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ONSOZ

NET ‘lerin aracilik ettigi Covid 19 sonrasi gelisen patolojilerin anlagilmasi agisindan,
hastalik ile iligkili NETozisin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasina katkida bulunmay1
hedeflemekteyiz. Bu bilimsel arastirma projesi Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi
tarafindan proje numaras1 2021/2-33 M ile desteklenmistir. Destekleri i¢in Kahramanmaras
Siitgii Imam Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine

tesekkiir ederiz.

Projenin baslama tarihi 20/05/2021 ve bitis tarihi 19/07/2023 tiir.

Proje Yiiriitiiciisii
Dog¢. Dr. EkKrem AKSU
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SEKILLER DIiZIiNi

Sekil 1. NET formasyonundan sorumlu Plasma molekiilleri seviyesi
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Sekil 2. NET formasyonundan sorumlu Plazma molekiilerinin mRNA ekspresyonu seviyesi
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

SIMGELER

o : Alfa (Yol Gistyapisinin servis yetenegine gore degisen bir katsay1)
mm : Milimetre

sn . Saniye

kg/mm? - Kilogram/milimetrekiip

KISALTMALAR

AC : Asfalt Cimentosu

AASHTO : American Association of State Highway and Transportation Officials
(Amerikan Eyalet Yol ve Ulagim Kuruluslar1 Birligi)
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OZET

Tamami hastaneye yatirilmayan, hastalik siddetinin her seviyesinde ki COVID-19 magdurlarini
etkiledigi i¢in, COVID-19 sonrasi siire¢ tam olarak anlagilamamistir. Uzun siireli COVID-19
semptom kategorilerinden biri olan, kardiyovaskiiler bozukluklar (akut kalp yetmezligi, ¢arpinti,
hipotansiyon, venoz tromboembolik hastaliklar, aritmiler, miyokardit ve artmis kalp hiz1 dahil), viral
enfeksiyona sistemik bir inflamatuar yanittan kaynaklanabilir. Hiicre dis1 kalp bosluklarinda istilact
viriislerle savasan NET'ler (notrofil hiicre dis1 tuzaklari), COVID-19, hiperinflamasyon ve sitokin
firtinalar1 nedeniyle birikir. Calismamiz, COVID-19 sekeli olarak kardiyovaskiiler bozukluklara
odaklanmaktadir. NET'lerin bu bozukluklardaki roliinii belirlemek i¢cin PAD4, MPO, MMP-9 ve
H3Cit diizeylerini Olgmeyi amagladik. COVID-19 o&ykiisii ile iligkili uzun siireli kardiyak
komplikasyonlar1 olan kirk hasta ve kirk saglikli birey, bu ¢alismaya dahil edildi. COVID-19 sonrasi
ve kontrol gruplar arasinda PAD4, H3Cit ve MPO plazma seviyelerinde anlamli farkliliklar bulduk
(p< 0.05). PAD4 mRNA ekspresyon seviyeleri, kontrol deneklerine kiyasla COVID-19 sonrasi grupta
daha diisik ve MMP-9 mRNA seviyeleri daha yiiksekti. Bu bulgular, PAD4, MPO, MMP-9 ve
H3Cit'in, NET diizensizliginin potansiyel biyobelirtegleri oldugunu ve o6zellikle kardiyovaskiiler
bozukluklar olmak tizere COVID-19 sonrasi semptomlara neden olabilecegini diislindiirmektedir.
Anahtar Kelimeler: Kardiyovaskiiler anormallikler, sitrulline Histon H3, nétrofil hiicre disi

tuzaklari, peptidilarginin deiminazlar 4, akut post -COVID-19 sendromu.
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ABSTRACT

