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oz

Amac: COVID-19, ilk olarak yuksek ates ve nefes darligi ile tanimlanan, damlacik ve temas yoluyla
bulastigi bilinen, viral bir solunum yolu hastaligidir. Hastahgin klinik seyri kisiden kisiye farklilk
gostermektedir. COVID-19’un klinik seyrindeki farklliklar komorbidite ve yas gibi etkenlere bagl
olabilmekle birlikte, inflamatuar yanittaki kisisel genetik farkliliklara da dayanabilir. Bu galismada
COVID-19 hastaliginin klinik siddeti ile IL8/CXCL8rs4073 gen polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmayi
amacladik.

Gerec ve Yontemler: Klinik siddetine gore hafif, orta ve siddetli olmak Uzere ¢ gruba ayrilmis olan
150 COVID-19 hastasinda, IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T) gen polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyonu
tabanl restriksiyon pargasi uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile belirlendi.

Bulgular: Sonuclarimiz IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizmi ile hastalik siddeti arasinda genotip ve alel
sikh@i dagilimi agisindan anlamli bir fark olmadigini géstermistir. Ancak klinik bulgular agisindan deger-
lendirildiginde T allelinin, pnémoni bulgusu olan COVID-19 vakalarinda daha sik gérilmesi T allelinin
COVID-19’da pnémoni riskini 1,7 kat artirdigi belirlenmisgtir.

Sonugc: Bu calismadan elde edilen sonuglar IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizminin erken tedavi ve
takip sayesinde hastalarda pnémoninin ilerlemesini engellemede kullanilabilecek bir belirte¢ adayi
olabilecegini gdstermistir. Bunun icin daha fazla sayida hasta iceren buylk populasyonlarda yapiimis
yeni calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sézciikler: COVID-19, SarsCOV-2, IL8, CXCL8, gen polimorfizmi, rs4073

ABSTRACT

Aim: COVID-19 is a viral respiratory disease primarily characterized by high fever and shortness of
breath, known to be transmitted through droplets and contact. The clinical course of the disease varies
from person to person. Differences in the clinical course of COVID-19 may be attributed to factors such
as comorbidities, age, and could also be based on individual genetic variations in the inflammatory
response. In this study, we aimed to investigate the relationship between the severity of clinical
manifestations of COVID-19 and the IL8/CXCL8 rs4073 gene polymorphism.

Material and Methods: The IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T) gene polymorphism was determined using
the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method in
150 COVID-19 patients who were classified into three groups based on the severity of their clinical
manifestations: mild, moderate, and severe.

Results: Our results demonstrated no significant difference in genotype and allele frequency distribution
between the IL8/CXCL8 rs4073 gene polymorphism and disease severity. However, when evaluated in
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terms of clinical findings, the T allele was found to be more common in COVID-19 cases with pneumonia symptoms, and it was determined
that the T allele increased the risk of pneumonia in COVID-19 by 1.7 times.

Conclusion: The findings from this study suggest that the IL8/CXCL8 rs4073 gene polymorphism could serve as a potential marker that,
through early treatment and monitoring, could help prevent the progression of pneumonia in patients. Further studies with larger populations,
involving a greater number of patients, are needed to validate these findings.

Keywords: COVID-19, SarsCOV-2, IL8, CXCL8, gene polymorphism, rs4073

Siddetli akut solunum sendromu koronaviris 2 (SARS-
CoV-2) 2019 yilinda Cin’in Wuhan kentinde tespit edilmis ve
hizla bir¢ok Ulkeye yayilarak tim dunyay etkisi altina alan
bir pandemiye neden olmustur. Sebep oldugu hastalik ise
Koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19) olarak adlandiril-
mistir (1, 2). Hastaligi kontrol etmeye ydnelik yeni terapétik
hedefleri belirlemek igin hastaligin siddetindeki kisisel var-
yasyonlari da g6z énline alan, enfeksiyonun patogenezini
daha iyi anlamamizi saglayacak galismalara ihtiya¢ vardir
(8). Hastaligin prognoz géstergelerini bulmaya yénelik calig-
malar yapilsa da COVID-19 hastalarinin prognozunu temsil
eden biyobelirtecler de hala sinirldir (4, 5). Hastalik farkl
siddette klinik bulgulara sebep olabilmektedir. Bazi hasta-
larda hastalik asemptomatik seyrederken bazi hastalarda
ates, Oksurlk, nefes darligi, yorgunluk ve gastrointestinal
rahatsizliklar gibi klinik semptomlar gérulebilmektedir. Ayri-
ca bazi hastalarda siddetli akut solunum yetmezIigi sendro-
muna (ARDS) yol acarak kardiyovaskuler komplikasyonlar,
cesitli organ hasarlari ve hatta 6limle sonuglanabilmektedir
(6). COVID-19 patogenezinde, interldkinlerin de dahil oldu-
gu karmasik bir inflamatuar yanit s6z konusudur. Hastahgin
seyri sirasinda, proinflamatuar sitokinlerin agiri Gretimi, has-
taligin siddetli ilerlemesine ve akut organ hasarinda etkili
olan bir sitokin firtinasina neden olur (7).

