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1. UVOD



1.1. Koronavirusi

Virusi su patogeni organizmi koji se sastoje od ribonukleinske kiseline (engl. ribonucleic
acid, RNA) ili deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) unutar
proteinske ili lipidne ovojnice. Virusi se mogu umnozavati samo unutar zive stanice koju
koriste za replikaciju vlastitog genetskog materijala (1).

Koronavirusi (engl. coronaviruse, CoV) su jednolancani RNA virusi te u usporedbi s
ostalim RNA virusima imaju najve¢i genom od 26 do 32 kilobaze. Pripadaju redu
Nidovirales, porodici Coronaviridae te potporodici Orthocoronavirinae, koji se dijele na Cetiri
roda: alpha-CoV, beta-CoV, delta-CoV 1 gamma-CoV(2). Do danas je poznato sedam
humanih koronavirusa (engl. hiuman coronavirus, HCoV) od kojih su dva iz roda alpha-CoV,
dok ostali, koji ukljucuju koronavirus povezan s teskim akutnim respiratornim sindromom
(engl. Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS-CoV), bliskoisto¢ni respiratorni sindrom
(engl. Middle East respiratory syndrome, MERS) te novi, koronavirus 2 povezan s teskim
akutnim respiratornim sindromom (engl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus two,
SARS-CoV-2), pripadaju rodu beta-CoV (3,4). Genom virusa SARS-CoV-2, 96% identi¢an
je otprije poznatom koronavirusu u $iSmiSa RaTG13, a 79,5% sli¢nosti ima s SARS-CoV
virusom (2).

CoV je prvi put otkriven 1933. godine kao uzro¢nik akutne respiratorne infekcije
pripitomljenih pili¢a, tada nazvan virus infektivnog bronhitisa, a danas je poznat kao pticji
koronavirus (4). Povijest HCoV zapocinje 1965. godine, kada su znanstvenici Tyrrell i Bynoe
u uzorcima dobivenima iz respiratornog trakta odraslih osoba oboljelih od obi¢ne prehlade
pronasli virus nazvan B814 (5). U isto vrijeme Hamre i Procknow uspjeli su uzgojiti virus
nazvan 224E (6). Brzo se uocilo da ova dva virusa nisu imali karakteristike do sada poznatih
mikso- ili paramiksovirusa. Promatrani pod elektronskim mikroskopom, S$iljasti izdanci

membrane ovih novih virusa nalikuju kruni (lat. corona) po ¢emu su dobili ime -



koronavirusi. Daljnjim istrazivanjem virusa znanstvenici su utvrdili da se u podrucjima
umjerene klime respiratorne infekcije uzrokovane koronavirusom cesce javljaju zimi i u
proljece nego ljeti i u jesen (7). Prvi slucaj infekcije SARS-CoV zabiljezen je u Kini, odakle
se prosirila na 29 zemalja diljem svijeta u razdoblju od 2002. do 2004. godine, uzrokujuci
8437 oboljelih i 813 smrtnih slucajeva uz smrtnost u populaciji iznad 65 godina oko 65% (8).
U rujnu 2012. godine u Saudijskoj Arabiji nastupa nova epidemija MERS-a uzrokovana
MERS-CoV sa stopom smrtnosti od 34,5%, §to ovaj virus ¢ini iznimno smrtonosnim. MERS-
CoV kao i SARS-CoV se primarno prenose sa zivotinje na ¢ovjeka, a kasnije je glavni put
transmisije bio bliski kontakt ¢ovjeka s Covjekom (9). Za razliku od SARS-a, ¢iji slu€ajevi
zaraze nisu zabiljezeni od 2004. godine, MERS od 2012. godine kontinuirano biljezi nove
sluc¢ajeve u zemljama Bliskog istoka. U usporedbi sa SARS-CoV i MERS-CoV, SARS-CoV-

2 ima manju smrtnost 1 vecu sposobnost transmisije (10).

1.2. COVID-19

1.2.1. Epidemiologija

Krajem prosinca 2019. godine u Wuhanu, u Kini, zabiljeZena je povecana hospitalizacija
bolesnika s pneumonijom nepoznate etiologije. Genetskom analizom identificiran je, kao
uzrok navedenih pneumonija, novi koronavirus (11). Ubrzo nakon Kine, virus se proSirio na
Tajvan, a potom i na cijeli svijet. Medunarodni odbor za taksonomiju virusa 11. veljace 2020.
godine imenovao je novi koronavirus SARS-CoV-2, a Svjetska zdravstvena organizacija
(engl. World Health Organization, WHO) bolest koju uzrokuje sluzbeno je nazvala COVID-
19 (engl. Corona Virus Disease-19). WHO je 11. ozujka 2020. godine sluzbeno proglasila
pandemiju COVID-19 (12). Globalnoj epidemiji COVID-19 pridonijeli su visoka zaraznost
virusa i brojna medunarodna putovanja. Pandemija koronavirusne bolesti prosirila se na
Hrvatsku krajem veljace 2020. godine. Do pocetka pandemije u Hrvatskoj je potvrdeno 1 275

762 sluCajeva zaraze virusom, od ¢ega je izlijeCeno 668 415 848, a umrlo 18 374 osoba (13).



Smatra se da je SARS-CoV-2 zivotinjskog podrijetla (pangolin), budu¢i da koronavirus
koji inficira pangolina dijeli 85,5%-92,4% sli¢nosti sekvence s SARS-CoV-2 virusom. Isti
nacini prijenosa dogodio se i u prethodnim CoV pandemijama pa se smatra da je posrednik za
pandemiju SARS-CoV virusa bila cibetka, a deva za MERS-CoV (14). Primarni nacin Sirenja
SARS-CoV-2 virusa s ¢ovjeka na Covjeka je respiratornim putem, ali i bliskim kontaktom s
inficiranom osobom. Kako je SARS-CoV-2 zabiljeZzen u uzorcima stolice kod zarazenih
pacijenata neke studije podrzavaju moguci fekalno-oralni prijenos virusa. PodrSku za takvu
hipotezu pruza prisutnost glavnog receptora za SARS-CoV-2, angiotenzin-konvertirajuceg
enzima 2 (engl. angiotensin-converting enzyme 2, ACE2), u ljudskim crijevima, olakSavajuci

replikaciju i prezivljavanje samog virusa (15).

Istrazivanja sugeriraju da je prosjecna inkubacija kod SARS-CoV-2 infekcije od 6,57
dana (16). Ova se pandemija pokazala kao jedna od najozbiljniji zdravstvenih kriza u
posljednjem desetljecu. Kao rezultat toga, zdravstveni su resursi u mnogim zemljama bili
suoceni s velikim izazovima. To se pogotovo pokazalo dramati¢no u Jedinicama intenzivnog
lijecenja (JIL) s obzirom na visoku dnevnu ucestalost bolesnika s akutnim respiratornim
distres sindromom (engl. acute respiratory distress syndrome, ARDS) 1 potrebom za
mehaniC¢kom ventilacijom (MV). Sukladno postoje¢im podatcima, ARDS se razvija u

priblizno 1/3 (33%) hospitaliziranih bolesnika koji zahtijevaju intenzivno lijecenje (17).

1.2.2. Genomska struktura SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 je omotani, pozitivni jednolancani RNA (engl. single-stranded RNA,
ssRNA) virus, velic¢ine 29,9 kB, te promjera oko 65-125 nm (Slika 1). Organizacija virusnog
genoma tipi¢na je za beta-CoV te su sekvence nukleotida identi¢ne 79% sa SARS-CoV te
50% s MERS-CoV (1,2). Genetski sastav SARS-CoV-2 na 5' kraju sastoji se od 13-15

otvorenih okvira Citanja (engl. Open reading frame, ORF) koji kodiraju 16 nestrukturiranih



proteina koji sudjeluju u procesu replikacije virusa. Na 3' kraju nalazi se genski slijed za pet
strukturnih proteina: Siljasti (engl. Spike, S) protein, membranski protein (engl. Membrane,
M), nukleokapsidni protein (engl. Nucleocapsid, N), protein ovojnice (engl. Envelope, E) i
hemaglutinin esterazni protein (engl. Hemaglutinin esteraza, HE) (18). Monomer S proteina
sastoji se od dvije podjedinice (S1 i S2). S1 podjedinica sadrzi dvije domene i to N-
terminalnu domenu (engl. N-terminal domain, NTD) 1 C-terminalnu domenu (engl. C-
terminal domain, CTD) koja se veze za receptorsku domenu (engl. Receptor binding domain,
RBD). Podjedinica S2 sadrzi elemente za membransku fuziju, uklju¢uju¢i unutarnji
membranski fuzijski peptid (engl. fusion peptide, FP), heptapeptid ponavljajucu sekvencu 1 i
2 (engl. heptapeptide repeat sequence, HR), transmembransku domenu (engl. transmembrane
domain, TM) i domenu citoplazme. Zivotni ciklus SARS-CoV-2 poéinje vezanjem RBD S1

podjedinice za stanicu domacina uz pomo¢ ACE2 receptora na membrani stanice domacina

(19).

giljasti protein (S)

Nukleokapsidni protein (N)

Membranski protein (M)
N

\\,’ 2
) \/ Proteinska ovojnica (E)

~__ssRNA

Slika 1. Struktura SARS-CoV-2 virusa. (Preuzeto i prilagodeno prema: Santos IA, Grosche
VR, Bergamini FRG, Sabino-Silva R, Jardim ACG. Antivirals Against Coronaviruses:
Candidate Drugs for SARS-CoV-2 treatment? Front Microbiol. 2020;11:1818.)



Fuzija virusne membrane i membrane stanice domacina rezultira otpustanjem virusnog
genoma. Nekoliko proteaza potpomazu ulasku virusa u stanicu: katepsin L, termolizin,
plazmin i tripsin. Svi su ovi enzimi medutim uglavnom topljivi i ne mogu se zadrzati u blizini
ACE2 receptora. Istrazivanja su pokazala da glavna proteaza koja pomaze endocitozu virusa
u stanice domadina je transmembranska serinska proteaza tipa II (engl. Transmembrane
Serine Protease 2, TMPRSS2) (20). U citoplazmi domacina enzim RNA-ovisna polimeraza
koristi pozitivni lanac RNA kao kalup za sintezu komplementarnog novog genoma.
Novosintetizirana RNA udruzuje se s N-proteinom te zajedno formiraju nukleokapsid, a
potom se u novu virusnu cesticu ugraduju ostali glikolizirani glavni strukturni proteini. U
domacinovom endoplazmatskom retikulumu i1 Golgijevom aparatu, strukturni proteini i
virusna RNA sazrijevaju u virione SARS-CoV-2. Okupljeni virioni putuju unutar vezikula

prema stanicnoj membrani domacina te se oslobadaju egzocitozom (21).

1.2.3. Imunopatogeneza

Glavni patofizioloski mehanizmi COVID-19 ukljucuju direktno virusno oStecenje
endotela, poremecaj imunoloSkog sustava s poveéanim upalnim odgovorom,
hiperkoagulabilnost s posljedi¢nim trombotskim stanjem uz poremecenu aktivaciju ACE2
receptora (22).

Patogeneza SARS-CoV-2 infekcije poCinje vezanjem virusa za ACE2 receptor, a
posredovanjem TMPRSS2 proteaze (20). Budu¢i da vrsta i veli¢ina virusne ozljede tkiva je u
korelaciji s raspodjelom i sadrzajem receptora u tijelu, visoka ekspresija ACE2 receptora
(oko 83%) na alveolarnim stanicama tipa 2 (AT2) predisponira razvoj u akutnu pluénu
ozljedu (engl. Acute Lung Injury, ALI) i ARDS (23). U imunopatogenezi srediSnje mjesto
ima aktivacija renin-angiotenzinskog sustav (engl. renin-angiotensin system, RAS). Veza
SARS-CoV-2 s ACE2 receptorom onemogucava pretvorbu Ang Il (engl. angiotensin II) u

Ang 1-7 (engl. angiotensin 1-7) Sto dovodi do povecane aktivnosti Ang II. Povecana
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prisutnost Ang II posljedi¢no aktivira upalni odgovor uz pojacano stvaranje proupalnih
citokina medu kojima je najvazniji tumor nekrotizirajuci faktor alfa (tumor necrosis factor

alpha, TNF-a) 1 interleukin 6 (IL-6) (24).

ARDS je histoloSki karakteriziran difuznim alveolarnim oSte¢enjem s povecanom
vaskularnom propusnosti 1 nakupljanjem tekucine u alveolama, oSte¢enjem pneumocita uz
stvaranje naslaga fibrina u alveolama, a kao posljedica prisutan je poremecaj izmjene plinova

s razvojem hipoksemije (24).

