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MEHANIZMI REDOKS RAVNOTEZE I INFLAMATORNOG ODGOVORA
NAKON PRIMENE METILPREDNIZOLONA U DECE SA MULTISISTEMSKIM
INFLAMATORNIM SINDROM UDRUZENIM SA COVID-19

Uvod: Multisistemski inflamatorni sindrom kod dece (MIS-C) povezan sa infekcijom
koronavirusom-19 (COVID-19) je stanje opasno po zivot koje je rezultat citokinske oluje,
povecane sinteze reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i hiperinflamacije koja se javlja u genetski
predisponirane dece nakon infekcije SARS-CoV-2.

Cilj: Primarni cilj naSeg istrazivanja bio je da se identifikuju promene u aktivnosti
antioksidativnih enzima u eritrocitima i ukupnom oksidativhom statusu u plazmi (TOPS) nakon
tretmana metilprednizolonom (MP), kao i korelacija oksidativnog statusa sa klinickim stanjem,
hematoloskim i biohemijskim parametrima krvi i ehokardiografskim nalazom.

Metode: Prospektivna kohortna studija na 67 dece (56,7% muskaraca) mlade od 18 godina sa
MIS-C leCenim MP sprovedena je u Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije od
januara 2021. do aprila 2022.

Rezultati: Kardiovaskularne (KV) manifestacije imalo je 59,7% pacijenata, dok je disfunkcija
miokarda uocena kod 49,3%. Tezak klini¢ki tok je registrovan kod 22 pacijenata. Deca sa KV
manifestacijama imala su znacajno vecu relativnu koncentraciju B limfocita i nizu relativnu
koncentraciju NK ¢elija od pacijenata bez KV promena (p < 0,001 i p = 0,004). Pacijenti sa
disfunkcijom miokarda imali su ve¢i ukupni TOPS od dece sa ofuvanom miokardnom
funkcijom (p = 0,05), Sto implicira izrazeniji oksidativni stres u prethodnoj kohorti. Kod
pacijenata sa Sokom primecena je niza aktivnost eritrocitne superoksid dismutaze (SOD) na
prijemu u poredenju sa pacijentima bez Soka (p = 0,04). Nakon primene MP, TOPS je znacajno
smanjen, dok su aktivnost katalaze (CAT) i SOD znaCajno porasle. Neuspeh lecenja je
zabelezen kod 6 pacijenata, ¢esc¢e kod Zenskog pola (p = 0,005), mladih bolesnika (p = 0,05),
onih sa nizom aktivnosti CAT pri prijemu (p = 0,04) u odnosu na one sa povoljnim odgovorom
na lecenje.

Zaklju¢ak: MP dovodi do brze modulacije TOPS-a i povecava aktivnost antioksidativnih
enzima u eritrocitima $to rezultuje klini¢kim i ehokardiografskim pobolj$anjem. Na osnovu
uocenih promena u aktivnosti antioksidativnih enzima, mozemo zakljuciti da je vodonik
peroksid dominantan ROS kod pacijenata sa MIS-C. Pacijenti sa neusehom le¢enja su pokazali
snizenu aktivnost CAT, dok je primena MP dovodila do izrazenih reakcija oksidacije . Ovo
implicira da niska aktivnost CAT moze biti kontraindikacija za upotrebu MP kao monoterapije.

Kljuéne re¢i: MIS-C, oksidaciono-redukcioni potencijal, superoksid dismutaza, katalaza,
imunofenotip limfocita, metilprednizolon
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MECHANISMS OF REDOX BALANCE AND INFLAMMATORY RESPONSE AFTER
THE USE OF METHYLPREDNISOLONE IN CHILDREN WITH MULTISYSTEM
INFLAMMATORY SYNDROME ASSOCIATED WITH COVID-19

Background: Multisystem inflammatory syndrome in children (MIS-C) associated with being
infected with coronavirus-19 (COVID-19) is a life-threatening condition resulting from
cytokine storm, increased synthesis of reactive oxygen species (ROSs), and hyperinflammation
occurring in genetically predisposed children following an infection with SARS-CoV-2.

Aim: The primary aim of our study was to identify changes in the activity of antioxidant
enzymes in erythrocytes and total plasma oxidative status (TOPS) after treatment with
methylprednisolone (MP), as well as the correlation of oxidative status with a clinical condition,
hematological and biochemical parameters and echocardiographic finding.

Methods: A prospective cohort study of 67 children (56.7% male) under 18 with MIS-C treated
with MP was conducted at the Mother and Child Health Institute from January 2021 to April
2022.

Results: 59.7% of patients presented cardiovascular (CV) manifestations, while myocardial
dysfunction was observed in 49.3%. A severe clinical course was observed in 22 patients.
Children with CV involvement had a significantly higher relative concentration of B
lymphocytes and lower relative concentration of NK cells than patients without CV issues (p <
0.001 and p = 0.004, respectively). Patients with myocardial dysfunction had a higher TOPS
than children without (p = 0.05), implicating pronounced oxidative stress in the former cohort.
In patients with shock, lower erythrocytes superoxide dismutase (SOD) activity was observed
on admission compared to patients without shock (p = 0.04). After MP was administered, TOPS
was significantly reduced, while catalase (CAT) and SOD activity increased significantly.
Treatment failure (TF) was observed in 6 patients, more frequently in females (p=0.005), and
younger patients (p=0.05), with lower CAT activity on admission (p=0.04) than patients with
favourable treatment responses.

Conclusion: MP leads to rapid modulation of TOPS and increases the activity of antioxidant
enzymes in erythrocytes, resulting in clinical and echocardiographic improvement. Based on
the observed changes in the activity of the antioxidant enzymes, we can conclude that hydrogen
peroxide is the dominant ROS in patients with MIS-C. Patients with TF showed reduced CAT
activity, whereas the treatment with MP led to pronounced oxidation. This implies low CAT
activity may be a contraindication for using MP as monotherapy.

Keywords: MIS-C, oxidation-reduction potential, superoxide dismutase, catalase,
lymphocytes immunophenotype, methylprednisolone

Scientific field: Medicine
Specific scientific field: Medical pharmacology

UDC number:
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1.UVOD



1.1. SARS-CoV-2

Betakorona virusi su jedan od cCetiri roda (alfa, beta, gama i delta) koronavirusa
sacinjenih od omotaca - kapsida sa spike proteinom koji nosi jednolancanu RNK pozitivnog
smera (+ssRNA). Obi¢no izazivaju blage infekcije respiratornog trakta, ¢esto poznate kao
,common cold“. Medutim, u nekim sluc¢ajevima mogu dovesti do bolesti koje su opasne po
zivot novorodencadi, odojéadi, imunokompromitovanih i starijih osoba (1-4).

Genom SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome — 2) sadrzi 30 kb, 14
otvorenih okvira za ¢itanje (ORF) i kodira 29 virusnih proteina. Otprilike 2/3 5’ kraja genoma
SARS-CoV-2 kodira dva preklapajuca poliproteina: ppla i pplabl2. Ova dva poliproteina se
razdvajaju pomocu dve virusne proteaze u 16 nestrukturnih proteina (NSP), koji su esencijalni
za replikaciju i transkripciju virusa. Cetiri ORF na 3’ kraju virusnog genoma kodiraju kanonski
skup strukturnih proteina koji ukljucuju nukleokapsid (N), spike (S) protein, membranski (M)
protein i protein omotaca (E), koji su odgovorni za sklapanje viriona i takode ucestvuju u
supresiji imunog odgovora domacina. N protein kodira proteinske omotate RNK, a S, Ei M
proteini zajedno stvaraju virusni omotac (Slika 1) (2).

Spike (S) Protein
glikoprotein omotacéa (E)

Membranski Lipidna

(M) protein membrana

Nukleoprotein

(N)

Slika 1. Grada SARS-CoV-2 virusa. Adaptirano prema https://www.slri.or.th/en/list-news/594-
structural-studies-of-sars-cov-2-nucleocapsid-protein-and-their-perspectives-in-diagnosis-
and-drug-design.htmi

Protein S je glikoprotein, a takode i membranski proteini tipa I - membrane koje sadrze
jedan transmembranski domen orijentisan na ekstracelularnoj strani. Ovaj glikoprotein
olaksava vezivanje virusa za c¢elije domacina, posreduje fuziji virusa i membrane cCelija. S
proteini su na povrsini virusa, $to ih ¢ini jednim od glavnih meta za dizajn lekova i za
produkaciju virus-neutralisucih antitela. Sastoje od dve podjedinice - S1i S2. S1 se vezuje za
¢elijske receptore domacina, dok S2 podjedinica olaksava fuziju virusa sa celijskom
membranom domacina. Vecina koronavirusa ima S1 i S2 pojedinicu koje su vezane samo
nekovalentnom vezom izmedu njih. SARS-CoV-2 pokazuje izuzetak, jer su S1 i S2 podjedinice
fuzionisane, a zatim se cepaju tokom biosinteze virus (1,2).

SARS-CoV2, novootkriveni betakorona virus, ima oko 79,6% homologija sa
koronarnim virusom teskog akutnog respiratornog sindroma (SARS-CoV) i 50% homologije
Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV), koji su drugi sojevi u istim
rodovima. Slicno SARS-CoV-2, SARS-CoV i MERS-CoV su izazivale velike epidemije teskih
respiratornih oboljenja tokom kojih je obolelo oko 8000 ljudi u 2003. godini i 2500 u 2012.
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godini. U oba slucaja, pedijatrijski bolesnici su ¢inili manje od dva posto obolelih sa generalno
blagom klinickom slikom i povoljnim tokom bolesti. Od 14 pedijatrijskih slu¢ajeva MERS-
CoV, prosecne starosti 99 meseci, 2 pacijenta su umrla zbog razvoja teskih respiratornih
simptoma i multiorganske disfunkcije, dok sa druge strane nije bilo prijavljenih smrtnih
slucajeva u decijoj populaciji obolelom od SARS-CoV (5).

SARS-CoV-2 je pokazao veéu kontagioznost, Sto je rezultovalo brzim Sirenjem i
razvojem pandemije (1).

Antigen za koji se vezuje SARS-CoV-2 preko S proteina je angiotenzin kovertaza 2
(ACE2) i siroko je rasprostranjen u organizmu. Osim ACE2, SARS-CoV-2 za ulazak u ciljnu
¢eliju koristi celijsku serinsku proteazu TMPRSS2 za koju se vezuje S protein. Prilikom
njegovog vezivanja, dolazi do cepanje S proteina na S1/S2 i S20, sto omogucava fuziju virusnih
i ¢elijskih membrana, proces koji pokrece podjedinica S2 (3).

Period inkubacije za SARS-CoV-2 je veoma slican SARS-CoV i MERS-CoV sa
prosekom od oko 6,4 dana (2).

1.1.1. Funkcija i rasprostranjenost ACE2 receptora

Angiotenzin konvertuju¢i enzim 2 (ACE?2) pripada porodici enzima koji konvertuje angiotenzin
dipeptidil karboksipeptidaze. ACE2 katalizuje cepanje angiotenzina | u angiotenzin 1-9, i
cepanje angiotenzina Il u vazodilatatorne angiotenzine 1-7. Angiotenzini 1-7 imaju
vazodilatatorno i antiproliferativno dejstvo, a oni su u homeostazi sa vazokonstriktornim
angiotenzina Il. ACE2 deluje kao negativni regulator sistema renin-angiotenzin (3).

Studije su otkrile da se ACE2 u plu¢ima uglavnom eksprimuje u pneumocitima tipa 2
(AT2) i trepljastim ¢elijama, dok se TMPRSS2 uglavnom pojavljuje u AT2, AT1 i kockastim
¢elijama, a nivo ekspresije je ve¢i od ACE2. Na slici 2 prikazana je rasprostranjenost receptora
po razli¢itim organskim sistemima (Slika 2).
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Slika 2. Distribucija receptora za SARS-CoV-2. Adaptirano iz reference (3).

SARS-CoV-2 pokazuje tropizam prema mnogim tipovima celija u telu ukljucujuci epitelne
¢elije u sluzokozi pluca i gastrointestinalnog trakta, kao i ¢elijama miokarda i endotela.

Zarazliku od SARS-CoV i MERS-CoV, kod kojih je pronaden veéi broj virusnih kopija
u donjim respiratornim putevima, SARS-CoV-2 se dominantno nalazi u gornjim disajnim
putevima. Pored toga, koncentracija SARS-CoV-2 je najveca na pocetku pojave simptoma i
opada nakon 5-6 dana za razliku od SARS-CoV, koji dostize vrhunac oko 6-11 dana nakon
pojave simptoma (1,2).

1.2. COVID-19 kod dece

Deca mlada od 18 godina ¢ine samo oko 2% svih slu¢ajeva obolelih od infekcije izazvna
koronavirusom-19 (COVID-19), na osnovu podataka iz SAD (2%), Kine (2,2%), Italije (1,2%)
i Spanije (0,8%). Veliki kohortna studija na preko 2000 pedijatrijskih pacijenata sa COVID-19
otkrili su velike varijacije u klini¢koj slici - 4% bilo asimptomsko; 51% sa blagim simptomima
kao $to su groznica, kasalj, mijalgija ili umor; 5% sa znacima teske bolesti ukljuc¢ujuéi dispneju
i hipoksiju; 1 0,6% sa kriticnom bole$¢u, §to je podrazumevalo respiratornu insuficijenciju,
akutni respiratorni distres sindrom, Sok, i/ili multiorgansku disfunkciju. Inverzni odnos
primecen je izmedu starosti i incidencije ozbiljnosti bolesti — mlada deca su ¢eSée imala ozbiljnu
ili kriticnu klini¢ku sliku (1).



Najtezu klini¢ku sliku imala su deca koja su razvila multisistemski inflamatorni sindrom
(MIS-C) udruzenim sa COVID-19.

1.3. DEFINICIJA MIS-C

Akutna infekcija izazvana SARS-CoV-2 kod dece se odlikuje blazom klinickom slikom, te je
incidencija verovatno podcenjena. Deca sa teskim oblikom bolesti koja zahtevaju prijem u
bolnicu ¢ine 1,9% ukupno obolelih, dok je mortalitet 0,03% (4).

Multisistemski inflamatorni sindrom kod dece (MIS-C) udruzen sa COVID-19 je po
zivot opasno stanje, koje nastaje kao posledica citokinske oluje i hiperinflamacije kod genetski
predisponirane dece nakon simptomske ili asimptomske SARS-CoV-2 infekcije (4-12). Prvi
put u literaturi MIS-C je prikazan od strane Italijanskih autora u aprilu 2020 godine, kada je
opisano 8 pacijenata koji su se prezentovali atipiénom formom Kavasakijeve bolesti (KB), KB
Sokom ili toksi¢énim Sokom, sa hiperinflamacijom kao zajedni¢kim parofizioskim odgovorom
(13).

Klini¢ka slika se ispoljava 2-6 nedelja nakon akutne COVID-19, zbog ¢ega se kod
najveceg broja obolelih detektuju serumska antitela klase IgM i/ili 1gG na SARS-CoV-2.
Moguce je da inicijalna izlozenost virusu kod dece izaziva produkciju virusnih neutraliSuéih i
neneutralisu¢ih antitela; kod dece sa pretezno neutraliSu¢im antitelima bolest je asimptomska,
dok manji broj dece produkuju neneutraliSuca antitela, a potom i antigen-antitelo komplekse,
§to vodi razvoju MIS-C (4-13).

Incidencija MIS-C udruzenog sa COVID-19 je oko 0,6 -2 %, a definicija slucaja bolesti
preporucena je od: 1) Svetske zdravstvene organizacije, 2) Centra za kontrolu bolesti,
Sjedinjene Americ¢ke drzave; 3) Kraljevskog koledza za pedijatriju i de¢je zdravlje, Velika
Britanija. U zavisnosti od definicije, MIS-C podrazumeva akutnu febrilnu bolest varijabilnog
trajanja (1 — 3 dana), pracenu poviSenim parametrima akutne faze zapaljenja, uz zahvatanje
najmanje dva sistema organa, pozitivnu serologiju, PCR, Ag test na SARS-CoV-2 ili pozitivnu
epidemiolosku anamnezu i iskljuéivanje drugih potencijalnih uzro¢nika bolesti ili febrilnih
stanja (Tabela 1) (7). Do razvoja MIS-C dolazi naj¢esc¢e kod prethodno zdrave dece, uzrasta od
6 do 12 godina, a kao jedini faktor rizika opisuje se gojaznost (4).



Tabela 1. Definicija MIS-C udruzenog sa COVID-19

MIS-C povezan sa

PIMS-TS

MIS-C povezan sa

COVID-19 COVID-19
UdruZenje WHO Royal College of US Centers for Disease
Pediatrics Control and Prevention
and Child Health
Uzrast 0-19 god deca <21 god
Temperatura ili Temperatura ili poviseni Temperatura ili poviseni
Inflamacija poviseni zapaljenski parametri inflamacije parametri inflamacije
parametri 3 ili visSe dana
dve od navedenih: Disfunkcija jedanog ili vise | Klinicki teska bolest koja
(A) osip ili bilateralni organa / organskih sistema | zahteva hospitalizaciju;
ne-eksudativni (Sok ili respiratorni, I multisistemska (dva ili
konjunktivitis bubrezni, vise organa)
ili mukokutani gastrointestinalni, ili ukljucenost (sr¢ana,
znaci inflamacije neuroloski poremecaj) bubrezna, respiratorna,
(oralno, Sake ili hematoloska,
stopala); gastrointestinalna,
(B) hipotenzija ili Sok; dermatoloska, ili
(C) disfunkcija neuroloska)
miokarda, perikarditis,
valvulitis, ili koronarne
abnormalnosti
(ukljucujuci nalaz
ehokardiograma ili
Glavne

karakteristike

povisene vrednosti
troponina ili
N-terminal pro B-tip
natriuretski peptid);
(D) dokaz koagulopatije
(produZeno
protrombinsko vreme,
parcijalno
tromboplastinsko
vreme,

i poviseni D-dimeri); i
(E) akutne
gastrointestinalne
manifestacije (proliv,
povracanje ili bol u
stomaku)

Kriterijumi za

Drugi bakterijski /

Drugi bakterijski / virusni

Druge alternativne

iskljucivanje virusni uzroznik uzroznik dijagnoze

Pozitivan RT-PCR, RT-PCR pozitivan ili Pozitivan RT-PCR,
SARS-COV-2 antlgen_'ge§t_ |_I| _ negativan serql_ogua |IV| antigenski
status serologija; ili bilo test; ili izloZenost

kontakt sa pacijentima
sa COVID-19

u poslednje 4 nedelje
od pojave simptoma

Skracenice: PIMS-TS - paediatric inflammatory multisystem syndrome temporally associated
with SARS-CoV-2; WHO — World Health Organization; RT-PCR - polymerase chain reaction
u realnom vremenu
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1.4. Etiologija MIS-C

Virusni agensi su vazni faktori koji izazivaju autoimune reakcije kod genetski podloznih
pojedinaca i mogu dovesti do raznih imunoloskih fenomena (14). Opisani su brojni mehanizmi
koji dovode do sloma samotolerancije nakon virusnih infekcija (14). Kao glavni patofizioloski
mehanizam razmatra se nekontrolisana aktivacija inflamatorne kaskade koja nastaje kao
odgovor na SARS-CoV-2. Stoga je verovatno da MIS-C moze biti uzrokovan jednim ili
kombinacijom mehanizama za koje se zna da doprinose klasi¢cnom autoimunskom odgovoru
izazvanom virusom, ukljuc¢ujuéi (i) molekularnu mimikriju, (ii) oslobadanje autoantigena
(“bystander activation”) i (iii) Sirenje epitopa (12). Molekularna mimikrija nastaje kao
posledica postojanja sli¢nosti izmedu virusnih epitopa i epitopa autoantigena, $to vodi u
aktivaciju autoreaktivnih T ¢elija i stvaranje auto-antitela sa sledstvenim o$tec¢enjem tkiva (14).
Drugi opisani mehanizam, bystander activation, podrazumeva postojanje hiperreaktivnog
antivirusnog imunskog odgovora i znac¢ajnu produkciju inflamatornih citokina, sto dovodi do
oslobadanja autoantigena iz oStecenog tkiva. Trec¢i opisani mehanizam je Sirenje epitopa pri
¢emu virusna infekcija stimuliSe oslobadanje viSe auto-antigena i de novo aktivacija
autoreaktivnih T ¢elija, sa posledi¢nim ostecenjem tkiva (14).

Pojedine studije pokazale su da S protein SARS-CoV-2 ima visok afinitet za vezivanje
za B-lanac T ¢elijskog receptora (TCR) i moze posluziti kao superantigen. Superantigeni su
klasa bakterijskih ili virusnih antigena koji aktiviraju T ¢elije na nespecifi¢an nacin, zaobilazec¢i
konvencionalne nadine za prepoznavanje antigena od strane glavnih histokompatibilnih
kompleksa (MHC), rezultujuc¢i masivnim oslobadanjem proinflamatornih citokina i hemokina
(4).

Tokom MIS-C registruju se povisene koncentracije citokina, ukljucujuéi interleukin-1p
(IL-1B), IL-6, IL-8, tumor nekrotizirajuceg faktora (TNF), IL-10, IL-17, interferon-y (IFN-y) i
agonist receptora IL-2, a jedinstven je po visokim koncentracijama hemokina CXCL9 i
CXCL10. Abo-Haded i saradnici pokazali su da je koncetracija IL-1p, IL-6, IFN-0, GM-CSF i
HMGBI1 znac¢ajno poviSena pogotovu u grupi bolesnika sa teSkom klini€kom formom, dok je
koncentracija IL-8, TNF-a i G-CSF bila blago povisena. Njihovom studijom pokazano je da su
IL-1B, IL-6, IFN-0, GM-CSF i HMGB 1glavni faktori koji uticu na teZinu klinicke slike. S druge
strane, koncentracije IL-1p, IL-6 i GM-CSF su odrzavale visoke vrednosti i nakon 14 dana
lecenja, ¢ima je potvrdena njihova uloga u teZini klinicke slike, progresiji bolesti 1 njthovom
uticaju na srednjoro¢ne ishode (15).

1.4.1. Imunofenotip limfocita periferne krvi

1.4.1.1. Protoc¢na citometrija

Protocna citometrija je sofisticirana tehnika koja omogucava u kratkom vremenskom
periodu analizu ¢elija ili Cestica suspendovanih u puferovanom rastvoru pomocu jednog ili vise
lasera odredujuéi njihove razlicite fizicke i hemijske karakteristike (16,17).

Proto¢na citometrija se razvila u poslednjih 60 godina od jednoparametarskih
instrumenata koji su mogli da detektuju samo veli¢inu ¢elija do veoma sofisticiranih masSina.
Prvi ¢elijski sorter je razvio Mak Fulvajler (Mack Fulwyler) i 1965. godine to publikovao u
Casopisu Science (19). Par godina kasnije povezana su specifi¢na antitela sa fluorescentnim
bojama i razvijeno je desetak monoklonalnih antitela, a 1983. godine se pojavio prvi klinicki
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protocni citometar. Od tog vremena oblast proto¢ne citometrije je dozivela znacajni napredak
u pogledu razvoja instrumenata i reagenasa. Instrumenti sa vise lasera postali su uobicajeni,
omogucavajuci da se u jednoj analizi dobije mnogo vise informacija o analiziranom uzorku.
Istovremeno dostupnost sve veceg broja fluorohroma za konjugovanje sa antitelima, kao 1
fluorescentnih proteina uti¢e na proSirivanje oblasti upotrebe proto¢ne citometrije (17,19). Ovaj
napredak doveo je do toga da se danas izvode eksperimenti sa moguc¢noscu odredivanja vise od
30 parametara.

Suspendovana te¢nost se ubrizgava u instrument i protice kroz laserski snop. Tokom
tog protoka dolazi do interakcije Cestica sa svetloS¢u Sto omogucava dobijanje informacija o
njihovim svojstvima kao S§to su veliCina, slozenost grade (granuliranost) i intenzitet
fluorescencije. Svaka Cestica se analizira u odnosu na rasejanje vidljive svetlosti i jedan ili vise
parametara fluorescencije. Rasipanje vidljive svetlosti se meri u dva razli¢ita smera, smer
napred (Forward Scatter ili FSC) koji ukazuje na relativnu veli¢inu ¢elije i bo¢no na 90° (Side
Scatter ili SSC) koji daje informaciju o unutras$njoj sloZenosti grade ili granuliranost ¢elije.
Rasipanje svetlosti je nezavisno od fluorescencije koja se koristi za merenje specifi¢nih
karakteristika ¢elija. Uzorci se pripremaju za merenje fluorescencije kroz ekspresiju
fluorescentnih proteina, bojenjem pomocu fluorescentnih boja (npr. propidijum jodid) ili
bojenjem antitelima koja su konjugovana sa fluorescentnim bojama (16,17,18).

Protoc¢na citometrija se primenjuje u razli¢itim medicinskim disciplinama kao Sto su
imunologija, virusologija, molekularna biologija itd. Ona omogucava istovremenu
karakterizaciju razli¢itih populacija ¢elija krvi, koStane srzi, telesnih te¢nosti, kao 1 solidnih
tkiva koja se mogu disocirati u suspenzije pojedinac¢nih ¢elija i detektovati zahvaljujuéi
ekspresiji membranskih, citoplazmatskih 1 nuklearnih antigena. Pored toga 1 Ccelijske
komponente kao Sto su organele, jedra, DNK, RNK, hromozomi, citokini, hormoni i proteini
mogu biti analizirani ovom metodom.

Protocna citometrija se u medicini najéeSce koristi za analizu periferne krvi, koStane
stZi, telesnih tecnosti 1 solidnih tkiva te ima znacajno mesto u svakodnevnom klinickom radu.
Proto€nom citometrijom dobijamo informaciju o razli¢itim karakteristikama celija kao Sto su
njihova veli¢ina na osnovu koje se skupljaju informacije o morfologiji ¢elija prisutnih u
odredenom uzorku ali 1 potencijalnim problemima, prisustvu patoloSkih ¢elija (npr. blasti kod
leukemija). Druga zna€ajna osobina koja se analizira proto¢nom citometrijom je granuliranost
¢elija koja nam ukazuje na slozenost njihove unutrasnje grade na osnovu ¢ega se dobijaju
informacije o celijskoj diferencijaciji, na osnovu ¢ega se mogu razlikovati, na primer,
mononuklearne od polimorfonuklearnih ¢elija periferne krvi i koStane srz. Proto¢na citometrija
se moze koristiti 1 za otkrivanje ploidnosti merenjem ukupne koli¢ine DNK u ¢elijama, kao i za
procenu brzine sinteze DNK, dinamike ¢elijskog ciklusa i proliferacije, nivoa ekspresije gena
u pojedinac¢nim c¢elijama, kao i za otkrivanje 1 kvantifikaciju povrSinskih ¢elijskih receptora 1
proucavanje intracelularnih proteina i1 signala unutar Celija.

