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OZET

Doktora Tezi

INTERLOKIN-6 VE INTERLOKIN-10 GENLERINDEKI POLIMORFiZMLER ILE
SIDDETLI COVID-19 ENFEKSIYONU ARASINDAKI ILISKININ BELIRLENMESI

Ahmed Hadi Dakheel DAKHEEL

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda DOLARSLAN
Es Danisman: Prof. Dr. Abbas Dakheel MATER

Mevcut COVID-19 salgini, hastaligin duyarliligina ve siddetine katkida bulunabilecek
genetik degiskenlerin bulunmasi i¢in acil bir gereklilik yaratmistir. Bu ¢alismanin amaci,
interlokin-6 (IL-6) (rs7802307 ve rs7802308) ve interlokin -10 (IL-10) (rs1800896) gen
polimorfizmleri ile SARS-COV-2 arasindaki iliskiyi incelemektir. Bu dogrultuda
calismaya 50 COVID-19'lu birey ve 50 saglikli kontrol grubu olmak tizere toplamda 100
kisi katilmistir. Hasta grubunun yagslar1 15 ile 72 arasinda degisen 38 erkek ve 12 kadin
iken kontrol grubunun yaslar1 19 ile 54 arasinda degisen 34 erkek ve 16 kadindan
olugmaktadir. Caligma Nisan-Agustos 2022 tarihleri arasinda Al-Hussain Egitim
Hastanesi’nde yiiriitiilmiistiir. Her iki grubun C-Reaktif Protein ve D-dimer diizeyleri
belirlenmis ve hasta grubunun saglikli gruba kiyasla énemli 6l¢tide daha yiiksek degerlere
sahip oldugu bulunmustur, IL-6 ve IL-10 genetik dizisi, 25 hasta 6rnegi (S1'den S25'e
kadar) ve 25 kontrol 6rnegi (Cl'den C25'e kadar) olmak iizere 50 ornekte analiz
edilmistir. IL-6 geninin belirli bir bolgesini ¢ogaltmak i¢in 708 bp'lik ve IL-10 geninin
belirli bir bolgesini ¢ogaltmak i¢in 781 bp'lik bir PCR pargasi olusturulmustur. Amplifiye
edilen segment, IL-6 geninde (rs7802307 ve rs7802308, T540A, T541A) ve IL-10
geninde (rs1800896, T327C) tek niikleotid polimorfizmi (SNP) icerecek sekilde dikkatle
tasarlanmistir. Incelenen &rneklerde, IL-6 geninde homozigot AA, heterozigot TA ve
homozigot TT paterni belirlenmistir. rs7802307 i¢in homozigot AA varyanti ¢ogu vakada
ve kontrollerde bulunmustur. rs7802308 igin, vakalarin ve kontrollerin ¢ogunda
homozigot TT varyanti bulunmustur. Bu arastirmanin bulgulari, rs7802307 (rs7802307
T>A=0,33 i¢in p-degeri) ve rs7802308 SNP (rs7802308 T>A=0,45 igin p-degeri) ile
SARS-COV-2 gelisimi arasinda anlamli bir sonu¢ oldugunu belirleyememistir. 1L-10
geninin ¢ formu CC, TC ve CC genotipini igermektedir. Bulgulara dayanarak,
rs1800896 T>C IL-10 gen varyantt ile SARS-COV-2 riskinin iliskili olabilecegi
gorilmektedir.
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DETERMINATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN POLYMORPHISMS IN
INTERLEUKIN-6 AND INTERLEUKIN-10 GENES AND SEVERE COVID-19
INFECTION
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Cankir1 Karatekin University
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Advisor: Assoc. Prof. Dr. Melda DOLARSLAN
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The current COVID-19 pandemic has created an urgent requirement to find genetic
variants that may contribute to the susceptibility and severity of the disease. The aim of
this study was to examine the association between interleukin-6 (IL-6) (rs7802307 and
rs7802308) and interleukin-10 (IL-10) (rs1800896) gene polymorphisms and SARS-
COV-2. In this direction, a total of 100 people, 50 individuals with COVID-19 and 50
healthy controls, participated in the study. The patient group consisted of 38 men and 12
women aged between 15 and 72, while the control group consisted of 34 men and 16
women aged between 19 and 54. The study was conducted at Al-Hussain Teaching
Hospital between April and August 2022. C-Reactive Protein and D-dimer levels of both
groups were determined and it was found that the patient group had significantly higher
values compared to the healthy group. IL-6 and IL-10 genetic sequence was analysed in
50 samples, 25 patient samples (S1 to S25) and 25 control samples (C1 to C25). A PCR
fragment of 708 bp was generated to amplify a specific region of the IL-6 gene and 781
bp to amplify a specific region of the IL-10 gene. The amplified segment was carefully
designed to contain single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IL-6 gene (rs7802307
and rs7802308, T540A, T541A) and IL-10 gene (rs1800896, T327C). For rs7802307, the
homozygous AA variant was found in most cases and controls. For rs7802308, the
homozygous TT variant was found in most cases and controls. The findings of this study
failed to identify a significant outcome between the rs7802307 (p-value for rs7802307
T>A=0.33) and rs7802308 SNP (p-value for rs7802308 T>A=0.45) and the development
of SARS-COV-2. The three forms of the IL-10 gene include the CC, TC and CC
genotype. Based on the findings, it appears that the rs1800896 T>C IL-10 gene variant
may be associated with SARS-COV-2 risk.

2024, 65 pages
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1. GIRIS

Yeni koronaviriis olarak da bilinen SARS-COV-2 viriisii, SARS-COV-2 olarak bilinen
solunum yolu hastaligina neden olan oldukca bulasic1 bir viriistiir. 1k olarak Aralik
2019'da Cin'in Wuhan kentinde tanimlanmistir. SARS-COV-2 o zamandan beri kiiresel
olarak yayilmis ve diinya ¢capinda milyonlarca kisiyi etkileyen bir pandemiye yol agmistir
(Wu et al. 2020). Wu et al. (2020)’e gore bu viriis, 2019'daki koronaviriis salgininin
(SARS-COV-2) birincil nedeni ve diinya ¢apinda genel halk saglig1 i¢in ciddi bir tehlike
olarak kabul edilmektedir. SARS-COV-2 enfeksiyonlarinin ¢ogunda hafif ile orta siddette
semptomlar goriilmesine ragmen, hastalarin %20'sinden fazlasinda ilging bir sekilde akut
akciger hasar1 (ALI) ve siddetli akut solunum sikintisi sendromu (ARDS) ortaya
¢ikmaktadir. Bu hastaliklar en u¢ durumlarda dliimlere, ciddi zatiirreye ve alveollerde
hasara neden olmustur (Falahi et al. 2022). Gon et al. (2022)’a gére SARS-COV-2'nin
tipik belirtileri arasinda viicut agrilari, bogaz agrisi, ates, oksiiriik, solunum gii¢liigi,
yorgunluk ve tat veya koku kaybi yer almaktadir. Agir vakalarda, 6zellikle yaslh kisilerde
veya altta yatan tibbi sorunlar1 olanlarda, zatiirre, organ yetmezligi ve hatta Sliimle

sonuglanabilir.

SARS-COV-2 ile enfeksiyon, genellikle "sitokin firtinalari" olarak adlandirilan iltihabi
tesvik eden asir1 sitokinlere neden olur. Bahsedilen sitokinler interlokin-6 (IL-6),
interlokin 10 (IL-10), interlokin 4 (IL-4), interlokin 18 (IL-18), timor nekroz faktorii alfa
(TNFa) ve interferon (IFN) y'dir (Costela-Ruiz et al. 2020). COVid-19 hastalarinda ciddi
tibbi olaylar1 etkileyen birincil faktor ve ana 6liim nedeni sitokin firtinasidir (Bhaskar et

al. 2020).

Onemli bir inflamatuar sitokin olan IL-6, hem immiin hem de immiin olmayan hiicreler
tarafindan salinir, akciger dokusu birgok hiicre tiirii igerir, hiicreler arasinda akciger
fibroblastlari, alveolar epitel hiicreleri (EC'ler), T lenfositleri ve alveolar makrofajlar
bulunur (Zhang et al. 2020). SARS-COV-2 hastalarinda IL-6, lenfosit apoptozunu
indiiklemede rol oynar ve bu da sonucta kanda diisiik sayida lenfosit gelisimine yol acar

(Abbasifard and Khorramdelazad 2020). Yiiksek IL-6 seviyelerinin bir sonucu olarak



onemli 6l¢ciide daha az (HLA-DR) ifade edilir ve bu da lenfosit fonksiyonunu ciddi sekilde
tehlikeye atar. Dogal dldiiriici (NK) hiicreler, CD4+ T hiicreleri ve CD8+T hiicreleri de
azalmaktadir. Ayrica, IL-6'nin SARS-COV-2 hastalarinin ciddiyetini etkiledigi ve bu
iliskinin olumsuz klinik sonuglarla yiiksek oranda iliskili oldugu iyi bilinmektedir (Liu et

al. 2021).

Insanlar, IL-6 geni tarafindan kodlanan 21 kilodaltonluk bir IL-6 glikoproteinine sahiptir
ve kodlayan ve kodlamayan bolgeleri birkag tek niikleotid polimorfizmi (SNP) igerir (Jia
et al. 2015). Sitokinlerin olusumundaki bireysel farkliliklar, intronlar, promotérler ve 3’
ve 5'UTR boliimleri gibi diizenleyici alanlardaki tek niikleotid polimorfizmlerinin
(SNP'ler) varligina bagli olarak agiklanabilir. Bununla birlikte, genetik alanlardaki
varyasyonlar iiretilen proteinlerin islevinin degismesine veya bozulmasina neden olabilir

(Haukim et al. 2002).

Pleiotropik sitokin IL-10 giiglii anti-inflamatuar ve immiinosupresif 6zelliklere sahiptir.
Baslangicta T helper 2 hiicreleri tarafindan tiretildigi diistiniilen IL-10'un artik lenfoid ve
miyeloid kokenli ¢esitli bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretildigi ve hem adaptif hem de
dogustan gelen bagisiklikta rolii oldugu bilinmektedir (Saraiva et al. 2019). Arastirmalara
gore, IL-10'un yiiksek ekspresyon seviyeleri SARS-COV-2 hastalarinda kotii prognozun
bir isaretidir ve SARS-COV-2 enfeksiyonunu takiben siddetli inflamasyonun tipik bir
gostergesidir. IL-10 siklikla bir anti-inflamatuar sitokin olarak kategorize edilir ve

hastaligin erken evrelerinde kayda deger bir artig gosterir (Lu et al. 2021).

Bu dogrultuda calismamizda, Interlokin-6 (IL-6) genindeki spesifik polimorfizmler
(rs7802307 ve rs7802308) ile siddetli COVid-19 enfeksiyonu arasindaki baglantinin
arastiritlmasi, IL-10 genindeki belirli bir polimorfizm (rs1800896) ile siddetli SARS-
COV-2 enfeksiyonu arasindaki iligkinin belirlenmesi, IL-6 ve 1L-10 genlerindeki spesifik
genetik varyasyonlar ile siddetli SARS-COV-2 enfeksiyonu gelisme riski arasinda
anlamli bir korelasyon olup olmadigimnin belirlenmesi, rs7802307, rs7802308 ve
rs1800896 polimorfizmlerinin SARS-COV-2'li bireylerin siddeti ve klinik sonuglari

tizerindeki potansiyel etkisinin degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Koronavirisler

SARS-COV-2 viriisiiniin 25 iilkeye daha hizla yayilmasinin ardindan, 30 Ocak 2020'de
Diinya Saglik Orgiitii (DSO), Cin'in Hubei Eyaleti, Wuhan kentindeki salgina tepki olarak
bir salgin ilan etmistir. Bu durum, hastaligin ilk vakasmin 31 Aralik 2019'da
bildirilmesinden tam bir ay sonra ger¢eklesmistir (Xu et al. 2020).

Koronaviriislerin genetik materyal olarak tek iplikli bir RNA'ya sahiptir ve zarflidir.
Caplar1 80 ile 120 nm arasinda degisir ve koronaviriisler; alfa, beta, gama ve delta olmak
lizere dort ana cins olarak smiflandirilabilir. Alfa viriisii, insan koronaviriisii 229E
(HCOV-229E) ve insan koronaviriisit NL63 (HCOV-NL63) gibi birden fazla tiirti igerir,
bu viriisler dncelikle hafif solunum yolu enfeksiyonlarina neden olur. Beta viriisti, 2002-
2003 yillarindaki SARS salgmindan sorumlu viriis olan SARS-COV, 2012 yilinda
meydana gelen salgmin etkeni olan MERS-COV ve devam eden SARS-COV-2
pandemisinden sorumlu viris olan SARS-COV-2'yi igerir. Gama virlisleri kiimes
hayvanlarin etkileyen enfeksiydz bronsit viriisiinii (IBV) igerirken, delta viriisleri domuz
delta viriisii (PDCOV), kus koronaviriisii ve oncelikle hayvanlar1 etkileyen diger bazi
tirleri igerir (Mollarasouli et al. 2022). Bu arada, SARS-COV'un homolojisi ve hastaliga
neden olan mekanizmasi. SARS-COV-2, viicut sicakligi insanlarinkinden daha yiiksek
olan yarasalarda bir adaptasyon gelistirmistir. Sonug¢ olarak, bu viriis SARS-COV'a
kiyasla sicakliga karst daha fazla direng gostermektedir (He et al. 2009).

Bu viriisler genellikle kus ve memeli tiirlerini enfekte eder ve tipik olarak insanlarda orta
derecede solunum yolu hastaliklarina neden olur (Mollarasouli et al. 2022). RNA igeren
ve ortaya ¢ikma olasilig1 yiiksek olan COVID-19 tarafindan iiretilen solunum yolu
enfeksiyonlari, son zamanlarda SARS ve kizamik da dahil olmak iizere insanlarda
oliimciil salginlara neden olmustur (Mollarasouli et al. 2022). Ji et al. (2020)’e gore, her
iki tiir koronaviriis enfeksiyonunun etiyolojik ajani1 Coronaviridae familyasinin bir

tiyesidir ve zoonotiktir.



Koronaviriis, viral zarfin yiizeyinde bulunan Spike Proteinlerinden olusur. Bu spike
proteinler, virlisiin konake1 hiicreleri enfekte etme kabiliyetinde ¢ok 6nemli bir rol oynar.
Insan hiicrelerinin yiizeyinde bulunan ACE2 (Angiotensin-Converting Enzyme 2) gibi
spesifik reseptorlere baglanarak viriisiin bu hiicrelere girmesini ve enfekte etmesini
saglarlar. Zarf (E) proteinleri, membran (M) proteinleri ve niikleokapsid (N) proteinleri
gibi diger yapisal proteinler, viriisiin yapisinin korunmasina, genetik materyalin
paketlenmesine ve viral birlesme ve salim siirecinin kolaylastirilmasina yardimei olur

(Mollarasouli et al. 2022).

Spike, katepsin B ve L enzimlerinin aktivasyonunu tetikleyen asidik bir pH'a sahip
lizozomlar ve endozomlarin varliginda homotrimer bir S glikoproteinidir; bu siire¢ S
glikoproteininin S1 alt birimi, S2 alt birimi ve bir reseptor baglayici alan (RBD)
olusturmak tiizere boliinmesine yol acar. S1 alt birimi viriisiin insan hiicrelerinin
yiizeyindeki reseptorlere, Ozellikle de ACE2 (anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2)
reseptoriine baglanmasina yardimci olur. RBD 6zellikle ACE2 reseptoriinii tanir ve ona
baglanir. Spike proteini ACE2 reseptdriine baglandiginda, S2 alt birimi konformasyonel
bir degisiklige ugrar. Bu degisiklik, viral zarfin konak hiicre membrani ile flizyonunu
saglayarak viriisiin hiicreye girmesine ve enfekte olmasina izin verir (Mollarasouli et al.
2022). Virts, hiicre sitozoliine niifuz etmek i¢in yaklasik pH=3 degerine ihtiya¢ duyar.
Viriis, RNA polimerazini kullanarak hiicrenin sitoplazmasinda cogalir ve konakgi
hiicreden ayrildiktan sonra komsu hiicrelere yayilir (Mollarasouli et al. 2022). Konak
hiicreler, komsu hiicrelerin yilizeyinde membranin bu hiicrelere yapismasina yardimci
olan spike proteinleri iirettiginde bir sinsityum olusur (Mollarasouli et al. 2022). Dahasi,
sinsityum olusumu yalnizca etkilenen organin isleyisini bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda
viriisiin ¢ogalmasi ve viicudun savunmasindan kagmasi i¢in bir inkiibatdr gorevi goriir
(Yan et al. 2020). Koronavirtisler, ¢ift katmanli vezikiiller olugturarak oriintii tanima
reseptorlerinin (PRR'ler) aktive olmasini engeller. Sonug¢ olarak, viriisler viicudun
savunmasindan kagar ve bu vezikiillerin iginde gogalabilir (Mollarasouli et al. 2022).
Antiviral amag i¢in gerekli olan tip I interferonlarin iretilmesini ve antijenin bagisiklik

sistemi tarafindan tasinmasini da engeller (Li et al. 2020).



