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OZET
Yuksek Lisans Tezi
Tiirkiye’de SARS-CoV-2’nin Tiim Genom Dizileme
Nejat Siraj Mohammed
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Abdurahman Mithat Bozday1

SARS CoV-2, hafif ila agresif solunum sistemi enfeksiyonlarindan sorumlu olan RNA
virisidiir. Aralik 2019'dan giiniimiize kadar bu viriis yaklagik 173 Milyon insanin
morbiditesine ve 3.72 Milyon insanin mortalitesine neden oldu. Bu galismanin amaci
Tiirkiye'deki hastalardan izole edilen viral suslarin tim genom dizilimini yapmaktadir.
Sekanslama islemi, Illumina Iseq 100'de PARAGON Cleanplex sekanslama paneli
kullanilarak gergeklestirildi. Calismamizda 72 6rnekler sekanslanabildi ve toplam 84
mutasyon rapor edilmisti. En yaygin goriilen niikleotid varyasyonu, genomun ORF1lab, S ve
N bdlgelerinde mevcuttu. Bu varyasyonlardan bazilar1 esanlamli olmayan amino asit
mutasyonlar1 ile sonu¢lanmistir. Calismamizda en sik goriilen amino asit mutasyonlarindan
biri olan D614G ¢ogu 6rneklerde 14408C>T ve 3037C>T ile birlikte bulunmustur. Bu
birlikte var olan mutasyonlar son zamanlarda Avrupa'da en sik gozlenen varyantlardan
birinin karakteristigi olarak tanimlanmistir. Calismamizdan elde edilen veriler, aciklanan
mutasyonlarin ilaca direngli viral fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olup olmayacagini
gormek i¢in kullanilabilir. Bu mutasyonlar ayrica viriisiin patojenitesini, gegigini ve
replikasyon oranini da etkileyebilir. Bu nedenle, mutasyonlarin kesin sonucunu analiz etmek
ve viriisiin devam eden evrimini izlemek i¢in daha fazla degerlendirme yapilmasi

Onermektedir.
2021, 93 sayfa.

Anahtar kelimeler: SARS-CoV-2, Mutasyonlar, Genom, Tum genom dizileme, Filogenetik

anlizi.



ABSTRACT
MSc Thesis
Whole Genome Sequencing of SARS-CoV-2 Isolates In Turkey
Nejat Siraj Mohammed
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Abdurahman Mithat Bozday1

SARS CoV-2 is the RNA virus responsible for mild to aggressive respiratory infections.
From December 2019 to the present, the virus has caused the morbidity of about 173 million
and the mortality of 3.74 miollion people worldwide. The aim of this study was to perform
full genome sequencing of viral strains isolated from patients in Turkey. Sequencing was
performed using the PARAGON Cleanplex sequencing panel in the Illumina Iseq 100. A
total of 72 viral strains were sequenced and a total of 84 mutations were reported. The most
common nucleotide variation was present in the ORFlab, S, and N regions of the genome.
Some of these variations have resulted in amino acid mutations that are not synonymous. In
this study, one of the most commonly reported mutation was D614G. In many samples, this
mutation was frequently found together with 14408C>T and 3037C>T. These co-existing
mutations have recently been identified as characteristic of one of the most commonly
observed variants in Europe. In conclusion, the data from this study could be used to see if
the mutations described would lead to the emergence of drug-resistant viral phenotypes.
These mutations can also affect the pathogenicity, transmission and replication rate of the
virus. Therefore, more detailed research is recommended to assess the exact outcome of

these mutations and monitor the ongoing evolution of the virus.
2021, 93 pages

Key words: SARS-CoV-2, Mutations, Genome, Whole Genome Sequencing, Phylogenetic

analysis.
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1. GIRIS

Endemik, epidemi ve pandemi, enfeksiyonlar1 ve diger saglik sorunlarini tanimlamak icin
kullanilan terimlerdir. Bir hastaliga, belirli bir siire boyunca vaka sayisina ve cografi dagilima
bagl olarak bu terimlerden biri verilir (1). Hastalik salgini, bir hastaligin beklenen normal
miktardan daha fazla ortaya ¢ikmasidir. Hastalik salginlarina genellikle enfeksiyon neden olur
(2). Bir salgindaki vaka sayisi, kisiden kisiye temas, hayvandan insana temas veya gevreden
veya diger ortamlardan olusan hastaligin bulasma sekline ve nedensel ajanin 6zelliklerine
baghdir (3). Epidemi, daha genis bir cografi alana yayilan salgindir. Brezilya'da baslayan ve
bir¢cok Latin Amerika iilkesine yayilan Zika viriisii salgin1 ve 2014 ile 2016 yillar1 arasinda Bati

Afrika'da meydana gelen Ebola epidemi 6rnek olarak verilebilir (1).

Pandemi, iilkelere veya kitalara yayilan hastalik salginidir. Etkiledigi kisi sayis1 ve cografi
dagilimi epidemiden daha fazladir (3).Pandemilere genellikle hizli bir sekilde yayilan yeni
bulasic1 ajanlar (bakteri veya viriisler) neden olur. 2009 domuz gribi salgmi ve 1918 Ispanyol

gribi salgini, ge¢gmis yillarmn iyi bilinen salgmlarmdan bazilaridir (4).

Aralik 2019'da Cin'in Wuhan sehrinde Koronaviriislerin neden oldugu diisiiniilen yeni bir
pndmoni vakasi goriildii. Bu Koronaviriis, baslangigta Diinya Saglik Orgutu (DSO) tarafindan
12 Ocak 2020'de 2019 yeni Koronaviriis (2019-nCoV) olarak adlandirildi ve O zamandan beri
viris diinyanmn her kosesinde goriilmektedir (5). Tanimlanmasindan birka¢ ay sonra, viriis
diinyanin bir¢ok yerine yayilip mortalite ve morbiditenin artmasia neden oldu. Bu nedenle, 11
Mart 2020'de DSO bu hastaligi pandemik olarak siniflandirdr (6). ilk vakanmn tespit
edilmesinden bu yana viriis diinya ¢apmda ¢ok hizli bir sekilde yayilmaktadir. Aralik 2019'dan
glnimize kadar bu viriis yaklasik 173 Milyon insanin morbiditesine ve 3.72 Milyon insanin

mortalitesine neden oldu (7)



2. KURUMSAL TEMELLER
2.1. SARS COV-2 MORFOLOJIiSi VE FiZYOKIMYASAL OZELLIKLERI

Koronavirlsler, Coronaviridae ailesindeki Coronavirinae alt ailesinin tyeleridir (8). Bu alt aile
ciddi insan solunum yolu hastatliina neden olan tiyeler viriisler Orta Dogu Solunum Sendromu
(MERS) ve Siddetli Akut Solunum Sendromu (SARS) icermektedir (9). Bu viriis grubu ayrica
insanlarda, kuslarda, ciftlik hayvanlarinda ve yarasa ve fare gibi vahsi hayvanlarda
gastrointestinal, hepatik ve sinir sistemi enfeksiyonlarina neden olabilir (10). Koronavirus ailesi,

filogenetik analizlere ve antijenik kriterlere gore ii¢ grupta kategorize edilmistir:

A. Alpha- Koronavirusler (Insanlar ve hayvanlarda gastrointestinal bozukluklardan
sorumlu olan grup).
B. Beta- Koronavirusler (Yarasa koronavirtisii (BCoV), SARS viriisu ve MERS vir(isi)

C. Gamma- Koronaviriisler ( kuslara enfekte eden) (8).

Family ‘Arteriviridae ‘ ‘ Coronaviridae ‘ ‘ Mesoniviridae \

Subfamily onhocor

Genus

Subgenus @ovirus

Species | cov-229F SARS-CoV-2 HCoV-0C43
(human) | Lcov-ni63 SARS-CoV

HCoV-HKU1
MERS-CoV

Sekil 2.1. Insan Koronaviriislerinin smiflandiriimasi (12)



SARS-CoV-2, matris proteininden olusan bir kapsid i¢indeki bir niikleoprotein ile iligkili tek
sarmall1 (pozitif-sens) RNA iceren 70-90 nm capinda, kiiresel zarfli bir viriistiir (11).

Sekil 2.2. SARS CoV-2 yapis1 (13)
2.1.1. VIRUSUN KOKENI

Y rmu dort Ocak'ta SARS-CoV-2'nin ilk genomu yayinlandi ve viriisiin (SARS-CoV) ile ¢esitli
genomik ve filogenetik benzerliklere sahip oldugunu ortaya ¢ikardi. Bu benzerlik, S geni ve
Reseptor Baglanma Alaninda (RBD) belirgindir (15). Virusiin genomik dizisi SARS-CoV ile %
75-80 benzerlik gosterse de, bazi1 yarasa Koronavirisleri (6zellikle SARSr-CoV RaTG13) ile
daha fazla benzerlik gorilmektedir (12).

Protein dizilerine ve korunmus bdlgelerine gore SARS-CoV-2, yarasa CoV bat-SL-
CoVZXC21, yarasa SARS Koronaviriis HKU 3-1 ve SARS gibi farkl korona viriisii tiirleri
arasindaki benzerligi incelemek icin bir calisma yapilmistir. Calismaya gore, SARS CoV-2 ve

Bat - SL - CoVZXC21 arasinda tiim proteinler i¢in diger iki viriise gére yakin bir homoloji



vardir. SARS CoV-2 protein sekanslarmin %91.1'i Bat- SL - CoVZXC21 protein sekansi ile
benzemektedir. Onun yerine, HKU 3-1 ile %79.7 ve SARS CoV protein sekanslari ile %77,1'
benzemektedir (8). Buna ek olarak, diger c¢alismalar, RaTG13 olarak adlandirilan bir
Rhinolophus affinis yarasasindan elde edilen viriisiin niikleotid sekans seviyesinde SARS-CoV-
2'ye yaklasik %96 benzer oldugunu gosterdi. Bununla birlikte, SARS-CoV-2 ve RaTG13, S
proteininin S1 ve S2 alt birimlerinin kesisimlerindeki eklemeler dahil olmak {izere bazi1 genomik
ozelliklerde farklilik gosterir. Virilisiin enfektivitesini arttirdigi diistiniilen Polibazik (furin)

boliinme bolgesi insersiyonu RaTG13'te mevcut degildir (13).

Bagka bir ¢alisma, SARS-CoV-2'nin kodlama bélgelerinin yarasa Koronavirisleri benzer bir
genomik organizasyona sahipken, SARS-CoV ile %79 ve MERS-CoV ile% 50 genetik
benzerlige sahip oldugunu ortaya koydu. Bu nedenle, SARSCoV-2'nin MERS-CoV'ye gore
SARS-CoV ile daha yapisal ve patojenik benzerlikler tasidigi sonucuna varilabilir. Ancak,
SARS-CoV-2'nin S proteininin, yarasa koronavirusleri, SARS-CoV ve MERS-CoV'nin S

proteinlerine kiyasla daha uzun oldugunu bildirilmistir (14).

2.2. SARS COV-2 VIRUSUNUN GENOMIK YAPISI VE ORGANIZASYONU

Koronaviriisler, 5’ cap yapisi ve 3’ poly - A kuyrugu olan tek sarmalli bir pozitif anlamli RNA'ya
sahiptir (10). Bu viriis grubu, RNA viriisleri arasinda 26.4-31.7kb olan en buyik genoma
sahiptir ve G + C konsantrasyonlar1 %32-%43'e ulasir. Virusun genomu, ORFlab, Basak (S),
zarf (E), Membran (M) ve Nukleokapsid (N) gibi bazi korunmus genleri icermektedir. Genlerin
arasinda ve niikleokapsid geninin asagisinda bulunan kiigiik ORF'leri de igerirmektedir (15).
Viriis, poliprotein la / lab'yi ¢evirmek i¢in genomik RNA'y1 kullanir. Bu poliproteinler, Cift
Membranli  Vezikillerde (DMV) Replikasyon-Transkripsiyon Kompleksinin  (RTC)

olusumunda rol alan yapisal olmayan proteinleri kodlar (10).
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Sekil 2.3.SARS CoV-2'nin genomik organizasyonu (10)

Transkripsiyonun sonlandirilmasi ve ardindan bir lider RNA'nin edinilmesi, subgenomik
haberci RNA'nin transkripsiyon diizenleyici sekanslarinda meydana gelir. Bu, acik okuma
cergeveleri (ORF'ler) arasinda bulunmaktadir. Virlisiin genomu ve alt genomlari en az 6 ORF
icermektedir (16). Viriisiin konakg1 hiicreye girmesinden sonra, Yapisal Olmayan Proteinler
(NSP) ORF1la ve ORF1b'nin ¢evrilmesiyle Uretilir (10). ORF1a tarafindan iiretilen polipeptit
la, yapisal olmayan 11 proteine boliiniir. ORF 1b, yapisal olmayan 15 proteine bdliinen daha
blyik bir polipeptit Gretir. Bu siirecte, Papain benzeri ve 3C benzeri proteaz alanlar1 igeren

proteazlar Yapisal olmayan Protein 3 (NSP3) ve NSP5, proteolitik bolilnmeye aracilik eder (17).

Koronaviriislerin dort ana yapisal proteini vardir. Bunlar Niikleokapsid proteini (N),
Transmembran proteini (M), Zarf proteini (E) ve Basak (S) proteinidir. Nikleokapsid proteini,
RNA genomuna baglanma islevi géren Koronaviriislerinin yapisal bilesenidir (18). Bu protein
yuksek oranda fosforillenmistir ve bir N-Terminal Alan1 (NTD) ve C-Terminal Alan1 (CTD)
icerir (19). N proteini genellikle viral replikasyon dongiisiinde islev goriir (20). Endoplazmik
retikulum-golgi bolgesine yakmnligi nedeniyle, bu proteinin viriisiin tomurcuklanmasi ve
toplanmasinda islev gorebilecegi ileri siiriilmektedir (21). Bununla birlikte, baz1 arastirmalarda,
N'nin gegici ekspresyonunun, bazi Koronaviriislerde Virlis Benzeri Partikullerin (VLP'ler)
iretimini 6nemli Olgiide artirabilecegi gosterilmistir. Bu, proteinin viryon olusumunun tamami

icin kullanilabilecegini gosterebilir.



Virtisun integral bir membran proteini olan Koronaviris Membran (M) proteini, viral
birlesmede ©Onemli bir rol oynar. Koronaviriisiin genomunu kapsiillemek ve apoptozu
indiiklemek i¢in, bu proteinin N proteini ile etkilesime girmesi gerekir (22). Bu protein,
Koronaviriislerde en bol bulunan proteindir. M proteinleri arasindaki etkilesimler, viryon zarfi
olusumu i¢in 6nemli olabilir, ancak tam bir viryon olusumu elde etmek icin M proteininin,
viriisiin kalan yapisal proteinleri ile baz1 etkilesimlere girmesi gerekir (23). Ornegin, S'nin M
proteinleri ile etkilesimi, Smin ER-Golgi ara bdlmesinde tutulmasi ve yeni viryonlara dahil
edilmesi icin gereklidir (18). Buna ek olarak, M proteini, nikleokapsidi ve virionun i¢
cekirdegini stabilize etmek i¢in N proteini ile baglanmalidir. M ve E proteinleri arasindaki
etkilesim ve yukarida belirtilen etkilesimler daha sonra viral birlesmenin tamamlanmasina,

virlisiin liretilmesine ve VLP'lerin salinmasina yol agar (24).