Jedna od prednosti proto¢ne citometrije u odnosu na neke druge metode je njena brzina.
Proto¢ni citometri mogu kvantifikovati viSe ¢elijskih karakteristika sa protokom oko 10,000
¢elija u sekundi.

1.4.1.2. Primena protoc¢ne citometrije

Protocna citometrija igra klju¢nu ulogu u klini¢kim laboratorijama za dijagnozu i pracenje
bolesti. Koristi se u otkrivanju maligniteta, kao $to su leukemije i limfomi, analizom
abnormalnih populacija celija prisutnih u telesnim te¢nostima ili tkivima. PomazZe u



karakterizaciji 1 kvantifikaciji razlic¢itih tipova ¢elija, identifikaciji specifi¢nih celijskih markera
1 pracenju progresije bolesti.

Protocna citometrija se wuveliko koristi u imunoloskim istrazivanjima za
imunofenotipizaciju, $to ukljucuje karakterizaciju populacija imunih ¢elija na osnovu njihovih
povrsinskih markera. OznaCavanjem celija specificnim antitelima konjugovanim sa
fluoroforima, istraziva¢i mogu da identifikuju i kvantifikuju podskupove imunih ¢elija, procene
njihov status aktivacije i istraze imune odgovore u razli¢itim kontekstima, ukljucujuci zarazne
bolesti i autoimune poremecaje.

1.4.1.3. Imunofenotip limfocita periferne krvi u MIS-C

MIS-C je povezan sa poremecenim apsolutnim brojevima ¢elija urodenog i steCenog imunog
odgovora.

lako MIS-C ima klini¢ke sli¢nosti i sli¢ne profile citokina sa KB i toksi¢nim $ok
sindromom (TSS), studije ukazuju na postojanje razlika u fenotipskim karakteristikama ¢elija
koje su aktivne tokom imunskog odgovora. Consiglio i saradnici uporedili su subpopulacije T
¢elija izmedu dece sa KD, MIS-C i kod zdrave dece, utvrdivsi razlike u distribuciji CD4+
subpopulacija T ¢elija i u ucestalosti T-folikularnih pomo¢nih (TFH) ¢éelija. Ukupna koli¢ina T
¢elija bila je niza kod oba grupe obolelih pacijenata u poredenju sa zdravom decom.
Koncentracija CD4+ efektorskih T ¢elija bila je visa kod dece sa MIS-C nego kod pacijenata
sa KB (20). Ista grupa autora pokazala je da je imuni odgovor razli¢it kod MIS-C i KB. Na
primer, IL-17A posreduje u hiperinflamaciji u KB, ali ne u MIS-C, gde je povisena
koncentracija IL6, CCL2, CXCL8, CXCL9 i CXCL10 (20). Gruber i sar. su pokazali da su
CCL19, CXCL10 i CDCP1 ukljuceni u patogenezu MIS-C, jer ovi citokini regrutuju natural
killer (NK) ¢elije i Thl celijsku subpopulaciju. Pokazano je da se imunoloski profil pacijenata
sa MIS-C odlikuje aktivacijom CX3CR1 + CD8 + T ¢elija, kao i da se broj ovih ¢elija smanjuje
tokom trajanja bolesti, te da je sniZzenje njihove koncentracije u korelaciji je sa klini¢kim
poboljsanjem (22). Svakako, najveci broj autora se slaze da kod dece sa MIS-C postoji
smanjena koncentracija T helper Celija (CD4+), citotoksi¢nih (CD8+), regulatornih, kao i
ukupnih T ¢elija, uz povecéanje naivnih ¢elija, centralnih, efektorskih memorijskih T celija (21).

Ipak, snazna aktivacija T-celija i oslobadanje citokina nije u potpunosti u skladu sa
odloZzenom hiperinflamacijom uoé¢enom kod MIS-C, pa neki autori tvrde da su autoimune
reakcije uslovljene aktivacijum B-limfocita. S toga, kod pacijenata sa teSkom formom MIS-C,
dolazi do formiranja autoantitela, koja se vezuju za endotelne ¢elije, $to doprinosi endotelnoj
disfunkciji i multisistemskom zapaljenju, karakteristi¢nim za ove pacijente (22-24). Studije su
pokazale povec¢anje apsolutnog broja naivnih B ¢elija (kratkotrajnih plazmablasta), nezrelih B
Celija 1 atipi¢nih memorijskih B c¢elija, $to govori o zna¢aju humoralnog imuniteta kod
pacijenata sa MIS-C, sto povecava mogué¢nost da se radi o ekspanziji autoreaktivnih ¢éelija koje
produkuju auto-antitela. Prema podacima iz literature moguce je preklapanje sa klasi¢nim
autoimunim poremecajima — 1gG reaktivnost na anti-Jo-1 i anti-La (22). Kod teske frome MIS-
C otkrivena je povecana koncentracija plazmablasta, smanjena ukupna klonalna raznolikost B
¢elija i povecan je udeo mutiranih IgG klonova, §to je u skladu sa izraZenijim humoralnim
odgovorom kod ovih bolesnika (24). Dakle, klonalna ekspanzija T i B limfocita, kao i ekspresija
citotoksi¢nih gena u CD8+ T ¢elijama povezani su sa teSkom formom MIS-C (24).

Prva imunoloska studija ukazala je na smanjenu koncentraciju NK ¢elija, dok su kasnije
studije pokazale je povecana produkcija CCL4 u NK ¢elijama i ukazale na njihovu
citotoksicnost (24,25). Zapravo, dokazano je da je koncentracija NK celija snizena kod
pacijenata koji su zahtevali prijem u Odeljenje intezivne nege (ICU) (25).
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Aktivirani neklasi¢ni monociti, koji su poviseni kod pacijenata sa MIS-C, produkcijom
citokina aktiviraju endotelne ¢elije, regrutuju limfocite i monocite $to dodatno doprinosi
razvoju endotelitisa (25).

1.4.2. Oksidativni stres

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) su produkti aerobnog metabolizma i uklju¢uju superoksid
anjon (O.-), vodonik peroksid (H202) i hidroksiradikal (OH). Procesi, poput fosforilacije
proteina, aktivacija pojedinih transkripcionih faktora, apoptoze, imunskog odgovora i
diferencijacije, zavise od proizvodnje ROS-a i njhovog intracelularnog prisustva u niskim
koncentracijama. Zapravo, ROS nastaju u enzimskim i neenzimskim reakcijama. Enzimske
reakcije tokom kojih se generise ROS su one koje su ukljué¢ene u oksidativnu fosorilaciju,
sintezu prostaglandina, fagocitozu i sistem citohroma P450. Superoksid anjon generise NADPH
oksidaza, ksantin oksidaza i peroksidaza. Superoksid anjon se brzo u éeliji pod dejstvom
superoksid dizmutaze (SOD) kovertuje u H202. Superoksid dizmutaza sprecava nakupljanje
O2- koji moze ostetiti i inaktivirati proteine koji sadrze klastere gvozde-sumpor (26). Samim
tim, akumulacija O.- je direktno povezana sa oksidativnim stresom (OS). Medutim, O»-
oStecuje samo specifi¢an skup proteina, $to rezultuje apoptozom. H2O> (neradikal) je proizvod
viSe enzima, kao Sto su oksidaza, odnosno aminokiselinska oksidaza i ksantin oksidaza. Tredi
tip ROS je OH, koji nastaje Fentonovom reakcijom, je mali, solubilni, najreaktivniji medu svim
vrstama slobodnih radikala. On neselektivno oksidira lipide, proteine i DNK, $to dovodi do
aptotoze (Shema 1).

AN
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‘0,

proton '

ji NADP*
NADPH superoksid anjon

Ostecenje DNK:

1. mutacije superoksid
2. oftecenje mitohondrijalne DNK dizmutaza . .
3. fragmentacija glutation peroksidaza
) ‘\ Fe?* katalaza
ook OH* «—— H,0, > H,0
N ] - Fentonova reakcija
(\g hidroksi radikal vodonik peroksid
Oksidacija .
. J Intracelularni
tiola

signalni putevi

Peroksidacija lipida
1. TMDA

2. T 4-HNE
Inaktivacija proteina

Shema 1. Mehanizam stvaranja i metabolizam reaktivnih oksidativnih vrsta, kao i posledice
dejstva reaktivnih oksidativnih vrsta na organizam

Naime, Fentonova reakcija zavisi od gvozda koje nije vezano za proteine (NPBI), te je
dostupnost ekstra- i intracelularnog gvozda najvaznijih izvor ROS-zavisnog ostecenja tkiva
(26,27).
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Peroksidacija lipida se generalno moZze opisati kao proces u kojem oksidanti kao $to su
ROS napadaju lipide koji sadrze dvostruke veze izmedu vodonikovih atoma, posebno
polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) koje ukljucuju apstrakciju vodonika iz ugljenika, sa
ubacivanjem kiseonika. Glikolipidi, fosfolipidi i holesterol su takode mete Stetnih i potencijalno
smrtonosnih modifikacija peroksidacije. Medu mnogim razli¢itim aldehidima koji se mogu
formirati kao sekundarni proizvodi peroksidacije lipida, najznacajniji su: malondialdehid
(MDA), propanal, heksanal i 4-hidroksinonenal (4-HNE). MDA najmutageniji proizvod, dok
intra- i intermolekularne produkte. Ove promene mogu da generiSu neoepitope iz sopstvenih
proteina, izazivajuéi agresivanu autoimunu reakciju. Takve promene mogu biti prediktor rizika
za razvoj bolesti, a moze biti ukljucen i u progresiju vaskularnog ostec¢enja (28).

Usled hiperinflamacije i znacajnih mikro- i markovaskularnih oStecenja dolazi do
povecane sinteze ROS i azotnih rekativnih vrsta (RNS) i smanjene raspolozivosti i/ili povecane
potro$nje antioksidanasa Sto rezultuje poremecajem redoks homeostaze. ROS koji se oslobada
unutar fagocita tokom infekcije 1 proizvodnje citokina je sustinski odbrambeni mehanizam, ali
takode dovodi i do promene ekstracelularne oksidativne ravnoteze i oSte¢enja tkiva. Ovako
stvoreni ,,viSak® reaktivnih vrsta, odnosno oksidativni stres (OS), imace za posledicu oStecenje
¢elijskih lipida, proteina i nukleinskih kiselina (14,26,29-34).

Uprkos vaznoj ulozi ROS kao odbrambenom mehanizmu protiv zaraznih bolesti,
preterana produkcija ROS moze aktivirati proinflamatorne signalne puteve i oslobadanje
inflamatornih medijatora, kao npr citokina, hemokina, eikozanoida i drugih, sto govori o
njegovnoj znacajnu U patogenezi, razvoju i napredovanju inflamatornih stanja (14,28). Kod
bolesnika sa sindromom sistemskog inflamatornog odgovora (SIRS) postoji prekomerna
aktivacija celijskog imununog odgovora, te se kod njih registruju smanjeni antioksidativni
kapaciteti i povecanje lipoperoksidacije (14,28). Unutar ¢elijske redoks promene i prekomerni
inflamatorni odgovor predstavljaju glavni uzrok disfunkcije mitohondrija kod neonatalne sepse
(33). Takode, OS je jedan od glavnih okidaca patofizioloskih procesa i u bolestima bubrega,
dijabetes melitusu, reumatskim autoimunim bolestima (14). Prethodne studije su pokazale
znacaj oksidativnog stresa u akutnoj fazi KB, kao i da kod pacijenata koji reaguju na
primenjenju terapiju dolazi do znacajnog snizavanja koncentracije ROS odmah po zavrSenom
le¢enju. Kod pacijena sa KB, primenom intravenskih imunoglobulina (IVIG) u ranoj fazi
smanjuje se nivo ROS zajedno sa smanjenjem inflamatornog odgovora nezavisnim
mehanizmom; stoga se nivoi ROS mogu pokazati korisnim biomarkerom prilikom procene
odgovora na primenjenu terapiju (31).

Usled povecane koncentarcije citokina pojacava se aktivnost NADPH oksidaze i
mijeloperoksidaze (MPO), §to dovodi do daljeg ,,curenja® superoksid anjona u vancelijski
prostor (14,31). U cilju promovisanja citotoksi¢nosti, ROS moze pokrenuti i pojacati
inflamatorne puteve regulacije ekspresije gena preko nuklearnog faktora kapa B (NF-kB). NF-
kB put je neophodan za regulisanje viSe ¢elijskih procesa kao §to su inflamatorni odgovor,
apoptoza i diferencijacija ¢elija imunskog sistema. Aktivacija ovog transkripcionog faktora ima
ulogu u procesima kao $to su promovisanje replikacije virusa i regulisanje imunskog odgovora
domacina. Biosinteza i oslobadanje endotelina-1, koji ima znacajnu ulogu i u KB, takode je
regulisana NF-kB (14).

Pokazan je znacaj Nrf-2 (eritroidni nuklearni faktor 2-vezani faktor 2), koji ima ulogu u
inflamatornom odgovoru i imunitetu, ali i u patogenezi COVID-19, odnosno tezina bolesti je
obrnuto povezana sa ekspresijom Nrf2. Naime, studije su pokazale da upotreba aktivatora Nrf2
suprimira inflamatorni odgovor i podstice antivirusne efekte koji dovode do smanjenja
replikacije virusa, poboljSavaju¢i prognozu pacijenata sa hiperinflamacijom u toku COVID-19
(14).
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Kako je blokiranje Nrf2 povezano sa pove¢anim OS i kako se faktor NF-kB lako aktivira
u oksidativoj sredini pojedini autori smatraju da su klju¢ni putevi u razvoju i napredovanju
inflamatorne patologije upravo povezani sa Nrf2 i NF-kB (14). Ulazak virusa aktivira NADPH
oksidazu i inhibira Nrf-2 antioksidativni odgovor. Veza izmedu NADPH oksidaze i ose
receptora ACE2/Ang/Mas zapravo igra klju¢nu ulogu u patogenetskim mehanizmima COVID-
19 i njegovih komplikacija. NADPH oksidaza modulira osnovne bioloske procese U organizmu
(28).

Kao posledica oksidativnog stresa dolazi do lipidne peroksidacije membrane $to
rezultuje smanjenju fluidnosti, povecanju permeabilnost za jedno i1 dvovalentne jone,
inaktivaciju membranskih enzima, gubitka integriteta celijskih organela (lizozoma), uz
oslobadanje hidrolitickih enzima i membrane, §to sve dovodi do apoptoze celije. Usled
oksidativne modifikacije proteina nastaju ishemijsko-reperfuzione povrede, adultni respiratorni
distres sindrom, pankreatitis, diabetes melitus. Ishemijsko reperfuzione povrede i znacajno
oste¢enje vaskularnog endotela usled povecanih nivoa ROS uz endotoksemiju doprinosi
gubitku cirkuliSsu¢eg volumena u tre¢i prostor (14,28,29). Prema podacima iz literature,
centralnu ulogu u kapilarnom curenju imaju neutrofili, usled generalizovanih vaskularnih
povreda izazvanih NET-ozom. Pacijenti sa MIS-C obi¢no imaju trombocitopeniju §to govori u
prilog uceséa slobodnih radikala u patogenezi ovog procesa, kao u patogenezi imunske
trombocitopenije, u kojoj znacajnu ulogu imaju slobodni radikali, usled porasta peroksidacije
lipida i smanjenja antioksidativnog kapaciteta (14).

1.5. Patogeneza MIS-C

Hiperinflamacija, endotoksemija, pojacano stvratanje slobodnih radikala uz smanjenu aktivnost
enzima oksidativne zastite, produkcija auto-antitela zajedno sa direktnim dejstvom virusa na
ACE2 receptore endotelnih ¢elija, dovodi do vaskulitisa, endotelne disfukcije, povecane
vaskularne permeabilnosti i kapilarnog curenja, sa hipoalbuminemijom, hiponatremijom,
hipovolemijom 1 Sokom (hipovolemijski 1 vazoplegi¢ni). Usled endotoksemije dolazi do
smanjivanje intracelularne koncetracije jona Ca?* ¢ime se objasnjava depresija sistolne funkcije
leve komore uz posledi¢ni razvoj kardiogenog soka (Shema 2).
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Shema 2. Etiopatogeneza Soka kod pacijenata sa MIS-C udruzenim sa COVID-19.

S druge strane, usled oStecenja endotela povecava se sinteza faktora koagulacije VIII
(FVIII) i Von Willenbrandovog faktora (vWF), kao 1 aktivnost FXII Sto utice na
hiperkoagulabilnost krvi kod ovih pacijenata i povecani rizik za trombo-embolijske
kompikacije (35-38). Povisen nivo fibrinogena i D-dimera i trombocitopenija koji se vidaju u
akutnoj fazi bolesti, takode upucéuju na to da u toku MIS-C postoji hiperkoaguabilnost krvi (35-
38).

1.6. Klini¢ka slika

Klini¢ka prezentacija pacijenata sa MIS-C je varijabilna, ali osim visoke febrilnosti koja je prvi
i obavezan znak, postoje znaci zahvatanja jo§ najmanje dva organska sistema. Temparatura
obi¢no traje oko Cetiri dana pre postavljanja dijagnoze (39).

Bolesnici najcesce ispoljavaju klinicke znake i simpotme od strane gastrointestinalnog
(GI) sistema — u oko 54 - 100% slu¢ajeva. Najcesce su prisutni bolovi u trbuhu, muénina i
povracenje, dok je dijareja zastupljena kod manjeg broja pacijenata. Opisano je da je kod
pojedinih bolesnika uc¢injena apendektomija, zbog sumnje na akutni apendicitis.

Druge po ucestalosti su kardiovaskularne (KV) manifestacije (40 — 97% bolesnika), koje
podrazumevaju povisene vrednosti kardiospecifiénih markera u laboratorijskim analizama,
akutnu miokardnu disfunkciju, perikarditis, ektazije ili aneurizme koronarnih arterija, kao i
poremecaje ritma i sprovodenja na EKG zapisu (39-43). Pacijenti sa KV manifestacijama imaju
znacajno vise koncentracije pozitivnih reaktanata akutne faze od pacijenata bez KV
manifestacija, $to upucuje da se zahvacenost KV javlja kod pacijenata sa najkomplikovanijim
oblikom MIS-C (42).

PoviSene vrednosti kardiospecifiénih markera (troponin i proBNP) sre¢u se kod
najveceg broja pacijenata, ali prevashodno proBNP (od 78 do 100% pacijenata), kao markera
sréane slabosti. Pokazano je da kod bolesnika sa MIS-C dolazi kod stunning-a kardiomiocita, a
ne do nekroze, ¢ime se mogu objasniti nize vrednosti troponina, CK-MB, LDH, SGOT. Osim
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toga, kod bolensika sa oSte¢enjem miokarda u toku MIS-C zabelezene su vise prednosti CRP u
poredenju sa pacijentima koji imaju akutni miokarditis. Ovo govori u prilog imunski
posredovane disfunkcije kardiomiocita, u ¢emu znac¢ajnu ulogu imaju i ROS (42,44). Upravo
zbog toga, kod ovih bolesnika dolazi do brzeg i potpunog oporavka sistolne funkcije LK veé
prose¢no u drugom intrahospitalnom danu (42). Ventrikularna disfunkcija se javlja od 25 do
100% pacijenata (42-44).

Perikardna efuzija javlja se u 13 — 46% slucajeva. Uglavnom se radi o blagoj ili
umerenoj efuziji, dok su samo sporadi¢ni slucajevi imali teSku perikardnu efizuju (45).

Dilatacije 1 aneurizme koronarnih arterije su rede nego kod bolesnika sa KB, a u
zavisnosti od studije srecu se od 0 do 48% (45). Uglavnom se radi o blagim dilatacijama, a sam
mehanizam nastanka nije sasvim poznat.

Prema podacima iz literature 50-80% bolesnika razvije Sok, a najcesce se radi o
distributivnom ili/i kardiogenom Soku (45). Endotoksemija prouzrokovana citokinskom olujom
I oksidativnim stresom dovodi do generalizovane vazoplegije i vazodilatacije, sa posledi¢cnom
arterijskom hipotenzijom. Istovremeno, hemokini (CXCL9 i CXCL10) i ROS imaju negativan
inotropni efekat i mogu dovesi do teske sistolne disfunkcije leve komore i kardiogenog Soka.
Moguénost razvoja kardiogenog $oka je veéa kod starijih pacijenata i kod duzeg trajanja bolesti
(46). Kod tih pacijenata primenjuje se medikamtozna inotropna terapija ili ekstrakorporalna
membranska oksigenacija (ECMO).

Promene na EKG mogu se javiti i u do 67% slucajeva, a najéesce se javljaju poremecaji
sprovodenja Koji su najverovatnije posledica edema miokarda i sprovodnog sistema. EKG
promene mogu biti posledica inflamatornih kanalopatija. Naime, pojedini citokini — TNF, IL6,
IL1 — moduliraju ekstresiju jonskih kanala na kradiomiocitima. Osim toga citokini smanjuju
ekstresiju K* kanala, a povecavaju ekstresiju L tipa Ca®* kanala §to dovodi do razvoja long QT
sindroma (47).

Druge uobicajene klinicke manifestacije su sliéne KB - neeksudativni konjunktivitis
(45%-56%), mukokutani osip (~60%), ali samo ~30% pacijentana ima klini¢ki sliku koja
odgovara kompetnoj KB (48). Iako postoji puno sli¢nosti izmedu KB i MIS-C, ipak kod
pacijenata sa MIS-C vise su vrednosti pozitivnih reaktanata akutne faze, proBNP i troponina, a
pacijenti su stariji u odnosu na one sa KB. Sve to govori u prilog tome da je inflamacija
pokrenuta SARS-CoV-2 infekcijom izrazenija i sli¢nija je onoj koja se javlja kod bolesnika sa
KB koji su imali tezu i prolongiranu akutnu bolest (41,48).

Neuroloski simptomi se javljaju u 30%-58% bolesnika, ukljucujuéi glavobolju,
kvantitaivne poremecaje stanja svesti, meningizam i znake poviSenog intrakranijalnog pritiska
(49).

Tokom akutne faze MIS-C oko 20% (18 — 24%) razvije akutnu bubreznu insuficijenciju
(ABI). Potrebu za zamenom bubrezne funkcije ima oko 15% bolesnika sa ABI, §to je manje u
odnosu na druga patoloSka stanja koja dovode do ABI (50).

U zavisnosti od studije, teska klinicka slika javlja se i do 88% slucajeva (iskljucujuci
studije koje su obuhvatile samo te bolesnike). Od 67 do 80 % bolesnika zahteva prijem u
intezivnu negu, 40% medikamentoznu inotropnu potporu, a 10 — 62% primenu mehanicke
ventilacije (51,52). Prema studiji Acevedo i saradnika mortalitet je bio 9%, dok je u drugim
studijama oko 1-2% (53). U poredenju sa decom koja su imala akutni miokarditis, bolesnici sa
KV manifestacijama tokom MIS-C su imala zna¢ajno nizi mortalitet (42), dok je sa druge strane
smrtni ishod je skoro 5 puta ¢eséi kod bolesnika sa ABI (50).
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1.7. Terapija

Tokom lecenja bolesnika sa MIS-C udruzenog sa COVID-19 primenjuje se imunomodulatorna
I suportivna terapiju.

1.7.1. Imunomodulatorna terapija

S obzirom na postojanje sli¢nosti u klinickoj prezetaciji MIS-C i KB inicijalna terapija za MIS-
C podrazumevala je primenu IVIG u imunosupresivnim dozama (2 g/kg telesne mase (TM)
tokom 24h). Inicijalna iskustva su pokazala da su ovi pacijenti po svojim karakteristikima
veliki broj pacijenata rezistentan na primenu IVIG. Samim tim, primenjivani su, prema
porotokolu za KB i kortikosteroidi u pulsnim dozama (metilprednizolon parenteralno)
(11,41,42,45,53,54). Prema Americkom ReumatoloSskom drustvu, inicijalna terapija MIS-C
obuhvata istrovremenu primenu IVIG 1 metilprednizolona (MP), usled brze supresije
inflamacije i brzeg oporavka sistolne funkcije LK.

S druge strane, kako je najveci broj pacijenata razvijao ili produbljavao Sok tokom
leenja IVIG, u Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije “Dr Vukan Cupié”, pulsna
primena MP od januara 2021 godine predstavljala je inicijalnu terapiju u lecenju pacijenata sa
MIS-C (41,42,45).

Kortikosteroidi (KS) su lekovi koji se Siroko primenjuju u inflamatornim i
autoimununim bolestima. Dominantan efekat KS je inakctivacija gena koji kodiraju citokine,
hemokine, adhezione molekule, inflamatorne enzime, receptore i proteine koji su aktivini
tokom inflamatornih procesa. U ve¢im koncentracijama, KS imaju dodatne efekte na sintezu
antiinflamatornih proteina i postgenomske efekte.

Liposolubilni KS svoju aktivnost postizu direktno ili indirektno preko glukokortikoidni
receptora (CcGR), koji nakon odvajanja ko-faktora formira aktivirani hormon-receptorski
kompleks. Kompleks se translocira u jedro i vezuje se za dva palindromska mesta na DNK.
Vezivanjem za odgovaraju¢a mesta na DNK dolazi do aktivacije procesa koji se naziva
transaktivacija transkripcije antiinflamatornih (npr. IL 10, Aneksin 1 ili NF-xB) i regulatornih
proteina (npr. enzimi glukoneogeneze) ukljucenih u metabolicke procese (57). Svojim efektima
KS smanjuju aktivnosti promotora na proinflamatornim genima i povecavaju ekspresiju
antiinflamatornih medijatora. Drugi mehanizam delovanja KS je transrepresija koja dovodi do
smanjenja ekspresije imunoregulatornih i proinflamatornih proteina kao §to su citokini (IL1,
IL2, IL6, TNF-a, IFN-y) i prostaglandini. Ovo se ostvaruje direktnom ili indirektnom
interakcijom monomera GC/cGR kompleksa sa faktorima transkripcije, ¢ime se smanjuje
sinteza proteina, ali i transkripciona aktivnost AP-1 ili NF-xB. S druge strane, brzi negenomski
glukokortikoidni efekti igraju vaznu ulogu, jer se klini¢ki efekti mogu brzo uociti nakon
primene visokih doza, jer oni promptno smanjuju hiperinflamatorni odgovor, suprimirajuci
vazodilataciju i povecanu vaskularnu permeabilnost inhibicijom ekspresije citokina (TNF-a,
IL-6, IL-10, IL-1B) i hemokina: CXCL9 i CXCL10 u toku nekoliko minuta (20,43,56).

