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BEYAN
“Covid-19 hastaliginin siddeti ile iliskili biyolojik belirtecler olarak interlokin-18 ve
Indiiklenebilir Protein-10 diizeylerinin degerlendirilmesi > adl1 tez ¢alismasinin kendi
calismam oldugunu, bagka bir calismadan kopya edilmedigini, tezin planlanmasindan
yazimina kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin
bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez c¢aligmasiyla elde
edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da
kaynaklar listesine aldigimi, bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif

haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini beyan ederim.

Canberk CINAR



OZET
GIRIS VE AMAC: Sitokin firtnasinin COVID-19 patogenezinde ¢oklu organ
yetmezligi ve 6liimiin en énemli sebebi oldugu diistiniilmektedir. Hafif hastaligi olan
bireylere kiyasla siddetli hastalarda proinflamatuar sitokinlerin yiiksek serum
diizeyleri gozlenmistir. Interlokin-18, viral enfeksiyonlarin erken evrelerinde iiretilir
ve konak savunmast igin oldukca onemlidir. Indiiklenebilir Protein-10 molekiilii ise
bircok ¢alismada hiperkoagiilasyon ve tromboz ile iliskilendirilmis bir molekiildiir. Bu
calismada COVID-19 hastaliginin siddetinin degerlendirilmesinde biyobelirteg
olabilecegi diisiiniilen bu iki molekiiliin diizeylerini klinik olarak farkli siddetteki hasta
gruplarinda arastirmayr ve diger inflamatuar belirtecler ile iliskisini gormeyi

amagladik.

HASTALAR VE YONTEM: Bu ¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde 01.04.2021 ve 01.09.2021 tarihleri arasinda SARS-CoV-2 Polimeraz
Zincir Reaksiyonu testi pozitif olan 60 hasta ve 30 saglikli goniillii ile yapilmistir.
Hastalar, klinik goriinlimlerine gore “COVID-19 tan1 ve tedavi kilavuzundaki
tanimlara gore gruplara ayrilmistir. Hastalardan alinan kan 6rneklerindeki IL-18 ve IP-

10 diizeyleri Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay yontemi ile ¢alisilmistir.

BULGULAR: Serum IL-18 ve IP-10 diizeyleri hafif-orta pndmonili hasta grubunda
siddetli pndmonili hasta grubundan anlamli olarak yiiksek bulunmustur. IP-10 diizeyi
hafif-orta hasta grubunda ve kontrol grubu arasinda anlamli farkli degildir. IL-18 ve
IP-10 diizeyleri ile C-Reaktif Protein, D-Dimer, Ferritin, Prokalsitonin,
Notrofil/Lenfosit diizeyleri arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamustir. IL-18 ve
IP-10 diizeyleri mortalite ile iliskili bulunamamuistir.

TARTISMA VE SONUC: Serum IL-18 ve IP-10 diizeyleri, hastalik siddetini
gostermede tek baslarina hayati oneme sahip degildir. Belirli zamanlarda yapilacak
seri Olglimler hastaligin tizerindeki roliinii netlestirebilir. Bununla birlikte, bu bulgulari
dogrulamak i¢in daha biiyiik ¢caligmalara ihtiyag vardir.

ANAHTAR KELIMELER: Sitokin firtinasi, Interlokin-18, Indiiklenebilir Protein-10



ABSTRACT
OBJECTIVE: Cytokine storm is thought to be the most important cause of multiple
organ failure and death in the pathogenesis of COVID-19. High serum levels of
proinflammatory cytokines have been observed in severe patients compared to
individuals with mild disease. Interleukin-18 is produced in the early stages of viral
infections and is very important for host defense. induced Protein 10 molecule has
been associated with hypercoagulation and thrombosis in many studies. In this study,
we aimed to investigate the levels of these two molecules, which are thought to be
biomarkers in the evaluation of the severity of COVID-19 disease, in patient groups
with clinically different severity and to see their relationship with other inflammatory

markers.

PATIENTS AND METHOD: This study was conducted at Ondokuz Mayis
University Faculty of Medicine Hospital between 01.04.2021 and 01.09.2021 with 60
patients with positive SARS-CoV-2 PCR test and 30 healthy volunteers. Patients were
divided into groups according to the definitions in the “COVID-19 diagnosis and
treatment guideline” according to their clinical appearance. 1L-18 and IP-10 levels in
blood samples taken from patients were studied by Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay method.

RESULTS: Serum IL-18 and IP-10 levels were found to be significantly higher in the
mild-moderate pneumonia patient group than in the severe pneumonia group. IP-10
level was not significantly different between mild-moderate patient group and control
group. No correlation was found between IL-18 and IP-10 levels and C- reactive
protein, D-dimer, ferritin, procalcitonin, neutrophil/lymphocyte levels. 1L-18 and IP-
10 levels were not found to be associated with mortality.

CONCLUSION: Serum IL-18 and IP-10 levels are not of vital importance in
demonstrating disease severity alone. Serial measurements at specific times may better

clarify its role in disease outcome. Larger studies are needed to confirm these findings.

KEYWORDS: Cytokine storm, Interleukin-18, Inducible Protein-10
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SEKILLER LISTESI
COVID-19 pandemisinin tarihsel akis1

Insan koronaviriislerinin siniflandiriimasi

SARS-CoV-2 yagam dongilisti

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda sitokin firtinasi

NLRP3 inflamazomunun SARS-CoV-2 tarafindan aktivasyonu

IL-18 kalibrasyon egrisi
IP-10 kalibrasyon egrisi



1.GIRIS VE AMAC

Koronavirus hastaligi 2019 (COVID-19), yeni bir koronaviriis olan Siddetli Akut
Solunum Sendromu Coronaviriis 2' nin (SARS-CoV-2) neden oldugu bulasici bir
hastaliktir (1). 2019 yilinin sonlarinda Cin'in Hubei eyaletine bagli bir sehir olan
Wuhan’da sebebi bilinmeyen pnomoni vakalari ortaya ¢ikmis olup bu vakalarin canli
hayvan pazarlari ve deniz lirlinleri ile baglantili oldugu iliskilendirilmistir (2). Sekans
analizi yoluyla bu tanimlanamayan pnomoni olgularinin yeni bir koronaviriisten
kaynaklandig1 tespit edilmis olup Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yeni tip
koronaviriis (2019-nCoV) olarak tanimlanmistir. Etkenin ismi de SARS-CoV-2 olarak
giincellenmistir (3). Enfekte kisilerin solunum sekresyonlariyla ve temas ile
bulasabilmektedir. Kisiden kisiye ¢ok hizli bulasmasi yayilimin 6nlemesindeki en
onemli problemdir (4). SARS-CoV-2 enfeksiyonu asemptomatik veya hafif iist
solunum yolu semptomlar1 ile yagami tehdit eden sepsis gibi klinik durumlara sebep
olabilir (5). Akut solunum sikintis1 sendromu (ARDS), COVID-19 patogenezinde
oldukca dnemlidir. ARDS' nin ana 6zelliklerinden biri sitokin firtinas1 olup immiin
sistem hiicreleri tarafindan proinflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin
salinmasindan kaynaklanan kontrolsiiz bir sistemik inflamatuar yanit meydana gelir.
(6). Sitokin firtinasi olarak adlandirilan birgok sitokinin kontrolsiiz salgilanmast, klinik
semptomlarin olusumuyla yakindan iligkilidir; Ornegin, interferon gamma (IFN-y)
ates, titreme, bas agrisi, bas donmesi ve yorgunluga neden olabilir; Tumor necrosis
factor alpha (TNF-0) , ates, genel halsizlik ve yorgunlukla birlikte grip benzeri
semptomlara  neden olabilir (7). SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda sitokin
diizeylerinde cesitli degisiklikler meydana gelir. Bu sitokinlerle sinirli olmamak iizere
Interlokin-6 (I.-6), IL-7, 1L-18, IL-1p, IL-10 gibi bir¢ok sitokinin kandaki
diizeylerinde artis meydana gelir. Sitokin firtinasinin COVID-19 patogenezinde ¢oklu
organ yetmezligi, ARDS ve 6liimiin en 6nemli sebebi oldugu diistintilmistiir (8). Bu
sitokinlerin diizeylerinin artmasina sebep olan en énemli ve enfeksiyona ilk yanitta
onemli bir islevi olan protein kompleksi inflamazomdur. IL-1 ve IL-18' i iceren
inflamazom aktivasyonu sonucu salinan proinflamatuar sitokinler, hem dogustan hem
de kazanilmis bagisiklik sisteminin hiicrelerini diizenleyerek sonraki immiin olaylara
onciiliik eder. Dogustan gelen bir inflamatuar yol olan inflamazom ¢esitli ligandlarin

saptanmasinin ardindan sitozolde olusan ve kaspaz-1'in aktivasyonundan sorumlu olan


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tumor-necrosis-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flu-like-syndrome
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flu-like-syndrome

multimerik bir protein kompleksidir (9). Bakteriyel enfeksiyonlardan farkli olarak
viral enfeksiyonlar, ferritin ile birlikte IL-18'in yiiksek serum diizeyleri ile karakterize
edilir. IL-18'in roliiniin belirlenmesi, ayn1 zamanda hiperferritinemi ve sitokin firtinasi
ile de Kkarakterize edilen COVID-19 hastaliginin patogenezine 1sik tutmasi
beklenmektedir (10). Bunun disinda COVID-19 hastalarinda yapilan baska
caligmalarda vendz tromboembolizm ve kanama gibi risklerin oldugu gosterilmistir
(11). Meydana gelen sistemik inflamatuar yanitin mikrovaskiiler sistemde hasara
sebep oldugu ve pihtilasma sisteminin anormal aktivasyonuna neden olarak sistemik
kiiglik vaskiilitlere ve yaygin mikrotromboza neden oldugu bulunmustur (12).
Interferon-gamma inducible protein 10 (IP-10, CXCL-10) ise IFN-y’ya yanit olarak
birgok hiicreden salgilanabilen bir proteindir. Salgilanirken monositler / makrofajlar,
T hiicreleri, Dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK) ve Dendritik hiicreler (DH) igin kemotaktik
bir ajan goérevi goren daha kiigiik bir biyoaktif proteine bolinir. IP-10 bunlara ek
olarak, anjiyogenezi ve kemik iligi olusumunu inhibe ederek antitiimor aktivitesi
gosterir. Hiicrede kemokin reseptorii 3' it (CXCR3) baglayarak islev gortir (13). IP-10
endotelyal iyilesmeyi engellediginden vendz tromboz ile iligskilendirilmistir (14).
Yapilan c¢aligmalarda COVID-19 hastaligimin bir sonucu olarak tromboz meydana
geldigi bulunmustur. COVID-19 hastalarinda tromboz gelisimi, viriisle karsilasmadan
sonra salinan sitokinler ve kemokinlere bagli meydana gelmektedir. Bu molekiiller
tromboza ve mikrotrombiislere sebep olabilir (15). COVID-19 hastaliginda bir¢ok
viral enfeksiyonda oldugu gibi sitokin salinimi ve hiperkoagiilopati meydana
gelmektedir. Ozellikle yogun bakim ihtiyact olan kritik hastalarda bu sitokin
diizeylerinin anlamli derecede yiiksek oldugu, hastalik patogenezinde etkisi oldugu ve
prognostik degerinin olabilecegi one siiriilmiistiir (16). Bu ¢alismada COVID-19
hastaliginin siddetinin degerlendirilmesinde biyobelirte¢ olabilecegi diisiiniilen IL-18
diizeyleri ve hiperkoagiilasyon ile iliskili molekiil olan IP-10 molekiiliiniin diizeyleri
arastirilacaktir. Bu iki molekiiliin klinik olarak farkli siddetteki hasta gruplarindaki
diizeylerinin akut faz reaktanlar1 ve diger inflamatuar belirtegler ile iliskisi arastirilarak
COVID-19 patogenezindeki rolii incelenip bu konuda yapilacak caligmalara katki
saglamasi beklenmektedir. Aynm1 zamanda COVID-19 ig¢in terapétik bir yol

olusturabilmesi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Koronaviriislerin Genel Ozellikleri

