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POPIS OZNAKA I KRATICA

ACE 2 - Angiotenzin konvertiraju¢i enzim 2 (engl. Angiotensin- converting enzyme 2)

AKI - Akutno bubrezno zatajenje

ATP - Adenozin trifosfat

ChgA - Kromogranin A (engl. Chromogranin A)

COVID-19 - Koronavirusna bolest 2019 (engl. Coronavirus disease 2019)

CPAP - Kontinuirani pozitivni tlak (engl. Continuous positive airway pressure)

CRS - Sindrom otpustanja citokina (engl. Cytokine release syndrome)

CST - Katestatin (engl. Catestatin)

CT - Kompjutorizirana tomografija (engl. Computerized tomography)

ECM - Izvanstani¢ni matriks (engl. Extracellular matrix)

ECMO - Vantjelesna membranska oksigenacija (engl. extracorporal mechanical oxygenation)
GDF-15 - Faktor diferencijacije rasta (engl. Growth Differentiation Factor 15)

GFRAL - Receptor obitelji GNDF (engl. GDNF family receptor o-like)

GGO - poput mlijecnog stakla (engl. ground glass opacity)

HFNO - Oksigenacija visokim protkom preko nosne kanile (engl. High flow nasal
oxygenation)

HRY - varijabilnost sréane frekvencije (engl. Heart rate variability)

IBD - Upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory bowel disease)

JIL - Jedinica intenzivnog lijeCenja

LUS - Ultrazvuk pluca (engl. Lung ultrasound)

MERS-CoV - Koronavirus bliskoisto¢nog respiratornog sindroma (engl. Middle East
respiratory syndrome coronavirus)

MIC - Inhibiraju¢i citokin makrofaga (engl. Macrophage inhibitory cytokine 1)

nAChR - Nikotinski kolinergi¢ni receptor (engl. nicotinic acethylcoline receptor)

NAG-1 - Nesteroidni protuupalni gen induciran lijekom (engl. non-steroidal anti-
inflammatory drug-inducible gene)

NIH - Americki nacionalni institut za zdravlje (engl. National Institute of Health)

OSA - Apneja prilikom spavanja (engl. Obstructive sleep apnea)

PLAB - Morfogenetski protein placente (engl. Placental bone morphogenetic protein)
pTGFB - Transformirajuci faktor rasta placente (engl. Placental transforming growth factor-
beta)

RA - Reumatoidni artritis



RAAS - Renin angiotenzin aldosteron sustav

RNK - Ribonukleinska kiselina

RT-PCR - Lancana reakcija polimerazom reverznom transkripcijom (engl. Reverse-
transcription Polymerase Chain Reaction)

SARS-CoV - Koronavirus teskog akutnog respiratornog sindroma (engl. Severe acute
respiratory syndrome coronavirus)

SARS-CoV-2 - Teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (engl. Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2)

RNK - Ribonukleinska kiselina

MERS-CoV - Koronavirus bliskoisto¢nog respiratornog sindroma (engl. Middle East
respiratory syndrome coronavirus)

ssRNA+ - Pozitivna jednolancana ribonukleinska kiselina (engl. single-stranded, positive-
sense ribonucleic acid)

TGF-B - Transformirajuceg faktora rasta (engl. transforming growth factor beta)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)



1. UVOD



1.1. Koronavirusna bolest

Koronavirusna bolest - COVID 19 je zarazna bolest uzrokovana SARS-CoV-2
virusom. Sami naziv uzroc¢nika bolesti - SARS (engl. Severe acute respiratory syndrome)
ukazuje da bolest prvenstveno uzrokuje simptome vezane za infekciju diSnog puta. Vecina
zarazenih osoba bolest preboli asimptomatski oblik bolesti ili blaZi tip bolesti bez potrebe za
aktivnim bolni¢kim lijeCenjem. NajugroZenija skupina su stariji bolesnici sa komorbiditetima
poput kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa, kroni¢nim pluénim bolestima i malignim
bolestima. Navedeni bolesnici ¢eS¢e razviju tesku klini€ku sliku bolesti sa potencijalnim
fatalnim ishodima. Medutim, ni osobe ostalih dobnih skupina nisu postedene losih ishoda, ali
ipak u znatno manjem postotku (1).

Koronavirusi su RNK virusi s najve¢im genom u skupini RNK virusa. Sam genom se
nalazi unutar glikoproteinske ovojnice virusa. Pod elektronskim mikroskopom izgled te
ovojnice podsjeca na krunu, te upravo zbog toga se ovi virusi nazivaju koronavirusima (lat.
corona — kruna) (2).

Pripadaju obitelji Coronaviridae 1 dijele se na 4 roda: alfa koronavirusi, beta
koronavirusi, gama koronavirusi i1 delta koronavirusi. Alfa i beta koronavirusi su odgovorni za
infekcije sisavaca, dok su gama koronavirusi i delta koronavirusi odgovorni za infekcije
sisavaca i ptica. Uobicajeno staniSte koronavirusa su zivotinje: §iSmisi, miSevi, Stakori, kokosi,
psi, macke, deve. Medutim pojedini koronavirusi su stekli sposobnost prelaska sa zivotinja na
covjeka. Do sada je zabiljezeno 7 vrsta koronavirusa koji uzrokuju infekcije u Covjeka.
Najcesce su to bolesti s blazim simptomima, poput infekcije gornjeg diSnog sustava u obliku
obi¢ne prehlade. Medutim ponekad se mogu razviti 1 tezi oblici poput teskih i smrtonosnih
infekcija. Od navedenih sedam, cetiri (HCoV-OC43, HCoV-229E, HCoV-NL63, i
HCoVHKUI1) ih uzrokuje infekcije koje nalikuju prehladi. Ostale tri vrste humanog
koronavirusa (SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV2) mogu izazvati teske upale pluca s
razvojem akutnog respiracijskog distress sindroma i nerijetko smrtnim posljedicama (3).

Koronavirus teskog akutnog respiracijskog sindroma (SARS-CoV) je identificiran u
Juznoj Kini 2002. godine, gdje je izazvao epidemiju koja se raSirila na viSe desetaka zemalja u
svijetu. Ukupno je zabiljeZeno vise od 8000 slucajeva bolesti sa simptomima blagih upala
gornjeg diSnog puta do teskih upala pluca. Procijenjena smrtnost je bila oko 7% (4).

Druga veca epidemija uzrokovana koronavirusom s teSkom klinickom slikom u obliku

teSke upale pluca sa smrtnim posljedicama zabiljezena je na Bliskom istoku 2012. godine. Kao



uzro¢nik je identificiran MERS-CoV. Ukupno je zabiljezeno 662 zaraZena bolesnika sa
smrtnoS¢u ve¢om od 35 % (5). Treéa i najveca epidemija, kasnije i pandemija uzrokovana je

novim koronavirusom akutnog respiratornog sindroma - SARS-CoV2 (5).

1.1.1. Etiologija i epidemiologija

SARS-CoV-2 kao nepoznati beta koronavirus otkriven je u prosincu 2019. godine u
uzorcima bronhoalveolarnog lavata kod bolesnika s upalom plu¢a nepoznatog uzroka u
kineskom gradu Wuhanu, provinciji Hubei. (6). Jo§ uvijek nije to¢no razjaSnjeno, ali se sumnja
na prijenos virusa sa Zivotinje na covjeka. Epidemija je zapocela u prosincu 2019. godine i brzo
se proSirila na cijeli svijet, te je izazvala velike probleme u funkcioniranju zdravstvenog sustava
¢itavog svijeta. Tijekom svih godina pandemije SARS-CoV-2 pokazao je sklonost mutacijama,
te je virus mijenjao svoju strukturu. Samim time su se i klinicke slike ovisno o soju virusa
razlikovale. Na taj nacin je virus izbjegavao ve¢ izgradene imunoloske mehanizme organizma
1 smanjio u¢inkovitost cjepiva (7).

SARS-CoV-2 pripada rodu Beta coronavirus, podobitelji Orthocoronavirinae u obitelji
Coronaviridae 1 redu Nidovirile. Krioelektronskom tomografijom tj. elektronskim
mikroskopom je utvrdena pleomorfnost virusne cestice, koja posjeduje nesegmentiranu
pozitivnu jednolan€anu ribonukleinsku kiselinu kao svoj genom - ssSRNA+ (4).

Vecina bolesnika u pocetnim fazama ove epidemije pokazivali su povezanost s
juznokineskom trznicom plodova mora, Zivom Zivotinjskom ili tzv. "mokrom" trZznicom, $to
ukazuje na zoonotsko podrijetlo virusa (6,8,9). Pocetna procjena dinamike prijenosa u prvih
425 potvrdenih slucajeva pokazala je da je 55% slucajeva prije 1. sije¢nja 2020. bilo povezano
s trznicom, dok je samo 8,6% slu€ajeva nakon tog datuma bilo povezano s trznicom. Navedeni
podatak sugerira da se Sirenje s osobe na osobu dogadalo bliskim kontaktima sa zaraZzenima od
sredine prosinca 2019. godine (6).

Zoonotsko podrijetlo virusa jo§ uvijek nije potvrdeno. Neka istrazivanja sugeriraju da
bi SARS-CoV-2 mogao biti rekombinantni virus koronavirusa S$iSmiSa i1 koronavirusa
nepoznatog podrijetla, a kao mogu¢i vektor izmedu §iSmisa 1 Covjeka se navodi pangolin.
Medutim, trenutno nema dokaza koji bi pokazali mogucéi put prijenosa iz rezervoara §iSmisa na

ljude preko jedne ili nekoliko posrednickih zivotinjskih vrsta (10).



1.1.2. Prijenos virusa i inkubacija

SARS-CoV-2 se prenosi najcesce respiratornim putem, a blizina je klju¢na odrednica
rizika prijenosa (11). Dostupni dokazi upuéuju na to da do prijenosa izmedu ljudi dolazi
prvenstveno kada je zarazena osoba u bliskom kontaktu s drugom osobom. Virus se moze Siriti
iz usta ili nosa zarazene osobe u malim Cesticama tekucine (u rasponu veli¢ine od vec¢ih kapljica
do manjih aerosola) kada osoba kaslje, kiSe, pjeva, tesko dise ili govori. Kontakt iz neposredne
blizine moze rezultirati udisanjem ili inokulacijom virusa kroz usta, nos ili o¢1 (12).

Do prijenosa aerosolom moze do¢i u zdravstvenim ustanovama tijekom postupaka koji
stvaraju aerosol. Prijenos aerosolom moguc¢ je u zatvorenim prostorima s loSom ventilacijom
1 velikim brojem ljudi (12,13). Rizik od prijenosa virusa puno je manji u vanjskim uvjetima u
usporedbi sa zatvorenim prostorom, s ograni¢enim brojem studija koje procjenjuju stopu
prijenosa od <1% (14).

Fekalno-oralni prijenos (ili respiratorni prijenos preko fecesa u obliku aerosola) moze biti
moguc, ali postoje samo ogranic¢eni posredni dokazi koji podrzavaju ovaj nacin prijenosa (11).
Prijenos putem drugih tjelesnih tekucina (ukljucujuéi prijenos spolnim putem ili prijenos
krvlju) nije zabiljezen (11). Iako je virus otkriven u tjelesnim teku¢inama (npr. sjemenoj
tekucini, urinu, cerebrospinalnoj tekucini, ocnim tekuéinama), prisutnost virusa ili virusnih
komponenti ne znaci da je osoba infektivna. Postoje ograni¢eni podaci o riziku prijenosa s
donora organa. Medutim, ¢ini se da postoji nizak rizik od prijenosa virusa sa organa poput
bubrega, jetre ili srca SARS-CoV-2 pozitivnih darivatelja, bez obzira na to ima li darivatelj
simptome u vrijeme eksplantacije (15). Perinatalni (vertikalni) prijenos dogada se rijetko, ali
zabiljezen je transplacentalni prijenos virusa (16). Virusni fragmenti otkriveni su u majéinom
mlijeku; medutim, ovaj je nalaz neuobicajen i, kada se dogodi, povezan je s blagim
simptomima u dojencadi (17).

Srednje trajanje zaraznosti kod bolesnika s blagim oblikom COVID-19 bolesti je
otprilike 5 dana (od 3 do 7 dana). Manje od 25% slucajeva izlu¢i SARS-CoV-2 prije pojave
simptoma. Dvije tre¢ine sluCajeva bile su zarazne 5 dana nakon pojave simptoma, a jedna
trecina je bila zarazna 7 dana nakon pojave simptoma (18). Daljnji prijenos ovisi o specifiénom

domacinu i ¢imbenicima kontakta, te prirodi izloZenosti.



Cimbenici povezani s pove¢anim prijenosom ukljucuju (19):

o Cimbenici okoline: zatvoreni prostor, losa ventilacija, guzva, neposredna blizina,
zajednicki prostori, niska temperatura okoline, niska vlaznost

e Cimbenici domaéina: nedavno zaraZeni, visoko virusno opterecenje, teSka bolest, dob,
prisutnost komorbiditeta, imunokompromitirani bolesnici

o Cimbenici ponasanja: pjevanje/vikanje, kasljanje/kihanje, grljenje/ljubljenje, bonton
maski, higijena ruku, trajanje kontakta

e Virusni Cimbenici: promjene u virusnom genomu povezane S povecanom

prijenosnoscu.

Kod simptomatskih bolesnika prijenos se uglavnom dogada putem respiratornih kapljica
ili aerosola tijekom bliskog kontakta sa zarazenim simptomatskim slucajem. Prenosivost ovisi
o koli¢ini virusa koju osoba izluci 1 izbaci, vrsti kontakta, okruZenju 1 mjerama prevencije 1
kontrole infekcije koje su na snazi (20).

Procijenjeno trajanje inkubacije SARS-CoV-2 je izmedu 1 i 14 dana s medijanom od 5 do
7 dana. Medutim, razdoblje inkubacije postupno se smanjivalo od Alpha varijante do Omikron
varijante: divlji tip virusa - 5,2 dana; Alfa varijanta - 5 dana; Beta varijanta - 4,5 dana; Delta
varijanta - 4,41 dana; Omikron varijanta - 3,42 dan (9).

Za vrijeme pandemije identificirano je pet varijanti SARS-CoV-2. Prvi val epidemije
uzrokovala je Alfa varijanta virusa koja je potvrdena krajem 2020. godine. Beta varijanta je
otkrivena takoder krajem 2020. godine i odgovorna je za drugi val epidemije. Gama varijanta
je prvi put zabiljezena u SAD-u pocetkom 2021. godine. Najznacajnija varijanta virusa koja
je uzrokovala brzo Sirenje sa velikom zarazno$c¢u je Delta varijanta. Prvi put je detektirana u
Indiji krajem 2020. godine da bi u SAD-u uzrokovala probleme pocetkom prolje¢a 2021.
godine. Vrlo brzo se prosirila svijetom 1 uzrokovala znacajne javnozdravstvene probleme. Ovo
je ujedno varijanta virusa kojom su bili zaraZeni bolesnici u ovom istrazivanju. Omikron je
varijanta virusa sa visokom sklono$¢u mutacijama, zaraznija od prethodnih varijanti, ali srecom
s blazim klinickim slikama (21-24).

SARS-CoV-2 je vrlo prenosiva bolest i reproduktivni broj (R0) koje bi zarazena osoba
mogla potencijalno zaraziti iznosi od 3 do 5. RO je vrijednost koja se koristi za kategoriziranje
zaraznosti pojedine zarazne bolesti; §to je broj vedi to je i zaraznost veca. Recimo za usporedbu
da je RO za ospice 12-18, vodene kozice 8-9, a za rinoviruse 5-7 (25).

Cini se da je virusno optereéenje vodeéi pokretaé prijenosa virusa, a veéa koli¢ina virusa

povezana je i sa ve¢im rizikom od razvoja simptomatske bolesti. Virusno optere¢enje najvece
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je u gornjim di$nim putovima odnosno u nazofarinksu i orofarinksu u ranom tijeku infekcije i
obi¢no dostize vrhunac u prvom tjednu bolesti. Napredovanjem bolesti koli¢ina virusa se
povecava u donjim diSnim putovima. Virusno opterecenje se smanjuje nakon pojave simptoma.
Bolesnici s teSkim oblikom COVID-a imaju vece virusno optereCenje u usporedbi s
bolesnicima s blagim oblikom bolesti. Prosjecno trajanje izlu€ivanja virusa ovisi o uzorku: 17
dana u gornjim di$nim putovima (maksimalno 83 dana); 14,6 dana u donjem respiracijskom
traktu (najviSe 59 dana); 1 17,2 dana u stolici (najviSe 126 dana). Za napomenuti je da
izlucivanje virusa kod imunokompromitiranih osoba moze potrajati i dva mjeseca (26,27).

