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TURKCE OZET

Miyeloid hiicreler, dogustan gelen immiin sistemin hiicreleri olup, viriislere karsi
verilen immiin yanitlarin baslamasinda ve sonlanmasinda gérev alirlar. Ozellikle,
enfeksiyon sonrasi immiin regiilasyonun saglanmasinda oldukga kritik rolleri olup,
hemoastazin saglanmasinda gorev alirlar. Efektif immiin yanitin olugsmasiyla beraber
viral replikasyon kontrol edilerek, yiiksek doku hasar1 ve sitokin firtinasi
onlenebilmektedir. Bdylelikle, immiinopatoloji smirlandirilmakta ve iyi bir klinik
tablo ile sonu¢lanmaktadir.

Ilgili tez kapsaminda, miyeloid kokenli baskilayici hiicre ve alt gruplari ile
ndtrofillerin hastalik prognozunu hangi yonde etkiledigi arastirilmistir. Caligma Ocak
2021-Kasim 2021 tarihleri arasinda COVID-19 6n tanisi almis ve PCR testi ile
pozitifligi dogrulanan hem ¢ocuk hem de erigkin bireylerin periferik kan 6rnekleri ile
gerceklestirilmistir. Bu hastalarin MDSC’leri ve nétrofilleri fenotipik ve fonsiyonel
acidan degerlendirilmis olup klinik tablo ile iliskilendirilmistir.

Saglikli cocuklarda 6zellikle erken yas doneminde (0-13 yas) hali hazirda G-MDSC
ve E-MDSC hiicre grubunun yiiksek bulunmasi ve hastaligin akut déneminde G-
MDSC hiicrelerinin azalarak, E-MDSC hiicrelerinin artis gostermesi ve M-MDSC
diizeyinde artigin goriilmemesi miyeloid hiicrelerin inflamasyonu uyarici ve durdurucu
iki yonlii galistigr goriilmiistiir. Ozellikle akut dénem anti-viral yanitlarda baskilayict
hiicre grubunun var olmasina karsin yiiksek diizeylerde bulunmasinin kontrollii yanitta
kritik olacagini diisiindlirmiistiir.

Erigkin bireylerde literatiir ile uyumlu olarak M-MDSC artisinin kotii prognoz ile
iliskili oldugu ve agir klinik tabloya sahip bireylerde yiikseldigi belirlenmistir. M-
MDSC/G-MDSC oranmin >1 olmasi ve E-MDSC oranmin diisiik diizeylerde
bulunmasinin kétii prognoz i¢in bir belirte¢ olabilecegi saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19 immiin sistem yanitlari, Miyeloid kokenli baskilayici
hiicreler, immiin modiilasyon, nétrofiller, T hiicre yanitlari
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INGILIiZCE OZET

Investigation of Phenotypic and Functional Differences Of G-MDSC-Like
Subgroups in COVID-19 Positive Patients

Myeloid cells represent a diverse range of innate leukocytes. They are critical players
for orchestrate initiating and coordinating immune responses against viruses. These
cells arise from bone marrow with inflammatory signals and circulate into the
bloodstream in mature/immature form. Moreover, they play unique immuno-
regulatory roles in post-infection, and are critical for restoring homeostasis. In cases
where the balance of the immune system is destroyed, over or insufficient
inflammation occurs in response to viruses. Effective and coordinated immune
responses control viral replication and prevent the cytokine storms. As a results, this
situation would limits immuno-pathology and supports fevribla clinical outcome. In
this thesis, we investigated myeloid-derived suppressor cells and other myeloid cell
subgroups affect on COVID-19 prognosis. Experiments were performed with
peripheral blood samples from both children and adults who were prediagnosed with
COVID-19 and disease was confirmed by PCR test. G-MDSC levels of these patients
were evaluated phenotypically and functionally, their interactions with other myeloid
cells were investigated and overall these resutls were associated with the clinical
outcome. High proportion of G-MDSC and E-MDSC was observed in children
diagnosed with COVID-19 (0-13 years old), and E-MDSC increased while G-MDSC
decreased in acute phase of disease. There was no significant difference was observed
in M-MDSC subgroup. These results indicate that MDSCs have two-sided effect on
immune responses in children. Despite the presence of a suppressor cell group,
especially in acute phase of anti-viral immune responses, the presence of high levels
of other pro-inflammatory myeloid cell subgroups is thought to control effective
immune response. Consistent with the literature, it was determined that the
increasement of M-MDSC in adults diagnosted with COVID-19, is associated with a
poor prognosis and these cells were increased in patients with a severe disease. It has
been determined that the M-MDSC/G-MDSC ratio >1 and low E-MDSC ratio in adults
diagnosed with COVID-19 could be a marker for poor prognosis.

Keywords: Immune responses of COVID-19, myeloid derived suppressor cells,
immune modulation, neutrophils, T cell responses
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1. GIRIS

Ozellikle nétrofiller basta olmak iizere miyeloid seriye ait hiicreler viriisle ilk
kargilagan ve anti viral immiin yanitlarda 6nemli rol oynayan hiicrelerdir. Viriislerin
eliminasyonu ve inflamasyon kaynakli doku hasari olugsmamasi i¢in homeostazin
yeniden saglanmasinda T hiicre yanitlarint baskilarlar. Asir1 inflamasyon sonucu,
cesitli kemokin ve sitokinler hematopoezi uyararak, miyeloid seriye ait immatiir
hiicrelerin olgunlasmadan kemik iliginden ¢ikmasina sebebiyet vermektedir. Periferik
kana gecen bu hiicreler miyeloid kokenli baskilayict hiicreler (Myeloid-Derived
Suppressor Cell, MDSC) olarak adlandirilir. MDSC’ler miyeloid hiicre gelisimin
farkli olgunlasma basamaklarini sergileyen heterojen bir gruptur. T hiicre yanitlarin
baskilayarak ya da diger miyeloid hiicrelere diisiik miktarda uyarim yaparak anti viral
immiin yanitin “fren mekanizmas1” olarak islev goriirler (Gabrilovich, & Nagaraj,
2009; Stegelmeier ve ark., 2019).

MDSC’ler, birgok hastaligin immiinopatogenezinde tanimlanmis olsa da,
ozellikle viral inflamasyonlarda 6énemi oldukga fazladir. Viral kaynakli hastaliklarda
erken, orta veya ge¢ donemde bu hiicrelerin yiiksek oranlarda bulunmasinin hastaligin
iyi/kotii seyri ile birebir iligkili oldugunu gosteren calismalar literatiirde mevcuttur.
MDSC’lerin viral immun yanittaki roliiniin tam olarak anlagilmasi i¢in matiir n6trofil
ya da aktive nétrofillerin de fonksiyonlari ¢alisilmalidir. Efektif bir anti-viral immiin
yanit i¢in virlisiin diger hiicrelerce (matiir/ aktive notrofil ya da monosit) elimine
edilmesi, sonrasindaysa MDSC’ler tarafindan immun yanitin ve homeostazin kontrol
altina alinmas1 gerekmektedir (Bruger ve ark., 2019; Wang ve ark., 2021)

Anti-viral immiin yanitlarda inflamatuar miyeloid hiicreler ile regiilator
miyeloid hiicrelerin bir arada ve dengede ¢aligsmasi ¢ok 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinda
cocuk ve eriskinlerderdeki COVID-19 immiinopatogenezindeki G-MDSC ve iligkili

miyeloid hiicre alt gruplarindaki fenotipik ve fonksiyonel farkliliklar arastirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hematopoez

Kemik iligi, eritrositler de dahil olmak iizere tiim l6kositlerin tiretim yeridir.
Bu hiicrelerin iiretimi hematopoez olarak adlandirilir. Bu kan hiicreleri kendini
yenileyebilen ve bir¢ok farkli hiicreye doniisebilen hematopoetik kok hiicrelerden
(hematopoietic stem cell, HSC) koken alirlar. HSC’ler CD34, kdk hiicre antijeni-1
(stem cell antigen-1, SCA-1) ve trozin-kinaz reseptorii (¢yrosine kinase receptor, c-
KIT) yiizey proteinlerinin varlig1 ve diger farklilasma belirteclerini tasimamalart ile
ay1rt edilirler. HSC’ler kemik iliginde 6zel nisler i¢inde bulunurlar. Bu nislerin i¢inde
bulunan stromal hiicreler, HSC’lerin farklilagmasi ve onciil hiicrelere doniismesi igin
gerekli sinyalleri ve biiyiime faktorlerini saglar (Abbas, Lichtman & Pillai, 2021).
HSC’ler kemik iliginde iki farkli niste bulunur. Vaskiiler nis, proliferasyon,
farklilasma ve mobilizasyon olaylar1 i¢in onemli iken; osteoblastik niste HSC’lerin
kendini yenileyebilme 6zellikleri korunur. Bu nislerin birlikte ¢alismasi saglikli bir
hematopoez ger¢eklesmesini saglar (Majumdar, Thiede, Mosca, Moorman, & Gerson,
1998; Notta ve ark., 2016).

Wiessman’in klasik hematopoez modeline gore (klasik model) hematopoez
stirasinda ilk olarak uzun 6émiirlii hematopoetik kok hiicreler (long term hematopoietic
stem cells, LT-HSC) (LIN" (CD3, CD14, CD15,CD19, CD56) (IL-7Ra", SCA1*, KIT",
FLT3-, Thyl%sik CD34") gelisir. LT-HSC’ler kemik iliginde az bulunmakla birlikte
biitlin hiicrelere farklilasma yetenegine ve kendini Omiir boyu yenileyebilme
yetenegine sahiptir. LT-HSC’lerden farklilasan kisa Omiirlii hematopoietik kok
hiicrelerin (short-term hematopoietic stem cells, ST-HSC) (LIN-, IL-7Ra’, SCA1",
KIT*, FLT3d#stk Thy1disik ' CD34") kendini yenileme kapasitesi LT-HSC’lere gore
daha diisiiktiir ve multipotent onctil hiicrelere (multipotent progenitor, MPP) (LIN",
IL-7Ra’, SCA1*, KIT*, FLT3disikytksek Thy1- CD34") farklilasir. Bu farklilasmadan
sonra lenfoid-miyeloid serinin ayrimi gerceklesir. Ortak lenfoid onciil (common

lymphoid progenitor, CLP) (LIN-, IL-7Ra", SCA14%ik KITdisik) ve ortak miyeloid



onciil (common myeloid progenitor, CMP) (LIN,, SCAl-, KIT*, CD34", FcyRII,
FcyRIIT) hiicreler olusur (Sekil 2.1) (Evarson, Dykes, & Olofsson, 2006; Manz, &
Boettcher, 2014; Notta ve ark., 2016; Rosenbauer, & Tenen, 2007).

LIN™

IL — 7Ra*
SCAlduwk
KITduwk
f CLP
LIN™
LT-HSC ST-HSC MPP LN
KIT+
LIN® LIN® LIN- CD34*
IL— 7+Ra IL - ZRa IL — 7Ra” FeyRII™
scat SCA1 SCAL* FeyRII™
KIT* KIT+ KIT+
x?;“w‘ rFrtTiZ:Z:t FLT3dsiik-yiksek
Y y Thy1~
CD34~ CD34* CD};4+ CMP

Sekil 2.1 Hematopoetik kok hiicrelerden miyeloid onciil ve lenfoid onciillerin
olusumu. LT-HSC, long term hematopoietic stem cells: uzun 6dmiirlii hematopoetik
kok hiicreler; ST-HSC, short term hematopoietic stem cells: kisa dmiirlii hematopoetik
kok hiicreler; MPP, multipotent progenitor: ortak miyeloid onciil; CLP, common
lymphoid progenitor: ortak lenfoid onciil; CMP, common myeloid progenitor: ortak
miyeloid Onciil (Rosenbauer, & Tenen, 2007’den biorender.com kullanilarak
uyarlanmistir.)

Son yillarda ise tek hiicre teknolojisindeki ve fare modellemelerindeki
gelismeler ile klasik hematopoeze alternatifler sunulmustur. Sieburg ve Eaves’in
yaptig1 aragtirmalarda miyeloid/lenfoid hiicre oranina gore miyeloid-egilimli (myeloid
biased, My-Bi), dengeli (balance, Ba) ve lenfoid-egilimli (lymphoid-biased, Ly-Bi)
HSC’ler tanimlamistir. Bu hiicreler sinyal veren lenfositik aktivasyon molekiilleri
(signaling lymphocytic activation markers, SLAM) ailesi belirteglerinden CD150 ve
CD229’u tasima diizeylerine gore birbirinden ayrildigi belirtilmistir: 1) miyeloid-
egilimli hiicreler CD150Yisek CD229- yiizey belirteglerini tasir ve yiiksek diizeyde
kendini yenileyebilme, farklilasabilme kapasitesine sahiptir ii) lenfoid-egilimli

hiicreler ise CD10%™ CD229" yiizey belirteglerini tasir ve diisiik diizeyde kendini



yenileyebilme ve farklilasabilme kapasitesine sahiptir (Sekil 2.2.a) (Benz ve ark.,
2012; Cheng, Zheng, & Cheng, 2020).

Trumpp ve Passegue’nin yaptiga c¢aligmalarda ise MPP’lerin yiizey
belirteglerine, hiicre dongii durumlarina, soy yatkinliklarina, kemik iliginde bulunma
bolluguna gore dort farkl tipi bildirilmistir: MPP1, MPP2, MPP3, MPP4. LT-HSC ve
ST-HSC’ye daha benzer olan MPP1 uzun siireli kendini yenileyebilme ve
farklilagabilme yetenegine sahipken MPP2/3/4’nin bu yetenekleri daha kisa siirelidir.
MPP2 ve MMP3 diisiik seviyelerde T ve B hiicrelerine farklilasirken MPP4 yiiksek
oranda lenfositlere farklilasir. MPP3 ise miyeloid hiicrelere farklilagir. Ayrica MPP3
ve MPP4 ile kiyaslandiginda MPP2 daha yiiksek seviyelerde trombosite ve
megakaryoist-egilimli (megakaryocyte-biased) MPP oOnciillerine farklilagir (Sekil
2.2.b) (Cheng ve ark., 2020; Pietras ve ark., 2015; Wilson ve ark., 2008).

Yapilan tiim ¢aligmalar 15181nda Cheng ve arkadaglarinin 6nerdigi hematopoez
ise, HSC’lerden ST-HSC’lere benzeyen MPP1’in farklilasmasi ile baglar. MMP1,
diger multipotent Onciiller olan MPP2, MPP3 ve MPP4’¢ farklilasir. MMP2, pre
megakaryosit ve eritroid hiicrelere (pre-megakaryocyte and erythroid, pre MegE) ve
koloni olusturan birim-eritroid dnciiliine (pre colony forming unit-erythroid, pre CFU-
E) farklilasir. Pre MegE, megakaryosit kararli onciillere (megakaryocyte committed
progenitor, MkP) farklilasirken, MkP’ler de trombositlere farklilagir. CFU-E’den ise
eritroidler geligir. MPP3, pre graniilosit-monosit hiicrelere (pre granulocyte-monocyte,
pre GM) farklilasir ve bu hiicrelerden graniilosit/makrofaj Onciil hiicreleri
(granulocyte/macrophage progenitor, GMP) farklilasir. GMP’lerden de graniilositler
ve monositler gelisir. MPP4’lerden CLP’ler farklilasir ve bu hiicrelerden de lenfositler
gelisir (Sekil 2.2.c) (Cheng ve ark., 2020; Lu, Czechowicz, Seita, Jiang, &Weissman,
2019; Rodriguez-Fraticelli ve ark., 2018)
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Sekil 2.2 Hematopoetik onciillerden miyeloid onciil ve lenfoid dnciillerin olusumuna
dair yeni hipotezler. HSC, hematopoietic stem cell: hematopoetik kok hiicre; MPP,
multipotent progenitor: ortak miyeloid onciil; ST-HSC, short term hematopoietic stem
cell: kisa Omiirli hematopoetik kok hiicre; Pre MegE, pre-megakaryocyte and
erythroid: pre- megakaryosit ve eritroid, Pre GM, pre granulocyte-monocyte: Pre
graniilosit-makrofaj; CLP, common lymphoid progenitor: ortak lenfoid onciil; MkP,
megakaryocyte committed progenitor: megakaryosit kararli onciil; Pre CFU-E, pre
megakaryocyte committed progenitor: pre magakaryosit kararli onciil; GMP,
granulocyte-macrophage progenitor: graniilosit-makrofaj onciilii (Cheng ve ark.,
2020’den uyarlanmustir.)

2.2. Miyelopoez

Kemik iliginden gelen sinyallerle ortak miyeloid Onciil hiicreler,
graniilosit/makrofaj o6nciil hiicreleri (granulocyte/macrophage progenitor, GMP)
(LIN-, SCA1-, KIT*, CD34", FcyRII", FcyRIIl") ile megakaryosit/eritroid oOnciil
hiicrelerine (megakaryocyte/erythroid progenitor, MEP) (LIN-, SCA1-, KIT", CD34,
FcyRII, FcyRIIl'), mast hiicrelerine ve bazofil hiicrelerine farklilasr.
Graniilosit/monosit dnciil hiicreleri tagidiklar1 CD34, HLA-DR ve CD64 antijenleri ile
ayirt edilirler (Evarson ve ark., 2006; Manz, & Boettcher, 2014; Notta ve ark., 2016;
Wood, 2007).



Miyeloid hiicrelerin, miyelopoez sirasinda ifade ettikleri farkli diizeylerdeki
ylizey antijenler kullanilarak gelisim basamaklari, olgunlasma ve farklilasma
diizeyleri tespit edilebilir. Notrofil gelisiminde CD62L°™, tiim hiicrelerde ortak olarak
bulunurken, miyeloblast, promiyelosit ve miyelositlerde CD49°, CXCR24istk ve
CXCR4°™ yiizey belirtegleri, miyelosit, metamiyelosit, bant ve segmentli notrofillerde
CD11c¢o, CD24°%, CD1774s% yiizey belirtegleri ortak olarak bulunur. Bu hiicreleri
birbirinden ayirmak icin kullanilan diger yiizey belirteclerine bakildiginda farkli
olarak; miyeloblastlar CD15%istk  CD18°s (CD33viksek  CD34disik - [ A-DRJusik
yiizey belirteglerini, promiyelositler CD15Yiksek CD18dlsik - CD33viksek  CDe6bYIksek
yiizey belirteglerini, miyelositler CD11bdisikorta  CD]5yiksek = CD]8yiksek ~ CD33orta,
CD66bYiksek yiizey belirteglerini, metamiyelositler CD11b°%, CD15Yiksek CD16dstk
CD18°a,  CD33ddsik CD49ddistk  CD66b,  CXCR24istk  CXCR4yiizey
belirteglerini, bant hiicreleri CD11b°% CD15Yiksek  CD]8°e, CD33disik  CD350rta
CD66b°, CD87°, CXCR2°", CXCR44isik yijzey belirteglerini, segmentli ndtrofiller
ise CD10°®, CDI11b°%, CD15°%, CDI6Yiksek  CD18os, CD33disik  CD350rta,
CD66b° ™, CD87°, CXCR2°, CXCR4%stk yiizey belirteglerini tasir (Sekil 2.3)
(Lambert, McKenna ve ark., 2021; Manz, & Boettcher, 2014; Notta ve ark., 2016;
Wood, 2007).
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Yiizey Belirtegleri Miyeloblast Promiyelosit Miyelosit Metamiyelosit Band Hiuicresi Notrofil
CD10 - - - - - ++
CD11b - - +/++ ++ ++ ++
CD11c - - ++ ++ ++ ++
CD15 + +++ +++ +++ +++ ++
CD16 - - - + ++ +++
CD18 ++ + +++ ++ ++ ++
CD24 - - ++ ++ ++ ++
CD33 +++ +++ ++ + + +
CD34 + - - - - ++
CD35 - - - - ++ -
CD49d ++ ++ - + - -
CD62L ++ ++ ++ ++ ++ ++
CD66b - +++ +++ ++ ++ ++
CcD87 - - - - ++ ++
CD177 - - + + + +
CXCR2 + + + + ++ ++
CXCR4 ++ ++ ++ ++ + +
HLA-DR + - ++

Sekil 2.3 Notrofil gelisimi sirasinda yiizey belirteglerinin degisimi (McKenna ve ark.,
2021 ve Rodak, & Carr, 2015’den uyarlanmaistir).



Monosit gelisimi sirasinda CD33 monoblast, promonosit ve monositlerde ortak
olarak bulunur. Monoblast CD47disik  CD13° (CD34disik  CD45disik  H[ A-DRO™
ylizey belirteglerini, promonosit CD4disik  CD]1bors, CD]3dlstikorta - CD]4disikiorta
CD15°% CD36°%, CD45°% CD64°%, HLA-DRY¥k yiizey belirteglerini, monositler
ise CD4disik  CD11pviksek  CD3eraviksek - CD4gviksek - CD15disik CD]67ddsik)
CD36Yiksek  CD45viksek - CDe4gviksek - HLA-DRO@Yiksek  yijzey  belirteglerini
bulundururlar (Sekil 2.4) (Lambert, Preijers, Yanikkaya Demirel, & Sack,2017; Manz,
& Boettcher, 2014; Notta ve ark., 2016; Wood, 2007).

Yuzey Belirtecleri Monoblast Promonosit Monosit
CDh4 -/+ + +
CD11b - ++ +++
CD13 ++ +/++ ++/+++
CcDh14 - +/++ +4++
CD15 - ++ +
CD16 - - -/+
CD33 +++ +++ +++
CD34 + - -
CD36 - ++ +++
CD45 + ++ +++
CcD64 - ++ +++
HLA-DR ++ +++ ++/+++

Sekil 2.4 Monosit gelisimi sirasinda yiizey belirteglerinin degisimi (Lambert ve
ark.,2017 ve Rodak, & Carr, 2015’ten uyarlanmaistir).

2.2.1 Miyelopoezde Morfolojik Degisimler

Miyelopoez siirecinin erken safhalarinda blastlarin morfolojik ozelliklerini
birbirinden ayirmak gii¢ olup sitolojik boyamalar ve yiizey belirtegleri ile birbirinden
ayirt edilebilirler (Sekil 2.3, Sekil 2.4, Sekil 2.5 ve Sekil 2.6). Miyeloblastlar 10-20
mikron ¢apa sahip, morfolojik olarak belirgin graniilleri olmayan kiiciik bir bazofilik
sitoplazma ve biiyiik oval ya da yuvarlak niikleuslar ile karakterize edilir. Graniillerin
goriilmeye baslanmasi miyeloblasttan promiyelosite gegisi isaret eder (Carmona-
Rivera,2016; Mackey, Coffelt, & Carlin, 2019; Rodak, & Carr, 2015; Wickramasinghe
ve ark., 2011)



Promiyelositlerin morfolojisi genel olarak miyeloblastlara benzer sekilde olup,
bu hiicrelerden daha biiyiik olmalar1 ile ayirt edilirler. Sitoplazmasi bazofiliktir,
niikleus yaygin kromatin dagilimina ve yuvarlak/oval sekile sahiptir. Endoplazmik
retikulumu (ER) daha belirgin olup bu agsamada azurofilik graniiller (birincil graniiller)
artarak birikir. (Carmona-Rivera,2016; Mackey ve ark., 2019; Rodak, & Carr, 2015;
Wickramasinghe ve ark., 2011).

Miyelositlerin sitoplazmasinda ikincil graniiller belirginlesir ve 16-24 mikron
capindadirlar. Cekirdekleri yuvarlak-oval ve eksantrik yapida olup, kromatin kaba ve
niikleoller kiicliktlir. Birincil graniillerin olusumu azalir, ikincil graniiller ise daha
kiigiik ve sayica fazladir (Carmona-Rivera,2016; Mackey ve ark., 2019; Rodak, &
Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Metamiyelositler ise, niikleol icermeyen at nali seklinde, yogun kromatin
iceren niikleusa sahip olup sitoplazmasi birincil, ikincil ve {iglinciil graniiller ile
doludur. Endoplazmik retikulum ise ince bir yapida goriiniir (Carmona-Rivera,2016;
Mackey ve ark., 2019; Rodak, & Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Bant hiicreleri, kromatinin fasulye benzeri sekilde yogunlasmasi ile karakterize
edilir. Niikleusu, filamentli heterokromatin iplikleri ile birbirine baglanan iki ya da
daha fazla lobiile boliinmiis bir haldedir (Carmona-Rivera,2016; Mackey ve ark.,
2019; Rodak, & Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Matiir nétrofillerde niikleus daha parcali (ii¢ ila dort lobiil) hale gelir ve bu
morfolojiye sahip hiicreler saglikli bireylerin periferik dolagaminda en fazla yiizdeye
sahip olan immiin hiicrelerdir. Graniilleri, golgi aygitindan vezikiil tomurcuklanmasi
yoluyla graniilositik farklilagma siirecinde sirali ve siirekli olarak iiretilirler. Birincil
graniiller, promiyelosit asamasinda ortaya ¢ikar. Peroksidaz pozitif olarak da bilinen
bu graniillerin ¢aplar1 yaklagitk 0,3mm’dir. Bu graniillerde defensinler,
bakterisidal/gegirgenlik arttirici protein (bactericidal/permeability-increasing protein,
BPI), notrofil elastaz, miyeloperoksidaz (myeloperoxidase, MPO), proteinaz 3
(proteinase 3, PR3) ve katepsin G. gibi kargo molekiilleri bulunur. Ikincil graniiller
ise miyelosit asamasi sirasinda sentezlenip 0,1 mm c¢apa sahiptir. Glikoprotein
laktoferrin varligi ile karakterize edilip, notrofil jelatinaz ile iliskili lipokalin
(neutrophil gelatinase-associated lipocalin, NGAL), insan katyonik antimikrobiyal

proteini 18 (human cationic antimicrobial protein, hCAP-18) ve lizozim gibi



antimikrobiyal proteinleri igermektedir. Uciinciil graniiller ise bant asamasinda ortaya
cikmaya baglamis olup, olgun nétrofillerde de goriilmektedir. Spesifik graniillerden
daha kiiciik olup 16kolizin gibi jelatinazlar igerirler (Carmona-Rivera,2016; Mackey
ve ark., 2019; Rodak, & Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Eozinofillerin promiyelosit agamasindaki morfolojisi eozinofilik ve bazofilik
olan kaba graniiller icermeleri disinda, ndtrofil promiyelositlerine benzerdir. Diger
progenitdrleri ise sitoplazmasinda eozinofilik graniiliine sahip olmalar1 disinda yine
ndtrofil progenitorleri ile paralellik gosterir. Olgun eozinofil 12-17 mikron ¢apinda
olup, iki parcali kromatin icermeyen bir ¢ekirdege sahiptir, niikleol goériinmez ve
sitoplazma eozinofil graniilleri ile doludur (Mackey ve ark., 2019; Rodak, & Carr,
2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Bazofillerin olgunlagma basamaklar1 ve progenitdrleri notrofiller ile aynidir.
Bazofiller 10-14 mikron capinda olup, genellikle goriiniir kromatin igermeyen ince
flamentlerle birbirine baglanan iki loblu niikleustan olusur ve niikleollar1 yoktur.
Birincil graniilleri az olmakla birlikte ikincil graniilleri oldukg¢a fazla ve biiytiktiir.
Cekirdek bazen ikincil graniiller nedeniyle goriinmeyebilir. Bazofil graniilleri suda
¢ozlinilir ve bu yiizden fiksasyon ve boyama sirasinda ekstrakte edilebilir (Mackey ve
ark., 2019; Rodak, & Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Monoblastlar 12-18 mikron ¢apinda olup yuvarlak/oval ya da diizensiz bir
sekle sahip niikleus bulundururlar. Niikleus hiicrenin yaklasik %80’ini olusturur.
Niikleol yoktur veya bir ya da iki tane bulunabilir. Bazofilik sitoplazma disinda
miyeloblastlara benzerdirler. Graniil igermezler (Mackey ve ark., 2019; Rodak, &
Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Promonositler 12-20 mikron ¢apinda olup niikleuslar1 diizensiz sekilli ve
beyine benzer sekilde kivrimli olabilir. Niikleol bulunabilir. Ince birincil graniillere
sahiptir. Promiyelositler ile benzer morfoloji gosterirler (Mackey ve ark., 2019;
Rodak, & Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).

Monositler 12-20 mikron ¢apinda olup niikleus yuvarlak/at nali veya bobrek
seklinde ve kivrimhidir. Katlanmig yapida kromatin igerir. Promonositlerden daha
fazla birincil graniile sahiptirler. Diizensiz bir sekle sahip olan sitoplazma bazen
vakuoller icerir. Niikleus, sitoplazma orani degiskendir (Mackey ve ark., 2019; Rodak,
& Carr, 2015; Wickramasinghe ve ark., 2011).
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Sekil 2.5 Fizyolojik kosullarda miyelopoez olgunlagma basamaklarindaki hiicrelerin
kazanmig oldugu morfolojik karakterler. Hiicreler Wright-giemsa boyast ile
boyanmistir (Rodak, & Carr, 2015’ten uyarlanmaistir).

B) Monositik

A) Graniilositik
Farklilasma Basamaklan

Farklilagma Basamaklari

Ortak Miyeloid Onciil Ortak Miyeloid Onciil

Miyiblast Monoblast
Promivelosit
[ e
L
Miyelosit Mw&osnt Miyelosit

@ o o
e LB Y
©

Band Hucresn Band Hiicresi Ban Hiicresi
KEMIK iLiGi @ 3 U

Matiir Bazofil  patiir Nétrofil Matiir Eozinofil

PERIFERIK DOLASIM Q ﬁ 3
| 1
8 ¢ L o

“Q

Monosit

Sekil 2.6 Fizyolojik kosullarda miyelopoez olgunlasma basamaklarindaki hiicrelerin
kazanmig oldugu morfolojik karakterler. Hiicreler Wright-giemsa boyast ile
boyanmistir (Linden, Ward, & Cherian, 2012’ den biorender.com kullanilarak

uyarlanmigtir).
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2.2.2 Miyelopoezde Sitokin Diizenlenmesi

Ortak miyeloid Onciil hiicreler ylizeylerinde ¢ok fazla sitokin reseptorii
tagirken, farklilagma basamaklar1 ilerledikge reseptorler de Ozellesir. CMP’ler
Interldkin-1 (interleukin-1, IL-1), Interlokin-6 (interleukin-6, IL-6), k&k hiicre faktorii
(Stem cell factor, SCF), Trozin Kinaz III ligand1 (tyrosine kinase I1I, FLT3), graniilosit
koloni uyaric1 faktér (granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF) ve makrofaj
koloni uyarici faktor (macrophage colony-stimulating factor, M-CSF) gibi sitokinlerin
reseptorlerini tasir. Ornegin, graniilosit koloni uyarict faktdr reseptorii (granulocyte
colony-stimulating factor receptor, G-CSFR) ligand1 G-CSF tarafindan aktive olur ve
temelde graniilositik serinin gelisimini destekler. Ayrica, nétrofilik graniilositlerin
hayatta kalmasi, go¢ii, cogalmasi ve farklilasmasinda etkilidir (Evarson ve ark., 2006;
Khanna-Gupta, & Berliner, 2018; Liongue, Wright, Russell, & Ward, 2009; Notta ve
ark., 2016; Ranzoni ve ark., 2021).

Notrofil olgunlagsmasi ve farklilagsmasina aracilik eden baslica sitokinler, G-
CSF ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktorii (granulocyte—macrophage colony-
stimulating factor, GM-CSF) ve interlokin 3’tir (interleukin 3, IL-3). G-CSF
notrofillerin  fonksiyonel aktivitesini artirip, proliferasyonunu ve farklilagmasini
saglar. Monosit farklilagmasina aracilik eden sitokinler ise M-CSF, GM-CSF ve IL-
3’tlir. M-CSF monositlerin fonksiyonel aktivitesini artirip, proliferasyonunu ve
farklilagsmasini saglar. Bazofil farklilasmasinda SCF, GM-CSF, IL-3, interlokin-4
(interleukin-4, 1L-4) ve interlokin-5 (interleukin-5, 1L-5) sitokinleri etkili olurken,
eozinofil farklilasmasinda ise SCF, GM-CSF, IL-3 ve IL-5 sitokinleri etkilidir (Sekil 2.7)
(Evarson ve ark., 2006; Khanna-Gupta, & Berliner, 2018; Liongue, Wright, Russell,
& Ward, 2009; Notta ve ark., 2016; Ranzoni ve ark., 2021).
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Sekil 2.7 Miyeloid hiicrelerin olgunlagsma ve farklilagmalarina aracilik eden sitokinler.
SCF, stem cell factor: kok hiicre faktorli; G-CSF, granulocyte colony-stimulating
factor: graniilosit koloni uyaric1 faktér; M-CSF, macrophage colony-stimulating
factor: makrofaj koloni uyarict faktér; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor: graniilosit-makrofaj koloni uyarict faktor; IL-3, interleukin-3:
interlokin 3; IL-4, interleukin-4: interlokin 4; IL-5, interleukin-5: interlokin 5
(Khanna-Gupta, & Berliner, 2018’den uyarlanmaistir).