interlékin-8 (IL-8), sistein- X amino asit- sistein (CXC) kemo-
kin ailesinin bir Gyesi olup, nétrofilleri enfekte olmus bdlgele-
re ceken ve ARDS patogenezinde rolu olan, proinflamatuar
bir sitokindir (8, 9). Kromozom 4 (4q13.3) Gzerinde bulunan
IL8/CXCL8 geni tarafindan kodlanir (10). Genin promoter
boélgesinde transkripsiyon baslangi¢ bélgesi yakininda bulu-
nan rs4073 (-251A/T) tek nukleotid polimorfizminin genin
transkripsiyonel aktivitedeki degisikliklerle ve IL-8 ekspres-
yonu ile iligkili oldugu gésterilmistir (11, 12). COVID-19 has-
talarinda IL-8 sitokin serum duzeyleri ile hastaligin klinik
siddeti arasinda korelasyon oldugu saptanmistir (13). Bu
nedenle, IL-8’in COVID-19 hastalarinda klinik bulgularin
siddetinin bir gOstergesi olabilecegi dustinulmusgtir (14).

Biz bu calismamizda patogenezi hala net olarak aydinlati-
lamayan COVID-19 hastaliginin klinik siddeti ile IL8/CXCL8
rs4073 gen polimorfizmi arasindaki iligkiyi belirlemeyi
amacladik.

GEREC ve YONTEMLER

Hasta Grubu

Calismamizin kapsamini nazofarengeal surlntu 6rnekleri
ile gercek zamanl ters transkriptaz polimeraz zincir reak-
siyonu (RT-PCR) testinde pozitif sonu¢ ile dogrulanan
COVID-19 hastalar olusturmaktadir (15). Tum hastalar
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi, Tip Fakiiltesi Has-
tanesi, Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali tarafindan
COVID-19 tanisi ile takip edilmekteydi. 50 hafif, 50 orta, 50
siddetli olmak Gizere toplam 150 COVID-19 hastasi ¢alisma-
ya dahil edildi. Hastalarin klinik 6zellikleri ve ytzdeleri Tablo
1’de gosterilmistir. Hasta grubumuzu hastalik siddetine gére
siniflandirdik (16). Katihmci sayisi ve dagilimi géz énlinde
bulundurarak COVID-19 vakalarini hastalik siddetine goére
hafif, orta ve siddetli olmak Uzere ¢ gruba ayirdik, asemp-
tomatik hastalari hafif, kritik hastalari siddetli gruba dahil
ettik. COVID-19 siddeti asagida belirtilen kriterlere gére
gruplandiriimigtir:

Hafif grup: Anormal radyolojik bulgu olmaksizin ates, 6ksu-
ruk, bogaz agrisi, halsizlik, bas agrisi, kas agrisi, bulanti,
kusma, ishal, tat ve koku kaybi gibi COVID-19’un klinik
semptomlarindan herhangi birini gésteren hastalar.

Orta grup: Dismeyen ates veya alt solunum yolu hastalig
(klinik veya goruntileme) bulgulari olan hastalar.

Siddetli grup: Asagidaki semptomlardan en az biri olan has-
talar;

«  Solunum sikintisi: solunum hizi =30/dk,

+ Dinlenme durumunda oda havasinda oksijen satlrasyo-
nu <%93,0 olmasi,

Tablo 1: Klinik bulgularin hastalik siddetine gére dagilimlari.

Hastalik Siddeti n (%)
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Hafif Orta Siddetli
Ates 5(13,5) 18 (48,6) 14 (37,8)
Gogiis Agrisi 1 (20) 1 (20) 3 (60)
Solunum Sikintisi 0 (0) 17 (35,4) 31(64,6)
Kas Agrisi 4 (36,4) 5 (45,5) 2(18,2)
Pnémoni 0(0) 15(32,6) 31 (67,4)
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Arteriyel kandaki kismi oksijen basinci/ FiO, <300
mmHg,

Solunum yetmezligi olan ve mekanik ventilasyon gerek-
tiren,

+ Diger herhangi bir organ islev bozuklugu,
Yogun bakim Unitesi izleme ve tedavisi.

