Malzemeler %70 alkol ile silindikten sonra kabin igerisine alindi. Hiicre kiiltiirii

laboratuvari yiizeyleri diizenli olarak %70 alkolle silindi.

5.2.2. Tampon ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Bor Bilesiklerinin Sentezi

Calismamizda kullanilan bor bilesiklerinin sentezi Hitit Universitesi Kimya
Boliimiinden Prof.Dr Dursun Ali Kose tarafindan gergeklestirilmistir. Ilk olarak 150
ml sulu ¢ozeltisi hazirlanan 0,02 mol (1,24 g) borik asidin (HsBOs) iizerine,
dengeleyici metal katyon kaynagi olarak sodyum bikarbonat (NaHCO:3) (1,68 g) ilave
edildi (Sekil 11, Eq. 1). Son olarak esterlesme reaksiyonu i¢in borik asit miktarina
gore stokiyometrik orani 1:2 olacak sekilde sitrik asit (7,68 g) veya malik asit (5,36
g) reaksiyon kabina eklendi. Her iki organik ligandin asidik ve komsu -OH gruplar1
ile, tetraborat anyonunun -OH gruplarinin esterlesme reaksiyonu ile dort molekiil su
eliminasyonu gerceklestirerek meydana gelen reaksiyon sonucunda bor-sitrat diester
sodyum tuzu {Na[B(cit)2]} (Sekil 11, Eq. 2) ve bor-malat diester sodyum tuzu
{Na[B(mal)2]} (Sekil 11, Eq. 3) bilesikleri elde edilmistir. Son iiriiniin ¢oktiiriilmesi
i¢cin evaporatorde yogunlugu arttirilan ¢ozelti soguk aseton vasitasiyla ¢oktiiriilerek
trtinler alimmigtir. Cokelti / kristaller, vakumlu filtrasyondan sonra nem emilimini
onlemek i¢in hemen desikatore alinmistir. Reaksiyonlarda ultra saf su kullanilmig
olup, ayn1 zamanda ultra saf su 2 saat kaynama sicaklifina yakin sicaklikta
icerisinden nitrojen gazi gegirilerek kullanima hazir duruma getirildi. Cesitli
kimyasal ve spektroskopik analiz teknikleri ile molekiillerin yapisal

karakterizasyonlar1 irdelenmistir.
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Bor Tiirevlerinin Hazirlanmasi

Tablo 9: Bor Tiirevlerinin Hazirlanmasi

Bor Tiirevi Molekiiler Agirligt
Bor Sitrat Distester sodyum tuzu 414,01g/mol
Bor Malat Dister sodyum tuzu 284 g/mol

e 500mM Bor sitrat i¢in 0,0207 gr tartildi ve 100 ul hazirlandi.
e 500mM Bot malat icin 0,0142 gr tartild1 ve 100 ul hazirlandi.

Hiicre Dondurma Medyumu

¢ %90 Fetal Bovine Serum (FBS)
e %10 DMSO

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

e Tez caligmasinda MRC-5 akciger Fibroblast hiicre hatt1 kullanildi.
e (Oda sicakligindaki %90 RPMI igerisine %10 Fetal Bovine Serum (FBS)
eklenerek besiyeri hazirlandi.

Hiicrelerin Medyum Degisimi

e Medyum Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi kullanilarak
uzaklagtirildu.

e Su banyosunda oOnceden 37°C ‘de 1sitilmig RPMI-1640 ‘den hiicre
yogunluguna uygun miktarda yavasga eklendikten sonra 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatore kaldirildi.

e Medyum degisimi pazartesi-¢carsamba-cuma giinleri gerceklestirildi.
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Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Tripsinizasyon islemi

e Hiicrelerin besinleri diizenli olarak haftada 3 kez degistirildi ve %90 ve tizeri
konfluasyona ulastiklarinda pasajlama iglemi yapildi.

e Laminar kabin icerisinde Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum
pompasi yardimiyla ortam uzaklagtirildi.

o Kiiltiir ylizeyi Ca2+ ve Mg2+ igermeyen steril PBS ile bir kez yikandi.

e 2 ml Tripsin/EDTA (0,05%/0,02%) eklendi.

e 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 3-4 dakika hiicreler yilizeyden kalkana kadar
bekletildi.

e Hiicreler inverted mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin yiizeyden ayrilip
ayrilmadigi kontrol edildi. Tam olarak ayrilmayan hiicrelerin tutunduklari yiizeyden
kalkmalar1 i¢in hiicre kiiltiir kabina nazik¢e birka¢ kez dokunuldu.

e Tam olarak yiizeyden ayrilan hiicreler, igerisinde 15 ml taze besiyeri igeren
santrifiij tiiplerine aktarildi.

e 1 000 Rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant
dokiilerek tripsin uzaklagtirildi.

e Dipte kalan hiicre ¢okeltisinin iizerine 3 ml besiyeri konularak homojenize
edildi.

e Icerisinde 4 ml taze besiyeri olan 3 tane hiicre kiiltiir kabinin her birine bu
hiicre igeriginden 1ml koyularak 1:3 oraninda pasaj islemi gergeklestirildi.

e Islem sonunda hiicreler inverted mikroskop altinda incelenerek 37°C’de
CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. Yeterli hiicre sayisina ulasabilmek i¢in pasaj

islemine 2 hafta boyunca devam edildi.

Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicre stoklarinin uzun siire saklanabilmesi i¢in kisa siireli -86°C dondurucuda
veya uzun siireli — s1vi azot tankinda 130°C’in altinda tutulacagi dondurma isleminin
uygulanmasi1 gerekmektedir. Dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi kryoprotektan ajanlar
kullanilarak dondurma islemi sirasinda hiicrelerin korunmasi saglanir. kryoprotektan
suda eriyebilen maddelerdir, donma siirecinde olusan buz kristali miktarini kontrol

eder ve optimal degerlerin iizerine ¢ikmasini engeller.
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Dondurma islemi

e Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi yardimiyla ortam
uzaklagtirildu.

o Kiiltiir ylizeyi Ca2+ ve Mg2+ igermeyen steril PBS ile bir kez yikandi.

e PBS uzaklastirildiktan sonra 1 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 3-4 dakika hiicreler yiizeyden kalkana kadar
bekletildi.

e Hiicreler lizerine 3-4 ml besi ortami eklenerek hiicreler pipetleme ile homojen
hale getirildi.

e 1000 Rpm’de 5 dk santrifiijlenerek elde edilen hiicre peleti iizerine %90 FBS
ve %10 DMSO ilave edildi ve hiicre peleti pipetlenerek homojen hale getirildi. Daha
sonra hiicreler 1ml hacimde kriyo tiiplere aktarilarak -86°C derin dondurucuda

ve/veya -196°C’de s1v1 azot icerisinde saklandi.

Coézdiirme Islemi

e Stoklanmis hiicrelerden ¢o6zdiiriilerek yeni kiiltiirler hazirlanabilir.
Cozdiirtilecek olan hiicreler saklandigi yerden alinmadan 6nce hiicre kiiltiir kabina
37°C’ye 1s1tilmis ortam konuldu ve hiicrelerin eklenmesine hazir halde tutuldu.

e Dondurulmus hiicreler c¢ikarildiktan hemen sonra 37 °C su banyosunda
cozdiiriildii.

e Ardindan hiicre kiiltiir kab1 lizerine dikkatlice ilave edildi ve sekiz hareketi

yaparak hiicrelerin esit dagilmasi saglandi.

Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi, hiicre yogunlugunun saptanmasi i¢in yapilir. Hiicre pasajlamasi
sirasinda hemositometride sayim yapilarak yeni kiiltiire istenen miktarda hiicre
alabilmek i¢in yapilmaktadir.

e Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi yardimiyla kiiltiir
kabindaki ortam uzaklastirildi.

o Kiiltiir ylizeyi Ca2+ ve Mg2+ igermeyen steril PBS ile bir kez yikandi.
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e PBS uzaklagtirildiktan sonra 1 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde 3-4 dakika hiicreler yiizeyden kalkana kadar
bekletildi.

e Hiicreler lizerine 3-4 ml besi ortami1 eklenerek hiicreler pipetleme ile homojen
hale getirildi.

e 1 500 rpm’de 5 dk santrifiijlenerek elde edilen hiicre peleti 1 ml ortamda
homojen hale getirildi.

e Sayim i¢in hiicre siispansiyonundan 10 pl alinip tripan mavisiyle 100 ul’ye
tamamlandi.

e Karisim pipetle homojenize edildi.

e Hemositometre {izerine bir lamel koyulur ve sayilacak hiicre siispansiyonu bu
ikisi arasina pipetle kenardan verildi.

e Hiicreler goriilen 9 biiyiik karede sayildi.

e Mililitredeki hiicre sayisin1 (hiicre sayisi/ml) belirlemek icin asagidaki

formiilden yararlanilir:

Hiicre sayisi/ml = Sayilan hiicre miktari < Diliisyon orani (10%10%) /9

5.2.4. MTT Proliferasyon Testi

MTT testi hiicre proliferasyonunu indirekt olarak degerlendirmeyi amaglayan ve
hiicre kiltlirii temeline dayanan bir ilag¢/etken madde duyarliligi testidir. Teste
kullanilan MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide),
kiiltiir ortamindaki canli hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat-dehidrogenaz
enzimlerine spesifiktir. MTT suda ¢oziinen bir tetrazolium tuzudur ve absorbe
edildiginde tetrazolium halkasi, canli hiicrelerin mitokondrisinde yer alan siiksinat-
dehidrogenaz enzimleri ile parcalanarak suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan
tuzlarina doniismektedir. Olusan bu formazan tuzlar bir ¢oziicli yardimi ile tekrar
suda ¢ozilebilir hale getirilir ve meydana gelen renk degisimi spektrofotometrik
olarak &lgiilebilmektedir. Olgiilen deger kiiltiirdeki canli hiicrelerin metabolik
aktivitelerini gostermektedir.

e MTT stok soliisyonu steril PBS tamponu ile 5 mg/ml olarak hazirlanmaktadir.
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e MTT stok soliisyonu kullanimdan hemen 6nce 1:10 oraninda medyum ile
dilue dilerek 0,5 mg/ml oraninda hazirlandi.

e Bor diester malik asit sodyum tuzu ve bor sitrat diester sodyum tuzu distile
su kullanilarak ¢ozdiiriilmistiir.

e MTT analizi icin 96 goz paletlere 5 000~10 000/g6z hiicre ekilmistir, 24 saat
inkiibasyon yapilarak tutunmalari saglanmaistir.

e Sentetik bor bilesenleri sirayla 500 uM-400 uM-300 uM-200 uM-100 uM-
50uM-25uM-10uM dozlarda besi ortami igerisinde hazirlanmistir.

e Hiicreler farkli konsantrasyonlarda madde iceren ortamda 48 saat inkiibe
edilmistir.

e 48 saat sonra madde igeren ortam vakum pompasi ile uzaklastirildi.

e Kuyucuk bagina 200uL. MTT (0.5 mg/ml) eklendi.

e Negatif kontrol icin DMSO (Dimetil siilfoksit), pozitif kontrol igin
starsporine (S) kullanildu.

e MTT isiktan etkilenmemesi i¢in aliiminyum folyo ile sarilip 37°C’de %5
CO2’1i inkiibatorde 4 saat inkiibe edildi.

e MTT igeren besi ortami1 uzaklastirilarak karanlik ortamda her kuyucuga 200
ul %100 DMSO eklendi.

