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OZET

COVID-19 PATOGENEZININ MOLEKULER DUZEYDE TANIMLANMASI VE
TAHMINI iCiN SPEKTROKIMYASAL VE ACIKLANABILIR YAPAY ZEKA
YAKLASIMLARININ BiRLIKTE DEGERLENDIRILMESI

Bu tez ¢aligmasi, ATR-FTIR spektroskopisi ile spektrokimyasal ve agiklanabilir yapay zeka
(AYZ) yaklasimlarinin birlestirilmesiyle COVID-19 hastalarindaki molekiiler degisiklikleri ve
hastalik ilerlemesini incelemektedir. Entiibe hastalardan (EC), hastane hizmetleri alan
hastalardan (SC) ve 1iyilesen hastalardan (PC) alinan kan serumu ornekleri, olasi
spektrokimyasal serum biyobelirteclerini belirlemek amaciyla analiz edilmistir. Lipid, protein,
niikleik asit konsantrasyonlar1 ve IgG glikozilasyonu gibi spektrokimyasal parametreler
kantifize edilerek hastalik siddetini yansitan énemli degisiklikler ortaya konmustur. Ozellikle,
EC hastalarinda SC ve PC gruplarma kiyasla artmis lipid igerigi, de8ismis protein
konsantrasyonlar1 ve artirilmis protein fosforilasyonu goézlemlenmistir. Serum AGR
(Albiimin/Globulin Orani) indeksi hasta gruplari arasinda belirgin farklilik géstermekte olup
COVID-19 siddeti i¢in hizli bir biyokimyasal belirte¢ olma potansiyeli tasimaktadir. Buna ek
olarak, IgG glikozilasyonu ve glukoz konsantrasyonlarindaki degisikliklerin hastalik siddeti ile
iliskili oldugu tespit edilmistir. Ayrica agir hasta gruplarinin (EC ve SC) serum IgG, IgM ve
IgA antikor seviyelerinde PC gruba gore artis gozlemlenmistir. Spektral analiz, EC hastalarinda
gbzlemlenen belirgin degisikliklerle niikleik asit konsantrasyonlarini gosteren spesifik bantlari
vurgulamaktadir. AYZ teknikleri, COVID-19"un etkisinin heterojenligini vurgulamakta ve hasta
kategorileri arasinda hastalik siddetini tahmin etmede ¢esitli spektral 6zelliklerin 6nemini daha
belirgin hale getirmektedir. Genel olarak, bu kapsamli yaklasgm COVID-19 patogenezinin
altinda yatan molekiiler mekanizmalara dair 6nemli i¢goriiler sunmakta ve karar alma
stireclerine ve hasta yonetimine yardimci olmak amaciyla seffaf ve yorumlanabilir bir tahmin

algoritmas1 onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: COVID-19, FTIR, Biyomarker, Ag¢iklanabilir Yapay Zeka, Shapley

Aciklamalar1, immiinoglobulinler
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ABSTRACT

CO-EVALUATION OF SPECTROCHEMICAL AND EXPLAINABLE ARTIFICIAL
INTELLIGENCE APPROACHES FOR MOLECULAR-LEVEL IDENTIFICATION
AND PREDICTION OF COVID-19 PATHOGENESIS

This thesis study explores the molecular alterations and disease progression in COVID-19
patients using ATR-FTIR spectroscopy combined with spectrochemical and explainable
artificial intelligence (XAI) approaches. Blood serum samples from intubated patients (IC),
those receiving hospital services (SC), and recovered patients (PC) were analyzed to identify
potential spectrochemical serum biomarkers. Spectrochemical parameters such as lipid, protein,
nucleic acid concentrations, and IgG glycosylation were quantified, revealing significant
alterations indicative of disease severity. Notably, increased lipid content, altered protein
concentrations, and enhanced protein phosphorylation were observed in IC patients compared
to SC and PC groups. The serum AGR (Albumin/Globulin Ratio) index demonstrated a distinct
shift among patient groups, suggesting its potential as a rapid biochemical marker for COVID-
19 severity. Additionally, alterations in IgG glycosylation and glucose concentrations were
associated with disease severity. Additionally, an increase in serum IgG, IgM, and IgA antibody
levels was observed in the severely ill patient groups (EC and SC) compared to the PC group.
Spectral analysis highlighted specific bands indicative of nucleic acid concentrations, with
notable changes observed in IC patients. XAl techniques further elucidated the importance of
various spectral features in predicting disease severity across patient categories, emphasizing
the heterogeneity of COVID-19's impact. Overall, this comprehensive approach provides
insights into the molecular mechanisms underlying COVID-19 pathogenesis and offers a
transparent and interpretable prediction algorithm to aid decision-making and patient

management.

Keywords: COVID-19, FTIR, Biomarker, Explainable Artificial Intelligence, Shapley

Explanations, Immunoglobulins
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1. GIRIS

2019 yilinin sonunda insanlik, Siddetli Akut Solunum Sendromu Koronaviriis 2 (SARS-
CoV-2) viriisiiniin neden oldugu koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) ile kars1 karsiya kaldi.
SARS-CoV-2'nin izl ve diinya ¢apindaki yayilimim takiben, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 11
Mart 2020'de COVID-19'u kiiresel bir pandemi olarak ilan etti (World Health Organization,
2020). Koronaviriisler solunum, gastrointestinal, hepatik ve norolojik hastaliklara neden olan,
insanlarda, diger memelilerde ve kuslarda yaygin olarak bulunan zarf yapili, segmentlenmemis,
pozitif anlamli RNA viriisleridir. Tiim yedi koronaviriis susunun insan hastaligina neden oldugu
bilinmekte olup, bagisik olmayan bireylerde genellikle soguk alginligi semptomlarina yol
acmaktadir. Ayn1 zamanda, SARS-CoV-2 siddetli zatiirre ve soguk algmligi belirtileri gibi
bir¢ok klinik bulgu gostermektedir (Durdagi vd., 2022). Bu hastaligin patogenezi, viriisiin insan
hiicrelerine baglanmasiyla baslayan karmagik bir siirectir. Spektrokimyasal yontemler, hastalik
patogenezinin molekiiler diizeyde ongoriilmesinde 6nemli araclar olarak kullanilmaktadir.
Spektroskopi, son zamanlarda biyomedikal uygulamalarda bir ara¢ haline gelmis ve klinik
degerlendirmelerde 6nemli ilerlemeler kaydetmistir. Fourier dontisimlii kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi gibi teknikler basitligi, tekrarlanabilirligi ve yikici olmayan dogasi nedeniyle
cesitli biyolojik dokular {izerinde kullanilmistir. Bu yontemler yalnizca minimum Ornek
hazirligt ve mikrogramdan nanograma kadar az miktarda materyal gerektirir. Fonksiyonel
gruplarin, baglanma tiirlerinin ve molekiiler konformasyonlarin incelenmesine olanak taniyarak
molekiiler diizeyde bilgi saglarlar. Titresim spektrumlarindaki spektral bantlar molekiil spesifik
olup, biyokimyasal bilesim, molekiiler yapi, konformasyon ve ¢evre hakkinda kesin detaylar
sunar (Movasaghi vd., 2008; Talari vd., 2017). Bu nedenle, bu optik teknikler, COVID-19’un
patogenezine molekiiler diizeyde i¢cgorii kazanmak igin potansiyel olarak yararlidir (Calvo-
Gomez vd., 2022).

Antikorlar, viral enfeksiyonlara kars1 bagisiklik tepkilerine aracilik edebildikleri i¢in
patojenlere karsi humoral bagisiklikta merkezi bir rol oynamaktadir. Humoral yanitin
mikrobiyal enfeksiyon sirasinda biliylik Olclide konak¢i immiin reaksiyonunda yer aldigi
diisiiniilmektedir. Serumdaki ¢oklu izotip antikorlar arasinda farkli immiinoglobiilin (Ig) tipleri
olarak IgA, IgD, IgG, IgM ve IgE bulunur, bunlardan IgG en fazla bulunurken IgD ve IgE son
derece azdir. Bu nedenle antikor yanitlarinin degerlendirilmesinde IgA, IgG ve IgM titrelerine
odaklanilmistir (Luo vd., 2021). Bu siirecteki IgA, IgG ve IgM odaklanildiginda en 6nemli
antikorlardan biri, kan dolagiminda en bol bulunan antikor sinifi olan IgG’dir. Bu antikor, 7 ila

18 mg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarla insan kaninda bulunan en bol antikorlardir.



Olgun plazma hiicreleri tarafindan iretilirler, insanlarda ve hayvanlarda iltihaplanma ve
bagisiklik reaksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynarlar (Bartsch vd., 2020; Hess
vd., 2013; Karsten vd., 2012). IgG molekiilii antijen baglayici fragman (Fab) bolgesi ve fragman
kristalize edilebilir (Fc) bolge olmak iizere iki bdlgeden olusurlar. Fab bolgesi, ¢esitli
patojenlerin antijenlerini tanimaktan sorumluyken, Fc bolgesi, patojenlerin varligina karsi
bagisiklik sisteminin tepkisini belirleyen etkili bir isleve sahiptir. Fc bolgesi, efektor bagisiklik
hiicrelerinde FcyR'ler ile etkilesim yoluyla hiicresel tepkiyi modiile etmekten sorumludur. Tiim
IgG Fc alanlari, Asn297'de kompleks N-glikanlar tasiyan tek ve yiiksek oranda korunmus bir
glikosilasyon bolgesi icerir (Vicente vd., 2022). Hoepel ve ark. antikorlarin serokonversiyon
sirasinda hastalik siddetinin artmasinda rol oynadiginmi bildirmistir. Asir1 inflamatuar yanitin,
siddetli COVID-19 hastalarina 6zgii iki antikor 6zelligine bagli oldugunu bulmuslardir (Hoepel
vd., 2021).

Ote yandan, Luo ve ark. IgA, IgG ve IgM'nin SARS-CoV-2 viral yiikii ile iliskili
olmadigin1 gostermistir, bu durum antikor yaniti ile nazofaringeal siiriintiilerde saptanan viral
antijen arasinda belirgin bir korelasyon olmadigini diisiindiirmektedir. Asemptomatik
hastalardan ciddi hastalara kadar (14" siddetli semptomlarla, 23"l orta semptomlarla, 20'si hafif
semptomlarla ve 6's1 asemptomatik semptomlarla bagvuran 63 COVID-19 hastas1) COVID-
19'daki antikor ve sitokin yanitlarini analiz etmis ve komorbiditeler, erkek cinsiyet ve ilerleyen
yas dahil olmak iizere cesitli risk faktorlerinin konaker bagisiklik yanitt COVID-19 hastalari
iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir (Luo vd., 2021). Bu veriler bir biyobelirte¢ olarak
COVID-19 hastalarindan alinan serum IgG'nin yapisal yonlerinin arastirilmasinin dnemini
vurgulamaktadir.

Mevcut arastirmalar, COVID-19un siddeti ve buna bagl 6liim riskini, demografik,
biyokimyasal ve molekiiler belirtiler de dahil olmak iizere birgok hastalik faktoriiyle
iligkilendirmistir (Gallo Marin vd., 2021; Gao vd., 2021). Bununla birlikte, SARS-CoV-2'ye
kars1 bagisiklik tepkilerinin molekiiler diizeyde tam ve kapsamli bir sekilde anlasilmasi hala
eksiktir. Bu nedenle, 6ngoriicii biyomarkerlerin tanimlanmasini saglayarak hastalik patogenezi
ve siddeti ile iligkili bagisiklik tepkilerinin belirlenmesi ve karakterize edilmesi hayati 6nem
tasimaktadir. Diger yandan, pandemi sirasinda SARS-CoV-2 ile enfekte olmus hastalarin yogun
bir sekilde hastanelere kabul edilmesi, hastalik siddeti ve 6liim oraniyla ilgili hasta 6zellikleri
ve laboratuvar bulgularinin tam olarak anlasilmasi gerektigini gostermektedir. Bu ¢ercevede,
yapay zeka (YZ) teknolojileri, goriintii girdilerini karar destek araglar1 olarak kullanarak insan
hatalarini en aza indirmek ve teshis verimliligini artirmak i¢in uygulanmaktadir (L. Wang vd.,

2021). Ancak geleneksel yapay zeka modelleri, birgok arastirmaci ve profesyonel i¢in bir kara
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kutu modeli olarak hizmet etmekte ve tibbi tahmin amaglar1 da dahil olmak iizere cesitli
gorevlerde kullanilmaktadir. Bu tiir geleneksel yapay zeka yontemleri, doktorlarin dogru
kararlar almasina ve yorum yapmasina yardimci olacak ayrintilar ve agiklamalardan yoksundur.
Aciklanabilir yapay zeka (AYZ), yapay zeka tabanli kara kutu modellerini daha aciklanabilir
ve seffaf beyaz kutu modellere doniistiirme firsat1 sunar (Barredo Arrieta vd., 2020; Kirboga
vd., 2023; Kirboga vd., 2023).

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, COVID-19 tanisiyla hastaneye yatirilan hastalardaki
hastalik ilerlemesi ve molekiiler degisiklikler degerlendirilmistir. COVID-19’u 6nleme, teshis
etme ve tedavi etme i¢in bir¢ok strateji mevcut olmasina ragmen, SARS-CoV-2 ile enfekte
bireylerin hastalifin ¢esitli siddet seviyelerinde yiiksek oranlarda hastaneye yatmalar1 ve artan
Oliim oranlar1, hastalik biyomarkerlerinin tanimlanmasi ve dogrulanmasi gerekliligini acil hale
getirmektedir. Bu baglamda kan serumu, kolay erisilebilir ve son derece bilgi verici bir
biyolojik sivi oldugu icin erken hastalik tespitinde ideal bir aday olarak 6ne ¢ikmaktadir
(Koehler vd., 2022; Yonar vd., 2022). Kizilotesi (IR) spektroskopisi, farkli analiz teknikleriyle
birlikte degerlendirildiginde, hastaliklar1 tahmin etme ve tedavi etkinligini degerlendirme
acisindan degerli bir arag haline gelmektedir (Barauna vd., 2021; Dogan vd., 2021; Zhang vd.,
2021). Bunedenle, ATR-FTIR spektroskopi teknigi ¢esitli istatistiksel analizler ve agiklanabilir
yapay zeka yaklasimlari ile birlikte ele alinmistir. Bu tezin amaci, Bilecik Egitim ve Arastirma
Hastanesi'ne bagvuran COVID-19 hastalarinin serum biyomolekiillerindeki degisiklikleri
degerlendirmektir. Bu kapsamli yaklasimla, entiibe edilmis hastalarda (Entiibe COVID-19/EC),
hastanede servis hizmeti goren hastalarda (Serviste COVID-19/SC) ve hastalig1 atlatmis
hastalarda (Post-COVID-19/PC) erken hastalikla iligkili biyomarkerleri tanimlamak ve
dogrulamak hedeflendi. AYZ yaklagimlari, spektral veri setlerini analiz etmek i¢in kullanildi.
Amagc, hasta bakiminda karar verme siirecine yardimei olmak i¢in molekiiler veri kaynagi
olarak IR spektrumlarini kullanarak seffaf ve yorumlanabilir bir tahmin algoritmasi
gelistirmektir. Hastaligin ilerlemesini tahmin eden faktorlerin belirlenmesi, profesyonellerin
hastalar1 Onceliklendirmesine, tedavi planlarin1 kisisellestirmesine, klinik ilerlemeyi
izlemelerine ve potansiyel olarak morbidite ve mortaliteyi azaltmalarina yardimci olabilir.
Pandeminin yoOnetiminde, molekiiler verilerin hizli bir sekilde islenmesi ve hastalik
patogenezinin anlasilmasi, karar verme siireclerini hizlandirabilir ve hasta yonetimini

tyilestirebilir.



2. LITERATUR OZETi
2.1.COVID-19 ve SARS-COV-2

COVID-19, "2019 Koronaviriis Hastalig1"nin kisaltmasi olup, SARS-CoV-2 (Siddetli
Akut Solunum Sendromu Koronaviriisii 2) ad1 verilen viriis tarafindan tetiklenen bulasict bir
hastaliktir. Tlk olarak Aralik 2019'da Cin'in Wuhan sehrinde tespit edilmistir ve o zamandan bu
yana diinya genelinde bir pandemiye doniiserek hem saglik sistemlerini hem de kiiresel
ekonomiyi derinden etkilemistir.

