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POPIS OZNAKA I KRATICA (po pojavljivanju)

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

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

syndrome coronavirus 2)

MERS Bliskoisto¢ni respiratorni sindrom (engl. Middle East Respiratory Syndrome)
ACE2 Angiotenzin konvertiraju¢i enzim tip 2 (engl. Angiotensin-converting enzyme 2)
NF-kB Nuklearni faktor kapa B, transkripcijski faktor (engl. Nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells)

TNF-a Cimbenik nekroze tumora alfa (engl. Tumor necrosis factor-alpha)

ARDS Akutni respiratorni distres sindrom (engl. Acute respiratory distress syndrome)
JIL Jedinica intenzivnog lijecenja

PCR Lancana reakcija polimerizacije (engl. Polymerase chain reaction)

GDF-15 Faktor diferencijacije rasta hormona 15 (engl. Growth/Differentiaton factor 15)
TGFP Transformacijski faktor rasta beta (engl. Transforming growth factor beta)

PTSP Posttraumatski stresni poremecaj

RSV Respiratorni sincicijski virus (engl. Respiratory syncytial virus)

HFNC Nosna kanila visokog protoka (engl. high flow nasal canula)

NIV Neinvazivna ventilacija (engl. non-invasive ventilation)

NIPPV Neinvazivna ventilacija s pozitivnim tlakom (engl. noninvasive positive-pressure

ventilation)

CPAP Kontinuirani pozitivni tlak (engl. Continuous positive airway pressure)
BiPAP Dvofazni pozitivni tlak (engl. Biphasic Positive Airway Pressure)
IPAP Pozitivni inspiratorni tlak (engl. Inspiratory Positive Airway Pressure)
EPAP Pozitivni ekspiratorni tlak (engl. Expiratory Positive Airway Pressure)
PEEP Pozitivni tlak na kraju ekspirija (engl. Positive end-expiratory pressure)

FDA Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Ameri¢kih DrZzava (engl. Food and Drug

Administration)
GFAP Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein (engl. Glial Fibrillary acidic protein)
UCH-L1 Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza (engl. Ubiquitin C-terminal hydrolase LI)

GCS Glasgow koma skala (engl. Glasgow coma scale)



NIHSS Ljestvica mozdanog udara Nacionalnog instituta za zdravlje (engl. National Institute
of Health Stroke Scale)

CMIA Kemiluminiscentna imunokemijska metoda (engl. Chemiluminescent Microparticle
Immuno Assay)

ICDSC Bodovna ljestvica za procjenu delirija (engl. Intensive Care Delirium Screening
Checklist)

HHA Hipotalamicko-hipofizno-adrenalna osovina

GnRH Gonadotropin-oslobadaju¢i hormon

TMPRSS2 Enzim transmembranske proteaze serin 2 (engl. Transmembrane protease serine 2
enzyme)

ITM Indeks tjelesne mase



1. UVOD



1.1. Koronavirusna bolest 2019.

Pojavivsi se u Wuhanu u Kini krajem 2019. godine, koronavirusna bolest 2019.
(COVID-19), tada jo$ nepoznata zarazna bolest u kratko vrijeme ujedinila je cijelu svjetsku
znanstvenu zajednicu u potrazi za rjeSenjem. Zbog katastrofalnih posljedica i ekstremno brzog
Sirenja bolesti, ve¢ u ozujku sljede¢e godine Svjetska zdravstvena organizacija proglaSava
globalnu pandemiju, s ¢ime ova bolest postaje najveéi javnozdravstveni svjetski problem od

pandemije gripe 1918. godine (1).

1.1.1. Etiologija

Coronavirus je pozitivni, jednolan¢ani RNK virus iz obitelji Coronaviridae. Sam naziv
duguje svom izgledu poput krune, vidljivu elektronskim mikroskopom (lat. corona — kruna).
Podobitelj kojoj pripada je Orthocoronavirinae a se ista dijeli u Cetiri roda: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Deltacoronavirus, Gammacoronavirus. lako su domacini razliciti, ovi virusi
Cesto prelaze s vrste na vrstu te uzrokuju razli¢ite bolesti. U ljudi je do sada izolirano i dokazano
sedam virusa iz ove mnogobrojne obitelji. Do posljednje globalne pandemije, daleko
najpoznatiji predstavnici bili su SARS-CoV i MERS (2).

SARS-CoV-2, uzro¢nik COVID-19, novi je ¢lan roda Betacoronavirus. Iako samo
podrijetlo virusa jo$ uvijek nije razjaSnjeno, jedna od teorija koja se trenutno zastupa je da se
radi o prijenosu sa zivotinje (3, 4). Kao svi virusi, jedna od glavnih odlika SARS-CoV-2 je
njegova sklonost mutacijama. Takoder, za vrijeme pandemije istaknulo se pet varijanti virusa
sa znac¢ajnom infektivnoscu i smrtnoscu:

- Alpha: potvrdena u Ujedinjenom Kraljevstvu krajem 2020. godine nakon
sekvencioniranja genoma uzoraka bolesnika pozitivnih na SARS-CoV-2 (5),

- Beta: potvrdena u Juznoj Africi u listopadu 2020., te se definira kao drugi val COVID-
19 infekcije (6),

- Gamma: identificirana u Brazilu u prosincu 2020. godine, sa prvim zabiljeZenim
slu¢ajevima u SAD-u u sije¢nju 2021. godine (7),

- Delta: iako prvi put zabiljeZena u Indiji krajem 2020. godine, ova varijanta virusa je
uzrokovala veliku stopu smrtnosti u Indiji u travnju 2021. godine. U SAD-u su prvi
slucajevi identificirani u oZujku 2021. godine. Posebnost Delta varijante je njeno brzo
globalno Sirenje ¢ime je izazvala velik interes 1 zabrinutost Svjetske zdravstvene

organizacije (8),



- Omicron: prvi put identificirana u Juznoj Africi u studenom 2021. godine, Omicron
varijanta izazvala je poseban interes zbog svoje sklonosti mutacijama. Dokazano je
preko 30 mutacija na proteinima virusa te infektivnost skoro tri puta veca od Delta

varijante (9-11).

1.1.2. Prijenos

Primarni nacin prijenosa virusa je kapljicnim putem (kihanje, kasljanje, govor) i bliskim
kontaktom sa zarazenim osobama (12). Ono S§to je izrazito bitno je da osobe koje prenose virus
ne moraju imati simptome; one mogu biti asimptomatske ili presimtomatske. IstraZivanja su
pokazala kako virus moze prezivjeti 1 na povrSinama, kao Sto su na primjer plastika ili
nehrdajuci Celik, ¢ak i do 72 sata (13). Razli¢ite studije pokazale su povezanost prijenosa virusa
fekooralnim putem, ali i vertikalnim prijenosom s majke na dijete (14, 15). Iako su oba ova
prijenosa moguca, u oba slucaja se radi o zanemarivom postotku.

Vremenski period inkubacije za COVID-19 je u rasponu od dva do Cetrnaest dana.
Mnogi bolesnici su asimptomatski prijenosnici, zbog cega je sve do nedavno bila nuzna

izolacija svih kontakata zarazenih bolesnika (16).

1.1.3. Epidemiologija

COVID-19 pojavila se u prosincu 2019. godine u gradu Wuhan u Kini. U vrlo kratkom
vremenskom razdoblju dolazi do globalnog Sirenja virusa te Svjetska zdravstvena organizacija
ve¢ u ozujku sljedece godine proglasava globalnu pandemiju (17). Prema trenutnim podacima,
ukupno je zabiljeZzeno skoro sedam milijuna smrtnih slucajeva, $to je, za usporedbu, gotovo
dvostruko viSe od broja stanovnika Republike Hrvatske.

Iako je bolest dokazana u svim dobnim skupinama, kao posebno ugrozene skupine koje
razvijaju teze posljedice bolesti pokazali su se bolesnici stariji od 60 godina te bolesnici s
razli¢itim komorbiditetima (kardiovaskularne bolesti, dijabetes, debljina, onkoloski bolesnici,
kroni¢ne plu¢ne bolesti, pusaci). Stokes i suradnici su pokazali kako navedeni bolesnici ¢ak Sest
puta ¢eS¢e zahtijevaju bolnicku skrb (18). Takoder, studije su pokazale kako su muskarci
podlozniji razvijanju teZih oblika bolesti te da je smrtnost u muskaraca ve¢a u odnosu na Zene

(19).



1.1.4. Patogeneza

Radi se o jednolancanom RNK virusu sa pozitivnom uzvojnicom. Virus se sastoji od
nekoliko proteina od kojih je za samu infekciju najvazniji protein S. Radi se o Siljastom proteinu
(S kao spike, engl. siljak) koji je odgovoran za vezanje na stanicu domacina, to¢nije za receptor
enzima koji konvertira angiotenzin tipa 2 (engl. Angiotensin-converting enzyme 2, ACE2) te
putem njega ulazi u stanice domacina (20). Prije vezanja na receptor, dolazi do cijepanja samog
S proteina na dvije podjedinice (S1 1 S2) (21). S1 omogucava virusu vezivanje na ACE2
receptor, dok S2 dovodi do prodora virusa unutar stanice domacina (22, 23). Prilikom ulaska u
stanicu, uz pomo¢ niza proteina dolazi do stvaranja autofagolizosoma koji prenose virusni
materijal unutar stanice, potom do raspadanja samog autofagolizosoma, oslobadanja virusa te
zapoCinjanja procesa replikacije. Nakon repliciranja virusa unutar stanice, isti se putem
egzocitoze otpusta u organizam, te dolazi do daljnjeg Sirenja virusa (24). Osim izlaska iz

stanice, SARS-CoV-2 izaziva i apoptozu stanica (25).

Iako je primarno mjesto ulaska virusa tkivo epitel respiracijskog sustava (tocnije
pneumociti tipa 2), ACE2 receptor se nalazi u brojnim drugim ogranima (srcu, mozgu,
bubrezima, testisima, posteljici, krvnim zilama i crijevima) (26-29) . Samim time, SARS-CoV-
2 ulaziu sve gore navedene organe i organske sustave, Sto za posljedicu ima diseminaciju virusa
i sistemsku infekciju.

Virus dovodi do apoptoze stanica, Sto uzrokuje kaskadni imunoloSki odgovor
organizma. Pri ulasku SARS-CoV-2 u stanicu dolazi do aktivacije NF-«kB, koji pokrece
proizvodnju i lu¢enje brojnih faktora, kao Sto su TNF-a, interleukini 1, 6 i 8, te time dolazi do
pokretanja imunoloSkog odgovora (30, 31). Imunoloski odgovor nije jedina specifi¢nost
COVID-19. Naime, aktivacija imunoloskog sustava je nuzan odgovor organizma na vanjski
podrazaj, medutim, S1 protein je povezan s povecanim lu¢enjem upalnih faktora i njihovim
daljnjim pretjeranim odgovorom, Sto dovodi do razvoja citokinske oluje, ozljede stanice i
narusavanja njenog integriteta (32, 33). Samim time, dolazi do pretjeranog izlu¢ivanja upalnih
faktora u cirkulaciju i posljedi¢no u ostale organske sustave, Sto dovodi do sustavnog upalnog
odgovora. Osim navedenih faktora upale, u plazmi bolesnika s COVID-19 zabiljeZen je porast
1 drugih citokina, kao Sto su interleukin 4, 10 1 18 (34, 35).

Gledaju¢i iskljucivo pluéno tkivo, nekoliko je mehanizama zbog kojih dolazi do ozljede.
Na stani¢noj razini dolazi po pretjeranog upalnog odgovora i lu¢enja proupalnih citokina. Iako
pneumociti tip II ¢ine svega 5% u ukupnom postotku epitelnih stanica alveola, zbog svog

fosfolipidnog omotaca sudjeluju u proizvodnji prekursora za pluéni surfaktant i mati¢nih
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stanica koje su prekursori pneumocita tip I (36). Pneumociti tip I su kljucni za izmjenu plinova
u pluénome tkivu (37). Zbog vezanja SARS-CoV-2 virusa na ACE2 receptor koji se
dominantno nalazi na pneumocitima tipa II, dolazi do ozljede ovih stanica, te posljedi¢no
smanjene proizvodnje surfaktanta i pneumocita tipa I, s ¢ime dolazi do poveéanja povrSinske
napetosti ali i do poremecaja u izmjeni plinova (38, 39).

Nadalje, za daljnje razumijevanje ozljede plué¢a potrebno je naglasniti vaznost ozljede
drugog klju¢nog sustava. Zbog toga S$to se ACE2 receptori nalaze i na stanicama krvnih Zila,
ove strukture prijeko potrebne za funkcioniranje cijelog organizma, tako i pluca, ostecuju se
¢ime dolazi do pojave drugih komplikacija u respiracijskom sustavu. Naime, zdravi vaskularni
endotel sadrzi prirodne pro 1 antikoagulacijske faktore, ¢ija svojstva odrzavaju kako integritet
same krvne zile, tako 1 normalnu cirkulaciju u organizmu. Prodorom virusa u endotel
vaskularnih struktura, dolazi do lu¢enja proupalnih citokina, oksidativnog stresa 1 naruSavanja
balansa izmedu pro i antikoagulacijskih faktora, Sto za posljedicu ima ozljedu krvne Zile,
sklonost zgruSavanju te hipoperfuziju okolnog tkiva (40-42). U plu¢nom tkivu zbog navedenih
ozljeda vaskularnih struktura, osim hipoperfuzije, dolazi i do embolijskih incidenata, edema
tkiva te u konac¢nici do konsolidacije plu¢nog tkiva, zbog kojeg dolazi do poremecaja odnosa
ventilacije 1 perfuzije, povecanja mrtvog prostora i hipoksije (43).

Zbog prisutnosti ACE2 receptora u drugim organima u tijelu, COVID-19 nije iskljuc¢ivo
respiratorna bolest. S obzirom da se u bubrezima ACE2 receptori nalaze u kanalnom sustavu,
studije su pokazale da se SARS-CoV-2 moze izravno vezati za ove strukture krucijalne za
funkcionalnost bubreznog sustava. Virus potom dovodi do oste¢enja kanalia, propadanja
njihovih stanica te glomerulopatije, a u nekim slucajevima i do akutnog bubreznog zatajenja,

koje je uglavnom povezano s multiorganskim zatajenjem (44, 45).