2.2.3 Miyelopoezin Molekiiler Biyolojisi

Hematopoetik kok hiicrelerden oOnciil hiicrelerin  olusumu 1) kendini
yenileyebilme yeteneginde azalma ii) 6zellesmis bir fenotip kazanma olarak temelde
iki siirec ile iligkilidir. Bu siire¢ ilgili hiicrelere 6zgii genlerin yapilandirilmasi ve
epigenetik diizenlenmeleri sekillendirir. Transkripsiyon faktorleri ise bu olusumda
anahtar rol oynar (Notta ve ark., 2016; Ranzoni ve ark., 2021; Rosenbauer, & Tenen,
2007).

Hematopoetik kok hiicrelerden miyeloid hiicrelere dogru olan farklilasma
hiyerarsisi, transkripsiyon faktdrlerinin kademeli etkilesimi ile kontrol edilir. ilk
olarak hematopoetik kok hiicrelerin olusumunda etkili olan runt iligkili transkripsiyon
faktorii 1 (runt-related transcription factor 1, RUNX1) ve kok hiicre 16semi faktorii
(stem-cell leukaemia factor, SCL) etki gosterir. RUNX1 ekspresyonu bir yandan da
miyelopoezi baskilayici fonksiyon gosterir. Bu transkripsiyon faktoriiriin ortadan

kaldirilmasi lenfoid ve miyeloid Onciillerin olusumunu etkilemezken, eritroid ve
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megakaryositik onciillerin olusumunu olumsuz yonde etkiler (Evarson ve ark., 2006;
Notta ve ark., 2016; Ranzoni ve ark., 2021; Rosenbauer, & Tenen, 2007).

Miyeloid hiicrelerin iiretiminde etkili olan transkripsiyon faktorii PU.I1
onkogen SPII’in iirliniidiir. PU.1, Ets ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir ve
ekspresyonu kan hiicreleri ile sinirhidir. Bu transkripsiyon faktoriiniin ortadan
kaldirilmas1 miyeloid onciil, lenfoid 6nciil ve daha ¢ok makrofajlarin farklilasmasini
engellemektedir. Diisiik diizeylerdeki PU.1 ekspresyonu immatiir graniilositik
hiicrelerin farklilagmasini destekler. PU.1 farkli hematopoetik soylar tarafindan
degisen seviyelerde ifade edilir. HSC’ler, CMP’ler ve CLP’lerde B hiicrelerde ayni
diizeyde ifade edilirken; olgun miyeloid hiicrelerde yiiksek seviyelerde bulunur.
Ayrica bu transkripsiyon faktorii CD11b, M-CSF, GM-CSF reseptor alfa (GM-CSF-
Ra), G-CSF reseptorii (G-CSF-R) ve immiinoglobiilin (Ig) hafif zincirini kodlayan
genlerin transkripsiyonunu diizenler (Evarson ve ark., 2006; Notta ve ark., 2016;
Ranzoni ve ark., 2021; Rosenbauer, & Tenen, 2007).

Ortak miyeloid Onciillerden graniilosit/monosit onciil hiicrelerin farklilagmasi
icin C/EBP (CCAAT-enhancer baglanma proteini) transkripsiyon faktorii ailesinden
C/EBP-a gereklidir. Bu transkripsiyon faktorii hematopoetik kok hiicreler, miyeloid
onciil hiicreler ve graniilositlerde eksprese edilirken makrofajlarda eksprese
edilmemektedir. C/EBPa ekspresyonu bloklanan farelerde, normal farelere gore
miyeloid Onciil hiicrelerinde bir farklilik goriilmezken; GMP’ler ve sonraki tiim
graniilositik asamalarin gelisimi goriilmemistir. Ayrica bu transkripsiyon faktorii
HSC’lerin kendini yenilemesini regiile eder (Rosenbauer, & Tenen, 2007). C/EBP-f3
ekspresyonu ise miyeloid olgunlasmasi sirasinda artar ve monosit/makrofaj gelisimi
icin Onemlidir. C/EBPe promotdr genlerinden Po’nin olgun nétrofillerde islev
gordiigli disiiniilmektedir. C/EBPg'nin yoklugunun, olgun segmentli graniilositlerin
terminal farklilasmasindaki sonraki adimlar1 engelledigi diisiiniilmektedir (Khanna-
Gupta, & Berliner, 2018; Notta ve ark., 2016; Ranzoni ve ark., 2021).

GMP’den farklilagma iki transkripsiyon faktorii tarafindan kontrol edilir.
Bunlar PU.1 ve interferon-diizenleyici faktor 8’dir (interferon-regulatory factor 8,
IRF8). IRF8 ekspresyonu HSC’ler, CMP’ler ve makrofajlarda goriiliirken;
graniilositlerde goriilmez. IRF8 ekspresyonu IFNy (interferon-gamma) tarafindan

giiclenir ancak IFNy tarafindan uyarilan protein 15kDa (IFN-stimulated protein of 15
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kDa, 1SG15) bu transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu negatif yonde diizenler
(Notta ve ark., 2016; Ranzoni ve ark., 2021; Rosenbauer, & Tenen, 2007).

Biiyiime faktoriinden bagimsiz 1 transkripsiyon baskilayicist (growth factor
independent 1 transcription repressor, GF11), G-CSF aracili nétrofil olgunlagmasinda
etkilidir. Bu transkripsiyon faktorii susturulan farelerin nétrofillerinin olgunlagamadigi

gozlemlenmistir (Notta ve ark., 2016; Ranzoni ve ark., 2021; Rosenbauer, & Tenen,

O Eritrosit
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—d ‘ Megakaryosit
Megakaryosit- $
/ Onciil Hiicre . .
Mast Hiicre
‘- : Ntrofil
Hematopetik Kok Hiicre Ortak Mlyclold
Onciil Hiicre
QO
o

PU.1, C/EBPB

I Monosit

L,
PQ’ 3
Graniilosit-Makrofaj
Onciil Hiicre

Sekil 2.8 Miyelopoezde transkripsiyon faktorlerinin degisimi-1. GATA-1, erythroid
transcription factor: eritroid transkripsiyon faktorii; C/EBP, CCAAT/enhancer
binding protein: CCAAT/enhancer baglanma proteini (Khanna-Gupta, & Berliner,
2018’den biorender.com kullanilarak uyarlanmstir).

Eozinofil
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Sekil 2.9 Miyelopoezde transkripsiyon faktorlerinin degisimi-2. HSC, hematopoietic
stem cell: hematopoetik kok hiicre; CMP, common myeloid progenitor: ortak miyeloid
onciil hiicre; GMP, granulocyte/macrophage progenitor: graniilosit/makrofaj onciil
hiicre; RUNXI, runt-associated transcription factor: runt-iligkili transkripsiyon
faktorii 1; SCL, leukemia stem cell factor: 16semi kok hiicre faktorii; IRFS, interferon-
regulatory factor 8: interferon-diizenleyici faktor 8; GFI1, growth factor-independent
transcription repressor I: bliylime faktoriinden bagimsiz transkripsiyon baskilayicist
1; C/EBP, CCAAT/enhancer binding protein: CCAAT/enhancer baglanma proteini
(Rosenbauer, & Tenen, 2007’ den uyarlanmistir).

2.3 Notrofil Gelisimi ve Ozellikleri

Notrofiller miyeloid seriden farklilagan kisa omiirlii ve inflamasyon alanina ilk
gd¢ eden hiicrelerdendir. Enfeksiyona karsi erken tepkiyi sekillendirmekte etkin olup
dogal immiin yanit ve edinsel immiin yanit arasinda koprii gorevi gormektedir.
GMP’lerden pro-nétrofiller (pro-neutrophils, pro-Neu) (CDI15*, CD43*, CD63",
CD66b*, CD81") olustuktan sonra, nétrofil dnciil hiicrelerine (pre-neutrophils, pre-
Neu) (CD11b", CD45d*, CD66b*, CD101"), olgunlasmamis noétrofillere (immature
neutrophils) (CD10-, CD11b*, CD167", CD66b*, CD1017") ve olgunlagmis
notrofillere (mature neutrophils) (CD10*, CDI11b", CDI16*, CD66b*, CDI101")
doniiserek notrofil farklilagsma basamaklar sekillenir (Sekil 2.10) (Reusch ve ark.,
2021).

Notrofillerin olgunlagma siireci kemik iliginde (bone marrow, BM) gergeklesir

ve bu asamalar transkripsiyon faktorleri tarafindan kontrol edilir. Pro-Neu ve pre-
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Neu’nun proliferasyon yetenegi olgunlasmis ve olgunlasmamis nétrofillere gore
yiiksektir. Alt gruplar karakteristik graniilleri kodlayan genler ile ayirt edilir. Pro-
Neu’da genellikle azurofilik graniil genleri (6rnegin; AZU1, azurocidinl), pre-Neu’da
laktoferrin (lactoferrin, LTF) graniil genleri, olgun notrofillerde ise jelatinaz
(gelatinase) ve salgi graniil genleri ifade edilir. Ilging bir sekilde nétrofillerdeki
proteinlerin cogu erken farklilasma sathasinda iiretilir ve graniillerde depolanir. Bu da
notrofillerin  yasamlart boyunca mRNA (mesajci-riboniikleik asid) igeriginde
azalmaya ve protein-gen ekspresyonu arasinda potansiyel bir tutarsizliga yol acar
(Sekil 2.10) (Reusch ve ark.,2021).

Periferik dolagima gecen olgunlagsmis noétrofiller i) ¢ogunlugu olusturan
hemeostatik (homeostatic) notrofil, ii) yaslanmis notrofil iii) interferon ile uyarilan
genler (interferon-stimulated genes, 1SG) ile iliskili nétrofiller (ISG-related
neutrophils) olarak li¢ farkli alt gruba ayrilmigtir. Notrofiller periferik dolagima
gectiklerinde ya damarda dolasmaya devam ederler ya da farkli organlara infiltre
olurlar. Nétrofillerin kemik iliginden ¢ikisinda kemokin reseptorii tip-4 (chemokine
receptor 4, CXCR4)lin ekpresyonunun diismesi saglarken; yaslanmis noétrofiller
tizerindeki CXCR4’iin yeniden ekspresyonu bu noétrofillerin makrofajlar tarafindan
fagositoz edildigi BM, dalak ve karacigere goc etmesine neden olur (Sekil 2.10)
(Reusch ve ark., 2021).
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Sekil 2.10 Notrofil gelisimi ve notrofil alt-gruplari. HSC, hematopoietic stem cell:
hematopoetik kok hiicre; CLP, common lymphoid progenitor: onciil lenfoid hiicre;
GMP, granulocyte/monocyte progenitor: graniilosit-monosit Onciilii; Pro-Neu, pro-
neutrophil: pro-notrofil; Pre-Neu, pre-neutrophil: pre-noétrofil; Immatur Neu, immatur
neutrophil: olgunlasmamis notrofil; Neu, neutrophil: notrofil; ISG, interferon related
gene: interferon iligkili gen (Reusch ve ark.,2021°den biorender.com kullanilarak
uyarlanmastir).

Notrofiller, enfeksiydz ajanlara karsi hiicre-aracili savunmanm ilk
basamaginda 6nemli rol oynar. Efektor aktivitelerini periferik dokulara gog ettikten
sonra kazanirlar. Bakterileri proteazlar, defensinler, antimikrobiyal peptitler ve reaktif
oksijen tiirleri (reactive oxygen species, ROS) igeren graniilleri sayesinde fagosite
eder. Notrofiller ayrica noétrofil hiicre dis1 tuzak yapilart (rneutrophil extracellular
traps, NET) olarak adlandirilan graniil ve ¢ekirdek icerigini hiicre disina salmaktadir.
Notrofil olgunlagsmasi ile fagositoz kapasitesi, ROS {iretimi artarken; NET olusum
kapasitesi azalir (Kaplan, & Radic, 2012; Moécsai, 2013; Rada, 2019; Reusch ve ark.,
2021).

Notrofiller fagositoz sirasinda graniil igeriklerini fagozom adi verilen bir
vakuole birakir ve NADPH oksidazlarin aktivasyonu ile ROS iiretilir. Fagositozun
yani sira, kromatin DNA, notrofil elastaz, miyeloperoksidaz (myeloperoxidase, MPO)

gibi graniiler proteinleri ve histon proteinlerini de hiicre disina atarak NET olusumunu
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da destekler. NET’ler patojeni yakalayip hareketsiz hale getirerek fagositozu
kolaylastirirken, antimikrobiyal histonlar tarafindan da dogrudan proteolitik sindirimi
destekler ve patojenin yok edilmesini saglar (Kaplan, & Radic, 2012; Mocsai, 2013;
Rada, 2019).

2.4  Miyeloid Kokenli Baskilayic1 Hiicrelerin (Myeloid-Derived Suppressor
Cell, MDSC) Gelisimi ve Ozellikleri

Miyeloid kdkenli baskilayict hiicreler morfoloji, yogunluk ve fenotipine bagh
olarak temelde iki alt gruba ayrilirlar; graniilositik-miyeloid kokenli baskilayicr hiicre
(granulocytic myeloid-derived suppressor cell, G-MDSC) (CD11b", CD14-, CDI15",
CD334isik CD66b™) ve monositik-miyeloid kokenli baskilayict hiicreler (monocytic
myeloid-derived suppressor cell, M-MDSC) (CD11b", CD14*, CD15-, CD33", HLA-
DR4istk) Yakin bir zamanda olgunlasmamis progenitdr hiicreler tanimlanmis olup,
bu hiicreler erken donem-miyeloid kdkenli baskilayici hiicreler (early-stage myeloid-
derived suppressor cell, e-MDSC) (LIN-, CD11b", D33*, CD14, CD15", HLA-DR")
olarak tanimlanmistir (Li ve ark., 2021) Ayrica, insanda fibroblastik miyeloid kdkenli
baskilayici hiicre (fibrocystic myeloid-derived suppressor cell F-MDSC) (CD33",
IL4Ra") olarak in vitro kosullarda tanimlanmis bir alt-grup daha bildirilmistir (Mazza
ve ark., 2014).

Miyeloid kokenli baskilayici hiicrelerin gelisimi kemik iliginde bulunan
HSC’lerin CMP’lere, CMP’lerin de GMP’lere farklilagsmasi ile baslar. Bu siire¢ GM-
CSF, G-CSF, M-CSF ve SCF biiylime faktorleri tarafindan kontrol edilir. GMP'ler
makrofaj/dendritik hiicre progenitorlerine (macrophage/dendritic cell progenitors,
MDP) ve miyeloblastlara (myeloblasts, MB) farklilasir. Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (vascular endothelial growth factor, VEGF), interlokin-6 (interleukin-6, 1L-6)
ve interlokin-1p ((interleukin-1f, IL-1) varliginda MDP’ler M-MDSC’ye; MB’ler G-
MDSC’lere farklilasirlar (Sekil 2.11) (Groth ve ark., 2019; Mazza ve ark., 2014).
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Sekil 2.11 MDSC’lerin gelisimi. HSC, hematopoietic stem cell: hematopoetik kok
hiicre; CMP, common myeloid progenitor: dnciil miyeloid hiicre; GMP, granulocyte-
macrophage progenitor: graniilosit-makriofaj onciili; MDP, macrophage/dendritic
cell progenitor: makrofaj/dendritik hiicre onciilii; MB, myeloblast: miyeloblast; GM-
CSF, granulocyte-macrophage colony stimulated factor: graniilosit-makrofaj koloni
uyarict faktor; G-CSF, granulocyte colony stimulated factor: graniilosit koloni uyarici
faktor; M-CSF, monocyte colony stimulated factor: monosit koloni uyarici faktor;
SCF, stem cell factor: kok hiicre faktorli; VEGF, vascular endothelial growth factor:
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii; IL-6, inferleukin-6: interlokin-6; IL-1p,
interleukin-1f: interlokin-1p3; M-MDSC, monocytic myeloid-derived suppressor cell:
monositik miyeloid kokenli baskilayici hiicre; G-MDSC, granulocytic myeloid-
derived suppressor cell: graniilositik miyeloid kokenli baskilayict hiicre (Groth ve
ark., 2019’ten uyarlanmaistir).

Miyeloid kokenli baskilayici hiicreler matiir monositlerden ve nétrofillerden
immiin yanit1 baskilama kapasiteleri ile ayrigirlar. MDSC’ler dendritik hiicrelerin
antijen sunma kapasitelerini engelleyerek, T lenfositlerin de antijeni tanimasini
siirlandirir. Ayrica dogal 6ldiiriicii (natural killer, NK) hiicrelerin aktivasyonunu
engellerler. MDSC’ler salgiladiklar1 interlokin-10 (interleukin-10, IL-10) ve
donitistliriicii bliylime faktorii- B (Transforming Growth Factor-f, TGF- B) gibi
sitokinler ile diizenleyici Thiicre (regulatory T cell, Treg) ve M2 makrofaj
doniisiimiine katki saglar (Bronte ve ark., 2016; Bruger ve ark., 2019; Gabrilovich, &
Nagaraj, 2009).

G-MDSC’ler {irettikleri reaktif oksijen tiirleri ile antijen-spesifik T hiicre
yanitlarint baskilarken; M-MDSC’ler ise iirettikleri nitrik osit (nitric oxide, NO) ile

ortamdaki arginin/sistein amino asitlerini tiiketerek immiin yanitlar1 baskilayici etki
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gosterir. E-MDSC’lerin de ROS ve NO’dan birini ya da ikisini de kullanarak immiin
diizenleme yaptig1 diistiniilmektedir (Bronte ve ark., 2016; Bruger ve ark., 2019; Ohl,
& Tenbrock, 2018). Fenotip olarak bazofillere benzerlik gosteren bu hiicreler, CD123
ylizey belirtecini bulundurmamasi ile bazofillerden ayrilirlar (Khan ve ark., 2020). E-
MDSC’ler ile ilgili ¢aligmalar hala devam etmekte olup bu hiicrelerin diger miyeloid

hiicrelere farklilagma yetenegi oldugu belirtilmistir (Wang ve ark,2021).

2.5  Anti Viral immiin Yanitlar

Enfeksiydz ajanlara karst immiin yanit dogal ve edinsel olmak {izere ikiye
ayrilir. Dogal immiin yanit enfeksiyondan sonraki ilk birkag saat i¢inde sekillenirken,
edinsel immiin yanit daha ileri siireclerde etkinligini gosterir (Abbas ve ark., 2021).
Spesifik ve etkili bir immiin yanit i¢in dogal ve edinsel immiinitenin birlikte is gdrmesi
gereklidir (Koyama, Ishii, Coban, & Akira, 2008).

Virtiis ile ilk olarak karsilagip, immiin yanitin yoniini sekillendiren hiicreler
miyeloid seriye ait olan monositik/graniilositik hiicre (monosit, makrofaj, nétrofil,
dendiritik hiicre, MDSC) alt gruplardir (Shi, & Pamer, 2011; Stegelmeier ve ark.,
2019; Wang ve ark., 2008; Witko-Sarsat, Rieu, Descamps-Latscha, Lesavre, &
Halwachs-Mecarelli 2000). Bu hiicreler viral enfeksiyona neden olan patojenle ilgili
molekiiler kaliplar1 (pathogen associate molecular patterns, PAMP) taniyan, patern
tanima reseptorleri (pattern recognition receptors, PRR) bulundururlar. PRR’ler
enfekte hiicreler ya da bagisiklik hiicrelerindeki tip 1 interferon (type [ interferons,
IFNs) ve diger sitokinleri indiikleyerek edinsel immiin sistemi uyarirlar (Diebold,
2009; Koyoma ve ark., 2008; Takeuchi, & Akira, 2007; Thompson, Kaminski, Kurt-
Jones, & Fitzgerald, 2011).

Miyeloid hiicreler lizozomal enzimleri, graniilleri ve tirettikleri ROS, NO ile
patojenin eliminasyonunu saglar. Bu hiicreler 1) sitokin ve kemokinlerin salinmasi ii)
lenfosit ve diger miyeloid hiicrelerin uyarilmasi iii) enfeksiyon sonrasi immiin
diizenleme ve inflamasyonun modiilasyonu gibi bir dizi olayin diizenlenmesinde gorev
alirlar (Stegelmeier ve ark., 2009).

Notrofiller, inflamasyon alanina ilk olarak gelen ve inflamasyonun
sekillenmesinde, sonlanmasinda ve ortamin temizlenmesinde gorev alir. Patojenleri

temizlemek icin yeterli notrofil aktivasyonu gerekliyken, uygun olmayan veya
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kontrolsiiz aktivasyon da enfekte dokularda ciddi patolojik sonuglara neden olur.
Nétrofillerin birincil savunma yolu fagositozdur. Fagosite edilen patojenleri ROS ve
NO ile elimine ederler (Sekil 2.12) (Johansson, & Kirsebom, 2021; Naumenko, Turk,
Jenne, & Kim, 2017; Rawat, Vrati, & Banerjee 2021).

Periferik kana gecen notrofiller 1-4 giinliik yasam siirelerini tamamlayarak
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (Grieshaber-Bouyer, & Nigrovic, 2019;
Lahoz-Beneytez ve ark., 2016). Solunum yolu enfeksiyonlarinda nétrofillerin akcigere
infiltre olmasi enfeksiyonun temizlenmesine ya da anti-viral bir bagisikli tepkisi
olusmasina katkida bulunabilir (Tate ve ark., 2009). Asir1 notrofil infiltrasyonu, konak
solunum yollarinda tikaniklik ve inflamasyonu destekleyebilecegi i¢in ciddi klinik

sonuclara yol agabilir (Rawat ve ark., 2021; Wang ve ark., 2019).

Notrofil Efektor Fonksiyolari

Aktivasyon

Degraniilasyon ROS Fagositoz NET’ler Diger Hiicrelerin

Aktiflestirilmesi

Alveolar
Makrofaj

T Hiicre

MMPs ‘OH
MPO

Dendritik
Hiicre

HOCI
H2°2

Sekil 2.12 Notrofil efektor fonksiyonlari. MMPs, matrix metalloproteinase: matriks
metalloproteinazlar, MPO, myeloperoxidase: miyeloperoksidaz; OH, oxygen
hydroxyl: oksijen hidroksil; Oz7, oxygen: oksijen; HOCI, hypochlorous acid:
hipoklordz asit; H2O?, hydrogen peroxide: hidrojen peroksit; ROS, reactive oxygen
species: reaktif oksijen tiirleri; NET, neutrophil extracellular traps: notrofil hiicre dis1
tuzaklar (Johansson, & Kirsebom, 2021).

MDSC’ler anti viral immiin yanitlarda inflamasyon kaynakli kemik iliginin
cesitli sitokin, kemokin ve biiyliime faktorlerince (M-CSF, GM-CSF, TNF-a, IFN-y,
VEGF, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13 vb) uyarilmasi sonucu olgunlagmalarini
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tamamlayamadan dolagima katilirlar. MDSC’ler 6zellikle kanser patolojisinde 6nemli
role sahip hiicreler olarak tanimlanmis olup, tlimoér mikrogevresinde ve periferde
bulunan T hiicre, NK, antijen sunan hiicreler ve diger immiin sistem hiicrelerinin
islevlerini sinirlandirirlar. Ayrica, bu hiicrelerin anti-viral bagisiklig1 da iyi ve/veya
kotii yonde etkileyebildigi bildirilmistir (Goh, Narayanan, & Hahn, 2013). MDSC’ler
inflamasyon bolgesinde bulundugu gibi dalak, periferik kan ve karaciger gibi
hematojen organlarda da birikir (Sendo, Saegusa, & Morinobu, 2018). Akciger
tutulumlu viral enfeksiyonlarda, anti-viral immiin yanitin dengede olmasi ve
inflmasyonun kontrol altinda olmasi i¢in matiir miyeloid hiicrelerle, baskilayict
immatiir miyeloid hiicrelerin hem akciger dokusunda hem de periferik dolagimda bir

arada bulunmasi etkilidir (Dai, Gazzar, Li, Moorman, & Yao, 2015).

2.6  Koronaviriisler ve Zaman Icindeki Gelisimleri

Koronaviriisler (coronaviruses, CoV), memelileri ve kuslar1 enfekte edebilen
ve akut solunum hastaliklarina neden olan zarfli RNA (ribonucleic acid: riboniikleik
asit) viriisleridir. Nidovirales takiminin Coronaviridae ailesindeki Coronavirinae alt
grubuna  aittir. Dort cinse ayrilir:  Alfakoronaviriis, = Betakoronaviriis,
Gammakoronaviriis ve Deltakoronaviriis (Chen, Liu, & Guo, 2020). Insanda bu
viriisler hafif goriilebilirken siddetli akut solunum sendromu, mide, bagirsak, karaciger
ve norolojik hastaliklara da sebebiyet verebilmektedir (McFee, 2020). Bu zamana
kadar insanda 6 farkli koronaviriis bildirilmistir: HCoV (human coronaviruses,
HCoV) 229E, OC43, NL63, HKU1 SARS-CoV ve MERS-CoV (Sekil 2.13)
(Hasoksiiz, Kilig, & Sarag, 2020).

1960’larda tanimlanan HCoV-229E ve HCoV-OC43 klasik koronaviriisler
olarak bilinmektedir. HCoV-229E alfakoronaviriis, HCoV-OC43 ise betakoronaviriis
cinsidir. Bu iki koronaviriis i¢in de klinik tabloya bakildiginda halsizlik, bas agrisi,
burun akintisi, hapsurma, bogaz agris1 ve hastalarin %10-20’sinde ates ve Oksiiriik
semptomlar ile karakterize edilmistir. HCoV-229E, iist solunum yolu enfeksiyonunun
klinik semptomlar1 olan Chicago'daki tip 6grencilerinde bulunmustur, HCoV-OC43
ise soguk alginlig1 olan bir hastanin nazofaringeal yikamasi sirasinda bulunmustur
(Kirtipal, Bharadwaj, & Kang, 2020; Su ve ark., 2016; van der Hoek ve ark., 2004;
Wevers & van der Hoek, 2009).

22



2002 yilinda Cin’in Guangdong eyaletinde bildirilen ve pndmoniye neden olan
agir akut solunum yolu yetersizligi sendromu (severe acute respiratory syndrome
coronavirus, SARS-CoV) betakoronaviriis cinsindendir. Ilk baslarda ates, kas agrist,
bas agrisi, halsizlik ve titreme ile baslayan hastalik ilerleyen giinlerde oksiiriik, nefes
darligi, solunum sikintis1 ve dliimle sonucglanabilir (Peiris ve ark., 2003; Su ve ark.,
2016)

2004 yilinda Hollanda’da nezle, konjoktivit ve bronsiyolitli 7 aylik bir
cocuktan izole edilen HCoV-NL63 alfakoronaviriis cinsindendir. Daha ¢ok ¢ocuklar,
yaglilar ve solunum yolu hastaliklar1 olan ve bagisiklig1 baskilanmis kisileri enfekte
etmektedir. Oksiiriik, burun akintisi, ates ve hipoksi semptomlari ile karakterize edilir.
Cocuklarda HCoV-NL63, akut laringotrakeobronsit ile birlikte goriilmektedir (Su ve
ark., 2016; Weiss, & Navas-Martin, 2005)

2005 yilinda Hong Kong’da 71 yasinda pndmoni ve bronsiolit ile hastaneye
kaldirilan hastadan izole edilen HCoV-HKU1 betakoronoviriis cinsindendir.
Cocuklar, yaslhlar ve altta bir hastalig1 olan yetiskinlerde goriiliir. Ates, burun akintisi,
Okstiriik ve nefes darligi semptomlar: ile karakterize edilmistir (Su ve ark., 2016;
Weiss, & Navas-Martin, 2005; Wevers & van der Hoek, 2009)

2012 yilinda Suudi Arabistan’in Cidde kentinde ciddi bir solunum yolu
hastaligindan 6len bir hastadan izole edilen Orta Dogu solunum sendromu ile iliskili
koronaviriis (Middle East respiratory syndrome coronavirus, MERS-CoV)
betakoronavirtis cinsindendir. Oldukga patojenik olan bu viriis asemptomatik solunum
sikintisi, septik sok ve Oliimle sonuglanan bobrek yetmezligi ile seyreden siddetli
pnmoémoniye kadar varan sonuglar dogurmaktadir. Ates, Oksiiriik, titreme, bogaz
agris1, miyalji, artralji, pndmono, hastalarin %33’iinde kusma ve ishal ve akut bobrek
yetmezligi semptomlari ile karakterize edilmistir (Bleibtreu, Bertine, Bertin, Houhou-
Fidouh, & Visseaux, 2020; Chafekar, & Fielding, 2018; de Wit, van Doremalen,
Falzarano, & Munster, 2016; Su ve ark., 2016)
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Familya: Nidovirales

Aile: Arteriviridae
Aile: Roniviridae
Aile: Mesoniviridae

Aile: Coronaviridae
i: Alt-Aile: Torovirinae
Alt-Aile: Coronavirinae

—— Cins: Alfakoronaviris

[~ Alfakoronaviriis 1

HCoV- 229E

|

_ HCoV-NL63

— Kemirgen koronaviriis

SoyA 4 HCoV-0(C43

L HCoV-HKU1
Soy B — SARS-CoV-2

— Cins: Betakoronaviris MERS-CoV
Soy C { BtCoV-HKU4

BtCoV-HKU5
Soy D —— BtCoV-HKU9

—— Cins: Gamakoronaviris Avian Koronaviriis

—— Cins: Deltakoronaviriis BuCoV- HKU11

Sekil 2.13 Koranaviriis ailesi (Yan ve ark., 2020’den uyarlanmastir.)

2.7 SARS-CoV-2

2019 aralik ayinda Cin’in Hubei eyaletinin Wuhan kentinde ortaya ¢ikmis olup
31.12.2019 tarihinde Diinya Saglik Orgiitii'ne (World Health Organization; WHO)
nedeni bilinmeyen agir pndmoniye yol agan bir salgin bildirilmistir. Bu salgina sebep
olan viriis yeni koronaviriis, 2019-nCoV ya da diger tanimi ile akut agir solunum
sendromu coronavirus 2 (SARS-CoV-2), diinya genelinde hizla yayilmasi ve sebep
oldugu ates, agir solunum hastaliklar1 ve pndmoni nedeniyle pandemi olarak ilan
edilmis ve COVID-19 (Koronaviriis Hastalig1-2019; Coronavirus Disease- 2019)
olarak adlandirilmistir (Chan ve ark., 2020; Huang ve ark., 2020; Muralidar, Ambi,
Sekaran, & Krishnan 2020; Tay, Poh, Renia, MacAry, & Ng, 2020; Umakanthan ve
ark., 2020).

2002 yillarinda goriilen SARS-CoV ile benzer genom dizilemesine sahip olan

SARS-CoV-2, alt solunum yolu epitelyal hiicrelerinde de bulunan anjiyotensin
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doniistiiriicii enzim (anjiyetensin converting enzim, ACE2) reseptorii araciligi ile hiicre
icine girdigi belirlenmistir. (Corman ve ark., 2020; Datta, Liu, Fischer, Rappaport, &
Qin, 2020; Hui ve ark., 2020; Peiris ve ark., 2003).

COVID-19’un en yaygin klinik semptomlar1 kuru Oksiiriik, ates ve nefes
darligidir. Baz1 hastalarda bogaz agrisi, bas agrisi, kas agrisi, yorgunluk ve ishal gibi
semptomlar da goézlenmistir (Chen ve ark., 2020; Hui ve ark., 2020; Seyed Hosseini
ve ark., 2020). Hastaligin ilk gilinlerinde titreme ve solunum sikintilar1 ile bagvuran
hastalarda ates goriilmemistir. Cogu vaka hafif semptomlar gosterse de akciger
grafisinde buzlu cama rastlanmistir (Seyed Hosseini ve ark., 2020; Yang ve ark.,
2020). COVID-19’un semptomlar1 nedeni ile diger solunum yolu hastaliklarindan
ayirt edilmesi oldukga giictiir.

2.7.1 SARS-CoV-2 Yapisi ve Mutasyonlari

SARS-CoV-2, 60-140 mikron ¢apinda, tek zincirli RNA igeren zarfl bir viriis
olup betakoronaviriis cinsindendir. Zarfi yogun bir sekilde N-glikanlarla siislenmis 8-
12 nm uzunlugunda homotrimer spike proteinleri igerir. Diger HCoV’lere benzer
sekilde spike (S), zarf (envelope: E), niikleokapsid (N) ve Membran (M) olmak iizere
4 tane yapisal 16 tane yapisal olmayan protein bulundurur (Sekil 2.14) (Amor,
Fernandez, & Baker, 2020; Cui, Li, & Shi, 2019; Lu ve ark., 2020; Tang ve ark., 2020;
Wang ve ark., 2020).