¢ Plateler tekrar folyaya sarild1 ve mor renkli formazan kristallerinin ¢oziinmesi
icin oda sicakliginda 10 dk boyunca calkalayicida bekletildi.

¢ 595 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Biotek ELx800) ile olusan mor

renkteki formazan miktar1 olgiildii.

5.2.5 Madde Uygulanmasi

e Hiicre kiiltiir kaplarindan toplanan ve sayimi gerceklestirilen hiicrelerden 6
gozlii platelere ekim yapildi.

e 48 saat 37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde tutuldu.

e 48 saat sonunda platelerden hiicre ortam1 uzaklastirildi.

e Ornek bagma 500uM 3 uL madde uygulamas: gerceklestirildi.

e 48 saatin ardindan enflamatuvar ortam olusturmak i¢in TNF-a uygulamasi
kuyucuk basina 2,5 uL olacak sekilde uygulama yapildi.

e 1 saat 37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde tutuldu.
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e Kontrol grubu i¢in higbir uygulama yapilmadi. Bir guruba yalnizca TNF-a
uygulamasi yapildi.
e Bor tilirevleri i¢in karsilastirilma yapilabilmesi i¢in sadece bor tiirevi ve bor

tirevi + TNF-a seklinde uygulama yapildi.

5.2.6 PCR Analizi

Hiicre Kiiltiiriinden Izolasyon

e Madde uygulamasi yapilan platelerden RNA izolasyonu i¢in pelet elde edildi.

e Steril cam pastor pipetleri kullanarak vakum pompasi yardimiyla kiiltiir
kabindaki ortam uzaklastirildi.

e (0,8 ml tripsin-EDTA soliisyonu ilave edildi ve 37°C’de %5 CO2’li
inkiibatorde 3-4 dakika hiicreler yiizeyden kalkana kadar bekletildi.

e Hiicrelerin Uzerine 2 ml ortam eklenerek tripsin inaktive edildi ve plateki sivi
toplanarak falcon tiipe aktarildi.

e Plate 2 ml ortam daha eklenerek yikama yapildi ve sivi falcona aktarildi.

e 2000 rpm de 5 dk santrifiij edildi.

¢ Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklagtirildi.

e Hiicrelerin iizerine 500 ul 1X PBS eklendi. Homojenize edilerek ependorfa
aktarildi.

e Sogutmali santrifiij 10 000 RCF +4 °C’de 1 dk boyunca santrifiij edildi.

e Pelet iizerindeki s1vi uzaklastirildi.

e Sogutmali santrifiij 10 000 RCF +4 °C’de 1 dk boyunca tekrar santrifiij edildi.

e Pelet iizerindeki s1vi uzaklastirildi ve pelet -80 °C’de saklandi.

RNA izolasyonu

e RNA izolasyonu kit kullanilarak gerceklestirildi. Tiim adimlar protokole
uygun sekilde yapildi.

¢ %1 B-merkaptonal eklenen lizis bufferdan 350 uL eklendi.

e %70 etanolden 350 uL eklendi ve vizkozite giderilene kadar pipet lup-down

yapildi.
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e RNA baglama kolonu 2 ml santrifiij tiipiine ge¢irildi. Elde edilen homojenizat
kolona aktarildu.

e 14 000 rpm de 30 sn santriflij yapildi. Siiziintii dokiildii ve kolon tekrar
santrifiij tiiptine gecirildi.

e High Wash soliisyon (5X) %100 etanol ile Low wash soliisyona (1X)
diistiriildii.

e 700 ul Low wash soliisyondan (1X) kolona eklendi.

e 14 000 rpm de 30 sn santriflij yapildi. Siiziintii dokiildii ve kolon tekrar
santrifiij tiipline gecirildi.

e DNasel lyophilize iizerine 250 ul 10Mm Tris Ph 7,5 eklendi.

e Ornek basma 5ul DNasel + 75ul DNase soliisyon mix hazirland1 ve kolona
eklendi.

e (da sicakliginda 15 dk inkiibe edildi.

e High Wash soliisyon (5X) 700 ul kolona eklendi.

e 14 000 rpm de 30 sn santrifiij yapildi. Siiziintii dokiildii ve kolon tekrar
santrifiij tiiptine gegirildi.

e Kolon 14 000 rpm de 2 dk santrifiij yapildi.

e Kolon 1,5 ml kapakl: santrifiij tiipiine gecirildi.

e 40 ul eliisyon buffer eklendi. 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Kolon 14 000 rpm de 2 dk santrifiij yapildi.

e FElde edilen RNA o6rnekleri buz iizerine alindi ve nanodorop ile miktar ve

saflik dl¢limleri yapildi.

cDNA Sentezi

e cDNA sentezi i¢in hazirlik asamalari buz iizerinde ve kit protokoliine
(BIORAD # 170-8840) uygun sekilde tamamlanmustir.

e Nanodrop Ol¢iimii yapilan RNA oOrneklerinden 800 ng alinacak sekilde
hesaplama yapildi.

e Hacim Dnase free H-0 kullanilarak 15 ul’ye tamamlandi.

e Ornekler iizerine 4ul 5x iscript mix ve 1 ul reverse transkriptaz eklendi.

e PCR tiipleri icerisinde yer alan 6rnekler 15 dk 25 °C de bekletildi.

e Ardindan 1s1 blogu kullanilarak sirastyla 30 dk 42 °C de ve 5 dk 90 °C tutuldu.
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e cDNA'’lar i¢in nanodrop ile dl¢iim yapildi ve 6rnekler -20 °C ye kaldirilda.
Kontrol olarak TBD gen ekspresyonu kullanildi. TMPRSS2, ACE2, NF«kB, IkB,
CATS, CATB, IL-18, IL-1a, IL-6 genlerinin ekpresyon seviyeleri incelendi.

