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Amag: Koronavirls hastaligi 2019 (COVID-19), tehlikeli kuresel bir pandemi olarak tim diinyada yiiksek morbidite Dr. Seyda Nur DAGLI

ve mortaliteye yol agmistir. Oksidatif stres, proteinler, lipitler ve DNA Uzerinde glicli etkilere sahip olup, gesitli Harran Universitesi Tip Fakiiltesi,
hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina neden olmaktadir. Bu nedenle oksidatif stresin; nérodejeneratif, kardiyovas- Fizyoloji Anabilim Dal,

kuler hastaliklar, diyabet ve metabolik sendrom gibi bircok hastaligin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Osmanbey Kamp(isii
COVID-19'da oksidatif stresin olasi roliine dair birgok kanit bulunmasina ragmen hastalik seyri boyunca nasil o ’

T ) Sanliurfa, Tirkiye.
degistigi bilinmemektedir.

Materyal ve metod: Bu calismaya hafif, orta ve siddetli semptom gosteren 18 kadin, 25 erkek olmak {izere toplam

43 COVID-19 hastasi dahil edilmistir. Hastalardan; 15. giin, 30. giin, 45. giin ve 60. giin olmak {izere 4 defa venéz E-mail: seyda_dgl@hotmail.com
kan ornekleri alinip; serumlarinda MDA, Protein karbonil, total antioksidan ve total oksidan dizeyleri 6lgtilmustir.

Bulgular: Erkeklerde 45. ve 60. glinlerdeki total antioksidan duizeyleri kadinlara kiyasla istatistiksel olarak anlamli Gelis tarihi / Received: 01.04.2022
olgude yuksek bulunmustur (p<0.05). Total oksidan dizeyleri siddetli semptomu olan hastalarda diger gruplara

kiyasla istatistiksel olarak anlamli 6lglide ytiksek bulunmustur (p<0.05). Hastalar yaslara gore kiyaslandiginda ise Kabul tarihi / Accepted: 13.04.2022

MDA, PC ve total oksidan dizeyleri 47 yasinin izerinde olan hastalarda 47 yasin altindaki yas gruplarina gore an-
lamli 6lgtide ytuksek bulunmustur (p<0.05).

Sonug: COVID-19un oksidatif strese neden oldugu ve bu durumun membran yapisini bozma, inflamasyon, apoptoz
ve semptomlarin daha siddetli olmasina neden olacagi kanaatindeyiz. Bu nedenle COVID-19 hastalarina 6zellikle
47 yasin Uzerindeki erkek hastalara etkili tedavi stratejilerinden biri olarak antioksidan maddelerin uygulanmasi
onerilebilir.
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Abstract

Background: The coronavirus disease 2019 (COVID-19), as a dangerous global pandemic, has caused high morbid-
ity and mortality all over the world. Oxidative stress has strong effects on proteins, lipids and DNA, causing disrup-
tion of various cellular functions. Therefore, oxidative stress; It has been shown to play a role in the pathogenesis
of many diseases such as neurodegenerative, cardiovascular diseases, diabetes and metabolic syndrome. Although
there is plenty of evidence for the possible role of oxidative stress in COVID-19, it is unknown how it changes over
the course of the disease.

Materials and Methods: A total of 43 COVID-19 patients, 18 women and 25 men, with mild, moderate and severe
symptoms were included in this study. From patients; Venous blood samples were taken 4 times on the 15th day,
30th day, 45th day and 60th day; MDA, Protein karbonil, Total antioxidant and total oxidant levels in their serum
were measured.

Results: Total antioxidant levels on the 45th and 60th days in men were found to be statistically significantly higher
than in women (p<0.05). Total oxidant levels were found to be statistically significantly higher in patients with
severe symptoms compared to other groups (p<0.05). When the patients were compared according to age, MDA,
PC and total oxidant levels were found to be significantly higher in patients over 47 years of age compared to those
under 47 years of age (p<0.05).

Conclusions: We are of the opinion that COVID-19 causes oxidative stress and this will cause membrane structure
disruption, inflammation, apoptosis and more severe symptoms. For this reason, it can be recommended to apply
antioxidant substances to COVID-19 patients, especially male patients over the age of 47, as one of the effective
treatment strategies.
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Dagli ve ark.

Giris

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-
2), 2019 Coronavirus hastaliginin (COVID-19) nedeni olup, ilk
vakalar Aralik 2019'da Cin'in Wuhan kentinde ortaya ¢ikmis-
tir (1). 20 Ekim 2020 itibariyle COVID-19, diinya ¢apinda yak-
lasik 41 milyon insanin enfekte oldugu 1.122.758'den fazla
insanin 8liimiine neden oldugu kayit edilmistir. Oliimlerin gi-
derek artmasi sonucunda 11 Mart'ta Diinya Saghk Orgiiti
tarafindan pandemi ilan edilmistir (2). Klinik olarak, SARS-
CoV-2 ile enfekte olan hastalarin ¢cogu minimal semptomatik
veya asemptomatik seyrederken, hastalarin ~%5'inde ciddi
akciger hasari ve/veya coklu organ yetmezligi gorulir (3).
COVID-19, kandaki yiiksek sitokin, kemokin ve C-reaktif pro-
tein seviyeleri ile kanitlandigi gibi, asiri inflamatuar yanitlara
yol agan anormal konakgi bagisiklik yaniti ile karakterizedir
ve solunum sisteminde ciddi hasar ile iliskilidir (4-6). Temel
olarak, SARS-CoV-2 enfeksiyonundan etkilenen bagisiklik sis-
temi yanitinin iki asamasi vardir. Birincisi, virisii ortadan kal-
dirmak ve hastaligin ilerlemesini engellemek igin gerekli ola-
cak spesifik adaptif bagisiklik tepkisidir. Digeri ise, belirleyici
ve onemli olan bagisikhk tepkilerini (anti-serum veya pegile
IFNa) artirmaktir (7). Baska bir bakis agisina gore, solunum
yolu kaynakh viral COVID-19 enfeksiyonlarinin ¢ogu infla-
masyon, sitokin Gretimi, hiicre 6lim ve oksidatif stresin ne-
den oldugu diger patofizyolojik streglerle giigli bir uyum
icinde olabilir (8-10).