Spike (S) k@
proteini ; e
Nukleokapsid < / / \%~
(N) proteini S~ S

%‘ J AR

Membran > \/_7\ \

(M) proteini

Zarf (E: envelope)
proteini ?T i (%
Viral ssRNA

Sekil 2.14 SARS-CoV-2 yapisi. Viral ssSRNA, single-stranded ribonucleic acid: tek
zincirli riboniikleik asit. (Amor ve ark., 2020’den uyarlanmistir.)
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Virlis genomunun 5’ ucu, yapisal olmayan proteinlerin kendi kendine
iiretilmesinde 6nemli rolii olan replikaz proteini de dahil iki biiyiik polipeptid (ppla,
pplb) kodlayan agik okuma cergevesinden (open reading frame, ORF) olusur. Bunlar
ORFla ve ORFI1b’dir. ORF 2-10’ler yapisal proteinleri kodlar. SARS-CoV-2'nin
ORF8 ve ORF10’u diger viriislerden farklidir. Bunun da viriisiin bulasma hizinin
viriisler arasinda farklilik gostermesi ile ilgili oldugu séylenmistir (Sekil 2.15) (Amor,
Fernandez, & Baker, 2020; Cui, Li, & Shi, 2019; Huang, Yang, Xu, Xu, & Liu, 2020;
Lu ve ark., 2020, Tang ve ark., 2020; Wang ve ark., 2020).
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Sekil 2.15 SARS-CoV-2 virisiiniin genom yapisi. ORF1a, open reading frame 1a: agik
okuma cergevesila; ORF1b, open reading frame 1b: agik okuma gercevesilb; S’UTR,
5’ untranslated region: 5’ cevrilmemis bolge; 3°UTR, 3’ untranslated region: 5’
cevrilmemis bolge; S, spike protein: spike proteini; E, envelope protein: zarf proteini;
M, membrane protein: membran proteini; N, nucleocapsid protein: niikleokapsit
proteini (Amor ve ark., 2020’den uyarlanmaistir).

Salginin baslarinda SARS-Cov-2’nin, alt solunum yolu epitelyal hiicrelerinde
de eksprese oldugu bilinen anjiyotensin doniistiiriicii enzim (anjiyotensin converting
enzim; ACE2) reseptorii araciligi ile hiicre igine girdigi tespit edilmistir (Hussain ve
ark., 2005; Sawicki, & Sawicki, 2005; Wan, Shang, Graham, Baric, & Li, 2020).
Bununla beraber, viriisiin zamanla transmembran proteazi-serin 2 (Transmembrane
protease-serine 2, TMPRSS2) ile indiiklenen spike proteini sayesinde de konakg1
hiicreyi enfekte edebildigi belirlenmistir. TMPRSS2 ekspresyon modiilasyonunun,
konake1 hiicrelere viral girisi bloke ederek SARS-CoV-2 enfeksiyonunu tedavi etmek
icin alternatif bir strateji saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 2.16) (Srivastava

ve ark., 2021; Triposkiadis ve ark., 2021).
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SARS-CoV-2 <.> ol 5 pootela

TMPRRS2 ile spike
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Hiicre membrani

Konak hiicre

Sekil 2.16 SARS-CoV-2 viriisiiniin konak hiicreye enfekte olmasi. SARS-CoV-2,
Severe Acute Respiratory Syndrome causing Coronavirus: siddetli akut solunum yolu
sendromu; Spike (S) Protein, Spike (S) proteini; ACE2, anjiyetensin converting enzim:
anjiyotensin doniistiirlicti enzim; TMPRSS2, Transmembrane protease-serine 2:
transmembran proteazi-serin 2 (Triposkiadis ve ark., 2021°den uyarlanmustir).

SARS-CoV-2 genomundaki mutasyonlarin kiiciik bir orani fonksiyonel
ozellikleri etkileyecek ve enfektiviteyi, hastalik siddetini ya da konak hiicre ile
etkilesimleri degistirebilir. SARS-CoV-2 viriisiinlin spike proteini furin proteaz
tarafindan ikiye (S1 ve S2) boliiniir. S1, biiyiik dl¢lide amino terminal bolgeden ve
reseptor baglayici bolgeden (receptor-binding domain, RBD) olusur ve konak hiicrede
bulunan ACE2’ye baglanmadan sorumludur. S2, proteinin trimerik c¢ekirdegini
bulundurur ve konak hiicrenin membran fiizyonundan sorumludur. Bu béliinme
reseptdr baglanmast i¢in konformasyonel degisiklik, enfektive ve viriilans igin
onemlidir (Harwey ve ark., 2020; Hoffmann, Kleine-Weber, & Po6hlmann, 2020;
Wrobel ve ark., 2020).

Pandeminin erken donemlerinden itibaren SARS-CoV-2 genomik sekansi
ortaya konmus ve hali hazirda birgok kisi tarafindan Global Intiative on Sharing All
Influenza Data (GISAID) veri tabanina yiiklenerek tiim diinya ile paylasilmaktadir.
SARS-CoV-2’de gerceklesen mutasyonlar pandeminin baslarinda genellikle nétral
veya etkisiz (deleterious) 6zellikte olup, amino asitlerde meydana gelen degisimler
proteinlerin yap1 ve iglevinde ciddi fonksiyon degisikliklerine sebebiyet vermemistir
(Frost, Magalis, & Kosakovsky, 2018). Fakat, Nisan 2020 ile ortaya ¢ikan D614G

mutasyonu ile ortaya ¢ikan varyantin bulasicilik ve klinik seyre olumsuz etkileri
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tammlanmistir (Harvey ve ark., 2021). Iskogya’da Mart 2020 tarihinde ise, N439K
(Pango nomenkulatiir sistemine gore isimlendirmesi, B.1.141 ve B.1.258) hizlica iki
formda ortaya c¢ikmis ve diger Avrupa iilkelerine yayilmistir. Bu varyantin ACE2
reseptoriine afinitesinin daha yiiksek oldugu ve antikorlarin nétrolizan etkisini
azaltttig1 raporlanmistir (Thomson ve ark., 2021). Kasim 2020’de Danimarka’da ilk
olarak “’cluster 5’ olarak adlandirilan ve giiniimiizde B.1.1.298 ismi ile bilinen
varyant tanimlanmistir. Bu varyantta reseptor baglanma motif (receptor-binding motif,
RBM) degisimi olup (Y453F), yine ACE2-baglanma afinitesinde artisa sebep
olmustur (Hammer ve ark., 2020; Starr ve ark., 2020). Ayrica, B.1.1.298 hattinda
bir¢ok kez SARS-CoV-2 populasyonunda goriilen amino-terminal ucunda (amino
terminal domain, NTD) A69-70 delesyonu da bulunmakta olup, bu degisimin viriis
enfeksiyon kapasitesini arttirdigir gosterilmistir. COVID-19 pandemisine sebebiyet
veren SARS-CoV-2 (D614G); giiniimiizde B.1.1.7 Ingiltere, B.1.351 Giiney Afrika,
P.1 Brezilya olmak iizere {i¢ varyant ile tamimlanmaktadir. Ingiltere varyantinda S
bolgesinde N501Y; Giiney Afrika varyantinda N501Y, E484K, K417N; Brezilya
varyantinda N501Y ve E484K mutasyonlar1 bulunmaktadir. Bu varyantlar daha giiglii
bulas, antikor baglanmada zayiflama ve immiin yanittan kagis i¢in pozitif secilim
gecirmigtir. B.1.351 ve P.1 varyanti tasiyan kisilerin aginin daha az etki gosterdigi
saptanmigtir (Davies ve ark., 2021; Kupferschmidt, 2021; Lauring, & Hodcroft, 2021;
Sabino ve ark., 2021). COVID-19’a kars1 as1 ve tedavi stratejilerinde viriisiin ge¢irdigi
olas1 fonksiyonel mutasyonlar etkin olabildigi i¢in gelecege yonelik derin mutasyon
tarama (deep mutational scanning, DMS) yapilmasit bilimsel otoritelerce

onerilmektedir (Harvey ve ark., 2021).
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2.7.2 SARS-CoV-2 iImmunopatogenezi

SARS-CoV-2 viriisii sadece anti viral immiin yanitlar1 aktive etmekle kalmaz
ayni zamanda siddetli proinflamatuar sitokin salinimi ile karakterize, kontrolsiiz
inflamatuar yanitlarin sonucu olarak lenfopeni, lenfosit disfonksiyonu ile graniiloist
ve monosit anormalliklerine neden olur. Bu viriisiin neden oldugu bu bagisiklik
anormallikleri septik sok ve ciddi coklu organ islev bozukluklarina sebebiyet
vermektedir. Lenfopeni 6zellikle agir COVID-19 vakalarinda goriilmektedir. Ayrica
hastalarda CD4+ T hiicre, CD8+ T hiicre, NK hiicre ve B hiicre sayilarinda belirgin
bir azalma goriiliir. CD4" ve CD8" T hiicreler lizerinde CD38, CD44, CD69, CD134
ve CD137 yiiksek seviyelerde eksprese edilir. Yiiksek diizeydeki IL-2, TNF-a ve IFN-
v sitokinlerinin salinim1 bu hiicrelerin merkezi bellek fenotipi sergilemesini saglar
(Sekil 2.18) (Huang ve ark., 2020; Qin ve ark., 2020; Tan ve ark., 2020; Xu ve ark.,
2020; Yang ve ark., 2020).

COVID-19 hastalarindaki 6zelikle CD8+ T hiicreler programlanmis &liim
proteini-1 (programmed cell death protein-1, PD-1), T hiicre immiinoglobiilin bolgesi
ve miisin bolgesi 3’1 (7 cell immunoglobulin domain and mucin domain-3, TIM-3) ve
lektin benzeri reseptor alt ailesi C iiye 1 reseptoriinii (killer cell lectin-like receptor
subfamily C member 1 receptor, NKG2A) eksprese etmekte olup, tilkenmis T hiicre
fenotipini sergilemektedir. Ayrica, Onemli sitotoksik fonksiyona sahip NK
hiicrelerinde de NKG2A ekspresyon artiginin da tiikkenmislik fenotipi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (Diao ve ark., 2020; Yang ve ark., 2020; Zheng ve ark., 2020). Ayrica
COVID-19 hastalarinda nétrofiller artis gdsterirken monosit, eozinofil ve bazofillerin
sayisinda azalma goriiliir (Sekil 2.18) (Diao ve ark., 2020; Qin ve ark., 2020; Zhou ve
ark., 2020).

COVID-19 immiinopatogenezindeki diger bir karakteristik bulgu da sitokin
firtinasidir. Hastalarda IL-1f3, IL-6 ve IL-10 sitokinleri basta olmak {izere IL-1RA, IL-
2,IL-7, IL-8, IL-9, IL-17, TNF-a., IFN-y, G-CSF, GM-CSF, IP10, MCP1, MCP1la vb.
gibi sitokinlerin ekspresyonu yiikselir. Ayrica Immunoglobiilin G (immunoglobulin
G, IgG) ve toplam antikor titresi artig gosterir (Sekil 2.18) (Huang ve ark., 2020;
Mohamed Khosroshahi, 2021; Qin ve ark., 2020; Rokni, Mokhtari, & Noorbakhsh,
2021; Tan ve ark., 2020; Xu ve ark., 2020; Yang ve ark., 2020)
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Sekil 2.18 COVID-19’un immiinopatogenezi. IL-1p, interleukin 1: interlokin 1f; IL-
IRA, interleukin 1RA: interlokin 1RA; IL-2, interleukin 2: interlokin 2; IL-6,
interleukin 6: interlokin 6; IL-7, interleukin 7: interlokin 7; IL-8, interleukin 8:
interlokin 8; IL-9, interleukin 9: interlokin 9; IL-10, interleukin 10: interlokin 10; IL-
17, interleukin 17: interlokin 17; TNF-o, tumor necrosis factor-o: tiimor nekroz
faktor-a; G-CSF, , granulocyte colony-stimulating factor: graniilosit koloni uyarici
faktor, GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor: graniilosit-
makrofaj koloni uyarici faktor; IP10, interferon gamma-induced protein 10: interferon
gama ile indiiklenen protein 10; MCP1, monocyte chemoattractant protein-1: monosit
kemoatraktan protein-1; MIP1a, macrophage inflammatory protein 1 alfa: makrofaj
inflamatuar protein 1 alfa; PD1, programmed cell death protein-1: programlanmisg
olim proteini-1; TIM3, T cell immunoglobulin domain and mucin domain-3: T hiicre
immiinoglobiilin bdlgesi ve miisin bolgesi 3; NKG2A, killer cell lectin-like receptor
subfamily C member 1 receptor: 6ldiiriicii hiicre lektin benzeri reseptdr alt ailesi C iiye
1 reseptorii (Yang ve ark., 2020’den uyarlanmastir.)

SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu immiinopatolojinin klinik etkilerine
bakildiginda lenfopeni ile bagvuran COVID-19’lu hastalar sekonder bakteriyal
enfeksiyonlara karsi daha yatkindir. Bu da hastaligin ilerlemesine ve siddetinin

artmasina sebebiyet vermektedir (Yang ve ark., 2020). Sitokin firtinasi ise akciger
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hasari, solunum yetmezIligi ve akut solunum sikintis1 sendromuna yol agabilecegi gibi,
alanin aminotransferaz (alanine aminotransferase, ALT), aspartat aminotransferaz
(aspartate aminotransferase, AST) ve y-glutamin transferaz (y-glutamine transferase,
v-GT) seviyelerinin normalden yiiksek olmas ile karaciger hasar1 dahil olmak tizere
inflamatuar kaynakli ¢oklu organ fonksiyon bozukluguna neden olabilmektedir (Chen
ve ark., 2020; Xu ve ark., 2020; Wu ve ark., 2019).

Makrofajlar ve nétrofillerin bronkoalveolar lavaj sivisinda biriktigi, periferik
kanda notrofillerin sayis1 artarken CDI14" monositlerin sayisinin da  diistiigi
raporlanmistir. Tek hiicreli dizileme analizleri sonucunda miyeloid hiicrelerin
farklilasma yoriingesinin GMP’den miyeloblast ve monoblastlara farklilagma ile
basladig1 bildirilmistir. Kemik iliginde devam eden siiregte miyeloblastlar pro-
miyelositlere, pro-miyelositler miyelositlere ve miyelositler de pre-notrofillere
(CD10%s% CD101- ve CXCR47") ve G-MDSC’lere doniisiirken; monoblastlar pro-
monositlere, pro-monositler monositlere, monositler de dendritik hiicreler, immatiir
makrofajlar ve M-MDSC’lere doniistiigii raporlanmistir (Brodin, 2021; McGonagle,
Ramanan, & Bridgewood, 2021; Qin, Liu, Yang, Yu, & Zhang, 2021).

Monositler CD14 ve CD16 ylizey belirtecini tasima diizeylerine gore; i)
CD14""CDI16 Kklasik, ii)) CD14""CD16" ara diizey (intermediate) ve iii) CD14°CD16"*
klasik olmayan monositler olarak temelde ii¢ ana grupta incelenirler. Ozellikle ara
diizey monositler agir seyreden COVID-19 hastalarinda daha ¢ok bulunmakla beraber
Ki-67, PD-L1, PTXE, CD169 ve CD147 yiizey belirteglerini yiiksek oranda
sergiledigi bildirilmistir (Parackova ve ark., 2020; Payen ve ark., 2020; Qin ve ark.,
2021). Agir seyreden COVID-19 hastalarinda artis gosteren bir diger grup ise pre-
notrofillerdir ve yiizeylerinde yiiksek oranda CD177, ELANE, MPO, OLFM4 ve
MMPS belirteclerini tagirlar (Qin ve ark., 2021).

SARS-CoV-2 enfeksiyonu sonucu nétrofiller, enfeksiyon alanma siirekli
infiltre olarak ve bagisiklik tepkisini yiikseltmek i¢cin NET formasyonu ile savunma
yapmaktadir. Fakat, NET degraniilasyonu ile tetiklenen sitokin firtinasina bagl olarak
akut solunum sikintisi sendromuna yol agabilirler (Guan ve ark., 2019; Huang ve ark.,
2020; Tomar, Anders, Desai, & Mulay, 2020; Zuo ve ark., 2020). COVID-19 sonucu
hayatint kaybeden hastalarin birinden alinan akciger otopsisinde pulmoner

kapillerlerde genis bir nétrofil infiltrasyonu ve alveolar bosluga ekstravazasyon ile
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akut kapillerit ve trekeanin tim hava yolunda inflamasyona neden olan nétrofilik
mukozit goriilmiistiir (Barnes ve ark., 2020; Tomar ve ark., 2020).

Spike proteinin ACE2’ye baglanmasi sonucu SARS-CoV-2 viriisii epitelyal
hiicrelerin yani sira endotelyal hiicreleri de enfekte eder. Bunun sonucunda azalan
ACE2 ekspresyonu nétrofillerin enfeksiyon bdlgesine gelmesini uyarir. Notrofiller,
sitokin salgilanmasini indiiklemek i¢in ortamda bulunan diger immiin ve immiin
olmayan hiicrelerin patern tanima reseptorlerini aktive eden NET’ler olusturur.
NET’ler tarafindan salinan hiicre dist DNA, trombositleri aktive eder. Aktive
trombositler ve eritrositler bir tromboz olusturur. NET’lerle salinan hiicre dist
histonlar ise, epitelyal ve endotelyal hiicrelerde nekrozu tetikler. Tiim bunlar COVID-
19°da hastalik siddetini agirlastiran bir nekroinflamasyonun olugmasina neden olur
(Nakazawa ve ark., 2018; Tomar ve ark., 2020). Ayrica, COVID-19’da nétrofillerin
akciger dokusuna go¢ ederek asir1 ROS salgilamasi ile birlikte akciger dokusu ve kan
hiicresi fonksiyonlarinin bozulmasi ve bunun sonucunda da hipoksik hastalarda
solunum yetmezligi sorununa yol acabilmektedir (Laforge ve ark., 2020; Qin ve ark.,
2021).

Kemik iligi kaynakli MDSC’ler olgun dendritik hiicrelere, makrofajlara ve
graniilositlere hizl1 bir sekilde farklilasabilmektedir. Saglikli bireylerde enfeksiyon
veya steril inflamasyon olmadigi zaman son derece diisiik seviyelerde bulunur.
Kanserler, enfeksiyonlar ve kronik inflamatuar bozukluklar gibi olgun miyeloid
hiicrelere farklilasmanin kismen bloke edildigi patolojik durumlarda sayilar1 6nemli
oOlgiide artar (Gabrilovich, & Nagaraj, 2009). MDSC’ler 6zellikle agir COVID-19’1u
hastalarda artis gostermekle birlikte, siddetli ve hafif COVID-19’lu hastalarin
semptomlarinin baslangicindan iyilesme siirecine kadar periferik kanlarindaki immiin
hiicrelerinin ¢ogunu olusturmaktadir (Agrati ve ark., 2020; Falck-Jones ve ark., 2021;
Koushki ve ark., 2021; Qin ve ark., 2021).

MDSC’ler anti inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini, indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz (inducible nitric oxide synthase, INOS) aracili IFN-y iiretimini ve arginin
ve sistein amino asitlerini tiiketerek T hiicre proliferasyonunu ve aktivasyonunu
engeller. MDSC’ler enfeksiyonun erken evrelerinde immiinosupresif 6zelligi ile doku
homoestazini ve hiperinflamasyonu 6nlemeye yardimci olur (Koushki ve ark., 2021).

Ayrica, MDSC’ler T hiicre proliferasyonu ve aktivasyonunu baskilama o6zellikleri
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disinda makrofajlarin sitokin tiretimini zayiflatma, NK hiicre fonksiyonunu bozma, T
regiilator hiicre proliferasyonunu indiikleme ve B hiicre aktivasyonunu baskilama gibi
bircok rol oynar (Agrati ve ark., 2020; Koushki ve ark., 2021; O’Connor, Rastad, &
Green, 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

Ilgili Yiiksek Lisans Tez ¢alismasi, Uludag Universitesi T1ip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu 06.01.21 tarihli, 2021-1/21 numarali karar sonucunda
Uludag Universitesi Immiinoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi ve Bursa il Saglik Miidiirliigii Saglik Bilimleri
Universitesi Yiiksek Ihtisas Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne rutin kontroller i¢in
basvuran saglikli bireylerden ve COVID-19 tam1 ve takip icin basvuran hasta

bireylerden toplanan periferik kan 6rnekleri ile ¢alisma gergeklestirilmistir.

3.1 Cahismada Kullamilan Maddeler

Bu tez kapsaminda kullanilan kimyasal ve biyolojik malzemeler firmalarina
gore siralanmigtir. Fosfat tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS) (EUROIMMUN,
Almanya) ; Fotal Buzagi Serumu (FBS) (Biowest, Fransa); Penisilin-Streptomisin
(Biowest, Fransa); RPMI 1640 (Biowest, Fransa); Ficoll 1.077g/mL (Capricorn
Scientific, Almanya); Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE) (Biolegend, ABD);
FACS Flow Cell Wash (BD, ABD); RBC Liziz Tamponu (Sony Biotechnology, ABD)
Tripsin EDTA (Biowest, Fransa); 2'7' diklorofloresin diasetat (Sigma, ABD);
Diaminofloresein-FM diasetat (DAFDA) (Sigma, ABD); Propidyum lodiir Cézeltisi
(Biolegend, ABD); Birefeldin A ¢ozeltisi (Biolegend, ABD); Forbol 12-Miristat 13-
Asetat (PMA) (Sigma, ABD); Tam Kan CD66b Microbeads (Miltenybiotech,
Almanya); CD3 microbeads, insan (Miltenybiotech, Almanya); LS Kolon
(Miltenybiotech,Almanya); L-glutamin (Lonza, Belgika); LEGENDplex insan temel
bagisiklik tepkisi paneli (Biolegend, ABD); Anti insan CD33 (klon:D3HL60)
monoklonal antikor (mAb) (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD11b (klon:Bear1)
mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD15 (klon:80H5) mAb (Beckman
Coulter, ABD); Anti insan HLA-DR (klon:Immu-357) mAb (Beckman Coulter,
ABD); Anti insan CD80 (klon:MAB104) mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan
CD86 (klon:HA5.2B7) mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD66b
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(klon:80H3) mADb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD33 (klon:D3HL60) mAb
(Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD45 (klon:J33) mAb (Beckman Coulter,
ABD); Anti insan CD16 (klon:3G8) mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan CD14
(klon:RMO52) mAb (Beckman Coulter, ABD); Anti insan LOX-1 (klon:15C4) mAb
(Biolegend, ABD); Anti insan CD273 (klon:MIH8) mAb (Biolegend, ABD); Anti
insan CD274 (klon:MIH2) mAb (Biolegend, ABD); Anti insan CD273 (klon:MIH18)
mAb (BD, ABD); Anti insan CD274 (klon:MIH1) mAb (BD, ABD); Anti insan
CD114 (klon:LMM741) mAb (BD, ABD); Anti insan CD154 (klon:TRAP1) mAb
(BD, ABD); Anti insan CD62L (klon:DREG-56) mAb (BD, ABD); Anti insan CD69
(klon:FN50) mAb (BD, ABD).

3.2  Hazirlanan Tamponlar ve Cozeltiler

PBS Cozeltisi: Steril PBS tablet 1000mL basma bir adet olacak sekilde
dH,0’ya eklenerek (1X) ¢oziildii ve otoklavlanarak sterilize edildi. Oda sicakliginda
(25°C) muhafaza edildi.

Tam RPMI 1640 Hiicre Kiiltiirii Ortami: L-glutamin igeren RPMI 1640
iizerine son konsantrasyonu %10 v/v olacak sekilde FBS (is1-inaktive), %1 v/v olacak
sekilde penisilin/streptomisin eklendi ve +4°C’de saklandi.

Karboksifloresan Siiksinimidil Ester (CFSE) cozeltisi: CFSE tuzu (50ug)
iizerine 18ul DMSO eklenerek ¢oziildii ve -86°C’de saklandi.

Tripan Mavisi Cozeltisi: Steril ortamda tartim sonrasinda 1X PBS ile 0.4 liik
cozelti hazirlandi ve 0.22um’lik filtreden gegirildi. Oda sicakliginda (25°C) muhafaza
edildi.

MACS cozeltisi: Steril ortamda 49.55mL 1X PBS ile, 250ul FBS ve 200ul
EDTA ile ¢ozelti hazirlandi. +4°C’de saklandi.

RBC Lysis Buffer (Eritrosit patlatma soliisyonu): 1.1mL eritrosit patlatma
soliisyonu (10X) 9.9mL dH,0’ya eklenerek 1X ¢ozelti hazirlandi. +4°C’de saklanda.
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3.3. Orneklerin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Tez calismasinda kullanilan &rnekler, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi ve Bursa Il Saglik Miidiirliigii Saglik Bilimleri Universitesi Yiiksek Ihtisas
Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne COVID-19 siiphesiyle bagvuran ya da COVID-19
tanist konmus hastalardan onam formu imzalatilarak, rutin numune alimi sirasinda
bagli kalinan rutin prosediirlerdeki hacim miktarinda periferik vendz kan EDTA igeren
mor kapakli tiipe alinmistir. Ayrica rutin biyokimya caligmalar1 sirasinda artan
periferik vendz kanlar da c¢alismaya dahil edilmistir. COVID-19 negatif olan
bireylerden ise onam formu imzalatilarak SmL periferik ven6z kan EDTA igeren mor
kapakl tiipe alinmistir.

Caligmada kullanilan G-MDSC’ler immatiir miyeloid seriye ait hiicrelerdir ve
bu hiicrelerin hem fenotipik degisimleri hem de var olan nétrofil/monosit grubunun
beklemeye dayali aktive olup hastanin o anki durumunu yansitamamasi ihtimalinden
dolay1 Ornekler en fazla 4 saat igerisinde teslim alinip, taze olarak caligilmistir.
COVID-19 pozitif hastalar PCR (Polymerase Chain Reaction: Polimeraz zincir
reaksiyonu) tarihi ve ilk klinik semptom gosterdikleri tarihe gore 0-3 giin arasi
(baslangi¢ kosulu), 4-8 giin aras1 ve 9-15 giin aras1 ve 15 glinden sonraki donemdeki
bireylerin sonuglar1 gruplandirilarak degerlendirilmistir.

Calismada Kullamlan Dislama Kriterleri: Klinik takipleri sonrasinda test
sonuglar1 negatif gelen ya da farkli bir enfeksiyon nedeniyle COVID-19 benzeri
semptomlar gelistirmis oldugu belirlenen hastalara ait 6rnekler ve saglikli grupta
herhangi bir enfeksiyon bulunmasi durumunda bu bireylere ait oérnekler ¢alismadan
cikartlmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda 12 giin-18 yas (ort: 8yas) araligindan=111 (E=64,
K=47) saglikli cocuk kontrol; 1 ay-18yas (ort:8 yas) araliginda n=147 (E=68, K=79);
COVID-19+ ¢ocuk; 20 yas-59 yas (ort: 44yas) araliginda n=73 (E=41, K=32) saglikl1
eriskin; n=447 (E=220, K=227) 19 yas-92 yas (ort:45 yas) araliginda COVID-19+
pozitif erigkin birey ¢aligmaya dahil edilmis olup c¢ocuk hastalarin hepsinin klinik
durumu asemptomatik ve iyi seyrederken; eriskin bireylerin %54 i hafif, %22 si agir
%19 u asemptomatik ve %S5 1 orta diizey klinik duruma sahiptiler. Orta diizey klinik

duruma sahip bireyler yapilan ¢aligmalar sonucu agir grubuna dahil edilmistir.
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3.4  Periferik Kan Mononiikleer Hiicrelerinin (Peripheral Blood Mononuclear

Cell, PBMC) izolasyonu

Saglikli ve hasta bireylerden alinan periferik kanlar 1:1 oraninda RPMI 1640
ile seyreltildi. 15ml’lik falconun dibine 3mL ficoll (1.077 g/ml) konulduktan sonra
seyreltilmis olan periferik kan yavas bir bigimde ficoll {izerine yayildi. Yayilan kan
2500 rpm’de 20 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda ficoll ile plazma arasinda kalan
periferik kan monontikleer hiicreler eritrositlerin alinmamasina dikkat edilerek pastor
pipeti yardimi ile toplandi. Toplanan hiicreler 15ml’lik falconda toplandi ve iizerine
falcon tam dolacak sekilde 1X PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
yikandi. Siipernatan atildi. Eritrosit fazinda kalan hiicreler ImL PBS i¢inde siispanse

edildi (Sekil 3.1). Bu hiicrelerden matiir nétrofiller izole edildi.
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Sekil 3.1 PBMC’lerin izolasyonu (biorender.com kullanilarak hazirlanmistir). PBMC,
periferik kan mononiikleer hiicreleri
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3.5  Miyeloid Kokenli Baskilayic1 Hiicrelerin ve inflamatuar Miyeloid

Hiicrelerin Immiinofenotiplendirmesi

Tam kan, 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 olmak tizere 3 farkli fraksiyon
calistlmistir. Ug farkli kan fraksiyonu, 100’er pl akim sitometri tiiplerine dagitildi.
Uzerlerine anti-insan-CD33, -CD11b, -HLA-DR, -CD14, -CD15, -CD16, -CD45, -
CD66b, -CD80, -CD86, -CD274 (PD-L1), -CD273 (PD-L2), -Lox-1, CD114, CD62L
belirteglerine karsi iiretilmis monoklonal antikorlar ile uygun konsantrasyonlarda
eklendi (tablo-1). Tiipler vortekslendikten sonra +4°C’de 40 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda tiiplere 2mL PBS eklenerek 2000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Siipernatan ile birlikte baglanmayan antikorlar da uzaklastirildi. 150 ul PBS
icinde siispanse edilerek BD FACS ARIA III ve Beckman Coulter Navios Ex akim
sitometri cihazlarinda degerlendirildi.

I1k olarak bu belirteclerle isaretlenmis pozitif hiicrelerin iginden tek tek diisen
hiicreler kapilandi. Bunun i¢in forward scatter (FS)-INT ve side scatter (SS)-TOF
grafiginden tek tek diisen hiicreler analiz edildi (doublet discrimination). Sonrasinda
tek tek diisen hiicrelerin i¢cinden graniilarite (SS-INT) ve boyutuna (FS-INT) gore yeni
bir kapilama yapildi. Bu genel kapilama stratejilerinin ardindan antikorlarin konjuge
edildigi florokromlar1 gosteren histogram veya nokta sagilim grafikleri ¢izildi (Sekil
3.2 ve Sekil 3.3). Analizler Kaluza ve Flow.jo programi kullanilarak degerlendirildi.

Immunfenotiplendirme ile G-MDSC oldugu belirlenen hiicrelerin, fonksiyonel
analizleri de Lox-1, CD80, CD86, CD274 (PD-L1) ve CD273 (PD-L2), -CD25, -

CD69, -CD154{in bulundugu immiinofenotiplendirme panelleri ile desteklenmistir.
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Sekil 3.3 Eritrosit fraksiyonunda bulunan matiir nétrofillerin CD33, CD14, CD16 ve
HLA-DR diizeylerini analiz etmek i¢in kullanilan kapilama stratejisi.

Tablo 3.1 Akim sitometride kullanilan antikorlar ve dzellikleri

Antikor (anti- Klon Florokrom Eklenen miktar | Tedarikgi
insan)
CD11b Bearl APC Alexa Flour 750 1pl Beckman Coulter,ABD
CD33 D3HL60 FITC 3.5l Beckman Coulter,ABD
D3HL60 PC7 2 ul Beckman Coulter,ABD
CD14 RMO52 APC Alexa Flour 700 1l Beckman Coulter,ABD
CD15 80H5 PC5 2 pl Beckman Coulter,ABD
CD16 3G8 PE 2.5l Beckman Coulter,ABD
CD45 J33 Krom Orange 1l Beckman Coulter,ABD
CD66b 80H3 APC 1l Beckman Coulter,ABD
80H3 FITC 3.5 ul Beckman Coulter,ABD
CD62L DREG-56 APC 9 pul BD,ABD
CD114 LMM741 PE 5 ul BD,ABD
CDS80 MAB104 APC 1pl Beckman Coulter,ABD
CD86 HAS5.2B7 PC5 2 pl Beckman Coulter,ABD
HLA-DR Immu-357 APC 1l Beckman Coulter,ABD
Immu-357 Pasific Blur 3ul Beckman Coulter,ABD
LOX-1 15C4 BV421 3ul Biolegend,ABD
CD273 MIH8 PE Dazzle 594 2.5l Biolegend,ABD
MIH18 APC 9 pul BD,ABD
CD274 MIH2 FITC 3.5 ul Biolegend,ABD
MIH1 APC 5l BD,ABD
CD25 2A3 APC 2.5l BD,ABD
CD69 FN50 FITC 9 pul BD,ABD
CD154 TRAP1 PE 5 ul BD,ABD

3.6  Miyeloid Hiicre Alt Gruplarin Saflastirllmasi
3.6.1 Manyetik Aktive Hiicre Ayrimlama (MACS) Yontemi

Immiinofenotiplendirme analizleri sonucunda 1.077 g/mL ficoll fazinda
biriken hiicreler tagidiklart CD66b ve CD15 belirteglerine gore manyetik aktive hiicre
ayrimlama (magnetic-activated cell sorting, MACS) ile saflagtirilmistir. Ik olarak
15ml’lik falcona aliman PBMC’lerin {izerine 10mL soguk MACS buffer eklendi ve
santrifiij (2000rpm, 5dk) edildi. Siipernatan kismi atildi iizerine 2 mL MACS buffer
eklendi. Siispanse edildikten sonra akim sitometri tiipline aktarildi ve santrifiij (300g,
10dk, +4°C) edildi. Siipernatan kismi pellete kadar pipet yardimu ile ¢ekildi ve 100ul
MACS bufferda siispanse edildi. 10pul CD66b bead eklendi ve 15 dk buz iizerinde
karanlikta inkiibe edildi. Sonrasinda {izerine 2mL MACS buffer eklendi ve santrifiij
(300g, 10dk, +4°C) edildi. Siipernatan uzaklastirildi 500ul macs buffer eklendi ve
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siispanse edildi. Ls kolonun altina falcon yerlestirildi ve Ls kolondan 3 mL MACS
buffer gegirildi. Son damlanin geldigi goriildiigiinde 500ul de suspanse edilen hiicreler
kolona eklendi. Son damla goriildiigiinde 3 mL MACS buffer iki kere kolana eklendi.
En son damla geldikten sonra kolon miknatistan hizli bir bicimde ayrildi ve kolonun
altina baska bir falcon yerlestirildi. Kolona 5 mL MACS buffer eklendi ve kolonun
enjektort yerlestirilerek hizli bir bigimde miknatisa tutulan CD66b" hiicreler falcona
bosaltildi. Falconun iizerine SmL tam RPMI eklendi ve santrifiij (2000rpm, 5dk)
edildi. Stipernatan uzaklastirildi ve hiicreler 1 mL tam RPMI da siispanse edildikten
sonra sayilip ko-kiiltiir oranlarinda 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarina ekildi. MACS
yontemi boyunca kullanilan MACS buffer soguk (+4°C) tutulmustur (Sekil 3.4 ve
Sekil 3.5).
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-
. —
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ile diltie edilmis Santrifij 0
z Plazma
periferik kan € —> 5—
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¢

Sekil 3.4 Immiinofenotiplendirme sonuglarina gére fonksiyonel farklilik gosterdigi
diistiniilen G-MDSC benzeri hiicre ve hiicre alt gruplarinin Manyetik Aktive Hiicre
Ayrimlama yontemi (MACS) ile elde edilmesi (biorender.com kullanilarak
hazirlanmistir).
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S TekTek Diigen Hiicreler Lokositler Ui , CD15+ Hiicreler %98,8

SS-TOF = CD15" ——

Sekil 3.5 MACS yontemi sonrasi saflagtilan miyeloid hiicrelerin nokta sagilim ve
histogram grafikleri ile safliginin belirlenmesi.

