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1. UvOD

1. UvOD

1.1. Virus SARS-CoV-2

Naziv koronavirus dolazi od latinske rijeci corona, $to znaci ,,kruna“ ili ,,aureola®. Naziv se
odnosi na karakteristi¢an izgled virusnih Cestica gledanih elektronskim mikroskopom, koji imaju
obod koji podsje¢a na krunu (1). Koronavirusi predstavljaju skupinu RNA (engl. Ribonucleic
acid) virusa s najve¢im genomom medu svim drugim RNA virusima (27 — 37 kb) (2).

Povijest koronavirusa moze se pratiti od 1931. godine i otkri¢a prvog koronavirusa (pti¢ji
infektivni bronhitis virus). Nakon tridesetogodisnjeg razdoblja, tijekom 1966. i 1967. godine,
otkriveni su sojevi HCoV-229E i HCoV-0OC43, prvi humani koronavirusi (3).

Prva epidemija koronavirusom koja se povezuje s tezim oboljenjem zapocela je u studenome
2002. godine u Foshanu (Kina) kao teski akutni respiratorni sindrom (SARS, engl. Severe acute
respiratory syndrome) ili SARS-CoV (engl. Severe acute respiratory syndrome coronavirus),
koji se 2003. godine pretvorio u globalnu infekciju uzrokujuci stopu smrtnosti od 9,6 % (4, 5).
Nakon punog desetljeca, 2012. godine pojavljuje se jos jedan koronavirus HCoV (engl. Human
coronavirus), a s obzirom na to da je izvor pandemije bio na Bliskom istoku, s epicentrom u
gradu Jeddah u Saudijskoj Arabiji, nazvan je Srednjoisto¢nim respiratornim sindromom ili
MERS-CoV (engl. Middle East respiratory syndrome) i imao je globalnu stopu smrtnosti od
34,3 % (6,7).

Koronavirusna bolest 2019 (COVID-19) javlja se prvi put krajem prosinca 2019. godine u
kineskom gradu Wuhanu. Kao uzroénik visoko zarazne pneumonije identificiran je do tada
nepoznati virus za koji je kasnije utvrdeno da pripada porodici Coronaviridae zbog cega je
dobio naziv SARS-CoV-2 (8). Zbog vrlo brzog Sirenja virusa na globalnoj razini Svjetska zdravstvena
organizacija (SZO) proglasila je 11. ozujka 2020. godine postojecu epidemiju pandemijom (9). Prvo
oboljenje od COVID-19 u Hrvatskoj potvrdeno je krajem velja¢e 2020. godine. Prema podatcima
SZ0-a do sredine svibnja 2024. godine u svijetu je zabiljeZzeno 775 522 404 slucaja oboljelih
od COVID-19, od cega je u Hrvatskoj bilo 1 317 083 slucajeva. Smrtni ishod u svijetu
zabiljezen je u 7 049 617 slucajeva (10).

Podrijetlo virusa SARS-CoV-2 najcesce se povezuje sa §ismisima zbog vrlo visoke homologije
genoma virusa izoliranih iz $iSmisa i humanog virusa SARS-CoV-2, a koja iznosi 96,2 %. Velika
genomska sli¢nost nadena je i s virusima izoliranim iz ljuskavaca (pangolima, 91,02 %), sto ih
takoder stavlja u skupinu potencijalnih prirodnih rezervoara SARS-CoV-2 (11, 12).

Smatra se da su prvi bolesnici inficirani konzumiranjem zarazenih Zivotinja (13). Budu¢i da
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1. UvOD

se bolest brzo sirila i da je doslo do pojave respiratornog oboljenja kod osoba koje nisu imale
izravni kontakt sa zarazenim zivotinjama te da su virusi uglavnom izolirani iz epitelnih stanica
disnih puteva, pretpostavljalo se da je glavni put prijenosa virusa izmedu ljudi kaplji¢ni putem
prilikom govora, kihanja ili kasljanja (14).

SARS-CoV-2 pozitivan je pleomorfni jednolanc¢ani RNA virus s veli¢inom genoma 29 891
kb smjestenim u kruznu proteinsku ovojnicu koja sadrzava Siljaste nastavke povrSinskih
glikoproteina. Vanjska povrsina SARS-CoV-2 sastoji se od Cetiriju strukturnih proteina. Jedan
od njih je glikoprotein S koji iz unutrasnjosti virusa izlazi na povrsinu i podsjeca na $iljak (engl.
Spike). Graden je od receptor-vezujuce domene (engl. Receptor binding domain — RBD),
najvarijabilnije strukture koja ima klju¢nu ulogu u vezanju virusa na receptore stanica diSnog
sustava, to€nije receptore za angiotenzin-konvertiraju¢i enzim — ACE2 receptore (engl.
Angiotensin-converting enzyme 2). Uz protein S postoje jos tri strukturna proteina: membranski
protein ili protein M (engl. Membrane), protein ovojnice ili protein E (engl. Envelope protein)
i nukleokapsidni protein ili protein N (engl. Nucleocapsid protein). Proteini M, S i E ¢ine ovojnicu
virusne Cestice, dok protein N nalazimo unutar virusne Cestice koji na sebe veze RNA molekulu
(15).

Za virulentnost virusa SARS-CoV-2 zasluzna je njegova sposobnost ulaska u stanice koja
je posredovana proteinom S na virusnoj Cestici i ACE2 receptorom domacina (16). Protein S
sastoji se od dviju podjedinica: podjedinica S1 omogucava vezanje virusne ¢estice za ACE2
receptor, a podjedinica S2 omogucava fuziju membrana virusne Cestice i stanice domacina (17).
Vezanje proteina S na ACE2 receptor posreduje RBD podjedinice S1. Da bi doslo do fuzije
membrane virusne ¢estice i membrane stanice domacina koju posreduje podjedinica S2 proteina S,
mora do¢i do cijepanja tih dviju podjedinica, a to omogucava transmembranska serinska proteaza
tipa 2 (engl. Transmembrane serine protease 2 —- TMPRSS2) te membranska proteaza furin koje
su izrazene na povrsini stanice domacina. Fuzijom membrane virusne Cestice i membrane
stanice domacina dolazi do oslobadanja virusne RNA u citoplazmu stanice te procesa
transkripcije i translacije, nastanka strukturnih i nestrukturnih proteina potrebnih za replikaciju
virusne RNA i u kona¢nici stvaranja novih virusnih Cestica. Novonastale se virusne Cestice
izbacuju iz stanice procesom egzocitoze, a one potom mogu inficirati druge okolne stanice. Ako
na povrSini Stanice nema potrebnih proteaza, virus se u stanicu internalizira zajedno s ACE2
receptorom procesom endocitoze i formiranjem endosoma. Aktivacija proteina S dogada se
endosomalno djelovanjem proteaze katepsina koja posreduje cijepanje podjedinice S1 i S2 te
ve¢ opisano oslobadanje virusne RNA u citoplazmu stanice (18). Epitelne stanice disnog
sustava imaju najvecu ekspresiju ACE2 receptora, a kako je glavni put prijenosa bolesti
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kaplji¢ni, sluznica diSnog sustava predstavlja ulazna vrata za virus u organizam. Najvecu
ekspresiju ACE2 receptora nalazimo na epitelnim stanicama nosne sluznice i na bronhalnim
epitelnim stanicama, dok se u alveolama ACE2 receptor nalazi na alveolarnim stanicama tipa
I1(19).

1.2. Klini¢ka obiljeZja, dijagnostika i tezina bolesti COVID-19

COVID-19 bolest je koja se razvija nakon zaraze virusom SARS-CoV-2 (20). Razdoblje od
zaraze virusom do pojave prvih simptoma bolesti jest od dva do ¢etrnaest dana, a vecina
bolesnika razvije simptome unutar 11 dana (21). Prema istrazivackim podatcima procijenjeno je da
od 17,9 do 33,3 % zaraZenih bolesnika ostaje asimptomatskima i ne razvija nikakve kliniCke
simptome, ali predstavljaju opasnost od Sirenja zaraze (22). Bolest COVID-19 najcesce se javlja
kao obi¢na prehlada koja samo kod odredenog broja bolesnika napreduje prema tezim oblicima
bolesti (23). Najozbiljnije manifestacije zahvacenosti diSnog sustava ukljucuju razvoj pneumonije,
difuznog alveolarnog ostecenja (engl. Diffuse alveolar damage — DAD), akutnog respiratornog
distres sindroma (engl. Acute respiratory distress syndrome — ARDS) te viseorganskog zahvacanja.
Pneumonija se u vecini slucajeva razvija izmedu 5. i 10. dana bolesti. U pojedinim je slu¢ajevima
bolest naglo uznapredovala te je bolesnicima bila potrebna potpora mehanicke ventilacije unutar
nekoliko dana od pocetka bolesti (24).

Brzo Sirenje pandemije COVID-19 zahtijevalo je brzo otkrivanje i identifikaciju virusa te
oboljele od istoga. Zlatni standard za dijagnostiku COVID-19 jest molekularna metoda reverzne
transkripcije lan¢anom reakcijom polimeraze u stvarnom vremenu (engl. Real-time reverse
transcription polymerase chain reaction — RT-PCR) iz obriska nazofarinksa ili sputuma. Zbog
svoje osjetljivosti to je metoda izbora za otkrivanje virusa jer je u odnosu na antigenske testove
njome moguce otkriti infekciju u ranoj fazi bolesti kada je broj virusnih cestica vrlo malen (25).

Sumacijska radiografska snimka pluc¢a, odnosno sumacijska snimka torakalnih organa,
slikovna je pretraga prve dijagnosticke crte. lako je manje osjetljiva od kompjutorizirane
tomografije (CT), njezina je velika prednost da se za otkrivanje plu¢nih promjena kod bolesnika
sa sumnjom ili potvrdenom bolesti COVID-19 moze napraviti po potrebi uz krevet bolesnika
(engl. Bedside) (26, 27). Sumacijska radiografska snimka plu¢a ukljucuje posteroanteriornu
(PA) i postrani¢nu (lateralnu) projekciju bolesnika u stoje¢em polozaju. Izvodenje sumacijske
radiografske snimke plu¢a u leze¢em polozaju bolesnika, odnosno u anteroposteriornoj (AP)
projekciji pomocu prijenosnog sustava kod bolesnika u Jedinicama intenzivnog lijecenja (JIL),

pomaze u smanjenju Sirenja infekcije jer se sustav lako Cisti i moze se smjestiti u objekte
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namijenjene za bolesnike zarazene SARS-CoV-2. Navedeno ogranicava potrebu za kretanjem
potencijalno zarazenih bolesnika unutar bolnice i smanjuje upotrebu osobne zastitne opreme, a
ujedno je i jedina metoda koja se moze izvesti kod kriti¢nih bolesnika u JIL-u uz krevet, a radi
pracenja tijeka bolesti. Ujedno, primjenjuje se za otkrivanje mogucih komplikacija poput
pneumotoraksa i pneumomedijastinuma (28). Kod vecine bolesnika pneumonija je radioloski
verificirana kao bilateralna predominantno smjestena u lateralnim dijelovima pluénih reZnjeva
(Slika 1.1.) (29).

L

Lezeci AP

Slika 1.1. Sumacijska snimka pluca (AP projekcija) u bolesnika s COVID-19 pneumonijom

(izvor slike: arhiva Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek; izradila autorica)

CT je pouzdanija radioloska metoda u postavljanju dijagnoze COVID-19 pneumonije u
odnosu na standardne radiografske snimke pluca, ali je manje dostupna u svakodnevnoj praksi,
osobito u ranim pandemijskim uvjetima (30, 31). Osjetljivost standardnih radiografskih snimaka
pluca niza je od osjetljivosti CT-a (69 % naprema 97 — 98 %), no u nekim je publikacijama cak i
jednaka (32, 28). Glavno CT obiljezje COVID-19 pneumonije uzorak je mlije¢nog stakla (engl.
Ground glass opacities — GGO) koji je tipi¢no subpleuralne, odnosno periferne lokalizacije i
multilobarna zahvacéenost plu¢nog parenhima (Slika 1.2.). Uz podru¢ja GGO-a mogu se naci i
zone fokalnih konsolidacija, a ako se zadebljanja interlobularnih i intralobularnih septi
superponiraju na GGO uzorak, dobivamo sliku uzorka ludog poplocenja (engl. Crazy paving
pattern). Nekoliko dana nakon nastupa bolesti moZe se naci tzv. obrnuti ,,halo*“ znak (engl.
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Reverse halo sign), koji karakterizira podrucje konsolidacije okruzeno GGO zonom. Kako infekcija
traje, mijenjaju se CT obiljezja COVID-19 pneumonije. Kod bolesnika s povoljnim ishodom te
se promjene povlace, dok se kod onih s losijim tijekom bolesti razvijaju retikulacije te rijetko i
podloga za fibrozu pluca. Brojna izvje$¢a isticu tromboembolijske komplikacije, poput pluéne
tromboembolije (PTE). Slikovne pretrage, kao §to je CT, igraju kljuénu ulogu u dijagnostici
pluéne tromboembolije kod bolesnika s bolesti COVID-19 (33).

Slika 1.2. Snimka CT-a pluca bolesnika s COVID-19 pneumonijom
(izvor slike: arhiva Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek; izradila autorica)

ARDS predstavlja najtezi oblik zahvacenosti disnog sustava SARS-CoV-2, a karakterizira
ga novonastala teska respiratorna insuficijencija, pluéni edem koji se na sumacijskoj
radiografskoj snimci plu¢a manifestira kao difuzni alveolarni infiltrati, a konaéni rezultat jest
tesko ostecenje pluénog parenhima i tesko narusena izmjena plinova kisika i uglji¢nog dioksida

(hipoksemija, hiperkapnija) (Slika 1.3.) (27).
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L

Lezeci AP

Slika 1.3. Sumacijska snimka pluc¢a u AP projekciji (leZzeci polozaj bolesnika) pokazuje
obostrano difuzno smanjenu prozrac¢nost plu¢nog parenhima sa slikom konfluirajuc¢ih
zasjenjenja koja odgovaraju slici ARDS-a

(izvor slike: arhiva Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek; izradila autorica)

Kako je ve¢ navedeno, SARS-CoV-2 predominantno zahvaca di$ni sustav, a mogu biti
pogodeni i1 drugi organi i organski sustavi, bilo izolirano ili najées¢e zajedno sa zahvacenosti
disnog sustava. Najcesce ekstrapulmonalne manifestacije COVID-19 jesu gastrointestinalne i
hepatobilijarne, hematoloske, kardijalne, renalne te neuroloske (34, 35).

Nacionalni institut za zdravlje (engl. The National Institutes of Health — NIH) Klasificira
bolest COVID-19 u pet kategorija, a istu klasifikaciju usvojilo je i Ministarstvo zdravstva
Republike Hrvatske u dokumentu ,,Smjernice za lije¢enje oboljelih od koronavirusne bolesti
2019 (COVID-19)“. Prema toj kategorizaciji tezine bolesti COVID-19 razlikujemo sljedece
kategorije: asimptomatska infekcija, blagi oblik, srednje teski oblik, teski oblik i kriticni oblik
bolesti (Tablica 1.1.) (36).
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Tablica 1.1. Klini¢ki oblici bolesti COVID-19 prema tezini klinicke slike

Klini¢ki oblik Klini¢ka obiljezja

Bolesnici s pozitivnim molekularnim testom na SARS-CoV-
Asimptomatska infekcija 2, ali bez bilo kakvih simptoma i znakova koji se mogu

povezati s bolesti COVID-19.

Bolesnici koji imaju klasi¢ne simptome bolesti COVID-19
Blagi oblik bolesti kao §to su vruéica, kasalj, grlobolja, malaksalost, glavobolja,
mialgije, mucnina, povracanje, poremecaj osjeta okusa i

mirisa, ali bez dispneje ili radioloski potvrdene pneumonije.

Bolesnici koji imaju klinicke simptome ili radioloski dokaz
Srednje teski oblik bolesti zahvaéenosti donjeg dijela disnog sustava (pneumonija), a

koji imaju SpO2 > 93 %* na sobnom zraku.

Bolesnici koji imaju SpO2 < 93 %* na sobnom zraku ili omjer
Teski oblik bolesti PaO2/Fi0O2 < 300** uz pridruzenu tahipneju (respiratorna

frekvencija > 30/minuti) ili radioloski potvrdenu pneumoniju

koja zahvaca > 50 % povrSine pluca.

Kritiéni oblik bolesti Bolesnici koji imaju akutno respiratorno zatajenje (akutni
respiratorni distres sindrom), sepsu i septicki Sok 1/ili viseorgansko

zatajenje.

*periferna saturacija krvi kisikom

**omjer parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi i frakcije udahnutog kisika

Nekoliko je rizi¢nih ¢imbenika koji se povezuju s razvojem teskih oblika bolesti COVID-19.
Oni ukljucuju zivotnu dob iznad 60 godina, pridruzene kroni¢ne komorbiditete (kardiovaskularna
bolest, arterijska hipertenzija, Se¢erna bolest, kroni¢na pluéna bolest, kronicna bolest bubrega,
kroni¢ne bolesti jetre, maligne bolesti), adipozitet, stanje prirodene ili steCene imunodeficijencije te
trudnoca (37). Izmedu navedenih komorbiditeta i rizi¢nih ¢imbenika za razvoj teskog i kritiénog
oblika bolesti COVID-19 najcesce se istiCu pretilost, arterijska hipertenzija i Secerna bolest
(38). Takoder, veci rizik od razvoja tezih oblika bolesti imaju muskarci u odnosu na zene (39).
Smrtnost od bolesti COVID-19 ovisi o vise ¢imbenika. Uznapredovala zivotna dob, kroni¢ni

komorbiditeti te tezina i razvoj komplikacija povecavaju rizik od smrtnosti od COVID-19 bolesti
(40).
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1.3. Patofiziologija bolesti COVID-19

Infekcija virusom SARS-CoV-2 nastaje ulaskom virusne Cestice u stanice domacina, pri
¢emu se u prvom redu misli na epitelne stanice gornjeg dijela disnog sustava gdje je najveci
izrazaj ACE2 receptora, klju¢nog elementa za proces ulaska virusa u stanicu. Ulazak virusa u
stanice pokre¢e imunoloski odgovor kojemu je cilj neutralizirati virus i infekciju staviti pod
kontrolu. Danas se smatra da patofiziologija teskih oblika bolesti COVID-19 ne proizlazi samo
iz izravnog, citopatskog ucinka virusa, nego i iz disregulacije imunoloskog odgovora domacina

s posljedi¢nim hiperinflamatornim stanjem (35).

1.3.1. ACE I/D polimorfizam

Insercijsko/delecijski (1/D) polimorfizam za angiotenzin-konvertirajuci enzim (ACE) odnosi
se na varijaciju u genetskom kodu ACE gena, koja moze utjecati na aktivnost ACE enzima u
tijelu. Postoje dvije varijante tog polimorfizma: insercijska (I) i delecijska (D). Osobe s
razli¢itim varijantama ACE I/D polimorfizma mogu imati razli¢ite razine ACE aktivnosti (41).

Sto se ti¢e mehanizma ulaska COVID-19 u stanice domacina, &ini se da polimorfizmi ACE1
gena mogu utjecati na tezinu bolesti. Angiotenzin-konvertiraju¢i enzimi (ACE1/ACE2) jesu
proteini renin-angiotenzin-adosteronskog sustava (RAAS) koji imaju vaznu ulogu u regulaciji
krvnog tlaka i ravnoteze tekucih elektrolita. Ve¢ je re¢eno da SARS-CoV-2 ulazi u ljudske
stanice vezanjem proteina virusnog Siljka na ACE2 receptor na povrsini stanice (42). ACE2
eksprimira se u razlic¢itim ljudskim organima i tkivima te je homolog ACE1. ACE1 ima razli¢ite
bioloske aktivnosti i moze se suprotstaviti negativnoj ulozi RAAS-a u mnogim bolestima (43,
44). S druge strane, ACE2 djeluje kao ¢imbenik vazodilatacije i modulira u¢inke ACE1. Ta dva
enzima imaju suprotne ucinke, stoga ravnoteza ACE1/ACE2 igra vaznu ulogu u tezini bolesti,
a isto je ranije dokazano za koronarnu bolest (45). Gen koji kodira ACE1 sadrzi 26 egzona i
nalazi se na kromosomu 17923.3, a poznat je i kao DCP, ACE1, DCP1, CD143 (OMIM broj
106180). On kodira klju¢ni enzim u pretvorbi angiotenzina I (AN-I) u angiotenzin 11 (AN-I11)
(46). Polimorfizam 1/D u ACE genu povezan je s Alu ponavljanjem od 287 bp u intronu 16 i na
temelju njega moguca su tri genotipa: heterozigotni 1/D te homozigotni I/l i D/D (47). Pokazalo
se da polimorfizam ACE1 I/D znac¢ajno doprinosi razini ACE proteina u plazmi, a genotip D/D
povezan je s najvisSom razinom ACE proteina u tkivu i plazmi (48). U razvoju teskog i kriti¢nog
oblika bolesti COVID-19 razli¢iti ¢imbenici rizika, kao $to su starost, muski spol, te
komorbiditeti poput Secerne bolesti, arterijske hipertenzije, kardiovaskularnih bolesti, pretilosti,
kroni¢nih plué¢nih bolesti, imunodeficijencije i karcinoma imaju utjecaja na razvoj teskog oblika

bolesti (42). Zanimljivo je da su mnogi od tih komorbiditeta usko povezani s polimorfizmima
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ACE I/D i s obzirom na ulogu tih polimorfizama u ravnotezi ACE/ACE2, to moze biti genetski
¢imbenik rizika za teSku infekciju COVID-19 (49).

