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TURKCE OZET

Pandemi olarak ilan edilmis, kiiresel bir sorun teskil eden COVID-19 hastaligina,
koronaviriis ailesinden SARS-CoV-2 wviriisii ile enfeksiyonun neden oldugu
bilinmektedir. Insan bagisiklik sisteminin bu viriise karsi verdigi tepkiler halen
anlasilmaya ¢alisilmaktadir. Bu arastirmada 6nemli bir immiinmodiilator olan IDO
(indoleamine 2-3-dioxygenase)’nun COVID-19 fizerindeki etkilerinin arastirilmasi
amaglanmistir. Calismamizin tasarlanmasinda, SARS-CoV viriisiiniin 6zellikleri ve
COVID-19’un klinik tablosu ile IDO’nun 6zellikleri ve diger viral enfeksiyonlar ile
iligkileri g6z oOniinde bulundurulmustur. IDO gen boélgelerinde goriilen
polimorfizmlerin inflamatuvar epizodlarda etkili oldugu da bilinmektedir. Bu
dogrultuda, IDO-1 ve IDO-2 i¢in belirlenen iki ayr1 IDO SNP gen bolgelesinde, 40
hasta i¢in melting curve analizi ile tek niikleotid polimorfizm (SNP) tespiti yapilmustir.
Ek olarak serum 6rneklerinde ELISA yontemiyle Thl, Th2, Th17 iliskili baz1 sitokin
ve IDO-1 konsantrasyonlar1 saptanarak, sitokinlerin IDO-1 seviyeleri ile
korelasyonlar1 incelenmistir. Yapmis oldugumuz tek niikleotid polimorfizm
calismamizin sonucunda; IDO-1 rs7820268 SNP bdolgesinin COVID-19 hastaligina
yatkinlikla iligkili oldugu sonucu elde edilmistir. Bu SNP bolgesi icin elde edilen
sonuglar tizerine yapmis oldugumuz analizler sonucunda, yatkinlik disinda, patogenez
ile bir iligki saptanamamigtir. IDO-2 igin incelenen rs4503083 SNP bolgesinde ise
hasta ve saglikli kontrol grubu ile anlamli farklilik tespit edilmemistir. ELISA
sonuglarimiz da ise; IL-6 ve TNF-a ile IDO-1 arasinda negatif yonlii korelasyonlar
saptanmustir. Onemli olarak, SARS-CoV-2 viriisiiniin diger viral enfeksiyonlarin
aksine IDO-11 baskiladig tespit edilmistir. Yogun bakim hastalarinda, asemptomatik
hastalardan daha diisiik seviyelerde IDO-1 konsantrasyonu goriilmiistiir. Tez ¢alisma

sonuglarimiz IDO’yu COVID-19 prognozu igin terap6tik hedef olarak énermektedir.

Anahtar Kelimeler: IDO, COVID-19, SARS-CoV-2, SNP, immiinoloji, enfeksiyon
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INGILIiZCE OZET

EFFECT OF INDOLEAMINE 2, 3 DIOXYGENASE (IDO) GENE
POLYMORPHISM ON COVID-19 AND CLINIC

The virus that causes COVID-19 disease is the SARS-CoV-2 virus from the
coronavirus family, and people infected with this virus have the disease. This disease
is a global problem and has been reported as a pandemic.The reaction of the human
immune system to the COVID-19 virus is not well understood yet. In this study, it was
aimed to reveal the importance of IDO (indoleamine 2-3-dioxygenase), which is an
important immunomodulator, on the virus. In the design of our the study, the clinical
course of COVID-19 and the characteristics of the SARS-CoV virus and the
connection between IDO and other viral infections should be considered. The effect of
polymorphisms in IDO gene regions on inflammatory conditions is also known.
Considering these important issues, single nucleotide polymorphism (SNP) was
analyzed with melting curve analysis in two different IDO SNP gene regions
determined for IDO-1 and IDO-2 for 40 patients. Relationships between Thl, Th2,
Th17-related cytokines and IDO-1 concentrations and IDO-1 levels of cytokines were
investigated in serum samples by ELISA. As a result of the single nucleotide
polymorphism study; The IDO-1 rs7820268 SNP region was determined to be
associated with susceptibility to COVID-19 disease. In the analysis of the results
obtained on the SNP region, it was found that there was a predisposition, but that there
was not a relationship with pathogenesis. The rs4503083 SNP region was examined
for IDO-2, no significant difference was found between the patient and healthy control
groups. According to the ELISA results, it was observed that there was a negative
correlation between IL-6 and TNF-a, and IDO-1. The important issue found in the
study was that the SARS-CoV-2 virus suppressed IDO-1 unlike other viral infections.
The IDO-1 levels were found to be lower in intensive care patients compared to
asymptomatic patients. According to the results of the study, IDO can be
recommended as a complementary marker for the diagnosis of COVID-19. Also, it
may be therapeutic target for the treatment of the disease.

Keywords: IDO, COVID-19, SARS-CoV-2, SNP, immunology, infection
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1. GIRIS

Pandemi olarak ilan edilmis kiiresel bir sorun teskil eden COVID-19 hastaligina,
koronaviriis ailesinden SARS-CoV-2 virlisii ile enfeksiyonun neden oldugu
bilinmektedir. Insan bagisiklik sisteminin bu viriise kars1 verdigi tepkiler Ve hastalik
patogenezi hala anlasilmaya calisilmaktadir. Calismamiz, onemli bir immiinmodiilatér
olan indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO)’in hastalik patogenezini nasil etkiledigini ve
nasil etkilendigini anlamay, ileride kurgulanacak olasi tedavi yaklasimlarina imkan
saglayacak ve hastalik prognozunu olumlu yonde etkileyebilecek katkilar elde etmeyi
amaclamaktadir. Indolamin 2,3-dioksijenaz enzimleri temel gorev olarak, bagisiklik
sisteminde 6zellikle immiinsupresif etkiler gosteren kiniirenin yolaginin ilk adiminda,
esansiyel bir aminoasit olan triptofani, triptofan dioksijenaz (TDO) ile birlikte
oksidatif olarak katobolize ederek yolagin hiz sinirlayicist olarak gorev almaktadir
(Mellor, & Munn, 1999). Bu primer goreviyle, enflamatuvar siireglerin
baskilanmasinda, mikroorganizmalara kars1 dogal bagisiklik saglanmasinda, 6zellikle
triptofan eksikligine duyarli olan bazi viriisler de dahil olmak iizere patojenlere karsi
savunmada, T hiicre aktivitesinin baskilanmasinda, antijen sunan hiicreler tarafindan
da eksprese edilebilmesi ile immiin regiilator olarak, immiin toleransta, cesitli
terapotik tedavi yontemlerinde ve hiicre dongiisii dahil daha birgok mekanizmada rol
almaktadir. HCV, HIV, hRSV gibi ¢esitli viral enfeksiyonlarda etkin rol aldigi da
kanitlanmistir (Ajamian et al., 2015; Cheung et al., 2016; Lepiller et al., 2015). Daha
once cesitli hastaliklarda incelenmis olan, IDO geninde goriilen tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP), genellikle diger immiinmodiilatérler ile baglantili olarak
hastaliklarin patogenezi ile iligkili olabildigi gibi, SNP’ler hastaliga yatkinlik
gostergesi de olabilirler. Bu tez ¢alismasinda 1DO-1 igin rs7820268 ve IDO-2 igin
rs4503083, IDO gen SNP bolgelerinde polimorfizm g¢alismasi yapilmistir. Ayrica,
COVID-19’da goriilen siddetli proinflamatuar yanitlar ve sitokin firtinas1 géz niinde
bulundurularak; 1IDO-1 ve Thl, Th2, Th17 ile iliskili olarak belirlenmis olan bazi
sitokinlerin serum diizeyinde konsantrasyonlari belirlenerek, IDO-1 ile korelasyonlari

incelenmistir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1 Koronaviriisler

Koronaviriisler (CoV), hafif seyredebilen grip benzeri solunum yolu
enfeksiyonlarindan; MERS ve SARS’ta goriilebildigi gibi ¢ok ciddi hastalik
tablolarina neden olabilen genis bir viriis ailesinin iiyesidir. Bunlar genellikle soguk
alginligi seklinde seyrederler. Bunun yaninda hayvan tiirlerinde bulunup insanlar
enfekte ederek ciddi klinik tablolara neden olan tiirlerinin de mevcut oldugu tespit
edilmistir. Tek horgiiglii develerden insanlara MERS-CoV, misk kedilerinden ise
SARS-CoV’ un bulastig1 yapilan ¢alismalar sonucu belirlenmistir (“Saglik Bakanligi
COVID Rehberi”, 2020).

[k defa 2003’te yiizlerce insanmn 6liimiiyle sonuglanan SARS-CoV seklinde
ortaya ¢ikmig, 2012°de ise MERS-CoV vakalarina rastlanmistir (“Saglik Bakanlig
COVID Rehberi”,2020).

2.1.1 Insanda Hastalik Yapan Koronaviriis Tiirleri:

CoV viriis seyri, insanlarda hafif gelisen soguk alginligindan agir tablo olusturan
zatiirreye kadar genis bir yelpaze seklindedir. HCoV olarak tabir edilen insanlardaki
ilk koronaviriis 1965 yilinda enfekte insanlarin burun akintisindan ayristirilmistir. Son
calismalara gore genetik farkliliklar1 bulunan 6 grup CoV’un insanlarda hastalik
yaptig1 belirlenmistir. Bunlar HCoV-229E, HCoV-0OC43, SARS-CoV, HCoV-NLG63,
HCoV-HKU1 ve MERS -CoV olarak adlandirilmistir. SARS-CoV, Cin’de 2002-2003
yilinda salgina sebep olan enfeksiy6z ajan; MERSCoV ise 2012’den beri Orta
Dogu’da siiren salgin kaynagi patojendir (Kin et al., 2015; Tyrrell, & Bynoe, 1965).

2.1.2 Insan Coronavirus 229E (Alphacoronavirus)

1966°da soguk algiligr bulunan insanlardan ayristirilan 5 yeni faktoriin ayirici
Ozellikleri ortaya konulduktan sonra tespit edilmistir. WI-38 akciger fibroblastlarinda
biiyiimesi saglanarak Murine Hepatitis Virus (MHV) ve Infectious Bronchitis Virus
(IBV) ile morfoloji bakimindan benzedikleri ortaya ¢ikartlmistir. Burun akintisi, bogaz
agrist, hapsirma, halsizlik ve bas agris1 genel semptomlaridir. Hastalarin %10-20
oranindaki kisminda 6kstiriik ve ates de gdzlenmistir. 2-5 giin araliginda kulugka siiresi

mevcuttur. Kulugka siiresi 2-18 giin araliginda seyrettiginden influenza A ve rinoviriis



patojenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarla karistirilabilir. Hastalik diinya genelinde
goriilmektedir. (Hamre, & Procknow, 1966; Mclintosh et al., 1967; Tyrrell,Cohen, &
Schilarb, 1993)

2.1.3 Insan Coronavirus OC43 (Betacoronavirus, soy A)

Viriis susu, 1967 yilinda enfekte bir hastanin nazo faringeal yikama sirasinda
tespit edildi. Daha sonra fare beyni igeren organ Kkiiltiirlinde gelismesi saglandi.
Alfakoronaviriis (229E) gibi MHV ve IBV’den morfoloji bakimindan farklilik
gostermez. Alfakoronaviriis 229E ve betakoronaviriis OC43 arasinda serolojik capraz
tepki bulunmaz. Betakoronaviriis OC43 de diinya genelinde goriilmektedir (Mclntosh
etal., 1967).

2.14 SARS-CoV (Betacoronaviriis, soy B)

SARSCov viriisiiniin enfekte ettigi insanlarin semptomlarinin basinda titreme, bas
agrisi, ates, halsizlik ve kas agris1 gelir. Hastalar bu sikayetlerle hastaneye bagvurur.
Sonrasinda yaklagik 1 haftalik siirecte nefes darligi, solunum sikintis1 ve oksiiriik
baslar ve de neticesinde Oliim gergeklesebilir. Viriisiin akcigerde cogalmasinda
alveollerde hasar, makrofaj artig1 ve epitel hiicrelerde proliferasyon gozlenir. SARS
hastalarinda gozlenen dalagin beyaz pulpa atrofisine ek olarak akcigerde goriilen
hemofagositoz ve lenfopeni oliimciil H5N1 influenza viriisii enfeksiyonlarina
benzerdir (Weiss, & Navas,Martin, 2005).

2.1.5 1Insan Coronavirus NL63 (Alfacoronaviriis)

Genellikle yaslhlar, kiigiik ¢ocuklar ve bagisiklig diisiik, solunum yolu rahatsizligi
bulunan hastalarda goriiliir. NL63 ile enfekte hastalarda goriilen semptomlar arasinda
ates, Oksiirtik, burun akintist gibi soguk alginligi tipi belirtiler yer alir. Hastalik hafif
seyreder, kendiliginden iyilesme goriiliir. Obstriiktif larenjit yaygin olarak goriiliir ve
soguk algmlhigr kaynakli hastaliklarin yaklasik %35’ini NL63 olusturur. Diinya
genelinde yaygindir (Van Der Hoek, Pyrc, & Berkhout, 2006).

2.1.6 Insan Coronavirus HKU1 (Betacoronavirus, soy A)
[k defa Hong Kong’da 2005°te bronsiolit ve pndmoni sikayetiyle hastaneye gelen
71 yasinda bir hastada tespit edilmistir. Goriilen belirtiler diger solunum yolu

hastaliklarinin belirtileri ile aynidir. Bugiine kadar sadece 2 o6liim bildirilmistir.



Cocuklarda hafif seyrettigi bilinmesine ragmen menenjiti olan bir vakada gorilmustiir

(Woo et al., 2005, 2009).

2.1.7 MERS-CoV (Betacoronaviriis, soy C)

[k defa 2012°de Suudi Arabistan Cidde’de agir solunum yolu hastaligindan 6len
60 yasinda bir hastada tespit edilmistir. Klinik semptomlar1 arasinda akut solunum
giicliigii, septik sok, 6liimle sonlanan bobrek yetmezligi ve pnomoni yer alir. Tipik
solunum yolu hastalig1 gibi oksiiriik, bogaz agrisi, ates, titreme, kas agrisi ile baslar
devaminda pnémoni ve dispneye hizlica gecis yapar. Hastaligin neden oldugu en
onemli klinik 6zellik akut bobrek yetmezligidir. Hastalarin %75’inde farkli bir
komorbidite, 6lenlerin yiiksek oraninda ise altta yatan baska bir saglik sorunu olma
ihtimali fazladir. Viriis Arap Yarimadasi ¢evresindeki tilkeler igin endemiktir ve ¢ogu
vaka kayithdir. ik defa tespit edildigi yil olan 2012°den sonra yolculuk vasitasiyla
diger iilkelere tasinmistir ve dolayisiyla 2. salginlar goriilmiistiir. MERS-CoV viriisii,
insanlar i¢in en tehlikeli virtislerden biri olarak belirtilmistir (Drosten et al., 2013; Zaki
etal.,2012; Zumla, Hui, D.S, & Perlman 2015).

2.2 Insan Koronaviriislerinin Ekolojisi ve Filogenisi

Insanlara adaptasyonu yiiksek olan HKU1, 229E, OC43, NL63 viriisleri toplulukta
yiiksek oranda goriilmektedir. Bagisiklik sistemi gelismis insanlarda hastalik hafif
seyreder. Virlislerin hayvanlari rezervuar olarak kullandiklari goriilmemistir fakat
SARS-CoV ve MERS-CoV insan hiicresinde barinma adaptasyonuna sahip
olmadigindan yayilmak i¢in kendine ara konak secer (Ge et al., 2013).

Zoonotik ve insan kaynakli CoV’lar i¢in filogenetik agac, tiim genom temel
alinarak olusturulmustur (Sekil 2.1). Filogeninin topolojisi, RNA'ya bagimli RNA

polimeraz genine dayali olarak insa edilir ve bir agaca benzer (Chan et al., 2015).
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Sekil 2.1: Koronaviriislerin filogenetik olarak gosterimi. (Su et al.,2016)

Virliste yer alan rekombinasyonun esas nedeninin yasam sarmalindaki
replikasyon basamaginda oldugu diistiniilmektedir. Replikasyon esnasinda iiretilen
subgenomik RNAlar sekil degistirerek farkli CoV veya baska viriis tiirlerinden benzer
iligkide olan genlerle homolog rekombinasyonu hizlandirir. Bununla birlikte birden
fazla konakgida hareketli CoV’larin rekombinasyon miktarinin artmasina etkisi
olasidir. Fakat virlisiin genetik rekombinasyonu tam olarak bilinememektedir.
Genomlarda bulunan, kirilma noktast denen rekombinant boliimleri birbirinden farkli
rekombinant suslarin aralarindaki birbirinden farkli noktalar oldugu i¢in rastgele
gozlemlenmektedir (Lai et al., 1985).

SARS-CoV alfa ve gama-CoV soylariyla rekombinant bir gecmise sahiptir
(Stanhope, Brown, & Amrine-Madsen, 2004).
2.3 Yeni Koronaviriis Hastaligi (COVID-19)

Yeni koronaviriis, 2019-nCoV veya en son tanimi1 ile SARS-CoV-2; ilk olarak

Aralik 2019’da Cin’in Hubei eyaletinin Wuhan kentinde ortaya ¢ikan bir insan
patojenidir. Cin, 31.12.2019 tarihinde Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) etiyolojisi



bilinmeyen agir bir pndmoni salgini bildirmistir. Sebep oldugu ates, agir solunum
hastaliklar1 ve pndmoni gibi bilesenlerden olusan hastalik tablosu; COVID-19
(Koronaviriis Hastaligi-2019) olarak adlandirilmistir (Chan et al., 2020; Huang et al.,
2020).

SARS-CoV-2, B-koronaviriis ailesine aittir ve genom dizilemesine gore kismen
SARS-CoV (~% 79) ve MERS-CoV (~% 50) ile benzerlik gosterir. SARS-CoV ile
ayni sekilde SARS-CoV-2; ana reseptor olarak vaskiiler endotelyum, solunum
epitelyumu, alveolar monositler ve makrofajlarda genis sekilde ifade edilen
anjiyotensin donistiiriicii enzim 2'yi (Angiotensin Converting Enzyme 2; ACE2)
kullanir (Lu, 2020).

SARS-CoV-2, MERS-CoV ve SARS-CoV gibi tek zincirli RNA genomlaria
sahip bir betacoronaviriistiir. Viral 30 kb RNA genomuna sahip olan viriis, viriisler
arasinda bilinen en biiyiik genomik RNA’ya sahiptir. Esas olarak ORFla/ b bolgesi
olarak adlandirilan {igte ikisi, iki poliproteine (ppla ve pplab) doniisiir ve yapisal
olmayan proteinlerin ¢ogunu (nsp) kodlar. Viriis genomunun geri kalan kisimlari,
spike (S) glikoprotein, kii¢lik zarf (E) proteini, matris (M) proteini ve niikleokapsid
(N) proteini dahil olmak tizere Sekil:2’de goriilen dort temel yapisal proteini kodlar
(Brian et al., 2005; Comas-Garcia, 2019; Cui et al., 2019).