42



3.6.2 Eritrosit Patlatma Yontemi

PBMC’lerin izolasyonu sonucu eritrosit fazindaki matiir oldugu diisiiniilen
CD66b" hiicreler eritrosit patlatma soliisyonu (RBC lysis buffer) kullanilarak
saflastirilmistir. 200l serumsuz RPMI’da siispanse edilen eritrosit faxindaki
hiicrelerin tizerine 2mL 1X eritrosit patlatma soliisyonu eklendi. 7 dk’lik inkiibasyon
sirasinda yaklasik 2 dk’de bir hafifce karistirildi. Inkiibasyonun ardindan 5 mL PBS
eklenerek santrifiij (2000 rpm, 5dk) edildi. Siipernatan uzaklastirildi ve 500ul 1X
patlatma sollisyonu eklendi. 5 dk’lik inkiibasyon siiresince 1 dk’da bir hafifce
karistirildi. inkiibasyonun ardindan 5 mL PBS eklenerek santrifiij (2000 rpm, 5dk)
edildi. Stipernatan uzaklastirildi ve lizerine 400ul tam RPMI eklenip siispanse edildi.
Hiicreler sayilip ko-kiiltiir oranlarinda 96 kuyucuklu kiiltiir plaklarma ekildi.
Islemlerin her bir asamasi karanlik ve 25°C ortamda gerceklestirildi.

CD66b" matiir hiicreler olduk¢a hassas hiicreler olup, bu eritrosit patlatma
isleminin canliliklarina zarar verip vermedigi PI Propidyum Iyodiir (PI) boyamasi
yapilarak dogrulanmigstir. 100ul de serumsuz RPMI ile siispanse edilen hiicrelerin
tizerine 1l PI eklenip 10 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi. 2 mL PBS ile
santrifiij (2000rpm, 5dk) edildikten sonra akim sitometri cihazinda canlilik orani

belirlendi.

F RYTHROCYTE LYSIS C-RAMAZAN D AFTER ERYTHROCYTE LYSIS CDB6B APC-RAMAZAN DENIZ COB6! C-RAMAZAN
B o RIROCTE L8 O IPORMALNDENE 8 AFTER ERYTHROCYTE LYSIS CDGB APC-RAMAZAN DENIZ AFTER ERYTHROCYTE LYSIS CDG6B APCRAMAZA
“ 3 ~ Vo 2]
- . 2 &
N
tektek dsenhucrele / \ ostr < &
N / \ o <
E H
] | T 3
81/ \ 8%y 8]
ol { } \ 8 CDs6b dusuk COB6b orta  CDE8D yuksek
1\ }
\ / o o
\ / 2
& \ / gl
-, i il R
R i
- e e N k) T P T U]
00010 20 250 A ) w 0w colearos " 0 4
FevA 1,000 FSCA e

Sekil 3.6 RBC lysis buffer ile saflagtilan miyeloid hiicrelerin saflastirma sonrasi
kapilama stratejisi
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3.6.3 Floresan Aktive Hiicre Saflastirma (FACS) Yontemi

MACS yontemi ve RBC buffer ile saflagtirilan CD66b+ immatiir ve matiir
hiicreler floresan aktive hiicre saflastirma (Fluorescence-activated cell sorting,
FACS) yontemi ile CD66b’yi tasima diizeylerine gore diisiik (dim) orta (mod) ve
yiiksek (high) ti¢ ayr1 alt-populasyona saflastirilarak, fenotipik ve fonksiyonel olarak
karsilagtirilmistir. Hiicreler 1mL serumsuz RPMI’da siispanse edildi. CD33 (10ul),
CD66b (2ul) ve HLA-DR (10ul) antikorlari ile hiicreler isaretlendi ve oda
sicakliginda, karanlikta 15 dk inkiibe edildi. inkibasyon sonras1 0.45um’lik meshden
gegirerek falcona alindi ve iizerine 4mL serumsuz RPMI eklenerek iyice karistirildi.
FACS ARIA III hiicre saflastirma cihazinda degerlendirildi.

Ik olarak bu belirteclerle isaretlenmis pozitif hiicrelerin iginden tek tek diisen
hiicreler kapilandi. Bunun i¢in forward scatter (FS)-INT ve side scatter (SS)-TOF veya
forward scatter (FSC)-A ve FSC-H grafiginden tek tek diisen hiicreler analiz edildi
(doublet discrimination). Sonrasinda tek tek diisen hiicrelerin i¢inden graniilarite (SS-
INT) ve boyutuna (FS-INT) gore yeni bir kapilama yapildi. Bu genel kapilama
stratejilerinin ardindan antikorlarin CD33 ve CD66b’ye gore bir nokta sa¢ilim grafigi
cizildi. CD33’li orta diizeyde CD66b’yi diisiik, orta ve yiiksek diizeyde tasiyan
hiicreler kapilandi ve bu kapilamalara gore hiicreler saflastirildi. Analizler Flow.jo

programi kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 FACS yontemi 6ncesi ve sonrast CD66b" hiicrelerin akim sitometri yontemi
ile gosterimi.

3.7 T Hiicre Cogalma ve Aktivasyon Analizleri

3.7.1 Karboksif loresan Siiksinimidil Ester (CFSE) ile PBMC hiicrelerin

isaretlenmesi

1X10% PBMC hiicresi, ImL FBS’u olmayan RPMI 1640 iginde stispanse edilir.
Uzerine 1ul CFSE (1uM) eklenir ve hafifce vortekslendi. 15 dk 37°C sicaklikta inkiibe
edildi. Uzerine 7mL soguk tam RPMI 1640 eklendi ve 5 dk buz icerisine gémiilerek
bekletildi. +4°C ve 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Tam RPMI 1640 kullanilmas1
ile hiicrelere baglanan CFSE’nin inaktivasyonu gerceklestirildi. Siipernatan
uzaklagtirildi ve 7mL soguk tam RPMI 1640 eklendi ve yine +4°C ve 2000 rpm’de 5
dk santrifiij edildi. Siipernatan dokiildii ve hiicreler 100ul’de 100.000 hiicre olacak
sekilde tam RPMI 1640 ile siispanse edildi. Tim islemler karanlik ortamda
gerceklestirildi.
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3.7.2 Saflastirilmis CD66b+ Hiicreler ile PBMC’lerin Ko-Kiiltiirii

MACS ve FACS ile ayrimlanmis CD66b" ile eritrosit fazindaki hiicreler ayri
ayr1 tam RPMI iginde siispanse edildi. Hiicreler 0,125 (12,5x10%), 0,25 (25x10%), 0,5
(50x10°) ve 1 (1X10°) oranlarinda 100ul i¢inde U-tabanli 96 kuyucuklu kiiltiir kabina
ekildi. CFSE ile isaretlenmis PBMC’lerin igerisindeki T hiicrelerin ¢ogalma igin ilk
sinyali almas1 gereklidir. Bunun i¢in hiicrelere 1ul phytohemagglutinin (PHA, 1ug)
eklenmistir. PHA ile uyarilmig PBMC’ler 100 pl i¢inde 10° hiicre olacak sekilde
CD66b* ve eritrosit fazindaki hiicrelerin tizerine eklenmistir. T hiicrelerin tek basina
proliferasyonlarin1 6lgmek igin de 10° hiicre 200 ul de olacak sekilde 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir plaklarina 4 kuyu ekildi. 2 kuyu PHA ile uyarildi. 72 saatlik inkiibasyon
stiresinin sonunda CD4+ veya CD8+ T hiicrelerin ¢ogalmalarint ayri ayri
degerlendirebilmek i¢in anti-insan-CD4 (1pl) ve -CD8 (4ul) monoklonal antikorlar
kullanilmistir. Hiicrelerin ¢ogalma durumlar1 CFSE boyasinin seyrelme diizeyine gore

belirlenmis ve ilgili analizler akim sitometri cihazinda degerlendirilmistir (Sekil 3.6).

Matir miyeloid

G-MDSC ve CFSE ile hucreler ve CFSE ile

isaretlenmis

e L pere o isaretlenmis
PBMC’nin kalturd PBMC’nin kiiltiirii
A
| | | |
1 4 { 10 1 2
CD66b diisiik
0 . A 4 ' PHA ile stimiile
CD66b orta - N edilmis
F
CD66b yiiksek
-
g, g e e e ]
w v, 0 N, o
418,° S S
© o

Sekil 3.8 G-MDSC ve matiir miyeloid hiicre alt gruplarinin CFSE ile isaretlenmis
PBMC’ler ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1 oranlarinda ko-kiiltiirii (biorender.com
kullanilarak hazirlanmistir)

46



[CD4- T Hiicreler] CFSE FITC

W 0
[Ungated] FS INT / S5 INT v [LENFOSIT] FS INT / CD3 PE [T Lenfositler] FS INT / CD4 APC ]
<

1| [T Lenfasitler Total proliferasyon

>3 duphikasyon’

ity o o

CFSE FITC
[CDB- T Hiicreler] CFSE FITC

100 =
1 CD4: T Hiicreler /
_ LENFOSIT. . FeEE e g 1
z ;
4]
2

. )
00 : f ~
i 10 w e
2 R *
L - ¥

. Ny
Total proliferasyon|

w0

o
CFSE FITC

Sekil 3.9 G-MDSC benzeri hiicrelerin CD4+ ve CD8+ T hiicre proliferasyon yanitlari
tizerine etkisini aragtirmak icin kullanilan kapilama stratejisi

3.7.3 T Hiicre Aktivasyon Analizi

MACS, FACS ve/veya eritrosit patlatma sollisyonu ile saflagtilan hiicreler 0,25
(25x10°%) oraninda 100ul i¢inde U-tabanli 96 kuyucuklu kiiltiir kabina ekildi. Bu
kuyulara 100ul’de diliie edilmis 100.000 PBMC eklendi. Tek basina total PBMC’lerin
T hiicre aktivasyonu degerlendirebilmek i¢in 200ul’de siispanse edilen 100.000 hiicre
96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicrelerin her biri en az iki kuyu ¢aligildi
ve bir kuyu PHA eklenirken diger kuyuya eklenmedi. 16/24 saatlerde ve 72. Saatte
hiicreler kuyulardan toplanarak akim sitometri tiiplerine alindi. Uzerlerine 2mL PBS
eklendi ve santrifiij (2000rpm, 5dk) edildi. 100ul PBS’de siispanse edilerek CD25
(2.5ul), CD69 (9ul) ve CD154 (5ul) insan monoklonal antikorlari ile isaretlendi. 40
dk, +4°C ve karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiiplere 2mL PBS eklendi
ve santrifiij (2000rpm, 5dk) edildi. 250ul PBS’te siispanse edilerek akim sitometri
cihazinda degerlendirilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 G-MDSC alt gruplari, matir miyeloid hiicre, MACS sonrasi1 CD66b"
hiicreler ve PBMC’lerin T hiicre Aktivasyon analizleri i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plaklarina ekimi.
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Sekil 3.11 PBMC hiirelerinin T hiicre aktivasyonuna etkisinin CD25, CD69 ve CD154
aktivasyon belirtecleri ile analizinin temsili akim sitometri grafikleri
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3.8 ROS ve NO Uretim Analizi

Tam kan, 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki hiicreler CD66b" alt
gruplar tespit etmek amactyla kullanilan yiizey belirtecleri panelindeki FITC kanali
bos birakilarak kombinlendi ve bu kanaldan elde edilecek veriler ROS ve NO {iretme
kapatisesini gostermektedir. Ayrica MACS ve FACS yontemi ile saflagtirlan CD66b*
alt gruplar da CD66b, CD33 isaretlenmis olup FITC kanali bos birakildi. Hiicreler
100’er pl tiiplere dagitildi ve 2mL PBS ile (2000 rpm, 5dk) yikandi. 100ul olacak
sekilde PBS ile siispanse edildi. Ilgili antikorlar veROS analizi i¢in, 5-(and-6)-
carboxy-2',7'- dichlorofluorescein diacetate (1uM, H2-DCF-DA); NO analizi i¢in, 4,5-
diaminofluorescein-diacetate (2uM, DAF-2DA) floresan problari ile isaretlendi.
Hiicrelerin bir grubu bu isaretleme sonrasinda 37°C de 20 dakika inkiibasyona
birakilmis olup ardindan da buz iizerine alinarak akim sitometri ile 488nm dalga
boyunda analiz edildi. Diger gruba ise 1.3 ul 12-myristate 13-acetate (PMA) (0.1 uM)
eklenerek 20 dakika 37°C de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda buz
tizerine alinarak akim sitometri ile 488nm dalga boyunda analiz edildi. Elde edilen
ortalama floresan yogunluklari (mean fluorescence intensity, MFI) kullanilarak “ROS

ve NO iiretimi belirlendi. Analizler akim sitometri cihazinda degerlendirildi.
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Sekil 3.12 CD66b+ immatiir noétrofillerin ROS iiretim kapasitesinin belirlenmesi i¢in
kullanilan kapilama stratejisi.

3.9  G-MDSC Benzeri Alt-gruplarinin immiinofenotipik Farkhliklarinin

Morfolojik Olarak Dogrulanmasi

G-MDSC ve G-MDSC benzeri alt gruplarin morfolojik olarak dogrulanmasi,
EDTA’l1 mor tiipe alinan kanin lam iizerine periferik yayilmasi ile gerceklestirilmistir.
Ardindan, hematoksilen/eozin boyamasi yapilarak niikleus sekilleri degerlendirildi ve
hangi matiirasyon diizeyinde olduklar1 saptandi. Lamlar distile su ile iyice siiziilerek
cikartildi ve Hematoksilin Harris; Asetik Asitli boya kabina daldirildi ve bu boyada 4
dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun bitiminde musluk suyu altinda 2 dakika
bekletilerek fazla boya uzaklastirildi. Ardindan, Asit Alkol soliisyonuna daldirilip
cikartilarak diferansiye edildi ve hemen ardindan musluk suyu altinda tutulup
diferansiyasyon hizlica durduruldu. Dilue edilen Amonyakli suda bekletilerek
orneklerin mavi rengini alamasi saglandi. Musluk suyu altinda 6rnek rengi berrak mavi
renk kazanincaya kadar beklenildi. Hematoksilin Harris; Asetik Asitli ile boyanan

lamlar Eozin Y Boyasina (%1; Suda hazirlanmis) daldirilarak 1 dakika bekletildi.
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Lamlar musluk suyu altinda yikanarak boya islemi tamamlandi. Boyanan lamlar diisiik
konsantrasyonlu %70, %95 ve %100 lik alkollerden sirasiyla gecirilerek dehidre
edilmis ve etiivde kurumaya birakildi. Isik mikroskobu ile sitolojik analizleri
gerceklestirildi ve boylelikle, akim sitometride matiirasyon diizeyleri ile ilk fikirler
edinilen hiicreler morfolojik olarak da degerlendirilip dogrulandi. Periferik yaymalar
hematologlar tarafindan degerlendirilerek, immiinofenotipik olarak goriilen immatiir

seri morfolojik olarak da hem kalitatif hem kantitatif yontemlerle dogrulandi.

3.10 Enzim Ilintili Immiin Test (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay,

ELISA) Yontemi ile Immiin Yanit Yéniiniin Belirlenmesi

Ko-kiiltiirlerden ve T hiicre aktivasyon deneylerinden 96. Saatlerde
siipernatanlar toplanip (total 1.077, CD66b alt-gruplari, immatiir nétrofil, matiir
notrofil), IL-4 , IL-2, CXCL10 (IP-10), IL-1p A7, TNF-a, CCL2 (MCP-1), IL-17A,
IL-6, IL-10, IFN-y, IL-12p70, CXCLS8 (IL-8), Free Active TGF-B1 LEGENDPIex ile
Ol¢lilmiistiir. Elde edilen veriler kitin 6nerdigi analiz programi ile FACS ARIA III
akim sitometri cihazinda degerlendirilmistir.

Ko-kiiltlirlerden ve T hiicre aktivasyon deneylerinden 96. Saat sonrasi toplanan
siipernatan Orneklerinden her bir grup icin bir havuz olusturularak ¢alisma
gerceklestirildi. 21 adet saglikli erigkin total 1.077g/mL ficoll PHA+ kosulu i¢in her
bir 6rnekten 20 pl, 11 adet saglikli ¢gocuk 0.25:1 CD66b+ (1.077 g/mL ficoll fazi)
kosulu i¢in her bir 6rnekten 10pl, 13 adet saglikli gocuk 0.25:1 CD66b+ (Eritrosit faz1)
kosulu i¢in her bir 6rnekten 10 pl, 10 adet agir erigkin hastanin 0.25:1 CD66b+ (1.077
g/mL ficoll fazi1) kosulundan 10 ul, 0.25:1 CD66b+ (Eritrosit faz1) kosulu igin 10 pl
, 9 adet hafif eriskin hastanin 0.25:1 CD66b+ (1.077 g/mL ficoll faz1) kosulundan 10
pl ve 0.25:1 CD66b+ (Eritrosit fazi) kosulu i¢in 10 pl, 8 adet komplike olmamig
hastanin 0.25:1 CD66b+ (1.077 g/mL ficoll faz1) kosulundan 10 ul ve 0.25:1 CD66b+
(Eritrosit fazi) kosulu i¢in 10 pl, 7 adet cocuk hastanin ko-kiiltiir siipernatan
orneklerinin her birinden 0.25:1 CD66b+ (1.077 g/mL ficoll fazi) 10ul, 0.25:1
CD66b+ (Eritrosit fazi) kosulundan 10 ul, 5 adet hafif eriskin total (1.077 g/mL ficoll
fazi) PHA+ kosulu i¢in her bir 6rnekten 10 pl alinarak havuz olusturuldu (Sekil 3.13).

Her bir 6rnek havuzu igin ¢aligsma iki defa galigild.
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Sekil 3.13 Elisa testi i¢in olusturulan 6rnek havuzlarinin 6rneklem sayilar1 ve
isimlendirilme sekilleri (biorender.com kullanilarak hazirlanmstir).

250ul Assay buffer kit igerisinden cam sise igerisinde liyofilize halde ¢ikan

standart igerisine eklendi ve tamamen ¢oziinmesi saglanarak 10 dakika inkiibeye

birakildi. 8 tane tlip isimlendirildi (CO-C7) ve C7 hari¢ her tiipe 75ul assay buffer

eklenirken C7’ye 250pl assay buffer icerisinde ¢oziilen standart konuldu. ilk tiip (C7)

10000pg/mL konsantrasyonunda olmus olup, bundan sonraki tiipler 1:4 oraninda seri

diliisyonlar ile olusturuldu. CO olarak isimlendirilen tiip igerisine sadece 75ul Assay

Buffer eklendi standart eklenmedi (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14 Elisa deneyleri standartlarin hazirlanmasi. C7 (10000 pg/mL), C6 (2500
pg/mL), C5 (625 pg/mL), C4 (156,25 pg/mL), C3 (39,01 pg/mL), C2 (9,77 pg/mL),
Cl (2,44 pg/mL), CO (0 pg/mL=blank). C, concentration: konsantrasyon
(biorender.com kullanilarak hazirlanmistir).

Standartlar ve Orneklerden elde edilen 6rneklem havuzlarinin her biri igin
tiipler isimlendirildi ve 25’er pl Assay Buffer tiiplere eklendi. (12 havuz i¢in 2’ser tiip,
her bir standart diliisyonu i¢in C0-C7’ye kadar 2’ser tiip toplamda 40 adet tiip ile
deneye devam edildi) Her 6rnek havuzundan 25ul 6rnek ve her standart dilisyonu
tiipiinden 25ul alinarak Assay Bufferin iizerine eklendi. Karanlikta devam eden
deneyde tiiplerin her birine 25ul premixed bead eklendi ve 2 saat shakerda (800 rpm)
inkiibe edildi.

Wash buffer (20X) tizerine 475mL ddH>O eklenerek wash buffer soliisyonu
1X konsantrasyonuna indirgendi. Inkiibasyonu tamamlanan 6rneklerin iizerine 200ul
wash buffer eklendi ve 250g hizinda ve oda sicakliginda 5 dakika santrifuj edildi.
Santrifuj sonras1 her bir tiipten siipernatan dikkatli bir sekilde ¢ekildi ve tekrar 200l
wash buffer ile yikama tekrarlanarak slipernatan ayni sekilde pipet yardimu ile tiipten
uzaklagtirildi. 25ul Detection Buffer her bir tiipe eklendi ve 1 saat karanlikta shakerda
(800 rpm) ornekler inkiibe edildi. 25ul SA-PE tiiplere eklenerek 30 dakika karanlikta
shakerda (800 rpm) inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 250g’de 5 dakika santrifu;
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edildi ve siipernatan uzaklastirildi. 200ul wash buffer ile tekrar yikama islemi
yapilarak, slipernatan uzaklagtirildi. 150ul wash buffer ile siispanse edilerek FACS
ARIA TII akim sitometri cihazinda analziler gergeklestirildi.

3.11 istatiksel Analiz

Tez ¢aligmasinin verileri IBM SPSS 21.0 ve GraphPad Prism 7 programlari
kullanilarak gergeklestirilmistir. Normal dagilim gosteren degiskenler i¢in student’s t
(ikili kargilagtirma) ya da ANOVA (ikiden fazla karsilastirma), normal dagilim
gostermeyenler icin Mann-Whitney U (ikili karsilastirma) ya da Kruskal Wallis
(ikiden fazla karsilagtirma), testlerinin kullanilmasi tercih edilmistir. Gruplar
arasindaki farklar ve anlamliliklar1 two-way ANOVA testi (Bonferroni’s post hoc testi
ile beraber) ile ¢oklu test metodu kullanilmigtir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmis olup, p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 *** olarak grafiklerde
kullanilmigtir. Korelasyon matrisi veya ikili korelasyonlar i¢in, Gaussian dagilimi
gosterip goOstermemesine gore Pearson veya Spearman korelasyon analizi

gerceklestirilmistir. Ikili korelasyon analizlerinde lineer regresyon egrisi ¢izilmistir.
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4. BULGULAR

4.1  Miyeloid Kokenli Baskilayici1 Hiicre Alt-Gruplarimin Saghkh ve Hasta
Bireylerdeki Dagilimi

Miyeloid kdkenli baskilayict hiicreler temelde ii¢ alt-gruba ayrilmakta olup,
literatiirde farkli kapilama stratejileri kullanilmaktadir.

Tez ¢caligmamizda MDSC alt-gruplarini analiz etmek i¢in 1.077g/mL ficoll faz1
kullanigmis olup ozellikle G-MDSC’lerin toplandig1 bilinen PBMC fraksiyonu
kullanilmigtir. G-MDSC ile yapilan ¢alismalarda periferik vendz kan alindiktan sonra
kanin bekleme siiresi, ortamin soguk olmasi gibi faktorler bu hiicre grubunun
aktivasyonuna neden oldugu icin anlik sonuclar1 degistirebilmektedir. Bu yiizden tez
calismamizda taze kan 6rnegi (en fazla 4 saat bekleme siiresi ve oda sicakliginda) ile
calistlmistir.

Tez ¢alismamizda MDSC alt-gruplarini belirlemek i¢in dort farkli kapilama
stratejisi kullandik (Sekil 4.1). Tim stratejilerde tek tek diisen hiicreler (doublet
discrimination) yapildiktan, sonra graniilite (SS-INT) ve boyuta (FS-INT) gore
hiicreler kapilanmistir. Olasi eritrosit ve debris kontaminasyonunu 6nlemek i¢cin CD45
belirteci kullanilarak tiim 16kositler segilmistir. Strateji-1’de  HLA-DR/CD33
durumuna gére HLA-DR/CD33" hiicreler M-MDSC; HLA-DR/CD33%™ hiicreler G-
MDSC olarak belirlenmistir. Lineage boyamasi yapilarak (CD56, CD16, CD3, CD19,
CD20, CD22) lenfositler elimine edilmis ve CD66b negatif hiicreler E-MDSC olarak
belirlenmigtir. G-MDSC hiicrelerin de CD66b belirtecini tasidigr dogrulanmustir.
Strateji-2’de lenfositler SS-INT/FS-INT ile diglanarak, HLA-DR/CD33" hiicreler M-
MDSC; HLA-DR7/CD33%™ hiicreler G-MDSC olarak belirlenmistir. G-MDSC
kapisindan CD11b/CD66b kapilamasi yapilarak CD66b™ hiicreler E-MDSC olarak
kabul edilmistir. Strateji-3’de ise, CD11b pozitif hiicrelerin icinden CD66b belirtecini
yiiksek diizeylerde eksprese eden hiicreler kapilanarak G-MDSC hiicreleri
belirlenmistir. Strateji-4’de ise HLA-DR negatif hiicrelerden CD11b/CD33 tagima
durumuna gére CD11b"/CD33" hiicreler kapilanarak, CD14" CD15%™ hiicreler M-
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MDSC; CD14" CD15"eh hiicreler G-MDSC ve CD14°CD15" hiicreler E-MDSC olarak
kabul edilmistir Bir¢ok kapilama stratejisi ile MDSC alt-gruplar1 analiz edilmis olup,

sonugclar birbiri ile tutarli bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 MDSC alt-gruplarinin farkli kapilama stratejileri. M-MDSC, monocytic
myeloid-derived suppressor cell: monositik-miyeloid kokenli baskilayict hiicre; G-
MDSC, granulocytic myeloid-derived suppressor cell: graniilositik-miyeloid kokenli
baskilayict hiicre; E-MDSC, early stage myeloid derived suppressor cell: erken donem
farklilagsma diizeyinde bulunan-miyeloid kokenli baskilayicrt hiicre.

Tiim bu kapilama stratejileri sonucunda Strateji-4 kabul edilmis ve sonuglar bu

kapilama stratejisine gore degerlendirilmistir (Sekil 4.2).
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SAGLIKLI ERiSKiN MDSC ALT GRUPLARI
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Sekil 4.2 MDSC-alt gruplarini analiz etmek icin segilen kapilama strateji. Eriskin ve
cocuk bireylerde ayni strateji kullanilmis olup, sekil temsili akim sitometri sonuglarini
gostermektedir.



Finalde karar kilinan kapilama stratejisi (Sekil 4.3A) ile yapilan analizler
sonucunda, saglikli cocuklarda yiiksek olmasi beklenen G-MDSC oranlari,
beklenildigi lizere yiiksek bulundu ve COVID-19 ile bu hiicre grubunda minimal bir
azalma goriilse de yiiksek diizeylerde seyrettigi belirlendi (Sekil 4.3B). Literatiirde
daha Once ¢ocuklarda saglik ya da hastalik durumundaki E-MDSC verileri
bulunmamaktadir. Caligma kapsaminda elde ettigimiz sonuglarda saglikli cocuklarda
E-MDSC’lerin diisiik diizeylerde mevcut oldugu ve COVID-19 ile birlikte istatistiksel
anlamli bir artig gosterdigi belirlenmistir. Calismadaki ¢ocuk bireylerin yenidogan
adolesan doneme kadar bir yas donemini kapsamasi nedeniyle, pediatrik yas
gruplandirmasina gére MDSC hiicre alt gruplarindaki dagilimlar incelendi. COVID-
19 pozitif okul 6ncesi donemdeki ¢cocuklarda E-MDSC; ad6lesan grupta ise G-MDSC
baskin popiilasyon olarak dikkat ¢ekti. M-MDSC alt-grubunda COVID-19 pozitiflik
veya yas grubuna gore hem belirgin bir artis hem de fark gozlenmedi (Sekil 4.3C).
COVID-19+ kisiler ile temasli olan ¢ocuk hastalar PCR testi pozitif gelmedigi takdirde
caligmaya dahil edilmedi. COVID19+ bireylerin PCR testi sonrasinda bize geldigi
giinler farklilik gsterdigi i¢in, PCR giiniine gore hastalar gruplandirildi. Istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmese de G-MDSC’lerdeki enfeksiyon orta doneminde
azalma ve inflamasyonun silinme evresinde yeniden artis gostermeye baslamasi

oldukea dikkat ¢ekici idi (Sekil 4.3D).
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B) Genel MDSC durumu
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C) Yasa grubuna bagh dagiim D) PCR potzitiflik giinlerine gére dagihm
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Sekil 4.3 COVID-19 poziitif veya saglikli ¢ocuklardaki MDSC alt-gruplari. A)
kapilama, B) genel dagilim C) yas grubuna gore dagilim ve D) PCR pozitiflik giiniine
gore dagilimi gostermektedir. p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 *** | Saglikli ¢ocuklar
n=22; COVID-19+ ¢ocuklar n=77.

Bireysel olarak baslangi¢ ve iyilesme doneminde takip edilen ¢ocuk bireylerde,
takip doneminde E-MDSC alt-grubunda artis ve G-MDSC popiilasyonunda azalig
goriildii (Sekil 4.4). Takip donemindeki ¢gocuklarin biiyilik cogunlugu hastaligin 10-15.
giinii arasinda E-MDSC ve G-MDSC oranlar tekrar bazal seviyeye geldigi bulundu
ve bu goriilen sonuglarin PCR giin pozitifligi verileriyle tutarl oldugu goriildii (Sekil

4.3D).



A) M-MDSC B) E-MDSC C) G-MDSC
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Sekil 4.4 COVID-19+ ¢ocuklardaki MDSC alt-gruplarinin baslangic ve takip
donemindeki degisimleri. Kirmiz1 kesikli ¢izgi saglikli ¢ocuklardaki M-MDSC, E-
MDSC veya G-MDSC diizeylerini gostermektedir. p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***
Saglikli ¢cocuklar n=22; COVID-19+ ¢ocuklar n=77. Takipli COVID-19+ ¢ocuklar
n=27.

Erigkin bireylerde M-MDSC ve G-MDSC alt-gruplar ile ilgili literatiirde
bulunan ¢alismalar mevcut olup M-MDSC alt grubunun o6zellikle agir seyreden
vakalarda yliksek oldugu sdylenmektedir ve bunun yaptigimiz tez ¢caligmasi ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir. Fakat, G-MDSC alt-grubu en yiiksek yine agir klinige sahip
hastalar da goriilse de litaratiirden farkli olarak diger hasta gruplarinda da yiiksek
goriildii. Bunun yani sira, daha 6nce COVID-19’da herhangi bir verisi yayinlanmamis
E-MDSC alt-grubunun saglikli erigkin bireylerde yiiksek iken, hastalik ve klinik seyir
ile anlaml1 bir azalis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Saglikli ve COVID-19 pozitif eriskinlerdeki M-MDSC, E-MDSC ve G-
MDSC alt-gruplar1. p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***

MDSC hiicreleri 6zelinde yapilan analizlerde, M-MDSC hiicrelerinin yiiksek
bulunmasinin hastaligin kotii seyri ile iligkili oldugu ve hastaligi agir geciren ancak
kisa silirede toplayan hastalarda zamanla E-MDSC diizeylerinin de arttig1
belirlenmistir. E-MDSC, G-MDSC ve M-MDSC tastyan bireylerin klinik durumu
degerlendirildiginde, agir seyredenlerin %37’si, orta diizeye sahip kisilerin %13,6’s1,
hafif klinige sahip kisilerin %1,8’1 ve asemptomatik (komplike olmamis) bireylerin ise
%20’sinin M-MDSC/G-MDSC oraninin >1 oldugu goriilmiistiir. E-MDSC’lerin G-
MDSC ve M-MDSC hiicreleri ile negatif korelasyona sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica, M-MDSC/G-MDSC oraninin da hastalik kotii prognozu ile pozitif korele
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 COVID-19 eriskin bireylerdeki MDSC alt gruplar1 ve hastalik seyrinin
iligkisi ve korelasyon analizleri.