Bitan efekat KS je i modulacija oksidativnog stresa. Pokazano je da KS suzbijanjem
infiltracije inflamatornih celije dovode do supresije prekomerne proizvodnje ROS. Naime,
Siroki antiinflamatorni efekti KS su usredsredeni na njihovu sposobnost da moduliraju
ekspresiju gena u vise tipova celija, ukljucujuéi imunske celije, epitel, glatke misice i
fibroblaste. Medutim, studije pokazuju da su efekti KS zavisni od tipa celije, a da svoj
antiinflamatorni efekt ostvaruju se preko cGRa (57).
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Pojedini autori tvrde da su KS lekovi prvog izbora i u najve¢em broju slu¢ajeva dovoljni
lekovi za lecenje pacijenata sa MIS-C udruzenim sa COVID-19, jer dovode do brze
normalizacije telesne temperature, biohemijskih 1 hematoloskih parametara krvi 1
chokardiografskih parametara, kao i da je njihova upotreba sprecava razvoj Soka i doprinosi
kracem boravku u ICU (41,45). Sve ovo se moze objasniti time da IVIG snizavaju koncentraciju
IL-6 treceg, Cetvrtog dana bolesti, a nivo CXCL9 i CXCL10 se smanjuje tek nakon pet dana,
¢ime se moZze objasniti odrzavanje febrilnosti i1 razvoj sr¢ane dekompenzacije tokom i nakon
primene IVIG (20,41,56). Takode, IVIG povecava onkotski pritisak i posledicno dovodi do
redistribucije te¢nosti, §to moze dodatno pogorsati overload kod ovih pacijenata, koji ¢esto
imaju hipoalbuminemiju i gubitke u tre¢i prostor. Primena IVIG podrazumeva infuziju velikih
zapremina (40 ml/kg) koja moze znacajno povecati preload i doprineti disfunkciji miokarda,
posebno kod pacijenata sa prethodnim znacima patnje kardiomiocita (58).

Pojedini bolesnici leGeni su bioloSkom terapijom. Primena visokih doza anakinre (> 4
mg/kg) savetuje se bolesnika kod kojih povoljan terapijski odgovor nije postignut nakon
primene IVIG i KS, a kao alternativni lek moze se primeniti infliksimab (5-10 mg/kg/dnevno)
(Shema 3) (58).
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Shema 3. Mehanizam dejstva imunomodulatornih lekova koji se koriste u terapiji MIS-C
1.7.2. Suportivna terapija

Osim imunomodulatorne terapije u leCenju pacijenata sa MIS-C primenjuje se i suportivna
terapija. Kod bolesnika sa despresijom sistolne funkcije LK primenjuje se dekogestivna terapija
sa ili bez inotropne medikametozne terapije. Inotropnu potporu zahteva 30 — 85% bolesnika, a
u slucaju teske dekompezacije primenjivana je i ECMO.

Ekstrakorporalna membranska oksigenacija je napredna terapija koja se koristi za
lecenje kriticno bolesnih pacijenata sa teSkom respiratornom ili kardiovaskularnom
disfunkcijom koja je otporna na konvencionalno le¢enje. ECMO je Siroko kategorisan u veno-
venski (VV) ECMO ili veno-arterijski (VA) ECMO. Kako kod VV, tako i kod VA-ECMO,
deoksigenisana krv se povlaci iz venske cirkulacije i prolazi kroz membranski oksigenator radi
razmene gasova. U VV-ECMO, ova oksigenisana krv se vraca u sistemsku vensku cirkulaciju,
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povecavajuci funkciju razmene gasova u plu¢ima. Kod VV-ECMO, pacijentova nativna sréana
funkcija je neophodna da bi se ova oksigenisana krv vratila u telo. Kod VA-ECMO, krv se
vraca direktno u sistemsku arterijsku cirkulaciju i na taj nacin obezbeduje cirkulatornu podrsku
pored respiratorne podrske. Vazno je naglasiti da ECMO nije definitivna terapija ve¢ ,,bridge*
do oporavka, donoSenja odluka, dijagnoze, ventrikularnog pomoénog uredaja (VAD),
transplantacije ili retko, fizioloske podrske do donacije organa. Tokom poslednje decenije,
indikacije za ECMO su se znacajno proSirile i podeljene su na inidkacije od strane
kardiovaskularnog i respiratornog sistema (59).

Kod blazih oblika sistolne disfukcije primenjivani su siporonalkton i ACE inhibitori.
Spironolakton se primenjuje kao moc¢an antifibrotik, dok su ACE inhibitori, posebno kaptopril,
primenjivani zbog njihovog antioksidativnog efekta (60,61). Dok su i karbonilna i tiolna grupa
kaptoprila esencijalne za njegovu aktivnost kao ACE inhibitora, ¢ini se da antioksidativni efekti
kaptoprila zavise samo od SH grupe. Dakle, SH jedinjenja S$tite od ishemije miokarda i
reperfuzionih povreda. Suprotno tome, ACE inhibitori koji ne sadrze SH, kao sto je enalaprilat,
nemaju taj efekat. Sli¢no, ACE inhibitori koji sadrze SH grupu takode Stite endotelne celije in
vitro od egzogeno generisanih slobodnih radikala, sto je pokazano na zivotinjskim modelima.
Utvrdeno je da kaptopril ublazava postishemijsku kontraktilnu disfunkciju kod miokarda u
stunning-u (61). Kaptopril je u eritrocitima bio protektivan od razli¢itih oksidativnih stresova:
hemolize izazvane 2,2’-azobisom i hipohloritom, lipidne peroksidacije membrana eritrocita
izazvane terc-butil-hidroperoksidom i hipohloritom, inaktivacije membrane eritrocita izazvane
ATPaBOOH i oksidacija hemoglobina izazvana AAPH i tBOOH (61).

Takode, primenjuje se antiagregaciona ili antikoagulantna terapija, u cillju prevencije
tromboembolijskih komplikacija (45), kao i primena empirijske antimikrobne terapije do
pristizanja negativnih nalaza zasejanih bakterijskih kultura.
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2.Ciljevi istrazivanja



Ciljevi studije su da se kod dece sa MIS - C udruzenim sa COVID-19 utvrde promene:

. aktivnosti enzima antioksidativne zaStite u eritocitima pre i nakon terapije
metilprednizolonom i indirektno proceni aktivnost dominantnih reaktivnih vrsta;

. oksidativno - redukcionog potencijala tj. ukupnog oksidativnog statusa u plazmi, pre i
nakon terapije metilprednizolonom;

. inflamatornog odgovora odredivanjem imunofenotipa limfocita periferne krvi.

Da se utvrdi povezanost izmedu parametara oksidativnog stresa i inflamatornog odgovora sa

. biohemijskim i hematoloskim parametrima krvi;
. promenama na ehokardiografskom nalazu pre i nakon terapije MP;
. promenama u klinickom toku i ishodu bolesti.
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U prospektivnu kohortnu studiju ukljuc¢ena su dece uzrasta do 18 godina le¢ena pod dijagnozom
MIS-C udruzenog sa COVID-19 u Institutu za zdravstvenu zaStitu majke i detata Srbije “Dr
Vukan Cupié” od januara 2021. godine do aprila 2022. godine. Dijagnoza bolesti je postavljana
na osnovu preporuka Svetske zdravstvene organizacije.

Studija je sprovedena u skladu sa HelsinSkom deklaracijom, a odobrena je i od strane
Etickog komiteta, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i Instituta za zdravsrvenu
zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupié¢“. Roditelji svih bolesnika su bili detaljno
informisani o protokolima i ciljevima studije i dali su pisani pristanak pre ukljucenja u studiju.

Disfunkcija miokarda definisana je postojanjem sistolne disfunkcije leve komore
(ejekciona frakcija (EF) < 60%), edema interventrikularnog septuma ili zadnjeg zida i
povisenim vrednostima proBNP. Postojanje MIS-C $oka je definisano kao prisustvo:

1) sistolne arterijske hipotenzije,
2) smanjenje bazalnog sistolnog krvnog pritiska za najmanje 20%, ili
3) pojava znakova periferne hipoperfuzije.

Kod blage i umerene klinicke slike, pacijenti nisu zahtevali prijem u jedinicu intenzivne
nege (ICU), primenu kiseoni¢ne terapije i respiratornu podrsku, kao ni primenu inotropnih
lekova. Teska forma je podrazumevala teSska organska oste¢enja, ok i prijem u ICU.

Neuspeh lecenja definisan je kao perzistiranje povisene telesne temperature (>38°C)
nakon 48h od pocetka primene MP ili razvoj MIS-C Soka perzistiranje ili razvoj akutne sistolne
disfunkcije leve komore (EF <55%).

3.1. Kriterijumi za ukljucivanje

U studiju su ukljuceni pacijenti sa MIS-C povezanim sa COVID-19 koji se leCeni u Institutu za
zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupi¢“ u periodu od januara 2021. do
aprila 2022. Dijagnoza je postavljena na osnovu preporuka SZO:

1) temperatura i povisene vrednosti inflamatornih markera tokom 3 dana ili vise,

2) postojanje 2 od sledec¢ih kriterijuma: (A) osip ili bilateralni ne-eksudativni
konjuktivitis ili znaci mukokutane inflamacije (oralno, Sake ili stopala); (B)
hipotenzija ili Sok; (C) miokardna disfunkcija, perikarditis, valvulitis ili koronarne
abnormalnosti (ukljucujuéi nalaze ehokardiograma ili poviSen troponin ili N-
terminalni pro-B-tip natriuretickog peptida); (D) dokaz koagulopatije (produzeno
protrombinsko vreme, parcijalno tromboplastinsko vreme i poviseni D-dimeri); i (E)
akutni gastrointestinalni problemi (proliv, povracanje ili bol u stomaku),

3) pozitivan RT-PCR, antigen test ili serologija; ili pozitivni anamnesti¢ki podaci o
kontaktu sa pacijentima sa COVID-19,

4) neophodno je iskljuciti drugi infektivni razlog zapaljenja.

3.2. Kriterijumi za iskljucivanje
Iz studije su iskljucena sva deca:

1) lecena u periodu od aprila 2020 do decembra 2020. godine,

2) leCena IVIG,

3) koja primenjuju antioksidanse,

4) kod kojih postoji povisen oksidativni stres: puSenje, urodene bolesti metabolizma,
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5) pacijenti sa hroni¢nim bolestima bubrega, sistemskom ili pluénom hipertenzijom
endokrinoloskim poremecajima.

3.3. Protokol studije

Svakom bolesniku sa potvrdenom dijagnozom MIS-C je na prijemu u bolnicu uzeta detaljna
anamneza, u¢injen kompletan fizikalni pregled, uradene standardne hematoloske i biohemijske
analize krvi, uzeti uzorci krvi za odredivanje parametara oksidativnog stresa i imunofenotipa
limfocita periferne krvi, seroloske analize na SARS-CoV-2, EKG zapis i ehokardiogarsfki
pregled (Shema 4).

POTVRDENA DIJAGNOZA MIS-C UDRUZENOG SA COVID-19

£ = 2 £
k) S 2 E
=3 =F ° <
|
Klini¢ki nalaz
EKG
Biohemijske analize
Serologija
Ehokardiografija Klinicki nalaz
Imunofenotipizacija EKG Klinic¢ki nalaz
Oksidativni stres Biohemijske analize EKG
Eh”'.‘a“i.i"g.mﬁjan Ehokardiografija
Oksidativni stres Imunofenotipizacija
Klinieki nalaz Oksidativni stres
EKG
Biohemijske analize
Ehokardiografija
Imunofenotipizacija
“ nakon Il IVMP
° kod pacijenata sa oslabljenom sistolnom funkcijom LK
Shema 4. Protokol studije — wucestalost i vreme uzimanja analiza i ponavljanja

ehokardiografskog pregleda

Pacijenti su leCeni primenom metilpredizolona. Uticaj primenjene terapije je ispitivan
procenom klinickog stanja, analizom hematoloskih i1 biohemijskim parametara krvi, EKG
zapisa i ehokardiografskog nalaza. Treceg intrahospitalnog dana su evaluirane: standardne
hematoloske i biohemijske analize krvi, oksidaciono-redukcioni potencijal, odredivana
aktivnosti antioksidantnih enzima iz eritrocita, EKG zapis i ehokardiografski pregled ukoliko
su pacijenti na prijemu imali znake miokardne disfunkcije. Pred planirani otpust iz bolnice svim
pacijentima su ponovljane: standardne hematoloske i biohemijske analize krvi, imunofenotip
limfocita periferne krvi, EKG zapis i ehokardiografski pregled.

Procena klinickog stanja, laboratorijskih analiza, redoks statusa, imunofenotipa
limfocita periferne krvi, EKG zapisa i ehokardiografskog nalaza je radena nakon 4-6 meseci od
akutne bolesti.
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3.4. Protokol lecenja bolesnika

Pacijenti su leCeni primenom suportovne i kortikosteroidne terapije - pulsevi MP ili MP u
standardnim dozama u zavisnosti od tezine klinicke slike (Shema 5).

MIS-C

Empirijska antimikrobna
terapija

| +

Imunomodulatorna terapija

MIS-C bez dilatacije CA MI5-C so dilatocijom CA/kompetna KB
| KoRTIKOSTEROIDI | | wmp+vi
blaga-umerena forma teska forma Niakon treceg pulsa
Nokan treceg
| MP 1 mg/kg/2ah }.WT| IVMP 500 mg/m? | | MP 1 mg/kg/2ah |
l Nakon § dang l MNakon 5 dona
Oralni pronizon Oralni pronizon
0,5-1 mg/kg/24h* 0,5-1 mg/kg/24h*

Antikoagulantna / Antiagregaciona

terapija
Pre juna 2021 Posle juna 2021
blogo-umerena forma teska formo
=
@ | LMWH 50-120 1J/kg ‘ ‘ LIMWH 50-120 /kg |
l l Nakon 5 — 7 dana

Aspirin u antiagregacionim dozama (3-5 mg/kg; max. 100 mg)
- 4 nedelje

‘ *smanjivanje doze na 5 dana |

Shema 5. Protokol lecenja bolesnika sa MIS-C

Suportivna terapija je podrazumevala intravensku hidraciju, diuretike i ACE inhibotre -
kaptopril. Pacijenti sa disfunkcijom miokarda i Sokom le¢eni su medikametoznom inotropnom
terapijom: dopaminom, dobutaminom i milrinonom. Svi pacijenti primljeni u bolnicu primali
su parenteralnu empirijsku antibiotsku terapiju nakon uzimanja uzoraka za hemokulturu i
urinokulturu. S obzirom da je primec¢eno da vecina pacijenata nema zeljeni terapijski odgovor
na primenu IVIG i te da je potrebna primena KS, od januara 2021. godine pacijenti su leCeni
samo MP, dok su kombinaciju KS i IVIG primali samo pacijenti sa dilatacijom koronarnih
arterija. Pacijenti sa blagom formom bolesti le¢eni su standardnim dozama MP (1 mg/kg), dok
su pacijenti sa teskim oblikom primali IVMP (500 mg/m?). Nakon tri IVMP, pacijenti su primali
intravenski MP u standardnim dozama (1 mg/kg) do sedam dana. Po zavrsetku parenteralne
primene MP, svi pacijenti su leeni oralnim KS (prednizonom) uz postepeno smanjenje doze.
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U pocetku su samo pacijenti leGeni u ICU primali antikoagulantnu terapiju u
profilaktickim dozama (nisko molekularni heparin), ali s obzirom na to da je kod jednog
bolesnika sa blagom klinickom slikom doSlo do razvoja intrakardijalne tromboze;
niskomolekularni heparin primenjivan je kod svih pacijenata sa MIS-C. Nisko molekularni
heparin je kori$¢en u profilakti¢koj dozi (90-120 1U/kg jednom dnevno) tokom 5-7 bolni¢kih
dana, a nakon ovog perioda zamenjen je aspirinom u antiagregacionim dozama (3-5 mg/kg;
maksimalna doza 100 mg dnevno).

3.5. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

Priprema uzoraka i analize aktivnosti antioksidantnih enzima i oksidaciono-redukcionog
potencijala uradene su na Institutu za farmakologiju, klincku farmakologiju i toksikologiju,
Medicinskog fakulteta u Beogradu na aparatu spektrofotometar HeAios Beta — UNICAM,
Velika Britanija.

3.5.1. Odredivanje enzima antioksidativne zastite iz eritrocita

3.5.1.1. Biohemijska procedura uzorkovanja Krvi

Od svih ispitanika na prijemu u bolnicu i ¢etvrtog dana hospitalizacije u epruvete sa 0,2 ml
heparina uzimano je po 3 ml periferne venske krvi. Uzorci su centrifugiranji tokom 10 minuta
na 5000 rpm, 4°C razdvojeni su eritrociti i plazma. Potom su prethodno izdvojeni eritrociti tri
puta isprani fizioloskim rastvorom uz centrifugiranje (10 min. na 5000 rpm, 4°C), a nakon toga
zaledivani su na -82°C. Za potrebe odredivanja aktivnosti enzima SOD, katalaze (CAT),
glutation peroksidaze (GSH-PX) i glutation reduktaze (GR) uzorci su prethodno odrmzavani.

3.5.1.2. Odredivanje enzima antioksidativne zaStite iz eritocita

Metodom po Drabkin-a i Austin-a (1935) iz tri puta ispranih i liziranih eritrocita, odredena je
koli¢ina hemoglobina (Hb) (62). Lizati su dalje koris¢eni za odredivanje aktivnosti enzima
antioksidativne zastite (CAT, GSH-Px, GR), dok je za odredivanje aktivnosti Cu/Zn SOD
metodom po Tsuchihashi-ju (1923) bilo neophodno prvo ukloniti hemoglobin (63).

3.5.1.3. Adrenalinska metoda za odredivanje aktivnosti SOD

Za odredivanje aktivnosti SOD koris¢ena je metoda Misra i Fridovich iz 1972. godine. Ova
metoda ima karakter "negativnog" tipa, jer prati smanjenje brzine autooksidacije adrenalina u
alkalnoj sredini (64). Eritrocitna SOD uklanja O.- inhibiraju¢i reakciju autooksidacije
adrenalina, koja se prati spektrofotometrijom pri ¢emu dolazi do porasta apsorbance na 480 nm
zbog akumulacije adrenohroma.

Za izvodenje reakcije koriS¢eni su slede¢i rastvori:

Adrenalin, 3x10-4 M u 0,1 M HCl Karbonatni pufer, pH 10,2, sastava:
rastvor se priprema neposredno EDH Na,CO;........ 0,05M
pre merenja EDTA ......... 1x10-4 M.
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EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U reakcionu smesu od 3ml karbonatnog pufera i 0,1 ml rastvora adrenalina, dodavano
je 0,01 ml supernatanta. Autooksidacija adrenalina pracena je ¢etiri minuta na 480 nm. Uporedo
je radena i kontrolna reakcija. Brzina autooksidacije adrenalina jednaka je nagibu linearnog
dela porasta apsorbcije, dok se procenat inhibicije koris¢en kao mera kataliticke aktivnosti
enzima. Brzina autooksidacije adrenalina u odsustvu enzima uzima se kao referentna vrednost
(kontrolna), a brzina autooksidacije u prisustvu SOD predstavlja deo referentne vrednosti. SOD
aktivnost je izratunavana kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina u prisustvu SOD iz
uzorka. Jedinica SOD aktivnosti definisana je kao zapremina, odnosno koli¢ina proteina koja
uzrokuje 50% inhibicije brzine autooksidacije adrenalina u linearnom delu porasta apsorpcije i
izraZena je u jedinicama aktivnosti SOD po g Hb (U/g Hb)..

IzraCunavanje je uradeno po sledecoj jednacini:

_ 2(AK = AA)XR
VxHbxAK

SOD -1

AK - promena apsorpcije kontrolne reakcije u minuti

AA - promena apsorpcije reakcije sa uzorkom u minuti

V - zapremina uzorka koji se sipa u reakcionu smesu (ml)
Hb - koli¢ina hemoglobina (g /100 ml lizata)

R - razblazenje.

3.5.1.4. Odredivanje aktivnosti CAT

Metoda po Beutler-u (1982) koriS¢ena je za odredivanje aktivnosti CAT u lizatu (65), a
podrazumeva spektrofotometrijsko pracenje brzine razgradnje H202 u prisustvu CAT na 230
nm, kada H20. apsorbuje svetlost.

Za izvodenje reakcije potrebni su sledeci rastvori:

Pufer, pH 8,0, sastava:
Tris HCI ............ 1M IZDZI H,Opeiviiiiinee 10 mM

Koncentracija H20> izracunavana je na osnovu ekstinkcionog koeficijenta, koji je za
H202 nalazi na 230 nm. Dobijena koncentracija je potom razblazivana do 10 mM.
Koncentracija H202 je izracunavana po formuli:
AA

C=_-1
0,071
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EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U kvarcnu kivetu sa 50 ul pufera aplikovano je 5 - 50 ul uzorka, u zavisnosti od CAT
aktivnosti. Reakcija se zapo¢inje dodavanjem 1 ml 10 mM rastvora H2O», zatim je u toku 3
minuta pracen pad apsorpcije na 230 nm. Aktivnost je izrazavana u jed/mg Hb, a jedinica je
definisana kao koli¢ina redukovanog H->O>, izrazena u mM, u minuti.

IzraCunavanje je radeno prema dole navedenoj formuli:

_ AAXRx100
0,071xHbxV

AA - promena apsorpcije u minuti,
R - razblazenje,

V - zapremina uzorka (ml) i

Hb - koli¢ina Hb (g/100 ml lizata).

3.5.1.5. Odredivanje aktivnosti GSH-Px

Na osnovu modifikovane metode Paglia i Valentine (1967) odredivana je aktivnost
GSH-Px odredivana je (66). Ovom metodom se prati potrosnja - oksidacija NADPH u prisustvu
GR na 340 nm. Ova indirektna metoda se pokazala veoma reproducibilnom u poredenju sa
drugim.

Metoda se zasniva na reakciji:

GSHPx

NADPH +H’

Za izvodene eksperimentalnog postupka potrebni su sledeéi rastvori:

| Fosfatni pufer pH 7,0....0,5 M &5 | NADPH u 1% NaHC03..02mM | b e I— 10-3M |

&

‘ GR (TYPE 1I spec. akt. 105 IU/mg proteina) ‘

Rezultati se izrazavaju u umol NADPH/min/g Hb.
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EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U staklenoj kiveti mesano je 1,6 ml vode, 0,3 ml pufera, 0,6 ml rastvora NADPH, 0,3
ml rastvora GSH, 0,1 ml t-butil hidroperoksida i oko 0,05 ml uzorka, u takvom odnosu da bude
5% (m/m) Hb. Reakcija otpocinje dodavanjem 105 IU/mg GR na temperaturi od 37°C.
Apsorpcija se o€itava na 340nm od prvog do Cetvrtog minuta, uz uporedno pracenje kontrolne
reakcije (u kiveti nalaze se svi reagensi osim uzorka).

Aktivnost GSH-Px se izra¢unava na sledeéi nadin:
GSH — Px — (AA-AB)x100
6.22x0.833

e AA-promena apsorpcije /min za uzorak i
e AB-promena apsorpcije/min za kontrolnu reakciju.

3.5.1.6.0dredivanje aktivnosti GR

Koris¢enjem metode po Glatzle (1974. godine) odredivana je aktivnosti GR (67), koja
katalizuje redukciju oksidovanog glutationa sa NADPH:

NADPH +H + GSSG iﬂhl\lﬁx[ﬁF’Jr + 2GSH

Oksidacija NADPH se odreduje na osnovu promene apsorpcije na 340 nm, a aktivnost se
izrazava u umol NADPH /min /g Hb.

Sledeci rastvori su potrebni za izvodenje eksperimentalne reakcije:

| Fosfatni pufer pH7,0....0,5 M | =2 | EDTA.....0.5 M | &5 | GSSG....2mM | =7 | NADPH......0,1 mM

EKSPERIMENTALNI POSTUPAK:

U spektrofotometrijsku kivetu dodaje se 0,6 ml fosfatnog pufera, 0,1 ml GSSG, 0,1 ml
uzorka i 2,2 ml vode. Reakcija se zapocinje dodavanjem 0,1 ml NADPH. Optimalna
temperatura za odvijanje reakcije je 37° C, pri ¢emu se prati promena apsorpcije tokom 3
minuta, a aktivnost se izracunava pomoc¢u jednacine:

GR = (AA - AB)x10°x3
© 6.22xVxHb

e AA-promena apsorpcije/minuti u uzorku,
e AB-promena apsorpcije/minuti u kontrolnom uzorku,
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e \/-zapremina uzorka i
e Hb-koli¢ina hemoglobina (g/100 ml lizata).

3.5.2. Oksidaciono-redukcioni potencijal (ORP)

ORP je meren na sobnoj temperaturi na aparatu RedoxSYS System (Aytu BioScience, Inc.,
Englewood, CO). Uzrok plazme nakapan je na prethodno postavljen senzor nakon Cega
zapocinje proces automatkog ocitavanja. Nakon 5 sekundi kada ORP vrednosti postanu stabilne
ocitava se vrednost u milivoltima (mV).

3.6. Imunofenotip limfocita periferne krvi
3.6.1. Princip izvodenja imunofenotipizacije limfocita periferne

Uzorci 3 ml pune krvi u epruveti sa EDTA dostavljaju se za imunofenotipizaciju limfocita u
Imunoloskoj laboratoriji Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije “Dr Vukan
Cupié¢”.

U analizi su kori$¢ena sledeca monoklonska antitela:

- BD Multitest™ 6-Color TBNK, Becton Dickinson, San Jose, CA koji sadrzi FITC obelezen
CD3, klon SK7; PE-obelezeni CD16, klon B73.1, PE obelezen CD56, klon NCAM16.2; PerCP-
Ci 5.5-obelezen CD45, klon 2D1 (HLe-1); CD4 obelezen PE-Ci7, klon SK3; CD19 obelezen
APC, klon SJ25C1; i CD8 obelezen APC-Ci7, klon SK1.).

-HU TH1/2/17 Phenotyping Kit, Becton Dickinson, San Jose, CA, koji sadrzi: Humani CD4
PerCP-Ci5.5 (klon: SK3), IL-17A PE (klon: N49-653), IFN-GMA FITC (klon: B27) i IL-4
APC (klon: MP4-25D2).

Kao sredstvo za aktivaciju korisc¢en je:

-Leukocyte Activation Cocktail, with BD GolgiPlug (PMA, Ca-lonophor, Brefeldin A), Becton
Dickinson, San Jose, CA.

