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OZET

Yogun Bakim Unitesinde COVID-19 Tams1 ile Yatan Hastalardan Gergek
Zamanh Olarak Toplanmis Serum ve idrar Numunelerinde IH-NMR (Hidrojen
- Niikleer Manyetik Rezonans) Metodu ile Metabolomik Profilleme Calismasi ve

Prognostik Analitlerin incelenmesi

Giris: COVID-19'a neden olan SARS-CoV-2 viriisiiniin kiiresel etkisi, 6zellikle varyantlarin
ortaya c¢ikisiyla artarak devam etmektedir. Viriisiin belirgin metabolik etkilerini belirlemeyi
hedefleyen kapsamli metabolomik ¢alismalar, yogun bakim iinitesinde (YBU) kritik COVID-
19 hastalar1 i¢in prognoza dayali izlem yapilmasinin, tedavi sonuglarini optimize etmede
hayati énem tasidigini gdstermektedir. Yontem: Bu ¢alismada, Nisan 2020'de YBU'de tedavi
goren kritik COVID-19 hastalarindan toplanan ve ii¢ prognostik gruba ayrilan (saglikli taburcu
(ST), polindropatik sendrom (PS) ve Vefat) hastalarin metabolomik profillerindeki zamansal
degisiklikler hem serum hem de idrar 6rnek analizleriyle es zamanli olarak incelenmistir.
Toplamda, her hastadan diizenli araliklarla toplanan dort serum ve doért idrar 6rneklerinden
olusan 32 serum ve 32 idrar 6rnegi, —80°C’de saklanmis ve proton niikleer manyetik rezonans
(1H-NMR) spektroskopisi kullanilarak analiz edilmistir. Bulgular: iki yonlii varyans analizi
(ANOVA) ve ANOVA-eszamanli bilesen analizi (ASCA) ile serum analizlerinde, kreatin ve
tirozin; idrar analizlerinde ise taurin, 3-hidroksivalerik asit ve formik asit seviyeleri arasinda
prognostik gruplar arasinda anlamli (p < 0.05) farkliliklar tespit edilmistir. Ayrica, denetimli
rastgele orman (random forest) analizlerinde, prognoza dayali gruplandirmada serum
karsilagtirmalar1 igin %21.9’luk ve idrar igin %40.6’lik hata oraniyla basarili tahminler
saglanmustir. Ozellikle, serumda PS grubunda kreatin, Vefat grubunda tirozin; idrarda ise PS
grubunda taurin, 3-hidroksivalerik asit ve formik asit seviyeleri en yiiksek bulunmustur.
Bununla birlikte, hem idrar hem de serum analizlerinde zamansal olarak hi¢bir metabolitin
anlamli bir degisim gostermedigi izlenmistir. Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi (KEGG)
veritabani kullanilarak yapilan metabolik yol analizlerinde, farkli prognostik gruplar arasinda
en ¢ok etkilenen yolaklarin (p < 0.05) serum igin “fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi”,
idrar igin ‘taurin ve hipotaurin metabolizmasit' oldugu goriilmiistiir. Sonug¢: Giincel ¢aligma,
asisiz ve farkli prognostik gruplardan hastalarin zamansal metabolomik analizlerine duyulan
ihtiyact vurgulamakta ve kritik COVID-19’un metabolik etkilerine iliskin degerli bilgiler

saglamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Kritik COVID-19, 1H-NMR, gercek zamanli seri analizler, metabolomik
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ABSTRACT

Metabolomic Profiling and Analysis of Prognostic Markers in Real-Time
Collected Serum and Urine Samples from COVID-19 Patients in the Intensive
Care Unit Using 1H-NMR (Hydrogen-Nuclear Magnetic Resonance) Method

Background: The global impact of SARS-CoV-2 which causes COVID-19, remains
significant, being intensified by the emergence of variants. Comprehensive metabolomic
studies aimed to elucidate the distinctive metabolic footprint of the virus. For critically ill
patients with COVID-19 in the intensive care unit (ICU), longitudinal monitoring based on
their prognosis is crucial to optimize treatment outcomes. Methods: This study examined the
temporal changes in the metabolomic profiles of critically ill COVID-19 patients treated in the
ICU in April 2020, categorized into three prognostic groups: healthy discharged (HD),
polyneuropathic syndrome (PS), and Exitus. A total of 32 serum and 32 urine samples,
collected at regular intervals (four serum and four urine samples per patient) and stored at
—80°C, were analyzed using proton nuclear magnetic resonance (1H-NMR) spectroscopy.
Results: Two-way analysis of variance (ANOVA) and ANOVA-simultaneous component
analysis (ASCA) revealed significant (p < 0.05) prognostic differences in serum levels of
creatine and tyrosine, as well as urine levels of taurine, 3-hydroxyvaleric acid, and formic acid.
Additionally, supervised random forest analyses demonstrated accurate prognosis-based
classification, with an out-of-bag error rate of 21.9% for serum samples and 40.6% for urine
samples. Specifically, creatine levels were highest in the PS group, while tyrosine levels were
highest in the Exitus group for serum. Similarly, taurine, 3-hydroxyvaleric acid and formic
acid levels were highest in the PS group for urine. However, no significant temporal changes
were observed for any metabolite in either serum or urine analyses. Additionally, metabolic
pathway analysis using the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database
indicated that the most significantly impacted pathways (p < 0.05) were “phenylalanine,
tyrosine, and tryptophan biosynthesis” for serum and “taurine and hypotaurine metabolism”
for urine analyses. Conclusion: This study underscores the need for time-series metabolomic
analyses in unvaccinated patients with different prognostic outcomes and provides valuable

insights into the metabolic impacts of critical COVID-19.

Keywords: Critical COVID-19, 1H-NMR, real-time series analyses, metabolomics
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1 GIRIS VE AMAC

COVID-19 hastaligt SARS-CoV-2 viriisii ile enfekte olmus hastalarda ortaya
¢ikmis ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan pandemi olarak kabul edilmis bir
salgin hastaliktir. COVID-19 pandemisinin ortaya ¢ikisindan giiniimiize (Agustos
2024) kadar tiim diinyada ortalama 776,007,251 kisiyi etkiledigi ve 7,059,007 kisinin
oliimiine sebep oldugu bildirilmistir (3). Giin gectikce COVID-19 enfeksiyonuna bagl
izlenen kotli prognoza sahip klinik seneryolar azalsa da yillar i¢inde viriisiin
mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan varyantlar (Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma
(P.1), Delta (B.1.617.2), Lambda (C.37), Mu (B.1.621) ve Omicron (B.1.1.529))
halen ¢esitli enfeksiyon durumlarina, klinik tablolara ve hastane basvurularina sebep

olmaktadir (4).

SARS-CoV-2 ile enfekte oldugu belirlenen hasta gruplarina daha iyi tedaviler
sunabilmek adina hasta bazli prognostik siireclerin daha iyi analiz edilmesi
gerekmektedir. Hastalik siirecini prognostik farklart (klinik siddet siniflandirmasi,
diinya saglik orgiitiiniin Klinik Iyilesme I¢in Ordinal Skala/ Ordinal Scale of Clinical
Improvement (OSCI) veya Akut Fizyoloji ve Kronik Saglik Degerlendirmesi II/ Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation 1l (APACHE I1)) skorlarin1 gozeterek
yuriitmek hem saglik profesyonellerinin hasta hakimiyetini kolaylastiracak hem de
hastalara kendilerine daha uygun tedavileri bulmalarin1 saglayacaktir (5-7). Ayrica,
yine saglik sistemindeki tibbi materyal ve tedavi edici ilag kullanimlarini da daha akilci
hale getirebilmeyi saglayarak hem iilke ekonomisine hem de saglik sisteminin verimli

kullanilmasina olanak saglayacaktir (8).

SARS-CoV-2 viriisii kaynakli COVID-19 hastaligmin klinik etki yelpazesinin
incelendigi ve buna bagli prognostik gruplamalarin yapildigi, diinya genelinde bir¢cok
farkli calisma literatiirde mevcuttur (9,10). Bu c¢alismalarin bazilar1 hastaligin
etkiledigi bireylerin klinik durumlarindan yola cikarak bazilari ise biyokimyasal
mekanizmalar1 ve metabolik diizeyde patofizyolojik (11) etkileri incelemeyi

hedefleyerek hastalar arasi prognostik ayrim saglamaya caligmistir (12).
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Gilinlimiizde bu alanda yapilan ¢ogu ¢alisma degerlendirildiginde SARS-CoV-2
enfekte COVID-19 hastalarma ait numuneler dahil edilerek yapilmis birgok
metabolomiks (12) ve proteomiks (13) ¢alismalar1 mevcuttur; ancak bu ¢alismalar
gerek metodlarindaki ve segilen hasta gruplarindaki farkliliklar gerekse de
numunelerin toplanis zamani ve prognostik siireclerin dahil edilmesindeki farkliliklar
durumlariyla c¢alismamizdan ayrigsmistir. Ayrica, c¢aligmada toplanan oOrneklerin
pandeminin basladig1 siirecte (Nisan 2020) toplanmis olmasiyla, gesitli ileri tedavi
ajanlarindan (14,15) veya ilerleyen siire¢lerde ortaya konmus as1 uygulamalarindan
(14-17) ortaya cikabilecek analitik interferans etkilerinin de dislanmasiyla, hastaligin

metabolik boyuttaki 6zgiin patofizyolojik etkisinin aydinlatilmasina katki saglamistir.

Giintimiize kadar yapilmig baz1 proton niikleer manyetik rezonans/ proton nuclear
magnetic resonance (1H-NMR) spektroskopisi ¢alismalarinda, COVID-19 hastalarina
ait serum veya plazma Ornekleri kullanilarak metabolik parmak izi ¢ikarilmaya
calisilarak, belirli aminoasitlerin gorev aldigi metabolik yolaklardaki bozukluklar
taranmis ve bunlarin bazilarinin 6zellikle glutamate-glutamin dongiisii (GABA
Dongiisii) (18,19), mitokondriyal enerji yolak bozukluklari (20), dalli zincirli
aminoasit (16sin,izolosin,valin) metabolizma yolaklar1 (6,21) veya interlokin
firtinasina (22) sebebiyet verecek immunolojik yolak bozukluklarinin hepsinin
etkilenebilecegi belirlenmistir (23). Buna karsin, bu ¢alismalarda bu hastalarin serum
(11) veya plazmalar1 (24) iizerinden sonuglar elde edilmis ve idrar 6rneklerinde ayni
analitlere ait degisimler arastirllmamistir. Ayrica, yine yapilan c¢alismalarda bu
ornekler belirlenen hastalardan belirli araliklarla bir trend olusturularak, yani gercek

zamanli olarak toplanmamustir.

Giincel literatiir tarandiginda COVID-19 benzeri viral enfeksiyonlarda artmis kan
sekeri veya hormon salimmim bozukluklari gibi karbonhidrat metabolizmast ve
noroendokrin yolaklarin etkilendigine dair bulgularin gdsterilmesine ragmen (25),
yapilan bu ¢aligmalarda diger karbonhidrat tiirevlerinin (Gliserol, D-Galaktoz, vb.)

metabolik degisimlerine ait herhangi bir veri ortaya konmamastir.
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Farkli metodolojiler kullanilarak yapilan bazi ¢alismalarda ise Trimetilamin-N-
oksid (TMAO) gibi amid tiirevlerinin seviyelerindeki azalmalar1 ve piirivik asit gibi
ketoasitler ile siiksinik asit gibi karboksilik asitlerin artiglarin1 gosteren bulgulara
ulasilmis, ancak bu ¢alismalar hem smirl sayidaki metabolik analitteki degisimleri
gosterir (23) sekilde sonuglanmis hem de idrar ve serum 6rneklerinin korele bir sekilde

incelenerek, karsilagtirilmasi siirecleri olmamustir.

COVID-19 hastalign kompleks etki mekanizmasi dolayisiyla insan viicuduna ait
farkli numune matrikslerinde gesitli metabolik dalgalanmalar yapabilecegi literatiirde
farkli galismalarda ileri stiriilmiistiir (26). Ancak ayni ¢alismada, alkol ve tiirevlerinin,
keton cisimcikleri ve tiirevlerinin, sekerler ve tiirevlerinin, siilfonlarin, karboksilik
asitler ve amino asitler ile tiirevlerinin ayni anda serum ve idrar 6rneklerinde kapsamli
olarak calisilip, birbirleriyle olan korelasyonlarinin belirlenmesinin hem hasta i¢i hem
de hastalar arast metabolik dalgalanmalar degerlendirilecek sekilde yapildigi bir

calisma literatiirde izlenmemistir (26).

Yiiksek Basingli Likid Kromatografi - Quadrupole Ugus Zamanli Kiitle
Spektrometresi/ High-Performance Liquid Chromatography - Quadrupole Time-of-
Flight Mass Spectrometry (HPLC - QTOF — MS) metodu kullanilarak planlanmis ve
COVID-19 hastalarin1 ayakta, kisa yatis siireli, uzun yatis siireli ve yogun bakim
kosullar1 gerektiren seklinde siniflayarak yapilan metabolik ¢alismalar (27) olmasina
ragmen, bu c¢aligmalar sadece c¢alismaya dahil edilen hastalarin plazma
matrikslerindeki metabolik degiskenleri saptamis ve veriler bu hastalardan bir trend
belirlenerek ger¢ek zamanl olarak toplanmamustir. Ayrica, direk yogun bakim hasta
orneklerini de prognostik siireglerine gore degerlendirerek hem idrar hem de serum
matrikslerinde ayr1 ayr1 inceleyerek, aralarindaki metabolit degisim iliskilerini gergek
zamanl1 toplanmis numuneler lizerinden bir trend belirleyerek, 1H-NMR yontemi ile

inceleyen bir ¢alisma olmamustir.

Yapilan ¢alismada SARS-CoV-2 ile enfekte olmus farkli prognoza sahip yogun
bakim hastalara (saglikli taburcu, polindropatik sendrom ve vefat) ait metabolit

dalgalanmalar1 hem zamansal hem de prognostik farkliliklar gozetilerek arastirildi ve
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bu farkliliklarin hem idrar hem de serum matrikslerindeki durumlart da ayni ¢alisma
kapsaminda ayr1 ayr1 1H-NMR ile degerlendirildi. ilaveten, ¢aligmaya dahil edilecek
olan hasta oOrneklerinin toplanis tarihleri (10.04.2020-28.04.2020) gbz Oniine
alindiginda, pandeminin ilerleyen siireglerinde iiretilen cesitli asilarin (Sinovac,
Biontech, vs.) immiinolojik interferans etkileri de dnlenmis bir sekilde analiz yapilmis
oldugundandan, calisma bu yonleriyle ayrica literatiirde yapilan 6nceki cogu
metabolomiks/proteomiks ¢alismalarindan farkliigini ve Ozgiinligiinii ortaya
koymaktadir. Dahasi, ayni hastaya ait farkli numune matriksleri kullanilarak ele alinan
metabolit dalgalanmalarinin goriilmesi, ve bunun hastanin kendisi ile benzer prognoza
sahip diger hastalarla sonuc¢ kiyaslamalar1 yapilarak korelasyon verilerinin
aydinlatilmasi, kritik durumdaki COVID-19 hastalarini  prognostik olarak
siiflandirilabilecek  metabolic  biyobelirteclerin  ortaya  ¢ikarilmasini  da

saglayabilecektir.
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2 GENEL BILGILER

2.1 Sars-CoV-2 Viriis Ozellikleri ve Morfolojisi

Coronaviridae ailesi mensubu olan koronaviriisler insanlar ve hayvanlar i¢in yaygin
patojenlerdir. Insanlar icin endemik olabilecek bazi tiirleri (HCoV-NL63, HCoV-
229E, HCoV-0C43 ve HCoV-HKUL1) sadece iist solunum yollarini tutarak soguk
alginligina sebebiyet verebilecegi gibi (28), bazi zoonotik koronaviriis tiirleri (siddetli
akut solunum sendromu koronaviriisii/ severe acute respiratory syndrome coronavirus
(SARS-CoV), orta dogu solunum sendromu koronaviriisii/ middle east respiratory
syndrome coronavirus (MERS-CoV) ve en giincel olarak SARS-CoV-2 (29,30))
hayvan rezervuarlarindan insanlara aktarildiktan sonra biiyiik ¢apli enfeksiyonlara

sebebiyet vermislerdir (31,32).

Tek sarmalli RNA genomuna sahip SARS-CoV-2 viriisii, 2019 yili sonlarinda
Cin’in Wuhan kentinde ortaya ¢ikmis ve enfekte ettigi bireylerde yorgunluk, ates, kuru
oOksiiriik, halsizlik, bogaz agrisi, tat ve/veya koku kaybi ve bazi durumlarda nefes
darligi, ishal ile zatiirre benzeri belirtilerle prezente olabilecek bir viral etkendir
(29,32). Viriise ait membran proteini, niikleokapsid proteini, kilif proteini ve spike
glikoproteini gibi yapisal proteinlerin yani sira, viriisiin replikasyon ve transkripsiyon
stireglerini destekleyici yapisal olmayan proteinleri de mevcuttur (Resim 1a). Yapisal
proteinler asil olarak viriisiin enfekte edecegi hiicre ile temasi, baglanmasi ve viral
RNA’nin konak hiicre i¢ine gecisinden sorumluyken; yardimci proteinler ise konak
hiicrenin ve enfekte edilen hostun bagisiklik sisteminden kacis aktivitelerini yiiriitiir
(33). SARS-CoV-2 virlisiiniin tropizminin (farkli virus tiirlerinin farkli hiicre/doku
kiiltiirlerini enfekte edebilme yetenegi) asil kaynagi virus yiizeyinde lokalize spike
glikoproteinleridir ve bu proteinler iki alt initeden (S1 ve S2) olusur; S1 alt iinitesi
konak hiicre ylizeyindeki anjiyotensin doniistiiriicii enzim 2/ angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) baglanmay1 saglarken, S2 alt iinitesi ise hiicre zar1 flizyonunu saglar
(34).
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Resim 1. COVID-19 Molekiiler ve Hiicresel Patogenez Diagrami; a) SARS-CoV-
2 virlisiiniin i¢erdigi yapisal proteinler: spike protein (S), niikleokapsid protein (N),
membran protein (M) ve kilif/ envelope proteini (E). b) S proteininin S1 bdlgesi
kullanilarak, konak hiicredeki ACE2 reseptoriine baglanma asamasi (asama 1). Bu,
TMPRSS2'nin S proteinini kesmesine (asama 2) ve erime icin S2 bdlgesini
etkinlestirmesine (asama 3) yol acar. Aktive edilmis S2 yardimiyla viriis ve konak
hiicre membran tabakalari birleserek viral RNA’nin konak hiicresine girisi saglanmig
olur (asama 4). c) Viral replikasyon ile gift sarmalli/ double stranded RNA (dsRNA)
replikasyon ara {irtinlerini olusturur, bu da MDAS veya RIG-I'nin aktivasyonu yoluyla
immiin sistemi etkinlestirerek MAVS aracili sinyal kaskadini baglatir ve sonunda tip I
ve tip 1 interferonlarin iiretimine yol agar. Uretilen bu interferonlar, plazma membran
reseptorleri ve JAK-STATI1/2 sinyal kaskadi araciligiyla otozin ve parakrin sekilde
etki eder ve dogrudan ya da dolayli olarak antiviral islevlere sahip interferon uyarili

genlerin/ interferon-stimulated genes (ISG) iiretimine yol agar (1).
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2.2 Koronaviriis Hastahg 2019 (COVID-19) Patofizyolojisi

2.2.1 Viriisiin Hiicreye Girisi ve Cogalmasi

SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu ve damlacik yoluyla bulasi olan COVID-19
hastalig1 viriisiin {ist solunum yollarindaki mukozal hiicrelere baglanmasiyla ortaya
cikar. SARS-CoV-2 viriisiiniin mukozal hiicrelere baglanmasi, patofizyolojisi ve etki
mekanizmasin1 da agiklamakta kullanilan, ACE2 adli reseptorler iizerinden
gerceklesmektedir (34). ACE2 reseptorleri, solunum yolunda goérevli mukozal
hiicrelere ilaveten akcigerler, kalp, bagirsaklar ve bobreklere ait gesitli dokular
tizerinde de konumlanmaktadir. SARS-CoV-2 viriisiiniin asil hedefi olan ACE2
reseptOri virlisiin spike proteinine baglanarak viriisiin hiicreye tutunmasi ve girisinin
ilk adimlarin1 olusturur (33) (Resim 1b). ilaveten, ACE2 reseptoriiniin genetik
varyantlarindaki farkliliklar, spike proteinine karsi farkli derecelerde baglanma
afinitesine sahiptir. Ozellikle, bazi ACE2 varyantlar: ile spike protein arasindaki
yiiksek afiniteye sahip mutant kompleksler, bireyin enfeksiyona olan duyarliligini
etkileyebilir (35).