Son literatiir ¢alismalarinda M-MDSC ve G-MDSC hastaligin kotii seyri ile
iligkilendirilmis olsa da tez ¢alismamizda G-MDSC’nin saglikli ¢cocuklarda da hali
hazirda bulunmasi G-MDSC ‘lerin koruyucu bir etkiye sahip olabilecegini
diistindlirmiistiir. Bu hiicre grubuna eslik eden E-MDSC alt-grubu ve M-MDSC
popiilasyonunun olduk¢a diisiik bulundugu bireylerin hastaligi biiyiikk oranda

asemptomatik gecirdigi goriilmiistiir.
4.2 Monositik Hiicre Alt-gruplarimin Saghkh ve Hasta Bireylerdeki Dagilim

Monositler anti-viral immiin yanitlarda biiyiik 6neme sahip olup genel olarak
klasik, intermediate ve non-klasik olmak {izere temel iic ana alt-grupta
incelenmektedir. Tez ¢calismamizda monosit alt-gruplarindaki farkliliklar: tespit etmek
gergeklestirilen analizler tam kandan yapilmistir. Ficoll ayrimlanmasi sirasinda
herhangi bir alt-grup kaybi olmamasi i¢in tam kan Orneginden calismak tercih
edilmistir. Hiicreler spesifik antikorlar ile boyandiktan sonra 1X lyse buffer eklenerek
hafif bir santrifiijiin ardindan 10 dakika karanlikta inkiibasyon gerceklestirilmistir.

Ardindan hizlica akim sitometri cihazinda analizler gergeklestirilmistir. Standart
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“’doublet discrimination’’ ve SS-INT/FS-INT kapilanmasi yapildiktan sonra, CD45+
CDI11b+ CDI15- CD33+ hiicreler kapilanmis ve CD14+ hiicreler total monositler
olarak kabul edilmistir. Alt-gruplar1 belirlemek i¢cin CD14/CD16 kapilanmasi alinmis
ve CD14+ CD16- hiicreler klasik monositler; CD14+ CD16+ hiicreler intermediate
monositler; CD14+ CD16++ hiicreler non-klasik monositler olarak belirlenmistir.
Ayrica, bu belirlenen alt-grup ve total monositlerin HLA-DR diizeylerini belirlemek
icin de ilgili histogramlar agilmistir (Sekil 4.7).

KONTROL GOCUK/MONOSIT ALT TiPLERI
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Sekil 4.7 Monosit alt-tiplerini analiz etmek i¢in kullanilan kapilama strateji. Erigkin
ve cocuk bireylerde aymi strateji kullanilmis olup, sekil temsili akim sitometri
sonuclarini gostermektedir.
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Sekil 4.7 devam
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ORTA/MONOSIT ALT TiPLERi
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Sekil 4.7 devam

Saglikli ¢ocuklar litaratiir ile uyumlu olarak yiiksek diizeyde klasik monosite
sahip olarak degerlendirilmistir. COVID-19 ile beraber intermediate monositlerde de
anlamli artig gorligmiis ve bu hiicrelerin hala yiiksek diizeylerde HLA-DR tasidigi
belirlenmistir (Sekil 4.8). Bu sonuglar neticesinde COVID-19+ ¢ocuklarda monositik

alt-gruplarin fonksiyonel ve fenotipik bir bozulmaya ugramadig: diisiiniilmiistiir.

Monositik alt-gruplardaki HLA-DR diizeyi
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TM: total CD14+ monosit

CM: klasik monosit

IM: ara diizey monosit

NC-M: klasik olmayan monosit

Sekil 4.8 COVID-19 poziitif veya saglikli gocuklardaki monositik hiicre alt-gruplari.
p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***
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Cocuklarda PCR giiniine gore alt-gruplarda bir fark goriilmez iken (Sekil
4.9A), tiim monositik alt-gruplarda PCR 8 ve 15. Giinlerde en yiiksek HLA-DR diizeyi
saptanmigtir (Sekil 4.9B). Takip déneminde non-klasik ve klasik monositler azalma
trendinde olup (Sekil 4.9C); Bu alt-gruplardaki HLA-DR diizeyleri takip donemi ile
artis trendine gecmistir (Sekil 4.9D).

A) PCR test giiniine gruplandirma C) Monositik alt-gruplar-takip
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B) Monositik alt-gruplardaki HLA-DR diizeyi
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Sekil 4.9 COVID-19 pozitif ¢ocuklardaki monositik hiicre alt-gruplarinin A) PCR
giiniine gore dagilimi B) PCR giiniine gore HLA-DR tasima diizeyleri C) takip
donemindeki degisimleri ve D) takip donemindeki HLA-DR diizeylerinde degisim.
p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***

Erigkin bireylerde monositik hiicre alt-gruplarindan ara diizey
monositlerin klasik monositlere oranla HLA-DR’yi tiim gruplarda daha
yliksek tasidigi goriilmiistir (Sekil 4.10B). CD16- klasik monositlerin ise,
litaratiirle uyumlu olarak hafif hastaliga sahip bireylerde daha diisiik oldugu
gorlilse de, Asemptomatik bireylerde de agir gegiren kisilere benzer sekilde

yliksek bulunmasi dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.10A).
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B) Monositik Alt-gruplardaki HLA-DR Diizeyi
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Sekil 4.10 COVID-19+ ve saglikli eriskinlerdeki A) monositik hiicre alt-gruplarinin
dagilimi B) monositik hiicre alt-gruplarinin HLA-DR tasima diizeyleri p<0,05 *;
p<0,01 **; p<0,001 ***

Saglikli ¢cocuklardaki G-MDSC ve non-klasik monositler pozitif korelasyon
gosterirken, klasik monositler negatif korelasyona sahip bulunmugstur. COVID-19
pozitif ¢cocuklarda ise, saglikli ile benzer sekilde G-MDSC ve non-klasik monositler
pozitif korelasyon gosterirken, klasik monositler negatif korelasyona sahip oldugu
saptanmistir. G-MDSC ve E-MDSC hiicreleri ise negatif korelasyona sahip
bulunmugtur (Sekil 4.11).

Saghkh cocuklar
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Sekil 4.11 COVID-19 pozitif ve saglikli ¢ocuklardaki G-MDSC popiilasyonunun
monositik hiicre alt-gruplari ile iligkisi
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Litaratiirde 2020 yilinin ortalarinda tanimlanan ve yeni bir monosit alt grubu
olarak goriilen CD66b+ monositler, yiiksek pro-inflamatuar karakter gdstermektedir
(Horzum ve ark., 2020). COVID-19 immiinopatolojisinde bu hiicrelerin roliinii de
aragtirarak, akim sitometride degerlendirmelerini gerceklestirdik. Bu hiicreler
monositlerle ortak CD33 ve G-MDSC’ler ile ortak CD66b belirtecini tasidigi igin,
kapilama stratejinde total monositler, CD66b+ monostiler ve G-MDSC’ler olacag igin
hiicre gruplarinin birbirine karigmadigi dogrulandi. CD33yiiksek/CD66bdim hiicreler
CD66b+  monositler; CD33yiiksek/CD66b- hiicreler =~ monositler  ve
CD33dim/CD66byiiksek hiicreler G-MDSC’ler olarak kapilanmistir. Ayrica, G-
MDSC’lerin CD14-/CD15+; CD66b+ monositlerin CD14+/CD15dim ve monositlerin
CD14+/CD15- oldugu dogrulanmistir. CD66b+ monositler normal monositlere gore
daha yiiksek diizeyde CD14 eksprese etmekte olup, ilgili analizlerde bu dogrulama da
yapilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12 CD66b+ monositleri analiz etmek i¢in kullanilan kapilama strateji. Erigkin
ve cocuk bireylerde aymi strateji kullanilmis olup, sekil temsili akim sitometri

sonuclarini gostermektedir.
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KONTROL ERiSKiN MONOSIT/CD66b+ MONOSITLER
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HAFIF MONOSIT/CD66b+ MONOSITLER
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AGIR MONOSIT/CD66b+ MONOSITLER
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Sekil 4.12 devam

CD66b+ monositler saglikli ¢ocuklarda da yiiksek miktarda olup, COVID-19
pozitiflgi ile oldukca yiiksek diizeylere ¢ikmaktadir (Sekil 4.13). Ozellikle, geg
inflamasyon doneminde akut doneme gore daha yiiksek diizeylerde oldugu
gorilmiistiir (Sekil 4.13). Eriskin saglikli bireylerde bu hiicreler oldukca diisiik
diizeylerde olup, PCR giiniine gore dagilimlarinda bir fark goriilmemistir. Ozellikle
cok yiiksek diizeylerde CD66b+ pozitifligine sahip hastalarin klinik durumlarinin daha
iyi seyrettigi goriilmiistiir (Sekil 4.14). Ayrica, bu hiicrelerin G-MDSC’ler ile negatif
korelasyon ve CD14+ monositlerle pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.14).
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A) KAPILAMA STRATEIISi
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Sekil 4.13. COVID+ ve saglikli ¢ocuklardaki CD66b+ hiicreler. A) kapilama (gating)
stratejisi, B) genel dagilim C) PCR giiniine gore dagilim ve D) takip donemindeki
durumu gostermektedir.

CD66b+ monositleri PCR giiniine bagh dagilimi, CD14+ monosit ve G-MDSC’ler ile iliskisi
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Sekil 4.14 Erigkinlerde CD66b+ monositlerin PCR giiniine bagl dagilimi, CD14+
monosit ve G-MDSC’ler ile olan iligkisi
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4.3  CD66b Belirtecini Farkh Diizeylerde Tasiyan Notrofilik Alt-gruplarin
Fenotipik ve Fonksiyonel Farkhliklar:

PBMC fraksiyonunda biriken hiicrelerin sadece CD66b belirteci kullanilarak
(CD45+ CDI11b+) bu belirteci diisiik (dim), orta (mod) ve yiiksek (high) olarak
eksprese etme durumuna gore bir fark gozlenip gozlenmeyecegi de arastirildr (Sekil
4.15A). COVID-19 pozitif ¢ocuklar saglikli cocuklara gore kiyaslandiginda CD66b
high alt-populasyonda CD14 belirtecinin daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 4.15B).
COVID-19 pozitif ¢ocuklar CD66b dim alt-grubu, CD66b high grubana gore
kiyaslandiginda HLA-DR diizeyi daha yiiksek bulundu (Sekil 4.15D). CD66bhigh
grup CD33 dim olmas1 durumunda G-MDSC olarak kabul edilecek bir fenotipe sahip
olacakken, bu grubun hem CD33 diizeyinin diger alt-gruplara gore fark gostermemesi
hem de G-MDSC’nin CDI14" olmasi sebebi ile cocuklarda olasi yeni bir alt-
popiilasyonun olabilecegini diistindiirmiistiir (Sekil 4.15B ve Sekil 4.15C). Bu gruplar
arasinda ROS {iretim kapatisesinde fark goriilmedi (Sekil 4.16A). COVID-19 pozitif
hastalarda CD66b high alt-grup CD4+ T hiicre proliferasyonunu desteklerken, CD8+
T hiicre yanitin1 CD66dim alt-gruba gore daha az uyarmustir (Sekil 4.16B).
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Sekil 4.15 COVID-19 pozitif veya sagliklt cocuklardaki 1.077g/mL ficoll fazindaki
hiicrelerin CD66b belirtecini farkli diizeylerde tasima durumuna gore sahip olduklari
farkliliklar. A) kapilama stratejisi, B) CD14; C) CD33; D) HLA-DR belirtecini tasima
durumlari gosterilmketedir p<0,05

A) ROS iiretim kapasitesi (C-DCF-DA) B) CD66b+ hiicre/PBMC ko-kiiltiirii
(CFSE pozitif hiicreler kapilanmistir)
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Sekil 4.16 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda PBMC fazindaki CD66b+ hiicrelerin
ROS iiretim kapasiteleri ve % proliferasyon degisimleri.
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Erigkinlerde, CD66b high alt-grubunda dim ve mod alt gruplarina kiyasla daha
fazla CD14 ekspresyonu belirlendi. Klinik duruma goére asemptomatik ve hafif
bireylerde mod’a kiyasla CD66b dim ve high alt-grupta; agirda ise CD66b dim grupta
daha fazla HLA-DR diizeyi belirlendi (Sekil 4.17).

CD14 CD33 HLA-DR
*
_ 15 saghki COVID-19+ saglik COVID-19+
400- . — 100 0 .
350 saglikh COVID-19+ 56 , . 100
300 . -Ab- 0o | ad - ar .
250 . E “© o e o
i 200 L 10 ) 20 . ~ —
E 50 C.. [ : 8 ¢ NO ' ” '.*.. T 10 . ’ ° '.o
:g ‘e 0 :;.. o* 3 . ..0 o9 g = 0 .nb. & ‘;so
of = S ! ¥ 14 = &
10: % ‘:: - 2 ’.. : + A g
0 T T T T T 0 T T T T T T o0 oo’
A &ob 6\@ o 6\05 8\6‘ CDe6b 606 ;‘ @ 9& 6\@ cDeb &Dé & Q& ¢°b R
CD14 CD33 HLA-DR
40y SoEIKLL Hafif _ Orta _ Agr 1507 Saglikh Hafif ,  Orta Agrr Saglikl Haff  Orta  Agr
3004 ¢ . 100 6o " .
50 . 60- o
2001 ) :..: Yod VevveniiVes U . IR
100 . ¢, o0
L OGONOlVLscaetod [t Y Y, " . T . .
2 10 " : o 00 2 g [X ': 0 . 5 . ‘e . .
& J ¢ U ) [ it 0w " ved v » ¢ \
o ° O o0 de TBue2ht :3§~ o0 Vo tae
4 [ [ 4 % ; .»' ve g 57—.5 < g3%§ Py
1 L N S S N ; | i DAL ELiAL

Sekil 4.17 COVID-19+ erigkinlerde 1.077g/mL ficoll fazindaki hiicrlerinin CD66b
belirtecini farkl diizeylerde tagimasina gore sahip olduklar1 farkliliklar. p<0,05 *

4.4 1.077g/mL Ficoll Fazi ve Eritrosit Fazindaki CD66+ Hiicrelerin CD80,
CD86, PD-L1, PD-L2, HLA-DR, CD117, CD10, CD63, CD62L, CD114 ve LOX-

1 Belirteclerini Eksprese Etme Diizeyleri

1.077g/mL ficoll fraksiyonu ve eritrosit fazi fraksiyonu CD66b’yi farkli
diizeyde sergileyen hiicrelerin CD80, CD86, PD-L1, PD-L2, HLA-DR, CD117, CD10,
CD63, CD62L, CD114 ve LOX-1 ekspresyon diizeyleri incelenmistir.

Hafif bireylerin 1.077g/ml ficoll fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tagiyan
hiicrelerin CD63 ekspresyonlar1 asemptomatik bireylerin 1.077g/mL ficoll fazindaki
CD66b’yi yiiksek sergileyen hiicrelerin CD63 ekspresyonlarindan yiiksekti (Sekil
4.18). COVID-19+ ve saglikl erisin bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi
CD66b+ ve CD66b’yi diisiik sergileyen hiicrelerinin CD63 ekspresyonlar1 arasinda
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anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.18). COVID-19+ ve saglikli cocuklarda 1.077g/ml
ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin CD63
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde sergileyen hiicrelerin CD63
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,05* dim:diisiik high:ytiksek

Hafif semptom gosteren eriskin bireylere gore agir bireylerin eritrosit fazi
CD66b’yi diisiik sergileyen hiicrelerinin CD177 ekspresyon seviyeleri diisiiktii (Sekil
4.19). COVID-19+ ve saglikli erisin bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi
CD66b+ ve CD66b’yi yiiksek sergileyen hiicrelerinin CD117 ekspresyonlar1 arasinda
anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.19). COVID-19+ ve saglikli cocuklarda 1.077g/ml
ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki CD66b’yi farkl diizeylerde tastyan hiicrelerin CD117
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin CD117
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,05*, dim:diisiik high:yiiksek

COVID-19+ ve saglikli ¢gocuklarda 1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki

CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin CD10 ekspresyonlar: arasinda anlamli
bir fark yoktu (Sekil 4.20). COVID-19+ ve saglikli erigkin bireylerde 1.077g/ml ficoll
faz1 ve eritrosit fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin CD10

ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20 COVID-19+ ve sagliklt ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin CD10
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. dim: diisiik high: yiiksek

Asemptomatik bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerinin CD114
ekspresyon diizeyleri agir pnomoni gosteren bireylere gore yiiksekti (Sekil 4.21).
Asemptomatik bireylerin 1.077 g/mL ficoll fazi CD66b’yi diisiik sergileyen
hiicrelerinin CD114 ekspresyon diizeyleri eritrosit fazindaki CD66b’yi diisiik
sergileyen hiicrelerinin CD114 ekspresyonlarina gore yiiksekti (Sekil 4.21). Ayrica,
asemptomatik bireylerin 1.077g/mL ficol faz1 CD66b’yi diisiik sergileyen hiicrelerinin
CD114 ekspresyonu hafif pndmoni gosteren bireylerin hem 1.077g/mL ficoll faz1 hem
de eritrosit faz1 CD66b’yi diisiik sergileyen hiicrelerinin CD114 ekspresyonuna gore
yiiksekti (Sekil 4.21). Asemptomatik bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b’yi diisiik
sergileyen hiicrelerinin CD114 ekspresyon diizeyleri agir pndmoni gosteren bireylerin
1.077g/mL ficoll fazi ile daha anlamli olmakla birlikte hem 1.077g/mL ficoll faz1 hem
de eritrosit fazi CD66b’yi diisiik sergileyen hiicrelerinin CD114 ekspresyon
diizeylerinden yiiksekti (Sekil 4.21). Asemptomatik bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1
CD66b’yi yiiksek sergileyen hiicrelerinin CD114 ekspresyonu; hafif pnomoni
gosteren bireylerdeki eritrosit fazit CD66b’yi yliksek sergileyen hiicrelerinin CD114
ekspresyonundan ve agir pnomoni gosteren bireylerdeki 1.077g/mL ficoll fazi

CD66b’yi yiiksek diizeyde sergileyen hiicrelerin CD114 ekspresyonundan yiiksekti
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(Sekil 4.21). COVID-19+ ve saglikli ¢ocuklarda 1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit
fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin CD114 ekspresyonlari
arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin CD1114
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,05*; p<0,01**; p<0,001*** dim:diisiik
high:ytiksek

Asemptomatik bireylerin eritrosit faz1 CD66b’yi diisiik sergileyen hiicrelerinin
CD62L ekspresyonu hafif pndmoni gosteren bireylerdeki CD66b’yi diisiik diizzeyde
sergileyen hiicrelerin CD62L ekspresyonundan yiiksekti (Sekil 4.22). COVID-19+
eriskin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b+ ve CD66b’yi yiiksek
diizeyde tastyan hiicrelerin CD62L ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik yoktu
(Sekil 4.22). COVID-19+ ve saglikli ¢ocuklarda 1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit
fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin CD62L ekspresyonlari
arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkl diizeylerde tag sergileyen hiicrelerin CD1114
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,05* dim:diisiik high:ytiksek

LOX-1 miyeloid kokenli baskilayict hiicrelerde bulunmaktadir. Asemptomatik
bireylerdeki eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonlari, hafif pndmoni
gosteren erigkin bireylerdeki 1.077g/mL ficoll fazi CD66b+ hiicrelerinin LOX-1
ekspresyonlarindan diisiiktii (Sekil 4.23). Asemptomatik bireylerin eritrosit fazi
CD66b’yi yiiksek tastyan hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonu, hafif pnémoni gosteren
bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 daha anlamli olmak {izere hem 1.077g/mL ficoll faz1
hem de eritrosit faz1 CD66b’yi yiiksek tastyan hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonlarindan
diistiktt (Sekil 4.23). Asemptomatik bireylerin eritrosit faz1 CD66b’yi yiiksek tagiyan
hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonu, agir pndmoni gosteren bireylerin hem 1.077g/mL
ficoll fazi hem de eritrosit fazi CD66b’yi yiiksek tasiyan hiicrelerinin LOX-1
ekspresyonlarindan diigiiktii. COVID-19+ eriskin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve
eritrosit faz1 CD66b’yi diislik tasiyan hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonu arasinda
anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.23). COVID-19+ ve saglikli ¢ocuklarin eritrosit
fazi CD66b+ hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonu saglikli ¢ocuklarin 1.077g/mL ficoll
fazi CD66b+ hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonundan diisiiktii (Sekil 4.23). Saglikh
cocuklarin 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerin LOX-1 ekspresyonu, eritrosit fazi
CD66b+ hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonundan yiiksekti (Sekil 4.23). COVID-19+
cocuklarin 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b’yi diisiik ve yliksek sergileyen
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hiicrelerinin LOX-1 ekspresyonu diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik yoktu (Sekil

4.23).
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Sﬁ(il 4.23 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin CD114
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,05* dim:diisiik high:ytiksek

Saglikli ¢ocuk 1.077g/mL ficoll fazi1 CD66b+ hiicrelerinin CDS80
ekspresyonlar1 eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin CD80 ekspresyonlarindan yiiksekti
(Sekil 4.24). Ayrica saglikli cocuk 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerinin CD80
ekspresyonlart COVID-19+ ¢ocuklarin hem eritrosit faz1 hem de 1.077g/mL ficoll faz1
CD66b+ hiicrelerinin CD80 ekspresyonlarindan yiiksekti ve anlamlilik eritrosit fazi
hiicrelerinde daha ytiksekti (Sekil 4.24). COVID-19+ ve saglikli eriskin bireylerde
1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan
hiicrelerin CD80 ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin CD80
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,05* ; p<0,001*** dim:diisiik high:yiiksek

Saglikli ¢ocuk 1.077g/mL ficoll fazi CD66b+ hiicrelerinin CD86
ekspresyonlart COVID-19+ ¢ocuk 1.077g/mL ficoll fazi1 CD66b+ hiicrelerinin CD86
ekspresyonlarindan yiiksekti (Sekil 4.25). Saglikli ¢ocuk eritrosit fazi CD66b+
hiicrelerinin CD86 ekspresyonlart COVID-19+ ¢couk eritrosit CD66b+ hiicrelerinin
CD86 ekspresyonlarindan yiiksekti (Sekil 4.25). COVID-19+ ve saglikli eriskin
bireylerde 1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde
tastyan hiicrelerin CD86 ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin CD86
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,05* ; p<0,01**; p<0,001*** dim:diisiik
high:ytiksek

COVID-19+ ¢ocuklarin 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerinin HLA-DR
ekpresyon diizeyi saglikli ¢ocuklarinkine gore yiiksekti. COVID-19+ ve saglikhi
cocuklarda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b’yi diisiik ve CD66b’yi yliksek
sergileyen hiicrelerin HLA-DR ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
yoktu (Sekil 4.26). COVID-19+ ve saglikli eriskin bireylerde 1.077g/ml ficoll faz1 ve
eritrosit fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin HLA-DR
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin HLA-DR
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,01** dim:diisiik high:yiiksek

Saglikli ¢ocuklarda eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin PD-L1 ekspresyonu
COVID-19+ ¢ocuklarin 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerinin PD-L1
ekspresyonlarindan diisiiktii (Sekil 4.27). Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda
1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazinda CD66b’yi diisiik ve yliksek sergileyen
hiicrelerinin PD-L1 ekspresyonlar1 agisindan anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.27).
COVID-19+ ve saglikli erigkin bireylerde 1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki
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CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin PD-L1 ekspresyonlar1 arasinda
anlaml1 bir fark yoktu (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin PD-L1

ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. p<0,001*** dim:diisiik high:ytiksek

COVID-19+ ve saglikli erigkin bireylerde 1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit

fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan hiicrelerin PD-L2 ekspresyonlari
arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.28). COVID-19+ ve saglikli ¢ocuklarda

1.077g/ml ficoll faz1 ve eritrosit fazindaki CD66b’yi farkli diizeylerde tasiyan

hiicrelerin PD-L2 ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28 COVID-19+ ve saglikli ¢ocuk ile erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi
ve eritrosit fazindaki CD66b+’yi farkli diizeylerde tas sergileyen hiicrelerin PD-L2
ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi. dim:diisiik high:yiiksek

4.5 G-MDSC ve Matiir Notrofillerin T Hiicre Yanmitlar1 Uzerine Olan

Etkilerinin Degerlendirilmesi

Miyeloid kokenli baskilayici hiiclerin tanimlanmasi ve literatiirde artmaya
devam eden bilgiler neticesinde son birkag yildir bu hiicreleri sadece fenotipik olarak
tanimlamanin yeterli olamayacag1 ve mutlaka fonksiyonel olarak da T hiicre yanitlar1
iizerine olan etkilerinin gosterilmesinin gerektigi bilim camiasi tarafindan kabul
gormektedir. Bu nedenle tez calismamizda T hiicre yanitlari iizerine olan etkilerini
kapsamli bir sekilde ko-kiiltiir deneyleri ile degerlendirdik.

Son 10 giin i¢inde herhangi bir inflamatuar hastalik gecirmemis ve immiin
sistemini etkileyen kronik bir rahatsizligi bulunmayan saglikli kisilerden periferik
vendz kan alinarak, Ficoll gradiyent santrifiijleme yontemi ile PBMC fraksyonu
ayrilmistir ve bu hiicreler CFSE ile isaretlenmistir. MACS, FACS ve eritrosit patlatma
soliisyonu ile saflagtirilan G-MDSC ve matiir nétrofiller farkli oranlarda CFSE isaretli
PBMC hiicrelerinin {izerine eklenerek, 96 saatin sonunda hem total PBMC
hiicrelerinin hem de antikor isaretlemesi yapilarak, T hiicrelerin proliferasyon

kapasiteleri degerlendirilmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29 A) akim sitometri degerlendirilen temsili histogramlar B) total PBMC T
hiicre proliferasyonuna olan etkilerini gostermektedir.

G-MDSC hiicrelerinin T hiicre proliferasyonlarini matiir notrofillere gore
baskiladig1 veya daha az uyardig: literatiir tarafindan bilinmektedir. Caligmamizda da
bununla uyumlu sekilde agir ve hafif klinik tabloya sahip eriskin bireylerin ve COVID-
19+ cocuklarin G-MDSC’lerinin matiir ndtrofil hiicrelerine gore T hiicre yanitlarin
daha fazla baskiladigi goriilmiistiir. Fakat, ilging bir sekilde saglikli g¢ocuk ve
asemptomatik (komplike olmamis) eriskin bireylerin G-MDSC ve matiir notrofilleri
ayn1 uyaricilik kapasitesinde etki gosterdi (Sekil 4.29A, Sekil 4.29B, Sekil 4.29 ve
Sekil 4.30).

1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1
kosulunda 96 saat kiiltliri sonucu CD3+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitesine bakildiginda agir pndmoni gosteren bireylerin T hiicre cogalma kapasitesi
asemptomatik bireylere gore diisiiktii (Sekil 4.30). Eritrosit fazi1 CD66b+ hiicrelerin
saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1 kosulunda 96 saat kiiltiirii sonucu CD3+ hiicre
kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasitesine bakildiginda agir pndmoni gosteren

bireylerin T hiicre ¢ogalma kapasitesi asemptomatik bireylere gore diisiiktii (Sekil
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4.30). 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,25:1
kosulunda 96 saat kiiltliri sonucu CD3+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitesine bakildiginda agir pndmoni gosteren bireylerin T hiicre cogalma kapasitesi
asemptomatik bireylere gore diisiiktii (Sekil 4.30). Eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin
saglikli PBMC hiicreleri ile 0,25:1 kosulunda 96 saat kiiltiirii sonucu CD3+ hiicre
kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasitesine bakildiginda agir pndmoni gosteren
bireylerin T hiicre ¢ogalma kapasitesi asemptomatik bireylere gore diisiiktii (Sekil
4.30). 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,5:1
kosulunda 96 saat kiiltliri sonucu CD3+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitesine bakildiginda agir pndmoni gosteren bireylerin T hiicre cogalma kapasitesi
asemptomatik bireylere gore diisiiktlii (Sekil 4.30). Asemptomatik ve agir pnoémoni
gosteren bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin saglikli
PBMC hiicreleri ile 1:1 kosulunda 96 saat kiiltiirii sonucu CD3+ kapisindan T hiicre
cogalma kapasitleri arasinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.30). COVID-19+ eriskin
bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC
hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonucu CD3+
hiicre kapisindan kontrole gore normalize edilerek T hiicre cogalma kapasitelerine

bakildiginda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.30).
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Minlk gruplar arasinda CD3+ Hiicrelerin Kapisindan
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Sekil 4.30 Eriskin bireylerde klinik gruplar arasinda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit
faz1 CD66b+ hiicrelerinin sagliklit PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1
kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD3+ hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin belirlenmesi.
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COVID-19+ eriskin bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b+
hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1 kosullarinda 96
saat kiiltlirii sonrasinda CD3+ hiicre kapisindan analiz edilen T hiicre ¢ogalma
kapasitileri acisindan anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.31). Agir pnémoni gosteren
bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC
hiicreleri ile 1:1 kosulunda 96 saat kiiltiir sonras1 CD3+ hiicre kapisindan kontrole gore
normalize edilen T hiicre ¢ogalma kapasitesine bakildiginda eritrosit fazi CD66b+
hiicrelerinin 1.077g/mL ficoll faz1 hiicrelerine gore T hiicre ¢ogalma kapasitesi daha
yiiksekti (Sekil 4.31). Agir pndmoni gosteren bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve
eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1 kosulunda 96 saat
kiiltiir sonras1 CD3+ hiicre kapisindan kontrole gore normalize edilen T hiicre cogalma
kapasitesine bakildiginda eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerinin 1.077g/mL ficoll fazi
hiicrelerine gore T hiicre ¢cogalma kapasitesi daha yiiksekti (Sekil 4.31). Hafif pnomoni
gosteren bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi1 ve eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin saglikl
PBMC hiicreleri ile 0,125:1 kosulunda 96 saat kiiltiir sonras1 CD3+ hiicre kapisindan
kontrole gore normalize edilen T hiicre ¢ogalma kapasitesine bakildiginda eritrosit fazi
CD66b+ hiicrelerinin 1.077g/mL ficoll faz1 hiicrelerine gore T hiicre ¢ogalma
kapasitesi daha yiiksekti (Sekil 4.31). Asemptomatik bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1
ve eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1 kosulunda 96
saat kiiltiir sonras1 CD3+ hiicre kapisindan kontrole gore normalize edilen T hiicre

cogalma kapasitesine bakildiginda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.31).

&9



Hiicre oranlanna bagh olarak CD3+ Hﬁcrelerumn

ASEMPTOMATIK HAFIF AGIR
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Sekil 4.31 Eriskin bireylerde hiicre oranlarina baglh olarak 1.077g/mL ficoll faz1 ve
eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin sagliklit PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1
ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltlirii sonrast CD3+ hiicrelerin kapisindan T hiicre
cogalma kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis T hiicre ¢cogalma
kapasitelerinin belirlenmesi.

Asemptomatik bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi CD66b+
hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1 kosulunda 96 saat kiiltiir sonras1 CD4+
hiicre kapisindan T hiicre ¢cogalma kapasitesine bakildiginda agir pndmoni gdsteren
bireylere gore iki fazda da T hiicre ¢ogalma kapasiteleri daha yiiksekti (Sekil4.32).
Asemptomatik bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC
hiicreleri ile 0,5:1 kosulunda 96 saat kiiltiir sonrast CD4+ hiicre kapisindan T hiicre
cogalma kapasitesine bakildiginda agir pndmoni gosteren bireylere gore T hiicre
cogalma kapasiteleri daha yiiksekti (Sekil4.32). Eriskin bireylerde 1.077g/mL ficoll
faz1 ve eritrosit fazit CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri ile 0.125:1, 0.25:1,
0.5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD4+ hiicre kapisindan saglikli
kontrole gdére normalize edilmis T hiicre cogalma kapasiteleri arasinda anlamli bir

farklilik yoktu (Sekil 4.32).
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Klinik gruplar arasinda CD4+ Hiicrelerin Kapisindan
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Sekil 4.32 Eriskin bireylerde klinik gruplar arasinda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit
fazi1 CD66b+ hiicrelerinin sagliklit PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1
kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD4+ hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin belirlenmesi.

Erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin
saglikli PBMC hiicreleri ile 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii
sonrast CD4+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasiteleri arasinda anlamli bir
farklilik yoktu (Sekil 4.33). Hafif bireylerde CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC
hiicreleri ile 1:1 kosulunda 96 saat kiiltiirii sonrast CD4+ hiicre kapisindan saglikli
kontrole gore normalize edilmis T hiicre ¢ogalma kapasiteleri agisindan eritrosit fazi
CD66b+ hiicreleri 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ hiicrelerine gore proliferasyonu daha
uyarictyd (Sekil 4.33).

91



Hiicre oranlarina bagh olarak CDA4+ Hiicrelerin Kapisindan
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Sekil 4.33 Eriskin bireylerde hiicre oranlarina baglh olarak 1.077g/mL ficoll faz1 ve
eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin sagliklit PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1
ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltlirii sonrast CD4+ hiicrelerin kapisindan T hiicre
cogalma kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin belirlenmesi.

Erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin
saglikli PBMC hiicreleri ile 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii
sonrast CD8+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasiteleri arasinda anlamli bir
farklilik yoktu (Sekil 4.34). Erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi
CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri ile 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1 ve 1:1
kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonrast CD8+ hiicre kapisindan saglikli kontrole gore

normalize edilen T hiicre ¢ogalma kapasiteleri arasinda anlamli bir farklilik yoktu

(Sekil 4.34).
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Klinik gruplar arasinda CD8+ Hiicrelerin Kapisindan
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Sekil 4.34 Eriskin bireylerde klinik gruplar arasinda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit
faz1 CD66b+ hiicrelerinin sagliklit PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1
kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD8+ hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin belirlenmesi.

Erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin
saglikli PBMC hiicreleri ile 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii
sonrast CD8+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasiteleri arasinda anlamli bir
farklilik yoktu (Sekil 4.35). Erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi
CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri ile 0.125:1, 0.25:1, 0.5:1 ve 1:1
kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD8+ hiicre kapisindan saglikli kontrole gore
normalize edilen T hiicre ¢ogalma kapasiteleri arasinda anlamli bir farklilik yoktu

(Sekil 4.35).
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Hiicre oranlarina bagh olarak CD8+ Hiicrelerin Kaplsmdan
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Sekil 4.35 Eriskin bireylerde hiicre oranlarina baglh olarak 1.077g/mL ficoll faz1 ve
eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerinin sagliklit PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1
ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltlirii sonrast CD8+ hiicrelerin kapisindan T hiicre
cogalma kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis T hiicre ¢cogalma
kapasitelerinin belirlenmesi.

COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 1:1
kosulunda 96 saat kiiltiirii sonrasinda CD3+ hiicre kapisindan eritrosit fazi hiicrelerinin
1.077g/mL ficoll faz1 hiicrelerine gore T hiicre ¢ogalma kapasiteleri daha yiiksekti
(Sekil 4.36). COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile
0,125:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonrasinda CD3+ hiicre kapisindan eritrosit
faz1 hiicrelerinin 1.077g/mL ficoll fazi hiicrelerine gore saglikli kontrole gore

normalize edilmis T hiicre ¢cogalma kapasiteleri daha yiiksekti (Sekil 4.36).
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CD3+ Kapisindan

SAGLIKLI COCUK COVID-19+ COCUK
-
s
- 100 n 100 '
(<] g ' ¢ 13 * - ..-
& 2 80 o ol %80 - lea *0 22 o
:, " o " . e | ® 0 &0
g s 604 - 7? s.::' v -~ ® 604 == — ¢
= ® ' £ |
E g ' [4 |
a. 20 ' 52 '
® " : * |
ol - o o e o 0 e
~ ~ ~ A ~ AN . NN N NN N
. QQ” o v °§ \Q-\'\” o Q‘, " Q.‘t’ ’c’ °‘-’ \Q.\‘t, Q')t’ Q‘? N
(CD66b+ hiicre:PBMC) 1.077g/mL ficoll fan Eritrosit Faz 1.077g/mL ficoll fans Eritrosit Fan
% SAGLIKLI COCUK COVID-19+ COCUK
= ns Lo
—
e 200 . 200
.g s 1 =
TE' 150 1 % 150 '
= E » & ’i: A g 1% o .8
8 E|oo e v * £ 100 - =~ : ™ s
ry e ' e ~
o S 50 1 & g -
i 2 ' R '
[ U I 0 !
2 T g
E B N P N & Q}» o8 N 1\""'@ o8 N
a
F 3 (CD66b+ hiicre:PBMC) 1.077g/mt ficoll fazi Eritrosit Faz 1.077g/m ficoll fazi Eritrosit Fans

Sekil 4.36 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuk bireylerde hiicre oranlarina bagl olarak
1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri
ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD3+ hiicrelerin
kapisindan T hiicre ¢gogalma kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis
T hiicre cogalma kapasitelerinin belirlenmesi.

Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi
CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1
kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonucunda CD4+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasiteleri arasinda fark yoktu (Sekil 4.37). COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b+
hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii
sonrasinda CD4+ hiicre kapisindan eritrosit fazi hiicrelerinin 1.077g/mL ficoll fazi
hiicrelerine gore saglikli kontrole gore normalize edilmis T hiicre ¢ogalma kapasiteleri

daha yiiksekti (Sekil 4.37).

95



CDA4+ Hiicrelerin Kapisindan
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Sekil 4.37 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuk bireylerde hiicre oranlarina bagl olarak
1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri
ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD4+ hiicrelerin
kapisindan T hiicre ¢gogalma kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis
T hiicre ¢ogalma kapasitelerinin belirlenmesi.

Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazi
CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1
kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonucunda CDS8+ hiicre kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasiteleri arasinda fark yoktu (Sekil 4.38). COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b+
hiicrelerin saglikli PBMC hiicreleri ile 1:1 kosulundada 96 saat kiiltiirii sonrasinda
CD8+ hiicre kapisindan eritrosit fazi hiicrelerinin 1.077g/mL ficoll faz1 hiicrelerine
gore saglikli kontrole gore normalize edilmis T hiicre ¢ogalma kapasiteleri daha

yiiksekti (Sekil 4.38).
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CD8+ Hiicrelerin Kapisindan

SAGLIKLI COVID-19+
100 ns 100 ns
c 1 . 1 -
S 90 ' § 90 L L.
= . - > - .o —o
= 8 g0 ! ) 8 go L E
e 2 i R b T 8 -1
& 3 70 %2 ol - S 70 1
H g e o ° B !
e
2 ES 1 = 1
50 o : 50— 4T
F, N N N N N N AN AN N AN AN N NN
N RPN ° ~ 9 B O ~ B B B N 8 6 6 N
RN SV QY o AR ROERN
CD66b+ hiicre:PBMC 1.077g/mLficoll fazs | [ EritrositFaz | [1.077g/mL ficoll fazs | | Eritrosit Fani
= SAGLIKLI COVID-19+
E ns .
k| 130 1 115 e
@ 1 N
K- ! .
& § 120 .o $ 1042 . .
E 110 € - = 8 105 T L
£ tw e, £ a1
= 100 ' . o g 100 1
g=
g’ 90 | 2 95 o !
f 1
- 80-———— 3 ——— R
NN NN NN NN NN NN NN NN
E 58T BT R 8T 48T 8T N \,@ O 8 \Q o Q,p &8 N
[1.077g/mL ficot tazs | | EritrositFaz | [1.077g/mL ficolitazs | | Eritrosit Fans

Sekil 4.38 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuk bireylerde hiicre oranlarina bagli olarak
1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerinin saglikli PBMC hiicreleri
ile 0,125:1, 0,25:1, 0,5:1 ve 1:1 kosullarinda 96 saat kiiltiirii sonras1 CD8+ hiicrelerin
kapisindan T hiicre ¢gogalma kapasitelerinin ve saglikli bireye gore normalize edilmis
T hiicre ¢ogalma kapasitelerinin belirlenmesi.

Erigkin saglikli ve COVID-19+ bireylerde CD3+ kapisindan; asemptomatik
bireylerin saglikli bireylere gore T hiicre ¢ogalma kapasitesi daha diisiiktiir (Sekil
4.39). Ayrica agir pndmoniye sahip bireylerin saglikli bireylere gore T hiicre cogalma
kapasitesi daha diisiiktii ve asemptomatiklere gore bu fark daha anlamliydi (Sekil
4.39). CD4+ ve CD8+ kapisindan elde edilen verilere gore eriskin bireyler arasinda T
hiicre ¢ogalma kapasitesi arasinda anlamli bir fark yoktu. Erigkin saglikli ve COVID-
19+ bireylerde CD3+ kapisindan; agir pndmoniye sahip bireyler saglikli bireylere gore
daha diisiik cogalma hizina sahipti (Sekil 4.39). Benzer sekilde CD4+ kapisindan; agir
pndmoniye sahip bireyler saglikli bireylere gore daha diisiik ¢ogalma hizina sahipti.
CD8+ kapisindan elde edilen verilere gore eriskin bireyler arasinda anlamli bir fark

yoktu (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39 Eriskin saglikli ve COVID-19+ bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi
hiicrelerinin CD3+ kapisindan, CD4+ kapisindan ve CD8+ kapisindan T hiicre
cogalma kapasitelerinin belirlenmesi. p<0,05 *; p<0,01 **

Cocuk saglikli ve COVID-19+ bireylerde 1.077g/mL ficoll fazi hiicrelerinin
CD3+, CD4+ ve CD8+ kapisindan T hiicre cogalma kapasiteleri agisindan anlamli bir
farklilik yoktu (Sekil 4.40) Cocuk saglikli ve COVID-19+ bireylerde 1.077g/mL ficoll
faz1 hiicrelerinin CD3+, CD4+ ve CD8+ kapisindan T hiicre ¢ogalma hizlar1 agisindan
bir farklilik yoktu (Sekil 4.40)
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Sekil 4.40 Saglikli ve COVID-19+ cocuklarda 1.077g/mL ficoll faz1 hiicrelerinin
CD3+ kapisindan, CD4+ kapisindan ve CDS8+ kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin belirlenmesi.

98



COVID-19+ ¢ocuk ve erigkin bireylerde 1.077g/mL ficoll faz1 PBMC’leri ile

CD66b- hiicreleri arasindaki T hiicre ¢ogalma kapasiteleri ve T hiicre cogalma hizlar

acisindan anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41 COVID-19+ eriskin ve ¢ocuk bireylerin 1.077g/mL ficoll faz1 PBMC’leri
ile CD66b- hiicreleri arasindaki T hiicre ¢ogalma kapasiteleri ve T hiicre ¢ogalma
hizlarindaki farklilaklarin belirlenmesi.

Asemptomatik ve hafif pndmoni gosteren eriskinler ile COVID-19+
cocuklarda 1.077g/ml ficoll faz1 CD66b- hiicrelerin PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve
0,25:1 oranlarinda 96 saat kiiltliri sonucu T hiicre ¢ogalma kapasitesi ve T hiicre

cogalma hizlar1 ag¢isindan anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.42).
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Sekil 4.42 Asemptomatik ve hafif pndmoni gosteren eriskinler ile COVID-19+
cocuklarda 1.077g/ml ficoll faz1 CD66b- hiicrelerin PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve
0,25:1 oranlarinda 96 saat kiiltliri sonucu T hiicre ¢cogalma kapasitesi ve T hiicre
cogalma hizlarinin belirlenmesi.

Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b’yi tagima durumuna gore total,
diistik ve yiiksek olarak bulunduran 1.077g/mL ficoll fazi hiicrelerinin PBMC
hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltlirii yapildi ve 96. saat sonunda yapilan CD3+
kapisindan T hiicre ¢ogalma analizleri sonucunda anlamli bir farklilik yoktu (Sekil
4.43). CD66b’yi tasima durumuna gore total, diisiik ve yliksek olarak bulunduran
eritrosit fazi hiicrelerinin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiirii sonrast yapilan
CD3+ kapisindan T hiicre ¢ogalma analizleri sonucunda ise saglikli cocuklarin total
CD66b’lerinin COVID-19+ ¢ocuklarin total CD66b ve CD66bdim’lerine gore T hiicre
cogalma kapasitesine daha yiiksekti (Sekil 4.43). Saglikli cocuk total CD66b’lerin
COVID-19 ¢ocuk CD66bhigh’lere gére daha yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahipken
bu anlamli fark saglikli cocuk CD66b total ile COVID-19+ ¢ocuklarin total CD66b’ler
ve CD66bdim’ler ¢cogalma kapasiteleri arasindaki fark kadar yiiksek degildi (Sekil
4.43). Saglikli ve COVID-19+ cocuklarda CD66b’yi tagtma durumuna gore total,
diistik ve yiiksek olarak bulunduran 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit faz1 hiicrelerinin
PBMC hiicreleri ile 0,125:1 oraninda kiiltiirii yapild1 ve 96. saat sonunda yapilan
CD3+ kapisindan T hiicre ¢ogalma hiz1 analizleri sonucunda anlamli bir farklilik yoktu

(Sekil 4.43)
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Sekil 4.43 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit
fazindaki CD66b’yi tasima durumuna gore total, diislik ve yliksek olarak bulunduran
hiicrelerin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiiriiniin ardindan 96. saat sonunda
CD3+ kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasitelerinin ve cogalma hizlarinin belirlenmesi.

Dim: diisiik, high: yiiksek. p<0,01 **; p<0,01%**

Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b’yi tagima durumuna gore total,
diistik ve yiiksek olarak bulunduran 1.077g/mL ficoll fazi hiicrelerinin PBMC
hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltlirii yapildi ve 96. saat sonunda yapilan CD4+
kapisindan T hiicre ¢ogalma analizleri sonucunda anlamli bir farklilik yoktu (Sekil
4.44). CD66b’yi tasima durumuna gore total, diisiik ve yliksek olarak bulunduran
eritrosit fazi hiicrelerinin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiirii sonrast yapilan
CD4+ kapisindan T hiicre ¢ogalma analizleri sonucunda ise saglikli cocuklarin total
CD66b’lerinin COVID-19+ ¢ocuklarin total CD66b’lerine gore daha fazla ¢cogalma
kapasitesine sahipti (Sekil 4.44). Saglikli ¢ocuk total CD66b’lerin COVID-19 ¢ocuk
CD66bdim’lere gore T hiicre ¢ogalma kapasitesine daha yiiksekken bu anlamli fark
saglikli ¢ocuk CD66b total ile COVID-19+ cocuklarin total CD66b’lerin T hiicre
cogalma kapasiteleri arasindaki fark kadar yiiksek degildi (Sekil 4.44). Saglikli ve
COVID-19+ cocuklarda CD66b’yi tasima durumuna gore total, diisiik ve yiiksek
olarak bulunduran 1.077g/mL ficoll fazi hiicrelerinin PBMC hiicreleri 0,125:1

oraninda kiiltiirii yapildi ve 96. saat sonunda yapilan CD4+ kapisindan T hiicre
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cogalma analizleri sonucunda anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.44). CD66b’yi tagima
durumuna gore total, diisiik ve yliksek olarak bulunduran eritrosit fazi hiicrelerinin
PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiirii sonras1 yapilan CD4+ kapisindan T hiicre
cogalma analizleri sonucunda ise saglikli ¢ocuklarin total CD66b’lerinin COVID-19+
cocuklarin total CD66b’lerine gore daha fazla ¢ogalma kapasitesine sahipti (Sekil
4.44). Saglikli ¢cocuk total CD66b’lerin COVID-19 ¢ocuk CD66bdim’lere gore T
hiicre ¢ogalma kapasitesine daha yiiksekken bu anlaml fark saglikli cocuk CD66b
total ile COVID-19+ c¢ocuklarin total CD66b’lerin T hiicre cogalma kapasiteleri
arasindaki fark kadar yiiksek degildi (Sekil 4.44).

CD4+ Hiicrelerin Kapisindan CDA4+ Hiicrelerin Kapisindan (>3 duplikasyon
100.0 50

97.5

95.0 ° 43

—e

100

AN & &
> & &

&
& & ¢

0,125:1

[ 1.077g/ml ficoll fan_| [ Eritrosit fazi |

—

80

-
=)
t=3

*k

|
I
i
| .
87.5 !
85.0 e - o
825 1 - 25
80.0 \ 20
1
|
|

B
o

=

COVID-19+ cocuk 4 aylik
saglikli cocuk 28 giinliik

NESAEEN s
& & &S

0,125:1

[ 1.077g/mL ficoll faz: | [ Eritrosit fazt |

S
S

saglikh gocuk 1 yas

Saglikli gocuk 2 yas

=]
W
=3
w
=3
Iﬁb

60
40
20

- (=2 ©
o o
% proliferasyon
N
o
% proliferasyon
N
o

% proliferasyon
% proliferasyon

-
=)
=
=)

I8l saGuiku
W coviD-19+

n
(=]

[} 0 0 0
P E P S * *

D - D N
& N E P T
1.077g/mL ficoll faz: 1.077g/mL ficoll faz:

&S

Sekil 4.44 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit
fazindaki CD66b’yi tasima durumuna gore total, diisiik ve yliksek olarak bulunduran
hiicrelerin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiiriiniin ardindan 96. saat sonunda
CD4+ kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasitelerinin ve cogalma hizlarinin belirlenmesi.

Dim:diisiik, high:yiiksek. p<0,05 *; p<0,1**.

Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b’yi tagima durumuna gore total,
diistik ve yiiksek olarak bulunduran 1.077g/mL ficoll fazi hiicrelerinin PBMC
hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltlirii yapildi ve 96. saat sonunda yapilan CD8+
kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasiteleri agisindan anlamli bir farklilik yoktu (Sekil
4.45) CD66b’yi tasima durumuna gore total, diisiik ve yiiksek olarak bulunduran

eritrosit faz1 hiicrelerinin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiirii sonras1 yapilan
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CD3+ kapisindan T hiicre ¢ogalma analizleri sonucunda ise saglikli cocuklarin total
CD66b’lerinin COVID-19+ cocuklarin total CD66b’lerine gore T hiicre ¢ogalma
kapasitesine daha ytiksekti (Sekil 4.45) Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda CD66b’yi
tagima durumuna gore total, diisiik ve yliksek olarak bulunduran 1.077g/mL ficoll faz1
hiicrelerinin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiirii yapildi ve 96. saat sonunda
yapilan CD8+ kapisindan T hiicre ¢gogalma kapasiteleri agisindan anlamli bir farklilik
yoktu (Sekil 4.45) CD66b’yi tasima durumuna gore total, diisiik ve yiliksek olarak
bulunduran eritrosit faz1 hiicrelerinin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kultiiri
sonras1 yapilan CD3+ kapisindan T hiicre ¢ogalma analizleri sonucunda ise saglikli
cocuklarin total CD66b’lerinin COVID-19+ cocuklarin total CD66b’lerine gore T
hiicre ¢ogalma kapasitesine daha yiiksekti (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda 1.077g/mL ficoll faz1 ve eritrosit
fazindaki CD66b’yi tasima durumuna gore total, diisiik ve yliksek olarak bulunduran
hiicrelerin PBMC hiicreleri 0,125:1 oraninda kiiltiiriiniin ardindan 96. saat sonunda
CD8+ kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasitelerinin ve cogalma hizlarinin belirlenmesi.
Dim: diisiik, high: yiiksek. p<0,01 **; p<0,01%**,

Asemptomatik ve agir pndmoniye sahip erigkinlerin eritrosit fazi CD66b+
hiicreleri ile saglikli ve/veya hasta PBMC’lerin 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiire
edildikten 96 saat sonra CD3+, CD4+ ve CD8&+ hiicrelerin kapisindan T hiicre cogalma
kapasitelerine bakildiginda aralarinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.46).

Asemptomatik ve agir pndmoniye sahip eriskinlerin eritrosit faz1 CD66b+ hiicreleri ile
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saglikli ve/veya hasta PBMC’lerin 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiire edildikten
96 saat sonra CD3+, CD4+ ve CD8+ hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma hizlarina

bakildiginda aralarinda anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46 Asemptomatik ve agir pndmoniye sahip eriskinlerin eritrosit faz1 CD66b+
hiicreleri ile saglikli ve/veya hasta PBMC’lerin 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiire
edildikten 96 saat sonra CD3+, CD4+ ve CD8+ hiicrelerin kapisindan T hiicre cogalma

kapasitelerinin ve ¢ogalma hizlarinin belirlenmesi.

Saglikli ve COVID-19+ cocuklarin eritrosit faz1 CD66b+ hiicreleri ile saglikli
ve/veya hasta PBMC’lerin 0,125:1 kosullunda kiiltiire edildikten 96 saat sonra CD3+
hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢cogalma hizlarina bakildiginda 3 yastan kiiciik saglikli

cocuklara; kiyasla 3 yastan biiyiik saglikli ¢ocuklarun T hiicre ¢ogalma hizinin, 3
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yasindan kii¢iik COVID-19+ ¢ocuklarin T hiicre ¢ogalma hizinin ve 3 yasindan biiyiik
olan COVID-19+ ¢ocuklarin T hiicre ¢ogalma hiz1 diistiktii (Sekil 4.47). Ayrica 3
yasindan biiyiik saglikli ¢ocuklara kiyasla; 3 yasindan kiigiik COVID-19+ ¢ocuklarin
ve 3 yasindan biliyiikk COVID-19+ cocuklarin T hiicre ¢ogalma hizinin diistigi
goriildi. Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarin eritrosit fazit CD66b+ hiicreleri ile saglikli
ve/veya hasta PBMC’lerin 0,25:1 kosullunda kiiltiire edildikten 96 saat sonra CD3+
hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma hizlarina bakildiginda 3 yasindan kiiciik
saglikli ¢ocuklara kiyasla; 3 yasindan kii¢iik COVID-19+ ¢ocuk ve 3 yasindan biiyiik
COVID-19+ cocuklarin T hiicre ¢ogalma hiz1 diisiiktii (Sekil 4.47).  Saglikli ve
COVID-19+ c¢ocuklarin eritrosit fazi1 CD66b+ hiicreleri ile saglikli ve/veya hasta
PBMC’lerin 0,125:1 ve 0,25:1 kosullunda kiiltiire edildikten 96 saat sonra CD4+
hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma hizlarina bakildiginda anlamli bir farklilik
yoktu (Sekil 4.47). Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarin eritrosit faz1 CD66b+ hiicreleri
ile saglikli ve/veya hasta PBMC’lerin 0,125:1 kosullunda kiiltiire edildikten 96 saat
sonra CD8+ hiicrelerin kapisindan T hiicre cogalma hizlarina bakildiginda 3 yasindan
kiigtik saglikli ¢ocuklara kiyasla; 3 yasindan biiyiik saglikli ¢ocuklarin ve 3 yasindan
biiylik COVID-19+ ¢ocuklarin T hiicre ¢ogalma hizlar1 diisiikti (Sekil 4.47). Saglikh
ve COVID-19+ ¢ocuklarin eritrosit faz1 CD66b+ hiicreleri ile saglikli ve/veya hasta
PBMC’lerin 0,25:1 kosullunda kiiltiire edildikten 96 saat sonra CD8+ hiicrelerin
kapisindan T hiicre ¢ogalma hizlarma bakildiginda 3 yasindan kiiciik saglikli
cocuklara kiyasla; 3 yasindan biiyiik saglikli ¢ocuklarin ve 3 yasindan biiyiik COVID-
19+ ¢ocuklarin T hiicre ¢ogalma hizlar diistiktii (Sekil 4.47). Saglikli ve COVID-
19+ ¢ocuklarin eritrosit faz1 CD66b+ hiicreleri ile saglikli ve/veya hasta PBMC’lerin
0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiire edildikten 96 saat sonra CD3+, CD4+ ve CD8+
hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma kapasiteleri arasinda anlamli bir farklilik yoktu

(Sekil 4.47).

105



CD3+ Hiicrelerin Kapisindan CDA4+ Hiicrelerin Kapisindan CD8+ Hiicrelerin Kapisindan
100

% proliferasyon

% proliferasyon

< o .
[=} 0,125:1 0,25:1 0,125:1 0,25:1 o 01251 0,251 04254 0251 0,125:1 0,25:1 0,125:1 0,25:1
> <3YAS >3YAS el B BT A <3YAS >3 YAS
o <3 YAS >3 YA
o 100 ns 100 ns
= < 100 " c
o
o 2 580
s s S 50
o 5 8
X £ e
= =
g g 40
q = 20

CD4+ Hiicrelerin Kapisindan CD8+ Hiicrelerin Kapisinda
50 i 100 i
5 ! 5 ‘
340 9 80 !
i, ‘ EESENY
§ ' \ \ 5o LN '
Iy : 3 4w Pt
B : g PN
® ' R0 i
s L ; Py v ——— o i
> 0412511 0,25:1]0,125:1 0,25:1 012511 025:1,0,125:1 0,25:1 012511 0,25:110,125:1 0,251
% BYAS 1 >3YAS BYAs 1 >3YAS <3YAS ! >3YAS
=
a 80
g- 40 40 < 80
T e c c c [ 3
S S S 7 60 S
by S, > 530 230 8 7 &0
8 4 i ?, 240 ks
& g g2 €2 s 5
S ° ° o 220 S 5
£ 5 510 210 = =
B = = B 0 o

°

Bl s crvost Fantiasay + sasik PoG

B >3vas Eritrosit Fazi(Hasta) + Sagiiki PBMC
~&- Erirosit Fazi(Hasia) + Sagiii PBMC

[ <3vas Erivosit Faz(Hasta) + Hasta PBMC o G et o PG

[#] >3as Eritrosit Fazi(Hasta) + Hasta PBMC

Sekil 4.47 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarin eritrosit fazi CD66b+ hiicreleri ile
saglikli ve/veya hasta PBMC’lerin 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiire edildikten
96 saat sonra CD3+, CD4+ ve CD8+ hiicrelerin kapisindan T hiicre ¢ogalma
kapasitelerinin ve ¢ogalma hizlariin belirlenmesi.

Immiinofenotip sonuglar1 da géz oOniine alindiginda saglikli ¢ocuk ve
asemptomatik erigkinlerde farkli bir nétrofilik alt-grubun oldugu ve saflastirma
yontemlerinde bu hiicre de elde etmek istedigimiz hiicreler ile beraber geldigi i¢in
yanitlarin bu sekilde ¢tkmasia sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ikinci goriisiimiiz ise,
ilgili hiicrelerin fenotipik olarak G-MDSC hiicrelerine benzedigi fakat fonksiyonlarini
siirlayan farkl bir 6zellikleri de oldugu i¢in baskilayict kapasitelerinin baskilandigt
diisiinilmektedir.

Tez c¢aligmamizda odaklandigindigimiz CD66b+ immatiir nétrofillerin (G-
MDSC) ve yukarida belirtilen diger immatiir hiicre alt-gruplarinin birbirleri ile
etkilesimleri sonucunda CD3+ T hiicre ylizeyindeki belirteglerin nasil degisim

gosterdigi analiz edilmistir. Bu kapsamda saglikli bireylerden ve COVID-19+
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hastalardan elde edilen total PBMC fraksiyonu 16/24 saat veya 96 saat boyunca kiiltiir
ortaminda birakilmis ve inkiibasyon sonunda CD25, CD69 ve CD154 diizeyleri analiz
edilmistir.

Erigkin COVID-19+ hastalarda eritrosit fazi1 CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirlenmis ve 24/36. saatte
CD4+ hiicre kapisindan CD25 ekspresyonlarina bakildiginda; asemptomatik
hastalarin eritrosit fazi+ saglikli PBMC 0,125:1 kosulu ile agir hastalarin eritrosit fazi+
hasta PBMC 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarindan yiiksekti (Sekil 4.48). Ayni sekilde
asemptomatik hastalarin eritrosit fazi+ saglikli PBMC 0,25:1 kosulu ile agir hastalarin
eritrosit fazi+ hasta PBMC 0,125:1 ve 0,25:1 kosullar1 arasinda anlamli bir diisiis
goriildii. CD3+ hiicre kapisindan ve CD8+ hiicre kapisindan CD25 ekspresyonlarina
bakildiginda eriskin COVID-19+ hastalarda anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.48).

A) B) 0
CD3+ Hiicrelerin iginden CDA4+ Hiicrelerin icinden CD8+ Hiicrelerin icinden
1004 100 100
80 80
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Sekill 4.48 Eriskin COVID-19+ hastalarda eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirii sonucu 24/36. saatte
A) CD3+ kapisindan B) CD4+ kapisindan C) CDS8+ kapisindan CD25
ekspresyonlarinin belirlenmesi. p<0,05 *

Erigkin COVID-19+ hastalarda eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin saglikli ve hasta
PBMC hiicreleri 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirlenmis ve 24/36. saatte CD3+,
CD4+ ve CD8+ hiicre kapisindan CD69 ekspresyonlarina bakildiginda anlamli bir
farklilik yoktu (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49 Erigskin COVID-19+ hastalarda eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirii sonucu 24/36. saatte
A) CD3+ kapisindan B) CD4+ kapisindan C) CD8+ kapisindan CD69
ekspresyonlarinin belirlenmesi.

Erigkin COVID-19+ hastalarda eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirlenmis ve 24/36. saatte
CD3+, CD4+ ve CD8+ hiicre kapisindan CDI154 ekspresyonlarina bakildiginda
anlaml1 bir farklilik yoktu (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50 Eriskin COVID-19+ hastalarda eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiiri sonucu 24/36. saatte
A) CD3+ kapisindan B) CD4+ kapisindan C) CD8+ kapisindan CDI154
ekspresyonlarinin belirlenmesi.

Cocuk COVID-19+ hastalarda eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirlenmis ve 24/36. saatte
CD3+ kapisindan CD25 ekspresyonuna bakildiginda 3 yasindan biiyiik ¢ocuklarin
eritrosit fazt CD66b+ hiicreleri+ saglikli PBMC 0,125:1 kosulu ile 3 yasindan kiigiik
cocuklarin eritrosit fazi CD66b+ hiicreleri+ hasta PBMC 0,125:1 ve 0,25:1
kosullarindan yiiksekti (Sekil 4.51). Ayni sekilde CD4+ hiicre kapisindan 3 yasindan
biiylik ¢ocuklarin eritrosit fazt CD66b+ hiicreleri+ saglikli PBMC 0,125:1 kosulu ile
3 yasindan kii¢iik cocuklarin eritrosit fazit CD66b+ hiicreleri+ hasta PBMC 0,125:1 ve
0,25:1 kosullarindan yiiksekti ve anlamlilik CD3+ hiicre kapisindaki kadar yiiksek
degildi (Sekil 4.51). CD8+ hiicre kapisindan CD25 ekspresyonlarina bakildiginda
cocuk COVID-19+ hastalarda anlaml1 bir farklilik yoktu (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51 Cocuk COVID-19+ hastalarda eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirii sonucu 24/36. saatte
A) CD3+ kapisindan B) CD4+ kapisindan C) CDS8+ kapisindan CD25
ekspresyonlarinin belirlenmesi. p<0,05 *; p<0,01 **

Cocuk COVID-19+ hastalarda eritrosit faz1 CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirlendi ve 24/36. saatte
CD3+, CD4+ ve CD8+ hiicre kapisindan CD69 ekspresyonlarina bakildiginda anlamli
bir fark yoktu (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52 Cocuk COVID-19+ hastalarda eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirii sonucu 24/36. saatte
A) CD3+ kapisindan B) CD4+ kapisindan C) CD8+ kapisindan CD25
ekspresyonlarinin belirlenmesi.

Cocuk COVID-19+ hastalarda eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiirlendi ve 24/36. saatte
CD3+, CD4+ ve CD8+ hiicre kapisindan CDI154 ekspresyonlarina bakildiginda

anlaml1 bir farklilik yoktu (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53 Cocuk COVID-19+ hastalarda eritrosit fazt CD66b+ hiicrelerin saglikli ve
hasta PBMC hiicreleri ile 0,125:1 ve 0,25:1 kosullarinda kiiltiiri sonucu 24/36. saatte
A) CD3+ kapisindan B) CD4+ kapisindan C) CD8+ kapisindan CDI154
ekspresyonlarinin belirlenmesi.

CD3+ hiicrelerde ise CD25’in hastaligin siddetinin artmast ile birlikte
ekspresyonunun anlamli bir sekilde diistiigli, CD69’un da hafif ve agir hastalarda
saglikli bireylere gore ekspresyonunu disiiktii (Sekil 4.54). CD154 agisindan ise
anlamli bir farklilik yoktu. CD4+ ve CD8+ pozitif hiicrelerde CD25, CD69 ve CD154
belirtecleri agisindan anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54 Saglikli ve COVID-19+ eriskinlerdeki total PBMC hiicrelerinin A) CD3+
hiicre kapisindan B) CD4+ hiicre kapisindan C) CD8+ hiicre kapisindan CD25, CD69
ve CD154 diizeylerinin belirlenmesi p<0,05 *; p<0,01 **.

CD3+ hiicrelerde 3 yasindan kiiciik saglikli cocuklara kiyasla 3 yasindan biiyiik
COVID-19+ ¢ocuklarda CD69 ekspresyonu diisiiktii (Sekil 4.49). CD25 ve CD154
acisindan anlamli bir fark yoktu. CD4+ hiicrelerde 3 yasindan kiiciik saglikli cocuklara
kiyasla 3 yasindan biiyilkk COVID-19+ ¢ocuklarda CD69 ekspresyonu diisiiktii ayrica
3 yasindan biiylik saglikli ¢ocuklara kiyasla 3 yasindan kiiclik ve 3 yasindan biiyiik
COVID-19+ gocuklarin CD69 ve CD154 ekspresyonlar diistiktii (Sekil 4.55). CD25
acisindan anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.55). CDS8+ hiicrelerde 3 yasindan kiiciik
saglikli ¢ocuklara kiyasla 3 yasindan biiylik saglikli ¢gocuklarin CD69 ekspresyonu
azalirken; 3 yasindan biiyiik COVID-19+ ¢ocuklara kiyasla 3 yasindan kiigiik ve 3
yasindan biiyiik saglikli ¢ocuklarin CD69 ekspresyonu azalirken; 3 yasindan biiyiik
saglikli cocuklara kiyasla 3 yasindan biiyiikk COVID-19+ c¢ocuklarin CD69
ekspresyonlar1 diisiiktii (Sekil 4.55). 3 yasindan kiiciik ve 3 yasindan biiytik saglikli
cocuklara kiyasla 3 yasindan kiiciik COVID-19+ cocuklarin CD154 ekspresyonu
diisiiktii ve CD25 agisindan anlamli bir farklilik yoktu (Sekil 4.55).
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A) CD3+ Hiicrelerin icinden B) CD4+ Hiicrelerin icinden C) CD8+ Hiicrelerin iginden
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Sekil 4.55 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklardaki total PBMC hiicrelerinin A) CD3+
hiicre kapisindan B) CD4+ hiicre kapisindan C) CD8+ hiicre kapisindan CD25, CD69
ve CD154 diizeylerinin belirlenmesi p<0,05 *; p<0,01 **; p<0,001 ***

COVID-19+ ¢ocuklardaki 1.077g/mL ficoll faz1 CD66b+ nétrofiller + saglikl
PBMC 0,125:1 hiicrelerine kiyasla saglikli ¢ocuklardaki 1.077g/mL ficoll fazi
CD66b+ hiicreleri + saglikli PBMC 0,125:1 ve eritrosit fazi CD66b+ nétrofiller +
saglikli PBMC hiicrelerinin CD25 ekspresyonu diisiikti (Sekil 4.56). COVID-19+
cocuklarda eritrosit fazi CD66b+ nétrofiller + saglikli PBMC 0,125:1 hiicrelerine
kiyasla saglikli gocuklardaki eritrosit fazi CD66b+ nétrofiller + saglikli PBMC
0,125:1 hiicrelerinin CD154 ekspresyonunda azalis goriildii. CD69 acgisindan anlamli

bir fark yoktu (Sekil 4.56).