Tim yapisal proteinler arasinda en Onemlisi, virlisiin konak¢1 hiicrelere baglanmasindan
sorumlu olan Basak (S) glikoproteindir. Endoplazmik retikuluma girmek igin, S proteini, yogun
sekilde glikosile edilmis N-terminal sinyal dizisini kullanir (23). Koronavirislerde, S proteinleri
smif 1 viral fiizyon proteinleridir ve aktive edilmeleri igin bdlinmeleri gerekir (20). Cogu
koronaviriisde, S, bir konak hiicre proteazi tarafindan, S1 ve S2 olarak adlandirilan iki ayr1
polipeptide boliiniir. Daha biiyiik olan S1 polipeptidi, bir reseptor baglanma alani olarak islev

goOriirken, S2, sivri uglarin sapidir (19).

VirUs suslarma ve hiicre tiplerine bagh olarak, Koronavirlis S proteinleri, Furin, Tripsin,
Katepsinler, Transmembran Proteaz Serin Proteaz-2 (TMPRSS-2), TMPRSS-4 veya Insan Hava
yolu Tripsin (HAT) dahil olmak {izere bir veya birkag¢ konakg¢1 proteaz tarafindan pargalanabilir.
Bu proteazlarin hedef hiicreler lizerindeki varligi, viriisiin hiicrelere plazma membran1 veya
endositoz yoluyla girip giremeyecegini belirler (25). SARS-CoV ve SARS-CoV-2'de,
TMPRSS2, S proteininin hazirlanmasindan sorumludur ve Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim 2

(ACE2), viriislerin girisi igin bir reseptor gorevi goriir (23).

8,4 ile 12 kilo Dalton (Kda) arasinda degisen 76-109 amino asitlik entegre bir zar proteini olan

E proteini, SARS-CoV-2 dahil olmak iizere Koronaviriislerin en kiigiik yapisal proteinidir (11).



Protein ¢ogunlukla endoplazmik retikulum, golgi ve ER-Golgi ara maddesinde bulunur (8). Bazi
arastirmalara gore bu protein, M proteininin sitoplazmik kuyruklar ile etkilesime girerek viral
birlesmede yer alir. Ayrica hidrofobik transmembran alanmin virlis salimi i¢in gerekli oldugu

ve virlisiin patogenezinde yer aldig1 varsayilmaktadir (20).

Cizelge 2.1. SARS-CoV-2'nin yapisal olmayan proteinleri ve 6nerilen islevleri (26)

No. Ad Amino asitler Onerilen islev

1. NSP1 180 Konak¢1r mRNA béliinmesini indiikler

2. NSP2 638 PHB 1, 2'ye baglanir

3. NSP3 1945 Papain benzeri proteinaz aktivitesi

4. NSP4 500 Membran yeniden diizenlenmesi

5. NSP 5 306 3C benzeri proteinaz

6. NSP 6 290 Otofagozom Uretir

7. NSP 7 83 NSP8 ile dimerlesir

8. NSP 8 198 NSP12'yi uyarir

9. NSP 9 113 Helikaza baglanir

10. NSP 10 139 NSP16'y1 uyarir

11. NSP11 13 Bilinmeyen

12. NSP 12 932 Viral RNA polimeraz metilasyonunu (guanin) kopyalar
13.  NSP 13 601 Dubleks RNA'y1 (Helicase) ¢ozer

14.  NSP 14 527 3’-5’eksoniikleaz, guanin N7-metiltransferaz

15. NSP 15 346 RNA'y1 konak¢t savunmasindan kagacak sekilde bozar
16. NSP 16 298 5’-cap RNA potansiyel azn;[jivir_al) ilac hedefi), metilasyon

adenin



Koronaviriis genomunun en degisken kismi, S proteininde bulunan reseptor baglanma alanidir
(26). SARS-Cov'da RBD'deki 1472, Y442, N479, T487, D480 ve Y4911 amino asitleri, konakg1
hicrelerin ACE2'sine baglanmada dnemli bir rol oynar. Bu aminoasitler SARS-CoV-2'de 1455,
F486, Q493, S494, N501 ve Y505 ile degistirilir (27).

2.3. SARS-COV-2 GENOTIPLERI

Genellikle, viriis tiirlerinin seviyesinin altinda smiflandirmak i¢in evrensel olarak kullanilan bir
yontem yoktur. Bir viriisteki genetik ¢esitlilik, filogenetik agag iizerindeki bir monofiletik gruba
karsilik gelen simiflar, alt tipler veya genotipler olarak kategorize edilebilir (28). Pandeminin
erken evrelerinde SARS-CoV-2 iki tiire ayrildi; bunlar SARS-CoV-2'nin L ve S suslaridir. Bu
iki sus arasindaki fark, iki Tek Nikleotid Polimorfizminin (SNP'ler) varligina dayanmaktadir.
Tang ve ark. 103 SARS-CoV-2 susunu analiz ettigi calismada neuclotid lokasyonu 28,144'te,
72 susun "CT" (L6sin kodlandi) ve 29 susun "TC" haplotipi (Serin kodland1) sergiledigini
gosterdi. Buna ek olarak L tipinin S tipine gore daha sik goriildiigii bildirilmistir (~%70'e
karsi~%30) (29). Viriisiin genomundaki varyasyonlarin artmasiyla birlikte, tiim siniflari
icerebilen bir isimlendirme sistemi gelistirmek zorunlu hale geldi. Simdiye kadar Rambaut ve
ark, Nextrain ve Ttim Grip Verilerini Paylasma Kiiresel Girisimi (GISAID) SARS-CoV-2 i¢in
birkag¢ isimlendirme gelistirdi. Bu isimlendirme teknikleri, viriis alt tiplerinin siniflandirilmasi

ve kiiresel olarak en ¢ok dolasan suslarin tanimlanmasi i¢in kullanilabilir (30).

SARS-CoV-2 genotiplerinin  PANGOLIAN (Adlandirilmis  Kiiresel Salgin  Soylarinin
Filogenetik Atamasi) terminolojisi, ana soy etiketlerinin bir harfle basladigini 6nermektedir. Bu
isimlendirmede A ve B olmak iizere iki soy vardir. Bu iki siniftan inen alt soylara daha sonra
ortaya ¢ikma sirasina gore sayisal degerler verilir. Ornegin soy A.1 veya B.2. Bu atama, soyun,
atalarin soyundan ortaya ¢ikisinin filogenik kanitin1 géstermesi kosuluyla verilmektedir. Bu
Kanztlar; atasal soy ile bir veya daha fazla paylasilan niikleotit farkliligina sahip, dizili genoma
en az >%95 homoloji iceren, soy icindeki genomlar arasinda niikleotid degisikligini paylasan
ve soy tamimlayici diigiim i¢in >%70 bir onyiikleme degeri igermektedir (28). GISAID, % 95

SARS-CoV-2 gesitliliginin lizerine yayilmis dokuz farkl isaretleyici mutasyonuna dayanarak
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virlis smiflarmi smiflandirir. GISAID'e gore SARS-CoV-2 virsu, her biri ortak bir nikleotid

varyasyonuna sahip farkl kusaklara sahiptir.

Cizelge 2.2. GISAID dallarina ve PANGOLIN soylarina dayali mevcut SARS-CoV-2
filogenetik smiflandirma sistemleri (32)

GISAID | PANGOLIN Nukleotid Ozellikleri Protein sekansi iizerinde karsihk
gelen etkiler
G B.1 C241T, C3037T, 5'UTR, NSP3:F106F,
C14408T, A23403G NSP12b:P314L, S:D614G
GH B.1 C241T, C3037T, 5'UTR, NSP3:F106F,
C14408T, A23403G, NSP12b:P314L,S:D614G,
G25563T ORF3a:Q57H
GR B.1.1. C241T, C3037T, 5'UTR, NSP3:F106F,
C14408T, A23403G, NSP12b:P314L, S:D614G,
GGG28881AAC N:RG203KR
S A C8782T, T28144C NSP4:576S, ORF8:L84S
\ B.2 G11083T, G26144T NSP6:L37F, ORF3a:G251V
L G, GH, GR, S, Vi
tanimlayan tiim
nikleotitler ve Digerleri.

Yukarida aciklandigi gibi soylar i¢in ana siniflandirma kriterlerinden biri, belirli mutasyonlarin
varhgidir. Ornegin, D614G spike mutasyonu, Avrupa'da erken asamada tespit edilen ve
ozellikle Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerine olmak {izere tiim diinyaya yaygin bir sekilde
yayillmig mutasyondur. SARS-CoV-2 sus smiflandirmasimnin GISAID sisteminde, D614G
mutasyonunu igeren suslar G sinifinda kategorize edilir (31). D614G mutasyonu ilk olarak
Almanya'da Ocak ayinda toplanan bir 6rnekte tanimlandi ve Mart ayinda mutasyon Avrupa'ya
yayildi. Nisan ayma kadar bu varyant baskin olarak Eurpe ve Kuzey Amerika'dan toplanan

orneklerde gorildu (32). Bazi arastirmalar, S proteinindeki 614G mutasyonunun ve



ORFlab'deki varyant 4715L'nin Amerika Birlesik Devletleri (ABD) 17 eyaletler ve 28

tilke’deki 6liim oranlar1 ile 6nemli dl¢iide iliskili oldugunu bulmustur (33).

CDC ve Avrupa hastalik 6nleme ve Kontrol Merkezi (ECDC), viriisiin yeni kesfedilen suslarini
‘I1gi varyantlar1’ ve ‘Endise verici varyantlarr’olarak ayirmustir (34). Endise verici varyantlari,
onceki enfeksiyonlardan iiretilen antikorlar1 nétralize etme giiclinii gelistiren daha yiiksek
bulagsma kabiliyetine sahip yeni varyantlar1 icerir. Tedavilerdeki ve tani testlerindeki
basarisizliklarin kanitlar1 da varyantlarin belirleyici 6zelliklerinden bazilaridir (35). 24 Mayis
2021'e kadar, halk saglig: iizerindeki etkilerinden dolay1 endise verici varyantlar olarak kabul

edilen 5 ¢esitli SARS-CoV-2 varyantlar1 tanimlanmistir. Bunlar:

A B.1.1.7 soyu veya VOC 202012 (ingiltere varyanti)

B B.1.351 soyu veya 501Y.V2 (Giiney Afrika varyanti)

C. B.1.1.248/B1.1.28/P1 veya 501Y.V3 (Brezilya varyant1)
D B.1.427/B.1.429 soyu (Kaliforniya varyanti)

E B.1.617.2 soyu (Hindistan varyanti1)’dir (36).

B.1.1.7 varyant1, Aralik 2020'nin ortalarinda Birlesik Krallik'ta ortaya ¢ikan viriisiin en yeni
suslarindan biridir. Bu sus, SARS-CoV-2 VUI 202012/01 (Incelenen Varyant, 2020 yil1 ay 12,
varyant 01) olarak adlandirilmistir (37). Yapilan ilk analizlerde, varyantin insanlar arasinda daha
kolay yayilabilecegini gdstermistir. Bu varyantin semptomlarin siddeti, antikor yanit1 veya as1
etkinligindeki herhangi bir degisiklikle iliskili olup olmadigini belirlemek icin ¢esitli
arastirmalar da devam etmektedir. Bu varyant, cogunun RBD'de bulunan 14 mutasyonun varligi
ile karakterize edilir. Bu mutasyonlardan bes amino asit degisikligi (D614G, A222V, N439K,
Y453F ve N501Y), bir delesyonun spike proteinde, 6zellikle RBD bdlgesinde yer almasi
nedeniyle 6nemli oldugu disiiniilmektedir (38). N501, insan ACE2 ile RBD arasidaki ilk
temasin meydana geldigi RBD periferik bolgesinde bulunmaktadir. Farede yapilan ¢aligmalar,
N501'deki mutasyonun RBD ve ACE2 arasindaki baglanma afinitesini artirabilecegini
gostermistir (39). Bu varyanttaki bir baska dnemli mutasyon, furin klevaj bolgesinin dogrudan

yakininda bulunan P681H'dir. Bu mutasyonun, artan membran flizyonunu tesvik ederek
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enfeksiyonu artiracagi tahmin edilmektedir. P68IH, RT-qPCR testlerinde yuksek viral yuk ile
iligkilidir (40). 69-70 ve 144 delesyonlar, NTD'deki B-loop halkalarinda bulunur. Bu silinmeler
ilk olarak Danimarka'daki vizon populasyonunda SARS-CoV-2 bulagsmasi sirasinda tespit
edildi. Normal kosullarda iyilesen COVID-19 hastalarindan alian monoklonal antikorlar, S
proteininin NTD'si ile etkilesime girer. Bu nedenle, bu silmelerin varliginin viriise bir antikor

direnci verebilecegi tahmin edilmektedir (41).

Son zamanlarda kesfedilen bir bagka varyant, B.1.351 (N501Y.V2) varyantidir. Bu varyant ilk
olarak 2 Ocak 2021'de Giiney Afrika'da tespit edildi. Bu varyantta amino asit mutasyonlari
ORFla: K1655N, S proteininde N501Y, E484K, D215G, D80A, K417N, E proteininde P71L
ve N proteininde T205] olarak tanimlanmaktadir (42). Bu mutasyonlardan tigti RBD'de bulunur
(K417N, E484K ve N501Y). Cogunlukla yiiksek sayida enfeksiyon ve artmis bulasicilikla
iligkilidir. K417N ve NS501Y ile kombinasyon halinde E484K, basak proteininde
konformasyonel degisikliklere neden olur ve bu, viriise karsi antikorlarin kagmasina neden

olabilir (40).

Ilk olarak Kasim 2020°de Breziliya da goriilen ti¢iincii endise verici varyant B.1.1.28’dir. Bu
varyant, spike proteinde on mutasyonun (L18F, T20N, P26S, D138Y, R190S, H655Y, T1027I
V1176, K417T, E484K ve N501Y) varlig1 ile karakterize edilir ve bunlardan Uc¢li RBD'de
(L18F,K417N, E484K) bulunmaktadir (43). Bu ti¢ mutasyon, hACE2'nin viriis ile etkilesimini
arttirabilir ve bu da viriisiin bulasmasinin artmasina neden olabilir. Ek olarak, bu varyant

antikorlarin notralizasyonunu da sergileyebilir (36).

B. 1.427 ve B. 1.429 soyu veya endise Kaliforniya varyantlari ilk olarak Mayis 2020'de tespit
edildi. Bu Varyantlar, NTD'de S13I, W152C ve S proteininin RBD bdlgelerinde 1452R amino
asit mutasyonlarini igerir (44). L452R mutasyonu, proteindeki yapisal degisiklikleri tesvik
ederek RBD ve ACE reseptorii arasindaki etkilesimi arttirir (45). Bu Varyantlar ABD'nin 42
eyaletinde ve 29 iilkede tespit edilmistir. Kaliforniya varyantlari, asilanmis ve daha dnce enfekte
olmus hastalardan Uretilen farkli antikor tiirleri tarafindan nétralizasyona karsi orta derecede

direng gdstermistir (46). Ornegin, McCallum ve ark. tarafindan yapilan bir calisma 1452R

11



mutasyonunun, RBD'ye 6zgii 14 monoklonal antikorun nétralize etme yetenegini azaltabildigini

veya hatta ortadan kaldirabildigini dogrulad1 (45).

