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(077

Insandan insana bulasan ve atipik pndmoni salginyla iliskili yeni bir giddetli akut solunum
sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2), Cin'in Wuhan gehrinde ortaya ¢ikmistir. Yarasalar,
SARS-CoV, MERS-CoV ve COVID-19 icin birincil rezervuar olsa da, SARS-CoV’nin,
Cin'deki misk kedilerinden, MERS-CoV’nin, Orta Dogu'daki develerden, COVID-19’un
yarasadan insana pangolin (pullu karincayiyen) araciligiyla bulagmis olabilecegi ortaya
¢ikmustir. Epidemiyolojik salginlara yol agan koronaviriis ailesine ve betakoronaviriis
cinsine ait {ig insan koronaviriisii (SARS-CoV, MERS-CoV ve SARS-CoV-2) yaklagik 32 Kb
uzunlugunda pozitif anlamli tek iplikli RNA's1 olan zarfli viriislerden olup enfeksiyonla iligkili
yiiksek mortalite oranlariyla proenflamatuar yanitlarin patogenezinde rol oynamaktadirlar.
2019-nCoV genomu, yarasa SARS benzeri CoVZXC21 ile % 89 ve insan SARS-CoV'siyle %
82 niikleotid benzerligine sahiptir. Orfla/b, spike, zarf, membran ve niikleoproteinlerinin
filogenetik agaglar1 yarasa, misk kedisi ve insan SARS koronaviriislerininkiyle yakindan
iligkilidir. Anjiyotensin-I dontstiirticti enzim 2 (ACE2), siddetli akut solunum sendromu
koronaviriisiiniin reseptortidiir. Viral protein ve ACE2 reseptorti arasindaki etkilesim,
replikasyon doéngiisiinde 6nemli bir adimdir. Bu derlemenin amaci SARS ve MERS ile
karsilagtirldiginda COVID-19 akut solunum yolu hastaligina neden olan SARS-CoV-2
virtistiniin molekiler yapis1 ve genetik oOzellikleriyle hastaligin klinik etkilerini ortaya
koymaktir. COVID-19’un spesifik molekiiler detaylarinin agikliga kavusturulmasi, tedavi
hedeflerine ulagilmasinda yol gosterici olacaktir. Boylelikle COVID-19 igin molekiiler
genetik yontemlerin gelistirilmesi gelecekte viriise kars1 kontrol 6nlemlerimizi arttiracaktir.
Anahtar Kelimeler: COVID-19, yeni koronaviriis, ACE2, spike protein

ABSTRACT

SARS-CoV-2, transmitted from person to person and associated with the outbreak of
atypical pneumonia, first emerged in Wuhan, China. Although bats, SARS-CoV and
MERS-CoV are the primary reservoirs for COVID-19, it turns out that SARS-CoV may
have been transmitted from the civet in China, MERS-CoV from camels in the Middle
East, and COVID-19 from the bat to humans via the pangolin (scaly anteater). SARS-CoV,
MERS-CoV and SARS-CoV-2 are coronaviruses belonging to the Coronaviridae family
and Betacoronavirus genus, which cause epidemiological outbreaks, are enveloped viruses
with approximately 32 Kb long positive sense, ssRNA, and play a role in the pathogenesis
of proinflammatory responses with high mortality rates associated with infection. The
2019-nCoV genome has 89% nucleotide identity with bat SARS-like CoVZXC21 and 82%
with human SARS-CoV. ACE2 is the receptor of this severe acute respiratory syndrome
coronavirus. The aim of this review is to reveal the molecular structure and genetic features
of the SARS-CoV-2 virus and the clinical effects of the disease, which causes COVID-19
acute respiratory disease, and to compare it to SARS and MERS. Clarifying the specific
molecular details of COVID-19 will guide researchers to the discovery of its treatment.
Thus, the development of the molecular genetic methods for COVID-19 will increase our
control measures against the virus in the future.
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Yeni Koronaviriisiin (Covid-19) Molekiiler Yapisi ve Genomik Karakterizasyonu

GIRIS

2019 yeni koronaviriisiiniin (2019-nCoV olarak
da adlandirilan siddetli akut solunum sendromu ko-
ronaviriis 2 (SARS-CoV-2)) neden oldugu pnémoni
yakin zamanda Cin’'in Wuhan sehrinde ortaya ¢ikmis
ve COVID-19 olarak adlandirilmistir. Hastaligin ya-
yilmasiyla, Cin'in diger bolgelerinde de benzer vaka-
larin oldugu dogrulanmistir. 30 Aralik 2019'da Diin-
ya Saglik Orgiitii, olayin yeni koronaviriis
enfeksiyonlar tarafindan kiiresel sagliga biiytik bir
tehdit tegkil ettigini belirterek Uluslararast Onemi
Haiz Halk Saglig1 Acil Durumu olusturuldugunu
agiklamustir (1). Koronaviriisler son yirmi yilda iki
biiyiik pandemiye, SARS ve Orta Dogu solunum
sendromuna (MERS) neden olmustur (2). 2019-nCoV,
SARS-CoV ve MERS-CoV’yi igeren koronaviriis ai-
lesinin betakoronaviriis cinsinin B soyuna aittir. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalarda, ates, 6ksiiriik, mi-
yalji veya yorgunlugun yaygin semptomlar oldugu
ve balgam {iretimi, bas agrisi, hemoptizi ve ishalin
daha az yaygin semptomlar oldugu bildirilmistir (3).