Spike protein, SARS-CoV-2 viriisiiniin baglandigi hiicreye giris siirecinde kilit bir
role sahiptir ve virlisiin enfeksiyon siirecinin ortaya ¢ikmasina sebep olacak farkli bir
dizi olay1 da tetikler (29). Viriisiin entegrasyonu ve enfeksiyon siirecinin ortaya
¢ikmasini saglayan spike protein ile ACE2 reseptor baglantisinin yani sira; neuropilin
1 gibi koreseptorler, ayrica TMPRSS2 (Transmembran Serin Proteaz Tip 2), cathepsin
L, TMPRSS11D ve TMPRSS13 gibi proteazlar da spike protein regiilasyonu (viral S1-
S2 protein kompleksinin S2 kismindan kesimin saglanmasi ile virus ve konak lipid ¢ift
tabakalarinin fiizyonu) ve aktivasyonunda 6nemli role sahip protein yapili enzimlerdir
(36). Viriis proteini ve konak hiicre reseptorii arasindaki baglanti sonrasi hiicre igine
vezikiiler endositoz ile viral igerik (RNA) aktarilarak hiicresel infeksiyon ve viral

¢ogalma zemini saglanmis olur.

SARS-CoV-2 viriisii hiicre i¢ine ¢ogalmasini saglayacak RNA’sin1 aktardiktan
sonra, RNA bagli RNA polimeraz/ RNA dependent RNA polimerase (RdRp) enzimi
ile viriis RNA's1 ¢ogaltilir ve yeni RNA iplikgikleri sentezlenir (¢ift sarmal RNA yapisi
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tizerinden tek sarmal yeni RNA genom yapilarinin sentezi). Yine viriisiin ¢cogalma
stirecinde, RNA'nin ¢ift sarmal yapisint agma gorevi icin helikazlar, hatali veya zarar
gormis niikleotidleri kesmek ve diizeltmek i¢in egzoniikleazlar/ endoniikleazlar ve
viriistin protein kisimlarinin (6zellikle spike protein aktivasyonu i¢in 6nemli basamak)

kesilmesi/ diizenlenmesi i¢in proteaz tipi enzimler gorevlidir (36,37).

2.2.2 SARS-CoV-2 Viriis Kaynakh Akciger Hasar1 ve Immiinolojik Yanit

Damlacik yolu ile bulasan SARS-CoV-2 viriisiiniin konak ile ilk temasinda enfekte
ettigi ilk hiicresel yapilar nazofarengeal, trakeal veya nazal olfaktuar bolgede bulunan
mukozal hiicrelerdir ve viriisiin kulugcka dénemi ortalama 3 ile 14 giin arasinda
degismekte olup, bagisiklik durumuna gore degisir (38). Konak hiicre ile flizyon ve
ssSRNA’nin ilgili hiicreye aktarimi sonrasi viral replikator proteinlerin sentezi hiicre
endoplazmik retikulum membranindan koken alarak baslatilir. Cift membranh
hiicresel vezikiiller i¢inde bir ara basamak olarak gerceklesen ssSRNA yapisindan
dsRNA yapisina doniisiim, hiicre genetik materyalinin sitoplazmik Patent Tanima
Reseptorleri/ Pattern Recognition Receptors (PRRS) tarafindan belirlenmesine imkan
taniyabilir (39). Melanoma Farklilagsma iligkili Protein 5/ Melanoma Differentiation-
Associated Protein 5 (MDADB) veya Retinoik Asit ile Indiiklenebilir Gen I/ Retinoic
Acid-Inducible Gene I (RIG-I) reseptorleri, sitoplazmik PRRs arasinda SARS-CoV-2
virlisiinii en iyi tantyabilen reseptorler olarak bilinir ve viriisiin gegici uzun dsRNA
genetik materyalini algiladiktan sonra tip I (IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k, IFN-0) ve
tip 111 (IFN-A1-4) interferon iiretimini baglatir (40) (Resim 1c).

Interferonlar ve kemokinler hiicrelerin bagisiklik sistemi yamitinin  temel
sinyallerini olusturan sitokinler olup ve hem epitel hiicrelerden hem de lokal immune
hiicreler (nétrofil, makrofaj, vb.) tarafindan endozomal toll-benzeri reseptorleri/ toll-
like receptors (TLRs) ve enfeksiyona sebebiyet veren etkenin (SARS-CoV-2)
karsilasmas1 sonucu iiretimleri tetiklenir (41). Interferonlar, antiviral hiicresel yanit1
baslatmak i¢in otokrin veya parakrin yoldan interferon bazli genlerin {retimini
tetikleyerek antiviral aktivitenin baglamasini saglar (38). Ayn1 zamanda, sitokinlerin

tiretimi enfeksiyona sebebiyet veren viral etkenlerin elimine edilmesine yardimci olan
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adaptif B ve T hiicrelerinin iiretimini baslatir. ilgili viral etken konaktan elimine
edilemez ise, iist solunum yolu kaynakli viral partikiillerinin trakeobronsiyal hat
boyunca yavas yayilimi ve alt solunum yolu enfeksiyonu tablosuna doniisiimiine
sebebiyet verebilir. Alt solunum yollar1 yayilimi ile enfekte alveoller (Alveolar tip 1
(AT1) ve alveolar tip 2 (AT2) hiicreler) O2/CO2 degisiminin yani doku oksjenizasyon
reglilasyonunun bozulmasina ve pulmoner yiizey gerilimini azaltan siirfaktan

tiretiminin engellenmesine sebep olur (7,42).

SARS-CoV-2 ile enfekte akciger dokusu hafiften ciddi diizeye kadar farkl
sekillerde klinik goriiniime sahip olabilir ve bu 6zellikle enfekte bireyde goriilen nefes
darliginin (dispne) dolayisiyla doku hipoksemisinin siddetiyle iliskilidir (42) Ciddi
COVID-19 hastalarinda nefes darligi ve hipoksemi olusumu sonrasi, ilerleyici
solunum yetmezligi ve devaminda Akut Respiratuar Distres Sendromu/ Acute
Respiratory Distress Syndrome (ARDS) goriilmesi olasidir. ARDS, akcigerde
inflamasyon ve pulmoner vaskuler kacak tablolar ile kendini gdsteren; ilerleyici
oksijenizasyon bozukluguna sebep olmus bir akciger hasari1 tablosudur (7). Aslinda,
ARDS klinik bir tanidir ve tanida 2014 yilinda yayimlanan Berlin Kriterleri
kullanilmaktadir. Bu kriterler kisaca; akut baslangichi (genellikle risk faktorlerine
maruziyetten sonraki 7 giin i¢inde) veya kotiilesen solunumsal semptomlar, agir
hipoksemi (PaO2/FiO: ile tanimlanan orta-siddetli oksijenizasyon bozuklugu, pozitif
ekspirasyon sonu basinci/ positive end-expiratory pressure (PEEP) > 5 cm H20O ve
PaO2/FiO2 < 200 mmHg) ve kalp yetmezligi ya da siv1 fazlaligi ile agiklanamayacak
bilaterel radyografik opasitelerin izlenimiyle karakterizedir (42,43). COVID-19 tanil
hastalarin hipoksemik solunum yetmezligi ile seyredenleri, sistemik hiperinflamasyon
belirtileri ve buna sebep olan pro-inflamatuar sitokinlerin (IL-1, IL-6, 1L-8 ve TNF)
saliniminin artis1 ve rutin laboratuvar parametrelerinden D-dimer (44), ferritin (45) ve
C-reaktif protein (CRP) (44) gibi inflamatuar belirteglerin de yiiksek
konsantrasyonlarinin saptanmasiyla prezente olur. {laveten, hastane yatislari sirasinda
takip edilen serum IL-6, IL-8 ve TNF seviyeleri, hastanin mortalite takibi i¢in giigli
ve bagimsiz belirleyicilerdir (6,22). COVID-19 ve ARDS durumlarinm hiicresel,

interstisyel ve kan kompartmanlarindaki akut faz reaktantlar1 (D-dimer, CRP ve
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ferritin), 16kositler (nétrofil ve lenfositler) ve sitokinler (IL-6, TNFa ve kemokinler)

tizerinde yapabilecegi gesitli degisiklikler Resim 2’de ayrica prezente edilmektedir.
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Resim 2. COVID-19 ile ARDS Hastalarindaki Inflamatuar Siireclerin Mekanistik
Karsilastirmasi; her iki durumda da hiicresel, interstisyel ve kan kompartmanlarinda
bagigiklik hiicreleri ve mediyatérler aktif rol oynamaktadir. COVID-19’da, SARS-
CoV-2 enfeksiyonu IL-6 ve IL-8 gibi sitokinlerin {iretimi artmakta, trombosit
aktivasyonu ve D-dimer yiikselmesi ile belirgin bir hiperkoagiilasyon durumu
gozlemlenmektedir. ARDS’de ise akut akciger hasar1 direkt veya dolayli yollarla
gelisirken, inflamatuvar siire¢ daha siddetli seyretmekte ve IL-6, TNF-a gibi sitokinler
daha belirgin bir artis géstermektedir. Ayrica, COVID-19’da lenfosit sayisinda azalma
ve notrofil aktivasyonunda artis izlenirken, ARDS’de bu hiicresel degisiklikler daha
cesitlidir (2).
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2.2.3  SARS-CoV-2 iliskili Sitokin Firtinasi

Sitokin firtinas1 kandaki belirli pro-inflamatuar sitokinlerin ani artisiyla sonuglanan
ve viral patogenezi siddetlendirerek sepsise, ARDS'ye veya ¢oklu organ yetmezligine
neden olabilen patolojik bir durumdur. Sitokin firtinas1 benzeri durumlar SARS,
MERS, H5N1/H7N9 etkenleri ile ve diger solunum yolu viriislerinde de
gozlemlenebilmektedir (46). SARS-CoV-2 ile iliskili, asir1 sitokin {iretimi ve ¢oklu
organ yetmezligi ile karakterize sitokin firtinasi, sekonder hemofagositik sendrom
veya hemofagositik lenfohistiyositoz sendromuyla benzerlik gostermektedir (47).
COVID-19 hastaligina sahip bireylerde; IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
10, IL-18, graniilosit koloni uyarici faktor/ granulocyte colony-stimulating factor (G-
CSF), monosit kemotaktik protein/ monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, MCP-
3, makrofaj enflamatuar protein 1 alfa/ macrophage inflammatory protein-1 alpha
(MIP-1A), IFN-y ve TNF-a gibi bir¢cok serum sitokini yiikselmis olarak izlenebilir
(48). Ogzellikle 1L-6, TNF-a ve IFN-y sitokinlerindeki yiikselislerin, viral
enfeksiyonlara bagli sitokin firtinasinin temel 6zelligi oldugu goriilmektedir (38).
Ayrica, SARS-CoV-2 tarafindan indiiklenen sitokin firtinasi, T yardimci hiicreleri
tarafindan salinan IL-4 ve IL-10 gibi anti-enflamatuar sitokinlerin artis1 ile de
iliskilidir. Ancak, siddetli SARS-CoV-2 enfeksiyonu durumunda hem toplam T hiicre
say1s1 hem de CD4+ ve CD8+ T hiicre alt grup sayilar1 daha hafif vakalara gére onemli
dlgiide diisiik saptanabilir (49). Bu durum, o6zellikle ciddi ve kritik COVID-19
hastalarinda yiiksek diizeyde T hiicre kayb1 oldugunu ve hastalik ciddiyeti ile total T
hiicre sayis1 arasindaki negatif iliskiyi gostermektedir. Ilaveten, sitokin firtinasi igin
onemli role sahip ve ti¢ farkli siniftan olusan interferonlar (Tip I: IFN-a, B ve o; Tip
I1: IEN-y; Tip H1: IFN-X) gesitli sinyal yolaklari {izerinden farkli dokularda aktivite
gosterirler. Ornegin, Tip | interferonlar ¢esitli organlardaki endotelyal hiicrelerde
belirgin sekilde goriiliirken; IFN-A mide, bagirsak ve akcigerlerin epitel hiicrelerinde
belirgindir, ancak merkezi sinir sistemi ve dalakta sinirli aktiviteye sahiptir. Notrofiller
ise viral yayilmay1 baskilamak i¢in yiiksek diizeyde IFN-A sekrete ederken, viicudun
antiviral yanitin1 giiclendirmek adina IFN-o ve IFN-B gibi bazi tip I interferonlar1 da
iiretebilir. Siddetli COVID-19 vakalarinda ise, IFN-a ve IFN-p gibi Tip I interferonlar
ile IFN-y (Tip 2) ‘nin, daha hafif vakalara gore onemli olgiide diisiik oldugu
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belirlenerek (41), SARS-CoV-2 enfeksiyonunun siddetli vakalarda viicudun interferon
tiretimini inhibe ettigini, altinda yatan mekanizma hala belirsizligini korumasina

ragmen, diisiindiirmiistiir.

224  SARS-CoV-2 Kaynakh Akciger Dis1 Patolojiler

SARS-CoV-2 viriisii kaynakli COVID-19 hastaligiin akciger disinda farkli organ
ve sistemler iizerinde (multisistemik) cesitli etkileri mevcuttur. Kardiyovaskiiler,
renal, gastrointestinal, nérolojik, endokrine, dermatolojik ve hematolojik sistemler
tizerinde ¢esitli patolojik bozukluklara sebebiyet verdigi farkli calismalarla
gosterilmistir. Bu calismalarda izlenen kardiyovaskiiler komplikasyonlar arasinda,
dogrudan viral invazyon veya inflamatuar yanit nedeniyle miyokardiyal hasar (50),
miyokardit ve aritmiler gibi tablolar goriilmiis iken; ciddi vakalarda akut koroner

sendroma (51) yatkinlik bildirilmistir.

Ayrica, virlisiin hiperkoagiilabiliteyi tetikleyerek derin ven trombozu (DVT) ve
pulmoner emboli (PE) riskini de artirabildigi bildirilmistir (52). COVID-19 kaynakli
bobrek tutulumu olan hastalarin  6nemli bir kisminda bdbrek fonksiyon
parametrelerinin (Yiiksek serum kreatinini, artmis kan tire azotu (BUN) veya diisiik
glomertiler filtrasyon hizi (GFR)) bozulmasi ile birlikte akut bobrek hasari gelisir ve
hastalarda erken belirtiler olarak proteiniiri ve hematiiri izlenebilir (53). Bu durum,
viriisiin bobrek hiicrelerine verdigi harabiyet, sitokin firtinasi veya sistemik hipoksi
sonucu ortaya cikabilir ve hastalik ciddiyeti ile pozitif korelasyona sahiptir (54).
Ozellikle ciddi COVID-19 hastalig1 ile hospitalize olmus ve ileri tedavi kosullar:
gerektiren vakalarda, kreatin ve kreatinin gibi bobrek fonksiyonlarini gosterir
metabolitlerde anlamli yiikseklikler bildirilmistir (22). Gastrointestinal sistemle ilgili
olarak da hastalarda ishal, bulantt ve kusma gibi non-spesifik bulgular
izlenebilmektedir. Bu durum, gastrointestinal sistemdeki ACE2 reseptorlerinin
varligiyla iligkilendirilebilir. Ayrica, yiiksek karaciger enzimleri (ALT ve AST) ile
birlikte karaciger hasarinin ve sistemik inflamasyonun izlendigi vakalarda
goriilmistiir (55). SARS-CoV-2 viriisii dogrudan veya dolayli yollar ile sinir sistemini

genis bir yelpazede etkileyerek ndrolojik komplikasyonlara da yol agabilmektedir. Bu
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komplikasyonlar, bas agrisi ve anosmi (koku kaybi) gibi hafif semptomlardan
ensefalopati ve hiperkoagiilabilite kaynakli inme gibi daha ciddi komplikasyonlara
kadar uzanan bir skalada degisebilmektedir (56,57). Dahasi, SARS-CoV-2 viriisii
kaynakl1 periferik sinir hasar1 sonucu ortaya ¢ikan ve bir tlir polindropatik sendrom
olan Guillain-Barré Sendromu (GBS) da bazi ciddi COVID-19 hastalarinda nadir de
olsa gorilmiistir (57,58). Ayrica, yogun inflamasyona bagli immiin sistemdeki
degisiklikler, viral yiikiin kalicilig, latent viriislerin yeniden aktif hale gelmesi, doku
hasar1i, mikropihtilasma, endotel islev bozuklugu, mitokondriyal disfonksiyon,
metabolik degisiklikler, akciger fonksiyon degisiklikleri, hormonal degisiklikler veya
otonom sinir sistemi diizensizlikleri gibi ¢esitli sebeplere bagli ortaya ¢ikabilen "uzun
COVID" ve "COVID-19’un post-akut sekelleri/ post-acute sequelae of COVID-19
(PASC)" durumlarinda da bu nérolojik etkilerin nasil seyredecegi iizerine aragtirmalar
yapilmaktadir (59). COVID-19' un endokrin ve metabolik etkileri degerlendirildiginde
ise, ozellikle hiperglisemiye yol agarak diyabet hastalarinin genel durumunu daha da
kotiilestirebilecegi bildirilmistir (60). Virds, bu etkiyi pankreasta lokalize beta
hiicrelerine zarar vererek ya da sistemik inflamasyon yoluyla instilin direncini artirarak
tetikleyebilir veya kotiilestirebilir (61). Ayrica, literatiirde bazi hastalarda otoimmiin
veya inflamatuar etkilere bagl olarak subakut tiroidit gelisimi de oldugu bildirilmistir
(62). Hastaligin yaratabilecegi hematolojik bozukluklar arasinda ise oOzellikle
lenfopeni ve trombositopeni tablolar1 goriilmekte ve bunlar genellikle hastaligin
ciddiyetiyle iliskilidir. Ek olarak, ciddi COVID-19 vakalarinda yaygin damar igi
pihtilagsma/ disseminated intravascular coagulation (DIC) gibi 6liimciil kanama ve

pihtilagsma durumlari da ortaya ¢ikabilir (63).