B. 1.617.2 veya T19R, A157-158, 1452R, T478K, D614G, D950N ve P681R mutasyonlarmin
varlig1 ile karakterize edilen Hint varyant ilk olarak Aralik 2020'de Hindistan'da bildirilmistir.
Bu varyant, Nisan 2020 ortasina kadar Hindistan'daki en baskin sus olmustur (47). Bu sus,
yiiksek bulusma hizi nedeniyle CDC ve ECDC tarafindan endise varyant1 olarak kategorize
edilmektedir (35)(34). Bu varyanttaki 1452R mutasyonu, antikorlarm nétralizasyonunun
azalmasi ve varyantin iletiminin artmasi ile iligkilidir. Benzer sekilde, P681R, yiliksek viral

yuklere yol agabilecek replikasyonun arttirilmasinda rol oynayabilir (48).

Cizelge 2. 3. Endise verici varyantlarinmn isimlendirilmesi (35).

WHO PANGOLIN  GISAID Nextstrain Spike protein
mutasyonlari
Alpha B.1.1.7 GRY 201 (V1) N501Y, D614G, P681H
(GR/501Y.V1)
Beta B.1.351 GH/501Y.V2 20H (V2) K417N, E484K, N501Y,

D614G, A701V

Gamma P.1 GR/501Y.V3 20J (V3) K417T, E484K, N501Y,
D614G, H655Y

Delta B.1.617.2 G/478K.V1 21A L452R, T478K, D614G,
P681R
Epsilon  B.1.427/B.1.429 GH/452R.V1 21C L452R, D614G

Iigilenilen Varyantlar, reseptor baglanmasini, antikorlarla etkilesimi etkiledigi ve tedavilerin
etkinligini azalttig1 tahmin edilen mutasyonlara sahip varyantlar1 ifade eder (34). Iigilenilen

varyantlardan bazilar1 Cizelge 2.3.'te listelenmistir.
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Cizelge 2. 4 Ilgilenilen varyantlardan ayrinth listesi (36)

Soy Ulke Mutasyon Tespit Artms Bagisikhik
yili Bulasma uzerindeki
etkisi
B.1.525 Nijerya E484K,D614G, | Aralik Bilinmiyor antikor
Q677H 2020 notralizasyonu
P.3 Filipinler E484K,N501Y, Ocak var antikor
D614G, P681H 2021 notralizasyonu
B.1.616 Fransa V483A, D614G, | Subat Bilinmiyor antikor
H655Y, G669S | 2021 notralizasyonu
B.1.617.1 Hindistan | L452R, E484Q, | Arallik var antikor
D614G, P681R 2020 notralizasyonu
B.1.617.3 Hindistan | L452R, E484Q, | Subat var antikor
D614G, P681R 2021 notralizasyonu
B.1.620 Belirsiz S4TTN, E484K, | Subat Bilinmiyor antikor
D614G, P681H 2021 notralizasyonu
B.1.621 Kolombiya | R346K, E484K, | Ocak var antikor
N501Y,D614GP | 2021 notralizasyonu

681H

ECDC ayrica bagka bir varyant grubunu izleme altindaki varyantlar olarak smiflandirmistir. Bu

varyant grubunun, endise varyantlari ile benzer Ozellikler igerdigi diisiiniilmektedir, ancak

kanitlar1 dogrulamak i¢in daha fazla degerlendirme yapilmalidir.
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Cizelge 2. 5.izleme altindaki varyantlarin listesi (36)

Soy Ulke Mutasyonlar Tespit yili
B.1.214.2 Belirsiz Q414K, N450K, ins214TDR Aralik 2020
A.23.1+E484K Ingiltere V367F, E484K, Q613H Aralik 2020
A.27 Belirsiz L452R, N501Y, A653V,H655Y Aralik 2020
A.28 Belirsiz E484K, N501T, H655Y Aralik 2020
C.16 Belirsiz L452R, D614G Ekim 2020
C.37 Peru L452Q, F490S, D614G Aralik 2020
B.1.351+P384L | Giliney Afrika | P384L, K417N, E484K, N501Y, Aralik 2020
D614G, A701V
B.1.351+E516Q Belirsiz K417N, E484K, N501Y, E516Q, Ocak 2021
D614G, A701V
B.1.1.7+L452R Ingiltere L452R, N501Y, D614G, P681H Ocak 2021
B.1.1.7+S494P Ingiltere S494P, N501Y, D614G, P681H Ocak 2021
C.36+L452R Misir L452R, D614G, Q677H Aralik 2020
AT.1 Rusya E484K,D614G, N679K, Ocak 2021
ins679GIAL
B.1.526 ABD E484K, D614G, A701V Aralik 2020
B.1.526.1 ABD L452R, D614G Ekim 2020
B.1.526.2 ABD S477N, D614G Aralik 2020
B.1.1.318 Belirsiz E484K, D614G, P681H Ocak 2021
P.2 Brezilya E484K, D614G Ocak 2021
B.1.1.519 Meksikali T478K, D614G Kasimm 2020
AV.1 Ingiltere N439K, E484K, D614G, P681H Mart 2021
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2.4. SARS COV-2'NiN BULASMA SEKLIi VE PATOLOJISI
2.4.1. VIRUSUN BULASMA YOLLARI

SARS-CoV-2 ile enfeksiyon, hasta ile yakin temasin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Yakin
temas, enfekte solunum yolu salgilara veya damlaciklarma maruz kalma i¢ermektedir (49).
Viriisiin damlaciklar ile bulagsmasi, ¢apt >5-10 um olan damlaciklar1 igerir. Viriisiin bulagmast,
1 metre yakinhkta damlaciklara maruz kalmasi nedeniyle gergeklesir. Enfeksiyon,
damlaciklarin bulasici virionlar icerdigi diisiiniildiigii icin gerceklesir. Ancak bu damlaciklar
havada ve canli kalirsa, bu viriislerin uzun menzilli insandan insana enfeksiyona neden olup
olmayacagi kesin degil (50). Aerosollerde SARS-CoV-2'nin yar1 6miirleri, yaklasik 1.1-1.2 saat
olan SARS-CoV ile neredeyse benzerdir. Bu siire iginde, enfekte olan kisiden 1-2 metreden daha
uzakta soluma ve enfeksiyon meydana gelebilir. Bunun yani sira, bir ¢aliyma, laboratuvarda

olusturulan aerosollerde viriisiin enfektivitesini yaklasik 16 saat koruyabildigini bildirdi (51).

Enfekte olan solunum damlaciklar1 kontamine olabilir fomitler (kontamine yiizeyler)
olusturabilir. Bu ylizeyler, sicakliga, neme ve ayrica ylizey tipine bagl olarak RT-PCR ile
saatlerce veya giinlerce hala tespit edilebilen viral RNA'y1 igerebilir (52). Ancak bu
kontaminasyonlari enfeksiyonlara neden olup olamayacagi hala net degil ¢ilinkii su ana kadar

fomitlere bagli enfeksiyon bildirilmemektedir (53).

SARS-CoV-2 RNA, hastalarin idrar1 ve digkis1 gibi diger biyolojik numunelerde de tespit
edilmigtir. Digkida, klozet oturaginda ve lavabo 6rneklerinde SARS-CoV-2 RNA'nin varliginin,
viriis digk1 6rneklerinde yaklasik 4 giin canli kalabildiginden, olasi bir bulasma yolu olarak
fekal-oral yolu disiintilmektedir (54). Ancak bugiine kadar, SARS-CoV-2'nin diski yoluyla
bulastigma dair yaymnlanmig bir rapor bulunmamaktadir. Monique 1. Andersson ve ark. virlisiin
kan hicrelerinde replike edildigini ve serumda SARS-CoV-2nin RNA'st saptandigini
bildirmisler. Ancak plazma ve serumdaki diisiik viral titreler, kan ile bulagsma riskinin diisiik

olabilecegini diisiintilmektedir (55).
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Su anda, SARS-CoV-2'nin infekte olan hamile kadinlardan fetiislerine intrauterin dikey gegisine
dair belgelenmis bir kanit yoktur, ancak smirlt veri mevcuttur. SARS CoV2'nin hamile anneden
rahimde veya dogum sirasinda fetiise dikey olarak aktarilip aktarilamayacagi belirsizdir ve
meveut veriler ¢eliskilidir (53) (56). DSO tarafindan yaymlanan raporda, SARS-CoV-2 ile
enfekte annelerin birkag¢ anne siitli 6rneginde viral RNA bulundugunu, ancak izolasyon islemi

sirasinda higbir canli viriis elde edilmedigini bildirilmistir (53).
2.4.2. SARS-COV-2'NIN KONAKCI HUCRELERE GiRiSi VE PATOLOJI

SARS-CoV-2 de konak hticresine girmesi igin ACE2 reseptoriinii ve S protein hazirlama i¢in
TMPRSS2 serin proteazlarmi kullanir (24). S proteininin ACE2 reseptoriine baglanmasi,
endozomal yolla girisi takiben viral zarf proteininin konak hiicre membrani ile flizyonuna yol
acan S proteininde konformasyonel degisikliklere neden olur (57). Bu, viral RNA'nin konak¢1
sitoplazmaya salimmasia yol agar. Hiicreye giren RNA translasyona ugrar ve viriis kodlu
proteinazlar tarafindan kiigiik proteinlere parcalanan replikaz poliproteinleri ppla ve pplb
uretir. Koronaviriis replikasyonu, ¢eviri islemi sirasinda ribozomal ger¢eve degistirmeyi igerir
ve ilgili viral proteinleri kodlayan transkripsiyonla hem genomik hem de subgenomik RNA
tiirleri olusturur (58). Virionun birlesmesi, viral RNA ve proteinin endoplazmik retikulum (ER)
ve Golgi kompleksinde etkilesimi yoluyla gerceklesir. Bu viryonlar daha sonra vezikiiller

yoluyla hiicrelerden disar1 salinir (9).
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Sekil 2. 4. Akcigerin alveolar hiicresinde SARS-CoV-2'nin girisi, replikasyonu ve salinmasi
(60)

Endoplasmic reticulum (ER)

Cogaldiktan sonra viriis akcigerlere ulasir ve akciger keselerinin alveollerinde iltihaplanmaya
neden olarak pnomoniye yol acar Akciger iltihabi, semptomlarin baslangicindan itibaren 8 ila
15 giin icinde enfekte bir kisi icin zor nefes alma ile sonuglanir. Agir vakalarda bu, Akut
Solunum Sikintis1 Sendromu (ARDS) olarak adlandirilan bir rahatsizliga doniisebilir (59).
ARDS'nin enflamatuar yaniti, esas olarak 'sitokin firtmalar1' olarak bilinen biiyiik miktarlarda
proinflamatuar sitokinlerin salinmasindan kaynaklanir (60). SARS-CoV-2 enfeksiyonu, viral
sepsisi ve iltthaplanmaya bagli akciger hasarmi tetikleyen "sitokin firtinasina" ugrar ve
pnémoni, solunum yetmezligi, ARDS, sok, organ yetmezligi ve potansiyel olarak 6lim gibi
komplikasyonlara yol acar (59). Sitokin firtina mekanizmasi sirasinda sitokinler (IFN-a, IFN-y,
IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, IL-33, TNF-a ve digerleri) ve kemokinler viicuda salinir (59)(60).
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2.4.3. SARS-COV-2 BELIRTILERI

SARS-CoV-2 enfeksiyonu dncelikle hafif ila siddetli hastalik ve 6liim arasinda degisen solunum
yolu hastaliklarina neden olur. Ancak viriisle enfekte olan bazi kisiler higbir zaman semptom
gelistirmez. COVID-19'un yaygin klinik 6zellikler ates, 0ksiiriik, bogaz agrisi, yorgunluk, bas
agrisi, miyalji ve nefes darligidirBazi hastalarda ilk haftanin sonunda hastalik zatiirre, solunum
yetmezligi ve 6liime kadar ilerleyebilir. Bu ilerleme, IL2, IL7, IL10, GCSF, IP10, MCP1,
MIP1A ve TNFa dahil enflamatuar sitokinlerde asir1 artigla iliskilidir (61). Bir ¢alismaya gore,
semptomlarm baslangicindan nefes darligina kadar gegen medyan siire 5 giin, hastanede yatis 7
giin ve akut solunum sikintisi sendromunun (ARDS) baslangici 8 giin olabilir. Etkilenen
hastalarm  %25-30'u  yogun bakima yatma ihtiyact olarak bildirilmistir. Bildirilen
komplikasyonlardan bazilar1 akut akciger hasari, ARDS, sok ve akut bobrek hasaridir (62).
Bagka bir ¢alismada, iyilesmenin 2. veya 3. haftada basladigini bildirirke iyilesenlerde ortanca
hastanede kalis siiresi 10 giin oldugunu acikladi. Bu ¢aligma ayrica viriisiin genel 6liim oraninin
%2-3 oldugunu ve 6liimciil vakalarn ¢cogunun (%50-75) yasl hastalar ve diger altta yatan

komorbiditeleri olan hastalar oldugunu bildirmistir (5).

Dry cough
\E/

¢ @ Shortness of breath
fl W

Gastrointestinal @ —————> Bodyache

Issues

Other symptoms of COVID-19
* Headache * Fatigue * Lossof smell

Myalgia or

arthralgia + Sorethroat * Chills *  Lossof taste

Sekil 2.5. Covid-19'un ana semptomlar1 (65)
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2.5. SARS-COV-2 TEDAVI SECENEKLERI

Su anda SARS-CoV-2'nin tedavi segenekleri olarak bir dizi terap6tik segenek mevcuttur.
Bunlar, Remdesivir gibi antiviral ilaglar, Deksametazon gibi antiinflamatuar ajanlar, Baricitinib
gibi imminomodulatér ajanlar, Tocilizumab ve anti-SARS-CoV-2 monoklonal antikorlari
icerirmektedir (63).

Remdesivir baslangigta Ebola ve Marburg virlislerine karsi antiviral bir ilag olarak
gelistirilmigken, Favipiravir daha Once influenza tedavisinde kullaniliyordu. Bu ikisinin
COVID-19 igin umut verici tedaviler oldugu diisiiniilmektedir. Bu ajanlar, viral RNA ¢evirisini
inhibe ederek calisir ve parenteral olarak uygulanir (64). Deksametazon olarak bilinen bir
kortikosteroid de COVID-19 tedavisi i¢in adaylardan biridir (36). Bu ajan, intravenz ve
inhalasyon uygulamasindan sonra makrofaj deposunun gelisimini tetikler ve daha 6nce HIV'de
bir miktar basar1 gostermistir. Bazi ¢alismalar Deksametazon ile tedavi edilen COVID-19
hastalarinin mortalitede azalma gosterdigini gostermistir (64). Ayrica Hidroksiklorokin gibi
sitma ilaglar1 ve SARS-CoV-2'yi in vitro kontrol edebilen gii¢lii bir antiviral 6zellige sahiptir.
Hidroksiklorokin, SARS-CoV-2'yi inhibe etmede klorokin'den daha basarili oldugu kanitland1
(59).

