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1. UVOD



1.1 COVID-19

1.1.1. SARS-CoV-2 i nadin Sirenja

COVID-19 (engl. Coronavirus disease — 19) je naziv za bolest diSnog sustava koja
nastaje kao posljedica infekcije virusom SARS-CoV-2 (engl. Severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2) koji pripada skupini virusa lat. Coronaviridae veli¢ine 60-140 nm.
Radi se o jednolancanom RNA virusu, pozitivnog slijeda (ssSRNA+), €iji genom sadrzi 32 tisuce
nukleotidnih slijedova §to ga ¢ini najve¢im poznatim genomom RNA virusa (1). Koronavirusi
sadrze Cetiri strukturalna proteina: Siljak (S), ovojni (E), membranski (M) i nukleokapsidni
protein (N) (2). S-protein ima glavnu ulogu u vezivanju virusa i njegovoj internalizaciji u
stanice domacina (3). Virusni genom je obavijen s N-proteinom koji ¢ini nukleokapsid (4).
Takav nukleokapsid je ovijen lipidnom ovojnicom iz koje izlaze virusni proteini. Budu¢i da
virus ne moze proizvesti lipidne sastavnice vlastite ovojnice, on iskoristava domacinove lipidne
Cestice za daljnju diobu i morfogenezu. N-protein ima vaznu ulogu u fazi morfogeneze viriona
(4). Koronavirusi ime dobijaju s obzirom na oblik S-proteina koji na elektronskom mikroskopu
daje oblik krune (Slika 1). Pri infekciji, iskoriStavaju proteazne enzime domacina koji
omogucuju ,CiS¢enje* ostataka na S-proteinu prilikom cega induciraju konformacijske
promjene vazne za fuziju i unos virusa u stanicu (3). Ovakvo ,,¢i§¢enje* ve¢inom je posljedica

djelovanja enzima furina, koji se u zna¢ajnoj koli¢ini nalazi u plu¢ima (5,6).
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Slika 1. Na slici je prikazana temeljna grada koronavirusa. Na desnoj strani nalaze se proteini
i lipidni dvosloj virusa. Na donjem dijelu je shematski prikaz genoma. Preuzeto i prilagodeno
prema: Safiabadi Tali SH, LeBlanc JJ, Sadiq Z, Oyewunmi OD, Camargo C, Nikpour B i sur.
Tools and techniques for severe acute respiratory syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-

2)/COVID-19 detection. Clin Microbiol Rev. 2021;34.

SARS-CoV 1 MERS-CoV (engl. Middle East respiratory syndrome coronavirus) su
zoonoze i povezani su s teSkim oblicima bolesti. SARS-CoV se povezuje sa sluc¢ajevima teskog
oblika plu¢ne bolesti u kineskoj provinciji Guangdong tijekom 2002. 1 2003. godine (7). MERS-
CoV je povezan sa slucajevima teske pluéne bolesti tijekom 2012. godine na Srednjem Istoku
(8). Prvi slucajevi infekcije sa SARS-CoV-2 opisuju se u Wuhanu, gradu blizu kineske
provincije Hubei. Vecina prvih sluc¢ajeva se povezivala s gradskom trznicom ,,Huanan Seafood
Wholesale Market“, gdje se odvija prodaja morskih i drugih vrsta Zivotinja za prehranu.

Sirenjem virusa SZO je 11. ozujka 2020. proglasila COVID-19 pandemijom (9).

Razlikujemo cetiri vrste koronavirusa od znacenja: alfa, beta, gama i delta. Glavne
varijante virusa koje inficiraju ljude su: 229E, NL63, OC43 i HKUI. Od tih varijanti, 229E i
NL63 su alfakoronavirusi, dok OC43 1 HKU1 su betakoronavirusi (10).

SZO je 26. studenog 2021. opisala pojavu nove varijante koronavirusa od znacenja koju
je nazvala omikron. Omikron sadrzi 26-32 mutacije u S-proteinu koje su povezane s vecom
otporno$¢u na humoralnu imunost. Te mutacije se velikim dijelom nalaze u receptor vezujucoj
regiji. Medutim, omikron pokazuje manju incidenciju teZeg oblika bolesti. Njegov negativan
efekt je lako Sirenje zaraze medu populacijom ¢ime dovodi u opasnost ranjive skupine i

povecava opterecenje zdravstvenih ustanova (11).

Iako je prvotno smatrano da infekcija sa SARS-CoV-2 dolazi od $iSmiSa, kasnije je
pokazano da uvijek mora postojati intermedijarni domacin buduci da, koronavirusi koji dolaze
od SiSmiSa, rijetko inficiraju ljude (Slika 2). Takoder ista studija je pokazala da SARS-CoV-2
je vjerojatno nastao kao posljedica virusne rekombinacije izmedu varijanti koronavirusa u
ljuskavaca 1 §iSmiSa (12). Nacin prijenosa medu ljudima je putem respiratornog aerosola koji
se prenosi kaSljanjem, kihanjem i1 Smrcanjem. Inhalacijom infektivnih Cestica aerosola dolazi
do ulaska virusa u pluéni parenhim i time infekcije alveolarnih epitelnih stanica. NajceSc¢a
mjesta prijenosa su zatvoreni objekti gdje je smanjeno cirkuliranje zraka. Takoder, Ceste su i

nozokomijalne infekcije budu¢i da bolnice sadrze velik broj inficiranih osoba (13).



Sirenje infekcije odreduje se na temelju parametra RO koji odreduje broj ljudi koje
inficirana osoba moze zaraziti. RO za SARS-CoV-2 je 2,24 — 3,58 Sto odgovara zaraznosti
influenze, HIV-a (engl. Human immunodeficiency virus) i SARS-CoV, medutim znatno manje
od prenosivosti ospica i varicele. Znatan je podatak da je u inficiranih osoba virus izoliran iz

krvnog 1 fekalnog uzorka. Taj nalaz govori i o mogu¢im drugim nac¢inima prijenosa (14-16).
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Slika 2. Prikaz nacina prijenosa SARS-CoV-2. Preuzeto i prilagodeno prema: Sharma A,
Ahmad Farouk I, Lal SK. COVID-19: A review on the novel Coronavirus disease evolution,

transmission, detection, control and prevention. Viruses. 2021;13:202.

Period inkubacije je u prosjeku 1-14 dana, najceSc¢e 3-7 dana. Virus se moZe detektirati
u nosu pacijenta 1 nekoliko dana prije, pa i nakon trajanja simptoma. Potpuno asimptomatski

pacijenti mogu imati razine virusa jednakima kao u simptomatskih pacijenata (15).

1.1.2. Patogeneza

Prilikom infekcije, SARS-CoV-2 ve¢inom napada alveolarne epitelne stanice $to
rezultira respiratornim simptomima. Takva infekcija se mozZe prezentirati kao asimptomatska

ili simptomatska s razvojem simptoma koji dosta variraju u svake individue.

Na povrsini virusa nalazi se S-glikoprotein koji se veze za ACE2 (engl. Angiotensin-
converting enzyme 2) u plu¢ima (17). Prilikom vezanja, dolazi do konformacijske promjene na
S-glikoproteinu i proteolize $to dovodi do internalizacije viriona (18). Replikacija virusa dovodi
do oStecenja alveolarnih epitelnih stanica i razvoja upalnog odgovora putem T-pomagackih
stanica koje produciraju IFN-y, IL-2 1 IL-12 (19). Takva produkcija upalnih citokina dovodi do

razvoja ,,citokinske oluje koja moze dovesti do teskog oStecenja organa 1 multi-organskog
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zatajenja (Slika 3) (19). Proinflamatorni citokini TNF-a (engl. Tumor necrosis factor- alfa) i
IL-1PB, uzrokuju povecanu vaskularnu permeabilnost §to moze dovesti do pluénog edema (20).
Njegovim razvojem, javljaju se simptomi dispneje kao posljedica oslabljenje oksigenacije krvi.
Aktivacijom neutrofila dolazi do otpustanja enzima cija je uloga oSte¢enje virusa. Medutim,
njihovim djelovanjem dolazi do slabije produkcije surfaktanta Sto se ocituje povecanom
sklonos¢u kolapsa pluca (21). Prostaglandini, IL-1, IL-6 i TNF-a poticu promjenu
hipotalamickog ,,termostata“ Sto dovodi do vruéice koja je ucestali simptom u bolesnika s

COVID-19 (22).

U bolesnika s teskim oblikom COVID-19, pronadene su povisene serumske vrijednosti
proinflamatornih citokina: IL-1, IL-6, IL-12, IFN-y i TGF-B (engl. Transforming growth
factor- p) te kemokina IL-8 (23). Osteéenje organa posljedica je kombinacije direktnog
citopatskog ucinka virusa i u¢inka ,,citokinske oluje*. Ta kombinacija ima destruktivni u¢inak
u pocetku pluénog parenhima, a zatim Sirenje i na ostale organe s razvojem multi-organskog
zatajenja. Takoder, poviSena razina citokinskih faktora: TNF- a, CXCL-10 (engl. C-X-C motif
chemokine ligand 10), IL-6, IL-8; povezana je s loSijom prognozom i prezivljenjem u bolesnika

inficiranih sa SARS-CoV-2 (24).

1.1.3. Simptomi i klini¢ka slika

Infekcija sa SARS-CoV-2 moze biti simptomatska 1 asimptomatska. Asimptomatske
infekcije ¢ine jednu tre¢inu ukupnog broja infekcija sa SARS-CoV-2. Longitudinalne studije
pokazuju da tri ¢etvrtine bolesnika koji imaju pozitivan PCR (engl. Polymerase chain reaction)
test, a nemaju simptome, da ¢e i ostati asimptomatski. To nam govori o visokoj ucestalosti
asimptomatskih bolesnika s COVID-19 (25). Od ukupnog broja, 80% bolesnika ima blagi oblik
bolesti (26). Multi-organsko zatajenje Cesto je posljedica prisutnosti ACE2 koji je joS prisutan
u sr¢anom tkivu, endotelu, renalnom tubularnom epitelu, crijevnom epitelu i pankreasu Sto
omogucuje invaziju i navedenih organa (26,27). Poveéan rizik infekcije imaju osobe s

hipertenzijom (27-30%), dijabetesom (19%) 1 koronarnom bolesti srca (6-8%) (28).

