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ÖNSÖZ 

 

 
NET „lerin aracılık ettiği Covid 19 sonrası gelişen patolojilerin anlaşılması açısından, 

hastalık ile ilişkili NETozisin moleküler mekanizmasının anlaşılmasına katkıda bulunmayı 

hedeflemekteyiz. Bu bilimsel araştırma projesi Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi 

tarafından proje numarası 2021/2-33 M ile desteklenmiştir. Destekleri için Kahramanmaraş 

Sütçü İmam Üniversitesi Rektörlüğü Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimine 

teşekkür ederiz. 

Projenin başlama tarihi 20/05/2021 ve bitiş tarihi 19/07/2023‟tür. 

 
Proje Yürütücüsü    

Doç. Dr. Ekrem AKSU 
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α : Alfa (Yol üstyapısının servis yeteneğine göre değişen bir katsayı) 

mm : Milimetre 
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ÖZET 
 

  Tamamı hastaneye yatırılmayan, hastalık şiddetinin her seviyesinde ki COVID-19 mağdurlarını 

etkilediği için, COVID-19 sonrası süreç tam olarak anlaşılamamıştır. Uzun süreli COVID-19 

semptom kategorilerinden biri olan, kardiyovasküler bozukluklar (akut kalp yetmezliği, çarpıntı, 

hipotansiyon, venöz tromboembolik hastalıklar, aritmiler, miyokardit ve artmış kalp hızı dahil), viral 

enfeksiyona sistemik bir inflamatuar yanıttan kaynaklanabilir. Hücre dışı kalp boşluklarında istilacı 

virüslerle savaşan NET'ler (nötrofil hücre dışı tuzakları), COVID-19, hiperinflamasyon ve sitokin 

fırtınaları nedeniyle birikir. Çalışmamız, COVID-19 sekeli olarak kardiyovasküler bozukluklara 

odaklanmaktadır. NET'lerin bu bozukluklardaki rolünü belirlemek için PAD4, MPO, MMP-9 ve 

H3Cit düzeylerini ölçmeyi amaçladık. COVID-19 öyküsü ile ilişkili uzun süreli kardiyak 

komplikasyonları olan kırk hasta ve kırk sağlıklı birey, bu çalışmaya dahil edildi. COVID-19 sonrası 

ve kontrol grupları arasında PAD4, H3Cit ve MPO plazma seviyelerinde anlamlı farklılıklar bulduk 

(p< 0.05). PAD4 mRNA ekspresyon seviyeleri, kontrol deneklerine kıyasla COVID-19 sonrası grupta 

daha düşük ve MMP-9 mRNA seviyeleri daha yüksekti. Bu bulgular, PAD4, MPO, MMP-9 ve 

H3Cit'in, NET düzensizliğinin potansiyel biyobelirteçleri olduğunu ve özellikle kardiyovasküler 

bozukluklar olmak üzere COVID-19 sonrası semptomlara neden olabileceğini düşündürmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Kardiyovasküler anormallikler, sitrulline Histon H3, nötrofil hücre dışı 

tuzakları, 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. GİRİŞ 

Coronavirüs hastalığı 2019 (COVID-19), akut şiddetli solunum sendromu-koronavirüs-2 virüsü 

(SARS-CoV-2) olarak adlandırılan RNA virüsünden kaynaklanır ve çok çeşitli tıbbi 

komplikasyonlara sahiptir (1). Dünya Sağlık Örgütü'nün (WHO) verilerine göre, dünya genelinde 30 

Kasım 2022 itibarıyla 639 milyondan fazla doğrulanmış COVID-19 vakası mevcut olup bunların en 

az 6 milyonu hayatını kaybetmiştir (2). Asemptomatikten, hafif ya da ağır seyreden, bazıları yoğun 

bakım gerektiren, ciddi komplikasyonları olan ve vücutta farklı organ ve sistemleri etkileyen 

hastalığın klinik seyri ve uzun dönem etkileri henüz tam olarak anlaşılamamıştır (3). Tüm olgular 

değerlendirildiğinde asemptomatik olguların %30'unun, hastanede bakım gerektiren olguların ise 