SARS-CoV-2 olan hastalarin tedavisi i¢in iyilesme plazmasi da dahil olmak iizere anti-SARS-
CoV-2 notralize edici antikor driinleri de kabul edilmektedir. Ciddi yasami tehdit eden COVID-
19 hastalarma nekahat eden plazma uygulamasi FDA tarafindan onaylanmistir. Buna ek olarak,
ABD'de yapilan bir ¢alisma, iyilesen plazmada daha yiiksek bir anti-SARS-CoV-2 1gG antikor
titresinin, iyilesen plazma transfiizyonu alan hastalarda daha diisiik bir 6lim riski ile iliskili

olabilecegini bildirdi (36).
2.5.1. SARS-COV-2 iCiN ASI GELIiSTIRME

Bir aginmn gelistirilmesi karmasiktir ve gilivenligine yonelik uzun siireli invitro ve invivo
aragtirma agamalar1 nedeniyle onaylanmasi yaklasik 12-15 yil alabilir. COVID-19 durumunda,

klinik arastirmacilarin hizli yanitlari, kisa bir siire iginde SARS-CoV-2'ye kars1 yeni asilarin
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gelistirilmesine yol agmustir. 2020'nin sonunda, SARS-CoV-2'ye karst 52 as1 denemelerden
geciyordu. Bunlardan dokuzu Asama 3'te, {i¢ii Asama 2'de, 18'1 Asama 1/2 ve 22'si Asama 1'de
idi (65). Bu agilar, 13'iniin protein alt birimini kullandig1, 11'inin replike olmayan viral vektor
asilar1 oldugu ve 6 adayim zayiflatilmis inaktive edilmis viral partikiillerin kullanildig: farkl etki
mekanizmalar1 kullandi. Buna ek olarak 6 adet RNA asis1 ve 4 adet DNA asis1, dordii replike
edici viral vektorld, iki adet Virls Benzeri Protein (VLP) ve diger 6 tanesi diger tekniklerin
kullanildig: asilardir (66).

SARS-CoV-2 agilarinin gelistirilmesi i¢in ana stratejiler, tam viriis, viral alt birim ve niikleik
asit kullananlara smiflandirilabilir. Tam virlis asilari, canli zayiflatilmis asilar ve inaktive
edilmis viriis agilar1 kullanan denemeleri temsil eder (67). Su anda insanlara uygulanan bu aginin
bir 6rnegi Sinovac covid-19 asist (Coronavac)’dir. Bu, insan viicuduna uygulandiginda
bagisiklik tepkisini tetikleyebilen inaktive edilmis bir asidir (66). Yukarida belirtildigi gibi,
gelistirilmekte olan asilarin ¢ogu, bagisiklik tepkisini tetiklemek icin bir viral alt birim (protein
alt birimi) kullanir. Bu asilar, antikor iiretimini indiiklemek i¢in cogunlukla viriisiin S proteinini
(buttn olarak veya sadece RBD olarak) kullanir (64). Niikleik asit asilari, gerekli bagisiklik
tepkisini uyarmak igin hastalia neden olan viriislerden genetik materyal (DNA ve mRNA)
kullanir. DNA agilar1 tipik olarak bir veya daha fazla antijeni kodlayan 6karyotik ekspresyon
elemanlari igeren bir plazmid DNA tarafindan tiretilir (68). Biyofarmasottik Yeni Teknolojiler
(BioNTech), Shanghai Fosun Farmasotik Grubu (Fosun Pharma) ve Pfizer tarafindan hazirlanan
BNT-162, SARS-CoV-2 i¢cin mRNA bazli as1 adayinin tipik bir 6rnegidir (64).
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Sekil 2.6. COVID-19'a kars1 halihazirda kullanilan asilardan bazilar1 ve etkileri (67)
2.6. SARS COV-2'NIN LABORATUVAR TANISI

DSO'niin tavsiyesine gore hastahk belirtileri olan hastalar en azindan Nukleik Asit
Amplifikasyon Testleri (NAATS) ile degerlendirilmelidir (69). Su anda, SARS-CoV-2 igin
cesitli tan1 yontemleri farkli laboratuvarlar tarafindan kullanilmaktadir (59). SARS-CoV-2 i¢in
en sik kullanilan laboratuvar teshisi Ters Transkriptaz Gergek Zamanli PCR(rRT PCR)'dir. RT
PCR kullanilarak SARS-CoV-2'nin saptanmasi i¢in 0rnek tipi, solunum yolunun st ve alt
kismindan nazofarengeal 6rnekleri igermektedir (70). En yaygin solunum 6rneklerine ek olarak,

SARS-CoV-2'nin solunum yolu olmayan 6rneklerde siklikla tespit edildigine dikkat edilmelidir.
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Cin’de yapilan arastirmada COVID-19 hastasindan idrar 6rneginde SARS-CoV-2 tespit
edildigi, ancak idrar yolu tahrisi bulunmadig: bildirildi. Ayn1 ¢aligmada, viriisiin RNA's1 RT-
PCR ile 12 COVID-19 hastadan 11'inden tiikiiriik orneklerinde tanimlanmistir (71). Bu
sonuclar, faringeal swabda %78, kan ve anal swabda %22 ve idrarda %11 SARS-CoV-2 RNA
pozitifligi oranlarmi bildiren Cin'de yapilan baska bir ¢alismada dogrulanmustir (72).

SARS-CoV-2 viriisiinii kullanan in vitro ve in vivo ¢aligmalardan alinan numunelerin ve ayrica
stipheli ve/veya dogrulanmig COVID-19 hastalarindan alinan numunelerin dikkatli bir sekilde
islenmesi arastirma personelinin giivenligini saglamak, ¢evreye kazara acilmasini 6nlemek ve
arastrma varlik ¢evreleyen toplumu korumak i¢in 6nemli oldugu unutulmamalidir (73). Bu
nedenle, numuneyi aldiktan hemen sonra, numune isleme sirasinda aerosol olusumunu azaltmak

icin deneyler Smif I veya daha yiiksek bir biyogiivenlik kabininde yapilmalidir (70).

Diinya Saglik Orgiti, NAAT, genomic dizileme ve bazi serolojik testlerin Biyoguvenlik
Seviyesi 2 (BSL2) Ilaboratuvarlarinda yapilabilmesini onermektedir. Bununla birlikte,
numunenin ilk islenmesi uygun biyolojik giivenlik kabininde yapilmalidir. Ancak viriisiin
cogalmasmi igeren prosedirler (virls kdltlrd, izolasyon veya notralizasyon testleri)
Biyogvenlik Seviyesi (BSL-3) laboratuvarlarinda yapilmalidir (74). Laboratuvar personelinin
g6z ve yiiz koruma goézliikleri , solunum cihazi veya yliz maskesi, uzun kollu elbise ve eldiven
gibi uygun kisisel koruyucu ekipman giymesi siddetle tavsiye edilir (75). Siipheli veya
onaylanmis numuneler UN3373 koduyla tasmmmalidir (biyolojik madde kategorisi B). Virusi
iceren kiiltiirler veya izolatlar UN2814 (bulasict madde kategori A) kodu ile tasinmalidir (74).

Pandeminin baslangicindan bu yana virilisii tespit etmek i¢in ¢esitli laboratuvar teknikleri
gelistirilmistir. Diger tani1 yaklasimlar1 gibi, bu teknikler de 6zgiilliikkleri, duyarliliklari, tespit
limitleri ve kullandiklar1 6rneklem tiirli bakimindan farklilik gosterir. Su anda kullanilan SARS
CoV-2 tespit tekniklerinden bazilari, gergek zamanli PCR, yeni nesil dizileme, viral kiltir ve

serolojik testler gibi nikleik asit amplifikasyon teknikleri (NAAT) dir.
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2.6.1. SARS COV-2 TESPITI ICIN TERS TRANSKRIPSIYON GERCEK ZAMANLI
PCR

Ters transkripsiyon kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR),
duyarliligi, 6zgiilligii ve hiz1 nedeniyle SARS-CoV-2 i¢in altin standart tanidir (76). SARS-
CoV-2 tespit etmek i¢in ¢esitli RT qPCR teknikleri bir¢ok laboratuvar tarafindan gelistirilmistir.
Bu analizler, virtisiin farkli genlerini veya bolgelerini yiikseltmek i¢in tasarlanmigtir. SARS-
CoV-2 RT-gPCR ile en stk amplifiye edilen genler N, E, RdRp ve S genleridir (59). Bu bolgeler,
yiikksek korumalari nedeniyle yaygin olarak segilmektedir (74). Diger koronaviriislerle
potansiyel capraz reaksiyon riskini azaltmak icin RT gPCR kitine en az iki genomik hedef dahil
edilmelidir. DSO, hedeflerin E geni ve RDRP geni olmasimi 6nerirken, CDC iki niikleokapsid
protein hedefi (N1 ve N2) 6nerir (77). RTqPCR, enfeksiyonun erken evresinde (kulugka dénemi
dahil) ve semptomlarin kaybolmasmdan sonra pozitif vakalarin saptanmasinda daha iyi
performans gosterdigi igin serolojik testlerden daha gok tercih edilir (74). Diger laboratuvar
testleri gibi, RTqPCR de diisilk numune kalitesi, diisiik viral yiik, numunenin yanls taginmasi
ve depolanmasi ve digerleri nedeniyle yanlis negatif sonuglar gosterebilir. Viriisii tagidigindan
stiphelenilen bir hastanin negatif ¢ikmasi durumunda, test tekrarlanmali ve bagka bir 6rnek

toplanmalidir (69).

2.6.2. TERS TRANSKRIiPSiYON DONGU ARACILI IZOTERMAL
AMPLIFIKASYON (RT-LAMP)

Dongii aracili izotermal amplifikasyon (LAMP), bir viriisdeki Spesifik genlerin hizli tespiti i¢in
yaygin olarak kullanilir. Teknigin prensibi, viral genomun alt1 farkli bdlgesine 6zgii dort
primerin kullanilmasini i¢erir (78). Amplifikasyon hizi, belirli izotermal kosullarda bir dongii
yapisinin olusumu ile arttirilir. Bu teknik, geleneksel PCR ve qRT-PCR ile karsilastirilabilir
ozgiillik ve duyarliliga sahiptir (79). RT-LAMP’nin avantajlarindan biri, analiz i¢in daha az
zaman ve 0zel laboratuvar ekipmani almasidir (69). Daha 6nce, SARS-CoV 117,118 ve MERS
dahil olmak Uzere diger Koronaviriisler igin RT-LAMP analizleri gelistirilmistir. Pandeminin

baslangicindan sonra, birkag¢ ¢calisma SARS-CoV-2'yi tespit etmek i¢in RT-LAMP kullanimini
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gostermistir (74). Yun Hee Baek ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma SARS CoV-2 RNA'nin
RT-LAMP ile tespit smirmin neredeyse qRT-PCR kadar hassas oldugu ortaya ¢ikardi. Ayrica,
gelistirdikleri RT LAMP, SARS-CoV-2 i¢in spesifik oldugunu ve benzer viriislerin RNA's1 ile

daha az capraz reaktivite gosterdigini belirtmislerdir (79).
2.6.3. CRISPR - CAS TABANLI TANI YONTEMLERI

Yanal akis kimyasmm Dizenli Aralikli Palindromik Tekrar Kiimeleri (CRISPR) teshisi ile
entegrasyonu, Dang viriisii (DENV), Insan Papilloma Virlsti (HPV) ve Zika Virist (ZIKV)
gibi farkli viriisler i¢in hizli, spesifik ve ucuz teshis kitlerinin gelistirilmesine yol agmistir (80).
SARS-CoV-2 i¢gin CRISPR tabanli bir algilama platformu gelistirmek igin arastirmalar da
yapilmaktadir.

Viriisiin tespiti icin CRISPR/Cas tabanli platformlardan biri, Spesifik Yiiksek Hassasiyetli
Enzimatik Muhabir Kilidini (SHERLOCK) kullanir. Bu test, viral RNA'nin basitlestirilmis
ekstraksiyonunu izotermal amplifikasyon ve CRISPR aracili algilama ile birlestirir. Bu testin
ana avantaji, bir saatten daha kisa bir siirede tek bir sicaklikta sonug verebilmesidir (81).
Endontiikleaz Hedefli CRISPR Transporter (DETECTTR), SARS-CoV-2 i¢in baska bir CRISPR
tabanli algilama sistemidir. Bu teknik, SARS-CoV-2 cDNA ile baglandiktan sonra Crispr iliskili
protein 12a (CAS 12a) aktivasyonunu kullanir ve 6-karboksifloresein (FAM) ve biyotin ile
etiketlenmis muhabir problar1 keser (80). Di silva ve ark. tarafindan yapilan ¢alisma, RT-qPCR
ile karsilastirildiginda, SARS-CoV-2 DETECTTR testinin %95 pozitif prediktif anlasmaya ve
%100 negatif prediktif anlasmaya sahip oldugunu bildirmistir (74). CRISPR tabanli tani
testlerinden elde edilen sonuglar umut verici olsa da, laboratuvarlarda yaygin olarak

kullanilmamaktadir.
2.6.4. SARS COV-2 SEROLOJIK TESTLER

Serolojik testler, stipheli hastalarin ve asemptomatik enfeksiyonlarin hizli teshisi i¢in alternatif

bir tan1 yaklasimi olabilir. Bu tiir testlerin en biiyilk avantaji, karmagik laboratuvar
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ekipmanlarma ihtiyagc duymadan kisa siirede yapilabilmesidir (69). Viriise kars1 antikorlar1
tespit eden serolojik testler, ELISA, kemiliiminesans veya hizli test yanal akis kasetleri tizerinde
yapilan testlerin tespit edilmesidir (70). Bu testler, hastalikla ilgili giiglii epidemiyolojik
kanitlarla iliskili negatif PCR sonuglar1 kosullarinda kullanilabilir. Bu gibi durumlarda virlise
kars1 antikorlar, akut ve iyilesen fazda serum oOrnekleri toplanarak degerlendirilebilir (74).
Bununla birlikte, bu tiir testlerin ana dezavantajlarindan biri, diger SARS-CoV suslarma kars1
iretilen antikorlarin yiiksek reaktivitesidir. Bu nedenle, bu testlerin duyarliligi %34 ila %80

arasinda degismektedir (70).
2.6.5. VIRAL HUCRE KULTURU

Viral kiiltiir, diger tam1 yaklagimlar1 uygulanmadan Once virlisiin genel davranisini ve
ozelliklerini incelemek icin ¢ogunlukla bir salgmin erken evrelerinde kullanilir (69). DSO,
SARS CoV-2'nin saptanmasi i¢in viral hiicre kiiltiiriinii 6nermez, ¢ilinkii zaman alici, emek
yogun ve BSL3 laboratuvarlar1 gerektirir (82). Bu nedenle esas olarak arastirma amaclh
kullanilir. SARS-CoV - 2'nin ilk izolatlar1 Vero E6 ve Huh7 hiicrelerinden elde edildi. Bu hiicre
kiltdrleri pnomonili bir hastadan bronkoalveolar lavaj ile inkiibe edildi. Virlsun inkibasyonu
ve izolasyonundan sonra, 6zellikleri ve kimligi antiSARS-CoV Rp3N antikoru, RT-gPCR ve

metagenomik sekanslama ve immiinofloresan ile dogrulandi (74).
2.6.6. TUM GENOM DIZILEME

Tdm genom dizilimi, virlis hakkinda Onceden bilgi sahibi olmadan viriisleri ve suslarmi
tamimlamanm ve ayirt etmenin etkili bir yoludur (83). SARS-CoV-2, ilk olarak Yeni Nesil
Dizileme (NGS) teknigi kullanilarak erken salgin sirasinda Cin'de tanimlanmistir (84). NGS,
enfeksiyon kaynaginm ve iletim modunun tanimlanmasini saglar. Ayrica terapotikler ve
antimikrobiyal direng genleri igin olasi hedefler hakkinda bilgi saglayabilir (85). Viriisiin teshisini
dogrulamanin yani swa, bu teknik virlisin genomundaki devam eden degisiklikleri
degerlendirmek ve mutasyonlar1 izlemek i¢in kullanilabilir. Ayrica hastaligin bulagma

kaliplarmi izlemede yardimcei olabilir (74). Tiim genom dizilemesinin ana dezavantaji, zaman
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alic1 olmasi ve yiiksek teknik esiklere sahip karmasik aletler gerektirmesidir. Bu nedenlerden
dolay1 teknik rutin klinik kullanimlar i¢in kullanilmamaktadir (69). Ancak teknikten elde edilen
analizler, tani, molekiiler epidemiyoloji, ilaglar ve asilar i¢cin hedeflerin belirlenmesi ve konagin

virlise kars1 bagisiklik tepkisi ile ilgili ¢alismalara rehberlik edebilir (74).

