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Kindrenin yolagi, yol boyunca olusan metabolitler ve enzimler araciigiyla neredeyse tim bagisikhk
tepkileriyle etkilesime girmektedir. Hiz sinirlayici enzim olan indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO), yolagin
baslangic adiminda oksidorediiktaz olarak gorev yapmakta olup triptofanin kinlrenine donisimani
katalizler ve cesitli enfeksiyoz hastaliklarin patogeneziyle iliskilendirilmistir. Bu calismada, koronaviris
hastaligi 2019 [coronavirus diseases-2019 (COVID-19)] hastalarinin serum IDO-1 duzeyleri, Th1-2-
17 ile iliskili sitokinlerin dlzeyleri ve hematolojik parametreler, hastaligin siddeti (hafif, orta, siddetli)
g6z 6nlnde bulundurularak arastiriimasi amaclanmustir. Yiiz otuz hasta ve 91 saglkh kontrol icin IDO-
1 serum seviyeleri enzim iliskili immiinsorban assay [enzyme linked immunosorbant assay (ELISA)]
yontemi kullanilarak o6lciilmis ve karsilastinimistir. IDO gen lokusundaki daha ©nce enflamasyonla
iliskilendirilmis olan tek niikleotit polimorfizm [single nucleotid polymorphism (SNP)] bolgesi taranmustir.
SNP analizleri, erime egrisi (melting curve) analiziyle gerceklestirilmistir. Kirk COVID-19 hastasinin
IDO-1 intronik varyant rs7820268 ve IDO-2 inaktivitesinden sorumlu rs4503083 SNP bdélgeleri, elli iki
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saglkli kontrol ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Tim sonuclar istatistiksel olarak analiz edilmis ve
karsilastinlmistir. IDO-1 serum konsantrasyonlari hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore anlamli
olarak disik bulunmustur (p< 0.0001). Ayrica, siddetli hasta grubundaki IDO-1 serum seviyeleri, hafif
hasta grubundan daha duistik olarak belirlenmistir (p= 0.026). Hasta grubunda IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a
serum seviyeleri anlamli derecede yiiksek bulunurken, IFN-y seviyeleri diislik olarak tespit edilmistir. IDO-
1 ve IL-6 seviyeleri arasinda ise negatif bir korelasyon bulunmustur (r= -0.3503, p= 0.0391). Hastalik
siddetine gore siniflandirilan hasta gruplarinda lenfosit, monosit, notrofil ve akut faz reaktan degerleri
karsilastinldiginda anlamli farkhliklar bulunmustur. SNP analizi sonucunda, rs7820268 IDO-1 bdlgesi
icin CC genotipi COVID-19 hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore 6énemli 6lctide daha yiiksek
bulunmustur (p= 0.0017). Bu veriler, IDO-1 rs7820268 SNP bolgesindeki polimorfizmin COVID-19’a
duyarhlikla iliskili olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: indolamin 2,3-dioksijenaz; COVID-19; SARS-CoV-2; kintirenin; SNP.

ABSTRACT

The kynurenine pathway interacts with almost all immune responses through metabolites and
enzymes in the pathway. The rate-limiting enzyme, indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), serves as a
pivotal oxidoreductase in the initial step of the pathway, catalyzing the conversion of tryptophan to
kynurenine and is implicated in the pathogenesis of various infectious diseases. The aim of this study
was to investigate the serum concentrations of IDO-1, cytokine concentrations related to Th1-2-
17 and hematological parameters of coronavirus disease-2019 (COVID-19) patients considering the
severity of the disease (mild, moderate, severe). The IDO-1 serum levels were measured using the ELISA
method for 130 patients and 91 healthy controls and subsequently compared.Two single nucleotide
polymorphism (SNP) regions associated with inflammation in the IDO gene locus were screened. SNP
analyses were performed using melting curve analysis. The IDO-1 intronic variant rs7820268 and the
IDO-2 inactivating region rs4503083 SNPs of 40 coronavirus disease-2019 (COVID-19) patients were
compared to 52 healthy controls. All results were statistically analyzed and compared. The IDO-1 serum
concentrations were significantly lower in the patient group compared to the healthy control group
(p< 0.0001). Additionally, the IDO-1 serum levels in the severe patient group were lower than those in
the mild patient group (p= 0.026). IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a serum levels were significantly higher whereas
IFN-y was lower in the patient group. A negative correlation was found between IDO-1 and IL-6 levels
(r="-0.3503, p= 0.0391). Significant differences were found in the values of lymphocytes, monocytes,
neutrophils and acute phase reactants in the patient groups classified according to disease severity.
As a result of SNP genotype analysis, the CC genotype for the rs7820268 IDO-1 region was found to
be significantly higher in the COVID-19 patient group when compared with those of healthy controls
(p= 0.0017). These data suggest that polymorphism in the IDO-1 rs7820268 SNP region may be
associated with susceptibility to COVID-19.