Simptomi ukljucuju vruéicu, suhi kasalj, umor, anoreksiju, mijalgiju, dispneju i
produkciju sputuma (29). Odreden broj bolesnika razvija gastrointestinalne simptome u smislu
dijareje 1 povrac¢anja. PogorSanjem moze do¢i do razvoja pneumonije i ARDS-a (engl. Acute
respiratory distress syndrome) §to zahtijeva intenzivno lijeCenje. Muskarci 1 Zene su jednako
podlozni infekciji, medutim muskarci ¢esce razvijaju tezi oblik bolesti 1 imaju goru prognozu

(30). Djeca su ve¢inom asimptomatska ili se prezentiraju s blagim simptomima infekcije (31).
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Slika 3. Na slici je prikazan ciklus ulaska virusa u stanicu vezanjem na ACE2 i TMPRSS2
(engl. Transmembrane serine protease 2) receptore te aktivacija makrofaga i imunoloski
odgovor. Preuzeto 1 prilagodeno prema: Hoffmann M, Kleine-Weber H, Kriiger N, Miiller M,

Drosten C, Péhlmann S. The novel coronavirus 2019 (2019-nCoV) uses the SARS-coronavirus

receptor ACE2 and the cellular protease TMPRSS?2 for entry into target cells. bioRxiv. 2020.

Multisistemski upalni sindrom u djece jedna je od tezih komplikacija koja se javlja
nakon infekcije. Karakteriziran je vru¢icom, sistemskom upalom i zahvacanjem veceg broja
organa. Smatra se da je patogeneza navedenog sindroma neodgovaraju¢i imunoloski odgovor
na SARS-CoV-2 infekciju (31). Rezultati studije, koja je proucavala navedeni sindrom kod
americke djece i adolescenata, govore da su najc¢eS¢e zahvaceni organski sustavi bili:
gastrointestinalni (92%), kardiovaskularni (80%), hematoloski (76%), mukokutani (74%) 1

respiratorni (70%). Vecina pacijenata je zaprimljena na intenzivno lijecenje (80%), dok je 20%
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zahtijevalo mehanicku ventilaciju (31). Takvi rezultati govore u prilog da je multisistemski

upalni sindrom Zivotno opasna komplikacija infekcije u prethodno zdrave djece i adolescenata.

1.1.4. Teski oblik COVID-19

Teski oblik COVID-19 javlja se najces¢e u dobi od 49 godina. Starije i

imunokompromitirane osobe su podloznije tezem obliku infekcije (32).

U nedavnoj studiji kojom su pracena 52 bolesnika s teskim oblikom COVID-19
utvrdeno je da je vecina imala teSka oSte¢enja organa tako da 67% je razvilo ARDS, 29% akutno
bubrezno zatajenje, 23% srano oStecenje, 29% disfunkciju jetre 1 2% pneumotoraks.
Mehanicku ventilaciju je zahtijevalo 71% bolesnika. Bolnicko stecenu infekciju je imalo 7
bolesnika (33). Takva oStecenja posljedica su zastupljenosti ACE2 u navedenim organima uz
imunolosko oStecenje kao posljedica povisene razine citokina. Jedna trec¢ina hospitaliziranih
bolesnika razvija makrovaskularne trombotske komplikacije $to ukljucuje vensku

tromboemboliju, sr¢ani i mozdani udar (34).

Jedna od komplikacija koja se ¢eS¢e prikazuje u literaturi 1 koja je vezana uz brojne
kontroverze je miokarditis. Budu¢i da se ACE2 receptori nalaze i u srcu, virus ulazi i u
kardiomiocite te moze dovesti do direktnog citopatskog ucinka. Uz navedeno, javlja se i
posredni imunoloski u€inak zbog poviSene razine citokina odnosno takozvane ,.citokinske
oluje”. Cesto postavljeno pitanje je utjecaj ACE inhibitora uz infekciju na o3teéenje sréanog
miSi¢a buduéi da povisuju ekspresiju ACE2 na kardiomiocitima. To nam govori o

multifaktorskoj etiologiji razvoja miokarditisa u pacijenata s COVID-19 (31).

Odreden broj bolesnika s tezim oblikom COVID-19 razvija koZne manifestacije u
obliku generalizirane urtikarije, eritematoznog osipa te osipa nalik varicela zoster infekciji.
Vecina koznih lezija se nalazila na trupu bolesnika (35). Budu¢i da se na ovarijima kod Zena
nalazi odredena razina ACE2 receptora, moZe do¢i do smanjenja ovarijalne rezerve. Medutim,
nejasno je kakav to ima uc¢inak na funkciju zZenskog reproduktivnog sustava (36). U muskaraca,
ACE?2 receptori nalaze se na povrsini Leydigovih, Sertolijevih i spolnih stanica koje na taj nacin
mogu biti inficirane sa SARS-CoV-2 (37). Tim slijedom, bolesnicima je detektiran smanjen
broj 1 pokretljivost spermija nakon preboljenja infekcije 1 do tri mjeseca. U rjedim sluc¢ajevima,

opisana je i bol u genitalnim regijama u odredenog broja osoba (38).

Uz navedeno, opisuje se 1 povezanost razine glukoze u krvi 1 infekcije sa SARS-CoV-

2. Pokazano je da 50% dijabeticara s COVID-19 ima visu razinu glukoze nego inace te da cesce



razvijaju dijabetiCku ketoacidozu. To se definira moguc¢noscéu direktne invazije guSterace

virusom (39).

Bolesnici oboljeli od COVID-19 mogu imati simptome zahvacanja srediSnjeg zivéanog
sustava u smislu vrtoglavice i glavobolje. Drugi simptomi kao ataksija, gubitak svijesti,
cerebrovaskularna bolest i promjene vida su rjede dokumentirani kod tih bolesnika. Veca
ucestalost neuroloSkih simptoma je vjerojatno posljedica cerebralne hipoksije zbog
respiratornog zatajenja (40). Od simptoma perifernog ziv€anog sustava moze se javit hiposmija

1 anosmija te hipogeuzija i miSi¢na zamor (41).

Ekspresija ACE2 receptora je znacajno povecana u bolesnika s upalnom bolesti crijeva.
Navedena ekspresija je znacajnije povecana u bolesnika s Crohnovom bole$¢u, u odnosu na

bolesnike s ulceroznim kolitisom (42).

Koinfekcije imaju vaznu ulogu na daljnji tijek bolesti budu¢i da mijenjaju prognozu i
tezinu bolesti. Oboljeli od COVID-19 imaju veéi rizik koinfekcije s razli¢itim virusima,
bakterijama i gljivicama S$to viSestruko pogorSava prognozu. Primjerice povisen je rizik
infekcije invazivnom aspergilozom u bolesnika na intenzivnom lijecenju (43). Na taj nacin

znacajno se povecava morbiditet i mortalitet oboljelih.

1.1.5. Dijagnoza

U dijagnostici COVID-19 najprihvaceniji nacin uzimanja uzorka je uzimanje brisa
nazofaringealne ili orofaringealne regije. Najvisa razina virusa u uzorku se nalazi 2-3 dana od
nastupa simptoma (44). U uznapredovalih oblika bolesti uzimanje uzorka iskasljaja ili
bronhoalveolarne lavaZze takoder daje visoke razine virusa. Takoder, u odredenog broja

bolesnika, virus se moZze detektirati iz uzorka fecesa posebice u uznapredovalim stadijima (45).

Najpouzdaniji laboratorijski na¢in odredivanja je putem RT-PCR (engl. Real-time
reverse transcription-PCR) metode. Ovom metodom moguce je detektirati samo akutnu bolest
u inficiranih, odnosno ne moze detektirati je li osoba preboljela ili imala nedavnu infekciju
virusom. Danas takoder postoji serolosko odredivanje protutijela koja vazniju ulogu imaju u
odredivanju prethodnog preboljenja od akutne bolesti. Seroloske metode imaju funkciju
odredivanja razine protutijela na S-protein virusa. Time dobivamo razinu IgM 1 IgG protutijela
koja odreduju vrijeme preboljenja. Od seroloskih metoda najcesce se koristi ELISA (engl.
Enzyme-linked immunosorbent assay). Medutim, problem predstavlja krizna reaktivnost

protutijela na druge vrste koronavirusa (46,47).



Sve CeSc¢e u uporabi su brzi antigenski testovi. Razlog tomu je brzina dobivanja rezultata
i dostupnost. Takoder, prednost ¢ini i njegova lakoc¢a izvodenja tako da bolesnik ga moze sam
upotrijebiti 1 odrediti rezultat. Medutim, njihova osjetljivost nije zadovoljavajuca. Brzi
antigenski testovi davaju pozitivan rezultat u prosjecno 72% simptomatskih bolesnika 1 58%
asimptomatskih bolesnika. Test je najprecizniji kada se koristi u prvom tjednu od pocetka
simptoma. Medutim, antigenski testovi u osoba koje nisu bolovale od COVID-19 davali su
negativan rezultat u 99,5% simptomatskih i1 98,9% asimptomatskih osoba, upucujuci time na

visoku specifi¢nost testova (48).

1.1.6. Lijecenje

Lijecenje ovisi o stadiju 1 teZini bolesti. U prvom stadiju bolesti, razina virusa najveca
je 2 do 3 dana prije ili nakon javljanja simptoma. U toj fazi najcesc¢e se primjenjuju antivirusni
lijekovi te protutijela specifi¢na za virus. Drugu fazu bolesti oznac¢ava proupalno stanje zbog
hipercitokinemije te koagulopatija. Tada se primjenjuju protuupalni lijekovi, imunomodulatori

te antikoagulansi (49).

Molnupiravir i remdesivir djeluju na RdRp (engl. RNA-dependent RNA-polymerase)
enzim koji je vazan za transkripciju 1 replikaciju virusne RNA. Remdesivir djeluje kao
nukleozidni analog koji zatim blokira daljnju funkciju RdRp enzima. Molnupiravir je
prvenstveno razvijen za lijeCenje influenze te alfavirusa: Zapadnog, Isto¢nog 1 Venezuelanskog
konjskog encefalitisa. U€inak mu se temelji na povecanju broja mutacija iznad letalne granice
u virusnom genomu. U blaZim oblicima bolesti COVID-19, moZe znacajno smanjiti progresiju
bolesti te hospitalizaciju i smrtnost, ako se primjeni unutar 5 dana od nastupa simptoma (50).
Bolesnici s visokim rizikom od progresije bolesti, nakon trodnevnog uzimanja remdesivira,
imali su 87% smanjenje rizika od hospitalizacije 1 smrti (51). Paxlovid je oralna kombinacija
ritonavira i nirmatrelvira. Na uzorku od 1219 bolesnika, smrtnost te rizik zaprimanja u bolnicu
su 89% manji nego u kontrolnoj skupini ako se primjeni unutar 3 dana od nastupa simptoma
(52). Hidroksiklorokin 1 klorokin, kojima je pridodan znacaj na pocetku pandemije, nisu
pokazali poboljSanje prezivljenja ili smanjenje rizika hospitalizacije u odnosu na kontrolnu
skupinu (53). Lopinavir/ritonavir je dvojna terapija koja se koristi u lije¢enju HIV-a. U pocetku
pandemije, predlozena je kao terapija koja bi mogla poboljsati ishode bolesnika s COVID-19.
Medutim, nije prikazan zna€ajniji uc¢inak u odnosu na standardno lije¢enje bolesti COVID-19
(54). Ivermektin je antiparazitni lijek koji se koristi u lijeCenju bolesti COVID-19. Njegovo
koriStenje temelji se na inhibiciji replikacije SARS-CoV-2 (55). Medutim, pokazano je da u



blazem obliku bolesti, petodnevno uzimanje ivermektina nije dovelo do brze regresije

simptoma bolesti (56).