SARS-CoV ve MERS-CoV arasinda epidemiyo-
lojik ve klinik 6zelliklerde benzerlikler ve farkliliklar
bulunmaktadir. SARS-CoV ve MERS-CoV viriisle-
rinin her ikisi de pozitif sarmalli RNA betakorona-
viriislerdir. Yarasalardan izole edilen SARS-CoV ve
MERS-CoV’nin sira homolojisi insanlardan veya
misk kedisi izolatlarindan elde edilen izolatlarla or-
taktir bu durum yarasalarin rezervuar oldugunu
gostermektedir (4).

Viral genom, ¢oklu gen iiriinlerini eksprese eden
bir dizi i¢ ige gecmis subgenomik RNAy1 kodlar. In-
san Anjiyotensin dondistiiriicii enzim 2 (ACE2) ve
CD209L, SARS-CoV icin hiicresel reseptorler olarak
tanimlanmigtir. ACE2 baskin reseptor olup CD209L,
S proteini i¢in ¢ok daha diisiik bir afiniteye sahiptir.
MERS-CoV igin hiicre ylizeyi reseptorii, CD26 olarak
da bilinen insan dipeptid peptidaz 4’tiir (hDPP4) (5).
COVID-191u hastalarin hem klinik hem de epide-
miyolojik 6zellikleri, SARS-CoV-2 enfeksiyonunun,
SARS-CoV’ye biiyiik 6l¢iide benzeyen klinik bulgu-
larla giddetli solunum hastalig1 kiimelerine yol aga-
bilecegi ve yogun bakim iinitesinin kabuliine ve yiik-
sek mortaliteye neden oldugunu gostermektedir (6).

Koronaviriisler 60 nm ila 140 nm ¢apinda degisen
pozitif yiklii RNA virisleridir ve ylizeyindeki spike
benzeri ¢ikintilar elektron mikroskobu altinda ta¢
benzeri bir gériiniim vermektedir bu yiizden korona-
virus olarak adlandirilmaktadirlar. HKU1, NL63, 229E
ve OC43 seklinde isimlendirilen dort ayr1 koronaviriis,
insanlarin dolasim sisteminde yer alarak genellikle
hafif solunum yolu hastaligina neden olur (7). SARS-
CoV-2'nin SARS-CoV ile % 75 ila % 80 ayn1 genom
dizisine sahip oldugu ve birkag yarasa CoV ile daha
fazla benzerlik tasidig: ortaya konmustur (6).

1. SARS-CoV-2 GENOMIK OZEL-
LIKLERI

Yeni koronaviriisiin tam genomik uzunlugu 29891
ila 29903 nuikleotidten olusmaktadir. Elde edilen tiim
viral genom dizileri, % 99.98den fazla dizi benzerligi
gostermektedir. SARS-CoV-2, SARS-CoV ile % 79
niikleotit dizi benzerligi ve MERS-CoV ile de yaklagik
%50 civarinda bir dizi benzerligine sahiptir. SARS-
CoV-2’nin ORFlabdaki korunmus yedi replikaz do-
maini, SARS-CoV ile % 94,6 oraninda benzerdir bu
durum bu viriislerin aymi tiire ait oldugu anlamina
gelmektedir (8). ACE2, membrana bagli aminopep-
tidazdir. ACE2 enziminin, kardiyovaskiiler ve bagi-
siklik sistemlerini etkilemede fizyolojik agidan 6nem-
li iki farkli mekanizma ile rol oynadig: tespit
edilmistir. ACE2, anjiyotensin 1de dahil vazodilator
peptitlerin tretimini katalize eder ve anjiyotensin
IT'nin giiglii vazokonstriktor etkilerinin dengelenme-
sinden sorumludur. ACE2’nin SARS’a neden olan
koronaviriis i¢in fonksiyonel bir reseptor oldugu be-
lirlenmigtir. SARS’1n temel nedeni olan koronaviriis
(SARS-CoV), ektoenzime baglandiginda membran
tiizyonuyla pulmoner endotel hiicrelerine girer. Bu
etkilesime SARS-CoV spike proteini aracilik eder (9).
COVID19’un hiicreye girisinin tamamlamast igin,
spike proteininin TMPRSS2 adi verilen bir proteaz
tarafindan hazirlanmasi s6z konusudur. Viriis resep-
toriiniin hiicresel liganda baglamasi icin ACE2 enzi-
mi, viriisiin aktivasyonu i¢inse TMPRSS2 proteazi
gerekmektedir. (Sekil 1). 2019-nCoV, konakei hiicre-
ye girip katlanarak viriis RNA genomu kopyalanir ve
ardindan translasyona ugrar. 2019-nCoV genom rep-
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Sekil 1. COVID-19 ve SARS-CoV'nin spike proteini, viriis
aktivasyonu icin hiicresel baglanma faktorit ACE2 ve
hiicresel proteaz TMPRSS2'yi kullanir (10)

likasyonu ve transkripsiyon asamalari, 20 kb replikaz
geni tarafindan kodlanan viral replikatin aracilik et-
tigi siirekli ve stireksiz RNA sentezini icermektedir
(10). Tam uzunluktaki ACE2, bir N terminal PD ve
tek bir transmembran heliks ile biten bir C-terminal
kollektrin benzeri alandan (CLD) ve ~40 reziduluk
hiicre i¢i segmentten olusur. ACE2-B°AT1 komplek-
si, ACE2’nin homodimerizasyonuna aracilik eden
kollektrin benzeri alanla birlikte heterodimerlerin bir
dimeri olarak bir araya gelmektedir (Sekil 2) (11).