Keywords: Indoleamine 2, 3-dioxygenase; COVID-19; SARS-CoV-2; kynurenine; SNPs.
GiRiS

Kintrenin yolagi, yoldaki metabolitler ve enzimler araciligiyla neredeyse tim bagisiklik
yanitlariyla etkilesir. Yolagin ilk adiminda bir oksidorediiktaz olarak hareket eden ve hiz si-
nirlayici enzim olan indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO), cesitli enfeksiyonlarla iliskilendirilmis-
tir. Viral enfeksiyonlar, hiicresel IDO aktivitesini artirarak, triptofan (Trp)‘in tiikenmesine ve
kiniirenin (Kyn) birikmesine aracilik edip Trp’den Kyn’ye déniisiimii tesvik etmektedir' 2.
Memeliler L-Trp sentezini gerceklestiremezler. Bu nedenle, bu amino asit sadece besin
alimi yoluyla elde edilir. Viicuttaki serbest L-Trp'nin yaklasik %95’i Kyn yoluyla metabolize
edilirken, %1-5'i serotonin ve melatonine déniistiiriilmek tizere kullanilir. L-Trp’nin indol
halkasinin oksidatif olarak katalizlenmesi ile formik asit ve kararli son trtin Kyn olusturulur.
Bu durum spontan olarak asidik kosullar altinda ya da enzimatik olarak formidaz aracili-
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giyla gerceklesebilir*. Hiicre tipine ve farkli Kyn yolagi enzimlerinin ifade seviyelerine bagli
olarak, cesitli biyolojik olarak aktif metabolitlerin etkilesimi ile bir dizi reaksiyon gerceklesir.
Bu metabolitler arasinda Kyn'nin yani sira; kintrenik asit, antranilik asit, 3-hidroksikintre-
nin (3-HK), 3-hidroksiantranilik asit (3-HAA), pikolinik asit ve kinolinik asit (QA) bulunur.
Daha sonra QA’dan nikotinamid adenin dintikleotit (NAD+) elde edilebilir. NAD+, bircok
onemli hicresel reaksiyon ve sureg icin esansiyel bir kofaktordir, adenozin trifosfat sen-
tezinden DNA tamirine kadar degisen, yeterli hiicresel NAD+ seviyelerinin strdurilmesi
hiicresel homeostaz, islev ve hayatta kalma icin kritiktir'. IDO-1 aktivasyonunu takiben
olusturulan metabolitlerin, IDO-1 ifade eden hiicreler tarafindan ekstraselliiler cevreye
salinmasi ve cevredeki hiicreler tarafindan alinmasi veya sitoplazmada aril hidrokarbon
reseptori (AhR)'ne baglanarak parakrin hiicre sinyallesmesine aracilik etmesi mimkin-
diir®. Ayrica, QA bir N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptér agonisti iken, kiniirenik asit bu
reseptoriin bir antagonistidir ve a7 nikotinik asetilkolin reseptériiniin bir ligandidir®’. Bu
sekilde, IDO-1 ifade eden hiicreler, cevredeki IDO-1 ifade etmeyen hicrelerin islevini,
fenotipini ve bagisiklik tepkilerini etkileyebilir.

IDO-1 ve Kyn yolu metabolizmasinin viral enfeksiyona bagli bagisiklik yanitini kont-
rol etme konusunda islevselligi iyi bilinmektedir. Fakat virtslerin IDO-1'in immunsupresif
aktivitesini kendi avantajlarina kullanmasiyla bu durum karmasik bir hal alabilmektedir.
(")rnegjin, LP-BM5 murin I6semi virtsu ile farelerin enfekte edilmesi, farelerin dalak, akci-
ger, karaciger ve beyinlerinde IDO-1 ekspresyonunu ve aktivitesini uyarmaktadir. IDO-1
geni eksik fareler, artmis tip | IFN retimi nedeniyle azalmis LP-BM5 viral yiik sergiler®.
Ensefalomiyokardit viriis enfeksiyonunda; mikroglialarda, purkinje hicrelerinde, dalak ve
kalpte IDO-1 eksikligi hastalik seyrini hafifletir, artan IFNa ve IFNB ekspresyonu ile azalmis
viral yiik goriiliir’”°, influenza enfeksiyonunda, IDO-1 aktivitesinin inhibisyonu makrofaj
kaynakli pro-enflamatuvar sitokinlerin tretimini artirarak, CD4+ ve CD8+ T hiicre fonksi-
yonlarini destekler'". Ayrica Th1 yanitlarini tegvik ederek, enfeksiyona karsi birincil bagisik-
Ik yanitini arttinr. Sekonder bagisiklik yanitlari da etkilenir, IDO-1 gen eksikligi, CD4+ Th1
ve Th17 yanitlari ve bellek CD8+ T hiicrelerinin sayisinin artmasina, bellek CD8+ T hiicre
repertuarinin degismesine ve CTLA-4 ifade eden Treg’lerin sayisinin azalmasina neden
olur'12, IDO-1, karaciger sirozu ve hepatoselliiler karsinomun en yaygin nedeni olan
hepatit enfeksiyonuyla da iliskilendirilmektedir. Kronik hepatit C hastalarinin karacigerinde
IDO-1 mRNA seviyelerinde artis gozlenirken, serumda daha yulksek Kyn/L-Trp oranlarina
sahip olduklari tespit edilmistir'>'#. Bircok calisma, insan immiin yetmezlik viriisii [human
immunodeficiency virus (HIV)] hastalarinin IDO-1 ekspresyonunu ve aktivitesini merkezi
sinir sistemi (MSS)'nde artirdigini; bunun sonucunda serum, beyin omurilik sivisi, frontal
korteks, akcigerler, lenf nodlari ve kolonda azalmis L-Trp ve artmig Kyn, QA, kinurenik asit
ve 3-HK seviyeleri oldugunu bildirmektedir'®. Sonug olarak viral enfeksiyonlarda gériilen
farkh IDO regulasyonlari, koronaviriis hastaligi 2019 [coronavirus disease-2019 (COVID-
19)]'da IDO etkilesimlerinin nasil oldugu konusunda merak uyandirmaktadir.