U novijim klini¢kim studijama, istrazuje se uloga neutraliziraju¢ih protutijela u lijeCenju
bolesti COVID-19. Konvalescentna plazma se koristi u lije¢enju hospitaliziranih bolesnika te u
spreCavanju progresije bolesti u ne-hospitaliziranih bolesnika. Temelji se na prijenosu virusno
specificnih protutijela od osoba koje su preboljele COVID-19. Ucinkovitost je potvrdena u
brojnim kontrolnim studijama kao i sigurnost primjene (57). REGN-CoV-2 je mjesavina dvaju
neutraliziraju¢ih IgG1 protutijela koja se vezu na razlicite epitope S-proteina. Casirivimab i
Imdevimab snizavaju razinu i time patoloSke u€inke u bolesnika s visokom razinom virusa
(58). Bamlanivimab i Etesivimab su monoklonalna protutijela koja djeluju na S-protein.
Bamlanivimab se dobija ekstrakcijom iz konvalescentne plazme bolesnika s COVID-19.
Etesivimab se vezuje na razli¢ito mjesto i tako je djelotvoran na bamlanivimab-rezistentne
sojeve virusa. Bamlanivimab/etesivimab u kombinaciji su povezani s znacajnim smanjenjem
razine virusa (59). Sotrovimab takoder djeluje na S-protein kao neutraliziraju¢e protutijelo.
Tako su Gupta 1 sur. prikazali 85% smanjenje smrtnosti i rizika hospitalizacije nakon jedne
doze sotrovimaba. Rezultati su odredeni na visokorizi¢énim ne-hospitaliziranim bolesnicima s

blazim do srednje teSkim oblikom bolesti COVID-19 (60).

Kao §to je ve¢ navedeno, teski oblik bolesti COVID-19 posljedica je upalnog stanja i
hipercitokinemije koji dovode do akutnog pluénog oste¢enja. RECOVERY studija (engl. The
randomized evaluation of COVID-19 therapy) je pokazala da lijeCenje deksametazonom dovodi
do smanjenja 28-dnevnog mortaliteta u bolesnika na mehani¢koj potpori. Stoga je
deksametazon uz moguénost remdesivira, standardan lijek u lijecenju bolesnika na mehanickoj
potpori (61). Anakinra je antagonist receptora za IL-1. Primjena Anakinre se temelji na
poviSenoj razini IL-1p u teSkom obliku bolesti COVID-19. Na uzorku od 52 bolesnika s teSkim
oblikom bolesti COVID-19, anakinra je smanjila smrtnost 1 potrebu za mehani¢kom potporom
(62). Smatra se da je IL-6 vazan faktor proupalnog stanja povezanog s COVID-19. U
reumatologiji se koriste 3 antagonista receptora za IL-6: tocilizumab, sarilumab i siltuximab.
Prema studiji Rosas 1 sur., tocilizumab nije pokazao znacajnije smanjenje smrtnosti 1
poboljsanje klini¢kog statusa u odnosu na placebo (63). Na uzorku od 431 bolesnika, lijeCenje
sarilumabom nije pokazalo znaCajne rezultate (64). Baricitinib je selektivni inhibitor Janus
kinaze (JAK)I i JAK2. Koristi se u lije¢enju teskog oblika reumatoidnog artritisa. S obzirom
da blokira endocitozu SARS-CoV-2 u in vitro uvjetima te signalni put vazan za proupalno

stanje, ispituje se uloga u lijeCenju bolesti COVID-19 (65). Baricitinib u kombinaciji s
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remdesivirom pokazuje znacajne rezultate u smanjenju vremena oporavka te poboljSanja
klinicke slike. Takvi rezultati su dominantno postignuti u bolesnika na potpori kisikom ili
neinvazivnoj mehanickoj ventilaciji (66). Ruxolitinib je, takoder, selektivni inhibitor JAK1 i
JAK?2. Koristi se u lijeCenju mijeloproliferativnih bolesti te steroid-rezistentnih GVHD (engl.
Graft-versus-host disease). Na uzorku od 43 bolesnika, ruxolitinib nije pokazao statisticki
znacajne rezultate u usporedbi sa standardnom skrbi. Medutim, nastupio je brzi oporavak od
limfopenije te znac¢ajan napredak u CT (engl. Computed tomography) nalazu (67). Tofacitinib
je selektivni inhibitor JAK1 i JAK3. Koristi se u lijeCenju teSkih oblika reumatoidnog i
psorijaticnog artritisa te ulceroznog kolitisa. U bolnicko zaprimljenih bolesnika, tofacitinib je
smanjio smrtnost i rizik respiratornog zatajenja u odnosu na placebo tijekom 28 dana (68).
Acalabrutinib, ibrutinib i rilzabrutinib su inhibitori Brutonove tirozin kinaze. Reguliraju
signaliranje makrofaga te se koriste u lijeCenju malignih hematoloskih bolesti. Na malom
uzorku od 19 bolnic¢ki zaprimljenih bolesnika, acalabrutinib je pokazao znacajne rezultate u
poboljsanju oksigenacije i smanjenju upalnog ostecenja. Potrebna su dodatna istrazivanja uloge

i uéinkovitosti inhibitora Brutonove tirozin kinaze (69).

U slu€aju blagog oblika bolesti COVID-19, preporuc¢a se ambulantna kontrola sa
suportivnim mjerama 1 izolacijom. Nisu potrebne laboratorijske i radioloske pretrage. U
bolesnika s visokim rizikom progresije bolesti, preporuca se primjena REGN-CoV?2 protutijela:

bamlanivimab/etesivimab ili sotrovimab. Ne preporuca se primjena deksametazona (70).

U slucaju srednje teSkog oblika bolestt COVID-19, svi bolesnici moraju biti
hospitalizirani radi monitoriranja. Potrebna je suportivna skrb u smislu resuscitacije
volumenom te potpore kisikom, u sluaju smanjene saturacije arterijske krvi kisikom.
Remdesivir 1 deksametazon se mogu primijeniti u bolesnika koji zahtijevaju potporu kisikom

(70).

U slucaju teskog oblika bolesti COVID-19, potrebna je hospitalizacija svih bolesnika.
Vazna je primjena antikoagulacije zbog visokog rizika trombotskog dogadaja. Nosna kanila s
visokim protokom kisika te neinvazivna ventilacija pozitivnim tlakom, koriste se u bolesnika
koji ne zahtijevaju endotrahealnu intubaciju. Preporuca se primjena deksametazona u
kombinaciji s remdesivirom te tocilizumab ili baricitinib s deksametazonom. Ako nije moguca
primjena deksametazona, tada se koristi remdesivir u kombinaciji s baricitinibom. Takoder
preporuke su 1 primjena jedne intravenske doze tocilizumaba. U sluCaju respiratornog zatajenja,
intubira se bolesnika i primjenjuje invazivna mehanicka ventilacija. Vazno je odrzavanje

srednjeg arterijskog tlaka iznad 60mmHg. U slu¢aju sumnje na bakterijsku superinfekciju,
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empirijski se primjenjuju antibiotici. ECMO (engl. Extracorporeal membrane oxygenation) se

primjenjuje u slucaju refrakternog zatajenja disanja (70).

1.1.7. Mjere prevencije

Centar za kontrolu i1 prevenciju bolesti predlaze niz mjera za smanjenje Sirenja bolesti.
Mjere najcesce ukljucuju ucestalo pranje ruku, pogotovo nakon kontakta s drugom osobom,
izbjegavanje prostora s ve¢im brojem ljudi te pokrivanje usta i nosa prilikom kasljanja odnosno
kihanja. Preporuke takoder ukljucuju i socijalno distanciranje te mjere samoizolacije za osobe
koje su bile u kontaktu s oboljelima. Socijalno distanciranje bi trebalo ograniciti Sirenje
infektivnog aerosola i time sprijeciti daljnje Sirenje infekcije (71). Rezultati pokazuju da je
karantena naju¢inkovitija metoda za smanjenje morbiditeta i mortaliteta. Ukljuenjem rezultata
iz 29 studija prikazano je da karantena moze smanjiti broj inficiranih sa 81% na 44% te broj

mrtvih sa 61% na 31% (72,73).

Osim javnozdravstvenih mjera za prevenciju Sirenja SARS-CoV-2, vazan korak u

smislu prevencije bolesti COVID-19 je cijepljenje.

BNT162b2 (BioNTech/Pfizer) je cjepivo formulirano kao lipidna nanocestica, sadrzi
nukleozid-modificiranu RNA koja kodira membranski S-protein. Na uzorku od 43548
ispitanika, BNT162b2 je u 95% slu€ajeva prevenirao razvoj bolesti COVID-19. Ispitanici su
primili dvije doze u razmaku od 21 dan. Ucestalost nuspojava je bila jednaka kao u kontrolnoj

skupini (74).

mRNA-1273 (Moderna) je takoder mRNA cjepivo koje sadrZi nukleozid-modificiranu
RNA koja kodira S-protein. Ispitanicima je u razmaku od 28 dana primijenjeno dvije doze
cjepiva. Prikazana je 94,1% ucinkovitost u prevenciji bolesti COVID-19 uz jednaku sigurnost

kao u ostalih cjepiva (75).

Ad26.COV2.S (Johnson&Johnson) je rekombinantno cjepivo koje sadrzi vektor humani
adenovirus tip 26. Vektor nema moguénost replikacije, ve¢ se transkripcijom 1 translacijom
gena sintetizira S-protein. Primjenom jedne doze navedenog cjepiva, razvija se 73,1%

ucinkovitost u prevenciji bolesti COVID-19 (76).

ChAdOx1 nCoV-19 (AstraZeneca) je cjepivo koje sadrzi adenovirusni vektor ¢impanze
ChAdOx1, koji nema sposobnost replikacije, medutim sadrzi gen koji kodira S-protein.