The post-COVID-19 process is not completely understood as it affects COVID-19
survivors at all levels of disease severity, not all of whom are hospitalized. One of the long-lasting
COVID-19 symptom categories, cardiovascular disorders (including acute heart failure,
palpitations, hypotension, venous thromboembolic diseases, arrhythmias, myocarditis, and
increased heart rate), may derive from a systemic inflammatory response to the viral infection.
NETs (neutrophil extracellular traps) that fight invading viruses in extracellular cardiac spaces
accumulate due to COVID-19, hyperinflammation and cytokine storms. Our study focuses on
cardiovascular disorders as COVID-19 sequelae. To determine the role of NETS in these disorders,
we aimed to measure levels of PAD4, MPO, MMP-9, and H3Cit Forty patients with long-term
cardiac complications associated with a history of COVID-19 and forty healthy people were
included in this study. We found significant differences in PAD4, H3Cit, and MPO plasma levels
between the post-COVID-19 and control groups (p values < 0.05). The expression levels of PAD4
MRNA were lower and MMP-9 mRNA levels was higher in the post-COVID-19 group compared
with the control subjects. These findings suggest that PAD4, MPO, MMP-9, and H3Cit are
potential biomarkers of NET dysregulation and may cause post-COVID-19 symptoms, especially

cardiovascular disorders.

Keywords: Cardiovascular abnormalities, citrullinated Histone H3, neutrophil
extracellular traps, peptidylarginine deiminases 4, post-acute COVID-19 syndrome
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1. GIRIS

Coronaviriis hastaligt 2019 (COVID-19), akut siddetli solunum sendromu-koronaviriis-2 viriisii
(SARS-CoV-2) olarak adlandirilan RNA viriisinden kaynaklanir ve ¢ok ¢esitli tibbi
komplikasyonlara sahiptir (1). Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) verilerine gére, diinya genelinde 30
Kasim 2022 itibartyla 639 milyondan fazla dogrulanmis COVID-19 vakasi mevcut olup bunlarin en
az 6 milyonu hayatim1 kaybetmistir (2). Asemptomatikten, hafif ya da agir seyreden, bazilar1 yogun
bakim gerektiren, ciddi komplikasyonlar1 olan ve viicutta farkli organ ve sistemleri etkileyen
hastaligin klinik seyri ve uzun dénem etkileri heniiz tam olarak anlagilamamistir (3). Tiim olgular
degerlendirildiginde asemptomatik olgularin %30'unun, hastanede bakim gerektiren olgularin ise
%80'inin COVID sonras1 durumlara sahip olabilecegi belirlenmistir (4,5). COVID sonras1 gelisen bazi
sistemik belirtiler, semptomlar “uzun siireli” “uzun COVID 197, “kalict COVID 19 semptomlar1”
veya “postCOVID sendromu” olarak adlandiriliyor ve haftalar, aylar hatta yillar boyunca devam
edebiliyor. Bunlardan biri tasikardi, carpinti, disritmi, gogiis agris1 ve sikismayi iceren kardiyak
bulgulardir (6,7).
Notrofillere bagli bir hiicre 6liimii bigimi olan NETosis'te yer alan NET'ler, histonlar ve graniiler
proteinlerle ¢cevrelenmis DNA aglaridir. Hiicre dis1 alandaki istilaci patojenleri yakalayip yok ederler
(8,9). Kovid 19'da miyokard bozuklugunun olasi mekanizmasi; Hiperinflamasyon ve sitokin
firtinasinin neden oldugu miyokardit, solunum yetmezligi ve hipoksinin neden oldugu kardiyak
miyosit hasari, hiperkoagiilasyon gelisimi ve koroner mikrovaskiiler tromboz, kalp dahil birgok
organdaki endotel hasaridir (10). Koroner arter trombozunun en sik goriilen kalp krizi nedeni, NET'in
kardiyak ekstraseliiler bosluklarda birikmesi sonucu hem sistolik hem de diyastolik fonksiyon
bozukluguna yol agmasidir (11).

Post-Covid 19 ile ilgili ¢ok fazla veri olmasa da iyilesme siiresinden sonra ortaya ¢ikan semptomlar
ilk elden virlisten kaynaklanmiyor, hastalik siliresi boyunca viicudun iyilesmek i¢in verdigi
koagiilopatiler ve inflamatuar yanitla ilgili. Kovid 19 nedenli pihtilagma bozukluklari, akut kalp
yaralanmalari, tromboz, sepsis, solunum yetmezIligi ve kalp yetmezliginde kontrolsiiz NET olusumu
gorlilmektedir (12). NET diizensizliginin hastalik sonrasi semptomlara da neden olabilecegi, patojen
istilasin1 noétralize eden ve NETosis't yoneten genetik ve epigenetik faktdrlerde bir dengesizligin
meydana geldigi bildirilmektedir (13).

