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Giris

 COVID-19, Coronavirts (CoV) ailesinden
* DOrt yapisal protein: S, E, M ve N

* N proteini viral RNA ile etkilesimde, S, E ve
Mproteinleri lipid zarfina tutturulmustur

M proteini, zarf icinde en bol olanidir
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Giris
* COVID-19 klinigi cok cesitlidir
— asemptomatik, hafif, siddetli, kritik
e Kazanilmis immun yanit onemlidir
— Patojenin temizlenmesi

— Notralize edici antikorlarin Gretimi

— Patojen reaktif T hucrelerinin
gelisimi/ekspansiyonu

— Reenfeksiyonu 6nlemek icin immunolojik bellek
olusumu

.

\ 5.06.2021 4



GIris

= SARS-CoV-2 ile enfekte hastalarda kazanilmis immin
yanitin 6zelliklerini karakterize etmek

= Virusun hangi bilesenlerinin gicli ve koruyucu
immun yanit ortaya cikardigini anlamak
= Etkili asI tasarlamak

Sunulan calismada:

Semptomatik ve asemptomatik COVID-19
hastalarinda SARS-CoV-2'ye 6zgul hiicresel ve
humoral immun yanit arastirilmistir

\
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Materyal ve Metot

Hasta se¢imi

= 22 SARS-CoV-2 ile enfekte hasta (NFS orneklerinden PCR ile
dogrulanmis)

= Semptomatik 14 hasta: WHO siniflandirmasina gore , orta
ile siddetli

= Asemptomatik 8 hasta: tarama sirasinda pozitif bulunan
saglk calisanlari

= Saglikli kontrol-15 (Hasta grubuna yas dagilimi acisindan
benzer, SARS-CoV-2 PCR, IgG ve IgM negatif)

J 5.06.2021 6




Materyal ve Metod

SARS-CoV-2-reaktif T hucrelerinin degerlendirilmesi

= PBMNC (Periferic blood mononuclear cell) dansite
gradiyent yontemi

= PBMNC kulttr
v'Sadece medium (arka plan, negatif kontrol)
v'N, M, S SARS-CoV-2 peptit havuzu

{ = Peptit havuzlari N ve M proteinlerin tim dizisi, S
proteinin-belli bir aa dizisi

r,
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Materyal ve Metod

SARS-CoV-2 reaktif T hiicrelerinin degerlendirilmesi

= Kimaulatif SARS-CoV-2 yanitinin degerlendirilmesi-
ayni kuyucukta Uc peptit havuzu karisimi

" Florokrom-konjuge antikorlar ile boyama
= Flow sitometri incelemesi

= Stafilokokal enterotoksin B (SEB)-Pozitif kontrol
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Materyal ve Metot

ELISA ile SARS-CoV-2'ye 6zgl

* |gG'nin degerlendirilmesi
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Sonuclar-1

* Antijene 6zgul T hucreleri
— CD154 (CD40 L)
— IL-2
— IFN-y ve TNF-a'nin eszamanli ekspresyonu ile
tanimlandi
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Sonuclar-2
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COVID-19 hastalarindan ve saglikli kontrol grubundan elde edilen CD4* T hiicrelerinin
SEB'ye karsi olusturdugu immun yanit arasinda fark yok

e (CD154* hiicrelerinin orani

e |L-2, IFNy ve TNF-a Uretme yetenegi
Buna gore COVID-19 hastalarinda ve kontrollerde SEB gibi bir stiperantijenik uyarana
karsilastirilabilir bir yanit verilebildigi gozlendi




Sonuclar-3
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* COVID-19 hastalari SARS-CoV-2 peptit havuzuna karsi net bir
CD4* T hucresi reaksiyonu gosterirken, kontrol grubunun
hicbirinde bu yanit yok



Sonuclar-4
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e SARS CoV-2 reaktif CD8* T hiicrelerinin (IFN-y Uretimi ile
karakterize edilmis) orani, CD4* T hucrelerine kiyasla
daha dusuk
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% of CD154+CD4+ T cells

