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(074

insandan insana bulasan ve Agir Akut Solunum Yetmezligi Sendromuna
(SARS) neden olan yeni tip koronaviriis (SARS-CoV-2) 2019 yili Aralik ayin-
da Cin’in Wuhan sehrinde ortaya ¢ikmistir. Damlaciklar yoluyla insandan
insana bulasan koronavirisiin kesin tanisi PZR tabanli testler ile verilmek-
tedir. COVID-19 pandemisinin devam etmesi SARS-CoV-2 ‘ye karsi etkili bir
asi gelistirmenin gerekliligi ortaya ¢ikmistir. COVID-19’a karsi gelistirilen
asilar inaktive edilmis / canli virus agilari, rekombinant protein asilari /
vektorli agilar ve RNA/ DNA asilari olarak siniflandirilabilir. Bu derlemede
SARS-CoV-2 virlistiniin molekiler yapisi ve genetik 6zellikleri, laboratuvar
teshis metotlari, potansiyel terapétik ilaglar ve asi calismalari hakkinda
bilgi verilmesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: SARS-COV-2, Molekiiler genetik yontemler, COVID-19
tedavisi, Asi calismalari

ABSTRACT

The new type of coronavirus (SARS-CoV-2), which is transmitted from
person to person and causes Severe Acute Respiratory Distress Syndrome
(SARS), emerged in Wuhan, China in December 2019. The definitive
diagnosis of the coronavirus, which is transmitted from person to person
through droplets, is given through PCR-based tests. The continuation of
the COVID-19 pandemic has made it necessary to develop an effective
vaccine against SARS-CoV-2. Vaccines developed against COVID-19 can be
classified as inactivated/live virus vaccines, recombinant protein vaccines/
vectored vaccines or RNA/DNA vaccines. This review aims to give
information about the molecular structure and genetic features of SARS-
CoV-2 virus, laboratory diagnostic methods, potential therapeutic drugs
and vaccine studies.

Keywords: SARS-COV-2, Molecular genetics methods, COVID-19
treatment, Vaccine strategies

GiRiS

insandan insana bulasan ve Agir Akut Solunum Yetmezligi Send-
romuna (SARS) neden olan yeni tip koronaviriis (SARS-CoV-2)
2019 yili Aralik ayinda Cin’in Wuhan sehrinde ortaya ¢ikmigtir.
SARS-CoV, MERS-CoV ve COVID-19 igin birincil rezervuar yara-
salar denilse de SARS-CoV Cin’deki Misk kedilerinden, MERS-
CoV’nin, Orta Dogu’daki develerden, COVID-19’un ise pangolin-
lerden bulasmis olabilecegi ihtimali ¢ikmistir. SARS-CoV-2 virlsi
2002 yilinda ortaya g¢ikan SARS-CoV ile ~%79,5, %96 oraninda
yarasa koronoviriis (BatCoV) RaTG13 ve 2012’de ortaya ¢ikan
MERS-CoV ile yaklasik %51,8 genomik benzerlik gorilmustir

(1). Salgina neden olan bu (g virls insanlarda enfeksiyona ne-
den olan Beta koronoviris cinsine aittir. Anjiyotensin donistu-
rict enzim 2 (ACE2), koronavirtsiin reseptoridir ve virtisiin
insan hicrelerine girisi bu reseptor ile gergeklesir. Virlsiin in-
sandan insana damlaciklar yoluyla yayildigi, dogrudan temas ve
diski-agiz yolu gibi diger olasi bulasma yollari ile bulastigi gorl-
mustir. COVID-19 semptomu gozlenen olasi vakalarin pozitiflik
durumunun analizi i¢in solunum yolu numunelerinden kantitatif
RT-PZR tabanli analizler énerilmistir (2) . Tum diinyada uygun
tedavi segenekleri arayigina girilmistir ve virlsiin yayilmasini
onlemek igin glivenilir ve hizli tani testleri olusturulmustur. Bu
derleme ile SARS-CoV-2 virlistiniin molekdler yapisi ve genetik
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ozellikleri, laboratuvar teshis metotlari, potansiyel terapotik
ilaglar ve asi calismalari hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.

KLINiK VE ARASTIRMA ETKILERi
1.COVID-19’UN MOLEKULER YAPISI

COVID-19 SARS-CoV ve MERS-CoV gibi koronaviris ailesinden
olan ve akut solunum yetmezligi sendromuna neden olan zarfli
bir RNA virtistdir. Bu virisiin bulagsma yolunun SARS-CoV ve
MERS-CoV’da oldugu gibi zoonotik enfeksiyon oldugu disiindl-
mektedir (1). Virlistin sadece Cin’de degil diger Asya ulkeleri
ile Avrupa ve Amerika kitasinda insandan insana bulasarak ya-
yildig1 gériilmistir. Dinya Saghk Orgiitii (DSO), 30 Ocak 2020
tarihinde COVID-19’u “uluslararasi endise verici bir halk saglig
acil durumu”’; 11 Mart 2020’de salgini kiiresel bir pandemi ola-
rak ilan etmistir (3).

1.1.Koronaviriis Siniflandiriimasi

Koronavirisler, Nidovirales takimi coronaviridae ailesinin ortho-
coronavirinae alt grubu icinde yer almaktadir. Orthocoronaviri-
nae alt ailesi dort cins icermektedir ve cinsler altinda da Alfako-
ronavirus (a-CoV), Betakoronaviris (b-CoV), Deltakoronaviriis
(d-CoV) ve Gamakoronaviris (g-CoV) alt-cinsleri yer almaktadir.
Bunlarin arasinda sadece alfacoV ve betaCoV’un insanlari en-
fekte ettigi gosterilmistir (4, 5).