SARS-CoV-2, COVID-19 pandemisine neden olan viriistiir ve koronaviriis ailesine
aittir. Koronavirisler hayvanlar1 ve insanlar1 enfekte edebilen biiytik bir viriis ailesidir. Bu viriis
ailesi, hafif soguk alginligindan o6liimciil solunum yolu hastaliklarina kadar c¢esitli
enfeksiyonlara yol acabilir. Ozellikle SARS-CoV (2003'teki SARS salgin1) ve MERS-CoV
(2012'deki Orta Dogu Solunum Sendromu Koronaviriis Salgini) gibi {iyeleri ciddi hastaliklara
yol agabilir. SARS-CoV-2, genetik olarak bu viriislerle benzerlik tasir (Keni vd., 2020; Mallah
vd., 2021). SARS-CoV-2, pozitif anlamda tek zincirli bir RNA viriislidiir ve genetik materyali,
protein bir kapsiil igcinde korunur ve lipit bir zarla ¢evrilidir. Viriisiin yilizeyinde yer alan "spike"
(S) proteinleri, hiicreye girisini saglayarak 6zellikle insanlardaki ACE2 reseptorleri ile baglanir.
Bu protein, viriisiin bulasicilifinda ve hastaligin yayilmasinda kilit rol oynar. SARS-CoV-2"nin
genetik yapist yaklagik 29,900 niikleotid igerir. Arastirmalar, virlisiin biiyiik ihtimalle
yarasalardan kaynaklandigini ve insanlara bulasmadan 6nce muhtemel bir ara konak iizerinden
gectigini gostermektedir. Bulasma, agirlikli olarak solunum damlaciklar1 yoluyla gergeklesir,
ancak aerosoller yoluyla ve viriis bulagsmis yiizeylerle temas sonucunda da yayilabilir. Kapali
ve havalandirmasi yetersiz alanlar, yakin temas gibi faktorler bulagma riskini artirir (Brant vd.,
2021; Cevik vd., 2020).

COVID-19, esas olarak enfekte bir kisinin Oksiirmesi, hapsirmasi veya konusmasi
sirasinda ortaya ¢ikan solunum damlaciklari yoluyla bulasir. Ayrica, viriis bulagmis yiizeylere
dokunduktan sonra yliz bolgesine temas edilmesiyle de yayilabilir, ancak bu yol daha az
yaygindir. Hastaligin siddeti kisiden kisiye degisebilir; bazilar1 hafif semptomlar gosterirken,
digerleri agir solunum yetmezligi, organ yetmezligi veya 6liimle sonuglanabilen ciddi vakalar
yasayabilir. Ozellikle yaslilar ve altta yatan kronik hastaliklar1 olan bireyler yiiksek risk
altindadir (Van Damme vd., 2020).

Pandemiyle miicadelede sosyal mesafe, maske takma, karantina uygulamalar1 ve
asilama kampanyalar1 gibi kiiresel halk sagligi onlemleri alinmistir. Bu tedbirler, viriisiin

yayillmasint yavaglatmayr ve saglik sistemlerinin ¢dkmesini engellemeyi hedeflemistir.



Arastirmalar virlisiin davranigi, yayilma bi¢imi ve hastalik lizerindeki etkilerini anlamaya
yonelik olarak hizla ilerlemis olup bu da tedavi ve asi gelistirilmesine énemli katkilarda
bulunmustur (Mallah vd., 2021; Van Damme vd., 2020).

Viriisiin replikasyonu ve bagisiklik sisteminin buna verdigi yanit, farkli klinik sonuglara
yol agar. Semptomlar hafif grip benzeri etkilerden ciddi solunum yetmezligi ve ¢oklu organ
yetmezligine kadar degisiklik gosterebilir. Salgin boyunca viriisiin genetik yapisinda meydana
gelen mutasyonlar, bulasiciligin artmasi ve asilarin etkinligi gibi faktorler iizerinde 6nemli
etkiler yaratmistir. Bilim insanlari, bu mutasyonlar1 ve viriisiin davranisini siirekli olarak
izlemeye devam ederek gelecekteki saglik dnlemlerini gelistirmeye calismaktadir (Brant vd.,

2021; Y. Yang vd., 2020).
2.2.COVID-19’un Semptomlari

COVID-19 hastaligi, SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu bir enfeksiyon olup
semptomlar1 genis bir yelpazede degisiklik gosterebili. COVID-19 hastalarinda en yaygin
semptomlar arasinda Oksiiriik, halsizlik, tat ve koku bozukluklari, kas agrilar1 ve ates
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, COVID-19 pozitif hastalarda tat bozuklugu (%35,7),
koku kaybi (%23,1) ve ishal (%21,7) gibi semptomlarin daha yaygin oldugu, bu semptomlarin
negatif gruptan anlamli sekilde daha fazla goriildiigii bulunmugstur. Ayrica, 65 yas altindaki
hastalarda tat bozuklugu, kas agris1 ve ates gibi semptomlarin daha yaygin oldugu
gozlemlenmistir. Diger taraftan, 65 yas iistii hastalarda Oksiiriik ve halsizlik daha sik rapor
edilmistir. Tat ve koku bozukluklari, COVID-19"u diger viral solunum yolu enfeksiyonlarindan
ayiran onemli bulgular arasinda yer almaktadir ve bu semptomlar genellikle hastaligin hafif
seyirli formlarinda goriilmektedir (Calica Utku vd., 2020).

COVID-19 hastalarinda, SARS-CoV-2'nin c¢esitli doku ve organ sistemlerine etkisi
sonucu ortaya ¢ikan agr1 semptomlari sik¢a rapor edilmistir. Bas agris1 (%1,7-33.9), bogaz
agrisi (%0,7-47,1), kas ve eklem agris1 (%1,5-61,0), gogiis agrist (%1,6—17,7) ve karin agrisi
(%1,9-14,5) en yaygin agr1 tiirleri olarak belirtilmistir. Bu semptomlar, genellikle inflamatuvar
yanit, sinir sistemi invazyonu, hipoksi veya viral hasara bagli olarak gelisir. Agn
semptomlarinin belirlenmesi, COVID-19 tanisinin dogrulugunu artirirken daha hedefe yonelik
tedavi yaklasimlarmin gelistirilmesine olanak tanir. Ozellikle siddetli enfeksiyonlarda gogiis ve
karin agris1, daha genis organ hasarina isaret edebilir ve bu semptomlarin erken tespiti, hastalik
seyrini anlamada kritik rol oynar (Weng vd., 2021).

Hastalik, farkli siddet derecelerinde seyredebilmektedir. Hafif semptomlar genellikle

geng ve saglikli bireylerde goriiliirken, ileri yasl kisilerde veya diyabet, hipertansiyon, obezite



gibi kronik rahatsizliklar1 olan bireylerde hastalik daha agir ilerleyebilir ve zatiirre, akut
solunum sikintis1 sendromu (ARDS) gibi ciddi komplikasyonlara neden olabilir. Ayrica,
COVID-19 bazi durumlarda nérolojik komplikasyonlara da yol acabilir; 6rnegin beyin sisi, bag
donmesi ve duyusal bozukluklar rapor edilmistir.

COVID-19 sonras1 goriilen "uzun COVID" ise, hastaligin daha da karmagik bir yontidiir.
Bu durum enfeksiyon gegtikten aylar sonra bile devam eden belirtileri igerir. Yorgunluk, dikkat
eksikligi, gbgiis agrisi, kalp ¢arpintisi, nefes darligi ve kas zayifligi uzun COVID'in en yaygin
semptomlar1 arasindadir. Aragtirmalar, Omicron varyantindan once enfekte olanlarda uzun
COVID goriilme sikliginin daha yiiksek oldugunu ve bu durumun asilanmamis bireylerde daha
siddetli seyrettigini gostermistir. Bu semptomlarin cesitliligi, COVID-19'un teshisinde ve
tedavisinde kapsamli bir yaklasimin 6nemini vurgulamaktadir. Salginin baslangicindan bu yana
yapilan bilimsel ¢alismalar, semptomlarin yonetimi ve uzun COVID'in anlagilmas igin rehber
niteligindedir. Gelistirilen asilar ve terapotik stratejiler, ozellikle yiiksek risk grubundaki
bireylerin semptomlarin1 hafifletmek ve uzun vadeli komplikasyonlar1 6nlemek adina biiyiik

bir potansiyele sahiptir (Thaweethai vd., 2023).
2.3.COVID-19 Tespit Yontemleri

COVID-19, insan viicudunda farkli semptomlara sebebiyet veren ve farkli siddet
derecelerinde seyreden bir hastaliktir. Bu ylizden COVID-19 hastaligiin tespiti i¢in molekiiler
testler, antijen testleri, antikor testleri, tibbi goriintiileme yontemleri gibi birka¢ farkli yontem
kullanilmaktadir. Bu teshis yontemleri, enfeksiyonun erken ve dogru bir sekilde

belirlenmesinde kritik rol oynamaktadir.
2.3.1.Molekiiler Testler (RT-PCR)

En yaygin kullanilan yontem, burun veya bogazdan alinan 6rneklerde SARS-CoV-2
genetik materyalini (RNA) tespit eden ters transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
testidir. RT-PCR testleri, yiiksek dogruluk oranlariyla 6ne ¢ikar, ancak 6rnegin kalitesi ve

zamanlamasi sonuglari etkilemektedir (Borges do Nascimento vd., 2021; Hanson vd., 2024).
2.3.2. Antijen Testleri

Bu testler, viriisiin yiizeyinde bulunan antijenleri tespit eder. Hizli sonuglar vermesi
avantaj saglarken, dogruluk oranlari RT-PCR testlerine gére genellikle daha diisiiktiir. Ozellikle
erken asamalarda yiiksek viriis yiikiine sahip olan kisilerde daha etkili sonu¢ vermektedir

(Hanson vd., 2024).



2.3.3. Antikor Testleri (Serolojik Testler)

Antikor testleri kisinin bagigiklik sisteminin virlise karsi iirettigi antikorlari tespit eder.
Antikor testleri, genellikle enfeksiyon sonrasi bagisiklik yanitini incelemek i¢in kullanilir ve

akut enfeksiyon tanisi i¢in uygun degildir (Borges do Nascimento vd., 2021).
2.3.4. Goriintilleme Yontemleri

Bilgisayarli tomografi (BT) gibi goriintilleme teknikleri, akcigerlerde COVID-19'la
iliskili hasarlar1 tespit etmek icin kullanilir. Ozellikle hastaligin ilerleyen safhalarinda, BT
taramalar1 tipik "buzlu cam" opasiteleri gibi 6zellikleri ortaya koymaktadir (Hanson vd., 2024).

Bu hastalik tespit yontemleri pandeminin farkli asamalarinda enfeksiyonlarin izlenmesi
ve kontrol altina alinmasi i¢in gelistirilmis ve optimize edilmistir. COVID-19 testleri, hastaligin
yayillmasii Onlemek i¢in gereken onlemleri belirlemek ve bireylerin uygun tibbi tedaviye

erismesini saglamak i¢in kritik 6neme sahiptir.

2.4. Zayiflatilmis Toplam Yansima Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (ATR-FTIR)
Spektroskopisi

ATR-FTIR spektroskopisi, kan, tiikiiriik ve idrar gibi biyolojik 6rneklerdeki molekiiler
izleri belirlemek i¢in kullanilan ileri diizey bir analitik tekniktir. Bu yontem, farkh
biyomolekiillerin kizilotesi 15181 nasil emdigini 6lgerek drnegin detayli biyokimyasal profilini
ortaya ¢ikarir ve bu islem kapsamli bir 6n hazirlik gerektirmedigi i¢in olduk¢a verimli, hizli ve
maliyet agisindan uygundur.

Hastalik biyobelirteglerinin tespitinde ATR-FTIR spektroskopisinin énemli bir rolii
vardir. Erken ve non-invaziv (cerrahi olmayan) teshis imkani1 saglayan bu teknoloji kanser,
otoimmiin hastaliklar ve norodejeneratif hastaliklar gibi durumlarda biyomolekiiler
degisiklikleri tespit etme potansiyeline sahiptir. Ornegin, kanser teshisinde ATR-FTIR
spektroskopisi saglikli ve kanserli dokular arasindaki protein, lipid ve niikleik asit farklarim
saptayarak etkili bir ayirt edici olabilir. Bu teknoloji hastaliklarin farkli evrelerini belirlemeye
ve kigisellestirilmis tip uygulamalarina da katki saglar. Ancak ATR-FTIR spektroskopisinin
klinik kullanima gegisi i¢in drneklerin islenmesi ve verilerin analizinde standart protokollerin
gelistirilmesi gereklidir (Tafulo ve Ga, 2009).Ayrica, tanisal dogrulugu artirmak icin ATR-FTIR
spektroskopisi verilerine genellikle makine 6grenimi teknikleri uygulanir. Algoritmalar,
spektral verilere dayanarak hastaliklar1 siniflandirmada yardimer olur ve multipl skleroz veya
artritin farkli formlar1 gibi karmasik hastaliklar1 yiiksek hassasiyetle tespit edebilir (Kokot vd.,
2024). ATR-FTIR spektroskopisi, COVID-19 tanisinda da non-invaziv ve hizli bir yontem



olarak degerlendirilmektedir. Calismalar o6zellikle kan, tiikiirik ve nazofaringeal siiriintii
orneklerinde molekiiler yapisal degisiklikleri inceleyerek SARS-CoV-2  varligim
belirlemektedir. Spektrum analizleri enfekte ve saglikli bireyleri ayirt etme potansiyeline
sahiptir. Bu analizlerde viriisiin ve bagisiklik tepkisinin molekiiler izleri tespit edilebilir, bu da
makine 6grenimi algoritmalariyla desteklendiginde tanisal dogrulugu artirmaktadir. ATR-FTIR

spektroskopisinin kolay tasmabilirligi de saha testlerini miimkiin kilar (Barauna vd., 2021).
2.4.1. ATR-FTIR Spektroskopisinin COVID-19 Teshisindeki Onemi

COVID-19 kiiresel pandemisi hizl1 ve giivenilir teshis yontemlerine olan ihtiyaci 6nemli
olgiide artirmistir. COVID-19'un hizli ve dogru bir sekilde teshisi, hastalifin yayilmasini
kontrol altina almak ig¢in krittk 6neme sahiptir. ATR-FTIR spektroskopisi, COVID-19
teshisinde hizli, diisiik maliyetli ve invaziv olmayan bir yontem olarak umut vaat etmektedir.
ATR-FTIR spektroskopisi, biyolojik oOrneklerdeki molekiiler yapilar1 ve degisiklikleri
tanimlamak i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, kizilétesi 15181n 6rnek tarafindan absorbe
edilmesiyle olusan titresim modlarin1 analiz ederek, 6rnekteki molekiillerin "parmak izini"
olusturur (Naseer vd., 2021). Bu parmak izi, farkli hastalik durumlarin1 ve hatta hastaligin
siddetini ayirt etmek i¢in kullanilabilir. COVID-19 teshisinde ATR-FTIR spektroskopisinin
kullanimi iizerine yapilan aragtirmalar, bu yontemin yiiksek dogruluk, duyarlilik ve 6zgiilliik
oranlarina sahip oldugunu gostermektedir (Barauna vd., 2021; Calvo-Gomez vd., 2022;
Martinez-Cuazitl vd., 2021).

Martinez-Cuazitl ve ark. (2021), tikiirik Orneklerinde ATR-FTIR spektroskopisi
kullanarak COVID-19 pozitif hastalarin1 saglikli bireylerden ayirt etmeyi basarmislardir.
COVID-19 pozitif hastalarin tiikiirik 6rneklerinde 6zellikle immunglobulin bdlgelerinde ve
amid I bolgesinde belirgin degisiklikler gozlemlenmistir. Calismada, COVID-19 hastalarinin
tikiiriik 6rneklerindeki IgG, IgM ve IgA antikorlarinin seviyeleri de degerlendirilmis olup, bu
antikorlarin seviyelerinin hastaligin varligin1 ve siddetini belirlemede 6nemli bir rol
oynayabilecegi one siiriilmiistiir (Martinez-Cuazitl vd., 2021). Diger bir calismada ise Wood ve
ark. (2021), tiikiiriik 6rneklerinde COVID-19 belirteclerini tespit etmek icin 6zel olarak
iiretilmis bir yansima aksesuarina sahip tasinabilir bir kizilotesi spektrometre onermislerdir.
Calismada, saflagtirllmis SARS-CoV-2 viryonlari, senkrotron IR, Raman spektroskopisi ve
atomik kuvvet mikroskobu (AFM)-IR teknikleri ile karakterize edilmistir ve tiikiiriik
orneklerinde COVID-19 belirteglerinin hizli bir sekilde tespiti i¢in bir yontem gelistirilmistir
(Wood vd., 2021). Barauna ve arkadasglarmim (2021) yaptigi bir ¢alisma, SARS-CoV-2
enfeksiyonlariin hizli ve etkili bir sekilde tespit edilmesi igin ATR-FTIR spektroskopisi