Zivotni ciklus virusa s domaéinom moZe se podijeliti u 5 stadija: pri¢vricivanje,
prodiranje, biosinteza, sazrijevanje i oslobadanje. Nakon Sto se virusi vezu za receptor
domacina, endocitozom ili fuzijom membrane penetriraju u stanice domacina. Po ulasku u
stanicu virusni sadrZaj se oslobada, a virusna RNA ulazi u jezgru zbog replikacije. Virusna
mRNA sudjeluje u stvaranju virusnih proteina $to nazivamo biosintezom. Potom nove virusne
Cestice sazrijevaju i oslobadaju se ¢ime je kompletiran zivotni ciklus virusa (28).

Koronavirusi se sastoje od Cetiri strukturna proteina: protein S (engl. spike — §iljak),
protein M (engl. membrane — membrana), protein E (engl. envelop, ovojnica), protein N (engl.
nucleocapsid, nukleokapsida). Protein S se sastoji od transmembranskog trimetrijskog
glikoproteina koji strsi iz povrSine virusa, i upravo taj protein odreduje raznolikost virusa i
tropizam domacina. Odgovoran je za imunoloSki odgovor organizma i aktivirajuci
endoplazmatski retikulum ukljucen je u virusnu patogenezu. Dvije funkcionalne podjedinice
su sastavni dio Siljastog glikoproteina; S1 podjedinica je odgovorna za adheziju virusa za
stanicu domacina preko ACE2 receptora i S2 podjedinica koja je odgovorna za fuziju sa
stanicnom membranom domacina (29,30). Kod ljudi, primarna fizioloSka funkcija ACE2 je
pretvaranje peptida angiotenzina I i II u angiotenzin 1-9 i angiotenzin 1-7, koji osiguravaju
zaStitne kardiovaskularne funkcije kroz mehanizme koji ukljucuju vazodilataciju 1 kontrolu
propusnosti endotela. Infekcija sa SARS-CoV-2 rezultira smanjenjem razine ACE2 i
poremecajem u RAAS sustavu koji pojacava signalizaciju kroz put angiotenzina II §to dovodi
do potencijalno teske upalne 1 cirkulacijske disfunkcije (31).

Nakon vezanja SARS-CoV-2 na ACE2, S protein se aktivira putem cijepanja
proteazom u dva koraka: pocetno cijepanje stabilizira S2 podjedinicu na mjestu vezanja, a
naknadno cijepanje vjerojatno aktivira S protein uzrokujuéi promjene koje dovode do fuzije
virusa i stani¢ne membrane domacina (32).

Postmembranskom fuzijom, virus ulazi u pluéne alveolarne epitelne stanice

oslobadaju¢i virusni sadrzaj. Unutar stanice domac¢ina pomocu ve¢ postoje¢e jednolancane
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pozitivne RNA kroz aktivnost RNA polimeraze (transkripcija) virus prolazi replikaciju 1
formiranje negativnog lanca RNA. Ovaj novoformirani negativni lanac RNA sluzi za
proizvodnju novih pozitivnih RNA lanaca koji zatim nastavljaju sintetizirati nove proteine u
stani¢noj citoplazmi. Virusni N protein veze novu genomsku RNA, a M protein olakSava
integraciju na stani¢ni endoplazmatski retikulum (ER). Ovi novoformirani nukleokapsidi su
zatim zatvoreni u membranu ER i u tom obliku se transportiraju u lumen. Golgijevim tjelescima
se potom transportiraju do stanicne membrane 1 zatim egzocitozom izlaze u izvanstanicni
prostor. Nove virusne ¢estice su potom spremne za invaziju na susjedne epitelne stanice kao i

za Sirenje svjezeg infektivnog materijala putem respiratornih kapljica (33).

1.1.3. Patofiziologija COVID-19

U pocetnoj fazi bolesti SARS-CoV-2 veze se za ACE2 receptore epitelnih stanica
sluznice gornjeg diSnog puta te na taj nacin ulazi u organizam. Potom dolazi do migracije virusa
iz nosnog epitela u gornje diSne putove. Zbog zahvacenosti gornjih disnih putova bolest se
manifestira simptomima poviSene temperature, malaksalosti i suhog kaSlja. U vrijeme
provedenog istrazivanja kod jedne petine svih zarazenih bolesnika, bolest bi napredovala do
najtezeg oblika bolesti sa razvijanjem ARDS-a (34).

Zadaéa imunoloskog sustava je prepoznati prisutnost Stetnog uzrocnika u organizmu,
upalnim odgovorom pospjesiti njegovu eliminaciju, podrzavati popravak oste¢enja i povratak
u osnovno stanje. Sve je orkestrirano citokinima, ,,jezikom‘ putem kojeg imunoloske stanice
medusobno komuniciraju i koordiniraju se. SloZzena mreza regulatornih mehanizama jamci
ravnoteZzu izmedu proizvodnje proupalnih i protuupalnih citokina tako da reakcija ostaje
ogranicena. Neuspjeh jednog ili viSe ovih mehanizama moze dovesti do prekomjerne aktivacije
imunoloskog sustava i masivne proizvodnje citokina, uzrokujuci upalnu reakciju koja vise nije
lokalizirana, ve¢ sustavna, sa Stetnim posljedicama za cijeli organizam (35).

Prethodne studije su pokazale da su SARS-CoV-11 MERS sposobni izazvati citokinsku
oluju (36). Stoga je, nakon pojave SARS-CoV-2, citokinska oluja zagovarana kao klju¢ni
patogenetski ¢imbenik u COVID-19. Istrazivanja ukazuju su da se u COVID-19 bolesnika
mogu ocekivati povecane razine upalnih citokina, ukljuc¢ujuéi IL-1p, IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y,
TNF-a, IFN-y-inducibilni protein 10 (IP-10), faktor stimulacije kolonija granulocitnih
makrofaga (GM-CSF) i monocitni kemoatraktantni protein-1 (MCP-1) te da prisutnost tih

citokina korelira sa teZzinom bolesti (8,37). IstraZzivanja su takoder pokazala prisutnost upalnih



infiltrata unutar razlicitih tkiva u bolesnika s COVID-19 (38,39). U vecini slucajeva, bolest se
sastoji od sindroma nalik gripi. Medutim, u predisponiranih osoba, infekcija pluénih stanica,
posebno pneumocita tipa II, moze izazvati nakupljanje upalnih stanica kao $to su neutrofili,
makrofazi, CD8+ i CD4+ T limfociti i potaknuti masivnu proizvodnju citokina, $to dovodi do
obostrane pneumonije, ARDS-a i oStecenja viSe organa (40).

Neadekvatan imunoloski odgovor na virus moguc¢i je mehanizam u razvoju citokinske
oluje tijekom infekcije SARS-CoV-2 (41). Zarazene stanice pokazuju oslabljenu sposobnost
proizvodnje interferona, klju¢nih medijatora za pravilan odgovor domacina protiv virusnih
infekcija, dok u isto vrijeme te zaraZzene stanice proizvode visoke razine kemokina koji
regrutiraju neutrofile i makrofage (42).

Bolesnici s teSkim 1 kriticnim oblikom COVID-19 proizvode autoprotutijela na
nekoliko imunomodulatornih proteina, a najznaCajnija je prisutnost autoprotutijela na
interferon tipa I (43). Lokalni RAAS sustav moZze posredovati u proupalnim, protrombotskim
1 profibroti¢nim ucincima, posredovanim aktivacijom receptora tipa 1 angiotenzina II (AT1)
pomocu angiotenzina II. Medutim, ovi ucinci su normalno uravnotezeni ACE2 receptorom,
koji cijepa angiotenzin I 1 II, generirajuéi niz peptida s RAAS-antagonistickim ucincima.
Gubitak protuupalnih, antitrombotic¢kih 1 antifibrotickih u¢inaka posredovanih ACE2, kao i
istovremena relativna regulacija osovine angiotenzin II-AT1, moZe pridonijeti nastanku
citokinske oluje i tromboupalnog stanja karakteristicnog za COVID-19 (44).

Pneumociti tipa II su mjesto ulaska virusa, posredstvom ACE2 receptora domacina.
Cine mali posotak epitelnih stanica alveola, ali imaju vaznu ulogu u fizioloskim procesima
pluca. Naime pneumociti tipa II sudjeluju u proizvodnjoi surfaktanta i pneumocita tipa I. Nakon
replikacije virusa dolazi do otpuStanja virusa u susjedne stanice i do apoptoze samih
pneumocita. OStec¢eni pneumociti otpustaju citokine kao $to su interleukini (IL-1, IL-6, IL-8,
IL-120 i IL-12), faktor nekroze tumora-a (TNF-a), IFN -A i IFN-B, CXCL-10, monocitni
kemoatraktantni protein-1 (MCP-1) 1 makrofagni upalni protein-1a (MIP-1a). Kao posljedica
nastaje  oSteCenje epitelnih stanica plu¢a i smanjuje se proizvodnja surfaktanta. Zbog
navedenog povecava se povrSinska napetost u alveolama 1 nastaje poremecaj u izmjeni plinova
(45).

U ostecenju pluénog parenhima sudjeluju i drugi patofizioloski procesi. ACE2 receptori
su zastupljeni i u endotelnim stanicama krvnih zila ¢iji se integritet odrzava balansom
prokoagulacijskih i antikoagulacijskih faktora endotela. Prodiranjem virusa u endotel dolazi do
naruSavanja istoga. Dominiraju prokoagualcijski faktori te mogu nastati mikroembolije krvnih

zila pluca 1 posljedi¢no hipoperfuzija okolnog parenhima. Sve to uzrokuje dodatno oStecenje
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pluénog parenhima uz narusavanje normalne izmjene plinova. Posljedice oStecenja pluénog
epitela su difuzno oSteéenje alveola koje moze dovesti do akutnog respiratornog distres

sindroma (engl. Acute respiratory distress syndrome, ARDS) (46).

1.1.4. Klini¢ka slika

Mnogi ¢imbenici mogu odrediti tezinu COVID-19, ukljucujuéi virusno optereéenje,
genetske ¢imbenike, prisutnost komorbiditeta, dob, spol, upotreba imunosupresiva i imunitet
(47). Genetski Cimbenici takoder igraju ulogu u ozbiljnosti COVID-19 jer gen za ACE2
receptor ima viSe polimorfizama, $to znaci da postoji vise varijacija u odnosu izmedu SARS-
CoV-2 i ACE2 receptora prema etnickoj pripadnosti, a samim time i tezine bolesti (48).

Osobe s komorbiditetima kao Sto su Secerna bolest, arterijska hipertenzija, KOPB,
kroni¢no bubrezno zatajenje, maligne bolesti i slab imunitet mogu imati ve¢u sklonost prema
teSkim infekcijama i ozbiljnim komplikacijama COVID-19, a samim time i loSiji ishod (49).
Kod mnogih bolesti postoji greska u ekspresiji ACE2 receptora i pretpostavka je da poremecaji
u ravnotezi ACE1/ACE2 receptora mogu biti podloga za tezi oblik bolesti (50). IstraZzivanja su
pokazala da je ekspresija ACE2 veca u plu¢ima starijih osoba nego u mladih te su starije osobe
sklonije tezim oblicima COVID-19 kao i smrtnim ishodima (37,51-53).

Pretilost igra vaznu ulogu u tezini bolesti COVID-19 jer je ekspresija ACE2 veca u
masnom tkivu (54). Pretile osobe imaju ve¢i rizik od respiracijskog zatajenja i1 CeS¢i su
kandidati za mehanicku ventilaciju, koja je takoder povezana s ve€om smrtnosti (55).

Klini¢ki tijek bolesti se manifestira u 3 stadija. U ranoj viralnoj fazi bolesti kada je
bolesnik bez simptoma ili tek s minimalnim simptomima, SARS-CoV-2 se replicira u najvecoj
mjeri. Slijedi respiracijska faza bolesti u kojoj dolazi do upale plu¢a. U ovoj fazi prestaje
replikacija virusa, ali je naznacen upalni odgovor organizma s jakim imunoloskim odgovorom.
Treca ili hiperinflamatorna faza, koja nastaje kao posljedica oslobadanja citokina i aktivacije

koagulacijskog sustava, odgovorna je za protrombotsko stanje (56).

1.1.4.1. Respiracijske manifestacije COVID-19

Klini¢ka slika COVID-19 bolesnika varira od asimptomatskog do simptomatskog
oblika bolesti. Asimptomatski bolesnici su ujedno i glavni prenosioci bolesti, a njihov udio se

ovisno o istrazivanjima krece izmedu 18 1 33 % (57).



Velike zdravstvene organizacije kao Sto su WHO 1 NIH su izradili klasifikaciju
COVID-19 ovisno o simptomima bolesti, laboratorijskim pokazateljima, radioloskim
pretragama, hemodinamskim parametrima i funkciji ostalih vitalnih organa (58). Ove
smjernice smo Koristili u svakodnevnoj praksi u Jedinici intenzivnog lijeCenja za COVID
bolesnike kako bi pravovremeno i ispravno koristili sve dijagnosticke i terapijske moguénosti

u zbrinjavanju najtezih bolesnika.

Klasifikacija tezine COVID-19:

o Asimptomatska ili presimptomatska infekcija: Pojedinci s pozitivnim testom na SARS-
CoV-2 bez ikakvih klini¢kih simptoma u skladu s COVID-19.

e Blagi oblik bolesti: Bolesnici u ovoj fazi bolesti se prezentiraju s raznolikim
simptomima poput kaslja, grlobolje, glavobolje, malaksalosti, bolova u miSi¢ima,
anosmije, povracanja i proljeva. Bolesnici u ovoj fazi nemaju probleme s disanjem i na
radioloSkim pretragama pluca nema patoloskih promjena.

o Umjereno teski oblik bolesti: Bolesnici s klinickim simptomima ili radioloskim
znakovima bolesti donjeg diSnog puta i saturacijom kisika na zraku (Sp0O2) >94%.

o Teski oblik bolesti: Bolesnici koji imaju SpO2 manji od 94% na zraku u prostoriji, omjer
parcijalnog tlaka arterijskog kisika i udjela udahnutog kisika (PaO2/FiO2) manji od
300, izrazitu tahipneju s frekvencijom disanja ve¢om od 30/min, ili zahvacenost pluca
na RTG-u koji su vec¢i od 50%.

e Kriticni oblik bolesti: Bolesnici sa razvijenom klinicCkom slikom akutnog zatajenja
disanja, septickog Soka ili disfunkcijom vise organa. Bolesnici s teSkim oblikom bolesti

COVID-19 mogu postati kriti¢no bolesni s razvojem ARDS-a.

Simptomi zahvacéenosti diSnog puta su karakteristicni za COVID-19. Infekcija sa
SARS-CoV-2 kod ljudi povezana je sa Sirokim spektrom klinickih respiracijskih sindroma od
blagih simptoma gornjih di$nih putova do progresivne virusne upale plu¢a opasne po zivot
(56). Bolesnici s bolovima u prsima, otezanim i ubrzanim disanjem uz visoku temperaturu
pokazuju znakove pneumonije, naj¢esce teske komplikacije COVID-19. Taj stupanj bolesti u
vedini sluajeva zahtjeva bolnicko lije¢enje i u najgorem sluc¢aju moze do¢i i do razvoja ARDS-
a kao najteZe pluéne komplikacije COVID-19 (59). Klini¢kim pregledom 1 jednostavnijim
dijagnostickim alatima (SpO2, RTG pluca, plinska analiza krvi) lako se dijagnosticiraju najtezi

bolesnici.
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1.1.4.2. Manifestacije COVID-19 na druge organe

Kako je ve¢ opisano najvazniji organ zahvacen infekcijom COVID-19 je disni sustav,
prvenstveno pluca. ACE2 receptori se nalaze i u drugim organima u tijelu stoga ni oni nisu

postedeni u SARS-CoV 2 infekciji.
1.1.4.2.1. Kardiovaskularni sustav

Zbog povecane ekspresije ACE2 i katepsina B/L unutar kardiomiocita, fibroblasta i
pericita SARS-CoV-2 ima i utjecaj na srce (60). Nishiga 1 suradnici su utvrdili da sr€ane stanice
pokazuju pozitivnu korelaciju izmedu prisutnosti katepsina B/L 1 progresije bolesti, ali se Cini
da je uloga ACE2 u sr¢anoj patogenosti znatno kompliciranija (61). Ve¢ se spominjala vazna
uloga ACE2 receptora u Sirenju SARS-CoV-2 i za ocekivati je da ¢e utjecaj SARS-CoV-2 biti
najveél upravo na srcu, organu koji ima najviSe ACE2 receptora. Medutim, navedeno
istrazivanje pokazuje da SARS-CoV-2 istodobno smanjuje ekspresiju ACE2 u
kardiomiocitima. Kardiovaskularne komplikacije u obliku aritmija te miokarditisa nastaju
direktnim utjecajem SARS-CoV-2 na srce. Medutim, ipak su c¢eSée komplikacije
tromboembolijske prirode. OSte¢enjem endotela koronarnih krvnih Zila moze nastati akutni

koronarni sindrom (62).
1.1.4.2.2. Neuroloski sustav

Neurotropnost SARS-CoV-2 objasnjava podatak da se vise od 90% oboljelih od
COVID-19 zalilo na blage neuroloske simptome poput glavobolje, poremecaja okusa i mirisa,
vrtoglavice i zbunjenost. Gubitak njuha je u pocetku epidemije bio jedan od prvih znakova
zaraze virusom. Virus je tako detektiran u olfaktornoj sluznici olfaktornom zivcu (63).

