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OZET

SERINC genleri tiim 6karyotlarda bulunmakla birlikte bilinen molekiiler fonksiyonlari
transmembran proteinlerini kodlamalaridir. Insan genomunda, transmembran topolojisine
sahip homolog proteinleri kodlayan bes SERINC geni mevcuttur. SERINC3, poliomaviriis
kars1 etkinken, SERINCS5'in antiretroviral aktivitesi gostermektedir. Yukarida bahsedilen
bilgiler 1s181nda diinya’da ve lilkemizde insan sagligindaki yikici etkilerinin belirlenmesi igin
covid-19 ile ilgili yapilacak bu tez ¢alismasi lilkemizde SERINC bolgeleri ile yapilan ilk
calisma 6zelligine sahiptir. Bu agidan 6nemli bir yerde bulunmakla beraber gelecekteki
yapilacak c¢alismalara basamak niteligindedir. SERINC3 ve SERINCS genlerinin
ekspresyon seviyelerinin belirlemek igin, DNA ve cDNA sekans analizlerinden elde edilen
veriler kullanilmistir. Dizi ¢alismalar1 sonunda, kullanilan hasta 6rneklerin de Serin3 i¢in
671 mutasyonun 301 amaino asit degisikligine neden olurken, Serin5 i¢in 333 mutasyonun
105amaino asit degisikligine neden oldugu belirlenmistir. Gen ekspresyon caligsmalari
sonunda elde edilen Ct degerleri Gene Globe program ile analiz edilmistir. Caligmada
kullanilan genlerin verileri GAPDH geniyle normalize edilip 224" formiiliinden ¢ikan
verilerle istatistiksel analiz gerceklestirilmistir. Ekspresyon kat degisimi analizi i¢in gruplar
parametrik olmayan Mann-Whitney testi (p < 0.05) kullanilmistir. Her iki gen iginde farkli
genotipler ve hastaligin seyrini degistirebilecek genetik 6zellikler belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: SERINC, SARS-CoV-2, Real-Time PCR, Gen ekspresyonu



ABSTRACT

AntiviralRolesandMolecularAnalyses of SERINC3 and SERINC5 Gene
Regions in SARS-CoV-2 Infection

SERINC genes are ubiquitous in all eukaryotes, but their only known molecular
function is to encode transmembrane proteins. The human genome has five SERINC genes,
which encode homologous proteins with a transmembrane structure. SERINC3 has
antiretroviral activity, whereas SERINCS is anti-polyomavirus. In view of the foregoing
information, this thesis study on covid-19 to assess its disastrous impacts on human health
in the globe and in our country has the distinction of being the first study undertaken in our
country with SERINC areas. In this regard, while it has an important place, it is merely a
stepping stone for future research. The expression levels of the SERINC3 and SERINC5
genes were determined using data from DNA and cDNA sequence analyses. In the patient
samples analyzed, sequence analysis showed that 333 serine5 mutations caused 105 amino
acid changes while 671 serine3 mutations caused 301 amino acid changes. The Gene Globe
program was used to assess the Ct values received at the end of gene expression studies. The
data from the genes used in the study were normalized using the GAPDH gene, and statistical
analysis was performed using the 224t formula data. The non-parametric Mann-Whitney
test (p 0.05) was used to compare groups for expression fold change analysis. In both genes,
different genotypes and genetic characteristics that can alter the course of the disease have
been identified.

Keywords: SERINC, SARS-CoV-2, Real-Time PCR, Gene expression



1. GIRIS

Coronaviridae ailesinin iiyesi olan koronaviriisler (SARS-CoV, MERS-CoV ve
SARS-CoV-2), yaklasik 27-32 kb biiyiikliigiinde, tek sarmalli, pozitif polariteli tek iplikli
RNA genomu igeren zarfli viriislerdir (Pyrc ve ark., 2006). Genomlar1 tipik olarak
baglangicta bulunan 50-metilguanosin, sonda bulunan 30 tekrarli Poli-A kuyrugu ve 6-10
toplamda 6 ile 10 genden olusmaktadir (de Wit ve ark., 2016). Koronaviriis ailesi
Alfakoronaviriis (0-CoV), betakoronaviriis (- CoV), gamakoronaviris (y- CoV) ve
deltakoronaviriis (6- CoV) olmak {iizere dort gruba ayrilmaktadir. Bunlardan y-CoV ve o-
CoV c¢ogunlukla kuslar1 enfekte ederken a-CoV ve B-CoV sadece memelileri enfekte
etmektedir. Insanlar1 enfekte eden viriislerden SARS-CoV ve Orta Dogu Solunum
Yetmezligi Sendromu (MERS-CoV?2) ise B-CoV grubuna aittir (Perlman ve Netland, 2009).
Genomik ve filogenetik analizler, COVID-19’a neden olan CoV viriisiiniin SARS virtisii ile
ayni alt cins igerisinde olmasina ragmen farkli bir sinifta oldugunu gostermistir. Bu viriis
2020 yilinin baslarinda, Uluslararas: Virlis Taksonomi Komitesi tarafindan SARSCoV-2
olarak isimlendirilmistir (Zhu ve ark., 2020). SARS-CoV-2 virion yapisi niikleokapsid,
transmembran, zarf ve spike proteinlerinden olusan bir viriistiir.

2019 yilinin sonlarina dogru Wuhan sehri saglik komitesi tarafindan Diinya Saglik
Orgiitii’ne sebebi bilinmeyen bir dizi pnémoni vakas1 bildirilmistir. S6z konusu vakalarin
ilkinin, 26 Aralik 2019°da hastaneye bagvurmus olan 41 yasindaki erkek hasta oldugu tespit
edilmistir. 6 giindiir devam eden ates, gogiiste sikisma hissi, kuru Oksiiriik ve halsizlik
sikayetleri olan hastada etken saptanamamasi iizerine yapilan arastirmalarda, hastanin yerel
bir et ve deniz lriinleri marketinde calistig1, ayn1 ortamda bazi yabani hayvanlarin satiginin
da yapildig1 ve hastanin temasta bulunmus olabilecegi 6grenilmistir (Wu ve ark., 2020).
Yapilan genetik analizler sonucu, DSO 7 Ocak 2020 tarihinde Cin’de yeni bir koronaviriis
tiiri (novelkoronaviriis, 2019-nCoV) ortaya c¢iktigin1 agiklamistir. Novelkoronaviriisiin
ortaya cikisi ile birlikte bircok genetik calisma baslatilmistir. Bu yeni etkenin diger
koronaviriis tiirlerinden tamamen farkli bir tiir olup olmadig1 veya bilinen tiirlerin belirli
mutasyonlar1 sonucu ortaya ¢ikip ¢ikmadigi konulart iizerinde durulmustur. Bir ¢alismada,
bu yeni patojenin S protein gen analizi yapilmis olup aminoasit diziliminin yarasalarda
saptanan CoV tiirleri ile %82,3 ve SARS-CoV ile %77,2 oraninda benzer oldugu
saptanmistir (Wu ve ark., 2020). Diger yandan Chan ve arkadaslarinin yaptig1 genetik
calismalarda novelkoronaviriis genomunun bat SARS-likeCoV ile %89, SARS-CoV ile %82



oraninda niikleotid benzerligi tasidig1 goriilmistiir (Chan ve ark., 2019). Novelkoronaviriis
S proteininin, tipki SARS-CoV’da oldugu gibi insan hiicrelerinde ACE-2 reseptoriine
baglandig1 gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada bu baglantinin yiiksek affiniteli oldugu ve
insandan insana bulasta rol oynadig1 gosterilmistir (Xu ve ark., 2020). Ote yandan yine S
proteininin N-terminal kismindaki aminoasit diziliminin, insan koronaviriislerinden en ¢ok
SARS-CoV ile benzerlik gosterdigi saptanmistir (Wu ve ark., 2020). Tiim bunlar 1g18inda bu
yeni viriise SARS-CoV-2 adi1 verilmistir.

1.1. SARS-CoV-2’nin Genomu

Ik olarak, SARS-CoV-2'nin genom dizisi 11 Ocak 2020'de GenBank'ta
yayinlanmasiyla (Erisim no: MN908947.3) (Wu ve ark., 2020) birlikte genom analizleri hiz
kazanmistir. Dizi ve evrimsel analizlere dayanarak, SARS-CoV-2 Nidovirales takimindan
Coronaviridae familyasindaki Betacoronavirus (B-CoV) cinsinin B soyunun en yeni iiyesi
olarak kabul edilmistir (Zhu ve ark., 2019). Genomik analizler SARS-CoV-2'nin sekans
dizilerinin %79 oraninda SARS-CoV’a benzerken, %50 oraninda Orta Dogu solunum
sendromu (MERS) ile 6zdes oldugunu gostermistir (Lu ve ark., 2020). Benzer sekilde
filogenetik analizler de SARS-CoV-2’nin MERS-CoV'den ¢ok SARS-CoV'ye benzedi
bulunmustur. Ayrica homoloji modelleme g¢aligmalarina dayanarak , SARS-CoV-2'nin
Rhinolophusaffinis'ten bir yarasa koronaviriisii olan BatCoV RaTG13 ile %96,2 homoloji
paylastig1 6nenmli bir noktadir (Zhou ve ark., 2020).

SARS-CoV-2 viriisii, bilinen RNA viriisleri arasinda tek sarmall1 ve pozitif anlamda
RNA viriisleri olan koronaviriisler, GC igerigi (%32-%43) ile diger RNA viriisleri arasinda
en biiyiik genoma sahip olanidir (Woo ve ark., 2010). Ek olarak genom yapisinda
%29.9Adenin, %32,1 Timin, %19,6 Guanin ve %18,4 Sitozinden olusmaktadir. SARS-CoV-
2 genomik dizileri 29,8-29,9 kb arasinda degismekle birlikte 27 proteini kodlayan 12 agik
okuma cercevesine (ORF'ler) sahip bir genomu bulunmaktadir (Oostra ve ark., 2007).
Genomik organizasyonu (Erisim numarasi: NC _045512.2) (Sekil 1.1), soldan saga dogru
yani 5' ugundan baglayarak 3' ucuna dogru ORF1/ab-S-ORF3a-E-M-ORF6a-ORF7a-
ORF7b-ORF8-N-ORF10 bolgelerini igerirken B-CoV'lerde farkli olarak hemaglutinin-
esteraz geni bulunmamaktadir (Wu ve ark., 2020). Ayrica transkripsiyon diizenleyici sekans

(TRS), bu ORF'lerin her biri arasinda bulunmaktadir (Yang ve Leibowitz, 2015).
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1.2. SARS-CoV-2’nin Yapisi ve Replikasyonu

SARS-CoV-2 tek sarmalli RNA viriislerindendir. Viriis genomu, spike (S), kii¢lik
zarf (E) ve membran (M) glikoproteinleriyle birlikte niikleokapsid proteini (N) tarafindan
olusturulmus bir yapi tarafindan korunur (Brian ve Baric, 2005) (Sekil 1.2). SARS-CoV-2,
dort yapisal protein (S, E, M ve N) ve on alt1 yapisal olmayan protein (nsp1—16) igerir. Nsp1,
RNA’nm islenmesine ve replikasyonunda gorevlidir. Nsp2, konaker hiicrenin hayatta kalma
sinyal yolunu degistirmekten sorumludur. Nsp3'iin olusturulan proteinlerin ayrilmasindan
sorumlu oldugu diistinilmektedir (Wang ve ark., 2020).Nsp4, transmembran domainini
icerir ve endoplazmikretikulumun zarlarin1 degistirir. Nsp5, replikasyon sirasinda
poliprotein siirecine katilir. Nsp6, bir transmembran domaini bulunur. Nsp7 ve Nsp8'in
varligr, Nspl2 ve kalip-primer RNA miktarin1 6nemli Olgiide arttirmaktadir. Nsp9,
ssRNA’nin baglayici proteini olarak iglev goriir. Nsp10, viralmRNA'larinmetilasyonu igin

kritiktir. Nspl2, koronaviriisreplikasyonu/transkripsiyonunun kritik bir bilesimi olan



RNA'ya bagimli RNA polimerazi icerir (Wang ve ark., 2020). Nsp13, ATP ile baglanarak
replikasyon ve transkripsiyon siirecine katilir. Nspl4, bir ekzoriboniikleaz diizenleme
domainine sahiptir. Nsp15, Mn(2+) bagimli endoriboniikleaz aktivitesine sahiptir. Nsp16,

bir 2'-O-riboz metiltransferazdir (Naqvi ve ark., 2020).

