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ISPITIVANJE POVEZANOSTI POKAZATELJA OKSIDATIVNOG STRESA SA
PROMENAMA NA MULTIDETEKTORSKOJ KOMPJUTERIZOV ANOJ
TOMOGRAFIJI TORAKSA KOD PACIJENATA SA COVID-19 PNEUMONIJOM

SAZETAK

Uvod: Zbog udruZenosti citokinske oluje sa olujom slobodnih radikala, moZze se
pretpostaviti da u akutnom toku bolesti kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom,
pokazatelji oksidativnog stresa mogu korelirati sa markerima inflamacije i biohemijskim
markerima oStecenja pojedinih organa, kao i sa promenama na multidetektorskoj
kompjuterizovanoj tomografiji (MDCT) toraksa.

Materijal i metode: U ovu prospektivnu studiju je bilo uklju¢eno 58 pacijenata sa COVID-
19 pneumonijom, lecenih u periodu jul-oktobar 2020. godine, koji su praceni u tri
vremenske tacke: na dan prijema, 7. i 14. dana od prijema. U plazmi pacijenata su
odredeni sadrzaj malondialdehida (MDA), uznapredovalih produkata oksidacije
proteina(AOPP), kao i pokazatelja oksidativnog ostecenja DNK molekula (8-OHdG),
odgovaraju¢im metodama. Podaci o markerima inflamacije i markerima oStecenja organa
su dobijeni iz rutinske laboratorijske prakse. Radioloska evaluacija pacijenata izvrsena je
MDCT-om torkasa uz odredivanje CT skora.

Rezultati: Uocene su znacajne promene u dinamici kretanja vrednosti svih ispitivanih
parametara inflamacije, biohemijskih markera oste¢enja organa i inflamatornih promena u
pluénom parenhimu, kao i njihova korelacija kroz tacke prac¢enja. Pokazatelji oksidativnog
ostecenja makromolekula su pokazali povezanost sa promenama na MDCT toraksa kod
ispitivanih pacijenata i time ukazali na razlike izmedu hospitalizovanih, u odnosu na
ambulantno lecene pacijente.

Zakljucci: Prac¢enje promena navedenih markera oksidativnog ostecenja proteina, lipida i
DNK kao i njihova korelacija sa laboratorijskim parametrima inflamacije, biohemijskim
markerima o$tecenja organa, kao i sa promenama na MDCT toraksa tokom vremena,
mogli bi da ukazu na predikciju ishoda COVID- 19 pneumonije.
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THE ASSOCIATION OF REDOX BIOMARKERS WITH CHEST MULTIDETECTOR
COMPUTED TOMOGRAPHY FINDINGS IN PATIENTS WITH COVID-19
PNEUMONIA

ABSTRACT

Background: Due to the association of a cytokine storm with a free radical storm, it might
be postulated that during the acute phase of COVID-19 pneumonia, the redox biomarkers
might correlate with inflammatory and multiorgan impairment biomakres, as well as
multidetector computed tomography (MDCT) findings.

Materials and Methods: This prospective study included 58 patients with COVID-19
pneumonia treated between July-October 2020. These patients were assessed on the day of
admission, on the 7th and 14t day after the admission. The content of malondialdehyde
(MDA), advanced oxidation products (AOPP), as well as the marker of DNA oxidative
damage (8-OHdG) were determined in the patients' plasma, by appropriate methods. In
addition, data inflammatory and multiorgan impairment biomakres were procured from
routine laboratory practice. Radiological evaluation of patients with COVID-19
pneumonia was performed using chest MDCT, along with the CT severity score
determination.

Results: Significant changes were observed in the dynamics of all assessed inflammatory,
multiorgan impairment biomakres and inflammatory changes in the lung parenchyma, as
well as their correlation throughout the seven-day intervals. Redox biomarkers were
asssociated with MDCT changes in patients with COVID-19 pneumonia and thus
indicated the differences between hospitalized and outpatients.

Conclusions: Changes in the redox biomarekers indicating the oxidative damage of
proteins, lipids and DNA and their correlation with inflamatory, multiorgan impairment
biomarkers and CT pulmonary patterns during the course of acute phase of COVID-19
might predict the outcome for patients with COVID-19 pneumonia.

Keywords: COVID-19, oxidative stress, Chest CT, MDA, AOPP, 8-OHdG
Scientific Field: Medicine

Scientific Discipline: Tumor biology and oxidative diseases
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Uvod

1 UVOD

1.1  Epidemiologija Coronaviridae infekcije

Koronavirusi (Coronaviridae) predstavljaju raznoliku grupu virusa i cesti su
izazivaci bolesti kod ljudi i Zivotinja, kod kojih mogu izazvati u Sirokom spektru od blagih
do tezih oblika bolesti. Vremenom su se izdvojila dva veoma kontagiozna virusa porekla
zoonoza, Koronavirus teSkog akutnog respiratornog sindroma (engl. severe acute respiratory
syndrome coronavirus, SARS-CoV) i Koronavirus bliskoisto¢nog respiratornog sindroma
(engl. Middle East respiratory syndrome, MERS-CoV) koji su izazivali teSke, cesto i fatalne
infekcije respiratornih puteva, ¢ime su postali ozbiljan problem u pogledu javnog zdravlja
(2). U decembru 2019. godine primecen je znacajan porast slu¢ajeva pneumonije u gradu
Vuhan u provinciji Hubei u Kini (3). U tom trenutku uzrok bolesti je bio nejasan, virus koji
je detektovan razlikovao se od virusa koji su do tada bili poznati u stru¢noj literaturi. Ovaj
novoizolovani virus prvobitno je nazvan 2019-nCOV, a sada je uveliko poznat kao
Koronavirus teskog akutnog respiratornog sindroma 2 (engl. severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2, SARS-CoV 2). COVID -19 (Coronavirus disease 2019), bolest izazvana
navedenim virusom, je ubrzo nakon toga, samo dva meseca kasnije, u martu 2020. godine
proglasena epidemijom od strane Svetske zdravstvene organizacije (engl. World Health
Organisation, WHO) (4).

Prema dosadasnjim podacima zaklju¢no sa 11. januarom 2023. godine registrovano
je 669.827.498 obolelih od COVID-19 i 6.718.653 smrtnih slucajeva (Slika 1.)(5).

U Republici Srbiji je prvi slucaj COVID-19 registrovan 6. marta 2020. godine, a do 11.
januara 2023. godine je registrovano ukupno 2.456.293 obolelih, od kojih 17.577 sa fatalnim
ishodom (6).
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Slika 1. Grafi¢ki prikaz broja slucajeva obolelih od COVID-19 u svetu; Prilagodeno po
www.worldometers.info, sa dozvolom izdavaca (4)
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1.2 Karakteristike SARS-CoV-2 virusa

Koronavirusi pripadaju porodici Coronaviridae, koju ¢ine virusi koji poseduju
jednolanéanu RNK. Sam naziv potice od njihovog specificnog izgleda kada se posmatraju
pod mikroskopom, gde se uocava protruzija proteina u obliku Siljaka koji podsecaju na
krunu (7,8). Novi koronavirus, SARS-Cov-2, sedmi je ¢lan porodice koronavirusa. Ovi
virusi sadrze najveci genom od svih do sada poznatih RNK virusa i on je veli¢ine oko 27-
32 kb (9). Koronavirus sadrZi Cetiri glavne vrste strukturnih proteina, pomenute $iljke koje
¢ini S-protein, proteine membrane-M (engl.membrane), omotaca-E (engl. envelope) i
nukleokapsida-N (engl. nucleocapside), koji se nalazi unutar viriona udruzen sa RNK
molekulom (Slika 2.) (10). Protein S je jedan od najbolje proucenih proteina koronavirusa
jer sadrzi receptor vezujuéi domen (engl. receptor binding domain, RBD) odgovoran za
interakciju sa receptorskim proteinima domacina, a takode sadrzi epitope koji prepoznaju
T i B ¢elije, koje zatim indukuju stvaranje neutraliucih antitela (11).

M, membranski protein
S protein

N

N, nukleokapsid

RNK molekul

E, protein omotaca

Slika 2. Strukturni prikaz SARS-CoV-2 virusa; Pripremljeno u www.biorender.com
1.3  Sojevi SARS-CoV-2 virusa

SARS-CoV-2 virus, kao i svi virusi, neprestano mutira, stvarajuéi na taj nac¢in nove
sojeve od kojih odredeni mogu biti veoma kontagiozni i samim tim predstavljati nove
pretnje po javno zdravlje. Virus koji se primarno pojavio, odnosno soj virusa pre razvoja
mutacija, sada je poznat kao soj “divljeg tipa” (engl. wild type) (12). Prvobitno su sve
varijante ovog virusa zvani¢no dobile nau¢ne oznake, ali su se u 8iroj javnosti i putem
medija 8irili nazivi koji se lako pamte. Stoga je WHO u maju 2021. godine preimenovala
prvobitne stru¢ne nazive koriste¢i obeleZja grckog alfabeta (alfa, beta, gama). Formalne
naucne oznake ostaju i dalje u upotrebi za virusologe, epidemiologe, kao i nauc¢nike koji se
bave izu¢avanjem ovog virusa (12,13). Sojeve virusa koji mogu predstavljati opasnost po
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javno zdravlje, WHO je oznacila kao zabrinjavajuce varijante (engl. variants of concern,
VOC). Trenutno se u ovoj grupi nalazi soj omicron (B.1.1.529), koji se u vecini zemalja
sveta pojavio u novebru 2021. godine (14,15). Pre navedenog soja u ovoj grupi se nalazio
soj alfa (B.1.1.7 - pojavio se u Velikoj Britaniji u septembru 2020. godine), beta (B1.351 -
pojavio se u Africi u maju 2020. godine), gama (P.1 - pojavio se u Brazilu u novembru
2020. godine) i delta (B.1.617.2 - pojavio se u Indiji u oktobru 2020. godine) (Slika 3.) (15-
17).
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Slika 3. Sojevi SARS-CoV-2 virusa, lokacija i vreme njihovog javljanja; Pripremljeno u
www.biorender.com, prilagodeno po https:/ /bpsbioscience.com/sars-cov-2-variants

14  Putevi transmisije SARS-CoV-2

Do prenosenja SARS-CoV-2 moze do¢i direktnim ili indirektnim kontaktom sa
zarazenim osobama, preko njihovih izlu¢evina kao $to su saliva, sekret iz gornjih ili donjih
disajnih puteva, koji se 8iri kada inficirana osoba kaslje, kija ili razgovara. Kada su u
pitanju respiratorne kapljice vece od 5-10 pm, to se smatra kapljicnim putem prenosenja, a
ako su respiratorne kapljice manje od 5 pm, to se odnosi na prenoSenje putem aerosola.
Dodirivanje povrsina ili predmeta kontaminiranih virusom, a nakon toga dodirivanje
usta, nosa ili oc¢iju, takode moZe predstavljati put Sirenja infekcije (Slika 4.) (18). Iako su
glavni izvor infekcije pacijenti sa simptomima, klju¢nu ulogu u procesu prenosa mogu
imati i asimptomatski pacijenti (19). Novi koronavirus je detektovan u fecesu zarazenih
pacijenata, Sto ukazuje da virus moze postojati i replicirati se u digestivnom traktu. Ovim
je pokazana mogucnost feko-oralne transmisije, pri ¢emu nije potvrdeno da konzumiranje

3



Uvod

hrane koja je kontaminirana virusima moZze da dovede do infekcije (20). Studije ukazuju
da je potvrden vertikalni put transmisije sa majke na dete, ali da je stopa javljanja ovog
puta prenosa niska. Postoje podaci koji ukazuju da je teZina COVID-19 infekcije kod majke
direktno proporcionalna sa stepenom transmisije na dete (21,22).
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Slika 4. Putevi transmisije SARS-CoV-2 virusa; Prilagodeno po Harrison i saradnici (23), sa
dozvolom izdavaca

1.5  Patogeneza COVID-19

Glavni receptor za SARS-CoV-2, koji se nalazi na membrani ciljnih éelija domacina
je angiotenzin konvertujuci enzim 2 (engl. angiotensin 2 converting enzyme, ACE2), za koji se
virus vezuje preko svog RBD uz pomo¢ enzima iz grupe proteaza (24,25). Kada virus
dospe u bronhiole i alveolarni prostor pojedinca, glavne mete mu postaju celije
bronhijalnog epitela i pneumociti tip-2. Ne treba zaboraviti da se ACE2 nalazi i u mnogim
drugim dcelijama ukljucujuci enterocite, celije proksimalnih tubula bubrega, endotelne
¢elije arterija i vena kao i druge celije. Vezivanje SARS-CoV-2 za endotelne celije moze
dovesti do sistemskog vaskulitisa, diseminovane intravaskularne koagulopatije i
tromboembolije, dok vezivanje za epitelne celije moZze dovesti do pojacane sekrecije i
dijareje (Slika 5.) (24,26).
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Slika 5. Distribucija receptora za ACE2 i komplikacije infekcije SARS-CoV-2 virusom,
Pripremljeno u www.biorender.com

Virus otpocinje proces replikacije nakon s$to ude u celije domacina, a pre nego sto
ga mehanizmi imunog sistema prepoznaju i sprece u tome (Slika 6.). Oslobadanje velikog
broja viriona dovodi do infekcije susednih ciljnih ¢elija, kao i viremije, $to rezultuje
sistemskom infekcijom zbog prethodno pomenute rasprostranjenosti ACE2 (24,25).
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Slika 6. Vezivanje virusa SARS-CoV-2 za receptor i njegov ulazak u ¢eliju; Pripremljeno u
www.biorender.com
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1.6 Inkubacioni period COVID-19 infekcije

Procenjeni srednji period inkubacije COVID-19 infekcije je oko 4,6 dana, pri ¢emu
se pojava bolesti u 95% slucajeva javlja u periodu od 10 dana od kontakta (27,28). Do
hospitalizacije u proseku dolazi u intervalu od drugog do osmog dana od pojave
simptoma. Srednje vreme od pojave simptoma do potrebe za invazivhom mehani¢kom
ventilacijom je oko 11 dana (29,30).

1.7  Dijagnoza COVID-19 infekcije

Kod pacijenata kod kojih se postavi sumnja na postojanje SARS-CoV-2 infekcije,
dijagnoza se postavlja na osnovu klini¢ke slike, mikrobioloske i seroloske dijagnostike,
laboratorijskih analiza i radioloske dijagnostike (Slika 7.). Od znacaja su i epidemioloski
podaci o moguéim kontaktima sa osobama koje su obolele od SARS-CoV-2 infekcije.

Dijagnoza
SARS-CoV-2

Klinicka slika y Laboratorljske analize Radioloska
dijagnostika

Mikrobiolo$ka i seroloska
dijagnostika

Slika 7. Nacini utvrdivanja postojanja SARS -CoV-2 infekcije u humanoj populacji;
Pripremljeno u www.biorender.com, prilagodeno po da Silva i sar (31), sa dozvolom
izdavaca

1.7.1 Klinicka slika COVID-19 infekcije

Simptomi COVID-19 infekcije su nespecifi¢ni, pa klini¢ka prezentacija bolesti moze
da varira od asimptomatske do teske upale pluca i fatalnog ishoda. Glavne klinicke
manifestacije su poviSena telesna temperatura, kasalj, kratak dah, umor, glavobolja, bolovi

.....
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kongestija, curenje iz nosa, bolovi u grlu, gubitak ¢ula mirisa i ukusa. Kod nekih
pacijenata su registrovani simptomi oboljenja digestivnog trakta kao Sto su mucnina,
povracanje, bolovi u trbuhu, prolivaste stolice. Kod pacijenata sa hipoksijom opisivana je
pojava konfuznog stanja (Slika 8.)(32-34).

2, SARS-CoV-2
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Slika 8. Klinicke manifestacije osoba obolelih od COVID-19; Pripremljeno u
www.biorender.com, prilagodeno po Harrison i saradnici (23), sa dozvolom izdavaca

1.7.1.1 Oblici bolesti COVID-19

Kod pacijenata sa COVID-19 infekcijom mogu¢ je spektar scenarija klini¢kih
manifestacija od blage, umerene do teSke i veoma progresivne forme bolesti koja
kulminira fatalnim ishodom (Slika 9.).

Prema Nacionalnom protokolu Republike Srbije za le¢enje COVID-19, klinicki
oblici ove bolesti mogu biti u vidu asimptomatskog oblika, blage klinicke slike, umereno
teske i veoma teSke klinicke slike. Blaga klini¢ka slika obuhvata bolesnike sa blagim
klinickim simptomima, bez potrebe za kiseoni¢cnom potporom, bez komorbiditeta i bez
radiografski verifikovane pneumonije. Umereno tesku klini¢ku sliku karakterise hipoksija
sa potrebom za oksigenom terapijom, febrilnost, promene na radiografiji pluca ili
specifi‘ne promene u pluénom parenhimu videne na kompjuterizovanoj tomografiji
grudnog koSa uz pogorSanje opsteg stanja kao i porast laboratorisjkih parametara
inflamacije. Veoma teska klinicka slika se odnosi na citokinsku oluju uz pocetak ili razvoj
akutnog respiratornog distres sindroma (engl. acute respiratory distress syndrome,
ARDS)(35).
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Slika 9. Klinic¢ki oblici bolesti pacijenta sa COVID-19; ARDS - acute respiratory distress
syndrome. Pripremljeno u www.biorender.com, prilagodeno po Garcia (36), sa dozvolom
izdavaca

1.7.1.2 Komplikacije bolesti COVID-19

Komplikacije COVID-19 infekcije se prema dosadas$njim studijama javljaju sa
razli¢itom ucestalosc¢u i ¢esce se javljaju kod pacijenata sa komorbiditetima i kod onih koji
su leceni u jedinicama intenzivne nege (37). Komplikacije koje se najcesce javljaju su sepsa,
respiratorna insuficijencija, sréana insuficijencija i akutna bubrezna insuficijencija. Ostale
komplikacije koje se mogu javiti su koagulopatije, uglavnom u vidu hiperkoagulabilnosti,
akutne venske tromboembolije i pluéne embolije, ali i sr¢ani dogadaji poput razvoja
akutnog koronarnog sindroma ili pogorsanja postojece kongestivne sréane insuficijencije,
aritmija i sr¢anog zastoja (30,38-41).

1.7.2 Molekularna laboratorijska dijagnostika SARS-CoV-2 infekcije

Tok COVID-19 bolesti se sastoji od akutne faze bolesti koja moze da sledi
asimptomatski scenario ili da varira do teskih oblika bolesti, nakog c¢ega sledi period
oporavka koji moZe trajati od nekoliko nedelja do nekoliko meseci. Tokom ovih faza
bolesti, u razli¢itim vremenskim tackama, mogu se koristiti specifi¢ni biomarkeri u cilju
postavljanja dijagnoze (Slika 10.) (42). Prvi od njih predstavlja virusni marker, SARS-CoV-
2 RNK koji se moze identifikovati kod osoba sa infekcijom, neposredno pre i nakon pojave
simptoma. Maksimalne vrednosti koncentracije virusne RNK se uocavaju tokom prve
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nedelje od nastanka simptoma, a zatim opadaju tokom naredne dve do tri nedelje, mada
se detektabilne vrednosti mogu odrzavati i duze kod imunokompromitovanih osoba (43-
45). Sledec¢a meta u dijagnostickom postupku jeste SARS-CoV-2 virusni antigen, koji ima
dinamiku sli¢nu prethodno navedenom, sa tim da nivoi antigena brze opadaju i znacajno
se smanjuju ve¢ oko nedelju dana nakon pojave simptoma. Kod asimptomatskih
pacijenata ova dinamika je sli¢na, ali je vreme pada nivoa ovih markera znatno krace (31).
Nasuprot tome, SARS-CoV-2 imunoglobulini se mogu pouzdano detektovati dve ili vise

nedelja nakon pojave simptoma (46).
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Slika 10. Mogucnosti laboratorijske detekcije specificnih biomarkera u cilju postavljanja
dijagnoze COVID-19 u odnosu na tok bolesti; Pripremljeno u www.biorender.com

1.7.2.1 Dijagnostika metodom reakcije lancanog umnozavanja, RT-PCR

Metoda koja predstavlja zlatni standard u dijagnostici SARS-CoV-2 virusa je
metoda RT-PCR test (engl. reverse-transcriptase polymerase chain reaction) (47). Materijal koji
se analizira se uglavhom dobija iz nazofaringealnog brisa, a detektuju se specifi¢ne
sekvence virusnog genoma kao sto su E (gen za protein omotaca), N (gen za protein
nukleokaspida) i RARP (engl. RNA-dependent polymerase gene) (48). Pokazalo se da je ovaj
test visoko specifican, ali da njegova senzitivnost, prema velikim meta studijama, iznosi
89% (49). Stoga, lazno negativni nalazi predstavljaju veliki problem, pa je u nekim
slu¢ajevima potrebno ponoviti test i tek sa nekoliko negativnih nalaza sa vecom
sigurnosc¢u iskljuciti postojanje ove bolesti (50). Lazno negativni rezultati se mogu javiti
ukoliko se u analiziranom uzorku ne nalazi dovoljna koli¢ina virusa, kada se bris uzima
prerano ili prekasno u toku bolesti, kao i zbog tehnickih gresaka prilikom uzimanja brisa,
rukovanja ili tokom transporta materijala (51). Materijal za analizu ovom metodom se
moze dobiti iz pljuvacke, kao i bronhoalveolarnom lavazom donjih disajnih puteva (52).
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1.7.2.2 Dijagnostika metodom detekcije antigena

Testovi koji se upotrebljavaju za detekciju antigena su imunoloski testovi koji
koriste obeleZena antitela za otkrivanje specifi¢nih antigena SARS-CoV-2 virusa. Virusni
antigeni koji se najces¢e detektuju su N i S proteini, a materijal koji se analizira moZze se
dobiti iz pljuvacke, nazofaringealnog ili nazalnog brisa (52-54). Ovi testovi pokazuju
zadovoljavaju¢u senzitivnost (81%) i specifi¢cnost (99%) u poredenju sa molekularnim
metodama, a prednosti su ocigledne, kao Sto su brza izrada testa (15-30 minuta), manji
troskovi i laksi postupak koji ne zahteva visoko obuceno osoblje (55-57).

1.7.2.3 Dijagnostika metodom detekcije antitela

Dijagnostika metodom detekcije antitela, odnosno seroloska dijagnostika, ukazuje
na nedavnu ili proslu infekciju i ima ograniceni znacaj tokom akutne faze bolesti (46,58).
Pokazano je da testovi koji detektuju IgG ili ukupna antitela (IgM, IgA i IgG) imaju veéu
specifi¢nost (>99%) u poredenju sa metodama koje detektuju IgM / IgA ili kombinaciju
IgM iIgG (59). Iako neki testovi prikazuju numericki titar antitela, jos uvek nije definisana
jasna korelacija izmedu nivoa antitela koja se dobijaju seroloskim testovima i cirkuliSuc¢ih
neutraliSudih antitela, pa se smatra da ih ne treba rutinski proveravati (60-62).

1.7.3 Laboratorijske analize u COVID-19 bolesti
1.7.3.1 Laboratorijski parametri inflamacije

Brojne studije koje su do sada sprovedene, pokazale su da laboratorijska
prezentacija bolesti moZe biti raznolika. Kod veceg broja pacijenata dominantan nalaz
predstavlja limfopenija, dok neke studije prijavljuju povecan broj neutrofila. Ono sto se
najcesce srece kod pacijenata obolelih od ove bolesti je smanjen broj limfocita, pracen
blagom trombocitopenijom. Takode je pokazano da neki pacijenti imaju povecano
protrombinsko vreme (PT) kao i produZzeno aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme
(aPTT). Jedan od vaznih pokazatelja progresije bolesti jeste povecanje koncentracije D-
dimera. Ono $to ne predstavlja izuzetak u odnosu na druge infekcije jeste da se u akutnoj
fazi bolesti javljaju poviSeni parametri inflamacije, kao $to su brzina sedimentacije
eritrocita (SE), C-reaktivni protein (CRP) i prokalcitonin. Treba napomenuti da iako je
dijagnosticka vrednost koncentracije CRP superiornija u odnosu na koncentracije
prokalcitonina, odredivanje koncentracije prokalcitonina mozZe imati znacaj u predikciji
progresivne forme bolesti (Slika 11.) (22,32,33,37,63-70). Interesantna je c¢injenica da je
veliki broj pacijenata imao povisene vrednosti koncentracije feritina i da je nivo feritina
pratio trend koncentracije visokosenzitivnog C-reaktivnog proteina (hs-CRP)(71).

1.7.3.2 Biohemijski markeri ostecenja organa

Kod pacijenata sa COVID-19 infekcijom zabelezZene su promene u vrednostima
biohemijskih markera o$tecenja organa u vidu povecane aktivnosti enzima laktat
dehidrogenaze (LDH), enzima alanin aminotransferaze (ALT) i enzima aspartat
aminotransferaze (ALT), povecane koncentracije ukupnog bilirubina, dok je koncentracija
albumina bila smanjena. Takode je potrvrden porast akivnosti kreatin kinaze (CK) i
kreatinina (Cr). Progresija bolesti prema te$koj formi, narocito na terenu prethodnih
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komorbiditeta dovodi do znacajnih poremecaja u statusu biohemijskih markera oste¢enja
organa (32,33,37,63-65,67-69).
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Slika 11. Laboratorijske analize kod osoba obolelih od COVID-19, njihov dijagnosticki i
prognosticki znacaj; CRP - C reaktivni protein, SE - sedimentacija, LDH - laktat
dehidrogeneza, ALT - alanin aminotransferaza, AST - aspartat aminotransferaza, Alb -
albumin; Pripremljeno u www.biorender.com, prilagodeno po Pourbagheri-Sigaroodi i sar
(72), sa dozvolom izdavaca

1.7.4 Radioloska dijagnostika COVID-19 bolesti

COVID-19 je bolest koja se moze prezentovati od asimptomatske do multisitemske
forme, a organ koji je najées¢e zahvacen su pluca. Klinicke manifestacije kod ove forme
bolesti, kada su zahvacdena pluca, mogu varirati od blagih do veoma teskih i teskih,
rezultujuci otezanim disanjem i respiratornom insuficijencijom koja zahteva lecenje u
jedinicama intenzivne nege. Uzimajuc¢i ovo u obzir radioloska dijagnostika ima svoje
vazno mesto u jednoj mnogo vecoj slagalici, koja ima za cilj ozdravljenje i oporavak
obolelog. Uloga radiologkih metoda moZe biti videstruka. Sto se tice njihove uloge u
skriningu, rezultati brojnih multicentri¢énih studija su sumirani u preporukama
Flajsnerovog udruZenja (engl. The Fleischner Society) koja navode da radioloska
dijagnostika nije indikovana kod pacijenata kod kojih se sumnja na postojanje ove
infekcije sa blagim oblicima bolesti ili kod osoba kod kojih ne postoji rizik za progresiju
bolesti, dok je indikovana kod pacijenata kod kojih postoji rizik za progresiju bolesti ili
kod onih sa pogorSanjem respiratorne funkcije (73). Prema preporukama WHO,
radioloske procedure se mogu koristiti u dijagnostici COVID-19 infekciji kod
simptomatskih pacijenta ukoliko RT-PCR test nije dostupan ili u slu¢ajevima negativnog
RT-PCR testa, a kada postoji visoka klinicka sumnja na postojanje ove bolesti (74).
ImidZing takode ima ulogu u prognosti¢koj proceni pacijenta sa COVID-19 pneumonijom.
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Razvijeni su sistemi bodovanja koji znac¢ajno koreliraju sa potrebom za hospitalizacijom,
suplementacijom kiseonikom ili mehani¢kom ventilacijom, pa ¢ak i mortalitetom (75-77).
Vaznost radioloskih procedura je neupitna i u pracenju evolucije bolesti. Kod pacijenata
koji su hospitalizovani neophodna su serijska snimanja grudnog kosa koja omoguéavaju
pracenje stanja i pravovremenu detekciju komplikacija, naro¢ito kod pacijenta koji imaju
veoma tesku klini¢ku sliku (76,78-80).