Kaydedilen ilk MERS vakas12011-2012 yillarinda Suudi Arabistan Kralligi'nda meydana
gelmistir. Bundan sonra, 858'i 6liimciil olmak {izere toplam 2495 vaka belgelenmis ve bu
da yaklasik %34,4'liik bir 6liim oranina yol agmistir. MERS vakalar1 2004'ten beri rapor
edilmemis olsa da 2020 SARS-COV-2 pandemisi beklenmedik bir durumdur (Read
2020). Yedinci koronavirlis olan Covid-19, insanlari solunum problemleriyle hasta
edebilmesi agisindan MERS ve SARS viriisii gibidir. Beta-koronaviriis tiiriine aittir ve 27
ile 35 kilobaz arasinda degisen bir genomik boyuta sahiptir. Koronaviriis ailesindeki
MERS-COV ve SARS-COV gibi diger viriislerin aksine SARS-COV-2'nin viral zarfi
yikima karst son derece direnglidir. Cevresel faktorlere ve biyolojik sivilara karsit daha
fazla direng gosterir. Dahasi, konake1 disinda hayatta kalma siiresi daha uzundur. Lu et
al. (2020)’ya gore, MERS ve SARS viriisii, enfeksiyon igin gereken viriis partikiillerinin
daha diisiik bir esigine sahiptir ve ortam disinda kalabilir.

Kulugka doneminde, SARS-COV-2 hastalar1 viriis, damlaciklar, acrosoller ve belki de
fekal-oral bulagma ile yakin temasa girerlerse baskalarina bulastirabilirler (Mollarasouli
et al. 2022). Ayrica, daha aktif viriis partikiilleri enfekte bir birey tarafindan yayilabilir
(Goh et al. 2019).

2.1.1 SARS-CoV-2 enfeksiyonunun mekanizmasi

SARS-CoV-2'ye neden olan yeni koronaviriis, esas olarak enfekte bir kisi konustugunda,
hapsirdiginda, dksiirdiigiinde veya nefes aldiginda solunum damlaciklar1 yoluyla yayilir.
Bir kisi kontamine bir yiizeye dokunur ve daha sonra yiiziine dokunursa veya viriis i¢eren
damlaciklar1 solursa, viriis agiz, burun veya goz yoluyla viicuda girebilir (Zhang et al.
2020).

SARS-CoV'un S proteinini baglamak icin birincil reseptdrin  ACE2 oldugu
belirlenmigtir. Arastirmacilar, SARS-CoV-2 viriisliniin benzersiz ACE2 reseptdriine
baglanan peptitleri ve kiigiik molekiil kompozitlerini kesfetmis ve karakterize etmistir.
Bu baglanma, viriisiin konak¢1 membranlariyla kaynasma ve SARS-CoV S proteini ile

etkilesime girme yetenegini engelleyerek viral enfeksiyonu onler (Zhang et al. 2020). Bu



sonugclar, viriisiin aktivitesini yonlendiren tam reseptorii hedefleyen ilaglar olusturma

olasiligini artirmaktadir.

Xu et al. (2020), SARS-CoV-2 S proteininin yapisal modelinin insan ACE2 reseptoriine
baglanma yetenegini inceleyerek, ACE2'nin SARS-CoV-2 i¢in reseptor olarak roliini
belirlemigtir. SARS-transmembran CoV'nin spike glikoproteini (S proteini) hiicre
zarindaki ACE2 reseptoriine baglanir. Sonug olarak, hedef hiicreler SARS-CoV virtisiine
baglanabilir. TMPRSS?2 gibi hiicre yiizeyi proteazlari daha sonra SARS-CoV-S proteinini
aktive ederek COVID ve hiicre membranlarinin birlesmesine neden olur. Bu
kombinasyon SARS-CoV'un hedef hiicrelere girmesini ve ¢ogalmasini miimkiin kilar.
Ayrica, SARS-CoV ile enfekte farelerde ACE2'nin ortadan kaldirilmasi viral enfeksiyonu
ve liremeyi 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Sonug olarak, SARS-CoV enfeksiyonunun S
proteininin ACE2 ile etkilesimini gerektirdigi genel olarak kabul edilmektedir (Kai and
Kai 2020). SARS-CoV-2, alveollerin epitel hiicrelerine tutunur. Viriis daha sonra
dogustan gelen ve adaptif bagisiklik sistemlerinin aktive olmasina neden olur, bu da basta

IL-6 olmak iizere kayda deger bir sitokin iiretimine yol acar.

2.2 Interlokin-6 (IL-6)

Interlokin-6 (IL-6), bagisiklik sisteminde bir sinyal molekiilii olarak gorev yapan kiigiik
bir protein olan bir sitokin tiiriidiir. Viicuttaki enflamasyon ve bagisiklik tepkilerinin
diizenlenmesinde ¢ok onemli bir rol oynar. T lenfositleri, B lenfosit hiicreleri, polimorf
niikleer hiicreler ve fibroblastlar dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicre IL-6 tiretir. 1L-6
cesitli hiicre ve dokular etkileyebilir ve ¢ok gesitli islevlere sahiptir (Akira et al. 1993).
Iki tiir bagisiklik hiicresi olan B hiicrelerini ve plazma hiicrelerini ¢ogalmaya ve
farklilasmaya tesvik eder. Ayrica antikor sentezinin ve T hiicresi aktivasyonunun
kontroliine de katkida bulunur. Ayrica, akut faz reaksiyonlar1 (enfeksiyon, travma veya
diger hastaliklara karsi sistemik enflamatuar reaksiyonlar) IL-6 tarafindan diizenlenir
(Tanaka et al. 2016). IL-6, viicudun patojenlere karsi bagisiklik tepkisinde ve doku
iyilesmesinde kritik bir rol oynayan énemli bir sitokindir. Interlkin-6, patojenle iliskili
molekiiler kaliplar (PAMP'ler) veya hasarla iligkili molekiiler kaliplar (DAMP'ler) ile

kalip tanima reseptorlerinin uyarilmasina yanit olarak farkli hiicreler tarafindan iiretilir.



Hastalik veya yaralanmaya bagli olarak, serum IL-6 seviyeleri onlarca ile yiizlerce
pag/mL'ye kadar yiikselebilir; ancak saglikli kisilerde hi¢bir zaman 4 pg/mL'yi gegmez
(Kang et al. 2015).

2.2.1 IL-6'min diizenleyici mekanizmalari

SARS-COV-2 hastalarinda sitokin salinim sendromu (CRS), SARS-COV-2'nin ACE2
reseptorli yoluyla alveoler epitel hiicrelerini enfekte etmesinden kaynaklanabilir. Artan
hiicre gecirgenligi ve epitel hiicre 6liimii viriisiin salinmasina neden olur (Wang et al.
2022). Makrofajlar ve IL-6 dahil diger bagisiklik hiicresi tiirleri tarafindan kemokin ve
sitokin tiretimi, koronaviriis aktivasyonu tarafindan tetiklenir ve bu da viicudun dogal
immiinolojik tepkisini artirir. Antijen sunan hiicreler (APC'ler), dendritik hiicrelerin
adaptif bagisiklig1 baslatma yeteneginin ana kaynagidir (Wang et al. 2022). Aktivasyon
tizerine makrofajlar ve T hiicreleri de dahil olmak {izere ¢esitli bagisiklik hiicreleri IL-
6'y1 serbest birakabilir. SARS-COV-2'deki diizensiz interlokin-6 {iretimi, kismen
bagisiklik hiicrelerinin asir1 aktivasyonuna baghdir. Kirmizi kan hiicreleri ve biiyiik
miktarda inflamatuar sivi, onlar1 uyaran inflamatuar maddelere yanit olarak alveollere

girerek nefes almayi zorlastirir veya durdurur (Wang et al. 2022).

IL-6, enfekte olmus bir lezyonda tiim viicuda alarm sinyalleri iiretir. Patojen tanima
reseptorleri (PRR'ler), monositler ve makrofajlar dahil olmak {izere bagisiklik
hiicrelerinde bulunur ve yaralanmalarda patojenle iliskili molekiiler kaliplarin tespit
edilmesinden sorumludurlar (Kumar et al. 2011). PRR'ler, DNA reseptorlerini, TLR'leri,
niikleotid baglayict oligomerizasyon alan1 benzeri reseptorleri ve retinoik asitle
indiiklenebilir gen-1 benzeri reseptorleri icerir. TLR'ler viriis bilesenlerini tanir ve IL-
6'nin olusmasma neden olabilecek sinyal yollarint baglatir. SARS-COV-2 virlislinde
bulunan viral patojenle iligkili molekiiler modeller (PAMP'ler), bu aktivasyonu yonetme
potansiyeline sahiptir. Ayrica IL-6, TNF ve IL-1 aktive edici transkripsiyon faktorlerinin

bir sonucu olarak iiretilir (Wang et al. 2022).

Ayrica IL-6, doku hasar1 meydana geldiginde bir uyar1 gonderir. Serum IL-6 seviyeleri,

steril cerrahi operasyonlar sirasinda yiikselir ve bu, viicut sicakliginin ve C-reaktif protein



konsantrasyonunun yiikselmesinden once meydana gelir (Nishimoto et al. 1989).
Viicuttaki hiicreler hasar gordiigiinde DAMP'lar1 serbest birakirlar. Bu DAMP'ler tehlike
sinyalleri olarak hareket eder ve savunma mekanizmasini uyararak inflamatuar bir yaniti
tetikler. SARS-COV-2 vakasinda ise viriisiin solunum hiicrelerine verdigi hasar nedeniyle
DAMP salinimi meydana gelir. Yaralanan hiicreler tarafindan salinan DAMP'lerden
bazilar1 arasinda Ist Soku Proteinleri (HSP'ler), DNA ve RNA Parcalari, Yiiksek
Hareketli Grup Kutusu 1 (HMGBL1) ve mitokondriyal DNA (Bianchi 2007) bulunur.
HMGBI1'in TLR4, TLR1 ve RAGE reseptorleri ile etkilesimi, DNA baglayict bir
proteindir ve potansiyel olarak inflamasyonu baslatabilir. Ote yandan, kontrollerle
karsilagtirildiginda travma hastalarinda TLR9'u uyaran ve NF-xB'yi aktive eden kan
mtDNA seviyeleri ¢ok daha yiiksektir (Zhang et al. 2010).

IL-6'nin sentezi i¢in, acil bir durumun varligini belirten bir sinyal molekiilii roliinden
dolay1 gen transkripsiyonu ve transkripsiyon sonrasi siireglerin sik1 kontrolii gereklidir.
Insan IL-6 geninin 5' yan bélgesi, asagidaki proteinler icin baglanma bélgeleri icerir:
interferon diizenleyici faktor 1 (IRF-1), 6zgiillik proteini 1 (SP1), aktivator protein 1
(AP-1), niikleer faktor IL- 6 (NF-IL-6) ve NF-xB (Teijaro 2017). Tanaka et al. (2014)
interlokin-6 promotoriiniin TNF, IL-1 ve TLR aracili sinyale yanit olarak cis-diizenleyici

elemanlar tarafindan aktive edildigini belirtmektedir.

222 COVID-19'da IL-6

Siddetli SARS-CoV-2'den muzdarip hastalarin kan plazma sitokin seviyeleri SARS
hastalariminkinden daha yiiksektir. Bu durum, hastaligin ilerlemesine katkida bulunan
inflamatuar bir yanit oldugunu géstermektedir (Luo et al. 2020). Olasi SARS-CoV-2
tedavileri olarak sitokin firtinasini (IFN, IL-6 ve IL-2) engelleme, bagisiklik hiicrelerini
azaltma, iyilesen plazma transfiizyonu, kok hiicre tedavisi ve yapay ekstrakorporeal
karaciger destegi kullanma gibi tedaviler uygulanmaktadir (Al-Qahtani et al. 2017).
Onemli miktarda pro-inflamatuar sitokinin ani artis1 sitokin firtinasmin ayirt edici
ozelligidir (Teijaro 2017). Organ nakli sepsis, viral enfeksiyonlar ve bagisiklik
hastaliklar1 ve T'yi ylizeylerinde kimerik antijen reseptorlerini ifade edecek sekilde

modifiye ederek belirli kanser tiirlerini tedavi etmenin CRS'ye neden olma olasilig1 daha



yiiksektir (Chousterman et al. 2017). Yapilan SARS-CoV-2 calismalarinda siirekli olarak
yiiksek IL-6 seviyeleri goriilmiistiir ve bu da durumun ciddiyetinin yararli bir belirteci
olabilecegini diisiindiirmektedir (Luo et al. 2020). Tanaka et al. (2012), SARS-CoV-2
teshisi konan hastalar tizerinde tam bir retrospektif ¢alisma yiiriitmiis ve IL-6 seviyeleri
ile 6liim arasinda anlamli bir iligki bulmustur. Mackay and Arden (2015)’e gore 1L-6, T
hiicreleri ve dendritik hiicreler arasindaki etkilesim sirasinda T helper 17 (Th17)
hiicrelerinin {iretimi i¢in gereklidir. McIntosh et al. (1967) gore, SARS-CoV-2-pozitif
kisilerde goriilen Th17 hiicrelerinin daha yiiksek aktivitesi, yliksek IL-6 seviyeleri ile
iligkili olabilir. Hayvan calismalari, transkripsiyon faktorii IL-6'y1 inhibe ederek veya
transkripsiyon faktorii sinyallemesinin giiclii bir aktivatorii olan koronaviriis zarf (E)
proteininden yoksun SARS-CoV ile hayvanlari enfekte ederek IL-6 seviyelerini
azaltmanin ve hayvanlarin hayatta kalmasini 1iyilestirmenin basarilabilecegini
gostermistir (Zhang et al. 2020). Zarf proteininin koronaviriislere karsi bagisiklik
tepkisinde bir islev gordiigii ve bir viriisiin siddetini tanimlamada bir faktor oldugu goz
Online alindiginda, SARS-CoV-2 ve SARS-CoV'un zarf proteinlerinin yiizde 95
benzerlige sahip oldugu gosterilmistir (Kai and Kai 2020). Bu viriislere kars1 bagisiklik
tepkilerinin karsilastirilabilir olduguna inanmak mantiklidir. Bu nedenle, COVID

kaynakli CRS baglaminda tedavi ¢abalarini IL-6'ya odaklamak oldukg¢a faydali olabilir.