Peptidilarjinin deiminaz 4 (PAD4) notrofil histonlarim sitriilinleyerek, miyeloperoksidaz (MPO)
notrofil elastazi uyararak, NET olusumu sirasinda histon modifikasyonu yoluyla kromatin
yogunlagmasini saglar. Calismalar sitrulinlenmis histon H3 (H3Cit) ve MPO-DNA kompleksinin
COVID-19 hastalarinda yiikseldigini bulmus olup bunlarin plazma NET olusumu i¢in potansiyel
biyobelirtecler oldugu diisliniilmektedir (14,15). Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler), hiicre dist

matriksi bozma, doku yapisini diizenleme ve proteolizi indiikleme kapasiteleri nedeniyle aterogenez



ve vaskiiler hasara neden olur. Calismalar NETosis sirasinda salinan matriks metaloproteinaz-9
(MMP-9) miktarinin endotel bitiinligiinde rol oynadigimi goéstermistir (16). Miyokard
bozukluklarinda covid 19 sekellerinden biri olan NET'lerin roliinii belirlemek amaciyla NET
olusumunun molekiiler mekanizmasinda yer alan PAD4, MPO, MMP-9, H3Cit diizeylerini dl¢meyi
amagladik.



2. MATERYAL VE YONTEM (METOD)

Cahisma Populasyonu

Prospektif vaka-kontrol ¢alismamiz Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi (KSU) Tip Fakiiltesi
Kardiyoloji Klinigine basvuran 18-45 yas arasi bireylerden olusmustur. SARS CoV-2 enfeksiyonu
Oykiisii olan veya dogrulanmig ve en az iki ay siiren kardiyolojik sikayetleri olan 40 hastanin yani sira,
COVID 19 6ykiisii olmayan ve elektrokardiyogramda (EKG) normal siniis ritmi olan 40 saglikli birey
dahil edildi (17). Sistemik hastalik Sykdiisii (diyabet, hipertansiyon, tiroid bozuklugu vb.), morbid
obezite, kalp kapak hastaligi, sol ventrikiil hipertrofisi, elektrolit dengesizligi, kalici kalp pili
takilmasi, atriyal fibrilasyon, dal blogu veya diger intraventrikiiler iletim bozukluklari, sigara i¢cme
Oykiisii olanlar , alkol kullanimi veya kalp sorunlar1 diglandi. Kalp ritmini etkileyen ilaglari
(antiaritmikler, antihistaminikler vb.) kullananlar ¢alismamiza dahil edilmedi.

Enzime bagh immiinosorbent Analizi (ELISA)

Kontrollerden ve hastalardan periferik kan toplandi. Kan ornekleri pihtilasmay1 saglamak i¢in 30
dakika oda sicakliginda saklandi ve daha sonra 4°C'de 2.000 x g'de 15 dakika santrifiij edildi. Serum
topland, ters ¢evrilerek karigtirildi ve 0,5 mL Eppendorf tiiplerine boliindii ve sonraki islem zamanina
kadar -80°C'de saklandi. Ureticinin talimatlarimi takip ederek serum PAD4, MPO, H3Cit (ELK
Biyoteknoloji, ELK3904, ELK1062, ELK8743, Wuhan, Cin) seviyelerini degerlendirmek igin
kantitatif bir sandvig ELISA gerceklestirildi. Reaksiyon iirlinliniin emiciligi, bir mikro plaka okuyucu
kullanilarak 450 nm'de 6l¢tildii.