Brza replikacija SARS-CoV-2 potice akutnu upalu 1 aktivira prirodeni i steCeni
imunoloski odgovor. Brojne upalne stanice, poput neutrofila, makrofaga, a potom CD4+
limfocita, B limfocita, CD8+ limfocita T uz proupalne medijatore i citokine ukljuene su u
imunoloski odgovor. U teSkom obliku COVID-19 dolazi do poremecéaja u imunoloskom
odgovoru i razvoja citokinske oluje. Citokinska oluja je karakterizirana proizvodnjom velikih
koli¢ina citokina kao §to su IL-2, IL-7, IL-10, ¢imbeniku stimulacije kolonija granulocita
(engl. Granulocyte Colony-Stimulating Factor, GCSF), monocitni kemotakticki protein-1
(engl. Monocyte Chemotactic Protein-1, MCP 1), makrofagni upalni protein-1A (engl.
Macrophage Inflammatory Protein-1 Alpha, MIP 1a) 1 TNF-a (25). SARS-CoV-2 ulaskom u
stanicu dovodi do aktivacije brojnih signalnih puteva ukljucujuci i transkripcijski ¢imbenik
nuklearnog faktora-xB (engl. Nuclear factor kappaB, NF-xB) kao glavnog pokretaca
imunoloskog odgovora na infekciju. U stanicama zarazenim SARS-CoV-2, aktivacija NF-xB
dodatno stimulira pojacanu sintezu proupalnih citokina i kemokina, posebice IL-6. Daljnja
pojacana migracija upalnih stanica uzrokuje dodatnu pojacavaju aktivaciju IL-6, a

posljedicno se razvija citokinska oluja (26).



1.2.4. Klinicka slika

COVID-19 ima razlicitu klinicku prezentaciju, od asimptomatskog tijeka do blaze
simptomatologije poput groznice, suhog kasalja, mialgije, grlobolje 1 glavobolje do ozbiljnih
respiratornih  komplikacija koji mogu dovesti do ALI-a i ARDS-a (Tablica 1). Osim
respiratornih simptoma COVID-19 moze imati i razli¢ite izvan pluéne manifestacije poput
akutnih sréanih i neuroloskih poremecaja, te ozljeda gusteraCe, akutne ozljede bubrega i

testisa (26).

Tablica 1. Stupanj tezine COVID-19 bolesti

STUPANJ TEZINE BOLESTI

e Srednje teSka bolest e znakovi bolesti donjeg respiratornog sustava
(Sp0,>94% izmjerene pulsnim oksimetrom).

o Teska bolest o Sp02 <94%, Pa0O,/Fi0,<300 mm Hg, frekvencija
disanja >30 udisaja/min, ili RTG promjene koje
zahvacaju >50% plu¢nog parenhima.

e Kriti¢na bolest e ARDS, septicni Sok ili znakovi multiorganskog
zatajenja.

Preuzeto i prilagodeno prema: Thabet L, Mhalla S, Naija H, Jaoua MA, Hannachi N, Fki-
Berrajah L, Toumi A, Karray-Hakim H. SARS-CoV-2 infection virological diagnosis. Tunis
Med. 2020;98:304-308. Kratice: ARDS, akutni respiratorni distres sindrom; FiO,, udio
udahnutog kisika; PaO,, parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi; SpO2, periferne zasi¢enosti
kisikom.

Kao najtezi stupanj COVID-19, ARDS se najcesc¢e javlja izmedu 8. i 12. dana od pocetka
simptoma. Razvija se kroz nekoliko razli¢itih faza od oStecenja alveolarnih kapilara, epitela
alveola do fibroproliferativne faze. OSteCenje plu¢nog epitela i endotela karakterizirano je
upalom, apoptozom i nekrozom uz povecanu alveolarno-kapilarnu propusnost s razvojem
alveolarnog edema. Nastali edem sprjecava pravilnu difuziju plinova u plu¢ima, a kako

rezultat toga razvija se hipoksija (Slika 2) (27,28).
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Slika 2. Prikaz normalne alveole te alveole u ARDS-u. Preuzeto i prilagodeno prema:
Mirmohammadi S, Kianmehr A, Arefi M, Mahrooz A. Biochemical parameters and
pathogenesis of SARS-CoV-2 infection in vital organs: COVID-19 outbreak in Iran. New
Microbes New Infect. 2020;38:100792. Kratice: ARDS, akutni respiratorni distres sindrom.

Prema Berlinskoj definiciji koja je donesena 2012. godine, a koriste¢i se vrijednostima
omjera parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi i udjela udahnutog kisika (PaO,/FiO,),

ARDS se klasificira kao blagi, umjereni ili teski (Tablica 2) (29).



Tablica 2. Definicija akutnog respiratornog distres sindroma

Berlinska definicija

Pocetak unutar 1. tjedna od poznate ozljede ili novonastalo, ili
Vrijeme nastanka pogorSanje respiratornih simptoma.

Obostrano zamucenje 1/ili nodularni infiltrati, atelektaza/kolaps

RTG ili CT prsnog pluénog reznja i/ili pluénog krila.

koSa

Respiratorno zatajenje nije u sklopu zatajenja srca ili
preopterecenjem tekuc¢inom. Potrebna objektivna procjena (npr.
ehokardiografija) ako nema ¢imbenika rizika.

Podrijetlo edema

Oksigenacija
Blaga 200 mmHg < Pa0,/FiO; <300 mmHg* s PEEP ili CPAP > 5 cmH,0
Umjerena 100 mmHg < PaO,/Fi0; <200 mmHg s PEEP > 5 cmH,0
TeSka Pa0,/FiO; < 100 mmHg s PEEP > 5 cmH,0

* PaO, u mmHg; FiO, u decimalnom razlomku. Preuzeto i prilagodeno prema: Fanelli V,
Vlachou A, Ghannadian S, Simonetti U, Slutsky AS, Zhang H. Acute respiratory distress
syndrome: new definition, current and future therapeutic options. J Thorac Dis. 2013;5:326-
34. Kratice: ARDS, akutni respiratorni distres sindrom; CPAP, stalni pozitivni tlak u diSnim
putovima; FiO,, udio udahnutog kisika; PaO,, parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi; PEEP,
pozitivan tlak na kraju izdisaja.

1.2.5. Dijagnostika COVID-19

Dijagnosticki pristup SARS-CoV-2 sastoji se od klinicke sumnje, testiranja i prikupljanja
uzoraka, a nakon potvrde infekcije potrebno je specificna laboratorijska i slikovna obrada
kojom bi se procijenila tezina klinicke slike (30). Za dijagnozu trenutne infekcije koristi se
antigensko testiranje, metodom imunoesej koji detektira prisutnost specifi¢nog virusnog
antigena, naj¢es¢e nukleokapsidnog proteina (N). Osim toga koriste se i molekularni testovi
lan¢ane reakcije polimeraze nakon obrnutog prepisivanja (engl. Reverse-transcription

Poymerase Chain Reaction, RT-PCR), te test amplifikacije nukleinskih kiselina. Uzorci za
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ovakve tipove testiranja su obrisak sluznice nazofarinksa ili nosa. Klini¢ka u¢inkovitost ovih
testova ovisi o vrsti 1 kvaliteti uzorka te trajanju bolesti u vrijeme testiranja. ZabiljeZena stopa

laZno negativnih rezultata krece se od 5% do 40%, ovisno o koriStenom testu (31).

Seroloske pretrage koriste se za dijagnozu prethodne infekcije ili infekcije koja je trajala
najmanje 3 do 4 tjedna. Prvenstveno se detektiraju IgM 1 IgG protutijela koja su nastala kao
odgovor imunoloskog sustava na infekciju. Uzorak za testiranje je serum ili plazma. COVID-
19 potic¢e IgG antitijela protiv N proteina koja se mogu detektirati u serum ve¢ 4. dan od
pocetka bolesti, a u vecine bolesnika serokonverzija se odvija do 14. dana bolesti. Negativna

strana ovoga testa je to Sto je zabiljeZena krizna reakcija s drugim koronavirusima (32).

Mnoge studije ukazuju na specificne laboratorijske biomarkere koji su povezani s loSim
ishodima u hospitaliziranih bolesnika s COVID-19. S razvojem teZe klinicke slike dolazi do
pada broja limfocita, eozinofila, eritrocita, hemoglobina i hematokrita. Pokazalo se kako je
omjer neutrofila i limfocita (engl. Neutrofil-Lymphocyte Ratio, NRL) jedan od najboljih
hematoloSkih pokazatelja za pracenje tijeka bolesti (33). Biokemijski markeri upalnog
odgovora poput C reaktivnog proteina (engl. C-reactive protein, CRP) i prokalcitonina (engl.
procalcitonin, PCT) pokazali su znac¢ajnost u procjeni tezine klini¢ke slike. U bolesnika s
nekompliciranom COVID-19, PCT moze ostati u normalnim granicama, ali kontinuirano
povecanje razine PCT-a moZe ukazivati na bakterijsku superinfekciju i napredovanje prema

tezim komplikacijama kao $to su ALI 1 ARDS (34).

Pojacani upalni odgovor endotelnih stanica moze dovesti do poremecéaja koagulacije 1
fibrinolize pa sve do razvoja diseminirane intravaskularne koagulopatije (engl. disseminated
intravascular coagulation, DIC) §to prati 1 porast D-dimera u laboratorijskim nalazima.

Studije su pokazale da razine D-dimera ve¢a od 2,0 pg/mL je u korelaciji s intrahospitalnom
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smrtnoS¢u bolesnika s COVID-19, te da bolesnici s poviSenom razinom D-dimera ceSce

zahtijevaju lijeCenje u JIL-u, uz vecu vjerojatnost razvoja embolije pluca (35).

Mnoge studije izvijestile su o ozljedi miokarda kao jednoj od glavnih patogenih znacajki
COVID-19, s prevalencijom u oko 54% (36). Tocan mehanizam ozljede miokarda jo§ uvijek
nije poznat, no kao moguci navodi se povecana prisutnost upalnih citokina te poremecena
aktivacija ACE2 receptora s posljedi¢nim gubitkom kardioprotektivnog u¢inka Ang 1-7 (37).
Vrijednosti sr¢anog biomarkera hs-Tnl (engl. high sensitivity troponin I) su znacajno vece u
bolesnika s tezom klinickom slikom, dok je njegova visoka vrijednosti kod bolesnika

lijecenih u JIL-u pokazatelj multiorganskog zatajenja s losijim ishodom lijeenja (38).

Nedostatak vitamina D dugo se povezivalo sa smanjenom imunoloSkom funkcijom koja
moze biti ¢imbenik rizika za mnoge virusne infekcije (39). Klinicke studije ukazuju da
bolesnici s COVID-19, kod kojih je prisutan nedostatak vitamina D, imaju povecan rizik za

razvoj teze klinicke slike (39,40).

U studijama provedenim na bolesnicima s COVID-19 je otkriveno da visoka razina lakrat
dehidrogenaze (engl. lactate dehydrogenase, LDH) u ranoj fazi bolesti moze biti dobar

prediktor ozljede pluca te je povezan s losijim ishodom (41).

Laboratorijski pokazatelji multiorganskog oSte¢enja ukljucuju porast enzima aspartat
aminotransferaza (engl. aspartate aminotransferase, AST), alanin aminotransferaza (engl.
alanine aminotransferase, ALT), bilirubina, gama-glutamiltransferaza (engl. gamma-
glutamyltransferase, GGT) 1 kreatinina. Studije su pokazale da je 76,3% bolesnika imalo
patoloske jetrene testove, dok je 21,5% razvilo oStecenje jetre tijekom hospitalizacije (42). U
prospektivnoj kohortnoj studiji provedenoj na 701 COVID-19 bolesniku, otkriveno je da je
tijekom hospitalizacije ucestalost akutne ozljede bubrega (engl. Acute kidney injury, AKI)

bila 5,1% (43).

12



Pneumonija u sklopu COVID-19 radioloski je karakterizirana obostranim infiltratima tipa
mlijecnog stakla (engl. ground glass opacities, GGO) u perifernim dijelovima pluénog
parenhima (44). Nerijetko se vidi normalna radiografska snimka (RTG) pluéa u
simptomatskih bolesnika koji se prezentiraju u ranoj fazi bolesti (45). Za procjenu veli¢ine
zahvacenosti pluénog parenhima na RTG-u pluca predloZzena je Brixia bodovna ljestvica
(Slika 3) (46). U studiji Balbija 1 suradnika, navodi se da RTG plu¢a uz omjer PaO,/FiO; i
vrijednosti SpO,, moZe predvidjeti smrtnost i potrebu za respiratornom potporom (47).
Nadalje, studija Maroldi 1 suradnika je pokazala da rezultati Brixia bodovne ljestvice
signifikantno koreliraju s ishodom COVID-19 (48). Kao S$to je prikazano na slici 3, izracun
Brixia bodovne ljestvice se dobije podjelom snimke RTG-a plu¢a u 6 zona, po tri za svako
pluéno krilo: gornje zone A 1 D iznad donje stjenke luka aorte, srednje zone B i E ispod donje
stjenke luka aorte 1 iznad donje stjenke desne donje pluéne vene (tj. hilarne strukture) i donje

zone C i F ispod donje stjenke desne donje pluéne vene do pluénih baza (46).