Neuroinvazinost je jos jedna znac¢ajka virusa. Virus invadira u endotel krvnih Zila mozga
te moze, kao i u drugim organima uzrokovati vaskularne komplikacije. Zbog raspadanja
endotelnih stanica moguce su tromboembolijske komplikacije, a zbog narusavanja krvno-
mozdane moze nastati 1 krvarenje u mozdane strukture. Sve navedeno uzrokuje ozbiljne
neuroloske posljedice poput ishemijskog ili hemoragijskog moZdanog udara. Takoder su
mogucée komplikacije perifernog zivéanog sustava poput Guillain-Barreovog sindrom kao

posljedica poremecenog imunoloSkog odgovora (64).
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1.1.4.2.3. Urogenitalni sustav

Prisutnost ACE receptora u kanalnom sustavu bubrega odgovorno je za bubrezne
komplikacije SARS-CoV-2 infekcije. Akutno bubrezno zatajenje (AKI) je nerijetka
komplikacija teskog oblika COVID-19 i ujedno je povezana s visokom smrtnosti, a nastaje
razaranjem stanica bubrega, pogotovo glomerula (65). Citokinska oluja u sklopu
multiorganskog zatajenja odgovorna je za akutno bubrezno zatajenje u teskom i kriticnom
obliku COVID-19. Hircsh i suradnici su u velikoj multicentri¢noj kohortnoj studiji koja je
ukljucivala oko 5500 hospitaliziranih bolesnika s COVID-19, 37% bolesnika razvilo akutno

zatajenje bubrega, od ¢ega je 14,3% bolesnika zahtijevalo nadomjesno bubrezno lijecenje (66).
1.1.4.2.4. Gastrointestinalni sustav

Osnovni patofizioloski mehanizam za nastanak blagih gastroenteroloskih simptoma
poput mucnine, proljeva i povracanja je afinitet virusa za vezanje na ACE2 receptore
enterocita. Dolazi do razaranja endotelnih stanica i brzog Sirenja virusa na susjedne stanice.

Ostecenja jetre 1 gusterae nastaju iskljucivo u teSkom obliku COVID-19 zbog

citokinske oluje u sklopu multiorganskog zatajenja organa (67).
1.1.4.2.5. Endokrinoloski sustav

Mehanizam endokrinih manifestacija moze biti posljedica prisutnosti ACE2 receptora
kod nekih endokrinih organa, kao $to su Stitnjaca i gusSteraCa, ili moze biti posljedica

hiperimunog svojstva citokinske oluje (68).

1.1.5. Dijagnosticke metode

Detekcija antigena i viriona se ostvaruje putem nazofaringealnog brisa ili uzoraka sline.
Posto su ACE2 receptori koji su vezno mjesto virusa za domacina najviSe zastupljeni u
distalnom dijelu nosu, potrebno je uzorkovati navedeno mjesto diSnog puta. Smatra se da je
zbog nepravilnog uzimanja brisa nazofarinksa prijavljeno oko 30% lazno negativnih rezultata
(69-71).

U bolesnika u Jedinicama intenzivnog lijeenja uzorci se mogu uzimati iz donjeg diSnog

sustava; lavazom, iskasljajem ili aspiracijom, zatim iz krvi te likvora.
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Polimerazna lan¢ana reakcija (engl. reverse-transcription Polymerase Chain Reaction,
PCR) je zlatni standard u dokazivanju infekcije SARS-CoV-2, a najviSe je u primjeni inacica
kvantitativna lanc¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (engl. real-time quantitative
polymerase chain reaction, RT-qPCR), metoda koja analizira amplificirane ¢cDNK tijekom
samog procesa 1 koja ima visoku specifi¢nost i visoku osjetljivost u detekciji virusa. Zbog sve
veée potrebe za provodenjem testiranja u vrijeme epidemije, zapocelo se s primjenom brzih
antigenskih testova koji detektiraju pojedine dijelove proteina SARS-CoV-2. Takvi testovi su
jeftiniji, dostupniji i nisu zahtijevali angazman zdravstvenog osoblja. Svjetska zdravstvena
organizacija je dala naputak da osjetljivost testa mora biti minimalno 80%, uz specifi¢nost ve¢u
od 95% kako bi se test smatrao valjanim (72).

Seroloski testovi za detekciju IgM 1 IgG protutijela, koji uklju€uju metode ELISA (engl.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), CLIA (engl. Chemiluminescence Immunoassay) i
LFIA (engl. Lateral Flow Immunoassay) koriste se u klinickoj praksi, za dijagnozu akutne ili
preboljele infekcije SARS-CoV-2 (47). Mjerenje razine protutijela je primjenjivo u procjeni
uspjesnosti cijepljenja (67).

1.1.5.1. Radioloske pretrage

Sumacijska snimka torakalnih organa je najjednostavnija i uz ultrazvuk pluca
najdostupniji radioloski alat u procjeni pluéne patologije u bolesnika s COVID-19. U pocetku
pandemije priblizno 75% bolesnika je u vrijeme postavljanje dijagnoze imalo patoloski nalaz
sumacijske snimke torakalnih organa. Naj¢es¢i radioloski znakovi COVID-19 su obostrana
intersticijska upala pluca s infiltratima poput mlije¢nog stakla (engl. Ground glass opacity,
GGO), dok se u kasnijim stadijima bolesti razvijaju konsolidacije. Sumacijska snimka
torakalnih organa je umjereno osjetljiva i umjereno specifi¢na pretraga za dijagnozu COVID-
19. Istrazivanja su pokazala da je sumacijska snimka torakalnih organa ispravno
dijagnosticirala COVID-19 kod 73% COVID-19 bolesnika, medutim, neto¢no je identificirano
COVID-19 kod 27% osoba koje nisu imale tu bolest (73).

CT je najosjetljivija radioloSka pretraga za potvrdivanje dijagnoze, medutim nije
dostupna i jednostavna za provodenje pogotovo u vrijeme pandemije. Njezina primjena je
ogranicena za specifi¢ne slucajeve u kojima dijagnoza nije potvrdena antigenskim testom i
sumacijskom snimkom torakalnih organa ili teSkim slucajevima COVID-19 u kojima se

sumnja na neku od plu¢nih komplikacija kao $to su emfizem, pneumotoraks ili hematotoraks.
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Prednost CT toraksa u COVID-19 bolesnika je $to se promjene na plu¢ima mogu detektirati
veoma rano, pa ¢ak i prije nastanka ozbiljnijih simptoma pluéne bolesti. Naj¢es¢i nalaz je GGO
koji je obostran i naj¢esée u donjim i straznjim dijelovima pluc¢a. U sluéaju progresije bolesti
razvija se slika ARDS-a sa teSkom pneumonijom (74).

Ultrazvuk pluc¢a (engl. Lung ultrasound, LUS) je osjetljiva metoda, ali nije specifi¢an
za dijagnozu COVID-19. Rezultati istrazivanja su pokazali su da je ultrazvuk pluéa ispravno
dijagnosticirao COVID-19 kod 87% bolesnika s COVID-19. Medutim, krivo je dijagnosticiran
COVID-19 kod 24% ljudi koji nisu imali tu bolest. Stoga bi ultrazvuk mogao imati vecu korist
za iskljuc¢ivanje COVID-19 nego za njegovo razlikovanje od drugih uzroka respiracijskih
bolesti (75).

Prednost LUS-a kao dijagnosti¢kog alata je njegova neinvazivnost, portabilnost te
nepostojanje zracenja. Stoga se pretraga moze izvoditi uz krevet bolesnika pa je tako najbolji
izbor za detekciju promjena u COVID-19 bolesnika u hitnom sluzbama i intenzivnim
jedinicama. Karakteristi¢ni patoloski pokazatelji u LUS-u su B-linija koje ukazuju na oStec¢enje
plu¢nog parenhima. Prema broju i izgledu B-linija moZe se kategorizirati veli¢ina oStecenja
plu¢a. Ovom pretragom se takoder mogu lako i sa ve¢om osjetljivos¢u od nativne radioloske
pretrage prikazati pneumotoraks i pleuralni izljev koji su nerijetka komplikacija najtezih oblika

COVID-19 (76).

1.1.6. Lijecenje

U samim pocecima pandemije lijeCenje COVID-19 bolesnika se svodilo na
simptomatsko i eksperimentalno lije¢enje. Prvi simptom koji je dovodio bolesnika na hitni
bolnic¢ki prijem bila je dispneja s hipoksemijom koja se najcesS¢e razvijala tjedan dana nakon
prvih simptoma SARS-CoV-2 infekcije. Lijecenje je bilo simptomatsko. Nakon potvrde
infekcije, provedene trijaze bolesnika i primarnog zbrinjavanja, bolesnici su smjeSteni na
COVID jedinice ovisno o stupnju tezine COVID-19 bolesti.

Bolesnici sa blagom i srednje teSkom klinickom slikom su uz upute vraceni na kuéno
lijecenje dok su bolesnici s teSkim 1 kriticnim oblikom COVID-19 hospitalizirani. Ukoliko
bolesnik na sobnom zraku nije u stanju posti¢i ciljane vrijednosti zasi¢enosti arterijske krvi
kisikom (SpO2 > 92%) neophodna je primjena kisika. Ukoliko bolesnik spontano dise
oksigenoterapija se zapocinje uobicajenim metodama primjenom kisika preko nosnog katetera

uz protok do 6 L/min. Slijede¢i korak je maska sa spremnikom kisika koja moze isporuciti do
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15 L kisika u minuti. Ukoliko bolesnik na primijenjene metode oksigenoterapije ne pokazuje
klini¢ko poboljSanje odnosno i dalje ima izrazenu loSu mehaniku disanja uz umaranje i SpO2
< 92%, potrebno je zapoceti s invazivnijim metodama oksigenacije, prvenstveno mehanickom
respiracijskom potporom.

U nekim slu€ajevima se prije samog respiratora pokuSavalo sa manje invazivnim
metodama oksigenoterapije kao $to su HFNO (engl. High flow nasal oxigenation): uredaj koji
pomocu nosnog katetera isporucuje kisik 21-100% uz visoke protoke do 50/L/min te CPAP
maska (engl. Continuous positive airway pressure). Kod oba uredaja je potrebno da bolesnik
samostalno diSe te se s visokim protocima kisika i stvaranjem pozitivnog tlaka na kraju
ekspirija pokusSava poboljsati izmjena plinova na alveokapilarnoj membrani. Medutim, kako se
u vecini slucaja radilo o bolesnicima koji, uz dokazani COVID-19, imaju odredene
komorbiditete te su smanjene metabolicke rezerve, ipak se kao zlatni standard lijeCenja kod
teSkog 1 kriti€nog oblika COVID-19 pokazala pravovremena intubacija i mehanicka ventilacija
(77) .

U pocetnom zbrinjavanju bolesnika na respiratoru potrebno je adekvatno zbrinuti disni
put, nekada 1 bronhoskopski potvrditi ispravan polozaj endotrahealnog tubusa. Kvalitetna
analgosedacija i miSi¢na relaksacija su neophodne za kvalitetnu mehanicku ventilaciju. U prvih
nekoliko dana mehanicke ventilacije se ucestalo prate plinske analize krvi i korigiraju postavke
respiratora. Dinamika lijeCenja se uz laboratorijske pokazatelje prati i slikovnim
dijagnostickim pretragama (sumacijska snimka torakalnih organa i CT-om ukoliko je
potrebno).

U svih bolesnika na invazivnoj mehanickoj potpori disanja primjenjuje se protektivna
mehanicka ventilacija definirana Berlinskom deklaracijom za ARDS (78). Ukoliko
konvencionalna metoda mehanicke respiracijske potpore nije davala zadovoljavajuce rezultate,
bolesnike je bilo potrebno postaviti u potrbusni (pronacijski) polozaj. Na taj nacin se pokusalo
povecati povrSinu pluca za izmjenu plinova, a samim time i oksigenaciju bolesnika (79).

Kao posljednja i najkompleksnija metoda kod lijecCenja bolesnika sa teSkim ARDS-om
vazno je spomenuti 1 vantjelesnu respiracijsku potporu odnosno ekstrakorporalnu membransku
oksigenaciju (engl. Extracorporeal membrane oxygenation, ECMO). Navedeni uredaj
omogucava oksigenaciju krvi izvan organizma na nacin da se krv drenira iz velike vene te se
nakon oksigenacije vraca u desni atrij. Tako ve¢ oksigenirana krv prolazi kroz pluéni krvotok
1 na taj nacin ,,Stedi“ pluca. Ovo je metoda koja zahtjeva dobro educirano osoblje ali ujedno
ima veliki broj komplikacija. Uglavnom je rezervirano za najteZe oblike COVID-19 kod mladih

osoba bez znacajnih komorbiditeta (80).
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Za vrijeme pandemije smjernice za lijeCenje COVID-19 su se mijenjale kao i sam virus.
Medikamentozna terapija je u pocetku bila ograni¢ena na lijecenje 1 ublaZzavanje simptoma
bolesti. Istrazivanjem patofizioloskih mehanizama COVID-19, u samom pocetku pandemije
empirijski se pokuSalo s poznatim antivirusnim lijekovima te lijekovima koji utjecu na
imunoloski odgovor organizma. U meduvremenu se radilo na istrazivanju novih antivirusnih
lijekova i cjepiva te drugim imunomodulatornim i protuupalnim lijekovima za lijeCenje
najtezih oblika COVID-19. Kao prvi izbor ove vrste medikamentozne terapije su bili
kortikosteroidi. Protuupalno djelovanje ostvaruju inhibirajuéi proliferaciju, diferencijaciju i
funkciju makrofaga, neutrofila i fibroblasta, ¢cime se suzbija sinteza i oslobadanje citokina kao
Sto su interleukin-1, interleukin-6 i TNF-a. RECOVERY studija koja je provedena na 9000
bolesnika u 176 bolnica u Velikoj Britaniji ukazala je da je primjena deksametazona smanjila
smrtnost u bolesnika koji su zahtjevali inhalacijsku potporu kisikom ili su bili ovisni o
mehanickoj respiracijskoj potpori. Takoder je skra¢eno vrijeme hospitalizacije u iste skupine
bolesnika (81).

U rutinskoj primjeni u hospitaliziranih bolesnika se koristio intravenski deksametazon
u dozi od 6 mg dnevno prvih 10 dana. Dalje bi se prema indikaciji i procjeni klinicara produljila
terapija deksametazonom vodec¢i raCuna o mogucéim nuspojavama. U primjeni su takoder bili 1
drugi kortikosteroidi poput metilprednizolona ili hidrokortizona (82).

Pokusavalo se i1 za drugim imunomodulatornim lijekovima kao §to su Tociluzimab ili
Sarilumab koji ipak nisu pokazali znacajan doprinos u ishodu lijecenja (83).

Prvi antivirusni lijek u lijeenju blagih do umjerenih oblika COVID-19 bolesnika je
remdesivir, inhibitor virusne RNA polimeraze koji sprje€ava razmnozavanje virusa unutar
stanice. U pocetku epidemije koristio se redovito kod bolesnika sa tezim oblikom bolesti
narocito kod imunokompromitiranih bolesnika. Medutim, kasnije su velike studije pokazale da
rutinska primjena ovog antivirotika Sirokog spektra nema utjecaja na pozitivan ishod u lije€enju
bolesnika sa najtezim oblikom COVID-19 (84-86).