Konak hiicreler genellikle viral enfeksiyonlarda IDO-1 seviyelerini, IDO-1 geninin pro-
motor bdlgesinde olup interferonlara yanit veren interferon-sensitive response element
ve IFN-y aracili aktive bélgelerinin bulunmasi nedeniyle artirirlar'®.
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Genetik yatkinhgin temellerini anlamak, erken teshis ve tedavi icin cesitlilik saglamak-
tadir. COVID-19 hastalarinda goriilen genetik farkhhklarin, virisiin yasam déngisini ve
konak hiicrelerin bagisikhk tepkilerini etkilemesi mimkdindir. IDO'nun antiviral kaskad-
larda rol aldig bilinmektedir'""'7. IDO-1, IDO-2 genlerinin transkripte edilen bélgelerin-
de bircok tek niikleotit polimorfizm [single nucleotid polymorphism (SNP)] tanimlanmis-
tir. Bu SNP’ler net olarak bir hastalik nedeni degildir.

Bu calismada, COVID-19 immiinopatogenezinde IDO-1 ve IDO gen polimorfizmleri-
nin rolli ve hastalik siddetiyle olan iligkilerinin incelenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, tiim katilimcilarin onamlariyla birlikte, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiil-
tesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan (Tarih: 29.04.2020 ve Karar No: 2020-7/24)
onaylandi ve calisma icin Saglk Bakanhgi Bilimsel Arastirma Platformundan izin alind.

Calisma Grubu

Bu calismaya 130 hasta ve 91 saglikli kontrol grubu dahil edildi. Saglikl kontrol gru-
buna, COVID-19 negatif gonilli bireyler dahil edildi. Gruplarin cinsiyet ve yas dagihm-
lari g6z 6ntinde bulunduruldu. Farkli bir enfeksiyondan dolayr COVID-19 benzeri semp-
tomlar gelistiren hastalarin 6rnekleri calismaya dahil edilmedi. Calismaya dahil edilen
tiim hastalar Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde tedavi goren 18 yas ve
lizeri bireylerdi. Hastalar, 27 Mayis 2020 tarihinde Diinya Saglk Orgiitii (DSO) tarafin-
dan yayimlanan gecici kilavuz referans alinarak hafif, orta ve siddetli olarak siniflandirildi
(DSO referans numarasi: WHO/2019nCoV/clinical/2020.5). Ayrica, degerlendirmede
hastalarin ilag rejimleri de g6z oniinde tutuldu. Hastalarin ilag rejimlerinin incelenmesi
sonucunda, yaklasik 52 (%40)sinin favipiravir kullandigi belirlendi. Sitokin baskilayici ilag
rejimlerindeki hastalar calismaya dahil edilmedi.

Orneklerin Alinmasi ve Saklanmasi

Calismaya dahil olan kisilerden venoz kan ornekleri alindi. Jelli tipe alinan ornekler
3000 rpm’de 10 dakika santriftij edildi. Elde edilen serum Orneklerin bir kismi rutin bi-
yokimyasal parametrelerin analizi icin kullanilirken geri kalan ornekler porsiyonlanarak
-20 °C’de saklandi. Hematolojik parametrelerin 6lcimd icin etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA)'li tiiplere alinan 6rnekler kullanilmak tizere 4 °C’ye kaldirildi.

Hematolojik ve Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii

EDTA'L tiiplere alinan tam kan orneklerinde I6kosit (WBC), platelet (PLT), nétrofil ve
lenfosit sayilari Cell-Dyn Ruby hematoloji analiz cihazinda (Abbot, Amerika Birlesik Dev-
letleri), D-dimer diizeyleri ise sitratli tlplere alinan 6rneklerde Siemens BCS XP (Siemens,
ABD) cihazinda 0l¢iildi. Serum 6rneklerinde sodyum (Na), C-reaktif protein (CRP), klor
(Cl), potasyum (K), kreatinin, lre, aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransfe-
raz (ALT) duzeyleri ARCHITECT c16000 (Abbot, ABD); ferritin ve troponin diizeyleri ise
immulite 2000 (Siemens, ABD) otoanalizoriinde ticari kitler kullanilarak Greticinin tali-
matlarina uygun sekilde gergeklestirildi.
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ELISA Testi

Serumda bulunan sitokinler ve IDO-1 konsantrasyonlari, Uretici firmanin 6nerdigi
protokole gore enzim iliskili immiinsorban assay [enzyme linked immunosorbant assay
(ELISA)] kitleriyle ol¢tldi (IDO-1, Bioassay Technology Laboratory, Cin; IFN-y, IL-17, IL-
10, IL-4, TNF-a ve IL-6 sitokin ELISA kitleri, Biolegend, ABD). islem basamaklarinin so-
nunda mikroplaklar onerilen dalga boylarinda ELISA mikroplak okuyucuyla okutularak,
standart egri olusturuldu ve konsantrasyonlar hesaplandi.

DNA Ekstraksiyonu ve DNA Safligi-Konsantrasyonunun Ol¢iilmesi

SNP calismasi icin 40 hastanin ve 52 saglkli bireyin kan orneklerinden genomik
DNA'nin ekstraksiyonunda ticari olarak temin edilmis izolasyon miniprep kiti (Zymo
Research, ABD) kullanildi. DNA izolasyonu, Ureticinin onerilerine uygun olarak gercek-
lestirildi. DNA safligi ve konsantrasyon olctimleri icin nanodrop (MaestroGen, Tayvan)
kullanildi. Ornekler 260/280, 260/230 dalga boyunda, konsantrasyon élciimleri icin 1 ul
DNA kullanilarak olctldi ve 6rnekler -80 °C’de calisma yapilincaya kadar saklandi.