SARS-CoV-2 IgM

SARS-CoV-2 reactive

Sonuclar-5

SARS-CoV-2 IgA

SARS-CoV-2 IgG
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COVID-19 hastalarinda saglikh kontrollere kiyasla daha yiksek seviyelerde
SARS-CoV-2'ye 6zgii IgM, IgA ve IgG antikorlari

SARS-CoV-2'ye 6zgtil IgM, IgA ve IgG antikorlarinin serum seviyeleri ile SARS-
CoV-2'ye 6zgll CD4* T hiicrelerinin oranlari arasinda son derece 6nemli bir

korelasyon bulundu



* Tek peptit havuzu ile yapilan uyarimlarda M-proteini

Sonuclar-6

digerlerine gore daha yuksek CD4* T lenfosit yaniti olusturdu
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Sonuclar-7
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= M, N veya S protein peptit havuzlari ile stimilasyon sonrasinda CD4*T
lenfositlerinin yogunlugunda dogrudan korelasyon

= (SARS-CoV-2’nin farkh viral antijenlerine karsi yeterli hiicresel yanit
gostergesi)

N, M veya S proteinleri ile , tek tek yapilan stimilasyonda CD8* T
hiicreleri acisindan hasta ve kontrol gruplari arasinda fark
gozlenmemistir
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Sonuclar-8
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IFN-y + + + - + - - -

*Nvs M

*Nvs S
+Mvs S

M protein peptit havuzuna 6zgl CD4* T hucrelerinin

= |FNy+ 112+ TNFa- [ } alt grup oranlan
= |FNy+ IL2- TNFa-|j

N ve S protein peptit havuzuna kiyasla yuksek
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Sonuclar-9
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= N reaktif CD4* T hiicrelerinde, M ya da S reaktif CD4* T
hicrelerine kiyasla IFN-y, IL-2 ve TNF-a  Gretemeyen hicrelerin
orani yuksek

= Uclii negatif hiicre alt kimesinin orani, S reaktif CD4* T
hicrelerinde M reaktif olanlara gére daha yuksek

(M >S > N hiyerarsi)
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e CD4*T hicrelerinin in vivo
stimilasyon seviyelerini
degerlendirmek icin, PD1 ve
TIGIT ekspresyonunun yani sira
CD154%ile IFN-y Uuretme kabiliyeti
analiz edildi.

 Kontrol olarak hiicreler SEB ile
uyarildi.
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Sonuclar-12
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. * SARS-CoV-2’ye 6zgi CD4* T hiicrelerinde;

% PD1+TIGIT- B hicre alt grubunun diger gruplara
kiyasla en fazla oranda IFN-y Uretebildigi goruldu
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Sonuclar-13
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* Antijen uyarimi sonrasinda yapilan incelemede
semptomatik hastalarda, asemptomatik olanlara
kiyasla SARS-CoV-2'ye 6zgli CD154*, IFN-y ve IL-2,
CD4* T hucrelerinde artis

* TNF-a ise yakin oranda

Daha ylksek IFN-y Greten SARS-CoV-2 reaktif CD8* T hiicre orani
(istatistiksel anlamli degil)
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Sonuclar-14
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 Asemptomatik hastalarda, M protein reaktif sitokin
uretemeyen CD154 * hiicrelerinin orani artmis  (cok
islevli T hiicrelerinin disuk yogunlukta olmasina isaret)
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Sonuclar-14
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 Semptomatik hastalarda SARS-CoV-2'ye 6zgli IgA, 1gG ve IgM
antikorlari daha yuksek

* Hem semptomatik hem de asemptomatik hastalarda,
antikor titreleri kontrol grubundan daha yutksek

5.06.2021 24




Sonuclar-15

* Asemptomatik hastalarda PD1- TIGIT- B huicre
orani semptomatik hastalara gore artmis

Symptomatic Asymptomatic

B CD4+ PD1+ TIGIT-
B CD4+ PD1+ TIGIT+

CD4+ PD1- TIGIT+
B CD4+ PD1- TIGIT-

Bu molekillerin ekspresyonunun azalmasi; antijene 6zgu T hicre
islevselliginde azalma ve in-vivo daha az oranda restimulasyonu
dusundarar
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Tartisma