1.2.Koronaviriislerin Orijini

insanlarin Betakoronaviriis’le ilk kez Kasim 2002’de Giiney Cin
Guangdong eyaletinde karsilasmislardir. SARS olarak adlandi-
rilan bu enfeksiyon Haziran 2003’e kadar sirmustir. Virtisiin
dogal konagi Asya Misk kedileri olsa da COVID-19’a benzer bir
sekilde canl hayvan pazarinda yarasadan bulastigi ortaya kon-
mustur (6). Suudi Arabistan’da 2012 yilinda tek horgiglu deve-
den insana bulastigi tespit edilen Koronaviris, MERS hastaligina
sebep olup salgin 2016 yilina kadar devam etmistir (7).

Enfekte olan insanlardan alinan bronkoalveoler lavaj sivisi
orneklerinde, SARS-Cov-2'nin tim genomu Sanger dizileme,
Illumina ve Nanopore yeni nesil sekanslama tekniklerinin
kombinasyonu ile tespit edilip tg farkli sus tanimlanmistir ve
betakoronaviriis 2b soyunda yer aldigi saptanmistir (8).

1.3 SARS-CoV-2 Genomik Ozellikler

SARS-CoV-2 60-100 nm gapinda, yuvarlak veya oval sekilli tipik
bir koronaviris yapisindadir ve tiim genomu 29891 ila 29903
nikleotid uzunlugundadir. Genomun 5’ ucunda Orflab polip-
roteinleri yer almakla birlikte, 3’ucunun (gte biri S, E, M ve N
proteinleri kodlayan genleri icermektedir. SARS-CoV-2 genomu
6 yardimci proteine (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b ve ORF8 gen-
leri tarafindan kodlanan) sahiptir (9).

Sars-COV-2'nin fizikokimyasal 6zellikleri SARS-CoV ve MERS-
CoV’a benzemektedir. 56 °C 30 dakika tutularak veya UV ile
inaktive edilebilmekle olup ¢ogu dezenfektanlara (dietil eter,
%75 etanol, klor, perasetik asit ve kloroform, vb) duyarhdir
(10). SARS-CoV-2'nin RNA genomu, 4 yapisal protein (Spike (S)
proteini, Membran proteini (M), Zar proteini (E) ve Nukleo-
kapsid (N)) ile birlikte 29 proteini kodlamaktadir (11) (Sekil 1).

Bunlarin yaninda bilinmeyen genleri kodlayan ORF (replicase
open reading frame)leri de icermektedir. Yapisal proteinlerinin
timi viral genomun 3" ucundan kodlanmaktadir. En ¢ok bili-
nen ornegi insanlarda ACE-2 reseptdriine baglanan, virionun
disinda bulunup onlara tipik seklini veren S glikoproteinidir. S
proteinleri homotrimerler olusturarak tag seklindeki morfolo-
jilerinin olusumunu saglarlar. 150 kDa molekdl agirhgindadir;
N-terminal ve (Spike HR2 domain) ve C-terminal alt tinitesi (Spi-
ke transmembrane domain-S2) olmak lzere iki alt polipeptid
birimi vardir. S1 alt birimi ile S proteininin reseptor baglanma
alanini olustururken, S2 alt birimi spike proteininin sap kismini
olusturur. S glikoproteini virtisiin enfeksiyonunda anahtar rol
oynayan bir proteazdir (1).

En ¢ok bulunan yapisal protein olan membran proteini (M) viral
zarfa sekil verir ve molekdler agirligi 25-40 kDa’dir. M glikop-
roteini golgi aygitinda glikolize edilmekle birlikte 3 tane trans-
membran bélgeyi barindirmaktadir. Gorevi, virlisiin hiicreye
flizyonunu takiben konakgi hiicre icerisine girisi ve hilicresel
sureglerde etkilesimine yardimci olmaktir (1).

Ana yapisal proteinlerin en kii¢ligli olan E proteini ~8-12 kDa
molekiler agirhiginda ve 76 ile 109 aminoasit uzunlugundadir
ve viral baglanma ve tomurcuklanmada 6nemlidir. Virlste E
proteininin bulunmamasi konakta viral yikiin daha disutk ol-
dugunu gostermistir (12).

Nikloeokapsid (N) proteini, heliks ve esnek yapida viral geno-
mik RNA’ya baglanan tek fosfoprotein N proteinidir. N proteini
virionun yapisinda, koronavirislerin replikasyonu ve transkrip-
siyonunda oldukga 6nemlidir. Bu protein koronavirislerin hem
replikasyon/transkripsiyon bélgesinde hem de virGsiin toplan-
dig1 ERGIC bolgesinde lokalizedir (1).

Spike protein (S)
rd

Membrane

protein (M) ‘
u

Nucleocapsid /4
protein (N)

membrane

Sekil 1: Koronavirlslin yapisal organizasyonu (11)

Hayvandan insana gegisin temeli enfekte bir hayvanin yenmesi-
dir, daha sonra enfekte olan bireylerle yakin temasla saglikli bi-
reyler de enfekte olmaktadir. Hastalik temel olarak damlacik ve
solunum yoluyla bulasir. S proteini araciligiyla konak hicre yiize-
yinde bulunan ACE-2 reseptériine baglanan virion hiicre igerisi-
ne gecerek RNA’sini sitoplazmaya birakir. Sonrasinda oncelikle
iki tane viral replikaz poliproteini sentezlenir. Bu iki poliprotein
proteazlar araciligiyla 16 tane yapisal olmayan proteine (Nsp1-
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16) dénUsturilur ve nsp’ler cift zarli kesecikleri ile replikasyon
ve transkripsiyon kompleksini olustururlar. Yeni olusturulan bu
yapisal proteinler ve genomik RNA endoplazmik retikulum, Gol-
gi ara kompartmaninda (ERGIC) bir araya gelerek yeni virionlar
olusur ve ekzozomlari kullanarak hiicre disina gikarlar (1).