5.2.7. Istatik Analiz
RT-PCR ile yapilan analiz sonucunda elde edilen CT degerleri kullanilarak
deney gruplarinda katsayisi degisiklikleri hesaplanmistir. Hesaplama yapilirken

housekeeping TBD’e gore normalize edilmistir ve 2*-(AACT) degeri kullanilmstir.

Microsoft Excel programi kullanilarak hesaplamalar ve grafik ¢izimleri yapilmistir.
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6.BULGULAR

6.1 Bor Malat ve Bor Sitrat Bilesiklerinin Hiicre Canlihgina Etkisinin

incelenmesi

Bor sitrat ile bor malatin MRC-5 hiicre hatti canliligia etkisi belirlenen
konsantrasyonlara (250 MM, 200 MM, 150 MM, 100 MM, 50 MM, 25 MM, 12,5
MM) bagl olarak 48 saatlik siiregte analiz edildi. Kullanilan konsantrasyonlarin
hi¢birinde normal saglik fibroblast hiicre hatti olan MRC-5 hiicrelerine bor
bilesiklerinin herhangi bir negatif veya toksik etkisi goriilmemistir ve sekil 13’te

gosterilmistir.
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£ 100 , ! NS
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0
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Sekil 12: Bor Bilesiklerinin MRC-5 Hiicre Canlihigina 48 saatlik % etkisi

6.2 Bor Sitrat ve Bor Malat Bilesiklerinin mRNA Gen Ekspresyon
Diizeylerine Etkileri

Bor Sitrat ve Bor Malat bilesiklerinin MRC-5 normal akciger fibroblast hiicre
hattinda CatS, CatB, TMPRSS2, ACE2, NF«B-p50, NFkB-p65, kB, IL-18, IL-1a,
IL-6 genlerinin mRNA ekspresyon diizeyi RT-PCR ile yapildi. Pozitif kontrol olarak
TNF-a ve referans gen olarak TBD housekeeping geni kullanilmistir. Gen
Ekspresyon degisimleri 2724 ile hesaplandi. RT-PCR sonucuna gore belirlenen kat

degisimleri tablo 10’da gosterilmistir.
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Tablo 10: RT-PCR sonucunda hesaplanan gen kat degisimleri

Bor malat Bor sitrat TNF INF @ +bor TNF “a +bor

malat sitrat
IL-1 41,96 -12,64 85,07 -152,40 -8,61
IL-1B 87,55 2,54 581,79 523,37 391,53
IL-6 1,15 -193,33 11,75 8,94 27,15
NFKB p50 -1,25 -22,77 36,01 1,54 3,26
IKB o 11,07 -2030,46 -11,55 -1,88 -88595,39
NFKB p65 -2,34 -107,63 -1,65 -3,32 -1,36
ACE 2 34,38 1,82 -1,91 -21,21 -1,03
TMPRSS2 32,48 4171,00 797,91 67,98 155,23
CATB 47,54 -279,07 -9,12 -12,61 -159,70
CATS 1,34 -63,59 1,90 -1,20 -2,00

IL-1a, IL-18 ve IL-6
700
600
500
400
300
200

Kat Degisiklikleri

100

, Il
-100 -

-200 Genler

IL-1B IL-6

B TNF B TNF+bor malat ® TNF+bor sitrat

Sekil 13: Bor bilesiklerinin IL-1a, IL-1p ve IL-6 ekspresyon diizeylerinde
gosterdigi kat degisikleri

Bor sitrat ve bor malatin, TNF-a indiiksiyonu sonrasinda olusan enflamatuvar
yanita etkisi IL-la, IL-1B ve IL-6 gen diizeylerinde incelenmis ve sekil 14’te
gosterilmistir.  MRC-5 hiicre hattinda TNF-a + bor malat uygulandiginda IL-1a
ekspresyonunda 152 katlik azalma, IL-1B ekspresyonunda 523 kat artis ve IL-6
ekspresyonunda 8 kat artis oldugu belirlendi. TNF-a + Bor Sitrat uygulandiginda ise
IL-1a ekspresyonunda 8,6 katlik azalma, IL-1f ekspresyonunda 391 kat artig ve IL-
6 ekspresyonunda 27,1 kat artis oldugu belirlendi.
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ACE2, TMPRSS2, CAT S, CAT B
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Sekil 14: Bor bilesiklerinin ACE2, TMPRSS2, CAT S, CAT B ekspresyon
diizeylerinde gosterdigi kat degisikleri

Bor sitrat ve bor malatin, TNF-a indiiksiyonu sonrasinda olusan enflamatuvar
yanitta virlisiin hiicreye girisinde rol oynayan molekiiller iizerindeki etkisi ACE2,
TMPRSS2, CAT B, CAT S gen diizeylerinde incelenmis ve Sekil 15°te
gosterilmistir. MRC-5 hiicre hattinda TNF-a + Bor Malat uygulandiginda ACE2
ekspresyonunda 21,2 katlik azalma, TMPRSS2 ekspresyonunda 67 kat artis goriildii.
CAT B ekspresyonunda 12,6 katlik azalis ve CAT S 1,2 kat azalis oldugu belirlendi.
TNF-a+Bor Sitrat uygulandiginda ise ACE2 ekspresyonunda 1,03 katlik azalis,
TMPRSS?2 ekspresyonunda 155,2 kat artis, CAT B ekspresyonunda 159,7 katlik
azalis ve CAT S 2 kat azalis oldugu belirlendi.
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NFkB-p50, NFKB-p65, IkB
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Sekil 15: Bor bilesiklerinin NFkB-p50, NFkB-p6S, IxB ekpresyon
diizeylerinde gosterdigi kat degisikleri