U kardiovaskularnom sustavu oSte¢enje se dogada na nekoliko razina. Do oStecenja
vaskularnih struktura dolazi izravno zbog vezanja virusa na stanice endotela i njihovog
unitenja, te zbog citokinske oluje uzrokovane pretjeranim upalnim odgovorom. Sto se ti¢e
miokarda, nekoliko studija je opisalo mogucnost oste¢enja miokarda izravno infekcijom, Sto
dovodi do miokarditisa (46). Druga teorija je razvijanje akutnog koronarnog sindroma, zbog
zahvacenih krvnih Zila i njihove tromboze, takoder uzrokovane gore opisanim mehanizmom.
Nadalje, bitno je napomenuti kako zbog poremecaja bubreznog sustava dolazi do elektrolitskog
disbalansa (prvenstveno kalija) koji moZe biti okida¢ za aritmije (47-49).

Patogeneza oSte¢enja neuroloskog sustava SARS-CoV-2 infekcijom moze se objasniti

dvojakim uc¢inkom virusa na sustav. Naime, potrebno je razlikovati dvije bitne znacajke samog



virusa: neurotropnost i neuroinvazinost (50). Neurotropnost virusa se moze objasniti s
pronalaskom samog virusa u olfaktornom Zivcu (51). Studije koje su analizirale tkiva dobivena
post mortem, dokazale su pojavu virusa na olfaktornoj sluznici, samom olfaktornom Zzivcu, ali
i u dubokim mozdanim strukturama kao $to su produzena mozdina i ganglion trigeminalnog
zivca (52). Ovi pronalasci govore u prilog tome da virus moZe uzrokovati neuroloske
manifestacije direktnim prodorom u sredi$nji ziv€ani sustav. Druga bitna znaajka je
neuroinvazivnost (53). Ozljeda vaskularnih struktura SARS-CoV-2 ima posljedice u ¢itavom
organizmu, a iznimka nije ni srediSnji Ziv€ani sustav. Naime, invazijom vaskularnih struktura
u podrucju mozga, dolazi do narusavanja krvno-mozdane barijere 1 samim time, omogucen je
prodir ne samo virusu u duboke mozdane strukture, ve¢ 1 migriraju¢im leukocitima i brojim
drugim upalnim stanicama 1 faktorima koji za posljedicu imaju daljnje oStecenje mozdanih
struktura, uzrokuju¢i brojne neuroloske manifestacije 1 komplikacije (54-56). Studije su
pokazale kako vezanje virusa na ACE2 receptor koji se nalazi na krvnoj Zili dovodi do
povecanja intraluminalnog tlaka koji uzrokuje rupturu krvne zile i mozdano krvarenje (57).
Nadalje, SARS-CoV-2 uzrokuje niz koagulacijskih poremecaja, te su moguca dva zapravo
suprotna dogadaja; zbog trombocitopenije dolazi do pojave krvarenja intracerebralno, a zbog
hiperkoagulacije do pojave tromboze u krvnim zilama te posljedi¢no ishemijskih incidenata
(58, 59).

S obzirom na visoku pojavnost ACE2 receptora na epitelu gastrointestinalnog sustava,
ovaj organski sustav je takoder znacajno pogoden SARS-CoV-2 infekcijom. Lamers i suradnici
su na in vitro modelima istrazivali prijenos virusa te pokazali kako se infekcija prenosi brzo sa
stanice na stanicu, Sto za posljedicu ima stimulaciju gena za proizvodnju citokina 1 interferona
(60). Ova studija je u skladu s ostalim istrazivanjima koje su pokazale kako zarazene stanice
gastroenteroloskog sustava podlijezu ne samo promjenama u smislu izlu¢ivanja upalnih faktora,
ve¢ 1 strukturalnim izmjenama (61). Naime, mikroskopski preparati bioptiranih stanica
bolesnika s COVID-19 pokazali su blagu dilataciju u podrucju kripti stanica debelog crijeva, te
zvjezdoliki prikaz epitelnih stanica s gomilanjem jezgri, dok su stanice uzete iz podrucja
dvanaesnika pokazale o€uvanu arhitekturu ali sa mjestimi¢nim mrljastim krvarenjima (61, 62).
Medutim, iako su promjene opisane i dokazane u stanicama gastroenteroloskog sustava,
pretpostavlja se kako je simptomatologija povezana s infekcijom SARS-CoV-2 prvenstveno
sekundarna pojava zbog pojave upalnih citokina, ozljeda malih vaskularnih struktura i
hiperkoagulabilnosti (63). Naime, zbog tromboze malih krvnih Zila dolazi do ishemijskih

promjena u crijevima i ozljede epitelnih stanica (64). U gusteraci, posebice u bolesnika s



dijabetesom, zbog ekspresije ACE2 receptora u 3 stanicama, SARS-CoV-2 moze dovesti do

apoptoze ovih stanica te posljedi¢no upale i pogorsanja inzulinske rezistencije (65).

1.1.5. Kliniéka slika

Iako je primarno mjesto ulaska virusa respiracijski sustav, samim time je ocekivano
kako ¢e se klinicke manifestacije prvenstveno prezentirati s respiracijskim simptomima.
Medutim, za bolje razumijevanje problematike, bolesnike je moguce podijeliti u nekoliko
skupina s obzirom na razvijenost klinicke slike:

- Asimptomatska: bolesnici bez klinickih manifestacija,

- Blaga: simptomi se mogu podijeliti u tipicne (poviSena temperatura, suhi kasalj,
grlobolja, kihanje, glavobolja, anosmija, bol u miSi¢ima) 1 atipine (mucnina,
povracanje, proljev, bol u abdomenu),

- Umjerena: bolesnici se prezentiraju s pneumonijom, povisenom temperaturom i suhim
kasljem, te se simptomi mogu potvrditi radioloSkom dijagnostikom, medutim zasi¢enost
krvi kisikom ne pada ispod 94% na sobnom zraku,

- Teska: bolesnici se prezentiraju s dispnejom (frekvencija disanja je preko 30 respiracija
u minuti), hipoksijom, proljevom, povra¢anjem i mu¢ninom, zasi¢enost krvi kisikom je
ispod 94%,

- Kiriti¢na: tahidispneja, bol u prsiStu, progresivno pogorsanje opéeg stanja s razvijanjem
komplikacija kao Sto su aritmije i ozljede miokarda, respiracijski urusaj s razvojem
akutnog respiracijskog sindroma i zatajenja, akutno zatajenje bubrega, rabdomioliza,
encefalopatija, septicki Sok te u konac¢nici multiorgansko zatajenje (66).

Osim ucestalih simptoma infektivne bolesti, kao §to su grlobolja, poviSena temperatura,
mijalgija, umor i sli¢no, jedan simptom se prometnuo kao gotovo patognomonican za COVID-
19. Anosmija (gubitak osjeta njuha) ili smanjena osjetljivost na mirise pokazala se kao prvi, a
ponekad 1 jedini simptom COVID-19 (67). Iako se radi o prolaznom gubitku njuha, u nekim
slu¢ajevima anosmija perzistira kroz nekoliko tjedana, pa ¢ak i mjeseci (68). Brojne studije iz
2020. godine pokazale su ucestalost ovog simptoma, posebice na podrucju Europe, Bliskog
Istoka 1 Sjeverne Amerike (69, 70). Meta-analiza van Barthelda 1 suradnika iz 2020. godine
koja je ukljucila 104 studije sa ukupno 38198 bolesnika pokazala je kako je ukupna prevalencija
anosmije ¢ak 43%. Nadalje, u istrazivanje je bilo ukljuceno utjecaj dobi, spola i rase. Pokazali
su da postoji razlika izmedu bijelaca i azijata, gdje se pretpostavlja kako zbog varijacije i

polimorfizma gena za ACE?2 receptor, populacije kod kojih je izrazen ve¢i afinitet ACE2
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receptora za vezanje virusa ¢eS¢e razvijaju anosmiju, $to su u ovom sluc¢aju bijelci u kojih je
prevalencija anosmije bila tri puta veéa (71). Medutim, iako sve varijante virusa koriste isti
receptor za vezanje na stanicu domacina, pokazalo se kako ipak postoje razlike u ucestalosti
pojave anosmije u razli¢itim vremenskim razdobljima. Naime, najveca prevalencija anosmije
biljezila se u razdoblju od ozujka 2020. pa sve do srpnja 2021. godine (72). To vremensko
razdoblje odgovara drugom valu pandemije, kada su dominantne varijante bile Alpha i Delta.
S obzirom na ucestalu pojavnost anosmije, taj simptom je postao gotovo krucijalan za
distinkciju 1 izolaciju rizi€nih Siritelja bolesti s gotovo nikakvom simptomatologijom. Takoder,
studije su pokazale kako su varijante virusa s mutacijom D614G imale najvecu prevalenciju
anosmije (73). Medutim, iako je i Omicron varijanta takoder imala ovu mutaciju, zanimljivo je
kako je u razdoblju kada je Omicron bio dominantan, anosmija postala gotovo rijedak simptom.
Jedno od objasnjenja koje se trenutno nudi je da Omicron ima nizu stopu vezanja na epitel
olfaktornog sustava, ¢cime zapravo ne dolazi do dovoljno jake upalne reakcije epitela i oStecenja
stanica koje bi za posljedicu imalo pojavu anosmije (72).

Osim anosmije, neke od najceS¢ih klini€kih manifestacija COVID-19 su poviSena
temperatura, kaSalj, zaduha, proljev, glavobolja 1 mijalgija (18, 74). Od neuroloskih
manifestacija osim glavobolje i ve¢ spomenute anosmije, zabiljezeni su i poremecaji svijesti,
encefalopatija, epilepti¢ni i neepilepti¢ni napadi, koma, vaskularni incidenti kao $to su ishemije
1 krvarenja, te razne polineuropatije perifernih Zivaca, medu njima najces¢e Guillain-Barré
sindrom (75-78).

S obzirom na pojavnost samog virusa u razli¢itim organskim sustavima, klinicka slika
moze varirati. Ono S§to je bitno istaknuti kao najtezu klinicku sliku COVID-19 je akutni
respiratorni distres sindrom (ARDS) (79). ARDS se razvija kao posljedica obostrane upale
pluca, viSestrukog oSte¢enja i edema pluénog parenhima zbog infiltracije istog upalnim
stanicama i proteinima upale. Prezentira se kao teska hipoksemija, sa omjerom parcijalnog tlaka
kisika u arterijskog krvi naspram frakcije udahnutog kisika (P/F omjer) <300, tahipneja s
frekvencijom disanja >30, te zasi¢enost krvi kisikom <92%. Tzotzos i suradnici su pokazali
kako medu hospitaliziranim bolesnicima s COVID-19 tre¢ina (33%) razvije ARDS, Cetvrtina
(26%) zahtjeva lijecenje u JIL-u, 16% zavrsi na mehanickoj ventilaciji a 16% ima smrtni ishod.

Od bolesnika u JIL-u, ¢ak 75% razvije ARDS (80).



1.1.6. Dijagnostika

U punom jeku pandemije, svaka se respiracijska infekcija smatrala COVID-19 dok se
ne bi dokazalo suprotno. Ponekad je na osnovu klini¢ke prezentacije bilo moguée zakljuciti da
se radi o bolesti, posebice za vrijeme dominantnih varijanti sa simptomima kao $to je anosmija.
Medutim, za pravu potvrdu bolesti potrebno je imati pozitivan PCR test. Polimerazna lan¢ana
reakcija (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je visoko osjetljiva, visoko specifi¢na metoda
kojom se male koli¢ine DNK mogu umnoZiti u veliki broj istih kopija. S obzirom na relativno
jednostavnu upotrebu, ova metoda postala je zlatni standard dijagnostike SARS-CoV-2
infekcije (81). Nacin na koji se dobiva uzorak DNK je nazofaringealni ili orofaringealni bris.
Ono S$to je nedostatak ove dijagnosticke metode je skup uredaj za ocitavanje, nuznost
educiranog osoblja za obavljanje 1 tumacenje pretrage te je sami postupak uzimanja brisa
podlozan ljudskoj pogresci. Takoder, proces obrade traje od Cetiri do osam sati te se pokazalo
kako je visok postotak lazno negativnih rezultata, te je isti, u korelaciji s klinickom slikom,
ponekad potrebno ponavljati. Dva seroloska testa koja se koriste za detekciju virusa su brzi
antigenski test te test na protutijela. Antigenski test je relativno jeftin, jednostavan za rukovanje
te u svega 15 minuta pokaze rezultate na maloj ploCici s jednostavnim indikatorom koji
promjeni boju. Njegov nedostatak je takoder ljudski faktor, gdje, ako bolesnik sam radi taj isti
test kod kuce, moguce je manipulirati s tehnikom uzimanja brisa (82). Test na protutijela mjeri
razine IgG i IgM protutijela u serumu iz uzoraka krvi, te se na taj nacin moze diferencirati radi
li se o akutnoj infekciji ili pak preboljenoj bolesti (83).

Osim dijagnostickih metoda koje detektiraju pojavnost virusa u organizmu, bitno je
naglasiti radioloSke metode koje u korelaciji s klinickom slikom, mogu govoriti u prilog bolesti.
Brojne studije govore u prilog tome kako slikovne dijagnostike, kao $to su RTG i CT prsista,
mogu diferencirati COVID-19 od nekih drugih oblika pneumonije, posebice RTG, zbog
ekonomicnosti, Siroke dostupnosti i sve visSe mobilnih uredaja koji na jednostavan na¢in mogu
do¢i u bolesni¢ku sobu. Naime, ono §to se primijetilo je kako kod infekcije SARS-CoV-2,
odnosno razvijene COVID-19 pneumonije, dolazi do konsolidacije pluénog parenhima koje se
na slikovnim metodama prezentira sa slikom ,,mlije¢nog stakla“ (84, 85).