1.4. COVID-19’un Genomik Varyasyonlari

Hastalardan elde edilen suslara ait verilerin %99,98 benzer ol-
dugu ve ¢ok fazla varyasyon olmadigini géstermektedir. SARS-
CoV-2 ile iligkili 103 genoma ait analizler sonucunda iki ana L ve
S tipi belirlenmis olup bunlardan L tipinin daha agresif ve daha
hizli yayildig, S tipinin ise aksine daha hafif oldugu bildirilmistir.
Ancak Koronavirlsiin bir RNA virlisi olmasindan dolayi kolay
mutasyonel degisiklige acik oldugu goz 6nine alinmalidir (13).

2.COVID-19 TANI TESTLERI

Salgina neden olan COVID-19 virtisiiniin daha fazla yayilmasini
onlemek ve vakalardaki mutasyon durumunu tanimlayabilmek
icin hassas ve spesifik testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ginimuiz-
de viral hastaliklarin tanisinda serolojik ve molekdler testler
kullanilmaktadir. Fakat sonuglarin glivenilirligi icin serolojik ya-
nitin ve hastaligin evresinin géz 6niinde bulundurulmasi ve ona
uygun testler yapilmasi gerekmektedir. Bunun yani sira numune
alimimi sirasinda kisisel koruyucu ekipmanlarin (N95 maske, goz-
lUk, ylz koruyucu) kullanilmasi ve uygulamayi yapacak kisinin
daha 6nceden koruyucu ekipman kullanimi, numune alinimi,
numunenin uygun kosullarda saklanmasi gibi konularda uzman
kisilerden egitim almasi dnem arz etmektedir.

Tani testlerini gergeklestirebilmek icin numune alimi agsamasin-
da virls ile enfekte kisiden oncelikle orofaringeal stirtinti alin-
masi sonrasinda sonrasinda ise ayni swab kullanilarak nazofa-
ringeal stirtintl alinmasi akabininde ise bu 6rneklerin ayni viral
besi tagima yerine konulmasi gerekmektedir. Numune alinimin-
da kullanilacak ekipmanin dogru secimi de oldukga 6nemlidir.
Kalsiyum aljinat, ahsap veya pamuk iceren gubuklar polimeraz
zincir reaksiyonunu (PZR) inhibe edebileceginden dolayi bunlar
yerine aliminyum ve plastik olanlari tercih edilmektedir. Daha
agir solunum yolu hastaligi olan bireylerde balgam, endotrakeal
aspirat drnekleri ve bronkoalveolar lavaj 6rnekleri de kullani-
labilir. Ancak bu durumda bulas riski artmaktadir. Viral RNA,
hasta 6rneklerinden Nikleik Asit Purifikasyon kitleri kullanila-
rak, hicre kultira Gst fazlarindan ise viral RNA mini kiti ile izole
edilebilir ve elde edilen viral RNA’lar -80°C’de saklanabilir (4, 9).

COVID-19 tanisinda kullanilan testleri molekuler testler, sero-
lojik testler ve radyografik testler olarak siniflandirilmaktadir.
Bu metodlarin karsilastirmalari Tablo 1’de maddeler halinde
ayrintili sekilde verilmistir.

2.1.Molekiiler Testler

COVID-19 tanisinda temeli rutin PZR tabanli metodlar ve vi-
ral genomun tespitine yonelik yeni nesil dizileme metodlari
olusturmaktadir.

2.1.1.Konvansiyonel PZR
Viral RNA 6rneklerinde COVID-19 mutasyonunun saptanma-

sinda PZR rutin ve glivenilir haline gelen bir tekniktir. Virlsiin
nikleik asit amplifikasyonu ile molekuler tani olasi hale gel-
mektedir. Koronavirlslerin saptanmasi igin PZR’ den sonra jel
elektroforezi ve dizileme yontemleri sikhkla kullaniimaktadir.
Ancak bu yontemler hem zamanlama hem de yiiksek maliyetli
olmalari nedeniyle dezavantaj olusturmaktadir. Sekans verile-
rinin zenginlestiriimesiyle tasarlanan ve glincellenen spesifik
problar ve primerler niikleik asit amplifikasyon testini (NAAT)
ideal bir tani modu haline getirir. Bu testler, Ger¢ek Zamanli Ters
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (rRT-PZR), izotermal
amplifikasyon yontemleri ve CRISPR-Cas tabanli tespit sistem-
leri ile tamamlayici olmaktadir (14).

2.1.2. Gergek Zamanli Kantitatif Ters Transkripsiyon Polimeraz
Zincir Reaksiyonu

Viral RNA ilk basta, viral RNA genom dizileri igin spesifik olan
uygun primerler kullanilarak RNA’ya bagimli DNA polimeraz
(RdDp) kullanilarak kisa cDNA’ya gevrilir ve floresan boyalar
kullanilarak gercek zamanli amplifikasyon gerceklestirilir. SARS-
CoV-2 tespiti igin, PZR amplifikasyonu igin niikleokapsid (N), zarf
(E), spike (S) genleri, RNA’ya bagimli RNA polimeraz (RdRP),
ORF1lab veya ORF8 bolgeleri hedef olarak kullaniimaktadir, na-
zofarengeal ve solunum yolu érnekleriyle Gergek Zamanli PZR,
SARS-CoV-2 enfeksiyonunun kalitatif tespiti icin altin standart
olarak kabul edilmektedir (15). Bazi ¢alismalar SARS-CoV-2 viral
nikleik asidin balgam, nazofaringeal stirlint(, bronsiyal aspirat-
lar, bronkoalveolar lavaj sivisi (BAL), kan, anal siirtintl ve idrar
gibi numunelerde tespit edilebilecegini ileri sirmektedir (16).
COVID-19 igin rRT-PZR testi birkag saat icinde sonug vermesi,
konvansiyonel PZR’de oldugu gibi jel elektroforez islemine ihti-
yag duymamasi, duyarhhk ve 6zgilligiunin yiksek olmasi gibi
cesitli avantajlara sahiptir. Viral RNA testlerinin dogrulugu viral
yukin miktarina, hastalik evresine ve virlisiin ¢ogalma derece-
sine gore degismektedir (4).