Niikleokapsid (N)
protein

Membran (M)
glikoprotein

Spike (S)
glikoprotein

Kiiglik zarf (E)
glikoprotein

Sekil 1.2. SARS-CoV’nin yapist.Viriisiin elektron mikroskopu goriintiisii (A), Viriisiin
sematik gosterimi (B) (Stadler ve ark., 2003)

SARS-CoV'ye benzer sekilde SARS-CoV-2 enfeksiyonu da, temel olarak S
proteinlerinin konak hiicre reseptorii ACE?2 ile etkilesimleri yoluyla hedef hiicrelere virionun
baglanmasiyla baslar (Walls ve ark., 2020). S proteininin transmembran serin proteaz 2
(TMPRSS?2) tarafindan proteolitik boliinmesi, viral ve konak¢1 zarin birlesmesiyle birlikte
viralgRNA'nin sitoplazmaya salinmasini baglatan S proteininin yapisal degisikliklerine
neden olur (Brant ve ark., 2021). Hem ACE2 hem de TMPRSS2, 6zellikle akcigerlerde ve
bagirsak epitelinde ve endotel hiicrelerinde yliksek ekspresyon ile birgok hiicre tipinde
eksprese olabilmektedir ve boylelikle SARS-CoV-2'nin ¢ok sayida hayati orgam
hedeflemesinin yolunu agmaktadir (Lukassen ve ark., 2020; Davidson ve ark., 2020). Bir
RNA viriisii olarak SARS-CoV-2, yalnizca viral genomun hiicresel proteazlar tarafindan
bagli oldugu wviral N proteinlerinden ayrildig1 enfekte hiicrelerin sitoplazmasinda
cogalabilir. ViralgRNA daha sonra dogrudan ORFla ve ORF1b'nin ekspresyonu i¢in bir
mRNA ve ayrica RNA transkripsiyonu i¢in bir sablon RNA olarak hizmet eder. ORF1la ve
ORF1b poliproteinlerinden tiiretilen viral RNA’ya bagimli RNA polimeraz dahil olmak



tizere nsp'lerin etkilesimleri, viriis enfeksiyonunun neden oldugu ¢ift zarli vezikiiller i¢inde
viriis gRNA transkripsiyonu ve sgRNA sentezi i¢in sablon gRNA {izerinde bir replikasyon
ve transkripsiyon kompleksi olusumuna yol agar (Klein ve ark., 2020). Cift zarh
vezikiillerden salinan yeni sentezlenen sgRNA'lar, viral yapisal ve yardimci proteinleri
kodlarlar. Son olarak, yeni iiretilen bir gRNA, viral bir zarf tarafindan ¢evrelenen ve enfekte

olmus hiicrelerden salinan N proteinleri ile kapsiillenir (Hartenian ve ark., 2020).

1.3. SARS-CoV-2’nin Reseptore Baglanmasi

Koronaviriis’iin temel proteinlerinden birisi olan spike (S) proteini, reseptor
baglanmasina ve viriis partikiillerinin hedef hiicrelerle birlesmesine aracilik eder. S proteini
tip I flizyon proteinidir ve konakg1 proteazlar tarafindan S1 alt birimi ve S2 alt birimi olmak
tizere iki kisma ayrilir ve alt birimler, viral flizyon meydana gelene kadar kovalent olmayan
bir formda bulunurlar (Tortorici ve ark., 2019). Dikkat ¢eken kismi, SARS-CoV'den farkli
ancak MERS-CoV'ye benzer olan SARS-CoV-2 S proteini, S1/S2 baglantisinda verimli viral
girig, yayllma ve patogenezde yardimci olan bir furinproteolitik bolinme bolgesi igerir
(Evans ve Liu, 2021). Furin, patojenik ajanlardan biiyiime faktorlerine, reseptorlere ve hiicre
dis1 matris proteinlerine kadar birgok proproteinsubstratiniproteolitik olarak aktive eden bir
hiicresel endoproteazdir (Wise ve ark., 1990). Cesitli koronaviriislerin S proteinleri, giris
stirecini kolaylastirmak i¢in ACE2, dipeptidilpeptidaz 4, aminopeptidaz-N ve sialik asit
parcalar1 dahil olmak iizere ¢ok cesitli reseptorlerle etkilesime girerler (Wielgat ve ark.,
2020). Reseptdr kullaniminin bu gesitliligi, koronaviriislerin insanlara zoonotik bulagsma
seklinde oldugunun bir gostergesi olarak kabul edilmektedir. Baglanma ve giris i¢in ayni
reseptor olan ACE2'yi kullanmasina ragmen, SARS-CoV-2 S'in dinamikleri ve reseptor
baglanma ozellikleri SARS-CoV'ninkinden biraz farklidir. SARS-CoV-2 S'in reseptor
baglama bolgesinin (RBD), ACE2 ile baglan afinitesi daha yiiksektir (Evans ve Liu, 2021).
SARS-CoV-2'nin bagisikliktan kaginma strateji olarak bu baglanma afinitesi gosterilebilir
(Shang ve ark., 2020).



1.4. SARS-CoV-2’nin Giris Yolu ve Proteaz Kullanimi

Bilim adamlari, akciger, kolon veya bobrek gibi farkli doku tiirlerine SARS-CoV-2
virlisli bulastirdilar. Calisma sirasinda, viriisiin hiicre yiizeyine baglanmasindan yaklasik 10-
50 dakika arasinda degistigini gosterdiler. Bu hizli giris yolunun, enfekte hiicrelerin
ylizeyinde bir proteazin yani transmembran serin proteaz 2 (TMPRSS2) ile iligkili oldugunu
belirlemislerdir (Meng ve ark., 2022). Bu goriis bize SARS-CoV-2, hiicrelere niifuz etmek
i¢cin 0zel olarak TMPRSS2 yolunu kullandigini gdstermistir. TMPRSS2, 6zellikle yiiksek
viriis seviyelerinin tespit edildigi iki organ olan akcigerlerde ve bagirsakta bulundugundan
bu organlar bu hastalik agisindan yiiksek riskli olarak goriilebilir. TMPRSS2 proteazi
olmadiginda, viriis endolizozomal yol boyunca baska bir yol izlemektedir (Trougakos ve
ark., 2021). Ancak bu yol TMPRSS2 yoluna gore daha yavastir. Aslinda, bu yolu takip
etmek i¢in virlis, aktivasyonu igin gerekli olan endolizozomalproteazlarin isleyisini
saglamak icin Ozellikle diisiik bir pH'a (veya bir asit ortamina) ihtiya¢ duyar. Bu yollar
hedefleyen ilaclarin bu hastalikla miicadelede fayda saglayacag diisiiniilmektedir.

Birgok smnif I viral fiizyon proteini gibi, koronaviriis girisi i¢in koronaviriislerde
bulunan S proteinlerinin konak¢i1 proteazlar tarafindan islenmesi gerekir. Bu siirecin
baslangicinda 6ncti S'nin S1/S2 sinirinda bir bdliinmeyi, S proteininin S2' bolgesinde bir
boliinmeyi veya her ikisi seklinde goriilebilir. Bu siire¢ S1 alt biriminin S2'den ayrilmasiyla
sonuglanir ve boylece S2 alt birimi yardimiyla viral zarf ve hiicre zar1 arasinda bir birlesme
olmasimi saglar (Millet ve Whittaker, 2015). Onceki calismalar, SARS-CoV'nin S2'
bolgesinde hiicre zariyla iligkili transmembranproteaz serin 2/4 (TMPRSS2/4),
endozomalkatepsin ve diger tripsin benzeri proteazlar tarafindan kullanilabilecegi
gostermistir (Simmons ve ark., 2005; Matsuyama ve ark., 2010; Bertram ve ark., 2011).
Benzer sekilde, SARS-CoV-2'nin ayn1 hiicre yiizeyi seti araciligiyla aktive edilebilecegini
gostermistir.Bu proteazlarin ve boliinme olaylarinin SARS-CoV-2 girisi, patogenezi,
tropizmi ve konak araligini belirlemedeki goreceli 6nemini belirlemek i¢in daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.



1.5. SARS-CoV-2’nin Epidemiyolojisi

Coronaviriisler, insanlarda hafif solunum yolu hastaliklar1 {rettigi bilinen
Coronaviridae familyasina ait, Ilk olarak 1965 yilinda insanlardan izole edilen zarfl1 ve tek

sarmallit RNA viriisleridir (Tyrrell ve Bynoe, 1966).

1.5.1. Hastalik ge¢misi

Aralik 2019'da Cin, Hubei eyaletinin bagkenti Wuhan'da nedeni bilinmeyen bir
pnomoni salgininin bildirilmesi ile birlikte, buradaki vakalarin ¢ogu, epidemiyolojik olarak
suda yasayan hayvanlarin ve canli hayvanlarin satildigi Huanan deniz iiriinleri toptan satis
pazariyla baglantili oldugu goriilmistir (Li ve ark., 2020). Yeni nesil DNA dizileme
kullanilarak, bu hastalarin alt solunum yolu 6rneklerinde bilinmeyen bir betakoronaviriis
oldugu kesfedilmistir. 2019-yeni Coronaviriis (2019-nCoV) olarak adlandirilan viriisii izole
etmek icin insan akciger epitel hiicreleri kullanilmistir (Zhu ve ark., 2020). 11 Subat 2020'de
soy gecmisi ve taksonomiye dayanarak, Uluslararast Viriis Taksonomisi Komitesi'nin
Coronaviridae ¢alisma grubu viriisi SARS—CoV?2 olarak adlandirdi (Gorbalenya ve ark.,
2020). Diinya Saglk Orgiitii (DSO-WHO), ortaya ¢ikan hastaliga Coronaviriis hastalig
(COVID-19) admi verilerek, 11 Mart 2020'de DSO, diinya capindaki durumu
degerlendirdikten sonra COVID-19"u bir pandemi olarak ilan etmistir (WHO, 2020).