2.7. SARS-COV-2 iLE RE-INFEKSiYON

Bazi hastalar, yanlis RT-PCR sonuglari, tekrarlayan viriis dokiilmesi veya baska bir susla
yeniden enfeksiyon ve viriise ikincil maruz kalma gibi nedenlerden dolay iyilesmeden sonra
SARS-CoV-2 testleri icin pozitif sonuclar sergiler (86). CDC, hasta ilk enfeksiyondan
kurtulduktan ve 90 gunden fazla bir siire boyunca PCR icin negatif test edildikten sonra ¢ikan
COVID-19 positive tanisi re-infeksiyon olarak tamimlar. Re-infeksiyon onay1 dogrulanmis ilk
enfeksiyon, CT 35'ten daha az RT-PCR sonuglar1 ve iki enfeksiyon arasinda negatif PCR
sonuglar1 kanit1 igerir (87). ilk reinfeksiyon vakas1 Agustos 2020'de Hong Kong'da bildirildi ve
sonra birka¢g benzer vakalar farkli yerlerden yayinlandi. Ocak 2021 itibariyle Hong Kong,
Hollanda, Bel¢ika, Ekvador, Israil, Hindistan, Avustralya ve Amerika Birlesik Devletleri'nde
COVID-19 reinfeksiyon vakalar1 bildirilmistir (88).

Bu durumlarda akla gelen ilk soru, onceki enfeksiyon sirasinda iiretilen antikorlarin yeniden
enfeksiyonla miicadele edip edemedigidir. Bu vakalarin bazilarinda, hastalar ikinci
enfeksiyonda daha agresiflestirilmis semptomlara sahipti, bu da daha ©nce kazanilan
bagisikligin yeniden enfeksiyonla basa ¢ikmak i¢in yeterli olmadigini gésterebilir (89). Bu ayn1
zamanda bazi hastalarin Olgiilebilir bir COVID-19 antikor titresi elde edemeyecegini de
gOsterebilir (90). Birkag vakaya dayanarak sonug ¢ikarmak igin ¢ok erken olsa da, reinfeksiyon,
daha Once enfekte olmus kisilerin viriise karsi bagisiklik olarak kabul edilemeyecegini
gosterebilir. Bununla birlikte, bagisikligin gelisimi ve viriise kars1 siiresi hakkinda daha iyi bir
anlayis saglamak i¢in re-infeksiyonu ve daha uzun takip siiresini kanitlamak i¢in daha fazla
caligma gereklidir. Bunun yani sira, genomdaki mutasyonlarin ilgili konumlarmi bilmek,

viriisiin bagisiklik kagisint anlamada biiyiik bir yardim saglayabilir (88).
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3. GEREKCE VE AMAC

SARS-CoV-2, halk saghigi i¢in ciddi bir tehdit olusturan insan solunum yolu hastaliginin
pandemisine neden olmustur. Bugiine kadar viriis yaklasik 173 milyon enfeksiyona ve 3.71
milyon kisinin 6liimiine neden oldu ve hala artmaya devam ediyor. Viriistin 61im oran1 SARS-
CoV ve MERS-Cov'dan daha diisiik olsa da, bu iki viriise kiyasla hizla diinyaya yayilmistir (33).
Bir populasyonda SARS-CoV-2'nin kokenini belirlemek ve iletim modelini izlemek igin,
virlisiin genomik karakterlerini incelemek, atilmasi gereken 6nemli adimlardan biridir. SARS-
CoV-2nin genomik dizilimi, virlisiin bir topluluk i¢inde bulasmasinin yani sira kitalararasi
yayilimin arastirilmasini saglayan yiiksek ¢oziiniirliikli veriler saglayabilir (91). Genomlarin
sekans analizi, ilag gelistirme ve as1 gelistirme arastirma girisimleri i¢in kullanilabilecek ¢ok

sayida bilgi saglayabilir (13).

SARS-CoV-2'nin ilk dizisinin yayinlanmasindan bu yana GenBank veritabanma her giin
yaklasik 70 yeni dizi yiikleniyor. Bu diziler 27 Ulke, 34 eyalet ve bir yolculuktan gelen
yolculardan kaynaklanmustir (92). 05 Haziran 2021 tarihine kadar Tiirkiye'nin farklh
bdlgelerinden toplam 5210 SARS-CoV-2 izolatlar1 GSIAID veri tabanina yiiklenmistir (93). Bu
diziler, viriisiin ortak genotiplerini ve genomdaki en Onemli mutasyon sicak noktalarini
belirlemede 6nemli bir rol oynamistir. Tipik RNA viriisii olarak, koronaviriisler i¢in ortalama
evrimsel oran, her replikasyon dongiisii sirasinda ortaya ¢ikan mutasyonlarl, yilda site basina
yaklasik 10 nikleotid ikameleridir (14). Ornegin, 220 tam genomu iceren ¢alisma, Asya,
Kuzey Amerika ve Avrupa popiilasyonlar1 arasinda spesifik prevalensi olan 8 yeni mutasyonu
tanimlad1 ve dizi 6rnekleme tarihlerine dayanarak zaman iginde mutasyonlarin ortaya ¢iktigmi
gosterdi (94). Baska bir ¢alisma, 86 tiim genom izolatlardan en az bir izolat i¢inde 93 kadar
mutasyonun meydana geldigini gostermistir (95). EK olarak, Yin ve ark tarafindan hazirlanan
raporda, 241C> T, 3037C >T, 14408C > T ve 23403A > G gibi ¢esitli mutasyonlarm daha
siddetli olan Avrupa suslar1 arasinda yaygim oldugu bildirilmistir (92).

Tiirk popiilasyonundan izole edilen suslarla ilgili olarakda bir ¢alisma Tiirk suslarinin Suudi

Arabistan'dan gelen izolatlarla yakm iligkileri paylastigini, ancak 23403 A>G, 3037 C>T ve
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14408 C>T gibi Avrupa popiilasyonlarinda yaygin olarak bulunan mutasyonlarin da
goriildiiginii ortaya koydu (96). Bu senaryo, toplumda dolasan viriisiin baskin suslarini
tanimlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyar. Ustelik, viriis daha fazla kisiye bulastikca,
ortaya ¢ikan mutasyonlarin siirekli gozetimi gereklidir. Ek olarak, genomdaki mutasyonlarla
ilgili caligmalar, virlisiin patolojik aktivitelerindeki degisikliklerin ve dolayisiyla hastaligin

ciddiyetinin arastiriimasina katkida bulunabilir.

Bu arastirmanin genel amaci, SARS-COV 2 VIRUSUNUN TURKIYE'DE POZITIF OLAN
HASTALARDAN TAM GENOM SEKANSLAMADIR. Bu ¢alismanin 6zel amaglar ise:

1. Turkiye'de bulunan SARS-COV 2'nin molekiiler karakterizasyonunu yapmasi,
2. Suslar arasinda yaygin olarak korunan bolgeleri tespit etmesi.

3. Virlistin 6nemli bolgelerdeki herhangi bir mutasyon tiirii arastirilmasi ve en sik bulunan

SNP'nin saptanmasi,

4. Sekanslanmis genomun diger iilkelerdeki viriislerle karsilastirilmas: hedeflenmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM
4.1. MATERYAL:

Yiz Covid-19 pozitif hastadan toplanan SARS-CoV-2 RNA ekstraktlar1 Ibn Sina
Hastanesi'nden elde edildi. Bu numuneler, onerilen soguk zincir numune tasima protokolii
kullanilarak Ankara Universitesi TEKNOKENT'teki Molekiiler Tanida Dis Kalite Kontrol
(MOTAKK) laboratuvari'na aktarildi. Numuneler daha fazla isleme kadar -80°C'de saklandi.
Orneklerin 96°s1, Iseq100 ile dizilmek iizere PARAGON Clean Plex® SARS-CoV-2 Arastirma
ve GoOzetim paneli kullanilarak islendi. Analiz icin gerekli malzemeler Cizelge 4.1.'de

listelenmistir.

Cizelge 4. 1. Analiz igin gerekli malzemelerin listesi

S.No. Malzemeler Miktar
1. SARS-CoV - 2 RNA Izolatlari 100
2. Thermocycler (BIO-RAD T100) 1
3. PARAGON Clean Plex® SARS-CoV-2 1

Aragtirma ve Gozetim paneli (Paragon
Genomics, San Francisco, CA, ABD)
Manyetik raflar

Illumina Iseq 100

Invitrogen™ Qubit™ 3 Fluorometer

Centrifuge ( Helttich- Universal 320)

Vortex ( Biosan V-1 plus)

© o N o g &
S I

Ultra low Freezer (Innova)
10. PCR Cabinet ( Ankyra Lab) 1
11. %90 Etanol 500ml

29


http://www.motakk.org/

4.2. YONTEMLER:

CDNA hazirlama, multipleks PCR amplifikasyonu ve indeksli primerler kullanilarak ikinci PCR
amplifikasyonu PARAGON Clean Plex® SARS-CoV-2 Arastirma ve Gozetim paneli (Paragon
Genomics, San Francisco, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.

4.2.1. CDNA HAZIRLAMASI

Bu prosediirde, belirli miktarda RNA ekstresi, 14 pl hacimli atotal karisim elde etmek igin
DEPC aritilmis su ve 3 pl RT Primer karisimi DP ile karistirilir. Bu prosediirde kullanilacak
RNA ekstraktmin miktari, nanodrop kullanilarak 6l¢iilen ekstraktin viral RN A yiikiine baghdir.
DEPC ile muamele edilmis niikleaz icermeyen su miktari, aliman RNA ekstraktinin miktarina

gore de belirlenir.

1. 1 pl RNA ekstraksyon, asagidaki hacimde DEPC ile muamele edilmis niikleaz igermeyen su

ve RT Primer Karisimna eklenir.

DEPC su 8 ul
RT Primer karigimi 3 ul
RNA ekstraksyon 2 ul
Toplam hacim 14 ul

2. Tupler, termocycler'da 65°C'de 5 dakika sureyle inkiibe edilir.

3. Tiipler, ters transkriptaz reaksiyonu i¢in ana karisim hazirlanana kadar inkiibasyondan hemen

sonra buz tizerine konulur.

2. Tupler, termocycler'da 65°C'de 5 dakika sureyle inkiibe edilir.
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4. RT reaksiyon karisimi asagidaki konsantrasyonda hazirlanir:

RT Tamponu Sul
RT Enzim 1l
cDNA 14pl
Toplam hacim 20ul

5. Tiipler asagidaki sicaklikta termocycler igine yerlestirilir:

8°C 10 dakika
42°C 80 dakika
4°C 0

6. Dongii tamamlandiginda, tiiplere 2 ul durdurma tamponu eklenir ve vortekslenerek

karistirilir.
4.2.2. RT SONRASI PURIFIKASYONU
Bu islem, AMPURE X manyetik boncuk siispansiyon saflastirma ¢ozeltisi ile gergeklestirilir.

1. Manyetik boncuk stispansiyonu kuvvetlice vortekslendi ve 39.6 pl cozelti 22 pl cDNA

urtiniine eklenir.
2. Bu karisim, oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

3. Tupler manyetik rafta yerlestirildi ve sivi berraklasana ve boncuklar tiiplerin bir tarafina

cekilinceye kadar 2 dakika inkiibe edilir.

4. Siipernatant, boncuklar manyetik raftayken dikkatlice ¢ikarilir ve atilir. Kalan tum

slipernatan, boncuklar alinmadan tiipiin / kuyucugun altindan dikkatlice ¢ikarilir.
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5. Her bir tiipe 200 pul taze hazirlanmis %70 Etanol ilave edilir ve tlp manyetik rafa, ttplerin
seffaf tarafinin miknatisa dayanacagi sekilde yerlestirilir. Boncuklarin etanol yoluyla diger

tarafa tamamen go¢ etmesine beklenir ve siipernatan dikkatlice ¢ikarilir.

6. ikinci yikamadan sonra, tiipler kalan siviy1 toplamak igin kisa bir siire santrifiijlenir ve
manyetik rafa yerlestirilir. Kalan etanol dikkatlice ¢ikarildi ve tiipler oda sicakliginda 5 dakika

kurumaya birakilir.

7. Kurutulmus boncuklar1 yeniden siispanse etmek i¢cin 10 pl eliisyon tamponu ilave edildikten

sonra tiipler vortekslenir.
4.2.3. MULTIPLEKS PCR REAKSIYONU

1. Multipleks PCR ana karigimi 2 pl nikleaz icermeyen su, 2 pl 5X mPCR Mix, 1 pl 10X

SARS-CoV-2 primer havuzul veya Primer havuzu 2 ile hazirlanir.

2. 1ki havuzun ana karisimma 5 pl cDNA eklenir ve yaklasik 5 saniye vortekslenir (iki havuz

ayr1 olarak hazirlanir).

3. Ornekler Termocycler'da asagidaki thermal cycling protocol kullanarak gogatilir.

ilk denatlirasyon 95 °C 10 dakika
Denattrasyon 98 °C 15 saniye
Annealing 60 °C 5 sakika
Bekleme sicakligi 10 °C 0

4. Dongli tamamlandiginda, tiiplere 2 pl durdurma tamponu eklenir ve vortekslenerek

karistirilir.

5. Her 6rnek icin iki havuz multipleks PCR Urnleri toplam 24 pl hacim olmak tizere karistirilir.
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6. Ornekler, prosediir 4.2.2. ile ayn1 islemde AMPURE X manyetik boncuklarla saflastirilir,

4.2.4. DIGESTION REAKSIiYONU

Multipleks PCR reaksiyonundan sonra, spesifik olmayan amplifikasyon drtinleri ve ekstra

multipleks PCR primerleri, asagidaki malzemeler ve prosediir kullanilarak PCR {iriiniinden

cikarilr:

1. Asagidaki hacime gore digestion reaksiyonu ana karisimini hazirlanir.

Nikleaz icermeyen Su 7 ul
CP Reaktif tamponu 2 ul
CP Digestion reaktifi 1pl
Toplam hacim 10 ul

2. Digestion reaksiyonu karigimi, 10 il saflagtirilmis multipleks PCR {iriinii ile karistirilir.

Digestion Reaksiyonu Master Mix 10 ul
Saflastrilmis 6rnek 10 ul
Toplam hacim 20 pl.