Koronaviriisler, bircok klinik semptom ile ortaya ¢ikabilmektedir. Ust solunum yolu
enfeksiyonlarindan agir alt solunum yolu enfeksiyonlarina ve ARDS gibi ¢esitli klinik
durumlara yol acabilen biiyiik bir viriis ailesidir (17). Bu zamana kadar insanlarda bu
tabloyu olusturan dort tiir CoV ( HCoV-NL63, HCoV-HKU1, HCoV-229E, HCoV-
0C43) tanimlanmistir. Bunun disinda yarasa, fare, kedi, sigir ve kopek gibi
hayvanlarda enfeksiyon yapabilen bir¢ok koronaviriis tiirii bulunmaktadir. Ancak son
yillarda ortaya ¢ikan koronaviriisler tiim diinyaya hizla yayilmis olup oldukca 6nemli

bir halk sagligi sorunu haline gelmistir (18).
2.2. Tarihce

Filogenetik olarak incelendiginde koronaviriislerin yiizyillar 6ncesinde de bulundugu
bilinmekle beraber son 20 yilda insan sagligimi tehdit eder hale gelmistir.
Koronaviriisler ile iliskili oldugu diisiiniilen ilk olgu 1912 yilinda Almanya’da atesi ve
karmn sisligi olan bir kedide tanimlanmistir (19). 1965 yilinda iki arastirmact st
solunum yolu semptomlar1 olan bir ¢ocuktan izole ettikleri viriisiin saglikli kisilerde
de benzer sikayetleri olusturdugunu gostermiglerdir. Bu viriisiin o giine kadar baska
bir viriise benzemedigi fark edilmistir. Elektron mikroskopisinde incelendiginde ise
bu virtisiin tavuklarda goriilen bronsit viriisiine benzedigi saptanmistir. Bu donemde
baska iki aragtirmaci {ist solunum yolu sikayetleri olan kisilerin solunum yollarindan
izole ettikleri bir ajan1 229E olarak isimlendirmislerdir (20). Bu viral yapilarin elektron
mikroskobundaki goriintiilerinde protein ¢ikintilarinin tag¢ seklinde olmasi sebebiyle

arastirmacilar bu viriislerde koronaviriis ismini kullanmaya baslamiglardir (21).

Sonraki yillarda farelerde, tavuklarda, hindilerde, diger kus tiirlerinde, sigirlarda,
birkag yabani gevis getiren hayvanda, kopeklerde, kedilerde, tavsanlarda ve
domuzlarda ciddi solunum yolu hastaliklarina, gastrointestinal, kardiyovaskiiler ve
nérolojik hastaliklara neden olabildigi tespit edilmistir. Insanlarda ise solunum yolu
hastaliklarina ve gastrointestinal yakinmalara neden olabildikleri gibi ARDS, organ

yetmezlikleri, hiperkoagiilasyon ve 6liim gibi ciddi tablolara neden olabilirler (22).



2.3. Epidemiyoloji

Onceki yillarda koronaviriis tiirlerinin insanlarda hastalik yaptigi bilinmekteydi ve
bagisikligr yeterli kisilerde soguk alginligi semptomlarina sebep olmaktaydi. Bunlar
disinda iki farkli koronaviris tiir bariyerini gegerek insanlarda agir hastalik yapmis ve
Oliimlere neden olmustur. Koronaviriisler 2002 senesinde insanlar1 enfekte eden farkli
bir formda ortaya ¢ikmistir. Ik kez Cin’de ortaya ¢ikan SARS tablosunun etkenine
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV) adi verilmistir (23).
Kisa siire i¢inde 30 iilkeye yayilarak yaklasik 8000 kiside hastalifa yol agmis olup
yaklasik 700 kisinin 6liimiine neden olmustur (24). Yaklasik 10 yil sonra ise Suudi
Arabistan'da solunum ve bdbrek yetmezliginden 6len bir hastadan daha once
goriilmemis bir koronaviriis izole edildi ve tespit edildigi yer itibariyle Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus (MERS-CoV) adi verilmistir (25). Ocak 2020
itibariyle yaklasik 3000 olgu yaklasik 30 tilkede saptanmis, toplum 6liim sayisi da 858
olarak bildirilmistir. Nadiren de olsa MERS olgular1 goriilmeye devam etmektedir ve
SARS’ a gore daha mortal oldugu goriilmiistiir. Bu iki viriis de zoonotik olup
epidemiyolojik olarak benzerdir. Semptomatik vakalari genellikle orta ve siddetli
solunum semptomlari ile ortaya ¢ikar ve siklikla siddetli pndmoniye doniigiir. Hem
SARS-CoV hem de MERS-CoV' nin dikkate deger bir ortak 6zelligi, toplulukta siirekli

bulagma potansiyeline sahip olmalaridir (26).

Aralik 2019'da Cin'in Hubei Eyaletinde 11 milyon niifuslu biiyiik bir sehir olan Wuhan
sehrinde sebebi bilinmeyen pnémoni vakalari bildirilmistir. Wuhan yabani hayvan ve
deniz {irtinleri pazari ile ilgisi oldugu diisiiniilen ilk 4 vaka, yerel hastaneler tarafindan,
sonradan kurulan "etiyolojisi bilinmeyen pnomoni" olarak isimlendirilmistir (27).
Aralik ay1 sonunda meydana gelen bu nedeni bilinmeyen pnémoni etkeni bir hafta
iginde daha once goriilmemis yeni bir koronaviriis olarak tanimlanmigtir (28). Cin
hiikiimeti ocak ayinda bu koronaviriisiin genetik analizini paylasmistir. Ardindan
2019-nCov olarak bilinen viriis SARS-CoV-2 olarak isimlendirilmistir (29). COVID-
19 DSO tarafindan 11 Mart 2020 tarihinde pandemi olarak ilan edilmistir (28).
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Sekil 1. COVID-19 pandemisinin tarihsel akist (30)
2.4. Koronaviriislerin Yapisi ve Siniflandirilmasi

Koronaviriisler; Coronaviridae ailesinin bir iiyesi olup Mesoniviridae, Arteriviridae,
ve Roniviridae aileleri ile birlikte Nidovirales takimi1 i¢inde bulunur ve bu takim iginde
en biiyiik grubu olusturur. Coronaviridae ailesi de kendi i¢inde 4 cinse ayrilir; Alfa-,
Beta-, Gama- ve Delta koronaviruslar (31).

Siddetli solunum yolu enfeksiyonu ile iliskili olabilen koronaviriislerden farkli olarak,
dort yaygin insan koronaviriisii tanimlanmis olup bunlardan HCoV-229E ve HCoV-
NL63_Alphacoronavirus cinsine ait iken HCoV-HKU1 ve HCoV-OC43 ise tipki
salgina neden olmus 3 koronaviriis gibi Betacoronavirus cinsindedir. Bu 4 insan
koronaviriisit (HCoV-HKU1, HCoV-229E, HCoV-NL63 ve HCoV-0OC43) genellikle
hafiften orta dereceye kadar {ist solunum yolu hastaligina neden olur ve insanlarda
yaygin olarak goriilen soguk algmligi vakalariin % 15 ile 30 ¢ unu olusturur (32).
Genom dizilimleri sekanslama yapildiginda SARS-CoV-2 ‘nin MERS-CoV ile
yaklasik %50 SARS-CoV ile de yaklasik %80 oraninda benzerlik gosterdigi
bulunmustur (33).
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Sekil 2. Insan koronaviriislerinin siniflandiriimasi (34)
2.5. Koronaviriislerin Virolojik Ozellikleri

Boyutu yaklagik 26-32 kbaz arasinda degisen koronaviriis genomu, Tiim RNA viriis
aileleri arasinda en biiyiik genoma sahiptir. Degisken sayida (6-11) Open Reading
Frame (ORF) igerir. Tiim genomun yaklasik % 67'sini temsil eden ilk ORF, 16 yapisal
olmayan proteini (nsp) kodlarken (Genomun 5’ ucu), kalan ORF' ler yardimci
proteinleri ve yapisal proteinleri kodlarlar (Genomun 3’ ucu). Bu nsp ‘lerin vezikiil
olusumu, viral replikasyon, transkripsiyon, protein kesilmesi, immiin yanittan kagis

gibi bir¢ok hiicre i¢i olayda gorevli oldugu diistiniilmektedir.

Dort ana yapisal protein; Zarf proteini (E), Spike proteini (S), Membran proteini (M)
ve Niikleokapsid proteinidir (N). E ve N proteini tim tiirlerde olmak {iizere
Hemagliitinin Esteraz (HE) proteinleri sadece beta koronaviriislerde bulunmaktadir
(35). S proteini viriisten ¢ikint1 olusturarak ta¢ benzeri yapilari olusturur ve viriis de
ismini buradan almaktadir. Viriis ile konaktaki reseptoriin baglanmasina yardimei olup

hiicre i¢ine penetrasyonda gorevlidir.



S1 alt iinitesi konaktaki reseptore baglanmadan sorumlu iken S2 alt iinitesi ise
fiizyonda gorevlidir. Bu protein reseptor olarak Anjiyotensin converting enzim 2
(ACE2)’ye baglanir, Transmembran serin proteinaz 2 (TMPRSS2) aktivitesinin de
hiicreye giriste biiylik 6nem tasidigi gosterilmistir (36). S proteini konakg1 hiicrelere
girise aracilik ettiginden bu enfeksiyona kars1 gelisen antikorlar1 nétralize etmenin ana
hedefidir. Terapotik anlamda ve ast gelistirilmesi lizerinde olduk¢a Onemli bir

yerdedir.

SARS-CoV ve SARS-CoV-2 igin bakildiginda Spike proteinleri arasinda yaklasik
%77 oraninda benzerlik bulunur, ancak bu proteinlerin reseptér baglanma alanindaki
birka¢ aminoasit farkliligi bu iki koronavirlis enfeksiyonunun farkli sonuglari ve
yayilim hiz1 arasindaki farkliligi agiklayabilir (37). M proteini ise zarf lizerinde
bulunur ve viral proteinlerin birlestirilmesinde gorev alir ve virlisiin iskelet yapisini
korur. E proteini ise virlisiin igindeki en kiigiikk yapisal protein olup virlisiin

salinmasinda ve patogenezinde rol almaktadir.

N proteini de viral genomu korur ve onu sabit bir sekilde tutar. RNA transkripsiyonu
ve replikasyonu igin gerekli olan bir RNA baglayici proteindir. Viral RNA genomunun
paketlenmesi  sirasinda  sarmal  riboniikleoproteinlerin  olusturulmasinda,
transkripsiyonda viral RNA sentezinin diizenlenmesi ve enfekte hiicre
metabolizmasinin modiile edilmesinde bir¢ok 6nemli rol oynar. N proteini ayrica
enfeksiyon sirasinda olduk¢a immiinojenik ve bol miktarda eksprese edilen bir

proteindir ve SARS-CoV-2 ‘ye kars1 koruyucu immiin tepkileri indiikleyebilir (38).
2.6. SARS-CoV-2 Tani

SARS-CoV-2 enfeksiyonunun erken ve dogru teshisi, pandeminin kontrolii agisindan
oldukca onemlidir. Diger enfeksiyonlarda oldugu gibi altin standart tani yontemi
enfeksiy6z ajanin tanimlanmasidir. Viral enfeksiyonlarda bu tanimlama, elektron
mikroskobunda viral yapilarin gosterilmesi veya virlise ait inkliizyonlarin
goriilmesiyle yapilabilir. In vitro olarak viriisiin doku kiiltiirlerinde {tretilmesi
gereklidir. Ancak bu yontemler, genellikle arastirma merkezlerinde kullanilir. Ticari
laboratuvarlarda, viral antijenlerin tespiti i¢in immiinoenzimatik testler veya

agliitinasyon testleri ve wvirlis genetik materyalinin tespiti i¢in niikleik asit



amplifikasyon testleri (NAAT) tercih edilir. Bu amplifikasyon testlerinden en sik

kullanilan1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemidir. (39).