Oksidatif stres (OS), reaktif oksijen turleri (ROS) ve anti-
oksidanlar arasinda oksidanlar lehine bir dengesizlik olarak
tanimlanir. Bu da redoks sinyallemesinin bozulmasina
ve/veya lipitler, deoksiribontkleik asit (11) veya pro-
teinlerde geri donlisii olmayan oksidatif hasara yol acar (12).
Oksidatif hasarlar, kanser, kardiyovaskiler, nérodejeneratif
ve akciger hastaliklari gibi farkh patolojilerin gelisiminde rol
oynar (13). Oksidatif stresin HIV 1, viral hepatit B, C ve D
virUsleri, herpes virisleri, korona virusleri gibi solunum
virtsleri dahil olmak Uzere ¢ok cesitli viral enfeksiyonlar
tarafindan tetiklendigi bilinmektedir. Birgok viral, bakteriyel
ve parazitik enfeksiyonun ROS ve akciger dokusu hasari ve
epitelyal bariyer disfonksiyonu ile iliskili reaktif nitrojen tu-
rlerinin Uretimini tetikledigi acikga anlasilmis olsa da, COVID-
19 progresyonuna katkida bulunan OS’in molekiler in-
flamasyon mekanizmalarini anlamak, hastalarda tedavileri
iyilestirmek icin gerekli bir ihtiya¢ olmustur. Oksidatif
stresin, yakin zamanda COVID-19'da kilit bir rol oynadigi
yapilan calismalarda gosterilmistir (8, 14). SARS-CoV-2
baglanmasindan sonra ACE2 biyoyararlanimindaki azalma,
Anjiyotensin (Ang) II'nin, NADPH oksidaz aktivasyonuna
neden olur. Bu durum OS ve inflamatuar yanitlari indiikleyen
sinyallere aracilik eder. Oksidatif stresin artmasi COVID-
19'un semptomlarinin siddetine katkida bulunur (15, 16).
Yapilan ¢alismalarda NADPH oksidaz-2'nin hastanede yatan
COVID-19 hastalarinda asiri eksprese edildigi ve OS’in art-
masina neden oldugunu gosterilmistir (17). Bu sonuglarla
uyumlu olarak, diger arastirmacilar makrofajlarda NADPH
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oksidaz-2'in blokajinin OS’te azalma sayesinde hastalik fe-
notiplerini iyilestirdigini gbstermislerdir (18).

Biz bu ¢alismada, COVID-19 enfeksiyonu sonrasi farkli zaman
araliklarinda total oksidan ve total antioksidan diizeylerini;
protein ve lipitlere yonelik oksidatif hasarlar belirteclerini
arastirmayi, oksidatif stresin yas ve cinsiyet bakimindan
karsilastirimasini ve bazi spesifik semptomlarla iliskisini
ortaya koymayi amacladik.

Materyal ve Metod

Calisma protokolii ve érneklerin toplanmasi

Calisma protokoli Helsinki deklarasyonu ilkelerine uygun
olarak kurumsal bilimsel etik komitesi (Harran Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Tarih: 19/11/2021 Karar No:
HRU/21.21.21) tarafindan onaylandi. Katilimcilardan yazili
bilgilendirilmis onam formu alindiktan sonra 18 kadin ve 25
erkek olmak Uzere toplam 43 hasta ¢alismaya dahil edildi.
Hastalara COVID-19 ters transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) (n=40) veya klinik gozlem (n=3) ile
COVID-19 teshisi koyuldu. Standart prosedirlerle bir
nazofaringeal siriintl toplandi ve COVID-19'un varhgi RT-
PCR testi ile belirlendi. COVID-19 tanisi konulan hastalarla
bireysel olarak gorisiilerek semptom baslangi¢ tarihleri
kaydedildi. Hastanin semptom baslangi¢ glini 0 olarak kabul
edildi. Veno6z kan ornekleri 15, 30, 45 ve 60. glinlerde alindi
ve ornekleri 1500(x)g de 10 dk santrifiij edildikten sonra se-
rumlari ayrilarak calisma zamanina kadar -86 °C'lik derin
dondurucuda saklandi. Alinan kan érnekleri sirasiyla 15. giin
icin 1, 30. gilin igin 2, 45. gin icin 3 ve 60. giin icin 4 olacak
sekilde kodlandi. Buna goére 15., 30., 45., 60. giin MDA
dizeylerinin ifadesi icin sirasiyla MDA 1, MDA 2, MDA 3,
MDA 4 seklinde siniflandirildi. Katilimcilar ile uzman hekimin
hastalarla birebir gérismesinden elde edilen demografik
bilgiler, cinsiyet, yas, viicut kitle indeksi (BMI), hastalik de-
recesi ve hastalik belirtileri hazirlanan bilgi formu
kullanilarak kaydedildi (Tablo 1). Hastalar, hastalik derecesi
bakimindan Dusik (hastaligi 1-2 gin ayakta ¢ok hafif
geciren), Orta (hastaligi 3-5 giin evde dinlenerek gegiren) ve
Yuksek (hastaligi hastanede yatisi yapilarak gegiren) olmak
Uzere 3 farkli gruba ayrilarak siniflandirildi.