U danasnje vrijeme kombinacija antivirotika nirmatrelvira i ritonavira je indicirana za
lije¢enje COVID-19 u odraslih osoba kojima nije potrebna nadomjesna terapija kisikom i koji
imaju povecan rizik od razvoja teskog oblika bolesti (87)

Rekonvalescentna plazma je jo§ jedna od koriStenih metoda lijeCenja Naime,
bolesnicima koji su prebolili COVID-19 se izolira plazma puna protutijela na SARS-CoV-2.
Ucinkovitot primjene rekonvalescentne plazme se pokazala u imunokompromitiranih
bolesnika sa srednjim i teSkim oblikom COVID-19 dok nije dokazana korist u lijeenju

imunokompetentnih bolesnika (88,89).
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Najvazniji trenutak u sprje¢avanju Sirenja pandemije i kontroliranja trenutnog stanja bila
je pojava prvog cjepiva. Od tada se populacija, uz standardne higijensko-epidemioloske mjere,
mogla zastititi i sustavnim procjepljivanjem. Od pocetka pandemije istrazivalo se vise od
stotinu cjepiva (uglavnom DNA i RNA cjepiva), a do danasnjeg dana ipak su naj¢esce koristena
mRNA cjepiva koja poticu domacdina na stvaranja autoprotutijela na Siljasti glikoprotein

SARS-CoV-2 (90,91).

1.2. Katestatin

Katestatin (engl. Catestatin, CST) je uz nekoliko drugih bioakativnih peptida produkt
kromogranina A (engl. Chromogranin A, ChgA). Mahata i suradnici su ovaj endogeni peptid
molekularne mase 48 kDa izolirali 1997. godine. Pohranjuje se u sekretornim granulama u
endokrinim, neuroendokrinim i neuronskim tkivima gdje regulira sintezu i1 sekreciju razli¢itih
regulatornih molekula (92). Glavna uloga katestatina je negativna regulacija otpuStanja
katekolamina koju ostvaruje nekompetitivnim i reverzibilnim antagoniziranjem nikotinskih
kolinergi¢nih receptora (engl. nicotinic acethylcoline receptor, nAChR) (93). Takoder inhibira
oslobadanje neuropeptida Y (NPY) i adenozin trifosfata (ATP) (94). Proteolizom ChgA
nastaju aktivni peptidi: katestatin, vazostatin, pankreastatin, parastatin, prokromacin, serpinin,
beta-granin, protein WE-14 i protein GE-25 (95). Dokazana je njihova ulogu u zastiti od
infekcija, angiogenezi, sr¢anoj funkciji, metabolickim bolestima, homeostazi elektrolita 1
autoimunim bolestima (96-98).

Vazostatin kao produkt ChgA djeluje negativno luzitropno 1 negativno inotropno u
zivotinjskim modelima $to ukazuje na pleiotropni uc¢inak ChgA na regulaciju sréane funkcije.
Imunohistokemijskim metodama je pokazana povecana ekspresija ChgA u kardiomiocitima s
kroni¢nim zatajenjem srca, dilatacijskom kardiomiopatijom te ishemijskom kardiomiopatijom
(99).

Nadalje, jedno istrazivanje pokazuje da razina ChgA korelira s razinom
konvencionalnog markera proBNP-a u dilatiranoj i hipertrofi¢noj klijetki ljudskog srca (100).
Zbog navedenih zaklju€aka razina ChgA u plazmi se moze koristi kao biomarker u stanjima
kroni¢nog zatajenja srca, ali 1 posluZiti kao terapijsko mjesto djelovanja.

Enteroendokrine stanice rasporedene su kao pojedinacne stanice duz gastrointestinalne
sluznice u kriptama 1 resicama crijeva 1 predstavljaju najvec¢i endokrini sustav ljudskog tijela.
Upalne bolesti crijeva (engl. Inflammatory bowel disease, IBD) potic¢u lucenje raznih peptida

iz enteroendokrinih stanica, a medu njima i ChgA kao prekursora katestatina (101). Studije
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ukazuju da prisutnost i nekoliko drugih vaznih peptida u stanicama debelog crijeva i plazmi u
bolesnika s upalnom bolesti debelog crijeva (102,103). Istrazivanje je pokazalo da je razina
ChgA u bolesnika s IBD znatno niza u usporedbi s bolesnicima koji su lijeCeni s
,konvencionalnom® terapijom (104). Eissa 1 sur. su u svojem istrazivanju na misevima s
isklju¢enim ChgA genom utvrdili da ChgA, moduliraju¢i makrofage, ima znacajno djelovanje
na kolitis (104). Naime, dobiveni rezultati pokazali su da ChgA promovira M1 makrofage uz
supresiju M2 makrofaga. MiSevi s iskljuenim genom za ChgA su nakon induciranja kolitisa s
dekstran-natrij-sulfatom imali pojacanu ekspresiju M2 makrofaga, a snizenu razinu MI
makrofaga. Ujedno su imali i znacajno reduciranu razinu medijatora upale te teZinu bolesti uz
znacajno povisenu razinu anti-inflamatornih citokina. U svojem novijem istrazivanju Eissa je
dokazala ulogu ChgA u ulceroznom kolitisu koji modulacijom epitela povecava propusnost

barijere i time djeluje nepovoljno na osnovnu bolest (105).

1.2.1. Katestatin i kardiovaskularni sustav

Uloga katestatina u regulaciji hipertenzije je istrazivana u viSe studija. Na animalnom
modelu Chga-KO miSeva (miSevi s ciljanom ablacijom CHGA gena) utvrden je visoki krvni
tlak 1 visoke razine kateholamina u plazmi. Primjenom katestatina dolazi do smanjenja
arterijskog tlaka i frekvencije srca, a u plazmi se biljeze smanjene koncentracije kateholamina.
Pretpostavka je da se antihipertenzivni u¢inak ostvaruje inhibicijom luc¢enja kateholamina, a
vazodilatacijski u¢inak katestatin ostvaruje luenjem histamina iz mastocita (106).

Gaede i suradnici su testirali ucinke Kkatestatina u lednoj mozdini intratekalnom
injekcijom katestatina u kombinaciji s nikotinom 1 izoproterenolom u anestezirang Stakora kako
bi utvrdili funkcionalnu ulogu katestatina u srediSnjem Ziv€anom sustavu. Katestatin je oslabio
hipotenzivni ucinak izoproterenola i hipertenzivni ucinak nikotina na srednji arterijski tlak,
aktivnost splanhnickog simpatickog Zivca i smanjio sr¢anu frekvenciju (107). Kiranmayi i
suradnici su dokazali utjecaj katestatina na lucenje dusi¢nog oksida unutar endotelnih stanica i
na taj nacin ukazali na njegov utjecaj na regulaciju arterijskog tlaka. Na temelju gore navedenih
saznanja, autori su zakljucili da katestatin antagonizira i sredi$nje nikotinske acetilkolinske
receptore i B-adrenergi¢ne receptore koji su ukljuceni u kardiovaskularnu regulaciju in vivo
(108,109).

ZabiljeZzena je 1 snazna modulatorna uloga katestatina na autonomni zZiv€ani sustav, a

posljedi¢no 1 na kardiovaskularnu funkciju. Naime, Rao i sur. su dokazali da je katestatin
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povecao parasimpatiCko djelovanje prema srcu oko 2,5 puta moduliraju¢i aktivnost
baroreceptora, istovremeno smanjujuci simpaticku djelovanje na srce i smanjujuéi bubreznu
ekskreciju noradrenalina i adrenalina. Kao rezultat navedenih procesa u eksperimentalnim
uvjetima smanjio je srednji arterijski tlak za 6 mmHg (110).

Uloga katestatina je uvelike istrazivana u bolestima srca i krvnih Zila. Tako je u bolesnika
sa zatajenjem srca utvrdena povezanost povisenih vrijednosti katestatina u bolesnika s tezim
oblikom bolesti (99,111).

Kao indikator interakcije simpatickog 1 parasimpatickog ziv€anog sustava koristi se
varijabilnost sréane frekvencije (engl. Heart rate variability, HRV). U hipertenzivnih i
hiperadrenergi¢nih Chga-KO miSeva HRV indeks se normalizirao primjenom katestatina
(112). Mahata je u svom istrazivanju iz 2010. godine pokazao da osobe s genetskom mutacijom
CST-Gly364Ser imaju manju sklonost hipertenziji zbog promjena u funkciji baroreceptora.
Naime, povecava se parasimpaticki odgovor baroreceptora na katestatin, a smanjuje se
simpaticki odgovor (110).

Osim navedenih patofizioloSkih uloga katestatina, nije zanemariva ni njegova
kardioprotektivna uloga. Kod odraslih Stakora izloZenih ishemijsko-reperfuzijskoj ozljedi srca
dokazano je izravno kardioprotektivno djelovanje katestatina. Vitalnost miocita je porasla za
65% uz smanjenje tlakova punjenja lijeve klijetke i poboljSanje funkcije lijeve klijetke nakon
ishemije (113). Oksidativni stres uzrokovan ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom je ozbiljna
komplikacija koja nastaje nakon infarkta miokarda. Katestatin djeluje protektivno u tom smislu
aktiviranjem muskarinskih receptora miocita koji inhibiraju apoptotske mehanizme ostecenog
miokarda. (114). Takoder je opisan mehanizam u kojem katestatin sprjecava apoptozu miocita
aktivacijom beta 2 receptora (115). Jos$ jedna zanimljiva studija ukazuje na kardioprotektivni
mehanizam djelovanja katestatina. Naime, katestatin u upalnim odgovorima organizma moze
djelovati i na neutrofile poti¢u¢i ih na stvaranje proteina medu kojima je 1 lipokain. Navedeni
protein usmjerava makrofage prema reparativnoj funkciji i na taj nacin poboljSava

postinfarktno cijeljenje srca (116).

1.2.2. Katestatin i upalne bolesti crijeva

Katestatin ima slicnu ulogu kao i njegov prekursor ChgA u bolesnika s upalnim
bolestima crijeva. Animalne studije su pokazale izrazito povisene razine katestatina u miseva
s induciranim ulceroznim kolitisom (102,117). Takoder novija studija ukazuje na moguci

terapijskim ucinak katestatina koji svojim modulacijskim djelovanjem smanjuje intenzitet
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bolesti i potencijalno moze sprijeciti relaps bolesti. Povoljan utjecaj katestatina na IBD ocituje
se promjenama poput infiltracije upalnih stanica, smanjenja edema i smanjenja upale sluznice
(102).

Sva ova istrazivanja provedena na zivotinjskim modelima sugeriraju da katestatin
protektivno djeluje na upalne bolesti crijeva prvenstveno smanjujuci upalni odgovor organizma
inhibiraju¢i M1 makrofage te ostale medijatore upale kao $to su IL-1pB, IL-6, TNF-a. Bitna
spoznaja je medu ostalim da terapija katestatinom potpomaze homeostazu stanicnih membrana

u crijevima odrzavanjem proteina ¢vrste sveze (118).

1.2.3. Katestatin i reumatoidni artritis

U patofizioloske procese RA ukljuden je i katestatin. Simac i sur. su proveli istraZivanje
u kojem su dokazali da su bolesnici s RA imali poviSene serumske razine katestatina u odnosu
na kotrolnu skupinu zdravih ispitanika. Ujedno su utvrdili da je katestatin samostalni prediktor
aktivnosti RA te funkcionalne onesposobljenosti spomenutih bolesnika (119-121).
Imunomodulacijsko djelovanje katestatina je glavni razlog povisenih vrijednosti istoga u RA.
Aktivacija makrofaga i smanjenje proupalnih stanica glavne su protektivne karakteristike

katestatina u upalnim bolestima (122).

1.2.4. Katestatin i OSA

Uloga katestatina je istrazivana i u bolesnika s opstrukcijskom apnejom tijekom
spavanja (engl. Obstructive sleep apnea, OSA). U istrazivanju kojeg su proveli Borovac i sur.
dokazano je da odrasli muskarci s OSA imaju poviSene razine katestatina u usporedbi sa
zdravom populacijom. Isti rad je pokazao da razine katestatina pozitivno koreliraju s tezinom
OSA u podskupini bolesnika koji nisu pretili, te da negativno koreliraju s koncentracijama
HDL kolesterola u OSA bolesnika (123). Poznato je da su bolesnici s OSA-om skloni
arterijskoj hipertenziji i da imaju pojaCanu aktivnost RAAS sustava (124). Stoga poviSene
vrijednosti plazmatskog katestatina ne ¢ude s obzirom na pretjeranu simpati¢ku aktivnost. Cini
se da katestatin pokuSava odrZati homeostazu autonomnog ziv€anog sustava mehanizmima
negativne povratne sprege (125). Zakljucno se moze kazati da povisene vrijednosti katestatina
u bolesnika s OSA-om mogu ukazati na njegovu protektivnu ulogu, ali isto tako i ukazati na

tezinu bolesti.
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1.3. GDF-15

Faktor diferencijacije rasta 15 (engl. Growth Differentiation Factor 15, GDF-15) je
protein koji pripada superobitelji transformirajuceg faktora rasta (engl. Transforming Growth
Factor, TGF-). Takoder je poznat pod drugim nazivima kao sto su MIC-1 (engl. macrophage
inhibitory cytokine 1) PLAB (engl. placental bone morphogenetic protein), NAG-1 (engl. non-
steroidal anti-inflammatory drug-inducible gene) i pTGFB (engl. placental transforming
growth factor-beta) (126—128).

GDF15 se izluc¢uje kao propeptid od 40 kDa, koji se cijepa kako bi se oslobodio aktivni
cirkulirajué¢i dimerni protein od 25 kDa. Lanac od 308 aminokiselina sastoji se od signalnog
peptida (29 aminokiselina), pro-domene (167 aminokiselina) i zrelog GDF-15 od 112
aminokiselina (129,130). Dok je unutarstani¢na proteolitska obrada moguca, GDF-15 se
uglavnom izlucuje kao pro-protein, a pro-domena ostaje vezana za izvanstani¢ni matriks (engl.
Extracellular matrix, ECM). Tako se stvaraju latentne stromalne zalihe koje omogucuju brzo
otpustanje znacajnih koli¢ina GDF-15 nakon proteoliti¢kog cijepanja. Pro-domena koja ostaje
u ECM-u mozZe se obojiti poput povrSinskog proteina i stoga je postala pozeljna meta za
imunohistokemijsko otkrivanje GDF-15 (130).

Kod zdrave populacije poviSene vrijednosti GDF-15 nalaze se jedino u trudnica jer se
u tom stanju izlucuje iz placente. Stoga se povisene vrijednosti GDF-15 nalaze samo u
patoloSkim procesima kao $to su: pretilost, dijabetes, metabolicki sindrom, zatajenje srca,
ateroskleroza, upalne bolesti i karcinomi (129).

Stanice koje eksprimiraju GDF-15 ukljucuju kardiomiocite, adipocite, makrofage,
endotelne i vaskularne glatke miSi¢ne stanice u zdravim i bolesnim tkivima (131). Budu¢i da
je GDF-15 induciran stresnim odgovorom organizma, njegova regulacija je izrazito
kompleksna i odvija se preko medijatora upale kao S§to su interleukin IL-18, TNF-a,
interleukin-2 i makrofag MCSF-1 (132). Ipak, kod zdravih osoba razine GDF-15 su niske ¢ak
1 unutar tkiva koje lakSe induciraju ekspresiju GDF-15. Mozda i1 najbolji primjer toga je
Svedsko istrazivanje provedeno na 836 blizanaca koje je pokazalo znacajno nizu stopu
prezivljavanja blizanaca s poviSenim razinama GDF-15, s omjerom izgleda od 3,38 za smrt

unutar 14 godina (133).

1.3.1. GDF-15 i kardiovaskularni sustav

Studija Kempf i sur. istrazivala je GDF-15 kao biomarker povezan s povecanom

smrtnosti u bolesnika s kroni¢nim sréanim zatajenjem te su pokazali kako je GDF-15 neovisan
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prognosti¢ki biomarker smrtnosti u odnosu na standardne klinicke i biokemijske markere.
Razine GDF-15 bile su znacajno povecane u bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca i pokazale
su stupnjevit odnos prema smrtnosti od svih uzroka (134).

Nadalje, eksperimentalna istrazivanja na animalnim modelima pokazuju patofizioloski
utjecaj GDF-15 na sréani miSi¢. Na modelu miSjeg srca pokazalo se da je ekspresija GDF-15
znacajno povecava nakon ishemijsko-reperfuzijske ozljede (129,135). Nadalje, transgeni¢ni
misSevi s dilatacijskom kardiomiopatijom, pokazuju znacajno povecane razine ekspresije GDF-
15 u srcu (136). U tim zivotinjskim modelima GDF-15 potice zastitne u¢inke inhibicijom
apoptoze, hipertrofije i remodeliranjem oSte¢enog srca. Situacija s GDF-15 donekle podsjeca
na BNP, koji se izluCuje iz srca kao odgovor na ishemiju ili povecani stresni odgovor, za koji
se smatra da potiCe blagotvorne ucinke u zivotinjskim modelima 1 koji takoder pruza
prognosticke informacije u bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca (135).