Tablo 1: COVID-19 Test Karsilagtirmalari

Molekiiler Antijen Antikor
Bilinen PZR,NAATYND Hizli Serolojik
diger adi
Numune Nazofarengeal Nazofarengeal Kan
Enfeksiyona
Ne test Viral genetik Viral proteinler cevap olarak
edilir? materyal (RNA) P gelistirilen
antikorlar
Onceden
Test neden Af::é?;;“i:g:s aktif viral kogrz;ar;/;;us
5 A -
yapilir? tayini enfeksiyon tayini gecirilmediginin
tayini
“Altin standart” Poszw sonuglar Hassasiyeti ve
. dogrudur. IR
Sonuglarin  yéntem. Tekrar - 0zgulllugu teste
e . Negatif sonuglar . o .
kesinligi gerektirmez (%95 .. . gore degiskenlik
hassasiyet) icin molekuler gosterebilir
test 6nerilebilir
Sure Birkag glin 15-30 dakika Ayni glin ya da

1-3 glin
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2.1.3. izotermal Amplifikasyon Teknolojileri

izotermal amplifikasyon ydntemleri, sofistike termal déngiisel
ekipman, maliyetli reaktiflere gereksinimin ortadan kalkmasina
ve gercek zamanl PZR’dan daha kisa slirede sonug verilmesine
olanak saglamaktadir (14).

2.1.3.1 Dongii Aracili izotermal Amplifikasyon (LAMP)

Bu yontem bulasici hastaliklarin tanisinda kullanilan, hizli ve
ekonomik ydntemlerden biridir. Revers transkripsiyon Don-
gl aracili izotermal amplifikasyon (RT-LAMP) 4-8 primer ile
60—-65°C’lik sabit sicaklikta DNA polimeraz zincir yer degistir-
me aktivitesini kullanarak DNA’y1 13—-20 dakikada amplifiye
edebilen hizli niikleik asit amplifikasyon metodudur. LAMP yon-
teminin SARS-CoV-2 virlslinin 10 kopyasina esdeger sentez-
lenmis RNA'yI saptayabildigini ve klinik duyarliliginin kantitatif
es zamanli PZR ile %97,6 oraninda uyumlu oldugunu gosteril-
mistir (17).

2.1.3.2.Rekombinaz Polimeraz Amplifikasyonu (RPA)
COVID-19 tespiti igin Hizl izotermal Niikleik Asit Tespiti (FIND)
olarak da adlandirilan rekombinaz polimeraz amplifikasyonuna
(RPA) dayali bir teshis testi gelistirilmistir. Rekombinaz polime-
raz amplifikasyonu (RPA), patojenlerin tespitinde yaygin olarak
kullanilan, 15-20 dakika iginde sonug verebilen, bir yontemdir
ve reaksiyonlar dusuk sabit sicakliklarda (37-42°C) gergeklesti-
rilebilmektedir (18).

RPA’nin LAMP yonteminden farki, nikleik asitleri 37°C ya da
daha dustik sicakliklarda hizh bir sekilde ¢ogaltabilmesi ve re-
kombinaz proteinlerini kullanmasidir (14).

2.1.3.3. Yuvarlanan Daire Amplifikasyonu (RCA)

Yuvarlanan daire amplifikasyonu (RCA), hedef aracili bir asma
kilit probu (PLP) ve phi 29, Bst DNA polimeraz lari kullanan
bagka bir verimli izotermal DNA amplifikasyon tani yontemidir.
Bu yontem, 90 dakika igcinde her daire igin amplifikasyon sinyal-
lerini 10°kat artirmaktadir. Femtomolar seviyedeki ultra yliksek
hassasiyeti ve tek bazli varyantlari bile ayirt eden 6zgilliigl, onu
dikkat ¢ekici bir molekiiler tani araci haline getirmektedir (19).

2.1.3.4. Diger izotermal Amplifikasyon Yontemleri

Diger mevcut izotermal amplifikasyon teknikleri arasinda niikle-
ik asit sekansi bazli amplifikasyon (NASBA), transkripsiyon aracili
amplifikasyon (TMA), coklu sarmal yer degistirme amplifikasyo-
nu (SDA), izotermal helikaza bagli amplifikasyon (HDA) bulunur
ve tamami niikleik asit tespiti i¢in kullanilabilir. Kullanimlari ko-
laydir, is1 blogu veya su banyosu gerektirir ve sabit sicaklik saglar
(20). SARS-CoV-2 saptamasiigin, 41 ° C'de Nikleik Asit Dizisine
Dayali Amplifikasyon (NASBA) ve Yeni Nesil Dizileme teknolojile-
ri olmak tzere iki asamal test yaklasimi 6nerilmistir ve INSIGHT
(Isothermal NASBA-Sequencing based hlGH-throughput Test)
olarak adlandiniimistir (21).