Total Antioksidan Kapasite (TAS) Tayini

Total antioksidan tayini Erel yontemine gore bir mikro-plaka
okuyucu (Varioskan Lux, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
yapildi. Bu yontemde fenton reaksiyonunda, demir iyonu
¢Ozeltisi ile hidrojen peroksit ¢dzeltisinin karistirilmasiyla hi-
droksil radikali uretildi. Reaktif-1'de bulunan demir iyon
¢Ozeltisi, reaktif-2'de bulunan hidrojen peroksit ¢ozeltisi ile
karistirildi. Bu karisimda, hidroksil radikali tarafindan
Gretilen kahverengi renkli dianisidinil radikal katyonu gibi
radikaller olusturuldu. Olusan hidroksil radikalinin baslattigi
glcll serbest radikal reaksiyonlarina karsi numunenin anti-
oksidatif etkisi 6l¢lildi. Bu analiz Trolox ile kalibre edildi ve
Trolox esdegeri (mmol Trolox Equiv/L) olarak ifade edildi
(20).
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Tablo 1. COVID-19 hastalarinin demografik bilgileri ve klinik
karakterleri

COVID-19 hastalarinin 6zellikleri (n)
Toplam hasta sayisi 43
Semptom gdsteren 43
Semptom gdstermeyen 0
Semptom derecesi siniflandirmasi (n)
1 (distik) 5
2 (orta) 21
3 (siddetli) 17
Semptomlar (n)
Oksiiriik 34 (%79.0)
Ates 37 (%86.0)
Nefes darligi 35 (%81.3)
Bas agrisi 29 (%67.4)
Terleme 29 (%67.4)
Karin agrisi 21 (%48.8)
istah kaybi 26 (%60.4)
Erkek cinsiyet (%) 25 (%58.1)

Kadin cinsiyet (%) 18 (%41.9)

Yas, medyan (min-max ) 40.0 (19-57)
Yas siniflandirmasi (n)

Yas 1 (>36) 19

Yas 2 (37-46) 13

Yas 3 (47-57) 11
VKi* siniflandirmasi (n)

1 (Normal) 18

2 (Fazla kilolu) 17

3 (Tip 1 obez) 6

4 (Tip 1 obez) 2

*VKI: Viicut kitle indeksi

Total Oksidan Kapasite (TOS) Tayini

Total oksidan tayini Erel yontemine gore bir mikro-plaka
okuyucu (Varioskan Lux, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
yapildi. Numunede bulunan oksidanlar, ferréz iyon-odianis-
idin kompleksini ferrik iyonuna oksitler. Oksidasyon
reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan glis-
erol molekdlleri tarafindan glglendirilir. Ferrik iyon, asidik
bir ortamda ksilenol orange ile renkli bir komplekse do-
nlstaralir.  Spektrofotometrik olarak olgilebilen renk
yogunlugu, numunede bulunan toplam oksidan molekail
miktari ile iligkilidir. Bu analiz H20: ile kalibre edildi ve H202
esdegeri (umol H202 Equiv/L) olarak ifade edildi (21).

Oksidatif Stres indeksi (OSi) Hesaplanmasi

Oksidatif stresin o6nemli bir gostergesi olan OSl'nin
hesaplanmasi icin 6ncelikle TOS ve TAS seviyeleri belirlendi.
Daha sonra OS indeksi su formile gore hesaplandi: OSI
(rasgele birimler) = TOS [(umol H20:2 esdegeri/L) /TAS (mmol
Trolox esdegeri/L)] x 100 (22).

Covid-19, Oksidatif stres, Toplam antioksidan, Toplam oksidan

Malondialdehid (MDA) Tayini

PUFA arasidonik asit ROS’lar ile etkilesime girerek sonunda
MDA, 4-hidroksi-2- nonenal (HNE) ve F2-izoprostanlar gibi
diger reaksiyon Urinlerini olusturmak Ulzere peroksitlenir.
ROS'un lipitlerle 6zel reaksiyonu genellikle "lipit pero-
ksidasyonu" olarak bilinir. MDA, HNE ve F2-izoprostanlar,
0S’in, yani lipit peroksidasyonunun yaygin olarak kabul
edilen biyobelirtegleridir. MDA'nin tiyobarbitirik asit (TBA)
reaktivitesi ile Olcimi, lipit peroksidasyonunu deger-
lendirmede en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Serum
MDA diizeyleri, Deaper ve Hadley'in gelistirmis olduklari
yontem modifiye edilerek olgildi. Serum ve doymus bir TBA
reaktifi ¢ozeltisi, kaynar su banyosunda 15 dk boyunca pH
1.5'te 1sitildi. Sogutulduktan sonra stipernatantin absorbansi
532 nm'de spektrofotometrik (Thermo Scientefic Variosckan
Lux, ABD) 6lguldii. MDA-TBA kompleksinin bu dalga boyun-
daki molar ekstinksiyon katsayisindan (1.56x105 M-1 cm-1)
faydalanilarak, nmol/ ml cinsinden MDA konsantrasyonlari
hesaplandi (23).