Novija istrazivanja su istaknula vazne uloge GDF-15 u srcu i po prvi put definirale
funkcionalnu ulogu GDF-15 in vivo. Medutim, potrebno je istaknuti da GDF-15 nije citokin
specifiCan za srce (135). Ve¢ je spomenuto da 1 druge stanice osim kardiomiocita mogu
proizvesti GDF-15 kao odgovor na stres i mogu pridonijeti poviSenim razinama GDF-15 u
bolesnika s kroni¢nim zatajenjem srca. PoviSene cirkulirajue razine GDF-15 zabiljeZene su
tijekom trudnoée i u bolesnika s odredenim zlo¢udnim bolestima (137,138). Sukladno tome,
GDF-15 se ne moze koristiti isklju¢ivo za dijagnozu zatajenja srca. Medutim, poput drugih
vaznih biomarkera u kroni¢nom sréanom zatajenju koji nisu specifi¢ni za srce (npr. bubrezna
disfunkcija, anemija, hiperuricemija), mjerenje GDF-15 moze pruziti znacajne prognosticke
informacije 1 patofizioloSki uvid u bolesnika kojima je kroni¢no srano zatajenje
dijagnosticirano koriStenjem utvrdenih kriterija. Stoga se razine GDF-15 moraju tumaciti u
kontekstu kardioloski specifi¢nih pokazatelja, kao §to su LVEF ili NT-proBNP, kako bi se
doslo do ukupne prognosticke procjene (139).

1.3.2. GDF-15 i maligna bolest

Vrijednosti GDF-15 u plazmi poviSene u bolesnika s karcinomom prostate i drugim
karcinomima gdje sudjeluje u apoptozi tumorski promijenjenih stanica. Studije navode
povecanu ekspresiju GDF-15 kod karcinoma prostate, debelog crijeva, pluca, dojke i
nazofarinksa. Stoga je ocCito da postoji poveznica GDF-15 i tumorogeneze, napredovanja

bolesti, prognoze, klinicke slike te odgovora na onkolosko lijecenje (140,141).
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Nekoliko je istraZivanja pokazalo izravnu korelaciju izmedu razine GDF-15 i anoreksije
1 kaheksije. Ujedno je dokazana povezanost kaheksije kod karcinoma prostate s izrazito
poviSenim razinama GDF-15(142,143). U istrazivanju Neary i sur. je dokazano da povisene

vrijednosti GDF-15 izazivaju gladovanje u miSeva (144).

1.3.3. GDF-15 i metaboli¢ke bolesti

Cetiri neovisne studije su dokazale da receptor GFRAL (engl. GDNF family receptor
o-like) koji se nalazi u mozdanom deblu posreduje u metaboli¢kim uc¢incima GDF-15. To je
ujedno 1 jedini receptor za kojeg se dokazano vezuje GDF-15 (142,145-147). Animalna studija
je pokazala da je proizvodnja GDF-15 takoder inducirana najceS¢e propisivanim
antidijabetikom metforminom i da je upravo GDF-15 odgovoran za smanjenje pretilosti (143).
Shodno saznanjima za pretpostaviti je da ¢e buduca istrazivanja biti usmjerena prema GDF-15

i GFRAL kao mogu¢im metama lijekova za regulaciju tjelesne teZine.

1.3.4. GDF-15 i plu¢ne bolesti

Plu¢ne epitelne stanice glavni su proizvoda¢ GDF-15 u respiracijskom sustavu osobito
tijekom hipoksije ili nakon izlaganja razli¢itim alergenima, dimu cigareta i zagadivacima zraka
(148,149). Kod kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti (KOPB), koja je povezana s pusenjem
cigareta, pronadena je pozitivha povezanost izmedu poviSenih razina GDF-15 1 ucestalosti
egzacerbacija, kao 1 oSte¢enja pluéne funkcije (127,150-152). Bolesnici s pluénom
hipertenzijom imaju poviSeni tlak u pluénoj arteriji i poviSenu perifernu vaskularnu
rezistenciju, a GDF-15 korelira sa tezinom bolesti i smrtno$¢u(149,153). Osim toga, vise razine
GDF-15 takoder su pronadene u alveolarnim epitelnim stanicama u bolesnika s pluénom
fibrozom (154,155). Ostecenje tkiva uslijed hiperoksije takoder je snazan poticaj lu¢enja GDF-
15 od strane plu¢nih epitelnih i endotelnih stanica te je povezano s bronhopulmonalnom
displazijom (154). Nasuprot tome, GDF-15 je pokazao zastitnu ulogu u akutnoj ozljedi pluca
uzrokovanu mehani¢kom ventilacijom kod koje dolazi do pretjeranog nakupljanja trombocita

1 neutrofila (148).

1.3.5. GDF-15 i bakterijske infekcije

lako su manje proucCavane, bakterijske infekcije takoder su povezane s poviSenim

razinama GDF-15, kako za Gram-pozitivne tako i za Gram-negativne bakterije (156). Sli¢no
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je utvrdeno da je GDF-15 poviSen u bolesnika sa septickim Sokom, a plazmatske razine GDF-
15 su bile u korelaciji s pove¢anom smrtnosc¢u (157).

U istrazivanju Abulizija i sur. u miSeva divljeg tipa 1 miSeva s prekomjernom
ekspresijom GDEF-15 izazvana je sepsa. Podaci pokazuju da nedostatak GDF-15 pojacava
upalni odgovor i pogorSava osteCenje bubrega i srca izazvano sepsom, dok prekomjerna
ekspresija GDF15 stiti bubrege i srce od disfunkcije organa izazvane sepsom. Stoga ova studija

naglaSava terapeutski potencijal GDF15 u lijecenju sepse izazvane endotoksinima (158)

1.3.6. GDF-15 i ostali organi

GDF-15 je citokin ¢ije luenje poti¢u razni upalni procesi i nalazimo ga povisenog u
razli¢itih ozljeda tkiva. Na tom tragu su dva istrazivanja na zivotinjskim modelima koja su
pokazala kako ozljeda jetre potice lu¢enje GDF-15 (159,160). U prvom istrazivanju utvrdeno
je da se ekspresija GDF-15 brzo 1 dramati¢no pojacava nakon razli¢itih kirurskih i kemijskih
tretmana koji uzrokuju akutnu ozljedu i regeneraciju jetre (159). Drugo istrazivanje je
izvijestilo o povecanoj razini GDF-15 nakon oStecenja jetre uzrokovanog ugljikovim
tetrakloridom (CCl4) ili alkoholom. Funkcionalno, proizvodnja GDF-15 u jetri ublazava upalu
i fibrozu jetre. Jetra GDF-15 nokautiranih miSeva pokazala je tezu fibrozu i povecanu
infiltraciju upalnih CD4+ i1 CD8+ T stanica, monocita i neutrofila (160).

U bolesnika koji su podvrgnuti kardiokirurSkim operacijama na izvantjelesnom
krvotoku, dokazana je povecana ekspresija GDF-15 nakon samog zahvata vjerojatno kao
posljedica upalnog odgovora 1 smanjene lokalne prokrvljenosti srca (161).

Bolesnici koji pate od reumatoidnog artritisa ¢esto imaju povisene razine GDF-15, §to
je u korelaciji sa simptomima kao §to su poviSena razina sedimentacije eritrocita, jutarnja
ukocenost, osjetljivost zglobova 1 zadebljanost stijenke karotidne arterije (162).

Zaklju¢no mozemo kazati kako je GDF-15 protein koji se izlu¢uje kao odgovor na
mitohondrijski stres, oSte¢enje tkiva ili hipoksiju pa se ovaj citokin pokazao kao jedan od

najjacih prediktora teZine bolesti tijekom upalnih stanja, metabolickih bolesti 1 karcinoma.
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1.4. Vitamin D

Dva najvaznija oblika Vitamina D koja sudjeluju u fizioloskim procesima ljudskog
organizma su: vitamin D2 (ergokalciferol) i vitamin D3 (kolekalciferol). Vitamin D2 se u
organizam unosi hranom ne-zivotinjskog podrijetla i raznim dodacima prehrani. Vitamin D3 u
organizam se moze unijeti hranom Zzivotinjskog podrijetla, ali se nakon izlaganja suncevim
UV-B zrakama moZe sintetizirati u koZzi i1z prekursora 7-dehidrokolesterola (engl. 7-
dehydrocholesterol, 7-DHC) (163).

Hormonsko djelovanje vitamina D povezano je s metabolizmom minerala i zdravljem
kostiju. Vitamin D pospjeSuje crijevnu apsorpciju kalcija 1 fosfata, stimulira diferencijaciju
osteoklasta 1 reapsorpciju kalcija iz kosti te potiCe mineralizaciju koStanog matriksa. Prvi
dokazi o pozitivnom uc¢inku unosa vitamina D na ljudsko zdravlje dosli su iz ranih studija o
rahitisu i osteomalaciji (164). Ovaj najtezi oblik nedostatka vitamina D rezultira teskim
defektima mineralizacije kostura i hipokalcijemijom te obi¢no pogada bolesnike sa serumskom
razinom vitamina D ispod 20 nmol/L (8 ng/mL) (165). Povijesna strategija dodavanja vitamina
D dojencadi s najmanje 200 IU (5 pg) dnevno znac€ajno je smanjila ucestalost rahitisa u svijetu.
Unato¢ tome, rahitis i dalje nije iskorijenjen (166,167). Nedostatak vitamina D takoder je
povezan s razvojem kardiovaskularnih bolesti, raznih vrsta karcinoma i autoimunih
poremecaja, kao Sto su dijabetes melitus tipa 1 (DM1), multipla skleroza (MS) i upalne bolesti
crijeva (168).

Tijekom posljednjeg desetljeca, perspektiva o tome kako vitamin D utjece na ljudsko
zdravlje dramati¢no se promijenila na temelju otkri¢a da su receptor vitamina D (engl. Vitamin
D Receptor, VDR) i enzim 1-a-hidroksilaza (CYP27B1) koji aktivira vitamin D izraZeni u
stanicama koje nisu uklju¢ene u metabolizam kostiju 1 minerala, kao $to su crijeva, gusteraca,
prostata i stanice imunoloskog sustava (168,169). Cini se da imunomodulacijska svojstva
sli¢na citokinima vitamin D ostvaruje izvan bubreznom sintezom aktivhog metabolita
kalcitriola-1,25(OH) od strane imunoloskih stanica i perifernih tkiva (165,170).

U ljudskoj koZi kolekalciferol se sintetizira iz 7-dihidrokolesterola nakon izlaganja
UVB zracenju. Kolekalciferol je bioloski neaktivan oblik vitamina D i potrebni su mnogi
procesi aktivacije tog hormona. Tako neaktivan ulazi u cirkulaciju i1 hidroksilira se u jetri,
kataliziran enzimima CYP2R1 i CYP27A1, $to rezultira proizvodnjom neaktivnog vitamina D
odnosno kalcidiola - 25(OH). On predstavlja glavni cirkuliraju¢i metabolit vitamina D 1
najpouzdaniji je parametar za definiranje statusa vitamina D u ljudskom organizmu (171).

Kalcidiol se potom u bubregu dalje pretvara u cirkuliraju¢i bioloski aktivan spoj kalcitriol -
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(1,25(0OH)2D) pomoc¢u enzima 1-a-hidroksilaze (CYP27B1), a koji je pod strogom kontrolom
paratiroidnog hormona 1 FGF-23 (engl. fibroblast growth factor 23) (172).

Osim bubrega, i druge stanice mogu aktivirati vitamin D, osobito makrofagi i
dendriticke stanice koje proizvodnjom visokih koncentracija kalcitriola sudjeluju u
imunomodulaciji (173).

Hormonsko djelovanje vitamina D je dokazano na gotovo svim organima. Ulaskom u
jezgru stanice veze se na VDR tvore¢i kompleks 1,25(OH)2D-VDR-RXR. U tom obliku se

veze za DNA 1 regulira transkripciju gena 1 tako sudjeluje u sintezi de novo proteina (163).

1.4.1. Vitamin D i kardiovaskularni sustav

Vitamin D ima protuupalnu ulogu u kardiovaskularnim bolestima. U Zivotinjskim
modelima davanje vitamina D3 smanjuje proizvodnju proupalnih citokina u makrofagima i
smanjuje aterosklerozu 1 upalu u epikardijalnom masnom tkivu (174,175). Kod ljudi je opisana
povezanost izmedu niske razine 25(OH)D3 i povecanog upalnog odgovora u epikardijalnom
masnom tkivu u bolesnika s koronarnom bolesti srca (176). Nedostatak vitamina D povezan je
s kardiovaskularnim bolestima ne samo modulacijom upalnih procesa, ve¢ i modulacijom
funkcije endotela, djeluju¢i nepovoljno na krutost arterija i potpomazuéi stvaranje

aterosklerotskog plaka (177).

1.4.2. Antimikrobni udinci vitamina D

Novije studije pokazuju kako kalcitriol pojacava antimikrobne ucinke makrofaga i
monocita, koji su vazne efektorske stanice, boreéi se protiv patogena kao $to je Mycobacterium
tuberculosis. Osim poboljSanja kemotaksije 1 fagocitnih sposobnosti urodenih imunoloskih
stanica, kompleks kalcitriola, VDR-a 1 retinoidnog X receptora izravno aktivira transkripciju
antimikrobnih peptida kao Sto su defensin 2 (DEFB) i antimikrobnog peptida katelicidina
(CAMP) (173,178,179).

Vise istrazivanja pokazalo je ulogu vitamina D kod infekcija. Tako su Georgieva i sur.
ukazali na povecanu sklonost infekciji mokraénog sustava djece s niskom razinom vitamina D
zbog smanjene proizvodnje CAMP-a i DEFB (180,181). U bolesnika s kroni¢nom
opstruktivnom pluénom bolesti razine CAMP-a i drugih antimikrobnih peptida bile su
povezane s povecanim rizikom od akutnih egzacerbacija (182). Lijecenje s 1,25(OH)2D3 bilo
je u€inkovito u smanjenju respiratornih infekcija u bolesnika s astmom zahvaljujuci povecanoj

ekspresiji CAMP 1 modulaciji upalnih citokina (183). Podaci o ulozi statusa vitamina D i
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suplementacije vitamina D u sepsi takoder su dostupni i u pedijatrijskih i u odraslih bolesnika:
u pedijatrijskih bolesnika nije dokazana jasna uloga 25(OH)D3 i CAMP (184), dok je u odraslih
niza razine 25(OH)D3 pronadene su kod sepse (185). Takoder, pokazano je kako visoka doza
vitamina D3 povecava cirkuliraju¢i CAMP i1 smanjuje upalne citokine kao §to su IL-6 1 IL-1f
(184-186).

Opisana je uloga vitamina D u bolesnika s HIV infekcijom u kojoj su seronegativni HIV
bolesnici imali poviSe vrijednosti CAMP-a u oralnoj sluznici i perifernoj krvi. Takoder je
detektirana poviSena vrijednost CYP24A1 u vaginalnoj sluznici koja je ujedno indikator
poviSenih razina 1,25(OH)2D3 (187). Niska razina vitamina D u serumu povezana je s
progresijom HIV/AIDS-a i smrtnosc¢u (188).

Kao antimikrobni protektivni mehanizam spominje se i utjecaj 1,25(OH)2D3 na
povecanu proizvodnju defensina B2-4 iz monocita, Sto je dokazano u in vitro, i in vivo
istrazivanjima u djece (181,189,190).

Istrazivanja su pokazala da vitamin D sudjeluje u jacanju integriteta epitelnih stanica
roznice 1 debelog crijeva povecavajuc¢i fagocitnu sposobnost imunoloskih stanica (191).
Steceni imunitet je druga linija obrane od mikroorganizama u kojem sudjeluju T-limfociti i B-
limfociti. Vitamin D3 djeluje inhibitorno na dendriticke stanice smanjujuci proliferaciju T-
limfocita. U eksperimentalnim modelima smanjuje imunoloske odgovore posredovane T
pomo¢énim stanicama (Thl), ¢ime se inhibira proizvodnja proupalnih citokina, kao §to su
interferon-y IFN-y, IL-6, IL-2 i TNF- a (48,192).