Sto mikrolitara pune krvi se u jednoj epruveti pomesa sa 20 ul Multitest™ 6-Color
TBNK. Epruveta se inkubiraju na sobnoj temperaturi, u mraku, 15 minuta i lizira FACS
puferom za liziranje (Becton Dickinson) tokom 15 minuta. Nakon centrifugiranja i naknadnog
ispiranja, ¢elije se suspenduju u 400 ul Cell wash rastvora (Becton Dickinson) i analiziraju na
FACS CANTO II citometru (Becton Dickinson) uz koris¢enje DIV A softvera.

3.6.2. Imunofenotipizacija pomocu proto¢ne citometrije

Imunofenotipizacija ili fenotipska karakterizacija celija predstavlja identifikaciju 1
kvantifikaciju specificnih grupa ¢elija u meSovitoj celijskoj populaciji pomocu protocne
citometrije. Specifi¢ni proteini ¢elijske membrane, koji su poznati kao markeri, mogu se otkriti
koris¢enjem antitela. Ovi specificni antigeni mogu biti eksprimirani na vise od jednog tipa
¢elija, tako da precizna imunofenotipizacija ¢elija moZe biti postignuta istovremenim bojenjem
jedne celijske populacije koriS¢enjem dva ili viSe antitela. Oznacavanjem celija specificnim
monoklonalnim antitelima konjugovanim sa fluoroforima mogu se identifikovati ali i
kvantifikovati tipovi i podtipovi imunih cCelija. Imunofenotipizacija je najéeS¢a primena
proto¢ne citometrije u medicini.

Celije se obi¢no definisu prema ekspresiji antigena na éelijskoj povr$ini. Na osnovu
,»klastera diferencijacije” (CD/CD) formirana je nomenklatura za identifikaciju monoklonskih
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antitela. Vec¢ina imunih ¢elija ima CD markere koji ih razlikuju kao populaciju ¢elija i zovu se
markeri loze. Za imunofenotipizaciju su najznacajniji i najviSe se koriste markeri T Celijske
loze (CD3, CD4, CDS), B ¢elijski markeri (CD19, CD20) i markeri NK ¢elija (CD56) (68-70).
Grupu monocita, mijeloidnih i dendriti¢nih ¢elija je teze definisati jer je mnogo kompleksnija i
ne uvek u potpunosti pouzdana ekspresija markera. Na primer, antigen CD14 koji se koristi kao
marker za monocite u stvari je eksprimiran samo na delu monocitnih ¢elija. Pored markera loze
1 drugi markeri se koriste za karakterizaciju svake grupe ¢elija. Oni mogu ukljucivati markere
aktivacije, memorijske markere, markere receptora hemokina idr.

3.6.3. Imunofenotipizacija limfocita

Limfociti se lako mogu morfoloski prepoznati, ali da bi se identifikovali glavni tipovi limfocita
i njihove razli¢ite subpopulacije neophodna je imunofenotipizacija uz koriséenje specifi¢nih
antitela. Moderna proto¢na citometrija u kombinaciji sa posebno dizajniranim softverskim
programima za analizu rezultata omogucava brzu i preciznu multiparametarsku procenu
imunofenotipa velikog broja ¢elija u kratkom vremenskom periodu (18,19).

Danas se za imunofenotipizaciju pretezno koristi tehnika lizirane cele krvi, lysed whole
blood (LWB/LVB), kojom se odredena zapremina krvi uzete u epruvetu sa antikoagulansom
inkubira sa antitelima, dok se crvena krvna zrnca liziraju, a uzorak pere pre analize na
proto¢nom citometru. Ova tehnika se koristi za proto¢nocitometrijsku imunofenotipizaciju jer
je brza i manje tehnicki komplikovana od ranije koriS¢ene tehnike bojenja mononuklearnih
¢elija dobijenih procesom razdvajanja pomocu Fikol (Ficoll) gradijenta gustine. Uz to LVB
tehnikom ne dolazi do gubitaka specifi¢nih subpopulacija limfocita, $to je primeceno u slucaju
razdvajanja Celija preko gradijenata gustine (71). U danasSnje vreme, prakti¢no sva rutinski
koriS¢ena antitela su monoklonska antitela (MoAb/MoAb) direktno spojena sa fluorohromima,
kao $to je fluorescein izotiocijanat (FITC/FITC), fikoeritrin (PE/PE), peridin hlorofil protein
(PerCP/PerCP) ili duohrom PE-cijanin 5 (PE-Cy5/PE-Ci5). Vazno je minimizirati nespecifi¢no
vezivanje antitela preko F receptora koji su eksprimirani na monocitima, granulocitima, NK-
¢elijama i nekim T- i B-limfocitima. Upravo LVB tehnika je manje osetljiva na ta nespecifi¢na
vezivanja, verovatno zato S$to molekuli imunoglobulina (Ig/Ig) koji su prisutni u plazmi
blokiraju mesta vezivanja F receptora. Ovi imunoglobulinski molekuli se gube tokom postupka
izolacije mononuklearnih éelija, te se i ova nespecific¢na vezivanja ¢esce javljaju u ovoj metodi,
te je 1 to jedan od razloga za njeno napuStanje. Mrtve Ccelije pokazuju povecanu
autofluorescenciju, §to potencijalno dovodi do netacne interpretacije rezultati bojenja, Sto se
svodi na minimum kori§¢enjem sveZih uzoraka.

3.6.4. Analiza podataka

Analiza podataka se vrSi izolovanom evaluacijom populacije od interesa, na primer limfocita.
Ovo se postize elektronskim gejtingom: takozvana "kapija" je postavljena oko malih i pravilno
oblikovanih limfocita u FSC u odnosu na SSC tackasti dijagram (dot plot). Ovaj gejting
potvrduje se i analizom CD45 bojenja: limfociti su CD45 jako pozitivni (slika 3).
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Slika 3. Analiza imunofenotipa limfocita periferne krvi. Adaptirano iz reference 18.
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Kada se koristi vise od dva fluorohroma moguce je izvrsiti dodatni korak gating-a na
podpopulaciji. Ovo omogucava analizu markera unutar malih subpopulacija.

Koriste¢i ukupan broj limfocita dobijen izratunavanjem iz ukupnog broja leukocita i
procenjivanje relativne brojeve subpopulacija mogu se izraCunati i apsolutni brojevi
subpopulacija limfocita. Obicno se procenjuju slede¢e podgrupe, izrazene kao relativne i
apsolutne vrednosti: ukupne CD3+ T-¢elije, CD3+/ CD4+ T helper T limfociti, CD3+ CD8 T
supresorski limfociti, CD19+ B-¢elije, kao i CD3—/CD16+/CD56+ NK ¢elije (71,72, 74, 75).

3.7. Ehokardiografija

Ehokardiografski pregledi radeni su bad-side kod pacijenata hospitalizovih u ICU na aparatu
GE Vivid S6, dok je ostalima ehokardiografski pregled raden u Kabinetu za ultrazvuk srca
Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupié¢* na Philiphs EPIQ 7G
aparatu. Svim pacijentima ispitivani su:

1) sistolna funkcija leve komore — end-dijastolni dijameter (EDD), end-sistolni dijametar
(ESD), debljina interventrikularnog septuma u dijastoli (IVSd), zadnjeg zida (ZZd),
ejekciona frakcija (EF) i frakcija skracenja (FS);

2) morfologija i protok na atrioventrikularnim zaliscima — trikuspidnoj (TV) i mitralnoj
valvuli (MV);

3) segmentni ispadi u Kinetici zidova leve komore;

4) dijametri koronarnih arterija — desne (RCA) i leve (LCA).
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Parametri su evaluirani 2D ehokardiografijom, M-mod i doppler echokardiografijom, a
njihove vrednosti su predstavljene su kao Z skorovi.

3.7.1. Dvodimenzionalna ehokardiografija i Z skor

Dvodimenzionalni eho pregledi se izvode usmeravanjem ravni ultrazvuénog snopa sonde duz
veceg broja ravni, praveci preseke kroz srce i velike krvne sudove. Rutinski 2D ehokardiogram
se dobija iz standarna Cetiri preseka:

e parasternalne,

e apikalne,

e subkostalne i

e suprasternalne pozicije (74).

Iz svake pozicije ru¢nim rotiranjem i menjanjem ugla sonde dobijaju se, slike iz duge i
kratke ose. Merenja vaznih sréanih struktura mogu se napraviti zamrzavanjem slike okviru 2D
ehokardiografije. Normalne vrednosti dimenzija sréanih Supljina, velikih arterija, koronarnih
arterija i zalistaka izrazavaju se skorom standardnih devijacija (Z skor), koji se procenjuje u
odnosu na telesnu masu ili povrsinu tela (BSA) deteta. Z skor se izra¢unava formulom:

(/BSA—p)

Z- skor=
G

gde je yx izratunato merenje, p je ocekivano merenje (srednja vrednost populacije) i o je
standardna devijacija u populaciji. Dakle, vrednosti Z skora iznad srednje vrednosti populacije
imaju pozitivnu vrednost i one ispod srednje vrednosti populacije ima negativnu vrednost.
Normalne vrednosti Z skora su izmedu -2 i +2 standardne devijacije (75).

Za vecinu merenja, preporuka za izracunavanje Z-skora je na osnovu povrsine tela
pacijenta, a ne samo na osnovu visine ili tezine. Boston Z skor koristi eksponencijalnu
transformaciju BSA i nema transformacije mernih vrednosti za regresione jednacine za vecinu
parametara. Kod Detroit Z skora uklju¢ene su logaritamske transformacije mernih vrednosti i
polinominalne transformacije telesne povrsine (75).

Detroit Z skor smo koristili kod dece, &ija je BSA iznosila do 2 m?, dok je Boston Z
skor kod dece vece BSA (75).

3.7.2. Ehokardiografija u M modu

Ehokardiografija u M modu graficki prikazuje jednodimenzionalni presek sréanih struktura i
dobija kao deo 2D ehokardiografskog pregleda. M-mod se prvenstveno koristi za merenje
dimenzija (debljine zida i velicine komore) i funkcija LK (FS i EF). Takode, korisan je za
procena pomeranja sr¢anih zalistaka (prolaps mitralne valvule, mitralna stenoza, plu¢na
hipertenzija) i za procenu pokretljivosti IVS (kod preopere¢enje DK volumenom ili pritiskom)
(74).

3.7.3. Sistolna funkcija leve komore
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Sistolna funkcija leve komore odredivana je izratunavanjem EF 1 FS LK.
3.7.3.1. Ejekciona fracija

Ejekciona frakcija predstavlja odnos izmedu koli¢ine krvi koja se izbaci tokom svakog sréanog
ciklusa u odnosu na veli¢inu komore. M modom procinjivani su dijametri zidova i Supljine LK
u sistoli i dijastoli. Ejekciona frakcija procenjivana je merenjem EDD i ESD u 2D slici Teich
metodom (74).

udarni volumen leve komore
Ejekciona frakcija leve komore (%) = x 100
end-dijastolni volumen leve komore

end-dijastolni volumen end-sistolni volumen
Udrarni volumen leve komore = leve komore - leve komore

Kao prisustvo sistolne disfunkcije LK definisano je merenje EF LK < 60%. Dalje je prema
vrednosti EF definisana blaga disfunkcija — EF 46 — 59%; umerena — EF - 36-45 % i teSka
sistolna disfunkcija — EF < 35%.

3.7.3.2. Frakcija skracenja
Frakcija skra¢ivanja se izrazunava koriste¢i 2D M-Mode metodu. Koriste¢i M-mod, mogu se
izracunavaju se parametri EDD LK i ESD LK. Ovi parametri se odnose na veli¢inu komore

(uhvacene M-modom) na kraju sistole i dijastole.

Frakcija skracenja izraCunava se koris¢enjem formule:

EDD LK-ESD LK
Frakcija skracenja (%) = x 100
EDD LK

¢ime se dobija procenat razlike u veli¢ini leve komore kao parametar koliko se LK kontrahuje
i samim tim smanjuje veli¢inu tokom sistole (76). Vrednosti > 28% se smatraju normalnim.

3.7.4. Dopler ehokardiografija

Dopler ehokardiografija kombinuje analizu sr¢anih struktura i profil protoka krvi. Doplerov
efekat predstavlja promenu posmatrane frekvencije zvuka koja je rezultat kretanja izvora ili
mete (eritrocita).
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Dve najcéesce koris¢ene Doplerove tehnike su kontinuirani talas i pulsni talas. Pulsni
talas emituje kratak nalet ultrazvuka koji Dopler eho prijemnik ,slusa“ stvaraju¢i povratne
informacije. Koristan je u proceni taénog mesta prijema ultrazvuénog siganala, dok se njegova
mana u komparaciji sa kontinuiranim talasom s§to ne moze proceniti velike brzine protoka.
Kontinuirani talas emituje konstantan ultrazu¢ni snop sa jednim kristalom, a drugim kristalom
neprekidno prima povratne informacije.

Tehnika Doplerovog eha je korisna u prou¢avanju:

otkrivanja prisustva i pravaca Santova;

proucavanje stenoze ili regurgitacije zalistaka;

procena stenoze krvnih sudova;

procena pritiska u razli¢itim delovima kardiovaskularnog sistema;
procena minutnog volumena srca ili protoka krvi;

procena dijastolne funkcije komora.

Doplerov eho se obi¢no koristi sa protokom mapiranih boja mapiranje kako bi se
povecala korisnost tehnike (74).

3.8. Statistika
Podaci su obradeni pomocu statistickog softvera SPSS 25.0 za Windows 10.

Deskriptivna statistika ukljucuje srednju vrednost, medijanu, standardnu devijaciju
(SD), interkvartilni opseg (IQR), kao i ukupan broj i procenat (%) pracenih parametara.

Razlika u distribuciji specifi¢nih parametara medu ispitivanim grupama odredena je
koriséenjem y2 ili Fiserovog testa.

Shapiro-Wilk i Kolmogorov-Smirnov testovima procenjivana je normalnost
distribucije numerickih varijabli. Nezavisni numericki podaci sa normlanom distribucijom
poredeni su koris¢enjem Studentovog t-testa, dok je Mann-Whitnei test koris¢en za one
numericke podatke sa distribucijom koja odstupa od normalne. Za poredenje dva zavisna
uzorka koriséeni su, u zavisnosti od distribucije podataka, T-test za parove i Wilkoksonov test.

Pearson ili Spearman test su kori$c¢eni za odredivanje korelacija izmedu parametara u
razli¢itim grupama.

Kori$éena je binomalna logisti¢ka regresija u cilju objasnjenja odnosa izmedu zavisne
binarne promenljive i nezavisnih varijabli.

Sve statistiCke metode su smatrane statisti¢ki znacajnim u koliko je p <0,05.

Kalkulatorom za odredivanje veli¢ine uzorka za nivo znacajnosti (CI) 95% i za granicu
greske od 5%, procenjena veli¢ina uzorka je 23 bolesnika.
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U periodu od pocetka pandemije pa do aprila 2022. godine u Institutu za zdravstvenu zastitu
majke i deteta Srbije le¢eno je 89 bolesnika. Primenom IVIG leceno je 22 bolensika, te su oni
iskljuceni iz studije.

Studija je obuhvatila 67 pacijenata, 38 decaka (56,7%) i 29 devojcica (43,3%); prose¢nog
uzrasta 9,2 (IQR 6,3-12,9) godine. Nije bilo uzrasne razlike izmedu polova (p = 0,2). Seroloski
testovi krvi na SARS-CoV-2 bili su pozitivni kod 64 pacijenta (95,5%), dok su 3 (4,5%) imala
pozitivan PCR ili Ag test iz nazofaringealnog brisa. Hospitalizacija je trajala 9 dana (IQR 7 —
12), dok je boravak u ICU trajao 4 dana (IQR 3 — 6).

4.1. Klini¢ka slika

Svi pacijenti su imali poviSenu telesnu temperaturu (TT) koja je trajala u proseku 5 (IQR 4-6)
dana. Duzina trajanja bolesti nije uticala na tezinu klinicke slike (p = 0,88), kao ni na razvoj
KV manifestacija (p = 0,71). Najvisa izmerena TT iznosila je 39,8°C (IQR 39,5 — 40°C), a na
prijemu 37,3c (IQR 36,5 - 38,3c). Sr¢ana frekvencija na prijemu je iznosila 121/min (IQR 108
— 140/min), sistolni pritisak 93 mmHg (IQR 85 — 100 mmHg), a dijastolni 56 mmHg (IQR 47
— 63 mmHg). Klini¢ka slika pacijenata na prijemu prikazana je na grafiku 1.

KLINICKA SLIKA

bol u trbuhu
miokardna disfunkcija 80 T
dijareja

60

sok povracanje

kardiovaskularne

manifestacije 0 npendeklomu a

A - neuroloske
inkopletna KB manifestacije
sli¢no
Kavasakijevoj
bolesti

osip

konjuktivitis
s pacijenata

Grafik 1. Klinicka slika nasih bolesnika na prijemu i ucestalost zahvatanja razli¢itih organskih
sistema

Vecina dece (75%) imala je gastrointestinalne manifestacije; bol u trbuhu — 41, proliv - 21,
povraéenje — 37 dece. Kod tri bolesnika ucinjena je apendektomija. Hepatitis i pankreatitis su
bili prisutni kod 18/67 i 7/67 pacijenata.

Na prijemu u bolnicu ospu je imalo 48 bolesnika, dok je bilateralni neeksudativni
konjunktivitis registrovan kod 49/67 pacijenta. Promene na jeziku zapazene su kod dva
bolesnika (Slika 4). Kriterijume za inkompletnu KB ispunjavalo je 39/67 bolesnika, dok je
kompletnu formu bolesti imalo cetiri deteta.
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g
Slika 4. Promene na kozi, sluzokozi i sklerama kod nasih bolesnika

Neuroloska simptomatologija registrovana je kod 28/67 pacijenata, od toga se na
glavobolju zalilo 19 bolesnika. Do razvija akutnog ishemijskog cerebrovaskularnog insulta
(CVI) doslo je kod 3 bolesnika. Kod 1/3 bolesnika sa CVI javio se sindrom gubitka soli.

Kardiovaskularne manifestacije bile su prisutne kod 40/67 pacijenata (59,7%).
Disfunkcija miokarda uocena je kod polovine svih pacijenata (49,3%). Deca sa disfunkcijom
miokarda bila su starija od pacijenata sa normalnom funkcijom miokarda, 10,3 (IQR 7,7 —13,9)
naspram 7,5 (4,2 — 11,7) godina; p = 0,05. Teska sistolna disfunkcija registrovana je kod dva
bolesnika, umerena kod 9%, dok su ostali imali blagu sistolnu disfunkciju.

Male aneurizme koronarnih arterija registrovane su ehokardiografskim pregledom kod
tri bolesnika (4,5%) (Slika 5). Kod svih ovih bolesnika registrovan perikardni izliv (p = 0,01) i
svi su bili hospitalizovani u ICU (p = 0,03).

L T
‘

Slika 5. Dilatacija glavnog stabla leve koronarne arterije verifikovana ehokardiografskim
nalazom.
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Perikardna efuzija zabelezena je kod 23,9% bolesnika.

Kod 3-godisnjeg decaka sa umerenom formom MIS-C doslo je razvoja tromba u lumenu
leve komore, uprkos normalnoj sistolnoj funkciji. Klini¢ki tok se komplikovao
tromboembolijom i razvojem CVI (Slika 6). Dopunskim ispitivanjem kod tog bolesnika
registrovana je povisene koncetracija faktora VIII (FVIII) u plazmi.

[E D.

Slika 6. A. Trombna masa u lumenu leve komore; B. Defekt punjena leve arterije cerebi medije;
C. Asimetrija u EEG zapisu izmedu leve i desne strane mozga; D. Pareza desne noge

Poremecaj sréanog ritma po tipu supraventrikularne tahikardije (SVPT) (Slika 7), a
potom i torsades des pointes registrovan je kod jednog bolesnika.

10 mmmVo 35 mmys Tilter:35 Hz 5 i v

gl

Slika 7. EKG zapis pacijentkinje s supraventrikularnom tahikardijom zabelezen na prijemu

Do razvoja Soka doslo je kod 12/67 bolesnika (17,9 %). Samo je jedna pacijentikinja
imala izolovan vazoplegi¢ni Sok. Bolesnici kod kojih je doslo do razvoja Soka bili su stariji
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(13,4, IQR 9,1 - 15,3 godina vs. 8,2, IQR 5,1 — 11,1 godina; p = 0,01) i imali su zna¢ajno nize
vrednosti sistolnog pritiska (85, IQR 80 - 97 mmHg vs. 94, IQR 90 — 104 mmHg; p = 0,03) na
prijemu, u poredenju sa onim bez Soka.

Tesku klinicku sliku i prijem u ICU zahtevalo je 22/67 bolesnika. Pacijenti koji su

hospitalizovani u ICU bili su stariji (11,1 + 4,5 vs. 8,2 £ 4,0 godina; p = 0,01). Ovi pacijenti su
¢esce imali hepatitis (p = 0,003) i pankreatitis (p = 0,004).

4.2. Laboratorijske analize

Na prijemu su registrovane povisene vrednosti proinflamatornih markera (CRP, fibrinogen, D-
dimeri) 1 snizene vrednosti broja trombocita, serumskog natrijuma, fosfata i albumina. PoviSene
vrednosti troponina I (cTnl) i proBNP zabelezene su kod 44,9% i 83,9% pacijenata. ProseCane
vrednosti proBNP bile su 2455,5 pg/mL (IQR 1352,7—>5000). Kod pacijenata sa povisenim
cTnl, srednja vrednost cTnl bila je 0,27 ng/mL (IQR 0,17-0,59).

Laboratorijske analiza na prijemu prikazane su u tabeli 2.

Tabela 2. Laboratorijske analize na prijemu

Laboratorijske analize Medijana (interkvartilni rang)
C-reactivni protein (mg/L) 127,8 (92,7-206,8)
Trombociti (* 10°) 152 (111,7 — 206,2)
Natrijum (mmol/L) 133 (130 — 135)
Albumini (g/L) 35(31-38)

Fosfati (mmol/L) 1(0,85-1,17)

LDH (IU/L) 546 (473 — 643)

SGOT (IU/L) 31 (21-52)

SGPT (IU/L) 24 (17 - 48)
Fibrinogen (g/L) 5,4 (4.1-6,6)

D — dimeri (ng/mL) 739 (397 — 1445)
proBNP (pg/mL) 1907,5 (977,7 — >5000)
cTnl (ng/mL) 0,1 (0,05 -0,25)
B-limfociti (%) 27 (21,5-34,0)
T-limfociti (%) 61 (51,0 — 64)
CD4/CD3 (%) 33(23-138)

CD8/CD3 (%) 23 (19 —24)

Natural killer éelije (%) 14 (9 -15,0)

Skracenice: LDH — latat dehidrogenaza; SGOT - aspartat aminotransferaza; SGPT - alanin
aminotransferaza

Utvrdeno je postojanje pozitivne korelacije izmedu godina pacijenata i CRP (rr = 0,38, p =
0,002), kao i godina bolesnika i fibrinogena pri prijemu (rr = 0,34, p = 0,007). CRP je pozitivno
korelirao sa fibrinogenom (rr = 0,35, p = 0,01). Pokazano je postojanje umerene negativne
korelacije izmedu broja trombocita i D-dimera (rr = -0,4, p < 0,001). Nivo cTnl na prijemu je
imao pozitivhu korelaciju sa proBNP (rr = 0,4, p = 0,009). Nadena je umerena pozitivna
korelacija izmedu proBNP i relativnog broja B limfocita (rr = 0,4, p = 0,004), dok je proBNP
imao negativnu korelaciju sa NK ¢elijama (rr =-0,62, p < 0,001). Utvrdena je blaga do umerena
negativna korelacija izmedu proBNP i albumina (rr = -0,3, p = 0,03) i izmedu proBNP i
serumske koncentracije natrijuma (rr = -0,27, p = 0,04) (Grafik 2). CRP i proBNP su imali
blagu do umereno pozitivnu korelaciju (rr = 0,31, p = 0,02).
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Grafik 2. Korelacija izmedu laboratorijskih parametara krvi u¢injenih na prijemu

Kod pacijenata sa KV manifestacijama, registrovane su vise koncentracije CRP i
proBNP u serumu u poredenju sa pacijentima bez KV manifestacija (CRP 186,5, IQR 117,3—
253,7, naspram 101,8, IQR 54,2-134,1 mg/L, p < 0,001; proBNP 3418, IQR 1576,0-5750,0
naspram 938, IQR 406,5-1821, p <0,001). Deca sa KV manifestacijama imala su zna¢ajno visu
relativnu koncentraciju B limfocita i nizu relativnu koncentraciju NK ¢elija od pacijenata bez
KV manifestacija (B limfociti 33,0, IQR 23,25-38,0 naspram 22, IQR 20,0-27 %, p < 0,001;
NK ¢elije 13, IQR 8-14% naspram 15, IQR 13,5-25 %, p < 0,001) (Grafik 3).
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Grafik 3. Razlike u laboratorijskim analizama i imunofenotipskim karakteristikama krvi kod
bolesnika sa i bez kardiovaskularnih manifestacija

Pacijenti kod kojih je doslo do razvoja Soka imali su vise vrednosti CRP, ¢cTnl i proBNP
u odnosu na bolensike bez $oka:

« CRP 235 (IQR 128 — 291,2) vs. 121 (84,6 — 194,7) mg/L: p = 0,007,
«  proBNP 5000 (IQR 3077 — 10000) vs. 1559 (641 — 3320,5) pg/mL; p = 0,001,
« CTnl 0,2 (IQR 0,05 — 0,95) vs. 0,07 (IQR 0,05 — 0,2) ng/mL; p = 0,05.

Pacijenti sa teskom formom MIS-C imali su vise vrednosti CRP, c¢Tnl i proBNP u
poredenju sa pacijentima sa blagom formom bolesti:

« CRP 203 (IQR 122,7 — 272,7) vs. 116.2 (IQR 84,1 — 175,5) mg/L; p=0,001,
«  proBNP 5000 (IQR 2088 — 10000) vs. 1483 (IQR 550 — 2934,5) pg/mL; p < 0,001,
« CTnl 0,2 (IQR 0,05 —0,7) vs. 0,05 (IQR 0,05 — 0,16) ng/mL; p = 0,02.

S druge strane imali su statisticki znac¢ajno nize vrednosti natrijuma, albumina i relativnu
koncetraciju NK celija:

Na*131,5 + 3,4 vs. 133,6 + 3,1 mmol/L; p = 0,02,

e albumin33,3+4,7vs.36,5+56¢g/L;p=0,02i
o NK¢elije 13, IQR 4,5-14% vs. 15,0, IQR 13,0-19,0%; p = 0,001.
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4.2. Oksidativni stres
TOPS i vrednosti pojedinac¢nih antioksidativnih enzima pri prijemu prikazani su u tabeli 3.