r Sitazolik bélge

Sekil 2. ACE2-B°AT1 kompleksinin atomik modeli.
Glikozilasyon bolgeleri gubuklar seklinde gosterilmistir (11)

Koronaviriisler genomlarindaki bes yapisal pro-
teinleri kodlar. Bunlar Spike (S), Membran (M), Zarf
(E) glikoproteinleri, Hemagglutinin Esteraz (HE) ve
Niikleokapsid (N) proteinidir (Sekil 3) (12). Zarf
glikoproteinleri ve N proteini tiim virionlarda olmak-
la birlikte HE proteinleri yalnizca beta koronaviriis-

HE

Sekil 3. Koronaviriis virion yapisi yapisal proteinlerle
gosterilmistir. N: Nitkleokapsid proteini; S: Spike proteini,
M: Membran proteini, HE:Hemagglutinin-Esteraz E: Zarf
proteini (12)

lerde bulunmaktadir (13). S Glikoproteinler virionun
disinda bulunur ve viriona tipik bir sekil verir. M
proteinleri Golgi cihazinda glikozillenir (14). M pro-
teininde meydana gelen modifikasyon, virionun
hiicreye kaynagmasi ve proteinin antijenik hale geti-
rilmesi i¢in gereklidir. M proteini, hiicrede virionla-
rin yenilenmesinde 6nemli rol oynar (15). E prote-
inleri, hiicre igindeki virionlarin birlestirilmesinde
ve morfogenezinde fonksiyon gostermektedirler (16).
N proteinleri, helikse baglanabilen ve viral genomik
RNAnin esnek yapisina sahip olan fosfoproteinler
olup virion yapisi, koronaviriislerin replikasyonu ve
transkripsiyonunda kritik bir etkiye sahiptir (17).

SARS-CoV-2'nin genom boyutu 29.8 kb ila 29.9
kb arasinda degisiklik gostermektedir. Genomun 5
ucunun tigte ikisinden fazlasi orflab kodlayan orflab
poliproteinlerini icermekle birlikte 3’ucunun iigte
biri S, E, M ve N proteinlerini igeren yapisal prote-
inleri kodlayan genlerden olusmaktadir. SARS-CoV-2
genomu, ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b ve ORF8
genleri tarafindan kodlanan 6 yardimei proteine sa-
hiptir (Sekil 4) (18).

2. SARS-CoV ILE KARSILASTI-
RILDIGINDA 2019-nCoV’NIN GENEL
SEKANS OZELLiKLERI

Yapilan ¢aligmalarda, SARS-CoV-2 amino asit
seviyesinde SARS-CoV ile karsilastirildiginda, SARS-
CoV-2nin SARS CoV ile olduk¢a benzer oldugu
bulunmugtur ancak 8a, 8b ve 3b proteinlerinde bazi
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SARS-CoV-2 Tiim Genom (29903 niikleotid)

ORF10

orflab geni ORESS orrea/ ORF7a  Arern/ORes
genl geni ' geni geni geni / genif geni geni geni .

Kodlayici . Kodlayici
olmayan 21290 nt 3822 nt 828 nt 228nt/ 669 nt /186nt/ 366 nt A32nt/193 n 908 nt i olmayan
dizi dizi
265 nt 229 nt
orf:'lab . Yu.zey o ORFS? Zarf  |Membran |orrs | ORF7a orr7b| ORF8 | Niikleokapsid | orr10
Poliprotein Glikoprotein Protein inlaii in [orotein| protein  [proteiq protein| Fosfoprotein | protein

Sekil 4. SARS-CoV-2 genomunun yapisi (18)

onemli farkliliklar tespit edilmigtir. Tim genom te-
melli dizi analizi, SARS CoV-2'nin SARS benzeri bat
CoV’lere SARS CoV’lerden daha yakin oldugunu
gostermektedir. Tim genom seviyesinde, SARS-
CoV-2, SARS-CoV (%70) ve MERS-CoV (%50)e
genetik olarak daha az benzemekle birlikte Bat-SL-Co-
VZXC2 ile % 87.23 dizi benzerligi ve bat-SL-CoV-
ZC45 ile % 87.99 dizi benzerligini paylasir. Protein
diizeyinde, SARS-CoV-2 ile bat-SL-CoVZC45 ve
bat-SL-CoVZXC21 tarafindan kodlanan proteinlerin
¢ogunun uzunluklar: sadece birkag mindr insersiyon
ve delesyonla birlikte benzerlik tagimaktadir (19).
Spike glikoprotein, koronaviriislerin yiizeyinde
sivri uclar olusturarak viriislerin konaker1 hiicrelere
girmesinden sorumludur. Spike glikoprotein molekii-
lindeki resept6r baglanma alani (RBD), konakg1 hiic-
relerin yiizeyindeki reseptérleri dogrudan baglar. 2019-
nCoV genomik dizisine GenBank veritabanindan
(MN908947.3) erismek miimkiindiir. DNA ve prote-