%80'inin COVİD sonrası durumlara sahip olabileceği belirlenmiştir (4,5). COVİD sonrası gelişen bazı 

sistemik belirtiler, semptomlar “uzun süreli” “uzun COVID 19”, “kalıcı COVİD 19 semptomları” 

veya “postCOVID sendromu” olarak adlandırılıyor ve haftalar, aylar hatta yıllar boyunca devam 

edebiliyor. Bunlardan biri taşikardi, çarpıntı, disritmi, göğüs ağrısı ve sıkışmayı içeren kardiyak 

bulgulardır (6,7). 

Nötrofillere bağlı bir hücre ölümü biçimi olan NETosis'te yer alan NET'ler, histonlar ve granüler 

proteinlerle çevrelenmiş DNA ağlarıdır. Hücre dışı alandaki istilacı patojenleri yakalayıp yok ederler 

(8,9). Kovid 19'da miyokard bozukluğunun olası mekanizması; Hiperinflamasyon ve sitokin 

fırtınasının neden olduğu miyokardit, solunum yetmezliği ve hipoksinin neden olduğu kardiyak 

miyosit hasarı, hiperkoagülasyon gelişimi ve koroner mikrovasküler tromboz, kalp dahil birçok 

organdaki endotel hasarıdır (10). Koroner arter trombozunun en sık görülen kalp krizi nedeni, NET'in 

kardiyak ekstraselüler boşluklarda birikmesi sonucu hem sistolik hem de diyastolik fonksiyon 

bozukluğuna yol açmasıdır (11). 

Post-Covid 19 ile ilgili çok fazla veri olmasa da iyileşme süresinden sonra ortaya çıkan semptomlar 

ilk elden virüsten kaynaklanmıyor, hastalık süresi boyunca vücudun iyileşmek için verdiği 

koagülopatiler ve inflamatuar yanıtla ilgili. Kovid 19 nedenli pıhtılaşma bozuklukları, akut kalp 

yaralanmaları, tromboz, sepsis, solunum yetmezliği ve kalp yetmezliğinde kontrolsüz NET oluşumu 

görülmektedir (12). NET düzensizliğinin hastalık sonrası semptomlara da neden olabileceği, patojen 

istilasını nötralize eden ve NETosis'i yöneten genetik ve epigenetik faktörlerde bir dengesizliğin 

meydana geldiği bildirilmektedir (13). 

Peptidilarjinin deiminaz 4 (PAD4) nötrofil histonlarını sitrülinleyerek, miyeloperoksidaz (MPO) 

nötrofil elastazı uyararak, NET oluşumu sırasında histon modifikasyonu yoluyla kromatin 

yoğunlaşmasını sağlar. Çalışmalar sitrulinlenmiş histon H3 (H3Cit) ve MPO-DNA kompleksinin 

COVID-19 hastalarında yükseldiğini bulmuş olup bunların plazma NET oluşumu için potansiyel 

biyobelirteçler olduğu düşünülmektedir (14,15). Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler), hücre dışı 

matriksi bozma, doku yapısını düzenleme ve proteolizi indükleme kapasiteleri nedeniyle aterogenez 
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ve vasküler hasara neden olur. Çalışmalar NETosis sırasında salınan matriks metaloproteinaz-9 

(MMP-9) miktarının endotel bütünlüğünde rol oynadığını göstermiştir (16). Miyokard 

bozukluklarında covid 19 sekellerinden biri olan NET'lerin rolünü belirlemek amacıyla NET 

oluşumunun moleküler mekanizmasında yer alan PAD4, MPO, MMP-9, H3Cit düzeylerini ölçmeyi 

amaçladık. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM (METOD) 
 