Kroz cijelu pandemiju traZilo se neko laboratorijsko rjeSenje koje bi govorilo u prilog
prognosti¢kim ishodima COVID-19. Standardne laboratorijske pretrage, kao Sto su C-reaktivni
protein, laktat dehidrogenaza, koagulacijski parametri ali i stanice kao §to su trombociti,
leukociti i limfociti, iako ne odreduju klinicki smjer bolesti, jasno govore o trenutnom stanju

bolesnika 1 kakav je odgovor na terapiju. Osim standardnih pretraga, nekoliko se biomarkera
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istrazivalo s ciljem pronalaska prognostickog markera COVID-19. Jedan od istrazivanih je i
katestatin, svestrani pleomorfni peptid s brojnim imunomodulatornim svojstvima (86).
Takoder, brojne studije su pokazale kako je GDF-15, ¢lan superobitelji TGF-f, snazan prediktor
negativnog ishoda bolesnika s COVID-19, gdje se dogada znacajan porast ovog biomarkera u
serumu bolesnika kao odgovor na ozljedu tkiva (87). Nadalje, neki vitamini su se takoder
istrazivali u COVID-19, u nadi kako ¢e se naéi korelacija ili s prognozom ishoda, ili kao
eventualna terapija. Medu njima je na veliko istrazivan vitamin D, te su brojne studije pokazale
kako bolesnici s COVID-19 imaju nedostatak vitamina D, ali i njegovu potencijalnu zastitnu

ulogu od teskih 1 kriti¢nih oblika COVID-19 (88).

1.1.7. Komplikacije

Osim izrazito visoke stope smrtnosti, ono $to je bitno naglasiti za ovu infektoloSku
bolest su njene brojne komplikacije, koje ostavljaju dugoro¢ne posljedice na svakodnevni zivot
1 zdravlje bolesnika. Iako je patofiziolos§ki mehanizam dugoroc¢nih posljedica za sada nepoznat,
trenutna teorija objasnjava te posljedice kao rezultat ozljede tkiva uzrokovane virusom, ali i
upalnim odgovorom organizma na virus (89). Nacionalni Institut za Zdravlje i Izvrsnost Skrbi
Ujedinjenog Kraljevstva utvrdilo je smjernice koje definiraju sljedece: akutni COVID-19, koji
obuhvaca simptome COVID-19 do cetiri tjedna, zatim produljeni simptomatski COVID-19,
koji obuhvaca simptome od cetiri do dvanaest tjedana, te post-COVID-19 sindrom, koji
obuhvac¢a simptome koji se razvijaju tijekom ili nakon akutne faze bolesti, traju duze od

dvanaest tjedana, te se ne mogu objasniti niti potvrditi niti jednom drugom dijagnozom (90).

S obzirom da se radi o dominantno plu¢noj bolesti, dugoro¢ne posljedice koje se
najcesce ofekuju su vezane za ovaj organski sustav. Neke od njih su zaduha, fibroza, ovisnost
o kisiku (bilo o oksigenatoru ili o respiratoru) te promjene u funkcionalnosti plu¢nog tkiva koje
se prezentiraju izmijenjenim vrijednostima spirometrije i drugih funkcionalnih pluénih testova.
Neke studije su pokazale kako zaduha moze perzistirati dva mjeseca nakon preboljene bolesti

u do ¢ak 50% bolesnika (91-93).

Kardiovaskularne komplikacije se takoder javljaju relativno ¢esto, posebice u bolesnika
koji su zbog oblika bolesti zahtijevali bolni¢ko lije¢enje. Prema studiji Carfi i suradnika, cak
21% bolesnika se zalilo na bol u prsiStu 60 dana nakon otpusta iz bolnice (91). Takoder,
zabiljeZena je pojava tahikardija, miokarditisa te strukturalnih promjena koje je moguce utvrditi
EKG-om i ultrazvukom srca, kao §to je hipertrofija sr€anog miSica (94). Nadalje, znacajne

komplikacije su i posljedica hiperkoagulabilnog stanja (koje se javlja zbog disfunkcije malih
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krvnih zila ali i zbog upalnih citokina) koje se prezentiraju kao razne arterijske i venske
tromboze, vaskulitisi 1 vaskulopatije (95-97).

Kao jedan od glavnih fokusa ovog rada, neizostavno je osvrnuti se detaljnije na
neuroloske posljedice COVID-19. Dvojak uc¢inak virusa (neurotropnost i neuroinvazivnost)
uzrokuje brojne neuroloske manifestacije u akutnoj bolesti, ali takoder, moze uzrokovati brojne
kratkoro¢ne i dugoro¢ne posljedice. Same neuroloske manifestacije se mogu podijeliti u dvije
kategorije; psihijatrijske - nesanica, zbunjenost, anksioznost, PTSP, depresija, zlouporaba
narkotika, neuroza, psihoza; i neuroloske - ishemijski mozdani udar, intrakranijalna krvarenja,
epilepticni 1 neepilepti¢ni napadi, encefalopatija, encefalitis, periferne manifestacije kao Sto je
Guillain-Barré sindrom i mijalgija (98-100). Ono Sto je takoder bitno spomenuti mogucu
povezanost COVID-19 i demencije, odnosno parkinsonizma. lako jo§ nema utvrdene veze
izmedu ova dva entiteta, moguce je za pretpostaviti kako bi u bolesnika koji su imali zabiljeZzene
neuroloSke manifestacije, posebice encefalopatiju, dugoro¢no moglo do¢i do razvoja demencije
1 slicnih stanja (101). Medutim, u ovom trenutku se jo$ radi o spekulacijama, s obzirom na
dugoroCnost 1 sporo razvijanje ovakvih stanja. Pojava Guillain-Barré sindroma je neurolosSka
komplikacija istraZivana u bolestima uzrokovanih razli¢itim patogenima, a COVID-19 nije
iznimka. U dostupnoj literaturi, radi se uglavnom o prikazima slucaja bolesnika i preglednim
¢lancima (78, 102). Iako sami mehanizam nastanka nije u potpunosti razjasnjen, nekoliko je
teorija koje objaSnjavaju pojavu ovog fenomena. Jedna od njih je neodgovarajuci
imunomodulatorni odgovor organizma na virus. Ova teorija se objasnjava pojavom razli¢itih
antitijela u serumu bolesnika ali i ¢injenicom kako, prema nekim studijama, ¢ak 77,66%
bolesnika uspjesno reagira na terapiju imunoglobulinima i plazmaferezom (78).

Iako se ne radi o direktnoj komplikaciji, pojava sekundarnih infekcija u bolesnika s
COVID-19 je ozbiljan problem, posebice u bolesnika hospitaliziranih u jedinicama intenzivnog
lijecenja (103). U skupinu sekundarnih infekcija spadaju i ko-infekcije (u trenutku aktivne
COVID-19 bolesti) ali i superinfekcije (nakon aktivne bolesti). Musuuza i suradnici su u meta-
analizi u kojoj su obradivani ¢lanci objavljeni od pocetka pandemije do 2021. godine kako je
19% bolesnika imalo ko-infekciju a 24% superinfekciju. Nadalje, u bolesnika lijeCenih u
jedinicama intenzivnog lije¢enja, ova meta-analiza je pokazala kako je ko-infekcija dokazana
u 16% bolesnika, a superinfekcija u ¢ak 41% bolesnika. Najces¢i uzro€nici ko-infekcija su bili
virusi, a superinfekcija bakterije. Kod ko-infekcija najéescée prijavljeni virusi su bili Influenza
tip A, tip B 1 RSV, naj¢es¢i bakterijski uzro¢nici bili su Klebsiella pneumoniae, Streptococcus

pneumoniae i Staphylococcus aureus a od gljivi¢nih uzroénika se radilo o Aspergillusu. Sto se
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tice superinfekcija, od virusa je to bio Rhinovirus, od bakterija Acinetobacter spp,
Pseudomonas 1 E. coli dok od gljivica se radilo o Candida sp. Ono $to se moze zakljuciti je da
su bolesnici u jedinicama intenzivnog lije¢enja podlozniji sekundarnim infekcijama, Sto se
moze objasniti s mehanickom ventilacijom ali i rezidentnim uzro¢nicima koji se ¢esto nalaze u
jedinicama intenzivnog lijecenja, te su takvim infekcijama posebno podlozni dugolezeci
imunokompromitirani bolesnici. Ono $to je takoder ova meta-analiza pokazala je da su
sekundarne infekcije povezane s loSijim ishodom, prvenstveno s viSom stopom mortaliteta
(104).

1.1.8. Lijecenje

Na samom pocetku pandemije zbog nepoznanice o kakvom se virusu uopce radi,
lijecenje je bilo limitirano te uglavnom simptomatsko i eksperimentalno. Zbog potrebe za
brzom prilagodbom i pronalaskom konkretnog lijeka ali i na¢ina suzbijanja Sirenja virusa, veliki
broj farmaceutskih tvrtki se fokusirao na ovaj problem. Do proizvodnje cjepiva, sprjecavanje
Sirenja virusa je bilo ograniceno na isklju¢ivo higijensko-epidemioloSke mjere. LijeCenje je
uglavnom bilo usmjereno na borbu sa simptomima i komplikacijama.

S obzirom na uglavnom respiratornu simptomatologiju gdje su zaduha i hipoksija jedni
od glavnih, oksigenoterapija je bila vode¢i nacin borbe protiv COVID-19. Ovisno o klinickoj
slici, koriSteni su razli¢iti modaliteti oksigenoterapije, a neka osnovna podjela je na neinvazivnu
1 invazivnu terapiju. Kod nekih jednostavnijih oblika bolesti, gdje zasi¢enost krvi kisikom ne
pada ispod 92% (osim bolesnika s kroni¢nom opstruktivnom pluénom bolesti, kada se tolerira
do 88%), najcesce se radilo o masci sa spremnikom, nosnim kanilama ili Venturijevoj masci.
Ukoliko bi doslo do progresije simptoma ili ne bi bilo odgovaraju¢eg odgovora na terapiju,
primjenjivali bi se drugi modaliteti neinvazivne ventilacije kao §to su nosne kanile visokog
protoka (engl. high flow nasal cannula, HFNC), neinvazivna ventilacija (engl. noninvasive
ventilation, NIV) te neinvazivna ventilacija s pozitivnim tlakom (engl. noninvasive positive-
pressure ventilation, NIPPV) (105, 106). NajceS¢e koriSteni modaliteti neinvazivne ventilacije
s pozitivnim tlakom su modalitet s kontinuiranim pozitivnim tlakom (engl. continuous positive
airway pressure, CPAP) 1 modalitet s dvofaznim pozitivnim tlakom (engl. bilevel positive
airway pressure, BIPAP). Ono §to je bitno za ove modalitete ventilacije je da pruZaju potporu
disanju bolesnika, gdje se omjer kisika u smjesi sa zrakom zadaje postavkama te se stvara
zatvorena petlja. CPAP se koristi u bolesnika koji diSu spontano ali nedostatno, s nekim
zadanim tlakom (naj¢es¢e od 3 do 20 cmH20) kroz cijeli respiracijski ciklus (udah i izdah).

CPAP utjece na smanjenje hipoksije kroz alveolarni rekrutment, popravljaju¢i ventilacijsko-
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perfuzijski odnos i popustljivost pluca. Za razliku od CPAP-a, BiPAP koristi dva razlicita tlaka;
inspiratorni (IPAP), koji se isporucuje putem respiratora za vrijeme udaha, te ekspiratorni
(EPAP), koji se isporucuje za vrijeme izdaha. EPAP je zapravo ekvivalentan pozitivnom tlaku
na kraju izdaha (PEEP) koji se svakodnevno koristi u anesteziji. BIPAP je mod ventilacije koji
se Cesto koristi u kroni¢nim opstruktivnim pluénim bolestima, te se pokazalo kako u COVID-
19 bolesnika s pluénim komorbiditetima moze znacajno utjecati na poboljSanje disanja.
Takoder, BiPAP se kod COVID-19 pokazao kao bolji izbor kod respiracijske acidoze, pretilosti
1 zamora diSne muskulature (107).

U bolesnika kod kojih nije bilo uspjeSnog odgovora na neinvazivne metode diSne
potpore, posebice kod teskih i kriticnih bolesnika s razvijenim zatajenjem pluca, mehanic¢ka
ventilacija je jedini izbor. MehaniCka ventilacija je zlatni standard u jedinicama intenzivnog
lijeCenja, posebno u teskih 1 Zivotno ugrozenih bolesnika, zatim poslijeoperacijski gdje je
preporuka produZena sedacija, te nakon kardiopulmonalnih reanimacija (108). Brojne su studije
istrazivale mehanic¢ku ventilaciju u COVID-19, kako utjeCe na dinamiku bolesti, vrijeme kada
bolesnika prikljuciti na respirator, ali 1 0 postavkama ventilacije koje ¢e osigurati najoptimalnije
rezultate za bolesnika (109). Na samom pocetku pandemije, s obzirom na nepoznatu
patofiziologiju bolesti 1 mehanizme nastanka pluéne ozljede, bolesnici s COVID-19 su se
gledali kroz prizmu klasicnog ARDS-a, te se lijeCenje baziralo na lijeCenju prema smjernicama
za ARDS. Medutim, kako je pandemija napredovala, sve je vise bolesnika zahtijevalo
mehanic¢ku potporu disanju, samim time se nametnula i potreba za daljnjim istrazivanjem i
pronalaskom adekvatnog mehanizma lijeCenja. Kod ARDS-a uzrokovanog drugom
etiologijom, ozljeda pluca (koje se procjenjuje po Berlinskoj definiciji) je proporcionalna tezini
bolesti, odnosno razini plu¢nog edema i1 ukupno manjem pluénom volumenu koji sudjeluje u
izmjeni plinova (110). U COVID-19 ozljeda pluca je zbroj raznih kompleksnih patofizioloskih
mehanizama o kojima je ve¢ bilo govora. Pretjerani upalni odgovor, ozljeda vaskularnih
struktura, promjene na stani¢noj osnovi zbog disregulacije ACE2, samo su neki od faktora koji
sudjeluju u plu¢noj ozljedi, te sama procjena razine iste nije istovjetna procjeni kod ARDS-a
druge etiologije. Samim time, neke promjene u ventilaciji tih bolesnika su bile nuzne za
uspjesan terapijski odgovor (111).

Kada je rije¢ o teskim oblicima COVID-19, neizostavno je spomenuti pronacijski
poloZaj. PoloZaj na prsima se pokazao kao dobar pokusSaj za smanjenje hipoksemije ne samo u
bolesnika na mehanickoj ventilaciji, ve¢ i u budnih bolesnika sa odrzanim spontanim disanjem.

