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ICINDEKILER

Onsoz:

“Chitinase-3-Like Protein 1 ve IL 1alfa Covid-19 icin Yeni Bir inflamasyon Biyomarkeri
midir?” baslkli projemiz COVID-19 gecirmekte olan hastalarda hastalik siddeti ile
chitinase 3-like protein 1 (YKL-40), IL-1 alfa ve IL 6 dlzeyleri arasindaki iligkiyi
arastirmakta oldugumuz tedavide bu Grunlerin kullaniminin hakli kaniti olup olmadigi
konusunda bir 6n calisma niteligindedir. BAP tarafindan temel arastirma kapsaminda

desteklenmistir (TSA-2020-8636).
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OZET

Giris: COVID-19 hastaligi yeni bir koronavirisin neden oldugu enfeksiyon
hastaligidir. Etken SARS CoV-2'dir. COVID-19 &limcil olabilen bir infeksiyondur.
SARS-COV-2 enfeksiyonu ile inflamasyon arasinda iliski mevcuttur. SARS COV-2
enfeksiyonunda chitinase 3-like protein 1, IL-1 alfa ve IL-6 biyobelirtegleri
inflamasyonda 6nemli role sahiptir.

Amag: Bu calismada, Covid-19 hastalarinda Chitinase-3-Like Protein 1'in, IL-1 alfa’'nin
ve |L-6 duzeylerinin enfeksiyonun siddeti, prognoz agisindan iliskisinin arastirilmasidir.
COVID-19 hastalarinda 6zellikle gerek takip edilmesi gereken biyobelirtecler olarak
ILT alfa ve chitinase 3 like 1 degerlerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Calismaya SARS Cov-2 PCR pozitif 60 eriskin hasta (22 hafif, 25 orta ve 13
agir) ve 50 saghkl kontrol (23'G kadin, 27'i erkek) alindi. Alinan serum o6rnegi -80
derecede saklandi. Chitinase 3-like protein 1 (YKL-40), IL-1 alpha ve IL-6 duzeyleri
hastanemiz Klinik Biyokimya Laboratuvarinda calisildi. istatistik analizleri SPSS 20.0
(SPSS, Chicago, IL, United States) programi kullanilarak yapild.

Bulgular:

Serum Chitinase 3-like protein 1 dulzeyi siddetli hastalarda (7185,5+1109,4), orta
(3977,4+1260,3), hafif (1379,5+598,8) ve kontrol (329,5+128,4) gruplarina gore
istatistiksel anlamli oranda yuksekti (p<0.001). IL 1 alfa diizeyleri hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamli bir farkhhk yoktu (p=0.083)

IL-6 duzeyleri kontrol grubunda en duistk (359+13,7), hafif grupta (89,1+23,4), orta
grupta (156,2+29,6), siddetli grupta(214,9+28,1) en yliksek olmak tzere anlamli olarak
farkhydi (p<0.001). Serum IL-6 ve chitinase 3-like protein 1 dizeyleri (p<0.001,
r=0.894) arasinda pozitif anlamli ve gucli bir korelasyon saptandi. Chitinase 3-like

protein 1 ile hastalik siddeti arasinda (p<0.001, r=0.905) gugcli pozitifi ve anlamli



korelasyon vardi. Hastalik siddetini gostermede faydali bulundu. IL-6 ile hastalik
siddeti arasinda (p<0.001, r=0.870) gl¢lu pozitif ve anlaml korelasyon var. Hastalik
siddetini gostermede faydali idi.