Slika 3. Brixia bodovna ljestvica. Preuzeta i prilagodeno prema: Hanley M, Brosnan C,
O'Neill D, Ni Mhuircheartaigh N, Logan M, et al. Modified Brixia chest X-ray severity
scoring system and correlation with intubation, non-invasive ventilation and death in a
hospitalised COVID-19 cohort. ] Med Imaging Radiat Oncol. 2022;66:761-767.
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Za svaku zonu dodijeljeni su rezultati u rasponu od 0 do 3 na temelju prisutnih promjena
pluénog parenhima (0: nema promjena, 1: intersticijski infiltrat, 2: intersticijski (dominantni)
i alveolarni infiltrat, 3: intersticijski i alveolarni (dominantni) infiltrat). Rezultat se dobije

zbrojem s maksimalnim brojem od 18 (Tablica 2) (46).

Tablica 2. Brixia bodovna ljestvica

Bodovi Nalazi plu¢nog parenhima
0 Nema abnormalnosti plu¢a
1 Intersticijski infiltrati
2 Intersticijski i alveolarni infiltrati s intersticijskom dominacijom
3 Intersticijski 1 alveolarni infiltrati s alveolarnom dominacijom

Preuzeto i prilagodeno prema: Hanley M, Brosnan C, O'Neill D, Ni Mhuircheartaigh N,
Logan M, et al. Modified Brixia chest X-ray severity scoring system and correlation with
intubation, non-invasive ventilation and death in a hospitalised COVID-19 cohort. J Med
Imaging Radiat Oncol. 2022;66:761-767.

Osim RTG-a pluca koristi se 1 kompjuterizirana tomografija (engl. Computed
tomography, CT). Osjetljivost CT-a u dijagnostici COVID-19 pneumonije je od 85 do 98%,
uzimajuc¢i u obzir korelaciju s PCR testovima (49,50). Obiljezja COVID-19 pneumonije na
snimkama CT-a nisu specifi¢na, ali imaju karakteristi¢ne znacajke. NajceS¢i 1 najraniji nalaz
je uzorak GGO koji je u pocetku bolesti obicno multifokalan, bilateralan i1 periferno
raspodijeljen, dominantno u straznjim i donjim dijelovima pluc¢a. Uobi¢ajeni nalaz u podrucju
zahvacenosti pluénog parenhima su proSirene krvne Zile i bronhiektazije (51). Razvojem
ARDS-a, CT nalaz opisuje opsezne promjene karaktera pneumonije u pluénom parenhimu,
dok u fazi oporavka dolazi do regresije promjena uz Cesto kasnije opisane fibrozne tracke
(52). Za identifikaciju promjena u pleuri i pluénom parenhimu u bolesnika s COVID-19,

ultrazvuk pluéa je pokazao osjetljivost od 89,5% 1 negativnu prediktivnu vrijednost od 86,6%
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(53,54). U dosadasnjim istrazivanjima nalazi ultrazvuka plu¢a dobro koreliraju s nalazima

CT-ova u bolesnika s COVID-19 pneumonijom (55).

Slika 3. Karakteristiéne promjene plu¢nog parenhima u bolesnika s COVID-19 bolesti,
prikazane CT (a 1 b) uz trodimenzionalne poluprozirne rekonstrukcije (¢ i d). Preuzeta i
prilagodeno prema: Elmokadem AH, Batouty NM, Bayoumi D, Gadelhak BN, Abdel-
Wahab RM, Zaky M, Abo-Hedibah SA, Ehab A, El-Morsy A. Mimickers of novel
coronavirus disease 2019 (COVID-19) on chest CT: spectrum of CT and clinical features.
Insights Imaging. 2021;12:12.

Ispitivanje pluéne funkcije osnovni je postupak u procjeni tezine COVID-19.
Najjednostavniji nacin je mjerenje SpO, pomocu pulsne oksimetrije, a vrlo koristan
parametar je i FiO, (56). Horowitzov indeks (engl. Horowitz index, HI) predstavlja omjer
Pa0,/FiO,, parametar koji se koristi za procjenu pluéne funkcije. U zdravih osoba, HI iznosi

izmedu 350 i 450. Vrijednost ispod 300 upucuje na ozljedu plucéa, vrijednosti 200 je
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pokazatelj umjereno teske ozljede pluca, dok vrijednosti ispod 100 je kriteriji za teSku pluénu

ozljedu. HI se koristi i1 za procjenu tezine ARDS-a (27).

Postoji nekoliko bodovnih ljestvica koje se koriste u JIL-u za procjenu tezine COVID-19.
SAPS Il bodovna ljestvica (engl. Simplified Acute Physiology Score) sustav je za klasifikaciju
ozbiljnosti bolesti te procjenu rizika smrtnog ishoda za bolesnike hospitalizirane u JIL-u.
Sastoji se od 17 varijabli: 12 fizioloskih varijabli (npr. dob, vrsta prijema, planiran kirurski
zahvat, neplaniran kirurski zahvat ili medicinski razlog prijema) i 3 varijable povezane s
osnovnom boles¢u (sindrom steCene imunodeficijencije, metastatski karcinom 1 hematoloSke
maligne bolesti). Za fizioloske varijable koriste se najlosije vrijednosti tijekom protekla 24h
od prijema u JIL (57). Neke studije su ukazale na nedostatak koriStenja SAPS II bodovne
ljestvice u bolesnika s COVID-19 jer uvrStavaju parametre unutra prvih 24h od prijema u JIL
(58). Stoga je 2021. godine razvijen prognosticki model zvan SOSIC (engl. Survival of
Severely Ill COVID) kao sustav za procjenu vjerojatnosti 90-dnevnog prezivljenja nakon
prijema u JIL kod bolesnika s COVID-19 (59). Podatci se prikupljaju 1. (SOSIC-1), 7.

(SOSIC-7), te 14. (SOSIC-14) dana hospitalizacije u JIL-u (60).

1.2.6. Lijecenje i prevencija COVID-19

U bolesnika s blagim simptomima bolesti pristupa se simptomatskom lijecenju uz
odrzavanje prehrane i hidratacije te kontroliranje kaslja i vruice, dok bolesnici s teSkom
upalom pluéa zahtijevaju hospitalizaciju. Najces¢a je komplikacija SARS-CoV-2 infekcije
upala pluc¢a, stoga nadomjesna terapija kisikom Ccini veliki dio simptomatskog lijecenja.
Optimalna SpO, mjerena pulsnom oksimetrijom u odraslih s COVID-19 je od 92% do 96%
(61). Ako dode do progresije bolesti te razvoja akutne hipoksemije, konvencionalna terapija
kisikom moze biti nedostatna. Opcije za pruzanje pojacane respiratorne potpore ukljucuje

koristenje kisika kroz nosnu kanilu visokog protoka (engl. High-flow nasal cannula, HFNC),
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neinvazivnu ventilaciju (engl. noninvasive ventilation, NIV), intubaciju uz MV ili ECMO

(engl. Extracorporeal Membrane Oxygenation) (56).

Uz simptomatske myjere, lijeCenje COVID-19 sastoji se i od antivirusnih lijekova,
imunomodulatora, neutraliziraju¢ih protutijela te stanicne 1 genske terapije. Upotreba
kortikosteroida u lijeCenju COVID-19 se pokazala korisnom jer protuupalni lijekovi
povecavaju ekspresiju protuupalnih molekula poput aneksina-1, interleukina-10, sekretornog
inhibitora proteaze leukocita, a smanjuju ekspresiju proupalnih citokina IL-6 i IL-2 (62). U
mjere prevencije infekcije SARS-CoV-2 ubrajaju se zastitne maske za lice, redovita higijena i
dezinfekcija svih povrSina s kojima se dolazi u kontakt te mjere socijalne distance (63).

Cijepljenje je glavna mjera prevencije i zastite od teSkog oblika bolesti (64).

1.3. Uloga citokina TWEAK-a u COVID-19

Citokini su velika i raznolika skupina proteina koji se vezu za receptore na povrsini
stanice 1 time reguliraju mnoge vazne bioloske procese. Ti procesi ukljucuju proliferaciju,
hematopoezu te upalu i imunoloSku reakciju. TNF-a i TNF receptori (engl. tumor necrosis
factor receptor superfamily, TNF-RSF) privukli su znacajan interes kao potencijalni
terapijski ciljevi za mnoge bolesti (65,66). Citokin TWEAK (engl. TNF-like weak inducer of
apoptosis) je Clan superobitelji TNF-o koji se veze s fibroblastnim ¢imbenikom rasta
potaknut protein 14 (engl. fibroblast growth factor-inducible 14, Fnl4) i prisutan je na
membrani brojnih stanica i tkiva (67,68). TWEAK je poznat pod nazivima TNFSF12 (engl.
Tumor Necrosis Factor Superfamily member 12), a njegov receptor Fnl4 kao TNF-RSF12A
(engl. TNF Receptor Superfamily member 124) (67). Prvi put se TWEAK spominje 1997.
godine kada su Chicheportiche i suradnici izvijestili o identifikaciji novog proteina slicnog
TNF-u koji je imao proapoptoticku aktivnost na ljudske stanice karcinoma debelog crijeva

(69). U 2001. godine Wiley 1 suradnici otkrivaju receptor Fnl4, kao jedini do sada poznati
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receptor TWEAK-a (70). TWEAK je za razliku od ostalih ¢lanova superobitelji TNF-a,
Siroko rasprostranjen citokin. On se inicijalno sintetizira kao transmembranski glikoprotein
tipa II (engl. membrane-anchored TWEAK, mMTWEAK) od 249 aminokiselina. Sastoji se od
C-terminalne izvanstani¢éne domene koja sadrzi 206 aminokiselina, transmembranske domene
koja se sastoji od 25 aminokiselina i N-terminalne intracelularne domena od 18 aminokiselina
koja je u sklopu protein kinaze C. Mnoge stanice mogu eksprimirati mTWEAK 1 otopljenu
formu sSTWEAK-a (engl. soluble TWEAK) koja ostvaruje bioloske uc¢inke i moze se odrediti u

serumu 1 u urinu (71,72).

Fnl4 je transmembranski protein tipa I koji sadrzi 102 aminokiseline 1 najmanji je ¢lan
TNF-RSF. Djelovanje TWEAK-a ovisi o ekspresiji Fnl4 na stanicama, a pokazalo se da
jedino primarni T 1 B limfociti nemaju receptor Fnl4 (73). U istrazivanjima se uocilo da
vezno mjesto za TWEAK moze biti CDI63 koji se iskljuivo nalazi na
monocitno/makrofagnoj lozi (74). Vezanjem TWEAK-a za Fnl4 receptor aktivira se
nekoliko razli¢itih signalnih puteva kao Sto su MAPK (engl. mitogen activated protein
kinase), Akt/PI3K (engl. lipid kinase phoshoinositide-3-kinase signaling pathway) 1 NF-kB.
Aktivacija signalnog puta NF-kB potice transkripciju gena za brojne proupalne medijatore,
apoptozu 1 proliferaciju stanice (od Cega je transkripcija gena tijekom upale dio slozenog 1
dinami¢nog procesa koji se dogada u tkivima nakon traumatske, infektivne, toksicne ili
autoimune ozljede) (69,72,75). Aktivacija TWEAK/Fn14 poti¢e sintezu brojnih citokina, kao
Sto je IL-6, GCSF (engl. granulocyte stimulating factor), MCP1 (engl. monocyte
chemoattractant protein-1), ICAMI1 (engl. intercellular adhesion molecule-1) 1 VCAM1
(engl. vascular cell adhesion molecule-1) uz pojacanu ekspresiju 1 Fnl4 receptora
(67,68,75,76,77). Dokazano je da ekspresija Fnl4 na stanicama je potaknuta i ozljedom

stanice i okolnog tkiva (68).
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Najveci broj istrazivanja je dokazalo ulogu TWEAK-a u tumorogenezi i prekomjernu
izrazenost Fnl4 u odredenim solidnim tumorima kao S§to su karcinomi jetre, jednjaka,

debelog crijeva, gusterace, pluca, jajnika, prostate kao i kod neuroblastoma (78-81).