Tabla 3. Vrednosti totalnog oksidativnog statusa u plazmi i aktivnost enzima antioksidativne
zaStite u eritrocitima na prijemu

Srednja vrednost Standardna devijacija ()
fiis 185,88 21,893
(mV) ! ,
CAT
(umol H202/min/gHb) 121189.7 29692,5
GSH —Px
(umol NADPH/min /mg Hb) .9 3,6
GR
(umol NADPH/min /mg Hb) 5,01 0,85
SOD
(U/g Hb) 2229,6 346.7

Skracenice: TOPS — totalni oksidativni plazma status; CAT — katalaza; GSH-Px — glutation
peroksidaza; GR — glutation reduktaza; SOD — superoksid dizmutaza

Aktivnost CAT je bila visa kod pacijenata muskog pola nego kod devojc¢ica (129668,7
+ 20641,4 prema 96203,8 + 36893,9 mmol H202/min/g Hb; p = 0,006), dok su devojcice imale
visu aktivnost GSH-Px od decaka (22,1 £ 4,7 naspram 17,1 + 3,1 mmol NADPH/min/mg Hb;
p = 0,004). Pacijenti sa disfunkcijom miokarda imali su ve¢i TOPS od dece bez miokardne
disfunkcije (188,3, IQR 182,7 — 203,5 naspram 168,6, IQR 165,4 — 188,0 mV; p = 0,006).
Nadena je umerena pozitivna korelacija izmedu TOPS i proBNP (rr = 0,48, p = 0,001), TOPS
i CRP (rr = 0,5, p <0,001) i TOPS i relativne koncentracije B limfocita (rr = 0,4, p = 0,004),
dok je uoc€ena negativna korelacija izmedu TOPS 1 relativne koncentracije T limfocita (1r = -
0,52, p =0,01) (Grafik 4).

Kod pacijenata sa Sokom, primec¢ena je niza aktivnost SOD u eritrocitima na prijemu u
poredenju sa pacijentima bez Soka (1982,8 + 230,3 naspram 2285,6 + 345,6 U/g Hb; p = 0,05),
kao i kod pacijenata primljenih u ICU (2069,3 + 256,5 vs. 2311,7 + 360,3 U/g Hb; p = 0,02).
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Grafik 4. Korelacija izmedu totalnog oksidativnog statusa u plazmi i relativne koncentracije
B-limfocita i NK ¢elija, kao i izmedu totalnog oksidativnog statusa u plazmi i proBNP i CRP
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4.4. Ehokardiografski paramteri

Ehokardiografski parametri na prijemu, kao i njihova razlika u zavisnosti od prisustva
miokardne disfunkcije prikazani su u tabeli 4.

Tabla 4. Ehokardiografski parametri na prijemu kod ukupne kohorte, kao i razlike u
ehokardiografkim parametrima u zavisnosti od prisustva miokardne disfunkcije

Svi Miokardna disfunkcija P vrednost
medijana (IQR) DA NE
EDD Zskor 0,12 (-0,6 -0,9)  0.14(-0,6 —1,4) 0(-0,6 -0,7) 0,4
ESD Zskor = 0,75 (-0,14-1,5) 1(-0,07-1,97) 0,2(-0,3-0,9) 0,02
IVSd Z skor = 0,94 (0,3-1,4) 1,1(0,3-1,5) 0,7 (0,2-1,3) 0,2
ZZ Zskor  0,85(0,4-1,6) 1,1(0,6 -1,9) 0,6 (0,3-1) 0,04
EF LK 62 (52 - 68) 53 (45 -59) 67 (63 — 69) < 0,001
FS LK 33 (26 — 38) 26 (21 - 31) 36 (33 - 38) < 0,001
LCAZskor -0,4(-0,9-0.12) 0(-1,1-1,4) -0,5(-1--0,3) 0,13
RCA Zskor  -0,1(-0,8-0.9) 0,5(-05-1) -0,6 (-1,2-0,05) 0,04
MR 05(0-1) 1(0,5-1) 05(0-1) 0,004

Skracenice: EDD — end dijastolni dijametar; IVS — interventrikularni septum; ZZ — zadnji zid,
EF — ejekciona frakcija; FS — frakciono skracenje; LK — leva komora; LCA — leva koronarna
arterija; RCA — desna koronarna arterija; MR — mitralna regurgitacija

Kod pacijenata sa disfunkcijom miokarda LK EF i FS na prijemu su bile statisticki znac¢ajno
nize (Tabela 4), dok su debljina ZZ LK i stepen mitralne regurgitacije bili vis§i u odnosu na
bolesnike bez disfukcije miokarda. Ejekcionu frakciju od 60 — 40% imalo je 31,3%, a ispod
40% 7,5% pacijenata.

Nadena je umerena negativna korelacija izmedu EF LK i relativnog broja B limfocita
(rr =-0,4, p = 0,005) i pozitivna korelacija izmedu EF LK i relativne koncentracije NK c¢elija
(rr = 0,45, p = < 0,001). Pokazana je pozitivna korelacija izmedu EDD Z skora i TOPS (rr =
0,4, p =0,006) i EDD Z skor i CRP (rr = 0,3, p = 0,02); kao i negativna izmedu EDD Z skora
sa aktivnos¢u SOD (rr =-0,45, P =0,02) (Grafik 5). Umerena negativna korelacija je primecena
izmedu LK EF i proBNP (rr = 0,58, p < 0,001), i EF LK i CRP (rr =-0,43, p < 0,001) i EF LK
i TOPS (rr =-0,41, p < 0,001).
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Grafik 5. Korelacija izmedu ejekcione frakcije i relativne koncentracije B-limfocita i NK celija,
kao i izmedu Z skora end dijastolnog dijametra leve komore i totalnog oksidativnog statusa u
plazmi i aktivnosti eritrocitne superoksid dizmutaze

44



4.5.Lecenje

4.5.1. Imunomodulatorna terapija

Svi pacijenti su le¢eni MP; 79,1% je primilo je pulsne doze MP, dok su ostali primili MP u
standardnim dozama. U kontrolnim laboratorijskim analizama registovane su znac¢ajno nize
vrednosti TOPS, dok je aktivnost CAT i SOD porasla nakon primene MP (Tabela 5).

Tabela 5. Vrednosti parametara oksidativnog stresa i relativnog broja limfocita oredivan
proto¢nim citometrijom; vrednosti prikazane kao medijana i interkvartilni rang (IQR)

Pre terapije Posle terapije P-vrednost
TOPS 184,6 166,3 < 0.001
(mV) (IQR 165.4 - 192.7) (IQR 160 — 180.9) '
CAT  (umol 1271663 140946
H.0z/min/gHb)  (IQR 113315 142191,6)  (IQR 129097 — 153980) <0.001
GSH - Px
(umol
N — 17,9 (IQR 15,2 - 19,2) 17,3 (IQR 15,1 — 18,7) 0.92
/mg Hb)
GR («mol
NADPH/min 4,9 (IQR4,5-5,7) 5,0 (IQR 4,7 - 5,9) 0.10
/mg Hb)
SOD 2151,1 2747,0
(Ulg of Hb) (IQR 2010,7 — 2503,8) (IQR 2369.5 — 3035.5) <0.001
ff,;:)'mfoc'“ 27 (IQR 21,5 - 34) 33 (IQR 26 - 35,3) 0.27
&')'mfoc'“ 61 (IQR 51 — 64) 56 (IQR 48 — 71) 0.14
(CO/OD)‘” CD3+ 33 (IQR 23 — 38) 28 (IQR 23 — 34,5) 0.16
(C%D)8/ CD3+ 23 (IQR 19 - 24) 24 (IQR 19 - 26) 0.89
%édye 14 (IQR 9 - 15,5) 8 (IQR 4 — 13.7) <0.001

Skracenice: TOPS — totalni oksidativni plazma status; CAT — katalaza;; GSH-Px — glutation
peroksidaza; GR — glutation reduktaza; SOD — superoksid dizmutaza; NK — natural killer

Takode, doslo je do pada koncetracije CRP, fibrinogena, D-dimera i proBNP, dok su se
koncentracije natrijuma, fosfata i albumina znacajno povecale (Tabela 6).
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Tabela 6. Laboratorijske analize na prijemu, 3. intrahospiatlnog dana i na otpustu; vrednosti
prikazicane kao medijana i interkvartilni rang (IQR)

Laboratorijske prijem
analize
CRP
(mg/L) 127,8 (92,7-206,8)
Trombociti 152 (111,7 -
(* 10°) 206,2)
Natrijum
(mmol/L) 133 (130 - 135)
Albumini

35(31-38
@) (3139
Fosfat
(mmol/L) 1(0,85-1,17)
LDH
(UL 546 (473 — 643)
SGOT
(1UIL) 31 (21 -52)
SGPT
(UIL) 24 (17 — 48)
Fibrinogen

54(4,1-6,6
W) Seaaed
D - imeri
(ng/mL) 739 (397 — 1445)
proBNP 1907,5 (977,7 —
(pg/mL) >5000)

cTnl (ng/mL) 0,1 (0,05 0,25)

3. intrahospitalni
dan

50,2 (27,5 — 96)

215 (146 — 326)

137 (136 — 139)
33 (30 - 36)

1,04 (0,84 — 1,23)

421 (386,2
544,5)

19.5 (14,2 — 30,5)
24 (15 — 48,5)
3,1 (2,45 — 23,75)

549 (327 — 725)

2252 (553,9 —
3858,7)

0,17 (0,1 - 0,4)

otpust

3,1(1,4-17,3)
505 (417 — 640)
137 (136 — 139)

39 (37— 41)

1,29 (1,15 —
1,46)

434 (363 — 486)

21,0 (17,0
34,5)

36 (21 - 61,2)
2.4 (2-28)

207 (127 - 416)

153,0 (86,2 —
292,5)

0,1 (0,08 - 0,13)

P-vrednost
Prijem—3. dan
Prijem — otpust

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,08
<0,001
0,388
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,19
0,03
0,002
<0,001
0,08
<0,001
0,12
<0,001
0,183
0,168

Skracenice: LDH — latat dehidrogenaza; SGOT - aspartat aminotransferaza; SGPT - alanin

aminotransferaza; cTnl — troponin |

Nakon terapije, doslo je do porasta LK EF ve¢ treceg intrahospitalnog dana (p = 0,007),
a znacajno smanjenje Z skora LK EDD zabelezeno je na otpustu (p = 0,003) (Grafik 6).
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Grafik 6. Vrednosti EF i Z skora EDD LK na prijemu, nakon primenjene terapija i na otpustu
iz bolnice kod pacijenata sa i bez kardiovaskularnih manifestacija

Kod 6 bolesnika primenjena terapija nije dala zadovoljavajuci rezultat. Svi ti bolesnici
su leceni su sa tri pulsne doze MP. Kod devojéice uzrasta 7 godina, koja je u neonatalnom
uzrastu operisana zbog urodene sréane mane po tipu D-transpozicije velikih krvnih sudova,
doslo je do smrtnog ishoda tre¢eg intrahospitalnog dana. Neuspeh le¢enja bio je skoro 10 puta
¢es¢i kod devojcica (9,6, Cl 1,1 — 85,4; p = 0,04). Ovi pacijenti su bili mladi od onih sa
zadovoljavaju¢im odgovorom na primenjenu terapiju (6,2 £ 2,8 naspram 9,5 + 4,4 godine; p =
0,05). Takode, kod ovih pacijenata zabelezena je niza aktivnost CAT na prijemu u poredenju
sa decom koja su imala povoljan odgovor na terapiju (107952, IQR 79337 - 137178 naspram
127166, IQR 117317 — 145186 mmol H,O2/min/g Hb; p = 0,04) (Grafik 7).
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Grafik 7. Razlika u aktivnosti eritrocitne katalaze kod pacijenata koji su imali adekvatan
odogovor na primenjenu terapiju i kod kojih je zabalezen neuspeh lecenja
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Bolesnici sa CAT i SOD aktivno$¢u nizom od 117000 mmol H2O2/min/g Hb i 1800U/g
Hb, imali su ¢eSc¢e neuspeh lecenja (p = 0,03 i p = 0,03). U grupi pacijenata kod kojih je
zabelezen neuspeh lecenja nije doslo do redukcije TOPS-a niti CRP-a (p = 0,42, p = 0,16,
respektivno). Kod tih pacijenata, TOPS se povec¢ao nakon le¢enja (pre 170,3, IQR 168,6 — 191,5
mV, posle 181,2, IQR 168,5 — 185 mV) (Grafik 8). Tezina klini¢ke slike nije uticala na ishod
bolesti.
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Grafik 8. Promene totalnog oksidativnog plazma statusa (TOPS) kod bolesnika na prijemu,
nakon terapije 1 nakon perioda pracenja

4.5.2. Suportivna terapija

Primenu medikamentozne inotropne potpore zahtevalo je 16 pacijenata. Kod svih je
primenjivan dopamin, dok je dobutamin uz dopamin primenjivan kod $est bolesnika. Kod
jednog pacijenta primenjivan je milrinon. Inotropi su davani tokom 3 dana (IQR 2,5-4,5).
Pacijenti kod kojih su primenjivani inotropi su bili znacajno stariji (11,9, IQR 7,9 — 14,9
napsram 8,3, IQR 5,2 — 11,2 god; p = 0,03). Kod bolesnika koji su dobijali inotrope, vrednosti
CRP (210,5, IQR 128-291,5 mg/L naspram 119, IQR 85-193 mg/L; p=0,006) su bile znacajno
viSe na prijemu, dok je relativna koncentracija NK ¢elija (9, IQR 4,5 — 13,5 naspram 14,0, IQR
12 — 17%; p = 0,007) i aktivnost SOD (2020,66 + 231,5 naspram 2292,0 + 355,9 U/g Hb; p =
0,02) bila zna¢ajno niza. Kod jednog bolesnika primenjivana je mehanicka ventilacija.

Kod pacijentkinje sa poremecajem sr€anog ritma po tipu SVPT inicijalno je primenjivan
amiodaron, a po razvoju Torsades des pointes koverzija u sinusni ritam postignuta je primenom
kardioverzije direktnom strujom i lidokainom.

Supstituciju humanih albumina zahtevalo je 7,5% dece.
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4.6. Period pracenja

Kontrolne laboratorijske analize Sest meseci nakon akutne bolesti ukazale su na potpunu
normalizaciju imunofenotipskih karakteristika limfocita periferne krvi, kao i parametara
oksidativnog stresa (Tabela 7).

Tabela 7. Vrednosti parametara oksidativnog stresa i relativnog broja limfocita oredivan
proto¢nim citometrijom; vrednosti prikazicane kao medijana i interkvartilni rang (IQR)

medijana IQR
Static ORP (mV) 176.7 160,2 — 200,6
CAT (umol H202/min/gHb) 150627 138129,1 - 157628,7
GSH —Px (umol NADPH/min /mg
Hb) 12,7 10,5-15,2
GR (umol NADPH/min /mg Hb) 48 41456
SOD (U/g of Hb) 27096 2528,1 — 3135,4
B limfociti (%) 135 10,2-17,5
T limfociti (%) 71 68 745
CD4/CD3+ (%) 35,5 31,7-37,0
CD8/CD3+ (%) 26 23,2-33,0
NK celije (%) 13 11-19,25

Skracenice: TOPS — totalni oksidativni plazma status; CAT — katalaza;; GSH-Px — glutation
peroksidaza; GR — glutation reduktaza; SOD — superoksid dizmutaza; NK — natural killer

Arterijska hipertenzija je registrovana kod 2 bolesnika, dok je kod jednog zabelezeno
tranzitorno produzenje QTc intervala. Ehokardiografskim pregledom utvrdena je normalna
sistolna funkcija LK (EF 66,4 + 4,1%) i Z skor EDD (Z skor 0,12, IQR -0,57-0,59). Utvrdeno
je znaajno smanjenje relativnog broja B limfocita u poredenju sa relativnim brojem B limfocita
tokom akutne bolesti (p = 0,004), dok su T limfociti znac¢ajno porasli (p = 0,003). Kod
pacijenata sa KV manifestacijama, pokazano je znacajno povecanje relativnog broja NK ¢elija
nakon perioda prac¢enja u poredenju sa vrednostima na prijemu u bolnicu (13, IQR 11-22%
naspram 9, IQR 5,8-14%; p = 0,04). Uoceno je znacajno smanjenje TOPS u odnosu na TOPS
na prijemu (p = 0,04), dok je aktivnost SOD i CAT znacajno porasla (p = 0,001) (Grafik 9).
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Grafik 9. Promene totalnog oksidativnog statusa u plazmi, aktivnosti superoksid dizmutaze,
katalaze i relativne koncetracije B i T limfocita, kao i CD4+ subpopulacije tokom perioda
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Pokazano je da OS ima znacajnu ulogu u etiopatogenezi MIS-C, kao i da brza modulacija OS i
inflamatornog odgovara primenom metilpredizolona, zaustavlja dalju progresiju i dovodi do
promptnog klinickog poboljsanja, koje se ogleda u normalizaciji telesne temperature, gubitku
simptoma i regresiji akutno nastale sréane slabosti.

Generisanje ROS izazvano oksidativnim stresom doprinosi o$te¢enju mitohondrija,
endotelnoj disfunkciji i promoviSe adheziju leukocita, inflamaciju, trombozu i proliferaciju
¢elija glatkih misica. Oksidativni stres je jedan od glavnih mehanizam koji dovodi do endotelne
disfunkcije i jedan od primarnih patofizioloskih procesa u patogenzi autoimunskih bolesti, kao
Sto su KD i TSS (76,77). Pokazano je da su u sindromu sistemskog inflamatornog odgovora
(SIRS) poviseni ROS, a sniZeni enzimi antioksidativne zaStite (77), S§to odgovara nasim
rezultatima koji se odnose na hiperinflamaciju u MIS-C. Sli¢no je dokazano i kod bolesnika sa
KB (77).

Osim toga, OS ima znacajnu ulogu u odbrani organizma od pojedinih virusnih agenasa
kao $to su respiratorni sincicijalni virus (RSV), hepatitis B i C, ali i SARS-CoV-2 (76). Kod
bronhiolitisa izazvanog RSV, prisustvo povisenih koncentracija oksidovanog glutationa i
glutation peroksidaze govore u prilog tezine bolesti (76). Hiperprodukcija ROS u infektivnim
stanjima, dovodi do ostecenja ¢elija | moze pokrenuti imunski posredovanu autoimunost.

Pokazali smo da postoji pozitivna korelacija izmedu TOPS i CRP, §to potrvduje da je
OS u skladu sa stepenom inflamacije. Ova tvrdnja je dodatno povrdena prisustvom pozitivne
korelacije izmedu TOPS i relativne koncetracije B limfocita, koji je inace povisena kod
bolesnika sa MIS-C i govori o ekspanziji autoreaktivnih celija koje produkuju auto-antitela (22-
24). Takode, negativna korelacija TOPS sa relativnom koncentracijom T limfocita potvrduje
¢injenicu da su autoimunske reakcije u MIS-C uslovljene aktivacijom B-limfocita (22-24). Ovi
rezultati govore da odredivanje TOPS kod bolesnika sa MIS-C ima veliki znacaj u proceni
stepena inflamacije u akutnoj fazi bolesti.

Poslednjih godina se oksidativni stres i inflamacija povezuju sa razvojem i progresijom
sréane slabosti (78,79). Znacajni laboratorijski markeri sr¢ane slabosti su natriuretski peptidi:
atrijalni natriuretski peptid (ANP), moZdani natriuretski peptid (BNP) i natriuretski peptid C-
tipa, a njihova uloga je u stimulaciji natriureze, diureze i vazodilatacije. BNP potice iz srca i
sintetise se i lu¢i iz kardiomiocita komora, u manjom meri iz fibroblasta, kao odgovor na
povecéan preload i disfunkciju komora, odnosno kao posledica povecanja stresa zida komora
(80). S obzirom da je poluzivot BNP 18 minuta, u klini¢koj praksi se prevashodno odreduju
koncentracije NT-proBNP i proBNP (80). Brojne studije su pokazale da odredivanje
koncentracije BNP i NT-proBNP, OS i inflamatornih markera mogu otkriti asimptomatske
bolesnike sa sistolnom disfunkcijom leve komore u ranim stadijumima sréane slabosti. Pored
toga, smatra se da povecan OS i intezivan inflamatorni odgovor mogu biti klasifikovani kao
novi markeri od znacaja za razvoj kardiovaskularnih bolesti. S toga, oksidativni stres i
inflamatorni biomarkeri bi trebalo da budu dijagnosticko i prognosti¢ko sredstvo kod pacijenata
sa sréanom slabosc¢u (81).

Pokazali smo da pacijenti sa KV manifestacijama imaju vise vrednosti TOPS. Osim §to
smo pokazali postojanje pozitivne korelcija TOPS i CRP, utvrdili smo da postoji pozitivna
korelacija izmedu TOPS i proBNP, Sto znaci da su pacijenti sa mnogo intenzivnijom
inflamacijom imali izrazeniji OS, sa posledi¢nom izraZenijom despresijom funkcije miokarda.
Podaci iz literature pokazuju da ROS mogu direktno da naruSe kontraktilnu funkciju
kardiomiocita:

e modifikuju¢i funkciju proteina koji povezuju ekscitaciju-kontrakciju,
e negativno uti¢u na dispoziciju kalcijuma u miokardu (Ca?"),
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e uzrokuju aritmiju,

e aktiviraju zapaljenski odgovor,

e doprinose remodelovanju srca izazivanjem hipertrofije, fibroze, apoptoze i nekroze
(78,79).

Ovo su zapravo klju¢ni elementi koji doprinose razvoju sr¢ane slabosti. Shodno tome, stunning
miokarda u MIS-C moze napredovati do ireverzibilnog ostecenja usled nekroze miokarda.
Oksidacija kardiolipina, koji se nalazi na unutra$njoj membrani mitohondrija, smanjuje
vezivanje citohroma-c i dovodi do povec¢anog nivoa ,slobodnog®“ citohroma-c u
intermembranskom prostoru, $§to rezultuje stvaranju pore na spoljoSnjoj membrani
mitohondrija. Stoga, kardiolipin igra vitalnu ulogu u koracima apoptoze zavisnim od
mitohondrija, koji je posebno izrazen u OS (82). Autori su ranije otkrili vezu izmedu tezine OS
i funkcionalne NYHA (Njujorsko udruZenje za srce) klase sréane slabosti, nivoa hs-CRP i
proBNP kod pacijenata sa sr¢anom insuficijencijom (81).

Normalan vaskularni endotel odrzava vaskularnu funkciju 1 strukturu prilagodavanjem

ravnoteza izmedu vazodilatacije 1 vazokonstrikcije, proliferacije 1 antiproliferacije
glatkomici¢nih ¢elija, koagulacije i antikoagulacije, inflamacije i antiinflamacije, oksidacije i
antioksidacije. U endotelnim ¢elijama krvnih sudova, postoji nekoliko enzimskih sistema,
razlicite lokalizacije koji doprinose formiranju ROS. Ti enzimski sistemi uklju¢uju nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidazu (NOX), endotelnu azot oksid sintazu (eNOs),
enzime ukljuéene u metabolizam arahidonske kiseline, enzime respiratornog lanca, citohrom
P450 monooksigenazu i ksantin oksidazu. Medu njima, NOX igra centralnu ulogu u
orkestriranju aktivacije i disfunkcije drugih enzima, te je ona glavni izvor ROS u zidu krvnih
sudova. U fiziolo$kim uslovima, vaskularna NOX ima relativno nisku aktivnost $to ima vaznu
ulogu u homeostazi KV sistema. Medutim, aktivnost enzima moze biti povecana i akutno i
hroni¢no kao odgovor na razlicite stimuluse kao $to su citokini, faktori rasta, vazokativne
supstance, stres zida, hiperlipidemija i hiperglikemija (82,83). Postoje pet izoforme NOX, koje
postoje u endotelnim ¢elijama, celijama glatkih misica, adventicijalnim celijama |
kardiomiocitima (79). U kardiomiocitima, pronadene su dve izoforme NOX2 i NOX4. U
eksperimentalnim modelima i kod pacijenta sa sr¢anom slabo$¢u, miokardni O2- povecava
aktivnost generisanja NOX (79). U animalnim modelima sa indukovanim infarktom miokarda,
inaktivacija NOX2 smanjuje veli¢inu infarktne zone i ometa razvoj sréane slabosti, ali je
nejasno da li je ovo povezano sa vaskularnim NOX ili fagocitnim NOX koji se nalazi u
inflamatornim ¢elijama. Za razliku od NOX2, NOX4 proizvodi H202 u ve¢oj meri nego O2". U
srcu, NOX4 se nalazi u endoplazmatskom retikulum, jedru, a mozda i u mitohondrijama.
Stimulusi za aktivaciju NOX4 su ishemija, hipoksija i adrenergicki stimulusi, koji imaju
znacajan efekat u patogenzi i U sr¢anoj slabosti, ali i u hiperinflamatornim stanjima poput MIS-
C (79). Opisana je prekomerna ekspresija NOX1 u mediji krvnih sudova tokom neointimalne
hiperplazije nakon osteéenja krvnih sudova. Stavise, dokazano je da NOX1 i NOX5 indukuju
formiranje O»- i favorizuju proliferaciju celija glatkih misi¢a krvnih sudova. NOX5 moze
doprineti oksidativnom stresu kod ljudi sa koronarnom boles¢u. Povezanost izmedu endotelne
disfunkcije 1 NOX2 proucavana je u nekoliko stanja kao $to su dislipidemija, gojaznost,
pusenje, hipertenzija i starenje (82).

Molekularno genetske analize sprovedene u klini€¢kim studijama dovele su do
identifikacije Cetiri polipeptida, gp91phox, p22phox, p47phox i p67phox, neophodnih za dobru
funkcionalnost respiratornog lanca (Slika 8). Peti fox protein, p40phox, postoji u kompleksu sa
p47phox i p67phox i vazan je za proizvodnju visokog nivoa O2- tokom fagocitoze (77).
Podjedinice gp91phox, p22phox, p67phox i p47phox fagocitarnih oksidaza respiratornog lanca
su otkrivene u endotelnim ¢elijama i ¢elijama glatkih misica (77).
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Slika 8. Ciklus trikarboksilnih  kiselina u mitohondrijama. Modifikovano iz
https://en.wikipedia.org/wiki/Mitochondrial_ROS

Skrac¢enice: NADH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat; FADH. — flavin-adenin
dinukleotid; SOD — superoksid dizmutaza; GPX — glutation peroksidaza; ATP — adenozin
trifosfat

Upravo, znacajno oSte¢enje endotela i povecana koncentracija citokina dovode do
povecéanja aktivnosti NOX i mijeloperoksidaze (MPO), §to rezultuje daljim ,,curenjem“O2" u
ekstracelularni prostor i povecéane potrosnje antioksidanata, Sto dovodi do OS.