Sonug:

Serum chitinase 3-like protein 1 ve IL-6 seviyeleri ile COVID-19 enfeksiyonunun klinik
seyri arasinda dogrusal iliski bulundu. Bu sonuclar biyomarker inhibitorlerinin
hastaligin tedavisinde kullanilabileceklerine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Coronaviriis, Covid-19, Chitinase-3 like protein 1, IL-1 alfa,

inflamasyon, inflamatuar biyobelirtec, SARS-CoV-2

SUMMARY

Introduction: COVID-19 disease is an infectious disease caused by a novel
coronavirus. The agent is SARS CoV-2. COVID-19 is a potentially fatal infection. An
association exists between SARS-COV-2 infection and inflammation. The biomarkers
chitinase 3-like protein-1, IL-1 alpha, and IL-6 play an important role in inflammation
in SARS COV-2 infection.

Aim: This study investigated the association between chitinase 3-like protein-1, IL-1
alpha and IL-6 levels and severity of infection in terms of prognosis in Covid-19
patients.

The aim was to investigate the value of IL-1 alpha and chitinase 3 like-1 values as
biomarkers requiring particular monitoring in Covid-19 patients.

Method: Sixty adult SARS Cov-2 PCR-positive patients (22 mild, 25 moderate, and 13
severe) and 50 healthy controls (23 female, 27 male) were included in the study.
Serum specimens were stored at -80 degrees. Chitinase 3-like protein-1 (YKL-40), IL-1
alpha, and IL-6 levels were studied in our hospital’s clinical biochemistry laboratory.
Statistical analyses were performed on SPSS 20.0 software (SPSS, Chicago, IL, USA).

Results:



Mean serum Chitinase 3-like protein-1 levels in the severe disease patients
(7185.5£1109.4) were significantly higher than in the moderate (3977.4+£1260.3), mild
(1379.5+598.8), and control (329.5+128.4) groups (p=0.001). No difference was
observed in IL-1 alpha levels between the patient and control groups (p=0.083)

IL-6 levels differed significantly, being lowest in the control group (35.9+13.7),
89.1+23.4 in the mild group, 156.2+29.6 in the moderate group, and highest in the
severe group (214.9+28.1) (p=0.001). Positive, significant, powerful correlation was
determined between serum IL-6 and chitinase 3-like protein-1 levels (p<0.001,
r=0.894). Chitinase 3-like protein-1 was powerfully, significantly positively correlated
with severity of disease (p<0.001, r=0.905), and was found to be useful in showing
disease severity. IL-6 was also powerfully, significantly positively correlated with
severity of disease (p<0.001, r=0.870), and was useful in showing disease severity.
Conclusion:

Serum chitinase 3-like protein-1 and IL-6 levels exhibited a linear correlation with the
clinical course of COVID-19 infection. These results indicate that biomarker inhibitors
may be capable of use in treating the disease.

Keywords: Coronavirus, Covid-19, Chitinase 3-like protein-1, IL-1 alpha,

inflammation, inflammatory biomarker, SARS-CoV-2



GiRIS:

COVID-19 hastaligina neden olan SARS CoV-2 zarfli bir RNA virGsidur(1).
SARS-CoV-2, alveoler ve gastrointestinal epitel hiicrelerindeki reseptorlere baglanarak
dogal ve edinilmis bagisiklik sistemini aktive ederek cok sayida sitokin salinmasina
neden olur. T hlcre ve monosit/makrofaj aktivasyonu ile goézlenen asir sitokin
saliniminin olusturdugu inflamatuar yanit, vaskiler permeabiliteyi arttirir, alveollerde
eksldatif sivi birikimine yol acar. Ciddi solunum yetmezligi olusturabilmektedir.
Koronaviris ile iliskili siddetli akut solunum sendromunun patogenezinde, ytksek
plazma inflamatuar sitokinleri [interlokinler (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12), iceren bir sitokin
firtinasi yer alir. Bu durum hastaligin siddeti ile orantilidir.

Chitinase-3 like-1 (CHI3L1), inflamasyon, endotel disfonksiyonu, remodellingde rol
oynayan ve inflamasyon icin noninvaziv prognostik biyobelirte¢ olarak kabul edilen
bir glikoproteindir (2).