Lagunas- Rangel and Chavez- Valencia (2020)’a gore, siddetli SARS-CoV-2'si olanlar,
hafif SARS-CoV-2'si olanlara gore daha biiyiik bir IFN / IL-6 oranina sahiptir. Bunun
nedeni, akciger hasarina neden olan daha gii¢lii bir sitokin firtinas1 olabilir. Fonksiyonel
IL-6 ile toplam IL-6 arasinda ayrim yapabilen bir tani testinin gelistirilmesi, tedavi
seceneklerinin yonlendirilmesinde avantaj saglayabilir. IL-6 aktivitesinin gtivenilir bir
gostergesi, karacigerin inflamasyona yanit olarak iirettigi ve IL-6 tarafindan kontrol
edilen bir protein olan CRP'dir. CAR-T hiicre tedavisi ile indiikklenen CRS geciren
hastalarda, CRS derecesini degerlendirmek ve IL-6 blokajinin ne kadar 1yi calistigini
degerlendirmek i¢in kullanilir (De Wilde et al. 2018). Az sayida vaka diginda (Hu et al.
2021), sitokin salimim sendromunda C-reaktif protein seviyesi hala belirsizdir; bununla
birlikte, arastirmalarin ¢ogu (Luo et al. 2020) yiiksek CRP seviyeleri ile siddetli SARS-
CoV-2 arasinda bir baglant1 bulmustur. Bununla birlikte, riskleri kategorize etmek ve

tedavilerin etkinligini degerlendirmek i¢in gelecekte biyo belirtecler {izerinde daha fazla



arastirma yapilmasi1 gerekecektir. Bircok farmakolojik ilag TNF, IL-6, IFN, IL-17 ve
JAK/STAT sinyalizasyonu dahil olmak iizere Inflamatuar ag1 hedef almaktadir (Liu et al.
2020). Anti-IL-6 ila¢ miidahalesinin kullanilmasinin hipoksi ve solunum yetmezligi gibi
SARS-CoV-2 semptomlarini iyilestirebilecegi ve 6liim riskini azaltabilecegi fikri, anti-
IL-6 reseptor antikoru tocilizumab kullanan hastalarda SARS-CoV-2 tedavisine iliskin
klinik ¢aligmalar tarafindan desteklenmemistir (Declercq et al. 2021). IL-6 reseptorlerine
dogrudan baglanarak, tocilizumab veya sarilumab gibi ilaglar IL-6 sinyalini bloke edebilir
ve inflamatuar yanit1 azaltabilir. Bununla birlikte, ciddi durumlarda, tocilizumab hala

etkili olabilir, bu nedenle ek arastirmalara ihtiya¢ vardir (Soin et al. 2021).

2.3 Interlokin-10 (I1L-10)

Sitokinler, cesitli hiicre tipleri tarafindan salgilanan ¢ok 6nemli, kiiciik proteinlerdir.
Hiicreler lizerindeki yiizeyde yer alan reseptorlere baglanarak hiicresel iletisim ve
sinyallesme konusunda belirgin etkilere sahiptirler (Commins et al. 2010). Bu gen, pro-
inflamatuar sitokinlerin sentezini inhibe ederck bagisiklik sisteminin enfeksiyonlara
tepkisini azaltan bir anti-inflamatuar sitokin iretir (Fiorentino et al. 1991). Gen, T
hiicrelerinde ve miyeloid hiicrelerde eksprese edilir ve kromozom 1'in uzun kolunda
bulunur. Sitokinler, immiinomodiilator etkilerde, gen ekspresyon modellerinin
diizenlenmesinde, hiicre iskeletinin iltthaplanmasi ¢ok hiicreli organizmalardaki
kesecikler ve organizasyonunun yani sira salgi salgisinin salinmasinda énemli islevlere
sahiptir (Commins et al. 2010). Fiorentino et al. (1989), IL-10'un gii¢lii bir immiinolojik
aract olarak yeteneklerine iligkin ilk raporlar1 yaymlamistir ve IL10 iiretiminin ana

kaynaginin (TH2) T yardime1 2 hiicreleri oldugunu gostermistir.

T hiicreleri, B hiicreleri, TH2, makrofajlar, dendritik hiicreler ve diger bagisiklik
hiicrelerinin tiimii sitokin interlokin-10"u iiretir. Bu, bagisiklik sisteminin enfeksiyon ve
iltihaplanmaya nasil tepki verecegini diizenlemek i¢in gereklidir (Moore et al. 2001).
Merkezi sinir sisteminin (CNS) noronlar1 ve astrositler, IL-10 iretiminin ana
kaynaklaridir. Periferde makrofajlar, IL-10'un ana kaynagidir. IL-10'un, doku hasarmi
azaltan ve asir1 reaktif bagisiklik tepkilerini azaltan anti-inflamatuar 6zelliklere sahip

oldugu iyi bilinmektedir. Viicut, mikroorganizmalar, bagisiklik hiicreleri arasindaki
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etkilesimler ve iltihaplanma sirasinda iiretilen spesifik kimyasallar gibi bir dizi faktor
tarafindan tetiklenebilen IL-10'un ekspresyonu iizerinde siki bir kontrole sahiptir. Ayrica
IL-10'un sentezi, IL-4 ve IL-13 dahil diger sitokinler tarafindan da uyarilabilir (Kwilasz
et al. 2015).

Transkripsiyon faktorleri gen ifadesinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir rol oynar. IL-
10 gen aktivasyonu i¢in Stat3, AP-1, CREB veya NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerine
odaklanilabilir. Bu faktorlerin spesifik agonistler veya indikleyiciler kullanilarak
uyarilmasi, IL-10 geninin aktive edilmesine yardimci olabilir. JAK-STAT yolu, MAPK
yolu veya NF-kB yolu gibi sinyal yollari, IL-10 gen regiilasyonunda rol oynar. Bu
yollarin spesifik agonistlerin veya inhibitdrlerin kullanimi yoluyla modiile edilmesi gen
aktivasyonuna yol acabilir (Chang et al. 2007). p38 MAPK'nin aktivasyonu, I1L-10 da
dahil olmak tizere bir dizi inflamatuar sitokinin tiretilmesine neden olabilir (Xu et al.

2013).

2.3.1 IL-10'un COVID-19'daki rolii

IL-10, SARS-COV-2'ye kars1 bagisiklik tepkisinde ¢cok 6nemli bir rol oynar. Bir anti-
inflamatuar sitokin olan IL-10, bagisiklik sistemini diizenlemeye ve asir1 inflamasyonu
onlemeye yardimci olur (Wei et al. 2019). Proinflamatuar aracilarin neden oldugu organ
hasari ve siddetli pndmoni siklikla SARAS-COV-2 hasta 6liimiiyle iliskilendirilir. SARS-
COV-2 mortalitesini azaltmada IL-1, IL-6 veya GM-CSF'yi inhibe etmenin 6nemi
mevcut kanitlarla desteklenmemektedir (Lu et al. 2020). Huang et al. (2020), siddetli
SARS-COV-2 hastalarinin kaninda hastaligin siddetinin bir gostergesi olan IL-10
seviyelerinin Onemli Olclide yiikseldigini, IL-10'un koronaviriisle iliskili oliimleri
azaltmak i¢in olasi1 bir tedavi yaklagimi oldugunu belirtmistir. Lu et al. (2020) tarafindan
yiiriitiilen aragtirmada da belirtildigi gibi SARS-COV-2 hastalarmin immiinolojik
aktivasyon ve inflamasyon yasamaktadir. Bu bulgu, IL-10'un SARAS-COV-2'nin
evrimine yol acan proinflamatuar ve immiin sistemi uyarict yollarda rol oynadigi

hipotezini desteklemektedir.
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Ciddi veya kritik derecede hasta olan SARS-COV-2 hastalarinin periferik kaninda daha
yiiksek diizeyde bagisiklik uyarici sitokinler (IL-2, IL-7, IL-4, IL-6) bulunmaktadir
(Huang et al. 2020). Ayrica, periferik kandaki genel CD8+ T hiicresi miktar1 azalmasina
ragmen, siddetli SARS-COV-2 vakalar1 olan hastalarin kanlarinda hiperaktive olmus,
hizla ¢ogalan sitotoksik CD8+ T hiicreleri daha yiiksek seviyelerdedir (Xu et al. 2020).
Ayrica, periferik kanda IFN-y iireten efektor CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinin yiizdesindeki
artis ile ciddi SARS-COV-2 hastalarinin kanindaki yiiksek IL-10 seviyeleri arasinda bir
korelasyon vardir (Wang et al. 2020). Ayrica SARS-COV-2 gelistik¢e hastalarin periferik
kaninin daha fazla programlanmis hiicre O6limii proteini 1 reseptdrii, T hiicresi

immiinoglobulin proteini 3 reseptorii, CD8 ve T lenfositleri icerdigi kaydedilmistir.

Hasta oliimiiyle sonuglanan SARS-COV-2 enfeksiyonunu takip eden immiinopatolojik
basamakta ii¢ asama ayirt edilebilir: baslangi¢, amplifikasyon ve tamamlanma (Lu et al.
2020). SARS-COV-2 enfeksiyonunun erken evrelerinde IL-10'un erken akciger
aktivasyonunun, proinflamatuar maddelerin inflamatuar etkilerini ortadan kaldirmak i¢in
negatif bir geri bildirim mekanizmasi olarak hizmet edebilecegi 6nerilmektedir. Bununla
birlikte, artan endojen IL-10 iiretiminin, proinflamatuar/bagisiklik gii¢lendirici bir ajan
olarak islev gorebilecegini, dolayistyla diger sitokin firtinasi aracilarinin tiretimini
indiikleyebilecegini varsayilmaktadir. Lauw et al. (2000)’un insan endotoksemisi
hakkindaki bulgularina gore, IL-10, baz1 kritik hasta SARS-COV-2 hastalarinda goriilen
viral sepsise bagli hiperinflamasyonu potansiyel olarak yogunlastirabilir (Li et al. 2020).
SARS-COV-2 hastalarinda edinsel bagisikligin hiperaktivasyonu, insan ¢aligmalarinda
IL-10"un sitotoksik efektor CD8+ T hiicrelerini dogrudan arttirmasi nedeniyle durumun
kotiilesmesine katkida bulunabilir. Sonug¢ olarak SARS-COV-2 hastalarinin edinsel
bagisikligin hiperaktivasyonunun durumlarini kétiilestirmesi miimkiindiir. Bu teori hala
kesin olmasa da SARS-COV-2 hastalarinda IL-10'un viicudun inflamatuar sitokin tiretimi
ve T hiicrelerinin aktivasyonu ve proliferasyonu tlizerindeki birlesik etkilerinin 6liimciil

bir immiinopatolojik durumdan sorumlu olabilecegini gostermektedir.

Inhibe edici ilaglarin etkinligi su anda klinik calismalarda, sitokin firtinasi yasayan
SARS-CoV-2 hastalarinda 6nemli Slciide arttig1 tespit edilen ondan fazla inflamatuar

araci ile tek basma veya kombinasyon halinde arastirilmaktadir (Lu et al. 2020). GM-
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CSF, IL-6 ve IL-1'i hedefleyen nétralize edici / bloke edici antikorlarin kullanilmasindan
elde edilen ilk bulgular, SARS-CoV-2 hastalar1 arasindaki 6liim oranini azaltmak i¢in ek
iyilestirmelerin gerekli oldugunu gostermektedir (Lu et al. 2020). COVID-19 ile iliskili
mortaliteyi azaltmak i¢in potansiyel bir stratejinin IL-10'u hedeflemek ve patolojik
proinflamatuar aktivitesini engellemektir. Siddetli SARS-CoV-2 enfeksiyonu olan
hastalarda, IL-10 aktivitesini engellemenin zamanlamasi ¢ok 6nemli olabilir (Lu et al.
2020). Ayrica, siddetli SARS-CoV-2'li bireyler arasinda mortalitede Onemli bir
azalmanin, kemokinler, interlokin-2, interlokin-10 ve interlokin-6 dahil olmak iizere
cesitli inflamatuar aracilarin eszamanli olarak hedeflenmesini gerekebilir. Sistemik
olarak artan Interlokin-10'un SARS-CoV-2'nin evrimindeki olasi islevlerinin ve

potansiyel tedavilerin kapsamli bir sekilde dogrulanmasi gerektigi agiktir.

Interlokinler, SARS-CoV-2 patofizyolojisinin bir parcasi olan yogun inflamatuar yaniti
olusturan bir¢ok aracidan yalnizca biridir (Hu et al. 2021). Lenfositler, makrofajlar, epitel
hiicreleri, fibroblastlar ve endotel hiicreleri dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipi, sepsis ve
akut organ hasar1 sirasinda inflamatuar bdlgede dolasima pleiotropik sitokinler salgilar
(Gadient and Patterson 1999). Mehta et al. (2020)’ya gore, son zamanlarda yapilan bir
dizi caligma, sitokin firtinalarinin SARS-CoV-2'nin evriminde bir rolii oldugunu
gostermistir. Ilk olarak, SARS-CoV-2, interldkin-6 ve interlokin-17 gibi pro-inflamatuar
sitokinleri iretmek icin hastaliga neden olan T-helper 1 hiicrelerini hizla aktive edebilir
(Megna et al. 2020). Fattori et al. (1994), IL-6'nin akut faz yanitini tetikleyen énemli bir
pro-inflamatuar madde oldugunu bildirmistir. Bu yanit, ates, beyaz kan hiicrelerinin
toplanmasi ve aktivasyonu ve kan akisindaki degisiklikler gibi bir¢ok yerel ve sistemik
degisiklige yol agar. Akut faz yanitinda interlokinlerin 6nemli bir rolii vardir. Sonug
olarak hem klinik hem de deneysel calismalarda sepsis ve farkli akut organ hasari
formlarinda ongoriicii gostergeler olduklar1 kesfedilmistir. Calismalar, siddetli SARS-
CoV-2'li bireylerin, orta ve hafif enfeksiyonu olanlara gore daha yliksek seviyelerde
interlokin-10, interlokin-7, interlokin-6 ve interlokin-2'ye sahip oldugunu gostermistir
(Liu et al. 2020). McKinstry et al. (2009)’e gore, viral enfeksiyonlar sirasinda, 6zellikle
adaptif bagisiklik sisteminin yanitinda IL-10'da kayda deger bir artis vardir. Yogun bakim
alan SARS-CoV-2 hastalar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda, daha yiiksek 1L-17

seviyeleri gozlenmistir. Bu nedenle, agir vakalarda sitokin firtinalartyla baglantili
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mortaliteyi anlamak i¢in SARS-CoV-2'deki bu kritik inflamatuar bilesenleri arastirmak
onemlidir (Hu et al. 2021).

Bununla birlikte, baz1 hastalar akut solunum sikintis1 sendromu, sitokin salinim sendromu
ve PMN aktivasyonu gibi immiinolojik sorunlarin bir sonucu olarak ciddi
komplikasyonlardan muzdariptir (Soy et al. 2020). SARS-CoV-2 Klirensi ile
enfeksiyonun uzun siirmesi, viral ve genetik Ozellikler, makrofajlarin aktivasyon
seviyelerinin azalmasi, sitokin firtinasi, interferonlar ve potansiyel olarak
tanimlanamayan diger mekanizmalar dahil olmak {izere ¢esitli faktérlerden
etkilenmektedir. Bu unsurlarin hastaligin siddeti ve ilgili sonuglar1 iizerinde etkisi olabilir
(Soy et al. 2020). SARS-CoV-2'nin derecesi ¢ogunlukla proinflamatuar sitokinlerin asir1
iiretimi ile belirlenir ve bu da endotelyal disfonksiyona neden olur. Daha sonra bu islev
bozuklugu, basta akcigerler olmak iizere hayati organlarda ciddi hasara neden olabilir
(McGonagle 2020). Anti-inflamatuar etkilerine ek olarak, interlokin-10 doku onarmmini
ve rejenerasyonunu destekler. Enflamasyonun akciger dokusu iizerindeki zararli
sonuglarini sinirlamaya yardimer olabilir, boylece COVID-19 ile iligkili solunum

komplikasyonlarindan kurtulmaya yardimci olabilir (Gao et al. 2017).

2.4 1L-6 ve IL-10 Gen Polimorfizmleri ve COVID-19

Sitokinler, insan viicudunun immiinomodiilator olarak ve hiicre sinyali i¢in kullandig1 son
derece kiigiik proteinlerdir (~4-20 kDa). Bu hiicre sinyalleri akcigerlerdeki cesitli
inflamatuar siireglere aracilik edebilir ve bazi solunum yolu hastaliklarinin etiyolojisinde
rol oynayabilir (Shieh et al. 2019). "Immiinogenetik profil olusturma" terimi, (SNP'ler)
tek niikleotid polimorfizmleri ile immiinolojik tepkiler arasindaki korelasyonun
degerlendirilmesini ifade eder (Jin and Wang 2003). Bazi arastirmalara gore, 174G/C
polimorfizmine veya IL-6 geninin C aleline (rs1800795) sahip kisiler, siddetli COVID-
19 semptomlarina veya daha kotii klinik sonuglara daha duyarl olabilir. Bunun nedeni,
C alelinin artan IL-6 seviyeleriyle baglantili olmasidir. Bu durum, siddetli COVID-19
vakalarinda siklikla goriilen asir1 inflamasyon ve immiinolojik diizensizlikte bir faktor
olabilir (Mao et al. 2017). SARS-COV-2 ile enfekte hastalarda, sitokin firtinasi

sendromunun olas1 tedavisi olarak IL-6 reseptdr antagonistleri Onerilmektedir
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(Chakraborty et al. 2020). Cok sayida arastirma, COVID-19 duyarliligi, ciddiyeti ve
klinik sonuglar ile interlokin-6 ve interlokin-10 genlerindeki polimorfizmler arasindaki

iliskiyi aragtirmistir.