2.3 Yogun Bakim Siireclerinde COVID-19 Hastahg

COVID-19 pandemisi, hastaligin 2020 yilindaki ilk dalga siirecinde yogun bakim
iinitesine (YBU) yatislarda ciddi artislara sebebiyet olmustur. Hastalik iliskili YBU ne
yatiglar ise genellikle ARDS, septik sok veya ¢oklu organ yetmezligi ile iligkili olarak
izlenmistir. Ciddi hastalarda goriilen bu tablolarin diizensiz bir bagisiklik yaniti ile
karakterize oldugu ve sitokin firtinas1 (IL-6, IL-1B, TNF-a, vb.) ile hiperinflamasyon
tablolarina yol a¢ti1 bildirilmistir (64). Ciddi COVID-19 hastalarinda goriilen
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ozellikle ARDS kaynakli solunum yetmezliginin yani sira, yogun bakim tinitesi
hastalarinda siklikla kardiyovaskiiler komplikasyonlar da (Miyokardit, aritmiler,
tromboembolik olaylar ve hiperkoagiilabilite kaynakli venéz tromboembolizm)
izlenmektedir (65). Ayrica, yine bu hastalarda akut bobrek hasarinin, hastalarin %40
kadarinda goriilebildigi ve hatta bobrek yetmezligi tablosuna ilerleyebilecegi
gosterilmektedir (66). Hatta, bu komplikasyonlarm ve hastalik ciddiyetinin COVID-
19’a ait farkli varyantlar ile enfeksiyon durumunun farkli sekilde prezente
olabilecegini gosteren ¢alismalar da literatiirde bulunmaktadir (67—70). Bu yayinlarda
belirtildigi lizere, omicron varyantinin daha diisiik 6liim oranlar1 ve daha kisa yogun
bakim siireleri, daha hafif bir klinik seyir gosterdigi ve bundan dolay1, delta varyantina
kiyasla yogun bakim kaynaklarina daha az yiik getirdigi sdylenmektedir (67,71).
Diinyadaki farkli iilkelerde yapilan farkli calismalar ile COVID-19 viriisiiniin delta ve
omicron varyantlar1 karsilastirildiginda, yogun bakim tedavisi gerekli hasta
gruplarinda, kaynak kullaniminda da 6nemli farklar oldugu ortaya koyulmustur.
Ozellikle, delta varyant: daha kétii komplikasyonlar ve yiiksek &liim oranlarina yol
acarken, omicron varyant1 daha olumlu klinik seyirlerle iliskilendirilmis ve yogun
bakim initelerinin kaynak kullanimiin daha verimli yonetilebilmesini saglamistir

(70).

Yogun bakim initesinde tedavi goren bu ciddi veya kritik hastalarin tedavi
stireglerinin temelini ise solunum destegi olusturmaktadir ve bu destek non-invaziv ek
oksijen desteginden, invaziv mekanik ventilasyona kadar genis bir yelpazede
uygulanabilmektedir (71). Yiziisti pozisyonlama, kortikosteroidler (deksametazon
gibi) ve antikoagiilasyon tedavisi de, yogun bakimda mortaliteyi azaltmaya ve
oksijenlenmeyi iyilestirmeye yardimei olan standart tedaviler olarak gosterilmektedir
(72). Hatta, direngli hipoksemisi olan hastalar i¢in ekstrakorporeal membran
oksijenasyonu da gerekli olabilmektedir (73). Bu uygulamalara ragmen, bu hasta
gruplarinda 6liim oranlariin %25-30 kadar yiiksek oldugu bildirilmistir (74). Ayrica,
tedavi siirecinde sitokin firtinasina kars1 hedefe yonelik ajanlar olan tosilizumab (IL-6
reseptor blokeri) ve barisitinib (JAK inhibitdrii) gibi anti-inflamatuarlarin da YBU’de
tedavi goren hastalarda daha iyi prognostik stirecler elde etmek amaciyla kullanildigi

caligmalar yapilmistir (75). Uygulanan tedavilere ragmen, ciddi COVID-19 hastalari
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hastaligin akut siireci sonrasi kalict komplikasyonlardan dolayr uzun siireli
rehabilitasyona ihtiya¢ duyabilmektedir. Ozellikle YBU’de tedavi gormiis hastalarda
taburculuktan sonra izlenen ve genellikle solunumsal veya nérolojik bulgular ile
izlenen post-COVID-19 durumlari da ciddi hastalarin tedavi siireglerinin
iyilestirilmesi ve hizlandirilmas: gerekliliklerini gostermektedir (74). Ayrica, ciddi
hastalarda komorbiditelerin taburculuk sonrasi uzun vadeli prognozlar iizerinde
onemli belirleyiciler oldugu ve bu yiizden, bu hastalarin YBU siireclerini yonetmek

i¢cin multidisipliner yaklasimlarin 6nemi gesitli ¢alismalarda one siiriillmektedir (76).

2.4  Metabolomik ve COVID-19 iliskili Metabolit Calismalari

2.4.1 Metabolomik Tanimi ve Onemi

Metabolomik; hiicreler, dokular, biyolojik sivilar veya organizmalar i¢indeki kii¢iik
molekiillerin, yani metabolitlerin kapsamli bir sekilde niceliksel ve niteliksel analizi
olarak tanimlanabilir (77). Genellikle incelenen metabolitler (yag asitleri, amino
asitler, sekerler, niikleotitler, siilfonlar, ketonlar veya organik asitler) hiicresel
stireglerin son ftirtinlerini temsil eder. Analizlerin dinamik yapisi sayesinde farkli
matrikslerdeki fizyolojik metabolit degisimlerinin ger¢cek zamanli izlenmesinde
ozellikle degerlidir. Tlaveten; genetik, cevresel ve yasam tarzi faktdrlerinin dogrudan
metabolitler lizerinde yarattig1 degisiklikleri de saptayarak hangi metabolik yolaklarda
hangi analitler iizerinden etkiler olustugunu da tespit edebilmesi agisindan oldukga

degerlidir (77).

Genomik, transkriptomik ve proteomik gibi daha genis bir "omik" bilimleri
yelpazesinin bir pargast olan metabolomik, saglik ve hastaliklarin temelinde yatan
komplike biyokimyasal yolak degisimlerini anlamaya odaklanmistir. Bu aragtirmalar
kapsaminda, incelenen biyolojik &rnekte bulunan metabolitlerin taranmasi,
tanimlanmasi, miktarlarinin ve degisimlerinin belirlenmesi ile yorumlanmasi, NMR
spektroskopisi (24,78) veya LC/GC-MS (24,79,80) gibi ileri analitik teknikler

kullanilarak gerceklestirilir.
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Metabolomik uygulamalari; biyobelirteg (6) ve ilag kesifleri (81), yolak analizleri
(13), kisisellestirilmis tip, hastalik teshisi (82), beslenme ve ¢evre uygulamalari (79)
gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Metabolomikin en umut verici
uygulamalarindan biri biyobelirteg kesfidir. Metabolik caligmalarin en 6nemli
kullanim alanlarindan olan ve ¢alismamiz kapsaminda da kullandigimiz hastaliklarin
erken teshisi igin yeni biyobelirtecler tanimlayabilmek ve metabolik siire¢lerin nasil
diizenlendigini, bunlarin saglik ve hastalik durumlarina nasil katkida bulundugunu
yolak analizleri Tlizerinden biitiinciil sekilde anlatabilmek, bu tip kapsaml
arastirmalarin kritik 6nemini ortaya koymaktadir (77). Ozellikle, hakkinda arastirma
yapilan hastaliklar ile ilgili metabolomik profil ¢ikarma (kanser alt tipleri,
norodejeneratif hastaliklar, metabolik bozukluklar, enfeksiyon etkenlerine bagl
degisimler) veya bu hastaliklar ile ilgili hastalik spesifik biyobelirteglerin
tanimlanabilmesi; ilgili hastalik durumlari agisindan degerli teshis ve prognoz araglari
saglayarak kisisellestirilmis tipta farkli tedavi stratejileri uygulayabilmeye yardimci
olabilir (20).

2.4.2 Metabolomik Calismalarinda NMR

2.4.2.1 NMR Tanm ve Ol¢iim Prensipleri

NMR, manyetik alan altinda g¢ekirdeklerin rezonans 6zelliklerini analiz ederek
kimyasal, fiziksel, biyolojik ve hatta medikal uygulamalarda bilgi saglayan ileri diizey
bir spektroskopi yontemidir. Bu yontem, 6zellikle hidrojen (*H), karbon (*C), azot
(**N) ve fosfor (*'P) gibi manyetik momente sahip atom ¢ekirdeklerinin hareketlerini
inceleme prensibine dayanir (83). NMR o6l¢iim sisteminin temel bilesenleri sirasiyla;
manyetik alan treten cihaz (stiper iletken miknatis), RF (radyo frekansi) iletici ve
dedektorii, 6rnekleme sistemi ve veri isleme yazilimidir (84). Manyetik alan iireten
cihaz, giiclii ve sabit bir manyetik alan tretir ve bu alan, ¢ekirdeklerin manyetik
momentlerini hizalamak igin gereklidir. Uretilen manyetik alamn siddeti, NMR
cihazinin duyarliigii ve ¢Oziiniirliigiinii  belirler. Radyo frekansi ileticinin
olusturdugu sinyaller, manyetik alanda hizalanmis c¢ekirdekleri uyararak enerji

seviyeleri arasinda gecis yapmalarini saglar. Ardindan, bu ¢ekirdeklerden yayilan
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enerji sinyalleri de dedektdr tarafindan algilanir. Analizi yapilacak 6rneklerin cihaza
yiiklenmesi Oncesinde, manyetik 6zelliklerini etkilemeyecek bir solvent i¢inde (or.
D20 veya CDCl3) ¢oziilerek, 5 mm ¢apinda NMR tiiplerine yerlestirilir ve daha
sonrasinda drnekleme sistemi tizerinden ilgili cihazda analizlere baglanir. Analizlerin
son agamasinda ise, veri isleme yazilimi yardimiyla algilanan sinyaller Fourier
doniistimii ile islenerek frekans spektrumuna doniistiiriiliir. Elde edilen spektrumdan
kimyasal kayma, spin-spin baglantis1 (J-coupling) veya entegrasyon benzeri bilgiler
elde edilir (85).

2.4.2.2 Metabolomik Alaninda NMR Yoénteminin Rolii ve Onemi

NMR, metabolomik ¢aligmalarinda kullanilan en 6nemli iki yontemden biri olup,
diger bir yontem olan MS ile tamamlayici bir rol oynar. NMR'in metabolomik

analizlerdeki yetkinligi su temel 6zelliklere dayanmaktadir:

- Non-destriiktif ve yiiksek tekrarlanabilirlik 6zelligi: NMR analizleri sirasinda 6rnek
fiziksel olarak degismez ve beraberinde 6rnegin tekrarli 6lgtimlerine olanak tanir. Bu
0zelligi sayesinde uzun vadeli biyomarker takibi ve standartlastirilmis analizlerde daha

cok tercih edilen bir yontem haline gelmistir (86).

- Kalitatif ve kantitatif analiz yapabilme 6zelligi: NMR, metabolitlerin hem kimyasal
yapisint tanimlamada (kalitatif analiz) hem de metabolitlerin konsantrasyonlarini
dogru bir sekilde 6lgmede (kantitatif analiz) kullanilir. Bunun temel sebebi, NMR

sinyal yogunlugunun dogrudan molekiil konsantrasyonu ile orantili olmasidir (85).

- Coklu matris uygunlugu: NMR analizlerinde; kan, idrar, bos veya hiicre kiiltiirti

slipernatantlar1 gibi ¢ok ¢esitli biyolojik matrisler kullanilabilir (87).
- Yapisal bilgi saglama 6zelligi: NMR, molekiiler diizeyde metabolitlerin yapilarini

¢coziimlemek ve bununla 6zellikle yeni metabolitlerin tanimlanmasi veya bilinmeyen

bilesiklerin kimyasal yap1 analizlerinin yapilmasinda Kritik bir rol oynar (85).
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NMR metodu yukarida siralanan gesitli avantajlarinin yaninda bazi sinirlamalara

da sahiptir:

- Diisiik hassasiyet: Ozellikle MS yontemi ile kiyaslandiginda, NMR'm hassasiyeti
nispeten diisiiktiir. Ancak, modern yiliksek alanli (600 MHz ve iizeri) NMR
cihazlarinin kullanimi ve kriyojenik problarin entegrasyonu ile bu dezavantaj biiyiik

oOl¢iide giderilmistir (88).

- Maliyeti ve isletim gereksinimleri: NMR cihazlarinin yiiksek maliyeti ve uzman
kullanic1 gerekliligi, erisimi sinirlayan faktorlerdendir. Ancak, veri paylasimi ile
merkezilestirilmis platformlarin (MetaboHub) yayginlagmasi bu sinirlamalar1 agmada

yardime1 olmaktadir (89).

Kisaca, NMR spektroskopisi metabolomik ¢alismalarda metabolitlerin
tanimlanmast ve miktarlarinin Slgiilmesinde, ayrica biyolojik sistemlerin biitiinciil
olarak anlasilmasinda kritik bir role sahiptir. Ozellikle, gelisen teknoloji ve veri analizi
yontemleri ile NMR'm metabolomik sahasindaki etkinliginin daha da artmasi
beklenmektedir. Ozellikle, MS yontemi ile entegre yaklasimlar ve yapay zeka tabanli
biiyiik veri analizleri ile NMR metabolomik ¢alismalarin merkezinde kalmaya devam
edecektir (86).

2.4.3 COVID-19 Hastah@imin Arastirilmasinda NMR

COVID-19 hastaliginin molekiiler diizeyde anlasilmasi ve hastaligin teshis,
prognoz ve tedavisinde ilerleme kaydedilmesi amaciyla metabolomik yaklasimlar
giderek daha fazla 6nem kazanmistir. Bu baglamda, NMR spektroskopisi COVID-19
hastaliginin molekiiler mekanizmalari1 ve etkiledigi organizmadaki degisen
metabolik yolaklar1 belirlemek ve beraberinde, biyobelirtegler kesfetmek ve yeni
tedavi protokolleri gelistirebilme siireclerini desteklemek i¢in giiglii bir arag olarak
kullanilmistir. NMR metodu ayrica, plazma, serum ve idrar gibi ¢esitli biyolojik
stvilardaki metabolik degisikliklerin analizinde de kritik rol oynamaktadir (24).
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COVID-19 hastalarinda, NMR metodu ile yapilan cesitli metabolik analizlerde;
bagisiklik tepkilerinin, inflamasyon ve enerji metabolizmast iliskili metabolik yollarin
degistigi izlenmistir ve bu degisimler, hastalik siddetiyle iliskili biyobelirteglerin
belirlenmesi amaciyla kullanilmstir (6). Ozellikle, enerji metabolizmast ile iliskili D-
fruktoz, laktik asit ve siiksinik asit gibi metabolitlerin COVID-19 hastalarinda artmus
oldugu; buna karsin guanosin monofosfat, sitrik asit ve 2-palmitoil-gliserol gibi
metabolitlerin ise azalmis oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmis ve devaminda hastalik
ciddiyeti ile iliskilendirilmistir (90). Bu durum, hiicresel enerji veriminin enfeksiyon
durumunda degistigi ve dalgalanmalara sebep olabilecegini ortaya ¢ikarmistir (11).
Enerji ve karbonhidrat metabolizmasi {izerinde viriisiin yarattig1 etkiler gibi;
trikarboksilik asit (TCA) dongiisii, piirin metabolizmasi ve poliaminler ile nikotinamid
metabolitleri de hastalik tarafindan etkilenen metabolit ve metabolik yolaklar olarak
degerlendirilmistir (13). Diger bir enerji metabolizmas: iliskili metabolit grubu olan
acilkarnitinler (yag asitlerinin (FA) mitokondriye -oksidasyon i¢in girisinde gorevli)
ise COVID-19 ilskili hafif ve agir hasta gruplarinda karsilastirilmis ve agir hastalik
grubunda anlamli diizeyde arttiklart bulunmustur (80). Yine ayni ¢alismada agir hasta
gruplarinda, hafif hasta gruplari ve kontrol grubuna goére B-oksidasyon sonucu iiretilen
ve enerji metabolizmasinda gorevli keton cisimciklerinin de daha c¢ok arttigi
gosterilmistir. Ilaveten, laktat/piruvat oranmnin oksijen yetersizligi ve hiicresel stresin
bir gostergesi olarak farkli prognoza sahip COVID-19 hastalarinda belirgin sekilde

degismis oldugunu gosterir ¢aligmalar da literatiirde bulunmaktadir (91).

Amino asit profillerindeki degisimler degerlendirildiginde ise, 6zellikle glutamin
ve arginin seviyelerindeki degisimler, bagisiklik yaniti ve inflamatuvar siireglerle
iliskilendirilmistir. SARS-CoV-2 pozitif ile negatif (kontrol) gruplarin karsilagtirildigi
bazi ¢alismalarda, saglikli kontrol grubuna kiyasla biyojenik aminlerin (histidin,
triptofan ve 3-metilhistidin) enfekte grupta azaldigi gozlemlenmistir. Yine ayni
entegratif ¢aligsmalarda hastalik grubunda azalan lipoprotein bilesikleri arasinda
plazma apolipoprotein Al ve apolipoprotein A2’nin yer almakta oldugu ve dolayisiyla
hastalik tanisindaki 6nemi ortaya konmustur (92). Ek olarak, saglikli kontrol grubu ile
SARS-CoV-2 enfekte pozitif hastalar arasinda aromatik amino asitlerden olan

fenilalanin ve tirozin seviyelerine ilskin degisiklikler de tespit edilmistir. Ozellikle, tip
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2 diyabet veya karaciger/bobrek yetmezligi gibi kronik hastaliklara sahip COVID-19
hasta gruplarinda bu aromatik amino asitlerin seviyelerinin ¢ok daha fazla arttig1 ve
bu durumun karacigerin katabolik fonksiyonundaki azalma veya insiilin direnci
sebepli tirozin aminotransferaz enziminin baskilanmasi faktorlerinden dolay1
olabilecegi dne siiriilmiistiir (80,92). Ayrica, 6zellikle siddetli COVID-19 durumunda,
pro-enflamatuvar sitokinlerin (IL-6, IL-1p ve TNF-a gibi) belirgin sekilde arttig1, buna

karsin T lenfositlerinin azaldig: gesitli metabolomik ¢alismalarda gosterilmistir (93).