Gercek Zamanh PCR

Lenfositler, tireticinin belirttigi sekilde Ficoll-Paque Plus ¢ozeltisi kullanilarak heparinize edilmis tam
kandan izole edildi. Ayrilan mononiikleer hiicreler ve plazma daha sonra toplandi ve RNA izolasyonu
icin kullanilincaya kadar -80 ° C'de saklandi. Tedarikgiler tarafindan tarif edildigi gibi buz tlizerinde
TRIzol reaktifi (Life Technologies) kullanilarak toplam RNA ekstraksiyonu yapildi. Daha sonra
toplam RNA'nin biitiinligii ve safligi, spektrofotometre ve agaroz jel kullanilarak olgtildii. cDNA, ters
transkripsiyon sistemi (Applied Biosystems™ Yiiksek Kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kiti)
kullanilarak sentezlendi. QPCR, ticari olarak temin edilebilen Taqgman gen ekspresyon analiz Kiti
(Applied Biosystems) kullanilarak insan PAD4, MMP-9'unu 6lgmek igin gergeklestirildi. ifade
verileri, her numune i¢in temizlik geni GAPDH kullanilarak normallestirildi ve kat degisim degerleri,
2-AACt yontemi kullanilarak hesaplandi.

Istatistik

Verilerin degerlendirilmesinde degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi
kullanilarak incelenmistir. ELISA ve qPCR deneylerine yonelik istatistiksel analizler, iki kuyruklu
Mann Whitney testi ve bagimsiz drnekler t testi (Prism 8, GraphPad Software Inc., San Diego, CA)
kullanilarak yapildi. < 0,05'lik bir P degeri anlamli kabul edildi.



3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Calisma gruplari, hastaligin baglangicindan 3 ay sonra, kardiyolojik sikayetleri en az 2 aydir devam
eden, COVID-19 enfeksiyon oykiisii olan 40 hasta ve COVID 19 &ykiisii olmayan 40 saglikli

bireyden olusmustur.

Histon sitrasyonu yoluyla kromatin yogunlasmasini indiikleyerek NET olusumunu destekleyen
PADA4'lin plazma seviyeleri, COVID-19 sonrasi grupta, COVID 19 6ykiisii olmayan gruba gore daha
yiiksekti ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p > 0,05, p = 0,38) (Sekil 1A).
COVID-19 sonrasi grupta PAD4 mRNA diizeyleri kontrol grubuna gére azalmisti ve PAD4 mRNA
diizeyleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark vardi (p < 0,05, p = 0,001) (Sekil 2A). COVID-19
sonrast vakalarda MMP-9 mRNA diizeyleri de yiiksek bulundu ancak sonuglar istatistiksel olarak
anlamhi degildi (p > 0,05, p = 0,725) (Sekil 2B). NET olusumu i¢in &nemli plazma
biyomolekiillerinden olan Sitriilin H3 ve MPO diizeylerinin COVID-19 sonrasi grupta kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p < 0,05, p

= 0,003 ve p = 0,0487) (Sekil 1B, 1C).

TARTISMA

COVID-19 sonrasi gelisen NET'lerin aracilik ettigi patolojileri anlamak igin hastalikla iliskili
NETosis'i yoneten molekiiler mekanizmada yer alan PAD4, MPO, MMP-9 ve H3Cit
biyomolekiillerinin hastadaki seviyelerini belirtmeyi amagladik. COVID-19'dan sonra en az iki aydir
kardiyolojik sikayetleri olan grup. COVID-19 sekelleri ve molekiiler mekanizmalar1 ile ilgili
calismalar giderek yayginlagmaktadir ancak c¢alismamiz bu hasta grubunda bu biyobelirteglerin

birlikte aragtirildigi ilk ¢alismadir.

Septik sok ve kritik COVID-19 vakalarmin NET olusumu agisindan saglikli kontrol grubuyla
karsilagtirlldigr bir ¢alismada, niikleozom igerigindeki H3, dairesel H3, nétrofil elastaz ve MPO analiz
edildi. Bu calismada, dolasimdaki niikleozom ve nétrofil aktivasyon gostergelerinin COVID-19 ve
septik sok gruplarinda daha yiiksek oldugu bulunmustur (15). Hastanede yatan COVID-19 tanisi alan
hastalarla saglikli bir grubu karsilastiran baska bir ¢alismada ise NET konsantrasyonunun Kovid-19
grubunda daha yiiksek oldugu gorildii. Aymi calismada, COVID-19 grubunda plazma MPO
diizeylerinin daha yiiksek bulunmasi onceki bulgulari dogruluyor. Bu arastirmayla tutarli olarak
calismamizda da plazma MPO diizeylerinin COVID-19 sonrasi grupta daha yiiksek oldugu goriildii.
Ayn zamanda notrofillerden NET salimimina aracilik eden arginin tabakalagmasini katalize eden
PADA4'in, NET'lerde sistemik bir artis yarattigi belirlenmistir (18). Bununla uyumlu olarak bizim
calismamizda da PAD4 plazma diizeylerinin COVID-19 sonrasi grupta yiksek oldugu goriildii.