CoV N proteini, viral RNA transkripsiyonu ve replikasyonu i¢in gerekli olan ¢ok
fonksiyonlu bir RNA baglayic1 proteindir. Viral RNA genomunun paketlenmesi
sirasinda sarmal riboniikleoproteinlerin olusturulmasi, ¢ogaltma/transkripsiyonda
viral RNA sentezinin diizenlenmesi ve enfekte hiicre metabolizmasinin modiile
edilmesinde rol oynar. N proteinin birincil fonksiyonlari, viral RNA genomuna
baglanma ve riboniikleoprotein (RNP) kompleksi i¢ine paketleme gergeklestirmektir.
In vitro ve in vivo deneyler, N proteinin dncii RNA’ya baglandigini ve viral genomun
kopyalanmasi i¢in uygun yiiksek diizeyde RNA konformasyonunu korudugunu ortaya
koymaktadir. Yapilan baska caligmalar da, N proteininin aktin reorganizasyonu,
konake1 hiicre dongili ilerlemesi ve apoptoz gibi konakg¢i-patojen etkilesimlerini
diizenledigini gostermistir. N proteini ayrica SARS-CoV ve SARS-CoV-2’ye karsi
koruyucu bagisiklik tepkilerini indiikleyebilen, enfeksiyon sirasinda oldukca

immiinojenik ve bol miktarda eksprese edilen bir proteindir (Ahmed et al., 2020; Cong



et al., 2020; Du et al., 2008; Hsieh et al., 2005; Masters, & Sturman, 1990; McBride,
Van, & Fielding, 2014; Nelson, Stohlman, & Tahara, 2000; Stohlman et al., 1988;
Surjit et al., 2006 Tang et al., 2005).

Virion S proteininin (Spike) C-terminal alaninda bulunan reseptor baglama alani
(Receptor Binding Domain; RBD), ¢cogunlukla konakg¢1 hiicre membraninda bulunan
ACE2’ye baglanir. Bu nedenle akciger, bagirsak, bobrek ve kan damarlart dahil olmak
tizere yiiksek ACE2 ekspresyon seviyelerine sahip dokularda ciddi enfeksiyon
meydana gelebilir. Baglanmadan sonra membran flizyonu gerceklesir. Membran
flizyonu sonrasinda ise viriisiin genomu (RNA) sitoplazmaya salinir ve serbest RNA,
iki poliprotein (ppla ve pplab) sentezler. Bu proteinler ¢ift membranli vezikiiller
icerisinde replikasyon-transkripsiyon kompleksini (RTK) olustururlar. Sonrasinda
RTK siirekli olarak bir dizi subgenomik RNA replikasyonuna ve sentezine baglar
boylece aksesuvar proteinleri ve yapisal proteinler kodlanir. Konak hiicrenin
endoplazmik retikulumu ve golgi aygitinin kullanimi ile yeni genomik RNAlar,
niikleokapsid proteinler ve viriis zarf glikoproteinleri {iretilerek viral partikiil
vezikiilleri olusturulur. Son olarak bu vezikiillerin hiicre membrani ile fiizyonu ile
viriisler hiicre disina salinmaktadir (Hussain et al., 2005; Sawicki, & Sawicki, 2005;
de Wilde et al., 2017; Wan et al., 2020).
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Sekil 2.2: Koronaviriisiin gematik yapisi (Zhou Y et al.,2019)

Viriisiin tiirler aras1 gegisi ve insandan insana yayiliminda etkili olan ACE2

reseptorii insan alt solunum yolu epitelyal hiicrelerinde de ifade edilmektedir. Viriis



bu reseptdr araciligi ile hiicre i¢ine girer ve hiicrenin endoplazmik retikulumu ile golgi
aygitint kullanarak yeni genomik RNA’lar, niikleokapsid proteinler ve viriis zarf
glikoproteinleri olusturulup birlestirilerek yeni viral partikiil vezikiilleri meydana
getirilir (Hussaain et al., 2005; Sawicki et al., 2005).

Anti-viral immiin yanitlarda enflamatuvar kaskadlar etkilenir, bu durum viriise
kars1 giiglii inflamatuvar yanitlar doku tahribatina yol agabilir (Dai et al., 2015; Jia et
al., 2005; Shi et al., 2020; Stegelmeier et al., 2019).

Immiin aracili enflamasyon COVID-19 patogenezinde &nemli bir rol
oynar. COVID-19'un ilerlemesi, lenfosit sayisinda siirekli bir azalma ve notrofil
sayisinda 6nemli bir artis ile iliskilidir. Hastalik siirecinde ¢esitli enflamatuvar belirteg
degerleri [C-reaktif protein (CRP), ferritin, interlokin-6 (IL-6), IL-10, monocyte
chemoattractant protein 1 (MCP1), macrophage inflammatory protein 1 alpha
(MIP1A) ve tumor necrosis factor alpha (TNF-a) gibi) 6nemli 6l¢iide degisir. Diisiik
lenfosit sayisinin yani sira yiiksek ferritin, IL-6 ve D-dimer seviyeleri, COVID-19'un
artmis mortalitesiyle iliskili bulunmustur. Siddetli ve kritik COVID-19 hastalarinda
ilerleyen lenfopeninin altinda yatan mekanizmalar heniiz net degildir, fakat ciddi
vakalarda B hiicreleri, T hiicreleri ve dogal 6ldiirticii (Natural Killer; NK) hiicrelerin
sayilarinda genel olarak bir azalma gosterilmistir. Lenfopeni, SARS hastaliginin
onemli bir 6zelligidir. SARS'taki lenfosit sayimlarinin hizli diisiisti, dolasimdaki
lenfositlerin yeniden dagitilmasina veya apoptoz yoluyla lenfositlerin tiikenmesi ile
iliskilendirilir (Gu et al., 2005; Huang et al., 2020; Qin et al., 2020; Xu et al., 2020;
Zhou et al., 2020).

Yogun bakim hastalarinda diger hastalara oranla plazmalarinda daha ytiksek
seviyelerde IL-2, IL-7, IL-10, graniilosit koloni-stimulan faktér (GCSF), 10 kD
interferon gamma indiiklenmis protein (IP-10), monosit kemoattraktan protein-1
(MCP-1), makrofaj enflamatuvar protein 1-o (MIP-1a) ve TNF-a goriiliir. Bazi
hastalarda da konak Thl17 enflamatuvar yanitlarmin ciddi akciger patolojisi ve
mortalitede 6nemli bir role sahip oldugu ortaya konulmustur. Genel olarak, viriis
partikiillerinin dncelikle solunum mukozasini ele gecirerek diger hiicreleri enfekte

ettigi, bunun sonucunda ise bir dizi immiin yanita neden olarak “sitokin firtinas1” adi



verilen tabloya yol agmak suretiyle hastalarda kritik tablolara neden oldugu

disiiniilmektedir (Guo et al., 2020).

Viriis kaynakli akut ve kronik enflamasyonda, immiin yanitin sekillenmesi ve
farklilasacag1 yon hastalik seyri i¢in olduk¢a onemlidir. Viriise kars1 tepkilerde ilk
donemde pro-enflamatuvar yanitlar kontrolli bir bi¢imde olusurken ileri donemlerde
immiin yanitlar sonlanabilmekte ve bagisiklanma gerc¢eklesebilmektedir (Braciale, &
Hahn, 2013; Stagelmeier et al., 2019).

2.3.1 2019-nCoV'un Patogenezi

Akut 2019-nCoV enfeksiyonlari, ates, bas agrisi, nefes darligi, oksiiriik, kas
agrilar1 ve yorgunluk gibi en yaygin semptomlarla mevsimsel gribe ¢ok benzer. Cogu
enfekte kiside hastaligin ciddiyeti hafif ile orta derecelidir ve semptomlarini evde
hastaneye yatmaya gerek kalmadan yonetebilirler. Solunum gii¢ligii, gogiis agrist
veya basinci ve konusma veya hareket kaybi gibi ciddi semptomlari olan hastalar acil
tibbi miidahaleye ihtiya¢ duyarken akut kosullarda goriilen diger bozukluklar arasinda
hemoptizi, ishal, nefes darlig1, akut kalp hasari ve buzlu cam opasiteleri bulunur (Yuen
et al., 2020).

2.3.1.1 SARS-CoV-2 ve immiinmodiilatorler ile iliskileri

SARS-CoV-2, solunum yolunu enfekte ettiginde hafif veya siddetli akut
solunum sendromuna (SARS) neden olabilir ve bunun sonucunda IL-1p, IL-2, 1L-4,
IL-5 dahil olmak tizere IL-6, IL-7, IL-8 (CXCLS), IL-10, IP10, IL-12, IL-13, IL-17,
IL-33, IL-25, IL-37, IL-38, granulocyte colony stimulating factor (G-CSF),
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), hepatocyte growth
factor (HGF) , Interferon-inducible protein 10 (IP-10) , MCP-1, Macrophage
inflammatory protein 1 alpha (MIP-1a), interferon gamma (IFN-vy), interferon alpha
(IFN-a), tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL),
macrophage colony-stimulating factor (MCSF) ve TNF-a gibi, sitokin aracilarin

salinmasina neden olabilir (Conti et al., 2020).

SARS-CoV-2'nin, toll-like reseptorlere (TLR) baglanmasi IL-1p iiretilmesine
sebep olur. IL-1 sitokin ailesi (IL-1F), metabolik enflamasyonun o&zellikle pro-

inflamatuar {yeler IL-la ve IL-1PB tarafindan diizenlenmesinde kritik bir rol



oynar. Buna karsilik IL-1F'nin bir iiyesi olan IL-1 reseptor antagonisti, (ayn1 zamanda
Anakinra, rekombinant IL-1Ra olarak da adlandirilir) IL-1 kaynakli inflamasyonu

azaltmak i¢in endojen bir mekanizmay1 temsil eder (Conti et al., 2020).

IL-37 ve IL-10, dogal ve edinilmis bagisiklik tepkisini bastirma yetenegine
sahiptir. IL-37, IL-18Ra reseptoriine etki ederek siddetli proenflamasyonu inhibe etme
kapasitesine sahiptir. IL-37 ve IL-10, mTOR ’a etki ederek ayrica AMP kinazi artirarak
immiinosiipresif etkinlik gosterirler. IL-37, MyD88'i ve ardindan IL-1p, TNF-a, IL-6
ve CCL2'yi baskilayarak otoinflamatuvar ve enflamatuvar yanitlart inhibe eder (Riou,
& Althaus, 2020).

IL-38; B hiicreleri, makrofajlar, plasenta, beyin ve Kkalp gibi ¢esitli doku ve
bagisiklik hiicrelerinde {iretilir. Kronik iltihapli romatolojik hastaliklar dahil ¢esitli
hastaliklarda rol oynar. IL-38, CoV'un neden oldugu viral enfeksiyonlarda
proinflamasyonu inhibe ederek terapotik strateji saglayan potansiyel bir terapdtik

inhibitdr sitokindir (McMichael et al., 2020; Menachery et al., 2016).

Literatiirde virlistin COVID-19 sepsisindeki sinoviyal sivilara gegisiyle ilgili net
veriler mevcut degildir. Literatiirde simdilik IL-6'nin reseptoriiniin veya kendisinin
serumda dogrudan inhibisyonunun viriis replikasyonunu tetikleyip tetiklemedigine

dair kesin veriler mevcut degildir (Yalcin & Yalcin, 2020).

SARS-CoV-2 dahil olmak iizere sitopatik viriisler, viriis replikatif dongiiniin bir
pargast olarak viriisle enfekte olmus hiicrelerin ve dokularin o6liimiine ve
yaralanmasina neden olur. Viral enfeksiyon ve solunum yolu epitel hiicrelerinde
replikasyon, vaskiiler sizintiyla birlikte yiiksek seviyelerde viriis baglantili piroptoza
neden olabilir. Piroptoz, sitopatik viriislerde yaygin olarak goriilen programlanmis
hiicre 6liimiiniin olduk¢a enflamatuvar bir sekli olup sonraki enflamatuvar yanitlar i¢in
olast bir tetikleyicidir. Piroptoz sirasinda salinan IL-1B, SARS-CoV-2 enfeksiyonu
sirasinda  yiikselir. Enfekte hastalarda kan igine pro-enflamatuvar sitokin ve
kemokinlerin salgilanmasi artar. Bu sitokinler, SARS-CoV ve MERS-CoV igin Thl
hiicre polarize tepkisinin gdstergeleridir. Immiin sistem hiicrelerinin kandan pulmoner

olarak katiliminin gerceklesmesi ve lenfositlerin hava yollarina infiltrasyonu, SARS-
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CoV-2 enfeksiyonu olan hastalarin yaklasik %80'inde goriilen lenfopeni ve artmig
notrofil oranini agiklayabilir (Chen et al., 2019; Fink, & Cookson, 2005; Guan et al.,
2020; Huang et al.,2020; Qin et al., 2020; Xu et al., 2020; Yang, 2020; Zhang et al.,
2020).

Yogun bakim gerektiren siddetli COVID-19 hastalarinin kan plazmalarinda daha
yiiksek seviyelerde IL-2, IL-7, IL-10, graniilosit koloni uyarici faktor (G-CSF), IP-10,
MCP1, makrofaj enflamatuvar protein la. (MIP1a) ve tiimor nekroz faktorii (TNF)
gortiliir. Bu hastalardaki IL-6 seviyeleri zamanla artmaya devam eder (Zhou et al.,
2020).

Siddetli hastalik belirtisi olan hastalar, hafif belirtili atlatan hastalara gore
periferik kanda 6nemli dlgiide daha yiiksek bir CD14 * CD16 * enflamatuvar monosit
hiicre yiizdesi gosterir. Bu hiicreler; MCP1, IP-10 ve MIP1a dahil olmak iizere sitokin

firtinasina katkida bulunan enflamatuvar sitokinleri salgilar (Zhou et al., 2020).

SARS-CoV, c¢oklu viral yapisal ve yapisal olmayan proteinlerin interferon
tepkilerini  antagonize eder. Antagonizm, interferon sinyal yolunun ¢esitli
asamalarinda meydana gelir; buna viral RNA’nin PRR tarafindan taninmasinin
engellenmesi dahil olmak iizere TBK1 / NF-kB kinaz alt biriminin inhibitorii-¢
(IKKe), TRAF3 ve IRF3, STATI yoluyla interferon sinyallemesinin 6nlenmesi ve
konak¢r mRNA bozunmasi ile konakg1 protein translasyonunun inhibasyonu aracilik
eder. Bu yollardan bir kisminin SARS-CoV-2'de de korunmus oldugu
distintilir. (Frieman et al., 2007,2009; Siu et al., 2014; Sun et al.,2012; Narayanan et
al., 2008; Versteeg et al., 2007).

Enflamatuvar hiicre infiltrasyonu, viriisten kaynaklanan dogrudan hasara ek
olarak proteazlarin ve reaktif oksijen tiirlerinin asir1 salgilanmasi yoluyla akcigerde
hasara neden olabilir. Bu durumlar birlikte alveolar hiicrelerin deskuamasyonu, hiyalin
membran olusumu ve pulmoner 6dem dahil olmak iizere yaygin alveolar hasara neden

olur. Bu, akcigerdeki gaz degisiminin etkinligini sinirlayarak nefes almada giigliik ve
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diisiik kan oksijen seviyelerine neden olur. Akciger ayrica ikincil enfeksiyonlara karsi
daha savunmasiz hale gelir (Tian et al., 2020; Xu et al., 2020).

Sitokin firtinas1 sebebiyle yiikselen TNF seviyeleri, septik soka ve ¢oklu organ
yetmezligine neden olabilir. Bunlar, baz1 hastalarda gozlenen miyokard hasar1 ve

dolasim yetmezligine neden olabilir (Ruan et al., 2020).

Viriis akciger hiicrelerinin yani sira diger hedefleri de enfekte edebilir. Cesitli
organlar disinda viriis; T lenfositleri , makrofajlar1 ve monosit tiirevi dendritik hiicreler
gibi immiin sistem elemanlarin1 etkiliyor olabilir. Monositler ve makrofajlar gibi
bagisiklik hiicrelerindeki viral enfeksiyon; enfeksiyon basarili olmasa bile anormal
sitokin iiretimine neden olabilir (Cheung et al.,2005; Gu et al., 2005; Law et al., 2005;
Tseng et al., 2005; Yilla et al., 2005).

COVID-19 hastalarinda B hiicre yanitlari, semptom baslangicindan yaklasik 1
hafta sonra T folikiiler yardimci hiicre yanitlar1 ile eszamanli olarak ortaya
cikar. SARS-CoV enfeksiyonu olan hastalarda, B hiicre yanitlar tipik olarak ilk 6nce
niikleokapsid (N) proteinine kars1 ortaya ¢ikar. Semptom baslangicindan sonraki 4-8
giin icinde, S proteinine kars1 antikor yanitlart bulunur. S proteinine karsi notralize
edici antikor tepkileri 2. haftada gelismeye baslar ve ¢cogu hasta 3. haftaya kadar
ndtralize edici antikorlar gelistirir. Viral titrelerin SARS-CoV-2 i¢in SARS-CoV’
dan daha erken zirve yaptig1 gbz 6niine alindiginda antikor tepkileri de daha erken
ortaya ¢ikmaktadir (Kim et al.,2019; Nie et al.,2004; Pan et al., 2020; Peiris et al.,2003;
Tan et al.,2004; Temperton et al.,2005; Thevarajan et al.,2020; Wu et al.,2004; Zou et
al.,2020).