A) CD3+ Hiicrelerin icinden ~ B) CD3+ Hiicrelerin icinden  C) CD3+ Hiicrelerin icinden
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Sekil 4.56 Saglikli ve COVID-19+ c¢ocuklardaki CD66b+ hiicrelerinin CD3+
kapisindan A)CD25 B)CD69 C)CD154 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi p<0,05
*;: p<0,01 **; p<0,001 ***
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CD66b’yi orta diizeyde tasiyan hiicrelerde 24/36. saatte, saglikli ¢ocuklara
kiyasla COVID-19+ cocuklarin CD69 ekspresyonu diisiiktii. CD25 ve CDI154
acisindan anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.57). Hafif ve agir eriskinlerde CD66b’yi orta
diizeyde tasiyan hiicrelerde 24/36. saatte CD25, CD69 ve CD154 acisindan anlamli bir
fark yoktu (Sekil 4.58). COVID-19+ ve saglikli ¢ocuklarda CD66b’yi orta diizeyde
tastyan hiicrelerde 96. saatte CD25, CD69 ve CD154 agisindan anlamli bir fark yoktu
(Sekil 4.59). Hafif ve agir eriskinlerde CD66b’yi orta diizeyde tasiyan hiicrelerde 96.
saatte CD25, CD69 ve CD154 agisindan anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.60).
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Sekil 4.57 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklardaki CD66b+ hiicre alt gruplarinin 24/36.
saatteki A)CD25 B)CD69 C)CD154 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi p<0,05 *
dim: diisiik; mod: orta; high: yiiksek.
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Sekil 4.58 Hafif ve agir eriskinlerde CD66b+ hiicre alt gruplarinin 24/36. saatteki
A)CD25 B)CD69 C)CD154 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi dim: diisiik; mod:
orta; high: yiiksek.
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Sekil 4.59 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklardaki CD66b+ hiicre alt gruplarinin 96.
saatteki A)CD25 B)CD69 C)CD154 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi dim: diisiik;
mod: orta; high: ytiksek.

96H 96H
I I I
¢ 807 : " S 607 L
o T S
> I T Y [ |
@ 60+ I I T g 404 I I
S I I o I I |
£ 40- I I X I ([ AGIR
o I I 2 TI TI
[P} S~ 20- i
& o0 I I o 20 [ [ HAFIF
(] | | © | |
o I I S I I
I o e O H
dim ' mod ' high dim ' mod ! high
0,125:1 0,125:1

Sekil 4.60 Hafif ve agir eriskinlerde CD66b+ hiicre alt gruplarmin 96. saatteki
A)CD25 B)CD69 C)CD154 ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi dim: diisiik; mod:
orta; high: yiiksek.

Saglikli ve COVID-19+ eriskinlerde eritrosit fazi hiicrelerinde 24/36. saatte
CD25, CD69 ve CD154 belirteglerini tagima durumu agisindan anlamli bir fark yoktu
(Sekil 4.61). Eritrosit fazi1 hiicrelerine bakildiginda COVID-19+ ¢ocuklarin, saglikli
cocuklara gore CD25’1 daha yiiksek eksprese ettigi goriilmiistiir. CD69 ve CD154
belirtecleri agisindan anlamli bir fark yoktu (Sekil 4.62).

115



24/36H
ns

-
o
iy

®
<

-
e

40-

% CD25 ekspresyon

d
H O 00 O
2 FF

% CD69 ekspresyon
2

24/36H
ns

40+

% CD154 ekspresyon

24/36H

Sekil 4.61 Saglikli ve COVID-19+ erigkinlerde eritrosit faz1 hiicrelerinin 24/36. saatte
CD25, CD69 ve CD114 belirteclerini bulundurma durumlari.
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Sekil 4.62 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda eritrosit fazi hiicrelerinin 24/36. saatte
CD25, CD69 ve CD114 belirteclerini bulundurma durumlari. p<0,01 **.

4.6 ROS ve NO Uretiminin Belirlenmesi

Notrofillerin, 1.077g/mL ficoll fazindan immatiir ve eritrosit fazindan matir
formlar1 degerlendirilmistir. NO ve ROS iiretimi bakimindan immatiir ve matiir

notrofiller arasinda istatistiksel bir fark goriilmemistir (Sekil 4.63).

A) Notrofilik hiicreler

N " NS o

NO index (MF1)

ROS index (MF1)

e
- ——

—

G-MDSC Eritrosit faz
notrofili

s I —
G-MDSC Eritrosit faz
notrofili

Sekil 4.63 G-MDSC ve matiir notrofillerin ROS ve NO iiretme kapasiteleri NS, non-
significant (istatistiksel olarak anlaml1 degil).
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4.7  Immiinofenotipik Farkhliklarin Morfolojik Sonuglar ile Dogrulanmasi

Akim sitometri ile immiinofenotipik degerlendirme ve dogrulama yapilan
hiicre alt-gruplarinin morfolojik degerlendirmeler ile de dogrulanmasi amaci ile
periferik ven6z kandan tam kan yayma preparatlar1 hazirlanarak, hematoksilen/eozin
boyamas1 gergeklestirilmistir. Hematoloji uzmanlarinca total preparat sayilarak
hiicreler niikleus/sitoplazma ve boyanma paternine gore siniflandirilmigtir. Hiicre alt-
gruplarindaki daglimlar yiizde daglim olarak hesaplanmistir (Sekil 4.64). COVID-19
pozitifligine sahip erigkin bireyler ve saglikli cocuklarda erken monositik/ndtrofilik
olgunlagsma basamaginda bulunan hiicreler morfolojik olarak da tespit edilmistir. ilgili
alanlardan birkag temsili goriintii ¢ekilerek de hangi morfolojinin nasil isimlendirildigi

tarafiniza sunulmustur (Sekil 4.64).
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Sekil 4.64 Saglikli ve COVID-19 pozitif ¢ocuk ve erigkin bireylerdeki tam kan yayma
orneklerindeki 106kositlerin morfolojik dagilimi. Hematoksilen/Eozin boyamasini
takiben ilgili degerlendirmeler yapilmistir.
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4.8  Enzim Ilintili Immiin Test (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay,
ELISA) Yontemi ile G-MDSC Benzeri Immatiir Nétrofiller veya Matiir

Notrofillerin immiin Yanit Yoniiniin Belirlenmesi

Ko-kiiltlirlerden elde edilen T hiicre proliferasyon ve T aktivasyon sonuglari
g6z ontlinde bulundurularak immatiir ve matiir nétrofil fraksiyonunda biriken notrofilik
hiicre alt-gruplarimin immiin yanit yoniinii belirlemek i¢in kiiltiirlerden toplanan
stipernatan Orneklerindeki sitokin diizeyleri belirlendi. Yontem 3.9°da detaylar
verildigi sekilde IL-4, IL-2, CXCL10 (IP-10), IL-1p A7, TNF-a, CCL2 (MCP-1), IL-
17A, 1L-6, IL-10, IFN-y, IL-12p70, CXCL8 (IL-8), Free Active TGF-B1 ko-
kiltirlerden LEGENDPIex kiti ile ol¢tilmiistiir.
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Sekil 4.65 Farkli boyut ve floresan 1s1ma kapasitelerine sahip bead’lerin temsili akim
sitometri dot plot goriintiileri ve histogram goriintiileri.

Her bir sitokin i¢in 1:4 oraninda seri diliisyonu yapilan standartlar kullanilarak standart
curve grafikleri ¢izilmistir. A tipi beadler kullanilarak IL-4, IL-2, CXCLI10, IL-1b,
TNFa, CCL2 (Sekil 4.65) ve B tipi beadler kullanilarak IL-17A, IL-6, IL-10, IFN-y,
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IL-12p70, CXCLS8, TGF-bl (Sekil 4.66, Sekil 4.67) sitokin/kemokinleri tespit
edilmistir. Genel olarak tiim standart curve analizlerinde R? degeri 1’e yakin oldugu
icin standartlarin diizgiin calistig1 teyit edilmistir. Ayrica calisilan 6rneklerin ve

standartlarin genel sitokin/kemokin profilini gosteren 1s1 haritas: grafigi de ¢izilmistir
(Sekil 4.68).

A tipi beadler ile tespit edilebilen sitokinler
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Sekil 4.66 A tipi beadler ile tespit edilebilen IL-4, IL-2, CXCL10, IL-1b, TNFa ve
CCL2 sitokin/kemokinlerinin *’standar curve’’ grafikleri
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B tipi beadler ile tespit edilebilen sitokinler
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Sekil 4.67 B tipi beadler ile tespit edilebilen IL-17A, IL-6, IL-10, IFN-gamma, IL-
12p70, CXCL8 ve TGF-b1 sitokin/kemokinlerinin ’standar curve’’ grafikleri

120



Cco

Cco

Cc1

C1

C2

C2

o]

Cc3

C4

C4

Cé

Cc7

c7

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

CATNC

1

2

1

: N ; B 1227 1719
Y O
36.74 - ¢ - 38.46 3502 3628 35.15

32.93 - 32.05 28.46

170.72 165.07 162.16 164.89

3263 4522 3243 t i 27.31

CATNC 17629 169.94 64.84 161.75 167.57 160.80 151.21 166.41

CATNC 157.17 150.65 242.95 153.61 152.16 149.28 155.14 145.86 15598 149.78 15530 154.42 175.4
CATNC 559.82 497.54 617.25 525.19 49559 539.06 524.52 518.59 508.13 506.81 509.60 540.67 590.9
CATNC 857.20 949.91 758.29 807.84 854.82 791.45 989.43 1109.68 964.48 851.40 1129.7¢ 816.12 827.9
CATNC 2074.2¢ 2100.95 1835.7¢ 2311.4C 2376.54 2291.5¢ 2105.64 2001.23 2073.61 2291.1¢ 1937.4( 2397.95 2357.17

CATNC 2050.15 1952.01 1670.44 2187.83 2135.48 2203.25 2024.0¢ 2007.3€ 1947.37 2423.07 1900.5¢ 1864.65 2076.9¢

v o o s s o e s 5 99
o s

913.45 265.90

CAT NG

106.01 128.10 1321 2028.59

CAT NG

833.50 239.12 85.06 103.62 10.70  2800.79

83522 645.13 515.81 165.34 114.82 22.73

CATNC

o
@
=]

675.56

CAT NG

o
@
©

CAT NG

=
&

930.70 611.86 407.81

CAT NG

w
-
~

930.32 613.53

=]
!
...
~

CAT NQ 1711 2063.9¢ 620.08 488.23 131.38

CAT NQ 1415 1600.21 579.54 448.72

=
D
o -3

S

CAT NG 639.45 126.84 152.47 7031 3739.22

a
o
-3
v
w
=3
-
o
o
=

CAT NQ 661.80 130.71 160.04

N
=
o

CAT NQ 719.59 582.56 362.85 66.33 64.65 1217 3029.54

|07.87- 25.54  2661.04

CAT NC 813.39 804.23 485.69

- 1297.52 807.84

2195.05 821.28 543.44

118.24

> 0w oo ow
=N = =R
w N

CAT NG 469.22

CAT NG

w
[
~N

CAT NG 7278, 1059.82 648.72 563.67 264.05

o
N
-

CAT NQ 7.61 1135.67 700.26 614.00

1289 134604 66231 46795
CATNG 135824 645.61 485.48
oo [ s
CAT Nc-- 32.94
CAT NC-- 3828
AT NC-- 51.81 529.73
CAT N(.-- 50.60 24028 - 90.10 -

CATNC 49476- 48.76 - 218.82 - 79.14 - 1111 ---

284.94
CAT NQ 259.85

245.48

N
(<3
o
o
~

455.35

®
=
o
=)

441.06 104.96

490.21 179.23

242.60

Sekil 4.68 Calisan o6rneklerin ve standartlarin genel sitokin/kemokin profilini gosteren
1s1 haritasi grafigi. Her 6rnek ve standart duplike ¢aligiimistir.
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Saglikli cocuklarda 6zellikle IL-4 sitokini hem 1.077g/mL hem de eritrosit fazi
notrofillerinin bulundugu ko-kiiltiirlerde olduke¢a yiiksek bulunmustur. Bunun yani
sira eritrosit fazi nétrofillerinin 1.077g/mL fazindaki nétrofillere kiyasla sekiz kat daha
fazla IL-1b salgilanmasina sebep oldugu dikkat ¢ekmistir. COVID-19 patogenezi ile
eritrosit fazi notrofillerinin CCL2 ve IL-6 salgilanmasini daha fazla uyardigi, IFN-
gamma salgilanmasini ise daha az indiikledigi gortilmistiir. Bunun yani sira CXCL10
ve CXCLS8 kemokinleri de bu nétrofillerden 1.077g/mL’dekilere gore daha fazla
etkilenmistir (Sekil 4.69).

- 1.077g/mL Ficoll fazi CD66b+ immatiir nétrofiller - Eritrosit fazi CD66b+ matiir nétrofiller
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Sekil 4.69 Saglikli cocuk ve COVID-19+ ¢ocuklardaki 1.077g/mL ve eritrosit fazinda
bulunan CD66b+ nétrofillerin immiin yanit yonii. Ko-kiiltiirlerden siipernatanlar 96
saat sonunda toplanmistir. 0.25:1 (nétrofil: PBMC) ko-kiiltiir sonuglarini
gostermektedir.

pg/mL

122



Asemptomatik ve hafif klinige sahip bireylerin COVID-19 pozitif ¢cocuklardaki gibi
eritrosit faz notrofillerinde CCL2 fiiretimi desteklenirken, sadece agir klinige sahip
bireylerin 1.077g/mL nétrofil fazindaki hiicrelerinin bu iiretimi destekledigi dikkat
cekmektedir (Sekil 4.70).
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Sekil 4.70 COVID-19 pozitif eriskin hastalardaki 1.077g/mL ve eritrosit fazinda
bulunan CD66b+ nétrofillerin immiin yanit yonii. Ko-kiiltiirlerden siipernatanlar 96
saat sonunda toplanmistir. 0.25:1 (nétrofil: PBMC) ko-kiiltiir sonuglarini
gostermektedir.

Hafif klinige sahip bireylerin eritrosit faz notrofilleri IL-2, IFN-y ve TNF-a

sitokinlerini daha c¢ok stimiile edebildigi goriilmiistir. Bu patern Thl yanitin
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desteklendigini gostermektedir. Komplike olmamis bireylerin 1.077 g/mL ficoll
fraksiyon immatiir nétrofillerinin G-MDSC fenotipinde oldugu fakat fonksiyonel
olarak T hiicre yanitlarin1 baskilmadigr goriilmiistii ve bu hiicre grubunun ayrica
yiiksek miktarda TNF-o iiretimini desteklemesi de pro-inflamatuar karakterde
oldugunu dogrulamistir (Sekil 4.71). COVID-19+ cocuklar ve komplike olmamig
bireylerin immatiir nétrofillerinin diger gruplara kiyasla en fazla IL-2 iiretimini
destekleyen grup oldugu belirlendi. COVID-19+ hasta gruplarinda ise hafif klinige
sahip bireylerin matiir nétrofillerinin en fazla IFN-y {iretimini destekleyen alt-grup

oldugu belirlendi (Sekil 4.71).
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Sekil 4.71 Pro-inflamatuar sitokinlerin tiim hasta gruplarinda ve saglkli cocuklarindaki
diizeyleri
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Gliglii anti-inflamatuar sitokinlerden TGF-B ve IL-10’un ilgin¢ bir sekilde
saglikli ¢ocuklarin matiir nétrofilleri ile yiliksek diizeylerde desteklendigi goriildii
(Sekil 4.72). Diger gruplara gore IL-10, 1.077g/mL fraksiyonundaki immatiir
notrofillerde en fazla sekresyonu artan sitokin olarak dikkat ¢ekti. Bu sonuglar saglikli
cocuklarda immatiir ve matiir nétrofil fraksiyonunun i¢inde hem baskilayict hem de
aktivator alt-notrofil gruplarini barindirdigini diistindiirmiistiir (Sekil 4.70, Sekil 4.71
ve Sekil 4.72).
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Sekil 4.72 Anti-inflamatuar sitokinlerin tiim hasta gruplarinda ve saglikli ¢cocuklardaki
diizeyleri
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4.9 COVID-19+ ve Saghkh Bireylerdeki Tam Kan ve Biyokimya Klinik
Parametreleri; Yasa, Klinik Duruma, PCR Giiniine, Klinik Semptom
Giiniine Gore Farkhiklar1 ve Bu Parametrelerin Immiinofenotipik

Veriler ile Tliskisi

Tiim viral veya bakteriyal hastaliklarda ihtiya¢ ve zaman zaman ayirici tant
olarak kullanilan tam kan sayimi (CBC) ve biyokimya sonuglari, COVID-19
kliniginde de kullanilmaktadir. Bu parametrelerin su ana kadar COVID-19 spesifik bir
iliskilendirilmesi bulunmasa da semptom gdosteren bireylerin ilk olarak bakteriyal veya
viral enfeksiyon tanist koyulmasi i¢in ilk bagvurulan yontemdir.

Calisgmamiza dahil etmis oldugumuz saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarin bu
parametrelerine baktigimiz zaman l6kosit ve lenfositlerde ciddi anlamli diisiis
goriilmustiir. Monositlerde ise azalis anlamli olup, bu parametrelere gore daha az
anlamlilik gostermistir. Trombosit ve AST degerlerinde de azalis saptanmistir. C-
reaktif protein de beklenildigi tlizere artig gostermistir. Notrofilik hiicrelerde tam kan

sayimi1 sonuglarina gore istatistiksel anlamli artis goriilmemistir (Sekil 4.73).
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Sekil 4.73 Saghkli ve COVID-19+ c¢ocuklarda tam kan ve biyokimya
parametrelerindeki hastaliga bagl degisimler
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Sekil 4.74 Saglikli ve COVID-19+ cocuklarda yasa bagli tam kan ve biyokimya
parametrelerindeki yasa bagli degisimler
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Sekil 4.75 Saglikli ve COVID-19+ c¢ocuklarda tam kan ve biyokimya
parametrelerindeki degisimlerin yas gruplarindaki farkliliklar:
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PCR tarihine gore H Klinik semptom tarihine gére
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Sekil 4.76 Saglikli ve COVID-19+ ¢ocuklarda tam kan ve biyokimya
parametrelerindeki degisimlerin PCR tarihi ve klinik semptom tarihine gore
degisimleri

Cocuklarda COVID-19 pozitifliginde goriilen 16kosit, lenfosit ve
trombositlerdeki diisiis, iyilesme doneminde tekrar bazal seviyeye yakin degerlere

gelmistir. Fakat, monositler halen bazal seviyeye donememistir (Sekil 4.70).
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Sekil 4.77 COVID-19+ ¢ocuklarda tam kan ve biyokimya parametrelerinin takip
hastalarindaki degisimleri
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Sekil 4.77 devam

Saglikli ¢ocuklarda klinik kan parametrelerinden notrofil hari¢ diger hepsi yas
ile negatif korelasyona sahip iken, COVID-19+ ¢ocuklarda CRP ve D-dimer yas ile
bir korelasyon gostermemistir (Sekil 4.78). Saglikli ¢ocuklarda monosit sayist 16kosit,

notrofil, lenfosit ve trombosit ile pozitif korelasyona sahip iken, COVID-19+
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bireylerde lenfosit ve trombositlerde bir korelasyon bulunmamistir (Sekil 4.78).
COVID-19 da giiglii pozitif korelasyon gosteren klinik degerler, notrofil-16kosit sayist;
notrofil-16kosit; monosit-lokosit; monosit-notrofil; LDH-AST; ferritin-ALT arasinda
bulunmustur. Giiglii negatif korelasyon gosteren parametreler ise, yas ve -LDH, -AST,

-lenfosit arasinda saptanmistir (Sekil 4.78).
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Sekil 4.78 A) Saglikli ve B) COVID-19+ ¢ocuklarda klinik parametrelerin birbiri ile
olan iligkileri

Klinik parametrelerden D-dimer ve ferritin yiiksekligi COVID-19 ig¢in bir
belirte¢ olarak diisiiniilmektedir. Fakat, bu iki parametre farkli solunum yolu viral
enfeksiyonlarla da tetiklenebildigi i¢in ayirt edicilik ve spesifilik konusunda ¢ok
yetersizdir. Tez ¢alismamizda COVID-19 pozitif ¢ocuklari hem PCR tarihi hem de
klinik semptom tarihine gore grupladigimizda bu iki parametrenin sadece 4-8 giin
araliginda birbirine korele olarak artis gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.79). Bu tespit
ile erken donem COVID-19+ ¢ocuk bireyler i¢in ayirt edici bir biyobelirte¢ olarak
goriilse de klinige bu verinin yansimasi olduk¢a sinirlidir. Bu nedenle D-dimer ve
ferritin parametrelerinin COVID-19 i¢in ¢ocuklarda ayirt edici parametreler oldugu

diisiinlilmemektedir.
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A) PCR tarihine gore
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B) Klinik semptom tarihine gore
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Sekil 4.79 COVID-19+ ¢ocuklarda A) PCR tarihine ve B) Klinik semptom tarihine
gore gruplama yapildiginda klinik parametreler arasindaki iligki
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COVID-19 patogenezinde yasin klinik kotii gidisati ile pozitif korelasyona
sahip oldugu 6nceki ¢calismalar ile uyumlu olarak tez ¢alismamizda da tespit edilmistir
(Sekil 4.80 ve Sekil 4.81). Ayrica monosit, lenfosit ve lokositlerin yas ile negatif
olarak korele oldugu belirlenmistir (Sekil 4.82).
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Sekil 4.80 Saglikli ve COVID-19+ eriskinlerde yasa bagl tam kan ve biyokimya

parametrelerindeki yasa bagli degisimler

Yasa Gore Klinik Durum

Yas ve Klinik Durum iligkisi
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Sekil 4.81 Erigskin COVID-19+ bireylerde yas ve klinik durum iligkisi
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Sekil 4.82 COVID-19+ ¢ocuk ve erigkin bireylerin yasa bagli tam kan sayimindaki A)
Lokosit B) Monosit C) Nétrofil ve D) Lenfosit sayilarinin degisimi.

Ferritin, LDH, AST ve CRP klinik kotii gidis pozitif artis gosterirken; monosit
ve lenfositlerdeki diislis uyumlu olarak tespit edilmistir (Sekil 4.83).
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Sekil 4.83 Saglikli ve COVID-19+ eriskinlerde tam kan ve biyokimya
parametrelerindeki hastaligin klinik durumuna baglh degisimleri
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Lokosit ve notrofiller agir seyreden klinikte

yliksek sayilara ulagsmistir (Sekil 4.84 ve Sekil 4.85).
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Sekil 4.84 COVID-19+ eriskinlerde tam kan ve biyokimya parametrelerindeki

hastaligin klinik durumu ve PCR giiniine bagh degisimleri
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PCR giinline gére
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Klinik semptom giiniine gére
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Sekil 4.85 COVID-19+ eriskinlerde tam kan ve biyokimya parametrelerindeki
degisikliklerin hastaligin klinik durumu ve yas ile olan baglantisinin A) PCR giinii ve

B) Klinik semptom giiniine gore farklari
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Takip hastalarina bakildig1 zaman klinik durumlarindan bagimsiz olarak ileri
takip doneminde sadece CRP’nin diisiis gosterdigi fakat diger kan parametrelerinin

heterojen degisimlere sahip oldugu tespit edildi (Sekil 4.86 ve Sekil 4.87).
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Sekil 4.86 COVID-19+ eriskinlerde tam kan ve biyokimya parametrelerinin takip
hastalarindaki degisimleri
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Sekil 4.87 COVID-19+ eriskinlerde tam kan ve biyokimya parametrelerinin takip
hastalarindaki degisimlerinin klinik duruma gore degerlendirilmesi

Tam kan sayimi klinisyenler i¢in olmaz ise olmaz ve hastalik ile ilgili 6n fikir
edinmelerini saglayan elzem bir teknik olsa da COVID-19 patogenezinin farkli ve
heterojen klinik seyrini agiklamada oldukca yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple ileri
analiz teknikleri ile immiinofenotiplendirme ve fonksiyon testleri kullanilarak hastalik

immiinopatogenezinin bir boliimii tez calismamiz ile agikliga kavusturulabilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Anti-viral immiin yanitlarda miyeloid seriye ait hiicrelerin kilit rol iistelendigi
bilinmektedir. Virilisiin eleminasyonu ve ciddi doku hasari meydana gelmeden
homeostazin saglanmasi bu hiicrelerin matiirite ve aktivasyon diizeyleri ile iliskili
olup, finalde T hiicre yanitlarin1 diizenler. Akut ve kronik inflmasyon ile beraber,
salgilanan ¢esitli sitokin, kemokin veya biiyiime faktdrleri hematopoezi uyararak
miyeloid hiicre iiretiminin artmasina neden olur. Olgunlagsmalarin1 tamamlayan
monosit ve ndtrofiller kemik iliginden c¢ikarak, periferik kan dolasimina gecer ve
buradan da inflamasyon alanina infiltre edilirler. Fakat, viriis eliminasyonunun
gerceklesmedigi ve immiin yanitlarin uzadigi kronik inflamasyon durumunda,
hematopoezi uyaracak faktorler kemik iliginin daha fazla calismasina neden olarak,
miyeloid seriye ait ’immatiir’’ hiicrelerin periferik dolasima gegmesine sebep olur.
Miyeloid-kokenli baskilayict hiicreler (Myeloid-Derived Suppressor Cell, MDSC)
olarak isimlendirilen bu hiicreler, miyeloid hiicre gelisiminin farkli olgunlasma
basamaklarin1 yansitan heterojen bir gruptur. Bu hiicreler yetersiz immiin uyarim
ve/veya immiin baskilama yaparak, aktive olmus diger miyeloid hiicreleri ve 6zellikle
T hiicre yanitlarini sekteye ugratirlar. Boylelikle, asir1 aktive olmus ve doku hasarina
sebebiyet verebilecek immiin sistem iizerinde adeta bir “’fren mekanizmasi’’ olarak

calisirlar.

MDSC hiicreleri, bir ¢ok patolojide tanimlanmis olup, ozellikle viral
inflamasyonlarda 6nemi olduk¢a fazladir. Bu hiicrelerin viral kaynakli hastaliklarda
erken, orta veya ge¢ donemde yiiksek oranlarda bulunmasinin hastaligin iyi/koti
prognozu ile birebir iliskili oldugunu gdsteren ¢alismalar vardir. MDSC hiicreleri
immiin baskilama yapan hiicreler oldugu icin es zamanli olarak diger matiir ve/veya
aktive monosit ve noétrofillerin yiizde ve fonksiyonlart da bu paradoksun
anlasilmasinda biiyilk 6neme sahiptir. Viriisiin eleminasyonunda istenen efektif
immiin yanitlarda, hem matiir ve/veya aktive monosit ve nétrofillerin fonksiyonlarinin

gerceklestirmesi, hem de asir1 aktive olmasi durumunda MDSC hiicrelerinin de artig
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gostererek immiin yaniti kontrol altina almasi gerekmektedir. Ayrica, viral
enfeksiyona sekonder bakteri enfeksiyonlarin da siklikla eslik ettigi bildirilmekte olup,
G- MDSC’lerin bu tip bazi durumlarda baskilama kapasitesinin yani sira bakteri
eliminasyonu kapasitesine de sahip oldugu gdosterilmistir (Hassani ve ark., 2020; Ost

ve ark., 2016).

Litaratiirde hastalik kotii seyri ile yiiksek iligkiye sahip olan MDSC alt-
grubunun M- MDSC oldugu gosterilmistir (Falck-Jones ve ark., 2021). Caligmamizda
ozellikle G-MDSC, e- MDSC ve M-MDSC alt-gruplarinin birbirine olan oranlarinin
kontrollii immiin yanitlart yonettigi ve bu oranlarin hastalik seyri ile iliskisi
tanimlanmistir. M-MDSC hiicrelerinin oraninin diger alt-gruplara goére daha fazla
olmasi agir seyir ile iligkilendirilirken, tek basina e-MDSC veya G-MDSC bulunmasi
durumunda klinik seyrin iyi gittigi gortilmustiir. Fakat, ger¢ek monositler (CD14+)
antijen sunma kapasiteleri yitirmesinin eslik etmesi agir pndmoni ile seyretmekte ve
oliim ile sonuglanan tablolara neden olabilmektedir. Ayrica, elde ettigimiz sonuglarda
G-MDSC immiinfenotipine sahip hiicrelerin erigkinlerdeki tiim klinik alt-gruplarda
arttigi ve en fazla artis agir seyreden grupta goriilmiistiir. Litaratiirde bu hiicre
gruplarinin diger klinik gruplarda artis gostermedigi raporlansa da Takano ve
arkadaglarinin yaptig1 yayinda popiilasyona bagli olarak bu alt-grupta farkliliklar

goriilebilecegi raporlanmistir (Takano ve ark., 2021).

Hastalig1 asemptomatik olarak geciren bireylerin 1.077g/mL ficoll fazina
biriken ve fenotipik olarak G-MDSC olarak nitelendirilebilecek hiicrelerinin T hiicre
yanitlarin1 baskilamadigi belirlenmistir. Calismamizda fenotipik olarak asemptomatik
bireylerde de G- MDSC benzeri hiicrelerin COVID-19 ile artig gosterdigi belirlenmis
olup, literatiirden farkli bir sonug elde edilmistir. Ayrica, COVID-19+ ¢ocuk bireyler
de calismamizda degerlendirilmis olup, bu bireylerin karsilastirilmasi i¢in alinan
saglikli cocuk bireylerin periferik kanlarinda fenotipik olarak G-MDSC benzeri
hiicreler oldukg¢a yiiksek diizeylerde (median:77.7) tespit edildi. Fakat, hem
asemptomatik COVID-19+ bireylerde hem de saglikli gocuklarda bu hiicrelerin
PBMC ko-kiiltiirlerinde T hiicre yanitlarint baskilamadigi, en az eritrosit fazindaki

CD66b+ hiicreler kadar uyardig tespit edilmistir. Caligmanin ilk asamalarinda FACS
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cihazi birimde bulunmadigi i¢in G-MDSC hiicreleri CD66b+ MACS yontemi ile elde
edilmisti. Bu yontem ile sadece tek bir belirtece gore hiicre saflastirilmakta olup,
belirteclerin farkli diizeylerde eksprese oldugu alt-hiicre gruplarinin elde edilmesi
miimkiin degildir. G-MDSC hiicreleri CD66b belirtecini yiiksek diizeylerde eksprese
eden ve CD33 belirtecini de diisiik veya orta diizeylerde tagryan immatiir notrofil hiicre
alt-grubudur. Calismamizda MACS yontemi ile elde ettigimiz G-MDSC hiicrelerinin
saflagtirilmasinda bir problem olup olmadigini tespit etmek amaci ile, hastalarin total
PBMC hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesi ve CD66b hiicrelerinin uzaklastirildigi PBMC
hiicreleri de kiyaslanmig ve CD66b+ hiicreler uzaklastirildigi zaman proliferasyonun
arttig1 goriilmustiir. Ayrica, 1.077g/mL ve eritrosit fazindaki hiicreler artan oranlarda
saglikli bireylerin PBMC hiicrelerinin iizerine eklendiginde 1.077g/mL fazindan elde
edilen CD66b+ hiicrelerin saglikli ¢ocuk ve asemptomatik bireyler disindaki tiim
kosullarda konsantrasyona bagli olarak T hiicre proliferasyonunu azalttigi
belirlenmigstir. Bu degerlendirmeler sonucunda G-MDSC fenotipine sahip fakat
fonksiyonel olarak T hiicre yanitlarim1 baskilamadigi icin G-MDSC olarak
nitelendirilemeyen farkli bir immatiir alt-hiicre grubunun olabilecegi diislintilmustiir.
Litaratiirde COVID-19 ve MDSC alt-gruplari ile ilgili yaymlar mevcut olup, cocuk
bireylerdeki durumu arastiran bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ¢aligmamiz
litaratiirde ilk kez COVID-19+ ¢ocuk bireylerdeki MDSC diizey ve fonksiyonlarini
belirleyen bir ¢alismadir. Ayrica, litaratiirde genel olarak sadece bu hiicre alt- gruplari
degerlendirimis olup, diger pro- veya anti-inflamatuar hiicre gruplar ile beraber

bulunmasindaki etkinin final klinik seyre yansimasi gosterilmemistir.