Inicijalna sitenza O2", koji je najzastupljenija vrsta ROS i zna¢ajan u odbrani organizma
od bakterija, pokrece kaskadu dalje sinteze ROS. Aktivacijom SOD dolazi do sinteze H,O>
(84). Upravo, glavni antioksidativni sistemi prisutni u krvnim sudovima su: SOD, CAT, GSH-
Px, tioredoksin, peroksiredoksin. Disregulacija i snizena aktivnost enzima antioksidativne
zastite dovodi do neefikasne degradacije i dodatnog poveéanja ROS. Nivoi ROS koji
prevazilaze puferski kapacitet enzimskih ¢istaca izazivaju OS. ROS su ukljuceni u endotelnu
inflamaciju, a njihova prekomerna sinteza aktivira redoks faktore transkripcije kao $to su NF-
kB, Nrf-2 i AP-1, §to rezultuje pojacanom ekspresijom faktora adhezije, povecanom
produkcijom hemokina i citokina, kao i invazijom monocita u zid krvnih sudova. Inhibicija
aktivnosti NF-kB potiskuje ekspresiju IL-6, VCAM-1 i MCP-1 (82-84). Transkripcioni Nrf-2
inflamaciji i imunskom odgovoru, a njegovi aktivatori suprimiraju inflmatorni odgovor i
antivirusne efekte (76).

Pokazali smo da su nasi pacijenti imali Snizenu aktivnost SOD-a pre leCenja MP, posebno
oni koji su primljeni u ICU. Ovo je u skladu sa dokazima da kod pacijenata sa dijagnozom
hiperinflamatornog sindroma, ukljucuju¢i MIS-C, postoji povecanje lipoperoksidacije kao i
smanjeni antioksidativni kapacitet (13,84). Postoje tri izoforme SOD: SOD1 se nalazi u
citoplazmi i na unutrasnjoj mitohondrijalnoj membrani, SOD2 se nalazi u mitohondrijskom
matriksu, a SOD3 je vancelijski enzim. Snizena aktivnost SOD u endotelnim ¢elijama dovodi
do porasta koncentracije O2 $§to utice na smanjenu fosforilaciju kinaza regulisanih
ekstracelularnim signalom (ERK) 1/2. Ovi inhibirani ekstracelularni angiogenetski signali su
posredovani rastom fibroblasta faktor-2 (FGF-2) i faktora rasta vaskularnog endotela (VEGF)
(82). Pored toga, povecan nivo O2" moze dovesti do smanjene produkcije azotmonoksida (NO),
endotelne disfunkcije i poremecaja angiogenze (85). Endotelna disfunkcija je definisana kao
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sistemsko, podmuklo i reverzibilno patoloSko stanje endotela, koje poti¢e od smanjene
bioraspolozivosti NO 1 poremecene vazodilatacije povezane sa proinflamatornim i
protromboti¢kim statusom. Superokid anoj ima nisku permeabilnost i prolazi samo kroz
anjonske kanale, ali neefikasno, te O2~ ima najveéeg znacajna u ¢elijama u kojima se sintetise
(85).

Akumulacija Oz je vise povezana sa oksidativnim stresom nego sa redoks signalizacijom.
Medutim, vazno je napomenuti da Oz  ne oStecuje neselektivno proteine, ve¢ postoji skup
specifi¢ih proteina osetljivih na inaktivaciju posrednovanu Oz koji aktiviraju signalne puteve
I promoviSu adaptaciju ili, alternativno, iniciraju ¢elijsku smrt (26). Superoksid anjon pokazuje
negativan inotropni efekat zavisan od koncentracije (86), ¢cime se moze objasniti postojanje
negativne korelacije LV EDD Z skora i aktivnosti SOD u naSoj kohorti. Abnormalna funkcija
rianodinskih 2 receptora (RiR2) uzrokovana OS dovodi do dijastolnog curenja Ca®*, sa
posledi¢nim iscrpljivanjem zaliha Ca?* u sarkoplazmatskom retikulumu. Smanjivanje rezerva
citoplazmatskog Ca?*, ometa kontraktilnost kardiomiocita (87). Prethodne studije ukazale su na
postojanje negativne korelacije izmedu totalnog antioksidativnog kapaciteta i EF LK (81).

S druge strane, koncentracija Oz je in vivo niska i ograni¢ena, usled postojanjem dva
razliita enzima, superoksid reduktaza (SOR) i SOD. Kako je kod nasih bolesnika aktivnost
SOD bila snizena pre terapije, moze se zakljuciti da povecava aktivnost SOR. SOR Kkatalizuju
redukciju Oz ¢ime se dobija H20.. U ovoj reakciji su potrebna dva protona po molu O27, i
prisustvo eksternog reduktora za obezbedivanje elektorna (85):

. ISOR
02 +2H + e — H202

Samim tim, mozemo zakljuciti da je H2O2 dominatna oksidativna vrsta kod bolesnika sa
MIS-C. Vodonik peroksid je propustljiv, difundabulan i ima duzi poluzivot. Toksi¢nost H2O>
moze dovesti do laboratorijskih i klinickih poremecaja uocenih u sepsi, ukljucujuci
imunosupresiju, multiorgansku disfunkciju i hipotenziju. Eritrociti sluze kao vojska za
uklanjanje H2O2 u cirkulaciji i na taj nadin Stite krvne sudove od difuznog ostecenja.
Kumulativni dokazi takode upucuju na znacaj H>Oz, koji je snazan apoptoti¢ki agens u
pojacanoj apoptozi limfocita i makrofaga uocenoj kod SLE (88). Prekomerna apoptoza
limfocita i makrofaga dovodi do pojacanog izlaganja auto-antigena i hroni¢ne autoimune
aktivacije, sto moze objastini i patogenezu MIS-C. S druge strane, H>O> je stimulus za
pokretanje inflamatornog odgovora, §to dovodi do zacaranog kruga u stanjima hiperinflamacije
kao sto je MIS-C (76).

Hipermetabolizam je obelezje takve kriti¢ne bolesti kao $to su sepsa 1 MIS-C, zbog Cega
dolazi do povecane aktivnosti Krebsovog ciklusa u cilju stvaranja ATP, ¢iji su O2- i H202 nus
produkti (Slika 7). U duzem vremenskom periodu, suprafizioloska proizvodnja H.O> tokom
hipermetaboli¢kog stanja iscrpljuje enzime antioksidativne zastite Sto dovodi do akumulacije
H20- u tkivima i cirkulaciji. Vodonik peroksid je veoma toksi¢an metabolicki produkt koji je
propustljiv kroz celijske membrane i moze izazvati ozbiljnu bioenergetsku disfunkciju i
ostecenje celija. Kontinuirano izlaganje moze dovesti do kolapsa redoks homeostaze,
otkazivanja organa, mikrovaskularne disfunkcije i fatalnog Soka. Inhibicijom Krebsovog
ciklusa, pomera aerobni ka anaerobnom metabolizom, Sto rezultuje hiperlaktatemiji (Shema 6)
(88).
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Shema 6. Shematski prikaz sistemskih efekata H20-

H20- dovodi do disfukcije miokarda na nekoliko nacina:

razvoj aritmija,

promene intracelularne koncentracije Ca®*,

poremecaj metabolizma ugljenih hidrata,

aktivacija proteina ukljucenih u metabolizam kardiomiocita,
aktivacija matriks-metalo proteinaza (89).
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Inicijalna aktivacija makrofaga i posledi¢na stimulacija T-helper ¢elija rezultuje znacajnom
produkcijom proinflamatornih citokina koji dovode do daljeg regrutovanja monocita,
makrofaga, neutrofila, B-celije/plazma ¢elije i proizvodnja antitela. Ovakav inflamatorni proces
doprinosi evoluciji odlozenog hiperinflamatornog sindroma u pedijatrijskoj populaciji.

Kod nasih pacijenta registrovana je poviSena koncentracija B limfocita i smanjena
koncentracija T limfocita, kako CD4+, tako i CD8+. U studiji Carter-a i saradnika prikazani su
sli¢ni rezultati — koncetracija CD4+, CD8+ i yo T celijske subpopulacije su bili snizene u
akutnoj fazi, dok su se u periodu rekonvalescencije koncentracije subpopulacija T celija
normalizovale (90). S druge strane, kod KB broj CD4+ i CD8+ je veci od broj T ¢elija u kohori
MIS-C pacijenata, dok je konctracija HLA-DR-pozitivnin CD4+ T limfocita niza kod
Kavasakijeve bolesti (90).

Pored toga, kod nasih bolesnika kako se ukupni OS povecao, rasla je koncentracija B
limfocita, a T ¢elije su se smanjivale. Ramaswamy i saradnici, pokazali su da je kod bolesnika
sa MIS-C smanjena koncetracija CD4+ T limfocita i dendriti¢kih ¢elija, dok je koncetracija
naivnih B limfocita i plazmoblasta poviSena (14). Kao jedan od pokazatelja ozdravljenja u MIS-
C je inaktivacija prethodno veoma aktivnih CX3CR1+ CD8+ limfocita. Njihova inaktivacija
korelira sa poboljsanjem klinicke slike (76).

Consiglio C.R. i saradnici uporedili su subpopulacije T ¢elija izmedu dece sa KD, MIS-
C i zdrave dece. Ova studija je otkrila postojanje razlika u distribuciji subpopulacija CD4 + T
¢elija i u ucestalosti T-folikularnih pomo¢nih (TFH) celija. Znacajno je da su ukupne
frekvencije T celija bile nize kod oba tipa hiperinflamatornih sindroma u poredenju sa
subpopulacijom zdrave dece. Folikularne pomocne T celije, koje vazni su igraci u reakciji
germinalnog centra i stimuliSu B ¢elijski odgovor, su snizene kod dece sa SARS-CoV-2 i kod
COVID-19 i kod MIS-C, ali ne i kod pacijenata sa KB. Broj CD4+ T ¢elija je bio snizen i kod
pacijenata sa MIS-C i deca sa blagom SARS-CoV-2 infekcijom, §to ukazuje da ovakav nalaz
moze biti povezan sa samom SARS-CoV-2 infekcijom. Obe grupe pacijenata koje su bile u
kontaktu sa SARS-CoV-2 imale su vece kolic¢ine centralnih memorijskih (CM) i efektorskih
memorijih (EM) CD4+ T celije, ali manje naivnih CD4+ T ¢elija u poredenju sa pacijentima sa
KB. S druge strane, CD8+ T ¢elije bile su znacajno niZe u dece se MIS-C u poredenju sa decom
sa blagom infekcijom SARS-CoV-2. Ovi rezultati dodatno naglaSavaju da se hiperinflamacija
uocena kod akutnog, teskog COVID-19 kod odraslih razlikuje od onoga sto se vidi u MIS-C i
takode ukazuje na neke specificnosti i razlike izmedu imunskog odgovora kod MIS-C i
pacijenata sa KB koji su se javili pre COVID-19. Time se objasnjava i postojanje razlike u
citokinskom miljeu kod bolesnika sa MIS-C i KB. Naime, citokinskoj oluji najvise doprinose
IL6, IL17 i CXCL10, premda IL-17A posreduje u hiperinflamaciji kod KB, ali ne i kod MIS-
C, tako da se IL-17A blokatori mogu uzeti u obzir kod pacijenata sa teSkom KB, ali ne i kod
MIS-C. IL-7 je citokin Kkoji je uklju¢en u odrzavanje aktivnosti T limfocita i povezan sa brojem
limfocita (20). Kao veoma bitna razlika istaknuta je DCBLD2 ili ESDN, koji je bio zna¢ajno
visi kod KB u odnosu na MIS-C. Pokazalo se da ovaj protein skeretuju endotelne celije u
kontaktu sa alogenim imunskim ¢elijama nakon transplantacije srca i nakon balon angioplastike
karotidnih arterija Sto ukazuje na izrazenije ostecenje arterija kod KB kod MIS-C (20).

Proinflamatorni citokini su ukljueni u procese remodeliranja miokarda, ukljucujuéi
hipertrofiju kardiomiocita, inhibiciju apoptoze miocita, endotelnu disfunkciju i ventrikularnu
fibrozu. Dokazano je da prekomerna ekspresija TNF-o deluje negativno inotropno na
kardiomiocite, sto je posredovano aktivacijom puta sfingomijelinaze i inhibicijom -
adrenergicke signalizacije (81). Aktivacija makrofaga i poviseni nivoi IL-6 mogu biti posledica
rastezanja kardiomiocitina i sréanih fibroblasta, $to bi moglo objaniti vazoplegiju u MIS-C (91).

U skladu sa gastrointestinalnim manifestacijama tokom MIS-C, citokini i hemokini koji
stimuliSu zapaljenski odgovor sluzokoze bili su posebno poviseni - CCL20 i CCL28 (22).
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Takode, studije su pokazale povecan apsolutni broj naivnih B limfocita (kratkotrajnih
plazmablasta), nezrelih B limfocita i atipicnih memorijskih B limfocita, sto govori o odrzavanju
poviSene aktivnosti humoralnog odgovora nedeljama nakon COVID-19, s§to povecava
mogucnost da se radi o ekspanziji autoreaktivnih celija koje sintetisu autoantitela (22,24,25,90).
Nasuprot tome, broj klasi¢nih memorijskih ¢elija, aktiviranih i plazma ¢elija bio je znacajno
snizen kod dece se MIS-C u poredenju sa drugim infektivnim i neinfektivnim stanjima.
Pokazano je kod MIS-C dolazi do porasta duplo negativnih B limfocita $to je slicno sa
bolesnicima koji imaju SLE, kod kojih je koncetracija ovih ¢elija povezana sa aktivno$éu
bolesti i produkcijom autoantitela (22,24,25,90). Carter JM i saradnici su otkrili da je u MIS-
C, tokom akutne faze ukupan broj efektorskih B ¢elija snizen, a broj memorijskih B ¢elija za
promenu klase je povisen u fazi rezolucije (90). Gruber i saradnici su utvrdili postojanje auto-
antitela 1gG klase kod bolensika sa MIS-C, kao i prisustvo povisenog titra IgA u poredenju sa
zdravim pacijentima (22).

Nasi rezulatati potvrduju da u etiopatogenezi MIS-C najznacajniju ulogu imaju celije
humoralnog imuniteta, verovatno produkcijom auto-antitela na autoantigene endotelnih ¢elija,
praveci sistemski vaskulitis, hiperinflamaciju i multiorgansku disfunkciju. S druge strane,
snizena koncentracija T limfocita je dokaz da snazna aktivacija T-celija i oslobadanje citokina
nije u potpunosti u skladu sa odlozenom hiperinflamacijom uo¢enom kod MIS-C.

Kod nasih pacijenata pre terapije MP, registrovano je postojanje pozitivne korelacije
izmedu proBNP i relativnog broja B limfocita, kao i negativna izmedu proBNP i NK ¢elija.
Posledi¢no, stepen sréane slabosti bio je izrazeniji u koliko su bile vise koncentracije B
limfocita i nize NK c¢elija. Pokazano je postojanje jake pozitivne korelacije izmedu proBNP i
IL10, kao i negativne izmedu IL2 i proBNP. Dakle, povecanje koncentracije pro-BNP u krvi
povezana je sa inhibicijom imunokompetentnih celija preko IL10 i smanjenjem nivoa IL2 u
krvi, ¢ija je funkcija da aktivira ¢elije u imunoloskim reakcijama. 1L10 je prirodan inhibitor
imunog odgovora i njegova koncetracija povisena je u hroni¢nim inflamatornim procesima,
tumorima i dislipidemiji. Stimulacija proizvodnje IL10 moze biti pokrenuta povisenom
koncentracijom kateholamina i proinflamatornih citokina, kao §to su INF y, TNF o i IL12.
Takode, povecan oksidativni stres moze ometati oslobadanje IL10, ¢ime doprinosi razvoju
inflamatornih procesa u srcu (81). Cini se da je inhibicija adaptivnog imuniteta posledica
povecane koncentracije proBNP. Zapravo, visoke koncetracije pro-BNP i IL10 su povezane sa
smanjenjem koncentracije NK c¢elija (92). S druge strane, zanimljivo je da kod MIS-C
citokinski milje obelezen citokinima i hemokinima kao $to je CCL19, CXCL10 i CDCP1 koji
regrutuju NK ¢elije i T celije iz cirkulacije i moduliraju njihovu funkciju. Isto tako, medijatori
hemotakse neutrofila i monocita (CCL3 i CCL4), kao i diferencijacije i aktivnostima (EN-
RAGE i CSF-1), bili su poviseni u MIS-C (22).

Takode, bolesnici sa KV manifestacijama imali su vise koncentracije B limfocita, sto se
moze objasniti ¢injenicom da su kod pacijenata sa teSkim oblikom MIS-C pronadena auto-
antitela koja se vezuju za endotelne celije, doprinoseci endotelnoj disfunkciji i multisistemskoj
inflamaciji, sto je karakteristi¢éno za ove pacijente (4,22,90).

Pokazali smo da je relativna koncetracija NK celija niza kod pacijenata sa KV
manifestacijama. Utvrdeno je postojanje pozitivne korelacije izmedu LK EF i NK ¢elija
merenih na prijemu. Pacijenti sa miokarditisom, dilatativnom kardiomiopatijom (DCM) i
boles¢u koronarnih arterija imaju veoma nizak nivo NK ¢elija i snizenu citotoksi¢nosti NK
¢elija. lako se nije pokazalo da je disfunkcija miokarda u MIS-C posledica direktnog ostecenja
kardiomiocita, ve¢ imunski posredovanog stunning-a miokarda, zakljuceno je da NK ¢elije
mogu imati znacaj u autoimuniski-posredovanom oStecenju srca, kao Sto je slucaj u
miokarditisu ili DCM (93). Zapravo, NK c¢elije imaju ulogu u reparaciji ostecenog tkiva i
odrzavanju homeostaze tkiva. One menjaju fiziologiju imunskih ¢elija direktno kroz interakcije
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receptor-ligand ili indirektno sekrecijom citokina u direktnom kontaktu usled lize
autoreaktivnih T celija. NK celije su neophodne u ograni¢avanju virusnih infekcija miokarda,
smanjuju infiltraciju eozinofila u misjem modelu miokarditisa, $tite od razvoja fibroze
miokarda. Hroni¢no snizene vrednosti NK celija su u korelaciji sa blagim zapaljenjem
miokarda, dok je kod pacijenata kod kojih je doSlo do porasta koncentracije NK c¢elija,
inflamacija bila minimalna ili je u popunosti is¢ezla. Smanjenja koncentracija NK celija je
zabeleZena i kod bolesnika sa koronarnom boles¢u i ishemijskom bolesti srca (93,94), kao i kod
bolesnika sa teSkom formom MIS-C (25), $to je u skladu sa naSim rezultatima. Ovo smanjenje
NK celija, prac¢eno je smanjenjem CD8+ T ¢elija i moze doprineti upornom inflamatornom
odgovoru, koji doprinosi autoreaktivnosti sto je obelezje MIS-C (25).

U studiji Gruber-a i saradnika nadeno je da su NK ¢elije snizene kod svih bolesnika, ali
su svi bolesnici imali i KV manifestacije (22). Takode, pokazano je da je doslo do povecanja
ekspresije CD54+ (ICAM1) neutrofila i CD16+ monocita kod priblizno polovine pacijenata sa
MIS-C, sto upucuje na aktivaciju antigen prezentujucih celija i trans-endotelne migracije.
Sli¢no, kod pacijenata sa MIS-C neutrofili i CD16+ neklasi¢ni monociti su pokazali povisenu
ekspresiju CD64 (FcRgl), sto je uobicajen nalaz kod autoimunih i autoinflamatornih bolest,
ukljuéujuci i KB (22).

Kod svih bolesnika sa MIS-C registruju se poviSene vrednosti pozitivnih reaktanata
akutne faze: CRP, sedimetacija eritrocita, ferinitin, fibrinogen i D-dimeri; $to je posledica
izrazenog zapaljenskog odgovora. Zapravo kod pacijenta sa MIS-C znacajno je visa
koncetracija CRP 1 feritina 1 niZi je broj trombocita u poredenju i sa pacijentima sa KB 1 sa
COVID-19 (20).

U grupi bolesnika Gruber-a i saradnika svi pacijenti su na prijemu pokazali znake
koagulopatije kao $to je prezentovalo poviSenim vrendostima D-dimera, produZanim
protrombinskim i parcijalnim tromboplastinskim vremenom i/ili trombocitopenija (22).

Pokazali smo da stariji pacijenti imaju vise vrednosti CRP i fibrinogena, kao i da postoji
pozitivna korelacija izmedu CRP i fibrinogena. Ovo objaSnjava da stariji bolesnici sa MIS-C
imaju izrazeniji inflamatorni odgovor, §to korelira i sa teZinom klini¢ke slike 1 prijemom u ICU.
Osim toga, kod bolesnika sa KV manifestacijama vise su vrednosti CRP, $to potvrduje to da su
KV ostecenja u direktnoj korelaciji sa stepenom inflamacije. U studiji Campanello i sardnika
pokazano je da pacijenti stariji od 6 godina imaju zna¢ajno vise vrednosti feritina i troponina,
kao i nizi broj trombocita i limfocita (95). Vrednosti proBNP su takode bile vise u grupi
bolesnika starijih od 6 godina, ali bez statisticke znacajnosti. U istoj studiji nadeno je da postoji
negativna korelacija izmedu fibrinogena i EF LK, kao i NT-proBNP i EF LK (95). Nasi rezultati
govore sli¢no 1 ukazuju na postojanje umerene negativne korelacije izmedu EF LK i proBNP
(rr = 0,58, p <0,001) i EF LK i CRP (rr = -0,41, p = 0,001). U studiji Kavurta i saradnika
utvrdeno je postojanje negativna korelacije izmedu EF LK i prokalcitonina, feritina, CRP i IL6
(96).

Citokinska oluja, disfunkcija endotela i hiperinflamacija povecavaju vaskularni
permeabiltet, dovodeci do curenja ,,u tre¢i prostor* sa posledi¢nom hipovolemijom, snizenom
koncentracijom natrijuma, albumina 1 fosfata. Upravo su teSka hiponatremija 1
hipoalbuminemija uobicajene karakteristike u ,,klasi¢cnom” KB miokarditisu i uvek su povezane
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sa tezim i produzenim akutnim oboljenjem i viSim Kobayashi skorom (41). Ovo govori u prilog
mnogo intezivnijeg zapaljenja u MIS-C u poredenju sa obi¢nom formom KB.

Kod skoro svih bolensika sa MIS-C registruju se poviSene vrednosti proBNP. BNP je
polipeptid od 32 aminokiseline: ljudski BNP je sintetisan kao prehormon od 132 aminokiseline
koji se obraduje u 108-aminokiselinki prekursor (proBNP). Nakon toga se cepa u zreli bioloski
aktivan C-terminalni fragment od 32 aminokiseline 1 N-terminalni fragment od 76
aminokiselina (NT-proBNP) (80). BNP pokazuje vazne autokrine i parakrine funkcije unutar
srca i koronarne cirkulacije. To ukljucuje regulaciju rasta miocita, inhibiciju proliferacije
fibroblasta i depozicije ekstracelularnog matriksa, citoprotektivnu antiishemijsku funkciju
(slicna predkondicioniranju) i uticaj na koronarni endotel i vaskularne proliferacija i
kontraktilnost glatkih miSic¢a (80).

Opisano je da se povisene koncetracije troponina i BNP sre¢u kod 25 do 100% pacijenata
sa MIS-C (91,97). Nasa studija, kao i vec¢ina savremenih studija, ukazuje na to da normalizacija
nivoa troponina i BNP zaostaje za reSavanjem ventrikularne disfunkcije. Nasi rezultati ukazuju
na to da minimalno curenje troponina i diskreno povisene vrednosti proBNP mogu biti prisutni
u vreme otpusta. Time mozemo zakljuciti da je najvaznija uloga troponina i proBNP u
predvidanju razvoja i pracenju ventrikularne disfunkcije. Zapravo prisustvo povisenih vrednosti
troponina i proBNP na prijemu je znacajan prediktivni faktor za razvoj ventrikularne
disfunkcije. Takode, utvrdili smo postojanje negativne korelacije izmedu koncentracije proBNP
I koncentracije natrijuma i albumina i broja trombocita. S druge strane dokazali smo da je
proBNP pozitivno korelirao sa CRP. Ovi laboratorijski nalazi govore u prilog tome da je
stunning miokarda posledica inflamacije i da korelira sa njenim intezitetom.

Hiponatremija je posledica natriureze, koja nastaje usled inhibicije tubularne resorpcije
natrijuma i duireze usled povisene sekrecije proBNP, curenja u treéi prostor i povisene
koncentracije antiduierznog hormona (ADH). Opisano je nekoliko mehanizama sekrecije ADH,
ukljucujuci odgovor posredovan ne-osmotskim baroreceptorima, osmoreceptorima i sekrecija
ADH izazvana stresom. Takode, pokazano je da inflamatorni citokin, IL6, koji je povisen kod
pacijenata sa MIS-C, moze direktno stimulisati ne-osmotsko lu¢enje ADH, $to dovodi do
SIADH u stanju stresa, i korelira sa stepenom inflamacije (41,98). Retrospektivna studija na 29
odraslih pacijenata sa COVID-19 pokazala je da su oni sa hivoom IL6 iznad gornje granice od
10 pg/ml imali znac¢ajno nizu koncentraciju serumskog natrijuma od 133,1 mmol/l naspram
139,6 mmol/l kod ispitanika sa normalnom koncetracijom IL6. Pored toga, primena
tocilizumaba, antagonista IL6, u maloj podgrupi pacijenata sa hiponatriemijom i poviSenim
nivoom IL6 dovela je do znacajnog povecanja natrijuma u serumu tokom 48 sati, sa pocetne
vrednosti od 132,4 mmol/l na 139,6 mmol/l, dok koncentracije natrijuma nisu pokazale
znacajnu promenu kod pacijenata koji nisu leCeni tocilizumabom (99). Redak, ali vazan uzrok
euvolemicne hiponatremije koji ne bi trebalo da ostane nedijagnostikovan je tercijarna
adrenokortikalna insuficijencija usled o$te¢enja osovine hipotalamus-hipofiza-nadbubrezne
zlezde u kontekstu hroni¢ne izlozenosti egzogenim glukokortikoidima (99).