2.3.2 COVID-19 ve Klinik incelemeler:

Akciger iligkili akut solunum sikintist sendromu (ARDS) ve pndmoni enfekte

vakalar icin Onemli klinik tanmi kriteridir. Akcigerler bu sebeple 2019-nCoV
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enfeksiyonunun birincil bolgesidir. Enfekte hastalarin goglis BT'sinde genellikle
2019-nCoV pndmonisinin 6zelligi olarak akcigerlerde bilateral buzlu cam opasite
lezyonlar1 goriiliir. COVID-19 hastalarindan alinan akciger, karaciger ve kalp biyopsi
ornekleri lizerinde yapilan patolojik caligmalar; akcigerin, tip II pnomositlerin
hiperplazisi ve alveolar epitel hiicrelerinde hasar gibi patolojik degisikliklerle ana
etkilenen organ oldugunu ortaya koymustur. Trombotik mikroanjiyopati, kiigiik
trombotik damarlar etrafinda 6nemli miktarda CD4" mononiikleer hiicre birikimi ve
dikkate deger kanamalar olmasi dénemli 6lim nedenleri olarak goriiliir. Akcigerde
aktive olmus yerel megakaryositler, trombosit agregasyonu, fibrin birikimi ve pihti
olusumu bu siirecte rol oynar. Diffiiz alveolar hasar (DAD), interstisyel bolgelerde
lenfosit infiltrasyonu, c¢ekirdekli dev hiicrelere bitisik pndmositler, pnomositlerin
hiperplazisi, alveolar fibrin birikimi, eksiida olusumu, lenfositik inflamasyon, alveolar
kanallar ve bronsiyollerde gevsek bag dokusu, intra- fibroblastlarla ¢evrili alveolar
fibrin, pnomositler i¢indeki viral partikiiller ve hiyalin membran olusumu, &nceki
caligmalarda tanimlanan en sik gozlenen histopatolojik degisikliklerdir. Ayrica, otopsi
incelemelerinde pulmoner arterlerde sitoplazmik vakuolizasyon, dallanan kiigiik
damarlarda multiniikleer goriinimlii megakaryosit (ekstidatif fazda), pulmoner
mikroanjiyopati, alveoller ¢cevresinde kiigiik kilcal damarlar iginde fibrin pihtilasmasi,
kapiller tikaniklik, alveolar kanamali kiiclik damar trombozu, ve akcigerlerdeki
alveolar kilcal damarlarin kalinlasmasi1 goriilmistiir. SARS’ta ve MERS’te de benzer
bulgular bildirilmistir. Oliimciil SARS-CoV vakalarinda baskin visseral makroskopik
degisiklikler; 6demli akcigerler ve ¢ok sayida konjesyon, pulmoner hila ve karin
boslugunda lenf diigiimlerinin genislemesi bildirilmistir. Ayrica mikroskobik bulgular
arasinda bronsiyal epitelyal soyulma, silia kaybi ve skuamdz metaplazi
mevcuttur. MERS-CoV'de hyalin membranlarla eksiidatif diffiiz alveolar hasar,
pulmoner 6dem, tip II pndmosit hiperplazisi, interstisyel pndmoni ve multiniikleat
sinsitiyal ~hiicreler dahil benzer bulgular go6zlenmistir. HIN1 influenza
enfeksiyonlarinda da bildirilmis olan megakaryosit yanit1 ve trombosit iiretimi,
alveollerdeki nétrofillerde viral RNA bollugu ve bazi dejenere nétrofillerin varligi bu
hiicrelerdeki viral enfeksiyona isaret etmektedir (Belen-Apak, & Sarialioglu, 2020;
Copin et al., 2020; Ding et al., 2003; Hanley et al., 2020; Joob, & Wiwanitkit, 2020;
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Li, & Fan, 2020; Nicholls et al., 2003; Song et al., 2020; Sonzogni et al., 2020; Tian
et al., 2020; Xu et al., 2020).

2.4 INDOLAMIN 2-3 DIOKSIJENAZ (IDO)

Insan ve farelerin 8. kromozomu iizerinde bulunan 15kbp boyutlu bir gen tarafindan
eksprese edilen indolamin 2-3 dioksijenaz (IDO) enzimi, triptofan-kiniirenin
yolaginin ilk adiminda triptofanin oksidatif katabolizmasina aracilik ederek, yolagin
hiz kisitlayicisi olarak gérev alan flavin bagimli bir oksidorediiktazdir (Mellor et al.,
2004).

Insan IDO (hIDO) cDNA’s1, yaklasik olarak 45 kd agirhikli ve 403 aminoasitten
olusan proteini kodlar (Sugimoto et al., 2006).

IDO enziminin aktivasyonunda HEM grubu onemli rol oynar. Sebebi, enzim
aktivasyonun baslangicinda ferrik demirin (Fe*®) ferr6z demire (Fe*?) indirgenmesiyle
es zamanli olarak enzimin aktivasyon bolgesine triptofan ile birlikte oksijenin

baglanmasidir (King, & Thomas 2007).

Triptofanin yikim adimlarinda son iiriin olarak nikotinamid adenozin diniikleotid
(NAD") sentezinin gergeklestigi yolak genel olarak Kkiniirenin yolagi olarak
adlandirilir. Memelilerde triptofanin %95'inden fazlas1 kiniirenin yolag: araciligiyla
metabolize edilir. 1927 yilinda kiniirenin ilk kez izole edilmis ve yapis1 anlagilmistir.
Triptofandan kiniirenin doniistimii ger¢eklesirken ilk enzimatik ve hiz kisitlayici adimi
triptofanin N-formil kiniirenine oksidasyonu olup bu basamagin karacigerde bulunan
triptofan 2,3-dioksijenaz (TDO) araciligiyla oldugu 1936 yilinda anlasilmistir. Yani
memelilerde ilk olarak bulunmus indiiklenebilir enzim sistemi TDO’dur. TDO,
triptofan ve glukokortikoitlerin yani sira histidin, kiniirenin ve ¢ok az oranda da tirozin
ve fenilalaninle indiiklenmektedir. Baz1 hastaliklarda idrarda triptofan metabolitlerinin
seviyelerinde goriilen farkliliklara ragmen karacigerlerinde TDO aktivitesinin
beklendigi gibi yliksek olmamasi triptofan katabolizmasinda farkli bir enzimin rol
aldigin1 diisiindiirtmiistiir. ikinci bir enzim olarak karaciger dis1 dokularda triptofan:

kiniirenine ¢eviren enzim izole edilmistir. Bu enzimin, D-triptofan, L-triptofan,
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triptamin, serotonin gibi ¢esitli indolamin tiirevlerini substrat olarak kullanmasindan
dolay1 bu enzime indolamin 2,3 dioksijenaz (IDO) ad1 verilmistir. IDO, ilk olarak 1967
senesinde Oshamu Ayaishi ve arkadaslar1 tarafindan tavsan bagirsagindan izole
edilmis ve ayn1 sene antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarinda da etkin olarak rol aldig1

anlasilmistir (Takikawa, 2005; Taylor, & Feng, 1991).

Hem TDO hem de IDO ortak bir reaksiyonu katalizleseler de eksprese olduklari
dokular farklidir; biyolojik goérevlerinin de farkli oldugu gosterilmistir. Normal
kosullarda kiniirenin yolagi aktif, IDO iiretimi diistiktiir. Fakat enflamasyon veya
immiin aktivasyon gerceklestiginde IDO ekspresyonu artar ve kiniirenin yolagi baskin
duruma gelir. TDO ve IDO aracili reaksiyon sonucu olusan kiniirenin degerinin,
substrat olarak gorev alan triptofan degerine oranlanmasi, triptofan yikimi ve 1DO
aktivitesi i¢in dnemli bir belirtectir (Kin/Trp). Immiin aktivasyon diizeylerindeki artis
ile bu oran arasinda dogru orant1 oldugu bildirilmistir. Triptofan yikiminin TDO veya
IDO kaynakli olup olmadigini anlamak amaciyla immiin sistem aktivasyonunu da
ilgili biyobelirteglerle birlikte degerlendirmek gerekir. Ornegin Thl immiin yanitmin
incelenmesinde duyarli bir belirte¢ olarak neopterin konsantrasyonlari ile iligkisine

bakilmasi gibi (Fuchs et al., 1991; Schrocksnadel et al.,2003,2006).

TDO’nun hemen hemen tamami karacigerde bulunur. Kortikosteroidler tarafindan
diizenlenir. IDO ise akciger ile plasentada yiiksek oranda etkinlik gdstermenin yaninda
ekstrahepatik memelilerde yaygin sekilde dagilim gostermektedir. (Taylor et al., 1991)

IDO hiicre i¢inde devamli veya indiiklenerek plasenta, akciger, kalin ve ince
bagirsaklar, karaciger, dalak, mide ve beyinde cogunlukla da immiin sistemin dendritik
hiicreleri, monositleri ve makrofajlar1 gibi antijen sunabilen hiicreleri tarafindan ifade
edilir. Myeloid kokenli hiicrelerde (DH’ler, makrofajlar, monositler, ve eozinofiller),
fibroblastlar, epitelyal hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve de bazi tiimor hiicre
gruplarinda IFN-y etkisiyle indiiklenebilir. IFN-y disinda IFN-a, IFN-B, TGF-$3, TNF-
a gibi sitokinler veya bazi lipopolisakkaridler gibi TLR ligandlari ile de uyarilabilir.
Kiniirenin ve 3-HK’de T hiicrelerinde triptofan gereksiniminin artmasiyla iligkilidir.

Ayrica IL-4, IL-6, IL-10, PGE2 (Prostaglandin E2), CD40 gibi modiilatér sitokinler

15



hiicre tipine bagli olarak IDO ifadesinde degisikliklere neden olur (King et al., 2007,
Murakami et al., 2013; Taylor et al.,1991).

2.4.1 TRIPTOFAN VE KiNURENIN

En az miktarda bulunan esansiyel amino asit olan triptofanin viicutta ii¢ temel
bilinen gorevi vardir: bunlar genel protein sentezi, serotonin biyosentezi, kinilirenin
yolu araciligiyla katabolizmadir. Viicuttaki triptofan metabolizmasinin ¢ogu, biyolojik
stiregleri gesitli sekillerde etkileyen kiniirenin yolagiyla gerceklesir. Mikro ortamdaki
triptofan tilkkenmesi, hiicre proliferasyonunu baskilayabilir bdylece immiin modiilator
veya anti-mikrobiyal etkiler yaratabilir. Yolak metabolitleri biyolojik olarak aktif
olabilir; drnegin kinolinik asit, N-metild-aspartat (NMDA) tarafindan aktive edilen
glutamat reseptdrleri igin bir agonist goérevi gorlir. Ayrica triptofan, protein sentezi igin
gerekli olan temel bir amino asit olup 6karyotlarda anahtar ndrotransmiterler serotonin
ve triptamine doniistiiriilir (MacKenzie et al., 2007; Maddison, & Giorgini, 2015;
Perkins, & Stone, 1983).

Kiniirenin yolagi metabolitlerinin mutlak ve goreceli seviyelerindeki dengesizlikler
norodejeneratif bozukluklarla da giiclii bir sekilde iligskilendirilmistir. Yolak ayrica
diger beyin bozukluklarinin (6rnegin sizofreni, bipolar bozukluk) yani sira bazi kanser

tiirleri ve HIV gibi ¢esitli patogenezlerde de rol oynar (Maddison et al., 2015).

Yolakta ilk kararli molekiil olan 1-kiniirenin (I-K'YN) sentezi, iic mekanizmadan
biri aracilifiyla gergeklesir; 1.) 1-KYN'nin kiniirenin aminotransferaz (KAT) ailesi
enzimleri tarafindan deaminasyonu, kynurenic asit (KYNA) iiretimi ile sonuglanir; 2.)
I-KYN'nin kinureninaz tarafindan degradasyonu, antranilik asit iiretimiyle sonuglanir;
3.) I-KYN'nin kiniirenine monooksijenaz (KMO) ile hidroksilasyonu, 3-
hidroksikinurenin (3-HK) iiretir. 3-HK daha sonra kinureninaz (KYNU) tarafindan 3-
hidroksianthranilic aside (3-HANA) donistiiriiliir ve daha sonra 3-hidroksianthranilate
3,4-dioxygenase (3-HAO) ile 2-amino-3-carboxymuconic 6-semialdehide oksitlenir.
(ACMS). Fizyolojik kosullar altinda, bu ara {iriin kendiliginden yeniden birleserek
kinolinik asit (QUIN) olusturur. Bu daha sonra nikotinik asit ve nihayetinde NAD"
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olusturmak i¢in kinolinat fosforibosiltransferaz (QPRT) ile transamine edilir.
Metabolit ACMS ayrica 2-amino-3-karboksimukonik-6-semialdehit dekarboksilaz
aktivitesi yoluyla pikolinik asit tiretmek i¢in metabolize edilebilir (Pucci et al.,2007).

Kintirenin yolag1 Sekil 2.3°te gosterilmistir.

Kiniirenin, kinolinik asit ve pikonilik asit T lenfositleri i¢in dogrudan toksik etki de

gosterebilir (Soliman et al., 2014).

L-Tryptophan
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Indoleamine 2,3-dioxygenase-2
Tryptophan 2,3-dioxygenase

? -
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-

Kynurenic
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w

-Hydroxykynurenine

Kynureninase
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-Hydroxyanthranilic acid

3-Hydroxyanthraniic acid
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muconate semialdehyde
Picolinate

\carboxy!ase

Quinolinic acid Picolinic acid

¥ Quinolinate
' phosphoribosyl transferase

Nicotinamide adenine dinucieotide

Sekil 2.3 Kiniirenin yolag: (Ball et al.,2009)

Saglikli bireylerde serumda triptofan ve kiniireninin fizyolojik diizeylerde
konsantrasyonlar1 yaklasik olarak sirasiyla 73,0+14,9 umol/L , 1,92+0,58 pmol/L ,
Kin / Trp orani ise 26,9+8,1 umol/mmol’diir. Konsantrasyon oranlar1 erkeklerde
kadinlara gore %15 daha yiiksek goriilmektedir. Buna sebep olarak insan 26
koriyogonadropik hormonu (hCG) diisiiniilmektedir (Schrocksnadel et al., 2006).
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2.4.2 1DO ve IMMUN SISTEM ILISKIiSI

2.4.2.1 1DO Aktivitesinin Immiinmodiilator Ozellikleri
Kiniirenin yolu boyunca L-triptofanin oksidatif bozunmasi sonucu hiicresel

tilkenmeye ugramasi, konakta ¢esitli enfeksiydz patojenlerin biiyiimesini inhibe eder.
Bu 6zelligi ile IDO, ayn1 zamanda 6nemli bir bagisiklik kontrol enzimi olarak gérev
alir. Bu durum IDO enziminin, bulasict hastaliklar, fetal rejeksiyon, organ nakli,
enflamatuvar ve otoimmiin bozukluklar, kanser ve viral enfeksiyonlarda etkin rol

almasina sebep olur (Munn et al., 2013).

IDO fonksiyonel olarak ilk kez maternal fetal toleransa sagladigi katki ile
tanimlanmistir. IDO aracili metabolik yolak, basit ve evrimsel siirecte korunmus bir
immiin tolerans mekanizmasinin pargasidir. IDO geni eksik olan farelerde yapilmis
caligmalar, santral immiin toleransta IDO'nun rolii oldugunu kanitlar. Yapilan diger
bazi calismalar ile IDO'nun edinilmis periferik toleransa da aktif olarak katkida
bulundugu ortaya konmustur (Beutelspacher et al., 2006; Gurtner et al., 2003; Hayashi
et al., 2004; Kwidzinski et al., 2005; Mellor et al., 2003; Munn et al., 1998).

Sekil 2.4’te goriildiigii gibi IDO aktivitesi, hiicrede bulunan Trp miktarini azaltarak
ve hem IDO eksprese eden APC'leri hem de T hiicrelerini etkileyen Kyn miktarini
arttirarak bagisiklik sistemini ¢ift dalli bir sekilde etkiler. Bu immiin regiilasyon
mekanizmasi, IDO aktivitesi gosteren hiicrelerin etrafinda immiinsiipresif bir mikro
ortam olugturarak T hiicre fonksiyonunun baskilanmasina yol agar (Berthon et

al.,2013; Mellor, & Munn, 1999; Munn et al., 1999; Munn, & Mellor,1999,2004).
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Sekil 2.4 Trp katabolizmasimin T hiicreleri ve DH'ler lizerindeki etkisi (Benavente et
al., 2019)

IDO aktivitesinin neden oldugu Trp eksikligi, hiicrede yiiksiiz Trp-tRNA'larin
birikmesine izin verir, bu da GCN2'yi (6karyotik translasyon baslatma faktorii 2 alfa
kinaz 4) aktive ederken, rapamisinin mekanik hedefini (mTOR) inhibe eder. GCN2,
translasyon okaryotik baslatma faktorii 2'nin (eIF2a), a alt biriminde serin 51'i fosforile
eden, 4 strese duyarli kinazdan biridir. Bu yolak T hiicresi aktivasyonunu 6nler. Ayrica
GCNZ2, IDO aracili baskilanmaya duyarlilik i¢in gereklidir. e[F2a, GCN2 tarafindan
fosforile edildikten sonra, hiicre biiylimesi ve translasyon bloke edilir. T hiicrelerinde
IDO'mun aracilik ettigi Trp tilkenmesi, Gl'den S fazina gegisi engeller. In vivo
modeller kullanilarak yapilan ¢aligmalar, degistirilmis GCN2'ye sahip T hiicrelerinin
bu etkiye duyarli olmadigini gostermistir. Ayrica mTOR, hiicre ¢ogalmasini, hiicre
homeostazin1 ve diger bircok hiicresel islevi kontrol etmek i¢in g¢evresel sinyalleri
entegre ederek hiicrenin beslenme durumunu algilayabilen evrimsel olarak korunmus
bir kinazdir. Efektor T hiicrelerinin yeterli aktivasyonu ve proliferasyonu igin
mTOR'un gerekli oldugu, Treg'lerin ve diger immiin fonksiyonlarin gelisimini

siirladigi  bilinmektedir. Bu nedenle mTOR, bagisiklik tepkisinin temel bir
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diizenleyicisidir (Donnelly et al., 2013; Lageix et al., 2014; Metz et al., 2012; Munn et
al., 2005; Powell et al., 2012).

IDO eksprese edebilen plazmasitoid DH'ler (pDH), inaktif Treg'leri aktive ederek
giiclii bir baskilayici aktivite baslatir (Sharma et al., 2007).

IDO’nun aktiflesmesi sonucu etkiledigi kintirenin yolaginda, kyn, kynurenic asit
gibi yolaktaki farkli iirlinler, diger immiin modiilasyon mekanizmalarina katilir. Bu
metabolitler, aril hidrokarbon reseptoriine (AhR) baglanabilir ve bu molekiil i¢in
ligand gorevi gorebilir. AhR, endojen ligandlar1 saptadiktan sonra bagigiklik
hiicrelerinin farklilasmasin1 modiile edebilen bir transkripsiyon faktorii olarak gorev
alir. Kyn'in AhR'ye baglanmasi, Thl, Th2 veya Th17 alt kiimelerini etkileyebilecek
Foxp3™ Treglerin modiilasyonunu ve proliferasyonunu tetikleyerek T hiicreleri igin
AhR'ye bagimli farklilasma yolunun aktivasyonuna da yol agar. Ayrica Kyn-AhR
etkilesimi, DC'ler tarafindan IDO ve IL-10'un ekspresyonunu ve T hiicre
inhibisyonunu indiikler. IL-10, viral enfeksiyonlarda anti-enflamatuvar o6zellik
gostermesi yoniinden 6nemli bir role sahiptir. AhR, antimikrobik etki gosteren IL-22
transkripsiyonunu indiikler ve Treg farklilasmasina da aracilik eder (DiNatale et al.,
2010; Fallarino et al., 2006; Jones, 2006; Mezrich et al., 2010; Opitz et al., 2011).

Tryptophan Depletion ﬁ

v

Treg Differentiation
IDO upregulation in DCs

T Cell

T Cell Apoptosis
Inhibition of Proliferation

Sekil 2.5 Kyn metabolizmasinda Treg farklilagsmasi icin AhR katilim1 (Dey et
al.,2017)
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Bellek T hiicrelerinin proliferasyonu, IDO aktivitesinin aracilik ettigi Trp
katabolizmasiyla dogrudan iliskilidir. Farelerde allogreft sagkalimi tizerine yapilan bir
calismada, IDO'mun inhibisyonu ve indiiksiyonu birlikte degerlendirilmis, IDO'nun
aracilik ettigi Trp katabolizmasinin, bellek CD8* T hiicrelerinin olusumunu kontrol
ettigi tespit edilmistir . IDO aktivitesi yukar1 yonde diizenlendiginde merkezi ve
efektor bellek CD8 * T hiicreleri azalir, ancak bu hiicreler IDO baskilandiginda ¢ogalir
(Liu et al., 2007).