Protein Karbonil (PC) Tayini

Protein karbonilasyonu, ROS’lar tarafindan tesvik edilebilen
bir tlr protein oksidasyonudur. Genellikle, 2,4-dinitro-
fenilhidrazin (DNPH) ile hidrazonlar olusturmak (zere
reaksiyona girebilen reaktif ketonlar veya aldehitler
olusturan bir islemi ifade eder. Diger amino asitlerin yani sira
lizin, arjinin, prolin ve treonin kalintilarinin yan zincirlerinin
“birincil protein karbonilasyonu” reaksiyonunda dogrudan
oksidasyonu, DNPH ile saptanabilir protein Urlnleri Gretir.
Bu calismadaki protein karbonil diizeyleri, DNPH reaksiyonu
ile manuel olarak analiz edildi. Analiz, protein hidrazon
olusturmak icin DNPH ile protein karbonil arasindaki
reaksiyonun spektrofotometrik tespiti ile yapildi. Karbonil
icerigi nmol/mg protein olarak belirlendi. Toplam protein
Olgiimleri ise Thermo Scientific uDrop Plate kullanilarak
olguldu (24).

istatistiksel analiz

istatistiksel analiz, SPSS Statistics yazilim versiyonu 25 (IBM
SPSS Inc.) kullanilarak yapildi. Dagilimin normalligini test et-
mek i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Normal dagihim
gosteren veriler ortalama + standart sapma seklinde, normal
dagihm gostermeyenler veriler (belirtilerin siiresi) median
(IQR) seklinde yazildi.

Normal dagilan verilerdeki gruplar arasi ¢oklu karsilastirma-
lar icin one way ANOVA kullanilirken grup igi ikili
karsilastirmalar igin Tukey HSD testi kullanildi. Normal
dagilim gbstermeyen verilerin  gruplar arasi  ¢oklu
karsilastirmalar icin Kruskal Wallis-H Testi, grup ici ikili
karsilastirmalarinsda ise Bonferoni dizeltmesi kullanildi.
Parametreler arasindaki korelasyonlar Pearson korelasyon
testi ile analiz edildi. p <0.05 istatistiksel olarak anlamh ka-
bul edildi.
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Tablo 2. Oksidtif stres parametrelerinin zaman dilimlerinde karsilastiriimasi. Veriler median (IQR) olarak sunulmustur

15.giin 30.gilin 45.giin 60.gilin p
TAS (mmol Trolox Eqv/L) 1.1(0.2) 1.1(0.3) 1.1(0.3) 1.1(0.2) 0.134
TOS (umol H20: Eqv/L) 17.5(13.8) 15.8 (11.2) 15.3(9.9) 12.6 (11.3) 0.122
0SI (AU) 1.5(1.6) 1.4(1.2) 1.4(0.9) 0.9 (1.4) 0.174
MDA (nmol/ml) 11.0(6.3) 10.2(7.1) 9.4 (6.8) 10.5(8.4) 0.966
PC (nm/mg) 82.2 (56.8) 75.1(46.7) 76.9 (53.2) 749 (57.4) 0.623

Giinler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihk gérilmemistir (p>0.05). TAS: Total antioksidan diizeyi, TOS: Total oksidan diizeyi, OSi: Oksidatif
stres indeksi, MDA: Malondialdehid, PC: Protein karbonil

Tablo 3. Oksidatif stres parametrelerinin kadin ve erkekler arasinda kiyaslanmasi. Veriler median (IQR) olarak
sunulmustur

Kadin (n=18) Erkek (n=25) p
TAS 1 (mmol Trolox Eqv/L) 1.06 (0.26) 1.22(0.25) 0.10
TAS 2 (mmol Trolox Eqv/L) 1.17(0.23) 1.22(0.49) 0.61
TAS 3 (mmol Trolox Eqv/L) 1.05 (0.36)° 1.26 (0.19)" 0.01
TAS 4 (mmol Trolox Eqv/L) 1.05 (0.26)° 1.23(0.33)" 0.04
TOS 1 (umol H,02 Eqv/L) 15.23 (12.24) 17.84 (14.75) 0.79
TOS 2 (umol H20; Eqv/L) 13.98(13.33) 17.61(11.68) 0.69
TOS 3 (umol H20; Eqv/L) 14.20(11.41) 16.14 (10.18) 0.20
TOS 4 (umol H,0; Eqv/L) 13.71(11.54) 12.42 (15.66) 0.47
0SI 1 (AU) 1.61(1.29) 1.35(1.77) 0.69
0SI 2 (AU) 1.14(0.95) 1.57(1.24) 0.21
0S! 3 (AU) 1.54(0.99) 1.24 (1.25) 0.81
0S1 4 (AU) 1.26 (1.35) 0.91 (1.83) 0.76
MDA 1 (nmol/ml) 8.87 (4.08) 13.19(8.58) 0.06
MDA 2 (nmol/ml) 9.34(8.70) 10.62 (4.78) 0.37
MDA 3 (nmol/ml) 9.34(8.17) 9.69 (6.83) 0.94
MDA 4 (nmol/ml) 8.76 (3.76)° 15.30 (9.46)° 0.02
PC 1 (nm/mg) 65.18 (44.90) 94.15 (75.34) 0.09
PC 2 (nm/mg) 66.07 (34.43)° 92.46 (70.25) 0.02
PC 3 (nm/mg) 77.01 (49.03) 75.99 (58.30) 0.69
PC 4 (nm/mg) 68.82 (30.35) 91.98 (93.04) 0.18

Tabloda farkli harf bulunan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir. TAS: Total antioksidan diizeyi, TOS: Total oksidan diizeyi, OSi:
Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehid, PC: Protein karbonil

Tablo 4. COVID-19 semptom siddetinin oksidatif stres parametreleri bakimindan karsilastirilmasi. Veriler median (IQR)
olarak sunulmustur.