Bor sitrat ve bor malatin, TNF-a indiiksiyonu sonrasinda olusan enflamatuvar
yanitta NFkB-p50, NFxB-p65, IkB gen diizeyleri incelenmis ve sekil 16’da
gosterilmigtir. MRC-5 hiicre hattinda TNF-a+Bor Malat uygulandiginda NFxB-p50
ekspresyonunda 1,54 kat artis, NFkB-p65 ekspresyonunda 3,3 kat azalis ve IkB
ekspresyonunda 1,88 kat azalis oldugu belirlendi. TNF-a+Bor Sitrat uygulandiginda
ise NFxB-p50 ekspresyonunda 3,2 kat artis, NFkB-p65 ekspresyonunda 1,3 kat azalig
ve IkB ekspresyonunda 88 595 kat azalis oldugu belirlendi.
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7.TARTISMA

Calismamizda, MTT analizinde kullanilan konstantrasyonlarin higbirinde,
normal saglikli fibroblast hiicre hatti olan MRC-5 hiicrelerine, bor bilesiklerinin
herhangi bir negatif veya toksik etkisi goriilmemistir. Bor sitrat ve Bor malat
TMPRSS2yi inhibe etmistir. Bor malat ACE2’yi inhibe ederken, Bor sitrat
uygulamasinda 6nemli bir degisiklik olmamistir. TNF-a ile indiiklenen hiicrelerde
bor sitrat ve bor malat bilesiklerinin her ikisinin de CatS ve CatB gen seviyesini
inhibe ettigi bulunmustur. Bor sitrat ve bor malat bilesiklerinin IL-1p ile IL-1a gen
ekpresyon seviyelerini inhibe ettigi ve IL-6 gen ekpresyon seviyesini arttirdigi
goriildii. Bor malatin ve bor sitrat NFkB-p50 ekpresyonunu artirdig1 fakat NFxB-
p65, IkB gen ekpresyon diizeylerini azalttig1 saptanmaistir.

Covid-19 hiicre fiizyonu sirasinda spike (S) proteinin alt birimi olan S1’in hiicre
membran reseptoriine baglanmasina ve hiicredeki proteazlar tarafindan islenerek
S1/S2 alt birimlerine kesilmesine ihtiya¢ duyar. S proteinin proteazlar tarafindan
islenmesi viriisiin hiicreye girisinde kritik rol oynar. TMPRSS2 (Glowacka et al.,
2011; Matsuyama et al., 2010) ve CatB/L (Simmons et al., 2005) serin proteazlarinin
bu kesilme islemini gergeklestiren molekiiller oldugu bildirilmistir. CatS sistein
katepsin proteaz ailesinin iiyesidir ve MHC Sinif I sunucudur. Hastalik tedavilerinde
ideal hedef olarak goriilmektedir. Otoimmiin hastaliklar, alerjik inflamasyon ve
astim, diyabet ve obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, kistik fibrozda CatS
hedeflenerek tedavi olusturma ¢alismalar1 devam etmektedir. Ayrica dokularda farkl
seviyelerde ekspresyonu nedeniyle belirteg olarak da kullanilabilecegi
distiniilmektedir (Wilkinson et al., 2015).

Hoffmann et al. 293T hiicreleri (TMPRSS") ve Caco-2 (TMPRSS™") hiicre
hatlarinda SARS-2-S viriis enfeksiyonu aragtirmiglardir. Sonu¢ olarak TMPRSS2-
hiicrelerde amoniyum klorid (CatB/L bloker) ile muamele sonras1t SARS-2-S hiicre
girisisin bloke oldugunu tespit edilmistir (Hoffmann et al., 2020) . Iwata-Yoshikawa
ve ark. yaptig1 calismada TMPRSS2 yetmezligi olan farelerde akcigerde viral kinetik
zayiflamasi gézlemlenmis ve TMPRSS2 knockout farelerde ise inflamatuar kemokin
ve/veya sitokin cevabin zayifladigini kanitlanmistir (Iwata-Yoshikawa et al., 2019).

Yeni sentez bor bilesiklerinin 1yi huylu prostat biiyiimesinde anti-proliferatif ve

anti-enflamatuvar etkileri Korkmaz lab tarafindan arastirilmistir. BPH-1 hiicre
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hattinda serin proteaz inhibisyonu (Hepsin/TMPRSS1, PRSSS ile Cathepsin S/CatS)
ve NF-kB yolagmin inaktivasyonu araciligiyla IL-8 ve IL-6 gibi sitokinlerin
salinimini1 ve dolayisiyla enflamasyonu engelleyerek prostat hiperplazisi ve prostat
iltthabt  gibi hastaliklarin  tedavisinde potansiyel olarak kullanilabilecegi
gosterilmigtir. Hepsin/TMPRSS1 ve PRSS8 ile CTSS/Cathepsin S seviyesinin
sentetik bor bilesikleri varliginda azaldigi gosterilmistir. CatB Sars-Cov-2’nin
hiicreye girisinde etkili olabilecegi diisiiniilen lizozomal proteazdir (Hoffmann et al.,
2020). CatB overexpresyonu bircok malignite ile iligkilendirildigi i¢in birgok
calismada hedeflenmistir (Gondi, 2013).

Bu calismada TMPRSS2 gen seviyesindeki degisiklikler incelendiginde her iki
bilesigin TMPRSS2’yi inhibe ettigi fakat bor malatin daha etkin oldugu goriilmiistiir.
TMPRSS2’nin hedeflendigi ¢alismalar géz ontline alindiginda gen ekspresyonunun
inhibe edilmesinin sitokin yanitt ve enflamasyonu azalttigi gorilmistiir. Bu
baglamda bor malat basta olmak tizere her iki bilesigin de SARS-Cov-2 hiicre girigini
engellemede ve buna bagl olarak viriis bulasiciligini azaltmada etkileri olabilecegi
ortaya konmustur. Covid-19 pandemisi ile miicadelede bor malat ve bor sitratin
potansiyel bir ajanlar olabilecegi 6n goriilmektedir.