1.7.4.1 Radiografija grudnog kosa

Radiografija grudnog kosa predstavlja brzu i jednostavnu dijagnosticku proceduru
koja je siroko dostupna. Upotreba portabilnog rendgen aparata je narocito znacajna u
jedinicama intenzivne nege kod pacijenata kod kojih nije moguce naciniti drugu vrstu
dijagnosticke pretrage. Pa ipak, uprkos ociglednim prednostima, radiografija grudnog
kosa ima i svoje ogranicenje kao Sto je niska senzitivnost (25%), sto je diskvalifikuje kao
skrining metodu (81). Nasuprot tome, preporuka je da se radiografija grudnog kosa koristi
za procenu progresije bolesti ili eventualni razvoj komplikacija kao $to su pneumotoraks,
pleuralni izliv ili komplikacije povezane sa mehanickom ventilacijom (73).

: : ‘
(A) Izrazena retikularna $ara sa zonama (B) Izrazena retikularna Sara sa zonama

smanjene transparencije plu¢nog smanjene transparencije pluénog
parenhima po tipu “mle¢nog stakla” parenhima po tipu “mle¢nog stakla” i
konsolidacije

Slika 12. Reprezentativni prikaz promena u pluénom parenhimu na radiografiji grudnog
kosa pacijenata sa COVID-19 pneumonijom (Slika A i Slika B); Izvor: Arhiva KBC “Dr
Dragisa Misovi¢ - Dedinje”, uz dozvolu ustanove

Kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, najces¢i radiografski nalazi su izraZena
retikularna Sara sa zonama smanjene transparencije plu¢nog parenhima po tipu “mle¢nog
stakla” (engl. ground glass opacification, GGO) i konsolidacije (engl. consolidation, CON) koje
su najc¢esée kruznog oblika, vremenom mogu konfluirati, sa nepravilnom, multifokalnom
distribucijom. Navedene promene se javljaju obostrano, u perifernim delovima,
dominanto zahvatajué¢i donja pluéna polja (Slika 12.) (82). Izmedu prve i trece nedelje od
pocetka simptoma moze se uociti progresija tipi¢nih radiografskih manifestacija u difuznu
formu bolesti koja zahvata veci deo plué¢nog parenhima. Ono $to je vazno napomenuti je
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da je senzitivnost radiografije u tumacenju promena u pluénom parenhimu znacajno
manja u odnosu na pregled kompjuterizovanom tomografijom (CT) (81-83).

1.7.4.2 Ultrazvuk pluéa

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da ultrazvuk pluéa moze biti znacajna
alternativna dijagnosticka metoda u evaluaciji COVID-19 bolesti. Ovaj dijagnosticki
postupak se moze izvesti brzo, u postelji pacijenta, ne zahteva primenu jonizujuceg
zracenja, moZze se ponavljati koliko god puta da je potrebno u cilju evaluacije progresije
bolesti kod pacijenata sa teSkom klini¢ckom slikom u jedinicama intenzivne nege (84). Kod
pacijenta sa COVID-19 pneumonijom na ultrazvuku pluca najcescée se srecu sledeci
obrasci: B-linije (engl. B-lines) koje predstavljaju zadebljanje inter- i/ili intralobularnih
septi, koje kada se grupiSu koreliraju sa obrascem tipa “mle¢nog stakla”, zatim
subpleuralna konsolidacija sa ili bez “vazdu$nog bronhograma” (engl. air bronchogram)
(Slika 13.). Nalazi koji se rede srec¢u su zadebljanja pleure, pleuralni izliv i pneumotoraks
(85-87). Prema navodima iz literature, uloga ultrazvuka pluca je da isklju¢i masivnu
zahvacenost pluénog parenhima, pri tome ima visoku senzitivnost (89,5%) i negativnu
prediktivnu vrednost (86,6%) (88). Uzimajuéi sve u obzir ova metoda ne predstavlja
zamenu za CT grudnog kosa i moZe se koristiti kod pacijenata u teSkom stanju kada je
njihov transport do skenera otezan ili nemoguc (85).

., i;_’

(A) Subpleuralna konsolidacija sa vertikalnim  (B) Konsolidacije; pluénog parenhima
linijjama koje predstavljaju artefakte

Slika 13. Reprezentativni prikaz promena u pluénom parenhimu na ultrazvuku pluca
pacijenata sa COVID-19 pneumonijom (Slika A i Slika B); Izvor: Arhiva KBC “Dr Dragisa
Misovi¢ - Dedinje”, uz dozvolu ustanove

1.7.4.3 Kompjuterizovana tomografija toraksa

Znacajnim  porastom broja obolelih od SARS-CoV-2 virusa, upotreba
kompijuterizovane tomografije se znacajno povecala, uprkos navedenim preporukama da
je treba koristiti kod simptomatskih i hospitalizovanih pacijenata sa pogorsanjem klini¢ke
slike i/ili kod pacijenata sa komorbiditetima za koje se zna da mogu doprineti progresiji
bolesti (73,89). Kod ovih pacijenata CT je indikovan uglavnom radi procene ekstenzivnosti
bolesti, otkrivanje komplikacija kao 3to su pluéna tromboembolija ili bakterijska
superinfekcija, kao i da bi se iskljucila druga etiologija navedenog stanja (90). U poredenju
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sa zlatnim standardom u dijagnostici COVID-19 bolesti, RT-PCR, CT ima visoku
senzitivnost (97 %), ali nisku specifi¢nost (25%) zbog cega ga ne moze zameniti (91).

Tipi¢ni obrasci koji se sre¢u kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na CT
grudnog kosa su opacifikacije po tipu “mle¢nog stakla”, konsolidacija i opacifikacije po
tipu poploc¢avanja (crazy paving pattern, CP). Distribucija ovih obrazaca je obostrana i
multifokalna, pri ¢emu se promene dominantno javljaju u perifernim i posterionim
delovima pluca (92-96).

Navedene promene nisu specificne samo za COVID-19 pneumoniju, ve¢ se mogu
sresti i kod zapaljenja pluca koja su izazvana drugim etioloskim faktorima, kao i kod
nekih bolesti koje mogu izazvati promene u pluénom parenhimu, kao $to su bolesti
vezivnog tkiva ili oSteenja pluda izazvano lekovima (89). Iz tog razloga UdruZenje
radiologa Severne Amerike (engl. Radiological Society of North America, RSNA) klasifikovalo
je obrasce koji se mogu javiti u pluénom parenhimu u nekoliko kategorija, kao obrasce

tipi¢nog izgleda, nedeterminisane obrasce i obrasce atipi¢nog izgleda za postojanje
COVID-19 pneumonije (Slika 14.) (89,97).

CT nalaz

Tipicne karakteristike Nedeterminisan nalaz Atipi¢ne karakteristike

specifiénu distribuciju

Kavitacije u pluénom

parenhimu

Periferne, bilateralne 2 Izolovane segmentne ili
zone GGO sa ili bez A Zone GGO koje nisu i lobarne CON sa ili bez GGO
CON, bazalne 5 " kruznog oblika i nemaju [ - J
= | o '
e

Multifokalne GGO

ktu?nug 01:{]1.1(@ - Zone GGO centralne ili

ﬁfll;ﬁﬂéﬁcl) (li\;sfié:];UCl]e sa i peribronhovaskularne
‘ ' ez i

distribucije
% é a Promene u pluéima po

tipu "znaka pupoljka"

CON, reverzni halo
. znak, vaskularna
- zadebljanja i fibrozne
trake ﬂ g Glatko interlobularno

-~ > zadebljanje septi sa
u pleuralnim izlivom

Slika 14. Podela CT obrazaca prema karakteristikama koje su specifi¢ne, nedeterminisane
ili atipi¢ne za postojanje COVID-19 pneumonije; Prilagodeno prema Simpson i saradnici
(89), sa dozvolom izdavaca

U martu 2020. godine Holandsko udruZenje radiologa (engl. Dutch Association for
Radiology) je predlozilo CT skoring sistem za COVID-19, koji su nazvali CO-RADS (engl.
COVID-19 Reporting and Data System). Ovaj sistem, u zavisnosti od zastupljenosti
odredenih obrazaca u pluénom parenhimu i njihove distribucije, klasifikuje nalaz u smislu
vece ili manje verovatnoce da nalaz u plué¢ima odgovara COVID-19 pneumoniji, pri ¢emu
CO-RADS 1 podrazumeva da promene u pluéima nisu u skladu sa ovom virusnom
infekcijom, u slucaju CO-RADS 5, CT nalaz je veoma sugestibilan za COVID-19
pneumoniju, dok CO-RADS 6 predstavlja dokazanu COVID-19 pneumoniju koja je
potvrdena laboratorisjkim dijagnostickim metodama (Slika 15.) (98-101).
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CO- RADS

CT nalaz

CO-RADS 1 COVID-19 nije verovatan Normalan nalaz,neinfekivna etiologija

CO-RADS 2 COVID-19 malo verovatan Nalaz ide u prilog infekcije ne-
COVID-19 etiologije

CO-RADS 3 COVID-19 nedeterminisan Nalaz ukazuje na infekciju koju nije
moguce determinisati

CO-RADS 4 COVID-19 verovatan Nalaz je suspektan, ali nije potpuno
tipi¢an za COVID-19

CO-RADS 5 COVID-19 vrlo verovatan Nalaz je karakteristican za COVID-19

CO-RADS 6 Dokazan COVID-19, PCR +

Slika 15. CO-RADS Klasifikacija; Prilagodeno prema Prokop i saradnici (99), sa dozvolom
izdavaca

Brojne studije su pokazale da kako promene u pluénom parenhimu prate odredene
faze bolesti tako ih prate i promene koje moZemo uociti na CT pregledu grudnog kosa.
Opisane su cetiri faze kroz koje bolest prolazi (Slika 16.). Prva je inicijalna faza, koja se
javlja do cetvrtog dana od trenutka pojave simptoma. Zatim sledi progresivna faza, koja
obuhvata period od petog do osmog dana od pojave simptoma. Nakon nje sledi faza pika,
koja se javlja od devetog do trinaestog dana i na kraju faza rezolucije, koja se javlja dve
nedelje nakon pojave simptoma. Kod pacijenata sa tezim oblicima bolesti ova poslednja
faza se moze kasnije javiti (96,102-104). U inicijalnoj fazi promene koje se naj¢esce sre¢u na
CT grudnog kosa su opacifikacije po tipu “mle¢nog stakla” (GGO) i “poplocavanja” (CP),
tipi¢no obostrane i multilobularne distribucije, pri ¢emu je moguce prisustvo zona
konsolidacije (CON), mada se one javljaju kod manjeg broja pacijenta (Slika 17.).
Progresivnu fazu karakterisu obrasci CP i CON koji se nalaze na terenu prethodnog GGO,
pri ¢emu moze dodi i do progresije bolesti kada moze biti zahvadena znacajnije veca
povrsina. Distribucija ovih promena je dominantno subpleuralna i peribronhovaskularna,
¢es¢e u donjim lobusima, mada difuzno mogu zahvatiti i plué¢ni parenhim u celini (Slika
18.). Faza pika predstavlja fazu kada je bolest na vrhuncu, gde se osim navedenih
obrazaca medu kojima dominira CON, mogu sresti i drugi obrasci kao $to su reverzni
halo znak (engl. reversed halo sign), bronhiektazije i perilobularne opacifikacije. Faza
rezolucije moZe imati razli¢iti vremenski tok, u zavisnosti od toga koliko su promene na
pluéima u toku prethodnih faza bile opsezne, a odlikuju je opacifikacije po tipu
“rezidualnog mle¢nog stakla” (rGGO), rezidualni oblici konsolidacije i fibrozne trake. U
slucaju blazih oblika bolesti, u ovoj fazi moze doc¢i do potpune rezolucije postojecih
promena (Slika 19.) (102,105-108).
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(A) 4.dan Inicijalna faza

Mon \i

(C) 13. dan Faza pika (D) 18. dan Faza rezolucije

Slika 16. Primeri reprezentativnih prikaza promena na CT toraksa prema fazama kroz
koje COVID-19 prolazi (Slika A, Slika B, Slika C i Slika D); Izvor: Arhiva KBC “Dr Dragisa

Misovi¢ - Dedinje”, uz dozvolu ustanove

A) Promene po tipu B) Promene po tipu C) Promene po tipu
poup po up po up
“mlecnog stakla” mlecnog stakla”i “mle¢nog stakla” i
poplocavanja poplocavanja sa
konsolidacijom

Slika 17. Reprezentativni prikaz promena u pluénom parenhimu na CT toraksa na
prijemu (Slika A, Slika B i Slika C); Izvor: Arhiva KBC “Dr Dragisa Misovi¢ - Dedinje”, uz
dozvolu ustanove
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\_—/
(A) Konsolidacija (B) Konsolidacija sa (C) Promene po tipu
promenama po tipu rezidualnog “mlecnog
“mle¢nog stakla” stakla”

Slika 18. Reprezentativni prikaz promena u pluénom parenhimu na CT toraksa 7.dana po
prijemu (Slika A, Slika B i Slika C); Izvor: Arhiva KBC “Dr Dragi$a Misovi¢ - Dedinje”, uz
dozvolu ustanove

(A) Bez promena (B) Promene po tipu (C) Promene po tipu
rezidualnog “mlecnog rezidualnog “mle¢nog
stakla” stakla” sa konsolidacijom

Slika 19. Reprezentativni prikaz promena u pluénom parenhimu na CT toraksa 14.dana
po prijemu (Slika A, Slika B i Slika C); Izvor: Arhiva KBC “Dr Dragisa Misovi¢ - Dedinje”,
uz dozvolu ustanove

U cilju $to bolje procene tezine COVID-19 bolesti uveden je CT skor teZine bolesti
(engl. CT severity score, CT SS). Ovaj skor ukazuje na povrsinu pluca koja je zahvacena
inflamacijom. Ra¢una se za svaki lobus ponaosob, prema slede¢im kriterijumima: ukoliko
nema promena u pluénom parenhimu skor je 0, ukoliko je volumen pluénog parenhima
zahvacenog inflamatornim promenama 1-5% skor je 1, ukoliko je zahvacenost 5-25% skor
je 2, 25-50% skor je 3, zahvacenost pluénog parenhima 50-75% oznacava skor 4, a ukoliko
je inflamacijom zahvaceno viSe od 75% pluénog parenhima skor je 5 (Slika 20.). Ukupan
CT SS se dobija sabiranjem vrednosti CT skorova svih lobusa, pa je stoga maksimalan
moguci CT SS 25 (Slika 21.) (109-111).
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(A) Desno pluéno krilo Levo plucno krilo (C) CT SS 10 (max 25)

Slika 20. Reprezentativni primer odredivanja CT SS (engl. CT severity score, CT SS) (Slika
A, Slika B i Slika C); Izvor: Arhiva KBC “Dr Dragisa Misovi¢ - Dedinje”, uz dozvolu
ustanove

(A) Desno plué¢no krilo (B) Levo ﬁluéno krilo (C) CT SS 25 (max 25)

Slika 21. Reprezentativni primer odredivanja CT SS (engl. CT severity score, CT SS) (Slika
A, Slika B i Slika C); Izvor: Arhiva KBC “Dr Dragisa MiSovi¢ - Dedinje”, uz dozvolu
ustanove

1.8  Terapija

Jo$ uvek nema dokaza, uprkos brojnim randomizovanim studijama, o specifi¢noj
terapiji koja bi se koristila u le¢enju COVID-19 bolesti (112). Osim suplementacije
kiseonikom i mehanicke ventilatorne podrske u slucajevima kada je to indikovano,
uglavnom se primenjuje opsta strategija koja podrazumeva odmaranje i suportivnu
terapiju, ukljucujudi antivirusne lekove, antibiotike, imunomodulatore, antikoagulanse i
drugo (30,113-115).

Prema Nacionalnom protokolu Republike Srbije za lecenje COVID-19 infekcije
koriste se (35) antivirusni lekovi (favipiravir i remdesivir), kortikosteroidna terapija
(prednizon, metilprednizolon, deksametazon), imunomodulatorna terapija (tocilizumab),
imunoglobulini, plazma rekonvalescenata, neutraliSuéa monoklonska antitela
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(bamlanivimab), antikoagulantni lekovi (niskomolekularni heparin), vitaminska terapija
(vitamin C i alfakalcitriol) i antibiotska terapija. Pored navedenih lekova, pojedini lekovi
su se primenjivali u pocetku le¢enja COVID-19 (hlorokin, hidroksihlorokin), ali viemenom
nije dokazana njihova efikasnost. Sa novim saznanjima menjali su se i terapijski protokoli
Republike Srbije, pa je prva verzija ovog protokola postavljena 03.04.2020. godine, a
trenutno aktuelna verzija ovog protokola je dvanaesta, sa vazenjem od 21.09.2021. godine.

1.9 Imunski odgovor u SARS-CoV-2 infekciji
1.9.1 Urodeni imunski odgovor

Urodeni imunski odgovor predstavlja prvu liniju imunske odbrane protiv SARS-
CoV-2 virusa. Ovaj virus ulazi u ¢eliju domacéina posredstvom katepsina L (engl. cathepsin
L, CTSL) ili endocitozom nakon vezivanja SARS-CoV-2 S proteina za receptore domacina,
koji ¢ine angiotenzin-konvertuju¢i enzim 2 (ACE2). Nakon toga molekularni obrasci
udruZzeni sa patogenom (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), molekularni
obrasci udruZeni sa ostecenjem (engl. damage-associated molecular patterns, DAMPs), kao i
drugi mali molekularni delovi virusa bivaju prepoznati od strane receptora za
prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern Recognition Receptors, PRR) ili receptora sli¢nih Tolu-
(engl. Toll-like receptor, TLR) (10). Nakon formiranja kompleksa receptor-ligand, dolazi do
aktivacije intracelularne signalne kaskade, Sto za posledicu ima aktivaciju klju¢nih
transkripcionih faktora, uklju¢ujuéi IRF (engl. interferon requlatory factor, IRF), NF-kB (engl.
Nuclear Factor Kappa B, NF-kB) i AP-1 (engl. Activator protein 1, AP-1). Rezultat ovih
dogadaja je sinteza interferona tip I i Il (engl. Type-I Interferons, IFN 1, Type-III Interferons,
IFN III) kao i drugih citokina (116).

U vedini slucajeva, IFN indukuje apoptozu kako bi sprecio Sirenje virusa na druge
¢elije domacina i obezbedio anti-virusni imunski odgovor, ograni¢avajuci tako replikaciju
virusa na delije koje su ve¢ inficirane. Medutim, SARS-CoV-2 virus sam eksprimira
nekoliko bitnih proteina, ORF 6 (engl. open reading frame 6, ORF6), §to za posledicu ima
supresiju produkcije antivirusnog IFN-I posredovanog imunskog odgovora. Kasnjenje
ovog odgovora uz Sirenje virusa na Celije domacina, dovodi do brze progresije infekcije
(117).

Navedeni citokini privlace celije urodenog imunskog odgovora, kao $to su
polimorfonukleari, monociti, NK ¢elije (engl. natural killer cell, NK cell), dendriti¢ne celije
(engl. dendritic cells, DCs), koje proizvode hemokine poput MIG (engl. monokine induced by
gamma interferon, MIG), IP-10 (engl. interferon-gamma inducible protein 10, IP-10) i MCP-1
(engl. monocyte ahemoattractant protein 1, MCP-1). Na taj na¢in angazuju limfocite koji mogu
da prepoznaju virusne antigene prezentovane na DC (118,119).

Sistem komplementa predstavlja jos jednu komponentu urodenog imunskog
odgovora. Kod pacijenata sa COVID-19 pokazalo se da je prekomerena aktivacija sistema
komplementa povezana sa intravaskularnom koagulacijom, endotelijalnom disfunkcijom
kao i akutnom i hroni¢nom inflamacijom (120).

Kao vazan patofizioloski mehanizam kod pacijenata sa COVID-19 navodi se
imunotromboza, koja predstavlja interakciju urodenog imunskog odgovora i sistema
koagulacije. Naime, aktivacija celija urodenog imunskog odgovora, endotelijalna
disfunkcija i naglasena koagulabilnost dovode do protromboti¢nog stanja. Poseban znacaj
u imunotrombozi predstavlja aktivacija monocita, neutrofila i makrofaga kao i njihova
interakcija sa komponentama sistema koagulacije. Kod monocita dolazi do povecéane
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ekspresije tkivnog faktora (engl. tissue factor, TF) koji aktivira spoljasnji put koagulacije,
dok neutrofili putem ekstracelularnih zamki ( engl. neutrophil extracellular traps, NETs)
dovode do aktivacije trombocita, njihove adhezije i produkcije fibrina, $to ima znacajni
prokoagulantni efekat (121).

1.9.2 Steceni imunski odgovor

Steceni imunski odgovor predstavlja drugu liniju odbrane od SARS-CoV-2 virusa.
Protektivni imunski odgovor zavisi od B-Celija (engl. B cell) koje proizvode specifi¢na
antitela i T-Celija (engl. T cell). Citotoksicne CD8* T-cCelije (engl. cytotoxic T cell, CD8*) mogu
da uklone inficirane celije, dok CD4* T-cCelije (engl. T helper cells, CD4*) pomazu B celijama
koje su usmerene na produkciju specifiénih neutraliSucih antitela (Slika 22.) (122). Prelaz
izmedu urodenog i steCenog imunskog odgovora je kljucan trenutak koji odreduje kojim
putem ce infekcija ici: ili u pravcu razvoja protektivnog imunskog odgovora ili u pravcu
naglasene inflamatorne reakcije (123-125).

T-celijski odgovor je registrovan kod skoro svih pacijenata koji su imali COVID-19,
pri ¢emu je CD4* celijski odgovor na SARS-CoV-2 bio izraZeniji u odnosu na odgovor
CD8* T-celija. CD4+ T-Celije imaju sposobnost da se diferenciraju u spektar razlicitih
tipova pomoc¢nih i efektorskih ¢elija sa sposobno$éu da daju uputstva B-¢elijama, pomazu
CD8+ T-Celijama, angazuju uroden imunski odgovor, imaju direktne antivirusne
aktivnosti i omogucavaju laksu regeneraciju tkiva. Virus specificne CD4* T-celije se obi¢no
diferenciraju u Thl ¢elije (engl. Th 1 cells) i T folikularne pomoc¢ne Celije (engl. T follicular
helper cells, Tfh). Thl Celije ostvaruju svoju antivirusnu aktivnost kroz produkciju IFN i
srodnih citokina, ¢ime ostvaruju direktnu citotoksi¢cnu aktivnost. Tfh Cdelije su
specijalizovane za pruzanje pomoci B-¢elijama i imaju veliki znacaj u razvoju imunskog
odgovora u vidu stvaranja neutraliSucih antitela (126).

lako je S protein najkonzistentniji SARS-CoV-2 antigen, nacin i jac¢ina odgovora
CD4* T-cCelija korelira sa nivoom ekspresije i drugih proteina ovog virusa, kao sto su
membranski protein i nukleokapsid, ali i manjih proteina poput ORF3. Tan i saradnici su
pokazali da je rana aktivacija CD4*T celijske imunosti protiv SARS-CoV-2 udruzena sa
ranim uklanjanjem virusa i laks§im oblicima bolesti (127).

Sa druge strane, CD8+ T-cCelije su veoma vazne u virusnoj infekciji zbog svoje
sposobnosti da elimini$u celije koje su inficirane virusom. Kod SARS-CoV-2 infekcije
prisustvo CD8+ T celija je povezano sa boljim ishodom bolesti. U akutnom toku COVID-
19, SARS-CoV-2 specifitcne CD 8+ T-Celije produkuju visoke nivoe citokina koji su
povezani sa citotoksi¢nim efektima kao $to su IFNy, granzim B, perforin i CD107a (128).