1.5.2. Cografi Dagilim

Cin'den gelen ilk rapordan bu yana hastalik hizla yayildi ve vaka sayis1 katlanarak
artmistir. 11 Ocak'ta, Cin anakarasinin disinda Tayland'da ilk vaka bildirildi ve aylar i¢inde
hastalik Antarktika hari¢ tiim kitalara yayilmistir (WHO, 2020).

1.5.3. Bulasma Yollari

Ik vakalarin birgogunun su iiriinleri pazarlarina maruz kalma ge¢misi oldugundan,
zoonotik bulagma baslangigta makul bir neden gibi gormiistiir. Ancak 2020 Ocak ayinin
sonuna kadar, bu pazarlara maruz kalmadan hastaligin goriildiigi kisi sayisinin artmastyla

birlikte bulasma yolunun farkli olabilecegi fikri ortaya ¢ikmaya baslamistir. Hastaligin
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Wuhan'1 ziyaret etmeyen kisiler ve saglik calisanlari arasinda yayilmasi, viriisiin kisiden
kisiye bulastigini diistindiirdii (Chan ve ark., 2020). Bu viriisiin tam olarak bulagsma sekli
bilinmemekle birlikte, diger solunum yolu viriislerinde oldugu gibi, dogrudan veya dolayl
olarak, solunum yoluyla havadan ve fomitler vasitasiyla kontamine yiizeye temas maruziyeti
yani damlacik yoluyla bulastigi tizerinde durulmaktadir (Wong ve ark., 2019). Hem
semptomatik hem de iyilesen hastalarin digski 6rneklerinde viriis partikiilleri tespit edilmis

olmasina ragmen feko-oral bulagma riski belirsizdir.

1.6. SARS-CoV-2’nin Patofizyolojisi ve Klinik Seyri

Virlis solunum yolu yoluyla akcigerlere girer ve alveolarepitel tip 2 (AT2)
hiicrelerine saldirir. AT2, alveoller i¢indeki ylizey gerilimini azaltmak icin bir siirfaktan
tiretir. SARS-CoV-2'nin spike proteinlerinin AT2 hiicreleri iizerindeki ACE-2 reseptorlerine
baglanirlar (Wang ve ark., 2020). ACE2 reseptorleri ayn1 zamanda bobrek, kalp, enterositler,
pankreas ve endotel hiicrelerinin tiibiilerepitelinde de bulunmaktadir (Diao, ve ark., 2021).
Daha oOnceki ¢alismalarda, SARS-CoV-2'nin konakg¢i hiicreye girisinde ACE2 ve
TMPRSS2'nin roliinii belirlenmistir (Hoffmann ve ark., 2020). Ayrica integrinlerin (epitel
hiicrelerini matrikse veya bazal laminaya baglar), SARS-CoV-2 ile etkilesimi sirasinda
ACE?2 reseptoriinde konformasyonel degisiklikleri de indiikleyebilir oldugu gosterilmistir
(Hoffmann ve ark., 2020). Konak hiicreye girdikten sonra viriis, ssSRNA'sin1 serbest birakir.
ssRNA, poliproteinleri iiretmek i¢in konak¢1 hiicre ribozomunu ve RNA'sin1 ¢gogaltmak i¢in
RNA'ya bagimli RNA polimerazlarini kullanir. Hiicrenin paketleme yapisi, sentezlenen
spike proteinlerini vezikiil tasiyicilarina dagitir ve sonrasinda sitoplazmadaki proteinazlar,
SARS-CoV-2'nin sentezlenmis poliproteinlerini (niikleokapsid enzimleri, spike proteinleri,
M-proteini, E-proteini vb.) ayirir (Sigrist ve ark., 2020). Viriis ayrica makrofajlart uyarmak
i¢in spesifik inflamatuar aracilari da serbest birakir (Walls ve ark., 2020). Aktif makrofajlar,
kan dolagimina sitokinler (IL-1, IL-6 ve TNFa) ve kemokinler (CXCL10 ve CCL2) salmaya
baglarlar. Bu molekiillerin salinmasi vazodilatasyona ve kilcal gecirgenligin artmasina neden
olur. Alveol hiicrelerinin interstisyel bosluklarina sizan plazma, alveollerin etrafinda
birikecek ve alveolleri sikistiracaktir (de Wit ve ark., 2016; Wu ve ark., 2020).Bunun
sonucunda AT2 hiicrelerinde siirfaktan diizeylerinde azalma olur. Kademeli olaylar sonugta
alveolerkollapsave bozulmus gaz degisimine yol acar. Eszamanli olarak, enflamatuarsitokin

salgilanmasinda bir artis ortaya c¢ikar (Palm ve Medzhitov, 2007). Yardimct T hiicreleri
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(CD4+) yoluyla inflamatuarmediatorler, IL-17, IL-21 ve IL-22"yi kullanarak nétrofillerin ve
makrofajlarin iiretimini ve toplanmasini arttirir (de Wit ve ark., 2016).Bunlarin sonucunda
hastaligin seyrini etkileyen nefes almada giigliige, hipoksemi ve oksiiriige neden olur (Wan
ve ark., 2020).Hipotalamus viicut 1s1sin1 kontrol eder.Serbest birakilan IL-1, IL-6 ve TNF-a
kanda dolasarak, hipotalamusu etkileyerek, prostaglandin salinimini tetiklerler ve viicut
1s1sinda artisa neden olurlar. Hipoksik durum g6z 6niine alindiginda, sempatikler tasikardiye
neden olabilir. Tiim bu anormal inflamatuar yanitlar septik soka ve ¢oklu organ yetmezligine
yol agabilir (Balk, 2014). Kisaca pndmoni nedeniyle efektif kan hacmini ve periferik direnci
azaltan vazodilatasyon hipotansiyona, kalbin perfiizyon hizinda azalmaya ve ¢oklu organ

yetmezligine yol agabilir (Connors ve Levy, 2020).

1.7. Bagisikhik Sistemi

Cok hiicreli organizmalar, mikroorganizmalara karsi savunmaya yardimeci olan
dogustan gelen bir bagisiklik sistemine sahiptirler. Bu sistem 6zellikle, konak¢iya zararh
olan ve bu nedenle dokulara, hiicrelere ve metabolik siireclere ¢ok fazla zarar vermeden,
onceligi patojenik mikroplar1 hedeflemektedir. Bulasici hastaliklar, patojenlerin konagin ilk
bagisiklik savunmasindan kacip ¢cogalmaya ve hasara neden olmaya basladiginda ortaya
cikar. Daha yiiksek organizmalar, uyarlanabilir bagisiklik sistemi adi verilen ikinci, daha
gelismis bir sisteme sahiptir. Literatlirde siklikla ayr1 ayri ele alinsa da, aslinda bagisiklik
sisteminin her iki dalindan gelen hiicreler ve proteinler arasinda siirekli bir etkilesim vardir.
Bircok ozelligini bilsek de, immiinolojinin bilinmeyen bir¢ok noktasi hala bulundugu ve
karmasik bir sistem oldugu birgok kisi tarafindan kabul edilmektedir. Ayn1 zamanda hayatta
kalmak i¢in gereklidir ve kontrol edilmezse kendine zarar verebilecek giiclii bir aragtir;
karmasik genler, molekiiller, peptitler ve proteinler ag1 i¢inde yiliksek oranda diizenlenir ve
bu nedenle bir enfeksiyonunviriilans1 gibi organizmanin karsi karsiya oldugu duruma uygun
bir seviyede cevap olusturan sistemin adi bagisiklik sistemidir. Bagisiklik sistemine iliskin
mevcut anlayisimizin ¢ogu, insanlar ve fareler, si¢anlar, tavuklar, domuzlar ve Drosophila
gibi model sistem hayvanlari lizerinde yapilan ¢alismalardan kaynaklanmaktadir (Chou ve
ark., 2013). Bagisiklik sistemi, hiicreler arasinda sinyal gondermek ve hiicreleri enfekte
bolgelere toplamak i¢in kullanilan farkli molekiiller araciligiyla yiliksek oranda koordine

edilir (Male ve ark., 2012) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. Dogustan gelen ve kazanilmig bagisiklikta yer alan hiicre tipleri.

1.7.1.Dogal veya dogustan gelen bagisiklik sistemi

Konak¢1 organizmadaki savunmanin hayati bir bileseni dogustan gelen bagisiklik
sistemidir. Farkli bagisiklik hiicreleri ve kimyasallardan olusan bir savunmanin genel adidir.
Enfeksiyondan dakikalar veya saatler sonra etki gosteren ve tlim canli organizmalarda
bulunan spesifik olmayan bir savunmadir. En ¢ok bulunan dogustan gelen bagisiklik
hiicreleri, kemik iliginde iiretilen ve kanda dolasan nétrofillerdir. Notrofiller, patojenleri
yutan ve dokulara girdikten sonra kisa Omiirlii olmalarina ragmen kani kolayca terk edip
enfekte dokulara girebilen fagositik hiicrelerdir. Ayrica nétrofiller, enfeksiyon iizerine
graniiler depodan farkli maddeler salabilir (Gasteiger ve ark., 2017). Ayrica buna ek olarak
diger dogustan gelen bagisiklik hiicre tipleri sunlardir: 1) monositler - notrofillere benzerler,
ancak dokulara goc ettiklerinde daha uzun Omiirlii olan ve patojenleri yutan makrofajlara
dontigebilirler; 2) dendritik hiicreler - iltihaplanma siirecini baglatir ve adaptif bagisiklik
sistemini uyarir; 3) mast hiicreleri — iltihab1 uyarir ve sitokinler gibi farkli kimyasal maddeler
salabilir ve 4) dogal oldiriicii (NK) hiicreler - enfekte olmus hiicreleri dogrudan
parcalayabilen ve hiicre i¢i patojenleri 6ldiirmek i¢in kullanilan proteinlere sahip graniiller
igeren sitotoksik lenfositlerdir (Abbas ve ark.,, 2016; Abel ve ark., 2018). Ayrica, farkli tipte

plazma proteinleri ve sitokinler vardir. Hizli bir bagisiklik tepkisi, istilact patojenlerin
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yapilarini tanimak i¢in farkli bagisiklik hiicrelerinin igindeki ve iizerindeki tanima

reseptorlerine dayanir.