Recentna istrazivanja ukazuju da TWEAK ima vaznu ulogu u patofiziologiji mnogih
autoimunih 1 kroni¢nih upalnih bolesti kao Sto su sistemski lupus, reumatoidni artritis 1
multipla skleroza (82). Nadalje, pokazalo se da aktivacija TWEAK-a moze imati vaznu ulogu
u razvoju inzulinske rezistencije u sklopu Secerne bolesti tipa 2 1 metabolickog sindroma.
Smanjena razine sTWEAK-a s povecanjem razine mTWEAK-a, mogli bi pridonijeti
protupalnom ucinku u bolesnika s metaboli¢kim sindromom (83,84). Dosadasnja istrazivanja
su pokazala promjenu serumskih razina TWEAK-a u bolesnika s septicnim Sokom te
pozitivnu povezanost s mortalitetom bolesnika (77). Naime, aktivacija TWEAK/Fnl4
osovine kao dio upalnog odgovora na infekciju, povecava lu¢enje mnogih proupalnih citokina
ukljucujuéi IL-6, Sto kod nekih bolesnika moze dovesti do razvoja teske klinicke slike s
ARDS-om uz multiorgansko oste¢enje, a u konacnici i do smrtnog ishoda (85,86). Dosada je
provedena samo jedna studija koja je ispitivala ulogu TWEAK-a u bolesnika s COVID-19.
StatistiCki su zabiljezene povisene serumske razine TWEAK-a u bolesnika s COVID-19 u
odnosu na kontrolnu skupinu te veca razina TWEAK-a u skupini bolesnika koji su imali
radioloski opisane promjene na plu¢ima u odnosu na skupinu bolesnika koja nije imala

radioloski opisane promjene na plu¢ima (85).

Do sada nema objavljenih klinickih studija koje su istrazivale serumske vrijednosti
TWEAK-a u bolesnika s teskim oblikom COVID-19, te povezanost razine TWEAK-a s

razinom testosterona i smrtnoS¢u bolesnika s teskim oblikom COVID-19.
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1.4. Povezanost testosterona i COVID-19

Testosteron ima znacajnu ulogu u modulaciji upale. Brojna istrazivanja na animalnim
modelima su pokazala da su niske razine testosterona povezane sa sistemskim upalnim
procesima 1 porastom proupalnih citokina (IL-6, IL-1b, TNF-a) (87). Testosteron smanjuje
proizvodnju slobodnih radikala kisika, oksidaciju neutrofila i ukupni oksidacijski stres, te
utjeCe na funkciju makrofaga, monocita i T-limfocita u infekciji (88). Postoji ,,zacCarani krug*
u kojem muski hipogonadizam moze dovesti do povecane upale, a isto tako, proupalni
citokini, kao §to su IL-6, TNF-a 1 IL-1p mogu inhibirati lu¢enje testosterona modulacijom
osovine hipotalamus-hipofiza-gonade (89,90). Sukladno tome, pokazalo se da terapija
testosteronom u hipogonadalnih muSkaraca moze smanjiti upalni odgovor i sniziti razinu
cirkuliraju¢ih citokina (89). Razina testosterona se pokazala kao vaznim ¢imbenikom u
kroni¢noj upali koja je bitna u patofiziologiji malignih i1 autoimunih bolesti (91). Snizene
razine endogenog testosterona udruzene su s povecanom masom masnog tkiva (posebice
abdominalnog) te povecanim rizikom od razvoja metabolickog sindroma (92,93). Naime,
testosteron povecava aktivnost aromataze koja sudjeluje u pretvorbi testosterona u estradiol u
abdominalnom masnom tkivu koji je izvor upalnih citokina ukljucujuéi IL-6, IL-1p, inhibitor
aktivatora plazminogena i TNF-a (94,95,96). Konverzija testosterona uz povecanu razinu
leptina izravno inhibira hipotalamiCko-hipofiznu osovinu uz smanjenje lucenja
luteiniziraju¢eg hormona (LH) te posljedi¢no testosterona, te je stoga pretilost danas medu

najces$¢im uzrocima muskog hipogonadizma (94).

Povezanost izmedu testosterona i COVID-19 jo§ uvijek nije dovoljno razjasnjena, s
potencijalnom negativnom ili zaStitnom ulogom testosterona na razliCite aspekte bolesti.
Meta analiza koja je ukljucila oko 3 milijuna osoba diljem svijeta sa COVID-19 je pokazala
da nema razlike u riziku oboljenja s obzirom na spol, ali musSkarci su imali gotovo tri puta
vedi rizik prijema u JIL (OR =2,84; 95% CI=2,06-3,92) i veli rizik smrtnosti (OR = 1,39;
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95% CI=1,31-1,47) u odnosu na zZene (97). Sli¢ne podatke potvrduju i ostale studije koje su
analizirale rizik smrtnosti u muskaraca s COVID-19, te rizikom prijema u JIL (98,99). U
dosadasnjim CoV epidemijama, slican trend vece stope smrtnosti u musSkaraca (52%) u

odnosu na Zene (23%) je uoceno kod bolesnika oboljelih od MESR-CoV infekcije (100).

U istrazivanjima se pokazalo da testosteron ima znacajnu ulogu u patogenezi COVID-19
budu¢i da je vezanje virusa za ACE2 receptor ovisno o TMPRSS2 proteazi ¢ija sinteza je pod
izravnim utjecajem testosterona (101). Prekomjerna ekspresija TMPRSS2 potaknuta
povecanom razinom testosterona u musSkaraca ima potencijalnu ulogu u olakSanom ulasku

SARS-CoV-2 u stanice i povecanim rizikom razvoja teze klinic¢ke slike i smrtnosti (102,103).

Na modelu izoliranih humanih glatkih miSi¢nih stanica diSnih puteva pokazano je da
testosteron znacajno povecava ekspresiju ACE2 receptora (104). Isto tako, smanjen izrazaj
ACE2 receptora je utvrden u starijih muskaraca Sto je sukladno sa smanjenjem sinteze
androgena povezanim sa starenjem (105). Sukladno tome, istrazivanje na humanim mati¢nim
stanicama je ukazalo na zasStitnu ulogu antiandrogene terapije u SARS-CoV-2 infekciji jer
smanjuje ekspresiju ACE2 receptora (104). No, zastitna uloga antiandrogene terapije u
SARS-CoV-2 infekciji pokazala su oprecne rezultate u dosadasnjim istrazivanjima. Nekoliko
studija koji su ukljucivale bolesnike s malignomom prostate pokazali su nizi rizik za SARS-
CoV-2 infekciju u bolesnika koji su primali antiandrogena terapiju, §to podrzava ulogu
testosterona u patogenezi COVID-19 (106). Suprotno tome, u prospektivnoj kohortnoj studiji
Klein 1 suradnika, statisticki je veéi udio bolesnika s COVID-19 koji nisu primali

antiandrogenu terapiju u odnosu na bolesnike koji su istom lijeceni (107).

S druge strane, smanjene razine testosterona su zabiljezene u bolesnika s teSkom
klinickom slikom COVID-19 (108,109). Buduc¢i da se ACE2 receptori nalaze na stanicama

testisa, oSte¢enje Sertolijevih 1 Leydigovih stanica s posljedicnim smanjenjem sinteze
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testosterona moze biti u sklopu ozljede testisa samim virusom, pojac¢anom aktivnosti Ang II

1/ili ostecenjem hipotalamus-hipofiza-gonade osovine (110).

Istrazivanje razine ukupnog testosterona u muskaraca pri hospitalizaciji zbog COVID-19
u odnosu na kontrolne zdrave ispitanike su bile znacajno niZe, od ¢ega je u 89,8% ispitanika,
prema vrijednosti testosterona, bilo hipogonadalno, a postotak hipogonadizma u zdravih
ispitanika je bio svega 14,9% (111). Takoder, meta analiza koja je promatrala hormonske
parametre u viSe od 2000 bolesnika sa COVID-19, zabiljezila je sniZene vrijednosti ukupnog
testosterona bez promjena u vrijednostima LH (112). Sukladno tome, prospektivna studija
koja je ukljucila 358 bolesnika s COVID-19 1 92 bolesnika bez COVID-19 pokazala je nizu
razinu ukupnog testosterona u bolesnika s COVID-19. Statisticki se pokazalo da su
vrijednosti testosterona bile nize u bolesnika s teskim oblikom COVID-19 te u onih kojima je
bila potrebna intenzivna skrb u odnosu na one kojima ista nije bila potrebna (113,109). U
istrazivanju Salonia i suradnika, prati se porast razine testosterona u fazi oporavka (period
prac¢enja sedam mjeseci), od ¢ega je 50% bolesnika zadrzalo sniZzene vrijednosti testosterona
sukladne hipogonadizmu, a ¢ak u 10% bolesnika biljezi daljnji pad razine testosterona za
10% (114). Takoder, navodi se da su 70% bolesnika koji su imali snizene razine testosterona
u trenutku prijema u bolnicu, a uz daljnje smanjenje serumske razine testosterona, imali su
ucestalije pogorSanje klinicke slike uz razvoj ARDS-a (115,116). Sli¢no zapazanje se navodi
1 u studiji u¢injenoj 2021. godine od Camici i suradnika, koji su primijetili da su niske razine
testosterona bile povezane s duzim boravkom u bolnici uz povecanu mogucénost razvoja

hiperinflamatornog sindroma (117).

Uzimajuéi u obzir rezultate o ulozi i razini testosterona u bolesnika s COVD-19, cilj ovog
istrazivanja je bio ispitati i usporediti dinamiku serumskih koncentracija testosterona u

bolesnika koji su prezivjeli u odnosu na bolesnike koji su umrli od teSkog oblika COVID-19.
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2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA
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Glavni cilj istraZivanja:
Glavni cilj istrazivanja bio je usporediti serumske razine TWEAK-a u skupini bolesnika
koji su prezivjeli teski oblik SARS-CoV-2 infekcije u odnosu na skupinu bolesnika s teskim

oblikom SARS-CoV-2 infekcije koji su preminuli.

Sporedni ciljevi istraZivanja su:
1. Ispitati povezanost serumske razine TWEAK-a sa serumskom razinom testosterona.
2. Ispitati povezanost serumske razine TWEAK-a sa rizikom smrtnosti procijenjene
SAPS II bodovnom ljestvicom.
3. Ispitati povezanost serumske razine TWEAK-a sa ozljedom pluéa procijenjenom

Brixia bodovnom ljestvicom.
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Hipoteze istraZivanja su:

1. Serumske razine TWEAK-a bit ¢e manje u skupini bolesnika s teskim oblikom
SARS-CoV-2 infekcije koji su prezivjeli u odnosu na skupinu bolesnika s teSkim
oblikom SARS-CoV-2 infekcije koji su preminuli.

2. Serumske razine testosterona bit ¢e manje u skupini bolesnika s teSkim oblikom
SARS-CoV-2 infekcije koji su prezivjeli u odnosu na skupinu bolesnika s teskim
oblikom SARS-CoV-2 infekcije koji su preminuli.

3. Serumske razine TWEAK-a pozitivno ¢e korelirati s razinom testosterona u bolesnika
s teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije.

4. Serumske razine TWEAK-a pozitivno ¢e korelirati s rizikom smrtnosti procijenjene
SAPS Il bodovnom ljestvicom.

5. Serumske razine TWEAK-a pozitivno ¢e korelirati s rizikom ozljede pluénog

parenhima procijenjenog Brixia bodovnom ljestvicom.
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3. ISPITANICI I METODE
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Istrazivanje je u cijelosti osmisljeno na Katedri za patofiziologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Splitu, a provedeno je na Klinici za anesteziologiju, reanimatologiju i
intenzivno lijecenje (lokalitet Krizine). Eticko odobrenje za istrazivanje izdano je od strane
Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Split (Klasa: 500-03/21-01/185, Ur. Br.:
2181-147/01/06/M.S.-22-03, u Splitu, rjeSenje od 11.02.2022.). Istrazivanje je provedeno u
skladu s HelsinsSkom deklaracijom i kasnijim revizijama iste poStujuéi postulate dobre
klinicke prakse. Svi ispitanici u studiji su dobrovoljno potpisali obrazac informiranog
pristanka te su uz to i usmeno bili upoznati s ciljevima istrazivanja prije pocetka sudjelovanja
u istrazivanju.

3.1. Ispitanici

U istrazivanju su uklju¢eni muskarci u dobi od 18 do 65 godina s teSkim oblikom SARS-
CoV-2 infekcije koji su hospitalizirani u Respiracijskom intenzivistickom centru (RIC-u) pri
Klinici za anesteziologiju, reanimatologiju 1 intenzivno lijecenje, Klini¢kog bolni¢kog centra
Split u razdoblju od prosinca 2021. do svibnja 2022. godine. U vrijeme provodenja
istrazivanja dominantna varijanta SARS-CoV-2 u Hrvatskoj je bila SARS-CoV-2 B.1.617.2
(Delta) (66). Prisutnost SARS-CoV-2 virusa je potvrdena imunokromatografskom metodom
koriste¢i se COVID-19/FluA/FluB/RSV gPCR Kit na uredaju MIC qPCR cycler. U studiju su
ukljuceni bolesnici s teskim oblikom SARS-CoV-2 infekcije uz razvoj ARDS-a prema
Berlinskim kriterijima (29) koji su verificirani od strane specijaliste anesteziologa. Po
prijemu u RIC svi bolesnici su endotrahealno intubirani i priklju¢eni na mehanicku
ventilaciju. Standardnih kriterija za endotrahealnu intubaciju su bili: zastita diSnog puta, teSka
acidoza (pH <7,2) uz tesku apsolutnu hipoksemiju (PaO,<50 mmHg ili SpO,<90%) unato¢
maksimalnoj neinvazivnoj respiratornoj potpori. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine
ovisno o ishodu bolesti: skupinu bolesnika koji su prezivjeli (n=53) i skupinu bolesnika koji

su preminuli za vrijeme hospitalizacije (n=18). Odlucili smo se ne ukljuciti bolesnike
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zenskog spola u istrazivanje zbog odredivanja razine testosterona i drugih parametara koji
mogu biti pod utjecajem spola, te smo na taj nacin pokusali osigurati homogeniju skupinu

bolesnika. Ukljucni i iskljucni kriteriji su prikazani u Tablici 4.