SARS 323 94
SARSv 323 8
Misk kedisi 323 @

Yarasa 324
nCoV 336 @
SARS 413 |38
SARSV LYEJPDDE
Misk kedisi 413 i8]
Yarasa 414 139}
nCoV 426 2]

ilmek 1 Tabaka 5

in dizileri BLAST programuyla karsilagtirilmaktadir.
Spike glikoproteininin ve bu glikoproteinin RBD’sinin
tim genomu ve kodlama bolgesi i¢in kapsama yiizde-
si ve dizi benzerlik yiizdesi i¢in veriler belirlenmistir
(Tablo 1). 2019-nCoV’un en yakin homologu,
%99/%87.99 dizi benzerligi ile yarasadan (MG772933.1)
izole edilmis SARS benzeri koronaviristiir (20).
GenBank erisim numaralari, SARS i¢in AY274119,
SARSv i¢in AY525636, misk kedisi icin AY304486,
yarasa i¢in AGZ48806.1 ve 2019-nCoV i¢in
MN908947.3diir. SARS-CoV RBD’sinde ACE2 ile
etkilesen amino asit kalintilar1 ve diger virtislerde
korunmus olanlar kirmizi ile vurgulanmistir. Major
ikincil yapilarin alt1 ¢izilmistir (p-tabakast igin ¢ift
alt ¢izgi). 2019-nCoV'deki major degismis amino
asitler yesil renkle gosterilmistir. Distlfir baglari
olusturan sistein kalintilar1 ve N-bagli glikozilasyon

bolgeleri, sirasiyla sar1 ve camgobegi renkleriyle isa-
retlenmistir (Sekil 5) (20).

ilmek 2 Tabaka 6 ilmek 3

Sekil 5. Yakin iligkili bes koronaviriisten spike glikoproteininin RBD'si i¢in amino asit dizi siralamasi (20)
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Tablo 1. Koronaviriislerle yakindan iliskili 2019-nCoV’iin niikleotid dizilerindeki benzerlik (20)

Tanim Erisim numarasi Tiim viriis Spike glikoprotein RBD

$ kapsami/benzerlik kapsami/benzerlik kapsami/benzerlik
Yarasa SARS benzeri
koronavirtis izolat1 MG772933.1 %99/%87.99 %94/%83.45 %57/%75.52
bat-SL-CoVZC45
Yarasa SARS benzeri
koronavirtis izolat1 KY417146.1 9%99/%80.70 %97/%74.4 %100/%72.71
Rs4231
Rhinolophus affinis
koronavirus izolat1 KF569996.1 %98/%80.60 %94/%75.53 %100/%72.29
LYRall
Yarasa SARS benzeri KC881006.1 9%99/%80.67 %95/%75.16 9%100/%74.18
koronavirtis Rs3367
Yarasa SARS benzeri
koronaviriis izolat1 KY417152.1 %99/%80.66 %94/%74.85 %100/%73.44
Rs9401
Yarasa SARS benzeri 0/.00/0 005 /0, o o
Koronaviriis RsSSHCO14 KC881005.1 %99/%80.57 %95/%74.88 %100/%72.89
Yarasa SARS benzeri
koronavirtis izolat1 MG772934.1 %98/%87.23 %92/%83.20 %55/%73.79
bat-SL-CoVZXC21
%g_Rg koronaviriis AY395003.1 9%98/%80.30 9%97/%74.56 9%100/73.63
SARS koronaviriis AY572038.1 %98/%80.21 %97/%74.5 %100/%73.21
civet020

3. COVID 19 TANISINDA MOLEKU-
LER YONTEMLER

3.1. Viriis izolasyonu ve Niikleik asit
ekstraksiyonu

Viriis izolasyonu i¢in, hastalardan alinan bron-
koalveoler lavaj sivilar1 veya nazofaringeal bolgenin
apikal yiizeyleri yoluyla hava yolu epiteli (HAE)
hiicreleri kullanilmaktadir. HAE hiicreleri, 37 °Cde
inkiibe edilen bir hava-sivi arayiiziinde tutulmak-
tadir. Hicreler, 151k mikroskopisi ile sitopatik etki-
ler agisindan giinliik olarak izlenerek hiicre iist
fazlari, kantitatif RT-PCR yonteminde kullanilmak
tizere toplanmaktadir (21). RNA, Niikleik Asit Pii-
rifikasyon Sistemiyle hasta drneklerinden ve viral
RNA mini kiti ile hiicre kiilttirii tist fazlarindan eks-
trakte edilir (22).

Niikleik asit ekstraksiyonu i¢in kullanilan érnek-
lerin hacmi ve eliisyon hacmi, 6rnek tipine ve érne-
gin mevcut miktarina baglidir. Genel olarak, her bir
solunum yolu 6rnegi, idrar 6rnegi, rektal siirtintii ve
diskidan 250 pl, 55 pl'lik bir eliisyon hacmi ile her bir
plazma drneginin 100 plsi, 25 pl'lik bir eliisyon hac-

miyle ekstraksiyona tabi tutulur. Ekstraktlar kullani-
lana kadar -80°C'de saklanir (23).

3.2. Primerler ve Problar

SARS-CoV-2"nin farkli gen bolgelerini (RdRp / he-
likaz [Hel], spike [S] ve N) hedefleyen primer ve prob
setleri tasarlanir. SARS-CoV-2'ye spesifik olan probla-
rin belirlenmesinde, BLASTn analiziyle yanlis pozitif
test sonuglarina yol acabilecek insan, diger insan-pa-
tojenik koronaviriisler veya mikrobiyal genlerle homo-

lojilerinin olmadigindan emin olunmalidir (23).