Kada su u pitanju B celije, utvrdeno je da se serokonverzija, kod najveceg broja
pacijenata sa COVID-19, deSava izmedu petog i petnaestog dana, a da se 90%
serokonverzije desi do desetog dana od pojave simptoma. Glavni antigeni odgovorni za
serokonverziju su protein S i nukleokapsid, pri ¢emu je RBD S proteina glavna meta i
odgovorna je za viSe od 90% neutraliSué¢ih antitela (129). Vazan imunoglobulin u
neutralizaciji virusa je sekretorni imunoglobulin A (IgA) koji stiti mukozni respiratorni
trakt. Kod pacijenata sa COVID-19, IgA se oslobada pre drugih imunoglobulina, zadrzava
se duze od IgM i dovodi do stimulacije i produkcije proinflamatornih citokina kao $to su
MCP (engl. monocyte chemoattractant proteins, MCPs) i interleukin-6 (engl. interleukin-6, IL-
6). Nadeno je da su visoki nivoi IgG i IgA povezani sa tezim oblicima infekcije (130).
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Slika 22. Imunski odgovor u SARS-CoV-2; Pripremljeno u www.biorender.com, IFN I -
engl. type-I Interferons, IFN 1II - engl. type-III Interferons, Th-1 - engl. Th 1 cells, Tth - engl. T
follicular helper cells, 11- interleukin; prilagodeno po Hosseini i saradnici (131), sa dozvolom
izdavaca

1.9.3 Citokinska oluja

Citokinska oluja predstavlja sistemski inflamatorni odgovor na razli¢ite faktore koji
mogu pokrenuti imunski odgovor i dovesti do prekomerene aktivacije imunskih celija i
nekontrolisanog oslobadanja proinflamatornih citokina. Citokinska oluja kod COVID-19
moze da imitira hemofagocitnu limfohistiocitozu ili sindrom aktivacije makrofaga, koji
moze napredovati od akutnog respiratornog distres sindroma i multiorganske
insuficijencije do ozbiljnog rizika od smrtnog ishoda.

Poremeceno ili odloZeno oslobadanje od virusa, usporeni odgovor INF-I i pove¢ano
prisustvo NET-ova su samo neki od prou¢avanih mehanizama koji bi mogli da se nadu u
osnovi citokinske oluje kod COVID-19 (132). Inflamatorne medijatore koji su poviseni kod
ove infekcije ¢ine brojni citokini i hemokini, kao $to su interleukin-2, interelukin-7,
interleukin-10, faktor tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor, TNF), granulocitni
faktor stimulacije kolonija (engl. granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF), MCP kao i
drugi reaktanti akutne faze, poput C-reaktivnog proteina i feritina (133). Izmedu ostalih,
IL-6 se izdvojio kao jedan od vaZnih faktora koji ucestvuje u patogenezi i korelira sa
tezinom COVID-19 zbog svojih razli¢itih pleotropnih funkcija. Utvrdeno je da IL-6 ima
kljuénu ulogu u diferenciji B-celija i proizvodnji antitela, a dobro je poznata i njegova
povezanost sa stimulacijom proinflamatornog odgovora CD4* T-Celija i citotoksi¢nom
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aktivnos¢u T-limfocita, regulacijom pomocnickih T-Celija kao i uopste regulatornom
ravnotezom T-celija (134).

Kako virus SARS-CoV-2 pokazuje tropizam za respiratorne Ccelije, cesta
manifestacija bolesti jeste pneumonija. Prethodno pomenuti citokini posreduju u promeni
permeabilnosti pluénih kapilara (Slika 23.). Istrazivanja su pokazala da citokinska oluja
doprinosi naglasenoj inflamaciji u plu¢ima $to moze dovesti do ARDS. Biopsije koje su
radene ukazale su na difuzno ostecenje alveola, postojanje intersticijalnih mononuklearnih
infiltrata sa dominacijom limfocita obostrano u pluénom parenhimu, pracene smanjenim
brojem CD4* i CD8* T-Celija uz povecanje broja proinflamatornih ¢elija (135). Citokinska
oluja je takode, jedan od glavnih razloga oStecenja ostalih organa kod pacijenata sa
COVID-19, kao sto su srce, jetra i bubrezi (136). Nekontrolisano oslobadanje citokina
izaziva i vaskularne poremecaje pri ¢emu dolazi do aktivacije trombocita i
hiperkoagulabilnog stanja kod mnogih pacijenata, naroc¢ito kod onih sa tezim oblicima
infekcije (137).
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Slika 23. Uticaj citokinske oluje na permeabilnost plué¢nih kapilara; Pripremljeno u
www.biorender.com

1.10 Uloga oksidativnog stresa u SARS-CoV-2 infekciji

Oksidativni stres predstavlja stanje u kome je ravnoteZa izmedu prooksidanasa i
antioksidanasa pomerena na stranu prooksidanasa (Slika 24.) (138). U prooksidanse
spadaju takozvani slobodni radikali, koji po definiciji predstavljaju atome, molekule ili
jone sa nesparenim elektronom, koji ih ¢ini veoma reaktivnim. Zbog teznje da preuzmu
elektron i tako kompletiraju svoju orbitalu, slobodni radikali stupaju u lancane reakcije
koje za posledicu mogu imati oksidativno oste¢enje vaznih makromolekula, u procesu koji
je oznacen kao "oksidativni distres" (139).
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Termin ,reaktivne vrste kiseonika” (engl. reactive oxygen species, ROS) se koristi da
oznaci skup proizvoda parcijalne redukcije molekularnog kiseonika: superoksidnog
anjona (O2'-), zatim vodonik peroksida (H202), koji nije klasi¢an radikal i najopasnijeg od
svih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, hidroksil radikala (OH’). Molekul kiseonika, koji nam je
neophodan za aerobni Zzivot je biradikal, $to znaci da ima dva nesparena elektrona, koji
pojedinacno kruze u odvojenim orbitalama, i takode je veoma reaktivan. Pored ROS,
veliki bioloski i medicinski znacaj imaju i reaktivna jedinjenja azota (engl. reactive nitrogen
species, RNS), posebno azot oksid i peroksinitrit (140).

ROS
eliminacija

ROS
produkcija

Enzimi

Proteini <—-V1(tjai“]‘€m
Citohrom Mlnled  Aminokiseline

P450 —_— antioksidansi
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transportni lanac
elektrona

Slika 24. Oksidativni stres; ROS - reaktivna kiseoni¢na jedinjenja, NADPH- redukovani
nikotinadenin dinukleotid fosfat, GSH - glutation, GSH-Px - glutation peroksidaza, SOD-
superoksid dismutaza, CAT - katalaza; Prilagodeno po Li i saradnici (138), sa dozvolom
izdavaca

Slobodni radikali se kontrolisano stvaraju u toku normalne metabolicke aktivnosti
¢elija. Sa druge strane, disbalans izmedu mehanizama koji podsti¢u oksidativni stres i
dovode do visoke produkcije ROS i mehanizama odbrane, moZze dovesti do molekularnog
i ¢elijskog ostecenja uz angazovanje puteva inflamacije (136).

Glavno mesto endogene produkcije ROS su organele mitohondrije, gde u procesu
prenosa elektrona, dolazi do njihovog “curenja” sa respiratornog lanca. Takode, razlic¢iti
egzogeni faktori, kao $to su jonizujuce zracenje, ultraljubicasti zraci, duvanski dim i
izlozenost ksenobioticima mogu biti razlog povecanje produkcije ROS (137). ROS
predstavljaju deo odbrambenog arsenala profesionalnih i fakultativnih fagocita, odnosno
¢elija imunskog sistema u ¢ijoj antimikrobnoj aktivnosti ucestvuju. Taj proces se zove
“oksidativni prasak” ili “respiratorna eksplozija” i ukoliko predstavlja kontrolisan proces,
za posledicu ima eliminaciju mikroorganizama kroz oksidativno oStecenje
makromolekula bakterija i virusa (141). Slobodni radikali mogu imati i ulogu regulatornih
molekula u bioloskim procesima, poput signalnih kaskada, koje se pokrecu usled
delovanja faktora rasta, citokina i drugih signalnih molekula poput hormona, kao sto je
insulin. Novija saznanja su dovela do osavremenjivanja defincije oksidativnog stresa po
kojoj on predstavlja narusavanje redoksa regulacije procesa prenosa signala (134).

23



Uvod

Oksidativni stres koji moZe nastati bilo usled pojacanog stvaranja slobodnih
radikala ili zbog neadekvatne antioksidativne odbrane, prisutan je u brojnim bolestima.
Od nedavno, uloga oksidativnog stresa je potvrdena i u mnogim zaraznim oboljenjima,
poput virusnih infekcija, pa tako i u nastanku i u progresiji oboljenja COVID-19 (142).
Naime, visoka produkcija ROS se ¢esto srece kod respiratornih infekcija kod kojih dolazi
do povecane produkcije proinflamatornih citokina, izrazenog inflamatornog odgovora,
indukcije celijske apoptoze i drugih patofizioloskih procesa, koji dovode do intenzivnog
oksidativnog stresa (143). Pokazano je da SARS-CoV-2 virus takode dovodi do stimulacije
stvaranja ROS (144).

Veruje se da oksidativni stres u SARS-CoV2 infekciji ima znacajnu ulogu u
nekoliko razli¢itih procesa koji uklju¢uju interakciju virusa sa celijama domacdina,
replikaciju virusa, odrzavanje pojacanog inflamatornog odgovora i nastanak razli¢itih
ostecenja tkiva i organa (145). Virus ulazi u ¢elije domacina preko ACE2 receptore koji su,
izmedu ostalog, prisutni i u pneumocitima tipa II pluénih alveola. Vezivanje za ACE2
receptor dovodi do razgradnje angiotenzina II u angiotenzin. Angiotenzin II stimuliSe
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) oksidazu, ¢lanicu NOX (engl. NADPH
oxidase) familije sa do sada jedinom poznatom funkcijom, a to je produkcija ROS. Ovaj
enzim se nalazi u membrani pneumocita tipa II. Kao odgovor angiotensin blokira NADPH
oksidazu i na taj nacin reguliSe redoks homeostazu. Naime, vezivanje virusa za ACE2
dovodi do smanjene ekspresije ovih receptora, te samim tim uti¢e na povecano stvaranje
ROS i posledicno dovodi do ostecenja celija, Sto ukljuc¢uje peroksidaciju lipida,
karbonilaciju proteina i oste¢enje DNK kroz uspostavljen ciklus oksidativnog stresa (Slika
25.) (146).

Oksidativni stres je cCesto povezan sa disfunkcijom mitohondrija i apoptozom.
Mitohodrije igraju znacajnu ulogu u patoloskim inflamatornim procesima kao i u
programiranoj celijskoj smrti kod pacijenata sa COVID-19 (147,148). Aktivacija
inflamazoma, gubitak potencijala mitohondrijalne membrane i metabolicki Sift zapazeni
su u monocitima kod pacijenata sa COVID-19, koji su imali razli¢ite oblike ove bolesti
(149). Pokazano je da neutrofili i makrofagi ne sadrze veliki broj mitohondrija, ali da je
stvaranje mitohondrijalnih ROS (engl. mitochondrial ROS, mtROS) neophodno za
intracelularnu signalizaciju. Naime, nakon aktivacije neutrofila dolazi do produkcije
visokih koncentracija ROS, kao deo odbrambenog procesa protiv virusa (150,151). Povisen
broj neutrofila je karakteristican za teze oblike COVID-19, a visok odnos neutrofila i
limfocita (engl. neutrophil to lymphocyte ratio, NLR) bio je udruZen sa loSom prognozom
pacijenata sa ovim oboljenjem. Naime, visok NLR je bio povezan sa velikom produkcijom
ROS, naruSenim tkivnim integritetom, trombotickim komplikacijama i naposletku
razvojem teZeg oblika bolesti (152,153).

Produkcija slobodnih radikala kao odgovor na virusnu infekciju predstavlja deo
nespecifi¢ne reakcije organizma na prisustvo virusa. Medutim, pored direktnog uc¢esc¢a u
imunskom odgovoru, slobodni radikali deluju i kao signalni molekuli koji uti¢u na
aktivnost imunskih i drugih ¢elija. Jedan od glavnih fokusa istraZivanja u ovoj oblasti je
bilo upravo rasvetljavanje najvaZnijih mehanizama koji odrzavaju vezu izmedu pojacanog
inflamatornog odgovora i stvaranja slobodnih radikala u COVID-19. Naime, u uslovima
preterane imunske reakcije u COVID-19, oluja slobodnih radikala prati takozvanu
“citokinsku oluju”, stvarajudi jednu vrstu zacaranog kruga, gde pod uticajem slobodnih
radikala dolazi do ispoljavanja razlicitih citotoksi¢nih efekata. Tako je kod teskog oblika
COVID-19 utvrdeno povecano stvaranje citokina poput IL-1p, IL-2, IL-6 i TNF
(149,154,155). Takode, pokazano je da znac¢ajnu ulogu u antivirusnom odgovoru ima IFN-
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y. Odavno je poznato da IL-13 i IL-2 dovode do povecéane produkcije kako ROS ali i RNS.
IFN-y i TNF dodatno stimulisu stvaranje RNS (156). IL-6 dovodi do aktivacije neutrofila i
monocita, ¢cime se opet povecava produkcija slobodnih radikala. Sa druge strane, slobodni
radikali kiseonika mogu da povecaju produkciju IL-6. U prilog ovom za¢aranom krugu
govore i rezultati studija koje su pokazale da su poviseni nivoi IL-6 bili udruzeni sa ve¢om
stopom mortaliteta kod pacijenata sa COVID-19 koji su leceni u jedinicama intenzivne
nege (157).

Oksidacija bioloski vaznih makromolekula poput proteina, lipida i nukleinskih
kiselina ¢ini deo patofizioloSke osnove nastanka i progresije brojnih patoloskih stanja,
izmedu ostalog i COVID-19. Naime, poznato je da slobodni radikali reaguju sa visestruko
nezasi¢enim masnim kiselinama lipida, sa aminoacil lancima proteina ili sa ostacima baza
i Secera nukleotida ili samih nukleinskih kiselina. Pokazatelji oksidativnhog ostecenja se
mogu odrediti rutinskim ili naprednijim laboratorijskim metodama i podrazumevaju
merenje koncentracije biomarkera oksidativnog ostecenja proteina (sadrzaj tiol grupa,
uznapredovalih oksidativnih produkata proteina (engl. advanced oxidation protein products,
AOPP), oksidativnog oSteenja lipida (sadrzaj malondialdehida, izoprostana) i
oksidativnog oste¢enja DNK: 8-hidroksi 2’-deoksiguanozina (8-OHdG), ali i ukupne
prooksidativno-antioksidativne ravnoteze. Nekoliko studija je pokazalo da su biomarkeri
pokazatelja oksidativnog stresa bili visi kod pacijenata sa COVID-19 nego kod zdravih
osoba kao i kod tezih oblika COVID-19 u odnosu na osobe sa blazom formom bolesti
(149,154,155).

Vezivanje SARS-CoV-2 za ACE2

/

1 Celijska aktivnost T Aktivnost celija
angiotenzina ll imunskog odgovora
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makromolekula Inflamacija
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Slika 25. Uzajamni odnos oksidativnog stresa i inflamacije u patogenezi COVID-19;
Pripremljeno u www.biorender.com, prilagodeno po Forcados i saradnici (158), sa
dozvolom izdavaca
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1.10.1 Oksidativno ostecenje lipida

Jedna od posledica neravnoteze izmedu produkcije prooksidanasa i
antioksidativnog kapaciteta celija je oStecenje celija, tkiva i organa izazvana oksidativnim
ostecenjem lipida. Poznato je da visoki nivoi slobodnih radikala, kao i ROS mogu dovesti
do direktnog ostecenja lipida. Lancana reakcija koja nastaje usled oksidativnog ostecenja
lipida naziva se lipidna peroksidacija. Ovaj proces obuhvata tri faze: 1) inicijaciju:
formiranje lipidnih radikala koji pokrec¢u peroksidativnu lan¢anu reakciju; 2) propagaciju:
peroksidativna lancana reakcija za koju je karakteristicno da broj radikala ostaje
konstantan; i 3) terminaciju: zaustavljanje peroksidativne lancane reakcije kroz
medusobnu interakciju radikala (159). Lipidni hidroperoksidi (engl. hydroperoxide
derivatives of lipids, LOOH) predstavljaju jedinstvene prekursore za dalju produkciju
slobodnih radikala (LO", L”", L’'OO") odgovornih za inicijaciju i propagaciju ove lancane
reakcije (160). Navedeni proces za posledicu ima oste¢enje membrane, a samim tim i
narusavanje integriteta celija.

Lipidi su veoma podlozni peroksidaciji, narocito polinezasi¢ene masne kiseline
koje sadrze dvostruke veze (161). Proizvodi peroksidacije lipida obuhvataju jedinjenja
poput malondialdehida (eng. malondialdehyde, MDA), propanal, heksanal i 4-
hidroksinonenala ( engl. 4-hydroxynonenal, 4-HNE) (162). MDA predstavlja jedan od
zavrsnih produkata peroksidacije lipida koji i sam pokazuje hemijsku reaktivnost. Naime,
MDA ima sposobnost da reaguje sa nukleofilnim centrima poput onih koji se formiraju u
okviru molekula DNK ili proteinskih motiva (163). Navedena osobina ovog jedinjenja je
iskoriséena u uspostavljanju jedne od metoda za laboratorijsko odredivanje njegovog
sadrzaja, ali ujedno predstavlja i prepreku u proceni stepena lipidne peroksidacije (160).
Naime, MDA perzistira u dve forme: 1) kao slobodan, ¢iji sadrzaj se najcesc¢e odreduje kao
biomarker oksidativnog oste¢enja lipida, ili 2) kovalentno vezan za pojedine
makromolekule, koji se jo$ i oznacavaju kao MDA-adukti ili konjugati (163). Pored toga,
utvrdeno je da MDA moZze delovati kao signalni posrednik u regulaciji ekspresije
pojedinih gena (140).

Kao odgovor na peroksidaciju lipida ¢elijske membrane u zavisnosti od specifi¢nih
okolnosti u kojima se nalazi celija, moze doc¢i do prevage reparativnih procesa i
prezivljavanja celije ili do indukcije celijske smrti. U fizioloskim uslovima ili u uslovima
niske peroksidacije lipida, celije angaZuju konstitutivne antioksidativhe odbrambene
sisteme, koji dovode do aktivacije signalnih puteva. Aktivirani signalni putevi regulisu
aktivnost antioksidantnih proteina kroz obim njigove sinteze, $to rezultuje adaptivnim
odgovorom na stres. Nasuprot tome, pod visim nivoima peroksidacije lipida, stepen
oksidativnog ostecenja nadmasuje regenerativni kapacitet, sto dovodi do indukcije
apoptoze ili nekroze (140).

Pokazano je da se navedene reakcije koje dovode do znacajnog stepena ostecenja
lipida mogu javiti u procesu nastanka i progresije brojnih oboljenja, kao $to su dijabetes,
ateroskleroza, srcéana insuficijencija, kancer, Alchajmerova bolest i reumatoidni artritis
(164). Studije koje su sprovedene do sada su pokazale odredeni stepen povezanosti
izmedu peroksidacije lipida i teZine bolesti COVID-19. Koncentracije MDA u plazmi su
bile vise kod pacijenata sa COVID-19 u odnosu na zdravu kontrolnu grupu, a takode je
uoceno da su znacajno vecée koncentracije MDA imali pacijenti koji su le¢eni u jedinicama
intenzivne nege (165). Fernandez i saradnici su pokazali da je visi stepen peroksidacije
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lipida nezavisno povezan sa veéim rizikom od intubacije ili smrtnog ishoda kod
pacijenata sa COVID-19 u prvih 28 dana bolesti (166).

1.10.2 Oksidativno osteéenje DNK

Do oste¢enja DNK moze do¢i usled dejstva unutrasnjih i spoljasnjih procesa koji se
mogu odvijajati pod uticajem jonizujuéeg zracenja, toksicnih hemisjkih agenasa,
ultraljubicastih zraka, ali i inflamacije i preterane produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
jedinjenja. Kao rezultat ovih ostecenja dolazi do greSaka u procesu translacije, inhibiciji
sinteze proteina, mutacija i karcinogeneze. Oksidativho oste¢enje DNK dovodi do
narusavanja strukture i integriteta DNK (167). Najve¢u sklonost ka okisidativnoj
modifikaciji pokazuju azotne baze, na prvom mestu guanin koji ima najnizi oksidativni
potencijal (168). Visoko reaktivni hidroksilni radikal reaguje sa purinskom nukleobazom
Sto za posledicu ima transverziju nukleinskog para guanozin-citozin u timin-adenin par
(169). Prilikom ovih procesa dolazi do stvaranja veceg broja produkata poput 8-
hidroksideoksiguanozina, 4-hidroksinonenalni i malondialdehidni guanin adukti DNK,
koji mogu posluziti kao biomarkeri oksidativhog ostecenja DNK. Jedan od najvise
proucavanih redoks biomarkera je 8-hidroksi-2deoksiguanozin (engl. 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine, 8-OHdG) (171). Povec¢ane koncentracije 8-OHdG su izmerene kod pusaca,
etilicara kao i nakon izlaganja zagadiva¢ima iz spoljasnje sredine (167). Takode, visoke
koncentracije 8-OHdG prisutne u razli¢itim bioloskim uzorcima, registovane su kod
neurodegenerativnih i hroni¢nih inflamatornih oboljenja, kao i kod raznih vrsta
karcinoma (172).

Od ranije je poznato da virusi mogu pokrenuti mehanizme koji dovode do
ostecenja DNK, bilo putem procesa koji su vezani za samu replikaciju virusa unutar celije,
bilo u vezi sa akutnom ili hroni¢nom inflamacijom do koje virus dovodi (173). Opisano je
nekoliko direktnih i indirektnih na¢ina na koje Coronavirus moze dovesti do ostecenja
DNK. Jedan od direktnih mehanizama delovanja je preko nestrukturnog proteina 13 (engl.
nonstructural protein 13, nsp13) SARS-CoV-2 koji interreaguje sa DNK polimerazom,
dovode¢i do naruSene replikacije DNK lanca, njegovog ostecenja, fosforilacije H2X2
histona i zaustavljanja celijskog ciklusa (174). Drugi direktni mehanizam delovanja je
preko tumor-supresor proteina p53 (engl. tumor suppressor protein, p53) koji predstavlja
centralni regulator stabilnosti genoma, toka celijskog ciklusa i supresije replikacije virusa.
Naime, pokazano je da virus izaziva degradaciju i disregulaciju aktivnosti ovog proteina,
dovodedi do narusavanja redoks ravnoteZe, ¢cime se pospesuje ostecenje DNK (175). Jos
jedan od direktnih mehanizama podrazumeva ucesée proteina nukleokapsida SARS-CoV
koji indukuje hiperekspresiju ciklooksigenaze 2 (engl. cyclooxygenase-2, COX2) u pluéima.
COX2 pospesuje genetsku nestabilnost i osteenje DNK, indukujuéi produkciju DNK
adukata kao i uticajem na sintezu glutationa (176). Osim toga, pokazano je da virus
dovodi do produkcije prostaglandina E2 koji doprinosi proinflamatornom stanju,
pospesSuje oksidativni odgovor i indukuje ostecenje DNK (176). Osim navedenih
direktnih, opisani su i indirektni mehanizmi ostec¢enja koji efekte ispoljavaju preko IL-6,
C-reaktivnog proteina, puteva povezanih sa peroksidacijom lipida, ali i brojni drugi (177).

Lorente i sar. su pokazali da su koncentracije markera oksidativnog ostecenja DNK i
RNK bile vise kod pacijenata sa letalnim ishodom u odnosu na prezivele pacijente sa
COVID-19 (178). Sli¢ne rezultate su prezentovali Tepebasi i sar. gde je kod pacijenata sa
tezim oblicima pneumonije bila izraZenija inflamatorna reakcija i stepen oksidativnog
stresa, kao i stepen ostec¢enja DNK (179).
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1.10.3 Oksidativno ostecenje proteina

Oksidacija proteina je proces po tipu kovalentne modifikacije, koji nastaje usled
direktne reakcije aminokiselina sa ROS, ali i indirektnim putem, reakcijama sa
sekundarnim nusproizvodima oksidativnog stresa (181). Istrazivanja koja su sprovedena
do sada, ukazuju da oksidativna modifikacija proteina moze biti reverzibilna ali i
ireverzibilna. Kada su u pitanju reverzibilne oksidativne modifikacije proteina, one su
uglavnom odnose na modifikacije cisteina i obuhvataju S-sulfenaciju, S-nitrozilaciju, S-
glutationilaciju i formiranje disulfidnih veza (184). Od ireverzibilnih, u literaturi se
najc¢eS¢e navode proces karbonilacije, koji zahvata pojedine aminokiseline kao sto su
arginin, histidin, lizin, prolin, treonin i cistein (182) kao i proces nitracije, koji je znatno
selektivniji i dovodi do nastanka nitrotirozina (183). Pokazalo se da hidroksilni radikal
dovodi do preuzimanja vodonikovog atoma iz pojedinih molekula aminokiselina $to
dovodi do propagacije lancane reakcije (185). Navedeni procesi narusavaju strukturu i
konformaciju proteina ali i ostalih susednih molekula, i dovode do modifikacija koje za
posledicu imaju agregaciju proteina i izmenjenu funkciju.

Uznapredovali oksidativni produkti proteina (engl. advanced oxidation protein
products, AOPP) nastaju u reakciji hlorisanih oksidanata, kao §to su hloramin i hipohlorna
kiselina, sa proteinima plazme i predstavljaju marker koji se najcesce koristi za procenu
stepena ostecenja oksidativnog stresa proteina (186). Stanja za koja se zna da su znacajno
povezana sa akumulacijom produkata oksidacije proteina, a koja dovode do smanjene
aktivnosti enzima potrebnih za vazne fizioloske funkcije su hroni¢na bubrezna
insuficijencija, Alchajmerova bolest, katarakta, misi¢na distrofija, dijabetes, ateroskleroza i
respiratorni distres sindrom (187).

Utvrdeno je da AOPP imaju ulogu kao medijatori aktivacije monocita i neutrofila i
da kao takvi predstavljaju markere intenziteta inflamacije koji se mogu koristiti za
predikciju toka bolesti kao sto je dijabetes (188). Takode je pokazano da su AOPP u
znacajnoj korelaciji sa koncentracijama neopterina, koji stvaraju makrofagi nakon
stimulacije interferonom gama (189). Skorasnja istrazivanja su pokazale da su poviseni
nivoi AOPP povezani sa stepenom inflamacije kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom.
Nakon perioda od Sest i dvanaest meseci od infekcije, nivoi AOPP su se znacajno smanyjili
u odnosu na nivoe koji su detektovani tokom akutne faze bolesti (190). U studiji koju su
sproveli Dukastel i sar. nadeno je da su poviSeni nivoi AOPP povezani sa inflamatornim
procesom pacijenata sa COVID-19 i u korelaciji sa drugim biomarkerima inflamacije (191).