1.3.2. ACE2 receptori i renin-angiotenzin-aldosteronski sustav

ACE2 receptor je na stani¢noj povrsini koji predstavlja funkcionalni receptor koji se koristi kao
ulazna tocka za virus SARS-CoV-2, odnosno ima klju¢nu ulogu u patogenezi bolesti COVID-19
jer osigurava ulazak virusa u ljudske stanice, posebno stanice disnog sustava (50). Protein S
virusnog Siljka SARS-CoV-2 veze se za ACE2 kao stani¢ni receptor na sli¢an nacin kao SARS-
CoV, pri ¢emu je bitno naglasiti da je virus SARS-CoV-2 patogeniji zbog svojeg 10 do 20 puta
povecanog afiniteta vezanja na ACE2 receptor (51). Takav nacin vezanja dovodi do ulaska virusa
u stanicu domacina zajedno s pocetnim djelovanjem proteina S proteazom TMPRSS2 stanice
domacina. Prema dosada$njim istrazivanjima ocito je da se ulazak virusa SARS-CoV-2 u stanice i
patoloski ucinci uglavnom dogadaju u stanicama gornjeg diSnog sustava, poglavito u stanicama
alveolarnog epitela tipa II gdje je uocena izrazenija genska ekspresija ACE2 i TMPRSS2 (52).

ACE2 je homolog ACE-a i igra kljuénu ulogu u RAAS sustavu, ukljucuju¢i regulaciju
krvnog tlaka i homeostazu elektrolita. ACE2 djeluje kao protuteza ACE-u konvertirajuci
angiotenzin Il (AN-II) u manje aktivne oblike, §to rezultira proSirenjem krvnih Zzila i
smanjenjem krvnog tlaka.

Angiotenzinogen (ANG), koji proizvodi jetra, cijepa se reninom, $to rezultira stvaranjem
AN-I. Posljedi¢no, ACE je jedan od enzima koji katalizira pretvorbu AN-1 u AN-1I (53). AN-
Il kao glavna aktivna sastavnica RAAS-a ostvaruje svoje ucinke uglavnom preko receptora
angiotenzina II tipa 1 (ATIR). Glavni u¢inci AN-Il uklju¢uju vazokonstrikciju, bubreznu
resorpciju natrija i izlu¢ivanje kalija, sintezu aldosterona, povisenje krvnog tlaka i indukciju
upalnih i profibroti¢kih puteva (54). ACE2 cijepa AN-1 u angiotenzin (1-7) (Ang(1-7)) koji
poti¢e vazodilatacijske, protuupalne i antifibroti¢ke u¢inke vezanjem na MAS receptor (MasR)
(55, 56). Ucinci aktivacije RAAS-a ovise o ravnotezi ACE/ACE2 u tkivu, koja odreduje
dostupnost razli¢itih peptida angiotenzina, a time 1 ravnotezu izmedu proupalnih i profibrotickih
te protuupalnih i antifibroti¢nih puteva (50). Osim svojih funkcija u RAAS-u, ACE2 upravlja
metabolizmom bradikinina u plu¢ima inaktivacijom des-Arg9 bradikinina, ¢ime inhibira u¢inke
poput vazodilatacije i povecanja vaskularne propusnosti (57).

ACE2 visoko je izrazen na epitelnim stanicama plu¢nih alveola i epitelnim stanicama tankog
crijeva, §to je u skladu s potencijalnim putevima virusnog prijenosa SARS-CoV-2 jer su

respiratorni i gastrointestinalni sustav prva crta kontakta s vanjskim okruzenjem. Dodatno,
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ACE2 bio je prisutan na vaskularnim endotelnim stanicama i glatkim misi¢nim stanicama u
svim prou¢avanim organima. Takoder je prisutan i u bazalnom epidermalnom sloju koZe te u
oralnoj i nazalnoj sluznici. ACE2 S§iroko je izrazen u ljudskim tkivima, kako u glavnim ciljnim
organima SARS-CoV-2 tako i u organima koji igraju naizgled manje vaznu ili ¢ak nepoznatu
ulogu u patofiziologiji bolesti COVID-19 (50). Veza izmedu SARS-CoV-2 infekcije, ACE2
receptora i RAAS-a jest slozena. Zaklju¢no, infekcija virusom SARS-CoV-2 moze rezultirati
smanjenjem izrazavanja ACE2 receptora §to moze dovesti do disfunkcije RAAS-a i nezeljenih
ucinaka, kao $to su upalni procesi i povecana permeabilnost krvnih zila (58).

RAAS je hormonski sustav koji igra klju¢nu ulogu u regulaciji arterijskog tlaka, ravnoteze
tekucine i elektrolita te sustavnog vaskularnog otpora, a sastoji se od angiotenzinogena (AGT),
renina, ACE-a, ANG i dvaju receptora za angiotenzin (AT1R i AT2R) te drugih sastavnica, od
kojih se najznacajnijima ¢ine ACE2, angiotenzin 1-9 (Ang (1-9)) i Ang (1-7) (59). Enzim renin
koji djeluje kao enzimski katalizator u pretvorbi AGT-a u AN-I sintetizira i oslobada
jukstaglomerularne stanice aferentnih bubreznih arteriola kao odgovor na nizak arterijski tlak i
nizak cirkulirajuéi natrijev klorid. Renin enzimatski pretvara AGT stvoren u jetri u AN-I koji
nije bioloski aktivan te se pod utjecajem ACE-a, proizvedenog u endotelu pluca, cijepa u
bioloski aktivnu molekulu AN-11. Nakon toga, AN-II povezuje se sa svojim receptorom AT1R
poticu¢i kaskadu fizioloskih odgovora koji obuhvaéaju vazokonstrikciju, protromboticke
u¢inke te zadrzavanje vode i natrija. Zajedno, ti orkestrirani procesi pridonose regulaciji
optimalnog krvnog tlaka i dinamike cirkulacije, osobito u slu¢ajevima hipovolemije (60) .

Interakcije izmedu AN-Il i AT1R-a stimuliraju vazokonstrikciju, aktivaciju simpatickog
ziv€anog sustava 1 stimulaciju otpustanja aldosterona iz kore nadbubrezne Zlijezde, zadrZzavanje
natrija te podizanje arterijskog tlaka (61). Jedna od najznacajnijih posljedica aktivacije AT1R-a,
posebice na kardiovaskularni sustav, jest proizvodnja i otpustanje reaktivnih kisikovih spojeva
te su ucinci viska AN-II i pojacane aktivacije AT1R-a povezani s upalom, fibrozom i
endotelnom disfunkcijom (62). Daljnjom pretvorbom AN-II, pod utjecajem ACEZ2, stvara se
Ang (1-7). Taj peptid djeluje na MasR i pokazuje niz korisnih uéinaka, ukljucujuci
antifibroticke, antiproliferativne, protuupalne, vazodilatacijske, diureticke i1 bradikinin—NO
(duSikov oksid) ucinke.

Zaklju¢no, Ang (1-7) vezanjem na MasR ostvaruje vazodilatacijske i ostale u¢inke suprotne
ucincima AN-II/AT1R. Pretpostavlja se da odsutnost ACE2 moze rezultirati poviSenim krvnim
tlakom i ubrzati progresiju sréane disfunkcije (63). Smanjena regulacija ACE2 remeti pretvorbu
AN-I u Ang (1-9) i AN-1l u Ang (1-7), sto dovodi do unutarstani¢ne akumulacije AN-II.

Dodatni fizioloski u¢inak AN-II ukljucuje stimulaciju aldosteron sintaze. Aldosteron potice
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povecanje volumena plazme i minutnog volumena srca povecavaju¢i resorpciju natrija u
bubreznom sustavu (64).

SARS-CoV-2 moze poremetiti ravnotezu izmedu ACE/ACE2 i AN-1l1/Ang (1-7), potencijalno
utjecuci na krvni tlak i pridonoseci nastanku arterijske hipertenzije. U kontekstu infekcije virusom
SARS-CoV-2 primije¢eno je znacajno smanjenje ekspresije ACE2, §to je rezultiralo poja¢anom
aktivno$¢u AN-II (65). Ta povecana aktivnost AN-Il uklju¢ena je u oSte¢enje krvnih zila i
parenhimskih organa. ACE2 pokazuje razliCite stupnjeve ekspresije u gotovo svim ljudskim
organima. Smanjena regulacija ACE2 koc¢i konverziju AN-1 u Ang (1-9) i AN-I1 u Ang (1-7) (65).
Preko svoje interakcije s ACE2 virus SARS-CoV-2 povezan je s raznim kardiovaskularnim
komplikacijama, ukljucuju¢i disfunkciju miokarda, endotelnu disfunkciju, mikrovaskularnu
disfunkciju, nestabilnost arterijskog plaka i infarkt miokarda (66). Zaklju¢no, ACE2 klju¢na je
sastavnica RAAS-a, kriti¢nog regulatora arterijskog krvnog tlaka (67).

1.3.3. Imunoloski odgovor na virus SARS-CoV-2

Za razvoj tezih klini¢kih oblika bolesti COVID-19 smatra se zasluznom disregulacija
imunoloskog sustava u odgovoru na prisutnost virusa SARS-CoV-2, a ne samo citopatski
ucinak virusa (68). Hiperinflamatorni odgovor oznac¢ava prekomjerni imunoloski odgovor koji
se oCituje pojac¢anom proizvodnjom i otpuStanjem proupalnih citokina, Sto se u klini¢koj praksi
naziva citokinskom olujom (engl. Cytokine storm). COVID-19 mozZe izazvati citokinsku oluju
koja pridonosi razvoju ARDS-a i viseorganskog zatajenja uzrokovanog virusom SARS-CoV-2
(69). Hiperinflamatorni sindrom nastaje kao posljedica disregulacije stanica urodenog
imunoloskog odgovora domacina u prisustvu virusa SARS-CoV-2 (70). Ta teorija temelji se na
piroptozi, programiranoj stani¢noj smrti zarazenih stanica koja se aktivira tijekom replikacije
virusne RNA. Tijekom piroptoze oslobadaju se molekule koje mogu djelovati kao stimulatori
stanica urodene imunosti (71).

Raspadom zarazenih stanica oslobadaju se dijelovi virusne RNA koji djeluju kao
molekularni obrasci povezani s patogenom, odnosno PAMP molekule (engl. Pathogen-
associated molecular patterns), poput virusnih uljeza. Zatim se oslobadaju dijelovi koji su
povezani sa sastavnicama stanice domacina koji se oslobadaju tijekom oStecenja ili stani¢ne
smrti, a djeluju kao molekularni obrasci povezani s oStecenjem, odnosno DAMP molekule
(engl. Damage-associated molecular patterns), ali i drugi virusni proteini koje prepoznaju
receptori za prepoznavanje uzorka ili PRR (engl. Pattern recognition receptors) receptori
okolnih stanica (72). Kako je PRR $iroka skupina receptora, koja ima klju¢nu ulogu u pravilnoj

funkciji urodenog imunoloskog sustava, razliCiti radovi upucuju na razli¢ite vrste PRR
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receptora koji se aktiviraju u prisutnosti virusne RNA virusa SARS-CoV-2 u citoplazmi domacina,
a najizgledniji su TLR receptori (engl. Toll-like receptors), koji putem IL-1R signalnog puta poti¢u
transkripciju i stvaranje proupalnih citokina, kao §to su IL-6, IL-8, IL-10 i TNF-a, INF-y, MCP,
MIP i drugi. Oni dovode do kemotaksije makrofaga i drugih efektorskih stanica urodene
imunosti, kao i limfocita T, koji dalje pojacavaju imunoloski odgovor, dovode do lokalnog
oStecenja stanica i tkiva te dodatno proizvode citokine, ¢ime dolazi do poja¢anja imunoloSkog
odgovora. Stvoreni citokini ulaze i u cirkulaciju te mogu uzrokovati poremecaje i na udaljenim
tkivima i organima, ¢ime Se i tumaci nastanak viseorganskog zatajenja kod kriticnih COVID-
19 bolesnika (73).

Disregulacija urodene imunosti u nastanku hiperinflamacije ocituje se i kroz disregulaciju
pluénih makrofaga. Kod bolesnika s teskim oblikom bolesti COVID-19 zabiljeZena je zna¢ajno
veca genska ekspresija proupalnih citokina i kemokina u pluénim makrofazima dobivenih iz
uzoraka bronhoalveolarnog lavata u odnosu na pluéne makrofage dobivene iz uzoraka
bronhoalveolarnih lavata zdravih dobrovoljaca. Kod tih bolesnika u bronhoalveolarnim
lavatima posljedicno se nalaze povisene razine IL-1B, IL-6, TNF-a te razli¢itih kemokina
(CXCL9, CXCL10 i CXCLI11) koji djeluju kao moc¢ni regruteri monocita iz periferne krvi u
plucni parenhim (74).

U razvoju bolesti COVID-19 smatra se da virus najprije zahvaca organe Cije stanice
eksprimiraju ACE2 receptor, kao sto su pluca, krvne Zile, srce, jetra i bubrezi. Nastala oste¢enja
navedenih organa nastaju uslijed opisane aktivacije imunoloskog sustava, a jaCina ostecenja
ovisi 0 vise ¢imbenika (75). Opisano hiperinflamatorno stanje, odnosno citokinska oluja, smatra
se jednim od glavnih ¢imbenika u razvoju najtezih oblika bolesti COVID-19, kao sto je ARDS
i S njim povezano viseorgansko zatajenje. Viseorganskom zatajenju pridonosi aktivacija
endotelnih stanica posredovana TNF-a i IL-1B $to dovodi do pojacane ekspresije selektina P,
fibrinogena i von Willebrandova ¢imbenika, kao i pojacanog otpustanja tkivnog ¢imbenika,
¢ime se aktivira koagulacijska kaskada i stvaranje ugrusaka, osobito na razini mikrocirkulacije,
a u skladu s tim i razvoj diseminirane intravaskularne koagulopatije te mikrotromboze pluca,

mozga i bubrega, $to su Cesti nalazi obduciranih COVID-19 bolesnika (76).
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1.3.4. Abnormalnosti pluénog parenhima povezane s virusom SARS-CoV-2

Kao $to je ve¢ poznato ACE2 receptori izrazeni su u cijelom tijelu, ali njihova ekspresija
visoko je zastupljena u endotelu pluénih krvnih zila i na povrsini epitelnih stanica disnog
sustava. Kao rezultat toga, stanice koje su prve u kontaktu s virusom SARS-CoV-2 nakon
udisanja one su koje se nalaze u nazofarinksu, odnosno stanicama gornjih disnih puteva (77).
Kada imunitet domacina ne uspije zaustaviti infekciju SARS-CoV-2, ona se §iri na dijelove
donjeg respiratornog trakta, bilo aspiracijom virusnih ¢estica iz nazofarinksa i orofarinksa ili
postupnim napredovanjem kroz traheobronhalno stablo (78). Po dolasku u alveole virus SARS-
CoV-2 utjece na AT2 zaduZzene i za proizvodnju pluénog surfaktanta i regeneraciju AT1 koje
¢ine vecinu alveolarnog epitela (79).

Nakon infekcije stanice domacina u pocetku pokusSavaju kontrolirati Sirenje virusa putem
urodenog imuniteta. Kako je ranije opisano, proteini za prepoznavanje citoplazmatskih uzoraka
uocavaju RNA fragmente virusa SARS-CoV-2 sto dovodi do poticanja otpustanja interferona,
proupalnih citokina i regrutiranja leukocita te dodatnog oslobadanja citokina, $to se dogada
kada se kao odgovor na ozljedu oslobadaju molekularni uzorci povezani s oSteCenjem U
stanicama domacina (80). Ako je urodeni imunoloski odgovor neucinkovit, infekcija ¢e se Siriti
povecéavajuci rizik od teskog oblika bolesti COVID-19. Ozljeda ili smrt alveolarnih stanica
uzrokuje prekid alveolarnog epitela izazivaju¢i neravnotezu izmedu aktivacije koagulacije i
fibrinolize (81). Bogati fibrinom alveolarni eksudati stvaraju hijalinske membrane koje
sprjecavaju daljnje nakupljanje tekuéine u ozlijedenim alveolama, ali takoder ometaju
alveolarno-kapilarni prijenos kisika (82). Difuzno ostec¢enje alveola praceno je aktivacijom
endotela malih krvnih zila i sekundarnom ozljedom na hipoksiju, citokinima, kemokinima,
molekularnim obrascima povezanim s oSte¢enjem i izravnom infekcijom virusa. Difuzni
endotelitis s infiltratima upalnih stanica moze inducirati apoptozu endotelnih stanica, piroptozu
I mikrocirkulacijsku disfunkciju pridonosec¢i nastanku ARDS-a i takoder poti¢u¢i viseorgansko
zatajenje, kako je vec prije opisano (83).

ARDS mozZe nastati iz raznih heterogenih stanja u kojima se patofizioloski putevi spajaju na
jednu anatomsku strukturu, odnosno vrlo bitnu alveolarno-kapilarnu barijeru, uzrokuju¢i DAD
(84). Istovremeno se aktivira vanjski i unutarnji koagulacijski put $to dodatno odrzava
koagulaciju i podrzava Cinjenicu da je opseg mikrotromboze daleko veci u bolesnika s ARDS-
om, a trombotske promjene nisu ograni¢ena samo na mikrocirkulaciju nego je i incidencija
plu¢ne tromboembolije velikih krvnih Zila ve¢a u bolesnika s ARDS-om kod SARS-CoV-2,

nego u bolesnika s ARDS-om koji je sekundaran u odnosu na druge virusne i nevirusne
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etiologije (85). Ostali pluéni vaskularni poremecaji uoceni na obdukcijama bolesnika ukljucuju
tesku ozljedu endotela pluca i prisutnost proSirenih, odnosno datiranih kapilara (86).

Fibroza je rezultat razlicitih mehanizama koji suraduju u poticanju taloZzenja fibrina.
Ostecene alveole oslobadaju razlic¢ite markere u krvi i u alveolarnom odjeljku, a ostec¢enje
vaskularnog endotela dovodi do poveéanja mikrovaskularne propusnosti i alveolarnog edema.
U nekih bolesnika zna¢ajno postojano nakupljanje makrofaga, fibrocita, fibroblasta i
miofibroblasta u alveolarnom odjeljku dovodi do prekomjernog talozenja sastavnica
izvanstani¢nog matriksa, ukljucujuci fibronektin i kolagen tipa I i I1I, medu ostalim proteinima.
Neravnoteza izmedu profibrotickih i antifibrotickih medijatora odredit ¢e taj fibroproliferativni
odgovor. Vjeruje se da je patofizioloski proces fibroze pluénog parenhima poput abnormalnog
stanja zacjeljivanja rane. Prekomjerna proliferacija fibroblasta i nakupljanje proteina
izvanstani¢nog matriksa (engl. Extracellular matrix — ECM), kao Sto je kolagen, postali su
srediSte novijih istrazivanja pluéne fibroze (87). Zanimljivo je da su cirkulirajuéi fibroblasti u
pozitivnoj korelaciji sa stupnjem fibroze $to ukazuje na to da se bolesnici s idiopatskom
pluénom fibrozom (engl. Idiopathic pulmonary fibrosis — IPF) mogu suociti s povecanim

rizikom od nepovoljne prognoze COVID-19 (88).