COVID-19'un rutin klinik tanis1 dncelikle epidemiyolojik dykiiye ve klinik bulgulara
dayanir ve bilgisayarli tomografi (BT) taramasi, ve serolojik teknikler dahil olmak
tizere gesitli laboratuvar tespit yontemleriyle dogrulanir. PZR testleri en duyarl
testlerdir ve erken viral enfeksiyonlar1 saptamak icin genellikle tercih edilen testtir.
Reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT- gPZR), SARS-CoV-2 tespiti
icin en dnemli yontem kabul edilmistir ve su anda popiilasyonlar1 taramak i¢in bir¢ok
tilkede en yaygin kullanilan testlerden biridir. RT-gPZR testi, N geni, RNA'ya bagimli
RNA polimeraz (RdRp) geni, E geni, S geni ve SARS-CoV-2'nin ORF1b veya ORF8
bolgeleri gibi farkli genleri hedefleyen gelistirilmistir (40). RT reaksiyonu viral
RNA'y1 tamamlayict DNA'ya (¢cDNA) doniistiiriir. PZR, cDNA'y1 katlanarak ¢ogaltir
ve ¢ogaltilan DNA, floresan problari kullanilarak gergek zamanli olarak saptanir. Yeni
bir DNA dizisi sentezlenirken, hibritlestirilmis bir raportdr probu (6rnegin TagMan
probu) polimerazin 5' eksoniikleaz aktivitesi ile boliiniir ve sondiiriici florofordan
cikarilir ve floresan olusumuna neden olur. Bdylece, floresan yogunlugu DNA
dizilerinin ger¢ek zamanli amplifikasyonunu yansitir ve hedef DNA'nin nicel tespiti
i¢in kullanilir. Floresan iiretmek icin baska bir yaygin strateji, ¢ift sarmalli DNA
(dsDNA) baglayici boyalar (6rnegin, SYBR Green) kullanmaktir (41). PZR testinde
cycle threshold (CT) degeri saptanabilir bir diizeye ulagsmak ic¢in viral RNA'y
biiylitmek i¢in gereken dongii sayisini belirtir. Bu deger, bir numunedeki viral RNA
diizeyiyle ters orantilidir (42). NAAT testleri disinda antijen testleri kullanilabilir.
Antijen testleri, SARS-CoV-2 viral proteinlerinin varhigmi tespit eder. Hastaligin
erken evrelerinde kullanilabilir. Kisa stirede sonug verebildikleri i¢in hizli tan1 testleri
olarak da adlandirilirlar. N proteini, klinik 6rneklerde fazla miktarda bulundugu i¢in
en yaygin olarak secilen hedef bolgedir. Genellikle NAAT' lerden daha az duyarhdirlar
(43). Bir diger tan1 yontemi de antikor testleridir. Antikor testleri arasinda ELISA,
immiinokromatografi, kemoliiminesans immiinoassay gibi yontemler bulunmaktadir.
Temastan sonra genellikle ilk iki haftada serokonversiyon gelismektedir. NAAT
testlerinin negatif oldugu ve COVID-19 enfeksiyonu diisiiniilen durumlarda taniyi
destekleyebilir. Diger koronaviriislerle c¢apraz reaksiyon ©Onemli bir sorun

olusturmakta ve IgM testlerinde yanlis pozitif sonuglara neden olabilmektedir. Bu



testler, PZR ile tan1 konulamayan hastalarin tanimlanmasinda, taramaya yonelik genis
kapsamli calismalarin yapilmasi, as1 ¢aligmalarinda, enfeksiyona karsi bagisikligin
arastirilmasinda, uygulanacak immiin plazma tedavisinde donérlerin tespitine olanak
saglayacaktir. COVID-19 hastalarinda spike proteinine karsi olusan antikorlarin tespit
edildigi ELISA yonteminde IgM’in 12. giinde, IgG’nin 14. giinde tespit edildigi
belirlenmistir (44).

2.7. SARS-CoV-2 immiinopatogenez

SARS-CoV-2 viriisiiniin sebep oldugu klinik tabloya COVID-19 adi verilir. Ates,
nefes darligi, yorgunluk, oksiiriik gibi klinik semptomlara neden olur. Hastalarin
cogunlugu asemptomatik veya hafif semptomlarla hastalig1 gegirirken bir kisminda ise
servis ve yogun bakim yatis1 gerekebilir. ileri yas, altta yatan hastaliklar, bagisiklik
sisteminin baskilanmasi gibi durumlar bu hastalik i¢in kotii prognostik gostergelerdir.
Viriisiin patogenezini aydinlatmak ve viicutta meydana gelen olaylar1 incelemek

viriisii daha iyi tantyip terapotik 6nlemlerin gelistirilmesine rehberlik edebilir (45).
2.7.1. Hiicreye giris ve replikasyon

Tipki SARS-CoV ve MERS-CoV enfeksiyonlarinda oldugu gibi SARS-CoV- 2’ de
ACE-2 reseptoriine baglanir. ACE-2 reseptorleri endotel, akciger, kalp, bagirsak,
bobrek, diiz kas, beyin gibi dokularda bulunmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda COVID-
19’un sadece solunum sistemi degil sindirim sistemi, merkezi sinir sistemi, tirogenital

sistem ve dolasim sistemi gibi birgok sistem tizerinde etkisi bulunmaktadir (46).

SARS-CoV-2’ nin S proteini hiicreye giriste gorev alir. Bu protein bilindigi lizere S1
ve S2 olmak {izere iki alt birimden olusur. S1 alt birimi hedef hiicre ylizeyine
baglanmay1 saglar N-terminal alan1 (NTD) ve reseptor baglama bolgesi (RBB) igerir.
S2 alt birimi de fiizyon islevinde gorevlidir ve tizerinde de heptad rekurrent 1 (HR1)
ve heptad rekurrent 2 (HR2) gibi alanlar bulunmaktadir. Fiizyonun ger¢eklesmesi igin
proteolitik boliinme gerekli olup bu da konake1 hiicresinde bulunan TMPRSS2 veya
furin proteazlar ile gergeklestirilir. SARS-CoV-2’nin, SARS-CoV’ dan daha yiiksek
afinitede ACE2 reseptorlerine baglandigini gostermistir. Bu da SARS-CoV-2 S
proteinin kesim bolgelerinin ve aminoasit diziliminin daha fazla olmas1 ile
aciklanmaktadir. Hiicreye giriste flizyon disinda endositoz ile giris yapabildigi
gosterilmistir (47).



Viriis hiicreye girince, viriis RNA’s1 sitoplazmaya salinir ve ribozomlarda protein
sentezi baslar ardindan viral genom ¢ogalmaya baglar. RNA replikasyonu ile yapisal
ve yardimci proteinler iiretilir sonrasinda bu proteinler endoplazmik retikulum (ER)
veya golgi zarmna eklenir. Bu ER ve golgi kompleksine niikleokapsidin de
eklenmesiyle olgun virion olusur ve ekzositoz ile hiicre digina salinir (48). SARS-
COV-2 ‘nin viicutta en ¢ok etkiledigi sistem solunum sistemidir. Solunum yoluyla ve
temas yoluyla bulasan SARS-CoV-2, viicutta ilk olarak farenkste ve nazal bolgede
replike olup alt solunum yollarina dogru inebilirler. Hedef hiicre akcigerlerde bulunan
tip II pnomositlerdir. Akcigerlerde patolojik degisiklikler; genellikle 6dem, eksiida ve
tip I pnomositlerin yaygin reaktif hiperplazisi ile yaygin alveoler hasaridir (24).
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Sekil 3. SARS-CoV-2 yasam dongiisii (49)

2.7.2. SARS-CoV-2 enfeksiyonunda dogal ve kazanilmis bagisikhik

ACE2, wvirlis =zarfi iizerindeki vyiizeysel S glikoproteine baglanan ortak

faktordiir. ACE2 reseptorii, tip II pnomositler, kalp, bobrek, gastrointestinal sistem,
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karaciger ve mesane hiicrelerinde bulunabilir. Dolayisiyla bu organlar virilisiin ana
hedefini olusturmaktadir. Enfekte akciger epitel hiicreleri, notrofiller ve T lenfositler
i¢cin bir kemoatraktan gorevi goren IL-8 iiretir. Dogal bagisiklik alveoler makrofajlar,

akciger epitel hiicreleri ve notrofiller tarafindan tetiklenir.

Bir sonraki asamada, tam immiin yaniti tamamlamak i¢in T ve B lenfositlerini igeren
kazanilmis immiin yanitlar tetiklenir. SARS-CoV-2 igin ilk olusan yanit dogal
bagisikliktir ve bu da monosit ve makrofajlarda yer alan patojenle iliskili molekiiler
kaliplar (PAMP), Toll benzeri reseptorler (TLR) , Patern tanima reseptorleri (PRR) ile
virlis RNA’sinin taninmasi ile ortaya ¢ikar. Bu da Niikleer faktor kappa B (NF-«xB),
aktivator protein 1 (AP-1), Janus kinaz sinyal donistiiriiciileri (JAK/STAT) gibi
transkripsiyon yolaklarini aktiflestirir (50).

Bu sekilde kemokinler ile Tip 1 ve 3 Interferonlarin sentezi gerceklesir. Bu kemokinler
de 16kosit, monosit, NK, DH gibi dogal bagisiklik hiicrelerini ortama ¢eker. Bu
hiicreler IP-10, Monokine-induced-by-IFN-y (MIG) ve Monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) gibi kemokinleri iireterek lenfosit gociine yardimei olur (51).

Dentritik hiicreler dogal bagisiklik yanitinda ve kazanmilmis bagisiklikta oldukca
onemli bir rol oynar. Organizmadaki en gii¢lii antijen sunan hiicreler olarak, T ve B
lenfositlerin aktivasyonunu etkin bir sekilde uyarirlar, boylece dogustan gelen ve
kazanilmis bagisiklik arasinda bir koprii konumundadir. Heniiz olgunlasmamis DH 'ler
giiclii bir go¢ yetenegine sahiptir ve olgunlastiktan sonra bagisiklik yanitinin
baslatilmasinda ve devaminda T hiicrelerinin etkin bir sekilde aktivasyonunda
gorevlidirler. Bu sebeple bu hiicrelerin olgunlagma siireci engellendiginde, sonraki

kazanilmis immiin yanitlarin baglamasi dogrudan etkilenir (18).

T lenfositleri mikroorganizmalara karst miicadelede ¢cok 6nemli rol oynar. CD4+ T
lenfositleri, T lenfosit bagimli B hiicrelerini aktive ederek viriise 6zgli antikorlarin
olusumunda gorevlidir. CD8+ T lenfositleri ise sitotoksik lenfositler olarak bilinir ve
viral enfekte hiicreleri direk olarak oldurebilir. CD8 + T hiicreleri, SARS-CoV-2 ile
enfekte hastalarda akcigerdeki inflamatuar hiicrelerin ¢ok biiyiik bir kismini olusturur
ve enfekte hiicrelerdeki koronaviriislerin temizlenmesinde ve bagisiklik yanitinin
indiiklenmesinde onemli bir rol oynar. Akcigere bu go¢ sonrasinda COVID-19

hastalarinda CD8 + ve CD4 + T lenfositlerin 6nemli dlgiide azaldigi buna bagh
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lenfopeni gozlendigi bildirilmistir (52). CD4 + T hiicreleri ayrica NF-kB sinyal yolu
aracihigiyla IL-17, IL-1, IL-6, IL-8, IL-21, TNF-f ve MIP-loo (macrophage
inflammatory protein-1alfa) proinflamatuar sitokinlerin iiretim basamaklarin aktive
eder (53).