Diisiik Orta Siddetli

TAS 1 (mmol Trolox Eqv/L) 1.26 (0.43) 1.12 (0.33) 1.09 (0.30)
TAS 2 (mmol Trolox Eqv/L) 1.11 (0.30) 1.16 (0.27) 1.25(0.58)
TAS 3 (mmol Trolox Eqv/L) 1.19 (0.35) 1.19 (0.28) 1.27 (0.49)
TAS 4 (mmol Trolox Eqv/L) 1.10(0.27) 1.18 (0.19) 1.22 (0.45)
TOS 1 (umol H:0: Eqv/L) 9.04 (5.6)° 17.9 (14.5)° 19.14 (14.75)°
TOS 2 (umol H20; Eqv/L) 16.14 (10.23) 15.45 (18.41) 17.39(10.19)
TOS 3 (umol H;0; Equ/L) 11.85 (11.42) 16.14 (15.64) 16.08 (9.41)
TOS 4 (umol H20; Eqv/L) 9.90 (14.85) 12.47 (15.67) 14.20 (50.95)
0s1 1 (AU) 0.71 (0.78)? 1.58 (1.32)° 1.86 (1.83)°
0SI 2 (AU) 1.57 (1.22) 1.34(1.30) 1.43 (1.31)
0SI 3 (AU) 1.01 (0.64) 1.60 (1.42) 1.35(1.19)
0S4 (AU) 0.83 (1.75) 1.00 (1.61) 0.98 (1.37)
MDA 1 (nmol/ml) 14.36 (7.88) 9.57 (5.19) 11.56 (16.81)
MDA 2 (nmol/ml) 12.03 (29.37) 10.51(8.17) 9.81 (6.39)
MDA 3 (nmol/ml) 9.28 (8.23) 9.34 (8.08) 10.39 (7.24)
MDA 4 (nmol/ml) 11.91(70.92) 9.11 (8.29) 15.41 (8.99)
PC 1 (nm/mg) 95.51 (36.70) 65.18 (57.65) 85.85 (78.00)
PC 2 (nm/mg) 76.93 (31.39) 68.24 (57.68) 87.17 (55.61)
PC 3 (nm/mg) 77.44 (5.93) 81.11 (78.25) 61.13 (43.77)
PC 4 (nm/mg) 82.41 (42.73) 71.63 46.48) 76.46 (114.19)

Tabloda farkli harf bulunan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.05). TAS: Total antioksidan diizeyi, TOS: Total oksidan diizeyi,
0SI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehid, PC: Protein karbonil
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Tablo 5. Yas gruplarina gore oksidatif stres parametrelerinin karsilagtirilmasi. Veriler median (IQR) olarak sunulmustur.

<36 (n=19) 37-46 (n=13) 47-57 (n=11)
TAS 1 (mmol Trolox Eqv/L) 1.19 (0.39) 1.06 (0.38) 1.09 (0.19)
TAS 2 (mmol Trolox Eqv/L) 1.16 (0.26) 1.01(0.43) 1.30(0.37)
TAS 3 (mmol Trolox Eqv/L) 1.19 (0.35) 1.06 (0.34) 1.26 (0.23)
TAS 4 (mmol Trolox Eqv/L) 1.13 (0.21)? 1.19 (0.50)2 1.23 (0.22)°
TOS 1 (umol H20: Eqv/L) 15.19 (12.75) 20.00 (11.82) 15.45 (15.19)
TOS 2 (umol H;0; Eqp/L) 12.88 (10.12)° 19.71 (17.84)* 17.61 (9.53)
TOS 3 (umol H20; Eqv/L) 12.94 (10.22) 15.00 (10.47) 19.61 (6.91)
TOS 4 (umol H20; Eqv/L) 12.61 (13.99) 14.43 (10.50) 11.90 (25.34)
0SI 1 (AU) 1.32(1.37) 2.08 (1.45) 1.32 (1.46)
0SI 2 (AU) 1.07 (1.07) 1.65 (2.29) 1.47 (1.15)
0SI 3 (AU) 1.18(1.01) 1.60 (1.86) 1.51 (0.65)
0514 (AU) 1.00 (1.42) 1.02 (1.71) 0.97 (2.12)
MDA 1 (nmol/ml) 11.68 (5.08) 11.38 (13.40) 10.68 (7.50)
MDA 2 (nmol/ml) 10.57 (8.32) 12.20 (28.79) 9.46 (4.58)
MDA 3 (nmol/ml) 9.11 (8.76) 10.04 (8.08) 9.75 (3.82)
MDA 4 (nmol/ml) 10.45 (9.28) 8.40 (3.73) 16.11 (10.92)°
PC 1 (nm/mg) 63.96 (41.30)° 95.01 (45.32)° 105.05 (82.77)*
PC 2 (nm/mg) 63.91 (42.51) 81.62 (49.40) 98.99 (60.26)
PC 3 (nm/mg) 75.07 (39.85) 77.12 (54.00) 77.77 (85.62)
PC 4 (nm/mg) 77.24 (53.66) 79.43 95.65) 64.06 (109.82)

Tabloda farkli harf bulunan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.05). TAS: Total antioksidan diizeyi, TOS: Total oksidan diizeyi,

0SI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehid, PC: Protein karbonil

Bulgular
COVID-19 hastalarinin demografik bilgileri ve klinik karak-
terleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Giinlere gére farkhliklar

Oksidatif stres parametrelerinin diizeyleri tim zaman ara-
liklarinda karsilastirilmasi Tablo 2’de gosterilmistir ve ista-
tistiksel olarak anlamli bir fark gértlmemistir.