1.11 Znacaj oksidativnog stresa u progresiji COVID-19 bolesti i njegova povezanost
sa promenama na MDCT

Kako virus SARS-CoV-2 pokazuje tropizam za respiratorne celije, cesta
manifestacija bolesti jeste pneumonija. U cilju procene zahvacenosti pluénog parenhima
inflamacijom, ali i stratifikacije tezine bolesti, odluke o eventualnoj hospitalizaciji, potrebi
za lecenjem u jedinici intenzivne nege ili predikciji ishoda, kao znacajan imidZing
modalitet se pokazao CT grudnog kosa. Dosadasnje studije su pokazale da odredivanje
CT skora koji ukazuje na ozbiljnost bolesti predstavlja koristan alat kako za pocetnu
procenu pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, jer pozitivno korelira sa biomarkerima
inflamacije i organske disfunkcije, tako i za predikciju moguceg ishoda bolesti. Takode je
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opisana temporalna dinamika inflamatornih promena u pluénom parenhimu, pri ¢emu se
odredeni obrasci sre¢u u odredenim fazama bolesti. Ipak, u literaturi do sada nije
dovoljno rasveteljena povezanost biomarkera oksidativnhog stresa kod pacijenata sa
COVID-19 pneumonijom. Zbog udruZenosti citokinske oluje sa olujom slobodnih
radikala, moze se pretpostaviti da u akutnom toku bolesti kod pacijenata sa COVID-19
pneumonijom, pokazatelji oksidativnog stresa mogu da koreliraju sa poznatim markerima
inflamacije i biohemijskim markerima osteenja pojedinih organa. Svojom dinamikom
tokom pracenja pacijenata kroz vremenske preseke, pokazatelji oksidativnog ostecenja
lipida, molekula DNK i proteina bi mogli biti povezani sa promenama na
multidetektorskoj kompjuterizovanoj tomografiji toraksa kod pacijenata sa COVID-19
pneumonijom i time ukazati na razlike izmedu ambulantno lec¢enih pacijenata i onih cije
stanje je zahtevalo hospitalizaciju.

Stoga, u toku ovog istrazivanja po prvi put e biti analizirani pokazatelji
oksidativnog stresa i njihova korelacija sa markerima inflamacije i biohemijskim
markerima ostecenja pojedinih organa kao i promenama na multidetektorskoj
kompijuterizovanoj tomografiji toraksa u akutnom toku COVID-19 bolesti. Odredivanje
profila pokazatelja oksidativhog ostecenja lipida, DNK i proteina doprinelo bi
rasvetljavanju uloge oksidativnog stresa u nastanku klinickih manisfestacija nakon
infekcije SARS-CoV-2 virusom kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, kod kojih je
isklju¢eno postojanje komorbiditeta koji spadaju u grupu oksidativnih oboljenja. Takode,
vazno je ustanoviti da 1li se profil pokazatelja oksidativhog ostecenja vaznih
makromolekula razlikuje izmedu hospitalizovanih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom
u odnosu na ambulantno lecene pacijente. Pracenje promena navedenih markera
oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina tokom vremena, odnosno na prijemu, kao i
u daljem toku bolesti bi moglo da ukaZe na predikciju ishoda COVID- 19 pneumonije.
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ispitati povezanost pokazatelja oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u
akutnom toku bolesti sa markerima inflamacije i biohemijskim markerima
ostecenja organa kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom.

2. Ispitati povezanost pokazatelja oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u
akutnom toku bolesti sa promenama na MDCT toraksa kod pacijenata sa COVID-
19 pneumonijom.

3. Ispitati profil promena pokazatelja oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u
vremenskim presecima, na prijemu, 7. i 14. dana toka bolesti, kod pacijenata sa
COVID-19 pneumonijom.

4. Ispitivanje pokazatelja oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u akutnom
toku bolesti kao prediktora tezine COVID-19 pneumonije.
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3 MATERIJAL I METODE

3.1 Dizajn studije

Prospektivna studija slucajeva je sprovedena u Klinicko bolni¢kom centru “Dr
Dragisa MiSovi¢ - Dedinje” u saradnji sa Institutom za medicinsku i klinicku biohemiju,
Medicinskog Fakulteta u Beogradu u okviru Centra izvrsnosti za redoks medicinu.

3.2  Selekcija ispitanika

Studija je izvedena u periodu od jula do oktobra 2020. godine, tokom drugog
epidemijskog talasa u Srbiji. U studiju je bilo uklju¢eno 58 pacijenata (24 muskarca, 34
Zena; prosecne starosti 48,20 + 13,46 godina) sa laboratorijski potvrdenom SARS-CoV-2
infekcijom i promenama na plu¢ima karakteristicnim za COVID-19 pneumoniju, lecenih u
Klini¢ko bolni¢kom centru “Dr Dragisa Misovi¢ - Dedinje” u Beogradu.

Ispitanici su bili podeljeni u grupu koja je lecena hospitalno i grupu koja je lecena
ambulantno, u skladu sa kriterijjumima datim u Nacionalnom vodi¢u za dijagnostiku i
le¢enje pacijenata sa COVID-19 (verzija 9). Detaljan uvid u genomsku karakterizaciju
sekvenci ¢itavog genoma virusa prisutnog tokom drugog epidemijskog talasa u Srbiji koji
je poc¢eo u junu 2020. godine, objavljen je u studiji od strane Miljanovic i sar (192).

Kriterijumi za ukljuéivanje ispitanika u studiju su bili:

e Muskarci ili Zene, stariji od 18 godina;

e Laboratorijski potvrdeno prisustvo infekcije SARS-CoV-2 virusom (PCR ili brzim
antigenskim testom), u skladu sa preporukama Svetske zdravstvene organizacije
(193);

e Prisustvo promena na plué¢ima karakteristi¢nih za COVID-19 pneumoniju
(promene po tipu “mlec¢nog stakla”, promene po tipu “poploc¢avanja”, konsolidacije
i promene po tipu rezidualnog “mle¢nog stakla”);

e Odsustvo komorbiditeta koji spadaju u grupu oksidativnih oboljenja ili prisustvo
regulisane osnovne hroni¢ne bolesti;

e Saglasnost pacijenata da ucestvuju u studiji, uz potpisan informisani pristanak.

U studiju nisu bili uklju¢eni pacijenti sa tezom formom bolesti ili oni sa smrtnim
ishodom. Uslov za isklju¢ivanje iz istraZivanja je bila Zelja ispitanika da vi$e ne ucestvuje
u istrazivanju.

Za prikupljanje osnovnih demografskih i epidemioloskih podataka su korisceni
podaci iz istorije bolesti, kao i strukturisani epidemioloski upitnik (Prilog I i II). U nasem
istrazivanju, gojazni pacijenti su definisani kao osobe sa indeksom telesne mase (engl.body
mass index, BMI) veéim od 25 kg/m?, a pusaci kao osobe koje su navele da su pusile
svakog dana tokom perioda koji je minimalno iznosio 60 dana do trenutka ukljucivanja u
studiju.
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3.3  Pravnii tehnicki preduslovi

Studija je planirana u skladu sa pravilima Etickog komiteta Klinicko bolni¢kog
centra “Dr Dragisa MisSovi¢ - Dedinje” (broj eticke odluke 01-7661, datum 1. jul 2020.
god.), Eticke komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj eticke odluke
1322/1V-9, datum 18.04.2022.god.) kao i sa etickim standardima datim u Helsinskoj
deklaraciji iz 2013. godine. Svi ispitanici od kojih je uzet bioloski materijal koriséen u
studiji, kao i li¢ni podaci, potpisali su pristanak za ucesce u studiji. Ispitanici su takode
obavesteni o ciljevima i o¢ekivanim ishodima studije.

34  Materijal

341 Krv

Uzorci pune krvi (oko 3 mL) sa EDTA kao antikoagulansom su uzeti u tri
vremenske tacke (na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu), od svih ispitanika koji su bili
ukljuceni u studiju. Plazma je izdvajana centrifugiranjem na 3000 obrtaja/min u trajanju
od 15 min. u centrifugi sa hladjenjem na +4°C. Uzorci su zatim alikvotirani, zamrzavani na
-80°C i ¢uvani u Klini¢cko bolnickom centru “Dr Dragisa MiSovi¢ - Dedinje” do
analiziranja. Zbog potrebe rada sa infektivnim uzorcima, analize su sprovedene u
laboratorijama Zavoda za biocide i medicinsku ekologiju u Beogradu, koje ispunjavaju
uslove u vidu biosigurnosti sa odgovaraju¢im stepenom bezbednosti.

3.5  Metode
3.5.1 Odredivanje markera inflamacije

Vrednosti nivoa markera inflamacije odnosno, broj celularnih komponenti krvne
slike, koncetracije reaktanata akutne faze (interleukin 6, C reaktivni protein i feritin)
dobijene su iz rutinske laboratorijske prakse, upotrebom komercijalnih reagenasa. KS su
odredene metodom fluorescentne proto¢ne citometrije na hematoloskom brojac¢u Sysmex
XN-1000 (Sysmex Corporation, Japan). U sklopu KS, Hgb je odredivan SLS metodom
(natrijum-lauril sulfat). IL-6 i feritin odredeni su u serumu hemiluminescentnim
imunoesejom (eng. chemiluminescent immunoassay, CLIA) na imunoanalizatoru Immulite
2000 (Siemens Healthcare GmbH, Germany). Serumske koncentracije CRP-a odredene su
komercijalno dostupnom turbidimetrijskom PETIA metodom (Particle Enhanced
Turbidimetric Immunoassay), takode na biohemijskom autoanalizatoru Dimension EXL 200
(Siemens Healthcare GmbH, Germany). Referentni opseg za sve ispitivane parametre je
prikazan u Tabeli 1.
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Tabela 1. Referentni opseg za parametre inflamacije

Parametri inflamacije
Leukociti (n)
Neutrofili (n)
Limfociti (n)

Monociti (n)

Referntni opseg
4,0-10,0x10°
2,06-6,49x10°
1,19-3,35x10°
0,12-0.84x10°

NLR 1-3
IL-6 (pg/ml) 0,0-5,9
CRP (mg/1) <60
Feritin (ng/ml)

Zene 5-159
Muskarci 28-397

NLR- engl. neutrophil-lymphocytes ratio; IL-6 - interleukin 6; CRP- C reaktivni protein
3.5.2 Odredivanje biohemijskih markera osSte¢enja organa

Vrednosti biohemijskih markera ostecenja bubrega (koncentracije uree i kreatinina),
sr¢anog i skeletnog misica (aktivnost kreatin kinaze i aspartat aminotransferaze) kao i
hepatocita (aktivnost alanin i aspartat aminotransferaze i laktat dehidrogenaze) dobijene
su iz rutinske laboratorijske prakse, upotrebom komercijalnih reagenasa. Koncentracija
uree odredena je spektrofotometrijski, enzimskom metodom sa ureazom, koncentracija
kreatinina odredena je modifikovanom kinetickom Jaffe metodom (sa alkalnim pikratom),
dok su kataliticke aktivnosti enzima aspartat aminotransferaze (AST) i alanin
aminotransferaze (ALT) odredene adaptiranim metodama po IFCC-u (engl. The
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) na biohemijskom
autoanalizatoru Dimension EXL 200 (Siemens Healthcare GmbH, Germany). Referentni opseg
za sve ispitivane parametre je prikazan u Tabeli 2.

Tabela 2. Referentni opseg za biohemijske markere ostecenja organa

Biohemijski markeri oSte¢enja pojedinih organa Referntni opseg

Urea (mmol/L) 2,7-8,7
Kreatinin (pmol/L) 50,0-110,0
ALT (U/L) 16,0-63,0
AST (U/L) 8,0-40,0
LDH (U/L) 81,0-234,0
CK (U/L) 20,0-220,0
ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat

dehidorgenaza; CK-kreatin kinaza

3.5.3 Odredivanje nivoa malondialdehida u plazmi enzimskim imunoesejom (ELISA)

Nivoi malondialdehida (engl. malondialdehyde, MDA), pokazatelja oksidativnog
ostecenja lipida, odredivani su u plazmi kompetitivnom ELISA metodom uz pomo¢ MDA
ELISA kit (Elabscience, Houston, Texas, USA, E-EL-0060), prema uputstvu proizvodaca.

33



Materijal i metode

Ukratko, tokom reakcije MDA iz uzorka, odnosno standarda, kompetitivno se vezuje za
mesta na antitelima koja su specificna za detekciju MDA. Visak konjugata iz uzorka,
odnosno standarda koji se nije vezao, ispere se sa mikrotitarske ploce, a zatim se doda
avidin konjugovan sa peroksidazom. Nakon kratke inkubacije, dodaje se rastvor
supstrata. Reakcija enzim-supstrat se prekida dodavanjem stop rastvora. Apsorbanca
uzoraka, odnosno standarda, je ¢itana na 450 nm talasne duzine na LKB 5060-006 Micro
Plate Reader (Vienna, Austria). Koncentracija MDA u uzorcima plazme je zatim odredivana
uporedivanjem optic¢ke gustine uzoraka sa standardnom krivom. Rezultati su izrazeni kao
ng/ml MDA.

3.5.4 Odredivanje nivoa uznapredovalih oksidativnih produkata proteina u plazmi
kolorimetrijskom metodom

Kvantitiativno odredivanje nivoa uznapredovalih oksidativnih produkata proteina
(engl. advanced oxidation protein products, AOPP), vrSeno je koriS¢enjem standardnog
metoda OxiSelect AOPP Assay Kit (Cell Biolabs, Inc,. San Diego, California, USA, STA-318) na
ploci, prema preporukama proizvodaca. Ukratko, uzorci koji sadrze AOPP, odnosno
hloraminski standardi se pomes$aju sa inicijatorom, koji zapocinje proces razvijanja boje.
Nakon kratke inkubacije, dodaje se rastvor za zaustavljanje reakcije. Apsorbanca uzoraka i
standarda se nakon toga ocitava na standardnom spektrofotometrijskom ¢itacu
mikrotitarske plo¢e na 340 nm. Sadrzaj AOPP u uzorcima plazme odredivan je
poredenjem sa unapred pripremljenom standardnom krivom. Rezultati su izraZeni kao
M hloramina.

3.5.,5 Odredivanje nivoa 8-hidroksi-2'-deoksiguanozina u plazmi enzimskim
imunoesejom (ELISA)

Kvantitativho merenje 8-hidroksi-2'-deoksiguanozina (8-OHdG), pokazatelja
oksidativnog ostecenja DNK, odredivano je koris¢enjem standardnog metoda OxiSelect
Oxidative DNA Damage ELISA kit (Cell Biolabs, Inc., San Diego, California, USA, STA-320)
prema preporukama proizvodaca. Ukratko, 50pl plazme, odnodno 8-OHdG standarda je
nanoseno na mikrotitarsku ploc¢u koja je prethodno oblozena sa 8-OHdG, odnosno BSA
konjugatom. Nakon kratke inkubacije dodato je anti-8-OHdG monoklonsko antitelo, a
zatim sekundarno antitelo obeleZeno peroksidazom. Apsorbanca uzoraka, odnosno
standarda je ¢itana na 450/620 nm talasne duZine na LKB 5060-006 Micro Plate Reader
(Vienna, Austria). Koncentracija 8-OHdG u uzorcima plazme odredivana je poredenjem sa
unapred odredenom standardnom krivom 8-OHdG. Rezultati su izraZzeni kao ng/ml 8-
OHdG.

3.5.6 Radiografska evaluacija pacijenata sa dijagnozom COVID-19 pneumonije

Svim pacijentima koji su ukljuceni u studiju ucinjen je nekontrastni CT toraksa na
dan prijema, 7. i 14. dana po prijemu. Svi CT pregledi su uradeni na aparatu Canon
(former Toshiba), Aquillion One (TSX-301C), 320 row MDCT System (Canon, Tokyo, Japan).
Regija obuhvacena pregledom je zahvatala polje od gornje torakalne aperture do
kostofreni¢nih uglova u distalnom delu. Tokom pregleda pacijent je bio u poziciji
supinacije sa podignutim rukama i pozicijom stola sa glavom usmerenom put napred.
Pregled je raden tehnikom zadrzavanja daha na kraju inspirijuma. Tokom pregleda
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koriS¢eni su parametri voltaza cevi 120 kV sa automatskom modulacijom struje cevi i
debljina sloja od 1.0 mm. Svi CT pregledi su bili tumaceni od strane dva radiologa sa
velikim iskustvom rada u ovoj oblasti. Pregledi su obradivani na dijagnostickim
stanicama (Vitrea extend-Vital, Canon, Tokyo, Japan), pri ¢emu su koris¢eni alati sa
multiplanarnim rekonstrukcijama. Pregled je tumacen u prozoru za pluéni parenhim sa
karakteristikama (width, 1600 HU; level, 400 HU) i u prozoru za medijastinum (meka tkiva)
sa karakteristikama (width, 380 HU; level, 40 HU). U pluénom parenhimu su analizirani
patoloski supstrati: opacifikacije po tipu mle¢nog stakla (engl. ground glass opacities, GGO),
opacifikacije po tipu poplocavanja (engl. crazy paving pattern, CP), konsolidacija (engl.
consolidation, CON) i opacifikacije po tipu rezidualnog mle¢nog stakla (engl. residual ground
glass opacities, rGGO). Svakom pacijentu je odredivan CTSS (engl. CT severity score) koji
ukazuje na tezinu bolesti, u tri vremenska preseka, na prijemu, sedmog i ¢etrnaestog dana
po prijemu.

3.6 Statisticka analiza

Racunske (koeficijent varijacije, vrednosti skewness i kurtosis, statisti¢ki test Shapiro-
Wilk) i graficke metode (histogram, normalni Q-Q grafikon, detrendovan normalni Q-Q
grafikon, grafikon kutije (engl. boxplot)) su se koristile za ispitivanje normalnosti raspodele
podataka. Statisticka analiza je pored deskriptivne statistike, ukljuc¢ivala i proveru
statistickih hipoteza, odgovarajué¢im testovima u zavisnosti od raspodele podataka. U
zavisnosti od normalnosti raspodele i homogenosti varijansi, za procenu znacajnosti
razlike u sadrzaju pokazatelja oksidativnog ostecenja makromolekula izmerenih u tri
vremenske tacke, koriS¢eni su odgovarajuéi statisticki testovi. Korelacija markera
inflamacije, kao i biohemijskih markera ostecenja pojedinih organa sa pokazateljima
oksidativnog stresa je analizirana primenom Pearson-ovg ili Spearman-ovog koeficijenta
linearne korelacije. Razlike u sadrzaju pokazatelja oksidativnog stresa (MDA, 8-OHdG i
AOPP) izmedu hospitalizovanih i nehospitalizovanih pacijenata tokom vremena (na
prijemu, 7. i 14. dana po prijemu) su ispitivane primenom linearnog pristupa modeliranja
mesovitih efekata, koriste¢i R paket nlme version 3.1-147. Sto se ti¢e modela odgovara,
procenjeno je koris¢enjem Akaike-ovog informacionog kriterijuma (AIC); AIC vrednost je
2276,3 for MDA model, 757.0 za 8-OHdG i 2115.5 za AOPP model. Za modelovanje
odnosa tezine COVID-19 pneumonije i ostalih ispitivanih parametara koris¢en je model
linearnih mesovitih efekata. Rezultati su graficki predstavljeni pomoc¢u R paketa ggplot2
verzije 3.3.2. Analizirane su statisticke hipoteze sa nivoom znacajnosti od 0,05. Statisticka
analiza podataka izvrSena je koriste¢i IBM SPSS Statistics 22 (IBM Corporation, Armonk,
NY, USA) i R-3.5.0 (The R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) softvera.

35



Rezultati

4 REZULTATI

41  Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa COVID-19 pneumonijom

Ispitivanu grupu je ¢inilo 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, od kojih su 24
(41%) ¢inili muskarci, dok su 34 (59%) ¢inile Zene. Pacijenti su se javili na lecenje 4-6 dana
od pocetka tegoba. Vecina pacijenata je bila hospitalizovana (n=42, 72%). Samo jedan
pacijent je naveo da je pusac, dok je osam pacijenata navelo postojanje komorbiditeta u
vidu regulisane hipertenzije. BMI je iznosio 28,03+5,34 kg/m? (Tabela 3.).

Tabela 3. Opste karakteristike ispitivane populacije

Parametar Vrednost
Starost (godine) 48,20+13,46
Pol, n (%)

Zenski 34 (59%)
Muski 24 (41%)
Hospitalizacija, n (%)

Ne 16 (28%)
Da 42 (72%)
Prosec¢no vreme javljanja 5,82+1,60

lekaru od pocetka tegoba (dani)

Komorbiditeti, n (%)

Hipertenzija 8 (13%)
Pluéna oboljenja 0
Navika pusenja, n (%)

Ne 57 (98%)
Da 1(2%)

Od simptoma zbog kojih su se javljali na pregled, najveci broj pacijenata se zalio na

.....

otezano disanje i digestivne tegobe javljale kod manje od 30%pacijenata (Slika 26.).

80
72%
70
60 59%
50 45%
40 -
31%
30
20
12‘%'
10 | . 7"/n
Temperatura Zamaranje Kasalj Mialgija Dispneja Digestivne
tegobe

Slika 26. Ucestalost simptoma kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na prijemu
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4.2  Primenjena terapija kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom

Terapija koja je primenjivana tokom bolesti prikazana je u Tabeli 4. Kao $to je
naznaceno, svi pacijenti (100%) su dobijali suplemente u vidu vitamina C, vitamina D i
cinka, prema tada aktuelnim smernicama Nacionalnog vodi¢a za dijagnostiku i lecenje
pacijenata sa COVID-19. Tokom le¢enja, vedina pacijenata je primala antikoagulantnu
terapiju, od kojih su pojedini dobijali niskomolekularni heparin, a pojedini acetilsalicilnu
kiselinu. Tokom perioda pracenja od cetrnaest dana, pacijenti koji su inicijalno bili na
niskomolekularnom heparinu (n=40, 69%) su u kasnijem toku bolesti bili prebaceni na
acetilsalicilnu kiselinu, dok su neki od njih ostali na zapocetoj terapiji (n=17, 29%).
Favipiravir (CsH4FN302), antivirusni lek koji se primenjivao u drugom epidemijskom
talasu u Srbiji, primenjen je kod 26% pacijenata, a Tocilizumab (Cea28H9976N172002018542) je
dobio samo jedan pacijent. Pojedini pacijenti koji su bili hospitalizovani su dobijali
oksigenoterapiju na prijemu (n=17, 29%), dok je nakon cetrnaest dana samo jedan pacijent
zahtevao terapiju kiseonikom. Sto se ti¢e preostale terapije, ona je bila zastupljena u manje
od 30%pacijenata.

Tabela 4. Primenjena terapija tokom bolesti u ispitivanoj grupi pacijenata sa COVID-19
pneumonijom

Terapija Na prijemu 7. d.a!na pPo 14. c.l.ana PO
prijemu prijemu
Oksigenacija, n (%) 17 (29) 14 (24) 1(2)
Vazoaktivni lekovi, n (%) 8 (14) 8 (14) 8 (14)
Hidroksihlorohin, n (%) 10 (17) - -
Niskomolekularni heparin, n (%) 40 (69) 40 (68) 17 (29)
Acetilsalicilna kiselina, n (%) 16 (28) 17 (29) 30 (52)
Tocilizumab, n (%) - 1(2) -
Favipiravir, n (%) 15 (26) - -
Suplementacija 58 (100) 58 (100) 58 (100)

(Vitamin D, Vitamin C i Cink), n (%)

4.3  Pregled laboratorijskih parametara inflamacije

Tokom pradenja pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, kroz sedmodnevne
vremenske preseke, uofene su znacajne promene u dinamici kretanja vrednosti svih
ispitivanih parametara inflamacije. Ove vrednosti su prikazane kao apsolutni brojevi
(Tabela 5.) ili relativni brojevi u formi procenata (Tabela 6.).
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Tabela 5. Pregled laboratorijskih parametara inflamacije kod 58 pacijenata sa COVID-19
pneumonijom, na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu

Parametri Na prijemu 7. dana po 14. dana po p
inflamacije prijemu prijemu vrednost
Leukociti (n) 5,0+1,8 6,1+1,9 6,6+2,0 <0.001
Neutrofili (n) 3,0£1,7 3,6£1,8 3,8+1,7 0.005
Limfociti (n) 1,4+0,4 1,8+0,5 1,4+0,4 <0.001
Monociti (n) 0,4+0,2 0,5+0,8 0,60,2 <0.001
NLR 2,1(0,4-8,9) 1,8 (0,8-24,6) 1,9 (0,9-8,5) >0.05
IL-6 (pg/ml) 7,6 (1-112) 4 (1-45) 3 (1-41) <0.001
CRP (mg/1) 7,2 (0,1-79,8) 3,9 (0,3-83,2) 1,8 (0,02-38,7) <0.001
Feritin (ng/ml)

Zene 80,5 (13,0-1500,9) 105,0 (13,0-612,0) 76,5 (12,0-536,0) 0.011
Muskarci 350,0 (136,0-1500,9) 557,0 (156,0-1500,9) 401,0 (103,0-1500,9)  0.004

NLR- engl. neutrophil-lymphocytes ratio; IL-6 - interleukin 6; CRP- C reaktivni protein; U
zavisnosti od vrste varijabli i normalnosti raspodele rezultati su prikazani kao medijana
(opseg) ili srednja vrednost * standardna devijacija. p vrednost za ANOVU sa
ponovljenim merenjima ili Friedmanov test

Apsolutni broj elemenata bele krvne loze, odnosno leukocita, neutrofila i limfocita
je bio znacajno niZi od referentnh vrednosti, dok je nivo IL-6 i CRP bio znacajno visi
(p<0,05). Tokom sedmog i ¢etrnaestog dana po prijemu doslo je do pada koncentracije IL-
6 i CRP u odnosu na vrednosti od prvog dana, ali su i dalje njihove vrednosti bile iznad
referentnih. Kada su u pitanju monociti, uocen je znacajan trend porasta njihovog
apsolutnog broja tokom navedenog perioda pracenja (p<0,05). Sto se tie preostalih
parametara inflamacije koje smo pratili, njihove vrednosti su varirale (Tabela 6.).