Jin and Wang (2003), tek niikleotid polimorfizmlerinin, genellikle "immiinogenetik profil
olusturma" olarak adlandirilan immiinolojik yanitlarla iligkili 6nemini vurgulamistir.
Epidemiyolojik ve genetik polimorfizm ¢aligmalarina gore astim ve kronik obstriiktif
akciger hastaligt (KOAH) gibi bazi akciger rahatsizliklarmin siddeti farklilik
gosterebilmektedir (Jin and Wang 2003). Chen et al. (2015), IL-6 promoter bolgesindeki
polimorfizmlerin yiiksek pnémoni riski ile baglantili oldugunu gostermistir. Ozellikle
kronik obstriiktif akciger hastaligi, bir dizi Kafkas popiilasyonunda IL-6 polimorfizmleri
G 174 C SNP (He et al. 2009) ve G321T (YYanbaeva et al. 2009) ile iliskilendirilmistir.
Genetik polimorfizm lizerine yapilan ¢aligmalara gore, sitokin genlerindeki tek niikleotid
polimorfizmi, sepsis ve septik sok riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir (Chousterman et
al. 2017). Ancak baz1 Asya popiilasyonlarinda, Kirtipal et al. (2020)’1n bildirdigi gibi, bu
polimorfizmler ile KOAH arasindaki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir.
Hepatit B viriisii (HBV), influenza viriisii ve hepatit C viriisit (HCV), IL-6 genindeki
polimorfizmlerle baglantili viral hastaliklar arasindadir (Riazalhosseini et al. 2018).
Ornegin, kanla kontamine olmus iiriinlerden HCV enfeksiyonunun kendiliginden ortadan
kaldirilmasi, kisilerde G174C'de (IL6 rs1800795) diisiik iireten IL-6 genotip CC alelinin
varhgiyla baglantihdir (Barrett et al. 2001). Ote yandan, G174C rs1800795
polimorfizminin yiiksek iireten IL-6 genotipi CC aleline (yani GC veya GG) sahip
olanlar, HIV ve HCYV ile birlikte enfekte olanlar, siirekli virolojik yanit (SVR) gelistirme
sanst daha yiiksektir (Nattermann et al. 2007). Ek olarak, CC aleli rs1800795-IL6
genotipine ve daha diisiik IL-6 kan seviyelerine sahip olanlarin, kronik hepatit C viriisiine
kars1 azalmis bir edinici bagisiklik tepkisine sahip oldugu gériilmiistiir (Bogdanovic et al.
2016). Doyle et al. (2010)’e gore, solunum sinsityal viriisii (RSV) ile ciddi enfeksiyon ile
IL-6-174 C/C genotipi arasinda bir korelasyon vardir.

Ayrica TMPRSS2 genindeki tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'lerin), SARS-COV-

2 viriisiiniin bir hiicreye girme yetenegi lizerinde etkisi oldugu gosterilmistir (Paniri et al.

2021). Le et al. (2014), IL-6 yaygin olarak fibrozu tesvik eden bir molekiil olarak kabul

15



edilir. Pulmoner fibrozun bleomisin modelinin kullanildig1 bir deneyde, akciger hasarinin
erken evrelerinde IL-6'nin inhibe edilmesinin aslinda fibrozu arttirdigi ileri stiriilmiistiir.
Ancak Kobayashi et al. (2015)’nin 6nerdigi gibi fibrotik faz basladiginda hasarin son

asamalarinda IL-6"nin bloke edilmesi fibrozu iyilestirebilir.

Yapilan bir c¢alismada, IL-6 rs1800795'teki G alelinin koruyucu bir etkiye sahip
olabilecegini, IL-10 rs1800896'daki A alelinin ise Cin Han etnik kdkenine sahip kisilerde
zatiirreden kaynaklanan Sepsis riskini artirabilecegini belirtilmistir. Ustelik IL-6'daki bu
genetik varyantlar sepsisin ciddiyeti ile iligkili olup hastalarin IL-6 ve IL-10 iiretimini
onemli 6l¢iide etkilemistir (Mao et al. 2017). IL-6 gen polimorfizmi ile pnédmoni olasiligi
ve ciddiyeti arasindaki baglantiyr arastirmak amaciyla arastirmacilar ayrica bir meta-
analiz ¢aligsmas1 gergeklestirmistir. Buna gore, 1L-6 174C aleli tasiyanlarin daha yiiksek
diizeyde I1-6 iiretimine sahip oldugu ve daha siddetli zatiirre yasadigini ortaya ¢cikmistir
(Ulhag and Soraya 2020). IL-6 polimorfizminin incelenmesi, bu proteinin CD4 T hiicresi
kaderinin 6nemli bir diizenleyicisi olarak belgelenmis nemi gbz Oniine alindiginda,
COVID-19 salgm1 hakkinda ek bilgi saglayabilir. Bu nedenle, IL-6 gen
polimorfizmlerinin, insanlarda Asemptomatik semptomlar veya daha once diger
hastaliklarda bildirildigi gibi enfeksiyona bagli olarak bagisiklik gelistirmis olabilecek
kisilerde COVID-19 enfeksiyonlarinin ciddiyetini belirlemenin yani sira altta yatan
patolojiyi anlamak i¢in bir isaretgi gorevi gorebilecegini One slriilmektedir

(Riazalhosseini et al. 2018).

COVID-19 hastalarinda goriilen sitokin firtinasi, SARS-CoV ile enfekte SARS
hastalarinda goriilenle karsilastirilabilir olsa da COVID-19 sitokin firtinasinin dikkate
deger bir yonii, ciddi vakalarda IL-10 kan seviyelerinde 6nemli bir artistir (Huang et al.
2020). Ayrica, Han et al. (2020) SARS-CoV-2 hastalarinda I1L-10 seviyelerinin IL-6'dan
once yiikseldigini kesfetmistir. Serumdaki IL-10 seviyesi, IL-6 konsantrasyonlari ve C-
reaktif protein de dahil olmak tlizere diger kan parametresi gostergeleri ile giiglii bir pozitif
korelasyon sergilemistir (Zhao et al. 2020). Promotor bolgedeki genetik varyantlar, IL-
10 tiretiminde bireyler arasi farkliliklara yol agmaktadir. IL-10'un genetik polimorfizmi

tizerine yapilan dnceki bir arastirma, daha yiiksek siddetli pndmoni riski, artan kan IL-10
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seviyeleri ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP) rs1800896 (-1082 G/A) arasinda bir iliski
oldugunu ortaya koymustur (Gallagher et al. 2003).

Polimorfizm rs1800896, varsayilan bir transkripsiyon faktorii baglayic1 bolgenin iginde
yer alir ve bu transkripsiyon faktoriiniin baglanmasini etkileyebilir, bu da sitokin IL-10
seviyelerini degistirebilir (Ates et al. 2008). Buna karsilik, 592C>A pozisyonunda
bulunan IL-10 gen polimorfizmi (rs1800872), promotdriin inhibitor etkinliginde dnemli
bir azalmaya neden olur. Bu da sonugta IL-10'un transkripsiyonu ve mRNA sentezinde
degisikliklere neden olmaktadir (Zhao et al. 2020). Bu nedenle ¢alisma, IL-6 gen
polimorfizmleri (6zellikle rs7802307 ve rs7802308'de) ve IL-10 geninin polimorfizmi
(6zellikle rs1800896'da) ile COVID-19'un ne kadar kétii oldugu arasinda bir baglanti olup

olmadigin1 gérmek i¢in yapilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

Bu ¢alismaya 50 COVID-19'lu birey ve 50 saglikli kontrol grubu olmak iizere toplamda
100 kisi katilmistir. Hasta grubunun yaglar1 15 ile 72 arasinda degisen 38 erkek ve 12
kadin iken kontrol grubunun yaslar1 19 ile 54 arasinda degisen 34 erkek ve 16 kadindan
olugmaktadir. Caligma Nisan-Agustos 2022 tarihleri arasinda Al-Hussain Egitim
Hastanesi’nde yiiriitiilmiistiir. Calismanin deneysel kism1 Thi-Qar Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi'nde gerceklestirilmistir. Hastalarda COVID-19'un tespiti, COVID-19 RNA
(RT-PCR) kullanilarak nazofarengeal siiriintii 6rneklerinin analizi yoluyla belirlenmistir.
Ornekler, dakikada 24'iin altinda solunum hizi, SpO> seviyeleri ve belirli kan degerleri
gibi kriterlere gore secilmistir. Hasta izninin alinmasini takiben, (EDTA) etilen diamin
tetra asetik asit iceren tlip kullanilarak her hastadan 2 mL periferik serum Ornegi

alinmistir. Daha sonra 6rnekler genotipleme amaciyla -20°C'de saklanmustir.

3.1.1 Makine ve techizat

Cizelge 3.1°de ¢alismada kullanilan makine ve techizatlar gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan makine ve techizatlar

No | Makine ve techizatl Sirket/Ulke

1 Santrifiij Human/Almanya

2 Kulucka makinesi Memmert/Almanya
3 Gii¢ kaynagi Biotech/Almanya

4 PCR sistemi German/Agilent

5 UV transilliiminator Optima INC./Japonya
6 Girdap Heidolph Almanya
7 Hassas denge Almanya

8 Termo Balikg1 ABD

9 ABI3730XL otomatik DNA siralayici Macrogen Sirketi/Kore
10 Buzdolabi Japonya

11 Finecare™ FIA Meter Plus Cin
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3.1.2 Kimyasal malzemeler

Cizelge 3.2°de arastirmada kullanilan kimyasal maddeler gosterilmektedir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

No | Kimyasal madde Sirket/Ulke

1 Giivenli boyasi Bionear/Kore

2 TBE Bio basic/Kanada
3 Master karigim Bionear/Kore

4 Markor Bionear/Kore

5 Agaroz Bio basic/Kanada
6 Yiikleme boyasi Bio basic/Kanada

3.1.3 Kitler

Bu calismada kullanilan kitler Cizelge 3.3'te gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan kitler

No | Kit Sirket/Ulke
1 Ana karisim kiti Geneaid/Tayvan
2 | Insan gSYNC ™ DNA Ekstraksiyon Kiti Geneaid/Tayvan

3.1.4 Primerler

Cizelge 3.4’te bu calismada kullanilan primerlerin listesi bulunmaktadir.

Cizelge 3.4 Gen amplifikasyonu i¢in primer dizileri

Gen Sekans Dizileri (5'- 3") Uriin boyutu

IL-6 F: GGTAGTGCTCACCATGACCCC 781 bp
R:ACACTGGAAATGCCCTCCATC

IL-10 F:CCCTTTCTGCCCTGAACCAA 708 bp
R:GAGGCTAGCGCTAAGAAGCA
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3.2 Yontem

3.21 COVID-19 tams1 icin RT-PCR testi

e Ornek Alinmasi: Solunum salgilarimi toplamak igin hastanin nazofarinks veya
orofarenksinden bir siirlintli alinir. Bu, uzun bir ¢ubuk ¢cubugunun bogazin arkasina
veya burun deligine sokulmasiyla yapilir.

e Numune Tasima: Toplanan swab daha sonra test i¢in laboratuvara nakledilirken
numunenin bitlinliigiinii korumak i¢in steril bir viral tasima ortami tilipiine
yerlestirilir.

e RNA Ekstraksiyonu: Laboratuvarda ilk adim, viral RNA'nin toplanan 6rnekten
ekstrakte edilmesidir. Isvigreli Roche Holding AG tarafindan Basel'de iiretilen Roche
High Pure'un viral niikleik asit kiti, riboniikleik asidin (RNA) ekstraksiyonu i¢in
kullanilmistir. Cikarilan RNA Daha sonra, COVID-19 genomunun varligim
tanimlamak i¢in tek adimli (RT-PCR) gercek zamanl ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonuna tabi tutulmustur.

e Ters Transkripsiyon (RT): RNA ekstrakte edildikten sonra ters transkriptaz enzimleri
ve bazi primerler kullanilarak viral RNA, tamamlayici DNA'ya (cDNA) doniistiirtiliir.
Amplikon Master Mix, iireticinin talimatina uygun olarak kullanilmigtir. SARS-
COV-2nin RNA'ya bagimli RNA polimeraz (RdRp) ve zarf (E) genleri, belirli
primerler ve problar ile cogaltildi. RNA, 25 pL PCR karigimi olusturmak i¢in 12,5 pL
Amplikon Master karisimi, 1 puL primer ve 0,5 pL prob ile karistirilmagtir.

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): ¢cDNA viriisiin genetik materyalinin belirli
hedef bolgelerini ¢ogaltmak i¢in 1sitma ve sogutma dongiilerini i¢ceren PCR'ye tabi
tutulur. Amplifikasyon prosediirii 38°C'de 40 dakikalik bir ilk inkiibasyonu ve
ardindan 95°C'de 15 dakikalik bir inkiibasyonu igermektedir. Ardindan, 94°C'de 15
saniye inkiibasyon, RdRp geninin tespiti i¢in 58°C'de 30 saniye ve E geninin tespiti
icin 57°C'de 30 saniye olmak iizere 45 dongii amplifikasyon gergeklestirilmistir.
Numunedeki viral genetik materyalin tanimlanmas1 ve 6l¢iilmesi bu amplifikasyon

ile miimkin olmaktadir.
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Floresan Problar veya PCR Uriinleri Tespiti: PCR islemi sirasinda, hedef genetik
materyale baglandiklarinda floresan sinyaller yayan floresan problar veya boyalar
eklenir. Bu sinyaller 6zel ekipmanlar tarafindan tespit edilir ve 6l¢iiliir.

Yorumlama ve Raporlama: Floresan sinyallerinin mevcut olup olmamasina bagl
olarak, sonuclar amplifikasyon egrileri analiz edilerek yorumlanir. Pozitif bir sonug

viriisiin varligin1 gosterirken, negatif bir sonu¢ yokluguna isaret eder.

3.2.2 DNA izolasyonu

3.2.2.1 Numune hazirlama

1,5 mL'lik bir mikrosantrifiij kabina 200 uL EDTA'l1 serum 6rnegi ve 20 pL proteinaz K

eklenir. Ardindan pipet kullanarak karistirilir.

Hiicre lizisi; 200 uL Guanidin Tuz Tamponu GSB eklenmis ve karisim calkalanarak
iyice kanistirnlmistir. Bes dakika boyunca, her iki dakikada bir tiipii ters cevirerek
60°C'de inkiibe edilir. Gerekli miktarda Eliisyon Tamponunu 1,5 mL'lik bir
mikrosantrifiij kabina aktarilir ve inkiibasyon siiresi i¢in 60°C'ye 1sitilir.

DNA baglanmasi; Ornek lizatma 200 pL saf etanol eklenir ve 10 saniye boyunca
kuvvetlice calkalayarak hemen karistirilir. Cokelti olusursa, miimkiin oldugunca
parcalamak icin bir pipet kullanilir. 2 mL'lik bir Toplama Tiipii bir GS Kolonu
icermelidir. Karisim tamamen GS Kolonuna aktarilir. Karigim santrifiijden sonra GS
Kolon membranindan ge¢mediyse, gegene kadar santrifiij siiresini uzatilir. GS
Kolonunu yeni bir 2 mL Toplama Tipiine aktardiktan sonra, akisi igeren 2 mL
Toplama tiipiinii atinlir.

Yikama; GS Kolonuna 400 ulL W1 Tamponu eklenir. 14-16,000 x g'de 30 saniye
santriflyj ettikten sonra akis suyu atilir. 2 mililitrelik Toplama Tiiptine GS Kolonunu
yerlestirilir. GS Kolonuna 600 pL Yikama Tamponu eklenir. 14-16,000 x g'de 30
saniye santrifiij ettikten sonra akis suyu atilir. GS Kolonunu 2 mililitrelik Toplama
Tiipiine yerlestirilir. Kolon matrisini kurutmak igin 14-16,000 x g'de 3 dakika

santrifiijlenir.
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GS Kolonu, sonraki uygulamalarda en iyi sonuclar1 elde etmek ve kalan etanoliin
taginmasini onlemek i¢in tekrar 14-16,000 x g'de 5 dakika santrifiij edilerek veya 60°C'de

5 dakika inkiibe edilerek tamamen kurutulabilir.