Calismamiz, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandi (2022/15) ve
calismaya katilmadan énce tum katilimcilardan yazih bilgi-
lendirilmis onam alindi. Hastalara arastirmanin amaci ve
icerigi ile ilgili bilgilendirme yapildi ve onam formu okutulup
imzalatildi. Calismaya katilmayi kabul eden hastalarin rutin
kontrolleri sirasinda verdikleri kandan 2 ml’si alinarak IL8/
CXCL8rs4073 gen polimorfizmi ¢alisildi. Calismalar Bllent
Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalinda yapildi. Bu ¢alisma Dunya Tabipleri Birligi Helsinki
Bildirgesi ydnergelerine uygun olarak yapildi.

Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi ve
Genotiplendirme

Periferik kandan genomik DNA izolasyonu E.Z.N.A® Blo-
od DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak gerceklestirildi. L8/
CXCL8 rs4073 (-251A/T) gen polimorfizmi polimeraz zincir
reaksiyonu tabanli restriksiyon pargasi uzunluk polimorfiz-
mi (PCR-RFLP) ydéntemi ile belirlendi. . rs4073 (-251A/T)
gen polimorfizmi igin amplifikasyon 5°- CCATCATGATAG-
CATCTGTA-3'(F) ve 5-CCACCATTTGGTGAATTATTAA
-3'(R) primer ciftleri kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon
primerlerden 1.5 pmol, MgCI2 1.0 mmol/L, dNTP miks 2.4
mmol/uL, 1 unit Tag DNA polimeraz, Taq Buffer 1 mM 1X, ve
DNA’dan 4 pL olmak Ulzere olusan 25 pyL hacim PCR miksi
kullanilarak gercgeklestirildi. MWG primus thermal cycler-Pri-
mus 96 1sil dénguleyici cihazi kullanilarak polimerizasyon
saglandi. Ilk denatiirasyon 4 dakika 94°C’de, ardindan 35
doéngU; 60 saniye 94°C’de denatlirasyon, 90 saniye 50°C’de
baglanma ve 60 saniye 72°C’de uzama seklinde gergekles-

tirildi ve en sonunda da 7 dakika 72°C’de uzama sagland..
Reaksiyon sonunda ; 173 bp uzunlugunda Griin elde edildi.
Amplifikasyon sonrasi Urlnler elektroforezde %2,0’lik aga-
roz jel kullanilarak bant boylari gértintilendi. Amplifikasyon
sonrasi Urltinler Asel restriksiyon enzimi kullanilarak 37°C
sicaklikta 16 saat inkiibe edildi. inkiibasyon icin kuru etiiv
kullanildi. Enzim kesimi sonrasinda %3,5’ltk agaroz jel kul-
lanilarak elektroforezde ydrGtilen érnekler bant boylarina
gOre genotiplendirildi. A aleli icin 152 ve 21 bp, T aleli i¢in
173 bp boylarinda bantlar elde edildi (Sekil 1).

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz SPSS yazilimi (sriim 18.0; SPSS Inc.
Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatis-
tikler sayi ve ylizde olarak ifade edildi. Gen polimorfizmi ile
klinik bulgulara ve siddete gére genotip ve allel sikliklari-
nin karsilastiriimasi Ki-kare testi kullanilarak yapildi. Gen
polimorfizminin klinik bulgulara gére riskinin belirlenmesin-
de Binary lojistik regresyon analizinden faydalanildi ve tim
degerlendirmeler icin p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calisma grubuna 50 hafif, 50 orta, 50 siddetli olmak Uze-
re toplam 150 COVID-19 hastasi déahil edilmis olup yapi-
lan bu calismada IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizminin
COVID-19 hastaliginin siddeti ile olan iligkisi arastirildi. Kli-
nik bulgularin hastalik siddetine gére dagilimlari Tablo 1’de
verilmistir. IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizmi genotip ve
allel sikhiginin hastaligin siddeti ile iligkisi degerlendirildigin-
de aralarinda anlamli bir iliski saptanmadi (p>0.05, sirasiyla
p=0,520, p=0,321, Tablo 2). Ayrica IL8/CXCL8 rs4073 gen
polimorfizminin klinik bulgular ile iliskisi de anlamli bulunma-
mistir (Tablo 3; ates p=0,205, gégus agrisi p=0,738, solu-
num sikintisi p=0,201, pnémoni p=0,058). Yapilan lojistik
regresyon analizine gére, T alelinin A aleline gére pnémoni
riskini 1,7 kat artirdigi belirlenmistir (Tablo 4 (p=0,043), OR;
95% Cl: 1,709 (1,014-2,882)).