Cinsiyete gore farkhilhklar

Oksidatif stres parametrelerinin kadin ve erkekler
arasinda kiyaslanmasi Tablo 3’de verilmistir. Erkek has-
talarda TAS 3 ve TAS 4 diizeyleri kadin hastalara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli dizeyde vyiksek bulundu
(p<0.05). Yine erkek hastalarda kadin hastalara gére MDA
4 dizeyi ve PC 2 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
diizeyde ylksek bulundu (p<0.05).

Hastalik derecesine gore farklliklar

Koronaviris hastaligi gegirilirken gosterilen semptom sid-
detlerine gore diisik, orta ve siddetli semptomlu gru-
plarin OS bakimindan karsilastirlmasi Tablo 4’te
yapilmistir. COVID-19 hastaligini orta ve siddetli semp-
tomlarla geciren bireylerin TOS 1 dizeyleri ve OSI 1
ylizdeleri, diisik siddette semptom gosteren bireylere

kiyasla anlamli olarak daha yiksek oldugu tespit edildi
(p<0.05).

Yas gruplarina gore farkhliklar

Yasa gore 36 ve alti, 37-46 arasi, 47-57 arasi gruplarin OS
parametreleri bakimindan kiyaslanmasi Tablo 5’te
sunulmusgtur. Buna gore, yas arahgl 47-57 arasinda olan
hastalardan TAS 4 ve MDA 4 diizeyleri 47 yasindan daha

kiiclk olan hastalara kiyasla istatistiksel olarak anlamli
dizeyde ylksek bulundu (p<0.05). Yaslari 37-46 yas
araligindaki bireylerde, TOS 2 diizeyleri diger gruplara
kiyasla anlamli 6lglide yiksek bulundu (p<0.05). Son
olarak PC 1 diizeyi 37-46 yas araligindaki hastalarda 37
yasindan kiiclk hastalara kiyasla ve 47-57 yas araligindaki
bireylerde diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak an-
lamh diizeyde yiksek oldugu bulundu (p<0.05).

VKi’ye gére farkliliklar

Vicut kitle indeksi ile oksidatif stres parametrelerinin
kiyaslanmasi yapilmistir. Farkh VKi’ye sahip COViD-19
hastaligi gecirmis bireylerden alinan tim zaman dilim-
lerindeki 6rneklerde o6lglilen oksidatif stres parametre
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
gorilmedi (p>0.05).

Korelasyonlar

Oksidatif stres parametreleri ile COVID-19 semptomlari
arasindaki korelasyon analizi yapilmistir. Buna gore; nefes
darhgi ile TAS 1 diizeyi arasinda pozitif yonde istatistiksel
anlamlilik (p=0.002 r=0.631), nefes darligi ile TOS 2 dlizeyi
arasinda negatif yénde (p=0.041, r=-0.450), OSi 2
diizeyleri ile arasinda pozitif yonde istatistiksel anlamlilik
bulundu (p=0.011, r=0.540). Bas agrisi ile TOS 1 arasinda
pozitif (p=0.011, r=0.545) OSi 1 arasinda negative yénde
istatistiksel anlamhhk bulundu (p=0.04, r=-0.451).

Terleme ile TAS 1, TAS 2, TAS 4 ve OSi 1 arasinda negatif
yonde istatistiksel anlamlilik bulundu (sirasiyla; p=0.002
r=-0.654, p=0.035 r=-0.486, p=0.038 r=-0.493, p=0.025 r=-
0.512). Karin agrisi ile TAS 1, OSi 1 arasinda negatif ydnde
istatistiksel anlamlilik bulundu (sirasiyla; p=0.003 r=-
0.929, p=0.014 r=-854). istah kaybi ile TAS 3 dizeyi
arasinda pozitif yonde istatistiksel anlamlilik bulundu
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(p=0.042 r=0.530). Oksiiriik ile MDA 1 arasinda (p=0.008
r=0.551), istah kaybi ile MDA 4 arasinda pozitif yonde
istatistiksel anlamlilik bulundu (p=0.011 r=0.679). Son
olarak nefes darhgl ile MDA 1, MDA 3 arasinda pozitif
yonde istatistiksel anlamhhlk bulundu (sirasiyla p=0.044
r=0.494, p=0.006 r=0.621).

Tartisma

COVID 19 hastaligi mitokondriyal disfonksiyona neden ol-
maktadir bu durum; oksijen ve enerji Gretiminde nispi bir
azalmaya ve ROS iretiminde artisa yol agar. Bu durumda
sliperoksit, H202 ve diger reaktif tiirler esas olarak mito-
kondriyal solunum zinciri tarafindan uretilir. Hidrojen pe-
roksit, makrofajlarda, noétrofillerde ve endotel hiicrele-
rinde proinflamatuar sitokinleri NADPH oksidaz aracili-
giyla aktive eden birgok genin ekspresyonuna neden ola-
rak daha fazla stperoksit ve H202 Uretir (14, 25). Ayrica
yayinlanan arastirmalar, COVID-19 mikrobiyota disbiyo-
zunun toksik gazlar hidrojen sulfir (H2S) ve nitrojen oksit
(NO) uretimi yoluyla mitokondriyal homeostaziyi bozdu-
gunu gostermistir (25). Bu siregler nihayetinde COVID-19
hastalarinda oksidatif hasara yol agar. Calismalar, insan-
larda oksidatif hasarin meydana geldigini ve demografik,
fiziksel veya beslenme faktorlerinin ile iliskili oldugunu
gostermistir (26). Bizim bulgularimiz da bu sonuglarla ayni
dogrultuda olacak sekilde OS parametrelerinden TAS,
TOS, MDA ve PC diizeylerinin yikseldigi goriildii. Bu bag-
lamda ¢alismamizda ilk kez COVID-19 hastalarinda MDA
ve PC diizeylerinin yiikseldigi tespit edildi. Ozellikle erkek-
lerde OS parametrelerinin daha fazla arttigi tespit edildi.
Yaptigimiz ¢alismanin sonucunda yaslar arasinda kiyas-
lama yapildi ve 47 yasindan daha bliyiik hastalarda OS pa-
rametrelerinin daha fazla arttig istatistiksel olarak sap-
tandi. Ayni zamanda OS’in COVID-19 semptomlarinin sid-
deti ile kiyaslanmasinda yiiksek siddette semptom goste-
ren hastalarda OS parametrelerinin daha fazla olduguda
kaydedildi.