Tablica 4. Kriteriji ukljucenja i iskljucenja ispitanika u studiju

UKLJUCNI KRITERIJI ISKLJUCNI KRITERIJI

e Muskareci stariji od 18 1 mladi od e Zenski spol
65 godina

e Teski oblik SARS-CoV-2 e Muskarci mladi od 18 1 stariji od 65
infekcije godina

¢ Lije¢enje mehani¢kom ¢ maligne i autoimunosne bolesti
ventilacijom

e kardiovaskularne, pluéne, jetrene i
bubrezne bolesti

e upotreba vitamina D.

3.2. Postupci

Svim ispitanicima koji su ukljueni u istraZivanje, nakon uzimanja detaljnih
anamnestickih podataka i klinickog pregleda, izvrSena su mjerenja vitalnih parametara i
acidobaznog statusa. Podatci o kroni¢nim bolestima i terapiji, vremenskom razdoblju od
pocetka SARS-CoV-2 infekcije do hospitalizacije 1 od pocetka SARS-CoV-2 infekcije do
hospitalizacije u RIC-u, cjepni status, tjelesna visina i1 tjelesna tezina prikupljeni su iz
bolnicke baze podataka. Indeks tjelesne mase (ITM) izraCunat je kao tjelesna masa (kg)
podijeljena s visinom na kvadrat (m?). Prekomjerna tjelesna teZina je definirana kao ITM >
25 kg/m?, dok se pretilost definirala kao ITM > 30 kg/m? (118). Bolesnici s arterijskom
hipertenzijom, Se¢ernom bolesti tipa 2, dislipidemijom te hipotireozom definirani su kao oni

koju su uzimali kroni¢nu terapiju za navedene dijagnoze.
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RTG snimke pluéa su ucinjene u sklopu standardnog lijecenja bolesnika u postero-
anteriornoj poziciji u leze¢em polozaju. Za procjenu abnormalnosti pluénog parenhima
koristili smo Brixia bodovnu ljestvicu (46). Vrijednost Brixia bodovne ljestve pracene su
prvog, sedmog i Cetrnaestog dana hospitalizacije. Za klasifikaciju ozbiljnosti bolesti te
procjena rizika smrtnog ishoda koriStena je SAPS II bodovna ljestvica (57). Za procjenu
vjerojatnosti 90-dnevnog prezivljenja bolesnika s SARS-CoV-2 infekcije koristena je SOSIC

bodovna ljestvica (60).

3.3. Uzorkovanje krvi i laboratorijska analiza

Svim bolesnicima uklju¢enim u studiju unutar prvih 24h od hospitalizacije u RIC-u
uzorkovana je venska krv. Svi uzorci krvi analizirani su u istom biokemijskom laboratoriju na
Zavodu za medicinsku-laboratorijsku dijagnostiku Klinickog bolnickog centra Split od strane
istog specijaliste medicinske biokemije koji je bio zaslijepljen u odnosu na skupinu
ispitanika, poStujuci smjernice dobre laboratorijske prakse. Svi laboratorijski parametri koji
su bili od interesa u ovom istrazivanju su odredeni 1.,7. 1 14. dana hospitalizacije. Acidobazni
status 1 razine laktata analizirani su iz uzorka arterijske krvi na uredaju ABL 90 Flex uz
krevet bolesnika. Dio uzoraka je svakodnevno analizirano, dok je dio bio centrifugiran (10
minuta na 3000 okretaja/minuti), alikvotiran i pohranjen na -80°C te je koriSteno za analizu

serumske razine TWEAK-a.

Hematoloski parametri (leukociti, eritrociti, trombociti, neutrofili, limfociti, monociti,
eozinofili) su obradeni na ADIVA 21201 platformi (Siemens AG, Erlangen, Njemacka).
Koncentracije elektrolita mjerene su standardnom potenciometrijskom laboratorijskom
metodom na Roche Cobas ISE (Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116,
Mannheim). CRP je odraden imunoturbidimetrijskom metodom na Roche Cobas c702

(Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, Mannheim). Koncentracije ureje,
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kreatinina, glukoze te aktivnost LDH i hs-Tnl analizirane su na analizatoru Roche Cobas
c702 (Roche Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, Mannheim). Aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme (APTV), protrombinsko vrijeme izraZzeno u internacionalnom
normiraju¢em omjeru (engl. international normalized ratio, INR), D-dimeri i1 fibrinogen
analizirano je na Siemens Healthineers Atellica COAG 360 (Siemens AG, Erlangen,
Njemacka). Imunokemijska metoda je koriStena za mjerenje vrijednost ukupnog testosterona,
tiroidnog stimuliraju¢eg hormona (TSH) i vitamina D na uredaju Roche Cobas i801 (Roche
Diagnostics GmbH, Sandhofer Strasse 116, Mannheim). Serumske razine testosterona su
mjerene u 3 vremenske tocke (prvog, sedmog i Cetrnaestog dana hospitalizacije), dok smo

vrijednosti vitamina D mjerili samo prvog dana hospitalizacije.

Serumske razine TWEAK-a (Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, SAD)
odredene su koriStenjem komercijalno dostupnog ELISA kompleta. Uzorci seruma za analizu
koji su bili pohranjeni na -80 C° na dan analize su otopljeni na sobnoj temperaturi.
Minimalna izmjerena razina TWEAK-a je bila 62,5 pg/mL (koeficijent varijabilnosti unutar

testa 1 medu testovima bili su <10%, odnosno <15%).

3.4. Statisticka analiza podataka

Veli¢ina uzorka izraunali smo primjenom statistickog programa MedCalc (MedCalc
Software, Ostend, Belgium, version 17.4.1) na temelju pilot studije od 5 prezivjelih bolesnika
i 5 bolesnika koji su preminuli za vrijeme boravka u bolnici. Prosje¢na koncentracija
TWEAK-a u serumu bila je 130,2 + 82,4 pg/mL u prezivjelih i u preminulih 261,7 + 86,3
pg/mL. Na temelju definirane pogreske tipa I od 0,05, 1 snage istrazivanja od 90%, izracunato
je da je potrebno ukljuciti barem 10 ispitanika po skupini. Podaci su analizirani pomocu
softvera MedCalc (MedCalc Software, Ostend, Belgija, verzija 17.4.1) i Prism 6 za

Windows® (verzija 6.01, GraphPad, La Jolla, CA, SAD). Kategorijski podaci prikazani su
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kao apsolutni brojevi (N) i postoci (%), dok su kontinuirani podaci prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SD) ili medijan (interkvartilni raspon). Normalnost
podataka procijenjena je Kolmogorov—Smirnovljevim testom. Za analizu kategorijskih
varijabli koriSten je hi-kvadrat (y2) test ili Fisherov egzaktni test. Osnovni podaci izmedu
glavnih ispitanih skupina (pacijenti koji su prezivjeli do otpusta u odnosu na pacijente koji su
umrli tijekom boravka u bolnici) usporedeni su ili sa Studentovim t-testom ili Mann-
Whitneyjevim U testom, prema potrebi. Nadalje, tocnost TWEAK-a u predvidanju bolnicke
smrtnosti testirana je koriStenjem ROC analize s izraCunom povrsine ispod krivulje (AUC).
Za usporedbu je li postojala statisticki znacajna razlika u razinama TWEAK-a u razli¢itim
vremenskim tockama od prijema, koriSten je Friedmanov test s post hoc Conoverovim
testom. Konac¢no, kako bismo ispitali korelaciju izmedu serumskih razina TWEAK-a i razina
hs-Tnl, CRP-a, Brixia rezultata, SAPS-II rezultata, SOSIC rezultata, Horowitzova indeksa,
razina TSH i vitamina D, upotrijebili smo Spearmanovu analizu korelacije rang-reda. U ovoj
analizi generirani su r koeficijent korelacije (rho), vrijednosti dvostrane znacajnosti (p) i
odgovarajuci korelacijski grafovi. P-vrijednost < 0,05 smatrana je statisticki znacajnom za

sve analize.
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4. REZULTATI
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U istrazivanje je ukljueno 66 bolesnika muskog spola s teskim oblikom SARS-CoV-2
infekcije koji su hospitalizirani u RIC-u. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine ovisno o
ishodu bolesti: skupina bolesnika koji su prezivjeli (n=53) i skupina bolesnika koji su
preminuli za vrijeme hospitalizacije (n=18). Pronadena je statisticki znacajna razlika u
zivotnoj dobi izmedu ispitivanih skupina (54,2+7,9 vs. 58,9+6,0 godina, P=0,047). Udio
potpuno cijepljenih ispitanika je bio 18% i pusaca 7,6% bez znafajne razlike izmedu
bila dislipidemija (68%) bez znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina. U skupini bolesnika
koji su preminuli u usporedbi sa skupinom bolesnika koji su prezivjeli znac¢ajno cesce je
zastupljena Secerna bolest tipa 2 (15,4 vs. 3,8%, P<0,001) i arterijska hipertenzija (38,5 vs.
26,4%, P<0,004). Osnovna obiljezja ispitanika prikazana su u Tablici 7.

Tablica 7. Osnovna obiljezja ispitanika

PrezZivjeli Umrli Ukupno
Parametri p*
(n=53) (n=13) (n=66)
Dob (godine) 542 +7,9 58,9+6,0 55,1+7,7 0,047
ITM (kg/m?) 28,6 £3,9 282+£27 28,5+3,7 0,771
Potpuno cijepljeni (n, %) 10 (19%) 2 (15%) 12 (18%) 0,772
Pusaci (n, %) 4 (7,6%) 1 (7,7%) 5(7,6%) 0,852

Arterijska hipertenzija (n, %) 14 (26,4%) 5(38,5%) 19 (28,8%) 0,004

Seéerna bolest (n, %) 2 (3,8%) 2 (15,4%) 4 (6,1%) <0,001
Dislipidemija (n, %) 33 (63%) 12 (54%) 45 (68%) 0,667
Hipotireoza (n, %) 2 (3,8%) 1 (7,8%) 3 (4,5%) N/A

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD, broj (postotak), hi-kvadrat test ili Studentov
t-test. Kratica: ITM: indeks tjelesne mase.
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Prosjecna vrijednosti PaO, bile su 5,8+1,0 kPa, PaCO, 9,84+2,5 kPa, dok je prosjecna
vrijednosti SaO, iznosila 91,9 % (90,3-96,0). Nije bilo statisticki znacajne razlike u

parametrima acidobaznog statusa izmedu promatranih skupina pri prijemu u RIC (Tablica 8).

Tablica 8. Usporedba parametara acidobaznog statusa izmedu prezivjelih i umrlih

bolesnika s teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije

Parametri Prezivjeli Umrli Ukupno .
(n=153) (n=13) (n = 66)
Sa0, (%) 93,0 (90,4-96) 94,0 (86,6-96,0) 91,9 (90,3-96,0) 0,472
pH (units) 7,35+ 0,07 7,34 + 0,06 7,35+ 0,07 0,475
PaO, (kPa) 58+1,1 6,0+0,7 58+1,0 0,507
PaCO; (kPa) 9.8+2,6 9,6 2,1 98+2,5 0,858
HCO; (mmol/L) 259+24 25,5+ 2,1 258+23 0,629

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost =SD, broj (postupak) ili medijan
(interkvartilni raspon). * Mann-Whitneyjev U test, hi-kvadrat test ili Studentov t-test.
Kratice: Sa0O,,zasi¢enje kisikom; PaO,, parcijalni tlak kisika u krvi; PaCO,,
parcijalni tlak uglji¢nog dioksida u krvi, HCOj; , bikarbonati.