IDO aktivasyonu IgE iliskili alerjik reaksiyonlarda rol alabilir. IFN araciligiyla
hem atopik hem atopik olmayan monositlerin uyarilmasi karsilagtirildiginda, IDO
geninin atopik monositlerde 4 kat fazla arttig1 belirtilmistir. Bu durum detayl1 olarak
aciklanmamis olmasina ragmen, IDO gen polimorfizmleri veya sitokin diizeylerindeki

degisikliklerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir (von Bubnoff, Koch, & Bieber, 2003).

IDO aktivitesinin bloke edilmesi ile, MSC'lerin T hiicre proliferasyonu
tizerindeki inhibe edici etkisinin tamamen ortadan kaldirildig: gosterilmistir (Menta et
al., 2014).

2.4.2.2 1DO' nun Antiviral Etkileri

Kiniirenin yolu boyunca triptofan bozunmasi, HIV dahil olmak {izere ¢esitli
kronik viral enfeksiyonlarda tiimor toleransi ve immiin islev bozuklugunun iyi
bilindigi cok ¢esitli patolojik stireclerle iliskilidir. Kinurenin yolagi metabolizma ve
bagisikligin kesisme noktasidir. Enflamasyonda da onemli bir rol oynar. Ayni
zamanda akut ve kronik enfeksiyonlarin kontroliinde karsit bir rol oynar. IDO’nun
antijen sunan hiicreler tarafindan artan ekspresyonu, lokal veya sistemik triptofan
tiikkenmesine yol acarak belirli mikroorganizmalara kars1 bir savunma mekanizmasi
olusturur. Tersine antijene 6zgii T hiicresi tiikkenmesi ve Treg hiicrelerin toplanmasiyla
immiin baskilamaya da yol agabilir. IDO’nun, antiretroviral terapi baglaminda da HIV
immiin disfonksiyonunda bir immiin yanit kontrol noktasi oldugu kabul
edilmistir. HIV proteinleri Tat ve Nef tarafindan kinurenin yolunun aktivasyonuna ek

olarak bagirsak florasinda bulunan triptofan-parcalayici bakteriler, bagirsak mukozal
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CD4 Thl7 / Th22 hiicrelerinin disfonksiyonu ile iligkilendirilerek mikrobiyal
translokasyona yol agar. Sistemik bir kinureninin aktivasyon dongiisii baglatir. Kendi
kendine devam eden bu geri bildirim dongiisti, HIV ile enfekte hastalarda hastaligin

ilerlemesi tizerinde zararl etkilere sahiptir (Routy et al., 2015).

Influenza viriisii enfeksiyonu sirasinda fare fibroblast hiicrelerinde 1DO'nun
indiiksiyonu, murin bir hiicre hattinda influenza viriis susunun replikasyonunun
sinirlandirilmasina katkida bulunur. Influenza enfeksiyonu, akciger parankimindeki
indolamin  2,3-dioksijenaz (IDO) aktivitesinde artisa neden olur. Triptofanin
tikenmesi ve iliskili metabolitlerin tiretimi, enfeksiyona kars1 bagisiklik tepkisini
zayiflatir. IDO'nun influenza viriisli enfeksiyonuna kars1 primer bagisiklik tepkisi, Thl
ve Th17 yanitini da arttirir. IDO, tiimor ve viral antijenlere kargt CD8" T hiicre immiin

yanitlarint baskilar (Fox et al.,2013; Huang et al.,2013; Rytelewski et al.,2014).

IL-6, STATS3 sinyalizasyonu inhibe edildiginde IFN- y’dan bagimsiz bir sekilde
IDO ekspresyonunu indiikleyebilir. Yapilan bir ¢alisma akciger parankiminde IFN-
y’nin baskilandigi durumlarda dahi IDO' nun akut pulmoner enflamasyonu igin kritik

bir diizenleyici olarak gorev alabildigini gostermistir (Lee et al.,2017).

Hepatit C viriisii (HCV) enfeksiyonu olan hastalarda, indolamin-2,3-dioksijenaz
1 (IDO) artmuis aktiviteye sahiptir. Hepatik IDO'nun HCV enfeksiyonundan once asir
ekspresyonu, hepatositlerde HCV replikasyonunu 6nemli 6l¢iide bozar. siRNA aracili
olarak IDO’nun susturulmasi, IDO' nun IFN aracili bir anti-HCV efektorii olarak islev
gordugiinii gosterir. Ayrica IDO ekspresyonu CD4" T hiicresi proliferasyonu tizerinde
onemli bir inhibitdr etkiye sahiptir. Hepatik IDO, giiglii sekilde IFN tarafindan
indiiklendiginde ve es zamanli devam eden HCV replikasyonu oldugunda IDO
ekspresyonu onemli 6lgiide artar. Hepatik IDO, viral replikasyonu yavaslatir ve ayrica
konak¢1r immiin tepkilerini diizenleyerek HCV enfeksiyonu sirasinda ikili bir rol
tistlenir. Hepatik 1DO ekspresyonunun diizenlenmesinde IRF1 (IFN-diizenleyici
faktor 1) ve STATI (sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon 1 aktivatorii) gorev alir

(Lepiller et al., 2015).
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T hiicreleri, insan solunum sinsityal viriisiine (hRSV) karsi olusan hiicresel
immiin tepkilere katilir ve konakg1 hiicrenin iyilegsmesinin yani sira viral klirens i¢in
gereklidir. hRSV enfeksiyonu T hiicre fonksiyonunu azaltmak i¢in IDO‘yu indiikler.
Ek olarak IDO, enfeksiyonun neden oldugu CXCL10 seviyelerini azaltabilir. Trp
eksikligini ve ardindan IDO'mun antiviral etkilerini ortadan kaldirmaya yonelik bir
calisma da, hRSV ve parainfluenza viriisii tip 3 ile enfekte olmus hiicrelerde, Trp
seviyelerinin yenilenmesi yoluyla viral biiyiimenin yeniden saglanmasinin miimkiin
oldugunu gostermistir. hRSV, viral replikasyona bagli olan fakat IFN-y'dan bagimsiz
olan insan monosit tiirevli DC'lerden IDO ekspresyonunu indiikler. Viriisiin
replikasyonu ile IDO'nun ekspresyonu arasinda dogrudan bir iliski vardir. 1DO
aktivitesi hRSV’de, NF-xB, p38 ve MAPK araciligiyla RIG-I yolu iizerinden
indiiklenir (Ajamian et al., 2015; Rabbani et al., 2016; Rajan et al., 2017).

IDO ekspresyonundaki artig, hRSV ile enfeksiyondan 72 saat sonra mezenkimal
kok hiicrelerde 70 kata kadar ¢ikabilir ve anti-IFN kullanim1 IDO ekspresyonunu
azaltir. hRSV ile enfekte mezenkimal kok hiicrelerde IDO'nun asir1 ekspresyonu,
daha sonraki hRSV enfeksiyonlarina karsi immiin koruma eksikligiyle iligkili

olabilecek lenfosit proliferasyonunu olumsuz yonde etkiler (Cheung et al., 2016).

Herpes simpleks viriisii tip 1 (HSV-1) ile enfeksiyonda, IDO aktivitesinin
inhibisyonu; viral replikasyonu, viriilans1 veya gecikme indiiksiyonunu etkilemez

(Divanovic et al., 2013).

IDO aktivitesi 1- Metil Triptofan (1-MT) ile inhibe edilebilmektedir. Fareler
tizerinde yapilan bir ¢alismada, influenza A susu X31 (H3N2) ile prime edilmis, IMT
ile isleme tabi tutulmus ve 28 giin HINI ile maruziyete birakildiktan sonra, IDO
inhibisyonunun influenza virlisiine verilen bellek T hiicresi tepkileri
degerlendirilmistir. Bellek Th1 hiicrelerinin ve akciger viriisiine 6zgii CD8" IFNy* T
hiicrelerinin, kontrol grubuna (ImT tedavisi olmaksizin) kiyasla ImT ile tedavi edilen
fare grubundan alinan bronkoalveolar sivida (BAL) daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Sage et al.,2014).
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2.5 Indolamin 2,3- dioksijenaz 2 (IDO 2)

Triptofan yikim yolaginda; TDO ve IDO (IDO-1) disinda bir diger indolamin 2-
3 dioksijenaz alt grubu enzim IDO-2’de goérev almaktadir. IDO-1 ve IDO-2 yiiksek
seviyede sekans 0zdesligi gostermesine ragmen (insan ve fare icin yaklasik % 43),
onemli kinetik ve fonksiyonel farkliliklara sahiptirler. iki enzimin ekspresyon modeli
farklilik gosterir. IDO-1, ¢esitli dokularda ifade edilirken, IDO-2, dendritik hiicreler
(DC'ler) ve B hiicreleri dahil olmak tizere bagisiklik sisteminin karaciger, bobrek ve

antijen sunan hiicrelerinde (ASH'ler), bunlarin da yalnizca belirli gruplarinda ifade

edilir (Merlo et al., 2014; Metz, Smith, & DuHadaway, 2014).

IDO-1 ve IDO-2 proteinleri, insanlarda ve farelerde kromozom 8'de birbirine

bitisik genler tizerinde kodlanir, bu durum gen duplikasyonu ile agiklanir (Yuasa et al.,
2007).

Veri tabani analizi, hem IDO-1 hem IDO-2 genlerinin, monotremler ve keseli
hayvanlar da dahil olmak {izere memeli soyunda genis c¢apta dagildigini
gostermektedir. IDO-1 ve IDO-2 genleri, korunmus bir genomik yapiya sahiptir.
Farelerde, her gende birden fazla mRNA tiirii kopyalanmasi sebebiyle IDO-1 ve IDO-
2 genleri ¢ok sayida promoter bolgesine sahiptir. Fare ve insan IDO-2 genlerinin
kodlama sekansi icinde, eksonlar1 eksik olan bir dizi alternatif olarak eklenmis
transkript bolgesi bulunur. IDO-2 geni, NH> terminal kisminda fazladan 13 amino
asidi kodlayan, daha sinirl1 bir doku ekspresyon modeline sahip alternatif bir transkript
ozelligine de sahip olabilir. Bu alternatif transkripti lireten bolge primatlarda bulunur,

ancak kemirgenlerde veya omurgali alt gruplarinda bulunmaz (Metz et al., 2007).

2.5.1 IDO 2’nin Fonksiyonu

Memeli hiicrelerinde eksprese edilen IDO-2'nin de IDO-1 gibi triptofan
katabolize etme aktivitesi vardir. Triptofanin IDO-1 ve IDO-2 aktivitesiyle tilkenmesi,
translasyon baglatma faktorii elF-2'nin fosforilasyonu ve karacigerde bulunan
zenginlestirilmis inhibitdr proteini (LIP) translasyonu gibi sinyal yollarini da tetikler.

Artan LIP translasyonu, IDO-1 eksprese eden hiicrelerde, IDO-2 eksprese eden
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hiicrelere oranla sinyallesmede farkliliklar oldugunu gostermektedir. Fare iizerinde
yapilan calismalarda, IDO-1 ve IDO-2 fonksiyonu karsilastirildiginda eksprese edilen
fare IDO-2 enziminin ayni substrat kullanildiginda IDO-1'e gore ¢ok daha diisiik
verimlilikle I-triptofan1 katabolize edebilme 6zelligi oldugu goriilmiistiir (Ball et al.,
2007; Metz et al., 2007; Takikawa et al., 1988).

Dendritik  hiicreler (DH'ler), adaptif immiin yanitlarin ve toleransin
baglatilmasinda rol oynayan profesyonel ASH'lerdir. Tolerojenik mekanizmalar
arasinda, IDO-1 enziminin ekspresyonu, Treg hiicreleri olusturmak i¢in etkin gorev
alir. Insanlarda, farkli DH alt kiimeleri IDO-1'i ifade eder ancak enzim IDO-2
hakkinda bilinenler daha kisithidir. Bir ¢alisma, insan dolasimindaki DH'lerde 1DO-1
ve IDO-2 arasinda farkli bir ifade ve diizenleme modeli oldugunu
gostermektedir. Protein diizeyinde, IDO-1 sadece miyeloid DH’ler (mDH) tarafindan
sirkiile bir sekilde ifade edilip PGE: tarafindan modiile edilir. IDO-2 ise mDH ve
plazmasitoid DH ile ifade edilirken PGE tarafindan modiile edilmez. Saglikli kisilerde,
IDO-1 ifadesi PGE> varligin1 gerektirir ayrica siirekli transkripsiyon ve translasyona
ihtiyag  duyulur. IDO-2 ekspresyonu ise SOCS3’ten bagimsiz olarak
gerceklesebilir. Saglikli olmayan kisilerde ise 6rnegin enflamatuvar artritten muzdarip
hastalarda, dolasimdaki DH'ler hem IDO-1 hem de IDO-2 ifade eder. Fonksiyonel
diizeyde, hem mDH'ler hem de plazmasitoid DH'ler, IDO-1 / IDO-2'ye bagh
mekanizma aracih@iyla Treg olusumuna katki saglarlar. Insanlarda 1DO-1,
proinflamatuar mediyatorler tarafindan indiiklenen ek bir tolerans mekanizmasina
katilir, IDO-2 ise kararli durum kosullarinda stabil bir sekilde eksprese edilir ve
DH'lerin homeostatik tolerojenik kapasitesine katkida bulunur (Trabanelli et al.,
2014).

Normalde ¢ok sinirli bir ifade araligina sahip olan IDO-2 pankreas, mide,
kolon ve bobrek tiimorleri dahil olmak tizere birgok kanserde ifade edilir. Fakat tiim
kanserler IDO-2 ifade etmez ve baz1 kanserler (6rnegin rahim agzi kanseri) aslinda
normal dokuya kiyasla asagi regiile edilmis IDO-2 ekspresyonu gosterir (Hascitha et
al., 2016; Lob et al., 2009).
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Kemik iliginden tiiretilmis DH'lerde, IDO-2 diizeyi ayrica aril hidrokarbon
reseptorii (AhR) uyarimi ile yukar ¢ekilebilmektedir (Vogel et al., 2013).

IDO-2 enziminin diger biyolojik fonksiyonlar1 heniiz net olarak tanimlanmamis
olsa da, oncelikle bobreklerde olmak tizere uterus, epididimis, testis ve karacigerde
ifade edildiginin bilinmesi ve buralardaki hiicre hatt1 ekspresyon modellerinde yapilan
caligmalar; bobrek fonksiyonu, dogurganlik ve immiin modiilasyonda rol aldigim
kanitlamaktadir. Ayrica, 1-metil-d-triptofan IDO-2'nin inhibisyonu igin segici
ozellikteyken, stereoizomeri olan 1-metil-I-triptofanin ise IDO-1 igin daha etkin
oldugu bulunmustur. 1-metil-dtriptofan tarafindan IDO-2'nin segici inhibisyonu,
enzim i¢in dnemli bir biyolojik fonksiyona isaret etmektedir. Kanser hastalarinda, lenf
diigiimleri i¢indeki dendritik hiicrelerde 1DO-2 ekspresyonu, T hiicre yanitlarinin
baskilanmast ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir. IDO inhibisyonu, diger
antikanser ajanlarla kombinasyon halinde anti-tiimér bagisikligini arttirir. IDO-2'nin
kesfi, dendritik hiicrelerde olasi ekspresyonu ve 1-metil-d-triptofan tarafindan
inhibisyonu, IDO-2 enziminin tiimérler tarafindan immiin evazyonda yer aldigini

gosterir (Metz et al., 2007; Munn, & Mellor, 2004).

IFN-y, IDO-1’in aksine, IDO-2 iiretimini indiiklememektedir (Ball et al., 2009).

2.6 Polimorfizm, Mutasyon ve SNP:

Insan genomu, viicudun her gekirdekli hiicresinde bulunan 3 milyardan fazla baz
ciftinden olusur. Iyi korunmus olan genom, herhangi iki insan arasinda en az %99,5
Ozdestir. Az gibi goriilen 6zdes olmayan kisimlardaki kiigiik farkliliklar ise biiyiik

farklar yaratabilir (Venter et al., 2001).

Niikleotid sekansindaki herhangi bir nadir degisiklik, her zaman olmamakla birlikte,
bir hastaliga sebebiyet veriyorsa "mutasyon" olarak adlandirilir. Niikleotid dizisindeki
bu degisiklik, fenotipik degisikliklere neden olabilir veya olmayabilir. Mutasyonlar,
ebeveynlerden miras alinabilir (germ hatti mutasyonlar1) veya bir bireyin yasami

boyunca edinilebilir (somatik mutasyonlar), somatik mutasyonlar daha ¢ok kanser
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tiplerinde etkilidir. Gametlerde germ hatti mutasyonlari meydana gelir. Yavru,
baslangigta bir yumurta ve bir spermin fiizyonundan elde edildiginden, ebeveynlerin
germ hatti  mutasyonlar1 da soylarmin  her bir ¢ekirdekli hiicresinde
bulunabilir. Mutasyonlar genellikle onarilmamis DNA hasari, replikasyon hatalari
veya bazi diger genetik unsurlardan kaynaklanir. Birkag ana DNA mutasyonu sinifi
vardir. Tek bir niikleotid eklendiginde, silindiginde veya ikame edildiginde bir nokta
mutasyonu meydana gelir. Nokta mutasyonlarinin yani sira, bir kromozomun tim
yapisida degisebilir (Condit et al., 2002).

Mutasyon, DNA'daki bir degisiklik veya patojenik bir etkiye sahip bir kromozomal
anormalliktir (degisiklik). Mutasyon, popiilasyonun %]1'inden daha azinda bulunan bir
degisik olarak tanimlanirken, popiilasyonun %]1'inden fazlasinda bir polimorfizm
tanimlanabilir (Condit et al.,2002; Vallejos-Vidal et al., 2020). Popiilasyondaki yiiksek
insidans,  polimorfizmin  etkisiyle  dogal olarak meydana  geldigini
gosterir. Polimorfizmler, tipki mutasyonlar gibi, bir veya daha fazla niikleotid
degisikligi olabilir. SNP, insan genomundaki her 1000 baz ciftinde ortaya ¢iktig
diisiniilen en yaygin polimorfizm tiiriidiir. Tek bir niikleotid polimorfizmi,
genomdaki belirli bir bolgedeki tek bir niikleotid (A, T, C veya G), bir tiirlin liyeleri
arasinda farklilik gosterdiginde ortaya ¢ikar. Genellikle protein kodlayan genleri
cevreleyen alanlarda goriildiigii gibi, mikroRNA baglanmasi ve gen-protein
ekspresyonunun diizenlenmesi igin kritik olarak kabul edilen bolgelerde
goriilebilir. SNP'ler kodlama dizilerinde, intronlarda veya genler aras1 bolgelerde de
ortaya cikabilir. SNP'ler, hastaliklar dahil belirli 6zelliklere yatkinligi incelemek icin
popiilasyonlarda genetik imza olarak kullanilir (Aerts, Wetzels, Cohen, & Aerssens,
2002; Brookes, 1999; Lee, & Gorospe, 2011; Chanock, 2001).