Elde edilen sonuglar TNF-a ile indiiklenen hiicrelerde bor sitrat ve bor malat
bilesiklerinin her ikisinin de CatS ve CatB gen seviyesini inhibe ettigini gostermistir.
Bor sitrat ve bor malatin Sars-Cov-2 hiicre giriginde alternatif rol oynadigi diisiiniilen
proteazlarin gen seviyelerini inhibe ediyor olmasi, viriisiin hiicreye girigini
engellemede kullanilabilecek ajan olma potansiyellerini gliglendirmistir.

ACE2 sadece SARS-CoV'min invazyonunu ve hizli replikasyonunu
kolaylastirmakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicre zar1 tarafindan da kullanilir, boylece
anjiontensin Il'ye zarar verir ve bu da akciger dokularinda akut hasarla
sonuclanir. Muchtaridi ve ark. ACE2’nin reseptor baglanma bdlgelerini gz oniine
alarak yaptiklar1 ¢alismada ACE2 inhibitorleri i¢in kritik kalintilar belirlemis ve
inhibitor araciligiyla ACE2 ile SARS-Cov-2 etkilesiminin Oniine gecilebilecegi
belirtilmistir (Muchtaridi et al., 2020). ACE2 kalpte yiiksek oranda eksprese edilir.
Ferrario ve Mullick’in Toronto’da yaptig1 ¢aligmada Sars-Cov’dan dolay1 olen
hastalarin otopsi kalp orneklerinde Sars-Cov tespit edilmistir. Ayn1 zamanda bu
orneklerde artmis makrofaj infiltrasyonu, miyokard hasar1 ve ACE2 ekspresyonunda
Oonemli bir azalma tespit edilmistir (Ferrario & Mullick, 2017). ACE2, Covid-19’un

hiicreye girisinde kap1 gorevi gérmesinin yaninda akciger hasarinin gelismesi ile
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iligkilidir. Kuba ve ark. RAS sinyal yolunun bloke edilmesinin Sars-Cov-2’nin
neden oldugu ARDS’yi hafifletebilecegini gostermistir (Kuba et al., 2005). ACE2,
RAS’in tersiniri olarak calisir ve siddetli pulmoner 6dem ve ARDS’in
tyilestirilmesinde rol oynar (S. ren Li et al., 2020). Huentelman ve ark. ACE2’yi
hedef alacak ajanlar1 hedeflemek i¢in molekiiler docking ile ACE2 ve Sars-Cov-2
etkilesiminde anahtar rol oynayan aminoasitler belirlemiglerdir. Li ve ark.,
Huentelman ve ark’nin belirledigi aminoasitlerden S protein aracilikli hiicre
flizyonunu inhibe etmeye uygunluklarini arastirmislardir. Li ve ark. Yaptigi
calismanin sonunda yeni bir ACE2 inhibitorii olarak NAAE kesfedilmistir fakat
ilacin etkili olup olmadig heniiz teyit edilememistir (Huentelman et al., 2004; Li et
al., 2020).

Bu c¢alismada bor malat ve bor sitrat bilesiklerinin ACE2 gen ekspresyon
seviyesini azalttig1 goriildii. S protein aracilikli hiicre fiizyonunun engellenmesinde
bor bilesiklerinin ACE2 inhibitorii olarak potansiyelinin degerlendirilmesi
gerekmektedir.

TNF-a, enflamatuvar yanit sirasinda sitokinez kaskatini bagslatmakta ve
diizenlemekte gorevlidir. Birincil rolii bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesi olan
TNF-a aktif makrofajlar, notrofiller, mast hiicreleri, eozinofiller, CD4+ hiicreleri
lenfositleri gibi bircok hiicre tipi tarafindan iiretilir (Tekeli et al., 2021).

Covid-19 hastalik seyrinde sitokin firtinasi dnemli rol oynar. Temel 6zelligi ates,
solunum zorlugu, CRP, ferritin, 6zellikle IL-6 ve IL-1p, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10 gibi
inflamatuar gostergelerin yiiksekligidir. Tanida sitokin firtinasinin belirlenmesi igin
IL-6 seviyesi Ol¢iilmektedir (Atak yiicel, 2020). IL-6 fibroblast, endotel hiicreler ve
monositlerden salgilanir. IL-1 ve TNF- « ile, inflamatuar yanitin 6nemli bir aracisi
olarak kabul edilir (Tekeli et al., 2021). 1l-6 seviyesinin ylikselmesiyle ates, hizli
ilerleyen bdbrek hasari, anemi, akut faz proteinlerinde artis gibi yanitlar ortaya
cikmaktadir. Covid-19 hastalarinda, hastaligin seyrinin kdtiilesmesinde sitokin
firtinasiin da rolii bulunmaktadir. Sitokin firtinasinin engellenmesi ve/veya seyrinin
hafifletilmesinin mortalite iizerinde olumlu etkileri olabilir.

Tocilizumab, romatoid artrit tedavisinde kullanilan IL-6 reseptorlerinin
hedefleyen monoklonal antikordur. 2017 yilinda FDA tarafindan sitokin salinim
sendromu tedavisi i¢in onaylanmistir. Covid-19 ‘da artan mortalite IL-6 seviyeleri
ile iliskilendirilince Tocilizumab covid-19 tedavisi olarak kullanilmistir Izda ve ark.