3. Bu reaksiyon vortekslenerek karistirilir ve 37 °© C'de 10 dakika inkiibe edilir.

4. Dongii tamamlandiginda, tiiplere 2 pl durdurma tamponu eklenir ve vortekslenerek

karistirilir.

5. Ornekler, prosediir 4.2.2. ile ayn1 islemde AMPURE X manyetik boncuklarla saflastirilir.
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4.2.5. IKINCi PCR REAKSIYONU

Bu reaksiyon, dizileme islemi sirasinda gerekli olan endeksli primerlerin kullanimini
icermektedir. Isleme baslamadan once, her 6rnek igin cift indeksli primerlerin (i7 ve i5

indeksleri) benzersiz bir kombinasyonu verilir.
1. Endeksli primerler dnce ¢ozillr ve iyice vortekslenir.

2. Multipleks PCR iirlinleri, numuneye 6zgii indeksli PCR primerleri ile karistirilir ve ikinci

PCR reaksiyonun ana karisimi asagidaki hacimde hazirlanir.

Nikleaz icermeyen su 18 pl
5X ikinci PCR Mix 8 ul
Toplam hacim 26 pul

3. Bu ana karisim, asagidaki hacimde saflastirilmis multipleks PCR {iriinii ve indekslenmis PCR

primerleri ile Karigtirilir.

Ikinci PCR Reaksiyon master karisimi 26 pl
Saflastirilmigs multipleks PCR Uriini 10 ul
Illumina icin i5 cift endeksli PCR primer 2 ul
[llumina i¢in i7 ¢ift endeksli PCR primer 2 ul
Toplam hacim 40 pl

4. Ornekler Termocycler'da asagidaki thermal déngust protocol kullanarak gogatilir.
[k denatiirasyon 95°C 10 dakika

Denattirasyon 98 °C 15 saniye
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Annealing 60 °C 75 saniye
Bekleme sicakligi 10 °C 0

5. Ornekler, 6nce bahsedilen ayn1 prosediir (prosediir 4.2.2.) kullanilarak saflastirilir.
4.2.6. PURIFIKASYON SONRASI KONSANTRASYON OLCUMU

1. 199 pl Qubit tamponu 1 pl Qubit reaktifi ile karigtirilarak 1: 200 caligma soliisyonu

olusturulur.

2. Bu calisma soliisyonunun 199 ul'si, 1 pl saflastirilmis ikinci PCR iiriinii ile karistirilir.
3. Ornekler vortekslenir ve 2 dakika oda sicakliginda tutulur.

4. Daha sonra ttpler, DNA konsantrasyonu i¢in Qubit Flourometer ile ol¢tlir.

4.2.7. ORNEK HAVUZ HAZIRLAMA VE ILLUMINA ISEQ 100 iLE DiZILEME

Qubit ile miktar 6l¢iimiinden sonra, her numune ayr1 ayri Nanomolar (1nM)‘a sulandirilir. Bu
1nM ornek tekrar 100 pikomolar (pM)'a seyreltilir. Son olarak, seyreltilmis numunenin her
birinden 10 ul eklenerek 100pM 6rnek kiitiiphanesi hazirlanir. Her adimda hazirlanan ¢6zeltiler

Qubit Florometre ile dlculdr.

Iseq100 [1lumina'da kullanilan kartus, numunelerin cihaza yiiklenmesinden 6nce en fazla 18 saat
oda sicakliginda tutulur. Buna ek olarak, her bir numune icin indeks kombinasyonu, cihazdaki
ekranin numune kayit kismma dikkatlice girilir. Tiim bunlar tamamlandiktan sonra, numune

havuzu kartusa yiiklenir.

Akis hiicresi ve numune Kiitiiphanesi eklendikten sonra, kartus cihazdaki tepsiye yerlestirilir ve
cihazin i¢ kismmna girilir. Ekranin sol tarafinda, bulunan panelde her sey tarandiktan sonra

dizileme baglatilir.
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4.2.8. MOLEKULER KARAKTERIZASYON VE FILOGENETIK ANALIZi

Numunelerin sekans verileri 1seq100'den FASTQ formunda elde edilir. Bu veri formu, Genome
Detective olarak bilinen platform kullanilarak analiz edilir

(https://www.genomedetective.com/app/typingtool/virus/). Sekanslanan numunelerin  her

birinin toplam kapsami, okumalar1 ve derinligi bu platformdan ¢ikarilir. Buna ek olarak,
nikleotid varyasyonlar1 ve amino asit mutasyonlar: hakkinda bilgi de elde edilir. Genom
Detective platformu ayrica, her bir numunenin FASTQ verilerini, daha fazla analiz igin indirilen

ve kullanilan FASTA'ya ¢evirmek i¢in kullanilir.

Her Ornek icin kalite, kapsama ve nilkleotid varyasyonlari, Nextclade olarak bilinen baska bir

platformdan elde edilen sonuclarla da capraz kontrol edilir (https://clades.nextstrain.org/).

Nextxlade platformu ayrica her numunenin ilgili klad belirlemek i¢in kullanilir. Buna ek olarak,

izolatlarin soy Smiflandirmasi igin da PANGOLIN (https://pangolin.cog-uk.io/) kullanilarak

yapilir.

Genome Detective'den elde edilen FASTA verileri, refrence genomlar: ile allignment ve
filogenetik agacin olusturmasi icin Molekiiler Evrimsel Genetik Analiz (MEGA-X) yazilimima
aktarilir. Her diziye yiiksek kimlik puan1 olan dizileri bulmak i¢in GISAID aramalari da yapilir.
Filogenetik karsilastrma, MEGA-X yazilim paket programi kullanilarak mesafe matrisi /
UPGMA yontemi ile p-distance parametresi ve 1000 bootstrap degeri ile yapilir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. NUMUNELERIN DiZILEME KALITESi VE MIiKTARI

Izole edilmis RNA 6rnekleri Ankara Universitesi ibn Sina Hastanesi'nden alindi. PARAGON
dizileme kiti kullanilarak toplam 96 o6rnek dizileme yapildi. Asagidaki sonuglar, toplam
orneklerin 72'sini temsil etmektedir. Kalan 24 6rnek, kapsama yiizdesi ve dizileme veri kalitesi
diisiik oldugu i¢in calisma dis1 birakildi. Analiz edilen 72 6rnek i¢in genel kapsamin %85'ten
fazla oldugu ve skorun veya okumalarin 50,000'den fazla oldugu bulundu. Orneklerin kapsama

yiizdesi ve puan1 Cizelge 5.1. 'de rapor edilmistir.
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Cizelge 5. 1. [llumina Iseq 100'den elde edilen 6rneklerin dizileme derinligi ve kapsami

Ornek ID. Okumalar Kapsam Derinlik
1. 17236 91.8 72.8
2. 33859 97.3 133.8
3. 54220 98.7 211.2
4. 10640 93.8 48
5. 22726 96.7 90.4
6. 16322 68.8 89.6
1. 11548 89.8 45.1
8. 44164 98.1 174.7
9. 11067 88.4 38.5
10. 7637 97.4 34
11. 29464 96.2 117.7
12. 25873 94 105.9
13. 13270 90.4 53
14. 36119 98.7 139.5
15. 12165 88.8 52.2
16. 12165 88.8 52.2
17. ~30000 98.5 ~140
18. 90572 98.7 352.8
19. ~20000 89.8 ~90
20. 50418 97.4 199
21. 38769 98.2 150.5
22. 23906 95.4 95.6
23. 9165 87.4 40.7
24, 386620 99.7 1284.2
25. 6771 90.1 17.30
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Cizelge 5.1. (devam)

26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.
49.
50.
o1.

21934
5992
45337
34640
207881
45042
5323
6238
59092
98156
66970
16428
70000
60887
16120
195162
28453
28895
83258
28174
336835
232731
382857
243037
189890
116953

39

99.1
97.8
98.9
93.6
97.8
85.8
95.7
94.2
98.9
99.6
98.9
99
99.5
99.8
98.6
99.5
99.2
98.8
99.5
98.6
99.3
99.3
98.8
98.5
98.4
99.6

75.5
13.80
153.4
115.1
710.7
179.1
17.90
15.30
115.5
350.9

240

52.7
~200
201.9

44.8
682.2

95.9

88.1
296.5

96.5

1270.3
886.1

1516
949.3
697.1
451.4



Cizelge 5.1. (devam)

52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.

157167
300793
288352
314026
176716
144877
538255
201899
200910
376315
262787
262787
314204
267402
~200000
226050
124542
144302
228731
460676
380261

40

99
99.7
99.5
98.9
98.9
99.3
99.9
99.2
99.3
99.7
98.7
98.7
99.3
99.1
99.8
99.3
97.9

99
99.2
99.7
99.3

589.1
1149.9
1133.5
1284.8

687.1

551.1
2412.7

823.2

819.1
1615.6
1041.6
1041.6
1290.8
1073.9

~900

944.1

442.5

546.2

940.8
1993.2
1626.1



5.2. DIZILERDEKIi NUKLEOTID VARYASYONLARININ ANALIZi

Yiksek dizileme kapsamina sahip 72 6rnekte, toplam 84 niikleotid varyasyonu gozlendi.Cizelge
5.2. de goriildiigii gibi bu varyasyonlar genomun 3'UTR, ORF1ab, S, ORF3a, M, N ve ORF7a
bolgelerinde goriilmiistiir. E geni, higbir mutasyon gozlenmedigi i¢in genomun en korunmus
kismiydi. Bildirilen toplam niikleotid varyasyonlarindan 45'i esanlamli olmayan ve kalan 39'u

esanlamli mutasyonlardi.
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Cizelge 5. 2. Dizilerdeki niikleotid varyasyonlar1 ve genomdaki yerleri

No.

© © N o o &~ W NE

[N
©

11.

12.

13.
14.
15.

16.

17.

18.

19.

Nikleotid
Varyasyon

241 C>T
2416C>T
900C>T
1916A>G
2449C>T
1964A>G
2477G>A
3037C>T
4563C>T

6416G>A

3406A>C

2842C>T

6310C>T
7303C>T
3138A>G

S5971A>G

7201A>G

8138T>C

8532C>T

Bulundugu Geni

3’UTR
NSP2
NSP2
NSP2
NSP2
NSP2
NSP2
NSP3
NSP3

NSP3

NSP3
NSP3

NSP3
NSP3
NSP3

NSP3

NSP3

NSP3

NSP3

41

Mutasyon
Sikhig1
70

L J N = SEN SN

19
19

Mutasyon Tipi

Non coding
Esanlaml
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Esanlamli
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Esanlaml

Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan
Esanlamli

Esanlaml
Esanlamli

Esanlaml
Esanlamli

Esanlamli

Esanlamli

Esanlamli



Cizelge 5.2. (devam)

20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

8537A>C
4927C>T
3266A>G
7431C>A
4486G>T
7018T>G
7019G>T
5365C>T
3613T>G
3621G>A
27371T>G
6688T>C
5683G>T
9430C>T
9803C>T
9502C>T
9693C>T
8617T>C
8618G>T
9120C>T
9319C>T
8917C>T
10057T>C

NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP3
NSP4
NSP4
NSP4
NSP4
NSP4
NSP4
NSP4
NSP4
NSP4
NSP5

42

Esanlaml
Esanlaml1

Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan
Esanlaml

Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan
Esanlamli
Esanlaml
Esanlamli

Es anlamli olmayan
Esanlamli
Esanlamli
Esanlamli

Es anlamli olmayan
Esanlamli

Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan
Esanlamli
Esanlaml

Esanlamli



Cizelge 5.2. (devam)

43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54,
55.
56.
S7.
58.
59.
60.

61.
62.
63.

11839A>G
11686T>C
12530T>G
12529A>G
14408C>T
14648A>G
15894G>T
15896T>C
15906G>T
15009T>C
14477A>G
13509C>T
13536C>T
14855T>C
14459T>C
17898C>T
16887C>T
18744C>T

19839T>C
20268A>G
20178C>T

NSP6
NSP6
NSP8
NSP8
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
RdRp
Helikaz
Helikaz
3'-to-5'
Exonucleaz
EndoRNaz

EndoRNaz
EndoRNaz

43

70
33

29
10

Esanlaml
Esanlaml1
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Esanlamli
Es anlamli olmayan
Esanlamli
Esanlamli
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Esanlamli
Esanlamli

Esanlamli

Esanlamli
Esanlaml

Esanlamli



Cizelge 5.2. (devam)

64.

65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.
83.
84.

20808G>A

23403A>G
24053G>T
24453A>G
23125A>T
23126G>A
23919A>G
22550C>T
25348G>T
24870T>C
21774C>T
24684A>G
25626C>T
25563G>T
26110C>T
27002C>T
27741C>T
28881G>A
28882G>A
28883G>C
29443A>C

2'-O-ribose

methyltransferaz

S

w unu unun u unu u u u um

wm

ORF3a
ORF3a
ORF3a

ORF7a

z 2 Z

44

1

50

N W A~

13
49
49
49

Esanlaml

Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Esanlaml
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Esanlamli
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Esanlamli
Esanlamli
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan
Es anlamli olmayan

Es anlamli olmayan



Viriisiin genomunda en niikleotid varyasyonunu sunan kisim ORF1ab’idi. Bu bdlgede toplam
niikleotid varyasyonlarinin %75'1 gdzlenmistir. Bunu toplamin S bdlgesi (%14.2), N bolgesi
(%4.8), ORF3a (%3.6), M ve ORF1lab bolgeleri (her biri %1.2) izlemektedir. Buna ek olarak,
en sik gozlenen niikleotid varyasyon paterni, niikleotid Sitozinin Timin ile degistirildigi C>T
idi. Sekil 5.1. de goriildiigu gibi toplam 84 niikleotid varyasyonundan 32'si C > T niikleotid
varyasyonlarint sergiledi. Buna karsilik, ¢alismamizda T>A ve C>G varyasyon paternleri

bildirilmemistir.