yonteminin uygulanabilirligini incelemistir. COVID-19 pandemisi sirasinda, mevcut test
yontemlerinin (6zellikle RT-qPCR) zaman alict ve maliyetli olmasi, hizli ve pratik test
yontemlerine olan ihtiyaci artirmistir. ATR-FTIR spektroskopisi, test sonuglarini yalnizca 2
dakika icinde saglayarak, viriisiin yayilmasint Onlemek icin kritik bir zaman avantaji
sunmaktadir; bu, 6zellikle kalabalik alanlarda ve acil durumlarda dnemlidir. Arastirmada, klinik
ortamlarda alinan faringeal siiriintiillerdeki tiikiirik 6rnekleri ATR-FTIR spektroskopisi ile
degerlendirilmis ve hasta gruplarin1 dogru bir sekilde siniflandirmak i¢in bir genetik algoritma-
lineer diskriminant analiz (GA-LDA) algoritmasi kullanilmistir. Calismada, ATR-FTIR
spektroskopisi ile yapilan testlerin %95 duyarlilik ve %89 &zgiillik gibi yiksek dogruluk
oranlar1 sagladig: bildirilmistir, bu da yontemin giivenilirligini géstermektedir. Ayrica, ATR-
FTIR spektroskopisi viriisiin varligin1 belirlemek igin spesifik spektral isaretler kullanarak,
RNA gibi niikleik asit bilesenlerini tespit etme yetenegine sahiptir; bu, viriisiin diigiik
konsantrasyonlarda bile tespit edilmesini miimkiin kilmaktadir (Barauna vd., 2021).
COVID-19 patogenezindeki molekiiler degisiklikleri belirlemede tiikiiriik 6rnekleri
kadar serum ornekleri de oldukca onemli biyolojik sivilardir. Geleneksel PCR testleri altin
standart olarak kabul edilse de hizli ve diisiik maliyetli alternatiflerin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Bu kapsamda Calvo-Gomez ve ark. (2022) tarafindan COVID-19'un erken teshisi
ve hastaligin siddetinin degerlendirilmesi igin ATR-FTIR spektroskopisi teknolojisinin ve
kemometrik analizlerin potansiyeli arastirilmistir. Arastirmada, serum Orneklerinin IR
spektrumlari kullanilarak SARS-CoV-2 enfeksiyonu ve COVID-19 hastaliginin siddeti tizerine
bir model gelistirilmistir. Elde edilen sonuglar; SARS-CoV-2 enfeksiyonu i¢in %94,55
duyarhlik ve %98,44 6zgiilliik, siddetli COVID-19 hastalig1 i¢in %70,97 duyarlilik ve %94,95
Ozgiilliik, hafif hastalik i¢in ise %33,33 duyarlilik ve %94,64 6zgiillik gostermektedir. Bu
calisma kapsaminda ayrica dang hummasi enfeksiyonu da degerlendirilmis olup ayni algoritma
ile farkli bir virlise karst seciciligin miimkiin oldugu, ancak her iki viriis i¢in de bagimsiz
modeller olusturuldugu tespit edilmistir (Calvo-Gomez vd., 2022). Zhang ve arkadaslar1 da
(2021), serum oOrneklerinde ATR-FTIR spektroskopisi ve ¢ok degiskenli analiz kullanarak
COVID-19"u normal kontrollerden ve diger yaygin solunum yolu viral enfeksiyonlarindan ayirt
etmede etkili bir yontem oldugunu ortaya koymustur. Calismada, COVID-19 hastalarinin serum
orneklerindeki protein ve lipit yapilarinda degisiklikler tespit edilmistir. Ozellikle serum
alblimin seviyelerinde azalma ve immiinoglobulin seviyelerinde artis rapor edilmistir (Zhang
vd., 2021). Bir bagka c¢alismada Bandeira ve ark. (2022), COVID-19 hastalarinda IgG
glikosilasyonunu arastirmak i¢in mikro-Fourier doniisiimii kizil6tesi yansima spektroskopisini

(mikro-FTIR) kullanmiglardir. Calismada, saglikli ve COVID-19 hastasi bireylerin kan serumu
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ornekleri incelenmis olup 1 pL kurutulmus biyolojik sividan toplanan FTIR verileri,
kemiliiminesan immiinolojik testlerin (CLIA ve ELISA) sinyal-kesme oraniyla
karsilastirilmistir (Bandeira vd., 2022).

COVID-19 pandemisi, Aralik 2019'da ortaya ¢iktiginda kiiresel dlgekte milyonlarca
insan1 etkileyerek biiyiik saglik krizlerine yol agmistir. Pandeminin kontrol altina alinmasi
amaciyla cesitli asilar gelistirilmis ve uygulanmistir. Bu asilar arasinda inaktive edilmis bir
viriis asis1 olan CoronaVac, ozellikle Tiirkiye gibi tlilkelerde yaygin bir sekilde kullanilmistur.
As1 uygulamasmin biyomolekiiler etkilerini anlamak icin yapilan bir ¢aligmada Fourier
doniisiim infrared (FTIR) spektroskopisi ve kemometrik analizler kullanilarak CoronaVac'in
saglikli insan serumundaki etkileri incelenmistir. Sonuclar asinin lipid, protein ve niikleik
asitlerle 1iliskilendirilen c¢esitli fonksiyonel gruplarda oOnemli degisimlere yol actigini
gostermistir. Ozellikle amide I, amide II ve amide III gibi proteinlerle iliskili bantlarda belirgin
bir artis saptanmigtir. Ayrica, 1241 cm™’de gozlenen POz antisimetrik gerilme bandi gibi
niikleik asit ve fosfolipidlere ait bolgelerde de anlamli degisiklikler kaydedilmistir. Lipit-
protein oraninda azalma, protein igeriginin arttigini gostermistir. Bununla birlikte kisa zincirli
lipitlerin arttig1 ve protein fosforilasyonunun yiikseldigi tespit edilmistir. Bu biyomolekiiler
degisiklikler, asilanan bireylerin serum spektrumlarinin asilanmamis bireylerden basarili bir
sekilde ayrilmasina olanak tanimistir (Dogan vd., 2021).

Bu calismalar, ATR-FTIR spektroskopisi ve ¢cok degiskenli analizlerin, karmagsik veri
setlerinden degerli bilgiler elde etmek i¢in etkili bir ydontem sundugunu ortaya koymaktadir. Bu
teknik, bir numuneye kizilotesi 151k gondererek molekiiler yapisini analiz eder ve ardindan
istatistiksel yontemlerle bu verileri isler. Yapilan ¢aligmalar, bu yontemin saglik personelinin
COVID-19"un siddetini hizli bir sekilde degerlendirmesine olanak tanidigini gostermektedir.
Bu sayede, acil durumlarda hasta onceliklendirilmesi kolaylasabilir ve serum, tlikiiriik gibi
biyolojik sivilarda bulunabilecek diger viriislerin tespiti i¢in de potansiyel sunar. ATR-FTIR
spektroskopisi ve ¢ok degiskenli analizlerin kombinasyonu, COVID-19 tanisi ve yonetimi i¢in
hizli, distik maliyetli ve etkili bir ara¢ olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, modelin
giivenirligini artirmak ve hastalik gelisimi {izerindeki spektral katkilar1 daha yiiksek
hassasiyetle belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir. Ayrica, FTIR
spektroskopisinin hem as1 etkilerinin izlenmesinde hem de diisiik maliyetli, hizli ve etkili bir
tan1 araci olarak kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu bulgular, gelecekte yapilacak daha genis
0lcekli caligmalar icin yol gdstermektedir. Sonug olarak, bu tiir yenilik¢i test yontemlerinin daha
genis bir sekilde benimsenmesi, pandemilere kars1 daha etkili bir yanit verme potansiyeline

sahiptir.

10



2.5. immiinoglobulinler

Immiinoglobulinler (Ig'ler) , plazma hiicreleri tarafindan iiretilen glikoproteinlerdir.
Omurgalilarin bagisiklik sisteminde humoral bagisikligin 6nemli bir pargasini olustururlar.
Ig'ler bakteri, viriis gibi patojenleri ve alerjenler gibi diger yabanc1 maddeleri ndtralize ederek
viicudu korurlar. Ig'ler yapisal olarak "Y" seklindedir. Iki 6zdes agir zincir ve iki 6zdes hafif
zincirden olusurlar. Hem agir hem de hafif zincirler Ig'nin antijen 6zgiilliiglinii belirleyen
degisken bolgeler igerir. Agir zincirler ayrica Ig'nin efektér fonksiyonlarini belirleyen sabit
bolgeler igerir. Memelilerde bes ana Ig sinifi veya izotipi vardir: IgA, IgD, IgE, IgG ve IgM.
Her izotip, agir zincirinin sabit bolgesindeki farkliliklar ve farkli efektor fonksiyonlar ile
karakterizedir (Luo vd., 2021; Stjepanovic vd., 2022). IgA, viicudun mukozal yiizeylerinde
bulunan baslica immiinoglobulindir. Tiikiirlik, gozyas1 ve anne siitii gibi salgilarda da bulunur.
IgA, patojenlerin viicuda girmesini engelleyerek mukozal bagisikliga aracilik eder. IgD, B
hiicrelerinin ylizeyinde bulunur ve B hiicresi aktivasyonunda rol oynar. IgE, alerjik
reaksiyonlarda ve parazit enfeksiyonlarina karsi bagisiklikta rol oynar. Mast hiicreleri ve
bazofiller gibi bagisiklik hiicrelerinin ylizeyine baglanir ve histamin gibi enflamatuar
mediatorlerin salinimini tetikler. IgG, insan serumunda en bol bulunan immiinoglobulindir.
Plazental bariyeri gecerek fetiise pasif bagisiklik saglar. I1gG, opsonizasyon, kompleman
aktivasyonu ve antikor bagimli hiicre aracili sitotoksisite gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla
patojenleri yok eder. IgM, bir patojene maruz kaldiktan sonra tiretilen ilk immiinoglobulindir.
Kompleman aktivasyonunda ve patojenlerin yok edilmesinde etkilidir. Ig'ler enfeksiyonlara,
otoimmiin hastaliklara ve alerjilere kars1 bagisiklikta 6nemli bir rol oynar. Ig'lerin yapisi,
fonksiyonu ve diizenlenmesini anlamak, bu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in yeni

stratejiler gelistirmek i¢in gereklidir (Barzegar-Amini vd., 2022; Wasiluk vd., 2023).

2.5.1. Immiinoglobiilinler ve COVID-19 Patogenezine Iliskin Kapsamh

Degerlendirme

COVID-19 pandemisi, diinya genelinde saglik sistemlerini derinlemesine etkileyen ve
uzun siireli sonuglar doguran bir kriz olusturmustur. Bu baglamda, COVID-19'un ciddiyeti ve
hastaligin yayilim ile iligkili immiin yanitlarin kapsamli bicimde incelenmesi hem klinik hem
de arastirma alaninda giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Vrettou vd. (2021) tarafindan
gerceklestirilen detaylt bir ¢alismada, hastaneye kabul sirasinda diisiik IgG seviyelerinin,
COVID-19"un hafif diizeyden kritik asamasina kadar olan hastalarda kotii sonuglart ongordiigi
ifade edilmistir. COVID-19 hastalarinda yapilan bu ¢aligsmada, hastaneye kabul sirasinda diistik

immiinoglobulin G (IgG) seviyeleri, daha yiiksek mortalite oranlari ile iligkilendirilmistir.
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Ozellikle IgG seviyeleri 690 mg/dI'nin altinda olan hastalar, yeterli IgG seviyelerine sahip
olanlara gore daha yiiksek 6liim riski tagimaktadir. Bu durum, diisiik IgG seviyelerinin COVID-
19'un siddetli formlarindaki bagisiklik yanitindaki bozulmalarla baglantili olabilecegini
gostermektedir. IgG, humoral bagisiklikta 6nemli bir bilesen olup, patojenlerle savagmak i¢in
gereklidir. Bu bulgular, COVID-19 hastalarinin tedavisinde IgG seviyelerinin izlenmesinin
onemini vurgulamaktadir (Vrettou vd., 2021). Bagka bir aragtirma, siddetli ve hafif COVID-19
hastalar1 arasindaki serum toplam IgA seviyelerini kapsamli bir sekilde karsilastirmis ve bu
baglamda hastalarin klinik 6zelliklerini derinlemesine incelemistir. Elde edilen sonuglar,
siddetli COVID-19 hastalariin serum IgA seviyelerinin, hafif veya asemptomatik hastalara
gore anlamli derecede daha diisiik oldugunu gostermistir (Barzegar-Amini vd., 2022). Bu
durum, siddetli hastalarda bagisiklik savunmasimin zayif oldugunu ve dolayisiyla viriisle
miicadelede daha az etkili olabileceklerini ortaya koymaktadir. Ayrica, serum IgA seviyelerinin
COVID-19"un siddetiyle iliskili oldugu bulunmus, bu da IgA'nin viriis enfeksiyonlarina karsi
koruyucu bir rol oynadigin1 géstermektedir (Barzegar-Amini vd., 2022). Sonuglar, COVID-19
hastalarinin bagisiklik yanitim1 anlamak i¢in serum IgA seviyelerinin degerlendirilmesinin
onemini vurgulamakta ve bagisiklik sistemini gli¢lendirmeye yonelik stratejilerin gelistirilmesi
gerektigini 6nermektedir. 2022 yilinda Schwedler ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢aligma,
SARS-CoV-2'nin on farkli yapisal olmayan proteinine karsi olusan IgG antikor yanitlarinin,
COVID-19 hastalarmin klinik sonuglarmi 6ngérmede giiclii bir belirleyici oldugunu
gostermistir. Calisma, agir COVID-19 hastalarinda serum IgG seviyelerinin hafif hastalara gore
belirgin sekilde daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, COVID-19 hastalarinda IgG
glikozilasyonunun yas ve anti-spike IgG titresi ile iliskisi incelenmis ve hastaligin erken
donemlerinde anti-Spike IgG1 antikorlarinda diisiik fikozilasyon seviyeleri gozlemlenmistir.
Bu bulgular, IgG seviyelerinin ve glikozilasyon diizenlemelerinin hastaligin seyrine etkilerini
anlamak i¢in Onemli bir temel olusturmaktadir. (Schwedler vd., 2022). COVID-19
hastaligindan iyilesen plazma bagisc¢ilarinda IgG alt sinif profillerini analiz eden bir arastirma,
hastaligin siddeti ile IgG alt siniflar1 arasinda onemli bir iliski oldugunu ortaya koymustur.
Calisma, ozellikle IgG1 ve IgG3 alt siniflarindaki artisin, hastaligin daha agir seyretmesiyle
yakindan iliskili oldugunu goéstermistir (Wasiluk vd., 2023). COVID-19 pnémonisi ile iliskili
otoimmiin ve immiinserolojik belirte¢lerin hastalik siddeti ilizerindeki etkisini inceleyen bir
calisma, yliksek serum IgA seviyelerinin yiiksek viral yiik ile iliskili oldugunu ve bu durumun
hastaligin seyrini olumsuz etkileyebilecegini gostermistir. Caligma ayrica, IgA'nin yani sira IgG
ve kompleman seviyelerinin de 6l¢iilmesinin, hastalarin invaziv olmayan mekanik ventilasyona

(NIMV) ihtiyag duyma olasiligini ve hastaligin genel seyrini degerlendirmede faydal
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olabilecegini ortaya koymustur. Bu bulgular, bu immiinolojik belirteclerin COVID-19
hastalarinda risk degerlendirmesi ve tedavi planlamasi igin potansiyel bir ara¢ oldugunu
diistindiirmektedir (Stjepanovic vd., 2022). COVID-19 hastalarinda galektinlerin biyobelirteg
olarak kullanimin1 degerlendiren kapsamli bir sistematik inceleme ve meta-analiz ¢aligmasi,
yikksek Galektin-3 seviyelerinin hastalarin 6liim riskiyle dogrudan iligkili oldugunu
gostermistir. Bu bulgu, Galektin-3'tin COVID-19 hastalarinda prognoz ve risk degerlendirmesi
i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ oldugunu desteklemektedir (Behnoush vd., 2023).

Sonu¢ olarak, COVID-19 hastalarinda immiinoglobulinlerin, o6zellikle IgG alt
simiflarinin ve bu antikorlarin glikosilasyonunun (6zellikle fukozilasyon) incelenmesi,
hastaligin siddeti ve seyri hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. Arastirmalar, hastaligin erken
donemlerinde anti-Spike IgG1 antikorlarinda gézlemlenen diisiik fukozilasyon seviyelerinin,
bagisiklik yanitim1 etkileyebilecegini ve dolayistyla hastaligin seyrini belirlemede rol
oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica, IgG alt siniflarinin toplam IgG havuzuna katkisindaki
farkliliklar ve IgG toplami ile IgG alt smiflarinin toplami arasindaki tutarsizliklar,
immiinoserolojik testlerin yorumlanmasinda dikkat edilmesi gereken 6nemli faktorlerdir. Bu
bulgular, COVID-19'un patogenezini ve olas1 tedavi stratejilerini daha iyi anlamak i¢in 6nemli
bir zemin olusturmaktadir. Gelecekte yapilacak daha kapsamli arastirmalar, bu gézlemlerin
COVID-19'un 6nlenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in pratik uygulamalarini tam olarak aydinlatacak
ve bu alandaki bilgi birikimimize 6nemli katkilar saglayacaktir. Bu sayede, hastaligin seyrini

ongormek ve kisisellestirilmis tedavi yaklasimlar1 gelistirmek miimkiin hale gelebilir.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1.Spektrokimyasal Yontemler
3.1.1. Orneklenen Popiilasyon ve Tibbi Degerlendirme

Bu tez c¢alismasi, Haziran ve Agustos 2021 tarihleri arasinda Bilecik Egitim ve
Arastirma Hastanesi'nin COVID servisi ve yogun bakim tinitelerinde COVID-19 enfeksiyonu
pozitif tanis1 ile hastaneye yatirilan kritik durumdaki 132 hastadan alinan serum orneklerini
icermektedir. Tani, RT-PCR testi ve BT taramasi ile konulmustur. Bireylerin hastalik seviyeleri
Entiibe COVID-19 (EC), Servis COVID-19 (SC) ve COVID-19'dan lyilesen (Post-COVID-
19/PC) olarak smiflandirilmisti. Bu ¢alisma, Bilecik Seyh Edebali Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu yonergelerine gore yiiriitiilmustiir (etik kurul numarasi: 050.04.01—
210460). Goniillii olarak katilmaya davet edilen bireyler ¢alismanin amaci, Onerileri ve
kosullar1 hakkinda bilgilendirilmis ve katilmay1 kabul edenler bilgilendirilmis goniillii onam
formunu imzalamistir. Her hastadan periferik ven ponksiyonu yoluyla 2 mL tam kan alinmig ve
serumun hiicresel bilesenlerden ayrilmasi i¢in 6rnekler +4 °C'de 15 dakika boyunca 3.000
rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra serumlar 500 pL’lik alikotlara boliinmiis ve analiz
edilene kadar -80 °C derin dondurucuda saklanmistir. Calismaya 40 entiibe (16 kadin, 24 erkek),
33 servis hastasi (10 kadin, 23 erkek) ve 59 iyilesmis (26 kadin, 33 erkek) birey dahil edilmistir
ve yaglar1 22 ile 91 arasinda degismektedir. Genel olarak, bireylerin %39,4'ii kadin ve %60,6's1
erkektir. Hastalarla ilgili demografik bilgiler Tablo E.1’de sunulmustur.