Kisaca, NMR spektroskopisi, COVID-19’un metabolik diizeyde anlasilmast,
hastaligin tanisal ve prognostik belirteglerinin tanimlanmasi, tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi veya ilag etkinliklerinin takibi gibi ¢esitli alanlarda farkli ¢alismalarda
kullanilmustir. Ozellikle hizli ve tekrarlanabilir analiz saglayabilmesi, biiyiik dlgekli
klinik ¢alismalar ve bireysel hasta takibi i¢in yontemin kullanabilirligi acisindan

biiylik avantajlar sunmaktadir.
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Calisma Tasarimi ve Hastalar

Calismamizda, metabolomik analizler i¢in es zamanli olarak toplanmis serum
ornekleri (n = 32) ve idrar 6rnekleri (n = 32), 1H-NMR yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. ilgili drnekler, Nisan 2020°de diizenli araliklarla (0 (10 Nisan 2020), 1. (13
Nisan 2020), 2. (17 Nisan 2020) ve 3. (20 Nisan 2020) zaman noktalarinda, her hasta
i¢in dort serum ve dort idrar 6rnegi olarak) toplanmis ve analizlerine kadar —80°C'de
muhafaza edilmistir. Ornekler, kritik COVID-19 nedeniyle durumu kotiilesen ve
YBU’ye destekleyici bakim i¢in yatirilan hastalardan (n = 8; dort erkek ve dort kadin;
48-77 yas aras1) almmustir. Bu hastalar farkli prognostik siireglerine gore
gruplandirilmistir: saglikli taburcu (ST, n = 4), polindropatik sendrom (PS, n = 2) ve
Vefat (n = 2). PS tamli hasta grubu, YBU siirecindeki klinik degerlendirmelerinde
distal kas zayifligi, kas atrofi, uyusma, karincalanma, yanma hissi gibi duyusal
bozukluklar, azalmig-kaybolmus refleksler veya Guillain-Barré sendromu benzeri
bulgular gosteren hastalardan olusmaktadir. Ayrica, tiim hastalar Diinya Saglik Orgiitii
Klinik Iyilesme i¢in Ordinal Olgek (OSCI) (6) skoruna gore klinik olarak kritik (5-8

puan aralig1) olarak siniflandirilmistir.

Tiim hastalarda, nazal siiriintiiler kullanilarak (VNAT® Transfer Tiipii, Bioeksen
Molekiiler Diagnostikleri) RT-qPCR yontemiyle (CFX96 Touch Real-Time PCR
Belirleme Sistemi, Bio-Rad, Hercules, CA, ABD; Bio-Speedy® COVID-19/Flu RT-
gPCR Kit, Bioeksen Molekiiler Diagnostikleri, Istanbul, Tiirkiye) SARS-CoV-2
enfeksiyonu pozitif olarak dogrulanmistir. Prognostik gruplandirmalar, YBU tedavisi
sonunda hastalarin durumlarina gore yapilmistir. PS ve Vefat gruplari agisindan, analiz
icin uygun 6rnek toplama zamanlari, yeterli 6rnek miktar1 ve 6rneklerin degerli 6rnek
olusu gibi durumlar degerlendirilerek, siirli sayidaki hasta ornekleri kullanilarak
caligma tasarlanmistir. Sonug olarak, dort farkli hastadan, dort farkli zaman noktasinda
es zamanli olarak toplanan 16 serum ve 16 idrar 6rnegi olacak sekilde toplamda 32
ornek PS ve Vefat hasta gruplar1 kapsaminda ¢alismaya dahil edilmistir. Benzer

sekilde, ST grubu, yas ve cinsiyet agisindan eslestirilmis dort farkli hastadan ayni
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zaman noktalarinda toplanan 16 serum ve 16 idrar 6rnegi olacak sekilde toplanan,
toplamda 32 6rnekten olugmaktadir. ST grubu ornekleri, pandeminin baglamasindan
once (asilanma veya farkli ilag etkilesimleri olmaksizin) gercek zamanli olarak
toplanmis ve kritik COVID-19 hastalarinda serum ve idrar drneklerindeki spesifik
metabolik etkileri ve metabolit degisimlerini belirlemek acisindan degerli kabul
edilerek, ¢alismamiza dahil edilmistir. Bu nedenle, ¢alismamizda ST grubu kontrol
grubu olarak kabul edilmis, ancak saglikli kontrol grubu olarak degerlendirilmemistir.
Ayrica, calismaya dahil edilen hastalarin yas, cinsiyet, YBU kalis siiresi ve prognostik

durumlar1 gibi demografik bilgilerde Tablo 1'de sunulmustur.

Tablo 1. Calismaya dahil edilen hastalarin demografik verileri. Yas ve yogun bakim
initesinde yatis siire verileri ortalama + standart sapma olarak sunulmustur.

Prognostik Toplam Hasta Toplam Ornek Yas Cinsiyet YBU Yatis
Gruplar Sayisi Sayisi (Yil) Siresi
(Glin)
Saglhikh 4 16 Serum/ 16 61.75+11 2E/2K 16.5+3.5
Taburcu idrar
Polindropatik 2 8 Serum/ 8 idrar 63+12.73 2E 102 £53.7
Sendrom
Vefat 2 8 Serum/ 8 idrar 70.5+9.2 2K 24+1.4

3.2 1H-NMR Spektroskopisi Icin Numune Hazirlik Siireci

Analiz 6ncesi —80°C’de tutulan tiim numuneler, 1 saat boyunca 4 °C’de ¢6ziilmeye
birakilmistir. Kisa siireli vortex islemine tabi tutulan 6rnekler, 14.000xg’de, 4 °C’de,
5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda elde edilen
stipernatantlar ayrilmistir. Elde edilen siipernatantlar, Bruker’den direkt olarak temin
edilen ticari tampon ¢o6zeltileri (Bruker, Billerica, MA, ABD) ile serum 6rnekleri i¢in
(300uL tampon (0.9% NaCl ve D20 iginde 0.1% TSP) : 300uL serum) , idrar 6rnekleri
igin (60uL tampon (D20 ig¢inde 0.5 M KH2PO4 ve 0.05% TSP) : 540uL idrar)

oranlarinda karistirilarak hazirlanmis ve her bir numunenin nihai hacmi 600 pL olacak
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sekilde ayarlanmigtir. Numuneler daha sonra 1 dakika boyunca elle nazikge

calkalanmis ve ardindan 5 mm’lik SampleJet™ NMR tiiplerine aktarilmigtir (94).

3.3 1H-NMR Spektroskopisi ile Numune Analizleri

Tim NMR analizleri, 5 mm BBI probuna sahip ve 5°C’ye ayarlanmis Bruker
SampleJet™ robotik sogutma sistemi ile donatilmis 600 MHz Bruker Avance IVDr
sistemi (Bruker) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim ydntemler, COVID-19
numuneleri i¢in Onceki arastirmalara dayali olarak dogrulanmis (95) ve analiz
oncesinde gerekli kalibrasyon tamamlanmistir. Kalite kontrol i¢in B.I. BioBank QC™
modiilii (Bruker), metabolitlerin konsantrasyon 6l¢timleri igin ise B.I. QUANT-PS™
modiilii ve B.l. QUANT-UR™ modiilii (Bruker) kullamlmstir. Olgiimii yapilan
metabolitler arasinda, serumda asetik asit, asetoasetik asit, aseton, sitrik asit, kreatin,
kreatinin, formik asit, glukoz, tirozin, d-3-hidroksibiitirik asit, laktik asit, piriivik asit
ve treonin gibi toplamda 41 tane hastalik ilskili metabolit bulunmakta iken; idrarda
metiyonin, fukoz, lizin, hippurat, 2-fenilpropionat, glutamin, 3-indoksilsiilfat, uridin,
formik asit, malik asit, piriivik asit, 3-metilhistidin, trigonelline, taurin ve kreatinin
gibi 150 tane hastalik ilgkili metabolit incelenmistir. Tek boyutlu (1D) 1H-NMR
spektrumu, Bruker’in standart NMR yazilimi olan TopSpin (siirlim 3.6.2) kullanilarak
300 K sicaklikta elde edilmistir. Solvent baskilama yontemiyle gerceklestirilen
standart 1D NMR deneyi, toplam 4 dakikalik bir deney siiresi ile 32 taramadan
olusmaktadir (96).

Oncelikle, NMR spektrumunun kalitesini kontrol etmek amaciyla bir niikleer
Overhauser etkisi spektroskopisi/ nuclear Overhauser effect spectroscopy (NOESY)
deneyi uygulanmis ve metabolitlerin 6l¢ilimiinii saglamak amaciyla serum Grnekleri
i¢in B.1. BioBankQuant-PS™ modiilii, idrar 6rnekleri i¢in B.l. QUANT-UR™ modiilii
kullanilmistir. Ayrica, makromolekiiler sinyalleri filtrelemek i¢in bir Carr—Purcell-
Meiboom-Gill (CPMG) deneyi gergeklestirilmistir. Her metabolitin sinyal
paternlerini analiz etmek amaciyla istatistiksel toplam korelasyon spektroskopisi/
statistical total correlation spectroscopy (STOCSY) de onceki arastirmalara dayali

olarak optimize edilerek, uygulanmistir (97). G6zlemlenen metabolitlere ait sinyal
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paternleri, yapilan dl¢imleri dogrulamak i¢in IVDr 6lgiimler ile entegre edilmis ve
iliskilendirilmistir. Ayrica, NMR metabolitlerinin 6lgiimii, harici referans sinyalleri
olarak tanimlanan elektronik referans sinyalleri ile konsantrasyon belirleme/ electronic
reference for in vivo concentration determination (ERETIC) kalibrasyonuna dayali
olarak yapilmistir (98). Yapilan oOlgtimlere kalibrasyon entegrasyonu, onceki
caligmalarda tanimlanan atim uzunluguna dayali konsantrasyon tayini / pulse length-
based concentration determination (PULCON) prensibi ile saglanmistir (99).
Metabolit sinyallerinden armndirilmis bir bolgede, ¢oziicii baskilamali 1D NMR
spektrumuna 10 mM konsantrasyonunda yapay bir referans piki eklenmistir.
Ardindan, kantitatif kalibrasyonlar elde edilmis ve B.I. Methods QC prosediirlerine
uygun olarak analit konsantrasyonlari bilinen 6zel bir referans materyali kullanilarak
dogrulanmustir. Insan viicut s1vis1 érneklerinin (serum Ve idrar 6rnekleri) hazirlanmasi

ve NMR protokolleri, Dona ve arkadaslarinin ¢alismasindan (87) uyarlanmustir.

3.4 Iistatistiksel Analiz ve Veri Yorumlama

Calismamiz dahilinde olan istatistiksel analizler, ¢evrimici kapsamli bir program

olan MetaboAnalyst 6.0 (www.metaboanalyst.ca) kullanilarak gergeklestirilmistir.

Veri setinde belirlenen eksik veriler, her bir degiskenin bilinen deteksiyon limitleri
kullanilarak,  diizenlenmistir. Tim  spektrumlar, logaritmik (taban 10)
transformasyonlar ve otomatik 6lgekleme teknikleri kullanilarak normalize edilmistir.
Igili veri setlerine hem tek degiskenli hem de gok degiskenli analizler uygulanmistir.
Denetimsiz etkilesimli temel bilesen analizleri/ unsupervised interactive principal
component analysis (iPCA) ve denetimli ortogonal kismi en kiigiik kareler
diskriminant analizleri/ supervised orthogonal partial least squares discriminant
analysis (OPLS-DA), secilen meta verilere gore farkli renkler veya sekiller
kullanilarak 2D ve 3D grafiklerle hem serum hem de idrar 6lgtim verileri i¢in ayr1 ayri
gerceklestirilmistir. Verilerin dagilim paternleri Shapiro-Wilk Testi ile sinanmus,
deney gruplari arasindaki farkliliklar ise Mann-Whitney U Testi ve Kruskal-Wallis

Testi ile arastirilmistir.
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Iki bagimsiz degiskenin (prognoz ve zaman) etkilerini ve potansiyel etkilesimlerini
gozlemlemek i¢in iki yonlii varyans analizi/ two-way analysis of variance (ANOVA),
ardindan Bonferroni diizeltmeli post-hoc testi uygulanmistir. Gruplar arasinda iki
yonli ANOVA'da anlamli farklilik gOsteren metabolitlerin etkisinin derecesini
belirlemek i¢in lineer kovaryat analizleri gergeklestirilmistir ve karsilastirilan ikili
gruplar arasindaki farklarin derecesi Tablo 2'de serum ve idrar 6rnekleri igin ayr1 ayri
sunulmustur. Ayrica, incelenen iki faktor ve bunlarin etkilesimleri ile iliskili temel
degisim paternlerini belirlemek amaciyla tekrarlayan 6l¢iimlii ANOVA—eszamanl
bilesen analizi/ ANOVA-simultaneous component analysis (ASCA) uygulanmustir.
ASCA analizi, daha onceki ¢alismalarda tanimlanan algoritmalara (100) dayanarak
yapilmis ve karsilastirilan gruplar arasi farkliliklar egim grafikleri ile sunulmustur.
[laveten, prognoz, zaman ve etkilesim faktorleri icin permiitasyon testi kullanilarak
ASCA analizinin validasyonu gergeklestirilmistir. Bunun yaninda, hem prognoz hem
de zaman faktorleri igin random forest analizi yapilmis; degiskenlerin dogrulukta
ortalama azalis oranlar1 degerlendirilerek, degisken onem grafikleri olusturulmus ve
devaminda, 1ilgili analitlerin metabolomik smiflandirma {zerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Hem iki yonlii ANOVA (F degeri >2.5) (101) hem de ASCA'da
(leverage/SPE sagilim grafikleri) (102) istatistiksel olarak anlamli bulunan (p < 0.05)
metabolitler; prognoz, zaman ve etkilesim faktorleri dikkate alinarak hem serum hem
de idrar Ornekleri igin tamimlanmistir. Son olarak, Kyoto Gen ve Genom
Ansiklopedisi/ Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) dayali veritabani
kullanilarak ST, PS ve Vefat gruplar1 arasindaki metabolik yolak farkliliklarini
belirleme analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz, iki yonli ANOVA ve ASCA'da
seviyeleri gruplar arasi anlamli derecede farkli olan metabolitlerin etkiledigi metabolik
yolaklari belirlemek amaciyla yapilmistir. KEGG sonuglari, farkli gruplar arasindaki
anlaml1 metabolitlere bagli olarak tanimlanmis ve etkilenen yolaklar, etki degeri > 0.1

ve p < 0.05 kriterlerine gore degerlendirilmistir.
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Tablo 2. Serum ve idrar 6rnekleri igin prognostik gruplar arasinda anlaml farklilik
gosteren metabolitlerin etki biiyiiklikklerini gosteren dogrusal kovaryat/ linear
covariate analiz sonuglari. Tek yildiz ile hem iki yonli ANOVA hem de ASCA’da
anlamli olanlar, ¢ift yildiz ile yalnizca ANOVA’da anlamli olanlar belirtilmistir.

Pozitif degerler artigi, negatif degerler azalig1 gostermektedir.

Vefat vs. Polinéropatik Sendrom vs. F p
Metabolitler Saglikl1 Taburcu Saglikli Taburcu degeri  degeri
Serum
Kreatin* 1.148 1.516 8.306 0.007
Tirozin* 1.468 1.141 7917 0.007
Formik asit** 0.782 1.545 7.422 0.008
Fenilalanin** 1.429 0.793 6.477 0.015
Metiyonin 0.998 1.301 6.170 0.016
Etanol 1.089 1.154 5.684 0.019
Aseton (-) 0.842 0.741 5.670 0.019
Piriivik asit 0.745 1.311 5.488 0.020
Asetik asit 1.184 0.806 4.790 0.033
Treonin (-) 1.156 (-) 0.846 4.735 0.033
idrar
Taurin* 0.29 1.68 8.24 0.032
3-hidroksivalerik
asit* 0.97 1.52 7.22 0.034
Arjinin** (-) 0.69 111 7.07 0.035
Formik asit* 1.07 1.39 6.65 0.039
D-laktoz** 1.50 0.43 6.45 0.039
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4 BULGULAR

4.1 ST, PS ve Vefat Gruplarinda 1H-NMR Analizi ile Metabolik Farkhiliklar

YBU’de tedavi géren kritik COVID-19 hastalarinda SARS-CoV-2 enfeksiyonunun
neden oldugu spesifik metabolik degisiklikleri aragtirmak amaciyla, sekiz farkli
hastadan ger¢ek zamanli olarak toplanan 32 serum ve 32 idrar 6rnegi 1H-NMR
yontemi ile incelenmistir. YBU'de tedavi ve takip siireglerindeki farkli prognostik
sonuglarina gore, ST grubu dort, PS grubu iki ve Vefat grubu iki hasta olacak sekilde

gruplandirilmistir.

B.l. QUANT-PS™ analizleri ile, trimetilamin-N-oksit, amino asitler ve tirevleri,
karboksilik asitler, esansiyel besinler, keto asitler ve tiirevleri, karbonhidratlar ve
tiirevleri ile dimetilstilfon gibi siilfon bilesikleri dahil olmak tizere 41 farkli metabolitin
serum konsantrasyonlari; B.I. QUANT-UR™ analizleri ile ise, aminler ve tiirevleri,
amino asitler, karboksilik asitler, yag asitleri ve tiirevleri, D-gluconic acid gibi hidroksi
asitler, keto asitler, plirin-pirimidin ve piridin tiirevleri ve seker tiirevleri dahil 122
farkli metabolitin idrar konsantrasyonlarmnin kantitatif olarak belirlenmesi
saglanngtir.  Ilgili  metabolitlerin ~ konsantrasyonlar, mmol/L  biriminde

tanimlanmustir.