A>T,1 A>C3 G>T, 9

G>C,1
C>A1

T>C, 11

C>T, 32

Sekil 5. 1. Sekansli 6rneklerde niikleotid varyasyonlarinin paternleri ve sikligi

Boliim 1'de belirtildigi gibi, SARS-CoV-2'deki en biiylik gen, yani ORF1ab, farkli proteinleri
kodlayan bolgeleri igerir. Bu calismada gdzlemlenen toplam niikleotid varyasyonlarinin
%74.6'st ORFlab'deki bu farkli bolgelere aitti. Sekil 5.2.'de gosterildigi gibi ORFlab'deki
toplam 63 niikleotid varyasyonunun 25'i, NSP3'li kodlayan bdlgede bulundu.
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ORF1b Genindeki Bdlgeler

Sekil 5. 2. ORF1lab genindeki niikleotid varyasyonlarinin dagilimi

Bu varyasyonlara ek olarak, genomun S, ORFlab, M ve N bdlgelerinde belirli eklemeler ve
silmeler (delesyon ve insersiyonler) tespit edildi. ORFlab geni, en fazla sayida niikleotid silme
ve ekleme (4 silme ve 1 ekleme), ardindan S geni ve N geni sergiledi. M bolgesinde de bir

ekleme bildirildi ( Cizelge 5.3.).
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Cizelge 5. 3. Nukleotid eklemeleri ve silmeleri ve genomdaki ilgili yerleri

No. Niikleotid Insersyon/Delesyonlar Gen Mutasyonun Sikhg
1. 23119 23120insCCTACACAG S 6
2. 686_694delAAGTCATTT ORFlab 4
3. 18429 18430insCACATTGGC ORFlab 3
4. 692_700delTTTGACTTA ORFlab 1
5. 326delT ORFlab 1
6. 21992 21994delTAT ORFlab 1
7. 25115delC S 1
8. 26693_26694insTGTCTTTAAAAGA M 1
9 29093delT N 1

10. 29443 29444insATTTTGCTGAATA N 1

Toplam 20

5.3. DIZILERDEKi AMINO ASIT MUTASYONLARININ ANALIiZI

Bu caligmada toplam 45 amino asit mutasyonu bildirilmistir. Sekil 5.3.'de belirtildigi gibi en
fazla amino asit mutasyonuna sahip gen ORFlab (28 mutasyon), ardindan S geni (11), N geni
(4) ve ORF3a (2)idi. Bununla birlikte, genomun geri kalan kisimlarinda esanlamli olmayan

mutasyonlar gérilmedi.
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B ORFlab
L -
= ORF3a

Sekil 5. 3. SARS-CoV - 2 genomunda amino asit mutasyonlarinin dagilimi

Bu mutasyonlarin genin farkli protein kodlama bolgeleri igindeki dagilimi Sekil 5.4’de rapor

edilmistir. Sekilde goriildiigii gibi, ORFlab geninde bildirilen amino asit mutasyonlarmin

%35.7'si (10) NSP3'U kodlayan bdlgede mevcuttur.

ORF lab bélgeler

B Amino asit Mutasyonlan

NSP1 -

-

-
-

NSP& -

-

3'-5' Eksoniikleaz -

Sekil 5. 4. ORFlab geninde Amino asit mutasyonlarinin dagilimi
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Bu ¢alisgmada ORF1lab'nin en sik goriilen amino asit mutasyonu, ORF1ab'nin RdRp kodlama
alaninda bulunan P323L (14408C>T)idi. Bu mutasyon 70 hastada goriildii. Yaygm olarak
karsilasilan bir diger amino asit mutasyonu, RARp kodlama bdlgesinde de bulunan N403S
(14648A>G) idi; bu toplam 33 hastada bildirilmistir (Cizelge 5. 4.)
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Cizelge 5. 5. ORF1ab'deki Amino asit mutasyonlar1 ve gendeki ilgili yerleri

S.No. Amino asit Mutasyon ORF1lab'deki yeri Mutasyon Sikhgi
1. K141 F143del NSP1 4
(686_694delAAGTCATTT)
2. S32L (900C>T) NSP2 1
3. T371A(1916A>G) NSP2 1
4. 1387V (1964A>G) NSP2 1
5, E558K (2477G>A) NSP2 1
6. S615L (4563C>T) NSP3 4
7. V1233l (6416G>A) NSP3 1
8. E229D (3406A>C) NSP3 2
9, T183A (3266A>G) NSP3 1
10. S1571 (7431C>A) NSP3 1
11. K589N (4486G>T) NSP3 1
12. V1434F (7019G>T) NSP3 1
13. G301D (3621G>A) NSP3 2
14. H298Q (3613T>G) NSP3 1
15. M988I (5683G>T) NSP3 1
16. A380V (9693C>T) NSP4 2
17. A22S (8618G>T) NSP4 1
18. T1891 (9120C>T) NSP4 1
19. F147V (12529A>G,12530T>G) NSP8 2
20. P323L (14408C>T) RdRp 70
21. N403S (14648A>G) RdRp 33
22. M818I (15894G>T) RdRp 3
23. L819P (15896 T>C) RdRp 1
24, Q822H (15906G>T) RdRp 1
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Cizelge 5.4.(devam)

25. Y346C (14477A>G) RdRp 1
26. VA4T2A (14855T>C) RdRp 2
27. F340S (14459T>C) RdRp 1
28. 18429 18430insCACATTGGC  3-to-5' Exonuclaz 3

S geninde en ¢ok karsilasilan amino asit mutasyonu D614G (23403A>G) oldugunu Sekil 5.5°de
belirmektedir. Bu mutasyon 50 hastadan toplanan orneklerde bildirilmistir. Bir baska sik

karsilagilan amino asit mutasyon, 13 hastada goriilen S71F(21774 C>T) idi.

50
50
s, 45
g0 40
= 35
“ 30
S 13
[~
- 15 6
= 4 4 3
10 .I 2 2 2 1 1
= 5 U oo oo
0
D QA QA A A WO
S A & F S ERNE I S
N I S IR RS S MR SO
2 O SR AN A P S\
S A I A M A 2
P A VAP U S AR U AN
KSIECOANE S AR R
N FEE P E ST

Amino asit Mutasyonlar

Sekil 5. 5. S genindeki Amino asit mutasyonlar1 ve Siklig1
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N genindeki 28881G>A 28882G>A 28883 G>C {iglii niikleotid varyasyonlari, R203K ve G204R
amino asit degisikliklerine yol agar. Calismamizda, bu iki varyasyon 49 sekansta mevcuttu.
Bunun yani sira, iki hastadan ORF3a'daki amino asit varyasyonu P240S (26110C>T) Cizelge
5.6’de bildirilmistir.

Cizelge 5. 7. N ve ORF3a'daki Amino asit mutasyonlar1 ve sikligi

S.No. Amino asit Mutasyon Bolge Mutasyon Sikhgi
1 R203K (28881G>A 28882G>A) N 49
2 G204R (28883G>C) N 49
3 Q390H (29443A>C) N 49
4. Q390_T391insILLNX N 1
5 P240S (26110C>T) ORF3a 4
6 Q57H (25563G>T) ORF3a 1

5.4. DIZILERIN SOY SINIFLANDIRMASI VE FILOGENETIK ANALIZi

Soy tanimlama Nextrain platformu kullanilarak gergeklestirildi. Calismamizda viral
izolatlarimizin %69.4'i veya 49'su Klad 20B'ye aitken, kalan %30.6's1 (23 izolatlar) 20A Klad
iiyeleriydi. Buna ek olarak, izolatlarin soy Smiflandirmasi da kullanilarak yapildi. PANGOLIN
smiflamasma gore izolatlarin 46's1 B.1.1 soyunun iiyeleriydi, 21 izolatlar1 B.1 soyuna
yerlestirildi, 3 izolatlar1 B.1.1.161 soyuydu. Ayrica, bir izolat B.1.1.317, digeri B. 1.354

soyunun bir Gyesiydi.

Ornekler bagka iilkelerden diger suslar arasindaki filogenetik benzerlik agisindan
degerlendirildiginde, izolatlarimiza en yakin suslar Rusya'dan EP ISL 514750, Ingiltere’den EP
ISL 595682, Yunanistan'dan EP ISL 2302051, Tiirkiye’den EP ISL 2015134 oldugunu Sekil
5.6°de gorilen Filogenetik agacta gosterilmektedir.
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Sekil 5. 6. Orneklerin filogenetik analizi
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA
6.1.1. NUMUNELERIN DiZIiLEME KALITESI VE MIiKTARI

Bu ¢alismada, Clean Plex® SARS-CoV-2 Arastirma ve Gdzetim paneli (Paragon Genomics,
San Francisco, CA, ABD) kullanilarak toplam 72 RNA izolat1 dizilenebilmistir. Paragon NGS
kiitiiphane hazirlama is akisi, SARS-CoV-2'nin siralanmasi i¢in en hizli protokollerden biridir
(97). Bu 72 6rnek i¢in okunan ham veri sayis1 5323-538255 okuma araligindaydi. Kaydedilen
en yiiksek kapsama %99.9 ve en diisiikk %85 1di. Paragon kitini kullanan Tiirkiye'de yapilan
baska calisma, en ylksek 13,069,752 ham veri okumasi ve ortalama %98'den fazla kapsama
alani kaydetti (98).

6.1.2. DIZILERDEKI NUKLEOTID VARYASYONLARININ ANALIiZi

Calismamizda genomun ORF1lab, S, ORF3a, M, N ve ORF7a'larinda niikleotid varyasyonlari
goruldi. E geni, ORF6, ORF7b, ORF8 ve ORF10'da herhangi bir varyasyon bildirilmemistir.
Karacan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, bildirilen mutasyonlarin esas olarak ORF1ab,
S ve N genlerinde bulundugu benzer raporlar elde edildi (99). Tiirkiye'den yaygin olarak goériilen
SARS-CoV-2 mutasyonlari iizerine yapilan bir meta-analitik ¢alisma, ORF1ab, S, ORF3a, M,
ORF7a ve N genlerinde mutasyonlarin varligii ve bunlarin ¢ogunun ORFlab bodlgesinde
bulundugunu bildirmistir (100). Ayrica, N geninin ORFlab geninden sonra en yiiksek ikinci
nikleotid varyasyonunu sergiledigini bildirmislerdir. Bu sonug, S geninde N geninden daha
fazla sayida niikleotid varyasyonunun varligmi belirten raporumuzla celigkilidir. Ayrica,
ORFlab ve S genlerinin en yiiksek mutasyonlara sahip oldugunu bildiren Takahiko Koyama
tarafindan yapilan bir galigmadan bizimkine benzer bulgular elde edildi (ORF1lab'da 3328 ve S
geninde 687 mutasyonlar). Bu meta-analitik ¢aligma ayni zamanda ORF1ab'deki mutasyonlarin
cogunun NSP3'l kodlayan bolgeye ait oldugunu gostermistir (101). Bu sonuglar, ORF1ab, S,
ORF31 , M, N ve ORF7a disindaki genomdaki bolgelerin daha korunmus olarak kabul

edilebilecegini gosterebilir. Hassan ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calisma ayrica E, ORF6,
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ORF7b, ORF8, ORF10'un en az sayida missense mutasyonu i¢erdigini gostermistir. Ayrica,
NCBI veritabanindan elde edilen 3617 SARS-CoV-2 genomu arasinda, bu genomlarin sadece
%0.414"iniin E geninde mutasyonlara sahip oldugunu bildirmislerdir (102).

Bu ¢alismada, en sik bildirilen niikleotid varyasyonu, RdRp'yi kodlayan ORF1lab bdlgesinde
bulunan 14408C>T, NSP3 kodlama bdlgesinde bulunan 3037C>T idi. 70 sekansta 14408C>T
bildirilirken, 3037C>T 69 vaka goriildii. Benzer bulgular diger ¢alismalardan da elde edilmistir.
Bu, toplam 80 izolatin 59'unda 23403 A>G ile birlikte 3037¢>T ve 14408C>T varligini bildiren
Rehman ve ark. tarafindan yapilan calismay1 icermektedir. Bu aragtirma ayni zamanda {i¢
mutasyon arasinda bir korelasyon olabilecegini gostermistir (96). Ayrica bu U¢ mutasyon,
Temmuz 2020'ye kadar GISAID EpiCoV veritabanina yiiklenen Tiirkiye'den gelen Covid-19
vakalarinm yaklasik %84'iinde bulunmaktadir (100). Ilging bir sekilde, ¢alismamizda goriilen
niikleotid varyasyonlarmin bir kismu Tiirkiye'den diger izolatlarda bulunmamaktadir. Bunlardan
bazilar1 6310C>T, 9502C>T, 14648A>G, 21774C>T, 24453A>G, 23125A>T ve
22550C>T'dir. Calismamizda, RdRp kodlayan ORFlab bdlgesinde bulunan 14648 A>G
niikleotid varyasyonu 33 izolatta goriilmiistir. Halbuki, bu mutasyon Turkiye'den bildirilen
izolatlarin higbirinde bildirilmemistir (98)(99)(100). Ek olarak, 6nceki sonuclarda ORF1ab'nin
3’-5’ ekzoniikleaz kodlama bolgesinde herhangi bir degisiklik bildirilmemistir. Ancak bu
calismada, 4 Ornekler 3°-5° ckzoniikleaz kodlama bolgesinde bir mutasyon (18744C>T)
sergilemistir. 29 izolatta goriilen 19839T>C niikleotid mutasyonlar1 ve 10 izolatta bulunan
20268A>G niikleotid mutasyonlar1 da 6nceki ¢alismalarda goriilen varyasyonlar arasindaydi.
Sasirtic1 bir sekilde, Eskier ve ark. ¢alismalarinda bu iki mutasyonu sergileyen bir numunenin
Ankara'dan elde edildigi bildirilmistir. Bu sonug iki mutasyonun digerleriyle birlikte Ankara'da
sik¢a karsilasilan suslarm 6zellikleri olabilecegini gosterebilir. Bu nedenle, bu tiir mutasyonlarin
prevalansini ve viriisiin patojenitesi ve immiin kaginma kabiliyetine yonelik potansiyel etkilerini

degerlendirmek i¢in daha fazla calisma gereklidir.

Bu calismada en sik goriilen niikleotid varyasyon paterni, niikleotid Sitozinin Timin ile

degistirildigi C>T idi. Bazi1 ¢aligmalar, enfekte konake¢1 hiicrede RNA diizenleme islemlerinin
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bir sonucu olarak SARS-CoV-2 genomundaki C>T mutasyonlarmin asirt oldugunu
dogrulamistir (103). Tek nlkleotid varyasyonlarmm C>T/G>A ve A>G/T>C varyantlarinin
genellikle insan Apolipoprotein B mRNA Kkatalitik polipeptit benzeri Dlzenleme Enzimi
(APOBEC) ve Cift Sarmalli RNA'ya Ozgii Adenosin Deaminaz (ADAR) aktiviteleri tarafindan
baz modifikasyonlarinim bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi dnerilmektedir (104). Calismamizda
kaydedilen toplam varyasyonlarin 31'inde C > T geg¢is sekli gozlendi. Benzer sonuglar, C>T
niikleotid mutasyon formunun kaydedilen mutasyonlarin yarisindan fazlasini olusturdugu

Eskier ve ark. ve Simmonds tarafindan yapilan arastirmalarda elde edildi (100)(103).

Bu caligmada, yarismin ORFlab bolgesinde goriildiigii toplam 4 silme ve 4 ekleme
bildirilmistir. Niikleotid ekleme 23119 23120insCCTACACAG, 6 farkli izolatta rapor edildigi
en sik gozlenen ekleme idi. Bu ekleme, 14-685 amino asit kalintilarini igeren S geninin SI alt
biriminde bulunmaktadir. S proteinini konake¢1 hiicrenin reseptoriine baglamak icin gerekli
kalintilarin  SI  alt biriminde bulunduguna dikkat edilmelidir (105). Bu nedenle
23119 23120insCCTACACAG S proteini ve hicre reseptor ile afinitesi Uzerindeki etkisi
arastirilmalidir. Bu ¢alismadan bildirilen tiim eklemeler en az 9 niikleotid eklemesine sahipti.
Sofya K ve ark.'a gére uzun eklemeler polimeraz kaymasi veya siirekli olmayan segmentli
RNA'lar olusumu ile iliskili sablon anahtarlama sonucu meydana gelen tandem duplikasyon

nedeniyle meydana gelebilir (106).