Multicentriéni RCT (engl. Randomized control trial) prikazao je ucinkovitost u prevenciji
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zaraze od 70,4% u ispitanika koji su primili dvije doze cjepiva te 64% u ispitanika koji su primili

jednu dozu cjepiva. Takoder pokazao je prihvatljiv sigurnosni profil (77).

NVX-CoV2373 (Nuvaxovid, Novavax) je cjepivo koje sadrzi rekombinantni proc¢is¢eni
S-protein virusa SARS-CoV-2. Na uzorku od 29000 ispitanika, primjenom jedne doze cjepiva

pokazana je 92,6% ucinkovitost prevencije zaraze bilo kojom varijantom od znacenja (78).

Nekoliko dana nakon cijepljenja s ChAdOx1 nCoV-19 i Ad26.COV2.S, opisani su
trombotski dogadaji u cerebralnom venskom sinusu i splanhni¢nim venama te slucajevi
trombocitopenije. S obzirom na slicnost sa sindromom HIT (engl. Heparin induced
thrombocytopenia), nazvan je VITT (engl. Vaccine-induced immune thrombocytopenia).

Lijecenje je sli¢no kao 1 za HIT (79).

Prikazano je da nekoliko mjeseci od primljene druge doze cjepiva dolazi do slabljenja
imunosti i povecanja osjetljivosti na infekciju. Stoga je uvodenje dodatne ,,booster* doze dovelo
do povecanja zaStite od zaraze. Zato su danas na snazi preporuke o primanju dodatne ,,booster

doze u prevenciji bolesti COVID-19 (80,81).

1.1.8. Prognoza

Vrijeme oporavka za bolesnike s blazim simptomima je otprilike 2 tjedna dok je kod
tezih oblika 3-6 tjedana. Kod odredenog broja osoba s laksim simptomima opaza se oporavak

ve¢ 3 dana nakon samoizolacije i bez koriStenja lijekova (82).

Prema novijim podacima, u Hrvatskoj se smrtni slucaj javlja u 390,28/100000
stanovnika, odnosno prikazana je smrtnost od 1,4% u oboljelih osoba (83). Smrt se dominantno
javlja u bolesnika s kroni¢nim bolestima 1 u starijoj populaciji. Vazno je napomenuti da su
moguce koinfekcije s virusom influenze, RSV (engl. Respiratory syncytial virus) i
rinovirusima. Koinfekcije bakterijama nisu toliko ucestale. Takve koinfekcije zna¢ajno mogu

pogorsati prognozu tih bolesnika (82).

Preko 90% djece preboli COVID-19 asimptomatski ili s lakSim simptomima. Takoder,
u djece je ucestalija pojava gastrointestinalnih simptoma u smislu proljeva (15%), mucnine,
povracanja (10%) i abdominalne boli. Kao i u odraslih, vec¢ina tezih sluc¢ajeva povezana je s
komorbiditetima. Jedna od teorija, koja objasnjava manji morbiditet i mortalitet u djece, temelji
se na vecoj pojavnosti ACE2 receptora u plu¢ima djece. Ti receptori mogu imati protektivnu
ulogu prilikom koinfekcije s RSV, buduéi da smanjuju osteenje parenhima tim virusom.

Takoder, imunoloski sustav djece je prilagoden ucestalim infekcijama s RSV tako da i to Cini
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znacajni faktor u boljoj prognozi. Stoga, moze se utvrditi da je multifaktorska etiologija bolje

prognoze u djece (84).

Progresivno pogorSanje respiratorne funkcije je glavni uzrok smrti. Prevalencija
hipoksi¢nog respiratornog zatajenja je 19%, koji znacajno raste ako bolesnik razvije ARDS.
Takvi bolesnici prosje¢no provedu 10,5 dana na mehanic¢koj ventilaciji. Prognoza takvih

bolesnika se drasticno pogorsava s danom provedenim na mehanickoj potpori (82).

1.2. Spolni hormoni

1.2.1. Fiziologija spolnih hormona

Spolni hormoni su skupina steroidnih hormona ¢ija se uloga ostvaruje vezuci se na
steroidne receptore. Medu njima razlikujemo androgene, estrogene i gestagene. U Sirem smislu
u spolne hormone ubrajamo 1 polipeptidne hormone: folikulostimulacijski (FSH) i
luteinizacijski hormon (LH). Navedene polipeptidne hormone izlucuje hipofiza uz regulaciju iz
hipotalamusa putem gonadotropin-otpustaju¢eg hormona (GnRH). Uloga spolnih hormona se
ofituje u normalnom razvoju sekundarnih spolnih oznaka, reprodukcijskih funkcija te
ocitovanje na stani¢ni metabolizam 1 druge funkcije tijela. Druga podjela je na muske i Zenske
spolne hormone. Time muski spolni hormoni obuhvacaju androgene ¢ija je uloga u razvoju
muskih sekundarnih spolnih karakteristika, dok Zenski spolni hormoni obuhvacaju estrogene 1

gestagene vazne za razvoj zenskih spolnih karakteristika (85,86).

Androgene Cine testosteron, dihidrotestosteron i1 androstendion. Sva tri hormona
izlu€uju testisi, medutim razine izluenog testosterona znacajno premasuju ostale hormone pa
ga mozemo smatrati glavnim hormonom testisa. Dihidrotestosteron dominantno nastaje
pretvorbom iz testosterona na periferiji. Androstendion u odredenoj mjeri izlu¢uje nadbubrezna
zlijezda (85). Estrogene Cine estron (E1), estradiol (E2) i estriol (E3). Estrogene dominantno
izlu€uju jajnici od kojih je estradiol najpotentniji hormon. Od gestagena, najvazniju ulogu ima
progesteron. Medutim, odreden uc¢inak postize i 17-a-hidroksiprogesteron koji se izlucuje u
manjim koli¢inama (86,88). Polipeptidni hormoni imaju vaznu ulogu u regulaciji izlu¢ivanja
spolnih hormona. Kod Zena reguliraju ovarijski ciklus 1 razvoj folikula. Iako po gradi i uzoj
klasifikaciji ne pripadaju spolnim hormonima, imaju vaznu ulogu u normalnoj spolnoj funkciji

(85,86).

Spolni hormoni ostvaruju ucinak vezu¢i se na steroidne receptore koji se nalaze

unutarstani¢no. Zbog svoje steroidne grade, nesmetano prolaze stani¢nu membranu i ulaze u
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citoplazmu. Prilikom vezanja na receptor, stvaraju kompleks koji zatim odlazi u jezgru i potice
transkripciju gena i sintezu bjelancevina. Tim putem, mijenjaju stani¢ni metabolizam i utje¢u
na rast stanica. Testosteron, poput drugih steroidnih hormona, ima odredene negenomske
ucinke za koje nije nuzna sinteza novih bjelan¢evina. FizioloSka uloga tih u¢inaka se jos treba

razjasniti (85,86).

1.2.2. Androgeni

Androgene Cine testosteron, dihidrotestosteron i androstendion. Mozemo reéi da je
testosteron odgovoran za vecéinu sekundarnih spolnih oznaka. Testosteron se stvara u
intersticijskim Leydigovim stanicama koje ¢ine 20% mase testisa odraslog musSkarca.
Leydigovih stanica ima najviSe u muSkog novorodenceta prvih nekoliko mjeseci Zivota te
poslije puberteta. Kada se izluc¢i, 97% testosterona se labavom vezom veze za albumin, dok
ostatak se ¢vrstom vezom veze za beta-globulin. Taj beta-globulin nazivamo globulin koji veze
spolne hormone. Takav cirkulira 30 minuta do nekoliko sati. Veliki dio testosterona se u
stanicama na periferiji pretvara u dihidrotestosteron pod utjecajem enzima Sa-reduktaze.
Razgradnja testosterona se odvija u jetri na androsteron i dehidroepiandrosteron te se istodobno

konjugira u glukuronide i sulfate koji se izluc¢uju putem Zuci ili bubrega (85).

Testosteron 1 FSH imaju vaznu ulogu u kontroli spermatogeneze. Taj u¢inak ostvaruju
putem Sertollijevih stanica. Testosteron je vazan pri diobi spolnih stanica dok FSH ima vaznu
ulogu u modeliranju spermatida. Testosteron i inhibin, kojeg luce Sertollijeve stanice, imaju
vaznu ulogu u regulaciji izlu€ivanja LH 1 FSH. Testosteron negativnom povratnom spregom
djeluje na LH dok inhibin na FSH. Perifernom pretvorbom iz testosterona nastaje estrogen
putem enzima aromataze koji se dominantno nalazi u masnom tkivu. Tim putem nastaje

estrogen kod muskaraca (87).

Funkcija testosterona ocituje se tijekom fetalnog razvoja pri razvoju muskih spolnih
osobina. Takoder ima ulogu na spuStanje testisa u skrotum prije rodenja. Njegov ucinak se
takoder ocituje u produbljenju glasa zbog hipertrofije glasnica te povecava i debljinu koze. Uz
navedeno, ima ulogu u razvoju muskulature 1 koStanog matriksa te potice zadrzavanje kalcija.
Takoder vaznu ulogu ima u povecanju bazalnog metabolizma i regulacije ravnoteze vode i
elektrolita. Za kraj, testosteron povecava broj eritrocita. Tim slijedom prikazana je vaznost i

funkcija testosterona (85).
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Dihidrotestosteron nastaje perifernom konverzijom iz testosterona putem Sa-reduktaze.
On se veze za receptorsku bjelancevinu u citoplazmi te odlazi u jezgru gdje potice proces
transkripcije DNA u RNA. Na taj nacin se ostvaruju genomski ucinci. Dihidrotestosteron je
snazan androgen. Androstendion se u najvecoj mjeri stvara u kori nadbubrezne zlijezde te ima
slabiji androgeni uc¢inak u odnosu na testosteron i DHT. Radi se o prekursoru u sintezi
testosterona i estrogena iz dehidroepiandrosterona. On ima veéu vaznost kod Zena te njegov

androgeni uc¢inak je vazan za pubi¢nu i aksilarnu dlakavost (85).

1.2.3. Polipeptidni hormoni

Polipeptidni hormoni su vaZzni za regulaciju izlu€ivanja spolnih hormona. GnRH je
peptidni hormon kojeg izlu€uju arkuatne jezgre hipotalamusa. Njegovo izlucivanje je pulsatilno
¢ime regulira hipofizu i izlu¢ivanje FSH i LH. Takvo pulsatilno izluc¢ivanje je u dobroj
korelaciji sa izlu¢ivanjem LH dok je izlu¢ivanje FSH manje sklono kolebanjima. Sertollijeve
stanice u musSkarca su vazne u stvaranju inhibina. FSH je vaZan u spermatogenezi dok LH ima

vaznu ulogu u stimulaciji Leydigovih stanica na proizvodnju testosterona (85).