IL-1 alfa ise ates, fibrozis ve inflamasyonun uyarildigi viral enfeksiyonlarda dizeyi
artan bir sitokindir. COVID-19 enfeksiyonunda dizeyinin arttigini gosteren yayinlar

mevcuttur (3).

GENEL BILGILER

COVID-19 hastaligina neden olan SARS CoV-2 zarfli bir RNA virtsudur.
Bulagsmasi insandan insana damlacik yoluyla ve kirli yizeylerle temas eden ellerin agiz,
burun ve gbze temasi yoluyla bulastigi gosterilmistir. Ciddi solunum yetmezligi
olusturabilmektedir (7).

Hastaligin inkiibasyon suresi ortalama 4-6 gln arasindadir. Virls, klinik
semptomlarin baslamasindan 1-2 giin 6nce ve hastalik semptomlarindan iki hafta
sonra hastalarin solunum sekresyonlarinda bulunabilir (8).

Hastaligin belirtileri yorgunluk, ates, kuru oksurik, miyalji ve dispne oldugu ve

daha az yaygin semptomlarin ise burun tikanikligi, bas agrisi, burun akintisi, bogaz



agnisi, kusma, ishaldir. Agir vakalar dispne ve/veya hipoksemiye sahiptir ve daha sonra
septik sok ve ardindan Akut Solunum Sikintisi Sendromu (ARDS)'na girebilmektedir
9).

Koronavirs ile iliskili siddetli akut solunum sendromunun patogenezinde,
ylksek plazma inflamatuar sitokinler [interl6kinler (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12), timor
nekroz faktorl (TNF-a) ve interferon (INF ve kemokinleri iceren bir sitokin firtinasi yer
alir. Bu durum hastaligin siddeti ile orantilidir. Vaka fatalite hiz tlkelere gore (%14,67-
2,30) degismektedir (10).

Hastalardan orofaringeal ve nazofaringeal sirlntlu 6rnekleri ayni tlp iginde
birlikte alindi. Viral tasima besiyerine konuldu. Solunum yolu 6rneklerinde SARS-CoV-
2 RNA'sI revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile arandi. PT-PZR
pozitif olan kesin olgular ¢alismaya alindi.

Chitinase-3 like-1 (CHI3L1), inflamasyon, endotel disfonksiyonu, remodellingde rol
oynayan ve inflamasyon icin noninvaziv prognostik biyobelirte¢ olarak kabul edilen
bir glikoproteindir.

GlUnumuzde COVID-19 icin guvenilirligi ve etkinligi kanitlanmis spesifik bir
tedavi bulunmamaktadir. Bu ¢calismada bulacagimiz sonuglar yol gosterici olacaktir.

Bu calismada, Covid-19 hastalarinda chitinase 3-like protein 1, IL-1 alpha ve IL-
6'nin bir inflammatuvar biyobelirteg olarak kullanilabilirligini géstermeyi amacladik.
MATERYAL VE YONTEM:

Calismaya SARS Cov-2 PCR pozitif 60 eriskin hasta (22 hafif, 25 orta ve 13 agir)
ve 50 saglkl kontrol (23'UG kadin, 27'i erkek) alindi. Kan 6rnekleri, saglikli kontroller ve
COVID-19 nedeni ile yatan hastalardan antekubital bolgeden deneyimli kisiler
tarafindan biyokimya tiplerine (Becton Dickinson) alinan kan numuneleri 30 dk oda
sicakliginda pihtilasmalar sonrasi santrifiij edilerek serum &rnekleri ayrildi. -80°C
derecede dondurularak analiz edilinceye kadar saklandi. Analiz islemleri igin serum

ornekleri uygun kosullarda ¢ozilmeleri saglandiktan sonra tim analizler tek



oturumda Atatiirk Universitesi Saglk Arastirma ve Uygulama Merkez Miidirligi Tibbi
Biyokimya Laboratuvarinda yapildi. Biyokimya Analizleri Serum 6rneklerinde ¢alisildi.