PatofizioloSka osnova kojom se objasnjava uspjesnost ovog polozaja je rektrutment pluénog
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tkiva, povecanje nezavisne pluéne mase (u supinacijskom polozaju ¢ak je 60% tkiva ovisno o
polozaju, dok je u pronacijskom 40%, §to znaci da je viSe pluéne mase dostupno za izmjenu
plinova), smanjenje rigiditeta prsnog kosa zbog ¢ega dolazi do smanjenja mrtvog prostora, ¢ime
je veca povrsina pluénog tkiva dostupna za izmjenu plinova. Svi ovi mehanizmi zapravo govore
u prilog tome da se pronacijskim polozajem ukupno povecava pluéno tkivo dostupno za
izmjenu plinova, §to je od krucijalne vaznosti kod pluénog tkiva s razvijenom COVID-19
pneumonijom (112, 113).

Na samom pocetku pandemije, izbor medikamentozne terapije je bio ogranicen
uglavnom na simptomatsko lije¢enje COVID-19. S obzirom na infektoloSko podrijetlo bolesti,
istrazivanja su bila usmjerena na pronalazak antiviralnih lijekova i cjepiva, dok se istovremeno
ispitivalo uspjeSnost lije¢enja poznatim 1 dostupnim lijekovima. Takoder, radi se o bolesti s
jakim upalnim imunoloskim odgovorom, te se koriStenjem raznih kombinacija protuupalnih 1
imunomodulatornih lijekova pokusalo posti¢i terapijski odgovor. Od imunomodulatornih
lijekova na prvom mjestu su kortikosteroidi (114). Velika randomizirana studija pokazala je
kako je upotreba deksametazona rezultirala smanjenjem smrtnosti u razdoblju od 28 dana u
(115). Od ostalih imunomodulatornih lijekova koji se koriste u imunoloSkim bolestima pokusao
se posti¢i valjani terapijski odgovor. Medutim, neki od njih su kroz pandemiju pokazali kako
nemaju znacajniji utjecaj na ishod lijeCenja, kao $to su interferon-p-1a, anakinra (antagonist
interleukina 1), tocilizumab, sarilumab, baricitinib, ruxolitinib i tofacitinib (116, 117). Nekoliko
randomiziranih kontroliranih studija je radeno u nadi kako ¢e neki od navedenih lijekova biti
kljuan za imunomodulatorni odgovor kod COVID-19, medutim (iako su neke studije joS u
tijeku) dosada nisu zapaZeni znac¢ajniji rezultati.

Od antiviralnih lijekova nekoliko se prometnulo u obecavajuce agente za prevenciju ili
lije¢enje COVID-19; remdesivir, antivirotik Sirokog spektra odobren je od strane FDA za
klinicku upotrebu u djece 1 odraslih za lije€enje bolnickih blagih 1 umjerenih COVID-19
bolesnika (118). Medutim, studije su pokazale kako remdesivir nema znaCajan utjecaj na
smanjenje smrtnosti, potrebu za mehanickom ventilacijom ili duzinu boravka u bolnici,
posljednji medu njima Cochraneov sustavni pregledni ¢lanak (119). Iako, Gottlieb i suradnici
su u randomiziranoj studiji radenoj na 562 bolesnika pokazali kako trodnevna upotreba
Remdesivira moZe smanjiti potrebu za hospitalizacijom za ¢ak 87% u odnosu na placebo (120).
Ono Sto je takoder bitno napomenuti je da postoje lijekovi za koje ne postoje nikakve klinicke

indikacije za upotrebu protiv COVID-19, ali zbog snaznog javnog odgovora i, reciprocno
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protivljenja struke, u nekim trenutcima prometnuli su se kao ¢udotvorni lijek protiv COVID-
19. Jedan od takvih lijekova je 1 ivermektin, antiparazitni lijek za kojeg je jedna in vitro studija
pokazala da sprjecava replikaciju SARS-CoV-2 u organizmu. Medutim, Cochraneov sustav
pregledni ¢lanak koji ukljucuje 14 studija s ukupno 1678 bolesnika pokazao je kako nijedna
studija nije dokazala u€inkovitost ivermektina u lijecenju COVID-19 (121).

U virusnim bolestima koje izazivaju imunosni odgovor organizma lijecCenje se usmjerilo
na specifi¢na protutijela kako bi se neutralizirali antigeni samog virusa. S obzirom da SARS-
CoV-2 izaziva snazan imunosni odgovor, specifi¢na protutijela su se takoder nametnula kao
predmet istrazivanja. Jedan od pristupa lijeCenju je terapija plazmom bolesnika koji su se
oporavili od COVID-19, gdje su studije procijenile kako je potrebno uzeti plazmu od tri
bolesnika koji su se oporavili, kako bi koli¢ina protutijela za lijeCenje akutnih bolesnika bila
dovoljna. Ova istrazivanja su uglavnom provedena na manjim skupinama bolesnika ali su sve
pokazale uspjeSne rezultate u terapiji plazmom u kombinaciji s imunoglobulinima. Meta-
analiza objavljena u ozujku ove godine ukljucila je ukupno 13 studija, od kojih je samo jedna
bila randomizirano kontrolirano istrazivanje, pokazala je kako lije¢enje plazmom bilo povezano
s ukupnim smanjenjem mortaliteta, medutim, i1 dalje se radi o prili¢no limitiranim podacima
(122).

Prijelomni trenutak u pandemiji se moZe smatrati pojava prvog cjepiva. Od tada je
postalo moguce ne samo zastiti populaciju standardnim higijensko-epidemioloskim mjerama,
ve¢ sustavnim procjepljivanjem dovesti do kraja pandemije. Prema dostupnim podacima, do
2022. godine za istrazivanje je odobreno 334, a u klinickoj fazi ispitivanja je bilo 140 cjepiva
(123). Od odobrenih cjepiva dostupnih za prodaju neki od njih su dobro poznati, kao §to su
vektorska cjepiva i inaktivna komponenta virusa. Medutim, ono §to je izazvalo najvecu
pozornost ne samo znanstvene zajednice ve¢ i javnosti opcenito su RNA cjepiva. Virusni
vektori su se uglavnom koristili u genskoj terapiji, ali posljednjih 25 godina se koriste u razvoju
cjepiva. Dosada su to uglavnom bila cjepiva za adenoviruse, herpes viruse, alfaviruse, ali 1 za
ospice i variolu. Prednosti ovakvih cjepiva su dugotrajna imunost, medutim kod virusa koji
imaju veliku sklonost mutacijama, moZe do¢i do mutacija kod same proizvodnje cjepiva. Za
COVID-19 najpoznatija vektorska cjepiva su Sputnik V i Janssen, posebno zbog toga Sto se
primjenjuje samo jedna doza, te Oxford AstraZeneca, gdje se primjenjuju dvije doze (123-127).

Cjepiva koja koriste genetski materijal, kao §to su RNA 1 DNA cjepiva, izazivaju
poseban interes iz viSe razloga. RNA molekule su u opticaju kao razvojne i terapijske molekule

preko 20 godina. Medutim, koriStenje mRNA kao cjepiva dugo nije bilo razmatrano kao opcija
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zbog preosjetljvosti materijala na razgradnju. Nakon dugogodi$njih ispitivanja, danas je
dostupno nekoliko mRNA cjepiva za infektivne uzroc¢nike bolesti, kao §to su Zika virus,
cytomegalovirus, parainfluenza virus, influenza virus, pa ¢ak i za neke karcinome (128).
Prednost ovakvih je cjepiva je jednostavna i brza proizvodnja (129). Temeljni princip mRNA
cjepiva je isporuka prijepisa gena koji kodira ciljani antigen. Sinteza RNA moze odmah
zapoceti na istoj platformi ¢im sekvenca koja kodira antigen postane dostupna, a proces se moze
lako skalirati i bez stanica, zahtijevaju¢i minimalnu promjenu platforme tijekom formulacije i
proizvodnje mRNA. Takoder, mRNA je sigurniji vektor od DNA jer se radi o prijepisu manje
sekvence, i ne interferira s genomom domacina (130). Nedostatci ovakvog cjepiva su
osiguravanje uvjeta za cuvanje 1 prijenos. Za ocuvanje integriteta mRNA cjepiva potrebne su
izrazito niske temperature, ¢ime je otezan transport u zemlje u toplijim krajevima i
neadekvatnim spremiStima (131, 132). Medutim, testiranja su pokazala kako COVID-19
mRNA cjepiva ostaju stabilna do 24 sata na sobnoj temperaturi. NajceS¢e koriStena mRNA
cjepiva su proizvodi Pfizera i Moderne, a oba sadrze sekvencu cijelog proteina S SARS-CoV-
2 (133).

1.2. Biomarkeri moZdane ozljede

Prema FDA, biomarkeri se definiraju kao ,,objektivni indikatori normalnih bioloskih
procesa, patoloSkih procesa, odgovor na izlaganje raznim intervencijama, ukljucujuéi i
terapijske* (134). Mjerenje vrijednosti biomarkera se moze izvesti razliCitim molekularnim,
radioloskim 1 histoloskim metodama. Njihova vrijednost moZze biti indikator razli¢itih dogadaja
1 prema tome oni mogu biti dijagnosticki, prognosticki ili prediktivni ¢imbenici. Genetski
biomarkeri se koriste za procjenu rizika razvijanja odredenih nasljednih bolesti (135).

Biomarkeri mozdane ozljede su heterogena skupina biomarkera ¢ija se varijabilnost
ocituje kroz njihovu klinicku implikaciju. Razli¢iti biomarkeri mozdane ozljede u klinic¢koj
praksi sluze kao dijagnosticki ili prognosticki ¢imbenici razli¢itih stanja koji dovode do
moZdane ozljede, bili oni traumatski ili netraumatski. Ve¢ina ovih biomarkera se uglavnom
nalazi i koristi za analizu iz tjelesnih tekuéina, kao $to su krv, serum, cerebrospinalni likvor, a
u novije vrijeme 1 iz sline, posebice zbog neinvazivnog nacina dobivanja uzorka za analizu. Za

ovu disertaciju su klju¢na dva biomarkera, a to su GFAP i UCH-LI1.
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1.2.1. Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein (GFAP)

Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein (engl. glial fibrillary acid protein, GFAP) je
intermedijarni filament dug 8-9 nm pronaden gotovo iskljucivo u zrelim astrocitima srediSnjeg
Zivéanog sustava (SZS), nemijeliziranim Schwannovim stanicama, fibroznim traécima
perifernih zivaca te u glijalnim stanicama crijevnog zivéanog sustava. Astrociti su najbrojnija
skupina stanica u mozdanom tkivu, te je njihova funkcija dvojaka; strukturalna - osiguravaju¢i
potporu tkivu, i funkcionalna - recikliraju¢i neurotransmitere poput glutamata koji je nuzan za
uredno funkcioniranje neurona (136). Takoder, ta strukturalna uloga je krucijalna za odrzavanje
i funkcionalnost krvno-moZzdane barijere.

Kao glavni protein astrocita, GFAP je krucijalan za ulogu astrocita. Prvi put ga je
izolirao i opisao dr. Eng 1969. g, te je od tada postao predmet brojnih istrazivanja (137). Kao i
u astrocitima SZS, GFAP u glijalnim stanicama crijevnog Zivéanog sustava ima potpornu ulogu
subepitelnim glijalnim stanicama koje su nuzne za neuromodulatornu funkciju ovog sustava,
kao Sto su mobilnost crijeva i sekrecija (138). Za GFAP postoji samo jedan gen na 17
kromosomu. Dosada je nadeno ukupno 10 izoformnih varijanti, od kojih je najdominantniji
GFAP-a koji se nalazi u mozgu 1 kraljezni¢noj mozdini dok GFAP-B najprisutniji u
nemijeliziranim Schwannovim stanicama. Mutacija gena za GFAP uzrokuje autosomno
dominantno nasljednu Alexanderovu bolest, karakteriziranu patoloskim nakupljanjem
proteinskih depozita koji se nazivaju Rosenthalova vlakna (136). Medutim, ono Sto je
specificno je kako se uglavnom u vecini slucajeva radi o slucajnim mutacijama gena. Ono Sto
je takoder zanimljivo je kako se osim mutiranih varijanti GFAP, neke izoformne varijante se
nakupljaju u podrucju piramidalnih neurona hipokampusa u bolesnika s Downovim

sindromom.

Kod ozljeda mozdanog tkiva dolazi do procesa ,reaktivne astroglioze®, odnosno
stani¢ne hipertrofije 1 proliferacije (137). Zbog stani¢ne hipertrofije dolazi do povecanja u
veli¢ini ali i ekspresiji proteina. S obzirom da je mozdana ozljeda kompleksan patofizioloski
proces zbog kojeg dolazi do upale i1 posljedicne aktivacije upalnog odgovora, astrociti
proliferiraju u oSteceno podrucje s ciljem odrzavanja tkivnog integriteta, Sto za posljedicu ima
povisene razine GFAP-a (139). Iako je moZdana trauma uglavnom povezana s ozljedom i smrti
neurona, s obzirom na to da glavninu stanica u mozdanom tkivu ¢ine upravo astrociti,
pretpostavlja se kako su i oni podloZzni promjenama (kako mehanickim tako i kemijskim) u
sklopu mozdane traume te da upravo te promjene za posljedicu imaju niz neurodegenerativnih

poremecaja (140). Kod studija provedenih na animalnim modelima je pokazano kako se
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patoloske promjene nakon akutnih neurotrauma u mozgu i kraljeznickoj mozdini odvijaju
upravo u glijalnim stanicama (141). Osim akutnih mozdanih trauma, ovakva nakupljanja
GFAP-a su zabiljezena i kod Parkinsonove bolesti, gdje su posljedice rezultat dugoro¢nih
promjena mozdanog tkiva (142).