Hastaneye yatan vakalarla yaptiklar1 klinik arastirmada IL-6’y1 baskilamada bagarili
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olan tocilizumabin mortaliteyi veya entiibasyon oranini azaltmada etkisiz oldugu

gosterilmistir (Izda et al., 2021; Tanaka et al., 2014).

IL-1a ates ve sepsisi tesvik eder, iltithaplanmada rol alir. Aktif makrofaj,
notrofiller ve epitel hiicreleri tarafindan salgilanir. Akut faz proteinlerinin
salgilanmas1 i¢in hepositleri uyarir ve bagisiklik tepkilerinin diizenlenmesinde rol
alir. IL-1p hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve apoptozda rol alan inflamatuar
sitokindir. Enflamatuvar yanitin 6nemli bir aracisidir. Hem IL-1a hem de IL-1(
reseptore baglandiktan sonra NF-«B yolagi iizerinden inflamatuar sitokin ve TNF-a
saliimini uyarirlar (Tekeli et al., 2021).

IL la reseptorii blokeri olan anankira otoinflamatuar ve periyodik ates
sendromlarinda rutinde kullanilan tedavidir ve covid-19 tedavisinde de
kullanilmistir.  Sespisli hastalarda sagkalim yarar1 ve tocilizumabin MAShK
eriskinlerde basarisizlifindan sonra sitokin firtinasinin tersine ¢evrilmesinde
kullanilmis ve olumlu yanitlar alinmistir (NIH, 2021). Bozkurt vd. IL-18, 11-8 IL-17,
IL 10 {izerinde borik asidin etkilerini incelemis ve IL-18 ve IL-17 mRNA
ekspresyonlarinda anlamli sekilde azalma (P<0,01) ve IL-10 ve IL-8 mRNA
ekspresyonlarinda anlamli sekilde artis gozlemisler ve insan dental pulpa-
mezenkimal kok hiicrelerinde borik asidin sitokin profilini modiile ettigini
belirtmislerdir (Korkmaz, 2020).

Rogoveanu ve ark kardiyovaskiiler sistem iizerindeki etkileri incelemek iizere
CFB ile yapilan ¢alismada bazi enflamatuvar belirtecler de degerlendirilmistir.
CFB’nin LDL-kolesterol, trigliseritler, toplam kolesterol, IL-15, IL-6 ve CRP
seviyelerinin diisiirdiigii goriilmiistiir (Rogoveanu et al., 2015).

Scorei ve Rotaru ise LPS (Lipopolisakkarit) ile uyaritlan RAW264.7 makrofaj
hiicrelerine CFB uygulamis ve sonug olarak IL-14, IL-6 ve nitrik oksit saliniminin
azaldigim1 gostermislerdir (R. I. Scorei & Rotaru, 2011).

Hussain ve ark. kalsiyum fruktoborat veya sodyum tetraboratin plasebo grupla
karsilastirildigr ¢alismada 60 giin siireyle romatoid artrit hastalarina destekleyici
tedavi uygulamistir. Bor bilesenlerini kullanan her iki grupta plasebo grubuna gore
IL-1a ve IL-6 seviyelerinin diistiigli, enflamatuvar yanitin anlamli diizeyde

azaldig1 ve agrilarinin hafifledigi gozlemlenmistir (Hussain et al., 2017).
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Routray ve Ali tarafindan LPS ile stimiile edilen BALB/c farelerinde sodyum
tetraboratin (boraks) oral olarak verildigi calismada TNF-a, IL-6, IL-1B, NO
salgilanmasini doza bagimli olarak degistirdigi gozlemlenmistir. En belirgin etki 4.6
mg/kg doz seviyesinde ve TNF-a, IL-6, IL-1p, NO saliniminin artmasi seklinde
Olciilmiistiir (Routray & Ali, 2016).

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar ise bor sitrat ve bor malat bilesiklerinin IL-1/
ile IL-1a gen ekspresyon seviyelerini inhibe ettigi goriilmiistiir. Rogoveanu ve ark.
Ile Hussain ve ark. yaptiklar1 calismlardan elde edilen sonuglar da CFB nin, IL-18
ile IL-1a seviyelerini azalttigini gostermistir. Routray ve Ali tarafindan yapilan
caligmada ise IL-1p’nin sodyum tetraborat varliginda yiikseldigi gosterilmistir.

Yine bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar bor sitrat ve bor malat bilesiklerinin
IL-6 gen ekspresyon seviyesini arttirdigini gdstermistir. Rogoveanu ve ark. Ile
Hussain ve ark. yaptiklar1 ¢calismlardan elde edilen sonuglar ise CFB varliginda IL-6
seviyesinin azaldigini gostermislerdir. Routray ve Ali tarafindan yapilan ¢alismada
ise IL-6’nin sodyum tetraborat varliginda ytikseldigi gosterilmistir.

Turkez ve ark. Glioblastoma hiicre hatlarinda yaptiklar1 ¢alismada borik asit
(BA) maruziyetinin IL-1a ve IL-6 seviyelerindeki degisimleri belirlenmistir. Sadece
U-87MG hiicre hattinda IL-1a seviyesinin %19 ve IL-6 seviyesinin %10 azaldig1
goriilmiistiir. Ayrica TNF-a seviyesinin de ayn sartlarda %36 diistiigli goriilmiistiir
(Turkez et al., 2021).

NF-«B sinyal yolu proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu tesvik eder. NF-
kB inflamatuar yanitin yansira hiicre biiylimesi ve apoptoz islevlerini diizenler,
kanser ve sinir sistemi islevlerinde rol oynar. ¢esitli uyaranlara yanit veren NF-xB
viriisler tarafindan da kullanilir (Su et al., 2021). Inhibitor 6zellikte olan kB, NF-xB
ile bagl bulunur ve fosforillenmesinin ardindan NF-kB aktif hale gelir. Bundan
dolay1 IkB’nin bozulmasina yol agmak da dolayli yoldan NF-kB inaktivasyonunu
saglamis olur.