U ukupnoj ispitivanoj populaciji broj neutrofila bio je povecan (88,6+4,2 %) uz snizen

broj limfocita (7,243,3 %), te s prosje¢nom vrijednosti NLR-a od 13,0 (11,0-19,0) bez

znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina (Tablica 9).
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Tablica 9. Usporedba laboratorijskih parametara izmedu prezivjelih i umrlih bolesnika

s teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije

Laboratorijski Prezivjeli Umrli Ukupno .
parametri (n=53) (n=13) (n = 66) P

Hemoglobin (g/L) 133,94+ 12,0 1319+ 12,3 133,5+12,0 0,591
Trombociti (x10°/L) 264,1 + 84,6 217,3 +£87,1 254,9 £86,7 0,081
Leukociti (x10°/L) 10,0+3,4 9,1+4,6 9,8+3,6 0,413
Neutrofili (%) 88,9+ 3,9 87,2+ 5,0 88,6 + 4,2 0,161
Limfociti (%) 6,8+2,9 87+4,4 7,2+33 0,070
Monociti (%) 3,51 +1,76 3,69 +1,72 3,5+1,7 0,735
Eozinofili (%) 0,37+ 0,24 0,35+0,22 0,36 0,23 0,832
NLR 13,0 (11,0-19,2) 11,0 (7,5-17,5) 13,0(11,0-19,0) 0,184

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD, broj (postotak) ili medijan
(interkvartilni raspon). *Mann-Whitneyjev U test, hi-kvadrat test ili Studentov t-test.
Kratice: NLR, omjer neurofila i limfocita.

Od upalnih parametara biljezi se povecana vrijednosti CRP-a (86,5+61,7 mmol/L) te
vrijednosti PCT 0,12 (0,08-0,19) prvog dana hospitalizacije u RIC-u, bez statisticki znacajne
razlike izmedu ispitivanih skupina. Izmjerena vrijednosti LDH bila je znacajno visa u
bolesnika koji su preminuli u odnosu na one koji su prezivjeli (605,1£225,9 U/L vs. 445,8+
221,8, P=0,024). Prosjecna vrijednosti D-dimera bila je 2,34 mg/L (1,63-4,19 mg/L), a
fibrinogena 6,6+1,4 g/L, bez statistiCki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina. Bolesnici
koji su prezivjeli, imali su statisticki znac¢ajno nizu vrijednost hs-Tnl u odnosu na skupinu
bolesnika koji su preminuli (9,1 (5,9-13,7) ng/L vs. 18,2 (9,9-32,8) ng/L, P<0,002).
Koncentracija vitamina D 1 albumina su u bile snizene u ukupnoj ispitivanoj populaciji u

odnosu na referentne vrijednosti. U skupini bolesnika koji su prezivjeli u odnosu na skupinu
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bolesnika koji su preminuli izmjerene su statisticki znacajno vise vrijednosti vitamina D
(40,0£18,6 vs. 27,4+17,0 nmol/L, P<0,040) i albumina (31,2 (29,2-32,6)g/L vs. 27,7 (35,7-
30,8,) g/L, P=0,006). Nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih skupina u
izmjerenim vrijednostima CRP-a, PCT, D-dimera, fibrinogena, INR, aPTT, glukoze, laktata,

ureje i kreatinina, AST, ALT i GGT (Tablica 10).
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Tablica 10. Usporedba laboratorijskih parametara izmedu prezivjelih i umrlih bolesnika

s teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije

Laboratorijski Prezivjeli Umrli Ukupno .
parametri (n=153) (n=13) (n = 66) P

CRP (mmol/L) 87,2+ 66,9 84,9 £35,2 86,5+ 61,7 0,868
PCT (ng/mL) 0,12 (0,08-0,17) 0,17 (0,08-0,33) 0,12 (0,08-0,19) 0,286
D-dimeri (mg/L) 2,17 (1,51-4,01) 3,08 (1,77-6,65) 2,34 (1,63-4,19) 0,305
Fibrinogen (g/L) 6,7+ 1,3 6,5+1,3 6,61,4 0,507
INR 0,96 + 0,06 0,99 +0,11 0,96 + 0,07 0,199
aPTT (s) 222+34 22,6 £3,2 22,3+33 0,647
hs-Tnl (ng/L) 9,1 (5,9-13,7) 18,2 (9,9-32,8) 9,9 (6,2-16,3) 0,002
Glukoza (mmol/L) 9,5+2,6 10,8 £5,2 9,8+3.3 0,206
Laktati (mmol/L) 1,5 (1,1-2,0) 1,4 (1,08-1,55) 1,5 (1,1-2,0) 0,235
Urea (mmol/L) 79+2,1 8,8+4,4 8,1+2,7 0,289
Kreatinin (mmol/L) 75,6 £ 15,4 84,2 +28.4 77,3 + 18,7 0,142
AST (U/L) 52 (32,0-80,2) 56 (44,7-113,2) 52 (33-84) 0,168
ALT (U/L) 51 (31,6-76,0) 35 (27,2-75,5) 47 (31-75) 0,265
GGT (U/L) 67 (42,5-101,7) 65,0 (23,0-116,7) 67 (40-104) 0,589
LDH (U/L) 445,8 £ 221,8 605,1+225,9 477,24222.9 0,024
Albumini (g/L) 31,2 (29,2-32,6) 27,7(25,7-30,8) 30.5(28,4-32,4) 0,006
Vitamin D 40,0 + 18,6 274+ 17,0 37,7+ 18,8 0,040
TSH (mIU/L) 0,34 (0,19-0,64) 0,25 (0,17-0,62) 0,33 (0,18-0,63) 0,699

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD, broj (postotak) ili medijan

(interkvartilni raspon).*Mann-Whitneyjev U test, hi-kvadrat test ili Studentov t-test.
Kratice: CRP, C-reaktivni protein; LDH, laktat dehidrogenaza; hs-Tnl, visokosenzitivni

sr¢ani troponin I; INR, protrombinsko vrijeme; aPTT, aktivirano parcijalno
tromboplastinsko vrijeme; AST, aspartat aminotransferaza; ALT, alanin

aminotransferaza; GGT, gama glutamil transferaza; PCT, prokalcitonin; LDH, laktat

dehidrogenaza; TSH, tiroidni stimuliraju¢i hormon.
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Dinamika laboratorijskih parametara je pokazala znacajno niZe vrijednosti 14. dana
hospitalizacije u odnosu na 1. dan hospitalizacije u vrijednostima CRP-a (P=0,004), NLR
(P<0,001) i1 LDH (P<0,001). Vrijednost hs-Tnl je znacajno veéa 14. dan u odnosu na 1. dan

hospitalizacije (P<0,001) (Tablica 11).

Tablica 11. Dinamika laboratorijskih parametara tijekom hospitalizacije

1. dan 7. dan 14. dan
Parametri P*
hospitalizacije hospitalizacije hospitalizacije

CRP (mmol/L) 65,9 (48,1-109,3) 46,6 (24,5-100,8) 25,9 (7,9-90,3) 0,004

NLR 13,0 (10,2-16,0) 10,0 (8,0-13.,7) 6,0 (5,0-10,0) <0.001
hs-Tnl (ng/L) 10,6 (7.8-16,9) 10,9 (8,1-15,2) 14,6 (11,7-22,7)  <0.001
LDH (U/L) 441 (346-575) 332 (285-373) 244 (203-297) <0.001

Podaci su izrazeni kao medijan (interkvartilni raspon). *Friedman test.
Kratice: CRP, C-reaktivni protein; LDH, laktat dehidrogenaza; hs-Tnl, visokosenzitivnog
sr¢anog troponina I; NLR, omjer neurofila 1 limfocita.

Prosjecna serumska razina testosterona u bolesnika prvog dana hospitalizacije u RIC-u je
bila 0,77 (0,44-1,49) nmol/L $to je nize od preporucenih referentnih vrijednosti (6,68-25,70

nmol/L), ali bez znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina (P=0,732) (Tablica 12).
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Tablica 12. Usporedba serumske razine testosterona izmedu prezivjelih i umrlih

bolesnika s teskim oblikom SARS-CoV-2 infekcije

PrezZivjeli Umrli Ukupno
Parametri p*
(n=153) (n=13) (n = 66)

Testosteron (nmol/L) 0,74 (0,44-1,49) 0,85 (0,60-1,50) 0,77 (0,44-1,49) 0,723

Podaci su izrazeni kao medijan (interkvartilni raspon).
*Mann-Whitneyjev U test.

Znacajno vece serumska razina testosterona biljeze se 14. dana hospitalizacije u
bolesnika koji su prezivjeli u usporedbi s bolesnicima koji su preminuli (4,96 (2,7-9,20)

nmol/L vs. 1,05 (0,60-1,20) nmol/L, P <0,001) (Slika 3).

P< 0,001 -~ Umrli (n=13)

-#- Prezivjeli (n=53)

Serumske koncentracije testosterona (nmol/L)

Slika 3. Dinamika serumske razinetestosterona tijekom hospitalizacije.
*Friedman test s post hoc Connoverovim testom.
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U ukupnoj ispitivanoj populaciji bolesnika s teskim oblikom SARS-CoV-2 infekcije,
serumske razine TWEAK-a su znacajno vise 7. dana hospitalizacije, a potom se biljezi pad
14. dana hospitalizacije, ali jo§ uvijek znacajno je veca prosjecna vrijednosti u odnosu na
vrijednosti 1. dana hospitalizacije (181,85 (95,90-348,17) pg/mL vs. 197,77 (136,03-471,52)
pg/mL vs. 188,55 (139,71-377,51) pg/mL, P=0,032). U skupini bolesnika koji su preminuli,
dinamika razine TWEAK-a u serumu je pokazala znacajno vece koncentracije 7. i 14. dana
hospitalizacije (247,2 (89,7-326,8) pg/mL vs. 284,20 (157,64-582,86) pg/mL vs. 293,80
(188,55-640,51) pg/mL, P=0,016). U skupini bolesnika koji su prezivjeli nije bilo statisti¢ki

znacajne dinamike porasta serumske razine TWEAK-a (P=0,622) (Slika 4).

-~ Umrli (n = 13)
400- -#- Prezivjeli (n = 53)
--o- Ukupna populacija (n = 66)

Serumske koncentracije TWEAK-a (pg/mL)

200 **P=(,622
***P=0,032
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0 1 2 3 4
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S & &
¢ & &
P N g
< K Q
& 3 S
N N N
s ¥
~ A >

Slika 4. Dinamika serumske razine TWEAK-a tijekom hospitalizacije
*Friedman test s post hoc Connoverovim testom.
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Serumske razine TWEAK-a prvog dana hospitalizacije bile su zna¢ajno nize u skupini
bolesnika koji su prezivjeli u usporedbi sa skupinom bolesnika koji su preminuli (179,3

(86,6-375,5) pg/mL vs. 247,2 (89,7-326,8) pg/mL, P=0,037) (Slika 5).
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Slika 5. Usporedba serumske razine TWEAK-a izmedu prezivjelih i umrlih bolesnika s
teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije. Podatci su prikazani kao medijan 1 75 percentil.
* Mann-Whitneyjev U test.
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Serumska razina TWEAK-a na dan prijemu u RIC statisticki se pokazala kao signifikantni

prediktor smrtnosti u bolnici (AUC=0,689, P=0,019) (Slika 6).

100 |-
80 |-
. 60|
8 !
= i
i I
g a0l
20 |-
- AUC = 0.689
p=0.019
0...1...!...]...1...1
0 20 40 60 80 100

1 - Specificnost

Slika 6. Prediktivna vrijednosti TWEAK-a za intrahospitalnu smrtnost.
Receiver-operator characteristics (ROC). Kratice: AUC, povrsina ispod krivulje.

Statistickom obradom nije uocena razlika izmedu ispitivanih skupina u duljini trajanja
SARS-CoV-2 infekcije prije hospitalizacije, duljini trajanja SARS-CoV-2 infekcije pri
prijemu u RIC te duljini trajanja hospitalizacije. U skupini bolesnika koji su preminuli
statisticki znacajno je veci broj dana hospitalizacija u RIC-u (11,5+6,7 vs. 20,3+8,5 dan) i
broj dana na mehanickoj ventilaciji (7,0+4,8 vs. 19,248,6 dana) (P<0,001). Prisutnost
bolnickih infekcija bila je znacajno veca u skupini bolesnika koji su preminuli u odnosu na

skupinu bolesnika koji su prezivjeli (£<0,001) (Tablica 13).
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Tablica 13. Usporedba obiljezja teskog oblika SARS-CoV-2 infekcije izmedu prezivjelih

i umrlih bolesnika

Prezivjeli Umrli Ukupno
Parametri p*
n=53) @=13) (n=066)

Trajanje bolesti pri prijemu u bolnicu

(dana)

90+2,6 8,6+34 89+28 0,690

Trajanje bolesti pri prijemu u JIL (dana) 11,1 +3,2 10,5+5,3 11,0+3,7 0,607

Trajanje hospitalizacije (dana) 16 (14-20) 23 (15-35) 17 (14-23) 0,199

Duljina boravka u JIL-u (dana) 11,5+6,7 20,3+8,5 13,2+79 <0,001

Trajanje mehanicke ventilacije (dana) 7,0+4,8 19,2+8,6 94+7,5 <0,001

Bolnicke infekcije (n, %) 18 (34%) 10 (77%) 28 (42%) <0,001

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost = SD, broj (postotak) ili medijan
(interkvartilni raspon).* Mann-Whitneyjev U test, hi-kvadrat test ili Studentov t-test.