COVID-19 hastalarinda B hiicre yanitlar1 ise semptom baslangicindan yaklasik 1 hafta
sonra T hiicre yanitlari ile eszamanl olarak ortaya ¢ikar. SARS-CoV-2 enfeksiyonu
olan hastalarda, B hiicre yanitlar1 ilk 6nce N proteinine karsi meydana gelir. Semptom
baslangicindan sonraki 4-8 giin icinde, S proteinine karsi antikor yanitlari bulunur
(54). MERS-CoV i¢in yapilmis ¢aligmalarda S proteini iizerindeki bazi bolgelerin
yiiksek antijenik 6zelliklerinin oldugu bulunmustur. COVID-19 enfeksiyonunda IgM
ve IgG tipi antikorlar olugsmaktadir.

Antikor yanitinin meydana gelmesi, hastaligin iyilesmesiyle yaklasik ayni donemde
olmaktadir. ilk 15 giin icinde hastalarin yaklasik %95’inde IgM tespit edilirken IgG
tipi antikorlar ise 15 glinden sonraki donemde artmakta olup birinci aydan sonra
hemem hemen tiim hastalarda bulunabilmektedir. IgM tipi antikorlar sitokin salinimi
ve kompleman aktivasyonu ile iliskili olup IgG tipi antikorlar ise FCR eksprese eden
aracihifiyla etkili olmaktadir. Ozellikle S proteininin reseptér baglanma bolgesine
kars1 gelisen spesifik antikorlarin viriisiin nétralizasyonda oldukc¢a onemli oldugu
distintilmektedir (55). Agir hastaligi olan COVID-19 hastalarinda, viriise 6zgi
antikorlarin, antikora bagl gelistirme adi verilen bir siire¢ yoluyla hiperinflamasyon,
sitokin firtinast1 ve lenfositlerin tiikenmesinin patogenezinde rol oynadigi

diistiniilmektedir (56).
2.7.3. Sitokin firtinasi

Sitokin salinim sendromu olarak da adlandirilan ¢oklu sitokinlerin salgilanmast, klinik
semptomlarin gelisimi ile yakindan iliskilidir. Hastalik seyrine gére COVID-19
hastalar1 kabaca iki gruba ayrilabilir; genellikle iyilesen asemptomatik veya hafif
vakalar ile servis ve yogun bakim {initesine yatis gerektiren, basta solunum yetmezligi
olmak iizere ¢oklu organ yetmezligi gelistiren ciddi vakalar (57). COVID-19’ da
ARDS ve multiorgan disfonksiyon sendromu (MODS) ortaya ¢ikabilir. Sepsis ve
MODS gelisimi 6ncelikle sitokin salinimi ile nétrofil ve sitotoksik lenfositlerin yol

actig1 endotelyal hasar ile baslar ardindan bu inflamasyonun artarak devam etmesi
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sonucu parankimal hasar gelismesi ve bu hasarin tiim organ sistemine yayilmasi ile
devam eder. Notrofillerin sitokinler aracilifiyla inflamasyon alanina gelmesi ve

aktivasyonu, pulmoner endotel hasarin1 baslatan ana mekanizmadir (24).

Proinflamatuar sitokinler, kazanilmis immiin yaniti aktive ederek birgok viral
enfeksiyonda oldugu gibi COVID-19 ‘da patogenezinde kilit rol oynar. Kontrolsiiz bir
anti-inflamatuar yanit oldugunda, hastaligin seyrinde akciger dokusunun tutulmasina
ve birden fazla organda sistemik bir yanit olusmasina neden olabilir. Immiin sistemin
farkli kollar1 arasindaki denge hastalik etkenlerinin temizlenmesine yardimci olurken,

dengesizlik hali ise doku hasari ile sonuglanabilir (1).

Ozellikle agir SARS-CoV-2 vakalari incelendiginde makrofaj aktivasyon sendromu
(MAS) bulgular1 goriilmiistiir. MAS, hemofagositik lenfohistiyositoz (HLH) un bir alt
tipidir. Ates, lenfadenopati, hepatosplenomegali, hiperferritinemi, fibrinolitik tiikketim
koagiilopatisi bulgular meydana gelir ve sepsis benzeri klinik ortaya ¢ikar. MAS,
Otoimmiin hastaliklar ile iliskili veya infeksiyonlarla tetiklenebilen sekonder HLH tipi
olup agir SARS-CoV-2 hastalarinda bu tablo meydana gelir. IFN-y, IL-6, IL-1, IL-8,
IL-10, TNF-0, CCL5, CXCL8 ve CXCL-10, MAS gelisiminden sorumlu 6nemli
sitokin ve kemokinler olup serum diizeyleri agir hasta grubunda artmis bulunmustur.
Bunlar arasinda en ¢ok calisilani, hem hafif hem de siddetli COVID-19 hastalarinda
artan ve ARDS'li hastalarda pulmoner infiltrasyon alani ile iligkili olan IL-6'dir (58).
Bircok viral enfeksiyonda oldugu gibi SARS-CoV-2 enfeksiyonunun ilk asamalarinda
IFN yanit1 gelisir ve bu yanit antiviral immiinitede anahtar basamaktir. Primer yanitin
geciktigi ve tip | IFN’un yanitinin yeterli olmamasi durumunda sitokinlerin kontrolsiiz

salindig1 sekonder yanit gelisir ve sitokin firtinasi artarak ilerler (59).
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Sekil 4. SARS-CoV-2 enfeksiyonunda sitokin firtinasi (6)
2.8. interlékin 18

COVID-19 ‘da IL-1 ailesine ait proinflamatuar sitokinlerinde ve IL-6 gibi diger
sitokinlerde bir artis meydana gelmektedir. IL-18, IL-1 ailesinin bir iiyesidir. inaktif
bir dncii olarak sentezlenir ve kaspaz-1 tarafindan aktif sekline dontistiirtiliir. 1L-18
onciisii  (Pro-IL-18), monositlerin, makrofajlarin  ve dendritik hiicrelerin
sitoplazmasinda ve ayrica endotel hiicrelerinde, keratinositlerde ve gastrointestinal
sistemin bagirsak epitel hiicrelerinde yapisal olarak bulunur (60). IL-18 ilk olarak
karacigerin Kupffer hiicrelerini uyaran Proprionibacterium acnes ile 6n tedaviyi
takiben intraperitoneal endotoksin sonrasinda farelerin serumunda izole edilen “IFN-
y indiikleyici faktor” olarak tamimlanmistir. Fare Karacigerlerinden saflastirma ve
“IFN-y indiikleyici faktor” {in molekiiler klonlanmasi ile bu isim IL-1 ailesi ve
ozellikle IL-1 ile cesitli sekillerde iliskili goriinen IL-18 olarak degistirilmistir. Insan
IL-18 ve IL-1p sadece %15 sekans homolojisini paylassalar da ortak bir B-katli tabaka

yapisini paylagirlar.
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IL -18, IL-1B'ye benzer sekilde, bir sinyal peptidi olmayan ve biyolojik olarak aktif
hale gelmek icin kaspaz 1 aracili boliinmeye ihtiya¢ duyan aktif olmayan bir oncii
olarak sentezlenir. Farkli reseptorlere baglanmasina ragmen, IL-1p ve IL-18 aym
sinyal yollarmi kullanir. Ancak, bu 6nemli benzerliklerin diginda, I1L-18 ve IL-1B 'nin

farkli bir biyolojiye sahip oldugu goriilmektedir (61).

Viral enfeksiyonlarin ¢ok erken evrelerinde makrofajlar tarafindan IL-18 fiiretilir ve
optimal konak savunmasi igin kritik kabul edilen IL-6 ve IFN-y yapimini indiikler
(62). IL-1B onctisi (pro-1L-1B) ve pro-1L-18 normalde aktif degildir ve biyolojik
olarak aktif sitokin formuna ge¢mesi i¢in proteolitik bolinme gereklidir. Proteolitik
boliinme inflamazom olarak adlandirilan protein kompleksleri yoluyla kaspaz-1
aktivasyonuna baglidir (10). SARS-CoV-2 enfeksiyonu sirasinda olusan hiicre igi stres
sonucu Nod-like receptor pyrin domain-containing 3 (NLRP3) inflamazomu aktiflesir.
Bu aktivasyon sonucu olarak procaspaz-1, aktif efektor proteaz kaspaz-l'e
doniistiiriiliir, bu daha sonra pro-1L-1p gibi proinflamatuar sitokinlerin aktif formu IL-
1B ‘e dontistir. IL-18 de aktif formuna bu sekilde doniisiir bunun disinda IL-6, TNF,
prostaglandinler ve 16kotrienler gibi inflamasyonun diger aracilar1 da tetiklenir. Bu
aktivasyon sonucu piropitoz olarak adlandirilan programlanmis hiicre o6limi
gerceklesir (63). Daha once yapilmis calismalarda SARS-CoV ve MERS-CoV
enfeksiyonlarinda ARDS ‘nin olusumunda NLRP3 inflamazom aktivasyonunun
onemi belirtilmistir (64). NLRP3 inflamazom aktivasyonu ve devamindaki sitokin
tiretimine bagl olarak meydana gelen inflamasyonun ¢ok gii¢lii bir potansiyeli
bulunmaktadir. Bu kaskadin inhibisyonu ile COVID-19 ‘da meydana gelen doku

hasarmin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir (65).
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Sekil 5. NLRP3 inflamazomunun SARS-CoV-2 tarafindan aktivasyonu (66)

IL-18 diizensizligi ve fazla salinimi birgok ¢alismada cesitli otoimmiin ve inflamatuar
hastaliklarla iliskilendirilmistir (67). COVID-19 hastalar1 ile yapilan bir ¢alismada
yiiksek IL-18, IL-6, Laktat dehidrogenaz (LDH) ve kaspaz diizeylerinin hastalik ve
kot klinik sonuglar ile iliskili oldugu bulunmustur (68). Viral enfeksiyonlarda IL-18
salinimi, viral enfeksiyonlarda siklikla meydana gelen hiperferritinemiyi agiklayarak
ferritinin yiikselmesine neden olur. IL-18’ in daha once belirtildigi gibi IFN-y'nin
uyarilmasi yoluyla hiicre i¢i mikrobiyal ajanlara karsi konak savunmasinda ¢ok 6nemli
bir rol oynayan Thl yanitlarin1 da uyardig1 bilinmektedir. Buna karsilik, bakteriyel
enfeksiyonlar yaygin olarak genis bir IL-1f salinimu ile iliskilidir, dolayisiyla IL-6'nin
indiiklenmesi yoluyla karacigerden CRP salgilanmasini uyarilir. CRP ise bakterilerin
fagosite edilmesinde erken konak savunmasinda dnemli bir rol oynar. IL-1p ayrica
hiicre dis1 bakterilere kars1 Th17 bagisiklik tepkisini de uyarir. COVID-19 hastaliginda
en ¢ok arastirilan sitokinlerden olan IL-6 ve 6nemli bir belirte¢ olan CRP diizeylerinin
birbiri ile oldukca iliskili oldugu IL-18 ve ferritin diizeylerinin ise birbiri ile daha

korele oldugu bulunmustur. IL-18 ve ferritin diizeylerinin hastalik siddeti ile iliskisinin
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onemi vurgulanmis olup viral enfeksiyonlara daha 6zgiil biyobelirte¢ olabilecegi

distintilmistiir (10).

IL-18'"in roliiniin belirlenmesi, ayn1 zamanda hiperferritinemi ve sitokin firtinasi ile
karakterize olan COVID-19'un patogenezine katkida bulunmasi
beklenmektedir. Ayrica, IL-18'in kandaki diizeyinin prognozu tahmin etmede bir

biyobelirteg olarak kullanilabilecegi diisiiniilebilir (8).
2.9. Hiperkoagiilasyon ve Interferon Gama ile indiiklenen Protein-10

COVID-19 da meydana gelen sitokin firtinas1 diginda agir hasta gruplarinda yaygin
damar ici koagiilopati (DIC) tablosu da meydana gelebilmektedir. SARS-CoV
enfeksiyonu sirasinda trombositopeni, trombositoz ve uzun siireli aktive parsiyel
tromboplastin zaman1 (APTT) saptanmis olup gilintimiizdeki veriler 1s18inda COVID-
19°da da pihtilasma bozuklugunun meydana geldigi ve agir vakalarda goriilme
sikligimin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ek olarak, COVID-19 tanis1 konan
hastalarda trombotik komplikasyonlar, mortaliteye katkida bulunan énemli bir sonug
olarak ortaya ¢ikmaktadir (69).