1.7.2. Edinilmis veya adaptifbagisiklik sistemi

Dogustan gelen bagisiklik sistemi, ¢cok ¢esitli patojenleri hizli bir sekilde algilayacak
ve ortadan kaldiracak sekilde evrimlesmis olsa da, taniyabilecegi patojenik molekiil aralig
smirhdir.Dogustan gelen bagisiklik sisteminden gelen sinyaller yoluyla ve antijenlerin
adaptif bagisiklik sisteminde lenfositler olan antijen sunan hiicreler (APC'ler) iizerindeki
reseptorlere baglanmasiyla aktive edilir. Adaptif bagisiklik sisteminin 'yeni' bir patojenle
karsilastiginda aktive olmasi1 daha uzun siirer. Bununla birlikte, bir kez etkinlestirildiginde,
adaptif bagisiklik tepkisi, dogustan gelen bagisiklik tepkisinden daha spesifiktir. Antijenik
yapilarin ezici degigskenligi ve ayrica patojenlerin konak tespitinden kaginmak ig¢in
mutasyona ugrama yetenegi, adaptif bagisiklik sisteminin evrimsel olarak gelismesini
saglamistir (Cooper ve Alder, 2006). Dogustan gelen bagisiklik sisteminin tanima
reseptorlerinin, tiimii germ (cinsiyet) hiicreleri hattt genomunda tamamen islevsel
formlarinda kodlanmis olanlarinin aksine, adaptif bagisiklik tepkileri, 6zel olarak
uyarlanmig ve genis bir gen dizisinin somatik rekombinasyon siireci yoluyla secilen
reseptorlere baglidir. Bunlar, oldukca spesifik ve esnek bagisiklik tepkileri olusturmak i¢in
omurgalilarin evriminin erken dénemlerinde gen kopyalanmasi yoluyla ortaya ¢ikmustir. i1k
patojen karsilasmalarindan sonra, bu bagisiklik reseptorlerini eksprese eden hiicreler
konak¢ida omiir boyu kalabilir ve yeniden maruz kalma durumunda hizli yanit verme
kapasitesi ve immiinolojik hafiza saglar.Ek olarak, adaptif bagisiklik sisteminin hafizasi
oldugundan, ayni patojenle bir sonraki karsilagsmada, bagisiklik tepkisi ¢ok daha hizli ve
giicliidiir. Genel olarak, adaptif bagisiklik sistemi hiimoral (B hiicreleri ve antikorlar) ve
hiicre aracil1 (T hiicreleri ve makrofajlar) yollar olmak iizere iki kisma ayrilabilir. Hem B
hem de T hiicreleri kemik iliginde iiretilir ve reseptor genlerinin proliferasyonunu,
ekspresyonunu ve reseptOr segimini igeren bir olgunlasma siirecinden geger (Abbas ve ark.,

2016).
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1.7.2.1. B hiicreleri

B hiicreleri, immiinoglobulinler veya Igs olarak da bilinen antikorlar1 {ireten
lenfositlerin genel adidir baska bir degisle bir tiir beyaz kan hiicreleridir. Antikorlar,
antijenleri tantyarak patojenleri nétralize eden biiyiik Y-sekilli proteinlerdir. Antikorlar, B
hiicresi yiizeyinde B hiicresi reseptorleri olarak adlandirilan reseptorler olarak dolasima
salinabilir. Her B hiicresi, belirli bir antijene afinitesi olan yalnizca bir tiir antikor tiretir
(Alberts, 2002). Kemik iliginde B hiicresi gelisimi, hiicre proliferasyonunu ve B hiicresi
reseptorleri ekspresyonunu igerir. B hiicresi reseptorleri bir agir ve bir hafif zincirden olusan
protein yapilart igerir ve reseptoriin ekspresyonu, agir zincirin ve ardindan hafif zincirin
DNA rekombinasyonu ile baslar. Reseptorler, rekombinasyon iglemi sirasinda liretilen ii¢
gen segmentinin farkli kombinasyonlar1 nedeniyle ve farkli segmentler bir araya
getirildiginde birlesme cesitliligi yoluyla olduk¢a degiskendir. Bu islem sirasinda
niikleotitler uzaklastirilabilir veya rastgele niikleotidler eklenebilir, bu da genomda
kodlanmayan varyasyona yol agar (Market ve Papavasiliou, 2003). Bu 6zellikleri B hiicresi
reseptorlerininin ¢ok cesitli antijenleri taniyabilecegi anlamina gelir. Daha sonrasinda
olgunlagmalari i¢in B hiicreleri dalaga go¢ ederler. Burada B hiicreleri, bir dendritik hiicre
tarafindan sunulan ilk yabanci antijeniyle karsilagir ve plazma hiicrelerine farklilasir veya
hafiza hiicrelerinin gelistirildigi germinal merkez reaksiyonuna girer (LeBien ve Tedder,

2008; Abbas ve ark., 2016).

1.7.2.2. T hiicreleri

T hiicreleri, kemik iliginde tiretilen ve olgun T hiicrelerine doniismek iizere timusa
gbo¢ eden lenfositlerdir. T hiicreleri iizerindeki T hiicresi reseptorii, yukarida B hiicresi
reseptorii icin aciklanana benzer sekilde, DNA rekombinasyonunu igeren bir siirecte {iretilen
alfa ve beta zincirleri olarak adlandirilan iki zincirden olusur. Timusta, olgunlasmamis T
hiicreleri, biiylik doku uygunluk kompleksi (MHC) molekiiliiniin taninmasini iceren negatif
ve pozitif se¢ime tabi tutulur. MHC ile basarili bir sekilde etkilesime giren T hiicreleri
hayatta kalirken kalan hiicreler apoptoz yoluyla oliir. Ek olarak, T hiicresi reseptorlerin
farklilasma kiimesi 4 (CD4) veya CDS8 olarak adlandirilan yardimci reseptorleri vardir ve
bunlar hangi MHC molekiillerinin taninacagini belirler. CD4, sinif [ MHC'yi tanirken CD8,
sinif I MHC molekiillerini tanimaktadir (Boon ve ark., 1997). CD4 pozitif T hiicreleri,
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yardimci T hiicreleri olarak da bilinir ve hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i patojenleri tanirlar
(Alberts, 2002). Hiicre i¢i patojenlere kars1 savunma sirasinda, yardimei T hiicreleri, hiicre
ylzeyindeki simif I MHC molekiilleri iizerinde patojen protein fragmanlar1 sunan patojen
yutan fagositlerin aktivasyonunda yer alir (Abbas ve digerleri, 2016). Ayrica yardimci T
hiicreleri sitotoksik T hiicreleri olarak da bilinen CDS8 pozitif T hiicrelerini uyarir ve hiicre
yiizeyi sinif I MHC molekiilleri tizerinde patojenle iligkili antijenlerin sunumuyla hiicre i¢i
mikroplarla enfekte olmus hiicreleri tanirlar (Bevan, 2004). Bir kez aktive edildiginde,
sitotoksik bir T hiicresi, salg1 keseciklerinden icerigi serbest birakir ve bunu sonucunda
enfekte olmus hiicrenin apoptoz (programlanmis hiicre Sliimiiniin) gecirmesine neden

olurlar (Prager ve Watzl, 2019).

1.8. SERINC Genleri ve Enfeksiyonlara Kars1 Etkileri

SERINC genleri (Serine incorporator-Serin diizenleyici) tiim okaryotlarda korunur
ve bilinen molekiiler fonksiyonlari transmembran proteinlerini kodlamalaridir. Insan
genomunda, transmembran topolojisine sahip homolog proteinleri kodlayan bes SERINC
geni mevcuttur. Ik tanimlanan SERINC3 genidir, poliomaviriis kars1 T-antijenlitransgenik
farelerde gelisen testis tiimorlerine karsi eksprese edildigi bulunmustur (Lebel ve Mes-
Masson 1994). SERINC3'"iin tiim fare dokularinda eksprese edilmis olmasina ragmen bazi
insan hiicre hatlarinda, farkli tiimor tiirevli dokularda daha yiiksek ekspresyonunun
belirlenmesi, bu gen ailesinin baslangicta TDE (tiimor diferansiyel olarak eksprese edilen
gen) olarak adlandirilmasini saglamistir (Lebel ve Mes-Masson 1994). Daha sonrasinda ise,
yakindan iligkili transmembran anahtar (TMS) proteinlerini kodlayan bir gen ailesi oldugu
one siirtilerek ek homolog gen dizileri tanimlanmistir (Grossman ve ark., 2000). SERINCS5't
kodlayan transkript ilk olarak kiiltiirlenmis sican pro-oligodendrositlerinde tanimlanmustir.
SERINCS’in aksine SERINC1’in insan akciger ve karaciger kanserlerinde goriildiigii
bildirilmistir (Ren ve ark., 2014).

DNA dizi veritabanlar1t SERINC genlerinin, bitkiler ve maya dahil olmak iizere tiim
Okaryotlarda gozlemlenebilir oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Saccharomycescerevisiae,
Caenorhabditiselegans ve Drosophilamelanogaster'da sadece bir SERINC geni
bulunmasina ragmen, daha gelismis 6karyotlarda bes kopyas1 (SERINC1-5) bulunmaktadir
(Firrito ve ark., 2018). SERINC2-4, esansiyel olmayan bir polar amino asit olan serini hiicre

zarlarina dahil eder ve serinden tiiretilmis iki lipidin, fosfatidilserin ve sfingolipidlerin
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sentezini kolaylastirir (Chu ve ark., 2017; Trautz ve ark., 2017).SERINC ailesinin topolojik
yapisi, amino asit tasiyicilarina benzer sekilde 10-11 transmembransegment igerir(Qiu ve
ark., 2020). Ayrica SERINC ailesi iiyeleri, uzunluklar1 yaklasik 30 amino asitten olusan ve
%53-%58 hidrofobik olan 11 bdlgeye kiimelenmis zar domainlerinden olusurlar (Inuzuka
ve ark., 2005). SERINC'ler igerisinde en yakindan iligkili olan SERINC4 ve SERINCS ile
filogenetik olarak iliskili iki grup olarak goriilmektedir. insanlardaki SERINC genleri icin
coklu izoformlar rapor edilmistir, ancak bunlardan sadece SERINCS varyantinin stabil bir
proteini kodladig1 bulunmustur (Zhang ve ark., 2017). Okaryotlarda SERINC genlerinin
varligi, bu genlerin karmasik organizmalarin hayatta kalmasi ve evrimi i¢in temel bir roli
veya rolleri oldugunu disiindiirmektedir. SERINC genlerinin tiimér progresyonundaki
rolleri g6z Oniine alindiginda, kanser hiicrelerinde yiiksek ekspresyona dayali olduklari
varsayilmistir (Tay ve ark., 2011).

SERINCS'in antiretroviral aktivitesinin kesfi, primat lentivirlislerdeNef (negatif
diizenleyici faktdr) calismasiyla ortaya cikarilmistir. Nefin  virlis  partikiili
enfektivitesiniinhibe eden zarla iligkili hiicre tipine 6zgii bir aktiviteyi hedefledigi bilinmekle
birlikte SERINC’lerinde bu yonde etkinliginin olabilecegi tahmin edilmektedir (Sharma ve
ark., 2018). SERINCS5'in insan SERINC genleri arasindaki en gii¢lii antiviral aktiviteye sahip
oldugu bilinmektedir. Bunun aksine SERINC2’nin HIV enfektivitesini degistirme yetenegi
bulunmamaktadir (Zutz ve ark., 2020). SERINC1 ve SERINC3'iin HIV’in orta diizeyde
inhibe ettigi belirlenmistir ve SERINC4'in de ayn1 zamanda giiclii bir antiviral aktivite
tasidig1 ortaya ¢ikartilmistir, bu sonu¢ SERINCS ile filogenetik olarak yakinliginin bir
gostergesi olarak yorumlanmistir (Schulte ve ark., 2017). Bununla birlikte, SERINC4'iin rolii
hakkinda bilgiler heniiz kisitlidir, ¢linkii bugiine kadar mevcut olan gen ekspresyonu veri
setleri incelendiginde, proteini kodlayan mRNA'nin eksprese edildigine dair herhangi bir
doku tespit edilememistir (Kosti ve ark., 2016).