SNP Genotipleme-Yiiksek Coziinurliiklii Erime Analizi

SNP genotipleme, floresans rezonans eneriji transferi (FRET) problarini ve yiksek ¢o-
zUnurliklt erime (HRM) analizini birlestiren bir yontemle gerceklestirildi. Analiz, Roche
Diagnostics tarafindan (retilen LightCycler® 480 sistemi {izerinde yiriitildi ve alellerin
tespitiyle diskriminasyonu ayni reaksiyon tiipl icerisinde gerceklestirildi. FRET problari,
incelenecek SNP bolgelerine yakin olacak sekilde tasarlandi. Donér probu, floresinle isa-
retlenmis olup alici prob TAMRA ile isaretlendi. Reaksiyon tluptinde devam eden HRM
analizi sirasinda bu problar, SNP’lerin allelik diskriminasyonu, genotiplerin belirlenmesine
floresan 1simayla olanak sagladi. ilgili SNP bélgeleri icin FRET problarinin baglanma dizi-
leri asagida sunulan dizilerdir:

rs7820268: Donor Prob: 5'-ATG TAA TGC CTA CTG AAG AAA C-3'
Alict Prob: 5’-TTA AAT TGG TCC ATT GCT TCA T-3’

rs4503083: Donor Prob: 5'-AAT AAA AAA GAA GAA GAA GCA G-3'
Alict Prob: 5-CCT TGG AGT CAA TCC TTC ACC C-3'

Problarin yani sira, IDO-1 ve IDO-2 genlerinin hedef bolgelerini amplifiye eden pri-
merler asagidaki gibidir:

Forward primer 5’-3’ IDO-1 rs7820268: 5" TGT AAT GCC TAC TGA AGA AAC 3’
Forward primer 5’-3’ IDO-2 rs4503083: 5" TCT TGT GCT CCC TCC AAA ACA 3’

Revers primer 5’-3" IDO-1 rs7820268: 5' CTT AAATT ATT TTT TGG CTG AAT TCA A3’
Revers primer 5’-3" IDO-2 rs4503083: 5 TGG TTT GGC TTC CCA TGC TT 3/,
IDO-1 icin GenBank ID: NG_028155, IDO-2 icin GenBank ID: NG_028155 (kromozom
8.39777452-39777758; BLAST NCBI Genome Browser)’ten faydalanilarak tasarlandi.
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qPCR ve HRM Analizi Protokolii

hIDO-1 ile hIDO-2 gen polimorfizmlerinin PCR ve erime egrisi analizi (sirayla,
rs7820268, rs4503083) ayr ayri gerceklestirildigi icin, 6n calisma reaktifleri rs7820268
ve rs4503083 icin spesifik olarak optimize edilerek hazirlandi. gPCR reaksiyonu 5 pl hac-
minde hazirlanmis olup, her reaksiyon tiipl su bilesenleri icermistir: 25 ng genomik
DNA, 1x Light Cycler 480 Genotyping Master Mix, 2.5 pmol her primer 0.75 pmol
FRET probu. Kosullar su sekilde optimize edildi: Baslangi¢c denatiirasyonu: 95 °C’de 10
dakika; dongtler (45 dongi): 95 °C’de 10 saniye, 60 °C’de 10 saniye, 72 °C’de 15 sani-
ye. PCR tamamlandiktan sonra, HRM analizi ayni reaksiyon tlpu icinde gerceklestirildi.
Erime egrisi analizi sirasinda: numuneler 95 °C’de bes dakika denatiire edildi. Sicaklik
hizl bir sekilde 40 °C’ye dustruldu ve ardindan iki dakika stabilize edildi. Sicaklik, flore-
sans yogunluklarinin es zamanli olarak Olclilmesiyle 95 °C’ye kadar yavasca yikseltildi.
Elde edilen erime egrisi profilleri (Ek Sekil 1), alellerin diskriminasyonu icin analiz edildi.
Calismanin tim adimlari, LightCycler kullanici kilavuzuna uygun sekilde gerceklestirildi.

istatistiksel Analiz

Polimorfizm istatistiksel analizleri Epi Info™ 3.2.2 (CDC, Atlanta GA, ABD) ile ger-
ceklestirildi. Gen polimorfizm dagilimi, hasta-saglikh gruplar arasi karsilastirmalar icin V2
veya Fisher’in kesin testleri kullanildi. Odds ratio (OR) ve %95 giiven arahgr (GA) he-
saplamalari yapildi. Beklenen ve gozlenen genotipler arasi uyumluluk, Hardy-Weinberg
dengesi de g6z ontine alinarak kontrol edildi. Sonu¢ degerlendirmelerinde uygun post
hoc testleri ile ANOVA testi uygulandi. Diger istatistiksel karsilastirmalar icin Kruskal-Wal-
lis ve Pearson ki-kare testleri kullanildi. istatistiksel analizler SPSS (IBM Corp. 2012. IBM
SPSS Statistics for Windows, v21.0. Armonk, NY: IBM Corp.) programiyla yapildi. Tim
istatistikler icin p< 0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Yliz otuz hasta ve 91 kontrolde IDO-1 diizeyleri 6lcliimustir. Hasta ve saghkl gruplar
arasinda istatistiksel karsilastirmalar yapildiginda Sekil 1’de goérildugl gibi, hastalarda
IDO-1 seviyeleri kontrol grubuna kiyasla disuk olarak saptanmistir (p< 0.0001, %95 GA
25.92-40.73, ortalama standart sapma * 3.759). Hasta grubu icin ortalama deger 14.77
ng/mL, saglikli kontrol grubu icin ise 48.10 ng/mL tespit edilmistir. Hastalik ciddiyeti-
ne gore siniflandirilan gruplar arasinda da IDO-1 degerlerinde fark oldugu gorilmusttr
(p= 0.032). Siddetli hasta grubunda, hafif hasta grubuna kiyasla belirgin sekilde daha
distk IDO-1 konsantrasyonlari (p= 0.026) tespit edilmistir (Tablo I).