Entiibasyon, solunum yetmezligi olan hastalarda hava yolunu a¢ik tutmak ve mekanik
ventilasyon saglamak amaciyla agiz veya burun yoluyla trakeaya (nefes borusuna) bir tiip
yerlestirilmesi islemidir. Tez calismasindaki entiibe hasta grubu, yogun bakim iinitesinde
invaziv mekanik ventilasyon altinda tutulmus ve bu siirecte sedasyon uygulanmistir.

Dislama Kkriterleri: Diger nedenlerle entiibe edilen hastalar (6rnegin, travma, KOAH
alevlenmesi, kalp yetmezligi, bakteriyel zatiirre gibi diger enfeksiyonlar, zehirlenmeler)
calisma disinda tutulmustur. Ayrica, COVID-19’un seyri bu grupta farkli olabilecegi ve bu
tedavilerin entiibasyon riskini artirabilecegi i¢in, immiinosupresif tedavi (6rnegin, kemoterapi,
yliksek doz steroidler) alan hastalar da calisma disi birakilmistir. Entlibe hastalarin klinik
durumlaryla ilgili agiklayici bilgiler Tablo E.2’de verilmistir.

3.1.2. ATR-FTIR Spektroskopisi Olciimleri ve Veri Analizi

Dondurulmus serum o&rnekleri, spektroskopik incelemeden 6nce oda sicakliginda

¢cozdiiriildii ve vortekste karistirildi. Spektrumlar, Zn/Se kristali iceren bir ATR {initesi
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(MIRacle, PIKE, ABD) ile donatilmis ATR-FTIR spektrometresi (Frontier FTIR Spectrometer,
PerkinElmer, ABD) kullanilarak toplandi. Serum 6rnekleri, herhangi bir 6n islem yapilmadan
ATR ftinitesinin Zn/Se kristali lizerine 1 pl hacminde yerlestirildi ve baglanmamis suyu
uzaklagtirmak icin inert azot gaz1 (N2) ile 2 dakika kurutuldu. Spektrumlar, Spectrum One
(PerkinElmer, ABD) yazilimi ile 4000-650 cm ™! dalga boyu araliginda, 4 cm™! ¢dziiniirliikte ve
32 tarama ile elde edildi (Teker vd., 2023; Teker vd., 2024). Her 6l¢iimden 6nce ortam havasinin
arka plan spektrumu alindiktan sonra, her serum 6rnegi icin ATR-FTIR spektrometresi ile ii¢
ayr1 Ol¢iim yapildi. Bu spektrumlarin ortalamalari, tim sonraki analizlerde kullanildi. Her bir
ornegin ortalama spektrumlari, OPUS 5.5 (Bruker, ABD) yaziliminda 64 temel nokta ile
Rubberband diizeltme yontemi kullanilarak taban ¢izgisi diizeltilmis spektrumlarla analiz
edildi. Daha sonra, spektral bant parametrelerinin niteliksel ve niceliksel analizleri, OPUS 5.5
(Bruker, ABD) yaziliminda Bant Entegrasyonu Metodu B kullanilarak serum
biyomolekiillerine 6zgii bantlarin alan1 ve pozisyonu hesaplanarak degerlendirildi (Teker vd.,

2024).
3.2.Biyokimyasal Calismalar

Serum albiimin ve toplam protein seviyeleri, liretici talimatlarina gore sirasiyla BCG
(Bromokrezol Yesili) ve Biiiret testleri kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi.
Globulin, toplam proteinden albiiminin ¢ikarilmasiyla hesaplandi. Daha sonra, albiimin
konsantrasyonlar1 globulinlere boliinerek albiimin-globulin oran1 (AGR) indeksi elde edildi (Y.

Wang vd., 2022).

Globulin = Toplam Protein — Albimin (3.1)

Albuimin

Albumin/Globulin Orani = (3.2)

Toplam Protein—Albimin

3.2.1.Tek Degiskenli Istatistikler

Spektrokimyasal parametreler arasindaki farklarin istatistiksel anlamliligin1 belirlemek
icin, GraphPad Prism 10.2.1 (GraphPad Software, LLC, ABD) istatistiksel analiz programinda
bagimsiz t-testi kullanildi. Anlamlilik derecesi her zaman %95 giiven aralifinda ayarlandi ve P
<0.05 *, P<0.01 ** P<0.001 *** P <0.0001 **** olarak belirtildi. Sonuglar, ortalama +
ortalamanin standart hatasi seklinde ifade edildi.

Her spektral parametrenin genel tahmin performansini degerlendirmek i¢in ROC (Alict

Isletim Karakteristigi) egrisi analizi uygulandi. ROC egrisi altinda kalan alan (AUC) ve P
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degerleri, GraphPad Prism 10.2.1 yazilimi kullanilarak %95 giiven araliginda hesaplandi.
Duyarlilik (% Dogru Pozitif Orani) ve 6zgiilliik (% Yanlis Pozitif Oran1) ROC egrisi grafiginde
esik degeri degistikce cizildi.

3.3.Aciklanabilir Yapay Zeka Yontemleri

Arastirma Python siiriim 3.11 kullanilarak gerceklestirilmistir. Kullanilan kiitiiphaneler
arasinda Matplotlib siirtim 3.7.1, pip stiriim 22.0.4, Sklearn siiriim 1.2.2, Pandas stiriim 2.0.1,
RDKkit siirtim 2023.3.1, Shap siirtim 0.41.0, eli5 siirtim 0.13.0, scikit-plot siirtim 0.3.7 ve NumPy
siiriim 1.24.3 yer almaktadir. Hesaplama islemleri, 2,30 GHz hizinda Intel® Core™ i5-8300H
CPU, x64 tabanli islemcili 64 bit isletim sistemi ve 32 GB RAM ile donatilmis bir sistemde
ylriitiilmistir. Bu konfigilirasyon, arastirmanin veri isleme ve analiz agamalarinda yiiksek

performans ve glivenilirlik saglamak icin titizlikle segilmistir.
3.3.1 Veri On isleme

Veri 6n isleme, model gelistirme siirecinde kritik bir asamadir ve bu c¢alismada
kullanilan verilerin kalitesini ve dogrulugunu artirmak igin titizlikle uygulanmstir. {1k olarak,
eksik veriler ve aykir1 degerler tespit edilmis ve uygun istatistiksel yontemler kullanilarak ele
alimmistir. Kayip veriler ¢oklu imputasyon teknikleri kullanilarak impute edilmis ve aykir
degerler IQR (Interquartile Range) yontemi kullanilarak tespit edilmis ve yonetilmistir (Whaley
I, 2005). Ek olarak, veri normalizasyonu ve standardizasyonu gerceklestirilmistir.
Normallestirme min-max Ol¢eklendirme kullanilarak yapilmis ve verilerin Gauss dagilimini
takip etmesini saglamak icin standardizasyon uygulanmistir. Veri setimizdeki dengesizlik goz
onlinde bulundurularak, simif dengesizligini ortadan kaldirmak i¢in rastgele alt 6rnekleme
uygulanmigtir. Bu yontem, fazla temsil edilen siniflardan 6rnekleri rastgele kaldirarak her
simifin esit sekilde temsil edilmesini saglamistir. Bu adimlar modelimizin dogrulugunu ve
genellestirilebilirligini artirmak i¢in ¢ok Onemlidir. Cinsiyet farkliliklarinin ¢aligmadaki
katilimcilarin serum molekiiler bilesimini etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica yas ve
diyabet, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi komorbiditeler de analizde dikkate
alimmustir. Bu faktorlerin esit temsilini saglamak i¢in siniflar arasinda dengeleme prosediirleri
gerceklestirilmistir. Erkek ve kadinlarin esit temsilini saglamak i¢in siniflar arasinda dengeleme
prosediirleri gerceklestirilmistir. Bu dengeleme prosediirleri, her sinif i¢in esit temsil saglamak
iizere veri setinin diizenlenmesini igermekte olup bootstrap teknikleri ile desteklenmistir.
Boylece, model tahminlerinde cinsiyet farkliliklarindan kaynaklanan Onyargilar en aza

indirilmistir.
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3.3.2. Hasta Temelli Modeller

Hasta bazli modellerde ¢esitli demografik ve klinik degiskenler kullanilmistir. Bu
degiskenler Tablo E.1'de ayrintili olarak listelenmistir. Ayrica, analizde kullanilan spesifik 'S'

degiskenler de ayn1 tabloda tanimlanmis ve agiklanmistir.
3.3.3. Model Gelistirme

Calismanin model gelistirme asamasinda, bireysel degiskenligi etkin bir sekilde
yonetmek ve smiflandirma gorevlerinde yiiksek dogruluk saglamak icin gesitli algoritmalar
kullanilmistir. Kullanilan algoritmalar arasinda Rastgele Orman Siniflandiricist (RFC), XGB
Smiflandiricisi, Destek Vektor Makinesi (SVM) Siniflandiricist ve Karar Agact Siniflandiricisi
(DTC) yer almaktadir. Bunlar veri kiimesinin benzersiz zorluklarii ve 6zelliklerini ele almak
icin 0zel olarak se¢ilmis ve ince ayarlanmistir. RFC, yiiksek dogrulugu ve ¢ok degiskenli biiyiik
veri kiimelerini isleme kabiliyeti nedeniyle karmagik desenleri siniflandirmada &zellikle
etkiliydi (Breiman, 2001). XGB Smiflandirici, gradyan artirma cergevesi ile hiz ve performans
arasinda bir denge sunmustur (Tarwidi vd., 2023). SVM Siiflandirici, net bir ayrim marjina
sahip veri kiimeleri i¢in ideal olan yiiksek hassasiyet saglamistir (Testas, 2023). DTC ise basit
ve yorumlanabilir bir model yapis1 sunarak veri yapisina iligkin ilk ig¢goriiler i¢in faydali
olmustur (Gilmor vd., 2021; Kotsiantis, 2013). Modellerin performansini degerlendirmek i¢in
veriler %80 egitim seti ve %20 test setine boliinmiistiir. Egitim seti model 6grenme asamasinda
kullanilirken, test seti modellerin dogrulugunu ve genellenebilirligini bagimsiz olarak
degerlendirmek icin kullanilmistir. Test seti, modelin daha 6nce gérmedigi, rastgele secilen ve
gercek diinya performansini daha iyi yansitmak i¢in dengelenmis drneklerden olusuyordu. Bu
cesitli modeller dizisi, bireysel farkliliklar1 barindiran ve siniflandirma goérevlerinde yiiksek
dogruluk saglayan saglam bir tahmin c¢ergevesinin gelistirilmesinde ¢ok ©Onemli bir rol
oynamistir. F1-Skoru, Geri Cagirma ve Kesinlik Puanlar1 gibi performans 6l¢timleri, modellerin
hem egitim hem de goriilmemis test verilerindeki etkinliginin altim1 ¢izerek, gelistirilen

modellerin giiclii genellenebilirligini ve giivenilirligini géstermektedir.
3.3.4. Permiitasyon Ozellik Onemi

Permiitasyon Ozellik Onemi (PFI), bireysel 6zelliklerin bir modelin tahmin performansi
tizerindeki etkisini tespit etmek icin kullanilan bir tekniktir (Altmann vd., 2010). Bu yontem,
her bir 6zelligin degerlerinin permiitasyonu yoluyla dnem puaninin hesaplanmasini ve model
dogrulugunda ortaya ¢ikan degisimin gézlemlenmesini i¢erir. Matematiksel olarak, bir 6zelligin

(f) onemi (I) formiil 3.3.4.1'deki gibi ifade edilebilir:
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1
I(f) = ﬁzg\]:l(ACCoriginal - Accpermutedi) (3-3)

Burada (N) tiim o6zelliklerin kiimesi, (S) (i) hari¢ 6zelliklerin bir alt kiimesi, (v(S))
sadece (S)'deki ozellikler kullanildiginda tahmin modelinin ¢iktis1 ve (|S|) (S)'deki 6zelliklerin
sayisidir.

Bu tez calismasi kapsaminda PFI, 6zellikleri en iyi performansli model algoritmasindaki
onemlerine gore siralamak i¢in kullanilmistir. Permiitasyon islemi, her bir 6zelligin degerlerinin
veri noktalar1 arasinda sistematik olarak karistirilmasini ve model dogrulugundaki diisiisiin
Ol¢iilmesini igermektedir. Performanstaki degisim (Delta P) ile 6nem puani (I) arasindaki iliski

formiil 3.3.4.2 ile verilmistir:

AP = — Yrer I(f) (3:4)

Burada (F) tiim 6zelliklerin kiimesidir. Performanstaki diisiis (\Delta P) ne kadar 6nemli
olursa, permiitasyonlu 6zelliklerin kiimiilatif 6nemi o kadar yiiksek olur ve bu da modelin

tahmin kabiliyetindeki kritik rollerini gosterir.
3.3.5. Aciklanabilir Yapay Zeka (AYZ)

Makine Ogrenimi alaninda, Aciklanabilir Yapay Zeka (AYZ) model tahminlerini
aydinlatmak i¢in ¢ok 6nemli bir yaklagim olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yaklasimin merkezinde,
her bir 6zelligin modelin ¢iktisina katkisini 6lgen SHAP (Shapley Additive Explanations)
yontemi yer almaktadir. Oyun teorisine dayanan SHAP, bir 6zellik 6nem siralamasi olusturmak
icin Shapley degerlerinden yararlanir ve bdylece modelin karar verme siireci hakkinda seffaf
bir goriiniim sunar (Rodriguez-Pérez ve Bajorath, 2020; Saarela ve Jauhiainen, 2021; Salih vd.,
2023; Saranya ve Subhashini, 2023). Matematiksel olarak, bir 6zelligin (i) katkis1 (\phi_1i), tim
olas1 koalisyonlarda bir 6zelligin ortalama marjinal katkis1 olan Shapley degeri ile belirlenir.

Formiil, formiil 3.3.5.1 ile verilmektedir:

ISI'(N]—|S[-1)!
IN|!

bi = Yscn ] S U {i}) — v(s)) (3.5

Burada (N) tiim o6zelliklerin kiimesi, (S) (i) hari¢ 6zelliklerin bir alt kiimesi, (v(S))
sadece (S)'deki 6zellikler kullanildiginda tahmin modelinin ¢iktis1 ve (|S|) (S)'deki 6zelliklerin
sayisidir.

Bu arastirmada, agag tabanli modeller i¢in tasarlanmis bir SHAP ¢esidi olan TreeSHAP'1
kullandik. TreeSHAP, 6zellik katkilarini yiliksek verimlilikle hesaplamak icin karar agaglarinin
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ve spektral dalga sayilarinin dogal yapisindan yararlanir. Bu yontem bize siniflandirma
gorevlerimizde Ornek tabanli ve spektral dalga sayisi tabanli 6zelliklerin énemini gdsterdi
(Lundberg vd., 2020; J. Yang, 2021). Sonug olarak, siniflandirma semasinda hangi 6rneklerin
ve spektral dalga sayilarinin ve buna baglh olarak bant konumlarinin biiyiilk énem tasidigini
belirledik. SHAP metodolojisi, arastirmacilara modellerinin i¢ mekanigini incelemek ve
bireysel 6zelliklerin tahminler tizerindeki etkisini titizlikle degerlendirmek i¢in paha bigilmez
bir ara¢ sunar. Bu ayrintili anlayis, model performansinin iyilestirilmesinde ve sonuglarinin

giivenilirliginin saglanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
3.4.SDS-PAGE Elektroforezi ve Western Blot Yontemleri

Serum Orneklerinden protein izolasyonu proteaz (Thermo Scientific) ve fosfataz
inhibitdr kokteyli (Thermo Scientific) iceren T-PER (Thermo Scientific) protein lizis tamponu
kullanilarak yapilmistir. Serum 6rneklerinin lizerine 4 kat lizis buffer soliisyonu eklenerek, 5’er
dakikalik zaman araliklarinda vortekslenmek iizere 30 dakika boyunca buzda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda proteinler, 14000xg’de, 4°C’de, 15 dakika boyunca santrifiij uygulanarak
toplanmustur.