SERINC3 ve 5’in, retroviriislere ve hepatit B viriisiine (HBV) karst kisitlama
faktorleri olarak tanimlanmiglardir (Matheson ve ark., 2015; Liu ve ark., 2020). Bununla
birlikte, son zamanlarda SERINC4'iin HIV'e kars1 antiviral etkisi de kanitlanmistir (Qiu, X
ve ark., 2020). Daha da 6nemlisi de, SERINC ailesinin tiim {iyelerinden sadece SERINC3,
4 ve 5 kisitlama faktorleridir ve viral birlesmeyi bloke ederek viral enfeksiyonu dnleme
yetenegine sahip olduklar1 ortaya ¢ikarilmistir (Timilsina ve ark., 2020; Xu ve ark., 2022).

SERINC3 ve 5, insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
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edilirler ve bunun sonucunda da viryonlara dahil olurlar ve viriisiin yeni hedef hiicrelerle

baglanmasini inhibe ederler (Sood ve ark., 2017).

1.8.1.SERINC 3

SERINC3 (Serine Incorporator 3), insan 20. kromozomu iizerinde bulunan
(20q13.12), yaklasik 25.850 niikleotidden olusan 11 ekzon bdlgesi igeren bir gendir (Sekil
1.4). L-serin transmembran tasiyici aktivitesini etkinlestirebilecegi tahmin edilmektedir
(Samarzija ve ark., 2023). Viriislere karsi viriis tespiti ve dogustan gelen bagisiklik tepkisi
olusmasinda gorevli oldugu diistiniilmektedir. Golgi aparatinda bulundugu ve membranda
aktif oldugu bildirilmektedir (Liu ve ark., 2021; Timilsina ve ark., 2022). SERINCS3, spastik
paralizi ve otozomal resesif hastaliklar iligkili bir protein kodlama genidir (Hedera, 2021;
Timilsina  ve ark., 2022).Viralpartikiiliin sitoplazmaya penetrasyonunu bozmakla
iligkilendirilmistir. HIV-1 gibi lentiviriislerinenfektivitesini kisitlamak icin gerekli kisitlama
faktorii olarak viralenfeksiyonun erken bir asamasini inhibe ederek etki eder. SERINC3,
polyomaviriis biiyilk T antijeni transgenik farelerin testis tiimdrlerinde yliksek oranda
eksprese edilir (Bossolasco ve ark., 1999). Ayrica SERINC3, akciger tiimorlerinin ve

kolorektal tiimorlerin gelisimini etkiler (Nimmrich ve ark., 2000).
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1.8.2.SERINC 5

SERINCS (Serine Incorporator 5), insan 5. kromozomu iizerinde bulunan (5q14.1),
yaklasik 144.824 niikleotidden olusan 18 ekzon bolgesi igeren bir gendir (Sekil 1.5).
SERINCS ilk olarak kiiltiirlenmis sican oligodendrositlerinde ve fare beyin dokularinda
tanimlanmistir, bu da merkezi sinir sisteminde olas1 bir biyolojik roliine isaret eden en
belirgin gozlemdir (Krueger ve ark., 1997; Grossman ve ark., 2000). SERINC3 gibi

SERINCS5’inde L-serin transmembran tastyici aktivitesini etkinlestirecegi tahmin
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edilmektedir. Ayrica Viriislere kars1 virlis tespiti ve dogustan gelen bagisiklik tepkisi
olusmasinda gorevli oldugu diisiiniilmektedir. Sentrozomdahil olmak {izere ¢esitli hiicresel
bilesenlerde (sitozol ve plazma zar1) bulunur.SERINCS, protein kodlayan, genom ¢apinda
bir iligskilendirme ¢alismasi, insan SERINCS5 SNP'lerininborderline kisilik bozuklugu ile bir
iliskisi olan bir gendir (Lubke ve ark., 2014). Bununla birlikte, insan SERINCS5'in doku
ozgullugi diisiiktiir ve plasenta, iskelet kasi, dalak, timus, testis, 16kositler, kalp ve karaciger
dahil olmak iizere ¢esitli dokularda eksprese edilir (Xu ve ark., 2003). Insan SERINCS5 ¢oklu
ek izoformlarini kodlarken, yalnizca en uzun SERINCS transkript varyanti 10 transmembran
alandan (TM) olusan kararl bir proteini kodlar (Zhang ve ark., 2017). Bu genin 6nemli bir
paralogu SERINCA4'tiir. Viralpartikiiliin sitoplazmaya penetrasyonunu bozar. Serinin
fosfatidilserin ve sfingolipidleredahil edilmesini arttirir.
Oligodendrositlerdemiyelinglikosfingolipidlerin olusumu i¢in serin molekiillerinin
saglanmasinda rol oynayabilir. SERINCS5'in viriisler tarafindan enfektiviteyiinhibe etmek
tizere kendisini plazma zarina lokalize etmesi i¢in, ekstra bir c-terminal transmembran alana
sahiptir. Bu ekstra transmembran alan, proteinin kendisini kararli bir sekilde ifade etmesine
izin verir (Zhang ve ark., 2017). SERINC protein ailesinin 5 iiyesinden en ¢ok c¢aligilan
SERINCS5'tir. SERINCS'in fizyolojik rolii tam olarak anlagilamamis olsa da, SERINCS son

zamanlarda ¢ok sayida viriisii hedef alan bir antiviral faktor oldugu diisiiniilmektedir.
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1.9. SERINC 3 ve SERINC 5’in viriislere kars etkileri

SERINC (1-5) ailesinin tiim {iiyelerinden sadece SERINC3 ve SERINCS, viral
enfeksiyonu viral dongiiniin erken bir asamasinda inhibe etme, viral birlesmeyi inhibe etme
ve kisitlama faktorleri olarak hareket etme yetenegine sahiptir (Rosa ve ark., 2015; Usami
ve ark., 2015). SERINC3'in izoformlar1 yoktur ve dogrudan hiicre zarina tasinir. SERINCS
proteini, alternatif ekleme ile iiretilen bes izoforma sahiptir. Bunlar, terminal karbon ucunda

ve transmembran alanlarindan kaynaklanan farkliliklardan olusmustur. SERINCS5-001
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izoformunun 10 transmembran alani vardir, yalnizca bunlar hiicre zarindadir ve HIV
enfektivitesinininhibisyonunda rol oynarlar (Gonzalez-Enriquez ve ark., 2017). SERINC5'in
antiretroviral aktivitesinin kesfi, Negatif faktor’in (Nef) primat lentiviriislerde
calisilmasiyla baglantilidir. Nef geni, ¢ogu in vitro kosullarda viralreplikasyon igin
vazgecilmez olan ancak in vivo olarak hastaligin ilerlemesi i¢in ¢ok onemli olan 27-kDa
miristoillenmis (miristoil:proteinin i¢ kisminda yer alan sisteine bagli palmitoil grubu) bir
proteindir. Cesitli aktiviteleri arasinda Nef, hiicrelerin aktivasyon durumunu modiile eder,
hiicre iskeletini manipiile eder, reseptorlerin yiizey ifadesini degistirir ve viriis
partikiillerinin enfektivitesini artirir (Vermeire ve ark., 2011). SERINCS'in antiviral
aktivitesi, Nef tarafindan etkisiz hale getirilir (viryonlara dahil edilmesinde bir azalmaya yol
agarak), ¢iinkii Nef onu plazma zarindan ¢ikarir ve sonrasinda bozunmasi i¢in endozomlarda
tutar (Usami ve ark., 2015).

SERINC3 ve SERINCS5'in Nefdelesyonu ile HIV-1 igeren hiicre kiiltiirlerinde
viralenfektiviteyiinhibe etme yetenegi, genomik ve proteomik araglarla gosterilmistir (Liu
ve ark., 2020). Bununla birlikte SERINCS, viralinhibisyon kapasitesi agisindan
SERINC3'ten daha gii¢lii oldugu bilinmektedir. SERINCS’in HIV enfektivitesini %50 ila
%90 araliginda azaltirken, SERINC3 enfektivitede yalnizca %20'lik bir azalma gosterdigi
belirlenmistir (Zhang ve ark., 2017).

SERINC3 ve SERINCS'in viralenfektiviteyiinhibe etmek icin hareket ettigi kesin
mekanizma hala bilinmemektedir ve SERINCS kisitlama aktivitesine aracilik eden Nef'e ek
olarak baska elementler de varlig1 bilinmektedir (Trautz ve ark., 2016). Viriislerin tasidigi
zarf glikoproteinlerinin bazilari, SERINC3-5’in yapacaklar1 aktiviteye karsi koyabilen ve
buna direnebilen diger belirleyicidir ve bu, HIV-1 ile enfekte olmus bazi hiicrelerde
SERINCS'in neden birlesmeyi bloke etmedigini agiklayabilecegi soylenmektedir (Sood, ve
ark., 2017). Bu nedenle, Nef ve glikoproteinlerinin, SERINC3-5'e kars1 koymak i¢in farkli
mekanizmalarla hareket edebilecegi diisiiniilebilir (Beitari  ve ark.,, 2017). Buna
mekanizmaya Ornek olarak, SERINCS5'in lipit diflizyonunu kisitlayarak ve/veya zarlarin
sertlesmesini tetikleyerek, viral partikiillerin hareketliliginin azalmasina yol acar ve bunlarin
birlesmeyi kesintiye ugratarak biiyiik oligomerler olusturmak iizere hareket etmesi seklinde
oldugu varsayilmaktadir (Sood ve ark., 2017).

Yakin zamanda SERINCS5'in, bir SARS-CoV-2 yardimci proteini olan ORF7a'nin
yoklugunda Siddetli Akut Solunum Sendromu Coronaviriis 2 (SARS-CoV-2) enfektivitesini
kisitladigi bulunmustur (Timilsina ve ark., 2022). Son ¢aligmalar, SERINC5'in influenza A
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viriisii (IAV) enfeksiyonunu da inhibe ettigini bildirmistir, ancak SERINCS5'in antiviral
etkisine kars1 koymak i¢in hi¢bir viral protein tanimlanmamistir (Zhao ve ark., 2022). Ayrica
hepatit B virtisii (HBV) ve klasik domuz gribi viriisiiniin (CSFV) SERINCS tarafindan bloke
edildigi bulunmustur (Li ve ark., 2020). Yine de SERINC3 ve SERINCS5’in gerek
mekanizmalarinin anlagilmasi gerekse virionlarin baglanmasinin anlagilmasi i¢in daha fazla

arastirmaya ihtiyag vardir.
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2. TEZIN AMACI VE ONEMIi

COVID-19 tiim diinyaya yayilarak kiiresel bir saglik sorunu haline gelmistir.
Milyonlarca insanin enfekte olmasina sebep olan bu hastalikla ilgili diinya literatiiriindeki
bilgiler kisitlidir ve hala birgok calisma yapilmaktadir. Bizim bu g¢alisma ile amacimiz,
SARS-CoV-2 geciren hastalardaki SERINC3 ve SERINCS gen bolgelerindeki farkliliklar
molekiiler diizeyde ortaya ¢ikarmaktadir. Boylelikle bagisiklik sistemini etkileyen bu viriise
karst1 farkli immiin yanitlara sahip birlerdeki farkliliklarin ortaya c¢ikartilmasi

hedeflenmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada, SARS-CoV-2 enfeksiyonu yoniinden pozitif ¢ikan bireylerden 5 ml’lik
EDTA’l1 tiiplere alinan kan materyalleri kullanilmistir. Calismada kullanilacak 6rnekler
basta Tunceli olmak iizere yakin illerden temin edilmistir. Ayrica bahsi gecen 6rneklerden
daha onceden belirlenmis daha 6nce bu hastaliga yakalanmamis 2’ser 6rnek toplanmaistir.
Kan alma isleminde sterilizasyona azami derecede dikkat edilmistir. Kan alinan tiipler alt-
iist ettirilerek kanin EDTA ile iyice karigmasi saglanmistir ve her bir tiip laboratuvara gelene
kadar buz kaplarinda muhafaza edilmistir. Tiiplerin birbiri ile karistirilmamasi icin bireyler
numaralandirilmistir. Yas ve cinsiyet yazilarak her birey kodlanmistir. Ayrica bireylerin kan

gruplar1 da ¢aligmaya dahil edilmistir.