Pulmoner emboli, COVID-19'un en yaygimn trombotik belirtisidir. Cesitli klinik
raporlar, Ozellikle akciger otopsilerinde olmak iizere COVID-19 hastalarinda
mikrotrombiis varligint géstermistir. Bu klinik durumun pulmoner damarlarda endotel
disfonsiyonu  sonucu tromboz kaskadimin  tetiklenmesi sonucu  oldugu
diistiniilmektedir. COVID-19 hastalarindaki artmis fibrinojen, D-dimer, azalmis
antitrombin gibi test sonuglarinin olmasi da bu pihtilasma durumunu gostermektedir
(70). Daha 6nceden yapilan ¢alismalarda trombozla iliskili oldugu diisiiniilen sitokin
ve kemokinler bulunmustur. 1P-10 bunlardan birisidir (71). IP-10, bir¢ok hiicre tipi
tarafindan salgilanabilir ve IFN-y ‘ya cevap olarak salinir. Bu bir¢ok immiin hiicre i¢in
( T hiicreleri, NK hiicreleri, monositler/makrofajlar ve dendritik hiicreler ) kemotaktik
olarak gorev yapar. IP-10, anjiyogenezi inhibe eder ve endotel iyilesmesini bozabilir

bu sebeple birgok ¢alismada tromboz ile iliskilendirilmistir (14).

COVID-19 seyrinde yogun bakim ihtiyact olan hastalarda daha yiiksek
konsantrasyonlarda IP-10 ve TNF-a diizeyleri izlenmistir. Yapilan deneysel ve
hastalarin katildig1 ¢alismalarda serum, bronsiyal 6rnekler veya nazal sekresyonlarda

inceleme yapildiginda IP-10 diizeylerinin, viral enfeksiyonlara bagli akut solunum
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yolu enfeksiyonunun siddeti ve siiresi ile tutarli bir sekilde iligkili oldugunu
gostermistir.  Yapilan baska bir c¢alismada yogun bakima alinan COVID-19
hastalarinda IL-1B, IFNy disinda IP-10 serum diizeylerinin daha yiiksek oldugunun
bulunmasi SARS-CoV-2’ye bagli immun yaniti, SARS-CoV enfeksiyonlarindan
ayirmaktadir  (72). SARS-CoV ve SARS-CoV-2’nin immiin profillerinin
karsilagtirildigr bir ¢alismada ise IP-10 molekiiliiniin SARS-CoV-2 enfeksiyonunda
SARS-CoV’ a gore daha fazla upregiile oldugu bildirilmistir (73).
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3. HASTALAR VE YONTEM
3.1. Etik Kurul Onayr:

Tez c¢alismasma dair etik kurul onayi, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 30.12.2020 tarihli 2020/732 karar nolu
mikrobiyoloji ¢alismasi olarak verilmistir. Etik kurul onayr EK-1’de verilmistir.
COVID-19 arastirma onayi da Saglik Bakanligi'ndan alinmistir (Onay no: 2020-12-
10T10_20_16).

3.2. Cahsmanm Ozellikleri

Bu calisma prospektif kohort olarak planlanmis olup, Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesinde 01.04.2021 ve 01.09.2021 tarihleri arasinda COVID-19
poliklinigine basvuran ve COVID-19 servis ve yogun bakimlarinda yatmakta olan
hastalar calismaya dahil edilmistir. Nazofarengeal/orofarengeal siiriintii 6rneklerinde
SARS-CoV-2 PZR testi pozitif olan 60 hasta ve son bir hafta iginde temasl izleminde
olmayan ve COVID-19 semptomlar1 goriillmeyen 30 saglikli goniillii galismaya dahil
edilmistir. Hastalar, klinik goriinlimlerine gore “COVID-19 tan1 ve tedavi
kilavuzundaki” (74) tanimlara gére gruplara ayrilmistir; Ates, kas/eklem agrilart,
oksiiriik ve bogaz agrist gibi semptomlar1 olup solunum sikintisi olmayan (dakika
solunum sayis1 <24, SpO2> %93 oda havasinda), akciger filmi ve/veya akciger
tomografisi normal olan hastalar ile ates, kas/eklem agrilari, 6ksiiriik ve bogaz agrisi
gibi bulgulari olup, solunum sayis1 <30/dakika olan, oda havasinda SpO2>90 iizerinde
olan ve akciger grafisinde veya tomografisinde hafif-orta pnémoni bulgusu olan
(Akciger goriintiilemesinde bilateral yaygin (>%50) tutulumu olmayan) hastalar 1.
grup hastalar olarak belirlenmistir. Bu grup hafif-orta pnémonili hastalar olarak

siniflandirilmstir.

Siddetli pndmonisi olup nefes darligi ve solunum hizi dakikada > 30 nefes; dinlenirken
ve ortam havasii solurken oksijen satiirasyonu <% 93; arteriyel oksijen parsiyel
basinci (Pa02) / oksijen konsantrasyonu (Fi02) <300 mmHg ve akciger parankiminin
>% 50'sinin tutulumunu gosteren BT goriintiileri olanlar (Akciger goriintiilemesinde
bilateral yaygin pnomoni bulgusu saptanan) 2. grup hastalar olarak belirlenmis olup

siddetli pnomonili hastalar olarak siiflandirilmistir. COVID-19 benzeri semptomlara
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sahip olmayanlar ve son bir hafta i¢inde temasli olmayan saglikli goniilliiler ise 3.

grubu olusturmustur.

Calismaya dahil ettigimiz hastalardan periferal kan 6rnekleri bagvuru sirasinda veya
yatis yapildiginda alinmustir. Ozellikle kanlarin ilk tan1 veya yatis esnasinda
alinmasina 6zen gosterilmistir. Periferal kan 6rnekleri mikrobiyoloji laboratuvarinda
4000 devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasi serumlar
caligilincaya kadar -80 °C' lik dolaplarda saklanmustir. Klinik veriler gruplar arasinda
karsilastirilmistir. COVID-19 ile ilgili hastalik 6zellikleri, ek hastaliklarin varligi,
diger laboratuvar sonuglari ve radyolojik incelemelerle ilgili veriler elektronik hastane
kayitlarindan toplanmistir. Calismaya katilan hastalardan ve saglikli goniillii kisilerden
aydinlatilmis onam alinmistir. Biitiin hastalardan periferal kan 6rnekleri alinirken ilk
yatis aninda veya yatis yapilmayan hastalarda da tedavi baslanmadan once kan
numunelerinin alinmasina 6zen gosterilmistir. Hastalarin ayni gilin istenen diger

laboratuvar parametreleri de hastanemiz HBY'S sisteminden takip edilmistir.
3.3. Calismadan Hari¢ Tutulma Kriterleri

Calismaya katilmayi kabul etmeyen kisiler, 18 yasindan kiiglik kisiler, gebeler

calismaya dahil edilmemistir.
3.4. Laboratuvar Verileri

Serum IP-10 ve IL-18 diizeyleri, kullanilarak Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) yontemi kullanilarak iireticilerin talimatlarina gore Bioassay Technology
Laboratuvary Human Interleukin 18 ELISA Kiti ve Bioassay Technology
Laboratuvary Human Interferon Gamma Induced Protein 10kDa ELISA test kiti ile

Olcllmiistiir.
3.4.1. Reaktifler

1. Antikor kapli ELISA mikrotitrasyon plate (96 kuyucuklu)
2. Standart soliisyon

3. Standart diliient

4. Streptavidin-HRP konjugat reaktifi

5. Stop soliisyonu

6. Substrat soliisyonu A
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7. Substrat soliisyonu B
8. Yikama soliisyonu (25x)
9. Biotinlenmis Anti-human IL-18 ve IP-10 antikor soliisyonu

10. Kullanici talimati
3.4.2. Kit disindaki malzemeler

ELISA reader ve inkiibator
Otomatik pipet ve pipet uglari

Distile su
3.5. IL-18 Standartlarinin Hazirlanmasi

Oncelikle +4°C’ de bulunan test kiti oda sicakligina gelinceye kadar bekletildi. 25 kat
konsantre yikama soliisyonu 500 ml distile su ile sulandirildi. IL-18 ¢aligmasi i¢in test
kitinde yer alan 128 ng/L konsantrasyonunda standard soliisyonundan 120 pL alinip,
tizerine 120 pL standard diluent eklenerek konsantrasyonu 64 ng/L olan Standard No.5
hazirlandi. Ardindan bu ¢ozelti kullanilarak seri diliisyonlar ile 32 ng/L, 16 ng/L, 8
ng/L ve 4 ng/L konsantrasyonlarda kontrol soliisyonlar1 hazirlandi. Test kiti ¢aligma
prosediiriinde zero standard (0 ng/mL) olarak adlandirilan standarda ise sadece diliient

eklendi.

Tablo 1. IL-18 standartlarinin hazirlanmasi
IL-18
64 ng/L Standart No.5 120 pl Orijinal Standart + 120 pl Standart Diliient
32 ng/L Standart No.4 120 pl Orijinal Standart No.5 + 120 pl Standart Diliient
16 ng/L Standart No.3 120 pl Orijinal Standart No.4 + 120 pl Standart Diliient
8 ng/L Standart No.2 120 pl Orijinal Standart No.3+ 120 pl Standart Diliient
4 ng/L Standart No.1 120 pl Orijinal Standart No.2+ 120 pl Standart Diliient

3.6. IL-18 Caliyma Basamaklar1

1. Dondurularak saklanmis hasta serumlar1 oda sicakligina gelinceye kadar
bekletilmistir.

2. Testkitinden ¢ikan 96 kuyucuklu plagin ilk 5 kuyucuguna sirasiyla 64ng/L, 32ng/L,
16 ng/L, 8 ng/L ve 4 ng/L konsantrasyonlarda kontrol soliisyonlart 50 pul eklendi. 6.

kuyucuk ise zero standart olarak belirlendigi i¢in bu kuyucuga sadece diliient eklendi.

21



3. Standard soliisyonlarin disindaki kuyucuklarin her birine hasta serumlarindan 40 ul
eklendi. Ardindan bu kuyucuklara 10’ar ul biotinle isaretlenmis IL-18 antikoru
eklendi.

4. Ardindan 50 pl streptavidin-HRP, zero standard disindaki tiim kuyucuklara eklenip
kapatma kagidi ile plagin tizeri kapatilip. 60 dk boyunca 37 °C ‘de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklar 25 kat diliie edilmis yikama soliisyonu ile 5
kez otomatik yitkama cihazinda yikandi.

6. Bu islem sonrasi tiim kuyucuklara 50 pl substrat soliisyon A ve 50 pl substrat
soliisyon B eklenip 10 dk karanlik bir ortamda inkiibe edildi.

7. Islem sonunda tiim kuyucuklara 50ul stop soliisyonu eklendi. Stop soliisyonu
eklendikten sonra ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda, bos kuyucuk 0 kabul
edilerek tiim kuyucuklarin optik dansiteleri 6l¢iildii.