Horowitzov indeks je u ukupnoj populaciji ispitanika bio sniZzen s prosje¢nom vrijednosti
od 89,7£29,7, no bez statisticki znaCajne razlike izmedu ispitivanih skupina (P=0,499).
Prosjecni rezultat SAPS II bodovna ljestvice je iznosio 29 (27-34), bez statisticki znacajne
razlike izmedu ispitivanih skupina (P=0,168). Nadalje, vjerojatnost 90-dnevnog prezivljenja
procijenjenog bodovnom ljestvicama SOSIC 1., 7. 1 14. dana hospitalizacije u RIC pokazala
je znacajno bolji rezultati u skupini bolesnika koji su prezivjeli u odnosu na skupinu koja je
preminula (P=0,013, P<0,001 1 P<0,001). Zbroj Brixia bodovne ljestvice bio je veci u
skupini bolesnika koji su preminuli u odnosu na skupinu bolesnika koji su prezivjeli

(11,5+3,8 vs. 14,9427, P=0,004) (Tablica 14).
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Tablica 14. Usporedba bodovnih ljestvica teSkog oblika SARS-CoV-2 infekcije izmedu

prezivjelih 1 umrlih bolesnika

Prezivjeli Umrli Ukupno
Parametri D
(n=53) (n=13) (n =66)
Horowitz
91,1 £30,9 84,1 + 24,9 89,7+ 29,7 0,449 1
indeks
SAPS 1 29 (27-32.5) 32 (29-34) 29 (27-34) 0,168 *
SOSIC-1 27,6 (21,1-36,0) 35,4 (31,7-41,9) 30,3 (22,9-36,4) 0,013 *
SOSIC-7 6,4 (3,2-25,8)  38,5(31,1-43,4) 12,9 (3,9-33,1)  <0,001 *
SOSIC-14 4,4 (2,0-11,9) 48,9 (46,0-55,4) 27,6 (2,8-48,0)  <0,001 *
Brixia bodovna
11,5+3,8 14,9 +2,7 12,2+3,9 0,004 ¥

ljestvica

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost =SD, broj (postotak) ili medijan
(interkvartilni raspon).*Mann-Whitneyjev U test, hi-kvadrat test ili TStudentov t-test.
Kratice: SAPS 11, (engl. Simplified Acute Physiology Score); SOSIC,
(engl. Survival of Severely Il COVID).
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U bolesnika koji su prezivjeli, dinamika vrijednosti zbira za ozljedu plu¢nog parenhima
procijenjenog Brixia bodovnom ljestvicom je znacajno veéa u odnosu na skupinu bolesnika

koja je preminula (P=0,015) (Slika 7).
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2
S 54
R
}
2
0 .
0 1 2 3 4
Q0
S
S < &
K Q N
S S &
& > N
b‘b‘ b‘,b‘Q b"b‘Q

Slika 7. Rezultati Brixia bodovne ljestvice tijekom hospitalizacije u ispitivanih skupina
Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost + SD
*Studentov t-test, TRepeated Measure ANOVA
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Pronadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu serumske razine TWEAK-a mjerenih
prvog dana hospitalizacije i razine CRP-a (r = 0,410, P=0,002) i hs-TnlI (r = 0,463, P=0,001).
Nadalje, pronadena je statisticki slaba negativna povezanost serumske razine TWEAK-a i
testosterona mjerenih prvog dana prijema u RIC-u (r =-0,310, P=0,036).

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost prosjecnih serumskih razina TWEAK-a s
rezultatima bodovnih ljestvica: SAPS II (r= 0,233, P=0,064), SOSIC-1. dan (r = -0,072, P =
0,574), SOSIC-7. dan (r = 0,115, P=0,387) i SOSIC-14.dan (r = 0,440, P=0,054) kao i
Horowitzovog indeksa (r = -0,122, P=0,335), serumske razine TSH (r = -0,125, P=0,326), te

serumske razine vitamina D (r = -0,012, P=0,928) (Tablica 15).

Tablica 15. Korelacija izmedu serumske razine TWEAK-a i varijabli od interesa

Parametri r* D
CRP (mmol/L) 0,410 0,002
hs-Tnl (ng/L) 0,463 0,001
Horowitz indeks -0,122 0,335
SAPS II 0,233 0,064
SOSIC-1 -0,072 0,574
SOSIC-7 0,115 0,387
SOSIC-14 0,440 0,054
Testosteron (nmol/L) -0,310 0,036
TSH (mIU/L) -0,125 0,326
Vitamin D (nmol/L) -0,012 0,928

*Spermanov koeficijent korelacije.

Kratice: SAPS 11, (engl. Simplified Acute Physiology Score);

SOSIC, (engl. Survival of Severely Il COVID); TSH, tiroidni stimuliraju¢i hormon;
CRP, C-reaktivni protein; hs-Tnl, visokosenzitivnog sré¢anog troponina I.
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Utvrdena je znaCajna pozitivha povezanost izmedu serumske razine TWEAK-a i

prosjecnog zbira Brixia bodovne ljestvice (r=0,491, P<0,001) (Slika 8).

1000 -
r=0,491, *P<0,001

800 - 4

Serumske koncentracije TWEAK-a (pg/mL)

Brixia bodovna ljestvica

Slika 8. Korelacija izmedu zbira Brixia bodovne ljestvice i razine TWEAK-a u serumu.
Crvena linija predstavlja liniju korelacije, isprekidane zelene linije predstavljaju 95% interval
pouzdanosti, a plavi trokuti predstavljaju pojedinacne vrijednosti ispitanika. *Spermanov

koeficijent korelacije
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5. RASPRAVA
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Glavni cilj istrazivanja bio je usporediti serumske razine TWEAK-a u skupini bolesnika
koji su prezivjeli teski oblik SARS-CoV-2 infekcije u odnosu na skupinu bolesnika s teskim
oblikom SARS-CoV-2 infekcije koji su preminuli. Pokazalo se da su serumske razine
TWEAK-a prvog dana hospitalizacije u RIC-u bile niZze u podskupini bolesnika koji su
prezivjeli u usporedbi s bolesnicima koji su preminuli za vrijeme hospitalizacije. Nadalje,
pokazalo se da je serumska razina TWEAK-a na dan prijema u RIC signifikantni prediktor
smrtnosti od teSkog oblika SARS-CoV-2 infekcije. Rezultati ovog istrazivanja po prvi put su
potvrdili potencijalnu ulogu citokina TWEAK-a u bolesnika s teskim oblikom SARS-CoV-2
infekcije, te pozitivnu povezanost razine TWEAK-a sa smrtnos¢u bolesnika s teSkim oblikom
SARS-CoV-2 infekcije. Naime, aktivacija TWEAK/Fnl4 osovine jedna je od pokretaca
signalnog puta NF-kB i pojacanog upalnog odgovora u bolesnika s teSkom oblikom SARS-
CoV-2 infekcije. Naime, SARS-CoV-2 ulaskom u stanicu dovodi do aktivacije mnogih
signalnih puteva, a posljedi¢no tome stimulira se pojacana sinteza proupalnih citokina i
kemokina te pojaana migracija upalnih stanica koja dodatno proizvodi proupalne ¢imbenike
s posljedi¢nim razvojem citokinske oluje (26). U ovom istrazivanju serumske razine
TWEAK-a prvog dana hospitalizacije u RIC-u bile su niZze u bolesnika koji su prezivjeli u
usporedbi s bolesnicima koji su preminuli, $to upucuje da je upalni odgovor u bolesnika koji
su prezivjeli bio manji. Pra¢enjem dinamike serumske razine TWEAK-a, u ovom
istrazivanju, uoc¢eno je da su u podskupini bolesnika koji su preminuli, razine TWEAK-a u
serumu porasle u prvih 7 dana, ali vrijednosti nisu padale u sljede¢em tjednu hospitalizacije,
dok su serumske razine TWEAK-a pale na pocetne vrijednosti u skupini bolesnika koji su
prezivjeli. Sukladno tome, u studiji Kergerta i suradnika statisti¢ki se prati dinamika porasta
serumske razine IL-6 petog dana hospitalizacije u bolesnika koji su razvili ARDS u usporedbi

s bolesnicima koji nisu razvili tezi upalni odgovor (86).
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Do sada je provedena samo jedna studija koja je ispitivala ulogu TWEAK-a u bolesnika s
SARS-CoV-2 infekcijom (85). U studiji se biljeze poviSene serumske razine TWEAK-a u
bolesnika s SARS-CoV-2 infekcijom u odnosu na kontrolnu skupinu, te znac¢ajno vecu razinu
TWEAK-a u skupini bolesnika koji su imali RTG opisane promjene na plu¢ima, u odnosu na
skupinu bolesnika koja nije imala RTG opisane promjene (85). U naSem istraZivanju
pokazano je da serumske razine TWEAK-a statisticki znacajno i pozitivno koreliraju s
rezultatima Brixia bodovnom ljestvicom. Takoder je utvrdeno da je skupina bolesnika koji su
prezivijeli imala znacajno manji zbroj Brixia bodovne ljestvice izmjeren 14. dana
hospitalizacije u odnosu na skupinu bolesnika koja je preminula. Nadalje, rezultati su
potvrdili da su serumske razine TWEAK-a statisticki znacajno i pozitivno korelirale sa

serumskim razinama CRP-a i hs-Tnl.

U ovom istrazivanju skupina bolesnika koji su preminuli u usporedbi sa skupinom koja je
prezivjela bila je znacajno starije Zivotne dobi i1 znacajno vecim udjelom komorbiditeta
(SeCerna bolest tipa 2 1 arterijska hipertenzija). Ovi rezultati su komplementarni s
dosadasnjim istrazivanjima koja su potvrdila kao vazne rizicne ¢imbenike za razvoj teskog
oblika SARS-CoV-2 infekcije su: starija zivotna dob, muski spol, arterijska hipertenzija,
Secerna bolest tipa 2 i pretilost (8,17,119). Arterijska hipertenzija je u ovom istrazivanju
prisutna u 28,8% bolesnika S$to se podudara s prevalencijom arterijske hipertenzije u
bolesnika s SARS-CoV-2 infekcijom i u drugim studijama. U studijama provedenim u Kini
arterijska hipertenzija je zabiljezena u 27-30% bolesnika, dok je u velikoj studiji koja je
promatrala viSe od 12.500 ljudi u New Yorku postotak bolesnika s arterijskom hipertenzijom
bio 34,6% (120,121). Prosje€na dob bolesnika, u ovom istraZivanju bila je 55,1 + 7,7 godina
uz znacajno stariju zivotnu dob bolesnika koji su preminuli. Meta analiza s viSe od pola
milijuna pacijenata s SARS-CoV-2 infekcijom iz razliitih zemalja naglasava odlucujuci

ucinak dobi na smrtnost s relevantnim pragovima za dob >50 godina, a posebno u bolesnika

50



>60 godina starosti (122). Prosjecna ITM bolesnika u ovom istrazivanju je bio 28,5 £+ 3,7
kg/m?. Veliko istrazivanje provedeno u Ujedinjenom Kraljevstvu na vise od 6 milijuna
ispitanika pokazalo je da ITM ve¢i od 23 kg/m? povecava rizik od hospitalizacije u JIL 1 smrti
kod oboljelih od COVID-19 (123). U nasem istrazivanju u skupini bolesnika koji su
preminuli u odnosu na skupinu bolesnika koji su prezivjeli bio je znacajno veéi udio Secerne
bolesti tipa 2. To je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima koja su potvrdila da Secerna bolest
tipa 2 povecava rizik za razvoj teskog oblika bolesti 1 smrti (124). Studija iz Kine, koja je
retrospektivno analizirala 7337 bolesnika s COVID-19, medu kojima su 952 osobe imale
Secernu bolest tipa 2, izvijestila je o povezanosti Se¢erne bolesti tipa 2 s pove¢anom stopom
smrtnosti (125). Meta analiza koja je ukljucivala 30 studija s ukupno 6452 bolesnika navodi
da je Secerna bolest tipa 2 udruzena s povecanim kompozitnim ishodom koji ukljucuje: smrt,
teski oblik SARS-CoV-2 infekcije, ARDS, hospitalizaciju u JIL-u te progresiju bolesti (126).
Naime, niz studija je pokazalo da Secerna bolest povecava ekspresiju ACE2 na epitelnim
stanicama pluca i povecava upalni citokinski odgovor $to povecava rizik za razvoj ARDS-a i

smrtnog ishoda u COVID-19 (125).

StatistiCki se u ovom istrazivanju biljeze vece serumske razine hs-Tnl i LDH u bolesnika
koji su preminuli, §to govori u prilog visSeorganskog oste¢enja u bolesnika s teSkim oblikom
SARS-CoV-2 infekcije. U skupini bolesnika koji su preminuli nadena je znacajno manja
serumska razina vitamina D S§to je sukladno dosadasnjim istrazivanjima koja su potvrdila
povezanost nedostatka vitamina D i povecavanog rizika razvoja tezeg oblika SARS-CoV-2

infekcije (39,40).