3.2. DNA ve RNA izolasyonu

Laboratuvara getirilen 6rnekler DNA ve RNA izolasyonu gergeklestirilene kadar sivi
azot ile dondurularak -80 C de saklanmistir. Ayrica RNA izolasyonu i¢in kan 6rnekleri yar1
yartya RNAlater® (Life Technologies Kat.No: AM7021 ) i¢inde -80 °C’de saklanmustir.
RNAlater® c¢ok kirilgan nitelikteki RNA’y1 korumak i¢in kullanilmistir.

3.3. DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonu QiagenDNeasy Blood &Tissue DNA kiti (Kat.No: 69581)
kullanilmistir, iiretici firmanin protokoliine uyularak yapilmistir. Sonu¢ alinamamasi veya
saflik ve konsantrasyonunun yetersiz kalmas1 durumunda manuel olarak standart amonyum
asetat ile ¢Oktiirme yontemi kullanilmistir (Miller ve ark. 1998). DNA 6rneklerinin safligi
ve konsantrasyonunun belirlenmesi ic¢in spektrofotometre (Thermo-NanoDropOne/Onec)
kullanilarak ol¢tim yapilmistir. 260 nm DNA’nin, 280 proteinin ve 230 ise fenoliin
maksimum absorbans verdigi dalga boylaridir. DNA’nin safligi degerlendirilirken
A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmistir ve 1.8-2.0 arasindaki degerlerde DNA
ornekleri saf kabul edilmistir. Izolasyonu istenilen safliktaki DNA &rnekleri PCR
uygulamasi i¢in — 20 C de saklanmistir (Resim3.1).
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3.4. RNA izolasyonu

RNAlater® kiti ile -80 °C’de korunan kan 6rneklerinden total RNA izolasyonun i¢in
, RNeasy Mini Kit (Qiagen, Kat. No: 74104) kullanilmistir, {iretici firmanin protokoliine
gore yapilmistir. RNA izolasyonu gergeklestirilen 6rneklerdeki DNA kontaminasyonunu
onlemek icin DNaz enzimi veya DNA’seTreatment Kiti (DNA-free™ Kit
DNaseTreatmentandRemovalReagents, Kat. No: AM1906) kullanilmistir. RNA kantitatif
olarak A260/A280 degerleri kullanilarak Nanodrop’da degerlendirilmesi yapilmistir. RNA

ornekleri siv1 nitrogende aniden dondurularak, -80 °C’de saklanmistir (Resim3.1).

Sekil 3.1. DNA ve RNA izolasyon basamaklari. A: Kan 6rnekleri, B, C, D: Orneklerin

hazirlanmasi ve izolasyonu
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3.5. Gen Bolgelerinin Molekiiler Analizi

3.5.1. Primer Dizaym ve PCR

NCBI’daki referans Human genomunun niikleotid dizisi Clone Manager 9
programina (Resim 3.2) indirilerek SERINC bdlgesindeki hedef gen bolgeleri belirtilmistir,
bu bolgelere 6zgii primerler Primer3web version 4.0.0 (http://primer3.ut.ee/) kullanilarak
yapisma sicakliklart ve GC oranlarina dikkat edilerek tasarlanmistir (Tablo 3.1). Herhangi
bir primer bolgesinin c¢alisgmamasit durumunda alternatif primerler tasarlanarak

kullanilmastir.

Tablo 3.1. Primer listesi

GAPDH-Forward 5'-ATGACATCAAGAAGGTGGTG-3'
GAPDH-Reverse 5'-CATACCAGGAAATGAGCTTG-3'
mSerinc3-Forward 5'-AATGAACCTGAGCGGTCCTG-3'
mSerinc3-Reverse 5'-GCATAGGCAGGAGCAAGAGT-3'
mSerincs-Forward 5'-AAAAGTTGCCGGGCCTACAT-3'
mSerinc5-Reverse 5'-CCCACATAGCGCCAGACTTT-3'
SERINC3-Forward 5'-AATTCAGGAACACCAGCCTC-3'
SERINC3-Reverse 5'-GGTTGGGATTGCAGGAACGA-3'
SERINC5-Forward 5'-ATCGAGTTGTGACGCTCTGC-3'
SERINC5-Reverse 5'-GCTCTTCAGTGTCCTCTCCAC-3'

22



Clone Manager
File View Clone Map Primer Align Discover Operations Window Help

DFESAEMUIFSNE=2EFR (=2 hm@

=] [o@] =1} R o [@]=
2 @|e|= w7 7 @@ | = | @
Primer Definition: Primer Definition:
jame: Ser3_F Name: Ser3 R
Description: Description:
Notes: Motes:
Sequence: TGTCATGGCCCCTTITCTGAT Sequence: TGGGTTTTCGGTGAAGGAGA
Length: 20 Length: 20
Composition: A: 2 C: & G: ¢4 T: 8 Composition: A: 4 C: 1 G: 9 T: 6
Molar absorbance: 34.4 pg/ml = 1 OD2&0 Molar absorbance: 31.0 ug/ml = 1 OD260
Analysis criteria; PCR Primer Analysis criteria: PCR Primer
A %GC Tm®C  Dimers Stabiity GCcamp Runs  Hairpin FP A %GC Tm°C  Dimers Stabiity GCdamp Runs  Hairpin FP
50 63 OK 2.8 0K & 50 63 OK 1.0 i} OK -
Details | Analyze Details | Analyze
EffSers. CRICEENY o) o e ]
2 @ e | | 7 7 @|e % | 7
Primer Definition: Primer Definition:
Name: Sers.F Name: SerS R
Description: Description: B
Notes: Notes:
Sequence: TCTICTGAGCAGCTIGGGTAC Sequence: TATGAAGAGACTGGAGCCCC
Length: 20 Length: 20
Composition: A: 3 C: 5 G: & I,: € Composition: Ar 6 C: 5 G: € T: 3
Molar absorbance: 33.2 pg/ml = 1 OD260 Molar absorbance: 30.9 pg/ml = 1 OD260
Analysis criteria: PCR Primer Analysis criteria: PCR Primer
A %GC T’!‘Dc :r'..ers Stabity GCclamp Runs  Harpn P A %GC  Tm°C  Dimers Stabiity GCdamp Runs  Hairpin FP
55 63 17 oK oK oK - & 55 52 oK 7 oK 0 oK
Details | Analyze Details | Analyze

Resim 3.1. Clone Manager 9 primerTm deger hesaplamalari

PCR islemi toplam 40 pl hacimde gergeklestirilmistir. Reaksiyon igin; 4 plbuffer
(10X) [500 mMTris-HCI (25°C’de pH8.0), 50 mM MgCI2, 10 mM DTT], 1 pldNTP (1 mM),
ileri ve geri primerlerden 1’er pl (20 pmol), 0.5 ul DNA polimeraz (5 u/ul) [25 mMTris-HCI
(pH 7.5), 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1 ul kalip DNA (~400 ng/ml)
ve 40 pl’ye tamamlamak tizere 31.5 pul dH2O ile karistirilarak hazirlanmistir.

3.5.2.Sekans Dizilimi

Gen bolgelerin agaroz jelde teyit edilmesiyle, PCR iirlinleri iki yonlii olarak
Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi biinyesindeki 3130xI DNA dizileme aleti ile
sekanslanmigtir. Sekanslama islemi; Sephadex kolon yardimiyla temizlenen PCR iiriinleri
BigDyeTerminator V3.1 CycleSequencing Kit (AppliedBiosystem) kullanilarak PCR
(CycleSequence) yapilmistir (2 ul DNA, 1 plprimer (3,2 pmol/ ml), 1 plBigDyeTerminator
V1.1, V3.1 5xSequencing Buffer, 2 plBigDyeTerminator V3.1 CycleSequencing RR-100, 4
pl ultra saf su). Daha sonra karisim PCR cihazina yerlestirilerek ve cihaz 96 °C de 1 dakikada
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1 dongii, 96 °C de 10 saniye, 50 °C de 5 saniye, 60 °C de 4 dakikada 30 dongii ve 4 °C de
bekletilecek sekilde ayarlanmistir. DNA dizileme 6ncesi 10 pl PCR iiriinlerini saflagtirmak
i¢in Sefadex G-50 (Sigma-Aldrich) kolonlar kullanilmistir. Bu amagla, 1gr Sephadex G-50
ile 15 ml ultra saf su 5 dakika ¢oziinecek ve bos spin kolonlara 650 ul eklenilmistir. Yarim
saat beklendikten sonra 4800 rpm’de 2 dakika santrifiij edilecek ve siipernatantlar
uzaklastirildiktan sonra 10 plpcr iriinleri Sephadex kolonundan 5400 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilerek kullanilmistir. Kolondan gegen PCR fiiriinlerinden 10 ul 96’lik platelerin
dip kismina aktarilacaktir. Platelerde ayn1 hizada olmayan 6rnekler Hi-Di TM formamide
(AppliedBiosystems) ile tamamlanmistir. Daha sonra plate dizileme cihazina (3130x
Genetic  Analyzer,  AppliedBiosystems)  yerlestirilerek, 3130  pop-7 TM
PerformanceoptimizedPolymeri  kullanilarak DNA  dizilimleri  gerceklestirilmistir.
Bahsedilen islemler iizerinden DNA dizileme islemi hizmet alimi seklinde yapilmistir.
3130xI DNA dizileme cihazi iniversitemiz biinyesinde bulunmadigi i¢in dolay1 hizmet alim1

seklinde gerceklestirilmistir. Bunun disindaki tiim islemler laboratuvarda yapilmistir.