Western blot i¢in, %12 SDS, %30 (v/v) B-merkaptoetanol, %30 (v/v) gliserol, %0,02
(w/v) bromofenol mavisi, 375 mM Tris HCI (pH 6.8) iceren 6X yiikleme boyasi ile 95°C'de 6
dakika kaynatilmig, %10’luk ayirma (separating) jeli ve %4’liik yigilma (stacking) jeli olacak
sekilde hazirlanan SDS-PAGE’e yiiklenmis ve 70V'da stacking jel (iist jel) ve 110V'da
separating jel (alt jel) boyunca yiiriitiilmiistiir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. SDS-PAGE i¢in ayirma ve y1gilma jeli hazirlama prosediirii.

%10’luk Ayirma (Separating) Jeli %4’liik Yigilma (Stacking) Jeli

3,240 mL dH20 1,806 mL dH20
2,08 mL 4x Seperating Buffer (Tris|779 uL 4x Stacking Buffer (Tris (Applichem):
(Applichem): 05 M 1817 g¢g/L, SDS|0,5 M 60,56 g/L, SDS (Applichem) 3,84 g/L

(Applichem) 3,84 g/L pH 8,8) pH 6,8)

29:1 Akrilamid/bisakrilamid (Hoefer): 2,64|29:1 Akrilamid/bisakrilamid (Hoefer): 397
mL uL

%10 APS (Merck): 40 puL %10 APS (Merck): 14,98 uL

Temed (Biorad): 10 pL Temed (Biorad): 3,74 pL
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Jeldeki proteinlerin Poliviniliden floriir (PVDF) membrana aktarimindan 6nce membran
30 saniye metanol ile aktive edilmis ve ardindan 5 dakika 1x transfer tamponunda (1x transfer
tampon: 100 mL 10x transfer tamponu, 200 mL metanol, 700 mL dH20; 10x transfer tamponu:
25 mM 30,2 g/L Tris (Applichem), 192 mM 144 g/L Glisin (Serva) bilesenleri 1 L steril dH20
ile c¢oziindirilir) bekletilmistir. Proteinler Hoefer TE70XP yarikuru transfer sistemi
(Massachusetts, ABD) kullanilarak 200 mA'da 1,5 saat siireyle poliviniliden difloriir (PVDF)
membrana aktarilmistir. Membran, Ponceau S (Serva; 0,2 g Ponceau S soliisyonu, karanlik
ortamda 10 mL asetik asit ile ¢oziindiiriiliip, dH20 ile 200 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir)
sollisyonu ile oda sicakliginda yatay calkalayicida 30 dakika inkiibe edilerek, inkiibasyon
sonunda membran iizerindeki fazla boyanin giderilmesi amaciyla dH20 ile yikanarak Syngene
G: BOX (Synoptics Ltd.; Nuffield Road, Cambridge) goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.
Gorilintiilenmenin ardindan Ponceau S’in membrandan tamamen giderilmesi i¢in yatay
calkalayict kullanilarak 3 kez ve her biri 15 dakika olmak iizere 1X TBS-T (Tris-Buffered
Saline-%0,1 Tween20, v/v) ile yikama yapilmistir. 1X TBS-T igerisinde hazirlanan %35°lik
yagsiz slit tozu ile oda sicakliginda, yatay calkalayicida 1 saat boyunca inkiibe edilen membran,
takiben 4°C’de gece boyu yatay calkalayicida primer antikor (Biorbyt, Human IgG+IgM+IgA
Antibody, Cat: orb216291) ile inkiibe edilmistir. Primer antikor toplandiktan sonra membran
yatay calkalayici kullanilarak 3 kez ve her biri 15 dakika olmak iizere 1X TBS-T ile yikanmig
ardindan HRP konjuge ikincil antikor (Bioss, Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, Cat: bs-0295G)
ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Tkinci antikor uzaklastirilmis ve membran oda
sicakliginda her bir yikama 15 dakika olmak {izere 3 kez 1X TBS T ile yikanmistir. Bantlar
ECL soliisyonu (membran Serva ve/veya Advansta markali ECL soliisyonlari ile 3 dakika oda
sicakliginda ve karanlik ortamda inkiibe edilmistir) kullanilarak Syngene G: BOX (Synoptics
Ltd.; Nuffield Road, Cambridge) goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir (Collins, 2016;
Wynne vd., 2013).
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4. BULGULAR
4.1.Molekiiler Yap1 ve Ozelliklerin Spektrokimyasal Karakterizasyonu

Sekil 4.1, kritik hastalardan (entiibe ve servis gruplar1) ve iyilesmis hastalardan alinan
serumun 3800-650 cm™ kizildtesi spektral bolgedeki taban cizgisi diizeltilmis ortalama
spektrumlarin1 gostermektedir. Bu bolgede secilen alan degerleri ve konumlar1 hesaplanan
spektral bantlar etiketlenerek kritik degisimlerin gozlemlendigi bantlar Tablo 4.1°de
tanimlanmistir. Sekil 4.1a 3800-2800 cm™ spektral penceresindeki lipit ve proteinlerle ilgili
degisiklikleri gdstermektedir. Ote yandan, 1800-650 cm™! arasinda saglanan parmak izi spektral
penceresi proteinlerin, karbohidratlarin, lipidlerin ve niikleik asitlerin fonksiyonel

gruplarindaki degisiklikleri ifade eden bantlar igermektedir (Sekil 4.1, Tablo 4.2).

)

Absorbans Birimi (A.B.)

3800 3600 3400 3200 3000 2800
Dalga Sayisi (cm-)

(=2

Absorbans Birimi (A.B.)

1800 1600 1400 1200 1000 800 650
Dalga Sayisi (cm)
Sekil 4.1. Entiibe COVID-19 (EC), Servis COVID-19 (SC) ve Post-COVID (PC) hastalardan
alman serumun (a) 3800-2800 cm™ ve (b) 1800-650 cm™! kizil6tesi spektral bolgelerindeki taban
cizgisi diizeltilmis ortalama spektrumlari. Taban cizgisi diizeltme, 64 temel nokta ile

Rubberband diizeltme yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Tablo 4.1. 3800-650 cm™ kizildtesi spektral bolgesindeki Entiibe COVID-19 (EC), Servis
COVID-19 (SC) ve Post-COVID (PC) hastalarin ortalama serum spektrumlarinda kritik

degisimler gézlemlenen bantlar ve tanimlamalari.

No Bant Tamm

1 3356 cmt N-H germe titresimi

2 2974 cm? CHs antisimetrik germe titresimleri
3 2920 cm? CH2 antisimetrik germe titresimleri
4 2873 cm? CHs simetrik germe titresimleri

5 2852 cm'? CH2 simetrik germe titresimleri

6 1783 cm™? C=0 germe titresimleri

9 1652 cm* C=0 biikiilme titresimleri

10 1538 cm? N-H biikiilme titresimleri

14 1293 cm? C-N germe ve N-H biikiilme

15 1235 cmt PO2- antisimetrik germe titresimi
17 1074 cm™? PO2- simetrik germe titresimi

Tablo 4.2. COVID-19 hastalarinin serumlarindan elde edilen kizilotesi spektral bantlarin

tanimlamalart.
Dalga sayis1 Titresim modu/ Biyomolekiiler
Bant (cm™) molekiiler bag tammmlamalar Kaynakea
1 3356 N-H gerilme titresimi Proteinler (amid A) (Koehler Vd"zggf)z; Zhang vd.,
.. . . Lipitler (yag asitleri, .
CHsantisimetrik gerilme . (Dogan vd., 2021; Koehler vd.,
2 2974 itresimi kolesterol esterleri); 2022; Ustaoglu vd., 2021)
proteinler
CHsantisimetrik gerilme .. e (Dogan vd., 2021; Koehler vd.,
3 2920 titregimi Lipitler (yag asitleri) 2022; Ustaoglu vd., 2021)
CHgs simetrik gerilme . (Dogan vd., 2021; Yonar vd.,
4 873 | fiiresimi Proteinler 2022; Zhang vd., 2021)
CH; simetrik gerilme .. e (Dogan vd., 2021; Koehler vd.,
5 2852 | fiiresimi Lipitler (yag asitleri) 2022; Ustaoglu vd., 2021)
6 1783 |c=0 |9G karbonil grubu - (Bandeira vd., 2022)
glikozilasyon
_ . o Lipitler (yag asitleri, (Bandeira vd., 2022; Koehler vd.,
! 1748 C=0 gerilme titresimi kolesterol esterleri) 2022; Yonar vd., 2022)
8 1725 C=0 Polisakkaritler (Bandeira vd., 2022)
_ . o . . (Ceylani vd., 2022; Koehler vd.,
9 1652 C=0 gerilme titresimi Proteinler (amid I) 2022: Ustaoglu vd., 2021)
T R o . . (Ceylani vd., 2022; Koehler vd.,
10 1538 N-H biikiilme titresimi Proteinler (amid 1) 2022; Ustaoglu vd., 2021)
11 1467 CHj> biikiilme Lipitler (Yonar vd., 2022)
12 1455 (;Hz ve pHa biikiilme L1p1tl_er (yag asitleri); (Koehler vd., 2022)
titresimi proteinler
13 1400 (.:OO._ 5|.metr|k gerilme Proteinler, lipitler (Zhang vd., 2021)
titresimi
C-N gerilme ve N-H . . (Yonar vd., 2022; Zhang vd.,
14 1293 biikiilme Proteinler (amid I1) 2021)
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Tablo 4.2.(devami) COVID-19 hastalarinin serumlarindan elde edilen kizilotesi spektral

bantlarin tanimlamalari.

Dalga sayisi Titresim modu/ Biyomolekiiler
Bant (cm™) molekiiler bag tammmlamalar Kaynakea

15 1235 PO, antisimetrik biikiilme | Niikleik asitler, (Bel’skaya vd., 2021; Ceylani vd.,

titresimi fosfolipitler 2022; Koehler vd., 2022)
A - . Lipidler (fosfolipidler,

16 1163 E:;ﬁrmi 'Ei)trg ziirr;l'[i|5|metr|k trigliseridler ve (Zhang vd., 2021)
& i kolesterol esterleri)

17 1074 PO, simetrik gerilme Niikleik asitler, (Koehler vd., 2022; Ustaoglu vd.,
titregimi fosfolipitler 2021; Zhang vd., 2021)

18 1030 |C-O gerilme titresimi | Karbohidratlar (Koehler vd., gggf) Ustaoglu vd.,
DNA'nin A-form ve B-

19 834 form sarmal Niikleik asitler (DNA) (Yonar vd., 2022)
konformasyonu

20 720 C-H deformasyonu (Talari vd., 2017)

21 700 Tanimlanmamis bant

22 659 Tanimlanmamis bant

Lambert-Beer yasasina gore, kizilotesi spektroskopide degisen absorpsiyon bantlarinin
yogunlugu veya alani, ilgili molekiiliin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Sonug olarak, lipid,
protein ve niikleik asit miktarlar1 ve yapilari, proteinlerin fosforilasyonu, IgG glikozilasyonu ve
glukoz konsantrasyonlar1 dahil olmak tizere c¢esitli spektrokimyasal parametreler
hesaplanmistir. Bu parametreler, molekiillerin bilesimi ve davranisit hakkinda degerli bilgiler
saglayarak arastirmacilarin  karmasik biyolojik sistemleri ve kimyasal etkilesimleri
anlamalarina yardimer olur. Sekil 4.2, lipidlerle iligkili ¢esitli spektrokimyasal parametrelerdeki
kantitatif degisiklikleri gostermektedir. Entiibe hastalarda (EC grubu) yiiksek serum lipidleri,
lipid/protein indeksindeki artislarla yansitilmaktadir (Sekil 4.2a). Alifatik CH2 gruplarina ait
~2920 cm’!' (CH: antisimetrik gerilme) ve ~2852 cm™ (CH: simetrik gerilme) bantlari
lipitlerdeki uzun hidrokarbon zincirlerinden kaynaklanmaktadir (Yonar vd., 2022). CH:
antisimetrik ve simetrik bantlarimin integral bant alanlarmin o6l¢iimii, EC hastalariin
serumlarinda artmis lipid igerigini gosterir (Sekil 4.2b-c). Lipid metabolizmasindaki
modiilasyonlar doymus lipidler ve kolesterol esterlerindeki (C=O gruplar1) artiglara da
yansimaktadir (Sekil 4.2d-e). Yag asitlerinin agil zinciri uzunlugu, hiicre zarmin genel
metabolik aktivitesi ile iligkili dnemli bir parametredir. Daha yiiksek bir agil zinciri uzunlugu
degeri daha uzun zincirli yaglarin varligini gosterirken, daha diisiik bir deger daha kisa zincirli
ve/veya daha dallanmis lipitlerin varligina isaret eder (Ceylani vd., 2022; Yonar vd., 2022).
Diger COVID-19 hasta gruplartyla karsilastirildiginda EC hastalar1 i¢in artan agil zinciri
uzunlugu hesaplanmistir (Sekil 4.2f).
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a lipid/protein igerigi b CH, antisimetrik Cc

CH, simetrik
(A2920+2852/A1652+1538) 4 2
(2920 cm™) (2852 cm™)
*%
ok * % %k %k
0.020- ,_‘ 049 4 0.054 [ %%
£ i i 5 0.34 -
§ 0015 3 03 ! s
© £ £ 0.031 -
& 0.010 @ 0.2 @
< " T 0.02-
E g g
S 0.005 £ 0.1 £ 0014
0.000- 0.0- 0.00-
EC SC PC EC SC PC EC SC PC
Ester C=0 germe:
d doymus lipit igerigi kolesterol e5t1erler| f agil zincir uzunlugu
(Azgs52/A2920+2852) e (1748 cm™) (A2920/A2974)
* * %k ok
0.15+ *kk 0.08- * % 2.5+ **
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= = = 2.0
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0.00- 0.00- 0.0-
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Sekil 4.2. Lipitle iliskili molekiiler 6zelliklerdeki spektrokimyasal degisiklikler. (a)
lipid/protein igerigi (A2920+2852/A1652+1538), (b) CH2 antisimetrik (2920 cm™), (c) CH2 simetrik
(2852 cm™), (d) doymus lipid igerigi (A2ss2/A2920+2852), (€) Kolesterol esterleri (ester C=0O
germe/ 1748 cm™) ve (f) acil zincir uzunlugu indeksi (A2920/A2974). Anlamlilik derecesi *

p=<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 olarak gosterilmistir.

Proteinle ilgili farkli spektrokimyasal parametreler Sekil 4.3'te gosterilmistir. Cesitli
amid bantlarindan ve CHs simetrik germe bandindan (Dogan vd., 2021) kaynaklanan
proteinlerin alt yapisal varliklarinin hesaplamalari, amid A bandi hari¢ EC grubundaki
proteinlerde 6nemli bir azalma oldugunu gostermistir (Sekil 4.3a-e). Amid I bandi proteinlerin
C=0 gerilmesinden kaynaklanirken, amid II ve amid A bantlar1 sirastyla N-H biikiilmesinden
ve N-H gerilmesinden ortaya ¢ikmaktadir. Ote yandan, amid III band1 proteinlerin hem C-N
gerilmesini hem de N-H biikiilmesini yansitmaktadir (Tablo 4.2). Iyi bilinen protein bantlarinimn
orani yani amid I/amid I + amid II indeksi biyolojik sistemlerdeki protein konsantrasyonunu
ifade eder (Yonar vd., 2022). Ayrica, amid I[/amid II orani protein konformasyonu i¢in bir
indekstir (Ceylani vd., 2022). Sonuglar, protein konsantrasyonlarinin ve konformasyonel

degisikliklerin EC grubunda PC grubuna kiyasla sirasiyla daha yiiksek ve daha gii¢lii oldugunu
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ve SC grubuna kiyasla bunun tersinin gegerli oldugunu gostermistir (Sekil 4.3f-g). Diger hasta

gruplartyla karsilastirildiginda EC grubu i¢in fosforile proteinlerin miktarinin arttig1

gosterilmistir (Sekil 4.3h).

a Amid A ‘;2;753'“‘_:')" c Amid | d Amid I
3356 cm™ cm 1652 cm™' P
( ) Hokok K ( . ) (1538 cm™)
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Sekil 4.3. Proteinle iliskili molekiiler 6zelliklerdeki spektrokimyasal degisiklikler. (a) Amid A
(3356 cm™), (b) CH3 simetrik (2873 cm™), (c) Amid I (1652 cm™), (d) Amid II (1538 cm™), (e)
Amid III (1293 cm™), (f) protein konsantrasyon indeksi (Aies2/ Aies2+1538), (g) protein
konformasyon indeksi (Aies2/ Aisss) ve (h) protein fosforilasyon indeksi (Aio74/ Auisss).

Anlamlilik derecesi * p<0.05, ** p<0.01, **** p<0.0001 olarak gosterilmistir.