1.4. Radioloska obiljeZja plu¢nih promjena u COVID-19 bolesnika

1.4.1. Sumacijska radiografska snimka plué¢a

Brojne radioloske profesionalne organizacije i drustva, ukljuuju¢i American College of
Radiology (ACR), Society of Thoracic Radiology (STR) i American Society of Emergency
Radiology (ASER), trenutno ne preporuéuju izvodenje CT-a za dijagnozu bolesti COVID-19
abnormalnosti, radiografija je jos uvijek koristan alat u identificiranju COVID-19 pneumonije
kod bolesnika za koje se sumnja da su zarazeni virusom SARS-CoV-2, posebno imajuci u vidu
da bi izvodenje CT-a pluca kao slikovnog testa prve crte bilo vrlo izazovno s obzirom na veliki
broj bolesnika i dugo vrijeme ¢is¢enja opreme, zajedno s moguénoséu povecane izlozenosti
osoblja i prijenosa u usporedbi s radiografijom. Unato¢ tome, u postavkama hitne i kriti¢ne
skrbi i dalje se izvodi pogotovo prijenosna radiografija kako bi se pomoglo u individualnom
lijecenju bolesnika, identificirale komplikacije pneumonije i procijenile alternativne dijagnoze.
U fazi pandemije COVID-19 radiografija, a posebno digitalni prijenosni rendgenski uredaji,

koristili su se u vise zemalja kao trijazni alat prve crte ne samo za dijagnozu ve¢ i za procjenu
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ozbiljnosti infekcije COVID-19. Nadalje, kako se prevalencija COVID-19 globalno
povecavala, bitno je za specijaliste radiologije i klini¢are da prepoznaju znac¢ajke COVID-19
zato Sto se radiografija pluc¢a Cesto izvodi u i druge svrhe, odnosno druge indikacije. S obzirom
na to i prema preporuci ACR-a, prijenosnu radiografiju treba koristiti u pocetku, kada je to
medicinski potrebno, jer se povrsine tih uredaja mogu lako odistiti i ti se uredaji mogu postaviti
U odredenim ustanovama za bolesnike s COVID-19 i u odjelima hitne pomo¢i (90). Zbog
problema s kontrolom infekcije povezane s prijevozom bolesnika do CT uredaja i nedostatka
dostupnosti CT-a u dijelovima svijeta, prijenosna radiografija pluca vjerojatno ¢e biti najcesce
koriSteni modalitet za identifikaciju i pracenje abnormalnosti plu¢a. Nadalje, u slu¢ajevima
klini¢ke sumnje na pozitivan nalaz na COVID-19 na radiografskoj snimci plu¢a moze se izbjeci
potreba za CT-om. Osim toga, koristenje radiografije za rano otkrivanje bolesti takoder moze
igrati vaznu ulogu u podru¢jima s ograni¢enim pristupom pouzdanom testiranju na COVID-19
RT-PCR testom (91).

Sumacijska radiografska snimka plu¢a moze biti uredna u blagim slu¢ajevima ili u ranom
stadiju bolesti, dok bolesnici s umjerenim do teSkim simptomima nece inicijalno imati uredan
nalaz. Vecina je nalaza patoloska u bolesnika kod kojih je potrebna hospitalizacija (69 % pri
prijemu, a 80 % u nekom trenutku nakon prijema). Radioloski nalazi najizrazeniji su od 10. do
koja mogu biti zasjenjenja slikom GGO uzorka, retikulacije ili konsolidacije plu¢nog parenhima
predominantno smjestene u perifernim dijelovima pluénih reznjeva (Slika 1.4.) (92, 28).

Analize promjena na radiografskim sumacijskim snimkama plu¢a prema nomenklaturi
Fleischnerova drustva, dostupnoj u Glossary of Terms for Thoracic Imaging (93), definiraju
retikularan crtez kao nepravilna, prugasta, linearna zasjenjenja pluénoga parenhima koja
ostavljaju dojam mreZe, pa se jo$ naziva i mrezolikim crtezom. Konsolidacija oznacava
homogeno povecanje atenuacije pluénog parenhima, poput zasjenjenja jasnih rubova koje
zahvacéaju odredeni pluéni rezanj. Unutar konsolidacije mogu se naci veci bronhi koji sadrze
zrak i to nazivamo zra¢nim bronhogramom (engl. Air trapping). Konsolidacija prekriva krvne
zile, za razliku od uzorka mlije¢nog stakla, stoga one nisu vidljive unutar zasjenjenja (94).

COVID-19 pneumonija ubraja se u intersticijske pneumonije i radioloski je karakterizirana
obostranim infiltratima najces¢e uzorka GGO. GGO je definiran kao ,,maglovito® povecanje
atenuacije pluénog parenhima koje ne prekriva krvne zile kao konsolidacijska podrucja,
smjeSten0 u perifernim dijelovima pluénog parenhima uz mnogobrojne konsolidacije u

kasnijim stadijima (Slika 1. 5.) (95).
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Kod opisa radiografskinh nalaza bolesnika s COVID-19 Koriste se termini kao $to su
,konsolidacija“, ,,opacitet”, ,,zasjenjenja“ i ,,promjene®, a normalni nalazi RTG-a pluca nisu
neuobicajeni za simptomatske bolesnike s blagim oblikom bolesti koji se javljaju u ranoj fazi

bolesti (90).

Slika 1.4. Sumacijska snimka pluca u PA projekciji pokazuje njezne infiltrate plué¢nog
parenhima u perifernoj zoni pluénih reznjeva uzorka mlije¢nog stakla i njeznih retikulacija,
tipi¢éno za COVID-19 radiolosku sliku

(izvor slike: arhiva Klinickog bolni¢kog centra Osijek; izradila autorica)
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Slika 1.5. Sumacijska snimka pluc¢a u AP projekciji pokazuje infiltrate plu¢nog parenhima
uzorka mlije¢nog stakla i podrucja konsolidacija multilobarne distribucije tipi¢no za COVID-
19 radiolosku sliku pneumonije kod bolesnika na mehanickoj ventilaciji

(izvor slike: arhiva Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek; izradila autorica)

1.4.2. Kompjutorizirana tomografija plué¢a

Osjetljivost CT-a u dijagnostici COVID-19 pneumonije (upale pluca) jest od 85 do 98 % (96,
97). CT manifestacija te virusne upale pluca ima karakteristi¢cne znacajke na temelju kojih
iskusni specijalisti radiologije mogu dijagnosticirati bolest. Najces¢i je i najraniji nalaz uzorak
GGO-a koji u samom pocetku moze biti unifokalan, ali obicno je multifokalan, bilateralan i
periferne distribucije, dominantno u straznjim dijelovima plu¢nog parenhima te u donjim
reznjevima. U podru¢ju GGO-a uobicajeno se nalaze prosirene krvne Zzile, a kasnije se mogu
naéi i trakcijske bronhiektazije ako nalaz napreduje prema fibroziraju¢im promjenama (98).
CT-om se mogu otkriti promjene ve¢ u ranoj fazi bolesti, ukljucujuéi nekoliko dana od pocetka
prvog simptoma (0. — 4. dana). S vremenom se radioloska slika distribucije i uzorka mijenja,
pa se u progresivnoj fazi bolesti (5. — 8. dana), osim Sirenja zahvacenih podru¢ja, unutar GGO-
a pojavljuju interlobularna i intralobularna zadebljanja. Taj kombinirani uzorak, kako je ranije
re¢eno, naziva se ,,ludo poplo¢avanje, sto nije karakteristicno za ostale virusne pneumonije,
stoga moze pomo¢i U diferencijalnoj dijagnozi (Slika 1.6.). Vrhunac bolesti (9. — 13. dan) jest
otprilike deseti dan s konsolidacijama koje se ¢esto pojavljuju pomijesane s GGO-om ili nakon
GGO-a. Zavrsna faza bolesti, odnosno teSki i kriti¢ni oblik bolesti, moZze se prikazati
karakteristicnom slikom ARDS-a, s radioloskim nalazima koji se preklapaju s organiziraju¢om
pneumonijom (OP). Nakon toga, u fazi povlacenja (> 14 dana) resorpcija konsolidacija

ponovno se ocituje kao zamuéenja u obliku GGO-a koja mogu biti povezana s bronhalnim
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dilatacijama i subpleuralnim distorzijama. Mogu se pojaviti i subpleuralne parenhimske trake i
subpleuralne retikulacije. Evolucija lezija ¢esto je asinkrona, s nekim podrucjima koja pokazuju
resorpciju, a druga progresiju. Uzorak organiziraju¢e pneumonije polako regredira tijekom
narednih mjesec dana uz ¢esto zaostale fibrozne trake (99). Kod bolesnika s povoljnim ishodom
te se promjene povlace, dok se kod onih s losijim tijekom bolesti razvijaju retikulacije te rijetko
i podloga za fibrozu plu¢a. Brojna izvjesc¢a isticu tromboembolijske komplikacije, poput PTE
(Slika 1.7.). Slikovne pretrage, kao $to je CT, igraju klju¢nu ulogu u dijagnostici PTE kod
bolesnika s COVID-19 (33).

Plu¢na fibroza moze biti uzrokovana ARDS-om ili pneumonijom uzrokovanom bolesti
COVID-19. Treba uzeti u obzir ¢imbenike rizika, kao $to su starija dob, kroni¢ni komorbiditeti,
potreba za mehaniCkom ventilacijom tijekom akutne faze i1 Zenski spol. Pojedinci sa
simptomima COVID-19 pneumonije koji su trajali najmanje 12 tjedana nakon dijagnoze,
ukljucujuéi kasalj, dispneju, dispneju pri naporu i hipoksemiju, odgovorni su za pojavnost te
komplikacije. Najces¢i nalazi na CT-u pluca bile su pluéne intersticijske promjene, kao uzorak
mlije¢nog stakla i nepravilne retikulacije, pleuroparenhimske trake, distrozija bronha i redukcija
volumena plué¢nog parenhima (100).

S obzirom na to da CT nije lako dostupna pretraga u uvjetima pandemije, a postoji potreba
za usporedivom metodom snimanja i snimanja bolesnika u bolesni¢kom krevetu, radiografska

snimka pluca izabrana je kao dijagnosti¢ka metoda izbora prema smjernicama ACR-a (90).
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Slika 1.6. Snimka CT-a pluca bolesnika s COVID-19 pneumonijom zahvacenih subpleuralnih
podrucja, unutar GGO uzorka prisutna su interlobularna 1 intralobularna zadebljanja uzorka
,,Judog poploc¢avanja“ (engl. Crazy paving)

(izvor slike: arhiva Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek; izradila autorica)

Slika 1.7. CT angiografija plu¢nih arterija kod bolesnika pozitivnog na SARS-CoV-2
pokazuje defekt kontrastnog stupca lumena obje glave pluéne arterije te njihovih ogranaka u
sklopu pluéne tromboembolije

(izvor slike: arhiva Klinickog bolnickog centra Osijek; izradila autorica)
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1.4.3. Radioloska kvantifikacija pluénih promjena

Radi standardizacije i bolje usporedbe nalaza, odnosno procjene tezine bolesti i praéenja u
bolesnika oboljelih od bolesti COVID-19 mogu se koristiti bodovne ljestvice (101, 90). Jedan
od njih je Brixia bodovni sustav koji odreduje kvantifikaciju radioloski verificiranih infiltrata
pluénog parenhima putem sustava bodovanja Sest polja na standardnim sumacijskim
radiografskim snimkama pluca (lijeva i desna gornja, srednja i donja zona pluca), od Kkoji se
svako polje boduje ovisno o zasjenjenju s bodovima od 0 do 3, pri ¢emu 0 oznacava uredan
nalaz, 1 oznacava intersticijske infiltrate poput retikulacija, 2 oznaCava intersticijske i
alveolarne infiltrate s predominacijom intersticijskih promjena, a 3 oznacava konsolidirajuce
alveolarne infiltrate plu¢énog parenhima. Prema tome, najvecéa vrijednost na Brixia bodovnoj
ljestvici (tzv. Brixia skor) iznosi 18 (102, 103).

Kako je Brixia sustav zahtijevao preinaku radi jo§ bolje prostorne razlucivosti te boljeg
prikaza anatomije i opsega zahvacéenosti pluénog parenhima, prosiren je sustav bodovanja na
MBrixia bodovnu ljestvicu. Na standardnim sumacijskim radiografskim snimkama, pluca su
podijeljena u tri zone dvjema vodoravnim linijama koje sezu jedna ispod luka aorte i jedna
ispod hilarnih struktura. Svaka zona zatim je dalje podijeljena u dodatne medijalne i lateralne
podzone. Ukupno 12 pojedinacnih zona, po 6 u svakom plué¢nom krilu, ocijenjeno je prema
tezini plu¢nih lezija bodovima od 0 do 3 po zoni. Broj 0 ozna¢ava uredan nalaz, 1 oznacava
intersticijske infiltrate, 2 oznaCava kombinaciju intersticijskih i alveolarnih infiltrata, a 3
oznacava konsolidiraju¢e alveolarne infiltrate. Ukupan broj bodova moze iznositi najvise 36
(104).

Kod bodovnog sustava RALE (engl. Radiographic assessment of lung edema) koji je
izrazito koristan kod bolesnika u JIL-u na mehanic¢koj ventilaciji za dijagnozu i prognozu
ARDS-a, pluca su podijeljena na kvadrante s obzirom na ocjenu zahvacenosti pluca i gustoce
infiltrata. Rezultati kvadranta mnoZe se, a zatim zbrajaju i rezultiraju kona¢nim zbrojem u
rasponu od O do 48. Dostupna je i pojednostavljena verzija RALE zbroja gdje je svakom
pluénom krilu dana ocjena od 0 do 4 proporcionalna koli¢ini zahva¢enog pluénog parenhima
(105, 106).

Yang i suradnici u ozujku 2020. predlozili Su procjenu tezine zahvaéenosti pluénih promjena
CT-om pod nazivom CT-SS (engl. Computed tomography severity score — CT-SS) (107).
Napravljen je kako bi pomogao u procjeni opterecenja COVID-19 na inicijalnoj snimci
dobivenoj pri prijemu i pruzio bi objektivan pristup identificiranju bolesnika kojima je potreban
hitan prijem u bolnicu. Spomenuta bodovna ljestvica koristi opacifikacije plu¢nog parenhima

kao ekvivalent za proSirenje bolesti u plu¢ima. Osamnaest segmenata obaju pluc¢nih krila
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podijeljeno je u 20 regija, u kojima je apikoposteriorni segment lijevog gornjeg plu¢nog reznja
podijeljen na apikalnu i posteriornu segmentnu regiju, dok je anteromedijalni bazalni segment
lijevog donjeg plué¢nog reznja bio dodatno podijeljen u prednje i bazalne segmentne regije.
Zatim su opacifikacije plu¢nog parenhima u svih 20 regija plu¢a subjektivno procijenjene na
CT-u pluca. Svako podrucje ocijenjeno je s 0, 1 ili 2 boda, ovisno o ukljuc¢enim opacifikacijama
plu¢nog parenhima: 0 %, 1 — 50 %, odnosno 51 — 100 % zahvacenosti. Ukupni CT rezultat
tezine definiran je kao zbroj bodova postignutih u svakoj od 20 regija segmenta pluca, koji se
krece od 0 do 40 bodova (101, 108).

COVID-19 CO-RADS (engl. Reporting and data system — CO-RADS) uspostavilo je
Nizozemsko radiolosko drustvo kako bi se standardizirala shema procjene i pojednostavilo
izvjeS¢ivanje koristenjem bodovne ljestvice od 5 stupnjeva s oznakama od 1 (vrlo niska) do 5
(vrlo visoka) sumnja za COVID-19 pneumoniju na CT slikama pluc¢a (109). CO-RADS ima
izvrsnu dijagnosticku izvedbu za COVID-19 kroz interpretaciju CT slika pluca (110).

1.5. Uloga pentraksina 3 i galektina-9 u bolesti COVID-19

Pentraksin 3 (PTX3) je protein koji je dio imunolo$kog sustava i ima vaznu ulogu u
regulaciji upale 1 imunoloSkog odgovora na infekcije (111). PTX3 pripada superobitelji
pentraksina, a slicnost s C-reaktivnim proteinom (CRP) potaknula je istraZivanja korisnosti
PTX3 kao biomarkera u razli¢itim ljudskim stanjima infektivnog ili upalnog podrijetla. PTX3
bitna je sastavnica humoralne urodene imunosti te je prepoznat u otpornosti na odabrane
patogene i regulaciji upale. Za razliku od CRP-a koji uglavnom proizvodi jetra kao odgovor na
IL-6 tijekom odgovora akutne faze, PTX3 eksprimiraju mijeloi¢ne i stromalne stanice, posebice
endotelne i respiratorne epitelne stanice, kao odgovor na primarne proupalne signale,
prepoznavanje mikroba i oStecenje tkiva (112, 113). Glavna obiljezja PTX3 lokalna su
proizvodnja na mjestu infekcije ili oStecenja tkiva od strane viSe vrsta stanica i otpustanje
prethodno formiranog proteina od strane neutrofila te posljedi¢éno brzo povecanje njegovih
cirkuliraju¢ih razina u upalnim ili infektivnim stanjima. Navedeno objasnjava brzinu porasta
PTX3 u ovim stanjima, §to ga Cini kandidatom za prognosti¢ki biomarker. U razli¢itim
patoloskim stanjima, u rasponu od kardiovaskularnih bolesti do infekcija 1 sepse, razine PTX3
u plazmi povecane su i opcenito u korelaciji s tezinom bolesti (114, 115, 116). Pojac¢ana ekspresija
PTX3 i korelacija s aktivnosc¢u bolesti uoceni su u stanjima razlicitih vaskulitisa, ukljucujuci
arteritis divovskih stanica, Takayasuov arteritis i vaskulitis malih krvnih Zila povezan s ANCA-

om (engl. Antineutrophilic cytoplasmic antibody) (117). Osim toga, zabiljeZeno je da razine
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PTX3 u plazmi predvidaju smrtnost u nekoliko sustavnih upalnih stanja, uklju€ujuéi akutni
infarkt miokarda (118) i sepsu (119). Ranije studije pokazale su da su povisene serumske
vrijednosti PTX3 povezane s tezim oblicima upale i oSte¢enjem plu¢nog parenhima, a poveéana
ekspresija PTX3 moze doprinijeti patogenezi akutne ozljede pluca (engl. Acute lung injury —
ALlI), odnosno ARDS-a (120, 121).

Povisene razine PTX3 povezane su S tezim oblicima COVID-19 i lo§ijim ishodom u
bolesnika s koronavirusnom bolesti. Odreden broj studija predlazu PTX3 kao moguci prediktor
klini¢kog tijeka kod bolesnika nakon infekcije virusom SARS-CoV-2 (122). Druge studije
predlazu PTX3 kao ¢imbenik bolnic¢ke stratifikacije ukazujuci na to kako su njegove visoke
vrijednosti povezane s vjerojatnijim prijemom u JIL nego na druge odjele (123).

PTX3 je takoder ukljuen u endotelnu disfunkciju kroz razlic¢ite mehanizme i korelira sa
smrtnim slu¢ajevima povezanim s akutnom plu¢nom embolijom (124, 125). Nadalje, PTX3 se
istrazuje zbog svog potencijalnog utjecaja na pluéne promjene u bolesti COVID-19. Pluéne
promjene kod COVID-19, kako je ve¢ re¢eno, mogu ukljucivati razli¢ite patoloske procese, od
pneumonije, mikrotrombotskih promjena, edema plu¢a, ARDS-a te u konacnici do fibroze
plu¢a. Ta zapazanja dovela su do zaklju¢ka kako PTX3 moze biti koristan prognosticki
biomarker kod bolesnika s COVID-19 (126). Takoder, PTX3 moze biti uklju¢en u procese koji
su vazni za oporavak plu¢a nakon ozljeda, ukljucujuci regulaciju stvaranja novih krvnih Zzila 1
staniénu reparaciju (127). Razumijevanje uloge PTX3 u pluénim promjenama kod bolesti
COVID-19 moze pomoci u razvoju novih terapijskih strategija i identificiranju biomarkera za
pracenje napretka bolesti i odgovora na terapiju (128, 129).

Unato¢ preliminarnim nalazima potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se bolje razumjela
uloga PTX3 u patogenezi pluénih promjena kod COVID-19 i kako bi se procijenila njegova
potencijalna primjena kao biomarkera u dijagnostici ili njegovog terapijskog ucinka (130).

Galektin-9 (Gal-9) jest lektin koji veze p-galaktozid poznat po svojoj imunomodulatornoj
ulozi kod raznih mikrobnih infekcija. Gal-9 eksprimira se u svim organskim sustavima i
lokaliziran je u jezgri, na povrsini stanice, U citoplazmi i u izvanstani¢nom matriksu. Posreduje
u interakcijama domacinai patogena te regulira stani¢nu signalizaciju putem vezanja na svoje
receptore. Zbog svojih obiljeZja ukljucen je u mnoge fizioloske funkcije, kao $to su rast stanica,
diferencijacija, adhezija, komunikacija i programirana stani¢na smrt (131). Nedavno je
potencijalna uloga galektina, kao ranije opisanih PRR-ova, postala podru¢je intenzivnih
istrazivanja (132). Takoder, galektini se smatraju DAMP-ovima koji uz molekularne obrasce
povezane s patogenom (PAMP) orkestriraju urodeni imunoloski odgovor (133). Na primjer,
Gal-9 navodi se kao signal opasnosti kod infekcije virusom DENV-a (engl. Dengue virus)
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(134). Sli¢na tome je i uloga Gal-3 u indukciji citokinske oluje, $to ukazuje na njegovu
potencijalnu ulogu inhibitora kao terapeutskog pristupa za ublazavanje hiperinflamacije kod
infekcije COVID-19 (135). Povisenje serumskih vrijednosti Gal-9 u plazmi bolesnika s
virusnim infekcijama kao $to su HIV infekcija; karcinomi povezani s virusnima, kao sto su
hepatitis B (HBV) i hepatitis C (HCV) te virus herpes simplex (HSV) dokumentirane su u
prijasnjim radovima. Takoder, novije studije ukazuju na povisene razine Gal-9 kod autoimunih
poremecaja, akutnog =zatajenja jetre, atopijskog dermatitisa, kroni¢ne bolesti bubrega,
dijabetesa tipa 2, bolesti koronarnih arterija, ateroskleroze i neplodnosti, odnosno ukazuju na
potencijal Gal-9 kao pouzdanog, osjetljivog i neinvazivnog biomarkera tezine bolesti (131).