Oncelikle, analiz edilen idrar ve serum numuneleri i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde ve
prognoz ile zaman degiskenlerini i¢eren etkilesimli temel bilesen analizi (iPCA) 3D
skor grafigi kullanilarak alt gruplar1 ayirt edici bir metabolit profili olusturulmustur.
Ilgili grafiklerde temel bilesenler 1, 2 ve 3, gruplan arasindaki varyasyonun serum
analizleri i¢in yaklagsik %42,4’tinlin agiklanabilirligi gortilmistir (PC1: %19,3, PC2:
%11,9, PC3: %11,2). Idrar analizlerinde ise bu aciklanabilir total varyasyon degeri
%34,7 olarak izlenmistir (PC1: %20,1, PC2: %8,1, PC3: %6,5). Ilaveten, YBU’de
tedavi géren COVID-19 hastalarindan alman &rneklerin toplama zamanlarina gore
farkli prognoz gruplar1 arasinda daha net bir ayrim saglamak i¢cin 2D OPLS-DA

grafikleri olusturulmustur. Bu grafikler ile, ikili prognostik gruplar arasinda net
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ayrimlar, ilgili 6rneklerin toplanma zamani da dahil edilmis sekilde, serum 6rnekleri

icin Sekil 1°de idrar 6rnekleri igin ise Sekil 2°de gosterilmektedir.
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Sekil 1. (a) Serum analizleri i¢in iPCA 3D skor grafiginde, prognostik gruplar

renklerle, 6rnek toplama zamanlar1 ise sekillerle gdsterilmistir (toplam varyans:

%42.4, PC1>PC2>PC3). (b-d) Yogun bakim COVID-19 hastalarinin serum

analizlerinde, 6rnek toplama zamanina gore prognostik gruplarm (ST, PS, Vefat)

ayrimini gosteren 2D OPLS-DA skor grafikleri.
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Sekil 2. (@) Idrar analizleri igin iPCA 3D skor grafiginde, prognostik gruplar renklerle,
ornek toplama zamanlar1 ise sekillerle gosterilmistir (toplam varyans: %34.7,
PC1>PC2>PC3). (b-d) Yogun bakim COVID-19 hastalarmin idrar analizlerinde,
ornek toplama zamanina goére prognostik gruplarin (ST, PS, Vefat) ayrimini1 gosteren
2D OPLS-DA skor grafikleri.

PCA ve OPLS-DA sonuglari ile gruplar arasinda net ayrimlarin gosterilmesinin
ardindan, karsilagtirilan gruplar arasindaki ayrismaya neden olan metabolitleri
arastirmak i¢in post-hoc Bonferroni diizeltmeli iki yonlii ANOVA uygulanmistir. Bu
analiz, Ornek bunlarin

prognoz farkliliklarmin, toplama zamanlarinin  ve
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etkilesimlerinin Ornekler arasindaki ayrisma iizerindeki etkilerini degerlendirmistir.
Sonuglar ile, gruplar arasinda anlamli ayrismaya yol agabilecek metabolitler
tanimlanmaya calisilmistir. iki yonlii ANOVA’da, gruplari ayirt eden analitler F > 2.5
(101) ve p < 0.05 kriterleri ile serum ve idrar analizlerine ayr1 ayr1 uygulanmistir. Bu
kriterler ayn1 zamanda, prognoz, toplama zamani ve etkilesim degiskenlerinin
etkilerini ayr1 ayr1 degerlendirmek icin de uygulanmustir. ilgili analizlerle ilgili detayl
sonuclar Tablo 3'te sunulmustur. Serum analizleri i¢in, ozellikle tirozin, kreatin,
formik asit ve fenilalanin, yalnizca prognoz faktoriine bagli olarak gruplar1 ayirt

etmede anlamli farklilik géstermistir (p < 0.05, Sekil 3).
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Tablo 3. Tablo, serum ve idrar 6rneklerinde hem iki yonlii ANOVA hem de ASCA
analizlerinde anlamli farklilik gosteren metabolitleri igermektedir. Metabolitler,
prognoz, Ornek toplama zamani ve etkilesim faktorlerine gore siniflandirilmistir.
ANOVA’da F > 2.5 ve p < 0.05 olan metabolitler, ASCA’da ise iyi modellenmis
leverage/SPE oranlarina sahip ve p < 0.05 degerine ulasan metabolitler secilmistir.
Serumda kreatin ve tirozin, idrarda taurin, 3-hidroksivalerik asit ve formik asit prognoz
acisindan anlamli bulunmus ve yildiz ile belirtilmistir.

Post-Hoc Bonferroni Diizeltmesi ile

ANOVA Eszamanli Bilesen Analizi

Metabolitler ki Yonlii ANOVA (ASCA)

Prognoz Zaman Etkilesim Prognoz Zaman Etkilesim

F p F p F p Leverage SPE p deger Leverage SPE p deger Leverage SPE p deger

deger deger deger  deger  deger  deger

Serum
Tirozin* 12.41 0.001 136 028 098 047 0.089 0.57 <0.05
Kreatin* 9.5 0.001 021 088 006 1.00 0.088 136 <0.05
Formik asit 11.68 0.001 056 065 166 0.18
Fenilalanin 9.8 0.001 006 098 221 0.09
izol6sin 0.10 0.68  <0.05
Lizin 0.09 2.69 <0.05
Gliserol 0.17 1.59 <0.05
Laktik asit 0.20 0.81 <0.05
Sitrik asit 0.14 4.02 <0.05
N-Dimetilglisin 0.13 1.66 <0.05
3-hidroksibatirik 0.14 1.45 <0.05
asit
idrar
Taurin* 2569 0.001 4.12 0.59 3.18 0.47 0.045 2.66 <0.05
3-hidroksivalerik 9.82 0024 094 089 040 093 0.046 0.43 <0.05
asit*
Formik asit* 8.72 0.041  0.27 0.99 0.83 0.78 0.041 0.81 <0.05
Arjinin 10.52 0.023 054 094 077 079
D-laktoz 12.76  0.016 2.04 0.73 2.28 0.51
Malik asit 11.21  0.022 357 059 874 0.01
3-hidroksi-3- 0.048 0.89 <0.05
metilglutarik asit
Etilmalonik asit 0.045 0.59 <0.05
Oxaloasetik asit 0.043 115 <0.05
Laktik asit 0.06 132 <0.05
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Sekil 3. (a) Iki yonlii ANOVA, serum analizlerine dayali prognoz, toplama zaman1 ve
etkilesim faktorlerine gére anlamli metabolit sayilarin1 gdsteren bir Venn diyagrami
ile sunulmustur. (b-e) Tirozin, kreatin, fenilalanin ve formik asidin prognostik gruplara
(ST, Vefat, PS) ve ornek toplama zamanlarina (0, 1., 2., 3. zaman noktalar1) gore

degisen goreli miktarlarini gosteren Kutu-biyik/ box-whisker grafikleri.

Zaman ve etkilesim degisken setlerinde ise, iki yonlii ANOVA ile gruplar arasinda

anlaml farklilik gosteren herhangi bir metabolit belirlenememistir. Idrar analizlerinde
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Ise, taurine, 3-hidroksivalerik asit, arginin, formik asit ve D-laktoz, yalnizca prognoz
faktoriine bagli olarak gruplari ayirt etmede anlamli farklilik gosterirken; malik asitin
ise hem prognoz hem de etkilesim faktorleri i¢in anlamli gruplar arasi farklilik
gosterdigi goriilmiistiir (p < 0.05, Sekil 4). iki yonli ANOVA analizlerine gére,
prognoz ve toplama zamanina bagli olarak seviyeleri anlamli derecede farklilik
gosteren analitlerin degisimlerini gostermek igin ayrica Kutu-biyik/ box-whisker

grafikleri olusturulmustur (Sekil 3 ve 4).
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Sekil 4. (a) Iki yonlii ANOVA, idrar analizlerine dayali prognoz, toplama zamani ve
etkilesim faktorlerine gére anlamli metabolit sayilarin1 gdsteren bir Venn diyagrami
ile sunulmustur. (b-g) Taurin, 3-hidroksivalerik asit, D-laktoz, formik asit, arjinin ve
malik asidin prognostik gruplara (ST, Vefat, PS) ve 6rnek toplama zamanlarina (0, 1.,

2., 3. zaman noktalar1) gore degisen goreli miktarlarii gosteren Kutu-bryik/ box-
whisker grafikleri.

Ek olarak, bu analitlerin etkilerini gruplar arasinda degerlendirmek i¢in dogrusal

kovaryat/ linear covariate analizler gergeklestirilmis ve analitlerin etki biiyiikliikleri
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belirlenmistir (Tablo 2). Serum analiz sonuglarina gére yapilan box-whisker/ kutu—
biyik grafikleri ve dogrusal kovaryat/ linear covariate analizlere gore, kreatin
seviyeleri, PS (1.516 kat) ve Vefat (1.148 kat) gruplarinda ST grubuna kiyasla
artmistir. Benzer sekilde, tirozin seviyeleri PS (1.468 kat) ve Vefat (1.141 kat)
gruplarinda ST grubuna gore daha yiliksek bulunmustur. Formik asit seviyeleri, PS
grubunda (1.545 kat) ST grubuna goére anlamli derecede yiiksek, Vefat grubunda ise
orta derecede bir artis gostermistir (0.782 kat). Fenilalanin seviyeleri, hem Vefat
(1.429 kat) hem de PS (0.793 kat) gruplarinda ST grubuna goére anlamli derecede
artmistir. Ozellikle, kreatin ve tirozin seviyelerindeki farkliliklar, iki yonli ANOVA
ve dogrusal kovaryat/ linear covariate analiz sonuglarina gore yogun bakimda hastalik
progresyonunun biyobelirtegleri olabilecek potansiyellerini isaret eden en dikkat
cekici bulgular olarak degerlendirilmistir. Idrar analiz sonuclar1 degerlendirildiginde
ise; 3-hidroksivalerik asit ve formik asit seviyeleri, 6zellikle PS grubu igin sirasiyla
(1.52 : 1.39 kat) olacak sekilde, Vefat grubu kiyaslamalarinda ise sirasiyla (0.97 : 1.07
kat) olacak sekilde, ST grubuna kiyasla artmistir. Taurin seviyeleri ise, PS grubunda
(1.68 kat) ST grubuna gére anlamli derecede yiiksek belirlenirken, Vefat grubunda ise
ST grubuna gore daha diisiik seviyede bir artis izlenmistir (0.29 kat). D-laktoz
seviyeleri igin ise, Vefat grubunda (1.50 kat) ST grubuna gore daha anlamli derecede
yiiksek artis izlenirken, PS grubunda ise ST grubuna gore daha diisiik seviyeli bir artig
gorilmiistir (0.43 kat). Arginin metabolitindeki gruplar arasi anlamli seviye
farkliliklarina gelindiginde ise, PS grubunda (1.11 kat) ST grubuna gore anlamli bir
artig goriilmesine karsin; Vefat grubunda ((-) 0.69 kat) ST grubuna gore anlamli bir
azalis oldugu kaydedilmistir. Son olarak iki yonlii ANOVA analizlerinde hem prognoz
hem de etkilesim faktorleri i¢cin anlamli bulunan malik asit ise, prognoza dayal1 olarak
yapilan kovaryat analizlerinde istatistiksel olarak anlamsiz (p=0.21) bulundugundan
dolayi, calisma sonuclar1 arasinda gruplar aras1 ayrimi saglayabilecek giivenilir bir
metabolit olarak degerlendirilememistir. Serum analiz sonuglarina benzer olarak, idrar
analizlerinde de zaman faktorii adina, iki yonliit ANOVA ile gruplar arasinda anlaml

farklilik gosteren herhangi bir metabolit belirlenememistir.
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4.2 Prognoz, Zaman ve Etkilesim Faktorlerine Dayali Anlamh Paternlerin
Tammlanmasi

Prognoza dayali metabolit degisim dinamiklerini zaman faktoriinden sistematik bir
sekilde ayirt etmek igin ASCA analizleri gergeklestirilmistir (103). Bu istatistiksel
yontem yardimiyla, tiim veri setindeki varyasyonlar, farkli degiskenlerin etkilerine ve
bunlarin etkilesimlerine gore alt boliimlere ayirilmistir (100). ASCA analizi, prognoz,
ornek toplama zamani ve etkilesim faktorleri ile iligkili iyi modellenmis bilesenleri
belirlemek i¢in gergeklestirilmistir. Scree grafikleri, 6zdegerler ile faktorler arasindaki
iliskiyi grafiksel olarak gostermek i¢in kullanilmistir ve 6zdegerlerin biiytlikliiglinde
onemli azalmalar tespit edilerek ¢ikarilacak faktorlerin sayisi belirlenmistir (Sekil 5a).
Bu grafikler hem serum hem de idrar analizlerinde degerlendirilen farkli metabolitler
kapsaminda ayr1 ayri olusturulmustur. Prognoz, érnek toplama zamani ve bunlarin
etkilesimiyle iligkili temel paternler, ilgili alt modellerin temel component
analizlerinden PCl'lere dayali skor grafikleriyle olusturulmustur. Bu grafiklerde
serum Ornekleri igin, 2. toplama zamaninda skorlarin hizlica azalmis oldugunu ve
ardindan 3. toplama zamaninda tam tersi yonde hizli bir artis oldugu gosterilmistir. ST
grubundaki skorlar, prognoz agisindan PS ve Vefat gruplarindan anlamli derecede
daha diisiik bulunmus ve etkilesim icin farkli degisim paternleri gézlemlenmistir
(Sekil 5a). Idrar analizlerinde ise, prognoz agisindan skorlar en diisiik yine ST grubu
i¢cin goriilmis ve ardindan Vefat grubu ile en yiiksek aciklanabilir varyasyon skorlar
PS grubunda izlenmistir. Toplama zamanina dayali idrar orneklerindeki skorlar
degerlendirildiginde, ilk toplama zamanindan son toplama zamanina kadar devamli
azalan bir varyasyon skorlanmasi goriilmistiir (Sekil 5b). Ayrica, prognoz, zaman ve
etkilesim faktorleri ile iligkili temel egilimler, leverage/SPE grafikleri kullanilarak
hem serum (Sekil 6a) hem de idrar (Sekil 6b) O6rnekleri i¢in ayri ayri ve ayrintili
sekilde ortaya konulmustur. Diisik SPE ve yiiksek leverage degerlerine sahip

degiskenlerin, ilgili modellere anlamli derecede katkida bulundugu kabul edilmistir.
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Sekil 5. (a, b) Serum ve idrar 6rneklerinde, metabolit degisimlerinin zaman (0, 1., 2.,

3. zaman noktalar1) ve prognostik gruplar (ST, Vefat, PS) arasindaki temel paternleri

ve etkilesimlerini gosteren scree grafikleri. Skorlar, gruplar arasindaki agiklanabilir

varyans ylizdesini temsil etmektedir.
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Sekil 6. (a, b) Serum ve idrar analizlerinde, zaman, prognoz ve etkilesimlerine iliskin
ASCA alt modellerine ait leverage/SPE (kaldirag/kare tahmin hatas1) dagilim
grafikleri. Kirmizi alandaki metabolitler anlamli paternlerle uyumlu, mavi alandakiler

ise aykir1 degerleri temsil etmektedir.

Istatistiksel giic analizleri, prognoz, drnek toplama zamani ve bunlarin etkilesim
faktorleri i¢in modelin gecgerliligini degerlendiren 200 tekrarli permiitasyon testi ile
degerlendirilmistir. Ancak, dogrulama modelinin sonuclarma gore, yalnizca
prognozun hem serum (Sekil 7a) metabolomu hem de idrar (Sekil 7b) metabolomu
tizerinde anlamli bir etkisi olabilecegi (p < 0.005) gosterilirmis, buna karsin 6rnek
toplama zamaninin (serum (p = 0.735); idrar (p=0.11)) ve bu faktérlerin etkilesiminin
(serum (p = 0.275); idrar (p=0.11)) ilgili matriksteki metabolik degisiklikleri

aciklamada anlamli olmadigi bulunmustur. Bu sonuglar ayrica, prognoz ve 6rnek
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toplama zamaninin etkilesim eksikligine bagli olarak bagimsiz faktorler oldugunu da
gostermistir. Bu dogrulama sonrasi yapilan analizler, serum 6rnekleri i¢in prognoz
tizerinde onemli etkileri olan metabolitler olarak kreatin ve tirozin'i tanimlarken; idrar
ornekleri icinse taurin, 3-hidroksivalerik asit ve formik asit tanimlanmustir. Ilaveten,
zaman degiskeni icin iyi modellenmis analitler serum 6rnekleri i¢in lizin, izoldsin ve
gliserol, idrar ornekleri igin oxaloasetik asit, 3-hidroksi-3-metilglutarik asit ve
etilmalonik asit; etkilesim degiskeni igin ise serum ornekleri igin sitrik asit, N-
dimetilglisin, 3-hidroksibiitirik asit ve laktik asit, idrar 6rnekleri i¢inse yalnizca laktik
asit belirlenmis olsa da, permiitasyon testi kullanilarak yapilan dogrulama siirecinde
toplama zamani1 ve etkilesim faktorleri agisindan istatistiksel anlamlilik olmamasi
nedeniyle, bu metabolitlerin serum veya idrar metabolomu tizerinde anlaml etkileri

olmadig tespit edilmistir.
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Sekil 7. (a, b) Serum ve idrar 6rneklerinde ASCA analizlerine dayali permiitasyon
testleri ile model dogrulama grafikleri. ‘p<0.05’ esigine gore iki analizde de yalnizca

prognoz faktorii istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Ayrica, prognostik gruplar arasinda en yliksek ayirt edici etkiye sahip metabolitleri
belirlemek i¢in hem serum hem de idrar 6rnekleri i¢in ayr1 ayri random forest analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizlerde, her bir metabolitin model performansi iizerindeki
etkisi, ortalama dogruluk azalmasi Ol¢iitii ile degerlendirilmistir. Daha yiiksek bir

deger, ilgili metabolitin gruplarin tahmin edilmesindeki énemini gostermektedir. EK
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olarak, random forest siniflandirmasi, %21.9'luk bir out-of-bag (OOB) hata orani ile
prognostik tahminlerde giiglii bir dogruluk saglamis oldugunu gdstermis ve serum
analizlerinde, kreatin ile tirozin metabolitlerinin siniflandirmada en biiyiik etkiye sahip
oldugunu ortaya koymustur (Sekil 8a). Idrar analizleri ise seruma kiyasla daha diisiik
bir dogruluk ile sonuglanmis ve %40.6'lik bir out-of-bag hata orani ile prognostik
tahminlerde bulunulabilecegi goriilmiistiir. Ozellikle siniflamada en ¢ok etkiye sahip

metabolitler ise, 3-hidroksivalerik asit ve formik asit olarak izlenmistir (Sekil 8b).
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Sekil 8. (a, b) Serum ve idrar metabolitleri i¢in prognostik gruplar1 tahmin eden
random forest degisken 6nem grafikleri. Daha yiiksek ortalama dogruluk disiisi,
metabolitin tahmindeki 6nemini gosterirken, kirmizi yiiksek, mavi ise diisiik 6nemi

ifade etmektedir.