Tabela 6. Pregled odstupanja laboratorijskih parametara inflamacije, izraZzeno u
procentima, kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, na prijemu, 7. i 14. dana po
prijemu

Parametri inflamacije Procenat van referentnih vrednosti

Na prijemu 7. dana po prijemu 14. dana po prijemu
Leukociti (n) 29% | 12%|/3%1 5%1/3%]
Neutrofili (n) 31%| 12%1/9%1 7%1/7%]
Limfociti (n) 28% | 14%] 2%1/5%]
Monociti(n) 3%1 3% 12%1
NLR - - -
IL-6 (pg/ml) 60%1 31%1 17%1
CRP (mg/]) 56%1 35%1 12%1

NLR - engl. neutrophil-lymphocytes ratio; IL-6 - interleukin 6; CRP- C reaktivni protein; | -
ukazuje na procenat vrednosti ispod referentnog opsega. T - ukazuje na procenat
vrednosti iznad referentnog opsega
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U skladu sa kriterijumima koji su dati u Nacionalnom vodi¢u za dijagonstiku i
lecenje pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, pacijente smo podelili na grupu koja je
lec¢ena hospitalno i grupu koja je le¢ena ambulantno. Prate¢i parametre inflamacije kroz
tacke pracenja kod 42 hospitalno lecena pacijenta, uocena je statisti¢ki visoka znacajnost
promene u vrednostima apsolutnog broja leukocita, limfocita i monocita, kao i
koncentracije IL-6 i CRP (p<0.001, Tabela 7.).

Tabela 7. Pregled laboratorijskih parametara inflamacije kod 42 hospitalizovana pacijenta
sa COVID-19 pneumonijom na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu

Parametri Na prijemu 7. dana po 14. dana po P
inflamacije prijemu prijemu vredn
ost

Leukociti (n) 5,2+1,9 6,1+1,9 6,9+2,1 <0.001
Neutrofili (n) 3,2+1,8 3,6+1,9 4,0+1,8 0.018
Limfociti (n) 1,4+0,4 1,7+0,6 2,0+0,6 <0.001
Monociti (n) 0,5+0,2 0,5+0,2 0,610,2 <0.001
NLR 2,3(0,4-8,9) 1,7 (0,8-24,6) 1,9 (0,5-8,5) 0.395
IL-6 (pg/ml) 11,1 (2,1-112,0) 4,5 (1,0-45,0) 3,1 (1,0-41,0) <0.001
CRP (mg/1) 15,5 (1,1-79,8) 5,2 (0-83,2) 2,3 (0-38,7) <0.001
Feritin (ng/ml)

Zene 89,0 (13,0-1005,9) 124,5 (20,0-612,0) 87,5 (12,0-536,0) 0.030
Muskarci 378,0 (136,0-1500,9) 617,5 (218,0-1500,9) 531,0 (103,0-1500,9) 0.001

NLR- engl. neutrophil-lymphocytes ratio; CRP- C reaktivni protein; IL-6- interleukin 6; U
zavisnosti od vrste varijabli i normalnosti raspodele rezultati su prikazani kao medijana
(opseg) ili srednja vrednost + standardna devijacija. p vrednost za ANOVU sa
ponovljenim merenjima ili Friedmanov test

Kod 16 pacijenata koji su le¢eni ambulantno, pracenje parametara inflamacije kroz
sedmodnevne vremenske preseke nije pokazalo statisticku znac¢ajnost (p>0,05; Tabela 8.).

Tabela 8. Pregled laboratorijskih parametara inflamacije kod 16 nehospitalizovanih
pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu

Parametri Na prijemu 7. dana po 14. dana po p
inflamacije prijemu prijemu vrednost
Leukociti (n) 4,7+¢1,3 6,1£1,9 5,7+1,5 0.047
Neutrofili (n) 2,6+0,9 3,5+1,6 3,3+1,2 0.028
Limfociti (n) 1,540,5 1,9+0,5 1,8+0,5 0.024
Monociti (n) 0,4+0,2 0,5+0,1 0,5+0,1 0.222
NLR 1,8 (04-3,1) 1,9 (0,8-3,7) 1,9 (0,6-3,1) 0.305
IL-6 (pg/ml) 3,5 (1,0-22,8) 2,9 (1,0-5,8) 2,4 (1,0-7,0) 0.043
CRP (mg/]) 2,9 (0,1-52,1) 1,5 (0-11,0) 1,1 (0-10,9) 0.004
Feritin (ng/ml)

Zene 39,0 (17,0-242,0) 34,0 (13,0-184,0) 38,0 (17,0-150,0) 0.255
Muskarci 285,5 (221,0-775,0) 295,0 (156,0-646,0) 308,5 (137,0-491,0) 0.223

NLR- engl. neutrophil-lymphocytes ratio; CRP- C reaktivni protein; IL-6- interleukin 6; U
zavisnosti od vrste varijabli i normalnosti raspodele rezultati su prikazani kao medijana
(opseg) ili srednja vrednost * standardna devijacija. p vrednost za ANOVU sa
ponovljenim merenjima ili Friedmanov test
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44  Pregled biohemijskih markera osteéenja organa

U cilju procene stepena ostecenja pojedinih organa kod pacijenata sa COVID-19
pneumonijom, pratili smo vrednosti biohemijskih parametara oStecenja bubrega
(koncentracije uree i kreatinina), sr¢anog i skeletnog misic¢a (aktivnost kreatin kinaze, CK i
aminotransferaze) kao i hepatocita (aktivnost alanin i aspartat aminotransferaze, kao i
laktat dehidrogenaze). Vrednosti svih ispitivanih parametara su prikazane su u Tabeli 9.

Uocena je visoko statisticki znacajna promena akivnosti kreatin kinaze tokom
perioda pracenja (p<0,001), dok je promena vrednosti ostalih navedenih parametara
pokazala statisticku znacajnost (p<0,05; Tabela 9.). Izmedu ostalog, postojala je i statisticki
znacajna promena u vrednostima parametara koji ukazuju na ostec¢enje bubrega (p<0,05;
Tabela 9.) i sréanog misic¢a, a koje nisu znacajno odstupale od vrednosti u odnosu na
referentni opseg (Tabela 10.).

Tabela 9. Pregled biohemijskih parametara ostecenja pojedinih organa kod 58 pacijenata
sa COVID-19 pneumonijom, na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu

Biohemijski markeri Na prijemu 7. dana po 14. dana po p vrednost
oSteenja organa prijemu prijemu

Urea (mmol/L) 4,5+1,7 4,5+2,3 5,3+2,7 0.002
Kreatinin (umol/L) 85,1+21,2 78,8116,0 83,8+16,8 0.001
ALT (U/L) 33 (17-165) 59 (19-518) 53 (17-253) 0.002
AST (U/L) 22,5 (11-95) 35,5 (11-310) 26 (10-141) 0.018
LDH (U/L) 189,5 (99-473)  192,5 (86-581) 174 (91-411) 0.001
CK (U/L) 66,5 (12-565) 54,5 (15-809) 53,5 (19-518) <0.001

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat
dehidorgenaza; CK-kreatin kinaza; U zavisnosti od vrste varijabli i normalnosti raspodele
rezultati su prikazani kao medijana (opseg) ili srednja vrednost + standardna devijacija. p
vrednost za ANOVU sa ponovljenim merenjima ili Friedmanov test

Posmatraju¢i odstupanja nivoa markera ostecenja jetre u odnosu na njihove
referentne vrednosti (Tabela 10.), odredene aktivnosti AST i ALT su bile visoke na
prijemu. Pored toga, uocen je i porast aktivnosti ispitivanih enzima u drugoj tacki
pracenja, odnosno nakon 7. dana, da bi u trecoj vremenskoj tacki pracenja, aktivnosti bile
nize u odnosu na drugo vreme pracenja. Vazno je napomenuti da su aktivnosti
transaminaza bile iznad referentnih vrednosti i iznad izmerenih vrednosti na prijemu.
Dodatno, odredivanjem aktivnosti LDH, uoceno je da je aktivnost ovog enzima bila
poviSena u sve tri tacke pracenja, ali da su najviSe vrednosti uoc¢ene na prijemu, da bi
tokom narednog sedmodnevnog perioda pokazale pad aktivnosti (Tabela 10.).
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Tabela 10. Pregled odstupanja vrednosti biohemijskih markera ostecenja pojedinih
organa, izrazeno u procentima, kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, na prijemu,
7.114. dana po prijemu

Biohemijski markeri Procenat van referentnih vrednosti
ostecenja organa
Na prijemu 7. dana po prijemu 14. dana po prijemu
Urea (mmol/L) 2%1/2%1 9%1/2%1 3%1/2%]
Kreatinin (unmol/L) 5%1/9%1 5%1/2%1 2%1/7%)]
ALT (U/L) 15%1 41%1 36%1
AST (U/L) 15%71 45%1 16%1
LDH (U/L) 26%1 10%7 3%1
CK (U/L) 3%1/2%1 2%]/3%1 2%1/5%1

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat
dehidorgenaza; CK-kreatin kinaza; | - ukazuje na procenat broja pacijenata kod kojih su
vrednosti ispod referentnog opsega. T - ukazuje na procenat broja pacijenata kod kojih su
vrednosti iznad referentnog opsega

U odnosu na celokupnu ispitivanu grupu, kod 42 pacijenata sa COVID-19
pneumonijom, koji su lec¢eni hospitalno, uocena je visoko statisticki znacajna razlika
(p<0,001) u vrednostima koncentracije uree i aktivnosti ALT, mada je i promena vrednosti
preostalih ispitivanih parametara bila statisticki znacajna (p<0,05; Tabela 11.), osim u
slucaju aktivnosti kreatin kinaze (p>0,05).

Tabela 11. Pregled biohemijskih markera oSteenja pojedinih organa kod 42
hospitalizovana pacijenta sa COVID-19 pneumonijom, na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu

Biohemijski Na prijemu 7. dana po 14. dana po p vrednost
markeri  oStecenja prijemu prijemu

organa

Urea (mmol/L) 4,7+1,8 4,5+2,7 5,6%3,0 <0.001
Kreatinin (pmol/L) 86,4+22,7 78,0+16,4 84,8+17,2 0.004
ALT (U/L) 33,5 (17-165) 66,5 (20-518) 61 (20-253) <0.001
AST (U/L) 25 (13-95) 42 (15-310) 29,5 (11-141) 0.001
LDH (U/L) 198,5 (120-473) 199 (129-581) 180 (91-411) 0.007
CK (U/L) 70 (12-180) 52 (15-809) 52 (19-518) 0.136

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat
dehidorgenaza; CK-kreatin kinaza; U zavisnosti od vrste varijabli i normalnosti raspodele
rezultati su prikazani kao medijana (opseg) ili srednja vrednost + standardna devijacija. p
vrednost za ANOVU sa ponovljenim merenjima ili Friedmanov test

Ono $to je interesantno je da su aktivnosti LDH kod nehospitalizovanih pacijenata
pokazale statisticki znac¢ajan pad tokom vremena pracenja (Tabela 12.). Pored toga, vazno
je uociti da kod ovih 16 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, koji su le¢eni ambulantno,
nije uocena statisticki znacajna razlika u pracenju ostalih vrednosti biohemijskih markera
ostecenja navedenih organa (p>0,05; Tabela 10.).
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Tabela 12. Pregled laboratorijskih parametara oste¢enja pojedinih organa kod 16
nehospitalizovanih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, na prijemu, 7. i 14. dana po
prijemu

Biohemijski markeri Na prijemu 7. dana po 14. dana po p vrednost
ostecenja organa prijemu prijemu

Urea (mmol/L) 4,1+1,1 4,5+1,2 4,6+1,3 0.345
Kreatinin (umol/L) 82+16,9 80,9+15,5 80,9+15,9 0.834
ALT (U/L) 32 (22-66) 42,5 (19-81) 38 (17-123) 0.984
AST (U/L) 20 (11-38) 24 (11-47) 22,5 (10-61) 0.713
LDH (U/L) 176,5 (99-306) 160,5 (86-232) 158 (96-208) 0.021
CK (U/L) 64,5 (25-565) 47 (29-599) 54,5 (39-474) 0.611

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat
dehidorgenaza; CK-kreatin kinaza; U zavisnosti od vrste varijabli i normalnosti raspodele
rezultati su prikazani kao medijana (opseg) ili srednja vrednost + standardna devijacija. p
vrednost za ANOVU sa ponovljenim merenjima ili Friedmanov test

45  Pregled laboratorijskih markera oksidativnog osteenja makromolekula

Stepen oksidativnog oste¢enja makromolekula kod pacijenata sa COVID-19
pneumonijom procenjivali smo odredujuci koncentracije markera koji nastaju kao rezultat
oksidativnog ostecenja lipida (MDA), DNK (8-OHdG) i proteina (AOPP) u plazmi.
Markeri oksidativnog ostecenja makromolekula su praceni kroz tri vremenske tacke: na
prijemu, 7. i 14. dana po prijemu, kako kod celokupne ispitivane grupe, tako i kod
hospitalizovnaih pacijenata u odnosu na one koji su ambulanto leceni.

Vremenski profil promena koncentracije MDA u plazmi pojedina¢no za svakog
ispitivanog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom je prikazan na Slici 27.
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Slika 27. Vremenski profil promena koncentracije MDA u plazmi za svakog ispitivanog
pacijenta sa COVID-19 pneumonijom pojedinac¢no; MDA - engl. malondialdehyde
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Vrednosti koncentracije MDA u plazmi su bile najviSe na prijemu 709,8ng/ml
(178,4-1542,1), dok su 7. dana pracenja pokazale pad na 477,5 ng/ml (140,64-1583,6;
p=0.030), da bi 14. dana po prijemu njene vrednosti pokazale porast na 547,5 ng/ml
(230,6-1570,8), sto je i dalje manje u odnosu na inicijalnu vrednost (p=0.002; Slika 28. A).
Nakon izvrSene podele pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na one koji su leceni
hospitalno i one koji su le¢eni ambulantno, uoceno je da je vremenski tok promena
koncentracije MDA u plazmi pokazao sli¢an obrazac tokom vremena pracenja, sa tim da je
porast koncentracije MDA u plazmi cetrnaestog dana po prijemu bio izraZeniji u grupi
pacijenata koji su hospitalizovani (Slika 28. B).

A. MDA (ng/ml) B.
p=0.002
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8 E Hospitalizacija
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Na prij 7.d. ij 14.d ij
Na prijemu 7. dana po prijemu  14. dana po prijemu MR AASESIERIEES RS S

Slika 28. Vremenski profil promena koncentracije MDA u plazmi kod hospitalitovanih i
nehospitalizovanih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom (Slika A i Slika B); MDA - engl.
malonildialdehyde; p- vrednost

Vremenski profil promena koncentracie MDA u plazmi za svakog
hospitalizovanog i ambulantnog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom pojedinacno je
prikazan na Slici 29.
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Slika 29. Vremenski profil promena koncentracie MDA u plazmi za svakog
hospitalizovanog (crveno) i nehospitalizovanog pacijenta (plavo) sa COVID-19
pneumonijom pojedinacno; MDA - engl. malondialdehyde
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Vremenski profil promena koncentracije 8-OHdG u plazmi pojedina¢no za svakog
ispitivanog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom je prikazan na Slici 30.

Na prijemu 7. dana po prijemu 14. dana po prijemu

Slika 30. Vremenski profil promena koncentracije 8-OHdAG u plazmi pojedina¢no za
svakog ispitivanog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom; 8-OHdG - engl. 8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine

Vrednosti koncentracije 8-OHdG u plazmi od 8,9 ng/ml (3,4-16,9) sedmog dana po
prijemu su bile vise u odnosu na vrednosti izmerene na prijemu, koje su iznosile 7,7ng/ml
(4,6-16,9; p=0.008). Cetrnaestog dana po prijemu koncentracije 8-OHdG u plazmi od
8,6ng/ml (4,6-16,7) su bile nesto nize u odnosu na drugo vreme pracenja (p>0.05; Slika 31.
A).
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Slika 31. Vremenski profil promena koncentracije 8-OHdG u plazmi kod hospitalitovanih
i nehospitalizovanih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom (Slika A i Slika B); 8-OHdG -
engl. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; p- vrednost
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Komparativnom analizom nivoa 8-OHdG u plazmi kod hospitalizovanih i
nehospitalizovanih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, uoceno je da je koncentracija u
plazmi ovog markera oksidatvnog ostecenja 7. dana po prijemu pokazala porast i kod
hospitalizovanih i kod nehospitalizovanih pacijenata, sa tim da su koncentracije 8-OHdG
u plazmi bile vise kod nehospitalizovanih pacijenata, da bi se 14. dana po prijemu
vrednosti navedenog biomarkera odrzavale na visem nivou kod hospitalizovanih
pacijenata, dok je kod nehospitalizovanih pacijenata primecen pad koncentracije 8-OHdG
u plazmi (Slika 31. B).

Vremenski profil promena koncentracije 8-OHdG wu plazmi za svakog
hospitalizovanog i ambulantnog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom pojedinac¢no je
prikazan na Slici 32.
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12-

Pacijenti

10~
——  Nehospitalizovani

Hospitalizovani

8-OHdG (ng/ml)

1 1 1
Na prijemu 7. dana po prijemu 14. dana po prijemu

Slika 32. Vremenski profil promena koncentracije 8-OHdG u plazmi pojedinacno za
svakog hospitalizovanog (crveno) i nehospitalizovanog pacijenta (plavo) sa COVID-19
pneumonijom; 8-OHAG - engl. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine

Vremenski profil promena koncentracije AOPP u plazmi pojedina¢no za svakog
ispitivanog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom je prikazan na Slici 33.
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Slika 33. Vremenski profil promena koncentracije AOPP u plazmi pojedinac¢no za svakog
ispitivanog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom; AOPP - engl. advanced oxidation protein
products

Uocena je visoko statisticki znac¢ajna promena u vrednostima koncentracije AOPP u
plazmi tokom vremena pracenja (p<0.001). Naime, vrednosti koncentracije AOPP u
plazmi su na prijemu bile 265,9 uM (117,3-779,67), dok su 7. dana pracenja pokazale pad
na 239,8 uM (31,3-623,8), da bi 14. dana po prijemu njene vrednosti dostigle vrednosti
sli¢ne kao na prijemu od 265,05 uM (108,2-830,3) (p=0.006; Slika 34. A).
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Slika 34. Vremenski profil promena koncentracije AOPP u plazmi kod hospitalitovanih i
nehospitalizovanih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom (Slika A i Slika B); AOPP - engl.
advanced oxidation protein products; p- vrednost

Sto se ti¢e koncentracije AOPP u plazmi, uocena je sli¢na vremenska dinamika u
promeni vrednosti koncentracije AOPP u plazmi kod hospitalizovanih i kod ambulantno
lecenih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom, sa tim da su vrednosti koncentracije AOPP
u plazmi bile znacajno vece kod pacijenata koji su leceni hospitalno (p=0.001), da bi 14.
dana pracenja dostigle vrednosti koje su bile izmerene na samom prijemu (Slika 34. B).
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Vremenski profil promena koncentracije AOPP u plazmi za svakog
hospitalizovanog i ambulantnog pacijenta sa COVID-19 pneumonijom pojedinacno je
prikazan na Slici 35.
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Na prijemu 7. dana po prijemu 14. dana po prijemu

Slika 35. Vremenski profil promena koncentracije AOPP u plazmi za svakog
hospitalizovanog (crveno) i nehospitalizovanog pacijenta (plavo) sa COVID-19
pneumonijom pojedinacno; AOPP - engl. advanced oxidation protein products

4.6 Povezanost markera oksidativnog ostecenja makromolekula sa laboratorijskim
parametrima inflamacije

Visoke vrednosti koncentracije biomarkera ostecenja lipida (MDA), DNK (8-
OHdG) i proteina (AOPP) u plazmi koje su uocene kod pacijenata sa COVID-19
pneumonijom na prijemu nisu statisticki znac¢ajno korelirale sa ispitivanim laboratorijskim
parametrima inflamacije (Tabela 13.).

Tabela 13. Povezanost markera oksidativnog ostecenja makromolekula sa laboratorijskim
parametrima inflamacije kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na prijemu

Parametri MDA (ng/ml) 8-OHdG (ng/ml) AOPP (uM)
inflamacije rho rho rho
IL 6 (pg/ml) -0,08 -0,04 0,07
CRP (mg/1) -0,13 -0,19 0,17
Feritin (ng/ml) -0,23 0,24 0,05
Limfociti (n) 0,18 0,03 -0,10
Neutrofili (n) -0,06 0,08 -0,08
Monociti (n) 0,08 -0,03 0,07

IL-6 - interleukin 6; CRP- C reaktivni protein; MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHdG - engl.
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; rho- engl.
Spearman correlation coefficient;
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Sedmog dana po prijemu uocena je znacajna korelacija izmedu koncentracije
AOPP u plazmi i reaktanata akutne faze, kao sto su CRP (rho=0.32, p=0.016), feritin
(rtho=0.32, p=0.015) i apsolutni broja neutrofila (rho=0.27, p=0.041). Medutim, statisticki
znacajna povezanost koncentracie MDA i 8-OHdG u plazmi sa ispitivanim
laboratorijskim parametrima inflamacije, sedmog dana po prijemu, nije uocena (Tabela
14.).

Tabela 14. Povezanost markera oksidativnog ostecenja makromolekula sa laboratorijskim
parametrima inflamacije kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 7. dana po prijemu

Parametri MDA (ng/ml) 8-OHdG (ng/ml) AOPP (uM)
inflamacije rho rho rho

IL 6 (pg/ml) -0,10 -0,19 0,18
CRP (mg/1) -0,18 -0,02 0,32*
Feritin (ng/ml) -0,09 0,06 0,32*
Limfociti (n) 0,22 0,16 -0,22
Neutrofili (n) -0,06 -0,01 0,27*
Monociti (n) 0,23 0,18 0,04

IL-6 - interleukin 6; CRP- C reaktivni protein; MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHdG -
engl. 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; rho -
engl. Spearman correlation coefficient; *p<0.05

Cetrnaestog dana po prijemu uolena je statisticki znadajna povezanost
koncentracije AOPP u plazmi sa pojedinim reaktanatima akutne faze, kao sto su IL-6
(rho=0.28, p=0.029), feritin (rho=0.26, p=0.049) i apsolutnim brojem monocita (rho=0.28,
p=0.037). Sli¢cno kao i 7. dana po prijemu, znacajna povezanost nije nadena izmedu
koncentracije MDA i 8-OHdG u plazmi i ispitivanih parametara inflamacije ¢etrnaestog
dana po prijemu (Tabela 15.).

Tabela 15. Povezanost markera oksidativnog ostecenja makromolekula sa laboratorijskim
parametrima inflamacije kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 14. dana po
prijemu

Parametri MDA (ng/ml) 8-OHdG (ng/ml) AOPP (uM)
inflamacije rho rho rho
IL 6 (pg/ml) 0,02 0,19 028*
CRP (mg/1) -0,07 -0,01 0,21
Feritin (ng/ml) -0,19 0,01 0,26*
Limfociti (n) 0,09 0,07 0,21
Neutrofili (n) -0,21 0,01 0,18
Monociti (n) 0,16 0,25 0,28*

IL-6 - interleukin 6; CRP- C reaktivni protein; MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHdG - engl.
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; rho- engl.
Spearman correlation coefficient; *p<0.05
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4.7  Povezanost markera oksidativnog oste¢enja makromolekula sa biohemijskim
markerima oStecenja pojedinih organa

U cilju procene povezanosti markera oksidativhog ostecenja makromolekula sa
biohemijskim markerima ostecenja pojedinih organa u prvoj vremenskoj tacki pracenja, na
prijemu, utvrdena je statisticki znacajna pozitivna povezanost nivoa 8-OHdG i aktivnosti
ALT (rho=0.30, p=0.028), kao i koncentracije kreatinina (rho=0.39, p=0.003). U navedenom
vremenu pracenja nije uocena znacajna povezanost nivoa MDA i AOPP u plazmi sa
ispitivanim biohemijskim markerima oste¢enja organa (Tabela 16.).

Tabela 16. Povezanost markera oksidativnog oste¢enja makromolekula sa biohemijskim
markerima ostecenja pojedinih organa kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na
prijemu

Biohemijski markeri MDA (ng/ml) 8-OHdG (ng/ml) AQOPP (uM)
osteéenja organa rho rho rho
Urea (mmol/L) -0,16 0,18 0,01
Kreatinin (umol/L) -0,22 0,39* 0,13
ALT (U/L) -0,01 0,30* 0,01
AST (U/L) -0,05 0,23 0,09
LDH (U/L) -0,10 0,01 0,01
CK (U/L) -0,36 -0,01 0,17

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat
dehidrogenaza; CK- kreatin kinaza; MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHdG - engl. 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; rho- engl.
Spearman correlation coefficient; *p<0.05

U drugoj tacki pracenja, odnosno sedmog dana po prijemu, nije uocena statistic¢ki
znacajna povezanost ni jednog od ispitivanih pokazatelja oksidativnog ostecenja sa
biohemijskim markerima ostecenja pojedinih organa (Tabela 17.).

Tabela 17. Povezanost markera oksidativnhog oste¢enja makromolekula sa biohemijskim
markerima oStecenja pojedinih organa kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 7.
dana po prijemu

Biohemijski markeri =~ MDA (ng/ml) 8-OHdG (ng/ml) AOPP (uM)
ostecenja organa rho rho rho
Urea (mmol/L) -0,06 0,06 -0,03
Kreatinin (umol/L) -0,09 0,02 0,15
ALT (U/L) 0,09 0,08 0,09
AST (U/L) 0,03 0,01 0,01
LDH (U/L) -0,21 -0,19 0,01
CK (U/L) -0,19 -0,05 -0,14

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat
dehidrogenaza; CK- kreatin kinaza; MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHdG - engl. 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; rho- engl.
Spearman correlation coefficient;
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Cetrnaestog dana po prijemu uofena je statisticki visoko znacajna povezanost
koncentracije AOPP u plazmi i aktivnosti AST (rho=0.44, p=0.001), kao i statisticki
znacajna povezanost sa LDH (rho=0.29, p=0.039). U ovoj tacki pracenja, medutim, nije
uocena znacajna korelacija izmedu nivoa MDA i 8-OHdG i biohemijskih markera
ostecenja pojedinih organa (Tabela 18.).