Testosteron smanjuje izluc¢ivanje LH 1 FSH djeluju¢i direktno na hipofizu te posredno
smanjuju¢i lu¢enje GnRH. Tijekom djetinjstva hipotalamus ne luci znatne koli¢ine GnRH.
Razlog tomu je $to i najmanje lu¢enje spolnih hormona dovodi do snaznog inhibicijskog ucinka
na hipotalamicko lu¢enje. Tijekom puberteta ti inhibicijski signali viSe ne utje¢u na GnRH
mehanizmom koji jo$ nije jasan. Tada dolazi do naglog povecanja lu¢enja GnRH koji zatim
stimulira hipofizu 1 nastupa razdoblje puberteta. Regulacija lu¢enja GnRH dolazi od raznih

medijatora 1 neurotransmitera u arkuatnim jezgrama i preoptickoj jezgri hipotalamusa (85-88).

1.3. Spolni hormoni u bolesnika s COVID-19

Cest predmet istrazivanja danas, je utjecaj spolnih hormona na teZinu razvoja COVID-
19. Tako nema znacajne razlike prema spolu u ucestalosti obolijevanja od bolesti, prikazana je

povecana ucestalost tezeg oblika bolesti 1 smrti u muskaraca (89).

Unutar studije, koja je obuhvatila bolesnike u tri skupine (bolesnici s COVID-19,
bolesnici s respiratornom infekcijom drugog uzroka i kontrolna skupina), Kadihasanoglu i sur.
su prikazali znaCajne promjene razine spolnih hormona. Sukladno tome, prva skupina je imala

udio od 74,2% bolesnika sa smanjenom razinom testosterona, druga skupina 53,3% te tre¢a
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37,8% bolesnika s deficijencijom. Razina LH 1 prolaktina je bila znac¢ajno veca u bolesnika s
COVID-19 1 respiratornom infekcijom drugog uzroka nego u kontrolnoj skupini. Time je
prikazana i negativna korelacija izmedu razine testosterona i vremena hospitalizacije bolesnika
s COVID-19. Tim slijedom utvrduje se da je COVID-19 udruzen s nizom razinom testosterona
te poviSenim razinama prolaktina i LH. Niza razina testosterona je udruzena s tezim oblikom

bolesti i duljom hospitalizacijom (90).

U muskih bolesnika s teSkim oblikom COVID-19, ustanovljena je visa razina estradiola
te niza razina testosterona nego u kontrolnoj skupini. Medutim, nije pronadena statistiCki
znacajna razlika u razini spolnih hormona kod zenskih bolesnika sa teskim oblikom COVID-
19 (91). Niza razina testosterona takoder je povezana s veCom potrebom mehanicke ventilacije
1 time gorom klini¢kom slikom. Postoji negativna korelacija izmedu razine testosterona i razine

CRP-a, pH, IL-6 te d-dimera (92).

U velikoj kohortnoj studiji, Cayan i sur. su obuhvatili 221 muskog bolesnika 1 pratili
njihov ishod. Bolesnici su imali smanjenje razine testosterona od 458+ 198 ng/dl prije
infekcije, do 315+120ng/dl za vrijeme COVID-19. Od 46 bolesnika koji su bili
asimptomatski, 30 (65,2%) je imalo smanjenje libida. Uocen je hipogonadizam u 113 (51,1%)
muskih bolesnika. Takoder prikazano je da sa smanjenjem razine testosterona, dolazi do porasta

mogucénosti mortaliteta (93).

Veca ucestalost tezeg oblika bolesti 1 smrti u muskaraca moze se objasniti u¢inkom
androgena na TMPRSS2 receptor. Naime, androgeni povisuju ekspresiju TMPRSS2 receptora
1 time omogucuju vezanje S-proteina i vecu osjetljivost na infekciju sa SARS-CoV-2 (94).
Testosteron ima 1 vaznu ulogu u regulaciji imunoloSkog odgovora. Taj u¢inak se ocituje
inhibicijom NF-kB. Inhibicijom navedenog unutarstanicnog glasnika dolazi do smanjenja
produkcije IL-6 i TNF- a (95). Testosteron povisuje razinu IL-10 (96). Ti ucinci testosterona
mogu djelovati protuupalno, sprijeciti razvoj ,,citokinske oluje i objasniti vecu osjetljivost
muskaraca s hipogonadizmom na teZi oblik bolesti. Utjecaj infekcije na muSku reproduktivnu
sposobnost, tema je brojnih rasprava. Tako su Ling Ma i sur. na uzorku od 12 bolesnika
prikazali kvalitetu sjemenog uzorka. Tako je 8 bolesnika imalo normalnu kvalitetu sjemena dok
je ostatak imao promjene u morfologiji i motilitetu. Takoder utvrdili su viSu razinu LH 1 nizu

razinu testosterona u bolesnika s COVID-19 (97).

Vecu ucestalost tezeg oblika bolesti i smrtnosti u muskaraca moze se objasniti i veCom

svjesnosti Zzena o tezini COVID-19. Tako su Galasso i sur. prikazali da 59,0% Zena smatra
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COVID-19 ozbiljnim javnozdravstvenim problemom naspram 48,7% muskaraca na uzorku od
21649 ispitanika (98). Tako mozemo zakljuciti da su zene vise ukljucene u zastitu od infekcije

i mogudeg tezeg oblika bolesti. Zene imaju vidu razinu CD4+ T-pomagackih stanica (99). Na

......

Testosteron ima vaznu ulogu u inhibiciji sinteze pro-upalnih citokina IL-1p, IL-6 i TNF-
a. Takoder ima inhibicijsku ulogu na upalne adipocitokine te ostvaruje pozitivan ucinak na
protuupalni adiponektin (95,100). Budu¢i da IL-6 ima vaznu ulogu u razvoju ARDS-a, niska
razina testosterona je povezana s tezim oblikom bolesti COVID-19 (101). Adiponektin
ostvaruje protuupalni ucinak smanjujuéi pretjeranu proizvodnju citokina i time oSteenje
pluénog parenhima (102). Prema istrazivanju Rastrelli i sur. prikazano je da niZa razina
ukupnog 1 slobodnog nevezanog testosterona je povezana s poviSenim razinama LDH (engl.
Lactate dehydrogenase), feritina i1 prokalcitonina te snizenim razinama limfocita uz povisenu
razinu neutrofila. Medutim nije prikazana znacajna razlika u razini D-dimera. Takoder utvrdeno
je da snizena razina ukupnog i slobodnog testosterona je povezana s tezim oblikom ARDS-a i

prijemom u intenzivnu jedinicu skrbi (103).

Nakon infekcije sa SARS-CoV-2, dolazi do razvoja oksidativnog stresa kao posljedica
peroksidacije lipida i proteina stanicne membrane. PoviSena razina neutrofila je usko vezana s
oksidativnim stresom budu¢i da je on posljedica povecane proizvodnje slobodnih kisikovih
radikala aktivacijom neutrofila (104). Slobodni kisikovi radikali dovode do razvoja endotelne
disfunkcije, tromboze, oStecenja eritrocita te povecavaju otpustanje pro-upalnih citokina (105).
Oksidativni stres aktivacijom mitogen-aktivne protein kinaze p38 (p38MAPK) dovodi do
inhibicije sinteze testosterona mijenjaju¢i gensku ekspresiju i metabolicku aktivnost. Tako
poviSena razina slobodnih kisikovih radikala dovodi do poviSenja razine p38MAPK 1 time
znaCajne inhibicije sinteze testosterona u Leydigovim stanicama (106). S druge strane,
testosteron smanjuje oksidativni stres, smanjenjem proizvodnje kisikovih radikala iz neutrofila
1 produkata peroksidacije lipida te poti¢e aktivnost glutationa (107). Stoga moZemo reci da
niske razine testosterona povecavaju oksidativni stres koji time dodatno sniZzava razinu

testosterona vodeci u zacarani krug.

Uloga testosterona u bolesnika s COVID-19 je dvojaka. S jedne strane, testosteron ima
imunomodulacijski u¢inak snizujuéi proizvodnju proupalnih citokina te smanjujuci oksidativni
stres 1 endotelnu disfunkciju (100,107). Stoga bolesnici s hipogonadizmom razvijaju tezi oblik

bolesti (90,93). S druge strane, visoka razina testosterona moze pogorsati prognozu bolesti
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povisujuci ekspresiju TMPRSS2 receptora koji ima vaznu ulogu u vezanju S-proteina te unosu

viriona u stanicu (94).

1.4. Akutno neurolosko oStecenje u bolesnika s COVID-19

U bolesnika s teSkim oblikom COVID-19 cesto dolazi do javljanja neuroloskih
simptoma koji se oCituju u obliku glavobolje, vrtoglavice, delirija, gubitka svijesti, akutne
cerebrovaskularne bolesti, ataksije i encefalopatije (108). Delirij se definira kao akutna
promjena stanja svijesti prilikom koje dolazi do razli¢itih promjena u paznji i stupnju kognicije
(109). U odredivanju razine neuroloskog oste¢enja, Cooper 1 sur. su koristili 4 neuroloSka
biomarkera: kiseli glijalni fibrilarni protein (GFAP) koji je astrocitni marker, neurofilamentni-
laki lanac (NF-L) i tau protein (t-tau) koji su markeri aksonalnog oStec¢enja te ubikvitin
karboksi-terminalna hidrolaza .1 (UCH-L1) koja je marker neuralnog oste¢enja. U usporedbi
sa kontrolnom skupinom, bolesnici s COVID-19 su imali zna¢ajno visu razinu GFAP. Takoder
razine GFAP, NF-L 1 UCH-L1 su usko povezane s javljanjem delirija u bolesnika s teskim
oblikom COVID-19. Nije prikazana znacajna povezanost razine neuroloskih biomarkera s
parametrima tezine pluéne bolesti i razinom citokina u krvi (110). Akutno neurolosko ostecenje
je dijelom posljedica vezivanja SARS-CoV-2 na ACE2 receptore na povrSini neurona (111).
Uz navedeno, mogu¢ je ucinak smanjene oksigenacije kao posljedica kardiorespiracijskog

zatajenja (112).

19



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Glavni cilj istrazivanja je usporediti serumske razine GFAP-a izmedu bolesnika koji su
prezivjeli teski oblik COVID-19 1 bolesnika koji su preminuli od iste za vrijeme boravka u
bolnici. Nadalje, dodatni cilj je usporediti znacajke hormonskog statusa izmedu skupina.
Konacno, cilj je utvrditi postoji li povezanost izmedu serumskih razina GFAP-a te

laboratorijskih parametara i zahvacenosti plu¢nog parenhima u COVID-19 bolesnika.