2.1.4. CRISPR-Cas testleri

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats: Duzenli Araliklarla Bolinmus Kisa Palindromik Tek-
rar Kiimeleri) ile iliskili Cas (CRISPR Associated: CRISPR iligkili

Genler) proteinlerinin genom dlizenleme araci olarak kullani-
labilecegi sdylenmistir ve patojenleri tespit etmede, hastaligin
izlemesinde hizli, ucuz ve ultra duyarli bir teshis araci olabilir
(14). SARS-CoV-2 teshisinde 6nerilen CRISPR sistemleri, hedef
RNA'yi tespit etmek igin Cas 12, Cas-12a, Cas-13 ve Cas-9 gibi
farkh Cas enzimlerinin yardimci katalitik aktivitesini kullanmak-
tadir. SHERLOCK (Sherlock BioSciences, Amerika) ve DETECTR
(Mammoth Biosciences, Avustralya) SARS-COV-2 igin piyasada
mevcut olarak bulunan CRISPR tabanl kitlerdir.

2.1.6. Sanger Dizileme

Sanger dizileme platformu, yeni nesil dizileme yontemlerini
kullanma olanagi olmayan laboratuvarlarda dizileme islemini
gerceklestirmek igin iyi bir alternatif yontemdir. Bu yontem ile
COVID-19 siiphesi bulunan hastalardan toplanan nazofarengeal
strtintt 6rneklerinde SARS-CoV-2’den RNA'yi tespit etmek igin
tasarlanmis bir primer gifti ile SARS-CoV-2 dizileri ve bir spike-in
dizisi amplifiye edilir. Yontem, 6 saatten daha kisa siire igeri-
sinde %99.97 hassasiyetle analize olanak saglamaktadir (22).

2.1.7. Yeni Nesil Dizileme

Mevcut PZR testi yalnizca virtsiin varligini belirlemektedir fakat
virlisiin genetik dizisi, ko-enfeksiyonun varligi veya hastanin ba-
gisiklik yaniti hakkinda herhangi bir bilgi vermez. COVID-19 sal-
gininin baslangicindan bu yana, diinya ¢apinda bulasici ajanlarin
kokenlerini izlemek ve evrimini anlamak, salginlarin yayilma ve
bulagma zincirlerini arastirmak ve etkili ve hizli molekuler tani
testlerinin gelistiriimesini kolaylastirmanin yani sira tedavi ve asi
arayisina katkida bulunmak igin gesitli yeni nesil dizileme (YND)
tabanli stratejiler basariyla kullanilmistir. SARS-CoV-2 genomla-
rina gesitli yaklagimlar ve sekanslama yontemleri uygulanabilir.
Bugline kadar, gergeklestirilen galismalarda (i) shotgun metat-
ranskriptomiks, (ii) hibrit yakalama-zenginlestirme, (iii) ampli-
kon dizileme ve (iv) dogrudan RNA dizileme olmak lzere farkh
dort yaklagim uygulanmistir (23). Fakat her teknoloji ve dizileme
yaklagiminin avantajlari ve sinirlamalari vardir (Tablo 2). YND,
SARS-CoV-2 virlslni tespit etmek, sagkalim ve epidemiyolojik
arastirmalar yapmalk, virlisteki mutasyonel degisiklikleri izlemek,
tarafsiz patojen kesfini saglamak ve SARS-CoV-2 enfeksiyonuna
potansiyel yatkinlik ve cevabi analiz etmek igin kullanilabilir (24).

2.2, Serolojik Testler

Serolojik testler, semptom gosteren ve semptomsuz vakalarin da
tanimlanabilmesine hizli bir sekilde olanak saglayan testlerdir.
Klinik 6rneklerden SARS-CoV-2 ‘ye karsi antikorlari (IgM, IgA, 1gG
ve total antikorlar) tarayan serolojik testler (ELISA vb) moleki-
ler testlere kiyasla daha az komplikedir. ELIZA testlerinde siklikla
hedef niikleokapsid (N) ve “Spike” (S) proteinleri hedef olarak
secilmektedir (25). Jin ve arkadaslarinin CLIA yontemiyle yaptik-
lari calismada, Ig M duyarhiliginin %48,1 6zgulliigiiniin %100, Ig G
icin duyarliigin %88,9, 6zgulligliiniin %90,9 olarak bulmuslardir
(26). Pan ve arkadaglarinin yaptiklari bir baska ¢alismada, 15.
glinden sonra IgM, 1gG ve total antikor seviyelerinin en ylksek
seviyede oldugunu belirtmislerdir. Yapilan bir calismada ilk mu-
dahale ekibindeki IgG antikorlarinin yayginligi arastirilmistir ve
SARS-CoV-2 IgG seroprevalansi genel topluluktan Gg kat daha
fazla olarak saptanmistir (27).
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Tablo 2: SARS-COV-2 Dizileme Yaklasimlarinin Karakteristikleri

Shotgun
metatranskriptomiks

Amplikon dizileme

Hibrit yakalama-
zenginlestirme

Dogrudan RNA dizileme

Hedefler

Koenfeksiyon tayini

Minimum okuma
sayisi

Genom Kaplami

SNV tanimlamasindaki
kesinlik

Gerekli viral yikleme
(Ct)

RNA input (ng)

SARS-CoV-2, konak
mikrobiota ve konagin
enfeksiyon yaniti

Evet
20-50 M
> %99

Yuksek

<24-28

10-200

SARS-CoV-2 genomu

SARS-CoV-2 genomu

SARS-CoV-2, konak transkriptom ve
epitranskriptom

Hayir Gen paneline bagimh Evet
5-20 M 5-20 M 05M
2%95-99 2%95-99 2%99
Yuksek Orta Derece Duguk
224-28 224-28 <24-28
1-50 10-50 21000