Iako su eksperimentalna istraZivanja in vitro 1 na Zivotinjama dale ohrabrujucée rezultate
o imunomodulatornom ucinku 1,25(OH)2D3, u zadnjih nekoliko godina sve je viSe klini¢kih
studija na ljudskoj populaciji koje su potvrdile supresivni u¢inak vitamina D na Th1 stanice i
stvaranje citokina u razliitim bolestima, §to govori u prilog potenijalnoj ulozi vitamina D u
imunoloskim zbivanjima unutar organizma (193-197). Vitamin D kao imunomodulator
istrazivali su i Athanassiou i Dhawan, te su ukazali na ulogu 1,25(OH)2D3 u povecéanju
sposobnosti urodenog imunoloskog sustava da se bori protiv patogena (198,199). S druge
strane podaci o u¢inku 1,25(OH)2D3 u modulaciji steCenog imunoloSkog sustava vise su
kontroverzni i potrebna su nova istrazivanja za bolje razumijevanje uloge vitamina D u
procesima ste¢ene imunosti (200).

Sassija i sur. su istrazivali utjecaj vitamina D u bolesnika na dijalizi i bolesnika s
reumatoidnim artritisom. Usprkos primjeni velikih doza vitamina D3 (300 000 UI) nisu

dokazali u¢inak vitamina D3 u modulaciji Th stanica (201).
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U pocetku pandemije SARS-CoV2, u nedostatku drugih lijekova, poznavajuéi
imunomodulatorna svojstva vitamina D, ublazavanje klini¢ke slike COVID-19 pokusavalo se
posti¢i pripravcima vitamina D. Petrelli i sur. su u svojoj studiji koja je ukljucivala 27
metaanaliza utvrdili povezanost niskih razina vitamina D 1 teskog 1 kriti¢nog oblika COVID-
19. Takoder su bolesnici sa smrtnim ishodima imali niZe razine vitamina D (202). Dissanayake
i sur. suu svojoj multiploj opservacijskoj studiji koja je ukljucivala gotovo 2 milijuna bolesnika
zakljucili da su niske razine vitamina D povezane sa smrtnim ishodima najteZzih COVID-19
bolesnika (203). Na tom tragu su Domazet i sur. napravili randomizirano klini¢ko ispitivanje
koje je ukljucilo 155 bolesnika s teSkim i kriticnim oblikom COVID-19 koji su lijeceni u
Jedinici intenzivnog lijeCenja i kojima se provodila mehanicka ventilacija. Intervencijska
skupina od 77 bolesnika je tijekom prvih 14 dana lije€enja primala 10 000 1. vitamina D
enteralnim putem. Studija nije pokazala znacCajnu razliku u trajanju mehanicke ventilacije
izmedu dvije ispitivane skupine (204).

Za sada ne postoji op¢i konsenzus o zeljenoj razini 25(OH)D3 za postizanje
imunomodulacijskih u¢inaka, stoga trenutno nema indikacija za suplementaciju vitaminom D3

u bolesnika s infekcijama i/ili autoimunim bolestima.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA



Glavni ciljevi istraZivanja:
Napraviti usporedbu serumskih koncentracija katestatina u prezivjelih i preminulih

bolesnika u JIL-u s teSkim 1 kritiénim oblikom COVID-19.

Sporedni ciljevi istraZivanja su:

1. Usporediti serumske koncentracije GDF-15 u prezivjelih 1 preminulih bolesnika u JIL-
u s teSkim 1 kriti€énim oblikom COVID-19.

2. Usporediti serumske koncentracije vitamina D u preZivjelih 1 preminulih bolesnika u
JIL-u s teskim 1 kriti¢énim oblikom COVID-19.

3. Ispitati povezanost serumske koncentracije katestatina sa serumskim koncentracijama
GDF-15.

4. Ispitati povezanost serumske koncentracije katestatina sa serumskim koncentracijama

vitamina D.

Hipoteze istrazivanja su:

1. Bolesnici s teskim 1 kriticnim oblikom COVID-19 koji su prezivjeli, imat ¢e vise
serumske vrijednosti katestatina u odnosu na preminule bolesnike.

2. Bolesnici s teskim 1 kriticnim oblikom COVID-19 koji su prezivjeli, imat ¢e vise
serumske razine vitamina D u odnosu na preminule bolesnike.

3. Bolesnici s teskim i kriticnim oblikom COVID-19 koji su prezivjeli imat ¢e nize
vrijednosti serumske razine GDF-15 u odnosu na preminule bolesnike.

4. Serumske razine katestatina pozitivno ¢e korelirati sa serumskim razinama GDF-15.

5. Serumske razine katestatina pozitivno ¢e korelirati sa serumskim razinama vitamina D.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



3.1. Dizajn istraZivanja i etiCka nacela

Istrazivanje je osmisljeno i provedeno na Klinici za anesteziologiju, reanimatologiju i
intenzivno lijeCenje Klinickog bolnickog centra Split 1 Katedri za patofiziologiju Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Splitu. Eti¢ko povjerenstvo Klinickog bolni¢kog centra Split je odobrilo
istrazivanjem pod brojem Klasa 500-03/21-01/14; Split 29. sije¢nja 2021. te je isto provedeno
u skladu sa Etickim nacelima HelsinSke deklaracije iz 2013. godine. Svi ispitanici su prije
ukljucivanja u istrazivanje upoznati o postupcima i ciljevima istrazivanja. Potpisanim

informiranim pristankom su potvrdili sudjelovanje u istrazivanju.

3.2. Ispitanici

U istrazivanje su uklju¢ena 152 bolesnika sa slikom teskog 1 kriti¢nog oblika COVID-
19 koji su lijeCeni u Jedinici intenzivnog lijecenj a za COVID bolesnike od rujna 2021. godine
do veljace 2022. godine. Procjena tezine klinicke slike bolesnika je prikazana u Tablici 11 2.
Koriste¢i se MEWS kriterijima bolesnicima su dodijeljeni bodovi koji bi pomogli u
razvrstavanju bolesnika ovisno o tezini klinicke slike. Tako su bolesnici sa MEWS skorom 1-
2 imali blagu do srednje tesku klinicku sliku COVID-19, bolesnici sa MEWS skorom 3 i 4
imali teSki, a bolesnici sa skorom > 5 kriticni oblik COVID-19. Dijagnoza COVID-19 se
temeljila na klinickoj slici, laboratorijskim nalazima, pozitivnom PCR testu na SARS-CoV-2
dobivenim iz brisa nazofarinksa te radioloskim pretragama. Bolesnici su prvog dana lijeCenja
zbog zatajenja disanja u Jedinici intenzivnog lije¢enja endotrahealno intubirani i prikljuceni na
mehanicku ventilacijsku potporu.

Zatajenje disanja je glavni uzrok lijjecenja u vrijeme COVID pandemije u Jedinici
intenzivnog lijeCenja. Hipoksija i hipoksemija su glavni razlozi potrebe za mehanickom
ventilacijom. Kriteriji za intubaciju 1 mehanicku respiracijsku potporu su: hipoksemija (PaO2
< 50 mmHg u arterijskoj krvi, P/F < 200 mmHg, SpO2 < 90 %) usprkos neinvazivnoj potpori
kisikom (HENO — high flow mechanical noninvasive oxygenation, CPAP maska), zaduha 1
tahipneja (frekvencija disanja > 30/min), acidoza (pH < 7,2), suZeno stanje svijesti i
kardiocirkulacijski urusaj. Uz objektivne pokazatelje kao Sto su plinske analize krvi, ROX
indeks, MEWS kriterije, Berlinska ljestvica procjene ARDS-a, u probiru bolesnika za
mehanic¢ku ventilaciju pouzdali smo se i u procjenu intenzivista o pogodnom vremenu
intubacije. Kod svih ispitanika su primijenjena standardne metode lijecenja kriti¢nih bolesnika,
a najnovije metode lijeCenja COVID-19 primjenjivale su se sukladno dostupnim smjernica

WHO 1 HZJZ.
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Za napomenuti je da je u vrijeme provedenog istrazivanja dominantan uzro¢nik bio Delta

soj SARS-CoV-2 (B.1.617.2).

Tablica 1. Klinicki oblik bolesti i definicija

Asimptomatska infekcija

Osoba sa potvrdenom infekcijom SARS-CoV-2 bez klini¢kih simptoma i

znakova bolesti

Blagi oblik bolesti (bez
komplikacija)

Nekomplicirana infekcija diSnog sustava uz vruéicu, opcu slabost,
grlobolju, kasalj, glavobolju, mialgiju i hunjavicu
Bez prisutnih simptoma sepse i/ili zatajenja disanja

MEWS score: <2

Srednje teski oblik bolesti

Tezi simptomi respiratorne bolesti sa ili bez pneumonije,
Bez kriterija za teSku pneumoniju

Bez potrebe za oksigenoterapijom

SpO2 > 93% na sobnom zraku

MEWS score: 2

TesKi oblik bolesti

Teska obostrana pneumonija
frekvencija disanja >30 udisaja/min,
Zatajenje disanja

Potreba za oksigenoterapijom

Sp0O2 <93% na sobnom zraku
MEWS score: 3—4

Kriti¢ni oblik bolesti

ARDS

Sepsa i septicki Sok
Koagulopatija
Poremeca;j svijesti

Zatajenje bubrega

MEWS score: > 5

MEWS score — indeks ranog upozorenja, engl. Modified Early Warning Signal
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Tablica 2. Procjena tezine bolesti prema Modified Early Warning Score (MEWS) kriterijima

Bodovi 3 2 1 0 1 2 3

Respiratorna <9 9-14 15-20 21-29 > 30

frekvencija

(udisaja/minuti)

Srcana frekvencija <40 41-50  51-100 101-110 111-129 > 130

(puls/minuti)

Sistolicki tlak <170 71-80 81— 101-199 > 200

(mmHg) 100

Tjelesna temperatura <35 35,1-38,4 > 38,4

°C)

Stanje svijesti Budan Odgovara  Odgovara  Bez odgovora
na poziv na bol (GCS <9)

Kriteriji ukljucenja u provedeno istrazivanje su muski i zenski ispitanici stariji od 18
godina 1 mladi od 90 godina s potvrdenom SARS-CoV-2 infekcijom, teskim i kritiénim
oblikom COVID-19 i potrebom za mehani¢kom ventilacijom.

Kriteriji isklju¢enja su: bolesnici mladi od 18 1 stariji od 90 godina, bolesnici s aktivnom
malignom i autoimunom bolesti, bolesnici s teSkim bubreznim ili jetrenim zatajenjem,
bolesnici sa zatajenjem srca te politraumatizirani bolesnici koji zahtijevaju respiratornu

mehanicku potporu i koji su pozitivni na SARS-CoV-2 infekciju.

3.3. Postupci

3.3.1. Klini€ki pregled i antropometrijska mjerenja

Kod svakog ukljuc¢enog ispitanika uzeti su anamnesticki podaci ukoliko je zdravstveno
stanje bolesnika to dopustalo. S obzirom da se kod vecine ispitanika radilo o Zurnom
zbrinjavanju heteroanamnesticki podatci su prikupljeni od pratnje bolesnika ili pregledavajuci

medicinsku dokumentaciju.

3.3.2. Uzorkovanje krvi i laboratorijske analize

Neposredno nakon akutnog zbrinjavanja svakom bi se ispitaniku uzorkovala arterijska
1 venska krv. Uzorci za analizu razine katestatina, GDF-15 1 vitamina D su uzimani prilikom

hospitalizacije bolesnika. Svi analizirani uzorci u referentnom bolnickom laboratoriju
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obradeni su od istog specijalista medicinske biokemije koji je poStovao smjernice dobre
laboratorijske prakse. Dio uzoraka je analiziran svakodnevno, a dio centrifugiran (20 minuta
na 2000 okretaja/minuti te na temperaturi od 4 °C), alikvotiran i skladiSten u hladnjak na — 80
C te je koriSten za naknadnu analizu serumskih koncentracija katestatina i GDF-15. Za vrijeme
provodenja laboratorijskih analiza istrazivaci nisu bili upoznati kojoj skupini pripada koji
ispitanik.

Razina visoko osjetljivog CRP-a (hs-CRP) odredivana je lateks turbidimetrijskom
metodom (Abbott Laboratories, Chicago, SAD). Druge biokemijske analize ukupni proteini,
albumini, ureja, kreatinin, GUK, urati, AST, ALT, GGT, LDH, ALP ukupni i konjugirani
bilirubin su odredivane standardnim biokemijskim metodama na Abbott Architect c16200
platformi (Abbott, Chicago, SAD). Hematoloski parametri (eritrociti, trombociti, leukociti,
neutrofili, limfociti) su obradeni na ADVIA 2120i platformi (Siemens AG, Erlangen,
Njemacka).

3.3.2.1. Odredivanje serumskih koncentracija katestatina

Serumska koncentracija katestatina (kat. Br. EK-053-27CE, EIA kit, Phoenix
Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, SAD) odredena  je dvostrukim
enzimimunoadsorpcijskim testom (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) po
uputstvima koje je izdao proizvodac. Prema specifikacijama testa osjetljivost je iznosila 0,05
ng/mL s linearnim rasponom 0,05-0,92 ng/mL, mjerni raspon 0-100 ng/mL, krizna reaktivnost

za ljudski katestatin 100%, a koeficijent varijabilnosti bio je unutar testa.
3.3.2.2. Odredivanje serumskih koncentracija GDF-15

Serumska koncentracija GDF-15 je odredena elektrokemiluminiscencijskim testom
(engl. electrochemiluminescence immunoassay) na Cobas e8000 analizatoru (Elecsys, Roche
Diagnostics) po uputstvima proizvodaca. Prema specifikacijama testa osjetljivost je iznosila

400 pg/mL s linearnim rasponom 400-20,000 pg/mL.

3.4. Statisticki postupci

Statisticki softver MedCalc (MedCalc Software, Ostend, Belgija, verzija 20.110) smo
koristili za analiziranje prikupljenih podataka. Sve kontinuirane kvantitativne varijable
prikazane su kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Nekontinuirane varijable prikazane

su kao medijan (interkvartilni raspon). Sve kvalitativne varijable prikazane su kao cijeli brojevi
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1 postoci. Normalnost distribucije procijenjena je Kolmogorov—Smirnovljevim testom.
Usporedba kontinuiranih varijabli izmedu skupina provedena je pomocu Studentovog t-testa,
dok su nekontinuirane varijable usporedivane pomocu Mann-Whitneyevog U-testa.
Kategoricke varijable usporedivane su izmedu skupina pomocu hi-kvadrat testa. Korelacija je
izraCunata koriStenjem Pearsonove korelacije za kontinuirane varijable i Spearmanove za
nekontinuirane varijable. Dodatno, neovisni prediktori za prezivljenje od COVID-19
procijenjeni su koriStenjem multivarijantne logisticke regresije, s prijavljenim OR (odds ratio),
95% CI (95% interval pouzdanosti) i p-vrijedno$¢u. Razina statisti¢ke znacajnosti postavljena

jenap <0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Osnovne antropometrijske i klinicke karakteristike ispitanika

U studiju je uklju¢eno 152 bolesnika sa teskim i kriticnim oblikom COVID-19 koje smo

podijelili u dvije skupine. Prvu skupinu je ¢inilo 105 (69 %) prezivjelih bolesnika dok je drugu

¢inilo 47 (31 %) preminulih bolesnika. Prosje¢na dob ispitivanog uzorka bila je 76,4 + 8,6

godina. Bilo je znacajno vise pusaca u skupini prezivjelih u usporedbi sa skupinom umrlih - 35

(33,3%) prema 7 (14,9%); p = 0,031. Nije bilo drugih znacajnih razlika izmedu skupine

prezivjelih 1 skupine umrlih u pogledu osnovnih karakteristika (Tablica 3).

Tablica 3. Antropometrijske i klinicke karakteristike ispitivanog uzorka.

Skupina Skupina
. Ukupno Ve e 1. el
Parametri (N = 152) prezivjelih preminulih p
3 (N =105 (N=47)
Muski spol 82 (53,9) 56 (53,3) 26 (55,3) 0,959
Dob 76,4 £ 8,6 74,6 £8,7 78,3 +£8,1 0,074
Pusenje 42 (27,6) 35(33,3) 7(14,9) 0,031
DM 55 (36,2) 36 (34,3) 19 (40,4) 0,585
AH 74 (48,7) 47 (44,8) 27 (57,4) 0,203
Dislipidemija 29 (19,1) 21 (20,0) 8 (17,0) 0,834
CVD 39 (25,7) 23 (21,9) 16 (34,0) 0,166
Trajanje lijecenja u bolnici 18 (14-26) 15 (12-22) 25 (17-32) 0,001
Trajanje boravka u JIL-u 14,7+ 7,6 124+7,3 21,1 £8,1 0,001

podaci su prikazani kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + standardna devijacija ili medijan (IQR).