Oksidatif stres diizeyi erkek hastalarda daha yiiksektir

Literatiirde vyapilan bazi analizler, COVID-19'a ya-
kalanmada cinsiyet farkini  degerlendirmek igin
yapilmistir. Sistematik incelemede; erkekler ve kadinlar
arasinda COVID-19 teshisi konmus vakalarin toplanmig
prevalansinin sirasiyla 55.00 (51.43-56.58, 12 =%99.5,
p<0.001) ve 45.00 (41.42-48.57) oldugunu ortaya koydu.
Bu, COVID-19'un erkeklerde kadinlardan daha yaygin
oldugunu gosterir. Kanada, Ontario'da vyapilan bir
arastirma erkeklerin pozitif test verme olasiliginin daha
ylksek oldugunu gostermistir. Pakistan'da COVID-19 va-
kalarinin %72'si erkektir. Global Health 5050 verilerine
gore, bu sayr COVID-19 teshisi dogrulanmis vakalarin
sayisi ve hastaliga bagh o6lum orani, farkl Ulkelerde
erkekler arasinda vyuksektir (27). Yapilan baska bir
calismada farelerde koronavirlsler lizerinde daha 6nce
yapilan bazi arastirmalar, Ostrojenin koruyucu bir roli
olabilecegini &ne siirmistiir. Ostrojenler, artan sitokin

Covid-19, Oksidatif stres, Toplam antioksidan, Toplam oksidan

salinimina yol agan bagisiklik tepkisinin yikselme fazini
bastirir (28). Yazarlar ayrica, bir 6strojen reseptér antago-
nisti ile tedavi edilen disi farelerin, erkek farelerle ne-
redeyse ayni oranda 6ldiigiini gostermistir (29). Fizyolojik
ostrojen konsantrasyonlarinin, Ostrojen reseptérleri ve
mitojenle aktive olan protein kinaz ve nikleer faktor
kappa B yolu tarafindan manganez slperoksit dismutaz
ve glutatyon peroksidaz ekspresyonunu aktive ettigini
gostermektedir. Oksidatif ve metabolik stresle iliskili
Ostrojen yoksunlugu Uzerinde erken baslangich 6strojen
tedavisi ile ortadan kaldirldigi gosterilmistir (30). Yaptigi-
miz ¢alismanin sonucu COVID-19 hastasi olan erkeklerde
kadinlara kiyasla daha fazla OS goérilmesinin sebebini
aciklamaktadir. Erkeklerin sosyal hayatta daha aktif ol-
dugu dislnilirse COVID-19 virtsiine daha fazla maruzi-
yeti sonucu erkeklerde COVID-19'un daha fazla oldugu
normal gorilsede, COVID-19 sebepli 6llimlerin kadinlara
kiyasla daha fazla olmasinin sebebinin; OS stresin daha
fazla olmasindan kaynakli, inflamasyona ve apoptoza se-
bebiyet vererek bircok hastaliklarin kékenini olusturdugu
disandlebilinir.

Bazi spesifik COVID-19 semptomlari ile oksidatif stres
diizeyleri arasindaki iliskiler

Yapilan galismalar OS’in artmasi, COVID-19'un semptom-
larinin siddetine katkida bulundugunu gostermistir (15,
16). Bizim g¢alismamizin sonucunda bas agrisinin TOS di-
zeyi; nefes darhg, oksirlk ve istah kaybinin MDA dizey-
leri ile korelasyonunda pozitif yonde istatistiksel olarak
anlamh sonug¢ bulunmasi; OS’den kaynakli siddetli semp-
tomlarin bir agiklamasi olarak gérdlebilir. Yapilan galisma-
larin ve galismamiz sonucunda OS’den kaynakl inflamas-
yon, apopotoz ve COVID-19 virlsiine bagl gelisebilecek
semptom ile patolojilerin engellene bilmesi agisindan bu
hastalarin antioksidan destegi almalari, 6zellikle 47 yasi-
nin lzerindeki erkek hasta bireylere siddetle tavsiye edil-
mektedir. Mevcut ¢alisma COVID-19 semptomlari ile ok-
sidatif stres parametrelerinden MDA ve PC arasindaki ilis-
kiyi inceleyen ilk calismadir.