Hasta numunesi,

Hasta numunesi,

Ornek tipi Hasta numunesi

cevresel érnekler

. Viral hiicre kalttrleri
cevresel 6rnekler

2.3.Radyografik Testler

Akcigerdeki enfeksiyonu degerlendirmek igin gégis radyografisi
(CXR) ve toraks bilgisayarli tomografi (BT) yaygin olarak kul-
lanilmaktadir. Fakat bilgisayarli tomografinin PCR testi negatif
olan COVID-19 hastalarinda erken donemde radyografiye gore
daha duyarh oldugu kabul edilmektedir. SARS-COV-2 enfeksi-
yonu ile iliskili gergeklestirilen ¢calismalarin cogunda hastalarin
bilgisayarli tomografilerinde (%77,8-%100) buzlu cam opasitesi
saptandig bildirmistir. Bunun yanisira periferik dagilim, ince
retikiler opasiteler ve vaskiler kalinlasma da yaygin olarak go-
rilmustur. BT tedaviye yanitin degerlendirilmesinde kullanilan
bir yontem degildir fakat hastada akut pulmoner tromboemboli
gibi patolojilerin gelistigi durumda kontrasth BT gerekebilir (2).

3.COVID-19 Asi Calismalari

Tum dinyay etkisi altina alan COVID-19 pandemisinin devam
etmesi SARS-CoV-2 ‘ye karsl etkili bir asi gelistirmenin gerekli-
ligi ortaya ¢ikmistir. SARS-CoV-2 salgini, hizli eylem ve benzeri
gorulmemis bir zaman diliminde asilarin gelistiriimesini gerek-
tirmistir. Bu sebeple SARS-CoV ve MERS-CoV igin asilarindan
elde edilen ilk veriler 1siginda bulus asamasi atlanip faz 1/ lI
denemelerine baslanilmig ve faz Ill denemeleri, faz | / Il sonug-
larinin ara analizinin ardindan, paralel olarak gergeklestirilen
birkag klinik arastirma ile baglatilmistir ve gelistirilen asi aday-
lari icinde hem geleneksel yontemler hem de yeni teknolojiler
kullanilmaya baslanmistir (28).

3.1. Gelistirilmekte Olan Agi Tiirleri

SARS-CoV-2'ye karsi 180°den fazla asi adayi gelistiriimekte-
dir. Bu asilar inaktive edilmis / canli virUs asilari, rekombinant
protein asilari / vektorlt asilar ve RNA/ DNA asilari olarak
siniflandirilabilir.

3.1.1. inaktif Asilar

inaktif asilar, SARS-CoV-2’nin hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltiimasi ve
virtstin kimyasal inaktivasyonu ile tretilir (29,30). Bu tip asilar-
da virlisiin tamami bagisiklik sistemine sunulur, sadece SARS-

CoV-2'nin spike proteini degil ayni zamanda matriksi, zarfi ve
nikleoproteini muhtemelen hedeflenir (28). CoronaVac bu asi
tlrd igin bir 6rnektir.

3.1.2. Canh Zayiflatilmig Agilar

Canl zayiflatilmis asilar, virtsin sinirh bir dereceye kadar ¢oga-
lan genetik olarak zayiflatilmis bir versiyonunun olusturulmasiy-
la Uretilir, higbir hastaliga neden olmaz, ancak dogal enfeksiyon
tarafindan indiklenmeye benzer bagisiklik tepkileri indkler.
Bu asllarin intranazal yoldan verilebilmeleri ve ardindan (st so-
lunum yollarini koruyabilen mukozal bagisiklik tepkileri olus-
turmalari 6nemli bir avantajdir. Bu agi tipinde virls asilanmis
bireyde kopyalandigi icin, bagisikhk tepkisi olarak yapisal ve
yapisal olmayan viral proteinleri antikorlar ve hiicresel yol ile
hedeflemesi muhtemeldir (28). Koronavirlsiin mutasyon ge-
¢irmesi goz online alindiginda COVID-19 igin bu tip bir aginin
gelistirilmesi zordur.

3.1.3. Rekombinant Protein Agilari

Rekombinant protein asilari rekombinant spike protein bazli asi-
lar, rekombinant RBD bazli asilar ve virls benzeri partikil (VLP)
bazli agilar olmak tizere 3’e ayrilir. Bu rekombinant proteinler
pekgok farkli sistemlerde (bocek hiicreleri, memeli hiicreleri,
maya ve bitkiler, Escherichia coli vb) ifade edilebilirler (31). SARS-
CoV-2’ye karsi pekgok rekombinant protein asisi adayi prekli-
nik gelistirme asamasindadir, birkag spike-protein bazli ve RBD
bazli asilar ile Medicago tarafindan uretilen asi adaylari da dahil
olmak tizere VLP tabanli agi adaylari da klinik denemelere gir-
mistir (32).

3.1.4. Replikasyon-inkompetent Vektor

Bu tir asilar tipik olarak, spike proteinini ifade etmek lizere ta-
sarlanmig ve genomunun pargalarinin silinmesiyle in vivo repli-
kasyondan gikarilmis olan baska bir virlise dayalidir. Bu yaklagim-
larin ¢ogu, adenoviris (AdV) vektorlerine dayanmaktadir, ancak
modifiye edilmis asi Ankara (MVA), insan parainfluenza virtisi
vektorleri, grip virlisti, adeno iliskili virlis ve Sendai virlist de
kullaniimaktadir (32). ChAdOx1 nCoV-19 bu asi tiirii igin 6rnektir.
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3.1.4. Replikasyon-kompetent Vektor

Bu vektorler tipik olarak, bir transgeni, bu durumda spike prote-
ini, ifade etmek Uizere tasarlanmis olan zayiflatilmis virislerden
veya asl nesillerinden tiretilir. Bu yaklasim, daha saglam bir
bagisiklik indiksiyonu ile sonuglanabilir, giinki vektor asilan-
mis bireyde bir dereceye kadar yayilir ve siklikla gliclt bir dogal
bagisiklik tepkisini tetikler (28).