Klini¢ke implikacije ovog proteina su brojne. Studije su pokazale kako kod akutnog
ishemijskog mozdanog udara takoder dolazi do astroglioze, samim time do porasta
koncentracije GFAP-a, a zbog narusavanja krvno-mozdane barijere, povisene vrijednosti ovog
biomarkera se mogu pratiti u serumu i cerebrospinalnom likvoru (135). Opservacijska studija
iz 2021. godine pratila je razine GFAP-a u bolesnika s akutnim ishemijskim mozdanim udarom.
Bolesnici su na osnovu Ljestvica mozdanog udara Nacionalnog instituta za zdravlje (engl.
NIHSS, National Institutes of Health Stroke Scale) bili podjeljeni u tri skupine; blagi, umjereni
1 teski neuroloski deficit. Rezultati ove studije su pokazali snaznu pozitivnu korelaciju izmedu
razina GFAP-a 1 razvijenosti neuroloSkog deficita (143). Ova i sli¢ne studije govore u prilog
tome kako mjerenje razina GFAP-a moze sluziti kao dijagnosticki ali 1 prognosticki kriterij.
Ono $to je takoder zanimljivo je da kod hemoragijskih mozdanih udara zbog direktno narusene
krvno-moZzdane barijere razine ovog proteina rastu ve¢ unutar 2 do 6 sati od trenutka ozljede,
dok kod ishemijskih mozdanih udara povisene razine GFAP-a ¢e se zabiljeziti nakon 8 sati, s
vrhuncem nakon 48-72 sata (144). To se objaSnjava s dulje odrzanim integritetom krvno-
mozdane barijere kod ishemijskog mozdanog udara, gdje nekroza oste¢enih mozdanih stanica
nastupa otprilike 6 do 12 sati od zaepljenja krvne Zile. Hansen i suradnici su u studiji iz 2019.
godine istrazivali razine GFAP-a u 36 novorodencadi s kongenitalnim sr¢anim greskama koje
zahtjevaju kirursko lijeCenje. Rezultati njihove studije su pokazale kako je GFAP bio povisen
u skoro 50% operiranih bolesnika te da je taj rezultat povezan s mozdanom oksigenacijom,
odnosno svi bolesnici koji su imali poviseni GFAP imali su nizu mozdanu oksigenaciju za
vrijeme operacije (145). Ovakva studija ima veliki budu¢i potencijal u dugoro¢nom pracenju
operiranih bolesnika te eventualnih posljedica u bolesnika s poviSenim razinama GFAP-a.
Meta-analiza iz 2021. godine promatrala je rezultate studija koje su mjerile razine GFAP-a u
bolesnika s multiplom sklerozom. U analizu je bilo uklju€eno 11 klinickih studija te ukupno
960 bolesnika, gdje su rezultati pokazali kako ukupno 503 bolesnika s mulitplom sklerozom
ima poviSene razine GFAP-a u cerebrospinalnom likvoru u odnosu za kontrole. Takoder, vise
razine ovog biomarkera su zabiljeZene u bolesnika s progresivnom bolesti nego u bolesnika s

relapsima bolesti, ¢ime se GFAP moze biti izrazito koristan kao marker progresije bolesti (146).
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1.2.2. Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1 (UCH-L1)

Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1 (engl. ubiquitin carboxy-terminal hydrolase
L1, UCH-L1) je jedan od najzastupljenijih proteina u neuronima mozga. Sastoji se od svega
223 aminokiseline, a procjenjuje se kako ¢ini 1-5% u ukupnom postotku neuronalnih proteina.
Radi se o globularnom proteinu koji sadrzi ocuvanu kataliticku domenu superobitelji peptidaze
C12 s vrlo kratkim N- i C-terminalnim produzecima. 3D struktura UCH-L1 se opisuje kao dva
reznja sastavljena od a uzvojnica koje okruzuju hidrofobnu jezgru sastavljenu od B lanca (147).
In vitro studije su pokazale da uklanjanje svega nekoliko aminokiselina moze destabilizirati
cijelu strukturu proteina ¢ime dolazi do odmotavanja uzvojnica i izlaganja hidrofobne jezgre.
Uklanjanje 11 aminokiselina s N-produZetka dovodi do gubitka afiniteta za ubikvitin ¢ime
dolazi do gubitka formacije samog proteina (148-150). Na stani¢noj razini ovaj protein
pokazuje jednolicno bojanje u citoplazmi u neuronima cijelog mozga (151). Osim u mozgu,
UCH-L1 se rijetko nalazi u zdravim tkivima. U malim koli¢inama se ovaj protein nalazi u
gonadama te u fibroblastima za vrijeme cijeljenja rana. Ono §to je zanimljivo je kako se UCH-
L1 moze nalaziti u stanicama karcinoma, kao Sto su karcinom gusterace, karcinom prostate te
invazivni karcinom dojke (152-154). Takoder, prisutan je u velikim senzornim i

motoneuronima (155).

Iako to¢na funkcija UCH-L1 nije u potpunosti poznata, ono §to se zna je da nije nuzan
za razvoj neurona, ali poznato je da je krucijalan u odrzavanju aksonalnog integriteta. Takoder,
UCH-LI sudjeluje u homeostazi te ima proteosomalnu i lizosomalnu funkciju (156, 157).
Studija radena na animalnim modelima pokazala je kako mutacija gena za UCH-L1 dovodi do
degeneracije presinaptickih krajeva na neuromuskularnoj spojnici, gubitka aksonalnog
integriteta 1 nakupljanja depozita slobodnog ubikvitina i amiloid  proteina (AP) (158). Zbog
svoje pojavnosti gotovo iskljucivo u mozgu, ovaj protein se smatra mozdanim biomarkerom te
se njegov porast moze pratiti kod brojnih neurodegenerativnih bolesti, ali i kod ozljede
mozdanog tkiva. Kod neurodegenerativnih bolesti, kao Sto su Parkinsonova i Alzheimerova
bolest, dolazi do oksidativnih promjena strukturalnih proteina mozga, zbog ¢ega dolazi do
nakupljanja rezidualnih produkata raspadanja. Iako sami mehanizam jo$ uvijek nije razjasnjen,
pretpostavlja se da zbog ozljede neurona dolazi do strukturalne pogreske kod UCH-LI te
posljedi¢nog nakupljanja proteina u dopaminskim neuronima u bolesnika s Parkinsonovom

bolesti (159).

lako je UCH-LI1 otkriven prije dvadesetak godina, istrazivanja su uglavnom bila

usmjerena na njegovu povezanost s neurodegenerativnim bolestima, dok se u traumama mozga
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poceo istrazivati relativno nedavno, ¢emu u prilog govore studije uglavnom objavljene kroz
proslo desetljece. Jedna od prvih je studija Mondelle i suradnika koji su pokazali kako razine
UCH-LI1 direktno koreliraju s mozdanom ozljedom i ozbiljnosti iste. Njihova je studija takoder
pokazala kako u prvih 12 sati od mozdane ozljede bolesnici sa GCS 3-5 imaju znacajno vise
razine UCH-L1 u odnosu na bolesnike sa GCS 6-8. Takoder, pokazali su kako su bolesnici sa
smrtnim ishodom imali znacajno viSe razine UCH-L1 u odnosu na prezivjele (160). Sve ovo
govori u prilog tome kako ne samo da je UCH-L1 vrijedan marker mozdane ozljede, ve¢ ima
snazan potencijal kao dijagnosticki pokazatelj ozbiljnosti ozljede te u konacnici i prognosticki
pokazatelj ishoda. Nedavna istrazivanja su pokazala kako se UCH-L1 moze pronaci i izvan
srediSnjeg ziv€anog sustava. Radon 1 suradnici istrazivali su pojavu UCH-L1 u bubreznim
stanicama, te pokazali kako se ovaj protein nalazi u parijetalnim i tubularnim stanicama bubrega
te njegovu de novo ekspresiju u ozlijedenim podocitima. Takoder, miSevi s deficitom UCH-L1
razvijaju proteinuriju bez znacajne morfoloske promjene glomerula (161). Nadalje, nakupljeni
proteini dovode do promjene proteosomalne aktivnosti, daljnje egzacerbacije bolesti,
tubulointersticijskog oStecenja te posljedi¢nog zatajenja bubrezne funkcije. Nekoliko je studija
takoder proucavalo pojavnost i utjecaj UCH-L1 u bubreznom sustavu, Sto govori u prilog
svestranosti ovog biomarkera i njegovog utjecaja na homeostazu ne samo srediSnjeg ziv€anog,

ve¢ 1 drugih organskih sustava (162-164) .

1.3. Testosteron

Testosteron je primarni muski spolni hormon odgovoran za regulaciju diferencijacije
spola, plodnost, spermatogenezu i razvijanje musSkih spolnih obiljezja (165). Osim svoje
primarne funkcije, testosteron se u istrazivanjima pokazao kao vrijedan ne samo kao
dijagnosticki ¢imbenik, ve¢ 1 kao potencijalna terapija. Takoder, Collongues i suradnici su
istrazivali testosteron kao potencijalnu adjuvantnu terapiju u muskih bolesnika s multiplom
sklerozom, gdje su pokazali kako, iako je potrebno jo§ istrazivanja, ovaj hormon pokazuje
znacajan terapijski potencijal (166). Sheikh-Ahmad i suradnici su u studiji iz 2022. godine
istrazivali povezanost testosterona, upale i citokina u muskih bolesnika s dijabetesom tip 2 te
kontrolne skupine, te su rezultati pokazali kako ukupni testosteron negativno korelira s
dijabetesom, markerima upale te citokinima (167). Dodatna analiza je pokazala kako se nize
vrijednosti testosterona mogu predvidjeti na osnovu drugih nezavisnih faktora, kao Sto su TNF-
a 1 indeks tjelesne mase. Sve navedeno govori u prilog tome kako je testosteron povezan s

raznim faktorima upale i citokinima, koji mogu imati potencijalnu ulogu u hipogonadizmu.
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Za vrijeme COVID-19 pandemije istrazivani su brojni upalni faktori i dostupni
biomarkeri u svrhu pronalaska prognostickog ili terapijskog ¢imbenika, a medu njima i
hormoni. Testosteron je takoder istrazivan, s ciljem pronalaska poveznice izmedu bolesti i ovog
hormona, posebno zbog dosadasnjih istrazivanja koja su pokazala kako je u muskaraca povecan
rizik za razvijanje teSkih oblika COVID-19. Medutim, rezultati studija su oprec¢ni. Samuel i
suradnici su istrazivali dosad poznate lijekove kako bi detektirali lijek koji smanjuje ekspresiju
ACE2 receptora. Ono $to su pronasli je kako su androgeni kljuéni modulatori razina ACE2
receptora, odnosno, antiandrogeni lijekovi smanjuju ekspresiju ACE2 receptora i imaju
svojevrsnu protektivnu ulogu (168). Ova teorija je potkrijepljena drugom velikom studijom u
koju je bilo ukljuéeno 4532 bolesnika s karcinomom prostate lije€eni supresivhom
hormonskom terapijom. Rezultati ove studije su pokazali kako ovi bolesnici imaju nizi rizik od
SARS-CoV-2 infekcije (169). Medutim, oprecne rezultate je pokazala velika epidemioloska
studija radena na 7894 bolesnika koja su takoder bolovali od karcinoma prostate, takoder
lije€eni hormonskom supresivhom terapijom, te su pokazali kako ne postoje benefiti ove
terapije ni na postotak infekcije virusom, niti na tezinu bolesti (170). Nadalje, brojne studije,
ukljuc¢ujuéi meta-analizu 11 studija, pokazale su kako su razine ukupnog testosterona nize u
muskih bolesnika s COVID-19, posebno u bolesnika s teskim oblikom COVID-19 (171). U
usporedbi s drugim stanjima, znacajnu ulogu u sniZenim razinama testosterona imaju upalni
parametri, te opc¢enito teSka akutna bolest koja suprimira hormonalnu osovinu u organizmu, §to
je slucaj 1 kod COVID-19 (172). Ono §to je 1 dalje predmet velikog interesa jest jesu li nize
razine testosterona pokazatelj loSijeg ishoda bolesti, perspektivna terapijska metoda i ima li

testosteron protektivnu ulogu od teskih oblika COVID-19.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Glavni cilj istraZivanja:
1. Istraziti dinamiku GFAP-a i UCH-L1 tijekom boravka bolesnika s teSkom i kriticnom
klini¢kom slikom COVID-19 u Jedinici intenzivnog lije¢enja (JIL) Klini¢kog bolni¢kog centra

Split.

Sporedni ciljevi istraZzivanja su:
1. Istraziti jesu li razine GFAP 1 UCH-L1 viSe u bolesnika koji su razvili neuroloske

manifestacije tijekom boravka u JIL-u.

2. Istraziti jesu li razine testosterona povezane s GFAP-om i UCH-LI1.

Hipoteze istraZivanja:

1. Razine GFAP ¢e biti viSe u bolesnika s razvijenim neuroloSkim manifestacijama nakon
lijeCenja u JIL-u u odnosu na bolesnike bez neuroloSkih manifestacija.

2. Razine UCH-L1 ¢e biti vise u bolesnika s razvijenim neuroloskim manifestacijama nakon
lije¢enja u JIL-u u odnosu na bolesnike bez neuroloskih manifestacija.

3. Razine testosterona ¢e biti vise u bolesnika s lo$ijim ishodom u odnosu na bolesnike s boljim

ishodom.
4. Razine GFAP ¢e pozitivno korelirati s razinama testosterona u ispitivanoj populaciji.

5. Razine UCH-LI1 ¢e pozitivno korelirati s razinama testosterona u ispitivanoj populaciji.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Dizajn

Ova jednocentri¢na, retrospektivna studija provedena je u Jedinici intenzivnog lije¢enja
Klinike za anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivno lije¢enje Klinickog bolni¢kog centra
Split u razdoblju od sijecnja do svibnja 2022. godine, u kojoj su u tom razdoblju lijeceni
isklju¢ivo bolesnici s COVID-19. Studija je odobrena od strane Etickog povjerenstva KBC-a
Split te je napravljena u skladu s etickim nacelima Helsinske deklaracije iz 2013. godine (Klasa
500-03/21-01/ 185, Urbroj: 2181-147/ 01/ 06-M. S. 21-02, Split, Hrvatska, 22. prosinac 2021).

Svi bolesnici su dali svoj pisani pristanak za sudjelovanje u provedenom istrazivanju.