3.2.3 Hedef genlerin PCR ile tespiti

Ucg SNP i¢in PCR kosullar1: 5 dakikalik bir siire i¢in 95 C sicaklikta bir ilk denatiirasyon
adimi, ardindan 30 saniyelik bir siire i¢cin 94 °C sicaklikta 30 dongli denatiirasyon,
Tavlama sicakligi IL-10 (rs1800896'da) i¢in 57,4°C ve IL-6 (rs7802307 ve rs7802308'de)
icin 54 °C 30 saniye olarak ayarlandi. Son olarak, 5 dakikalik bir siire i¢in 72 °C sicaklikta
son bir uzatma asamasi vardir. IL-6 (rs7802307, rs7802308) ve IL-10 (rs1800896)
polimorfizmlerinin SNP'si i¢in PCR pargalarmin 6zgilliigiini belirlemek tizere %2
agaroz jel tzerinde elektroforetik analiz kullanilmigtir. IL-6 geni ve IL-10
polimorfizmleri i¢in PCR parcalarinin uzunlugu sirastyla 708 bp ve 781 bp’dir. Her iki
genin PCR amplifikasyonu i¢in 1s1l dongii programi Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6'da
belirtilmistir.

Cizelge 3.5 IL-10 geninin PCR programi1

Adim Sicakhik Zaman Dongii
(WY

Ik denatiirasyon 95 5 dk. 1

Denatiirasyon 94 30s

Tavlama 57,4 30s 30

Eklenti 72 35sn

Son uzatma 72 5dk. 1

Cizelge 3.6 IL-6 geninin PCR programi

Adim Sicaklik Zaman Dongii
O

1k denatiirasyon 95 5 dk. 1

Denatiirasyon 95 30s

Tavlama 54 30s 30

Eklenti 72 35s

Son uzatma 72 5 dk. 1
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3.2.4 Agaroz jel elektroforezi

e Agaroz jel tozu (%1 veya %1,5), 1 ve 1,5 gram agarozun 100 mililitre 1X TBE
tamponu igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanir. Karisim daha sonra buharlasmay1
onlemek icin aliiminyum folyo ile kapatilir ve agaroz tamamen ¢oziinene kadar sicak
bir plaka iizerinde manyetik karistiriciyla isitilir. DNA ekstraksiyon prosediiriinii
takiben elektroforezde %1'lik bir agaroz konsantrasyonu ve PCR tespiti kullanilarak
gen amplifikasyonunun ardindan %1,5'lik bir agaroz konsantrasyonu kullanilir.

e Sise sicak plakadan ¢ikarilir ve yaklasik 45-55°C sicakliga kadar sogumaya birakilir.

e Dahasonra jel, 8 uL giivenli boya ile birlestirilir.

e Hazneye 16 disli bir tarak yerlestirilir ve agaroz jele batirilir.

e Daha sonra hazneye s1v1 agaroz soliisyonu dokiiliir ve s1v1 jel igerisinde bulunan hava
kabarciklar1 mikropipet ucu ile hafifce delinerek kolaylikla yok edilir.

e Jel oda sicakliginda 30 dakika sertlesmeye birakilir, ardindan tarak ve bant dikkatlice
jelden ¢ikarilir.

e Tarak tamamen katilagtiktan sonra hassas bir sekilde c¢ikartilir. Daha sonra
elektroforez tankina yerlestirilmeden 6nce kavanoza TBE tamponu eklenir.

e DNA o6rnekleri veya PCR {irlinii elektroforez ile ayrilir. Bu adimi gercgeklestirmek icin
5 uL DNA'y1 2 pL bromotimol mavisi ylikleme boyasi ile karistirilir ve karisim belirli
kuyucuklara yerlestirilir. Bundan sonra numuneler 45-60 dakika boyunca 70V'luk bir
elektrik alanina maruz birakilir.

e Son olarak niikleik asit veya PCR iiriini, jelden gecen UV 15181 (300 nm) kullanilarak
incelenmistir (Tan et al. 2006).

Amplifiye edilmis PCR fragmanlari, ABI3730XL otomatik DNA sekanslayic1 (Macrogen
Corporation- Kore) kullanilarak Sanger sekanslamasina gore gergeklestirilmistir. IL-6
gen SNP'leri (rs7802307 (T540A), rs7802308 (T541A) ve rs1800896 (T327C) IL-10 igin
SNP'leri ve bunlarin genotipleri, Gen Bankasindaki referans dizilerle hizalamanin

ardindan Geneious yazilimi siiriim 10.2.2 ile gosterilmistir.
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3.3 istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler i¢in IBM SPSS yazilim paketi siiriim 22 kullanilmigtir. IL-10
icin rs7802307 (T540A), rs7802308 (T541A) ve rs1800896 (T327C) SNP'lerinin genotip
ve alel frekanslari, COVID-19 hasta grubu ile saglikli grup arasindaki-kare testi
kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica hasta ve kontrol grubundaki ii¢ tek niikleotid
polimorfizminin (SNP) her biri i¢in Hardy-Weinberg dengesini degerlendirmek amaciyla
da ki-kare testi kullanilmistir. Olasilik oranlarini (OR'ler) ve %95 giiven araliklarini
(CI'ler) hesaplamak icin lojistik regresyon kullanilarak bu farkliliklarin etkisi
belirlenmistir. P degerleri 0,05'ten kiiciik veya ona esitse istatistiksel olarak anlamli

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Cahsma Gruplarinin Yas Ortalamasi

Bu ¢alismada bir hasta ve bir kontrol grubu yer almis ve her grup farkli yas araliklarindaki
bireylerden olusmustur. Calismaya yas ortalamasi 43,30+14,68 yil olan 50 SARS-COV2
hastas1 ve yas ortalamasi 38,24+10,33 yil olan 50 saglikli birey dahil edilmistir. Veriler
X2 testi kullanilarak analiz edilmistir. 4 serbestlik derecesi (df=4) ve 0,208 p-degeri ile
X2 degeri 5,88 olarak bulunmustur. Cizelge 4.1'de gruplar arasinda anlamli bir iligki

olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Calisma grubunun yasa gore dagilimi

Yas grubu (Y1) SaYIHaSta gl’ubtg % Sa};lontrOI grg/gu P.Degeri
10-20 4 %8 4 %8
21-30 7 %14 8 %16
31-40 9 %18 18 %36 0,208
41-50 14 %28 12 %24
50'den fazla 16 %32 8 %16
Toplam 50 %100 50 %100
OrtalamaxSD 43,30+14,68 38,24+10,33
X2 = 5,88/df=4

4.2 Cinsiyete Gore Calisma Grubu Dagilimi

Hasta grubunun %76's1 erkek (n=38) ve %24'i kadindir (n=12). Kontrol grubunda ise
katilimcilarin %32'si kadin (n=16) ve %68'i erkektir (n=34). P degeri=0,37 ile aragtirma

gruplari i¢inde cinsiyet dagiliminda anlaml bir fark olmadigin1 géstermektedir (Cizelge
4.2).

Cizelge 4.2 Calisma grubunun cinsiyete gore dagilimi

L Hasta grubu Kontrol grubu o
Cinsiyet Sayi % Sayi % P. Degeri
Erkek 38 %76 34 %68 0.37
Kadin 12 %24 16 %32 '
Toplam 50 %100 50 %100
X2=0,79/df=1
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4.3 Cahisma Gruplarinin Temel Parametrelere Gore Karsilastirilmasi

Cizelge 4.3'te gosterilen sonuglara gore, CRP ve D-dimer igin sirasiyla P degerleri (0,000
ve 0,001), kontrol ve Hasta gruplari arasinda énemli farkliliklar gostermektedir. Kontrol

grubuyla karsilagtirildiginda, Hasta grubunun degerleri 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir.

Cizelge 4.3 Calisma gruplarinin temel parametrelerle karsilagtirilmasi

Hasta (n=50), Kontrol (n=50), o .

Parametre Ortalama=SD Ortalama=SD T degeri P Degeri
D-dimer 115,36+200 0,22+0,36 3,64 0,001**
CRP 26,30+£30,91 0,31+0,24 5,57 0,000**

df=98, *P degeri<0,05 Anlamli

4.4 Calhsma Genleri i¢in PCR Sonuclar:

PCR deneyinin COVID-19 &rneklerinde IL-10 genine iliskin bulgularinda, 5 hastada
(%16,7) IL-10 geninin bulunmadigi ve 25 hastada ise (%83,3) bulundugu tespit
edilmigtir. IL-6 geni PCR testi COVID-19'da ve Cizelge 4.4'te gosterilen kontrol

orneklerinde %100 pozitif sonug vermistir.

Cizelge 4.4 IL-6 ve IL-10 genlerine iligkin PCR bulgulari

Gen COVI-19 Pozitif Negatif Kontrol Pozitif
n=50 n=50

IL-10 25 (%83,3) 5 (%16,7) 25 (%100)

IL-6 25 (%100) 0 25 (%100)

IL-10 gen tiriliniinlin PCR testi, Sekil 4.1'deki bantlarin genin yaklasik 781 bp boyutuna

karsilik geldigini ortaya koymustur.

26




2000

781bp
500

100

Sekil 4.1 1Agaroz jel elektroforezi yoluyla IL-10 gen iiriinii amplifikasyonu

IL-6 gen iiriintiniin PCR testi, Sekil 4.2'deki bantlarin genin yaklagik 708 bp boyutuna
karsilik geldigini ortaya koymustur.

708bp

Sekil 4.2 Agaroz jel elektroforezi yoluyla IL-6 gen iirlinii amplifikasyonu
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4.5 Genotipleme Analizi

45.1 IL-6 gen polimorfizmi

Toplam 50 6rnekte IL-6 genetik dizileri ilizerinde bir analiz gerceklestirilmistir. Buna
hastalardan alinan 25 6rnek (S1-S25 olarak adlandirilmistir) ve kontrol deneklerinden
alman 25 oOrnek (C1-C25 olarak adlandirilmistir) dahil edilmistir. Sekanslama
reaksiyonlari, NCBI blastn analizi ile dogrulandigi {izere, su anda amplifiye olan spesifik
genetik parcanin kesin olarak belirlenmesini saglamistir. Motor, amplifiye edilen 6rnekler
ile amaglanan referans hedef dizileri arasinda, yani IL-6 geninin bir kism1 i¢in %99'un
tizerinde bir dizi homolojisi oldugunu gostermistir. Su anda incelenen 6rneklerin tespit
edilen DNA varyantlar1 ile Gen Bank'tan (NC_000007.14 erisim numarasi) elde edilen
DNA dizileri arasinda bir karsilastirma yaparak, Sekil 4.3'te gosterildigi gibi, alinan PCR

amplikonlar1 hakkinda tam konumlar1 ve diger spesifik bilgileri belirlenmistir.
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Homo sapiens chromosome 7, GRCh38.p14 Primary Assembly

NCBI Reference Sequence: NC_000007.14

GenBank  FASTA
Link To This View | Feadback
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Pom o bt teem e m Q| meg semiE| g ) T NN N R T O R I R T I N TR TR IO IR I A
[T I I R BTN {1 L I N T O R I T I T T T L L L R B I R R O AT NI NI RN [RER I
I i I i i I I i i i | I I i [l

1

B8 i Fc v (0ia |6 meR 3 R Tt @Y e ¥, Dowricads 2 7+
s i CIN 7 v )

T -
[T TAATCTGOGTCACTGAAARNAARATTTTTTTITTTITTCORAAANRAANARC
e ————

A CAATTAGACCAGTORCTTTTTTTTAAAARARARARARAGTTTTTT G
NCBI RefSeq Annotation GCF 000001403.40-88 2023 03 i L9

Biological regions, aggregate, NCBI RefSeq Annotation GCF (00001405.4(0

Cited Variations, dodNP b156 v2 I [ ‘ LBy
rs36215614 I /R rereRaay ﬁ TR
inVar variants with precise endpoints ‘ Lo
am?ng: ﬁo llaci cEtaﬁnunﬁn t?\isprange ; v
BE-zeq exon coverage, aguregate (filtersd), MO Homo aapiens Aamotasion Relsass 11 log base 2 scaled oo

RL-seq intron-spanning reads, agqregate (filtered), NCEI Homo sapiens Lnnotation RélellO - log base 2 scaled

MWA-seq intron features, aggregate (filtered), NCBI Romo sapiens Annotau([) (I LBy

> p ! y & S

) p 3 o —
A 27280 2780 e e840

NC_000007.14; Z3M..23M (45 ) / OTratkSShaniﬂl%?

Sekil 4.3 Alinan rs7802307 ve rs7802308 SNP'lerin kromozom No. 7 {izerindeki kesin
konumu

708bp PCR fragmanlarinin kromozom 7 iizerine konumlandirilmasindan sonra bu
fragmanlarin spesifik dizileri tanimlanarak ve etiketlenmistir. Ek olarak, hedeflenen
rs7802307 ve rs7802308 SNP'lerin yani sira giiglendirilmis 708 bp'lik segmentler hem

ileri hem de geri primer pozisyonlarini igermektedir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 IL-6 geninin bir segmentini c¢ogaltmak i¢in kullanilan 708bp PCR
amplikonlarinin konumu ve uzunlugu

Amplikon Referans lokus dizileri (5'-3") Uzunluk
CCCTTTCTGCCCTGAACCAA 708 bp
GTGGGCTTCAGTAATTTCAGGGCTCCAGGAGACCTGGGGCCCAT
GCAGGT

GCCCCAGTGAAACAGTGGTGAAGAGACTCAGTGGCAATGGGGA
GAGCACTGGCAGCACAAGGCAAACCTC
TGGCACAGAGAGCAAAGTCCTCACTGGGAGGATTCCCAAGGGG
TCACTTGGGAGAGGGCAGGGCAGCAGC
CAACCTCCTCTAAGTGGGCTGAAGCAGGTGAAGAAAGTGGCAG
AAGCCACGCGGTGGCAAAAAGGAGTCA
CACACTCCACCTGGAGACGCCTTGAAGTAACTGCACGAAATTTG
AGGATGGCCAGGCAGTTCTACAACAG
CCGCTCACAGGGGAGCCAGAACACAGAAGAACTCAGATGACTG
GTAGTATTACCTTCTTCATAATCCCA
GGCTTGGGGGGCTGCGATGGAGTCAGAGGAAACTCAGTTCAGA
ACATCTTTGGTTTTTACAAATACAAAT
TAACTGGAACGCTAAATTCTAGCCTGTTAATCTGGTCACTGAAA
AAAAATTTTTTTTTTTTCAAAAAACA
TAGCTTTAGCTTATTTTTTTTCTCTTTGTAAAACTTCGTGCATGAC
TTCAGCTTTACTCTTTGTCAAGAC
ATGCCAAAGTGCTGAGTCACTAATAAAAAAAAAAAAGAAAGTA
AAGGAAGAGTGGTTCT GCTTCTTAGCG CTAGCCTC

Niikleik asit dizileri icindeki IL-6 geni

Uygun referans dizileriyle karsilastirildiginda, 708 bp'lik hizalama sonuglar1 hem
vakalarda hem de kontrollerde test edilen numunelerin niikleik asit varyasyonuna sahip

oldugunu gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 IL-6 geninin 708 bp PCR fragmanlari igin referans dizilerinin, ¢alisma grubu
numunelerinin DNA dizileriyle hizalanmasi
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SNP veritabanina dahil edilen IL-6 geninin genom segmentlerinin DNA'sindaki ilgili
bolgelerindeki bu varyasyon hakkinda ek bilgilerin arastirilmasi gerekmektedir. Segilen
genetik varyasyonun dizilenmis 708bp'lik segmentler igindeki spesifik konumunu
belirlemek icin dbSNP web sitesinden IL-6 geninin uygun konumu belirlenmistir. Ek
olarak, kesfedilen tek niikleotid polimorfizmi (SNP) hakkinda ekstra ayrintilar saglamak
icin grafiksel gosterimler goriintiilenmistir. Bu gosterimler IL-6 dbSNP veritabanina
dayanmakta olup, 6zellikle 7 numarali kromozoma odaklanmaktadir (GenBank Acc no.