COVID-19 sonrasi tromboembolik olaylarin ve kardiyovaskiiler hastaliklarin artmasi ve bunun
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NET'lerle iliskisi ve uzun siireli patolojiler tiretmesi halen tartigmalidir (19). COVID-19'da ortaya
¢ikan trombotik komplikasyonlarin mortalite ve morbiditeden sorumlu oldugu belirlendi. Caligmalar,
COVID-19 hastalarinda trombozun hem arteriyel hem de akut koroner sendromu, vendz dolasimi,
derin ven trombozunu, pulmoner emboli ve kalp krizine neden olan etkileri etkiledigini gostermistir.
SARS-CoV-2 hastalarinin kaninda dairesel DNA, sitriilin H3 ve MPO-DNA kompleksinin varligiyla
kendini gosteren NET kalmtilarimin bol oldugu, nétrofil-trombosit agregatlariin ve notrofil
aktivasyon gostergelerinin oldugu belirlendi. COVID-19 vakalarinda artis (20). COVID-19 sonrasi
kardiyolojik sikayetleri olan hastalarla yaptigimiz calismada NETosis'i aktive eden PAD4, MPO,
MMP-9 ve H3Cit'in plazma diizeylerinin arttig1 belirlendi. Histolojik calismalar NET artiginin damar
hasarina yol agtigimi, agir COVID-19 vakalarinda NET kaynakli immiinotrombozun organ hasariyla
iligkili oldugunu gostermistir (21,22). NET agisindan zengin trombiisler, trombositler ve fibrinler

akcigerlerde, kalplerde ve bobreklerde bulunmustur (20,23).

Koroner arter hastaligi siiphesi olan 282 kisiyle yapilan bir ¢alismada, koroner tomografik anjiyografi
ve NET belirteclerinin (sitrulin H3, MPO-DNA kompleksi) dl¢ltimii, bu belirteclerin ayn1 zamanda
koroner hastaligin siddeti, protrombotik durum ve major yan etkilerle de iligkili oldugunu tespit
etmistir. kalp bozukluklarinin etkileri. Bu calismada NET olusumunun ateroskleroz olusumuna
katkida bulunabilecegi belirtilmistir (24). Histolojik calismalar, fare ve insan aterosklerotik
lezyonlarmin liimeninde NET'lerin varligini gostermistir (25). Kontrolsiiz NET olusumunun Kovid-19
sonrast kalp-damar bozukluklarina yol acabilecegi hipoteziyle yola ¢iktigimiz bu c¢alismada,
NETosis'in molekiiler mekanizmasinda yer alan biyobelirteclerin durumu, kalp-damar bozukluklari,

COVID-19 ve NET'in kesisimindeki sonuglarla iliskilendirilmektedir. .

COVID-19 hastalarinda MMP-9'un artti§1 ve bunun in vitro olarak trombosit ve nétrofil
aktivasyonunu ve NET olusumunu uyardig rapor edilmistir (26). Baska bir ¢alismada ise notrofil
aktivasyon belirtegleri NET ve MMP9, yogun bakim gerektiren COVID-19 vakalarinda hastaligin
siddeti ile iliskilendirilmistir (27). Bu galismada, MMP9 mRNA diizeylerinin, COVID-19 hastalarinda

kontrol grubuna goére literatiirle uyumlu olarak daha yiiksek oldugu tespit edildi.



SONUCLAR VE ONERILER

Bu calisma, PAD4, MPO, MMP-9 ve H3Citin NET diizensizliginde potansiyel
biyobelirtegler gibi goriindiiglinii ve bunun da 6zellikle kardiyovaskiiler bozukluklar olmak iizere

bazi COVID-19 sonrasi semptomlara neden olabilecegini ortaya koyuyor.
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