3.3. Gercek zamanhi-PCR (RT-PCR)

Gergek zamanli-ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR), tan1 virolojisinde yay-
gin olarak kullanilmaktadir. Akut solunum yolu
enfeksiyonunda, RT-PCR rutin olarak solunum
sekresyonlarindan kaynaklanan virtisleri tespit
etmek i¢in kullanilir. Yapilan testlerde, 6rnekler-
deki viral RNA konsantrasyonu, gercek zamanli
RT-PCR’ler ve viral yitkiin mutlak 6l¢iimi i¢in
tasarlanmis in vitro transkripsiyonlu RNA stan-
dartlariyla belirlenmektedir (22).
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RT-PCR, erken enfeksiyonu teshis etmemize
yardimc1 olmak igin yeterli hassasiyete sahiptir. Ger-
¢ek zamanli RT-PCR testi ile ilgili 6nemli bir sorun,
yanlis negatif ve yanlis pozitif sonuglar ortaya ¢i1-
karma riskidir. COVID-19’un tipik klinik 6zellik-
lerine ve 6zdes spesifik bilgisayarli tomografi go-
riintiilerine sahip bir¢cok siipheli vakanin teshis
edilmedigi bildirilmistir. Bu ylizden, negatif bir
sonu¢ COVID-19 enfeksiyonu olasiligini dislamaz
ve tedavi veya hasta yonetimi kararlari i¢in tek kri-
ter olarak kullanilmamalidir (24).

Gergek zamanli RT-PCR ve klinik 6zelliklerin
kombinasyonu, SARS-CoV-2 salgininin yonetimini
kolaylastirdig1 goriilmektedir. Farkli gen bolgeleri
i¢in primerler kullanilan RT-PCR sonuglarinin, viral
RNA dizilerinin varyasyonundan etkilenebilecegi iyi
bilinmektedir. SARS-CoV-2 genomundaki primer ve
prob hedef bolgelerindeki mutasyonlar nedeniyle
yanlis negatif sonuglar ortaya ¢ikabilir. Hastalik Kont-
rol ve Onleme Merkezleri, yanlis pozitif sonug olasi-
ligin1 en aza indirmek i¢in SARS-CoV-2 Gergek
Zamanli RT-PCR Teshis Paneli tasarlamigtir (24).

Uretici protokoliine gére COVID-19 niikleik asit
saptama kiti kullanilarak SARS-CoV-2 RT-PCR ger-
ceklestirilir. Spesifik olarak, agik okuma gergevesi lab
(ORF1ab) ve niikleokapsid protein (N) dahil olmak
tizere iki hedef gen, gergek zamanlh RT-PCR yonte-
miyle test edilir. Iki ardigik negatif sonug elde edilir-
se, semptomlarin baglamasi ile ilk negatif RT-PCR
test sonucunun tarihi arasindaki siire viral niikleik
asit doniisiim stiresi olarak tanimlanmaktadir (25).

Pfefferle S ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢a-
lismada, E genini hedefleyen custom yapimu bir pri-
mer / prob seti, otomatik sistemde kullanim i¢in
optimize edilmistir. Kullanilan her iki primer de,
primer dimerlerin olusumunu 6nlemek i¢in sondan
bir 6nceki bazlarindan 2’-O-metil bazlar1 ile modi-
fiye edilmistir. Master karisim (Mmx) kaseti (96 test
i¢in) 84 pL forward primer (400 nM, 5"-ACAGGTA-
CGTTAATAGTTAATAGCmGT-3"), 84 pL reverse
primer (400 nM, 5" ATATTGCAGCAGTACGCA-
CAmCA-3") ve 10,5 uL prob (50 nM, 5 '-Fam-ACA-
CTAGCC/ZEN/ATCCTTACTGCGCTTCG-Iowa
Black FQ-3’) ile 182 uL su ve 5,640 ul Mmx2 karigimi
birlestirilerek hazirlanmistir. Cobas Omni Utility
Channel yazilimindaki (Roche, Los Gatos, ABD)
cihaz ayarlar1 ve RT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilan
sicaklik profili Tablo 2'de 6zetlenmistir (26).

3.4. SARS-CoV-2’iin Tam Genom Analizi

SARS-CoV-2’nin tam genom dizi analizi, betako-
ronaviriise ait oldugunu ancak ge¢miste salginlara
neden olan SARS-CoV ve MERS-CoV'den farkli ol-
dugunu ortaya koymustur. SARS-CoV-2, Bat_SARS
benzeri koronaviriis ile birlikte sarbecovirtisiin alt
cinsinde farkl: bir soy olusturmaktadir. SARS-CoV-
2’nin bir mozaik olmadigini ve Yiinnan Eyaletinden
yarasalarda tespit edilen BatCoV RaTG13 ile yakin-
dan iliskili oldugu gosterilmistir. 2019-nCoV ve
RaTG13 arasindaki genetik benzerlik seviyeleri,
RaTG13’tin insanlarda salgina neden olan tam var-
yant1 saglamadigini, ancak 2019-nCoV’nin yarasa-

Tablo 2. SARS-CoV-2 PCR déngii kosullar: ve ¢alisma sablonu olusturmak igin kullanilan Utility Channel yazilim ayarlari