* Humoral ve hlicresel immun yanit,
— virusin temizlenmesi
— reenfeksiyondan korunmak
— uzun sureli immunolojik bellek

Asil amac,

* Notralize edici antikor salgilayan plazma hicrelerinin
Uretimini ve patojen reaktif uzun 6mdurli hafiza
CD4* ve CD8* T hucrelerinin gelisimini uyarabilen bir
asl gelistirmektir

a
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Tartisma

Capraz reaksiyonun degerlendirilmesi

* Bu calismada saglikli grupta Uc viral proteinden herhangi birinde
SARS-CoV-2'ye 6zgl T hiicre yaniti gozlenmedi

* Peptit havuzunda yapisal olmayan proteinlerin yoklugu ve S
peptit havuzunun tim S proteinini kapsamamasi???

* Diger calismalarda saglikli/karsilasmamis bireylerin verdigi yanit,
diger CoV'lerin neden oldugu enfeksiyonlarla aciklanabilir

e Buyanit COVID-19’a karsi koruyucu mu?
' Ek veriler gerekli

\
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Tartisma

T hicre yaniti ile hastalik korelasyonu
* Su anda yayinlanan verilerin cogu yatan hasta verileri

* Calismada asemptomatik hastalarin daha disuk
oranda hucresel ve humoral immun yaniti gbsterdigi
bulunmustur

 SARS-CoV-2-reaktif T hiicre yaniti hastalik siddeti ile
korele saptanmistir
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Tartisma

 Asemptomatik bireylerde, semptomatik hastalardan
daha dustk antijene 6zglu T-hicresi
polifonksiyonelligi

* Bagisiklik kontrol noktasi molekdillerinin daha dusuk
ekspresyonu (in vivo olarak azaltilmis restimilasyon)

 Semptomatik hastalarda SARS-CoV-2'ye karsi immiun
yvanit virisu ortadan kaldirmada hizli bir sekilde etkili
olmaz ve immun sistem hucreleri tekrar tekrar aktive
olur?

* Hiperaktif/tikenmis/farklilasmis CD4* ve CD8* T
1 hicrelerinin birikimi
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Tartisma

* Yasli bireylerden olusan semptomatik hasta grubuna
bakildiginda SARS-CoV-2'ye karsi guiclt bir hicresel
yanit olustugu géraldu

e Kazanilmis immun yanit yastan bagimsiz?

Bu calismada semptomatik hastalarda
asemptomatik hastalara kiyasla viruse 6zgu antikor
titrelerinin ve T-hlcre yanitinin artmis olmasi,
kazanilmis immun yanitin bozulmadigini gosterir
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Tartisma

Hedef antijen hangisi olabilir?

e COVID-19 hastalarinda koruyucu ve kalici immiun
vanit ortaya cikaran virus antijenini belirlemek ve
bu antijene 6zgu hucresel, humoral kazanilmis
immun yaniti tanimlayabilmek cok dnemli

 SARS-CoV-2'ye 6zgu T hicre yanitinin biyuk oranda
S proteinine yonelik-asi calismalari
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Tartisma

M proteini yeni asi hedefi olabilir mi?
* BucalismadaM>S>N
* Asi gelistirme icin farkl stratejiler???

M proteini CoV ile enfekte htcrelerin plazma
membraninda, bu da M'ye 6zgl antikorlarin
opsonizasyon roli???

e Karisik peptit havuzlari ile es zamanli uyarim, tek tek
uyarimlara kiyasla daha yuksek CD4+ve CD8* T hiicre
yaniti ortaya cikardi

~* Farkli viral bilesenleri ayni anda hedef almak énemli

|
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Makalenin mesajlari

e SARS-CoV-2 reaktif CD4* T hucreleri ve viruse 0zgl
antikorlar tim hastalarda belirlendi
(kontrol gubunda Q)

* T hucre yaniti esas olarak M proteinine yonelik

e Virus reaktif hticreler PD1 ve TIGIT'i birlikte eksprese
ediyor

* Hucresel ve humoral immun yanit semptomatik
hastalarda asemptomatik hastalara gore daha gucli

e Kontrolstz kazanilmis immun yanit hayati tehdit eden
enflamatuar fazin gelisimine katkida bulunabilir

.
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