Serum chitinase 3-like protein 1, IL-1 alpha ve -6 duzeyleri enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) yontemiyle “Human Endocan ELISA Kit” (Elabscience,
USA) kullanilarak, dretici firmanin yonergeleri dogrultusunda olculdi. Serum CRP
(mg/L), AST(U/L), ALT(U/L),ve LDH(U/L) dizeyleri biyokimya laboratuvarinda bulunan
Beckman Coulter AU5821 cihazinda, ferritin(ng/ml) ve troponin-I(ng/L) duzeyleri
Beckman Coulter DxI800 cihazinda, prokalsitonin(ng/ml) diizeyi ise Roche Cobas 6000
cihazinda ticari kitler kullanilarak olculdd. ESR dizeyleri Westergreen yontemi ile
StaRRsed cihazinda calisildi ve sonuclar mm/h cinsinden verildi. White blood cell
(WBC), lenfosit ve nétrofil sayimlari Sysmex XN-9000 (Japan) cihazi ile olguldi ve
cells/ yL cinsinden kaydedildi. D-dimer dizeyi (ng/ml) ise Radiometer AQT90 flex

cihazi ile olculdu.

istatistik analizleri:

Verilerin kaydedilmesi ve istatistiksel degerlendirmeler icin “SPSS 20.0 for
Windows"” (SPSS Inc., IL, ABD) programindan yararlanildi. Elde edilen verilere ait
tanimlayici istatistikler kategorik degiskenler icin sayr ve %, numerik degiskenler icin
ortalamatstandart sapma olarak verildi. Verilerin normal dagilima uyup uymadiklari
Kolmogorov Smirnov testi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren testlerin
gruplar arasindaki karsilastirlmasinda student t testi ve tek yonli varyans analizi
(ANOVA) kullanildi. Gruplar arasindaki farkliigin dnemlilik derecesi ise post hoc Tukey
testi ile belirlendi. Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi bakimindan farkin istatistiksel
analizi normal dagilim gostermedigi icin Ki-kare (X2) analizi ile yapild.

Sonuglar arasindaki iliskiler ise "Pearson” analizi ile degerlendirildi. Serum
Chitinase 3-like protein 1 ve IL-6'nin duyarhhk, 6zgullik, egrinin altinda kalan alan
(AUC) ve ‘cut off’ degerini hesaplamak igin belli bir ydntemin 6ngori glictiniin ifadesi

olan 'ROC'egrisi kullanildi. P<0,05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.



BULGULAR:

Calismaya SARS Cov-2 PCR pozitif 60 eriskin hasta (22 hafif, 25 orta ve 13 agir)
ve 50 saglikli kontrol (23'G kadin, 27'i erkek) alindi. Gruplar arasinda yas bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farkliik yoktu (p=0.89). Gruplar arasinda cinsiyet
bakimindan anlamh farkhhk yoktu (p=0.55).

Serum Chitinase 3-like protein 1 dizeyi siddetli hastalarda (7185,5+1109,4),

orta (3977,4+1260,3), hafif (1379,5+598,8) ve kontrol (329,5+128,4) gruplarina goére
istatistiksel anlamli oranda ylksekti (p=0.001). IL 1 alfa dizeyleri hasta ve kontrol
grubu arasinda anlaml bir farkhhk yoktu (p=0.083)
IL-6 duzeyleri kontrol grubunda en duistuk (35,9+13,7), hafif grupta (89,1+23,4), orta
grupta (156,2+29,6), siddetli grupta(214,9+28,1) en yiksek olmak tGzere anlamli olarak
farkhydi (p=0.001). Hasta ve Kontrol gruplarinin Serum chitinase 3-like protein 1, IL-1
alpha ve Il-6 diizeyleri Tablo 1'de verildi.