(26)
Ornek tipi Alkol bazli siiriintii (400 pL giris)
Kanallar 1 2:SARS-CoV-2 E-geni 3 4 IC
RFI NA 15 NA NA Onceden

tanimlanmig
PCR dongi ko- . .UNG Pre-PCR basamag: 1. 8lgiim 2. 6lgiim Sogutma
sullar inkiibasyonu
Déngii sayis1 1 5 45
Basamak sayist 3 2 2
Sicaklik - 55°C;60°C; 65 °C 95°C;55°C 91°C;58 °C Onceden

Onceden )
Durdurma zamani | tanimlanmus 120s; 360 5;240 s 5s;30s 58258 tanimlanmig
Veri toplama ) Her dongiintin | Her dongiiniin
sonu sonu

IC: i¢ kontrol; NA: uygulanamaz; RFI: nispi floresan artis;; UNG: urasil-DNA N-glikosilaz.
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lardan kaynaklandig1 hipotezinin ¢ok muhtemel
oldugunu gostermektedir. 2019-nCoV ve RaTG13
klanlar1 arasinda en yakin ortaklar: Bat_SARS ben-
zeri koronaviriis sekanslari ile uyumsuz filogenetik
iliskiler olduguna dair kanitlar mevcuttur (27).
Swab ornekleri, Vero E6 hiicreleri {izerine ekilerek
sitopatik etki ve N bdlgesi i¢in primerler kullanilarak
RT-PCR protokolii ile izlenmektedir. {zolatlarin pasaj
I'inden (P1) elde edilen hiicre kiiltiirii siipernatanti
toplanir ve RNA, Viral RNA mini kiti ile izole edilir
ve in vitro transkribe edilmis RNA standard ile nice-
lenir. RNA'nin miktari ve kalitesi Florometre ve Biyo-
analizor kullanilarak degerlendirilir. Her 6rnek i¢in
100 ng toplam RNA, Zymo-Seq RiboFree Ribozomal
deplesyon kiitiiphanesi hazirlama kiti kullanilarak
islenir. Elde edilen tiim kiitiphaneler kalite kontro-
linden gegirilerek ekimolar konsantrasyonda toplan-
madan 6nce Ol¢iiliir ve standart prosediirler izlenerek
Mumina Nano MiSEQ 2x150bp ift u¢clu modda dizi-
lenir. Kalite kontroliinden gegen sirali okumalar (Ph-
red skor 230) adaptor ve kalite kirpilmasina ugrarken,
kalan okumalar varsayilan parametre ayarlariyla Me-
gahit kullanilarak de novo olarak birlestirilir (28).
Genom Detektif Koronaviriis Tiplendirme Araci,
bilinen tiim viriis genomlarini yeni nesil dizileme veri
setlerinden hizli ve dogru bir sekilde bir araya getirmek
i¢in kullanilan web tabanli bir yazilim uygulamasidir.
Bu uygulama, FASTA formatinda birlestirilmis ge-
nomlardan filogenetik kiimelerin ve genotiplerin ta-
nimlanmasini saglar. Ayrica Genom Detektif Korona-
viriis Tiplendirme Araci, koronaviris tiirlerinin tim
genom ile test edilmesiyle SARS-CoV-2"lin tiim halka
acik verilerin dogru bir sekilde siniflandirilmasini
saglar ve salgin kiiresel olarak genisledikge yeni viral

mutasyonlarin izlenmesine de izin verir (29).

3.5. COVID-19 tamisinda serolojik test-
lerin kullanim

Spesifik IgM ve IgG antikorlar1 i¢in enzim bagli im-
miinosorbent assay (ELISA) gibi geleneksel serolojik
analizler, yiiksek verimli bir avantaja sahiptir ve RT-PCR
yontemiyle ortaya ¢ikan yanlis negatif durumlardan
kaginirlar. Serumdaki koronaviriis S ve N proteinlerin-
den sorumlu antikorlarin (IgM ve IgG) konsantrasyo-

nunu tespit etmek i¢in serum 6rneklerinden ELISA ve
kemiliiminesans yontemleri kullanilmaktadir (30).

Kaplama antijenleri olarak saflastirilmig rekombi-
nant N proteinleri (rNP) kullanilarak SARS-CoV-2ye
kars1 IgM, IgA ve IgG antikorlarinin saptanmast igin
ELISA protokolii kullanilmaktadir. ELISA i¢in kap-
lanmis rNP’lerin konsantrasyonu ve plazma diliisyon-
lary, satrang tahtas: titrasyon testleri kullanilarak op-
timize edilmektedir. ELISAlarin kesim degerlerini
belirlemek icin, saglikli bireylerden alinan plazmanin
ortalama degerleri ve SD’leri belirlenir. Antijenin op-
timal kaplama konsantrasyonu ve optimal plazma
diliisyonlar: tespit edilir. Cut off degerleri, negatif se-
rumun 450 nm (A450) ‘sindeki ortalama absorbans
ve IgM, IgA ve IgG i¢in sirasiyla belirlenen SD deger-
lerinin 3 kat1 olarak hesaplanir (31). SARS-CoV-2’ye
ozgii IgM ve IgG antikorlarinin saptanmasi da teshis
i¢in kullanilabilir. COVID-19 enfeksiyonu, pozitif spe-
sifik IgM, spesifik IgG'nin negatiften pozitife doniisii-
mi, iyilesme doneminde IgG titresinde 4 kat artis
seklindeki kriterlerden biriyle belirlenebilmektedir
(32). Bununla birlikte, daha yiiksek hassasiyetli gPCR
deneyleri, IgM ELISAlari ile birlestirildiginde tespit
yontemini daha da gelistirebilir (31).