NC_000007.14).

Kesfedilen varyantin sekanslama kromatogram dosyalar1 ve kapsamli ek agiklamalari
belgelenmis ve amplifiye edilmis 708bp PCR fragmanlarindaki karsilik gelen konumuna
gore diizenlenmistir (Sekil 4.5).

byt LB Ll s,
| H Y A MI (| Hﬂ p Homozygous T/T
D
G280 Saiitet gt RenEl & MioaininEenEn
| Heterozygous T/A
MV AV AR AN
TN (TR TITY

T

Sekil 4.5 SNP, IL-6 geninin hedeflenen 708 bp amplikonlariin kromatogrami
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45.1.1 Hardy-weinberg dengesi

Hardy-Weinberg dengesi (HWE), yikici faktorlerin yoklugunda, bir popiilasyondaki
genetik ¢esitliligin birbirini takip eden nesiller boyunca degismeden kalacagini ileri siiren
temel bir fikirdir. Hardy-Weinberg dengesini hesaplamak igin, rs7802307 T>A SNP ve
rs7802308 T>A SNP icin IL-6'nin alel frekanslarini ve genotipini tanimlamak gerekir. Bu
frekanslar Cizelge 4.6, Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8'de bulunabilir. Bu ¢alismanin bulgulari,
rs7802307 i¢in (P=0,33) ve rs7802308 i¢in anlamli olmayan bir sonugla (P=0,45) Hardy-
Weinberg dengesine karsilik gelir. Arastirma orneklerinde spesifik yiiksek frekanslh tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) tanimlanmistir. Bu SNP, amplifiye edilmis PCR
fragmanlarinin 540 ve 541 pozisyonlarinda bir T niikleotidinin bir A niikleotidi ile ikame

edilmesini icermekte olup, 540T>A ve T541A mutasyonlarina yol agmaktadir.

Cizelge 4.6 Calisma gruplar arasinda rs7802307 ve rs7802308 T>A IL6 genotip siklig1

rs7802307T>A Hasta (n=25) Kontrol (n=25) OR P degeri
TT 5 (%20) 2 (%8) 2,25 04
TA 4 (%16) 6 (%24) 0,6 0,5
AA 16 (%64) 17 (%68) 0,8 0,8
rs7802308 T>A
TT 12 (%48) 13 (%52) 0,9 0,8
TA 8 (%32) 6 (%24) 1.4 0,6
AA 5 (%20) 6 (%24) 0,8 0,7
P degeri rs7802307=0,33
P degeri rs7802308=0,45

Polimorfik paternler TT, TA ve AA olmak {izere ii¢ tiptir. Vakalardan (16/25) ve
kontrollerden (17/25) alinan 6rneklerin ¢ogu homozigot AA statiisiine sahipken, hem
vakalardan (4/25) hem de kontrollerden (6/25) alinan 6rnekler heterozigot TA paterni
gostermistir. rs7802307 i¢in homozigot TT paterni vakalarda (5/25) ve kontrollerde
(2/25) bulunurken, rs7802308 i¢in homozigot AA durumunun vakalarda (5/25),
kontrollerde (6/25) ve heterozigot TA paterninin hem vakalarda (8/25) hem de
kontrollerde (6/25) daha az siklikta bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Tablo (4-6)'da gosterildigi
gibi, homozigot TT paterninin vakalarin ¢ogunda (12/25) ve kontrollerde (13/25)

bulunmasi ilgingtir. Sonug olarak, Cizelge 4.6'daki OR ve P. degerlerine gore, incelenen
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IL-6 genetik varyantlar1 (rs7802307 ve rs7802308) ile SARS-COV-2 duyarlilig1 arasinda

giiclii bir korelasyon goriinmemektedir.

IL-6 geni -540T>A ve -541T>A polimorfizmleri ile SARS-COV-2 hastaliginin gelisimi
arasindaki baglant1 istatistiksel olarak anlamli degildir. rs7802307 ve rs7802308 i¢in
sirasiyla 0,4 ve 1 p degerleri belirlenmistir. Ayrica olasilik orani 1,6 olup, SARS-COV-
2'nin A alelinin T aleline gore biraz daha yiliksek olasiliga sahip oldugunu gosterir

(Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Calisma gruplari arasinda rs7802307 ve rs7802308 T>A IL6’nin alel frekansi

rs7802307 T>A Hasta (n=25) Kontrol (n=25) OR P degeri
T 14 10 1,6 0,4
A 36 40
rs7802308 T>A
T 32 32 1 1
A 18 18

Kontroller arasinda IL-6 geni, T>A SNP'nin HWE'sinin mevcut sonuglari, rs7802307 igin
beklenen genotip ile gdzlenen genotip arasinda anlamli olmayan, rs7802308 igin
beklenen genotip ile gozlenen genotip arasinda anlamli bir iligki oldugunu ortaya

koymustur Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8 T>A IL6'nin HWE'nin Kontroller arasinda rs7802307 ve rs7802308

genotipleri
RS7802307'nin genotipi TT TA AA Ki-kare | P degeri
Gozlemlenen genotip 2 6 17 1.6 0,2
Beklenen genotip 1 8 16
Donanim Frek. (%4) (%32) (%64)
RS7802308'in genotipi
Gozlemlenen genotip 13 6 6 5,7 0,02
Beklenen genotip 10,24 11,52 3,24
Donanim Frek. %40,96 946,08 912,96

IL-6 dagilimina gore, bu calisma popiilasyonunda resesif model altinda T>A SNP

(Cizelge 4-9), AA genotipi olan T>A rs7802307'nin TT+TA genotipine kiyasla 1,2'lik
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OR degeri ile marjinal bir SARS-CoV-2 gelisme riski gosterdigini ortaya koymustur.
Iliskinin p-degerinin 0,8 oldugu gdz Oniine alindiinda, istatistiksel olarak anlamli
degildir. Buna karsilik, COVID-19 gelisimi i¢cin AA genotipinin TT+TA genotipine kars1
olasilik oran1 rs7802308 T>A i¢in OR degeril,3'tiir ve bu da biraz daha yiiksek bir riske

isaret etmektedir.

Cizelge 4.9 Resesif model altinda rs7802307 ve rs7802308 T>A IL-6 SNP dagilimi

rs7802307 T>A Hasta (n=25) Kontrol (n=25) OR P degeri
TT+TA 9 8 1,2 0,8
AA 16 17

rs7802308 T>A 1,3 0,7
TT+TA 20 19

AA 5 6

Cizelge 4.10'da rs7802307T>A ic¢in hesaplanan OR degerinin 2,9 oldugu
gosterilmektedir, bu da SNP ile SARS2 arasinda hafif bir iliskinin gelistigini
gostermektedir. 0,2'lik p degeri (P) gbz oniine alindiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
iliskinin olmadig1 sonucuna varilabilir. Rs7802308T>A i¢in OR degeri 0,9'dur ve 0,8 p
degeri goz Oniine alindiginda istatistiksel olarak anlamli bir iligkinin olmadig1 sonucuna

varilabilir.

Cizelge 4.10 Baskin model altinda rs7802307 ve rs7802308 T>A IL6 SNP'nin dagilimi

rs7802307T>A Hasta (n=25) Kontrol (n=25) OR P degeri
TT 5 2 2,9 0,2
TA+AA 20 23

rs7802308T>A

TT 12 13 0,9 0,8
TA+AA 13 12

4.5.2 1L-10 gen polimorfizmi

IL-10 gen dizileri hastalardan alinan 25 6rnek (S1-S25 olarak adlandirilmistir) ve kontrol
deneklerinden alinan 25 6rnek (C1-C25 olarak adlandirilmistir) olmak iizere toplamda 50

ornek tizerinde gergeklestirlmistir. Dizileme prosediirleri, bir NCBI blastn analizi yaparak
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cogaltilan segmentin kesin genetik bilesimini ortaya ¢ikarmistir. Motor, amplifiye edilen
ornekler ile hedeflenen referans hedef diziler arasinda, yani IL-10 geninin bir kism1 igin
%99'un {lizerinde bir dizi homolojisi oldugunu gostermistir. Halihazirda ¢alisilan
orneklerin gozlemlenen DNA varyasyonlari ile GenBank'tan (NC 000001.11 erigim
numarasi) elde edilen DNA dizileri arasinda bir karsilastirma yaparak, ¢ikarilan PCR

amplikonlarinin tam konumlarini ve diger spesifik 6zellikleri belirlenmistir (Sekil 4.6).

Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p14 Primary Assembly

NCBI Reference Sequence: NC_000001.11

GenBank  FASTA
Link To This View | F

L L U LU LA L L O O LI O O
WOB IEE LR I Rt R m R R Rt AR B IR Y T I T I Y
" ': | '\ 1 [ \'u‘ll |‘ l'l‘l (1] ‘|I|| \|IIIH| [N} |' | [ ! \I 1 ‘I ‘I“\I 'II ] ‘I‘ 'l ! II ‘I" "I‘ lll
L , [ +
o) & NC_000001.11 | Find: | rs130085% A Tk QTracks' , Downlid

‘2%,773,543 |295,773,SBB ‘295,773,578
ﬁCCTlTCCCTlcTTCCCCZTCCClﬁlGllGCCTTﬁGTﬁGTGTT
I
TO66ATAGGEGATGAAGGEGGEAANGGGTTTCTTCOGARNTCATCACAN

NCBI Reffeq Amnotation GCF 000001403.40-R8 2023 03

.
r

L i

10]ogical regions, aggregate, NOBI RefSeq Anmotation GOF 000001405.40
aémllng.gﬂlu frack da JTound n ﬂawﬂqangg : =

(ited Variations, dbdNP bl36 v2

ClinVar variants with precise endpoints

RL-3eq exon coverage, aggregqate (filtered), NCBI Homo aapimmtation Release 110 - log base 2 scaled

Sekil 4.6 IL10 geninin alinan rs1800896'sinin kromozom No. 1 i¢indeki konumu

781bp PCR fragmanlarinin kromozom 1'e konumlandirilmasindan sonra, bu fragmanlarin
Ozel dizileri tanimlanmis ve etiketlenmistir. Ek olarak, amplifiye edilmis 781 bp
fragmanindaki ileri ve geri primer konumlari, spesifik olarak rs1800896 SNP'yi hedef
alarak belirlenmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11 IL-10 geninin bir segmentini amplifiye etmek i¢in kullanilan 781 bp PCR
amplikonlarinin konumu ve uzunlugu

Amplikon Referans lokus dizileri (5'-3") Uzunluk
GGTAGTGCTCACCATGACCCC 781bp
TACCGTCTCTATTTTATAGTGAGCAAACTGAGGCACAGAGATATT
ACATCACCTGTACAAGGGTACACCAGTGCCAACTGAGAATTTGG
TTTCCTCACCCTACTGTACACCATCTCCAGCACATAGAATGAAAC
CTTGGATTAAATTGGCCTTAGAGTTTCTTTTAGTTGTAAGCTTCTG
TGGCTGGAGTCTAAAGTTTAAAAGATGGGGTGGAAGAAGTTGAA
ATAACAAGGAAAAGAAGTCAGGATTCCATGGAGGCTGGATAGG
AGGTCCCTTACTTTCCTCTTACCTATCCCTACTTCCCCTTCCCAAA
GAAGCCTTAGTAGTGTTGTCTTGGATTTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAGAAGGTAAGGGGAGCC
AGTTGGGTTGCGGCGAGGAGTGTTGCTCTACCTGGGGAAGGACC
GGGGCAGTGACATCAGGACTTCTTCAGATATCTGGAAAGTCTCTG
GGGATCCTTTGATTGAGCCTTCACCTTCCCCTTCCACAGGGGCTT
TGCCTGCCATTCCAGTTTAGACTGTAACTGGGAGGAACACTGACC
TAGGTGCAGGAGGCCTGGGCTCTGCCTTGGCCCTGCCACTCTATA
GTCAGGGCAAATCACTCATCCTCCCTGTGTCTGTTTTTCATCTGTC
CCAACAGGGCAATAGCACCTGTCCTCCTGCCTGCCAGGGAGCAT
TGAGCTTAAGTAGCCATGGACC CAGATGGAGGGCATTTCCAGTG

IL-10 genindeKki niikleik asit dizileri

781 bp'lik 6rneklerin hizalama sonuglari, eslesen referans dizileri ile karsilastirildiginda
her iki ¢aligma grubu olmak iizere arastirilan 6rneklerin niikleik asit bilesiminde yalnizca

bir fark oldugunu géstermistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Aragtirilan IL-10 geninin 781 bp PCR fragmanlar: i¢in referans dizilerinin,
calisma grubu 6rneklerinin DNA dizileriyle hizalanmasi
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Incelenen &rneklerde, kesfedilen polimorfik lokus olduk¢a yaygindir. Bu nedenle, dbSNP
veri tabaninda listelenen IL-10 geninin genomik DNA dizileri igindeki ilgili
konumlarinda bu 6zel varyasyon hakkinda ek bilgilerin arastirilmasi gereklidir. Dizilenen
781bp'lik parcalarin SNP veri tabanma gore hedeflenen varyantin spesifik genomik
konumlarimi kesfetmek igin dbSNP sunucusundan IL-10 geninin uygun konumu elde
edilmistir. Ayrica, tespit edilen tek niikleotid polimorfizmi (SNP) hakkinda daha fazla
bilgi saglamak icin grafiksel gosterimler sunulmustur. Bu gosterimler, Ozellikle 1
numarali kromozoma odaklanan ve NC 000001.11 GenBank Erisim numarasini kullanan

IL-10 dbSNP veritabanina dayanmaktadir.

Tanimlanan varyantin sekans kromatogram dosyalari, kapsamli ek agiklamalariyla
birlikte kaydedilmis ve olusturulan 781 bp PCR fragmanlarindaki eslesen konumuna gore
gosterilmistir (Sekil 4.8).
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Homozygous T/T

HLHELLEL -H-I»I-I-I~|~I-|-I-l]l_I!-|-|- HEH e
CTTACCTATCLECETACT TCCCOCT CCCAAAGAAGCCTTAGTAGT
Heterozygous T'A
A l e se HHHLERERRRRRERELRH
CTATCCCTA CCCClTCCCAAAGAAGCCTTAGTAGT

unm uumu A

Homozygous AJ/A

.|.....u.uuuuml,mu n -!-I-I-H-HIHIIIHH

CTTACCTATCCCTACTTCCCC CCCAAAGAAGCCTTAGTAGT!