SNP'ler, fenotipik olarak kodlanmayan bolgelerin SNP'leri ve kodlama bdlgelerinin
SNP'leri olarak siniflandirilabilir. Kodlanmayan bolgeler daha fazla SNP igerir ve
genellikle evrimsel ¢aligmalarda ve popiilasyon genetik ¢aligmalarinda belirte¢ olarak

kullanilir. SNP'ler, bagisiklik tepkisi ile iligkili genlerde yer alabilir ve bu nedenle,
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enfeksiyonlara yatkinlik fenotipi tizerinde dogrudan etkilere sahip olabilirler (Aitken,
Smith, Schwarz, & Morin, 2004).

2.6.1 1DO Gen Polimorfizmleri:

IDO-1 ve IDO-2 genlerinin kopyalanmig bolgeleri icindeki cok sayida SNP
aciklanmustir. Bunlarin higbiri kesin olarak herhangi bir hastalik sebebi degildir. Fakat
farkli SNP’lerin spesifik olarak hastaliklar ile iliskili olduklar1 gesitli ¢alismalarda
bildirilmistir. IDO, bagisiklik yanitinda 6nemli roller oynadigindan, IDO genlerindeki
genetik degisikliklerin etkileri, ¢ogunlukla bozulmus bagisiklik fonksiyonu ile
karakterize edilen hastaliklarla iligkili olarak incelenmektedir (Boros, Bohar, &
Vecsei, 2018).

2.6.2 Insanda IDO-1 Gen Polimorfizmi:

IDO-1 geni, 8p11.21 kromozom bolgesinde lokalize olan 10 ekson ve 9 introndan
olusur. 9 transkript varyantina sahiptir. Kodlanan protein 403 amino asit
uzunlugundadir. rs7820268 SNP, dordiincii intronda lokalize edilir (T6rok et al.,
2020).

IDO-1 geninin ti¢ SNP'sini arastiran bir ¢alismada; arastirilan polimorfizmlerin
(rs3824259, rs10089084 ve rs35099072) higbirinin herhangi bir hastalikla iliskili
iliskisi saptanmamuistir. IDO-1 geninin  dort SNP'sini  (rs9657182, rs7820268,
rs3739319 ve rs6991530) arastiran baska bir calisgmada SNP'lerden birinin, IFN-a ile
tedavi edilen major depresif bozuklugu (MDD) olan Kafkasyali hastalarin depresif
semptomlarinin gelisimi iizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
BuSNP  (rs9657182), genin promoter bolgesindeki bir C-T niikleotid
degisikligidir. Niikleotid degisikliginin herhangi bir transkripsiyon baglanma
bolgesini degistirdigi kanitlanmamustir. Fakat teorik olarak, tek basina veya iligkili
bolgede olabilecek diger polimorfizmlerin etkileri yoluyla gen fonksiyonunun
degismesine yol agabilecegi belirtilmistir. Benzeri ¢ok sayida c¢alisma da IDO-1
SNP’lerinin hastaliklar ile iliskili olabilecegini veya hastaliklara yatkinlik belirteci
olarak belirlenebilecegini gostermektedir (Galvao-de Almeida et al., 2012; Smith et
al., 2012).
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2.6.3 linsanda IDO-2 Gen Polimorfizmi:

Insanda IDO-2, fare IDO-2 enzimine kiyasla belirgin bigimde daha diisiik aktivite
gosterir. Bu durum; IDO-2, Trp katabolizmas1 ve hastalik arasindaki iligkinin veya bu
iliskinin eksikliginin anlasilmasi agisindan 6nemlidir. Baz1 ¢alismalar, insan IDO-
2'sinin farkli ayrilma izoformlar1 bi¢iminde eksprese edilebildigini gostermektedir.
Insan 1DO-2'sinde; ¢oklu stop kodonlari, farkli bigimde kesilmis izoformlarin
olusumuna neden olmaktadir. Insan popiilasyonlarinda, 1IDO-2'yi inaktive eden iki
ortak polimorfizm goriilmektedir: R248W, katalitik bir rezidiide bir mutasyona yol
acar ve in vitro ¢alismalarda, katalitik aktivitede % 90'dan daha fazla bir azalmaya
neden olmaktadir. Ikincisi ise bir stop kodonu olusturarak kesilmis ve katalitik olarak
inaktif bir protein iirliniiniin olusumuna neden olur. Her iki polimorfizm de insan
popiilasyonlarinda yaygindir ve buna bagli olarak popiilasyonun en az % 25'inin,
islevsel olarak inaktif bir IDO-2'ye sahip oldugu tahmin edilmektedir. HapMap ve
diger veri tabanlarinda, ¢esitli varyantlar tanimlanmistir. Cesitli izoformlarin ve
polimorfizmlerin bagisiklik {izerinde; enfeksiyon, kanser ve otoimmiin bozukluklar
baglamindaki etkileri net olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte; bazi genetik
caligmalarin bulgular1 inaktive edici IDO-2 polimorfizmlerinin  Afro-Amerikan
popiilasyonda daha seyrek olabilecegini géstermektedir. Bu durum, bu etnik grupta
orantisiz SLE baglangict oranlart ve hastalik siddeti gibi farkliliklar ile
iligkilendirilmistir. Ek olarak, Y359STOP mutasyonu, Crohn hastalig1 agisindan diisiik
risk ile iligkilendirilmistir (Alarcon et al., 1999; Lee et al., 2014; Metz et al., 2007,
Qian et al., 2012; Witkiewicz et al., 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

Tez calismamiz, Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 29 Nisan 2020 tarihli, 2020-7/24 nolu karar sonucu ve Saglik Bakanlig1 Saglik
Hizmetleri Genel Midirligi Bilimsel Arastirma Platformundan alinmis izin
sonrasinda ger¢eklestirilmistir. Hasta grubu ve saglikli onamlar1 alinarak rutin tani ve
takip testleri i¢in kullanilan kanlardan geriye kalan kanlar materyal olarak

kullanilmistir. Bunun disinda bir kan alinmamustir.

3.1 Orneklerin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Calismamizda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’ne COVID-19
sliphesiyle bagvuran ve/veya takip edilen COVID-19 tanis1 konmus 18 yas ve tistii
hastalarin rutin kan alimi1 numunelerinden artan serum ve plazmalar kullanilmistir.

Hasta grubu 150, saglikli kontrol grubu 52 kisiden olusturulmustur.
Saglikli kontrol grubu ise goniilliiliik esasiyla COVID-19 negatif bireyler olarak
calismaya dahil edilmistir.Gruplarda kadin ve erkek dagilimi, yas aralifi dengesi
saglanmistir.

Calismada dislama kriteri olarak belirlemis oldugumuz: Klinik takipleri
sonrasinda test sonuclar1 negatif gelen ve/veya farkli bir enfeksiyon nedeniyle
COVID-19 benzeri semptomlar gelistirmis oldugu belirlenen hastalara ait 6rnekler,
calismadan ¢ikarilmistir.

Caligmada toplanan kan ve serum orneklerindeki proteinlerin degradasyonunu
onlemek amaci ile numuneler ayirma islemi 6ncesi +4° C’de saklanmistir. Hem sar1
(Kuru,Jelli) hem de mor (EDTA’l1) kapakl tiipler 2500 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij yapildiktan sonra, siipernatanlar eppendorf tiiplerine bolinmiis ve ornekler
calisilana kadar -20 ° C’da saklanmustr.

Kan toplanmasinda 1,5-2 ml’lik polipropilenden yapilmis, santrifiij esnasinda

kapaklar1 agilmayan dayanikli ependorf tiipleri kullanilmistir.
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3.2 DNA Ekstraksiyonu

Polimorfizm ¢alismasi i¢in belirlenmis olan 40 hasta ve 30 kisilik saglikli
kanlardan DNA izolasyonu yapmak i¢in ticari DNA izolasyon miniprep kiti (Zymo
Research, USA) kullanilmistir. Kitin protokolii dahilinde kisaca asagidaki adimlar ile

DNA izolasyonlari gergeklestirildi;

100 pl kan tizerine (4:1 orani) 400 pl genomic lysis buffer eklenmistir. 4-6
saniye vortekslenen kan buffer karisimlari oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildikten
sonra collection tiipler igine, kolona aktarilmistir. Bir dakika boyunca 10000 g’de
santrifiij edilen collection tiipler atilmistir. Kolonlarin yeni collection tiiplerine
aktarma islemi yapilarak, 200 pl DNA-Pre wash buffer eklenmistir. Bir dakika
boyunca 10000 g’de santrifiij islemi tekrarlanmistir. Spin kolonuna 500 ul g-DNA
wash buffer eklenerek bir dakika 10000 g’de santrifiij yapilarak yikama islemi
gerceklestirilmistir. Spin kolonlar1 temiz mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir. Spin
kolonlarina 50 pl DNA elution buffer eklenmistir. Oda sicakliginda 2-5 dakika inkiibe
edilen tiipler DNA’y1 eliite etmek icin 30 saniye boyunca en yiiksek hizda
santrifiijlenmis eliie edilen DNA’lar Bolim 3.3’te anlatildigi sekilde safliklar

Olgiilerek, calisma i¢in kullanilmak {izere -80° C’de saklanmustir.

3.3 DNA Saflik ve Konsantrasyon Degerlerinin Ol¢iilmesi

Niikleik Asit (DNA, RNA) ornekleri 260 nm, Proteinler 280 nm dalga boylarinda
maksimum absorbansa sahiptir. Bu iki dalga boyunda elde edilen absorbanslarin orani
saflik derece hesaplanmasinda kullanilir. Niikleik asitlerde saflik degerini 260/230
orani verir. 260/230 nm dalga boylar1 oraninda elde edilen absorbans degerleri diisiikse
ekstraksiyon prosediiriinde bir hata veya kontaminasyon ihtimali yiiksektir. Beklenen
saflik degeri DNA ve RNA ol¢iimleri i¢in ~2,0 ve ~ 1,8 kabul edilir. DNA saflik ve
konsantrasyon oOl¢limleri i¢in nanodrop spektrofotometre (Maestro Gen) cihazi
kullanilmistir. Blank islemi sonrast 1 ul DNA i¢in yapilan taramalarla 260/280 ,
260/230 dalga boyu oranlar1 ve konsantrasyon Ol¢iimleri yapilan ornekler ¢alisma

yapilana kadar -80°C’da tutulmustur.
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3.4 Genotipleme:

SNP inceleme genotip analizimiz yiiksek ¢Oziiniirliiklii erime (Melting Curve
Analizi) yontemiyle gergeklestirilmistir. Yontem basamaklarimiz asagida

Ozetlenmistir.

3.4.1 Yiiksek coziiniirliiklii erime analizi (Melting Curve) Genel bilgi:

Yiiksek coziiniirliiklii erime analizi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR: PCR)
sonrasinda genetik varyasyonlarin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Temel
prensibi niikleik asitlerin erime davranigina dayanir. DNA’nin ¢ift zincirli yapisinin
denatiirasyonu, erime sicakliginin artisiyla olusan floresan isimalarinin saptanmasiyla
belirlenir. Bu sistemde niikleotidlerin olusan erime grafiklerinde kolaylikla tespit

yapilir.

Yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizi, 6rneklerin sekansina ve niikleotid igerigine
gore ayrim yapilmasina olanak saglar. Popiilasyonda yaygin goriilen tek niikleotit
degisikliklerinin (SNP) tespiti, hastaliklarla iliskili gen mutasyon taramalar1 ve DNA

metilasyon analizleri bu yontem ile hizli ve giivenilir bir sekilde tanimlanabilmektedir.

Melting curve analizi ile alellerin saptanmasi LightCycler cihazi ile uyumlu olan
prob c¢iftlerinden faydalanarak yapilmistir. Floresans rezonans enerji transferi
(fluorescence resonance energy transfer; FRET) prob c¢iftleri kullanilarak
LightCycler® 480 sisteminde (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) saptama
islemi gerceklestirilmistir. FRET prob c¢iftleri, amplifikasyon bdlgesinin i¢ bolgesine
gore dizayn edilmis olan 151ma yapabilen ve LC cihazi ile uyumlu olarak tasarlanmis
problardir. Alict probun 3’ ucundaki donér flouresan molekiil kendisinin 6zgiil
uyarilma dalga boyunda (533 nm) uyarilir ve enerji 5° uctaki akseptor floresan
molekiile (LightCycler Red 610, 640 or 670) transfer edilir. Florosan 1s1ma yapan
verici prob LightCycler cihazinin 151k kaynagi tarafindan eksite edilir. Bu enerjinin bir
kismi bitisik bolgedeki probda bulunan LC-Red-(610-640-670)’a aktarilir.Bu
durumda da yine akseptér molekiil tarafindan yayilan spesifik floresan sinyal

LightCycler® 480 sisteminin optik {initesi tarafindan saptanir. Saptanan floresan LC
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cihaz1 araciligiyla olgiiliir. Melting basamaginda sicaklik degisimi kademeli olarak
arttirilarak gerceklesir. Niikleotidlerin denatiirasyon sicakliklar1 farkina gore es

zamanli monitérde olusan sicaklik egri grafiginden niikleotid tespitleri yapilir.

3.4.2 Reaktiflerin Optimizasyonu

Insan IDO-1 ve IDO-2 gen polimorfizmlerinin (sirasiyla, rs7820268 ve
rs4503083) PCR ve melting-curve analizi farkli olarak gergeklestirildigi i¢in ¢alisma
Oncesi reaktifler rs7820268 ve rs4503083 i¢in ayri ayr1 optimize edilmis ve

hazirlanmustir.

PCR reaksiyon tiipii 5 uL olup;
-25 ng genomic DNA,
-1 x Light Cycler 480 Genotyping Master (Roche Diagnostics),
-2.5 pmol her bir primerden,

-0.75 pmol FRET probu igerecek sekilde olusturulmustur.

Tablo 3.1: Realtime PCR igin tasarlanmig primerler

Forward primer 5°-3’
IDO-1 157820268 5 TGTAATGCCTACTGAAGAAAC 3’
IDO-2 rs4503083 5 TCTTGTGCTCCCTCCAAAACA 3'

Reverse primer 5°-3°
IDO-1 157820268 5" CTTAAATTATTTTTTGGCTGAATTCAA 3’
IDO-2 rs4503083 5 TGGTTTGGCTTCCCATGCTT 3"

Primerler, IDO geninde IDO-1 i¢in GenBank ID: NG 028155, IDO-2 i¢in GenBank
ID: NG _ 028155 (kromozom 8,39777452-39777758; BLAST NCBI Genom

Tarayicist) kullanilarak tasarlandi. Tasarlanan primerler Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

3.4.3 Polimeraz zincir reaksiyonu asamasi
Gergek zamanli PCR reaksiyonu, bir LightCycler® 480 hizli termal dongiileyici
(Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) ile gergeklestirildi.

PCR basamaklari i¢in

33



95°C’de 10 dakika baslangi¢, denatiirasyonu adimi ve
45 dongii 95°C’de 10 sn,
60°C'de 10 sn,

72°C’de 15 sn, uzama/uzatma adimlar1 uygulandi.

Melting curve analizi 95°C’da 5 dakika baslangi¢ denatiirasyonu sonrasi sicakligi
hizla 40°C’ye diisiirerek 2 dakika bekledikten sonra yavas yavas sicakligi tekrar
95°C’ye kadar ylikseltmek ve devamli olarak fléresan yogunlugunu dlgmek suretiyle
gerceklestirilmistir. Bir nevi PCR sonrasi eritme islemi yapilmistir. Kontrol amagh
olarak gercek zamanli PCR ile elde edilen SNP egrileri i¢in uygulanan adimlar iki kez
yapilmis ve iki test sonucu uygunluk gosterdigi i¢in degerlendirmeye alinmistir. Bu

adimlarin optimizasyonu i¢in LightCycler kullanim kilavuzu referans alinmistir.

PCR islemiyle es zamanli olarak elde edilmis olan melting curve grafiklerinin
yorumlanmast i¢in sicaklik ve grafikteki pik noktalar1 degerlendirilerek niikleotidler
saptanmistir. Ve bu saptamalar sonrasi hasta ile saglikli gruplar arasinda analiz

islemlerine geg¢ilmistir.

3.4.3.1 Hardy-Weinberg dengesi

Dengenin gegerli olma sartlari;
-Bir popiilasyondaki allel frekanslar1 nesilden nesile degismeyecektir.
-Bir lokusta iki alleli olan bir popiilasyondaki allel frekanslari p ve q ise, beklenen
genotip frekanslari p 2, 2 pqg ve g ?dir . Bir popiilasyon Hardy-Weinberg dengesine
ulastiginda, bu frekans dagilimi nesilden nesile degismeyecektir.
-Bir lokusta sadece iki allel varsa, matematiksel zorunluluk geregi p + q bire
esittir. Hardy-Weinberg genotip frekanslar;, p 2+ 2 pg+q?2, (p +q) Znin iki terimli
genislemesini temsil eder.
-ikiden fazla alleli olan lokuslarda da teorem uygulanabilir, bu durumda beklenen
genotip frekanslari, tiimil i¢in multinomial genisleme tarafindan verilir. Popiilasyonda
ayrisan K allelleri: (p1+p 2+ p s +.. + p k) 2 seklinde diisiniiliir.
-Hardy-Weinberg Teoremi sonuglari, popiilasyon asagidaki varsayimlara uydugunda

gecerlidir.
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Hesaplamalarin gecerli oldugu durumlar;
1. Dogal se¢ilim olmadigi durumlar. Yani genotipler arasinda hayatta kalma olasiliklar
bakimindan farklilik gériilmemelidir.
2. Mutasyon ve gog kaynakli popiilasyona yeni aleller girmemelidir.
3. Popiilasyondaki bireyler, s6z konusu lokusa gore rastgele cgiftlesirler. Rastgele
olmayan ¢iftlesme, diger varsayimlar gecerliyse, alel frekanslarini bir nesilden

digerine degistirmese de, beklenen genotip frekanslarinda sapmalara neden olabilir.

3.4.3.2 Epi-Info program ile gerceklestirilen hesaplamalar

Analysis of Single and Stratified Tables

Strata 1

Odds Based Parameters
Estimate Lower Upper
0dds Ratio:
MLE Odds
Ratio:
Fisher Exact:

Risk Based Parameters
Estimate Lower Upper
Risk Ratio:
Risk
Difference:

Sekil 3.1 Epi-Info™ yazilimi hesaplama arayiizii

Epi Info ™ salgin arastirmalar1 i¢in, kiiciik ila orta olgekli hastalik izleme
sistemleri gelistirmek ic¢in, ayrica daha biiylik sistemlerin analiz, gorsellestirme,
raporlama islemlerini gergeklestirebilmek i¢in epidemiyoloji biliminde ve halk sagligi

analitik analizlerinde kullanilan bir programdir.

SNP calisma analizi yapilan arayiiz Sekil 3.1°de gosterilmistir. Epi-Info
programi uzun istatistiksel hesaplamalarin basit¢e yapilmasini saglar. Bu ¢alismada da
her alel i¢in tek tek yapilan analizler ile program, saglikli popiilasyon ve hasta
poplilasyonunu karsilastirarak; OR, giiven aralig1 ve istatistiksel anlamlilik sonuglarini
birlikte analiz etme imkani saglamigtir. Programa saglikli ve hasta popiilasyonunda

incelenecek olan alelin goriilme sikliklar1 ayri ayri1 girilmis ve sonuglar tespit
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edilmistir. Gorililme sikliklar1 ve alel tespitleri melting-curve analiz sonuglari

yorumlanarak hesaplanmistir.