Sekil 1: rs4073 gen polimorfizmi
restriksiyon Urtnlerinin jel elektroforez
gOruntasu. 6. kuyucuktaki 100 bp’lik
DNA belirteci bulunmaktadir. 1, 2, 4, 5,
9 no’lu érnekler AT, 3, 8, 10 no’lu érnek
AA, 7 nolu 6rnek ise TT genotipindedir.
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Tablo 2: /L8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizminin genotip ve allel sikliklarinin klinik siddete gére karsilastiriimasi.

SNP Hafif n (%) Orta n (%) Siddetli n (%) p degeri
TT 14 (28) 18 (36) 19 (8)
Genotip AT 27 (4) 28 (56) 26 (52) 0,520
rs4073 AA 9(18) 4 (8) 5(10)
T 55 (55) 64 (64) 64 (64)
Alel 0,321
A 45 (45) 36 (36) 36 (36)
Tablo 3: IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizminin genotip sikliginin klinik bulgulara gére karsilastiriimasi.
L Yok n (%) Var n (%) .
Klinik Bulgular p degeri
T AT AA T AT AA
Ates 34 (30,1) 65 (57,5) 14 (12,4) 17 (45,9) 16 (43,2) 4(10,8) 0,205
Goglis Agrisi 50 (34,5) 78 (53,8) 17 (11,7) 1 (20) 3 (60) 1 (20) 0,738
Solunum Sikintisi 31 (30,4) 56 (54,9) 15 (14,7) 20 (41,7) 25 (52,1) 3(6,3) 0,201
Pnémoni 29 (27,9) 61 (58,7) 14 (13,5) 22 (47,8) 20 (43,5) 4 (8,7) 0,058
Tablo 4: Klinik bulgular ile IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizmi arasindaki lojistik regresyon analizi.
L Yok n (%) Var n (%) _
Klinik Bulgular p degeri OR (95% CI)
T A T A
Ates 133 (58,8) 93 (41,2) 50 (67,6) 24 (2,4) 0,182 1,457 (0,837-2,535)
Gogus Agrisi 178 (61,4) 112 (38,6) 5 (50) 5 (50) 0,468 0,629 (0,178-2,223)
Solunum Sikintisi 118 (57,8) 86 (42,2) 65 (67,7) 31 (32,3) 0,102 1,528 (0,918-2,545)
Pndémoni 119 (57,2) 89 (42,8) 64 (69,6) 28 (30, 4) 0,043 1,709 (1,014-2,882)

TARTISMA

Calismamizda [IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizminin
COVID-19’un klinik siddeti ile olasi iligkisini arastirmak
amaciyla, hastalik siddetine gore hafif, orta ve siddetli ola-
rak ayrilmis hasta gruplarinda, bu polimorfizmin genotip
ve allel sikhgr dagilimlarini karsilastirdik. Ayrica hastala-
rin klinik bulgularini (g6gis agrisi, nefes darhigi, pnémoni,
ates) da IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizmi genotip ve
allel sikhgr dagilimlari agisindan karsilastirdik. Bildigimiz
kadariyla literatirde bu polimorfizmin baska etkenlerle olu-
san pndmonilerle ve diger pulmoner hastaliklarla iligkisini
arastiran calismalar olmakla birlikte, COVID-19 hastalarin-
da IL8/CXCL8rs4073 gen polimorfizmi iligkisini arastiran bir
calismaya rastlanmamistir. Calismamiz literatiirde bu iligki-
yi inceleyen ilk calismadir.

Calismamizin sonuglari, IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfiz-
mi genotip ve allel sikligi dagilimlar ile hastaligin siddeti
arasinda anlamli bir farklihk olmadigini géstermistir. Fakat
COVID-19 hastalarinda pnémoni ile T aleli arasinda anlamli
bir iliski oldugunu, T alelinin pndmoni riskini 1,7 kat artirdi-
gini belirledik. Georgitsi ve ark. yaptiklari calismada bizim
sonuglarimiza benzer gekilde rs4073 gen polimorfizmi TT

genotipinin toplum kokenli siddetli pnémoni igin riski artirdi-
gini bildirmislerdir (17).