ELISA testleriyle belirlenen serum sitokin konsantrasyonlar Sekil 2’de gosterilmistir.
Sitokin bazinda ELISA testi: IL-4 icin 38 hasta, 15 kontrol; IFN-y icin kirkar hasta ve kontrol;
IL-10 icin 23 hasta ve sekiz kontrol; IL-17 icin 40 hasta ile 32 kontrol; IL-6 icin 40 hasta ve
32 kontrol, TNF-« icin 30 hasta ve 10 kontrol icin uygulanmistir. Serum IL-4, IL-6, IL-10
ve TNF-a degerleri, COVID-19 hastalarinda saghkli kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢i-
de daha yuksek bulunmustur (sirasiyla p< 0.0001, p= 0.0001, p= 0.0038, p= 0.0182).
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Sekil 1. COVID-19 ve saglikli kontrol grubu serum IDO-1 diizeyle-
rinin karsilastirimasi.

IFN-y diizeyleri COVID-19 grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede dustik sap-
tanmistir (p= 0.0021). IL-17 duzeyleri icin gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edileme-
mistir (p= 0.0729).

GA ve OR degerlerini hesaplamak icin elde edilen erime egrilerinin sonucunda, has-
talar ile saglikh kontrol gruplarindaki IDO-1 icin rs7820268 SNP bdlgesi ve IDO-2 icin
rs4503083 SNP bdlgeleri icin genotipik frekanslar belirlenmistir. rs4503083 AA genotipi
disinda tum aleller, hastalar ve kontrol gruplarinda Hardy-Weinberg dengesini gostermis-
tir. IDO-1 SNP bolgesi rs7820268 icin, hastalarla kontrol gruplari arasinda CC alel tasiyici-
lari (sirastyla %52'ye karsi %26) karsilastirildiginda, C homozigot alelinin COVID-19’a karsi
duyarlihgr etkiledigi gorilmustir (OO= 3, GA= 1.25-7.1, p= 0.017). Diger alel tastyicilari
icin rs7820268 SNP bolgelerinde anlamli fark bulunmamustir. Saglikl ve hasta gruplari
arasinda rs7820268 SNP bdlgesi CT ve TT genotip karsilastirmalarina iliskin elde edilen
p degerleri sirasiyla 0.061 ve 0.54'tur. CT genotipinin insidansi, hasta grubunda %37.5
iken saglikli kontrol grubunda %57.69dur. Genotip dagilimlari Tablo II'de gosterilmistir.
rs4503083 SNP bolgesi icin genotip dagilimi, COVID-19 hasta grubunda 16 AT, 23 TT ve
1 AA iken; saglikli kontrol grubunda 23 AT, 26 TT ve 3 AA idi. Hasta grubunda %22 A aleli
ve %27 A aleli, kontrol grubunda %77 T aleli ve %72 T aleli ile istatistiksel olarak anlamli
farkhlik bulunmamustir (p= 0.83 icin AT, ve p= 0.53 icin TT). Bu sonug, incelenen IDO-2
SNP bélgesinin COVID-19’un patogenez ve duyarliligiyla iliskilendirilmedigini gostermistir.

IDO-1 SNP bdlgesinde goriilen farklh genotipler icin IDO-1 seviyeleri 6l¢tilmustir. CC
genotipine sahip hasta grubunun ortalama IDO-1 konsantrasyonu 18.27 ng/mL, saghkl
kontrol grubunun ortalama IDO-1 konsantrasyonu ise 24.92 ng/mL tespit edilmistir. CC
genotipleri icin hasta ve saglikh gruplar arasinda anlaml fark bulunmamustir (p= 0.3004).
Benzer sekilde, TT ve CT genotipleri icin hasta ve saglikh gruplar arasinda IDO-1 serum
konsantrasyonlari acisindan anlamh bir fark bulunmamistir (sirastyla p= 0.570 icin TT,
p=0.7330 icin CT). Sonuglar Sekil 4’te sunulmustur.
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Sekil 2. Hasta ve saglikli kontrol gruplari arasindaki serum sitokin dederlerinin karsilastinimasi (Ttim karsi-
lastirmalar icin, * p< 0.05° gdsterirken, ** p< 0.01%, *** p< 0.001"), ns anlamsiz iliskiyi ifade etmektedir).
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Sekil 3. IDO-1 ve IL-6 diizeyleri arasi korelasyon analizi.
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Tablo Il. rs7820268 ve rs4503083 SNP Bélgeleri Genotip Analiz Sonuglari

Genotip Kontrol Grubu  Hasta Grubu  *y?p-degeri OR/GA
IDO-1 rs7820268

cC 14 (%26.92) 21 (%52.5) 0.017 3(1.25-7.1)

CcT 30 (%57.69) 15 (%37.5) 0.061 0.44 (0.18-1.02)

T 8 (%15.38) 4 (%10.0) 0.54 0.6 (0.17-2.1)
58 57 0.033 1.96 (1.05-3.65)

T 46 23 - -

IDO-2 rs4503083

AT 23 (% 44.08) 16 (%40) 0.83 0.84 (0.34-1.83)

T 26 (%50) 23 (%57.5) 0.53 1.35(0.59-3.1)

AA 3 1 - -

A 29 18 - -

T 75 62 - -

*: Fisher’in kesin tesi, OR: Goreceli olasilik orani (odds ratio), GA: gliven araligi.