NF-«B aracil1 sitokin iiretimi ile artan enflamasyon Covid-19 hastalarinda klinik
seyrinin agirlasmasinda rol oynar. D vitaminin TNF-o’nin asag akis hedeflerini
azalttigi, bagisiklik hiicrelerinde NF-xB aktivitesini dogrudan modiile ettigi
bildirilmistir (Hariharan et al., 2021).

DeDiego ve ark. modife SARS-CoV-MAI15 ve rSARS-CoV-MAI15-AE (E
protein geni silinmis) virlis genleri ile enfekte edilen fare ve fare hiicrelerinde

yaptiklar kiiltiir caligmasinda tedavi olarak dort farkli NF-xB inhibitorii (CAPE,
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resveratrol, Bay11-7082 ve parthenolide; 20mg/kg viicut agirligi/giin dozunda tek
basina veya %1,2 dimetil siilfoksit [DMSO] ve %2,5 Tween 20 iceren fosfat
tamponlu salin [PBS] igerisinde verilmistir.) ile tedavinin hiicre canliligini
etkilemeden NF-xB aktivasyonunun azalttig1 tespit etmislerdir. CAPE ve
parthenolide enfeksiyondan sonra fare sagkalimini artirmis ve akcigerlerde
proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu azaltmistir. Ayrica iki inhibitoriin birlikte
kullanimi1 daha yiiksek oranda sagkalimi saglamistir (DeDiego et al., 2014).

Su ve ark. HeLa hiicrelerinde liisiferaz raportor tahlili kullanilarak Sars-Cov-2
proteinlerinin NF-kB aktivasyonu iizerindeki roliinii incelemisler ve ORF3a, M,
ORF7a ve N proteinlerinin NF-«xB aktivatorii oldugunu tespit etmisleridir. Bu durum
dogrudan viriisiin enflamatuvar yanit1 tetikledigini ve proinflamatuar sitokinlerin
asir1 ekspresyonu ile ARDS dahil ciddi klinik sonuglara sebep olabilecegini
gostermistir (Su et al., 2021).

Elde ettigimiz sonuglar incelendiginde bor malatin ve bor sitrat NFxB-p50
ekspresyonunu artirdig1 fakat NFkB-p65, IxB gen ekspresyon diizeylerini azalttigi
goriilmiistiir. Hastaligin patolojinin artmasimna neden olarak klinik tabloyu
agirlastiran ARDS’nin ortaya ¢ikmasina engel olmakta NFkB’nin inhibe edilmesi
potansiyel tedavi yontemi olarak diisiiniilmiistiir. Farkli aragtirma ekipleri tarafindan
potansiyel NFkB inhibitér arayisi ortaya c¢ikmistir. Bu calisma elde ettigimiz
sonuglar géz ontline alindiginda bor bilesiklerinin NFkB inhibitor potansiyeli tasidigi
ayrica IkB’nin diizenlenmesinde rol olarak NFxB miktarin1 diizenleyebilecegi
distiniilmistiir.

Akbari ve ark. Covid-19 tanisi alan 40 hasta ile randomize ¢ift kor calisma
yapmuslardir. 4 farkli gruba ayrilan hastalara giinde iki kez Smg bor sitrat, giinde iki
kez 200 mg oleoiletanolamid, her iki ¢aligma ilaci, ilag olmadan rutin tedavi (1:1:1:1)
verilmigtir. Bor sitrat tek basina ve kombinasyon halinde O: doygunlugu, solunum
hizinda iyilesme, lenfosit sayisinda artis gozlemlenmistir. Ayrica bor sitrat CRP ve
IL-1p konsantrasyonlarinda énemli azalmalara sebep olmustur. IL-6 seviyeleri i¢in
dort grup karsilastirildiginda anlamh degisiklik bulunmamistir. Akbari ve ark. Tek
basina veya kombinasyon halinde bor sitrat takviyesinin Covid-19 hastalarinda bazi

parametreleri iyilestirecegini one siirmiislerdir (Akbari et al., 2022).
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8.SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak borun serin proteaz Ozelligi TMPRSS2 ve ACE2 gen
ekspresyonlarini inhibe etmesi ile Sars-Cov-2 hiicre girisini engellemede potansiyel
ajan olabilecegi diisliniilmiistiir. NFxB ve IkB i¢in inhibitér olma potansiyeli ile
hastaligin klinik tablosunu hafifletme potansiyeli bulunmaktadir. Bor bilesikleri ile
yapilan caligmalarda IL-1f, IL-la ve IL-6 i¢in farkli sonuglar elde edildigi
goriilmiistiir. Borik asit, kalsiyum fruktoborat, sodyum tetra borat, bor sitrat, bor
malat vs. seklinde sentezlendiginde antienflamatuvar sitokinler iizerinde farkli
sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Bunun bir sebebinin yan grup olarak eklenen
bilesiklerin borik asit metabolizmas1 iizerine yaptig1 etkiler olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu calismada kullanilan bor sitrat diester sodyum tuzu ve bor malat
diester sodyum bilesikleri yeni sentez bilesiklerdir.

S protein aracilikli hiicre flizyonunun engellenmesinde bor malatin bor sitrata
kiyasla daha etkili olabilecegi diisiinlilmektedir ve ileri c¢alismalar ile ACE2
inhibitorii olarak potansiyelinin degerlendirilmesi yerinde olacaktir. Covid-19
pandemisi ile miicadelede bor malat ve bor sitratin potansiyel ajanlar olabilecegi

goriilmektedir.
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