U infekciji SARS-CoV-2 poviSene su serumske razine Gal-1, Gal-3 i Gal-9 koje pozitivno
koreliraju s markerima upale i ozljede tkiva. Tada galektini mogu biti prediktori ozbiljnosti
bolesti i mogu doprinijeti sindromu otpustanja citokina (136, 137, 138). Receptorska vezna
domena SARS-CoV-2 takoder ima neke sli¢nosti s galektinima s obzirom na Svoju strukturu i
kapacitet vezanja ugljikohidrata, Sto moze objasniti teoriju da glikani mogu olaksati ulazak
virusa SARS-CoV-2 u stanice (139, 140).
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2. HIPOTEZA

ACE I/D polimorfizam i poviSena serumska vrijednost PTX3 i Gal-9 povezani su s
predispozicijom za razvoj teSkog oblika bolesti COVID-19 i opsegom pluénih promjena

prema MBrixia bodovnoj ljestvici na radiografskoj snimci pluca.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi su istrazivanja:

1.

Ispitati povezanost ACE 1/D polimorfizma i vrijednosti MBrixia bodovne ljestvice
radiografski verificiranih pluénih infiltrata.

Ispitati povezanost serumskih vrijednosti PTX3 i Gal-9 i vrijednosti MBrixia bodovne
ljestvice radiografski verificiranih pluénih infiltrata.

Kvantificirati pluéne infiltrate kod bolesti COVID-19 koriStenjem MBrixia bodovne
ljestvice.

Ispitati povezanost ACE 1I/D polimorfizma i serumskih vrijednosti PTX3 i Gal-9.
Ispitati povezanost serumskih vrijednosti PTX3 i Gal-9 s tezinom klinicke slike i
ishodom oboljelih od bolesti COVID-19.

Ispitati povezanost ACE 1I/D polimorfizma s tezinom klinicke slike i ishodom oboljelih
od bolesti COVID-19.

Ispitati povezanost dobi, spola i komorbiditeta s koncentracijom serumskih vrijednosti
PTXS3, Gal-9 i opsegom pluénih infiltrata oboljelih od bolesti COVID-19, odnosno s
tezinom klinic¢ke slike i ishodom oboljelih od bolesti COVID-109.
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4. ISPITANICI | METODE
4.1. Eti¢ka nacela

Istrazivanje je provedeno u skladu s vazeCom Helsinskom deklaracijom, Kodeksom
medicinske etike i deontologije Hrvatske lijeCnicke komore, Zakonom o zdravstvenoj zastiti
Republike Hrvatske te Zakonom o zastiti prava pacijenta Republike Hrvatske. IstraZivanje je
odobrilo Eticko povjerenstvo Klini¢kog bolni¢kog centra Osijek (broj: R1-1510/2023, Osijek
7. veljace 2023.) 1 Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Osijeku (Klasa: 602-04/23-
08/03, URBROJ: 2158-61-46-23-120, Osijek 17. srpnja 2023.). Identitet ispitanika uklju¢enih

u istrazivanje anoniman je i zasticen.

4.2. Ustroj istraZivanja

IstraZivanje je ustrojeno kao presje¢no istrazivanje (engl. Cross sectional study).

4.3. Ispitanici

Prema izra¢unu veli¢ine uzorka u istrazivanje je uklju¢eno 80 odraslih ispitanika u dobi
izmedu 18. i 83. godine zivota, postujuci pri tome ukljucne i iskljucne kriterije. U istrazivanje
su ukljuéeni bolesnici koji su lije¢eni na Klinici za infektologiju, Klinici za unutarnje bolesti te
Klinici za anesteziologiju, reanimatologiju i intenzivno lijeGenje (respiracijski centar)
Klini¢kog bolni¢kog centra (KBC) Osijek.

Dva su osnovna ukljucna kriterija koja su se posStovala pri uklju€ivanju ispitanika u ovo
istrazivanje:

1. potvrdena dijagnoza COVID-19 bolesti koja se temeljila na pozitivnom molekularnom

testu RT-PCR u stvarnom vremenu

2. ispitanici pregledani u ambulanti i lijeceni na Klinici za infektologiju, Klinici za

unutarnje bolesti ili u Respiracijskom centru KBC-a Osijek tijekom 2020. i 2021. godine
kao bolesnici sa simptomatskim oblikom bolesti (blagi, srednje teski, teski ili kriti¢ni).

Kako bi u istrazivanju imali uklju¢ene bolesnike s razli¢itom tezinom klini¢ke slike bolesti
COVID-19 te podjednakom raspodjelom, pri ukljuc¢enju smo se vodili procjenom tezine bolesti
prema smjernicama Ministarstva zdravstva RH iz 2022. godine.

Iskljuéni kriteriji koji su se postovali pri ukljucivanju ispitanika u ovo istrazivanje jesu:

1. ispitanici koji su se u fazi aktivhog onkoloskog lijeCenja zarazili SARS-CoV-2

virusom
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2. ispitanici cijepljeni sa SARS-CoV-2 cjepivima

3. ispitanici kod kojih je dominirajuéi nalaz pneumotoraksa i opseznih pleuralnih izljeva

na jedinoj u¢injenoj radiografskoj snimci pluca u tijeku bolesti.

Nakon odabira ispitanika za ukljuc¢ivanje u istraZivanje, oni su podijeljeni u tri skupine u
skladu sa spomenutim smjernicama Ministarstva zdravstva Republike Hrvatske. U istrazivanje
su ukljuceni bolesnici s blagim oblikom (nekomplicirane infekcije disnog sustava s vru¢icom,
glavoboljom, hunjavicom, grloboljom i/ili kasljem), srednje teSkim (bolesnici s tezim
simptomima bolesti i/ili pneumonijom, ali bez kriterija za tesku pneumoniju, bez potrebe za
nadomjesnom terapijom kisikom), teskim (bolesnici s teskom pneumonijom uz najmanje jedan
od znakova: frekvencija disanja > 30 udisaja/min, respiratorna insuficijencija ili potreba za
nadomjesnom terapijom kisikom) te kriti¢nim oblikom bolesti (bolesnici s ARDS-om, odnosno
sepsom, septi¢nim sokom, s/bez akutne disfunkcije drugih organskih sustava). TeZina bolesti
procijenila se na temelju nalaza infektologa prilikom prvog pregleda bolesnika, a progresija
bolesti pratila se iz povijesti bolesti i epikriza iz bolni¢kog informacijskog sustava (BIS-a)
zabiljezenih tijekom hospitalizacije. Svim bolesnicima zabiljezio se kona¢ni ishod lijecenja.
Ispitanici/bolesnici podijeljeni su prema tezini: 1. bolesnici s blagim oblikom bolesti, 2.

bolesnici sa srednje teskim oblikom bolesti te 3. bolesnici s teskim i kriti¢cnim oblikom bolesti.

4.4. Metode

U istrazivanju su se koristile sljede¢e metode: prikupljanje podataka o ispitaniku i njegovoj
bolesti (povijest bolesti), procjena pluénih promjena na uéinjenim sumacijskim radiografskim
snimkama plu¢a prema MBrixia bodovnoj ljestvici te laboratorijska ispitivanja.

Podaci o ispitaniku i njegovoj bolesti (povijesti bolesti) dobiveni su iz dostupne medicinske
dokumentacije (raniji medicinski nalazi, temperaturne liste, BIS) i razgovora s ispitanikom, ako
je to tezina njegove bolesti omoguéavala. Za potrebe ovog istrazivanja prikupljali su se sljedec¢i
podatci:

1. demografski podatci (spol i dob ispitanika)
2. prisutnost komorbiditeta, odnosno kroni¢nih bolesti

3. radioloski nalaz (prisutnost i raspodjela upalnih infiltrata po MBrixia bodovnoj ljestvici)

4. primjena mehanicke ventilacije

5. konacni ishod bolesti (prezivjeli/umrli).

Procjena klinickog statusa i odredivanje tezine bolesti napravljeni su prikupljanjem

podataka o ispitaniku i njegovoj bolesti te koriste¢i se bodovnim sustavom MBrixia
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zahvacéenosti pluénog parenhima na sumacijskim radiografskim snimkama pluca te stadija
bolesti prema smjernicama Ministarstva zdravstva RH iz 2022. godine. Kod svakog je
ispitanika procijenjena tezina bolesti: blagi oblik, srednje teski te teski/kriticni oblik bolesti.

Ispitanicima su u trenutku bolesti (od 2. do 7. dana od pocetka bolesti) izvadeni uzorci
periferne venske krvi, a koristili su se u svrhu izolacije seruma i DNA. Za izdvajanje seruma
prikupljen je uzorak periferne krvi u epruvetu bez antikoagulansa koji je inkubiran 30 minuta
na sobnoj temperaturi, a potom je serum odijeljen centrifugiranjem 10 min na 3000 g. Alikvoti
seruma pohranjeni su u zamrzivaé¢ na -80 °C gdje su ¢uvai do trenutka analize. Krv prikupljena
u svrhu izolacije DNA uzorkovana je u epruvetu s antikoagulansom K>EDTA, a postupak
izolacije ukljucivao je primjenu komercijalnog seta High Pure PCR Template Preparation Kit
(Roche) u skladu s uputama proizvodaca. Izolirani uzorci DNA pohranjeni su U zamrziva¢ na -
20 °C.

Analiza 1/D polimorfizma u genu za ACE utvrdila se PCR metodom u stvarnom vremenu.
U tu svrhu koristio se komercijalni set specifi¢nih pocetnica i hibridizacijskih proba (LightMix
ACE I/D Kit; Tib MolBiol) u kombinaciji sa setom LightCycler FastStart DNA Master
HybProbe (Roche). Proces umnazanja specifiénog slijeda DNA 1 hibridizacije proba izvodio se
u PCR uredaju LightCycler 480 Il (Roche), a rezultati su analizirani u odgovaraju¢em
ratunalnom programu (LightCycler 480 II Software). Utvrdivanje genotipa temeljilo se na
analizi krivulje taljenja (Tm) u usporedbi s heterozigotnom (1/D) pozitivnom kontrolom (Slika
4.1).

i i R s ]

Slika 4.1. Utvrdivanje I/D polimorfizma u genu za ACE1 na uredaju LightCycler 480 II

(izvor slike: izradila autorica)
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Svim bolesnicima uklju¢enim u istrazivanje odredila se serumska vrijednost PTX3 i Gal-9.
Analiza serumske razine Gal-9 i PTX3 izvodila se primjenom posebno dizajniranog panela s
dva analita ProcartaPlex™ 2 PLEX (human Galectin-9, PTX3) na uredaju Luminex 200 i
primjenom tehnologije XMAP (engl. Multi-analyte profiling) koja omogucéuje istodobno
utvrdivanje i kvantifikaciju viSe analita. Rezultati su obradeni i analizirani primjenom
racunalnog programa ProcartaPlex Analysis App (Thermo Fisher Scientific). Navedeni set u
svom sastavu imao je standarde na osnovu kojih je generirana standardna krivulja potrebna za
odredivanje koncentracije promatranih analita u uzorcima. Postupak analize izvodio se na ploci
s 96 jazica u koje su se dodale magnetne kuglice, a nakon uklanjanja teku¢ine u jazice dodan je
univerzalni pufer i uzorci/standardi, nakon ¢ega je uslijedila inkubacija. Inkubacija uzoraka
odvijala se nekoliko puta i to nakon dodavanja specifi¢nih protutijela, streptavidina i pufera za
ocitavanje. Izmedu svakog koraka, a prije dodavanja specifi¢ne supstance, kuglice su ispirane

dva puta, a ocitavanje rezultata izvrsilo se u ra¢unalnom programu xPonent (Slika 4.2.).

Slika 4.2. Analiza serumske razine Gal-9 i PTX3 na uredaju Luminex 200

(izvor slike: izradila autorica)
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4.5. Kvantifikacija analize radiografskih snimaka pluéa

Bolesnicima s inicijalno utvrdenim srednje teSkim, teSkim i kriticnim oblikom bolesti
izvrsila se kvantifikacija plu¢nih promjena na uc¢injenoj sumacijskoj radiografskoj snimci pluc¢a
neposredno prije ili nakon uzorkovanja (isti dan ili do najvise 7 dana) na uredajima GE Optima

XR240amx prema MBrixia bodovnoj ljestvici (Slika 4.3.).

Slika 4.3. Prijenosni radiografski uredaj GE Optima XR240amx

(izvor slike: izradila autorica)

Na sumacijskim radiografskim snimkama plu¢a ucinjenim u posteroanteriornoj ili
anteroposteriornoj projekciji, pluca su podijeljena u tri zone dvjema vodoravnim crtama: jedna
ispod luka aorte i jedna ispod hilarnih struktura. Svaka zona zatim je dalje podijeljena u dodatne
medijalne i lateralne podzone povlacenjem okomitih crta od pluénih vrhova do sredine dijafragme
na svakom plu¢nom krilu. Dobivene su zone medijalna A i lateralna A, medijalna B i lateralna B,
medijalna C i lateralna C, medijalna D i lateralna D, medijalna E i lateralna E te medijalna F i
lateralna F zona. Svaka okomita crta bila je zakrivljena kako bi odgovarala zakrivljenosti prsnog
kosa (Slika 4.4.).
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Slika 4.4. Shematski prikaz kvantifikacije sustavom MBrixia bodovne ljestvice s 12
pojedinacnih zona, 0d kojih Sest u svakom plu¢nom krilu na sumacijskoj snimci pluca

(izvor slike: izradila autorica)

Rezultiraju¢ih 12 pojedinacnih zona, 6 u svakom plu¢nom krilu, ocijenjeno je prema tezini
pluénih lezija koriste¢i se bodovima od 0 do 3 po zoni. Broj 0 oznafava uredan nalaz, 1
oznacava intersticijske infiltrate, 2 oznacava kombinaciju intersticijskih i alveolarnih infiltrata,
a 3 oznacava alveolarne infiltrate. Ukupan zbroj bodova najvise moze iznositi 36. Takoder su
se odvojeno bodovali lateralni i medijalni dijelovi plu¢nih polja te zbroj bodova za lijevo i zbroj
bodova za desno plué¢no krilo.

Kvantifikacija sustavom MBrixia bodovne ljestvice u¢inila se na navedenim snimkama koje
je specijalist klini¢ke radiologije pohranio u Sectra PACS sustavu KBC-a Osijek na Klini¢kom
zavodu za dijagnosticku 1 intervencijsku radiologiju.

Kod bolesnika s inicijalno blagim oblikom bolesti koji u trenutku pregleda nisu pokazali
simptome bolesti respiratornog sustava, zbog ¢ega im nije ucinjena radiografska snimka pluca,

smatralo se da imaju zbroj 0 na MBrixia bodovnoj ljestvici (Slika 4.5.).
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DESNO PLUCNO KRILO LIJEVO PLUCNO KRILO

ZONA BOD ZONA BOD ZONA BOD ZONA BOD
A lat 0 Amed O D lat 0 Dmed O

B lat 1 Bmed 1 E lat 2 Emed 1
Clat 2 Cmed 2 F lat 2 Fmed 2
Zbroj 3 Zbroj 3 Zbroj 4 Zbroj 3
UKUPNO 13 / 36

DESNO PLUCNO KRILO LIJEVO PLUCNO KRILO

ZONA BOD ZONA BOD ZONA BOD ZONA BOD

A lat 3 Amed 3 D lat 2 Dmed 2
B lat 3 Bmed 3 E lat 3 Emed 2
Clat 3 Cmed 3 F lat 3 Fmed 2
Zbroj 9 Zbroj 9 Zbroj 8 Zbroj 8
UKUPNO 32/ 36

Slika 4.5. Prikaz kvantifikacije sustavom MBrixia bodovne ljestvice s 12 pojedina¢nih zona,
od kojih 6 u svakom plu¢nom krilu na uéinjenim sumacijskim snimkama pluca kod dvaju
bolesnika s COVID-19 plu¢nim promjenama

(izvor slike: arhiva Klini¢kog bolnickog centra Osijek; izradila autorica)

4.6. Statisti¢ka analiza

Kategorijski podatci predstavljeni su apsolutnim i relativnim frekvencijama. Razlike
kategorijskih varijabla testirane su Hi-kvadrat testom, a po potrebi Fisherovim egzaktnim
testom. Normalnost raspodjele broj¢anih varijabla testirana je Shapiro-Wilkovim testom.
Broj¢ani podatci opisani su aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalnu, a u ostalim slu¢ajevima medijanom i granicama interkvartilnog
raspona. Razlike normalno raspodijeljenih brojcanih varijabla izmedu dviju nezavisnih skupina
testirane su Studentovim t-testom, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Mann-
Whitneyjevim U testom (uz iskazanu razliku i 95 % raspon pouzdanosti), a izmedu tri i vise
skupina analizom varijance (ANOVA) ili Kruskal-Wallisovim testom (post hoc Conover) u
ovisnosti 0 normalnosti raspodjele.

Povezanost normalno raspodijeljenih brojcanih varijabla ocijenjena je Pearsonovim
koeficijentom korelacije r, a u slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele Spearmanovim

koeficijentom korelacije p (rho). Logistickom regresijom ispitani su nezavisni ¢cimbenici koji
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utjeCu na tezinu klinicke slike i ishod oboljelih od COVID-19. ROC analiza (engl. Receiver
operating characteristic) primijenila se za odredivanje optimalne toc¢ke razlucivanja (engl. Cut-
off value), povrsine ispod ROC krivulje (engl. Area under the curve — AUC), specifi¢nosti,
osjetljivosti ispitivanih parametara u slucaju vjerojatnosti zadanih ishoda (losije klinicke slike
i negativnog ishoda). Razina znacajnosti postavljena je na Alpha (a) = 0,05. Za statisticku
analizu koristio se statisticki program MedCalc® Statistical Software version 22.006 (MedCalc
Software Ltd, Ostend, Belgija; https://www.medcalc.org; 2023) i SPSS ver 23.

33



5. REZULTATI

5. REZULTATI

5.1. Obiljezja bolesnika

Istrazivanje je provedeno na 80 bolesnika, od kojih je 38 (47,5 %) muskog, a 42 (52,5 %)
zenskog spola. Vecina bolesnika (66 %) imala je neki od komorbiditeta, a najucestaliji su bili
hipertenzija (63 %) i adipozitet (28 %). Demografska obiljezja i raspodjela bolesnika prema

komorbiditetima, tezini klinicke slike i ishodu bolesti prikazani su u Tablici 5.1.

Tablica 5.1. Raspodjela bolesnika prema demografskim i klini¢kim obiljezjima

n (%) ili medijan (IQR)*

Spol
Muskarci 38 (48)
Zene 42 (52)

Dob (godine) 66 (54 — 74)

Rizi¢ni ¢imbenici

Hiperlipidemija 19 (24)
Adipozitet 22 (28)
Seéerna bolest 17 (21)
Arterijska hipertenzija 50 (63)

Tezina klinicke slike

Asimptomatski/blagi oblik bolesti 29 (36)

Srednje teski oblik bolesti 22 (28)

Teski/kriti¢ni oblik bolesti 29 (36)
Ishod

Prezivjeli 53 (66)

Umrli 27 (34)

*Kkategorijski podatci prikazani su apsolutnim (N) i relativnim (%) frekvencijama, a broj¢ani medijanom

i interkvartilnim rasponom (IQR)
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5.2. Povezanost teZine bolesti s obiljeZjima bolesnika

Nije bilo znacajnih razlika u raspodjeli bolesnika prema spolu i obliku bolesti. Znacajno su
mladi bolesnici s blagim oblikom bolesti u odnosu na srednje teski i teski oblik bolesti (Kruskal-
Wallisov test, P < 0,001). Ispitanici s teSkim/kriticnim oblikom bolesti znacajno su ¢esce bili
adipozni (x2 test, P = 0,01), imali Se¢ernu bolest (x2 test, P = 0,003) ili arterijsku hipertenziju
(x? test, P < 0,001). Povezanost tezine bolesti s obiljezjima bolesnika i ishodom prikazana je u

Tablici 5.2.