Plazma 6rneklerinde SARS-CoV-2’ye kars1 Ab, IgM
antikoru ve IgG antikoru, tireticinin talimatlarina gore
Beijing Wantai Biological Pharmacy Enterprise Co.,Ltd
tarafindan saglanan ELISA kitleri kullanilarak test
edilmistir. HRP ile konjiige edilmis antijen ve immo-
bilize SARS-CoV-2 spike proteininin reseptér baglan-
ma alanini1 (RBD) iceren cift antijen sandvi¢ immii-
noassayine (Ab-ELISA) dayali toplam antikor tespiti
icin ELISA yontemi gelistirilmistir. IgM p-zinciri
yakalama yontemi (IgM-ELISA), Ab-ELISA ile ayn1
HRP-konjugat RBD antijenini kullanarak IgM anti-
korlarini saptamak icin kullanilmaktadir. IgG antikor-
lar1, bir rekombinant niikleoprotein temelli indirekt
ELISA kiti (IgG-ELISA) kullanilarak test edilmis Ab,
IgM ve IgG igin assaylerin 6zgiilliigii, SARS-CoV-2
salgini 6ncesinde saglikli bireylerden toplanan 6rnek-
lerin test edilmesiyle % 99.1 (211/213),% 98.6 (210/213)
ve % 99.0 (195/197) olarak belirlenmistir (33).

Yapilan ¢alismalar, SARS-CoV-2ye karsi IgM ve
IgG antikorlarmin hastaligin orta ve sonraki asamala-
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rinda tespit edilebildigini ve COVID-19’un serolojik
tanisinda ELISA tabanli IgM ve IgG antikor testlerinin
COVID-19 tanust igin bityiik 6zgiilliige sahip oldugunu
gostermistir. Patojen enfeksiyonuna karsi bagisiklik
yanitlar1 sirasinda IgM genellikle IgG antikorundan
daha erken tiretilir. Ayrica, SARS-CoV-2’ye karsi hem
IgM hem de IgG antikorlar1, semptom basladiktan son-
raki 4. glin kadar erken bir zamanda tespit edilmekte-
dir. Spesifik dolagan antikorlar ELISA yontemiyle diiz-
giin bir sekilde tespit edilebilir, bu nedenle 6rnekleme
veya solunum sisteminde viriis bulunmamasi nedeniy-
le yanlis negatif sonuglardan kaginilir. COVID-19 pno-
monisi, belirgin avantajlarla viral niikleik asit saptama-
ya alternatif olarak spesifik antikorlarin seropozitifine
dayanarak belirlenebilir (34).

Bu derlemenin, COVID-19’un benzersiz 6zellik-
leri hakkindaki bakis agimizi gelistirecegi ve gelecek-
te kontrol 6nlemlerimizi arttiracag1 goriisindeyiz.
COVID-19 hastaligina genetik yatkinligin molekiiler
temellerinin ortaya konulmasiyla hastaligin etki me-
kanizmasinin agikliga kavusturulmasi ve ¢6ztiim yol-
larinin belirlenmesinde son derecede etkili olacaktir.

SONUC

Koronaviriisler, tek sarmalli RNA viriisleri aile-
sinden olup, hayvanlari ve insanlar1 enfekte ederek
solunum, gastrointestinal, hepatik ve nérolojik has-
taliklara neden olabilir. Bu zamana kadar, alfa- ko-
ronavirisler (HCoVs-NL63 ve HCoVs-229E) ve
beta-koronaviriisler (HCoVs-OC43, HCoVs-HKU1),
SARS-CoV ve MERS-CoV dahil olmak tizere alt1
insan koronaviriisii tanimlanmigtir (35).

SARS-CoV oldugu gibi, 2019-nCoV da solunum
damlaciklari ile kisiden kisiye dogrudan gegebilir ve
temas ve cansiz objeler yoluyla da gegebilecegi orta-
ya ¢ikan kanitlarla dogrulanmistir. 2019-nCoV ile
enfekte olan bireylerin asemptomatik kulugka siire-
sinin 1 ila 14 giin (yliksek ihtimalle 3-10 giin) ara-
sinda degistigi tahmin edilmektedir (36). 2019-nCoV,
Wauhan, Cinde siddetli pnémonili hastalarda tanim-
lanmasindan bu yana hizla yayilmistir (37). CO-
VID-19 hastaliginin bilinen siddeti, {ist solunum yolu
enfeksiyonu hafif semptomlarindan ciddi pnémoni-
ye kadar degismekle birlikte, bildirilen vakalarin

yiiksek bir orani hafif seyretmektedir (38).