Prosje¢na serumska razina testosterona prvog dana hospitalizacije u RIC-u bila je niza od
referentnih vrijednosti i negativno je korelirala sa serumskom razinom TWEAK-a. Utjecaj
testosterona na tijek SARS-CoV-2 infekcije ostaje nedovoljno razjaSnjen aspekt u

patofiziologiji COVID-19. Dosadasnja istraZzivanja su pokazala da muski spol predstavlja
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¢imbenik rizika za razvoj tezeg oblika SARS-CoV-2 infekcije i smrtnosti (30). S jedne strane,
testosteron poti¢e ulazak virusa u stanice domacina jer povecava ekspresiju TMPRSS2 i
posljedi¢nu aktivaciju ACE2 receptora, no s druge strane testosteron smanjuje sistemski
upalni odgovor, razinu proupalnih citokina, oksidativni stres i endotelnu disfunkciju
(101,102,103). Istrazivanja su pokazala da smanjene razine testosterona u sklopu teskog
oblika COVID-19 mogu biti posljedice direktnog virusnog ostec¢enja stanica testisa u kojima
su prisutni ACE2 receptori, pojacane aktivnosti Ang II ili pak u sklopu oste¢ene hipotalamus-
hipofiza-gonade osovine (110). Rezultati naSeg istrazivanja sukladni su rezultatima
dosadasnjih istrazivanja koja su pokazala da niska razina ukupnog testosterona u muskaraca
pri hospitalizaciji zbog teSkog oblika SARS-CoV-2 infekcije negativno korelira s ishodima
bolesti (115,116). Smanjenje upalnog odgovora u ovom istrazivanju prati se statisticki
znacajno vecom prosjecnom serumskom razinom testosterona 14. dana hospitalizacije u
bolesnika koji su prezivjeli u odnosu na one koji su preminuli. To se podudara s dosadasnjim
istrazivanjima koja navode da je porast razine testosterona u fazi oporavka udruZen sa

smanjenjem upalnog odgovora (114).

Kao u dosada$njim istrazivanjima provedenim kod bolesnika s COVID-19 lijecenih u JIL-
u (58), 1 u ovom istrazivanju nije pokazana statisticka razlika izmedu ispitivanih skupina u
SAPS II bodovnoj ljestvici. Nije utvrdena statisticki znacCajna povezanost serumskih razina
TWEAK-a sa SOSIC-1, SOSIC-7 1 SOSIC-14 bodovnim ljestvicama, ali se pokazala
statisticki znaCajna razlika izmedu ispitivanih skupina s obzirom na prezivljenje u SOSIC
bodovnoj ljestvici mjerene u sve tri tocke, Sto se podudara sa dosadasnjim istrazivanjima

(59,60).

Dobivenim rezultatima istrazivanja pokusali smo doprinijeti boljem razumijevanju
povezanosti upalnog odgovora prvenstveno uloge TWEAK-a u klinickom tijeku i ishodima u

bolesnika s teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije. Uz to, ovom smo disertacijom nastojali
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doprinijeti novim saznanjima o potencijalnoj uporabi TWEAK-a u dijagnostici, prognozi i

lije¢enju teskih oblika SARS-CoV-2 infekcije.

Ova studija ima nekoliko ograni¢enja. lako su veli¢ine uzorka u ispitivanim skupinama
bile dovoljno velike da prikazu statisticku znacajnost medu njima, dodatne studije s vec¢im

brojem ispitanika bile bi korisne u smislu doprinosa tumacenju rezultata ovog istrazivanja.

Budu¢i da nasa studija nije ukljucivala ispitanike Zenskog spola, dobiveni rezultati se ne
mogu primijeniti na sve bolesnike s COVID-19. Nadalje, istrazivanje nije ukljucilo podatke o
vrijednostima testosterona 1 TWEAK-a prije hospitalizacije u RIC. Kao dio standardne
terapije svi bolesnici su bili lijeCeni kortikosteroidima, koja moze utjecati na alteraciju 1
dinamiku promjena razine testosterona i TWEAK-a u bolesnika s teskim oblikom SARS-
CoV-2 infekcije. Potrebna su daljnja klinicka istrazivanja na veéem broju ispitanika i
razli¢itim pristupom u mjerenju TWEAK-a i testosterona, a sa ciljem da se razjasne precizne
promjene i kompleksni utjecaj razine TWEAK-a i testosterona u bolesnika s teSkim oblikom

SARS-CoV-2 infekcije.
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6. ZAKLJUCCI
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10.

11.

Serumske razine TWEAK-a prvog dana hospitalizacije u RIC-u bile su niZze u
podskupini bolesnika koji su prezivjeli u usporedbi s bolesnicima koji su preminuli.

U ukupnoj populaciji bolesnika s teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije, serumske
razine TWEAK-a porasle su tijekom prvog tjedna, dok je pad na pocetne vrijednosti
primije¢en u drugom tjednu nakon prijema u RIC.

U podskupini bolesnika koji su preminuli, serumske razine TWEAK-a porasle su u
prvih 7. dana, ali nisu pale u sljede¢em tjednu.

U podskupini bolesnika koji su prezivjeli nije bilo statisticki znacajnije dinamike u
serumskim razinama TWEAK-a.

Serumska razina TWEAK-a prvog dana hospitalizacije u RIC-u statisti¢ki se pokazala
kao signifikantni prediktor smrtnosti.

Prosje€na serumska razina testosterona prvog dana hospitalizacije u RIC-u u
ukupnom uzorku ispitanika bila je znacajno niza od referentnih vrijednosti, ali bez
razlike izmedu ispitivanih skupina.

Utvrdena je statisticki znacajna razlika serumske razine testosterona 14. dana
hospitalizacije u bolesnika koji su prezivjeli u odnosu na one koji su preminuli.
Serumska razina TWEAK-a statisticki slabo 1 negativno korelira s serumskom
razinom testosterona mjerenom prvog dana hospitalizacije u RIC-u.

Utvrdena je statistiCki znacajna razlika u duljini trajanja hospitalizacije i dana
provedenih na mehanickoj ventilaciji kod skupine bolesnika koji su preminuli.
Prisutnost bolnickih infekcija bila je statisticki znacajno veca u skupini bolesnika koji
su preminuli.

Serumske razina TWEAK-a statisti¢ki znacajno i pozitivno korelirale s serumskim

razinama CRP-a1 hs-Tnl.
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12.

13.

14.

15.

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost serumskih razina TWEAK-a sa SAPS 11
bodovnom ljestvicom.

Nije utvrdena statisti¢ki znacajna povezanost serumskih razina TWEAK-a sa SOSIC-
1, SOSIC-7 1 SOSIC-14 bodovnim ljestvicama, iako se pokazala statisti¢ki znacajna
razlika izmedu ispitivanih skupina s obzirom na prezivljenje u SOSIC bodovnoj
ljestvici mjerenom u sve tri tocke.

Utvrdena je statisti¢ki razlika izmedu ispitivanih skupina i Brixia bodovne ljestvice
mjerene 14. dana hospitalizacije.

Serumska razina TWEAK-a statisticki znacajno i pozitivno korelira s rezultatima

Brixia bodovne ljestvice.
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7. SAZETAK
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Uvod: Glavni patofizioloski mehanizam teskog oblika SARS-CoV-2 infekcije je poremecaj
imunoloskog odgovora s razvojem citokinske oluje posredovane lu¢enjem brojnih proupalnih
citokina. Mnoge studije su pokazale da poviSene razine proupalnih citokina pozitivno
koreliraju s ishodom bolesnika s teskim oblikom SARS-CoV-2 infekcije. Takoder,
istrazivanja su pokazala uzajamni utjecaj COVID-19 i poremecaja sinteze testosterona.
Dosad nije istrazena uloga citokina TWEAK-a (engl. TNF-like weak inducer of apoptosis) te
njegova povezanost s razinom testosterona i smrtnos¢u bolesnika s teSkim oblikom SARS-

CoV-2 infekcije.

Ciljevi istrazivanja: Glavni cilj istrazivanja bio je usporediti serumske razine TWEAK-a u
skupini bolesnika s teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije koji su prezivjeli u odnosu na
skupinu bolesnika koji su preminuli. Sporedni ciljevi istrazivanja su bili ispitati povezanost
serumske razine TWEAK-a sa serumskom razinom testosterona te rizikom smrtnosti u

bolesnika sa teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 66 musSkaraca u dobi od 18 do 65 godina s
dijagnosticiranim teSkim oblikom SARS-CoV-2 infekcije koji su hospitalizirani u
Respiracijskom intenzivistickom centru (RIC) u razdoblju od prosinca 2021. do svibnja 2022.
godine. Serumske razine testosterona i TWEAK-a su mjerene u tri vremenske tocke: prvog,

sedmog te Cetrnaestog dana hospitalizacije u RIC-u.

Rezultati: Serumske razine TWEAK-a prvog dana hospitalizacije u RIC-u bile su znacajno
nize u skupini bolesnika koji su prezivjeli u usporedbi s bolesnicima koji su preminuli za
vrijeme hospitalizacije (179,3 (86,6-375,5) pg/mL vs. 247,2 (89,7-326,8) pg/mL, P=0,037).
Serumska razina TWEAK-a na dan prijemu u RIC pokazala se kao signifikantni prediktor

smrtnosti  (AUC=0,689, P=0,019) i negativno je korelirala sa serumskom razinom

58



testosterona (r= -0,310, P=0,036). Serumska razina TWEAK-a je znacajno i pozitivno

korelirala s rezultatima Brixia bodovne ljestvice (r=0,491, P<0,001).

Zakljuéci: Nasa studija pokazala je da su serumske razine TWEAK-a u bolesnika s teskim
oblikom SARS-CoV-2 infekcije nize u skupini bolesnika koji su prezivjeli u usporedbi s
bolesnicima koji su preminuli. Serumske razine TWEAK-a na dan prijemu u RIC su se
pokazale znakovitim prediktor smrtnosti od teSkog oblika SARS-CoV-2 infekcije uz
negativnu povezanost sa serumskim razinama testosterona. Dobivenim rezultatima potvrdili
smo dokaze o ulozi i povezanosti TWEAK-a i testosterona s klinickim tijekom 1 ishodima u

bolesnika s teskim oblikom SARS-CoV-2 infekcije.
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8. SUMMARY
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TITLE:

ANALYSIS OF SERUM CONCENTRATION OF TWEAK CYTOKIN AND

TESTOSTERONE IN PATIENTS WITH SEVERE FORM OF COVID-19

Introduction: The main pathophysiological mechanism of the severe form of SARS-CoV-2
infection is the disruption of the immune response with the development of a cytokine storm
mediated by the secretion of numerous pro-inflammatory cytokines. Many studies have
shown that elevated levels of pro-inflammatory cytokines positively correlate with the
outcome of patients with a severe form of SARS-CoV-2 infection. Also, research has shown
the mutual impact of COVID-19 and testosterone synthesis disorders. The role of the
cytokine TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis) and its association with testosterone
levels and mortality in patients with a severe form of SARS-CoV-2 infection have not yet
been investigated.

Research objectives: The main aim of the research was to compare the serum levels of
TWEAK in the group of patients with a severe form of SARS-CoV-2 infection who survived
compared to the group of patients who died. The secondary objectives of the study were to
examine the relationship between the serum level of TWEAK and the serum level of
testosterone and the risk of mortality in patients with a severe form of SARS-CoV-2
infection.

Subjects and methods: 66 men aged 18 to 65 with a diagnosed severe form of SARS-CoV-2
infection who were hospitalized in the Respiratory Intensive Care Center (RIC) between
December 2021 and May 2022 were included in the study. Serum levels of testosterone and
TWEAK were measured at three time points: the first, seventh and fourteenth days of

hospitalization in the RIC.
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Results: Serum TWEAK levels on the first day of hospitalization in RIC were significantly
lower in the group of patients who survived compared to patients who died during
hospitalization (179.3 (86.6-375.5) pg/mL vs. 247.2 (89.7-326.8) pg/mL, P=0.037). The
serum level of TWEAK on the day of admission to the RIC proved to be a significant
predictor of mortality (AUC=0.689, P=0.019) and was negatively correlated with the serum
level of testosterone (r=-0.310, P=0.036). The serum level of TWEAK was significantly and
positively correlated with the results of the Brixia score scale (r=0.491, P<0.001).

Conclusions: Our study showed that serum levels of TWEAK in patients with severe SARS-
CoV-2 infection were lower in the group of patients who survived compared to patients who
died. Serum levels of TWEAK on the day of admission to the RIC proved to be a significant
predictor of mortality from a severe form of SARS-CoV-2 infection with a negative
association with serum testosterone levels. With the obtained results, we have confirmed the
evidence of the role and association of TWEAK and testosterone with the clinical course and

outcomes in patients with a severe form of SARS-CoV-2 infection.
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