Albliminler ve globulinler kanin ana bilesenleridir. Spesifik olmayan bagisiklik
yanitlarindaki modiilasyonlarin, 6zellikle de serum AGR indeksindeki degisimin, hastaligin
varlig1 ve sonuclariyla iligkili oldugu tespit edilmistir (Suh vd., 2014; Ulloque-Badaracco vd.,
2022). Bu nedenle, bu calismada EC, SC ve PC hasta gruplari arasinda immiin yanitlarin ve
COVID-19 ilerlemesinin degerlendirilmesi i¢in serum AGR indeksi (serum albiimin/total
protein - albiimin olarak hesaplanir) kullanilmistir. Sonuglar, hasta gruplari arasinda AGR
endeksinde Onemli bir degisim oldugunu ortaya koymustur (Sekil 4.4a). Bu endeks EC
grubunda PC grubuna kiyasla azalmistir (EC grubu/AUC = 0,765). Bununla birlikte, en diisiik
deger SC grubu icin hesaplanirken, PC grubu i¢in tam tersi olmustur (SC grubu/AUC = 0,893).
Dolayisiyla, AGR endeksi COVID-19 hastalarinin bakimi ve hastaneye yatisi sirasinda hizli bir
biyokimyasal parametre olarak kabul edilebilir.
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Sekil 4.4. (a) Albiimin-globiilin (AGR) indeksi, (b) IgG glikozilasyonu (C=0/A1783 cm™) ve (c)

glukoz/protein indeksi (A1030/A16s2+1538) i¢in molekiiler 6zelliklerdeki degisiklikler ve bunlara

karsilik gelen ROC egrileri. Anlamlilik derecesi * p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001, ****p <

0.0001 olarak gosterilmistir.
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Bandeira ve arkadaglari, COVID-19 hastalarindan alinan serum orneklerinde IgG
yapisal ozellikleri iizerine yaptiklari ¢caligmada, IgG glikozilasyon seviyelerinin 6nemli bir
gostergesi olarak 1702-1785 cm™ spektral araliginm 6nemini vurgulamislardir. Ayrica, bu
spektral pencerenin COVID-19 vakalarinin ciddiyetine bagl olarak farkli alt popiilasyonlari
kesfetmek icin kullanilabilecegini 6ne siirmiislerdir (Bandeira vd., 2022). Bulgularimiza gore,
IgG glikozilasyonuna (IgG'deki C=0O gruplar1) atanan 1783 cm™! bandinin integral alani, entiibe
hastalarda (EC grubu/AUC = 0,715) PC grubuna kiyasla hastalik siddeti arttikca azalmistir
(Sekil 4.4b). Glukoz, seker metabolizmasi i¢in hayati bir molekiildiir. EC grubunda glukoz
konsantrasyonu 0,977 AUC degeri ile diger hasta gruplarina gore daha yiiksekti (Sekil 4.4c).
Bu nedenle, IgG glikozilasyon diizeyi ve glukoz endeksleri COVID-19 siddetinin erken
tahmininde dikkate alinabilir.

PO: fonksiyonel gruplarindaki titresimler, serumdaki niikleik asitlerin veya
fosfolipidlerin fosfodiester gruplar tarafindan ortaya ¢ikar (Yonar vd., 2022). Ayrica, insan
serumundaki iki ana fosfolipidin (sfingolipidler ve lisolesitin) COVID-19"un siddetiyle birlikte
arttig1 bildirilmistir (Zhang vd., 2021). 1235 cm™ ve 1074 cm™ dalga boyundaki bantlar
sirastyla PO2" fonksiyonel gruplarinin antisimetrik ve simetrik gerilme titresimleri olarak
tanimlanmistir. Sonuglarimiz 0,956 AUC degeri ile EC grubunda daha yiiksek niikleik asit
konsantrasyonlari oldugunu gdstermistir (Sekil 4.5a). Ayrica, 720 cm™"deki C-H deformasyon
band1 0,898 AUC degeri ile EC grubunda yiiksek oranlarda ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.5b).
Kritik degisiklikler heniiz atanmamus bantlarda da goriilmiistiir. Ozellikle EC grubunda 659 cm"
I'deki belirgin ve ayirt edici bandin (AUC = 0,884) potansiyel bir biyobelirteg olarak dzel dikkat
gerektirdigini gostermektedir (Sekil 4.5c¢).
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Sekil 4.5. (a) niikleik asit/protein indeksi (Ai235+1074/Ai6s2+1538), (b) C-H deformasyonu (720
cm!) ve (c) atanmamis bant (659 cm™) i¢in molekiiler 6zelliklerde karsilik gelen ROC egrileri
ile spektrokimyasal degisiklikler. Anlamlilik derecesi **p <0.01, ***p <0.001, ****p <0.0001

olarak gosterilmistir.
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4.2.Aciklanabilir Yapay Zekéa Bulgular:
4.2.1. Model Gelistirme ve Dogrulama

Hasta bazli analizlerde ilk olarak en iyi 50 6zelligi belirlemek i¢in Permiitasyon Ozellik
Onemi (PFI) uygulandi. Daha sonra, bu bireysel hasta 6zelliklerinin COVID sonrasi, servis
veya entilbe durumlarin siiflandirilmasma katkisini degerlendirmek icin SHAP (Shapley
Additive exPlanations) kullandik. Bu, hastalik durumlarimin bireysel 6zelliklere gore nasil
farklilik gosterdigini anlamamaizi sagladi. Dalga boyuna dayali analizlerde SHAP, belirli dalga
boylarimin siniflandirma modeline katkisini incelemek i¢in kullanildi ve hangi dalga boylarinin
hastalik durumlarin1 molekiiler diizeyde ayirt etmede daha etkili oldugunu belirlememize
yardimci oldu. Bu iki analitik yaklasim, modelimizin performansini kapsamli bir sekilde analiz
etmemizi ve farkli veri tiirlerinin (demografik ve spektral) siniflandirma basarisi lizerindeki
etkisini gostermemizi sagladi.

Model gelistirme asamasinda, siniflandirma modellerinin  olusturulmasint  ve
degerlendirilmesini  kolaylagtirmak i¢in scikit-learn paketi kullanilmigtir.  Paketin
metriklerinden elde edilen siniflandirma raporlari, model performansinin kapsamli bir

degerlendirmesini saglamistir (Sekil 4.6 ve Tablo 4.2).
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Sekil 4.6. En iyi performans gosteren Rastgele Orman Siniflandirict (RFC) modeli

algoritmasinin ROC/AUC egrisi ve karisiklik matrisi.

Tablo 4.3. Birlesik siniflandirma modeli performansi.

Train

Test

F1-

Recall

Precision

Modeller Accuracy | Accuracy | Score | Score | Score Ozgiilliik | Model Tipi
Random Forest
Classifier (RFC) 1,000 0,996 | 0,996 | 0,996 0,996 0,996 | Hasta bazli
XGBClassifier 0,982 0,965| 0,965| 0,965 0,965 0,965| Hasta bazli
SVM Classifier 0999| 0996 0,996| 0996| 00996| 0,996| Hasta bazli
(SVM)
Decision Tree
Classifier (DTC) 1,000 0,980| 0,980| 0,980 0,980 0,980 | Hasta bazli
Random Forest Dalga boyu
Classifier (RFC) 1,000 0,950 0,950| 0,950 0,950 0,950 barl
XGBClassifier 1000|  0900| 0900| 0,900| 0900| 0900| D2l93 Eg;’ﬁ
SVM Classifier Dalga boyu
(SVM) 0,569 0,550 0,550| 0,550 0,550 0,550 barl
Decision Tree Dalga boyu
Classifier (DTC) 1,000 0,900 0,950| 0,950 0,950 0,950 barl
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[Hasta bazli analizlerde SHAP, bireysel hasta 6zelliklerinin COVID sonrasi, servis veya
entiibe durumlarin siniflandirilmasina katkisini degerlendirmek igin kullanilmigtir. Bu, hastalik
durumlarinin bireysel 6zelliklere gore nasil farklilik gosterdigini anlamamizi sagladi. Dalga
boyuna dayali analizlerde, belirli dalga boylarinin siniflandirma modeline katkist SHAP
kullanilarak incelenmistir. Bu, hangi dalga boylarinin hastalik durumlarini molekiiler diizeyde
ayirt etmede daha etkili oldugunu belirlememize yardimci oldu. Bu iki analitik yaklasim,
modelimizin performansini kapsamli bir sekilde analiz etmemizi ve farkli veri tiirlerinin

(demografik ve spektral) siniflandirma basarisi iizerindeki etkisini gostermemizi sagladi].
4.2.2. Permiitasyon Ozellik Onemi (PFI)

RFC modelinin simiflandirmadaki etkinliginin degerlendirilmesinde PFI analizi etkili
olmustur. Analiz, S.13, S.16, S.9, S.11, S.6, S.12 ve S.3 6zelliklerinin ¢ok 6nemli oldugunu ve
S.13'tin (PFI skoru: 0.120) modelin ¢iktis1 iizerinde en 6nemli etkiye sahip oldugunu ortaya
koymustur. Benzer sekilde, S.16 ve S.28 (PFI skoru: 0.117) 6zellikleri de performansin kritik
belirleyicileri olarak tanimlanmistir. Buna karsilik, S.17 6zelligi minimum bir etki gostermistir
(PFI skoru: 0,009). Ayrica, PFI skorlar1 0,050 olan 1282 cm™ ve 1285 cm™ dalga sayilari,
COVID-19 tahmini i¢in modelin dogrulugunu 6nemli 6l¢iide etkiledigi kabul edilmistir. Daha
diisiik dnem puanlarina sahip olmalarina ragmen 2377 cm™!, 1618 cm™!, 2315 cm™ ve 3710 cm
! dalga sayilar1 da modelin veri analizine kayda deger katkida bulunanlar olarak vurgulanmis
ve COVID-19 ile ilgili o6zelliklerin tanimlanmasi ve simniflandirilmasindaki potansiyel

faydalarimin altini1 ¢izmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Orneklerde ve dalga sayis1 siniflandirmalarinda Permiitasyon Ozelligi onem degerleri

ve ¢ubuk grafigi.
4.2.3. Shapley Eklemeli exPlanations

Calismanin ileri analitik asamasinda, modelin dngoriicli davranist hakkinda daha derin
icgoriiler elde etmek i¢in PFI skorlar1 tarafindan belirlenen ilk 50 6zellige SHAP uygulandi.
Her bir 6zelligin modelin ¢iktisina katkisini agiklayan SHAP analizi, farkli hasta kategorileri
arasinda 6zellik oneminin farkli modellerini ortaya ¢ikardi. Bireysel verilere dayali COVID
sonrasi analizde, S.13, S.28, S.2, S.16, S.12, S.9, S.27, S.20 ve S.3 6zelliklerinin oldukg¢a etkili
oldugu goriilmiistiir. Hastane i¢i hizmet alan hastalar i¢in S.11, S.30 ve S.6 o6zellikleri 6ne
cikarken, entiibe edilenler i¢in S.31, S.24, S.17 ve S.20 6zellikleri 6ne ¢ikmistir. Dalga boyuna
dayali analizde, 2377 cm™, 3710 cm™!, 2315 cm™ ve 1282 cm™! dalga sayilar1 COVID sonrasi
baglamda 6nemliyken, 1285 cm™ ve 2315 cm™! hastane servislerindeki hastalar i¢in ve 1021
cm!, 1038 cm™ ve 1052 cm™! entiibe hastalar i¢in ¢ok énemlidir. Bu bulgular, COVID-19'un
etkisinin heterojenliginin altin1 ¢izmekte ve SHAP"!n karmasik 6zellik etkilesimlerini ¢6zme
potansiyelini vurgulamakta, boylece COVID-19'un siniflandirilmasinda model tahminlerini

yonlendiren faktorlerin daha net anlagilmasini saglamaktadir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Orneklerde agiklanabilir makine 6grenmesi sonucu olusan SHapley degerlerine gore

Oonemi belirlenen 6zet grafigi ve dalga sayis1 siniflandirmasi.

4.3. Serum Proteinlerinin Immiinblotlama Sonuclar

Bu tez ¢alismasi kapsaminda farkli siddet derecelerindeki her bir gruptan (Entiibe
COVID, Servis COVID ve Post-COVID) 5 kadin ve 5 erkek olmak tizere toplam 30 hastanin
serumlar1 ile proteinlerin immiinblotlama analizleri yapilmistir. Bu analizler kapsaminda
secilmis olan hasta serumlarindaki proteinler %10 SDS-PAGE jelde ayrilmistir. Serumdaki
proteinlerin molekiil agirligi Opti-Protein XL Marker (ABM Inc, Cat No: G266) kullanilarak
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.9 ve 4.10” da verilmistir.
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Sekil 4.9. Entiibe COVID hastalarin ponceau jel goriintiisii (a), Servis COVID hastalarin

ponceau jel goriintiisii (b) ve Post-COVID hastalarin ponceau jel goriintiisii (c).
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Sekil 4.10. Entiibe COVID hastalarin Western Blot membran goriintiisii (a), Servis COVID
hastalarin Western Blot membran goriintiisii (b) ve Post-COVID hastalarin Western Blot

membran goriintiisii (c).

Sekil 4.9’da 3 farkli grubun ponceu jel goriintiileri incelendiginde Post-COVID (Sekil
4.9.c.) gruptaki hastalarin total protein yogunluklarinin diger iki gruba goére daha yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Ote yandan, Servis COVID (Sekil 4.9.b.) grubundaki hastalarin total protein
yogunlugunun diger gruplara gore daha diisiik oldugu goézlenmektedir.

Standart teknikler kullanilarak membrana aktarilan proteinler Immiinoglobiilin G (Ig
G), Immiinoglobiilin M (Ig M) ve Immiinoglobiilin A (Ig A) antikorlar1 (Biorbyt, Human
IgG+IgM+IgA antibody (HRP), Cat No: orb216291) ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
elde edilen sonuglar sekil 4.10°da verilmistir. IgG, IgM ve IgA antikorlar1 yaklasik 25 kDa ve
55-80 kDa arasinda bant vermektedir (Invitrogen, Cat: A18847). Sekil 4.10 incelendiginde en
yogun bantlar Entiibe COVID (Sekil 4.10.a.) ve Servis COVID (Sekil 4.10.b.) durumunda
goriilmektedir. Bu durum Entiibe COVID ve Servis COVID durumundaki hastalarda IgG, IgM
ve IgA antikorlarinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Post-COVID durumundaki
hastalarda ise bu bantlarda azalma goriilmektedir. Schwedler ve arkadaslarinin (2022) yaptigi

bir ¢alismada agir COVID-19 hastalarinin serum IgG seviyelerinin hafif hastalara kiyasla
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belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Schwedler vd., 2022). Diger bazi
calismalarda ise serum IgA konsantrasyonundaki degisimlerin COVID-19 siddetti ile iliskili
oldugu ileri sitiriilmiistiir (Barzegar-Amini vd., 2022; Stjepanovic vd., 2022). Bu caligmalar ile
elde edilen sonucglar kiyaslandiginda; Entiibe ve Servis COVID gibi hastaligin daha agir
gecirildigi gruplarda IgG, IgM ve IgA antikorlarinin hastalig1 atlatmis gruptaki (Post-COVID)
hastalara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Yakin zamanda yapilan bir COVID-19 ¢aligsmasi, amid I ve amid II bolgelerine atfedilen
spektral absorbanslarda hafif bir kayma ve azalma oldugunu goéstermistir, bu da protein
tiretiminde potansiyel bir azalmaya isaret etmektedir (Martinez-Cuazitl vd., 2021). Ek olarak,
konak¢1 protein seviyelerinde bir azalma goézlenmistir, bu da diger viral enfeksiyonlarda
goriilen protein translasyon inhibisyonunun tutarli bir modelini gostermektedir. Sonug¢larimizla
uyumlu olarak, sitokin iiretimi ile iligkili CK2 ve p38 MAPK yolaklarinda goézlenen
hiperfosforilasyonun yani sira, protein bollugunda bir azalma ile birlikte fosforile proteinlerde
bir artis olmustur. Fosforilasyondaki bu degisimler, enfeksiyon sirasinda koopere edilen 6nemli
hiicresel siireclerin faaliyetlerindeki degisikliklere isaret etmektedir (Bouhaddou vd., 2020).

Bulgularimizla tutarli olarak, COVID-19 enfeksiyonu ile ilgili ¢aligmalar, serum ve
tiiktirtik gibi hastalik pozitif biyolojik sivilarda (Calvo-Gomez vd., 2022; Martinez-Cuazitl vd.,
2021; Wood vd., 2021), muhtemelen hastalik siddeti ile iligkili genellestirilmis enflamatuar
yanit ve kan dolagimindaki hiicresiz DNA'daki (cfDNA) artisla iliskili olarak, niikleik asitlerin
artan birikimini gostermektedir. Son bulgular, serum ac¢lik glukozunda ve kan HbAlc'sinde bir
artis oldugunu gostermistir; her ikisi de tam remisyonun ardindan énemli 6lgiide azalmis ve
COVID-19 enfeksiyonunun baglangicindan Once gozlemlenen seviyelere donmiistiir
(Alshammari vd., 2023). Lipidler s6z konusu oldugunda, siddetli COVID-19 hastalarinin
serumlarinda artmis seramid seviyeleri sergiledikleri belgelenmistir. Dahasi, daha uzun
zincirlere sahip seramidlerin birikimi, kardiyovaskiiler risk faktorlerinin gostergesi olan
geleneksel plazma lipid belirtegleri ile iligkili olmasa da, olumsuz sonuglarla iliskilendirilmistir.
Lipid biyogenez yollari siirecinde lipid molekiillerinin yapisindaki degisiklikler, endozomlarin
hiicre ytlizeyindeki reseptor aracili mekanizmalar yoluyla viriislerin girigini etkileyebilir ve
virlislerin yayilmasini diizenleyebilir (Caterino vd., 2021). CH2/CHs oranindaki degisimler
molekiiller arasi zincir diizensizliginde bir artisa isaret edebilir ve uzun CH: zincirlerinin
yiiksek konsantrasyonlar1 potansiyel olarak hiicre zari-iskeletinin biitiinliigiinii zayiflatir
(Martinez-Cuazitl vd., 2023).