Tabela 18. Povezanost markera oksidativnhog oste¢enja makromolekula sa biohemijskim
markerima o$tecenja pojedinih organa kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 14.
dana po prijemu

Biohemijski markeri MDA (ng/ml) 8-OHdG (ng/ml) AQOPP (uM)
ostecenja organa rho rho rho
Urea (mmol/L) -0,18 0,05 0,01
Kreatinin (umol/L) -0,09 0,20 0,25
ALT (U/L) 0,01 0,01 0,23
AST (U/L) -0,02 -0,16 0,44*
LDH (U/L) -0,01 -0,15 0,29*
CK (U/L) -0,17 0,03 -0,14

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat
dehidrogenaza; CK- kreatin kinaza; MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHdG - engl. 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; rho- engl.
Spearman correlation coefficient; *p<0.05

4.8  Pokazatelji oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u akutnom toku
bolesti kao prediktora tezine COVID-19 pneumonije

U cilju ispitivanja pokazatelja oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u
akutnom toku bolesti kao prediktora tezine COVID-19 pneumonije, koris¢en je model
linearnih mesSovitih efekata. Iz rezultata prikazanih u Tabeli 19, vidi se da nije uocen
znacajan odnos Sansi izmedu ispitivanih parametara, te da se ispitivani parametri nisu
pokazali znacaj u predikciji tezine COVID-19 pneumonije (p<0.05).

Tabela 19. Procena pokazatelja oksidativnog ostecenja makromolekula kao prediktora
tezih oblika COVID-19 pneumonije

Markeri

oksidativnog Blazi oblik Srednje tezak oblik OR (95%IP) p
ostecenja pneumonije pneumonije

makromolekula

MDA 710.62 (312.86-1542.15) 676.27 (178.38-1055.93)  0.99 (0.99-1.00) 0.561
8-OHdG 7.65 (4.89-15.01) 7.84 (4.64-18.25) 1.10 (0.87-1.39) 0.417
AQOPP 253.36 (117.33-497.10)  301.68 (170.56-779.67)  1.00 (0.99-1.01) 0.189

Medijana (min-max); OR - odnos $ansi prilagoden na pol i starost; IP - interval poverenja;
p- vrednost za logisticku regresiju
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49  Pregled promena u pluénom parenhimu na MDCT toraksa

Inflamatorne promene u pluénom parenhimu koje su uocene kod pacijenata sa
COVID-19 pneumonijom su takode pokazale odredenu dinamiku (Slika 36. i Slika 37.).
Interesantno je, da su na prijemu svi pacijenti imali promene po tipu “mle¢nog stakla”
(GGO; Slika 36.). Kao sto se moze uociti na Slici 37. kod najveéeg broja pacijenata u
pluénom parenhimu su uocene samo promene po tipu “mle¢nog stakla” (GGO) (48.3%),
dok je kod pojedinih uoc¢ena kombinacija GGO sa promenama po tipu “poplocavanja”
(CP) (26.6%) ili je uz njih bila zastupljena i konsolidacija (CON) (24.1%). Kako je tekao tok
bolesti, inflamatorni obrasci u pluénom parenhimu su se smenjivali. Tako je u drugoj tacki
pracenja, odnosno sedmog dana po prijemu, 85% pacijenata je imalo promene po tipu
konsolidacije (CON; Slika 36.). Pored toga, uoceno je da je najveci broj pacijenata imao
samo CON (46.6%), dok su u manjoj meri bile zastupljene kombinacije navedenih
obrazaca, promena po tipu GGO, CP i CON (25.9%), rezidualno “mle¢no staklo” (tGGO)
(15.5%) ili kombinacija promena po tipu GGO i CON (12.1%; Slika 38.). Cetrnaestog dana
po prijemu, u trecoj tacki pracenja, dominantan obrazac inflamatornih promena kod 83%
pacijenata bio je po tipu rezidualnog “mle¢nog stakla” (Slika 36.). Ipak, posmatrajuci Sliku
37. moze se uociti da su kod najveceg broja pacijenata prisutne promene u pluénom
parenhimu bile po tipu rGGO (50.0%), dok je nesto manji broj imao kombinaciju promena
CON 1 rGGO (34.55%). U ovoj tacki pracenja, 15% pacijenata nije imalo nikakve promene
u pluénom parenhimu.

CT karakteristike COVID -19 pneumonije
120%

100%
100%
85% 83%

80% 72%
%
o0% 48%
A% 36% 35%
24% 26%
20

0% 0% 2%
0% = =
Na prijemu 7.dana po prijemu 14. dana po prijemu

m 'mleénostaklo” m "poploCavanje’ mkonsolidacija = rezidualno "mleéno staklo”

Slika 36. Ucestalost pojedina¢nih obrazaca u pluénom parenhimu kod pacijenata sa
COVID-19 pneumonijom na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu

51



Rezultati

opacifikacije po
tipu rezidualnog -
"mleénog stakla"

konsolidacija i
rezidualno
"mleéno staklo"

konsolidacija -

"mle¢no staklo" i _
konsolidacija

"mleéno staklo",
"poplogavanje" i ~
konsolidacija

CT obrasci

"mlaéno staklo" i
"poploéavanje" -

"mleéno staklo" _

bez promena

Na prijemu 7. dana po prijemu 14. dana po prijemu

Slika 37. Pregled obrazaca u pluénom parenhimu kod pacijenata sa COVID-19
pneumonijom na prijemu, 7. i 14. dana po prijemu

Vrednosti medijana sa minimalnim i maksimalnim vrednostima CT skora po
pluénim lobusima kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na prijemu, 7. i 14. dana
po prijemu je prikazana na Slikama 38-40. Uocava se da je CT skor bio vedi u donjim
lobusima u odnosu na gornje i srednji lobus sa desne strane, na prijemu, kaoi 7. dana po
prijemu.
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Slika 38. Vrednosti medijana (minimalna-maksimalna) CT skora po pluénim lobusima
kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na prijemu; RSL- desni gornji lobus (engl.
right superior lobe); ML - srednji lobus (engl. middle lobe); RIL - desni donji lobus (engl. right
inferior lobe); LSL - levi gornji lobus (engl. left superior lobe); LIL - levi donji lobus (engl. left
inferior lobe)
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Slika 39. Vrednosti medijana (minimalna-maksimalna) CT skora po plu¢nim lobusima
kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 7. dana po prijemu; RSL- desni gornji lobus
(engl. right superior lobe); ML - srednji lobus (engl. middle lobe); RIL - desni donji lobus (engl.
right inferior lobe); LSL - levi gornji lobus (engl. left superior lobe); LIL - levi donji lobus
(engl. left inferior lobe)
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Slika 40. Vrednosti medijana (minimalna-maksimalna) CT skora po pluénim lobusima
kod 58 pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 14. dana po prijemu; RSL- desni gornji
lobus (engl. right superior lobe); ML - srednji lobus (engl. middle lobe); RIL - desni donji
lobus (engl. right inferior lobe); LSL - levi gornji lobus (engl. left superior lobe); LIL - levi
donji lobus (engl. left inferior lobe)

410 Povezanost laboratorijskih parametara inflamacije sa promenama u pluénom
parenhimu na MDCT toraksa

Povezanost laboratorijskih parametara inflamacije sa promenama u pluénom
parenhimu na MDCT toraksa na prijemu prikazana je na Slici 41. A, Bi C. Razlika u
vrednosti medijana kod IL-6 i CRP nije bila statisticki znacajna (p>0.05; Slika 41. A i B),
dok je razlika u vrednosti medijana feritina bila statisticki znacajna (p= 0,030; Slika 41. C).
Naime, postojala je statisticki znacajna razlika izmedu pacijenata sa inflamatornim
promenama u pluénom parenhimu po tipu GGO +CP+CON u odnosu na one koji su imali
promene po tipu GGO+CP (p=0,009).
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Slika 41. Vremenski profil promena IL-6, CRP i feritina u korelaciji sa CT obrascima kod
pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na prijemu (Slika A, Slika B i Slika C); IL-6 -
interleukin 6; CRP - C reaktivni protein; GGO - “mle¢no staklo”, CP - “poploc¢avanje”,
CON - konsolidacija
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Povezanost laboratorijskih parametara inflamacije sa promenama u pluénom
parenhimu na MDCT toraksa 7. dana po prijemu prikazana je na Slici 42. A, Bi C. Razlika
u vrednosti medijana feritina nije bila statisti¢cki znacajna (p>0,05, Slika 42. C), dok je
razlika u vrednosti medijana IL-6 bila statisticki znacajna (p= 0,004; Slika 42. A). Naime,
postojala je statisticki znacajna razlika izmedu u vrednostima IL6 pacijenata sa
inflamatornim promenama u pluénom parenhimu po tipu CON+GGO+CP u odnosu na
pacijente sa promenama po tipu rGGO (p=0,001), pacijente sa promenama po tipu
CON+GGO (p=0,016), kao i pacijente sa samo CON (p=0,003). Sedmog dana po prijemu
razlika u vrednostima medijana za CRP je bila statisticki znacajna (p= 0,012; Slika 42. B).
Naime, postojala je statisticki znacajna razlika u vrednostima CRP izmedu pacijenata sa
inflamatornim promenama u pluénom parenhimu po tipu CON+GGO+CP u odnosu na
pacijente sa promenama po tipu rGGO (p=0,003), kao i pacijente sa samo CON (p=0,005).
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Slika 42. Vremenski profil promena IL-6, CRP i feritina u korelaciji sa CT obrascima kod
pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 7. dana po prijemu, (Slika A, Slika B i Slika C); IL-6
- interleukin 6; CRP - C reaktivni protein, GGO - “mle¢no staklo”, CP - “poploc¢avanje”,
CON - konsolidacija; rGGO - rezidualno “mleé¢no staklo”

Povezanost laboratorijskih parametara inflamacije sa promenama u pluénom
parenhimu na MDCT toraksa 14. dana po prijemu prikazana na Slici 43. A, Bi C. Razlika u
vrednostima medijana svih ispitivanih laboratorijskih parametara inflamacije je bila
statisticki znacajna. U trecoj tacki posmatranja postojala je statisti¢cki znacajna razlika
izmedu pacijenata sa inflamatornim promenama u pluénom parenhimu po tipu
CON+rGGO u odnosu na pacijente sa promenama po tipu rGGO (p=0,014 za vrednosti
IL-6; p=0,010 za vrednosti CRP; p=0,025 za vrednosti feritina), kao i u odnosu na one koje
nisu imali promene u pluénom parenhimu (p=0,026 za vrednosti IL-6; p=0,024 za
vrednosti CRP; p=0,023 za vrednosti feritina).

55



Rezultati
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Slika 43. Vremenski profil promena IL-6, CRP i feritina u korelaciji sa CT obrascima kod
pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 14. dana po prijemu, (Slika A, Slika B i Slika C); IL-
6 - interleukin 6, CRP - C reaktivni protein, GGO - “mle¢no staklo”, CP - “poplocavanje”,
CON - konsolidacija; rGGO - rezidualno “mlec¢no staklo”

411 Povezanost markera oksidativnog ostecenja makromolekula i promena u
pluénom parenhimu na MDCT toraksa

Kada je ispitivan odnos vrednosti markera oksidativnog ostecenja bioloski vaznih
makromolekula, poput 8-OHdG i AOPP sa promenama u pluénom parenhimu na MDCT
toraksa, u svim tackama pracenja, razlika u vrednosti medijana pomenutih markera
oksidativnog ostecenja nije bila statisticki znacajna (p>0,05; Slika 44.-46.).

A. p=0,751 B. p=0,677 C. p=0,485
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Slika 44. Distribucija CT obrazaca u korelaciji sa parametrima oksidativnhog oStecenja
makromolekula MDA, 8-OHdG i AOPP kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na
prijemu, (Slika A, Slika B i Slika C); MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHdG - engl. 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; GGO - “mle¢no
staklo”, CP - “poplocavanje”, CON - konsolidacija
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Rezultati

Sa druge strane, razlika u vrednosti medijana MDA je bila statisticki znacajna
(p=0,035; Slika 45. A). Naime, postojala je statisticki znacajna razlika u koncentracijama
MDA u plazmi u drugom vremenu pracenja, odnosno 7. dana po prijemu, izmedu
pacijenata sa promenama po tipu CON+GGO+CP u odnosu na one pacijente koji su imali
samo CON (p=0,005)

A. p=0,035 B. p=0,172 c p=0,127
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Slika 45. Distribucija CT obrazaca u korelaciji sa parametrima oksidativnhog ostecenja
makromolekula MDA, 8-OHdG i AOPP kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 7.
dana po prijemu, (Slika A, Slika B i Slika C); MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHAG - engl.
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; GGO -
“mlec¢no staklo”, CP - “poplocavanje”, CON - konsolidacija

U trecoj tacki pracenja, odnosno ¢etrnaestog dana po prijemu, veéina pacijenata je u
pluénom parenhimu imala promene po tipu rezidualnog “mle¢nog stakla” (rGGO, 50%),
dok je kod manjeg broja pacijenata doslo do potpune rezolucije postojecih inflamatornih
promena. Pa ipak, uoceno je da je nivo 8-OHdG i AOPP bio niZi kod pacijenata kod kojih
je doslo do potpune rezolucije u odnosu na one kod kojih je inflamacija u pluénom
parenhimu i dalje bila detektabilna bilo u vidu promena u vidu kombinacije konsolidacije
(CON) i rezidualnog “mle¢nog stakla” (rGGO), bilo samo u vidu promena po tipu
rezidualnog “mle¢nog stakla” (rGGO), iako ova povezanost nije bila statisticki znacajna
(Slika 46.). U trecoj tacki pracenja uoceni su veéi nivoi MDA kod pacijenata kod kojih su u
pluénom parenhimu detektovane promene po tipu CON i rGGO, u odnosu na pacijente
kod kojih su detektovane samo promene u vidu rGGO ili pacijente kod kojih je doslo do
potpune rezolucije inflmatornih promena, mada ova povezanost nije bila statisticki
znacajna.
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Rezultati
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Slika 46. Distribucija CT obrazaca u korelaciji sa parametrima oksidativnog ostecenja
makromolekula MDA, 8-OHdG i AOPP kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 14.
dana po prijemu, (Slika A, Slika B i Slika C); MDA - engl. malondialdehyde; 8-OHAG - engl.
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; AOPP- engl. advanced oxidation protein products; GGO -
“mle¢no staklo”, CP - “poplocavanje”, CON - konsolidacija

412 Medusobna povezanost ispitivanih laboratorijskih parametara

Medusobna povezanost svih ispitivanih laboratorijskih parametara je graficki
prikazana kroz koeficijent korelacije na HeatMap-i (Slika 47.). Intenzitet crvene boje u
odnosu na belu boju govori u prilog pozitivne povezanosti dve ispitivane varijable, dok
intenzitet plave boje govori u prilog negativne povezanosti dve ispitivane varijable.
Zanimljivo je da je uocena statisticki znacajna povezanost izmedu markera oStecenja
lipida (MDA) sa markerom oksidativhog oste¢enja DNK (8-OHdG) u sve tri tacke
pracenja (I vreme: rho=0,330; p=0,019; II vreme: rho=0,512; p<0,001; III vreme: rho=0,345;
p=0,015, Slika 47.). Ipak, nije uofena medusobna povezanost preostalih ispitivanih
laboratorijskih parametara inflamacije i biohemijskih pokazatelja ostecenja organa (Slika
47.).
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Slika 47. Graficki prikaz (HeatMap) povezanosti ispitivanih varijabli primenom Spearman-
ovog koeficijenta korelacije (od -1 do 1); Legenda brojeva: 1- varijabla odredena u prvom
vrmenu posmatranja; 2- varijabla odredena u drugom vremenu posmatranja; 3- varijabla
odredena u treéem vremenu posmatranja
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Rezultati

Radi lakSeg tumacenja dobijenih rezultata koji su graficki prikazani na HeatMap-i,
posebno je prikazana medusobna korelacija parametara inflamacije kao i njihova
povezanost sa CTSS (Tabela 20, Tabela 21. i Tabela 22.). Analizom medusobne
povezanosti odabranih parametara inflamacije kao i CT skora, uocena je asocijacija
izmedu nekoliko varijabli kroz tri ispitivane tacke pracenja. Naime, na prijemu kao i 7. i
14. dana po prijemu uocena je visoko statisticki znacajna pozitivna povezanost vrednosti
koncentracija IL-6 i CRP (p<0,001), vrednosti koncetracija CRP i feritina u prvoj i drugoj
tacki pracenja (p<0,001) kao i vrednosti koncentracija IL-6 i feritina u prvoj tacki pracenja
(p<0,001). Pored toga, uocena je statisticki znacajna pozitivha povezanost vrednosti
koncentracije odabranih parametara inflamacije sa CT skorom u sve tri tacke pracenja
(p<0,05).

Tabela 20. Medusobna povezanost parametara inflamacije kao i njihova povezanost sa
CTSS kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom na prijemu

Parametri IL 6 CRP Feritin Neutrofili Limfociti CTSS
inflamacije (pg/ml) (mg/1) (ng/ml) (n) (n)

rho rho rho rho rho rho
IL 6 (pg/ml) 1 0,76** 0,35** 0,18 -0,42* 0,79**
CRP (mg/1) 0,76** 1 0,62** 0,39* -0,22 0,65**
Feritin (ng/ml) 0,35** 0,62** 1 0,37* 0,35* 0,48**

CRP- C reaktivni protein; IL-6- interleukin 6, CTSS - engl. CT severity score

Tabela 21. Medusobna povezanost parametara inflamacije kao i njihova povezanost sa
CTSS kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 7. dana po prijemu

Parametri IL 6 CRP Feritin  Neutrofili Limfociti CTSS
inflamacije (pg/ml) (mg/l) (ng/ml) (n) (n)

rho rho rho rho rho rho
IL 6 (pg/ml) 1 0,55** 0,18 -0,06 -0,37* 0,39*
CRP (mg/1) 0,55** 1 0,48** 0,13 -0,30* 0,62**
Feritin (ng/ml) 0,18 0,49** 1 0,09 -0,19 0,56**

CRP- C reaktivni protein; IL-6- interleukin 6, CTSS - engl. CT severity score

Tabela 22. Medusobna povezanost parametara inflamacije kao i njihova povezanost sa
CTSS kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom 14. dana po prijemu

Parametri IL 6 CRP Feritin Neutrofili Limfociti CTSS
inflamacije (pg/ml) (mg/1) (ng/ml) (n) (n)

rho rho rho rho rho rho
IL 6 (pg/ml) 1 0,48** 0,23 0,36* 0,04 0,35*
CRP (mg/]) 0,48** 1 0,24 0,43* -0.01 0,39*
Feritin (ng/ml) 0,23 0,24* 1 0,08 0,11 0,54**

CRP- C reaktivni protein; IL-6- interleukin 6, CTSS - engl. CT severity score
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Diskusija

5 DISKUSIJA

Pojava virusa SARS-CoV-2 je vrlo brzo uslovila nastanak pandemije sa ozbiljnim
zdravstvenim posledicama po stanovnistvo Sirom sveta (194). Prema istrazivanju
Marinkovica, u Srbiji je registrovan povecan stepen smrtnosti od COVID-19 infekcije, pri
¢emu je udeo u ukupnoj smrtnosti iznosio 8,9%, ¢ime se stavlja na tre¢e mesto uzroka
mortaliteta, posle kardiovaskularnih bolesti i tumora (195).

Od samog pocetka, bolest izazvana ovim virusom, postala je veliki izazov kako u
pogledu dijagnostikovanja, lecenja i pracenja bolesti, tako i u smislu otkrivanja
patofizioloskih mehanizama koji odreduju kojom dinamikom ¢ée se bolest razvijati (196).
Posto povecana produkcija slobodnih radikala, kao glavno obelezje SARS-CoV-2 infekcije,
moze modifikovati makromolekule tokom vremena, ovo kumulativho oStecenje
makromolekula uti¢e na mnoge mehanizme koji su u osnovi progresije COVID-19. 1z tog
razloga, od velike je vaZnosti nivoe parametara oksidativnog stresa analizirati
pojedina¢nim odredivanjem i proceniti njihove koncentracije tokom vremena. Rezultati
ovog istrazivanja omogucdili su tumacenje vremenskog profila promena parametara
inflamacije, biohemijskih markera ostecenja pojedinih organa, markera oksidativnog
os$tecenja makromolekula, analizu obrazaca promena u pluénom parenhimu na MDCT
toraksa kao i njihovu medusobnu povezanost kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom.

Kako bi se procenio efekat same akutne infekcije, uklju¢ujuci interakciju citokina i
oluju slobodnih radikala, a isklju¢ilo moguce dejstvo komorbiditeta koji spadaju u grupu
oksidativnih oboljenja, u studiju su ukljuc¢eni pacijenti sa COVID-19 pneumonijom koji
nemaju komorbiditete gde bi osnovni mehanizam mogao znacajno doprineti
oksidativhom stresu. Poseban akcenat treba staviti na ¢injenicu da se vremenski profil
posmatranih elemenata razlikuje kod nehospitalizovanih i hospitalizovanih pacijenta i
moze posluziti kao prediktor tezine COVID-19 pneumonije.

Prema dosadas$njim podacima iz literature, procenjeni srednji period inkubacije
COVID-19 je oko pet dana (27,28), pri ¢emu prosec¢no vreme od pojave simptoma do
hospitalizacije je izmedu drugog i osmog dana (29,30). Uzimaju¢i u obzir navedene
¢injenice, nasi pacijenti su ukljuceni u studiju u proseku oko petog dana od dana pocetka
tegoba, a praceni su u sedmodnevnim vremenskim intervalima. IstraZivanja su pokazala
da bolest prolazi kroz Cetiri faze. Prva je inicijalna faza, koja se javlja do ¢etvrtog dana od
trenutka pojave simptoma. Zatim sledi progresivna faza, koja obuhvata period od petog
do osmog dana od pojave simptoma. Nakon nje sledi faza “pika”, koja se javlja od
devetog do trinaestog dana i na kraju faza rezolucije, koja se javlja dve nedelje nakon
pojave simptoma (96,102-104). Pracenjem kroz sedmodnevne vremenske intervale
pokusali smo da ispratimo i analiziramo dogadaje koji se javljaju u COVID-19 pneumoniji,
pratedi pacijente kroz navedene faze kroz koje bolest prolazi.

Klini¢ka slika COVID-19 moZe veoma varirati, od asimptomatskog oblika do
ozbiljnih multisistemskih poremecaja. Simptomi koji se mogu javiti u sklopu ove bolesti
su nespecifi¢ni i javljaju se sa razli¢itom ucestaloscu. Kod pacijenata ispitivanih u ovoj
studiji od simptoma koji su bili prisutni, najzastupljenija je bila poviSena temperatura,
javljale kod manjeg broja pacijenata. Uvidom u meta-analize zapazamo da su pojava i
ucestalost klinickih simptoma u njima u skladu sa onim koji su registrovani kod
pacijenata ispitivanih u ovoj studiji. U velikoj meta-studiji Lija i sar. zastupljenost
simptoma je pratila sli¢cnu distribuciju (197). Pregledom literature, podaci koje je prikazala
autorka Siordia, su takode usaglaseni sa prethodno navedenim tvrdnjama (198).
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Jedna od klju¢nih karakteristika COVID-19 je postojanje izraZene inflamacije, koja
je pre svega prisutna kod onih pacijenata koji su razvili teSku formu bolesti. Naglasen
imunski odgovor posredovan nizom citokina, igra vaznu ulogu u patogenezi ove bolesti.
Studije su pokazale da su brojni podtipovi imunskih celija i inflamatorni medijatori
ukljuceni u proces koji se razvija tokom bolesti (125).

U sluzbi dijagnostikovanja i pracenja COVID-19 pneumonije, odredivanje
pojedinih laboratorijskih parametara inflamacije igra vaznu ulogu. U sprovedenoj studiji
utvrdili smo da je apsolutni broj leukocita, neutrofila i limfocita bio znacajno nizi od
referentnih vrednosti. Takode je primecen statisticki znacajan trend porasta apsolutnog
broja monocita tokom navedenog perioda pracenja. U meta-analiti¢koj studiji Li i sar.
sprovedenoj na velikom broju pacijenata, analizirani su laboratorijski parametri koji
govore u prilog postojanju i stepenu inflamacije, koji su ukazali na prisustvo leukopenije i
limfopenije uz poveéanje CRP kod vecine pacijenata (197). Ovi rezultati su u skladu sa
ovom studijom, koja je pokazala da je limfopenija registrovana kod vecdine pacijenata na
prijemu. Iako je u virusnim infekcijama limfocitoza o¢ekivana pojava, moguce objasnjenje
limfopenije koja se javlja u ovoj virusnoj infekciji jeste da se na limfocitima nalaze
eksprimirani ACE2 receptori i na taj nac¢in limfociti predstavljaju metu virusa. Smatra se
da limfopenija moZe nastati usled migracije limfocita iz cirkulacije u pluéni parenhim ili
zbog smanjene funkcije nastale usled ekspresije inhibitornih molekula na njihovoj
povrsini (199,200). Moguce objasnjenje moze biti i da produzena aktivacija neutrofila uz
produkciju proinflamatornih citokina moze dovesti do supresije kostane srzi i smanjenja
broja limfocita (201). Rezultati studija koje su takode analizirale broj celularnih
komponenti krvne slike u toku akutne faze COVID-19, pokazali su da limfopenija
prisutna kod pacijenata sa COVID-19 dovodi do narusene regulacije imunskog odgovora,
Sto dalje za posledicu ima naglasen sistemski inflamatorni odgovor (202). U prilog ovome
govori i podatak da se prisustvo limfopenije pokazalo kao prediktor lose prognoze (203-
205)

U ovom istrazivanju, posebna paZnja je obradena na pacijente koji su leceni
hospitalno u odnosu na one koji su leceni ambulantno. Tom prilikom, uocena je visoka
znacajnost promene kroz sedmodnevne vremenske preseke u vrednostima apsolutnog
broja leukocita, limfocita i monocita kod hospitalizovanih pacijenata. U studiji Wanga i sar.
pokazano je da tokom hospitalizacije, osobe sa smrtnim ishodom su imale znacajno
izrazeniju limfopeniju u odnosu na one koje su prezivele (30). Pacijenti koji su bili
hospitalizovani, a koji su se oporavili, pokazali su pad broja limfocita sedmog dana od
pojave simptoma, da bi se u daljem toku bolesti njihov broj postepeno vracao u normalu
(37). Ovakva rezolucija je primecena i u ispitivanoj grupi hospitalizovanih pacijenata u
ovoj studiji. Uzimaju¢i navedene ¢injenice u obzir, moZe se pretpostaviti da bi serijska
procena dinamike kretanja broja limfocita mogla posluZiti kao prognosti¢ki faktor za
ishod COVID-19 bolesti. Tan i sar. su predlozili model koji je baziran na odredivanju broja
limfocita u dve vremenske tacke pracenja. Tako, pacijenti koji imaju manje od 20%
limfocita u odnosu na normalne vrednosti od desetog do dvanaestog dana od pojave
simptoma i manje od 5%u periodu od sedamnaestog do devetnaestog dana, imaju vecu
verovatnocu da ¢e imati losiji ishod (206). Vazno je napomenuti da u nasem istraZivanju
koje je sprovedeno u grupi ambulantno lecenih pacijenata, nije uocena statisticka
znacajnost promene u vrednostima apsolutnog broja elemenata bele krvne loze.