Çalışma Populasyonu 

Prospektif vaka-kontrol çalışmamız Kahramanmaraş Sütçü İmam Üniversitesi (KSU) Tıp Fakültesi 

Kardiyoloji Kliniğine başvuran 18-45 yaş arası bireylerden oluşmuştur. SARS CoV-2 enfeksiyonu 

öyküsü olan veya doğrulanmış ve en az iki ay süren kardiyolojik şikayetleri olan 40 hastanın yanı sıra, 

COVID 19 öyküsü olmayan ve elektrokardiyogramda (EKG) normal sinüs ritmi olan 40 sağlıklı birey 

dahil edildi (17). Sistemik hastalık öyküsü (diyabet, hipertansiyon, tiroid bozukluğu vb.), morbid 

obezite, kalp kapak hastalığı, sol ventrikül hipertrofisi, elektrolit dengesizliği, kalıcı kalp pili 

takılması, atriyal fibrilasyon, dal bloğu veya diğer intraventriküler iletim bozuklukları, sigara içme 

öyküsü olanlar , alkol kullanımı veya kalp sorunları dışlandı. Kalp ritmini etkileyen ilaçları 

(antiaritmikler, antihistaminikler vb.) kullananlar çalışmamıza dahil edilmedi. 

Enzime bağlı immünosorbent Analizi (ELISA) 

Kontrollerden ve hastalardan periferik kan toplandı. Kan örnekleri pıhtılaşmayı sağlamak için 30 

dakika oda sıcaklığında saklandı ve daha sonra 4°C'de 2.000 x g'de 15 dakika santrifüj edildi. Serum 

toplandı, ters çevrilerek karıştırıldı ve 0,5 mL Eppendorf tüplerine bölündü ve sonraki işlem zamanına 

kadar -80°C'de saklandı. Üreticinin talimatlarını takip ederek serum PAD4, MPO, H3Cit (ELK 

Biyoteknoloji, ELK3904, ELK1062, ELK8743, Wuhan, Çin) seviyelerini değerlendirmek için 

kantitatif bir sandviç ELISA gerçekleştirildi. Reaksiyon ürününün emiciliği, bir mikro plaka okuyucu 

kullanılarak 450 nm'de ölçüldü. 

Gerçek Zamanlı PCR 

Lenfositler, üreticinin belirttiği şekilde Ficoll-Paque Plus çözeltisi kullanılarak heparinize edilmiş tam 

kandan izole edildi. Ayrılan mononükleer hücreler ve plazma daha sonra toplandı ve RNA izolasyonu 

için kullanılıncaya kadar -80 ° C'de saklandı. Tedarikçiler tarafından tarif edildiği gibi buz üzerinde 

TRIzol reaktifi (Life Technologies) kullanılarak toplam RNA ekstraksiyonu yapıldı. Daha sonra 

toplam RNA'nın bütünlüğü ve saflığı, spektrofotometre ve agaroz jel kullanılarak ölçüldü. cDNA, ters 

transkripsiyon sistemi (Applied Biosystems™ Yüksek Kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kiti) 

kullanılarak sentezlendi. QPCR, ticari olarak temin edilebilen Taqman gen ekspresyon analiz kiti 

(Applied Biosystems) kullanılarak insan PAD4, MMP-9'unu ölçmek için gerçekleştirildi. İfade 

verileri, her numune için temizlik geni GAPDH kullanılarak normalleştirildi ve kat değişim değerleri, 

2-ΔΔCt yöntemi kullanılarak hesaplandı. 