3.6. Gen Ekspresyonlarinin Belirlenmesi ve Datalarin Degerlendirilmesi

3.6.1.Gen dizianalizleri

Sekans dizisi belirlenen gen bolgesi bugiine kadar belirlenmis genlerden farklilik ve
benzerliklerinin bulunmasi i¢cin NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) basta olmak iizere, Sanger
(http://pfam.sanger.ac.uk) ve Uniprot (http://services.uniprot.org/blast/blast-20100729-
0748405592) gibi farkli veri tabanlarinda da incelenmistir. Ayrica sekans dizisi hakkinda
bilgi edinmek ve belirli formatlara (Fasta, Java v.b.) donistiirmek i¢cin BioEdit, Clone
Manager 9, Treeview, AppliedBiosystems DNA Sequencing Analysis Software v5.1 gibi
bilgisayar lizerindeki programlardan yararlanilirken, internet tabanli NCBI Blast, ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw), Expasy  (http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html)
programlar1 kullanilmigtir. Bu agidan elde edilen dizi bilgileri, daha dnceden calisilmis ve
NCBI’a girilmis genlere benzerligi yoniinden arastirilmistir. Bunu  igin BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi kullanilmistir (Altschul ve ark., 1997).
Genlerin ¢oklu dizilenmesiClustalX programi (Thompson ve ark., 2003) ve ClustalWw?2 -
MultipleSequenceAlignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) ile

gerceklestirilmistir. Buradan elde edilen sonuglar SplitsTree4 programi (Huson ve Bryant,

24



2005) yardimi ile Kimura2 parametresi kullanilarak NeighbourJoining (NJ) (Saitou ve Nei,
1987) veya UnweighedPairGroupMethod of AritmeticAverages (UPGMA) metodlar
(Davis ve ark., 2004) ile dendongram elde edilmistir. Bunun disinda DNASP V4.10
programi (Rozas ve ark., 2003) kullanilarak gen dizilimleri Mega formatina doniistiiriilerek
ve MEGA 6 programinda (Tamura ve ark., 2013) Jukes-Cantorparametrisi ile NJ veya
UPGMA metodlar ile dendogramlari elde edilmistir. Elde edilen dizi sonuglart belirtilen
paket programlar ve belirtilen yontemlerle belirli gruptaki dizi sonuglar1 ve GenBank’tan
alinan dizi sonuglar ile birlikte analiz edilerek, olusan gruplara ve elde edilen dallandirma

sistemlerine gore sonuglar yorumlanmigtir.

3.6.2. Gen ekspresyonlarinin belirlenmesi

Gen ekspresyon seviyelerinin belirlemek i¢cin, DNA ve cDNA sekans analizlerinden
elde edilen veriler kullanilarak Real-Time Sybr Green yontemi kullanilarak yapilmistir. Sybr
Green PCR igini seSybr Green Master Mix’den (Qiagen, Hilden, Germany) faydalanilacak
ve amplifikasyon prosediirii iiretici firmanin bildirdigi yonteme gore yapilmistir. Real-time
PCR islemleri laboratuvarimizda bulunan Rotor-Gene® Q sistemi (Qiagen) ile yapilmistir.
gPCR reaksiyonu, 10 ul Rotor-Gene Probe PCR Kit veya TagMan® Fast Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems) (2X), ileriprimeri (10 uM) 1 ul, geriprimeri (10 uM) 1 pl,
prob (5 uM) 0.5 ul, DNA (100 ng/uL) 7.5 plve H20 5 pleklenerek toplam 20 uL hacimde
yapilmistir. PCR sartlari; 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakikave 50 dongii, 95°C 15
saniyeve 60°C’de 1 dakika seklinde yapilmigtir. Real Time PCR metodunun bilesenlerinin
konsantrasyonu ve PCR sartlar1 gerektiginden odifiye edilerek optimize edilmistir. Biitiin
reaksiyonlar da giivenilirligi control etmek i¢in hedef DNA (mikrobiyal)
icermeyennegatitkontrollerkullanilmistirveayricatekrarlanabilirligi test etmek amaciyla kit
deneyleri en az 3 tekrar yapilmistir.

Genlerine kspresyon iliskisi igin sigirlarda house keeping bir gen olan GAPDH
(Gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz) referans geni kullanilmistir (Tablo 1). Housekeeping
genlerininbiitiinhiicrelerdekiliretimininsabitolmasindanyararlanilarak gen ekspresyonlarinin
kiyaslanmasinda kullanilmigtir (Barber ve ark, 2005). Calisma sonunda eldeedilen Ct
degerleri Gene Globe program ile analiz edilmistir. Calismada kullanilan genlerin verileri
GAPDH geniyle normalize edilip 2722 formiiliinden ¢ikan verilerle istatistiksel analiz

gerceklestirilmistir (Pfaffl, 2001). Ekspresyon kat degisimi analizi i¢in gruplar parametrik
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olmayan Mann-Whitney testi ile analize dilerek ve p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edilmistir.

3.7. Etik Kurul Onay Bilgileri

Etik kuruladi: FIRAT UNIVERSITESI Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu
Etik kurul kararmmn sayisi: 2022/07-12
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kan Orneklerinden Genomik DNA ve RNA izolasyonu

Materyal ve metot’da3.3 ve 3.4’de tanimlandig1 gibi elde edilen 6rneklerden DNA
ve RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir (Resim 4.1). DNA o6rneklerinin izolasyon etkinligi
%1 °lik agaroz jel elektroforez ile kanitlanirken (Resim 4.1), RNA i¢in nanodrop okumasi
yapilarak saflik ve konsantrasyonu belirlenmistir (Tablo 4.1). DNA ve RNA 6rneklerinin

genotiplendirme analizlerinde kullanilabilecek kalitede safliga ve konsantrasyona sahip

oldugu gozlenmistir.

11

Resim 4.1. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii

Tablo 4.1. RNA izolasyonu sonucunda elde edilen 6rneklerin bir kismmin saflik ve

konsantrasyonu
Hasta Numaras1 Cinsiyeti Konsantrasyonu Birimi Safligi OD (260/280)
H1 Bayan 115,3 ng/ul 2,22
H2 Bayan 207,7 ng/ul 2,29
H3 Bayan 246,9 ng/ul 2,64
H4 Bayan 72,7 ng/ul 2,23
H5 Bayan 96 ng/ul 2,4
Hé Bayan 133,5 ng/ul 2,28
H7 Bayan 7,4 ng/pl 2,6
H8 Bayan 93,8 ng/ul 2,46
H9 Bayan 109,9 ng/ul 2,46
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H10 Bayan 132,7 ng/pl 2,42

H11l Bay 51,4 ng/ul 2,42
H12 Bay 89,8 ng/ul 2,43
H13 Bay 63,3 ng/ul 2,42
H14 Bay 86,6 ng/ul 2,2
H15 Bay 139,7 ng/ul 2,23
H16 Bay 200,9 ng/ul 2,27
H17 Bay 159,1 ng/ul 2,24
H18 Bay 165,5 ng/ul 2,24
H19 Bayan 125,1 ng/pl 2,23
H20 Bay 222,7 ng/ul 2,29

4.2. SERINC3 ve SERINCS Gen Bolgelerinin PZR Optimizasyonu

Hasta ornekler i¢in belirlenen genlerle ilgili NCBI’da higbir dizi bulunmamasindan
dolay1, kullanilan uluslararasi genom veri tabanindan elde edilen GRCh38.pl4 dizisi
kullanilarak tasarlanan primerler ile konvansiyonel PZR amlifikasyon ¢alismalari
yiriitiilmistiir. 3.5.1°de bahsedilen sekilde tasarlanan primer ciftleri ve gradient PZR islemi
tim gen ekzonlarina (SERINC3 ve SERINCS5) uygulanmistir. Primer sicakliklarinin

belirlenmesi i¢in yapilan gradient PZR ile primer sicakliklari tam olarak belirlenmistir.

4.3. ERINC3 ve SERINC5 PZR Amplifikasyon Sonucu

Hasta orneklerindeki SERINC3 ve SERINC5 gen bdlgesini olusturan intron I,
ekzon II ve intronlll i¢in3.5.1.’de bahsedilen sekilde tasarlanan primerler kullanilarak
(Tablo 3.1) PZR islemi gergeklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.5.1.’de detaylandirilan PZR
sartlar1 kullanilarak yapilmis ve ¢ogaltilan bolge % 1,5’lik agaroz jelde goriintiilenmistir

(Resim 4.2). Hedef bolge yaklasik 1109 b¢ uzunlugunda lineer bir bolgedir.

28



Resim 4.2. SERINC3 Gen bolgesi PCR sonucu ( M=1 kb)

Hasta 6rneklerindeki Serinc5 gen bolgesini olusturan ekzon 11 ve intronll i¢in3.5.1°de
bahsedilen sekilde tasarlanan primerler kullanilarak (Tablo 3.1) PZR islemi
gerceklestirilmistir. PZR reaksiyonu, 3.5.1’de detaylandirilan PZR sartlar1 kullanilarak
yapilmig ve gogaltilan bolge % 1,5’lik agaroz jelde goriintiilenmistir (Resim 4.3). Hedef
bolge yaklasik 517 b¢ uzunlugunda lineer bir bolgedir.

Resim 4.3. SERINC5 Gen bolgesi PCR sonucu (M=1 kb)
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4.4. SERINC3 ve SERINC5 DNA Dizileme Sonuclar:

SERINC 3 ve SERINC 5 bolgesinin her iki zinciri de ileri ve geri primerleri
kullanilarak 1109 b¢ ve 517 b¢ uzunlugundaki her iki bolgenin de niikleotid dizisi
belirlenmistir. Tiim 6rneklerden elde edilen dizi bilgileri farkli formatlarda kaydedilmistir.
3.6’da ayrintili bir sekilde bahsedildigi gibi hedef bolge icin farkli olarak diisiiniilen
orneklerin kromatogramlarma bakilarak SERINC3 ve SERINC 5’in konsensiis dizileri

belirlenmistir.

Sekil 4.1. SERINC3 bolgesinin ileri primer ile elde edilen dizilime ait kromatogram
goriintlisliniin bir kismi1 6rnek olarak gdsterilmistir

- = = 2 - ==
T 2 6 C € A T

s ‘LALJAHA‘U.‘U‘“AAA{.‘ - -AA!.&.‘ Aiﬂ).&- A“ b

Sekil 4.2. SERINCS bolgesinin ileri primer ile elde edilen dizilime ait kromatogram

VA

)
)
g

goriintiistiniin bir kismi1 6rnek olarak gdsterilmistir.