U sprovedenoj studiji, uocen je znacajan trend porasta apsolutnog broja monocita
tokom navedenog perioda pracenja. Poznato je da monociti i makrofagi ostvaruju svoju
znacajnu ulogu u imunskom odgovoru kroz $iroki spektar imunoloskih funkcija, koje sa
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jedne strane mogu i¢i u prilog Sirenju virusne infekcije, dok sa druge strane mogu
ograniciti aktivnost patogena kroz korisne imunoloske odbrambene mehanizme (207).
SARS-CoV-2 moZe da dovede do infekcije makrofaga i monocita na dva nacina, putem
ACE2 zavisnih i ACE2 nezavisnih procesa. Inficirani monociti i makrofagi nece imati
sposobnost da pokrenu odgovarajuci urodeni imunski odgovor. Pored toga, usled njihove
neadekvatne funkcije moze doéi do razvoja naglasene inflamacije i citokinske oluje, koje
poslediécno mogu dovesti do oSte¢enja organa, sa narocitom sklonos¢u ka pluénom
parenhimu (208). U respiratornom sistemu se spominju dve glavne subpopulacije
makrofaga, alveolarni makrofagi i intersticijalni makrofagi, pri ¢emu su alveolarni
definisani kao primarni u odbrani u slucaju respiratornih infekcija. Studije su ukazale da
makrofagi u pluéima imaju, takode, vaznu funkciju u prekidu inflamatornog odgovora i
pokretanju reparatornih mehanizama (209). Ove ¢injenice bi mogle delimi¢no da objasne
porast broja monocita koji je zabelezen u sprovedenoj studiji tokom perioda pracenja.
Novije studije su se bavile ispitivanjem cirkuliSu¢ih monocita i njihove aktivacije kod
rekonvalescenata. Naime Park i sar. su utvrdili da su rekovalescenti sa plué¢nim post-
akutnim sekvelama SARS-CoV-2 infekcije (engl. post-acute sequele of SARS-CoV-2 infection,
PACS) nekoliko meseci nakon infekcije imali poviSen broj cirkuliSsu¢ih monocita kao i
povisen stepen njihove aktivacije. Sli¢cne promene su uocene i kod osoba koje su nakon
zavrSetka infekcije bile bez simptoma. Daljom analizom podgrupa monocita, kao sto je
CD169*, ustanovljeno je da aktivacija pojedinih podgrupa monocita moze doprineti
razvoju hroni¢nih sekvela u plu¢ima nakon potpune rezolucije COVID-19 (210).

U sprovedenoj studiji, kako u celoj kohorti tako i kod hospitalno le¢enih pacijenata,
uocena je statisticki visoka znacajnost promene u vrednostima koncentracije reaktanata
akutne faze kroz sedmodnevne vremenske preseke. Naime, nivo IL-6 i CRP je bio
znacajno visi kod svih pacijenata na prijemu. Tokom sedmog i ¢etrnaestog dana pracenja
uocen je pad koncentracije IL-6 i CRP, mada su njihove vrednosti i dalje bile vise u odnosu
na gornju granicu referentnog opsega. Sa druge stane, nije uocena statisticka znacajnost
promene u vrednostima koncentracije reaktanata akutne faze kod ambulanto lecenih
pacijenata. Comes i sar. su u meta-analitickoj studiji utvrdili da su pacijenti sa
nekomplikovanom boles¢u imali skoro tri puta manje koncentracije IL-6 u serumu.
Njihova studija je takode ukazala da su povecani nivoi IL-6 znacajno povezani sa
nezeljenim klinickim ishodima, uklju¢ujudéi prijem u intenzivnu negu, razvoj ARDS-a i
letalni ishod (211). Herold i sar. su analizirali vrednosti koncentracije IL-6, CRP i njihove
promene tokom bolesti, pocev od prvog dana hospitalizacije. Tom prilikom su utvrdili da
maksimalne izmerene koncentracije IL-6, kao i maksimalne koncentracije CRP, koje su
zabelezene pre intubacije, su pokazale najve¢u povezanost sa potrebom za invazivnom
mehani¢kom ventilacijom. Pored toga, izra¢unate su optimalne grani¢ne vrednosti (za IL-
6>80 pg/ml i za CRP >97mg/1) koje su dobro korelirale sa rizikom od respiratorne
insuficijencije (212). Poznato je da IL-6 indukuje ekspresiju gena i oslobadenje CRP.
Njihova funkcionalna veza u COVID-19 je prikazana kroz razli¢ita ispitivanja, izmedu
ostalog i koris¢enjem IL-6 inhibitora, nakon ¢ije primene su se nivoi CRP veoma brzo
normalizovali. Analogno tome, koncentracije IL-6 su u stanju da ranije ukaZzu na potrebu
za invazivnom ventilacijom u odnosu na koncentracije CRP (213,214).

Verovatno je da poviseni nivoi IL-6 i CRP reflektuju hiperinflamatorno stanje koje
je posredovano citokinima. Nalazi sa obdukcije pacijenata sa COVID-19 potvrduju veliku
koli¢inu inflamatornih citokina u ¢elijama koje eksprimiraju ACE2 (215). Dodatno, analiza
bronhoalveolarne te¢nosti obdukovanih pacijenata je pokazala znacajno vece
koncentracije razlicitih citokina, uklju¢ujuci i IL-6, u odnosu na njihove koncentracije u
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plazmi. Prema zaklju¢cima navedene studije, ovaj nalaz je nagovesStavao povecanu
koncentraciju inflamatornih citokina u pluénom parenhimu koje je zahvaceno
inflamacijom. Uzimajuéi navedeno u obzir, podaci sugerisu da bi nivoi IL-6 u cirkulaciji
mogli ukazati na opterecenje samog plu¢nog tkiva (215).

COVID-19 je bolest izazvana virusnom infekcijom koja moze dovesti do ostecenja
razli¢itih organa u organizmu. Na raspolaganju su nam brojni biomarkeri koji se mogu
koristiti za procenu oste¢enja organa kod navedene infekcije. Uglavnom se Kkoriste
biomarkeri koji ukazuju na ostecenje celija sr¢anog i skeletnih misica, hepatocita, kao i
bubreznih celija. Ovi markeri se ¢esto koriste za pracenje stanja pacijenata sa COVID-19,
posebno onih sa tezom klini¢ckom slikom (216). VaZzno je napomenuti da se nivoi ovih
biomarkera menjaju tokom vremena i iako mogu da koreliraju sa tezinom bolesti, ne
mogu uvek ta¢no da predvide njen ishod (205).

U ovom istrazivanju uocene su znacajne promene u dinamici kretanja vrednosti
svih ispitivanih biohemijskih markera ostecenja organa kroz sedmodnevne vremenske
preseke. Naime, uocena je znacajna promena aktivnosti nefunkcionalnih enzima plazme,
poput kreatin kinaze, ALT, AST i LDH kao i promene vrednosti koncentracije uree i
kreatinina kod svih pacijenata. Kod ispitivanih hospitalizovanih pacijenata sa COVID-19
pneumonijom, uocena je znadajna razlika u promeni vrednosti svih ispitivanih
parametara, osim u slucaju aktivnosti kreatin kinaze. Sa druge strane, kod ambulantno
le¢enih pacijenata, nije uocena statisticka znacajnost promene u vrednostima biohemijskih
markera ostecenja organa, osim u slucaju aktivnosti LDH.

Rezultati ove studije su pokazali i svojevrstan trend u kretanju vrednosti
parametara koji ukazuju na ostecenje jetre. Tom prilikom je zabelezen porast aktivnosti
ispitivanih enzima (ALT i AST) u drugom vremenu pracenja i njihova delimi¢na rezolucija
u trecoj tacki pracenja. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima multicentri¢ne
retrospektivne kohortne studije koja je pokazala da su medijane aktivnosti AST i ALT bile
znacajno vece kod pacijenata sa teZim oblicima bolesti (217). Ma i sar. su u svojoj studiji
potvrdili da je oStecenje jetre bilo ces¢e zabeleZzeno kod pacijenata sa tezom formom
COVID-19 pneumonije, medutim ovo oStec¢enje jetre nije pokazalo negativan uticaj na
ishod bolesti (218). Uzrok i uloga ostecenja jetre kod pacijenata sa COVID-19 nisu do kraja
razjasnjeni. Pojedini autori smatraju da ono nastaje kolateralno i da je izazvano
citotoksi¢nim odgovorom koji se javlja tokom infekcije (219). Virusna RNK je izolovana iz
tkiva jetre u visokom titru tokom obdukcija, $to sugeriSe da virusno ostecenje hepatocita,
takode moZze doprineti povecanju aktivnosti AST i ALT (220). Sa druge strane, tokom
obdukcije nisu identifikovane makroskopske promene u izgledu parenhima jetre, ali su
zapazene promene koje su ukljucivale mikrovezikularnu steatozu i blagu lobularnu i
portalnu inflamaciju (135). Ovaj nalaz ukazuje da je ostecenje jetre kod pacijenata sa
COVID-19 blago i ¢esto ne izaziva vecu disfunkciju jetre (221). Uticaj terapije na stepen
ostecenja jetre i dalje ostaje predmet velikog broja studija.

Kreatin kinaza je enzim ¢iji izoenzimi pokazuju povecanu ekspresiju u skeletnim
ovog enzima se mogu javiti u slucaju ostecenja nekog od navedenih organa kao posledica
naglaSenog imunskog odgovora, kakav se moZe javiti u sklopu citokinske oluje koja se
sre¢e u COVID-19 (222). Povecanje aktivnosti CK registrovano kod pacijenta sa COVID-19
uglavnom je udruZeno sa povecanim brojem neutrofila, limfopenijom, poveéanom
koncentracijom CRP i D-dimera (223). Podaci iz dosadasnje literature su dosta oprecni: u
pojedinim se govori o postojanju veze izmedu poviSene aktivnosti CK i teZine bolesti
(222,224,225), dok u drugim studijama ova povezanost nije uoc¢ena (226-228).
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U sprovedenom istraZivanju pokazana je statisticki znacajna promena akivnosti
CK, koja bi mogla ukazati na naruSeni integritet kardiomiocita. ACE2 je visoko
eksprimiran u sréanom misi¢u, ¢ime pruza mogucnost za Sirenje infekcije na miokard.
Kao biomarker za ostecenje sr¢anog misica izdvojio se troponin I, ¢ije su koncentracije bile
vise kod pacijenata sa smrtnim ishodom, kao i kod pacijenata lecenih u jedinicama
intenzivene nege (229,230). Podaci studije Sorokin i sar. su ukazali na aspekt disregulacije
imunoloskog odgovora koji moze dovesti do kardiovaskularnih o$tecenja. Oni navode, da
izmenjeni urodeni imunski odgovor moze povecati individualnu osetljivost na infekciju
SARS-CoV-2, doprinosedi akutnoj inflamaciji, povecanju metaboli¢kih zahteva koji zatim
dovode do ishemije i vaskularnih poremecaja usled neadekvatne oksigenacije miokarda
(231). U ovoj studiji nije ispitivan znacaj drugih biohemijskih markera koji bi mogli da
ukazu na sréano ostecenje, poput pomenute koncetracije kardiospecifi¢nih troponina.
Pored toga, u grupi hospitalno le¢enih pacijenata nije uocena znacajna promena aktivnosti
CK kroz intervale pracenja.

Aktivnost enzima LDH se u savremenoj laboratorijskoj medicini odreduje kao
biomarker progresije malignih bolesti, poput melanoma, hematoloskih tumora i tumora
testisa. LDH je citoplazmatski enzim koji se nalazi u celijama svih tkiva, sa razli¢itom
pluéima. Posto je Siroko rasprostranjena, merenje ukupne aktivnosti ovog enzima ne moze
da ukaze na specifi¢no ostecenje nekog od organa, ali i pored toga moze posluziti kao
biomarker za procenu tezine bolesti (232,233). Odredivanjem aktivnosti LDH, kod
pacijenata u nasoj studiji uoceno je da je aktivnost ovog enzima bila poviSena u sve tri
tacke pracenja, sa tim da su najviSe vrednosti detektovane na prijemu. U odnosu na celu
kohortu, aktivnost LDH je kod nehospitalizovanih pacijenata imala znacajan pad tokom
perioda pracenja. Veliki broj studija je pokazao da su kod pacijenata sa COVID-19
registrovane vece aktivnosti LDH u odnosu na referentni opseg, a da su znacajno vece
aktivnosti bile kod pacijenata sa tezim oblicima bolesti (234). Prema meta-analizi koja je
ukljucivala veliki broj pacijenata, srednja vrednost aktivnosti LDH kod teskih pacijenata je
bila jedan i po put veca u odnosu na pacijente sa lakS8om klinickom slikom (235). Takode,
povisene vrednosti LDH na prijemu su znacajno povezane sa rizikom od razvoja ARDS i
smrtnog ishoda (236). Osim toga, zabeleZeno je postepeno smanjenje LDH u periodu od
deset dana nakon prijema kod pacijenata sa laksim oblicima bolesti, pa se LDH smatra
nezavisnim prediktorom, posto rani pad aktivnosti ovog enzima moze biti povezan sa
boljim ishodom (237).

U ovom istraZivanju uocena je statisticki znacajna promena nivoa parametara koji
ukazuju na ostecenje bubrega, kako u celoj kohorti, ali pre svega kod hospitalno lecenih
pacijenata. Velike meta-analize su ustanovile da su visi nivoi uree i kreatinina povezani sa
losijim ishodom COVID-19 (238). Pored toga, razvoj bubrezne insuficijencije u toku bolesti
je bio ucestaliji kod pacijenata koji su imali poviSene vrednosti koncentracije serumskog
kreatinina na prijemu (229). Studije pokazuju da koncentracije uree i kreatinina treba
smatrati vaznim faktorima u stratifikaciji rizika za procenu tezine bolesti COVID-19 (239).
Sami mehanizmi oSte¢enja bubrega tokom COVID-19 nisu jo$ razjasnjeni. Etiologija je
najverovatnije multifaktorijalna, pa pored pretpostavljenog direktnog citotoksicnog
mehanizma koji sam virus ostvaruje preko ACE2 receptora, smatra se da hipoksija i
hiperkoagulabilnost takode doprinose ovom ostecenju (240-242). Poznato je da je ACE2
visoko eksprimiran u ¢elijama proksimalnih tubula bubrega, ali ne toliko u glomerularnim
endotelijalnim i mezengijalnim Cdelijama (243). Navedena distribucija moZe objasniti
¢injenicu da je glavna karakteristika bubreZznog ostecenja prisutnog u COVID-19, zapravo
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ostecenje tubula (240). Biopsijom je utvrdeno prisustvo antigena samog virusa u tubulima
bubrega (240,241). Pored toga, pacijenti sa COVID-19 su izloZeni hipoksiji, a bubrezni
tubuli su podloZniji ishemiji u odnosu na bubrezne glomerule. Istovremeno, postojanje
hiperkoagulantnog stanja dovodi do sporijeg protoka krvi u kapilarima oko bubreZznih
tubula, $to povecava rizik od razvoja mikrotromba (242).

Pojam redoks homeostaze oznacava mehanizme koji u organizmu omogucavaju
odrzavanje suptilne ravnoteze izmedu produkcije slobodnih radikala i njihove
neutralizacije (133). Veza oksidativnog stresa i inflamacije u progresiji infektivnih bolesti
je ranije utvrdena (244-248). Ustanovljeno je prisustvo povisenih nivoa markera
oksidativnog ostecenja kod pacijenata sa respiratornim virusnim infekcijama, narocito
onih izazvanih RNK virusima (249). Ranije studije su pokazale da pojedini virusi mogu
narus$iti redoks ravnotezu celije. Naime, virusna infekcija aktivira urodeni imunski
odgovor, koji dovodi do povecane produkcije citokina. Aktivacija makrofaga i procesi koji
se posledicno desavaju u njima dovode do povecanog stvaranja ROS i RNS (250).
Prekomerna proizvodnja ovih reaktivnih jedinjenja dalje dovodi do ostecenja plu¢nog
parenhima (173).

Kada je infekcija SARS-CoV2 u pitanju, nekoliko studija je pretpostavilo da u
patofiziologiji COVID-19 postoji narusena redoks homeostaza i da nastao oksidativni stres
ima znacajnu ulogu u ovom oboljenju, tako Sto uti¢e na sam tok bolesti, ali i na ishod
(142,251) kroz pomenute ukrstene mehanizme sa procesom inflamacije (244,252,253). U
prilog ovoj pretpostavci idu i rezultati studija koje su ukazale na smanjen sadrzaj
glutationa (GSH), glavnog neenzimskog antioksidansa, ¢iji se pad koncetracije dovodi u
vezu sa razvojem tezih oblika COVID-19, ali i povecanom smrtnosc¢u usled ovog oboljenja
(254). Naime, rezultati Muhamad i sar. ukazali su na smanjenje nivoa GSH izmerenog u
lizatu eritrocita kod pacijenata sa COVID-19 u odnosu na kontrolnu grupu (255). Potom je
pokazan nedostatak GSH u tecnosti alveola kod ARDS, koji pospeSuje narusavanje
integriteta celija pluca, dovodeéi do povecanog stvaranja slobodnih radikala i
kompleksnijih obrazaca inflamacije (254). U prilog ovom govori i pretpostavka Poliodori i
sar. da slozenost COVID-19 oboljenja ne treba posmatrati kroz tradicionalnu medicinsku
paradigmu “jedan uzrok, jedan mehanizam, jedna terapija” (256). Osim COVID-19
pneumonije i pretece hipoksemije koje se javljaju u SARS-CoV-2 infekciji, dodatnu paznju
bi trebalo obratiti na multisistemska o$tecenja nastala isprepletanim mehanizmima oluje
citokina i slobodnih radikala (256-258).

U ovom istrazivanju, ispitivani su laboratorijski markeri oksidativhog ostecenja
najvaznijih makromolekula poput proteina, DNK i lipida kroz sedmodnevne vremenske
preseke i tom prilikom su uocene znacajne promene u dinamici kretanja vrednosti svih
ispitivanih pokazatelja oksidativnog ostecenja makromolekula. Kako bi se procenio efekat
same akutne infekcije, a iskljucilo moguce dejstvo prate¢ih komorbiditeta koji spadaju u
grupu oksidatvinih oboljenja, u ovu studiju su ukljuc¢eni pacijenti sa COVID-19
pneumonijom koji nemaju komorbiditete gde bi osnovni mehanizam mogao znacajno
doprineti stepenu oksidativnog stresa. Pored toga, u ovu studiju su bili ukljuceni pacijenti
koji ne puse, s obzirom da je poznato da je dim cigareta bogat izvor slobodnih radikala za
koje se veruje da su dobrim delom odgovorni za proces oste¢enja DNK.

MDA predstavlja biomarker oksidativnog stresa nastao usled peroksidacije lipida.
Pracenje nivoa MDA u akutnoj fazi COVID-19 pneumonije moZe pruziti korisne
informacije o stepenu oksidativnog stresa i potencijalno posluziti kao biomarker za
procenu tezine COVID-19 i prognozu bolesti. U sprovedenoj studiji, vrednosti
koncentracije MDA u plazmi su bile najvise na prijemu, sedmog dana pracenja su
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pokazale pad, da bi cetrnaestog dana vrednosti ovog biomarkera pokazale porast, pri
¢emu nisu dostigle vrednosti koje su registrovane na prijemu. Sa druge strane, u studiji
Mehri i sar, trostuko veci nivoi MDA u serumu izmereni su u grupi obolelih od COVID-19
u odnosu na kontrolnu grupu, koju su ¢inile zdrave osobe (165). Pored toga, u pomenutoj
studiji, nivo MDA u serumu bio je znacajno veci kod pacijenata koji su leceni u jedinicama
intenzivne nege u odnosu na one koji su le¢eni ambulantno. Vazno je napomenuti da su
pripadnici obe ispitivane grupe u ovoj studiji bili bez prethodnih komorbiditeta (165).
Potje i saradnici u preliminarnoj studiji na dvadeset pacijenata su ustanovili prisustvo
veceg stepena peroksidacije lipida kod pacijenata sa COVID-19, ali nisu nasli razliku u
navedenim parametrima u odnosu na tezinu bolesti, sto se delimi¢no moZe objasniti
malom ispitivanom grupom (259). Sa druge strane, pojedine studije su ukazale da su visi
nivoi MDA bili registrovani u grupi tesko obolelih COVID-19 pacijenata u odnosu na
pacijente sa lak$im oblicima bolesti ali i kontrolnu grupu (260-263). Korak dalje napravili
su Fernandez i sar., koji su u svojoj studiji dosli do zakljucka da je veci stepen peroksidacije
lipida povezan sa ve¢om potrebom za mehani¢kom ventilacijom ili rizikom od smrtnog
ishoda (166). U nasem istaZivanju nije uocena razlika u profilu promena koncetracije
MDA kroz sve tri tacke pracenja izmedu grupe hospitalizovanih i onih koji su ambulantno
leceni, najverovatnije usled malog broja posmatranih ispitanika.

MDA ima sposobnost da reaguje sa nukleofilnim centrima poput onih koji se
formiraju u okviru molekula DNK ili proteinskih motiva (163) i formira MDA-adukte ili
konjugate (163). S” obrzirom da je poznato da albumini, kao najzastupljeniji proteini
plazme stupaju u interakcije sa produktima peroksidacije lipida (264), vazno je
napomenuti da je u nasoj studiji zabelezen istovetan vremenski trend koncentracija MDA
i AOPP tokom perioda pracenja, sto bi moglo indirektno ukazati na njihovu medusobnu
interakciju kao i na znacaj istovremenog odredivanja njihovih koncentracija kod
pacijenata sa COVID-19.

Pored MDA, 8-hidroksi-2°deoksiguanozin (8-OHdG) se takode pokazao kao
odli¢an marker za procenu oksidativnog ostec¢enja DNK i u akutnom toku COVID-19. U
nasem istrazivanju, uporednom analizom vrednosti koncentracije 8-OHdAG u plazmi
izmedu hospitalizovanih i ambulantno lecenih pacijenata sa COVID-19 pneumonijom nije
nadena znacajna razlika u koncentracijama DNK u plazmi. Ipak, uocen je skok vrednosti
koncetracije 8-OHdG u plazmi u drugoj tacki pracenja u odnosu na vrednosti koje su bile
zabeleZene na prijemu. Ove vrednosti su se odrZavale izmedu sedmog i cetrnaestog dana
bolesti kod hospitalizovanih pacijenata, dok su u istom vremenskom intervalu pokazale
pad kod pacijenata le¢enih ambulantno. Upravo u ovim tackama pracenja uocava se
porast apsolutnog broja neutrofila kod pacijenata u nasoj kohorti. Znacaj neutrofilima
indukovanog oksidativnog stresa u COVID-19 jeste bio predmet dosadasnjih istraZivanja
(153,265). Akumulacija ROS u neutrofilima se smatra klju¢nim procesom u pokretanju
formiranja ekstracelularnih zamki, odnosno NET-ova. lIako se zna da su NET-ovi u stanju
da ogranice virus i sprece njegovu ekspanziju u cirkulaciji (266), njihovo kontinuirano
stvaranje dovodi do o$tecenja pluénog parenhima, nastanka ARDS kroz mehanizme
citokinske oluje i aktivacije makrofaga (265).

Brojni pregledni ¢lanci govore o vaZnosti oksidativnog stresa i oStecenja DNK
nastalog u toku COVID-19. Tako su Basaran i sar. naveli da su u njihovoj studiji svi
COVID-19 pacijenti imali ostecenje DNK, koje je bilo izraZenije kod pacijenata sa teZim
oblicima bolesti (262). Sa druge strane, u studiji Giilbay i sar. registrovane su povecane
koncentracije 8-OHdG u plazmi kod pacijenata koji su le¢eni u jedinicama intenzivne
nege, medutim, izmedu pacijenata sa laksim oblicima bolesti i kontrolne grupe nije bilo

67



Diskusija

razlike (267). U studiji koju su sproveli Lorente i sar. navodi se da su nivoi oksidativnog
ostecenja DNK u serumu kod pacijenata sa COVID-19, bili ve¢i kod onih sa smrtnim
ishodom u odnosu na preZivele pacijente, sto sugeriSe da bi se oksidativno oste¢enje DNK
moglo koristiti kao prediktivni faktor za smrtni ishod (178). Medutim, u navedenoj studiji
nivoi ovih biomarkera nisu ispitivani u grupi asimptomatskih pacijenata sa COVID-19,
kao ni u kontrolnoj grupi. U pojedinim studijama koje su ukljucile i kontrolnu grupu, nije
uocena znacajna razlika stepena oksidativhog ostecenja DNK u odnosu na COVID-19
pacijente (166,268). Olsen i sar. su takode pokazali povecu aktivnost reparatornih DNK
mehanizma u SARS-CoV-2 infekciji (269). Ova naglasena aktivnost reparatornih
mehanizama moze da spreci dalje ostecenje DNK, ali njihova dugotrajna aktivacija moze
da doprinese perzistentnoj inflamaciji (270). Celijski odgovor nakon ostecenja DNK je
tesno povezan sa imunskim odgovorom. Naime, pokazano je da kontinuirano ostecenje
DNK pokrece sekreciju inflamatornih citokina, stvarajuci na taj nac¢in zac¢arani krug (271).
Tako je u studiji Mihaljevi¢ i sar. stepen oSteCenja DNK imao pozitivnu korelaciju sa
koncentracijama IL-6, a negativhu sa brojem trombocita kod pacijenata sa COVID-19
(272). Sa druge strane, u svojoj studiji Olsen i sar. su ustanovili da nivo DNK ostecenja ne
korelira sa stepenom inflamacije kod hospitalno le¢enih COVID-19 pacijenata (269), sto je
u skladu sa rezultatima naseg istrazivanja u sve tri tacke pracenja pacijenata sa COVID-19
pneumonijom.