Tablica 5.2. Raspodjela bolesnika prema obliku bolesti i obiljezjima

n (%) ispitanika

Blagi Srednje teski Teski/kriti¢ni
oblik oblik oblik p*
(n=29) (n=22) (n=29)
Dob (godine) 54 (35 — 64) 69 (63 — 79) 70 (63 — 78) <0,001%
Spol
Muskarci 10 (34) 10 (45) 18 (62) 0,11
Zene 19 (66) 12 (55) 11 (38)
Rizi¢ni ¢imbenici
Hiperlipidemija 3 (10) 6 (27) 10 (34) 0,09
Adipozitet 3 (10) 6 (27) 13 (45) 0,01
Seéerna bolest 2 (7) 3(14) 12 (41) 0,003
Arterijska
nipertenia 8 (28) 15 (68) 27 (93) < 0,001
Ishod
Prezivjeli 28 (97) 19 (86) 6 (21) < 0,001
Umrli 1(3) 3 (14) 23 (79)

*y? test za kategorijske i Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover) za kontinuirane varijable; 'na razini

P < 0,05 znacajna je razlika blagi oblik vs. svi ostali oblici
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5.3. Kvantifikacija pluénih infiltrata koriStenjem MBrixia bodovne ljestvice

Svim bolesnicima kvantificirana je tezina pluénih infiltrata na radiografskoj snimci pluca
koristenjem MBrixia bodovnog sustava. Asimptomatskim bolesnicima, kao i bolesnicima s
blagim oblikom bolesti koji nisu imali indikaciju za radiografsko snimanje, pretpostavljen je
MBrixia zbroj 0. Ukupno je analizirano 58 RTG snimaka, a medijan zbroja na MBrixia
bodovnoj ljestvici u ispitivanom uzorku bio je 17 (0 — 27). Odvojeno se bodovalo desno i lijevo
pluéno krilo te lateralni 1 medijalni dijelovi pluénih polja. Vise vrijednosti MBrixia bodovne
ljestvice (najvise 36) upuéuju na veée promjene pluénih lezija, odnosno tezu klini¢ku sliku.
Vrijednosti MBrixia bodovne ljestvice desnog i lijevog pluénog krila te lateralno i medijalno u

ukupnom uzorku bolesnika prikazane su u Tablici 5.3.

Tablica 5.3. Vrijednosti zbroja na MBrixia bodovnoj ljestvici lijevog i desnog plu¢nog krila u

ukupnom uzorku bolesnika

Medijan (IQR)

Ukupno desno pluéno krilo 12 (8 — 16)
Lateralno desno 7(4-98)
Medijalno desno 6 (4 -8)

Ukupno lijevo pluéno krilo 11 (6 —14)
Lateralno lijevo 6(4-7)
Medijalno lijevo 5@8-7)

IQR: interkvartilni raspon
Vrijednost MBrixia zbroja znacajno se razlikovala u ispitivanom uzorku s obzirom na tezinu

bolesti (Kruskal-Wallisov test, P < 0,001), kao i s obzirom na prezivljenje (Mann-Whitneyjev
U test, P < 0,001) (Tablica 5.4., Tablica 5.5.A'i B te Tablica 5.6.).
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Tablica 5.4. Rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici u odnosu na oblik bolesti

5. REZULTATI

Medijan (IQR)

Blagi oblik Srednje teski Teski/kriti¢ni p*
(n=7) oblik (n = 22) oblik (n = 29)
Ukupno 0(0-1) 17 (15-18) 29 (26 — 33) <0001
Ukupno
desno pluéno 2 (4 -3) 9(8-11) 16 (14 - 16) <0001
krilo
Lateralno
1(0,25-2) 5(4-6) 8(8-18) <0001
desno
Medijalno )
1(0,25-1) 4(3-4) 8 (6-18) <0,0011
desno
Ukupno
lijevo pluéno 2 (1,25-13) 8(6-9) 14 (12 - 16) <0001
krilo
Lateralno
- 2(0-3) 5(3-6) 7(6-28) <0001
lijevo
Medijalno
y (0-1) 4(3-4) 7(6-9) <0,001"
lijevo

IQR: interkvartilni raspon; *Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover); "na razini P < 0,05 znacajno se

razlikuju sve skupine medusobno

Tablica 5.5.A Rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici u odnosu na lokalizaciju prema tezini

klini¢ke slike

Medijan (IQR) Razlika
Desno Lijevo (95 %  raspon P*
pluéno krilo  pluéno krilo pouzdanosti)
Blagi oblik
Ukupno 2(1,4-3) 2(1,25-23) 0 (-2 do 2) > 0,99
Lateralno 1(0,25-2) 2(0-3) 0(-2do 2) 0,64
Medijalno 1(0,25-1) 1(0-1) 0 (-1do 1) 0,62
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Tablica 5.5.B Rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici u odnosu na lokalizaciju prema tezini

klini¢ke slike

Medijan (IQR)

Desno Lijevo
pluéno krilo pluéno krilo

Razlika

(95 %  raspon P*

pouzdanosti)

Srednje teski oblik
Ukupno 9(8-11) 8(6-9) -1(-2do 1) 0,32
Lateralno 5(4-6) 5(3-6) 0(-1do1l) 0,75
Medijalno 4(3-4) 4(3-4) 0(-1do0) 0,13
Teski/kriti¢ni oblik
Ukupno 16 (14 - 16) 14 (12 - 16) -1(-2do 0) 0,07
Lateralno 8(8-8) 7(6-28) -1(-1do 0) 0,04
Medijalno 8 (6-8) 7(6-8) 0(-1do0) 0,17

IQR: interkvartilni raspon; *Mann-Whitneyjev U test

Tablica 5.6. Rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici u odnosu na ishod lijecenja

Medijan (IQR)

Razlika

95 % raspon  P*

Oporavljeni (n=31) Preminuli (n=27)

pouzdano

sti)

MBrixa ukupno 7(0-17) 28 (24 - 32) 18 (14 do24) <0,001
Ukupno desno
pluéno krilo 9(5-12) 16 (12 - 16) 5 (3 do 8) <0001
Lateralno
desno 52-7) 8(6-28) 2 (1do4) <0001
Medijalno
desno 4 (3-6) 8(6-28) 3(2do4) <0001
Ukupnollijevo 2 9 14 (11— 16) 6(4do8) <0001
pluéno krilo ’
Lateralno
lijevo 4 (3-6) 7(5-8) 3(1do4) <0001
Medijalno
lijevo 3(2-5) 7(5-8) 3(2do4) <0001

IQR: interkvartilni raspon; *Mann-Whitneyjev U test
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5.4. Serumske vrijednosti PTX3 i Gal-9

Svim bolesnicima uklju¢enim u istrazivanje odredena je serumska vrijednost PTX3 i Gal-9.
Medijan serumske vrijednosti PTX3 u ukupno ispitivanom uzorku bio je 2560,82 (1380,82 —
5111,18) pg/mL, a Gal-9 73,52 (42,32 — 145,34) pg/mL. S obzirom na tezinu klinicke slike kod
bolesnika s teskim/kriticnim oblikom bolesti izmjerene su znacajno vise razine PTX3
(Kruskal-Wallisov test, P < 0,001), medijan 5632,97 (3314,14 — 12463,43) pg/mL. Takoder, u
istoj skupini bolesnika mjerene su i znacajno viSe razine Gal-9 (Kruskal-Wallisov test, P <

0,001), medijan 105,10 (57,16 — 149,45) pg/mL. Serumske razine PTX3 i Gal-9 prikazane su
na slikama (Slika 5.1. 1 Slika 5.2.).
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Slika 5.1. Koncentracije pentraksina 3 s obzirom na tezinu klinicke slike COVID-19
Legenda: *Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover), P < 0,05

(izvor slike: izradila autorica)
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Slika 5.2. Koncentracije galektina-9 s obzirom na tezinu klini¢ke slike COVID-19
Legenda: *Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover), P < 0,05

(izvor slike: izradila autorica)

Kod bolesnika sa smrtnim ishodom znacajno su vise vrijednosti na MBrixia bodovnoj ljestvici
(Mann-Whitneyjev U test, P < 0,001) te serumskih vrijednosti PTX3 (Mann-Whitneyjev U test,
P <0,001) i Gal-9 (Mann-Whitneyjev U test, P = 0,02) (Slika 5.3.15.4.).
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Slika 5.3. Koncentracije pentraksina 3 s obzirom na ishod bolesti COVID-19
Legenda: *Mann-Whitneyjev U test, P < 0,05

(izvor slike: izradila autorica)

40



5. REZULTATI

400
*
300
E
~
T
o
@ 200
£
£
]
3
100
0 il
Ziv Umro
Ishod

Slika 5.4. Koncentracije galektina-9 s obzirom na ishod bolesti COVID-19
Legenda: *Mann-Whitneyjev U test, P < 0,05

(izvor slike: izradila autorica)

5.5. Povezanost rezultata na MBrixia bodovnoj ljestvici i serumskih vrijednosti PTX3 i
Gal-9

Spearmanovim koeficijentom korelacije ocijenila se povezanost serumskih vrijednosti
PTX3 i Gal-9 s vrijednostima zbroja na MBrixia bodovnoj ljestvici i s dobi bolesnika. Uocava
se da bolesnici s visim rezultatom na MBrixia ljestvici i stariji bolesnici imaju vise vrijednosti
PTX3 (Slika 5.5.a i 5.5.b). Takoder, i u slu¢aju vrijednosti Gal-9, uz visi zbroj na MBrixia
ljestvici i ve¢u dob, vise su i vrijednosti Gal-9 (Slika 5.5.c i 5.5.d).
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Slika 5.5. Povezanost rezultata na MBrixia bodovnoj ljestvici i pentraksina 3 (a), dobi
bolesnika i pentraksina 3 (b), rezultata na MBrixia bodovnoj ljestvici i galektina-9 (c) te dobi
bolesnika i galektina-9 (d). Legenda: Rho = Spearmanov koeficijent korelacije

(izvor slike: izradila autorica)

Kako je dob znacajno povezana s vrijednostima PTX3 i1 Gal-9, izracunala se i povezanost s
MBrixia bodovnom ljestvicom uz korekciju za dob. Ako se ukloni utjecaj dobi, uocava se da je
zbroj na MBrixia ljestvici u znacajnoj i pozitivnoj vezi s PTX3 (Rho = 0,274, P = 0,02), no ne
i s Gal-9 (Rho=0,137, P = 0,23).
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5.6. Analiza polimorfizma I/D u genu za ACE i njegova povezanost s teZinom

Kklini¢ke slike, serumskim vrijednostima PTX3, Gal-9 i s ishodom bolesti

Znacajna je razlika u raspodjeli bolesnika prema ucestalosti genotipa ACE 1/D polimorfizma
u odnosu na oblik bolesti (2 test, P = 0,03) (Tablica 5.7.).

Tablica 5.7. Raspodjela i ucestalost genotipova I/D polimorfizma u genu za ACE u tri
podskupine prema obliku bolesti

Genotip [n (%)] prema tezini klini¢ke slike

Blagi oblik Srednje teski Teski/kriti¢ni P*
(n=29) oblik (n = 22) oblik (n = 29)
D/D 3(10) 6 (27) 12 (41)
I/D 11 (38) 9 (41) 12 (41) 0,03
I/ 15 (52) 7(32) 5 (18)

*y? test

Uzimajuci u obzir znacajne razlike u distribuciji ACE I/D polimorfizma s obzirom na tezinu
COVID-19, omjer izgleda za razvoj teskog oblika bolesti COVID-19 ve¢i je za 2,4 puta kod
I/D genotipa, a 7,5 puta kod D/D genotipa (Tablica 5.8.)

Tablica 5.8. Omjer izgleda za razvoj teSkog oblika bolesti COVID-19 s obzirom na ACE I/D

polimorfizam

Genotip [n (%)] prema
tezini klinicke slike
Omjer izgleda

. Srednje
Blagi (95 % raspon P*
teski/teski .
oblik pouzdanosti)
oblik
n=29
( ) (n=51)
ACE 1/D polimorfizam I/l 15 (52) 12 (24) 1,0
I/D 11(38) 21 (41) 2,4(08-6,8) 0,009
D/D 3(10) 18 (35) 7,5(1,8-31,6)

*y2 test; ACE: gen za angiotenzin-konvertirajué¢i enzim
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Nema znacajnih razlika u serumskim koncentracijama PTX3 i Gal-9 ovisno o genotipu ACE
I/D u ukupnom uzorku bolesnika (Slika 5.6. i Slika 5.7.). Takoder, nije bilo razlike u serumskim
koncentracijama PTX3 i Gal-9 s obzirom na ACE 1I/D polimorfizam unutar pojedinih skupina

prema teZzini klinicke slike.
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Slika 5.6. Koncentracije pentraksina 3 s obzirom na ACE I/D polimorfizam
Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover)

(izvor slike: izradila autorica)
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Slika 5.7. Koncentracije galektina-9 s obzirom na ACE 1I/D polimorfizam
Kruskal-Wallisov test (post hoc Conover)

(izvor slike: izradila autorica)
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S obzirom na ACE I/D polimorfizam omjer izgleda za razvoj smrtnog ishoda ve¢i je za 3,5

puta kod I/D genotipa, a za 6,5 puta kod D/D genotipa (Tablica 5.9.).

Tablica 5.9. Omjer izgleda za smrtni ishod bolesti COVID-19 s obzirom na ACE I/D

polimorfizam
Genotip [n (%)] Omijer izgleda
prema ishodu (95 % raspon P*
Oporavljeni Preminuli ~ Pouzdanosti)
ACE I/D polimorfizam I/ 23(43) 4 (15) 1,0
I/D 20 (38) 12 (44) 35(0,9-12,4) 0,02
D/D 10 (19) 11 (41) 6,3 (1,6 — 24,8)

*y2 test; ACE: gen za angiotenzin-konvertiraju¢i enzim

5.7. Analiza predvidanja teZine klinic¢ke slike i ishoda lije¢enja

Bivarijatnom logistickom regresijom ispitani Su znacajni prediktori u predvidanju
teskog/kriticnog oblika bolesti. U bivarijatnoj logisti¢koj regresiji uoc¢ava se da bolesnici s
hipertenzijom imaju 16,4 puta vecu vjerojatnost za razvoj teskog/kritickog oblika bolesti. S
obzirom na genotip, bolesnici s D/D genotipom imaju 3,9 puta vecu vjerojatnost za tezi oblik
bolesti, dok I/I genotip §titi od razvoja teSkog/kritickog oblika bolesti. Ostali znacajni prediktori
prikazani su u Tablici 5.10.

Multivarijatnom logistickom regresijom (Stepwise) uocava se da postoji znacajan model u
predikciji tezeg oblika bolesti, a to su adipozitet (OR = 6,6), koncentracija PTX3 (OR =1,7) i
ACE D/D genotip (OR = 9,58). Model je u cijelosti zna¢ajan (x test = 59,736 df=5, P < 0,001)
iobjasnjava od 52,6 % (po Cox&Snell) do 72,1 % (po Negelkerke) nastanak tezeg oblika bolesti
te to¢no klasificira 87,5 % slucajeva (Tablica 5.10.).
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Tablica 5.10. Predvidanje vjerojatnosti teskog/kritickog oblika bolesti (bivarijatna i

multivarijatna logisticka regresija)

Omjer 95 % raspon
R Wald P izgleda pouzdanosti
(OR)

Bivarijatna regresija
Spol (Z) -0,93 3,78 0,05 0,39 0,15do 1,01
Dob 0,05 6,43 0,01 1,05 1,01do 1,1
Hiperlipidemija 0,89 2,88 0,09 2,45 0,86 do 7,03
Adipozitet 1,33 6,47 0,01 3,79 1,36 do 10,58
Seéerna bolest 1,87 9,62 0,002 6,49 1,99 do 21,18
Arterijska hipertenzija 2,79 12,71 <0,001 164 3,53 do 76,55
Pentraksin 3 (ng) 0,57 12,93 <0,001 1,77 1,29 do 2,42
Galektin-9 (pg) 0,007 4,01 0,04 1,01 1,00 do 1,01
ACE I/I -1,29 5,19 0,02 0,27 0,09 do 0,83
ACE D/D 1,19 5,12 0,02 3,29 1,17 do 9,24
ACE I/D 0,09 0,04 0,84 1,09 0,43 do 2,76
Multivarijatna regresija
Adipozitet 1,89 4,66 0,03 6,6 1,19 do 37,01
Seéerna bolest 1,59 2,97 0,08 493 0,80 do 30,28
Arterijska hipertenzija 1,88 3,54 0,06 6,57 0,92 do 46,72
Pentraksin 3 (ng) 0,53 12,04 <0,001 1,7 1,26 do 2,30
ACE D/D 226 572 0,02 9,58 1,51 do 61,00
Konstanta -6,04 15,11 <0,001

R — koeficijent regresije; ACE: gen za angiotenzin-konvertiraju¢i enzim

Bivarijatnom logistickom regresijom ispitani su znacajni prediktori u predvidanju smrtnog
ishoda. Najznacajniji klinicki prediktor smrtnog ishoda bila je arterijska hipertenzija (OR = 14,0),
Secerna bolest (OR = 3,87) i ACE D/D polimorfizam (OR = 2,95). Ostali prediktori prikazani su u
Tablici 5.11.

Multivarijatnom logistickom regresijom (Stepwise) uocava se da postoji znacajan model u
predikciji smrtnog ishoda, a to su arterijska hipertenzija (OR = 5,85) te vise vrijednosti PTX3
(OR =1,46). Model je u cijelosti znacajan (32 test = 42,74, df =3, P <0,001) i objasnjava od 41,4 %
(po Cox&Snell) do 57,4 % (po Negelkerke) nastanak smrtnog ishoda te to¢no klasificira 85 %
slucajeva (Tablica 5.11.).
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Tablica 5.11. Predvidanje vjerojatnosti nastanka negativnog ishoda lije¢enja (bivarijatna i

multivarijatna logisticka regresija)

Omijer izgleda 95 % raspon

g Weld P (OR) pouzdanosti
Bivarijatna regresija
Spol (Z) -1,19 577 0,02 0,30 0,11 do 0,80
Dob 0,06 8,48 0,004 1,06 1,02 do 1,10
Hiperlipidemija 0,18 0,11 0,74 1,20 0,41 do 3,50
Adipozitet 0,70 1,83 0,18 2,01 0,73 do 5,53
Seéerna bolest 1,35 5,65 0,02 3,87 1,27 do 11,78
ﬁggﬂ’:ﬂ‘f}]a 264 11,3 0,001 140 3,01do 65,2
Pentraksin 3 (ng) 045 129 <0001 1,57 1,22 do 2,01
Galektin-9 (pg) 0,009 6,63 0,01 1,01 1,002 do 1,02
ACE I/ -1,48 594 0,01 0,23 0.07 do 0,75
ACE D/D 1,08 4,24 0,04 2,95 1,05 do 8,29
ACE I/D 0,28 0,33 0,56 1,32 0,51 do 3,38
Multivarijatna regresija
Hipertenzija 176 4,12 0,04 5,85 1,06 do 32,22
Pentraksin 3 (ng) 0,37 10,54 0,001 146 1,16 do 1,82
ACE D/D 1,18 3,05 0,08 3,27 0,86 do 12,34
Konstanta -3,96 18,40 <0001

R — koeficijent regresije; ACE: gen za angiotenzin-konvertiraju¢i enzim

Da bi se procijenila dijagnosticka vrijednost pojedinih varijabla koje su logistickom
regresijom dobivene da znacajno doprinose predvidanju srednje teskog i teskog oblika bolesti
ili negativnog ishoda lije€enja (smrti), koristila se metoda izracuna ROC krivulje kojom se
stupnjevito mijenjaju vrijednosti koje razlucuju bolesnika s tezim oblikom bolesti (u toj su
skupini bolesnici sa srednje teskim i teskim oblikom bolesti) i s blagim oblikom bolesti.
Mijenjana je tocka razlu¢ivanja za pojedinu skupinu ispitanika (engl. Cut-off point) kako bi se
stvaranjem ROC krivulje moglo objektivno zakljuéiti koja vrijednost najbolje razlucuje

usporedene skupine.
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S obzirom na tezi oblik bolesti, u ovom uzorku ispitanika PTX3 nesto je bolji (AUC = 0,804,

Youden index = 0,534) dijagnosti¢ki pokazatelj srednje teSkog i teSkog oblika bolesti (senzitivnost
= 71 %, specifi¢nost = 83 %, P < 0,001), s cut-off vrijednostima visim od 2394,4 (Tablica 5.12. i

Slika 5.8.).

Tablica 5.12. Vrijednosti ROC krivulje promatranih varijabla s obzirom na tezu klinicku sliku

(srednje teski 1 teSki oblik bolesti)

Tocka Youden

AUC 95%ClI Senzitivnost  Specifi¢nost N P
razluéivanja  index
0,696 -
Dob 0,801 0,882 73 79 > 64 0,519 <0,001
Pentraksin 0,700 -
3 (PTX3) 0,804 0,885 71 83 > 23944 0,534 <0,001
. 0,542 -
Galektin-9 0,657 80 52 >517 0,321 0,02

0,759

AUC — povrsina ispod krivulje; CI — raspon pouzdanosti
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Slika 5.8. Dob ispitanika, pentraksin 3 i galektin-9 kao dijagnosticki pokazatelji nastanka

srednje teskog i teSkog oblika bolesti (ROC analiza)

(izvor slike: izradila autorica)
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Na ovom uzorku ispitanika sve tri varijable zna€ajni su prediktori smrtnog ishoda, no

najbolji je prediktor serumska razina PTX3 (AUC = 0,878, Youden index = 0,628) (senzitivnost
=70 %, specificnost =92 %, P < 0,001) s cut-off vrijednostima visim od 3730,4 (Tablica 5.13.

i Slika 5.9.).