4.3 Onemli Metabolik Yolak Degisiklikleri

KEGG veritabani kullanilarak yapilan ¢ift yonli analizlerle, iki yonli ANOVA ve

ASCA analizleri ile serum ve idrar 6rnekleri igin belirlenen anlamli ve farkl
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metabolitlerin etkisi degerlendirilerek {i¢ prognoz grubu karsilastirilmistir. Etkilendigi
diistiniilen temel metabolik yollar tanimlanmis ve elde edilen bulgular tiim 6rnekleri
igerir sekilde Tablo 4'te sunulmustur. Serum 6rnekleri i¢in yapilan yolak analizlerinde
tanimlanan 10 KEGG yolundan yalnizca 5'1, kreatin ve tirozin metabolitlerinin yapilan
tim genel istatistiksel analizlerde anlamlilik gostermesi nedeniyle anlamli kabul
edilmistir ve galisma sonuglari iginde giivenilir olarak kabul edilmistir. Bu yolaklar;
fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi; glisin, serin ve treonin metabolizmasi,
fenilalanin metabolizmasi; arjinin ve prolin metabolizmasi; ve tirozin metabolizmasi
olarak siralanabilir. Serum yolak analizlerinde degerlendirilen anlamli farklara
sebebiyet veren metabolitler olarak; kreatinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
glisin, serin ve treonin metabolizmasi ile arjinin ve prolin metabolizmasi yolaklarinda
gozlemlenen 6nemli degisikliklerde kilit bir rol oynadigi goriiliirken, tirozinin ise
fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi, fenilalanin metabolizmast ve tirozin
metabolizmasi yollarindaki degisimlere 6nemli etkileri oldugu goriilmiistiir. Ancak,
PS ve Vefat gruplar arasinda ilgili metabolitler {izerinden anlaml bir farka sahip
metabolik yolak bulunamamustir. Idrar &rnekleri igin yapilan yolak analizlerinde ise,
tanimlanan 4 KEGG yolundan yalnizca 2'si, taurin ve formik asit (hem iki yonlii
ANOVA hem de ASCA analizleri sonucu istatistiksel anlamli bir metabolitler)
metabolitleri bazli degisimler izlendiginden anlamli kabul edilmistir ve ¢alisma
sonuglar1 i¢inde giivenilir olarak kabul edilmistir. Bu yolaklar sirasiyla, taurin ve
hipotaurin metabolizmasi1 ile glyoksilat ve dikarboksilat metabolizmasi yolaklar
olarak siralanabilir. Bu noktada, 6zellikle taurin metabolitinin en yiiksek etki degeri
ile PS grubunu ST grubundan ‘taurin ve hipotaurin metabolizmasi1’ izerinden ayirdigi
belirlenirken; formik asidin ise, PS ve Vefat gruplarin1 ‘glyoksilat ve dikarboksilat
metabolizmas1’ yolagi lizerindeki degisiklikler ile ST grubundan ayirdigi gézlenmistir.
Buna karsin, serum yolak analizlerine benzer olarak, PS ve Vefat gruplari arasinda
ilgili metabolitler iizerinden anlamli bir farka sahip metabolik yolak bulunamamastir.
Bu sonuglarla, kritik COVID-19 vakalarinda hem serum hem de idrar gibi farkli
matrikslerde yapilan metabolomik analizleri ile spesifik metabolik yolaklarin islevinde
bozulmalar veya degisimler oldugunu ve bu yolaklarin serum i¢in, 6zellikle kreatin ve
tirozin diizeyleriyle iliskili; idrar i¢in ise taurin ve formik asit diizeyindeki degisimler

ile iliskili olabilecegi goriilmiistiir.
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Tablo 4. Serum ve idrar 6rnekleri icin KEGG yolak analizleri, prognoz, 6rnek toplama
zaman1 Ve etkilesim faktorlerine gore yapilan ANOVA ve ASCA analizlerine
dayanarak; ST, PS ve Vefat gruplarinda etkilenen metabolik yolaklar1 gostermektedir.
PS ve Vefat arasinda anlamli degisiklik bulunmamaistir. Serumda kreatin ve tirozin,
idrarda taurin ve formik asit diizeylerindeki farkliliklara bagli etkilenen metabolik

yolaklar tek yildizla gosterilmistir.

Metabolik Yolak Polindropatik Sendrom vs. Vefat vs.
(KEGG) Saghkh Taburcu Saglikh Taburcu
p-degeri Metabolitler Etki Degeri p-degeri  Metabolitler Etki Degeri

Serum
Glisin, serin ve treonin <0.001 Kreatin 0.43 0.001 Kreatin 0.36
metabolizmasi*

N-Dimetilglisin
Glikoksilat ve dikarboksilat <0.001 Formik asit 0.14 <0.001 Formik asit 0.14
metabolizmasi

Sitrik asit Sitrik asit
Sitrat dongusu (TCA donglsu) <0.001 Sitrik asit 0.23 0.002 Sitrik asit 0.22
Glikoliz/Glikoneogenez <0.001 Laktik asit 0.13 <0.001 Laktik asit 0.13
Arginin ve prolin <0.001 Kreatin 0.21 0.002 Kreatin 0.20
metabolizmasi*
Fenilalanin, tirozin ve <0.001 Tirozin 1.0 <0.001 Tirozin 1.0
triptofan biyosentezi*

Fenilalanin Fenilalanin
Fenilalanin metabolizmasi* <0.001 Tirozin 0.36 <0.001 Tirozin 0.36

Fenilalanin Fenilalanin
Piruvat metabolizmasi <0.001 Laktik asit 0.27 <0.001 Laktik asit 0.27
Tirozin metabolizmasi* <0.001 Tirozin 0.14 0.002 Tirozin 0.13
Butanoat metabolizmasi 0.003 3-Hidroksibiitirik 0.11

asit

idrar
Taurin ve hipotaurin <0.001 Taurin 0.43
metabolizmasi*
Glyoksilat ve dikarboksilat 0.01 Formik asit 0.11 0.005 Formik asit 0.11
metabolizmasi*
Arjinin ve Prolin 0.013 Arjinin 0.24 0.015 Arjinin 0.24
Metabolizmasi
Arjinin Biyosentezi 0.023 Arjinin 0.40

Son olarak, serum 6rnekleri i¢in yalnizca iki yonli ANOVA'da prognoz gruplari
arasinda anlamhi farklilik gosteren fenilalanin ve formik asit diizeyleri ile yalnizca
ASCA analizi temelinde farklilik gosteren ancak dogrulama testlerinden gecemeyen

sitrik asit, laktik asit, N-dimetilglisin ve 3-hidroksibiitirik asit diizeyleri de KEGG
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analizi ile degerlendirilmistir. Idrar 6rnekleri iginse, benzer sekilde yalmzca iki yonlii
ANOVA'da prognoz gruplari arasinda anlamli farklilik gosteren arjinin, D-laktoz ve
malik asit ile yalmizca ASCA analizi temelinde anlamli farklilik gosteren diger
metabolitler de KEGG analizi ile degerlendirilmistir. Ancak, bu metabolitler tizerinden
yapilan ilgili analizlere dayali olarak, farkli prognostik gruplar arasinda bazi metabolik
yolak farkliliklar1 gézlemlenmis olsa da, bu bulgular ¢alisma sonucunda istatistiksel

olarak anlamli ve glivenilir kabul edilmemistir.
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5 TARTISMA

SARS-CoV-2 viriisii kaynakli COVID-19 hastaliginin giiniimiizde mortalite ve
morbidite iizerindeki etkisi pandeminin erken evrelerine kiyasla oldukg¢a azalmis olsa
da, cesitli mutasyonlardan kaynaklanan varyantlar iizerinden, Ozellikle immiin
yetmezIligi olan hastalarda, yasl bireylerde ve birden fazla komorbiditesi bulunan
hastalarda halen YBU’ye yatis1 gerektiren kotii prognozlara yol agmaya devam
edebilmektedir (4). COVID-19 pandemisinin baslangicindan bu yana, SARS-CoV-2
viriistiniin insanlara ait farkl numune matriksleri (serum, plazma, idrar, vs.) {izerindeki
6zglin etkilerini arastirmak amaciyla cesitli entegre metabolomik ¢aligmalar, 1H-NMR
veya LC/GC-MS gibi farkli metadolojiler kullanilarak yapilmistir (78,104,105).
Simdiye kadar yapilan ¢ok ¢esitli calismalar literatiire 6nemli katkilar saglamasina
ragmen, yogun bakim ortaminda asilamadan kaynaklanan etkilesim olmaksizin
(pandemi baslangici) kritik COVID-19 hastalarida prognostik farkliliklar1 ve gergek
zamanli degisiklikleri es zamanli toplanan hem idrar hem de serum Orneklerinde

topluca degerlendiren ¢alismalar literatiirde bulunmamaktadir.

Literatiirdeki bazi galismalarda, YBU’ye COVID-19 nedeniyle yatirilan Kritik
hastalarin ¢ogunda zatiirre benzeri semptomlar, ARDS veya ¢oklu organ yetmezligi
gibi solunum ve sistemik bozukluklar gozlemlenmis olup, bu hastalarda ortalama 6liim
oran1 %41,6 (giiven aralign %95 = 34,0-49,7) olarak bildirilmistir (88,102). COVID-
19 nedeniyle YBU’de bulunan kritik hastalarn yonetimini ve hayatta kalma oranlarin
artirmak i¢cin SARS-CoV-2’nin farkli insan matrikslerindeki (serum, plazma, idrar)
metabolitlerin degisimleri tizerindeki spesifik etkisini ortaya koyan ve zamaninda
etkili miidahalelerin gelistirilmesini  kolaylagtiran metabolomik ¢alismalarin
ilerletilmesi, hem bu ciddi hastalarin tedavilerinin kolaylastirilmast hem de total
morbidite/mortalite oranlarinin diisiiriilmesi agisindan oldukca biiylik 6nem

tasimaktadir.

Yaptigimiz bu 6ncii ¢alismada, pandeminin baslangicinda (Nisan 2020) gercek ve
es zamanli olarak toplanan serum ve idrar 6rnekleri kullanilarak, COVID-19 nedeniyle

YBU’ye yatirilan farkli prognozlara sahip kritik COVID-19 hastalarinin serum ve
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idrar matrikslerinde olusabilecek metabolit degisiklikleri ve beraberinde bu
metabolitlerin iliskili olduklar1 metabolik yolaklar {izerindeki anlamli etkileri
incelenmeye calisilmistir. Calismamiz kapsaminda analiz edilen tiim Orneklerin
pandemi basinda hastaneye yatirilan COVID-19 hastalarindan toplanmis olmast,
astlamanin veya ¢esitli tedavi protokolleri sirasinda uygulanan ilaglara dayali interfere
edici faktorlerin analiz sonuglar tizerindeki etkisini en aza indirerek, analize dayali
verilerin dogrulugunun arttirilmasi da saglanmistir. Calismada ayrica, YBU'deki
hastalarda izlenen farkli prognostik siiregler ve serum ile idrar matrikslerindeki
metabolit dalgalanmalarinin zamansal olarak ayr1 ayri degerlendirilmesi durumlar1 goz
oniinde bulundurularak, SARS-CoV-2 viriisiiniin sebep oldugu kritik COVID-19
tablosunun patofizyolojisinde rol oynayan potansiyel metabolitler ve iliskili metabolik
yolaklar belirlenmeye calisilmistir. Dahasi, elde edilen veriler, YBU'deki hastalarda
metabolit diizeyindeki molekiiler degisikliklerin ¢esitli prognostik sonuglari
ongdrmede prospektif olarak kullanilabilecegine dair dncii olabilecek bilgiler ortaya

koymustur.

5.1 Kritik COVID-19’da Serum Analizleri: Anlamh Prognostik Metabolitler

Calismamizda serum Orneklerinin  analiz  sonuglarma dayali prognostik
degerlendirme sirasinda belirli metabolitlerin (kreatin, tirozin, formik asit ve
fenilalanin) seviyelerinde ©nemli degisiklikler gdzlemlenmis olup, YBU'deki
hastalardaki bu metabolit degisimlerinin belirli biyokimyasal yolaklarda da cesitli

diizensizliklere yol agabilecegi goriilmiistiir.

Kreatin ve tirozin metabolit seviyeleri PS ve Vefat gruplarinda ST grubuna kiyasla
daha yiiksek bulunmustur (Tablo 2). Ozellikle, tirozin seviyeleri en yiiksek Vefat
grubunda gozlemlenirken, kreatin seviyeleri en yliksek PS grubunda tespit edilmistir.
PS grubundaki kreatin seviyelerindeki bu belirgin artis, azot metabolizmasinin yaygin
ve uzun siireli diizensizligi veya bobrek disfonksiyonunun uzun vadeli etkisi ile
aciklanabilir (107). Ek olarak, fosfokreatinin kreatine doniisiimiiniin, agirlikli olarak
kas hiicrelerinde kreatin kinaz tarafindan gerceklestirildigi ve 6zellikle kritik COVID-

19 gibi siddetli enfeksiyon durumlarinda olusan agir hiicresel hasara yanit olarak
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arttig literatiirdeki bazi ¢alismalarda ortaya konulmustur (108). Ciddi enfeksiyon
tablolarinda hizli artis1 goriilebilen ‘fosfokreatinin kreatine doniisiim’ fenomeni,
calismamizin bulgulariyla da tutarli olup, COVID-19 gibi yogun inflamasyon, hiicre
hasar1 ve artan enerji ihtiyacinin gézlendigi durumlarda, serum kreatin seviyelerinde
de tespit edilebilir ve anlamli bir artisa yol agabilecegini gostermektedir (109). Ayrica,
PS grubundaki hastalarda serum kreatin seviyelerindeki daha belirgin artisin, bu
hastalardaki periferik kas uyarimindaki bozulmaya bagl olarak, yogun bakim tedavisi
sirasinda daha fazla kas atrofisine yol agmasindan kaynaklanabilecegi de
distintilebilir. Bir diger metabolomik c¢alismada ise beyin bioenerjetiklerinin
belirtegleri olan kreatin ve fosfokreatin seviyeleri degerlendirilmis (110) ancak, PS
gibi norolojik semptomlar sergileyen post-COVID-19 hastalarmin beyin korpus
kallozum dokusunda, bu analitlerin doku birikiminin hastalar ve saglikli kontrol
gruplar arasinda anlamli bir fark gostermedigi rapor edilmistir (110). Buna karsin
calismamizda, PS ve Vefat gruplarinda serum metabolit seviyelerinde kontrol grubuna
kiyasla anlamli artislar oldugu ve farkli prognostik gruplar arasi ikili karsilastirmalarda
serum kreatin seviyelerindeki degisimlerin baz1 6nemli metabolik yolaklarda (glisin,
serin ve treonin metabolizmasi, arjinin ve prolin metabolizmasi) (78) Onemli
degisikliklere yol acabilecegi tespit edilmistir. Ilgili degisikliklerin, COVID-19'un
neden oldugu daha ciddi ve belirgin sekilde bozulmus enerji metabolizmasiyla iliskili
oldugu, bunun da biiyiik bir inflamatuar yanit (sitokin firtinasi) (22), oksidatif stres
(mitokondriyal islevlerin bozulmasi) (111) ve organ disfonksiyonuna (6zellikle
karaciger ve bobreklerde) yol agtigr cesitli calismalarla ortaya cikarilmistir.
Literatiirde, COVID-19 hastalarinda CRP ve IL-6 gibi inflamatuar belirteglere benzer
sekilde serum/plazma kreatin metabolit diizeylerinde de anlamli bir artis oldugu
gosteren ve dzellikle ciddi COVID-19 hastalari ile hafif hastaligi olanlar veya saglikli
kontroller kiyaslandiginda kreatin diizeyleri arasinda Onemli farklar oldugu
gosterilmistir (22). Ancak c¢alismamiz literatiirde bulunan onceki ¢aligmalara ek
olarak, yogun bakimda bulunan hastalarda dalgalanan kreatin diizeylerinin farkli
prognostik sonuglar1 dngorebilecegini ortaya koymasi agisindan oldukca degerlidir.
Buna karsin, COVID-19 pozitif hastalar ile saglikli kontrolleri karsilastiran baska bir
aragtirmada gruplar arasinda plazma kreatin diizeylerinde anlamli bir fark

belirlenemedigini sdyleyen ¢alismalar da mevcuttur (91). Bu durum, kritik hasta
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gruplart arasinda metabolit degisikliklerinin degerlendirilmesinin ve hastalik
progresyonunu izlemek icin kullanilabilecek farkli metabolitlerin belirlenmesinin
onemini agik¢a vurgulamaktadir. Ayrica, ciddi COVID-19 hastalig1 sonrasi iyilesen
bireylerin siklikla norolojik sekellerle karsilastigt ve hastanede yatis sirasinda
potansiyel olarak ¢oklu organ yetmezligi yasadiklarinin da bildirildigi ¢alismalar
mevcuttur (112). Bu durumun, belirli amino asitlerin ve onlarin metabolitlerinin
plazma konsantrasyonlarinda dalgalanmalara yol agtigi (Azalan alanin, triptofan,
serin, glutamin ve histidin diizeyleri veya artan fenilalanin, tirozin ve kreatin
diizeyleri) ve c¢alismamizdaki bulgularla uyumlu oldugu izlenmistir (113). Ciinkii,
belirli amino asitlerin bagisiklik sistemi, hiicre yenilenmesi veya doku onarimi gibi
stiregler tizerinde Kkritik rolleri bulunmaktadir (114) ve dolayisiyla bu amino asitlerin
metabolizmasindaki anormallikler nérolojik defisitlere veya ¢oklu organ yetmezligine
neden olabilir (115). Bu baglamda g¢alismamiz, yogun bakimda bulunan kritik
COVID-19 hastalarinin prognostik ayrimi ve hastalik progresyonunun izlenmesi igin
kullanilabilecek kreatin, tirozin, formik asit ve fenilalanin gibi serum metabolit
diizeylerindeki anlamli degisiklikleri gostererek literatiire Onemli katkida

bulunmaktadir.