Basta albiimin ve globiilinler olmak {izere serum proteinleri sistemik inflamasyon
olaylarinda 6nemli rol oynar. Bu nedenle, albiimin-globiilin oran1 (AGR) bulasict hastaliklarin
ciddiyetini ve mortalitesini tahmin etmek i¢in kullanilmistir. Diisiik AGR orani, COVID-19
dahil olmak iizere bir¢cok hastalikla iliskilendirilmistir (Fukuda vd., 2024; Ulloque-Badaracco
vd., 2022). Son raporlar, siddetli COVID-19 hastalarinin siddetli olmayan COVID-19
hastalaria gore daha diisiik AGR degerlerine sahip oldugunu gdstermektedir. Ayrica, hayatta
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kalmayan COVID-19 hastalarinin AGR degerlerinin hayatta kalan hastalardan daha diisiik
olmasi, AGR'nin COVID-19 i¢in dngoriicli degerine isaret etmektedir (Ulloque-Badaracco vd.,
2022). Alblimin, COVID-19'un klinik ilerlemesinde ¢cok dnemli olarak arastirilmistir. Kritik
hastalik sirasinda enflamatuar yanitla baglantili olan hipoalbiimineminin mortalitenin bir
ongoriiciisii oldugu bildirilmistir. Bu durum, kapiller sizintida artisa neden olan ve bdylece
albiiminin intravaskiiler ve ekstravaskiiler kompartmanlar arasindaki dagilimini degistiren
sitokinlerin ve kemokinlerin salinimindan kaynaklanmaktadir (Martinez-Cuazitl vd., 2021).

IgG glikozilasyonuna olan ilgi, muhtemelen antikorlarin terapdtik amagclar i¢in artan
kullanim1 nedeniyle One c¢ikmistir. Galaktozilasyon, fukozilasyon ve sialilasyondaki
degisiklikler, IgG'nin inhibitor ve anti-enflamatuar etkilerinden kompleman aktivasyonuna ve
antikora bagli hiicresel sitotoksisitenin kolaylastirilmasina kadar c¢esitli islevlerini etkileyen
onemli faktorler olarak kabul edilmektedir (Cobb, 2021). Saglikli bireylerde IgG'nin Fragment
kristalize edilebilir (Fc) bolgesi agirlikli olarak ¢ekirdek fukozillenmistir ve %90'dan fazlasi bu
modifikasyonu sergilemektedir. Antikor glikozilasyonunun bulasici hastaliklara yanit vermede
de onemli bir rol oynadig1 giderek daha fazla kabul gormektedir. Cesitli viral ve bakteriyel
enfeksiyonlardan elde edilen son kanitlar, antikor glikozilasyonunda sadece hastalik belirtecleri
olarak degil, ayn1 zamanda potansiyel olarak hastaligin ilerlemesini de etkileyen onemli
degisiklikler oldugunu gostermektedir (Irvine ve Alter, 2020; Vadrevu vd., 2018). Saglikl
yetigkinlerde, dolasimdaki IgG Fc-glikanlarinin yaklasik %35'i agalaktosile yapilardan olusur;
monogalaktosile ve digalaktosile glikanlarin her biri sirasiyla kabaca %35 ve %15'1 olusturur.
Bununla birlikte, aktif otoimmiin veya inflamatuar durumlari olan bireyler, genellikle
proinflamatuar yanitlarla iligkili olan artmig agalaktozilasyona dogru bir kayma sergileme
egilimindedir. Bu iliskiye ragmen, glikan degisiklikleri ile hastalik nedenselligi arasindaki kesin
iligki belirsizligini korumaktadir (Irvine ve Alter, 2020).

Saglikli bireyler, HBV ile iliskili sirozu olanlar ve kronik HBV enfeksiyonu olan
bireyler arasinda IgG Fc glikosilasyonunu karsilagtiran bir ¢calisma, HBV'ye maruz kalan
gruplarda kontrollere kiyasla azalmis Fc galaktozilasyonunu ortaya cikarmis ve diisiik
galaktozilasyon seviyeleri fibrozis siddeti ile pozitif korelasyon gostermistir (Ho vd., 2015).
HBY, tiiberkiiloz ve HIV gibi kronik enfeksiyonlar genellikle yiliksek agalaktosilasyon ve
asialilasyon seviyeleri ile karakterize otoimmiin benzeri glikan profilleri sunar. Bu bulgular,
enfeksiyoz veya baska tiirlii ¢esitli hastaliklardaki kronik enflamasyonun benzer agalaktosile
IgG Fc glikosilasyon modellerine yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Uzun siireli patojen
maruziyeti ve bagisiklik aktivasyonu muhtemelen bu enflamasyonu devam ettirerek yiiksek

seviyelerde enflamasyonlu agalaktosile IgG ile sonuglanir. Sonug¢ olarak, hem otoimmiin
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kosullarda hem de bazi bulasici hastaliklarda, agalaktozile ve asialile IgG'ye yonelik ¢arpiklik
muhtemelen ortak enflamatuar yollar1 yansitir ve bdylece immiin aracili enflamasyonun
potansiyel bir belirteci olarak hizmet eder (Ho vd. 2015).

Son arastirmalar, FONO glikoform modifikasyonlu IgG3 ve IgGl ile karakterize edilen
belirli proinflamatuar antikor tiplerinin, daha hafif belirtileri olanlara ve seropozitif ¢gocuklara
kiyasla siddetli COVID-19 semptomlar1 yasayan hastalarin daha biiyiik bir kisminda arttigini
gostermektedir. Ozellikle, hastaligin siddetli vakalarinda gozlenen afukozillenmis Fc
glikanlarina sahip IgG1 prevalans1 daha yiiksektir. Ayrica, siddetli COVID-19 vakalarinda
ozellikle erkeklerin yiiksek Fc afukozilasyon seviyeleri sergiledigi gozlemlenmistir. Bu
bulgular, enflamatuar FcyR yolaklarinin immiin-kompleks aracili aktivasyonu, sitokin tiretimi
ve siddetli COVID-19'a ilerleme arasinda potansiyel bir baglant1 oldugunu diisiindiirmektedir.
Sonuglar ayrica, siddetli COVID-19 vakalarinda proinflamatuar IgG antikorlarinin artan
olusumunun altin1 ¢izmekte ve bu Fc yapilarinin siddetli COVID-19 ilerlemesi riskini gosteren
enfeksiyon Oncesi biyobelirtegler olarak hizmet edip edemeyecegini belirlemek i¢in enfeksiyon
oncesi Ornek analizlerini iceren gelecekteki boylamsal arastirmalarin gerekli oldugunu
onermektedir (Chakraborty vd., 2021). Calismanin bulgulariyla uyumlu olarak (Sekil 4.4b),
Bandeira ve arkadaglart da COVID-19 hastalariin serumlar1 arasinda farkli alt popiilasyonlarin
aragtirtlmasina olanak tantyan FTIR spektroskopisi yaklasimini kullanarak siddetli COVID-19
vakalari i¢in IgG glikozilasyonunda bir azalma oldugunu 6ne stirmiistiir (Bandeira vd., 2022).
Cok yakin zamanda, COVID-19 hastalarinin tiikiiriigiinde azalmis IgG glikozilasyonu da
bildirilmis ve COVID-19 siddetinin izlenmesinde degerli bir belirte¢ olarak FTIR
spektroskopisi tabanli 2T2D-COS analizi sunulmustur (Karthikeyan vd., 2023, 2024).

Bu tez c¢alismasinda, aciklanabilir makine 6grenimi algoritmalari, IR spektral ham
verileri kullanilarak kritik hasta (entiibe ve servis gruplari) ve iyilesmis COVID-19 hasta
gruplarinin - smiflandirilmasina uygulanmistir. COVID-19 hastaligini  smiflandirmak  ve
performansini degerlendirmek i¢in seffaf RFC algoritmasit gelistirilmistir. Model, egitim veri
setinde %100 egitim dogruluguna ulasmistir, bu da asir1 uyumun gostergesi olabilir. Bununla
birlikte, modelin test veri kiimesi lizerindeki etkinligi test dogrulugu, hassasiyet, duyarhlik ve
F1 skoru metrikleri kullanilarak degerlendirilmistir. Test veri kiimesindeki Orneklerin
%99,6's11 ve %95'ini dogru bir sekilde siniflandirmistir. Duyarlilik degerleri 1,00 ve 0,96,
ozgiilliik degerleri ise 1,00 ve 0,95 olarak belirlenmistir (sirasiyla 6rnek bazli ve dalga sayisi
bazli). F1 skorlar1 da 1,00 ve 0,95 olarak hesaplanmistir. Model, duyarlilik 6l¢iitlerinde
olaganiistii performans gdstermistir. Bu ¢alisma i¢in RFC'nin segilmesi, gorevle ilgili kendine

0zgl avantajlarindan kaynaklanmaktadir. RFC, saglamligi ve burada kullanilan IR ham verileri

39



gibi yliksek boyutlu verileri yonetme kabiliyetiyle tinltidiir. Titiz parametre ayar1 gerektirebilen
ve asirl uyuma egilimli SVM veya diger algoritmalarin aksine, RFC minimum hiperparametre
optimizasyonu ile etkili sonuglar verebilir. Ayrica RFC, tibbi teshislerde agiklanabilirlik i¢in
gerekli olan 6zellik 6nem skorlart sunar (Langsetmo vd., 2023; Parmar vd., 2019).

Miikemmel egitim dogrulugu ile gosterilen asirt uyum endisesi, modelin 6nemli test veri
seti performansi ile hafifletilmistir. Yiiksek test dogrulugu, hassasiyeti, duyarlilig1 ve F1 puan,
modelin yeni verilere iyi genelleme yaptigini gostermektedir. Bu durum, hem numune bazl
hem de dalga sayisi bazli analizler i¢cin miikemmele yakin hassasiyet degerleri ile
desteklenmekte ve modelin pozitif vakalar1 dogru bir sekilde tanimlama konusundaki
yetenegini teyit etmektedir. Egitim ve test performansi arasindaki kiiciik tutarsizlik, modelin
gercek diinya kosullarindaki uygulamasini yansitan test verilerinde daha fazla degiskenlige
maruz kalmasi nedeniyle beklenen bir sonugtur. Asirt uyumun bir sorun olmadigindan emin
olmak i¢in modelin performansi gesitli metrikler kullanilarak titiz bir degerlendirmeye tabi
tutulmus ve sonuglar tutarli ve giivenilir bulunmustur. Ornek duyarlilik 8lgiimleri, modelin
COVID-19 vakalarint dogru bir sekilde belirleme kapasitesini vurgulamaktadir ki bu tibbi
ortamlarda biiyiik 6nem tasimaktadir.

Ayrica, bu calisma demografik ve klinik verilere dayali modellerin performansini
spektral verilere dayali modellerle karsilastirmistir. Demografik ve klinik verilere dayali
modellerin baz1 durumlarda spektral verilere dayali modeller kadar iy1 veya daha iyi performans
gosterdigi goriilmiistiir. Bu bulgu, dogru COVID-19 hasta siniflandirmasi i¢in hazir demografik
ve klinik bilgilerin kullanilma potansiyelini vurgulamasi agisindan énemlidir. Demografik ve
klinik modeller, veri toplama kolaylig1 ve klinik ortamlarda aninda uygulama potansiyeli gibi
pratik avantajlar saglar. Bununla birlikte, spektral verilerin entegrasyonu, hastalik
mekanizmalarini anlamak ic¢in ¢ok 6nemli olan molekiiler diizeydeki bilgileri dahil ederek
model hassasiyetini artirabilir.

SHAP sonuglari, COVID sonras1 hastalarin demografik 6zelliklerinde kayda deger bir
egilim oldugunu gostermektedir; hastalarin ¢cogunlugu erkek ve 40 yasin iizerindedir. Bu
oOriintii, hastalarin agirlikli olarak erkek ve tipik olarak 45 yasin {izerinde oldugu hastane servisi
verileriyle tutarlidir. Ayrica, entiibe edilen hastalara iliskin veriler, 50 yasin iizerindeki
bireylerin bu prosediirii gegirme olasiliginin daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir (Tablo
E.1). Bu bulgular cinsiyet ve yasla iligkili bir kirilganliga isaret etmekte olup, yash erkek
hastalar COVID sonrasi ciddi komplikasyonlar agisindan daha yiiksek bir risk profili
sergilemektedir. Bu egilimin ardindaki nedenler arasinda hastaligin yatkinligina ve ilerlemesine

katkida bulunan biyolojik, sosyal ve davranigsal faktorler olabilir. Altta yatan nedenleri
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anlamak, bu demografik gruplarla iligkili riskleri azaltmak ve hedefe yonelik miidahaleler
gelistirmek i¢in bu faktorleri daha derinlemesine incelemek zorunludur. SHAP analizi, bu tiir
risk faktorlerinin belirlenmesi ve onceliklendirilmesi i¢in degerli bir ¢ergeve sunmakta, bdylece
COVID-19 yiikiinii azaltmay1r amaglayan demografik kararlar ve halk sagligi stratejileri
hakkinda bilgi vermektedir. COVID-19 ¢alismalarini igeren cinsiyet yanliligina isaret eden
onceki ¢aligmalar, bulasici hastaliklarin yayginligi ve sonuclarinda cinsiyet farkliliklarinin her
yasta ortaya ¢iktigini ve erkeklerin genellikle daha yiiksek bakteriyel, viral, fungal ve parazitik
enfeksiyon yiikiine sahip oldugunu vurgulamistir (Flanagan, vd., 2017; Gebhard vd., 2021;
Sawyer, 2012). Buna ek olarak, dnceki ¢alismalar erkek cinsiyetinin COVID-19 ile ilgili gesitli
genel olumsuz sonuglar i¢in bir risk faktorii oldugunu bildirmistir (Gebhard vd., 2021). Genetik
yatkinliklar, cinsiyet hormonlari, bagisiklik sistemi tepkileri ve biyolojik olmayan nedenler,
cinsiyetler arasinda COVID-19 tepkilerindeki esitsizlige katkida bulunmaktadir (Chaturvedi,
vd., 2022). Bu farkliliklarin arkasindaki nedenlerin hala tam olarak anlasilmasi gerekmektedir.
Denek 11 (S.11), servis durumunun 6nemli bir 6rnegidir. Yast 68 olan ve erkek ozellikleri
tastyan bu ornek i¢in, ileri yas ve erkek olma durumunun hastaneye yatis durumunu 6nemli
Olciide etkiledigi goriilmektedir. COVID-19"un erkekleri ve kadinlar1 nasil farkli etkiledigini
anlamak, basarili miidahalelere yol acabilecek hastalik patofizyolojisini anlamaya yonelik
ipuglari saglayabilir.

COVID-19 hastalarinin farkli saglik durumlarini siniflandirmak icin AYZ/SHAP analizi
kullanilmig ve belirli IR spektral dalga boylarinin model tahminlerine 6nemli 6l¢iide katkida
bulundugu gdzlemlenmistir. Ozellikle, 2377 cm™, 371071, 2315 cm™! ve 1282 cm'deki dalga
sayilart COVID-19 sonrasi kosullarda 6nemlidir. Hastane servislerindeki hastalar i¢in 1285 cm”
've 2315 cm™"deki dalga sayilarmin 6nemli oldugu belirlenirken, entiibe hastalar icin 1021 cm’
1, 1038 cm™! ve 1052 cm™'deki dalga sayilarmim &nemli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.8).
3710 cm™ dalga sayis1 genellikle hidroksil gruplartyla (OH) iliskilidir ve 6zellikle su veya
hidroksil gruplart iceren diger molekiillerin spektroskopik analizinde onemlidir (Ludwig,
2022). Bu dalga boyundaki absorpsiyon, molekiiler suyun varligini ve hidroksil gruplarinin
farkli koordinasyon durumlarini gosterebilir. Ek olarak, hiicrelerin hidrasyon durumu veya
hiicresel ortamda suyun varlig1 gibi kosullar1 yansitabilir. 2315 cm™"deki bant COVID sonras1
ve hasta vakalarda 6nemli bulunmustur. Bu bant genellikle Lewis asiditesi ile iliskilidir ve
karbonil gruplarinin (C=0) varligin1 gosteren spektroskopik analizlerde 6zellikle 6nemlidir
(Hadjiivanov vd., 2020). IgG glikozilasyonundaki C=0O (Sekil 4.4, Sekil 4.8) ve ester C=0
gerilmesi: karbonil gruplar iceren kolesterol esterleri (Sekil 4.2e ve Sekil 4.8) gibi analizler

2315 cm! dalga sayisi ile iliskilendirilebilir. 1282 cm™''deki bantlar fosfat gruplarmin (P=0)
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titresimleri ile iligkilidir ve tipik olarak niikleik asit/protein igerigi ile ilgili analizlerde ¢ok
onemlidir (Fadlelmoula vd., 2022). Niikleik asitlerin omurgasinda bulunan fosfat gruplar1 ve
proteinlerdeki fosforile amino asitler bu dalga boyunda emilim gdsterebilir. Bu nedenle, 1282
cm! dalga sayis1 bandi1 6zellikle niikleik asit/protein icerigi (Sekil 4.5, Sekil 4.8) ve protein
fosforilasyonu (Sekil 4.3h ve Sekil 4.8) ile iliskilendirilebilir.