Tablica 5.13. Vrijednosti ROC krivulje promatranih varijabla s obzirom na ishod lije¢enja

Senzitivnost  Specificnost  Tocka Youden
0,
AUC 5%l (%) (%) razlu¢ivanja  index

0,600 —
Dob 0,712 0.8098 74 66 > 66 0,401 < 0,001
Pentraksin 3 0,786 —
(PTX3) 0,878 0941 70 92 > 3730,4 0,628 < 0,001
Galektin-9 0,660 8?22 ~ 56 77 >104,7 0329 001

Senzitivnost

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

—— Dob bolesnika
= Pentraksin 3
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0.0

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1- specifi¢nost

Slika 5.9. Dob ispitanika, pentraksin 3 i galektin-9 kao dijagnosticki pokazatelji smrtnog

ishoda (ROC analiza)

(izvor slike: izradila autorica)
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5.8. Analiza predvidanja tezine plu¢nih infiltrata

Zbroj na MBrixia bodovnoj ljestvici (AUC = 0,998 (0,994 — 1,000)) znacajan je dijagnosticki
pokazatelj u dijagnosticiranju teSkog oblika COVID-19 bolesti (senzitivnost = 100 %,
specificnost = 96,6 %, P < 0,001) s cut-off vrijednostima ukupnog zbroja > 23,5.

Serumske vrijednosti PTX3 bile su znacajno vise u skupini bolesnika s MBrixia zbrojem
visim od 23,5 u usporedbi s onima nizeg MBrixia zbroja 5456,2 (3193,6 — 11789) pg/mL prema
1796,2 (1144,8 — 2665,2) pg/mL, P < 0,001.

U ovom uzorku bolesnika, s obzirom na tezinu pluénih infiltrata prema MBrixia bodovnoj
ljestvici, PTX3 bolji je dijagnosticki pokazatelj (AUC = 0,871 (0,787 — 0,954)), to¢niji je od dobi u
predvidanju tezine pluénih infiltrata (senzitivnost = 85,7 %, specifi¢nost = 78,8 %, P < 0,001), s
cut-off vrijednostima > 2765 pg/mL u predvidanju visokog MBrixia zbroja (Slika 5.10. i Tablica
5.14.).

0.8

0.6

Senzitivnost

0.4

0.2

=== Pentraksin 3

=== Dob bolesnika

0.0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1- specifi¢nost

Slika 5.10. Pentraksin 3 i dob kao pokazatelji smrtnog ishoda (ROC analiza)

(izvor slike: izradila autorica)

50



5. REZULTATI

Tablica 5.14. Vrijednosti ROC krivulje za PTX3 i dob u predvidanju tezine pluénih infiltrata

AUC (95 % CI) Senzitivnost  Specifi¢nost TOCk?. . Youden P
razluCivanja
0,647 0 0
Dob (0,526 — 0,767) 71,4 % 57,7 % > 65,5 0,291 0,02
prx3 9871 85,7 % 78,8 % > 2765 pg/mL 0,645 <000

(0,787 — 0,954)

AUC — povrsina ispod krivulje; CI — raspon pouzdanosti; PTX3: pentraksin 3

Univarijatnom regresijskom analizom arterijska hipertenzija (OR = 15,2), Secerna bolest

(OR =7,05) i adipozitet (OR = 4,14) najznacajniji SU prediktori tezine pluénih infiltrata, zajedno
s D/D genotipom ACE I/D polimorfizma (OR = 3,58) i serumskim vrijednostima PTX3 (OR

1,26). Multivarijatnom regresijskom analizom samo arterijska hipertenzija (OR = 7,71) i PTX3

(OR = 1,19) ostaju najznacajniji prediktori tezine pluénih infiltrata. Model je u cijelosti znacajan
(x? test = 46,707 df = 6, P < 0,001) i objasnjava od 44,2 % (po Cox&Snell) do 60,9 % (po
Negelkerke) nastanak tezeg oblika bolesti te to¢no klasificira 85 % slucajeva (Tablica 5.15.).
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Tablica 5.15. Predvidanje vjerojatnosti nastanka teskih plu¢nih infiltrata

B Wald P OR 95 % ClI
Univarijatna regresija
Spol (2) -0,83 2.96 0,08 044 0,17-1,12
Dob 0,04 4,97 0,03 1,04 1,00 - 1,08
Dislipidemija 0,97 3,29 0,07 2,65 0,92 -7,62
Adipozitet 1,42 7,26 0,007 4,14 1,47 —-11,63
Seéerna bolest 1,95 10,39 0,001 7,05 2,15-23,12
Arterijska hipertenzija 2,72 12,01 <0001 15,2 3,26 — 70,62
PTX3 (ng) 0,228 8,61 0,003 1,26 1,08 — 1,46
Gal-9 (pg) 0,006 3,63 0,06 1,01 1,00-1,01
ACE D/D 1,28 5,81 0,02 3,58 1,27 -10,11
ACE I/D 0,18 0,15 0,70 1,20 0,47 - 3,05
ACE I/l -1,56 6,58 0,01 0,21 0,06 - 0,69
Multivarijatna regresija
Adipozitet 1,31 2,99 0,08 3,69 0,84 - 16,21
Seéerna bolest 1,51 3,20 0,07 452 0,86 — 23,64
Arterijska hipertenzija 2,01 4,62 0,03 7,71 1,20 - 50,16
PTX3 (ng) 0,18 6,19 0,01 1,19 1,04 -1,38
ACE D/D 1,28 2,55 0,11 3,61 0,75-17,41
ACE I/l -1,65 2,61 0,11 0,19 0,02-1,42
Konstanta -3,91 11,57 <0,001

R — koeficijent regresije; PTX3: pentraksin 3; ACE: gen za angiotenzin-konvertirajuci enzim
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U ovom istrazivanju proucavana je povezanost vrijednosti MBrixia bodovne ljestvice
pluénih infiltrata na radiografskim snimkama, genskog polimorfizma ACE 1I/D i serumske
vrijednosti PTX3 i Gal-9 u procjeni tezine i ishoda bolesti kod bolesnika oboljelih od COVID-
19 bolesti.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da su bolesnici sa srednje teskim i teSkim/kritiénim
oblikom bolesti bili prosjecno starije zivotne dobi te da su imali razli¢ite komorbiditete, kao Sto
su adipoznost, Se¢erna bolest i/ili arterijska hipertenzija. Zahvacenost plué¢nog parenhima
izrazena MBrixia bodovnom ljestvicom znacajno se razlikovala u ispitivanom uzorku te
pozitivno korelira s tezinom bolesti i negativnim ishodom lijecenja.

Kod bolesnika s teskim/kritiénim oblikom bolesti izmjerene su znacajno viSe serumske
vrijednosti PTX3 u odnosu na ispitanike sa srednje teSkim i1 blagim oblikom bolesti, dok su
serumske vrijednosti Gal-9 bile znacajno vise samo u odnosu na blagi oblik bolesti. Osim
navedenog, oba parametra pokazala su pozitivnu korelaciju s dobi bolesnika. Nakon dodatnih
analiza, koje su ukljucivale korekciju za dob, zadrzane su samo znacajne razlike za PTX3, §to
ukazuje na povezanost serumskih vrijednosti PTX3 s tezinom klini¢ke slike. Takoder,
ustanovljena je znaCajna povezanost PTX3 i objektivnog pokazatelja tezine zahvacenosti
plu¢nog parenhima prema MBrixia bodovnoj ljestvici.

Od svih analiziranih parametara, dob i arterijska hipertenzija pokazali su se kao najbolji
pokazatelji vjerojatnosti teZzeg oblika bolesti, dok su se ARDS i PTX3 pokazali znacajni u

predvidanju smrtnog ishoda.

6.1. Povezanost tezine bolesti s obiljezjima bolesnika

Rezultati ovog istrazivanjae pokazali su da su bolesnici sa srednje teskim i teSkim/kriti¢nim
oblikom bolesti bili prosjecno starije Zivotne dobi u odnosu na bolesnike koji su imali blagi
oblik bolesti. Osim toga, vecina bolesnika ukljucenih u istrazivanje imala je komorbiditete.
Bolesnici s teskim/kritiénim oblikom bolesti ¢e$ce su bili adipozni, imali Secernu bolest i/ili
arterijsku hipertenziju.

Dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima ostalih studija koje pokazuju da starije osobe i
muski spol imaju ve¢i rizik za losiji ishod bolesti. Neke studije ukazuju na to da se ekspresija
ACE2 receptora smanjuje sa starenjem, dok druge studije pokazuju razli¢ite rezultate ovisno o
tkivu i organu koji se ispituje. Xudong i skupina autora 2006. godine objavili su rezultate

istrazivanja u kojima podupiru teoriju da ekspresija ACE2 receptora u plu¢ima Stakora opada s
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godinama te da je izraZzenija kod muskog spola (141). Smanjenje ekspresije ACE2 sa starenjem
ima znacajan utjecaj na zdravlje pluc¢a povecavajuéi rizik osjetljivosti na respiratorne infekcije,
kroni¢ne pluéne bolesti i fibrozu. Starenje je istaknuti ¢imbenik rizika za razvoj teskog oblika
bolesti i loseg ishoda COVID-19. Pretpostavljamo da je starenje povezano s opadanjem i
deregulacijom imunoloske funkcije, Sto u kombinaciji s upalnim odgovorom doprinosi
povecanoj ranjivosti i losijem ishodu COVID-19 kod starijih osoba, $to je u skladu s rezultatima
ove studije (142). Nadalje, poodmakla dob (od oko 60 godina nadalje), ¢ak i kod starijih osoba
bez komorbiditeta, jak je i neovisan ¢imbenik rizika za izrazenije pluéne manifestacije, potrebu
za mehanickom ventilacijom 1 smrtni ishod nakon infekcije SARS-CoV-2. Suprotno
istrazivanju koje su proveli Xudong i skupina autora, Clarfield i suradnici utvrdili su kako su
kod starije populacije, uz povecani rizik od obolijevanja od COVID-19, ¢es¢i atipicni 1 teski
oblici te losiji ishod bolesti, Sto su pokazali i rezultati ovog istrazivanja. Prema njihovom
istrazivanju pretpostavlja se da je starenje povezano s porastom ekspresije ACE2 receptora na
koji se veze Siljasti protein SARS-CoV-2, sto omogucuje ulazak virusa u stanicu domacina i
doprinosi tezim oblicima bolesti (143).

Razlika u tezini bolesti COVID-19 izmedu muskih i zenskih bolesnika moze se pripisati
razlikama u spolnim hormonima koji sudjeluju u upalnim procesima, razinama ekspresije
ACE2 i TMPRSS?2 te nacinu zivota (38).

Komorbiditeti povezani sa starenjem, osobito kardiovaskularne bolesti, arterijska
hipertenzija i SeCerna bolest, takoder izlazu starije osobe pove¢anom riziku od komplikacija i
loseg ishoda bolesti, sto je pokazalo i 0vo istrazivanje (144).

Osobe mlade zivotne dobi zarazene SARS-CoV-2 imaju blazi oblik bolest zbog moguce
aktivacije uéinkovitog adaptivnog imunoloskog odgovora. Cunha i suradnici smatraju da se stanice
koje izluCuju antitijela i folikularne pomoc¢ne T-Stanice ucinkovito aktiviraju kod mladih bolesnika
zbog ¢ega imaju povoljnu prognozu. Nasuprot tome, starije osobe sklonije su nekontroliranoj
aktivaciji urodenog imunoloskog odgovora koji dovodi do sindroma otpustanja citokina i
oste¢enja tkiva, $to moZe objasniti zaSto starije osobe ne kontroliraju replikaciju virusa i
potencijalne posljedice izazvane citokinskom olujom, ozljedom endotela krvnih zila i
viSeorganskim zahvacanjem (145). Hiperinflamatorni odgovor uobicajena je znacajka najtezih
slu¢ajeva COVID-19 zbog ¢ega se dovodi u vezu s imunoloskim starenjem kod starijih osoba (engl.
Immunosenescence) i osoba s razli¢itim komorbiditetima (146).

Istrazivanje Gebharda i skupine autora pokazalo je kako je u Kini COVID-19 smrtonosnija
bolest za zarazene muskarce nego za Zene, Sa stopom smrtnosti od 2,8 % kod kineskih

muskaraca naprema 1,7 % kod Zena. Nadalje, podatci 0 COVID-19 ras¢lanjeni prema spolu u
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nekoliko europskih zemalja pokazuju sli¢an broj slu¢ajeva izmedu spolova, ali teZe ishode kod
starijih muSkaraca. Smrtnost je najve¢a kod muskaraca s ve¢ postoje¢im kardiovaskularnim
bolestima. Mehanizmi koji objasnjavaju smanjenu stopu smrtnosti kod zena trenutno su nejasni,
ali mogu ponuditi potencijal za razvoj novih alata za stratifikaciju rizika i terapijskih opcija za
zene 1 muskarce. Ovo zapaZanje dodatno podupire ideju kako dob i ranjivost specifi¢na za spol
i/ili bioloske varijable medusobno djeluju na tezinu i ishod bolesti COVID-19, sto je pokazalo
I OVO istrazivanje (39).

Vecina objavljenih studija pokazuju kako je oko 70 % bolesnika primljenih u JIL imalo
razli¢ite komorbiditete (arterijska hipertenzija, Sec¢erna bolest, adipoznost i druge kronicne
bolesti), sto ukazuje na njihov veliki utjecaj na prognozu i losiji ishod, kako je pokazalo i ovo
istrazivanje (147).

Bolesnici s teskim/kriticnim oblikom bolesti u ovom istrazivanju znacajno Su ¢esce bili
adipozni, imali Secernu bolest ili arterijsku hipertenziju. Takoder je utvrdeno da je prisutnost
komorbiditeta, kao Sto je arterijska hipertenzija i/ili SeCerna bolest i/ili pretilost, zna¢ajno
povecala rizik za nastanak tezeg oblika bolesti.

Od pocetka pandemije COVID-19 vodi se velika rasprava o tome utjece li hipertenzija, kao
veé postojeca bolest, na klinicki tijek infekcije virusom SARS-CoV-2. Rane studije pokazale
su da se arterijska hipertenzija ¢esto opazala kod bolesnika hospitaliziranih s COVID-19. Osim
toga, drugi ¢imbenici rizika za teSki oblik bolesti COVID-19, kao §to su pretilost, kroni¢na
bolest bubrega i kardiovaskularne bolesti, ¢esto se uoc¢avaju u bolesnika s hipertenzijom, sto
dodatno utjece na los ishod (148). Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s rezultatima ostalih
istrazivanja Koja pokazuju da je arterijska hipertenzija najucestaliji komorbiditet u bolesnika
oboljelih od COVID-19 (149, 150).

U lijecenju bolesnika s arterijskom hipertenzijom jedna od vrsta antihipertenzivnih lijekova
su i modulatori RAAS-a, poput inhibitora angiotenzin-konvertiraju¢eg enzima (ACEI) i
blokatora angiotenzinskih receptora (ARB). Na pocetku pandemije COVID-19 postojala je
zabrinutost da bi ti lijekovi mogli povecati ekspresiju ACE2 receptora, odnosno infektivnosti
medu bolesnicima lije¢enim RAAS modulatorima. Razmotrene su razlicite klinicke studije
provedene koristenjem RAAS modulatora kod bolesnika s COVID-19. Prema ucinjenim
studijama trenutacni dokazi nisu pokazali povecéani rizik od infekcije COVID-19 medu
hipertenzivnim bolesnicima koji uzimaju ACEI/ARB u usporedbi s drugim antihipertenzivnim
lijekovima. Nekoliko studija pokazalo je da nema S$tetnih u¢inaka RAAS modulatora na

klini¢ku sliku, boravak u bolnici ili u JIL-u, mehanic¢ku ventilaciju i smrtnost (151).
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Prevalencija Sec¢erne bolesti kod bolesnika s COVID-19 varirala je medu oboljelima diljem
svijeta. Vecina dostupnih dokaza ukazuje na znacajno povecanje ozbiljnosti i smrtnosti od
COVID-19 kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti, posebno u kombinaciji s losom kontrolom
glikemije. Novonastala hiperglikemija i novonastala Se€erna bolest sve viSe se prepoznaju u
kontekstu COVID-19 i povezuju s losijim ishodom bolesti (152, 153). Kao objasnjenje, smatra
se da SARS-CoV-2 inficira gusSteracu preko receptora ACE2 koji je u usporedbi s drugim
organima u gus$teraci znaCajno izrazen. Zbog toga moze do¢i do oSteCenja gusterace i kao
posljedica toga do poremeéaja u lucenju inzulina i razvoja hiperglikemije kod osoba koje
nemaju Secernu bolest (154, 155). Seéerna bolest pokazala se kao ¢imbenik rizika za razvoj
teskih 1 kriticnih oblika COVID-19, koji zahtijevaju prijem u JIL i/ili primjenu invazivne
mehanicke ventilacije, s visokim stopama smrtnosti (156, 157).

Masno tkivo predstavlja izvor citokina, koji pospjeSuju razvoj tezih oblika bolesti, $to
dodatno otezava njegu adipoznih bolesnika koja je otezana zbog prekomjerne tezine i poteskoca
s mehanickom ventilacijom (158). Nadalje, adipozitet, Se¢erna bolest i COVID-19 pokazuju
medusobnu interakciju. Njithovom interakcijom nastale metabolicke promjene mogu dovesti do
dugotrajnih ucinaka i komplikacija u lijeCenju, kao i do pogorSanja tezine bolesti. Visak
slobodnih masnih kiselina izaziva lipotoksi¢nost, uzrokujuci oste¢enje organa kao §to su jetra i
gusteraca. To dovodi do ostecenja inzulinskih receptora pridonosec¢i inzulinskoj rezistenciji,
hipertrigliceridemiji i progresiji u metaboli¢ki sindrom. Nadalje, adipoznost stvara
proinflamatorno stanje s pove¢anom ekspresijom citokina, kao §to su tumorski faktor nekroze
alfa (TNF-a) i interleukin-6 (IL-6), kao i faktora akutne faze, poput CRP-a i amiloidnog
antigena (159). Ti citokini uzrokuju oste¢enje vaskularnog endotela, ubrzavaju razvoj ili
pogorsavaju arterijsku hipertenziju preko aktivacije RAAS sustava, uzrokuju aterosklerozu, pa
¢ak i trombozu (160).

Nakeshbandi i skupina autora u svojem istraZivanju opisali SU povezanost izmedu
adipoznosti i invazivne mehanicke ventilacije. Prema njihovom istrazivanju visak masnog tkiva
u gornjim diSnim putevima dovodi do opstrukcije diSnih puteva i brzeg napredovanja
respiratorne insuficijencije do hipoksije. Adipozni bolesnici takoder imaju povecan
intraabdominalni tlak 1 restriktivnu stijenku prsnog koSa, Sto rezultira smanjenim forsiranim
ekspiracijskim volumenom i forsiranim vitalnim kapacitetom, kao i smanjenom kontraktilnoséu
dijafragme. Navedeno pridonosi disfunkciji pluca i posljedi¢noj desaturaciji koja dovodi do
potrebe za mehani¢kom ventilacijom. To je u skladu i s rezultatima ovog istrazivanja koje je
pokazalo da su bolesnici s teskim/kriticnim oblikom bolesti ¢esce bili adipozni, imali Se¢ernu
i/ili arterijsku hipertenziju (161, 162).
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6.2. Kvantifikacija pluénih infiltrata putem MBrixia bodovne ljestvice

U inicijalnoj dijagnostici bolesnika oboljelih od COVID-19, uz RT-PCR test, primarno se
odradivala sumacijska radiografska snimka pluca koja je bila kljuéni alat u procjeni tezine
COVID-19 koja se zbog svoje dostupnosti, brze izvedivosti, posebno u hitnim jedinicama,
mogla izvrsiti uz krevet bolesnika. Osnovna obiljezja COVID-19 na ucinjenim radiografskim
snimkama pluc¢a ukljucuju unilateralne ili bilateralne konsolidacije 1/ili naglasen intersticijski
uzorak. U skladu s tim, bitnu ulogu u postavljanju radioloske dijagnoze imaju sustavi bodovanja
uocenih pluénih promjena. Brixia rezultat pokazao se kao koristan, jasan i jednostavan alat za
pluéne promjene kod COVID-19, §to pomaze klini¢arima da dobiju relevantne podatke iz
radiografskih snimki plu¢a. Utvrdeno je da su viSe vrijednosti Brixia bodovnog sustava
povezane s potrebama za mehani¢kom ventilacijom i smrtnim ishodom (163).

Ovim istrazivanjem ispitalo se moze li modificirani MBrixia sustav bodovanja plu¢nih
promjena pomoci u odredivanju stadija bolesti, odnosno odredivanju ozbiljnosti napredovanja
bolesti kod bolesnika s COVID-19. Prema MBrixia bodovnoj ljestvici utvrdilo se da je u srednje
teSkom obliku bolesti nadena zna¢ajno veca razina zahvacenosti svih dijelova pluc¢a u odnosu
na blagi oblik bolesti, a u skladu s tim infiltrati su ¢esc¢e bili u lateralnim dijelovima pluénih
reznjeva. Kako je bilo i za ocekivati, ucestalost i tezina zahvacenosti svih dijelova plu¢nih
reznjeva U kriti¢noj bolesti bila je znacajno visa u usporedbi sa srednje teskim oblikom bolesti.