Prognostik gruplar arasinda anlamli farklilik gdsteren bir baska metabolit olan
tirozin; nérotransmitterlerin (dopamin, epinefrin, norepinefrin) , tiroid hormonlarinin,
melanin ve ¢esitli proteinlerin sentezi i¢in olduk¢a Onemli bir onciil olup, ¢esitli
calismalarda ciddi COVID-19 hastalarinda plazma diizeylerinde ve metabolizmasinda
anlamli bir degisiklik oldugu belirlenerek, hastalik progresyonuyla iligkili metabolik
dalgalanmalara sebep olabilecegi gosterilmistir (116). Calismamizin sonuglarini
destekleyen bu bulgulara ek olarak, baz1 metabolomik ¢alismalar, ciddi COVID-19
hastalarinda fenilalanin ve triptofan gibi diger aromatik amino asitlerle birlikte tirozin
diizeylerinde de belirgin artislar gozlemlemis ve bunun sistemik inflamasyonla iliskili
hepatik disfonksiyonu veya artmis protein katabolizmasini isaret ettigini belirtmistir
(109,117). Calismamizin bulgular1 6nceki aragtirmalarla benzer ve uyumlu olsa da,
literatiire yeni bir perspektiften katki da saglamistir. Ozellikle, calismamiz yalnizca
yogun bakimda (OSCI skoru = 5-8) tedavi goren ve farkli prognozlara sahip kritik

COVID-19 hastalarmi igermekte olup, bu tiir kritik hastalarin tedavisi sirasinda kreatin
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ve tirozin gibi metabolit diizeylerindeki dalgalanmalarin izlenmesinin dnemini direkt
olarak vurgulamaktadir. Bu tiir bir yaklasim, kritik enfeksiyonlar sirasinda meydana
gelen metabolik degisikliklerin  anlagilmasina, hastalik progresyonunun ve
sonuglarmin yakin takibinin yapilabilmesine ve terapdtik stratejilere rehberlik
edilmesine katki saglayabilir. Ayrica, ¢alismamiz as1 ile iliskili analitik etkilerin
potansiyel miidahalesini ortadan kaldirmak amaciyla pandeminin basinda (Nisan
2020) toplanan kritik hasta ornekleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu nokta,
calismay1 Oonceki arastirmalardan ayirarak, orneklerin ayn1 anda hem prognostik hem
de zaman bazli degerlendirmelerini saglamaktadir (78,80). Literatiirdeki bazi
calismalar akut COVID-19 dénemi ile iyilesme evresindeki hasta gruplarm
karsilastirirken, akut hastalik doneminde plazma tirozin ve Onciisii olan fenilalanin
diizeylerinin artmis oldugunu ancak, iyilesme ile birlikte bu diizeylerin de azaldigini
bildirmistir (80,109). Calismamizda da bu aromatik metabolitlerin serum diizeylerinin
kontrol grubuna (ST) kiyasla, Vefat ve PS gruplarinda arttigi gézlenmistir. Ancak, her
iki grupta tirozin diizeylerindeki benzer oransal artisa ragmen, fenilalanin
diizeylerindeki oransal artis Vefat grubunda belirgin sekilde daha fazladir (Tablo 2).
Bu farklilik, kritik COVID-19 hastalarin izleminde fenilalanin/tirozin oraninin da
potansiyel bir takip 6l¢iitii olabilme roliinii vurguluyor olabilir (117). Ayrica, KEGG
analiz bulgularimizda ise tirozin ve fenilalanin metabolitleri tarafindan 6nemli 6l¢iide
etkilenen "fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi* (78) ve "fenilalanin
metabolizmas1" (109) yolaklarinda da anlamli degisiklikler oldugu ortaya
konulmustur. Bu metabolik yolaklardaki degisimler, PS ve Vefat gruplarimi ST
grubundan etkin bir sekilde ayirmaya yardimei olabilecek 6nemli etki degerleri ortaya
koymaktadir (Tablo 4). Bu yolaklarin bagisiklik sistemi fonksiyonu (118),
norotransmitter tiretimi (119) ve hiicresel stres yanitlarinda (117) kritik rolleri goz
online alindiginda, bu degisikliklerin ¢alismamiz sonuglarmi giiglendirdigi
goriilmektedir. Daha spesifik olarak ise, sepsis veya viral enfeksiyonlar sirasinda artan
fenilalanin ve tirozin diizeyleri, bagisiklik sistemi aktivasyonu ve kritik COVID-19
hastalarinda goriilen kardiyovaskiiler hastalik riskiyle de ayrica iliskilendirilmistir
(120,121). Tirozin bazli norotransmitterlerin (dopamin, epinefrin ve norepinefrin)
sentezi dikkate alindiginda, tirozin ve metabolitlerinin konsantrasyonlarindaki

degisikliklerin norolojik fonksiyonu Onemli o6lgiide etkileyebilecegi Onceki
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calismalarla detaylica belirtilmistir (109,122). ilave olarak, fenilalanin ve tirozin gibi
aromatik amino asitlerin, siddetli enfeksiyonlar sirasinda bagisiklik sistemini uyaran
B hiicrelerini aktive ettigi de literatiirde bildirilmistir (121). Bu nedenle, ¢alismamizin
sonuglari, bu amino asitlerin siddetli enfeksiyonlar sirasinda serum veya plazma
konsantrasyonlarindaki artisin nedenini benzer sekilde agiklamaktadir ve literatiirii
destekleyici niteliktedir. Giincel ¢alismalarda ayrica, fenilalanin/tirozin oranindaki
artisgin hastalik siddetini ve progresyonunu gosterdigi de ortaya konulmustur
(117,122). Yine ¢alismamizda bu oran dogrudan karsilastirma parametresi olarak
analiz edilmemis olmasina karsin, kontrol grubuna kiyaslandiginda PS grubunda Vefat
grubuna gore daha biiylik bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Tiim bu ¢alisma ve
bulgulara karsin, literatiirde ¢alismamiz karsitt bulgulara sahip birkag ¢alisma da
bulunmaktadr. Tlgili bir ¢alismada, hastalik siddetinden bagimsiz olarak, COVID-19
grubunda plazma tirozin diizeylerinin saglikli kontrol grubuna kiyasla daha diisiik
oldugu bildirmistir (24). Ayrica, yine bir diger arastirmada COVID-19 sebepli yogun
bakim hastalarinda azalmis tirozin diizeyleri ve artmis fenilalanin/tirozin orani oldugu
bildirilmigtir (123). Tiim bu bulgular, yogun bakimda COVID-19 hastalar1 arasinda
aromatik amino asitlerin diizeylerindeki degisikliklerin ve fenilalanin/tirozin oraninin
ayirt edici faktorler olarak aragtirilmasini igeren daha kapsamli zamansal ve prognostik

calismalara duyulan ihtiyaci yeniden vurgulamaktadir.

Mevcut literatiirde, COVID-19 ile iligkili olarak insan serum ve plazma
orneklerindeki formik asit seviyelerini degerlendiren ¢alisma sayisi olduk¢a nadir
olmasina ragmen, idrar 6rneklerindeki formik asit seviyesi degisikliklerini bildirmis
bazi caligmalar bulunmaktadir (105,124). Bu c¢alismalarin birinde, COVID-19
hastalarinda idrar formik asit seviyelerinin yasa gore degisiklik gosterdigi belirtilmistir
(105). Diger bir calismada ise, COVID-19 hastalarinda idrar formik asit
seviyelerindeki artisin, bakteriyel floraya ait degisikliklerle iliskili oldugu belirtilmistir
(124). Bununla birlikte, bir baska metabolomik ¢alismada, HIV ile enfekte hastalarda
“glikoksilat ve dikarboksilat metabolizmasi” yolagindaki bozulmalara bagl olarak
bagirsak mukozasi biitiinliigiiniin bozulmasi, mikrobiyom ve flora degisiklikleri ile
kronik inflamasyon iligkili plazma formik asit seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir

(125). Genel olarak bu calismalar, COVID-19 ve HIV gibi viral enfeksiyonlarda
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formik asit seviyelerindeki degisimlere katkida bulunan potansiyel metabolik ve
mikrobiyal faktorleri ortaya koymus ve viral hastaliklar baglaminda metabolizma,
bagisiklik yanitlar1 ve mikrobiyal saglik arasindaki daha genis baglantilara isaret
etmistir. Bu g¢alismalar 1s18inda, ¢alismamizda izlenen PS ve Vefat gruplarindaki
serum formik asit seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla yiikseldigi ve “glikoksilat ve
dikarboksilat metabolizmas1” yolagindaki bozulmalarin literatiire yeni bir katki
sagladigr goriilmiistiir. Yaptigimiz ¢alismada, serum formik asit seviyelerinin PS
grubunda Vefat grubuna gore 2 kat daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Bu farklilik,
hipoksi seviyeleri, asit-baz homeostazindaki bozulmalar ve formik asit gibi toksik
organik asitlerin artan sentezi dahil olmak iizere hastalara 6zgl ¢esitli faktorlerle
iliskilendirilebilir. Son olarak, iki yonliit ANOVA analizinde formik asit seviyelerinde
prognostik gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit edilmis, ancak ASCA
(leverage/SPE oranlar) tarafindan bu farklilik dogrulanmamistir. Bu nedenle, yalnizca
mevcut bulgulara dayanarak, kritik COVID-19 hastalarmin prognostik gruplarini ayirt
etmek icin serum formik asit seviyelerindeki degisimlerin degerlendirilmesi tamamen
giivenilir olarak kabul edilemez. Bu bulgular, farkli hasta gruplar1 arasindaki
potansiyel metabolik farkliliklar1 vurgulayarak, daha kapsamli ¢aligmalarla

desteklenmesi gereken ileri arastirmalarin gerekliligini tekrardan ortaya koymustur.

Yaptgimiz ¢aligmada, COVID-19 nedeniyle yogun bakimda yatan kritik COVID-
19 hastalarinin serum konsantrasyonlarindaki gercek zamanli metabolit degisimlerine
dayali olarak yapilan ASCA analizlerinde, lizin, izoldsin ve gliserol metabolitleri
zaman faktorii temelli degerlendirmelerde iy1 modellenmis paternler sergilemistir.
Ancak, bu metabolitler, permiitasyon testi kullanilarak gerceklestirilen dogrulama
stirecinde elde edilen sonuglar (p = 0.735) nedeniyle anlamli metabolitler olarak
degerlendirilememistir. Bazi1 ¢alismalar, bu analitler ile COVID-19 hastaliginin siddeti
arasinda bir korelasyon oldugunu ortaya koymustur (21,126). Ozellikle, izolsinin
SARS-CoV-2 replikasyonunda 6nemli bir rol oynadig: bildirilmis (21) ve plazma
seviyelerindeki disiislerin kotii prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir (24). Bununla
birlikte, mevcut caligmamizda ise ASCA dogrulama siirecinde zaman faktoriiniin
istatistiksel anlaml bir etken olarak tanimlanmamasi nedeniyle, bu analitlerle ilgili

elde edilen sonuglar giivenilir bulunmamis ve kesin bir sekilde degerlendirilememistir.
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5.2 Kritik COVID-19’da Idrar Analizleri: Anlamli Prognostik Metabolitler

Calismamiz kapsaminda, idrar 6rneklerinin analiz sonuglarina dayali olarak yapilan
prognostik degerlendirmelerde serum orneklerinden farkli olarak, bazi metabolitlerin
(taurin, 3-hidroksivalerik asit, formik asit, arjinin, malik asit ve D-laktoz)
seviyelerinde anlamli degisiklikler tespit edilmistir. Bu bulgular, yogun bakim
initesindeki hastalarda bu metabolitlerin idrar diizeylerindeki degisiminin, gesitli
biyokimyasal yolaklarda belirgin diizensizliklere neden olabilecegini ortaya
koymustur. Ozellikle, bu metabolitlerin seviyelerindeki dalgalanmalar, COViD-19’un
siddetli formlarinda metabolik dengenin nasil bozulabilecegine ve bunun farkli
prognozlar tizerindeki etkilerine 151k tutmaktadir. Serum 6rneklerinde goriildiigii gibi
idrar 6rneklerinde de izlenebilen bu tiir farkli metabolit degisimlerinin, kritik hastalik
siirecinde olduk¢a fazla 6neme sahip biyokimyasal siire¢lerde rol oynadigi ve bu
stireglerin genelde enerji iiretimi, bagisiklik yanitt ve hiicresel strese bagli yogun
inflamasyon ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Elde edilen sonuglar, farkli
matrikslerde incelenebilen metabolit seviyelerindeki degisimlerin, 6zellikle
calismamiz kapsaminda degerlendirilen COVID-19 enfekte yogun bakim hastalarinda
hem prognostik farkliliklarin belirlenmesi hem de klinik yonetimin iyilestirilmesi i¢in

onemli bir arag olabilecegini gostermektedir.

Karsilagtirilan farkli prognostik gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli idrar
seviye farki bulunan metabolitlerden biri olan, taurin metabolitinin seviyesi ST
grubuna gore Vefat grubunda hafif bir artig gosterirken, PS grubunda ise belirgin bir
artis gézlenmistir (Tablo 2). Kiikiirt igeren ve siilfiir tiirevi bir amino asit olan taurin,
viicutta gesitli biyokimyasal ve fizyolojik siireglerde kritik rol oynar ve oOzellikle
YBU’de COVID-19 gibi viral enfeksiyon sebepli yatan hastalar igin idrar
seviyelerindeki degisimlerin belirlenebilmesi, bu hastalarin prognostik siire¢ takipleri
ve bu siireglerin yonetimi sirasinda 6nemli bir yere sahip olabilir. Taurin ayrica
viicutta, safra asidi konjugasyonu, osmoregiilasyon, membran stabilizasyonu ve
antioksidatif savunma gibi siireclerde de olduk¢a 6nemli bir role sahiptir, ilaveten
immin yanitin  diizenlenmesi, mitokondriyal fonksiyonlarin ve kalsiyum

homeostazinin diizenlenmesinde aktif role sahiptir (127). YBU'deki kritik COVID-19
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hastalarinda idrar taurin seviyelerindeki degisimlerin, sistemik inflamasyon, oksidatif
stres ve karaciger veya bobrek hasar1 gibi organ disfonksiyonlarindan kaynaklanan
metabolik bozukluklarla iligkili olabilecegi de bazi ¢alismalarda bildirilmistir (128).
Dahasi, taurin’in inflamasyonu modiille etme ve mitokondriyal fonksiyonlari
diizenlemedeki rolii, agir enfeksiyonlar ve kritik hastaliklardaki onemini daha da
vurgulamaktadir. Daha 6nce yapilan ¢aligsmalar, taurin eksikliginin oksidatif hasara
kars1 artan duyarlilik, azalmis bagisiklik direnci ve kritik hastalarda kotii sonuglarla
iliskili oldugunu go6stermistir (127,129). Calismamiz sonuglarina goére de ST
hastalarinda taurin’in idrar konsantrasyonlari, dolayisiyla idrar ile atiliminin diger
gruplara gore daha diisiik seviyelerde oldugu onceki calismalarla uyumlu sekilde
bulunmustur. PS grubundaki hastalarla Vefat grubu kiyaslandiginda ise, PS grubu
hastalarinin idrar taurine seviyelerindeki daha yiiksek konsantrasyonlarin ise uzun
siireli yogun bakim takip siirecindeki organ hasarlari, yaygin kas kayiplari veya
periferal sinir hasarlar1 kaynakli olabilecegi literatiirdeki onceki caligmalara dayali

olarak diistiniilmiistiir.

Literatiirdeki metabolomik ¢alismalar degerlendirildiginde ise, artan serum veya
plazma taurin seviyelerinin, sitokin firtinalarinin neden oldugu oksidatif strese karsi
artmig bir antioksidatif yaniti yansitabilecegi, azalan seviyelerin ise; organ
disfonksiyonuna bagli olarak taurin biyosentezinde bozulmalara isaret edebilecegi
bildirilmistir (130). Yine aymi calismalarda, COVID-19'un akut fazinda gozlemlenen
yiksek plazma taurin seviyelerinin, kontrol gruplarina kiyasla 3 aylk takip
sirecindeki  hastalarda da belirgin sekilde artmis olarak izlendiginden
bahsedilmektedir ve bu sekilde plazma veya serum taurin artisin1 hem akut COViD-
19 hem de PACS ile iliskilendirilmistir (105,130,131). Ilave olarak, ¢alismamiz
dahilinde KEGG analiz sonuglarinda, 6zellikle PS grubu ile kontrol grubu arasinda
idrar taurin seviye farkliliklar1 etkisi ile anlamhi farkli olarak belirlenmis ‘taurin ve
hipotaurin metabolizmas1’ yolagy, literatiirde yapilmis calismalarin birinde COVID-19
hasta grubu ile saglikli kontrol grubu plazma seviyeleri arasinda anlamli etkilenen
metabolik yolaklar arasinda siralanmistir (130) ve ¢alismamiz bu yoniiyle de giincel
literatiirii  destekleyici niteliktedir. Entegratif olarak LC-MS, GC-MS ve NMR

metodlarmin tiimii kullanilarak yapilan metabolomik galismalarda da, ciddi COVID-
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19 hastalarinda hafif semptomlar gosteren hastalara veya Kontrol gruplarina kiyasla
yiikselmis serum ve plazma taurin seviyelerinden bahsedilmistir (132). Bizim
calismamizda ise incelenen farkli prognostik gruplar arasinda serum taurin diizeyleri
arasinda gruplar1 ayirabilecek anlamli bir fark belirlenememisken, idrar analizlerinde
PS ve Vefat gruplarinda ST grubuna gore anlamli artislar belirlenmistir. Idrar
seviyelerindeki yiikselisler bobrek filtrasyonundaki — degisiklikler, bagirsak
mikrobiyotasindaki bozukluklar veya safra asidi metabolizmasindaki diizensizliklerle
iliskilendirilebilirken, diistisler ise glomeriiler filtrasyon veya tiibiiler geri emilimdeki
bozukluklara isaret edebilir (131). Bu durum diisiiniildiigiinde, hem Vefat hem de PS
grubu dahilindeki hastalarin, YBU tedavi siireglerindeki cesitli komorbidite
faktorlerinin de arastirilarak calismaya dahil edilmesi, ¢alisma sonuglarini daha
aciklayici hale getirebilir. Ancak, taurin metabolitinin kalp kasi, iskelet kaslar1 ve
beyin iizerindeki Onemli islevleri bilindiginden ve norolojik islevlerin
gerceklestirilmesindeki 6nemli rolii de diistiniildiigiinde; PS gibi nérolojik sekele sahip
ve uzun siireli hastane yatis1 olan hasta gruplarinda ¢oklu kas kayiplar1 ve periferal
noron tahribatlarindan dolay1, ¢alismamiz kapsaminda PS grubunda belirlenen idrar
taurin seviyelerindeki diger gruplara kiyasla daha yiiksek artislar Onceden de
bahsedildigi gibi olduk¢a anlamli olarak diistiniilebilir. Yine bu noktada ¢alismamiz
bulgularini destekleyici nitelikte, idrar veya serum taurin seviye artiglar1 ve COVID-
19 hastalik ciddiyeti arasinda pozitif korelasyonlar1 agiklayan literatiir caligmalar1 da
bulunmaktadir (105,124,131). Ayrica, idrar taurininin, oksidatif stres veya asit-baz
dengesizlikleri gibi akut metabolik degisimlerin daha dinamik bir gostergesi olarak
hizmet ettigi diisiiniiliirken, serum taurininin kronik hastalik siddetini veya doku
hasarin1 yansittig1 bildirilmektedir (128). Bundan dolayi, hem serum hem de idrar
taurin analizlerinin beraber gergeklestirilip yorumlanmasi, ilgili hasta gruplarinda
metabolik disfonksiyonlar1 ve hastalik prognostik farkliliklarini anlamada daha
biitiinsel bilgiler saglayarak, COVID-19 gibi kritik hastaliklarin anlasilmasinda degerli

bir rol oynayabilir.