& COVID-19 cc & COVID-19 ® COVID-19 cT
® Saglkh Kontro = Saglikh Kontro T m Saglikh Kontrol
ns ns ns
1007 } P 100 40 " |
= = =0.7330
80 p=0.3004 b
= =% p=0570 =30
E - = E
@ 60+ - S 60 ‘?25
= et Sz .
& 407 o W S 15
e = =3 o
20 - 2anm 20 3
L] ==
o [] ] - -
5
COVID-19  Saglikh Kontro COVID-19  Saghkh Kontro COVID-19  Saglikh Kontro

Sekil 4. COVID-19 ve saglikl kontrol grubu icin rs7820268 SNP bélgesinde; CC,TT,CT genotiplerine gére
IDO-1 konsantrasyonlarinin karsilastiriimasi.

ns: Anlamsiz iliski.

Hastalik siddetine gore hastalardaki hematolojik, biyokimyasal parametreler ve IDO
dizeyleri kargilastinldiginda gruplar arasinda WBC, PLT, Na, K, Cl, ALT ve kreatinin de-
gerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamugstir (p> 0.05, Tablo I'de
gosterilmistir). Ancak lenfosit, monosit, notrofil, CRP, ferritin, D-dimer, troponin, lre ve
AST duzeyleri ile hastalik siddeti arasinda anlamli farklar gozlenmistir. Siddetli hasta gru-
bundaki lenfosit degerleri, hafif ve orta siddetteki hasta gruplarindan daha duistik olarak
gorilmustar (sirastyla, p= 0.002 ve p= 0.027). Benzer bir degisim monosit diizeylerinde
de izlenmistir. Hastaligi siddetli seyreden olgularin monosit diizeyleri, hafif ve orta seyirli
olanlara nazaran daha dislik saptanmistir (sirasiyla, p= 0.009 ve p= 0.004). Notrofil de-
gerleri acisindan da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p= 0.002). Siddetli
hastalik grubundaki olgularda, orta ve hafif seyirlilere gore daha yiiksek nétrofil degerleri
gorulmdstur (sirastyla, p= 0.016 ve p= 0.001). Siddetli hasta grubunun CRP degerleri,
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hafif ve orta siddetli hasta gruplarindan daha ytiksek tespit edilmistir (sirasiyla, p= 0.004
ve p< 0.001). Ferritin, troponin, D-dimer, Ure ve AST diizeyleri degerlendirildiginde, hafif
seyirli hasta grubunda siddetli hasta grubuna kiyasla daha distk degerler gézlenmistir
(sirasiyla, p= 0.008, p< 0.001, p< 0.001, p= 0.002, p= 0.030).

TARTISMA

Siddetli akut solunum yolu sendromu koronaviriis 2 [severe acute respiratory syndro-
me coronavirus-2 (SARS-CoV-2)] virlisi tarafindan olusturulan solunum yolu hastahg
COVID-19, kiresel saglik tGzerinde derin bir etkiye sahip olmus ve hem patogenezinin
anlasilmasi hem de potansiyel tedavi arayisi icin dnemli dlclide bilimsel caba ve calisma
ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Son calismalar, bagisiklik yanitlarini diizenlemedeki
roliiyle bilinen IDO enziminin, enfeksiyon hastaliklarinda patojenik faktorlere karsi verilen
tepkilerde onemli bir modiilator olabilecegini sorgulamaktadir.

Bir patojenin varligina yanit olarak, aktive edilmis T hticreleri, JAK/STAT yoluyla dent-
ritik hiicrelerde ve makrofajlarda IDO'nun ekspresyonunu uyaran IFN-y’y1 tretir. IDO
aktivitesi, hiicrenin kullanabilecegi Trp miktarini azaltir ve ardindan Kyn’de bir artis olur.
Trp’nin azaltilmasi, konagl hem patojenden hem de kontrolsiiz bagisiklik tepkilerinden
korur. Diger viral enfeksiyonlardan farkli olarak, bu calisma, COVID-19 hastalarinda bek-
lenenin aksine IDO-1 serum seviyelerinin kontrol grubuna gore dusiik oldugunu gos-
termistir (p< 0.001). Enfeksiyon aninda ve post-COVID-19 pnomonisinde endotelde ve
kintrenin yolu tzerindeki IDO ekspresyonlarini inceleyen bir calisma; IDO-1'in erken/
hafif pnomonide ve uzun siireli pnémoni yasayan hastalarin akciger dokularinda baskin
oldugunu gostermistir, siddetli COVID-19 olgularinda ise diisiik IDO-1 konsantrasyonlari
bildirmesi ydniiyle bu calismanin sonuclariyla paralellik gostermistir'®. Calismada ila re-
jimleri de g6z 6niinde bulundurulmus ve bazi hastalarda kullanilan favipiravir tedavisinin
hastalarin IDO-1 seviyelerinde farkliga yol acmadigi gosterilmistir (Ek Sekil 2).

Cesitli arastirmalar, COVID-19’da Kyn/Trp oraninda bir artig oldugunu gostermekte-
dir'®2%, Triptofan ve kiniirenin yolu metabolitlerinin seviyeleri COVID-19’un klinik sey-
rine gore degiskenlik géstermektedir. Onceki calismalar, hastalik siddetini “orta, ciddi,
kritik” olarak gruplar halinde incelemistir. Ozellikle, triptofan konsantrasyonlari hastalik
ciddiyetiyle 6nemli dlctide azalirken, kinlirenin/triptofan ve 3-hidroksi kintirenin/tripto-
fan oranlarinin COVID-19’un siddetiyle énemli &lciide arttig bildirilmistir?'24, Normal
kosullarda, kintirenin yolagi aktivasyonu Trp’de bir azalmaya neden olurken, Kyn seviye-
leri degismez veya hafif bir artig yasar. COVID-19 enfeksiyonunda duistik IDO-1 seviyeleri
olmasi farkli mekanizma veya mekanizmalarin kiniirenin yolagi tizerinde etkisi oldugunu
distindirmektedir. Calisma, temel olarak IDO-1’e odaklanmistir. Dolayisiyla kindirenin
yolagindaki degisimler icin kapsaml bir aciklama saglayamamaktadir. Muhtemelen, ki-
ndrenin yolunun aktivasyonu, COVID-19’da IDO-2 veya triptofan dioksijenaz tarafindan
kolaylastiriimaktadir.
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Ek 2. Favipiravir kullanimina gére IDO-1
serum seviyelerinde anlamli farklilik tespit
edilmemistir (favipiravir tedavisi almamis
hasta sayisi 78, almis olan hasta sayisi 52).