3.5 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle serum

diizeyinde IDO-1 ve sitokin konsantrasyonlarinin saptanmasi

Serum diizeyinde incelemek istenen IDO-1 ve sitokinlerin konsantrasyonlari
ELISA yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu yOntem antijen-antikor iligkisini veya
antikora baglanmis bir enzimin aktivitesini arastirmak temeline dayanan kantitatif bir
6lglim yontemidir.

3.5.1 Serum Diizeyinde ELISA yontemiyle IDO-1 konsantrasyon tespiti
Buislem i¢in ticari olarak almig oldugumuz (Bioassay Technology Laboratory)

kit protokolii uygulanmistir.

IDO-1 Standart 48 ng/ml standart stok soliisyonu olusturmak i¢in 120 pl
standardi (96 ng/ml) 120ul standart seyreltici ile sulandirilmistir. Seyreltme
yapmadan once standart hafifce karistirtlmis ve 15 dakika inkiibe edilmistir. Standart
stok soliisyonunu (48 ng/ml) 1: 2 standart seyreltici ile 24 ng/ml, 12 ng/ml, 6 ng/ml
ve 3 ng/ml soliisyonlar iiretmek i¢in seri olarak seyrelterek cift standart noktalari

hazirlanmistir. Standart seyreltici, sifir standart (0 ng / ml) olarak iglev goriir.

Standart soliisyonlarin seyreltilmesi agagidaki gibi yapilmistir:

Tablo 3.2: IDO-1 ELISA igin standartlarin hazirlanmasi

48 ng/ml Standard No.5 120 pl Original Standard + 120 pl Standard Diluent
24 ng/ml Standard No.4 120 pl Standard No.5 + 120 ul Standard Diluent
12 ng/ml Standard No.3 120 pl Standard No.4 + 120 pul Standard Diluent
6 ng/ml Standard No.2 120 pl Standard No.3 + 120 pul Standard Diluent
3 ng/ml Standard No.1 120 pl Standard No.2 + 120 ul Standard Diluent
Standard Standard No.5 Standard No.4 Standard No.3 Standard No.2 Standard No.1
Konsantrasyonu
96 ng/ml 48 ng/ml 24 ng/ml 12 ng/ml 6 ng/ml 3 ng/ml
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120 ul 120 ul 120 ul 120 ul 120 ul
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Sekil 3.2: Standartlarin hazirlanmasi

Standart hazirlama islemi tamamlandiktan sonra asagidaki adimlar uygulanmastir.

1. Tim reaktifleri, standart soliisyonlar1 ve drnekleri talimatlara gore hazirlanmigtir.
Kullanmadan dnce tiim reaktifler oda sicakligina getirilmistir.

2. Standart kuyucuklarina diliie edilmis standartlar 50 pl olarak eklenmistir.

3. Numune kuyucuklarina 40 pl numune ve yine numune kuyucuklarima 10 pl anti-
IDO antikoru eklenmis, ardindan numune kuyucuklarina ve standart kuyucuklara 50
ul streptavidin-HRP eklenmistir. Plate iyice karistirllmigtir. Plaka yapistirict kagit ile
yapistirilarak rtiilmiistiir. 37° C'de 60 dakika inkiibasyona birakilmistir.

4. Kagit ¢ikartilarak plate 5 kez yikama tamponuyla yikanmak {izere; kuyulara her
yikama i¢in 30 saniye ile 1 dakika arasinda en az 0,35 ml yikama tamponu
uygulanmistir. Kurutma kagidi iizerinde platin yikama soliisyonundan arindigindan
emin olunmustur.

5. Her kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A eklenerek ardindan her kuyucuga 50 pl
substrate solution B eklenmistir. Plate yeni bir yapiskan kagit ile kapali olarak 37° C'de
karanlikta 10 dakika inkiibe edilmistir.

6. Her kuyuya 50 pl stop soliisyonu eklenmis, mavi rengin sartya doniisimii nitel
olarak gozlemlenmistir.

7. Stop soliisyonunu ekledikten sonra 10 dakika i¢cinde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplate okuyucu kullanilarak optik yogunluklar (OD degerleri) okutulmustur.

8. Hesaplanan standart OD degerlerinin grafigi cikartilmig ve logaritmik egim

denklemi araciligryla 6rneklerin OD degerlerinden konsantrasyonlart hesaplanmustir.
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3.5.2 Serum Diizeyinde ELISA yontemiyle 1L-6, IL-17, IL-4, IFN-y
sitokinlerinin konsantrasyon tespiti

Bu islem icin ticari olarak almis oldugumuz (Biolegend) kit protokolii

uygulanmustir.

IDO-1 i¢in uygulanan protokole benzer sekilde standart hazirlanmasi ve sonrasinda bir
takim kitin protokoliine baghh adimlar uygulanmistir. Bu islemler asagida

Ozetlenmistir.

1. 20 x yikama tamponu deiyonize su ile 1x oraninda seyreltilmistir.

2. 20 ng / mL standart stok sollisyonu yapmak icin sise etiketinde belirtilen tahlil
tamponu A soliisyonu eklenerek liyofilize standart ¢oOzeltisi hazirlanmistir.
Sulandirilmis standart stok soliisyonu oda sicakliginda 15-20 dakika bekletilmis,
ardindan tamamen karistirmak icin kisaca vortekslenmistir.

3. Standartlarin hazirlanmasi:

487,5 uL Test Tamponu A i¢inde 12,5 pL standart stok soliisyonunu seyreltilerek, 500
pg / mL iist standardin 500 pL'sini hazirlanmigtir. Ayri tiiplerde 500 pg / mL st
standarda iki kat seri diliisyon gergeklestirilmistir. Seyreltici olarak Tampon A
kullanilmistir. Bu nedenle, tiiplerdeki insan standart konsantrasyonlart son durumda
strastyla 500 pg / mL, 250 pg / mL, 125 pg/ mL, 62,5 pg/ mL, 31,3 pg/ mL, 15,6 pg
/ mL ve 7,8 pg / Ml olmustur. Test Tamponu A, sifir standart (0 pg / mL) olarak
kullanilmistir.

4. Plate kuyu basina en az 300 pL 1x yikama tamponu ile 4 kez yikanmis ve emici
kagit lizerinde plate bas asagi sikica vurularak kalan tampon kurulanmistir. Sonraki
tiim yikamalar benzer sekilde yapilmistir.

5. Standart dilisyon ve Ornek pipetlenecek her kuyucuga 50 pL test tamponu A
eklenmistir.

6. Ilk sira standart olmak iizere 50 pL standart diliisyon veya numune eklenmistir

7. Plate kitte bulunan bir yapiskan kagit ile kapatilmis ve oda sicakliginda 2 saat 200
rpm'de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.

8. Platen icerigi bir lavaboya atilmis, ardindan 4. adimda oldugu gibi 1x yikama

tamponuyla 4 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.
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9. Her kuyuya 100 pL (bakilacak olan sitokine gore) insan saptama antikoru soliisyonu
eklenmistir, plate kapatilmis ve ¢alkalanarak 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
10. Plate dokiilerek, 4. adimda oldugu gibi 4 kez 1X yikama tamponu ile yikanmustir.
11. Her kuyuya 100 pL avidin-HRP A soliisyonu eklenmis, plate tekrar kapatilarak ve
calkalanarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir

12. Plate’in i¢indekiler dokiilmiis, ardindan 4. adimda oldugu gibi plate 1X yikama
tamponu ile 5 kez yikanmistir. Bu son yikama i¢in, kuyular 1X yikama tamponunda
30 saniye ile 1 dakika arasinda bekletilmistir.

13. Her kuyuya 100 pL substrat soliisyonu F eklenmis ve karanlikta 15 dakika inkiibe
edilmistir. Ornek iceren kuyucularda, konsantrasyonu ile orantili bir yogunlukta mavi
renge doniisiim oldugu gozlemlenmistir.

14. Her kuyuya 100 uL durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon durdurulmustur.
Cozelti rengi maviden sariya degismistir.

15. 450 nm'de absorbans spektrofotometre cihazi ile okutulmustur.
3.6 Calisilan hastalarin kan degerleri

Gerekli izinler almarak c¢aligilan hastalarin kan degerleri istatistikleri, Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde tedavi gormiis olan ve izin alinmis olan
hastalar disinda bir veri icermemektedir. Ayrica ¢alismaya dahil edilmis olan biitiin
hastalar 18 ve {istli yas grubundan secilmistir. Calismaya dahil edilen hastalar
poliklinik, yani ayakta tedavi gormiis olan hasta grubu, klinik yani yatarak tedavi olan
hasta grubu, ve yogun bakim hasta grubu olarak ayrilarak istatistiksel olarak

karsilastirilmistir.
3.7 Istatistiksel analizlerin yapilmasi

Gen polimorfizmlerinin istatistiksel analizi i¢in; Epi Info Software Version 3.2.2
(CDC, Atlanta GA, USA) kullanilmistir. Gen polimorfizminin dagilimi V2 veya
Fisher’s exact testi ile hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda karsilastirilmistir. V2
veya Fisher’s exact testleri anlamli ise Odds ratios (OR) ve %95 giivenlik araliklari
(confidence intervals;CI) hesaplanmistir. Verilerin beklenen ve saptanan genotip
degerleri arasindaki uygunlugu ve Hardy—Weinberg equilibrium’a uygunlugu kontrol
edilmistir. Ayrica, elde edilen anlamli olasilik degerleri Bonferroni testi ile gozden

gecirilmistir. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ANOVA ve takiben uygun post

39



hoc testlerin kullanilmasi ile yapilmistir. Diger istatistiksel karsilastirmalarimiz
kategorik degiskenler, gruplar arasinda Pearson ki-kare ya da Fisher Freeman-Halton
testleri kullanilarak karsilastirilmistir. Istatistiksel analizler icin SPSS (IBM Corp.
Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, NY: IBM
Corp.) programi kullanilmis olup tiim istatistiklerimiz i¢in p<0.05 istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Indolamin 2-3 Dioksijenaz I ve 11 genotipleme icin erime egrisi grafikleri

IDO-1 ve IDO-2 igin sirasiyla rs7820268, rs4503083 bolgelerinde tek niikleotid
polimorfizmlerinin saptanmasinda kullanilan erime egrisi (Melting curve) grafikleri
sekillerde (Sekil 4.1-4.4) gosterilmistir.
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4.2 Genotipleme analiz sonug¢lari

Sicaklik egri grafiklerinin yorumlanmasi sonucunda tespit edilmis olan rs7820268 ve

rs4503083 referans numarali genotiplerin dagilimi1 asagidaki tablolarda saglikli

kontrollere ve hastalara ait numaralari ile birlikte belirtilmistir.

Tablo 4-1 rs7820268 igin hasta grubu genotip sonuglari.

1 9 17 25 33
cC CcC cC CT CT
2 10 18 26 34
CcC CcC cC TT CT
3 11 19 27 35
cC CcC cC CT CT
4 12 20 28 36
CT CcC cC TT CT
5 13 21 29 37
CT CT cC CT CT
6 14 22 30 38
TT CT cC CT CT
7 15 23 31 39
cC CcC cC CT CcC
8 16 24 32 40
CcC CcC TT cC CcC
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Tablo 4-2 rs4503083 i¢in hasta grubu genotip sonuglari.

1 9 7 25 33
AT T AT i i
2 10 18 26 34
AT AT AT AT AT
3 11 19 27 35
AT i T T 1
4 12 20 28 36
T i i i AT
5 13 21 29 37
T i AT AT 1
6 14 22 30 38
T AT AT AA i
7 15 23 31 39
AT T T AT i
8 16 24 32 40
AT T T 1 1

Tablo 4.3: rs7820268 i¢in saglikli kontrol grubu genotip sonuglari.

1 12 23 34 45
cc cc cT T cT
2 13 24 35 46
T cT cT cc I
3 14 25 36 47
cT cT cT cT I
4 15 26 37 48
T cc cc cT cT
5 16 27 38 49
cc cT cT 1 cT
6 17 28 39 50
cT cc cT cT cc
7 18 29 40 51
cT T cc cT cT
8 19 30 41 52
cT T cT cT cT
9 20 31 42

cT cc cc cT -
10 21 2 43

cT cT cT cc -
1 22 3 az

cT cT cc cc -
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Tablo 4.4: rs4503083 i¢in saglikli kontrol grubu genotip sonuglari.

1 12 23 34 45
T AT AA AT AT
2 13 24 35 46
AT TT AA TT AT
3 14 25 36 47
T AT AT TT AT
4 15 26 37 48
TT AT T TT AT
5 16 27 38 49
AT 1T AT AT T
6 17 28 39 50
T AT TT TT AT
7 18 29 40 51
AT AT T AT T
8 19 30 41 52
AT AT TT TT TT
9 20 31 42

AA 1T AT T

10 21 32 43

T TT TT TT

11 22 33 44

AT T AT T

4.3 Hardy-Weinberg dengesine uygunluk hesaplamalari:

Hardy-Weinberg dengesi i¢in hesaplamalara ge¢ilmeden 6nce, testin uygulanabilirlik

kosullar1 degerlendirilmistir.

rs7820268 SNP bolgesi hasta grubu icin Hardy-Weinberg Dengesi:

1.Gozlenen genotip frekanslar::

21 CC 21/40=0,525

4 TT 4/40=0,1

15CT 15/40=0,375

2. Allel Frekanslar:

C:0,71 p+tg=1 0,71+0,29=1

T:0,29

3. Beklenen genotipi frekanslar: ve sayilari:

CC: p%=(0,71)% = 0,5041 (frekans) x 40 = 20,164

CT: 2pg=2. 0,71 . 0,29=0,4118 (frekans) x 40 = 16,472
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TT: %= (0,29)% = 0,0841 (frekans) x 40 = 3,364
4. Ki-kare degeri:

Ki-kare analizi esitligi;

Il :Zl(;r ;JBJ:

Esitlikteki,
G;i: 1 kategorisi igin gézlenen degeri,
B;: 1 kategorisi igin beklenen degeri gostermektedir.

Ki-kare analiz esitligi formiili

Ki-kare sonucu = 0,285
Ki-Kare sonucu olan 0,285’¢ gore hesaplanan p degeri 0,05 ten biiyiikk oldugu i¢in

popiilasyonumuzun Hardy-Weinber dengesinde oldugunu sdyleyebiliriz.

rs7820268 SNP bolgesi saghkl kontrol grubu icin Hardy-Weinberg Dengesi:

1.Gozlenen genotip frekanslar:

14 CC 14/52=0,26

8 TT 8/52=0,153

30 CT 30/52=0,057

2. Allel Frekanslar:

C:055 p+g=1 0,55+0,45=1

T:0,45

3. Beklenen genotipi frekanslari ve sayilari:

CC: p?= (0,55)% = 0,302 (frekans) x 52 = 15,704

CT: 2pg=2. 0,55 . 0,45= 0,495 (frekans) x 52 = 25,74
TT: %= (0,45)% = 0,2025 (frekans) x 52 = 10,53

4. Ki-kare degeri:

Ki-kare test sonucu = 1,496

Ki-Kare sonucu olan 1,496’ya gore hesaplanan p degeri 0,05 ten biiyiik oldugu i¢in

popiilasyonumuzun Hardy-Weinber dengesinde oldugunu soyleyebiliriz.
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rs4503083 SNP bolgesi saglikli ve hasta kontrol grubu icin Hardy-\Weinberg
Dengesi:
rs4503083 SNP bolgesi icin incelemis oldugumuz hasta ve saglhikli grup

popiilasyonlarinda A homozigot genotipleri n<5 tespit edilmistir. Hardy-Weinberg
Dengesi hesaplanirken uygulanan Ki-Kare testi kurallarinca; en diisiik frekans
degerinin 5 olmasi1 gerekmektedir. Bu sebeple rs4503083 SNP bolgesi i¢in Hardy-

Weinberg dengesi hesaplanmamustir.

4.4 1DO-1 ve IDO-2 gen polimorfizmleri

Incelemis oldugumuz gen bélgeleri icin; 40 kisilik hasta ve 52 kisilik saglikli
kontrol gruplarinda elde etmis oldugumuz genotip, odds ratio (OR) ve giiven aralik
(GA) degerleri Tablo 4.5 ile gosterilmistir.

TABLO 4.5: . IDO-1 ve IDO-2 gen polimorfizmlerinin COVID-19 hasta ve kontrol

grubundaki genotip frekanslari

Genotip Kontrol Hasta x2p degeri OR/GA

rs7820268

cc 14 (%26,92) 21 (%52,5) 0,017 37/1,257.1

CT 30 (%57,69) 15 (%37,5) 0,061 0,44/0,18-1,02

T 8 (%15,38) 4 (%10,0) 0,541 061/0,17-2,1
rs4503083

AT 25 (% 48,08) 17 (%42,5) 0,674 0,79/0,34-1,84

T 27 (%51,92) 23 (%57,5) 0,674 1,25/0,54-2,87

AA 3 1

*OR= Odds Ratio , GA=Giiven araliklari

COVID-19 hastalarindaki ve kontrol grubundaki IDO-1 rs7820268, IDO-2 rs4503083,
polimorfizmi genotip dagilimlar1 Tablo 4.6’da gosterilmistir. rs7820268 SNP’si
incelendiginde genotip dagilimi a¢isindan C homozigot gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik tespit edildi. (p=0,017) rs7820268 ve rs4503083 SNP

bolgelerinde hasta ve saglikli grup arasinda yapilan diger analizlerde anlamli farklilik
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bulunamadi. IDO-2 i¢in bakmis oldugumuz SNP bdlgesinde A homozigot genotipi

bulunduran kisi sayis1 n<5 olarak tespit edilmistir.

45 Serum diizeyinde IDO-1 ve sitokinlerin konsantrasyon sonuglari:

4.5.1 1DO-1 ELISA sonuclari

IDO-1 ELISA testinde standart kuyular disinda kalan 80 kuyu igin; bir testte 65 hasta,
15 saglikli kontrol galisiimigtir. IDO-1 igin iki kere ELISA testi gerceklestirilmistir.
Toplamda 130 hasta 30 saglikli kontrol ¢alisiimustir. iki test i¢in standart OD degerleri
birbirine ¢ok yakin ve beklendigi gibi bulunmus, Sekil 4.5°de gosterilmistir. Serum

diizeyinde diger sitokin degerlerine ise sadece SNP calismas1 gerceklestirilen 40 kisi

i¢in bakilmstir.
y=1,0164In(x)-0,7209 od ng/ml  od
R? =0,9841 96 3,845
° 48 3,387
4 24 2,587
od
2 12 1,608
—tog.(od) 6 0,937
O T T 1
0 50 100 150 3 0,579

Sekil 4.5 Serumda yapilan IDO-1 ELISA testlerinin egim grafiginin logaritmik
gosterimi ve standartlarin OD degerleri
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Sekil 4.6: Hasta ve saglikli grup IDO-1 serum konsantrasyonlarinin noktasal ve dot
plot grafikleriyle gosterimi
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Hasta Grubu Saglikli Kontrol Grubu

Mean : 4,82 Mean :6,95
Median: 14,77 Median:12,86
Standart Sapma: 23,2 Standart Sapma: 3,63

4.5.2 ELISA yontemiyle serum diizeyinde o6l¢iilen sitokin konsantrasyonlari

IL-4 icin 30 hasta 25 saglikli kontrol, IFN-y icin 40 hasta 40 saglikl1 kontrol, IL-

10 i¢in 23 hasta 8 saglikli kontrol, IL-17 i¢in 40 hasta 32 saglikli kontrol, IL-6 i¢in 40
hasta 32 saglikli kontrol ve TNF-a i¢in 30 hasta 10 saglikli kontrol ¢alisiimustir.