3.1.4. inaktif Viriis Vektorleri

Su anda gelistiriimekte olan bazi SARS-CoV-2 asl adaylari, ylizey-
lerinde spike proteini barindiran ancak sonrasinda kullanimdan
once inaktif hale getirilen viral vektorlere dayanmaktadir (31).
Bu yaklasimin avantaji, inaktivasyon isleminin vektorleri daha
guvenli hale getirmesidir. Standart viral vektorler kullanilarak,
bagisiklik sistemine sunulan antijen miktari kolaylkla kontrol
edilemez; ancak, inaktive edilmis vektorli asilarda kolaylkla
standardize edilebilir (28).

3.1.5. DNA Agsilari

DNA asilari, bakterilerden Uretilebilen plazmid DNA’ya dayan-
maktadir. Bu plazmitler, memeli ekspresyon promotorlerini ve
asilanmis bireyde ifade edilen spike proteinini kodlayan geni
icerir. Bu teknolojilerin en biiylik avantaj, E. coli’de blyik ol-
¢ekli Gretim olasihigl, plazmid DNA'nin ylksek stabilitesidir ve
dustk immunojeniklik gosterir (28,32). Bu teknolojinin kulla-
nildigi lisansh bir asi bulunmamaktadir.

3.1.5. RNA Agilari

Hem mRNA (modifikasyonlu) hem de kendini kopyalayan bir
RNA kullanilabilir. Kendini kopyalayan RNA’ya kiyasla mRNA
daha yuksek dozlar igin gereklidir ve RNA genellikle lipid na-
nopartikiller (LNP’ler) araciligiyla verilir. SARS-CoV-2’ye karsl
potansiyel asilar olarak, bir dizi RNA asisi adayi i¢in umut verici
klinik 6ncesi sonuglar yayinlanmistir (33). Pfizer and Moderna
tarafindan gelistirilen asilar 6rnektir.

Bu zamana kadar 48 asl klinik degerlendirme altindadir. Bun-
lardan birkagi immunojenisite géstermistir ve 11'i su anda faz
3 klinik etkinlik calismalarinda degerlendiriimektedir (34). DSO
belgesine gore Faz 3 agamasinda olan sekiz asi ile ilgili bilgiler
asagida verilmistir.

3.2.1. COVID-10 Oxford Asi Calismasi

ChAdOx1 nCoV-19 asisi (AZD1222), SARS-CoV-2 yapisal ylizey
glikoprotein antijen genini iceren bir sempanze adenoviral vek-
térii ChAdOx1’i kullanilarak gelistirilmistir. iki dozdan sonra %
70,4’lik etkinlik ve en az bir standart dozdan sonra % 64 + 1
koruma gostermistir (35).

3.2.2.Cansino Biological Inc.

Ad5 adli bir adenovirlse dayali bir asidir. Faz 1 ¢alismasi asinin
saglkl yetiskinlerde tolere edilebildigi ve immunojenik oldugu-
nu gostermistir. Fakat asinin yliksek dozunun yuksek ates, yor-
gunluk, dispne, eklem ve kas agrisi gibi reaktojenitelere neden
oldugu bildirilmistir. Faz 2 galismasinda 5 x 10 viral partikl
iceren Ad5 vektorli COVID-19 asisinin tek bir agilamada etkili
oldugu gosterilmistir. Faz 3 ¢calismasi devam etmektedir (36).

3.2.3. Gam-COVID-Vac

Gam-COVID-Vac, her ikisi de SARS-CoV-2 glikoprotein S dizisinin
tamamini igeren geni (rAd26-S ve rAd5-S) geni tasiyan rAd tip
26 (rAd26) ve rAd tip 5’e (rAd5)’e dayali bir kombine vektor
asisidir. Faz 1-2 galismalari saglikl katihmcilarda asinin iyi tolere
edildigini ve yiiksek oranda immiinojenik oldugunu géstermistir.
Faz 3 Gam-COVID-Vac denemesi, aginin COVID-19'a karsi % 91,6
etkili oldugunu gostermistir (37).

3.2.4. Coronavac, Sinovac, Instituto Butantan (Sinovac, n.d.);
Wuhan Institute of Biological Products/Sinopharm; Beijing
Institute of Biological Products/Sinopharm

Ug asi da Cin’de iiretilen inaktif viriis asilaridir. CoronaVac, SARS-
CoV-2 ile asilanmis Afrika yesil maymun bobrek hiicrelerinden
gelistirilen, COVID-19»>a karsi inaktive edilmis bir asidir. Evre
1/2 galismalarinin sonuglari yan etkinin diisik, immujinitenin
yuksek oldugunu, asilamadan 14 giin sonra nétralize edici an-
tikorlari indukledigini gostermistir (38).

3.2.5. Moderna

MRNA-1273 asisi S2 alt birimindeki merkezi sarmalin tepesinde
iki prolin degisimini icerecek sekilde modifiye edilmis SARS-
CoV-2 spike glikoprotein trimeri S-2P’nin stabilize edilmis bir
versiyonunu kodlamaktadir. mRNA-1273 asisiyla iligkili advers
olaylarin gogunlukla hafif veya orta diizeyde oldugunu goster-
mektedir (39).