Prema raspodjeli pluénih infiltrata, utvrdilo se da je desno pluéno krilo bilo ¢es¢e zahvaceno
izrazenijim promjenama nego lijevo, Sto je u skladu sa studijom Wasima i skupine autora koji
sugeriraju anatomiju kao podlogu navedenih promjena. Fizioloska anatomija desnog primarnog
bronha razlikuje se od lijevog, stoga sve $to se aspirira ima vrlo veliku vjerojatnost da ¢e u¢i u
desni primarni bronh. Desni primarni bronh veceg je promjera, dakle olaksava ulazak bilo koje
fizicke tvari vece veli€ine ili vece koli¢ine u usporedbi s lijevim primarnim bronhom. Takoder,
desni primarni bronh relativno je okomitiji od regije karine traheje. Krecuci se naprijed, desni
primarni bronh dijeli se na tri lobarna bronha, koji se usmjeravaju prema gornjem, srednjem i
donjem reznju, a donji lobarni bronh opet je okomitiji, strmiji i usmjeren ravno prema dolje u
najnizi rezanj plu¢a. U navedenoj studiji utvrdeno je da je vecina bolesnika koji su dosli u
bolnicu unutar nekoliko dana od infekcije, pokazivala infiltrate u desnoj perihilarnoj regiji te
su navedene promjene nazvali infiltracija desnog bronha (engl. Right bronchial infiltration —
RBI), a kako je bolest napredovala, infiltrati vidljivi na radiografskim snimkama pluc¢a pokazali
su progresiju slike u obliku masivnih infiltrata koji su uzrokovali konsolidiraju¢u pneumoniju
(164).
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Istrazivanje je pokazalo da su ¢e$ce bili zahvaceni lateralni dijelovi pluénog parenhima, $to
je u skladu s istrazivanjima drugih skupina autora (165).

Visi rezultati radiografskih snimaka pluc¢a prema MBrixia bodovnoj ljestvici povezani su s
potrebom za mehanickom ventilacijom i nepovoljnim ishodom, odnosno smréu. U skladu s tim,
ovaj alat mogao bi biti vrijedan u predvidanju potrebe za mehanickom ventilacijom (104).
Modificirani sustav bodovanja moze pomo¢i u odredivanju ozbiljnosti napredovanja bolesti
kod bolesnika s COVID-19, posebno u podru¢jima s nedostatkom ustanova i stru¢njaka (166).

Modificirana definicija anatomije i patologije MBrixia rezultata i njegov Siri raspon
bodovanja u usporedbi s Brixia rezultatom (0 — 36 bodova u odnosu na 0 — 18 bodova),
omogucili su detaljniju prostornu kvantifikaciju pneumonije uzrokovane COVID-19. To je
bitno jer se pneumonija uzrokovana COVID-19 mozZe manifestirati s nekoliko radioloSkih
nalaza razli¢itog stupnja, a svi su u korelaciji s klinickim ishodom (167).

Rezultati ovog istrazivanja pruzaju bitne informacije o ¢imbenicima koji utjecu na MBrixia
rezultat i njegovu korisnost u predvidanju najnepovoljnijeg ishoda, odnosno smrti. Ti nalazi
imaju klini¢ku vaznost, posebno u okolnostima epidemije. Nadalje, radiografsko oslikavanje
Siroko je dostupno, brzo i jeftino sto omogucava brzu dijagnostiku kod bolesnika s teSkom
klini¢kom slikom, posebice kod bolesnika koji su hospitalizirani u JIL-u. Osim toga, primjena
MBrixia bodovnog sustava jasna je i jednostavna te Koristi klinicarima u svakodnevnoj praksi

(163).

6.3. Serumske vrijednosti PTX3 i Gal-9

Vrijednosti PTX3 znac¢ajno su rasle s tezinom bolesti, a pri tome su u srednje teSkom obliku
u prosjeku bile 1,7 puta ve¢e u odnosu na blagi oblik bolesti. Kod kriticnog oblika bolesti zapaza
se daljnji porast PTX3 te su njegove vrijednosti u prosjeku bile 3,9 puta vise nego kod blagog
oblika bolesti te 2,3 puta viSe u odnosu na srednje teski oblik bolesti. Nadalje, u ovom uzorku
ispitanika analizom ROC krivulje pokazalo se da je najznacajniji prediktor smrtnog ishoda
vrijednosti PTX3 preko 3730 pg/ml, $to upuéuje na to da vrijednosti, odnosno serumske
koncentracije PTX3 mogu posluziti kao prediktor ishoda bolesti.

S tim u vezi, prethodna su istrazivanja pokazala da su razine PTX3 pouzdan pokazatelj smrti
kod bolesnika koji boluju od bolesti COVID-19, a Brunetta i suradnici primijetili su da
preminuli bolesnici imaju znatno vise razine PTX3 u odnosu na bolesnike koji su se oporavili i
koji nisu bili hospitalizirani u JIL-u (168, 123).
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Rezultati ovog istrazivanja pokazali su kako su dob, PTX3 i Gal-9 znacajni prediktori teskog
oblika bolesti, od ¢ega su vrijednosti PTX3 preko 2394 pg/mL imale najvecu specifi¢nost i
senzitivnost.

Ovi rezultati u skladu su s rezultatima istrazivanja koje su proveli Capra i suradnici govore¢i
kako je PTX3 visoko o¢uvani protein urodene imunosti povezan s losijim ishodom bolesti. Na
temelju gore navedenog, ovaj sustavni pregled 1 metaanaliza procijenili su prognosticki
potencijal PTX3 kod bolesti COVID-19 (123).

Osim toga, rezultati ovog istrazivanja podupiru dostupne objavljene studije koje ukazuju na
prognosti¢ku vrijednost odredivanja PTX3 u plazmi kao prediktora bolnicke smrtnosti U
bolesnika sa septickim Sokom (169). Takoder, utvrdene su znacajno povisene vrijednosti PTX3
kod bolesnika koji su razvili ARDS u odnosu na bolesnike koji ga nisu razvili. Povisene
serumske vrijednosti PTX3 isticu se kao bitan prediktor razvoja ARDS-a (121).

S obzirom na to, PTX3 je predlozen kao obecavajuéi biomarker kod bolesnika sa sepsom
zato §to je porast koncentracije PTX3 u plazmi pozitivno povezan s tezinom i smrtno$¢u (170).
Nadalje, prema istrazivanju koje su proveli Brunetta i suradnici, PTX3 se pokazao kao snazan
prediktor kratkoro¢ne smrtnosti. U svojem istrazivanju izvijestili su da je PTX3 bolji
prognosticki marker u usporedbi s CRP-om, IL-6, feritinom i D-dimerom (168). U drugoj
studiji, koju su proveli Krishnamachary i skupina autora, otkriveno je da su vise vrijednosti
PTX3 bile kod bolesnika s teskim oblikom COVID-19 u odnosu na asimptomatske bolesnike
te da je PTX3 u pozitivnoj korelaciji s D-dimerom i indeksom tjelesne mase (engl. Body mass
indeks — BMI) (171).

U svojoj studiji Zahra i suradnici pokazali su da su bolesnici koji nisu bili hospitalizirani u
JIL-u, kao i bolesnici hospitalizirani u JIL-u, imali poviSeniju vrijednost PTX3 u odnosu na
zdrave kontrole. lako razlika nije bila znac¢ajna izmedu bolesnika na intenzivnoj njezi i onih
koji nisu zahtijevali intenzivnu njegu, bolesnici na intenzivnoj njezi pokazali su vise razine
PTX3 (129).

Prema istrazivanju, koje su Tatli i suradnici proveli na ispitanicima s kontuzijskim
ozljedama pluca, zaklju¢eno je kako je razina PTX3 znacajno poviSena zbog ¢ega se pokazalo
da ima vaznu ulogu u patofiziologiji pluéne kontuzije te akutnog upalnog posttraumatskog
odgovora, koji igra znacajnu ulogu u patofiziologiji pluéne kontuzije. Stoga se moze ocekivati
da ¢e razine PTX3 porasti kao upalni marker u sklopu ostecenja mikrocirkulacije i akutnog

upalnog odgovora (172).
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PTX3 se pokazao kao vazan i specifi¢an biomarker rane infekcije u novorodencéadi. Takoder
se pokazalo da je povisen ve¢ i u pupkovini, stoga bi mjerenje serumskog PTX3 moglo biti
korisno u predvidanju infekcije u novorodencadi (173).

PTX3 je takoder uklju¢en u endotelnu disfunkciju kroz razli¢ite mehanizme i korelira sa
smrtnim slucajevima povezanim s akutnom pluénom embolijom, dok je endotelna disfunkcija
prijavljena u teskim slucajevima bolesti COVID-19 i igra vitalnu ulogu u koagulopatiji (125).
U skladu s tim, cirkuliraju¢i PTX3 moze biti dobar biomarker za pracenje prognoze COVID-
19, §to moze dati nove ideje i smjernice za klini¢ka i znanstvena istrazivanja (130).

Gal-9 jest lektin koji veze B-galaktozid, a poznat je po svojoj imunomodulatornoj ulozi kod
raznih mikrobnih infekcija. Eksprimiran je u svim organskim sustavima, a lokaliziran je u
jezgri, na povrSini stanice, u citoplazmi i izvanstanicnom matriksu. Posreduje u interakcijama
domacdin — patogen i regulira stani¢nu signalizaciju putem vezanja na svoje receptore. Gal-9
ukljucen je u mnoge fizioloske funkcije, kao Sto su rast stanica, diferencijacija, adhezija,
komunikacija i smrt. U novijim studijama prikazani su podatci s utvrdenim poviSenim razinama
Gal-9 kod autoimunih poremecaja, virusnih infekcija, invazije parazita, karcinoma, akutnog
zatajenja jetre, atopijskog dermatitisa, kroni¢ne bolesti bubrega, dijabetesa tipa 2, bolesti
koronarnih arterija, ateroskleroze i neplodnosti. Moar i autori predlazu potencijal Gal-9 kao
pouzdanog, osjetljivog i neinvazivnog biomarkera teZine razli¢itih bolesti (131).

Ekspresija Gal-9 ¢esto je promijenjena u tkivima malignih bolesti u usporedbi s normalnim
tkivima. S obzirom na sve veéi broj dokaza o ukljucenosti Gal-9 u progresiju tumora i
angiogenezu, Gal-9 predstavlja potencijal kao prognosti¢ki marker, a sve se viSe raspravlja o
njegovoj potencijalnoj primjeni u onkoloskoj terapiji (174). Ekspresija galektina povezana je s
tumorogenezom, progresijom bolesti i pojavnosti metastaza, ¢ine¢i nekoliko ¢lanova obitelji
galektina potencijalnim prognosti¢kim markerima za razlicite vrste karcinoma (175).

Pokazalo se da je ekspresija Gal-9 povecana u raznim ciljnim stanicama mnogih razli¢itih
virusa, kao sto su HCV, HBV, HSV, DENV i HIV. Pojacana ekspresija Gal-9 nakon virusne
infekcije poti¢e znacajne promjene u ponaSanju stanica zarazenih virusom, a rezultirajuci
dogadaji usko su povezani s imunopatogenezom virusne bolesti. Budu¢i da ljudski imunoloski
odgovor na razli¢ite virusne infekcije moze varirati, a nedostatak odgovarajuceg lijeCenja moze
imati potencijalno kobne posljedice, razumijevanje implikacija Gal-9 klju¢no je za razvoj boljih
metoda za pracenje i lijeCenje virusnih infekcija (176).

U skladu s provedenim istraZivanjima Du i suradnika, Gal-9 promi¢e vezanje SARS-CoV-2 i
ulazak virusa u stanicu jer povecava afinitet vezanja proteina virusnog Siljka na ACE2 receptor

(177).
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Bozorgmehr i suradnici pokazali su pozitivnu korelacije razina Gal-9 u plazmi sa Sirokim
rasponom proupalnih biomarkera u bolesnika s COVID-19. U skladu s tim istrazivanjem, Gal-
9 moze se koristiti kao dijagnosticki test jer moze razlikovati osobe zarazene virusom SARS-
CoV-2 od nezarazenih uz specifi¢nost/osjetljivost od 95 %. S obzirom na to da je Gal-9 vazan
¢imbenik koji pridonosi sindromu otpustanja citokina, odnosno u nastanku citokinske oluje,
inhibicija Gal-9 mogla bi posluziti kao terapijski pristup supresije hiperinflamatornog odgovora
kod bolesnika s COVID-19 (138). Takoder, prema njihovom istrazivanju dijagnosti¢ka snaga
odredivanja serumskih vrijednosti Gal-9 nije bila dovoljna za razlikovanje blage/umjerene od
teske infekcije COVID-19, §to je suprotno nasem istrazivanju prema kojem je utvrdena
znacajna razlika izmedu blagog oblika i teskog, tj. kriti¢nog oblika.

Nedavna istrazivanja otkrivaju da je cirkulirajuci Gal-9 povisen kod osoba zarazenih SARS-
CoV-2 s umjerenom do teSkom bolesc¢u, kako je dokazalo i ovo istrazivanje (178). U prilog
tome, Oatis 1 skupina autora utvrdili su da pocetna vrijednost od 2,042 pg/mL Gal-9 u plazmi
moze razlikovati SARS-CoV-2 inficirane bolesnike od neinficiranih s 95 % specifi¢nosti, dok
je primijecena jaka korelacija s proupalnim medijatorima. Osim toga, prikazana je uloga Gal-9
u vezivanju virusa i njegovog ulaska u alveolarne epitelne stanice povecanjem afiniteta vezanja
proteina virusnog Siljka na alveolarne stanice tipa 2. Navedena studija ukazuje na to da bi visoke
razine plazmatskog Gal-9 mogle biti povezane s upalnim markerima koji odrazavaju tezinu

COVID-19 pneumonije (179, 180).

6.4. Povezanost rezultata na MBrixia bodovnoj ljestvici i serumskih vrijednosti PTX3 i
Gal-9

Hanley i suradnici izvijestili su da su vise vrijednosti na Brixia bodovnoj ljestvici povezane
s intubacijom, zahtjevom za neinvazivhom mehanickom ventilacijom 1 smrtnim ishodom,
postavljajué¢i prediktor intubacije s grani¢nim rezultatom 6 od ukupno 18 (104). Nadalje,
navedeno je da postoji znacajna povezanost izmedu pocetnog Brixia rezultata ucinjenog na
radiografskim snimkama pluca i njegovih visih vrijednosti s vi§im razinama CRP-a (163).

Razine CRP-a u korelaciji su s pluénim infiltratima opazenim na CT-u plu¢a kod bolesti
COVID-19, sto je u korelaciji i s opsegom pluc¢nih promjena na radiografskim snimkama pluca
(181, 182).

U ovom istrazivanju MBrixia rezultat granicne vrijednosti vece ili jednake 23,5 ima
specifi¢nost od 96,6 % i senzitivnost od 100 % u dijagnostici teSkog oblika bolesti COVID-19.

Razine PTX3 u serumu znacajno su vise u skupini bolesnika s MBrixia rezultatom veéim ili

61



6. RASPRAVA

jednakim 23,5 u usporedbi s onima nizeg MBrixia rezultata, 1796 pg/mL naprema 5456,2
pg/mL. U ovom je uzorku bolesnika PTX3 imao bolju to¢nost od dobi u predvidanju tezine
pluénih infiltrata pokazujuéi senzitivnost od 85,7 % i specificnost od 78,8 %, granicne
vrijednosti > 2765 pg/mL u predvidanju visokog MBrixia rezultata. Takoder je uoceno da
bolesnici starije zivotne dobi i viseg MBrixia rezultata imaju vece vrijednosti PTX3. Uz visu
dob i veé¢i MBrixia rezultat, vise su i vrijednosti biomarkera Gal-9. Kako je dob znacajno
povezana s vrijednostima PTX3 i Gal-9 biomarkera, izraCunata je njihova povezanost s MBrixia
bodovnom ljestvicom uz korekciju za dob. Ako se ukloni utjecaj dobi, uocava se da je MBrixia
rezultat u znacajnoj i pozitivnoj vezi s PTX3, no ne i s Gal-9, $to se objasnjava istrazivanjem
koje su proveli Capra i suradnici govoreci kako je PTX3 visoko oCuvani protein urodene
imunosti povezan s losijim ishodom bolesti, a samo starenje istaknuti je ¢imbenik rizika za
razvoj teSkog oblika bolesti i loSeg ishoda COVID-19. Pretpostavlja se da je starenje povezano
s opadanjem i deregulacijom imunoloske funkcije, $to u kombinaciji s upalnim odgovorom igra
glavnu ulogu u povecanoj ranjivosti i loSijem ishodu bolesti COVID-19 kod starijih osoba, a $to je

u skladu i s rezultatima ovog istrazivanja (123, 142).

6.5. Analiza varijante gena I/D polimorfizma u genu za ACE i njihova povezanost s

tezinom Kklinic¢ke slike, serumskim vrijednostima PTX3 i Gal-9 te s ishodom

ACE 1/D polimorfizam odnosi se na varijaciju u nukleotidnom slijedu ACE gena, koja moze
utjecati na aktivnost ACE enzima u tijelu. Postoje dvije glavne varijante tog polimorfizma:
insercijska i delecijska, koje ukljucuju varijaciju od 287 parova baza u intronu 16 ACE gena.
Osobe s razli¢itim varijantama ACE I/D polimorfizma mogu imati razli¢ite razine ACE
aktivnosti. Nekoliko studija obuhvacalo je istrazivanje moguce povezanosti ACE I/D
polimorfizma i tezine klinicke slike kod bolesti COVID-19, odnosno osjetljivosti bolesnika na
infekciju SARS-CoV-2, a njihovi su rezultati razli¢iti. Neki radovi upucuju na to da odredene
varijante ACE 1I/D polimorfizma mogu biti povezane s povecanim rizikom od tezih oblika
COVID-19 ili ve¢om osjetljivos¢u na infekciju, dok drugi radovi upucuju na suprotne ili
neutralne ué¢inke. Medutim, vazno je napomenuti da ACE I/D polimorfizam nije jedini ¢imbenik
koji utjeCe na razvoj COVID-19. Mnogi drugi ¢imbenici, ukljucujuci dob, spol, prisutnost
komorbiditeta takoder igraju vaznu ulogu. U ovom istrazivanju D/D i I/D genotip zna¢ajno su
ceSce zastupljeni kod bolesnika sa srednje teskim i kriticnim oblikom bolesti, dok kod blagog

oblika bolesti prevladava I/l genotip.
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Marshall i skupina autora u svojoj studiji provedenoj prije pandemije SARS-CoV-2 pokazali
su povezanost izmedu genotipa D/D i incidencije, morbiditeta i rizika od smrtnosti kod
bolesnika s ARDS-om, na $to ukazuje i ovo istrazivanje (183).

Nadalje, u drugom istrazivanju pokazano je da ucestalost alela D znacajno veca u skupini
bolesnika s hipoksemijom nego u skupini bez hipoksemije, sto ukazuje da bi ACE gen mogao
biti jedan od kandidata koji utje¢u na napredovanje SARS-a (184).

Prema istrazivanju Patija i suradnika provedenoj na populaciji azijskih zemalja genotip ACE I/
u populaciji bio je u znacajnije negativnoj korelaciji s brojem smrtnih slucajeva uzrokovanih
infekcijom SARS-CoV-2, sto ukazuje na to da genotip I/I moze povoljno utjecati na prevalenciju i
klini¢ki ishod COVID-19. Osim toga, navedena studija pokazuje da genotip D/D moze biti
vazan prognosticki marker za smrtnost u bolesnika iz azijskih zemalja s COVID-19 akutnom
ozljedom pluca, odnosno ARDS-om, te da je alel D povezan s osjetljivoscu na infekciju SARS-
CoV-2 i sa stopom smrtnosti (185). Spomenuti autori pronasli Su znacajnu pozitivnu korelaciju
alela D s infekcijom SARS-CoV-2 i zakljucili kako je povezan sa stopom infekcije i smrtnosti.
Dvije druge skupine takoder su pokazale da je genotip I/l povezan sa zna¢ajno manjom stopom
smrtnosti od bolesti COVID-19 (186, 187).

Mogucu povezanost izmedu ACE polimorfizma i bolesti COVID-19 ve¢ su istrazivali
Delanghe i autori koji su usporedili ucestalost alela D sa smrtno$¢u od bolesti COVID-19 u 25
razli¢itih europskih zemalja. Pronasli su znac¢ajnu korelaciju izmedu smrti povezanih s COVID-
19 i prevalencije ACE alela D (188).

Provedene studije upucuju na to da su heterozigotni i homozigotni genotipovi ACE D/D i
I/D ¢imbenici rizika za pogorsanje bolesti, Sto pokazuje i ovo istrazivanje (189).

Usporedujuci ispitanike s obzirom na ishod lije€enja, U OvOom istraZivanju utvrdena je
statisticki znacajna razlika u raspodjeli i ucestalosti D/D genotipa kod bolesnika s negativnim
ishodom u odnosu na prezivjele, doprinoseéi 6,3 puta ve¢em izgledu za smrtni ishod, dok je isti
kod I/D genotipa bio veci za 3,5 puta. U skladu s navedenim, I/l genotip ima zastitni uc¢inak.