Nasuprot tome, jedan na$ bolesnik je nakon CVI razvio sindrom gubitka soli. Centralni
gubitak soli je potencijalni uzrok hiponatremije koji nastaje kao posledica bolesti centralnog
nervnog sistema. Centralni gubitak soli karakteriSe hiponatremija sa poviSenim nivoom
natrijuma u urinu i hipovolemija. Etiologija nije u potpunosti razjasnjena. Centralni gubitak soli
najcesce se javlja nakon inzulta centralnog nervnog sistema. Najéesce opisivan precipitirajuéi
faktor je aneurizmatsko subarahnoidalno krvarenje, ali se javlja i kod ishemijskog CVI, premda
kod bolesnika sa MIS-C nije opisan. Postoje dve aktuelne teorije za etiologiju centralnog
gubitka soli: efekat cirkulisucih faktora ili disfunkcija simpatickog nervnog sistema. Neka
istrazivanja ukazuju na to da mozak otpusta BNP nakon povrede, koji zatim ulazi u sistemsku
cirkulaciju kroz poremecenu krvno-mozdanu barijeru. BNP deluje na sabirne kanale bubreznih
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tubula da inhibira reapsorpciju natrijuma i smanjuje oslobadanje renina. Druga teorija sugerise
da osteceni simpati¢ki nervni sistem viSe ne moze da podsti¢e reapsorpciju natrijuma i stimulise
oslobadanje renina zbog povrede hipotalamusa. Tatan mehanizam nastajanja cerebralnog
gubitka soli je za sada nedovoljno razjasnjen i ostaje otvoren za diskusiju (100).

Konacno, jatrogena hiponatremija, ¢est problem kod hospitalizovane dece i usko je
povezana sa primenom hipotoni¢nih intravenskih rastvora. Za razliku od uobicajene upotrebe
izotoni¢nih rastvora kod hospitalizovanih odraslih osoba, primena hipotoni¢nih rastvora je
standard nege u pedijatriji od 1950-ih, $to ¢esto dovodi do bolni¢ke hiponatremije. Nekoliko
studija je otkrilo da je davanje hipotoni¢nih rasvora deci u poredenju sa izotoni¢nim tecnostima
povezano sa znacajno veéim rizikom od razvoja hiponatremije (99).

Mnoge studije su pokazale sposobnost trombocita da reguliSu vec¢inu efektorskih funkcija
neutrofila i makrofaga kao $to je proizvodnja ROS, lufenje sadrzaja granula neutrofila,
fagocitozu ili formiranje ekstracelularnih zamki neutrofila (NET) (101). Trombocitopenija je
Cest laboratorijski nalaz kod MIS-C (skoro kod oko polovine) i predstavlja jedan od
hematoloskih poremecaja koji se moze sresti kod ovih bolesnika, a posledica je
hiperinflamatornog i hiperkoaguabilnog stanja. Obi¢no se registruje u pocetku bolesti i broj
trombocita obi¢no nije manji od 80x10° /uL (102). U nasoj studiji 4 bolesnika je imalo
trombocite nize od 80x10° /uL, dok je jedna pacijentikinja ispitivan na leukemiju zbog teske
pancitopenije. Kod dva bolesnika registrovan je dalji kartkotrajni pad broja trombocita. Kok i
saradnici su opisali imunska trombocitopenijsku purpuru (ITP) kod bolesnika sa MIS-C (102),
ali ista nije zabelezena kod nasih pacijenata. Pokazano je da OS ima znacajnu ulogu u nastanku
ITP (76). Pocetak ITP-a kod dece prati virusne infekcije, koje pokre¢u proizvodnju ROS iz
fagocita. Odnos redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSG) predstavlja dobar marker
oksidativnog stresa, a nizi odnos ukazuje na visi nivo oksidativnog stresa. Ovaj marker je znatno
visi kod zdravih kontrola nego kod pacijenata sa ITP; zapravo ovaj odnos kod pacijenata sa
hroni¢nim ITP je niZa u poredenju sa pacijenti sa akutnim ITP (103).

Hipoalbuminemija se vida kod bolesnika sa mnogo tezom i produzenom KB, kao i kod
onih koji su rezistentni na primenu IVIG, §to se upravo vida u MIS-C. Posledi¢no,
ekstravazacija i ,,curenje u tre¢i prostor* predstavljaju jedan od glavnih patofizioloskih procesa,
a teZina ekstravazacije doprinosi klini¢koj slici i uti¢e na ishod bolesti (104). Hipoalbuminemija
se vida kod oko 50% bolesnika sa MIS-C (11), ali se ne vida kod bolesnika sa blagim ili
umerenim COVID-19, ve¢ kod dece sa teSkim COVID-19 i vazan je prediktor ishoda bolesti.
Loffredo i saradnici su zakljucili da niska koncentracija albumina povezana sa tezom klinickom
slikom u MIS-C (105).

PoviSen fibrinogen i D-dimer i snizeni trombociti u akutnoj fazi ukazuju na
prokoagulantno stanje. Ove promene su normalizovane u periodu rekonvalescencije. lako je
akutna inflamacija uobicajena kod KB, prokoagulantno stanje koje se vidi kod pacijenata sa
MIS-C nije uobicajena karakteristika KB (90).

Pacijenati leceni ICU na prijemu, imali su povisen CRP, D-dimer, feritin, troponin i
limfopeniju. Longitudinalni podaci tokom prva 4 dana leCenja pokazali su da dolazi do
redukcije CRP, D-dimera i koncentracije feritina. Broj neutrofila je bio bez znacajnije promene,
iako povecan, dok je koncentracija kreatinina i alanin aminotransferase ostala normalna.
Koncentracija troponina se povecala tokom prva cetiri intrahospitalna dana (39). Kod nasih
bolesnika registrovana je postepena redukcija pozitivnih rekatanata akutne faze — CRP, D-
dimera i feritina, kao i porast koncetracije negativnih reaktanata akutne faze — albumina.
Primetili smo i zna¢ajan porast broja trombocita, kao i porast koncetracije natrijuma, dok su
vrednosti ALT, AST i LDH bile bez bitnijih promena.
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Primarni patofizioloski mehanizam MIS-C je nekontrolisana aktivacija inflamatorne kaskade i
smanjena aktivnost enzima antioksidativne zastite kao posledica imunski posredovanog
odgovora na prethodu infekciju izazvanu SARS-CoV-2 (15).

U nasoj grupi bolesnika, skoro je podjednaka ucestalost javljanja kod oba pola, dok je
prosecan uzrast bio 9,2 godine, $to je u skaldu sa najve¢im brojem Evropskih studija. U studiji
Campanello i sardnika medijana uzrasta bolesnika bila je 5 godina (106).

Endotoksemija i endotelitis dovode do poviSene telesne temperature, Sto je osnovni
klinicki znak bolesti, kao 1 do zahvatanja joS minimun dva organska sistema. S obzirom da je
glavni zapaljenski proces na nivou krvih sudova, klinicka prezentacija je veoma polimorfna (5-
12).

Duzina trajanja febrilnosti pre postavljanja dijagnoze i prijema u bolnicu iznosila je 4
dana, §to je u skladu sa literaturnim podacima. Kod nasih pacijenata trajanje bolesti nije uticao
na tezinu klini¢ki slike, kao ni na razvoja miokardne disfuncije, dok pojedini podaci iz literature
navode da pacijenti sa duzim trajnjem bolesti ¢e$¢e zahtevaju prijem u ICU.

Na prijemu u bolnicu skoro svi bolesnici su bili tahikardi¢ni (94%), dok je manji broj
pacijenata bio tahipnoi¢an (67,3%) i hipotenzivan (49,7%) (8). Kod na$ih bolesnika sréana
frekvencija na prijemu je iznosila 121/min (IQR 108 — 140/min), sistolni pritisak 93 mmHg
(IQR 85 — 100 mmHg), a dijastolni 56 mmHg (IQR 47 — 63 mmHg). Hipotenzija je ¢e$ca u
grupi bolesnika preko 6 godina (106).

Promene na koZi prema podacima iz literature javlja se u oko 60% slucajeva, dok je kod
nasih pacijenata polimorfna ospa registrovana kod oko 70% bolesnika. Kriterijume za
inkompletnu formu KB ispunjavalo je 58% obolelih, a samo 6% je imalo kriterijume za
kompletnu formu KB, §to je u skladu sa podacima iz literature. Inkompletna forma KB se inace

cesce javlja u odojackom periodu, dok starija deca uglavnom imaju kompletnu formu bolesti
(91).

Uprkos brojnim sli¢nostima sa KB, kao $to su viSednevne febrilnost, polimorfna ospa,
promene na Sakama i stopalima, kod bolesnika sa MIS-C ¢esce se javljaju Sok, koagulopatija,
Gl i KV manifestacije, dok su mukokutane promene rede (22,106).

Preko 80% bolesnika sa MIS-C ima jednu ili vise GI tegobu, koje mogu imitirati crevne
infekcije ili inflamatorne bolesti creva. Uglavnom se pacijenti Zale na bolove u trbuhu, nesto
rede po ucestalosti je povrac¢anje, dok su hematemeza, hematohezija i melena retko opisane
(107). Najcesce su nasi bolesnici imali tegobe od strane GI sistema: bolove u trbuhu, povracanje
1 dijareju, a kod troje je u€injena apndektomija. Apendicitis moZze biti inicijalna prezetnacija
MIS-C, ali se moze razviti i nakon primenjene terapije (108).

Neuroloska simptomatologija bila je prisutna kod vise od trec¢ine bolesnika, dok je
glavobolja bila simptom kod 28% bolesnika, Sto je u skladu sa podacima iz literature (11).
Razvoj CVI registrovan je kod naSa tri bolesnika, dok se u literaturi opisuju samo sporadi¢ni
slucajevi.

U zavisnosti od studije, KV manifestacije prisutne su kod 50-100% obolelih. Najcesce
se javlja disfunkcija miokarda, koja je prezentuje razvojem sistolne disfunkcije LK razli¢itnog
stepena, a moze progredirati i do kardiogenog Soka. Sistolna disfukcija je skoro u potpunosti
reverzibilna, jer nije posledica kardiomiocitolize, ve¢ smanjene funkcije kardiomiocita i

direktnog negativnog inotropnog efekta hemokina 1 ROS. Otuda se kod ovih bolesnika sre¢u
povisene vrenosti proBNP (78-100%), a rede cTnl (68-95%) (91). Samo 5/67 nasih pacijenata
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nije imalo povisenu koncentraciju proBNP, dok su kod 24 bolesnika vrednosti troponina bile u
referentnom opsegu.

Disfunkcija miokarda objasnjena je kroz nekoliko hipoteza, ukljucuju¢i povredu
kardiomiocita zbog akutnog i neregulisanog inflamatornog odgovora povezanog sa
citokinskom olujom, mikrovaskularnom disfunkcijom i virusnom invazijom kardiomiocita koja
je rezultovala ostecenjem celije i ishemijskom povredom (109). Polovina nasih pacijenata je
imala disfunkciju miokarda. Kod tih bolesnika EF LK izosila je 53% (IQR 45 — 60%), a 7%
bolesnika imalo je EF nizu od 40%. Najveci broj studija opisuju kombinaciju blage, umerene i
teSke disfunkcije, osim Grimauda i saradnika koji opisuju seriju slu¢ajeva od 20 pacijenata sa
kardiogenim Sokom (svaki pacijent ima EF LK < 35%) iz Pariza, ali je to bio zapravo kriterijum
za ukljucivanje u studiju (110). Najveca serija multicentri¢nih slu¢ajeva Feldstein i saradnika
opisuje depresiju miokarda kod 34,2% pacijenata, sa blagom depresijom u 55,2% i teskom
depresijom kod 22,1% (111). U grupi nasih pacijenata 9% je imalo umerenu, a tesku 3%.
Prethodno dok smo pacijente lecili IVIG, taj porecenat je bio veci (41).

Komparativna studija ¢iji je cilj bio da se dokazu razlike izmedu pacijenata sa akutnim
miokarditisom pre epidemije i miokardnom disfunkcijom kod bolesnika sa MIS-C, dosla je do
zakljuc¢ka da kod bolesnika sa MIS-C:

su nize vrednosti markera kardiomiocitolize,

se belezi brzi oporavak sistolne funkcije LK,

su rede registrovani segmentni ispadi u kinetici LK,
kra¢i je boravak u ICU,

rede dolazi do razvoja fulminatnog miokarditisa,

rede dolazi do sekvela u vidu dilatacione kardiomiopatije
nizi je mortalitet (41).

Upravo promptan odgovor na primenjenu terapiju, odsustvo sekvela, vise vrednosti
proBNP nego Tnl govori o imunski posredovanom stunning-u miokarda. Nas$i rezultati su
pokazali da je disfunkcija miokarda ceS¢a kod starije dece, dok pol nije uticao na razvoj
miokardne depresije. Starije doba, prisustvo neuroloskih simptoma, dispnea, bol u grudima,
niza koncentracije limfocita i trombocita, vi§si CRP, prokalcitonin, BNP/NT-proBNP i
troponina, nizi natrijum i eéGFR su bili znacajno ¢es¢i kod dece sa kontraktilnom disfunkcijom
i snizenom EF LK (109). Problem disfunkcije LK u akutnoj fazi bolesti mogao je biti potcenjen
I upravo su Macubare i saradici opisali postojanje patoloskog strain-a kod dece koja imaju
normalan EF LK (112). Zabelezen je potpun oporavak funkcije LK ve¢ treceg intrahospitalnog
dana kod svih pacijenata. Ranije, kada su u terapiji koriS¢eni IVIG, dolazilo je do razvoja ili
progresije sistolne disfunkcije, a samim tim do kasnijeg oporavka (41). Prema pojedinim
podacima iz literature, sekvele ostaju i kod 11% bolesnika (113).

U studiji Chakraborty i saradnika, u vreme otpusta iz bolnice je opisana blaga
disfunkcija kod 11,3% pacijenata, a podaci su u skladu sa literaturnim podacima koji navode
da ventrikularna disfunkcije perzistira na otpustu kod 6-14% bolesnika (97). Ni jedan na$
bolesnik na otpustu nije imao ehokardiografske promene.

Patoloske promene na EKG srecu se kod oko 60% bolesnika i to uglavnom kod starije
dece (106). Opisuju se nespecifi¢ne promene u vidu ST elevacije i poremecaji sprovodanja po
tipu produzenog PR intervala, atrioventrikularnog (AV) bloka II stepena i produzenja QTc
intervala (40%). Produzenje QTc intervala opisivano je kod miokarditisa i povezano je sa
loSijom prognozom. Poredenjem bolesnika sa akutnim miokarditisom 1 miokardnom
disfunkcijom tokom MIS-C pronadeno je da se produzen QTc interval javlja samo kod MIS-C
(42). Spekulise se da je produzenje QTc intervala posledica difuznog edema i inflamacije u
miokardu tokom akutne faze MIS-C (91). EKG promene mogu biti posledica i inflamatornih
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kanalopatija, usled stvaranja autoantitela na voltazne Na*, Ca®" i K* kanale, ali i posledica
oksidativnog stresa (44,47). Vazne novootkrivene inflamatorne i nekanonske funkcije
kardiomiocita ukazuju na to da leukociti mogu biti aritmogeni bilo promenom sastava tkiva ili
interakcijom sa kardiomiocitima. Oksidativni stres uti¢e na translaciju proteina i doprinosi
sklonosti ka razvoju aritmija i kardiovaskularnih oboljenja. Stoga, ta¢na procena redoks statusa
I precizna primena antioksidanata mogu biti efikasna terapija suzbijanja oksidativnog stresa i
razvoja aritmije (114).

Poremecaji ritma po tipu atrijalne fibrilacije i sustained aritmije su veoma retke (88,89).
U studiji Campanello i saradnika 12% bolesnika je imali SVPT ili ventrikularnu tahiaritmiju i
svi pacijenti su bili uzrasta preko 6 godina (106). Jedna nasa pacijentkinja razvila je SVPT, a
konverzija u sinusni ritam postignuta je amiodaronom. Ubrzo po konverziji doslo je do razvoja
ventrikularne tahikadije, koja je potom presla u polimorfnu ventrikularnu tahikardiju. Brojne
eksperimentalne i klini¢ke studije ukazale su na uticaj akutne i/ili hroni¢ne inflamacije i
oksidativnog stresa na razvoj AF i Zivotno ugrozavajucu VF. Poremecaj redoks statusa i
povecana koncentracija proinflamatornih citokina dovode do razvoja kanalopatija. Kanalopatije
podrazumevaju disfunkciju jonskih kanala, kao i sréanog koneksina 43 i 40 (Cx43 i Cx40) -
spojnékih kanala i ukljuéuju CxHC aktivaciju i abnormalno aktivnost Ca?* , §to lezi u osnovi
elektri¢énih  poremecaja  miokarda. Kalcijumski kanali, ukljuéuju¢i Ca®* kanale
sarkoplazmatskog retikuluma koji oslobadaju rianodinske kanale i transportere, su pod redoks
regulacijom, a abnormalna aktivnost Ca?* kanala je fundamentalna u indukciji i odrzavanju AF
i VF. Pored toga, nishodna regulacija Cx43 ili Cx40, promene u njihovoj distribuciji i
disfunkcija i razdvajanje spojnic¢kih kanala mogu da stimuliSu ektopi¢na Zzarista, povecaju
disperziju i refraktornost trajanja akcionog potencijala i usporenu provodljivost miokarda. Ova
stanja promoviSu okidanje malignih aritmija, stvarajuci ranu ili odlozenu depolarizaciju i
usporenu provodljivost i/ili blokadu provodljivosti koji olakSavaju razvoj AF i VF. Dok
zapaljenje i oksidativni stres aktiviraju Cx43 posredovanu signalizaciju inflamazoma, mogu i
inhibirati Sirenje elektri¢nog signala izmedu kardiomiocita posredovano Cx43 gap kanalom.
Ovo dovodi do elektriénog remodeliranja i nestabilnosti, i doprinosi poveéanju aritmogeneze i
sklonosti ka razvoju aritmije. Nedavna klinicka ispitivanja su otkrila da kortikosteroidi i
kolhicin mogu spreciti razvoj AF, jer deluju na fundamentalni uticaj inflamatornih puteva u
zapocCinjanju AF (Slika 9) (114).
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Slika 9. Prikaz grade i jonskih kanala kardiomiocita. Modifikovano iz A genetic framework for
improving arrhythmia therapy (115)

Dilatacije i aneurizme koronarnih arterija (CA) u MIS-C se sre¢u rede nego kod KB. U
kohorti pacijenata, Consiglio i saradnici su otkrili da pacijenti sa KB imaju vise koncetracije
biomarkera u plazmi koji upucuju na ostecenje arterija u poredenju sa pacijentima koji su imali
MIS-C, sto mozZe objasniti razliku u incidenciji razvoja aneurizmi (20). U zavisnosti od studije
promene na CA javljaju se 0-46% pacijenata, i uglavnom se radi o blagim dilatacijama sa Z
skorom +2 — +2,5 (106). Samo su u pojedina¢nim slu¢ajevima opisivane dzinovske CA
aneurizme u periodu konvalescencije. Feldstein i saradnici su identifikovali da su 93%
koronarnih abnormalnosti zapravo blage aneurizme, 4% umerene aneurizme, dok velike
aneurizme nisu opisivane. Ista studija opisuje rezoluciju CA abnormalnosti kod svih bolesnika
u roku od 90 dana (111). Whittaker i saradnici u multicentri¢noj studiji iz Velike Britanije,
navode da se gigantske aneurizme sre¢u kod 3,5% (116), dok Riphagen i saradnici opisuju da
je samo jedan pacijent imao dzinovsku aneurizmu (113). Ce3ée se sre¢u kod mladih pacijenata,
decaka 1 onih sa mukokutanim manifestacijama (42,43,106,109,111,116). Kod svih naSih
bolesnika kod kojih je enokardiografski nalaz ukazao na dilataciju CA ukazao je na istovremeno
postojanje i perikardne efuzije. Takode, svi ti bolesnici su leceni u ICU, §to govori u prilog
tome da su se ektazije CA javljale samo kod teSke forme bolesti. Ta deca se nisu razlikovala po
polu i uzrastu u odnosu na ¢itavu grupu pacijenata. U kohorti dece lecene u ICU, Davies i
saradnici, su zapazili promene na CA bile prisutne kod 36% obolelih, od toga je oko 60% imalo
aneurizme, a ostali pojac¢anu ehogenost zida CA nego uobicajeno. Nije primecena razlika u
polu, uzrastu, klini¢koj slici, laboratorijskim analizama i nacinu le¢enja kod tih bolesnika u
poredenju sa onima bez aneurizmi CA (39).

Kod jednog bolesnika sa blagim MIS-C na kraju leCenja, doSlo je do razvoja
intrakardijalne tromboze iako je bila ocuvana EF LK. Bigdelian i sradnici su predstavili tri
pacijenta sa akutnom intrakardijalnom trombozom tokom COVID-19; sva ta deca su imala
ocuvanu EF LK (117). U poredenju sa pacijentima koji imaju COVID-19 (2,1%, 95% CI, 1%
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do 4%) i asimptomsku infekciju SARS-CoV-2 (0,7%, 95% CI, 0,1% do 2,4%), pacijenti sa
MIS-C su imala najvecu incidencu trombotickih dogadaja od 6,5% (95% CI, 3% do 12%) (36-
38). Medu pacijentima sa tromboti¢nim dogadajima (20 pacijenata) samo tri su imali
intrakardijalnu trombozu, ali su svi bolesnici imali komorbiditete - dva sa akutnim COVID-19
imala su karcinome i jedan sa MIS-C koji je bio gojazan. Svi ti pacijenti su imali trombozu
povezanu sa ugradenim centralnim venskim kateterom (39). Schroder i saradnici prikazali su
zdravog decaka uzrasta 17 godina sa sistolnom disfunkcijom LK i muralnim trombom u blizini
posteromedijalnog papilarnog misi¢a u apeksu LK (38). Kod naseg bolesnika dopunskim
ispitivanjem pronadena je samo povisena koncentracija FVIII, koji je prethodno ve¢ opisivan
kao pozitivni reaktant akutne faze.

Sok sindrom kod KB manifestuje se uglavnom niskim sistolnim krvnim pritiskom ili
klinickim znacima hipoperfuzije i srece se u oko 5% slucajeva (109). Sistolna disfunkcija leve
komore se nalazi kod samo jedne trecine pacijenata, ali dugotrajna dijastolna disfunkcija je
znaéajan nalaz u ovom sindromu. Sok sindrom kod MIS-C deli neke patofiziologke aspekte KB
Sok sindroma, ali zna¢ajna razlika je postojanje sistolne disfunkcije LK koja je bila prisutna kod
velikog broja pacijenata sa MIS-C i bila je u vezi sa niskim sistolnim krvnim pritiskom (91).

Sok se inaGe javlja kod 40-85% bolesnika, a moze biti vazoplegiéni ili/i kardiogeni
(Grafik 10) (6-12,41,42,106-113,118). U nasoj grupi ispitanika bio zastupljen kod oko 17% i
kod skoro svih pacijenata radilo se o kombinaciji kardiogenog i vazoplegi¢nog Soka. Ranije
ucestalost razvoja Soka bila je veca, dok su u terapiji primenjivani samo IVIG (41). Zapravo,
tokom primenjivanja IVIG doslo je do razvoja $ok kod 7 od 10 bolesnika le¢enih IVIG (41). U
studiji Davies i saradnika, koja je ubuhvatila 78 pacijenata koji su leceni u ICU, ucestalost
distributivnog Soka je bila veca. Naime je ¢ak 55 bolesnika od 68 koji su imali Sok, imali
vazoplegicni Sok (39).
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Grafik 10. Zastupljenost Soka kod pacijenata sa MIS-C povezanim sa COVID-19 u studijama
sprovedenim od strane razli¢itih autora

Prema podacima Bichali i sradnika, pacijenti stariji od 8,8 godina imali su 10 puta veci
rizik za razvoj Soka,dok su deca sa znacima encefalitisa imali 7,50 ve¢i rizik (46). Distributivni
Sok je bio povezan sa bolom u vratu pre ili u vreme postavljanja dijagnoze [OR 11.50 (1,33—
99,33), P=0,026] (88). Deca sa MIS-C koja su razvila Sok (n = 29) imala su vi$i CRP, broj

66



neutrofila, troponin i NTproBNP, kao i nizu koncentraciju albumin i manji broj limfocita u
poredenju sa onima bez Soka (46). Nasi bolesnici sa Sokom bili su stariji, imali su nize vrednosti
sistolnog pritiska, vise vrednosti CRP, torponina I i proBNP na prijemu.

Teska klinicka slika i prijem u ICU zabeleZeni su kod 40% pacijenata, a ti bolesnici su
bili stariji (medijana uzrasta oko 11 godina), ¢eS¢e su imali kardiovaskularne manifestacije,
miokarditis, Sok, pankreatitis i hepatitis. Nasi razultati su u skladu sa podacima iz literature
(39). Pacijenti sa izrazenijim OS su ¢e$c¢e imali Sok i zahtevali su prijem u ICU, §to je opisano
i kod bolesnika sa SIRS (84).

Stopa mortaliteta je oko 2% (24,46,116). U nasoj studiji preminuo je jedan pacijent
(1,45%), kod kojeg je prethodno ucinjena kardiohirur§ka operacija — arterijski switch u cilju
kompletne korekcije D transpozicije velikih krvnih sudova.

C -~ DeC~9O

S obzirom na sli¢nosti izmedu MIS-C i KB inicijalno preporuéena terapija je bila IVIG
u dozi od 2 g/kg TM tokom 24-48h. S obzirom da je inflamacija kod MIS-C mnogo izrazenija,
kao i da se sintetiSu nesto drugaciji hemokini i citokini, vremenom se pokazalo da su IVIG
nezavistan faktor rizika za neuspeh lecenja, te da kod pacijenta tokom primene IVIG dolazi do
deterioracije, pogorSanja klini¢kog stanja i razvoja Soka (41). Pojedini autori smatraju da je
istovremena primena IVIG i KS delotvorija od prime IVIG kao monoterapije kod ovih
bolesnika, posebno kod pacijenata koji imaju KV manifestacije

Ouldali i saradnici sproveli su meta analizu koja se odnosila na le¢enje bolesnika sa
MIS-C mlade od 21 godine. U meta analizu su uklju¢ene samo randomizovane ili opservacione
komparativne studije, a nakon pregleda litearture u obradu je ukljuceno tri studije, sa ukupno
958 dece. Njih 482/958 leceno je samo primenom IVIG, dok je 387/982 leceno IVIG uz dodatak
KS. Nakon mecovanja parova iz ove dve grupe, pokazano je da je da su pacijenti le€eni samo
IVIG imali vefu ucestalost kardiovaskularne disfunkcije drugog intrahospitalnog dana u
poredenju sa pacijentima koji su leceni kombinacijom IVIG i1 KS. Daljim poredenjem
mecovanih pacijenata pokazano je da se kod samo 10/75 pacijenata leCenih samo KS javila KV
disfunkcija, dok se u grupi le¢enih IVIG javila kod 33/150. U zakljucku meta-analize receno je
da je lecenje IVIG plus KS povezano sa brzim poboljsanjem kardiovaskularne funkcije u
poredenju sa monoterapijom 1VIG-om. Nasuprot tome, glukokortikoidi sami po sebi nisu bili
povezani sa znacanjim poboljsanjem kardiovaskularne funkcije u poredenju sa onim Kkoji su
primili samo IVIG ili kombinaciju IVIG i KS (119).