3.2. Ispitanici

U studiju je bilo uklju¢eno 65 muskih bolesnika u dobi od 18 do 65 godina koji su
lijeCeni u JIL-u zbog teske 1 kriticne COVID-19 bolesti. Svi uklju¢eni bolesnici bili su intubirani
1 mehanicki ventilirani pri prijemu u JIL. Smjernice za endotrahealnu intubaciju sastojale su se
od: zastite diSnog puta, teSke dekompenzirane respiracijske acidoze (pH < 7,2) 1 kriti€ne
hipoksemije (PaO2 < 50 mmHg ili SpO2 < 90%), bez obzira na maksimalne neinvazivne
respiracijske metode. Iskljucni kriteriji su bili: Zenski spol, aktivna maligna bolest u protekloj
godini, prisutnost autoimunih bolesti, neuromuskularne bolesti, prethodni cerebrovaskularni
incidenti, prethodno dijagnosticirani hipogonadizam, zatajenje srca, zatajenje jetre i zatajenje
bubrega.

Sociodemografske znacajke i1 podaci relevantni za studiju (povijest bolesti ukljucujuci
trenutnu 1 kroni¢nu terapiju, komorbiditete, vremensko razdoblje od pojave prvih simptoma
bolesti do prijema u bolnicu zatim vremensko razdoblje od prijema u bolnicu do prijema u JIL)
prikupljeni su iz bolni¢ke dokumentacije za svakog uklju¢enog bolesnika. Od prijema u JIL,
stalno su praceni vitalni znakovi (arterijski tlak mjeren invazivno, puls i zasi¢enost krvi
kisikom). Izracunat je ITM formulom (tjelesna tezina (kg) podijeljena s kvadratom visine (m?))
prema podacima dostupnima iz najnovije medicinske dokumentacije. Dijagnoza COVID-19
temeljila se na klini¢koj prezentaciji, pozitivnom PCR testu na SARS-CoV-2 dobivenim iz brisa
nazofarinksa te radioloSkom dokazu upale plu¢a, najées¢e RTG snimci. U vrijeme provodenja
istrazivanja, u Hrvatskoj je bila dominantna varijanta SARS-CoV-2 B.1.617.2 (Delta) (173).
Razvijene neuroloske manifestacije su prijavili sami bolesnici ili ih je prepoznao ordiniraju¢i
lije¢nik nakon ekstubacije bolesnika, te su potom bolesnici pregledani od strane nadleZznog

neurologa.
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3.3. Postupci

Po prijemu u JIL bolesnicima je uzet uzorak venske krvi za standardne pretrage
(kompletna i diferencijalna krvna slika, CRP, urea, kreatinin, jetreni enzimi, glukoza, troponin,
D-dimeri, elektroliti, prokalcitonin, koagulogram) 1 arterijska krv za plinske analize krvi.
Nadalje, isti uzorci su vadeni svakodnevno. Svi uzorci su obradeni po standardnim
laboratorijskim protokolima, pod nadzorom iskusnog magistra biokemije.

Uzorci periferne venske krvi koriSteni za mjerenje razina GFAP-a, UCH-L1 i
testosterona vadeni su prvi, sedmi i ¢etrnaesti dan od prijema u JIL, osim u slu€aju premjestaja
iz JIL-a (otpust ili premjestaj na drugi bolnicki odjel) ili smrtnog ishoda bolesnika. Uzorci krvi
su centrifugirani na 3000 okretaja/minuti kroz 10 minuta te potom skladiSteni na -80°C do
trenutka koristenja. Koncentracije GFAP (Reagent Kit: 04W17; Abbot, Chicago, IL, SAD) i
UCH-L1 (Reagent Kit 04W19; Abbot, Chicago, IL, SAD) su odredivane iz seruma koristeci
kemiluminiscentnu imunokemijsku metodu (CMIA). Minimalna razina za detekciju GFAP je
bila 2,2 ng/L te 16,1 ng/LL za UCH-L1. Razine ukupnog testosterona su odredivane pomocu
imunokemijske metode (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka). Sve pretrage su

napravljene po uputama proizvodaca.

3.4. Statisticki postupci

Sve analize podataka provedene su pomocu statistickog softvera MedCalc (verzija
20.110, MedCalc Software, Ostend, Belgija). Svi grafovi su napravljeni koriste¢i SigmaPlot
(verzija 14.0, Systat Software Inc, San Jose, SAD). Normalnost distribucije podataka
procijenjena je Kolmogorov—Smirnovljevim testom. Kvalitativne varijable prikazane su kao
cijeli brojevi i1 postoci. Ovisno o normalnosti distribucije, kvantitativni podaci prikazani su kao
srednja vrijednost + standardna devijacija ili medijan 1 interkvartilni raspon. Za usporedbu
kategorijskih varijabli koriSten je hi-kvadrat test. Za usporedbu izmedu dvije grupe
parametrijskih varijabli koriSten je Student t-test, dok je za usporedbu izmedu dvije grupe
neparametrijskih varijabli koriSten Mann-Whitney U test. Jednosmjerna analiza varijance
(ANOVA) s post hoc Tukeyjevim testom koriStena je za usporedbu parametrijskih varijabli
izmedu tri skupine, dok je Kruskal-Wallisov test s post hoc Dunnovim testom koriSten za
usporedbu neparametrijskih varijabli izmedu tri skupine. Razina statisticke znacajnosti

postavljena je na p < 0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Osnovne antropometrijske i klinicke karakteristike ispitanika

U studiju je bilo uklju¢eno ukupno 65 muskih bolesnika, ¢ija je prosjecna dob bila 54,1

+ 7,6 godina. Bolesnici koji su razvili neuroloske manifestacije tijekom bolni¢kog lijeCenja

nakon teskog i kriticnog oblika COVID-19 imali su znac¢ajnije duze vrijeme boravka u JIL-u te

su bili duze mehanicki ventilirani u usporedbi s bolesnicima koji nisu razvili neuroloske

manifestacije (p = 0,014 1 p

0,010). Takoder, bolesnici s razvijenim neuroloskim

manifestacijama imali su znacajno viSe razine visoko osjetljivog troponina (p = 0,021) i

testosterona Cetrnaesti dan nakon prijema u JIL (p = 0,046). Ostale karakteristike ispitanika

prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Antropometrijske 1 klinicke karakteristike ispitivanog uzorka.

Intrahospitalno razvijene neuroloske

Parametri Ukupno manifestacije )
(n = 65) Ne Da
(n=45) (n =20)

Dob (godine) 54,1+£7,6 53,4+83 55,0+7,8 0,477*
ITM (kg/m?) 28,7+3,3 28,8 +4.5 28,6 +£3,3 0,851%*
Trajanje bolesti u trenutku prijema u JIL (dani) 9,2+22 8,5+3,1 9,3+22 0,293*
Trajanje hospitalizacije (dani) 16 (14 —23) 16 (14 —-20) 20,5 (14 -32) 0,199’{‘
Trajanje boravka u JIL-u (dani) 13,2+79 9,4+29 143 +£6,2 0,010*
Trajanje mehanicke ventilacije (dani) 9.3+7,6 7,1 +45 12,4 £ 6,6 0,014*
Potpuno cjepljeni (n, %) 33 (50,8%) 22 (48,9%) 11 (55,0%) 0,825
Preminuli tijekom boravka u JIL-u (n, %) 12 (18.5%) 12 (100%) 0 (0%) <0,001%
lgltiul;:;lﬁke manifestacije razvijene u bolnici 20 (30.8%) N/A 20 (100%) N/A

Paraestezija 5(7,7%) N/A 5 (25%) N/A

Pareza 8 (12,3%) N/A 8 (40%) N/A

Inkontinencija 3 (4,6%) N/A 3 (15%) N/A

Anosmija i/ili ageusia 4 (6,2%) N/A 4 20%) N/A
Komorbiditeti
PuSenje (n, %) 4 (6,2%) 3 (6,7%) 1 (5%) 1,0008
Arterijska hipertenzija (n, %) 18 (27,7%) 14 (31,1%) 4 (20%) 0,5498
Diabetes mellitus (n, %) 4 (6,2%) 2 (4,4%) 2 (10%) 0,5818§
Dislipidemija (n, %) 42 (64,6%) 27 (60%) 15 (75%) 0,243%
Laboratorijski parametri
Hemoglobin (g/L) 1334+11,7 1348 £+ 12,1 1328+ 123 0,645*
Trombociti (x10°/L) 243,77+ 85,6 263,2 + 82,6 221,3 + 89,1 0,123*
Leukociti (x10°/L) 9,7+3,5 10,1 £33 8,8+44 0,222
Sa0; (%) 92,9 (91,3 -96,0) 90,9 (90,3 —96,0) 94,0 (87,6 — 95,5) 0,501
pH 7,36 +£0,07 7,36 £ 0,08 7,34 £ 0,06 0,734*
pO: (kPa) 5,8+1,0 57+1,0 5,9+0,7 0,508*
pCO; (kPa) 99+2,1 10,0£3,3 9,8+2,0 0,858*

28



HCO3 (mmol/L)
CRP (mmol/L)
D-dimeri (mg/L)
hs-Tnl (ng/L)
Glukoza (mmol/L)
Ureja (mmol/L)

Kreatinin (mmol/L)

Testosteron (nmol/L)

Pri prijemu
Nakon 7 dana
Nakon 14 dana

25,7+2,2
97,5+62,8
2,5(1,6-42)
12,9 (6,4 —28.,3)
9,7+3,2
82+2,6
80,3+ 17,6

0,81 (0,43 - 1,55)
2,70 (1,22 — 4,65)
3,34 (1,52 - 8,70)

26,0 £2,5
97,1 £65,6
2,3(1,3-4,2)
9,8 (4,8—14,7)
9,5+24
7,8+22
76,5+ 14,4

1,24 (0,50 - 1,49)
3,35(2,50-7,20)
10,70 (3,28 —12,03)

25,4 +£2,0
94,9 +39,2
3,1(1,9-6,7)
21,2(12,8-31,7)
10,6 £5,1
8,9+45
83,2+274

0,55(0,43-1,57)
2,80 (1,66 —4,50)
4,52 (2,15-6,90)

0,652*
0,459*
0,4227

0,021
0,324
0,255%
0,111%

0,254t
0,146
0,046

Rezultati su prikazani kao medijan + SD, brojevi (%) ili medijan (interkvartilni raspon).

* Student t-test

+ Mann-Whitney U test

1 hi-kvadrat test

§ Fisherov egzaktni test.

Kratice: CRP: C-reaktivni protein; HCO3--: bikarbonati; pO2: parcijalni tlak kisika; pCO2: parcijalni tlak ugljikovog dioksida;
Sa02: zasi¢enost kisika u arterijskoj krvi; hs-Tnl: visoko-osjetljivi troponin L

4.2. Razine GFAP i UCH-L1 tijekom boravka u JIL-u

U ovoj studiji, nije pronadena dinamika serumskih koncentracija GFAP i UCH-L1 u tri
tocke mjerenja za vrijeme lijecenja bolesnika u JIL-u od teskog i kriti€énog oblika COVID-19
(p = 0,549, p = 0,425), (Slika 1. i1 2.). Medutim, razine testosterona su pokazale progresivni
porast za vrijeme boravka u JIL-u (p < 0,001) (Slika 3).
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Slika 1. Dinamika biomarkera mozdane ozljede GFAP u bolesnika u JIL-u zbog teskog 1
kriticnog oblika COVID-19 u tri tocke mjerenja; pri prijemu, sedam dana 1 14 dana nakon
prijema.

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

*Friedmanov test.
Kratice: GFAP (Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein).
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Slika 2. Dinamika biomarkera mozdane ozljede UCH-L1 u bolesnika u JIL-u zbog teskog 1
kriticnog oblika COVID-19 u tri tocke mjerenja; pri prijemu, sedam dana i1 14 dana nakon
prijema.

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

*Friedmanov test.
Kratice: UCH-L1 (Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L.1).
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p <0,001*

15+

Serumske koncentracije testosterona (nmol/mL)

Slika 3. Dinamika serumskih koncentracija testosterona u bolesnika lije¢enih u JIL-u zbog
teSkog 1 kriticnog oblika COVID-19 u tri tocke mjerenja; pri prijemu, sedam dana i 14 dana
nakon prijema.

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.
*Friedmanov test.

4.3. Razine GFAP i UCH-L1 u bolesnika sa i bez razvijenih neuroloskih manifestacija

U bolesnika s razvijenim neuroloskim manifestacijama (n = 20) serumske koncentracije
UCH-L1 bile su vise pri prijemu nego u bolesnika bez neuroloskih manifestacija (240,0 (155.4-
366,4) pg/mL vs 146,4 (92,5-243,9) pg/mL, p = 0,022) (Slika 4). S druge strane, serumske
koncentracije GFAP pri prijemu nisu se razlikovale izmedu dvije ispitivane skupine (32,2 (24,2-

40,1) pg/mL vs. 29,8 (21,8-39,4) pg/mL, p = 0,372) (Slika 5).
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Slika 4. Usporedba serumskih razina UCH-L1 pri prijemu izmedu bolesnika sa 1 bez razvijenih
neuroloSkih manifestacija.
Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

*Mann-Whitney U test.
Kratice: UCH-L1 (Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1).
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Slika 5. Usporedba serumskih razina GFAP pri prijemu izmedu bolesnika sa 1 bez razvijenih
neuroloSkih manifestacija.
Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

*Mann-Whitney U test.
Kratice: GFAP (Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein).

4.4. Usporedba koncentracija biomarkera moZdane ozljede i testosterona

Serumske koncentracije UCH-L1 pokazale su negativnu korelaciju s testosteronom u
sve tri tocke mjerenja (r=-0,452, p < 0,001; r =-0,430, p < 0,001; r =-0,476, p = 0,001) (Slike
6-8). Naprotiv, serumske koncentracije GFAP nisu pokazale korelaciju s testosteronom u
nijednoj tocki mjerenja (r = 0,091, p = 0,486; r = 0,111, p = 0,399; r = —0,190, p = 0,229).
Medutim, za razliku od UCH-L1, serumske razine GFAP pokazale su pozitivnu korelaciju s

dobi bolesnika (r = 0,397, p = 0,002).
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Slika 6. Usporedba serumskih koncentracija UCH-L1 i testosterona pri prijemu bolesnika u

JIL.

*Spearmanov korelacijski koeficijent.
Kratice: UCH-L1 (Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1).
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Slika 7. Usporedba serumskih koncentracija UCH-L1 i testosterona sedmi dan od prijema

bolesnika u JIL.

*Spearmanov korelacijski koeficijent.
Kratice: UCH-L1 (Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1).
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Slika 8. Usporedba serumskih koncentracija UCH-L1 1 testosterona Cetrnaesti dan od prijema
bolesnika u JIL.