Uznapredovali oksidativni produkti proteina (AOPP) predstavljaju marker koji se
najc¢es¢e koristi za procenu stepena oksidativhog oStecenja proteina u razli¢itim
patoloskim stanjima. Utvrdeno je da AOPP deluju kao medijator aktivacije monocita, da
mogu posluziti kao marker za indirektnu procenu intenziteta inflamacije i doprineti
procesu oksidativnog praska u neutrofilima (190). Odreden broj istrazivanja se bavio
ispitivanjem znacaja stepena oksidacije proteina u SARS-CoV-2 infekciji i pracenju toka
COVID-19. U studiji Ducastel i sar. pokazana je znacajna povezanost povecane
koncentracije AOPP sa stepenom inflamacije koja je korelirala sa tezinom COVID-19,
potrebom za lecenjem u jedinicama intenzivne nege i mortalitetom (191). Rezultati
Wuybranowski i sar. se naslanjaju na rezultate prethodne studije i nedvosmisleno ukazuju da
su povisene koncentracije AOPP bile povezane sa stepenom inflamacije i tokom bolesti
kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom. Ova studija je pokazala odrzavanje povisenih
nivoa AOPP cak Sest i dvanaest meseci nakon prelezane infekcije (190). Tokom nasSeg
istrazivanja, uocena je visoko statisticki znacajna promena u vrednostima koncentracije
AOPP u plazmi tokom vremena pracenja kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom.
Takode, uocena je sli¢cna vremenska dinamika u promeni vrednosti koncentracije AOPP u
plazmi kod hospitalizovanih i kod ambulantno lecenih pacijenata sa COVID-19
pneumonijom, sa tim da su vrednosti koncentracije AOPP u plazmi bile znac¢ajno vece kod
pacijenata koji su le¢eni hospitalno. Dodatno, rezultati nase studije ukazuju na znacajnu
korelaciju izmedu koncentracije AOPP i CRP, feritina, kao i apsolutnog broja neutrofila u
drugoj tacki pracenja, dok u trecoj tacki koncentracije AOPP koreliraju znacajno sa
koncentracijom IL-6, feritina i apsolutnim brojem monocita. VaZzno je napomenuti da je
AOPP dobro poznati biomarker oksidativnog oste¢enja koji moZe nastati u prisustvu
hipohlorne kiseline, glavnog proizvoda aktivnosti neutrofilne mijeloperoksidaze kao dela
urodenog imunskog odgovora na pluc¢ne virusne infekcije (186,273). U nasoj studiji, nakon
znacajne neutropenije prisutne na prijemu pacijenata, uocava se delimi¢na normalizacija
aspolutnog broja neutrofila, koja je pokazala pozitivnu korelaciju sa vrednostima AOPP
izmerenim 7. dana nakon prijema kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom.
Pretpostavlja se da su aktivirani neutrofili u uslovima infekcije i inflamacije glavni izvori
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produkcije slobodnih radikala i pove¢anog oksidatvinog stresa kod pacijenata sa COVID-
19. Pored toga, u nasem istraZivanju utvrdena je znacajna povezanost koncentracije AOPP
u plazmi i aktivnosti AST i LDH u trecoj tacki pracenja, $to bi moglo da ukaze na ostecenje
miokarda i/1ili eritrocita. Dobijeni rezultati su u skladu sa studijom Wybranowski i sar. koja
je takode ukazala na znacajnu pozitivhu korelaciju koncentracije AOPP sa aktivnosc¢u
AST, LDH (190). Uzevsi sve prethodno navedeno u obzir, promene koncentracije AOPP u
plazmi mogu biti korisne u klinickom pracéenju pacijenta sa COVID-19 pneumonijom.

Tokom infekcije, SARS-CoV-2 virus dovodi do povedane produkcije ROS i
smanjenja antioksidativnih mehanizama $to naruSava redoks homeostazu i vodi ka
povecanom oksidativnom stresu. Posledica je da povecani oksidativni stres doprinosi, sa
jedne strane redukovanom antivirusnom odgovoru domacina, a sa druge strane
naglasenoj inflamaciji izazvanoj virusom $to u kona¢nom ishodu moze dovesti do
ostecenja Celija i tkiva mnogih organa, kao i do smrtnog ishoda. Izvesno je da citokinska
oluja i oksidativni stres kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom imaju istaknutu ulogu
u razvoju ARDS i multiorganske disfunkcije (136,144). Medutim, u nasoj studiji primenom
modela linearnih mesovitih efekata pokazatelji oksidativhog ostecenja lipida, DNK i
proteina u akutnom toku bolesti se nisu pokazali kao znacajni prediktori tezine COVID-19
pneumonije, $to se moze delimi¢no objasniti malim brojem ispitanika, kao i odsustvom
pacijenata sa teskim oblicima bolesti. Ipak, nasi rezultati o vremenski zavisnim odnosima
parametara oksidativnog stresa sa laboratorijskim parametrima inflamacije i biohemijskim
markerima o$tecenja organa koji su do sada diskutovani, mogu doprineti razumevanju
mehanizama SARS-CoV-2 infekcije posebno kada se analiziraju u odnosu na inflamatorne
promene u pluénom parenhimu, koje se detektuju na MDCT toraksa u akutnom toku
COVID-19 pneumonije.

Multidetektorska kompjuterizovana tomografija (MDCT) predstavlja vaZzan
dijagnosticki korak koji se moze koristiti kako u inicijalnoj evaluaciji, tako i u praéenju
pacijenata sa COVID-19 pneumonijom. Inflamatorne promene koje se sre¢u u parenhimu
pluca pacijenata obolelih od COVID-19 koreliraju sa obrascima prisutnim na MDCT. U
nasoj studiji, promene koje su uocene na MDCT toraksa pokazale su jasan obrazac koji se
menja tokom vremena trajanja bolesti. Posto je inicijalni MDCT toraksa raden na prijemu,
odnosno od cetvrtog do sedmog dana od pojave simptoma, svi pregledani pacijenti su
imali promene po tipu “mle¢nog stakla”. Ove promene su perzistirale tokom akutne faze
bolesti, da bi u kasnijem toku doslo do njihove rezolucije. Obrazci po tipu konsolidacija
pocinju da se javljaju, takode u inicijalnoj fazi, a predstavljaju dominantnan obrazac u
drugoj tacki pracenja, zajedno sa promenama po tipu “poploc¢avanja” i opacifikacija po
tipu “mle¢nog stakla". U ovoj fazi uocena je i pojava vaskularne dilatacije, bronhiektazija
uz zadebljanje zida bronha i vazdugnog bronhograma. Cetrnaestog dana od javljanja na
pregled dominantan nalaz na MDCT toraksa su promene po tipu rezidualnog “mle¢nog
stakla”. Kod manjeg broja pacijenata uocena je potpuna skenerska rezolucija ranije
prisutnih inflamatornih promena u pluénom parenhimu. Distribucija navedenih promena
je bila asimetri¢na, obostrana, dominanto je zahvatala periferne i posterobazalne delove
pluénog parenhima.

Navedeni nalazi u nasoj studiji su u potpunosti korelirali sa dosadasnjim studijama
i po pitanju vremenske distribucije inflamatornih obrazaca i po pitanju njihove pretezne
lokalizacije (93,102,104,274,275). Kong i sar. su u svojoj studiji posmatrali evoluciju
promena na MDCT toraksa i zakljucili da su glavne promene koje se srecu u COVID-19
pneumoniji opacifikacije po tipu “mle¢nog stakla”, promene po tipu “poplocavanja” i
konsolidacija, kao i da se promene uglavnom javljaju bilateralno i subpleuralno. Takode,
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autori su naveli da su inflamatorne promene u pluénom parenhimu uocene kod pacijenata
sa blazim oblicima bolesti, u kasnijem toku pokazale znacajnu ili potpunu rezoluciju (276),
Sto je u skladu sa nalazima u nasoj studiji. Studija Pan i sar. je proucavala vremenski tok
promena u plu¢ima na MDCT toraksa kod pacijenata sa lakSom klini¢kom slikom, gde su
uodili da su inflamatorne promene bile najopseZnije desetog dana od dana pocetka tegoba
(102), sto takode odgovara rezultatima naseg istrazivanja. Posmatrajuci vrednosti CTSS u
nasoj studiji, on je bio znacajno veéi u donjim lobusima na prijemu i drugoj tacki pracenja,
Sto je uoceno i u drugim sprovedenim studijama (66,95,110,275,276).

Pokazano je da se MDCT grudnog kosa takode moZe koristiti za procenu tezine i
prognoze COVID-19. U svom istraZivanju Liu i sar. su koristili veStacku inteligenciju kako
bi izvrsili kvantifikaciju lezija, pri ¢emu je izvrSena podela promena na tri kategorije:
procenat zapremine koju obuhvataju opacifikacije po tipu GGO, semi-konsolidacije i
konsolidacije. Ova merenja su vrSena na dan prijema i nakon cetiri dana u cilju predikcije
ishoda i toka bolesti. Pokazali su da je semikvantitativni skor koji su dobili, vredan
pokazatelj koji moze pomo¢i klini¢arima da identifikuju pacijente sa veéim rizikom od
razvoja komplikacija i loseg ishoda (277). Takode, odredeni algoritmi koje podrzava
vestacka inteligencija mogu da identifikuju laboratorijske i klinicke parametre od znacaja i
preciznije predvide razvoj i tok COVID-19 pneumonije. Ove c¢injenice ukazuju na
neminovnost koja nam se smesi u vidu asistencije koju pruza vestacka inteligencija, a koja
svakako sve vise mesta zauzima u svakodnevnom radu.

U nasem istrazivanju, pokazana je povezanost pojedinih laboratorijskih parametara
inflamacije sa promenama u pluénom parenhimu na MDCT toraksa kroz sedmodnevne
vremenske preseke. U sve tri tacke pracenja uocena je povezanost vrednosti reaktanata
akutne faze sa kompleksnijim obrascima inflamacije na MDCT toraksa. Vazno je
napomenuti, da je cetrnaestog dana po prijemu wuocena povezanost vrednosti
koncentracije feritina, IL-6 i CRP sa kompleksnijim obrascima inflamacije na MDCT
toraksa, posebno u odnosu na one sa rezidualnim inflamatornim promenama.

Feritin je dobro poznat reaktant akutne faze, narocito u slucajevima narusenog
imunskog odgovora koji predstavlja obelezje teSkog oblika COVID-19. SloZeni mehanizmi
povratne sprege izmedu feritina i citokina u kontroli proinflamatornih i antiinflamatornih
medijatora funkcioni$u tako da citokini mogu indukovati ekspresiju feritina, ali i sam
feritin moze indukovati ekspresiju pro- i antiinflamatornih citokina (273). Uzimaju¢i ovo
u obzir, nisu neocekivani rezultati nase studije, koji su pokazali da su pacijenti sa
izrazenijim inflamatornim promenama u pluénom parenhimu imali znacajnu razliku u
koncetraciji feritina u prvoj i trecoj tacki pracenja. Ovo potvrduje i istrazivanje Carubbi i
sar. koji su nasli da su pacijenti sa tezom klinickom slikom i inflamatornim promenama
imali viSe koncentracije feritina, nevezano od uzrasta i pola (278). Pored toga, rezultati
nase studije su ukazali da su koncetracije IL-6 i CRP bile najvise kod pacijenata sa
najkompleskijim obrascima inflamacije pluénog parenhima na MDCT toraksa
(CON+GGO+CP). Dodatno, koncentracije svih ispitivanih reaktanata akutne faze su vise
kod pacijenata sa i dalje aktivnim procesom inflamacije u pluénom parenhimu
(CON+GGO) u odnosu na pacijente koji su imali samo promene po tipu rGGO ili one kod
kojih su se inflamatorne promene potpuno povukle. Ovi rezultati nisu iznenadujuci, posto
sui druga istrazivanja dosla do sli¢nih zaklju¢aka. U studiji koju su sproveli Santa Cruz i
sar. nadena je pozitivna korelacija izmedu koncetracija IL-6 i CRP sa promenama MDCT
toraksa, pri ¢emu se IL-6 pokazao kao bolji prediktor progresije bolesti (157). U svojoj
studiji Zhang i sar. su pokazali da je stepen zahvacenosti plu¢nog parenhima inflamacijom
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korelirao sa vrednostima pojedinih reaktanata akutne faze kod pacijenata sa tezom u
odnosu na one sa laksom klinickom slikom (279).

U ovom istrazivanju je uocena znacajna povezanost odabranih parametara
inflamacije sa CTSS u sve tri tacke pracenja. Ispitujué¢i medusobnu povezanost parametara
inflamacije i CTSS, rezultati nase studije su pokazali povezanost u sva tri vremena
pracenja izmedu IL-6 i CRP, u prvoj tacki pracenja izmedu IL-6 i feritina, u prvoj i drugoj
tacki pracenja izmedu CRP i feritina, kao i korelaciju sa CTSS u svim tackama pracenja.
Ukoliko uzmemo u obzir poznate patofizioloske mehanizme koji ucestvuju u COVID-19
pneumoniji ove korelacije ne predstavljaju iznenadenje. Sharma i sar. su pokazali statisticki
znacajnu korelaciju izmedu poviSenih vrednosti CRP i CTSS (280). Kao $to smo i ranije
ukazali, prethodne studije su navele da se CRP moze koristiti kao prediktivni marker za
procenu progresije bolesti, a sli¢cno tome i feritin, ¢ije koncentracije znacajno koreliraju sa
stepenom tezine bolesti COVID-19 pneumonije (111).

Relativno mali broj studija se bavio proucavanjem povezanosti narusene redoks
homeostaze u COVID-19 pneumoniji i infamatornih promena u pluénom parenhimu
detektovanih na MDCT toraksa. Nasa studija je upravo bila jedna od prvih koja je
analizirala pokazatelje oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u akutnom toku
bolesti sa promenama na MDCT toraksa kod pacijenata sa COVID-19 pneumonijom (1). U
ovoj studiji nije pokazana povezanost markera oksidativhog ostecenja sa inflamatornim
promenama u pluénom parenhimu na MDCT toraksa na prijemu pacijenata. S obzirom
da su pacijenti ukljuceni u ovu studiju u proseku oko petog dana od dana pocetka tegoba,
Sto odgovara srednjem periodu inkubacije, inflamatorne promene u pluénom parenhimu
koje su uocene na MDCT toraksa su dominantno bile po tipu GGO. Ove promene su
karakteristi¢ne za inicijalnu fazu COVID-19 pneumonije i u skladu su sa nizim nivoima
laboratorijskih parametara inflamacije. U daljem toku pracdenja, rezultati nase studije su
ukazali na povecan sadrZzaj markera oksidativnog ostecenja lipida kod pacijenata sa
kompleksnijim inflamatornim obrascima u pluénom parenhimu na MDCT toraksa koje su
obuhvatale promene po tipu CON, zastupljene u 47% pacijenata sa COVID-19
pneumonijom.

Prema nedavnim istrazivanjima MDA se moZze smatrati markerom feroptoze (281),
novo-identifikovanovog oblika celijske smrti, koja se razlikuje od bilo koje poznate
programirane celijske smrti po bioloskim procesima i morfoloskim karakteristikama.
Feroptoza je povezana sa brojnim metabolickim putevima, ukljuc¢ujuéi homeostazu
gvozda, metabolizam lipida i redoks homeostazu. Klju¢ni biohemijski dogadaj je
peroksidacija lipida celijske membrane, koja se deSava u prisustvu gvozda (282). Smatra
se da je metabolizam gvozda u SARS-CoV2 infekciji narusen (283). Poznato je da u
akutnom toku SARS-CoV-2 infekcije, povecana produkcija IL-6 indukuje sintezu feritina.
Feritin predstavlja dominantno intracelularni depo gvozda. Ipak, inflamatorni milje
uzrokuje pojac¢ano oslobadanje gvozda iz feritina koje dovodi do produkcije ROS tokom
Fentonove reakcije (283). U zac¢aranom krugu oluje slobodnih radikala i citokinske oluje,
dolazi do sledstvenog ostecenja celijske membrane, izmedu ostalog kroz proces lipidne
peroksidacije. Poreklo gvozda u procesu inflamacije prisutno u pluénom parenhimu i
dalje ostaje nerazjasnejno. Ranije studije su ukazale da oStecenje alveolarnih Cdelija,
ukljucujudi i alveolarne epitelne celije (tip I i II) i alveolarne makrofage, kao i sam patogen
doprinose oslobadanju intracelularnog apoferitina, uzrokujud¢i hiperferitinemiju (284). U
prilog ovome govore i nalazi nase studije koji su ukazali na postojanje hiperferitinemije
udruZene sa inflamatornim promenama u pluénom parenhimu koje su podrazumevale
prisustvo CON. Interesantno je napomenuti da su u trecoj vremenskoj tacki pracenja bili
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prisutni najvisi nivoi MDA u plazmi kod pacijenata koji su imali promene na MDCT
toraksa po tipu CON. Najnovija istrazivanja Jankauskas i sar. pokazala su da serumi
pacijenata sa COVID-19 koji su imali smrtni ishod, mogu da indukuju peroksidaciju lipida
upravo usled feroptoze u HUVEC ¢elijama (285).

Kada je u pitanju povezanost markera oksidativnog ostecenja proteina i promena u
pluénom parenhimu na MDCT toraksa, u nasoj studiji je uoc¢ena snizena koncetracija
AOPP u plazmi u trecoj tacki pracenja kod pacijenata kod kojih je doslo do potpune
rezolucije inflamatornih promena u pluénom parenhimu, u odnosu na one kod kojih se
ovaj proces odrzavao. U prilog tome govore i vrednosti svih ispitivanih laboratorijskih
parametara inflamacije koji su bili najniZi upravo u ovoj grupi pacijenata. Samo jedna
studija se bavila ispitivanjem povezanosti markera oksidativhog oStecenja proteina i
promena u pluénom parenhimu na MDCT toraksa. Rezultati studije koju su sproveli
Wybranowski i sar. ukazali su na pozitivhu korelaciju izmedu nivoa AOPP i promena na
MDCT toraksa (190). Uocene promene se mogu objasniti ve¢ ranije diskutovanim
aktivacijom neutrofila i formiranjem NET-ova kao znacajnog faktora koji dovodi do
ostecenja pluca u akutnoj infekciji (151).

Jedno od glavnih ogranicenja u ovoj studiji je relativno mali broj ispitanika. Kako je jedan
od glavnih ciljeva ove studije bio da se ispita uloga pokazatelja oksidativnog ostecenja
lipida, DNK i proteina u akutnom toku bolesti kao prediktora tezine COVID-19
pneumonije, studija nije obuhvatila kontrolnu grupu zdravih osoba ¢ije bi vrednosti
pokazatelja oksidativnog ostecenja makromolekula znac¢ajno doprinele kvalitetu ove
studije. Dodatno, formiranje kontrolne grupe je bilo oteZano i rizicno zbog organizacije
prikupljanja uzoraka krvi od zdravih pacijenata tokom organizacije zdravstvene zastite u
uslovima COVID-19 pandemije. Medutim, verujemo da dobijeni podaci o vremenski
zavisnim odnosima parametara oksidativnog stresa sa laboratorijskim parametrima
inflamacije i biohemijskim markerima ostecenja organa mogu doprineti razumevanju
mehanizama SARS-CoV-2 infekcije, posebno kada se analiziraju u odnosu na inflamatorne
promene u pluénom parenhimu koje se detektuju na MDCT toraksa u akutnom toku
COVID-19 pneumonije.
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Slika preuzeta iz Kosanovic i sar. (1) uz dozvolu izdavaca
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Zakljucci

6 ZAKLJUCCI

1. Uocene su znacajne promene u dinamici kretanja vrednosti svih ispitivanih
parametara inflamacije (apsolutni broj elemenata bele krvne loze i koncentracije
reaktanata akutne faze) kroz sedmodnevne vremenske preseke, kako u celoj kohorti, tako
i kod hospitalno lecenih pacijenata;

2. Uocene su znacajne promene u dinamici kretanja vrednosti svih ispitivanih
biohemijskih markera oSteCenja organa (jetre, sréanog miSia i bubrega) kroz
sedmodnevne vremenske preseke, kako u celoj kohorti, tako i kod hospitalno le¢enih
pacijenata;

3. Uocene su znacajne promene u dinamici kretanja vrednosti svih ispitivanih
laboratorijskih markera oksidativnog ostecenja makromolekula (koncentracije MDA, 8-
OHdG i AOPP) kroz sedmodnevne vremenske preseke u celoj kohorti;

4. Uocena je povezanost markera oksidativnog ostecenja proteina sa apsolutnim brojem
pojedinih elemena bele krvne loze sedmog i ¢etrnaestog dana po prijemu;

5. Uocena je povezanost markera oksidativhog oste¢enja DNK sa biohemijskim
markerima oStecenja bubrega i jetre kao i markera oksidativnhog oStecenja proteina sa
aktivnoséu pojedinih nefunkcionalnih enzima krvne plazme;

6. Pokazatelji oksidativnog ostecenja lipida, DNK i proteina u akutnom toku bolesti se
nisu pokazali kao znacajni prediktori tezine COVID-19 pneumonije;

7. Inflamatorne promene u pluénom parenhimu kod pacijenata sa COVID-19
pneumonijom detektovane na MDCT toraksa su pokazale odredenu dinamiku kroz
sedmodnevne vremenske preseke : na prijemu, svi pacijenti su imali promene po tipu
“mle¢nog stakla”; sedmog dana po prijemu, najvedi broj pacijenata je imao promene po
tipu konsolidacije; ¢etrnaestog dana po prijemu, najveci broj pacijenata je imao promene
po tipu rezidualnog “mle¢nog stakla”;

8. Pokazana je povezanost laboratorijskih parametara (koncentracije feritina, IL-6 i CRP)
inflamacije sa kompleksnijim obrascima inflamacije na MDCT toraksa kroz sedmodnevne
vremenske preseke;

9. Uocena je znacajna povezanost odabranih parametara inflamacije sa CT SS u sve tri
tacke pracenja;

10. Pokazana je povezanost markera oksidativhog ostecenja lipida sa kompleksnijim

inflamatornim promenama u pluénom parenhimu na MDCT toraksa u drugoj tacki
pracenja;
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LISTA SKRACENICA:

4-HNE engl. 4-hydroxynonenal

8-OHdG engl. 8-hydroxy-2-deoxyguanosine

ACE2 engl. angiotensin 2 converting enzyme

Alb albumin

ALT alanin aminotransferaza

AOPP engl. advanced oxidation protein products

AP-1 engl. activator protein 1

aPTT aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme

ARDS engl. acute respiratory distress syndrome

AST aspartat aminotransferaza

BMI engl.body mass index

BMI engl.body mass index

CAT katalaza

CD4+ engl. T helper cells

CD8* engl. cytotoxic T cell

CK kreatin kinaza

CLIA eng. chemiluminescent immunoassay

Clo hlor-monoksid

CON konsolidacija

CO-RADS engl. COVID-19 Reporting and Data System

COVID -19 engl. Coronavirus disease 2019

COX2 engl. cyclooxygenase-2

CcpP engl. crazy paving pattern

Cr kreatinin

CRP C-reaktivni protein

CT kompjuterizovana tomografija

CT SS engl. CT severity score

CTSL engl. cathepsin L

DAMPs engl. damage-associated molecular patterns

DCs engl. dendritic cells

DNK dezoksiribonukleinska kiselina

ELISA enzimski imunoesej

G-CSF engl. granulocyte colony-stimulating factor

GGO engl. ground glass opacification

GSH glutation

GSH-Px glutation-peroksidaza

H202 vodonik-peroksid

Hgb hemoglobin

hs-CRP visokosenzitivni C-reaktivni protein
engl. The International Federation of Clinical Chemistry and

IFCC Laboratory Medicine

IFN I engl. type-I interferons



IEN III
IFNy
IL-6

P
IP-10
IRF

KS
LDH
LIL
LOOH
LSL
MCP
MCP-1
MDA
MDCT
MERS-CoV
MIG
ML
mtROS
NADPH
NETs
NF-kB
NK celije
NLR
NO
NOX
nspl3
02'-
OH’
ONOO
OR
ORF 6
p53
PACS
PAMPs
PETIA
PRR
PT
RBD
RARP
rGGO
RIL
RNK
RNS
ROS

engl. type-I1I interferons

interferon gama

interleukin-6

interval poverenja

engl. interferon-gamma inducible protein 10
engl. interferon regulatory factor

krvna slika

laktat dehidrogenaza

engl. left inferior lobe

engl. hydroperoxide derivatives of lipids
engl. left superior lobe

engl. monocyte chemoattractant proteins
engl. monocyte ahemoattractant protein 1
eng. malondialdehyde

multidetektorska kompjuterizovana tomografija
engl. Middle East respiratory syndrome

engl. monokine induced by gamma interferon
engl. middle lobe

engl. mitochondrial ROS

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

engl. neutrophil extracellular traps

engl. nuclear factor kappa B

engl. natural killer cell

engl. neutrophil to lymphocyte ratio
azot-monoksid

engl. NADPH oxidase

engl. nonstructural protein 13

superoksidni anjon

hidroksil radikal

peroksinitrit anjon

engl. odds ratio

engl. open reading frame 6

engl. tumor suppressor protein

engl. post-acute sequele of SARS-CoV-2 infection
engl. pathogen-associated molecular patterns
engl. particle enhanced turbidimetric immunoassay
engl. pattern recognition receptors
protrombinsko vreme

engl. receptor binding domain

engl. RNA-dependent polymerase gene

engl. residual ground glass opacification

engl. right inferior lobe

ribonukleinska kiselina

engl. reactive nitrogen species

engl. reactive oxygen species



RSL

RSNA
RT-PCR
SARS-CoV
SARS-CoV-2
SE

SOD

TF

Tth

Th-1

TLR

TNF

VOC
WHO

engl. right superior lobe

engl. Radiological Society of North America

engl. reverse-transcriptase polymerase chain reaction
engl. severe acute respiratory syndrome coronavirus
engl. severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
brzina sedimentacije eritrocita

superoksid dismutaza

engl. tissue factor

engl. T follicular helper cells

engl. Th 1 cells

engl. Toll-like receptor

engl. tumor necrosis factor

engl. variants of concern

engl. World Health Organisation
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