4.5. SERINCS ve SERINCS Gen Bolgelerinin Filogenetik Analizi

Covid hastalar i¢in olusturulan filogenetik agag¢lar Neighbor-Joining (NJ) yontemi,
Jukes—Cantor modeli ve Bootstrap metoduna (1000) dayanmaktadir. Dallar {izerinde
gosterilen degerler bootstrap degerleridir. Konsensiis dizileri filogenetik iliskileri
bakimindan referans diziye gore niikleotid ve amino asit dizisi ayrimi serinc3 i¢in %30
serinc5 i¢in %40 hesaplanirken mRNA dizisi SERINC3 i¢in %60 ve SERINCS %70
seklinde belirlenmigtir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Tanmimlanan SERINC3 ve
SERINC5bolgesindeki SNP’ler, hastalik seyrine gore kiimelenmislerdir.
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Andolfo ve ark. (2021) yaptiklar1 bir calismada COVID-19 nedeniyle hastaneye
yatirtlan 7.970 kisinin genetik analizleri sonucunda TMPRSS2/MX1 lokusundaki (chr.21)
bes SNP’nin, siddetli COVID-19 ile iliskilendirmislerdir. Elde edilen veriler bu bes
SNP’nialelinin, kanda yiiksek diizeyde MX1 ekspresyonu ile baglantili oldugu goriilmiistiir.
MX1, hiicresel antiviral yanitta yer alan bir guanozintrifosfatmetabolize edici proteini
kodlayan bir interferon-a/ ile indiiklenebilen bir gendir (Ciancanelli ve ark., 2016). Konak
genetik faktorlerinin COVID-19'un farkli klinik gostergelerini etkileyebilecegini ve MX1'in
potansiyel bir terapdtik hedef olabilecegini gostermektedir. Benzer bir durum bizim
sonuglarda da goriilmektedir. Serinc3 ve 5 bolgelerindeki SNP farkliklarinin ekpresyon
sevilerindeki farklilik olusturma potansiyelinde oldugu, bunun en belirgin gostergesi de

amino asit degisikliklerindeki farkliliklar olarak gosterilebilir.
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Sekil 4.3. Hastalardaki SERINC3 bdlgesinin filogenetik agaci.
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| —

Sekil 4.4. Hastalardaki SERINCS bolgesinin filogenetik agaci.
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4.6. SERINC3 Genotip Analizi

Tunceli’deki hastalardaki kan orneklerindeki Serin3 i¢in genomikprofiller elde
edildi. Genotipleme, PCR ile iiretilmis DNA dizileri kullnalarakCodonCodeAligner
programi kullanirak otomatik olarak yapilmistir. Muhtemel olarak 671 mutasyonun 301
pozisyonunun amaino asit degisikligine neden oldgu belirlenmistir. Onemli gériilen

degisiklikler Tablo 4.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. SERINC3 gen bdlgesi genotip bdlgeleri ve amino asit degisikliklerinin énemli

olanlari
Allel Ornek Genetik Ozellikleri
Niikleotit Amino Asit
Degisikligi Degisikligi
. Gly—Lys
Heterozigot H 25, H48 G>A
A-G 2
A>G Asn—Asp
HEteAr_cg'gm H_14, H15, H18, H31, H35, H54, H58 119-G>A Arg—Lys
He“Xf’é'gm H7, H21, H50 127-A>C Thr—Pro
Homozigot T- H4, H7,H11, H14, H15, H18, H25, H32,

T H35,H40, H45, H49, H50, H54, H58 143-G>T Gly—Val
HeteAr_‘g'g(’t H21, H45, H49 146-A>G Asp—Gly
Heterozigot

o H6, H21, H31, H50, H51, H54, H57 185-T>C Phe—Ser
Heterozigot H4, H6, H11, H14, H18, H21, H24, .

C-T H31,H32,H34, H40, H42, H45, H50, H57, H58 187-C>T His—=Tyr
Heterozigot  H6, H11, H18, H2L, H31, H32, H37, H38, H40, .

A-C H42, H45,H50, H51, H54, H58 188-A>C His—Pro
Het‘g_oTZ'QOt H4, H6, HL1, H21, H24, H49 190-C>T Leu—Phe
Heterozigot H7, H14, H15, H24, H25, H32, H35, H37, H38, 434-G>C Ser—Thr

C-G H42, H50, H51, H54 434-G>T Ser—lle
HeteAroé'QOt H13, H39, HAO, H47,H49 574-A>C Ser—Pro
HetecroTZ'g"t H24, H39, H47, H49 857-T>C Phe—Ser
lmecr_ongot H2, H39, H40, H47 860-C>T Thr2—Phe
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4.7. SERINCS5 Genotip Analizi

Tunceli’deki hastalardaki kan orneklerindeki SerinS i¢in genomikprofiller elde
edildi. Genotipleme, PCR ile iiretilmis DNA dizileri kullnalarakCodonCodeAligner
programi kullanirak otomatik olarak yapilmistir. Muhtemel olarak 333 mutasyonun 105
pozisyonunun amaino asit degisikligine neden oldgu belirlenmistir. Onemli gériilen

degisiklikler Tablo 4.3’de 6zetlenmistir.

Tablo 4.3. Serinc5 gen bolgesi genotip bolgeleri ve amino asit degisikliklerinin onemli

olanlar
Allel Ornek Genetik Ozellikleri
Niikleotit Amino Asit
Degisikligi Degisikligi
Heteroilgot C- H_1-58 (tiim o6rneklerde) 163-C>T His—Tyr
Heteroé'g"t c H1, H2, H6, HY 168-C>G Cys—Trp
Hetero;'go‘: G HL, H4, H6, H8, H9 189-T>G Asp—Glu
Heterozigot C-
élg H_1-58 (tiim 6rneklerde) 217-C>G Leu—Val
Heterozigot G- HL, H2, H3, H6, H8, H9, HLL, H19, H30,
T H31, H40 218-T>G Leu—Arg
H igot C-
eteroé'QOt C H_1-58 (tiim drneklerde) 220-C>G His— Asp
Heteroé'gm A- H_1-58 (tiim Srneklerde) 224-G>A Gly—Glu
Heterozigot A- _ HL, H6, H8, HO, HLL, H16, H18, H25,
T H30, H32, H33 232-A>T Asn—Tyr
H igot A-
eteroé'QOt H1, H5, H6, H8, H9, H11, H19 253-A>G Arg—Gly

4.8. SERINC3 Gen ekspresyon analizi

Gliseraldehit-3-fosfat ~ dehidrojenaz  (GAPDH), gen ekspresyon verilerinin
belirlenmesinde tercih edilen standart genlerden birisidir (Bas ve ark., 2004). Hedef genler
ve referans genler uygun sartlarda seyreltilerek kullanilmistir. Her gen bolgesi icin,

verimlilik degerleri hesaplanmis R? standartlar olusturulmustur (Sekil 4.5).
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Reaksiyonlarin dogruluk oranlarinin artirilmasi igin her reaksiyon ii¢ kopya halinde
gerceklestirilmistir. Daha sonrasinda amplifikasyon verimliligi (E) asgidaki formiile gore
belirlenmistir.

E=(10¢/slope) _1) x100
PCR Verimliligi [E] : %99 verimlilik

Ekspresyon seviyesi 224t metodu kullanilarak semi-kantatif olarak hesaplanmistir.
Amplifikasyon etkinlik oraninin 2 ve lizeri oldugu durumlarda ¢alismada kullanilan ve
dizayn edilenprimerlerin gene 6zgilinliigii %100 demektir, bu deger azaldikca ise primerlerin

Ozgiinliik azaldig1 bilinmektedir (Hazman, 2022).
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Sekil 4.5. Referans ve ¢alismada kullanilan gen bélgelerinin R? denklem sonuglari.

Hastaligin seyri ve immiin genlerin ekspresyonu lizerindeki etkisini incelemek i¢in,
SERINC3 geni ve gapdh referans genlerinin ekspresyonu ile mutasyon yiikii arasindaki
korelasyona odaklandik. SERINC3 genindeki mutasyon yiikii ile dnemli dl¢iide hastaliga
duyarlilikla iligkili oldugu bulunmustur ( p = 0.19). SERINC3 gen ekspresyonu, qRT-PCR
analizi ile dogrulandig: tlizere, Covid-19 ile enfekte olmus kislerde 6nemli Olglide yukari

yonlii bir regiilasyon goriildii (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. SERINC3 gen ekspresyon seviyeleri

4.9. SERINCS5 Gen Ekspresyon Analizi

SERINCS, gen ifadesine dayali olarak viral hastaliklara karsi olusturulacak immiin
yanit1 etkileyebilecegi One siiriilmiistiir. Bu ¢aligmada, SERINCS5’nin diger bagisiklik
genlerinden biiyiik dlciide farkli oldugunu ve 6zellik gen ekspresyonu ile korelasyon, genel
korelasyonlardan (6rn.,bimodal) farkli oldugunu gostermistir. SERINCS gen ekspresyonu,
gRT-PCR analizi ile dogrulandig1 tizere, Covid-19 ile enfekte olmus kislerde 6nemli dlciide
yukari yonlii bir regiilasyon goriildii (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. SERINC5 gen ekspresyon seviyeleri

Genom genisliginde iliskilendirme ¢alismalar1 ile birlikte, COVID-19'un iKi
duyarlilik lokusu tanimlanmistir (Ellinghaus ve ark., 2020 ). Kromozom 3 iizerinde
SLC6A20 , LZFTL1 , CCR9 , CXCR6 , XCRI1 , FYCOI1 gibi ¢oklu gen bolgelerini igeren
lokus ilkini olustururken, ABO kan gruplarimi tanimlayan kromozom 9 {izerindeki
ikincisinin COVID-19’a duyarlilik agisindan onemli oldugunu vurgulamislardir. Ayrica
ekzon dizileme g¢alismlari, tip I interferon yolagina ait genlerdeki nadir mutasyonlarin
etkisizlestirilmesinin COVID-19 pndmonisine yatkinlik olusturdugu gosterilmistir (van der
Made ve ark., 2020). Ek olarak, Italya’da yapilan bir ¢alismada, TMPRSS2 ve PCSK3 gen
bolgelerindeki kodlama varyantlarinin enfeksiyon duyarliligi ve siddetindeki degiskenlige
katkida bulunabilecegi gosterilmistir ( Latini ve ark., 2020).
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5. SONUC VE ONERILER

Daha 6nceki ¢alismalarda bildirilmis olan farkli bagisiklik genlerindeki olagandisi
Ozellikler goz oOniine alindiginda, SERINC proteinlerinin viral hastaliklarda kisitlama
faktorleri olarak goriilmesi 6nemli bir sonugtur. Bununla birlikte, SERINC3 ve SERINCS
muhtemelen diger SERINC genlerinden farkli olarak, konak¢i ile etkilesimin
diizenlenmesinde temel bir rol oynadig1 goriilmiistiir. SARS-CoV-2 geciren hastalardaki
SERINC3 ve SERINCS5’deki ekspresyon farkliliklart bu enfeksiyona karsi belirleyici bir
marker olduklarin en belirgin gostergesi oldugu diistiniilmistiir. Belirlenen genotiplerin
hastaliga direncgle baglantili olacagi sonucuna varilmistir. Ancak bu sonucun daha iyi
anlasilmasi i¢in, SERINC3 ve SERINCS5 genleri tarafindan ekspresyon seviyelerinin
degistirildigi hiicre kiiltiirleri ile yapilacak olan ileri molekiiler ¢aligmalardan olan CRISPR
gibi analizlerin yapilmasi gerekli oldugu onerile bilir. Bu nedenle, SERINC3 ve SERINCS'in
pleiotropik (tek bir genin birden fazla fenotipik 6zelligi etkilemesi durumu) bir islev
oldugunun belirlemesi i¢in, gelecekteki calismalarda enfektivitelerininhibisyon

aktivitelerinin degerlendirilmesinde hiicre kiiltiir ¢alismalar1 kullanilabilir.
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