En sik bildirilen delesyon, ORFlab'de bulunan ve 3 aminoasitin silinmesine neden olan
686_694delAAGTCATTT idi. Calismamizda bu delesyon 4 izolatta gozlenirken Israil, ABD,
Isvec, Ingiltere, Kanada, Galler ve izlanda'dan 224 izolatta da bildirilmistir (107). ORFlab'deki
21992 21994delTAT,6rneklerimizin birinde tespit edildi ve daha 6nce ABD, Hindistan,
Slovenya, Urdiin, Hollanda ve Ingiltere'den dizilerde goriildii (108). Ancak kiiresel endise
varyantlarinin ayirt edici 6zelligi olan delesyonlar (B. 1.1.7 A69-70 ve A144/145 ve B. 1.351
A242-244) bizim izolatlarda mevcut degildi. Bunun bir nedeni, 6rnegimizin toplandigi zamanda

bu varyasyonlarin mevcut olmamasi veya heniiz Tiirkiye'ye yayllmamasi olabilir.
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6.1.3. DIZILERDEKI AMINO ASIT MUTASYONLARININ ANALIZi

Yukarida tartisildigi gibi,bu calismada gézlemlenen 44 amino asit mutasyonundan 27'si SARS-
CoV-2 genomunun ORFlab'sine aittir. Bu mutasyonlar NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSPS,
RdRp ve 3'-to-5' Eksoniikleaz i¢in kodlanan bolgelerde dagitilmis halinde bulunmaktadir.

ORFlab'de en sik bildirilen amino asit mutasyonu, dizilerimizin 70'inde bulunan P323L
(14408C>T) idi. Bu mutasyon, tiim viral RNA molekiillerinin sentezine aracilik eden bir protein
olan RdRp kodlayan bolgede bulunmaktadir. Bu mutasyon Avrupa ve Kuzey Amerika'da daha
sik goriiliir ve genomun M ve E bolgelerinde gézlenen mutasyonlarla 6nemli dlciide iliskili
oldugu bulunmustur (109). Hacimli prolidin halkasi ile Prolin, RdRp'nin ikincil yapisina katkida
bulunur ve yan zincirleri proteinin omurgasina baglanir. Losin, hidrofobik bir amino asit
olmakla birlikte, cogu zaman katlanmis protein yapisinda bulunur (110). Bu nedenle, Prolinin
323 pozisyonundaki Losine degisiminin, RARp proteininin esnekligine sorumlu oldugunu ve bu
da replikasyon/transkripsiyon mekanizmasinin ve RNA sablonunun diger bilesenleri ile
etkilesimini etkileyebilecegini diisiiniilmektedir. Buna ek olarakta degismis etkilesim sonunda
diger mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (96). Bu ¢alismadan elde edilen ilging
sonuglardan biri, izolatlarm %45'inde amino asit mutasyonu N403S (14648A>G) varligidir. Bu
mutasyon, simdiye kadar yaymlanmis olan Tiirkiye'den gelen izolatlarm hig¢birinde
bildirilmemistir ve 6rnek toplama sirasinda Ankara'da yayilan mutasyonlarindan biri olabilir.
Bu nedenle, RdRp'nin isleyisi tizerindeki etkisini belirlemek icin bu mutasyonun daha fazla

arastirilmasi gerekmektedir.

Bu ¢aligmada siralanan izolatlarin 50°si, S proteininde D614G mutasyonunu sergilemistir. Bu
mutasyon Subat 2020'de Avrupa'da yayilmaya baslad1. Tiirkiye, israil, ABD'den yapilan diger
calismalar ve calisma katilimcilar1 arasinda bu mutasyonun baskin varligini bildirmistir
(100)(107)(111). D614G mutasyonu, viriisiin artan bulasma hiz1 ile iligkilidir. Bunun
nedenlerinden biri, Aspartik asit Glisin ile degistirildigi i¢in mutant formun komsu protomer ile
azaltilmis bir baga sahip olmasi olabilir. Azaltilmig hidrojen bagi daha sonra S1 ve S2 arasindaki

etkilesimin azalmasina ve viral materyalin dokiilmesinin artmasina neden olur (32). Diger
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calismalarla uyumlu olarak, bu mutasyon genellikle 14408C>T ve 3037C>T ile birlikte
bulunmustur. Bu birlikte var olan mutasyonlar son zamanlarda Avrupa'da en sik gdzlenen

varyantlardan birinin karakteristigi olarak tanimlanmustir (92).

Goriilen diger bir aminoasit mutasyonlar1 arasinda S71F (21774C>T), H519 A520INSPTQ
(23119 _23120INSCCTACACAG), P330S (22550C>T), K964R(24453A>G), A522T
(23125A>T), K786R(23126G>A), F1103S(24870T>C), E1262D(25348G>T),
A831S(24053G>T) ve DI1041G(24684A>G) vardi. Tim bu mutasyonlar D614G ile
kombinasyon halinde de bulunmustur. Bu mutasyonlarin sonucu heniiz agiklanmamuistir, ancak
Qiangian Li ve ark.tarafindan yapilan bir ¢alisma, A831S (24053G>T)’nin B38 olarak
adlandirilan monoklonal antikora duyarlilig1 azalttigini gosterdi. Calismamizda bu mutasyon

sadece bir izolatta goriilmiistiir.

Diger yaygin olarak karsilasilan esanlamli olmayan mutasyonlar, N geninde bulunan R203K
(28881G>A 28882G>A), G204R (28883G>C) ve Q390H (29443A>C) idi. Bu mutasyonlar
izolatlarimmzm 49'unda go6zlendi. Nukleokapsid proteinini kodlayan bdlgedeki 28881
pozisyonunda bulunan mutasyon, iki amino asidin, yani 28881 (R'den K'ye) ve (G'den R'ye)
ikame edilmesini indlkleyen bir ¢ift kodon mutasyonu ile ilgilidir. N proteininin mutasyona
ugramig 203/204 bolgesi, viral transkripsiyon ve replikasyonu kontrol etmek i¢in gok 6nemli bir
bolgedir. Bu yeni diizenleme, proteinin isleyisini degistirebilir, ¢iinkii mutant amino asit,
referans protein dizilerinde bulunan orijinal amino aside kiyasla onemli Ol¢iide farkli bir
izoelektrik noktaya sahiptir (98). SARS-CoV'un N proteini, virion montaji sirasinda sarmal
niikleokapsidin olusumundan sorumludur (112). Bu protein bir bagisiklik tepkisine neden

olabileceginden, bu mutasyonlar N proteinini iceren as1 arastirmalarinda dikkate alinmalidir.

ORF3a'da en sik bildirilen amino asit mutasyonlarindan biri olan Q57H (25563G>T)
izolatlarimizda da goriilmektedir. Bu mutasyonun Daniele Mercatelli ve ark. tarafindan SARS-
CoV-2 genomunda en sik gorillen 20 mutasyondan biri oldugu kaydedilmistir (31). Bu
mutasyon Tirkiye'den gelen izolatlarda da yiiksek frekansta bildirilmistir (100). Bu ¢alismalarin
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aksine, Q57H (25563G>T) izolatlarimizdan sadece birinde bildirilmistir, bu da zamanla

gorliniimiiniin azaldigmi gosterebilir.
6.1.4. DIZILERIN SOY SINIFLANDIRMASI VE FILOGENETIK ANALIZi

Nextrain platformun'a gore su anda yayilan 5 ana klad vardir. Bu kladlar 19A, 19B, 20A, 20B
ve 20C'dir. Bu kladlarin ana tanimlama &zellikleri, 6zgii bir grup mutasyonun varhigidir (113).
19B, C8782T ve T28144C niikleotid mutasyonlarinin varligi ile orijinal klad 19A'dan farkhdir.
C3037T, C14408T ve A23403G mutasyonlari, 20A klad i¢cin tanimlayict mutasyonlardan
bazilaridir. Yirmi U¢ izolatimiz, esas olarak C3037T ve C14408T'nin varligi nedeniyle 20A klad
olarak kategorize edildi. 49 izolatimiz G28881A, G28882A ve G28883C mutasyonlarin sahip
oldugu icinr 20B'ye smiflandirmaktadir. Calismamizda C1059T ve G25563T iceren 20C
mevcut degildir (111).

Ayrica, PANGOLIN soy smiflandirmasina gore, izolatlarin ¢ogunlugu B.1.1 soyunun
tyeleridir. Bu soy ilk olarak 15-02-2020'de bildirilmistir ve Ingiltere, ABD, Japonya, Almanya
ve Rusya'da yiiksek siklikta goriilmeye devam etmistir. Bu soyun tanimlayici 6zellikleri, N
genomunda t¢li niikleotid mutasyonlar1 G28881A, G28882A ve G28883C'nin varligidir.
Izolatlarm bir diger 21'i, baz1 Avrupa iilkelerinde Ocak 2020 'de daha dnce gdzlemlenen B.1
uyeleridir. Calismamizda bu iki soyun varliginin artmasi, Ankara'daki en erken enfeksiyonlarin

esas olarak Avrupa kokenli bu iki soydan kaynaklandigini gosterebilir.

6.2. SONUC

Bu ¢aligmada, 72 viral izolatin tiim genomu sekansland1 ve genomlarin kapsama alan1 %85-99.8
idi. Genomun analizinde toplam 84 niikleotid varyasyonu goézlendi. Bu varyasyonlarm ¢ogu
ORF1lab, S ve N genlerinde bulunmaktadir. Bu genlerde ¢ok sayida varyasyonun varligi diger
calismalarda da bildirilmistir ve bu sonuglar bu genlerin mutasyon igin sicak nokta alanlari
olabilecegi sonucuna yol agabilir. Bu varyasyonlarin yarisindan fazlasmin es anlamli
mutasyonlar olmasi, hastaligin ciddiyeti ve bagisiklik kagirma iizerinde bir etkisi olabilecegini

gosterebilir. Ancak, bunlarin patojenite, replikasyon ve ila¢ direnci Uzerindeki etkileri hala
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bilinmemektedir. Yukarida bahsedilen mutasyonlar, diger dizinlerin tanimlanmasina ve asilarin
gelistirilmesine yol agabilir. Bu nedenle, bu mutasyonlar1 surekli takip etmek wve bu
mutasyonlarin reseptor afinitesini, yayilma kabiliyetini ve patojeniteyi nasil etkiledigini daha
fazla arastirmak gerekmektedir. Bu ¢alismada en baskinsoy, baslangigta Avrupa'da goriilen B.
1.1 idi. Haziran 2020'ye kadar Avrupa'dan gelen izolatlarin cogunlugu bu soyun tyeleriydi. Bu
calismada bu soyun artan goriiniimii, 6rnek toplama zamanmda Ankara'da da yayildigi sonucuna

varmamizi saglayabilir.

Sonug olarak, bu calismadan elde edilen veriler, aciklanan mutasyonlarin ilaca direngli viral
fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olup olmayacagini gérmek icin kullanilabilir. Verilerimiz,
teshis ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ve potansiyel ila¢ diren¢ mekanizmalarmin
calisilmasma yardimci olabilir. Ek olarak, mutasyon sicak noktalarinin tespiti, yanlis negatif

sonuc¢lardan ka¢inmak icin etkili PCR primerleri ve problari tasarlamaya da yardimei olabilir.
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GIRIS ve AMAC

SARS CoV-2, hafif ila agresif solunum sistemi enfeksivonlarnindan sorumlu olan RMA virosGdor
Arahk 201%'dan ginomize kadar virds, dinyada yaklasik 173 Milyon insamn morbiditezsine we
3.72 Milyon insamn mortalitesine neden oldu. Bu calhisma, Torkiye'de bulunan 5ARS-00W 2 nin
molekiler karakterizasyonunu yapmas,virdsin balgelerdeki herhangi bir mutasyon tirg
arastinlmas: we en sik bulunan SNP'nin saptanmiasi, sekanslanmis genomun difger Glkelerdeki
wvirlislerle karsilastinimas hedeflenmektedin

YOMTEM

Yoz cowid-12 pozitif hastadan toplanan SARS-CoW-2 RMA ekstraktlan Ibn Sina Hastaneszi'ndan elds
adildi ve PARAGOM Clean Plex®™ SARS-CoVW-2 Arastirma wve Gdzetim pansli kullzrilarak islendi.
Genom dizilimi igin illlumina Iseq 100 kullamildi.

BULGULAR

Toplam &84 nidkleotid varyasyonu gozlendi. Bu varyasyonlar gsnomun 3'JTR, ORFlab, 5, ORF3a,
M, M we ORF7a bolgelerinde gdrilmistdr. Bildirilen toplam ndkleotid varyasyonlanndan 44'G
gzanlamhb olmayan we kalan 20% esanlamb mutasyonlardl. izolstlann 46'= B, 1.1 soyunun
oyeleriydi, 21 izolatlan B. 1 soyuna yerlestirildi, 2 izolatlan B. 1.1.161 soyuydu. Aynica, bir izolat
B. 1.1.217, digen B. 1.354 soyunun bir dyesiydi.

TARTISMA ve SONUC

Bu cahsmada, 72 viral izolatin tdm genomu sekanslandl ve genomlann kapsama alam %E5-59.8
idi. Bulumamn nikleatid varyasyonlann yansim es anlamh mutasyonlar olmasi, hastzhgn ciddiyeti
ve baZizikhk kacirma Gzerinde bir etkisi olzbilecegini gbstersbilin Sonug olarak, bu cahizmadan
glde edilen weriler, agiklanan mutasyonlann ilaca direngli wiral fenotiplerin ortaya cikrmasina
naden clup almayacagim gdrmek icin kullznilzkilir
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GENOME EDITING USING CRISPR AND ITS ETHICAL ISSUES
Nejat Siraj Mohammed'*

* Ankara University. Institute of Biotechnology, nejusiraji@gmail.com
ABSTRACT

ClusteredRegularlylnterspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) are shortmotifs of
DNAcommonlyfound in chromosomal and plasmid DNA, which are separated with other
uniquesequences.Eventhough it was discovered in a bacteria, it has been applied in healthcare,
environmentalbiology. veterinaryscience and agriculturaltrialswith themost popular
applicationbeing in w&axch .The techmque s oommonly used on somam. cells for gene

editing: However, its use n germlme gells sullethlcallycontrovetsnal The main ethicalissues
= - =

of gene editing by CRISPR that are d:scused m tln; review are; >afe(y|ssu&s its misuse,

~Qi,

unequalaccess to the classes of l.he l:x)pulauon and ecolognallconsndcrauons. Some
o S T e, 25 " EReeraldSS “ESanil
unsolvedtechmcalcomplu.auons in CRISPR and limitedknowledge of human germ cells are
some of the obstacles for performing a safe gene editing in humans. In addition to this, due to
uncontrolledusage and limitedaccess. the technology may serve for the individualpurposes of
some people. Futureperspectivesincludingregulatedusage as well as equalaccess are also other

points of concern which would be achieved by introducing a consensus among all countries.

Keywords: CRISPR, gene editing, germ cells, ethics, regulations.
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