M Lot

Sekil 4.8 SNP, IL10 geninin hedeflenen 781 bp amplikonlarinin kromatogrami

4.5.2.1 Hardy-weinberg dengesi

Hardy-Weinberg dengesi (HWE), genetik ¢esitliligin, bozucu faktorlerin yoklugunda,
birbirini takip eden nesiller boyunca bir popiilasyon i¢inde degismeden kalacagini ileri
stiren temel bir fikirdir. Hardy-Weinberg dengesini hesaplamak igin, Cizelge 4.12,
Cizelge 4.13 ve Cizelge 4.14'te sunuldugu gibi IL-10 T>C SNP'nin alel frekanslarini ve
genotipini belirlemek gerekir. Bu ¢alismanin bulgular1 Hardy-Weinberg dengesi (HWE)

ile uyumludur ve istatistiksel olarak anlamli bir sonug gostermektedir (P=0,0028).
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Cizelge 4.12 COVID 19 hastalar1 ve kontrol grubu arasinda rs1800896 T>C IL10 genotip

siklig1
rs1800896 T>C | Hasta (n=25) Kontrol (n=25) OR P degeri
TT 4 (% 34,6) 11(%60) 0,24 0,036
TC 3 5 0,54 0,44
CC 18 9 4,56 0,012

Analiz edilen 6rneklerde spesifik bir yiiksek frekansh tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
tespit edilmistir. Bu SNP, 327T>C veya T327C olarak gosterilen, ¢ogaltilmig PCR
parcalarinin 327. pozisyonunda bir T niikleotidinin bir C niikleotidi ile yer degistirmesini
icermektedir. Cizelge 4.12'ye gore: rs1800896 TT genotipi icin SARS-CoV-2'li 4 birey
ve kontrol grubundaki 11 birey bu genotipe sahiptir. OR degeri 0,24'tlir ve bu genotipin
COVID-19"a kars1 olast koruyucu etkisini gostermektedir. P-degeri 0,036'dir ve bu
genotip ile SARS-CoV-2 gelisimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir baglanti

oldugunu gostermektedir.

rs1800896 TC genotipi icin: SARS-CoV-2'li 3 kisi ve kontrol grubundaki 5 kisi bu
genotipe sahiptir. OR degeri 0,54'tiir ve bu genotip ile SARS-CoV-2 duyarlilig1 arasinda
giiclii bir iliski olmadigimi ve 0,44 P-degeri ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski

olmadigini géstermektedir.

rs1800896 CC genotipi i¢in: SARS-CoV-2'li 18 kisi ve kontrol grubundaki 9 kisi bu
genotipe sahiptir. OR degeri 4,56'dir ve bu genotiple iliskili olas1 bir COVID-19 risk
artigina isaret etmektedir. P degeri 0,012'dir ve bu genotip ile SARS-CoV-2 hastasi olmak
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir baglant1 oldugunu gostermektedir. Bu bulgulara
gore, TC genotipi COVID-19'a kars1 koruma saglayabilirken, rs1800896 CC genotipi

viriise yakalanma olasiligini artirabilir

Cizelge 4.13'e gore, COVID 19 hastaligi ve kontrol arasinda IL-10, T>C SNP allel
frekansi, IL-10-327 T>C polimorfizmleri ile SARS-COV-2 hastaliginin geligsimi arasinda

istatistiksel olarak anlamli iliski gostermistir. 0,24'liik OR orani, C aleli tagiyan kisilerin
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COVID-19a yakalanma olasiliginin T aleli tagiyan kisilere gore daha diisiik oldugunu

gosterir.

Cizelge 4.13 COVID 19 ve kontrol arasinda rs1800896 T>C IL-10 alel siklig1

rs1800896 T>C Hasta (n=25) Kontrol (n=25) | OR P degeri
T 11 27 0,24 0,001
C 39 23

Cizelge 4.14'te, gozlemlenen genotip frekanslart beklenen frekanslardan 6nemli 6l¢iide
farkli oldugundan, sonuglar popiilasyonun kontroller arasinda rs1800896 T>C IL-10 geni
icin Hardy-Weinberg dengesinde olmadigimi gostermistir. Hardy-Weinberg dengesinden
sapma istatistiksel olarak anlamli olup, kontrol grubu arasinda beklenen genotip ile

gbzlenen genotip arasindaki iliski anlamlidir.

Cizelge 4.14 Kontrol grubu arasinda rs1800896 T>C IL-10'da Hardy-weinberg dengesi

Genotip TT TC CC
Gozlemlenen genotip 11 5 9
Beklenen genotip 7,29 12,42 5,29
Donanim Frek. (%29,16) (%49,68) (%21,16)

Resesif bir modelde, Cizelge 4.15’te gosterilen bilgilere gére CC genotipinin, TT+TC
genotipine kiyasla SARS-COV-2 ile daha yiiksek bir risk iliskisine sahip oldugu
goriilmektedir. 2,5'lik OR degerine gore, CC genotipine sahip kisilerin SARS-COV-2'ye
yakalanma riski, TT+TC genotipine sahip kisilere kiyasla 2,5 kat daha fazladir. Ayrica,
bu sonuglara dayanarak, resesif bir model altinda rs1800896 T>C IL-10 SNP ile SARS-
COV-2 duyarlilig1 arasinda anlamli bir baglanti oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.15 Resesif model altinda bu ¢alisma popiilasyonunda rs1800896 T>C IL-10

SNP'nin dagilimi
Genotip Hasta (n=25) Kontrol (n=25) OR P degeri
TT+TC 7 16 0,21 0,01
cC 18 9 2,5
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Cizelge 4.16, sirastyla hasta grubunda 4 kisinin ve kontrol grubunda 11 kisinin TT
genotipine sahip oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde hasta grubunda 21 kisi, kontrol
grubunda ise 14 kiside TC+CC genotipi vardir. TT genotipine sahip Kkisilerle
karsilastirildiginda, TC+CC genotipine sahip olanlari, 0,85'lik olasilik oraninin
gosterdigi gibi, COVID-19'a yakalanma olasiliklar1 biraz daha disiiktiir. Bu iliski,
0,041tk p degeriyle gosterildigi gibi istatistiksel olarak anlamlidir. Buna gore bu
sonuglar, calisma popiilasyonunda, baskin model altinda, COVID-19 duyarliliginin
rs1800896 T>C IL-10 SNP ile baglantil1 olabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.16 Baskin model altinda bu ¢alisma popiilasyonunda rs1800896 T>C IL-10

SNP'nin dagilim
Genotip Hasta (n=25) | Kontrol (n=25) OR P degeri
TT 4 11
TC+CC 21 14 0,85 0,04
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5. TARTISMA

5.1 Cahsma Grubunun Demografik Ozellikleri

Bu ¢alismada bir hasta ve bir kontrol grubu yer almis ve her grup farkli yas araliklarindaki
bireylerden olusmustur. Yas ortalamasi 43,30+14,68 olan 50 SARS-CoV-2 hastasi ve yas
ortalamast 38,24+10,33 olan 50 saglikli birey lizerinde calisilmistir. Bu karakterler,
kontrol grubu ile hasta grubu arasinda yas dagilimi agisindan bir karsilagtirmay1 temsil
etmektedir ve 0,208 P degeri, iki grup arasindaki yas ve cinsiyet farkliliklarinin
istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 géstermektedir. Calisgmamizda yas ile COVID-19
siddeti arasinda 6nemli bir baglant1 oldugunu tespit edilmistir. Spesifik olarak, 50 yas ve
tizerindeki kisilerin 50 yasin altindaki kisilere gore ciddi bir SARS-COV-2 formu
gelistirme olasiligmin 6nemli 6lgiide daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,001).

Bununla birlikte, yasin SARS-COV-2 sonuglarini nasil etkiledigini arastirmak i¢in yakin
zamanda bir meta-analiz yapilmistir, bu ¢alismanin sonuglar1 yasin SARS-COV-2'nin
siddeti ve mortalite tizerinde nispeten kiiciik bir etkisi oldugunu gdstermistir (Romero
Starke et al. 2020). Gausman and Langer (2020), SARS-COV-2 hastalarinda cinsiyete
gore farkliliklart arastirmigtir. Kadinlarin erkeklerden daha biiytlik bagisiklik tepkilerine
sahip oldugunu gozlemleyerek, bagisiklik sisteminin cinsiyet farklilasmasinda 6nemli bir
faktor oldugunu gostermislerdir. Bu sonug, Mo et al. (2021) tarafindan Cin'de yapilan ve
erkeklerin SARS-COV-2 enfeksiyonuna karsi kadinlara kiyasla daha hassas oldugunu
ortaya koyan bir ¢aligmayla tutarlidir. Bu ¢calisma, hem D-dimer hem de CRP i¢in kontrol
grubu ile hasta grubu arasinda gozlemlenen farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli

oldugunu gostermektedir ki bu da Mardani et al. (2020) ile uyumludur.

52 IL-6 ve IL-10 icin PCR Sonuclari

COVID-19 o6rneklerinde IL-10 geni i¢cin PCR testinin sonuglarinda, 5 hastada (%16,7)IL-
10 geni bulunmazken, 25 hastada (%83,3) IL-10 geni tespit edilmistir. Ayrica pozitif
sonuglarin hepsi (%100) kontrol 6rneklerindedir. IL-6 geni PCR testi COVID-19 ve
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kontrol 6rneklerinde %100 pozitif sonu¢ vermistir. Viral sustaki degisiklikler, kisinin
genetik bilesimi, hastaligin ilerlemesi veya enfeksiyon asamasi veya sitokin
diizenlemesini ve bagisiklik sistemini etkileyen diger unsurlardan kaynaklanabilir. Panico
et al. (2022) SARS-COV-2'nin DNA hasarmin indiiklenmesine katkida bulunabilecegine
inanmaktadir. Veriler, bu viriislerin memeli hiicrelerinde ¢ogalirken hiicre dongiisiiniin
bozulmasina, genomik kararsizliga ve DNA hasarina neden olabilecegini gostermektedir.
Malignite, tip 2 diyabet, norolojik sendrom ve ateroskleroz gibi kronik hastaliklarin
gelisimi DNA hasar1 ve anormal DNA onarim sistemlerinin uyarilmasiyla baglantili
oldugundan, SARS-COV-2'nin geri kazanilmasinda karsilastirilabilir etkilere ve

sonuclara odaklanmak ¢ok 6nemli olacaktir.

5.3 IL-6 Gen Polimorfizmi

IL-6, ilgili spesifik sinyal yoluna bagl olarak inflamasyonu uyarabilen veya inhibe
edebilen ¢esitli etkilere sahip bir sitokindir (Scheller et al. 2011). Bu sitokin, beyaz kan
hiicrelerinin hayatta kalmasi, bliylimesi, uzmanlagsmasi ve gocli gibi onemli hiicresel
slireglerde hayati bir isleve sahiptir (Scheller et al. 2011). Enfeksiyonlara veya doku
hasarina yanit olarak fibroblastlar, notrofil, mast hiicreleri, keratinositler, DC'ler,
monositler, endotel hiicreleri (EC'ler) ve hiicre lenfositleri dahil olmak iizere farkl hiicre
tipleri IL-6'y1 iiretir ve sentezler (Mauer et al. 2015). Interlokin-6 (1L-6), IL-8, IL-4, TNF-
ave IL-10 gibi inflamasyonu tesvik eden diger sitokinlere ek olarak, bagisiklik tepkisinin
kontroliinii bozan sitokin firtinalarini indiikleme potansiyeline sahiptir (Barrett 2019). IL-
6'nin ayrica kansere ve viral hastaliklara kars1 immiinolojik yanit {izerinde olumsuz etkisi
vardir. Programlanmig hiicre 6limi proteini 1 (PD-1) gibi bagisiklik fonksiyonunu
azaltan molekiillerin tiretiminde artisa neden olmaktadir (Bardhan et al. 2016). Gupta et
al. (2020)’a gore, SARS-COV-2, MERS-COV ve SARS-COV gibi viral enfeksiyonlar
sitokin firtinas1 ve lenfopeni olmak iizere iki 6nemli immiinopatolojik 6zellik sergiler.
Ayrica SARS-COV-2 siddetine sahip bireylerde interldkin-6 seviyelerinin yiikseldigi
gosterilmistir. Bunlarin akciger dokusu tahribati ve enfeksiyonun seyri ile yakindan
baglantili oldugu kesfedilmistir (Liu et al. 2020). Ayrica, IL--6 diizeylerinin
inflamasyonun bir gostergesi olarak gorev yaptigi ve hafif bir hastaliktan siddetli bir

hastaliga ilerlemenin tahmin edilmesine olanak sagladigi one siiriilmiistiir (Wang et al.
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2020). Sitokinlerde rol oynayan genlerin belirli alanlarinda genetik varyasyonlarin varligi
Haukim et al. (2002) tarafindan gosterildigi gibi potansiyel olarak sitokin ¢iktisinda
degisikliklere yol acabilir.

Bu calismada, iki islevsel SNP (rs7802307 (T540A) ve rs7802308 (T541A)) igeren IL-6
geni ve bir SNP (rs1800896 (T327C)) igeren IL-10 ile SARS-CoV-2 hastaliginin gelisimi
arasindaki potansiyel baglantilar, Irak popiilasyonundaki 50 SARS-CoV-2 hastasi ve 50
saglikli kontrolden olusan iki grup arasinda incelenmistir. Sonugclar, iki grup arasinda IL-
-6'daki SNP (rs7802307) igin genotip ve alel frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli
bir varyasyon olmadigini, IL-6'daki (rs7802308) alel frekanslar1 ve genotiplerinde
anlamli olmayan varyasyon oldugunu ve iki grup arasinda IL-10'daki (rs1800896) alel

frekanslar1 ve genotiplerinde anlamli varyasyon oldugunu gostermistir.

Dizilenen 708bp'lik segment i¢cin SNP veri tabanina gore spesifik SNP'lerin konumlarini
belirlemek amaciyla, IL-6 geninin uygun konumlar1 SNP veri taban1 web sitesinden elde
edilmistir. Bu (SNP'ler) tek niikleotid polimorfizmlerinin 6zelliklerini belirlemek igin
kromozom 1 iizerindeki IL-6 dbSNP veritabani (GenBank Acc. Nc 000007.14)
kullanilarak grafiksel bir gosterim gergeklestirilmistir. dbSNP veritabaninda tanimlanan
on dort tek niikleotid polimorfizminin (SNP) tamami incelenmistir. DNA dizilemesinin
mevcut bulgulari, interlokin-6 geni iginde rs7802307 ve rs7802308 olarak da bilinen
T540A tek niikleotid polimorfizmini (SNP) tanimlamistir. Bu tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) ClinVar veri tabaninda belgelenmistir.

Bu calisma, rs7802307 T>A SNP icin IL-6'nin genotip ve alel frekansinin HWE
hesaplamasini anlamli olmayan bir sonugla (P=0,2) gosterirken, rs7802308 i¢in beklenen
genotip ile gozlenen genotip arasinda anlamli bir iliski oldugunu goéstermistir. Analiz
edilen Orneklerde spesifik yiiksek frekansli tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
tanimlanmistir. Bu SNP, 6zellikle 540T>A ve 541 T>A olarak adlandirilan amplifiye PCR
fragmanlariin 540 ve 541 pozisyonlarinda bir T niikleotidinin bir A niikleotidi ile yer

degistirmesini icermektedir.
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Polimorfik modeller TT, TA ve AA olmak iizere ii¢ tiptir. Vakalardan (16/25) ve
kontrollerden (17/25) alinan 6rneklerin ¢ogu homozigot AA statiisiine sahipken, hem
vakalardan (4/25) hem de kontrollerden (6/25) alinan 6rnekler heterozigot TA paterni
gostermistir. rs7802307 i¢in homozigot TT paterni vakalarda (5/25) ve kontrollerde
(2/25) bulunurken, rs7802308 i¢in homozigot AA durumunun vakalarda (5/25),
kontrollerde (6/25) ve heterozigot TA paterninin hem vakalarda (8/25) hem de
kontrollerde (6/25) daha az siklikta bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Cizelge 4.6'da gosterildigi
gibi, homozigot TT paterninin vakalarin ¢ogunda (12/25) ve kontrollerde (13/25)
bulunmustur. Sonug olarak, incelenen IL-6 genetik varyantlari (rs7802307 ve rs7802308)
ile SARS-CoV-2 duyarlilig1 arasinda giiglii bir korelasyon yok gibi gériinmektedir.

Bu tek niikleotid polimorfizmi (SNP), Karcioglu Batur and Hekim (2021)’in IL-6
genlerindeki  varyasyonlarin mortalite ve prevalans oranlariyla korelasyon
gostermedigine dair bulgulariyla oOrtiismektedir. Ayrica, Falahi et al. (2022)’nin
sonuglariyla da uyumludur. Agir ve hafif SARS-COV-2 hastalarinda IL-6 geninin
promotorleri ic¢in belirlenen alandaki belirli SNP'lerin (rs1800796 (-572 G > C),
rs1800795 (-174 G>C) ve rs1800797 (-597 G>A)) alel dagiliminda veya genotipinde
kayda deger bir farklilik yoktur. Ote yandan, bu SNP, Cinli Han hastalarmm IL6 SNP
rs1800795 G aleli ile pndmoni kaynakli sepsise kars1 direngli olabilecegini kesfeden Mao
et al. (2017)’nun sonuglariyla ¢elismektedir.