Nema znacajnih razlika u serumskim koncentracijama PTX3 i Gal-9 ovisno o genotipu ACE
I/D u ukupnom uzorku bolesnika. Takoder, nije bilo razlike u serumskim koncentracijama
PTX3 i Gal-9 s obzirom na ACE I/D unutar pojedinih skupina prema tezini klinicke slike.

Kako je u brojnim iatrazivanjima potvrdena Cinjenica da na razvoj teskog i kriti¢nog oblika
bolesti COVID-19 imaju utjecaj razliciti ¢cimbenici rizika (starost, muski spol, Secerna bolest,
arterijska hipertenzija i druge), zanimljivo je da su mnogi od tih komorbiditeta usko povezani s
polimorfizmom ACE 1I/D. S obzirom na ulogu tih polimorfizama u ravnotezi ACE/ACE2, to

moze biti genetski ¢cimbenik rizika za tesku infekciju (42).
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Prema istrazivanju Gomeza i suradnika nepovoljan ishod bolesti COVID-19 bio je povezan
s muskim spolom, hipertenzijom, hiperkolesterolemijom i genotipom ACE. Njihov rad upucuje
na to da bi I/D polimorfizam mogao utjecati na tezinu bolesti COVID-19, ali je u¢inak ovisio o
statusu arterijske hipertenzije. Ucestalosti muskog spola, arterijske hipertenzije,
hiperkolesterolemije 1 genotipa D/D bile su zna€ajno vece u skupini s teSkim oblikom bolesti.
Pojedinci s D/D genotipom pokazali su najvise razine ACE-a u krvi §to bi moglo objasniti
povecani rizik za kardiovaskularne i respiratorne bolesti. Neki autori povezuju taj polimorfizam
s ishodom ARDS-a, kao i s progresijom upale plu¢a kod SARS-a, §to je ve¢ ranije i opisano. U
navedenom istrazivanju zakljuceno je da je ucinak polimorfizma za ACE gen na ishod bolesti

COVID-19 vjerojatno posljedica njegove povezanosti s hipertenzijom (190, 191).

6.6. Analiza predikcije teZine klinicke slike i ishoda

Analiza predikcije klini¢ke slike i ishoda kod bolesti COVID-19 zahtijeva multidisciplinarni
pristup. Predikcija tezine klini¢ke slike uklju¢uje procjenu ¢imbenika rizika kod pojedinca, kao
Sto su starost i komorbiditeti, imunoloski status te procjenu ¢imbenika rizika u populaciji, od
stope Sirenja virusa i dostupnosti medicinskih resursa do u¢inkovitosti preventivnih mjera.

Ovim istrazivanjem zakljuceno je da su znacajni prediktori starija dob, koja je u ovom
uzorku ispitanika iznosila preko 65 godina, te PTX3 s vrijednostima preko 2394 pg/mL, kao
najbolji prediktor za teski oblik bolesti. Kako je i o¢ekivano, bolesnici s teSkim oblikom bolesti
imali su najveéi rizik za razvoj ARDS-a. Pri tome je D/D genotip ACE 1I/D polimorfizma
najcesce uocen kod bolesnika s kriticnim oblikom bolesti COVID-19. U skladu s navedenim
povezan je i stupanj zahvacenosti pluénog parenhima prema MBrixia bodovnoj ljestvici.

Rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici zna¢ajno se razlikovao medu razli¢itim stupnjevima
tezine bolesti COVID-19. Provedenom ROC analizom dobila se grani¢na vrijednost > 23,5 koja
ima specifi¢nost od 96,6 % i senzitivnost od 100 % u dijagnosticiranju teskog/kriticnog oblika
bolesti COVID-19. Moze se zakljuciti kako je rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici zna¢ajan
prognosticki alat za identifikaciju bolesnika kod kojih postoji ve¢i rizik od komplikacija i
smrtnog ishoda.

Ishod bolesti COVID-19 moze varirati od blagih simptoma do teskih komplikacija,
ukljucujuéi respiratorno i viseorgansko zatajenje te smrt. Predvidanje ishoda moze ukljucivati
procjenu ¢imbenika koji utjeCu na progresiju bolesti, kao §to su klinicka obiljezja bolesnika,

laboratorijski nalazi, radioloski nalazi i druge dijagnosticke metode.
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Provedena je ROC analiza kako bi se utvrdilo ima li vrijednost PTX3 znacajnu grani¢nu
vrijednost u predvidanju smrtnosti kod bolesnika oboljelih od COVID-19 (128). U ovom
uzorku ispitanika analiza ROC krivulje pokazala je da je najznacajniji prediktor smrtnog ishoda
PTX3 s vrijednostima > 3730 pg/mL. Glavne su zna¢ajke PTX3 lokalna proizvodnja na mjestu
infekcije ili oSte¢enja tkiva od strane viSe vrsta stanica i otpusStanje prethodno formiranog
proteina od strane neutrofila te kao posljedica toga brzo povecanje njegovih cirkulirajucih
razina u upalnim ili infektivnim stanjima. Time bi se mogla objasniti brzina porasta PTX3 u
tim stanjima, $to ga ¢ini dobrim kandidatom za prognosticki biomarker. U razli¢itim patoloskim
stanjima, u rasponu od kardiovaskularnih bolesti do infekcija i sepse, razine PTX3 u plazmi
povecane SU, opcenito SU u korelaciji s tezinom bolesti i s ARDS-om, $to objaS$njava navedeni
fenomen (116).

Bivarijatnom logistickom regresijom ispitani su znacajni prediktori u predvidanju tezeg
oblika bolesti. Uocava se da bolesnici s hipertenzijom imaju znacajnu vjerojatnost za nastanak
tezeg oblika bolesti. S obzirom na genotip, bolesnici s D/D genotipom imaju znacajno vecu
vjerojatnost za razvoj tezeg oblika bolesti.

Multivarijatnom logistiCkom regresijom uocava se da postoji znacajan model u predikciji
tezeg oblika bolesti, a to su dob bolesnika i prisutna hipertenzija.

Bivarijatnom logistickom regresijom ispitani su znac¢ajni prediktori u predvidanju smrtnog
ishoda. Najznacajniji klinicki prediktor smrtnog ishoda bio je ARDS i prisutnost komorbiditeta.
Takoder, kod bolesnika s D/D genotipom rizik za nastanak smrtnog ishoda bio je veci za 6,5
puta, $to je pokazala i studija Gomeza i autora (190).

Osim toga, multivarijatnom logisti¢kom regresijom uocava se da postoji znacajan model u
predikciji smrtnog ishoda, a to su ARDS te viSe vrijednosti PTX3.

ACE I/D povezan je s promjenama u serumskim razinama ACE jer genotipska razlika
dovodi do razlika u aktivnosti enzima. U studijama je uoceno kako su koncentracije ACE u
serumu znacajno vise u ispitanika s D/D genotipom u usporedbi s genotipovima I/D i I/l.
Uzimajuéi u obzir suprotan u¢inak izmedu ACE 1 ACE2, smanjena ekspresija gena ACE2
receptora snazno je povezana s povecanjem U ACE izrazu. Stoga se moze pretpostaviti da
prisutnost alela D utjece na klinicki tijek bolesti COVID-19 smanjenjem razine ACE2
receptora. Osim toga, pokazalo se da bolesnici s kroni¢nom opstruktivnom pluénom boleséu
(KOPB) imaju povecanu ekspresiju gena ACE2 receptora u epitelnim stanicama bronha u
donjem respiratornom traktu te da pusenje povecava i ekspresiju 1 aktivnost ACE2 u diSnim

putevima. Iako je pojacana regulacija ACE2 korisna u zastiti domacina od akutne ozljede pluca,
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epitelne stanice (191).

Thakur i skupina autora u svojoj studiji zakljuéili su da je ACE I/D polimorfizam zajednicki
regulator koagulacije, fibrinolitickog i RAAS puta kod neplodnosti i povezanih komplikacija u
trudnoc¢i. Prema njihovom istrazivanju polimorfizam ACE I/D znacajan je polimorfizam koji
utjece na razine ACE-a u plazmi. Pojedinci koji su homozigoti za alel D imaju najvise razine
enzima, homozigoti za alel I imaju najnize, a heterozigoti imaju srednju razinu. Alel D povezan
je s povisenim razinama ACE-a $to dovodi do viseg krvnog tlaka i smanjena fibrinolize tijekom
trudnoce, izlazuéi zdravlje uteroplacente riziku. Takoder je zakljuceno da su visoke razine
fibrinogena povezane s pove¢anim rizikom od tromboembolijskih bolesti, ukljucujuéi povecani
rizik od tromboze u krvnim Zilama posteljice, $to ubrzava gubitak trudnoc¢e (192).

Medutim, nekoliko drugih istrazivanja izvijestilo je o pozitivnoj povezanosti izmedu alela
D i visokog krvnog tlaka (41). Arterijska hipertenzija povezana je s veéim rizikom od
ozbiljnosti i smrtnosti od bolesti COVID-19. Pretpostavlja se da su starija dob, vise
komorbiditeta i komplikacija, nekontrolirana arterijska hipertenzija i neravnoteza izmedu dva
glavna RAAS-a, to jest snizenog ACE2/Ang (1-7) i navise reguliranog ACE/AN-II, pridonijeli
povecéanoj ozbiljnosti i smrtnosti kod bolesnika s hipertenzijom i bolesti COVID-19, na $to
ukazuju i rezultati ovog istrazivanja (38).

U ovom uzorku univarijatna regresijska analiza pokazala je da su arterijska hipertenzija,
Secerna bolest i pretilost najznacajniji prediktori tezine pluénih infiltrata zajedno s ACE D/D
polimorfizmom i serumskom razinom PTX3. Multivarijatnom regresijskom analizom samo su
hipertenzija, genotip D/D ACE I/D polimorfizma i PTX3 ostali vazni prediktori tezine plué¢nih
infiltrata.

Zaklju¢no, dobiveni rezultati dio su istrazivanja koje je provedeno na populaciji bolesnika
oboljelih od COVID-19 hospitaliziranih u jednom centru zbog ¢ega ima svoja ogranicenja.
Ograni¢enje ovog istrazivanja jest veli¢ina uzorka zbog ¢ega bi za ve¢u pouzdanost i eventualnu
dijagnosticku snagu bilo dobro nastaviti istrazivanje na ve¢em broju sudionika. Time bi se
dobili dosljedni zakljucci primjenjivi na Siru populaciju.

Takoder, snimke pluca pacijenta u JIL-u u¢injene su u leze¢em polozaju bolesnika zbog ¢ega
imaju ograni¢enja U interpretaciji nalaza. MBrixia sustav bodovanja pokazao se kao dobar
sustav za procjenu oStecenja pluca, ali zbog Cinjenice da je temeljen na subjektivnoj procjeni
oste¢enja od strane kliniCara nije u potpunosti pouzdana metoda. Kako je ranije re¢eno, CT
pluca superiorniji je kao dijagnosti¢ka metoda, ali nije primjenjiv i dostupan u pandemijskom
razdoblju u usporedbi s radiografskim snimkama pluca.

Unato¢ tome, rezultati ovog istrazivanja nagovjestavaju primjenu sustava kvantifikacije
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pluénih promjena, koja bi pomogla klinicarima u stratifikaciji i trijazi bolesnika, kao i uvodenje
novih biomarkera kao dijagnosti¢ke i prediktivne smjernice za oboljele.

Podatci dobiveni ovim istrazivanjem iznimno su vrijedni jer su pokazali kako je rezultat na
MBrixia bodovnoj ljestvici i serumske vrijednosti PTX3 te ACE D/D genotipa znacajan
prognosticki alat za identifikaciju bolesnika kod kojih postoji ve¢i rizik od tezih oblika bolesti

te smrtnog ishoda.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

Korelacija (povezanost) serumskih koncentracija PTX3 i Gal-9 u COVID-19 bolesnika
statisticki je znacajna.

Serumske koncentracije PTX3 znacajno Su povezane s tezinom klinicke slike, s
losijim klini¢kim ishodima, odnosno s pove¢anom ucestalosti razvoja komplikacija,
povec¢anom smrtnosti i ARDS-om.

Serumske koncentracije Gal-9 nisu znacajno povezane s ARDS-om.

Opseg pluénih promjena povezan je s kliniCkom slikom.

Rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici u znacajnoj je i pozitivnoj vezi sa serumskim
vrijednostima PTX3 i losim ishodom bolesti.

Od komorbiditeta, arterijska hipertenzija pokazuje se statisticki najznacajnijim
komorbiditetom.

Demografske varijable (spol i dob) povezane su s tezim oblikom bolesti i loSijim
ishodom.

ACE D/D genotip najcesce je zastupljen u bolesnika s kriticnim oblikom COVID-19.

S obzirom na navedene zakljucke moze se re¢i da serumske koncentracije PTX3 i Gal-9

pokazuju statisticki znac¢ajnu povezanost i s tezinom klinicke slike i s klinickim ishodima, §to im

daje znacaj kao patofizioloskom i prognostickom ¢imbeniku kod bolesnika oboljelih od bolesti

COVID-19. Takoder, moze se zakljuciti kako je rezultat na MBrixia bodovnoj ljestvici zna¢ajan

prognosticki alat za identifikaciju bolesnika koji imaju ve¢i rizik od komplikacija i smrtnog ishoda.
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Cilj istraZzivanja: Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati odnose serumskih koncentracija
pentraksina 3 (PTX3), galektina-9 (Gal-9), genskog ACE I/D polimorfizma i opsega plu¢nih
promjena na radiografskim snimkama plu¢a kod COVID-19 bolesnika, usporediti ih s tezinom
klini¢ke slike, biljezima hiperinflamatornog odgovora te klinickim ishodom. Takoder, ispitivan

je utjecaj dobi i komorbiditeta na njihovu serumsku koncentraciju i opseg pluénih promjena.
Nacrt istrazivanja: Presjec¢no istrazivanje.

Ispitanici i metode: U istrazivanje je uklju¢eno 80 odraslih ispitanika/bolesnika kojima je
postavljena dijagnoza COVID-19 bolesti na temelju PCR testa. Ispitanici su bili podijeljeni u
tri skupine prema smjernicama Ministarstva zdravstva RH iz 2022. godine: ispitanici s blagim,
ispitanici sa srednje teskim te ispitanici s teski i kriticnim oblikom bolesti. Za potrebe ovog
istrazivanja prikupljeni su podatci o bolesniku i njegovoj bolesti (anamneza, povijest bolesti),
procijenjen je klini¢ki status i na osnovi njega procijenjena je tezina bolesti te su provedena
laboratorijska ispitivanja. Za potrebe laboratorijskih ispitivanja uzorkovana je venska i
arterijska krv iz kojih su odredivani ispitivani parametri. Vrijednosti serumskih koncentracija
PTX3 i Gal-9 odredivane su primjenom tehnologije XMAP (engl. Multi-analyte profiling), a
polimorfizam I/D u genu za ACE PCR metodom u stvarnom vremenu. Promjene plu¢nog
parenhima kvantificirane su MBrixia bodovnim sustavom na ucinjenim sumacijskim

radiografskim snimkama pluca.

Rezultati: Korelacija serumskih koncentracija PTX3 i Gal-9 kod ovih ispitanika bila je
statisticki znacajna. Serumske koncentracije PTX3 i Gal-9 pozitivno su korelirale s tezinom
klinicke slike te s losijim klinickim ishodima, odnosno ispitanici s visim vrijednostima imali su
teze klinicke oblike COVID-19 bolesti, vi$i zbroj na MBrixia bodovnoj ljestvici, najces¢u
ucestalost ACE D/D genotipa i ve¢u smrtnost. Ispitanici s ve¢im koncentracijama PTX3 pozitivno
su korelirali s razvojem akutnog respiratornog distres sindroma (ARDS), dok se ta povezanost
nije nasSla za Gal-9. Najées¢i komorbiditeti medu ispitanicima bili su arterijska hipertenzija,
Se€erna bolest 1 pretilost, od kojih je arterijska hipertenzija bila najucestalija. Demografska

varijabla koja se odnosila na dob i spol pozitivno je korelirala s tezinom klinicke slike.

Zakljucak: Serumske koncentracije PTX3 i Gal-9 pokazuju statisti¢ki znacajnu povezanost i s
tezinom klinicke slike i s klinickim ishodima Sto im daje znacaj kao patofizioloSkom i
prognostickom ¢imbeniku kod bolesnika oboljelih od bolesti COVID-19, a dodatno je PTX3

pokazatelj razvoja ARDS-a. Takoder, moze se zakljuciti kako rezultat na MBrixia bodovnoj
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ljestvici znacajan prognosticki alat za identifikaciju bolesnika koji imaju veci rizik od komplikacija
i smrtnog ishoda.

Kljucne rijec¢i: ACE; COVID-19; galektini; polimorfizam; PTX3; radiografska snimka pluéa;
SARS-CoV-2
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Title: “Correlation between Serum Values of Galectin-9, Pentraxin 3, ACE I/D Polymorphism
and the Extent of Pulmonary Changes and Their Impact on Clinical Outcomes in Patients with
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)”

Objectives: The aim of this study was to examine the correlations of serum concentrations of
PTX3, Gal-9, ACE I/D polymorphism and the extent of pulmonary changes on chest X-ray
(CXR) in patients with COVID-19, and to compare them with the severity of the clinical picture,
signs of hyperinflammatory response, and the clinical outcome. Furthermore, we also examined

the effects of age and comorbidities on their concentration and the extent of pulmonary changes.
Study design: Cross-sectional study.

Participants and methods: The study included 80 adult subjects — patients diagnosed with
COVID-19 disease using the PCR test, who were divided into three groups based on the
guidelines of the Ministry of Health of the Republic of Croatia from 2022: subjects with a mild,
a moderately severe, and a severe and critical form of the disease. For the purposes of this
research, we collected data about patients and their disease (anamnesis, medical history),
assessed the clinical status to determine the severity of the disease, and conducted laboratory
tests. For laboratory tests, we sampled venous and arterial blood to analyse the tested
parameters. The values of the PTX3 and Gal-9 serum concentrations were determined using the
XMAP (multi-analyte profiling) technology, and the polymorphism in the ACE gene was
determined using the real-time PCR method. Changes in the lung parenchyma were quantified

using the MBrixia scoring system on CXR.

Results: The correlation of serum concentrations in our subjects was statistically significant.
Serum concentrations of PTX3 and Gal-9 positively correlated with the severity of the clinical
picture and with worse clinical outcomes, that is, subjects with higher values had more severe
clinical forms of the COVID-19 disease, a higher MBrixia score, higher frequency of ACE D/D
genotype and higher mortality. Subjects with higher concentrations of PTX3 showed positive
correlations with the development of acute respiratory distress syndrome (ARDS), while this
link was not found for Gal-9. The most common comorbidities among the subjects were arterial
hypertension, diabetes, and obesity, of which arterial hypertension was the most common. The
demographic variable related to age and gender positively correlated with the severity of the

clinical picture.
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Conclusion: Serum concentrations of PTX3 and Gal-9 show a statistically significant
correlation with both the severity of the clinical picture and clinical outcomes, which makes it
an important pathophysiological and prognostic factor in patients with COVID-19 disease.
Additionally, the PTX3 indicates the development of ARDS. We can also conclude that the
MBrixia score is a significant prognostic tool for identifying patients at a higher risk of

complications and death.

Keywords: ACE; COVID-19; Galectins; Polymorphism; PTX3; Radiography; SARS-CoV-2
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poster presentation
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in multiparametric examination of the prostate?, ECR 2023., Be¢, Austrija, poster
prezentacija
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18. Stefan¢i¢ M., Krivdié Dupan Z., Gulja$ S., Kos M., Nad T., Petrovi¢ Cokoli¢ D., Vuksan
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Squamous cell carcinoma of oropharyngeal carcinoma associated with human
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Pozvani predavac na simpoziju/tecaju trajne izobrazbe lije¢nika
1. Krivdi¢ Dupan Z, Moderne operacijske tehnike u kirurgiji glave i vrata, tema predavanja:
CT i MR dijagnostika baze lubanje, Simpozij 17. 3. 2023., Osijek, Hrvatska KBC Osijek
2. Krivdi¢ Dupan Z, CT PNS u prijeoperativnom postupku, Minimalno invazivna kirurgija
paranazalnih Supljina i baze lubanje u KBC Osijek, 22. — 23. 9. 2021., Osijek, Hrvatska
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Knjiga
1. Holik, Dubravka, Majnari¢ Trtica, Ljiljana; Noviji koncepti u gerijatrijskoj medicini i
prevenciji za osobe starije dobi. Osijek: Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku,

Fakultet za dentalnu medicinu i zdravstvo, 2023.

Clanstvo u znanstvenim dru$tvima i udrugama
- Hrvatsko radiolosko drustvo (HDR)
- Hrvatsko neuroradiolosko drustvo (HDNR)
- Europsko radiolosko drustvo (ESR)
- Europsko neuroradiolosko drustvo (ESNR)
- Hrvatsko onkolosko drustvo (HOD)
- Hrvatsko drustvo za bolesti glave i vrata Slavonije i Baranje (HDBGV)
- Hrvatski lije¢nicki zbor (HLZ)
- Hrvatska lijecnicka komora (HLK)
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