SARS-CoV-2, 26-32kb boyutunda tek sarmalli
pozitif sarmalli RNA genomuna sahiptir. Viriis, insan
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan reseptorler aracili-
giyla insan hiicrelerine girer. Reseptor baglanma
bolgesinin girisini belirleyen spike proteini kullani-
larak yapilan genom dizisi analizi, hem SARs-CoV
hem de SARs-CoV-2 i¢in baskin hiicre yiizeyi resep-
tortiniin ACE-2 oldugunu gosterir. MERS-CoV igin
baskin reseptor, dipeptidil peptidaz 4 (DPP4)’tir.
COVID-19 ile enfekte olmus bir kigsiden enfekte olan
ortalama birey sayisini veren temel tireme sayist (R0),
2.2 ila 2.6 arasinda degismekte olup ikiye katlama
zamant 6.4 giindiir. RO 1'den biiytikse siirekli trans-
misyon 6ngoriiliir. SARS-COV ve MERS-COV’nin
RO degeri sirasiyla 1 ve 1,4 - 2,5’ten diisiik olarak
belirlenmistir. SARS-COV-2"nin daha yiiksek R0,
viriistin daha bulasic1 dogasini ve SARS-CoV-2nin
bir pandemi olarak potansiyelini gostermektedir (39).

SARS-CoV-2 enfeksiyon mekanizmasi, korona-
virtisiin, ACE2’nin membrana bagh formuna baglan-
mast ve olusan kompleksin konaker hiicre tarafindan
internalizasyonudur. ACE2nin koronaviriis i¢in ko-
reseptor olmasindan yola ¢ikarak, akciger, kalp, bob-
rek, beyin gibi ACE2’yi eksprese eden ¢esitli doku-
larda hiicresel girisini ve SARS-CoV-2
enfeksiyonunu 6nlemek amaciyla bu enzimi bloke
etmek ve ekspresyonunu azaltmak i¢in yeni terapd-
tikler tizerinde ¢aligilmaktadir (40).

COVID-19lu yash olgularin mortalitesi geng
ve orta yasli olgularin mortalitesinden daha ytiksek
olup Pnémoni Siddet Endeks derecesi IV ve V olan
olgularin orani geng ve orta yasli olgularinkinden
anlaml derecede fazladir. COVID-19’1u yash ol-
gularin ciddi hastaliga gegme olasilig1 daha yiik-
sektir. 2019-nCoV’in risk degerlendirmesini ve
yanitini ortaya koyabilmek icin viriisin biyolojik
ve epidemiyolojik 6zellikleri hakkinda daha fazla
bilgiye hizli bir sekilde ihtiya¢ duyulmaktadir ve
bu durum 2019-nCoV kontroliine ve 6nlenmesine
fayda saglayacaktur.

Sonug olarak; COVID-19un diinyaya yayilmasini
onlemek icin alinan tedbirlerle, pandeminin SARS ve
MERSde oldugu gibi iki-ii¢ aylik zaman dilimi i¢inde

68  Saglik Bilimlerinde ileri Aragtirmalar Dergisi, Haziran 2020; Cilt 3, Sayi 2



Oztan G, Issever H.

vaka sayilarinin azalacagini diigtinmekteyiz. Korona-
viriis hastaligina kars: gelistirilmis bir as1 su anda
mevcut degildir. Alinan 6nlemler daha ¢ok kaynak
kontrolii ve bulas yoluna yoneliktir. Yeni koronaviriis
ile ilgili temas zincirinin taranarak hastaligin kayna-
gmin belirlenmesi ve gerekli onlemlerin daha yayil-
madan alinmasi COVID19 ile miicadele agisindan
son derece 6nem arz etmektedir. 2019-nCoV’un bu-
lagmadi8 insanlar1 bagisik kilarak, salginin 6niine
gecmeyi hedefleyen as1 caligmalariyla birlikte var olan
olgular1 tedavi etmeye yonelik ilag gelistirme ¢alisma-
lar1 tiim diinyada hizla devam etmektedir. SARS-
CoV-2 genom bazli spesifik asilar ve terapotik anti-
korlar tizerinde denemeler test edilirken,
giivenilirlikleri kapsamli deneme ¢aligmalar1 gerek-
tirdikleri i¢in bu siire¢ uzun zaman almaktadur. Ayri-
ca; direkt SARS-CoV-2’yi hedefleyebilecek en hizli
tedavi seceneklerinden biri bu hastalig: atlatan insan-
larin bu viriise kars1 antikor igerdigi kabul edilen se-
rum veya plazmalarinin gerek koruyucu ve gerekse
de tedavi amagl olarak kullanilmasini igermektedir.
Hastaliga yakalanan bireylerin klinik tablosun-
da goriilen ileri derecede farkliliklar Covid-19’a
yanitta bireysel genetik faktorlerin dnemli bir yeri
oldugunu gostermektedir. SARS-CoV2 viriistiniin
bloke edilmesini saglayacak ilaglarin tiretilmesine
yonelik viral zarf glikoproteinlerinin ytizeyinde bu-
lunan glikanlar1 hedefleyebilen proteinlerin (lektin-
ler) kullanimi genetik mithendisliginin etkili yak-
lasimlar: arasinda yer almaktadir. Genetik
yatkinliga ek olarak, viriisiin viicuda girme yolu,
viral maruz kalma miktar1 gibi diger olas1 nedenle-
rin de hastaligin seyri agisindan dikkate alinmasi
gerekmektedir. Ayrica, COVID-19 ile miicadelede
genomun farkli bolgelerine yeni genetik materyalin
eklenmesini var olanin ise ¢ikartilarak degisimine
olanak saglayan CRISPR genom diizenleme tekno-
lojisi, in vitro ortamda COVID-19’un %90’a yakin
bir oraninda yok edilmesini saglarken insanlarda
hastalig1 durdurmak i¢in de kullanilabilecegi yo-
niinde ortaya atilan hipotezlerde mevcuttur.
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