HIV, hepatit C virlsi ve insan respiratuvar sinsityal virlsu gibi viral enfeksiyonlara
bagli olarak IDO-1 diizeylerinin yiikseldigi rapor edilmistir'/?°. Fakat solunum yolu pato-
jenlerinin neden oldugu akut enfeksiyonlar ile konakcinin IDO duzeyleri ve aktivitesi ara-
sindaki iliskiye dair detayli bir calisma bulunmamaktadir. Bazi virlis suslarinin, enfeksiyon-
larin kronik fazina ilerlemesine yol acan IDO-1‘in immiin baskilayici 6zelligini kullanmasi
mumkundir. Kronik enfeksiyon sirasinda, azalmis antiviral bagisiklik yanitlar viriisin per-
siste olmasini desteklemektedir. Bu nedenle, bazi virisler, HIV gibi, T-hiicre aracih immun
yanitlar baskilayabilmek icin IDO-1'in ifadesini artirmaya calisir. Calismada SARS-CoV-2
ile enfekte olan hastalarin serum IDO-1 diizeylerinin azalmasi bu durumla celismekte gibi
gorunse de aslinda abartilmis bir immun yanita sebep olarak hastaligin siddetlenmesine
yol actigini dugiindiirmektedir. IDO-1-kintrenin-(AhR) etkilesimiyle olusan sinyalizasyon
viral, mikrobiyal ve paraziter patojenler araciligiyla olusan enfeksiyonlarda rol oynayabilir.
SARS-CoV-2 virlisu hiicrelere girig yaptiktan sonra IDO-1'den bagimsiz olarak da AhR’leri
etkinlestirebilmektedir?6. Tipik olarak, IDO-1 aracili olusturulan kiniireninin AhR ile etki-
lesimi, Foxp3+ Treg hticrelerini moddle eder, prolifere olmalarini saglar ve T hiicrelerinin
AhR kaynakli olarak farklilagmasini tesvik eder.

IDO-1 ekspresyonunun indiiklenmesinde en biiyiik kapasiteye sahip sitokinin IFN-y
olmasi nedeniyle calismada gozlenen serumdaki disiik IDO-1 ile IFN-y dulzeyleri birbi-
riyle tutarli gorilmustur. Fakat IDO ekspresyonunun induklenmesinin monosit turevli
DC'lerde viral replikasyon aracili olarak IFN-y’den bagimsiz olarak da gerceklesebildigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, Kox ve arkadaslari?’, COVID-19 hastalarindaki serum sito-
kin diizeylerinin, diger bazi kritik hastaliklardakine benzer sekilde degistigini gostermistir.

186 MiKROBIYOLOJi BULTENI




Karaca M, Arslan G, Yéyen Ermis D, Bal SH, Kunt Uzaslan E, Ozkalemkas F ve ark.

Bu calismadaki bulgulara gore, IL-4, TNF-a, IL-10 ve IL-6'nin serum duizeyleri saglkh
gruba kiyasla 6nemli dl¢lide yiiksek gortlmistir. Bu sonuclar, diger calismalardan elde
edilen bulgularla uyumlu olsa da IFN-y ve IL-17 seviyeleri lizerindeki gézlemlerimiz mev-
cut literatiirden farklilik gdstermektedir. Ozellikle, hastalarin serum IL-17 seviyeleri ile
saglikh kontrollerin arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. IDO enfeksiyon aninda Th1/
Th2 yanitlarinda dengeleri degistirebilmektedir. Burada IDO-1'in dislk seviyelerde go-
rilmesi virtisiin lehine olabilir. Ayrica artan IL-4 seviyelerinin IDO Uzerinde indukleyici etki
olusturmasi beklenirken, hastalarda IL-4 seviyeleri ile IDO korelasyonu gézlenememistir.
Ek olarak, etkinlestirilmis AhR’ler tarafindan salgilanan IL-1, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinler,
IDO-1 ifadesi ile iliskilendirilmistir?®. Tespit edilen IL-6 ile IDO-1 arasindaki negatif kore-
lasyon, bu iliskiyle aciklanabilir. Bu bilgiler 1siginda SARS-CoV-2 enfeksiyonunda AhR ve
IDO-1 arasindaki etkilesimlerin daha detayh bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.

IDO’nun yani sira, ACE2 ile iliskilendirilen SNP’ler genellikle ACE2'nin SARS-CoV-2
spike proteiniyle etkilesimini anlaml sekilde etkilemezken; rs73635825 (S19P) gibi na-
dir polimorfizmler, bu etkilesimi azaltarak potansiyel olarak etkileyebilir. Ayrica, IDO-1
ve IDO-2'nin promotor ve kodlayici bolgelerindeki SNP’ler, enzim aktiviteleri, katalitik
aktivitenin azalmasi, belirli hastaliklarin potansiyel tanisi ve hastaliga yatkinlikla iliski-
lendirilir?®2. Bu calismada, IDO gen lokusu exon 4 ve 5 arasindaki intronda bulunan
rs7820268 SNP bolgesi, COVID-19’a yatkinlikla iliskili bulunmustur. Fakat sitokinler ve
hematolojik parametreler, farkli genotiplere (TT, CC, CT) sahip hasta gruplari icin kar-
silastinldiginda farklilik tespit edilememistir. Ayrica, IDO-2 rs4503083 SNP bolgesinde
anlamhihk saptanmamistir.