* hi-kvadrat test, t-test za nezavisne uzorke ili Mann-Whitney U test

Kratice: DM — diabetes mellitus; AH — arterijska hipertenzija; CVD — kardiovaskularna bolest; JIL — jedinica intenzivnog

lijecenja
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4.2. Klinicki i laboratorijski pokazatelji

Skupina prezivjelih bolesnika je imala znacajno niZu razinu leukocita 8,6 (5,8-11,2) u
odnosu na 11,8 (8,1-14,8) x 10°/L; p = 0,002, neutrofila 7,7 + 4,8 prema 10,1 £ 6,7 x10° /L; p
=0,014, LDH 421,8 +220,8 naspram 625,1 &= 235,9 umol/L; p < 0,001 i hs-TnlI (9,4 (6,0-14,1)
naspram 18,6 (9,2-30,8) ng/L; p <0,001).

Skupina preminulih je imala znacajno nizu razinu limfocita 0,9 (0,6-1,3) vs 0,7 (0,3-1,0) x10

/L; p = 0,002 $to je prikazano u Tablici 4.

Tablica 4. Klinicki i laboratorijski pokazatelji prilikom prijema na bolnicko lijecenje

Skupina Skupina
Ukupno ve o 1. -
Parametar (N = 152) prezivjelih preminulih P

- (N =105) (N =47)
Leukociti (x10°/L) 9,3 (6,1-12,3) 8,6 (5,8-11,2) 11,8 (8,1-14,8) 0,002
Neutrofili (x10%/L) 8,5+5,6 7,7+4,8 10,1 £6,7 0,014
Limfociti (x10%/L) 0,7 (0,5-1,2) 0,9 (0,6-1,3) 0,7 (0,3-1,0) 0,002
Trombociti (x10°/L) 262,2 +127,8 271,5+127,2 241,5+ 1289 0,183
hs-CRP (mmol/L) 96,6 + 88,0 88,9 = 80,0 109,4 + 93,9 0,171
Sistolicki krvni tlak(mmHg) 119,7+22,9 119,4 £ 21,3 120,1 £ 24,5 0,858
Dijastoli¢ki krvni tlak (mmHg) 83,0+ 12,9 82,5+ 12,1 83,9+ 14,2 0,533
D-dimeri (mg/L) 2,620 24+19 29+2,1 0,148
LDH (umol/L) 520,2 +226,9 421,8 £220,8 625,1 £235,9 <0,001
hs-Tnl (ng/L) 12,1 (7,2-20,3) 9,4 (6,0-14,1) 18,6 (9,2-30,8) <0,001

Podaci u tablici prikazani su kao cijeli broj (%), srednja vrijednost + standardna devijacija ili medijan (IQR).

* hi-kvadrat test ili t-test za neovisne uzorke

Kratice: hs-CRP — C reaktivni protein visoke osjetljivosti; hs-Tnl — troponin I visoke osjetljivosti.

39



4.3. Razine katestatina, Vitamina D i GDF-15 u bolesnika sa teSkim i kriticnim COVID-
19

Razine katestatina znacajno su nize u skupini preminulih u usporedbi sa skupinom

prezivjelih bolesnika i to 16,6 + 7,8 naspram 23,2 £ 9,2 ng/mL; p < 0,001 (Slika 1).

40 —
p < 0.001*

30

j i

E

()]

£

£ 20

=

8

(7]

o

© i

¥
10
0 —

Prezivjeli Preminuli

Slika 1. Usporedba razina katestatina u serumu izmedu skupine prezivjelih (N=105) 1 skupine
preminulih (N=47).

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija

*Studentov t-test
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Razine vitamina D u serumu bile su znacajno niZe u skupini preminulih 30,4 + 16,3 nego
u skupini prezivjelih 41,4 £ 19,2 nmol/L; p < 0,001, dok su razine GDF-15 bile znacajno nize
u skupini prezivjelih (4354,2 + 2989,2 nego u skupini preminulih 9166,1 + 5086,5 pg/mL; p <
0,001 (Slika 2).
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Slika 2. Usporedba razina (A) vitamina D i (B) GDF-15 izmedu skupine prezivjelih (N=47) i
skupine preminulih (N=105).
Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Kratice: GDF-15 — Growth Differentiation Factor 15.

* Studentov t-test
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4.3. Korelacija katestatina i laboratorijskih i klinickih pokazatelja

Bolesnici sa teSkim i kriticnim oblikom COVID-19 imali su znacajnu pozitivnu
korelaciju izmedu razina katestatina u serumu i razina vitamina D (r = 0,338; p < 0,001) i
znacajnu negativnu korelaciju izmedu razina katestatina u serumu i razina GDF-15 (r = -0,345;

p <0,001) Sto je prikazano na Slici 3.
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Slika 3. Korelacija katestatina s (A) vitaminom D i (B) GDF-15 u cijelom uzorku studije
(N=152).

* Pearsonov koeficijent korelacije
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Nadalje, katestatin je imao znacajnu pozitivnu korelaciju sa sistoli¢kim krvnim tlakom

(r=0,170; p = 0,036) i dijastolickim krvnim tlakom (r = 0,201; p = 0,013) (Tablica 5).

Tablica 5. Korelacijska analiza katestatina 1 laboatorijskih 1 klini¢kih pokazatelja

Parametar

*

r p
Dob -0,006 0,938
Trajanje lijecenja u bolnici -0,009 0,912
Trajanje lijeCenja u JILu -0,045 0,581
Leukociti(x10%/L) 0,037 0,652
Neutrofili (x10°/L) -0,013 0,872
Limfociti (x10°/L) 0,112 0,169
Trombociti (x10%/L) 0,081 0,321
hs-CRP (mmol/L) -0,032 0,695
Sistoli¢ki krvni tlak (mmHg) 0,170 0,036
Dijastolicki krvni tlak (mmHg) 0,201 0,013
D-dimeri (mg/L) 0,156 0,054
LDH (umol/L) 0,120 0,140
hs-Tnl (ng/L) -0,092 0,259

* Perason’s ili Spearman’s korelacijski koeficijent
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4.4. Katestatin, vitamin D i GDF-15 u bolesnika s teSkim i kriti¢énim oblikom COVID-19

Multivarijabilna logisti¢ka regresija pokazala je da su razine katestatina bile znacajan
negativan prediktor (OR 0,934, 95% CI 0,886-0,984, p = 0,010) za smrtni ishod COVID-19. S
druge strane, razine GDF-15 (OR 1,037, 95% CI 1,022-1,054, p < 0,001) i broj leukocita (OR
1,077, 95% CI 1,003-1,157, p = 0,008) bili su znacajni pozitivni prediktori za smrtni ishod

COVID-19. Druge izracunate neovisne varijable bile su dob, spol i razine vitamina D (Tablica

6).
Tablica 6. Multivarijabilni logisticki regresijski model neovisnih prediktora za smrtni ishod
COVID-19.
Parametar OR 95% CI p
Dob 1,030 0,976 - 1,087 0,271
Muski spol” 1,172 0,497 - 2,761 0,716
Katestatin 0,934 0,886 - 0,984 0,010
GDF-15 1,037 1,022 - 1,054 <0,001
Vitamin D 1,006 0,979 - 1,034 0,640
Leukociti 1,077 1,003 - 1,157 0,040

Kratice: OR- multivarijabilni prilagodeni omjer izgleda; 95% CI- 95% interval pouzdanosti;

* Zenski spol je bio referentna skupina
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Nakon podjele ukupnog ispitivanog uzorka u tercile prema serumskoj razini katestatina
dobile su se tri skupine s podjednakim brojem bolesnika. U prvoj tercili (N=51) je serumska
razina katestatina bila <16 ng/mL, u drugoj tercili je bila 16-27 ng/mL dok je u trecoj tercili

bila >27 ng/mL. (Slika 4).
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Slika 4. Usporedba broja prezivjelih i preminulih ispitanika u ukupnom ispitivanom uzorku

podijeljenom na tercile prema serumskim razinama katestatina.

Usporedbom broja prezivjelih i broja preminulih bolesnika izmedu tercila razine
katestatina pronadena je statisti¢ki znacajna razlika (p < 0,001). Naime, u prvoj tercili je bilo
27 preminulih te 24 prezivjela, u drugoj tercili je bilo 14 preminulih i 37 prezivjelih dok je u

tre¢oj tercili bilo 6 preminulih i 44 preZivjela pacijenta.
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Slika 5. Usporedba serumskih razina vitamina D u ukupnom ispitivanom uzorku

podijeljenom na tercile prema serumskim razinama katestatina.

Usporedbom serumskih razina vitamina D izmedu tercila prema serumskoj razini
katestatina pronadena je statisticki znacajna razlika (F = 12,67, p < 0,001). Naime, bolesnici u
trecoj tercili (47,2 £ 20,1 nmol/L) su imali statisticki znacajno niZze razine vitamina D
usporedno s drugom tercilom (37,5 £ 18,3 nmol/L) i prvom tercilom (29,5 + 14,1 nmol/L)
(Slika 5).
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Slika 6. Usporedba serumskih razina GDF-15 u ukupnom ispitivanom uzorku podijeljenom

na tercile prema serumskim razinama katestatina.

Takoder, pri usporedbi serumskih razina GDF-15 izmedu tercila prema serumskoj razini
katestatina pronadena je statisticki znacajna razlika (F = 12,32, p < 0.001). Naime, prva tercila
(7969 £ 5195 nmol/L) je imala statisti¢ki znacajno viSe razine GDF-15 u usporedbi s drugom

tercilom (5532 + 4018 nmol/L) i tre¢om tercilom (3988 + 2503 nmol/L) (Slika 6).
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Slika 7. Usporedba serumskih razina hsCRP-a u ukupnom ispitivanom uzorku podijeljenom

na tercile prema serumskim razinama katestatina.

Medutim, pri usporedbi serumskih razina hsCRP-a izmedu tercila prema serumskoj
razini katestatina nije pronadena statisticki znacajna razlika (F = 0,52, p = 0,593). Naime, treca
tercila (86,3 = 82,3 nmol/L) je imala najnize razine hsCRP-a, ali nije bilo statisticki znacajne
razlike u usporedbi s drugom tercilom (100,5 + 82,8 nmol/L) i tre¢om tercilom (103,0 + 98,8
nmol/L) (Slika7).
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Tablica 7. Multipli linearni regresijski model nezavisnih prediktora serumske razine

katestatina.

Parametar B SEf t-vrijednost p

Dob (godine) 0,047 0,122 0,385 0,701
Sistolicki tlak (mmHg) 0,026 0,041 0,643 0,522
Trombociti (10°/L) 0,017 0,007 2,209 0,030
Leukociti (10°/L) -0,125 0,104 -1,199 0,235
Vitamin D (nmol/L) 0,136 0,058 2,332 0,022
hsCRP (mmol/L) -0,024 0,010 -2,326 0,023

Kratice: hsCRP- visoko osjetljivi C-reaktivni protein
* nestandardizirani koeficijent
1 standardna pogreska

Multipla linearna regresijska analiza je pokazala da kao nezavisne varijable, serumska
razina vitamina D (B = SE, 0,136 £ 0,058, p = 0,022) te broj trombocita (0,017 + 0,007, p =
0,030) imaju pozitivnu prediktivnu vrijednost na serumske razine katestatina kao zavisnu
varijablu. Takoder, isti linearni regresijski model je pokazao da kao nezavisna varijabla
serumska razina hsCRP-a (-0,024 + 0,010, p = 0,023) ima negativnu prediktivnu vrijednost na

serumske razine katestatina kao zavisnu varijablu (Tablica 7).
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5. RASPRAVA



Rezultati nase studije pokazuju da su razine katestatina u serumu, u bolesnika lije¢enih
u Jedinici intenzivnog lijjecenja bile zna€ajno nize u skupini COVID-19 bolesnika sa smrtnim
ishodom u usporedbi s COVID-19 bolesnicima bez smrtnog ishoda. Nadalje, postojala je
znaajna pozitivna korelacija izmedu razina katestatina i razina vitamina D te znacajna
negativna korelacija izmedu razina katestatina 1 razina GDF-15 u serumu ispitivanih bolesnika.
Model logisticke regresije pokazao je da je katestatin znacajan negativan prediktor smrtnog
ishoda u bolesnika sa COVID-19 u naSem istrazivanju. Po dostupnoj literaturi, ovo je prvo
istrazivanje koje je proucavalo razine katestatina u serumu bolesnika sa teSkim i kritiénim
oblikom COVID-19.

Zanimljiva studija Schriedera i sur. objavljena nakon naSe studije takoder je istrazivala
razine katestatina i kromogranina A u bolesnika sa COVID-19 lije€enih u Jedinici intenzivnog
lijecenja (JIL), te su usporedeni s dvije skupine; COVID-19 bolesnicima s blazom klinickom
slikom koji su lijjeceni na drugim odjelima te sa zdravom kontrolnom skupinom. Uzorak za
analizu uzet je pri dolasku bolesnika na hitni prijem. Rezultati njihove studije pokazali su da
su bolesnici s COVID-19 imali znacajno viSe razine katestatina i kromogranina A u odnosu na
zdravu kontrolnu skupinu pri prijemu. Ono §to su autori naglasili je da su se bolesnici uklju¢eni
u studiju javljali na hitni prijem na samom pocetku simptoma, odnosno prije eventualne potrebe
za lijeCenjem u JIL-u. U tom svjetlu moguce je objasniti razlike u rezultatima izmedu ovih
dviju studija, s obzirom da su nasi bolesnici uglavnom obradivani preko hitnih prijema, te
lijeceni neinvazivnim metodama prije primitka u JIL. Samim time, moguce je pretpostaviti
kako katestatin ima svoju dinamiku u COVID-19, ovisno o samoj fazi bolesti (205).

Do sada je utvrdeno u brojnim prethodnim studijama kako katestatin ima vaznu
imunomodulatornu ulogu (206-209). Tocnije, nafin na koji se objasnjava protuupalno
djelovanje katestatina je njegov ucinak na supresiju migracije i infiltracije monocita u tkiva
kao 1 supresija upale izazvane makrofagima (210).

Ishodi ove studije pokazali su kako su razine katestatina u serumu bile vise u bolesnika
sa smrtnim ishodom 1 bolesnika bez smrtnog ishoda s teSkim 1 kritiénim oblikom COVID-19
koji su bili lijeceni u Jedinici intenzivnog lijecenja u usporedbi s referentnim vrijednostima
zdravih kontrolnih ispitanika odgovaraju¢e dobi i spola u ranijim studijama (116,122,211—
215). Medutim, iako je bio visi od referentnih vrijednosti, katestatin je joS uvijek bio znacajno
nizi u skupini sa smrtnim ishodom nego u skupini bez smrtnog ishoda. lako se ovo &ini
paradoksalnim zbog cCinjenice da je katestatin obicno viSi u upalnim stanjima, neke od

prethodno provedenih studija takoder su pokazale da su razine katestatina u serumu nize u
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odredenim stanjima (206,211,216-218). Jedno od objasnjenja za ovakve rezultate moze se
prikazati u svijetlu novih pretpostavki koji govore u prilog negativnoj povratnoj spregi kod
makrofaga, koji proizvode katestatin. Naime, poviSena aktivnost katestatina dokazana je u
stanjima kao $to su preeklampsija, sr€ano zatajenje i akutna plu¢na embolija u usporedbi sa
zdravim kontrolama. Medutim, stanja kao $to su hipertenzija 1 pretilost su stanja kod kojih je
pokazano da su razine katestatina snizene. Prema tome, nove pretpostavke sugeriraju kako
proizvodnja katestatina u makrofazima zapravo ovisi o samoj fazi upale, te da katestatin moze
sluziti kao ¢imbenik autosupresije makrofaga. Medutim, da bi se ove pretpostavke utvrdile
potrebno je provesti dodatna istrazivanja (210).

Dosada$nja istrazivanja pokazala su kako katestatin smanjuje ekspresiju liganda
integrina na endotelnim stanicama (117,207,218). Njegov ucinak pokazuje smanjenje
migracije monocita dok se makrofagi usmjeravaju prema protuupalnom fenotipu Sto
posljedi¢no dovodi do pojacane regulacije protuupalnih markera i poveéane proizvodnje IL-10
i IL-4 (102,206). Nadalje, pokazalo se da je kasnija ekspresija proupalnih citokina ozbiljno
smanjena (117,206). Novi dokazi upucuju da je endotelna ozljeda posredovana SARS-CoV-2
vazan efektor virusa, ukljucujuéi ¢ak i1 preklapanje s ishemijsko-reperfuzijskom ozljedom
(219,220). S druge strane, pokazalo se da katestatin stimulira put NO-cGMP inhibirajuci
receptor endotelina-1, ¢ime se dodatno potvrduje da promjena u razinama katestatina u serumu
odrazava oStecenje vaskularnog endotela (221).