8. Calisilan IL-18 standartlar ile kalibrasyon egrisi olusturuldu ( Sekil 6) .

IL-18 Kalibrasyon Eqrisi

1 eaq
,'/"’J
.-'/“'
.-‘/"J
1.100 =
/’/

0.8z

D27

SRCE:

D.005

0.00 5.00
4.00 3200 .
8.00 £4.00
Standard

Eind 0D memn cr Conc. Nom. Conc. Cale.
Stdl 0.003 0 0.00
Std2? 0.166 4 4.00
Std3 0275 8 8.00
Stdd 0.592 16 16.00
Std3 1.100 32 32.00
Std6 1841 64 64.00

Sekil 6. IL-18 kalibrasyon egrisi
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3.7. IP-10 Standartlarinin Hazirlanmasi

Analiz oncesi +4°C bulunan test Kiti 6l¢iim oncesi oda sicakligina gelinceye kadar
bekletildi. 25 kat konsantre yikama soliisyonu 500 ml distile su ile sulandirildi. IP-10
calismasi igin test kitinde yer alan 1280 ng/L konsatrayonunda standard
solisyonundan 120 pL almip, fiizerine 120 pL standard diluent eklenerek

konsantrasyonu 640 ng/L olan Standard No.5 hazirlandi.

Bu ¢ozelti kullanilarak seri diliisyonlar ile 320 ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L ve 40 ng/L
konsantrasyonlarda kontrol soliisyonlar1 hazirlandi. Test kiti ¢aligma prosediiriinde

zero standard (0 ng/mL) olarak adlandirilan standarda ise sadece diliient eklendi.

Tablo 2. IP-10 standartlarinin hazirlanmasi
IP-10
640 ng/L Standart No.5 120 pl Orijinal Standart + 120 pl Standart Diliient
320 ng/L Standart No.4 120 pl Orijinal Standart No.5 + 120 pl Standart Diliient
160 ng/L Standart No.3 120 pl Orijinal Standart No.4 + 120 ul Standart Diliient
80 ng/L Standart No.2 120 pl Orijinal Standart No.3+ 120 pl Standart Diliient
40 ng/L Standart No.1 120 pl Orijinal Standart No.2+ 120 pl Standart Diliient

3.8 IP-10 Cahisma Basamaklari

1. Dondurularak saklanmis hasta serumlari oda sicakliginda ¢oziilmiistiir.

2. Test kitinde yer alan 96 kuyucuklu plagmn ilk 5 kuyucuguna sirastyla 640 ng/L, 320
ng/L, 160 ng/L, 80 ng/L ve 40 ng/L konsantrasyonlarda kontrol soliisyonlart 50 pl
eklendi. 6. kuyucuk ise zero standart olarak belirlendigi i¢in bu kuyucuga sadece
diltient eklendi.

3. Standard soliisyonlarin disindaki kuyucuklarin her birine hasta serumlarindan 40 pl
eklendi. Ardindan bu kuyucuklara 10’ar pl biotinle isaretlenmis IP-10 antikoru
eklendi.

4. Ardindan 50 pl streptavidin-HRP zero standard disindaki tiim kuyucuklara eklenip
kapatma kagidi ile plagin {izeri kapatilip 60 dk boyunca 37 °C ‘de inkiibe edildi.

5. Inkiibasyondan sonra tiim kuyucuklar 25 kat diliie edilmis yikama soliisyonu ile 5
kez otomatik yikama cihazinda yikandi.

6. Bu islem sonrasi tiim kuyucuklara 50 pl substrat soliisyon A ve 50 pl substrat

soliisyon B eklenip 10 dk karanlik bir ortamda inkiibe edildi.
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7. Islem sonunda tiim kuyucuklara 50ul stop soliisyonu eklendi. Stop soliisyonu

eklendikten sonra ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda, bos kuyucuk 0 kabul

edilerek tiim kuyucuklarin optik dansiteleri ol¢iildii.

8. Caligilan IP-10 standartlari ile kalibrasyon egrisi olusturuldu ( Sekil 7) .

IP-10 Kalibrasyon Eqrisi

B =
e
f/-f-f
f/f
.l'/-f
0.940 -
.'"-I-I-}""
yd
052
r
Vs

028

0125

0.005-

0.00 160.00
40.00 32000
80.00 £40.00
Standard

Eind Q0 mean cr Conc. Nom. Conc. Cale.
Stdl 0.008 ] 0.00
Std? 0.126 40 40.00
Std3 0.263 20 80.00
Stdd 0.523 160 160.00
Stds 0.940 320 320,00
Stdé 1.876 640 640.00

Sekil 7. IP-10 kalibrasyon egrisi

Bu calismada arastirdigimiz 1L-18 ve IP-10 serum diizeyleri testin giivenilirligini

artirmak amaciyla ayn1 hastalar ve ayn1 ELISA kiti kullanilarak tekrar ¢alisiimustir.

Birinci ve ikinci ¢alismada sonuglar istatistiksel olarak birbiriyle benzer olup ikinci

caligmaya ait veriler kullanilmistir.
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3.9. Verilerin istatistiksel Analizi

Calisma verileri Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 22.0
araciligiyla degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler medyan + standart sapma
(minimum-maksimum) olarak sunuldu. Degiskenlerin degerlendirilmesinde Pearson
Ki-Kare Testi ve Fisher Kesin Olasilik Testi uygulandi. Degiskenlerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro Wilk Testi kullanilarak incelendi. Normal dagilima
uymadigt belirlenen degiskenler icin iki bagimsiz grup arasindaki istatistiksel
farkliliklarda Mann-Whitney U Testi, iic bagimsiz grup arasinda istatistiksel
farkliliklarda ise Kruskal Wallis Testi istatistiksel yontem olarak kullanildi. Normal
dagilima uydugu saptanan degiskenler i¢in; iki bagimsiz grup arasinda Student’s T
Testi, li¢ bagimsiz grup arasinda ise Tek Yonlii Varyant Analizi (ANOVA) kullanildi.
Degiskenler arasindaki iliski Spearman Korelasyon Testi ile degerlendirildi. Istatistik

anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Calismaya Dahil Edilen Hastalarin Demografik Ozellikleri

Calisma gruplarmin %56,7 si erkek bireylerden olusmaktadir (Her grup igin;
13K,17E). Cinsiyet acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamaktadir (p<0,05). Hafif-orta pnémonili hasta grubunun yas ortalamasi 48,7
dir. Siddetli pndmonisi olan hasta grubunun yas ortalamasi 61,8 dir. Saglikli
goniilliileri yas ortalamasi ise 54,06 diir. Her grup icin yaslarin medyan degerleri,

minimum ve maksimum degerleri Tablo 3 de verilmistir.

Calismanin ilk grubunu olusturan hastalar, Ondokuz Mayis Universitesi T1p Fakiiltesi
Hastanesi COVID-19 tam1 ve tedavi poliklinigine ates, Oksiiriikk gibi sikayetlerle
bagvuran veya hastanemiz COVID-19 servislerinde yatan hafif-orta pnémonili veya
pndmonisi olmayan hastalardan secilmistir. Bu gruptaki kisilerde ek hastalik olarak; 4
hastada hipertansiyon (HT), 2 hastada astim, 1 hastada koroner arter hastaligi (KAH),
1 hastada HT ve Diyabetes mellitus (DM), 1 hastada KAH ve HT birlikteligi mevcuttu.
Siddetli pndmonili gruba dahil edilen 30 hasta ise hastanemiz COVID-19 yogun bakim
tinitesinde yatmakta olan hastalardan olusmaktadir. Bu gruptaki hastalarda ek hastalik
olarak; 2 hastada HT, 2 hastada DM, 3 hastada KAH, 3 hastada KOAH, KAH ve HT
birlikteligi, 2 hastada KAH ve HT birlikteligi, 2 hastada HT ve DM birlikteligi, 2
hastada DM ve KAH birlikteligi, 1 hastada DM, KAH, HT birlikteligi ve 1 hastada
DM, Kronik bobrek yetmezligi (KBY) birlikteligi mevcuttu. Bu hastalar 6zellikle
serviste yatip klinik olarak kotiilesen veya dis merkezde tani alip ardindan yogun
bakim iinitesine yatis yapilan hastalar oldugu i¢in kan numunelerinin bir¢ogunun

tedavi altinda iken alinabilmesi miimkiin olmustur.

Kontrol grubu ise 30 saglikli goniilliden olusmaktadir. Saglikli gruptaki kisiler
secilirken hasta gruplarinin yas ortalamasina benzer yastaki kisilerin secilmesine
dikkat edilmistir. Bu hastalarda ise ek hastalik olarak; 2 hastada DM, 2 hastada HT, 2
hastada DM ve HT birlikteligi mevcuttu. Saglikli grubu kisilerden kan numunesi
alimirken herhangi bir akut enfeksiyon bulgusunun ( Ates, okstirtik, ishal, kas agrist,
idrar yaparken yanma vs.) olmamasma ve son 1 hafta icinde COVID-19 temash

izleminde olmamasina 6zen gosterilmistir.
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Tablo 3. Hastalarin ve Kontrol Grubunun Hastaneye Bagvuru Sirasindaki Klinik,

Demografik ve Laboratuvar Ozellikleri

Hafif-orta Siddetli Saghkh
Pnomoni Pnomoni Goniillu
Yas, Yil 48,5 (25-80) 62 (35-80) 53 (28-87)
Erkek cinsiyet (%) 17 (%56,7) 17 (%56,7) 17 (%56,7)
Komorbidite (%) 9 (%30) 18 (%60) 6 (%20)
Hemoglobin (g/dL) 13,25 (9,9-17,2) 10,4 (5,1-30,5) -
WBC (bin/pL) 5,68 (2,89-19,58) 10,9 (4,5-33,4) -
Trombosit (bin/pL) 199,5 (68-342) 206 (26-365) -
Lenfosit (bin/pL) 1,135 (0-2,76) 0,72 (0,15-3,06) -
Notrofil/ Lenfosit 2,7 (0,9-17) 13,6 (2,55-90,2) -
CRP (mg/L) 29,5 (0,6-390) 86,4 (3-240) -
D-Dimer (ng/ml) 465 (132-1906) 1525 (244-10000) -
Ferritin (ng/ml) 334 (4,94-3273) 761 (148-8285) -

Prokalsitonin (ng/ml) 0,045 (0,01-0,9) 0,23 (0,02-33,37)

4.2. ELISA Yontemi ile Calisilan Sonuclarin Degerlendirilmesi

Calismamizda IL-18 diizeyleri agisindan li¢ grup arasinda da anlamhi farkliliklar
bulunmustur. Hafif-orta pnémonili ve pndmonisi olmayan hastalardan olusan ilk
gruptaki kisilerin serum IL-18 diizeyleri incelendiginde siddetli pnomoniye sahip
ikinci grup hastalardan istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek bulunmustur
(p=0,012). Saglikl1 grup olarak belirledigimiz ii¢iincii grupta ise serum IL-18 diizeyleri
hafif-orta pnomonisi olan hasta grubuna gore daha yiiksek bulunmustur (p =0,046).
Saglikl1 grup ile siddetli hasta grubu karsilastirildiginda ise saglikli grupta yine anlamli
olarak yiiksek sonuglar elde edilmistir (p=0,00).

IP-10 i¢in bakildiginda hafif-orta pndmonili hasta grubunda siddetli pnémonisi olan
hasta grubuna gore daha yiiksek serum diizeyleri tespit edilmistir (p=0,00). Hafif-orta
pnoémonili hasta grubu ile saglikli grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamustir (p =0,064). Ancak siddetli pnémonili hasta grubunda IP-10 diizeyleri
saglikli gruba gore anlamli seviyede diisiikk bulunmustur (p=0,00) . IP-10 diizeyleri de

IL-18 diizeyleri gibi pndmoninin ve agir hastaligin siddeti ile birlikte artmamuistir.
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Tablo 4. Ug grubun IL-18 ve IP-10 medyan, minimum, maksimum degerleri

Hafif-Orta Siddetli Saghkh
Pnomoni Pnomoni Goniilli
1L-18 17,5500 14,500 22,2500
medyan (min.-max.) (8,60 +75,90) (1,10 £ 69,20) (7,70 £ 69,00)
(ng/L)
IP-10medyan (min.- 219,000 138,8500 257,300
max.) (ng/L) (131,30 +931,90) (14,000+718,50)  (168,20+518,10)

4.3. 1L-18 Ve IP-10 Diizeylerinin Laboratuvar Belirtecleri ile Korelasyonu

Hafif-orta ve siddetli pnomonili hasta gruplarinda hastalarin hemoglobin, beyaz kan
hiicresi (WBC), trombosit, lenfosit, nétrofil/lenfosit, CRP, D-Dimer, ferritin,
prokalsitonin diizeyleri ile serum IL-18 ve IP-10 arasindaki korelasyon varligi
incelenmistir. Her iki grup kendi i¢inde incelendiginde bu belirteclerin IL-18 ve IP-10
diizeyleri ile korele olmadigi bulunmustur. Hafif-orta pnémonili ve siddetli pndmonili
hasta gruplarin lenfosit diizeyleri de karsilagtirilmistir. Lenfosit diizeylerinin hafif-orta
pnomonisi olan grupta siddetli pnémonisi olan gruba goére anlamli olarak daha yiiksek
oldugu bulunmustur (p=0,012). Kontrol grubu i¢in alinan 6rneklerde sadece IL-18 ve
IP-10 diizeyleri arastirilmistir. Bu sebeple hemoglobin, wbc, trombosit, lenfosit,
notrofil/ lenfosit, CRP, D-Dimer, ferritin, prokalsitonin diizeyleri ile korelasyon olup

olmadig1 incelenememistir.