3.2.6. Biontech/Fosun Pharma/Pfizer

BNT162b1, SARS-CoV-2 spike proteininin reseptdr baglanma
alanini (RBD) kodlayan, lipit nanopartikiil ile formile edilmis
niikleozid modifiye mRNA asisidir. LNP ve lipozomla formiile
edilmis RNA asilarinin bulasici hastaliklari énlemek veya kanseri
tedavi etmede givenli oldugu ve iyi tolere edildigi klinik deney-
lerde gosterilmistir. Asi uygulamasindan sonra herhangi bir doz
icin ciddi advers olay gozlenmemis ve gigli, doza bagimli- asi
ile indiiklenmis antikor cevabi gériismustir (40).

4.COVID-19 ‘da Kullanilan ilaglar

Turkiye’de ve diinyada hastanin klinik durumuna gore hidrok-
siklorokin, azitromisin, oseltamivir, lopinavir, ribavirin, ritonavir
ve favipiravir kullaniimaktadir (41,42).

4.1. Klorokin ve Hidroksiklorokin

Klorokin ve hidroksiklorokin, SARS-CoV-2’nin Vero hiicrelerini
enfekte etme yetenegini engellemektedir. Hiicrelerin endozo-
mal pH’ini arttirir ve hicre girisi igin dusiik pH’a bagh virtsleri
inhibe ederler. COVID-19 hastalarini tedavi etmek igin 6nceden
kullanilan bir ilagtir (43).

4.2. Favipiravir

Favipiravir (T-705), RNA’ya bagimli RNA-polimeraz (RdRp) en-
zimi igin bir substrat gérevi gormekle birlikte viral protein sen-
tezinin sona ermesine yol acar ve COVID-19 tedavisinde glincel
olarak kullanilan ilagtir (44).

4.3. Lopinavir / ritonavir
Lopinavir (LPV), HIV enfeksiyonu tedavisi ve dnlenmesinde
ritonavir (glglendirici) ile kombinasyon halinde kullanilan bir
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antiretroviral proteaz inhibitéridir. LPV /r’nin atesin daha kisa
surede dismesiile iligkili oldugu, belirgin toksisite gdstermedigi
ve ¢ok az yan etkisi (mide bulantisi, kusma ve diyare) oldugu,
ayrica ilacin kullanimindan sonra SARS-CoV-2 RNA testlerinden
elde edilen bulgular ile hastalarin daha kisa slirede negatife
dondugu bildirilmistir (45).

4.4, Remdesivir

Remdesivir, COVID-19 hastalarinin tedavisi igin FDA onayl tek
ilagtir ve in vitro olarak siddetli akut solunum sendromu koro-
navirlis 2 (SARS-CoV-2) dahil olmak lzere patojenik hayvan ve
insan koronavirUsleri tizerinde inhibe edici etkilere sahiptir (46).

4.5. Ribavirin

Ribavirin, RNA ve DNA virislerinin replikasyonunu engelleyen
bir guanozin analogudur. Ribavirin’in kolay bulunabilirligi ve
disiik maliyeti, nCoV enfeksiyonlarinin tedavisini 6nemli 6lglide
etkileme potansiyelini desteklemektedir. Fakat diger antiviral ve
interferonlarla kombine kullaniminin ilacin etkinligini artiracagi
yoénlnde degerlendirmeler bulunmaktadir (47).

4.6. Oseltamivir

Oseltamivir (OTV), antiviral aktiviteye sahip sentetik bir etil
ester &n ilacidir. influenza viriisiine karsi bir néraminidaz in-
hibitéri gorevi goriir ve ayrica gesitli kus gribi virlis suslari
icin etkilidir. OTV igin SARS-CoV-2'ye karsi in vitro ¢alisma yapil-
mamistir. Bazi klinik denemelerde, OTV diger biyik terapotik
adaylarla kombinasyon halinde kullanmistir ve yapilan bir ¢a-
lismada, ilacin COVID-19 lzerinde pozitif sonug gostermedigi
bildirilmistir (48).

4.7. Azitromisin

Azitromisin (AZM), azalid sinifina ait yari sentetik bir makrolid
antibiyotiktir. Yapilan galismalarda AZM’nin HCQ ile beraber,
COVID-19 hastalarinda viris eliminasyonunda etkili oldugu ve
COVID-19 hastalarinda 6lim oraninda azalma ile iligkili olabi-
lecegi belirtilmis olmakla birlikte, az sayida galisma COVID-19
hastalarinin tedavisine dahil edilen AZM’nin herhangi bir yararli
etki saglamadigini bildirmistir (49).

4.8. Umifenovir

Umifenovir (UFV), yaygin olarak Arbidol olarak taninan bir indo-
lil karboksilik asittir. ilacin Vero E6 hiicrelerinde SARS-CoV-2’ye
karsi inhibe edici etkisi oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda LPV
/ RTV ile kombine kullaniminin COVID-19 hastalarinda yalnizca
LPV / RTV kullanimina kiyasla daha iyi sonuglar gosterdigi bil-
dirilmistir (50).

SONUC

COVID-19 ile miicadelede virlisiin genomik analizin yapilmasi vi-
risiin konaga nasil bulastigi, stipheli vakalarin dogrulanmasi igin
guvenilir ve hizli sonuglar veren tani testlerine, enfeksiyona kar-
st korunmada énemli yollardan birisi olan asilarin gelistirilmesi
ve tedavi segeneklerinin olusturulmasi igin dGnemli bir adimdir.
Bu slirecte enfekte olan hastalarla temastan kaginilmasi, el ve
solunum hijyeninin saglanmasi, ellerin agiz, burun ve gozlerden
sakinilmasi, maske takilmasi ve kisisel dnlemler alinarak hareket

edilmesi gerekir. Hastaligin kontrol altina alinmasi igin kurallara
uymak 6nemlidir. Yaganan bu pandemiden gikarilacak dersler
ileride karsilagabilecegimiz potansiyel salginlara karsi daha ha-
zirlikli olmamizi saglar.
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