Semptom siddeti artisi oksidatif stresi artirir

Yapilan calismalarda NADPH oksidaz-2'nin hastanede ya-
tan COVID-19 hastalarinda asiri eksprese edildigi ve OS’in
artmasina neden oldugunu goésterilmistir (17). Bu sonug-
larla uyumlu olarak, diger arastirmacilar makrofajlarda
NADPH oksidaz-2'in blokajinin OS’deki azalma sayesinde
hastalik fenotiplerini iyilestirdigini gostermislerdir (18).
Bizim yaptigimiz calismada OS parametreleri ile hasta-
larda goriilen semptomlar arasinda korelasyon analizi ya-
pildi. Bu analiz sonucu diger ¢alismalarla uyumlu olarak;
okslrik ile MDA 1, istah kaybi ile MDA 4; nefes darligi ile
MDA 1, MDA 3; bas agrisi ile TOS 1 arasinda pozitif yonde
istatistiksel olarak anlamli korelasyon oldugu saptandi. Bu
durum bize semptomlar arttikga OS’inde arttigI sonucuna
ulastirmistir. Terleme ile TAS 1, TAS 2, TAS 4; karin agrisi
ile TAS 1 arasinda negatif yonde korelasyonun istatistiksel
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olarak anlamli 6l¢lide olmasi ise antioksidan madde art-
tikca semptomlarin azaldigi bilgisine ulastirmistir. Diger
bir yorumla semptomlarin artmasi OS’nin artmasina ve
antioksidan maddelerin azalmasina neden olmustur.
Nefes darhgiile TAS 1; istah kaybiile TAS 3 diizeyi arasinda
pozitif yonde istatistiksel anlaml korelasyon bulunmasi
ise bu semptomlarin antioksidan parametreleri art-
tirdiginin bir gostergesidir. Nefes darligi ve istah kaybi
semptomlarinin MDA diizeyleri ile istatistiksel olarak an-
lamli Olclide pozitif korelasyonu; bu semptomlarin OS
stresi arttirmasinin bir sonucu olarak antioksidan para-
metrelerinide arttigini disiindiirmektedir. Genel olarak
COVID-19 teshisi konmus hastalarda tim semptomlarla
beraber OS’in artmasi; baska kronik hastaligi olan birey-
lerde bu kronik hastaligin semptomlarinda artis gérilme-
sine neden olabilir. Bu durum COVID-19’un bireylerdeki
ilerleyisinin siddetli ve agir olmasina sebebiyet verebilir.
Buna gore, teshis koyulan COVID-19 hastalarina gligli an-
tioksidan maddeler ile takviye yapilmasinin koruyucu bir
etki gosterebilecegi ongorilmastir.

Artan yasla birlikte oksidatif stres diizeyi artar

Oksidatif stres hicrede endojen olusumu ve birikimini
saglayarak; lipid, protein ve DNA oksidasyonuna neden
olur. Lipid peroksidasyonu igin MDA, protein oksidasyo-
nunu igin PC dlizeylerinde artig goriliir. Bu stregler hiicre
ici hasara, hiicre fonksiyonlarinin bozulmasina, nihaye-
tinde hiicre 6liminin yaslanma ve yasa bagh cesitli kro-
nik hastaliklarla iliskilendirilmesine neden olur (31). Yas
artisi, COVID-19’a yakalanma riskini artirmakla birlikte,
yash hastalarda hastalik siddetinin daha yiiksek oldugu
yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (32). Calismamizda yas
artisina bagli olarak MDA 4 ve PC 1 dizeylerinde artis ol-
dugu ilk kez tespit edilmistir. Bulgularin sonucunda
COVID-19 hastalarinda yasa bagli olarak semptomlarin
daha siddetli gorilmesi hem yasa bagh olarak hem de
COVID-19’un etkisi ile OS’in artmasindan dolayi oldugu
dusinidlmektedir.

insanlar yaslandikca, glutatyon Uretimi gibi antioksidan
savunma mekanizmalari da tikenir ve buna bagli olarak
ROS artig, tiim hiicrelerin nikotinamid adenin dintkleotid/
nikotinamid adenin dintkleotid fosfat (NAD*/NADP) ora-
ninin distigl bir psédohipoksi durumuna girmesine ne-
den olur (33, 34). Literatiirde yash hastalarin en disuk
NAD* seviyelerine sahip oldugu, buna karsilik en dusiik
riske sahip olan bebekler ve ¢ocuklarda en yiiksek seviye-
lerine sahip oldugu bildirilmistir (27, 32). Oksidatif stres
ayrica NAD*'ya bagiml enzim olan poli ADP riboz polime-
raz 1'i (PARP1) aktive eder. PARP1'in hiperaktivitesi, hlic-
resel NAD"In tiikenmesine, ATP eksikligine, enerji kay-
bina ve ardindan hiicre 6limine yol acar. Bu siregler,
proinflamatuar kaskadini gelistirme potansiyeline sahiptir
(35). Bu bilgiler dogrultusunda yasa baglh olarak OS’in art-
masini dogrular sekilde olan bulgularimiz 47 yasinin lize-
rindeki koronavirlis hastalarinda daha fazla OS’in goéril-
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mesini desteklemektedir. Artan yasla birlikte RARP1 art-
tirma, NAD* azalmasi kaynakli OS’in artmasina ek olarak
COVID-19 kaynakh OS’in artmasi daha fazla hiicre 6Imine
sebebiyet vereceginin bir gostergesidir. Bu durum hiicre
batinlugiuni bozarak doku harabiyetine sebebiyet vere-
cek; daha 6nce yapilan galismalarda gosterilen COVID-19
kaynakli coklu organ yetmezliginin temelini olusturabile-
cegi kanaatindeyiz.

Sonug olarak; yaptigimiz calismadan elde edilen veriler 47
yas Uzerindeki erkeklerde ve siddetli semptomu olan has-
talarda daha fazla OS’in oldugunu gostermistir.
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