Tablo 5. IL-18 ve IP-10 diizeylerinin diger laboratuvar belirtegleri ile korelasyonu

IL-18 Hafif-orta IL-18 Siddetli 1P-10 Hafif-orta 1P-10 Siddetli

pnomoni pnémoni pnémoni pnomoni

Spearma P Spearma P Spearma P Spearma P

n's rho n's rho n's rho n's rho
Hemoglobin ~ -0,66 0,73 -0,22 0,910 -0,99 0,602 0,129 0,496
Whc -0,78 0,683 -0,181 0,338 -0,37 0,845 -0,286 0,125
Trombosit -0,247 0,188 -0,135 0,476 0,208 0,269 -0,307 0,098
Lenfosit -0,12 0,951 -0,065 0,731 -0,68 0,722 0,131 0,491
Notrofil/ -0,110 0,562 -0,167 0,379 0,5 0,795 -0,232 0,217
Lenfosit
CRP -0,235 0,211 0,100 0,601 -0,294 0,115 0,133 0,483
D-Dimer -0,127 0,505 -0,132 0,488 -0,152 0,423 -0,256 0,173
Ferritin -0,163 0,426 -0,048 0,803 -0,143 0,485 -0,40 0,837
Prokalsitonin  -0,070 0,770 -0,170 0,369 0,055 0,819 -0,166 0,380
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4.4. 1L-18 ve IP-10 Diizeylerinin COVID-19 BT Bulgusu ile Korelasyonu

Klinik olarak hafif-orta pnomonisi olan 1. grup hastalarin 22 tanesinde orta ve hafif
diizeyde (akciger parankiminin %50 sinden azinin tutuldugu) COVID-19 pnémonisi
ile uyumlu bulgular mevcuttu. 8 hastada ise herhangi bir BT bulgusu mevcut degildi.
Siddetli pndmonisi olan 2. grupta ise tiim hastalarda BT pozitifligi mevcuttu (akciger

parankiminin %50 sinden fazlasinin tutuldugu, yaygin tutulum ).

BT bulgusu olan ve BT bulgusu olmayan hafif-orta pnémonili grup hastalarda IL-18
ve IP-10 diizeyleri arasindaki korelasyon arastirilmistir. BT pozitifliginin varligi ile bu
belirtegler arasinda herhangi bir korelasyon bulunamamustir ( IL-18 i¢in p=0,302 IP-
10 i¢in p=0,673 ). Siddetli pnémonisi olan hasta grubunda ise tiim hastalarda yaygin
BT tutulumu mevcut oldugu i¢in grup i¢inde IL-18 ve IP-10 diizeyleri arasinda

korelasyon varlig1 arastirilamamastir.
4.5. Serum IL-18 ve IP-10 Diizeylerinin Mortalite ile Tliskisi

Calisma siireci boyunca hafif-orta pnomonisi olan grupta 1 kisi (%3,3) ex olmustur.
Siddetli pnomonili grupta ise 17 kisi (%56,7) hastalik seyri siirecinde ex olmustur. Ex
olan hastalarin serum IL-18 ve IP-10 diizeyleri ile ex olmayan hastalardaki diizeyleri
karsilagtiritlmistir. Her iki grup da kendi i¢lerinde degerlendirildiginde ex olan
hastalarin sitokin diizeyleri sag kalanlardan daha yiiksek olarak bulunamamustir. 1L-
18 ve IP-10 serum diizeylerinin mortalite ile iligkisi bulunamamistir (1. Grupta IL-18
icin p=0,94, IP-10 i¢in p=0,295. 2. Grupta IL-18 i¢in p=0,149, IP-10 igin p=0,325).

4.6. Ek Hastaliga Sahip Kisilerin IL-18 ve IP-10 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Hafif-orta pnomonili grupta 9 kisi ek hastaliga sahipti. Siddetli pnémonili grupta ise
18 kisi ek hastaliga sahipti. Ek hastaliga sahip kisilerle ek hastaliga sahip olmayan
sadece COVID-19 tanisi olan bireylerin IL-18 ve IP-10 diizeyleri her iki grup i¢in de
incelenmis olup anlamli bir farklilik bulunamamistir. Gruplar kendi iglerinde
degerlendirildiginde, hafif-orta pndmonisi olan grupta ek hastalig1 olan bireyler ile ek
hastaliga sahip olmayan bireylerin IL-18 ve IP-10 diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamadi (IL-18 i¢in; p=0,99, IP-10 i¢in p=0,128). Siddetli
pndémonisi olan grupta da ek hastaliga sahip bireyler ile ek hastaliga sahip olmayan
bireylerin IL-18 ve IP-10 diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktu ( IL-18 igin;
p=0,137, IP-10 i¢in; p =0,127).
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5. TARTISMA

COVID-19, SARS-CoV-2 viriisiiniin neden oldugu, asemptomatik veya hafif
semptomlardan akut solunum sikintis1 sendromuna doniisebilen inflamatuar bir
hastaliktir. Hastalik siddetini yonlendiren molekiiler mekanizmalar belirsizligini
koruyor olsa da, IL-6 ve LDH gibi inflamatuar mediyatorlerin siddetli vakalarla klinik
iliskisi, hiperinflamasyonun klinik sonucun merkezinde oldugunu diistindiirmektedir
(75). Bu nedenle sitokinlerin 6lglimii, hastaligin ilerlemesinin bir gostergesi olabilir ve

tedavi i¢in daha kesin yaklagimlar saglayabilir (1).

Siddetli COVID-19 vakalari, nihayetinde organ yetmezligine ve hastanin 6liimiine yol
acabilecek giiclii bir inflamatuar siire¢ ile Karakterizedir. inflamatuar siireclerin
indiiklenmesi, siklikla farkli uyaranlara yanit olarak sitozolde toplanan protein
platformlar1 olan inflamatuar siireclerin devreye girmesini gerektirir. Bu
platformlardan bir tanesi NLRP3 inflamazomudur (76). IL-1 siiper ailesinin bir tiyesi
olan IL-18, yapisal olarak IL-1B'ya benzeyen bir proinflamatuar sitokindir. 1L-18,
IFN-y iiretimini tegvik eder ve gliglii bir Thl yanitin1 indiikler. Fizyolojik kosullarda
IL-18, endojen inhibitdr IL-18 baglayici protein (IL-18BP) tarafindan diizenlenir ve
IL-18'in aktivitesi dengelenir. Birka¢ inflamatuar hastalikta IL-18 aktivitesinin
dengesiz oldugu ve IL-18BP ile IL-18 noétralizasyonunun yetersiz oldugu
bildirilmektedir. IL-18, bir Thl sitokin olarak IFN-y iiretimini indiiklemek i¢in 1L-12
ile sinerjistik olarak hareket eder ve IL-18, IL-4 ve IL-13 gibi T helper 2 (Th2)
sitokinlerinin tiretimini indiiklemek i¢in ise tek basina hareket eder. Ek olarak, 1L-18
tek basina NK hiicre aktivitesini ve FAS ligand ekspresyonunu arttirir. Son yillarda
IL-18'in biyolojik ve patolojik rolleri birgok hastalikta incelenmistir (77). Orta ve
siddetli COVID-19 hastalarmin postmortem materyalleri incelendiginde aktif NLRP3
inflamasyonu bulunmustur. Bu da NLRP3 inflamazomunun SARS-CoV-2
enfeksiyonuna yanit olarak aktive oldugu ve COVID-19 hastalarinda aktif oldugunu
diistindiirmektedir (78). SARS-CoV-2 patolojilerinin gelisiminde birgok hiicrede
eksprese edilen giiclii bir proinflamatuar sistem olan NLRP3 inflamazom varligi akilda
tutulmalidir (79). NLRP3 iltihabi, mikrobiyal patojenler, enflamatuar hastaliklar,
kanser ve metabolik ve otoimmiin bozukluklar dahil olmak {izere bir¢ok hastaligin

patogenezinde yer almistir ve ayrica gesitli bobrek hastaliklarinda yer almistir (77).
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Onceki calismalarda, SARS-CoV' un NLRP3 inflamasyonunu aktive ettigi ve iyon
kanali olusturan E proteini ve ayn1 zamanda SARS-CoV-2'nin yapisal bilesenleri olan
ORF8Db ile insan makrofajlar1 tarafindan IL-18 iiretimini indiikledigi gosterilmistir
(80). SARS-CoV enfeksiyonunda, IL-18 diizeylerinin, saglikli deneklerdekilere
kiyasla onemli Ol¢iide yiikseldigi ve IL-6 ile IL-8 dahil olmak iizere diger bir¢ok
sitokinin artan diizeyleri ile iliskili oldugu bulunmustur. Ek olarak, IL-18
konsantrasyonlari, hayatta kalanlara kiyasla hayatta kalmayanlarda onemli ol¢iide
daha yiiksek oldugu bulunmustur (60). Dolasimdaki IL-18 diizeylerinin atesin
baslamasindan 4-6 giin sonra zirve yaptig1 ve nekahet doneminde normale dondiigii de
rapor edilmistir. Ancak IL-18'in SARS-CoV iizerindeki roliinii arastiran ¢aligmalarda
celigkili sonuglar da ortaya ¢ikmistir. ARDS'li SARS hastalarinda IL-18'in akciger
dokusu ekspresyonu biiylik Olgiide artmis olmasina ragmen serum
konsantrasyonlarinin  digiikk oldugu bildirilmistir  (81). Bir¢ok bakteriyel
enfeksiyondan farkli olarak, viral enfeksiyonlar yaygin olarak artan dolagimdaki
ferritin konsantrasyonlar: ile birlikte proinflamatuar sitokin IL-18'in yiliksek serum
konsantrasyonlar1 ile karakterize edilir. Saglikli yetiskinlerde 1L-18, 200 pg/mL'den
daha diisiik konsantrasyonlarda Slgiilmektedir ve 6zellikle ferritin ile korelasyonu
bilinmektedir (10). Rodrigues ve ark.‘in 124 COVID-19 hastas1 ve saglikli goniillii
kisiler ile yaptig1 bir calismada, siddetli hasta grubunda, hafif ve orta siddetli gruba
gore daha yiiksek IL-18 diizeyleri bulunmustur. IL-18 diizeylerinin IL-6 ve CRP
diizeyleri ile pozitif korelasyon gdsterdigi bulunmustur. Ex olan hastalarda ise hayatta
kalanlara kiyasla daha yiiksek IL-18 diizeyleri rapor edilmistir. IL-18 diizeylerinin
hastalarin komorbiditelerinden ve bakteriyel koenfeksiyonlar, nefropati, obezite,
cinsiyet, serebrovaskiiler olay, pndmopati, immiin yetmezlik ve neoplazi dahil klinik
parametrelerden etkilenip etkilenmedigini degerlendirilmis ve anlamli farklilik tespit
edilmemistir. IL-18 diizeylerinin incelenen tim gruplarda giinler i¢inde azaldig1 ve
normal diizeylere indigi gézlenmistir. (78). Satis ve ark. yaptig1 bir galismada ise IL-
18 diizeylerinin kotii prognozu yliksek oranda ongdren IL-6'ya gore, ferritin ve
prokalsitonin ile daha iyi korelasyon gosterdigi bunlarin arasinda IL-6 ve I1L-18
arasinda zayif korelasyon bulundugu belirtilmistir. Bu da her iki yolun bagimsiz
islevini diistindiirmektedir. Ayrica, organ hasarini yansitan biyokimyasal belirtecler