Mevcut ¢alisma, rs7802308 igin IL-6 ile SARS-COV-2 hastaliginin olusumu arasinda p
degeri 0,45 olan anlamli bir baglant1 olmadigin1 ortaya koymustur. Yeni bir arastirma,
G174C'deki SNP'de (rs1800795) IL-6 gen polimorfizmi ile Tiirk halki arasinda SARS-
CoV-2'nin gelisme olasiligi arasinda anlamli bir baglanti kesfetmistir ve bu ¢alisma ile
tutarli degildir. Sonuglar, metabolik asidoz sendromu olan grubun GG genotipi sikliginimn
(P=0,002) metabolik asidoz sendromu olmayan gruba gore anlamli derecede yiiksek

oldugunu gostermistir.
Avyrica, Kafkas gruplarini igeren bir ¢alismada G174C (rs1800795) SNP'sinin SARS-
CoV-2 gelisimiyle giiclii bir sekilde baglantili oldugu, ancak ayni zamanda KOAH'a

(kronik obstriiktif akciger hastaligl) duyarlilikla da 6nemli 6l¢iide baglantili oldugu
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bulunmustur (Kirtipal et al. 2020). Jiménez-Sousa et al. (2017), biiyiik kalp veya sindirim
ameliyat1 geciren Kafkasyali gruplari igeren bir ¢alismanin, rs1800795 CC genotipine
sahip hastalarin septik sokla iligskili mortaliteye karsi daha savunmasiz oldugunu
gosterdigini bildirmistir. Cin'de yapilan bir ¢alismada, C174C genotipine sahip kisilerin
pnémoninin neden oldugu sepsis gelisimine daha yatkin oldugu bulunmustur (Mao et al.

2017).

IL-6 polimorfizmleri viral hepatit tiirleri, influenza viriisi ve EBV gibi bazi viral
hastaliklarla iligkilidir (Riazalhosseini et al. 2018). Mao et al. (2017)’a gore IL-6
rs1800795 G aleli bir koruma kaynagi olarak islev gorebilirken, IL-10 rs1800896
pnomoni kaynakli sepsisli Cinli bireylerde bir alel tehlike belirteci olarak hizmet edebilir.
Dabhasi, bu IL-6 varyasyonlart IL-6 ve IL-10 salinimin1 etkilemis ve septik klinik evre ile

baglantili bulunmustur.

Buna ek olarak, IL-6 geninin iki SNP'sini (rs1800796 ve rs1800795) inceleyen ayr1 bir
calismada, IL-6'nin rs1800797 AA's1 rs1800795 CC'si arasinda bir korelasyon bulunmus
ve bu da Litvanya popiilasyonunda rahim agzi kanserine karsi daha biiylik bir

savunmasizliga isaret etmistir (Vitkauskaite et al. 2021).

Genetik arastirmalarin sonuclarindaki varyasyonlar, birden fazla faktérden etkilenen
karmasik bir konudur. Bu alandaki arastirmacilar, 6rneklem segme siireci, ¢alismanin
tasarlanmasi, teknolojik kisitlamalar ve istatistiksel analiz gibi faktorler nedeniyle
sorunlarla karsilagsmaktadir. Genetik arastirmalarin  giivenilirligini ve tutarliligini
artirmak i¢in aragtirmacilar sonuglardaki tutarsizlik sorununu ele alabilirler. Bu da insan
saghigr ve hastaliklarinin  karmasik genetik temellerinin daha 1yl anlasilmasini

saglayacaktir.

Cesitli arastirmalarda bildirilen sonuglardaki farkliliklar, 6rneklem biiyiikliigli, hasta
secim kriterleri, iltihapli hastaliklarin etiyolojisi, cografi konum, etnik koken ve 1k

cesitliligindeki farkliliklara baglanabilir.
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5.4 1L-10 Gen Polimorfizmi

Inflamatuar bir sitokin olan IL-10, SARS-CoV-2 enfeksiyonunu takiben agir veya kritik
hastalik durumuna giren hastalarda yiiksek konsantrasyon gosterir. IL-10, diger bagisiklik
hiicrelerinin yan1 sira T hiicreleri ve makrofajlar tarafindan salinir. Ozellikle T hiicresi ve
makrofaj aktivitesi olmak tizere bagisiklik sistemi aktivitesini inhibe ederek immiinolojik
yanitin kontroliinde hayati bir rol oynar (Diao et al. 2020). Inflamasyonu azaltmaya
yardime1 oldugu ve bir bagisiklik tepkisi sirasinda asir1 doku hasarini azalttig igin IL-10,
bir anti-inflamatuar sitokin olarak kabul edilir. Durumun ciddi vakalarinda, artan bir
inflamatuar yanit ortaya ¢ikabilir; IL-10 bu reaksiyonu kontrol etmeye yardimci olabilir.
IL-10, bagisiklik tepkisini azaltarak doku hasarina ve solunum rahatsizligina neden
olabilecek sitokin firtinasini azaltabilir (Soy et al. 2020). IL-10, pro-inflamatuar ve anti-
inflamatuar yanitlar arasindaki dengeyi diizenlemeye yardimci olur; bu, 6zellikle siddetli
COVID-19 vakalarinda goriilen bagisiklik diizensizligini kontrol etmede 6nemlidir (Han
et al. 2020). Caligsmalar, siddetli SARS-CoV-2 hastalarinin genellikle 6nemli 6lgiide daha
diisiik IL-10 seviyeleri sergiledigini gdstermistir. Bu, IL-10"un eksik tiretiminin, siddetli
vakalarda bulunan asir1 inflamatuar reaksiyonda bir faktdér olabilecegini

distindiirmektedir.

IL-10 geninin gerekli konumlari dbSNP web sitesinden alinmis ve bu da dizilenmis 78 1bp
segmentin SNP veritabanina gore bireysel SNP'lerin konumlarinin belirlenmesine
yardimc1 olmustur. Bu tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP'ler) 6zelliklerini
belirlemek icin, kromozom 1 iizerinde bulunan IL-10 dbSNP veritaban1 (GenBank Acc.
Nc_000001.11) kullanilarak gorsel bir gosterim olusturulmustur. dbSNP veritabaninda
tanimlanan on dort tek niikleotid polimorfizminin (SNP) tiimii incelenmistir. DNA
dizilemesinin mevcut bulgulari, IL-10 geninde rs1800896 olarak da bilinen bir T327C tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) tanimlamistir. Internet sitesinden gériintiilenebilen

ClinVar veritabani, bu SNP'nin varligina iliskin bilgiler igermektedir.

Mevcut ¢alismada rs1800896 polimorfizmi ile SARS-COV-2 viriisiiniin siddeti arasinda
onemli bir iliski gozlemlenmistir; bu da Rizvi et al. (2022) interlokin-10 gen
polimorfizminin (rs1800872) SARS-COV-2 hastalarinin siddeti ile iliskili oldugu
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bulgulariyla tutarlidir. Chong et al. (2006) ile tutarli olmasa da SARS COVID'deki IL-10
polimorfizmi, bu tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ile SARS arasinda bir baglanti

olmadigini gostermistir.

Mevcut calismada, ¢ogaltilmis PCR pargalarinin 327. pozisyonunda bir T niikleotid
bazinin bir C niikleotid bazi1 ile yer degistirdigi tek niikleotid polimorfizminin (SNP)
olustugu kaydedilmistir. Mevcut bulgular, 23 tilkede bir ¢alisma yiiriiten Karcioglu Batur
and Hekim (2021)’in bulgular1 ile uyumludur. rs1800896'nin AG genotipi ile SARS-
COV-2'nin gelisimi arasinda dikkate deger giiclii bir baglant1 gézlemlemislerdir.

Hastalarda (18/25) ve kontrollerde (9/25) ortak 6rneklerde homozigot CC tespit edilirken,
heterozigot TC paterni hem vakalarda (3/25) hem de kontrollerde (5/25) gbzlenmistir.
Onceki bir ¢alismada, IL-10'un (rs1800896) hastalik siddetinin azalmasi ile dnemli bir
baglanti ortaya koydugu bulunmustur. Spesifik olarak, heterozigot AG genotipine sahip
bireyler arasinda hastalik siddeti riski azalmistir (p=0,068). Bununla birlikte, AG ve AA
genotipleri ile SARS-COV-2'nin siddeti arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir baglanti
tespit edilmemistir (p>0,05) (Rizvi et al. 2022). Yirmi g iilkeyi kapsayan bir ¢alisma,
rs1800896 AG genotip siklig1 ile SARS-COV-2 olusumu arasinda giiglii bir baglanti
oldugunu gostermistir (Rizvi et al. 2022). rs1800896 SNP'sinin IL-10 gen
polimorfizmleri popiilasyon farkliliklar1 sergilemektedir. AA genotipi Meksika halki,
Japonya ve Tunus arasinda siklikla goriiliirken, AG genotipi Ispanyol popiilasyonlar,
Hindistan, Iran, Cekya, Hollanda, Polonya, Almanya, Birlesik Krallik ve Norveg arasinda
daha yaygindir (Rizvi et al. 2022). SNP rs1800896 polimorfizminin GG genotipi,
yalnizca Italyan popiilasyonunda en yiiksek prevalansa sahiptir (Karcioglu Batur and
Hekim 2021).

SARS'ta IL-10 polimorfizmine iliskin ilk ¢aligma, Chong et al. (2006) tarafindan
bildirildigi tlizere, tek niikleotid polimorfizmi (SNP) ile SARS arasinda ilgisiz bir
korelasyon oldugunu gostermistir. Tek niikleotid polimorfizmi IL-10'un sitokin
genotipini arastiran bir vaka kontrol arastirmasi, SARS'l1 hastalar arasinda hayatta kalma
ve Olim oraniyla iligkili olarak IL-10 polimorfizmlerinin alel frekanslar1 ve genotipi

arasinda onemli bir baglanti olmadigini bulmustur (Lau and Peiris 2009). Sonug¢larimiz,

50



bu caligmanin bulgulartyla uyumlu degildir. Promotdr bolgedeki genetik varyantlar, IL-
10 tiretimindeki bireyler arasi farkliliklara katkida bulunur. IL-10 genetik polimorfizmini
arastiran baska bir caligsmada, SNP rs1800896 (-1082 G/A) ile daha yiiksek kan IL-10
seviyeleri arasinda bir korelasyon bulunmustur, buna ek olarak, pndmoni i¢in yiiksek risk

siddeti de tespit edilmistir (Gallagher et al. 2003).

Diger bir calismada, GG genotipine sahip kisilerin AA genotipine sahip bireylere kiyasla
daha ytiksek IL-10 transkripsiyon seviyeleri ve kanda daha yiiksek IL-10 sergiledigini
gostermistir (Galley et al. 2003). 1L-10 (rs1800896) polimorfizmi, heterozigot AG formu
ile ciddi bir hastalik gelistirme tehlikesinin azalmasi arasinda neredeyse anlamli bir
baglanti sergilemistir (p=0,068). Bununla birlikte, AG ve AA genotipleri ile SARS-COV-
2 gelisimi arasinda herhangi bir iliski gézlenmemistir (p>0,05) (Rizvi et al. 2022). Oysa
bu c¢alisma CC genotipi ile SARS-CoV-2'ye yakalanma arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir baglant1 oldugunu gostermektedir (p>0,012). Sitokin SNP IL-10'u arastiran
bir vaka kontrol aragtirmasi, SARS hastalar1 arasinda sagkalim ve 6lim oraniyla iliskili
olarak IL-10 polimorfizmlerinin alel ve genotip sikligi arasinda anlamli bir korelasyon

bulmamustir (Lau and Peiris 2009).

Elde edilen sonuclar, analiz edilen orneklerde T alelinin (OR=0,24) o6nemli bir
yaygmligini ortaya koyarken, ilgili C aleli daha 6nce dbSNP veri tabaninda
kaydedilmistir, SARS2 enfeksiyonu sirasinda, inflamasyonu uyaran asir1 kemokinlerin
ve sitokinlerin salinmasi, sitokin firtinalar1 olarak bilinen kontrolsiiz sistemik inflamatuar

reaksiyonlara yol agabilir (Zhang et al. 2020).

Gozlenen farkliliklarin, 6rneklem biiyiikliigl, poptilasyonlar arasindaki genetik cesitlilik
ve belirli SNP'lerin ¢esitli etnik gruplar ve 6l¢tim teknikleri de dahil olmak iizere ¢calisma
metodolojileri arasindaki potansiyel farkli etkisi dahil olmak iizere birkag¢ olasi nedeni
vardir. Genetik degiskenlik, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) icin farkli alel
frekanslar1 gosterebilir ve bu da gozlemlenen iliskiyi etkileyebilir. SNP belirli bir
demografik grupta daha yiiksek bir frekansa sahipse, SARS-COV-2 ile herhangi bir
korelasyon bu belirli grupta daha giiclii olabilir.
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SARS-COV-2'nin ilerlemesi gesitli genetik ve cevresel faktdrlerden etkilenmektedir.
Hastalik riski ile rs7802308 gibi tek bir SNP arasindaki iligki olas1 degildir. Ek genetik
polimorfizmler, epigenetik degisiklikler ve ¢cevresel degiskenler rs7802308 ile birleserek
genel SARS-COV-2 duyarliligini etkileyebilir.

Bir korelasyonun 6nemi, bir ¢alismadaki 6rneklem biiyiikliigline bagl olabilir. Yetersiz
orneklem biytikliigi, iligskileri tanimlamak igin istatistiksel kapasiteyi kisitlayabilir.
Ayrica, ¢alismalarin tasarimlart farklilik gosterebilir; bazi tasarimlar digerlerinden daha

katidir ve bu da bulgular1 yeniden iiretme ve yorumlama kapasitesini etkileyebilir.

SARS-COV-2nin gelisimi muhtemelen yas, cinsiyet, komplikasyonlar ve ekonomik

durum gibi belirli degiskenlerden etkilenmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma COVID-19 gelisimi ile IL-6 (rs7802308) ve IL -10 gen polimorfizmleri
arasindaki SNP (rs1800896) iliskisini vurgulamaktadir. Elde edilen sonuglar, SARS-
COV-2'nin gelisimi ile bu genlerin varyasyonlar1 arasinda énemli bir baglanti oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, bu ¢alisma SNP (rs7802307) icin IL-6 geni ile SARS-COV-
2 gelisimi arasinda 6nemsiz bir iligki oldugunu gostermistir. Bu durum, bu spesifik
SNP'deki farkliliklarin SARS-COV-2'nin evrimini belirlemede 6nemli bir etkiye sahip
olmadigimi ifade etmektedir. Ayrica ¢alismamiz, hiicrelerde viral replikasyon sirasinda
bu viriislerin DNA'da hasara, genomik yapida istikrarsizliga ve hiicre dongiisiinde
bozulmaya neden olabilecegi teorisine destek saglamaktadir. D-dimer ve C-Reaktif
Protein konsantrasyonu SARS-COV-2 testinin sonucunu tahmin etmek ve SARS-COV-
2 hastalarinin ciddiyetini degerlendirmek i¢in kullanilabilir. Bu veriler COVID-19
duyarliligmi  etkileyen genetik degiskenler hakkindaki bilgilerimize katkida
bulunmaktadir. SARS-CoV-2'nin tekrar gelismesini Onlemek i¢in, hastalikla baglantili
spesifik gen polimorfizmlerini tanimlayarak hedefe yonelik miidahaleler ve tedaviler

gelistirebilir

Calismamiz, SARS-CoV-2 gelisim siirecinde genetik faktorlerin nemini gostermekte ve
gen polimorfizmleri ile hastalik siddeti arasindaki iliskinin daha fazla arastirilmasini
desteklemektedir. Bu baglamda, diger interlokin genleri arasindaki baglantinin ve
bunlarin SARS-CoV-2 hastalik siddeti ve sonuglar tizerindeki roliiniin arastirilmasi, IL-
6 ve IL-10 gen polimorfizmleri ile COVID-19 arasinda gozlemlenen iliskinin
genellenebilirligini saglamak i¢in ¢aligmanin diger popiilasyonlarda ve etnik kokenlerde
yapilmasi, IL-6 ve IL-10 polimorfizmleri ile SaRS-CoV-2 arasindaki korelasyon
hakkinda daha kapsamli fikirler sunmak {izere ¢ok merkezli caligmalarin baglatilmasi ig¢in
isbirliginin yapilmasi, hastalarin uzun stireli takibi, bu polimorfizmlerin hastaligin
ilerlemesi ve uzun vadeli sonuglar iizerindeki potansiyel etkisini ortaya ¢ikarilmasi ve bu
genetik varyantlarin potansiyel terapotik hedefler olarak tespit edilmesi onerilmektedir.
Bu durum, hedefe yonelik tedavi stratejilerinin tasarlanmasini veya bireysel genetik

profillere dayali kisisellestirilmis tip yaklasimlarinin gelistirilmesini igerebilir.
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