COVID-19 hasta gruplarinda, saglikli kontrol gruplarina gore IL-6, TNF-a ve IL-

10 serum konsantrasyonlart istatistiksel olarak anlamli olarak yiiksek tespit edilmistir.

Hasta ve saglikli kontrol grubu arasinda yapilan IL-6, TNF-a ve IL-10 anlamlilik testi

sonuglart ve saptanan konsantrasyon seviyeleri sirasiyla Sekil 4.7-4.8-4.9°da

gosterilmistir.
8-
Unpaired t test
P value 0.0001
6 - P value summary e
= Significantly different (P < 0.05)? Yes
..E__ One- or two-tailed P value? Two-tailed
g 4 t, of t=4.081, df=70
©
=
2 Mean of column A 3.485
E'E Mean of column B 1.875
Difference between means (B - A) £ SEM -1.610 £ 0.3944
0 || ||

COVID-19 GRUBU KONTROL GRUBU

Sekil 4.7: Hasta ve kontrol gruplarinda serum diizeyinde IL-6 konsantrasyonlari

4—
A .
Unpaired t test
_ 3 A P value 0.0182
E i P value summary *
R Significantly different (P < 0.05)7 Yes
-% 2 _ f One- or two-tailed P value? Two-tailed
o t, of t=2.468, df=38
[N
= A
= x A
1 l Mean of column A 1.377
' Mean of column B 0.700%
Difference between means (B - A) + SEM -0.6764 + 0.2740
0 1 1

COVID-19 GRUBU KONTROL GRUBU

Sekil 4.8: Hasta ve kontrol gruplarinda serum diizeyinde TNF-a konsantrasyonlari
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15
Unpaired t test

P value 0.0038
P value summary *
10 Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.144, df=29

I1L-10 (pg/ml)

5 —
Mean of column A 7.008
Mean of column B 4.076

Difference between means (B - A) £ SEM -2.930 + 0.9321

0 I 1
COVID-19 GRUBU KONTROL GRUBU

Sekil 4.9: Hasta ve kontrol gruplarinda serum diizeyinde IL-10 konsantrasyonlar1

Hasta grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak daha
diisiik IFN- y konsantrasyonlar1 tespit edilirken, IL-4 ve IL-17 seviyeleri agisindan
hasta ve kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli iliski yoktur. Fakat IL-4
konsantrasyonlari, kontrol grubuna gére COVID-19 hasta grubunda belirgin olarak
daha yiiksek gézlemlenmistir. IFN- vy, IL-4 ve IL-17 serum diizeyi konsantrasyonlari

ve anlamlilik testi sonuglari sirasiyla Sekil 4.10-4.11-4.12°de gosterilmistir.

3.0
Unpaired t test
P value 0.0021
g 2.5 P value summary -
& Significantly different (P < 0.05)7 Yes
& One- or two-tailed P value? Two-tailed
2‘ t, df t=3.183, df=78
[
[

2.0
Mean of column A 1.912
2.045

Mean of column B
Difference between means (B - A) £ SEM 0.1327 £ 0.04168

1.5 | |
COVID-19 GRUBU KONTROL GRUBU

Sekil 4.10: Hasta ve kontrol gruplarinda serum diizeyinde IFN- y konsantrasyonlari
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Unpaired t test
P value 0.2000
= 4 P value summary ns
E Significantly different (P < 0.05)7 No
-;3 One- or two-tailed P value? Two-tailed
— ;:_ t, df t=1.288, df=53
A
—
= 2
Mean of column A 3.749
Mean of column B 2472
Difference between means (B - A) + SEM -1.276 + 0.8836
0 1 I

COVID-19 GRUBU KONTROL GRUBU

Sekil 4.11: Hasta ve kontrol gruplarinda serum diizeyinde IL-4 konsantrasyonlari

4—
Unpaired t test
P value 0.0729
- 3 P value summary ns
E Significantly different (P < 0.05)? No
E One- or two-tailed P value? Two-tailed
= 24 t, df t=1.821, df=70
S
1
=
14 Mean of column A 2.014
Mean of column B 2.229
Difference between means (B - A) + SEM 0.2156 + 0.1184
0 1 1

COVID-19 GRUBU KONTROL GRUBU

Sekil 4.12: Hasta ve kontrol gruplarinda serum diizeyinde IL-17 konsantrasyonlari

4.6 Serum diizeyinde IDO-1 ve sitokinlerin korelasyonlarinin incelenmesi:

ELISA yontemiyle 6lgmiis oldugumuz sitokinlerden IL-4, IFN- vy, IL-10 ve IL-
17 i¢in yapmis oldugumuz korelasyon testlerinde IDO-1 seviyeleriyle korelasyon

tespit edilememistir. IL-6 ve TNF-a ile ise negatif yonlii anlamli korelasyon vardir.

4.6.1 1DO-1 ve IL-6 arasinda korelasyon katsayisinin hesaplanmasi

IDO-1 ve IL-6 i¢in yapilan korelasyon testi sonucunda korelasyon katsayis1 negatif
yonlii olarak 0,35 olarak bulunmustur. 1ki degiskenin arasinda negatif korelasyon
olmasi, degiskenler arasi ters yonlii bir iliski oldugunu gosterir. Yani hasta grubunda,

IL-6 konsantrasyonu yliksek hastalarda IDO-1 konsantrasyonlarinin daha diisiik
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oldugu istatistiksel olarak anlamli hesaplanmistir. (IL-6 blokeri kullanmis olan

hastalar hesaplama disinda tutulmustur).

Tablo 4.6: IDO-1 ve IL-6 korelasyon katsayisinin hesaplanmasi

Correlations
ido-1 il_6
Spearman's rho ido-1 Correlation Coefficient 1,000 -,350'
Sig. (2-tailed) ’ ,039
N 40 35
i_6 Correlation Coefficient -,350' 1,000
Sig. (2-tailed) ,039 )
N 35 35
* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
gl IDO-1 e IL-6
120,00 9
100,00 ¢
' T
80,00 B
5
60,00 4 A
40,00 3
20,00 l A ' ? /\J
0,00 0
357 9111315171921232527293133353739 1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Sekil 4.13: IDO-1 ve IL-6 arasindaki korelasyonun grafiksel gosterimi

IL-6 ile aynmi sekilde yapilmis olan IDO-1 ile TNF-o arasindaki korelasyon testi
sonucunda, IDO-1 ile TNF-o arasinda korelasyon Kkatsayisi -0,42 olarak

hesaplanmastir.

4.6.2 Genotiplere gore IDO-1 ve sitokin konsantrasyonlarinin karsilagtirnlmasi

CC genotipi gosteren hasta grubu IDO-1 konsantrasyon ortalamasi 18,27 ng/ml
iken saglikli kontrol grubu CC genotipi gosteren grubun IDO-1 konsantrasyonlari
ortalamast 13,02 ng/ml’dir. TT genotipi gosteren 4 COVID-19 hastasinin IDO-1
konsantrasyon ortalamasi 37,66 ng/ml ve TT genotipi saglikli grup konsantrasyon
ortalamasi1 11.53 ng/ml’dir. CT genotipine sahip hasta ve saglikli grubun ortalamalari

ise sirasiyla 30,62 ng/ml ve 11,28 ng/ml’dir. Sonuglar Sekil 4.14’te gosterilmistir.
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Hasta grubunda en diisiik konsantrasyon CC genotipi bulunduran hastalarda
goriiliirken, saglikli kontrol grubunda en diigiik IDO-1 konsantrasyonlar1 CT genotip
grubunda tespit edilmistir. CC genotiplerinin IDO-1 konsantrasyonlari igin hasta ve
saglikli grup arasinda anlamli bir farklilik yoktur. (p=0,4264) TT genotiplerinin IDO-
1 konsantrasyonlar1 i¢in hasta ve saglikli grup arasinda anlamli bir farklilik yoktur.
(p=0,0570). CT genotipi gosteren hasta ve saglikli gruplar arasinda ise IDO-1
konsantrasyonlari i¢in anlamli farklilik vardir. CT genotipine sahip hasta bireylerde
IDO-1 konsantrasyonlart CT genotipli saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak

daha yiiksek bulunmustur. (p=0,0059)
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Sekil 4.14: rs7820268 SNP bolgesi igin hasta ve saglikli kontrol grubundaki CC, TT,

CT genotiplerine ait IDO-1 konsantrasyonlarinin karsilastirilmast

rs7820268 SNP bolgesinde CC genotipi ve CT, TT genotipleri bulunduran hastalarin
arasinda yaptifimiz sitokin karsilastirmalarinda anlamli  bir farklilik tespit
edilememistir. Sonuglarimiz Tablo 4.7°da gdsterilmistir.

52



Tablo 4.7: SNP rs7820268 bdlgesi i¢in, CC genotipi ile diger genotiplerin IDO-1 ile
sitokin degerlerinin karsilastirilmasi

n CC Genotipi n CT.TT p-value
Genotipleri

DO 21 5.45(2,83:86.30) 19 10,16(4,02:112,31) 0,130
IL-6 21 2,11(1,78:7.71) 19 2.,41(1,88:7,58) 0,1532
TNF-a 18 0.99(0,60:3,43) 12 0.99(0,68:2,99) 0.3912
IL-17a 21 1,32(1.28:1,54) 19 1,31(1.28:1,42) 0,872
IL-10 18 1,93(1,49:11,94) 5 2.56(2.12:2,99) 0,067=
IFN-a 19 1,91+0.06 19 1,91+0,05 0.851=
IL-4 21 0.74(0.69:6.,61) 19 0.77(0.71:0,86) 0.3472

Veriler medyan(minimum:maksimum) ve ortalamatsiandart sapma olarak ifade edilmigtir.
a: Mawnn Whitney U Testi, 8- Bagimsiz drneklem i testi

4.7 Hasta kan degerleri ve diger istatistik sonuclari

IDO-1 degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir
(p=0.003). Alt grup analizlerinde; klinik hasta grubu’deki IDO-1 degerleri, poliklinik
hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur. (p=0,037) (Tablo 4.8).

Anlamli bulunan diger analiz sonuc¢larimiz (Tablo 4.9); Lenfosit degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p=0.008). Yogun bakim hasta
grubu lenfosit degerleri, klinik hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur.
(p=0,049). Yogun bakim hasta grubu lenfosit degerleri, poliklinik hasta grubu
degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p=0,004). Monosit degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.001). Alt grup
analizlerinde; yogun bakim hasta grubu monosit degerleri, Poliklinik hasta grubu
degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p=0,029). Yogun bakim hasta grubu monosit
degerleri, klinik hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p=0,016).

NEU degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir
(p<0.001). Alt grup analizlerinde; poliklinik hasta grubu NEU degerleri, yogun bakim
hasta grubu degerlerinden daha diisilk bulunmustur (p=0,019). Klinik hasta grubu
NEU degerleri, yogun bakim hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur
(p=0,002). CRP degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
vardir (p<0.001). Alt grup analizlerinde; poliklinik hasta grubu CRP degerleri, yogun
bakim hasta grubu degerlerinden daha diisiikk bulunmustur (p=0,007). Klinik hasta
grubu CRP degerleri, yogun bakim hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur
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(p=0,001). Ferritin degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark vardir (p=0.006). Alt grup analizlerinde; poliklinik hasta grubu Ferritin degerleri,
klinik hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p=0,011). Poliklinik hasta
grubu Ferritin degerleri, yogun bakim hasta grubu degerlerinden daha diisiik
bulunmustur (p=0,021). D-Dimer degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark vardir (p<0.001). Alt grup analizlerinde; Poliklinik hasta grubu D-
Dimer degerleri, yogun bakim hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur
(p<0,001). Klinik hasta grubu D-Dimer degerleri, Yogun bakim hasta grubu
degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p<0,001). Troponin degerleri bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.001). Alt grup
analizlerinde; poliklinik hasta grubu Troponin degerleri, klinik hasta grubu
degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p=0,025). Poliklinik hasta grubu Troponin
degerleri, yogun bakim hasta grubu degerlerinden daha diisitk bulunmustur (p<0,001).
Klinik hasta grubu Troponin degerleri, yogun bakim hasta grubu degerlerinden daha
diisiik bulunmustur (p=0,042). Ure degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark vardir (p=0.001). Alt grup analizlerinde; Poliklinik hasta grubu iire
degerleri, yogun bakim hasta grubu degerlerinden daha diisiik bulunmustur (p=0,004).
Poliklinik hasta grubu’deki LDH degerleri dlgiimleri yapilan hasta sayisi, gruplar
arasinda yapilacak karsilastirma i¢in yeterli olmadigrt i¢in (n<5) gruplar arasi
karsilagtirma yapilamamistir. Gruplar arasinda yapilan diger karsilastirmalarda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 4.8: Hasta gruplarina gore kan ve IDO-1 degerlerinin karsilastirilmasi

Gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar

N Poliklinik n  [Klinik n 'Yogun bakim n p-value
IDO-1 26  |5,74(3,41:98,85) 92 14,43(2,65:112,31) 12 4,75(4,04:74,38) 30 (0,003
WBC (kful) 26 16,54(3,31:11,92) 92 [5,99(0,07:44,06) 12 10,56(2,91:27,72) 30 (0,003
Lenfosit(k/ul) 26 |1,97(0,71:28,41) 92 [1,69(0,05:3,85) 12 0,67(0,29:5,45) 30 (0,008
MONOSIT (k/ul) 26  [0,52(0,26:1,24) 92 0,54(0,01:1,25) 12 0,33(0,09:0,76) 30 |<0,001
NEU(K/ul) 26 3,62(2,01:8,28) 92 [3,55(0,01:42,68) 12 7,01(2,49:26,97) 30 <0,001
TROMBOSIT 26  |238,55(141,70:389,90) |92 |214,70(43,40:463,30) (12 176,70(34,20:454,10 30 (0,247
(pIT) (k/ul) )
CRP(mg/ml) 6 13(3,70:57) 58 [22,25(2,40:211,70) [11 )126’60(11‘70:229'70 26 |<0,001
PCT (%) 26  |0,20(0,10:0,40) 92 (0,20(0,10:0,30) 12 0,15(0,10:0,30) 30 0,14
FERRITIN(ug/L) [26  |38,10(2:333) 92 |133,00(0,00:4535) |12 437,00(0,00:1535) |30 |0,006
D-DIMER(mg/L) 26  (0,41(0,17:1,76) 87 [0,38(0,17:34,21) 12 1,92(0,20:47,90) (28 '<0,001
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Tablo 4.8 devamu

E:Zﬁ_l;ONIN 26 [1,25(0:24,70) 75 2,40(0,20:184,60) 10  |12,30(1,90:99,30) [29 <0,001
URE (mg/dL) 26 |22,50(10:40) 92 27,00(9,00:150) 12 |38,00(23:99) 30 0,001
(Kml;]?cﬁ_l)"INH\I 25 0,77(0,61:1,25) 92 0,77(0,54:8,50) 12 |0,79(0,57:4,31) 30 0,601
?n?n[:;/ﬁj_')vl 26  [138,50(130:142) 92 138,50(128,00:148) (12  [138,50(126:146) 30 0,991
POTASYUM 25  4,30(3,20:5,20) 92 4,20(3,26:7,80) 12 |3,80(3,25:4,90) 30 0,278
(mmol/L)

AST (U/L) 25  20(12:4) 92 22(7:330) 12 39(15:245) 30 <0,001
ALT (U/L) 24 23(6:74) 92 22,50(7:358) 12 [21(7:68) 28 10,199
LDH (U/L) 3 228(186:299) 39 229(131:1023) 5 530(370:724) 17 |
KLOR (mmol/L) 25  [105(101:109) 92 105(95:111) 12 |104,50(86:112) 30 0,52

Serum diizeyinde IDO-1 konsantrasyon degeri 11 ng/ml’den yiiksek olan hasta grubu
icin kendi igerisinde yaptigimiz kan degerleri karsilastirmasinda IDO-1 ile AST ve
ALT degerleri disinda anlamli bir iliski tespit edilememistir. Bu incelemeye 1DO-1
seviyesi grup i¢inde yiiksek goriilen 23 hasta dahil edilmistir. Inceleme sonuglar1 Tablo
4.9 da gosterilmistir.

Tablo 4.9: IDO-1 serum konsantrasyonlari yiiksek olan hastalarin, IDO-1 ile kan degerleri
arasindaki korelasyon testi sonuglari

IDO-1
rs p-value

WBC (k/ul) -0,06 0,762
Lenfosit(k/ul) 0,23 0,24

MONOSIT (k/ul) 0,09 0,672
NEU(k/ul) -0,09 0,661
TROMBOSIT (pIT) (k/ul) 0,21 0,297
CRP(mg/ml) -0,4 0,223
PCT (%) 0,15 0,451
FERRITIN(ug/L) 0 0,983
D-DIMER(mg/L) -0,37 0,069
TROPONIN (mg/L) -0,36 0,087
URE (mg/dL) -0,04 0,839
KREATININ (mg/dL) -0,15 0,449
SODYUM (mmol/L) -0,03 0,869
POTASYUM (mmol/L) 0,07 0,717
AST (U/L) -0,433 0,024
ALT (U/L) -0,436 0,022
LDH (U/L) -0,37 0,236
KLOR (mmol/L) -0,22 0,266

rs : Spearman korelasyon katsayisi
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5. TARTISMA VE SONUC

COVID-19 hastaliginda, 6nemli bir immiinmodiilatér olan IDO enzimlerinin heniiz
detayli incelenmemis olmasi literatiir eksigi yaratmaktadir. Tez ¢alismamiz bu eksigi
giderme acisindan dnemlidir. COVID-19 hastaliginda IDO-1 ve IDO-2 iligkili iki SNP
bolgesi polimorfizmi incelenmistir. Ayrica genis bir hasta grubunda serum diizeyinde
IDO-1 konsantrasyonlar1 tespit edilerek belirli sitokinler ile korelasyonlarina
bakilmistir. Bu c¢alismalarimizin sonuglar1 ile SARS-CoV-2 viriisiiniin etki

mekanizmasinin anlagilmasina katki saglanmasi amaglanmaistir.