*Spearmanov korelacijski koeficijent.
Kratice: UCH-L1 (Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1).

4.5. Usporedba biomarkera moZdane ozljede i testosterona izmedu preminulih i

prezivjelih bolesnika

Usporedba izmjerenih serumskih koncentracija UCH-L1, GFAP i testosterona nije
pokazala razliku koncentracija ispitivanih biomarkera izmedu preminulih i prezivjelih
bolesnika od teskog i kriticnog oblika COVID-19 (UCH-L1 225,8 (127,8-282,5) pg/mL vs.
183,5 (127,6-276,8) pg/mL, p = 0,874; GFAP (37,3 (20,6-58,8) pg/mL vs. 31,7 (22,6-39,1)
pg/mL, p = 0,403; testosteron 0,85 (0,38-1,21) nmol/mL vs. 0,77 (0,45-1,53) nmol/mL, p =
0,699) (Slike 9-11).
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Slika 9. Usporedba pocetnih serumskih koncentracija UCH-L1 izmedu prezivjelih bolesnika i
bolesnika koji su preminuli do otpusta iz bolnice.
Podaci su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

* Mann-Whitneyev U test.
Kratice: UCH-L1 (Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1).
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Slika 10. Usporedba pocetnih serumskih koncentracija GFAP izmedu prezivjelih bolesnika 1
bolesnika koji su preminuli do otpusta iz bolnice.

Podaci su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.
* Mann-Whitneyev U test. Kratice: GFAP (Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein).
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Slika 11. Usporedba pocetnih serumskih koncentracija testosterona izmedu

bolesnika i bolesnika koji su preminuli do otpusta iz bolnice.

Podaci su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.
* Mann-Whitneyev U test.

4.6. Korelacija serumskih razina biomarkera i visoko-osjetljivog troponina

prezivjelih

Usporedbom serumskih koncentracija biomarkera mozdane ozljede i1 visoko-osjetljivog

troponina pronadena je statisticki znaCajna pozitivna korelacija izmedu razina UCH-L1 i

visoko-osjetljivog troponina, dok izmedu GFAP 1 visoko-osjetljivog troponina nije pronadena

statisticki znacajna korelacija. (Slike 12 i 13).
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Slika 12. Korelacija serumskih koncentracija UCH-L1 i visoko-osjetljivog troponina u
bolesnika s teSkim oblikom COVID-19.

* Spearmanov korelacijski koeficijent.
Kratice: UCH-L1 (Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L.1); hsTnl (visoko-osjetljiv troponin I).
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Slika 13. Korelacija serumskih koncentracija GFAP-a i visoko-osjetljivog troponina u

bolesnika s teSkim oblikom COVID-19.

* Spearmanov korelacijski koeficijent.
Kratice: GFAP (Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein); hsTnl (visoko-osjetljiv troponin I).
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Rezultati ove studije pokazuju kako nema =znacajne dinamike u serumskim
koncentracijama biomarkera mozdane ozljede UCH-L1 i GFAP u razdoblju od dva tjedna
boravka u JIL-u u muskih bolesnika s teskim i kriti¢cnim oblikom COVID-19. Nadalje, prvi put
je pokazana negativna korelacija izmedu UCH-L1 i serumskih razina testosterona u nasim
ispitanicima. Medutim, korelacija izmedu GFAP i testosterona nije utvrdena. Takoder, ovo
istrazivanje pokazalo je kako medu bolesnicima koji su prezivjeli teski ili kriticni oblik COVID-
19, bolesnici s razvijenim neuroloskim manifestacijama imaju znacajno vise razine UCH-L1 u
serumu. Ovi rezultati mogu se objasniti 1 usporediti s dosad provedenim sli¢nim studijama.

Cooper 1 suradnici istrazivali su razliku izmedu serumskih koncentracija UCH-L1 i
GFAP izmedu 27 bolesnika s teskim 1 kritiénim oblikom COVID-19 te 19 kontrola lije¢enih u
JIL-u. Autori su pokazali kako su poviSene razine GFAP aline 1 UCH-L1 u istraZivanoj skupini,
¢ak niti nakon prilagodbe rezultata u odnosu na dob 1 spol (174). Nadalje, u skladu s rezultatima
ove studije, pokazali su kako postoji pozitivna korelacija izmedu serumskih razina GFAP 1 dobi
bolesnika, te da nema znacajne dinamike mjerenih biomarkera mozdane ozljede kroz dvotjedno
razdoblje lije€enja u JIL-u. Najvazniji rezultat koji su prikazali Cooper 1 suradnici je pozitivna
korelacija izmedu razina GFAP 1 UCH-L1 s Bodovnom ljestvicom za procjenu delirija (engl
Intensive Care Delirium Screening Checklist (ICDSC), validiranim upitnikom koji sluzi za
procjenu pojavnosti delirija u bolesnika u JIL-u (174). Iako, potrebno je naglasiti kako se
pozitivna korelacija pronasla i kod kontrolne skupine. Medutim, drugo istrazivanje je pokazalo
povisene serumske vrijednosti GFAP u odnosu na kontrole, ali snizene nakon razdoblja od 11,4
dana. Takoder, ista studija pokazala je kako su vrijednosti GFAP bile vise kod teskih i kriticnih
oblika COVID-19 u usporedbi s umjerenim oblikom te pozitivnu korelaciju s dobi bolesnika
(175). U ovoj studiji nesrazmjer u rezultatima moze se objasniti razlikama u istrazivanim
skupinama te razli¢itim vremenskim toc¢kama mjerenja serumskih koncentracija biomarkera.
Konac¢no, Kanberg 1 suradnici istraZivali su serumske razine GFAP tijekom dugoro¢nog
prac¢enja (medijan od 225 dana). Pokazali su kako nakon pocetnih poviSenih razina, razine
GFAP imaju tendenciju povratka na normalne razine. Dodatno, autori su pokazali kako nema
povezanosti izmedu poviSenih koncentracija tijekom akutne faze bolesti 1 postinfektivnih
neuroloskih simptoma na kontrolnom pregledu (175).

Iako nijedan od istrazivanih biomarkera moZzdane ozljede nije pokazao dinamiku u
dvotjednom razdoblju ispitivanja za vrijeme boravka u JIL-u, UCH-L1 je ipak pokazao porast
u bolesnika s razvijenim neuroloskim manifestacijama, dok porast razina GFAP nije

detektirana. Postoji nekoliko potencijalnih objaSnjenja za ovakav rezultat. Naime, ova dva
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biomarkera, iako se oba nalaze primarno u mozdanom tkivu, nalaze se u razli¢itim stanicama.
Kao sto je objasnjeno u uvodnom dijelu, GFAP se nalazi u astrocitima, dok se UCH-L1 nalazi
u citoplazmi neurona. Samim time mozdane ozljede nastale drugacijim mehanizmom nece
jednako utjecati na razliCite stanice mozdanog tkiva. Mondello i suradnici istrazivali su
pojavnost ova dva biomarkera kod mozdane ozljede. U studiju je bio ukljuc¢en 81 bolesnik te
167 kontrola iz Cetiri bolni¢ka centra specijalizirana za neurotraumu. Rezultati njihove studije
pokazali su poviSene razine oba biomarkera u odnosu na kontrole te znac¢ajnu korelaciju razina
biomarkera s GCS 1 nalazima slikovne dijagnostike. Nadalje, razine GFAP bile su vise u
bolesnika sa ZariSnim masivnim lezijama, dok su razine UCH-L1 bile viSe kod bolesnika s
difuznom mozdanom ozljedom. Jo$ jedan zanimljiv rezultat ove studije pokazao je kako se
UCH-L1 pokazao kao nezavisni prediktor smrtnog ishoda pri otpustu, dok su oba biomakera
pokazala snaznu korelaciju sa smrtnim ishodom Sest mjeseci nakon ozljede. (176). Ovakvi
rezultati govore u prilog tome kako je razli¢it mehanizam 1 mjesto moZdane ozljede dovodi do
razli¢ite dinamike u serumskim razinama ova dva biomarkera te se samim time moZe
pretpostaviti kako u nekim slucajevima jedan biomarker moze biti superiorniji u odnosu na
drugi. U tom svjetlu moguce je objasniti i rezultate nase studije. Medutim, iako je u nekim
slucajevima jedan od ova dva biomarkera dominantniji, kombinacija oba biomarkera je
pozeljna 1 nuzna, kako zbog distinkcije mozdane ozljede na stani¢noj razini, tako i1 zbog
potencijalne predikcije ozbiljnosti ozljede i smrtnog ishoda.

Brojna dosadasnja istrazivanja ustanovila su pojavnost neuroloskih simptoma u teskim
1 kriticnim oblicima COVID-19 (50, 177-179). U velikoj multicentricnoj studiji nazvanom
GCS-Neuro COVID-19 studija, koja je uklju¢ivala preko 3500 bolesnika, pokazano je kako je
u ¢ak 80% bolesnika prisutna neka neuroloska manifestacija, od kojih je na prvom mjestu
encefalopatija (180). Patofizioloska pozadina koja objasnjava pojavnost ovih ozljeda nije jasna,
no ono §to je sigurno je da se radi o viSestrukim, mozda 1 nepovezanim scenarijima. SARS-
CoV-2 virus ima neurotropni 1 neuroinvazivni u¢inak na srediSnji Ziv¢ani sustav. Sami ulazak
virusa u SZS odvija se na viSe razina; trans-sinaptickim prijenosom, olfaktornim Zzivcem,
vaskularnim strukturama te migriraju¢im leukocitima preko narusene krvno-mozdane barijere.
Posljedi¢no, virus vezanjem na ACE2 receptor dovodi do progresije ciklusa Sirenja virusa te
daljnjeg oStecenja neurona ¢ak i bez jasne prisutnosti upale. Osim toga, nakon ulaska u neurone,
virus dovodi do poremecaja ravnoteZze izmedu ACE2 i1 ACEl receptora, rezultirajuci
pretjeranom vazokonstrikcijom 1 narusavanjem mozdane autoregulacije te dodatnim
cerebrovaskularnim komplikacijama (181). Ono $to je vazno naglasiti je kako je u nekim

slu¢ajevima nemoguce razlikovati pojavnost neuroloskih manifestacija od ve¢ postoje¢ih
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neuroloskih i psihijatrijskih poremecaja i njihovih potencijalnih egzacerbacija, posebice u
starijoj populaciji, ¢ime je istrazivanje neuroloSkih manifestacija u COVID-19 bolesnika
ograni¢eno, ponekad i nemoguce (182). Sve vise studija govori u prilog povisenim razinama
GFAP 1 UCH-L1 kao biomarkera ne samo traumatske, ve¢ i netraumatske ozljede mozga. To
se posebno odnosi na neurodegenerativne bolesti, kao Sto su Alzheimerova i Parkinsonova
bolest, ali i razne neuroupalne bolesti. Kako je do sada utvrdeno, SARS-CoV-2 moze
uzrokovati promociju proupalnih mikroglijalnih stanica fenotipa M1, te se pretpostavlja kako
povisene vrijednosti biomarkera moZzdane ozljede mogu biti pretkazatelji neuroloske upale kod

COVID-19 (183, 184).

Znacajno je da su u ovoj studiji razine testosterona u serumu bile niZze od donjih
referentnih granica naSe populacije (6,68 nmol/L) u sve tri tocke mjerenja. Nekoliko nedavnih
studija takoder je pokazalo da postoji znacajno smanjenje testosterona u bolesnika s teSkim
oblikom COVID-19 (185, 186). Ove niske razine testosterona mogle bi biti posljedica
kortizolom inducirane supresije, kroz aktivaciju hipotalamicko-hipofizno-adrenalne (HHA)
osovine koja dovodi do povisenih vrijednosti kortizola u bolesnika COVID-19 (187). S druge
strane, takoder je pokazano kako testosteron suprimira produkciju kortizola te kako su niske
vrijednosti testosterona posljedica stresom inducirane aktivacije HHA osovine (188). Ono Sto
je bitno naglasiti je kako su niske vrijednosti testosterona moguca posljedica visokih doza
steroidnih lijekova kao terapije za COVID-19. Naime, poznato je kako visoke doze steroidnih
lijekova dovode do disregulacije gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona (GnRH) (189).
Takoder, prethodne studije su pokazale kako sistemske upale potencijalno mogu dovesti do
disregulacije HHA osovine (190). Nadalje, pacijenti s neuroloSkim posljedicama imali su nizi
testosteron nakon 2 tjedna boravka u JIL-u, ali ne pri prijemu, niti 7 dana poslije, iako postoji
tendencija ka smanjenju vrijednosti promatrajuc¢i ukupno razdoblje lijecenja. Ono Sto je dosad
pokazano u studijama koje su istrazivale testosteron u COVID-19 bolesnika je kako se radi o
dvosmjernoj situaciji. Naime, iako bi povecane koncentracije testosterona mogle dovesti do
povecanja osjetljivosti na SARS-CoV-2 te predvidaju loSije ishode pojacanom regulacijom
ekspresije transmembranske proteaze serin 2 (TMPRSS2), poznato je kako testosteron dovodi
do smanjenja oksidativnog stresa i1 endotelne disfunkcije, ¢ime se priguSuje aberantni
imunoloski odgovor koji se razvija u teSkim i kritiénim oblicima COVID-19. Dosada, prema
pretraZivanju literature, nije istraZivana povezanost testosterona i biomarkera mozdane ozljede.
Ipak, kako dostupni dokazi upucuju na to da viSe pocetne razine testosterona mogu povecati
ulazak virusa, a paradoksalno pruzaju relativnu zastitu od hiperreaktivnog imunoloskog stanja

koje uzrokuje smrtnost, moZzemo pretpostaviti da su bolesnici s nizim razinama testosterona
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podlozniji ozljedama mozga koje se javljaju kod teskog i kriticnog oblika COVID-19, ¢emu u
prilog govore i rezultati ove studije.