İstatistik 

Verilerin değerlendirilmesinde değişkenlerin normal dağılıma uygunluğu Shapiro Wilk testi 

kullanılarak incelenmiştir. ELISA ve qPCR deneylerine yönelik istatistiksel analizler, iki kuyruklu 

Mann Whitney testi ve bağımsız örnekler t testi (Prism 8, GraphPad Software Inc., San Diego, CA) 

kullanılarak   yapıldı.   ≤   0,05'lik   bir   P   değeri   anlamlı   kabul   edildi. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

Çalışma grupları, hastalığın başlangıcından 3 ay sonra, kardiyolojik şikayetleri en az 2 aydır devam 

eden, COVİD-19 enfeksiyon öyküsü olan 40 hasta ve COVİD 19 öyküsü olmayan 40 sağlıklı 

bireyden oluşmuştur. 

Histon sitrasyonu yoluyla kromatin yoğunlaşmasını indükleyerek NET oluşumunu destekleyen 

PAD4'ün plazma seviyeleri, COVID-19 sonrası grupta, COVID 19 öyküsü olmayan gruba göre daha 

yüksekti ancak istatistiksel olarak anlamlı bir fark gözlenmedi (p ≥ 0,05, p = 0,38) (Şekil 1A). 

COVİD-19 sonrası grupta PAD4 mRNA düzeyleri kontrol grubuna göre azalmıştı ve PAD4 mRNA 

düzeyleri açısından gruplar arasında anlamlı fark vardı (p ≤ 0,05, p = 0,001) (Şekil 2A). COVİD-19 

sonrası vakalarda MMP-9 mRNA düzeyleri de yüksek bulundu ancak sonuçlar istatistiksel olarak 

anlamlı değildi (p ≥ 0,05, p = 0,725) (Şekil 2B). NET oluşumu için önemli plazma 

biyomoleküllerinden olan Sitrülin H3 ve MPO düzeylerinin COVİD-19 sonrası grupta kontrol 

grubuna göre daha yüksek olduğu ve bu farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (p ≤ 0,05, p 

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

 

 

TARTIŞMA 
 

COVİD-19 sonrası gelişen NET'lerin aracılık ettiği patolojileri anlamak için hastalıkla ilişkili 

NETosis'i yöneten moleküler mekanizmada yer alan PAD4, MPO, MMP-9 ve H3Cit 

biyomoleküllerinin hastadaki seviyelerini belirtmeyi amaçladık. COVİD-19'dan sonra en az iki aydır 

kardiyolojik şikâyetleri olan grup. COVİD-19 sekelleri ve moleküler mekanizmaları ile ilgili 

çalışmalar giderek yaygınlaşmaktadır ancak çalışmamız bu hasta grubunda bu biyobelirteçlerin 

birlikte araştırıldığı ilk çalışmadır. 

Septik şok ve kritik COVID-19 vakalarının NET oluşumu açısından sağlıklı kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığı bir çalışmada, nükleozom içeriğindeki H3, dairesel H3, nötrofil elastaz ve MPO analiz 

edildi. Bu çalışmada, dolaşımdaki nükleozom ve nötrofil aktivasyon göstergelerinin COVID-19 ve 

septik şok gruplarında daha yüksek olduğu bulunmuştur (15). Hastanede yatan COVİD-19 tanısı alan 

hastalarla sağlıklı bir grubu karşılaştıran başka bir çalışmada ise NET konsantrasyonunun Kovid-19 

grubunda daha yüksek olduğu görüldü. Aynı çalışmada, COVID-19 grubunda plazma MPO 

düzeylerinin daha yüksek bulunması önceki bulguları doğruluyor. Bu araştırmayla tutarlı olarak 

çalışmamızda da plazma MPO düzeylerinin COVID-19 sonrası grupta daha yüksek olduğu görüldü. 

Aynı zamanda nötrofillerden NET salınımına aracılık eden arginin tabakalaşmasını katalize eden 

PAD4'ün, NET'lerde sistemik bir artış yarattığı belirlenmiştir (18). Bununla uyumlu olarak bizim 

çalışmamızda da PAD4 plazma düzeylerinin COVID-19 sonrası grupta yüksek olduğu görüldü. 