Karbohidrat grubu bandi, 1038 cm™! (C-O'nun gerilme titresimleri), entiibe gruptaki en
onemli 6zellikti. Karaciger dokusu hasar goren COVID-19 hastalarinda, karaciger hiicrelerinin
glikojen sentezlemek icin glukoz kullanma yetenegi azalir, bu da insiilin direncinin
kotiilesmesine ve kan glukozunun yiikselmesine neden olur. Wang ve arkadaslar tarafindan
yapilan bir calismada, influenza viriisiiniin O-GlcNAc transferaz (OGT) enzimine baglanmak
iizere IFN diizenleyici faktor 5 (IRF5) genini indiikleyebildigi bulunmustur (Q. Wang vd.,
2020). Baglanti, influenza viriisiiniin IRF5'in K63'e bagli ubikitinasyonunu tetikleyerek IRF5'in
O-GlcNAsylation'na yol ac¢tigin1 gostermektedir. Kan sekeri yliksek olan hastalarin viriis
saldirilarina kars1 daha savunmasiz oldugu da tespit edilmistir. Bu etkilesim, diyabetli hastalarin
viral enfeksiyonlar acisindan daha biiyiik risk altinda oldugunu gostermektedir. Sitokin
firtinalar, bagisiklik sistemi tarafindan asir1 aktive edilen ve coklu sitokin saliimlar ile
karakterize edilen asir1 inflamatuar yanitlardir. Bu baglamda, diyabetli hastalarin sitokin
firtinalarina ve viral enfeksiyonlardan kaynaklanan ciddi sonuglara daha yatkin olabilecegi
ongoriilmektedir. Diyabet, bagisiklik sistemi yanitlarini etkileyebilen ve enfeksiyonlara karsi
savunma mekanizmalarini zayiflatabilen bir durumdur. Bu baglanti, sitokin firtinasi olarak
bilinen agir1 bir bagisiklik tepkisinin tetiklenmesinde 6nemli bir adimdir (Q. Wang vd., 2020).
COVID-19 ve diyabet hastalarinin da Onemli 6l¢iide daha yiiksek entiibasyon oranlar
gosterdigi bildirilmistir (Critchley vd., 2018). Ek olarak, COVID-19 hastalarindan alinan
tikiiriglin FTIR spektrumlar1 iizerinde yapilan bir ¢alismada, diisiik veya tespit edilemeyen
viral yiikleri olanlarin 1038 cm™ ve 1074 cm'deki sakkarit (riboz) bantlarinda azalma
gosterdigi bulunmustur (Kitane vd., 2021). Bu azalma, hastalarin hiperglisemik bir durumdan
kurtulduklarini gosteriyor olabilir (Kazmer vd., 2022).

Sars-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu COVID-19 hastalifinda farkli siddet seviyeleri
incelenirken immiin yanitlarin kapsamli olarak ele alinmasi oldukc¢a 6nemlidir. Diger birgok
viral hastalikta oldugu gibi COVID-19 patogenezinde viriise 6zgii IgM ve IgG’de artis
gozlemlenmistir. Cin’de COVID-19 kiiresel pandemisi doneminde pozitif serum IgM ve IgG
tespiti, SARS-CoV-2 pndmonisi tamisint dogrulamak icin alternatif bir yontem olarak
degerlendirilmistir. Semptomlarin goriilmesinden 10 giin veya daha sonra hastalarin ¢ogunda

SARS-CoV-2 niikleoproteinine (NP) veya reseptor baglanma alanina (RBA) kars1 IgG veya
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IgM antikor seviyelerinde artis kaydedilmistir (Dong vd., 2020). Bir diger ¢calismada, SARS-
CoV-2 viriisiine 6zgii IgG ve IgM, semptomlarin baglamasindan sirasiyla 17-19 giin ve 20-22
giin sonra zirve seviyelere ulastig1 bildirilmistir. Diger 6nemli bir bulgu ise siddetli COVID-19
hastalarinda IgG ve IgM antikorlarinin siddetli olmayan hastalara gore daha yiiksek olmasidir
(Azkur vd., 2020). Diisiik IgG seviyelerinin COVID-19 hastalarinda kétii sonuglart dngdordiigii
bildirilmistir. Yapilan detayli bir calismada diisiik IgG seviyeleri ile hastaneye kabul edilen
COVID-19 hastalarinda yeterli IgG seviyelerine sahip hastalara kiyasla daha ytiksek 6liim riski
tasidigr tespit edilmistir. IgG, humoral bagisiklikta onemli bir bilesen olup, patojenlerle
savagsmak icin gereklidir. Bu bulgular, COVID-19 hastalarinin tedavisinde IgG seviyelerinin
izlenmesinin Onemini vurgulamaktadir (Vrettou vd., 2021). Serum IgA seviyelerinin
karsilastirildigi bir calismada elde edilen sonuglar serum IgA konsantrasyonunun COVID-19
hastalarinda hastalik sonucunu (mortalite) dngérmede yardimci olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.
IgA'nin yan sira IgG ve kompleman seviyelerinin de invaziv olmayan mekanik ventilasyon
(NIMV) riskini ve kotii sonucu degerlendirmede kullanilabilecegi belirtilmistir (Stjepanovic
vd., 2022). Bu ¢alismalar COVID-19 patogenezinde serumdaki total immiinoglobiilinlerin
(IgG, IgM ve IgA) farkli hastalik seviyeleri i¢cin onemli bir biyobelirteg olabilecegini
gostermektedir. Western Blot analizinin sonuglarinda da goriildigii gibi (Sekil 4.10), ti¢ farkli
hastalik seviyesinde degerlendirilen COVID-19 hastalarinda en yogun antikor bantlar1 Entiibe
COVID (Sekil 4.10.a.) ve Servis COVID (Sekil 4.10.b.) hastalarinda goriilmektedir. Hastaligin
en siddetli gecirildigi bu donemlere kiyasla hastaligr atlatmis (Post-COVID) gruptaki bantlar
incelendiginde daha diisiik antikor seviyeleri goriilmektedir.

Bu tez calismasi, spektrokimyasal analizlerin ve AYZ sonuglarinin COVID-19
hastalarinin farkli saglik durumlarini siiflandirmak igin 6nemli molekiiler belirtecleri
tanimlamadaki etkinligini gostermektedir. Bu sonugclar, belirli dalga boylarmin model
tahminlerine katkisin1 vurgulamakta ve bu yontemlerin potansiyelini gdstermektedir. Bununla
birlikte, bu bulgularin kapsami spektrokimyasal analizlerin ve AYZ metodolojisinin genis
potansiyelini tam olarak sergilemek icin yetersizdir. Bu nedenle, daha kapsamli analizler ve
cesitli algoritmalarin uygulanmasi gerekmektedir. Farklt makine 6grenimi modelleri ve derin
ogrenme tekniklerinin kullanilmasi, veri setlerimizde gizli olan karmasik iligkileri ve kaliplar1
ortaya c¢ikarabilir ve hastaligin molekiiler mekanizmalarinin daha ayrintili bir sekilde
anlasilmasini saglayabilir. Boyle bir yaklasim, pandemiyle miicadelede ve hastaligin daha iyi

anlasilmasinda kritik bir rol oynayabilir.
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6. SONUC

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinin bulgulari, ATR-FTIR spektroskopisinin agiklanabilir
yapay zeka yaklagimlariyla birlestiginde, COVID-19'lu kritik hastalarda hastaligin ilerlemesini
degerlendirmede ve potansiyel biyobelirtecleri belirlemede degerli bir ara¢ olabilecegini
gostermektedir. Calisma, COVID-19 hastalarinda, 6zellikle de entiibe hastalarda, iyilesmis
hastalara kiyasla serum biyomolekiillerinde énemli degisiklikler oldugunu ortaya koymustur.
Gozlenen degisiklikler arasinda yiiksek serum lipidleri, degismis protein yapilari, artmis
fosforilasyon, azalmis IgG glikozilasyon seviyeleri ve artmis glukoz ve niikleik asit
konsantrasyonlar1 yer almaktadir. Ayrica c¢aligmada serum AGR indeksi ve IgG
glikozilasyonuna atanan 1783 cm™' bandi dahil olmak iizere hastalik siddeti igin potansiyel
biyobelirtegler tanimlanmustir. 720 cm™ ve 659 cm™'deki bantlar da hastalifin ilerlemesini
izlemek i¢in potansiyel biyobelirte¢ kapasitesine sahiptir. PFI analizi ve SHAP agiklamalari,
COVID-19 hasta gruplar1 arasinda ayrim yapilmasinda spesifik spektral 6zelliklerin ve dalga
sayilarinin 0nemini vurgulamistir. Calismada son olarak serum IgA, IgM ve IgG gibi
antikorlarin seviyelerindeki artiglarin hastalik siddeti ile uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Bu tez calismasi, AYZ ve serum sivist ile iligkili FTIR spektroskopisinin COVID-19
entiibe, servise alinmig ve iyilesmis hastalar1 ayirt etmek i¢in etkili bir ara¢ oldugu sonucuna
varmistir. Bu ac¢iklanabilir ve yorumlanabilir model algoritmasi, molekiiler tahmin 6nyargisi ve
karmasik vakalarda yiiksek kapasiteli ve seffaf tarama i¢in potansiyel olarak kullanilabilir. Bu
calismanin gii¢lii yonleri arasinda hizli numune hazirlama, spektral veri toplama metodolojisi
ve ATR-FTIR spektral verilerine dayali cok degiskenli agiklanabilir, yorumlanabilir ve seffaf
bir algoritmanin gelistirilmesi yer almaktadir. Gelecekteki ¢aligmalar, tahmin performansini
tyilestirmek icin Orneklem biiylikligiini artirmalidir. COVID-19 enfeksiyonu gegiren
bireylerde, bagisiklik sisteminin 6nemli bir pargasi olan immiinoglobulinlerin (6zellikle I1gG)
ve bu proteinlerin seker zincirleriyle modifikasyonu olan glikozilasyonunun, hastaligin
ciddiyeti ve sonuglar1 iizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle, hastaligin agir
seyrettigi ve hastalarin entiibe edildigi veya yogun bakimda tedavi goérdiigii durumlarda, toplam
immiinoglobulin seviyelerindeki yiikselme, hastaligin ilerleyisini etkileyen bir faktor olabilir.
Bu gozlemlerin COVID-19'un nasil gelistigi (patogenezi) ve tedavisi i¢in ne anlama geldigini

netlestirmek amaciyla daha kapsamli aragtirmalar yapilmasi gerekmektedir.
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EKLER

Tablo E.1. Entiibe Edilen COVID-19, Servis COVID-19 ve Post-COVID-19 gruplarin

demografik verileri.

ENTUBE COVID-19

NO | KiSILER YAS CINSIYET | ORNEK NO
1 A.D. 79 Kadm S1
2 A.E. 74 Kadin S2
3 A.K. 81 Erkek S3
4 B.B.R. 48 Kadin S4
5 B.D. 89 Kadin S5
6 C.E. 60 Erkek S6
7 C.N. 83 Kadin S7
8 E.A. 45 Erkek S8
9 H.S. 70 Erkek S9
10 H.Y. 47 Erkek S10
11 LA. 68 Erkek S11
12 1.K. 82 Erkek S12
13 IM.A. 46 Erkek S13
14 KI.0. 54 Erkek S14
15 K.O. 54 Erkek S15
16 M.A. 82 Kadm S16
17 M.A.D. 51 Erkek S17
18 M.E. 84 Erkek S18
19 M.K. 75 Kadin S19
20 M.O. 74 Kadin S20
21 M.S. 79 Erkek S21
22 MA.S. 79 Erkek S22
23 MT.A. 89 Erkek S23
24 M.V. 83 Erkek S24
25 M.Y. 72 Erkek S25
26 N.C. 82 Kadin S26
27 NN.T. 78 Kadin S27
28 N.T. 85 Erkek S28
29 O.E. 84 Erkek S29
30 R.K. 66 Erkek S30
31 R.Y. 74 Erkek S31
32 S.A. 77 Kadin S32
33 S.C. 78 Kadin S33
34 S.K. 40 Kadin S34
35 SY. 67 Kadm S35
36 U.P. 53 Erkek S36
37 V.B. 76 Erkek S37
38 V.U. 57 Kadin S38
39 Y.G. 77 Erkek S39
40 Z.C. 62 Kadm S40
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Tablo E.l.(devamm) Entiibe Edilen COVID-19, Servis COVID-19 ve Post-COVID-19

gruplarin demografik verileri.

POST-COVID-19
NO | KIiSILER YAS CINSIYET | ORNEK NO
1 A.B. 45 Erkek S41
2 AY. 74 Erkek S42
3 AA. 62 Erkek S43
4 A.O.S. 37 Erkek S44
5 AU, 68 Erkek S45
6 A.E. 43 Kadin S46
7 AK. 56 Kadin S47
8 B.Y. 61 Erkek S48
9 B.B.R. 48 Kadin S49
10 E.S. 62 Kadin S50
11 F.K. 58 Kadin S51
12 F.S. 73 Kadin S52
13 F.Y. 60 Kadin S53
14 G.K. 50 Kadin S54
15 H.T. 59 Erkek S55
16 H.S. 59 Erkek S56
17 H.D. 56 Kadin S57
18 HE.K. 48 Kadin S58
19 H.K. 50 Kadin S59
20 HT.T. 47 Erkek S60
21 H.T. 63 Erkek S61
22 LY. 51 Erkek S62
23 I.C. 48 Kadin S63
24 1.S. 58 Erkek S64
25 I.T. 51 Erkek S65
26 K.K. 64 Erkek S66
27 MT.A. 42 Erkek S67
28 M.S. 60 Erkek S68
29 M.Y. 68 Erkek S69
30 M.O. 49 Kadin S70
31 M.A. 41 Erkek S71
32 M.T. 64 Erkek S72
33 MR.A. 72 Kadin S73
34 MR.S. 73 Kadin S74
35 NR.K. 64 Kadin S75
36 NI.K. 61 Erkek S76
37 NN.K. 57 Kadin S77
38 N.P. 60 Erkek S78
39 N.E. 69 Erkek S79
40 N.K. 53 Kadin S80
41 0.S. 75 Erkek S81
42 SN.O. 64 Erkek S82
43 S.0. 61 Erkek S83
44 S.S. 55 Kadin S84
45 S.B. 43 Kadin S85
46 ST.B. 46 Erkek S86
47 S.K. 58 Erkek S87
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Tablo E.l.(devamm) Entiibe Edilen COVID-19, Servis COVID-19 ve Post-COVID-19

gruplarin demografik verileri.

POST-COVID-19
NO | KIiSiLER YAS CINSIYET | ORNEK NO
48 S.N. 31 Kadin S88
49 S.G. 48 Erkek S89
50 SN.A. 51 Kadm S90
51 S.A. 77 Kadmn S91
52 SAA. 29 Kadin S92
53 T.S. 64 Erkek S93
54 uU.0. 51 Erkek S94
55 V.A. 28 Erkek S95
56 Y.C. 56 Erkek S96
57 Y.N. 52 Erkek S97
58 Z.D. 43 Kadin S98
59 Z.A. 71 Kadin S99
SERVIS COVID-19
NO | KISILER YAS CINSIYET | ORNEK NO
1 AS. 85 Erkek S100
2 AT. 47 Erkek S101
3 AT.T. 58 Erkek S102
4 A.D. 79 Kadin S103
5 C.S. 73 Erkek S104
6 E.E. 46 Erkek S105
7 F.D. 46 Erkek S106
8 F.A. 82 Kadmn S107
9 FE.D. 64 Kadin S108
10 G.G. 22 Kadin S109
11 G.K. 56 Kadin S110
12 H.N. 61 Kadm S111
13 H.T. 74 Kadmn S112
14 H.D. 68 Erkek S113
15 H.A. 76 Erkek S114
16 IM.K. 82 Erkek S115
17 1.K. 66 Erkek S116
18 M.A. 47 Erkek S117
19 M.U. 80 Erkek S118
20 MT.A. 54 Erkek S119
21 N.Y. 64 Erkek S120
22 N.T. 80 Kadm S121
23 O.K. 68 Erkek S122
24 O.P. 69 Erkek S123
25 R.B. 69 Erkek S124
26 R.K. 51 Erkek S125
27 R.Y. 74 Erkek S126
28 R.E. 91 Kadm S127
29 S.K. 80 Erkek S128
30 T.K. 81 Erkek S129
31 TN.K. 81 Erkek S130
32 T.G. 31 Erkek S131
33 V.O0. 46 Kadin S132
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Tablo E.2. Entiibe Edilen Hastalarin Klinik Ozellikleri (Dogrudan entiibasyona neden olmayan

komorbiditeler)
Parametre Say1 (n) | Yiizde (%)
Hipertansiyon 12 30
Diabetes mellitus (Tip I veya II) 9 22,5
Kronik bobrek hastaligi (GFR <60 ml/dak) 3 7,5
Tiroid fonksiyon bozuklugu (hipertiroidizm, hipotiroidizm) 4 10
Bilinen koroner arter hastaligt 4 10
Sigara icen 15 37,5
Anemi 10 25
Kalp kapakg¢ig1 hastaligi 2 5
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