Serum IL-6 ve chitinase 3-like protein 1 dizeyleri (p<0.001, r=0.894) arasinda
pozitif anlamli ve glc¢lu bir korelasyon saptandi. Chitinase 3-like protein 1 ile hastalik
siddeti arasinda (p<0.001, r=0.905) gucli pozitif ve anlamli korelasyon vardi. Hastalik
siddetini gostermede faydali bulundu. IL-6 ile hastalik siddeti arasinda (p<0.001,
r=0.870) gulcli pozitif ve anlaml korelasyon var. Hastalik siddetini gdstermede faydal
idi.

Chitinase 3-like protein 1 icin covid hastalarini saglikhlardan ayirmak icin cut of
degeri 576,65 pg/ml alindiginda spesifitesi %95 sensitivitesi %87 olarak belirlenmistir
(ROC curve AUC=0.96 p degeri p<0.001). Serum chitinase 3-like protein 1 diizeyi igin
ROC curve grafigi Sekil 1' de gosterildi. IL-6 icin covid hastalarini saglikhlardan
ayirmak icin cut of degeri 61,88 pg/ml alindiginda spesifitesi %98 sensitivitesi %89
olarak bulundu (ROC curve AUC=0.97, p<0.001). Serum IL 6 dizeyi icin ROC curve
grafigi Sekil 2' de gosterildi. Chitinase 3-like protein 1 ile IL-6 arasindaki korelasyon

grafigi Sekil 3'de gosterildi.
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SONUCLAR:

Serum IL 1 alfa dlzeyleri hasta ve kontrol grubu arasinda farkl degildi. Hastalik
siddeti ile arasinda anlamli farklilik bulunmadi. Serum chitinase 3-like protein 1 ve IL-6
seviyeleri ile COVID-19 enfeksiyonunun klinik seyri arasinda dogrusal iliski bulundu.
Hafif olgularda duslik, orta olgularda daha ylksek, siddetli hastalarda en yuksektir.
Kontrollerde en dusuktir. Serum IL-6 ve chitinase 3-like protein 1 dizeyleri arasinda
pozitif korelasyon mevcuttur. Serum IL-6 ve chitinase 3-like protein 1 dizeyleri
arasinda pozitif anlamli ve gticli bir korelasyon saptandi. Chitinase 3-like protein 1 ve
IL 6 diizeyleri ile hastalik siddeti arasinda pozitif ve anlamli korelasyon vardi. Hastalik
siddetini gostermede Chitinase 3-like protein 1 ve IL 6 faydali bulundu. Chitinase 3-
like protein 1 ve IL 6 dizeyleri yliksek olan kisilerde enfeksiyonun daha agir
seyretmesi bu markerlar inhibe ederek hastaligin tedavisine ve seyrine katkisi

olacagini diisinmekteyiz.

Tablo 1. Hasta ve Kontrol gruplarinin degisik parametrelerin serum duzeylerinin
karsilastiriimasi

Hasta Kontrol p

Mean+sd Meanz+sd
YKL-40 3706,11+£2391,28|329,47+128,37 | p<0.001
Yas 52,62+14,95 52,2+16,28 p=0.89
IL-1 alpha 0,06+0,03 0,04+0,01 p=0.083
IL-6 145,04+55,18 3595+13,71 |p<0.001
Lenfosit 1461,87+711,34 |2010,9+646,43 | p<0.001
LDH 307,65+97,55 191,76+37,91 |p<0.001
D-dimer 792,33+675,28 |219,74+89,49 |p<0.001
Sedimantasyon | 28,9+26,08 8,92+3,59 p<0.001
CRP 35,65 2,06+0,77 p<0.001
Ferritin 363,27 212,98+60,82 |p=0.004
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Sekil 1. Klinik siddetine gore gruplandirdigimizda chitinase 3-like protein 1 box plot
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Sekil 2. Klinik siddetine gore gruplandirdigimizda IL 6 box plot grafigi
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Sekil 3. chitinase 3-like protein 1 ile IL-6 arasindaki korelasyon grafigi
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