Orabona ve arkadaslari®°, rs7820268 SNP bélgesindeki belirli bir IDO-1 genotipinin,
juvenil diyabetlerde IDO enziminin islev bozukluguna yol actigini géstermistir. Bu islev
bozuklugunun, tip-1 diyabet hastalarinda IL-6 reseptori (IL-6R) ifadesinde artisla ilis-
kilendirildigini rapor etmislerdir. Ayni calisma, IL-6R bloke edici ilaglar uygulandiginda
IDO-1 aktivitesinin normallestigini bildirmistir. Bu bulgu, IL-6 ve IDO-1 arasindaki iliskiyle
ilgili bulgularimizla uyumludur. Bu ¢alismada, IDO-1 rs7820268 SNP bélgesi icin genotip
gruplari, sitokin konsantrasyonlari acisindan karsilastirilmis ve anlamli farklihklar gozlen-
memistir. Ancak IDO-1 ve IL-6 konsantrasyonlari arasinda -0.35 korelasyon katsayisiyla
negatif bir iliski tespit edilmistir.

COVID-19 hastalarinda lenfopeni ve notropeninin siddet ve mortalite icin birer be-
lirtec olabilecegi gorilmektedir. Calismanin sonuclarinda da hastaligin siddetine bagl
olarak nétropeni ve lenfopeninin, enflamatuvar yanit gostergesi olacak sekilde degigken-
likler gosterdigi saptanmistir. Ancak lenfositlerin enfeksiyon aninda IDO tarafindan regiile
edilebildigi bilinmesine ragmen serum IDO seviyeleriyle lenfosit seviyeleri arasinda bir
iliski saptanamamistir. Calismada, COVID-19 icin trombosit degerleri, hastahigin siddeti
ve IDO-1 seviyeleriyle iligkili bulunmamustir. Yapilan analizlerde, diisiik seviyelerde sapta-
nilan IDO-1 seviyelerinin hastalarin hematolojik degerleri ile anlaml bir iliskisi olmadig
gOsterilmistir.
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Calismanin bazi kisitliliklari mevcuttur. Bunlar arasinda nispeten kuctik bir 6rneklem
grubundan kan orneklerinin toplanarak calisiimasi yer almaktadir. Dolayisiyla, bu cahs-
manin kapsami, COVID-19’a yatkinligi degerlendirmek icin daha genis popdlasyonlu bir
orneklem grubu ile rs7820268 SNP bdlgesinin analiz edilmesiyle desteklenebilir. Yetersiz
serum ornekleri nedeniyle sitokin ELISA calismalari sinirli sayida hastayla gerceklestirilmis-
tir. Ayrica, IDO enzimlerinin aktiviteleri 6lciilmemistir.

IDO-1 ve IDO-2 enzimleri fonksiyonel olarak farklilik gostermektedir. IDO-2'nin enzi-
matik olmayan IDO-1’den farkli katalitik olmayan etkinlikleri oldugu heniiz anlasiimaya
baslanmistir. Dolayisiyla IDO-1’in aksine, IDO-2'nin enfeksiyon durumunda roli ve im-
mun sistem htcreleriyle iligkileri net degildir. Bu sebeple, IDO-2 icin calismada literattr
Uzerinden yorumlanarak iliskilendirilebilecek tek veri IDO-2’nin inaktivasyonu ile iliskili
incelenen rs4503083 SNP bolgesi olmustur. Bu bolgede de hasta ve saglikl kontrol grup-
lari arasinda anlamli iligki saptanmamistir. Dolayisiyla IDO-2 serum konsantrasyonlarinin
incelenmesi yerine, az sayida bulunan hasta serumlar sitokin seviyelerinin 6lcimi icin
kullanilmis, IDO-2 serum seviyeleri 6lctilmemistir. Hedef SNP bdlgelerine yakin bulunan
diger SNP bolgelerinin amplifikasyon sonuclarini etkileyip etkilemedigine dair kontrol
amacl dizileme de yapilmamistir. Ancak pandemi dénemi 6ncesi ayni SNP bdlgesinde
genotiplenme yapilmis, bilinen kontroller ile i¢c dogrulama saglanmis, bu adimlar iki kez
tekrarlanmistir.

COVID-19’un patogenezini yonlendiren ve etkileyen molekiler mekanizmalar hala
tam olarak aydinlatlamamistir. Bu sebeple, hastaigin etkili tedavi yontemlerini gelis-
tirmek veya onleme stratejileri olusturmak oldukca zordur. Patogenezin anlagiimasi
acisindan calismalarin butinu degerlendirilmelidir. IDO-1 gen lokusu rs7820268 SNP
bolgesinde C homozigot genotipinin COVID-19a yatkinlikla iliskilendirilmesi, SARS-CoV-
2'nin IDO-1 ekspresyonlarini baskiliyor olmasi énemli sonuglardir. Bu baglamda, gticli
bir anti-enflamatuvar olan IDO-1'in, COVID-19 patogenezinde yiiksek pro-enflamatuvar
yanitlari dengelemede etkili olup olmayacagi sorusu 6n plana ¢ikmaktadir. Enflamasyonu
azaltmayi hedefleyen herhangi bir miidahalenin viral klirensi olumsuz etkileyebilecegi
unutulmamalidir. Dolayisiyla, SARS-CoV-2 enfeksiyonuna karsi bagisiklik sisteminin ak-
tivasyonu ve enflamatuvar yanitin inhibe edilmesi arasindaki hassas ve dogru dengeyi
belirleyebilmek icin daha fazla klinik calisma gereklidir.
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