Calismamizda IL8/CXCL8rs4073 polimorfizminin COVID-19
hastaliginin ates, gégus agrisi, solunum sikintisi gibi diger
klinik bulgulari agisindan anlamh bir farkllik bulunamamistir.
Bizim calismamizdaki bulgularla benzer bir sekilde Mathe-
son ve ark. hava yolu hastaliklarinda yaptiklar ¢alismada,
solunum semptomlarindan hirilti, gece goégus sikismasi,
sabah 6ksurugu, kronik dksurik, sabah balgami, kronik bal-
gam ve dispne ile IL8/CXCL8 rs4073 polimorfizmi arasinda
anlamli iliski olmadigini bildirmiglerdir (18).

Hull ve ark. ile Lee ve ark. farkli hasta gruplari ile yaptik-
lari fonksiyonel calismalarda genin promoter bélgesinde
transkripsiyon baslangi¢ bélgesi yakininda bulunan rs4073
(—251A/T) tek niikleotid polimorfizminin, genin transkripsi-
yonel aktivitesinde etkili olarak IL-8 ekspresyonunu artir-
digini géstermislerdir. Hull ve ark. da bizim sonuglarimiza
benzer sekilde IL8/CXCL8 rs4073 polimorfizminin respira-
tuvar sinsityal virus (RSV) enfeksiyonunda hastalik siddetini
belirleyebilecegini saptamiglardir (11, 12).

IL-8, esas olarak noétrofillerin aktivasyonuna ve periferik
kandan dokuya migrasyonuna aracilik eden, havayolu inf-
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lamasyonunda rol oynayan 6nemli bir sitokindir (19). IL-8 ve
diger bazi sitokinleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerin,
inflamatuar surecteki etkilesimli rolleri nedeniyle, hava yolu
inflamasyonu ve obstrlksiyonu riskini etkilemesi dolayisiyla
pulmoner bulgularin siddetini etkilemesi mumkuindar (18).
Klinik ve deneysel calismalar, enfeksiydz hasarin sidde-
ti, bireyler arasinda degisen ve genetik dizeyde dizen-
lenebilen inflamatuar yanitin yogunlugu ile belirlendigini
gbstermistir (20). Bu nedenle, sitokin gen polimorfizmleri,
proinflamatuvar sitokinlerin salinmasiyla olusan sistemik
inflamatuar yanit Gizerinde etkili olabilir. Ancak asir sistemik
inflamasyon uzak organ hasarina yol agabilir. Asir sistemik
inflamasyon sonucu ilk ve en sik hasar géren organin akci-
ger oldugu gosterilmistir (21). Hildebrand ve ark. yaptiklar
calismada IL8/CXCL8 rs4073 polimorfizminin IL-8 Uretimi
ile iliski oldugunu, ARDS gelisimi riskini Snemli dizeyde art-
tirdi@ini bildirmistir (22). Ayrica Zhao ve ark. yenidoganlarla
yaptiklar bir calismada IL8/CXCL8 rs4073 polimorfizmi TT
genotipinin sepsis icin risk faktdrlerinden biri oldugunu gos-
termislerdir (23).

Tum bu literatur bilgileri 1s1ginda sonuglarimiz degerlendi-
rildiginde, IL8/CXCL8 rs4073 polimorfizmi T alleli IL-8 Ure-
timinde artisa ve bu durum da artmig sitokin yanita neden
olarak COVID-19 hastalarinda pnémoni riskini artiriyor ola-
bilir.

Yaptigimiz bu calismada 6rneklemimizi 150 adet COVID-19
hastasi olusturmaktadir ve genetik iligki calismalari icin bu
say!i bir sinirhlik olarak kargsimiza ¢cikmaktadir. Ancak 6rnek-
lem grubu COVID-19'un farkli varyantlar ortaya ¢ikmadan
olusturulmaya baslandigi icin ve farkli varyantlarin immun
sistemdeki yanit farklliklari g6z éniine alinarak sadece poli-
morfizmin bagimsiz degisken olarak degerlendirilebilme-
si icin drnek sayisinda bir artis yapilmamistir. Daha genis
bir 6rneklem sayisi ile yapilacak benzer bir calisma ile bu
sonug pekistirilebilir.

Sonug olarak, IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizmi T alle-
li COVID-19 hastalarinda artmis pnémoni riski ile iligkili
bulunmustur ve COVID-19 igin bu gen polimorfizminin belir-
lenmesi erken takip ve tedavi ile pnémoni gelismesinin énu-
ne gecmede kullanilabilecek bir arag¢ olabilir.
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