Jo$ jedan zanimljiv rezultat ove studije je kako nije utvrdena razlika serumskih
koncentracija biomarkera mjerenih pri prijemu u JIL izmedu prezivjelih i preminulih bolesnika.
Ono sto implicira ovakav rezultat je da, iako su GFAP i UCH-L1 dosada uvelike istrazivani kao
prediktori ishoda ne samo traumatske mozdane ozljede ve¢ 1 ukupnog mortaliteta kod takvih
ozljeda, nisu pouzdani prediktori mortaliteta kada se radi o COVID-19 bolesnicima. Jedno od
objasnjenja je kako COVID-19 ipak nije prvenstveno neuroloska bolest, te da je dinamika ovih
markera ipak mozda vezana za dominantno neuroloSka osSte¢enja. S druge strane, finska
multicentricna anestezioloska studija objavljena u travnju ove godine istrazivala je
prognosticku vrijednost UCH-L1 u bolesnika koji su dozivjeli sr€ani arest u izvanbolnickim
uvjetima te su bili lije€eni u JIL-u (191). Rezultati ove studije su pokazali kako su vrijednosti
UCH-L1 bile vec¢e u bolesnika s lo$ijim ishodom u odnosu na bolesnike s dobrim ishodom. Iako
su rezultati suprotni od rezultata ove disertacije, otvara se moguc¢nost biomarkerima kao Sto je
UCH-LI1, kako ipak imaju svoje mjesto u dinamici i prognozi ishoda bolesti koje nisu
dominantno vezane za sredi$nji Ziv€ani sustav. Naime, jo$ jedan rezultat ove studije govori u
prilog tome. Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu UCH-LI i visoko-osjetljivog troponina,
ali 1 znaCajno poviSene vrijednosti troponina u bolesnika s razvijenim neuroloSkim
manifestacijama. Pretrazujuci literaturu, ova korelacija dosada nije istrazivana. S druge strane,
troponin, kao strukturalni protein sr¢anog misica istrazivan je i kao biomarker sr¢ane ozljede u
bolesnika s COVID-19 (192). Iako sam UCH-L1 nije pokazao dinamiku u tri tocke mjerenja
niti se utvrdila razlika u njegovim vrijednostima izmedu prezivjelih i preminulih bolesnika,
ovakva korelacija ipak govori u prilog tome kako UCH-L1 ima svoju ulogu kao prognosticki
pokazatelj ne samo mozdane ozljede, ve¢ 1 ozljede drugih organskih sustava pogodenih SARS-
CoV-2 infekcijom, te povezujué¢i ga s drugim od prije poznatim markerima i prognosti¢kim
pokazateljima, otvara nove moguénosti ne samo za dinamiku i ishod lijecenja, ve¢ i potencijalne
terapijske metode 1 postupke.

Ova studija ima nekoliko ograni¢avajucih ¢imbenika. VaZzno je napomenuti da se radi o
istrazivanju iz samo jednog klini¢kog centra s ograniCenim brojem ispitanika. Nadalje, u
istrazivanje su se ukljuc¢ili samo muski ispitanici te rezultate stoga ne moZemo generalizirati na
¢itavu populaciju. Razlog tome je istraZivanje odnosa izmedu testosterona i neuroloSkih
manifestacija bolesnika s teSkim i kriticnim oblikom COVID-19, te stvaranje homogene

skupine ispitanika iskljuivanjem Zenskih pacijenata. Isto tako, nismo bili u moguénosti
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eliminirati sve zbunjujuce ¢imbenike koji su mogli utjecati na naSe rezultate, dok su smrtni
slu¢ajevi nekoliko uklju¢enih pacijenata mogli utjecati na zavrsne ishode studije. U istrazivanje
nije bila uklju¢ena kontrolna skupina bolesnika iz jedinice intenzivnog lije¢enja koji nisu
oboljeli od COVID-19. Na kraju, u istrazivanje su bile uklju¢ene samo razine ukupnog
testosterona, dok se nisu promatrale razine slobodnog testosterona ¢ime bi dobili preciznije

informacije o dinamici i ulozi testosterona u navedenoj problematici.
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6. ZAKLJUCCI
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Sl B AR

Nije bilo dinamike u serumskim razinama GFAP i UCH-L1 tijekom lijeCenja bolesnika
s teSkim 1 kriti¢énim oblikom COVID-19 lijecenih u JIL-u.

Pronaden je porast razine testosterona u bolesnika s teskim i kriticnim oblikom COVID-
19 lijec¢enih u JIL-u kroz tri tocke mjerenja.

Razine UCH-L1 bile su vise pri prijemu u COVID-19 bolesnika s razvijenim
neuroloskim posljedicama u odnosu na bolesnike bez razvijenih neuroloskih posljedica.
Razine GFAP pri prijemu nisu se razlikovale u COVID-19 bolesnika s i bez razvijenih
neuroloskih posljedica.

Razine UCH-LI1 negativno su korelirale s razinama testosterona u sve tri tocke mjerenja.
Razine GFAP nisu pokazale korelaciju s testosteronom u nijednoj toc¢ki mjerenja.
Razine GFAP pokazale su pozitivnu korelaciju s dobi bolesnika.

Razine UCH-L1, GFAP i testosterona nisu se razlikovale u bolesnika koji su prezivjeli
i bolesnika koji su preminuli od teskog i kriticnog oblika COVID-19.

Pronadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu UCH-L1 i visokoosjetljivog

troponina u bolesnika s teSkim i kriticnim oblikom COVID-19.
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Uvod: Koronavirusna bolest 2019. je visoko zarazna bolest uzrokovana SARS-CoV-2 virusom,
prvi put potvrdena u Wuhanu, Kini, 2019. godine. Njeno brzo Sirenje i katastrofalne globalne
posljedice na zdravlje i ekonomiju prisilile su cijelu zdravstvenu zajednicu na zajedni¢ku borbu
za rjeSenjem. Biomarkeri mozdane ozljede su objektivni indikatori kako bioloskih i patoloskih
procesa u organizmu te mogu biti koriSteni u dijagnosti¢ke, prevencijske i terapijske svrhe.
Ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza L1 (UCH-L1) je protein neurona koji se nalazi u
citoplazmi. Glijalni fibrilarni kiseli glikoprotein (GFAP) je strukturalni protein astrocita. Oba
biomarkera su istrazivana u traumatskim ozljedama mozga, ali 1 kod netraumatskih patoloskih
procesa, kao $to su Parkinsonova i1 Alzheimerova bolest. Testosteron je primarni muski spolni
hormon odgovoran za regulaciju diferencijacije spola. Zbog ¢es¢e pojavnosti COVID-19 kod
muskaraca, testosteron je uvelike istraZzivan u bolesnika s COVID-19. Glavni cilj ovog
istrazivanja bio je istraziti dinamiku GFAP-a i UCH-L1 tijekom boravka bolesnika s teSkom i
kriticnom COVID-19 u Jedinici intenzivnog lijeCenja. Nadalje, sekundarni ciljevi istrazivanja
bili su istraziti jesu li razine GFAP 1 UCH-L1 vise kod pacijenata koji su razvili neuroloske
posljedice tijekom boravka u bolnici te istraziti jesu li razine testosterona povezane s GFAP-
om i UCH-LI1.

Metode: Ova retrospektivna studija provedena je u Jedinici intenzivnog lijeCenja Klinike za
anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivno lijeCenje Klini¢kog bolnickog centra Split u
razdoblju od sijecnja do svibnja 2022. godine. U studiju je uklju¢eno 65 muskih bolesnika u
dobi od 18 do 65 godina koji su lije¢eni u JIL-u zbog teske 1 kriticne COVID-19 bolesti. Svi
ukljuceni pacijenti bili su intubirani i mehanicki ventilirani pri prijemu u JIL. Po prijemu u JIL
bolesnicima je uzet uzorak krvi. Uzorci periferne venske krvi koristeni u ovoj studiji su izvadeni
prvi, sedmi 1 Cetrnaesti dan od prijema u JIL, osim u slu€aju premjestaja iz JIL-a ili smrtnog
ishoda bolesnika. Uzorci krvi su centrifugirani na 3000x g kroz 10 minuta te potom skladisteni
na -80°C do trenutka koriStenja. Koncentracije GFAP 1 UCH-LI su odredivane iz seruma
koriste¢i kemiluminiscentnu imunokemijsku metodu (CMIA). Razine ukupnog testosterona su
odredivane pomo¢i imunokemijske metode. Sve pretrage su napravljene po uputama
proizvodaca.

Rezultati: Nije bilo znacajne dinamike u serumskim koncentracijama biomarkera moZdane
ozljede UCH-L1 i GFAP u razdoblju od dva tjedna boravka u JIL-u u muskih bolesnika s teSkim
1 kriticnim oblikom COVID-19. Bolesnici s razvijenim neuroloskim posljedicama imali su
znacajnije duze vrijeme boravka u JIL-u i dulje su mehanicki ventilirani (p = 0,014 i p = 0,010).

Razine testosterona pokazale su porast u bolesnika s teskim 1 kritiénim oblikom COVID-19
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lijecenih u JIL-u kroz tri to¢ke mjerenja (p < 0,001). Prvi put je pokazana negativna korelacija
izmedu UCH-L1 i serumskih razina testosterona (p < 0,001). Korelacija izmedu GFAP i
testosterona nije utvrdena. Od bolesnika koji su prezivjeli teski ili kriti¢ni oblik COVID-19,
bolesnici s razvijenim neuroloskim posljedicama imaju znacajno vise razine UCH-L1 u serumu
(p = 0,022). Pronadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu UCH-LI i visokoosjetljivog
troponina (p = 0,007).

Zakljucak: Nije utvrdena dinamika serumskih razina GFAP i UCH-L1 u bolesnika s teskim i
kriticnim oblikom COVID-19 lije¢enih u JIL-u, dok su razine testosterona pokazale porast u tri
toCke mjerenja. Razine UCH-L1 bile su vise pri prijemu u bolesnika s razvijenim neuroloskim
posljedicama u odnosu na bolesnike bez, dok se razine GFAP pri prijemu nisu se razlikovale u
ispitivanim skupinama. Ovakav rezultat otvara moguc¢nost buducim ispitivanjima te
potencijalnim prognosti¢kim i terapijskim metodama. Razine UCH-L1 negativno su korelirale
s razinama testosterona u sve tri tocke mjerenja, dok razine GFAP nisu pokazale korelaciju s
testosteronom. GFAP je imao pozitivnu korelaciju s dobi bolesnika. Razine UCH-L1, GFAP i
testosterona nisu se razlikovale u bolesnika koji su preZivjeli i bolesnika koji su preminuli.

Pronadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu UCH-L1 1 visokoosjetljivog troponina.
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Association between serum concentration of brain injury biomarkers and testosterone in
patients with severe and critical form of COVID-19

Background: Coronavirus disease 2019. is a highly contagious disease caused by the SARS-
CoV-2 virus, first confirmed in Wuhan, China, in 2019. Although it primarily affects the
respiratory system, it also causes damage to several other organ systems. Its rapid spread and
catastrophic global consequences on health and economy forced the entire health community
to fight together for a solution. Brain injury biomarkers are objective indicators of both
biological and pathological processes and thus can be used for diagnostic, preventive and
therapeutic purposes. Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase .1 (UCH-L1) is a protein found in
the cytoplasm of neurons. Glial fibrillary acid protein (GFAP) is a structural protein of
astrocytes. Both of these biomarkers have been extensively investigated in traumatic brain
injuries, but also in non-traumatic pathological processes, such as Parkinson's and Alzheimer's
disease. Testosterone is the primary male sex hormone responsible for regulating sex
differentiation. Due to the more frequent occurrence of COVID-19 in men, testosterone has
been extensively investigated in patients with COVID-19. The main goal of this study was to
investigate the dynamics of GFAP and UCH-L1 during the hospitalization of patients with
severe and critical COVID-19 in the Intensive Care Unit. Furthermore, secondary study
objectives were to investigate whether GFAP and UCH-LI1 levels were higher in patients who
developed neurological sequelae during the hospital stay and to investigate whether testosterone

levels were associated with GFAP and UCH-L1.

Participants and methods: This retrospective study was conducted in the Intensive Care Unit
of the Department for Anesthesiology, Reanimatology and Intensive Care, University Hospital
of Split, Croatia in the period from January to May 2022. The study included 65 male patients
between the ages of 18 and 65 who were treated in the ICU for severe and critical form of
COVID-19. All included patients were intubated and mechanically ventilated upon admission
to the ICU. Exclusion criteria were: female sex, active malignant disease in the past year,
neuromuscular diseases, previous cerebrovascular incidents, autoimmune diseases, previously
diagnosed hypogonadism, heart failure, liver failure, and kidney failure. Upon admission to the
ICU blood samples were taken from the patients. Peripheral venous blood samples used in this
study were taken on the first, seventh and fourteenth day after admission to the ICU, except in
the case of transfer from the ICU or death of the patient. Blood samples were centrifuged at
3000x g for 10 minutes and then stored at -80°C. GFAP and UCH-L1 concentrations were

determined from serum using a chemiluminescent immunochemical method (CMIA). Total

70



testosterone levels were determined using an immunochemical method. All tests were
performed according to the manufacturer's instructions.

Results: There were no significant differences in the serum concentrations of brain injury
biomarkers UCH-L1 and GFAP during a two-week stay in the ICU in male patients with severe
and critical form of COVID-19. Patients with developed neurological sequelae had longer ICU
stay and were mechanically ventilated for a longer period of time (p = 0.014 and p = 0.010). A
negative correlation between UCH-L1 and serum testosterone levels was demonstrated for the
first time (p < 0.001). A correlation between GFAP and testosterone has not been established.
Among patients who survived the severe or critical form of COVID-19, patients with developed
neurological sequelae have significantly higher levels of serum UCH-L1 (p = 0.022). A
significant positive correlation was found between UCH-L1 and high-sensitivity troponin (p =

0.007).

Conclusions: There was no significant difference in serum levels of GFAP and UCH-LI in
patients with severe and critical form of COVID-19 treated in the ICU for two weeks, while
testosterone levels showed increase. UCH-L1 levels were higher at the admission in patients
with developed neurological sequelae compared to patients without, however, GFAP levels at
the admission did not differ between investigated groups. Also, UCH-LI1 levels were negatively
correlated with testosterone levels at all three measurement points, while GFAP levels did not
show a correlation with testosterone. GFAP had a positive correlation with the age. The levels
of UCH-L1, GFAP and testosterone did not differ between patients who survived and patients
who died. A significant positive correlation was found between UCH-L1 and high-sensitivity

troponin.
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