Tez ¢alismamiza dahil edilen popiilasyonda, IDO-1 i¢in incelenmis olan rs7820268
referans numarali SNP bolgesinde C homozigot genotip gosteren kisilerin COVID-19
hastaligina diger alelleri bulunduran kisilere gére daha yatkin oldugu tespit edilmistir
(%52,5'ya karst %26,92, p: 0.017). COVID-19’a yatkinlik tespit edilen, rs7820268
numarali SNP bolgesinde C homozigot bulunan kisilerin, saglikli gruplar ve diger
hasta gruplari ile yapilan sitokin ve kan degerleri karsilastirmalarinda anlamli farklilik
tespit edilememistir. Bu durum C homozigot rs7820268 SNP bolgesinin hastaliga
yatkinlikla iligkili oldugunu fakat COVID-19 patogeneziyle iliskisi olmadigim
gostermistir. Tek niikleotid polimorfizm caligsmasi az sayida kisiyle gerceklestirilmis
olup (n=40), daha genis popiilasyonlarda yapilacak calisma sonuglari ile ¢aligma
verilerinin desteklenmesi gerekmektedir. Farkli etnik bdlgelerde farkli alel
frekanslarinin goriilmesi bu durumun 6nemini arttirmaktadir. 1DO-2 i¢in bakilan
rs4503083 numarali SNP bolgesinde ise genotipler bakimindan saglikli grup ile hasta
grubu arasinda yapilan analizlerde anlamli bir farklilik tespit edilememistir. Ek olarak
calismada, rs7820268’in SNP incelemesi i¢in se¢ilme sebebi Han et al., (2020)’nin
caligmasinda da goriildiigii gibi bu bolgenin IDO-1 ekspresyonlarini diizenlemesidir.
rs4503083’tin ise IDO-2’nin transkripsiyonu aninda stop kodonu iireten bolge
olmasidir. 1DO-2 katalitik aktivite bolgesi olan rs10109853 referans numarali bolge

icin SNP calisilmasi da ilerleyen ¢alismalarda diisiiniilmektedir.

COVID-19 sonrasi iyilesen hastalarda, SARS-CoV-2'ye 6zgii giiclii bir CD8 + T
hiicresi aracili bagisiklik tepkisi olugsmaktadir. Tardito et al., (2013) sistemik skleroz
hastalarinda yaptig1 calismada, IDO-1 genindeki SNP rs7820268'inde T alelik
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varyantini tagtyan hastalarin kontrol grubuna gére anlamli derecede sik oldugunu ve
IDO-1'de bu SNP'yi tasiyan hastalarin bozulmus CD8" T diizenleyici fonksiyonu
oldugunu gostermislerdir. COVID-19 i¢in incelemis oldugumuz rs7820268 SNP
bolgesinde T homozigot genotipine sahip hasta bireyler i¢in benzer bir iliski olup
olmadig1 bu calisma sonuglar1 ile ek olarak arastirilmasi planlanan adimlardandir.
Ayrica calismamizda hasta grubunda CT heterozigot genotip gosteren grubun, CT
heterozigot genotipindeki saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak (p=0,0059)
daha yiiksek seviyelerde IDO-1 konsantrasyonu gosterdigi saptanmigtir. Fakat diger
verilerimizle karsilastirdigimizda bir anlamlilik tespit edilemedigi i¢in COVID-19 ile

iligkilendirilememistir.

HCV, HIV, hRSV gibi viral enfeksiyonlarda IDO-1 konsantrasyonlarinin arttigi;
Lepiller et al., (2015), Huang et al., (2013), Ajamian et al., (2015) tarafindan yapilan
farkli galigmalar ile gosterilmistir. Bizim g¢alismamizin ELISA testleri sonucunda
COVID-19 hastalar1 ve saglikli grup arasindaki 1DO-1 konsantrasyonlari
karsilastirildiginda diger viral enfeksiyonlardan farkli olarak IDO-1 seviyelerinin
artmadig gosterilmistir. Diger viral enfeksiyonlarda viriisler, T hiicrelerinin aracilik
ettigi bagisiklik tepkisinden kaginmak igin, IDO-1 ekspresyonlarini indiikleyerek
IDO-1’in bagisiklik sistemini baskilayici etkilerinden yararlanmaya ¢aligsmakta
olabilir. Bu durum; SARS-CoV-2’nin diger viral enfeksiyonlarin tam aksine IDO-1’i
baskiliyor olmasi, muhtemel baska mekanizmalara isaret etmektedir; 1DO-1
araciligiyla olusan Kyn'in Aril Hidrokarbon Reseptorii (AhR)’ne baglanmasi ile Thi,
Th2 veya Thl7 alt gruplarimi etkileyebilecek Foxp3* Treg'lerin modiilasyonu ve
proliferasyonu tetiklenmekte ve T hiicreleri i¢in AhR'ye bagimli farklilagma yolunun
aktivasyonu soz konusu olmaktadir. Aktiflesen AhR’ler ayrica salgiladiklari IL-1p,
IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler araciligiyla IDO-1 ekspresyonunu tesvik etmektedir.
Cift yonli bir etkilesim s6z konusudur. Turski et al., (2020) tarafindan yapilan bir
calisma SARS-CoV-2 viriisiiniin, inflamasyonu indiiklemek i¢in IDO-1 veya baska bir
immiinmodiilatore gerek duymadan AhR’leri dogrudan aktiflestirebildigini
gostermistir. IDO-1 konsantrasyonunun COVID-19’da diisiik olmas1 ve 1L-6 ile TNF-

a konsantrasyonlar1 ile negatif korelasyon tespit edilmesi bu mekanizmadan
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kaynaklaniyor olabilir. VVogel et al., (2013) yaptigi ¢alismada, kemik iliginden
tiretilmis DH'lerde, IDO-2’nin de AhR uyarimi ile pozitif yonde regiile edildigini
bildirmistir. Bu ¢alisma ise, IDO-2 icin sadece SNP incelemesi yapilmis olmasi
sebebiyle yorumlama agisindan yetersizdir. IDO-2’nin 6zellikle hayvanlar tizerinde
yapilan ¢aligmalarda proinflamatuar etkileri oldugu giiclii kanitlar ile gdsterilmistir .
(Merlo et al., (2016) tarafindan romatoid artrit fare modeli iizerinde yapilmis olan
calismada, Metz et al., (2013) tarafindan yapilan IDO-2'nin CHS yanitlarinda kritik bir
rol oynadigini gosteren ¢calismada ve Merlo et al., (2016) tarafindan yapilmis olan SLE
fare modellerinde yapilan galismada). Bu ¢alismalarin sonuglart ve 1IDO-2 hakkinda
literatiir eksikleri olmasi , IDO-1’in aksine IDO-2’nin COVID-19 hastaliginda farkli
bir gorev tistlenip listlenmediginin incelenmesi gerekliligine isaret etmektedir. Bu
dogrultuda bir sonraki calismada IDO-2’nin detayli olarak calisilmasi
planlanmaktadir. SARS-CoV-2 tarafindan IDO-1 baskilanmasi sonucunu destekleyen
bir baska ¢alisma Schafer et al., (2020) tarafindan yapilmistir. Calismada, SARS-CoV-
2’nin  MSC'lerde indolamin 2,3-dioksijenaz 1 (IDO-1) iiretimini etkileyip
etkilemeyecegi arastirilmis ve viriistin, IDO-1 iiretiminin indiiksiyonu gibi etkileri
olan MSC'lerin apoptozunu indiikledigini, yani dolayli yoldan IDO-1 ekspresyonunun
SARS-CoV-2 aracili azaltilabilecegi gosterilmistir. Saglikli kontrol grubundan
sirastyla poliklinik, klinik ve yogun bakim hasta grubuna dogru artmasi beklenirken
azalis gosteren IDO-1 konsantrasyonlari, uygulanan ilag tedavilerinden de etkilenmis
olabilir; Gostner et al., (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, sitma tedavisinde
kullanilan klorokinin interferon-y ile indiiklenen triptofan yikimi ve neopterin tiretimi
ile etkilesimi, in vitro insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC)
arastirilmis  ve  klorokinin  insan PBMC’sinde indolamin 2,3-dioksijenaz
aktivasyonunu engelledigi gosterilmistir. Bu etki, enflamatuvar durumlarda klorokinin
terapotik faydasi i¢in klinik uygulamalarinin spektrumunu genisletebilir. Fakat,
COVID-19 hastaligi tedavisi igin, igeriginde klorokin bulunduran ilaglarin
kullanilmasi, IDO seviyelerini etkileyip etkilemedigi a¢isindan detayli olarak

arastirmalidir.

Elde edilen serum diizeyi sitokin konsantrasyon sonuglar1 bazi sitokinler i¢in diger

caligmalar ile uyumlu bulunmustur. Qin et al., (2020) nin yaptig1 ¢calisma dahil olmak
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tizere bir¢ok calisma, hafif hastalig1 olan bireylere kiyasla siddetli COVID-19 geciren
bir¢cok hastada proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a, IL-1p, IL-2, IFN-y ve IL-6 i¢in
yiiksek serum konsantrasyonlari bildirmistir. Calismada elde ettigimiz IL-6, TNF- a,
IL-10, IL-4 konsantrasyon seviyeleri diger ¢alismalar ile uyumlu iken, IFN-y ve IL-
17 i¢in saptanmig olan konsantrasyonlar diger ¢alismalara gore farklilik
gostermektedir. Buna ragmen, IFN-y en yiiksek oranda IDO-1 ekspresyon indiikleme
kapasitesine sahip sitokindir. Bu baglamda ¢alisma sonucunda elde edilen diistik IFN-
v ve IDO-1 seviyeleri ¢alisma igerisinde tutarlilik gostermektedir. Ayrica Price et al.,
(2020)’nin yaptig1 ve diger bazi ¢alismalar, SARS-CoV-2 viriisiiniin kontrolsiiz viral
replikasyona katkida bulunan tip 1 interferon (IFN) tepkilerini azaltti§indan
bahsetmektedir. Bizim sonug¢larimiz da bu bilgiyi desteklemektedir. Ek olarak Kox et
al., (2020) yaptiklari ¢alisma ile COVID-19 hastalarinin  serum  sitokin
konsantrasyonlarinin sepsisli ve diger kritik bazi hastaliklar ile benzer seviyelerde
oldugunu gostermistir bu bilgi COVID-19’un yalnizca sitokin firtinasi ve sitokin

seviyeleri ile tanimlanmasinin dogru olmadigin1 géstermektedir.

Orabona et al., (2018) juvenil diyabette indolamin 2,3-dioksijenaz 1 etkinligini
arastirdiklari bir calismada; rs7820268 SNP bolgesinde spesifik bir IDO-1 genotipinin
IDO enziminde fonksiyon bozukluguna ve bu durumun TI1D hastalarinda IL-6
reseptoriiniin (IL-6R) artan ekspresyonu ile de iliskisine vurgu yapmislardir. IL-6R
bloke edici ilaglarin kullanilmasi ile ise, IDO-1 aktivitesinin normale dondiigiinii
saptamiglardir. Bu ¢alisma IL-6 ve IDO-1 iligkisi agisindan ¢alismamizla paralellik
gostermektedir. Caligmamizda farkli rs7820268 SNP genotipleri arasinda yaptigimiz
karsilastirmada sitokinler ile anlamli bir iligki saptanmamustir. Fakat serum diizeyinde
bakmis oldugumuz IDO-1 ve IL-6 konsantrasyonlar1 arasinda -0,35 korelasyon
katsayili negatif yonlii bir korelasyon tespit edilmistir. Calisma grubumuzun diisiik
popiilasyona sahip oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, daha genis bir
popiilasyonda rs7820268 SNP bolgesinde goriilen genotipler ile IL-6 seviyelerinin
incelenmesi sonucunda, juvenil diyabette elde edilen sonuglara benzer anlamli bir

iligki saptanabilir.
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Viral hastaliklarin yaninda, iilseratif kolit, crohn hastalig1 veya ¢dlyak hastaligi gibi
baz1 gastrointestinal sistem ile iligkili hastaliklarda da IDO-1 ekpresyonunun arttig1
Torres et al., (2007), Wolf et al., (2004) tarafindan yapilan ¢alismalarda gésterilmistir.
Dokularda triptofan katabolizmasi daha ¢ok TDO tarafindan gerceklestirilmekte olsa
da serum diizeyinde baktigimiz IDO-1 konsantrasyonlarina ek olarak, dokularda da
IDO-1 seviyelerinin incelenmesi, SARS-CoV-2’nin giris boliimiinde de bahsedilen

bircok sistemde gosterdigi klinik tablo diisliniildiiglinde 6nemlidir.

COVID-19'un patogenezi ve etkiledigi molekiiler mekanizmalar heniiz net degildir.
Bu nedenle, hastalikla etkili tedavi yontemlerini veya Onleme stratejilerini tasarlamak
kolay olmamaktadir. Yapilan calismalarin bir biitiin olarak degerlendirilmesi
patogenezin anlasilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu calismada elde edilmis olan
IDO-1" in SARS-CoV-2 tarafindan baskilanmasi, rs7820268 SNP bolgesinde tespit
edilen C homozigot genotipinin COVID-19’a yatkinligina sebep olmasi ve diger
sonuclar; basamak gorevi gorerek yeni soru isaretleri olusturmustur. Bu dogrultuda
COVID-19 patogenezinde IDO-1’in hangi mekanizmalar ile baskilandiginin ve IDO-
2’nin  rollerinin daha detayli arastirildigi ¢alismalara gereksinim vardir. Giiglii
proinflamatuar yanitlarin  goriildiigi COVID-19 patogenezinde 6nemli bir
antienflamatuvar olan IDO-1’in bu proinflamatuar yanitlar1 dengelemede etkisi olup
olmayacagi dnemli bir soru igaretidir. Enflamasyonu azaltmaya yonelik herhangi bir
miidahale, viral klirensi olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, bagisiklik sisteminin
aktivasyonu ve enflamasyonun inhibisyonu arasinda dogru dengeyi belirlemek igin

daha fazla klinik ¢aligmanin yapilmasi gerekmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

2019-nCoV: 2019- Yeni koronaviriis
ACE2: Anjiyotensin doniistiiriicli enzim 2
APC: Antijen sunan hiicre

ARDS: Akut solunum sikintis1 sendromu
BT: Bilgisayarli tomografi

°C: Santigrat derece
cDNA: Komplementer DNA

CoV: Koronavirtis

COVID-19: Koronaviriis hastaligi - 2019
DAD: Diffiiz alveolar hasar

DNA: Deoksiriboniikleik asit

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay
G-CSF: Graniilosit koloni uyarici faktor
HCV: Hepatit C viriisii

IDO: indolamin 2-3 dioksijenaz

IFN-y: Interferon gamma

IL: Interldkin

MERS: Middle East Respiratory Syndrome
MIP1a: Makrofaj enflamatuvar protein 1a
ml: Mililitre

NAD™: Nikotinamid adenin diniikleotid
ng: Nanogram

NP: Niikleokapsid protein

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

pg: Pikogram

SARS: Severe acute respiratory syndrome
SNP: Tekli niikleotit degisiklikleri

TDO: Triptofan 2,3-dioksijenaz

75



TGF-B: Transforme edici biiyiime faktor — beta
TLR: Toll-like reseptorler
TNF-a: Timor nekrozis faktorii-alfa

ug: Mikrogram
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8. EKLER

EK 1: Etik kurul karar formu
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Ek 2: Nanodrop ile 6l¢iilmiis olan DNA’larin saflik ve konsantrasyonlari

Tek niikleotid polimorfizm ¢alismasina dahil edilecek hasta grubunun nanodrop
Ol¢lim sonuglar1 Tablo 8.1°de verilmistir.

Tablo 8.1 Polimorfizm galisilan hastalarin DNA’larinin nanodrop 6lglim sonuglari

Hasta 260/280 260/230 Konsantrasyon Hasta No: 260/280 260/230 Konsantrasy
No: (nm) (nm) (ng/ 1) (nm) (nm) on
(ng/LIN)

1 3,596 1,821 9,41 21 1,510 1,214 88,91

2 2,106 2,396 7,25 22 2,098 1,924 10,41

3 2,613 2,341 9,26 23 1,969 1,183 14,35

4 1,876 1,288 7,60 24 2,254 0,765 16,51

5 1,664 1,524 9,40 25 3,325 2,165 16,07

6 2,885 0,829 15,84 26 1,421 1,653 53,87

7 2,581 1,272 7,94 27 2,585 2,123 16,63

8 2,871 1,748 6,78 28 1,677 1,513 16,81

9 1,554 1,359 8,42 29 1,574 1,323 22,42
10 1,793 1,579 41,93 30 2,562 1,316 12,78
11 2,576 1,721 11,15 31 1,342 1,928 18,25
12 3,306 1,089 11,54 32 1,208 1,530 26,80
13 2,657 1,582 12,92 33 1,160 1,271 26,74
14 2,839 2,043 24,46 34 1,135 1,090 171,02
15 4,287 1,545 13,07 35 1,690 1,923 14,17
16 2,990 1,063 13,85 36 1,724 1,967 14,86
17 2,242 1,325 19 37 1,911 1,921 28,51
18 2,326 0,936 18,04 38 1,405 1,415 78,32
19 2,592 0,682 10,84 39 1,903 1,915 21,36
20 3,348 0,838 9,35 40 1,557 1,463 14,05
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degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. H. Barbaros Oral’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Bizleri kendi damigmanligimi yaptigi Ogrencilerinden ayirmayan, akademik
ilerlememize katki saglamak igin tiim benligi ile ¢alisan degerli hocam Sayin Prof.
Dr. Ferah Budak’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam dahil olmak {izere, akademik yolculugumda her zaman destek olan,
fikirleri ve tecriibesiyle her zaman yonlendirici olan, ¢calismalarimin gizli kahramani
Figen Aymak’a ¢ok tesekkiir ederim.

Birlikte calistigimiz, irettigimiz ve oOgrendigimiz Bursa Uludag Universitesi
Immiinoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda bulunan tiim &grenci, personel
arkadaslarima ve boliim hocalarima, ayrica tez ¢alismama dnemli yardimlariyla katki
veren sevgili Gozde Arslan ve A. Ceren Macunluoglu’na ¢ok tesekkiirler.

Bursadaki ailem gibi olan ve motivasyonumu her zaman iist diizeyde tutmami saglayan
pozitif enerjilerini her zaman hissettiren degerli arkadaslarim Cansu Ercan ve Cansin
Ercan ciftine tesekkiir ederim.

Lisans hayatimda kazandigim ve desteklerini hicbir zaman esirgemeyen sevgili
hocalarim Ast. Prof. Dr. Sahra Kirmusaoglu, Aml Cebeci, Deniz Kanca ve Nur
Ekimci’ye minnettarim.

Son olarak tiim hayatim boyunca oldugu gibi aldigim her kararda arkamda duran, bu
giinlere gelmemde en biiyiik destek¢ilerim olan, akademik anlamda da her zaman
danigabildigim i¢in kendimi sansh hissettigim canim ailem, annem Sevim Karaca
babam Mustafa Karaca, ablam Ebru Karaca, agabeyim Omer Karaca’ya ve bize
tiikenmeyen bir enerji saglayan yegenim, minigim Kagan Karaca’ya sonsuz
tesekkiirler.

COVID-19 ile miicadele ederken hayatim1 kaybeden tiim saghk calisanlarim
saygiyla aniyorum.

Mert KARACA
23 /122020
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