Hipoteze:
1. Bolesnici koji nisu prezivjeli teski oblik COVID-19 imaju vece serumske razine
GFAP-a.
2. Bolesnici koji nisu prezivjeli teski oblik COVID-19 imat ¢e nize razine spolnih i
tireoidnih hormona te vitamina D u krvi.
3. Serumske koncentracije GFAP-a pozitivno koreliraju s Brixia zbirom.
4. Serumske koncentracije GFAP-a negativno koreliraju sa serumskim razinama

testosterona i vitamina D.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI



Ova studija je provedena u Klinickom bolnickom centru Split, na Jedinici za intenzivno
lijecenje, u razdoblju od prosinca 2021. do svibnja 2022. godine. Istrazivanje je odobreno od
strane Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split te je provedeno u skladu sa svim
etiCkim principima. Svi ispitanici su upoznati s detaljima ovog istrazivanja te su potpisali

informirani pristanak za sudjelovanje u istom.

3.1. Ispitanici i kriteriji ukljucenja/iskljuc¢enja

U istrazivanje je uklju¢eno 50 muskaraca, u dobi od 18-65 godina, koji boluju od teskog
oblika bolesti COVID-19. Prilikom prijema u Jedinici za intenzivno lijjecenje Klinickog
bolnickog centra Split, svi ispitanici su intubirani 1 postavljeni na mehanicku ventilaciju. Za
vrijeme provodenja istraZivanja, u Hrvatskoj je najzastupljenija varijanta od interesa SARS-
CoV-2 B.1.617.2 (Delta varijanta). Primjena endotrahealne intubacije se temeljila na zastiti
disnih puteva, teskoj dekompenziranoj acidozi (pH<7,2) i teskoj hipoksemiji (PaO,<50mmHg
1 Sa02<90%) unato¢ maksimalnoj neinvazivnoj potpori disanju. U istrazivanje su ukljuceni
isklju¢ivo muskarci, buduc¢i da je temeljni pristup bio odredivanje odnosa hormonskog statusa
testosterona te drugih varijabli od interesa i teSkog oblika bolesti COVID-19. Kriteriji
isklju€enja su: maligna 1 autoimuna bolest, suplementacija vitaminom D, te sr¢ano, jetreno i

bubrezno zatajenje.

3.2. KlinicKki i laboratorijski postupci

Za svakog ispitanika, anamneza 1 relevantne informacije o prosloj terapiji, su uzete iz
medicinske dokumentacije. Sve analize su radene i uzorkovane na dan prijema u Jedinicu
intenzivnog lijecenja. SaO- 1 vitalni znakovi su kontinuirano praceni od prijema. Tjelesna masa
1 visina su ustanovljene iz medicinske dokumentacije te je BMI (engl. Body mass index)
izraCunat iz navedenih vrijednosti. Odredivanje acidobaznog statusa iz arterijske krvi te ostalih
laboratorijskih parametara (broj eritrocita i leukocita, razina laktat dehidrogenaze, C-reaktivnog
proteina i d-dimera), provedena su prilikom prijema na te svakog idu¢eg dana. Odredivanje svih
laboratorijskih parametara je provedeno prema standardnoj proceduri na Klini¢kom zavodu za

laboratorijsku dijagnostiku Klini¢kog bolnickog centra Split.

Za odredivanje rizika, koriStene su razliite bodovne ljestvice. Brixia bodovna ljestvica
se koristi za stratifikaciju rizika bolesnika s teSkim oblikom bolesti COVID-19, putem 18-
bodovne ljestvice oSteCenja pluénog parenhima na temelju CT nalaza (113). Snimanje CT

nalaza je koriSteno u svih ispitanika prilikom prijema u Jedinicu za intenzivno lijecenje. SOSIC

23



bodovna ljestvica (engl. Survival of Severely Ill COVID) je formirana za odredivanje 90-
dnevnog mortaliteta na osnovu 15 parametara iz jedinice intenzivnog lijeCenja. Tako
razlikujemo SOSIC-1, SOSIC-7, SOSIC-14 ljestvice s obzirom na dan koji su uzete odredene
varijable. One sluze za odredivanje rizika progresije bolesti i smrtnog ishoda bolesnika s teskim
oblikom bolesti COVID-19 (114). Tako su varijable, za navedenu bodovnu ljestvicu,
odredivane na 1., 7. 1 14. dan od prijema. Pri odredivanju smrtnosti, koristena je SAPS II (engl.
Simplified Acute Physiology Score) bodovna ljestvica koja sadrzi 12 varijabli te 3 parametra
vezane uz bolest (115). Horowitz indeks se koristi za odredivanje plu¢ne funkcije te se racuna
kao omjer Sa021FiOz (116). U lijeCenju ispitanika su koriStene najnovije smjernice te terapijski
protokoli $to ukljucuje: kortikosteroide, antivirusne lijekove, antikoagulanse, potporu kisikom
1 suportivnu terapiju. Svi ispitanici su prac¢eni do kraja ostanka u bolnici ili razvoja smrtnog
ishoda. To ukljucuje vrijeme provedeno na Odjelu za intenzivnu medicinu te druge bolnicke

odjele.

3.3. Statisticka analiza

Svi podaci su analizirani pomoc¢u programa MedCalc (MedCalc Software, Ostend,
Belgium, verzija 20.4.1) 1 Prism 6 za Windows (verzija 6.01, GraphPad, La Jolla, CA, USA).
Kategori¢ki podaci su prikazani kao apsolutni broj (N) ili postotak (%), dok su kontinuirani
podaci prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD) ili medijan (interkvartilni
raspon). Kolmogorov-Smirnovljev test se koristio za testiranje normalnosti distribucije
kvantitativnih podataka. Pri analizi odredenih kategorickih podataka, koristeni su hi-kvadrat
(x%) i Fischerov egzaktni test. Za usporedbu podataka izmedu skupina prezivjelih i umrlih
koriSteni su Studentov t-test i Mann-Whitney U test. Pri odredivanju povezanosti skupina
podataka, koriSten je Pearsonov koeficijent korelacije. Prikazani su grafovi povezanosti zajedno
s koeficijentom korelacije r (tho) i P-vrijednoS¢u. U svim analizama, P-vrijednost manja od

0,05 je smatrana statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI



U istrazivanje je ukljuc¢eno 50 ispitanika koji boluju od teskog oblika bolesti COVID-
19. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine, s obzirom na ishod bolesti. Tako je u prvoj skupini
37 ispitanika u kojih nije nastupio smrtni ishod, dok u drugoj skupini je 13 ispitanika u kojih je
doslo do smrtnog ishoda. Utvrdena je statisticki znaCajno visa dob unutar skupine bolesnika u
kojih je nastupio smrtni ishod (P=0,037). Medutim, nema znacajne razlike izmedu skupina s
obzirom na: BMI (P=0,679), trajanje bolesti pri prijemu u bolnicu (P=0,690), trajanje bolesti
pri prijemu u jedinicu intenzivnog lijeenja (P=0,606) te duljinu hospitalizacije (P=0,195).
Takoder, pokazana je statisti¢ki znacajna razlika izmedu skupina s obzirom na: duljinu boravka
u jedinici intenzivnog lijecenja (P<0,001), vrijeme provedeno na mehanickoj ventilaciji
(P<0,001), razvoj nozokomijalne infekcije (P<0,001), arterijsku hipertenziju (P=0,010) te
Sec¢ernu bolest (P<0,001) (Tablica 1).
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Tablica 1. Prikaz demografskih i klinickih karakteristika bolesnika hospitaliziranih zbog teskog

oblika COVID-19 infekcije.

Bez smrtnog

Parametri ishoda sz.rtlilll;)h od lg::gg)o P
(n=37)
Dob (godine) 53,1477 57,9462 552+74 0,037*
BMI (kg/m>) 28,7+3.9 282427 28,5436 0,679*
Trajanje bolesti pri 9,1 42,5 8,6+3,4 8,7+2.8 0,690%
prijemu u bolnicu (dani) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Trajanje bolesti pri 11,3+323 10,5+53 11,4+3,7 0,606*
prijemu u JIL (dani)
Duljina hospitalizacije ¢35} 22 (14 -35) 17 (13 = 23) 0,195
(dani)
Duljina boravka u JIL 11,5+6,7 20,3 +8.,5 132+75 <0,001*
(dani)
Vrijeme provedeno na
mehanickoj ventilaciji 7,0+4,8 19,2 + 8,6 94+7,6 <0,001*
(dani)
NOZOkOm(EaI;‘; infekefie ¢ (4904) 10 (77%) 28 (56%) <0,001%
, /0
P Otp““?n"?;l)?’heno“ 10 (27%) 2 (15%) 12 (24%) 0,777
, /0
Aktivno pusenje (n, %) 4 (7,6%) 1 (7,7%) 5 (10%) 0,846
Arterij Slzfl h(%e”enzua 14 (26,4%) 5 (38,5%) 19 (38%) 0,010
, /0
Dijabetes mellitus (n, %) 2 (5,4%) 2 (15,4%) 4 (8%) <0,001%
Dislipidemija (n, %) 25 (68%) 12 (54%) 45 (90%) 0,554%

*Studentov t-test, TMann-Whitney U test, Fisherov egzaktni test

Kratice: BMI - Indeks tjelesne mase od engl. Body mass index, JIL- Jedinica intenzivnog
lijecenja

Unutar skupine bolesnika u kojih je nastupio smrtni ishod, utvrdena je statisticki visa
razina: laktat dehidrogenaze (P=0,034), visoko-osjetljivog Troponina I (P=0,003), SOSIC-1
(P=0,016), SOSIC-7 (P<0,001), SOSIC-14 (P<0,001) i Brixia zbira (P=0,004). Ostali
laboratorijski parametri 1 klinicki zbirovi od interesa nisu se znaCajno razlikovali medu

skupinama (Tablica 2).
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Tablica 2. Laboratorijski parametri i klini¢ki zbirovi u bolesnika uklju¢enih u istrazivanja

Bez smrtnog

Parametri ishoda Sm{;Zilgs;] od [(Ill:g(l)l)o P
(n=37)
Sa0s (%) 93,0 (90,4 —96) 94,0 (86,6 — 96,0) 91,9 (90,3 — 96,0) 0,461%*
pH (jedinice) 7,35+0,07 7,34+ 0,06 7,35 +0,07 0,469
pO:2 (kPa) 59+1,2 6,1 £0,7 58+1,1 0,507%
pCO; (kPa) 9,7+2,5 9,622 9,8+24 0,859%
HCO;™ (mmol/L) 26,6 2,4 25,7+2,1 25,724 0,6267
Hemoglobin (g/L) 134,5+ 12,0 130,9 + 12,1 133,3+ 12,1 0,393%
Trombociti 264,6+ 84,6 2173+ 87,1 254,9 + 86,7 0,095+
(x10°/L)