COVİD-19 sonrası tromboembolik olayların ve kardiyovasküler hastalıkların artması ve bunun 
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NET'lerle ilişkisi ve uzun süreli patolojiler üretmesi halen tartışmalıdır (19). COVID-19'da ortaya 

çıkan trombotik komplikasyonların mortalite ve morbiditeden sorumlu olduğu belirlendi. Çalışmalar, 

COVİD-19 hastalarında trombozun hem arteriyel hem de akut koroner sendromu, venöz dolaşımı, 

derin ven trombozunu, pulmoner emboli ve kalp krizine neden olan etkileri etkilediğini göstermiştir. 

SARS-CoV-2 hastalarının kanında dairesel DNA, sitrülin H3 ve MPO-DNA kompleksinin varlığıyla 

kendini gösteren NET kalıntılarının bol olduğu, nötrofil-trombosit agregatlarının ve nötrofil 

aktivasyon göstergelerinin olduğu belirlendi. COVID-19 vakalarında artış (20). COVİD-19 sonrası 

kardiyolojik şikayetleri olan hastalarla yaptığımız çalışmada NETosis'i aktive eden PAD4, MPO, 

MMP-9 ve H3Cit'in plazma düzeylerinin arttığı belirlendi. Histolojik çalışmalar NET artışının damar 

hasarına yol açtığını, ağır COVİD-19 vakalarında NET kaynaklı immünotrombozun organ hasarıyla 

ilişkili olduğunu göstermiştir (21,22). NET açısından zengin trombüsler, trombositler ve fibrinler 

akciğerlerde, kalplerde ve böbreklerde bulunmuştur (20,23). 

Koroner arter hastalığı şüphesi olan 282 kişiyle yapılan bir çalışmada, koroner tomografik anjiyografi 

ve NET belirteçlerinin (sitrulin H3, MPO-DNA kompleksi) ölçümü, bu belirteçlerin aynı zamanda 

koroner hastalığın şiddeti, protrombotik durum ve majör yan etkilerle de ilişkili olduğunu tespit 

etmiştir. kalp bozukluklarının etkileri. Bu çalışmada NET oluşumunun ateroskleroz oluşumuna 

katkıda bulunabileceği belirtilmiştir (24). Histolojik çalışmalar, fare ve insan aterosklerotik 

lezyonlarının lümeninde NET'lerin varlığını göstermiştir (25). Kontrolsüz NET oluşumunun Kovid-19 

sonrası kalp-damar bozukluklarına yol açabileceği hipoteziyle yola çıktığımız bu çalışmada, 

NETosis'in moleküler mekanizmasında yer alan biyobelirteçlerin durumu, kalp-damar bozuklukları, 

COVİD-19 ve NET'in kesişimindeki sonuçlarla ilişkilendirilmektedir. . 

COVİD-19 hastalarında MMP-9'un arttığı ve bunun in vitro olarak trombosit ve nötrofil 

aktivasyonunu ve NET oluşumunu uyardığı rapor edilmiştir (26). Başka bir çalışmada ise nötrofil 

aktivasyon belirteçleri NET ve MMP9, yoğun bakım gerektiren COVİD-19 vakalarında hastalığın 

şiddeti ile ilişkilendirilmiştir (27). Bu çalışmada, MMP9 mRNA düzeylerinin, COVID-19 hastalarında 

kontrol  grubuna  göre  literatürle  uyumlu  olarak  daha  yüksek  olduğu  tespit  edildi. 
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SONUÇLAR VE ÖNERİLER 
 

Bu çalışma, PAD4, MPO, MMP-9 ve H3Cit'in NET düzensizliğinde potansiyel 

biyobelirteçler gibi göründüğünü ve bunun da özellikle kardiyovasküler bozukluklar olmak üzere 

bazı COVID-19 sonrası semptomlara neden olabileceğini ortaya koyuyor. 
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