Cocuk bireylerde hali hazirda var olan immatiir miyeloid hiicre elemanlarinin
hastalik seyrinin iyi seyretmesini kontrol ettigi diisiiniilmektedir. COVID-19 klinik iyi
seyir ile artig gosteren hiicreler, hali hazirda ¢ocuk bireylerde var oldugu i¢in bu
grubun hastaliktan agir etkilenmedigi diisiiniilmektedir. Elde edilen veriler neticesinde
saglikli cocuklarda var olan E- MDSC hiicrelerinin COVID-19 ile artis1 ve G-MDSC
yiizdelerindeki azalma saptanmustir. Ayrica, CD66b+ pro-inflamatuar monositlerin
artist da goriilmiistiir. Bu sonuca gore baglangictaki CD66b eksprese eden Onciil
hiicrelerin bu belirte¢ ekspresyonunu azaltarak (CD66bdim) hastaligin akut fazinda

CD66b pozitif proinflamatuar monositlere farklilagmasi ile virus replikasyonunu
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engelleyerek, inflamasyonu pozitif destekledigi diisiiniilmektedir. Ilerleyen
inflamasyon donemde (resolving phase; 15 giinden sonra) ise hem bu aktivator
hiicrelerin hem de fonksiyonel olarak T hiicre baskilama kapasitesine sahip G-
MDSC’lerin artig1, olast asir1 inflamasyonu sinirlamaktadir.CD66b+ monositler
normal monositlere kiyasla daha fazla T hiicre proliferasyonunu ve inflamasyonu
uyaran hiicrelerdir (Horzum ve ark., 2021). M-MDSC’lerin ise kotii prognoz ile iligkisi
tanimlanmistir (Falck-Jones ve ark., 2021). Bu nedenle, ¢ocuklarda M-MDSC’nin
yiiksek diizeylerde artis gostermemesi inflamasyonun etkinligini koruyabilmektedir.
Ciinkii, erigskinlerde, hem M-MDSC, hem G-MDSC hem de CD66b+ monositleri
yiikksek oldugu goriilmiis ve inflamasyonu baskilayict yone sekillendirdigi

distinilmiistiir.

CD66b+ hiicrelerin immiin uyaricilik kapasitesindeki farkliligin bu belirteci
farkli diizeylerde tasima ile iliskili oldugu diisliniilmekte olup, CD66b+ CD33-
hiicrelerin icerisinde bu belirteci farkli diizeylerde tasiyan alt-gruplarinin olabilecegi
de diisliniilmiistiir. Bu sebeple, G-MDSC’nin ayirt edilmesinde de kullanilan CD66b
belirtecini sergileyen diger hiicre alt- gruplar1 matiirasyon, aktivatér ve inhibitor
molekiil ekspresyonu agisindan da hem fenotipik hem fonksiyonel olarak

degerlendirilmeye calisilmistir.

Son yillarda nétrofiller ile ilgili ¢alismalar olduk¢a hiz kazanmis olup,
litaratiire bircok yeni bilgi kazandirilmistir. Tipik olarak nétrofiller, segmentli niikleus
ve yogun graniillere sahip olarak tanimlansa da bu ¢alismalar ile diisiik yogunluga
sahip erken nétrofilik olgunlasma basamaginda bulunan nétrofiller belirlenmistir.
Diistik yogunluklu nétrofiller (low density neutrophils, LDN) olarak isimlendirilen bu
hiicreler periferik kan mononiikleer hiicre fraksiyonunda (peripheral blood
mononuclear cell, PBMC) bulunmakta olup, baskilayicilik 6zelligi gostermesi
durumunda graniilositik miyeloid-kokenli baskilayict hiicreler (granulocytic myeloid-
derived suppressor cells, G-MDSCs) olarak da isimlendirilmektedir (Marini ve ark.,
2017). Bu baskilayict hiicreler biiyiik cogunlukta PBMC fraksiyonun da bulunsalar da
normal yogunluga sahip nétrofillerin bulundugu ayrimlama fazinda da tespit edildigini

gosteren caligmalar mevcuttur (Bowers ve ark., 2014; Choi ve ark 2012; Tsuda ve ark.,
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2012). G-MDSC; kanser, HIV-1, sepsis, hamilelik, Graft-Versus-Host Hastalig1
(GVHD) gibi bircok inflamasyon iligkili kosullarda bireylerin periferik kan
orneklerinde saptanmistir (Marini ve ark., 2017). Diisiik yogunluklu nétrofiller (LDN)
hiicreleri genel olarak immiin baskilayici kabul edilse de sistemik lupus eritematozus
(systemic lupus erythematosus, SLE) ve psoriasis gibi kosullarda bu hiicrelerin
proinflamatuar karakter sergiledigi gosterilmistir (Scapini, Marini, Tecchio, &
Cassatella, 2016). Notrofil matiirasyonunu belirlemek i¢in yogunlugun yani sira yiizey
belirteglerinin ekspresyonu da oldukca kritiktir. Matiir nétrofiller genellikle CD11b+
CD16+ olarak degerlendirilse de (Carissimo ve ark., 2020), bu belirteclere eslik eden
CD10 pozitifliginin de matiir nétrofilleri tespit etmek kullanilabilecegi belirtilmistir
(Marini ve ark., 2017). Fakat, periferik kan mononiikleer hiicre fazinda bulunan diisiik
yogunluklu nétrofillerin de (LDN) CDI10 eksprese edebildigi ve bu hiicrelerin
proinflamatuar bir karakter sergiledigi raporlanmistir (Scapini ve ark., 2016)).
Asemptomatik ve agir gruplarinda CD10 belirtecinin ekspresyonu 1.077g/mL ficoll
fazinda eritrosit fazina gore daha yiiksek goriilse de bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. COVID-19+ ¢ocuklarda ise, CD66bhigh grup CD66bdim gruba goére daha
yiiksek CD10 belirteci tagirken, 6zellikle eritrosit fazindaki CD66bhigh hiicrelerde bu
belirtecin daha yiiksek bulundugu saptandi. Kemik iliginde gergeklesen noétrofil
matiirasyonunda CD117 belirtecinin erken donem progenior hiicrelerde yiiksek
diizeylerde bulundugu ve matiirasyon ile azaldig1 bildirilmistir (Dinh ve ark., 2020).
Ayrica, bu molekiilin T hiicreler {izerinde immiin baskilayict etkisinin oldugu
gosterilmistir (Jaillon ve ark., 2020). Hafif klinige sahip hastalarda CD117 belirtecinin
eritrosit fazindaki CD66bdim hiicrelerde daha yiiksekti ve istatistiksel olarak anlaml
bulundu. CD62L nétrofillerin adhezyon ve aktivasyon diizeyleri ile iligkilidir (Dinh ve
ark.,2020). Matiir ve immatiir nétrofillerin her ikisinin de CD62L belirtecini yiiksek
diizeylerde tasidigi fakat yaslanmis noétrofillerde bu belirtecin ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir (Jaillon ve ark., 2020). Hafif ve asemptomatik bireylerin
eritrosit fazindaki hiicreler kiyaslandiginda CD66bdim hiicrelerin asemptomatik
bireylerde daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. CD63 belirteci nétrofillerin yaslanmasi
ve apoptotik siirecin baslamasi ile artig gosteren bir belirtectir. Ayrica, bu belirtecin
notrofillerin aktive olmasi ile ylizeylerinde yiiksek diizeylerde eksprese edildigi

raporlanmistir (Beinert, Miinzing, Possinger, & Krombach, 2000). Bunun yani sira,
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CD63 belirtecinin yaninda CD81, CD43, CDI15 ve CD66b pozitifligi tasiyan
hiicrelerin progenitor nétrofil olgunlagsma diizeyinde oldugunu gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur (Reusch ve ark., 2021). Ayrica, COVID-19 pozitif olup, hastalif1 agir
gegciren bireylerde CD63 yiizey belirtecinin yiikseldigi raporlanmistir (Reusch ve ark.,
2021). Literatlire uyumlu olarak ¢alismamizda da agir bireylerde CD63 ekspresyonu
yiikksek bulunmugken, bu belirtecin hafif klinige sahip bireylerin CD66b high
hiicrelerinde de yliksek oldugu belirlenmistir. Notrofil gelisimi ve hayatta kalimi i¢in
G-CSF-R (CD114) 6nemli bir role sahiptir. Caligmamizda ¢ocuklarda bu reseptor
bakimindan bir fark yok iken, eriskin asemptomatik bireylerin 1.077g/mL fazinda
bulunan hiicrelerin yiikske diizeylerde CD114 eksprese ettigi goriilmiistiir. LOX-1
hafif ve agir kliniger sahip bireylerin 1.077 fazinda eksprese edilirken, ozellikle
CD66bhigh alt-grubunda daha fazla goriilmiistiir.

Immiin sistemde dogustan ve adaptif immiin sistem arasindaki baglant1 antijen
sunumu ile gerceklesir. Miyeloid hiicreler MHC sinif I ve MHC sinif 1T (HLA-DR)
molekiilleri iizerinde antijeni T hiicrelerin T hiicre reseptoriine (7 cell receptor, TCR)
iletir ve boylelikle T hiicreler ilk sinyali almis olur. Miyeloid hiicreler eksprese ettikleri
CD80, CD86, PD-L1 ve PD-L2 gibi ko-stimiilator molekiiller ile de T hiicre yanitlarini
diizenlerler. CD80 ve CD86 belirtecleri T hiicrenin {izerinde bulunan CD28 reseptorii
ile baglanmakta olup, T hiicrenin aktivasyonunu pozitif yonde destekler. Aktive olan
T hiicrelerin iizerinde CD80 ve CD86’ya afinitesi CD28’e gore daha fazla olan
baskilayict CTLA-4 molekiiliiniin ¢ikmasi ile de immiin yanit sonlanir (Chen, & Flies,
2013; Roche, % Furuta, 2015). Immiin yanitin sonlanmasindaki diger iki énemli ligand
ise PD-L1 ve PD-L2 molekiilleridir. Bu molekiiller T hiicre yilizeyinde bulunan PD-1
reseptorii ile esleserek aktive olmus T hiicre yanitlarini sonlandirirlar. Genel olarak
immiin baskilayici ligandlar olarak isimlendirilen bu proteinler, 6zellikle asir1 immiin
yanitin kontrol edilebilmesi ve doku hasarinin énlenmesinde de pozitif role sahiptir
(Karunarathne ve ark., 2016). PD-L1’in yaptig1 immiin baskilama bir¢ok calisma ile
dogrulanmis olsa da baskilayici olarak kabul goéren PD-L2 molekiilii i¢in son yillarda
aktivator karakter de sergileyebilecegi tartigilmaktadir. PD-L2/PD-1 eslesmesi ile
onlenen PD-L1/PD-1 baglanmasinin T hiicrelerde CD3 ve ICOS ekspresyonunu

arttirdigr raporlanmistir (Karunarathne ve ark., 2016). Bu kompleks davranig goz
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onlinde bulunduruldugunda PD-L1’in PD-L2’ye gore daha immiin baskilayict bir

molekiil oldugu kabul gérmektedir.

Dendritik hiicreler, monositler veya makrofajlar ile T hiicreler arasinda
gerceklesen antijen sunumu sonrasinda, aktive olan T hiicrelerin iiretmis olduklar
sitokinler nétrofillerin antijen sunumu yapmasmi desteklemektedir. Uzerlerinde
CD80, CD86 ve HLA-DR molekiilii sergileyen bu nétrofiller, T hiicre yanitlarin
sekillendirmektedirler (Lin, & Lor¢, 2017).

Saglikli ¢ocuklarin 1077g/mL ficoll fazindaki hiicreleri CD80, CD86 ve PD-
L2 belirtecini anlamli olarak yiiksek diizeylerde tasirken, COVID-19 pozitif
cocuklarda CD86 diizeyi daha diisiik ve PD-L1 belirteci daha yiiksek eksprese
edilmektedir.

T hiicre yanitlar1 proliferasyon, aktivasyon ve sitokin salgilanmasi olarak 3
farkli sekilde degerlendirilebilir. Aktive olan T hiicreler aktivasyonun erken
donemlerinden baglamak iizere ilizerinde CD154, CD69 ve CD25 gibi belirtecleri
tagimaya baslar. CD40L olarak da bilinen CD154 belirteci 6zellikle erken donemlerde
CD4+ T hiicrelerin ylizeyinde eksprese olur. Bu belirtecin ekspresyonu kisa siireli ve
gecicidir. CD40/CDA40L etkilesimi sonrasinda miyeloid hiicrelerin yiizeyinde CD80,
CD86 ve MHC-II ekspresyonunun arttig1 da bildirilmistir (Grewal, & Flavell, 1998;
Shipkova, & Wieland, 2012 Xu, & Song, 2004). CD25, erken donemlerde T hiicre
yiizeyinde eksprese olmaya baslayan ve uzun siire kalan bir belirtectir. T hiicrelerin
cogalmasi i¢in gerekli en elzem sitokin olan IL-2 reseptorii oldugu icin bu kararh
ekspresyona sahip olan protein, ayrica T diizenleyici hiicreler (regulatory T cell, Treg)
izerinde de bulunur. Treg hiicrelerinde bu belirtece ek olarak FOXP3 ekspresyonu da
gozlenir (Létourneau, Krieg, Pantaleo, & Boyman, 2009) CD69, transmembran C-tipi
lektin protein olup, Treg farklilagmasi, IL-22 sekresyonu, Th17 doniisiimiiniin
engellenmesi gibi fonksiyonlara sahiptir. T hiicrenin aktive olmasi ile yiizeyde
eksprese olmaya baglayan bu protein efektdr T hiicre doniisiimii sonrasinda yiiksek
diizeylerde hiicre yiizeyinde bulunur (Majhi ve ark., 2015). Aktive olan T hiicrelerde

proliferasyon ve sitokin salgilama kapasitesi artig gosterir. Ayrica, bu hiicrelerin ne
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kadar aktive olabildigi ¢ogalma hizi ile de takip edilebilir. Immiin hiicre yanitlarindaki
proliferasyon kapasitesindeki ve hizindaki artis genel olarak immiin sistemi pozitif
yonde desteklerken, her zaman immiin aktivasyona sebep olmaz. CD4+ T hiicre
yanitlarindaki goriilen artig Treg hiicrelerinin cogalmasi ile ilgili 6n veriler saglamakta
olup, FOXP3 ekspresyon diizeylerinin kontrol edilmesi ile bu ¢ikarim dogrulanmalidir
(Abbas, 2021). COVID-19+ ¢ocuklarda 6zellikle, PD-L1 ligandinin hem 1.077g/mL
hem de eritrosit fazinda yiliksek bulunmasi; ko-kiiltiirlerde TGF-beta ve IL-10
diizeylerinin artis gostermesi ve 96. saatte CD4+ T hiicrelerin iizerindeki CD25
belirtecinin yiiksek bulunmasi Treg doniisiimiiniin desteklendigi ile ilgili gorisii

desteklemistir. Ileri ¢aligmalar ile bu dogrulamanin yapilmasi da gerekmektedir.

Calismamizda T hiicre yanitlar1 degerlendirilirken farkli ko-kiiltiir/kiiltiir
stratejileri kullanilmis olup, CD66b+ hiicre alt- gruplarinin fonksiyonel etkileri
degerlendirilmeye ¢alisilmistir. Bu kapsamda kullanilan ko- kiiltiir yontemlerinde 1)
hastlarin PBMC faziin var olan hiicre komposizyonu ile proliferasyonu ii) 1.077
g/mL veya eritrosit fazindan saflastirilan CD66b+ hiicrelerin saglikli PBMC ile ko-
kiiltiire edilerek PBMC proliferasyonu iii) eritrosit fazindan saflastirilan CD66b+
hiicrelerin hem saglikli hem de ayni hastanin PBMC faz1 ile ko-kiiltiirii iv)hastalarin
PBMC fazindan CD66b+ hiicrelerin ¢ikarilmasi ile proliferasyonun karsilagtirilmasi
v)CD66bdim ve CD66b high popiilasyonlarin saflagtirilarak saglikli PBMC ile ko-
kiiltiirii sonucunda CD3+, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerin proliferasyonu ve aktivasyonu
degerlendirilmistir. Eriskin hastalarin  saglikli kontroller ile kiyaslandiginda
beklenildigi sekilde PBMC faz hiicrelerinin ¢ogalma kapasitesinin daha diisiik oldugu
goriildii. Bu kosulda var olan tiim miyeloid hiicre grubu olmasi var olan komposizyonu
ile degerlendirildigi i¢in, hastanin T hiicre yanitlar1 degerlendirildi. Fenotiplendirme
sonuglarindan da elde edilen sonuglara gore oOzellikle eriskin bireylerdeki agir
seyreden hastalarin G-MDSC ve M-MDSC seviyelerinin yiiksek olmasi sebebi ile bu
farkliligin olustugu disiiniilmektedir. Cocuklarda ise, COVID-19+ ve saglikli
cocuklar kiyaslandiginda var olan PBMC proliferasyonu agisindan bir fark goriilmedi.
Bunun sebebinin ise, fenotip sonuglarina dayanarak PBMC fazindaki aktivatdr/immiin
yanit1 destekleyici hiicreler olarak diisiinlilmektedir. Hastalarin sahip oldugu PBMC

hiicrelerine kendi eritrosit fazlarindaki CD66b+ hiicreler eklenerek proliferasyon
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kapasiteleri degerlendirilmistir. Ozellikle, saglikli c¢ocuklardaki eritrosit fazinda
bulunan CD66b+ hiicrelerin baskilama kapasitesini farkli bir sekilde degerlendirilen
bu yontemde, saglikli eriskinlerde PBMC proliferasyonu desteklenirken, kendi PBMC
faz1 ile ko-kiiltiir gergeklestirildiginde bu proliferasyonun diistiigli goriilmiistiir.
Saglikli ¢ocuklarda, PBMC hiicrelerinin tek basina proliferasyonun yiiksek diizeylerde
olup, kendi eritrosit fazi CD66b+ hiicreler eklenince kendi PBMC hiicrelerinin
proliferasyonun diigmesi ama saglikli eriskin bireylerde bu sonucun goriilmemesi,
PBMC fazlarinda hali hazirda var olan baskilayicit kapasiteye sahip hiicrelerin
bulundugu ve bu hiicrelerin eritrosit fazi CD66b+ hiicrelerde de var oldugu igin,
baskilamanin gerceklestirdigini diistindiirmiistiir. Hem saglikli hem de COVID-19+
cocuklarda CD66bhigh hiicrelerin CD66b total ve CD66b dim e kiyasla T hiicre
yanitlarint daha az uyardigy/baskiladigi goriilmiistiir. Caligmanin  merkezinde
tuttugumuz hiicre alt-grubu G-MDSC benzeri hiicreler oldugu icin, bu hiicrelerin
kiiltiirlerden  ¢ikarildiginda  proliferasyon  degerlendirilerek, immiin yaniti
sekillendirmedeki ©nemi arastirilmistir. Bu hiicrelerin ¢ikarilmasi T hiicrelerin
proliferasyonunu geri kazanmasina sebep olsa da bazi durumlarda fark gériilmemistir.
Hastanin sahip oldugu diger aktivatér ve baskilayict hiicre dagilimmin bu sonuca

sebep oldugu diistiniilmektedir.

Immiin sistem hiicrelerinin inflamasyon bdlgesine ulagmasi igin gerekli
reseptdr komposizyonunun olusmasti, kan damarlarinin akis ve gegirgenliginin artmasi
ve lokositlerin periferik kandan endotele tutunmasi gibi siireclerin gerceklesmesi etkin
bir immiin yanit i¢in oldukga kritiktir. Bu sirada salgilanan sitokin ve kemokinler
immiin yanit yoniiniin sekillenmesini saglar ve bu nedenle oldukca kritiktir (Abbas,
2021). TNF- a, IFN-y, IL-1p, IL- 6 immiin yanit1 aktive edici (pro-inflamatuar); IL-10
ve TGF- B immiin baskilayici (anti- inflamatuar); IL-4 ise Th2-iligkili bagisiklik
yanitlarinda etkindir (Abbas, 2021; Altan-Bonnet, & Mukherjee, 2019). Inflamasyon
alanina ulasan hiicrelerin burada pro-inflamatuar karakter sergilemeleri patogenez
eliminasyonunda oldukca elzem olsa da ayrica doku tamiri ve inflamasyonun
siirlandirilmasi da etkin immiin yanit i¢in gereklidir (Abbas, 2021; Altan- Bonnet, &
Mukherjee, 2019). Notrofiller, periferik kanda en fazla bulunan immiin sistem

hiicreleri olup, inflamasyon durumunda farkli olgunlasma diizeylerinde dolagimda,
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inflamasyon alaninda ve hematopoetik organlarda bulunurlar (Galani, & Andreakos,
2015; Reusch ve ark., 2021). Inflamasyon ile beraber salgilanan TNF- o ve IL-1B,
CXCL1 ve CCL2 gibi kemokinlerin artisin1 destekleyerek, notrofil infiltrasyonu ve
gelisimini uyarir. Ayrica, Th17 hiicrelerinden salgilanan IL-17’nin de 16kositlerden
TNF- a, IL-1PB ve IL-6 salgilanmasi ile de notrofiller uyarilmaktadir (Abbas, 2021;
Altan-Bonnet, & Mukherjee, 2019; Selders, Fetz, Radic, & Bowlin, 2017).
Inflamasyon akut ve kronik olmak iizere temelde iki fazda incelenmektedir. Akut
inflamasyon, enfeksiyonlara kars1 yanittaki ilk basamagi kapsamakta olup, hizla
verilen ilk yanitlari igerir. Kronik inflamasyon ise, enfeksiyonun elimine edilemedigi
veya smirlandirilamadigr  kosullarda meydana gelen yanitlart igerir. Kronik
inflamasyon daha baskilayici bir immiin yanit profilini, anjiyogenezi ve doku yeniden
sekillendirilme siireclerini icerir (Abbas, 2021). Immiin yanitin baslamasi ve
sonlandirilmasi hem dogustan hem de adaptif immiin sistemin i¢ice gegen karmagik
stirecleri ile sekillenir. IL-1, IL-12, TNF-a ve IFN- y gibi gii¢lii pro-inflamatuar
sitokinler anti-inflamatuar siire¢leri baglatmakta ve negatif geri bildirme
yapmaktadirlar. Bu sitokinler, IL-10 salinimini uyararak, IL-12 saliniminin
engellenmesi, ko-aktivator molekiil ve  HLA-DR ekspresyonunun azalmasi, ko-
inhibitdr molekiil ekspresyonun arttirilmasi, TGF- B sentezinin desteklenmesi gibi

immiin baskilayicr siiregleri sekillendirirler (Medzhitov, 2008).

Calismamizda kullandigimiz akim sitometri temelli sitokin tarama kiti ile genel
bir immiin yanit profili incelenmek istenmistir. Gergeklestirilen ko-kiiltiirlerler
saflastirilan graniilositik hiicrelerin PBMC hiicreleri ile etkilesimi sonucunda ortaya
cikan genel profil degerlendirilerek, immiin yanitin yoniin proliferasyon ve aktivasyon
belirtecleri de géz onilinde bulundurularak degerlendirilmeye calisilmigtir. Saglikli
cocuklarin 1.077 ve eritrosit fazinda bulunan CD66b+ hiicrelerin IL-4 {iretimini
saglikli erigkinlere gore yaklasik 5.5 kat daha fazla uyardig1 goriilmiistiir. Bu sonug,
ozellikle eritrosit fazinda bulunan hiicrelerin 1.077 fazindaki CD66b+ hiicrelere gore
Th2 yanit1 daha iyi sekillendirdigini diistindiirmektedir. IL-2 seviyelerine bakildiginda
tim gruplara gore en az saglikli cocuklarin bu sitokin {iretimini destekledigi
goriilmiistiir. Saglikli ¢ocuklarin eritrosit fazinda bulunan CD66b+ hiicrelerin 1L-4

sitokin sekresyonunu giiglii bir sekilde uyarmalarinin yani sira, IL-1 8, CCL2 ve TNF-
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a iretimini de desteklemektedir. IL-1 B ve TNF- a artisina paralel olarak CCL2
kemokinin artisi ve beklenildigi sekilde CXCL8’in de bu hiicre grubu ile
indiiklenmesi, sagliklt ¢ocuklarin eritrosit fazindaki CD66b+ hiicrelerin de immiin
baskilama yapabilecegini diislindiirmiistiir. Sagliklt ¢ocuklardaki 1.077g/mL ficoll
faz1 ve eritrosit faz1 CD66b+ pozitif hiicrelerin benzer derecede T hiicre yanitlarin
uyarmasinin da bu hiicrelerin ayni derecede T hiicre yanitlarini sinirlayabileceginden

kaynaklanabilmektedir.

Caligmamizda, elde edilen veriler neticesinde, hipotezde 6ne siiriilen dengeli
immiin yanmt iyi klinik seyir ile iliskilidir yaklasimi dogrulanmigtir. T hiicre
yanitlarinin aktivator hiicre gruplar ile desteklenirken, kontrollii olarak baskilayici/az
uyaricl veya erken olgunlagma basamaginda olup, inflmasyon ile hizlica hem pro-
inflamatuar hem anti- inflamatuar hiicreleri verecek onciil hiicrelerin de ortaya ¢ikisi,
kontrollii immiin yanit1 saglamaktadir. Bu tez ¢alismasinda 6zellikle CD66b+ hiicre
alt-gruplarinin  fenotipik ve fonksiyonel farkliliklari COVID-19 patolojisinde

incelenmis olup, yeni bilgi ve mekanizmlar onerilmeye ¢aligilmistir.
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ACE2
ALT
AST
AZU1
Ba

BM

BPI
C/EBP
CFU-E
c-KIT
CLP
CMP
CoV
COVID-19
CXCR2
CXCR4
E-MDSC
E

ER
FcyRII
FeyRIII
F-MDSC
GATAl
G-CSF
G-CSFR
GFI1
GM-CSF

GM-CSF-Ra

G-MDSC

7. SIMGELER VE KISALTMALAR

Anjiyotensin donistiiriicli enzim 2

Alanin aminotransferaz

Aspartat aminotransferaz

Azurodinl

Dengeli

Kemik iligi

Gegirgenlik artirict protein

CCAAT/enhancer baglanma proteini

Koloni olusturan birim-eritroid onciilil

Trozin kinaz reseptorii

Ortak lenfoid 6nciilii

Ortak miyeloid onciilii

Koronaviriis

Koronaviriis hastaligi, 2019

Kemokin reseptor 2

Kemokin reseptor 4

Erken evre- miyeloid kokenli baskilayict hiicre
Zarf proteini

Endoplazmik retikulum

Fc reseptor 11

Fc reseptor 111

Fibroblastik miyeloid kdkenli baskilayici hiicre
GATA-baglayici protein 1

Graniilosit koloni uyarici faktor

Graniilosit koloni uyarici faktor reseptorii
Biiytime faktoriinden bagimsiz 1 transkripsiyon baskilayicist
Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor
Graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor reseptor a

Graniilositik- miyeloid kokenli baskilayict hiicre
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GMP Graniilosit-makrofaj onciilii

hCAP-18 Insan katyonik antimikrobiyal protein 18

HCoV Insan koronaviriisii

HSC Hematopoetik kok hiicre

IFNy Interferon gamma

Ig Immiinoglobiilin G

IL Interldkin

INOS Indiiklenebilir nitrik oksit sentaz

IRF8 Interferon diizenleyici faktér 8

ISF Interferon ile uyarilan gen

LTF Laktoferrin

LT-HSC Uzun 0miirlii hematopoetik kok hiicre

Ly-Bi Lenfoid egilimli

M Membran proteini

M-CSF Makrofaj koloni uyarici faktor

MDP Makrofaj dendritik hiicre onciili

MDSC Miyeloid kokenli baskilayici hiicre

MEP Megakaryosit-eritroid onciil hiicre

MERS-CoV Orta Dogu solunum sendromu ile iliskili koronaviriis

MkP Megakaryosit kararli 6nciil

M- MDSC Monositik- miyeloid kokenli baskilayici hiicre

MPO Miyeloperoksidaz

MPP Multipotent dnciil hiicre

MPP1 Multipotent dnciil hiicre

MPP2 Multipotent dnciil hiicre

MPP3 Multipotent dnciil hiicre

MPP4 Multipotent dnciil hiicre

My-Bi Miyeloid egilimli

N Niikleokapsid proteini

NET Notrofil hiicre dis1 tuzaklar

NGAL Notrofil jelatinaz ile iliskili likopalin

NK Dogal 6ldiiriicii hiicre

NKG2A Oldiiriicii hiicre lektin benzeri reseptdr alt ailesi C iiye 1
reseptoru
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NO

ORF
PAMP
PD1

PCR

PR3

Pre GM
Pre-MegE
pre-Neu
pro-Neu
PRR

pp

RBD
RNA
ROS
RUNX1

S
SARS-CoV
SCA1
SCF
SLAM
ST-HSC
TGF-p
TIM3
TMPRSS2
Treg
VEGF
WHO
v-GT

Nitrik oksit

Ac¢ik okuma gergevesi

Patojen ile iligkili molekiiler kaliplar
Programlanmis 6liim proteini 1

Polimeraz zincir reaksiyonu

Proteinaz 3

pre graniilosit monosit hiicre

pre megakoryosit ve eritroid hiicre
pre-notrofil

pro-notrofil

Pattern tanima reseptorleri

Polipeptid

Reseptdr baglayici bolge

Riboniikleik asit

Reaktif oksijen tiirleri

Runt iligkili tranksripsiyon faktorii 1

Spike proteini

Agir akut solunum yolu yetersizligi sendromu
Kok hiicre antijeni 1

Kok hiicre faktori

Sinyal veren lenfosit aktivasyon molekiilleri
Kisa dmiirlii hematopoetik kok hiicre
Doniistiiriicti bliylime faktorii B

T hiicre immiinoglobiilin bdlgesi ve miisin bolgesi 3
Transmembran proteazi serin 2

Diizenleyici T hiicre

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

Diinya saglik orgiitii

y glutamin transferaz
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8. EKLER

Sekil 8.1 Etik kurul karar formu (Sayfa 1)
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EK2

Sekil 8.2 Etik kurul karar formu (Sayfa 2)
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9. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca destegini her zaman iizerimde hissettigim, gerek
bilimsel bilgi birikimi gerekse hayat tecriibesi ile her zaman bana yol gosterici olan,
immiinoloji hayatimin bu ilk asamasinda kendimi sansli hissettiren, 6grencisi
olmaktan biiylik onur ve kivang duydugum danigsmanim Sayin Prof. Dr. H. Barbaros
ORAL’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Immiinoloji seriivenimde beni nétrofillerle tanistiran, tez konumun belirlenmesinde,
hayata ge¢cmesinde bilgi birikimi ile yol gosteren, maddi ve manevi tiim destegini
esirgemeyen, akademik yasamim boyunca her zaman 6rnek alacagim ve Ogrencisi
olmaktan gurur duydugum Sayin Dr. Ogr. Uyesi Digdem YOYEN ERMIS’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Immiinoloji Anabilim Dali Ogretim iiyelerimizden Sayin Prof. Dr. Ferah BUDAK a
akademik hayatimdaki katkilarindan dolay1 tesekkiir ederim.

Tez g¢alismam boyunca gece giindiiz demeden benimle calisan, desteklerini hicbir
zaman unutmayacagim sevgili arkadaslarrm Onur ETGU ile Mehmet KARACAY a
ve tiim Immiinoloji Anabilim Dali’ndaki arkadaslarima sonsuz tesekkiir ederim.

Bana her zaman giivendigini bildigim, sol yanimdan hi¢ ayirmadigim, bu tezi en ¢cok
gormesini istedigim ve bu tezi biiyiik bir gururla ona ithaf ettigim canim babam Yahya
DOMBAZ’a sonsuz tesekkiir ederim.

Bu giinlere gelmemde sevgisini, emegini, giivenini eksik etmeyen, tek basina tiim
zorluklar1 go6giisleyen, basarimin en biiyiik destek¢isi canim annem Sultan
DOMBAZ’a sonsuz tesekkiir ederim.

Her kosulda desteklerini, sevgilerini, giivenlerini esirgemeyen canim ablam Duygu
CAKMAK ve canim abim Yahya DOMBAZ ile ailemizin nese kaynaklart Ekim ve
Toprak’a sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatimin her alaninda yanimda oldugu gibi bu akademik yolculugumda da sevgisini,
giivenini, destegini hep yanimda hissettigim camim sevgilim Bilal OZBEY e sonsuz
tesekkiir ederim.

Tez ¢alismamda maddi katkida bulunan TUBITAKa (Proje No:120S653 Proje Adz:
“COVID-19 Pozitif Hastalarda Miyeloid Hiicre Alt-gruplarindaki Degisimlerin
Efektif Anti-viral immiin Yanit Uzerine Etkileri ve Biyobelirte¢ Olarak Kullanimi™)
sonsuz tesekkiir ederim.

Fatma DOMBAZ
01/01/2022
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