Leukociti (x10°/L) 10,434 9,1 +4,6 9,8+3,6 0,513%
CRP (mmol/L) 86,6 £ 56,9 85,9 £ 36,2 87,5+42,7 0,8467
LDH (umol/L) 4359 +215,6 615,1£215,7 469,2 +212,9 0,034%

D-dimeri (mg/L) 2,12 (1,53 —4,03) 3,18 (1,67 — 6,75) 2,24 (1,64 —4,29) 0,309%*
hsTnl (ng/L) 10,3 (4,9-12,7) 18,1 (9,8-31,7) 10,9 (5,2-17.,3) 0,003*

Glukoza (mmol/L) 9,7+2,5 10,6 £5,4 9,8+3,4 0,2087
Urea (mmol/L) 7,7+£22 8,6 4,6 8,1+£2,6 0,4787

Kreatinin (mmol/L) 76,8 + 14,4 82,2+274 77,7+ 19,6 0,1567

Horowitz indeks 91,1 +£30,9 84,1 +24,9 89,7 +29,7 0,4757
SAPS II 28 (26 —31,5) 31 (28 -35) 29 (26 —33) 0,156*
SOSIC -1 27,5 (21,2 -35,9) 35,3(31,8-42,9) 30,4 (22,8 -37,4) 0,016*
SOSIC -7 6,3 (3,3-26,8) 37,5(32,1 -42,4) 12,9 (3,9 -33,1) <0,001*
SOSIC -14 4,5(2,1-129) 48,7 (45,9 — 54,9) 28,1 (2,7—-48,1) <0,001*
Brixia score 12,5+3,9 13,9+2,8 12,3+3,8 0,004+

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD, broj (postotak) ili medijan (interkvartilni

raspon).

*Mann-Whitney U test, T Studentov t-test



Kratice: CRP - C-reaktivni protein, LDH - Laktat dehidrogenaza, hsTnl - Visoko-osjetljivi
troponin I od engl. High-sensitivity Troponin I, SAPS - Prema engl. Simplified Acute Physiology
Score, SOSIC - Prema engl. Survival of Severely 11l COVID

Pronadena je statisticki znacajno niza razina serumskog GFAP-a u prezivjelih u odnosu
na ispitanike koji su preminuli tijekom boravka u bolnici (27,5 + 7,2 pg/mL vs. 34,9 + 8,3
pg/mL, P=0,028) (Slika 4).
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Koncentracije GFAP-a u serumu (pg/mL)
N w
o o

PreZivjeli (n=37) Umrli (n=13)
Slika 4. Usporedba serumskih koncentracija GFAP-a izmedu bolesnika s teskim oblikom

COVID-19 koji su prezivjeli 1 bolesnika koji su umrli tijekom boravka u bolnici.

*Studentov t-test

Pronadena je pozitivna korelacija izmedu serumske razine GFAP-a i Brixia zbira u

bolesnika hospitaliziranih zbog teSkog oblika bolesti COVID-19 (r=0,481, P<0,001) (Slika 5).
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Slika 5. Korelacija izmedu serumskih koncentracija GFAP-a i Brixia zbira u bolesnika

hospitaliziranih zbog teSkog oblika COVID-19.
*Pearsonov koeficijent korelacije

Usporedbom hormonskog statusa u bolesnika koji su prezivjeli te onih koji su umrli,
utvrdena je statisticki znacajno visa razina vitamina D u prezivjelih ispitanika (40,2 + 18,6 vs
27,4 + 17,0 nmol/L, P= 0,040). Medutim nije pronadena znacajna razlika s obzirom na razine:

testosterona (P=0,623), TSH (P=0,899), fT5 (P=0,453) te fT4 (P=0,578) (Tablica 3).
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Tablica 3. Usporedba hormonskog statusa izmedu bolesnika koji su prezivjeli i bolesnika koji

su umrli tijekom boravka u bolnici.

Parametri Bez smrtnog Smrtni ishod Ukupno P*
ishoda (n=13) (n=50)
(n=37)
Testosteron 0,75 (0,43 — 0,86 (0,61 — 0,75 (0,46 — 0.623*
(nmol/L) 1,47) 1,52) 1,48) ’
0,35 (0,16 — 0,26 (0,18 — 0,31 (0,17 - «
TSH (mIU/L) 0.63) 0.61) 0.63) 0,899
fT3 (pmol/L) 2,48 £0,40 2,47+0,91 2,40 £ 0,44 0,4537
fT4 (pmol/L) 15,57 + 3,45 13,14 £3,21 15,42 + 3,32 0,5787
Vitamin D 40,2 + 18,6 27,4+ 17,0 37,7+ 18,8 0,040+
(nmol/L)

*Mann-Whitney U test, TStudentov t-test

Kratice: TSH - Tiroidni stimuliraju¢i hormon, fT3 - Slobodni trijodtironin od engl. free
triiodothyronine (T3), T4 - Slobodni tiroksin od engl. free thyroxine (T4)

Takoder, pokazana je statisticki znaCajna pozitivna korelacija izmedu serumskih
koncentracija GFAP 1 testosterona (r=-0,310, P=0,036). Medutim nije pronadena znacajna
povezanost GFAP-a s razinama C-reaktivnog proteina (P=0,713), visoko-osjetljivog Troponina
I (P=0,125), TSH (P=0,421), vitamina D (P=0,628) i SAPS-II bodovne ljestvice (P=0,064)
(Tablica 4).

Tablica 4. Korelacija izmedu serumskih koncentracija GFAP-a i1 varijabli od interesa u

bolesnika hospitaliziranih zbog teskog oblika COVID-19.

Parametri r* P
CRP (mmol/L) 0,410 0,713
hs-Tnl (ng/L) 0,463 0,125
Testosteron (nmol/L) -0,310 0,036
TSH (mIU/L) -0,125 0,421
Vitamin D (nmol/L) -0,012 0,628
SAPS-II 0,233 0,064

*Pearsonov koeficijent korelacije

Kratice: CRP - C-reaktivni protein, hsTnl - Visoko-osjetljivi troponin I od engl. high-sensitivity
Troponin I, TSH - Tiroidni stimuliraju¢i hormon, SAPS-II - Prema engl. Simplified Acute
Physiology Score
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5. RASPRAVA



U ovom istrazivanju, na ispitanicima s teSkim oblikom bolesti COVID-19, ustanovljeno
je da su bolesnici koji nisu prezivjeli bili znacajno stariji u odnosu na bolesnike koji su
prezivjeli. Casas-Deza i sur. su postigli sli¢ne rezultate, na uzorku od 61993 bolesnika, pokazali
su vecu ucestalost hospitalizacije, tezu klini¢ku sliku 1 ¢es¢i nastup smrtnog ishoda. Bolesnici
s viSom zivotnom dobi, direktno su povezani s viSim rizikom smrtnog ishoda neovisno o
prisutnosti komorbiditeta (117). Takoder, Henkens i sur. su pokazali da je dob glavna odrednica

visokog rizika mortaliteta bolesnika s teskim oblikom COVID-19 (118).

Uz zivotnu dob, u bolesnika sa smrtnim ishodom pronadeno je da su imali ve¢u duljinu
hospitalizacije u jedinici intenzivnog lijeCenja te dulje vrijeme provedeno na mehanickoj
ventilaciji. Uzrok ovoj opservaciji je ¢injenica da bolesnici koji su umrli za vrijeme boravka u
bolnici nisu imali znac¢ajno poboljSanje klinicke slike koje bi dovelo do prelaska s mehanicke
na neinvazivne oblike ventilacije. Uz to, sa svakim danom provedenim u jedinici intenzivnog
lijeenja ili na mehanickoj ventilaciji, veca je Sansa za razvoj pogubnih nozokomijalnih
infekcija. Najcesci uzrocnik je Pseudomonas Aeruginosa, aliu KBC Split u kojem je provedeno
istrazivanje, vazan uzrocnik je Acinetobacter baumannii (119). Na uzorku od 140 bolesnika,
Bardi 1 sur. su prikazali ve¢i rizik smrtnog ishoda te dulji boravak u jedinici intenzivnog
lijecenja nakon razvoja nozokomijalne infekcije (43,120). Sukladno tomu, u ovom istrazivanju
smo prikazali vec¢i broj bolesnika, unutar skupine preminulih, koji su razvili nozokomijalnu

infekciju.

Sustavni pregledni rad, na uzorku od 213 ¢lanaka na odabranu temu, je pokazao znatno
ve¢i rizik smrtnog ishoda u bolesnika s teSkim oblikom bolesti COVID-19 koji su kao
komorbiditet imali arterijsku hipertenziju (121). Podaci upuéuju na to da osobe koje boluju od
arterijske hipertenzije ili Se¢erne bolesti imaju 1 ve¢i rizik infekcije sa SARS-CoV-2, a uzroci
ove povezanosti su mnogobrojni (28). Nadalje, sustavni pregled je pokazao veci rizik smrtnog
ishoda u bolesnika s teskim oblikom COVID-19 koji su kao komorbiditet imali Secernu bolest
(122). U okviru ovog istrazivanja takoder je pronadeno da su bolesnici sa smrtnim ishodom
znacajno ¢eS¢e kao komorbiditet iamli arterijsku hipertenziju ili Secernu bolest. Takoder, 50%
osoba sa Secernom bolesti koja oboli od COVID-19 ima visu razinu glukoze nego inace te ¢esce
razvija dijabeticku ketoacidozu. Smatra se da je to posljedica direktne invazije gusterace

virusom (39,122).

Prema rezultatima ovog istrazivanja, pronadeno je da su bolesnici sa smrtnim ishodom
imali znacajno vise vrijednosti LDH u usporedbi sa skupinom bolesnika koji su prezivjeli.
Takvom prikazu u prilog govore i rezultati istraZivanja, koji pokazuju da povisene vrijednosti

33



LDH su udruzene sa Sest puta ve¢im rizikom razvoja teskog oblika bolesti COVID-19. Takoder,
visoke vrijednosti LDH su udruzene sa 16 puta ve¢im rizikom smrtnog ishoda. lako su povisene
vrijednosti LDH otkrivene kao posljedica oSte¢enja sréanog misica jo§ 1960. godine, visoke
vrijednosti mogu nastati kao posljedica multiplog oStecenja razliCitih organa i povisenja
aktivnosti glikolitickog puta. Tako infekcije mogu uzrokovati citokinima-posredovano

oStecenje organa i time otpustanje visih razina LDH (103,123).