U studiji Vukomanoviéa i saradnika dokazano je da medu decom sa miokardnom
disfunkcijom tokom MIS-C, lec¢enje KS kao monoterapijom bilo povezano sa:
brzom normalizacijom telesne temperature,
brzim poboljsanjem laboratorijskih rezultata,
brzom normalizacijom sistolne funkcije LK i
kracim boravkom u ICU u poredenju sa pacijentima koji su leceni IVIG.

Pokazano je da su IVIG ne zavisan faktor za neuspeh lecenja, jer se kod ovih bolesnika
odrZavala poviSena telesna temperatura duze od 48h nakon primenjena terapije, kao 1 da je
tokom lecenja dolazi do deterioracije funkcije LK i razvoja kardiogenog Soka. To se moze
objasini drugacijim mehanizmom delovanja u odnosu na KS, kao i opterecenjem tesnosti tokom
davanja IVIG. Takode je zakljuceno da, KS treba koristiti za refraktorni MIS-C, jer nakon
dodavanja KS pacijenti postaju afebrilni, vrednost CRP se smanjuje, a koncentracija natrijuma
| fosfata raste (41). Kako pacijenti iako su le¢eni KS u monoterapiji nisu imali sekvele MIS-C,
ova studija nas je ohrabrila da bolesnike le¢imo samo KS. Stoga je u Institutu za zdravstvenu
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zastitu majke i deteta Srbije ,,Dr vukan Cupi¢“ modifikovan protokol le¢enja bolesnika sa MIS-

C (Shema 7).
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Metilprednizolon i njegovi derivati su sintetski glukokortikoidi srednje ja¢ine dejstva.
Koriste se uglavnom kao antiinflamatorni ili imunosupresivni agensi. Metilprednizolon je pet
puta snazniji u svojim antiinflamatornim efektima u odnosu na hidrokortizon (kortizol) i
poseduje minimalnu mineralokortikoidnu aktivnost (120).

Pokazali smo da nakon primene MP dolazi do znacajne redukcije TOPS, a efekat MP
moze biti direktan i dovodi do smanjenja OS, ili indirektan, tako sto modifikuje efekte ROS.

Kod pacijenata sa Grawes oftalmopatijom (GO) pokazana je znaCajna redukacija
sistemskog OS nakon primene KS (121,122), sto su dokazali i Obradovi¢ i saradnici kod
bolesnika sa multiplom sklerozom (123). Takode, prekomerna sinteza ROS aktivira NF-kB, a
patoloska aktivacija NF-kB doprinosi razvoju razli¢itih autoimunih i inflamatornih bolsti,
produkcijom IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a i drugih (84,85,124). Upravo transrepresijom, MP -
glukokortikoidni receptor (cGR) kompleks vezuje se i blokira promotorska mesta
proinflamatornih gena, promoviSe ekspresiju antiinflamatornih genskih proizvoda i inhibira
sintezu inflamatornih citokina, uglavnom blokiranjem NF-kB (55), ¢ime inhibira efekte ROS.

Jo§ 1981. godine, Levine je pokazao u kulturi humanih polimorfonukleara da visoke
doze MP inhibiraju produkciju Oz i H.02 (125). Kasnije su Marumo i saradnici pronasli da KS
smanjuju ROS u kulturi humanih glatkomiSiénih ¢elija zida aorte tako $to inhibiraju stimuluse
za sintezu O2". Inhibicija sinteze O, postiZze su smanjenjem aktivnost p22 phox, koji prenosi
elektron sa NADPH na kiseonik u sistemu NADPH oksidaze fagocita, koja je prva i jedana od
najznacajnijih reakcija u kojoj se zapocinje sinteza ROS (126).

Rezultati naseg istrazivanja ukazuju da nakon primene MP dolazi do znacajnog porasta
aktivnosti eritrocitne SOD i CAT. Gavan i saradnici su pokazali da topikalna primena KS kod
atopijskog dermatitisa povecava aktivnost SOD (127), dok su Pennings i saradnici utvrdili da
postoji porast aktivnosti eritrocitne CAT nakon primene KS kod bolesnika sa astmom (128).
Bednarek i saradnici su zaklju¢ili da primena MP u GO znacajno redukuje koncentraciju H202
za koji smo pokazi da je glavni ROS kod nasih bolesnika (122).

Kod bolesnika odmah nakon primene MP, zabelezen je znacajan pad CRP, fibrinogena
i D-dimera, kao i proBNP. Registrovan je i porast serumske koncentracije natrijuma, albumina
i broja trombocita. Sve ovo govori u prilog brzoj modulaciji imunskog odgovora nakon primene
MP sa znacajnom supresijom produkcije proinflamatornih citokina. Metilprednizolon smanjuje
sintezu ciklooksigenaze (COX)-2, koja proizvodi prostaglandine u ostecenom tkivu i pokrece
kaskadu inflamacije. Reverzijom kapilarne permeabilnosti, koja je jedan od glavnih
patofiziolo§kih mehanizama u razvoju KB i MIS-C, potiskivanjem migracije fibroblasta i
polimorfonukleara, kontrolom brzine sinteze proteina i stabilizacijom lizozoma na celijskom
nivou, MP takode moze kontrolisati ili zaustaviti inflamaciju (120).

Osim zanaajnog poboljSanja laboratorijskih markera, registrovano je 1 poboljSanje
klini¢kog stanja, kao i ehokardiografskih parametara nakon primene MP. Naime, registrovan je
Znacajan porast EF LK ve¢ tre¢eg dana hospitalizacije. Nasi rezultati su u skladu sa drugim
studijama (40,41,54,58,119). Tkivno-specifiéni odgovor na steroide je posledica prisustva
specificnih proteinskih regulatora koji kontroliSu interakciju izmedu kompleksa hormon-
receptor i odredenih elemenata odgovora DNK u svakom tkivu (121). Brzi oporakav fukcije
miokarda ogleda se u brzoj supresiji hemokina (CXCL-9 i CXCL-10), kao i poveéanju
aktivnosti enzima antioksidativne zastite i brzoj modulaciji OS. U grupi bolesnika sa MIS-C
koji su le€eni visokim dozama KS 1 IVIG dosli je do znacajnog smanjenja koncetracije TNF
(20).

Neuspeh lecenja zabelezen je kod 8,9% bolesnika, dok je taj procenat pre primene MP
bio znacajno veéi (41). Nacin primene MP i tezina klini¢ke slike nisu uticali na odgovor na
primenjenu terapiju. Pokazali smo da su devoj¢ice imale skoro 10 puta veéi rizik za neuspeh
le¢enja, kao i mladi pacijenti. Sugunan i saradici su pokazali da neinvazivna ili invazivna
potpora disanju, zahvaéenost Sest ili viSe organa, trombocitopenija i patoloski nalaz na
rentrgenografiji srca i pluca predstavljaju faktore rizika za neuspeh lecenja MP (129). U nasoj
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kohorti, nakon primene MP, kod ovih pacijenata sa TF doslo je do povec¢anja TOPS. Komatsu
i saradnici su pokazali da kod pacijenata sa hroni¢nom opstrktivnom boleséu pluca doslo do
normalizacije ROS nakon primene KS, kao i da kod onih koji su umrli doslo je do porast ROS
(130). Stoga TOPS, moze biti koristan biomarker prilikom procene odgovora na terapiju.

Nasi bolesnici kod kojih nije zabelezen povoljan odgovor na primenjenu terapiju imali
su snizenu aktivnost SOD i CAT i to— CAT < 117000 mmol H2O2/min/g Hb i SOD < 1800U/g
Hb. Katalaza je homotetramerni protein koji sadrzi hem koji se nalazi isklju¢ivo u peroksizomu
I katalizuje reakciju redukcije H>O2 u vodu i kiseonik. Prekomerna ekspresija CAT i SOD-1
pokazala je ateroprotektivni efekat sa smanjenjem sadrzaja F2-izoprostana u aorti miSeva.
Povecana aktivnost CAT pronadena je u penastim celijama dobijenim od aterosklerotskih
lezija u aorti kuni¢a. Enzim je posebno vazan kada postoji ograni¢en sadrzaj glutationa ili
smanjena aktivnost GSH-Px i igra znacajnu ulogu u razvoju tolerancije na oksidativni stres u
adaptivnom odgovoru ¢elija. Katalaza aktivno ucestvuje u adaptivnom odgovoru c¢elija na
oksidativni stres i moze biti indukovana pod oksidativnim faktorima, kao $to su oksidovani
lipoproteini niske gustine (oxLDL), u endotelnim ¢elijama (82).

U nasSoj grupi pacijenata, H>O> je bio dominantna ROS. Glutation peroksidaza i CAT
glavni enzimi antioksidativne zaStite koji redukciju toksi¢ni H202 u H20. Naime, kod naSih
bolesnika na prijemu nije registrovana povisena aktivnost GSH-Px niti GR, ¢ime nije bila
moguca redukacija H202, §to je rezultovalo insuficijencijom puferskih sistema i znacajnim OS.
Naime kako je aktivnost CAT bila snizena kod bolesnika kod kojih je registrovan neuspeh
leenja, moze se zakljuciti da je Fentonovom reakcijom H>O> u potpunosti prelazio u hidroksi-
radikal (OH-). To moze objasniti i porast TOPS nakon primenjene terapije.

Fentonova rekacija odvija se u prisutvu jona gvozda (Fe), u kojoj se manje toksican

Fe?*+H,0, ——— Fe¥*+ OH+ OH

vodonik peroksid hidroksiradikal Hidroksilni jon

Fe3*+H,0, ———— Fe**+ HOO + H*

vodonik peroksid hidroperoksil proton

Prema tome, ¢elije imaju visestruke mehanizmi za odrzavanje homeostaze gvozda kako
bi se sprecilo stvaranje toksicnog OH- (26).

Keski-Nisula i saradinici su pronasli da visoke doze MP kod dece pre formiranja Glenn-
ove anastomoze ne smanjuju koncentraciju 8-hidroksideoksiguanozina (8-OHdG) u plazmi koji
je specificni i stabilni marker o$tecenja DNK hidroksiradikalom (131).

Hidroksiradikal je najpotentniji ROS koji dovodi do:
e oStecenja DNK,
e peroksidacije lipida i
e inaktivacije proteina (26-28).
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Ostec¢enje DNK hidroksiradikalom nastaje kao posledica oksidacije nukelozidnih baza,
¢iji je glavni produkt 8-OhdG. Ovo je posebno opasana DNK lezija, koja je odgovorna za
mutagenezu. Takode moze izazvati gubitak epigenetske informacije, verovatno zbog oste¢enja
u aktivaciji metilacije CpG ostrva u promotorima gena (27). Kako 8-oksoguanin moze biti
pogres$no uparen sa adeninom, moze do¢i do transverzionih mutacija, $to dovodi do prekida
dvolan¢ane DNK nakon replikacije (132). Povisene vrednosti 8-OhdG nadene su kod bolesnika
sa sréanom slabo$¢u (82).

Lipidna peroksidacija dovodi do ostecenja celijske membrane i lipoproteina, posebno
polinezasi¢enih masnih kiselina, glikoproteina, fosfolipida, holesterola, lipooksigenaze,
cikoloksigenaze i citohroma P450. Sam proces lipidne peroksidacije ima tri koraka: inicijaciju,
propagaciju i terminaciju. Jednom kada je lipidna peroksidacija inicira, propagirate se niz
lan¢anih reakcija i dovesce do proizvodnje terminacionih proizvoda. Glavni primarni proizvodi
peroksidacije lipida su lipidni hidroperoksidi (LOOH). Medu mnogim aldehidima koji se mogu
formirati kao sekundarni proizvodi tokom peroksidacije lipida najbolje prouceni su:
malondialdehid (MDA), propanal, heksanal i 4-hidroksinonenal (4-HNE). MDA ima najveci
imaju znacéajno visu koncentraciju MDA u plazmi, kao i da postoji zna¢ajna korelacija izmedu
nivoa MDA i trajanje sr¢ane insuficijencije (81).

Proteini kada su izlozeni ROS ne dobijaju adekvatnu stereostrukturu usled oksidacije
aminokiselina cisteina i metionina, kao i karbonilacije peptidne potke, sto dovodi do promena
u molekularnim interakcijama koje se normalno deSavaju unutar peptida (Shema 8) (131).
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Shema 8. Shematski prikaz oste¢enja DNK, proteina i lipida pod dejstvom hidroksiradikala.
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Primena inotropne terapije bila je neophodna 24% bolesnika, a prema podacima iz literature
¢ak i kod 83% slucajeva (39,45,133). Pacijenti kod kojih su primenjivani vazoaktivni lekovi
bili su stariji, imali su vi$e vrednosti CRP, a nizu aktivnost SOD, $to se objasnjava intezivnijom
hiperinflamacijom kod ovih bolesnika. Najc¢esce je primenjivan dopamin sa/bez dobutamina.
Norepinefrin (7%), a potom dopamin (5%), dobutamin (4%) i epinefrin (3%) su najcesce
propisivani prema podacima iz sistemskog pregleda, a sporadi¢no su kori$¢eni milrinon,
vazopresin i fenilefrin (11). U studiji Abrams i saradnika koja je obuhvatila 4470 bolesnika,
primenu vazoaktivnih/inotropnih lekova zahtevalo je 37,8% pacijentala, Naj¢e$¢e primenjivan
lek bio je epinefrin (66,1%), potom norepinefrin (35,5%), milrinon (27,2%) i dopamin (11,3%)
(134). Takode je i u studiji Grimaud i saradnika, epinefrin bio najéesce upotrebljavan (60%),
potom milrinon (50%), dobutamin (30%) i norepinefrin (20%) (110). Upotreba
medikamentozne inotropne potpore bila je znacajno ¢e$¢a u grupi pacijenata starosti od 12 do
15 godina (135). Inicijalno, na pocetku pandemije ce$¢e smo primenjivali kombinaciju
dopamina i milrinona (44), ali kako milrinon ima osim pozitivnog inotropnog i luzitropnog
efekta, znaCajan vazoditatorni efekat i dovodi do hipotenzije (135), zamenili smo ga
dobutaminom. U studiji Riollano-Cruz M i sradnika noradrenalin je koris¢en kod 7/8 bolesnika,
koji su zahtevali inotropnu potporu, dopamin 4/7, a dobutamin kod 2/7 bolesnika (118).

U grupi nasih bolesnika nije koris¢ena ECMO, a samo jedan bolesnik je zahtevao
primenu MV. U studiji Daviesa i saradnika koja je obuhvatila 78 bolesnika koji su bili
hospitalizovani u ICU, ECMO je primenjivan kod 4%, a mehanicka ventilacija kod 46%
pacijenata (39). U studija koja je obuhvatila samo bolesnike se KV manifestacijama, 28%
bolesnika je zahtevalo primenu ECMO, a 32/35 MV (91). Abrams i saradici su pronasli da je
ECMO korisc¢en kod 1,5%, najces$ée u grupi pacijenata uzrasta od 16 do 20 godina, dijaliza kod
0,9%, a MV u 9,4%, naj¢esce u uzrasnoj grupi od 16 do 20 godina (134). U meta-analizi Radia
i saradnika, koja je obuhvatila 783 bolesnika, mehanicka ventilacija bila je potrebna kod 18%
bolesnika, ali je najéesci razlog za sprovodenje MV bila disfukcija KV sistema. Respiratorna
disfunkcija zabelezena je kod 9,6% bolesnika, primenu oksigenoterapije putem nazalnih kanila
sa visokim protokom zahtevalo je 3%, a 11% neinvazivnu ventilaciju, dok je ECMO zahtevalo
4% bolesnika (6). Prema podacima Kavurta i sardanika, kod 30% pacijenata radena je
plazmafereza (96).

Aktivnost oba enzima antioksidativne zastite, SOD i CAT, bila je sniZzena na prijemu, u
akutnoj fazi bolesti, pre terapije MP. Smanjenje hiperinflamacije u nasoj studiji bilo je praceno
obnavljanjem aktivnosti SOD i CAT, neposredno nakon primenjene terapije, Sto se odrzavalo i
tokom perioda pracenja od 4 do 6 meseci.

Takde, tokom perioda pracenja, pokazali smo da se relativna koncentracija T limfocita
povecala, dok se relativna koncentracija B limfocita smanjila. Rajamanickam A i saradici su
zakljucili da je 6-9 meseci nakon akutne faze MIS-C dolazi do smanjenja broj naivnih, nezrelih
i atipicnih memorijskih B limfocita, kao i subpopulacija naivnih CD4+ i CD8+ limfocita i
terminalnih efektorskin T limfocita. Nasuprot tome, koncentracija klasi¢nih memorijskih,
aktiviranih memorijskih i plazma ¢elija, kao i subpopulacije CD4+ i CD8+ T ¢elija kao §to su
centralne memorijske, efektorske memorijske, tranzitorne memorijske i maticne celije su
porasle u poredenju sa onim vrednostima koje su izmerene pre primene imunomodulatorne
terapije (21). Osim toga u periodu pracenja kod nasih bolesnika sa KV manifestacijama tokom
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akutne faze doslo je do porasta koncetracije NK celija. NK ¢elije su prvobitno Klasifikovane
kao urodeni citotoksi¢ni efektorski limfociti zbog njihovi aktivacionih i inhibitornih receptora
sa jedne strane, kao i nemoguénosti stvranje memorijskih ¢elija sa druge strane. Imaju
sposobnost da moduliraju imunski sistem daleko iznad ¢elija urodenog imuniteta, ali su i dalje
prva linija odbrana od mnogih intracelularnih patogena (93). Osim direktnog ubijanja ciljnih
¢elija oslobadanjem citotoksi¢nih granula koje sadrze perforin i granzim, NK celije sekretuju
IFN-y, TNF, faktor stimulacije kolonije granulocita-makrofaga (GM-CSF) i panel razli¢itih
imunoregulatornih citokina (IL-5, IL-10, IL-13) i hemokina (CCL-3, CCL-4, CCL-5, CXCL),
pomoc¢u kojih deluju kao imunomodulatori (93,135,136). Kod pacijenata sa koronarnom
boleséu, 12-mesecno pracenje pokazalo je da je odrzavanje niske koncetracije NK celija u
korelaciji sa umerenom inflamacijom miokarda. Nasuprot tome, pacijenti koji su obnovili
cirkulisu¢e NK ¢elije imali su blag ili potpuno odsutan inflamatorni proces (136). Mehanizam
razvoja deficita NK celija u koronarnoj bolesti jo§ uvek nije razjaSnjen (135). Postoji
pretpostavka, koja je dokazana u ex vivo studijama da prekomerna aktivacija NK ¢elija dovodi
do njihove apoptoze i smanjenja njihove koncentracije (136).

Kod nasih bolesnika nisu registrovana rezidualna miokardna disfunkcija, kao ni
aneurizme i dilatacije CA, a svi bolesnici imali su uredan ehokardiografski nalaz, §to je u skladu
sa mnogim studijama (32,91,137,138). Upravo, odsustvo sekvela, potvrduje da se u MIS-C ne
radi o inflamaciji miokarda 1 nekrozi kardiomiocita, ve¢ samo o tranzitornom poremecaju
njihove funkcije (41). Arterijska hipertenzija je registrovana kod nasa dva bolesnika, dok je kod
jednog zabeleZeno tranzitorno produzenje QTc intervala. Zuccotti i saradici su pokazali da
nakon 6 meseci pracenja insulinska rezistencija zaostala 21,2% pacijenata, sindrom netireoidne
bolesti kod 12,1% dece (patoloski nivo FT3 i TSH), dispnea kod 21%, kod su
neuropsihijatrijske sekvele bile videne kod 57,6% bolesnika (137). Pronsali su da pacijenti sa
najtezom klini¢kom slikom imaju manju ucestalost 6-meseénih komplikacija (137).

Prema podacima iz literature, ektazije koronarnih arterija su uglavnom posledica
vazodilatacije usled generalizovane hiperinflamacije, te se njihov dijametar uglavnom
normalizuje posle 30 dana. Pacijenti sa dzinovskim koronarnim aneurizmama su sporadi¢no
opisivani u literaturi, ali su spontane regresije aneurizmi opisivane i kod ovih bolesnika nakon
6 meseci od akutne bolesti (139,140).

U studiji Chakraborty i saradnika koja je obuhvatila 80 pacijenata, pokazano je da je
veé na prvoj kontroli nakon hospitalizacije doslo do normalizacije BNP kod svih pacijenata,
dok se poviSena vrednost troponina odrzavala samo kod jednog. Produzen PR interval se
odrzavao kod 5% pacijenata nakon 6 meseci, a nakon godinu dana kod 2,5% bolesnika. Ni
jedan bolesnik nije imao znakove sistolne disfunkcije tokom perioda pracenja koja je
procenjivana ehokardiografski, a dijastolna disfunkcija se odrzavala kod 13,8% bolesnika
nakon 6 nedelja od akutne faze bolesti, dok je samo jedan bolesnik imao dijastolnu disfunkciju
nakon godinu dana pracenja. SniZzena ejekciona frakcija LK na pregledu nuklearnom
magnetnom rezonancijom srca registrovana je kod 3 bolesnika, dok je kod 16,7 % bolesnika
registrovan late gadolinium enhancement, koji govori u prilog fibroze miokarda i oziljnih
promena. Abnormalnosti koronarnih arterija na prvom ambulatornom pregledu registrovane su
kod jednog pacijenta sa dzinovskom aneurizmom koja je perzistirala ¢ak i nakon godinu dana
pracenja (112).

Subklinicko ostecenje miokarda u obliku dijastolne disfunkcije i abnormalnog speckled
tracking, ili patoloskog strain je rasprostranjenija, ali je i komplikovano za odredivanje i
pracenje zbog nedostatka jedinstvenih standardnih merenja kod dece. Capone i sradici opisuju
odrzavanje dijastolne disfunkcije - merene konvencionalnim Doplerovim indeksima, kod 11%
pacijenata 2 nedelje nakon otpusta i 4% Sest meseci nakon otpusta (141).
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6.ZAKLJUCCI



Terapija MP dovela je do promptnog povecanja aktivnosti enzima antioksidativne
zaStite, posebno SOD i CAT.

Upotreba MP dovodi do brze modulacije TOPS-a, §to je u korelaciji sa poboljsanjem
klinickog stanja i smanjenjem koncentracije pozitivnih reaktanata (CRP, fibrinogen)
akutne faze i povecanjem negativnih reaktanata (albumina) akutne faze.

Nasi rezultati su pokazali da ¢elije humoralnog imuniteta igraju znacajnu ulogu u
patogenezi MIS-C, dok pacijenti sa niskom koncentracijom NK c¢elija razvijaju
disfunkciju miokarda.

U akutnoj fazi, ROS su poviSeni, a dominantan ROS je vodonik peroksid, dok je kod
pacijenata sa neuspehom terapije zbog nize aktivnosti CAT, zna¢ajnu ulogu imao i
hidroksiradikal.

Pacijenti sa intezivnijom inflamacijom imali su ve¢i TOPS i proBNP, a nizu
koncetraciju natrijuma i albumina.

Bolesnici sa disfunkcijom miokarda imali su vise vrednosti CRP i TOPS. Teska
klini¢ka slika i potreba za prijem u ICU ¢esce su se javljali kod starijih bolesnika, koji
su imali znacajno vise vrednosti CRP, proBNP i cTnl, a nize koncentracije serumskog
natrijuma i albumina.

Neuspeh terapije zabelezen je ¢esc¢e kod devojéica i mladih pacijenata. Pacijenti sa
neuspehom lecenja imali su snizenu aktivnost CAT, dok je primena MP dovela do
izrazenih reakcija oksidacije. Ovo implicira da niska aktivnost CAT moZe biti
kontraindikacija za upotrebu monoterapije MP, ve¢ da kod tih pacijenata treba
razmotriti primenu jo§ nekog imunomodulatornog leka.

Primena MP kao monoterapije uspesna je i u spre¢avanju razvoja sekvela MIS-C, jer
nakon perioda pracenja registrovana je potpuna normalizacija imunofenotipa
limfocita periferne krvi, odrzavanje homeostaze ROS i enzima antioksidativne zastite,
kao i potpuno uredan ehokardiografski nalaz kod svih bolesnika.
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Spisak skraéenica

SARS-CoV-2 — severe acute respiratory syndrome — coronavirus - 2
COVID-19 — coronavirus disease - 19
MIS-C — multisystem inflammatory syndrome in children
KV — kardiovaskularne

OS — oksidativni stres

Oz - superoksid anjon

H>0> — vodoonik peroksid

OH- - hidroksiradikal

SOD - superoksid dizmutaza

CAT - katalaza

GSH-Px — glutation peroksidaza

GR — glutation reduktaza

ORP — oksidaciono-redukcioni potencijal
TOPS — totalni oksidativni status plazme
ROS — reaktivne kiseoni¢ne vrste

ACE?2 - angiotenzin konvertujuci enzim 2
IL — interleukin

TNF — tumor necrosis factor

INF — interferon

KS — kortikosteroid

MP — metilprednizolon

IVMP — intravenski puls metilprenizolona
KB — Kawasakijeva bolest
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12.07.2023. godine. Mentori doktorske disertacije su prof. dr Milica Bajceti¢, Medicinski
Fakultet Univerziteta u Beogradu i prof. dr Vladislav Vukomanovi¢, Medicinski Fakultet
Univerziteta u Beogradu.

Dr Stasa Krasi¢ je autor i koautor u 23 rada na SCI listi, sa kumulativnim IF 53,706 (H
indeks 6), koji su citirani vise od 100 puta. Prezentovala je brojne radove na domacim i
inotranim skupovima, koji su bili zapazeni i nagradivani na: Globalnoj konferenciji studenata
2017. godine, skupu Mladih istrazivaca Evrope u Portu 2018. godine, petaestogodi$njoj
koferenciji ESC radne grupe za bolesti perikarda i miokarda 2018. godine i sestom kongresu
preventivne pedijatrije Srbije i prvoj regionalnoj konferenciji preventivne pedijatrije
jugoistocne Evrope u Beogradu.

Sekretar je Internacionalnog udruzenja za preventivnu pedijatriju jugoistocne Evrope od
2021. godine i organizator je tri kongresa udruzenja koju su akreditovani kao medunarodni
kongresi. Takode, bila je ¢lan organizacionog odbora 55. i 53. poslediplomskom tecaju
»Aktuelni problemi u pedijatriji 2023” 1 Sestog kongresa preventivne pedijatrije Srbije 1 prve
regionalne konferencije preventivne pedijatrije jugoisto¢ne Evrope.
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