Jedno od obiljezja teSke infekcije COVID-19 je sindrom oslobadanja citokina (engl.
Cytokine release syndrome, CRS) (222). U nekoliko je studija utvrdeno da su razine proupalnih
citokina bile viSe u bolesnika s COVID-19 u usporedbi sa zdravim kontrolnim ispitanicima,
dok su kod zarazenih COVID-19 bolesnika bile znacajno viSe u bolesnika lije¢enih u
intenzivnim jedinicama nego u onih koji nisu ljjeceni u intenzivnim jedinicama (223). Ovi
rezultati sugeriraju da je prekomjerna proizvodnja citokina povezana s tezinom bolesti COVID-
19. Stovise, brojne su studije pokazale da su razine katestatina nize kod DM i pretilosti
(206,211,216,217). Ta se stanja smatraju komorbiditetima visokog rizika za tesku infekciju
COVID-19. Moguce je da bi katestatin mogao biti jedna od poveznica izmedu teSke infekcije
COVID-19 i CRS-a. Medutim, ovom bi se hipotezom trebalo pozabaviti budu¢im veéim
studijama.

Kao $to je gore spomenuto, rezultati ove studije pokazuju negativnu korelaciju izmedu
serumskih razina katestatina i GDF-15. Prethodne studije su dobro utvrdile povezanost izmedu
GDF-15 i razvoja i napredovanja brojnih bolesti zbog svoje metabolicke regulacije (224).

Stovise, nedavne studije provedene na bolesnicima sa COVID-19 otkrile su da ostecenje tkiva
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i hipoksija dovode do znacajnog porasta aktivnosti GDF-15 (46,225,226). Svi ovi dokazi
ukazali su na to da bi GDF-15 mogao biti snazan prediktor tezine i nepovoljnih ishoda COVID-
19.

Nasi rezultati se mogu usporediti sa slicnim studijama. Alserawan 1 sur. istrazivali su
povezanost razina GDF-15 u bolesnika s teSkim COVID-19 te su njihovi rezultati pokazali
kako su razine GDF-15 povisene u istrazivanoj skupini te da koreliraju s tezinom bolesti.
Nadalje, njihovo istrazivanje je pokazalo kako GDF-15 pozitivno korelira s razinom
hipoksemije 1 ozljedom plu¢nog tkiva, usporedujuci SpO,/FiO, omjere (227).

Takoder, istraZivanja su pokazala kako endotelna disfunkcija potice pojacanu ekspresiju
GDF-15. S obzirom da endotelne stanice predstavljaju izravnu metu SARS-CoV-2 te da
endotelna disfunkcija igra vaznu ulogu u patogenezi COVID-19, pojacana ekspresija GDF-15
moze se objasniti kao posljedica oStecenja endotelnih stanica uzrokovanih upalom i
oksidativnim stresom (228,229).

Kao $to je gore spomenuto, katestatin svojim imunomodulatornim u¢incima smanjuje
ekspresiju integrinskih liganada na endotelnim stanicama za koje je poznato da smanjuju
endotelnu disfunkciju (230). Stoga se ¢ini da ova dva peptida vjerojatno imaju suprotne, ali
velike u¢inke na upalu koju uzrokuje COVID-19. Stovise, moguée je da bi njihova medusobna
povezanost u sloZzenim patofizioloskim putovima mogla biti jedan od razloga zasto rezultati
ove studije pokazuju znacajno nizi katestatin u skupini COVID-19 bolesnika sa smrtnim
ishodom u usporedbi sa COVID-19 bolesnicima bez smrtnog ishoda. Ipak, nas model logisticke
regresije pokazao je da su oba znacajni prediktori ishoda bolesti COVID-19.

Jo§ jedan vaZan rezultat ove studije je pozitivna korelacija izmedu serumskih razina
katestatina 1 vitamina D. Vitamin D je temeljito istrazen u pogledu njegove povezanosti s
dobrim ishodom infekcije COVID-19 (231). Pretpostavlja se da je to zbog sposobnosti
vitamina D u modulaciji razliitih aspekata urodenog i1 ste€enog imunoloskog sustava, kao i
antivirusnog ucinka na viruse s ovojnicom kroz regulaciju antimikrobnih peptida (232-235).
Stovise, svojim protuupalnim djelovanjem ublaZava akutnu ozljedu pluéa izazvanu COVID-19
1 posljedi¢no smanjuje ozbiljnost bolesti (236,237). Stoga je moguce da nedostatak vitamina D
pridonosi indukciji CRS-a, kao 1 neadekvatnoj zastiti 1 popravku epitelnih stanica pluca, Sto
sve na kraju uzrokuje visoku ranjivost plu¢a na smrtonosnu imunolosku disregulaciju (238—
240).

Buduc¢i da prema dosada$njim studijama i katestatin pokazuje slican protuupalni ucinak,
moguce je da postoji medusobna povezanost njihovih ucinaka. Nadalje, dvije studije na

zivotinjama pokazale su da su lucenje i sinteza kromogranina A u paratireoidnoj Zlijezdi
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izravno stimulirani pove¢anom koncentracijom vitamina D (241,242). To bi moglo implicirati
da nedostatak vitamina D vjerojatno smanjuje izlu¢ivanje kromogranina A i posljedi¢no nizu
razinu katestatina. Ipak, to treba potvrditi u buduc¢im studijama.

Kada ispitivane bolesnike podjelimo prema tercilama, u skupini s najveéim brojem
prezivjelih bolesnika (tre¢a tercila), razine katestatina bile su znacajno viSe u odnosu na
preostale tercile. Takva podjela potvrduje rezultate naSe studije koji govore u prilog
potencijalnoj protektivnoj ulozi katestatina u sklopu COVID-19 infekcije. Nadalje, kada
bolesnike podjelimo u tercile prema razinama katestatina te promatramo razine vitamina D,
bolesnici u trecoj tercili s najviSom razinom katestatina imali su zna¢ajno vise razine vitamina
D u odnosu na ostale bolesnike. Ovi rezultati takoder potvrduju pozitivnu korelaciju katestatina
1 vitamina D. Nasi rezultati su u skladu s istrazivanjima koji su dokazali kako su bolesnici s
COVID-19 imali znacajno niZe razine vitamina D te da je imunomodulatorna osovina u
bolesnika s COVID-19 znac¢ajno naruSena. Kada kroz tercile promatramo odnos katestatina i
GDF-15, skupina bolesnika s najnizom razinom katestatina imala je najvise razine GDF-15. Ti
rezultati su takoder u skladu s nasim drugim rezultatima, ali 1 istrazivanjima drugih studija koje
govore u prilog tome da je GDF-15 prediktor loSijeg ishoda u bolesnika s COVID-15. Nadalje,
promatrajuci razine hsCRP prema tercilama razine katestatina, iako je treca tercila imala
najnize razine hsCRP-a, nije pronadena statisticki znacajna razlika.

Postoji nekoliko ograni¢enja ove studije. Osim $to je istrazivanje ograni¢eno relativno
malim uzorkom, bitno je napomenuti kako je istrazivanje provedeno u jednom klinickom
centru. Za bolje razumijevanje ovih biomarkera i utvrdivanje njihovih dijagnosti¢kih i
terapijskih moguénosti, ovakvu studiju bi bilo pozeljno provesti u vise razliitih centara s
jedinicama intenzivnog lijeCenja. Nadalje, s obzirom da se radi o presje¢noj studiji, nije
moguce utvrditi bilo kakvu uzro¢nu povezanost, kao Sto je duljina trajanja simptoma same
bolesti te njena implikacija na nase rezultate. lako je katestatin dobro istrazen biomarker u
upalnim stanjima i mogucée je usporediti rezultate s drugim studijama, jedan od bitnih
ograniCavajuc¢ih ¢imbenika ovog istrazivanja je nedostatak zdrave kontrolne skupine, ¢ime bi
se dodatno potvrdili dobiveni rezultati. U ovoj studiji, virusno optere¢enje nije procijenjeno, a
takav aspekt potencijalno moZze biti relevantan za razine katestatin i GDF-15 u serumu. Na

kraju, nismo mogli eliminirati sve zbunjujuce ucinke koji bi utjecali na rezultate studije.
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6. ZAKLJUCCI



. Razine katestatina bile su znac¢ajno nize u skupini preminulih usporedno sa skupinom

prezivjelih bolesnika s teskim ili kriticnim oblikom COVID-19 lije¢enih u JIL-u.

. Razine vitamina D u serumu bile su zna¢ajno niZe u skupini preminulih nego u skupini

prezivjelih bolesnika s teskim ili kriticnim oblikom COVID-19 lije¢enih u JIL-u.

. Razine GDF-15 bile su znacajno nize u skupini prezivjelih bolesnika s teskim ili

kritiénim oblikom COVID-19 ljjecenih u JIL-u.

. U bolesnika s teSkim 1 kritiénim oblikom COVID-19 postojala je znacajna pozitivna

korelacija izmedu katestatina 1 vitamina D.

. Utvrdena je znaCajna negativna korelacija izmedu katestatina i GDF-15.

. Utvrdena je pozitivna korelacija katestatina sa sistoli¢kim i dijastolickim tlakom.

. Razine katestatina u serumu bile su znacajan negativan prediktor za smrtni ishod.

. Razine GDF-15 i broj leukocita bili su pozitivni prediktori za smrtni ishod COVID-19.
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8. SAZETAK



Uvod: Krajem 2019. godine prvi put opisana koronavirusna bolest 2019 (COVID-19) brzo je
postala veliki svjetski javnozdravstveni problem. Uzro¢nik bolesti je identificiran kao SARS-
Co-2 virus koji je u pocetku pandemije uzrokovao katastrofalne posljedice s loSim ishodima,
prvenstveno zbog pocetnog nerazumijevanja patofizioloskih procesa koji uzrokuje sama
infekcija. Postupno se doslo do zakljucka da je pretjerani imunoloski odgovor organizma
glavni uzrok najtezih komplikacija poput ARDS-a i zatajenja drugih vitalnih organa. Katestatin
je pleotropni peptid i jedan od produkata kromogranina A, ukljuen u mnoge procese
organizma od regulacije sekrecije katekolamina, imunoregulacije, vazodilatacije, inzulinske
rezistencije pa ¢ak i antimikrobnog djelovanja. Zbog poremecene imunoregulacije u bolesnika
s teskim 1 kriticnim oblikom COVID-19 i sudjelovanja katestatina u imunomodulacijskim
procesima odlucili smo istraziti povezanost katestatina sa COVID-19. Takoder smo pokusali
naci poveznicu izmedu vitamina D 1 GDF-15 s ishodima lijecenja teskih i kriticnih oblika
COVID-19 u JIL-u.

Metode: Studija je provedena u Jedinici intenzivnog lijecenja za COVID bolesnike Klinike za
anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivno lijeCenje KBC Split u razdoblju od rujna 2021.
do veljace 2022. godine. Ukljucivala je 152 bolesnika s teskim 1 kritiénim oblikom COVID-19
u dobi od 18 do 90 godina starosti koji su zbog zatajenja disanja zahtijevali mehanicku
respiracijsku potporu od prijema u JIL. Svim bolesnicima je nakon primarnog zbrinjavanja krv
uzorkovana za laboratorijske pretrage. Dio uzoraka je svakodnevno analiziran, a dio
centrifugiran (20 minuta na 2000 okretaja/minuti te na temperaturi od 4 °C), alikvotiran i
skladiSten u hladnjak na — 80 C te je koriSten za naknadnu analizu serumskih koncentracija
katestatina i GDF-15. Pretrage su napravljene po uputama proizvodaca.

Rezultati: Razine katestatina bile su znacajno nize u skupini preminulih usporedno sa
skupinom prezivjelih bolesnika (p < 0,001). Razine vitamina D u serumu bile su znacajno nize
u skupini preminulih nego u skupini prezivjelih (p < 0,001), dok su razine GDF-15 bile
znacajno nize u skupini prezivjelih nego u skupini preminulih (p <0,001). U bolesnika s teskim
i kriticnim oblikom COVID-19 postojala je znacajna pozitivna korelacija izmedu razina
katestatina u serumu i razina vitamina D (r = 0,338; p < 0,001) i znacCajna negativna korelacija
izmedu razina katestatina u serumu 1 razina GDF-15 (r = -0,345; p < 0,001). Multivarijabilna
logistiCka regresija pokazala je da su razine katestatina bile znacajan negativan prediktor za
smrtni ishod COVID-19. razine GDF-15 (p <0,001) i broj leukocita (p = 0,008) bili su znacajni
pozitivni prediktori za smrtni ishod COVID-19.

Zakljudak: Razine katestatina i vitamina D bile su znacajno niZze u skupini preminulih

usporedno sa skupinom prezivjelih bolesnika sa teSkim ili kriticnim oblikom COVID-19
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lijecenih u JIL-u, dok su razine GDF-15 bile sniZene u skupini preZivjelih bolesnika. U
bolesnika s teskim i kritiénim oblikom COVID-19 postojala je zna¢ajna pozitivna korelacija
izmedu katestatina i vitamina D, dok je u istih bolesnika utvrdena negativna korelacija izmedu
katestatina i GDF-15. Katestatin se pokazao znafajan negativan prediktor za smrtni ishod
COVID-19 dok je GDF-15 i razina leukocita znacajan pozitivni prediktori za smrtni ishod
COVID-19.
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9. SUMMARY



Analysis of serum concentrations of catestatin and GDF-15 in patients with severe and
critical form of COVID-19

Background: First described in late 2019, coronavirus disease 2019 (COVID-19) has quickly
become a major global public health problem. The causative agent of the disease was identified
as the SARS-Co-2 virus, which at the beginning of the pandemic caused catastrophic
consequences with poor outcomes, primarily due to the initial misunderstanding of the
pathophysiological processes caused by the infection itself. The conclusion was gradually
reached that the body's excessive immune response is the main cause of the most severe
complications such as ARDS and failure of other vital organs. Catestatin is a pleotropic peptide
and one of the products of chromogranin A, involved in many processes of the organism from
the regulation of catecholamine secretion, immunoregulation, vasodilation, insulin resistance
and even antimicrobial action. Due to the disturbed immunoregulation in patients with severe
and critical form of COVID-19 and the participation of catestatin in immunomodulation
processes, we decided to investigate the connection of catestatin with COVID-19. We also tried
to find a link between vitamin D and GDF-15 with treatment outcomes of severe and critical
forms of COVID-19 in the ICU.

Methods: This study was conducted in the Intensive Care Unit for COVID patients of the
Anesthesiology, Reanimation and Intensive Care Clinic of University Hospital of Split in the
period from September 2021 to February 2022. It included 152 patients with a severe and
critical form of COVID-19 between the ages of 18 and 90 who, due to respiratory insufficiency,
required mechanical respiratory support from admission to the ICU. All patients were sampled
for laboratory tests after primary care. Part of the samples was analyzed daily, and part was
centrifuged (20 minutes at 2000 revolutions/minute and at a temperature of 4 °C), aliquoted
and stored in a refrigerator at -80 C and was used for subsequent analysis of serum
concentrations of catestatin and GDF-15. All tests were performed according to the
manufacturer's instructions.

Results: Catestatin levels were significantly lower in the group of deceased compared to the
group of surviving patients (p < 0.001). Serum vitamin D levels were significantly lower in the
deceased group than in the survivor group (p < 0.001), while GDF-15 levels were significantly
lower in the survivor group than in the deceased group (p < 0.001). In patients with severe and
critical form of COVID-19, there was a significant positive correlation between serum
catestatin levels and vitamin D levels (r = 0.338; p < 0.001) and a significant negative
correlation between serum catestatin levels and GDF-15 levels (r = -0.345; p < 0.001).

Multivariable logistic regression showed that catestatin levels were a significant negative
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predictor of COVID-19 mortality. GDF-15 levels (p < 0.001) and leukocyte count (p = 0.008)
were significant positive predictors for COVID-19 mortality.

Conclusion: The levels of catestatin and vitamin D were significantly lower in the group of
deceased compared to the group of surviving patients with severe or critical form of COVID-
19 treated in the ICU, while the levels of GDF-15 were decreased in the group of surviving
patients. In patients with a severe and critical form of COVID-19, there was a significant
positive correlation between catestatin and vitamin D, while in the same patients a negative
correlation was found between catestatin and GDF-15. Catestatin proved to be a significant
negative predictor for the fatal outcome of COVID-19, while GDF-15 and the level of

leukocytes were significant positive predictors for the fatal outcome of COVID.
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