Idrar 6rnekleri ile yapilan istatistiksel analizlerde prognostik gruplar aras anlamli
bulunan diger metabolitlerden olan, 3-hidroksivalerik asit ve formik aside gelindiginde

ise; bu metabolitlerin giincel literatirde COVID-19 ile iliskilendirildigi olduk¢a az
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calisma bulunmaktadir. Bu noktada yaptigimiz ¢alismada buldugumuz 6ncii veriler,
ileride bu analitleri kapsayacak sekilde yapilabilecek daha kapsamli ¢alismalara yol
gosterici niteliktedir. Ugucu bir organik asit olan formik asit sahip oldugu ozellikler
nedeniyle o6zellikle LC-MS/MS yontemi ile yapilan ¢ogu analizlerde kritik rol
oynamaktadir. LC-MS/MS yontemi ile yapilan ¢alismalarda mobil faz katki maddesi
olarak yaygin sekilde kullanilan formik asit, kromatografik ayrimin iyilestirilmesi,
iyonizasyon verimliliginin artirilmasi, pH dengesinin saglanmasi ve analitlerin
stabilize edilmesi gibi ¢esitli amaglarla tercih edilmektedir (133). Bizim ¢alismamizda
ise 1H-NMR yontemi ile daha hassas ve selektif bir metabolik profilleme
hedeflendiginden, burada idrarda izlenen formik asit seviyelerinin ve degisimlerinin,
LC-MS/MS yontemi genelinde olusabilecek interferans etkilerine benzer bir durum

oldugu diisiiniilmemelidir.

Metanolin birincil toksik metaboliti olan formik asit, vicutta metabolize
edildiginde oncelikle formaldehite ve ardindan formik asite doniiserek metabolik
asidoza veya optik sinire zarar vererek potansiyel korliige neden olabilir (134). Giincel
literatiirde 6zellikle COVID-19 déneminde artmis metanol toksikasyon vakalari,
viicutta formik asit birikimi ve beraberinde intraserebral kanama vakalarinin artigini
da bildiren g¢alismalar olmustur (135). Ayrica, yine formik asidin metaboliti olan
formaldehitin viicutta birikimi ve ilaveten idrarda formik asit konsantrasyon artisi ile
Alzheimer hastalik ciddiyeti arasindaki pozitif korelasyonu gosteren caligmalar da
literatiirde mevcuttur (136). Bu ¢alismalarda 6zellikle, erken Alzheimer hastaliginin
tanisinda idrar formik asit seviye degisimlerinin takibinin, hastalik tanisi agisindan
potansiyel ve yeni bir biyobelirteg olabilecegi vurgulanmaktadir (136). Calismamiz
verileri incelendiginde de PS ve Vefat gruplarinda, ST grubuna kiyasla anlmal1 artmis
idrar formik asit seviyeleri izlenmis ve kritik COVID-19 hastalig: iliskili YBU
siireclerindeki daha kotli prognostik sonuglarla iligkili olabilecegi diistiniilmiistiir.
COVID-19 hastalik siirecinde serum, plazma veya idrar formik asit seviye
degisimlerini inceleyen metabolik caligmalarinda ise, idrar formik asidinin yas ile
baglantili olarak degisebilecegi (105) veya bakteriyel flora ile baglantili olarak idrar
diizeylerinin degisecegi ve COVID-19 hastalarinda, saglikli kontrollere gére daha
yiiksek seviyelerde tespit edildiginden bahsedilmistir (124). Bizim ¢alismamizda da
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benzer olarak, daha kotii hastalik prognostik siireglerine sahip gruplarda idrar formik
asit diizeyleri yiiksek olarak tespit edilmistir. Yine literatiirde bizim ¢alismamiza
benzer sekilde, COVID-19 hastalik ciddiyeti ile plazma formik asit seviyeleri arasinda
pozitif korelasyon oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (109). Ayrica, yine
caligmamizda kontrol grubunun PS ve Vefat gruplarindan idrar formik asit seviyeleri
dayal1 ‘glyoksilat ve dikarboksilat metabolizmasi’ yolagi lizerinden ayrigmasi da bu
hasta gruplarinin intestinal mikrobiyotalarindaki degisimlerden kaynaklaniyor
olabilmektedir. Ciinkii, ilgili yolagin insanlarda intestinal mikrobiyata aktivitesi
kaynakli etki siirdiirdiigti  Onceki ¢aligmalarda belirtilmistir  (131). Giincel
calismamizda ayrica onceki calismalar: destekleyecek sekilde, YBU’de tedavi géren
farkli prognoza sahip kritik COVID-19 hastalarina ait idrar 6rnek analizlerinde, kotii
prognoz ile iligkili artmis idrar formik asit seviyeleri izlenmistir ve ¢alisma tiim bu

yonleriyle literatiire onemli katki saglayacak niteliktedir.

Idrar analizlerinde PS ve Vefat gruplarinda, ST grubuna gore artmis olarak izlenen
3-hidroksivalerik asit metaboliti ise, ti¢iincii karbonunda bir hidroksil grubu (-OH)
bulunan, diiz zincirli ve dallanmamuis 5 karbonlu bir yag asididir ve formik aside benzer
olarak insan mikrobiotasinda bulunan bazi mikroorganizmalarin fermantasyon
siireclerinde veya farkli yag asidi metabolizmalarinda ortaya cikabilen bir ara
metabolittir (137). Ancak, 3-hidroksivalerik asidin COVID-19 ile olan ilskisini
gosterir herhangi bir calisma heniiz literatiirde bulunmamaktadir. Buna karsin,
viicuttaki protein katabolizmasi veya viicudun niitrisyonel durumu ile iliskili
olabilecegi diisiiniildiigiinden, YBU’de tedavi gdren ve farkli prognoza sahip COVID-
19 hastalarinda 3-hidroksivalerik asit idrar seviyelerinin PS ve Vefat gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla artmis olarak belirlenmesi, beklenen bir sonug olarak
diisiniilebilmekte (11) ve literatiire yeni bir katki saglayacak potansiyele sahip olarak
goriilmektedir. Ayrica, yine 3-hidroksivalerik asit idrar diizeylerinin PS grubundaki
hastalarda Vefat grubuna gore daha fazla yiikselisinin sebebi ise, yine bu gruptaki
hastalarda olan uzun siireli YBU takip ve tedavisi iliskili ya da periferal néronal hasar

kaynakl1 yaygin kas hasar1 olarak degerlendirilebilir.
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Iki yonlii ANOVA analizlerinde prognostik gruplar arasi istatistiksel anlamli
bulundugu halde, ASCA analizlerinde belirlenemeyen, arjinin, D-laktoz ve malik asit
metabolitleri ile ilgili literatiirde yapilmis baz1 metabolik ¢alismalar mevcuttur. Bu
caligmalardan bazilar1 bu metabolitleri ¢esitli enfeksiyonlarla iliskilendirirken, bazilar
ise COVID-19 6zelinde serum, plazma veya idrar seviye degisimleriyle ilgili sonuglar
sunmustur. {lgili ¢alismalarin birinde COVID-19 hastalik baslangici ve progresyonu
ile iliskili serum metabolitleri arasinda tirozin ve arjinin’in oldugu ve bu metabolitlere
dayali karsilastirllan gruplar arast etkilenen metabolik yolaklarin, tirozin
metabolizmasi ve arjinin biyosentezi yolaklart oldugu sdylenmistir (138). Bahsedilen
calismada kullanilan 6rnek matriksi de degerlendirildiginde, 6zellikle serum tirozin
artislar1 ve hastalik progresyonu arasindaki pozitif korelasyon agisindan ¢alismamiz
sonuglartyla uyumludur. Ancak, ¢alismamiz sonuglarinda serum arjinin diizeyleri ile
ilgili prognostik gruplar arasi anlamh bir farki gosteren bulgu izlenmemistir. Buna
karsin, calismamizda degerlendirilen idrar Orneklerinden Vefat grubuna ait
sonuglardaki idrar arjinin diizeylerinin kontrol grubuna gore daha diisikk seviyeli
bulunmas: literatiiri destekleyici niteliktedir ve Vefat grubundaki hastalarin arjinin
iligkili T hiicre fonksiyonlarinda azalis, viicut katabolik siireglerinde artig ve
beraberinde immiin sistem yetersizligini destekler niteliktedir. ilaveten, PS grubu idrar
sonuglarinda izlenen kontrol grubuna gore artmis arjinin seviyeleri ise, bu hastalarin
daha uzun siireli bir YBU izlem siirecinde daha fazla artmis immiin yanitlarini ve
dolayistyla artmis idrar arjinin seviyeleri ile agiklanabilir. Yine baska bir caligmada da
hem viicut immiinitesi hem protein sentezi hem de niitrisyonel metabolik siireglerde
onemli gorevlere sahip bir amino asit olan arjinin’in serum seviyelerinin COVID-19
enfekte yetiskin ve ¢ocuklarda azalmis olarak bulundugu ileri stiriilmiistiir (113). Bu
noktada ¢aligmamiz idrar analizlerinde en diisiik arjinin konsantrasyonuna sahip grup
Vefat grubu olarak izlendiginden, ¢alismamiz sonuglari giincel literatiirii destekleyici
niteliktedir. Ayrica, yine bircok metabolomik ¢aligmasinda KEGG analizleri sonucu
etkilenmis metabolik yolaklar igerisinde bulunan, arjinin biyosentez ve, arjinin ve
prolin metabolizmast yolaklarinin bizim c¢aligmamiz idrar sonuglarina gore
karsilastirilan prognostik gruplar arasinda da anlamli farkli olarak bulunmasi da 6nceki
caligmalarla uyumludur (130). D-laktoz analiti ise genellikle glikoz ve galaktoz

monomerlerinden olusan bir disakkarit grubu karbonhidrattir. D-laktozun hiicresel ve
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metabolik diizeydeki 6nemi biiyiik 6l¢iide karbonhidrat metabolizmasindaki roliine ve
enerji Uretimine dayanir. Calismamizda 6zellikle Vefat grubunda daha yiiksek olmak
kaydiyla, hem Vefat hem de PS gruplarinin idrar sonuglarinda goriilen ST grubuna
gore artmis D-laktoz metaboliti sonuglarini tam olarak destekleyici literatiirde heniiz
bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ancak, enfeksiyonlar ve yiiksek inflamasyon sirasinda,
D-laktoz ve diger karbonhidratlarin bagirsak mikrobiyotasi lizerinde etkileri oldugu ve
D-laktozun fermantasyonu sonucu olusan kisa zincirli yag asitlerinin intestinal bariyer
fonksiyonlarin1 giiclendirebilecegi ve patojenlerin sistemik dolasima gegisini
engelleyebilecegini (139), yine beraberinde immiin yanitlar1 modiile ederek pro-
enflamatuar siireglerin regiilasyonunda (140) rol aldigin1 belirten c¢alismalar
mevcuttur. Bu noktalar diisiiniildiigiinde ise ¢alismamiz sonuglan ilgili metabolitle
ilgili gegmis arastirma sonuglariyla paralel goziikmektedir ve ST grubunda izlenmis
olan diisiik idrar D-laktoz atilimu ile ilgili analitin viicuttaki koruyucu fonksiyonlarinin
siirdiiriilebilmesini, agiklayabilir niteliktedir. COVID-19 ile bu analitin daha 6nceden
ilskilendirildigi herhangi bir calisma ise heniiz bulunmamaktadir, bu yoniiyle
calismamiz COVID-19 nedeniyle YBU’de izlemi yapilan kritik hasta gruplarinda
farkli prognostik 6zelliklere gore idrar D-laktoz seviyelerinde farkliliklar olabilecegini
gostermesi ve Ozellikle bu yiikselmenin ST ve PS gruplarina kiyasla en ¢ok Vefat
grubunda izlenmesi agisindan 6n bilgi verici niteliktedir. Malik asit metabolite igin ise,
idrar Ornekleri i¢in yapilan iki yonlii ANOVA analizinde hem prognostik hem de
etkilesim faktorleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bulunan tek metabolit
olmasina ragmen, sonrasinda prognoz faktoriine dayali yapilan lineer kovaryat analiz
sonuclarinda ‘p > 0.05’ olarak izlendiginden ve Onceki analiz sonuglar ile tutarl
olmadigindan dolay1, caligmamiz kapsaminda giivenilir bir metabolit olarak
degerlendirilmemistir. Ancak Onceki c¢aligmalara bakildiginda, serum malik asit
seviyelerindeki degisimlerin COVID-19 hastalik ciddiyeti ile ilskili olabileceginin
belirtilmis (141) oldugu ve ayrica, plazma malik asit seviyelerinde, karaciger hasari ve
damar endotel fonksiyon bozukluklarina bagli olarak ciddi ve kritik COVID-19
hastalarinda saglikli kontrollere gore yiiksek oranda azalma olabilecegi ile ilgili
bilgiler bulunmaktadir (90). Calismamizda ise, bahsedilen ¢alismalardan farkli olarak
hem idrar matriksi degerlendirilmis hem de yliksek hassasiyet ve se¢icilige sahip 1H-

NMR metodu kullanilmistir. Bulgularimizda ise 6zellikle Vefat grubunda daha yiiksek
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olacak sekilde, hem Vefat hem de PS gruplarindaki hastalarin idrar analizlerinde ST
grubuna kiyasla artmis idrar malik asit seviyeleri saptanmistir. Ancak, ¢alismamizda
malik asitle ilgili yapilan istatistiksel analizlerde belli uyumsuzluklar oldugundan
anlamli ve giivenilir sonuclara sahip olmadig1 kabul edilerek, ileride yapilacak daha
genis captaki metabolik analizlerde ilgili analitle ilgili seviye degisimlerinin daha

dogru sonuglarla aydinlatilabilecegi diisiiniilmektedir.

Yaptgimiz ¢alismada, COVID-19 nedeniyle yogun bakimda yatan kritik hastalarn
idrar konsantrasyonlarindaki gergek zamanli metabolit degisimlerine dayali olarak
yapilan ASCA analizlerinde ise, oxaloasetik asit, 3-hidroksi-3-metilglutarik asit ve
etilmalonik asit metabolitleri zaman faktorii temelli degerlendirmelerde iyi
modellenmis paternler sergilemistir. Ancak, bu metabolitler, permiitasyon testi
kullanilarak gerceklestirilen dogrulama siirecinde elde edilen sonuglar (p = 0.11)

nedeniyle anlamli metabolitler olarak degerlendirilememistir.
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6 SINIRLILIKLAR

Bu calismanin birkag¢ énemli sinirliligi bulunmaktadar. Ilk olarak, calisma COVID-
19 pandemisinin erken dénemlerinde YBU’de takip ve tedavide olan hastalardan
belirli araliklarla (ger¢ek zamanli) alinan 6rnekler (hem serum hem de idrar 6rnekleri
es zamanli olarak) iizerinde gergeklestirildigi i¢in, 6rneklem biiytikligt kiigtktiir.
Ancak, ¢alismada ilgili hastalardaki prognostik farkliliklar ile birlikte cinsiyet ve yas
benzerlikleri dikkate alinarak ornekler toplanmis olup, bu durum &rnekleri degerli
kilmakla birlikte, bulgularimizin daha genis bir popiilasyona genellenebilirligi
konusunda soru isaretleri bulunmaktadir. Calismanin bir diger 6nemli sinirliligi,
kontrol grubunun saglikli bireylerden degil, COVID-19 enfeksiyonu sonrast YBU’ye
yatirilan ve iyilestikten sonra taburcu edilen hastalardan (ST grubu) olusmasidir. Bu
durum, uygun Orneklerin ilgili zamandaki toplanmasina iligkin kisitlamalardan
kaynaklanmustir. Ayrica, yas, cinsiyet ve hastanede (YBU) kalis siiresi ¢alismaya dahil
edilmis olsa da, kiiciik orneklem biiyiikliigli, bu faktorlerin zamana bagli veya
prognostik serum/idrar metabolit degisiklikleriyle potansiyel iliskilerinin daha detayli
incelenmesini siirlamistir. Bu nedenle, gelecekteki ¢alismalar daha biiyiik 6rneklem
biiytlikliikleriyle gergeklestirilmeli ve hasta komorbiditeleri, ©6zel tedaviler ve
kullanilan belirli ilaglar gibi kapsamli klinik karakterizasyonlar da dahil edilmelidir.
Bu noktalar, COVID-19 sonuglarini degerlendirmede kullanilacak farkli metabolomik

verilerin saglamligini, giivenilirligini ve 6ngdrii gliciinii arttiracaktir.
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7 SONUC

COVID-19, YBU'deki hastalarin serum ve idrar orneklerinde farkli metabolik
degisiklikler yaratabilir ve bu degisimlerin ayr1 ayri saptanabilmesi, ilgili kritik hasta
gruplarinda prognostik farkliliklara dayali bireysel siniflama ve hasta yonetimini
miimkiin kilabilir. PS ve Vefat gruplarinda, serum analizlerinde sirasiyla kreatin ve
tirozin diizeylerinin, idrar analizlerinde ise taurin, 3-hidroksivalerik asit ve formik asit
diizeylerinin artis1, ST grubu ile karsilastirildiginda bu metabolitlerin potansiyel
prognostik biyobelirtegler olarak degerlendirilebilecegini gostermis ve YBU’deki
kritik COVID-19 hastalarinin hastalik seyrine dair degerli bilgiler sunmustur.
Calismamiz ayrica, as1 etkisinden bagimsiz olarak elde edilen 6rneklerin analizleri ile
gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda yapilan analizlerde her ne kadar gergek
zamanli ve anlamli olarak tanimlanabilecek metabolit degisimleri goriilmemis olsa da,
daha biiyiik bir 6rneklem biiyiikliigliyle hastalik ilerleyisine dair zamansal belirteclerin
tanimlanabilmesi de miimkiin olabilir. Ayrica, farkli prognostik gruplar arasinda ilgili
metabolitler lizerinden en ¢ok etkilenen yolaklar (p < 0.05), serum analizlerinde
‘fenilalanin, tirozin ve triptofan biyosentezi' yolagi; idrar analizlerinde ise ‘taurin ve
hipotaurin metabolizmasi' yolagi olarak belirlenmistir. Bunun yani sira, bu ¢alisma
serum analizleri i¢in, kreatin veya tirozin diizeylerindeki degisikliklerden etkilenen
‘glisin, serin ve treonin metabolizmast’, ‘fenilalanin metabolizmas1’, ‘arjinin ve prolin
metabolizmas1’ ve ‘tirozin metabolizmas1’ gibi; idrar analizleri i¢in ise, taurin veya
formik asit diizeylerinden etkilenen ‘taurin ve hipotaurin metabolizmas1’ ve ‘glyoksilat
ve dikarboksilat metabolizmas1® gibi diger metabolik yolaklarin da farkli prognostik
gruplar arasinda dikkate deger sekilde degistigini gostermistir. Bu bulgularin daha
genis Olcekli calismalarla dogrulanmasi, kisisellestirilmis Kkritik hasta takip ve
tedavilerini gelistirmek ve ozellikle kritik COVID-19 nedeniyle YBU’de takibi

yapilacak hasta sonuglarini iyilestirmek acisindan oldukca 6nemlidir.
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