icin IL-18'in IL-6'dan daha iyi korelasyon gosterdigine dikkat ¢ekilmistir (8).
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Chi ve ark. yaptig1 bir calismada COVID-19 enfeksiyonuna sahip asemptomatik, hafif,
orta ve siddetli vakalar dahil 74 hastadan olusan bir kohort ¢alismasinda IL-6, IL-7,
IL-10, IL-18, G-CSF, M-CSF, MCP-1, MCP-3, IP-10, MIG ve MIP-1a diizeyleri
hastalik siddeti ile iliskili olarak bulunmustur. 1L-18 diizeylerinde asemptomatik
hastalar ile saglikli grup arasinda bir anlamli bir fark tespit edilememistir. Hafif-orta
grup hastalarda ise agir grup hastalara gore daha yiiksek IL-18 ve IP-10 diizeyleri tespit
edilmistir. Semptomatik vakalardaki sitokin diizeyleri semptom baslangicindan
itibaren gegen siire ile analiz edilmis ve COVID-19'un siddeti ile iligkili bulunan
bir¢ok sitokinin yaklasik 6-8 giin sonra (hastaligin akut fazi) zirveye ulastigi tespit

edilmis ve ardindan serum diizeylerinde diisiis gézlenmistir (82).

Zhang ve ark. yaptig1 bir ¢alismada IL-1p, IL-6 ve IL-18'in COVID-19 hastalarinin
pulmoner makrofajlarindaki diizeylerinin kontrol dondrlerinden daha yiiksek oranda
eksprese edildigini ortaya ¢ikarmistir (83). Yang ve ark. yaptigi bir ¢alismada ise
COVID-19 hastalarinda 30 farkli sitokinin diizeyleri arastirilmistir. ARDS gelisen
hastalarda ARDS gelismeyenlere gore IP-10, MCP-3, HGF, MIG, IL-1ra ve MIP-1a
ekspresyon diizeylerinin Murray skorlarinin yiiksek oldugu ve pozitif korelasyon
gosterdigi bulunmus olup IL-1ra, IL-2ra, IL-6, IL-10, IL-18, M-CSF ve IFN-y
diizeylerinin Murray skorlar1 anlamli olsa da daha zayif korelasyon gosterdigi
bulunmustur (84). ARDS' li COVID-19 hastalar1 ile bakteriyel sepsisli hastalarda
TNF, IL-6 ve IL-8 diizeylerinin incelendigi bir ¢caligmada ise ARDS' li COVID-19
hastalarinda plazma sitokin seviyelerinin bakteriyel sepsisli hastalara kiyasla daha
diisik oldugu bulunmustur. Ayni c¢alismada ARDS’li COVID-19 hastalarinda
bakteriyel sepsis hastalarina gore lenfosit sayilart da diisitk bulunmus olup arastirilan
sitokinlerle korele oldugunu bulunmustur. Bu bulgularin muhtemelen ciddi pulmoner
hasarlanmanin varligina ragmen genel hastalik siddetinin diisiik olmasindan
kaynaklanmis olabilecegi belirtilmistir. Bu 6n analizin bulgulari, COVID-19'un

sitokin firtinasi ile karakterize edilemeyebilecegini diisiindiirmektedir (85).

Biz ¢alismamizda IL-18 diizeylerini hafif-orta pndmonili grupta, siddetli pndmonili
hasta grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek bulduk. Birgok c¢alismada IL-18
diizeylerinin agir yani siddetli pnomonili hasta grubunda yiikselmis oldugu ve
prognostik bir belirte¢c olabilecegi belirtilmis olsa da bizim sonuglarimiza benzer

bulgular da mevcuttur.
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Serum IL-18 diizeyinin COVID-19 siddeti ve diger inflamatuar belirteclerin yan1 sira
hayati organ hasarini yansitan biyokimyasal belirteglerle 6nemli bir korelasyona sahip

olmadigini bulduk.

Calismamizda arastirilan bir diger belirteg ise IP-10 ‘du. COVID-19 ile ilgili bir¢ok
caligma hastalarin ciddi bir tromboembolizm riski altinda oldugunu gostermektedir
(11). Chen ve ark. COVID-19 hastalarinda yaptig1 bir caligmada IP-10 diizeylerinin
diger inflamatuar sitokinlerle ( IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10 ve TNF-a ) ve D-dimer, PT
zamant gibi koagiilasyon parametreleri ile korele oldugunu saptamislardir. Aym
caligmada kritik hastalarin serumunda hem IP-10 hem de MCP-1 diizeyinin agir
hastalardakinden daha yiiksek oldugunu bulmuslardir. Bu sonuglar IP-10 molekiiliiniin
hastalik siddeti ile iliskili bir molekiil olabilecegini diistindiirmiistiir (14).

Farkli klinik siddete sahip COVID-19 hastalar ile yapilan ¢alismada IP-10 ve MCP-3
diizeyinin kritik hastalarda agir hasta grubuna gore daha yiiksek diizeyde oldugu
bulunmustur. Bu sitokinlerin COVID-19"'un hastalik ilerlemesi i¢in dngoriicii olarak
kullanilip kullanilamayacagin1 daha da analiz edilmistir. Hastalik siddeti ve prognozu
ile iliskili oldugu bulunmustur. Kritik hastalarda yiiksek IP-10 diizeylerinin uzun siire
yiiksek diizeylerini korudugu ancak hafif, orta ve agir grupta 10. Giinden sonra diisiis
gosterdigi bulunmustur. COVID-19 ‘da hastaligin erken evresinde IP-10 diizeylerinin
saptanmasi, spesifik tedavi stratejisinin formiile edilmesi i¢in faydali bilgiler
saglayabilecegi vurgulanmistir. IP-10‘un COVID-19 progresyonunun ongoriilmesi
i¢in 1yi bir biyobelirte¢ olarak hizmet edebilecegi ancak daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
oldugunu belirtilmistir (84).

Chi ve ark. ‘nin COVID-19 hastalarinda sitokin ve kemokin diizeylerini arastirdig: bir
caligmada asemptomatik ve semptomatik hastalarda IP-10 diizeylerinin saglikli
kontrollere gore arttig1 gézlenmistir. Bu sonuglar, IP-10, 1L-10 ve IL-7'nin siipheli
vakalar ve yakin temaslilar arasinda asemptomatik enfeksiyonlarin belirlenmesine
yardimct olabilecegini gostermistir.  Klinik olarak orta grup olarak belirlenen

hastalarda ise hafif klinige gore daha yiiksek IP-10 diizeyleri bulunmustur.

Bu sonuglar IP-10 diizeyinin klinik semptomlarin Ongoriiciisii  olabilecegini
diistindiirmiistiir. Ayrica, COVID-19 ile iyilesen bireylerde serum sitokin ve kemokin

konsantrasyonlari normal diizeylere diismiistiir. Bu sonuglar, SARS-CoV-2'nin neden
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oldugu proinflamatuar sitokin ve kemokin {iretiminin sadece semptomatik hastalarda
degil, klinik semptomu olmayan olgularda da gozlendigini ve iyilesme sonrasinda
normale dondigiini gostermistir. Bu bulgular, sitokinlerin ve kemokinlerin SARS-
CoV-2 enfeksiyonunun "habercileri" olarak hizmet edebilecegini ve COVID-19'un
tim asamalarinda patogenezi ve sonuglart anlamamiza katkida bulunabilecegini

gostermektedir (82).

Biz ¢alismamizda ise kontrol grubu olarak belirledigimiz saglikli kisilerle orta-hafif
klinige sahip kisiler arasinda anlamli bir fark bulamadik. Orta-hafif klinige sahip
kisilerde ise literatiirden farkli olarak siddetli hasta grubuna gore daha yiiksek IP-10
diizeyleri tespit ettik. Bu sonug bu sitokinlerin daha erken donemde yiikselip 10.
giinden sonra diizeylerinin diismesine bagl ortaya c¢ikmis olabilir (78). Ayrica
calismamizda hastalarin D-dimer, prokalsitonin, ferritin gibi belirteclerle korelasyonu
karsilagtiritlmis herhangi bir korelasyon bulunamamistir. IP-10 diizeyinin, klinik

siddeti ve mortaliteyi 6ngérmede etkili olmadigi bulunmustur.

Bulgularimizin yorumlanmasinda asagidaki sinirlamalar dikkate alinmalidir. Birincisi,
SARS-CoV-2 PZR testi pozitif vakalari yakalayip negatiflesmeden 6rnek almanin
zorlugu nedeniyle denek sayisi sinirliydi. Caligmaya dahil edilen hastalarda SARS-
CoV-2 PZR testi pozitif saptandiktan sonra kan 6rnegi alinmaya calisilmis olsa da
siddetli pndmonisi olan yogun bakim hastalari, COVID-19 tanis1 alip ardindan klinik
durumu kétiilesen veya dis merkezden hastanemize sevk edilen hastalar oldugundan
dolayr kan ornekleri PZR pozitifliginin daha ileri dénemlerinde almmustir. Ikinci
olarak calismaya dahil edilen hastalardan sadece bir kez kan ornegi alinmis olup
giinlik olarak sitokin diizeyleri incelenememistir. Bunlar disinda hastalarin
semptomlarinin kagincr gilinli hastaneye basvurdugu bilinmedigi i¢in ¢aligmamizda
kalitatif PZR sonucu verilmistir bu sebeple viral yiiklerin sitokin diizeyleri ile
korelasyonuna bakilmamistir. Ayrica ¢alismamizda serum disinda 6zellikle akciger
kaynakli orneklerde bu sitokin seviyelerinin bakilmamis olmasi da g¢alismamizi
siirlandiran durumlardan birisidir. Bu nedenle, bu immiinolojik tepkileri dogrulamak
icin viral ve hasta faktorlerinin tam katilimini belirlemek i¢in daha fazla aragtirmaya

ithtiyac vardir.
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6. SONUCLAR

Serum 1L-18 ve IP-10 konsantrasyonlari, hastalik siddeti, goriintiilleme
tetkikleri ve mortalitenin yani sira hayati organ hasarini géstermede tek basina
hayati 6neme sahip degildir.

Hafif ve agir hasta grubundaki serum diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml
derecede yiiksek degildi.

Agir hasta grubundaki serum IL-18 ve IP-10 diizeylerinin diisiik olmasinin
sebebi olarak bu sitokinlerin 6-8. Giinde pik yapip ardindan diisiise gegmesi ile
ilgili olabilir.

Serum IL-18 ve IP-10 diizeylerini sadece bagvuru sirasinda 6l¢tilmiistiir. Belirli
zaman periyotlariyla seri 6l¢glimler hastaligin sonucu iizerindeki roliinii daha 1yi
netlestirebilir.

IL-18 fonksiyonlarini nétralize eden ve serbest, biyolojik olarak aktif IL-18'in
plazma konsantrasyonlarini azaltan IL-18BP diizeylerinin 6l¢iilmesi hastaligin
patogenezine katkida bulunabilir.

COVID-19 hastalarinda 1L-18 ve IP-10 diizeylerinin serum disindaki
materyallerde de ( Ornegin; akciger dokusu veya balgam ) incelenmesi daha
dogru sonuglar verebilir.

Bununla birlikte, bu bulgular1 dogrulamak i¢in daha biiyiik ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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