Visoke razine hs-Tnl (engl. high-sensitivity Troponin [I) povezane su s visokim
mortalitetom bolesnika s teSkim oblikom bolesti COVID-19. Stoga troponin postaje vazan
biomarker u odredivanju prognoze i moguceg smrtnog ishoda svakog bolesnika. Troponin
predstavlja vazan biomarker sr¢anog oSte¢enja u bolesnika s COVID-19. Direktna invazija
virusa putem ACE2 receptora te u¢inak ,.citokinske oluje* dovodi do oStecenja kardiomiocita i
otpustanja troponina (31,124). U ovom istrazivanju smo pokazali zna€ajno vise razine hs-Tnl
unutar skupine preminulih nego u skupini prezivjelih. Rezultati ove studije u skladu su s
rezultatima Salvaticija 1 sur., postignutih na uzorku od 523 bolesnika. Navedeni autori su
utvrdili znacajno viSe serumske razine hs-Tnl unutar skupine bolesnika u kojih je nastupio

smrtni ishod (124).

GFAP se posljednjih godina koristi kao marker astrocitnog oSte¢enja. Visoke razine
GFAP su povezane sa ¢e$¢im javljanjem delirantnog stanja te visokim rizikom smrtnog ishoda
(110,125). Na uzorku od 50 ispitanika prikazali smo znatno vie vrijednosti GFAP unutar
skupine bolesnika u kojih je nastupio smrtni ishod. Takoder, pronadena je korelacija izmedu
serumske razine GFAP 1 bodovnog zbira Brixia ljestvice. Naime viSe serumske koncentracije
GFAP-a povezane su s ve¢im Brixia zbirom 1 time lo§ijom prognozom i ve¢im rizikom smrtnog

ishoda u bolesnika s teskim oblikom COVID-19.

Bolesnici s nizim razinama testosterona razvijaju tezu klinicku sliku i imaju ve¢i rizik
nastupa smrtnog ishoda (90-93). Podaci upuc¢uju da je razvitak teze klinicke slike i lo$ijih ishoda
posljedica imunomodulatornog ucinka testosterona, buduci da je u prisutnosti nizih razina
testosterona, otpustanje proupalnih citokina povecano, a favorizira se razvitak ,,citokinske
oluje 1 endotelne disfunkcije (100,107). S druge strane, visoke razine testosterona povisuju
ekspresiju TMPRSS2 receptora ¢ime omogucuje lakSe vezanje S-proteina na receptor i vecéu
osjetljivost na infekciju sa SARS-CoV-2, zbog cega velina autora zagovara dualnu ulogu
testosterona u COVID-19 (94). Medutim, u ovom istrazivanju nismo dobili statisticki znacajne
rezultate koji bi pokazali jasnu razliku u razini testosterona izmedu bolesnika u kojih je nastupio

smrtni ishod i bolesnika koji su prezivjeli. Medutim, u ovom istrazivanju, smo pronasli

34



negativnu korelaciju izmedu serumskih razina GFAP 1 testosterona. Uzimaju¢i u obzir
neuroprotektivne ucinke testosterona, ovakav rezultat bismo mogli objasniti ve¢im neuralnim
ostecenjem, na $to upucuje visoka koncentracija GFAP-a, u bolesnika s nizim razinama

testosterona.

U okviru ovog rada pronadene su znac¢ajno nize razine vitamina D u skupini preminulih
bolesnika u odnosu na prezivjele. Takvi rezultati su sukladni s rezultatima koje su postigli Seal
1 sur. na uzorku od 4599 americkih veterana. Navedeni autori su pokazali da je razina 25(OH)D
obrnuto proporcionalno povezana s duljinom hospitalizacije i1 visinom rizika smrtnog ishoda
(126). Takoder, Borsche i sur. su prikazali da je vitamin D prediktor ishoda, a ne samo
nuspojava COVID-19. Primjerice, u navedenoj studiji smrtnost je bila niza u bolesnika u kojih
su razine serumskog 25(OH)D3 bile vece od 50 ng/mL (125 nmol/L). Vitamin D, osim uloge u
normalnoj funkciji skeletnog sustava, ima vaznu ulogu u ishodu mnogih infektivnih i
autoimunih bolesti. Veliki stupanj upalnog odgovora i time razvoj respiratornog zatajenja su u
uskoj svezi s razinom vitamina D. Na primjer, utvrdeno je da je razina vitamina D od 125
nmol/L povezana s najveéim stupnjem inhibicije razvoja nekontroliranog upalnog odgovora
(127). Uz to, Campi i sur. su pokazali da je razina 25(OH)D obrnuto proporcionalna razini IL-
6, vaznog proupalnog citokina koji predstavlja jednu od terapijskih meta u COVID-19 (63,128).
Time se razina vitamina D dovodi u usku vezu s upalnim parametrima i ja¢inom upalnog
odgovora. Stoga, niske razine vitamina D su povezane s ve¢im rizikom infekcije te razvojem

progresivnog respiratornog zatajenja uz visoki rizik smrtnog ishoda (128).

OgraniCenje ovog istraZivanja je mali uzorak ispitanika (N=50), stoga se rezultati ne
mogu primijeniti na sve bolesnike s teSkim oblikom bolesti COVID-19, ve¢ su potrebna dodatna

istraZivanja.
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6. ZAKLJUCCI



Bolesnici koji nisu prezivjeli teski oblik bolesti COVID-19 imaju vece serumske
koncentracije GFAP-a u usporedbi s bolesnicima koji su prezivjeli.

Nije pronadena znacajna razlika u razinama spolnih hormona izmedu skupine bolesnika
s 1 bez smrtnog ishoda, dok su pronadene znacajno manje koncentracije vitamina D u
skupini bolesnika sa smrtnim ishodom.

Serumska koncentracija GFAP-a pozitivno korelira s Brixia zbirom.

Serumska koncentracija GFAP-a negativho korelira sa serumskom razinom

testosterona, dok s vitaminom D nije utvrdena povezanost.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Glavni cilj istrazivanja je usporediti serumske razine GFAP-a izmedu
bolesnika koji su prezivjeli teski oblik COVID-19 i bolesnika koji su preminuli od iste za
vrijeme boravka u bolnici. Nadalje, dodatni cilj je usporediti znacajke hormonskog statusa
izmedu skupina. Konac¢no, cilj je utvrditi postoji li povezanost izmedu serumskih razina GFAP-

a te laboratorijskih parametara i zahvacenosti plu¢nog parenhima u COVID-19 bolesnika.

Ispitanici i postupci: Istrazivanje je provedeno u Klinickom bolnickom centru Split, u Jedinici
intenzivnog lijeCenja (JIL), u razdoblju od prosinca 2021. do svibnja 2022. godine. U
istrazivanje je uklju¢eno 50 muskaraca, u dobi od 18-65 godina, koji boluju od teskog oblika
bolesti COVID-19. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine. U prvoj skupini su bolesnici bez
smrtnog ishoda (n=37), dok u drugoj skupini su oni u kojih je nastupio smrtni ishod (n=13).
Odredivanje svih laboratorijskih parametara je provedeno prema standardnoj proceduri na
Odjelu za laboratorijsku medicinu Klinickog bolnickog centra Split. Sva uzorkovanja su

izvrSena na dan prijema u JIL.

Rezultati: Utvrdena je statisti¢ki znaCajno niZa razina serumskog GFAP-a u preZivjelih u
odnosu na ispitanike koji su preminuli tijekom boravka u bolnici (27,5 + 7,2 pg/mL vs. 34,9 +
8,3 pg/mL, P=0,028). Usporedbom hormonskog statusa, utvrdena je statisticki znacajno visa
razina vitamina D u prezivjelih ispitanika (40,2 = 18,6 vs 27,4 £ 17,0 nmol/L, P= 0,040). Nije
pronadena znacajna razlika u razinama spolnih hormona izmedu skupine bolesnika s i bez
smrtnog ishoda. Odredena je statisticki znafajna pozitivna korelacija izmedu serumskih
koncentracija GFAP 1 testosterona (r=-0,310, P=0,036). Takoder, pronadena je pozitivna

korelacija izmedu serumske razine GFAP-a i Brixia zbira (r=0,481, P<0,001).

Zakljudci: Nase istrazivanje je pokazalo da su vece serumske koncentracije GFAP unutar
skupine bolesnika u kojih je nastupio smrtni ishod. Nije pronadena znacajna razlika u razini
spolnih hormona, dok je razina vitamina D znacajno niZa unutar skupine bolesnika u kojih je
nastupio smrtni ishod. Serumska koncentracija GFAP pozitivno korelira s Brixia zbirom te

negativno korelira sa serumskom razinom testosterona.
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Serum concentrations of glial fibrillar acid protein and hormonal status

of sex hormones in male patients with severe form of COVID-19

Objectives: The main aim of the study is to compare the serum levels of GFAP between
patients with a severe form of COVID-19 in whom the fatal outcome occurred and patients who
survived. Also, an additional goal was to determine the characteristics of the hormonal status
between the mentioned groups. In addition to the above, the goal was to determine the
relationship between serum GFAP levels, laboratory parameters and lung parenchyma

involvement with COVID-19.

Subjects and procedures: The research was conducted at the University Hospital of Split, in
the Intensive Care Unit (ICU), in the period from December 2021 to May 2022. The study
included 50 men, aged 18-65, who suffer from a severe form of COVID-19. The respondents
were divided into two groups. The first group includes patients without a fatal outcome (n=37),
while the second group includes those with a fatal outcome (n=13). The determination of all
laboratory parameters was carried out according to the standard procedure at the Department of
Laboratory Medicine of the University Hospital of Split. All samplings were performed on the
day of admission to the ICU.

Results: A statistically significantly lower level of serum GFAP was found in survivors
compared to subjects who died during hospital stay (27.5 £ 7.2 pg/mL vs. 34.9 + 8.3 pg/mL, P
=0.028). Comparing the hormonal status, a statistically significantly higher level of vitamin D
was found in the surviving subjects (40.2 £ 18.6 vs 27.4 + 17.0 nmol/L, P= 0.040). No
significant difference was found in sex hormone levels between the group of patients with and
without a fatal outcome. A statistically significant positive correlation was determined between
serum concentrations of GFAP and testosterone (r=-0.310, P=0.036). Also, a positive

correlation was found between serum GFAP level and Brixia score (r=0.481, P<0.001).

Conclusions: Our research has shown that higher serum concentrations of GFAP were found
in the group of patients who had a fatal outcome. No significant difference was found in the
level of sex hormones, while the level of vitamin D was significantly lower in the group of
patients who died. The serum concentration of GFAP positively correlates with the Brixia score

and negatively correlates with the serum level of testosterone.
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